Abstrakt

Nahodny objev RNA interferencequl par desitkami let u rostlin a jeji nasledné pops
Firem et al. vroce 1998 znamenal doslova revoluci v molekiildriologii a fad dalSich
obori. Vyzkumnici odkryli rozsahly a gekany mechanizmus regulace genové exprese na
mnoha udrovnich u téh vSech studovanych eukaryot. Prvotni studie u irosihalily
umicovani exprese z ¥iku dodanych geni prisluSnych endogén Brzy bylo tedy jasné, Ze
tento proces neslouzi organiam pouze v obranh pred viry, ale i ped mobilnimi
genetickymi elementy a kregulaci vlastnich gerSpolénym jmenovatelem vSech
mechanizmi RNAI je dvouvlaknovd RNA, kterd je &tena na malé RNA. Ty pakdi
v sowinnosti stadou dalSich proteinbud’ S&penicaste&ne ¢i plné komplementarni mRNAi
blokuiji jeji translaci v procesu posttransknfho uméovani (PTGS), nebo se v procesu RNA
fizené metylace DNA (RdDM) podileji na umbani ged na transkripni drovni
doprovazené remodelaci chromatinu.

Mechanizmy RNAI se uplatji i pii transformaci rostlin, kdy Zjsobuji v odvozenych
liniich znatnou variabilitu a nestabilitu v expresi vhesenyemig Rada biotechnologickych
postum ovSem vyzaduje dlouhodobou definovanou a stabipresi transgenu, kterou p&v
RNAI znesnaduje.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo posoudit viivbvginych faktoll na miru umiovani
exprese transgéna nalézt takové podminky oSeteni, @i nichZz by dochazelo k rychlému
umiceni exprese transgenu u linii, které jsou kaemi nachylné. To by umoznilo ihned po
transformaci selektovat linie stabilni v expresinggenu, resp. linie se snizenym rizikem
pozdjSiho uméeni transgenu, cozZ je velmi Zadouci jak pro zaklgahi aplikovany vyzkum.

Prostedkem k tomuto vyzkumu byly transgenni linie brambamEenouc¢i obnovenou
expresiGFP, linie dlouhodoB stabilre exprimujici GFP a tabakova buwtna linie BY-2,
kterd byla v ramci prace transformovanapkipravenymi konstrukty.

V diplomové praci se podito pomoci fiipravenych expresnich konstriakprokazat vliv
jak kodujici sekvence transgenu, tak i vystaverdssivym podminkam na miru wuolani
vnesenych gah Prechod rostlin bramborips stadium hlizy nevyvolal Zadné &my v expresi
transgenu. Reaktivace exprese zdaané jednokopiové transgenni linie bramboru se ifilada
jen v gipact NPTII genu, v pipact GFP bylo prokdzano pouze dasné obnoveni exprese.
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