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1 UVOD

Extrémne vykyvy pocasia ako dlhodobé sucho, teplotné viny a nepravidelné zrazky
sastavaju prirodzenymi javmi. Klimatické zmeny ovplyvnia svetové pol'nohospodarstvo.
Zvysujuce sa teploty v tropickych regionoch budu skodlivé pre produkciu obilnin inych
hospodarsky vyznamnych plodin. V krajnych pripadoch, v oblasti Juznej Azie
asub-Saharskej casti Afriky produkcia obilnin nebude nad’alej mozna z doévodu
nadmerného teplaasucha (Lawas et al., 2018).

Priemerny vynos dolezitych hospodarskych plodin sa pohybuje v rozmedzi iba
20-50 % z celkového vynosu. Tieto straty si zvicsa sposobené suchom a vysokym
obsahom soli v pode, teda podmienkami prostredia, ktoré sa budi este viac zhorSovat’
v dosledku globalnych klimatickych zmien (Shrivastava a Kumar, 2015).

Hl'adajii sa moznosti arychly sposob ako vylepsit' hospodarsky vyznamné plodiny.
Bolo objavenych niekolko uzitocnych nastrojov atechnik, ktoré mozno pouzit
namanipuléciu rastlinnych mechanizmov s cielom ziskat rastliny s pozadovanymi
vylepSenymi vlastnostami. Medzi takéto ndstroje sa zarad'uju napriklad synteticky
vyrobené promotory, represory a aktivatory pre reguldciu expresie génov. Niektoré
techniky ako transformécia rastlin cudzim génom ¢i umelo vytvorenymi chromozémami
nadobudaju stale dolezitejSiu tlohu pri modifikécii rastlin. Vedecké technoldgie su
perspektivnym ndstrojom pre zlepSovanie kvality rastlin a zdroven udrzanie dostatocne;j
produkcie hospodarsky vyznamnych plodin, ktoré st hlavnym zdrojom potravy l'udstva

(Fatima, 2018).



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Ja¢mein — charakteristika

Jaémene predstavuju z botanického hladiska samostatny rod z celade lipnicovité
(Poaceae). Tradi¢na taxonomia ich od ostatnych zastupcov ¢el'ade odliSuje jednokvetym
klasom, ktory vyrasta na vretene klasu vzdy po trojiciach. Rod Hordeumpovodne zahtnal
150 druhov. Srozvojom molekularnych a genetickych poznatkov sa pocet samostatnych
druhov znizil na 32 druhov, vo vysledku 45 taxonov (Von Bothmer et al., 2003).

Ja¢men patri do ekonomicky vyznamnej skupiny rastlin, kmena Triticeae. Radia
sa sem hlavné obilniny mierneho pasma: pSenica (Triticum), zito (Secale cereale), jatmen
(Hordeum vulgare) a tritikale (Triticosescale), umelo vytvoreny hybrid zita a pSenice.
Vsetky druhy rastlin v kmeni Triticeae disponuju klasmi (nepohyblivym kvetenstvom),
zakladnym chromozémovym ¢islom x =7 a velkymi chromozémami. Tento kmen je
celosvetovo distribuovany na vsetkych kontinentoch, objavuje sa g Vv najchladnejsich
anajteplejsich oblastiach (Graner et al., 2011).

Genodm jaémetia o vel'kosti 5,3 Gbp obsahuje viac ako 39000 génov. Struktira gendmu
je komplexna aobsahuje velké mnozstvo opakujicich sa sekvencii DNA. Tieto
transpozomy tvoria priblizne 80,8 % sekvencie genomu (Graner et al., 2011).

Ja¢men je jednoro¢na plodina, ktora sa vyskytuje vjarng aozimne variante.
Nazéaklade poctu chromozémov rozdelujeme ja¢men nadiploidny (2n =2x =14),
tetraploidny (2n = 4x = 28) ahexaploidny (2n = 6x = 42). Kultarny jaémen je diploidny,
podrl'a usporiadania klasu dvojradovy alebo Sestradovy (Von Bothmer et al., 2003).

Jatmen je tiez vhodnym modelovym organizmom pre genetické Stadie
abiotechnologické aplikacie. Disponuje diploidnym gendémom s nizkym poctom
chromozémov (2n = 2x = 14), je nenaro¢ny na pestovanie v roznych environmentalnych
podmienkach a ma rozsiahle genetické zdroje. V biotechnologickom vyskume mozno
jaémen vyuzit' napriklad na transformacie réznych konstruktov vzhladom na jeho
dostatocne vysoku efektivitu transformacie (Harwood, 2018).

Odroda jarného ja¢mena ,,Golden Promise* je jeden z najpouZzivanejSich jaémennych
kultivarov natransformacie. Tato mutantna odroda bola oficialne registrovana v roku
1966 vo Velkej Britanii. Vznikla pdsobenim gama-ziarenia na odrodu ,,Maythorpe*
vroku 1956, ktora bola citliva nasolny stres. Odroda Golden Promise je
charakterizovand kratkym tvrdym steblom, dobrym vynosom a dobrou sladovnickou

kvalitou. Rastliny odrody Golden Promise su polotrpasli¢ieho vzrastu, tolerantné voci
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slanému stresu, ale nachylné namucénatku (Blumeria graminis). V roku 1967 bola odroda
Golden Promise pestovand Vv Anglicku aSkotsku avyrazne prispela K zvyseniu
produkcie ja¢mena na trhu Velkej Britanie. Bola av sucasnej dobe je odrodou ,ktora sa
pouziva V hybridizacnych programoch vV mnohych genetickych stidiach (Ohnoutkova,
2019a).

2.1.2 Genetické transformacie jaCmena

Transformacia je jednou z najdolezitejSich biotechnologickych aplikacii v oblasti Stadia
funkénej genomiky jaémetia. Uspesnost” transformacie jarného jaémena je stile zavisla
nagenotype anamiere rekalcitrancie novych hospodarsky vyznamnych Kkultivarov.
K transformaécii sa aj v su¢asnej dobe najviac vyuziva odroda Golden Promise (Harwood,
2018).

Existuji dve najcastejSie metody pre transforméciu jaémena: biolistickd metdda
(Wann aLemaux, 1994) atransformacia pomocou baktérie Agrobacterium tumefaciens
(Bartlett et al., 2008). V stcasnej dobe je transformacia pomocou A. tumefaciens
povazovana zavysoko-efektivnu metddu, ktord umoziuje ziskat' transgénne jedince
Snizkym poc¢tom kopii transgénu (Travellaet al., 2005).

Délezitym faktorom pre dosiahnutie u¢inného vysledku transformécie je vyber
cielového pletiva. Bolo testované Siroké spektrum pletiv jacmena. NajpouzivanejSimi
explantatmi pre transformaciu jaCmena st nezrelé zygotické embrya. Zygotické embrya
ziskané z donorove rastliny jarného ja¢mena Golden Promise poskytuju embryonalny
kalus sdobrou schopnostou regeneracie (Hinchliffe a Harwood, 2018). Prvykrat boli
nezrelé zygotické embrya pouzité pri transformacii jaémenia v roku 1986 (Goldstein
aKronstad, 1986) a postupne sa stali najpouzivanej§im typom explantatov. Stitok embrya
je povodcom tvorby regenerujuceho kalusu. Regeneracia rastlin z kalusu pochadzajiaceho
z0 zygotickych embryi je ovplyvnend genotypom, vekom embryi, zloZzenim média,
podmienkami kultivacie a d’al$imi faktormi. (Lii et al., 2015).

Transformacie ja¢mena mozno rozdelit' do troch vyvojovych €asovych etap. Prva
etapa bola zamerand na transformaciu selekénych a reportérovych génov. Druhd etapa
bola rozsirena o funk¢éntl analyzu kandidatnych génov pouzitim baktérie A. tumefaciens
ako hlavného néstroja pre transformaciu. V dnesnej dobe sa transgénny jacmen nachadza
V tretej vyvojovej Casovej etape nazyvanej tiez nova éra, ktora sa sustred’uje na sekvencie
celého gendmu a celkovy transkriptdém ja¢mena. NajvacSimi prioritami transformacie
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jacmena st z globalneho hl'adiska funkéna genomika a produkcia jacmena so zlepSenymi
vlastnost'ami, vhodného pre moderné poI'nohospodarstvo (Lii et al., 2015).

Prva vyvojova Casova etapa je zamerana na rozvoj aoptimalizaciu transformacnych
protokolov, kde hlavna rol'u hraju selekéné a reportérove gény. NajCastejSie pouzivané
st selekéné gény, ktoré udel'uju rastline rezistenciu na antibiotikum ako chloramfenikol
acetyltransferaza (CAT) (Lee et al., 1991), neomycin fosfotransferaza (NPTII)
(Nobre et al., 2000; Giirel a Goziikirmizi, 2000) a hygromycin fosfotransferaza (HPT)
(Shrawat et al., 2007). Dalsiu dblezita rol'u v transformacii jaémena hraju gény udelujtce
rastlinerezistenciu na herbicidy ako fosfinotricin acetyltransferaza (PAT) (Travella et al.,
2005; Shrawat et al., 2007). Vybornym pomocnikom pri transformacii st vidite'né
reportérove gény. Takymito reportérovymi génmi su gén pre B-glukoronidazu (GUS)
(Kumlehn et al., 2006; Shrawat et al., 2007), gén kodujici enzym lucferazu (LUC)
(Harwood et al., 2002) a gén pre zeleny fluorescen¢ény protein (GFP) (Murray et al.,
2004). Prva generacia transgénneho ja¢mena siaha od prvého pokusu v roku 1987
(Junker et al., 1987) do roku 2008, kedy bola uvedena do praxe transformacia pomocou
A. tumefaciens (Bartlett et al., 2008; Hensel et al., 2008).

V druhg vyvojovej ¢asovej etape sa pozornost’ prenasa na vylepSovanie produktov
génov a ich funkcie. Vel'ka cast’ §tadii je zamerana na vyskum biotického a abiotického
stresu, kvalitu zrna abioreaktory. V pripade jamena sl vaznym problémom virusové
ahubové patogény, ktoré mozu sposobit’ rapidne zniZenie vynosu. Prikladom je virus
zltej zakrpatenosti jacmenia (BDYV), ktory je kontrolovany vd’aka expresii génu pre
obalovy protein virusu BDYV v ja¢meni, ¢o vedie k zvySenej rezistencii na tento virus
(McGrath et al., 1997). Dalsim u¢innym nastrojom je vyuzitie RNA technologie
odvodend od BDYV virusu, ktord udeluje jaémenu extrémnu rezistenciu na dany virus
(Wang et al., 2000). Dalsimi patogénmi, ktoré ohrozuju jaémeti su hubové patogény.
Genetickymi modifikaciami endogénnych génov jacmenia bola dosiahnutd zvySena
rezistencia proti fuzarioze (Fusarium graminearum) (Hiickelhoven et al., 2003),
pruhovitosti listov (Pyrenophora graminea) (Bulgarelli et al., 2010), ma¢natke travovej
(Blumeria graminis f. sp. hordei) (Eichmann et al., 2010) ahrdzi travnej (Puccinia
graminisf. sp. tritici) (Horvath et al., 2003).

Jednym z hlavnych ciel'ov jacmennych biotechnologii je modifikacia enzymov, ktoré
st vyznamné pre pivovarnicky priemysel. Transkripény faktor GAMYB aktivuje

expresiu génov regulovanych giberilinmi (GA) v aleurénovych bunkéch jacmena (Gubler
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et al., 1995). Murray et al. (2006) zvysenim expresie génu GAMYB V ja¢meni zlepsil
akumulaciu a-amylazy a (1,3;1,4)-B-D-glukan endohydrolazy ¢&im zlepsil jeho
sladovnicke vlastnosti. Dal§im délezitym cielom pre zlep3enie pivovarnickeho procesu
bola modifikacia enzymu B-glukanazy. Teplu odolna B-glukandza zostava aktivna aj
pocas procesu rmutovania pri posobeni vysokej teploty (Nuutila et al., 1999). Velka
pozornost’ je tiez venovana enzymom, ktoré ovplyviiuji kvalitu latok obsiahnutych
V jaémennom zrne. V ¢el'adi Poaceae gény podobné celuldza syntaze, CSIF gény, hraju
ulohu v biosyntéze bunkovej steny obsahujucej (1,3;1,4)-p-D-glukany, ktoré su vhodnou
stcastou l'udskej stravy. Genetickou manipulaciou s génmi CslF4 aCslF6 doslo k zmene
obsahu (1,3;1,4)-p-D-glukanu v zrne alistoch transgénneho ja¢mena (Burton et al.,
2011). Pomocou transformacnych technolégii je mozné ziskavat' jaCmenné zrno
svysokym obsahom amylazy (Carciofi et al., 2012), lyzinu (Ohnoutkova et al., 2012)
atiez zinku a zeleza (Tiong et al., 2014).

Prvé dve etapy transformadcii jamena sa rozvijali si¢asne. Druhd etapasa stale postiva
vpred anachadza nové technické vylepSenia a aplikacie. V dneSnej dobe vedecka
komunita zaoberajliica sa kmeniom Triticeae Celi vyzve analyzovat’ cely gendm ja¢meina
z funkéného hl'adiska, hlavne v pripade diploidnych jedincov (Lii et al., 2015).

Technologie geneticky modifikovanych organizmov by mali hlavne prispievat’
k zlepSovaniu schopnosti plodin ¢elit’ environmentalnym zmenam, zvySovaniu vynosu

azlepsovaniu kvality produktu (Harwood, 2012).



2.2 Rastlinny stres

Rastliny st ohrozované réznymi faktormi, ktoré vyvolavaju stres. Podl'a druhu faktorov
rozdel'ujeme stres na abioticky a bioticky. Faktory spdsobujtce abioticky stres su sucho,
slana poda, vysoké a nizke teploty, UV Zziarenie apodobne. Bioticky stres spésobuju
rastlinné patogény ako napriklad virusy, baktérie, huby, had’atka, ale aj iné rastliny
avyssie zivocichy (Pandey et al., 2017).

Stres pdsobiaci na rastliny je jednou z najdolezitejSich tém v rastlinnej biologii
apredmetom vel’kého mnozstva publikacii, diskusii v ramci konferencii a intenzivnych
vymen nazorov medzi vedcami a polnohospodarmi. Stres nie je presne definovany
(Jansen a Potters et al., 2017). Wang et al.(2003) vo svojej praci tvrdi, ze abioticky stres
je hlavnou pri¢inou celosvetovej straty vynosu plodin, ktora ¢ini viac nez 50 %
zZ celkového vynosu.

Problém je, ze v pripade absencie v§eobecne akceptovatel'ng definicie stresu su takéto
udaje povazované za nepatrné az zbyto¢né (Jansen a Potters, 2017).

Mnohé publikacie predstavuji rézne definicie rastlinného stresu. Napriklad
Smith et al.(2010) opisuje stresové prostredie ako prostredie, ktoré je menej nez
optimalne pre rastlinny vyvoj. Buchanan et al.(2000) definuje stres ako externé
podmienky, ktoré nepriaznivo ovplyviluju rast, vyvoj alebo produktivitu rastlin.
TaizaZeiger (2002) zastres povazuje vonkajsie biotické a abiotické faktory ako st
infekcia, teplo, voda a dostupnost’ kyslika. Tito autori sa v definiciach zhoduju na tom,
7e stres znizuje rastlinni produkciu. Dal§im spoloénym aspektom su environmentalne
faktory ako je pricina stresu. Toto tvrdenie nie je vSeobecne akceptovatelné. Je potrebné
priradit konkrétny faktor ku konkrétnemu druhu organizmu. Optimalne prostredie
prejeden organizmus moéze predstavovat stresové podmienky pre iny organizmus
(Jansen a Potters, 2017). Latcher (1980) popisuje stres ako fyziologické zmeny
objavujuce sa v pripade, Ze je urcity druh organizmu vystaveny mimoriadne nevhodnym
podmienkam. Daliu definiciu stresu predstavil Leclerc (2003), ktory opisuje stres ako
odchylky od priemernych podmienok pre rastlinny organizmus. Environmentalny faktor
zodpovedny za stres nadobuda v neskor§ich konceptoch rézne nazvy ako ,,vonkajsi
natlak", ,,stresovy faktor" alebo ,,stresor". Analogicky je pomenovany stav, kedy je
organizmus vystavovany stresu ako ,stresové Stadium®, ,,odpoved’ na stres®,
¢i jednoducho ,,stres*. Toto Stadium sa mdze vztahovat k molekularnym, bunkovym,

pletivovym aspektom alebo k aspektom celych organizmov rastlinnej fyziologie.
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2.2.1 Abioticky stres

Abioticky stres je termin, ktory oznacuje nevhodné environmentdlne podmienky
nepriaznivo posobiace na rast a vyvoj rastlin. Prikladmi abiotického stresu, ktorym
rastliny Celia su pokles dostupnosti vody (kvoli suchu alebo osmotickému stresu), slana
pdda (sol'ny stres), alebo extrémne teploty. Tieto druhy abiotického stresu patria medzi
environmentalne podmienky najviac ohrozujice vynos plodin. Aby sa rastliny boli
schopné vyrovnat’ so Skodlivymi efektami stresu vyvinuli si rozne adaptacné stratégie
nabunkovel ametabolickej urovni, ktoré aktivuju uz na zaiatku pdsobenia stresu
(Marco et al.,2015).

Jeden z prvych procesov, ktoré prebichajt v rastline pri pdsobeni stresovych faktorov
je snimanie. Snimanie abiotického stresu je komplexna zalezitost, kedy neexistuje
samostatny snimaci mechanizmus spolo¢ny pre vSetky druhy stresu. V pripade ak
stresova situdcia zahfiia chemického Cinitel'a (napriklad stres sposobeny tazkymi kovmi
alebo poklesom zivin) je predpokladané, ze dochadza k spustaniu mechanizmu, ktory
pracuje podla modelu ligand-receptor. Tento model, vSak, nemo6ze byt aplikovany
Vv pripade, ak je stres vytvarany zmenami fyzikalnych parametrov. Mechanizmus
snimania aktivuje vo vnutri buniek komplikovany sled signalnych kaskad, ktoré signal
prendsaju, amplifikuji a nakoniec spustaji bunkové odpovede veduce k obrannym
reakcidm proti Skodlivym efektom. V poslednych rokoch pribudlo vela informacii
o stresovych signalnych mechanizmoch. Signalne drahy pozostavaji z mnohych
aktivnych ~ komponentov ~ vratane sekundarnych  poslov, fytohormonov
a fosfoproteinovych kaskad (Marco et al., 2015).

Sekundéarni poslovia st malé vnuatroubunkové signalne molekuly alebo i6ny,
prirodzene sa vyskytujuce v cytoplazme buniek, ktorych level sa meni prireakcii
nasignal prijaty membranovymi senzormi bunky. Siria sa diftiziou a reguluju aktivitu
proteinov, ¢im pomahaju distribuovat’ a mnozit’ prijaty signal. Sekundarni poslovia st
st¢astou stresovych signalnych drah vratane signdlnej drahy vapnika (Ca®) (Tutga
aMahajan, 2007), reaktivnych foriem kyslika (ROS) (Suzuki et al., 2011), cyklickych
nukleotidov, polyfosfoinozitidov a d’alsich (Tuteja a Sopory, 2008).

Fytohormony, aktivuju signalne drahy, ktoré posobia samostatne alebo v spolupraci
S inymi signalnymi dréhami. Jednym z najviac preStudovanych fytohormoénov je kyselina
abscisovd (ABA), ktord zohrava hlavnu tlohu v odpovedi na stres. Ostatné rastlinné

hormony alebo signalne molekuly ako cytokininy, salicylova kyselina, etylén, jasmonova
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kyselina, oxid dusnaty, cukry apolyaminy su tiez suc¢astou rastlinnych odpovedi na stres
(Tutejaa Sopory, 2008).

Signalne drahy st koordinované pomocou protein kinaz a fosfataz, ktoré kontroluju
fosforylaény status ich cielovych proteinov tym, Ze ich fosforyluju. Aj odpovede na stres
zahfnaju fosfoproteinové kaskady, ktoré st rozdelené do niekol’kych kategorii podl'a ich
Struktirnych a funkénych charakteristik. NajznadmejSie rodiny signalnych kaskad
zahrnutych v odpovediach nastres st mitogén aktivované protein kindzy (MAPK),
cyklin-dependentné protein kindzy (CDK), Ca’-dependentné protein kinazy (CPK)
akalcineurin ,,B-like interagujuce protein kinazy (CIPK) (Boudsocq a Lauriere, 2005;
Boudsocq a Sheen, 2013).

Vsetky vySSie spominané elementy interaguju aj medzi sebou navzajom, ¢im vytvaraji
komplexn siet’, ktorej vysledkom je modifikacia cielovych proteinov, vedtca k rychlym
fyziologyckym odpovediam bunky. Alternativne mozu signalne drahy viest’ k produkcii
proteinov ovplyviiovanim aktivity transkripénych faktorov, ktoré sa viazu na Specifické
sekvencie DNA v promotorovej oblasti amenia expresiu génov. Medzi transkripéné
faktory aktivne pocas stresovych situacii patria ¢lenovia APETALA2/ etylén — reagujlice
faktory (AP2/ERF), hélix-slucka-hélix (HLH), leucinové zipsy (LZ), faktory odvodené
od myelomatozy (MYC) a d’alsie (Lindemose et al., 2013). Okrem transkripénych
faktorov mdze byt expresia génov ovplyvnena inymi mechanizmami pocas odpovedi
nastresové podmienky, ako epigenetickymi procesmi, ktoré zahfiiaju metylaciu DNA

alebo modifikaciu jadrovych histonov (Kim et al., 2010).

2.2.1.1 Stres rastlin vyvolany suchom

Abnormalne suché obdobie, ktoré sa objavuje v oblastiach s nizkou frekvenciou zrazok
sa nazyva sucho. Podl'a Dai (2011) sa sucho rozdel'uje do troch kategorii:

1. Hospodarske sucho

2. Meteorologické sucho

3. Hydrologické sucho

Sucho predstavuje obdobie s podpriemernymi zrazkami ¢i nadpriemernym vyparovanim
vody, ktorého vysledkom je pokles rastlinnej produkcie. Meteorologické sucho je peridda
smeng ako priemernymi zrazkami a je zvycajne spojena s nadpriemernymi teplotami.
Takéto sucho je sposobené konstantnymi zmenami atmosférickych Struktir ako napriklad

vysokym tlakom. V pripade, ze déjde k dlhodobému poklesu privodu vody alebo hladin
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riek ainych zasobarni vody, ako jazier a rezervoarov, hovorime o hydrologickom suchu.
K vzniku sucha prispievaju aj ostatné faktory vratane vysokych teplot, nedostatku vlahy
aerozie pody.

Na vSetkych svetovych kontinentoch uz viac ako 10 rokov dochadza k poklesu
rastlinngj produkcie v dosledku sucha (Zhao a Running, 2010). Bouman et al., (2005)
publikoval, ze sucho spodsobilo pokles svetovej produkcie ryze az o 50 %. Sucho
ovplyviiuje aj produkciu kukurice, priCcom straty sa rocne mozu vySplhat az
na 10 miliénov ton zin (Edmeades, 2008). Okrem socialne-ekonomickych dosledkov,
nedostatok vody ovplyviiuje skoro kazdy fyziologicky proces v rastline, ¢i uz priamo,
alebo nepriamo. Rast bunky zavisi od urovne bunkového turgoru, fotosyntéza je priamo
inhibovana nedostatkom vody a prieduchmi kontrolovany prijem a vydaj COz2 je zavisli
na obsahu vody v bunkach prieduchov (Gimenez et al., 2005).

KIaéovym faktorom pre zlepSovanie tolerancie rastlin vo¢i suchu je pochopit’
mechanizmus rezistencie vo¢i suchu. Mechanizmus rezistenciu vo¢i suchu méze byt
podl'a Taiz a Zeiger (2002) rozdeleny do troch kategorii:

1. Odklad vysychania (schopnost’ zadrziavat’ vodu v pletive alebo tolerancia na sucho
pri vysokom vodnom potencialy),

2. tolerovanie vysychania (schopnost’ rastliny fungovat v dehydrovanom stave alebo
tolerancia na sucho pri nizkom vodnom potencialy,

3. tnik pred suchom, kedy sa rastliny vyhybaju suchu dokonc¢enim zivotného cyklu este
pred obdobim sucha, aby boli schopné sa reprodukovat’.

Tieto mechanizmy rezistencie voci suchu sa odlisuji vzhl'adom na typ pody a klimatické
podmienky. Napriklad rastliny adaptované na pistne podnebie ako Craterostigma
plantagineum (Barteles et al., 1990) alebo Tortula ruralis (Oliver aBewley, 1997)
toleruju extrémne suché podmienky ako 0% vlhkost’, vd’aka schopnosti obmedzit’ svoje
metabolické funkcie. Takéto podmienky st vSak vel'mi nepriaznivé prehospodarske
plodiny, ktoré nedokazu tolerovat’ menej ako 85% vlhkost’ poc€as vegetativneho obdobia

(Bartels a Salamini, 2001).

2.2.1.2 ZvySena rezistencia rastlin na sol'ny stres

Sol'ny stres vznikd pri nadmernej koncentracii soli, hlavne chloridu sodného (NaCl),
v pdde (Hossain a Dietz, 2016). V pripade rastlin vznikaju dvatypy Situacii:

1. Osmoticky stres



2. l6nova nerovnovaha (Hossain a Dietz, 2016)

Osmoticky stres navodzuje podmienky podobné nedostatku vody a spusta reakcie
podobné odpovediam na suchy stres ako uzatvaranie prieduchov, pokles fixacie COo,
redukciu elektréonového transportného retazca (ETC) a stimuléciu fotorespiracie, ktoré
moézu viest k produkcii radikalnych foriem kyslika (ROS) (Abogadallah, 2010).
Napriklad v listoch kukurice, sol'ny stres zvySuje hladiny apoplastického spermidinu
asperminu. Procesom oxidacie tychto polyaminov apoplastickou polyaminoxidazou
dochadza k produkcii 1,3-diaminopropanu a H>O> (Rodriguez et al., 2009). Tieto ROS
moézu poskodzovat’ fotosynteticky aparat, nukleové kyseliny a membrany buniek.

Dlhodobé pdsobenie sol'ného stresu vedie k i6novej toxicite v rastlinnom organizme.
Odpoved rastlin na silny sol'ny stres je druhovo Specifickd. Niektoré rastliny kontrolujii
prijem sodnych i6nov (Na*) uprednostiiovanim draselnych iénov (K+), iné prevenciou
akumulacie Na® v cytoplazme ukladanim tychto idnov do vakuoly, atak chrania
fotosyntetické a metabolické procesy (Munns €t al., 2006; Chaves et al., 2009).

Dalsou dolezitou obrannou reakciou rastlin proti solnému stresu je akumulacia
aminokyselin v cytoplazme, najcastejSie prolinu. Prolin funguje ako osmolyt, zachytavaé
ROS, redoxny pufor a molekuldrny caperdn, ktory napomaha stabilizovat proteiny
amembrany, ¢im predchadza poskodeniu buniek sposobenému stresom (Hossain a Dietz,
2016). Tato aminokyselina navySe predstavuje zdroj dusika pocCas faze obnovy
fyziologickych procesov po strese (Gupta a Huang 2014). Prolin vznika pocas syntézy
glutamatu, pricom  jeden mol prolinu vyzaduje dve molekuly
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu =~ (NADPH), ateda odCerpava elektrony
z chloroplastov audrziava tak redoxnti homeostazu v bunke. Produkcia prolinu v listoch
po pdsobeni sol'né¢ho stresu poskytuje rastline zdroj uhlika a redukuje fotoinhibiciu

atvorbu ROS (Hossain a Dietz, 2016).

2.2.2 Bioticky stres

Rastliny sa pocas svojho Zivota musia chranit’ pred utokmi biotickych cinitel'ov,
medzi ktorych patria baktérie, virusy, viroidy, huby, hmyz a g ostatné rastliny. Bioticky
stres je proces posobenia biotickych Cinitelov nahostitel’sku rastlinu, pricom hostitel'ska
rastlina predstavuje pre dany organizmus zdroj zivin a prostredie narozmnoZzovanie.
Takyto proces je oznacovany aj ako parazitizmus a Cinitele, ktoré ho spdsobuji su

oznacované ako rastlinné parazity. V pripade ak je organizmus schopny v hostiteI'skej
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rastline svojou &innost'ou vyvolat’ chorobu ide o patogenézu. Uspesna patogenéza zahfiia
vniknutie patogénneho organizmu do hostitel'skej rastliny, Cerpanie zivin z hostitel’a,
potlacenie obrannej reakcie hostitel’a a reprodukciu patogénu (Strange, 2003).

Patogény si vyvinuli Specifické spdsoby ako vniknut’ do hostitel'a. Niektoré vnikaju
cez epidermalne vrstvy pouzitim mechanického tlaku alebo enzymov, iné pomocou
prirodzene pritomnych otvorov, ako su prieduchy, alebo cez poranené pletivo.
Po vniknuti patogénu do hostitel'skej rastliny zacina proces infekcie (Dickinson, 2003).

Patogén modze na rastline parazitovat' ako nekrotrof, kedy zabija rastlinné¢ bunky
anasledne &erpa ziviny z odumretého pletiva. Dalsim spdsobom parazitizmu je biotrofia,
kedy organizmus Cerpa ziviny zo zivych rastlinnych buniek, alebo hemibiotrofia, kedy
patogén Cerpa ziviny z0 zivych buniek, ale v neskorSom $tadiu infekcie bunky usmrcuje.
Medzi S$tyri hlavné skupiny rastlinnych patogénov patria huby, virusy, nematddy
abaktérie. Huby st oznacované ako patogény najCastejSie napadajuce rastliny (Agrios,
2005).

2.2.2.1 Hubové patogény

Huby sa radia medzi heterotrofné organizmy aich zdrojom dusika st rastliny alebo
organické zlu€eniny. Niektoré huby ako hrdze a mucnatky s obligitne parazity alebo
biotrofy, ktoré mozu rast’ a rozmnozovat’ sa iba v Zijicom pletive rastlin. Mnoh¢ huby su
tiez fakultativne parazity, Zijuce ako saprofyty, domomentu, kedy najdu vhodnu
hostitel'sku rastlinu a prechadzaju do parazitického sposobu zivota (Agrios, 2005).

Po prieniku hubového patogénu do rastliny patogén produkuje degrada¢né enzymy
atoxiny, ktoré narasaji bunkovu stenu a ostatné bunkové komponenty, ¢im st malé
molekuly spristupnené pre absorpciu hubovym patogénom (Dickinson, 2003).

Huby tvoria vlaknité hyfy a mycélium a reprodukujt sa pomocou spor. Prenikaju
do rastlinného hostitela prirodzenymi otvormi ako st prieduchy. Véac¢sina hubovych
patogénov napadajicich jaCmenl napada listy, avSak niektoré sa zameriavaji
napodzemnu cCast’ rastliny ako korene, zasadené semena a spodnu cast’ stonky (Strange,
2003).

Dean et al. (2012) vypracoval rebricek 10 najvyznamnejSich hubovych rastlinnych
patogénov. Medzi najvyznamnejSie hubové patogény sa radia: 1. Magnaporthe oryzae,
2. Botrytiscinerea, 3. Puccinia spp., 4. Fusarium graminearum, 5. Fusarium oxysporum,
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6. Blumeria graminis, 7.Mycosphaerella graminicola, 8. Colletotrichum spp.,
9. Ustilago maydis, 10. Melampsora lini.

Blumeria graminis f. sp. horde je ¢lenom rodiny Erysiphaceace, patri medzi skupinu
hub askomycety a spdsobuje ochorenie nazyvané mucnatka na rastline jaCmena. Vsetky
patogény sposobujuce mucnatku st obligatne biotrofy a su striktne zavislé od zivého
rastlinného hostitel'a (Braun et al., 2002).

VSeobecne sa B. graminis rozdel'uje na poddruhy, formae speciales, ktoré st schopné
napadat’ jednotlivé druhy trav. B. graminis f. sp. hordei aB. graminis f. sp. tritici
napadaju jaCmen a pSenicu a preto st hospodarsky vyznamné. NajstudovanejSim druhom
tejto skupiny je prave B. graminis f. sp. hordei asluzi ako modelovy organizmus
pre stadium ochorenia mucnatka. Symptoémy tohto ochorenia sa prejavujii ako biely
mucny povlak na povrchu listov rastliny (Both a Spanu, 2004).

Ja¢men obsahuje gény mlo, vd’aka ktorym je rezistentny vo¢i mucnatke. Ak sa alely
génu nachadzaju v recesivnej forme, rastlina efektivne predchadza penetracii hubového
patogénu cez epidermalne bunky a tym brani tvorbe haustoria a infekcie. V pripade, ze
ma ja¢men dominantné alely mlo génu je nachylny a dochadza k rozvoju infekcie
(Lyngkjaer et al., 2000).

Mlo gén, pochadzajici z divého typu koduje protein, ktory pozostava zo siedmich
transmembranovych domén ainteraguje Sproteinom kalmodulin, ¢im negativne
ovplyviiuje obranyschopnost’ rastliny a €ini rastlinu nachylnti vo¢i hubam spdsobujucim
mucnatku (Kim et al., 2002; Consonni et al., 2006). Mutacia génu mlo spdsobila stratu
funkcie MLO proteinu a Sirokospektralnu rezistenciu k muc¢natke. Tato mutécia
poskytuje rezistenciu ja¢mena voc¢i B. graminis f. sp. hordel uz priblizne 40 rokov
(Piffanelli et al., 2002).

V pol'nohospodarstve su najviac vyuzivané alely mlo-11 pévodom z domestikovaného
etiopskeho ja¢mena, ktoré sa vyuzivaji v polovici eurdpskych kultivaroch jarného
ja¢mena. Vysledkom mutacie mlo-11 génu je nadmerna transkripcia, ¢im dochadza
k redukcii hladiny proteinu MLO (Piffanelli et al., 2004).

B. graminis f. sp. hordel sa rozmnozuje pohlavne a nepohlavne. Vysledkom
pohlavného cyklu je tvorba kleistotécii, ktoré st schopné preZivat" v nepriaznivych
podmienkach prostredia, alebo tvorba askospér v pripade, Ze st podmienky prostredia
priaznivé. Tieto pohlavné Struktiry umoznuji genetické rekombindcie a zrychl'uju tak

evoluény vyvin hib. Z toho vyplyva schopnost’ B. graminis f. sp. hordel rychlo sa
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prisposobit’ selekénému tlaku spdsobenému hostitel'skymi monokultirami ja¢mena,
obsahujucimi Specifické gény rezistencie proti mucnatke apotreba pouzivat’ rozsiahle
spektrum fungicidov (Kinane a Oliver, 2003).

Pocas nepohlavného cyklu organizmus vel'mi rychlo a uspeSne vnika do hostitel'a
anasledne produkuje konidia, v ktorych sa tvoria spoéry. Spory st nésledne uvolnené
do prostredia, coho vysledkom je vel'mi efektivne Sirenie ochorenia v kratkom ¢asovom
intervale (Wright et al., 2002).

Nepohlavny zivotny cyklus zacina v momente pristatia konidii napovrchu listu
rastlinného hostitel'a. V priebehu nasledujucich sekind sa konidia pripevnia k listu
uvol'nenim extracelularnej matrix. (Wright et al., 2002). Po dvoch hodinach sa z konidii
na povrchu listov vytvaraji kli¢iace vlakna, ktorych dizka zvy&ajne nepresahuje niekol’ko
mikrometrov. Primarne kli¢iace vlakno zodpoveda za prijem vody a signdlov z hostitel’a
V mieste spojenia hubového organizmu a kutikuly listu. Nasledne z opa¢ného konca
konidie vyrastd tzv. apresorialné klic¢iace vlakno, ktoré¢ sa predlzuje a Styri hodiny
po inokuldcii sa z neho zaCina vytvarat’ apresorium, ktoré finalne dozrieva 8 az 12 hodin
od prvotného kontaktu (Edwards, 2002).

Na spodnej strane apresoria vyrasta penetraény hrot, ktory prenika cez kutikulu
abunkovu stenu pomocou kombinacie fyzického tlaku a enzymatického rozkladu kutinu
acelulozy (Pryce-Jones aGurr, 1999). Z penetraéného vlakna sa vo vnutri hostitel'ske;j
bunky tvori haustorium, ktoré vSak nenartsa plazmaticki membranu. Haustorium je
vysoko Specializovany komplexny utvar, zodpovedny za absorpciu velkého podielu
zivin. Extrahaustoridlna membrana, ktord obklopuje haustorium, je kontinualne spojena
splazmatickou membranou epidermalnych buniek hostitel'a. Nasledne z haustoria
vyrasta sekunddrne vlakno na povrch listu, kde vytvara vonkajSie mycélium, z ktorého
vyrastaji d’alSie penetracné vlakna na tvorbu novych haustérii (Both a Spanu, 2004).

Styri dni po inokulacii sa vonkajsie mycélium diferencuje na konidioféry, v ktorych
sa vytvara velké mnoZstvo konidii. Tie st nasledne rozptylené vetrom do okolit¢ho
prostredia. Nie je presne zname ¢o vSetko konidie obsahujt, avsak Roberts et al. (1996)
cytochemickymi technikami zistil, ze v pripade Blumeria graminis f. sp. hordel

cytoplazma konidii obsahuje hlavne glykoproteiny.
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2.3 S patogenézou suvisiace (PR) proteiny
Proteiny, ktoré st produkované hostitel'skou rastlinou pocas patogenézy alebo
v suvisiacich podmienkach, sa nazyvaji s patogenézou suvisiace proteiny, inak
,pathogenesis-related“ (PR) proteiny. PR proteiny sa delia do niekolkych skupin,
tzv. rodin, na zdklade vzajomnej sekvencnej homologie. Tieto proteiny tiez moézu byt
rozdelené do roznych tried podl'a migracie v nativnej polyakrylamidovej elektroforéze,
reakcie so $pecifickym antisérom a mRNA probami. Dalej su PR proteiny klasifikované
nazaklade biologickej aktivity. VSeobecne bolo identifikovanych 17 rozli¢nych rodin
PR proteinov (Sudishaet al., 2012).

Indukcia PR proteinov v hostitel'skej rastline je spustana baktériami, hubami, virusmi
a hlisticami v okamziku ich vstupu do hostitel'a. Rozne molekuly, ktorymi patogény
disponuji mozu slazit’ ako elicitory expresie PR génov. V Sirokom spektre rastlin bolo
objavenych mnozstvo PR génov, ktoré kdduju PR proteiny. V zdravych rastlinach, ktoré
nie su vystavené podmienkam patogenézy sa PR gény vyskytuji v umlcanej forme.
Expresia PR génov spustend patogénom sa vzdy objavi na rovni transkripcie.
Skuto¢nost’, Ze existuje vela PR proteinovych rodin a proteiny s lokalizované ako
v apoplaste, tak vo vakuolach, predstavuje dolezitt ulohu PR proteinov v obrannych
reakciach rastlin, nie len v pripade patogenézy (Garcion et al., 2007).

Produkcia PR proteinov moze byt spustend izolovanymi elicitormi ako su
glykopreteiny, proteiny, peptidy, cukry, celulazy, xylandzy a mastné kyseliny. Medzi
latky schopné indukovat’ syntézu PR proteinov sa zarad’'uju aj abiotické komponenty

ako tazké kovy a toxické chemikalie (Naranjo et al., 2003; Oostendorp et al., 2001).

2.3.1 PR-5 proteiny

PR-5 proteiny sa inak nazyvaju aj ako proteiny podobné taumatinu, pretoze ich
aminokyselinova sekvencia vykazuje vysoky stupen homoldgie so sekvenciou
aminokyselin daného proteinu. Taumatin je protein, ktory sa prirodzene vyskytuje
v africkg rastline Thaumatococcus daniellii. Molekulova hmotnost’” PR-5 proteinov
bez hydrofobneho N-koncového tseku, ktory pravdepodobne sluzi ako signalny peptid,
je priblizne 24 kDa. V rastline tabaku sa nachadzaju dva proteiny z tejto skupiny
(Dzhavakhiya et al., 2007).
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2.3.1.1 Osmotin

Singh et al. (1985) prvykrat izoloval protein osmotin ajeho gén zrastliny tabaku
(Nicotiana tabacum var. Wiskonsin 38), ktora bola kultivovana niekol’ko generacii
nakultivacnom médiu s vysokou koncentraciou NaCl. Osmotin je bazicky protein
s molekulovou hmotnost'ou 24 kDa, ktory sa akumuluje v bunkéch tabaku, ¢im s bunky
schopné sa adaptovat’ na osmoticky stres. Ide o0 kompatibilny osmolyt, ktory znizuje
osmoticky potencial buniek (Abdin et al., 2011).

Min et al. (2004) opisal Struktiru proteinu osmotin. Tento protein je tvoreny tromi
doménami. Prvd doména pozostava z 11-vlaknového plochého B-sendvicu, ktory tvori
jadro molekuly. Druhd doména obsahuje niekol’ko sluciek vybiehajucich z prvej domény,
ktoré st stabilizované Styrmi disulfidovymi vézbami. Tretia doména pozostava z malg
slu¢ky sdvoma disulfidovymi vdzbami. Osmotin ma vyrazna Strbinu tvorenti prvou
adruhou doménou.

Barthakur et al. (2001) experimentalne dokazal, Ze nadexpresia proteinu osmotin
spust’a akumuldciu aminokyseliny prolin a transgénnej rastline tabaku udel'uje toleranciu
k osmotickému stresu. Nadexpresia génu osmotin V rajéiaku (Solanum lycopersicum)
udelila rastlinam toleranciu na solny asuchy stres (Goel et al., 2010). Analyza
transgénnych linii rajéiaku ukazala, ze transgénne rastliny v porovnani s kontrolnymi
rastlinami disponujii vy$§im relativnym obsahom vody, chlorofylu a prolinu. Osmotin
tiez chrani prirodzenu Struktiru proteinov pocas posobenia stresu a poméaha obnovovat’
denaturované proteiny. Nie len vd’aka tejto funkcii jeho nadexpresia v zemiaku (Solanum
tuberosum) udelila rastlinam toleranciu na slany stres (Evers et al., 1999).

Osmotin je tieZ radeny medzi antifungalne cytotoxiny, ktoré usmrcujt alebo zabranuji
mnozeniu hubovych patogénov. Kupchak et al. (2008) opisal protein 1zh2p, ktory sa
vyskytuje v kvasinke (Saccharomyces cerevisiae) afunguje ako receptor pre protein
osmotin. Reakciou osmotinu stymto receptorom dojde k spusteniu signalnej drahy

v kvasinke anaslednému usmrteniu organizmu.
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3. EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

3.1.1 Rastlinny material

Ako rastlinny material na experimentalne ukony bol pouZity jarny ja¢men (Hordeum

vulgare, L.), odroda Golden Promise a jarny ja¢men (Hordeum vulgare, L.), odroda

Golden Promise, obsahujici gén osmotin, pripraveny v ramci bakalarskej prace (Klcova,

2017).

3.1.2 PouZité chemikalie a r oztoky

2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina (2,4-D) (Sigma, kat. ¢. D7299)
Agardza (SERVA, kat. €. 11404)
Biotin (Sigma, kat. ¢. B4639)
Borova kyselina (H3BO3) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 10043-35-3)
Destilovana voda
Dicamba (Sigma, kat. ¢. D5417)
Dihydrat cloridu vapenatého (CaClz . 2H20) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 7783-20-2)
Dusi¢nan amonny (NH4NO3) (Lachema)
Etanol (Selico)
Etidium bromid (Invitrogen, kat. ¢. 15585-011)
Etyléndiamin tetraoctova kyselina (Fe EDTA) (Serva, kat. ¢. 11280.01)
Glukoéza (Sigma, kat. ¢. 158968)
Glycin (SAFC, kat. ¢. 6000-43-7)
Go Taq DNA polymeraza (Promega, kat. ¢. 608-274-4330)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4) (Sigma)
Dusi¢nan draselny (KNO3) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 7757-79-1)
Heptahydrat siranu hore¢natého (MgSO4 . 7H20) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 7783-
20-2)
Heptahydrat siranu zino¢natého (ZnSO4 . 7H20) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 7446-
20-0)
Hydrat siranu manganatého (MnSO4 . XxH20) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 10034-96-5)
Hydroxid sodny (Lachema)
HyperLadder II (BIOLINE, kat. ¢. BIO-33039)
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Chlérnan sodny (NaClO) 10 % (Fluka)
Chlorid draselny (KCI) (Sigma, kat. ¢. P5405)
Izopropanol (Lach-Ner)
Jodid draselny (KI) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 7681-11-0)
Kazein hydrolyzat (Duchefa)
Kinetin (Sigma, kat. ¢. NIST200B)
Kyselina octova (Pluta)
L-glutamova kyselina (Sigma, kat. ¢. G5667)
Maltéza (Duchefa)
Mannitol (Sigma, kat. ¢. M1902)
Murashige and Skoog plant salt base (Duschefa, kat. ¢. M0221.0025)
Murashige and Skoog plant salt base + vitamins (Duschefa, kat. ¢. M0222.0050)
Myo-inositol (Sigma, kat. ¢. 17508)
Naftalénoctova kyselina (NAA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 86-87-3)
Niacin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 59-67-6)
Oligo(dT) (Invitrogen, kat. ¢. 18418012)
PCR H20 (Sigma, kat. ¢. W4502)
Phytagel (Sigma, kat. ¢. P§169)
Primery (Generi Biotech)
Prolin (Sigma, kat .¢. P8865)
Pyridoxin HCL (Supelco, kat. ¢. 58-56-0)
REDTag Ready Mix (Sigma-Aldrich, kat. ¢. R2648)
Siran amonny ((NH4)2SO4) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 7783-20-2)
Siran med’naty (CuSO4 . 5H20) 5mM (Sigma)
Sterilna voda DNA/RNA free (Sigma, kat. ¢. W4502)
substrat (Substrat 2, Klassmann Deilmann, Geeste, Nemecko)
SuperScript™ IV VILO™ Master Mix with ezDNase™ Enzyme (Thermo Fisher,
kat. ¢. 11766500)
SYBR Green (SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix, Biorad, kat.
¢. #1725271)
Tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého (Ca(NO3)2 . 4H20) (Sigma-Aldrich, kat. ¢.
13477-34-4)
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Tiamin HCI (Sigma, kat. ¢. T1270)
Voda (DNA/RNA free, Thermo Fisher, kat. ¢. AM9916)

3.1.3 Pouzité antibiotika

Hygromycin, (zasobny roztok 50 mg/ml) (Roche, kat. ¢. 10843555001)

3.1.4 Pouzité pristroje

Autoklav (PS20A, BMT)

Binokularna lupa (PZO, Warszawa)

Centrifuga (BR4, Jouan)

Digitalne vahy (A200S, Sartorius)

Fenotypiza¢na komora Plant Screen™ XY Z

Horizontalna trepacka (Vortex, Heidolph)

Kultiva¢na komora (Adaptis 1000)

Laminarny box (Thermo Scientific)

LED svietidlo (cool-white, Photon Systems Instruments, Brno, Ceska republika)
LED svietidlo (farred, Photon Systems Instruments, Brno, Ceska republika)
Magnetick4 mieSacka (Variomag)

meracie nadoby Plant Screen™ (Photon Systems Instruments, Brno, Ceska
republika)

Minicentrifuga (centrifuge 5418, Eppendorf)

osmometer 3320 Single-Sample Micro (GM MERC Biotech)

pH meter (pH526, WTV)

plosina (Olo Phen)

Termocykler (PTC-200, MS Research)

Termocycler MyGo-Mini S (Labmark, kat. ¢. 6321)

Termocycler CFX 96 C1000 Touch (Biorad )

Termostat (BT120, Laboratorni pfistroje Praha)

Vodny kupel’ (SUB6, Grant)

UV transiluminator (G:BOX, SYNGENE)

Zdroj napitia na elektroforézu (BioRad)
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3.2 Metody

V ramci experimentu diplomovej prace boli metdédou in vitro izolované nezrelé zygotické
embrya z 9 donorovych rastlin jarného jacmena odrody Golden Promise obsahujtcich
transgén osmotin  (0sm) pre urychlenic vegetatného S$tadia. Zo selektovanych
regenerovanych rastlin T1 generacie bola izolovand gendémova DNA podla protokolu
(Edwards et al. 1991) a metodou polymarazovej ret'azovej reakcie (PCR) bol detegovany
gén 0SM. Zo 4 regencrovanych transgénnych rastlin T1 generacie boli izolované pel'nice
podla protokolu (Ohnoutkova et al., 2019b) apomocou androgenézy boli ziskané
dihaploidné a haploidné rastliny. V transgénnych rastlindch regenerovanych z pelnic
bola stanovena ploidia pomocou metddy prietokovej cytometrie. Pomocou metody PCR
bola overena pritomnost transgénu osmV rastlinach DH linie, regenerovanych z pelnic.

Transgénne haploidné a dihaploidné rastliny TiDHo generacie, transgénna rastlina
To generacie a kontrolnd netransgénna rastlina bez obsahu génu osm, bola pouzita
na analyzu relativnej expresie génu 0Sm pomocou metody ,,real-time* kvantitativnej PCR
(QRT-PCR).

Z rastlin DH linie boli metdédou invitro izolovane nezrelé zygotické embrya pre rychle
ziskanie potomstva. Boli ziskané homozygotné rastliny linie 3C1 10. Pomocou metody
PCR bola overend pritomnost’ transgénu 0sm V rastlinach linie 3C1 10. Homozygotné
rastliny linie 3C1 10 boli presadené do zeminy a dopestované v skleniku.

Semena rastlin homozygotng dihaploidnéj transgénnej linie 3C1 10 boli pouzité
natestovanie vplyvu abiotického stresu na klicenie a zivotaschopnost rastlin

anarezistenciu voci patogénu Blumeria graminisf. sp. hordel.

3.2.1. Izolacia nezrelych embryi

1 Semena T1 generacie boli sterilizované 70% etanolom 3 mintty.
2. Nasledne boli semend premyvané sterilnou vodou 5 mintt.
3. Semend boli sterilizované 7% chlornanom sodnym 7 minit a trikrat

premyvané sterilnou vodou, 5 minat. Pocas sterilizacie boli semena
umiestnené v Erlenmayerovej banke na trepacke, v laminarnom boxe.

4. Z vysterilizovanych semien za aseptickych podmienok boli pomocou sterilne
pinzety, skalpelu a stereomikroskopu izolované nezrelé embrya.

5. Embrya boli ulozené po tridsiatich na 2 MS médium (Tab. 1) v Petriho

miskach.
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6. Petriho misky sembryami boli kultivované v kultiva¢nej komore pri teplote
22°C a fotoperiode 16 hodin svetlo/ 8 hodin tma.

Tab. 1: ZloZenie %2 MS média

Chemikalie MnoZstvo na 11
Murashige and Skoog plant salt base + vitamins 2,2 g

Sachar6za 209

Phytagel 39
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3.2.2. Detekcia génu osm

Pre detekciu génu osm V rastlindich metédou PCR boli pouzité tri pary primerov

produkujuce amplikony danej vel’kosti (Tab. 2). V reakénej zmesi bol pouzity komercéne

dostupny REDTag Ready Mix. Objem reakcie bol 10 ul (Tab. 3).

Tab. 2: Prehl'ad pouzitych primerov pre gén osmotin.

Nazov primeru

Sekvencia

Velkost’ amplikonu [bp]

5-CTC CTC GAC GGC TTC

OSMopt F1 AACAT-3¢ "™

5¢-TCG AGT GGG AAG TTT
OSMoptR1 GGG TG-3*
OSM opt F 2 5¢-GCC CTG CCT TCA TAC

GCT AT-3 299
OSM oot R 2 5*-TAC GGG CAG TTG TTC

P CTCAC-3*
5¢-TCA GGT CCA GCT TCG
3

OSM opt RT F 3 IGT TC-3¢ o

5*-TAC GGG CAG TTG TTC

ol
OSM opt RT R 3 CTC AC-3¢
*Primarne navrhnuté pre RT-PCR.
Tab. 3: Priebeh PCR reakcie pre gén osmotin

Nazov procesu Teplota Pocet cyklov Cas
Aktivacna denaturdcia  95°C 1 4 minuty
Denaturacia 95°C 30 sekund
Nasadanie primerov 55°C 37 30 sektind
Extenzia 72°C 40 sekand
ZavereCna extenzia 72°C 1 2 minaty
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3.2.3 Stanovenie ploidie rastlin regenerovanych z pel’nic

Transgénne rastliny regenerované z pelnic boli analyzované metdédou prietokove)
cytometrie pre urCenie ploidie. Ako Standard bola pouzita vzorka listu jarného jaCmena
odrody Golden Promise sdiploidnym genomom. Bola merana intenzita fluorescencie
farbivaDAPI apocet izolovanych jadier z listov analyzovanych rastlin. Relativny objem
DNA v jadrach vsetkych analyzovanych vzoriek bol porovnavany s objemom DNA

Vv jadrach Standardu. Na analyzu ploidie bol pouzity pristroj Partec PAS.

3.2.3.1 Stanovenie ploidie

1 Zrastlin boli odobrané 3 cm dlhé listy, ktoré boli v Petriho miske
sobsahom 1 ml Otto | pufru pomocou ziletky nasekané na malé kasky, aby
doslo k uvol'neniu jadier (Tab. 4).

2. Obsah v Petriho miske bol pomocou pipety prefiltrovany cez 50um filter
do mikroskimavky, do ktorej bol pridany 1 ml Otto Il pufru sobsahom
fluorescen¢ného farbiva DAPI s koncentraciou 2 pug . mit (Tab. 5).

3. Suspenzia jadier bola analyzovana pomocou prietokového cytometru, ktory
zaznamenéval intenzitu florescencie jadier pri vinovej dizke 461 nm
po oZiareni jadier laserom svlnovou dizkou 358 nm (Dolezel a Gohde,
1995).

Tab. 4 Zlozenie Otto I pufru

Chemikalie Koncentracia v 100 ml
Kyselina citronova 100 mM
Tween 20 0,5 % (v/v)

Vysledné pH roztoku bolo v rozmedzi 2-3.

Tab. 5 Zlozenie Otto II pufru

Chemikalie Koncentracia v 100 ml
NapHPO,4.12H,0 400 mM
Vysledné pH roztoku bolo v rozmedzi 8-9.
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3.2.4 1zolacia RNA

Z detegovanych haploidnych a dihaploidnych transgénnych rastlin, z transgénnej rastliny

To generacie a kontrolnej rastliny jarného ja¢mena odrody Golden Promise, bez obsahu

génu 0Sm, bola izolovand RNA podl'a nasledujuceho protokolu:

1
2.

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

Pomocou tekutého dusika bola vymrazen4 sterilna trecia miska s ti¢ikom.
Z mladej rastliny jarného jacmena bol odstrihnuty list s velkost'ou
priblizne 3 cm.

Do trecej misky bol pridany tekuty dusik a list. Pomocou tigika bol list
homogenizovany.

Homogenat bol preneseny do vymrazenej 1,5ml miktroskimavky.

Do miktroskiimavky bol pridany 1 ml Trizolu a zmes bola inkubovana
pri teplote 60°C 5 minut vo vodnom kupeli.

Do mikroskiimavky bolo pridanych 200 pl chloroformu.

Zmes bola premieSavand 15 sekund pomocou horizontalnej trepacky
aponechana pri laboratérnej teplote 5 mintt.

Dalej bola zmes centrifugovana pri 12000 g pri teplote 4°C 10 mintt.
Vrchna vrstva supernatantu, V ktorej sa nachadza RNA, bola pomocou
pipety prenesend do novej 2ml mikroskiimavky.

K supernatantu bolo pridanych 400 pl izopropanolu azmes bola
premieSana na horizontalnej trepacke.

Zmes bola ponechana pri laboratornej teplote 10 minut a nasledne bola
centrifugovana pri 20000 g, pri teplote 4°C 20 minut.

Izopropanol bol odstraneny pomocou pipety.

Do mikroskimavky bol pridany 1 ml 70% etanolu azmes bola
centrifugovana pri 20000 g, pri teplote 4°C 10 minut.

Etanol bol odstraneny pomocou pipety a mikroskimavky boli ponechané
otvorené v laminadrnom boxe 15 minut.

Po vypareni zvySkov etanolu bolo do mikroskiimaviek pridanych 50 pl
sterilne vody, ktord mala laboratérnu teplotu. Pomocou nasévania
avypustania vody z pipety bol vo vode rozpusteny vzniknuty pelet.
Nasledne bola vo vzorkdch zmerand koncentracia RNA pomocou

Nanodropu.

23



3.2.5 PrepisRNA do cDNA

1 Koncentracia vzorieck RNA bola nariedend na vysledni koncentraciu
1500 ng.pul .
2. Do mikroskimavky bola pridana komercna zmes latok Mix 1

pre odstranenic DNA (Tab. 6).

3. Do mikroskimavky sMix 1 bola pridana vzorka RNA a cela zmes bola
inkubovana pri teplote 37°C 2 minuty vo vodnom kupeli. Pocas tohto
procesu doslo k degradacii DNA v zmesi.

4. Vsetky mikroskimavky boli prenesené na I'ad.

Do mikroskiimavky bola nasledne pridana komeréna zmes Mix 2 avzorky
boli inkubované pri laboratornej teplote 10 minut, kedy prebehol proces
nasadania primerov (Tab. 7).

6. Nasledne boli vzorky prenesené do vodného kupela, kde boli inkubované
pri teplote 50°C 10 minut. Pocas tohto procesu bol vykonany prepis RNA
do cDNA pomocou enzymu reverznej transkriptazy.

1. Vzorky boli inkubované v ohrevnom hniezde pri teplote 85°C 5 minut, aby

doslo k inaktivacii enzymov.

Tab. 6 Zlozenie Mix 1

Chemikalie MnoZstvo

DNaza pufor 10x 1 ul

DNaza enzym 1 ul

Templat RNA podl'a vyslednej koncentracie
V oda (nuclease-free) doplnit’ do 10 pul

Tab. 7 ZloZenie Mix 2

Chemikalie MnoZstvo MnozZstvo
(reakcia prepisu) (kontrolna reakcia)
SuperScript™IV VILO™ Master mix 4ul -
SuperScript™IV VILO™ No RT Control - 4ul
V oda (nuclease-free) 6 ul 6 ul
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3.2.6 Stanovenie expresie génu 0sm

Vzorky cDNA transgénnej rastliny To generacie, 2 haploidnych a 2 dihaploidnych
transgénnych rastlin akontrolnej rastliny bez pritomnosti génu 0sm, boli pouzité
naanalyzu expresie génu 0osm metodou gRT-PCR. Vzorky cDNA boli 10-krat riedené
aanalyzované v troch technickych opakovaniach. Nariedené vzorky boli pridané
do predpripravenej reakénej zmesi aanalyzované metodou qRT-PCR podla programu
(Tab. 8, Tab. 9). Na analyzu boli pouzité primery OSM opt RT 3 (Tab. 2). Rovnako boli
vzorky pouZité na analyzu expresie génu pre elongacny faktor 1 (efl), ktory bol pouzity
ako referen¢ny gén, za rovnakych podmienok reakcie (Tab. 9). Pre gén efl boli pouzité
primery EF1 opt (Tab. 10).

Boli pripravené Standardy PCR produktov génov osm aefl z genomovej DNA
transgénnej rastliny. Podmienky PCR reakcie pre gén osm aefl st uvedené v Tab. 3
aTab 11. PCR produkty boli precistené cez kolonky s pouzitim komeréne dostupného
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up podl'a protokolu vyrobcu. Preistené produkty
génov 0sm a efl s vyslednou koncentraciou 30 ng.ul? a 50 ng.ul boli nariedené 2-, 4-,
8-, 16- a32-krat na koncentracie 15 ng.ul?, 7,5 ng.ul?, 3,75 ng.ul? 1,87 ng.pul?
a0,9%4ng.ul? a 25 ng.pl? 12,5 ngpl?t, 6,25 ngpl?, 3,12 ngult al,56 ng.pl?
pre pripravu kalibra¢nych kriviek. Kalibracné krivky boli pouzité na vypocet hodnot
sklonu kriviek, ktoré boli d’alej pouzité pre vypocet efektivity amplifikacie (E).

Po prebehnuti qRT-PCR reakcii bola vykonand analyza teploty topenia produktov
pre overenie Specificity produktov. Analyza teploty topenia produktu trvala 1,5 minuty
v rozmedzi teplot 65°-95°C, pri com kazdych 5 sektind sa teplota reakcie zvySovala
00,5°C.

Na zaklade ziskanych dat z qPCR analyzy bola vypocitand expresia génu 0sSm
V prislusnych vzorkach podla vzorca:

Ti _ (1 + Enorm)Ctnorm
Tnorm B (1 + Ei)Cti

kde Ti je hodnota expresie zaujmového génu (Ti), Trnorm j€ expresia referenéného génu,
Ei je hodnota PCR eficiencie pre analyzovany zaujmovy gén a jeho prislu$né primery,
Enorm je hodnoa PCR eficiencie pre analyzovany referencny gén a jeho prislusné primery,
Cti je hodnota cyklu prahu pre analyzovany zaujmovy gén, Ctnorm j€ hodnota cyklu prahu

pre analyzovany referencny gén.
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Zistené hodnoty expresie v dihaploidnych a haploidnych rastlinach boli spriemerované

aboli urené smerodajné odchylky danych hodnot.

Tab. 8 Zlozenie reakénej zmesi pre qRT-PCR

Chemikalie Mnoizstvo pre 1 vzorku (ul)
SYBR® Green 5x S
F primer 04
R primer 04
Vzorka 1
Voda 3,2

Tab. 9 Priebeh gRT-PCR reakcie
Nazov procesu Teplota Pocet cyklov Cas
Aktivacna denaturdcia  95°C 1 3 minuty
Denaturacia 95°C 15 sekand
Nasadanie primerov
aamplifikacia 62°C 40 1 minuta
produktu

Tab. 10 Primery pre amplifikaciu génu efl
Nazov primeru Sekvencia Velkost’ amplikonu [bp]
EF1opt F 1 é C(:“uéAA GAT TCCCACCAA
1 ot R 1 5*-TGA CAC CAA CAG CCA 107

P CAG TT-3¢

Tab. 11 Priebeh PCR reakcie génu efl
Nazov procesu Teplota Pocet cyklov Cas
Aktiva¢na denaturacia  95°C 1 4 minaty
Denaturacia 94°C 20 sekand
Nasadanie primerov 55°C 37 25 sekund
Extenzia 72°C 40 sekund
ZavereCna extenzia 72°C 1 5 mint
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3.2.7 Vplyv abiotického stresu na kli¢enie semien jaCmena

Bola testovana kli¢ivost’ semien transgénnej homozygotnej dihaploidnéj linie 3C1 10
asemien jarného jacmena Golden Promise, kontrolnej linie bez obsahu transgénu,
Vv pritomnosti destilovanej vody, réznych koncentracii NaCl (150, 250 a 400 mM)
aroznych koncentracii manitolu (150, 200 a400mM) podl'a protokolu
(Daszkowska-Golec et al., 2018). Boli pripravené dva zasobné roztoky NaCl a manitolu
sobjemom 1 liter akoncentraciou 1 M. Na pripravu zasobnych roztokov bola pouzita
deionizovana voda. V pripade NaCl bolo 58,44 g rozpustenych v 800 ml vody za staleho
miesania. Objem bol doplneny vodou na 1 liter. Zasobny roztok bol sterilizovany
v sterilizatnom zariadeni. V pripade manitolu bolo 182,17 g rozpustenych v 800 ml vody
za staleho mieSania a zahrievania, kvoli zhorSenej rozpustnosti manitolu. Objem roztoku
bol doplneny vodou na 1liter. Roztok bol nasledne sterilizovany v sterilizaénom

zariadeni.

3.2.7.1 Testovanie kli¢enia semien jaémena

1 Semend jacmena boli sterilizované v kadicke s obsahom 3% chlérnanu sodného
15 minut za staleho mieSania na trepacke v laminarnom boxe.

2. Naésledne boli semend 5-krat premyté sterilnou vodou.
Do Petriho misiek boli ulozené 2 filtracné papiere, na ktoré bolo aplikovanych

5 ml vody alebo roztoku NaCl ¢i manitolu s réznou koncentraciou.

4. Do Petriho misiek bolo ulozenych 30 semien, vzdy po troch opakovaniach
(Obr. 1).
5. Petriho misky so semenami boli uloZené 3 dni v tme pri teplote 4°C.

Nasledne boli Petriho misky ulozené do kultiva¢nej komory na 5 dni pri teplote
22°C a fotoperiode 16 hodin svetlo/ 8 hodin tma.
7. Kazdy den pocas piatich dni boli s¢itavané semend, v pripade ktorych doSlo

k prieniku koleoptily cez osemenie.
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Obr. 1 RozloZenie semien ja¢mena V Petriho miskach pocas testovania vplyvu
abiotického stresu na klicenie.

3.2.8 Vplyv abiotického stresu na dizku koreiia a nadzemnej ¢asti jaémeiia

Semena linie 3C1 10 a odrody Golden Promise boli pouzité na testovanie vplyvu roznych
koncentracii NaCl a manitolu na vyvoj a rast rastlin. Experiment bol vykonany podla
protokolu (Daszkowska-Golec et al., 2018).

Do oblasti hrdla sklenenych skiimaviek bola vloZend sterilnd vata s velkostou
priblizne 1 cm?. Semené boli sterilizované apo jednom vloZzené do skiimaviek medzi vatu
asklo skimavky. Na vatu boli pomocou pipety aplikované 3 ml sterilnej vody. Skimavka
bola uzavreta druhou sterilnou skimavkou a spoj skiimaviek bol obaleny Parafilmom.
Stojan, do ktorého boli nasledne uloZené skiimavky, bol obaleny alobalom, aby sa
zabranilo prieniku svetla k semenam. Semena boli kultivované v aeroponnych
podmienkach v kultiva¢nej komore 5 dni pri teplote 22°C a fotoperidde 16 hodin svetlo/
8 hodin tma.

5 dni staré rastliny linie 3C1 10 akontrolnej linie boli pestované v hydroponnych
podmienkach v kontrolnom %2 MS médiu a Vv stresovych podmienkach v %2 MS médiu
sroznymi koncentraciami NaCl (100, 300 a 600 mM) a manitolu (200 a 500 mM). Boli
vytvorené zasobné roztoky NaCl a manitolu sobjemom 1 liter akoncentraciou 1 M.
V 800 ml %2 MS média bolo rozpustenych 58,44 g NaCl za staleho mieSania. Roztok bol
doplneny 2 MS médiom na objem 1 1 a nasledne prefiltrovany. V pripade manitolu bolo
v 800 ml 2 MS média rozpustenych 182,17 g manitolu zastaleho mieSania a zahrievania.
Objem roztoku bol doplneni 2 MS médiom na 1 liter. Zasobny roztok bol

prefiltrovany.sterilnym vakuovym systémom 0,2 um.
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Skiimavky s5 dni starymi rastlinami jaémeiia boli za sterilnych podmienok
V lamindrnom boxe znovu otvorené a do skumaviek bolo pridané tekuté médium tak, aby
bol korenn ponoreny do média. Nasledne boli skumavky opéat uzavreté a obalené
Parafilmom. Znova boli skimavky vlozené do stojanu obaleného alobalom, aby sa
zabranilo pristupu svetla ku korenovej Casti. Skimavky boli kultivované v kultivacne;j
komore 7 dni pri teplote 22°C a fotoperidde 16 hodin svetlo/ 8 hodin tma.

Po 7 dioch boli rastliny vyfotografované a pomocou programu Imagel bola

vyhodnotena diZka ich korefia a nadzemnej Casti.

3.2.9 Test rezistencie ja¢mena vo¢i Blumeria graminisf. sp. hordei

Transgénne rastliny linie 3C1 10 anetransgénne rastliny odrody Golden Promise boli
v skleniku inkubované s 54 rasami hubového patogénu Blumeria graminis f. sp. hordei
atestované na rezistenciu voci tomuto patogénu, pod vedenim Doc. Ing. Antonina
Dreiseitla, CSc., v Pol'nohospodarskom vyskumnom tstave Kroméfiz, s.r.o.

Rasy patogénu boli namnozené a uchovavané na listoch ja¢mena ulozenych v Petriho
miskach na agarovom médiu. Konidie patogénov boli aplikované na ja¢men
Vo vyvojovom $tadiu druhého listu. Najskor boli konidie pomocou Spicky prenesené
do inokula¢nej veze, z ktorgj boli nanesené na segmenty testovacich listov. Vzdy boli
pouzité 3 segmenty testovacich listov pre jednu rasu patogéna. Experiment bol
vyhodnoteny po 8 dioch na zdklade miery sporuldcie konidii jednotlivych ras patogéna

na povrchu segmentov testovacich listov.

3.2.10 Vplyv NaCl a PEG na Kkli¢enie a vyvoj jaémena

Vo fenotypizatnej komore bol dledovany vplyv réznych koncentracii NaCl
apolyetylénglykolu (PEG) nakli¢enie a vyvoj rastlin odrody Golden Promise, kontrolnej
linie, a linie 3C1 10. Semend ja¢mena boli méacané Vv destilovanej vode pri teplote 4°C,
16 hodin vtme. Medzitym boli sadbové vanicky TEKU JP 3050/160 T naplnené
substratom a umiestnené do meracich nadob. Sadbové vanicky obsahovali 110 buniek,
pri¢om 1 bunka mala objem 21,5 ml. Do kazdej bunky bolo zasadené 1 semeno do hibky
substratu 1 cm. Do kazdej sadbovej vanicky bola do plnej objemove kapacity pridana
¢ista voda alebo voda s obsahom NaCl s koncentraciou 75 a 150 mM, aebo s 31% (w/v)
PEG. Nasledne boli sadbové vani¢ky zavlazované 0,5 1 ¢istg] vody kazdy treti den az

do skoncenia experimentu. Sadbové vanicky boli ndhodne umiestnené na plosine, ktora
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bola stcastou fenotypizacnej komory. Vo fenotypiza¢nej komore boli nastavené
kontrolované podmienky tak, aby simulovaly dlhy den steplotou 22°C/20°C
sfotoperiodou 16 hodin svetlo/ 8 hodin tma, s osvetlenim 120 mmol . PAR . m?s?
arelativnou vlhkostou 60 %. Rastliny boli v stresovych aj kontrolnych podmienkach
snimané 10 dni.

Stcéast'ou fenotypizacnej komory bol Plant Screen™ XYZ systém, ktory pozostaval
Z roboticky riadeného ramena, na ktorom je upevnena RGB kamera s prednastavenym
svetelnym panelom a kultivacnej plochy s rozlohou 7 m? s kapacitou 60 meracich nadob.

Testovanie prebehlo vo fenotypizac¢nej komore Vv spolupraci s oddelenim Chemicke)
bioldgie a genetiky pod dohl'adom Mgr. Lukasa Spichala, Ph.D. aMgr. Nuria De Diego,
Ph.D.

Pre kazdé semeno ja¢menia bol zaznamenany moment prieniku koleoptily
cez osemenie, tzv. €as prieniku. Experiment bol snimany kazdé 2 hodiny. Prvy snimok
bol priradeny vzdy na zéklade casu prieniku, ked’ bol viditeI'ny prvy semenacik. Semena,
ktoré nevykli¢ili pocas experimentu boli oznadené¢ ako cenzurované. Vysledné data
pozostavali z niekol’ko predikovanych premennych (stupeii zasolenia, pritomnost
akoncentracia posobiaceho ¢inidla) a vystupnych premennych (Cas prieniku).

Prienik koleoptily testovanych semien bol analyzovany zostavenim Gompertzovej
krivky. Krivka obsahuje tri parametre: kone¢ni hodnotu vykli€¢enych semien, ktora
vyjadruje pocet semenacikov detegovanych na konci experimentu; ¢asovy posun, ktory
predstavuje casovy rozdiel v kliceni analyzovanych semien dvoch odlisnych linii alebo
semien jednej linie v odlisnych podmienkach a synchronicitu prieniku, ktora vyjadruje
aky vel’ky bol ¢asovy posun Vv kli¢eni jednotlivych analyzovanych semien jednej linie
alebo v ramci konkrétnych testovacich podmienok. Nasledne bola vykonana analyticka
derivacia Gomertzovej krivky, kedy maximalna hodnota je rovna konecnej hodnote
vykli¢enych semenacikov (a), Casovy posun je vzdialenost’ pozicie maxim vykli¢enych
semenacéikov medzi dvoma liniami alebo dvoma druhmi kultiva¢nych podmienok (b)
asynchronicita je rovna Sirke jednotlivych pikov (¢) (Obr. 2).

Po testovani bola v pripade 50 rastlin oboch linii a vSetkych typov podmienok
analyzovana dizka nadzemnej &asti pomocou pravitka ahmotnost nadzemnej asti
rastlin. DiZka nadzemnej Gasti bola merana od prieniku rastliny substratom po koniec

listu.
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Boli odobrané vzorky rastlin linie 3C1 10 na analyzu relativnej expresie génu 0Sm
vo vSetkych testovacich podmienkach. Zhluk 5 rastlin z kazdych typov testovacich
podmienok bol pouzity na izoldciu RNA. Z kazdého zhluku boli vytvorené 3 vzorky RNA
anasledne vizualizované na 1,5% agarovom gély metodou elektroforézy
aVv UV-iluminatori. RNA bola prepisand do cDNA, ktord bola pouzitd na analyzu
relativnej expresie génu o0sm metoédou ORT-PCR. Vzorky cDNA boli riedené
nakoncentraciu 100 ng . pl™ a zmie$ané s reakénou zmesou (Tab. 12). Vzorky boli
analyzované v troch technickych opakovaniach, vysledna relativna expresia génu osm
bola vypoéitana ako hodnota 242,

10 rastlin z oboch linii a vSetkych typov podmienok bolo odobranych na analyzu
obsahu chlorofylu.

5 listov z rastlin oboch linii a vSetkych typov podmienok bolo odobranych na analyzu
obsahu osmolytickych latok. Analyza prebehla v spolupraci s oddelenim Chemicke;j
biologie a genetiky, ktoré je sucastou Centra Regionu Hanna pre biotechnologicky

apol'nohospodarsky vyskum, pod doh'adom Mgr. Nuria De Diego, Ph.D.

Kontrola
150 mM NaCl

A
v

Obr. 2 Derivovana Gompertzova krivka.

Obrazok zobrazuje tri parametre klicenia semenacikov analyzovanych v dvoch odlisnych typoch
podmienok kultivacie.

a — kone¢na hodnota vykli¢enych semien, b — synchronicita prieniku, C— ¢asovy posun,
Kontrola— kontrolné podmienky, 150 mM NaCl — stresové podmienky.

3.2.10.1 Analyza chlorofylu

1 Pomocou noznic bol odstrihnuty list jacmena s vel'kostou 3 cm.

2. List bol obkresleny na priesvitnt foliu a pomocou programu ImageJ bola zmerana
plochalistu.

3. List bol ulozeny do 2ml mikroskiumavky a zamrazeny v tekutom dusiku.
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10.

11.

12.

Nasledne boli vzorky skladované pri teplote -80°C do momentu izolacie
chlorofylu.

Zmrazeny list bol rozotreny v trecel miske strochou MgCl2 a2 ml 80% acetonu.
Acetonovy extrakt bol preneseny pomocou automatickej pipety spat
do 2ml mikroskiimavky a centrifugovany pri 3600 g ateplote 4°C, 15 minut.
Nasledne bol supernatant preneseny do 15ml sklenenej skimavky.

Vzorky boli nariedené na urcity objem tak, aby sa ich absorbancia pohybovala
Vv rozmedzi od 0,4-0,8.

Nariedeny extrakt bol preneseny do jednocentimetrovej kyvety.

Pomocou spektrofotometra bola meranad absorbancia chlorofylu vo vzorkéch
extraktu pri vlnovych dizkach 470; 646,8; 663,2 a 750 nm.

Vysledné absorbancie boli dosadené do vzorca pre vypocet obsahu chlorofylu
aab podrla Lichtenthalera (1987).

Obsah chlorofylu bol vynasobeny objemom extraktu a plochou listu. Vysledna

hodnota chlorofylu bola vyjadrena v jednotkach ng.cm.

3.2.10.2 Analyza osmolytickych latok

1

Listy rastlin boli odstrihnuté, ulozené do 50ml skimavky a zamrazené v tekutom

dusiku.

Takto zamrazena vzorka bola prenesend do 0,6ml mikrozkimavky, ktord bola

ulozend do dalSej 1,5ml mikrozkimavky a vzorky listov boli ponechané

pri laboratdornej teplote, aby sa roztopili.

Nasledne boli pomocou centrifugacie pri 15000 g 20 minat extrahované tekutiny

z listov.

Extrakt bol inkubovany pri teplote 25°C 15 mindt.

S pouzitim osmometra 3320 Single-Sample Micro bola merana koncentracia

rozpustenych latok v extrakte.

Osmoticky potencial (WIT) bol vypocitany pomocou Van't Hoffovej rovnice:
YII=-R.T.cs

kde R je plynova konstanta, T je teplota vzorky, cs je koncentracia rozpustenych

latok (mol . kg™).
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4 VYSLEDKY

4.1 Selekcia transgénnych rastlin T1 generacie

Z regenerovanych rastlin To generacie, v ktorych bola potvrdena pritomnost’ transgénu
osm, boli pre urychlené ziskanie T1 generacie izolované nezrelé zygotické embrya. Z 9
donorovych rastlin bolo celkovo izolovanych 513 embryi, z ktorych na 2 MS médiu
s30mg.It Hygromycinu regenerovalo 338 zelenych a 15 albikatnych rastlin.
Z celkového poctu 353 rastlin bolo 256 rastlin pozitivnych a 82 rastlin neobsahovalo
transgén 0SM, pomer pozitivnych a negativnych rastlin bol 3:1, lisil sa vSak v ramci
jednotlivych donorovych rastlin (Tab. 12). Najvyssi pocet pozitivnych rastlin bol ziskany
v potomstve rastliny 1B, kedy bolo kultivovanych 41 embryi, po kultivacii na médiu
s Hygromycinom regenerovalo 35 rastlin, z ktorych bolo 27 rastlin pozitivnych (Obr. 3).
Oproti tomu v potomstve rastliny 5A bol g po predsdekcii na’a MS médiu
S Hygromycinom zisteny pomer pozitivnych a negativnych rastlin 1:1 a v potomstve 2B2
bol zisteny pomer 2,4:1 (Obr. 4). Z dévodu velkého mnozstva vysledkov z PCR analyz

bola vybrana iba ¢ast’ vysledkov.

Tab. 12 Pocet ziskanych transgénnych rastlin v T1 generacii

Donorové Pocet Pocet Pocet Pocet PCR PCR- Pomer
rastliny  kultivovanych regenerovanych zelenych  albinov + PCR+:
To embryi rastlin T1 rastlin PCR-
1A1 16 8 8 0 6 2 31
1B 41 35 28 7 27 1 271
1C 50 30 22 8 22 0 22:1
3B 48 34 34 0 32 2 16:1
3C1 28 20 20 0 20 0 20:1
2B1 82 65 65 0 53 12 44:1
2B2 73 62 62 0 44 18 24:1
4D 100 55 55 0 30 25 1,2:1
5A 75 44 44 0 22 22 11
Spolu 513 353 338 15 256 82 31
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7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 H0 C- C+

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 HoO C- C+

Obr. 3 PCR analyza génu osmyv rastlinach T1 generacie linie 1B.
1-32 — vzorky DNA rastlin, H,O — voda, C+ - pozitivna kontrola (DNA transgénnej rastliny To

generacie), C- — negativna kontrola (netransformovana rastlina), L — vel’kostny marker Hypper
Ladder I1. PCR produkt — 341 bp.

9 10 11 12 13 14 15 16 HROC- C+ L

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 H,0 C-C+ L

Obr. 4 PCR analyza génu osmvV rastlinach T generacie linie 2B2.

1-32 — vzorky DNA rastlin, H,O — voda , C- — negativna kontrola (netransformovana rastlina),
C+ — pozitivna kontrola (DNA transgénnej rastliny To generacie), L — velkostny marker Hypper
Ladder I1. PCR produkt — 341 bp.



4.2 Detekcia génu osm Vv rastlinach regenerovanych z pel’nic

Z 3 vybranych pozitivnych rastlin T1 generacie oznacenych ako 3C1, 2B2 a 4D boali

izolované pelnice. V regenerovanych rastlinach bola pomocou PCR stanovena

pritomnost’ transgénu osm (Obr. 5). Z celkového poctu 1209 kultivovanych pel'nic bolo

ziskanych 35 zelenych a 36 albikéatnych rastlin, z toho 14 rastlin obsahujucich transgén

osm a 21 netransgennych rastlin (Tab. 13).

Tab. 13 Kultivacia pel'nic transgénnych rastlin T1 generacie

Rastliny Pocet Pocet Pocet Po¢et PCR PCR- Pomer
T kultivovanych  kultivovanych  regenerovanych albinov + PCR+ :
generacie pel’nic kalusov zelenych rastlin PCR-
3C1 230 18 14 8 3 11 1:3,6
2B2 405 14 20 26 11 9 1:1,2
4D 574 23 1 2 0 1 0
Spolu 1209 55 35 36 14 21 1:15

19 20 21 22 23

8 9

10 11 12 13

14 15

16 RO C+ C- L

24 25 26 27 28 29 30 31 H,O C+ C-

Obr. 5 PCR analyza génu osmv rastlinach regenerovanych z pelnic.
1-31 — vzorky DNA rastlin, H,O — voda , C- — negativna kontrola (netransformovana rastlina),
C+ - pozitivna kontrola (DNA transgénnej rastliny To generacie), L — velkostny marker Hypper
Ladder 11, PCR produkt — 222 bp.
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4.3 Analyza ploidie transgénnych rastlin regenerovanych z pelnic

Pomocou prietokovej cytometrie bolo analyzovanych 14 transgénnych rastlin generacie T2DHo,
ktoré regenerovali z pel'nic izolovanych z rastlin 2B2 a3C1. Z pelnic rastliny 2B2 regenerovalo
11 transgénnych rastlin, z ¢oho 11 rastlin bolo haploidnych a z pel'nic rastliny 3C1 regenerovali
3 pozitivne rastliny, z ¢oho vSetky 3 boli dihaploidné (Tab. 14). Ako $tandard bola pouzita Vzorka
listu jarného jaémena odrody Golden Promise s diploidnym genomom, ktorej vysledna
intenzita fluorescencie analyzovanych jadier bola 200 RFU (Obr. 6). Rovnaka hodnota
intenzity fluorescencie bola detegovana v rastlinach regenerovanych z pelnic z rastliny
3C1, ktoré boli nasledne oznacené ako dihaploidné (Obr. 7). Hodnota intenzity
fluorescencie v rastlinach regenerovanych z pel'nic z rastliny 2B2 bola 100 RFU, rastliny

boli oznac¢ené ako haploidné (Obr. 8).

Tab. 14 Ploidia rastin generacie T2DHo

Donorova rastlina Haploidné rastliny (n) Diploidné rastliny (2n)
2B2 11 -
3C1 - 3
200 ______________________ — .......................

n—f_—#; ” ,-_lé-— et ppemtpasep el i
0 200 400 800 800 1000 1200

Intenzita fluorecsencie (RFU)

Obr. 6 Stanovenie ploidie prietokovym cytometrom kontrolnej diploidnéj rastliny.
Obsah jadrovey DNA kontrolngj rastliny je 2n.

36



PO st

Pocet jadier
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Intenzita fluorecsencie (RFU)

Obr. 7 Stanovenie ploidie prietokovym cytometrom rastliny 3C1 10 regenerovanej z pelnic.
Obsah jadrovej DNA je 2n, rastlina je dihaploidna.

200 —sseerennd

Pocet jadier

100 -

0 - T T T T T T T f T mi
0 200 400 600 800 1000 1200

Intenzita fluorecsencie (RFU)

Obr. 8 Stanovenie ploidie prietokovym cytometrom rastliny 2B2 1 regenerovanej z pelnic.
Obsah jadrovej DNA je n, rastlina je haploidna.
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4.4 Overenie pritomnosti transgénu v potomstve dihaploidnéj rastliny 3C1 10
Z transgénnej dihaploidnéj rastliny oznacenej ako 3C1 10 boli izolované nezrelé
zygotické embrya. Vo vSetkych 10 rastlinach, ktoré regenerovali z nezrelych zygotickych

embryi bola metédou PCR preukazana pritomnost’ génu osm (Obr. 9).

7 8 9 10 HO C Ct+

= R R

Obr. 9 PCR analyza homozygotnych rastlin generacie TsDHj.

1-10 — vzorky DNA rastlin, H:O — voda, C- — negativna kontrola (netransgénna rastlina),
C+ — pozitivna kontrola (DNA transgénnej rastliny To generacie), L — velkostny marker Hypper
Ladder 11, PCR produkt — 341 bp.
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4.5 Vysledky expresie génu 0Sm

Z haploidnych a dihaploidnych rastlin, rastliny To generacie a rastliny netransgénneho
jarného jaémena odrody Golden Promise bola izolovana RNA. Izolovana RNA bola
separovana v 1,5% agarézovom gély (Obr. 10). RNA bola prepisana do cDNA a bola
potvrdena pritomnost’ transkriptu génu osm vV cDNA vzorkach transgénnych rastlin
(Obr. 11).

Vzorka gendémovej DNA transgénnej rastliny To generacie bola pouzitd
naamplifikaciu génu e€fl aosm, vzniknuté produkty boli nasledne precistené
avizualizované na 1,5% agardézovom gély (Obr. 12). Produkty boli nariedené a pouzité
nazostavenie kalibraénych kriviek pre gén efl aosm (Obr. 13, Obr. 14). Efektivity
amplifikacie génu efl aosmboli 2,045 a 2,015, ktorym prisluchaju hodnoty spolahlivosti
uréenia (R?) 0,9754 a0,9799. V zorky cDNA boli analyzované pomocou qRT-PCR abola
zistena intenzita fluorescencie jednotlivych vzoriek pocas amplifikacie génu efl aosm
vzhladom na cyklus reakcie v jednotlivych typoch rastlin (Obr. 15, Obr. 17). Analyzou
teploty topenia produktov gRT-PCR reakcie génov efl aosm sa potvrdilo, Zze sa
v gRT-PCR reakciach amplifikovali poZzadované produkty (Obr. 16, Obr. 18).

Zo ziskanych dat kalibraénych kriviek pre gén ef1l a osm adat intenzit fluorescencie
gRT-PCR reakcie génov efl a osmbolavypocitana expresia génu osmvo vsetkych typoch
analyzovanych vzoriek. Expresia génu osmv transgénnej rastline To dosiahla vel'mi nizku
hodnotu 0,001. V transgénnych dihaploidnych rastlinach bola detegovana hodnota
expresie 1,25. Expresia detegovana v transgénnych haploidnych rastlinach dosiahla
hodnotu 3,24. Hodnoty expresie sa vyrazne liSili medzi biologickymi vzorkami
dihaploidnych a haploidnych rastlin, éomu zodpoveda aj vel'’kost’ smerodajnych odchylok
(Obr. 19).
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18S+238f;

Obr. 10 Analyza RNA metodou agardzovej elektroforézy.
1-4 — vzorky RNA; 26S al8S - ribozomalna RNA zcytoplazmy; 23Sfi, 23Sf,
a 16S — ribozomalna RNA z chloroplastov.

1000 bp

300 bp

Obr. 11 Analyzya cDNA metodou agarozovej elektroforézy.

1 — vzorka cDNA transgénnej rastliny To generacie, 2 — Vzorka cDNA haploidng rastliny,
3-—vzorka cDNA dihaploidng rastliny, 4 — vzorka cDNA rastliny bez obsahu génu osm,
H>O —voda, C+ - pozitivna kontrola, C- — negativna kontrola, L — Hypper Lader I, vysledny
produkt — 85 bp.



1000 bp

Obr. 12 Analyza precistenych produktov génu osm a ef1 metdédou agardzovej elektroforézy.

osm — preéisteny produkt génu osmotin, efl — precisteny produkt génu elongacny faktor 1,
L — vel'kostny marker Hypper Lader II, vysledny produkt génu osm— 85 bp, vysledny produkt
génu efl — 107 bp.
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Obr. 13 Kalibra¢na krivka pre gén efl.
Zavislost’ Ct hodnodt na koncentracii vzoriek nariedeného produktu PCR reakcie génu ef1.
Log koncentracia — dekadicky logaritmus hodndt koncentracie, Ct — hodnoty cyklu prahu.
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Obr. 14 Kalibra¢na krivka pre gén osm.
Zavislost’ Ct hodndt na koncentracii vzoriek nariedeného produktu PCR reakcie génu osm.
Log koncentracia — dekadicky logaritmus hodnét koncentracie, Ct — hodnoty cyklu prahu.

Intenzita (RFU)

" bt

Obr. 15 gRT-PCR analyza génu ef1.

Intenzita fluorescencie vzoriek pocas amplifikacie génu efl vzhl'adom na cyklus qRT-PCR
reakcie. EF1 1 — vzorka cDNA povodného transformanta, EF1 1 aEF1 2 — vzorky cDNA
transgénnych dihaploidnych rastlin, EF1 4 aEF1 5 — vzorky cDNA transgénnych haploidnych
rastlin, RFU — jednotka relativnej fluorescencie.
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Obr. 16 Krivka teploty topenia génu ef1.

Velkost' zmeny fluorescencie vzoriek pri amplifikacii génu efl vzhladom na zmenu teploty
gRT-PCR reakcie. EF1 1 — vzorka cDNA povodného transformanta, EF1 1 aEF1 2 — vzorky
cDNA transgénnych dihaploidnych rastlin, EF1 4 aEF1 5 — vzorky cDNA transgénnych
haploidnych rastlin, dF/dT — hodnota zmeny fluorescencie vzhI'adom na zmenu teploty.

Intenzita (RFU)

to 15

’ Cyklus B

. Osm 1 Osm 2 . Osm 3 . Osm 4 . Osm 3

Obr. 17 gRT-PCR analyza génu osm.

Intenzita fluorescencie vzoriek pocas amplifikacie génu osm vzhladom na cyklus qRT-PCR
reakcie. Osm 1 — vzorka cDNA pdvodného transformanta, Osm 1 aOsm 2 — vzorky cDNA

transgénnych dihaploidnych rastlin, Osm 4 a Osm 5 — vzorky cDNA transgénnych haploidnych
rastlin, RFU — jednotka relativnej fluorescencie.
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Obr. 18 Krivka teploty topenia génu 0Sm.

Velkost zmeny fluorescencie vzoriek pri amplifikacii génu osm vzhl'adom na zmenu teploty
gRT-PCR reakcie. Osm 1 — vzorka ¢cDNA p6vodného transformanta, Osm 1 a Osm 2 — vzorky
cDNA transgénnych dihaploidnych rastlin, Osm 4 aOsm 5 — vzorky cDNA transgénnych
haploidnych rastlin, dF/dT — hodnota zmeny fluorescencie vzhl'adom na zmenu teploty.
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Obr. 19 Expresia génu osm.
Hodnoty expresie génu 0Sm V analyzovanych vzorkach. TO— transgénny jacmen generacie To

(p6vodny transformant), 3C1 10 — dihaploiné transgénne rastliny, 2B2 — haploidné transgénne
rastliny.



4.6 Vplyv NaCl a manitolu na kli¢enie semien

Semend transgénnej dihaploidnéj homozygotnej linie 3C1 10 a netransgénneho jarného
ja¢mena odrody Golden Promise boli pouZité na testovanie vplyvu roznych koncentracii
NaCl a manitolu na klicenie semien.

Pocet vykli¢enych semenacikov jarného jaémena odrody Golden Promise dosiahol
Vv kontrolnych podmienkach maximum 90 semenacikov v ¢ase 72 hodin od zaciatku
merania. Snarastajucou koncentraciou NaCl klesal pocet vyklicenych semenaéikov.
Pri koncentracii 150 mM NaCl bol pocet vyklicenych semenacikov 67 apri 250 mM
NaCl vyklicilo 20 semenacikov. Po posobeni 400 mM NaCl nebola zaznamenana ziadna
klic¢ivost’ (Obr. 20).

Pocet vyklicenych semenacikov linie 3C1 10 dosiahol Vv kontrolnych podmienkach
maximum 90 semenacikov v ¢ase 96 hodin od zaciatku merania. Vplyvom NaCl doslo
k vyraznému poklesu poctu vykli¢enych semenacikov. Pri koncentracii 150 mM NaCl
bol pocet vyklicenych semenacikov 12 apri 250 mM NaCl vyklicili 2 semenaciky.
Po pdsobeni 400 mM NaCl nebola zaznamenana Ziadna kli¢ivost’ (Obr. 21).
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Pocet vyklicenych semenacikov

0 24 48 72 96
Cas (h)

= K ontrola 150 mM NaCl 250 MM NaCl === 400 mM NaCl

Obr. 20 Kli¢ivost’ semien jarného jaémena odrody Golden Promise po oSetreni NaCl.
Pocet vyklicenych semien odrody Golden Promise vzhl'adom na ¢as kultivacie. Kontrola —
sterilna voda; 150 mM NacCl, 250 mM NacCl, 400 mM NaCl — pouzité koncentracie NaCl.
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Obr. 21 Kli¢ivost’ semien linie 3C1 10 po oSetreni NaCl.

Pocet vykli¢enych semien transgénnej homozygotne;j linie 3C1 10 generacie T2 vzhl'adom na cas
kultivacie. Kontrola - sterilnd voda; 150 mM, 250 mM NaCl, 400 mM NaCl — pouzité
koncentracie NaCl.

Pocet vyklicenych semenacikov odrody Golden Promise sa znizoval s rasticou
koncentraciou manitolu. Pri koncentracii 150 mM manitolu vykli¢ilo vSetkych 90 semien
v ¢ase 96 hodin od zacdiatku merania. V porovnani s kli¢enim semien v kontrolnych
podmienkach bol pri 150 mM manitolu zaznamenany casovy posun 24 hodin.
Pri koncentracii 250 mM manitolu klesol pocet vykli¢enych semenacikov nahodnotu 77
oproti kontrole. Pocet vykli¢enych semenacikov pri 400 mM manitolu bol 19 (Obr. 22).

V pripade semien linie 3C1 10 bol zaznamenany nizsi pocet vykli¢enych semenacikov
srastucou koncentraciou manitolu. Pri koncentracii 150 mM manitolu vykli¢ilo
65 semenacikov apri 250 mM manitolu vykli¢ilo 52 semenacikov. Vplyvom 400 mM
manitolu doSlo k vyraznému znizeniu kliivosti semien az na vysledny pocet

16 semenacikov (Obr. 23).
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Obr. 22 Kli¢ivost’ semien jarného jaémena odrody Golden Promise po oSetreni manitolom.
Pocet vyklicenych semenadikov odrody Golden Promise vzhladom na ¢as kultivacie.
Kontrola— sterilna voda; 150 mM Manitol, 250 mM Manitol, 400 mM Manitol — pouzité
koncentracie manitolu.
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Obr. 23 Kli¢ivost’ semien linie 3C1 10 po osetreni manitolom.

Ppocet vykli¢enych semenacikov transgénnej homozygotnej linie 3C1 10 generacie T2 vzhl'adom
na ¢as kultivacie. Kontrola - sterilna voda; 150 mM Manitol, 250 mM Manitol, 400 mM Manitol
— pouzité koncentracie manitolu.
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4.7 Vplyv NaCl a manitolu na dizku nadzemnej ¢asti a korenov rastlin

Bol analyzovany vplyv roznych koncentracii NaCl amanitolu na vyvoj arast 5dni
starych rastlin linie 3C1 10 aodrody Golden Promise pestovanych v hydroponnych
podmienkach. Dizka nadzemnej Gasti rastlin odrody Golden Promise po kultivacii v M S
médiu bola 97 mm. Srastiicou koncentraciou NaCl a manitolu doglo k znizeniu dizky
manitolu, kedy bola dizka rastlin 61 mm. Rastliny linie 3C1 10 dosiahli po kultivacii
v%MS médiu dizku nadzemnej &asti 130 mm. S rastiicou koncentraciou NaCl
amanitolu sa ich dika zniZovala. NajniZsie rastliny boli namerané v podmienkach
$600 mM NaCl, kedy ich dizka bola 58 mm. Dizka nadzemnej &asti rastlin linie 3C1 10
bola signifikantne vyssia v podmienkach s2MS médiom, 100 mM NaCl, 200 mM
a500 mM manitolu oproti dizke nadzemnej Gasti rastlin odrody Golden Promise
(Obr. 24).

Dika korefa rastlin odrody Golden Promise po kultivacii v 4MS médiu dosiahla
34,5 mm. V podmienkach so 100 mM NaCl bola dizka koretia 25 mm, &o bola najnizsia
hodnota. V stresovych podmienkach s koncentraciami 300 mM NaCl, 600 mM NaCl,
200 mM manitolu a500 mM manitolu sa dizka korefia rastlin pohybovala v rozmedzi
27 — 30,5 mm, kedy nedoslo k vyraznému narastu ani poklesu dizky korefia. Rastliny linie
3C1 10 po kultivacii v %4MS médiu dosiahli maximalnu dizku korefia 44 mm. Minimalnu
dizku koretia 31 mm rastliny dosiahli v podmienkach so 100 mM NaCl. V podmienkach
skoncentraciami 300 mM NaCl, 600 mM NacCl, 200 mM manitolu a 500 mM manitolu
sa ich diZka korefia pohybovala v rozmedzi 33-37 mm. Dizka korefa rastlin linie 3C1 10
bola vo vSetkych podmienkach kultivacie vicSia oproti korefiom rastlin odrody Golden
Promise. Signifikantné navysenie dizky korefia rastlin linie 3C1 10 oproti korefiom

kontrolnych rastlin bolo detegované pri koncentracii 600 mM NaCl (Obr. 25).
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Obr. 24 Posobenie NaCl a manitolu na dizku nadzemnej ¢asti rastlin odrody Golden Promise
alinie 3C1 10.

Dizka nadzemnej &asti rastlin odrody Golden Promise a transgénnej homozygotnej linie 3C1 10
generacie TsDH: v roznych kultivaénych podmienkach. Kontrola — 2 MS médium; 100 mM
NaCl, 300 mM NaCl, 600 mM NaCl — ¥2MS médium s obsahom NaCl; 200 mM Manitol, 500 mM
Manitol — »MS médium sobsshom manitolu, GP - odroda Golden Promise,
3C1 10— transgénna homozygotna liniaz *, ** 1, 11— Statisticky vyznamné vysledky
vyhodnotené pomocou T-testu, p<0.05.
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Obr. 25 Posobenie NaCl amanitolu na dizku koreia rastlin odrody Golden Promise alinie
3C110.

DiZka korefia rastlin odrody Golden Promise a transgénnej homozygotnej linie 3C1 10 generacie
T3DH: v rdznych kultivanych podmienkach. Kontrola - kontrolné podmienky bez indukcie
stresu; 100 mM NaCl, 300 mM NaCl, 600 mM NaCl /2MS médium s obsahom NaCl; 200 mM
Manitol, 500 mM Manitol — ’2MS médium s obsahom manitolu, GP — odroda Golden Promise,
3C1 10— transgénna homozygotna linia, * - Statisticky vyznamna hodnota vyhodnotena pomocou
T-testu, p<0.05.
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4.8 Test odolnosti rastlin voci B. graminisf. sp. hordel

Netransgénne rastliny jarné¢ho ja¢mena odrody Golden Promise arastliny transgénne;j
homozygotnej linie 3C1 10 boli testované na odolnost’ vo¢i 54 rasam hubového patogénu
Blumeria graminis f. sp. hordel. Rastliny odrody Golden Promise alinie 3C1 10
vykazovali rezistenciu vocéi jednej rase patogénu B. graminisf. sp. hordei. Zarezistenciu
zodpoveda produkt génu mlo8, ktory sa v jaémeni vyskytuje prirodzene. K zvySnym 53

rasam nebola zistena rezistencia u ziadnej z testovanych rastlin (Tab. 15).

Tab. 15 Vysledok testovania odolnosti rastlin vo¢i patogénu B. graminisf. sp. hordei

Testovana linia/ odroda Pocet pripadov odolnosti Pocet pripadov niachylnosti
Golden Promise 1* 53
3C110 1* 53

* Gén mlo8, ktory sa nachadza v kontrolnych aj transformovanych rastlinach aje zodpovedny
za odolnost’ vo¢i konkrétnej rase patogénu B. graminisf. sp. hordei.
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4.9 Vplyv NaCl a PEG na kli¢enie rastlin

Vplyv NaCl aPEG na kli¢enie netransgénnych rastlin odrody Golden Promise
atransgénnych rastlin homozygotnej dihaploidnéj linie 3C1 10 bol testovany
V automatizovanej rastlinnej fenotypizacnej jednotke, ktora je sucastou Centra regionu
Hana pre biotechnologicky a pol'nohospodarsky vyskum.

Pocet vyklicenych semenac¢ikov odrody Golden Promise testovanych v podmienkach
bez stresu dosiahol hodnotu 108 semenacéikov. Po posobeni 75 mM NaCl bol pocet
vykli¢enych semenacikov 107 a po posobeni 150 mM NaCl bolo zaznamenanych 107
vykli¢enych semenacikov. Semena testované v pritomnosti 75 mM a 150 mM NaCl
kli¢ili s vy$Sou synchronicitou oproti semendm testovanym v kontrolnych podmienkach
(Obr. 26, Obr. 27, Obr. 28). Po posobeni 31% PEG bolo zaznamenanych 80 vyklicenych
semenaéikov adoslo k zvySeniu synchronicity kli¢enia semenacikov V porovnani
S0 semenacikmi testovanymi v kontrolnych podmienkach (Obr. 29).

Po analyze semien linie 3C1 10 v kontrolnych testovacich podmienkach bolo
zaznamenanych 108 vyklicenych semenacikov, po pdsobeni 75 mM NaCl rovnako 108
semendcikov apo posobeni 150 mM NaCl bolo zaznamenanych 104 semenécikov.
Semena linie 3C1 10 kli¢ili s rovnakou synchronicitou Vv kontrolnych testovacich
podmienkach g po pdsobeni 75 mM al150 mM NaCl (Obr. 26, Obr. 27, Obr. 28).
Maximalna hodnota vyklicenych semenacikov po posobeni 31% PEG bola 54
semenacikov adoslo k vyraznému poklesu synchronicity klicenia semien v porovnani so
semenami analyzovanymi v kontrolnych testovacich podmienkach(Obr. 29).

Nebol zaznamenany vyrazny rozdiel v pocte vyklicenych semenacikov odrody Golden
Promise alinie 3C1 10 po testovani v kontrolnych podmienkach av pritomnosti 75 mM
a150 mM NaCl. Synchronicita klicenia semien linie 3C1 10 bola signifikantne nizsia
V porovnani so synchronicitou kli¢enia semien odrody Golden Promise po pdsobeni
NaCl. Semena linie 3C1 10 kli¢ili s miernym c¢asovym oneskorenim v porovnani

so semenami odrody Golden Promise vo vSetkych testovacich podmienkach.
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Obr. 26 Kli¢ivost’ semien odrody Golden Promise alinie 3C1 10 v kontrolnych podmienkach.
Pocet vyklicenych semenacikov odrody Golden Promise atransgénnej homozygotne;j linie 3C1
10, analyzovanych v kontrolnych podmienkach, vzh’'adom na ¢as kultivacie. GP—kontrolna linia
rastlin odrody Golden Promise, 3C1 10 — transgénna homozygotna linia, Kontrola — kontrolné
testovacie podmienky.
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Obr. 27 Kli¢ivost’ semien odrody Golden Promise alinie 3C1 10 v pritomnosti 75 mM NaCl.
Pocet vyklicenych semenacikov odrody Golden Promise atransgénnej homozygotne;j linie 3C1
10, analyzovanych v pritomnosti 75 mM NacCl, vzhl'adom na ¢as kultivacie.

GP — kontrolna linia rastlin odrody Golden Promise, 3C1 10 — transgénna homozygotna linia.

GP 150 mM NaCl
3C110 150 mMNaCl

Pocet semenacikov
o 5
T

Cas (h)

Obr. 28 Klicivost semien odrody Golden Promise alinie 3C1 10 v pritomnosti 150 mM NaCl.
Pocet vykli¢enych semenacikov odrody Golden Promise atransgénnej homozygotnej linie
3C1 10, analyzovanych v pritomnosti 150 mM NaCl, vzhl'adom na cas kultivacie.

GP — kontrolna linia rastlin odrody Golden Promise, 3C1 10 — transgénna homozygotna linia.

52



Pocet semenacikov

— GP31%PEG
gk 3C11031%PEG /\ ]

Cas (h)

Obr. 29 Klicivost' semien odrody Golden Promise alinie 3C1 10 v pritomnosti 31% PEG.

Pocet vykli¢enych semenacikov odrody Golden Promise atransgénnej homozygotnej linie
3C1 10, analyzovanych v pritomnosti 31% (w/v) PEG, vzhl'adom na ¢as kultivacie.

GP — kontrolna linia rastlin odrody Golden Promise, 3C1 10 — transgénna homozygotna linia.

4.10 Vplyv NaCl a PEG na diZku a hmotnost’ nadzemnej ¢asti rastlin

Bola vyhodnotena dizka a hmotnost’ nadzemnej Gasti netransgénnych rastlin odrody
Golden Promise atransgénnej linie 3C1 10, ktoré boli testované vo fenotypizacnej
komore. V kontrolnych testovacich podmienkach bola dizka nadzemnej &asti
netransgénnych rastlin 13 cm. Dizka nadzemnej Gasti netransgénnych rastlin
V pritomnosti 75 mM a 150 mM NaCl ¢inila 14,6 cm a 12,8 cm. Posobenim NaCl teda
nedoslo k vyraznému narastu ani poklesu oproti dizke nadzemnej &asti v kontrolnych
testovacich podmienkach. V pritomnosti 31% PEG doglo k vyraznému znizeniu dizky
nadzemne;j Casti na hodnotu 5,7 cm (Obr. 30).

Di7ka nadzemnej &asti rastlin transgénnej homozygotnej dihaploidnéj linie 3C1 10
Vv kontrolnych testovacich podmienkach ¢inila 11 cm. V pritomnosti 75 mM a 150 mM
NaCl bola dizka nadzemnej Gasti transgénnych rastlin 11,6 cm a 11,1 cm. Pésobenim
NaCl nedoslo k vyraznému narastu ani poklesu oproti dizke nadzemnej Casti
Vv kontrolnych testovacich podmienkach. V podmienkach s 31% PEG doslo k vyraznému
znizeniu dizky nadzemnej &asti na hodnotu 4,8 cm. V kontrolnych aj stresovych
podmienkach bola dizka nadzemnej &asti rastlin linie 3C1 10 vyrazne nizSia oproti
kontrolnym netransgénnym rastlinam odrody Golden Promise (Obr. 30).

Hmotnost’” nadzemnej casti rastlin odrody Golden Promise bola v kontrolnych
testovacich podmienkach 221 mg. Po pdsobeni 75 mM NaCl bola hmotnost’ nadzemnej
Casti 223 mg, nedoSlo k vyraznej zmene oproti hmotnosti rastlin testovanych
v podmienkach bez stresu. V podmienkach s 150 mM NaCl doslo k poklesu hmotnosti
nal55,5 mg, ¢o ¢ini signifikantny pokles oproti hmotnosti rastlin v kontrolnych
testovacich podmienkach. Po pdsobeni 31% PEG doslo k vyraznému poklesu hmotnosti

nadzemnej Casti rastlin odrody Golden Promise na hodnotu 49 mg (Obr. 31).
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Hmotnost' nadzemnej casti rastlin transgénnej homozygotnej dihaploidnéj linie
3C1 10 bola v kontrolnych testovacich podmienkach 170 mg. Pésobenim 75 mM NaCl
hmotnost’ klesla na hodnotu 160 mg, tento pokles nebol vyhodnoteny ako signifikantny
oproti hmotnosti rastlin v kontrolnych testovacich podmienkach. Hmotnost’ rastlin
kultivovanych s 150 mM NaCl bola 136,5 mg, teda signifikantne nizsia oproti hmotnosti
rastlin v kontrolnych testovacich podmienkach. Minimalnu hodnotu hmotnosti 47 mg
mali rastliny testované v pritomnosti 31% PEG. V kontrolnych testovacich podmienkach
a v pritomnosti 75 mM a150 mM NaCl bola hmotnost’ nadzemnej Casti rastlin linie

3C1 10 signifikantne nizSia nez hmotnost’ kontrolnych rastlin odrody Golden Promise

(Obr. 31).
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Obr. 30 Posobenie NaCl a PEG na dizku nadzemnej asti rastlin odrody Golden Promise alinie
3C1 10.

Di7ka nadzemnej &asti rastlin odrody Golden Promise a transgénnej homozygotnej dihaploidné;
linie 3C1 10, analyzovanych Vréznych kultivanych podmienkach, Kontrola — kontrolné
testovacie podmienky; 75 mM NaCl, 150 mM NaCl — pouzité koncentracie NaCl; 31% (W/v)
PEG — pouzita koncentracia PEG; GP — odroda Golden Promise, 3C1 10 — transgénna linia; *,
** 1, 11— statisticky vyznamné hodnoty vyhodnotené pomocou T-testu, p<0.05.
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Obr. 31 Pésobenie NaCl a PEG na hmotnost’ nadzemnej ¢asti rastlin odrody Golden Promise
alinie 3C1 10.

Hmotnost’ nadzemnej Casti rastlin odrody Golden Promise a transgénnej homozygotnej linie 3C1
10, analyzovanych Vv réznych kultivacnych podmienkach, Kontrola —kontrolné testovacie
podmienky; 75 mM NaCl, 150 mM NaCl — pouzité koncentracie NaCl; 31% (W/v) PEG — pouzita
koncentracia PEG; GP — odroda Golden Promise, 3C1 10 — transgénna linia; *, **, T — $tatisticky
vyznamné hodnoty vyhodnotené pomocou T-testu, p<0.05.
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4.11 Vplyv NaCl a PEG na expresiu génu osm

Z transgénnych rastlin homozygotng dihaploidnéj linie 3C1 10 testovanych
vo fenotypiza¢nej komore bola izolovana RNA avizualizovana metédou agardzove;j
elektroforézy (Obr. 32, Obr. 33). 12 vzorieck RNA bolo prepisanych do cDNA. Metddou
gRT-PCR bola analyzovana expresia génu €f1 aosm. Na analyzu expresie bola vybrana
jedna biologicka vzorka z kazdého typu testovacich podmienok. Vzorky boli analyzované
v troch technickych opakovaniach (Obr. 34, Obr. 36). Analyzou teploty topenia
produktov gRT-PCR reakcie génov osmaefl, ze sa v gQRT-PCR reakciach amplifikovali
pozadované produkty (Obr. 35, Obr. 37).

Expresia génu o0sm V kontrolnych testovacich podmienkach bola stanovena
na hodnotu 1. Pdsobenim 75 mM NacCl sa expresia génu 0SM znizila na hodnotu 0,46
avplyvom 150 mM NaCl na hodnotu 0,5 oproti expresii génu osm v kontrolnych
testovacich podmienkach. Po pdsobeni 31% PEG doslo k poklesu relativnej expresie
génu osm na hodnotu 0,24 oproti relativnej expresie génu 0SmV kontrolnych testovacich
podmienkach (Obr. 38).

Obr. 32 Analyza RNA pomocou agardzovej elektroforézy.

1-3 — vzorky RNA rastlin kultivovanych v kontrolnych podmienkach, 4-6 — vzorky rastlin
kultivovanych v pritomnosti 75 mM NaCl; 26S a 18S — ribozomalna RNA z cytoplazmy; 23Sf,
23Sf; a 16S — ribozomalna RNA z chloroplastov.
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Obr. 33 Analyza RNA pomocou agar6zovej elektroforézy.

7-9 — vzorky RNA rastlin kultivovanych v pritomnosti 150 mM NaCl, 10 — 12 vzorky rastlin
kultivovanych v pritomnosti 31% PEG; 26S a18S — ribozomalna RNA z cytoplazmy; 23Sf;,
23Sf, a 16S - ribozomalna RNA z chloroplastov.
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Obr. 34 gRT-PCR analyza génu ef1.

Velkost relativnej fluorescencie vzoriek vzhl'adom na pocet cyklov RT-qPCR reakcie génu efl.
EF1 C- — vzorka cDNA transgénnych rastlin kultivovanych v kontrolnych podmienkach; EF1 75
mM NaCl, EF1150 mM NaCl - vzorky cDNA transgénnych rastlin kultivovanych
v podmienkach s 75 mM a 150 mM NaCl; EF1 31% PEG — vzorka cDNA transgénnych rastlin
kultivovanych v podmienkach s 31% (w/v) PEG; NC — voda.
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Obr. 35 Krivkateploty topenia po RT-gPCR reakcii génu efl.
Velkost' zmeny fluorescencie pri amplifikacii génu efl vzhl'adom na zmenu teploty gRT-PCR
reakcie. EF1 C- — vzorka cDNA transgénnych rastlin kultivovanych v kontrolnych podmienkach;
EF1 75 mM NaCl, EF1 150 mM NaCl — vzorky ¢cDNA transgénnych rastlin kultivovanych
v podmienkach s 75 mM a150 mM NaCl; EF1 31% PEG — vzorka cDNA transgénnych rastlin
kultivovanych v podmienkach s 31% (w/v) PEG; NC — voda.
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Obr. 36 Vysledok RT-qPCR reakcie génu osm.

Velkost relativnej fluorescencie vzoriek vzhlI'adom na pocet cyklov RT-qPCR reakcie génu osm.
Osm C- — vzorka cDNA transgénnych rastlin kultivovanych v kontrolnych podmienkach; Osm 75
mM NaCl, Osm150 mM NaCl - vzorky cDNA transgénnych rastlin kultivovanych
v podmienkach s 75 mM a 150 mM NaCl; Osm 31% PEG — vzorka cDNA transgénnych rastlin
kultivovanych v podmienkach s 31% (w/v) PEG; NC — voda.
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Obr. 37 Krivkateploty topenia po RT-gPCR reakcii génu osm.

Velkost' zmeny fluorescencie pri amplifikacii génu osm vzhl'adom na zmenu teploty gRT-PCR
reakcie. Osm C- — vzorka CDNA transgénnych rastlin kultivovanych v kontrolnych podmienkach;
Osm 75 mM NaCl, Osm 150 mM NaCl — vzorky cDNA transgénnych rastlin kultivovanych
v podmienkach s 75 mM a 150 mM NaCl; Osm 31% PEG — vzorka cDNA transgénnych rastlin
kultivovanych v podmienkach s 31% (w/v) PEG; NC — voda.
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Obr. 38 Relativna expresia génu osmV réznych testovacich podmienkach.

Zmena expresie génu 0SM V transgénnych rastlinach linie 3C1 10 v réznych podmienkach
kultivacie, Kontrola — kontrolné podmienky; 75 mM NaCl, 150 mM NaCl — pouzité koncentracie
NaCl; 31% PEG — pouzita koncentracia PEG; 22 —hodnota relativnej expresie génu osm, 3C1
10 — transgénna homozygotna linia.
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4.12 Vplyv NaCl a PEG na obsah chlorofylu
Listy netransgénnych rastlin odrody Golden Promise atransgénnych rastlin
homozygotnej dihaploidnéj linie 3C1 10 testovanych vo fenotypyzac¢nej komore boli
pouzit¢ naanalyzu obsahu chlorofylu. Obsah chlorofylu kontrolnych rastlin
v kontrolnych testovacich podmienkach dosiahol hodnotu 24,4 ug.cm™. Po pdsobeni
75mM a150 mM NaCl bol obsah chlorofylu v listoch kontrolnych rastlin 24 pg.cm™
a24,2 ng.cm™, teda nedoslo k vyraznej zmene oproti obsahu chlorofylu v kontrolnych
podmienkach. Po kultivacii kontrolnych rastlin s 31% PEG obsah chlorofylu klesol
na hodnotu 22,2 pg.cm™. Pouzité koncentracie NaCl a PEG nesposobili vyraznii zmenu
obsahu chlorofylu v listoch kontrolnych rastlin (Obr. 39).

Obsah chlorofylu v listoch transgénnych rastlin linie 3C1 10 bol 27 pg.cm™.
V kultivaénych podmienkach s 75 mM a150 mM NaCl hodnota obsahu chlorofylu
dosiahla25 pg.cm™?a 30,8 pg.cm™. Po pdsobeni 31% PEG bol obsah chlorofylu v listoch
transgénnych rastlin 24 pg.cm™?. Vplyvom 150 mM NaCl doslo k vyraznému zvyseniu
obsahu chlorofylu v listoch transgénnych rastlin v porovnani s obsahom chlorofylu
V rastlinach testovanych v kontrolnych podmienkach. V podmienkach s 150 mM NaCl
bol zaznamenany signifikantny narast obsahu chlorofylu v listoch transgénnych rastlin

oproti obsahu chlorofylu kontrolnych rastlin (Obr. 39).
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Obr. 39 Pésobenie NaCl a PEG na obsah chlorofylu v listoch rastlin odrody Golden Promise
alinie 3C1 10.

Obsah chlorofylu v rastlinach jarného ja¢mena odrody Golden Promise av transgénnych
rastlinach homozygotnej dihaploidnéj linie 3C1 10. Kontrola— kontrolné testovacie podmienky;
75mM NaCl, 150 mM NaCl — pouzité koncentracie NaCl; 31% (w/v) PEG — pouzita koncentracia
PEG; 3C1 10 — transgénna homozygotna dihaploidna linia, * — $tatisticky vyznamna hodnota
vyhodnotena pomocou T-testu, p<0,05.
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4.13 Vplyv NaCl a PEG na vel’kost’ osmotického potencialu
Bol analyzovany vplyv NaCl aPEG na velkost' osmotického potencialu v listoch
netransgénnych rastlin odrody Golden Promise a transgénnej homozygotnej dihaploidnéj
linie 3C1 10 testovanych vo fenotypizacnej komore. Hodnota osmotického potencialu
v listoch kontrolnych rastlin v kontrolnych testovacich podmienkach bola -1,3 MPa
V stresovych podmienkach sa osmoticky potenciadl kontrolnych rastlin znizoval.
Posobenim 75 mM a 150 mM NaCl klesol osmoticky potencidl kontrolnych rastlin
na hodnotu -1,6 MPa a -1,9 MPa. Najnizsia hodnota osmotického potencialu -2,5 MPa
v listoch kontrolnych rastlin bola detegovana po pdsobeni 31% PEG (Obr. 40).
Transgénne rastliny linie 3C1 10 mali v kontrolnych testovacich podmienkach
osmoticky potencial -1,2 MPa. Vplyvom 75 mM a150 mM NaCl sa ich osmoticky
potencial zvysil na hodnoty -0,9 MPaa-1 MPa. Najvyssi osmoticky potencial -0,7 MPa
dosiahli transgénne rastliny v kultiva¢nych podmienkach s31% PEG. V kontrolnych aj
stresovych podmienkach bol zisteny signifikantne vys$i osmoticky potencial v listoch
transgénnych rastlin oproti osmotickému potencidlu v listoch kontrolnych rastlin

(Obr. 40).
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Obr. 40 Vplyv NaCl a PEG na velkost” osmotického potencialu v listoch rastlin odrody Golden
Promise alinie 3C1 10.

Velkost osmotického potencidlu V listoch rastlin odrody Golden Promise a transgénnej
homozygotnej linie 3C1 10 v roznych testovacich podmienkach. Kontrola— kontrolné testovacie
podmienky; 75 mM NaCl, 150 mM NaCl — pouzité koncentracie NaCl; 31 % PEG — pouzita
koncentracia PEG; GP — odroda Golden Promise, 3C1 10 — transgénna homozygotna linia; *, **,
1, 11— statisticky vyznamné hodnoty vyhodnotené pomocou T-testu, p<0,05.
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5 DISKUSIA

Rastliny si vytvorili obranné mechanizmy aby sa vysporiadali SO stresovymi
podmienkami prostredia. Protein osmotin patri do skupiny s patogenézou-suvisiacich
(PR) proteinov, do rodiny PR-5, ktoré rastliny produkuju v ramci odpovede na bioticky
aabioticky stres (Hakim et al., 2018). Osmotin je vyuzivanym génom pri vyvoji
transgénnych plodin odolnych voc¢i hubovym patogénom aosmotickému stresu
(Georgeet al., 2017). Transformacia a nadexpresia génu osmotin a osmotin-like génov
bola Studovand v niekol’kych druhoch rastlin a tymto spdsobom boli ziskané mnohé
transgénne rastliny tolerantné voc¢i suchu, vysokej koncentracii soli, chladu a chorobam,
ako napriklad transgénne rastliny tabaku (Barthakur et al., 2001), jahod (Zhang a Shih,
2007), baviniku (Parkhi et al., 2009), raj¢iaku (Goel et al., 2010) amrkvy (Annon et al.,
2014).

V diplomovej préci boli ziskané transgénne rastliny jarného ja¢mena Ti1 generécie
snadexpresiou génu osmotin. Metodou androgenézy boli ziskané haploidné
adihaploidné transgénne rastliny a znich boli odvodené transgénne homozygotné
dihaploidné rastliny.

Skiimanim vplyvu NaCl na kli¢enie transgénnych homozygotnych dihaploidnych
rastlin a netransgénnych kontrolnych rastlin jarného ja¢mena testovanych na filtraénom
papieri v Petriho miske bolo zistené, Ze transgénne rastliny kli¢ili s ¢asovym oneskorenim
avykazovali nizSiu kli¢ivost oproti kontrolnym rastlinam. V koncentracii 250 mM
a400 mM NaCl bola kli¢ivost' transgénnych a netransgénnych rastlin vel'mi nizka
az nulova.

Test kli¢ivosti bol znova testovany v substrate s obsahom 75 mM a 150 mM NaCl.
V tychto podmienkach semena transgénnych aj netransgénnych rastlin vykazovali
vybornt kli¢ivost. Husaini a Abdin (2008) naopak dokazali, Ze nadexpresia génu osmotin
Vv rastlinach jahody zvysila schopnost’ kli¢enia semien na 2MS médiu s obsahom
150 mM NaCl pocas posobenia sol'ného stresu. Pre potvrdenie hypotézy, Ze protein
osmotin je zodpovedny za lepSiu klic¢ivost’ semien transgénnych rastlin pocas sol'n¢ho
stresu je potrebné vykonat’ d’alSie experimenty kli¢ivosti semien v substrate s vyS$Simi
koncentraciami NaCl.

Testovanim pdsobenia sol'ného stresu na rast transgénnych a netransgénnych rastlin
jarného jacmena v hydroponnych podmienkach bolo zistené, Ze s rasticou koncentraciou

NaCl klesala dizka nadzemnej &asti transgénnych aj netransgénnych rastlin. Vo vyssich
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koncentraciach 300 MM a600 mM NaCl bola ich dizka nadzemnej Gasti rovnaka
azaroven vyrazne niZSia oproti dizke testovanych rastlin v bezstresovych podmienkach.
Pouzité koncentracie 300 mM a 600 mM NacCl boli zjavne prili§ vysoké.

Dizka korena transgénnych rastlin testovanych v hydropénnych podmienkach
Vv pritomnosti 100 mM, 300 mM a 600 mM NaCl bola vo vsetkych podmienkach
kultivacie vicsia oproti koreiom rastlin odrody Golden Promise. Sadat Noori
a Sokhansanj (2008) publikovali, Ze transgénna pSenica s nadexpresiou génu 0OSMOtin
bola schopna produkovat’ dlhsie korene pri koncentracii 250 mM NaCl oproti kontrolnym
rastlinam.

Semend transgénnych a netransgénnych rastlin, ktoré klicili na filtraCnom papieri
V Petriho miskach v pritomnosti manitolu boli schopné klicit’ pri koncentraciach 150 mM
a250 mM manitolu. Manitol je cukorny alkohol, ktory zvySuje kli¢ivost’ semien. Tuto
skuto¢nost’ potvrdili Cokkizgin et al. (2019), ktori pridavkom 1% manitolu do média
zvysili  kli¢ivost semien fazule. Vo vysokych koncentracidach manitol sposobuje
osmoticky stres, preto sa kli¢ivost’ testovanych rastlin SO zvySujucou koncentraciou
manitolu znizovala.

Po posobeni 200 mM a 500 mM manitolu v hydropénnych podmienkach bola
zaznamenana niz$ia dizka nadzemnej ¢asti transgénnych aj netransgénnych rastlin oproti
diZke rastlin v kontrolnych podmienkach bez manitolu. Aviak, dizka nadzemnej Casti
transgénnych rastlin bola signifikantne viésia v porovnani s dizkou nadzemnej &asti
netransgénnych rastlin testovanych v pritomnosti manitolu.

Transgénne rastliny s nadexpresiou génu osmotin, ktoré boli testované
vo fenotypizanej komore a vystavené pdsobeniu 75 mM a 150 mM NaCl mali
signifikantne niz§iu dizku nadzemnej ¢asti v porovnani s dizkou netransgennych rastlin.
Nizsiu dizku mali transgénne rastliny aj v kontrolnych podmienkach bez pdsobenia
soného stresu. Dizka nadzemnej Gasti transgénnych aj netransgénnych rastlin jarného
ja¢mena bola rovnaka v kontrolnych aj stresovych podmienkach. Podobné vysledky
priniesla $tudia, kedy transgénne rastliny jahdd s nadexpresiou génu osmotin mali
Vv bezstresovych podmienkach viditeI'ne kratSie stonky oproti kontrolnym netransgénnym
rastlinam. (Husaini a Abdin., 2008).

Tavakkoli et al. (2010) vo svojej stadii porovnavali vplyv NaCl na vyvoj rastlin
ja¢mena odrody nachylnej aodrody tolerantnej na solny stres v hydroponnych

podmienkach av substrate. V hydroponnych podmienkach v pritomnosti NaCl sa dizka
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nadzemnej casti rastlin znizovala s rasticou koncentraciou NaCl ale nelisila sa
medzi testovanymi odrodami. V substrate s NaCl sa dizka rastlin znizovala s rasticou
koncentraciou NaCl a liSila sa aj medzi odrodami. Rastliny nachylné na sol'ny stres boli
niz§iecho vzrastu. Testovanie tolerancie voc¢i solnému stresu v hydroponnych
podmienkach sa nepreukédzalo ako vhodna metoda. Preto s vysledky testovania vplyvu
NaCl na jarny ja¢men v substrate relevantnejsie.

Barthakur et al. (2001) vo svojej praci dokazali, Ze nadexpresia génu osmotin savisi
S0 zvySenim obsahu chlorofylu v transgénnych rastlinach tabaku, ktoré boli vystavené
posobeniu 200 mM NaCl. Stvislost medzi nadexpresiou génu 0Smotin azvysenym
obsahom chlorofylu potvrdili g Subramanyam et al. (2012), ktori vo svojej Studii
transformovali rastliny ¢ili papriky. Obsah chlorofylu v transgénnych homozygotnych
dihaploidnych rastlindch a netransgénnych rastlindich jarného ja¢mena, testovanych
Vv pritomnosti NaCl a PEG sa nemenil posobenim stresovych faktorov. Pri koncentracii
150 mM NaCl doslo k signifikantnému zvySeniu obsahu chlorofylu v transgénnych
rastlinach v porovnani s obsahom chlorofylu v netransgénnych rastlinach.

Protein osmotin je zahrnuty do formovania rastlinnej odpovede na bioticky a abioticky
stres, kedy posobi ako regulator transkripcie génov kodujucich kl'aicové enzymy, alebo je
vyuzivany ako signalna molekula a interaguje pomocou intracelularnych receptorov
(Abdinet al., 2011). Osmotin mdze byt tiez zahrnuty do bunkovej osmotickej regulacie.
Funkciou proteinu osmotin v tomto procese je akumulacia alebo kompartmentalizacia
rozpustnych latok (Goel et al., 2010). ZvySena akumulacia osmolytov v rastlinnych
bunkach suvisi so zvySenou toleranciou rastlin k osmotickému stresu (Szabados et al.,
2011).V ramci experimentu diplomovej prace bola analyzovana velkost’ osmotického
potencidlu v transgénnych homozygotnych dihaploidnych rastlinach a netransgénnych
rastlinach po posobeni NaCl a PEG. MnozZstvo osmolytickych latok v trasgénnych
rastlinach sa zniZovalo Srastucimi koncentraciami NaCl aV pritomnosti PEG.
V netransgénnych rastlinach doslo k narastu osmolytov so zvySujicou sa koncentraciou
NaCl av pritomnosti PEG. Nadexpresiou génu osmotin nedoslo k zvysenej akumulacii
osmotickych latok v transgénnych rastlinach.

Expresia génu osmotin v transgénnych dihaploidnych rastlinach jarného ja¢mena bola
niekol'kondsobne vysSia ako v povodnych transgénnych rastlindich To generacie.
Vzhladom na niz§i vzrast aniz§iu hmotnost transgénnych dihaploidnych rastlin

V porovnani s netransgénnymi rastlinami jarného jaémenia, mozno predpokladat’, ze doslo
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k ¢iastotnému potlaceniu expresie transgénu z dovodu nadmernej metabolickej zataze
pre rastlinny organizmus. Transgén je najcastejSie uml¢any dvoma spdésobmi a to
naurovni transkripcie, kedy je proces umlCovania génov asociovany s metylaciou
promotorovej oblasti, ¢im dochadza k blokécii transkripcie génu. Druhym najcastejSim
spdsobom uml¢ovania transgénu je post-transkripény proces, kedy dochédza k degradacii
MRNA v cytoplazme buniek (Rajeevkumar et al., 2015).

Srastucou koncentraciou NaCl aV pritomnosti PEG bola detegovana znizujuca
saexpresia transgénu v transgénnych homozygotnych dihaploidnych rastlinach. Tieto
vysledky koreluju so znizujucim sa obsahom osmolytickych latok V transgénnych
rastlindch analyzovanych v rovnakych stresovych podmienkach.

V Zziadnej §tudii neboli na testovanie odolnosti vo¢i suchu a sol'nému stresu pouzité
homozygotné dihaploidné rastliny snadexpresiou génu osmotin. Predpoklada sa, ze
nadexpresia transgénu bola aj po ¢iastocnom umléani jeho expresie v transgénnych
dihaploidnych homozygotnych rastlinach prili§ vysoka. Transgénne rastliny neboli
schopné vysporiadat’ sa s vysokou expresiou génu 0smotin anasledne ani s abiotickym
stresom. Na druhg strane netransgénne rastliny jarného ja¢mena odrody Golden Promise
sa dokazali Ciasto¢ne vyrovnat s niz§imi koncentraciami NaCl. Je zname, ze odroda
Golden Promise je tolerantna voci sol'nému stresu (Forster, 2002).

Rastliny tabaku s konstitutivne exprimovanym génom osmotin vykazovali rezistenciu
vo¢i niekol’kym hubovym patogénom vratane Neurospora crassa, Trichoderma reesei,
Candida albicans (Subramanyam et al., 2012), Rhisoctonia solani (Parkhi et al., 2009),
Colleotrichum dematium, Colleotrichum gloeosporioides, Fusarium pallidoroseum
(Daset al., 2011). Phytophtora infestans (Liu et al., 1994), Fusarium solani
(de Freitas et al., 2011), Saccharomyces cerevisiae, Pichia methanolica a Cryptococcus
neoformans (Tzou et al., 2011). Testovanim rezistencie transgénnych homozygotnych
dihaploidnych rastlin jarného ja¢mena vo¢i hubovému patogénu Blumeria graminisf. sp.

hordei nebola preukazana rezistencia vo¢i danému patogénu.
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6 ZAVER

V teoretickej Casti diplomovej prace bola vypracovana literarna reserS na tému ja¢men,
rastlinny stres a PR proteiny.

V ramci praktickej Casti diplomovej prace boli selektované rastliny jarného ja¢mena
T1 generacie, odrody Golden Promise, s nadexpresiou génu osmotin. Pomocou
androgenézy boli kultivaciou pel'nic ziskané haploidné a dihaploidné transgénne rastliny.
V transgénnej rastline To generacie, transgénnych haploidnych a dihaploidnych
rastlindch bola potvrdena expresia génu 0Sm aanalyzovand miera expresie génu OSM.
Z dihaploidnych transgénnych rastlin bola ziskana transgénna dihaploidnd homozygotna
linia 3C1 10, generacie ToDHjs.

Transgénne homozygotné dihaploidne rastliny a netransgénne rastliny jarné¢ho
ja¢mena inkubované s 54 rasami hubového patogénu Blumeria graminis f. sp. hordei
vykazovali rezistenciu voCi jednej rase vdaka pritomnosti génu mlo8, ktory je
zodpovedny za rezistenciu voc¢i danej rase patogénu v rastlinich jarného jac¢mena.
K zvy$nym 53 rasam patogénu nebola potvrdend rezistencia transgénnych rastlin.

V transgénnych homozygotnych dihaploidnych rastlinach testovanych v pritomnosti
NacCl bola stanovena relativna expresia génu osmotin.

Bol testovany vplyv NaCl, manitolu aPEG na kli¢enie a vyvoj rastlin kontrolnych
rastlin odrody Golden Promise bez obsahu génu osm arastlin transgénnej homozygotne;j
dihaploidnéj linie 3C1 10. Zo ziskanych vysledkov testovania vplyvu abiotického stresu
na transgénne a netransgénne rastliny nemozno potvrdit’ spojitost’ medzi nadexpresiou
génu osmotin azvysenou toleranciou. Aby sa uplne vylucila alebo naopak potvrdila
tolerancia transgénnych rastlin voci abiotickému stresu je potrebné zopakovat’ testy

s vysSimi koncentraciami NaCl a niz§imi koncentraciami PEG v substrate.

Cast’ vysledkov diplomovej prace je sucastou vedeckej publikacie atiez bola

prezentovana na medzinarodnej konferencii:

Vedeckd publikdcia prijatd do tlace 30.4.2019

Viktorova J., Klcova B., Rehorova K., VIcko T., Stankova L., Jelenova N., Cejnar P.,
Kumar JK., Ohnoutkova L., Macek T. (2019): Recombinant expression of osmotin in
barley improves stress resistance and food safety during adverse growing conditions.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK
—  WII — osmoticky potencial
— ABA — abscisova kyselina
— BDYV — barley dwarf yelow virus* — virus Zltej zakrpatenosti jacmena
— CAT — chloramfenikol acetyltransferaza
— CDK - ciklin-dependentrna protein kinaza
— CPK — Ca" - dependentra protein kinaza
— CIPK — kalcineurin ,,B-like* interagujuca protein kinaza
— DAPI —2-(4-amidinofenyl)-1H -indol-6-karboxamidin
— EF 1-elongacny faktro 1
— ETC— ,.electron transport chain® — elektronovy transportny ret'azec
— GA — giberiliny/ gyberilinova kyselina
— GAMYB — giberilinmi regulovany transkripcny aktivator
—  GFP— ,green fluorescent protein* — zeleny fluorescenény protein
- GUS- B-glukoronidéaza
— HLH — , helix-loop-helix* — hélix-sl'u¢ka-hélix
— HPT — hygromycin fosfotransferaza
— Hyg- Hygromycin
— LUC - luciferdza
— LZ - leucinovy zips
— MAPK — mitogén-aktivovand protein kindza
— mlo—,mildew resistance locus* — lokus pre rezistenciu k mucnatke
— NPTII — neomycin fosfotransferaza
— 0SMm-— gén osmotin
— PAR-— ,photosynthetically active radiation — fotosynteticky aktivna radiacia
— PAT — fosfinotricin acetyltransferaza

— RFU — relative fluorescence unit* — jednotka relativnej fluorescencie
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Recombinant expression of osmotin in barley improves stress resistance and food safety during
adverse growing conditions
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Summary

Although many genetic manipulations of crops providing biofortified or safer food have been prepared,
the acceptance of biotechnology crops still remains limited. We report on a transgenic barley
expressing the multi-functional protein osmotin that improves plant defense under stress conditions.
An Agrobacterium—mediated technique was used to transform immature embryos of the spring barley
cultivar Golden Promise. Transgenic barley plants of the TO and T1 generations were evaluated by
molecular methods.

Transgenic barley tolerance to stress was determined by chlorophyll, total protein, malondialdehyde
and ascorbate peroxidase content. Transgenic plants maintained the same level of chlorophyll and
protein, which significantly declined in wild-type barley under the same stressful conditions. Salt stress
evoked higher ascorbate peroxidase level and correspondingly less malondialdehyde. Methanol
extracts of i) Fusarium oxysporum infected or ii) salt-stressed plants, were characterized by their acute
toxicity effect on human dermal fibroblasts (HDF). Osmotin expressing barley extracts exhibited a
lower cytotoxicity effect of statistical significance than that of wild-type plants under both types of
stress tested on human dermal fibroblasts. Extract of Fusarium oxysporum infected transgenic barley
was not able to damage DNA in Comet assay, which is in opposite to control plants. Moreover, this
particular barley did not affect the local biodiversity interactions, which was tested through monitoring
barley natural virus pathogen — host interactions —the BYDV and WDV viruses transmitted to the plants
by aphids and leathoppers. Our findings provide a new perspective which could help to evaluate the

safety of products from genetically modified crops.
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Transformation of spring barley with Osmotin protein

exhibiting protective features against biotic and abiotic stress

Barbora Klcova', Ludmila Ohnoutkova', Tomas Vicko, Jitka Viktorova?, KaterinaRehorovaz,' Tomas Macek?

Background

Plant stress of biotic or abiotic origin is responsible for the significant losses in yield annually. Plants react on various stress conditions by
production of secondary metabolites (e. g. mycotoxins, alkaloids), followed by degradation of these metabolites. Production and degradation
of those metabolites can lead to crop toxicity. Genetically modified plants have potential to overcome these problems by production of
specific proteins involved in the plant response to biotic and abiotic stress. Those proteins, such as Osmotin, are being synthetized as a

reaction to stress conditions in order to prevent cell damage. Osmotin is well known multifunctional protein with antifungal activity. It is also
being expressed in conditions of water deficiency, salinity, and cold.

Functions of osmotin protein

+ antifungal activity (biotic protection) Inhibition effect on different yeasts species
* interaction with cytokinins

* interaction with human receptor for adiponectin
+ osmolyte function (abiotic protection)

The increase salt tolerance
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Material and Methods

Results
’)/y/" PSa-0g,
+ Gene Osm was prepared synthetically by Thermo Fisher Scientific GENEART, the F
sequence was optimized for barley, cloned into pPDONOR207 vector and then into §
destination vector pBract214. W - st i
https://www.bract.org/bract.html. | iy

A. tumefacience-mediated transformation was used to transform the immature " =™

zygotic embryos of the spring barley variety Golden Promise. Explants were
cultivated in vitro conditions on selection - callus induction, and regeneration  osmn s s =

medium (Harwood et al. 2009).

.

The presence of the transgene in putative transgenic plants was verified by o | A
PCR. The analysis was performed with the isolated genomic DNA from leaf K
tissue of putative transgenic plants using the procedure of Edwards et al. 1991. £ J

For PCR reaction premix REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix (R2523-
100RXN, Sigma-Aldrich, USA,) was used. The presence of osmotin was
determined by amplifying a 85 bp fragment and a 341 bp fragment.

e e Y
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Q i ion of osmotin exp ion by comparison Melting analysis of PCR products.
with EF1-a internal standard

Conclusion

+ Transgenic plants carrying osmotin transgene were obtained.

* In total, 9 independent transgenic events occurred.

Total number of Number of Number of | Numberof | Number of + Transformation efficiency was 12%.
transformed the regenerated | PCR positive | PCR negative | independent . N
immature embryos plants of T, plants plants transgenic + Toxicity and salinity assays are now underway.
generation lines )
210 26 25 1 9 + Our work demonstrates that transgenic plants can prevent the

plant immune system from over-responding to stress.
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