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Abstrakt

Nahodny objev RNA interference'qn par desitkami let u rostlin a jeji nasledné
popsani Firemet al v roce 1998 znamenal doslova revoluci v molekiil&iologii a
fad® dalSich obatr. Vyzkumnici odkryli rozsahly a gekany mechanizmus regulace
genové exprese na mnoha urovnich uéténsech studovanych eukaryot. Prvotni
studie u rostlin odhalily umbvani exprese z ¥tku dodanych geni ptislusnych
endogen. Brzy bylo tedy jasné, Ze tento proces neslouwdamizmim pouze v obrah
pied viry, ale i ped mobilnimi genetickymi elementy a k regulaci utésh ger.
Spole&énym jmenovatelem vSech mechaniziRNAI je dvouvidknova RNA, ktera je
Stpena na malé RNA. Ty pakdi v sodinnosti stadou dalSich proteinbud’ S&peni
casteéne ¢i plné komplementarni mRNAC¢I blokuji jeji translaci v procesu
posttranskripniho umtovani (PTGS), nebo se v procesu RN2ené metylace DNA
(RADM) podileji na undovani gel na transkripni arovni doprovazené remodelaci
chromatinu.

Mechanizmy RNAi se uplatji i pii transformaci rostlin, kdy Zisobuji
v odvozenych liniich zrou variabilitu a nestabilitu v expresi vnesenyeigRada
biotechnologickych postup ovSem vyZzaduje dlouhodobou definovanou a stabilni
expresi transgenu, kterou pgaRNAi znesnaduije.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo posoudit viivbvgnych faktor na miru
umi¢ovani exprese transgera nalézt takové podmink§ oSeteni, g nichZz by
dochazelo krychlému uweni exprese transgenu u linii, které jsou kaemi
nachylné. To by umozZznilo ihned po transformaci ldeleat linie stabilni v expresi
transgenu, resp. linie se snizenym rizikem p@do uméeni transgenu, coz je velmi
Z&douci jak pro zakladni tak i aplikovany vyzkum.

Prostedkem k tomuto vyzkumu byly transgenni linie bramisoumtenou Ci
obnovenou expresGFP, linie dlouhodoB stabilre exprimujici GFP a tabakova
burééna linie BY-2, kter4 byla v ramci prace transforrdo& no¥ pripravenymi
konstrukty.

V diplomové praci se podiéo pomoci gipravenych expresnich konstrikt
prokazat vliv jak kodujici sekvence transgenu, ital¢staveni stresovym podminkam
na miru umiovani vnesenych gén Prechod rostlin bramborips stadium hlizy
nevyvolal Zadné zemy v expresi transgenu. Reaktivace exprese zemal
jednokopiové transgenni linie bramboru se pitalajen v gipac NPTII genu,
v pripad GFP bylo prokdazano pouze dasné obnoveni exprese.

Kli¢ova slova: RNA intereference, PTGS (posttranskrpumkovani), TGS
(transkrigni umkovani), tabakova bwina linie BY-2, lilek brambor, RADM
(metylace DNAfizena malymi RNA), GFP, urdvani transgein
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Abstract

Accidental discovery of RNA interference in plarasfew decades ago and its
description by Fire et al. (1998) brought a reabhation in molecular biology and in
many other branches of biology. Researchers hagevared a large and unexpected
mechanism of regulation of gene expression at maagls in almost all studied
eukaryotes. The first studies have revealed sitgnof both exogenous and endogenous
genes in plants. So, it soon became clear thaptbgess serves to organisms not only in
the defense against viruses, but also against engahetic elements as well as in
modulation of expression own genes. The key roliRNAI mechanisms is played by
dsRNA that is processed into small RNAs. In assiociavith a number of other proteins,
small RNAs can direct either cleavage of compleargnbr nearly complementary
MRNAs or block their translation in the processposttranscriptional gene silencing
(PTGS). Additionaly, sSRNAs can affect gene expossat transcriptional levelia
modifying DNA in a process called RNA dependent DiMAthylation (RADM).

In plant transformation, RNAI cause variability amyst transgene lines and instability
in the expression of introduced genes, which carags the use of transgenic lines,
because many biotechnological approaches reqdeéreed stable transgene expression.

The main aim of the thesis was to evaluate the ectnpfeselected factors on the degree
of silencing of transgene expression and to finchstonditions or treatments, which
would cause rapid silencing of the transgene exjmesn lines that are prone to silence.
This would select immediately after transformatithe lines with stabile transgene
expression, which is very desirable for both basid applied research. The materials for
this research were transgenic potato lines witbnedd, restoresFP and long-term
stableGFP expression and tobacco cell line BY-2, which wasdformed with newly
prepared constructs.

In the frame of the master thesis, the impact efttansgene coding sequence on
silencing was proven by comparing 8P fluorescence in BY-2 lines transformed with
prepared constructs. The rate of transgene silgnzas also affected by exposure to stress
conditions during potatde novoregeneration. The transition of potato plantsublothe
dormant tuber stage did not reveal any changeféanekpression of the transgene.
Reactivation of expression from silenced transgesngle-copy line of potato was
successful only for thRPTII gene. Only temporary restoration of expression seas in
the case oGFP.

Keywords: RNA interference, PTGS (posttranscriptional gatensing), TGS
(transcriptional gene silencing), tobacco BY-2 tiek, Solanum tuberosunRdDM
(RNA-directed DNA methylation), GFP, transgenerssiag

-11 -



1. Uvod

Lidstvo je odedavna Zivodn zavislé na rostlinach. Kdyz pomineme jedny
Z nejvyznamyjSich @inosi rostlin pro lidstvo a &bec celou planetu — primarni
produkci organickych latek a tvorbu kysliku, jsasttiny (£astny v kolobzich fady
prvkua, dilezitym zdrojem stavebnich matetialtkanin, 1€k, paliv, barviv, papiru,
vonnych olej, pryskyic, zdrojem kdeni, potravy, slouzi jako krmivo. Mrstajici
lidsk&d populace vyZaduje i rostouci produkci plodira je ovSem v s@asnosti
limitovana nedostatkem ornéigly, vody, fadou biotickych a abiotickych fakiior
zmenami klimatu a i vynosnosti séasnych odid. Jednou z mozZnosti jak zvysit
vynos, odolnost a kvalitu plodin je Sleght novych odid.

Klasické metody Sleclihi jsou zdlouhavé a pracné, nieasejicasto kyzeny efekt
a maji sva omezeni (fyziologicka a genetickd). DaiéZnosti je Slechhi s vyuzitim
metod genového inZenyrstvi. Tyto precizni techniggombinantni DNA umaiji
piekonatradu Uskali klasického Sle¢hi — dovoluji ndm nap cilere vnaset do rostlin
znaky z jinych druf, rodi, nebo i dokoncéiSi. Rostliny tak najednou mohou ziskat
aplreé nové zajimavé vlastnosti.

Transgenni rostliny nejsou ovSem vyuzivany pouzengdélstvi, ale slouzi také
jako velice dobry nastroj pro zakladni vyzkum # ptudiu interakci protein
dynamiky struktur, funkce gératd.

Po transformaci rostlin titym konstruktem lze v odvozenych liniich sledovat
znanou variabilitu v expresi vlozeného genu.iady linii je exprese zahy utd@na
¢i snizena, u jinych kni dochazi vipghu ¢asu a wkteré linie exprimuji gen
dlouhodol¢ stabilre. Tento proces je do z&@@ miry ovlivien nahodnym
z&lenovanim T-DNA do genomu rostliny, pem z&lenénych kopii, ale
i charakterem vnasené T-DNA (De Bodleal, 2003; shrnuto v Butayat al, 2005).

Mira exprese gen je ovlivrena procesem tzv. RNA interference (RNAI).
Pfi RNAI dochazi k modulaci aktivity gén(vlastnich i cizorodych) pragtdnictvim
malych RNA (sRNA) o délce ~20-31 nukleatifqMoazed, 2009; shrnuto v Jagtap
et al, 2011).

Napoli et al objevili fenomén RNAI v roce 1990fipstudiich overexprese
chalkonsyntazy (jeden z kbivych enzynmi syntézy antokyal) v rostlinach petunie.

Kvéty transgennich rostlin  vykazovaly bilodi chimerickou barvu namisto
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otekdvaného tmav fialového zbarveni kita, praw diky blokovani exprese
endogenniho homologniho genu tzv. kosupresi. Zeegkuprvni pozorovani RNAI

u rostlin v8ak mZeme povazovat jiz studii Wingarda (1928) dokumgcituliv
infekce viru krouZkovitosti tabaku (TRSV) na rosgli Rostliny tabaku infikované
TRSV vykazovaly na diferencovanych listegtiké @giznaky napadeni, naproti tomu
now narostlé listy z nemocnych rostlin byly zcela bgédznalki, odolné wici
sekundérni infekci TRSV (viz ob&. 1.1.). Wingard tento jev popsal jako ziskani
imunity vaci viru. V té dok& nebyly znamy ani nukleové kyseliny jako zdroj garie
informace. Nyni vime, Ze Slo o RNA wolani cilené specificky na virovou RNA.

Procesy zalozené na RNAIi byly popsany vroce 1982n&hemet Macinem
i uhub a vroce 1998 Firest al u Zivaiicht — konkrétg u hal'atka Caenorhabditis
elegansA. Fire v roce 1998 s@asreé poprvé pouzil termin RNA interference a za své
objevy, gedevSim kkovou roli dsRNA v indukci untovani genové exprese, ziskal
spolu s C. Melem v roce 2006 Nobelovu cenu za fggioa medicinu.

Predklddana diplomova prace navazuje na experiméng@aci RNDr. Evy
Nocarové, Ph.D., byvalélenky naSeho tymu Bwiné biologie a biotechnologie
rostlin Katedry experimentalni biologie rostlitFFUK. Pohnutkou pro hlubsi studium
RNA interference bylo pozorované ufovani exprese génpro GFP a NPTII
v nékterych transgennich liniich lilku bramboru a Bémé linie BY-2.

Obr. 1.1.: Rostlina tabaku 23 dni po
inokulaci TRSV. Prevzato z: Wingard, 1928.
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1.1. Cile

Hlavnim cilem diplomové prace bylo posoudit viivbvgnych faktolt na miru
umi¢ovani exprese transgera nalézt takové podminky oSeteni, @ nichz by
dochazelo krychlému uweni exprese transgenu u linii, které jsou kaemi
nachylné. To by umoznilo ihned po transformaci ldeleat linie stabilni v expresi
transgenu, resp. linie se snizenym rizikem pdo uméeni transgenu, coz je velmi

Zadouci jak pro zakladni tak i aplikovany vyzkunil¢bni cili prace bylo:

1) Vysledovat zavislost a miru udolani transgein na uspeadani T-DNA a
charakteru transgenu
- pripravit nekolik variant expresnich konstrukt
- transformovat fipravenymi konstrukty tabakovou linii BY-2 a vzajeén
porovnat miru undbvani
2) Ziskat transgenni linii lilku bramboru s jednkapii T-DNA, kterd bude nachylna
k umlkcovani vnesenych gén
- regeneractle novo(po oSateni 5-azacytidinem) ziskat linie s obnovenou
expresi umienych transgaehod jednokopiové linie R28
- prozkoumat aktualni stav exprese transgejednokopiové linie R25
3) Posoudit vliv kultivanich podminek a odeni na indukci undbvani exprese
transgen u linie nachylné k undeni
- aplikovat stresové podminkgheem regeneracge novoa posoudit miru
umi¢ovani u regenerovanych rostlin
- sledovat vliv pechodu rostlina — hliza — rostlina na indukci &orBni
- pripravit konstrukt pro cilenou indukci utidvani exprese RS-GFP a

zavést metodu infiltrace vitro

-14 -



2. Literarni p fehled

2.1. RNAI u rostlin

RNAI je prastarym regutmim mechanizmem rozéhym s menSimi vyjimkami
nagic¢ vSemi eukaryotickymi organizmy. U rostlin hrajelnae vyznamnou roli
v obrarg proti invaznim nukleovym kyselinAm, jako jsou virgranspozony
¢i transgeny, podili se na regulaci exprese rostihngeri (v pribéhu ontogeneze,
odpowdi na stres...) a udrZzuje heterochromatinové ab{ssinceet Vaucheret 2001;
Baulcombe, 2004; Borsaat al, 2005; Vrbskyet al, 2010).

U rostlin se podle Baulcombea (2004) vyskytuje dowéni ge na zaklad RNAI
nejmért na tech Gznych arovnich: (i) cytoplazmatické uplani prostednictvim
dsRNA, vyusujici ve S¢peni komplementarni mRNA, znamé jako posttransghiip
umicovani (dale jen PTGS); (ii) uddvani endogennich mRNA komplementarnimi
mMiRNA (negativié regulujici genovou expresi)épenim této mRNACI blokovanim
translace; (iii) umidovani gel asociované se sekva® specifickou metylaci DNA
vedouci v potléeni transkripce — transkgipi umkovani (TGS).

RNA interference znesnadje praci genovych inZzenyrumicovanim vnasenych
transgef (Hobbset al, 1990; Neuhaugt al, 1991; Eamenst al, 2008 a mnozi
dalsi). Jeji detailni pochopeni — jednotlivych dratteraktoti a spoustcich signai
by mohlo umozZnit ¥dcim umkovani gedchézet.

Na druhou stranu fiZze byt tento mechanizmus vyuzit v zakladnim vyzkyma
studium funkce geh jejich vytazenim (reverzni genetika) na zakiadnalosti
fungovani RNAI ¢i jako zajimavy nastroj v rostlinnych biotechnolichi (nap.
ke kosupresim).

2.1.1. Uml€ovani transgen G u rostlin

Prvnimi zminkami o untbvani exprese transgiem rostlin jsou studie popisujici
kosupresi — tedy urdéni endogenniho genu navozené vnesenim téhoz gahu p
kontrolou silného promotoru, jako v jiz zimvané praci Napoli et al. (1990).

Neuhause s kolegy (1991) prowéictisgenni transformatiostlin tabaku genem, jenz

ICisgenni transformace- transformace rostliny pomoci DNA z téhoZ dréhdruhu blizce

piibuzného, se kterym se dany druh éaikklasickymi metodami Slecéti.
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je za normalnich okolnosti v rostlinach exprimowanizkou hladinou. Transformaci
rostlin konstruktem s timto genem pod kontrolonéilo CaMV 35S promotoru byly
ziskany cisgenni linie nejen s mnohem vysSi hladiexprese sledovaného genu nez
divoka forma, ale i rostliny s nulovou hladinou eege genu. Autd spekulovali nad
inhibici exprese endogenu transgenem. Spektrumsgesmich linii s vysokou
hladinou exprese transgenu az po linie s exprdsivou jsou ziskavany iifppouziti
cizorodych ged.

U rostlin dochazi k unibvani transgeinna urovni transkrigni (TGS — nevznika
MRNA transkript) a posttranskeipi (PTGS — vznikd mRNA transkript, ale nevznika
protein). Ri PTGS je ovliwiovana mira exprese transgenwpshim mRNA
¢i blokovanim translace mRNA. TGS brani vzniku tkaiptu modifikaci chromatinu,
kterd byva doprovazena metylaci DNA v promotoroktasti cilového genu. Nejprve
se zdalo, Ze jsou oba jevy @tlehy — umEovani na transkrimi arovni se odehrava
v jadre, posttranskrigni v cytoplaznd (Vaucheretet Fagard, 2001; vice v kapitolach
2.1.2. a 2.1.3)). Zahy se vSak prokazalo, Ze iy jsba dje vzidjemg propojeny,
i) uml¢ovani na posttranskidpi Urovni miZze ¢asem pejit na drové transkrigni
(Vanceet Vaucheret, 2001; Fojtovat al, 2003; Nocarovét al, 2010), iii) rekteré
slozky PTGS jsou lokalizovany v jé&l(Mello et Conte, 2004).

Rada studii ukazuje, Ze u¥olvani transgehje nefastji zavislé na mie exprese
transgenu (Queet al, 1997; De Bolleet al, 2003;), mist jeho za&lereni
(van Bloklandet al, 1994; Kimet al, 2007), pétu vnesenych kopii (Hobbst al,
1990; Nocarovét al, 2010)¢i uspdadani T-DNA (nap Tavernarakigt al, 2000).

PTGS je mnohem efekti¢ji spouséno, je-li transgen pod kontrolou silného
promotoru. Mira exprese totiZz souvisi s nahodnoubivu aberantnich transkriptbez
7mGpppN c¢epikky a predevsim bez poly-A konce), jeZz jsou rozpoznavanyARN
dependentni RNA polymerazou (RdRP — u hudenizoformou RDR6), ktera vytva
komplementarni vidkno k aberantnim RNA za vznikRMA (Luo et Chen, 2007).
Sttpenim dsRNA enzymem DCL vznikaji malé RNA&astnici se viech prodes
RNAI (detaily viz kap. 2.1.3.).

Zaclereni transgenu do genomu je kigac prenosu T-DNA agrobaktériem zcela
nadhodné (jak co do mista inzerce, tak ¢étpovnesenych kopii), coz vede k moznosti
vloZeni transgenu do kompaktnich oblasti chromatimizkou¢i nulovou expresi

(Kim et al, 2007; vice viz nasledujici kap. 2.1.2.). Vliv¢pho zalerénych kopii
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na miru umtovani souvisi jednak s moznosti tvorby invertovéngepetic v pipact
zalereni vice kopii na genom (Muskems al, 2000) a jednak s celkovou hladinou
exprese. V fipadt invertovanych repetic vznika transkripci rovnoasdnkova RNA
schopné spu&ti umkovani (viz kap. 2.1.3.).

2.1.2. Chromatin a jeho modulace

Geneticka informace je v hkach uloZzena ve fortn DNA zabudovana
do struktury chromatinu. Zakladni konde#iziajednotkou chromatinu vSech eukaryot
je nukleozom, skladajici se z DNA o délce 146 lgktameru vzdy dvou histonovych
proteini H2A, H2B, H3 a H4. Jednotlivé nukleozomy jsou ke sbaleny pomoci
internukleozomalniho histonu H1. Existuje fada dalSich specifickych variant
histonovych protein charakteristickd prouzné druhy atzné oblasti chromatinu.
Vyznam nukleozor pro genom neni pouze strukturni (kompaktace DNb&miseni
chromatinu v ramci jadra, replikace...), ale i famk (modulace genové exprese,
parentalni imprinting...). Charakter histonovyclotpini a usp#adani DNA v ramci
chromatinu umoiuje menit strukturu chromatinu modifikacemi jak histoncty
proteini, tak i DNA, a tim i modulovatijstupnost DNA pro dalSi inter&ki proteiny
(transkrigni faktory apod.). Modifikace DNA totizéasto vede k odpovidajici
modifikaci histonovych protein a naopak (Cedaret Bergman, 2009). Tyto
tzv. epigenetické modifikace jsou s@sti Sirokého souboru mechanigmkteré
dedi¢né ovliviiuji genovou expresi, ovsem bezeény primarni sekvence DNA. Jsou
tak dalSim zdrojem informaci, mimo vlastni sekvdDisiA (Law et Jacobsen, 2010).

Obecr jsou rozeznavany dvformy chromatinu — euchromatin (rozvaiy,
transkrigné velmi aktivni) a heterochromatin (kondenzovangngskrigné mere

aktivni, DNA jecasto metylovana; Zaratiegei al., 2007).

2.1.2.1. Epigenetické modifikace histon 1

Histony hraji zasadni roli v modulaci DNA. Z evéhiho hlediska jsou velice
konzervované. Bazickd povaha velkdésti jejich aminokyselin (bohaty vyskyt Arg,
Lys) umozuje neutralizovat kysely charakter DNA a vinout talkakna DNA
na nukleozomu blizko u sebe. Modifikace historepisobujici jejich zasadni

konformani zmeny, je umoZgna diky aminoterminalnim kodm ¢nicim

217 -



z nukleozomi. Ty jsou pomocitady enzyni epigeneticky modifikovany acetylaci,
ADP-ribozylaci, fosforylaci, metylaci, sumoylatiubiquitinaci.

Zfady studii na modelovych organizmech vyplyva, Zechfly tyto histonové
modifikace ovliviuji expresi pislusnych genovych oblasti (Retal, 2000; Lachner
et al, 2001; Jacksoat al,, 2002). Nap acetylace, fosforylac& ubiquitinace ¥tSinou
genovou expresi aktivuje, naproti tomu di(/triymate lyzinu 9¢i 27 na histonu 3
(tzv. H3KO9 ¢i H3K27) ¢i deacetylace vede k represi chromatinu (Cextddergman,
2009; Chinnusamet Zhu, 2009). Metylaci H3K9 provadi specificka metgitsferaza
husendku — KRYPTONITE (dale jen Kyp), pro niz je metitam signalem
metylovana DNA v CpHpG (H = nukleosidy A/T/C; p=fay sekvencich (viz také
obr. 2.1.; Malagnaet al, 2002; Jacksoret al, 2004; Mathieuet Bender, 2004).
Deacetylaci zproggdkovava histon deacetylaza 6 (HDAG6; Aufsatzal, 2002). Jak
Kyp, tak i HDAG se dastni RADM (vice v kap. 2.1.3.2.2.; Chinnusagb¥hu, 2009).

Je znamo, Ze v fibéhu replikace DNA jsou histonové proteiny rovnong
rozdkleny mezi ob dceina vlakna (Sogoet al, 1986). Tento proces umiafe
zachovat informaci o modifikaci histora hovd@ime zde o tzv. epigenetickédicnosti
chromatinového stavu. Kiiladu jiz rekolikrat zmiiovana metylace H3K9
vytvarejici vazebna mista pti@adu proteif je tak v pfibéhu replikace zachovana na
obou viaknech DNA a posléze tte slouZit jako zngka pro znovuobnoveni
modifikatniho vzoru prosednictvim proteii modulujicich chromatin i DNA (viz
obr. 2.1.; Moazed, 2009).

Fully methylated DNA
DNA

DNA

w ?? replication Replication
¥ : Elj .évé.{f _é'é = | complex

Obr. 2.1.:Udrzovaci metylace DNA po jeji replikaci. (A) Metylace palindromatickych CpG
sekvenci u rostlin(B) Metylace CpHpG sekvenci u rostliRievzato z: Lawet Jacobsen, 2010,

upraveno.
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2.1.2.2. Epigenetické modifikace DNA

Jednou z epigenetickych, evéhd velmi prastarych modifikaci chromatinu
u eukaryot je metylace DNA (cytoZin obr. 2.2.), jiz zpravidla doprovazi
i uml¢ovanim genové exprese (Lagt Jacobsen, 2010). Je zptestkovana malou
skupinou konzervovanych protéinzvanych DNA cytozin-5-metyltransferazy, jez
pienaseji metylovou skupinu z S-adenozyl-L-metionigBAM) na C5 uhlik
pyrimidinového kruhu cytozinu. Cilovymi oblastmi tykransferaz mohou byt jak
symetrické (Cp&Ei CpHpG), tak i nesymetrické (CpHpH) sekvence. Tdtobna
hydrofobni Uprava DNA zr&é¢ ovliviiuje charakter chromatinu. Je signalem pro
vazbu metyl-DNA vazebnych protéin které zprosedkovavaji vazbu protein
modifikujicich histony. Jako ffklad miZe slouzit umieni gerd na zaklad
kompaktace DNA do heterochromatinu — rostlinam #jpké chromometyl-
transferaza 3 (CMT3) interaguje s HP1, jehoz chdoneéna se vaze
na di/trimetylovany lyzin 9 na histonu 3 (H3K9) ausasré asociuje s Kyp (viz kap.
2.1.2.1., obr. 2.1.B). Tzn. Ze metylace DNA pomGMT3 mize vést k metylaci
H3K9 (Kyp) a naopak (Johnsat al, 2002; Malagnaet al, 2002).

Metylace DNA slouzi k regulaci mobilnich genetichyelemeni, cizorodych
DNA (viry, transgeny), inaktivaci jednoho z chronooai X u savé a v neposledni
fac ovliviiuje expresi vlastnich gérv pribéhu ontogeneze (Hollidagt Pugh, 1975;
Ratcliff et al, 1997; Coloet Rossignol, 1999).

Unmethylated cytosine Methylated cytosine
NH, . NH, .
\ /’ HC \\
/f \N \\ j/ 3 \N 3
b | c ] , ; | c
a /K v Cytosine J . 0 &
fos ol N° "0 | DNA methylation | S I L
| 0—P-0 o . » | O—P-0 N :
A (on ] +SAM ' @5
N o) / \ o)
[ / . |
’O—II’=O *O—}I’zo

DNA L DNA L
IS INA IS INA
> /\“’ﬁ; / P / - /\"/’; / > /

Obr. 2.2.:.Metylace cytozini v DNA. Pfevzato z: LavetJacobsen, 2010, upraveno.
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U husentku je udrzovaci metylace palindromatickych CpG selkov (i replikaci
zaji¥ovana metyltransferazou 1 (MET1), za spohsii komplexu modulujiciho
nukleozomy. Metyltransferazy DRM1 a 2 zpiestkovavajide novometylaci vSech
sekvenci a samasré udrzovaci metylaci CpHpH sekvenci. Jiiveé zmignad CMT3
udrzuje navic spolu s DRM2 metylace CpHpG sekv@Dabdet Jacobsen, 2002; Chan
et al, 2005). Celko¥ je podle studie Cokust al (2008) u husetku metylovano
24 % vSech CpG sekvenci, 6,7 % vSech CpHpG sekwemuuze 1,7 % CpHpH.
Co se tye metylace oblasti kédujicich genyétnt pseudogein a neexprimovanych
geni) prokazal vyzkum Zhanget al (2006) na husetku, Ze 61,5 % vSech geéne
nemetylovano, 5,2 % génma metylovano pouze promotor a 33 % gema
metylovany kédujici oblasti, nikoliv vSak promoteé Metylace DNA v kddujici
oblasti zpravidla nevede k udehi transkripce a jeji vyznam zatim neni zcelayasn
naproti tomu metylace promotorovych oblasti znamekamzitou transkrigni
inaktivaci (Fojtoveet al,, 2003).

Primérni metylace kddujici sekvence aléZze byt roz&ena mechanismem RdDM
(metylace DNAftizend malymi RNA) i na oblast promotorovou a pakchdzi

k umkeni expreseifslusného genu (Daxinget al, 2009; vice v kap. 2.1.3.2.2.).

2.1.3. Zakladni mechanizmus RNAI

Zakladni mechanizmus RNAI i#e byt rozdlen giblizné do # vzajemn
navazujicich krok (viz. obr. 2.3.). Prvnim krokem jeégeni dvouvlaknové RNA
extracelularnihai intracelularniho fivodu pomoci enzyins RNazovou aktivitou —
Diceru (u rostlin Dicer-like, DCL)Cinnosti tohoto proteinu vznikaji kratké nekédujici
dvouvlaknové sRNA oiblizné délce 20-31 nt. Ve druhém kroku procesu Rj$8u
tyto sSRNA rozvinuty a jedno z vlaken je prefeteivazano do komplexu s proteinem
Argonaut. Nasledfy ve f¥etim kroku, tento efektorovy komplex hleda mezi
molekulami RNA pitomnymi v buice potenciélni cile svéhoc¢iaku — molekuly
komplementarni k jednovldknové malé RNA — tzv. edd®NA nesené Argonautem.
Po interakci nmize komplex cilovou RNA roz&pit (endonukledzovou aktivitou
proteinu Argonaut), blokovat transkrip¢i indukovat metylaci templatové DNA.
Timto zpisobemiidi vodici RNA sekveini specifitu vSech procésRNAI (Meister
et Tuschl, 2004; Moazeeit al, 2009; Siomet Siomi, 2009).
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V riznych organizmech jsou do procesu RNAI zapojengmig rizné proteiny,
které ovSem fekvapiw ¢asto funguji na dost podobnych principech. Ve v&msud
studovanych organizmech slouzi k RNAi dva hlavninkonenty — malé RNA, které
zodpovidaji za specifitu odp&di a proteiny rodiny Argonaut (AGO), které provadi
vlastni represi (Siomet Siomi, 2009). Spojeni RISC komplexu s cilovou mRNA
muze, v zavislosti na povaze AGQ mife komplementarity mezi malou RNA
a cilovou mRNA, kontrolovat syntézu protéirti stabilitu mRNA, podporovat
integritu genomu nebo produkovat specifickou sadkusdarnich malych RNA
(Meisteret Tuschl, 2004; Hutvagnet Simard, 2008).

asana YOOI
) ;":{ @) oioer
sﬁNAduplexpjf;;
SRNA-protein complex (SRNP) }, P

2) p'f » RISC
ATP

RISC activation
ADP & P,

4]
ﬁ"};

3) l sRNA-mediated target recognition
. . NA NN AR\ A\ I\ S
Obr. 2.3.:Zzakladni mechanizmus RNAI. miGd \_j \j m}j \j \j \m}n
Prevzato z: Dykxhooret al, 2003, l l
upraveno. mRNA cleavage translation repression

2.1.3.1. Hlavni komponenty RNAI

2.1.3.1.1. dsRNA a jeji vznik

Klicovym rysem spojujicim vSechny uravrRNAiI u riznych organism je
dsRNA, slouzici jako spou&ti impuls¢i prostednik. Dlouhd dsRNA dze vznikat
n¢kolika riznymi cestami (viz obr. 2.4.): i) z jednovidknovyRINA sense a antisense
orientace, které asociuji za vzniku dsRNA (happripact virovych RNA asociaci
plus a minus vlaken); ii) fippisem DNA obsahujici invertované repetice za wznik
vlasenkova RNA,; iii) z dsRNA iZe byt tvdena i pomoci RARP (chybi u saévc
¢i octomilky) pri  virové replikaci ¢i  endogennimi  enzymy z négngjSich
poSkozenych transkript(Dalmayet al, 2000; Moazed, 2009). Tento mechanizmus je

také uvadn jako stzejni pro tvorbu dsRNA z transgerkdy vinou silného promotoru
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mohou vznikat neterminované (aberantni) transkrigtyio et Chen, 2007).
Dvouvlaknova RNA mzZe byt ale i exogennihoupodu, jako tomu bylo nap

ve stZejni studii Fireheet al., 1998.

Source dsRNA

Virus replication
A.Viral ssRNA W

Transcription
B. Inverted repeat —IT Pt - P T —
Template
g RNA RdRP
C. (trans)gene, [E : Transcription
transposon ) : /\i\"
Primfng' ' l
Intermolecular
Transcription pairing
2) —[l’—:> 4] (\r\J
VA
D. Endogene Cleavage X 7, S

pri-miRNA #) @ B

Obr. 2.4.:Vznik dsRNA. Prevzato z: MathieetBender, 2004, upraveno.

2.1.3.1.2. Malé RNA

Jednou z hlavnich komponent procesu RNA interfexgagcu malé RNA. Jsou to
praw ony, které zodpovidaji za specifitu RNAi na zaklkdmplementarity s cilovou
RNA. Jejich¢leneni se liSi podletznych autai, negastji se cli podle pivodu jejich
prekurzoru. Moazed ve své studii z roku 2009 &bgd malé RNA do 3iznych tid —
na malé interferujici (SIRNA), microRNA (miRNA) avbcichum specifické PIWI
interagujici RNA (piRNA) — viz tab. 2.1. §tenim dlouhé dsRNA virovéha jiného
pavodu vznikaji siRNA, zatimco zpracovanim endogengégnomem kdodované
vlasenkové struktury (pre-miRNA) vznikaji miRNA. RNA vyskytujici se
u zivegicha (Carmell et al, 2002) byly vice prozkoumany teprve nedavno pdmoc
modernich vysoce paralelnich sekwariah metod Girardenet al (2006). Jejich

vznik dosud neni pthpochopen (Gaet al, 2011). Dale se malé RNA vzajeiiisi
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i svou délkou — siRNA jsou n&gsgji 21-25 nt dlouhé, miRNA 20-24 nt a délka
piRNA se pohybuje v rozmezi 21-31 nt (Bernstetnal, 2001; Girardet al, 2006;
Voinnet, 2009).

Obecnou vlastnosti vSech malych RNA je, Ze intgfagu proteiny rodiny
Argonaut, jeZ jsouirjmé zakladem vSech vykonnych kompieRNAI — komplexu
RISC, respektive jeho jaderné formy RITS, objevevieérdelem et al (2004)
u Saccharomyces pomb@iRNP a dalSich (Meistaat Tuschl, 2004; Siomét Siomi,
2009).

Tab. 2.1..Rozdéleni malych RNA a jejich (&ast na RNAI. Prevzato z: Moazed, 2009.

mala priblizna velikost mechanizmus @inku vyskyt v
RNA (nukleotidy) eukaryotech
PTGS (degradace RNAi rostliny, nalevnici,

SIRNA 21-24 blokovani translacefDGS Zivogichové, houby

PTGS (degradace RNAi rostliny,

MIRNA | 20-24 blokovani translace}DGS | Zivogichové

. i PTGS (degradace RNA) . .
pPiRNA | 21-31 CDGS (velmi malo) Zivogichové

% Biogeneze siRNAVviz obr. 2.5.)

Tyto ~21-24 nt dlouhé nekddujici RNA s fosfaty ndoo 5° koncich
a hydroxylovymi skupinami spolu s 2ntggahy na 3 koncich vznikaji, jak jiz bylo
zmirgno vyse, $tpenim dvouvlaknové RNA (Sionet Siomi, 2009). Enzym Dicer
(u rostlin Dicer-like) obsahuje mimo jiné PAZ donueniz rozpoznava 3" a 5° konce
dsRNA, kterou naslea@n S&pi v charakteristické vzdalenosti od kéncPosléze
se podili na navazani jednoho vlakna vzniknuvSNgiRlo proteinového komplexu
RISC (shrnuto v MacRaet al., 2007).

Zdroje dsRNA pro siRNA jsou velice variabilni — viaji replikaci vif,
transkripci invertovanych repetic, konvergentnnsiaipci transpozan¢i transgeii
(viz obr. 2.4. —var. A, B, C), peppomoci RdARP syntézou komplementarniho vidkna
k ssRNA. Templatem pro RdRPue byt aberantni transkrigt produkt rostlinam
specifické DNA dependentni RNA polymerazy IV (Pd| lviz kap. 2.1.3.1.5.).
Vzhledem ke svémutpodu a @asti na witém typu RNAI se #kdy endogenni
siRNA dale ¢leni na i) heterochromatinové siRNA (hc-siRNA) sgjici TGS;

-23 -



i) in trans pasobici siRNA (ta-siRNA) indukujici hlagnrPTGS; iii) SIRNA odvozené
od pirozenych antisense transkiiginat-siRNA) spousjici také hlavi PTGS.

Malé interferujici RNA zpravidla reguluji genovoxipeesiin cis, tzn., Ze ovliviuji
lokus, ze kterého vznikaji, ale mohou ovilbwat i lokusy homologni, a to jak
na arovni transkrigni (metylace DNA) tak i posttranskiipi (S€peni transkriptu
¢i blokovani syntézy proteinu; Moazed, 2009).

% Biogeneze miRNA(viz obr. 2.6.)

Délka miRNA se pohybujefiblizné v rozmezi 20-24 nt (Voinnet, 2009). Jejich
biogeneze se od biogeneze siRNA&wdisi. Primarni prekurzory pro miRNA (pri-
mMiRNA) jsou kdédovany tzv. MIR geny v genomu rostiinzivocicht a vznikaji
vétSinou jejich transkripci DNA dependentni RNA pobtrézou Il (Leeet al, 2004).
MIR geny, jeZz jsou evoltn¢ znané konzervované, lezi u rostlin zpravidla
v nekddujicich oblastech, u Zitioht naopakéasto v oblastech genovych (intronech
i exonech; Voinnet, 2009).

Prekurzor pri-miRNA ma strukturu dvouvlaknové vidsevé dsRNA s misty
nedokonalym parovanim. U rostlin je vi{adStpen enzymem Dicer-like 1 (DCL1)
za (tasti fady dalSich protein na vlasenkovou strukturu pre-miRNA (Pagk al,
2002). Ztohoto prekurzoru je pak @ppomoci DCL1 vy&ipen duplex miRNA-
miRNA"*, metylovan na svych koncich pro zvy3eni stabilay transportovan
do cytoplazmy. Posléze miRNA asociuje s proteinergofaut, kdezto miRNA je
degradovana (Siongt Siomi, 2009; Voinnet, 2009). U Zigizha se na fpeni pri-
MiRNA prekurzoii navic podili enzym Drosha (Le¢al., 2003).

MicroRNA zpravidla reguluji expresi posttranskmig, in trans tzn., Ze ovliviuji
jiné lokusy, nez ze kterych vznikaji. U rostlin tNR dokonale homologni s cilovou
MRNA zprostedkovavaji jak jeji $peni, tak i blokovani translace. T&hdokonale
parujici miRNA, podob# jako je tomu u zZivéichi negasgji blokuji translaci cilové
MRNA (Siomiet Siomi, 2009; Bartel, 2004; Rhoadeisal, 2002).
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Obr. 2.5.: Biogeneze siRNA a Obr. 2.6.:Biogeneze miRNA Prevzato
mechanizmus jejich ®inku. Prevzato z: Voinnet, 2009, upraveno.

z: Bartel, 2004, upraveno.

2.1.3.1.3. Proteiny rodiny Argonaut

Proteiny Argonaut rostlin, hub i Zi¥iwhu se podileji na vSecketch drahdch RNAI
—to z nich dla klicové sowasti tohoto aparatu. Fylogeneticky&eni na 2 podrodiny
— Argonaut a PIWI (viz obr. 2)/. Piwi rodina se podili na biogenezi piRNA
u zivegicha (Girard et al, 2006). U rostlin dosud nebyla nalezena. Argorfa@O)
ajim nesené vldkno malé RNA jsou minimalni vacantRISC komplexu
(Baulcombe, 2004). AGO se sklada z vysoce konzemwpsh domén PAZ a PIWI,
dale pak N-terminalni a MID domény. Cilova homolodgNA je Stpena PIWI
doménou, ktera vSak neni v mnoha izoformach AGQRdnin(Songet al, 2004).

Proteiny rodiny Argonaut bylytbec poprvé popsany préaw rostlin g studiich
mutanti husendku defektnich v jednotlivych typech RNAIi. Postgpnbylo
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u huseniku odhaleno nejmé&nl0 iznych AGO proteif. SlouZi jako efektory — tedy
Stpi (PIWI doménou) cilovou molekulu RNA, komplemeaniak jimi nesené RNA,
nebo blokuji jeji translaci. Neoviiwji vSak hladinu transkriptu pouze
na posttranskrigni Urovni, ale podileji se i na metylaci DNA a poteo gislusné
modifikaci historii (Baulcombe, 2004; Xiet al, 2004). Podle ¢kterych studii se
mohou také &astnit umtéovani geil ve specializovanych tkach ¢i urcitém stadiu
vyvoje. Napiklad studie Hunteraet al (2003) odkryla roli AGO7 ¥ piechodu

rostliny ze stadia juvenilniho do stadia ddsp.

2.1.3.1.4. Proteiny rodiny Dicer

Proteiny Dicer patci do skupiny ribonukleéz typu Il maji u huséai 4 zastupce
— tzv. Dicer-like proteiny (DCL1-4 — viz obr. 2.7J)ednotlivé DCL se liSi svojicasti
na biogenezi malych RNA, jejichz délku sasré ovliviiuji (Kasschatet al, 2007).

Nejlépe popsanymi zastupci jsou DCL1 podilejichaebiogenezi miRNA o délce
negastji 21 nt (Parket al, 2002; viz také kap. 2.1.3.1.2.) a DCL3ifed 24nt siRNA
(resp. tzv. rasiRNA), je#idi tvorbu a udrZzovani heterochromatinu. DCL1 nkecvé
¢innosti vyZaduje proteiny HEN1 a HYL1. SubstratyR88 pro DCL3 jsou tvéeny
¢innosti Pol IV a RDR2. # obrareé proti virim zprostedkované DCL2 se mohou
na tvorkk prekurzoti pro siRNA také podilet RORP — RDRi RDR6 (Xie et al,
2004). Dale mze DCL2 zprosedkovavat undovani sense transgén
na posttranskrigni drovni. DCL4 generuje 21nt siRNA (tzv. transtagt SIRNA),
které hraji roli v posttranskigmim umEBovani rekterych endogelh transgefi
a virovych RNA (shrnuto v Delerist al, 2006; Xieet al, 2005).

Studie Delerise z roku 2006 také poodhalila vyznetitsiho p@&tu DCL proteiri
u rostlin — ty se &astni ,zavod ve zbrojeni* s rostlinnymi viry. Viry si totiz viele
¢asto koduji supresory utdvani cilené pravna DCL¢I RISC (shrnuto v Burgyan
etHavelda, 2011). K primarni obrarproti virim slouzi DCL4. Je-li vSak wgzen
z funkce virovym supresorem slouZi k okraproti virim DCL2 a za ufitych
podminek i dalSi DCL proteiny (Xiet al., 2004; Delerist al, 2006).
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Protein Yeast Plant Mematode Fruitfly Mammal
(Schizosecchoromyces  (Ambidopss thaliana) { Coenorhobditis [Crrosophilg
pombe) elegans) melanogaster) Hurman
RMaselll Dierl DCL1 DCRA DCRA DICERT
DCL2 DRSHA DCR-2 DROSHA
DCL3 DROSHA
DCL4
Argonaute: AGO subfamily Agal AGOT ALGA AGOT AGOT
AGD2 ALG-2 AGO2 AGO2
AGO4 3 others AGO3
AGOS AGO4
AGOB
AGOT (ZIPPY)
AGON0 (ZLL, PMH)
3others
Argonaute: PIWI subfamily Mone Mone ERGO-1 AGO3 HILI (PIWIL2)
PRG-1 PIwWI HIWI CFIWILT)
PRG-2 ALB HIWIZ (PIWIL4)
PIWIL3 (HIWI3)
Double-stranded-RMNA-binding Maone HYL1 PASH-1 PASHA DGCRE
cdnﬂf:'ft'grﬂg:;agi;ﬁ“m'“'”g RDE-4 R2D2 TREP (TARBP2)
LOQs PACT (PRERA)
RMA-dependent RMNA Rdp1 ROR1 EGO-1 Mone Mone
polymerase (RARP) RDR2 (SMD1) RRF-]
RDR& (SDE1, SG52) RRF-3
3 others 1other
Tlothers

Obr. 2.7.Kli ¢ové komponenty RNAI u niznych organizmi. Pfevzato z: Siomet Siomi, 2009,

upraveno.

2.1.3.1.5. DNA dependentni RNA polymerazy IV a V

Transkripce vysoce metylovanych heterochromatinbvyoblasti #aAstavala
dlouhou dobu nejasn& az do objevu dvou rostlindeciBpkych DNA dependentnich
RNA polymeraz v husetku — Pol IV (starSi nazev Pol IVa) a Pol V (stardzev Pol
IVb; Onodereet al, 2005).

Tyto polymerazy sestavaji z 12 @dh podjednotek, které jsou paralogy
¢iidentické 12 podjednotkam Pol Il. Né&pgimi podjednotkami polymeraz jsou
NRPD1 (=NRPD1a) v Pol IV a NRPE1 (=NRPDb) v Pol ¢ polymerazy sdili
druhou nej¥tsSi podjednotku — NRPD2/NRPE2 (Hetral, 2005; Kanneet al, 2005;
Onoderaet al, 2005; Pontieret al, 2005; Reamet al, 2009). Funkné¢ se ol
polymerazy liSi — Pol IV je vyZadovana pro tvorbz+diRNA, naproti tomu Pol V se
Gcastni metylace DNA (Wierzbiclat al, 2008). OB se @&astni procesu RdDM (vice
v kap. 2.1.3.2.2.).
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2.1.3.2. Typy RNAI

Razné druhy umdovani pomoci RNA mohou byt klasifikovany do rozgdh
skupin na zaklad mechanizmu jejich dinku, lokalizace v ramci hiky, pavodu
malych RNA,¢i organizmu ve kterémgsobi. Nicméd mnohé zdchto mechaniziin
se viceli meére prolinaji a vyuzivajéasto spoléenych komponerit

Buhler et Moazed (2007%leni RNAI mechanizmy podle mista jejiclEitku —
na posttranskrigni umkovani ged (PTGS) dinkujici v cytoplaznd a na chromatinu
zavislé umtovani gehd (CDGS), @inkujici v jade. CDGS dale &i na transkripni
umi¢ovani geid (TGS) a kotranskrigmi umkovani geid (CTGS), které dosud nebylo
u rostlin prokazano. Totdleneéni neni v rozporu sélerénim dle Baulcombea, 2004
z kapitoly 2.1., kde pod PTGS spada cytoplazmatiock#icovani prostednictvim
dsRNA stejg jako posttranskrigni umkovani endogennich gérpomoci miRNA.
Dale v textu bude RNAileréna standardnhna TGS a PTGS.

2.1.3.2.1. PTGS - Stépeni RNA ¢i blokovani translace

Umi¢ovani geid na posttranskrimi Urovni mize probihat déma rovnocennymi
cestami — $penim cilové mRNA, nebo blokovanim jeji translacgakladni
mechanizmus viz kap. 2.1.3. Rozhodnuti, zda-li britlevd molekula $penaci bude
blokovana jeji translace, zavisi na komponenteéasthicich se PTGS. Zejména
proteiny rodiny AGO, jez nesou malou RNA (SiRNA/MIR) a vytv&i RISC
komplex, utuji vysledny zgsob regulace mRNA. Ngixlad AGO4 Skpi mMRNA,
naopak AGO1l se fiZze podilet jak na &peni, tak i na blokovani translace
(Baumbergeet Baulcombe, 2005; (@t al, 2006).

U Zivaeicha je navic ukujicim signalem pro blokovani translace mRNA miRNA,
ktera s cilovou mMRNA paruje nedokonale (Broderseal, 2008). Rostlinné miRNA
jsou homolognic¢i témét homologni s cilovou mMRNA a podileji se jak napéni
MRNA, tak i na blokovéani translace (Rhoadéesl, 2002).

K blokovani translace mRNA je narozdil od jejihép&ni zapdebifada dalSich
proteini mimo RISC komplex (Brodersegt al, 2008). Tento proces je také vratny

a umozuje reagovat pru&ji na zneny podminek — napstres (Sunkaet al, 2007.).
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Obrazekt. 2.8.:PTGS a jeho propojeni s TGSPrevzato z: Mellcet Conte, 2004, upraveno.

2.1.3.2.2. TGS — Metylace DNA Fizena malymi RNA (RdDM)

RdDM byla objevena Wasseneggeretral (1994) i pokusech s transformacemi
tabaka viroidy. V transgennich rostlinach doSlo pdirpzené replikaci viroid
k metylaci viroidové DNA z&8en¢né do genomu. Zgdtku se spekulovalo o indukci
metylace sekvenci promotoru transgenu (Rarlal, 1996), pozdi byla prokazana
deédicnad metylace promotorové sekventeena dvouvidknovou RNA, jeZ je¢pena
na malé RNA (Metteet al, 2000). Naslednh byly pomoci klasickych i reverznich
genetickych analyz identifikovany stasti proces biogeneze siRNA, metylace DNA
a modifikace histoin (shrnuto v Chinnusangt Zhu, 2009).

RADM je jaderny proces, ve kterém siRNA diriguji tgiaci cytozini
v sekvencich DNA komplementéarnich k siRNA. Tent) oha v rostlinach (nejen)
fadu funkci — umiuje transpozibilni elementy, udrZzuje genomovou iktap je
duleZity také pro imprinting, regulaci exprese getlilezitych pro fist a vyvoj rostlin
(Ratcliff et al, 1997; Coloet Rossignol, 1999; shrnuto v ChinusastyZhu, 2009).
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U rostlin je @i procesu RdDM, jak bylo uvedeno v kap. 2.1.3.1d¥quvlaknova
DNA generovanainnosti RNA dependentni RNA polymerazy RDR2 a rdisle
zpracovana na 24nt siRNA enzymem DCL3 (Madteal, 2000; Xieet al, 2004;
Ponteset al, 2006). Pedpoklada se, Ze substratem pro RDR2 jsou trarmgkrip
vznikajici ¢innosti rostlinam specifické Pol IV (viz kapitolal123.1.5.). Rozsahla
sekvenani studie siRNA husetku dokonce prokazala, Zze vice nez 90 % vSech
endogennich siRNA je t¥enych prév z transkript Pol IV (Zhanget al, 2007).

Vzniknuvsi siRNA (viz vy3e) jsou rozvinuty a vodigiakno siRNA asociuje
s AGO4. Spolu s nim vytva RISC komplex. Nasledn interaguje C-terminalni
doména NRPEL podjednotky Pol V stimto RISC kongrexresp. s AGO4 (skrz
specificky WG/GW motiv). Je-li vodici siRNA nesem®G0O4 komplementarni
ke vznikajicimu transkriptu Pol V (rgjsgji ~200 nt dlouhy, bez polyA konce), jsou
rekrutovany enzymy modifikujici DNA a chromatin (PR, CMT3, Kyp, HD6,
SWI2/SNF2-like ATPazovy protein a mnohé dalSi -icfejrole viz kap. 2.1.2.).
Vysledkem je metylace DNA doprovazena vznikem rgipréch struktur v fislusné
oblasti chromatinu (Jeddelat al, 1999; Wierzbickiet al, 2008; Chinusamgt Zhu,
2009; schéma RdDM viz obr. 2.9.).

H3K9 H3K9 H3K9 H3iK9 H3K9 H3KS H3K9 H3K9

HDAG, KYP,
SRA-proteins

Maintenance
methylation

CMT3
METI

H3K9 H3K9

r\N\_ : transcript
RDRIl
AR
UCLBl
P
Obr. 2.9.RADM. ""'“I"'“"-"
HEN1
Prevzato z: Chinnusamst PE———Jci; - p
Zhu, 2009, upraveno. rco~bhkbbbdh p S 150
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3. Material a metody

3.1. Biologicky material a jeho kultivace

3.1.1. Escherichia coli kmen DH5 a

Jednd se o kmen gramnegativni bakterie, jenz bykip@i klonovani plazmid
(vice viz Sambrookt al., 1989).

Kultivace probihala v aerobnim predi na LB médiu (viz kap. 3.3.1.§i87 °C,
negasgji pres noc. Charakter média a kultim& nddoba se liSily podle nasledného
Ucelu pouziti bakterialni kultury. N&ppo transformack. coli, kdy je nutno ziskat
jednotlivé oddlené kolonie, byly pro kultivaci pouzivany sterilpédnorazove
plastikové Petriho misky o méru 9 cm s pevhym LB médiem (viz kap. 3.3.1.).
Na kazdou plotnu bylo rozlitofiplizné 30 ml rozekatého LB média sifsluSnym
antibiotikem, vyzadovala-li to metoda (koncentraadibiotik viz tab. 3.5.). Tyto
plotny byly kratkodob skladovany v lednici ip priblizné teplo¢ 5 °C. Pro dely
izolace plazmid byly bakterie kultivovany za staléhéepani (piblizné¢ 160 RPM)
ve sterilnich skletnych zkumavkach se 3 ml tekutého LB média itslpSnym
antibiotikem. Dlouhodob byly odvozené klony skladovany v mrazakii fgplog —
70 °C jako glycerolové konzervy (8Q0 bakterialni kultury + 20Qul 50% sterilniho
glycerolu do 1,5 ml mikrozkumavky a ihned do tekatélusiku).

3.1.2. Agrobacterium tumefaciens kmen C58C1Rif R

Tento kmen gramnegativni bakterie nesouci pomodaynpd pGV2260 (vice
v Deblaereet al, 1985) byl vyuzit k transformaci rostlin brambaalburgcnych linii
tabaku pipravenymi konstrukty.

Agrobaktérium bylo kultivovanoipteplog priblizn¢ 28 °C a to za pouziti dvou
raznych médii v zavislosti na dalSim vyuziti. Z&elem ziskani jednotlivych kolonii
(po transformacici pii pripraw kompetentnich butk) bylo pouzito pro kultivaci
pevné LB médium (kap. 3.3.1.) rozlité na steril@tr;ho misky o piméru 9 cm.
Narist kolonii trval 3 dny. Proffpravu suspenzi na transformaci rostlinného materia
bylo agrobaktérium kultivovano v tekutém YEB médiz kap. 3.3.1.). Saiasti obou

meédii bylo vzdy antibiotikum rifampicin — 100 mg fditr média (vice viz tab. 3.5.).
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3.1.3. Tabéakovéa bun é€éna linie BY-2 ( Nicotiana tabacum L.

cv. “Bright Yellow")

Zpocatku bylo vyuZiti této linie pouze fimyslové. OvSem po jejimutladném
charakterizovani Nagatoet al (1992) se velice rychle prosadila v experimeritaln
biologii rostlin dikyifadt prednosti.

Tabakova bukna linie BY-2 byla kultivovana ve ténpii teplog 26 °C
na modifikovaném MS médiu (MurashigeSkoog, 1962, podrobnosti v kap. 3.3.2.).

Alternativre byla burénd linie kultivovana ve forg kalusi na pevném médiu
ve sterilnich plastikovych Petriho miskach aimpéru 6 cm. Na misce se nachazelo
vzdy 5 individualnich kalus které byly pasazovany v intervaldilgizné 4. tydn.
Po transformacich BY-2 agrobaktériem (kap. 3.4)hsaslednémipneseni mladych
kalusi na misky byly tyto kultivovany v pu 9, resp. 12 kus na 1 misku.
Pro odstraéni agrobaktéria po 08pné transformaci bylo do médiafigano
antibiotikum — taxcef (=claforan; koncentrace 10Q ma 1 litr média). K selekci
transformovanych klain BY-2 bylo pouZito antibiotikum kanamycin (konceade
50 mg na litr média). Detaily k antibiofikn viz tab. 3.5.

Kultivace bur¢nych suspenzi probihala ve 100ml Erlenmeyerovychkészh
naplretnych 30 ml tekutého média na orbitaliégaice IKA KS501 (111 RPM).
K vytvoreni burcné suspenze byl pouzitiplizné 1 g mladych rostoucich kalius
jejich roztepanim ve 30 ml MS média. Subkultivace probihalalieh 7 dni odérem

2 ml narostlé kultury do li&ky s novym sterilnim médiem.

3.1.4. Lilek brambor ( Solanum tuberosum L. cv. "‘Désirée")

Tento kultivar lilku bramboru byl vySleait v Holandsku v 60. letech 20. stoleti.
Jedna se o oddu s¢ervenymi hlizami pro &&né kuchyiské vyuZiti (zdroj British
Potato Council, http://www.lovepotatoes.co.uk). abbdratornich podminkach je
vyuzivana piblizné od 70. let.

Lilek brambor, ¥etn odvozenych transgennich linii bykgiovan v #éznych
podminkéach, v zavislosti na pouzité met@d planovaném pokusu (vice v kap. 3.4.).
Pt péstovani ve sterilnich podminkach bylo pouzivaskofikero kultivatnich nadob
vzdy s pouzitim pevného LS média (LinsmaedrSkoog, 1965, kap. 3.3.2.). Pro
dlouhodobé udrzovani jednotlivych linii (pasaZzov&aZzdych 6-8 tydi) slouzily

sklerené zkumavky, naptmé do 1/3 médiem a uz@né Spunty z gazy, umagjici
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difazi plyna. F¥i bézné praci s liniemi byly pouzity 100ml Erlenmeyeyobaiky
s @iblizne 40 ml média. Pro transformaci rostlim vitro probihala kultivace
z apikalnichiizka v plastovych kelimcich Sigma se 150 ml média. ¢ereracim
rostlin in vitro byly pouZzivany plastikové Petriho misky oip®ru 6 cm s piblizné
17 ml média. Vyjma Petriho misek byly vSechny kwdtni naddoby umisny volne

do polic kultiva&ni mistnosti s 16 hod &telnou periodou a teplotou 23 °C. Petriho
misky byly nefasgji rozlozeny po 7 kusech do¢téi sklegné Petriho misky @

19 cm), ktera zaji®vala pomalejsi vysychani média a vyrazamizovala frekvenci
kontaminaci.

Do podminek ex vitro byly rostliny gevedeny zn vitro kultur, wtSinou
ze zkumavek. A to prostym vyjmutim rostlin, odstmaim média z oblasti Keni pod
tekouci vodou z vodovodniharadu a nasledn jejich vsazenim do parou
vysterilizované zeminy. &tovany byly ve sklenikuipl6 hod fotoperiod, v béZném
pestebnim substratu v plastovy&tyihrannych keétnicich o objemu 1 litr. Po skoéeni
veget&ni doby a odurfeni nadzemnéasti rostlin byly hlizy sklizeny aipd dalSi
vysadbou skladovany v lednici po dobu miningalé tydni. Pripadna optovna
vysadba probihala zasazenim hliz proSlych chladowbdobim do rozgroveé
stejnych kétnika s obdobnym ¢gstebnim substratemfiplizné 5 cm pod povrch

substratu. K zalivce byla pouzivana destilovanaavatdle jen dbD).

3.2. Plazmidy

K vneseni cizorodé DNA do biologického materidltize byt pouzitagad technik
a strategii. B zpracovani této diplomové prace bylo vyuzZivandyata kruhovych
molekul DNA - plazmid, které umo#uji amplifikaci a autonomni replikaci
v bakterialnich. K selekci transformovanych kKorslouzi s vyhodou geny pro
rezistenci wc¢i urcitému antibiotiku. Na médiu s antibiotikem vyrogpeuze klon

obsahujici poZzadovany plazmid.
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3.2.1. pCP60

Binarni vektorpCP600odvozeny ppBin19byl poskytnut pro péeby laboratte Dr.
Ratetem. B klonovani byl vychozim konstruktem pro vSechnygledné konstrukty.
Souwasti T-DNA, jiz obklopuje leva a prava hrami oblast vymezujici Usek DNA
pienaSeny agrobaktériem do rostlin, je g¢éRTIl (neomycin fosfotransferaza) pro
rezistenci rostlin ke kanamycinu. Dale se v téttasib nachazi CaMV 35S promotor
pochazejici z viru kitakové mozaiky a terminétor pro nopalin syntazgmbaktéria.
Mezi t€mito Useky se nachazi 42 bp dlouha mretwa klonovaci oblast (MCS)

vhodna pro vkladani géredjmu. Schéma je patrné z obrazku 3.1.

HindIL SpHI=Pael [ Xbal
Pstl BamHI
Clal 12.1 12.42 Smal
Kpnl
Nsil 3 Notl
sil 11.6 EcoRl

Neol 10.9 Sstl=Sacl sil 0.97

Pael=Sphl 10.8 Asnl 1.07
Pstl 10.62 \ P35S N
l![ pAnos

Pael=Sphl 10.0 A sil 2.52
Bglll Right Border Left Border
—Bglll2.72
pCP60
12.42Kb
nptId
Psil 5.92

Obr. 3.1.:Schéma binarniho vektorupCP60.
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3.2.2. psmRS-GFP

Tento maly 4,6Kbp vektor slouzil jako zdroj genw RS-GFP Gen proRS-GFP
je zde ohrardien vhodnymi restrignimi misty pro jeho vyspeni pomoci restrinich
endonukleaz. S@asre se na plazmidu nachazi i gen gidaktamazu, navozujici
rezistenci transformovanych bakterialnich kKlowici ampicilinu. RozloZzeni geha

restrikknich mist viz obr. 3.2.

psmRS-GFP
4.6 Kb

Sacl

smRS-GFP

CamV358

HinDII BamHI

Obr. 3.2.:Schéma plazmidupsmRS-GFP.

3.2.3. pGreen 0029"°P

Gen proE-GFP byl ziskan z upraveného konietho plazmidupGreen 002Y°°,
do rehoz byl vloZen pes restrikni mistaSad a Kpnl v MCS. Oblast MCS viz

obrazek 3.3., vlastni plazmid viz obr. 3.4.

Sacl Hhal...Hindll ¥hol  kpnl
F353 E-GFP pAnos

MOD
9

Obr. 3.3.:Schéma oblasti plazmidyGreen 002 mezi Sacl a Kpnl.
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Sadl (704)
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Puul (2733) Boll {1597

Obr. 3.4.:Schéma plazmidupGreen 0029"°P.

3.3. Média

VSechna média bylafipravovana dle individualnich navddiz nize. Hodnota pH
byla upravovana pomoci 1 M roztoku KOH, respekfiviel roztoku HCI. Média byla
sterilizovana v automatickych autoklavech (neniMedeno jinak) Omega™ (Media
Prestige™) a Harvey (SterileMax™i peplot 120 °C po dobu 20 minut. Skladovana
byla za laboratorni teploty, vyjma SOC (lednicelaéa blizka 5 °C) a infiltréniho
roztoku (mrazak, iblizn¢ — 70 °C).
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3.3.1. Bakterialni média — tab. 3.1.

Médium, Nazev MnozZstvi Objem
objem [ml] komponenti v médiu [g] | v médiu [ml]
pepton 5
YEB yeast extract 0,5 -
450 sachar6za 2,5
dH,O - doplnit do 450
MgSO, (0,5%) MgSO, 1 -
200 dH,0 - doplnit do 200
YEB - kompletni YEB - 450
500 MgSO0, (0,5%) - 50
NaCl 0,58 -
Soli recovery KCI 0,19 -
100 MgCl, 0,95 -
dH,O - doplnit do 100
YEB recovery YEB kompletni - 0,9
1 soli recovery - 0,1
pepton 10 -
LB (pevné) yeast extract 5 -
1000 NaCl 10 -
(agar) 17,5 -
dH,O - doplnit do 1000
pepton 0,4 -
yeast extract 0,1 -
glukéza 0,0721 -
soc! NaCl 0,0117 -
20 KCI 0,0037 -
MgCl, 0,019 -
MgSO, 0,0241 -
dH,O - doplnit do 20
1 glycerol (100%) - 1
:(L;(;( T yeast extract 0,0125 -
pepton 0,025 -
(acetosyringof) 1,9610° s
Infiltra &nf roztok® MES sodna i 0,109 -
50 MgCl, 0,048 -
dH,O - doplnit do 50

'Média sterilizovna filtraci f&s jednorazové sterilnigdfiltry Nalgene s velikosti
pon 0,22um.

’Acetosyringon fidan aZ &sns pred pouZitim viz kap. 3.4.1.5. Zasobni roztok
20mM v 96%cistem EtOH, skladovan v malych alikvotech na jegoaziti ¥ teplog
blizké — 70 °C.

3Nejprve byl fipraven 10mM roztok MES s pH 6,5, naslediyl pridan MgCb.

-37-



3.3.2. Rostlinnd média — tab. 3.2.

Nazev média
Néazev komponent koncentrace [g/l] Poznamky
MS' | LS' | SIM' | CIM*!
MSMO soli (M 5524-10L) | 4,33 4,33 4,33 4,33 fy Sigviairich
sachar6za 30 30 - -
glukéza - - 16 16
myainositol 0,1 0,1 0,1 0,1
kasein - 1 - - ]
ZnSQ, - 7H,0 - - 0,002 | 0,002
KH,PO, 0,2 - - -
vitamin B1 0,001 | 0,00010,0001| 0,0001
vitamin B6 - 0,0001 0,0005| 0,0005| Viz piipravaa
skladovani vitamit
kyselina nikotinova - 0,000p0,0005| 0,0005]| kapitola 3.3.3.
glycin - 0,003 | 0,002| 0,002
NAA - - 2:10° | 0,005
BAP - - - 0,000Y viz piipravaa
S S 50 N oo
trans-zeatin ribosid - - 0,002| - 3.3.3.
2,4D 0,0007 - - -
agar (8§ 8 6 6

U v8ech médii byla hodnota pH upravetiedpklavovanim na 5,8.

Agar piidan i pifprav pevného MS média.

3.3.3. Vitaminy, r ustové regulatory, antibiotika

Tab. 3.3.Vitaminy.

Objem pro
pripravované snesi Vitamin CIM/SIM p[rr(; |—]S
s dH;O [ml] [mg] g
Bl 5 5
B6 25 5
50
glycin 100 150
kys. nikotinovéa 25 25

- 38 -




Smes vitamini byla rozpu&tna v 50 ml dHO. Vysledny roztok byl roztden
po 1 ml do mikrozkumavek a skladovan v mrazaku ppiblizné teplo¢ — 20 °C.

Do 1 litru média (CIM/SIM/LS) bylo fidavano vzdy po 1 ml zifsluSné sresi.

Tab. 3.4.Ristové regulatory:.

Koncentrace T
Rustovy regulator | zasobniho roztoku — sterilizace
médium
[mg/ml]
BAP 1 10mM KOH
GA3 1 35% EtOH | filtraci pres
sterilni gredfiltry
NAA 2,5 35% EtOH Nalgene 0,22im
trans-zeatin ribosid 1 70% EtOH

Rastové regulatory byly skladovany v malych objemegtegasgji 10 ml,
v pripad GAz 1 ml) v mrazaku zaifplizné teploty — 20 °C.

Tab. 3.5.Antibiotika .

koncentrace
o Koncentrace v zasobnim skladovaci -
Antibiotikum e e sterilizace
v médiu [mg/l] roztoku médium
[mg/ml]
ampicilin 100 100 dkD filtraci pres
: piedfiltry
kanamycin 50 50 dyD Nalgene
0,22um
taxcef (claforan) 100 100 ¢}S)
rifampicin 100 10 metanol neni nutna

Antibiotika byla skladovana v menSich objemech das§ji 15 ml) v mrazaku

za f[iblizné teploty — 20 °C. Vyjimkou byl kanamycinnjg byl skladovan v lednici.
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3.4. Metody

3.4.1. Transformace biologického materialu

3.4.1.1. Priprava elektrokompetentnich bun &k Escherichia coli

Na pevném LB meédiu bez antibiotik byl ,@rkovan“ kmenEscherichia coli
DH50 a kultivovan 24 hodin. #5ti den byly 2x2 narostlé samostatné kolonie
,zaockovany” do 2 x 250ml sterilnich Erlenmeyerovych 8ais 2 x 50 ml tekutého
LB média bez antibiotik. Kultivovany byly za statelrepani pes noc p priblizng
37 °C. Nasleddx byly narostlé kultury rano ,za&kovany* do 2 x 1000ml
Erlenmeyerovych bak s200 ml LB média (vyiatym pgedem na 37 °C)
a kultivovany naiepace. Centrifuga bylaijedem vychlazena na 4 °C. Bakterie byly
kultivovany do optické denzity (OD) 0,4¢ip600 nm (OD kultury msfena v 1cm
sklertné kyvet na spektrofotometru Thermo Spectronics — BioMatgdnoci
intiutivniho integrovaného programu). Po dosazebi @35 — 0,4 byly héky ihned
vyjmuty z inkubatoru a byly fieneseny do ledové lagznkde byly za obasného
michani (piblizn¢ kazdych 5 minut) chlazeny 20 minut. K sedimentadiury bylo
pouzito 8 plastovych sterilnich kyvet (Falcon) gembu 50 ml, taktézigdchlazenych.
Do kazdé kyvety bylo nalito 25 ml vychlazené baiéei kultury. Nasleda byly
kyvety centrifugovany 4 °C, 4000 RPM po dobu 10 minut. Po vyjmuti byl
odstragn supernatant a sediment opatrresuspendovan Siami s ustizenym
koncem v 6 ml sterilni vychlazené gbl Kyvety byly odloZzeny na led. Gpbyla
statena bakterialni kultura i z druhé 1000 mlikwy stejnym zgisobem v 8 novych
kyvetdch. Sedimenty byly resuspendovany ve 4 ml,QdH Suspenze z obou
sedimentaci byly slity do osmi kyvet (vZdy jednpreni a jedna z druhé sedimentace)
a doplreny dH,O do objemu 40 ml. Obsahy byly znovu dgddtny (4 °C, 4000 RPM,
10 min), sedimenty resuspendovany ve 25 ml vychiéze sterilniho 10% glycerolu
(dale jen glycerol), suspenze slity do 4 kyvet arB@ ot sedimentovany za stejnych
podminek. Sedimenty byly resuspendovany tentokeé® vl glycerolu a igvedeny
do jediné kyvety. Obsah byl naposledycsio a supernatant velmilkladne odstragn.
Koneny sediment byl resuspendovan v §0Gterilniho vychlazeného GYT média.
Z husté suspenze byl odebran vzorel,%iedtn 100x a byla zrtena jeho opticka
denzita pi 600 nm proti¢istému GYT médiu. Dle nadeného Udaje byla suspenze

natedsna GYT médiem na 2 x Y- 3 x 16° bursk na 1 ml a rozpipetovana po 4D

-40 -



do sterilnich 1,5ml mikrozkumavek a ihned mrazenzkutém dusiku. Konzervy
kompetentnich buik byly dlouhodol skladovany f teplo€ blizké — 70 °C.

3.4.1.2. Priprava elektrokompetentnich bun &k Agrobacterium

tumefaciens

Jednotlivé kolonieAgrobacterium tumefacienkmen C58C1RIt byly ziskany
tiidenni kultivaci ,rozérkované“ agrobakteridlni kultury na Petriho missé&B
médiem a rifampicinem (100 mg/l¥ipteplog priblizné 28 °C. Byly ,zagkovany”
do 10 ml tekutého LB meédia s rifampicinem ve 100&Etlenmeyerov baice
a kultivovany pes noc (16-20 hod) ip 28 °C za staléhoiépani (160 RPM).
Po uplynuti kultivéni doby byly 4 ml bakterialni suspenze ,2kovany“ 200 ml YEB
média s rifampicinem v 1000ml Erlenmeyetdvaice a kultura kultivovana do OD
0,6 @i 600 nm (viz n&feni OD v kap. 3.4.1.1.).iPnanéfeni optické denzity 0,6 byla
baika s kulturou penesena na led, kde byla zaaéného michani {iplizné kazdych
4-5 minut) v ptibehu 20 minut zchlazena. Zchlazena kultura byla &wrdh po 25 ml
do 8 kyvet (Falcon, objem 50 ml) a aoggtna them 10 minut p 4 °C, 4000 RPM
(stejné podminky byly pouzity i v dalSich krocichpupernatant byl odstram
a sediment resuspendovan ve 25 ml sterilni vychiazi$O v kazdé kyvei Obsah
byl sedimentovan, supernatant odstraa sediment resuspendovan tentokrat v 10 mi
dH,O. Paet kyvet byl jejich slitim zredukovan na 4, objemgl Woplren dH,O
do 25 ml a sedimentovan. Vznikly sediment byl resaslovan v kazdé kyvwese 2 ml
sterilniho vychlazeného 10% glycerolu (dale jencghpl) a suspenze slita do jediné,
nové kyvety. Po poslednim o#stEni a odstraéni supernatantu byl sediment
resuspendovan v 1 ml glycerolu. Vzniknuvsi suspenzga rozpipetovana
do sterilnich 1,5ml mikrozkumavek po 1@0a ihned zamrazena v tekutém dusiku.

Konzervy kompetentnich btk byly skladovany p priblizné teplot¢ — 70 °C.

3.4.1.3. Transformace bakterii (text plati pro Escherichia coli, odliSnosti pro

AT — Agrobacterium tumefaciens uvedeny v zavorkach)

Konzerva elektrokompetentnich kikn piipravena dle kap. 3.4.1.1. (3.4.1.2.
pro AT) byla z mrazaku fenesena na led a zde ponechana do rozmraZeni.
Elektroporator Bio Rad Gene Pulser™ byl zapnutsdawen na 2,5 kV (pro AT 2 kV),
200Q. Do konzervy byly idany 3ul liga¢ni snési po odsoleni nebo 10 ng iy pro
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AT) precistené plazmidové DNA a inkubovana 1 min. Posléze Isyispenze rychle
pienesena na dno vychlazené elektrofiuirekyvety a vloZzena do ifstroje. Byl
aplikovan elektricky puls znt&nutim gislusného tléitka na pistroji (idealni doba
trvani 4,2 — 4,5 ms) a k suspenzi byl v co nejlinatiase pidan 1 ml SOC média (pro
AT 1 ml YEB recovery). Poté byla kulturagmesena do sterilni skiaré zkumavky
a kultivovana 1 hod ip 37 °C (3 hod g 28 °C pro AT). Nakonec byla vyseta
v objemech 50ul a 500 pul na plotny s LB médiem a sekakmi antibiotiky pro
piislusny plazmid a kultivovana za podminek charaitiekych pro dany typ bakterii
(kap. 3.1.).

3.4.1.4. Transformace tabdkové bun é¢&né linie BY-2

Cerstw narostla (2-3 denni), fislusnym binarnim vektorem transformovana,
kolonie agrobaktéria byla ,z&kovana“ do 10 ml tekutého kompletniho YEB média
s @islusnymi antibiotiky (rifampicin + sel€ki antibiotikum pro fislusny plazmid)
a kultivovana pes noc (piblizné 20 hod) pi 28 °C do podoby ,mié&né zakalené”
suspenze.

Pro transformaci byla pouzita 3 — 4denni expor&éncikultura BY-2 o objemu
30 ml. Buré¢na suspenze byla igfiltrovana filtr&nim aparatem Nalgene
a resuspendovanacerstvém MS meédiu ogyodnim objemu. K suspenzi byl@igano
15 ul acetosyringonu (20mM zasobni roztok) a vSe byiéladre priblizne 20 x
protazeno neustenou Spikou pomoci 10ml pipety. Z celkového objemu 30 milyby
odebrany 2 ml suspenze a vysety jako kontrola nloumBetrino misku @ 6 cm)
s pevhym MS médiem. Do zbylé hwné suspenze bylyijplany 3 ml suspenze
agrobaktéria (viz vySe) a cely objem byl protazekolikrat pies neustzenou Spiku.
Ze smési BY-2 a agrobaktéria byly odebrany vzdy 2 ml samsge a vysety na malé

Petriho misky @ 6 cm) s pevnym MS médiem. Kokultivace probihalany de tné

pii teplog 27 °C ve velké sklemé Petriho misced 19 cm) s kouskem mokré gazy

(pouzita sterilni dBD).

Po tech dnech byly narostlé tky v Petriho miskach resuspendovany vzdy 10 ml
sterilni 3% sachar6zy argneseny pomoci pipety do sterilniho fiéiného aparatu
Nalgene. Biky byly promyty 300 ml 3% sachar6zy za &asného resuspendovani
Spickou pipety. Dale byla kultura promyta 100 ml MS naéd Fidavkem antibiotika

-42 -



taxcef (claforan, 100 mg/l) za &pvného resuspendovani &mu pipety. Nakonec
byly promyté buiky resuspendovany v nové 100 minba se 2 ml MS média
s claforanem a po 60Ql rozpipetovany na malé Petriho misky s pevnym MS
médiem, claforanem a setgkm antibiotikem na fislusny konstrukt, jimz byly
transformovany (v mémifpadt kanamycin — 50 mg/l média). Krouzivym pohybem
byly buiky rozprosteny po celé ploSe misky.

Negativni kontrola nebyla promyvana sachar6zoMS médiem (neobsahovala
agrobaktérium), byla pouze resuspendovana v malgmu MS média a rozlita
na 3 Petriho misky se stejnym médiem a antibiojdo transformovana varianta.
Krouzivym pohybem byla také rovn@mme rozprostena po povrchu.

VSechny vzniknuvsi Petriho misky byly po sedmi magieny na ¥tSi sklegné
Petriho misky spolu s nawlanou gazou (sterilni did) uprosted.

Narnistajici transformované kalusy BY-2 bylyti pvelikosti 2-3 mm (po asi
5 tydnech) peneseny pomoci sterilni jehly na Petriho miskgistvym MS médiem +

claforan + kanamycin.

3.4.1.5. Transformace rostlin bramboru ( Solanum tuberosum) infiltraci

Stejre jako @i transformaci BY-2 (kap. 3.4.1.4.) byld@gs noc pipravena kultura
transformovaného agrobaktéria do podoby gméézakalené" suspenze. Ze suspenze
bylo odebrano do mikrozkumavky 1,5 ml a &oo Ehem 6 min v centrifuze
zn. Eppendorf za laboratorni teploty a 3000 RPMpésnatant byl odstr&n
a sediment 2 x promyt 1 ml infil&¢éaiho roztoku a znovu sedimentovan za stejnych
podminek. Nakonec byl sediment resuspendovan wd ml infiltratniho roztoku
tentokrat s gfdavkem 10ul acetosyringonu a inkubovan 3 hotl pokojové teplot
(vSechny tyto kroky pro variantu infiltrade vitro musely byt provéaghy sterilre).

Infiltrace agrobaktéria do rostlin lilkku bramborutrapsformované linie
cv. ‘Désirée’) probihala za dvou odliSnych podmirekx vitro a in vitro. Ok
varianty vyZadovaly trochu odliSnytiptup a techniku infiltrace. Metoda infiltrace
in vitro byla natreSitelském pracovisti odvozena @ec poprvé pouzita prdw ramci
této diplomové prace.

Pfi metodt infiltrace ex vitrg ktera slouzila jako metodické zaSkoleni pro
naslednou infiltraciin vitro, byly rostliny geneseny doéthto podminek m vitro
kultur viz kap. 3.1.4.. Jakmile rostliny dosahlySky piblizné 15 cm, byla 1-2 dny
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pied vlastni transformaci rostlindam omezena zalikdivodi nasledného lepSiho
prijeti infiltracniho roztoku. Rostliny bylyigneseny z prostor skleniku do labotato
Zde byly neinvazivé kousky lepici pasky ozgany oblasti na stoncich od kterych
smérem apikal@ budou vzdy 3 listy infiltrovany. Kinfiltraci bylapouZita 5ml
plastikova injekni stikatka. Po 3-hodinové inkubaci byla suspenze agrobiaktér
nasata do #kacky. Na abaxialni stran lista byly pomoci nové sterilni jehly
vytvoreny 1-2 malé vpichy, ke kterym byla poslézéigknuta stikacka proti prstu
s rukavici. Tlakem na pist byla suspenze agrobiakidlatena do mezenchymu listu.
Takto byly infiltrovany vSechny oziané listy.

Pro infiltraci in vitro byly pouzity mlade, fiblizné 6-tydenni rostliny, rostouci
v 1l Sigma kelimcich na LS médiu, viho 6-7 kusi. Rostliny pochéazely
z vrcholovych tizkia. Pred vlastni infiltraci byly rostliny na fplizné 15 minut
vystaveny nizSi vzdusné vlhkosti ofemim kelimk v laminarnim boxu (pro
usnadgini infiltrace poklesem turgoru v listech). Celaqedrobihala vysoce sterin
v laminarnim boxu. Oblasti infiltrace byly ozfemy odstiZzenim poloviny dofe
vyvinutého listu ve spodntésti rostliny (=referefmi list). Prvni list na stonku
apikalre od referenniho byl infiltrovany. Nejprve vSak byly zkouSenyzné techniky
infiltrace, z iznou &innosti a mirou poskozeni listu (tab. 4.5.) ¢Opyla pouzita 5ml
sterilni injekni stikatka s nasazenou sterilni jehlou, do které byla mastdrilré
piipravend suspenze agrobaktéria. athi vysokého rizika kontaminace nebylo
mozno pitlacit infiltrovany list proti prstu s rukavici jako warianty ex vitra
Transformace tak probihala propichnutim infiltro#ha listu jehlou injeéni stikacky
za sogasného vypuzovani agrobakterialni suspenze.

K transformaci byl u obou variant pouzit umijici konstrukt — jednalo se tedy
o supertransformace. Transformanti nebyly reger@rov byla pouze sledovana mira

exprese genu GFPg&ase a mist

3.4.2. Prace s DNA

3.4.2.1. Izolace plazmidové DNA

K izolaci plazmidové DNA byl pouZit komeni kit fy Promega — ,Wizarfti Plus
SV Minipreps DNA Purification System®.

Z Kkultury Escherichia colinarostlé pes noc bylo odebrano 1,5 ml a &no
v 1,5ml mikrozkumavce 30 s na centrifuze zn. Eploeh pi 13000 RPM.
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Supernatant byl odstran (slit) a sediment dopén dalSim 1,5 ml bakterialni kultury
a st@en za stejnych podminek. VeSkery supernatant bgfradn na vodni vygve.
Sediment byl resuspendovan ve 280,Cell Resuspension Solution* aikladrg
promichan vortexem. Naslefinbylo pidano 250 ul ,Cell Lysis Solution®.
Mikrozkumavka byla pouze 5x opa#rprevracena a ponechana za laboratorni teploty
4 min. Po oplynuti doby bylo ihnediigano 10ul ,Alkaline Protease Solution®
a obsah znovu opatfnbx promichan fevracenim a ponechan ve stojanku 4 min.
Neutralizace ,Cell Lysis Solution“ byla proveden&idanim 35Qul ,Neutralization
Solution* a promichanim mikrozkumavky opatrnygkolikanasobnym fevracenim.
Cela snds byla odstedovana po dobu 10 mintigll3000 RPM. Supernatant byl
pieveden do centrifugaich kolonek ,Spin Column“, ty vloZzeny do&hych
mikrozkumavek ,2ml Collection Tube* a sedimentovahymin @ 13000 RPM.
Kolonky byly promyty 75Qul ,Column Wash Solution* s dodanym 96&stym EtOH
(dale jen CWS), sedimentovany 1 miih pP3000 RPM. Ot promyty, tentokrat 250l
CWS a sedimentovany 2 mirfid3000 RPM. Kolonky byly feneseny do novych
popsanych 1,5ml mikrozkumavek a DNA byla eluovaneo(réna) 100l sterilni
dH;0.

Mikrozkumavky s plazmidy byly skladovany v mrazgkuteplog blizké — 20 °C.

3.4.2.2. Restrik €éni Stépeni

Pri pripraw konstrukfi byly pouzivany specifické resttiki endonukleazy
firmy Fermentas odvozené z bakterii, jezépst DNA v uritych sekvering
specifickych mistech, tzv. restékich mistech. Klonovaci vektory maji tato mista
rozmistna po celé své délag zhusStna do uéité vhodné oblasti — MCS (viz kap.
3.2.1.). Usnatiji zalenovanici naopak odstigovani nejfiznéjSich isekk DNA.

Reakni snesi byly namichany dle ipozenych pokyd ke kazdé restriini
endonukleaze, v zavislosti na velikosttpg@ného vektoru a gtu restrikknich mist
pro danou restriktazu. Typicka realk snes viz tab. 3.6.
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Tab. 3.6.Typicka restrik éni reakce.

SloZka reakéni smési MnozZstvi Reakéni podminky

RestriktazeSpH variabilns®

plazmid pCP60 25-50ng | 1 hpi37 °C, pak
inaktivace 10 min

pufr B 1 65 °C

dH,O do 10l

v zavislosti na specifické aktivit udavané vyrobcem, pm S&penych

restrikknich mist a velikosti vektoru.

3.4.2.3. Agar6zova gelova elektroforéza

Elektroforetickd frakcionace izolovanéiipadre nasépené) plazmidové DNA
poskytuje dobré informace o jejich vlastnostechHc@a pdétu fragment, mnozstvi
DNA ve vzorku, konformaci plazmidapod.) &istot (kontaminace a pod.). Metoda
je zaloZzena na putovani negativnabitych molekul deoxyribonukleovych kyselin
molekularnim sitem v podétagarézoveho gelu v elektrickém poli. Klehi dochazi
v zavislosti na velikosti a konformaci fragmert koncentraci agardzy. Malé a vysoce
nadSroubovicové molekuly putuji gelem snaze a teapleji nez molekuly velké
¢i relaxované plazmidy.

Nejcastji byl pouzivan 1,2% agarozovy gel v 0,5x TAE pufdasobni roztok byl
50x TAE (1 litr obsahoval 242 g Tris, 57,1 ml kysgloctové, 100 ml 0,5 M EDTA-
pH 8,0). Pro vizualizaci DNA byl do roz&tého gelu (b zchladnuti nafiblizng
60 °C) gidan GelRed" firmy Biotium, v koncentraci il na 10 ml gelu. K utuhnuti
gelu doSlo po jeho naliti do formy. Pro tvorbu j&mea nanaSeni vzaikbyly
do formy vsazeny iebeny. Vlastni elektroforéza probihala ve veai s pufrem
piipojené k elektrické siti s nastavitelnou hodnotaysti. Negastji bylo pouzivano
nageti 50 V (tj. intenzita elektrického pole asi 4 V/crRro izolaci delSich fragmant
z gelu (nad 10 kb) byl pouzivan 0,8 % agarézovy aggelagti 25 V. K vizualizaci
vzorkuy, jejich mobility a ke zvySeni jejich hustoty sldlozkomekni barvivo Loading
Buffer (Fermentas)edtné 6x ve vysledném roztoku nanasené DNA. Naeddélek

fragment: byl pouZit 1kb marker GeneRulér (Fermentas).
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3.4.2.4. Izolace DNA fragmentu z agarézového gelu

K izolaci DNA fragmend byl pouzit kometni kit fy QIAGEN — ,QIAEX Il Gel
Extraction Kit (150)".

Z agar6zového gelu byl co négsrEji vyiiznut segment obsahujici poZzadovany
fragment DNA a byla zvaZzena jeho hmotnost (nesteisghnout 250 mg). Dle
velikosti fragmentu DNA a hmotnosti ¥gzaného segmentu byldgigdno n-nasobné
mnozstvi pufru ,QX1", pop dHO — viz tab. 3.7. niZze. Dale bylo ke &npridano
10ul kiemkité suspenze ,QX II“ a vSe ulfladre promichano vortexem.
Mikrozkumavka se siisi byla umisina do bléku vyhratého na teplotu 65 °C po dobu
10 min. Kazdé 2 min bylau#ladre promichana. Po ukoéani kultivace byl vzorek
opét prottepan za pomoci vortexu a pak sedimentovan 30F s13000 RPM.
Supernatant byl odstram a sediment resuspendovan v 500QX1" pufru. Vzorek
byl znovu sedimentovan za stejnych podminek, sapant odstrain a sediment
resuspendovan 2x v 5Q0 ,PE" pufru a vzdy stéen na centrifuze. Supernatant byl
dokonale odstram a peleta dana susit.édre pred Uplnym doschnutim pelety
(nepatrna tmavsi centralni zéna pelety) byla pektaspendovana v 10 dH,O a dle
velikosti fragmentu (viz tab. 3.8.) ponechanéitou dobu v klidu za &elem uvolgni
DNA z kiemkité suspenze. Po uplynuti klidové faze byl vzoredimentovan
aroztok DNA nad peletouienesen do nové mikrozkumavky. Peleta byla&top
resuspendovana, tentokrat g a cely proces zopakovan. Na konci izolace bylo
ziskano pblizné 10-13 ul vodného roztoku DNA. Mikrozkumavky s izolovanymi

fragmenty byly skladovany v mrazakii teplot blizké —20 °C.

Tab. 3.7.Zavislost velikosti DNA fragmentu na reakéni smési.

fnge:Lké):ttu[EkNl;To ] Objem dodavaného pufru QX1 jl] Objglznzgoﬁi}/ané
<0,1 6 x hmotnost segmentu v mg -
0,1-4 3 x hmotnost segmentu v mg -
>4 3 x hmotnost segmentu v mg 2 x hm. segmentgy m
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Tab. 3.8..Doba a podminky pro eluci DNA fragmentu z pelety.

Velikost DNA

Doba Klidové faze [min] | | cPlota pi klidove

fragmentu [kBp] fazi [°C]
<4 5 laboratorni
4-10 5 50
> 10 10 50

3.4.2.5. Méfeni koncentrace DNA

Méefena byla koncentrace plazmidové DNA na spektrofetoon Thermo

Spectronics — BioMate 5. Nasledujici postup jemeazmidovou DNA, odliSnosti pro

genomovou DNA — v zavorkéach.

Vzorek DNA byl 150x (pro genomovou 10x) tedn — . viz tab. 3.9.

Na spektrofotometru byla zffena jeho absorbancei 60 a 280 nm proti d}O.
Koncentrace DNA byla vypiena dle vzont 3.1. nize.

Tab. 3.9.Priklady Fedéni DNA pro méieni jeji koncentrace.

Typ DNA DNA [ul] dH 0 [ul] Pouzita kyveta
plazmidova 2 298 standardni
genomova 10 90 pro 10

Vzorce 3.1.Vypoécet koncentrace plazmidové DNA ve vzorku

redni

Cc= S0 A26O )
100C

1501 ) ]

respektive genomové DNA

redeni

50 Ay~ 10 = molamni absormi koeficient
Cc= / il || & =molamia sormi koeficien
Toor oAl
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3.4.2.6. Ligace

Vektorovy plazmid a fragment, kteréém byt spojeny ligaci, byly nejprve
nastpeny restriknimi enzymy (kapitola 3.4.2.2.) za vzniku kohezomkond. Poté
byly naneseny na agar6zovy gel DNA elektroforézgp(k3.4.2.3.), vyizolovany
(kap. 3.4.2.4.) a zbaveny tak ¢mtot a jinak dlouhych fragmeint Aliquoty
izolovanych Usek DNA byly opst naneseny na elektroforeticky gel, pal2(spolu
s 1Kb DNA markerem) a pomoci fotodokumemifo softwaru GeneSnap (Syngene)
byla vztazenim k mnozstvi naneseného markeru spelwzorky vypoétena jejich
koncentrace.

Stechiometricky powr vektor : inzert byl négasgji volen 1 : 7. Do reakni snesi
byla gidana dHO, dale T4-DNA ligaza aifslusny pufr obsahujici ATP (Fermentas).
Obecna ligani reakni snts viz tab. 3.10. Reakce probihala v objemulli teplog
15 °C po dobu 3 hod. Ukeéana byla inaktivaci ligazyipteplog€ 65 °C po dobu

10 min.

Tab. 3.10.Pfiklad slozeni typické lig&ni reakce

vektor [ng] fragment pufr [ul] | T4 ligaza [ul] dH0 [pl]

Slozeni | 10-50 stechiometricky| 1,5 1 do 15

3.4.2.7. Odsoleni liga éni smési

K odsoleni ligani smesi byly pouzity ,odsolovaci“ kolonky vyrobené
dle Atrazhev et Elliott, 1996. Byl gipraven pesrg 100mM roztok glukdzy
s 1% agarozou. Rozty byl rozlit po piblizné 1,4 ml do 1,5ml mikrozkumavek.
Zkumavky byly nasledh pielepeny Bznou laboratorni paskou a kolmo propichnuty
200 pl Spickou, zasahujici asi 5-7 mm do neztuhlé agardzydiRadném utuhnuti
v lednici byly Spéky vyjmuty a mikrozkumavky neprody&rutesreny parafilmem.
Do doby pouziti byly skladovany v lednidiipeplot cca 5 °C v uzaené nadok

Ligacni smés k odsoleni (tj. 15ul) byla prenesena do jamky v ,odsolovaci*
kolonce vzniklé po odstré&ni Spiky. Uzawena kolonka byla umigta do lednice
s teplotou blizkou 5 °C a inkubovéana 1,5 hod. Qelsplroztok byl odebran do nové

mikrozkumavky a fipraven k transformaci bakterii elektroporaci (k@&p. 3.4.1.3.).
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3.4.2.8. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Jde o metodu amplifikace vybraného uUseku DNA ¢kofika opakujicich
se krocich pomoci termostabilni DNA dependentni Didlymerazy.

Templatova DNA byla nejprve denaturovarfaqs °C na d¢ samostatna viakna.
Ochlazenim sisi na teplotu optimalni pro pouzité primery (ssDNKkgonukleotidy
s délkou okolo 20 nt) doSlo k jejich asociaci satermovanymi jednoviaknovymi
DNA. ZvySenim teploty na 72 °C byla aktivovaganost termostabilni DNA
polymerazy, ktera pak dosyntetizovala DNA k templstn ,jednoviakmm®. Kroky
denaturace, ,nasedani“ prinien amplifikace byly opakovany 20-30x v zavislosti
na pozadovaném vysledku (s vysSinttpm cykl vzrasta riziko chyby zfisobené
Taqg polymerazou). B amplifikaci ugitého genu pro nasledné klonovani, byl proto
volen niZSi poet cykli a posledni synteticka faze byla prodlouZzena o 1 Pro
testovani bakterialnich kolonii néifpmnost pozadovaného konstruktu byl volen vyssi
pocet cykli. Po skogeni posledniho z cyklbyla reakni sneés chlazena na 4 °C.
Pouzité teploty v jednotlivych krocich a obecnézelu reakni smesi viz tab. 3.11.
a3.12.

Reakce probihala vzdy v 0,5ml tenkwstych mikrozkumavkach v termocykleru
MJ Research PTC-200, ktery uniiofe naprogramovani reakce spolu s rychlymi

zménami teplot, ¥etrg zaltivani vicek mikrozkumavek.

Tab. 3.11.Program amplifikace DNA pomoci PCR. Tab. 3.12.SloZeni obecné reakni smési.

Program Te[zpéc])ta Cas [min] Slozeni Objem [pl]
1. Predenaturace 94 3 dH,0 6,7
Pufr 1
2. Denaturace 94 0,5 MgCl, 0,6
. e dNTP’s 0,2
3. Nasedani primér | Specifick 0,5 Primer fimy 0.2
4. Prodluzovani 72 Specificky Primer zgtny | 0.2
DNA?® 1
5. Chlazeni 4 0 Tagpolymeraza| 0,1

1Zavisi na délce primeru a obsahu GCip@ejastji mezi 55-60 °C).

’Doba amplifikace je zavisla na procesivitaq polymerazy a délce mnoZeného

Useku (zpravidla na 1kb ~ 1 min).
3U plazmidi fedtna dHO 1:100.
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3.4.2.9. TA-klonovani

Tato metoda, i niz byl pouzit komemi kit ,PCR Cloning Kit* firmy Qiagen,
vyuziva vlastnosti &kterych DNA dependentnich DNA polymerdz (hafaq)
pridavat na konec polymerovanétexzce jednonukleotidovy 3ipsah adenosinu.

Do programu PCR reakce byla vloZertagpza¥recnou fazi chlazeni polymetai
faze — 10min ~ 72 °C. Produkty PCR tak byly ¢pay na 3’konci adenosinyigs
které mohou byt zaligovany do vhodného malého ktantho vektoru (= ,pDRIVEY).

VSechny patbné komponenty rea&ki snesi (vyjma dHO) byly rozmrazeny
a nasleda ihned vloZeny na led. Re&ki snes byla gipravena v tenkoghné 0,5 ml
PCR mikrozkumavce. Byl smichanul ,pDRIVE" (=50ng), 5 ul ,Ligation Master
Mix“, 1-4 ul PCR fragmentu dle koncentrace (13 ng PCR pradukt kazdych 100
bp jeho délky) a variabilni mnoZstvi ¢bl do celkového objemu 10l. Smés byla
inkubovana v termocykleru 3 hipl2 °C, pak nasle@nl10 min g 70 °C. Poté byla
ligacni smés odsolena (kapitola 3.4.2.7.) a elektroporovanbakterii (kap. 3.4.1.3.).

VlozZeni PCR produktu do tohoto malého klonovacikkteru skyté&adu vyhod —
-PDRIVE" se v transformovanych bakteriich nachéeiwelkém poétu kopii a pi jeho
izolaci je dosahovano vysokého &¥ku. Dale umoiuje tzv. ,modrobilou selekci® —
je-li PCR produkt sprawn,zaligovan“ do ,pDRIVE", gerusi genLacZ pro utilizaci
substratu (Xgal) fidavaného do kultivmiho média transformovanych bakterii
a rekombinantni kolonie jsou pak bilé. Neni-li \daZPCR produkt do ,pDRIVE", gen
pro LacZ je funkeni a substrat je produktem tohoto geriengnén v modry precipitat
— kolonie jsou modré. V neposledaik obsahuje ,pDRIVEfadu dalSich restrékich
mist, pomoci kterych fize byt PCR fragment po amplifikaci v bakteriichtri&gné
vyStepen (kap. 3.4.2.2.) a pouziti plalSim klonovani.

3.4.2.10. Sekvenace

U vzorku, jenz nil byt osekvenovan, byla ztfena koncentrace DNA (viz kap.
3.4.2.5.). Do tenkoshné sekvenai mikrozkumavky bylo iddno 100-200 ng DNA,
maximalré vSak 13,7ul a 0,3 ul pfislusného 10M primeru. Zbytek byl pipadré
doplrtn dHO do 14ul. Pripraveny sekver@i vzorek byl pedan do laborate
sekvenace DNA i UK. Obdrzené sekvence byly vyhodnocovany v pnogra
Chromas LITE verze 2.01 a porovnavany programerstBla sekvencemi ve iegne

dostupnych databazich.
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3.4.3. De novo regenerace rostlin bramboru po oSet  feni 5-
azacytidinem

Tato metoda slouZici k demetylaci trans&mp umicenych oblasti transgén
blokovanim udrZzovaci DNA metyltransferdzy 5-azatipgeém (AzaC) byla vyvinuta
na Skolitelském pracovisti Nocarovou a Fischereap@iblikované vysledky). Spiva
v oSeteni aktivie se alicich burgk s metylovanym transgenem AzaC a nasledné
selekci regeneraitna médiu s antibiotikem (jeZ je inaktivovano prkigin jednoho
z metylovanych tandeméwspdadanych transgéh

K regeneraci slouzila transgenni linie lilku bramb¢R28; Nocarové&t al, 2009),
ktera transkripné umicela transgen nesouci gen pro rezistenci ke kanaonyigen
pro RS-GFP Rostliny byly odvozeny z vrcholovych segmemkultivovanych na LS
médiu v kelimcich Sigma 4-6 tytin

Zasobni roztok AzaC bylipraven rozpugnim 50 mg AzaC v 10 ml di® a jeho
sterilizaci pes gedfiltr Nalgene s velikosti p8r0,22um. Sterilni roztok byl po 1 ml
rozcklen do sterilnich 1,5ml mikrozkumavek a skladovamrazaku za teploty blizké
— 20 °C. Rozmrazen a pouzit byl kazdy vzorek makign&0x.

Dobre vyvinuté listy ze $edni ¢asti rostlin pipravenych viz vySe byly steriin
narezany na 2-4 kusy, dle velikosti fistTyto listové segmenty pak byly rozloZzeny

svou abaxiélni stranou véhu na sterilni plastovou Petriho misk@ 6cm) s CIM

médiem (tab. 3.1.). Na jednu misku bylo urist vzdy cca 8 listovych segmént
Misky byly po sedmi kusech rozlozeny na vysteriaoou tSi sklegnou Petriho
misku @ 19cm) a kultivovany 3 dnyip23 °C a 16 hod sila. Po uplynuti kultivani
doby byly segmentyipneseny off na malé Petriho misky s CIM médiem, tentokrat
vSak s pidavkem AzaC (2,5 mg/l média). Znovu byly kultivoyaza stejnych
podminek a po 4 dnechrgmeseny na SIM médium s kanamycinem (50mg/l). Déle
byly kultivovany za identickych podminek jako vySeia SIM médiu se
subkultiv&nim intervalem 14 dni.

Regenerujici kalusy a posléze celistvé rostlinyybylpribéhu regenerace
sledovany a snimany pod fluores&eim mikroskopem (kap. 3.4.4.). Zregenerované
rostliny (2 a vice cm velké, s vyvinutymi listy) lgysterilné odiezavany pomoci
Ziletky a genaseny na LS médium s kanamycinem do 100ml Erlgewroeych badk.
Dale byly kultivovany viz kap. 3.1.4.

-52 -



3.4.4. Test kanamycinové rezistence

Rezistence transgennich linii brambor ke kanamydiyla testovana jejich
regeneraci z fragmeantista. Listy z rostliny vin vitro podminkach byly raezany
pomoci Ziletky na velikost 1-2 cm a rozloZeny sataxialni stranou vZinu na pevné
SIM médium s kanamycinem (100mg/l). Médium byltegem rozsekdno pomoci
pinzety, za Gelem zlepSeni kontaktu lists médiem. Kultivovany byly 3-4 tydny,

nasleds vyhodnoceny (Nocarowt al, 2010).

3.4.5. Reaktivace exprese po oSet Feni 5-azacytidinem

Pomoci této metody lzergdlEzne rozlisit, zda byly linie transgenni b&iné linie
BY-2 umkené na transkrimi arovni¢i na drovni posttranskrimi. Fi intenzivnim
déleni burgk za gitomnosti bloku udrzovaci metylace, AzaC, dochazasti burk
linii s transkrigné umicenou expresi transgenu k obnoveni této expreseafNo&
et Fischer, nepublikovano)

Burécné suspenze bylyrdti den subkultiveniho intervalu (viz kap. 3.1.3.)
oSeteny AzaC (vysledna koncentrace (id). Po 4 dnech kultivace byly pozorovany
piipadné zrdiny v expresiGFP pod fluorescetmim mikroskopem.

3.4.6. Tvorba obrazovych dat

Obrazova data byla ziskavanafoceni agar6zovych gelha UV transiluminatoru
a @i snimani celistvych kalusburg¢né linie BY-2 na pistroji G:BOX (Syngene).
Snimky byly ukladany pomoci programu GeneSnap (&yep ve formatu .TIFF
(Tagged Image File Format), dodate upravovany v programu Zoner Photo Studio
13 a pro pdeby diplomové praceipvadny do formatu .JPEG (Joint Photographic
Experts Group).

Snimky dokumentujici regeneraci rostlin brambdéryjednotlivé fetizky burtk
BY-2 byly patizovany na fluorescénim mikroskopu Olympus BX51 s kamerou
Apogee U4000. Stegnjako snimky ziskané z G:BOXu byly dodai& upravovany
a prevadny pro poteby diplomové prace do .JPEG.
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4. Vysledky

4.1. Priprava genovych konstrukt

4.1.1. pCP60-antiRS-GFP (RS-GFP v antisense orientaci)
K pripraw tohoto expresniho vektoru byly pouzity plazmmyP60apsmRS-GFP

charakterizované v kapitole 3.2.1. respektive 3.2.2

Plazmid pCP60 byl linearizovan pomoci restdki endonukleazy (kap. 3.4.2.2.)
Xbal. Restrikéni smés pak byla inkubovana 10 miri 5°C pro dokonalou inaktivaci
restriktazy a konce plazmidu byly zatupeny T4 DNélymerazou (inkubace 20 min
pii 11°C s pidavkem dNTP) Po inaktivaci polymerazy (10 mith p0°C) byla smis
linearizovaného zatupeného vekt@rG@P60 pobliz jednoho ze svych koh&&pena
restriktazou BamH. Nakonec byla restrilni sn€s nanesena na agarézovy gel
a elektroforeticky frakcionovana (kap. 3.4.2.3)uliPDNA vizualizovany UV sétlem
transiluminatoru velikosthodpovidajici plasmidpCP60byl bez zbyténych piitahi
vyiezan pomoci skalpelu a DNA #jmasledg izolovana kitem QIAEX Il (viz kap.
3.4.2.4)).

Plazmid psmRS-GFPbyl taktéZ linearizovan, pomoci restriktd8ad (1 h [
37°C), enzym naslednnaktivovan a konce plazmidu zatupeny T4 polymeuagiz
vyse). Po inaktivaci polymerazy (10 mii g0°C) byla snis linearizovaného vektoru
Stpena restrikthizolBamH za (elem vySpeni RS-GFP Snts fragmeni byla
nanesena na agrézovy gel a stejnymi postupy nasliediovana DNA o velikosti
odpovidajiciRS-GFP

Casti vodného roztoku stipravenym vektorempCP6(Q a inzertem RS-GFB
byly pted ligaci znovu naneseny na agarézovy gel a pommualytického softwaru
(kap. 3.4.6.) byla odhadnuta koncentrace DNA vercizb. Nasled& byly vektor
a inzert ligovany (kap. 3.4.2.6.) #ilgédnutim K jejich koncentracim. Ligai snes
byla odsolena (kap. 3.4.2.7.) a transformovana ko coli (kap. 3.4.1.3.).
Transformovana kulturae. coli byla vyseta na Petriho misku s LB médiem
a seleknim agens a kultivovanatrgs noc g 37 °C. Narostlé kolonie byly
analyzovany pomoci PCR s primery specifickymi p®GFPa CaMV 35S promotor
(kap. 3.4.2.8.) po deseti v jedné mikrozkumavcezitRmi signal — nalez varianty
pCP60-RS-GFFv antisense orientaci (obr. 4.2.) — znamenal @gbtdazmidi (kap.
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3.4.2.1.) ze vSech deseti kiora jejich naslednou kontrolni restrikci za pouziti
piislusnych restriktaz. Objevené klony bylied dalSim pouzitim sekvenovany (kap.
3.4.2.10.) a z bakterialni kultury bylaigravena konzerva (80@ bakterialni kultury

+ 200 ul 50% sterilniho glycerolu do 1,5 ml mikrozkumavikyzmrazeni v tekutém
dusiku, dalSi skladovaniip-80 °C). Sekvenace potvrdila spravnéleasni RS-GFP

do pCP60a negitomnost mutaci.

(A)

M IN VK

Obr. 4.1.:Elektroforetické gely. (A) Inzert a vektor po sledu&gteni, zatupovani a z&ecné
izolaci z gelu: IN — inzertRS-GFPvySgpené zpsmRS-GFR VK — vektor (S¢penypCP60Q.
(B) Kontrolni restrikce vytvieného plazmidpCP60-antiRS-GFRnzymyBglll & BamH: 8 —
plazmid z o¥feného bakterialniho klonu, K — jeden z fragniemtDNA je ve vytvadeném

plazmidu viditelr delSi oproti plasmidpCP60neobsahujicim®S-GFP M — marker.

Obr. 4.2.:Schéma konstruktu pCP60-RS-GFP v antisense orientaci.P — promotor, T —

terminator.
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4.1.2. pCP60-E-GFP

Pro gipravu tohoto konstruktu byly vyuzity plazmidy pCP60 (kap. 3.2.1.)
apGREEN 002%°° (kap. 3.2.3.).

Priprava inzertu E-GFP): Nejprve byly navrzeny dva primery na amplifikdti
GFP s adaptory obsahujicimi res#fii mista — fimy primer obsahovaBamH?,
zpetny EcoR hned za terminmi sekvenci.E-GFP byl pomoci &chto primeti
a metody PCR (kap. 3.4.2.8.) upravené pro TA-kléambvkap. 3.4.2.9.) namnoZen.
TA-klonovanim byl pak namnoZeny fragment vlioZerpdmocného vektoru pDRIVE.
Ligacni snmeés byla odsolena (kap. 3.4.2.7.) a transformovaektrelporaci dde. coli
(kap. 3.4.1.3.). Narostlé kolonie byly pé&yrech testovany pomoci PCR, jez
detekovala fitomnost sekvence pie-GFP (viz obr. 4.2.). Z jednétvetice kloni, jez
byly pozitivni na pitomnostE-GFP byly izolovany plazmidy (kap. 3.4.2.1.). Tyto
byly podrobeny restrisnimu Stépeni (kap. 3.4.2.2.) enzymeBcoR (je obsazen i
v pDRIVEU), elektroforeticky frakcionovany (kap.432.3.) a byl nalezen jeden
plazmid, ktery obsahoval darény E-GFP. Sekvenaci byla @ena jeho spravnost
(kap. 3.4.2.10.). Qteny plazmid pDRIVEE-GFP byl poté podroben restdhimu
Stpeni pomoci restriktazBamH a EcoR, podroben elektroforéze a izolovan
Z agarézového gelu (kap. 3.4.2.4.).

Priprava vektoru gCP6Q: Vektor pCP60 byl linearizovan pomoci restriktaz
BamH a EcoR, podroben elektroforéze a naslédmolovan z agar6zového gelu.

Inzert i vektor byly spokné v definovaném mnozZstvi elektroforeticky
frakcionovany a ze snimku byla odhadnuta jejich demtrace. Nasledn byly
ligovany, lig&ni smés odsolena a transformovanatkélocoli. Z narostlych kolonii bylo
nahodr vybrano 10 ks, ze kterych byly izolovany plazmidyto byly podrobeny
kontrolnimu restriknimu S€épeni enzymyBamH a EcoR. Plazmid, jehoz restrikce
odhalila fragment odpovidajici délkde+GFP, byl owten sekvenaci a ZigluSného

bakterialniho klonu bylafpravena konzerva (viz kap. 3.1.1.).

'Sekvence mezBamHI a iniciaénim kodonem E-GFP byla stejna jako uifive pipraveného
konstruktupCP60-RS-GFF sense orientaci, ted@GATCCAAGGAGATATAACAATG.
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10 Kbp—

1 Kbp—

1 Kbp —

1 Kbp—
(A)

(B)

M VK IN M 1 K-

Obr. 4.3.:Elektroforetické gely. (A) Testovani kolonii obsahujicich pDRIVE s inzeeelGFP
pomoci PCR: 1-4 — pozitivritverice kolonii, K — pozitivni kontrola — templatem pro PCR byl
pPGREEN 002%°P. (B) Vektor a inzert pdack oSeteni a zavresné izolaci z gelu: VK — vektor
(Stpeny pCP60Q, IN — inzert (vySpené E-GFP). (C) Kontrolni restrikceBamH & EcoR
pCP60-E-GFP 1 — plazmid z nalezeného bakterialniho klonu-KCP6Q M — marker.

Obr. 4.4.:Schéma konstruktupCP60-E-GFP. P — promotor, T — terminétor.

4.1.3. pCP60-RS-GFP se dvéma tandemovymi promotory

Tento konstrukt (dale jepCP60-RS-GFP-DP byl pripraven duplikacic¢asti
vektoru pCP60 (kap. 3.2.1.), ktera kdduje nopalin syntazovy poton (Pnos). Pnos
byl zatlerén pred CaMV 35S promotor kontrolujici transkriggs-GFP

Priprava inzertu (Pnos): Byly navrZzeny 2 primery dhgici adaptory $Hindlll
mistem — 1 fimy a 1 zgtny. Pomoci modifikované PCR (kap. 3.4.2.8.) preledné
TA-klonovani (kap. 3.4.2.9.) s pouzitim adaptordvygrime byla amplifikovana
sekvence pro Pnos gCP6Q TA-klonovanim byl Pnos zéerén do pomocného
plazmidu pDRIVE, ligani snes byla odsolena (kap. 3.4.2.7.) a transformovana do
E. coli (kap. 3.4.1.3.). Narostlé kolonie byly po 10 jedah testovany pomoci PCR,
jez detekovala ifitomnost sekvence pro Pnosii Ryskytu signalu pro specificky
produkt PCR mozny pouze Yipad inzerce Pnos do pDRIVE byla &hto
piislusnych deseti jedificizolovana plazmidova DNA (kap. 3.4.2.1.). VSectsate
plazmidi bylo podrobeno kontrolni restrikci (kap. 3.4.2 2omociHindlll restriktazy
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dokazujici pitomnost Pnos. Vzorek se spravnou inzerci byl peginaznovu restrikci
pomociHindlll, frakcionovan na agar6zovém gelu (kap. 3.4)2a88z & vyizolovan
Pnos (kap. 3.4.2.4.). Séasre byl plazmid podroben sekvenaci (kap. 3.4.2.10.).
Priprava vektoru gCP6Q: PlazmidpCP60byl restrikiné S&pen pomocHindill,
restrikéni smes byla frakcionovana na elektroforéze a linearimgvpCP60izolovan
Z agarézového gelu.
Inzert byl ligovan do vektoru, ligai snes odsolena a transformovana do bakterii.
Transformované klony byly testovdny pomoci PCR 2alein nalezeni klonu se
spravre orientova® vioZzenym Pnos. Z nalezenych kiotyly izolovany plazmidy,

kontrolre restrikkné S€peny pomocHindlll a pozitivni vzorky odeslany k sekvenaci.

10 Kbp—

Obr. 4.5.:Elektroforetické gely. (A) Vektor
a inzert poradk oSeteni a zavrecné izolaci
z gelu: VK — vektor (¥#penépCP60Q, IN —
inzert (vyS&peny Pnos). (B) Kontrolni
restrikceHindlll pCP60-RS-GFRse déma

promotory: N — negpeny, S — plazmic (A)

500 bp—

StpenyHindlll. M — marker.

Obr. 4.6.: Schéma konstruktu pCP60-RS-GFP se d¥ma promotory. P —

promotor, T — terminator.
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4.2. Hodnoceni miry uml €éovani transgen G v zavislosti
na uspo fadani T-DNA a nukleotidové sekvenci

transgenu

4.2.1. Popis a uspo Fadani experimentu

Cilem pokusu bylo zjistit, zda-li je mira wolani zavisla: i) na nukleotidové
sekvenci reportérového genu (porovn&®-GFP a E-GFP, které jsou identické
Z 98 % na urovni proteinu, ale jen ze 76 % na UrdYNA); ii) na pfitomnosti
transkriptu promotorové oblasti reportérového genily u vybranych linii
s nedetekovatelnou fluorescenci GFP u var@@P60-RS-GFRpCP60-RS-GFP-DP
zjistit, zda-li je exprese urdna na transkrimi ¢i posttranskripni drovni.

Vstupni hypotézou bylo, Ze sekvain rozdilnost mezi variantami GFP (24 % dle
programu BLAST — www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) se @ite odrazit i v nie
umli¢ovani transgein Druhym gedpokladem bylo, Ze konstrukiRS-GFPa dvma
promotory bude ve &Si mie umEovan v porovnani s konstruktemRS-GFP
a jednim promotorem, ki transkripci sekvenc€aMV 35Sromotoru.

Pro popsany experiment bylyipraveny dva expresni konstruktyp€P60-E-GFP
(kap. 4.1.2.) apCP60-RS-GFP-DP(kap. 4.1.3.). Dale byl pouZivan jiziide
piipraveny konstruktpCP60-RS-GFP(Nocarova et Fischer, 2009). VSechnyxit
konstrukty byly pouzity ktransformaci tabakové Bimé linie BY-2 (dle kap.
3.4.1.4.) a byly tak ziskany 3 varianty transforemo& BY-2. Po kokultivaci
s agrobaktériem bylo ziskan@&kolik set kalug transgennich linii, které postupn
naristaly na pevném MS médiu se sélekn agens — kanamycinemii Relikosti 2-

3 mm byly kalusy peneseny naerstvé MS médium s kanamycinem Wpo 9,
respektive 12 kus na jednu malou Petriho misku oap®ru 6 cm. Horni hranice
poctu kalusi byla stanovena jako 240 linii z jedné varianty. INeSech variant bylo
této hranice dosazeno. Kalusové linie byly udrZzgvggjich subkultivaci s iiblizng
1l4dennim intervalem po dobu 4¢sii. Po tuto dobu u nich byla sledovana mira
expreseGFP. Na zavr byla exprese statisticky vyhodnocena.

Celkem 6 linii (3 z kazdé varianty) s nedetekovadal expresGFP bylo oSeteno
pomoci AzaC (viz kap. 3.4.5.) za&alem gipadné reaktivace udgného transgenu

na transkripni drovni.
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4.2.2. Vysledky

Jiz @i pocatenich regeneracich transgennich kalu®br. 4.7.) byly mezi
variantami patrné rozdily v i@ fluorescence GFP a ¢iAnosti transformace:

1) Weinnost transformace u linie pCP60-RS-GFPbyla fadow vy3si ne

NK¢

u ostatnich dvou variant.
2) Intenzita signalu GFP byla u variantypGP60-E-GFP vyrazré vyssSi nez

u zbyvajicich dvou variant (viz graf 4.1.).

Obr. 4.7.:Regenerace kalué transgennich linii BY-2 na seleknim médiu. (A) Fotografovano
v bé¢Zném s¥tle bez filtni. (B) Fotografovano iy excitaci modrym sétlem za pouziti filté pro
GFP. 1 - linie §CP60-E-GFP, 2 — linie spCP60-RS-GFP-DP, 3 — linie spCP60-RS-GFP, K —
kontrolni netransformovana varianta, &ffitko = 1cm).
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Celkem bylo analyzovano 240 linpCP60-RS-GFP 235 linii pCP60-E-GFP
a 199 linii pCP60-RS-GFP-DPV prab¢hu nistu byly kalusy snimany za excitace
modrym s¥tlem. Procento linii s nedetekovatelnou expresi ®gP® vyhodnocena
statisticky: jako statisticky fikazny ¢ = 0,05) byl pomoci Xtestu vyhodnocen rozdil
v expresiGFP mezi variantampCP60-RS-GFR pCP60-E-GFP Naopak rozdil mezi
variantamipCP60-RS-GFR pCP60-RS-GFP-DByI nepiikazny ¢ = 0,05).

Tab. 4.1.:Poket transgennich kalus a intenzity jejich fluorescence (kategorie byly stnoveny

samostatré v ramci kazdé varianty).

transgenni varianty BY-2 pCP60- pCP60- pCP60-
. X i E-GFP RS-GFP RS-GFP-DP
pocet kalusa s fluorescenci GFP
vysokou | 24 53 55
homogenni | jednolitou | stiedni | 153 137 95
ND* 58 50 49
mozaikovitou? 16 42 28
heterogenni
sektorialni? 24 33 36
celkem kalusi 235 240 199

'nedetekovatelnou

’Heterogenita fluorescence byla stanovovana z céhmv pétu kalus
s fluorescenci vysokoutstni/nedetekovatelnou. Mozaikovité kalusy byl¢leasny
do pislusné kategorie na zaktagrevazujiciho signélu. Sektorialni kalusy byly
povazovany za samostatné kalusy a fluoresdersignal kazdého sektoru byl

hodnocen zvl&s Typy kalusi viz obr. 4.8.

Jak bylo zmitno vySe, transgenni linie varianfyCP60-E-GFP vykazovaly
mnohem vySSi miru fluorescence nez ostatni variakBlusy s vysokou mirou
fluorescence u variapCP60-RS-GFR pCP60-RS-GFP-DPy spadaly do kategorie
se stedni intenzitou fluorescence u variap@P60-E-GFP Data z tab. 4.1. proto byla
normalizovana vzhledem k intenzisignalu obou typ GFP do druhé tab. 4.2. Pro
lepSi gehlednost tato normalizovana tabulka neobsahujeaikozité a sektorialni

kalusy.
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Tab. 4.2.Poket transgennich kalus a jejich fluorescence normalizovana na intenzituignalu.

transgenni varianty BY-2 pCP60- pCP60- pCP60-
i E-GFP RS-GFP RS-GFP-DP
pocet kalusa s fluorescenci GFP
vysokou 24 0 0
homogenni | jednolitou | stiedni 153 190 150
nulovou 58 50 49
celkem kaluai 235 240 199

Obr. 4.8.:Varianty transgennich kalusi s riznou expresiGFP. (1) Kalusy s vysokou
mirou expreséGFP (odpovidalo pouze vapCP60-E-GFP. (2) Kalusy se $edni mirou
exprese GFP. (3) Kalusy s nedetekovatlenou expresi (patramkenou) GFP. (4)
Heterogenni kalusy s mozaikovitou expréSFP. (5) Heterogenni sektorialni kalusy,

(mgtitko = 1 cm).

|BpCP60-E-GFP_OpCP60-RS-GFP-DP B pCP60-RS-GFP |

100% ~

90%
075.49% B79.2%

80% -
20% 065,1%
-
60%
50% A
40%
024,7% 0O24,6%
30%
E20,8%
20% A
010,2%
10%
00% m0%
0%

vysoka stfedni nedetekovatelna

Exprese GFP
(normalizovand na intenzitu fluorescence obou typ U GFP)

Procento kalus

Graf 4.1.:Mira expreseGFP v transgennich liniich BY-2 u jednotlivych variant
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Obr. 4.9.: Piehled transgennich linii vSech iti variant s riznou mirou exprese GFP.
(1) Kalusy pCP60-E-GFP (2) Kalusy pCP60-RS-GFP-DP (3) Kalusy pCP60-RS-GFP
(metitko = 4 cm);(4) Detail exprese GFP v bk&ch transgenni linipCP60-E-GFPR (mgfitko =
100um).

U vybranych 6 nesviticich transgennich linii varip@P60-RS-GFR pCP60-RS-
GFP-DP oSetenych AzaC nebyla odhalena Zadnacémen expreseRS-GFR jak
naznguje obr. 4.10.

Obr. 4.10.:Exprese RS-GFP u vybranych umléenych transgennich linii BY-2 po aplikaci
AzaC. (RS-B-5)I nadale nesvitici linigpCP60-RS-GFP(DP-A-1) | nadale nesvitici linie
pCP60-RS-GFP-DP (K) Kontrolni neoSé¢ena svitici linie pPCP60-RS-GFP (mgtitko =

100um).
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4.3. Priprava transgenni linie lilku bramboru s jednou

kopii T-DNA nachylnou k uml éeni

4.3.1. Popis a uspo Fadani experimentu

Cilem pokusu bylo ffpravit transgenni linii lilku bramboru s jednoubT-DNA
(nesouci gen prolPTII a RS-GFB nachylnou k undovani, u které by bylo posléze
mozné sledovat {p procesu umiovani) zmény v metylaci jednotlivych Useék T-
DNA.

Na feSitelském pracovisti byla Dr. Nocarovotipgravenarada transgennich linii
lilku bramboru stiznymi paty vnesenych kopii T-DNA a jak se pajdukazalo
I S viznou mirou nachylnosti k ugdvani transgein Nocarovéet al, 2010 odhalili, Ze
fada &chto linii (nachylnych k undbvani) po witém case umiela expresi transgenu
nejprve na posttranskdpi Grovni a posléze i na udrovni transkimp — metylaci
promotoru transgenu. Byla tedy vyvinuta metoda eoknod exprese transgenu jeho
reaktivaci pomoci AzaC (kap. 3.4.3.; Nocarataal, 2010), ktera byla aplikovana
i v ramci predkladané diplomové prace.

% Priprava linie ndchylné k umkovani:

K obnoveni exprese byla vybrana jednokopiova IRE8 uméenda na transkrimi
arovni. Postup pokusu viz kap. 3.4.3.

% Analyza stavu expresdRS-GFP u linie R25:

Transgenni jednokopiova linie R25, odvozena Dr.aioeou, se f opakovanych
pozorovani pod mikroskopem jevila ,podele“, co do miry expresRS-GFP Pouze
cast bugk jevila znamky expresBS-GFP Bylo proto pojato podéeni, Ze by exprese
RS-GFP mohla byt pr&y umkovana a pletiva by mohla vykazovat mozaikovity
fenotyp co do unteniRS-GFP

Predpokladem bylo, Ze je-RS-GFPmozaikovit umiceno v buikach rostlin R25,
regeneracdle novo by byly ziskany jednak linie s ud@nou expresi a jednak linkeS-
GFP stale exprimujici, ale nachylné k umhi, coz bylo ddim cilem prace.

Ze stedni ¢ésti rostlin linie R25 gstovanych z vrcholovychizka v in vitro
podminkach v Sigma kelimcich po dohibpzné 4-6 tydm (kap. 3.1.4.) byly sterith
odrezany pl& vyvinuté listy. Dale byly pomoci Ziletky régzany na mensi asi 1cm

segmenty aigneseny na malé Petriho misky s SIM médiem bebiatik. Segmenty
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byly kultivovany za standardnich podminek (kap..8)1se 14dennim intervalem
pasazovani.

Regenerované rostliny byly kransledovani pod mikroskopem podrobeny testu
na kanamycinovou rezistenci (kap. 3.4.4.), odhalujptipadné umieni genu

rezistenceNPTII).

4.3.2. Vysledky

% Priprava linie nachylné k umkovani:

V prabéhu prvniho kola regenerace se po asi 8sioich objevily rozsahlé
kontaminace a pokus bylo nutno zlikvidovat. Na kahmihého kola regeneraci bylo
ziskano 26 linii lilkku bramboru s obnovenou exprngsuzecasti T-DNA (genu pro
rezistenci ke kanamycinu, obnoveni exprefS-GFP nebylo prokazano).
Z mechanizmu &nku AzaC jako bloku udrZzovaci metylace byldekavana nejen
demetylaceNPTII, ale i sousedicih®S-GFP Byla v3ak vyslovena dominka, Ze
vzhledem k nachylnosti linie R28 k u¥olani nize dojit k umieni expres&kS-GFP
v pribéhu regeneraceied dosazenim celistvé rostliny. Regenerujici kalygdy proto
pii titetim kole regeneraci ihned po uplynuti doby kuttevana CIM médiu s AzaC
(=den 0) sledovany pod mikroskopem z&elém detekce iechodi obnovené
fluorescence RS-GFP (obr. 4.10.).

Fluorescence RS-GFP byla vapéhu regenerace prokazana, ovsem kalusy
exprimujiciRS-GFPpostup® oduniely a zregenerované rostliny (20 linii) z ostatnich

kalusi fluorescenci oft nevykazovaly (viz obr. 4.11. a 4.12.).
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Obr. 4.11.:Prubéh regenerace rostlin z transkriginé umléené linie R28 po oSé&eni AzaC.

(A) Buriky 4. den poirstu na CIM s AzaC(B) De¢lici se buiky 6.den na SIM, (#titko = 10Qum);

(C) Kalus exprimujiciRS-GFPR na pozadi kalusy neexprimujiRiS-GFP (D) Odumirajici kalus
z obr. C, 72 dni odipvedeni na SIM, (&itko = 40Qum).

Obr. 4.12.:Rostliny brambor regenerovanéde novo po oSefeni AzaC s rozdilnou hladinou
expreseRS-GFP. (A) List rostliny s umtenou expresRS-GFPregenerovande novoz linie R28.
(B) List rostliny dive odvozené linie R17/33 exprimujié{S-GFP (Nocarovaet al, 2010)

odvozena z vicekopiové linie R17, tftko = 10Qum).
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% Stav expreseRS-GFP u linie R25:

Regeneraaie novona SIM médiu bez antibiotik se pdda ziskat celkem 15 linii.
Tyto linie byly snimany pod mikroskopem a u vSeghalpotvrzena expredeS-GFP
(viz obr. 4.13.).

Test kanamycinové rezistence prokazal rezistenechvSregenerovanych linii
ke kanamycinu (viz obr. 4.14.). Je tedy moznocgau prav@&podobnostfici, Ze linie
bramboru R25 nebyla mozaikovitdq, protoZze vSechmyeliz ni zregenerované

exprimovaly oba transgeny.

Obr. 4.13.:Rostliny zregenerovanéde novo z linie R25. Listy dvou vybranych linii exprimujici

RS-GFP Sipky znazatuji jadra, ve kterych je GFP kumulovéano gfitko = 10Qum).

: s
. o x_\?:\\\\. D

Obr. 4.14.Test kanamycinové rezistence na listech linii odvenych z R25. (A)Linie R17/33
(K"). (B) wt — cv. ‘Désirée” (K. (C) Odvozena linie. 11.(D) Odvozena linie. 12, (nefitko =

2 cm).
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4.4. Vliv kultiva énich podminek a oSet Ffeni na indukci
uml éovani exprese transgen U u vicekopiové linie
bramboru R17/33 nachylné k uml ¢&ovani

transgen

4.4.1. Vystaveni stresovym podminkam

Cilem bylo vystavit rostliny bramboru kratkodobstresovym podminkam
v pribéhu regeneracede novo a posoudit jejich vliv na miru ugdvani

zregenerovanych rostlin.

4.4.1.1. Popis a uspo fadani pokusu

Jelikoz se nepodido regeneracte novo(z umkené linie R28) po oSatni AzaC
odvodit jednokopiovou linii s obnovenou exprd3s-GFP nachylnou k undovani,
byla na tyto pokusy pouzita linie R17/33. Tatodimbsahujici ¢kolik kopii transgenu
byla odvozena Dr. Nocarovou reaktivaci pomoci Azankené linie R17. R17/33
tak umo#uje studovat vliv kultivénich podminek na miru ugdvani nachylného
transgenu, nedovoluje nam vsak pratadamyslené analyzy metylace T-DNA
hydrogendii¢itanovym sekvenovanim, pravz divodia vétSiho pd@tu zalenénych
kopii.

Ze stedni ¢asti rostlin linie R17/33 gstovanych z vrcholovychiizka v in vitro
podminkach v Sigma kelimcich po dobtibpzné 6 tydmi (kap. 3.1.4.) byly sterith
odrezany pl& vyvinuté listy. Dale byly pomoci Ziletky régzany na mensi asi 1cm
fragmenty a peneseny po asi 6 kusech na malé Petriho misky (a§h)k
s modifikovanym SIM médiem (viz tab. 4.3.) bez hiaiik. Fragmenty byly
po preneseni na klasické SIM (nebyly-li namm jiz kultivovany; viz tab. 3.2. a 4.3.)
kultivovany za standardnich podminek (kap. 3.1.46 14dennim intervalem
pasazovani. Regenerované celistvé rostliny byly qminziletky odezany z kalus
a kultivovany na LS médiu ve 100ml Erlenmeyerovyadikach (viz kap. 3.1.4.).
Jakmile se vyvinuly prvni &Si listky, byly rostliny pozorovany pod mikroskope
a byla vyhodnocena mira expréd8-GFP
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Tab. 4.3.:Stresové podminky Ehem regeneraceale novo linie R17/33.

varianta stresovy koncentrace oproti | doba pasobeni
stresu faktor standardnimu SIM stresu [hod]

A nizka hladina glukézy 0,2% 72

B vysoka hladina kanamycinu250 mg/l 72

C vysoka koncentrace NaCl 100 mM 72

D nizka teplota (5°C) standardni SIM 24

E vysoka teplota (45°C) standardni SIM 24

F uv standardni SIM 1/12

4.4.1.2. Vysledky

Po fiblizn¢ 4 mesicich se pod#do regeneraci ziskat 18 linii po vystaveni strAsu
(nizk& hladina GLU) a 7 linii po vystaveni stresygsoka hladina kanamycinu; viz
tab. 4.3.). Ostatni zvolena ofsti byla bd’to prilis tvrdym stresem a Zadné rostliny
nezregenerovaly (varianty stte€, F), nebo explantatyigrostly kontaminacemi
(varianty streg C, D). U rostlin vystavenych nizké hladiglukézy bylo nalezeno
7 linii sviticich hoda (jako vychozi R17/33), 4 linie svitici skal 7 linii nesviticich.
U rostlin vystavenych vysoké koncentraci kanamydiyly odhaleny 3 linie svitici
slak® a 4 linie nesvitici (viz obr. 4.15.). Opakovankpsu se zizenim neoSiné
kontrolni varianty a vySe uvedenych variant&Sim p@tem primarnich explantat
za &elem ziskani vysSiho p regenerovanych linii se #vbdi prestaveb
kultivaénich mistnosti a nadslednych kontaminaci bohuZ elaiiéa.
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Obr. 4.15.:Rostliny regenerovanéde novo z linie 17/33 vystavené stresovym podminkam.
(A7) Nesvitici linie A7.(All) Slake svitici linie All.(A2) Linie A2 svitici srovnatek
s matéskou linii 17/33. A = stresem byl nedostatek glukdB1) Nesvitici linie B1(B7) Slak
svitici linie B7. B = stresem byla vysoka konceogr&anamycinu, K — linie R17/33, Sipky
znazotiuji jadra bugk trichomi a cévnich svazk ve kterych je akumulované GFP deb

pozorovatelné, (atitko =100 um).

4.4.2. Pfechod rostlina — hliza — rostlina

Cilem bylo sledovat vliv f2chodu rostlina — hliza — rostlina na indukci ¢orBni.

4.4.2.1. Popis a uspo radani pokusu

Pri tomto pokusu bylo mySleno na prakticky aspekineho gstovani brambor.
Pri tvorbé hliz rostlinou dochazi ke z&imym morfologickym, fyziologickym
a metabolickym zgmam v hlizach, které mohou souviset i s modulacormatinu
a DNA.
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Vybrané linie transgennich brambdviz tab. 4.4.) odvozené Dr. Nocarovou byly
snimany pod mikroskopem pro kontrolu trvajici espr®S-GFR nasleda byly
pievedeny n vitro podminek do podmine&x vitro (viz kap. 3.1.4.), vzdy v gtu
2 prokderglych zkumavek na 1 Kinik. Z kazdé varianty 2 kiniky. Ziskané
dormantni hlizy byly znovu vsazeny dddy — v p&tu 4 kusi na 1 kétnik. Jeden
kvétnik na jednu variantu. Narostlé rostliny byly samg pod fluoresce&mim

mikroskopem zadelem detekce zém v expresRS-GFP

Tab. 4.4.:Struéna charakteristika vybranych linii brambor pro studium expreseRS-GFP p¥i

prechodu rostlina — hliza — rostlina.

linie charakteristika

vicekopiova transgenni linie nachylna k gavani transgein obnovena

R17/33 regeneracfle novaza fFitomnosti AzaC (tzv. reaktivaci — kap. 3.4.3.)

R1 jednokopiova transgenni linie, staldilexprimujiciRS-GFPvice nez 5 le

R10 jednokopiova transgenni linie, staldilexprimujiciRS-GFPvice nez 5 le

4.4.2.2. Vysledky

Z kvétnika s hlizami vSechit variant postup vyraSily 2-4 rostliny na kstnik.
PIr¢ vyvinuté listy byly odezany a byla u nich sledovana mira expre&GFP
a porovnavana s magkymi liniemi zin vitro podminek. ExpresBS-GFPse u Zzadné
z rostlin vSechif transgennich linii neliSila od expreR&-GFPu matéské linie (viz
obr. 4.16.). Tzn. Zetpchod &chto transgennich liniiips stadium hlizy nevyvolal

umi¢ovani exprese transgenu.

Yv&echny tyto linie obsahuiji konstrupCP6(-RSGFP v sense orientar
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R17/33a

R17/33b

Obr. 4.16.:Exprese RS-GFP u vybranych linii transgennich brambor pred a po grechodu
pires stadium hlizy. R1a, R10a, R17/33a vybrané transgenni linie brambor exprimufk$-
GFP pred gechodem fes hlizu.R1b, R10b, R17/33b- tytéz linie po pechodu pes hlizu;
Sipky znazaiuji jadra bugk trichomi a cévnich svaZk ve kterych je akumulované GFP deb

pozorovatelné, (#itko = 100 um).

4.4 3. Infiltrace antisense RS-GFP konstruktem in vitro

Cilem bylo zavést metodu infiltrace agrobaktéri@nvitro a pomoci ni indukovat
umi¢ovani expres®S-GFPv linii nachylné k umiovani.
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4.4.3.1. Popis a uspo fadani pokusu

Jako umiujici konstrukt pro linii R17/33 (popsana vyse) kpbuzit pCP60-
antiRS-GFP(kap. 4.1.1.), ktery by #h spousét posttranskripni umkovani (tvorbou
dsRNA spojenim viladken v sense a antisense orientagiobr. 2.4.).

Standardni infiltrace (viz také kap. 3.1.4.¥ @ tvorbou malého vpichu do spodni
strany infiltrovaného listu pomoci jehly. Injgki stikacka bez jehly je pakifiloZzena
k tomuto vpichu a tlakem na pist proti listu s ramlogenou o ukazovak druhé ruky je
infiltra¢ni roztok vtl&en do mezenchymu listu bez jeheétsiho posSkozeni. VSe
probih&ex vitrg nesteril®.

V naSem pipadt jsme chili rostliny péstovat i nadalesterilng, za &elemde novo
regenerace rostlin fiznych ¢asti infiltrované rostliny. Bylo by tak mozné ziska
informace o stabilt umkeni u fznych linii v disledku Sieni umtujiciho signalu,
vlivu infiltrované oblasti na jiz vytvieneé listy¢i listy narostlé az po infiltraci.

Linie R17/33 byla pro petby infiltrace gstovana ve 2 Sigma kelimcich po
7 rostlinach narostlych z vrcholovyéfeka po dobu piblizné 6 tydni. Nejprve byla
vyzkouSena metoda infiltracén vitro. Friprava infiltr&aniho roztoku vychazela
ze standardni fjpravy agrobaktéria (kap. 3.4.1.5.), ovSem vSechngky byly
provadny vysoce sterila Kelimek¢. 1 slouZil jako kontrolni — rostliny zZpnebyly
transformovany. Viko z kelimkw. 2 bylo asi na 10 minut odkryto stegin
ve flowboxu, aby rostliny mighpovadly a lépe pakipimaly infiltracni roztok. Jedna
rostlina z kelimku byla vybrana jako testovaci, pnoleni nejvhod§sSi techniky
odstiZzena piblizné polovina listovécepele, tak abychom mohli pagdurcit, které
listy byly infiltrovany. Listy nad nim, také pinvyvinuté byly pouZzity k testovani
raznych technik infiltracén vitro (viz tab. 4.5.).

Pomoci techniky uvedené vtab. 4.5 pod bodem 4 lfiltrovano v témze
kelimku zbylych 6 rostlin. VZzdyastcepele jednoho listu zeistnic¢asti rostliny byla
ustizena (= referetni list) a prvni list nad timto byl infiltrovan. $vaci rostlina
byla odstratna. Rostliny byly v pibéhu ¢asu snimany pod mikroskopem a byla

sledovana mira exprefs-GFP
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Tab. 4.5.Techniky infiltrace list & transgennich bramborin vitro umléujicim konstruktem.

list technika infiltrace

z listovécepele byla otkzana Sgka a na vzniklodeznou plochu byl injetni
stiikackou injikovan infiltraéni roztok

na abaxialni stranlista byly vytvoreny 4 povrchovéezné rany, na které byl

2 injikovan infiltra¢ni roztok tak, abyistal na této plose

3 |V horni polovir listu byl vytva‘en jeden vpich, na ktery byl injikovan infilthai
roztok, tak aby tam ufb

4 |V horni poloviné listu bylo pomoci jehly na skikaéce s infiltraénim roztokem

vytvoieno rékolik vpich a za sowasného vypoudni infiltra ¢niho roztoku

na abaxialni stranlistu v jeho horni polovi&ibyl vytvoren maly vpich,
5 | prostednictvim kterého byla snaha tlakem na pist pioiex injikovat roztok do
mezofylu

4.4.3.2. Vysledky

Jako nejvhod§si technika infiltracein vitro byla zvolena technika 4 —€kolik
vpichi jehlou do horni poloviny listu za séasného vypoushi infiltracniho roztoku z
injekeni stikacky (tab. 4.5.). Ukazala se byt jednou z nejmdastruktivnich technik
(oproti vice destruktivnim technikdm 1 a 2), &aré (¢inna (technika 3 se jevila jako
nedostaténd) a malo pracna, navic s nizkym rizikem kontawiirfeechnika 5 byla
nara@na na nastroje, manipulaci a s vysSim rizikeffpgdnych kontaminaci; viz
obr. 4.17.)

Pomoci techniky 4 se poidla infiltrovat 6 rostlin, jejichZz listy byly nasbine
pozorovany pod mikroskopem. Fluorescence byla ulimosejprve sledovana
ve 3dennich, poz§l ve 1l4dennich intervalech. Celou dobu vSak nebghtrné
vyznamné rozdily v expredRS-GFP mezi infiltrovanymi rostlinami a rostlinami
kontrolnimi, neinfiltrovanymi (pouze doslo k mensisniZeni expredeS-GFPv listu
pod infiltraci a v infiltrovaném listu; viz obr. #8). Teprve po 45 dnech od infiltraci
poklesla oproti kontrole vyraZnintenzita fluorescence tii ttypa sledovanych list —

v infiltrovaném listu, listu nad mistem infiltraegemladém, po infiltraci narostlém listu
(viz obr. 4.19.).

BohuZel dlouho trvajici negativni {gh pokusu ve smyslu nezmené miry

exprese RS-GFP vyvolal podeteni na Spath zaloZzeny pokus a rostliny byly

po odigru poslednich vzork k mikroskopovani zlikvidovany. Nemohlo byt tedy
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pristoupeno k regeneracim rostlintznych ¢asti rostlin a ke sledovani expreR&-

GFP u regenerarit

Obr. 4.17.:Vliv r Giznych technik infiltrace listi transgennich bramborin vitro umléujicim

konstruktem na pletiva. (1-5) Jednotlivé techniky infiltrace — viz tab. 4.5. refeferekini list
s ustizenym okrajem, pro 1, 3, 5, ref; éftko = 200 um); pro 2: (&fitko = 500 um); pro 4:

(mefitko = 1 mm).
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Obr. 4.18.:Exprese RS-GFP u riiznych listi rostlin infiltrovanych uml &ujicim konstruktem.

(A) Referegni list — prvni pod infiltrovanym: na trichomu padr snizend expreséFP. (B)
Infiltrovany list: na trichomu patrna snizena exy@&FP. (C) Prvni list nad infiltrovanym(D)
Mlady list na infiltrované rostli&s nezrdinénou expresGFP; Sipky znazaituji jadra busk trichomi

a cévnich svazk ve kterych je akumulované GFP delpozorovatelné, (&iitko = 200 um).
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Obr. 4.19.: Exprese RS-GFP u riznych listi rostlin 45 dni od infiltrace umléujicim

konstruktem. (A) Referekini list — prvni pod infiltrovanym(B) Infiltrovany list: celkow patrna
snizena expres&FP. (C) Prvni list nad infiltrovanym(D) Mlady list na infiltrované rostli#& se
shizenou expressFP (srovnani s obr. 4.18.DJKs) List neinfiltrované R17/33 odpovidajici svou
polohou na stonku a $tén referednimu listu infiltrovanych rostlin(Km) Mlady list neinfiltrované
R17/33; Sipky znazauji jadra busk trichomi a cévnich svazk ve kterych je akumulované GFP

doke pozorovatelné, (&iitko = 100 pm, &Km aD — n¥titko = 200 um).
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5. Diskuze

5.1. Zavislost miry uml €ovani transgenu na uspo Fadani

T-DNA a charakteru transgenu

Jednim z cil diplomové prace bylofjpravit expresni konstrukty, transformovat
jimi tabakovou bu&tnou linii BY-2 a porovnat mezi variantami miru wovani.
Rozdily mezi variantami by mohly pomoci poodhabkitvislost umtovani transgein
na charakteru T-DNA. Tento poznatek by poslézeapikovat do praxe — ,spravné“
navrzeni dané T-DNA by rovnou sniZzovalo prgwidobnost unteni transgenu
vnaseného do rostliny.

Mnoho studii rozkrylo imou spojitost mezi mirou ugdvani a mirou exprese
transgenu (nap Queet al, 1997; De Bolleet al, 2003). V molekularni biologii jsou
diky svym vlastnostem zhusta vyuzZivany promotovglmi vysokou mirou exprese,
odvozené zrostlinnych vir V buikach pak dochazi kintenzivni transkripci,
doprovazené zvySenou prapddobnosti nedostateé terminace transkripce.
Vysledkem jsou aberantni transkripty (zejména balg-A konce), které mohou byt
rozpoznavany rostlindm specifickymi RNA dependentriRNA polymerazami, které
k aberantnim transkripin vytv&eji komplementarni viakna. Vzniknuvsi dsRNA pak
vede k posttranskrgmimu uméovani daného transgenu (kap. 2.1.3.; leicChen,
2007). 1 v rostlinach existuji geny, jez jsou saisu mirou transkribovany, jak ovsem
rostlina rozeznaffpadné vlastni aberantni transkripty @dht cizorodych neni zela
jasné (Sohn, 2011). Jisté je, Zze RNA dependentnA RiMlymeraza ,soutzi“

o aberantni transkripty s exosomalni degéadadrahou, a tedy jen zZkterych
aberantnich transkrifpise vytvdi dsRNA spousjici PTGS (Moazed, 2009).

Exprese transg@nje kronme vlastniho charakteru T-DNA ovlivovana i pozinim
efektem (mistem zéeréni T-DNA; van Bloklandet al, 1994; Kimet al, 2007)

a patem vnesenych kopii T-DNA (Hobbet al, 1990; Nocarovéet al, 2010).
V uspdadani naseho pokusu by alélmoyt vzhledem k vysokému ptu hodnocenych
linii vliv téchto faktofi zanedbatelny, jelikoZz z podstatyfeposu T-DNA
agrobaktériem by #hy mit vSechnyit konstrukty stejnou prawgodobnost zdereni
do heterochromatinovych stéjiako do euchromatinovych oblasti, v jedné i veevic
kopiich. Prvnim zajimavym pozorovanim byiadow vysSSi @&innost transformace

u variantypCP60-RS-GFmeZ u ostatnich dvou variant. Diky tomu bylo tak@&tsi
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mnozZstvi transgennich linii (240) odvozeno grawéto varianty (tab. 4.2.). VSechny
téi varianty transformaci byly provédy sokasr, za stejnych podminek, se stejnym
materialem. JelikoZz se ale pouzité konstrukty ngl& hlediska rezistemiho genu,
ktery by mohl ovlivnit @innost transformace, je praygbdobné, Ze pozorovany rozdil

v IKinnosti je disledkem gjakého rozdilu v postupu transformace. Jedina chyba
metodického charakteru mohla nastati gpromyvani suspenze agrobaktéria
a tabakovych busk pres filtratni aparat Nalgene (kap. 3.4.1.404st bugéné linie
BY-2 totiz ulpivala na mlyngkém hedvabi, které se k filtraci pouzivalo, a daeio

tak ke ztratam. Pro potvrzewi vyvraceni této pracovni hypotézy by bylo nutné
experiment zopakovat.

Cilem pokusu bylo posoudit vliv kddujici sekvenaansgenu a transkripci
promotorové oblasti na miru utevani. Srovnani intenzity fluorescence u vSé¢ehh
variant ukazalo, Ze intenzita fluorescence E-GRRjuice sviticich transgennich linii
pCP60-E-GFPje vyrazre vySSi nez u nejvice sviticich transgennich [p@iP60-RS-
GFP (obr. 4.7.B.). Ob varianty zeleného fluoresaariho proteinu se na urovni
proteinu liSi jen #kolika aminokyselinovymi substitucemi, ale na UrofidNA byla
sekvenceE-GFP masivre optimalizovana (humanizovana) pro expresi Vv ligsky
buikach (Bierhuizeret al, 1997). Porovnani studie Bierhuizeeaal (1997) také
ukazuje vysSi miru intenzity fluorescence u vaiGIER ve srovnani s var. RS-GFP.
VySSi intenzita fluorescence E-GFP neni tedy pfpedobr dana jeho vysSi mirou
exprese. | festo by pro vyvraceni veskerych pochyb byloiglod izolovat proteiny
ze srovnateld (co do intenzity signalu) sviticich transgennicii BY-2 obou variant
GFP a porovnat hladiny protein

Co se tye zastoupeni linii s ugnou expresGFP v ramci variant, prokéazaf®
test statisticky pitkazny ¢ = 0,05) rozdil mezi srovnavanymi variantap@P60-RS-
GFP apCP60-E-GFP To potvrzuje naSi hypotézu, ze kodujici sekvegereu v tomto
piipact miuze mit vliv na miru undovani. Zde vSak vyvstavaji diré pochyby, zda-li
nemize byt vysSi mira urbvani u varianty €-GFP dana vySSi primarni mirou
exprese transgenu, neb@ u neumienych linii pozorovana si#si fluorescence. T-
DNA nesouci gen pro E-GFP byla ale vytsoa zcela identicky s T-DNA nesolR$S-
GFP, wetrg 5’'nepekladané oblasti. Navic je podle studie Bierhuizenal (1997)
vySSi intenzita fluorescencéakavatelna.
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Rozdil v mfe umEovani mezi variantampCP60-RS-GFRa pCP60-RS-GFP-DP
byl statisticky nepikazny ¢ = 0,05), coZ neni v rozporu gyodni hypotézou, dle niz
bylo otekavano, Ze tandemové uspdani promotdr pied sekvenciRS-GFP
(PNOS::p35S::RS-GFHPzpisobi ¥tSi miru umtovani na transkrimi Urovni, diky
transkripci promotorové oblastB% a tvork¥ sekundarnich siRNA, které naslédn
zprostedkuji RADM 35S promotoru (vice v kap. 2.1.3.2.2.; Daxingdral, 2009).
Frekvence primarniho postranskimpho uméovani se vSak u srovnavanych
konstrukfi nemusi liSit. Testovani reaktivovatelnosti expr&®GFPu vybranych
umi¢enych linii obou variant vSak rozdil viai transkrigniho umtovani
neprokazalo, coZz mohlo byt #gobeno tim, Ze hypotéza neni sprawnaalSimi

duvody, které budou analyzovanii galSim studiu.

5.2. Priprava transgenni linie bramboru néachylné

k uml éovani s jednou kopii T-DNA

Jednim z dalSich dil této diplomové prace bylo ziskat transgenni liidku
bramboru s jednou kopii T-DNA obsahujici gen B®-GFR nachylnou k undiovani
transgefn. Pra¢ jedna kopie T-DNA na genom rostliny ndm umoZninpl&ané
analyzy metylace transgenu hydrogédganovym sekvenovanim (Frommet al,
1992). Transgenni linie s nestabilni expresi transgv ptibchu ¢asu jsou nevhodné
pro k&Zné vyuziti. V naSem ifpac naopak mohou poslouzit ke studiu vlivu
kultivacnich podminek a odeni na indukci untovani. Nekteré no¥jsi studie totiz
odhaluji vyrazny vliv vijSiho prostedi (abitocky stres, nedostatek Zivin apod.)
na spousni umkovani (Sunkaret al, 2007; Zhaoet al, 2007). LepSi pochopeni
mechanizmi spoudni umkovani ndm umozni dnn¢ selektovat linie nachylné
k umkovani a ziskat tak rychle linie s dlouhodobou $telgixpresi transgenu.

Existenci linii transgennich brambor nachylnych nddovani prokazala také
studie Dr. Nocarovét al (2010). Po transformaci rostlin lilku bramborunktruktem
obsahujicimNPTII a RS-GFPdoSlo u ®gkterych linii v pfibehu ¢asu k divéjSimu
¢i pozckjSimu umteni expres&FP a nasled& i NPTII na transkripni arovni. Ostatni
linie exprimovaly oba geny dlouhoddlstabilré. Umlicovani ged na transkripni
arovni je doprovazeno metylaci promotorovych objagteré #ejm¢ predchazi
metylace transkribované sekvence (Daxinggr al, 2009). B replikaci DNA
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je metylace udrzovany pomoci DNA cytosin-5-metyisteraz, péemz kl¢ovou roli
zde hraje MET1 (Finnegaet Dennis, 1993; viz kap. 2.1.2.2.), kterou Ize inhito
aplikaci 5-azacytidinu, jak naztik jiz prace Santiet al (1984). Nocarové&t al
(2010) vyvinuli metodu regenerade novoza gechodného oS&ni AzaC, ktera vede
k cast&né reaktivaci undlenych transgaehu regenerovanych rostlin..

Pomoci této metody byly v ramciqakladané prace regenerovany rostliny z linie
R28, jez mila umkenou expresi obou vySe zmifrych geri. Nasledné pozorovani
regenerarit pod mikroskopem ovSem neprokazalo expiRS-GFP.Jako seleini
agens byl pouzit kanamycin — u rostlin, které regewaly a rostly na kanamycinu,
muselo tedy dojit k demetylaci promotoru kontralihp gen proNPTII (zajig'ujici
rostlindm rezistenci&i kanamycinu). PronedoSlo i k demetylaci genu pRS-GFP
neni jasné. Byla ovSem vyslovena hypotéza, zdae-lexpreseRS-GFP neaktivuje
pouze kratkodob a neZli zregeneruji celistvé rostliny, zda nedof®t k jejimu
umi¢eni na posttranskr§mi Urovni (viz kap. 2.1.3.2.2.). Pokus s regenedscinovo
po oSeteni AzaC byl proto opakovan dipadna pechodna aktivace expreBS-GFP
byla sledovana ihned pagneseni na seléki SIM médium. Jak je patrné z panelu
obrazki ¢. 4.11. u gkterych bugk opravdu doSlo k obnoveni expreRB&-GFR jak
dokumentuji svitici jadra btk a pozdji i fluorescence u &kolika malo celistvych
kalugi. Svitici kalusy byly sledovany po celou dobu regani, ale nakoneciip
posledni kontrole, 72 dni poigvedeni na SIM médium, byl i posledni ofra
za oduniely. Nejednalo se o kontaminaci — v okoli regenatpwalSi kalusy, ovSem
bez viditeIné expresBS-GFP Lze se domnivat, Zze vzhledem k regeneraci naunédi
s kanamycinem doslo k uteni expres®PTIIl, nasledkentehoz kalus oduiel.

V piipact linie R28 je tedy pravwpodobré reaktivaceRS-GFP pomoci AzaC
pouze kratkodobé a velice zahy dochazi &@mému umieni. Z €chto divoda se
nam nejspiSe nepaidla ziskat reaktivaci linie R28 jednokopiovou trgeani linii
nachylnou k umidovani transgei pro dalSi planované pokusy. Pro bliZzSi pochopeni
mechanismu reaktivace a @pvného umideni by ovSem bylo dobré analyzovat
metylani vzor regenerovanych rostlin vihu ¢asu. V tomto ohledu jiz byly
provedeny prvni kroky — byla izolovany DNA z rostlziskanych zahy po regeneraci
za gitomnosti AzaC a nasledrs odstupem jednoho roku a podrobena ve spolupraci
s Dr. Dvaékovou modifikaci cytozih pro hydrogengicitanové sekvenovani

(Frommeret al, 1992). Nyni zbyva vyhodnotit ziskané sekvenace.
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Vzhledem k opakovanému negéshu i reaktivaci linie R28 byla v kolekcich
linii pfipravenych Dr. Nocarovou hledana jina linie, naadyk uméovani, kterou by
Slo pouzit pro obnoveni exprese transgenu. Shokiolmasti (i jinych pokusech bylo
pii pozorovani fluorescence RS-GFP u linie R25 (s¢edkopii T-DNA) vzneseno
podezeni, zda-li u této linie, dosud stakilrexprimujici NPTII, resp. RS-GFR
nedochazi prav k procesu undovani. Cast bugk sice vykazovala fluorescenci,
v nékterych buitkach se zdéla exprese nedetekovatelna.. Bylo romttogrozkoumat
aktuélni stav exprese transgem této linie.Rada studii nazraje vznik umkujiciho
signalu v utitych buikach a jeho naslednéiéini rostlinou (Voinneet Baulcombe,
1997; Voinnet, 2005). &které buiky v ,podezelé” linii R25 by tedy mohly byt jiz
umic¢eny a jiné nikoliv. Regeneracie novoby se pak mohlo poda piimo ziskat
vedle jiz uméenych linii i kyZené jednokopiové transgenni linigachylné
k umkcovani. Tento fedpoklad se ovSem neprokazal. U vSech zregenerovangtlin
z matéské R25 byla pod mikroskopem prokazana fluoresceacenasledny
kanamycinovy test potvrdil i expresi geNWPTII (viz obrdzky 4.13. a 4.14.). Exprese
RS-GFP se u linie R25 tedy jevila mozaikovitou pré&podobr@ vinou svého
aktualniho fyziologického stavu (Dovet al, 2001; van Leeuweet al, 2001).

5.3. Posouzeni vlivu kultiva ¢énich podminek a oSet feni
na indukci uml €ovani transgen G u linie nachylné k
uml €ovani

Cilem tétocasti prace bylo nalézt podminky oSeteni, @i nichz by pravidela

dochéazelo k rychlému ug@ni exprese transgenu u linii nachylnych kdenml. To by
umoznilo takto efektivé selektovat transgenni linie s vysokou stabilitoiprese
transgenu ihned po transformagimz by se vyrazh zrychlilo a zjednodusilo
hodnoceni linii, vetre jejich naslednéhotfpadného fevodu do polniho testovani.

JelikoZz se nepodio ziskat transgenni linii nachylnou k urolani reaktivaci

s pomoci AzaC z linii R28i R25 byla nakonec pro nase&ely pouZzita jina transgenni
linie s obnovenou expresi — R17/33. Tuto linii, [akdo zmiréno dive, odvodila Dr.
Nocarova. Jeji drobna nevyhoda &pé ve ¥tSim pa@tu zalenenych kopii T-DNA
na genom (Nocarovét al, 2010), ktera znemaije planované analyzy metylace T-
DNA.
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V piedchozich experimentech pro¢agich nareSitelském pracovisti bylo zj&to,
Ze aplikace stresovych podminek na intaktni rostlm vitro nevede ke z#mam
v expresi sledovanych transgenProto bylo v ramci fedkladané prace stresove
oSeteni kombinovano s procesene novo regenerace. @b aplikované stresové
podminky, které vedly k regeneraci rostlin, vyvglal ¢asti odvozenych linii zgmu
v expresiRS-GFP Po prvnim kole regeneraci se ovSem nefpiladaiskat dostatay
pocet jedind, jejichz analyza by dovolovala vyvozovat jasné érgv Nasledné
opakovani pokusu i se izenim neossné kontroly, kter4 byla testovana jen
v piedchozich experimentech dr. Nocarové (nepublikoverysledky) selhalo
na kontaminacich pochéazejicich pr&vddobré z rozsahlych festaveb interiér
budovy ve Vinéné 5. Je tak mozné vyvodit pouzeékalik predEznych zawra.
Stresové podminky &y jednoznany vliv na expresiRS-GFR a to spu&nim
umi¢ovani RS-GFR u rekterych odvozenych linii, jak dokazuje panel obazkl5.

U varianty stresu v podélnedostatku glukozy byl ziskan stejny gwrinii sviticich

jako matéska R17/33 a linii nesviticich. MenSi mnoZstvi afslch linii vykazovalo
slabSi expresRS-GFP- jist bude zajimavé déale sledovat sdatvitici linie, jestli
pocase umldi expresiRS-GFPdefinitivné, nebo proveést analyzuipmnosti malych
RNA u linii sumEenou expresi a odhalit tak ar@veumiceni (transkripni

¢i posttranskripni).

U varianty stresu v podébvysoké koncentrace kanamycinu nebyla dokonce
odhalena zZadna linie ze 7 odvozenych, ktera by agkaa stejnou miru exprese jako
linie matégska. Pouze 3 linie exprimovaRS-GFPna nizké hladi&a u 4 linii nebyla
fluorescence #bec detekovana.

Pokud by se opravdu i za pouzitit§iho p@tu vstupnich explantéta zisku vice
linii potvrdil tento vyrazny vliv pouzitych strespeh faktofi (zejména kanamycinu)
na miru exprese transgenu a zatovee ukazalo, Zze exprese u linii stabiln
exprimujicich ovliviéna neni, mohla by aplikace uvedeného ie$gtna nov ziskané
transgenni linie dovolit relatigénrychly vybsr linii stabilnich v expresi sledovaného
transgenu.

DalSim aplikovatelnym poznatkem o wwvani transgeinbylo sledovani exprese
transgenu  prechodu rostlin siiznou nachylnosti k urdbvani (R1, R10, R17/33 —
viz tab. 4.4.) pes hlizu zpt k rostlins. Pokusy neodhalily zémy v expresiRS-GFP

ani u jedné zlinii. Jist tyto vysledky nelze zobeovat pro jakykoliv transgen
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a jakoukoliv linii, ale i tak nazrtaiji ve srovnani se z¢nou exprese po aplikaci vyse
uvedenych stresovych podminek, Ze pggeadiobré vnéjSi podminky prosedi budou
vice ovliviovat expresi transgenu nez fyziologickéémyna arovni vlastni rostliny.

Cilem metody infiltrace antisense konstrukt@@P60-antiRS-GFFPoylo zavést
efektivni metodu infiltracen vitro a u infiltrovanych rostlin nachylnych k udavani
sledovat dynamiku urmbvani v ramci rostlinnych pletiv afgchod PTGS na TGS.
Kritéria pro vykEr techniky infiltracein vitro z ntkolika testovanych (viz tab. 4.5.)
byla zejména fljatelnd mira destruktivity pro infiltrovany lissnadna proveditelnost,
nizka pravdpodobnost kontaminaci a dostatg kontakt infiltra&niho roztoku
s poragnym listem. Jako nejlepSi vtomto ohledu se jevdahnika 4 ztab. 4.5.
U infiltrovanych rostlin byla proti neo&einé kontrole sledovana #2ma v expresRS-
GFP, Ize se tedy domnivat, Ze zavedena metoda idiravitro byla UsgsSna. Pokus
nebyl ani z vijSku kontaminovan.

Zpocatku sledovani miry expredeS-GFP v listech infiltrovanych rostlin bylo
pOzorovano jen nevyrazné snizeni expr@SeGFP Zpétné vzhledem k vysledikm,
kdy u 3 typ sledovanych list (tj. infiltrovany, prvni nad infiltrovanym a mladyst
narostly o infiltraci; viz kap. 4.4.3.2.) doSlo @& dnech k velmi vyraznému poklesu
expreseRS-GFPse Ize domnivat, Ze prvotni snizena exprese bgadfpodobrg jiz
piiznakem poinajiciho umiovani Sfeného floémem. Infiltrovana linie R17/33
nachylnd k umiovani obsahuje 6 kopii T-DNA #znrénych na genom (Nocarova
et al, 2010), je tedy mozné, Zedaeni pokles v jinak velmi vysoké expréB5-GFP
dané pouzitym CaMV 35S promotorem &f@on kopii na genom, mohl byt vyvolan
praw spoustnym posttranskrgnim umbovanim. Je vSak ale mozné, Ze svou roli
ve snizeni expres®S-GFP hralo i agrobaktérium, pomoci¢moz byly rostliny
infiltrovany. Zde je patbafici, Ze bohuzel nebyla zavedena kontrola, jez bia by
infiltrovana agrobaktériem nesoucim ,prazdny” vek(tzn. neobsahujici antisense
konstrukt), a ktera by tak vyvratila moznost ne#ipg@ho spudtni umkovani RS-
GFP vlivem infekce agrobaktérieper se

Pokus se sledovanim 2m v expresiRS-GFP byl po odkru listki z posledni
infiltrované rostliny (tj. 45 dni od infiltrace)likvidovan. Nemohly tedy byt provedeny
zamySlené pokusy s regeneracemi infiltrovanychlinroste novg z listi z niznych
pozic na rostli vzhledem K infiltrovanému listu, sledujicigpéh umkovani a jeho

Siteni rostlinou. Do budoucna bychom &hpokus s infiltracemi zopakovat €t&im
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poétem rostlin a zavedenim zhwvané kontroly R17/33 infiltrované prazdnym
vektorem. Naslednbude provedende novoregenerace rostlin z lisk niznych pozic

na rostlirg (viz vySe) a porovnana mira expréd8-GFPu jednotlivych regeneraint

5.4. Budoucnost RNAI

Zpocatku se zdaly byt isledky RNAiI molekularnim biologn rostlin spise
na obtiz, ovliviujice negativa expresi vnasenych transgea interferujici tak sadou
aplikaci, které vyzaduji stalou vysokou hladinu rese. Se zlepSujicimi se znalostmi
v problematice undbvani geii/transgefl se ale z&ly objevovat prvni studie pinsi
uvedomuijici Siroké moznosti RNAI pro citlivou kontrolexprese gen (Vance
et Vaucheret, 2001).

Zejmeéna u rostlin jsou poznatky ze studia RNAiziusta aplikovany ve Sleemi
rostlin — nap. za &elem zvySeni tolerance k abiotickym a biotickynesim, zlepSeni
nutricnich vlastnosti plodin, inaktivace alergedti tvorby toxickych latek, zvySeni
odolnosti plod ke skladovani, modulace bartiyviné kvétu, modulace sekundarnich
metabolifi, produkce bezsemennych 6dra mnohych dalSich (shrnuto v Jagtaal,
2011).Rada studii byla Uggna, nap zvy3eni kyselin olejové a stearové v semenech
baviniku (Liuet al, 2002), produkce bezkofeinové kavy (Ogitaal, 2004), zvySeni
produkce karotenoida flavonoidi v ragatech (Davuluret al, 2005), vznik rezistence
slivorg Svestky k viru Sarky Svestek (Higt al, 2007)¢i ananasoveho melounu K viru
krouZkovitosti papaji (Krubphacchagaal, 2007) a mnohé dalsi.

Studie poslednich let se u rostlin zdgnji na detailni popis mechaniznkRNAI —
nag. na lokalizaci komponent aparatu RdDM vramci @adLi et al, 2008)
¢i identifikaci dalSich proteiln U¢astnicich se RADM (Gaet al, 2010; Zhenget al,
2010). Velka pozornost je takéénovana studiu miRNA, jakoZto endogennich
regulatofi genoveé exprese a to nejen ve Sleahtostlin (shrnuto v Liet Chen, 2010;
Reichelet al, 2011), ale hlavhu Zivaticha, kde byla zjistna spojitost meziadou
chorob a modulaci genové exprese prembtictvim miRNA (Luet al, 2005; Voliniaet
al., 2006; Lanfordet al, 2010). Nkteré studie se také zabyvaji strukturnimi
analyzami jednotlivych komponent aparatu RNAI (BieeDoudna, 2009).

Ackoliv je naSe poznani mechani@rRNAI jiz na velice dobré urovni, je zde cela

fada otazek dosud nezodpmena — jako ndjklad jakym zmisobem jsou chromatin
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remodulujici proteiny navé&dy k chromatinu. Svou roli zde mohou hrat asociace
s dalSimi zatim neznamymi proteiny — &jad se v tomto ohledu jevi u huseéki
kupt. protein SPT5L/KTF1 (Rowleyet al, 2011). Nebo jakym Zsobem jsou
modifikatni enzymy rekrutovany, jak mohou miRNA regulovabswlastni expresi

nebo jakym zpsobem interaguji jednotlivé komponenty RNAI harrych drovnich.
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6. Zavery

Tato diplomova prace navazala naqchozi vysledky Dr. Nocarové zabyvajici se
variabilitou v expresi a urdbvani transgeh v rostlinach bramboru a v tabakoveée

burs¢né linii BY-2.

i) Byly pripraveny 2 expresni konstrukty, jez byly poslézelsps tetim, jiz dive
piipravenym, Usgsre transformovany do bwtiné linie BY-2. Pod#lo se prokazat,
Ze mira umiovani transgenu je zavisla na jeho nukleotidovévesedi. Dikim
vystupem bylo zji&ni, Ze intenzita fluorescence u varianty fluoregoém proteinu
E-GFP je ve shads Bierhuizenenet al. (1997) i @ excitaci modrym sétlem
vyrazre vySSi oproti v laboratostandarda vyuzivané variagtRS-GFP. Nepoddo
se potvrdit spojitost mezi transkripci promotoraekvence a indukci ug@dvani

na transkripni drovni.

i) Z linie bramboru R28 s urménou expresi vnesenych gese pomoci metody
regeneracale novopo oSeteni 5-azacytidinem (zacélem ziskani jednokopiové
transgenni linie nachylné k utolvani) podélo ziskat pouze linie s obnovenou
expresi NPTIl genu. ReaktivaceRS-GFP byla prokazana pouze &hsre
v regenerujicich kalusech, kde byla nastedahy uméena. Vhodnost transgenni
linie bramboru R25 k ziskani jednokopiové linie mdné k uméEovani se

nepotvrdila.

iii) Pfi testovani vlivu vybranych faktérna indukci a miru unibvani u vicekopiové
linii R17/33 nachylné k unibvani bylo zjis&¢no, Ze vysoka koncentrace kanamycinu
¢i nedostatek glukdzy v pbéhu regeneracale novovelmi vyrazié snizuji ¢i
umlCuji expresiRS-GFPa mohly by tak po dodateém statistickém vyhodnoceni
na WtsSim pd@tu jedindi slouzit v praxi k ,,odfiltrovani® linii nachylnyck umkovani
a selekci linii dlouhodab stabilre exprimujicich transgen. i€chod vybranych
transgennich linii brambor 8znou nachylnosti k urdbvani ges dormantni stadium

hlizy neprokéazal vliv na urdbvani exprese transgenu.
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iv) Byla zavedena efektivni metoda infiltrage vitro agrobaktériem nesoucim
uml¢ujici antisens&kS-GFPkonstrukt, jenz byl takéfpraven v ramci fedkladané
prace. Studium infiltrovanych rostlin prokazaleesii uméujiciho signalu rostlinou
az po 45 dnech od infiltrace.
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