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Souhrn

Je¢men je vyznamna hospodarskd plodina. Je ve velké mife pouzivan jako krmivo.
Vyznamnym faktorem pro zvySeni nutricniho potencialu jeCmene je zlepSeni piijmu
fosforu monogastrickymi zivocichy. Kyselina fytova zasobni forma fosforu v obilkach je
nestravitelna pro monogastry. Transgenni je¢cmen SCLW-GP-PHY A produkuje v obilkach
heterologni enzym fytasu, ktery degraduje kyselinu fytovou, a tak uvoliiuje fosfaty,
stravitelnou formu fosforu. Tento transgenni jeCmen byl v polnich pokusech uveden
do Zivotniho prostiedi na dvou lokalitich v Ceské republice. Aktivita fytasy a obsah
fosfatu byl stanoven u transgennich linii sklizenych v roce 2014. Heterologni enzym méni
pfirozeny pomér zasobni a aktivni formy fosforu v obilkdch. Byly vyhodnoceny
dynamické zmény v obsahu zasobni a aktivni formy fosfatu v obilce v prubéhu kli¢eni
U transgenni a kontrolni linie. Kyselina fytova je ukladiana do globoidii, kompartmentu
ve vakuolach aleuronovych bunék. Cetnost fytatovych globoiddl v aleuronovych buiikach
byla vyhodnocena u transgenni a kontrolni linie v prib&hu kliceni. Z vysledki vyplyva,
ze lokalita péstovani ma vyznamny vliv na aktivitu fytasy a obsah fosfatu ve zralych
obilkach. Transgenni je¢men vykazuje odlisSny vyvoj obsahu fosfatu a aktivity fytasy

v prubéhu kliceni ve srovnani s kontrolou.



Summary

Barley is a prominent agricultural crop. It is broadly utilized as feed. Improving
of phosphorus intake by monogastric animals is the substantial factor for increase
of the nutrition potential of barley. Phytic acid, which is the storage form of phosphorus
in barley caryopsis, is indigestible for monogastric animals. Transgenic barley
SCLW GP-PHYA produces heterologous enzyme fytase, which degrade phytic acid thus
liberating digestible form of phosphorus, in the caryopsis. Transgenic barley was launched
into environment at two locations in the Czech Republic within field trials. Phytase activity
and phosphate content were assessed in seeds of transgenic and control lines harvested in
2014. Heterologous enzyme modifies natural ratio of storage and active form of
phosphorus in the caryopsis. Dynamic changes in content of storage and active form of
phosphorus in seeds of the transgenic and control line during germination were evaluated.
Phytic acid is stored in globoids. It is a compartment within vacuoles of aleurone cells.
The number of phytate globoids in aleurone cells was evaluated in the transgenic and
control line during germination. The results indicate that the locality of cultivation has
a substantial impact on the phytase activity and content of phosphate in mature seeds.
Transgenic barley shows a different progress in content of phosphate and phytase activity

during germination in comparison to the control line.
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1. Cile prace

1. Vypracovani reserSe na téma diplomové prace, hodnoceni exprese bakteridlniho genu
phyA u transgenni linie SCLW-GP-PHYA

2. Stanoveni obsahu kyseliny fytové metodou CE-MS, kolorimetrické stanoveni fosforu
a aktivity fytasy v obilkach transgenni linie SCLW-GP-PHYA.

3. Stanoveni aktivity fytasy u kli¢icich obilek je¢mene.

4. Anatomicka charakterizace zasobnich vakuol v obilkach transgenni linie
SCLW-GP-PHYA.



2. Uvod

vvvvvv

snad jen kukufice, pSenice a ryze. Obilky jeCmene jsou bohaté na Skrob, vitaminy
a mineralni prvky. Je¢men je plodina, ktera ma stale Slechtitelsky potencial pro zvyseni
vynosu a zlepSeni odolnosti k biotickym a abiotickym faktortim.

Pfes svou vysokou energetickou hodnotu, ¢ast nutricniho potencidlu je¢mene
zustava nevyuzita. Kyselina fytova, myo-Inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat zkracené InsPg,
je hlavni zasobni forma fosforu (P) v obilkach je¢mene. Je povazovana za antinutri¢ni
faktor, nebot’ je nestravitelnd pro monogastrické zivocichy jako vepi nebo kur domaci.
Proto jen cast fosforu zcelkového mnozstvi je strdvena, a tedy skutecné vyuzita.
V disledku svych fyzikalné-chemickych vlastnosti vytvaii kys. fytova soli tzv. fytaty
s kationty vapniku, hot¢iku ad., ¢imz dale pfispiva ke sniZeni nutri¢niho potencialu krmiva
¢i potraviny. Nestraveny fosfor nachazejici se ve fekaliich muze pfispivat k eutrofizaci
povrchovych vod, je-li hnlij z farem pouzit k hnojeni pole v blizkosti vodnich nadrzi
a tok.

V kli¢icich zrnech je biosyntetizovan enzym fytasa, ktery odStépuje fosfatové
skupiny z molekuly kyseliny fytové. Fosfaty jsou nasledné vyuzity kli¢ici rostlinou. Zralé
obilky je¢mene vSak obsahuji nedostatecné mnozstvi fytasy pro efektivni vyuZziti zasob
fosforu, jsou-li pouzity do krmiv. Rostlinné navic fytasy nespliuji pozadavky na teplotni
stabilitu, ktera je Zadanym parametrem pii vyrob¢ krmiv. Rostlinné fytasy nejsou schopné
efektivné hydrolyzovat kys. fytovou v prostfedi Zaludku a stfev z divodu pisobeni
proteolytickych enzymu a nehostinného prostiedi. Enzymy splitujici pozadavky na teplotni
stabilitu a pH optimum byly nalezeny v bakteriich a houbach.

Zvyseni nutri¢niho potencialu krmiv a zefektivnéni vyuzivani fosforu byly hlavni
divody pro vneseni genu, pivodem z houby Aspergilus niger, ktery koéduje termostabilni
avysoce aktivni fytasu, do genomu jeCmene, modelové odridy Golden Promise.
Lokalizace exprese heterologniho proteinu ve zralych obilkdch byla zajiSténa pouZitim
amylasového promotoru s amylasovou signalni sekvenci. Byla ziskéna transgenni linie
pojmenovana SCLW-GP-PHYA vykazujici zvysenou aktivitu fytasy ve zralych obilkach.
Tato linie byla v ramci polnich pokust uvolnéna do Zivotniho prostiedi na dvou lokalitach

v Olomouci a Lukavci.
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3. Stav reSené problematiky

3.1 Obecna charakteristika je¢cmene

JeCmen je rostlina s vysokym hospodaiskym vyznamem. Pouziva se prevazné
V pivovarstvi pro vyrobu piva a v zivo¢isné vyrob¢ jako krmivo. Je¢men (Hordeum) je
klasifikovan do Celedi lipnicovitych (Poaceae), skupiny jednodéloznych rostlin
- Liliopsida. Hospodaisky vyznam ma je¢men sety (H.vulgare). Je¢men lze dle doby
vysevu délit na jarni a ozimy. Pro pivovarské ucely se pouziva predevSim jarni jeCmen.
Jedna se o jednoletou bylinu dortstajici do vySky az 120 cm. Svazcité koieny sahaji
ptevazné do hloubky 30 cm. Duty stonek - stéblo je rozdéleno nody. Jedna rostlina mize
mit nékolik stébel tzv. odnozi. Optimalni pocet odnozi je 2-4. Listy jsou dlouhé carkovité
rozliitelné na pochvu a Cepel. Kvétenstvim je lichoklas. Vegetatni doba je¢mene je
zhruba 120 dni. Plody - obilky mohou byt uskupeny ve dvou nebo Sesti fadach, z ¢ehoz
vychazi déleni jeCmene na dvoufady nebo Sestifady. Zrald obilka je¢mene je okorald,
tj. srasta s pluchami a pluskami.

JeCmen patii k rostlinnym druhim, které vytvaii bohaty Skrobovy endosperm,
ktery slouzi k vyzivé embrya v ranych fazich kli¢eni. Stavba embrya je specificka
pro skupinu Poaceae. Organy embrya jsou &titek, koleoptile a koleorhiza. Stitek
(scutellum) zprostiedkovava Cerpani zivin z endospermu. Na Stitek pfiléha vzrostny vrchol
(plumula), ktery je obalen blanitym obalem (koleoptile), ktery chrani vzrostny vrchol
béhem kli¢eni. Na plumulu navazuje prvni stonkovy clanek (mezokotyl). Mezokotyl
prechédzi v kofenovy zdklad embrya (radikulu), kterd je obklopena koleorizou, jenz ma
obdobnou funkci jako koleoptile. Z mezokotylu dale vyristaji postranni kofeny. Skrobovy
endosperm obaluje aleuronova vrstva. Vné aleuronu jsou poté testa a perikarp,
které u obilek sristaji.

Genom je¢mene je v diploidnim stavu tvofen 14 chromozémy. Haploidni genom je
tvoten 5,1 Gb, které koduji ptiblizn€ 26 000 genti. Az 84 % genomu je tvoieno mobilnimi
elementy a jinymi repetitivnimi sekvencemi (The International Barley Genome Sequencing

Consortium, 2012).
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3.2 Piijem fosforu

Je€men pfijima kofeny mineralni latky, které jsou pfitomny v pidé. Vyznamnou ulohu
Vv pfijmu mineralnich latek, kam se tadi fosfat, hraji kotfenové vlasky. Preferovana forma
fosforu, kterdA je piijimdna rostlinami zpudy je anorganicky orthofosfat
(Bucher et al., 2007).

Fosfor je v pid¢ v organické formé nejvice zastoupen jako InsPg. Neni zcela jasné,
jsou-li rostliny schopné piijimat P v této formé. V pud¢ jsou kromé inositolfosfatu (InsP)
pfitomny v nezanedbatelné mife 1 nizkomolekularni fosforylované nukleosidy,
které mohou slouzit jako zdroj uhliku a fosforu. Pfed asimilaci mikroorganismy vS§ak musi
byt defosforylovany. Aktivita fosfatas je zde limitujicim faktorem jejich piijmu,
nebot’ pii vyssich koncentracich nukleotidii je jejich asimilace signifikantné pomalejsi
nez U nukleosida (Fransson et Jones., 2007).

Exprese mnoha genli zejména v kofenech je transkripcné fizena signdly,
které odpovidaji vyzivovému statusu rostliny (Smith et al., 2000). P#i hojnosti fosfatu — P;
Vv pudnim substratu tidi rostlina ¢asteéné pfijem vyuzitim nizko-afinitnich fosfatovych
transportérii. Naopak nedostatek P indukuje u rostliny expresi vysoko-afinitnich
transportérd (Epstein et al., 1953). V cytoplasmé rostlinnych bunék se koncentrace P;
pohybuje na milimolarni hladin€. Optimalni koncentrace pro rist je 5-20 mmol/l. Vyssi
rostliny reguluji homeostazi P; v cytoplazmé transportem fosfati do vakuoly. Rostlinné
buriky s vysokou koncentraci P; v cytoplazmé jsou schopné pro udrzeni homeostaze ulozit
85-90 % P; do vakuoly (Natr, 1992).

Piijem fosfati do bun¢k kofenového systému zprostredkovavaji transmembranové
transportéry v bunikach rhizodermis. Vysoka ¢etnost transportéru je v kofenovych vlascich,
které se dostavaji do piimého kontaktu s pldnimi casticemi. U modelové rostliny
Arabidospis thaliana byla popsana rodina Phtl transmembranovych fosfatovych
transportéru (Muchhal et al., 1996; Smith et al., 1997). Jedna se o symportéry fosfatu
s kationtem H*. Transportéry jsou slozené z 12 podjednotek, které jsou rozdélené
hydrofilnimi oblastmi na dvé skupiny po Sesti podjednotkach. Tyto fosfatové transportéry
jsou velmi konzervativni. Geny s riznou mirou similarity 1ze nalézt napfi¢ zivociSnou
arostlinnou #8i (Smith et al., 1997). U H. vulgare bylo v rodin¢ Phtl fosfatovych

transportéri popsano celkem 8 homolognich genti (Mudge et al., 2002).
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Transportéry HvPhtl;1 a HvPhtl1;2 jsou exprimovany v trichoblastech kofenovych
vlaski a v bunkach stélé. Jejich exprese se zvySuje pifi nedostatku
P (Shiinmann et al., 2004). Bylo prokazano (Glassop et al., 2005), Ze u jeCmene je
v disledku kolonizace kofenti pudni arbuskularni-mykorhizalni houbou rodu Glomus,
V napadené ¢asti rostliny, specificky exprimovan transportér Pht1;8. Jedna se o transportér,
ktery je specificky ucasten pfijmu P; proudiciho ze symbiotické houby do apoplastu
kofenli. Promotor tohoto transportéru je pravdépodobné indukovan mykorhizalni
kolonizaci. Grace et al. (2009) ovSem zaznamenal, ze ve srovnani s G. intraradices,
kolonizace G. geosporum vedla pouze k slabé expresi Phtl;8. Z uvedeného Ize usoudit,
ze ne vSechny mykorhizalni houby jsou sChopné indukovat expresi tohoto specifického
transportéru. HvPht1;1 a HvPhtl;4 transportéry jsou aktivni v axilarnich pupenech, patrné
kvuli poptavcee po P;j v disledku metabolické aktivity pletiva (Mudge et al., 2002).

Rostliny z ¢eledi Poaceae (Lipnicovité) vylucuji z kofeni organické kyseliny
zaucelem acidifikace pudy vedoucimu ke zlepSeni piijmu fosfati. Nicméné mohou
vyluCovat ivodikové Kkationty, které jsou poté zpétné kotransportovany s fosfatem.
Prozlepseni pfijmu P a Fe dale rostliny uvoliuji chelatory — phytosiderophory. Bakterie
kompetujici o stejné zdroje vylucuji siderophory. Ackoli organické kyseliny solubilizaci
fytatu uleh¢uji jeho néslednou hydrolyzu, mohou pti zvySené koncentraci soucasné tlumit
aktivitu fytas (Tang et al., 2006). Nadmérné mnozstvi vylu¢ovanych organickych kyselin
do rhizosféry proto mize byt kontraproduktivni.

Pti nedostatku P; v substratu mohou rostliny vylu€ovat do rhizosféry extracelularni
fosfatasy s Sirokou substratovou specifitou, hydrolyzujici mimo nukleosidy dTTP, dCTP
i InsPs (Lung et al., 2008). Mezi kultivary pSenice existuje variabilita v aktivité¢ kofenoveé
vylu¢ovanych fosfatas. Nicméné existuje jen slaba korelace mezi pfijmem P a aktivitou
fosfatas uvolilovanych extracelularné¢ z kotfend. VéEtSi podil na variabilité vytvorené
biomasy stonku a akumulaci P je vysvétlen druhem pudy, na které je dana plodina
péstovana (George et al., 2008).

Brown et al. (2013) odvodil, Ze nejvétsi potencial pro zvyseni piijmu P s ohledem
na energetické pozadavky je tvorba kofenovych vlaski. Nebot investovat uhlik
asimilovany béhem fotosyntézy do organickych kyselin nebo fosfatas, vylu¢ovanych mimo
buniky do rhizosféry, miize byt energeticky naro¢né. Brown et al. (2012) prokazal, ze délka
kotenovych vlaski je dilezita pro piijem P v podminkach jeho limitovaného mnoZstvi.

Jednim z efektivnich zplisobl asimilace fosforu z pidy je tvorba proteoidnich

kotfenti. Tyto kofeny vytvaii v misté zdroje P hustou sit’ lateralnich kotfenovych vlask,
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které jsou schopny uc¢inné ptijimat P;. Keerthisinghe et al. (1998) zaznamenal nejvyssi
kapacitu piijmu P; v segmentu 0-1 cm od vrcholu kofenové $pi¢ky proteoidniho kotene.
Tento segment byl schopen efektivnéji piijimat P; nez stejny segment neproteoidniho
kotfene. Uz v segmentu nasledujicim dlouhém 1-3 cm od kotfenové Spicky je schopnost
pfijimat P; mezi proteoidnimi a neproteoidnimi kofeny prakticky na stejné urovni.
Proteoidni kofeny jsou schopné vylucovat organické kyseliny - citraty po celé své délce,
s vyjimkou vrcholového segmentu, ktery je zaméien na piijem Pj. Nejvetsi schopnost
vyluovat CcCitraty ma oblast navazujici na kofenovou S$picku, tj. segment 1-3 cm

za vrcholem kofenového vlasku.
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3.3 Alternativni piijem fosforu
3.3.1. MyKkorhizalni symbiéza a ¢innost pudnich bakterii

Mikroorganismy mohou zménit kvalitu a kvantitu organickych a kondenzovanych
forem P v pudé. Slozité makromolekuly obsahujici P mohou mikroorganismy rozlozit
na jednodussi molekuly a uvolnit Pj. Pidni mikroorganismy vyskytujici se v rhizosfére
jsou schopné degradovat fytat (Jorquera et al., 2011). Fosfaty potom mohou rostliny
pfijimat pifimo z pudy, nebo zprostiedkované skrze hyfy mykorhizélnich hub. Hnojeni
pudy zdroji uhliku (celulosa, skrob, glukosa) vede ke zvySeni pidni biomasy. Nicméné
slozeni mikrobialni komunity je siln¢€ ovlivnéno druhem piady (Bunemann et al., 2008).

V dne$ni dobé velmi rozsifené hnojeni anorganickymi fosfaty je limitovano
omezenymi lozisky nerostnych fosfatd. Efektivitu tohoto pfistupu zatézuje skutecnost,
ze vice nez 90 % P obsaZzeného v hnojivu, které je aplikovano do pudy, se stava
nedostupnym pro rostlinu v disledku interakce P; S pudnimi ¢asticemi adsorpci
nebo precipitaci (Shangetal.,, 1992). Dlouhodoba polni studie (Kreyetal.,, 2013)
prokézala, ze organickd hnojiva (kompost ¢i kravska mrva) aplikované jednou za 3 roky
maji srovnatelny, ne-li siln€jsi, u€inek na vynosové charakteristiky (sucha hmotnost,
vzrust, ad.) neZ kazdorotné aplikované fosfaty. Autor navrhl vysvétleni zlepSenymi
vlastnostmi pidy a dostupnosti zivin. Hnojeni fosfaty ovliviiuje pidni mikroorganismy,
nebot pfihnojeni P do pldniho substratu vedlo k snizené kolonizaci kotent a kratSim
hyfam mykorhizalni houby (Li et al., 2006; Raiesi et al., 2006). Z dlouhodobého hlediska
je proto dulezité¢ dbat nejen o plodiny a jejich maximalni vynosy, nybrz také o pidu
jakoZzto zdroj Zivin.

Vychodiskem pro rostliny s nedostatkem P; muze byt symbidéza s pidnimi
mikroorganismy, které jsou schopné fosfatové skupiny z molekuly InsPg odstépit, hovoii
se 0 tzv. mineralizaci InsPg. Pidni mikroflora se méni v zavislosti na vegetativni fazi
rostlinného vyvoje. Mahmoud et al. (1973) pozoroval v rhizosféfe pSenice a fazolu,
7e nejvyssi hustota mikroorganismi koincidovala s dobou kveteni a tvorbou semen
u rostlin.

Mikroorganismy a rostliny zvysuji dostupnost P solubilizovanim P; a mineralizaci
organického P (Jorquera et al., 2008). Pudni bakterie podobn¢ jako rostliny jsou schopné
do svého nejblizsiho okoli uvoliiovat organické kyseliny. V in vitro studii produkovaly
organické latky az do koncentrace 40 mM, a dokézaly tak snizit pH média aZ o 2 stupné.

(Giles et al., 2014). Obdobné i arbuskularni-mykorhizalni (AM) houby jsou schopné
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vylucovanim organickych kyselin acidifikovat rhizosféru a tak zlepsit ¢innost fosfatas
vedouci k vysSimu piijmu P; (Wang et al., 2013).

Jetel luéni (Trifolium pretense) byl schopen akumulovat vyznamné vice P
Vv kofenech a stonku, byly-li kofeny inokulovany ptdni houbou G. versiforme. Sucha vaha
ptitom zdstala srovnatelna (Feng et al., 2003). Li et al. (2006) studoval vliv mykorhizalni
symbidzy G. intraradices na ptijem P u pSenice. Mykorhizalni cesta piijmu P byla schopna
pfispivat dle podminek pokusu 50-80 % z celkového ptfijmu P. Nicméné AM houby
nepfispivaly k rustu rostlin nebo zlepSeni celkového piijmu P v prvnich tydnech
po vykli¢eni. Ve své ptedchozi praci (Li et al., 2005) zaznamenal dokonce zpomaleni ristu
indukované AM kolonizaci. Rozporujici vysledky dale zaznamenal Grace et al. (2009)
v studii provadéné na je¢menu. Rostliny kolonizované mykorhizalni houbou vykazovaly
sniZenou suchou hmotnost a celkové nizsi obsah P. Z vysledkl hypotetizoval, Ze omezeny
rast rostliny je pravdépodobnéji zapfi¢inén disledky fizeni piijmu P; houbou
nez poptavkou houby po uhliku.

Tisserant et al. (2012) piekvapivé nedetekoval v transkriptomu mykorhizalni houby
rodu Glomus mRNA kodujici enzym fytasu. Simbioticka houba ma pfedev§im schopnost
prijimat fosfat a dale jej transportovat hyfami do koteni. Vlastni degradaci fytati v pudé
pravdépodobné zajistuji fytat degradujici bakterie, které jsou asociovany S houbovymi
hyfami a které tak nabyvaji velkého vyznamu pro pfijem P; rostlinou (Zhang et al., 2014).
Tuto tezi podporuje skute¢nost, Ze inokulace tabaku ptidni bakterii z rodu Pseudomonas
vedla k signifikantnimu zvySeni obsahu P ve stonku (Giles et al., 2014). Inokulace pidnimi
bakteriemi vedla k vy$§im vynosim a trodnosti pidy i v piipadé pSenice a kukufice
Vv polnich pokusech provedenych na tiech rozdilnych lokalitach (Kaur et Reddy, 2014).
Pldni mikroorganismy se ptizpiisobuji podminkam, ve kterych se vyskytuji. V rhizosféfe
S nizkym obsahem P; vykazuji pidni bakterie vyznamné krat$i dobu lag faze ve srovnani
s bakteriemi z pudy bohaté na P; (Maougal et al., 2014). Autor dale pfedpokladal,
ze rostliny skrze kofeny mohou napomahat rozvoji téch druht bakterii, které se prezentu;ji

zvySenou fytasovou aktivitou pii nedostatku P;.
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3.3.2. Biotechnologicky pristup

Byly s riznymi vysledky provadény experimenty s transgennimi rostlinami
vyluéujicimi z kofenti heterologni fosfatasy nebo fytasy ve snaze o vyuziti fytatového
fosforu jakozto hlavniho zdroje P pro rostlinu. George et al. (2005) prokazal, ze rostliny
potiebuji pro ziskani P z InsPg extracelularné uvoliiované heterologni enzymy. Transgenni
tabak (Nicotiana tabacum) byl oproti kontrole schopen akumulovat aZ o polovinu vice P
pfijimaného z puady piihnojené fytatem. Transgenni jetel plazivy (Trifolium repens)
exprimujici v kofenech heterologni fytasu nabyl v pidnim substratu obsahujicim fytat
jako hlavni zdroj P az dvoundsobnou suchou hmotnost netransgenni kontroly. Transgenni
rostliny byly schopné oproti kontrole akumulovat az 2,6krat vice P (Ma et al., 2009). Lze
se tedy domnivat, Ze rostliny jsou schopné akumulovat P i nad rdmec vlastni potieby.
At jiz je ptijem zprostiedkovany prirozené mykorhizalni symbidzou, ¢i v disledku aktivity
heterologniho proteinu. Pozitivni u¢inky mykorhizy u psSenice péstované na vulkanické
pudé zaznamenal i Rubio et al. (2003).

Byly zaznamenéany pozitivni vysledky hydroponicky péstovanych transgennich
rostlin extracelularné vylucujicich fytasy (Lung et al., 2005). Presto extracelularni
vyluovani at’ uz nativni nebo heterologni fytasy do rhizosféry nejspise nezajisti vyznamné
zlepSeni asimilace fytatového P z pudniho prostfedi (Lung et al., 2006). Jednim z faktort
snizujicich efektivitu extraceluldarné vylucovanych enzymi je jejich rychld adsorpce
na ptidni ¢astice v kratkém case po uvolnéni z kotenti. To miize vést k snizené schopnosti
rostlin  vyuzit fytat, popfipadé jinou formu organického fosforu pro rlst

(George et al., 2005).
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3.4 Ukladani fosforu

v

Vyssi rostliny ukladdaji P; ve formé polyfosfati. NejhojnéjSim zasobnim
polyfosfatem, ktery je soucasné povazovan za hlavni antinutri¢ni faktor, je InsPs. Kyselina
fytova je schopna vytvaret fytatové komplexy asociaci s bivalentnimi kationty kovu.
Lottetal. (2000) odhadl, Ze ro¢n¢ je vyprodukovano az 51 miliont tun fytatu,
ktery obsahuje takika 10 mil. tun P, cozodpovidd 65 % P aplikovaného ro¢né
ve hnojivech.

Z pohledu ukladdani P v semenech Ize u jeCmene a pSenice dobu vyvoje semen
rozdélit na fazi rlstovou, trvajici tfi tydny po odkveteni, a fazi dozravani dlouhou
nasledujicich 5 tydnt. V prvni fazi se akumuluji v zrnu P; a InsPs. V druhé fazi postupné
klesa podil P; a tempo akumulace se zpomaluje. ZvySuje se exprese enzymu pozdni faze
syntézy InsPs a postupné se zvySuje obsah InsPg. U pSenice byl pozorovéan nejvyssi obsah
InsPg 6 tydnti po odkveteni (Bhati et al., 2014; Hatzack et al., 2000).

V dob¢ vyvoje semene se s dozravanim a tim i zvySovanim suché vahy zvySuje
podil P. Az 60 % asimilovaného P je ulozeno do InsPg od 16. dne po vykveteni a pozdé&ji je
témef veskery asimilovany P uloZen jako InsPs (Coelho et al., 2007). Na syntézu InsPg ma
zasadni dopad aktivita myo-Inositolfosfatsyntasy (MIPS) enzymu rané faze biosyntetické
drahy kys. fytové. U pSenice byla zaznamenana nejvyssi aktivita MIPS 7 dnii po kveteni
s pozvolnym poklesem aktivity enzymu 14-21 dni po kveteni (Ma et al., 2013). Vyznam
InsPg pro rostlinny metabolismus podtrhuje skutecnost, Ze celou syntetickou drahu InsPg
je schopen zastat ijediny enzym Hvlpk. Avsak nespecificka exprese Hvlpk ve vSech
pletivech napovida, ze nema konkrétni funkci pii akumulaci InsPg v semenech
(Josefsen et al., 2007).

U je¢mene je vétSina InsPg ukladana do zasobnich vakuol — PSV (protein storage
vacuole) aleuronovych bungk. Zasobni vakuoly jsou slozené celkem ze tfi kompartmenti.
Hlavni kompartment je vakuolarni matrix, ktery obklopuje zbylé dva kompartmenty.
Prvnim jsou krystaloidy slozené vyhradné z proteind. Druhy kompartment jsou globoidy
obsahujici molekuly InsPg (Lott et al., 1978; Reyes et al., 2011). Globoidy jsou sférického
tvaru a jsou slozené ptiblizné ze 40 % fytovou kyselinou (Bohn et al., 2007).

Regvar et al. (2011) pozoroval u pSenice dvé vrstvy bunék tvoficich aleuronovy
obal semene. Kazda z téchto vrstev se liSila svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.

Globoidy jsou v téchto bunkach vyznamnym kompartmentem. V jednotlivych buikach
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aleuronu se vyskytuje velké mnozstvi globoidd, jejichz distribuce je nahodna a globoidy
se nejevi byt vzajemné propojené.

Globoidy jsou hlavni kompartment, do kterého jsou ukladany molekuly kyseliny
fytové. V semenech okurky (Cucurbita maxima) se globoidy vytvaii v obdobi 4-9 tydnu
po opyleni. V tomto obdobi se nezvysil vyrazné procentualni podil P; k suché vaze semene,
zménila se vSak forma fosforu ve prospéch InsPg (Ockenden et al., 2001). V obilkach
je¢mene se zacal InsPg akumulovat 7 dni a stabilni hladiny dosahl po 49 dnech od kveteni
(Hatzack et al., 2001). Ma et al. (2013) podobné detekoval v obilkach pSenice InsPg
jiz 7 dni po odkveteni. Nejvyssi tempo akumulace fytatu bylo potom zaznamenano
V obdobi 2. tydne vyvoje semene.

Jelikoz je primarni funkei globoida ukladani kyseliny fytové, 1ze odvodit, ze tvorba
globoidi je dusledkem syntézy InsPg a ze tedy tvorba globoidi koinciduje s aktivitou
syntetického aparatu kys. fytové. Ma et al. (2013) pozoroval, ze kultivar pSenice
s vysokym obsahem InsPg vykazoval vyssi enzymatickou aktivitu a soucasné i zvySenou
expresi enzymu MIPS nez kultivar s nizkym obsahem InsPs Syntéza InsPg probiha
pravdépodobné v cytosolu. Akumulace InsPg Vcytoplasmé je fizena negativnim
zpétnovazebnym mechanismem (Shi et al., 2007). Po dokonceni syntetické drahy je InsPsg
transportovan z cytosolu do vakuoly, kde nasledné vytvaii globoidy. Na transportu
se podili MRP ABC transportéry, napt. U pSenice TaMRP3. Nejbliz§i homolog TaMRP3 je
ZmMRP4, jehoz knock-out vedl k low phytic acid (Ipa) fenotypu. Exprese MRP4 byla
zaznamenana 15 dni po oplozeni s pikem 21. den, coz odpovidd potieb¢ transportovat
nasyntetizovany InsPg do vakuoly (Shietal., 2007). Veigaet al. (2006) odhadl,
ze pii koncentraci InsPg vyssi jak 49 mM dojde k jeho precipitaci s kationty na Mg-fytat.
Tato teoreticky navrzena hladina je hluboko pod koncentraci InsPg v globoidech.

Globoidy vyskytujici se v aleuronovych buiikach zrn je€mene obdobné
jako u pSenice jsou na prufezu velké 1-2 um (Bohn et al., 2007; Liu et al., 2004,
Ockenden et al., 2004; Regvar et al., 2011). Na snimcich elektronového mikroskopu jsou
globoidy vidét jako mista s vysokou hustotou elektronti (Nishizawa et al., 2003). Globoidy
Ipa mutantnich linii s nizkym obsahem InsPg jsou v PSV Cetnéjsi, ale zaroven jsou mnohé
mensi nez 0,5 um (Liu et al., 2004; Ockenden et al., 2004). Globoidy jsou ohrani¢ené
jednovrstevnou membranou tvotenou lipidy, jejichZ zastoupeni a sloZzeni muze byt rozdilné
od slozeni lipidi v tonoplastu. V této membran¢ byly nalezeny krystaly oxalatu

vapenatého, ale také zde byly identifikovdny transmembranové transportéry

19



H*-pyrofosfatasa a y-TIP (Jiang et al., 2001), ktery dile vyvozoval, Ze globoidy obsahujici
pyrofosfatasu mohou mit funkci tlozisté pro vysoce energetické pyrofosfaty.

Globoidy mohou obsahovat proteiny, do kterych mohou byt vklinény pravé
molekuly kys. fytové. Nicméné se zda, Ze InsPg vytvaii velky krystal uprostied globoidu
aproteiny jsou vytlaceny po okraji k membran¢ (Jiang et al., 2001).
Nishizawa et al. (2003) objevil i potencialni signalni sekvenci, kterda mize slouzit
pro transport proteinii do globoidl. Studii vSak provadé¢l na soéji, kterd ukladad vysoké
mnozstvi proteinti B-konglycinini do semen. Fytatové globoidy obsahuji i nezanedbatelné
mnozstvi kationtd, které jsou vazané na fosfatové skupiny, tvotici soli - fytaty. Globoidy
vSak neobsahuji Skrobové granule ani ¢astice glukozy (Bohn etal., 2007). Ukladani
proteini a InsPg Vv priabéhu zrani obilky se jevi byt na sobé nezavislé,
nebot’ Wu Wei et al. (2007) nezaznamenal korelaci mezi obsahem InsPg a obsahem
proteinu.

V ramci klasu se mohou vyskytnout mirné rozdily v obsahu InsPs u nékterych
kultivara (Liu et al., 2005). Ram et al. (2010) provedl analyzu 400 genotypti pSenice.
Vyplynulo, Ze na hladinu fytatu a aktivitu fytasy v zrnech ma vyznamny vliv genotyp
a lokalita vyskytu.

Do globoidi jsou ukladany i kationty Ca, Mg, K, ad., které jsou dilezité pro tvorbu
fytatovych komplext. Globoidy nejsou vytvaieny pouze v bunikach aleuronu, ale byly
pozorovany iV embryu - skutelu je¢mene (Bergman et al., 2000; Ockenden et al., 2004).
U Ipa mutanta jeCmene se snizenym obsahem InsPg nebyla vyrazné pozménéna kapacita
pro skladovani mineralnich latek, tj. Mg, K, Zn, Ca (Hatzack et al., 2000).

U A. thaliana byly v PSV detekovany K, Ca, a Mg fytaty. Nikoli vS§ak Mn a Zn
fytaty. Mn-fytaty se objevuji brzy béhem kli¢eni, avSak nikoli v globoidech v PSV,
nybrz jako ve vodé-rozpustné krystaly ulozené v endoplazmatickém retikulu (ER),
které jsou vyuzity pfi syntéze proteini zapojenych v OEC (kyslik uvoliujicim komplexu)
fotosystému II (Otegui et al., 2002). Skutecnost, ze ne vSechny kationty jsou uloZeny
v globoidech v komplexu s InsPs, ale vyuzivaji InsPs jako nosic, ze kterého se uvoliuji
Vv konkrétnim vyvojovém stadiu a navic ve specifickém pletivu, ukazuje na mnohem vice

komplexni roli InsPg Vv rostlinném metabolismu.
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3.5 Mobilizace P v pribéhu kli¢eni

Kliceni je proces, v ramci kterého dochazi k aktivaci fady biochemickych reakci.
Rostlina vytvafti pletiva pro pfijem Zivin, primarni kofen a list. Nez za¢ne rostlina Cerpat
ziviny z pudy a energii z fotosyntézy, je odk4dzéna na své vlastni zdroje. Velké mnoZstvi
energie je ulozeno v Skrobovém endospermu. Endosperm je obalen aleuronovymi
bunikami, ze kterych jsou uvoliiovany hydrolasy $tépici Skrob na jednodussi sacharidy
(Briggs D.E., 1968). Ve zralych obilkach jeémene nebyla zaznamenana aktivita a-amylasy.
Ta je denovo syntetizovana béhem kliceni. Nardst aktivity a-amylasy byl pozorovan
PO 24 h a nejvyssi aktivita byla zaznamenéana 4. den kli¢eni. Sesty den je sledovan pokles
aktivity amylas (Briggs D.E., 1968; Ritchie et al., 2000). Obdobn¢ jako amylasy jsou
produkovany i fytasy.
ziskavany $tépenim zasobnich proteinu proteasami. Cast proteas se akumuluje v obilce
jiz v prib&hu zrani (Ritchie et al., 2000).

V prubéhu kliceni jsou zmobilizovany ulozené zasoby fosfatli ve formé kyseliny
fytové, ktera je lokalizovana v globoidech v PSV (Goyoaga et al., 2011). V aleuronovych
bunkach zralych obilek jsou cetné PSV, které jsou v pribchu kli¢eni nahrazeny jedinou
centralni lytickou vakuolou (Bethke et al., 2007). V PSV se v pribéhu 1. dne kli¢eni
vytvafi heterogenni otvory, které mohou byt v né€kterych ptipadech propojeny S cytosolem
(Bolte et al., 2011). Muze tak dojit rychle k zvySeni hladiny fosfatt v cytosolu, nejsou-li
fosfaty imobilizovany v ramci InsPe.

Enzym fytasa odstépuje ortofosfatové skupiny z molekuly InsPg za vzniku nizsich
InsP. Uvolnény fosfat je transportovan do mista spotfeby. Na transportu Pj
se pravdépodobné podili fosfatovy transportér Phtl;5 (Mudge et al., 2002). Fytasy aktivné
se podilejici na udrzovani hladiny a mobilizaci P; v prubéhu kli¢eni u jeCmene spadaji
do skupiny kyselych fosfatas PAP z anglického (Dionisio et al., 2011). Jelikoz byly
zaznamenany stejné InsP uzralych obilek a vpribéhu kliceni, vyvodil
Hatzack et al. (2001), Ze pfinejmensim na bazalni Grovni jsou fytasy aktivni i ve zralych
zrnech. U jeCmene je timto enzymem HvPAPhy a, ktery je syntetizovan béhem vyvoje
semene mezi 15. az 21. dnem po opyleni. Nésledné je uklddan do PSV a mize zasahovat
do hladiny InsPs i ve zralém zrnu a ¢astecné i béhem kli¢eni. Béhem klic¢eni jsou de novo

syntetizovany enzymy HvPAPhy bl a b2 (Dionisio et al., 2011).
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U PAPhy a se vyvinul Cis-aktivni regulaéni element, ktery fidi expresi genu
V pribéhu zrani semene, zatimco PAPhy b ma zachovanou archaickou ulohu, tj. fizeni
exprese béhem kliceni. Aktivita fytas ve zralych zrnech jeCmene a pSenice je tedy
s nejvetsi pravdépodobnosti dusledkem neofunkcionalizace. Geny pro HVPAPhy a jsou
lokalizované na chromozomu 5H a geny pro HvPAPhy b nachromozomu 3H
(Madsen et al., 2013).

Obsah InsPg v semenech se po uplynuti 10 dnt kliceni snizil az o 81-88%. Prvni
den kliceni nebyl zaznamenan signifikantni ubytek InsPs. Bylo pozorovano vyrazné
snizeni obsahu InsPg druhy den kli¢eni. VétSina fytatu byla odbourana do 8. dne kliceni,
coz koincidovalo s nejvyssi zaznamenanou aktivitou fytasy v pribéhu celého experimentu.
(Azeke et al., 2011; Greiner et al., 1998).

Jelikoz je v transgenni linii jeémene SCLW-GP-PHYA fizena exprese heterologni
fytasy pod a-amylasovym promotorem, lze piedpokladat, Ze aktivita heterologniho
enzymu bude kopirovat trend aktivity amylasy pfinejmensim v pribéhu kliceni. U zralych
semen jeémene a ryze byla detekovana jen velmi nizka aktivita o-amylasy,
ktera se markantné zvysila az v prib&hu kliceni (Briggs D.E., 1968; Sun et al., 2015).

NaruSeni metabolismu InsPg mlze vést i k zmeéné klicivosti rostlin. MRP4 je typ
ABC transportéru, ktery se podili na transportu InsPs do vakuoly. Transgenni kukufice
s vytazenym MRP4 ABC transportérem, kterd méla z vice jak 80% snizen obsah InsPg,
vykazovala snizenou frekvenci kli¢ivosti a samo kliceni bylo opozdéno o 1-2 dny

(Shi et al., 2007).
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4. Material a metodika

4.1 Rostlinny material

V roce 2014 byl proveden vysev transgennich linii SCLW-GP-PHYA na dvou
agronomicky rozdilnych lokalitdich Olomouc a Lukavec. Soucasné bylo vyseto
0sivo generace T7 (sklizen 2012) a T8 (sklizen 2013) ptivodem z lokality Olomouc
na lokalitu Lukavec a naopak z lokality Lukavec na lokalitu Olomouc.

Za ucelem Stanoveni aktivity fytasy a obsahu P; u jeCmene péstovaného V polnich
pokusech v roce 2014 na lokalitaich v Olomouci a Lukavci byly odebrany vzorky
z ruznych transgennich linii SCLW-GP-PHYA generace T7 a T8. Analyzovany
byly také kontrolni netransgenni odridy jeCmene Azit (krmna odrida) a Golden
Promise (sladovnicka odrida). Analyzovana byla také smés dihaploidnich (DH)
linii z kiizeni SCLW-GP-PHYA x Azit. Hybridizace byla provedena v ramci
diplomové prace Hanadkova (2014). Piehled analyzovanych linii je uveden
v tabulce 1.

Pro stanoveni aktivity fytasy, obsahu P; a InsPg Vv kli¢icich obilkadch byla vybrana
transgenni linie jeémene SCLW-GP-PHYA 1015-7. Jako kontrola byl vybran
netransgenni kultivar jeémene Golden Promise.

Pro charakterizaci zasobnich vakuol v bunkach kli¢icich obilek byla vybrana
transgenni linie jeémene SCLW-GP-PHYA 1015-7. Jako kontrola byl vybran

netransgenni kultivar jeémene Golden Promise.
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Tabulka 1. Transgenni linie a netransgenni odriidy z polnich pokusii v roce 2014

Puvod osiva

Genotyp Lokalita Linie Rok Lokalita
Transgenni Lukavec 1015-7 2012 Olomouc
1015-7 2013 Olomouc

1015-7 2013 Lukavec

1085-5 2013 Olomouc

880-1 2012 Lukavec

880-4 2013 Lukavec

1015-7 2012 Olomouc

1080-1 2012 Olomouc

Olomouc 1015-7 2012 Olomouc

1015-7 2013 Olomouc

1015-7 2013 Lukavec

1015-7S 2013 Olomouc

1015-7S 2013 Olomouc

1085-5 2013 Olomouc

880-1 2012 Lukavec

880-4 2013 Lukavec

Smés DH linii 2014 Olomouc

Netransgenni Olomouc, 0309 2013 Olomouc
Lukavec Azit 2013 Olomouc

Golden Promise
Zkratka DH oznacuje dihaploidni linie.

2013 Olomouc, Lukavec
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4.2 Stanoveni obsahu P;

Pro stanoveni obsahu P;j byl pouzit pracovni postup z metodiky Vaculova et al. (2011).
Pro potfeby laboratofe byla metodika v nékolika krocich modifikovana. Principem metody
je reakce P; obsazeného v biologickém vzorku s Chenovym ¢inidlem (Chen et al., 1956)
nabazi molybdenanu amonného, kyseliny sirové a askorbové. Vznikajici
fosfomolybdenova kyselina se redukuje na molybdenovou modt. Spektrofotometricky je
stanovena absorbance anazakladé kalibra¢ni kiivky kvantifikovan obsah fosfatu.
Stanoveni obsahu P;j u vSech vzorkl bylo provedeno ve tiech opakovanich, byla vypocitana

primérna hodnota obsahu P; a smérodatna odchylka.

4.2.1 Chemikalie a roztoky

CsHgO, — Kyselina askorbova 10% roztok

(NH4)sM070,4:4H,0 — Molybdenan amonny 2,5% roztok

H,SO,4 — Kyselina sirova 6N

K;HPO, — Hydrogenfosforecnan draselny

HCI — Kyselina chlorovodikova 0,4 mol-I™

H,O destilovana

Chenovo ¢inidlo: 2 dily ddH20 smichat s 1 dilem 10% kyseliny askorbové, 1 dilem
2,5% molybdenanu amonného a 1 dilem kyseliny sirové.

Fosfatovy standard: rozpustit 0,174 g K,HPO,4 v 100 ml ddH,O.

4.2.2 Pracovni postup stanoveni obsahu fosfati v biologickém materialu

1. Homogenizace 12 obilek v kulovém mlynku (Retsch MM 301) po dobu 2 min
pti frekvenci 27/s.
K navéazce 50 mg homogenizovanych obilek byl pfidan 1 ml extrakéniho roztoku.
Extrakce pfes noc pii 4°C.

Protiepani a centrifugace 5 min pti 10 000 rpm.

2
3
4
5. Priprava standardnich vzorku pro stanoveni kalibra¢ni ktivky dle tabulky 2.
6. Naneseno 90 pl destilované vody do 96-jamkové desky.

7. Ptidano 10 pl extraktu vzorku, kazdy vzorek v duplikatu.

8. Ptidano 100 pl Chenova €inidla a pipetovanim promichano.

9

Inkubace reakéni smési 2 hod v temné komofte.

10. Stanovena hodnota absorbance pii vinové délce 822 nm.
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11.V programu MS Excel byla z absorbanci standardnich vzorki sestrojena kalibra¢ni
ktivka a vypoctena rovnice linearni regrese.

12. Vypocet obsahu fosfatu ve vzorku na zéklad¢ rovnice linedrni regrese.

Tabulka 2. Priprava standardnich vzorka

Standard ¢islo KoHPO, Extrakéniho roztok H,O P;
[wi] [nl] (] [na]

1 0 10 90 0

2 5 10 85 155

3 15 10 75 465

4 30 10 60 960

5 45 10 45 1395

4.3 Stanoveni aktivity fytasy

Metoda stanoveni aktivity fytasy u homogenizovanych semen obilovin je zaloZena
na vytvoreni komplexni slou¢eniny mezi fosfatem, uvolnénym ucinkem fytasy z molekuly
InsPs, a molybdenan-vanadi¢nanovym  Cinidlem.  Vznikajici  komplex  je
spektrofotometricky stanoven pii vinové délce 415 nm. Mnozstvi fosfatu reagujiciho
s molybdenan-vanadi¢nanovym ¢inidlem je vypoc¢itano zrovnice kalibracni kiivky
vypoctené z grafu regresni zavislosti absorbance standardnich vzorkii na mnozstvi fosfatu
v nich obsazeném. Obsah fosfatu uvolnéného z InsPs ucinkem fytasy je vypocitan
odectenim pocate¢niho obsahu P; od obsahu po 30minutové inkubaci. Aktivita enzymu je
uvedena Vv jednotce FTU. Tato jednotka je definovana jako mnozstvi enzymu, které uvolni
1 umol-I" anorganického fosfatu z fytatu sodného za 1 min pfi pH 5,5 a teplotd 37°C.
Aktivita fytasy byla stanovena podle metodiky provadéné v nasi laboratofi a uvedené
v diplomové praci (Pauk, 2011). Stanoveni aktivity fytasy u vSech vzorkt bylo provedeno
ve tfech opakovanich, byla vypocitana primérna hodnota aktivity fytasy a smérodatna

odchylka.
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4.3.1 Chemikalie a roztoky

Amoniak (NH3) 25% roztok

HCI — Kyselina chlorovodikova 25% roztok

HNO; — Kyselina dusi¢na 22% roztok

KH,PO,4 — Dihydrogenfosfore¢nan draselny
CsHsNa12024Ps-H20 — Fytat sodny Sigma (Kat. ¢. 68388)
(NH4)sM0704-4H,0 — Heptamolybdenan amonny tetrahydrat
(CH3COONa:-3H,0) — Octan sodny trihydrat

Tween 20 10% roztok

NH4VOj3 — Vanadi¢nan amonny

H,0O destilovana

Acetatovy pufr 1: 34 g octanu sodného rozpustit v 900 ml ddH,O; upravit pH kyselinou
chlorovodikovou na 5,5; doplnit do 1000 ml ddH-O.

Acetatovy pufr 2: 34 g octanu sodného rozpustit v 900 ml ddH,O; upravit pH kyselinou
chlorovodikovou na 5,5; pfidat 1 ml 10% Tween 20; doplnit
do 1000 ml ddH,O.

Extrakéni pufr: 50 pl 10% Tween 20 rozpustit v 50 ml ddH,0.

Fytatovy roztok: rozpustit 2 g fytatu sodného v 200 ml acetatového pufru 1; upravit pH
kyselinou chlorovodikovou na 5,5; doplnit do objemu 250 ml
acetatovym pufrem 1.

Molybdenanové ¢inidlo: rozpustit 10 g heptamolybdenanu amonného v 80 ml ddH0;
smichat s 1 ml 25% roztoku amoniaku; doplnit do 100 ml ddH,O.

Vanadi¢nanové ¢inidlo: 235 mg vanadi¢nanu amonného rozpustit v 50 ml ddH,O o teploté
50-60°C; pridat 2 ml 22% kyseliny dusi¢né; doplnit do 100 ml ddH,O.

STOP ¢inidlo: 1 dil vanadi¢nanového ¢inidla smichat s 1 dilem molybdenanového ¢inidla;
pridat 2 dily 22% kyseliny dusicné.

Standardni fosfatovy roztok: 2,72 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného rozpustit v 100 ml

acetatového pufru 2.
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4.3.2 Pracovni postup stanoveni aktivity fytasy v biologickém materialu

1.

10.

11.
12.

13.

Homogenizace 12 obilek v kulovém mlynku (Retsch MM 301) po dobu 2 min
pii frekvenci 27/s.

K navéazce 100 mg homogenizovanych obilek byl pfidan 1 ml extrakéniho pufru.
Suspenze tfepana 60 min na horizontalni tfepacce pfti frekvenci 560/s.

Separace extraktu od matrice 5 min pti 10 000 rpm.

Do ti 2ml mikrozkumavek bylo odebrano po 100 ul extraktu. Dvé mikrozkumavky
pro paralelni méfeni a jedna mikrozkumavka pro srovnéavaci vzorek. Bylo pfidano
300 pl acetatového pufru 2. Smés promichdna a inkubovéana 5 min pti 37°C.

Do mikrozkumavky se srovnavacim vzorkem bylo piiddno 800 pl STOP c¢inidla
a 800 pl fytatového roztoku. Smés byla protiepana, vyvijena 10 min pfi laboratorni
teploté. Centrifugace 5 min pti 10 000 rpm.

Do mikrozkumavek pro paralelni méfeni bylo ptiddno 800 pl fytdtového roztoku
asmés byla po promichani inkubovana 30 minut pii 37°C. Bylo pifidano 800 pl
STOP c¢inidla. Smés byla protfepana, vyvijena 10 min pfi laboratorni teploté.
Centrifugace 5 min pii 10 000 rpm.

Stanoveni absorbance vSech vzorkt pti vinové délce 415 nm.

Standardni zasobni fosfatovy roztok byl nafedén acetdtovym pufrem 2
na koncentrace 0,24 — 7 umol-ml™.

Do 2ml mikrozkumavek bylo ptidano 360 ul acetatového pufru 2 a 40 ul standardu
0 znamé koncentraci. Bylo pfidano 800 pl fytatového roztoku a 800 pl STOP
¢inidla.

Smés byla promichéna, vyvijena 10 min pfi laboratorni teploté. Centrifugace 5 min
pti 10 000 rpm.

Stanoveni absorbance pfi vinové délce 415 nm. Sestaveni kalibraéni kiivky.

V programu MS Excel byl z rovnice linearni regrese kalibra¢ni kiivky vypocitan
obsah uvolnéného fosfatu.

Vypocet obsahu aktivity fytasy.
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4.4 Stanoveni obsahu InsPg

Obsah InsPg byl stanoven v nakli¢enych obilkach transgenniho je¢mene linie 1015-7
a kontrolni odrtidy Golden Promise. Stanoveni bylo provedeno metodou kapilarni zénové
elektroforézy s detekci hmotnostnim spektrometrem (CE-ESI-MS). Metodika byla
vypracovana a stanoveni obsahu InsPg provedeno doc. Vitézslav Maier, Ph.D. (Katedra

analytické chemie, PiF UP). Méfeni bylo provedeno ve tfech opakovéanich.

4.5 Kvantitativni analyzy nakli¢enych obilek

Zralé obilky je¢mene byly nakliceny po dobu od 1 do 7 dnt. Jako material pro stanoveni
vychozi hodnoty aktivity fytasy, obsahu InsPg a P; byly pouzity nenakli¢ené zralé obilky.
Nenaklicené obilky byly vyfazeny. Rostlinny material byl homogenizovan a nasledné
analyzovan vySe uvedenymi metodami. Naméfené hodnoty byly statisticky zpracovany.
Byl pouzit dvou-vybérovy studentiiv T-test pro srovnani hodnot aktivity fytasy, obsahu P;

a InsPg mezi jednotlivymi dny u kontrolni a transgenni linie.

4.5.1 Chemikalie a roztoky

NaClO — Chlornan sodny 0,3% roztok
4.5.2 Pracovni postup

1. Dezinfekce obilek v 0,3% chlornanu sodném. 2krat promyti destilovanou vodou.

2. Vysev na vlh¢eny filtraéni papir.

3. Kliceni 1 — 7 dni. Po uplynuti stanovené doby kli¢eni, byly obilky zbaveny vSech
zelenych ¢asti a kofink.

4. VysuSeni obilek pii laboratorni teploté 3 dny.

5. Homogenizace obilek v kulovém mlynku (Retsch MM 301) 2 min piti 27/s.

6. Ulozeni ve 4°C do analyzy.

29



4.6 Charakterizace zasobnich globoidu

K ptipravé mikroskopickych preparati byl ndmi modifikovan pracovni postup publikovany
Matsushima (2014). Byly charakterizovany globoidy v zasobnich vakuolach aleuronovych
bunék pozorované svételnym mikroskopem. Obilky je¢mene transgenni linie 1015-7
a kontrolni netransgenni odridy Golden Promise byly nakliceny po dobu 1, 2, 3 dn
na filtranim papite v Petriho miskach. Posledni den kliceni, pted fixaci, byly z obilek
odstranény kofeny a primarni list. Byly také pofizeny snimky nebarvenych vybranych
preparatd doc. PharmDr. Petrem Babulou Ph.D. (Fyziologicky ustav MU Brno)

na fluorescen¢nim mikroskopu.

4.6.1 Chemikalie a roztoky

CH,0 — Formaldehyd 36-38% roztok

C,HsO — Etanol 96%

C,H40; — ethanova kyselina (triv. naz. ledova kyselina octova)
Mowiol® 4-88 — zalévaci médium, Sigma (Kat. &. 81381)

Toluidinova modf — barvivo, Sigma (Kat. ¢. 89640)

4.6.2 Pracovni postup pripravy preparati

Fixace, odvodnéni a infiltrace zalévacim médiem (Matsushima, 2014).
Ptiprava 7 um silnych fezd mikrotonem.

Barveni fezl v 0,01% roztoku toluidinové modii po dobu 1 min.
Vymyti barviva destilovanou vodou.

Uzavieni preparatu krycim médiem a piikryti krycim sklem.

2 e A

Bylo provedeno pozorovani mikroskopem Olympus BX 40
(objektiv 20/okular 10).

~

Fotografie byly pofizeny digitalni kamerou.
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4.7 Pouzité pristroje

Synergy 2 Multi-Mode Reader spektrofotometr
Retsch MM 301 homogenizétor

Eppendorf 5418 Microcentrifuge stolni centrifuga
Yellow Line OS 5 Basic orbitalni tiepacka
Olympus BX 40 svételny mikroskop

Olympus DP 70 digitalni kamera

Zeiss Hyrax M 40 mikrotom

Kapilarni elektroforéza CE Agilent G7100
Hmotnostni spektrometr Agilent 6460 TripleQuad

Izokraticka pumpa LC Agilent
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5. Vysledky

5.1 Polni pokusy Olomouc, Lukavec 2014

Na lokalitach v Olomouci a Lukavci byly sklizeny linie transgenniho je¢mene
SCLW-GP-PHYA a ptvodni netransgenni odrady. Ze sklizenych linii byla odebrana zrna
pro spektrofotometrickou analyzu. Celkem byl stanoven obsah P; a aktivita fytasy
ve zralych obilkach u 25 linii transgennich linii a netransgennich odrid z vySe zminénych
lokalit, viz tabulka 3. Celkové vyssi aktivitu fytasy vykazovaly linie péstované na lokalité
Lukavec ve srovnani s lokalitou Olomouc, viz graf 1. Obsah P; byl pramérné vyssi u linii
z lokality Olomouc a nizsi u linii z lokality Lukavec, viz graf 2. Nebyla nalezena korelace
(Korelace 0,0077 pti n= 21) mezi obsahem fosfati (P;) a aktivitou fytasy ve zralych
obilkach je¢mene z obou lokalit, viz graf 3. Hodnoty uvedené v tabulce 3 jsou praméry tii

nezavislych méteni, pro kazdou primérnou hodnotu byla vypocitana smérodatna odchylka.

5.1.1 Lokalita Olomouc2014

Na lokalit¢ Olomouc byl ve vzorcich stanoven obsah P; vV rozmezi od 2,765 mg/g
do 6,214 mg/g. Nejvyssi obsah P; byl ve vzorku smés DH linii. Nejniz§i obsah P; byl
naméfen U transgenni linie 1015-7 (osivo Lukavec 2013). Ve srovnani s netransgennim
kultivarem Azit (4,125 mg/qg), ktery byl péstovan na stejné lokalité, vykazovala smés DH
linii 0 50 % vyssi obsah P; (6,214 mg/g). Obsah P; v obilkach transgenni linie 1015-7
(osivo Olomouc 2012) 4,07 mg/g vSak srovnatelny s obsahem P; u kontroly Golden
Promise 4,049 mg/g.

Nejvyssi aktivita fytasy byla namétena ve smésném vzorku DH linii 0,821 FTU/g.
Nejnizsi aktivitu fytasy vykazovala linie 1085-5 (osivo Olomouc 2013) 0,484 FTU/qg.
Smés DH linii vykazovala ve srovnani s netransgenni odriadou Azit 0,564 FTU/g a Golden
Promise 0,566 FTU/g o 45 % wvyssi aktivitu fytasy. Transgenni linie 1015-7 (osivo
Lukavec 2013) vykazovala z plvodnich transgennich linii nejvy$si aktivitu fytasy

0,675 FTU/g. Kontrolni odrida Golden Promise vykazovala aktivitu pouze 0,566 FTU/g.

32



5.1.2 Lokalita Lukavec 2014

Ze vzorka je¢mene sklizeného na lokalité¢ Lukavec byl z transgennich linii stanoven

nejvyssi obsah Pj u linie 1015-7 (osivo Olomouc 2012) 2,773 mg/g. Kontrolni odrtda

Golden Promise obsahovala v obilkach 2,919 mg/g P;. Nejvyssi obsah P; v ramci lokality

vSak vykazovala netransgenni odruda Azit 4,084 mg/g. Nejnizsi obsah fosfatti vykazovala

linie 1015-7S (osivo Olomouc 2013) 1,656 mg/g.

Z transgennich linii z lokality Lukavec vykazovala nejvyssi aktivitu fytasy linie

880-4 (osivo Lukavec 2013) 0,787 FTU/g. Nejnizsi aktivita fytasy v této lokalité¢ byla

naméfena u netransgenni odrudy Golden Promise 0,447 FTU/g. Avsak nejvyssi aktivita

fytasy ze vSech testovanych linii byla naméfena u netransgenni odrady Azit 1,096 FTU/g.

Tabulka 3. Aktivita fytasy a obsah P; - polni pokusy 2014

Aktivita fytasy Obsah P;
Lokalita Linie Osivo FTU/g [mg/g]
Lukavec 1015-7 Olomouc 2012 0,723+ 0,09 2,773+ 0,24
1015-7 Olomouc 2013 0,72+ 0,07 2,745 + 0,25
1015-7 Lukavec 2013 0,781 +0,07 2,695+ 0,2
1085-5 Olomouc 2013 0,732+ 0,09 2,244 £ 0,12
880-1 Lukavec 2012 0,58 + 0,07 2,097 £ 0,19
880-4 Lukavec 2013 0,787 £ 0,06 2,442 £ 0,13
1015-7S  Olomouc 2013 0,676 0,12 1,656 + 0,22
1080-1S Olomouc 2013 0,763 £ 0,02 2,481+ 0,32
0309 14 Olomouc 2013 0,659 + 0,03 2,908 0,22
GPUK 99 Olomouc 2013 0,447 + 0,1 2,919+ 0,21
Azit Olomouc 2013 1,096 + 0,11 4,084 + 0,22
Olomouc 1015-7 Olomouc 2012 0,528 £ 0,08 4,07 +£0,38
1015-7 Olomouc 2013 0,545 + 0,002 3,46 £0,15
1015-7 Lukavec 2013 0,675+ 0,02 2,765+ 0,03
1085-5 Olomouc 2013 0,484 +£0,11 3,635+ 0,26
880-1 Lukavec 2012 0,515 £ 0,05 3,381 +£0,35
880-4 Lukavec 2013 0,535+ 0,08 4,084 +0,19
0309 14 Olomouc 2013 0,503 £ 0,07 3,802+ 0,21
GPUK 99 Lukavec 2013 0,566 + 0,03 4,049 +0,15
Azit Olomouc 2013 0,564 + 0,01 4,125 + 0,09
DH Olomouc 2013 0,821 +£ 0,04 6,214 £ 0,12

Hodnoty jsou primérem tii nezavislych méfeni s vyjadienou smérodatnou odchylkou.
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Graf 1. Aktivita fytasy - lokalita Olomouc, Lukavec 2014
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Graf 2. Obsah P; - lokalita Olomouc, Lukavec 2014
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Graf 3. Korelace mezi aktivitou fytasy a obsahem P;
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Korelace mezi aktivitou fytasy a obsahem P; 0,0077, n= 21.

5.2 Obsah zasobni a aktivni formy P v priibéhu kli¢eni

Byly charakterizovany zmény v obsahu zasobni a aktivni formy P v prabéhu kliceni. Byly

srovnavany transgenni linie se zvysSenou aktivitou fytasy SCLW-GP-PHYA 1015-7

a netransgenni kontrolni odridy Golden Promise. U naklicenych obilek transgenni linie
1015-7 a netransgenni kontrolni odriidy bylo provedeno stanoveni aktivity fytasy a obsahu
P;i a obsahu InsPs, viz tabulka 4. Kli¢ivost u obou testovanych linii ve vS§ech opakovanich
se pohybovala od 98-100 %. Proti udajum z literatury (Shi et al., 2007) nebyly pozorovany

ani jiné fyziologické zmény béhem zacatku kli¢eni u transgenni linie. Ze 3 nezavislych

meéteni byl vypocitan primér a smérodatnd odchylka.
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Tabulka 4. Obsah Pj, InsPs a aktivita fytasy v kli¢icich obilkach je¢mene

Den InsP6 [mg/g] Pi [mg/g] Aktivita fytasy [FTU/g]
kli¢eni 1015-7 Golden Promise 1015-7 Golden Promise 1015-7 Golden Promise
0 12,63 + 0,82 9,52 +0,93 9,97+ 0,4 3,61 +0,36 1,63 +0,19 0,85 + 0,02
1 11,81 + 1,21 9,84 + 1,03 7,99 + 0,4° 3,13+0,39 1,17 £ 0,19 1,06 + 0,02°
2 10,12 + 1,11° 8,84 + 0,82 7,67 +0,77 3,8 0,45 3,25+ 0,32° 2,66+0,1°
3 10,51 + 13,2 921+ 1,12 12+1,11° 8,42 + 0,86° 429 +0,15° 2.87 0,07
4 8,74 + 1,23 7,74+ 1,14 21,07 + 1,68° 14,23 +0,58° 4,55 + 0,15 3,53 + 0,27
5 8,32+ 1,14° 6,92 +1,13° 27,15+ 1,85" 21,01 +0,78" 4,66 + 0,13 3,06 + 0,01
6 7.81 + 1,242 722 +1,12 39,84 +1,71° 23,35+ 0,76 5,07 + 0,09° 2,95 + 0,05°
7 7,03 + 1,42° 8,01+ 1,11 4473 £42 24,63 + 0,75 4,55+ 0,02° 219 +0,03°

Hodnoty jsou pimérem tii nezavislych méteni s vypocitanou smérodatnou odchylkou.
# znadi statisticky pritkkazné sniZeni obsahu InsPg od vychozi hodnoty ze dne 0 (P < 0,05).

® znadi statisticky pritkazné zvyseni obsahu P; & aktivity fytasy oproti piedchazejicimu dnu (P < 0,05).
¢ znadi statisticky pritkazné snizeni obsahu P; &i aktivity fytasy oproti piedchazejicimu dnu (P < 0,05).
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5.2.1 Obsah P; v pribéhu kli¢eni

Zmény obsahu P; v pribéhu kliceni viz graf 4. Pocate¢ni hladina fosfatu byla vyssi
u transgenni linie 1015-7 9,97 mg/g nez kontrolni odridy 3,61 mg/g. U transgenni linie
doslo v prvni den k snizeni obsahu P; o pétinu (P<0,05) na 7,99 mg/g. Mirny pokles byl
pozorovan idruhy den 7,67 mg/g. Naopak u kontrolni odridy bylo pozorovano mirné
snizeni obsahu P; pouze prvni den na 3,13 mg/g, ale rozdil v hladinach nebyl vyznamny.
Druhy den bylo u kontroly zaznamenano zvySeni obsahu P; na 3,8 mg/g. Tieti den klieni
bylo zaznamenano signifikantni zvyseni obsahu P; (P<0,05) jak u transgenni linie 12 mg/g
tak 1 kontrolni odrady 8,42 mg/g Avsak zatimco v ptipadé transgenni linie se zvysil obsah
Pi 0 56%, Vv piipad¢ kontrolni odridy bylo zvySeni 2,2nasobné. Obsah P; se nasledujici dny
kumulativné zvySoval. U netransgenniho je¢mene doslo z 5. na 6. den k viditelnému
snizeni tempa uvoliovani P; z 21 mg/g na 23,35 mg/g. V pfipad¢ transgenniho je¢mene
nastalo naopak nejvyraznéjsi zvyseni obsahu P; z 27,15 mg/g na 39,84 mg/g. Statisticky
neprukazné zvysSeni obsahu P; bylo pro obé linie pozorovano az 7. den kli¢eni. Transgenni
linie ve srovnani s kontrolou vykazovala v pribéhu celé doby kliceni prokazatelné vyssi

obsah P; (P<0,05).

Graf 4. Obsah P; v pribéhu Kli¢eni
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5.2.2 Aktivita fytasy v pribéhu kli¢eni

Zmény v aktivité fytasy v pribéhu kliceni viz graf 5. Aktivita fytasy se taktéz
signifikantné liSila mezi transgenni a kontrolni linii u zralych obilek. Pocatecni aktivita
fytasy transgenni linie 1,63 FTU/g byla vyssi nez aktivita u kontrolni odrady 0,85 FTU/g.
Na zacatku kli¢eni doslo u transgenni linie prvni den k vyraznému poklesu aktivity fytasy
1,17 FTU/qg, zatimco u kontrolni odrtdy nastalo mirné zvySeni aktivity 1,06 FTU/g. Druhy
den kli¢eni byl pozorovan vysoky narust aktivity fytasy u kontroly 2,66 FTU/g i transgenni
linie 3,25 FTU/g. Tteti den kliceni bylo zaznamenano signifikantni zvyseni aktivity fytasy
pouze u transgenni linie 4,29 FTU/g. U kontrolni odridy nastalo zvySeni aktivity fytasy
2,87 FTU/g, nebylo ovSem tak vyrazné.

Ctvrty den kli¢eni byla zaznamenéana nejvyssi aktivita fytasy u kontrolni odriidy
3,53 FTU/g, Vv nasledujicich dnech doslo k poklesu aktivity fytasy az pod tGroven aktivity
Z druhého dne. U transgenni linie se aktivita fytasy s pfibyvajicimi dny klieni naopak
zvySovala a dosahla vrcholu 6. den kliceni 5,07 FTU/g. Sedmy den kli¢eni poklesla
aktivita fytasy u transgenni linie 4,55 FTU/g i kontrolni odridy 2,19 FTU/g. Propad
aktivity byl vice patrny v ptipad¢ kontroly.

Graf 5. Aktivita fytasy v prabéhu kli¢eni
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5.2.3 Obsah InsPg v pribéhu Kkli¢eni

Zmény v obsahu InsPg v priabéhu kli¢eni viz graf 6. Obsah InsPg byl nejvyssi
u zralych obilek transgenniho 12,63 mg/g i netransgenniho je¢mene 9,52 mg/g. V pribéhu
kliceni byl InsPg postupné odbouravan. Byla pozorovana silna negativni korelace mezi
aktivitou fytasy a obsahem InsPs u kontrolni i transgenni linie. Vyznamné snizeni obsahu
InsPs (P<0,05) bylo u transgenni linie zaznamenano jiz druhy den kli¢eni 10,12 mg/g. Tieti
den kli¢eni bylo pozorovano zvyseni obsahu InsPg U 0bou testovanych je¢mend, transgenni
10,51 mg/g akontrolni 9,21 mg/g. Po nasledujici dny byl u transgenni linie 1015-7
sledovan ubytek obsahu InsPs Béhem 7 dn kli¢eni bylo v obilce degradovano az 45 %
z ulozeného InsPg. U kontrolni linie byl pozorovan pokles obsahu InsPg, &tvrty den
7,74 mglg a paty den 6,92 mg/g. Sesty a sedmy den kli¢eni bylo naopak zaznamenano
zvySeni obsahu InsPs. Vychazejice z hodnoty obsahu InsPg v paty den kli¢eni, byl

Vv prvnich péti dnech snizen obsah InsPg u kontrolni linie o 27 %.

Graf 6. Obsah InsPg v pribéhu kli¢eni
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5.3 Anatomicka charakteristika obilky

Byly piipraveny mikroskopické preparaty fezl klicicich obilek je¢mene. Byly pozorovany
anatomické fezy obilek transgenniho a netransgenniho je€mene barvené toluidinovou
modii. Pfi¢ny fez obilkou a stavba obalovych vrstev viz obrazek 1. Azurové zelené jsou
obarveny plucha a svrchni obalova vrstva bunck perikarpu. Parenchymatické buiiky,
které jsou soucasti perikarpu, jsou slabé modie obarveny. Tmavé modie az fialové jsou
obarveny spodni vrstvy perikarpu. Pod touto vrstvou je relativné tenka vrstva syté, tmave
modie obarveného osemeni- testa. Tmavé fialové jsou obarveny bunky aleuronu.

Pod aleuronovou vrstvou jsou uspofadany bunky endospermu.

.

W

Lk BI TS

A 865 T

Obrizek 1. Anatomie obilky. | Rez obalovymi vrstvami obilky, 11 Anatomicka stavba obilky.
A - plucha, B — vicevrstevny perikarp, C — testa, D — aleuronova vrstva, E — endosperm,
F - skutelum, G - embryo
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Globoidy obsahujici kyselinu fytovou jsou obarveny do rizové az fialové barvy. Globoidy
jsou homogenné distribuovany v ramci aleuronovych bunck, ve kterych se vyskytuji
ve velkém poctu. V pribéhu tii dnl kliceni nebyl pozorovan vyrazny ubytek cEetnosti
globoidil v aleuronovych buiikach u transgenni linie 1015-7, viz obrazek 2 a 3. Ubytek
Cetnosti globoidll nebyl zaznamenan ani u kontrolni odridy, viz obrazek 4 a 5. Globoidy

byly s vyrazné nizsi ¢etnosti zaznamenany Vv bunkach embrya, viz obrazek 6.

Obrizek 2. Cetnost globoidii béhem kli¢eni u transgenni linie 1015-7. Svételny mikroskop
Olympus BX 40. A — zrala obilka, B — 1 den kli¢eni, C — 2 dny kli¢eni, D — 3 dny kli¢eni. Bilou
Sipkou vyznaceny globoidy.

41



Obrazek 3. Cetnost globoidic béhem Kkli€eni u transgenni linie 1015-7. A — zrald obilka,
B - 1 den kliceni, C — 2 dny kliceni, D — 3 dny kliceni. Bilou Sipkou vyznaceny proteinové téliska
a fytatové globoidy. Snimky potidil doc. PharmDr. Petr Babula, Ph.D.
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Obriazek 4. Cetnost globoidii béhem kli¢eni u kontrolni odriidy Golden Promise. Svételny
mikroskop Olympus BX 40. A — zrala obilka, B — 1 den kli¢eni, C — 2 dny kli¢eni, D — 3 dny
kliceni. Bilou Sipkou vyznacéeny globoidy.
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Obrazek 5. Cetnost globoidit béhem kli¢eni u transgenni linie 1015-7. A — zrala obilka,
B - 1 den kli¢eni, C — 2 dny kli¢eni, D — 3 dny kli¢eni. Bilou Sipkou vyznaceny proteinova téliska
a fytatové globoidy. Snimky potidil doc. PharmDr. Petr Babula, Ph.D.
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Obrazek 6. Cetnost globoidit vembryu. A — transgenni linie 1015-7, B — kontrolni odrida
Golden Promise. Bilou Sipkou oznaceny globoidy.
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6. Diskuze

Linie péstované na lokalit¢ Olomouc vykazuji ve srovnani s liniemi péstovanymi
na lokalité Lukavec vy$$i obsah fosfati ve zralych obilkach. Soucasné ale linie z lokality
Olomouc vykazuji nizs$i aktivitu fytasy oproti stejnym liniim péstovanym na lokalité
Lukavec. Pro ob¢ lokality plati, Ze mezi aktivitou fytasy a obsahem fosfatl ve zralych
obilkdch byla pozorovana slaba korelace. Tyto vysledky jsou ve shodé¢ sjiz diive
prezentovanymi daty z roku 2012 (VI¢ko, 2013). Podobné Liu et al. (2006) zaznamenal
jen slabou pozitivni korelaci mezi aktivitou fytasy a obsahem Pj. Nebylo prokazano,
ze by transgenni linie sklizené na lokalité Olomouc a tedy prezentujici se vy$§im obsahem
Pi a nizsi aktivitou fytasy ve zralych obilkach, tyto charakteristiky vykazovaly v nasledujici
generaci pii péstovani na lokalit¢ Lukavec. Podobné linie z lokality Lukavec vyseté
na lokalit¢ Olomouc nevykazovaly vyS$$i aktivitu fytasy a niZ§i obsah P; ve zralych
obilkach. Z vysledki 1ze odvodit, Ze lokalita péstovani ma zasadni vliv na aktivitu fytasy

a obsah P; jako jedny z dulezitych agronomickych charakteristik.

Byly nakliceny obilky transgenniho a kontrolniho je¢émene S cilem charakterizace
forem fosforu a dynamickych zmén v jejich obsahu, které nastavaji v prubéhu kli¢eni. Byl
stanoven vyssi pocatecni obsah P; a aktivita fytasy u transgenni linie vV porovnani
s kontrolni odriidou v disledku akumulace heterologni fytasy v obilkach béhem jejich
vyvoje. Na zaklad¢ dfive provedenych studii (Brinch-Pedersenetal., 2006) Ize
predpokladat, Ze se heterologni fytasy ukladaji do PSV, kam jsou pfirozené ukladany
I zasobni proteiny. Za snizenim obsahu InsPs b&hem prvniho dne kliCeni jsou
tedy odpovédné fytasy pfitomné ve zralych obilkach.

Jelikoz nebyla u transgenni linie SCLW-GP-PHYA cilené pozménéna kapacita
ukladani zasobnich proteint, je pravdépodobné, ze heterologni fytasa je metabolismem
Vv prvni hodiny kliceni obdobné jako zdsobni proteiny vyuZita za zdroj aminokyselin. Je
proto diivodné se domnivat, ze pokles aktivity fytasy sledovany u transgenni linie 1015-7
prvniho dne kliCeni, je zplisoben Cinnosti proteas jako dusledek poptavky metabolismu
po aminokyselinach.

Nicmén¢ biochemické procesy metabolismu vyzaduji Pi, ktery je ziskavan
odbouravanim InsPs. To je podporovano mirnym zvysenim aktivity fytasy u netransgenni
odridy a soucasné poklesem aktivity fytasy u transgenni linie pouze na uroven

netransgenni kontroly v prvni den kli¢eni. Snizeni obsahu P; u transgenni linie i kontrolni
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odridy prvni den kli¢eni Ize vysvétlit zvySujici se innosti metabolismu, jehoz pozadavky
na Pj jsou vyssi, nez jsou fytasy schopné zajistit degradaci InsPs.

Nedostacujici aktivita fytas u zralych obilek kontrolni odrudy vyustila
V nutnost biosyntézy fytas. Vysledkem bylo zvySeni aktivity fytasy jiz prvni den
nasledované mirnym zvyseni obsahu P; nasledujiciho dne. Naopak obilky transgenni linie
nesyntetizovaly fytasy, jelikoz vykazovaly dostatecné zasoby P; a taky aktivni fytasy.
Vysledkem bylo spotiebovavani P; a degradace fytas jako zdroje aminokyselin v prabé¢hu
prvniho dne klic¢eni.

| pfes vyrazné snizeni obsahu InsPg klesal obsah P; u transgenni linie i druhy den
kliceni. Pravdépodobné byl uvolnény fosfat z fytatu ihned metabolizovan. Druhy den
pak byla spolu se zacinajici sekreci a-amylasy syntetizovana i heterologni fytasa PhyA,
ktera prispéla k prikaznému (P<0,05) rozdilu aktivity fytas. Az 70 % syntetizovanych
a sekretovanych enzymu z aleuronu do endospermu béhem kli¢eni jsou a-amylasy. Jejich
sekrece je zahajena 2. dne kli¢eni (Ritchie et al., 2000). Je-li heterologni fytasa
pod amylasovym promotorem, je mozné, ze Se podil sekretovanych amylas snizi
ve prospéch heterologniho enzymu.

Signifikantni rozdil v aktivité fytasy od druhého dne kliceni je u transgenni linie
zapii¢inén aktivitou heterologniho enzymu. Prikazné snizeni obsahu InsPg (P<0,05)
Vv priibéhu kliceni, které nastalo u transgenni linie jiz 2. den, koinciduje s vyznamnym
zvySenim aktivity fytasy (P<0,05) a nasledujici den ke zvyseni obsahu P; (P<0,05). Rozdil
ve zvyseni obsahu P; tieti den byl u transgenni linie jen 57%, zatimco u kontrolni odridy
byl rozdil 121%. Pfi¢inou byl nejspiSe niZz§im obsah P; u kontrolni linie, coz vedlo
k markantn&j§imu zvySeni obsahu P; v disledku aktivity syntetizovanych fytas.

Nejvyssi aktivita fytasy byla u kontrolni netransgenni odridy zaznamenana 4. den
kliceni. Ke stejnému vysledku dospél i Sung et al. (2005). Signifikatné vyznamné (P<0,05)
snizeni obsahu InsPs U kontrolni odridy, které bylo pozorovano 5. den kliceni,
koincidovalo s nejvyssi pozorovanou aktivitou fytasy. Greiner et al. (1998) pozoroval
vyrazné snizeni obsahu InsPg uz druhy den kli¢eni. Druhy den klic¢eni bylo pozorovano
U netransgenni odridy viditelné sniZeni, nicméné nebylo statisticky pritkazné pii P<0,05.

Transgenni linie 1015-7 dosdhla urovné aktivity fytasy, srovnatelné s nejvyssi
naméfenou aktivitou fytasy u kontrolni linie, pfiblizné¢ o dva dny dfive. Soucasné
se aktivita fytasy naddle zvySovala v nasledujicich dnech. Pokles v aktivit¢ byl

zaznamenan az V posledni den kliceni. K poklesu aktivity u transgenni linie posledni den
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kliceni, mohlo dojit v disledku snizeni aktivity amylasového promotoru, nebot’ 6. a 7. den
kli¢eni uz nebyl v obilce ptitomen témét zadny Skrobovy endosperm.

Zvyseni obsahu InsPg 6. a 7. den kliceni u kontrolni odridy je piirozené
nepravdépodobné z divodu neaktivni syntetické drahy InsPg. Vysvétlenim muize byt
skuteCnost, ze b&hem kli¢eni jsou spotiebovany Skrobové zéasoby, které u vzorkl
pro kazdé meéfeni pouzito stejné mnozstvi homogenizovaného vzorku, je ziejmé,
ze ve vzorcich z poslednich dvou dnu kliceni je InsPg vice koncentrovany. V piipadé
transgenni linie narist v obsahu InsPs, nemusel byt rozpoznan, protoze aktivita fytas
snizila obsah InsPg natolik, ze efekt zkoncentrovani nebyl odhalen, resp. snizeni obsahu
InsPg mohlo teoreticky byt mnohem vyraznéj$i nez namétfené. Nicméné ve vzorcich
kontrolni odridy se tento efekt zkoncentrovani projevil zvySenim obsahu InsPs.
Obdobnému zkresleni mohou byt vystaveny i hodnoty obsahu P; a aktivity fytasy.

Ptitomnost globoidd v obilkéch i teti den kli¢eni nasvédcuje, Ze k jejich uplnému
odbourani pravdépodobné dochazi az po tfetim dnu kliceni. Skutecnost, ze je detekovan
InsPs v sedmy den kli€eni podporuji tezi, ze nutné nemusi byt veSkery ulozeny InsPg

béhem kli¢eni defosforylovan.
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7. Zavér

Polni pokusy naznacuji, ze genotyp ma pouze Caste¢ny vliv na obsah P; a aktivitu fytasy
ve zralych obilkach. Podle naSich zjiSténi maji pidni typ, hnojeni a oSetfeni b&hem
vegetaéni doby maji podstatny vliv na aktivitu fytasy a obsah P; ve zralych obilkach
je¢mene. Coz koresponduje s vysledky ostatnich autord u jinych jednodéloznych rostlin.
Na zakladé porovnani s netransgenni odridou Golden Promise lze konstatovat, ze exprese
heterologni fytasy PhyA u trasngenni linie 1015-7 vede k vyznamnym zménam v obsahu P;
a celkové aktivit¢ fytasy Vv prabéhu kli¢eni. U transgenni linie 1015-7 bylo prokazano,
ze na namefené celkové aktivité fytasy se jiz od druhého dne kli¢eni vyznamné podili
heterologni fytasa. Vyrazné zvySeni obsahu P; nastava tfeti den kliceni, do té doby je
mobilizovany fosfat spotiebovavan metabolismem. Obsah P; reaguje na zvyseni aktivity
fytasy v pocatku kliceni s jednodennim zpozdénim. Postupné zvySovani obsahu P;
v obilkach béhem kliceni je vysledkem defosforylace InsPg fytasami. Piedpokladame,
ze zasoby InsPg nemusi byt zcela spotiebovany pied dokoncenim faze klieni. Pfitomnost
heterologni fytasy v bunikdch obilek transgenniho jec¢mene zpisobuje abnormalni

dynamické zmény v obsahu zasobni a aktivni formy P v pribéhu kli¢eni.
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9. Seznam pouzitych zkratek a symbolii

InsPg - myo-Inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat

InsP- myo-inositol mono-hexakis fosfaty

P; - fosfat, fosfore¢nan H,PO4

Phtl — skupina fosfatovych transportéri 1

HvPht1;1 — fosfatovy transportér 1 u Hordeum vulgare

HvPht1;2 — fosfatovy transportér 2 u Hordeum vulgare

HvPht1;4 — fosfatovy transportér 4 u Hordeum vulgare

HvPht1;5 — fosfatovy transportér 5 u Hordeum vulgare

Pht1;5 — fosfatovy transportét 5

Pht1;8 — fosfatovy transportér 8

dTTP — deoxythymidin trifosfat

dCTP — deoxycytidin trofosfat

AM — arbuskularni-mykorhizalni (houby)

MIPS - 1-L-myo-Inositolfosfatsyntasa

HvIpk — Hordeum vulgare Inositolfosfat kinasa

PSV —z anglického Protein storage vacuole, zdsobni vakuoly

MRP — multidrug resistance-associated protein

ABC - ATP-binding cassete

TaMRP3 — Triticum aestivum multidrug resistance-associated protein
ZmMRP4 — Zea mays multidrug resistance-associated protein

Ipa — low phytic acid

MRP4 — multidrug resistance-associated protein 4

Mg-fytat — stil kyseliny fytové vytvorena precipitaci InsPg S hofecnatymi kationty
y-TIP — gama-tonoplast intrinsic protein

ER — endoplazmatické retikulum

OEC - z anglického oxygen evolving komplex, kyslik uvoliujici komplex
PAP - purple acid phosphatase

HvPAPhy a— Hordeum vulgare purple acid phytase typ a
HvPAPhy bl (b2) — Hordeum vulgare purple acid phytase typ bl (b2)
DH — dihaploidni

FTU - fixed treatment unit

CE-ESI-MS — capillary electrophoresis-electrospray ionization-mass spektrometry
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10. Seznam priloh

Ptiloha 1. Vysledky statistickych testti

Ptiloha 2. Abstrakt k plakatovému sdéleni
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11. P¥ilohy

Ptiloha 1.
Polni pokusy

Dvou-vybérovy t-test pro vyhodnoceni rozdilu v obsahu P; u vzorki je¢mene ze dvou
lokalit.

Ho: nl - u2 = 0 (Obsah P; mezi vzorky ze dvou lokalit se nelisi.)

Equal-Variance T-Test
M1 - p2: (Locations=Lukavec) - (Locations=Olomouc)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level at a = 0,050
p1-p2#0 -1,318293 0,3330664 -3,9580 19 0,00084 Yes

Dvou-vybérovy t-test pro vyhodnoceni rozdilu v aktivité fytasy u vzorkii je¢mene ze dvou
lokalit.

Ho: nl - u2 = 0 (Obsah P; mezi vzorky ze dvou lokalit se nelisi.)

Equal-Variance T-Test
M1 - p2: (Locations=Lukavec) - (Locations=Olomouc)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level at a = 0,050
p1-p2#0 0,150367 0,05878788 2,5578 19  0,01924 Yes

Korelace mezi aktivitou fytasy a obsahem P;

Linear Regression Report
Dataset C:\..\UPOL mgn\AA Fytadza\Vysledky\2015\Untitled.NCSS
Y = Pi_content2 X = Phytase_Activity2

Run Summary Section

Parameter Value Parameter Value
Dependent Variable Pi_content2 Rows Processed 21
Independent Variable Phytase_ Activity2 Rows Used in Estimation 21
Frequency Variable None Rows with X Missing 0

Weight Variable None Rows with Freq Missing 0
Intercept 3,2353 Rows Prediction Only 0

Slope 0,0508 Sum of Frequencies 21
R-Squared 0,0001 Sum of Weights 21,0000
Correlation 0,0077 Coefficient of Variation 0,3150
Mean Square Error 1,060136 Square Root of MSE 1,029629

Summary Statement

The equation of the straight line relating Pi_content2 and Phytase_Activity2 is estimated as:
Pi_content2 = (3,2353) + (0,0508) Phytase_Activity2 using the 21 observations in this dataset.
The y-intercept, the estimated value of Pi_content2 when Phytase Activity2 is zero, is 3,2353
with a standard error of 1,0138. The slope, the estimated change in Pi_content2 per unit change



in Phytase_Activity2, is 0,0508 with a standard error of 1,5142. The value of R-Squared, the
proportion of the variation in Pi_content2 that can be accounted for by variation in

Phytase Activity2, is 0,0001. The correlation between Pi_content2 and Phytase_Activity2 is
0,0077.

A significance test that the slope is zero resulted in a t-value of 0,0335. The significance
level of this t-test is 0,9736. Since 0,9736 > 0,0500, the hypothesis that the slope is zero is
not rejected.

The estimated slope is 0,0508. The lower limit of the 95,0% confidence interval for the slope

is -3,1184 and the upper limit is 3,2200. The estimated intercept is 3,2353. The lower limit of
the 95,0% confidence interval for the intercept is 1,1135 and the upper limit is 5,3572.

Descriptive Statistics Section

Parameter Dependent Independent
Variable Pi_content2 Phytase_Activity2
Count 21 21
Mean 3,2685 0,6529
Standard Deviation 1,0036 0,1521
Minimum 1,6563 0,4470
Maximum 6,2149 1,0969
Kliceni obilek

Dvou-vybérovy t-test pro srovnani obsahu P;
Ho: pul - u2 = 0 (Obsah Pi mezi sledovanym dnem kli¢eni a ptedchozim dnem se nelisi.)
Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu v den 1

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (Day_Ox) - (Day_1x)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level at a = 0,050
M1-p2#0 1,982619 0,4043339 4,9034 4 0,00802 Yes

Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu v den 2

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (Day_1x) - (Day_2x)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level at a = 0,050

p1-p2#0 0,3139471 0,6167402 0,5090 4 0,63752 No



Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu v den 3

Equal-Variance T-Test
M1 - u2: (Day_2x) - (Day_3x)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
p1-p2#0 -4,335456 0,9544909 -4,5422

Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu v den 4

Equal-Variance T-Test
M1 - u2: (Day_3x) - (Day_4x)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
M1-u2#0 -9,067715 1,421754 -6,3778

Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu v den 5

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (Day_4x) - (Day_5x)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
M1-u2#0 -6,079102 1,767841 -3,4387

Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu v den 6

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (Day_5x) - (Day_6x)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
M1-u2#0 -12,68861 1,786144 -7,1039

Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu v den 7

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (Day_6x) - (Day_7x)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
M1-p2#0 -4,887451 3,213041 -1,5211

Prob Reject HO
Level at a =0,050
0,01048 Yes

Prob Reject HO
Level at a = 0,050
0,00310 Yes

Prob Reject HO
Level at a =0,050
0,02633 Yes

Prob Reject HO
Level at a = 0,050
0,00207 Yes

Prob Reject HO
Level at a = 0,050
0,20287 No



Kontrolni linie Golden Promise zména v obsahu P; v den 1

Equal-Variance T-Test
M1 - u2: (Day_0) - (Day_1)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic df. Level ata=0,050
M1-p2#0 0,4793967 0,3759517 1,2752 4 0,27128 No

Kontrolni linie Golden Promise zména v obsahu P; v den 2

Equal-Variance T-Test
M1 -u2: (Day_1) - (Day_2)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic df. Level ata=0,050
M1-p2#0 -0,6672513 0,423803 -1,5744 4 0,19050 No

Kontrolni linie Golden Promise zména v obsahu P; v den 3

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (Day_2) - (Day_3)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic df. Level ata=0,050
M1-p2#0 -4,623111 0,6914092 -6,6865 4 0,00260 Yes

Kontrolni linie Golden Promise zména v obsahu P; v den 4

Equal-Variance T-Test
M1 - u2: (Day_3) - (Day_4)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic df. Level ata=0,050
M1-p2#0 -5,806694 0,7380287 -7,8678 4 0,00141 Yes

Kontrolni linie Golden Promise zména v obsahu P; v den 5

Equal-Variance T-Test
M1 - u2: (Day_4) - (Day_5)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic df. Level ata=0,050

p1-p2#0 -6,78153 0,6907514 -9,8176 4 0,00060 Yes



Kontrolni linie Golden Promise zména v obsahu P; v den 6

Equal-Variance T-Test
M1 - u2: (Day_5) - (Day_6)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
p1-p2#0 -2,339355 0,7709517 -3,0344

Kontrolni linie Golden Promise zména v obsahu P; v den 7

Equal-Variance T-Test
M1 - u2: (Day_6) - (Day_7)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
M1-u2#0 -1,276874 0,7522334 -1,6974

Prob Reject HO
Level at a =0,050
0,03862 Yes

Prob Reject HO
Level at a = 0,050
0,16485 No

Dvou-vybérovy t-test pro srovnani obsahu P; mezi transgenni a netransgenni linii

V jednotlivé dny kliceni.

Ho: nl - u2 = 0 (Obsah P; mezi transgenni linii a kontrolou se nelisi.)

Rozdil v obsahu P; v den kli¢eni 0.

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (C28=1015-7) - (C28=Golden Promise)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
M1-p2#0 6,35754 0,38422 16,5466

Rozdil v obsahu P; v den kliceni 1.

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (C28=1015-7) - (C28=Golden Promise)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
p1-p2#0 4,854318 0,3964852 12,2434

Rozdil v obsahu P; v den kli¢eni 2.

Equal-Variance T-Test
M1 - p2: (C28=1015-7) - (C28=Golden Promise)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic

M1-p2#0 3,873119 0,6346471 6,1028

Prob Reject HO
Level at a =0,050
0,00008 Yes

Prob Reject HO
Level at a =0,050
0,00026 Yes

Prob Reject HO
Level at a =0,050
0,00365 Yes



Rozdil v obsahu P; v den kli¢eni 3.

Equal-Variance T-Test
M1 - u2: (C28=1015-7) - (C28=Golden Promise)

Alternative
Hypothesis
M1 -p2#0

Standard
Error of
Difference
0,9931378

Rozdil v obsahu P; v den kli¢eni 4.

Equal-Variance T-Test
M1 - u2: (C28=1015-7) - (C28=Golden Promise)

Alternative
Hypothesis
M1 -p2#0

Standard
Error of
Difference
1,256881

Rozdil v obsahu P; v den kli¢eni 5.

Equal-Variance T-Test
M1 - p2: (C28=1015-7) - (C28=Golden Promise)

Alternative
Hypothesis
M1 -p2#0

Standard
Error of
Difference
1,422199

Rozdil v obsahu P; v den kli¢eni 6.

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (C28=1015-7) - (C28=Golden Promise)

Alternative
Hypothesis
M1 -p2#0

Standard
Error of
Difference
1,327413

Rozdil v obsahu P; v den kli¢eni 7.

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (C28=1015-7) - (C28=Golden Promise)
Standard

Alternative
Hypothesis
p1-p2#0

Error of
Difference

3,021169

T-Statistic
3,6102

T-Statistic
5,4472

T-Statistic
4,3201

T-Statistic
12,4252

T-Statistic
6,6543

Prob
Level
0,02255

Prob
Level
0,00552

Prob
Level
0,01245

Prob
Level
0,00024

Prob
Level
0,00265

Reject HO
at a =0,050
Yes

Reject HO
at a =0,050
Yes

Reject HO
at a =0,050
Yes

Reject HO
at a =0,050
Yes

Reject HO
at a = 0,050
Yes



Dvou-vybérovy t-test pro srovnani aktivity fytasy

Ho: ul - u2 = 0 (Aktivita fytasy mezi sledovanym dnem kliceni a piedchozim dnem se

nelis$i.)

Transgenni linie 1015-7 zména v aktivité v den 1

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (DO) - (D1)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
M1-p2#0 0,4584026 0,189032 2,4250

Transgenni linie 1015-7 zména v aktivité v den 2

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (D1) - (D2)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
M1-p2#0 -2,073268 0,2617112 -7,9220

Transgenni linie 1015-7 zména v aktivité v den 3

Equal-Variance T-Test
p1-p2: (D2) - (D3)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
M1-p2#0 -1,038609 0,2452921 -4,2342

Transgenni linie 1015-7 zména v aktivité v den 4

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (D3) - (D4)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
M1-u2#0 -0,2670706 0,1439878 -1,8548

Transgenni linie 1015-7 zména v aktivité v den 5

Equal-Variance T-Test
p1 - y2: (D4) - (D5)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference T-Statistic
ul-p2#0 -0,1069441 0,1373447 -0,7787

Prob Reject HO
Level at a =0,050
0,07237 No

Prob Reject HO
Level at a =0,050
0,00137 Yes

Prob Reject HO
Level at a =0,050
0,01333 Yes

Prob Reject HO
Level at a =0,050
0,13722 No

Prob Reject HO
Level at a = 0,050
0,47968 No



Transgenni linie 1015-7 zména v aktivit¢ v den 6

Equal-Variance T-Test
M1 - u2: (D5) - (D6)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference
M1-u2#0 -0,4076553 0,1089271

T-Statistic
-3,7425

Transgenni linie 1015-7 zména v aktivité v den 7

Equal-Variance T-Test
M1 - u2: (D6) - (D7)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference
M1-p2#0 0,5134025 0,06460163

Kontrolni linie zména v aktivité v den 1

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (Day_O0xx) - (Day_1xx)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference
M1-u2#0 -0,2103284 0,01811139

Kontrolni linie zména v aktivité v den 2

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (Day_1xx) - (Day_2xx)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference
M1-u2#0 -1,606668 0,07881591

Kontrolni linie zména v aktivité v den 3

Equal-Variance T-Test
M1 - y2: (Day_2xx) - (Day_3xx)

Standard
Alternative Mean Error of
Hypothesis Difference Difference
M1 -p2#0 -0,2100409 0,093608

T-Statistic
7,9472

T-Statistic
-11,6130

T-Statistic
-20,3851

T-Statistic
-2,2438

Prob
Level
0,02008

Prob
Level
0,00136

Prob
Level
0,00031

Prob
Level
0,00003

Prob
Level
0,08825

Reject HO
at a =0,050
Yes

Reject HO
at a =0,050
Yes

Reject HO
at a =0,050
Yes

Reject HO
at a =0,050
Yes

Reject HO
at a = 0,050
No



Kontrolni linie zména v aktivité v den 4

Equal-Variance T-Test
M1 - u2: (Day_3xx) - (Day_4xx)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic df. Level ata=0,050
M1-p2#0 -0,6520113 0,1963394 -3,3208 4 0,02936 Yes

Kontrolni linie zména v aktivité v den 5

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (Day_4xx) - (Day_5xx)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic df. Level ata=0,050
M1-p2#0 0,4637319 0,1894117 2,4483 4 0,07058 No

Kontrolni linie zména v aktivité v den 6

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (Day_5xx) - (Day_6xx)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic df. Level ata=0,050
M1-p2#0 0,1122686 0,03512935 3,1959 4 0,03303 Yes

Kontrolni linie zména v aktivité v den 7

Equal-Variance T-Test
p1 - p2: (Day_6xx) - (Day_7xx)

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic df. Level ata=0,050
M1 -p2#0 0,7563592 0,03951897 19,1391 4 0,00004 Yes

T-test praméru a smérodatnych odchylek pro srovnani obsahu InsPg
Ho: nl - u2 = 0 (Obsah InsPg mezi sledovanym dnem kli¢eni a po¢ate¢nim dnem se nelisi.)
Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu InsPs v den 1

Equal-Variance T-Test

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level ata=0,050

M1-p2#0 0,82 0,8438997 0,9717 4 0,38623 No



Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu InsPg v den 2

Equal-Variance T-Test

Alternative Mean
Hypothesis
M1 -p2#0 2,51

Difference

Standard

Error of

Difference T-Statistic
0,7967643 3,1502

Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu InsPg v den 3

Equal-Variance T-Test

Alternative Mean
Hypothesis
M1 -p2#0 2,12

Difference

Standard

Error of

Difference T-Statistic
0,8971808 2,3630

Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu InsPg v den 4

Equal-Variance T-Test

Alternative Mean
Hypothesis
M1 -p2#0 3,89

Difference

Standard

Error of

Difference T-Statistic
0,8534831 4,5578

Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu InsPg v den 5

Equal-Variance T-Test

Alternative Mean
Hypothesis
M1-p2#0 4,31

Difference

Standard

Error of

Difference T-Statistic
0,810761 5,3160

Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu InsPg v den 6

Equal-Variance T-Test

Alternative Mean
Hypothesis
p1-p2#0 4,82

Difference

Standard

Error of

Difference T-Statistic
0,8582929 5,6158

Transgenni linie 1015-7 zména v obsahu InsPs v den 7

Equal-Variance T-Test

Alternative Mean
Hypothesis
M1-u2#0 5,6

Difference

Standard

Error of

Difference T-Statistic
0,9467136 5,9152

Prob Reject HO
Level at a = 0,050

0,03451

Prob
Level
0,07741

Prob
Level
0,01036

Prob
Level
0,00602

Prob
Level
0,00494

Prob
Level
0,00409

Yes
Reject HO
ata =0,050
No
Reject HO
ata =0,050
Yes
Reject HO
at a =0,050
Yes
Reject HO
at a =0,050
Yes
Reject HO
at a =0,050
Yes



Kontrolni linie zména v obsahu InsPg v den 1

Equal-Variance T-Test

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level ata=0,050
M1-p2#0 -0,32 0,8012074 -0,3994 4 0,71001 No

Kontrolni linie zména v obsahu InsPg v den 2

Equal-Variance T-Test

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level ata=0,050
M1-p2#0 0,68 0,7158445 0,9499 4 0,39594 No

Kontrolni linie zména v obsahu InsPg v den 3

Equal-Variance T-Test

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level at a =0,050
p1-p2#0 0,31 0,8404959 0,3688 4 0,73095 No

Kontrolni linie zména v obsahu InsPg v den 4

Equal-Variance T-Test

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level ata=0,050
ul-p2#0 1,78 0,8494115 2,0956 4 0,10417 No

Kontrolni linie zména v obsahu InsPg v den 5

Equal-Variance T-Test

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level ata=0,050
M1-p2#0 2,6 0,8449457 3,0771 4 0,03704 Yes

Kontrolni linie zména v obsahu InsPg v den 6

Equal-Variance T-Test

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level ata=0,050
M1 -p2#0 2,3 0,8404959 2,7365 4 0,05209 No

Kontrolni linie zména v obsahu InsPg v den 7

Equal-Variance T-Test

Standard
Alternative Mean Error of Prob Reject HO
Hypothesis Difference Difference T-Statistic d.f. Level ata=0,050

u1-p2#0 151 0,8360622 1,8061 4 0,14521 No
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Barley is one of the most prominent crops in the world with thousands of square kilometers
of sown fields. Harvested barley grains are commonly utilized as livestock feeding and in
the brewing industry. Phytic acid (about 70%) is the main storage form of phosphorus in
plant seeds. Owing to the acidic nature of the phytic acid molecule it binds with cations
forming an insoluble complex. This is considered the main antinutritional factor for the
availability of minerals (calcium, zinc and iron principally), because the salts of phytic acid
are unfortunately indigestible for monogastric species such as swine, fish and fowl.
Phosphorus in feces ultimately leads to environmental pollution. Phytase is an enzyme
which catalyzes the degradation of phytate complexes thus providing necessary phosphate
and cations during germination. This enzyme converts the indigestible form of phosphorus
into a fully exploitable form. Transgenic barley line SCLW-GP-PHYA developed using
biolistic transformation of immature embryos exhibits stable expression of the microbial
[Aspergillus niger] phytase enzyme. This line was used for a hydrid programme, crossing
with Czech barley cultivar Azit. The activity of phytase and content of digestible
phosphorus in obtained lines were analyzed. The original transgenic line was also assessed
in brewing trials.
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