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Abstrakt

Lilek brambor (Solanum tuberosum) je z hlediska lidské spotieby tieti nejvyznamnéjsi plodinou
na svété. Pochopeni regula¢nich mechanismt kontrolujicich zaklddani hliz ma tedy kromé
teoretického 1 prakticky vyznam. Tuberizace S. tuberosum je komplexni morfogenni proces
regulovany jak podminkami prostfedi, tak vnitinimi poméry v rostliné. Environmentalni
podminky regulujici nastup tuberizace jsou jiz dlouho zndmy, nicméné molekularni podstata
iniciace tvorby hliz zacala byt odhalovana teprve nedavno, a to zejména s vyuzitim divokého
poddruhu S. tuberosum subsp. andigena. Diilezitou komponentou komplexni sité¢ regulacnich
drah kontrolujicich néstup tuberizace jsou mj. BELL transkripéni faktory. Cilem této prace je
vychylit rovnovahu mezi hladinami BELL transkripénich faktort indukujicich a reprimujicich
tuberizaci smérem k podpofteni iniciace tvorby hliz u vybranych odrid kulturniho poddruhu
bramboru Solanum tuberosum subsp. tuberosum (kultivary Kamyk a Korela). Pro dosazeni
tohoto cile byly odvozeny transgenni linie s vnesenym konstruktem obsahujicim cast
kédujictho useku StBELII resp. StBEL29 v antisense orientaci (AS) pod kontrolou
konstitutivniho promotoru a linie nesouci konstrukt obsahujici kompletni sekvence genil
StBEL5+StPTB6 pod kontrolou nativnich promotorii. Cilem vneseni prvnich dvou konstruktt
v antisense orientaci je prostfednictvim RNA interference snizit hladinu StBELI11, resp.
StBEL29 piisobicich jako represory tuberizace. Vneseni konstruktu StBEL5+PTB6 by mélo
vést k mirnému navySeni hladin StBELS a StPTB6. U dvou nezavislych linii S. 7. tuberosum
cv. Kamyk nesoucich StBEL11 AS bylo potvrzeno snizeni hladiny StBELI1 transkriptu
poctu hliz a vynost. Déle byla u téchto linii v listech stanovena hladina vybranych transkripta
souvisejicich s regulaci tuberizace. Hladina transkriptu pro interakéniho partnera BELL
transkripénich faktorit StPOTHI1 se neliSila od kontrolnich wt rostlin. Hladina transkriptti pro
klicové slozky indukéniho mobilniho tuberigenniho signalu, StSP6A a StBELS, v listech se
v pfedbéZném experimentu také vyrazné nemenila, hladina transkriptu StBEL5 byla spiSe mirné
snizena. Dosavadni vysledky této prace ziskan¢ pro BEL11 AS mutanty, jakkoli pfedbézné,
ukazuji na to, Ze vychozi hypotéza o moZznosti posileni tuberizace u bramboru pomoci zadsahu
do rovnovahy BELL transkripénich faktorti by mohla byt platna.

Kli¢ové slova: tuberizace bramboru, BELL transkripéni faktory, StBEL11, StBEL29, StBELS,

Solanum tuberosum, kultivary



Abstract

Potato (Solanum tuberosum) is the third most important crop in terms of human consumption.
Hence understanding regulatory mechanisms controlling tuber initiation is significant not only
from a theoretical but also practical point of view. Tuberization of S. tuberosum is a complex
morphogenic process regulated by both, environmental conditions and inner plant status.
Environmental conditions regulating the onset of tuberization have been known for a long time,
but the molecular basis of tuber initiation has only recently been discovered, in particular using
wild subspecies S. tuberosum subsp. andigena. BELL transcription factors are among the
important components of the regulatory signalling network. The aim of this study was to
modulate balance between the BELL transcription factors that induce and repress tuberization
towards strengthening of tuber induction using two cultivars of Solanum tuberosum subsp.
tuberosum, cv. Kamyk, resp. cv. Korela. To achieve this, transgenic lines carrying construct
containing a part of coding sequence StBELI1, resp. StBEL29 in antisense orientation (AS)
under control of constitutive promoters and lines carrying complete sequences of StBELS5 and
StPTB6 genes under control of their native promoters were derived. We used the StBEL11 and
StBEL29 AS constructs with the aim to decrease via RNA interference the levels of StBEL11,
resp. StBEL29 that act as tuberization repressors. Transformation by StBELS + StPTB6
construct should result in a moderate increase in StBELS and StPTB6 levels. The decrease in
StBEII1 transcript was confirmed in the leaves of two independent transgenic lines of S. .
tuberosum cv. Kamyk carrying StBEL11 AS construct. These transgenic lines formed tubers
earlier, and tended to increased tuber number and yields. Furthermore, the levels of selected
transcripts related to tuberization were determined in these transgenic lines. Transcript level of
the BELL interaction partner StPOTH]1 in mutants did not differ from control. Transcript level
of key component of the mobile tuberigenic signal StSP6A in the leaves did not change
significantly in the preliminary experiment, the level of the StBELS transcript was only slightly
reduced. The results obtained for the BEL11 AS mutants, although preliminary, suggest that
the initial hypothesis of the possibility to enhance potato tuberization by modulation of BELL
transcription factors balance might be valid.

Key words: potato tuberization, BELL transcription factors, StBEL11, StBEL29, StBELS,

Solanum tuberosum, cultivars
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1 Uvod

Tuberizace lilku bramboru je proces, pii némz vznikaji zasobni organy — hlizy pfeménou
podzemni ¢asti stonku — stolonu. Hlizy pak rostlin€ slouzi jako zasobarna zivin a umoziuji téz
vegetativni rozmnozovani. Soucasné ma tvorba hliz velky vyznam nejen pro pieziti rostlin, ale
také pro podporu lidského zivota. Lilek brambor je tieti nejvyznamnéjsi plodinou na svété. Ma
tedy vyznam zabyvat se regulaci procesu tuberizace. Pochopeni regulace tohoto procesu je
nezbytné pro navrZeni strategii na navySeni vynosu a vylepSeni kvality hliz. Celosvétovy
vyzkum tohoto komplexniho biologického procesu pfinesl informace o roli rGznych
biomolekul spjatych s procesem tuberizace bramboru. Mezi né€ patii 1 BELL transkripcni
faktory (TF). U bramboru bylo detekovano 13 genl kodujicich BELL TF, z nichZ u tii byla
prokazana souvislost s regulaci tuberizace. Jedna se o StBELS5 ptisobici indukéné na tvorbu
hliz, StBEL11 a StBEL29, které naopak piisobi jako represory tuberizace. Cilem této prace je
zjistit, zda vychyleni rovnovahy mezi hladinami BELL TF miiZe vést k posileni tuberizce u

kulturnich odrud bramboru.



1.1 Cile:
Cile

Pomoci transgenoze vychylit rovnovahu mezi induk¢nimi a inhibi¢nimi signaly z rodiny BELL
transkripCnich faktorti, a posilit tak zakladani hliz u vybranych domacich odrtd kulturniho

bramboru
Dil¢i cile:
= QOdvodit transgenni linie S. . tuberosum cv. Kamyk a cv. Korela nesouci nasledujici

konstrukty:

1) CaMV 358S: usek kodujici sekvence StBELI1 v antisense orientaci
2) CaMV 358: Gsek kodujici sekvence StBEL29 téZ v antisense orientaci

» s cilem snizit expresi StBEL11 resp. StBEL29
3) kompletni sekvence gent StBELS5+StPTB6 pod kontrolou nativnich promotort

» s cilem mirn€ navysit expresi StBELS a StPTB6
= U odvozenych linii ovéfit pfitomnost a expresi transgenu
= Qv¢tit, zda byla u transgennich linii ovlivnéna tuberizace

= Zjistit, zda byly expresi transgenu ovlivnény i dalsi slozky tuberigenniho signalu



2 Literarni ptehled

2.1 Tuberizace Solanum tuberosum

Tuberizace lilku bramboru (Solanum tuberosum) je komplexni morfogenni proces, pii némz
dochazi k tvorbé zasobnich organt — hliz, pfeménou z podzemni Casti prytu tzv. stolonu. Pro
uspésnost rostliny je dalezité spravné nacasovani tohoto procesu, tudiz je iniciace tuberizace
kontrolovana komplikovanou siti regulacnich drah, které jsou dale kontrolovany jak
environmentalnimi podminkami, tak vnitfnim statusem rostliny (viz kapitola 2.1.1). Za
podminek indukujicich tuberizaci je v listu produkovan systemicky tuberigenni signal (viz
kapitola 2.1.2), ktery je floémem transportovan do stolonu, kde nasledn¢ indukuje vyvojové

zmény spjaté s tvorbou hliz (viz kapitola 2.1.3) (ptehledné v Hannapel et al., 2017).
2.1.1 Faktory regulujici nastup tuberizace
2.1.1.1 Vliv délky dne a teploty

Pro vyzkumné ti¢ely je nejcastéji vyuzivan poddruh Solanum tuberosum subsp. andigena, ktery
pochazi z Jizni Ameriky z oblasti podhtfi And pobliz rovniku. V téchto oblastech trva noc
pfiblizné 12 hodin a no¢ni teploty jsou nizké. Divoky poddruh bramboru S. tuberoum subsp.
andigena je na tyto podminky adaptovéan a vyzaduje je pro indukci tuberizace (Dodds, 1962)
Za dlouhodennich podminek (LD, long day) vyskytujicich se v 1été€ v temperatni z6né tento
poddruh téméf netuberizuje, je tedy oznacovan jako striktné kratkodenni (SD, short day). Bylo
zjisténo, Ze rozhodujicim faktorem vSak neni délka dne, ale délka noci. Pokud za SD podminek
dojde k preruSeni tmy béhem noci, rostliny S. tuberosum subsp. andigena netuberizuji

(Rodriguez-Falcon et al., 2006).

Naproti tomu kulturni odridy bramboru (Solanum tuberosum subsp. tuberosum), odvozené od
linii péstovanych na jihu Chile v niz§ich nadmotskych vyskach, jsou adaptovany 1 na LD
podminky a vyssi teploty, vyskytujici se v 1ét€ v temperatnich zoénach (Glendinning, 1975).
Ackoli kulturni odridy tuberizuji i za LD podminek, je tuberizace SD podminkami podpoifena
u vSech variet bramboru. Nizké teploty maji na tuberizaci téZ pozitivni vliv, vysoké teploty
naopak snizuji vynosy hliz (Menzel, 1980; Kim a Lee, 2019). AvSak existuje zna¢na variabilita
v tom, do jaké miry maji podminky prostfedi vliv na indukci tuberizace u riznych variet
bramboru (Glendinning, 1975). Moderni kultivary podrobené selekci tuberizuji casné a iniciace

tvorby hliz je relativné nezavisla na délce dne.



2.1.1.2 Role fytohormonii

Bylo provedeno mnoho experimentii potvrzujicich roli fytohormont pii procesech spjatych
s tvorbou hliz. Kli¢ova je celkova rovnovaha metabolismu a transportu fytohormond, ktera se
meéni béhem jednotlivych fazi tvorby hliz (pfehledné v Aksenova et al., 2012). Bylo prokazano,
ze pii rustu stolonu hraji dalezitou gibereliny, jejichz vysoka hladina podporuje elongaci
stolonu (Xu et al., 1998a). Avsak pted pocatkem tvorby hliz hladina giberelinii naopak rychle
klesa, zejm. v subapikalni oblasti stolonu (Kloosterman et al., 2007). Vysoka hladina giberelint
brani preméné stolonu v hlizu (Xu et al., 1998a). Kyselina abscisova ma naopak pozitivni vliv
na indukci tvorby hliz, diky jejimu inhibi¢nimu efektu na ptisobeni giberelinti (Xu et al., 1998a;
Machackova et al., 1998). Dalsim fytohormonem pozitivné regulujicim tuberizaci je kyselina
jasmonova a jeji derivaty — kyselina tuberonova a glukosid kyseliny tuberonové (Yoshihara et
al., 1989). Diive se dokonce myslelo, ze tyto slouceniny funguji jako tuberigenni signal
transportovany na dlouhou vzdéalenost, nicméné jejich specifickd role pifi procesu tvorby
tuberigenniho stimulu v listech v§ak neni dosud objasnéna (Aksenova et al., 2012). Dtlezita je
téz auxin-cytokininova rovnovaha, kterd hraje klicovou roli pii regulaci proliferace ve

vznikajicich hlizach (Kolachevskaya et al., 2018).
2.1.1.3 Dostupnost dusiku

Jiz delsi dobu je znamo, Ze zménou rezimu vyzivy N je mozné posunout endogenni rovnovahu
fytohormonti a tim regulovat néstup tuberizace. Kontinualni vysoka dostupnost N vede k
navyseni obsahu giberelint a sniZeni obsahu kyseliny abscisové v prytu, coz ma za nasledek
podporu ristu prytu, ale zpozdéni/inhibici tuberizace (Krauss a Marschner, 1982; Krauss,
1985). Predpoklada se, Ze pfi¢inou zpozdeni/inhibice tuberizace je nedostatek asimilati pro

podzemni cast rostliny, na ukor naristu nadzemni ¢asti prytu (Krauss, 1985).
2.1.1.4 Sacharidova bilance

Jednim z parametrl, ktery rozhoduje o zahajeni tuberizace, je energeticky stav rostliny
vychdzejici ze sacharidového metabolismu. Vysoka hladina sacharidii v médiu mé indukéni
vliv na tuberizaci in vitro (Hendriks et al., 1991; Xu et al., 1998a). Dulezita je také distribuce
sacharidi mezi jednotlivymi organy rostliny. Sacharidy zastdvaji ulohu hlavniho motoru
transportu latek floémem (pfehledné v Li et al., 2017), tudiz se také podili na regulaci transportu
tuberigenniho signdlu (viz kapitola 2.1.2). Déle sacharidy plsobi jako signalni molekuly

(ptehledné v Smeekens a Hellmann, 2014).



2.1.2 Tuberigenni signalizace

Tuberigenni signalizace je nejlépe prostudovana u S. tuberosum subsp. andigena, jen nékolik
malo praci se zabyva tuberigenni signalizaci u kulturnich oddrid bramboru. Jedna se o
komplexni sit’, zahrnujici jak slozky aktivujici tuberizaci, tak 1 represory. Diky tomu je mozné
regulovat spravné nacasovani iniciace tuberizace a koordinovat vyvoj vznikajicich hliz.
Pfeména stolonu v hlizu vyznamné ovlivni transport latek (napt. fytohormont a metabolitl)
v celé rostling, nebot’ noveé vznikajici hlizy jsou silnym sinkem. Mezi slozky tuberigenniho
signalu se fadi proteiny, resp. RNA, které specificky reguluji ptfepnuti vyvojového programu
stolonu na iniciaci tvorby hliz. Byly detekovany tii hlavni slozky tuberigenniho signalu
indukujici iniciaci tuberizace: CYCLING DOF FACTORI1 (StCDF1), SELF PRUNING 6A
(StSP6A), a StBELS (Banerjee et al., 2006; Navarro et al., 2011; Kloosterrman et al., 2013).
StCDF1 a StBELS jsou transkripéni faktory (Banerjee et al., 2006; Kloosterrman et al., 2013),
StSPOA pusobi jako koregulator (Teo et al., 2017). Zatimco protein StSP6A a StBEL5 mRNA
pusobi jako mobilni signaly transportované floémem z listu do stolonu, StCDF1 neni mobilni,
pusobi tedy v misté¢ exprese — v listech (Banerjee et al., 2006; Navarro et al., 2011;

Kloosterrman et al., 2013).

Tuberigenni signalizace vykazuje podobnost s fotoperiodickou drdhou regulujici néstup
kveteni. StCDF1 interaguje s proteiny, které jsou vystupem cirkadiannich hodin, stejné jako
homolog A. thaliana AtCDF1, kontrolujici zahajeni kveteni (Sawa et al., 2007; Kloosterrman
et al., 2013). Avsak regulace téchto dvou procesii je odliSna. Zatimco AtCDF1 ma negativni
vliv na indukci kveteni u A. thaliana, StCDF1 podporuje zahéjeni tvorby hliz u S. tuberosum

(Sawa et al., 2007; Kloosterrman et al., 2013; Morris et al., 2014) (viz kapitola 2.1.2.1).

StSP6A je homologem FLOWERING LOCUS T (FT) Arabidopsis thaliana, ktery ptisobi jako
florigenni signal, transportovany floémem z listl do apikélniho meristému prytu, kde vyvola
kvétni indukci (Corbesier et al., 2007; Navarro et al., 2011). Na regulaci néstupu tuberizace se
podili téz dalsi protein z rodiny FT, zvany SELF PRUNING 5G (StSP5G), ktery vSak ptisobi
jako represor tuberizace (Abelenda et al., 2016). Role FT-like proteinli pfi tuberigenni

signalizaci je podrobnéji popséna v kapitole 2.1.2.2.

Dalsi slozkou tuberigenniho signalu jsou transkripéni faktory rodiny BELL. Jak jiz bylo
zminéno, jednou z klicovych slozek mobilniho tuberigenniho signdlu je StBEL5S mRNA,
podilejici se na iniciaci tuberizace. Daéle byl vliv na regulaci tuberizace prokazan u StBELI11 a

StBEL29, které vsak plisobi jako represory tuberizace (podrobné;ji je role BELL TF uvedena v



kapitole 2.1.2.3). Schéma zékladnich slozek tuberigenni signalizace v porovnani s florigenni

signalizaci viz obrazek 1.

A Arabidopsis flowering B Potato tuberization

I Gl
LOV domain

FKF1 PRRs

SP6A

CDF1
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/CO//FT/

Obrazek 1: Porovnani fotoperiodické regulace kveteni u A. thaliana (A) a tuberizace u S. tuberosum (B), A: Za
podminek neindukénich pro kveteni, AtCDF1 reprimuje transkripci AtFT a AtCONSTANS (CO), pozitivniho
regulatoru exprese AtFT, ¢imZ je kveteni reprimovano. Pokud nastanou podminky indukéni pro kveteni, AtCDF1
je degradovan skrze interakci s proteiny: FLAVIN-BINDING KELCH REPEAT, F-BOX1 (FKF1) a GIGANTEA
(GI), které jsou vystupem cirkadiannich hodin a k jejichz stabilizaci je vyzadovano modré svétlo. Kromé toho je
transkripce AtCDF1 reprimovana proteiny PRR (PSEUDO-RESPONSE REGULATOR), které jsou téz vystupem
cirkadiannich hodin. Naopak proteiny CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1l) a LATE ELONGATED
HYPOCOTYL (LHY), které jsou produkty tzv. rannich gent centralniho cirkadidnniho oscilatoru, aktivuji
transkripci AtCDF1. B: Za podminek neinduk¢nich pro tuberizaci dochazi u bramboru k tvorbé komplexu
GI/FKF1/StCDF1, coz ma za nasledek degradaci StCDF1 — tuberizace je tedy inhibovdna. Za podminek
indukénich pro tuberizaci je StCDF1 stabilizovan, reprimuje aktivitu CO, ¢imz je reprimovana exprese StSP5G a
dojde k derepresi StBELS a StSP6A (pfevzato z Hannapel et al., 2017)

/
- &

Byl prokazan téZ vliv dvou mobilnich microRNA na regulaci tvorby hliz. Jedné se o miR172
(Martin et al., 2009), kterd ma pozitivni vliv na zahdjeni tuberizace a miR156, jejiZ ptesnna role

neni dosud pfili§ objasnéna (Bhogale et al., 2014) (viz kapitola 2.1.2.4).
2.1.2.1 StCDF1

StCDF1 je transkripéni faktor patfici do rodiny DOF (DNA-binding with one finger), ktery
funguje jako mediator mezi vystupem cirkadidnnich hodin a tuberigennim signalem StSP6A a
pozitivng reguluje nastup tuberizace (viz kapitola 2.1.2, obrazek 1) (Kloosterrman et al., 2013).
Bylo zjisténo, ze jednim z faktorti pfizplisobeni tuberizace na LD podminky je u kulturnich
brambor disledek alelické variability StCDF1 (Kloosterrman et al., 2013; Morris et al., 2014).
U pozdné tuberizujicich linii S. tuberosum (diploidni linie andigena x neo-tuberosum) byla

detekovana homozygozita (alela StCDF1.1), zatimco u ¢asné tuberizujicich linii byly nalezeny



dvé odlisné alely (StCDF1.2 a StCDF1.3). Ob¢ tyto alely obsahovaly inzerci, kterd prerusila
kodujici sekvenci na C-konci. Naruseni téchto alel umoziiuje vyhnout se post-translacni
kontrole délky dne, coz umoznuje tuberizaci i v dlouhych dnech. Navozeni konstitutivni
exprese StCDF'1.2 u striktné kratkodenni S. tuberosum subsp. andigena vedlo k ptekonani pro
tuberizaci neinduk¢nich LD podminek (Kloosterrman et al., 2013). Toto potvrdila 1 dalsi studie,
ktera odhalila, ze S. tuberosum neo-tuberosum, na rozdil od subsp. andigena, obsahuje alelu

s narusenou sekvenci v oblasti C-konce (Morris et al., 2014).
2.1.2.2 FT-like proteiny

FT-like proteiny u bramboru patii do skupiny PEBP proteini (phosphatidyl ethanolamine-
binding protein) (Karlgren et al., 2011). Jedna se o malé globuldrni proteiny, které vytvaii
komplex s FD-like (FLOWERING LOCUS D like) a 14-3-3 proteiny a spole¢né reguluji
expresi cilovych genti (Taoka et al., 2013; Teo et al., 2017). Funkce téchto proteinil v regulaci
nastupu kveteni je konzervovéana u vSech krytosemennych rostlin, av§ak béhem evoluce doslo
mnohokrat k duplikaci geni, kdédujicich tyto proteiny, které si bud’ zachovaly pivodni funkci
¢i ziskaly nové funkce (Karlgren et al., 2011). U S. tuberosum byly detekovany ctyti FT-like
geny StSP6A, StSP5G, StSP5G-like, a StSP3D (SELF PRUNING 3D). Protein StSP3D se
ucastni kvétni indukce, proteiny StSPOA, StSP5G a StSP5G-like proteiny reguluji néastup

tuberizace (Navarro et al., 2011).
StSP6A

Protein StSP6A je jednou z klicovych slozek tuberigenniho signalu, podporujici zahdjeni
tuberizace (Navarro et al., 2011). U S. tuberosum subsp. andigena byla za induk¢nich SD
podminek detekovédna vysoka hladina transkriptu StSP6A v listech a stolonech. Rostliny S.
tuberosum subsp. andigena overexprimujici (OE) StSP6A4 tuberizovaly 1 za jinak neinduk¢nich
LD podminek. Naopak uml€eni exprese StSP6A u tohoto poddruhu vedlo k opoZzdéni nastupu
tuberizace za SD podminek. I piesto, Ze umlceni StSP64 mélo za néasledek opozdéni tuberizace,
celkové vynosy byly srovnatelné s rostlinami divokého genotypu (wt, wild type), coz
naznacuje, ze StSP6A je zapojen v regulaci iniciace tuberizace, ale neovliviiuje dalsi vyvoj hliz.
Expresni analyzy u kulturnich odriid bramboru dale potvrdily, ze navySeni hladiny transkriptu
StSP6A v listech koreluje s dobou zahdjeni tuberizace, a Ze StSP6A je zapojen v kontrole

nastupu tuberizace i u fotoperiodicky neutralnich kultivart. (Navarro et al., 2011)

Naroubovani StSP64 OE S. tuberosum subsp. andigena na wt podnoz, vedlo k podpoteni

tuberizace, coz naznacuje, ze StSP6A funguje jako mobilni tuberigenni signal (Navarro et al.,
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2011). V souladu stimto jsou 1 vysledky dalSiho experimentu, kdy byl transgenni roub
exprimujici Hd34 (HEADING DATE 3a, FT-like homolog z Oryza sativa indukujici kveteni
za SD, ktery dokaze indukovat tuberizaci S. tuberosum) naroubovan na wt podnoz, coz vedlo k
navozeni tuberizace u S. tuberosum subsp. andigena za jinak neindukénich LD podminek
(Navarro et al., 2011). Hd3A znaceny GFP (green fluorescent protein) byl navic detekovan ve
stolonu wt podnoze (Navarro et al., 2011). Bylo potvrzeno, Ze protein StSP6A interaguje s FD-
like a 14-3-3 proteinem za vzniku komplexu TAC (tuberigen activation complex), ktery

reguluje expresi cilovych geni zapojenych v iniciaci tuberizace (Teo et al., 2017).
StSP5G a StSP5G-like

Proteiny StSP5G a StSP5G-like plisobi antagonisticky vici StSP6A, tedy jako represory
tuberizace (Abelenda et al., 2016). Vysoka hladina StSP5G a StSP5G-like transkriptu byla
v listech S. tuberosum subsp. andigena detekovéana za neindukénich LD podminek (Navarro et
al., 2011). Bylo zjisténo, Ze exprese StSP5G je aktivovdna transkripénim faktorem
StCONSTANS-likel (StCOL1), ktery ptimo vaze konzervovany TGTGGT element pifitomny
v StSP5G promotoru. Exprese StCOLI je regulovana cirkadidnnimi hodinami a vykazuje
diurnélni vzor exprese. Nejvyssi hladina tohoto transkriptu byla detekovana za svitani. Dale
bylo zjiSténo, Ze pro stabilizaci StCOL1 proteinu je nezbytny receptor cerveného svétla PhyB
(Phytochrome B). Jak uml€eni exprese StSP5G, tak StCOLI vedlo k aktivaci exprese StSP6A4
v listech S. tuberosum subsp. andigena za LD podminek. StSP5G tedy v zavislosti na StCOL1
reprimuje expresi StSP6A4 za LD podminek, ¢imZ zajiStuje u S. tuberosum subsp. andigena

striktni SD pozadavky pro tuberizaci. (Abelenda et al., 2016)
2.1.2.3 BELL transkrip¢ni faktory

BELI-like transkripcni faktory (BELL TF), patfici do skupiny TALE (three-amino acid loop
extension: prolin-tyrosin-prolin), jsou transkripéni faktory vyskytujici se napfi¢ rostlinnymi
druhy (Biirglin, 1997). Spolu se svymi interakénimi partnery — transkripénimi faktory rodiny
KNOX (KNOTTEDI1-LIKE HOMEOBOX), té¢z ze skupiny TALE, reguluji rizné vyvojové
procesy rostlin (Bellaoui et al., 2001; Muller et al., 2001; Smith et al., 2002; Chen et al., 2004,
2003; Rutjens et al., 2009; Khan et al., 2012). ZvySeni rostlinné komplexity béhem evoluce
pozitivné koreluje s nartistem obou téchto rodin. Zatimco Cervené a zelené fasy maji jeden ¢i
dva KNOJX, resp. BELL geny, genomy vyssich rostlin obsahuji nékolik genit KNOX 1 BELL
(Mukherjee et al., 2009). Modelovy organismus vysSich rostlin Arabidopsis thaliana obsahuje
13 genti pro BELL TF. Fylogenetické analyzy odhalily 13 BELI-like genl S. tuberosum



ortolognich s BELI-like A. thaliana , viz obrazek 2 (Chen et al., 2003; Sharma et al., 2014).
Vliv na regulaci tuberizace byl prokazan u tfi BELL TF: StBELS, StBEL11 a StBEL29 (Chen
et al., 2003; Banerjee et al., 2006; Ghate et al., 2017). Geny kodujici tyto tfi proteiny
zodpovidaji za tvorbu vice nez 70 % vSech transkripth BELL ptitomnych v rostliné S.

tuberosum. Jsou si blizce ptibuzné (viz obrazek 2). (Sharma et al., 2014).
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Obrazek 2: Porovnani aminokyselinovych sekvenci 13 znamych BEL1-like proteinti S. tuberosum s BEL1-like
proteiny A. thaliana uspotadanych do fylogenetického stromu; ¢isla v oblasti vétveni znaci bootstrapovou hodnotu
(v procentech) podporujici rozvétveni; délka vétve indikuje rozsah zmén (méfitko v levém dolnim rohu). BEL1-
like proteiny S. tuberosum (StBELL TF) jsou vyznaCeny tucné, vpravo je pro kazdou skupinu uvedena
predpokladana funkce. (pfevzato z Sharma et al., 2014)



BELL TF jsou charakterizovany pfitomnosti ¢tyf konzervovanych regioni: SKY-boxu
lokalizovaného v N-terminalni oblasti, BELL domény, homeodomény a VSLTLGL motivu na
C konci (viz obrazek 3). Délka StBELL TF se pohybuje v rozmezi od 423 do 738 aminokyselin.
(Sharma et al., 2014)

Homeodomain

SKY-box
Three helix domain l noo VSLTLGL

Vel 1 e —{ Fee{l H —1

Obrazek 3: Struktura StBELL TF: vSechny StBELL obsahuji SKY box, BELL doménu (Three helix domain),
homeodoménu tvofenou tiemi podjednotkamia VSLTLGL motiv. Konzervovany TALE motiv (proline-tyrosine-
proline, PYP) se nachdzi mezi podjednotkami I a II homeodomény (pfevzato z Sharma et al., 2014).

StBELS

StBELS je nejlépe prostudovanym BELL TF. Za podminek indukujicich tuberizaci StBELS
spolu se svym interakénim partnerem rodiny KNOX - StPOTH1 (POTATO HOMEOBOX 1)
aktivuje transkripci StSP6A a StCDFI v listech a tim iniciuje tuberigenni signalizaci (Chen et
al.,, 2003; Sharma et al., 2016; Cho et al., 2015). Krom¢ toho je ve form¢ transkriptu
transportovan floémem do stolonu, kde je translatovan a poté také vytvaii heterodimer s
StPOTHI1 (Banerjee et al., 2006). Ve stolonu dochéazi k amplifikaci tuberigenniho signalu, diky
autoregulacni smycce exprese StBELS5 a dalsi aktivaci exprese StSP6A4 (Sharma et al., 2016).
StBELS-StPOTH1 a StSP6A nasledné aktivuji expresi cilovych gent (synergicky nebo
nezavisle) zapojenych v regulaci tvorby hliz (viz kapitola 2.1.3.1) (Navarro et al., 2011; Sharma
et al., 2016). Vedle toho StBEL5-StPOTHI1 podporuje navySeni hladiny StBEL11 a StBEL29
transkriptu, pusobicich jako represory tuberizace (Ghate et al., 2017). Predpoklada se, ze tato
zktiZena regulace pravdépodobné umoziiuje optimalni koordinaci déleni bun¢k ve vznikajicich
hlizach a zajist'uje udrZeni rovnovahy rozdélovani zdrojii. Model tuberigenni signalizace viz

obrazek 4.
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Obrazek 4: Model tuberigenni signalizace: Exprese StBELS v listu je navySena za pisobeni indukéni fotoperiody.
StBELS protein v listu vytvaii heterodimer s KNOX TF (StPOTH1). Tento heterodimer v listu aktivuje expresi
StCDF1 a StSP6A, ¢imz je iniciovana tuberigenni signalizace. Za LD podminek je pisobenim modrého svétla
skrze fytochrom B stabilizovan CDF1/GI/FKF1 komplex, coz ma za nasledek degradaci StCDF1 — tedy inhibici
tuberigenni signalizace. Za SD podminek je StCDF1 stabilizovan a reprimuje aktivitu CO, cozZ ma pozitivni vliv
na expresi StSP6OA, ktery pusobi jako mobilni indukéni tuberigenni signal transportovany z listli do stolonu. Kromé
toho, jsou za SD podminek v listu exprimovany PTB proteiny (Polypyrimidine tract-binding proteins), které vazi
StBEL5 mRNA a zajistuji stabilitu tohoto transkriptu pfi transportu floémem z listu do stolonu. Ve stolonu dojde
k translaci StBEL5S mRNA a tvorbé StBELS-StPOTHI1 heterodimeru a nasledné k amplifikaci tuberigenniho
signalu diky autoregulacni smycce exprese StBEL5 a dal$i aktivaci exprese StSP64. StBELS-StPOTHI1
heterodimer a StSP6A v komplexu s 14-3-3 a FD-like proteinem (FDL1) ve stolonu aktivuji expresi cilovych gent
zapojenych v regulaci tvorby hliz. StBEL5-StPOTHI1 heterodimer mj. aktivuje expresi StBELII a StBELZ29,
negativnich regulatort tuberizace (pfevzato z Hannapel et al., 2017).

Jak konstitutivni overexprese StBELS, tak StPOTHI vede k navySeni vynosu hliz za SD a
prekonani neindukénich LD podminek u StBELS5 OE resp. StPOTHI OE linii S. tuberosum
subsp. andigena (Chen et al., 2003). StBEL5 OE linie, na rozdil od StPOTHI OE linii,
nevykazovaly zmény v morfologii listli (Chen et al., 2003; Rosin et al., 2003), charakteristické
pro ostatni KNOX OE mutanty (Sinha et al., 1993; Lincoln et al., 1994; Chen et al., 1997;
Morimoto et al., 2005; Chatterjee et al., 2011; Shu et al., 2015; Mahajan et al., 2016). Nicméné
konstitutivni overexprese StBELS5 vede zaroven k vyraznému navyseni aktivity i v pletivech,

kde je exprese nezadouci (David Hannapel, osobni sdé¢lent).

11



Bylo prokazano, ze StBEL5 mRNA je u S. tuberosum subsp. andigena ptitomna konstitutivné,
nicméné jeji akumulace v listech a stolonech je navySena za SD podminek, viz obrazek 5 (Chen
et al., 2003; Banerjee et al., 2006). Jak u LD, tak u SD péstovanych rostlin byla StBEL5 mRNA
detekovana ve floému, xylému a v epidermélnich buitkach (Banerjee et al., 2006). Transport
StBEL5S mRNA floémem na dlouhou vzdalenost — z listti do stolonu - byl prokazan pomoci
roubovacich experimentl (Banerjee et al., 2006). Za timto ucelem byl naroubovéan StBELS5 OE
mutantni roub z S. tuberosum subsp. andigena na wt podnoz a nasledovala kultivace za
podminek in vitro a in vivo. Pohyb StBEL5 mRNA z roubu do podnoZe byl zaznamenan bez
ohledu na podminky kultivace. Takto naroubované rostliny vykazovaly vyssi vynosy hliz oproti
kontrole (wt roub -wt podnoz), coz naznacuje, ze je floémem transportovan kompletni transkript

StBELS5 (Banerjee et al., 2006).
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Obrazek 5: Akumulace StBELS mRNA v nadzemni ¢asti prytu a stolonu za LD a SD podminek u wt rostlin S.
tuberosum subsp. andigena; za SD podminek se zvySuje koncentra¢ni gradient smérem od vzrostného vrcholu ke
stolonu (pfevzato z Banerjee et al., 2006)

Nedavnad studie prokazala, Ze StBELS5 transkript interaguje s proteiny rodiny PTB
(polypyrimidine tract-binding protein): StPTB1 a StPTB6 (Cho et al., 2015). Tyto proteiny se
vazi na konzervované cytosin/uracil motivy, které jsou pfitomné na 3'UTR (untranslated
region) konci transkriptu StBELS a vazbou zvySuji jeho stabilitu a usnadiuji transport floémem
(Cho et al., 2015). Bylo prokézano, ze odstranéni 3"'UTR konce StBEL5 transkriptu vede ke
snizeni jeho stability a mobility (Banerjee et al., 2006, 2009). U S. tuberosum subsp. andigena
byla detekovana vysokd hladina transkripti StPTB1 1 StPTB6 v listovém mezofylu a zilkach
listh za SD podminek a navySeni hladin téchto transkripti korelovalo s navySenim hladiny
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StBELS transkriptu (Cho et al., 2015). StPTB1 OE, resp. StPTB6 OE linie S. tuberosum subsp.
tuberosum cv. Desirée vykazovaly navySeni vynost hliz a u téchto linii byla téZ navySena
stabilita StBEL5 mRNA oproti wt. Naopak linie S. fuberosum cv. Desirée s umlc¢enou expresi
StPTB1, resp. StPTB6 mély nizsi vynosy hliz a akumulovaly méné¢ transkriptu StBELS5. (Cho et
al., 2015)

Rovnéz mRNA interakéniho partnera StPOTHI1 byla detekovana ve floému (Banerjee et al.,
2006) a bylo potvrzeno, ze funguje jako mobilni signal transportovany floémem (Mahajan et

al., 2012).
StBEL11 a StBEL29

Ackoli jsou StBEL11 a StBEL29 BELL TF nejblize ptibuzné StBELS, jejich piisobeni na
tuberizaci je antagonistické (Sharma et al., 2014; Ghate et al., 2017). Linie S. tuberosum subsp.
andigena u nichZ byla navozena konstitutivni overexprese StBELII, resp. StBEL29 mély
vyrazné niz§i vynosy hliz oproti kontrole (wt) (Ghate et al., 2017). Naopak transgenni linie 355
CaMYV: antisense StBELI 1, resp. 35S CaMV: antisense StBEL29 S. tuberosum subsp. andigena
se snizenou expresi StBELI1, resp. StBE29 vykazovaly vyssi vynosy hliz oproti kontrole (wt)
za SD podminek (Ghate et al., 2017). Pfedpoklada se, Ze antagonistické pusobeni StBEL11 a
StBEL29 vici StBELS na tuberizaci, je dano tim, ze STBEL11, resp. StBEL29 reprimuje
expresi cilovych genti StBELS (Ghate et al., 2017). Ziskani represivni transkripéni funkce
StBEL11, resp. StBEL29 miiZe souviset bud’ s pfitomnosti nového sekvencniho motivu u
StBEL11 a StBEL29 proteinti nebo s unikatni BELL-KNOX interakci, nicméné to nebylo zatim
ovetfeno (Ghate et al., 2017).

Pro urceni lokalizace exprese STBELI11, resp. StBEL29 byly vytvoteny linie StBEL11:GUS (B-
Glucoronidase) a StBEL29:GUS S. tuberosum subsp. andigena. Vyrazna GUS aktivita byla
detekovana ve vodivych pletivech fapiku a stonku, naproti tomu v kofenech nebyla GUS
aktivita detekovana a ve stolonech za SD podminek byla GUS aktivita jen velmi slab4 (Ghate
et al., 2017). Déle byla stanovena hladina StBEL11, resp. StBEL29 transkriptu a bylo zjiSténo,
ze ackoli je StBELI11, resp. StBEL29 transkript pfitomny v rostliné konstitutivné, akumulace
STBELI11, resp. STBEL29 transkriptu ve stolonu S. tuberosum subsp. andigena je vyrazné
navysena za SD podminek (Ghate et al., 2017). Byla proto ovéfena mobilita téchto transkripth
pomoci roubovani. Byl pouzit transgenni roub GAS (galactinol synthase):StBELI1, resp.
GAS:StBEL29 (GAS promotor je pletivove specificky — aktivni pouze v nejmensich Zilkach
listu) S. tuberosum subsp. andigena a wt podnoz. StBEL1 1, resp. StBEL29 transkript byl pomoci
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transgen-specifickych primerti detekovan ve stolonu a sekundarnich kofenech wt podnoze, coz
potvrdilo, Ze tyto transkripty ptisobi jako mobilni signél (Ghate et al., 2017). Jelikoz StBEL11
a StBEL29 transkripty vykazuji podobné vzorce akumulace v zavislosti na fotoperiod¢ jako
transkript StBELS, je mozné, Ze jejich pohyb a stabilita je fizena spolecnym faktorem (Chen et
al., 2003; Ghate et al., 2017). Dale bylo zjisténo, ze v 3'UTR oblasti StBEL11, resp. StBEL29
transkriptu se vyskytuji stejné sekvencni motivy jako u StBELS transkritpu, kterému umoznuji
vazbu PTB proteinti , nicméné interakce StBELI1, resp. StBEL29 transkripti s PTB proteiny
zatim nebyla testovdna (Sharma et al., 2014; Cho et al., 2015; Ghate et al., 2017).

2.1.2.4 microRNA

Jak jiz bylo zminéno, byl prokazan vliv dvou microRNA na regulaci tuberizace: miRI172 a

miR156 (Martin et al., 2009; Bhogale et al., 2014; Lakhotia et al., 2014).
miR172

U S. tuberosum subsp. andigena je hladina miR172 navySena za indukénich SD podminek ve
stolonu (Martin et al., 2009). Overexprese miR172 u tohoto poddruhu bramboru podpotila
tuberizaci za stfedné indukéni fotoperiody (SD s pferusenim tmy b&hem noci) a vyvolala
tuberizaci za jinak neindukénich LD podminek. Déle bylo zji$téno, ze u miR172 OE mutant
byla navySena hladina BEL5 mRNA. Bylo zjisténo, Ze cilem miRI72 je transkript pro
transkripéni faktor RELATED TO APETALA2 1. Ptedpoklada se, ze diivodem podpoteni
tuberizace u S. tuberosum subsp. andigena miR172 OE linii je naruSend fotoperiodicka
odpovéd. miR172 byla detekovana ve vodivych pletivech a byly provedeny roubovaci
experimenty, pfi¢emz naroubovani miR172 OE na wt podnoz vedlo k podpofeni tuberizace.
Tyto experimenty tedy nasvédcuji, ze miR172 pusobi jako mobilni signal podporujici

tuberizaci. (Martin et al., 2009)
miR156

U S. tuberosum subsp. andigena byla za LD podminek detekovana vyssi hladina miR156
v listech, zatimco za SD podminek byla jeji hladina navySena ve stolonu (Bhogale et al., 2014).
Overexprese miR156 vedla k drastické zmén¢ fenotypu — zmeénéné architektute rostliny a dale
k celkovému snizeni vynosu hliz a redukci hladin miR172 a StSP6A transkriptu za SD podminek
(Bhogale et al., 2014). Nicméné¢ miR156 OE mutanti S. fuberosum subsp. tuberosum cv.
Desirée i1 subsp. andigena tvotily za SD podminek nadzemni hlizy (Eviatar-Ribak et al., 2013;
Bhogale et al., 2014). Bylo zji§téno, Ze cilem miR156 jsou transkripty pro transkripéni faktory
regulujici razné vyvojové procesy rostlin - SQUAMOSA PROMOTER BINDING-LIKE3
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(StSPL3), StSPL6, StSPL9, StSPL13, a StLIGULELESSI. Pfesna tloha miR156 pfi regulaci

tuberizace vSak neni objasnéna (Bhogale et al., 2014).
2.1.3 Zmény ve stolonu indukované tuberigennim signalem
2.1.3.1 Zmény v genové expresi spojené s nastupem tuberizace

Mobilni slozky tuberigenniho signalu (StSP6A a BELL transkrip¢ni faktory, viz kapitola 2.1.2)
ve stolonu reguluji expresi fady genti spjatych s tvorbou hliz. Cilové geny StSP6A a BELL TF
se do znacné miry piekryvaji, coz umoziuje precizni koordinaci vyvojovych zmén pii preméné
stolonu v hlizu (Navarro et al., 2011; Sharma et al., 2016; Ghate et al., 2017). Navic exprese
StSP6A je pod kontrolou StBELS (Sharma et al., 2016). Jelikoz je tuberizace komplexni
energeticky naro¢ny proces, je tato koordinace velmi dulezitd. Kazda faze tuberizace je

regulovana Sirokou $kalou genli exprimovanych v rtizné mite v riznych bunkéch.

Bylo zjisténo, Ze cilové geny StBELS obsahuji ve své upstream sekvenci TTGAC motiv, mezi
tyto geny patii napf. 1 samotny StBELS5 a StSP6A, jejichz exprese je up-regulovana StBELS.
Dalsi geny, jejichz exprese je up-regulovana StBELS jsou napt. geny kodujici proteiny zapojené
v regulaci metabolismu, transportu a signalizaci fytohormonti, napt. StGA420x1, kodujici StGA2
oxidazu — enzym zodpoveédny za inaktivaci giberelint, geny pro auxinové pienaSece StPINI,
StPIN4; LOG1, LOG2 a LOG3 (LONELY GUY) kodujici enzymy zapojené v produkcei aktivni
formy cytokini; ARFS (Auxin response factor 8) kddujici transkripéni faktor zapojeny
v auxinové signalizaci. Dale pak geny kodujici proteiny regulujici bunéény cyklus (CDC) nebo
napi. gen SUTI pro sachar6zovy transportér. (Sharma et al., 2016) Striktni koordinaci indukce
tvorby hliz doklada i fakt, Ze exprese StGA2o0x1, StPINI, StPIN4, ARFS8, CDC, SUTI je
pozitivné regulovana téz STSP6A (Navarro et al., 2011). Dale bylo zjiSténo, ze StBELI1 a
StBEL29 naopak negativné ovliviiuji expresi cilovych genli StBELS5 a StSP6A, konkrétné to
bylo prokézano u StSP6A4 a StPIN1 (Ghate et al., 2017).

2.1.3.2 Morfologické zmény pri preméné stolonu v hlizu

Pro stolon je charakteristické prodluzovani internodii, ohyb Spic¢ky prytu a diageotropicky rust.
Casné stadium iniciace tuberizace zahrnuje zastaveni elonga¢niho riistu a iniciaci radialniho
rastu v subapikalni oblasti (Cutter, 1978). Tento radialni rist je zplisoben ristem bunck diené
a primarni kary tésn¢ pod apikdlnim meristémem stolonu. Nasleduje dé€leni a rist bunck

piilehlych ke dienové oblasti, coz zajisti dalsi rast hlizy, viz obrazek 6 (Xu et al., 1998b). Tyto
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progenitorové buiiky jsou piimém kontaktu s vodivymi pletivy (Xu et al., 1998b), coz umoziiuje

pfijmout signal transportovany floémem (viz kapitola 2.1.2).

A B C D
Z0.2cm @03 cm 0.8 cm &2.0cm

Obrazek 6: Schéma podélnych ezl znazoriujici morfologii stolonu a vyvijejici se hlizy bramboru péstovaného in
vivo; Cisla oznacuji nody; oblast bunék pftiléhajicich ke dfenové oblasti, jejichZ rist a déleni umozni rust hlizy,
jsou vyznaceny Sedivé (pfevzato z Xu et al., 1998b)
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3 Material a metody

3.1 Rostlinny material

Lilek brambor Solanum tuberosum subsp. Tuberosum, cv. Kamyk a cv. Korela (ze sbirek in

vitro kultur KEBR PiF UK).
3.2 Kaultivace rostlin in vitro
3.2.1 Kultiva¢ni médium

Pro kultivaci rostlin in vitro bylo pouzito MS médium (Murashige a Skoog, 1962). Piiprava MS
média probihala nasledovné: do destilované vody bylo pfidano odpovidajici mnozstvi
komerc¢né dodavanych soli zékladniho MS média (Murashige and Skoog Basal Medium, Sigma
- Aldrich; 4,33 g/1). Poté byl pfidan roztok vitamint (5 ml/l, slozeni viz tabulka 1), ktery byl
pted pouzitim uchovan pii -20°C. Déle pak byla pfiddna sachar6za, v ptipad¢ udrZovacich
kultur do konecné koncentrace 30 g/l. Za stdlého michdni na magnetické michacce byly
rozpustény vSechny pfidané slozky a nasledné byl roztok doplnén destilovanou vodou na
vysledny objem. Poté bylo pridanim 0,1M/0,2M roztoku KOH upraveno pH na hodnotu 5,75
(pH metr Orion 410 A+). Po tipravé pH bylo pfidano odpovidajici mnozstvi agaru (8 g/l, Sigma-
Aldrich). Poté bylo médium za ob¢asného michéni ptivedeno k varu v mikrovinné troubé a
nasledné rozlito po 25 ml do 100ml Erlenmeyerovych banék, které byly uzavieny alobalem a
poté sterilizovany v autoklavu po dobu 20 minut, pii teplot¢ 121°C a tlaku 0,144 MPa
(Tuttnauer 2540 EK/ Chirana PS 20A).

Tabulka 1: Slozeni roztoku vitamint ptidaného do MS média

Latka Koncentrace latky | Vysledna koncentrace
v zasobnim  roztoku | latky v médiu [mg/l]
[g/1]

Inositol 20 100

Kyselina nikotinova | 0,1 0,5

Pyridoxin-HCI 0,1 0,5

Thiamin-HCl 0,1 0,5

Glycin 0,4 2
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3.2.2 Vegetativni mnoZeni rostlin in vitro

Veskeré manipulace s kulturami byly provadény ve sterilnich podminkach v lamindrnim boxu
(Heraeus /Envair - ecoAir) za pouziti sterilnich ndastroji (pfedem vysterilizovanych
v horkovzdusném sterilizatoru Binder po dobu 3 hod pfi teploté 150°C). Dale byly nastroje
prubézné sterilizovany, tak ze byly ponofeny do 96% ethanolu a opéaleny nad kahanem. Pro
vegetativni mnozeni a udrzovani kultur byly pouzity nodalni segmenty vyfiznuté z rostlin
kultivovanych in vitro. Segmenty byly kultivovany po tfech ve 100ml Erlenmeyerovych

bankach s MS médiem piipravenym podle shora uvedeného postupu.
3.2.3 Kaultiva¢ni podminky

Udrzovaci kultury byly kultivovany v kultivaéni mistnosti s dlouhodenni fotoperiodou (16/8

hod — svétlo/tma) a teplotou 22+2°C.
3.3 Odvozeni transgennich rostlin

Transformace rostlinného materialu byla provedena pomoci Agrobacterium tumefaciens (kmen
C58C1). Plazmidy pouzité pro transformaci byly ziskany od dr. Davida Hannapela z lowa State
University (seznam vnéaSenych plazmidl viz tabulka 2). Plazmidy nakapané na filtracnim
papirku byly pfevedeny do vodného roztoku a elektroporovany do Escherichia coli (kmen
XL1Blue) a namnozeny. Poté¢ byly plazmidy izolovany z E. coli formou mini- a midiprept a

nasledné byla ovéfena piitomnost transgenu restrikénim Stépenim.

Vsechny plazmidy nesou rezistenci ke kanamycinu, jak v T-DNA, coz umozni selekci
transgenniho rostlinného materialu, tak i mimo ni, pro umoZnéni selekce transgennich bunék A.

tumefaciens.
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Tabulka 2: Seznam vnasenych plazmidi

Znaceni:
BELI11 AS Plazmid pCB201: ¢ast kodujiciho useku StBEL11 (262-663 bp) v antisense
orientaci pod kontrolou konstitutivniho 35S CaMV promotoru (Ghate et al.,
2017)
BEL29 AS Plazmid pCB201: ¢ast kodujiciho useku StBEL29 (211-1009 bp) v antisense
orientaci, pod kontrolou konstitutivniho 35S CaMV promotoru (Ghate et al.,
2017)
BEL5+PTB6 | Plazmid pSIM3304: kompletni sekvence geni StBELS5+StPTB6 pod
kontrolou nativnich promotort v rdmci jedné T-DNA (viz obrazek 7)
NPTl sphtcgrmm
Ubi7 5° T et
R ac (20047
Ubi7 intron Nos Teminator
Xbal (18332) Smal (20325)
Ubi7 Promoter Kpnl ()

CaMV35S polyA

T Border (L)
Sacll (16970)\
-

Kanamycin(R)/jf,ff\

Sacl (1244)

PTB6p

BstEII (2065)
Xhol (4160)

PTB6g
/ Xbal (4932)

Feo RV (4958)

oo RV (16093)//; pSIM3304 NotT (a078)
pBR322 0/ 20330 bp Xhol (4979)
SphI(4988)

/ EcoRV (5164)

%

pBR322 bo
Not (14743) G
pVS1 rep /
NotI (13453)

pVS1 Sta
NotI (11921)
Sphl(11042)
T-border(R)
NOS polyA
Bst EII (10637)
Kpnl (10634)

UbiTer
Xbal (5352)
Xhol (537)
BamHI (5817
Xbal (5914)
StBel5p

Sph1(8651)
StBel5g
Xhol (8997
Spe I (10016)
Eco RV (10404)

NeoT(10626) spar (10626) UDI3T

Obrazek 7: Mapa plazmidu pSIM3304 obsahujici kompletni sekvenci geni StBELS5 a StPTB6 pod kontrolou
nativnich promotort, v ramci jedné T-DNA (mapu plazmidu v¢etné restrikénich mist poskytl Dr. David Hannapel)

Cilem vneseni konstrukti BEL11 AS, resp. BEL29 AS, zahrnujicich StBELI11, resp. StBEL29
v antisense orientaci pod kontrolou konstitutivniho promotoru, je prostiednictvim RNA

interference snizit/umlcet expresi nativniho StBELI1 resp. StBEL29. Konstrukt BEL5+PTB6
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zahrnuje gen StBELS, kddujici mobilni mRNA ptisobici indukeéné na tvorbu hliz, spolu s genem
PTB6, koédujicim RNA-vazajici protein, jez zajistuje stabilitu StBEL5S mRNA, oba pod
kontrolou nativnich promotori. Vneseni tohoto konstruktu by mélo vést k mirnému navySeni

exprese StBELS5 a StPTBo6.
3.3.1 Transformace A. tumefaciens

Konzerva kompetentnich bunék A. tumefaciens kmen C58C1 (skladovéna pti -70°C), ziskana
od Mgr. Vojtécha Cermaka, byla prenesena do krabice s ledem. Poté byly ke 100 ul suspenze
bun¢k A. tumefaciens piidany 3 pl vybraného plazmidu. Nasledné byla tato suspenze
inkubovana 1 min na ledu. Poté byla suspenze pienesena do elektroporacni kyvety a sklepnuta
na jeji dno. Kyveta byla vlozena do elektroporatoru (Eppendorf Eporator®), ktery byl nastaven
na hodnoty 25 uF; 2 kV a poté byl aplikovan elektricky pulz trvajici 4,5-4,9 ms. Nasledné byla
suspenze A. tumefaciens vyplachnuta 1 ml sterilntho YEB média (slozeni YEB média viz
tabulka 3) a ptenesena do zkumavky s bakteriologickou zatkou a kultivovana 3 hod pti 28°C.
Poté byla ¢ast bakterii pfenesena za sterilnich podminek v laminérnim boxu na plotny s pevnym
LB médiem (slozeni LB média viz tabulka 4) se selek¢nimi antibiotiky: kanamycin (50 mg/l) a
rifampicin (100 mg/1), kde byly kultivovany po dobu 3 dni pfi teploté 28°C. Poté byla vybrana
kolonie A. tumefaciens, u niz byla pfedem ovéfena ptfitomnost vnaSené¢ho transgenu (viz
kapitola 3.3.2), pfenesena, opét za sterilnich podminek, klickou do Erlenmeyerovy banky
s tekutym YEB médiem, opét s pfidanymi selekénimi antibiotiky (stejné jako v piipade
pevného LB média). Poté byly bakterie kultivovany pies noc na tiepacce (130 ot./min) pfi
teploté 28°C. Takto pfipravend suspenze bun¢k A4. tumefaciens byla pouzita pro transformaci

rostlinného materialu (kap. 3.3.3)
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Tabulka 3: SloZzeni YEB média: roztoky 1 a 2 byly pfipravovany zvlast’, po sterilizaci v autoklavu byly spojeny

Latka MnoZzstvi latky [g]
Roztok 1 Pepton 10

Kvasni¢ny extrakt 1

Sachar6za 5

NaCl 10

Doplnén destilovanou vodou na objem 900 ml
Roztok 2 MgSO4 x 7H20 0,5

Doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml

Tabulka 4: Slozeni LB média, sterilizovano autoklavovanim

Latka Mnozstvi latky [g] v 1 1 média
Pepton 10
Kvasni¢ny extrakt 10
NaCl 10
Agar 15

3.3.2 Ovéreni pritomnosti transgenu u A. tumefaciens

Pritomnost vnaseného transgenu byla nejprve u 4. tumefaciens a posléze i u regenerovanych
rostlin ovéfena metodou PCR (polymerase chain reaction). Odebirani materidlu probihalo za

sterilnich podminek v laminarnim boxu.
3.3.2.1 Priiprava templatu pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR)

V piipad€ 4. tumefaciens byla pomoci sterilniho paratka odebrana mala cast z jednotlivych
kolonii narostlych na pevném LB médiu, pfenesena do sterilnich mikrozkumavek typu
Eppendorf's 250 pul vody pro PCR (ptiprava vody pro PCR viz kapitola 3.4). Takto pfipravené
vzorky A. tumefaciens byly pouzity jako templat pro PCR.
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3.3.2.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro amplifikaci hledaného tiseku vnesené DNA pomoci PCR byl pouzit kit FastStart PCR

Master (Roche), ktery obsahuje Taq polymerazu typu hot start. Do reakce byly dale ptidany

genove specifické primery, templatova DNA a voda pro PCR. Byly pfipraveny 20ul reakcni

smesi (viz tabulka 5).

Tabulka 5: Slozeni reakéni smési PCR pro ovéfeni pfitomnosti transgenu

Pridana latka Mnozstvi pridané latky v 1 reakéni smési
[ud]

FastStart PCR Master (2x koncentrovany) | 10

(Roche)

Voda pro PCR 7

Primer forward (fwd) (10uM) * 1

Primer reverse (rev) (10uM) * 1

Templatova DNA 1

* Prehled pouzitych primeri pro ovéfeni pfitomnosti transgenu (viz tabulka 6)

Tabulka 6: Pfehled primert (v orientaci 5°- 37) pouzitych pro ovéteni pfitomnosti transgenu

Primery pro detekci BEL5+PTB6

fwd: GGATTCGTTTTCTAGGTGC

rev: TTAAGACTTTTTGGCTATGGTGC

Primery pro detekci BELL11 AS

fwd: CTATCCTTCGCAAGACCCTT

rev: ACATCATCATCATCAACAACACC

Primery pro detekci BELL29 AS

fwd: CTATCCTTCGCAAGACCCTT

rev: ACAACAACAACAGCAACAACA

Pro detekci konstruktu StBEL5+StPTB6 byly primery navrzeny tak, aby byl amplifikovanym

usekem prechod mezi StBELS5 a StPTB6. V piipadé konstrukti StBEL11 AS a StBEL29 AS

forward primer zasahuje do oblasti 35S CaMV promotoru.

Reakéni smési piipravené podle tabulky 5 byly umistény do PCR cycleru (Eppendorf 5331

MasterCycler Gradient Thermal Cycler) (program viz tabulka 7).
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Tabulka 7: Program PCR pro ovéfeni pfitomnosti transgenu

HOLD 25°C (95°C vicko)
Uvodni
& min 95°C
denaturace
Denaturace 15s 95°C
Nasedani Cyklus opakujici
15s 52,5°C
primert se 32x
Extense 27 s 72°C
Zavérecna
4 min 72°C
extense
HOLD 10°C (95°C vicko)

3.3.2.3 Elektroforeticka separace vyslednych produkti PCR

Pro elektroforetickou separaci vyslednych produktii PCR byl pouzit 1,5% agardézovy gel v 1x
TAE pufru (tris-acetatovy pufr). Agardza byla rozpusSténa ptivedenim k varu v mikrovinné
troub&. Po vychladnuti na teplotu cca 60°C byl agar6zovy roztok nalit do elektroforetické vany.
Pted utuhnutim bylo pfidano jesté interkala¢ni fluorescencni barvivo ethidium bromid (1 pl
roztoku EtBr/ 50 ml gelu; koncentrace roztoku EtBr: 5 mg/ml). Po ozéfeni gelu ultrafialovym
svétlem dojde k emisi oranzového svétla , coZ umoZziuje vizualizaci DNA. Dale byl pied
utuhnutim do elektroforetické vany umistén hieben, pomoci kterého byly vytvoreny jamky, do
nichz byly pozdé€ji naneseny vzorky. Po utuhnuti byl gel dale zalit 1x TAE pufrem, do kterého
byly pfidany dalsi 2 pl EtBr. Do kazdého vzorku (vysledny produkt PCR) byly pfidany 2 ul
nanaSeci barvicky 6xLD (Loading Dye), kterd umoziiuje zviditelnéni vzorku a tim padem i
moznost sledovat priibéh elektroforézy. Do jednotlivych jamek bylo naneseno po 18 pl vzorku
(vysledny produkt PCR a 6xLD) a 4 pl markeru. Separace probihala pifi napéti 5 V/cm.
Dokumentace gelu byla provedena pomoci Kodak Gel Logic Imagine systému a softwaru

Carestream M1.
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3.3.3 Transformace rostlinného materialu

Rostlinny materidl urceny k transformaci byl odvozen vyhradné z vrcholovych segmentt
rostlin udrzovanych v podminkach in vitro. Segmenty byly kultivovany (1 mésic) po sedmi
v plastovych nadobach (Sigma — Aldrich Phytacon™ Vessel) s upravenym vickem (ve vicku
byl vytvotfen kruhovy otvor o priméru cca 1,5 cm, jimz byl provlec¢en molitan) na MS médiu,

jehoz slozeni bylo shodné se slozenim média pro udrzovaci kultury (viz kapitola 3.2.1).
3.3.3.1 Ko-kultivace transformovaného A. tumefaciens s listy S. t.. tuberosum

Do sterilnich plastovych Petriho misek (pramér 9 cm) bylo v laminarnim boxu napipetovano
10 ml sterilniho tekutého MS média s 2% sachar6zou a 50 pl suspenze transformovanych bunék
A. tumefaciens. Listy S. tuberosum (cv. Kamyk a Korela) byly nafiznuty ziletkou ptes stfedni
zilku a byly umistény na médium adaxidlni stranou dold. Poté byly kultivovany za stalé tmy 2

dny pfi teploté 25°C.
3.3.3.2 Navozeni tvorby kalusu

Nasledn¢ byly listy S. tuberosum pteneseny na Petriho misky (primér 6 cm) s cca 15 ml
sterilniho kalus indukujiciho média (CIM, callus inducing medium) s pfidanymi selekénimi
antibiotiky (kanamycin — selekce transgennich bunék, claforan — pro odstranéni Agrobacteria
z kultury) (slozeni a ptiprava viz tabulka 8). Pied pfenesenim listu z tekutého MS média se
suspenzi A. tumefaciens na CIM, byla adaxialni strana listi osuSena pomoci sterilniho
filtracniho papiru. Struktura CIM byla rozruSena pinzetou, aby bylo mozné listy umistit tak,
aby se celou adaxidlni plochou dotykaly média. Kultivace probihala za stejnych podminek jako

v pfipad¢ udrzovacich kultur (viz kapitola 3.2.3), po dobu jednoho tydne.
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Tabulka 8: Slozeni média indukujiciho tvorbu kalusu (CIM) s pfidanymi selekénimi antibiotiky; pred pfidanim
agaru bylo upraveno pH na hodnotu 5,75 a médium bylo autoklavovano (obdobné jako pii pfipravé MS média viz
kapitola 3.2.1); z divodu citlivosti na vysokou teplotu byly rustové regulatory a antibiotika sterilizované filtraci
(sterilni injekéni filtr ROTH, porozita 0,45 pm) a piidany do média az po autoklavovani, za sterilnich podminek

v laminarnim boxu.

, Mnozstvi latky | Kkoncentrace Skladovéni

Latka - zasobniho . ,
na 1 1 média zasobniho roztoku

roztoku

Soli zékladniho MS média

(Murashige and Skoog Basal | 4,33 g - -

Medium, Sigma — Aldrich)

Glukéza (D-Glukosa 16 i i

bezvoda, Penta) &

Myo-inositol (Sigma- 0.1 i )

Aldrich) 8

ZnSO4 x TH20 2 mg 10 mg/ml (4°C)

Agar (Sigma-Aldrich) 6g - -

L, 1 ml zasobniho ) o
Vitaminy pro CIM roztoku (viz tabulka 9) (-20°C)
NAA (1-naftyloctova o
kyselina, Sigma-Aldrich) > mg 2,5 mg/ml (4°C)
BAP (6-Benzylaminopurin, o
Sigma-Aldrich) 0.1 mg I mg/ml (4°C)
Claforan (Taximed) 300 mg 100 mg/ml (-20°C)
Kanamycin (Sigma-Aldrich) | 50 mg 50 mg/ml (4°C)

Tabulka 9: Slozeni zasobniho roztoku vitamini pro CIM a SIM (shoot inducing médium, viz kapitola 3.3.3.3)

Latka Mnozstvi latky na 50 ml zasobniho
roztoku

Thiamin-HCI Smg

Pyridoxin-HCl 25 mg

Kyselina nikotinova 25 mg

Glycin 100 mg
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3.3.3.3 Navozeni tvorby prytu

Po jednom tydnu kultivace na CIM byly listy porostlé kalusem v oblasti fezu, pfeneseny na
petriho misky (primér 6 cm) s cca 15 ml média indukujiciho tvorbu prytu (SIM, shoot inducing
medium) opét se selekénimi antibiotiky (slozeni viz tabulka 10). Listy byly opakované
pienaseny na médium o stejném sloZeni, pfi¢emz subkultivacni interval byl prvni mésic 1 tyden,
poté 2 tydny. Prvni regenerované pryty se zacaly objevovat po 1 mésici kultivace na SIM.
Regenerované pryty byly pfenaSeny na MS médium (slozeni viz kapitola 3.2.1) s pridanymi

selekénimi antibiotiky (Claforan: 300 mg/l média; Kanamycin: 50 mg/l média). Kultivace listt

na SIM byla ukonc¢ena po cca 3 mésicich.

Tabulka 10: Slozeni média indukujiciho tvorbu prytu (SIM) s pridanymi selekénimi antibiotiky, postup piipravy

byl obdobny jako u CIM (viz kapitola 3.3.3.2, tabulka &)

Aldrich)

Latka MnoZstvi Koncentrace Skladovani
latky na 11 zasobniho zasobniho
média roztoku roztoku

Soli zdkladniho MS

média

(Murashige and Skoog 433 ¢ - -

Basal Medium, Sigma —

Aldrich)

Glukoza (D-Glukosa 16 i i

bezvoda, Penta) &

Myo-inositol (Sigma- 0.1 i i

Aldrich) 8

Agar (Sigma-Aldrich) 6g - -

o 1 ml z&sobniho . o
Vitaminy pro CIM a SIM roztoku (viz tabulka 9) (-20°C)
NAA (1-naftyloctova o
kyselina, Sigma-Aldrich) 0,02 mg 2,5 mg/ml (4°C)
GA;3 (Kyselina
giberelova; Sigma- 0,02 mg 1 mg/10 ml (4°C)
Aldrich)

Trans- Zeatin ribosid o

(Sigma-Aldrich) 2 mg I mg/ml (-20°C)

Claforan (Taximed) 300 mg 100 mg/ml (-20°C)

Kanamycin (Sigma- 50 mg 50 mg/ml (4°C)
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3.3.4 Ovéreni pritomnosti transgenu u rostlinného materialu

Stejné jako u 4. tumefaciens, byla i u regenerovanych rostlin pfitomnost vnaSeného transgenu

ovefena metodou PCR.
3.3.4.1 Priprava templatu pro polymerazovou retézovou reakci (PCR)

Jako vychozi rostlinny material byly pouzity listy rostlin regenerovanych z kalusu odvozeného
z listd ko-kultivovanych s transformovanym A. tumefaciens, z nichz byla izolovana DNA.
Odebirani materidlu probihalo za sterilnich podminek v laminarnim boxu. Z kazdé rostliny byl
odebran 1 list do sterilni mikrozkumavky typu Eppendorf a byl rozmélnén pomoci sterilni
homogenizac¢ni tyCinky. Dale bylo do téchto mikrozkumavek ptidano 400 pl extrakéniho pufru
(200mM Tris-HCI pH 7,5; 250mM NacCl, 25mM EDTA; 0,5% SDS) a byly centrifugovany 5
min (Centrifuge 5424 R, Eppendorf, 4°C, 15871 x g). Poté byla odebrana vrchni faze, bylo k ni
ptidano 300 pl chloroformu a tato smes byla umisténa na vortex (Scientific industries) na dobu
5 min. Poté byla smés centrifugovana 5 min (4°C, 17115 x g). Nasledné bylo odebrano 300 pl
horni faze a k tomuto extraktu bylo ptidano 300 pl izopropanolu, poté byla smés promichana
pomoci pipety (opakovanym nasatim a vypusténim) a umisténa na led, kde probihalo srazeni
po dobu 10 min. Poté byly vzorky centrifugovany po dobu 5 min (4°C, 17115 x g). Nasledné
byla odstranéna vSechna tekutina a mikrozkumavky s peletem DNA byly oteviené umistény na
bunicitou vatu, dokud nedoslo k vysuseni vzorku. Poté byl sediment rozpustén ve 100 pl 2mM
Tris (Tris(hydroxymethyl) aminomethan), pH 8,5 a poklepanim na mikrozkumavky byla DNA

uvolnéna do roztoku. Takto pfipraveny vzorek byl pouzit jako templat pro PCR.
3.3.4.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Tento krok probihal stejné jako v ptipad€ ovéfeni pfitomnosti transgenu u 4. tumefaciens (viz
kapitola 3.3.2.2), rozdil byl pouze v pouzitém templatu. Elektroforetickd separace vyslednych
produktti PCR viz kapitola 3.3.2.3.

3.4 Stanoveni miry exprese transgenu

Mira exprese transgenu byla stanovena metodou kvantitativni PCR (qPCR). Nejdiive bylo
nutné izolovat z rostlinného materidlu RNA, poté byla tato RNA pouZita jako templat pro
reverzni transkripci, pii niz byla syntetizovana cDNA, ktera byla nasledné€ pouzita jako templat
pro qPCR. Aby nedoslo ke kontaminaci vzorkti RNazami, byla veskerd prace provadéna
v rukavicich a byla pouzivana voda bez nukle4az uréena pro PCR (ddH»0, dvakrat destilovana

demineralizovana voda, s ptidavkem DEPC (diethylpyrokarbonat) o vysledné koncentraci 0,1
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%; po pfidani DEPC byla voda inkubovéna za stalého michdni 15 az 20 hodin za pokojové
teploty, poté varena 4 hodiny, autoklavovana a nakonec sterilizovana filtraci za pouziti filtru

s porozitou 0,2 um).
3.4.1 Izolace RNA

RNA byla izolovana pouze z lista rostlin téch linii, u nichz byla potvrzena pfitomnost transgenu
metodou PCR (viz kapitola 3.3.4). Celkova RNA byla z listi izolovana metodou fenol-
chloroformové extrakce. Listy (cca 200 mg) byly odebrany za sterilnich podminek. Thned po
odebrani byly v kapse vytvoiené z alobalu ponotfeny do nadoby s tekutym dusikem. Poté byly
piemistény do pfedem vysterilizované a vychlazené tieci misky s tekutym dusikem a
homogenizovany pomoci tloucku. Dale byl piiddn TRI Reagent® (Sigma-Aldrich) (2 ml/ 200
mg vzorku) a vzorek byl dale dikladné¢ homogenizovan. Poté byl vzorek rozdélen a pienesen
do dvou mikrozkumavek typu Eppendorf po 1 ml, ty byly umistény na vortex (Vorte-Genie 2,
Scientific industries) po dobu 5 min a poté centrifugovany po dobu 10 min (Centrifuge 5424 R,
Eppendorf, 4°C, 13523 x g). Po centrifugaci byl odebran supernatant do novych zkumavek typu
Eppendorf, bylo pfidano 350 pl chloroformu a tato smés byla promichana na vortexu a nasledné
byla ponechana 5 min pii pokojové teploté. Poté byly vzorky znova centrifugovany (4°C, 20
min, 17115 x g). Po centrifugaci doslo k rozdéleni vzorku na 3 faze. Do nové zkumavky typu
Eppendorf byla odebrana horni vodna faze s rozpusténou RNA, k niz byl ptidan izopropanol
(v poméru 1:1). Tato smés byla promichana na vortexu. Poté byly vzorky umistény do krabice
s ledem, kde po dobu 20 min probihalo srazeni. Nasledné byly vzorky centrifugovany (4°C, 25
min, 17115 x g). Poté byl odstranén supernatant, ve zkumavkach ziistal na dné€ pelet obsahujici
RNA, ktery byl nasledné 2x promyt vychlazenym 75% etanolem. Po druhém diikladném odsati
supernatantu byly zkumavky s peletem RNA ponechany na bunicité¢ vaté, dokud nedoslo k
vysuSeni vzorku. VysuSené vzorky byly rozpustény ve 40 pl vody pro PCR, dva shodné vzorky
byly spojeny. Poté byla zmétena koncentrace RNA a ur€ena mira Cistoty pomoci pfistroje
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Vzorky byly nasledné

uchovavany pii -70°C.
3.4.2 Elektroforeticka separace pro ovéreni kvality izolované RNA

Integrita izolované RNA byla ovétena pomoci denaturacni elektroforézy v 1,5% agar6zovém
gelu v tris-acetatovém pufru (1x TAE). Agardéza byla rozpusténa pifivedenim k varu
v mikrovinné troub€. Po vychladnuti na teplotu cca 60°C byl agar6zovy roztok nalit do

elektroforetické vany a byl do ni umistén hieben pro vytvotreni jamek. Po utuhnuti byl gel dale
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zalit 1XTAE pufrem. Byly pfipraveny vzorky (viz tabulka 11), které byly denaturovany
v termoblocku (65°C) po dobu 10 min a poté okamzité premistény do krabice s ledem, po 10
min byly vzorky nanaseny na elektroforeticky gel. Separace probihala pfi napéti 6 V/em.

Dokumentace elektroforetického gelu viz kapitola 3.3.2.3.

Tabulka 11: Slozeni vzorki pro ovéfeni kvality izolované RNA pomoci elektroforetické separace

Latka MnoZstvi latky v 1 reakéni smési [pl]
RNA Objem odpovidajici 5 ug

Formamid Alespoii 50 % vysledného objemu
Ethidium bromid (5 mg/ml) 1wl

DNA Gel Loading Dye (6X, Thermo Fisher | 3 pl

Scientific)

3.4.3 Syntéza cDNA metodou reverzni transkripce

Ze vzorkd, které vykazovaly dostate€nou Cistotu a integritu izolované RNA, byly pfipraveny
reakéni smési (viz tabulka 12), které byly nésledné kratce centrifugovany (Centrifuge 5424 R,
Eppendorf, 4°C, short) a poté denaturovany v termoblocku (70°C) po dobu 5 min. Vzorky byly
nasledné umistény do krabice s ledem, byly k nim ptidany dalsi slozky (viz tabulka 13) a poté
byly vzorky umistény do PCR cycleru, kde probéhla syntéza cDNA (Eppendorf 5331
MasterCycler Gradient Thermal Cycler; program viz tabulka 14).

Tabulka 12: SloZeni reakénich smési pro reverzni transkripci pfipravenych k denaturaci v termoblocku (RT:
vzorek se smési nahodnych hexamert - random primer (N)s, RT-: negativni kontrola bez reverzni transkriptazy;
RT bez RP: vzorek bez random primert)

RT RT- RT bez RP
RNA (8 pg) + voda pro 16,6 16,6 17
PCR [ul]
Oligo (dT) 1 pg/pl [ul] 1 1 1
Random primer (N)s 0,3 0,4 0,4 -
pg/ul [ul]
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Tabulka 13: Slozky reakéni smési pro reverzni transkripci ptidané po denaturaci

RT RT- RT bez RP
Voda pro PCR [ul] 7 10 7
5x reak¢ni pufr Thermo | 8 8 8
Scientific™ [pl]
dNTP (10mM) [pl] 4 4 4
RiboLock RNase 1 - 1
Inhibitor (40 U/uL)
Thermo Scientific™
0y
RevertAid-H™ Reverse 2 - 2
Transcriptase (200
U/uL)
Thermo Scientific™
iy

Tabulka 14: Program PCR pro reverzni transkripci

25°C HOLD
25°C 10 min
37°C 5 min

42°C 75 min
70°C 10 min
4°C HOLD

3.4.4 Kvantitativni PCR v redlném case (QPCR)

Metoda qPCR je zaloZena na klasické PCR, avSak s tim rozdilem, ze je v kazdém cyklu
zaznamenavano mnozstvi DNA pomoci specidlniho cycleru, ktery na rozdil od klasického PCR
cycleru umoziiuje méfit soucasné v kazdém cyklu i hladinu fluorescence odpovidajici

amplifikovanému produktu. PouZivala jsem fluorescen¢ni barvicku SYBR Green I, jenz
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emituje zelené zafeni po navazani do malé¢ho zldbku dvoufetézcové DNA (volny substrat

fluorescen¢ni zafeni neemituje).

Dulezitym parametrem qPCR je tzv. C; hodnota (Threshold Cycle), ktera reflektuje cyklus, pii
kterém doslo k nariistu fluorescence nad prah pozadi. Pro moznost vytvoteni standardni kiivky
(vztah C;hodnoty vzhledem ke koncentraci vstupni cDNA), z jejihoz sklonu je mozné urcit
ucinnost amplifikace (PCR efficiency) daného amplikonu (pomoci LightCycler® 480 Software,
Version 1.5), byly pfipraveny fedici fady vybranych vzorkl kontrolniho materidlu (viz tabulka

15).

Tabulka 15: Redici fady pro qPCR

Redéni cDNA Znaceni relativni
koncentrace ve
vyhodnocovacim programu

5x 10 ul cDNA do 40 pl vody pro PCR SES
50x 10 pl 5x cDNA do 90 pl vody pro PCR | 5E4
500x 10 pl 50x cDNA do 90 pul vody pro | SE3
PCR

5000x 10 ul 500x cDNA do 90 pl vody pro | SE2
PCR

50000x 10 pl 5000x cDNA do 90 pul vody pro | SEI
PCR

500000x 10 ul 50000x cDNA do 90 ul vody pro | SEO
PCR

Hodnota u¢innosti PCR pro jednotlivé amplikony je dale vyuZita pifi vypoctu relativni
kvantifikace (opét pomoci LightCycler® 480 Software, Version 1.5), pfi niZ je vypoctena
koncentrace kopii cilového genu (Target Gene) vztazena k vypoctené koncentraci referenc¢niho
genu (Reference Gene). Jako referen¢ni geny jsou vyuzivany geny, jejichz exprese by méla byt
u vSech testovanych vzorkli shodnd, nejcastéji se jedna o tzv. house-keeping geny. V tomto

pifipadé byl jako referen¢ni gen pro lilek brambor pouzit polyubiquitin (UBI), ktery byl jiz
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testovan a vybran jako vhodny (Stupecka DP, 2018). Za tcelem stanoveni miry exprese
transgenu byla hodnota relativni kvantifikace cilového transkriptu porovnavéana u odvozenych

transgennich rostlin s rostlinami divokého genotypu (wild type, wt).

Pro qPCR reakci byl pouzit kit LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche) Do reakce
byly déle ptfidany smés primert, cDNA a voda pro PCR. Slozeni reakéni smési pro qPCR viz
tabulka 16.

Tabulka 16: Slozeni reakéni smési pro qPCR

latka Mnozstvi latky v 1 reakéni smési [pl]

LightCycler® 480 SYBR Green I Master (2x | 5

koncentrovany) (Roche)

Voda pro PCR 1

Smés primerd forward + reverse (oba |2

2,5uM)*

cDNA 2

*seznam primert pro qPCR viz tabulka 17

32



Tabulka 17: Prehled primert (v orientaci 5'- 3") pouzitych pro gPCR pfi ovéteni exprese vneseného transgenu a
stanoveni relativni miry exprese vybranych cilovych transkripta

Primery pro transkript SP6A4

Rev: GCTTGTATTTGTAGTTGCTGGGA

Sekvence primeru 5°-3 GI
(GenBank)

Fwd: CTTCAAATTTCTCTTTCAAGATGCAG 102599865
Primery pro transkript UBI

Rev: AGCCTTTGCTGATCCGGGG

Fwd 1: GCTAACAAGGAGCCAGGTGT 102577460

Fwd 2: GCTAACAAGGAGCCAGGT CT
Primery pro transkript BELS

Rev 1: ATGTTTCTCTTCATTTGGAGCACT | 102577460

Rev 2: ATGTTTCTCTTCATTTGGAGCCTC

Fwd: ATCATGCTCTTGTTCAGAGGG 102603741
Primery pro transkript PTB6

Rev: TGGTCCGGTGTTAATATTTGGG

Fwd: CGCGCTTGGCTTTTCGAGC 102577885
Primery pro transkript BEL11

Rev: TGGCTTCCATAGTCTAACTCTAG

Fwd: CGCAGAGAGGCAAGAAATTCA 102577906
Primery pro transkript BEL29

Rev: CAGCTTGCTCCAACCAGTGTA

Fwd: GGAAATTGTGGCGGAGGCA 102577616
Primery pro transkript POTH1

Rev: GTGCTCCAACCTTTTGGCAAT

Fwd: CAACTTTTACACTCTGATTATGGTG | 102577452

Kazdy vzorek byl pfipraven jako triplikat (technickd opakovani), jak pro standardni kiivky

(koncentrace cDNA viz fedici fada tabulka 15), tak pro jednotlivé vzorky, které byly pfipraveny

ve dvou koncentracich cDNA (zpravidla fedéna 5x a 500x).

Pro pfipravu reakéni smési byly vytvofeny premixy, aby byly eliminovany chyby pii

pipetovani. Nejdiive byl pfipraven premix z kitu LightCycler® 480 SYBR Green I Master

(Roche) a vody pro PCR (pro odpovidajici pocet triplikat + rezerva 0,5 reakce/triplikat), tento

premix byl rozdélen na dil¢i premixy, do kterych byly pfidany odpovidajici primery, tyto dil¢i
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premixy byly rozpipetovany po 28 ul do mikrozkumavek typu Eppendorf, jejichz pocet
odpovidal poctu triplikati. Nakonec byla do kazdého aliquotu smési ptidano 7 pul odpovidajici
cDNA. Vzorky byly po 10 pl napipetovany do desticky LightCycler® 480 Multiwell Plate 384
(Roche). Desticka byla zalepena folii (LightCycler® 480 Sealing Foil Roche), ktera zamezuje
odparovani vzork béhem qPCR. Pro snizeni rizika kontaminace vzorkl probihala cela ptiprava
qPCR reakci v laminadrnim PCR boxu za pouziti pipetovacich Spicek s filtry. Pti ptipravé bylo
dbano na to, aby byl kit LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche) vystaven svétlu jen

po dobu nezbytné nutnou k piipravé qPCR reakce, jelikoZz je nestabilni na svétle.

Desticka byla pfenasena v polystyrenové krabici, aby bylo zabranéno piistupu svétla. Nasledné
byla desticka centrifugovana (3 min, 538 x g, Eppendorf Centrifuge 5430) a vlozena do
termocycleru LightCycler® 480 System (Roche) (program viz tabulka 18).

Tabulka 18: Program qPCR

Pocéatecni denaturace | 5 min 95°C
Denaturace 10s 95°C
Cyklus opakujici se
Nasedani primeru 15s 58°C
45x
Extense 10s 72°C
10's 97°C
Kirivka tani 1 min 65°C
Kontinualni 97°C
Chlazeni 1 min 40°C

3.4.4.1 Ovéreni identity ziskanych amplikonii p¥i qPCR

V piipad¢ potieby byla délka produkti qPCR ovéfovana pomoci elektroforetické separace.
S ohledem na pfedpokladanou délku byl za timto ucelem ptipraven 3% agardzovy gel v 1x TAE
pufru (tris-acetatovy pufr). EtBr (3 pl roztoku/100 ml gelu; koncentrace roztoku EtBr: 1 mg/ml)
byl pfidan pfimo do lahve s horkym agar6zovym roztokem (z divodu rychlého tuhnuti 3%
agardzového gelu) a tento roztok byl nalit do elektroforetické vany, do které byl dale umistén
hieben pro vytvoreni jamek. Po utuhnuti byly nanaSeny vzorky — vysledné produkty qPCR
(technické replikaty byly spojeny), k nimz byly pfidany 2 pl nanaSeci barvicky (6xLD).
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Separace probihala pii napéti 5 V/cm. Dokumentace elektroforetického gelu viz kapitola

3.3.2.3. V kazdém z pokust byla téz pro kontrolu provedena analyza kiivek tani.
3.5 Stanoveni miry exprese vybranych cilovych transkripti

Mira exprese vybranych cilovych transkripti byla stanovena obdobnym zptisobem jako mira
exprese transgenu (viz kapitola 3.4), rozdil byl pouze v pouzitych primerech pro qPCR (viz

tabulka 17).
3.6 Tuberizaéni experimenty in vitro

Pro tuberizacni experimenty in vitro bylo pouzito MS médium (slozeni viz kapitola 3.2.1)
obsahujici 0,2 mg BAP/l média a 6 %, resp. 8 % sachar6zy. Jako vychozi rostlinny material
byly pouzity nodalni segmenty ze stfedni ¢asti vybranych linii rostlin S. tuberosum cv. Kamyk
(v€etné kontroly — wt) kultivovanych in vitro (subkultivacni interval 4 tydny). Segmenty byly
kultivovany po tfech v 50ml Erlenmeyerovych bankach s 20 ml média za stalé tmy pfi teplote

22+2°C po dobu 5 tydni.
3.7 Zpracovani dat

Grafy a tabulky byly vytvofeny v programu MS Excel, ktery byl téZ pouzit pro vypocitani
pramérii, smérodatné odchylky a stfedni chyby priiméru. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit
program NCSS 9.0. Pro porovnani vysledkli experimentli, v nichz byly mutantni rostliny
porovnavany s kontrolou (wt) a vzorky obsahovaly biologické i technické replikaty (expresni
analyzy) byla pouzita analyza rozptylu: ANOVA — Repeated Measures Analysis of Variance
(subject variable — biologicky replikat, between factors — genotyp) — Dunnet's 2-sided test (vs.
control). Pro vyhodnoceni tuberizanich experimentii byla pouZita One-Way analysis of
Variance Dunnet's 2-sided test (vs. control). Vzorky, které se statisticky vyznamné liSily od
kontrolni varianty, byly oznaceny nasledovné: a = 0,05 (oznaceny *), a = 0,1 (oznaceny (*)).
V grafech znazoriujicich vysledky experimentl, u nichz nebylo mozné provést statistické
hodnoceni jsou chybové tsecky znazoriujici smérodatnou odchylku, pokud bylo provedeno

statistické hodnoceni, chybové tisecky v grafu znazornuji stfeni chybu primeéru.
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4  Vysledky

4.1 QOdvozeni transgennich linii Solanum t. tuberosum

Pro transformaci byly pouzity kultivary S. ¢. tuberosum cv. Kamyk a cv. Korela, které byly
transformovany vzdy jednim z nasledujicich konstrukta: 1) ¢ast kédujici sekvence StBELI1
v antisense orientaci pod kontrolou 35S CaMV promotoru (BELII AS), 2) cast kodujici
sekvence StBEL29 téz v antisense orientaci pod kontrolou 35S CaMV promotoru (BEL29 AS)
3) kompletni geny StBELS5+StPTB6 pod kontrolou nativnich promotort (BEL5+PTB6) (viz
kapitola 3.3, tabulka 2). Tyto konstrukty byly ziskany ve formé plazmidi od dr. Davida
Hannapela. Transformace rostlinného materialu byla zprostfedkovana pomoci Agrobacterium
tumefaciens a probihala v nasledujicich krocich: transformace A. tumefaciens elektroporaci
plazmidt, ko-kultivace transformovaného A. tumefaciens slisty S. t. tuberosum, navozeni

tvorby transgenniho kalusu, regenerace prytu z transgenniho kalusu (viz kapitola 3.3).
4.1.1 Transformace A. tumefaciens

Transformaci 4. tumefaciens (kmen C58C1) konstrukty BEL11 AS, BEL29 AS, resp. BELS +
PTB6 jsem provedla dvakrat. Pii prvni transformaci bylo vybrano po vysevu na selekéni
médium po 5 nezéavislych koloniich pro jednotlivé konstrukty a byla u nich ovéfena ptitomnost
transgenu. Jelikoz pfitomnost transgenu byla potvrzena u vSech testovnych linii, byla ndhodné
vybrana jedna linie pro dany konstrukt a pouzita k transformaci S. t.tuberosum cv. Kamyk a
poté dalsi linie od kazdého konstruktu k transformaci S. t. tuberosum cv. Korela. Pfi druhé
transformaci bylo vybrano po ctyfech nezavisych liniich transformovanych konstrukty BELS +
PTB6, BEL11 AS, resp. BEL29 AS, u nichZ byla opét ovétena piitomnost transgenu (ilustracni
fotografie elektroforetogramu PCR produktil tseku transgenu na obrazku 8) a bylo vybrano po

jedné linii k transformaci S. ¢. tuberosum cv. Kamyk.
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Obrazek 8: Elektroforetogram — ovéteni pfitomnosti transgenu u 4. fumefaciens: jako marker byl pouzit Thermo
Scientific O'GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder,; vzorky 1, 2, 3, 4: nezévislé linie transformované konstruktem
BELI11 AS; vzorky 5, 6, 7, 8: nezavislé linie transformované konstruktem BEL29 AS; vzorky 9, 10, 11, 12:
nezavislé linie transformované konstruktem BELS5 + PTB6; délky produktd PCR, pfi pouziti 4. tumefaciens jako
templatu odpovidaji délkam produkti PCR, pii pouziti samotného plazmidu jako templatu (viz obrazek 9)
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Obrazek 9: Elektroforetogram: vysledné produkty PCR, pti pouziti plazmidu jako templatu: jako marker byl pouzit
Thermo Scientific O'GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder; vzorek 1: BEL11 AS, vzorek 2: BEL29 AS, vzorek
3: BEL5+PTB6

4.1.2 Transformace rostlinného materialu

Transformace byla provedena u S. ¢. tuberosum cv. Kamyk (2x) a cv. Korela (1x) (transformace
S. t. tuberosum cv. Kamyk byla opakovana z diivodu ztrat zptisobenych kontaminacemi, u cv.
Korela doslo téz ke ztraté zaptiCinéné kontaminacemi, nicméné z asovych diivodi nebylo
mozné transformaci zopakovat). Pro transformaci byly pouzity listy S. . tuberosum cv. Kamyk

resp. cv. Korela odebrané z rostlin kultivovanych in vitro. Byly vybrany nejvétsi listy (zhruba
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30 listd pro kazdy konstrukt). Odebrané listy byly nafiznuty pies stfedni zilku a byly ko-
kultivovany s transgennimi buitkami A. tumefaciens (viz kapitola 3.3.3.1). Poté byla navozena
tvorba kalusu kultivaci listd na médiu indukujicim tvorbu kalusu (CIM) po dobu 1 tydne (viz
kapitola 3.3.2.2). Po 1 tydnu kultivace na CIM se na listech v oblasti fezu zacal objevovat kalus.
Nasledné¢ byly listy pieneseny na médium indukujici tvorbu prytu (SIM) (viz kapitola 3.3.2.3).
Prvni a druhy tyden kultivace na SIM dochazelo k dal§imu nérGstu kalusu, tfeti tyden zacaly
kalusy zelenat, Ctvrty tyden jiz doslo k regeneraci prvnich pryti (viz obrazek 10). Dalsi

regenerované rostliny se objevovaly na explantatech pribézné jesté cca dalsi dva mésice.

Regenerované pryty byly postupné pienaseny na MS médium se selek¢nimi antibiotiky (viz

kapitola 3.3.2.3).

Obrazek 10: Fotodokumentace pribéhu regenerace po transformaci S. ¢. tuberosum cv. Kamyk — transformovano
konstruktem BEL29 AS, regenerace prytu - kultivace na SIM (4. tyden)

U regenerovanych rostlin byla postupné ovérovana piitomnost transgenu (viz kapitola 3.3.3).
Primery pouZité pro PCR reakci byly navrZeny tak, aby byl detekovan pouze vneseny transgen,
nikoli nativni geny StBELS5, StPTB6, StBELII, resp. StBEL29. Jelikoz nékter¢ faze
transformace a regenerace byly provadény pro vSechny konstrukty soucasné, byly pro kontrolu,
ze je skutecné detekovan pouze vneseny transgen, pfipraveny i reakce s primery pro detekci
ostatnich konstruktii. Vysledné produkty PCR byly elektroforeticky separovany (ilustracni
fotografie elektroforetogramu viz obrazek 11). Linie, u nichZ transgen nebyl detekovan, byly
vytazeny z dalSich experimentti. U kultivaru Kamyk bylo ziskano celkem 50 linii BEL5+PTB6,

z toho vSak 4 linie kontaminovaly, z nekontaminovanych linii byla u 13 ovéfena pfitomnost

38



transgenu, pouze 2 byly negativni a zbylé linie budou jesté genotypovany. Dale 36 linii BEL11
AS, z nichz bylo kontaminovano 5, u 8 nekontaminovanych linii byla potvrzena ptitomnost
tansgenu, 6 linii bylo negativnich, zbyl¢ linie budou genotypovany. Linii nesoucich konstrukt
StBEL29 AS bylo ziskano 24, z nichz kontaminovalo 8, u 12 nekontaminovaych linii byla
ovéfena pritomnost transgenu, zbylé linie budou genotypovany. U kultivaru Korela jsem ziskala
relativné méné linii. zejména z dlivodu masivnich kontaminaci. U vSech ziskanych linii jsem
ovétila pfitomnost transgenu, z toho 2 linie byly negativni. Piehled oznaceni linii a ovéfeni

pritomnosti transgenu viz tabulky 19 (cv. Kamyk) a 20 (cv. Korela).

Obrazek 11: Elektroforetogram — ovéfeni pfitomnosti transgenu u S. t. fuberosum cv. Kamyk (ndzvy linii
odpovidaji oznaceni v tabulce 19); marker Thermo Scientific™ O'GeneRuler™ Ready-to-use 100bp Plus DNA
Ladder; vzorek 1: B29-1; vzorek 2: B29-2; vzorek 3: B29-3; vzorek 4: B29-4; vzorek 5: negativni kontrola —
B29-1 s primery pro detekci konstruktu BELS + PTB6; vzorek 6: negativni kontrola — B29-2 s primery pro detekci
konstruktu BELS + PTB6; vzorek 7: negativni kontrola PCR— bez templatu; vzorek 8: B5-1 — transgen u této linie
nebyl detekovan — linie byla vyfazena; vzorek 9: B5-2 transgen u této linie nebyl detekovan — linie byla vyfazena;
vzorek 10: B5-3; vzorek 11: B5-4; vzorek 12: negativni kontrola — B5-1 s primery pro detekci konstruktu BEL29
AS; vzorek 13: B5-2 s primery pro detekci konstruktu BEL29 AS; délky produktt PCR, pfi pouziti DNA izolované
z listd regenerovanych rostlin jako templatu odpovidaji délkam produktti PCR, pfi pouziti samotného plazmidu
jako templatu (viz obrazek 9)
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Tabulka 19: Piehled ziskanych transgennich linii S. ¢. tuberosum cv. Kamyk; v'potvrzena pfitomnost transgenu; x
transgen nebyl detekovan (tyto linie byly vyfazeny); - pfitomnot transgenu zatim nebyla ovéfovana; linie, které
zkontaminovaly jsou oznaceny Cervené

cv. Kamvk

Linie transformované konstruktem | Linie transformované konstruktem | Linie transformované konstruktem

BEL3 + PTEé& BEL11 AS BEL29 AS

Nazev linie Pritomnost Nizev linie Pritomnost Nizev linie Pritomnost

transgenn transgenu transgenu

B3-1 X Bli-1 v B29-1 v

B3-2 X Bll-2 v B29.2 v

B3-3 v Bl11-3 v B29-3 v

B3 4 v Blil-4 v B29-4 v
5-3 v Bl1-5 v B29-5 v

Bi3-6 ¥ Bli-5 v B29-5 v

B3-7 ¥ Bl11-7 ¥ B29-7 v

B3-§ ¥ B11-8 X B29-8 v

B39 v B11-8 X B29-9 v

B3-10 v B11-10 v B29-10 -

B3-11 v Bli-11 v B29-11 -

B3-12 - Bl1-12 v B29-12 v

B3-13 - B11-13 v B29-13 v

B3-14 v Bll-14 X B29-14 -

B3-15 v B11-15 X B29-15 -

B3-16 - B11-18 X B29-15 -

B3-17 v B11-17 ¥ B29-17 -

B3-18 v B11-18 X B29-18 -

B3-19 v Bl1-19 v B29-19 v

B3-20 v B11-20 - B29-20 v

B3-21 v B11-21 - B29-21 -

B3-22 - B11-22 - B29-22 -

B3-23 - B11-23 - B29-23 -

B3-24 - Bl1-24 - B29-24 -

B3-25 - B11-25 -

B3-26 - B11-26 -

B3-27 - B11-27 -

B3-28 - B11-28 -

B3-29 - B11-29 -

B3-30 - B11-30 -

B3-31 - Bl1-31 -

B3-32 - B11-32 -

B3-33 - B11-33 -

B3-34 - Bl11-34 -

B3-35 - B11-35 -

B3-36 - Bll-36 -

B3-37 -

B3-38 -

B3-39 -

B3-40 -

B3-41 -

B3-42 -

B3-43 -

Bi-44 -

B3-45 -

B3-46 -

B3-47 -

B3-48 -

B3-49 -

B3-50 -
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Tabulka 20: Pfehled ziskanych transgennich linii S. ¢. tuberosum cv.Korela: v'potvrzena piftomnost transgenu; x
transgen nebyl detekovan (tyto linie byly vyfazeny; linie, které zkontaminovaly jsou oznaceny cervené

cv. Korela
Lime transformované | Lime transformované | Lime transformované
konstruktem BELS + PTB6 konstruktem BEL11 AS konstruktem BEL29 AS
T Pritomnost T Pitomnost T Pritomnost
Nazev line Mazev linie Nazev linie
transgenn transoenn transgenu
- B1l-1 v B29-1 v
B29-2 v
B29-3 ¥
B29-4 X
B29-5 v
B29-6 ¥
B29-7 v
B29-8 X

4.2 Ovéreni exprese transgenu

S ohledem na mensi tspéSnost transformace cv. Korela (vétSina materidlu zkontaminovala jiz
béhem kultivace na CIM) byly dal§i experimenty provadény jen scv. Kamyk. Z listl
regenerovanych transgennich rostlin, u nichz byla potvrzena pfitomnost transgenu, byla
izolovana RNA, jejiz kvalita byla ovéfena pomoci denaturacni elektroforetické separace
(ukazka elektroforetogramu viz obrazek 12). Intaktni RNA byla pouzita jako templat pro
syntézu cDNA (viz kapitola 3.4.3), ktera byla nasledné pouzita jako templat pro qPCR (viz
kapitola 3.4.4). Pi prvnich experimentech byly jako templat pro reverzni transkripci pouzity
jak smési s random primery (RT), tak bez nich (RT bez RP). Ukézalo se, Ze pti vyhodnoceni
qPCR se Ct hodnota pro cDNA nasyntetizovanou obéma uvedenymi zpiisoby nelisi, tudiZ pro
dalsi experimenty byly pouzivany vzorky pouze s oligodT primery, které snizuji riziko zachytu
castecné degradovanych transkriptti, které mohou vznikat prave prostiednictvim transgenni

antisense RNA.

Primery pro qPCR byly navrZzeny tak, aby byl detekovan pfechod dvou exont, coZ zajisti
odliSeni velikosti produktii cDNA a genomové DNA (piehled primert pro qPCR viz kapitola
3.4.4, tabulka 17). Pro kontrolu nulového zachytu genomové DNA byly u vybranych vzorka
pfipraveny reakce, kde templat pochazel z reakci, kdy do reverzni transkripce nebyl ptidan
enzym (RT-). Ve vSech ptipadech nebyl u téchto vzorkli po qPCR detekovan produkt. V piipade
pouziti primert pro stanoveni hladiny StPTB6 a StBELS transkripti (kombinace primera Fwd
2 a Rev 2) byla ovéfena délka vyslednych produkti qPCR pomoci elektroforetické separace
(viz kapitola 3.4.4.1) (obrazek 13). Velikost produktli ostatnich reakci jiZ byla testovana a
potvrzena Lenkou Stupeckou (Stupecka DP, 2018). Pro stanoveni hladiny StBELS5 transkriptu
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byla nejdfive pouzita kombinace primert Frw 1 a Rev 1, které¢ byly testovany a pouzity Lenkou
Stupeckou pro stanoveni hladiny tohoto transkriptu u S. ¢. tuberosum cv. Lada a mutantni linie
D69, nicméné u S. ¢. tuberosum cv. Kamyk se nepodafilo transkript detekovat s pouzitim téchto
primerd. Pro zjisténi, zda nejsou primery degradovany ¢i jinak znehodnoceny, byla provedena
gPCR s témito primery, piicemz byly pouzity fedici fady cDNA (viz kapitola 3.4.4)
nasyntetizované podle RNA izolované z listu S. t. tuberosum cv. Lada, resp. cv. Kamyk.
StBEL) transkript se podafilo detekovat pouze u S. . tuberosum cv. Lada, u cv. Kamyk nikoli.
Hladina transkriptu referencniho genu (UBI) byla u obou fedicich fad cDNA (cv. Kamyk a cv.
Lada) srovnatelna. Dale proto byly navrzeny a testovany dalsi primery pro stanoveni hladiny
StBELS transkriptu u S. t. tuberosum cv. Kamyk v kombinacich: Fwd 1 — Rev 2; Fwd 2 - Rev
1; Fwd 2 - Rev 2. StBEL)S transkript se dafilo detekovat pouze v piipad¢ pouziti kombinace
primert Fwd 2 — Rev 2, které byly pouzity pro dal$i experimenty.

26S rRNA

188 rRNA

Obrazek 12: Elektroforetogram - ovéteni kvality izolované RNA (S. t. tuberosum cv. Kamyk — oznaceni linii viz
tabulka 19, kultivace in vitro, LD, list); vzorek 1: B29-4; vzorek 2: B29-2; vzorek 3: B5-3 — degradovana RNA,
tento vzorek byl vyfazen; vzorek 4: B5-4; vzorek 5: B29-1; vzorek 6: B29-3; vzorek 7: wt
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Obrazek 13: Ovéfeni délky produktd qPCR pomoci elektroforetické separace v 3% agarézovém gelu; jako marker
byl v obou ptipadech pouzit O’GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific),; A: vysledny produkt gPCR
s primery pro detekci StPTB6 (S. tuberosum cv. Kamyk wt, kultivace in vitro, LD, list, fedéni cDNA 5x), délka
produktu odpovida predpoklddané délce 131 bp; B: vysledny produkt qPCR s primery pro detekci StBELS (Fwd 2
a Rev 2) (S. tuberosum cv. Kamyk wt, kultivace in vitro, LD, list, fedéni cDNA 5x), délka produktu odpovida
predpokladané délce 166 bp

Ovéfeni miry exprese transgenu bylo provadéno tak, Ze metodou qPCR byla stanovena hladina
transkriptl, které by mély byt expresi transgenu ovlivnény. V piipad€ exprese BELLII AS a
BELL29 AS by diky produkci antisense RNA mélo dojit k RNA interferenci potazmo k
celkovému snizeni StBELLII, resp. StBELL29 transkriptu. U konstruktu BEL5+PTB6 by
naopak mélo expresi transgenu dojit k celkovému navySeni hladin obou transkriptii (endogenni

+ transgenni).

Relativni mira exprese transgenu byla nejdiive orientacné stanovena u 7 nezavislych linii S. .
tuberosum cv. Kamyk s vnesenym konstruktem BEL11 AS (1 biologicky vzorek ve dvou
fedénich cDNA pro kazdou linii). V tomto pfedbéZném experimentu byla naméfena snizena
hladina StBEL11 transkriptu oproti wt u 5 nezavislych linii (B11-1, B11-10, B11-12, B11-13 a
B11-19), u zbylych dvou linii (B11-2 a B11-5) doSlo naopak k mirnému navySeni hladiny
tohoto transkriptu (graf 1). Pro dalsi testovani byly vybrany 2 nezavislé linie s nejnizsi hladinou
tohoto transkriptu pfi tomto pfedbézném experimentu (B11-1 a B11-10). Nasledné experimenty
potvrdily snizeni hladiny StBELI1 transkriptu u téchto dvou linii. U linie B11-1 byla hladina

a4

StBELI1 transkriptu téméf tfikrat nizsi oproti wt, u linie B11-10 ¢tyfikrat nizsi (graf 2). Tento
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rozdil byl statisticky prikazny na hladin€ pravdépodobnosti a=0,05. Hladina exprese transgenu
u téchto linii bude dale ovéfena téz ve stolonu, pro toto ovéfeni je jiz odebran biologicky

material.

Déle byla relativni mira exprese transgenu predbézné stanovena u 8 nezavislych linii S. ¢
tuberosum cv. Kamyk s vnesenym konstruktem BEL29 AS (1 biologicky vzorek ve dvou
fedénich cDNA pro kazdou linii). Podle tohoto orientacniho experimentu se zd4, ze hladina
StBEL29 transkriptu oproti wt je niz$i pouze u jedné linie (B29-6; viz graf 3), nicmén¢ je tieba
provést dalsi ovefeni (i u dalSich odvozenych linii viz kapitola 4.1.2). Piedbézné stanoveni
relativni miry exprese transgenu bylo dale provedeno u 6 nezavislych linii S. . tuberosum cv.
Kamyk s vnesenym konstruktem BEL5+PTB6 (1 biologicky vzorek ve dvou fedénich cDNA
pro kazdou transgenni linii 6 vzorki téz ve dvou fedénich pro wt). Ackoli bylo o¢ekavano mirné
navyseni hladiny StBELS5 a StPTB6 transkriptli oproti wt, zda se, Ze u vSech dosud testovanych
transgennich linii doSlo ke sniZeni hladiny StBELS5 (graf 4). Pfedb&zné stanoveni StPTB6
transkriptu ukazalo mozné mirné navyseni u dvou linii (B5-9 a B5-10, viz graf 5). Hladiny obou

sledovanych transkripti budou dale testovany (i u dalSich odvozenych linii viz kapitola 4.1.2).
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Graf 1: Stanoveni relativni hladiny transkriptu StBELII (normalizovano na mnozstvi kopii referencniho
transkriptu UBI) u S. t. tuberosum cv. Kamyk BEL11 AS mutant v porovnani s WT; rostliny kultivované in vitro,
LD, list; byl pouzit 1 biologicky vzorek ve dvou fedénich cDNA (5x a 500x) pro kazdou linii, chybové usec¢ky
znazoriuji smérodatnou odchylku
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Graf 2: Stanoveni relativni hladiny transkriptu StBELII (normalizovano na mnozstvi kopii referen¢niho
transkriptu UBI) u S. t. tuberosum cv. Kamyk BEL11 AS linii B11-1 a B11-10 v porovnani s ; rostliny kultivované
in vitro, LD, list; n = 8-14; chybové usecky znazornuji stfedni chybu priméru wt, *znaci statisticky vyznamny
rozdil na hladiné€ o = 0,05
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Graf 3: Stanoveni relativni hladiny transkriptu StBEL29 (normalizovano na mnozstvi kopii referencniho
transkriptu UBI) u S. t. tuberosum cv. Kamyk BEL29 AS mutantli v porovnani s wt; rostliny kultivované in vitro,
LD, list; byl pouzit 1 biologicky vzorek ve dvou fedénich cDNA (5x a 500x) pro kazdou linii, chybové usecky
znazoriuji smérodatnou odchylku
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Graf 4: Stanoveni relativni hladiny transkriptu StBELS5 (normalizovano na mnozstvi kopii referen¢niho transkriptu
UBI) u S.t. tuberosum cv. Kamyk BEL5+PTB6 mutantti v porovnani s wt; rostliny kultivované in vitro, LD, list;
byl pouzit 1 biologicky vzorek ve dvou fedénich cDNA (5x a 500x) pro kazdou transgenni linii a 6 vzorkd téz ve
dvou fedénich pro wt, chybové Gsecky znazoriuji smeérodatnou odchylku
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Graf 5: Stanoveni relativni hladiny transkriptu StPTB6 (normalizovano na mnozstvi kopii referenéniho transkriptu
UBI)u S. t. tuberosum cv. Kamyk BEL5+PTB6 mutantii v porovnani s wt; rostliny kultivované in vitro, LD, list;
byl pouzit 1 biologicky vzorek ve dvou fedénich cDNA (5x a 500x) pro kazdou linii, chybové Gsecky znazornuji
smérodatnou odchylku
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4.3 Charakterizace vybranych transgennich linii

Transgenni linie S. ¢. tuberosum cv. Kamyk B11-1 a B11-10 nesouci konstrukt BEL11 AS, u
nichz bylo ovéfeno snizeni hladin StBEL 11 trnaskriptu, byly pouzity pro dalsi experimenty. U
téchto mutantnich rostlin nebyly pii udrzovaci kultivaci v podminkach in vitro patrné¢ zadné
vyznamnéjsi odchylky ve fenotypu oproti wt (viz obrazek 14). Charakterizace byla zaméfena
na stanoveni tuberiza¢niho potencidlu in vitro. Byly provedeny tuberizacni experimenty

(kapitola 4.3.1) a byla stanovena exprese vybranych cilovych transkriptli, u nichz bylo

v publikované literatuie prokdzano, ze jejich hladina ovliviiuje tuberizaci u S. tuberosum (viz

kapitola 4.3.2).

Obrazek 14: Vzhled rostlin S. ¢. tuberosum cv. Kamyk, rostliny v udrzovaci kultute in vitro (4 tydny), LD: wt
(vlevo), B11-1 (uprostted) a B11-10 (vpravo)

4.3.1 Tuberiza¢ni experimenty in vitro

Byly provedeny tuberiza¢ni experimenty in vitro za standardnich tuberiza¢nich podminek (viz
kapitola 3.6). Nejdtive byl proveden experiment za i¢elem optimalizovat tuberiza¢ni podminky
in vitro pro S. t. tuberosum cv. Kamyk. Pro tento ti¢el byly pouZzity nodélni segmenty vyhradné
ze sttedni Casti rostlin S. t. tuberosum cv. Kamyk (wt) starych 4 tydny. Odebrané nodalni
segmenty byly kultivovany po tfech na médiu s 6 % resp. 8 % sachardzy. Kultivace probihala
po dobu 5 tydnil, pocet mikrohlizek byl zaznamenavan kazdy tyden. Prvni mikrohlizky byly
zaznamenany po 3 tydnech kultivace na médiu s 8 % sachardzy. Po 4 tydnech kultivace se
mikrohlizky objevily i na médiu s 6 % sachardzy (graf 6). [lustracni fotografie mikrohlizek po

5 tydnech kultivace viz obrazek 15.
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Graf 6: Tuberiza¢ni experiment in vitro, S. t. tuberosum cv. Kamyk (wt), kultivace za tmy, na MS médiu s 6 %,
resp. 8 % sachardzy, n= 10, chybové Gsecky znazoriuji smérodatnou odchylku

Obrazek 15: Vzhled mikrohlizek S. t. tuberosum cv. Kamyk (wt), kultivace in vitro, za tmy, na médiu s 8 %
sachar6zy, 5. tyden

Obdobny experiment byl poté proveden pro stanoveni tuberiza¢niho potencialu transgennich
linii S. ¢. tuberosum cv. Kamyk B11-1 a B11-10. Cilem bylo zjistit, zda sniZend exprese
StBELI11 podpoti tuberizaci u S. ¢. tuberosum cv. Kamyk. Linie B11-10 zacala tuberizovat jiz
po dvou tydnech kultivace na médiu s 8 % sacharozy, po tfech tydnech byly mikrohlizky
pfitomné u obou transgennich linii na médiu s 6 % 1 8 % sachardzy. U wt tuberizace zapocala
aZ po Ctyfech tydnech kultivace na médiu s 8 % sachar6zy a 5 tydnech kultivace na médiu s 6%

sacharozy (grafy 7 a 8). U obou transgennich linii tedy tuberizace zapocala dfive nez u wt,
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nicméné tuberizace wt vtomto druhém experimentu byla opozdéna oproti prvnimu
provedenému experimentu (graf 6). Pfestoze byl nastup tuberizace u tohoto experimentu

pravdépodobné pomalejsi, u transgennich linii zapocala tuberizace dfive i ve srovnani s wt z

prvniho experimentu.
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1. tyden 2. tyden 3. tyden 4. tyden 5. tyden
6 % sacharozy

pocet mikrohlizek / barka (3 segmenty)
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Graf 7: Porovnani tuberiza¢niho potencialu in vitro S. t. tuberosum cv. Kamyk —B11-1 a B11-10 - transgennich
linie BELL11 AS wt - kontrola,; kultivace za tmy, na MS médiu s 6 % sacharozy, n= 5-8, chybové tsecky
znazoriuji stfedni chybu priméru; (*) znaci statisticky vyznamny rozdil na hladiné a = 0,1
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Graf 8: Porovnani tuberizacniho potencialu in vitro S. t. tuberosum cv. Kamyk, transgenni linie
BELL11 AS: B11-1 a B11-10 v porovnani s kontrolou (wt), kultivace za tmy, na MS médiu

s pridanym BAP a s 8 % sachardzy, n= 6-8, chybové usecky zndzornuji sttedni chybu priméru;

49



* znaci statisticky vyznamny rozdil na hladiné a = 0,05; (*) znaci statisticky vyznamny rozdil

na hladin¢ a. = 0,1

Mikrohlizky byly po 5 tydnech kultivace zvazeny a byl vypocitan primérny vynos (Cerstva
hmotnost mikrohlizek /banka) a primérna hmotnost mikrohlizek. U obou transgennich linii byl
zaznamenan trend v navyseni priimérného vynosu na banku, navyseni bylo statisticky prukazné
u linie B11-1 na médiu s 8 % sachardzy (grafy 9A a 10A). U linie B11-1 byla zaznamenana
také vyssi primérnd hmotnost mikrohlizek, vysledky vSak byly statisticky prikazné pouze na

médiu s 6 % sachardzy (grafy 9B a 10B).

U transgennich linii se kromé obvyklého kulovitého tvaru vyskytovaly i dvojité mikrohlizky.

[lustracni fotografie mikrohlizek viz obrazek 16.
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Graf 9: A: Primérny vynos mikrohlizek na banku; B: primérna ¢erstva hmotnost mikrohlizky; S. z. tuberosum cv.
Kamyk — transgenni linie BELL11 AS: B11-1 a B11-10 v porovnani s kontrolou (wt); kultivace za tmy, na MS
médiu s 6 % sachardzy, A: n= 5-8; B: n=2-15; chybové tsecky znazornuji stfedni chybu primeéru; * znaci
statisticky vyznamny rozdil na hladiné o = 0,05
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Graf 10: A: Primérny vynos mikrohlizek na baiiku; B: primérna cerstva hmotnost mikrohlizky; S. ¢. tuberosum
cv. Kamyk transgenni linie BELL11 AS: B11-1 a B11-10 v porovnani s kontrolou (wt); kultivace za tmy, na MS
médiu s 8 % sachardzy, A: n= 6-8; B: n= 3-18; chybové usecky znazoriuji stfedni chybu priméru; * znaci
statisticky vyznamny rozdil na hladiné a = 0,05
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Obrazek 16: Fotodokumentace vzhledu zalozenych mikrohlizek u S. ¢ tuberosum cv. Kamyk, kultivace in vitro,
kultivace za tmy, na MS médiu s 8 % sacharozy, 5. tyden; horni fadek (A,B, C) — kulovité mikrohlizky, A: wt, B:
B11-1, C: B11-10; spodni fadek (D,E) — dvojité mikrohlizky, D: B11-1, E: B11-10

4.3.2 Stanoveni hladin vybranych cilovych transkriptii

Charakterizace transgennich linii B11-1 a B11-10 (BELL11 AS) S. t. tuberosum cv. Kamyk
déle zahrnovala stanoveni hladin vybranych cilovych transkripti, u nichz bylo v publikovanych
studiich prokéazano, zZe jejich hladina ovliviiuje tuberizaci S. tuberosum. Dosud byla stanovena
hladina transkriptl v listech, a to u StPOTHI, interakéniho partnera BELL transkripénich
faktort. Vysledky neukézaly statisticky priikazné rozdily (graf 11). Dale bylo ové&fovano, zda
snizeni hladiny StBEL 11 transkriptu u linii B11-1 a B11-10 ovlivni hladinu StBELS transkriptu.
U obou transgennich linii doslo ptekvapivé ke snizeni hladiny tohoto transkriptu v listech,
nicméngé statisticky priikazné vysledky byly pouze u linie B//-10, a to pouze na hladiné o= 0,1
(graf 12). Déle byla orientaéné stanovena hladina transkriptu StSP6A4 v listech. Vysledky

neukazuji na vyznamngéj$i zménu v hladiné StSP64 v listech u B11-1, resp. B11-10 oproti wt
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(graf 13), nicméné vysledky bude nutné ovétit z divodu nedostateéného poctu opakovani (graf

13). Pro indukci tuberizace jsou klicové zejména regulace exprese cilovych transkriptl ve

v

stolonu, pro tyto analyzy byly jiz odebrany vzorky, které budou v nejblizs§i dob¢ zpracovavany.
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Graf 11: Stanoveni relativni hladiny transkriptu StPOTHI (normalizovano na mnozstvi kopii referen¢niho
transkriptu UBI) u S. ¢t. tuberosum cv. Kamyk, , B11-1 a B11-10 - transgenni linie BELL11 AS, wt - kontrola;
rostliny kultivované in vitro, LD, list; n = 4-6; chybové usecky znazornuji sttedni chybu priméru; vysledky byly
bez statisticky prukaznych rozdila
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Graf 12: Stanoveni relativni hladiny transkriptu StBELS5S (normalizovano na mnozstvi kopii referen¢niho
transkriptu UBI) u S. tuberosum cv. Kamyk, B11-1 a B11-10 - transgenni linie BELL11 AS, wt - kontrola; rostliny
kultivované in vitro, LD, list; n = 8-12, (¥) znadi statisticky vyznamny rozdil na hlading a = 0,1 chybové tsecky
znazoriuji stfedni chybu priméru

52



o o
N ™

o
o)}

Relativni hladina StSP6A transkriptu
e o o ©
N w I (9]

o
i

o

wt B11-1 B11-10

Graf 13: Stanoveni relativni hladiny transkriptu StSP64 (normalizovano na mnozstvi kopii referen¢niho
transkriptu UBI) u S. t. tuberosum cv. Kamyk, B11-1 a B11-10 - transgenni linie BELL11 AS, wt - kontrola;
rostliny kultivované in vitro, LD, list; byl pouzit 1 biologicky vzorek ve dvou fedénich cDNA (5 x a 500 x)
pro kazdou linii, chybové usecky znazoriiuji smérodatnou odchylku
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5 Diskuze

Naplni mé diplomové prace bylo ziskat transgenni rostliny odrtd kulturniho bramboru S.
tuberosum se zménénou expresi genti pro BELL TF, s cilem zasahu do signalizace vedouciho
k posileni tuberizace. Toto téma je soucasti rozséhlejsiho projektu, ktery je koordinovan Dr. D.
Hannapelem z lowa State Univesity. Cilem tohoto projektu je ziskat vysledky tykajici se
tuberigenni signalizace u Sirokého spektra kultivarG bramboru, jelikoz existuje znacna
variabilita v tom, do jaké miry rizné faktory ovliviiuji tuberizaci u jednotlivych kultivara
(Glendinning, 1975). Navic vétSina publikovanych vysledka tykajicich se molekularni podstaty
regulace tuberizace byla ziskdna s pouzitim divokého poddruhu bramboru —S.tuberosum subsp.
andigena, u kulturniho S. tuberosum subsp. tuberosum existuje jen n€kolik malo studii u
kultivaru Desirée. V tomto mezinarodnim projektu zastupujeme stiedni Evropu, byly proto
vybrany ¢eské kultivary bramboru— cv. Kamyk a cv. Korela. Tyto kultivary mame na pracovisti
dlouhodobé ve sbirce in vitro kultur a nadto jsou povazovany za relativné dobie

transformovatelné.

V mé diplomované praci byly pro transformaci rostlin pouzity tfi rizné konstrukty (poskytl Dr.
D. Hannapel).: 1) ¢ast kodujicitho useku StBELII v antisense orientaci pod kontrolou
konstitutivniho promotoru CaMV 355 (BELL11 AS), 2) ¢ast kodujiciho useku StBEL29 téz v
antisense orientaci pod kontrolou CaMV 35S promotoru (BELL29 AS) — cilem pouziti téchto
dvou konstrukt bylo prostfednictvim RNA interference snizit hladiny StBEL11, resp.
StBEL29, jez funguji jako mobilni signaly reprimujici tuberizaci, a tim podpofit signalizaci
vedouci k tvorbé hliz (Ghate et al., 2017), 3) konstrukt zahrnujici kompletni genovou sekvenci
StBELS, ktery koduje mobilni mRNA puisobici indukéné na tvorbu hliz (Chen et al., 2003),
spolu s kompletni genovou sekvenci StPTB6, kodujici RNA-vazajici protein, jez vaze StBELS
mRNA, a tim zvySuje jeji stabilitu a zajiStuje ochranu pied degradaci béhem transportu na
dlouhou vzdalenost floémem (Cho et al., 2015). Oba geny jsou v ramci jedné T-DNA, pod
kontrolou nativnich promotorti (BEL5+PTB6). Vybér konstruktl vychazel zejména ze zadani
zminéného projektu. Hlavni cil vychazi z mySlenky, ze mirné vychyleni rovnovadhy mezi
induk¢énimi a inhibi¢nimi BELL TF povede k optimalni odpovédi z hlediska regulace nastupu
tuberizace a soucasné vyrazné redukuje mozné negativni disledky spojené s iplnou ztratou ¢i
konstitutivni expresi TF. Konstrukt BEL5+PTB6 by mél jen mirné navysit expresi obou
zminénych genl a zdrovenl diky pouziti nativnich promotort odpovidat pfirozené situaci z

hlediska lokalizace exprese. Bylo totiz zjisténo, Ze ackoli je konstitutivni exprese StBELS u S.
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tuberosum subsp. andigena spjata s Casnym nastupem tuberizace a vyssim vynosem hliz (Chen
et al., 2003), dochézi zarovenl i k navyseni aktivity v pletivech, kde je exprese nezadouci.
Nicméné jiz navySeni exprese StBELS o 40 % by mohlo mit pozitivni vliv na tuberizaci (Dr. D.

Hannapel, osobni sdélent).

Vybrany protokol pro transformaci vychazel z protokolu pouzivaného na pracovisti ve
spolupraci s Dr. Miroslavem Srbou. Zvoleny kmen A. tumefaciens C58C1 je vhodny pro
transformaci rostlin z ¢eledi Solanaceae (napt. DP M. Srby 2006), coz se potvrdilo i v ptipadé
vybranych genotypii bramboru. Oba kultivary byly dobfe transformovatelné, nebyl problém
s regeneraci, nicmén¢ celkova efektivita transformace byla zna¢né redukovédna mnozstvim
kontaminaci, zejména v dobé¢, kdy se v kultiva¢ni mistnosti vyskytly tfdsnénky. Kontaminace
se objevily jak pfi kultivaci na SIM, tak u regenerovanych rostlin, v ptipadé cv. Korela i pti
kultivaci na CIM. Kultivar Kamyk byl proto transformovan dvakrat, transformace cv. Korela
bude zopakovana v nejblizsi dobé&. U kultivaru Korela pteZzilo jen nékolik malo regenerantt, ale
u kultivaru Kamyk bylo dosud ziskano dohromady cca 100 linii (pro vSechny 3 genotypy),
zhruba polovina pro linie nesouci BEL5+PTB6. U poloviny z nich byla ovéfovana ptitomnost
transgenu s vyuzitim metody PCR. Primery pro PCR byly navrZeny tak, aby bylo moZzné
detekovat pouze vneseny konstrukt, nikoli nativni StBELS, StPTB6, StBEL11, resp. StBEL29
Vétsina regenerantti byla pozitivnich, coz ukazuje na vhodnost vybraného transformacéniho

protokolu. Ostatni dosud netestované linie budou v blizké dob¢ genotypovany.

Prvnich 7 linii BEL11 AS, u kterych byl vysledek genotypovéani pozitivni, byla nejdiive
pfedbéZzné testovana exprese transgenu v listech, tj. porovnani relativnich hladin StBELL11
transkriptu vici hladindm referen¢niho transkriptu (polyubiquitin). Z téchto linii byly vybrany
biologickych replikat. Tento experiment potvrdil sniZeni exprese StBELII v listech u téchto
dvou linii oproti wt. Relativni hladiny transkriptu u biologickych vzorkl z experimentt se liSily,
coz miliZe byt dano stafim rostlin nebo 1 podminkami kultivace, 1 malé odchylky mohou ovlivnit
exprese gent pro proteiny s regulacni funkci, napt. TF (Yanagisawa, 1998). Nicmén¢ kultivace
a odbér biologického materidlu byly provedeny vZdy soucasné pro transgenni linie 1 wt, coz
snizuje riziko chybného hodnoceni., snizeni hladiny StBEL I u transgennich linii oproti wt bylo
navic vzdy znatelné. Primérna hladina StBEL ] transkriptu byla u B11-1 sniZena téméf tiikrat,
u B11-10 ¢tytikrat, a vysledky byly statisticky pritkazné. Nicméné je tieba ovefit expresi také
ve stolonu, pro toto ovéfenti je jiz odebran biologicky material. Ghate et al., 2017 totiz pii selekci

linii CaMV 35S8: StBELI1 AS (S. tuberosum subsp. andigena) se stabilni expresi transgenu,
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zjistili, ze u nékterych linii byla snizena hladina StBEL11 transkriptu v listech oproti wt, avSak
ne ve stolonu a naopak u nékterych linii doslo ke snizeni hladiny tohoto transkriptu pouze ve

stolonu, nikoli v listech.

U transgennich linii kultivaru Kamyk nesoucich BEL29 AS (8 linii), resp. BEL5+PTB6 (6 linii)
bylo provedeno piedbézné stanoveni exprese StBEL29, resp. StBELS a StPTB6 v listu, zatim
vSsak nebyly nalezeny linie s ocekdvanou zménou exprese. Zajimavé bylo, ze u linii
s BEL5+PTB6 hladina StBELS a StPTB6 transkripti nebyla ovlivnéna shodné (oba transkripty
navyseny Ci snizeny). Pro ovéfeni tohoto pozorovani vSak bude potieba experiment zopakovat
s dostateCnym mnozstvim vzorka. Déle do analyz budou zatazeny i dalsi linie, které budou
genotypovanim vyhodnoceny jako transgen-pozitivni, dokud nebudou nalezeny linie, u nichz

je transgen stabilné exprimovan.

Pro ové&fovani exprese transgenu i dal$i expresni analyzy provedené s vyuzitim metody qPCR
byl jako referen¢ni gen pouzit polyubikvitin (UBI), ktery byl testovan Lenkou Stupeckou a
vybran jako vhodny referen¢ni gen pro stanoveni hladiny cilovych transkripti v listech S.
tuberosum. Jako templat pro qPCR byla pro vSechny expresni analyzy pouzita cDNA ve dvou
koncentracich (5x a 500x fedénd), ve 3 technickych opakovénich, coz zvySuje spolehlivost
méteni. VéEtSina pouzitych sad primert byla testovana a pouzita pro stanoveni exprese cilovych
transkripti u S. ¢. tuberosum cv. Lada a mutantni linie D69 Lenkou Stupeckou (kontrola pomoci
ktivek tani), s vyjimkou primerd pro detekci transkriptu StPTB6 a primert Fwd 2 a Rev 2 pro
detekci StBELS transkriptu —u obou byla provedena kontrola kiivek tani a zkontrolovana délka
vyslednych produktli qPCR pomoci elektroforetické separace. Primery Fwd 2 a Rev 2 pro
detekci StBELS5 byly pouzity poté, co pomoci primertt Fwd 1 a Rev 1 pro StBELS, které Lenka
Stupeckd pouzivala, nebylo mozné detekovat StBELS transkript u S. tuberosum cv. Kamyk.
Dlivodem miZe byt vyssi hladina StBELS transkriptu u cv. Lada, oproti cv. Kamyk. Dostupné
sekvence pro StBEL5 v databazich se mirné 1i8i, coZ mliZze vést ke sniZeni efektivity nasedani
primerd. Primery Fwd 2 a Rev 2 byly proto navrZeny tak, aby se isek amplifikovany s pouzitim

téchto primeri nachdzel v oblasti se 100% shodou mezi dostupnymi sekvencemi.

U linii BI11- 1 a B11-10, u nichZ byla ovéfena exprese transgenu v listech, byla v listech

stanovena hladina vybranych cilovych transkriptd. Byla stanovena hladina transkriptu

interakéniho partnera BELL TF, StPOTHI, dale hladina StBELS5 transkriptu, jelikoZz byla

prokazana interakce mezi jednotlivymi BELL TF a hladina transkriptu StSP6A4, jedné

z klicovych slozek tuberigenniho signdlu, jehoZ exprese je v listech aktivovana heterodimerem

StBEL5-StPOTH1 (Chen et al., 2003; Sharma et al., 2016; Ghate et al., 2017). Hladina
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transkriptu StPOTH1 se u B11-1 a B11-10 témé&f nelisila od wt (vysledky byly bez statisticky
prikaznych rozdilti). Hladina StBELS5 transkriptu vSak byla piekvapivé niz$i u mutantd,
nicméné hladina tohoto transkriptu u wt byla pomérné rozkolisana, bude proto nutné provést
ovéfeni. U B11-1 doslo pouze k mirnému snizeni, které nebylo statisticky prukazné, u linie
B11-10 bylo sniZeni statisticky pritkazné na hladin€ o = 0,1. Jelikoz sniZeni exprese StBEL11
vede k podpoteni tuberizace (Ghate et al., 2017), dalo by se o¢ekavat spiSe navySeni StBELS
transkriptu, jakozto signalu podporujiciho tuberizaci (Chen et al., 2003). AvSak StBELS
transkript je mobilni, jeho hladina v jednotlivych pletivech je tedy ovlivnéna i mirou transportu
(Banerjee et al., 2006), bude tudiz nutné ovéfit hladinu tohoto transkriptu i ve stolonu.
V publikovanych studiich byla odhalena interakce mezi jednotlivymi BELL TF, konkrétné u
GAS:StBELS transgennich linii S. fuberosum subsp. andigena s navySenou expresi StBELS
doslo zaroven k navyseni hladin transkript StBEL 11 a StBEL29 ve stolonu (Ghate et al., 2017).
Z toho vyplyva, Ze StBELS pozitivné reguluje expresi StBELII a StBEL29, ackoli jejich vliv
na tuberizaci je antagonisticky vaci StBELS. Piedpoklada se, ze tato zkfizena regulace
umoznuje 1épe kontrolovat lokalizaci rastu vznikajicich hliz (Ghate et al., 2017). Informace o
hladin¢€ StBEL11 a StBEL29 v listech u GAS:StBELS5 mutantl ani hladiné StBELS v listech u
BELI11 antisense mutantl S. fuberosum zatim nebyly v literatue publikovany. Ghate et al.,
2017 stanovili hladinu StBELS5 transkriptu pouze ve stolonech BELI1 antisense linii S.
tuberosum subsp. andigena, kde se zda, ze hladina StBEL11 vyrazné¢ neovliviiuje hladinu
StBELS transkriptu. Ghate et al., 2017 pfedpokladaji, Ze antagonistickd role StBEL11 na
tuberizaci vii¢i StBELS je déna tim, Zze StBEL11 reprimuje expresi gentl, jejichz exprese je
pozitivné regulovana BELS, mezi nimi mj. 1 StSP6A. Bylo zjisténo, ze u GAS:StBELI1
transgennich linii S. tuberosum subsp. andigena s navySenou expresi StBELII, které
vykazovaly niZz8i vynosy hliz, doSlo zarovei ke snizeni hladiny StSP6A transkriptu ve stolonech
(Ghate et al., 2017). Nicmén¢ informace o hladin€ StSP64 u BEL11 antisense linii S. tuberosum
nebyly zatim publikovany. V listech naSich BELL11 AS linii nedoSlo k témét zadné zméné
v hlading StSP6A transkriptu u B11-1, resp. B11-10 linie oproti wt a to 1 pfes to, Ze hladina
StBELS transkriptu byla u téchto linii niz8i. Nicméné tento experiment nebyl proveden
v dostate€ném poctu opakovani. Navic hladina StBELS transkriptu u wt byla pomérné
rozkolisand, tudiz je tfeba tyto vysledky jesté¢ ovétit. Exprese vSech tif vybranych cilovych
transkripti bude déale hodnocena ve stolonech, pro toto ovéfeni je jiZ odebran biologicky

material.
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Transgenni linie BELL11 AS B11-1 a B11-10 S. tuberosum cv. Kamyk se snizenou hladinou
StBELI11 transkriptu byly dale pouzity pro tuberizacni experimenty in vitro. Pro optimalizaci
induk¢nich podminek byl nejdiive proveden experiment s pouzitim wt rostlin kultivaru Kamyk.
V tomto experimentu byly prvni mikrohlizky zaznamenany po 3 tydnech kultivace na médiu
s 8 % sacharozy. Po 4 tydnech kultivace se mikrohlizky objevily i na médiu s 6 % sacharo6zy.
Nasledn¢ byl proveden experiment pro stanoveni tuberiza¢niho potencialu u wt i transgennich
linii B11-1 a B11-10. Ackoli byla snaha vytvofit stejné podminky pro oba tuberizacni
experimenty- segmenty byly kultivovany za stalé tmy, na médiich se shodnym slozenim, pteci
jen byly podminky prvniho a druhého experimentu mirné odlisné. Prvni experiment probihal
v kultivaénim boxu umisténém na chodbé u laboratote 105. Z divodu dlouhodobé poruchy
tohoto boxu musel byt druhy experiment proveden v kultivacni mistnosti S06 s mirné odliSnou
teplotou. Linie B11-10 zacala tuberizovat jiZ po dvou tydnech kultivace na médiu s 8 %
sachar6zy, po tfech tydnech byly mikrohlizky pfitomné u obou transgennich linii na médiu s 6
% 1 8 % sachardzy. U wt tuberizace zapocala az po ¢tyfech tydnech kultivace na médiu s 8 %
sachar6zy a 5 tydnech kultivace na médiu s 6% sachardzy. U obou transgennich linii tedy
tuberizace zapocala dfive nez u wt, nicméné tuberizace u wt v tomto experimentu byla
opozdéna oproti optimalizacnimu experimentu pravdépodobné s ohledem na nucenou zménu
kultivacnich podminek. I piesto ze byl nastup tuberizace v druhém provedeném experimentu
pomalej$i, u transgennich linii zapocala tuberizace diive i ve srovnani s wt z prvniho
experimentu, coz dale potvrzuje rychlejsi nastup tvorby hliz u mutantnich linii. Pro hodnoceni
poctu zalozenych hliz u jednotlivych variant byl pouzit pocet hliz na baiiku. Frekvence
zakladani hliz je velmi kolisava, a to 1 pfesto, Ze nodalni segmenty pro pokus byly odebirany
vzdy ze stejné Casti stejné starych rostlin a kultivovany spolecné. Diky velkému rozptylu dat
(n&které segmenty/banky byly bez hliz bez ohledu na variantu) nejsou rozdily v poctu hliz
statisticky prikazné rozdilné, i kdyZ celkovy pocet hliz na variantu a experiment je u
transgennich linii u obou oSetfeni vyssi oproti wt (v 5. tydnu 2-4x). U obou transgennich linii
byl v 5. tydnu zaznamenam také trend vysSiho primérného vynosu na banku, ale rozdily opét
diky velkému rozptylu nejsou vétSinou statisticky pritkazné. Zda se tedy, Ze vysledky by mohly
byt ve shodé s publikovanymi informacemi, ze snizeni hladiny StBEL11 ma pozitivni vliv na
tuberizaci (Ghate et al., 2017). Pro potvrzeni sledovanych trendii bude nutné tuberizacni
experimenty in vitro zopakovat s vétSim poctem opakovani a za srovnatelnych podminek
s ptedchozim experimentem. ZvaZujeme 1 zafazeni varianty s vys$S$i koncentraci sacharidi

v médiu, coZz by mohlo cely proces urychlit a zvysit pocet a velikost hliz, potencidlné i
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prohloubit rozdily mezi wt a transgennimi linie. Mensiho rozptylu dat pro jednotlivé varianty
by mohlo byt dosazeno také lepSim zplusobem kultivace za tmy. Dosud byly pouzity
polystyrenové krabice vystlané alobalem, které vSak nemusi zajistit uplnou tmu, a tak mohly

byt jednotlivé baiky v riizné mite piipadnym pronikajicim svétlem negativné ovlivnény.

Téma diplomové prace, jak jiz bylo zminéno, vychazi z mezinarodniho projektu
koordinovaného Dr. Hannapelem z USA, soucasné vSak souvisi s plnénim projektu GAUK,
ktery je zaméfen na roli BELL transkripcnich faktord pti indukci tuberizace u bramboru.
V soucasnosti probihé a bude dale pokra¢ovat ovéreni pfitomnosti a exprese transgenu v listech
a stolonech linii S. tuberosum cv. Kamyk pro vSechny tfi konstrukty. Linie s ovéfenou expresi
transgenu budou déle charakterizovany, zejména budou provedeny tuberiza¢ni experimenty in
vitro, ale 1 ex vitro za kontrolovanych SD a LD podminek. Déle je v planu u transgennich linii
stanovit hladinu vybranych cilovych transkripti v listech a ve stolonech. Kromé tii jiz
testovanych by mély byt zatazeny 1 dalsi, napt. StSUT1, StGA2o0x, StLOGI-3 geny. Tyto geny
obsahuji ve své upstream sekvenci TTGAC motiv, ktery je cilem StBEL5-StPOTH1 (Sharma
et al., 2016).

Paraleln€ s tim bude provedena druhd transformace S. fuberosum cv. Korela za pouziti vSech
tii konstrukt. U dosud ziskanych 1 nové odvozenych linii bude ovétfena pfitomnost a exprese
transgend. Linie S. tuberosum cv. Korela s ovétenou expresi transgent budou charakterizovany

obdobné jako transgenni linie S. tuberosum cv. Kamyk.

Vyse uvedené vysledky a pldn navazujicich experimentd by mél vyustit ve vytipovani
kombinace znakt, které maji obecny rozsah mezi kultivary z hlediska regulace tuberigenni
odpovédi. Ziskané poznatky by poté bylo mozné vyuzit 1 pro Slechténi, napt. nalezeni kultivari
pozadovanych vlastnosti pro kiizeni. Kromé potencialu praktického vyuziti mize prace ptispét
k objasnéni role jednotlivych BELL TF v signélni siti regulujici nastup tuberizace. Napiiklad
s vyuzitim metody roubovani charakterizovat, zda zasah do rovnovéhy indukénich a
inhibi¢nich BELL TF je rozhodujici v listech nebo stolonu, ptipadné do jaké miry se na indukci
tuberizace podili exprese v obou pletivech. Metoda roubovani jiz byla aste¢né optimalizovana.
Dale by mohla byt ovéfena mobilita BELL TF u transgennich linii ve floémovych exudatech.
Metodika jimani floémovych exudaty byla na pracovisti optimalizovana (Stupecka, 2018).
Dalsi zajimavé vysledky by mohla pfinést napt. i transformace vybranymi konstrukty S.
tuberosum subsp. andigena linie SAA, kterd ma témét nulovy tuberizacni potencial. Bylo by
tudiz zajimavé zjistit, zda zasah do rovnovahy v expresi BELL TF podpofi tuberizaci u této
linie.
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Zaveér

Byla optimalizovana metodika transformace S. ¢. tuberosum cv. Kamyk a Korela
Byly odvozeny transgenni linie:

pro S. t. tuberosum cv. Kamyk:

= 44 linii BEL5+PTB6, z nichz u 13 byla dosud potvrzena piitomnost transgenu
= 25 linii BEL11 AS, z nichz u 8 byla dosud potvrzena ptitomnost transgenu

= 17 linii BEL29 AS, z nichz u 12 byla dosud potvrzena pfitomnost transgnu

pro S. t. tuberosum cv. Korela :

= 3 linie BEL29 AS s ovéfenou pfitomnosti transgenu

Mira exprese transgenu v listu byla pfedb&ézné€ stanovena u S.z. tuberosum cv. Kamyk:

* 6 linii BEL5+PTB6
= 8 linii BEL29 AS
= 7linii BEL11 AS
» znichz u dvou bylo prokazano snizeni hladiny StBEL11 transkriptu v listech

Vybrané linie se snizenou hladinou StBEL1] transkriptu vykazovaly ve srovnani s kontrolnim
genotypem:

= urychleni ndstupu tuberizace in vitro
= trend navySeni poctu zalozenych mikrohlizek i vynost
= podobné hladiny StPOTH1 a StSP6A transkriptii v listech, hladina transkriptu StBELS

v listech vSak byla mirné€ sniZena

Zda se tedy, Ze vychyleni rovnovahy BELL TF, sniZzenim hladiny StBEL11, by mohlo vést

k podpofteni tuberizace u S. t. tuberosum cv. Kamyk
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