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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na snizeni exprese genu fad2 (fatty acid desaturase 2) ve Inu
(Linum usitatissimum L.) pomoci metod genového inzenyrstvi. Snizeni exprese genu fad2
muze vést ke zvysenému obsahu kyseliny olejové v semenech Inu.

K dosazeni snizené exprese byly aplikovany dva rtizné pfistupy. Prvni z nich spocival
vV umléeni genu pro FAD2 prostfednictvim mechanismu post-transkripéniho umlc¢ovani (RNA
interference). Pii tvorb¢é konstruktu indukujiciho RNA interferenci byl fragment genu fad2
vloZen v sense/antisense orientaci pod 35S pomotor do vektoru pHannibal. Expresni kazeta
byla klonovana do vektorového systému pGreenll, ktery obsahoval reportérovy gen pro
histochemické GUS testovani (uidA) a selekéni gen pro rezistenci k fosfinotricinu (bar).
Vysledny konstrukt byl vlozen elektroporaci do Agrobacterium tumefaciens kmene EHA105.
Funk¢nost konstruktu byla potvrzena zkuSebni transformaci listovych diskl tabaku.

Nasledné byla provedena agrobakteridlni transformace segmentli hypokotyld Inu setého.
Ziskané transformované rostliny byly histochemicky GUS pozitivni. V jejich genomu byly
pomoci PCR detekovany geny uidA a bar. Dle vysledki reverzné transkripéni PCR a qPCR
byly u nékterych transgennich linii patrné rozdily v expresi fad2 ve srovnani s kontrolou.
Analyza obsahu a slozeni oleje vSak neprokdzala zvySeni obsahu kyseliny olejové
v semenech.

Druhym pfistupem pro zvySeni obsahu kyseliny olejové v semenech Inu byla transformace
s vyuzitim konstrukti TALENs (Tale nucleases trascription activator-like effectors).
Po Gspésné transformaci méla dle predpokladu vzniknout v genu fad2-1 (¢i fad2-2) mutace,
¢imz méla byt snizena jeho funk¢nost, a tudiz 1 desaturace kyseliny olejové na kyselinu
linolovou. Konstrukty byly vytvoteny pro indukci vzniku mutace v genu fad2-1 (konstrukty
pVO045, pV0O046, pv0O047) a pro vznik mutace v genu fad2-2 (konstrukty pVO048
a pvO049). TALENs konstrukty byly pouzity pro agrobakterialni transformaci segmentt
hypokotylll Inu setého. Pomoci PCR bylo zjisténo, ze byly ziskany transformované rostliny
obsahujici selekéni gen bar, nicméné dle vysledkt enrichment PCR a sekvenace Zadna
z testovanych rostlin neobsahovala mutaci indukovanou v genu fad2-1/fad2-2 TALENSs
konstruktem.

TALENs konstrukt pVO045 spolu s kontrolnim konstruktem pBlaMT obsahujicim gen
uidA byl pouzit také pro zkuSebni transformaci Inu metodou floral dip. Tato metoda se
ukazala byt pouzitelnou alternativou pro transformaci Inu.

Klicova slova: len, transformace, Agrobacterium tumefaciens, post-transkripéni

umlcovani genti, TALENS, kyselina olejova



Abstract

This work is focused on downregulation of the fad2 (fatty acid desaturase 2) gene in flax
(Linum usitatissimum L.) using the methods of genetic engineering. The downregulation of
the fad2 gene should lead to increased oleic acid content in linseed.

To achieve the fad2 downregulation, two different approaches were applied. The first
approach was based on fad2 RNA mediated post-transcriptional gene silencing. As a part of
RNAI construct creation fragments of fad2 gene were inserted in sense/antisense orientation
under the 35S promoter in to the pHannibal plasmid. Resulting expression cassette was cloned
into pGreen |l vector system containing a reporter gene for GUS histochemical testing (uidA)
and selection gene for resistance to the herbicide phosphinotricin (bar). This construct was
introduced into Agrobacterium tumefaciens strain EHA105 by electroporation. The ability of
the construct to transform plants was proved by transformation of tobacco leaf discs.

Agrobacterium-mediated transformation of flax hypocotyls was performed. Transformed
plants seemed histochemical GUS positive, transgenes uidA and bar were detected in their
genomes by PCR. There were found noticeable differences in fad2 expression in some of
transgenic lines compared to control detected by RT-PCR and gPCR. Nevertheless, the
analysis of oil content and its composition did not show increased oleic acid content in the
seeds.

The second approach to achieve the increased oleic acid content was the flax
transformation using TALENSs (Tale nucleases trascription activator-like effectors) constructs.
After the successful transformation a mutation in fad2-1 (fad2-2) gene should be induced.
As a consequence the function of fad2 gene should be disrupted resulting in lower
desaturation of oleic acid to linoleic acid. The constructs were created to induce a mutation in
fad2-1 gene (constructs pvVO045, pV0O046, pVO047) and to induce a mutation in fad2-2 gene
(pvVO048 and pV0O049). The TALENSs constructs were used for Agrobacterium-mediated
transformation of flax hypocotyls. Obtained transformed plants were tested by PCR method,
which confirmed the presence of selective bar gene in their genomes. Nevertheless, none of
transgenic plants showed the occurence of mutation induced by TALENS construct according
to enrichment PCR results and sequencing.

TALENS construct pVVO045 together with pBIaMT construct containing uidA gene were
used for flax floral dip trial transformation. According to our results this method seems to be
a usable alternative for flax transformation.

Key words: flax, transformation, A. tumefaciens, post-transcriptional gene silencing,
TALENS, oleic acid
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1 UvoD

Lnéné semeno je v podminkach CR nejvyznamnéj§im zdrojem vysychavého oleje
vhodného pro vyrobu barev a laka diky vysokému podilu mastné kyseliny a-linolenové
v semenném oleji. Tato mastna kyselina, velmi cenna i z dictetického hlediska, podléha
po vylisovani oleje rychlé oxidaci — probihd polymerace produkti rozpadu, dochazi
ke Zluknuti a houstnuti oleje. Tyto vlastnosti Inéného oleje brani jeho potravinarskému
vyuziti. Neplati to v8ak pro olej ziskany z nového typu Inu, tzv. nizkolinolenového. Mutaci
doslo ke zméné skladby mastnych kyselin v oleji, obsah kyseliny a-linolenové se snizil
z puvodnich 50 — 60 % na 3 %, a to ve prospéch kyseliny linolové, které je v tomto typu oleje
az 70 %. Tento olej se skladbou mastnych kyselin prakticky rovna slune¢nicovému oleji,
ktery zaujimad v lidské diet¢ v Evrop€ a Severni Americe Vyznamné misto. Vysoka
konzumace slune¢nicového oleje vSak naruSuje potiebnou rovnovdhu mezi -6 a ©-3
mastnymi kyselinami, kterd je nutna pro zdravi ¢lovéka.

Nedostatek ®-3 mastnych kyselin vznika nejen jejich nizkym pfijmem, ale také
v disledku vysokého poméru pfijimané kyseliny linolové ke kyseliné a-linolenové, nebot
enzymy zapojené do metabolismu téchto mastnych kyselin jsou ptednostné vyuZzivany
Kk pfeméné -6 mastnych kyselin — tedy kyseliny linolové. Tento nepfiznivy stav je mozné
feSit nahradou slune¢nicového oleje jinym olejem s vySSim obsahem kyseliny olejové
a nizkym obsahem kyseliny linolové.

Zmény obsahu jednotlivych mastnych kyselin v rostlindich mohou byt vedle pouZiti
konvenéniho $lechténi indukovany pomoci metod genového inZzenyrstvi. Jednou z moznosti je
zménit skladbu mastnych kyselin ve Inéném oleji cestou umlcovani genii pomoci RNA
interference nebo také vyuziti novych metod cilené modifikace genomu, mezi které patii
mimo jiné metoda TALENS (Tale nucleases trascription activator-like effectors).

Vznik kyseliny linolové konverzi z kyseliny olejové v semeni Inu zajistuje enzym FAD2
desaturasa. Genovou manipulaci je mozné pierusit tvorbu tohoto enzymu, coz se projevi
zvySenim obsahu kyseliny olejové, ze které kyselina linolova pfirozené vznika, a soucasné
snizenim kyseliny linolové. Cilem prace je touto cestou ziskat len s olejem svou skladbou
mastnych kyselin podobnym olivovému oleji. K tomuto ucelu byly navrZzeny a vytvoieny

vektorové konstrukty, které byly pouzity pro transformaci Inu.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Len sety

2.1.1 Len sety — charakteristika

Len sety (Linum usitatissimum L.) ma nékolik technologickych typt. Tato skute¢nost
vyplyva predevSim z toho, ze je rozSifen na vsSech kontinentech v rtiznych klimatickych
a pudnich podminkach.

Kulturni len je prastarou plodinou znamou asi 6000 let pi.n.l. Jeho péstovani
a zpracovani znali jiz staii Egyptané cca 3200 let pi. n. 1. Odtud se len Sifil kolem roku
1200 pi. n. I. do zemi Stfedniho vychodu. Ve starovéku bylo znamo pouzivani Inu i v Recku,
v oblasti ptivodniho starého Rima se ve vétsim méfitku objevil az v 7. — 12. stoleti n. I.
V Evropé se len objevuje az ve sttedovéku a obdobi renesance na tzemi Italie, Francie,
Flander, Ruska, Némecka, Anglie, Irska a Skotska (Mojzis, 1988).

Len je samosprasna rostlina. Kofenovy systém se skladd z hlavniho kiilového kotene
a zna¢ného mnozstvi postrannich kofinki. Semeno Inu je lesklé, nejCastéji hnédé barvy,
pfi¢emz hmotnost tisice semen se pohybuje okolo 6 g. U olejného Inu je vynos semene
primémé asi 1,3 tha™® v zavislosti na odriidach, agrotechnickych metodach a podminkéach
prosttedi (Bjelkova et al., 2010).

Z technologického hlediska se len dé¢li na dva vyhranéné typy, a to len pfadny a len
olejny; k nim se fadi ptfechodny typ, ozna¢ovany jako len olejnoptadny.

Len pfadny mé dlouhy, tenky

uhliky w
aslabé rozvétveny stonek, mensi
a-linolenova /
tobolky a drobngjsi semena. Stonek (C18:3'w3) Hc 3 R.COOH
obsahuje jemné a dlouh¢ technické 6 R.COOM
vlakno, pro které se péstuje. rployal - /\/\/\/
(C18:206) ¢

Olejny len se vyznacuje kratkymi,

vice rozvétvenymi stonky, ve&tsimi o
olejova

svys§im  (C181we) ¥ /\/\/\/\/\ R.COOH

tobolkami a
3 9

semenem

obsahem oleje (Gill, 1987).

Obr. 1: Strukturni vzorce kyseliny a-linolenové, linolové a olejové.
Prvni cislo udava pocet uhlikovych atomit v molekule a druhé
udava pocet dvojnych vazeb. w3, w6, w9 oznacuji pozici prvni
dvojné vazby vdané molekule mastmé kyseliny (prevzato
ze Simopoulos, 1991).
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2.1.2 SloZeni oleje Inu

Semena Inu obsahuji 35 — 45 % oleje S nenasycenymi mastnymi kyselinami. Pavodni
vyuziti oleje bylo v prumyslu (pfi vyrobé fermezovych barev). Tradi¢ni sloZzeni mastnych
kyselin pro primyslové vyuziti je cca 6 % kyseliny palmitové (C16:0), 2 % kyseliny stearové
(C18:0), 16 — 20% kyseliny olejové (C18:1), 13 — 18 % kyseliny linolové (C18:2)
a 52 — 60 % kyseliny a-linolenové (C18:3) (obr.1 ; Simopoulos, 1991).

Indukovanou mutagenezi ethylmethansulfonatem (EMS) byly vytvofeny genotypy s velmi
nizkym obsahem kyseliny o-linolenové a zvySenym obsahem kyseliny olejové
(Tejklova, 1995; Pavelek et al., 2011).

Pro modifikaci obsahu oleje a slozeni mastnych kyselin ve Inu se nabizi vyuziti metod
genového inzenyrstvi. Tyto metody jsou rychlejsi neZz konvenéni zplsoby Slechténi rostlin,
presnéjsi nez tradini Slechtitelské pfistupy a umoziuji pfenos geni, které standardnim

kiizenim prenést nelze.

2.2 Transformace rostlin

K ptipravé transgennich rostlin mohou byt pouzity rizné metody. U dvoud€loznych
rostlin je nejrozsifenéj$i transformace za pouziti bakterie Agrobacterium tumefaciens.
Jednodélozné rostliny vSak nejsou agrobakteriem pfirozené infikovany, proto je jejich

vvvvvv

(particle bombardment).

2.2.1 Agrobakteridlni transformace

2.2.1.1 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je pudni gramnegativni bakterie, ktera patii do celedi
Rhizobiaceae. Jde o rostlinny patogen s jedine¢nou schopnosti pifenaset segment plasmidové
DNA do eukaryotického genomu.

Bakterie A. tumefaciens byly jiz na pocatku 20. stoleti identifikovany jako pfic¢ina tvorby
nadort ,,crown-gall“ na poranénych pletivech (Smith a Townsend, 1907). Nadory indukované
agrobakteriem byly nasledné oznaceny jako zdroj auxinu (Link a Eggers, 1941) a cytokininQ
(Brown, 1958).

Identifikace Ti (tumor inducing) plasmidu v agrobakteriu (Van Larebeke et al., 1974; Van
Larebeke et al., 1975; Zaenen et al., 1974) vyustila v objev v Ti plasmidu obsazené T-DNA
(transferred DNA) (Chilton et al., 1977; Chilton et al., 1978). Bylo prokazano, zZe tato
agrobakterialni DNA miize byt zaclenéna do DNA hostitelské rostlinné buriky.
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Metoda transformace rostlin pomoci agrobakteria a jeho Ti plasmidu jako vektoru, véetné
produkce prvnich transgennich rostlin, byla poprvé provedena na rostlinach tabdku
(Zambryski et al., 1983). Ve stejném roce byla publikovana prvni prace tykajici se

agrobakterialni transformace Inu (Hepburn et al., 1983).

2.2.1.2 Prenos T-DNA z agrobakteria a integrace do genomu rostlin

Molekularnim zakladem genetické transformace rostlinné buiiky pomoci agrobakteria je
ptenos T-DNA Ti plasmidu z bakteriec a jeho integrace do rostlinného genomu (schéma
uvedeno na obrazku 2). Na Ti plasmidu se nachazi T-region o velikosti pfiblizn¢ 10 az
30 kbp, obsahujici pfenasenou T-DNA, a dale geny odpovédné za virulenci. Ty jsou
lokalizovany v osmi operonech (virA az virH). Tyto geny tidi a zprostfedkovavaji interakci
rostlinné burnky a A. tumefaciens, ktera vede k prenosu T-DNA (Gelvin, 2003).

T-DNA obsahuje také enzymy pro syntézu opinovych latek, které slouzi jako substrat pro
vyzivu bakterii a indukuji pfenos Ti plasmidu do dalSich bunék agrobakteria. Podle
kédovanych opini miizeme rozlisit rizné typy Ti plasmidi, nejbéznéjs§imi jsou nopalinové
a oktopinové. Zatimco T-DNA nopalinového typu je souvisla, T-DNA oktopinového typu je
rozdélend na dva uUseky. Vzdy je ptitomen T (levy) usek, osahujici geny pro dediferenciaci
anadorovy rast. Pfitomnost Tr tUseku odvozeného z prilehlé oblasti Ti plasmidu neni
nezbytna (Zambryski et al.,1983).

Patogeneze je zahajena, kdyz receptory bakterii Agrobacterium rozpoznaji molekuly
uvoliované aktivné rostoucimi buikami v poranénych rostlinach. Jedna se o fenolické latky
typu acetosyringonu. Tyto molekuly indukuji expresi série gent virulence, které koduji
produkty umoznujici pfenos jednoretézcové T-DNA do rostlinné buiky, kde se ndhodné
zacleni v genomu (Halford, 2011).

T-DNA integrovand v rostliné exprimuje geny kodujici enzymy pro syntézu opind
slouzicich pro vyZivu bakterii a také geny, které méni hladiny rostlinnych hormoni (auxint
acytokinini), coz vede k bunéfné proliferaci typick¢é pro nadorové bujeni
(Goodner et al., 2001).

Vir systém obsazeny v agrobakteriu umozni pfesun jakékoliv DNA mezi hrani¢nimi
sekvencemi (left a right border), coz je kliCova vlastnost pro genové inzZenyrstvi rostlin

(Zupan et al., 2000).
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Obr. 2: Schéma transformace rostlinnych bunék pomoci Agrobacterium tumefaciens (prevzato z Sheng
a Citovsky, 1996).

2.2.2  Bindrni vektory

Transformace rostlin pomoci Agrobacterium tumefaciens vyzaduje tfi hlavni prvky:
1. hrani¢ni oblasti, které obklopuji T-DNA a vyclenuji pfendSenou oblast; 2. vir geny
lokalizovan¢ na Ti plasmidu; 3. geny lokalizované na bakteridlnim chromozomu
(Lee a Gelvin, 2008).

Zpocatku byla prace s Ti-plasmidy slozita, protoze jsou relativné velké a v agrobakteriu se
vyskytuji jen v malém poctu kopii. Obtizna je také jejich izolace a manipulace in vitro a dalsi
nevyhodou je, ze se nereplikuji v Escherichia coli. Oblast T-DNA ze standardnich Ti
plasmidi ma obvykle zna¢nou velikost a neobsahuje restrik¢ni mista vhodna pro klonovani
(Lee a Gelvin, 2008).

Manipulace s Ti-plasmidy byla nasledné zjednodusena po zjisténi, ze vir oblast a T-DNA
pochazejici z jednoho plasmidu mohou byt oddéleny ve dva separatni replikony. Pokud budou

tyto replikony umistény ve stejné buiice A. tumefaciens, budou proteiny kodované geny Vvir
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schopny pusobit na T-DNA a umozni jeji pfenos do rostliny (Hoekema et al., 1983). Toto je
zakladni princip plasmidovych vektord, skladajicich se ze dvou plasmidi — oznacovanych
jako binarni.

Jeden z plasmidt obsahuje tsek virulence s geny pro pienos a integraci T-DNA do
rostlinného genomu, druhy plasmid pak obsahuje modifikovanou T-DNA a selekéni gen
mimo oblast T-DNA (Halford et al., 2011). Onkogeny a geny pro syntézu opint, odstranéné
Z T-DNA jsou nahrazeny geny kodujicimi selekéni a reportérové geny a dal§imi zajmovymi
geny.

Jeden z prvnich binarnich vektort, schopnych replikace jak v E. coli, tak v A. tumefaciens,
byl nazvan pBinl19 (Bevan et al., 1984).

2.2.3 Selekcni a reportérové geny

2.2.3.1 Selekcni geny a jejich vyuziti pri transformaci Inu

Selekéni markery pritomné v konstruktu podmifiuji toleranci transformovanych bunék
rostlin vi¢i antibiotikiim ¢i herbicidim. Slouzi tak k rozliSeni uspésné transformovanych
pletiv od netransformovanych.

Geny rezistence k antibiotikim jsou v pfirodé pomérné rozSifené. VSechny geny
pouzivané pro navozeni rezistence K antibiotikiim pochazeji z bézné se vyskytujici bakterie
E. coli.

Pravdépodobné nejvice uzivanym selekénim genem pro dvoudélozné rostliny je nptll (gen
pro neomycin fosfotransferasu) navozujici rezistenci ke kanamycinu (také ke geneticinu,
paromycinu a neomycinu). Nevyhodou vyuziti selekce na kanamycin je vyskyt velkého
mnozstvi ,.escapes®, tzn. netransgennich rezistentnich explantatli, protoZze fada rostlin
disponuje pfirozenou kanamycinovou rezistenci. Netransgenni pryty vznikaji také casto
z netransformovanych  bunék, kter¢ jsou obklopeny builkami transformovanymi
(Jordan a McHughen, 1988; McHughen, 1989).

Hygromycinova rezistence je kodovana genem hpt (gen pro hygromycin fosfotransferasu).
Vyuziti hygromycinu B Dbylo popsano jako alternativni zpusob antibiotické selekce
transformantt u Inu (Rakousky et al., 1999b). Publikovano bylo téz pouziti spectinomycinu
pro selekci pii transformaci Inu (Bretagne-Sagnard a Chupeau, 1996).

Z genu kodujicich rezistenci vué¢i herbicidim jsou nejpouzivanéjsi bar a pat (geny pro
fosfinotricin  acetyltransferasu) pochazejici z bakterii Streptomyces hygroscopicus
a Streptomyces  viridochromogenes. Koduji rezistenci vu¢i herbicidim  zalozenym

na glyfosatu jako uc¢inné latce (Halford et al., 2011).
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Vedle rezistence k antibiotikim ¢i herbicidim je mozno pro selekci transformovanych
rostlin vyuzit i gen pmi kédujici enzym fosfomanosa isomerasu vyvolavajici rezistenci
k manose (Joersho et al., 1998). Usp&siné pouziti tohoto genu pro selekce pii transformacich
bylo popsano také u Inu (Lamblin et al., 2007), pficemz transformacéni efektivita byla

srovnatelnd s pouzitim nptll jako selekéniho markeru.

2.2.3.2 Reportérové (signalni) geny

Jedna se o geny kodujici vizuadlné detekovatelné produkty, které mohou poslouzit jako
méfitko stupné exprese transgend. Jejich expresi lze snadno detekovat a kvantitativné
stanovovat. Signalni geny jsou pfipravovany in Vvitro jako chimérické konstrukty fazi
promotort eukaryotického typu, strukturnich gent kodujicich signédlni enzymy a vhodnych
terminatori transkripce.

Mezi nejcastéji pouzivané reportérové geny patii gen UidA pro B-glukuronidasu (GUS),
gen pro zeleny fluorescencni protein (green fluorescent protein — GFP) izolovany z medizy
Aequorea victoria, a gen pro luciferasu (lux) pochazejici z bakterie Vibrio harveyi ¢i ze
svétlusky Photinus pyralis. Enzym B-glukuronidasa byl izolovan z Escherichia coli a jeho
aktivitu mizeme detekovat dvéma zpisoby: fluorescenéni metodou se substritem MUG
(4-methyl-umbelliferylglukoronidem), jehoz fluorescence je métena (Jefferson et al., 1987) ¢i
histochemickou metodou, ktera vyuziva jako indigogenni substrat barvivo X-gluc
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl 3-D-glukuronid) (Jefferson et al., 1987).

Nevyhodou GUS testovani je, ze se jedna o destruktivni metodu — rostlinné pletivo je
analyzou zniCeno, zatimco produkty genu pro luciferasu a genu pro GFP mohou byt
vizualizovany bez destrukce pletiv. Pouziti genu pro GFP jako reportérového markeru pfi
transformaci Inu bylo detailn¢ popsano (Hraska et al., 2006).

Vedle vySe uvedenych reportérovych genti je mozno vyuzit také gen pro chloramfenikol
acetyltransferasu (CAT). Ten zpusobuje acetylaci dodaného radioaktivné znaceného

chloramfenikolu a vysledny produkt miZze byt detekovan chromatograficky.

2.2.4 Promotory pouZité pro transformaci lnu

Konstitutivni CaMV 35S promotor byl pouzit pfi transformaci téméf vSech doposud
modifikovanych druhd rostlin a byl také tspésné aplikovan v mnoha klicovych studiich
tykajicich se transformace Inu (Rakousky et al., 1999a; McHughen, 2000; Wrobel et al., 2004;
Wrobel-Kwiatowska et al., 2007a; Lorenc-Kukula et al., 2007; Pretova et al., 2007,
Pavelek et al., 2012; Badere et al., 2014).
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Na druhou stranu bylo jiz u Inu publikovano pouziti fady specifickych promotort.
Jain et al. (1999) popsali izolaci dvou organové specifickych promotort z gent sadl a sad2
kodujicich SAD (stearoyl-acyl carrier protein desaturase). Promotor sad2 vykazoval
VvV transgennim Inu silnéjsi aktivitu, takze se jevil jako vhodny kandidat pro wuziti
v transformaci Inu. Nasledné byly ob¢ sekvence patentovany. Patentovan byl také promotor
cnll (z genu pro conlinin) pro specifickou expresi v semeni Inu (Truksa et al., 2003).

Drexler et al. (2003) testovali ¢tyfi mozné promotory pro cilenou expresi v semenech Inu
za uziti reportérového genu pro GUS. Promotory zahrnovaly regulacni oblasti genu
kodujiciho B-ketoacyl-CoA synthasu (KCS) a genu pro protein napin zfepky olejky
(Brassica napus L.), promotorové oblasti z ,,unknown seed protein“ (USP), gen pro legumin
(leb4) pochazejici z bobu (Vicia faba L.) a CaMV 35S promotor jako pozitivni kontrolu.
Vsechny promotory vykazovaly urCitou aktivitu, av§ak pouze promotory CaMV 35S, LeB4
a USP se jevily jako vhodné pro vyuziti ve transformaci Inu.

Promotor 14-3-3 ziskany restrikci plasmidu pBI101-14-3-3 byl pouzit pro cilenou expresi
ve stonku Inu a jevil se jako vhodny promotor pro transformace piadného Inu
(Wrobel et al., 2004).

Testovana byla také transkripéni aktivita promotoru genu pro pinoresinol-lariciresinol
reduktasu (luplr) za wziti reportérového genu pro GUS béhem vyvoje semen Inu
(Hano et al., 2006). Exprese GUS byla patrna v osemeni, zatimco ve vegetativnich organech
exprese pozorovana nebyla (na rozdil od kontroly pod CaMV 35S promotorem).

Promotor USP sexpresi specifickou pro semena, izolovany z Vicia faba
(Béaumlein et al., 1991), ktery je velmi aktivni od rannych vyvojovych stadii semene, byl také
uspésné pouzit pro transformaci Inu (Rui-Lopez et al., 2009).

Exprese reporterového genu pro GUS s intronem pod ¢tyfmi riznymi promotory
s odlisnou délkou zaloZzenymi na diive popsanych sekvencich (Hano et al., 2006) byla
testovana tymem Renouard et al. (2012).

V recentnim ¢lanku tykajicim se problematiky RNA interference fad2 gent u Inu
(Chenetal., 2015) byly pouzity promotor a terminator pro linin s cilenou expresi v semeni
Inu (Patent WO/2001/016340).
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2.2.5 Metody transformace pouZivané u Inu

Nejpouzivangjs$i metodou pro transformaci Inu je (stejné jako u dalSich dvoud€loznych
druhti) transformace hypokotylii za pomoci agrobakteria, popsana u Inu jiz v roce 1983
(Hepburn et al., 1983).

Bunky Inu mohou byt relativné snadno transformovany pomoci A. tumefaciens a snadno
pestovany, pokud je aplikovana vhodna inokulacni/ selek¢éni/ regeneracni metoda
(Jordan a McHughen, 1988). Byla uc¢inéna fada pokusu, jak zvysit efektivitu transformaéniho
procesu vcetn¢ prodlouzeni indukéni faze kalusu, odstranéni epidermis a prodlouzené
kokultivace.

Dalsi moznosti je agrobakterialni transformace kalust Inu ziskanych z prasnikové kultury,
které jsou kokultivovany s A. tumefaciens (Chen a Dribnenki, 2003; Chen et al., 2008;
Chen et al., 2015).

Popsana byla také transformace Inu s uzitim Agrobacterium rhizogenes. Prvni zminka o
regeneraci Inu transformovaného A. rhizogenes pochazi z roku 1988 (Zhan et al.). V této praci
bylo testovano pouziti A. tumefaciens obsahujiciho odzbrojeny Ti-plasmid v porovnani s
A. rhizogenes nesoucim nemodifikovany Ri plasmid. Z transformace pomoci A. rhizogenes
byly ziskdny transformované rostliny se zkroucenymi listy a kratkymi internodii, nckteré
meély vice vyvinuty kofenovy systém. Vysledky naznacily, Ze by pouziti A. rhizogenes mohlo
byt alternativou k transformacim pomoci A. tumefaciens.

Uspésna  transformace Inu byla provedena také v protoplastové  kultufe
(Ling a Binding, 1997). Vysledky nicméné ukazaly, ze ptimy transfer genti do protoplasti je
vhodnou metodou zejména u planych druhti Inu jako je napf. snadnéji regenerovatelny Linum
suffruticosum, zatimco u L. usitatissimum se zda byt tato technologie mén¢ u¢inna.

Dal$im casto uzivanym piistupem pro transformaci rostlin je biolistickda metoda
(particle bombardment). Wijayanto a McHughen (1999) dokumentovali tspésnou biolistickou
transformaci a regeneraci transgenniho Inu na standardnim selekénim médiu.

Nedavno byla popsano pouziti metody ,.floral dip“ pro agrobakterialni transformaci
pradného 1 olejného Inu (Bastaki a Cullis, 2014). Vyhodou metody jsou dle autort
jednoduchost, nizsi cena a vyssi transformacni efektivita. Vybrané metody pro transformaci

Inu jsou znazornény na obr. 3.

17



Obr.3: Metody transformace Inu

a) a b) Agrobakterialni transformace Inu metodou floral dip (Bastaki a Cullis, 2014); ¢) Odstrafiovani epidermis
pred transformact hypokotylii pomoci Agrobacterium tumefaciens (Vrbova, 2010); d) Zaiizeni pro biolistickou
transformaci (Vrbovd, 2008a); €) Histochemické GUS testovani po biolistické transformaci (Vrbovd, 2008b).

2.3 RNA interference

2.3.1 Princip RNA interference

Objev RNA interference je pfipisovan publikaci popisujici vpraveni RNA indukujici
vznik vlasenky (umoznujici vznik dvouretézcové RNA — dSRNA) do Caenorhabditis elegans.
To mélo za nasledek snizeni exprese genil se stejnou nukleotidovou sekvenci, jako méla
pivodni vpravena RNA (Fire et al., 1998). Za tento objev ziskali autofi v roce 2006 Nobelovu
cenu za fyziologii a medicinu.

Jiz né€kolik let pfed timto objevem vSak byly publikovany studie tykajici se RNA
interference. Ve snaze ziskat vyraznéjsi zbarveni kvétd, byl do petunii vlozen transgen pro
nadprodukci chalkon synthasy (Napoli et al., 1990; Van der Krol et al. 1990). Navzdory
o¢ekavanim vsak nadprodukce chalkon synthasy nevedla k syt&jSimu zbarveni, naopak
nékteré kvéty byly zcela bilé. Napoli et al. (1990) tento jev oznacili jako ,,kosupresi®.

Z pouziti RNA interference se stal vyznamny néstroj reverzni genetiky umoziujici knock
down v expresi cilovych gent v rostlinach i dalich organismech.

RNA interference je mechanismus post-transkripéniho uml¢ovani genti. Uml¢ovani RNA
je jednak formou genové regulace, ale také formou obrany genomu proti ,,invazivnim®
nukleovym kyselinam. Rozezna-li bunka aberantni cizorodou RNA, dojde k aktivaci RNA
dependetni RNA polymerasy, kterd syntetizuje druhé komplementarni vlakno RNA. Takto
vzniklad dvouvldknovd RNA je Stépena komplexem enzymii Dicer obsahujicim nukleasu

RNA 111
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RNA interference mize byt vyvolana také vnesenim fragmentu sekvence cilového genu
Vsense a antisense orientaci tak, ze po transkripci vznikd douvldknova (ds)RNA
— tzv. vlasenkova (hairpin ¢i hp) RNA (Primrose a Twyman, 2006).

Vznikla dSRNA je $tépena nukleasou zvanou Dicer na kratké duplexy, o velikosti
21 — 25 bp, s piesahy. Tyto duplexy oznacované jako siRNA (small interfering) nasledné
spoluutvaii tzv. RNA induced silencing complex (RISC), ktery degraduje také
komplementarni mRNA (obr. 4).

Dvouretézcova RNA Vytvoreni komplexu RISC

replikace
b
I Endo-/ Exo-
Eilenits nukleolyticka
RN “helikasa a‘« degradace

r—- RecA AAAAA s

Obr.4: Prubéh RNA interference (prevzato z Hammond et al., 2001)

a) V prvnim kroku je vloZend dvouretézcovi RNA rozstépena na 21-25 bp sekvence.

b) Tyto RNA jsou inkorporovdany do komplexu nukleas, nazvaného RISC (RNA induced silencing complex), ktery
Stept RNA komplementarni k piivodni sekvenci.

2.3.2 Vektory pro vyvolani RNA interference

Nejsnadnéjsim zptisobem indukce tvorby dvoufetézcové RNA je pouziti vektorovych
konstruktil pro vznik komplementéarni vlasenkové RNA.

Fire jiz v roce 1998 prokazal, Ze pouzit pro RNA interferenci sekvenci v sense a antisense
orientaci soucasné je ptiblizné 10krat efektivnéj$i, nez pouZzit jen sense orientaci.

Pro zvyseni stability vlasenky je mezi sense a antisense fragmenty Vv konstruktech vloZena
smycka. Bylo zjisténo, ze nejvyssi ucinnost PTGS (post-transkripéniho uml¢ovani gentl) je
dosahovéna, pokud tuto smycku tvoii sekvence intronu — hpRNA konstrukty obsahujici intron
davaji vétsi procento transformantt s umléenym GOI (gene of interest — genem naseho zajmu)

nez konstrukty bez intronu (Wesley et al., 2001).
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Mezi vektory pouzivanymi pro indukci RNA interference (ihpRNA silencing konstrukty)
patii naptiklad pFGC5941 a MCG161 dostupné z Plant Functional Genomics of Chromatin
Consortium (http://www.chromdb.org) nebo vektory pHannibal ¢i pHellsgate (Wesley, 2001),
pochazejici ze CSIRO (Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation,
Australie). Vedle pHannibal srezistenci k ampicilinu je mozno pouzit sestersky vektor
pKannibal s rezistenci ke kanamycinu. pHellsgate je tzv. high-throughput konstrukt vhodny

napf. pro klonovani genovych knihoven (Engelke et al., 2003).

2.4 Trendy Vv genovém inZenyrstvi

Vysledkem tradi¢nich metod transgenoze je nahodné zaclenéni transgenu do genomu
rostliny. Biologicky efekt transgenti muze byt tedy zna¢né ovlivnén mistem integrace, poc¢tem
integrovanych kopii transgenu apod. Pfi pouZiti progresivnich metod tzv. cilené modifikace
genomu (,,Targeted genome modification“ — TGM) je vSak mozné modifikovat genom na
specifickém misté a zabranit nahodné inzerci transgenu.

Mezi nastroje TGM nachazejici uplatnéni ve vyzkumu, biotechnologiich i genové terapii
patii napt. pouziti TALENSs (Tale nucleases trascription activator-like effectors), této metodé
je vénovana dalsi podkapitola.

V souvislosti s cilenou modifikaci genomu (nejen) rostlin byva velmi ¢asto zminovan
systém CRISPR (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats)/ Cas (CRISPR-
associated) (Belhaj et al., 2013; Xu et al., 2014). Pomoci tohoto systému se bakterie brani
bakteriofagim a plasmidim exogenniho pivodu. Systém CRISPR/Cas funguje v podstaté
jako analog RNA interference u eukaryot (Makarova et al., 2006). Pokusy se systémem
CRISPR byly popsany u Arabidopsis a tabaku (Li et al, 2013) ¢i ryZze a pSenice
(Shan et al., 2013).

Mezi metody umoziujici mistné specifické modifikovani genomu patii také vyuziti tzv.
zinc finger nucleases — nukleas ,,zinc-finger* (ZFNs). Uvnitt ZFN jsou pfitomny dvé oddélené
proteinové domény. Jedna pro rozpoznani specifické sekvence DNA a druhd pro
endonukleasovou aktivitu (FokI). Prvni doména rozpozna misto na DNA, navaze se na néj
a allosterickou interakci prenese signal na endonukleasovou doménu za vzniku zlomu
(Durai et al., 2005). Pouziti ZFN bylo popsano napt. u tabaku (Townsend et al., 2009) ¢i
kukuftice (Shukla et al., 2009).

Dalsim nastrojem TGM jsou meganukleasy. Jedna se o pfirozené se vyskytujici restrikéni

enzymy s nejvyssi specifitou (rozpoznavaci region 12 — 40 bp) (Choulika et al., 1994).
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Podobné¢ jako TALENs a ZFNs mohou byt pfipravovany uméle, nevyhodou je vSak vyssi
casova a finan¢ni naro¢nost.

Miizeme predpokladat dalsi expanzi téchto novych progresivnich metod ,,targeted genome
engineering” (CRISPR, TALENSs, ZFNs) jako alternativu k metodam klasického $lechténi

rostlin a také bézn¢€ uzivanych transgennich ptistupti.

241 TALENs

Metoda TALENSs (,,Tale nucleases trascription activator-like effectors®) vyuziva hlavni
faktory virulence umoznujici rozmnozovani a nasledné Sifeni bakterii zménami genové
exprese rostlinnych bunék. Programované nukleasy typu TALENSs predstavuji dobie
prostudovanou a vysoce ucinnou skupinu chimérickych enzymt, slouzici k indukci
dvouretézcovych zlomt u celé fady organismi, véetné saveli. Tyto umélé enzymy obsahuji
DNA-vazebnou doménu a druhou doménu pro endonukleasovou aktivitu (Fokl). Katalyticka
doména Fokl pochazi z restrikéni endonukleasy typu Il, objevené u Flavobacterium
okeanokoites. Oblast, ktera vaze DNA, byla odstranéna a nahrazena DNA-vazajici doménou,
odvozenou od , Transcription activator-like effectors" (TAL efektorti), coz je skupina
bakterialnich proteinti (z rodu Xanthomonas), které vazou promotorové sekvence v hostitelské
rostliné a napomahaji infekcim.

Programovatelné nukleasy, véetné TALENS, jsou schopné vytvaret dvoutetézcovy zlom
(DSB) v pozadovaném cilovém mist¢ v DNA (Mahfouz et al., 2011; Christian et al., 2013).
Mezi vazebnymi sekvencemi TALENového paru je vzdalenost 12 — 16 nukleotidii. Jeden ¢len
paru vaze a $tépi jedno vlakno, druhy pak vlakno komplementarni. Stdpena DNA obsahuje
previs o délce Ctyf nukleotidi. Vznik DSB pak vede k mutacim v cilovém misté, které se
vyskytnou jako nasledek chyby b&hem reparacniho procesu. DSB je ve vétSiné piipad
opraven pomoci reparace NHEJ (nehomologni spojovani volnych koncil), kterd Casto vede
k drobnym inzercim nebo delecim. Alternativni zplsob reparace je pak HR (homologni
rekombinace), ktera miize umoznit vnaseni genti nebo jejich ¢asti.

TALENSs Ize modifikovat a Ize jimi snadno manipulovat za téelem pozadované cilové
specifity Jejich cilovd specifita je totiz urCena centrdlni doménou, tvofenou 33 — 35
aminokyselinami, které jsou tandemov¢ uspofadany, maji modularni charakter a jednoduchy
vazebny kod pro rozpoznavani cilové sekvence DNA. Priprava umélych DNA-vazebnych
domén s pozadovanou sekvencni specifitou je moznd b&hem relativné kratké doby

a s minimalnimi néklady (Boch et al., 2009). Pfesto neni zatim uzivani TALENs pro TGM
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u rostlin tolik rozsifeno jako u jinych organismi. Jednim z divodu je kolisava efektivita
pouziti TALENS u rostlin v laboratornich testech (Chen a Gao, 2013).

Zména obsahu a slozeni mastnych kyselin metodou TALENs byla jiz popsana u soji
(Haun et al., 2014), konktrétné bylo popsano zvySeni obsahu kyseliny olejové pomoci cilené
mutageneze fad2 genu (fad2-1, fad2-2). Obdobnym zpisobem by téchto metod mohlo byt
vyuzito ve Slechténi Inu.

Vyuziti technologie TALENS se Vv ramci cilené genomové modifikace rapidné rozmaha.
V poslednich ¢tyfech letech vyslo mnozstvi pulikaci, tykajicich se jak technologie TALENS
obecné (Joung a Sander, 2012; Marx, 2012; Pennisi, 2012), tak jejiho vyuziti pro genomiku
rostlin (Chen a Gao, 2013; Haun et al., 2014; Mahfouz et al., 2011; Cermak et al., 2011).

U Arabidopsis byla touto metodou u transgennich linii dosazena frekvence mutageneze
41 — 73 % (Christian et al., 2013). Byla popsana také vysoce usp&$na genova inzerce
za pouziti TALENS u protoplasti tabaku (Zhang et al., 2013). V nedavné dobé byla
technologie TALENS vyuzita u ryze, jeémene a kukufice (Gurushidze et al., 2014; Li et al.,
2014; Liang et al., 2014; Shan et al., 2013; Wendt et al., 2013).

2.5 Transgenoze u Inu

2.5.1 Pocitky transformace Inu

Len patfil kprvnim plodindm geneticky modifikovanym za pomoci DNA
rekombinantnich technologii. Prvni zminky o transformaci Inu pochézeji zroku 1983
(Hepburn et al.), k transformaci byly pouzity bakterie Agrobacterium tumefaciens. Prvni
transformacni pokusy zaméfené na transfer celé nemodifikované T-DNA A. tumefaciens
a A.rhizogenes byly postupné nahrazeny integraci modelovych prokaryotickych gent
(Basiran et al., 1987; Dong a McHughen, 1993; Mlynarova et al., 1994; Bretagne-Sagnard
a Chupeau, 1996) a specifickych gend kodujicich ekonomicky vyznamné znaky
(Jordan a McHughen, 1988; McHughen, 1989; Mc Hughen a Holm, 1995; a dalsi) do genomu
Inu.

Na rozdil od nékterych jinych rostlin jsou u Inu transformacni a regeneraéni protokoly jiz
pomérné dobie propracovany. Transformace probiha s relativné vysokou uspéSnosti, dafi se
regenerovat a dopéstovat fertilni rostliny. Transformace je po kratkodobé selekci naslednych
generaci stabilni a v porovnani s konven¢nimi ptistupy Slechténi mize poskytnout homogenni
material pro dal$i experimentidlni cinnost 1 praktické vyuziti. Historické milniky

v transformaci Inu jsou shrnuty v tab. 1.
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Tab. 1: Historické milniky v transgenozi Inu

Rok Vysledek Reference

1983 Prvni zprava o UuspéSné agrobakterialni transformaci Hebpurn et al., 1983
bunék Inu

1987 Bunécné linie Inu rezistentni k sulfonylmocoviné Jordan a McHughen, 1987
Regenerace prytl z transformovaného kalusu Basiran et al., 1987

1988 Prvni transgenni linie Inu s toleranci ke glyfosatu Jordan a McHughen, 1988
(Roundup®)

1989 |Vneseni rezistence k sulfonylmocoviné do komercnich McHughen, 1989
odrid Inu

1991 Prvni testy s transgennim Inem v polnich podminkach McHughen a Holm, 1991

1991- |Optimalizace transformacni metodiky prevazné tym A. McHughena

1996 a regeneracnich protokol(

1995 Odvozeni a polni testovani GM-Inu s toleranci McHughen a Holm, 1995
ke glufosinat-amoniu

1996 Registrace odridy transgenniho Inu CDC Triffid McHughen et al., 1997
pro komeréni péstovani

1997 |Transformace protoplastli u Inu Ling a Binding, 1997

1999 Geneticka transformace Inu s vyuzitim metody ,particle| Wijayanto a McHughen, 1999
bombardment®
Vyvinuti  tkanové specifického promotoru z Linum Jain et al., 1999
usitatissimum pro vyuziti pfi transformacich Inu
Prvni uvolnéni GM Inu do zivotniho prostfedi v EU (linie Rakousky et al., 1999a; 2001
Inu po inzeréni mutagenezi T-DNA, nahodné indukované
fenotypové zmény)

od 2000 |Probihaji transformace u Inu s vyuzitim nejraznéjSich typl GOI — ,gene of interest* a soubézné
studie a monitoring rizik péstovani a zpracovani GM Inu:

2001 Byla zrudena registrace transgenniho Inu CDC Triffid www.cabn.ca

2004 Pouziti tkanové specifického promotoru pro expresi tfi Wrobel et al., 2004
genu potfebnych pro syntézu poly-B-hydroxybutyratu
(PHB) ve stonku Inu — produkce biodegradovatelnych
polymer(
ZvySeni obsahu nenasycenych mastnych kyselin Abbadi et al., 2004
v semeni Inu (vheseny geny pro desaturasy a elongasy)

2005 |ZvySena antioxidaCni kapacita: vneseni genl pro chalkon Lorenc-Kukuta et al., 2005
synthasu, chalkon isomerasu a dihydroflavonol reduktasu

2007  |Syntéza polyhydroxybutyratu, zlepSeni elasticity vlaken| Wrébel-Kwiatkowska et al., 2007a
Inu
Deficit ligninu, zlepSeni mechanickych vlatnosti Wrébel-Kwiatkowska et al., 2007b
Rezistence k fusariu (vneseny gen pro glykosyl Lorenc-Kukula et al., 2007
transferasu ze Solanum sogarandinum), zvySeny obsah
flavonoidi

2008 |Vneseni genu crtB do Inu, zvySeni obsahu karotenoidu Fujisawa et al., 2008

(a-karoten, B-karoten, lutein)

Biosyntéza pektinazy

Musialak et al., 2008
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Rok Vysledek Reference

2009 Syntéza glutathionu, tolerance k oxidativnimu stresu Czuj et al., 2009
a rezistence k fusariu
Syntéza w-3 mastnych kyselin v semeni Inu Rui-Lopez et al., 2009
Vneseni genu ssgtl, vyssi rezistence k fusariu, zvySeny Lorenc-Kukula et al., 2009
obsah flavonoidu
Testovani dopadu na zivotni prostfedi (unik transgend, Tejklova et al., 2009
mezidruhova hybridizace)

2011 Polni experimenty s GM a bio Inem, vyhodnoceni dopadu Jhala et al., 2011
na zivotni prostfedi

2012  |Vneseny gen pro chalkon synthasu z Petunia hybrida, Zuk et al., 2012
zvySeni antioxidaéni kapacity, zvySena rezistence
k fusariu

2013  |Vneseni genu aMT1 kodujiciho savéi metalothionein, Vrbova et al., 2013
zvySena akumulace tézkych kov(
Exprese chimérického gfp-TUAG6 vyuzitd pro vizualizaci Shysha et al., 2013
mikrotubul(

2014 RNAi silencing genu pro pinoresinol-lariciresinol Renouard et al., 2014
reduktasu (luplr), snizeni akumulace SDG

2015 |ZvySeny obsah kyseliny olejové diky RNAi silencingu Chen et al., 2015

gent pro FAD2 desaturasu

2.6 Ovlivnéni obsahu a sloZeni mastnych kyselin u Inu

2.6.1 FAD2 desaturasa

2.6.1.1 FAD?2 desaturasa — funkce

FAD?2 desaturasa (fatty acid desaturase 2, také A12 ¢i m6-desaturasa) je enzym zajist'ujici
vkladani dvojné vazby na Al12 pozici olejové kyseliny a umoziuje tak jeji konverzi na
linolovou kyselinu. Vedle kodovani desaturasy pro konverzi kyseliny olejové v linolovou
byly objasnény a popsany také nékteré dalsi funkce genu fad2.

FAD?2 desaturasa hraje napfiklad vyznamnou roli pii abiotickych stresech. Bylo zjisténo,
ze se u rostlin uplatiuje pii toleranci k stresim zptsobenym zasolenim ¢i nedostatkem svétla
(Zhang et al., 2012), ackoliv ptesny mechanismus jejiho pusobeni zatim nebyl objasnén.
FAD2 desaturasa ovliviiuje také citlivost rostlin k chladu, coz souvisi se syntézou

polynenasycenych membranovych fosfolipidi, které jsou pii nizkych teplotach dilezité pro

udrZeni funkci burniky a Zivotaschopnosti rostlin (Yang et al., 2006).

Je vsak pravdépodobné, ze gen fad2 v rostlinach ovliviiuje i dalsi funkce, u kterych

souvislost s nim dosud nebyla zjisténa.
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2.6.1.2 Geny pro FAD2 desaturasu

Geny pro FAD2 desaturasu reprezentuji v rostlinach rozmanitou genovou rodinu. Bylo
prokazano, ze napf. v genomu soji se vyskytuje nejméne sedm clent této genové rodiny ve
Ctyfech oblastech genomu (Tang et al.,, 2005; Schlueter et al., 2007). Analyza exprese
odhalila, Ze nejméné tii z genti fad2 jsou exprimovany v semenech a jedna ,,housekeeping®
forma genu ve vétsing pletiv (Schlueter et al., 2007).

U olivovniku byly objeveny dvé formy genu fad2: OepFAD2-1 a OepFAD2-2
(Hernandez et al., 2005), ve slunecnici byly detekovany tii formy tohoto genu
(Martinez-Rivas et al., 2001). Ortologni geny fad2 byly klonovany a charakterizovany napf.
také u bavlniku (Zhang et al., 2009), fepky (Suresha et al., 2013) ¢i svétlice barvirské
(Carthamus tinctorius L.), u niz bylo objeveno dokonce jedenact fad2 gent (Cao et al., 2013).

S velkou pravdépodobnosti se vyskytuje vétsi pocet genlt pro FAD2 také u tabaku
(Yang et al., 2006). Pouze jeden gen pro FAD2 byl vSak detekovan u Arabidopsis
(Zhang et al., 2012).

2.6.1.3 Geny pro FAD2 desaturasu u nu setého

Fofana et al. (2004) identifikovali u Inu dvé kopie genu fad2 exprimované ve vyvijejicich
se semenech a ziskali jejich nekompletni sekvence. Nésledn¢ byly sekvenovany kompletni
FAD2 geny kodujici protein 378 (Krasowska et al., 2007), resp. 382 (Khadake et al., 2009)
aminokyselinami. Thambugala et al. (2013) objevili u genu fad2a ve Inu 21 riznych alel
kodujicich 3 ruzné izoformy FAD2 a v genu fad2b 5 alel kodujicich 4 izoformy. Bylo
zjisténo, ze geny FAD2A a FAD2B jsou z 82 % identické na urovni DNA a z 87 % identické
na urovni aminokyselin. Thambugala a Cloutier (2014) popsali, Ze exprese genu fad2a
afad2b u Inu se zvysuje od 8 do 24 dne po zacatku kveteni a klesa se zranim. Tfi alely genu
fad2a a ctyti alely genu fad2b byly naklonovany (Radovanovic et al., 2014) a nasledn¢ byla
testovana jejich exprese v kvasinkach. Obé izoformy FAD2 vykazovaly urcitou aktivitu,
nicméné byl pozorovan prukazny rozdil v aktivité obou enzyml ve prospéch FAD2B.
Thambugala a Cloutier (2014) i Radovanovic et al. (2014) shodné potvrdili, ze v obou
znamych fad2 genech nejsou zadné introny.

You et al. (2014) identifikovali u Inu vedle dvou diive znamych fad2 gent dalsich 13
gent fad2 genové rodiny. Dvanact z nich tvoii Sest part duplikovanych gent, nékteré z gent
vSak nejsou exprimovany. Bylo zjisténo, Ze ani nové identifikované fad2 geny neobsahuji
introny. Klicovou roli pro obsah mastnych kyselin hraji duplikované pary gent fad2a-1/
fad2a-2 a fad2b-1/ fad2b-2, které jsou siln¢ exprimovany.
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2.6.2 Ovlivnéni obsahu mastnych kyselin u Inu genetickou modifikaci

Byla jiz publikovana fada praci tykajicich se modifikace obsahu a sloZeni mastnych
kyselin v oleji Inu pomoci transgenoze. Syntéza ®-3 mastnych kyselin v semeni Inu byla
zvySena  vnesenim genu pro  A6-desaturasu  pochazejiciho  z Primula  vialii
(Rui-Lopez et al., 2009). V semenech Inu tak byla umoznéna produkce stearidonové kyseliny,
kterd se bézné vyskytuje jen u nékolika malo rostlinnych ¢eledi (zejména Boraginaceae
a Primulaceae). A6-desaturasa z Primula vialii vyuZziva jako substrat kyselinu a-linolenovou,
takze u transgennich rostlin dochazelo k akumulaci kyseliny stearidonové, ale ne kyseliny
y-linolenové.

Len je povazovan za dobrého kandidata pro syntézu SDA (kyseliny stearidonové) diky
vysokému obsahu endogenni a-linolenové kyseliny (ALA). SDA a GLA (y-linolenova) byly
akumulovany 10x vice oproti kontrole v transgennim Inu obsahujicim gen pro desaturasu
z brutnaku 1ékatského (Qiu et al., 2002). Celkové mnozstvi téchto mastnych kyselin v semeni
vSak predstavovalo max. 2 %, coz bylo pravdépodobné zpiisobeno slabou aktivitou pouzitého
promotoru (pomotor pro napin pochazejici z fepky).

Zvyseni obsahu nenasycenych mastnych kyselin (MK) v semeni Inu bylo dosazeno
vnesenim genu pro acyl-desaturasy a elongasy z mechu (Physcomitrella patens), brutnaku
(Borago officinalis) a rozsivky (Phaeodactylum tricornutum). Vysledkem byla vysoka
akumulace ®-6 mastnych kyselin obsahujicich 18 atomt uhliku a az 5 % polynenasycenych
MK obsahujicich 20 atomid uhliku, vcetné kyseliny arachidonové a eikosapentaenové
(Abbadi et al., 2004).

Byly téZ popsany experimenty, ve kterych ovlivnéni obsahu MK ve Inu bylo spise
vedlejSim produktem: napt. pfi pokusu vytvofit len se zlepSenymi antioxidacnimi vlastnostmi
byla vnesenymi geny ovlivnéna i skladba mastnych kyselin (Lorenc-Kukuta et al., 2005).
Vytvofeny konstrukt obsahoval geny pro enzymy zapojené do syntézy flavonoidd: chalkon
synthasu, chalkon isomerasu a dihydroflavonol reduktasu, pochazejici z Petunia hybrida.
U transgennich rostlin byl vedle vysSiho antioxida¢niho potencidlu a vysSi rezistence
k Fusarium culmorum pozorovan nartist mononenasycenych mastnych kyselin a slaby pokles
obsahu polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA). Také byl pozorovan zvyseny podil
kyseliny stearové a olejové.

Stejny tym (Lorenc-Kukuta et al., 2009) popsal vysledky vneseni genu ssgtl pro glykosyl
transferasu ze Solanum sogarandinum do Inu, se zamérem zvysit rezistenci k patogentim.
V transgennich rostlinach autofi pozorovali vy$$i obsah flavonoidii a vys§i hladinu

sekoisolariciresinolu (SDG). Patrné bylo i zvySeni obsahu nenasycenych MK.
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Odezvou na vneseny transgen pro chalkon synthasu pochazejici z rostliny Petunia hybrida
bylo u Inu zvySeni antioxidacni kapacity oleje a také zvySend rezistence k fusariu.
V transformovanych rostlinach bylo zjisténo zvySené mnozstvi nenasycenych mastnych
kyselin, zejména kyseliny a-linolenové (Zuk et al., 2012).

Recentné bylo poprvé popsano cilené zvySovani obsahu kyseliny olejové prostiednictvim
metod genového inzenyrstvi za pouziti RNA interference genid pro fad2 (fad2-1 a fad2-2).
(Chen et al., 2015). V této praci bylo pozorovano zvySeni obsahu kyseliny olejové v semeni
Inu az na 80 %.

Srozvojem novych technik genového inzenyrstvi (TALENS, CRISPR/Cas) se da

predpokladat jejich pouziti pro zménu obsahu mastnych kyselin v plodinach.

2.6.3 PouZiti RNA interference genu pro FAD2 desaturasu

RNA interference genu fad2 byla u Inu poprvé popsana V letosnim roce
(Chen et al., 2015), nicméné jiz diive byla s ispéchem provedena u fady dalSich rostlin.

Uspésné probéhlo umléeni genu pro FAD2 desaturasu pomoci RNA interference
u Arabidopsis thaliana (Stoutjesdijk et al., 2002). Ve vysledku byla u 75 % rostlin
transformovanych konstruktem pro hpRNA prokazana snizena aktivita FAD2. V nékterych
transgennich liniich byla aktivita FAD2 stejné nizka jako u mutantd s nulovou alelou.
Transgenni linie byly testovany po pét generaci, béhem kterych nebyla patrnd Zadna zména ve
stupni silencingu. V dalsi publikaci popisujici pouziti RNAi umlceni genu pro FAD2
u Arabidopsis bylo pozorovano zvySeni obsahu kyseliny olejové z15 % na 63 %
(Belide et al., 2012).

Konstrukt pro RNA interferenci genu fad2 byl testovan také u rostlin tabaku
(Yangetal., 2006). Slo o prvni publikaci tykajici se tkafiové specifickych efektl
Vv transgennich rostlinach pfi pouziti RNA interference genu fad2. Kromé stonku bylo
vysledné mnozstvi kyseliny olejové v transgennich rostlinaich ve vSech organech vyssi
V porovnani s netransgennimi rostlinami. Navzdory silencingu vSak byly v rostliné
pozorovany nizké urovné fad2 transkripti, které mohou byt dostate¢né pro desaturacni
aktivitu.

Umlceni genu fad2 bylo pouzito také ke tvorbé semen baviniku s vysokym obsahem
kyseliny olejové a stearové a souCasnym sniZzenim obsahu kyseliny palmitové a linoleové

(Liu et al., 2002). Pouziti konstruktu pro RNA interferenci genu pro FAD2 desaturasu zvysilo
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obsah kyseliny olejové primérmeé ze 13 % na 78 % ve vice nez poloviné z 29 testovanych
transgennich linii.

V roce 2011 byly nezavisle na sobé publikovany dvé prace popisujici aplikaci RNA
interference genu pro FAD2 a tim zvySeni obsahu kyseliny olejové u s6ji (Chen et al., 2011
a Wagner et al., 2011). Chen et al. (2011) pozorovali jako nasledek RNA interference zvysSeni
obsahu kyseliny olejové z 16 na 55 %. Pro tvorbu konstruktu pouzili sekvenci genu fad2-1
0 délce 850 bp, kterou do vektoru vkladali pouze v jedné orientaci. Wagner et al. (2011)
popisuji zvySeni obsahu olejové kyseliny z 20 % na vice nez 80 %, zapouziti 420 bp
dlouhého fragmentu, ktery byl do vektoru vlozen ve sméru sense a antisense, spolu s genem
fatb (pro snizeni obsahu kyseliny palmitové).

ZvySeni obsahu kyseliny olejové prostfednictvim transformace konstruktem pro umlceni
fad2 genu bylo dosazeno také u fepky (Brassica napus) (Jung et al., 2011; Tian et al., 2011)
aryze (Zaplin et al., 2013).

2.7 Potencialni rizika spojena s péstovanim a vyuzivanim GM Inu

Jako vSechny nové technologie i genové inzenyrstvi vzbuzuje obavy, zejména ve spojenti
s komercionalizaci geneticky upravenych plodin. Skeptici poukazuji, vedle riznych moznych
zdravotnich dopadi, zejména na potencidlni nebezpeci pfenosu transgenli pylem a néaslednou
introgresi s planymi piibuznymi druhy, coz by vedlo ke zménam biodiverzity.

Nutnou podminkou pro péstovani transgenniho Inu musi byt tzv. ERA (environmental risk
assessment) analyzy, tzn. testy hodnotici mozny dopad na Zivotni prostiedi. Je také potfeba
testovat, zda se péstovany GM len mlzZe stat plevelem a zkoumat dopady GMO na necilové
organismy a biodiverzitu.

Popsano bylo pouziti GM Inu ke krmivaiskym studiim. Zkrmovana GM linie Inu se
zvySenym obsahem flavonoidi neméla zadny nezadouci efekt na stfevni mikrofloru kralikt
(Mista et al., 2011).

Problematika ptfenosu pylu mezi GM plodinami a plané rostoucimi rostlinami byla
zminovana Vcelé fadé publikaci (Beckie et al., 2003; Hall et al, 2003;
Warwick a Stewart, 2005; Jhala et al., 2008, 2009, 2011). Pokud by transgen nepfinasel
urcitou vyhodu tykajici se zivotaschopnosti (selekéni vyhodu, napf. toleranci k herbicidu), je
nepravdépodobné, ze by GM len mohl byt invazivni.

Jhala et al. (2008) popsali schopnost Inu hybridizovat nejméné s deviti druhy Linum

vyskytujicimi se v Asii a Evrop¢, které maji stejné chromozomové Cislo jako péstovany len
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sety (n = 15). V Kanad¢ bylo popsano devét druhti Inu, nicméné pouze L. rigidum Pursh var.
rigidum a L. sulcatum Riddell maji shodné chromozomové C¢&islo s kulturnim Inem
(Jhala et al. 2009).

Rakousky et al. (2004), Griga et al. (2008), Tejklova et al. (2009) a Tejklova et al.
(nepublikovana data) popsali moznosti uniku transgenti prostfednictvim nekontrolovaného
ktizeni mezi transformovanym a netransformovanym Inem. Byly urCeny frekvence
piirozeného kiizeni mezi testovanymi rostlinami a maximalni vzdalenost pienosu pylu.
Testovani bylo zaméfeno také na mezidruhovou hybridizaci mezi L. usitatissimum
a L. flavum, jedingm planym druhem Inu v Ceské republice a stfedni Evropé potencialng
ktizitelnym s kulturnim Inem. Vysledky ukazaly, Ze pravdépodobnost nekontrolovaného
ktizeni mezi GM Inem a L. flavum je extrémné nizka (Tejklova et al., nepublikovana data).

Unik pylu je viak pouze jednou z moznosti nechténého tniku transgeni z GM Inu.
Zkusenosti s GM odrudou CDC Triffid ukazuji, ze zaména osiva bézného Inu a GM Inu ¢i

jejich smichani maze vést k zasadnim ekonomickym ztratdm a obchodnim piekazkam.

2.7.1 CDC Triffid

CDC Triffid byla prvni a doposud jedind transgenni odrida Inu. Z védeckého
a Slechtitelského pohledu zlstane prikopnikem mezi GM plodinami.

Triffid obsahoval gen pro toleranci k herbicidu (McHughen et al., 1997), konkrétné gen
pro  acetolaktdt  synthasu  z Arabidopsis  puvodné  popsany a  klonovany
Haughnem et al. (1988). Polni pokusy zacaly jiz na konci 80. let, zatimco schvalovaci proces
byl zahajen v roce 1994 (Viju et al., 2014), coz naznacuje, Ze védci méli do zna¢né miry
naskok pired legislativou. Pro komer¢ni vyuziti v Kanadé byl schvéilen vroce 1998,
nasledujici rok vSak Evropa pohrozila zastavenim dovozu Inu  z Kanady
(Ryan a Smyth, 2012). CDC Triffid byl nasledné v roce 2001 deregistrovan, coz byl patrné
prvni a jediny pfipad deregistrace odrudy v historii.

V roce 2009 byl vsak Triffid detekovan Vv potravinach v EU a nasledné v dodavkach Inu
zKanady. V reakci na tuto udalost Evropa zastavila dovoz Inu z Kanady
(Ryan a Smyth, 2012). Vysly mnohé publikace s navody na detekci odridy Triffid - jak na
zakladé PCR (Nakamura et al., 2010), tak i kvantitativni PCR (Vanella et al., 2014).
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2.8 Péstovani GM Inu — soucasny stav

Evropska unie je vyznamnym protagonistou Vv mezinarodni debaté o geneticky
modifikovanych produktech. Ptevlada zde velmi obezietny az skepticky pristup ke GMO.
Dtiikazem toho je malo evidovanych ploch polnich pokusti s GM plodinami, vyrazné nizsi
pocet GM plodin schvalenych pro uvedeni do obéhu a nepomérné nizsi pocet GM plodin
schvalenych pro péstovani (pouze dvé ve srovnani s 25 ve svété). Navzdory redukovanym
plocham s GM plodinami v EU, je Evropska unie velkym dovozcem GM plodin, coz
evropské péstitele jednoznacné znevyhodnuje.

Polni pokusy s GM Inem byly v Evropé doposud provadény ve tiech zemich (Svédsko,
Polsko, CR). Modifikace byly provedeny s cilem zmény sloZeni oleje, obsahu flavonoidi,
zvySeni elasticity (vyroba bioplastl), zvySené toleranci k herbicidim, hmyzu a houbam
a zlepseni schopnosti akumulace tézkych kovii. Plocha polnich pokusti s GM Inem byla v CR
vroce 2014 0,007 ha (zdroj: Ministerstvo zemédélstvi). Navzdory schvaleni péstovani
v Kanad¢ (kultivar CDC Triffid) neni Zadny GM len v soucasnosti nikde na svété komeréné
péstovan (http://www.gmo-compass.org).

Je jasné, Ze GM produkty nemohou uspét na trhu bez souhlasu spolecnosti. Nabizi se
zejména vyuziti GMO pro nepotravinaiské ucely, coz by mohlo byt 1épe akceptovano
spole¢nosti — v ptipadé Inu napt. fytoremediace. Dale se nabizi nové pfistupy jako cisgenoze
nebo metody cilenych modifikaci genomu, na které by mohlo byt nahlizeno ,,lépe” nez

na klasické genetické modifikace.
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3 CILE PRACE

Cilem diserta¢ni prace bylo vytvofit konstrukt pro transformaci Inu setého (Linum
usitatissimum L.) indukujici zménu obsahu a slozeni oleje v semenech (konkrétné zvyseni
obsahu kyseliny olejové v semeni), transformace Inu, selekce a testovani ziskanych rostlin.

Prvni z piistuptt k dosazeni tohoto cile spocival v inaktivaci genu fad2 pomoci principu
RNA interference. Konstrukt byl vytvofen pro expresi dvoufetézcové RNA — mezi obéma
fragmenty genu pro FAD2 obsahoval intron (struktura optimalni pro tvorbu vlasenky).

Pro testovani funk¢nosti konstruktu pfed samotnou transformaci Inu setého byla vybrana
metoda transformace modelového systému tabaku. Po transformaci Inu byly regenerované
rostliny testovany histochemicky, pomoci PCR a kvantitativni PCR. Dale byly provadény
analyzy obsahu a sloZeni oleje v semenech Inu.

Druhym pfistupem bylo vyuziti progresivni metody TALENS (Tale nucleases trascription
activator-like effectors). Byla provedena transformace Inu setého TALENs konstrukty,
nasledné probihala selekce a testovani ziskanych vzorki (kalust, prytt, rostlin) pomoci metod
molekularni genetiky (enrichment PCR, sekvenovani).

Pro praci byly zvoleny nésledujici dil¢i cile:

1) tvorba konstruktu pro dosazeni RNA interference genu fad2 u Inu

2) transformace modelového systému (rostliny tabaku)

3) transformace Inu a regenerace transformovanych rostlin

4) testovani rostlin transformovanych konstruktem pro vyvolani RNAi (histochemicky,

pomoci PCR, kvantitativni PCR, analyzy zmény obsahu a slozeni oleje)

5) agrobakterialni transformace hypokotyld s uzitim konstrukti TALENs indukujicich

vznik mutace v genech fad2

6) transformace Inu metodou floral dip za uziti konstruktu TALENs a kontrolniho

konstruktu obsahujiciho gen uidA

7) testovani explantatt/rostlin transformovanych konstrukty TALENs (PCR, enrichment

PCR, sekvenovani)
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzity material

4.1.1 Rostlinny material

Pro kontrolni transformaci byly pouzity rostliny tabaku virginského (Nicotiana
tabacum L.), linie SR-1, které byly kultivovany in vitro.

Pro transformaci RNAi konstruktem byla pouzita semena nizkolinolenové linie olejného
Inu AGT 1538/07 a responzivni genotyp linie AGT 583/05 s klasickou skladbou mastnych
kyselin, pro transformaci konstrukty TALENs byla pouzita linie AGT 583/05.
Pro transformaci metodou floral dip byl pouzit genotyp olejného Inu AGT 145.

AGT je zkratka pro $lechtitelské linie Inu spolec¢nosti Agritec. Osivo bylo poskytnuto ze
Slechtitelského programu Inu firmy Agritec, vyzkum, Slechténi a sluzby, s.r.o. (Slechtitelky
RNDr. E. Tejklova, Ing. M. Vrbova, Ph.D.).

4.1.2 Babkteridlni kultury

Pro namnoZeni plasmidi byla pouzita kultura kompetentnich bun¢k Escherichia coli
kmen Top 10. Transformace rostlin byla provadéna prostiednictvim Agrobacteria tumefaciens
kmenti EHA105 a GV3101.

Bakterialnich kultury (E.coli i A. tumefaciens) byly dlouhodobé uchovavany v 10 — 20%
roztoku glycerolu pii —80 °C.

4.1.3 Pouité plasmidy
Pro kontrolni sekvenaci PCR produktu genu fad2 byl pouzit pJET1.2/ blunt Cloning
Vector (obr. 5), ktery je soudasti CloneJET'™ PCR Cloning Kit (Fermentas, Vilnius, Litva).

pJET1.2/blunt
| 2974 hp

™,

___-'-"’;
_ep (pMBY)_—~
Obr. 5: Schéma vektoru pJET (Fermentas, Vilnius, Litva)
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Pro tvorbu expresni kazety byl pouzit vektor pHannibal (CSIRO, Canberra, Australie),

ktery umoziuje tvorbu konstrukti pro RNA interferenci (obr. 6).

Nof (5819)
QOGS terminator
Xba | o —
rﬁ;?rﬂl é g ™
Cia | ;;“r y
INTRON :" I,-" Amp resistance
keni. | | pHANNIBAL
EcoRl
Xhol F
-Q-l:.
f;
CaMV 358 g
P .
Nof [(Z859)

Obr. 6. Schéma vektoru pHannibal

Pro tvorbu finalniho konstruktu byl pouzit plasmid pGreenll (obr. 7), do kterého byla
vloZena expresni kazeta vyStépena z pHannibal. Do klonovaciho mista v oblasti T-DNA byl
vlozen reportérovy gen UidA, Ktery koduje enzym B-glukuronidasu (GUS) s promotorem 35S.
Dale byl k vnitini stran¢ levé hranice (LB) vlozen selek¢éni gen bar pro rezistenci rostlin
k fosfinotricinu (PPT) s promotorem nos (nopalin synthasa).

Mimo oblast T-DNA obsahuje pGreenll tradiéni soucasti bindrnich plasmida
pro transformaci rostlin jako jsou pocatek replikace pSa ori pro replikaci v Agrobacterium
tumefaciens, pocatek replikace ColE1 pro replikaci v Escherichia coli a gen nptl
pro bakterialni rezistenci k antibiotiku kanamycin.

Pomocny plasmid pSoup (obr. 8) obsahuje ColE1 ori pro replikaci v E. coli, mnohocetné
klonovaci misto, gen RepA umoznujici replikaci v A. tumefaciens a gen pro tetracyklinovou

rezistenci.

pGreenil plasmid backbone

2495 hp

BspHI

Pl
Obr. 7: Schéma vektoru pGreenll
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Sad (1177)
o (1183)

Smal (1185
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Spf (1216)
Hindlil (1218)

ARl (8234)

ARl (6003)

Obr. 8: Schéma vektoru pSoup (helper plasmid)

Pro tvorbu konstruktt TALENS byl vyuzit vektorovy systém pClean (Thole et al., 2007),
konkrétné vektor G-126 spolu s pomocnym pCLEAN S-167. Schéma vektorového systému
pClean je uvedeno na obr. 9.

pCLEAN-G147*
PCLEAN-G144*
pCLEAN-G146*
pCLEAN-G121*
pCLEAN-G126*
pCLEAN-G181*
pCLEAN-G185*
pCLEAN-G129*
pCLEAN-G130*
pCLEAN-G182*
pCLEAN-G131

pCLEAN-G132

pCLEAN-S161*
pCLEAN-S167*

lo

CISISIOICIBIOISIOIOIOID)

kanamycin resistance gene
BBl tetracycline resistance gene
wild-type virG gene
B pGreenll original suboptimal LB (24 nt) i
B pCLEAN consensus LB (25 nt)
[] RB (25 nt)
mmmm pGreenll original large inner T-DNA (728 nt)
mm pCLEAN minimal inner T-DNA (52 nt)
pGreenll-based vector backbone
pSoup-based vector backbone

Obr. 9: Schéma série vektorovych konstruktii pClean (Thole et al., 2007)

Jako kontrola obsahujici gen UidA pfi transformaci metodou floral dip byl pouzit plasmid
pBloMT (Vrbova et al., 2013) vytvoreny z plasmidu pBIl121 (Clontech). Oblast T-DNA

tohoto konstruktu je zachycena na obr. 10. Konstrukt obsahuje kazetu pro expresi fuzniho
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proteinu  cHMT1A-GUS. oHMT1A zna¢i o doménu sav¢iho metalothioneinu 1A.
Transformanti vznikli s vyuzitim tohoto konstruktu jsou ve firmé Agritec vyuzivani pro

fytoremediacni pokusy.

RB ATG ATG TGA LB
|
<-| NOS—ProH nptit IINOS—terl- CaMV 35S Prom. I-l-mof GUS H'NOS—ter
1 —
5 = 5% % 3 & g &
= Q 1
Obr. 10: SchémaT-DNA vektorového konstruktu pBlaMT
4.1.4 PouZita média, roztoky
Tab. 2: Pouzita kultivacni média pro bakterie
Nazev média Komponenty/ 1l agar [|antibiotika pH
Tekuté LB 10 g trypton - 100 mg.I"ampicilin 7,2
(Ausubel et al., 1992) 5 g kvasni¢ny extrakt nebo 50 mg.I" kanamycin
Pevné LB 5 g NaCl 15¢g (kanamycin + rifampicin pro|7,2
(Ausubel et al., 1992) 1ml1M NaOH A. tumefacines)
SOB médium 20 g trypton - - -
(Ausubel et al., 1992) 5 g kvasnicny extrakt
0,5 g NaCl
0,186 g KCI
SOC médium K SOB médiu: - - -
(Ausubel et al., 1992) 5 ml 2M MgCl,

20 ml 1M glukosy

4.1.4.1 Meédia pro kultivaci transformovaného tabaku
MS 0/0 médium (na objem 1 1):
e 4,3 g Murashige a Skoog mikro a makro prvky (Duchefa)
e 30 g sacharosa
e 2 ml 5x Bl-inositol
e 3 mlMillers|

5x B1-inositol (na objem 50 ml):
e 0,025 g thiamin

e 2,59 myo-inositol

e 501l 0,5MEDTA

e Miller’s I (na objem 50 ml):

e 39 KH,PO4 rozpustén ve vodeé
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MS 0,1/1 médium — kokultiva¢ni (na objem 1 I):

MS 0/0 obsahujici:

e 6 g Phytoagar (Duchefa)

e 1,0 mg BAP (1 ml zas. roztoku 1mg/ml v KOH)

e 0,1 mg NAA (100 pl zas roztoku 1 mg/ml v 70% ethanolu)

pH upravené na 5,7 (pomoci KOH), sterilizace v autoklavu

MS 0,1/1 médium — selek¢ni (na objem 1 1):

MS 0,1/1 médium — kokultivac¢ni obsahujici:

e 300 mg.I" augmentin (rozpustén ve vodg)

e 2 mg.I" fosfinotricinu (PPT) (rozpustén ve vode)

e 500 mg.I" timentin (rozpu§tén ve vods)

Gamborg B5 médium (na objem 1 ):

e 3,163 g B5S Gamborg makro a mikro prvky + vitaminy (Duchefa)
e 0,5 g aktivni uhli

e 10 g sacharosa

e 8 g Phytoagar (Duchefa)

pH upravené na 5,8

e 300 mg.I" augmentin

e 500 mg.I"* timentin

4.1.4.2 Média pro kultivaci transformovaného Inu
Zakladni MS médium: pH 5,8 (Murashige a Skoog, 1962)
MS1 selekéni médium
MS obsahujici :
e 2mg.ltPPT
e 500 mg.I"* timentinu
e 200 mg.I"* augmentinu
e 1mgl*BAP
e 0,02mg.l* NAA
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MS2 selekéni médium
MS obsahujici:
2 mg.I" PPT

300 mg.I™ timentinu
100 mg.I™ augmentinu
1 mg.I* BAP

0,02 mg.I'* NAA

MS3 selekéni médium
MS obsahujici:

e 2mg.l*PPT

e 250 mg.I" timentinu
e 1mgl'BAP

e 0,02 mg.I" NAA

R médium zakotenovaci
MS médium doplnéné:
e 0,005 mg.I" NAA

e 05mg.l*PPT

e 15 mg timentinu

4.1.4.3 Roztoky pouzité pro histochemicky GUS test
Ptipraveno podle Fiitterer et al. (1995).
Roztok pro histochemicky GUS test:
e 100 mM Na;HPO4/KH,PO,
e 10 mM Na;EDTA
e 5 mM Ky[Fell(CN)g]
e 5mM Ks[Felll(CN)g]
e 0,1% Triton X-100
e 0,3% X-Gluc
pH7-8
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Ptiprava 1 ml roztoku:

e 100 ul 1M NayHPOL/KH2PO4, pH 7,0
e 20 pul0,5M NaEDTA

e 100 ul 50 mM Ky4[Fell(CN)s]

e 100 pl 50 mM K3[Felll(CN)g]

e 30 ul zasobni roztok X-Gluc

e 10 pl 10% Triton 100

e 640 pl sterilni destilovana voda

1M NayHPO4/KH2POy, pH 7, uchovano pii —20 °C
e 6,4% objem 1M Na;HPO,

e 3,6% objem KH,PO,

e 90% objem H,O

50 mM Ky[Fell(CN)g], uchovano pti —20 °C
e 0,211 g Ky[Fell(CN)g] rozpusténo v 10 ml vody a prefiltrovano pies sterilni filtr

50 mM Kj[Felll(CN)g], uchovano pii —20 °C
e 0,165 g Ks[Felll(CN)g] rozpusténo v 10 ml vody a piefiltrovano ptes sterilni filtr

10% Triton X-100 (vodni roztok)

Zasobni roztok X-Gluc (Castle a Morris, 1994)
e 0,1 mg/ul X-Gluc rozpusténo v N,N-dimethylformamidu

4.2 Metodika
4.2.1 Tvorba konstruktu pwWellFAD2i

4.2.1.1 lzolace genomové DNA

Pro amplifikaci fragmentu genu fad2 Inu setého byla pouzita genomova DNA linie
AGT 583/05.

Listy rostlin byly homogenizovany v kapalném dusiku a pomoci Invisorb® Spin Plant

Mini Kit (STRATEC Molecular, Berlin, Némecko) z nich byla izolovana genomova DNA dle
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protokolu vyrobce. DNA ziskana z pfiblizn¢ 100 mg materialu byla rozpusténa ve 200 pl

elu¢niho pufru a zamrazena.

4.2.1.2 PCR amplifikace fragmentu genu fad2

Pro potieby klonovacich krokli byly do PCR primera syntézou zabudovany sekvence pro
restrikéni mista Xhol/EcoRI v ptipad¢ sense fragmentu a Xbal/Hindlll v ptipad¢ antisense
fragmentu.

Pouzité primery (prvni dva pro antisense orientaci, druhy par pro sense fragment) jsou

zobrazeny v tabulce 3.

Tab. 3: PCR primery navrzené pro amplifikaci fragmentii genu fad2 (véetné pridatnych restrikcnich mist)

Nazev primeru Sekvence (5'-3")
FAD-R2-Hindlll AAGCTTCTCATCACGATCAAGCGATCC
FAD-F2-Xbal TCTAGAAGGTGGAAGAATGCCAGTGC
FAD-R1-EcoRI GAATTCCTCATCACGATCAAGCGATCC
FAD-F1-Xhol CTCGAGAGGTGGAAGAATGCCAGTGC

PCR probihala v termalnim cykleru Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg,
Némecko) v objemu 15 ul v 0,2ml zkumavkéch (TreffLab, Degersheim, Svycarsko).

Slozeni reakéni smési bylo: 20 — 50 ng DNA, 1x Dream Taq PCR buffer, 100 uM kazdého
nukleotidu, 0,4 uM kazdého primeru a 1 U Dream Taq Polymerase (Fermentas, Vilnius,
Litva).

Teplotni profil PCR reakce byl: 95 °C/ 9 min + 40x (95 °C/ 45 s, 54 °C/ 1 min, 72 °C/
90 s) se zavere¢nou elongaci 72 °C/ 7 min.

Produkty PCR reakce byly rozdéleny na 1,5% agarozovém gelu (Serva, Duisburg,
Némecko) barveném ethidium bromidem, nasviceny UV svétlem a nasnimany.

Nasledné byly vyfezany z gelu a purifikovany pomoci Invisorb® Fragment CleanUp
(STRATEC Molecular, Berlin, Némecko) dle protokolu vyrobce.

4.2.1.3 Klonovani do vektoru pJET a kontrolni sekvenace

Klonovani do vektoru pJET1.2/ blunt Cloning Vector bylo provedeno pomoci kitu
CloneJET™ PCR Cloning Kit (Fermentas, Vilnius, Litva) dle navodu vyrobce (Sticky-End
Cloning protocol).

Transformace E. coli byla provedena podle protokolu Transformation Protocol from
Overnight Bacterial Culture pomoci kitu TransformAid™ Bacterial Transformation Kit

(Fermentas, Vilnius, Litva).
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Plasmidova DNA byla izolovana pomoci kitu Invisorb Spin Plasmid Mini Two
(STRATEC Molecular, Berlin, Némecko) a jeji koncentrace byla zméfena pomoci
spektrofotometru.

Nasledn¢ byla piipravena sekvena¢ni reakce o celkovém objemu 8 pl, sestavajici z 5 pmol
primeru, DNA v mnozstvi 10 ng/100 bp celkové délky produktu a vody.

Smés piipravend pro sekvenaci byla odesldana do Laboratofe sekvenace DNA
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Vysledné sekvence byly analyzovany

v programu Sequence Scanner Software v1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Stejnym

zptisobem byla provedena i sekvence dalSich vzorkd v ramci této prace.

4.2.1.4 Klonovani fragmentit genu fad2 do pHannibal
Po ovéfeni sekvence byly PCR produkty vystépeny pomoci restrikénich endonukleas,

vyfezany z gelu, purifikovany a nasledné postupné klonovany do vektoru pHannibal.

Clal
Kpni Hindlll
EcoR| | BamHI
Notl Xhol \ | | Xbal Nofl
kxﬁiﬁ«ﬁm»ﬂ,«m»mma
CaMV 358 b OCS terminator
PDK Intron
pHANNIBAL/KANNIBAL

Cilovy gen

Obr. 11: Schéma kionovani do vektoru pHannibal

PCR fragment byl klonovan v sense (piimé) orientaci do polylinkeru Xhol/EcoRI/Kpnl a
v antisense (komplementarni) orientaci do polylinkeru Clal/HindlIl/BamHI/Xbal. Ligace
fragmentt fad2 byla provedena postupné pomoci ptidanych restrikénich mist Xhol/EcoRI a
nasledn¢ Xbal/Hindlll se Stépenym plasmidem pHANNIBAL (schéma klonovani je
znazornéno na obr. 11).

Pro restrikci byly pouzity restrikéni enzymy a pufry vyrobce Thermo Fisher Scientific

(Waltham, USA). Slozeni restrikénich smési je uvedeno v tabulkach 4 a 5.

Tab. 4: Reakcni smés pro Stépeni plasmidii pJET (obsahujici fad2 fragment s restrikénimi misty pro sense
orientaci) a pHannibal

Reagencie pJET (ul) pHannibal (pl)
Ultracistd H,O 13 14,5
Pufr Tango 4 4
Restrikéni Xhol 0,5 Xhol 0,5
enzymy EcoRI 0,5 EcoRI 0,5
DNA 2 0,5
celkem 20
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Tab. 5: Reakcni smés pro Stépeni plasmidii pJET (obsahujici fad2 fragment pro antisense orientaci) a pHannibal

obsahujiciho klonovany fragment fad2 v sense orientaci

Reagencie pJET (ul) pHannibal (ul)
Ultracista H,O 14,5 16

Pufr Tango 2 2
Restrikéni HindlIIl 1 Hindlll 1
enzymy Xbal 0,5 Xbal 0,5
DNA 2 0,5
celkem 20

Po probéhnuti restrikéni reakce byla provedena defosforylace vektoru pHannibal pfidanim
0,5 pl alkalické fosfatasy a 2,2 ul odpovidajiciho pufru, vzorek byl inkubovén dal$ich 30 min
pti 37 °C.

Fragmenty byly po restrikci a elektroforéze vyfiznuty z gelu a purifikovany pomoci
Invisorb® Fragment CleanUp (STRATEC Molecular, Berlin, Némecko) dle protokolu
vyrobce.

Koncentrace plasmidu i inzertu byla méfena pomoci spektrofotometru. Dle koncentrace
bylo optimalizovdno mnozstvi DNA ptidané do reakéni smési pro ligaci. Pro ligaci je vhodné
pouzit molarni pomér inzertu k vektoru 3:1 (obr.12). SloZeni reakénich smési je

zaznamenano v tabulkéach 6 a 7, michani ligacnich reakci probihalo na ledu.

ng plazmidu X velikost inzertu v kb

3
X — = ng mzertu
velikost plazmidu v kb 1 =

Obr. 12: Vzorec pro vypocet optimdlniho mnozstvi inzertu a plasmidu pro ligacni reakci

Tab. 6: SlozZeni ligacni smési pri klonovani sense fragmentu fad2 do vektoru pHannibal

Reagencie Objem (pl)
T4 DNA Ligase (Promega) 1

2x Rapid Ligation Buffer 10
inzert 4
vektor

celkem 20

Tab. 7: Slozent ligacni smési pii klonovani antisense fragmentu fad2 do pHannibal obsahujiciho fragment fad2

V Sense orientaci

Reagencie Objem (ul)
T4 DNA Ligase (Promega) 1
2x Rapid Ligation Buffer 10
inzert 3
vektor 6
celkem 20
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Reakce probihaly 24 hod pfi teploté¢ 4 °C. Po dokonceni ligace byla liga¢ni smés
purifikovana kitem Invisorb® Fragment CleanUp (STRATEC Molecular, Berlin, Némecko)
a nasledovala transformace, ktera byla v obou klonovacich krocich provedena elektroporaci.
Elektrokompetentni buiiky E. coli TOP10 byly ziskany a elektroporace byla provadéna
postupem dle Ausubela et al. (1992).

Elektrokompetentni buiiky (alikvot 80 pl skladovany pii =70 °C) byly na ledu rozmrazeny
a pridana liga¢ni smés (10 pl). Smés byla 1 minutu ponechdna na ledu, pak byl vzorek
pfenesen do elektropora¢ni kyvety a elektroporovan elektroporatorem Easyject (Equibio,
Middlesex, UK) pii 12,5 Kv/cm, 25 pF, 400 Q.

Ke vzorku byl pfidan 1 ml SOC média (slozeni je zaznamenano v tabulce 2), vzorek
pfenesen do 15 ml sterilni zkumavky s vickem a kultivovan 30 minut na orbitalni tfepacce pii
60 rpm a 37 °C. Desetina objemu média (100 pl) byla rozetfena sklenénou ty€inkou na misky
s pevnym LB médiem s antibiotikem. Kultivace probihala pti 37 °C 18 hodin.

Testovani narostlych kolonii po klonovani bylo provedeno pomoci PCR. Narostlé¢ kolonie
byly pieockovany sterilnim paratkem do roztoku 50 mM MgCl,/ 50 mM Tris, pH 7, z roztoku
byly odebrany 2 ul a pouzity jako templat pro PCR. Reakce probihala v celkovém objemu
15 pl, pfidana byla 1 U MyTaq RED DNA Polymerase, 5x koncentrovany My Taq Reaction
buffer (Bioline, Taunton, MA, USA) a 3 uM od kazdého primeru. Sekvence primert pro PCR

je znazornéna v tabulce 8.

Tab. 8: Primery pro PCR testovani pritomnosti inzertii v pHannibal

Inzert v polylinkeru Xhol/EcoRI/Kpnl Sekvence primeru (5'-3")

Primer INS1 TCCTTCGCAAGACCCTTCCT

Primer INS2 TCTTCGTCTTACATCATTGTCA
Inzert v polylinkeru Clal/Hindlll/BamHI/Xbal |Sekvence primeru (5'-3')

Primer INS3 ACAGTTGGGAAATTGGGTTCGAAAT
Primer INS4 GAACCGAAACCGGCGGTAAG

Teplotni profil PCR reakce byl: 94 °C /3 min + 35x (94 °C /30 s, 57 °C /1 min, 72 °C /
60 s) se zavére¢nou elongaci 72 °C /10 min.

Po PCR testovani byly vybrané kolonie pfeockovany a ponechany pies noc pii teploté
37 °C v tekutém LB médiu doplnéném ampicilinem. Nasledné byla izolovana plasmidova
DNA kitem Invisorb Spin Plasmid Mini Two (STRATEC Molecular, Berlin, Némecko)
a bylo provedeno testovani restrikci (Hindlll a Xbal; EcoRI a Xhol), jehoz vysledkem byl
fragment o délce 442 bp (o velikosti inzertu).
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4.2.1.5 Klonovani expresni kazety do vektoru pWell02

pHannibal obsahujici fragmenty genu fad2 v sense i antisense orientaci byl Stépen
enzymem Notl. Takto byla vyStépena oblast promotoru, genu naSeho zajmu v sense
a antisense orientaci s intronem a terminatoru. Tato expresni kazeta byla vlozena do vektoru
PWELLO2.

Plasmid pWELLO2 byl vytvofen z vektoru pGREEN (Hellens et al., 2000; obr. 6), do
kterého byl naklonovan selekéni gen nos::bar a reportérovy gen 35S::uidA. Obsahuje vhodné
restikéni misto Notl, které bylo pouzito i pro restrikci inzertu. Slozeni restrik¢ni smési je

uvedeno v tabulce 9.

Tab. 9: SloZeni restrikcni smési pro $tépeni vektoru pWell02b a vystépeni expresni kazety z vektoru pHannibal

Reagencie pWell02b (ul) pHannibal (pl)
Ultragista H,O 15,5 13,5
Pufr 2 2
Notl 0,5 0,5
DNA 2 4
celkem 20

Po skonceni restrikéni reakce byla provedena defosforylace vektoru pWell02b ptidanim
0,5 ul alkalické fosfatasy a 2,2 pl odpovidajiciho pufru, vzorek byl inkubovan dalSich
30 minut pii 37 °C.

Fragmenty byly po elektroforéze vyfiznuty z gelu a purifikovany pomoci Invisorb®
Fragment CleanUp (STRATEC Molecular, Berlin, Némecko). Koncentrace plasmidu i inzertu
byla métena pomoci spektrofotometru a byla namichéana ligacni reakce. SloZeni liga¢ni smési

je znazornéno v tabulce 10.

Tab. 10: SloZeni ligacni smési pii klonovani expresni kazety do vektoru pWell02b

Reagencie Objem (pl)
T4 DNA Ligase (Promega) 1

2x Rapid Ligation Buffer 10
inzert 6
vektor

celkem 20

Po purifikaci ligacni smési byla provedena transformace elektroporaci stejné jako

Vv ptipadé klonovani fragmentt fad2 do vektoru pHannibal.
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Po klonovani expresni kazety do pWELLO2 byly vznikl¢ klony testovany restrikci.
Vzorky, u kterych dle restrikéni analyzy vySly oekavané délky fragmenti, byly testovany
sekvenaci. Ta umoznila nejen kontrolu spravnosti sekvence, ale téz urceni sense ¢i antisense
orientace inzertu.

Poslednim krokem pfipravy konstruktu byla jeho transformace do Agrobacterium

tumefaciens spolu s pomocnym vektorem pSoup.

4.2.1.6 Elektroporace plasmidu pWellFAD2i do Agrobacterium tumefaciens

Elektrokompetentni burniky (alikvot 80 pl skladovany pii —70°C) byly na ledu
rozmrazeny, byl k nim pfidan 1 pl plasmidu pWellFAD2i a 1 ul pomocného plasmidu pSoup.
Vzorek byl elektroporovan elektroporatorem Easyject (Equibio, Middlesex, UK)
pti 12,5 Kv/em, 25 pF, 400 Q.

Ke vzorku byl pfidan 1 ml SOC média, vzorek pienesen do 15 ml sterilni zkumavky
s vickem a kultivovan 30 minut na orbitalni tfepacce pii 60 rpm a 28 °C. Desetina objemu
média (100 ul) a zbytek média (sta¢i se v centrifuze) byly rozetieny sklenénou ty¢inkou
na misky s pevnym LB médiem s antibiotiky (50 mg.I"* kanamycin a 100 mg.I™ rifampicin).

Kultivace probihala pii 28 °C po dobu 48 hod. Narostlé kolonie byly ptfeockovany
sterilnim paratkem do 5 ml tekutého LB média bez antibiotik a kultivovany pies noc
pii teploté 28 °C a pouzity pro zkuSebni transformaci rostlin tabaku.

Z transformovaného agrobakteria byly vytvofeny zasobni alikvoty uchovavané v roztoku

glycerolu pii —80 °C.
4.2.2 Transformace tabdku

4.2.2.1 Transformace tabdku pomoci A. tumefaciens

Pro transformaci tabaku byla pouzita metoda transformace listovych disktt (Dombrowski
et al., 1994). Pro transformaci bylo pouzito Sml kultury A. tumefaciens, ktera byla namnozena
pfes noc vtekuttm LB médiu bez antibiotik. Narostlé kultury byly zcentrifugovany
pii 3000 x g/ 20 min pii pokojové teploté a resuspendovany v LB médiu.

Ve flowboxu byly sterilnim korkovrtem na zvlhéeném papife vyraZeny listové disky (bez
hrubé nervatury). Tyto disky byly pfeneseny na cca 1 min do suspenze A. tumefaciens
(opticka denzita — ODggo> 0,7). Nasledné byly vyjmuty, osuSeny na filtranim papife

a preneseny na MS 0,1/1 médium vrchni stranou listu dolt.
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4.2.2.2 Kultivace transformovaného tabaku

Listové disky byly po transformaci ponechany tfi dny na kokultivaénim MS 0,1/1 médiu
pii teplot¢ 28 °C. Poté byly piepasazovany na selekéni médium obsahujici augmentin
(300 mg.I") a timentin (500 mg.l™"). Béhem pasdZovani byly odebrany ti listové disky,
na kterych byl proveden histochemicky GUS test.

Po tiech tydnech byly kalusy vytvotfené z listovych diskii pfeneseny na selekéni médium
s obsahem augmentinu (300 mg.I™), timentin (500 mg.1™) a také PPT (2 mg.I™).

Pryty vytvoiené na kalusech byly nakonec piepasazovany na kultivaéni médium Gamborg

B5 s augmentinem (300 mg.I™) a timentinem (500 mg.I™) pro regeneraci celistvych rostlin.

4.2.2.3 Histochemicky GUS test

Histochemicky GUS test byl proveden pro ovéfeni ucinnosti transformace (rozliSeni
transformovanych listovych diski od netransformovanych) po tfech dnech kultivace
na kokultivacnim MS médiu. Na vybrané listové disky bylo aplikovano 300 pl ptipraveného
roztoku pro histochemicky GUS test. Inkubace probihala po dobu 24 hodin pii teploté 37 °C.

Pro lepsi zviditelnéni modrého zbarveni byl chlorofyl z listli odstranén pomoci 70% ethanolu.

4.2.2.4 PCR testovani dopéstovanych transgenich rostlin tabaku

DNA z vybranych vzorkd pozitivnich pfi histochemické GUS detekci byla izolovana
pomoci kitu Invisorb® Spin Plant Mini Kit (STRATEC Molecular, Berlin, Némecko).

Pro PCR byly pouzity primery amplifikujici oblast reportérového genu uidA. Primery jsou

vedeny v tabulce 11.

Tab. 11: Primery pro PCR testovani transgennich rostlin tabdku

Nazev primeru Sekvence (5'-3")
GUS1 GATCGCGAAAACTGTGGAAT
GUS2 TCTGCCAGTTCAGTTCGTTG

Reakéni smés tvofilo 20 — 50 ng genomové DNA, 1x Dream Taq PCR buffer, 100 uM
kazdého nukleotidu, 0,4 uM kazdého primeru a 1 U Dream Taq Polymerase (Fermentas,
Vilnius, Litva). Teplotni profil PCR reakce byl: 94 °C /3 min + 35x (94 °C /30 s, 58 °C /
1 min, 72 °C /60 s) se zavérecnou elongaci 72 °C /10 min. Oc¢ekavana délka PCR produktu
byla 355 bp.
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4.2.3 Tvorba konstruktit TALENs

4.2.3.1 Sekvenovani FADZ2 genii

Vyse popsany konstrukt pro RNA interferenci byl tvoien pouze na zéklad¢ diive dostupné
sekvence pro gen fad2, nyni oznacovany jako fad2-1. Béhem roku 2014 byla publikovana
sekvence genu fad2-2 u Inu (Radovanovic et al. 2014, Thambugala a Cloutier, 2014).
V souvislosti s tvorbou TALENs (Tale nucleases trascription activator-like effectors)
konstrukti pro fad2 u Inu byl osekvenovan gen fad2-2 v linii Inu, ktera byla nasledné pouzita
pro transformaci (responzivni linie AGT 583/05). Sekvence fad2-1 byla jiz ziskana
v souvislosti s vySe popisovanou tvorbou konstruktu pro RNAi. Primery na sekvenovani genu
fad2-2 (uvedené v tabulce 12) byly navrzeny na zakladé sekvence dostupné v GenBank:

JQ963159.1.
Tab. 12: Primery pro sekvenovdni genu fad2-2

Nazev primeru |Sekvence (5'-3")

FAD2-2AF AATAAGGCGGACTCCGAAAC
FAD2-2AR TTCTGCTTGGGGACAAAAAC
FAD2-2BF GTCGCCACCACTCCAATACT
FAD2-2BR GGTGTGCTGCAAGAAAGTGA
FAD2-2CF TTGGGTGGTTTGTGTCTACG
FAD2-2CR GAGTCCCGTCGAATTGGTAG

Ziskané PCR fragmenty byly purifikovany z gelu pomoci Invisorb® Fragment CleanUp
(STRATEC Molecular, Berlin, Némecko). Nasledn¢ byla piipravena sekvenacni reakce
o celkovém objemu 8 pl, sestavajici z 5 pmol primeru, DNA v mnozstvi 10 ng/100 bp celkové
délky produktu, vody a odesldna na sekvenovéani. Vysledné sekvence byly analyzovany

v programu Sequence Scanner Software (Applied Biosystems, Foster City, USA).

4.2.3.2 Tvorba konstrukti

Pro tvorbu konstruktli byl pouzit jako vychozi bindrni vektorovy systém PCLEAN,
konkrétné vektor G-126 spolu s pomocnym pCLEAN S-167 (Thole at al., 2007). Tvorba
konstuktl byla provedena Ing. Vojtéchem Hudzieczkem na pracovisti Biofyzikalniho Gstavu
V Brné.

Konstrukty obsahuji v oblasti T-DNA TALE kazetu (podle Cermak et al., 2011) s Fokl
katalytickou doménou (heterodimer - KKR/ELD - Doyon et al., 2011) pod 35S promotorem,
ktera byla vytvorena cilen¢ pro oba fad2 geny.

Mimo oblast T-DNA byly vSechny konstrukty shodné doplnény o gen nptl
(pro bakterialni selekci béhem klonovani konstruktu). V T-DNA oblasti byl vedle TALE
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kazety naklonovan gen bar pod nos promotorem pro selekci tspésné transformovanych

rostlin.

4.2.3.3 Elektroporace plasmidit TALENs do Agrobacterium tumefaciens

Elektrokompetentni burniky (alikvot 80 ul skladovany pii —70°C) byly na ledu
rozmrazeny, byl k nim pfidan vzdy 1 pl pfislusného plasmidu TALENs a 1 pl pomocného
plasmidu pCleanS-167. Vzorek byl elektroporovan elektroporatorem Easyject (Equibio,
Middlesex, UK) pti 12,5 Kv/cm, 25 pF, 400 Q.

Ke vzorku byl pfiddn 1 ml SOC média, vzorek pienesen do 15 ml sterilni zkumavky
s vickem a kultivovan 30 minut na orbitalni tfepacce pti 60 rpm a 28 °C. Desetina objemu
média (100 ul) a zbytek média (staci se v centrifuze) byly rozetfeny sklenénou tycinkou
na misky s pevnym LB médiem s antibiotiky (50 mg.I"* kanamycin a 100 mg.I™ rifampicin).

Kultivace probihala pii 28 °C po dobu 48 hod. Narostlé kolonie byly ptfeockovany
sterilnim paratkem do 5 ml tekutého LB média bez antibiotik a kultivovany pies noc
pii teplot¢ 28 °C. Z transformovaného agrobakteria byly vytvofeny zasobni alikvoty

uchovévané v roztoku glycerolu pii —80 °C.

4.2.4  Agrobakterialni transformace segmentii hypokotyliz Inu

Nize uvedena metoda agrobakterialni transformace segmentt hypokotyld byla pouzita pro
transformaci Inu konstruktem pro RNAi i konstrukty TALENs. Postupovdno bylo dle
metodiky agrobakterialni genetické transformace Inu vytvotrené jiz diive ve firmé Agritec
(Vrbova, 2010). Pro transformaci konstruktem pWellFAD2i byl pouzit vedle
agrobakterialniho kmenu EHA105 také kmen GV3101.

Sterilizovana semena Inu byla asepticky naklicena v kultivaéni komote (20 + 2 °C, 3 dny
ve tmé, potom 3 dny pti 16hod fotoperiod€) ve 100ml Erlenmeyerovych banikach obsahujicich
zékladni MS médium s pH 5,8 (Murashige a Skoog, 1962) s 5,5 g.I"! Bacto agarem (Difco,
Detroit, Michigan, USA). Pro transformaci RNAi konstruktem byla pouzita semena
nizkolinolenové linie olejného Inu AGT 1538/07 a responzivni genotyp linie AGT 583/05
s klasickou skladbou mastnych kyselin, pro transformaci konstrukty TALENs byla pouZita
linie AGT 583/05.

Z Kklicencu ziskané segmenty hypokotyla (délka 0,5 — 1 cm) byly kultivovany 7 dni
na MS médiu s 1 mg.I"! 6-benzylaminopurinu (BAP) a 0,02 mg.I™ kyseliny o-naftyloctové
(NAA). Explantaty hypokotyli byly ponofeny do suspenze agrobakteria v LB médiu (Langley
a Kado, 1972).
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Byl pouzit interval inokulace 10 min v tekutém LB médiu. Po inokulaci byly explantaty
osuseny sterilnim filtracnim papirem, pfeneseny na vrstvu sterilniho filtraéniho papiru
pokryvajici MS médium bez piidavku antibiotik doplnéné 3% (w/v) sacharosou, 0,8% (w/v)
agarem, 1 mg.I"* BAP a 0,02 mg.I* NAA a 7 dni kokultivovéany v kultivaéni komote (23 °C,
pti 16hod fotoperiode¢).

Poté byly explantaty oplachnuty destilovanou vodou s piidavkem antibiotik (500 mg.I™*
timentin, 500 mg.I™" augmentin) a prevedeny na selekéni médium MS1. Po tiech tydnech byly
vSechny ptezivajici zelené explantaty pasazovany na Cerstvé médium MS2. Po dalSich tfech
tydnech byly explantaty pasdzovany na médium MS3. Slozeni jednotlivych médii je uvedeno

v kap. 4.1.4.2.

4.2.4.1 Regenerace a mnozeni transgennich rostlin

Potencialné transgenni To pryty ziskané na médiu MS3 byly zakotenény na médiu R
(MS médium doplnéné 0,005 mg.I* NAA, 0,5 mg.I! PPT a 15 mg.I™ timentinu). Poté byly
piesazeny do sterilni zeminy ve fytokomote (23 °C, pii 16hod fotoperiod€) a pii intenzité
osvétleni 40 — 70 pmol m2 s (bilé zativky) byly dopéstovany do semen.

Ve fazi kalust a pryt probihal u transformaci pomoci TALENs konstrukti odbér vzorki
na izolaci DNA a testovani pomoci enrichment PCR.

U transformantii ziskanych za pouZziti RNAi konstruktu byla provadéna histochemicka
GUS detekce a PCR testovani na piitomnost transgent UidA a bar. Nasledné byla ovéfena

exprese vnesenych gentl na trovni transkripce.

4.2.4.2 Histochemicky GUS test vzorkii Inu transformovanych konstruktem pro RNAI

Test byl provadén pro ovéfeni UCinnosti transformace u explantatd Ctyfi tydny
po agrobakterialni infekci, U segment stonkl a listl ztransgennich rostlin, ale také u
naklicenych semen ziskanych =z transformovanych rostlin. Vzorky byly ponofeny do
pfipraveného roztoku pro histochemicky GUS test obsahujiciho substrat X-gluc, kde byly ptes
noc inkubovany pfi teploté¢ 37 °C. Druhy den prob&hlo vyhodnoceni zabarveni. Pro lepsi

zviditelnéni modrého zbarveni byly vzorky odbarveny pomoci 70% ethanolu.

4.2.5 Transformace Inu pomoci metody floral dip

Pro transformaci metodou floral dip byl pouzit TALENs konstrukt pVO045 a kontrolni
konstrukt pBlaMT, ktery obsahuje gen uidA a dava silny signal pfi histochemickych
detekcich. Transformace byla provedena dle metodiky Bastaki a Cullis (2014).
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Na rozdil od uvedené publikace byl pouzit kmen agrobakteria EHA105 (v publikaci byl
pouzit kmen LBA4404), do kterého byly vlozeny pouzité konstrukty. Agrobakterium bylo
pies noc naockovano do tekut¢ho LB média doplnéného ptislusnymi antibiotiky. Druhy den,
po zméfeni optické denzity suspenze (ODggo> 0,5) byla provedena centrifugace (5000 x g pii
pokojové teploté). Pelet byl rozpustén v infiltratnich médiich, tvofenych 5% roztokem
sacharosy ve vodé a smacedlem Silwet L-77. Smacedlo bylo ptidavano do jednotlivych médii
v riznych koncentracich — podle velikosti pupent, které byly nasledné¢ namaceny, jak je
uvedeno v tabulce 13. Po 6 dnech byla transformace opakovana. Pro transformaci byl pouzit

genotyp olejného Inu AGT 145.

Tab.13: Velikost poupat a koncentrace smacedla pro floral dip u Inu

Velikost poupat Koncentace smacedla Koncentace smacedla
v médiu(%) pfi opakované transformaci
Poupata do 2 mm 0,003 0,05
Stfedni faze — poupata do 5 mm 0,05 0,03
Pozdni faze — poupata do 1 cm. 0,03 Opakovani neprobihalo

Néadoba s rostlinami byla polozena horizontalné¢ a poupata Inu byla do roztoku ponoiena
na 2 minuty. Nasledné¢ byly inokulované pupeny piekryty plastovymi pytliky, které udrzuji
pottebnou vlhkost. Druhy den rédno byla nadoba s rostlinami opét postavena a pytliky byly
odstranény. Po opakované floral dip transformaci byly rostliny dopéstovany ve skleniku do
semen. Rostlin vypéstované z téchto semen poslouzily pro izolaci DNA pouzité nasledné pro

testovani pritomnosti transgend.

4.2.6 Testovani semen/rostlin po transformaci floral dip

4.2.6.1 Testovani rostlin po floral dip transformaci konstruktem pvO045
Histochemické GUS testovani

Semena sklizena po transformaci metodou floral dip konstruktem pBlaMT byla naklicena
na navlhéené bunic¢iné v 100ml Erlenmeyerovych batikach. Po sedmi dnech byl proveden u
naklicenych semen histochemicky GUS test pro ovéfeni Gcinnosti transformace. Naklicena
semena byla pies noc inkubovéna pfii teploté¢ 37 °C v roztoku pro histochemicky GUS test.
Pro lepsi zviditelnéni modrého zbarveni byly vzorky nasledn¢ odbarveny pomoci 70%

ethanolu.
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Testovani pomoci PCR

DNA z vybranych vzorkd pozitivnich pfi histochemické GUS detekci byla izolovédna
pomoci kitu pomoci Invisorb® Spin Plant Mini Kit (STRATEC Molecular, Berlin,
Némecko). Po eluci byla koncentrace a kvalita DNA stanovena spektrofotometricky
(Biophotometer, Eppendorf, Hamburk, Némecko) a upravena na 50 ng/ul. Jako kontrola byly
izolovany také dva vzorky GUS negativni. Pouzity byly primery ohranicujici fizi gent uidA

a aMT (gen pro sav¢i metalothionein). Sekvence primert je uvedena v tabulce 14.

Tab. 14: Primery pro PCR testovani Inu transformovaného konstruktem pBlaMT metodou floral dip

Nazev primeru Sekvence (5'-3")
MT_Forw ATGAAGAGCTGCTGCTCCTGCTGC
GUS TCTGCCAGTTCAGTTCGTTG

SloZeni reak¢ni smési bylo: 20 — 50 ng DNA, 1x Dream Taq PCR buffer, 100 uM kazdého
nukleotidu, 0,4 uM kazdého primeru a 1 U Dream Taq Polymerase (Fermentas, Vilnius,
Litva). O¢ekavana délka amplifikovaného PCR produktu byla 550 bp.

Teplotni profil PCR reakce byl: 95 °C/ 9 min + 40x (95 °C/ 45 s, 60 °C/ 1 min, 72 °C/

90 s) se zavérecnou elongaci 72 °C/ 7 min.

4.2.6.2 Testovani rostlin po floral dip transformaci konstruktem pvVO045

Jelikoz konstrukt pVOO045 neobsahuje gen pro GUS, bylo provedena selekce semen
za pouziti genu bar indukujiciho rezistenci k fosfinotricinu. Vsechna semena sklizena
po transformaci konstruktem pVO045 metodou floral dip byla zaseta a péstovana v GM
skleniku. Po cca 20 dnech byl na potencialné transgenni rostliny aplikovan postiik obsahujici
fosfinotricin (2 mg.I""). Postiik byl jesté 2x zopakovan, vzdy po tydnu. Rostliny, které
nevykazovaly znamky poSkozeni herbicidem byly nésledné piesazeny a dopéstovany
do semen. Z kazdé rostliny byl odebran vzorek pro izolaci DNA. Po izolaci byly vzorky
testovany pomoci enrichment PCR na indukovanou mutaci v ,,gene of interest a probé&hla

také PCR detekce genu bar.
4.2.7 Testovani rostlin ziskanych transformaci segmentit hypokotylit TALENs konstrukty

4.2.7.1 Testovani pomoci PCR
K detekci GM Inu modifikovaného konstrukty pVO045, pVO046, pVO047, pVO048

a pVOO049 Ize vyuzit PCR metodu s pouzitim primert umoziujicich amplifikaci selekéniho

genu bar.
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U vzorktit DNA pochazejicich z prytt, u kterych vychazel PCR test na pfitomnost genu
bar pozitivng, byl provadén také PCR test kontaminace agrobakteriem. Ve stadiu pryti totiz
Casto nebyva agrobakterium z média dokonale vymyceno a jeho pfitomnost mize vést
k fale$n¢ pozitivnim detekcim na pFitomnost transgent. Pouzity byly primery amplifikujici
agrobakterialni oblast virG. Sekvence primert pro amplifikaci genu bar a oblasti virG jsou

uvedeny v tabulce 15.
Tab. 15: Primery pro PCR testovani prytii po transformaci hypokotylii TALENs konstrukty

Nazev primeru Sekvence (5'-3")
Bar_1 GAGTCCACCGTGTACGTCAG
Bar_2 GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC
Vir-G-Forw43 AGGCGATCTCCTTAATCAATAG
Vir-G-Rev295 GATAAGAAGAACGTGTTTCAAC

Teplotni profil PCR reakce byl pro obé PCR: 94 °C /3 min + 35x (94 °C /30 s, 55°C /

1 min, 72 °C /60 s) se zavére¢nou elongaci 72 °C /10 min.

4.2.7.2 Detekce indukovanych mutaci pomoci enrichment PCR

Pro detekci mutaci indukovanych v transgennich rostlindch konstrukty TALENs byla
nejprve izolovana DNA zrostlinného materidlu (kalust, prytd, listd). Vzorky byly
homogenizovany v kapalném dusiku a pomoci Kkitu Invisorb® Spin Plant Mini Kit
(STRATEC Molecular, Berlin, Némecko) znich byla izolovdna genomovd DNA dle
protokolu vyrobce.

Koncentrace a kvalita ziskané DNA byla stanovena spektrofotometricky (Biophotometer,
Eppendorf, Hamburk, Némecko). 5 ng DNA bylo nasledné pouzito pro restrikéni reakci pies
noc. SloZeni reakéni smési pro restrikci 1 znazorfiuje tabulka 16, pouZité restrikéni

endonukleasy tabulka 17.

Tab. 16: SloZeni reakcni smési pro restrikci 1 Tab. 17: Restrikcni endonukleasy pro testovini

(enrichment PCR) transformantii dle pouzitych konstruktii
Reagencie Objem (pl) Pouzity Restrik€éni enzym
Ultragista H,O do 20 konstrukt pro testovani
Prislusny pufr 2 pV0O045/pV0O046 Hpall nebo Mspl
Restrikéni enzym 0,1 pvoo047 Mbol nebo Dpnl
DNA 5ug pvO048 BstXI
celkem 20 pVO049 CviQl

Dalsim krokem byla amplifikace lokusu naSeho zajmu (PCR fragment musi obsahovat

pouze jedno restrikéni misto pfitomné v sekvenci spaceru, které bylo pouzito pro restrikei 1).

K detekci indukovanych mutaci u GM Inu modifikovaného konstrukty pVO045, pVO046,
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pVOO047 byla pouzita PCR amplifikace genu fad2-1. K detekci indukovanych mutaci u Inu
modifikovaného konstrukty pVO048 a pVVOO049 byla pouzita PCR amplifikace genu fad2-2.
Primery pro amplifikaci gend a délky ziskanych PCR produkti jsou uvedeny v tabulce 18.

Slozeni reak¢ni smési pro PCR je obsazeno v tabulce 19.

Tab. 18: Primery pro PCR amplifikaci pro testovani indukovanych mutaci po transformaci jednotlivymi
konstrukty (enrichment PCR testovdini)

Primery pro fad2-1 Konstrukt Délka PCR produktu
FAD-F1: AGGTGGAAGAATGCCAGTGC pVv0045,46,47 442 bp

FAD-R1: CTCATCACGATCAAGCGATCC

Primery pro fad2-2 Konstrukt Délka PCR produktu
FAD2-F1: GTCGCCACCACTCCAATACT pVv0O048 401 bp

FAD2-R1: GGTGTGCTGCAAGAAAGTGA

FAD2-F2: AATAAGGCGGACTCCGAAAC pVv0O049 446 bp

FAD2-R2: TTCTGCTTGGGGACAAAAAC

Tab. 19: Slozeni reakcni smési pro PCR (enrichment PCR testovadni)

Reagencie Objem (pl)
RestrikEni reakce 10-20 pl
10x PCR buffer 5
dNTPs (10mM) 2
PFimy primer (10uM) 1
Zpétny primer (10uM) 1
Taq polymerasa 0,5
H,O do 50
celkem 50

Teplotni profil PCR reakce byl: 95 °C/ 9 min + 40x (95 °C/ 45 s, 54 °C/ 1 min, 72 °C/
90 s) se zavérecnou elongaci 72 °C/ 7 min.

10 pl PCR reakce bylo pro kontrolu naneseno na agardzovy gel. Zbylych 40 ul bylo
Stépeno pomoci stejného restrikéniho enzymu jako v restrikéni reakei 1. Slozeni reakéni smési

pro restrikci 2 zachycuje tabulka 20.

Tab. 20: Enrichment PCR testovani — sloZeni reakcni smési pro 2. restrikéni reakci

Reagencie Objem (pl)
Ultradista H,O 4,5
Pfislusny pufr 5
Restrik&ni enzym 0,5

PCR reakce 40

celkem 50

Reakce byla nanesena na gel. V piipadé spravného fungovani nukleasy mél byt na gelu
patrny neStépeny PCR fragment — obsahujici mutaci v restrikénim misté. Tento neStépeny
fragment mél byt vyfezan z gelu a odeslan na sekvenovani. V piipadé, ze jsou na gelu patrné
Stépené fragmenty, nedoslo k indukci vzniku mutace v cilovém genu. Délky PCR produktd

Sté€penych i nestépenych fragmentd jsou uvedeny v tabulce 21.
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Tab. 21: Enrichment PCR testovani — délky produktii vychazejicich v 2. restrikéni reakci

Konstrukt Nestépeny PCR produkt (bp) Délka stépenych fragmentt (bp)
pVv0O045,46, 442 237 a 205

pvO047 130 a 312

pvO048 401 318 a 83

pVvO049 446 356 a 90

4.2.8 Testovani FAD2-i transformantit pomoci reverzné transkripcni PCR

4.2.8.1 lzolace RNA

Izolace RNA za pouziti tekutého dusiku pomoci kitu InviTrap ® Spin Plant RNA Mini
Kit (STRATEC Molecular, Berlin, Némecko). RNA byla izolovana z embryi ze semen
prevedenych regeneranti kratce pied vstupem do faze zelené zralosti. Z kazdé rostliny byla
odebréna jedna tobolka a embrya byla rozdélena do vzorkli po 3 ks. Izolovédna byla také

netransgenni kontrola.

4.2.8.2 Reverzni transkripce RNA na cDNA

Po eluci vzorki (40 upl eluéniho pufru) byla koncentrace a kvalita RNA stanovena
spektrofotometricky (Biophotometer, Eppendorf, Hamburk, Né&mecko), aby mohlo byt
odebrano optimalni mnozstvi vzorku na reverzni transkripci (0,1 ng — 5 pg). Reverzni
transkripce pomoci kitu Revert Aid First Strand cDNA synthesis (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) dle navodu vyrobcee, s pouzitim oligo (dT)ig primeru. Pied syntézou cDNA
byly vzorky oSetieny DNasou I.

4.2.8.3 Reverzne transkripcni PCR

Po reverzni transkripci byla s cDNA provedena PCR, zbytek vzorkli byl uchovan
v —70 °C. Pro amplifikaci genu fad2 byly pouzity primery ohranicujici cely otevieny Cteci
ramec (ORF) tohoto genu o délce 1137 bp. Jako kontrola byla pouzita amplifikace genu pro

aktin a genu uidA. Primery pouzité pro reverzné transkripcni PCR jsou uvedeny v tabulce 22.

Tab.22: Primery pro reverzni transkripci vzorkii transformovanych konstruktem pWellFAD2i

Nazev primeru Sekvence (5'-3")

flax-actin-F CGCTTGACTATGAGCAGGAGC
flax-actin-R CCAGGGCAGTAATCTCCTTGC

gus-F CTGATAGCGCGTGACAAAAA

gus-R GGCACAGCACATCAAAGAGA
FAD2-ATG-F ATGGGTGCAGGTGGAAGAATGCCAG
FAD2-end-R TCATAACTTATTGTTGTACCAGAAC

Reakéni smés byla tvofena:1x Dream Taq PCR buffer, 100 uM kazdého nukleotidu,
0,4 uM kazdého primeru a 1 U Dream Taq Polymerase (Fermentas, Vilnius, Litva). Jako

templat byly do reakci ptidany 2 pl ziskané cDNA dle navodu z kitu Revert Aid First Strand
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cDNA synthesis (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Gen pro aktin a gen fad2-1 byly
amplifikovany pfi teplotnim profilu: 95 °C/ 9 min + 40x (95 °C/ 45 s, 54 °C/ 1 min, 72 °C/
90 s) se zavérecnou elongaci 72 °C/ 7 min. Teplotni profil PCR reakce pro gen uidA byl:
94 °C /3 min + 35x (94 °C /30 s, 55 °C /1 min, 72 °C /60 s) se zavére¢nou elongaci 72 °C /

10 min.
4.2.9 Testovani FAD2-i transformantit pomoci gPCR

4.29.1 Testovani pomoci QPCR

Primery pro qPCR (kvantitativni PCR v realném case) genu fad2-1 a genu pro aktin byly
navrzeny tak, aby umoznovaly amplifikaci sekvence v blizkosti polyadeninové oblasti genti o
délce 100 — 150 bp (primery uvadi tab. 24). Jako ,housekeeping” gen byl pouzit gen
pro aktin. Reakéni smés pro qPCR byla namichéna dle tab. 23.

Tab.23: SloZeni reakcni smési pro qPCR Tab.24: Sekvence primerii pro qPCR
Reagencie Objem (pl) Nazev primeru Sekvence
Ultracgista H,O 1,4 FAD2-RT-F GGGATGATTACCAGTTCGATGG
Primer F (10uM) 0,8 =3
Primer R (10uM) 08 FAD2-RT-R TCATAACTTATTGTTGTACCAGAAC
Tag polymerasa 5,0 Flax-actin-RT-F  [TTGAGTCGTTGGTTTTTGTCA
Hz0 2,0 Flax-actin-RT-R _|GAGATTCAAAGCAGCCAATCC
celkem 10ul

Byla pouzita cDNA pfipravend pro reverzné transkripéni PCR uchovéavana pti —70 °C.
Pro qPCR bylo pouzito komeréniho kitu LC 480 SYR Green I Master (Roche, Bazilej,
Svycarsko) a nasledujiciho PCR programu: 95 °C /10 min + 39x (95 °C/ 10 s, 54 °C/ 30 s,
72 °C/ 10 s) s naslednou analyzou HRM (High-resolution Melt Analysis). Pro analyzu byl
pouzit termocykler BioRad C1000 s real-time systémem CFX96 (BioRad, Hercules, USA).

4.2.9.2 Overeni specifity amplifikace CDNA
Pro ovéfeni specifity amplifikované c¢cDNA byla pouzita horizontdlni agar6zova
elektroforéza, jednotlivé vzorky byly po amplifikaci naneseny na 1,5% agarovy gel.

Pro ovéteni velikosti amplifikovanych produktl bylo vyuZito velikostniho markeru.

4.2.9.3 Zpracovani a vyhodnoceni vysledkit qPCR

Exprese fad2 byla testovana pomoci metody kvantitativni PCR v realném case. Byla
provedena relativni kvantifikace v porovndni s mnozstvim fluorescence referen¢niho genu
pro aktin. Pro zajisténi co nejvetsi presnosti byly vsSechny vzorky analyzovany

v tetraplikatech, tedy ve ¢tyfech opakovanich. Pfi rozptylu vys$im nez 0,7 cyklu by nebyly
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hodnoty do vysledkli zahrnuty. Vyhodnoceni bylo provedeno v programu CFX
Manager "MSoftware (Bio-Rad Laboratories), verze 3.1.

Vysledky kvantitativni qRT-PCR byly vyhodnoceny metodou ACt. Hodnota Ct udava
podet cyklt, pii kterych protne kiivka produktu prah citlivosti. Cim je tato hodnota nizsi, tim
vice bylo na pocatku v reakéni smési u dané amplifikované oblasti templatové DNA, tedy
exprese genu byla ve vzorku vyssi. Hodnota ACt byla vypoctena jako rozdil Ct hodnoty genu
z4jmu a Ct hodnoty referen¢niho genu. Do grafu byla zanesena pfevracena hodnota ACt
pro vyjadieni exprese daného genu a hodnota 1 pro gen referen¢ni. Relativni rozdil v poctu

kopii amplikonu vzorku a standardu (referenéniho genu) byl vypogitan jako nasobek 24",

4.2.10 Testovani skladby oleje

Stanoveni obsahu mastnych kyselin ve vzorcich Inu bylo provadéno podle CSN ISO 5508
(Analyza methylesterii mastnych kyselin plynovou chromatografii), metodou zaloZenou
na esterifikaci mastnych kyselin methanolem, extrakci methylesteri petroletherem
a nasledném stanoveni plynovou chromatografii. Instrumentace: GC Dani, Cologno Monzese,
Italie, kapilarni kolona Famewax 30 m, nosny plyn — dusik, detektor FID. Pomérné
zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin bylo urovano pomoci chromatografického
software Clarity. Piiprava methylesteri mastnych kyselin byla provadéna podle publikace

Bhatty a Rowland (1990). Vzorek tvofilo 10 semen Inu homogenizovanych v tfeci misce.
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5 VYSLEDKY

5.1 Tvorba konstruktu pro indukci RNA interference genu fad2

5.1.1 Navrieni primerit a PCR amplifikace
Pro navrzeni primerd byly pouzity dvé sekvence genu fad2 Inu setého (Linum
usitatissimum L.) dostupné na NCBI (DQ222824 a EU660502). Ackoliv byly dostupné pouze
sekvence pro cDNA, v dané oblasti neni pfitomen zadny intron — délky amplifikovanych
fragmentu pii pouziti genomové DNA jako templatu odpovidaly sekvenci cDNA.
Z dostupnych databazi NCBI byly ziskdny nukleotidové a aminokyselinové sekvence
gent kodujicich FAD2 desaturasu z nésledujich rostlinnych druhti:
e AY660024 — Nicotiana tabacum
e AY805155 — Helianthus annuus
e AJ879071 — Capsicum chinense
e AY954300 — Glycine max
e AY642540 — Brassica napus
e Y10112 — Gossypium hirsutum
e AF030319 — Arachis hypogaea
e U09503, NM_112047 — Arabidopsis thaliana
o DQ222824, EU660502 — Linum usitatissimum
Byla porovndna mira homologie jak na nukleotidové, tak i aminokyselinové urovni
pomoci programtt BLAST (Altschul et al., 1990) a CLUSTALW (Larkin et al., 2007).
Nejvyssi mira homologie mezi riznymi rostlinnymi druhy byla na zakladé¢ srovnani
dostupnych sekvenci prokazana zhruba do poloviny kodujici sekvence genu fad2. Proto byly
navrzeny primery amplifikujici tuto ¢ast genu. Vysledny PCR produkt mél délku 442 bp

.....

elektroforeogramy uvedené v této praci, doplnén schématem pouzitého velikostniho markeru.

ARG AEEEREEE T CCATCATCCAAACCTATGAAGAGGTCTCCTTACTCAAAGCCACCATTCACGCT
CGGTGAGCTCAAGAAGGCCATCCCTCCACACTGCTTCAAACGCTCAATCCCCCGATCGTTCGCCTACGTGGCGCA
CGACCTCACCATTGCAGCAATCTTCTACTACATCGCCACCACTTACTTCCACCTCCTCCCTAGCCCTCTCAACTA
CCTCGCCTGGCCGGTCTACTGGGCCTGCCAGGGCTGCATCCTCACTGTGGCTTGAGTATGGGTGTTGGCTCACGA
ATGCGGTCACCATGCCTTCAGCGACTACCAGTGGCTCGACGACATGGACGTCCTCCATTCGTCCCTCCTTGTTCC

TTACTTCTCCTGGAAGCACAGCCACCGCCGCCACCATTCCAACACGEMICEOICAICCICAeA

Obr. 13: Sekvence genu fad2 pouzitd jako inzert. Fialové jsou oznaceny navriené primery (bez pridanych
restrikcnich mist).

56



2000
4 2000 1
1500
/, 1200
/ 1000 \Saemmng
; 900 R
- 800
— 700 g
— BO0 e
200 P
— a0
— 200

_ 100

Obr. 14 : PCR produkty na agarézovém gelu (amplifikace casti genu pro FAD2 desaturasu s navrZzenymi
primery). 1. 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2.—7. PCR produkty amplifikované pomoci
navrzenych primerii.

5.1.2 Klonovani do vektoru pJET a ovéieni sekvence
Amplifikované PCR produkty byly klonovany pomoci vektoru pJET (Fermentas, Vilnius,
Litva). Po izolaci plasmidové DNA byly vzorky odeslany na sekvenaci, ¢imz byla ovétena

absence mutaci u vnasenych sekvenci.

5.1.3 Klonovani fad?2 fragmenti do vektoru pHannibal
Vybrané sekvence s ovéfenymi restrikénimi misty byly vysStépeny pomoci restrikénich

endonukleas (obr. 15 a 18), vyfiznuty z gelu a purifikovany.

5.1.3.1 Klonovani fragmentu fad2 do pHannibal v sense orientaci

M100+ sense fragmenty FAD2 vystépené Xhol a EcoRl - s
pHannibal
B S e e pHannibal §tépeny Xhol a EcoRl  nedtépeny
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Obr. 15: Vystépeni sense fragmentu z Vektoru pJET pomoci restrikcnich endonukleas Xhol/EcoRI
1. 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2.— 5. stépené vektory pJET obsahujici fad? fragment,
1. Stépeny vektor pHannibal , 9. nestépeny Hannibal
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Po restrikci a purifikaci byl sense fragment fad2 klonovan do Stépeného vektoru

pHannibal. Testovani narostlych kolonii po klonovani bylo provedeno pomoci PCR (viz
obr. 16).
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Obr. 16: Test kolonii po vioZeni sense fragmentu do pHannibal
1. 100 bp Quick load DNA ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), 2. — 16. Testované kolonie

Pro dalsi praci byly vybrany kolonie €. 6, 7, 8, 9 a 10, které byly pasazovany. Nésledné
byla izolovana plasmidova DNA vybranych vzorkli a byla provedena kontrolni restrikce

(obr. 17). Vysledkem byl fragment o délce 442 bp (velikost inzertu).
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Obr. 17: Kontrolni restrikce pHannibalu s vloZenym sense fragmentem
1.jamka 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2. — 5. pHannibal obsahujici sense fragment
stepeny EcoRI a Xhol

5.1.3.2 Klonovani komplementarniho (antisense) fragmentu do pHannibal

Antisense fragment genu fad2 byl zvektoru pJET vystépen pomoci resktrikénich
endonukleas Xbal a Hindlll. Vedle fragmentu fad2 v o¢ekavané délce byl vystépen také
fragment o velikosti 205 bp (obr. 18), protoze dana restrikéni mista byla pfitomna také ve

vektoru.
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Obr. 18: Vystépeni antisense fragmentu z vektoru pJET pomoci restrikcnich endonukleas Xbal/ Hindll1
1.a 7. jamka 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2.— 5. Stépené vektory pJET

Vystépené fragmenty byly vyfezany z gelu, purifikovany klonovany do vektoru pHannibal
obsahujiciho jiz fragment fad2 v sense orientaci. Stépeny vektor pHannibal spolu s kontrolou

(nestépeny pHannibal) jsou zachyceny na obrazku 19.
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Obr. 19: pHannibal stépeny Xbal a HindIIl
1. 1 Kb DNA ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), 3. stépeny pHannibal, 5. pHannibal nestépeny —

kontrola
Po purifikaci inzertu a vektoru a zméfeni jejich koncentrace byla provedena ligace. Druhy
den byla ligacni smés purifikovana a byla provedena transformace elektroporaci. Zbytek

ligovaného vzorku byl pouzit pro elektroforézu. Na obr. 20 je patrné fetézeni po ligaci a neni

vidét samostatny inzert, coz naznacuje optimalni vysledek ligace.
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Obr. 20: Zbytek ligacni smési po transformaci
1. 1 Kb DNA ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), 5. 100bp Quick load DNA ladder (New England
Biolabs), 3. Zbytek ligacni smési po ligaci antisense fragmentu do pHannibal

Testovani narostlych kolonii po klonovani bylo provedeno pomoci PCR, vysledek je

zachycen na obr. 21.
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Obr. 21: PCR test narostlych kolonii po vklddani antisense fragmentu do pHannibal
Jamky 1 a 11. 100bp Quick load DNA ladder (New England Biolabs Ipswich, MA, USA), 2. — 9. a 12. — 19.
testované kolonie, 10. pHannibal prazdny, 20. negativni kontrola

Pro dalsi praci byly vybrany kolonie 2, 3, 4 a 5, které byly pfeockovany.

Nasledné byla izolovana plasmidova DNA a byla provedena kontrolni restrikce (obr. 22),
vysledkem které byl opét fragment o délce 442 bp (o velikosti inzertu).
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Obr. 22: Kontrolni restrikce pHannibalu s vloZenym antisense fragmentem
1. jamka 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2. — 6. pHannibal obsahujici antisense fragment
Stepeny Xbal a HindIIl

5.1.3.3 Klonovani expresni kazety do pWell(2

Z vektoru pHannibal obsahujiciho fragmenty genu fad2 v sense i antisense orientaci byla
Stépena enzymem Notl celd expresni kazeta (fragment 3811 bp) obsahujici oblast promotoru,
genu naseho zajmu Vv sense a antisense orientaci S intronem a terminator (schéma expresni
kazety znazorfiuje obr. 24).

Vysledek restrikce je zachycen na obr. 23, expresni kazeta je delsi z obou vzniklych
fragmentll (oznacena Cervené). Fragment DNA byl vyfiznut z gelu, purifikovan a pred

klonovanim byla zmétena jeho koncentrace.
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Obr. 23: Vystépeni expresni kazety z pHannibal pomoci Notl

1. jamka 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2.a 3.expresni kazeta vyStépend pomoci Notl
Z pHannibal obsahujiciho sense a antisense fragment, 4. Lambda DNA/ Ecol30I Ladder (Fermentas, Vilnius,
Litva)
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355 promoter —| intron796bp (] CAMV polyA

FAD2 sense FAD2 antisense
Obr. 24: Schéma expresni kazety vystépené z pHannibal pomoci Not|

Tato expresni kazeta byla nasledné vlozena do vektoru pWell02, odvozeného od binarniho
plasmidu pGreenll, obsahujiciho selek¢éni geny, reportérovy gen a hrani¢ni sekvence LB
a RB.

Po klonovani expresni kazety do pWell02 byly vzniklé klony testovany restrikci pomoci
enzymu Notl. Spravné vytvofené kontrukty déavaji po restrikci fragmenty o délce 3845 bp
(inzert) a 6949 bp (vektor), jak je patrné na obr 25.

* * * * * *

- - z ;

1.0% agarose

Obr. 25: Testovani plasmidii pomoci restrikce enzymem Notl. Vzorky oznacené hvezdickou davaji po restrikci
fragmenty ocekavanych délek
1. Lambda DNA/Eco 1301 (Fermentas, Vilnius, Litva), 2. — 10. vzorky testované restrikci

Vzorky, u kterych dle restrikéni analyzy vysly odpovidajici délky produktd, byly
testovany sekvenaci. To umoznilo vedle kontroly spravnosti sekvence urcit sense ¢i antisense
orientaci inzertu ve vzorcich. Dle vysledkti sekvenace se podafilo vytvofit konstrukty
obsahujici expresni kazetu v obou moznych orientacich. Schéma nové vzniklého vektorového

konstruktu pwWellFAD2i v orientaci sense a antisense je znazornéno na obr. 26.
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Obr. 26: Schéma nové vytvoreného konstruktu pWellFAD2i s obéma orientacemi zaclenéni inzertu

5.1.3.4 Vkladani vysledného konstruktu do Agrobacterium tumefaciens

Poslednim krokem pifed vlastni transformaci rostlin byla elektroporace vytvotreného
konstruktu do pozadovaného kmene Agrobacterium tumefaciens spolu s pomocnym vektorem
pSoup.

Narostlé kolonie A. tumefaciens byly pieockovany do tekutého LB média bez antibiotik,

kultivovany pfes noc a pouzity pro zkusebni transformaci rostlin tabaku.
5.1.4 Transformace rostlin tabaku pomoci A.tumefaciens

5.1.4.1 Transformace tabdku

Tabak virginsky poslouzil jako modelova rostlina pro transformaci pomoci A. tumefaciens
s vnesenym plasmidem pWellFAD2i (konstrukty TALENSs, vytvofené pozdéji v ramci této
prace, neobsahuji gen UIdA, takze jejich funkcnost na tabaku testovana nebyla). Byla pouzita

metoda transformace listovych diskt dle Dombrowski et al. (1994).
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Listové disky byly po transformaci kultivovany 3 dny na kokultivaénim médiu, nasledné
byl proveden histochemicky GUS test dle Fiitterer et al. (1995).

Nahodné vybrané listové disky byly ponofeny do ptipraveného roztoku pro histochemicky
GUS test obsahujiciho barvivo X-gluc. Po 24 hodinach bylo patrné modré zbarveni diska,
potvrzujici pfitomnost a expresi genu uidA pro B-glukuronidasu. Tento enzym §tépi barvivo
X-gluc za vzniku intenzivné modré srazeniny 5,5°-dibromo-4,4‘-dichloro indiga.

Listové disky byly nejvice zbarveny v mistech poranéni, tedy na okrajich po vyfezani
a také tam, kde bylo zplsobeno poskozeni pinzetou. V téchto mistech nasedd bakterie
A. tumefaciens na bunééné stény a piredava usek T-DNA rostlinnym buiikdm. Pozitivnim GUS
testem byla prokazana Uispésnost transformace listovych diskd tabaku (viz. obr. 27) a tim také
vhodnost pouziti konstruktu k transfomacim Inu.

Listové disky byly dale kultivovany na selekénim médiu a byly dopéstovany do rostlin.

Obr. 27: Histochemicky GUS test transformovanych listovych diskii tabdku

5.1.4.2 PCR testovani regenerovanych transgenich rostlin tabaku

DNA z regenerovanych transformovanych rostlin byla pouzita pro testovani pfitomnosti
transgeni pomoci metody PCR. Vysledky PCR potvrdily pfitomnost genu uidA.
V testovanych transgennich vzorcich tabaku vySel fragment o délce 355 bp, jak je patrné
na obr. 28.
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Obr. 28: PCR testovani regenerovanych rostlin tabdku na piitomnost transgenu uidA
1. 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 3. — 9. amplifikované PCR produkty o délce 355bp
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5.2 Tvorba konstruktid TALENS

5.2.1 Sekvenovani genit fad2

Sekvence fad2-1 byla jiz ziskana v souvislosti s konstruktem pro RNAi. V souvislosti
s tvorbou TALENSs (Tale nucleases trascription activator-like effectors) konstrukt pro fad2
u Inu byl osekvenovan také recentnéji popsany gen fad2-2 (Radovanovic et al. 2014;
Thambugala a Cloutier, 2014) v linii Inu, kterd byla nasledné pouzita pro transformaci
(responzivni liniec AGT 583/05). Primery na sekvenovani genu fad2-2 byly navrzeny
na zakladé sekvence dostupné v GenBank: JQ963159.1. A¢ byla dostupna sekvence jen
pro cDNA fad2-2, sekvenace prokazala, ze gen stejn¢ jako fad2-1 neobsahuje introny, coz
bylo potvrzeno i v publikaci Thambugala a Cloutier (2014).

5.2.2 Tvorba konstrukti

Na zaklad¢ sekvenci gent fad2-1 a fad2-2 byly navrzeny konstrukty TALENs cilené
na kazdy gen zvlast’. Sekvence obou genti jsou natolik odli$né, Ze se jevilo jako nevhodné cilit
je stejnym TALENs konstruktem. Sekvence gent fad2-1 a fad2-2 spolu s vyznacenymi
cilovymi misty pro jednotlivé konstrukty jsou uvedené v ptilohach prace.

Celkem bylo vytvofeno pét riznych konstruktd, tii cilené na gen fad2-1 a dva konstrukty
pro gen fad2-2. Tyto konstrukty byly naklonovany na pracovisti Biofyzikalniho tstavu v Brné
Ing. Vojtéchem Hudzieczekem. VSechny vytvofené konstrukty nesly gen pro rezistenci
ke kanamycinu pro bakterialni selekci (nptl) a soucasné v oblasti T-DNA gen pro selekci
uspésné transformovanych rostlin (bar). Konstrukty byly cileny na gen fad2-1 (v pfipadé
konstrukti pVO045, pvV0046, pVO047); a na gen fad2-2 (v piipadé¢ pvO048 a pV0O049).
Jednotlivé konstrukty se lisily rozpoznavaci sekvenci pro piisobeni restrik¢nich endonukleas,
jak je patrné z tabulky 25. Konstrukty pvVO045 a pVO046 se mezi sebou odliSovaly pouze
jednim nukleotidem v rozpoznavaci sekvenci (mély rozdilnou délku ,,spaceru®, barevné

zvyraznéno v tabulce 25), zatimco ostatni konstrukty byly cileny na zcela rozdilné sekvence.

Tab.25: Rozpoznavaci sekvence pro piisobeni jednotlivych TALENs konstruktii

Konstrukt |Gen Rozpoznavaci sekvence pro pusobeni restrikénich endonukleas
pVO045 TAGCCCTCTCAACTACCTCGCgctggeeggtctaCTGGGCCTGCCAGGGCTGC
pVO46 tadp.1| TAGCCCTCTCAACTACCTCGetggeeggtctaCTGGGCCTGCCAGGGCTGC
pvO47 TGTTTCAAACGCTCAATCccccgatcgitcgCCTACGTGGCGTACGACCTCA
pv0O048 TGCGCTCTACAAGCTTGCTGTcgccaagggactggcTTGGGTGGTTTGTGTCTACG
pVO049 fad2-2 TCCTCCACTCATGCCTCAtgggcAcctacttCTCGTGGAAGCACAGCCA
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Na obrazku 29 je uvedeno schéma konstruktu pVO046 pouzitého pro transformaci. Mapy

vSech TALENSs konstruktd jsou uvedeny v ptilohach prace.
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Obr. 29: Schéma pouzitého konstruktu pVO046
5.2.3 Elektroporace plasmidit TALENs do Agrobacterium tumefaciens

Poslednim krokem pted transformaci hypokotyld Inu byla elektroporace péti vzniklych
TALENs konstruktd do Agrobacterium tumefaciens kmene EHAL105 spolu s pomocnym
vektorem pCleanS-167.

Narostlé kolonie A. tumefacines byly pteockovany do tekutého LB média bez antibiotik
a kultivovany pres noc. Byly vytvoreny zasobni alikvoty, které byly nasledné pouzity pro

transformaci Inu.

5.3 Agrobakterialni transformace segmenti hypokotyla Inu

Segmenty hypokotyld ziskané ze sterilnich klicenct byly kultivovany 7 dnti na MS médiu
s ptidavkem 6-benzylaminopurinu (BAP) a kyseliny a-naftyloctové (NAA). Explantaty
hypokotyld byly nasledné na 10 min ponofeny do suspenze agrobakteria v LB médiu.
Po kokultivaci byly explantaty na MS médiu 7 dni kultivovany v kultivacni komote.

Poté byly oplachnuty destilovanou vodou s ptidavkem antibiotik a pifevedeny na selekéni

médium (MS1). Po tfech tydnech byly vSechny pieZivajici zelené explantaty pasazovany
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na Cerstvé selekéni médium MS2, po dalSich tfech tydnech pak na médium s ptidavkem MS3.

Na obrazcich 30 a 31 jsou zachyceny momenty z agrobakterialni transformace Segmenti

hypokotyli.
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Obr. 30 a 31: Vievo segmenty hypokotylii Inu po tydnm' kokultivaci s agrobakzeriem, vpravo pri ndsledném
oplachu

V ramci kazdé transformace byly zéroven s inokulovanymi explantaty péstovany
kontrolni vzorky, jednak netransformované explantity na médiu bez ptidavku antibiotik
a zaroven netransformované (neinokulovang) explantaty na selek¢nim médiu, tak aby bylo
mozno pozorovat uspésnost jednotlivych experiment jiz v in vitro podminkach

Potencialné transgenni To pryty byly zakotenény na médiu R a poté ptesazeny do sterilni

zeminy ve fytokomore a dopéstovany do semen.

5.3.1 Transformace segmentii hypokotylii Inu konstruktem pWell FAD2i

Pro transformaci konstruktem pWellFAD2i prostfednictvim dvou riznych kment
agrobakteria (EHA105 a GV3101) byla pouzita semena nizkolinolenové linie olejného Inu
AGT 1538/07 a linie s béznym obsahem a slozenim mastnych kyselin AGT 583/05. Béhem
roku 2014 byly zalozeny celkem ¢tyfi transformacni pokusy s timto konstruktem. V kazdé
pokusné sérii se pracovalo s 250 segmenty hypokotyld Inu. V uvedeném rozsahu provedenych
transformaci se podafilo ziskat pouze transformanty linie AGT 583/05, kterd se jiz dfive

osvédcila jako responzivni genotyp vhodny pro transformace.

5.3.1.1 Histochemicky GUS test kalusii po transformaci hypokotylii

Po transformaci konstruktem pWellFAD2i pro vyvolani RNA interference, ktery
obsahoval gen uidA, probihala po transformaci hypokotylt histochemickd GUS analyza.
Explantaty byly analyzovéany Ctyfi tydny po agrobakterialni infekci. Histochemicky GUS test
byl proveden dle Fiitterera et al. (1995).

Na cca 90 % testovanych kalust byly po 24 hodinach kultivace pozorovany modie

zbarvené oblasti, které mohou vést k regeneraci transgennich pryt. Silnd GUS exprese byla
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povazovana za dukaz ucinnosti transformace. Priklad vysledku histochemického GUS

testovani kalust je uveden na obr. 32 a 33.

Obr. 32 a 33: Histochemicky GUS test kalusii transformovanych konstruktem pWellFAD2i

5.3.1.2 Histochemicky GUS test regenerovanych rostlin po transformaci konstruktem
pWellFAD2i
Dalsi GUS testovani bylo provedeno u regenerovanych rostlin. Pro test byly pouzity ¢asti

listd a segmenty stonkd, jak je znazornéno na obr. 34 a 35.

) ‘

Obr 34 a 35: GUS analyza Segmentii stonkil a listii rostlin transforovanych konstruktem pWeIIFAD2l

Vzorky, na kterych byla patrna po kultivaci silna GUS exprese, byly povazovany
za transformované a nasledné testovany pomoci PCR na pfitomnost reportérového a
selekéniho genu (uidA, bar).

Transformované rostliny detekované histochemickym GUS testem, pozitivni PCR detekci
pfitomnosti transgenli a rostouci na selekénim médiu, byly piesazeny do zeminy
a dopéstovany do semen. Transformované rostliny byly dale testovany reverzné transkripéni
PCR a gPCR.

5.3.1.3 Histochemicky GUS test u semen sklizenych z regenerantii

Semena (generace T;) ziskanad z transgennich linii transformovanych konstruktem
pWellFAD2i byla nesterilné¢ nakli¢ena. Testovano bylo celkem 19 linii, z nichz kazda
pochazela ze samostatného explantatu. Pouzito bylo 20 semen z kazdé linie. Klienci byli
ponofeni do pifipraveného roztoku pro histochemicky GUS test obsahujiciho barvivo X-gluc,

kde byli ponechani pies noc. Druhy den probéhlo vyhodnoceni zabarveni. Bylo patrné modré
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zbarveni vzorki (obr. 36 a 37), potvrzujici pfitomnost aexpresi genu uidA pro
B-glukuronidasu. Pro dalsi testovani bylo vybrano sedm linii (oznaceny 1 — 7) vykazujicich
GUS expresi u vSech barvenych klicenct — tedy nestépicich. Tyto linie byly pouZity pro miry

exprese genu fad2 a stanoveni obsahu MK.

\\ e 'I“‘p:"'l

Obr.36 a 37: Histcemicky GUS test klicencu T, generace linii Inu transformovanych konstruktem pWellFAD2i

e

5.3.2 Testovani FAD2-i transformantii pomoci reverzné transkripéni PCR

5.3.2.1 Izolace RNA

Zembryi ze semen pievedenych regenerantd T, kratce pied vstupem do faze zelené
zralosti byla provedena izolace RNA. Pouzity byly vybrané transgenni linie (1 — 7)
a netransgenni kontrola. U jednoho ze vzorkd (linie ¢. 6) a netransgenni kontroly (AGT
583/05) byla RNA izolovana také z celych tobolek. Po izolaci byla spektrofotometricky

stanovena koncentrace vzorkl, aby pro reverzni transkripci mohlo byt pouZito optimalni

vstupni mnozstvi RNA.

5.3.2.2 Reverzné transkripcni PCR

Po reverzni transkripci byla provedena PCR, jejiz vysledky zachycuji obr. 38, 39 a 40.
Jako kontrola byla pouzita amplifikace genu pro aktin a genu uidA. Amplifikovany byly
vzorky cDNA z vybranych transgennich linii a také vzorky genomové DNA odridy Raciol
(netransformované) a CDNA z netransgenni linie AGT 583/05.

V ptipadé kontrolni amplifikace genu pro aktin (obr. 38) vysly u vzorkl ze vSech
transgennich linii PCR produkty v ocekavané délce, ¢imz byla potvrzena kvalita ziskané
cDNA. V piipadé¢ vzorku ¢.6 a netransgenni kontroly AGT 583/05 byla vedle cDNA
Z embryii semen amplifikovdna také cDNA izolovand z celé tobolky. Jako kontrola byla
pouzita genomova DNA, jako negativni kontrola reakce s H,O namisto templatu. Délka

amplifikovaného produktu byla 303 bp.
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Obr. 38: Reverzné transkripcni PCR genu pro aktin — vzorky z embryi semen a tobolek Inu transformovanych
konstruktem pWellFAD2i

Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 1. — 7. amplifikované vzorky ¢cDNA transgennich
linii, AGT 583/05 — netransgenni kontrola, genomova DNA — pro kontrolu kvality vyizolované cDNA, vpravo
negativni kontrola (H,O misto templdtu)

Taktéz reverzné transkripéni PCR genu pro GUS vysla dle o¢ekavani. Produkt o velikosti

211 bp byl Gspésné amplifikovan u vSech vzorki s vyjimkou netransgennich kontrol (obr. 39).
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Obr. 39: Reverzné transkripcni PCR genu uidA — vzorky z embryi semen a tobolek Inu transformovanych
konstruktem pWellFAD2i

Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 1.— 7. amplifikované vzorky ¢cDNA transgennich
linit, 2x AGT 583/05 — cDNA z netransgenni kontroly, genomova DNA z netransformované rostliny, vpravo
porzitivai kontrola (DNA transgenniho Inu z diivejsich pokusii)

Pro amplifikaci sekvence genu fad2 byly pouzity primery ohranicujici cely otevieny ¢teci
ramec (ORF) tohoto genu. Amplifikovana sekvence méla délku 1137 bp. Jako kontrola byla
pouzita cDNA izolovana z netransgenni linie AGT 583/05 a také genomova DNA odrudy

Raciol (netransformované). Vysledek reakce je zachycen na obr. 40.
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Obr. 40: Reverzné transkripéni PCR genu fad2 — vzorky z embryi semen a tobolek lnu transformovanych
konstruktem pWellFAD2i

Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 1. — 7. amplifikované vzorky ¢DNA rostlin
transgennich linii, genomova DNA, negativni kontrola (H,O misto templatu), AGT 583/05 — amplifikované
vzorky cDNA z netransformované linie
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Snizenou expresi genu fad2 na zakladé¢ vysledkii RT-PCR vykazovaly vzorky linii
oznacenych Cisly 1 a 6. Nizsi exprese byla patrnd také u vzorku ¢islo 3. U linie ¢. 6 byla
patrna nizs§i exprese u embryi ze semen nez u vzorku izolovaného z celé tobolky. Vzorky

cDNA byly dale pouzity pro dalsi testovani pomoci kvantitativni PCR v redlném case
(gPCR).

5.3.3 Testovani FAD2-i transformantit pomoci gPCR

5.3.3.1 Ovéreni specifity primeru

Primery pro gen fad2-1 a gen pro aktin byly navrzeny tak, aby se amplifikovala oblast
v blizkosti polyadeninového 3 konce genti o délce 100 — 150 bp. Specifita navrzenych primert
byla ovéfena pomoci PCR a elektroforetické separace v agar6zovém gelu. Jak je patrné na

obr. 41, primery jsou specifické, amplifikuje se jen jeden produkt.
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Obr. 41: Oveéreni specifity primerii navrzenych pro gPCR
1. 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2. — 4. vzorky ¢cDNA amplifikované s primery pro gen

fad2-1, 5 — 7. vzorky amplifikované s primery pro aktin, 8. GeneRuler 50bp DNA Ladder (Fermentas, Vilnius,
Litva)

5.3.3.2 Exprese genu fad2-1 u transformantii

Exprese fad2 byla testovana pomoci metody kvantitativni PCR v realném c¢ase (qPCR ¢i
gRT- PCR). Byla provedena relativni kvantifikace, kdy se mnozstvi fluorescence testovaného
vzorku porovnavalo s mnozstvim fluorescence referen¢niho vzorku (genu pro aktin) jako vnitini
kontroly. Pro zajisténi co nejvétsi presnosti, byly vzorky analyzovany v tetraplikatech.
Vyhodnoceni exprese kandidatnich genti bylo stanoveno dle metody ACt.

Hodnota Ct udava pocet cykli, pii kterych protne kiivka produktu préh citlivosti.
ACt byla vypoctena jako rozdil Ct hodnoty genu z4ymu a Ct hodnoty referencniho genu.
Relativni rozdil v poctu kopii amplikonu vzorku a standardu (referen¢niho genu) byl
vypocitan jako 24Ct a je pro jednotlivé vzorky (sedm vybranych transgennich linii) a

netransgenni kontrolu (linie AGT 583/05) uveden v tabulce 26.
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Tab. 26: Hodnoty ACt pro gen fad2-1 u jednotlivych vzorkii
a relativni rozdil v poctu kopii amplikonu vzorku a referencniho genu (2"

Cislo linie ACt fad2- 2Act
1 6,796 111,122
2 4,847 28,780
3 7,079 135.205
4 3,752 13,743
5 2,886 7,392
6 6,138 70,424
7 3,670 12,729
8 (AGT 583/05) 4,367 20,635

Pro qPCR byly pouzity vzorky CDNA izolované z embryii semen jednotlivych transgennich
linii (linie 1 — 7) pouzitych dfive pro reverzné transkripcni PCR. Primérné hodnoty exprese
genu fad2-1 u testovanych vzorku transgenniho Inu a netransgenni kontroly (vz. 8) zachycuje
obr. 42.
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Obr. 42: Vyhodnoceni qRT-PCR: primérné hodnoty exprese genu fad2-1u testovanych vzorkii
Vzorky ¢. 1 — 7: prumérné hodnoty exprese genu fad2-1 u jednotlivych testovanych transgennich Inii, 8. exprese
fad2-1 u netransgenni kontroly
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Jak je patrné, byla u genu fad2-1 naméfena ve srovnani s referen¢nim genem pro aktin
nizkd exprese. Z grafu lze vycCist, Ze exprese fad2-1 byla u vzorkl transgennich linii
oznacenych ¢isly 1, 3 a 6 nizsi nez u netransgenni kontroly. Tyto vysledky koresponduji také
se zavery reverzné transkripcni PCR.

U vzorku €. 2 byla pozorovana primérna exprese jen velmi mirn€ niz$i neZ u netransgenni
kontroly. U zbylych vzorku (4, 5 a 7) byla pozorovana vyssi exprese fad2-1 proti netransgenni
kontrole, coz naznaCuje, ze RNA interference genu fad2-1 u téchto vzorki nebyla

indukovana.
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5.3.3.3 Opveéreni specifické amplifikace produktit qRT-PCR

Produkty z qPCR byly vizualizovany na agar6zové elektroforéze pro vylouceni
amplifikace nespecifickych produkti. Jak je patrné z obr. 43, amplifikovany byly pouze
specifické fragmenty fad2-1 z cDNA testovanych vzorkl Inu o délce 131 bp.
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Obr. 43: Ovéient specifické amplifikace produktii pii qRT-PCR
1. GeneRuler 50bp DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2. — 16. amplifikované fragmenty fad2-1
5.3.4 SloZeni oleje a skladba mastnych kyselin u transformantii
Stanoveni obsahu mastnych kyselin ve vzorcich Inu je provadéno podle CSN ISO 5508
(Analyza methylesterd mastnych kyselin plynovou chromatografii). Vzorek tvotilo vzdy 10
semen Inu, kterd byla homogenizovéna v tfeci misce. Vysledek stanoveni pro jednotlivé linie
uvadi tab. 27.

Tab. 27: Obsahy jednotlivych mastnych kyselin v testovanych vzorcich lnu
Vzorky ¢. 1 — 7: jednotlivé testované transgenni linie transformované konstruktem pWellFAD?2i, 8. netransgenni
kontrola AGT 583/05

Cislo vzorku Palmitova (%) | Stearova (%)| Olejova (%)| Linolova (%)| Linolenova (%)
1 7,8 1,8 30,3 22,5 37,8
2 6,3 1,7 30,8 21,1 40,3
3 6,4 1,7 38,0 21,4 32,5
4 7,0 1,8 35,6 20,2 35,3
5 6,7 1,6 37,6 21,2 33,0
6 6,4 1,8 33,6 21,6 36,5
7 6,5 1,9 34,8 21,9 35,0
8 (kontrola) 6,6 1,7 37,3 20,1 34,2

Ve vzorcich s pracovnim oznaceni 1, 3 a 6, které dle vysledki RT-PCR a gPCR
vykazovaly zmény v expresi fad2-1 nebyla pozorovana zména ve slozeni jednotlivych
mastnych kyselin viic¢i kontrole ¢i vzorkiim nevykazujicim snizeni exprese. Mozné vysvétleni
by mohlo byt v ,,nahrazeni funkce* genu fad2-1 genem fad2-2 ¢i dal$imi fad2 geny, coz je
podrobnéji uvedeno nize v diskusi.

Patrny je vyssi obsah kyseliny olejové ve vSech vzorcich vCetné netransgenni kontroly,
coz bylo s velkou pravdépodobnosti zplisobeno péstovanim ve skleniku pii vysSsich letnich

teplotach.
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5.3.5 Transformace segmentit hypokotylit Inu konstrukty TALENs

Pro transformace s uzitim konstrukti TALENs byla pouzita linie Inu AGT 583/05. Bylo
provedeno celkem 5 sérii transformaci, ve kterych byly postupné pouzity jednotlivé
konstrukty. V kazdé pokusné sérii se pracovalo s 250 segmenty hypokotylt Inu. Ty byly
transformovany revitalizovanou kulturou Agrobacterium tumefaciens, kmen EHAL05
nesoucim plasmidy pVO045, pV0046, pVO047, pV0048 nebo pvV0O049, v objemu 100 ml.

Konstrukty neobsahovaly gen uidA, proto byla vyuzivana vyhradné selekce uspésné
transformovanych explantati na zakladé genu bar. Kultura in vitro regenerantti byla
udrZzovana na médiu s fosfinotricinem. Selekce méla vést k vylouceni netransgennich sektort,
pokud doslo k regeneraci chimérickych pupenti.

Pryty rostouci z transformovanych kalust byly pasazovany na selekéni médium (obr. 44).
Praveé po prepasazovani pryti byly zaznamenany nejvétsi ztraty, patrné zpisobené faktem, ze
ackoliv jsou kalusy umistény na selekénim médiu, vznikaji pryty casto z vitalngjsich
netrasgennich sektorti a netransformovanych bunék.

Pryty, které na selekénim médiu Gispé$né zakotenily, byly piesazeny do zeminy a jsou
péstovany pro ziskani semen (obr. 45). Doposud se podatilo ziskat celkem 12 rostlin
ptesazenych do zeminy.

Z regenerantl rostoucich na selekénich médiich/ zakofenénych prytl/ rostlin presazenych
do zeminy byly odebirany vzorky pro PCR testovani pfitomnosti trangenu (bar) a enrichment
PCR testujici pfitomnost mutace v genu fad2-1 (¢i fad2-2, dle pouzitého konstuktu).

Obr. 44 a 45: Transformace konstrukty TALENS
Vlievo prepasdazované pryty po transformaci konstruktem pVOO046 na médiu s fosfinotricinem, vpravo rostliny
linie AGT 583/05 transformované konstrukty TALENSs presazené do zeminy (dopéstovani do semen)
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5.3.6  Transformace Inu pomoci metody floral dip

5.3.6.1 Viastni transformace metodou floral dip

Pro transformaci metodou floral dip byl pouzit TALENs konstrukt pVO045 a kontrolni
konstrukt pBlaMT, ktery obsahuje gen uidA. Podle pouzitého konstruktu a velikosti pupend,
které byly transformovany, byly stonky po transformaci oznaceny ptisluSnou znackou.

Nadoba se Iny byla polozena horizontaln¢ a poupata Inu byla ponoiena do roztoku
agrobakteria. Nasledn¢ byly transformované pupeny piekryty plastovymi pytliky, které
udrzuji vlhké prostiedi optimalni pro agrobakterium (obr. 46 a 47). Druhy den rano byla
nadoba S rostlinami opét postavena a pytliky byly odstranény. Po opakované floral dip

transformaci byly rostliny dopéstovany do semen, coz trvalo zhruba 2 mésice.

Obr. 46 a 47: Transformace Inu metodou floral dip za pouziti konstruktu pBIaMT (transformované pupeny
prekryté plastovymi pytliky, které udrzuji optimalni vihké prostiedi)

5.3.6.2 Histochemické GUS testovani floral dip transformantu

Semena sklizena z rostlin transformovanych kontrolnim konstruktem pBloMT metodou
floral dip byla nakli¢ena a byl u nich proveden histochemicky GUS test pro ovéfeni ¢innosti
transformace (obrazek 48). Naklicena semena byla pies noc inkubovana pii teploté 37 °C
v GUS roztoku obsahujicim X-gluc, druhy den probéhlo vyhodnoceni zabarveni. Modré
zbarveni u vysokého procenta klicencii potvrdilo uspéSnost transformace. Z 250 ziskanych

semen se asi 30 % vzorkd (70 ks) jevilo jako GUS pozitivnich.
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Obr. 48: Histochemickd GUS detekce u semen a klicnich rostlin po kontrolni floral dip transformaci konstruktem
pBlaMT

5.3.6.3 Testovani floral dip transformantii pomoci PCR

Po izolaci DNA znahodné¢ vybranych histochemicky GUS pozitivnich vzorku
transformovanych konstruktem pBlaMT byla provedena PCR detekce fiize vnaSenych
transgenti. Amplifikovana byla oblast geni uidA a oMT v délce 550 bp. PCR detekce
prokazala, ze vzorky, které se jevily jako histochemicky GUS pozitivni, obsahuji zminéné
geny. Piiklad pozitivni PCR detekce fuze transgent UidA a oMT je uveden na obr. 49.
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Obr. 49: PCR detekce transgenii po floral dip transformaci konstruktem pBlaMT
1. 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2. — 6. amplifikované fragmenty fiize genii UIdA a
pBlIaMT, 7. negativni kontrola

5.3.6.4 Testovani rostlin po floral dip transformaci konstruktem pVO045

Jelikoz konstrukt pVVO045 neobsahuje gen pro GUS, pro vyhledani transgennich rostlin
byla semena ziskanad po floral dip transformaci selektovana prostfednictvim genu bar
umoznujiciho toleranci transformantti k herbicidu. Semena sklizena po transformaci (celkem
cca 500) byla zaseta a péstovana v GM skleniku (obr. 50). Na potencialné transgenni rostliny
byl aplikovan postiik obsahujici fosfinotricin, ktery byl nasledné dvakrat zopakovan. Piezivsi
rostliny byly pfesazeny a dopéstovany do semen. Celkem bylo takto dopéstovano 66 rostlin,

coz znamena asi 13 % z celkového poctu testovanych semen.
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Obr. 50: Testovani potencidlnich floral dip transformantii (foto pred postrikem)
5.3.7 Detekce rostlin uspésné transformovanych konstrukty TALENs

5.3.7.1 Detekce selekcniho genu metodou PCR

K detekci GM Inu modifikovaného konstrukty TALENs (transformovaného s vyuzitim
postupu floral dip nebo ziskaného transformaci hypokotyll) byla aplikovana PCR metoda
S pouzitim primert umoznujicich amplifikaci selekéniho genu bar. Ocekavana délka
amplifikovaného fragmentu byla 243 bp. Piiklad pozitivni detekce transgenu bar ve vzorcich
transformovanych konstrukty TALENs je uveden na obrazku 51. V pfipadé¢ transformace
floral dip byl transgen bar metodou PCR detekovan u vSech 66 rostlin, které byly

vyselektovany postiikem.

Obr. 51: PCR detekce transgenii po floral dip transformaci konstruktem pvO0045
1. GeneRuler 50bp DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2. — 6. PCR fragmenty detekovaného genu bar,
7. negativni kontrola, 8. pozitivni kontrola

V piipadé transformace segmentl hypokotylli byly testovany vzorky béhem riznych fazi
regenerace. U vzorkh DNA pochéazejicich zpryti (po agrobakteridlni transformaci
hypokotylit), u kterych vychazel PCR test na pfitomnost genu bar pozitivné, byl provadén
také PCR test kontaminace agrobakteriem. Ve stadiu prytl totiz ¢asto nebyva agrobakterium
z média dokonale odstranéno a jeho pfitomnost mlze vést k faleSné pozitivnim detekcim
na pfitomnost transgent. Pouzity byly primery amplifikujici fragment o velikosti 270 bp
v oblasti virG. Piiklad PCR detekce vzorku kontaminovaného agrobakteriem je uveden
na obr. 52.
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Obr. 52: PCR testovani agrobakteridlni kontaminace prostiednictvim primerii amplifikujicich oblast virG
1. 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2, 3 a 5.vzorky negativni, 4. vzorek s pozitivni detekci
kontaminace agrobakteriem, 6. pozitivni kontrola, 7. negativni kontrola

PCR metodou byla pfitomnost genu bar potvrzena u 12 rostlin, které se podatilo ptesadit

do zeminy a jsou péstovany do semen.

5.3.7.2 Detekce indukovanych mutaci pomoci enrichment PCR

Pro detekci mutaci indukovanych v transgennich rostlinach konstrukty TALENs byla
nejprve izolovana DNA z rostlinného materialu (kalusd, prytu, listi). 5 pg izolované DNA
bylo nésledné pouzito pro restrikéni reakci pies noc. Pro restrikei byl vzdy pouzit restrikéni
enzym odpovidajici pfislusnému pouzitému konstruktu.

Dalsim krokem byla amplifikace lokusu naseho zajmu. K detekci indukovanych mutaci
U GM Inu modifikovaného konstrukty pVOO045, pVO046, pVO047 byla pouzita PCR
amplifikace genu fad2-1. K detekci indukovanych mutaci u Inu modifikovaného konstrukty
pVO048 a pVO049 byla pouzita PCR amplifikace genu fad2-2. 10 ul PCR reakce bylo vzdy

pro kontrolu naneseno na agar6zovy gel (obr. 53).

f g
/. 900
5 800
— 700
— 600
500
— 400

— 300

283 B0 RS G e R SRR G 1 O TN BT ST S5 i 6

— 200

— 100

Obr. 53: Vysledky PCR amplifikace genu fad2-1 (dilci krok testovani pomoci enrichment PCR)
1. jamka 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2. — 16. amplifikované fragmenty gelu fad2-1 u
Jednotlivych testovanych vzorkii (442 bp)

Zbylych 40 ul reakce bylo $t€peno pomoci stejného restrikéniho enzymu jako V prvni
restrikéni reakci. Po prob&hnuti reakce byla reakéni smés nanesena na gel (obr 54). Pokud
nukleasa fungovala spravné, m¢l byt na gelu patrny nestépeny PCR fragment — obsahujici
mutaci V restrikénim misté. Tento neStépeny fragment mél byt vyfezan z gelu a odeslan

na sekvenovani.
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Obr. 54: Vysledek 2.restrikcni reakce (findlni krok testovani pomoci enrichment PCR)
1. 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2. — 17. fragmenty genu fad2-1 stépené enzymem Hpall
o délce 237 a 205 bp

Doposud nebyl detekovan nestépeny produkt, ktery by potvrdil spéSnou indukci mutace
pomoci konstrukti TALENs. Vzorky transformované konstruktem pVO045/ pVO046 davaly
po restrikci fragmenty o délce 237 a 205 bp (obr 54.), potencialni transfromanti ziskani
s pouzitim konstruktu pVO047 fragmenty o délkach 130 a 312 bp. Také u vzorka
transformovanych konstruktem pVO048 a pVO049 se amplifikaci genu fad2-2 a naslednou
restrikci nepodafilo detekovat neStépeny fragment, pouze Stépené fragmenty o délce 318
a 83 bp, resp. 356 a 90 bp. U vybranych vzorkt byla nepfitomnost mutace potvrzena také
kontrolnim sekvenovanim.

Indukované mutace v genech fad2 nebyly objeveny navzdory tomu, ze PCR detekce
potvrdila v rostlinach ptfitomnost selekéniho genu bar a to jak u rostlin/explantatd
transformovanych pomoci metody floral dip, tak pomoci agrobakterialni transformace
segmentd hypokotylt.

V soucasné dobé pokracuji transformacni pokusy s vyuzitim konstrukti TALENS s cilem

ziskat rostliny s mutaci v genech fad2-1/ fad2-2.
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6 DISKUSE

Tato prace vznikla jako soucast projektu KONTAKT MSMT LH12226 ,,Komplexni
studium genetické variability druhu Linum usitatissimum L., vzajemna vyména genetickych
zdroji kolekci Ceské republiky a Ruské federace s cilem zvyseni jejich uZitné hodnoty
a vyuziti pro tvorbu odrud s vSestrannym uplatnénim® (2012 — 2015). Vyuzito bylo také
metodickych zkuSenosti ziskanych v projektu QI91A229: ,Konvenéni a molekularné-
genetické piistupy pii tvorbé luskovin® (2009 — 2013).

Préace byla zamétfena na zvySovani obsahu kyseliny olejové v semeni olejného Inu pomoci
metod genové modifikace. Tradi¢ni olejné Inéné semeno obsahuje 50 — 70 % linoleové
kyseliny, coz ¢ini Inény olej nevhodnym pro potravinaiské vyuziti kvuli jeho nizké oxidacéni
stabilité. Vysoky obsah kyseliny linolenové je spojen se Zluknutim a silnym zépachem b&hem
skladovani (Banik et al., 2011). Vysoky obsah olejové kyseliny je Castym cilem Slechténi
olejnych plodin, divodem je jeji stabilita, moznost Sirokého primyslové vyuziti i pozitivni
zdravotni dopady jeji konzumace. Vyssi stabilita oleje se stala v posledni dobé pozadavkem
konzumentl i1 zpracovatelll oleje. Vedle vyuziti v potravinafstvi jsou oleje s vysokym
obsahem kyseliny olejové diky vyssi oxidaéni stabilité pouzivany také v primyslu, napiiklad
jako maziva (Chen et al., 2015).

Prvni desaturace v biosyntetické draze vedouci ke vzniku kyseliny linolenové je vneseni
dvojité vazby pomoci desaturasy SAD (stearol-acid carrier protein desaturase), ktera
desaturuje stearat na mononenasycenou olejovou kyselinu. V druhém desatura¢nim kroku
FAD2 desaturasa katalyzuje kyselinu olejovou na polynenasycenou mastnou Kkyselinu
linolovou vytvofenim druhé dvojné vazby. Ve tretim desatura¢nim kroku FAD3 desaturasa
umoziuje konverzi kyseliny linolové na kyselinu linolenovou (Banik et al., 2011).

Pocate¢ni hypotéza naSeho zaméru spocivala v uml¢eni/ indukci vzniku mutace v genu
pro FAD2 desaturasu (také omega-6 desaturasu), ¢imz by mélo dojit ke zvySeni obsahu

kyseliny olejové na tikor obsahu kyseliny linolové.

Tvorba konstruktu pro vyvolani interference genu fad2

Kostrukt pro vyvolani interference fad2 byl pfipraven na bazi binarniho plasmidu
pGreenll (Hellens et al., 2000). Pro selekci a detekci transformovanych regeneranti byla
pouzita kazeta nesouci selekéni gen bar pro rezistenci k fosfinotricinu a reportérovy gen uidA

umoziujici histochemicky dikaz transformace pomoci GUS testu.
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Fragment genu fad2 klonovany do expresni kazety ve sméru sense a antisense m¢l délku
442 bp. Vybrana a amplifikovana byla oblast genu fad2, ve které byla na zaklad¢ srovnani
dostupnych sekvenci pozorovana nejvyssi mira homologie mezi riiznymi rostlinnymi druhy.

Selekcni a reportérovy gen byly v T-DNA umistény az za expresni kazetou indukujici
vznik vlasenky, coz zvySuje pravdépodobnost, ze histochemicky GUS pozitivni rostlina
tolerantni vici selekénimu médiu bude obsahovat a exprimovat i vnaSeny gen. T-DNA je totiz
inkorporovana do genomu rostliny od RB k LB, pfi¢emz nemusi prob&éhnout vloZeni celého
useku T-DNA.

Vysledny plasmid byl testovan restrikéni analyzou, sekvenovanim a nasledné transformaci
modelové rostliny (tabaku). Restrik¢éni analyza prokazala spravnost zaclenéni vnasenych genti
a histochemicky byla potvrzena také exprese genu pro GUS v tabaku.

Po transformaci segmenti hypokotyld Inu byl béhem histochemického GUS testovani
patrny rozdil ve vysledcich pozorovanych ihned po kokultivaci a v pozdé¢jsich fazich
kultivace explantati. Tento jev je zptisoben transientni expresi, kdy je transgen vnesen pouze
do cytoplazmy rostlinnych bunck, ale nedochazi ke stabilnimu zaélenéni do jejich jadra.

Pro transformaci byly pouzity nizkolinolenova linie AGT 1538/07 a responzivni genotyp
AGT 583/05. Pouzity byly kmeny agrobakteria GV3101 a EHA105. Ziskat se vSak podafilo
pouze trasformanty a responzivni linie AGT 583/05 transformované agrobakteriem EHAZL05.
Metodika pro transformaci Inu byla na naSem pracovisti jiz dfive optimalizovana
(Vrbova, 2010) a optimalni vysledky jsou dle dosavadnich zkusenosti u Inu dosahovany praveé
pii transformaci linie AGT 583/05 (vykazujici vysokou transformacni efektivitu) kmenem
EHA105.

Ziskané transformované rostliny byly testovany histochemickou GUS detekei, pomoci
PCR, reverznég transkripéni PCR, qPCR a po dopéstovani semen bylo testovano také sloZeni
oleje. Byly ziskany linie s pozitivnimi vysledky histochemického GUS testovani, ve kterych
byla prokazana také ptitomnost selekéniho genu v genomu. U linii s pracovnim oznac¢enim 1,
3 a 6 bylo dle vysledkit RT-PCR a qPCR pozorovano rovnéz snizeni exprese fad2-1. Pti
testovani obsahu mastnych kyselin v§ak nebyla pozorovana zména ve sloZeni jednotlivych
mastnych kyselin viic¢i kontrole ¢i vzorkiim nevykazujicim sniZzeni exprese. Mozné vysvétleni
by mohlo byt v ,,nahrazeni funkce* genu fad2-1 genem fad2-2 ¢i dalsimi fad2 geny.

Pfi péstovani transgennich vzorkd spole¢né s kontrolou v GM skleniku pfi vyssich letnich
teplotaich bylo pozorovano zvySeni obsahu kyseliny olejové ve vsSech vzorcich véetné
netransgenni  kontroly.  To  koresponduje s vysledky  publikovanymi v préci

Fofany et al. (2006), kde je popsano, ze exprese fad2 a aktivita FAD2 desaturasy mohou byt
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ovliviiovany prostiedim, pficemz teplé a suché podminky vyustily ve vyssi hodnoty kyseliny
olejové na tkor obsahu PUFA.

RNA pro testovani exprese byla izolovana z embryi semen regeneranti picvedenych
do zeminy kratce pred vstupem do faze zelené zralosti. Dle dostupnych publikaci stoupa
exprese fad2 v semenech Inu na maximalni hodnoty mezi 12 — 16 dnem po zacatku kveteni
(DAA — days after anthesis) a pak pozvolna klesa az do zralosti semen (Fofana et al., 2006;
Banik et al., 2011), proto se tato faze zdala byt pro testovani rozdilti v expresi fad2 vhodna.

AC se nezdafil zamér zvyseni obsahu kyseliny olejové technikou RNA interference, je
mozné presto ziskané vzorky pouzit pro dal$i studie. Obsahuji selekéni gen pro GUS
a reportérovy gen bar, takze mohou byt pouzity pro testovani stability transgenu v dalsich
generacich nebo pro tzv. ERA (environmental risk assessment) analyzy.

Kontrastem k nasemu vysledku je fada publikaci tykajicich se RNA interference genu
fad2 u rozli¢nych plodin, kde zvyseni obsahu kyseliny olejové bylo pozorovano. Napiiklad
u Arabidopsis thaliana (Stoutjesdijk et al., 2002, Belide et al., 2012) bylo popsano zyseni
obsahu kyseliny olejové z 15 % na 63 %. U bavlniku bylo popsano zvyseni obsahu kyseliny
olejové timto zptisobem ze 13 % na 78 % ve vice nez poloviné z testovanych transgennich
linii. RNA interferenci genu pro FAD2 bylo dosazeno zvySeni obsahu kyseliny olejové u soji
ze 16 na 55 % (Chen et al., 2011), resp. na vice nez 80 % (Wagner et al., 2011). Zvyseni
obsahu kyseliny olejové prostiednictvim transformace konstruktem pro umlceni fad2 genu
bylo dosazeno také u fepky (Brassica napus) (Jung et al., 2011; Tian et al., 2011) a ryze
(Zaplin et al., 2013).

U Inu byla prvni prace tykajici se RNA interference genu fad2 publikovana az v leto$nim
roce (Chen et al., 2015). V této publikaci je prezentovana agrobakterialni transformace kalust
Inu ziskanych z prasnikové kultury (Chen a Dribnenki, 2003; Chen et al., 2008) konstruktem
obsahujicim fragmenty z genti pro FAD2 u Inu (v praci oznacené jako LuFADZ2A
a LUFAD2B). Délka fragmentt vkladanych do konstruktu v jednom sméru byla 488bp fad2-1
a 531bp pro fad2-2. Pro gen fad2-1 byla pouzita sekvence odli$na od oblasti genu, ktera byla
pouzita pro tvorbu expresni kazety v nasi praci. Pro tvorbu expresni kazety byl, shodné jako
Vv nasi praci, pouzit vektor pHannibal (CSIRO, Canberra, Australie). Na rozdil od naseho
pokusu byly vSak pouzity promotor a terminator pro linin s cilenou expresi v semeni Inu
(Patent WO/2001/016340). Jako vysledek popisuji Chen et al. (2015) zvySeni obsahu kyseliny
olejové az na 80 %, soucasné popisuji pokles obsahu kyseliny linolové na 10,1 %. V obsahu
ostatnich mastnych kyselin, vcetné¢ kyseliny linolenové, nebyly zmény pozorovany. Byly

zjistény rizné hodnoty kyseliny olejové u jednotlivych transformantt a linii. Tato variabilita
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V expresi mize byt zplsobena poctem kopii transgenu a také pozicnim efektem, coz bylo
popsano jiz dfive u jinych druhti (napf. u Arabidopsis thaliana v publikaci
Stoutjesdijk et al., 2002).

Klicovou roli pii transformaci hraje pouzity promotor. Konstitutivni CaMV 35S promotor
byl uspésné¢ aplikovan v mnoha publikacich tykajicich se transformace Inu
(napt. Wrobel et al., 2004; Wrobel-Kwiatowska et al., 2007a; Lorenc-Kukula et al., 2007;
Badere et al.,, 2014). Na druhou stranu bylo u Inu publikovano pouziti specifickych
promotorti, které byly nasledné¢ patentovany. Vedle promotoru pro linin popsaného
Vv recentnim ¢lanku tykajicim se RNA interference fad2 gent u Inu (Chen et al., 2015) patii
mezi patentované téz promotor sad2 (z genu pro stearoyl-acyl carrier protein desaturase 2)
(Jain et al., 1999). Patentovan byl také promotor cnll (z genu pro conlinin) pro specifickou
expresi v semeni Inu (Truksa et al., 2003).

Dle Drexlera et al. (2003) se vedle klasicky pouzivaného CaMV 35S také promotory
LeB4 (promotor pro legumin pochazejici z Vicia faba L.) a USP,,unknown seed protein‘
jevily jako vhodné pro vyuziti ve transformaci Inu. Testovadna byla také transkripéni aktivita
promotoru genu pro pinoresinol-lariciresinol reduktasu (luplr) za uziti reportérového genu
pro GUS béhem vyvoje semen Inu (Hano et al., 2006). Promotor USP s expresi specifickou
pro semena, izolovany z Vicia faba (Baumlein et al., 1991), ktery je velmi aktivni od ranych
vyvojovych stddii semene, byl také GspéSné pouzit pro transformaci Inu
(Rui-Lopez et al., 2009).

Nejefektivnéjsim promotorem pro silencing fad2 by byl vlastni fad2 promotor, coz souvisi
sidedlni expresi v urcitém cCase a misté. Nedd se vylouCit, ze nelspéch pouziti naSeho
konstruktu pro vyvolani RNA interference fad2 genu byl zpisoben ¢i do zna¢né miry
ovlivnén praveé pouzitim konstitutivniho 35S promotoru. Pouzitim 35S promotoru vSak bylo
v minulosti Usp&$né dosazeno zvySeni obsahu kyseliny olejové metodou RNA interference
genu fad2 u tabaku (Yang et al., 2006). Pro tvorbu expresni kazety byl v uvedené praci pouzit
pKannibal s kanamycinovou rezistenci, sestersky vektor nami pouzitého plasmidu pHannibal
(CSIRO, Canberra, Australie). Vysledek RT-PCR demonstroval pokles fad2 transkriptt
ve vSech testovanych orgéanech s vyjimkou kvétti. Byl prokazan signifikantni nartist mnoZzstvi
olejové kyseliny zejména v lipidech listi a v semenech transgennich rostlin. Navzdory
silencingu vsak byly v transgennich rostlindich pozorovany nizké Grovné fad2 transkriptu,
které mohou byt dle autorti dostatecné pro desaturacni aktivitu. Proto je pravdépodobné, ze
s pouzitim specifického promotoru by doslo k jest€¢ vyznamnéjSimu zvySeni obsahu kKyseliny

olejové.
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U mnoha rostlinnych druhti bylo zjisténo, ze FAD2 desaturasa je kodovana vice geny.
V genomu sdji se vyskytuje nejméné sedm clent této genové rodiny (Schlueter et al., 2007),
dv¢ formy genu fad2 byly objeveny u olivovniku (Hernandez et al., 2005), tfi ve slune¢nici
(Martinez-Rivas et al., 2001). Ortologni geny fad2 byly klonovany a charakterizovany
napt. také u baviniku (Zhang et al., 2009), fepky (Suresha et al., 2013) ¢i svétlice barvirské
(Carthamus tinctorius L.), u niz bylo objeveno dokonce jedenact fad2 geni (Cao et al., 2013).
S velkou pravdépodobnosti se vyskytuje vétsi pocet gent pro FAD2 také u tabaku
(Yang et al., 2006). Pouze jeden gen pro FAD2 byl vSak doposud detekovan u Arabidopsis
(Zhang et al., 2012).

U Inu byly identifikovany dvé kopie genu fad2 exprimované ve vyvijejicich se semenech
a ziskany jejich nekompletni sekvence (Fofana et al., 2004; Khadake et al., 2009). Recentné
byla potvrzena skutecnost, Ze se ve Inu vyskytuji dva odlisné geny fad2 a byla publikovana
sekvence druhého fad2 genu (Thambugala et al., 2013; Thambugala a Cloutier, 2014,
Radovanovic et al., 2014). Jelikoz byl nas vektor pro vyvolani RNA interference u Inu
vytvoren jiz pfed publikovanim téchto informaci, byl cilen pouze na gen fad2, oznaovany
nyni jako fad2-1 nebo fad2A. Druhy popsany gen fad2 (fad2-2) byl vyuzit az nasledné
pro tvorbu kostrukti TALENS.

Nejnovejsi publikace vSak potvrzuji domnénku, ze se v genomu Inu vyskytuje jest¢ vyssi
pocet genl pro FAD2 desaturasu. You et al. (2014) identifikovali vedle dvou diive zndmych
fad2 gent dalsich 13 gent fad2 genové rodiny. Dvanact z nich tvofi Sest part duplikovanych
gend, nékteré z genll vSak nejsou exprimovany. Kli¢ovou roli pro obsah mastnych kyselin pak
hraji duplikované pary gent fad2a-1/fad2a-2 a fad2b-1/fad2b-2, které jsou vysoce
exprimovany. Tato skutenost naznacuje, Ze by k zvySeni obsahu kyseliny olejové mélo stadit
umlceni téchto dvou part, zpusobem pouzitym usp&$né v publikaci Chen et al. (2015).
Je mozné, ze vysledek nasi transformace byl negativné ovlivnén pravé cilenym umlcenim
pouze jednoho genu pro fad2. Nicmén¢ pokud je popisované zvyseni obsahu kyseliny olejové
pii umlceni obou fad2 genu natolik zna¢né, mélo by piesto dojit alespon k mirnému zvyseni
obsahu kyseliny olejové vii¢i netransgenni kontrole.

Jako nejoptimalnéjsi pfistup za pouziti RNA interference se jevi umlceni obou kli¢ovych
geni pro FAD2 =za pouziti vhodného promotoru pro expresi vsemenech Inu.
Dle Chena et al. (2015) by pak dalsi zvySeni olejové kyseliny u rostlin s umléenym genem
fad2 mohlo zajistit umlceni genu fatb (fatty acyl-ACP thioesterasa B) nebo také silencing

genu pro enzym PDCT (fosfatidylcholin: diacyglycerol cholinfosfotrasferasa).
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Kromé¢ RNA interference se mohou uplatnit pro zvyseni obsahu kyseliny olejové ve Inu
1 dalsi pristupy molekularni genetiky jako napt. metoda TALENSs pouzita také v této praci, ¢i
jiné aktualné pouzivané techniky cilené modifikace genomu.

Vedle metod genovych modifikaci se pro zvySeni obsahu olejové kyseliny u Inu nabizi
také konvencni techniky vytvafeni novych genotypt jako naptiklad indukovana mutageneze
ethylmethansulfonatem (EMS). Tento pfistup byl ve firmé Agritec uspéSné pouzit
pro vytvofeni linii s nizkym obsahem kyseliny a-linolenové a zvySenym obsahem kyseliny
olejové (Tejklova, 1995; Pavelek et al., 2011). Dalsi moznosti by bylo nalezeni nefunk¢ni
mutované alely fad2. Ta byla jiz objevena u svétlice barvifské (Knowles et al., 1989,
Liu et al. 2013), soji (Pham et al., 2010) a ve slunecnici (Schuppert et al., 2006). Jelikoz
je obsah olejové kyseliny ve Inu ovlivnén vice fad2 geny (Thambugala et al., 2013;
Thambugala a Cloutier, 2014; Radovanovic et al., 2014), stejné¢ jako u jinych rostlin
(Hernandez et al., 2005; Martinez-Rivas et al., 2001; Zhang et al., 2009; Suresha et al., 2013;
Cao et al., 2013), bylo by vsak naro¢né zkombinovat mutace v kazdém fad2 genu, aby byly

homozygotni.

Transformace Inu konstrukty TALENS

Vedle pouziti vyse popsaného konstruktu pro vyvolani RNAi jsme se V této praci rozhodli
vyuzit také progresivnich metod — tzv. ,targeted genome editing®, pomoci kterych je mozné
upravit gen zajmu na specifickém misté v genomu. Vyhoda metod ,.targeted genome editing*
oproti klasické transgenozi spociva v tom, ze nedochazi k ndhodnym inzercim transgend.
Tyto metody jsou v genomice rostlin intenzivné vyuzivany v poslednich dvou letech. V této
praci byla konkrétné pouzita technika TALENs (Tale nucleases trascription activator-like
effectors). U Inu doposud jeji pouziti nebylo popsano v zadné publikaci. Tento fakt by
vyznamné zvySoval publikovatelnost vysledki i to v ptipadé¢, pokud by byla objevena mutace
indukovana konstruktem TALENS, ktera by neméla vliv na fenotyp.

V piipadé funkénosti konstrukt TALENS by po Gspésné transformaci Inu méla vzniknout
vgenu fad2-1 (¢i fad2-2) mutace, ¢imz méla by byt snizena jeho funk¢nost, a tudiz
i desaturace kyseliny olejové na kyselinu linolovou. V semenech Inu by tak vznikal olej
podobny skladbou mastnych kyselin oleji olivovému — s vysokym podilem kyseliny olejové.

Dtive vytvoreny konstrukt pWellFAD2i pro indukci RNA interference nesl fragment
pivodné jediného znamého fad2 genu u Inu, oznaCovaného nyni jako fad2-1. V roce 2014
byla publikovana sekvence druhého fad2 genu wu Inu, nazvaného fad2-2

(Radovanovic et al. 2014, Thambugala a Cloutier, 2014). Na zaklad¢ sekvenci genu fad2-1
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a fad2-2 byly navrzeny konstrukty TALENs. Sekvence obou fad2 gent jsou vSak natolik
odlisné, ze se jevilo jako nevhodné cilit je stejnym TALENs konstruktem. Jako kompromis
byly tedy vytvoieny konstrukty pro indukci mutaci v kazdém fad2 genu zvlast, ackoliv dle
najednou. Konstrukty byly cileny na gen fad2-1 (v ptipad¢ konstrukti pVO045, pvVO046,
pVO047) a na gen fad2-2 (konstrukty p\VVO048 a pvVO049).

U jednotlivych konstrukti byla pfedpokladina riizna mira Géinnosti TALE kazety, proto
bylo pro transformaci pouzito pét riznych variant konstruktt, které maji rizna rozpoznavaci
mista. Pouziti vétsiho mnozstvi konstrukti mohlo vést k zajimavému srovnani G¢innosti
jednotlivych konstruktii pro indukci mutaci, ale také srovnani efektu téchto indukovanych
mutaci pfi fenotypovém projevu.

Konstrukty neobsahovaly reportérovy gen uidA, proto nebyly pouzity ke kontrolni
transformaci tabaku, ale pfimo pro transformaci hypokotyld Inu. Pro transformaci
responzivniho genotypu Inu AGT 583/05 byl pouzit agrobakterialni kmen EHA105 dle
optimalizované metodiky (Vrbova, 2010). Transformované explantaty rostouci na selekénim
médiu byly testovany pomoci PCR a enrichment PCR, umoziiyjici rychlou detekci mutace
vV misté¢ naseho zajmu. Pomoci PCR bylo zjisténo, ze byly ziskany transformované rostliny
obsahujici selekéni gen bar, nicméné dle vysledkt enrichment PCR a sekvenace zadny
z testovanych vzorkd neobsahoval kyzenou mutaci indukovanou v genu fad2-1/fad2-2
TALENS konstruktem.

Jak jiz bylo zminéno, prozatim neexistuje publikace tykajici se vyuziti technologie
TALENS u Inu. Zajimavé zavéry vsak vyplyvaji z publikace Haun et al. (2014), kdy bylo
cilenou mutagenezi s vyuZitim technologie TALENs dosazeno vyrazného zvySeni obsahu
kyseliny olejové u soji.

U s6ji, na rozdil od Inu, jsou oba geny pro FAD2 desaturasu do zna¢né miry shodné, proto
mohly byt ve zminéné publikaci cileny jednim TALENs konstruktem. Autofi pouzili celkem
¢tyfi TALENs konstrukty a pozorovali, ze se jednotlivé z nich vyznamné 1i$i v efektivité pti
pouziti. Transformaci se podafilo ziskat 35 transgennich rostlin, 19 z nich bylo testovano
na pritomnost mutaci v genech fad2 indukovanych TALENs konstruktem. Podafilo se objevit
Ctyfi rostliny, ve kterych byl indukovan vznik mutace v obou fad2 genech. U rostlin
obsahujicich homozygotni mutaci pozorovali autoii zvySeni obsahu olejové kyseliny z 20
na 80 %. V publikaci Haun et al. (2014) byla, stejn¢ jako v nasi praci, TALEN expresni

kazeta pod promotorem 35S. Transformace byla provedena pomoci A. rhizogenes.
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Za pozornost stoji také skutecnost, ze pii tvorbé konstruktu v publikaci Haun et al. (2014)
byl pouzit pouze selekéni a nikoliv reportérovy gen. Autofi tak Cinili ve snaze vytvofit
snadné&ji ,.transgene free* rostliny. V potomstvu transformanti obsahujicich kyzené mutace
testovali pfitomnost selekéniho markerového genu a také pravou hrani¢ni oblast T-DNA
pomoci kombinaci primeri. Tyto oblasti se nepodatilo amplifikovat, z ¢ehoz autofi usuzuji, Ze
u potomstva doslo k vysegregovani téchto oblasti. Ziskani rostlin s kyzenou mutaci, nicméné
beze stop ,,cizi“ DNA v genomu vede k uvaham nad moZnou zménou legislativy pro pouziti
technologii programovatelnych nukleas. Je otazkou, zda jsou tyto rostliny GMO, byt’ vznikly
genetickou modifikaci.

Z vyse uvedenych divodu byl v nami pouzivanych konstruktech pfitomen pouze selekéni
gen bar, zatimco reportérovy gen byl vynechan, ve snaze ,,zmensit* oblast T-DNA. Pravdou
vSak zlstdva, Ze pfitomnost reportérového genu pfinasi pii transformaci vyhodu a dle nasich

dosavadnich zkusenosti zvySuje pravdépodobnost a rychlost ziskani transformantt.

Vyuziti technologii cilené modifikace genomu

V poslednich letech se znacné rozsifuje vyuziti metod tzv. cilené modifikace genomu
,»Targeted genome modification — TGM ¢i také GEEN (,,genome editing with engineered
nucleases*), za pomoci kterych je mozné modifikovat genom na specifickém misté a zabranit
ndhodné inzerci transgenu, cozZ je odliSuje od tradi¢nich metod transgenoze. Tyto piistupy
(CRISPR, TALENSs, ZFNs) jsou proto casto sklonovany jako alternativa k metodam
klasického Slechténi rostlin a také béZzné uzivanych transgennich ptistupi. Nachazeji uplatnéni
ve vyzkumu, biotechnologiich 1 genové terapii a muizeme nadale predpokladat expanzi
V jejich vyuziti.

A to 1 pfesto, Ze nedavno publikované vysledky o vyuZiti metody CRISPR zplsobily
znepokojeni v komunité védcii zabyvajicich se genovymi modifikacemi Zzivocicht, resp.
genetickymi modifikacemi obecné (Lunshof, 2015). Objev MCR — mutagenni fetézové reakce
u drozofily jako nasledku spojeného s pouzivanim technologiec CRISPR (Gantz a Bier, 2015)
muze byt voda na mlyn pro odplirce GMO a muZe vést k problémiim s akceptovanim metody
CRISPR zejména v EU, kde je dlouhodob¢ prezentovana politika negativni viici GMO.

Metody cilené modifikace genomu se vSak (az na vySe popsanou kauzu tykajici se
CRISPR) zdaji byt méné kontroverzni nez klasické metody genového inZenyrstvi. Je mozné
timto zptisobem pfipravit rostliny, nesouci mutaci v genu naseho zajmu (ktera by mohla
vzniknout i spontann¢) a naopak neobsahuji v genomu zadné stopy ,,cizorodé”“ DNA. Belhaj

et al. (2013) naptiklad optimisticky uvadi, ze existuje Sance, Ze by vysSe zminéné technologie
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mohly byt klasifikovany jako non-GM pfistup, coz by mélo pozitivni dopad pro
biotechnologie a Slechténi rostlin zejména v Evropé.

Dle pracovni skupiny pro nové genové techniky pi1 Vyboru kompetentnich autorit a také
stanoviska CK GMO z roku 2013 vedou metody pouziti programovatelych nukleas ke vzniku
GMO spadajicich do paisobnosti smérnice 2001/18/EC. Zaroveti bylo ve stanovisku CK GMO
feceno, ze i1 kdyz tyto techniky mohou zplsobit nezdmérné zmény V genomu piijimajici
rostliny, bude téchto zmén méné nez pii pouziti mutageneze v konven¢nim S$lechténi.
(http://www.mzp.cz/cz/stanoviska_ck _gmo). Je zde také uveden dovétek tykajici se metody
TALENSs, ktery naznaCuje urcitou moznost, ze by v budoucnu takto vytvorené
rostliny/organismy za urcitych podminek mohly byt povazovany za non-GMO: ,Na rozdil
od techniky zinkovych prsti je nutné v pifipadé TALEN pouzit expresi flizniho genu
z plasmidu, ktery se vSak v organismu nereplikuje a v principu by nemél byt integrovan
do genomu recipienta. Potud nejsou splnény ptredpoklady pro vznik GMO. Zalezi vsak
na velikosti vnasené DNA a jejim ptvodu (resp. na informa¢nim obsahu ve vztahu k donoru

genetické informace)“.

Transformace Inu metodou floral dip

Transformace Inu touto metodou byla provedena dle publikace Bastaki a Cullis (2014).
Ve zminéné publikaci byl pouzit agrobakteridlni kmen LBA4404, zatimco v rdmci
predkladané disertacni prace byl pro floral dip transformaci pouzit kmen agrobakteria
EHA105, bézn¢ uzivany na pracovisti Agritec pro transformaci segmenti hypokotyll Inu.
Bastaki a Cullis (2014) demonstrovali fungovani metody floral dip na dvou velmi rozdilnych
odridéach Inu. Prvni byl responzivni genotyp pfadného Inu nazvany Stormont Cirrus, druhy
pokus byl proveden s odridou olejného Inu Bethune (v publikaci popisovana jako
neresponzivni k transformacim). V ramci moji prace byla metodou floral dip pokusné
transformovana §lechtitelskd linie olejného Inu firmy Agritec nazvana AGT145.

Bastaki a Cullis (2014) docilili metodou floral dip u obou pouzitych odriud Gspésné
transformace. U odridy Stormont Cirrus popisuji dosazeni prekvapiveé vysoké transformacni
efektivity (50 — 60%), coz je Cislo nesrovnateln¢ vyssi oproti popsané uspésnosti floral dip
metody u Arabidopsis thaliana (ziskano max. 1 % transformanti dle publikace
Bent et al., 2006), stejn¢ jako s vysledky publikovanymi u dalSich rostlin (Mu et al., 2012;
Yasmeen et al., 2009).

Pro floral dip transformaci Inu byl v ramci této prace pouzit TALENs konstrukt pVO045,

kery vsak, jak jiz bylo zminéno dfive, neobsahoval po vzoru publikace Haun et al. (2014)
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reportérovy gen. Proto byla testovana také transformace kontrolnim konstruktem pBlaMT
obsahujici signalni gen uidA, ktery byva siln¢ exprimovan.

Semena ziskana po floral dip transformaci kontruktem pVVOO045 byla vyseta a selektovana
prostiednictvim genu bar umoznujiciho toleranci transformantd k herbicidu. Rostliny, které
odolaly opakovanému posttiku fosfinotricinem byly pfesazeny a testovany na piitomnost
transgenu/mutace indukované technikou TALENs metodou PCR/enrichment PCR. Vysledky
ukazaly, ze vzorky obsahovaly transgen pro bar, nicmén¢ zadna z rostlin neobsahovala mutaci
indukovanou konstruktem TALENs v genu fad2-1. Genem bar bylo natransformovano
66 rostlin, coz zna¢i vzhledem k poctu testovanych semen zhruba 13% uspéSnost
transformace.

Semena sklizena po transformaci kontrolnim kontruktem pBlaMT obsahujicim gen uidA
byla naklicena a histochemicky testovana. Asi 30 % vzorku (70 ks) se jevilo jako GUS
pozitivnich. V nékolika ndhodné vybranych vzorcich byla pfitomnost genu uidA potvrzena
také prostfednictvim PCR. Pozorovana 30% uspéSnost je sice nizsi nez popisovand V ¢lanku
Bastaki a Cullis (2014), nicméné i tak se jedna o nezvykle vysokou transformaéni efektivitu.

Niz8i pozorovana Gispésnost pii transformaci konstruktem pVO045 (13 %) mohla souviset
se selekei transformovanych rostlin prostiednictvim postfiku. Je mozné, Ze chimérické
rostliny, které by v pfipadé ptitomnosti reportérového genu vykazovaly uréity histochemicky
GUS signal, byly herbicidem eliminovany.

Je také teba vzit v Gvahu, Ze byl testovan jiny kmen agrobakteria a jind odrida nez
Vv pivodni publikaci. Je pravdépodobné, Ze s uzitim responzivnéjSiho genotypu Inu pro
transformaci a také pti dal$i optimalizaci metody (napf. srovnani riznych kment agrobakterii,
odlisné doby kokultivace) by bylo moZno dosdhnout jesté vyssi transformacni efektivity.

Vyhodou metody floral dip proti bézn¢ uzivanym metodam transformace Inu je jeji
jednoduchost, nizsi naklady a vyssi transformacni efektivita. Diky vysokému poctu relativné
snadno ziskanych transformantt by tak po dalsi optimalizaci mohla nahradit stavajici postupy

pfi transformaci Inu.
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7 ZAVER

Vznik kyseliny linolové konverzi z kyseliny olejové v semeni Inu zajistuje enzym FAD2
desaturasa. Genovou manipulaci je mozné pferusit tvorbu tohoto enzymu, coz se projevi
zvySenim obsahu kyseliny olejové, ze které kyselina linolova pfirozené vznika a soucasné
snizenim kyseliny linolové. Vysoky obsah olejové kyseliny je castym cilem Slechténi
olejnych plodin. Divodem je stabilita olejové kyseliny, moznost jejiho Sirokého
prumyslového vyuziti a zejména pozitivni zdravotni dopady jeji konzumace. Tato prace byla
zam&fena na snizeni exprese genu fad2 (fatty acid desaturase 2) ve Inu
(Linum usitatissimum L.) a tim soucasn¢ zvySeni obsahu kyseliny olejové v semeni.

V pribéhu prace byl vytvoren konstrukt pWellFAD2i pro transformaci Inu setého (Linum
usitatissimum L.) ve variantach A a B dle orientace vloZené expresni kazety. Konstrukt nesl
pod konstitutivnim 35S promotorem fragment genu fad2 v sense/antisense orientaci
S intronem, coz je struktura optimalni pro expresi doufeté¢zcové RNA, umoziujici RNA
interferenci (znamy mechanismus post-transkripéniho uml¢ovani gent).

Spravnost sekvence vytvofeného plasmidu byla potvrzena restrikéni analyzou
anaslednym sekvenovanim. Po ovéfeni sekvence byl Konstrukt vlozen do Agrobacterium
tumefaciens a jeho funkénost byla otestovana transformaci listovych diska tabaku. Konstrukt
byl nasledné pouzit pro agrobakterialni transformaci segmentt hypokotyld Inu setého.

Ziskané transformované rostliny byly histochemicky GUS pozitivni. V jejich genomu
byly pomoci PCR detekovany geny uidA a bar. Dle vysledkd reverzné transkripéni PCR
a qPCR byly u nékterych transgennich linii patrné rozdily v expresi fad2 ve srovnani
s kontrolou. Analyza obsahu a slozeni oleje vSak neprokazala zvySeni obsahu kyseliny olejoveé
v semenech.

V ramci této prace byly pro transformaci Inu pouZity také nové vytvotfené konstrukty
TALENSs (Tale nucleases trascription activator-like effectors). Jedna se o programovatelné
nukleasy, u¢innou skupinu chimérickych enzymu, pouzivanych u celé tady organismu
k indukci dvoufetézcovych zlomi. Po uspésné transformaci méla dle predpokladu vzniknout
v genu fad2-1 (¢i fad2-2) mutace, pficemz mél byt zkouman jeji vliv na funkénost genu.

Pro transformaci segmentl hypokotyli bylo pouzito celkem pét riznych TALENs
konstrukti, tii pro indukci vzniku mutace v genu fad2-1 (konstrukty pVO045, pvVOO046,
pVO047); dva pro vznik mutace v genu fad2-2 (konstrukty pVVO048 a pVVO049). Byly ziskany
transformované rostliny obsahujici selekcni gen bar, nicméné dle vysledkt enrichment PCR

a sekvenace z4dnd =z testovanych rostlin neobsahovala mutaci indukovanou v genu

fad2-1/fad2-2 TALENSs konstruktem.
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TALENSs konstrukt pVOO045 spolu s kontrolnim konstruktem pBlaMT obsahujicim gen
uidA byl pouzit také pro zkusebni transformaci Inu metodou floral dip. Dle vysledki
ziskanych histochemickou a PCR detekci genu pro GUS u vzorkli transformovanych

konstruktem pBloaMT je metoda floral dip pouzitelnou alternativou pro transformaci Inu.
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Piiloha 1: Sekvence genu fad2-1 a fad2-2 spolu s vyznacenymi cilovymi misty pro

Jednotlivé konstrukty

>gi|387135437|gb|JQ963117.1| Linum usitatissimum cultivar ACC NO 4/47 fatty

acid desaturase 2 (FAD2) gene, complete cds

TAGCCCTCTCAACTACCTCG CTGGGCCTGCCAGGGCTG

GTGTTTGTCCCCAAGCAGAAGGCCGAAATCGGGTGGTACT
CCAAGTACCTTAACAACCCACCTGGCCGTGTGATCACATTGGCCGTCACATTAACGCTCGGTTGGCCTCT
GTACTTGGCATTCAACGTCTCCGGGAGACCATATGACCGGTTCGCATGCCATTTTGACCCTCACGGTCCG
ATTTACAATGATCGCGAGCGTATGGAGATATACCTATCCGACGCAGGGATATTCACCGTGTGCTACATCC
TATACAGACTCGTCCTCACGAAAGGACTCGTTTGGGTCGTGTCCATATACGGAGTCCCACTATTGATAGT
GAATGGATTCCTAGTCCTCATCACTTTCTTGCAGCACACGCATCCTTCTCTTCCGCACTACAAGTCCTCC
GAATGGGACTGGATGCGAGGCGCCCTCTCGACCGTGGATCGAGACTACGGGTTACTCAACACCGTGTTCC
ACAACATCACCGATACACATGTCGCGCACCATCTCTTCTCCACGATGCCTCATTACCACGCGATGGAGGC
TACCAAGGCGATCAAGCCGGTTCTCGGGGAGTATTACCAGTTCGATGGGACTCCCTTTGTGAAGGCCATG
TGGAGGGAGGCAAAGGAGTGCATCTATGTCGAGCCGGATGAAGGCGACCCCAGCCAAGGCGTGTTCTGGT
ACAACAATAAGTTATGA

pV0045/46
pWellFAD2i

>gi11387135501|gb|JQ963159.1| Linum usitatissimum cultivar PADMINI fatty

acid desaturase 2-2 (FAD2-2) gene, partial cds
CCATCGAATAAGGCGGACTCCGAAACCTTTAAGCGGTCTCCTTACTCARAACCTCCCTTCACTCTTGGTG
AGATCAAGAAAGCCGTCCCTCCACACTGCTTCAAAAGGTCCATCCCCCGCTCGTTCTCCTACGTGGCTTA
TGACCTCACCATAGCCGCCATCTTCTACTACATCGCCACCACTTACATCCACCTCCTCCCCAATCCTCTC
TCCTACGTGGCGTGGCCGATCTACTGGGCCTGCCAAGGCTGCGTCCTCACTGGTGTCTGGGTCCTAGCCC
ACGAATGCGGTCACCATGCCTTCAGCGACTACCAATGGCTCGACGACTTGGTCGGCTT TCHCCICORCTT
ACCGTCGCCACCACTCCAATACTGGGTCCCTC
GAACGAGACGAGGTTTTTGTCCCCAAGCAGAAATCAGCCATTGGCTGGCACTCAAAGTACCTCAACAACC
CACCTGGCCGTGTGCTCACACTTGCAGTCACTCTCACTCTCGGCTGGCCTTTGTACTTGGCATTCAACGT
CTCTGGAAGGCCGTACGACCGGTTCGCCTGCCATTACGATCCTAAATCCCCCATCTACAACGACCGCGAG
CGAACGGAGATATTCTTCTCCGATGCTGGCATCCTTGCTGTGAGCTT
GTTCCACTCCTTGTAGTGAATGGATTCCTTGTCTT
GATCACTTTCTTGCAGCACACCCACCCATCATTGCCGCACTACAAATCCTCCGAATGGGACTGGCTGAGA
GGTGCTCTGGCGACCATGGACAGAGACTACGGGTTTCTGAACACGGTGTTCCATAACATCACGGATACCC
ACGTGGCGCACCACCTGTTCTCGACGATGCCTCATTACCATGCAATGGAAGCTACAAAGGCGATCAAGCC
GGTATTGGGAGAGTACTACCAATTCGACGGGACTCCATT
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Piiloha 2: Sekvence konstruktu pWellFAD2iA pouzitého pro transformaci Inu

T-DNA je ohranicena restrikénimi misty Bgll|

TTTTTATCCCCGGAAGCCTGTGGATAGAGGGTAGTTATCCACGTGAAACCGCTAATGCCCCGCAAAGCCTTGA
TTCACGGGGCTTTCCGGCCCGCTCCAAAAACTATCCACGTGAAATCGCTAATCAGGGTACGTGAAATCGCTAA
TCGGAGTACGTGAAATCGCTAATAAGGTCACGTGAAATCGCTAATCAAAAAGGCACGTGAGAACGCTAATAGC
CCTTTCAGATCAACAGCTTGCAAACACCCCTCGCTCCGGCAAGTAGTTACAGCAAGTAGTATGTTCAATTAGC
TTTTCAATTATGAATATATATATCAATTATTGGTCGCCCTTGGCTTGTGGACAATGCGCTACGCGCACCGGCT
CCGCCCGTGGACAACCGCAAGCGGTTGCCCACCGTCGAGCGCCAGCGCCTTTGCCCACAACCCGGCGGLCGGL
CGCAACAGATCGTTTTATAAATTTTTTTTTTTGAAAAAGAAAAAGCCCGAAAGGCGGCAACCTCTCGGGCTTC
TGGATTTCCGATCCCCGGAATTAGAGATCTTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAC

ATTAACGTTTACAATTTCGCGCCATTCGCCATTCAGG
CTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTG
CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATT
GTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGAT
ATCGATCTGGATTTTAGTACTGGATTTTGGTTTTAGGAATTAGAAATTTTATTGATAGAAGTATTTTACAAAT
ACAAATACATACTAAGGGTTTCTTATATGCTCAACACATGAGCGAAACCCTATAAGAACCCTAATTTCCCTTA
TCGGGAAACTACTCACACATTATTTATGGAGAAAATAGAGAGAGATAGATTTGTAGAGAGAGACTGGTGATTT
CAGCGTACCGAATTAATTCGCTAGAGCCAGGAGAGTTGTTGATTCATTGTTTGCCTCCCTGCTGCGGTTTTTC
ACCGAAGTTCATGCCAGTCCAGCGTTTTTGCAGCAGAAAAGCCGCCGACTTCGGTTTGCGGTCGCGAGTGAAG
ATCCCTTTCTTGTTACCGCCAACGCGCAATATGCCTTGCGAGGTCGCAAAATCGGCGAAATTCCATACCTGTT
CACCGACGACGGCGCTGACGCGATCAAAGACGCGGTGATACATATCCAGCCATGCACACTGATACTCTTCACT
CCACATGTCGGTGTACATTGAGTGCAGCCCGGCTAACGTATCCACGCCGTATTCGGTGATGATAATCGGCTGA
TGCAGTTTCTCCTGCCAGGCCAGAAGTTCTTTTTCCAGTACCTTCTCTGCCGTTTCCAAATCGCCGCTTTGGA
CATACCATCCGTAATAACGGTTCAGGCACAGCACATCAAAGAGATCGCTGATGGTATCGGTGTGAGCGTCGCA
GAACATTACATTGACGCAGGTGATCGGACGCGTCGGGTCGAGTTTACGCGTTGCTTCCGCCAGTGGCGAAATA
TTCCCGTGCACTTGCGGACGGGTATCCGGTTCGTTGGCAATACTCCACATCACCACGCTTGGGTGGTTTTTGT
CACGCGCTATCAGCTCTTTAATCGCCTGTAAGTGCGCTTGCTGAGTTTCCCCGTTGACTGCCTCTTCGCTGTA
CAGTTCTTTCGGCTTGTTGCCCGCTTCGAAACCAATGCCTAAAGAGAGGTTAAAGCCGACAGCAGCAGTTTCA
TCAATCACCACGATGCCATGTTCATCTGCCCAGTCGAGCATCTCTTCAGCGTAAGGGTAATGCGAGGTACGGT
AGGAGTTGGCCCCAATCCAGTCCATTAATGCGTGGTCGTGCACCATCAGCACGTTATCGAATCCTTTGCCACG
TAAGTCCGCATCTTCATGACGACCAAAGCCAGTAAAGTAGAACGGTTTGTGGTTAATCAGGAACTGTTGGCCC
TTCACTGCCACTGACCGGATGCCGACGCGAAGCGGGTAGATGTCACACTCTGTCTGGCTTTTGGCTGTGACGC
ACAGTTCATAGAGATAACCTTCACCCGGTTGCCAGAGGTGCGGATTCACCACTTGCAAAGTCCCGCTAGTGCC
TTGTCCAGTTGCAACCACCTGTTGATCCGCATCACGCAGTTCAACGCTGACATCACCATTGGCCACCACCTGC
CAGTCAACAGACGCGTGGTTACAGTCTTGCGCGACATGCGTCACCACGGTGATGTCGTCCACCCAGGTGTTCG
GCGTGGTGTAGAGCATTACGCTGCGATGGATCTCCGGCATAGTTAAAGAAATCATGGAAGTAAGACTGCTTTT
TCTTGCCGTTTTCGTCGGTAATCACCATTCCCGGCGGGATAGTCTGCCAGTTCAGTTCGTTGTTCACACAAAC
GGTGATACGTACACTTTTCCCGGCAATAACATACGGCGTGACATCGGCTTCAAATGGCGTATAGCCGCCCTGA
TGCTCCATCACTTCCTGATTATTGACCCACACTTTGCCGTAATGAGTGACCGCATCGAAACGCAGCACGATAC
GCTGGCCTGCCCAACCTTTCGGTATAAAGACTTCGCGCTGATACCAGACGTTGCCCGCATAATTACGAATATC
TGCATCGGCGAACTGATCGTTAAAACTGCCTGGCACAGCAATTGCCCGGCTTTCTTGTAACGCGCTTTCCCAC
CAACGCTGATCAATTCCACAGTTTTCGCGATCCAGACTGAATGCCCACAGGCCGTCGAGTTTTTTGATTTCAC
GGGTTGGGGTTTCTACAGGACGTAACATAAGGGAGTGACCTACCCAGCTTGGGCTGTCCTCTCCAAATGAAAT
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GAACTTCCTTATATAGAGGAAGGGTCTTGCGAAGGATAGTGGGATTGTGCGTCATCCCTTACGTCAGTGGAGA
TGTCACATCAATCCACTTGCTTTGAAGACGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTTCCACGATGCTCCTCGTGGGTGG
GGGTCCATCTTTGGGACCACTGTCGGCAGAGGCATCTTGAATGATAGCCTTTCCTTTATCGCAATGATGGCAT
TTGTAGGAGCCACCTTCCTTTTCTACTGTCCTTTCGATGAAGTGACAGATAGCTGGGCAATGGAATCCGAGGA
GGTTTCCCGAAATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATAGCCCTTTGGTCTTCTGAGACTGTATCTTTGACATT
TTTGGAGTAGGGGTACGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGA_TCGACGA-
ATTAATTCCAATCCCACAAAAATCTGAGCTTAACAGCACAGTTGCTCCTCTCAGAGCAGAATCGGGTATTCAN
CACCCTCATATCAACTACTACGTTGTGTATAACGGTCCACATGCCGGTATATACGATGACTGGGGTTGTACAA
AGGCGGCAACAAACGGCGTTCCCGGAGTTGCACACAAGAAATTTGCCACTATTACAGAGGCAAGAGCAGCAGC
TGACGCGTACACAACAAGTCAGCAAACAGACAGGTTGAACTTCATCCCCAAAGGAGAAGCTCAACTCAAGCCC
AAGAGCTTTGCTAAGGCCCTAACAAGCCCACCAAAGCAAAAAGCCCACTGGCTCACGCTAGGAACCAAAAGGC
CCAGCAGTGATCCAGCCCCAAAAGAGATCTCCTTTGCCCCGGAGATTACAATGGACGATTTCCTCTATCTTTA
CGATCTAGGAAGGAAGTTCGAAGGTGAAGGTGACGACACTATGTTCACCACTGATAATGAGAAGGTTAGCCT] 359
TTCAATTTCAGAAAGAATGCTGACCCACAGATGGTTAGAGAGGCCTACGCAGCAGGTCTCATCAAGACGATCT]
ACCCGAGTAACAATCTCCAGGAGATCAAATACCTTCCCAAGAAGGTTARAGATGCAGTCAAAAGATTCAGGA]
TAATTGCATCAAGAACACAGAGAAAGACATATTTCTCAAGATCAGAAGTACTATTCCAGTATGGACGATTCAA
GGCTTGCTTCATAAACCAAGGCAAGTAATAGAGATTGGAGTCTCTAAAAAGGTAGTTCCTACTGAATCTAAGG
CCATGCATGGAGTCTAAGATTCAAATCGAGGATCTAACAGAACTCGCCGTGAAGACTGGCGAACAGTTCATAC
AGAGTCTTTTACGACTCAATGACAAGAAGAARATCTTCGTCAACATGGTGGAGCACGACACTCTGGTCTACTC
CAAAAATGTCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGATAATTTCGGGA
AACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCGAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGGTGGCTCCT
ACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCATTCAAGATCTCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGG
ACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGT
GACATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAA
GTTCATTTCATTTGCAGACGACACCETCEACGTCCACCTTCTTACGGTCACGGAGGTAGTAGGTTTGGATACTT Xhol
CTCCAGAGGAATGAGTTTCGGTGGTAAGTGCGAGCCACTCGAGTTCTTCCGGTAAGGAGGTGTGACAAAGTTT
GCAAGTTAGGGGGCTAGCAAGCGGATGCACCGCATGCTGGAGTGGTAACGTCGTTAGAAGATGATGTAGCGGT

promotor

GGTGAATGAAGGTGGAGGAGGGATCGGGAGAGTTGATGGAGCGGACCGGCCAGATGACCCGGACGGTCCCGA

GTAGGAGTGACCTCATACCCACAACCGAGTGCTTACGCCAGTGGTACGGAAGTCGCTGATGGTCACCGAGCTG [ad2 sense

CTGTACCAACCGAAGCAGGAGGTAAGCAGGGAGGAACAAGGAATGAAGAGGACCTTCGTGTCGGTGGCGGCGG
TGGTAAGGTTGTGCCCTAGCGAACTAGCACTACTCIHIME -1~ CCCCAATTCCTAAGGARATAAT TATTT
CTTTTTTCCTTTTAGTATAAAATAGTTAAGTGATGTTAATTAGTATGATTATAATAATATAGTTGTTATAAT
GTGAAAAAATAATTTATAAATATATTGTTTACATAAACAACATAGTAATGTAAAAAAATATGACAAGTGATGT
GTAAGACGAAGAAGATAAAAGTTGAGAGTAAGTATATTATTTTTAATGAATTTGATCGAACATGTAAGATGAT
ATACTAGCATTAATATTTGTTTTAATCATAATAGTAATTCTAGCTGGTTTGATGAATTAAATATCAATGATAN |ntron
AATACTATAGTAAAAATAAGAATAAATAAATTAAAATAATATTTTTTTATGATTAATAGTTTATTATATAAT
AAATATCTATACCATTACTAAATATTTTAGTTTAAAAGTTAATAAATATTTTGTTAGAAATTCCAATCTGCTT
GTAATTTATCAATAAACAAAATATTAAATAACAGCTAAAGTAACAAATAATATCAAACTAATAGAAACAGTAA
TCTAATGTAACAAAACATAATCTAATGCTAATATAACAAAGCGCAAGATCTATCATTTTATATAGTATTATTT
TCAATCAACATTCTTATTAATTTCTAAATAATACTTGTAGTTTTATTAACTTCTAAATGGATTGACTATTAAT
TAAATGAATTAGTCGAACATGAATAAACAAGGTAACATGATAGATCATGTCATTGTGTTATCATTGATCT TA_

ATTTGGATTGATTACAGTTGGGAAATTGCGTTCGAAATCCAT [ lICTCATCACGATCAAGCGATCCCGT
TTGGAATGGTGGCGGCGGTGGCAGTGCTTCCAGGAGAAGTAAGGAACAAGGAGGGACGAATGGAGGACGAAG
CAACCATGTCGTCGAGCCACTGGTAGTCGCTGAAGGCATGGTGACCGCATTCGTGAGCCAACACCCATACTCQ
AGTGAGGATGCAGCCCTGGCAGGCCCAGTAGACCGGCCAGGCGAGGTTGTTGAGAGGGCTAGGGAGGAGGTG] 22
AAGTAAGTGGTGGCGATGTAGTAGAAGATTGCTGCAATGGTGAGGTCGTACGCCACGTAGGCGAACGATCGGE antisense
GGATTGAACGTTTGAAACAGTGTGGAGGAATGGCCTTCTTGAGCTCACCGAGCGTGAATGGTGGCTTTGAGTA
AGGAGACCTCTTCATAGGTTTGGATGATGGAGGCACTGGCATTCTTCCACCT-GTCCTGCTTTAATG_
GATATGCGAGACGCCTATGATCGCATGATATTTGCTTTCAATTCTGTTGTGCACGTTGTAAAARACCTGAGC
TGTGTAGCTCAGATCCTTACCGCCGGTTTCGGTTCATTCTAATGAATATATCACCCGTTACTATCGTATTTTT
ATGAATAATATTCTCCGTTCAATTTACTGATTGTACCCTACTACTTATATGTACAATATTAAAATGAAAACAA
TATATTGTGCTGAATAGGTTTATAGCGACATCTATGATAGAGCGCCACAATAACAAACAATTGCGTTTTATTA
TTACAAATCCAATTTTAAAAAAAGCGGCAGAACCGGTCAAACCTAAAAGACTGATTACATAAATCTTATTCAA

ATTTCAAAAGGCCCCAGGGGCTAGTATCTACGACACACCGAGCGGCGAACTAATAACGTTCACTGAAGGGAA(
TCCGGTTCCCCGCCGGCGCGCATGGGTGAGATTCCTTGAAGTTGAGTATTGGCCGTCCGCTCTACCGAAAGTT] OCs

ACGGGCACCATTCAACCCGGTCCAGCACGGCGGCCGGGTAACCGACTTGCTGCCCCGAGAATTATGCAGCATT| terminator
TTTTTGGTGTATGTGGGCCCCAAATGAAGTGCAGGTCAAACCTTGACAGTGACGACAAATCGTTGGGCGGGTA

CAGGGCGAATTTTGCGACAACATGTCGAGGCTCAGCAGGACCTGCAGGCATGCAAGCTAGCTTACTAGTGATG
CATATTCTATAGTGTCACCTAAAT_CACCGCGGTGGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGG_
TTAATTCCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCA
ACAACATACGAGCCGGAAGHCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTG
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CGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGC
GGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGG
CTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGA!

AGAACATGAAGGCCTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACTAAGTCGCTGTATGTGTTTGTTTGAGATCTCAT

Bglll

GTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGC
CCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACC
AGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGC
CTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTT
CGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTC
TTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAG
GTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGT
ATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAGAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCG
CTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTT
GATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCA
AAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGTGTAAC
ATTGGTCTAGTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAAT
ACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGA
TCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAA
GGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGCATTTCTTT
CCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATT
CGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCA
ACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAA
TGCTGTTTTCCCTGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTC
GGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACAACATTGGCAACGCTACCTT
TGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGGTAGATTGTCGCACCTGATTGCCC
GACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTTGAGCAA
GACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACAGTTTTATTGTTC
ATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTGTTGAATAAA
TCGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCAA
AAGTTCAAAATCACCAACTGGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCTGG
ATGATGGGGCGATTCAGGCGATCCCCATCCAACAGCCCGCCGTCGAGCGGGCT
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DAA
DNA
DSB
dsRNA
EMS
ERA
EU
FAD2
FATB
GEEN
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LB
luplr
lux
MK
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kyselina a-linolenova

a-fetézec sav¢éiho metalotioneinu

6-benzylaminopurin

selekéni gen pro rezistenci rostlin k fosfinotricinu
chloramfenikol acetyltransferasa

komplementarni DNA

Ceska komise pro nakladani s GMO

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/ CRISPR-
associated

den po zac¢atku kveteni (,,day after anthesis®)
deoxyribonukleova kyselina

dvoufetézcovy zlom

dvouretézcova RNA

ethylmethansulfonat

analyzy dopadu na Zivotni prostiedi (environmental risk assessment)
Evropska unie

desaturasa mastnych kyselin 2 (fatty acid desaturase 2)
fatty acyl-ACP thioesterasa B

modifikace genomu programovatelnymi nukleasami (,,genome editing
with engineered nucleases*)

green fluorescent protein

kyselina y-linolenova

geneticky modifikovany

geneticky modifikovany organismus
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mediatorova RNA
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NCBI National Center for Biotechnology Information
NHEJ nehomologni spojovani volnych konct

nptl gen pro neomycinfosfotransferasu

PCR polymerazova fetézova reakce

PDCT fosfatidylcholin: diacyglycerol cholinfosfotrasferasa
pmi gen pro fosfomanosa isomerasu

PPT fosfinotricin

PTGS post-transkripéniho uml¢ovani gent

PUFA polynenasycené mastné kyseliny

gRT-PCR kvantitativni PCR v realném case; (také gPCR)

RB prava hrani¢ni sekvence T-DNA

RISC RNA induced silencing complex

RNAI RNA interference

RT-PCR reverzné-transkripéni PCR

SAD stearoyl-acyl carrier protein desaturase

SDA kyselina stearidonova

SDG sekoisolariciresinol

SIRNA malé interferujici RNA (small interfering)

SsGT1 gen pro glykosyl transferasu ze Solanum sogarandinum
TALENS ,, Tale nucleases trascription activator-like effectors*
T-DNA transferova DNA

TGM cilené modifikace genomu (,,Targeted genome modification*)
Ti ,tumor inducing® plasmid

T levy usek T-DNA oktopinového typu

Tr pravy usek T-DNA oktopinového typu

uidA (GUS) gen pro B-glukuronidasu (B -glukuronidasa)

X-gluc 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 3-D-glukuronid

ZFNs nukleasy ,,zinc-finger

119



