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Souhrn

Rostlinné mitogenem aktivované proteinkinasy (MAPKSs) hraji klicovou roli v signalizaci
biotickych stresii. V této praci byly analyzovany transgenni linie jeCmene setého
(Hordeum wvulgare) odridy Golden Promise s RNA interferenci vici HvMPKG6 a s
HvMPKG6 nadprodukei. Transgenni linie homozygotni v T-DNA inzerci byly vybrany pro
experimenty na zakladé genotypovani rostlin, kvantifikace mnozstvi T-DNA a stanoveni
miry exprese HYMPK6. V provokaénich zkouskach rezistence vici rzi je¢né (Puccinia
hordei) nebyl zjistén rozdil v infekéni frekvenci u vybranych transgennich linii a rostlin
divokého typu. HYMPK6 nadprodukéni linie mély vyrazné zvySené mnozstvi klast s

redukovanym poctem zrn ve srovnani s rostlinami divokého typu.



Summary

Plant mitogen activated protein kinases (MAPKS) play crucial role in biotic stress
signalization. In this work, transgenic barley (Hordeum vulgare) lines of variety Golden
Promise with RNA interference against HYMPKG6 and overexpression of HYMPKG6 - were
analyzed. Transgenic lines with homozygous T-DNA insertion were selected for the
experiments based on plant genotyping, quantification of T-DNA amount and
determination of HYMPKG6 gene expression. No significant differencies were observed in
the infection frequency of barley leaf rust (Puccinia hordei) among selected transgenic
lines and control wild type plants in the seedling resistance assay. However, the number
of spikes with reduced number of seeds was highly increased in HYMPKG6 overexpression

lines.
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1 UvVOD

Tato bakalaiska prace se zabyva mitogenem aktivovanymi proteinkinasami (MAPKS)
je¢mene setého (Hordeum vulgare) a jejich roli ve vyvoji a imunité je¢mene. V teoretické
Casti prace je vénovana pozornost roli mitogenem aktivovanych proteinkinas v interakci
hospodaiskych plodin s patogeny a dale metoddm studia rostlinnych genti pomoci
transgenoze. V praktické ¢asti prace je prezentovana selekce homozygotnich HYMPKG6
RNA interferen¢nich a nadprodukénich rostlin za pouziti molekularnich, fyziologickych
a genetickych technik a kondicionalniho fenotypovani téchto vybranych linii pfedevsim

Vv provokacnich zkouskach rezistence vici rzi je¢né (Puccinia hordei).

Rostliny v pribéhu svého zivota Celi itokiim patogent ze vzduchu i pudy. Diky jejich
vrozenym mechanismim jsou schopny vyvinout adekvatni obrannou odpovéd’ a proti
témto utokum se tak efektivné branit (Jones et Dangl 2007). MAPKS hraji zasadni roli
v signalizaci biotickych i abiotickych stresovych stimuld, diky funkci jejich kaskad
jakozto konzervovanych signalizatnich modulli. Role téchto moduli ve stresové
signalizaci spoCiva v pienosu extracelularniho signalu zreceptorti pies jednotlivé
komponenty signalnich kaskad az na specifické intracelularni substraty prostiednictvim
reverzibilni fosforylace (Taj et al. 2010) Hlavnimi, a zaroven nejvice prostudovanymi,
MAPKSs zprostfedkovavajicimi pienos signdlu po stimulaci patogeny jsou MPK3, MPK4
a MPK®6 Arabidopsis (Colcombet et Hirt 2008). V ramci rostlinnych MAPKSs jsou nejvice
prostudovany MAPKSs dvoudéloznych druhti rostlin, pfedev§im Arabidopsis a tabaku
(Nicotiana  benthamiana). Oproti tomu MAPKs ekonomicky vyznamnych
jednodéloznych druhti rostlin jsou velmi mélo prostudovany a bylo jich charakterizovano
jen nékolik (Xiong et Yang 2003). V soucasné dob¢ vytvaii rychly rist lidské populace
stale vEétsi poptavku po rostlinnych produktech. Rist, vyvoj a vynos plodin jsou
limitovany pfedev§im biotickymi a abiotickymi stresy plsobicimi na rostliny,
nedostatkem orné pidy a zménami klimatu (Brown et Funk 2008, Lobell et al. 2008).
Zlepseni odolnosti plodin vuéi biotickym a abiotickym strestim, stejné jako zvySeni
vytézku, nabizeji biotechnologické metody, jako alternativa k Casové narocnému

a pracnému $lechténi (Sharma et al. 2002).



2 CILE PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo:

1) Ptiprava literarni reSerSe na téma mitogenem aktivované proteinkinasy rostlin
a jejich tloha v odpovédich rostlin na ptisobeni biotickych strest.

2) Vybér transgennich linii je¢émene odridy Golden Promise se zvySenou expresi
HVMPK6 genu asumlc¢enym (knockdown) HvVMPKG6 genem pro vlastni
experimenty na zakladé genotypovani rostlin, stanoveni poctu kopii transgenti
a kvantifikace tirovné exprese HYMPKG®.

3) Stanoveni distribuce po¢tu zrn v Klasu u transgennich linii je¢mene s overexpresi
HvVMPKG6.

4) Kondicionalni fenotypovani vybranych transgennich linii je¢mene piedevsim
Vv provokaénich zkouskach rezistence vici rzi je¢né (Puccinia hordei).



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Rostlinné mitogenem aktivované proteinkinasy

MAPK (mitogenem aktivované proteinkinasy) kaskady jsou konzervované signalizacni moduly
eukaryot, prevadejici extracelularni signal zreceptori na bunécnou odpovéd’ prostiednictvim
fosforylace jejich substrati. Rostlinné MAPKSs hraji zasadni roli jak v signalizaci biotickych
a abiotickych stresovych stimulti, tak ve vyvoji organismu (Taj et al. 2010). Tvofi je fada minimalné
tfi navzajem se fosforylujicich kinas — MAPKKK (mitogenem aktivovana proteinkinasa kinasa
kinasa), MAPKK (mitogenem aktivovana proteinkinasa kinasa) a MAPK (obr. 1). MAPKKK
aMAPKK jsou fosforylovany jednou na serin/threoninovych aminokyselinovych residuich,
MAPK vyzaduji kaktivaci dvojitou fosforylaci na threonin/tyrosinovych residuich
(Nakagami et al. 2005, Pedley et Martin 2005, Samajova et al. 2013).

Biotic stimuli
Receptors
Other signaling Other signals
pathways (Ca?*, etc.)

A”’ )"j \l

ROS PHgene
production expression

Ethylene
synthesis

[ Cell death

Current Opinion in Plant Biology

Obrazek 1- Obecné schéma MAPK kaskad abunéénych odpovédi, které ovlivituji po rozpoznani mikrobialnich
patogent. Pievzato z Pedley et Martin (2005).

MAPK jsou schopny fosforylovat fadu substrattl, véetné transkripcnich faktorti. Specifita rliznych
MAPK kaskad v jedné burice je dana piitomnosti dokovacich domén v riznych slozkach MAPK
modult a scaffold proteint, jejichz funkce spociva ve shromazdéni komponent MAPK kaskady

a tim v usnadnéni prenosu signalu (Brown et Sacks 2009, Morrison et Davis 2003). Jedna z kaskad



fidicich obranu rostin pred patogeny je MAPK kaskada
MEKK1-MAPKK4/MAPKK5-MAPK3/MAPK6-WRKY 22/WRKY?29, odpovidajici
u Arabidopsis thaliana na signal z flagelinového receptoru FLS2. Bunééna odpoveéd’ aktivovana
touto kaskadou zajiStuje obranu rostliny pfed houbovymi ibakteridlnimi patogeny
(Asai et al. 2002). Yang et al. (2001) identifikovali tabakovou MAPKK NtMEK?2, ktera aktivuje
WIPK a SIPK, tabakové ortology MAPK3 a MAPKG6 Arabidopsis. NtIMEK2 je ortologem MKK4
a MKKS5 u Arabidopsis a MAPK kaskada, které se ticastni, pravdépodobné tidi obrannou odpovéd’
proti houbovym patogentim U tabdku. MAPK kaskady se uplatiuji také v odpoveédi na abioticky
stres. MPK4 a MPKB6 z Arabidopsis jsou aktivovany chladem, soli, suchem, poranénim i dotykem
(Ichimura et al. 2000). Bylo potvrzeno, V/S MAPK modul
MAPKKK1-MAPKK1L/MAPKK2-MAPK4/MAPK6 se 1UCastni signalizace pii  stresu

zpusobeném chladem a zasolenim (Teige et al. 2004).

3.2 Role rostlinnych MAPK v imunité spousténé molekularnimi

vzory a efektory

V pribéhu svého Zivota jsou rostliny ohroZeny patogeny ve vzduchu iV pudé.
Aby se mohly efektivné branit, maji vyvinuty vrozené mechanismy, které jim umoziuji
rozpoznat potencialni nebezpeéi a vyvinout adekvatni obrannou odpoveéd’ (Ausubel 2005,

Jones et Dangl 2007).

3.2.1 Imunita spousténa molekularnimi vzory (PTI)

Prvotni obrana rostliny spoc¢iva v zachyceni molekularnich vzort spojenych s patogeny
(PAMPs) vzory rozpoznavajicimi receptory (PRRs) na povrchu buiky
(Dodds et Rathjen, 2010, Kienek et al. 2015, Meng et Zhang 2013). Stimulace PRRs
indukuje konvergentni intracelularni signalni drahy, které zahajuji obranné odpovédi jako
oxidativni vzplanuti, produkce ethylenu, exprese obrannych genti a modifikace bunééné
stény. Takto zprostiedkovand imunita se nazyva PTI — imunita spousténd molekularnimi
vzory. PTI obranné odpovédi jsou ptfechodné a nedochazi pti nich k HR (hypersenzitivni
odpovéd’) bunééné smrti (Chisholm et al. 2006, Nurnberger et al. 2004). Rostlinné
MAPKSs ptenaseji signal z PRRs K naslednym komponentam a hraji proto zasadni roli
v signalizaci PTI (Chisholm et al. 2006). PRRs se obvykle skladaji z extracelularni
repetice bohaté na leucin (LRR) a intracelularni kinasové domény. VétSina znamych
PRRs pted spusténim PTI interaguje S LRR receptorovou kinasou BAK1 (brassinosteroid
insensitive 1-associated kinase 1) (obr. 2) (Chinchilla et al. 2007, Heese et al. 2007).

4



Vyjimkou je chitinovy receptor CERKI1 (chitin elicitor receptor kinase 1)
(Miya et al. 2007). BAK1 je soucasti skupiny péti somatickych embryogeneznich
receptorovych kinas (SERK) a je také oznaovana jako SERK3. BAK1 nehraje piimou
roli v percepci PAMPs, avSak tvoii s FLS2 heterodimerni komplex kratce po jeho
stimulaci. Vysledkem této interakce je fosforylace obou proteint (Schulze et al. 2010).
V Arabidopsis thaliana byly identifikovany dvé MAPK kaskady, aktivované percepci
bakteridlniho  flagelinu  flg22  receptorem FLS2. Prvni kaskada sestava
z MEKK1-MKK4/MKK5-MPK3/MPK6 MAPK modulu, druhda z MAPK modulu
MEKK1-MKK1/MKK1-MPK4 (Asai et al. 2002, Ichimura et al. 2006,
Suarez-Rodriguez et al. 2007).

Extracellular space P PAMPs

&om

K PTI response

g ET| response

Haustorium @

NB-LRR
Fungus/ ‘
oomycete | | Plant cell

Obrazek 2 - Piehled rostlinné imunity. Molekuly uvoliiované patogeny do extracelularnich prostor rostlinnych pletiv
(PAMPs) jsou rozpoznavany vzory rozpoznavajicimi receptory na povrchu buiky (PRRs) aspoustéji imunitu
spousténou molekularnimi vzory (PTI). PRRs se obvykle skladaji z repetic bohatych na leucin (LRR, tmavé modra)
a kinasové domény (Cervend). Pro zahdjeni signalni drahy interaguje vétSina PRRs s BAK1. Bakterialni patogeny
vnaseji efektorové proteiny do buitkky pomoci sekre¢niho pilusu III. typu, zatimco houby a oomycety vyuzivaji
haustorii. Efektory jsou rozpozndvany intracelularnimi receptory - nukleotidy vazajicimi proteiny s repeticemi
bohatymi na leucin (NB-LRR), které indukuji imunitu spousténou efektory (ETT). NB-LRR se skladaji z karboxylové
terminalni LRR domény (svétle modra), centralni NB domény (oranzova), ktera vaze ATP nebo ADP (zlutd) a TIR
(amino-terminal ~ Toll, interleukin-1 receptor,  resistence  protein) nebo  vinuté civky (fialova).
Pievzato z Dodds et Rathjen (2010).



3.2.2 Imunita spousténa efektory (ETI)

Nékteré patogeny dokdzi plisobenim virulentnich molekul — efektori — potlacit PTI
u rostlin. Jako obrana se u rostlin vyvinul mechanismus rozpoznavani téchto efektori
intracelularnimi receptory indukujicimi imunitu spousténou efektory (ETI). Jako tyto
receptory slouzi nukleotidy vazajici proteiny s repeticemi bohatymi na leucin
(NB-LRR proteiny) (Chisholm et al. 2006, Jones et Dangl 2006) (obr. 2). V porovnani
S PAMPs jsou efektory velmi rtiznorodé. Vysoka variabilita ETI receptorii existuje uvnitf
I mezi druhy, zatimco funkce nékterych PRRs jsou shodné napfic¢ celedémi. ETI je také
kvalitativné  siln€j§i  arychlej§i acasto zahrnuje hypersenzitivni  odpovéd’
(Dodds et Rathjen 2010). Fytopatogenni bakterie sekretuji efektory do cytoplasmy
hostitelskych bunék pomoci sekre¢niho systému III. typu (TTSS) (Cunnac et al. 2009).
Houby a oomycety vytvareji haustoria, prostiednictvim kterych jsou efektory dopraveny
do apoplastu hostitelskych rostlin. Zpisob vniku do hostitelskych bunék a funkce vétSiny
houbovych efektorti je neznama (Chisholm et al. 2006). Studie na tabaku (Nicotiana
benthamiana) a rajceti (Solanum lycopersicum) ukazaly MAPK kaskady jako zakladni
slozku ETI (Pedley et Martin 2005). V tabaku byly popsany dvé MAPK kaskady
aktivované  signalem  z NB-LRR  proteinového  receptoru.  Jsou  jimi
MAPKKKa-MEK2-SIPK/WIPK a MAPKKKa-MEK1-SIPK/NTF6
(del Pozo et al. 2004).

3.3 Role rostlinnych MAPKs vV interakci hospodarskych plodin
s patogeny

V soucasné¢ dobé€ jsou znamy tii rostlinné MAPKs, které jsou aktivovany interakci
s patogeny — MPK3, MPK4 a MPK6. Tyto MAPKs jsou diky tomu zdroven tfemi
nejprostudovangjSimi MAPKSs. Ostatni MAPKs se také mohou podilet na signalizaci
interakci rostlin s patogeny, ale kviili nedostatku vhodnych néstroji, jako jsou specifické
protilatky k detekci malych mnoZstvi proteini nebo kinasovych aktivit, byly pozorovany

jen velmi vzacné (Colcombet et Hirt 2008).

3.3.1 Uloha MAPKSs v biosyntéze ethylenu

Rostlinny plynny hormon ethylen hraje dileZitou roli pfi zprosttedkovavani rostlinnych
obrannych odpovédi arostliny ho pfi napadeni patogeny produkuji velké mnoZstvi

(Broekaert et al. 2006). Nedavné studie ukazaly, ze tabakové MAPKs SIPK/Ntf4/WIPK



a Arabidopsis MAPKs MPK3/MPK6 maji klicové role v regulaci patogeny indukované
biosyntézy ethylenu (Han et al. 2010). Aktivace tabakovych WIPK a SIPK indukuje
vysoké hladiny ethylenu (Kim et al. 2003). Bylo analyzovano, ze dvé isoformy ACS
(ACC syntaza) 1. typu — ACS2 a ACS6 v Arabidopsis jsou substraty MPK3 a MPKG6.
Fosforylace téchto MAPKSs stabilizuje ACS proteiny, coz vede ke zvyseni aktivity ACS
a produkce ethylenu (Han et al. 2010, Liu et Zhang 2004). ACS je jednim ze dvou
klicovych enzymil v biosyntéze ethylenu. Prvnim krokem biosyntézy je preména
S-adenosyl-methioninu (SAM) na ACC (1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina)
pomoci ACS a druhym oxidativni $t€peni ACC na ethylen pomoci ACC oxidasy (ACO)
(Wang et al. 2002). Fosforylace ACS6 pomoci MPK3 a MPK6 zptisobuje negativni naboj
na jejim C-konci, coz snizuje Groven degradace, atak zvySuje stabilitu ACS6
(Joo et al. 2008). MPK3 a MPK6 také ovliviuji expresi ACS2 a ACS6 genu skrz
fosforylaci transkripéniho faktoru WRKY33. WRKY33 je MPK3 a MPK6 fosforylovan
v reakci na infekci a vaze se ptimo na promotory ACS2 a ACS6, kde je potiebny pro jejich
expresi (Li et al. 2012, Mao et al. 2011). Z téchto duvodu je regulace aktivity ACS
pomoci MPK3 aMPK6 klicova v ovlivilovani kinetiky a sily produkce ethylenu
pii patogenni infekci (Meng et Zhang 2013).

3.3.2 Uloha MAPKSs v biosyntéze a signalizaci kyseliny salicylové

Rostlinné hormony kyselina jasmonova (JA) a kyselina salicylova (SA) jsou dulezitymi
slozkami obranné signalizace rostlin (Broekaert et al. 2006). Biosyntéza téchto signalnich
hormonti spousténd patogeny zpiisobuje aktivaci Siroké skaly obrannych genti, vedouci
K riznym obrannym odpovédim. Rostlinné MAPKSs jsou zapojeny jak V regulaci
biosyntézy téchto obrannych hormont, tak v signalizaci udalosti po jejich rozpoznani

(Meng et Zhang 2013).

SA je diilezitym hormonem ucastnicim se signalizace pii obrané rostlin vii¢i patogeniim,
hlavné skrz nasledujici komponenty NPRI1 atii transkripcni faktory TGA2, TGAS
aTGAG6 (Vlot et al. 2009). Spojitost mezi SA a MAPKs byla poprvé objevena
ptipurifikaci  a identifikaci tabakové SIPK (proteinkinasa indukovana SA)
(Zhang et Klessig 1997). Bylo zjisténo, ze MPK3 a MPK6 v Arabidopsis jsou stézejnimi
slozkami reakce na infekci zprosttedkovanou SA. Po vystaveni benzothiadiazolu (BTH),
funkénimu analogu SA, se v rostlindch akumulovala mRNA a inaktivni proteiny MPK3
a MPK6. Po vystaveni patogenni infekci byla u rostlin oSetfenych BTH pozorovana

zvySena aktivita téchto MAPKs, coz koreluje se zvySenou expresi obrannych gent
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a vyvojem ziskané rezistence (Beckers et al. 2009). Také exprese MKK7 v Arabidopsis
vede ke zvyseni hladiny SA, expresi PR-1, zvySené rezistenci vii¢i biotrofnim patogeniim
a indukci systémové ziskané rezistence (SAR). Umlceni MKK7 zeslabuje rezistenci viiéi
biotrofnim patogentim a také zabranuje vyvoji SAR (Zhang et al. 2007). Kaskada MPK4
negativné reguluje signalizaci SA. Mutace v MPK4 nebo ptedchéazejicich MKK1/MKK2
a MEKK1 vede kakumulaci SA, expresi PR-1aSAR (Kong et al. 2012,
Petersen et al. 2000).

3.3.3 Uloha MAPKSs v biosyntéze a signalizaci kyseliny jasmonové
Kyselina jasmonova (JA) je dulezitym obrannym hormonem, ovliviiujicim odpovéd
rostlin na patogenni infekci, Utok herbivorti a mechanické posSkozeni. Tyto stimuly

indukuji zvysenou biosyntézu JA (Browse 2009, Gfeller et al. 2010).

MAPKSs se uplatiiuji v regulaci jak biosyntézy JA, tak v signdlnich drahéach, kterych se JA
ucastni. Bylo zjisténo, ze tabakové WIPK a SIPK jsou potiebné k produkci JA
indukované poranénim a utokem herbivort a nadexprese WIPK zptisobuje akumulaci JA
(Seo et al. 1999, Seo et al. 2007, Wu et al. 2007). Je mozné, Ze tyto dvé MAPKSs jsou
potiebné, ale ne dostacujici k indukci syntézy JA. MPK6 v Arabidopsis (ortolog tabakové
SIPK) je dulezitym regulatorem signalni drahy JA (Takahashi et al. 2007). MPK6 spolu
se svou MKK3 se tcastni negativni regulace exprese JIN1I/MYC2 a kotfenového ristu
zavislych na JA (Petersen et al. 2000). Dalsi MAPK ucastnici se signalni drahy JA je
MPK4. Rostliny s mutaci v MPK4 stale vykazovaly aktivaci obrannych mechanismu
zavislych na SA, avSak nedoSlo unich Kkindukci JA obrannych gent v odpovédi
na piisobeni JA. MPK4 pozitivné reguluje odpovédi indukované JA nezavisle na jeji

negativni regulaci signalizace SA (Petersen et al. 2000).

3.3.4 Uloha MAPKSs v aktivaci obrannych gent
Aktivace tabakovych WIPK/SIPK nebo MPK3/MPK6 v Arabidopsis indukuje mnoho

genli  souvisejicich s obrannou odpovédi rostlin (Ishihama et al. 2011,
Kim et Zhang 2004). Kromé regulace exprese obrannych gent skrz ovlivnéni biosyntézy
a signalizace rostlinnych hormoni mohou MAPKs aktivovat expresi obrannych genii

skrz ptimou fosforylaci transkripénich faktort (Meng et Zhang 2013).

V Arabidopsis MPK6 fosforyluje ERF104, ¢lena skupiny ERF (ethylen response
factor 104), ktery aktivuje obranné geny PDF1.2a a PDF1.2b. V odpovédi na flg22 je



interakce mezi MPK6 a ERF104 ztracena. Toto oddé€leni vyzaduje aktivitu MPK6, coz
naznacuje, ze fosforylace ERF104 v odpovédi na flg22 vede k uvolnéni ERF104
od MPKG6 a aktivaci obrannych gent (Bethke et al. 2009). Nedavno byl v Arabidopsis
identifikovan ERF6, novy substrat MPK3/MPK6. ERF6 je stabilizovan fosforylaci
MPK3/MPKG®6, coz vede k aktivaci exprese n¢kolika obrannych gent, véetné¢ PDF1.1,
PDF1.2a, PDF1.2b, HEL a ChiB (Meng et al. 2013). MPK3 fosforyluje transkripéni
faktor VIP1, coz vede relokalizaci VIP1 z cytoplazmy do jadra, kde aktivuje gen

souvisejici s patogenezi PR1 (Djamei et al. 2007).

3.3.5 MAPKSs hospodarsky vyznamnych jednodéloznych druhii rostlin
VétSina dosud znamych MAPKSs byla izolovana z dvoudéloznych druhti rostlin, jako je
Arabidopsis nebo tabak. MAPKs ekonomicky vyznamnych jednodéloznych druhti bylo

identifikovano a charakterizovano pouze né€kolik (Xiong et Yang 2003).

OsBWMK1 z ryze (Oryza sativa) je aktivovana v listech v reakci na houbovou infekci
Magnaporthe grisea (blast fungus infection) nebo poranéni (He et al. 1999). V ryzi byl
také identifikovan MAPK gen odpovidajici na stres OSMAPKS, ktery je na tirovni mRNA
aktivovan rdznymi biotickymi a abiotickymi stresory (Agrawal et al. 2002,
Xiong et al. 2001). OsMAPKS5 gen, jeho protein a kinasova aktivita byly aktivovany také
kyselinou abscisovou. Analyzy transgennich rostlin s nadexpresi nebo potlacenou expresi
OsMAPKS5 ukazaly, Ze tato MAPK ovliviiuje odolnost proti chorobam i toleranci vici
abiotickému stresu. OSMAPKS je jednokopiovy gen, avSak produkuje minimaln¢ dva
ruzné sestfithané transkripty. Transkript OsMAPK5a vykazuje kinasovou aktivitu,
u transkriptu OsMAPKS5b kinasova aktivita nebyla zjiSténa a jeho funkce je nezndma.
Bylo zjisténo, Ze OsMAPKS pozitivné reguluje toleranci vii¢i abiotickému stresu, avSak
negativné ovliviiuje odolnost viéi patogenim (Xiong et Yang 2003). MPK4 reguluje
rezistenci ryze vuci bakterialni plisni zptsobené Xanthomonas oryzae pv. oryzae
(Seo et al. 2011, Shen et al. 2010). Kaskady MPKK4-MPK3 a MPKK4-MPKG6 ryze jsou
aktivovany chitinem a spoustéji syntézu antimikrobnich sloucenin
(Kishi-Kaboshi et al. 2010). MPK6 ryze ovliviiuje rezistenci vuéi bakterialnimu
pruhovani ryze, zpisobenému bakterii Xoc (Xanthomonas oryzae pv. oryzicola). MPK6
je fosforylovéana a aktivovana MPKK10.2. Gen pro MPKK10.2 je transkripéné aktivovan
zvySenim obsahu SA po infekci Xoc. V odpovédi na abioticky stres zpisobeny suchem

ma vSak MPK6 opacny efekt a negativné ovliviluje odolnost vii¢i tomuto stresu. MPK3



negativné  reguluje = obranu  ryze  proti  ncékterym  patogenim  jako
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, Burkholderia glumae a Magnaporthe oryzae a signalni
drdha MPKK10.2-MPK3 je aktivovana zvySenim obsahu kyseliny abscisové
(Ma et al. 2017, Seo et al. 2011, Xiong et Yang 2003).

3.4 Metody studia funkce rostlinnych genii pomoci transgenoze

Lidé jsou, at’ uz ptimo ¢i nepfimo, zavisli na rostlinach a rostlinnych produktech nejen
kvili zakladnim potiebam jako jidlo, krmivo a pfistiesi, ale také na rostlinnych vyrobcich
véetné gumy, pryskyfice, oleje, vlakna, barviv, 1&Civ a fosilnich paliv. Nedostatek orné
pudy, biotické a abiotické stresy a zmény klimatu jsou hlavnimi limitujicimi faktory
rostlinného rlistu, vyvoje avynosu. Rychly rist lidské populace zpiisobuje vyssi
pozadavky na rostlinnou produkci, coz mize vést az K budoucimu nedostatku
a hladomoru (Brown et Funk 2008, Lobell et al. 2008). Kvalita a mnozstvi rostlinnych
produktii byla aje zlepSovana Slechténim, které je vSak pracné a casové narocné.
Biotechnologické metody nabizeji rychlé a signifikantni zlepSeni odolnosti plodin vici

biotickym i abiotickym stresiim, vys$$i vytéZzek a nutri¢ni hodnoty (Sharma et al. 2002).

3.4.1 RNAI technologie

RNA interference (RNAi) byla identifikovana jako pfirodni mechanismus regulace
genové exprese U vysSich organismi. Exprese jakéhokoliv genu muize byt explicitné
snizena bez ovlivnéni exprese ostatnich gent S pouzitim RNAi technologie. Manipulace
snovymi RNAi drahami, které generuji malé molekuly RNA ménici expresi gent
Vv plodinach, mtze vyprodukovat nové kvalitni znaky a lepsi potencial ochrany pted

biotickym a abiotickym stresem (Jagtap et al. 2011).

Funkce RNAIi spoc¢ivd v umleni specifickych gent Stépenim mRNA pomoci malych
interferencnich RNA (siRNA) a mikro RNA (miRNA), coz blokuje syntézu proteinil
(Jagtap et al. 2011). Obecné procedura RNAi sestava z klonovani a inzerce zajmového
genu do vhodného plazmidu za vytvoreni rekombinantniho plazmidu. Rekombinantni
plazmid je transformovan do odpovidajiciho vektoru, napf. Agrobacterium, ktery je
vhodny pro transformaci rostliny. Existuji idal$i metody, které je mozno vyuzit
k transformaci, jako biolistickd metoda nebo vakuova infiltrace (Shao et al. 2008). Proces
RNA interference je iniciovan 21-24 nukleotidi dlouhymi siRNA, které jsou
intracelularné¢ vytvofeny z dlouhych endogennich ¢i exogennich dsRNA molekul
nastipanim enzymem z rodiny ribonukleaz 111, tzv. Dicer (Hamilton et Baulcombe 1999).
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Tyto siRNA jsou poté inkorporovany do umlcujiciho komplexu indukovaného RNA
(RISC), ktery kromé siRN A obsahuje n¢kolik proteinti (Baumberger et Baulcombe 2005).
RISC aktivovany ATP rozviji vldkno dvouvlaknové siRNA. Antisense vldkno je poté
inkorporovano do nukledazového komplexu obsahujiciho RISC za ztraty sense vldkna
RNA helikdazovou aktivitou (Kusaba 2004). RISC s antisense siRNA sekvenci poté
napadne homologni transkript a rozstépi mRNA ¢i blokuje translaci, coz vede k inhibici

proteosyntézy (Bartel 2004).

3.4.2 CRISPR/Cas9 technologie

CRISPR (klastr pravidelné rozmisténych kratkych repetic) je zdkladni sloZkou systému
adaptivni imunity u bakterii a archei. Podobné jako RNAi drahy u eukaryot, CRISPR
systémy zavisi na malych RNA, potiebnych k detekci specifické nukleotidové sekvence
a umlceni cizich nukleovych kyselin, véetné virG a plazmidu (Weidenheft et al. 2012)
CRISPR lokus obsahuje skupinu proteiny kodujicich gentt Cas (CRISPR associated). Cas
proteiny  slouzi  Krozpoznani arozstépeni ciziho  genetického  materialu
(Bhaya et al. 2011). Imunita zprostfedkovana CRISPR/Cas funguje ve tfech krocich.
V prvni adaptivni fazi bakterie a archea nesouci jeden ¢i vice CRISPR lokusi odpovidaji
na stimulaci viry aplasmidy integraci kratkych fragmentd cizi sekvence (spaceri)
do CRISPR oblasti hostitelského chromozomu (Wiedenheft et al. 2012). Ve fazi exprese
a interference dochazi K transkripci na dlouhé pre-crRNA (precursor CRISPR RNA),
obsahujici repetitivni sekvence charakteristické pro hostitelsky organismus, které jsou
poté enzymaticky sestithany za vzniku crRNA (CRISPR RNA). crRNA se mohou
parovanim bdazi spojit S komplementarni protospacerovou sekvenci cilového viru
¢i plazmidu (Deltcheva et al. 2011, Haurwitz et al. 2010). Toto rozpoznani cile crRNA
umoziuje umléeni cizich sekvenci Cas proteiny, které funguji v komplexu s crRNA
(Brouns et al. 2008). CRISPR/Cas systémy II. typu zpracovavaji pre-crRNA pomoci
tracrRNA  (trans-activating crRNA), komplementarni K repetitivnim sekvencim
v pre-crRNA, ribonukleasou specifickou pro dvouvldknovou RNA — Rnazou I,
za ptitomnosti proteinu Cas9 (Deltcheva et al. 2011). Protein Cas9 je zaroven

zodpovédny za crRNA navigované umléeni cizi DNA (Barrangou et al. 2007).

Princip CRISPR/Cas9 technologie spoc¢iva ve vytvofeni komplexu tractrRNA s crRNA
zavzniku sgRNA (single guide RNA), kterd poté navadi Cas9 nukleazu

na komplementarni misto na molekule DNA. Toto komplementarni misto je urceno
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motivem priléhajicim K protospaceru (PAM), ktery se nachazi na nekomplementarnim
vlakné DNA. Cas9 obsahuje dvé domény — HNH a RuvC, z nichz kazda stépi jedno
vldkno DNA. Doména HNH Stépi komplementarni vldkno adoména RuvC
nekomplementarni vlakno. Cas9 endonukleaza muize byt naprogramovana ke Stépeni
jakékoliv. DNA sekvence pozménénim cilové sekvence chimerické sgRNA

(Jinek et al. 2012).

3.4.3 Nadprodukce genu (overexprese)

Overexprese je alternativnim pfistupem pii analyze funkce genti, komplementarnim
k umléeni genu. Overexpresi genu by mélo dojit k opacnému fenotypu nez pii umléeni
genu, coz umoznuje presnéjsi identifikaci jeho funkce. Nadexprese genu muize byt
dosaZeno pouzitim silného konstitutivniho promotoru. PouZiti této metody Casto vytvari
hypermorfni alely a vysledny fenotyp tudiZ pfesné odrazi endogenni funkci genu

(Zhang 2003).

3.3.4 Priprava transgenniho jefmene pomoci Agrobacterium
tumefaciens

Transformace rostlin pomoci Agrobacterium tumefaciens piedstavuje zakladni
vyzkumny ndstroj. Schopnost této bakterie pfenést Cast své vlastni DNA do genomu
hostitelské rostliny je vzacnym piikladem ptirozené¢ se vyskytujiciho horizontalniho
pfenosu genu a je zakladem jejiho pouziti v transgenozi (Gelvin 2003). Tato schopnost
zavisi na specializovaném Ti (nador indukujicim) plazmidu, ktery obsahuje dvé zakladni
oblasti vyzadované k ptenosu DNA do hostitelské bufiky. Ti plazmid je divodem
virulence Agrobacterium a nevirulentni kmeny mohou pfijetim Ti plazmidu virulenci
ziskat (Lacroix et Citovsky 2013). Prvni oblasti je sama transferovana DNA (T-DNA),
ohrani¢end dvéma stejnymi repetitivnimi sekvencemi, oznaCovanymi jako leva a prava
hranice (LB a RB). Tyto hranice jsou nezbytné pro definici funkéniho T-DNA elementu,
zatimco sekvence mezi nimi mize byt modifikovéna (Gelvin 2003). Druhou zakladni
oblasti jsou geny virulence, leZici na sedmi hlavnich lokusech, které koduji vétSinu
bakterialnich proteint zptsobujicich virulenci (Zupan et Zambryski 1995). Prvni tispé$né
transformace je¢mene bylo dosazeno pouzitim biolistické metody na nezralych embryich.
Nezrald embrya byla pouzita také pii prvnich transformacich vyuZivajicich
Agrobacterium a prestoze byla transformace provadéna na alternativnich pletivech,
nezrald embrya zistavaji nejvice pouzivanym pletivem kvili vysoké ucinnosti
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transformace. V porovnani s biolistickou metodou ma metoda transformace pomoci
Agrobacterium n¢kolik vyhod, jako vy$si G¢innost transformace, mensi pocet kopii
transgenu aveétsi stabilita transgend s niz$i Cetnosti umlcovani transgent
(Harwood et al. 2008). Transformace je¢mene je velmi zavisla na genotypu, nejvice

citlivym genotypem je jarni odrida Golden Promise (Wang et al. 2001).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

V bakalaiské praci byly analyzovany HVMPK6 RNAi a HYMPK6 nadprodukéni
transgenni linie jeCmene setého (Hordeum vulgare) odridy Golden Promise. Rostliny
byly péstovany nesterilné ve skleniku ¢i fytotronu ve smési substratu Gramoflor

a zahradnického substratu, s pfidavkem zahradnického perlitu.

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie

o 10x reakéni pufr pro DNazu | s MgCl, (Thermo Scientific, kat. ¢. B43)

o 1-bromo-3-chlorpropan (BCP Phase Separation Reagent) (Molecular Research
Center, kat. ¢. BP151)

o 2x Absolute gPCR ROX Mix (Thermo Scientific, kat. ¢. AB-1139/A)

o 50 mmol-1* EDTA pH 8.0 (Thermo Scientific, kat. ¢. R1021)

o Cetyltrimethylammonium Bromide BioChemica (Ctab) (ITW Reagents,
kat. ¢. A0805)

o D(-)-sorbitol (Applichem, kat. ¢. A4992)

o Deoxyribonukleotidy (dNTPs) (Thermo Scientific)

o Disiti¢itan sodny (SDS) (Applichem, kat. ¢. A2410)

o DNaza | (Thermo Scientific, kat. ¢. EN0521)

o Ethanol (Penta, kat. ¢. 71250-11000)

o Hygromycin B (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 10843555001)

o Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S3014)

o Chloroform (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 32211-M), (Penta, kat. ¢. 602-006-00-4)

o Isopropanol (Penta, kat. ¢. 17510-11000)

o Milli-Q voda

o M-MLV RT 5x pufr (Promega, kat. ¢. M531A)

o M-MLV RT reverzni transkriptaza (Promega, kat. ¢. M170B)

o Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, kat. ¢. 4367659)

o RNaza A (Promega, kat. ¢. A7973)

o Roztok EDTA pH 8.0 (0,5 mol-1?) (ITW Reagents, kat. &. A4892)
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o rRNasin® Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Promega, kat. ¢. N251B)
o Sodna sul N-lauroylsarkosinu (Applichem, kat. ¢. A7402)

o TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T9424)

o Tris-HCI (VWR, kat. ¢. 0234)

4.2.2 Pouzité roztoky a jejich priprava
1mol-1? Tris-HCI:

158 g Tris-HCI, rozpustit v 1 | Milli-Q vody

Lyzaéni puft:
0,2mol-1"* Tris-HCI, pH 7,5 (40 ml 1mol-I* roztoku)
0,05mol 1Y EDTA, pH 8.0 (20 ml 0,5mol I roztoku)
2mol-1* NaCl (23 g)
2% Ctab, pH 7,5 (4 9)
doplnit na 200 ml Milli-Q vodou

Extrakéni pufr:

100mmol-1"t Tris-HCI, pH 7,5 (20 ml 1mol-1* roztoku)
5mmol-1T EDTA, pH 8,0 (2 ml 0,5mol-1? roztoku)
0,35mol 1" Sorbitol, pH 7,5 (12,74 g)
doplnit na 200 ml Milli-Q vodou
5% Sarkosyl:
10 g sodné soli N-laurylkosinu, rozpustit ve 200 ml Milli-Q vody

Izolaéni pufr na 100 reakci:

16,8 ml lyza¢niho pufru
16,8 ml extrak¢éniho pufru
6,7 ml 5% sarkosylu

100 mg SDS
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4.3 Pouzité pristroje a zarizeni
o Digestot (Merci)
o Flowbox (Merci)
o Hlubokomrazici box (Panasonic)
o Chladnic¢ka (Electrolux)
o Chlazena centrifuga 5810 R (Eppendorf)
o Chlazena mikrocentrifuga ScanSpeed 1730 MR (Labogene)
o Klimakomora AR-41L2 (Percival Scientific)
o Magnetick4d michacka (Boeco)
o Milli-Q® Type 1 Ultrapure Water System (Merck)
o Minicentrifuga MyFuge Mini (Benchmark)
o Mrazici box (Schoeller)
o NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)
o Oscilaéni mlyn MM 400s (Retsch)
o StepOnePlus Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific)
o Stolni centrifuga Allegra 64R (Beckman Coulter)
o Termocyklér T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad)
o Vahy (Radwag, BEL Engineering)
o VIhka komora (Percival Scientific)
o Vortex Genie 2 (Scientific Industries)
o Vyrobnik ledu AF80 (Scotsman-Frimont)

4.4 Metody

4.4.1 In vitro test hygromycinové rezistence

Nejdtive byl pfipraven roztok Hygromycinu B v Milli-Q vodé. Na 100 reakci bylo
smichano 30 ml Milli-Q vody se 150 ul Hygromycinu B. Poté bylo do 96jamkové
mikrotitracni desti€ky pipetovano 300 pl roztoku do kazdé jamky. Z testovanych rostlin
byla ntizkami odstfizena ¢ast prvniho listu ve vzdalenosti 1-2 cm od $picky listu a poté
byla na voskové podloZce pribojnikem o priméru 0,6 cm vykrojena $picka. Spicka byla

pinzetou pienesena do jamky, spodni stranou listu nahoru. Nakonec byla desticka
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priklopena vickem, zalepena Micropore paskou a inkubovéana Vv klimakomote pii 21
°C a svételné intenzit& cca 180 pmol.m?.s, pii fotoperiodé 16/8 (pozdgji zména svételné
intenzity na cca 67 pmol.m2.s? a jeste pozdéji zména teploty na 19 °C). Po cca 5-7 dnech
(po snizeni intenzity 7-9 dnech, po sniZeni teploty 8—11 dnech) byly desticky vyfoceny

na ¢erném podkladu.

4.4.2 1zolace DNA
Do 2ml plastovych mikrozkumavek byly vloZeny dvé kovové kulicky. Nasledné byl

odstiizen poranény konec 1. listu a odebran segment v délce mikrozkumavky. Tento
segment byl vloZzen do mikrozkumavky a ta ihned zmraZena v tekutém dusiku. Nasledné
byly vzorky nadrceny v oscilaénim mlynku pii frekvenci 27-s* po dobu 1,5 min a opét
preneseny do tekutého dusiku. Zmrazené vzorky byly skladovany v —80 °C do dalsiho
postupu. Ke vzorkiim bylo pfidano 800 ul izola¢niho pufru a néasledné byly dukladné
roztfepany, dokud nebyl jejich obsah homogenni. Poté byly inkubovany 1 hod a 20 min
pii 60 °C za obCasného promichani. Po ochlazeni na pokojovou teplotu bylo ptidano 400
ul chloroformu, vzorky byly intenzivné protiepany po dobu 15 sapoté
4 min a 15 s ponechany v klidu na stole. Nasledné byly centrifugovany 15 min pfii
12000 rpm a 20 °C. Do novych mikrozkumavek bylo napipetovano 336 ul isopropanolu
a po dokonceni centrifugace 480 ul supernatantu. Zkumavky byly lehce promichany
nékolikerym pieklopenim a poté ponechany 10 min v klidu na stole. Nasledovala
centrifugace po dobu 8 min p#i 12000 rpm a 20 °C. Poté byl odpipetovan isopropanol
a pridan 1 ml 70% ethanolu. Takto byly vzorky skladovany pii 4 °C do dalsiho postupu.
Pied dalsim postupem byl odpipetovan v§echen ethanol, peleta byla vysusena v digestofi
a dle velikosti rozpusténa ve 30-50 ul Milli-Q vody s RNazou (kone¢nd koncentrace

4 png-mi?).

4.2.2.1 Vysokokapacitni izolace DNA
Vzorky byly odebirany na ledu do 1,2ml plastovych mikrozkumavek, spojenych do stripi

po 8 kusech a ulozenych do plastovych nosi¢t po 96 kusech. Do kazdé mikrozkumavky
byly vloZeny 2 kovové kulicky a poloviéni mnoZstvi materidlu ziskané¢ho odsttiZzenim
segmentu nejmladSiho plné vyvinutého listu od baze na délku mikrozkumavky. Tento
material byl do mikrozkumavky nastiihan na nékolik dili, mikrozkumavky byly uzavieny
vicky a cely nosi¢ byl zamrazen v tekutém dusiku. Vzorky byly nadrceny v oscilaénim

mlynku pii frekvenci 26-s*po dobu 1 min a 20 s a opét uloZeny do tekutého dusiku.
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Takto byly vzorky skladovany v —80 °C do dal$iho postupu. Nasledné bylo ptidano 400
ul izola¢niho pufru davkovaci pipetou, vzorky byly prottepany, dokud nebyl jejich obsah
homogenni a inkubovany 1hod al5 min pfi 65°Cve stojanech za obcasného
promichani. Po ukonceni inkubace byly vzorky i se stojany zasypany ledem a takto
chlazeny po dobu 15 min. Po zchlazeni bylo ptidano 400 ul chloroformu davkovaci
pipetou, vzorky byly intenzivné protfepany 15 s a ponechany v Klidu na stole 2 min.
Nasledovala centrifugace 30 min pti 3220 g a pokojové teploté. Mezitim bylo do novych
mikrozkumavek napipetovano 200 pl isopropanolu davkovaci pipetou apo skonceni
centrifugace pfidano 250 pl supernatantu multikanadlovou pipetou. Vzorky byly
nékolikrat promichany pfevracenim a poté ponechany 10 min v klidu na stole. Nasledné
byly centrifugovany 30 min pii 3220 g a pokojové teploté. Po ukonceni centrifugace byl
odstranén isopropanol a poté bylo k peleté ptidano 500 pul 70% ethanolu. Takto mohly
byt vzorky skladovany pii 4 °C do dalsiho postupu. Dale byly vzorky centrifugovany 30
min pii 3220 g a pokojové teploté, po ukonceni byl supernatant slit, zbyly ethanol byl
odpipetovan a odparen v digestofi dosucha. Nakonec byla vyizolovana DNA rozpusténa

dle velikosti pelety ve 25-30 ul Milli-Q vody s RNazou (kone¢na koncentrace 4 pg-ml
1)'

4.4.3 Multiplex TagMan kvantitativni polymerazova ietézova reakce

(QPCR)
DNA vyizolovana v pfedchozim kroku byla 50 X (pozdé&ji 150x) nafedéna pii klasické

izolaci a 10x nafedéna pii vysokokapacitni izolaci DNA a zvortexovana. VSechny
primery (tab. 3) afluorescenéni sondy o zasobni koncentraci 100 upmol-11byly
10X natedény na koncentraci 10 pmol-1?, primery zvortexovany a fluorescenéni sondy
pouze lehce proklepany. Poté byla ptipravena PCR reakéni smés (tab. 1) a 7,5 ul této
reakéni smési bylo napipetovano na dno jamky 96 jamkové desticky na ledu. Nasledné
bylo na sténu jamky napipetovano 2,5 pl natedéné DNA ve dvou technickych replikatech.
Po napipetovani vSech vzorkii byla desticka zalepena folii, kratce zcentrifugovana

a vlozena do termocykleru. Teplotni program PCR je uveden v tabulce 2.
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Tabulka 9 — SloZeni rekaéni smési pro Multiplex TagMan gPCR.

Koncentrace
Konecna Pipetovany objem
pracovniho
koncentrace (1 reakce) [ul]
roztoku
Pufr (ABsolute
) 2X 1x )
gPCR ROX Mix)
Voda 1,3
HvCon2P sonda 10 pmol-pl? 200 fmol-pl* 0,2
HvCon2F1 primer 10 pmol-ul? 200 fmol-ul? 0,2
HvCon2R1 primer 10 pmol-ul? 200 fmol-ul? 0,2
HygP sonda 10 pmol-pl? 200 fmol-pl* 0,2
PHygF1 primer 10 pmol-ul? 200 fmol-ul? 0,2
PHygR1 primer 10 pmol-pl*? 200 fmol-pl? 0,2
Vzorek 2,5
Celkovy objem 10

Tabulka 10 - Teplotni program Multiplex TagMan qPCR reakce

Teplota [°C] | Cas Pocet cykli
95 15 min 1
95 15s
40
60 1 min
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Tabulka 11 - Seznam primeri a fluorescen¢nich sond pouZitych pii Multiplex TagMan gPCR

Nazev Sekvence 5°-3°
HvCon2F1 TGCTAACCGTGTGGCATCAC
HvCon2R1 GGTACATAGTGCTGCTGCATCTG
Primery PHygF1 GCGGATTTCGGCTCCAA
PHygR1 CTCCAGTCAATGACCGCTGTT
HvCon2P VIC-CATGAGCGTGTGCGTGTCTGCG-TAMRA
Sondy HygP FAM-TCCTGACGGACAATGGCCGCA-TAMRA

4.4.4 1zolace RNA

Vzorky byly sesbirany obdobné, jako pii izolaci DNA, zamrazeny v tekutém dusiku
a nadrceny Vv oscilaénim mlynku pii frekvenci 27-s1po dobu 1,5 min. Po nadrceni byl
ke vzorkim piidan 1 ml TRI Reagent a obsah byl tiepanim zhomogenizovan. Poté byly
vzorky inkubovany 8 min pfi pokojové teploté a centrifugovany 10 min pti 12000 rpm
a 4 °C. Mezitim bylo do novych mikrozumavek napipetovano 100 ul BCP. Po ukonceni
centrifugace byly vzorky pieneseny do stojanku na ledu a 1 ml supernatantu byl pfenesen
do mikrozkumavek s BCP. Nasledné byly vzorky 15 s dikladné protiepany a 4 min 15
s ponechany v klidu na stole. Poté byly vzorky centrifugovany 15 min pifi 12000 rcf
a4°C. Do novych zkumavek bylo mezitim napipetovano 390 ul chloroformu.
Po ukonceni centrifugace byly vzorky pieneseny na led a 390 pl vrchni faze bylo
pteneseno do mikrozkumavek s chloroformem. Vzorky byly opét 15 s dukladné
protiepany a poté 3 min ponechany na stole. Nasledovala centrifugace 15 min pti 12000
rpm a 4 °C. Mezitim bylo do novych mikrozkumavek napipetovano 140 pl isopropanolu
a po skonceni centrifugace pridano 200 ul supernatantu. Poté byly vzorky nékolikrat
promichany pfevracenim a ponechany 10 min odstat na stole a centrifugovany 9 min pfi
12000 rpm a 20 °C. Po skonéeni centrifugace byl odpipetovan isopropanol a k peleté byl
pfidan 1 ml 75% ethanolu. Vzorky byly poté skladovany ve 4 °C do dal§iho postupu.
Nasledné byly vzorky centrifugovany 8 min pii 7500 rpm a 20 °C. Po centrifugaci byl
odpipetovan ethanol, peleta byla v digestofi vysuSena a poté rozpusténa dle velikosti

ve 40-50 pl Milli-Q vody.
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4.4.5 Reverzni transkripce

Prométenim 1,5 pl vyizolované RNA ve spektrofotometru Nanodrop byl stanoven jeji
obsah ve vzorku. Nasledné byly hodnoty zapsany do vzorce v Microsoft Office Excel
2016 a byl vypocitan pipetovany objem vzorka a Milli-Q vody tak, aby vysledny obsah
RNA v mikrozkumavce byl 2000 ng v objemu 16 ul roztoku. Do 0,2ml plastovych
mikrozkumavek spojenych do stripi po 8 kusech byla nejdfive napipetovana
Milli-Q voda dle tabulky, poté vzorek RNA a nakonec 4 ul premixu 1, obsahujicicho 2 ul
DNazy la2ul 5x DNazového pufru. Vysledny objem vzorku ¢&inil 16 pul
Mikrozkumavky byly poté inkubovany v termocykleru 40 min pfi teploté bloku
37 °C avicka 40 °C. Mezitim bylo do novych mikrozkumavek napipetovano 4,5 pl
premixu 2, ktery obsahoval 4 ul Milli-Q vody a 0,5 ul primeru. Po dokonceni inkubace
bylo do kazdé mikrozkumavky piidano 2 ul EDTA a poté byly vzorky inkubovany jesté
8 min pfi teploté bloku 70 °C a vicka 72 °C s cilem inaktivace DNazy 1. Nésledn¢ bylo
napipetovano 5,5 ul vzorku (500 ng RNA) do mikrozkumavek s napipetovanym
premixem 2. Vzorky byly inkubovany 5 min pf#i teplot¢ bloku 70 °C a vicka
72 °C a po skonceni inkubace neprodlené pieneseny na led, kde byly chlazeny po dobu
2—-3 min. Po zchlazeni bylo do mikrozkumavek ptidano 10 pl premixu 3, ktery obsahoval
4 pl5x M-MLV RT pufru, 1 ul deoxyribonukleotidd (dnTPs), 4,2 ul Milli-Q vody, 0,4 ul
M-MLYV RT reverzni transkriptazy a 0,4 ul RNasin® Plus RNazového inhibitoru. Vzorky
byly poté inkubovany 2 hod pfi teploté bloku 42 °C a vicka 44 °C a 10 min pfi teploté
bloku 70 °C avicka 72 °C. Nasledné bylo do kazdé mikrozkumavky piidano 60 pl
Milli-Q vody a vzorky byly zamrazeny v —80 °C do dalSiho pouziti.

4.4.6 RT-gPCR pro kvantifikaci exprese genti

Nejdiive byly vSechny zasobni primery o koncentraci 100 pmol-I* (tab. 6) natedény 10x
na koncentraci 10 pmol-1*a zvortexovany. Nésledné byly pfipraveny 2 premixy pro
HVMPKG® a referencni gen HYMPK14. Kazdy premix obsahoval 0,3 pl primeru F, 0,3 pl
primeru R, 1,9 pl Milli-Q vody a 5 pl Power SYBR® Green PCR Master Mixu na 1 reakci
(tab. 4). Poté bylo napipetovano 7,5 ul premixu na dno jamek 96 jamkové PCR desticky
a 2,5 pl nafedéného vzorku DNA na stény jamek ve dvou technickych replikatech pro
HVMPK6 iHvVMPK14. Desticka byla zalepena folii, odstiedéna apoté vlozena
do StepOnePlus Real-Time PCR Systems termocykleru (Thermo Fisher Scientific). PCR

reakce probihala dle teplotniho programu v tabulce 5.
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Tabulka 12 — SloZeni reakéni smési pro RT-qPCR.

Koncentrace
Konecna Pipetovany objem
pracovniho
koncentrace (1 reakce) [ul]
roztoku
Power SYBR®
Green PCR Master 5
Mix
Voda 1,9
foward primer 10 umol-1* 300 nmol-I' 0,3
reverse primer 10 umol-1' 300 nmol-I* 0,3
Vzorek 2,5
Celkovy objem 10

Tabulka 13 - Teplotni program RT-gPCR.

Teplota [°C] | Cas Pocet cykli
95 10 min 1
95 15s
40
60 1 min

Tabulka 14 - Seznam primert pro RT-qPCR.

Nazev Sekvence 5°-3°
HVMPKG6_F ATTGGAACACCAAATGAGGCTG
HVMPK6_R GCATGACGGGGAAGTTGGC
HvVMPK14_F CACAAAAGCCACGCAGAGA
HvMPK14_R CCGAACCAACCACTTTACCA




4.4.7 Provoka¢ni zkouska rezistence vici rzi je¢né (Puccinia hordei)

Rostliny byly péstovany v boxech o rozmérech 37 x 39 cm ve dvou fadach, celkoveé box
obsahoval 7-8 linii po 6-8 rostlinach. Rostliny byly péstovany ve skleniku pfi teploté
18-24 °C a fotoperiodé¢ 16 hodin tma/8 hodin svétlo. Pied inokulaci byly druhé listy
8-13 dni starych rostlin odstfizeny a prvni listy poté ptipevnény K ptidé v horizontalni
poloze pomoci kancelaiskych sponek. Inokulum bylo ptipraveno smichanim 130-150 mg
inertnich vytrust Lycopodium a 0,8-1,2 mg uredospor Puccinia hordei. Inokulum bylo
rovnomeérné rozpraSeno na rostliny Vv inokula¢ni vézi a box byl inkubovan v kultivaéni
komofe s tvorbou rosy ve tmé pii 100% vlhkosti a 18 °C po dobu 11 hod. Po skonéeni
inkubace byly listy uvolnény a boxy umistény do skleniku. Po 9-11 dnech od inokulace
byla spoéitana infekéni frekvence (IF) — podet kolonii Puccinia hordei na 1 cm?. Pro
kazdou rostlinu byla stanovena IF na dvou mistech prvniho listu a hodnoty IF z téchto

méteni byly zpriimérovany.
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5  VYSLEDKY
5.1 Selekce transgennich linii je¢mene

5.1.1 Selekce HYMPKG6_RNA.: linii v T1 generaci

V in vitro testu hygromycinové rezistence (nepublikovano), provadéném na T1 generaci
potomk transgennich linii je¢mene s interferenci viici HYMPK6 (HYMPKG6_RNAI linie),
bylo analyzovano celkem 9 nezavislych transgennich linii (Bla, Blb, B2a, B2b, BI/1,
BIII/1, BIV/2, BIV/3 aBIV/4), pii primérném poctu 12 rostlin na linii a 1 negativni
kontrolni linie, konkrétné linie C, ktera byla ziskdna regeneraci z netransformovaného
kalusu. Bylo testovano celkem 125 potomku téchto linii (obr. 3, tab. 7). VSichni
analyzovani potomci linie BI/1 a kontrolni linie C byli divokého typu. U potomstva linii
B2b, BIII/1, BIV/2 aBIV/3 nedoslo k segregaci au vSech analyzovanych potomki
se vyskytovala hygromycinova rezistence. U potomkd linii Bla, B1b, B2a a BIV/4 byla

A)

B)

e i) - A f N
Obrazek 3 - In vitro test hygromycinové rezistence HVMPK6_RNAI linii v T1 generaci. Rostliny rezistentni viiéi

hygromycinu maji zelenou, Zlutou nebo nekrotizujici listovou $picku, rostliny nachylné viéi hygromycinu maji listovou
$picku plisobenim hygromycinu vybélenu. V jednotlivych jamkach jsou analyzovany odlisné genotypy. Rostliny (jejich
listové $picky) jsou v jamkach ¢islovany od jedné vzestupné zleva doprava, pri¢emz jednotlivé linie jsou oddéleny
barevnymi svislymi ¢arami (Napf. v jamce Al v prvni desticce je vzorek rostliny ¢. 1 z linie Bla — Bla/l, v jamce A2
je vzorek rostliny ¢&. 2 z linie Bla — Bla/2, atd.).

Legenda: A) 1. desticka: jamky A1-B2: potomstvo B1a, rostliny 1-14; B3—C3: potomstvo B1b, rostliny 1-13; C4-D5:
potomstvo B2a, rostliny 1-14; D6-E7: potomstvo B2b, rostliny 1-14; E8—F9: potomstvo Bl/1, rostliny 1-14; F10-G9:
potomstvo BIII/1, rostliny 1-12; G10-G12: potomstvo BIV/2, rostliny 1-3; H1-H12: potomstvo BIV/3, rostliny 1-12;
B) 2. desti¢ka: jamka Al: potomstvo BIV/3, rostlina 13; A2—-B3: potomstvo BIV/4, rostliny 1-14; B4-C5: potomstvo
C, rostliny 1-14.
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pozorovana segregace. VéEtSina potomku téchto linii byla rezistentni na hygromycin,

avsak né€kolik z nich bylo vyhodnoceno jako divoky typ (obr. 3, tab. 7).

Pro odhad mnozstvi inzerované T-DNA bylo T1 potomstvo HvMPK6_RNAI linii
analyzovano pomoci Multiplex TagMan gPCR. Metoda simultanné vyuziva dvou
sond - HvCon2P k detekci referen¢niho endogenniho genu HvCon2 je¢mene a HygP
k detekci genu hygromycinové rezistence pritomném v T-DNA inzertu. Porovnanim Ct
fluorescen¢nich signald umoziuje uréit relativni mnozstvi T-DNA V transgennich
rostlinach. Pro vlastni analyzu bylo vybrano T1 potomstvo 8 nezavislych linii (B1a, B1b,
B2a, B2b, BI/1, BlII/1, BIV/2 a BIV/3), analyzované pomoci hygromycinového testu
(obr. 3, tab. 7). Tento test umoznil pfedvybér transgennich potomku jednotlivych linii pro
vlastni analyzu mnozstvi T-DNA, ¢imz se snizilo celkové mnozstvi potomkl potiebné
pro analyzu. Vysedky Multiplex TagMan gPCR analyzy ukazaly, ze mezi transgennimi
potomky obvykle dochazelo k segregaci dvou kategorii mnozstvi T-DNA (obr. 4).
Rostliny se zakladnim mnozstvim T-DNA byly odhadnuty jako potencialni heterozygoti
v T-DNA inzerci/inzercich, rostliny s dvojnasobnym mnozstvim T-DNA jako potencialni
homozygoti v T-DNA inzerci. Vzhledem k tomu, Ze nebyla k dispozici referen¢ni rostlina
s jednou T-DNA inzerci v heterozygotni sestavé verifikovana pomoci Southern blotu,
slouzila metoda pouze jako nastroj pro porovnani mnozstvi T-DNA Vv transgennich

rostlinach v radmci jednotlivych linii. Nebylo tak mozno odhadnout pocet kopii T-DNA.

Pro kultivaci do dalsi generace byly vybrany rostliny pozitivni v in vitro testu
hygromycinové rezistence (obr. 3), které byly zaroven odhadnuty jako potencidlni
homozygoti v T-DNA inzerci (obr. 4). Konkrétné bylo vybrano 15 HVMPKG6_ RNAI
rostlin T1 generace - Bla/l, Bla/3, Bla/5, Bla/6, B1b/1, B1b/6, B2a/l, B2a/8, B2a/10,
B2a/12, B2b/1, B2b/3, BIV/3/9, BIV/3/10 a BIV/2/2 - ajejich tfi negativni sesterské
rostliny - Bla/2N, B2a/6N a BIV/3/12N.
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Obrazek 4 - Odhad genotypu HVMPK6_RNAI transgennich rostlin v T1 generaci. Sipky oznaduji potencialné

homozygotni rostliny vybrané ke kultivaci do dalsi generace. Analyzovana potomstva jednotlivych linii jsou oznacena

svorkou s oznacenim T1 rostliny. Pro kazdy genotyp byly analyzovany dva technické replikaty. Chybové tsecky

oznacuji

dvojnasobek smérodatné odchylky relativniho mnozstvi T-DNA.
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5.1.2 Selekce HYMPKG6_RNAI: linii v T2 generaci

Pro analyzu T2 generace potomstva HYMPK6_RNAI linii Vv in vitro testu hygromycinové
rezistence byli vybrani potomci segregujicich i nesegregujicich HYMPK6_RNAI linii,
ktetfi byli rezistentni vi¢i hygromycinu a obsahovali dvojnasobné mnozstvi T-DNA
(kapitola 5.1.1). Testovano bylo potomstvo celkem 15 T1 rostlin Sesti nezavislych
transgennich linii — Bla, Blb, B2a, B2b, BIV/2 a BIV/3. Konkrétné¢ bylo testovano T2
potomstvo rostlin Bla/l, Bla/3, Bla/5, Bla/6, B1b/1, B1b/6, B2a/l, B2a/8, B2a/10,
B2a/12, B2b/1, B2b/3, BIV/3/9, BIV/3/10, BIV/2/2 atii negativnich sesterskych
rostlin - B1a/2N, B2a/6N a BIV/3/12N (obr. 5, tab. 7). Celkoveé bylo analyzovano 257
potomk pii praimérném poctu 16 potomkii na T1 rostlinu. K segregaci nedoslo u zadného
z testovanych T2 potomstev (obr. 5, tab. 7). Vsichni testovani potomci T1 rostlin byli
uniformné rezistentni viéi hygromycinu, coz naznacilo, ze mateiské T1 rostliny byly
homozygotni v T-DNA inzerci nebo obsahovaly vice T-DNA inzerci. Potomci
negativnich sesterskych rostlin B1la/2N a B2a/6N byli divokého typu, pouze potomci
rostliny BIV/3/12N byli rezistentni vaé¢i hygromycinu (obr. 5, tab. 7). Ziskané vysledky
naznacily velkou spolehlivost odhadu mnozstvi T-DNA — potencidlnich homozygota

u rostlin T1 generace pomoci Multiplex TagMan qPCR (kapitola 5.1.1).
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Obrazek 5 - In vitro test hygromycinové rezistence HYMPK6_RNAI linii v T2 generaci.

Legenda: A) 1. desti¢ka: jamky A1-B4: potomstvo Bla/1, rostliny 1-16; B5-C9: potomstvo B1a/3, rostliny 1-17;
C10-D12: potomstvo Bla/5, rostliny 1-15; E1-F4: potomstvo B1a/6, rostliny 1-16; F5-G8: potomstvo B1b/1,
rostliny 1-16; G9-H12: potomstvo B1b/6, rostliny 1-16; B) 2. desticka: jamky A1l-B4: potomstvo B2a/1, rostliny
1-16; B5-C8: potomstvo B2a/8, rostliny 1-16; C9-D12: potomstvo B2a/10, rostliny 1-16; E1-F4: potomstvo
B2a/12, rostliny 1-16; F5-G7: potomstvo B2b/1, rostliny 1-15; G8-H11: potomstvo B2b/3, rostliny 1-16; H12:
potomstvo BIV/3/9, rostlina 1; C) 3. desticka: jamky A1-B3: potomstvo BIV/3/9, rostliny 2-16; B4-C7:
potomstvo BIV/3/10, rostliny 1-16; C8-D11: potomstvo BIV/2/2, rostliny 1-16; D12-E5: potomstvo Bla/2N,
rostliny 1-6; E6-E11: potomstvo B2a/6N, rostliny 1-6; E12—F5: potomstvo BIV/3/12N, rostliny 1-6.

Po ovéfeni uniformity potomstev testovanych rostlin v rezistenci vii¢i hygromycinu byla
provedena Multiplex TagMan gPCR s cilem identifikace potomstev homozygotnich
v T-DNA inzerci. Celkem 8 z testovanych 11 T1 rostlin (Bla/1, Bla/6, B1b/1, B1b/6,
B2a/1, B2a/8, BIV/2/2, BIV/3/10) se ukazalo jako homozygotni v T-DNA inzerci, jelikoz
relativni mnozstvi T-DNA bylo u vsech jejich potomkii pfiblizné stejné (obr. 6). Mnozstvi
T-DNA u potomki zbyvajicich 3 rostlin (B2b/1, B2b/3, BIV/3/9) segregovalo a jedna
se tedy pravdépodobné o0 heterozygotni jedince S vétsim mnozstvim T-DNA inzerci
(obr.6). Celkové byli upéti nezavislych transgennich linii (Bla, Blb, B2a,
BIV/2 a BIV/3) identifikovani jedinci homozygotni v T-DNA inzerci.
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Obrazek 6 - Relativni mnozstvi T-DNA v T2 generaci potomstev HYMPK6_RNAI linii. Ptiblizné stejné mnoZstvi T-DNA u v§ech
potomkii nékterych T1 rostlin (oznaceno svorkou s pismenem H) indikuje homozygotnost v T-DNA inzerci. Analyzovana
potomstva jednotlivych rostlin jsou oznacena svorkou s oznacenim T1 rostliny. Pro kazdy genotyp byly analyzovany dva

technickeé replikaty. Chybové tisecky oznacuji dvojnasobek smérodatné odchylky relativniho mnozstvi T-DNA.
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Tabulka 15 - Pfehled potomktt HYMPKG6_RNAI linii analyzovanych V in vitro testu hygromycinové rezistence.

Linie—TO Generace Pocet Pocet potomkil Pocet potomkt
rostlina/T1 | potomstva | analyzovanych s vyskytem divokého typu
rostlina potomkutl hygromycinové rezistence

Bla T1 14 11 3
Blb T1 13 11 2
B2a T1 14 10 4
B2b T1 14 14 0
BI/1 T1 14 0 14
BIII/1 T1 12 12 0
BIV/2 T1 3 3 0
BIV/3 T1 13 13 0
BIV/4 Tl 14 9 5
C Tl 14 0 14
Bla/l T2 16 16 0
Bla/3 T2 17 17 0
Bla/5 T2 15 15 0
Bla/6 T2 16 16 0
Bib/1 T2 16 16 0
B1b/6 T2 16 16 0
B2a/1 T2 16 16 0
B2a/8 T2 16 16 0
B2a/10 T2 16 16 0
B2a/12 T2 16 16 0
B2b/1 T2 15 15 0
B2b/3 T2 16 16 0
BIV/3/9 T2 16 16 0
BIV/3/10 T2 16 16 0
BIV/2/2 T2 16 16 0
Bla/2N T2 0 6
B2a/6N T2 0 6
BIV/3/12N T2 6 0
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Relativni mnoZstvi transkriptu

5.1.3 Analyza exprese HYMPK6 u HYMPKG6_RNAI linii v T1 generaci

U vybranych T1 potomkt HYMPK6_RNAI linii bylo zjisténo relativni mnozstvi mRNA
transkriptu HYMPKG6 pomoci RT-qPCR. Celkem bylo analyzovano devét HYMPK6_RNAI
linii (Bla, Blb, B2a, B2b, BI/1, BIII/1, BIV/2, BIV/3 a BIV/4) a 1 negativni sesterska
linie C. U potomstva tfi transgennich linii Bla, BIII/1 a BIV/3 bylo zjisténo zhruba tiikrat
az Ctyrikrat mensi relativni mnozstvi HYMPKG transkriptu nez u kontrolni linie C.
Potomstvo dalsich ¢tyt transgennich linii (B1b, B2a, B2b a BIV/2) obsahovalo zhruba
dvakrat mensi mnozstvi HYMPKG transkriptu nez kontrolni linie C a potomstvo dvou linii
(BIV/4 a BI/1) obsahovalo pfiblizn¢ stejné mnozstvi transkriptu HYMPKG6 jako kontrolni
linie C (obr . 7).
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Obrazek 7 - Relativni mnozstvi HYMPKG transkriptu u T1 potomkd HVMPK6_RNAI transgennich linii. Analyzovana
potomstva jednotlivych linii jsou oznagena svorkou s oznacenim linie. Chybové usecky oznacuji smérodatné odchylky
relativniho mnozstvi HYMPKG transkriptu. Data byla vyhodnocena analyzou rozptylu (AR) s jednoduchym t¥idénim.
Pro podrobné&jsi vyhodnoceni vysledkit AR byla vyuzita Tukeyho metoda (a=0,05).
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5.1.4 Selekce HYMPKG6_OE linii v T1 generaci

In vitro test hygromycinové rezistence byl proveden na T1 generaci potomku
11 nezavislych transgennich linii s nadprodukci HVYMPK6 (HVMPKG6_OE linii), pfi
primérném poctu 13 rostlin na linii. Konkrétné byly testovany linie Ala, A2a, A3b, Ada,
Ab5a, A6a, Al/1, All/1, Alll/1, AIV/1aAlV/2. Pouze upotomku linie A6a nebyla
pozorovana segregace, U vSech ostatnich linii byl nejméné 1 testovany potomek divokého

typu (obr. 8, tab. 8).

Obrazek 8 - In vitro test hygromycinové rezistence HYMPK6_OE linii v T1 generaci.

Legenda: A) 1. desticka: jamky A1-B2: potomstvo Ala, rostliny 1-14; B3—C4: potomstvo A2a, rostliny 1-14; C5-D5:
potomstvo A3b, rostliny 1-13; D6-E7: potomstvo Ada, rostliny 1-14; E8—F9: potomdtvo A5a, rostliny 1-14; F10-G9:
potomstvo A6a, rostliny 1-12; G10-H11: potomstvo Al/1, rostliny 1-14; H12: potomstvo All/1, rostlina 1;
B) 2. desticka: jamky A1-B1l: potomstvo All/1, rostliny 2-14; B2-B9: potomstvo Alll/1, rostliny 1-8; B10-C11:
potomstvo AIV/1, rostliny 1-14; C12-E1: potomstvo AlV/2, rostliny 1-14.

T1 potomci HYMPKG6_OE linii, ktefi se v in vitro testu hygromycinové rezistence ukazali
jako rezistentni, byli analyzovani pro mnozstvi T-DNA pomoci Multiplex TagMan gPCR
(obr. 9, kapitola 5.1.1). Celkem bylo testovano 11 nezavislych linii z jejichZ potomstva
bylo na zakladé stanoveného mnozstvi T-DNA vybrano 12 HVMPK6_OE rostlin pro
kultivaci do dalsi generace. Vybrany byly rostliny Ala/l, Ala/6, A2a/1, A2a/5, A2a/9,
A3b/6, Adal2, A6al8, Al/1/7, All/1/1, AIV/1/6 a AIV/2/8 (obr. 9), a také jejich negativni
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sesterské rostliny: Ala/3N, A2a/10N, A2a/14N, Ada/3N, Ada/dN, Al/1/2N, All/1/4N,

Z
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Relativni mnozstvi T-DNA
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Obrézek 9 - Odhad genotypu HYMPK6_OE transgennich rostlin v T1 generaci. Sipky oznaguji potencilné homozygotni
rostliny vybrané ke kultivaci do dalsi generace. Analyzovana potomstva jednotlivych linii jsou oznacena svorkou
s oznacenim mateiské T1 rostliny. Pro kazdy genotyp byly analyzovany dva technické replikaty. Chybové tsecky

oznacuji dvojnasobek smérodatné odchylky relativniho mnozstvi T-DNA.

AIV/1/5N a AIV/2/11N (obr. 8).

5.1.5 Selekce HYMPKG6_OE linii v T2 generaci

Vin vitro testu hygromycinové rezistence bylo testovano T2 potomstvo deviti
nezavislych transgennich linii — Ala, A2a, A3b, Ada, A6a, Al/l, All/1, AIV/1 a AIV/2.
Konkrétné bylo testovano potomstvo dvanacti T1 rostlin Ala/l, Ala/6, A2a/l, A2a/5,
A2a/9, A3b/6, Ada/2, A6a/8, Al/l/7, All/1/1, AIV/1/6 a AlV/2/8 a deviti negativnich
sesterskych rostlin Ala/3N, A2a/10N, A2a/14N, Ada/3N, Ada/aAN, Al/1/2N, All/1/4N,
AIV/1/5N a AIV/2/11N (obr. 10, tab. 8). Celkem bylo analyzovano 305 potomkd pfi
prumérném poctu 21 potomkd na T1 rostlinu. U testovanych T2 potomstev sedmi T1
rostlin A2a/l, A2a/5, A2a/9, A3b/6, Ada/2, Al/1/7 a AIV/1/6, nebyla pozorovana
segregace, vSichni testovani potomci byli rezistentni vii¢i hygromycinu, coz naznacilo,

ze matetské T1 rostliny byly homozygotni v T-DNA inzerci nebo obsahovaly vice
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T-DNA inzerci. Testovani T2 potomci T1 rostlin  Ala/l, Ala/6, A6a/8,
All/1/1 a AIV/2/8 segregovali, jedna se tedy pravdépodobné o heterozygoty (obr. 10,
tab. 8). Testovani T2 potomci vSech negativnich T1 sesterskych rostlin byli divokého
typu (obr. 10, tab. 8). Na T2 potomcich, ktefi v in vitro testu hygromycinové rezistence
nesegregovali byla provedena Multiplex TagMan gPCR scilem identifikace
HvMPKG6_OE linii homozygotnich v T-DNA inzerci (obr. 11). Celkem bylo testovano T2
potomstvo Sesti T1 rostlin — A2a/1, A2a/5, A3b/6, Ada/2, Al/1/7 a AIV/1/6. Relativni
mnozstvi T-DNA bylo u testovanych T2 potomki ¢ty T1 rostlin - A3b/6, Ada/2,
Al/1/7 a AIV/1/6 piiblizné stejné, ukazalo se tedy, ze jde 0 homozygoty v T-DNA
inzerci. Mnozstvi T-DNA u potomstva zbyvajicich dvou T1 rostlin A2a/l1 a A2a/5

segregovalo a jedna se tedy pravdépodobné 0 heterozygotni jedince S vétSim mnozstvim

»

OCS

Legenda: A) 1. desti¢ka: jamky A1-B12: potomstvo Ala/l, rostliny 1-24; C1-D10: potomstvo Ala/6, rostliny
1-22; D11-F10: potomstvo A2a/l, rostliny 1-24; F11-H10: potomstvo A2a/5, rostliny 1-24; H11, H12:
potomstvo A2a/9, rostliny 1 a 2; _B) 2. desticka: jamky A1-B9: potomstvo A2a/9, rostliny 3-24; B10-D2:
potomstvo A3b/6, rostliny 1-17; D3—-F2: potomstvo Ada/2, rostliny 1-24; F3-H1: potomstvo A6a/8, rostliny
1-23; H2—H12: potomstvo Al/1/7, rostliny 1-11; C) 3. desti¢ka: jamky A1-B1: potomstvo Al/1/7, rostliny 12-24;
B2-D1: potomstvo All/1/1, rostliny 1-24; D2-F1: potomstvo AlIV/1/6, rostliny 1-24; F2-G10: potomstvo
AIV/2/8, rostliny 1-21; D) 4. desticka: F12-G5: potomstvo Ala/3N, rostliny 1-6; G6-G11: potomstvo A2a/10N,
rostliny 1-6; G12-H5: potomstvo A2a/14N, rostliny 1-6; H6-H11: potomstvo Ada/3N, rostliny 1-6; H12:
potomstvo Ada/4N, rostlina 1; E) 5. desticka: jamky A1-A5: potomstvo Ada/4N, rostliny 2-6; A6-All:
potomstvo Al/1/2N, rostliny 1-6; A12-B5: potomstvo All/1/4N, rostliny 1-6; B6-B11: potomstvo AlV/1/5N,
rostliny 1-6; B12—C5: potomstvo AIV/2/11N, rostliny 1-6.
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T-DNA inzerci (obr. 11). Jedinci homozygotni v T-DNA inzerci tak byli identifikovani
u celkem ¢ty nezavislych HYMPKG6_OE transgennich linii — A3b, Ada, Al/l a AlIV/1.
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Obrazek 11 - Relativni mnozstvi T-DNA v T2 generaci potomstev HYMPK6_OE linii. Analyzovana potomstva
jednotlivych rostlin jsou oznacena svorkou s oznacenim T1 rostliny. Pfiblizné stejné mnozstvi T-DNA u v§ech potomkt
nékterych T1 rostlin (oznaceno svorkou s pismenem H) indikuje homozygotnost v T-DNA inzerci. Pro kazdy genotyp
byly analyzovany dva technické replikaty. Chybové tisecky oznacuji dvojnasobek smérodatné odchylky relativniho

mnozstvi T-DNA.
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Tabulka 16 - Pfehled potomktt HYMPKG6_OE linii analyzovanych Vv in vitro testu hygromycinové rezistence.

Linie—TO | Generace | Pocet analyzovanych | Pocet potomku s vyskytem | Pocet potomki
rostlina/T1 | potomstva potomkutl hygromycinové rezistence divokého typu
rostlina

Ala Tl 14 5 9
A2a Tl 14 11 3
A3Db T1 13 12 1
Ada Tl 14 9 5
Aba Tl 14 11 3
Aba Tl 12 12 0
Al/l Tl 14 5
All/1 Tl 14 5
Alll/1 Tl 8 3
AlV/1 Tl 14 12 2
AlIV/2 Tl 14 11 3
Ala/l T2 24 19 5
Ala/6 T2 22 21 1
A2a/l T2 24 24 0
A2a/5 T2 24 24 0
A2a/9 T2 24 24 0
A3b/6 T2 17 17 0
Adal2 T2 24 24 0
Ab6a/8 T2 23 21 2
Al/1/7 T2 24 24 0
All/1/1 T2 24 22 2
AlV/1/6 T2 24 24 0
AlV/2/8 T2 21 16 5
Ala/3N T2 6 0 6
A2a/10N T2 6 0 6
A2a/14N T2 6 0 6
Ada/3N T2 6 0 6
Ada/aAN T2 6 0 6
Al/1/2N T2 6 0 6
All/1/AN T2 6 0 6
AIV/1/5N T2 6 0 6
AIV/2/11N T2 6 0 6
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5.1.6 Analyza exprese HYMPK6 u HYMPK6_OE linii v T1 generaci

UTI1 potomkd vybranych HVMPKG6_OE linii bylo analyzovano relativni mnozstvi
MRNA transkriptu HYMPK6 pomoci RT-qPCR. Celkem bylo analyzovano deset
HvVMPKG6_OE linii - Ala, A2a, A3b, Ada, A5a, A6a, All/1, Alll/1, AIV/1 a AIV/2 a ¢tyti
kontrolni rostliny divokého typu - Wtl, Wt2, Wt3 a Wt4. U potomku ¢tyt transgennich
linii - A2a, Ada, All/1 a ATII/1 bylo zjisténo piiblizné pétkrat az Sestkrat vétsi mnozstvi
transkriptu HYMPKG6 nez u kontrolnich rostlin. Potomci tii transgennich linii - A3b, A5a
a A6a obsahovali zhruba Sestkrat az dvanactkrat vétsi mnozstvi transkriptu HYMPKG6 nez
kontrolni rostliny apotomci zbylych tii transgennich linii - Ala, AlIV/1aAlV/2
obsahovali pfiblizn¢ jedenactkrat az ¢trnactkrat vétsi mnozstvi HYMPKG6 transkriptu nez

kontrolni rostliny.
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Obrazek 12 - Relativni mnozstvi HYMPKG®6 transkriptu u T1 potomkt HYMPKG_OE transgennich linii.
Analyzovana potomstva jednotlivych linii jsou oznacena svorkou s oznacenim linie. Chybové usecky
oznacuji smérodatné odchylky relativniho mnozstvi HYMPK®6 transkriptu. Data byla vyhodnocena
analyzou rozptylu (AR) s jednoduchym tfidénim, pfi¢emz pro podrobnéjsi vyhodnoceni vysledktit AR
byla vyuzita Tukeyho metoda (0=0,05) (A), nebo pomoci dvou vybérového studentova T-testu (B). **

- statisticky vyznamny rozdil pro a=0,01.
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5.2 Stanoveni mnoZstvi klasu se standardnim a sniZzenym pocétem zrn

u HYMPKG6_OE linii jeémene

V ramci fenotypovani byly spocitany klasy u transgennich HvVMPKG6_OE rostlin
v generaci T1 a T2. Analyzovana T2 generace zahrnovala potomky HYMPKG6_OE linii,
jejichz charakterizace a selekce neni v praci z davodu velkého rozsahu provadénych
analyz a zachovani piehlednosti prace prezentovana. U kazdé rostliny byl spocitan
celkovy pocet klasii a poté klast se snizenym poctem zrn. Limit pro urceni, zda ma klas
standardni ¢i sniZzeny pocet zrn byl nastaven na 15 zrn. Takto bylo hodnoceno celkem 91
HvVMPKG6_OE transgennich rostlin a 19 negativnich sesterskych rostlin z celkem 18

nezavislych transgennich linii.

Transgenni rostliny vykazovaly vyrazny fenotyp oproti negativnim sesterskym rostlinam
V podobé vyrazn€ zvySeného mnozstvi klasii se sniZenym poctem zrn pii zachovani
stejného celkového prumérného poctu klasi (obr. 13). Byl vypocitan pramérny celkovy
pocet klasti a primérny pocet klasli se snizenym poctem zrn zvlast pro vSechny
transgenni a kontrolni rostliny. Celkovy primér poctu klast byl jak pro transgenni
rostliny, tak pro negativni sesterské rostliny 20,5 klasu. Pramérny pocet klasi
se snizenym poc¢tem zrn byl u transgennich rostlin 13,8 klasu a u negativnich sesterskych
rostlin 6 klast. Nasledné byl dopocitan pramérny pocet standardnich klast, tedy klast
S poctem zrn vét§im nez 15, ktery u transgennich rostlin ¢inil 6,7 klasu a u negativnich

sesterskych rostlin 14,5 klasu (obr. 14A).

38



Z téchto hodnot bylo poté vypocéteno primérné procentudlni zastoupeni klash

se snizenym poctem zrn zvlast pro vSechny transgenni rostliny a negativni sesterské

rostliny. Zastoupeni klas se snizenym pocétem zrn bylo U transgennich HYMPK6_OE

rostlin 67 % a u negativnich sesterskych rostlin 29 % (obr. 14B). Dale bylo jesté

vypocéteno procentudlni zastoupeni klasti se snizenym poctem zrn pro jednotlivé

HvVMPKG6_OE transgenni a negativni sesterské linie (obr. 15).

T T v-; = o0

Obrazek 13 - Fotografie kontrolni rostliny divokého typu (negativni rostlina) (vlevo) a
HvVMPKG6_OE transgenni rostliny (vpravo). Fialové hroty Sipek oznacuji klasy se standardnim
pocétem zrn (pocet zrn >15) a Cervené Sipky oznacuji klasy se snizenym poétem zrn (podet zrn
<15).
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Obrazek 14 - A) Primérny pocet standardnich klast, klasti se snizenym poctem zrn a prumérny celkovy pocet klast
u HYMPKG6_OE transgennich a kontrolnich rostlin divokého typu. Chybové usecky oznacuji smérodatné odchylky
poctu klast. Data byla vyhodnocena pomoci dvou vybérového studentova T-testu. ** - statisticky vyznamny rozdil
pro 0=0,01. B) Primérné procentualni zastoupeni standardnich klast a klasi se snizenym po¢tem zrn u HYMPK6_OE
transgennich a kontrolnich rostlin divokého typu. Celkem bylo analyzovano 91 transgennich a 19 negativnich

sesterskych rostlin.
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Obrazek 15 - Procentualni zastoupeni klasti se snizenym poctem zm u HvMPKG6_OE
transgennich linii a jejich negativnich sesterskych linii. Chybové tise¢ky oznacuji smérodatné
odchylky primérnych zastoupeni klast se snizenym poctem zrn.

5.2.1 Fenotypovani transgennich rostlin je¢mene v provokacnich

zkouskach rezistence vici rzi jeéné (Puccinia hordei)

V provokacnich zkouskach rezistence vici rzi jeCné bylo analyzovano potomstvo ctyt
nezavislych HYMPKG6_RNAI linii - Bla/l, B1b/6, B2a/8, BIV/3/10 a étyi nezavislych
HvVMPK6_OE linii - Al/1/7, 1-1-6-G1/3, 2-1-K3/4, Ada/2. Konkrétné bylo testovano
potomstvo T1 rostlin, které byly vyselektovany jako homozygotni v T-DNA inzerci
a zaroven vykazovaly snizené - HYMPKG6_RNAI rostliny Bla/l, B1b/6, B2a/8, BIV/3/10
nebo zvysené - HYMPKG6_OE rostliny Al/1/7, 1-1-6-G1/3, 2-1-K3/4, Ada/2 mnozstvi
transkriptu HYMPK6 (kapitola 5.1.3 a5.1.6). Jako kontrolni bylo Vv experimentech
pouzito potomstvo divokého typu rostlin - Bla/2N, B2a/6N, 1-7-J4/11N a Ada/4N
odvozené ze Ctyf transgennich linii - Bla, 1-7-J4, B2a a Ada. Selekce HYMPK6_OE
transgennich rostlin 1-1-6-G1/3 a 2-1-K3/4 homozygotnich v T-DNA inzerci a rostliny
divokého typu 1-7-J4/11N neni Vpraci prezentovana z divodu velkého rozsahu

provadénych analyz a zachovani piehlednosti prace.

Nebyl pozorovan statisticky signifikantni rozdil v naméfenych hodnotach infekéni
frekvence (IF) mezi potomky HvMPK6_RNAi, HYMPK6_OE a znich odvozenych
kontrolnich rostlin divokého typu (Obr. 16). Experimenty byly realizovany ve ¢tyfech
opakovanich vzdy ve dvou kultiva¢nich boxech. Vysledky nebyly signifikantn€ rozdilné

pro prvni (obr. 16A — box 1 a 16B — box 2), druhé (obr. 16C —box 1 a 16D — box 2) ani
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v dalsi

dvé opakovani experimentd (vysledky nejsou prezentovany). V patém

experimentu byly testovany HVMPKG6-RNAI linie jejichz charakterizace neni v praci

prezentovana — K6-IR1IN1 a K6-IR1* (Obr. 16E). Ani u potomki téchto linii nebyl

zaznamenan statisticky signifikantni rozdil v hodnoté IF oproti kontrolnim rostlindim

divokého typu, avSak potomci linie K6-IR1* dosahovali relativné nizké hodnoty IF

ve srovnani s kontrolnimi rostlinami a je mozné, ze pii vétSim poctu analyzovanych

rostlin by tento rozdil byl signifikantni.
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Obrazek 16 - Infekéni frekvence P. hordei u potomki HVMPK6_OE (Ada/2, Al/l/7, 1-1-6-G1/3 a 2-1-K3/4),
HvMPK6_RNAI (Bla/l, B1b/6, B2a/8 a BIV/3/10) a z nich odvozenych kontrolnich rostlin divokého typu (Bla/2N,
1-7-J4/11N, B2a/6N, Ada/AN a GP0309). Analyzovano bylo 7— 9 rostlin na linii. Chybové tsecky oznaduji smérodatné

odchylky infekéni frekvence. Data byla vyhodnocena analyzou rozptylu s jednoduchym tfidénim na hladiné vyznamnosti

a =0,05. A) Experiment 1 box 1, B) Experiment 1 box 2, C) Experiment 2 box 1, D) Experiment 2 box 2, E) Experiment

5.
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6 DISKUZE

Metoda in vitro testu hygromycinové rezistence se ukazala jako jednoduchy a spolehlivy
nastroj k selekci transgennich a negativnich rostlin (obr. 3 a8), ale také k ovéteni
homozygotnosti rostlin identifikovanych pomoci Multiplex TagMan qPCR
prostiednictvim analyzy segregace jejich potomki (obr. 5 a 10). V porovnani se Southern
blotem umoziuje kombinace metod in vitro testu hygromycinové rezistence a Multiplex
TagMan qPCR rychlejsi a efektivngjsi analyzu transgennich linii homozygotnich v T-
DNA inzerci. Zaroven je také mozno analyzovat v jednom pokusu mnohem vice vzorki
(96 vzorkl v desti¢ce U in vitro testu hygromycinové rezistence i Multuplex TagMan
qPCR vs maximalné zhruba 9-14 vzorkd u Southern blotu na jeden gel). In vitro test
hygromycinové rezistence umoznil pfedvybér transgennich T1 potomki HvVMPKG6
transgennich linii, U kterych bylo poté zjiStovano relativni mnoZstvi T-DNA pomoci
Multiplex TagMan qPCR, ¢imz se snizilo mnoZzstvi T1 potomkl potiebné pro analyzu.
Na zéklad€ vystupu Multiplex TagMan qPCR byly vybrany potencidlné homozygotni
rostliny v T-DNA inzerci pro kultivaci do dalSi generace. Pfi analyze T2 potomstev
pomoci in vitro testu hygromycinové rezistence byly poté na zakladé jejich segregace
rozliSeny mateiské T1 rostliny potencialné homozygotni a heterozygotni v T-DNA
inzerci (vystépeni negativnich sesterskych rostlin), ¢imz se opét snizilo mnozstvi T2
potomku potfebné pro Multiplex TagMan qPCR analyzu. Na zakladé¢ analyzy T2
potomstva byly vybrany T1 rostliny homozygotni v T-DNA inzerci pro kultivaci jejich
potomku Vv provokacnich zkouSkach rezistence vici rzi jecné. Pro pfesn€jsi stanoveni
poc¢tu T-DNA inzerci — potvrzeni pfitomnosti jedné T-DNA inzerce - by bylo vhodné
u vyselektovanych HYMPKG transgennich homozygotnich linii ovéfit pocet T-DNA kopii

pomoci Southern blotu.

Na zaklad¢ in vitro testu hygromycinové rezistence a nasledné Multiplex TagMan qPCR,
provadénych na T1 potomstvu HYMPKG6_RNAI linii, byli pro kultivaci do dalsi generace
vybrani T1 potomci sedmi HVMPKG6_RNAi linii (Bla, Blb, B2a, B2b, BI/I,
BIV/2 a BIV/3). V nasledujicim in vitro testu hygromycinové rezistence T2 potomstva
nedoslo k segregaci Vv zadné ztestovanych linii a matefské rostliny byly proto
povaZzovany za potencidlné homozygotni v T-DNA inzerci. Na zdkladé¢ Multiplex
TagMan qPCR byly T1 rostliny celkem péti HYMPKG6_RNAI linii potvrzeny jako
homozygotni v T-DNA inzerci (Bla, B1b, B2a, BIV/2 a BIV/3), jelikoz vSichni testovani

T2 potomei méli ptiblizn€ stejné relativni mnozstvi T-DNA. Relativni mnoZzstvi T-DNA

43



u T2 potomkl zbyvajicich dvou HYMPK6_RNAI linii (B2b a Bl/1) segregovalo a T1
rostliny téchto linii jsou tedy pravdépodobné heterozygotni s vét§im mnozstvim T-DNA
inzerci (kapitola5.1.2 a 5.1.1). T1 potomstvo deviti vybranych HYMPK6_RNAI linii bylo
také podrobeno analyze relativniho mnozstvi mRNA transkriptu HVMPKG6 pomoci
RT-gqPCR. Pouze u potomstva dvou linii (BIV/4 a BI/1) bylo zjisténo piiblizné stejné
mnozstvi HYMPKG transkriptu jako u kontrolni linie C, potomstvo ostatnich testovanych
linii obsahovalo snizené mnozstvi HYMPK®6 transkriptu oproti kontrolni linii C (kapitola

5.1.3).

V piipadé¢ HYMPKG_OE rostlin byly pro kultivaci do T2 generace vybrany T1 rostliny
deviti HYMPK6_OE linii (Ala, A2a, A3b, Ada, A6a, Al/l, All/1, AIV/1 a AlV/2). T2
potomstvo Ctyf linii (Ala, A6a, All/1aAlIV/2) segregovalo vin vitro testu
hygromycinové rezistence a Multiplex TagMan gPCR byla proto provedena na T2
potomcich pouze zbyvajicich péti linii (A2a, A3b, Ada, Al/1 a AIV/1). U T2 potomkii
¢tyt HYMPKG6_OE linii (A3b, Ada, Al/la AIV/1) nedoslo k segregaci V relativnim
mnozstvi T-DNA a T1 rostliny téchto linii byly tudiz identifikovany jako homozygotni
v T-DNA inzerci. Relativni mnozstvi T-DNA u T2 potomki HYMPKG6_OE linie A2a
segregovalo a testované T1 rostliny této linie byly tedy heterozygotnis vét§im mnozstvim
T-DNA inzerci (kapitola 5.1.4 a 5.1.5). Na T1 potomstvu deseti HYMPK6_OE linii byla
provedena analyza relativniho mnozstvi mRNA transkriptu HYMPKG. VSechny testované
rostliny vykazovaly zvySené mnozstvi transkriptu HYMPKG6 oproti rostlinam divokého

typu (kapitola 5.1.6).

Pii fenotypovani HYMPKG6_OE rostlin v T1 generaci byl pozorovan vyrazny fenotyp
vV podobé velkého mnozstvi klasii se snizenym poétem zrn (obr. 13). Transgenni
HVMPKG6_OE rostliny mély primérné 67 % klast se snizenym poctem zrn, pfiCemz
rostliny negativnich sesterskych linii jich mély prumérné pouze 29 % (kapitola 5.2, obr.
14). Tato pozorovani naznacuji, ze gen HYMPK®6 hraje vyznamnou roli v regulaci vyvoje
jeCmene a vyznamné ovliviiuje dileZity vynosotvorny prvek — pocet zrn v klasu.
HvMPKG6 pravdépodobné reguluje embryondlni vyvoj, coz dokumentuje i funkce jejiho
ortologu OsMPK6 u ryze (Oryza sativa) OsMPK6 hraje klicovou roli vrané
embryogenezi, kdy knock-out mutace v OsMPK6 genu zptsobuje letalni fenotyp (Yi et
al. 2016). U analyzovanych HVMPKG6_OE rostlin byl bohuzel pozorovan z hlediska
tvorby vynosu, negativni efekt — snizeni poctu zrn v klasech. Teoreticky by bylo mozné

ocekavat opacny efekt u HYMPKG6_RNAI linii, tj. zvySeni poctu zrn v klase, pfipadné
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zvySeni hmotnosti tisice semen jeCmene (HTS). Predbéznd vizudlni inspekce klast
HvMPKG6_RNAI linii vSak ve srovnani s kontrolnimi rostlinami divokého typu vyrazné
rozdily velikosti semen a poctu semen V klasu neukdzala. Bylo by vSak vhodné
analyzovat HYMPK6_RNAI linie v experimentech vétsiho rozsahu, tak aby bylo mozno
spolehlivé stanovit HTS a pocet zrn v Klasech. Z ¢asovych divodd nebyly tyto
experimenty vramci této prace realizovany. V prubéhu ostatnich experimentid nebyl
u HYMPKG6_RNAI rostlin pozorovan vyrazny makroskopicky fenotyp, coz mize byt
zpusobeno nedostateéné snizenou expresi HYMPKG6 a fenotyp by se vyraznéji projevil
u rostlin s vyfazenym HVYMPKG6 genem technologii CRISPR/Cas9. V ramci fenotypovani
HVMPKG transgennich rostlin v provokacnich zkouskach rezistence vici rzi je¢né nebyl
pozorovan vyznamny rozdil v nachylnosti HvVMPK6 RNAi, HvVMPK6_OE ani

negativnich kontrolnich rostlin divokého typu.
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7 ZAVER
V teoretické Casti prace byla pfipravena literarni reSerSe na téma mitogenem aktivované

proteinkinasy a jejich uloha v odpovédich rostlin na pisobeni biotickych strest.

V praktické ¢asti prace byly vyselektovany homozygotni transgenni linie je¢mene setého
(Hordeum vulgare) odridy Golden Promise S RNA interferenci viuci HvVMPKG6
(HYMPK6_RNAiI) asHvMPK6 nadprodukci (HVMPK6_OE). Konkrétné bylo
vyselektovano péti nezavislych HYMPKG6_RNAI linii homozygotnich v T-DNA inzerci a
¢yt nezavislych HYMPKG6_OE linii homozygotnich v T-DNA inzerci. Linie byly vybrany
efektivni kombinaci in vitro testu hygromycinové rezistence a kvantifikace T-DNA
pomoci Multiplex TagMan qPCR. HYMPKG6_RNAI linie vykazaly dvakrat az Ctyfikrat
niz$i expresi HYMPKG6 nez kontrolni rostliny divokého typu a HvVMPKG6_OE linie
vykazaly pétkrat az ¢trnactkrat vyssi expresi HYMPKG6 nez kontrolni rostliny divokého
typu. U HYMPKG6_OE nadproduk¢nich transgennich linii je¢mene byla stanovena
distribuce poctu zrn v klasu. Bylo zji§téno, Ze transgenni rostliny v priméru obsahovaly
67 % klasii se sniZzenym poctem zrn a kontrolni negativni sesterské rostliny v priméru

pouze 29 % klasi se snizenym poctem zrn.

V ramci kondicionédlniho fenotypovani v provokacnich zkouskach rezistence vici rzi
jecné (Puccinia hordei) byly vybrané homozygotni transgenni HVMPK6_ RNAi a
HVMPKG6_OE linie jeCcmene infikovany rzi jeCnou a nasledné¢ byla stanovena infekcni
frekvence P. hordei na infikovanych listech. Nebyl pozorovan statisticky prikazny rozdil
v mife infek¢éni frekvence mezi jednotlivymi transgennimi HVMPK6 RNAi a

HvMPKG6_OE liniemi a kontrolnimi rostlinami divokého typu.
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