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Abstrakt

vvvvvv

tvoii béhem morfogenniho procesu zvaného tuberizace, jehoz nacasovani je fizeno kom-
plexni regulacni siti, do které zasahuji podminky prostiedi i vnitini faktory. Pfi studiu
regulace tuberizace je nejcastéji vyuzivan genotyp poddruhu S. ¢. andigena, ktery striktné
vyzaduje kratkodenni fotoperiodu. Kulturni druhy S. ¢. tuberosum tuberizuji i za podminek
dlouhého dne. Regulace iniciace tuberizace zahrnuje puisobeni endogennich faktord,
zejména fytohormont, sacharidi a mobilnich signala, mezi které patii mimo jiné BEL tran-
skripéni faktory — StBELS, StBEL11 a StBEL29 —, jejichZ transkripty jsou produkovany
listy a transportovany do stolonu. StBELS tuberizaci podporuje, StBEL11 a -29 ji naopak
potlacuji.

Cilem této diplomové prace bylo ptispét k objasnéni role StBEL11 pfi regulaci tu-
berizace, a to pomoci charakterizace mutantl se snizenou expresi StBELI . Dil¢im cilem
bylo odvozeni transgennich linii S. ¢. andigena se sniZzenou hladinou StBEL 11 pomoci kon-
struktu s usekem StBELII v antisense orientaci pod kontrolou 35S CaMV promotoru.
Podaftilo se odvodit 42 stabilnich transgennich linii pfipravenych ke stanoveni hladiny
StBEL11 mRNA. Dal$im dil¢im cilem bylo sledovat vliv sniZzeni StBEL 1 I na fotosyntetické
parametry, sacharidovou bilanci a riistové charakteristiky. VyuZila jsem jiZ odvozené linie
S. t. tuberosum cv. Kamyk se sniZzenou hladinou StBEL 11 vykazujici zvySeny tuberizacni
potencial (Zounkova DP, 2019). Snizeni hladiny StBEL11 vedlo k navySeni mnozstvi foto-
syntetickych pigmentt a predevS§im ke zvySeni rychlosti Cisté fotosyntézy. V obsahu ani
distribuci nestrukturnich sacharidli po rostliné jsem nenalezla vyznamnégjsi systematické
odchylky. U mutantnich rostlin se zvySenou rychlosti fotosyntézy, jsem piekvapivé zjistila
pokles Cerstvé hmotnosti prytu (S) i kofenti (R). Nicméné R/S pomér byl zvyseny, coz
ukazuje na posilenou alokaci asimilath do podzemnich organt. Pocet listd, délka ani
tloustka stonku nebyla zménén4, ale transgenni linie vykéazaly mensi listovou plochu. Pro
potvrzeni zmén v distribuci biomasy mezi nadzemni a podzemni organy je potieba najit
vhodné kultivaéni podminky pro komplexni zhodnoceni ristu véetné biomasy a morfologie

stolonu.

Klicova slova: Solanum tuberosum, tuberizace, BEL TF, StBEL11, rychlost Cisté fotosyn-

tézy, sacharidova bilance



Abstract

The potato (Solanum tuberosum) is one of the most important crops in the world. Tubers
form during morphogenic process called tuberization, which timing is controlled by a com-
plex regulatory network involving both environmental conditions and internal factors. For
the study of this process, model genotype of subspecies S. . andigena is mostly used. It
requires a short photoperiod. Vast majority of cultivated potatos are of spieces S. t. tube-
rosum that tuberize even under long-day conditions. Regulation of tuber initiation involves
the action of endogenous factors, mainly phytohormones, carbohydrates and specific mo-
bile signals, including BEL transcriptional factors — StBELS5, StBEL11 and StBEL29 —
which transcripts are produced in leaves and transported into stolons. StBELS stimulates
tuberization, whereas StBEL11 and -29 suppress it.

The aim of this thesis was to contribute to understanding the role of StBEL11 in the
regulation of tuberization by characterization of mutants with decreased StBELI1 levels. A
sub-objective was to derive of transgenic lines S. 7. andigena with decreased StBELI1 le-
vels using a construct with part of StBELII coding region in antisense orientation under
35S CaMV promotor. I was able to derive forty two stable transgenic lines, which are pre-
pared for StBEL11 transcript levels determinations. Another sub-objective was to evaluate
effect of decreased StBELI level on photosynthetic parameters, carbohydrate balance and
growth characteristics. For this sub-objective I used previosly derived independent transge-
nic lines of S. ¢. tuberosum cv. Kamyk with decreased StBEL11 levels exhibiting enhanced
tuberization potential (Zounkova DP, 2019). Transgenic lines exhibited increased photo-
synthetic pigments levels and particularly increased net photosynthesis rates. Non-structu-
ral carbohydrat levels and their distribution throughout the plant did not differ significantly.
Surprisingly, in transgenic lines with increased photosynthesis rates, I found a decrease in
both shoot (S) and root (R) fresh weight. Nevertheless, the R/S ratio was increased in
transgenic lines, indicating enhanced assimilate allocation to belowground organs. Leaf
number, stem length and thickness were not altered, but the transgenic lines showed less
leaf area. To confirm the changes in biomass distribution between above- and below-
ground organs, suitable culture conditions need to be found to achieve comprehensive

growth characteristics including stolon biomass and morphology.

Key words: Solanum tuberosum, tuberization, BEL TF, StBEL11, net photosynthesis rate,

carbohydrate balance
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1. Uvod

Mezi nejvice péstované a vyuzivané plodiny patii lilek brambor (Solanum tuberosum), je-
hoz hlizy jsou nepostradatelné jak pro vyzivu lidi, tak v raznych odvétvich primyslu.
Hlizy, které se vytvafi na podzemnich ¢astech stonku, stolonu, slouzi rostlin€ jako zaso-
barna zivin pro pieziti nepfiznivych podminek a k vegetativnimu rozmnozovani. Tvorba
hliz (tuberizace) bramboru je komplexni morfogenni proces, ktery je fizen slozitou siti re-
gulacnich drah, které jsou doposud prozkoumany jen ¢astecné. Molekularni podstata tohoto
procesu je zkoumana predevsim pomoci vybraného kratkodenniho genotypu poddruhu an-
digena. Ovsem vétSinou populace je jako plodina vyuzivano mnozstvi kultivarti poddruhu
tuberosum, kde regulacni drahy vykazuji fadu odchylek od zkoumaného genotypu. Je tedy
dobré védeét, jak tento proces probihd u obou poddruht, a ovétovat, do jaké miry zjisténi
provedena na ssp. andigena plati i pro ssp. tuberosum.

Mezi dilezité tuberigenni signdly transportované floémem na dlouhou vzdalenost
patii n¢které BEL transkripcni faktory, z nichz StBEL11 ptsobi jako represor tuberizace u
ssp. andigena. Tato prace je zamétena na studium ssp. tuberosum kultivar Kamyk se sni-
zenou expresi StBEL 1 1 a soustiedi se na ovlivnéni fotosyntetickych charakteristik a alokace

asimilatt ve vztahu k vybranym ristovym charakteristikam.



1.1. Cile

Hypotéza

Snizeni hladiny StBEL1 1, které vede k posileni tuberizace, pozitivn¢ ovliviuje i1 fotosynte-
tické charakteristiky listu a méni distribuci asimilati po rostlin€, coz se nasledné promita

do zmén v rastovych charakteristikach.

Cile

U modelového genotypu Solanum tuberosum ssp. andigena linie 7540 se snizenou expresi
StBEL11 (vnesenim konstruktu s isekem StBELI1 v antisense orientaci) a jiz diive odvo-
zenych linii S. tuberosum ssp. tuberosum cv. Kamyk (nesoucich shodny konstrukt) testovat,
zda snizeni hladiny StBEL11 posili fotosyntetickou kapacitu listi a distribuci asimiléti ve
prospéch podzemnich sinkii. Na zéklad¢ ziskanych vysledka pfispét k objasnéni vztahu
mezi mobilnim tuberigennim signalem a modulaci sacharidové bilance a alokace sacharida

mezi jednotlivé organy rostliny, kterd vede k posileni tuberizace.
Dil¢i cile

e Odvodit dostatecné mnozstvi transgennich linii Solanum tuberosum ssp. andigena
s vnesenym StBELII konstruktem v antisense orientaci (AS), ovéfit pfitomnost
transgenu a selektovat linie se sniZzenou hladinou StBEL11 transkriptu.

e Porovnat fotosyntetickou kapacitu rostlin Solanum tuberosum ssp. andigena a So-
lanum tuberosum ssp. tuberosum cv. Kamyk, u WT a vybranych nezavislych
transgennich linii s konstruktem s StBEL11 AS.

o Stanovit rychlou kinetiku fluorescenéni indukce, obsah fotosyntetickych
pigmentl a antokyan, rychlost Cisté fotosyntézy.

o Stanovit obsah a distribuci nestrukturnich rozpustnych sacharidl a skrobu
ve vybranych organech, hladinu transkriptu StSUT transportéru v listech.

e Porovnat rastové charakteristiky WT a transgennich linii Solanum tuberosum ssp.
tuberosum cv. Kamyk s konstruktem s StBELI1 AS.

o Stanovit cerstvou hmotnost prytu a kofend, R/S pomér.
o Stanovit pocet listil, celkovou listovou plochu, specifickou listovou plochu,

délku a tloustku stonku, délku korene.



2. Literarni prehled

Brambor (Solanum tuberosum L.) patii do &eledi lilkovitych (Solanaceae). Radi se mezi
velké mnozstvi Skrobu, zasobni proteiny, také mikroprvky, antioxidanty, vitaminy, mine-
raly a pouze malé mnozstvi tukd. Je vyuzivan nejen v potravinaiském a zemédélském
pramyslu, ale také pro vyrobu $krobu, etanolu a lepidla. Siroce roz§ifeny poddruh S. fube-
rosum ssp. tuberosum s mnoha kultivary je adaptovan na riizné fotoperiodické podminky,
tvorba hliz je posilena kratkou fotoperiodou. Poddruh S. tuberosum ssp. andigena je pésto-
van predevsim v Andach. Nékteré jeho genotypy (napi. 7540; modelovy genotyp pro
studium tuberizace) tvofi hlizy pouze za kratkého dne (napt. Hardigan et al., 2017).

Hlizy se tvofi na modifikovaném podzemni stonku (stolonu), ktery vyrista z pod-
zemni Casti stonku a roste plagiotropné. Pokud je blizko pod povrchem a je vystaven
dostatecnému mnozstvi svétla, zezelena a vertikdlnim rastem nad povrch pidy vytvoii
novy pryt. Za ptiznivych podminek pro tvorbu hliz je posilen transport asimilétii (ptede-
v8§im sachar6zy) do stolonu, ktery se ptfestane prodluzovat, v subapikalni oblasti zduii a
zacne se vyvijet v hlizu (Xu et al., 1998a). Pti indukci hlizy dochézi k zastaveni ristu sto-
lonu a v perimedularni z6n¢ subapikalni ¢asti stolonu k reorientaci sméru déleni bunck
z transverzalniho na longitudinalni. Diky tomu stolon zduii (Xu et al., 1998a). Aby se
v tomto misté mohl ukladat Skrob, a tak mohla vzniknout hliza, musi byt z fotosyntetizuji-
cich pletiv do stolonové Spicky posilen transport fotoasimilatti floémem. Fotoasimilaty jsou
u bramboru transportovany nejcastéji ve formé sacharozy, kterd nejprve slouzi jako zdroj
uhliku a energie potfebné na déleni bunék a rast hliz a pozdéji jako zdroj pro ukladani zasob
ve formé Skrobu. Po naplnéni hlizy a na konci vegetacni sezony se hliza stdva dormantni a
v této klidové fazi ptecka neptiznivé podminky, zimu. Po dormanci v hlize dochéazi k mo-
bilizaci uloZzenych rezerv a hliza se ze sinkového organu stava organem zdrojovym. Dor-
mantni pupeny na hlize mohou vyrasit a dat vzniknout novému prytu. Hlizy maji tedy dvé

role, jsou zdsobnim orgdnem a zarovei hraji roli ve vegetativnim rozmnoZzovani.

2.1. Faktory ovliviiujici indukci tuberizace

Zalozeni a vyvoj hliz je ovlivnén mnoha environmentalnimi, biochemickymi a hormonal-
nimi podnéty. Tvorbu hliz napf. stimuluji kratké dny a nizké teploty (Gregory, 1965) a

zpomaluje velké mnozstvi dusiku v piidé€ predevs§im ve form& amonného iontu (Gao et al.,



2014). V ptipadé in vitro kultur se hlizy tvoii diive na médiu s vyssim obsahem sacharézy
(Xu et al., 1998b). Informaci o délce dne zpracovava fytochrom B (PHYB), ktery je sou-
casti negativniho regulacniho mechanismu, ktery brani tuberizaci (Jackson et al., 1996)
pfes negativni ovlivnéni exprese signalnich latek stimulujicich tuberizaci (viz dale), z nichz
cast slouzi jako mobilni signal na dlouhou vzdéalenost a méni vyvoj ve Spicce stolonu.
U kratkodennich genotypt se negativni signalizace PHYB uplatiiuje za neindukcni fotope-
riody, u kulturnich genotypt zajist'uji prekonani vlivu PHYB alelické formy genti tuberi-
genniho signélu (viz dale). Linie bramboru ssp. andigena s konstruktem nesoucim PHYB
v antisense orientaci (AS) ztratily fotoperiodickou kontrolu tuberizace, diky ¢emuz tvorily

hlizy 1 za dlouhého dne (Jackson et al., 1996; Martin et al., 2009).

2.1.1. Fytohormony

Dilezitym faktorem ovlivitujicim tuberizaci je rovnovéaha fytohormont. Z fytohormontii re-
guluji zahgjeni tvorby hliz pfedevs§im gibereliny (GA), kyselina abscisovd (ABA), auxiny,
cytokininy (CK), strigolaktony a brasinosteroidy. Nejlépe prozkoumany vliv na nastup tu-
berizace je u GA. Pro iniciaci tuberizace je dulezity nizky obsah GA ve $picce stolonu (Xu
et al., 1998b), kterého je mozné dosahnout zménou rovnovahy mezi enzymy ucastnicimi
se biosyntézy ¢i inaktivace a degradace aktivnich GA. Za induk¢nich podminek dochazi ve
stolonu k expresi genu StGA20x1 pro enzym GA2-oxidaza (Kloosterman et al., 2007), ktery
GA 1naktivuje. Naopak exprese genu StGA20ox1 kodujici enzym GA20-oxiddza Gcastnici
se biosyntézy GA je sniZena (Carrera et al., 2000). Ke sniZeni hladiny aktivnich GA pfi-
spiva také ve stolonu redukovana exprese genu StGA3ox2 pro GA3-oxidazu, ktera kataly-
zuje posledni krok v biosyntéze aktivnich GA — pfeménu prekurzoru GA»o na aktivni GA4
(Bou-Torrent et al., 2011). Prekurzor GAyo je v rostliné bramboru mobilnéjsi nez aktivni
GA| a zdlezi, kde je GA2o metabolizovan (Bou-Torrent et al., 2011). Pti konstitutivni ove-
rexpresi StGA20ox1 dochéazi ke stdlému dopliiovani zasobniho poolu GAz¢ ve stolonu
(Carrera et al., 2000), a tak k produkci aktivni formy ve stolonu a oddaleni tuberizace.
OvsSem pii overexpresi StGA3o0x2 jak pod konstitutivnim promotorem, tak pod listove spe-
cifickym, nastava tuberizace diive. Nebot’ je GA1, ktery neni tak dobfe mobilni, vytvofen
pfedevS§im v nadzemni ¢asti rostliny. Ve stolonech je tedy nizka hladina aktivni formy a

yoe e .

hliz mtize dojit, pokud ve $picce stolonu GA nelze degradovat, nebo jsou stale tvofeny nové



aktivni GA. Naproti tomu linie s podpotfenou degradaci GA, nebo se zablokovanou tvor-
ABA je pozitivni regulator tuberizace — inhibuje elongaci stolond (pfes antagonis-

tické ptsobeni s GA) a podporuje jejich tloustnuti (Xu et al., 1998b; Muniz Garcia et al.,

tuberizaci. ABA tvorbu hliz vyvolala 1 za neindukénich podminek (médium s 1 % sa-
charozy) (Xu et al., 1998b). GA pusobi obracené. Dokonce aplikace exogennich GA
zvratila dufeni stolont (Mufiiz Garcia et al., 2014). Iniciace tuberizace tedy zdvisi na
crosstalku signaliza¢nich drah ABA a GA, ktery je zprostfedkovan ABF (ABRE-binding
factor) transkripcnimi faktory (TF) (Muiiz Garcia et al., 2012; 2014).

Pii pocatku tvorby hlizy dochazi k dramatickému zvySeni koncentrace auxinu ve
Spicce stolonu, ktera se nasledné pomalu snizuje. Pokud je pokles koncentrace znemoznén,
hliza nevznikne (Roumeliotis et al., 2012). Mistem syntézy auxinu je Spicka stolonu, ze
které je auxin polarné¢ transportovan smérem k bazi stolonu pomoci proteinovych transpor-
téra PIN (PIN-FORMED) (Roumeliotis et al., 2012). Endogenni zvySeni koncentrace au-
xinu ve Spicce stolonu pravdépodobné alespon ¢astecné podmiinuje zménu sméru déleni
bunck v subapikalni ¢asti stolonu pii dufeni (Roumeliotis et al., 2012). Za zvySenou kon-
centraci auxinu ve Spicce stolonu je zodpovédnd vyrazni exprese genu homologniho
k YUCCA-like genim kédujici enzym ucastnici se biosyntézy auxinu (Roumeliotis et al.,
2012). Exprese tohoto genu (StYUCCA-likel) ve stolonové Spicce se zvysila po pfechodu
z dlouhodennich podminek na kratkodenni (Roumeliotis et al., 2012). Viditelnému zdufeni
stolonu ptedchazi také exprese genu ARF6 (AUXIN RESPONSE FACTORG6) (Faivre-Ram-
pant et al., 2004). Pro iniciaci tuberizace je potfebna pouze kratkodoba zvySena koncentrace
auxinu. Exprese je tedy brzy downregulovana a ve zdutelém stolonu je hladina obou tran-
skriptl jiz vyrazné niz$i (Faivre-Rampant et al., 2004; Roumeliotis et al., 2012). Dochazi
ke stabilizaci koncentrace auxinu a k jejimu néaslednému pomalému poklesu béhem ristu
hlizy (Roumeliotis et al., 2012).

Role CK v tuberizaci nelze jednoduSe definovat jako pozitivni nebo negativni,
alespoii u rostlin péstovanych in vitro (Raspor et al., 2012), i kdyz exogenni aplikace zeatin
ribozidu na stolony kultivované in vitro indukovala tuberizaci (Mauk a Langille, 1978).
SniZeni hladiny aktivnich CK v transgennich liniich bramboru cv. Desirée overexprimuji-
cich (35S CaMV [cauliflower mosaic virus] promotor) gen AtCKX2, ktery kdduje enzym
cytokininoxida-za/dehydrogenazu u€astnici se katabolismu CK, sice vedlo u n¢kterych linii

v podminkdéch in vitro k tvorbé hliz za dlouhého dne, ale za kontinualni tmy transgenni linie
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vytvorily méné hliz na explantat s vétSim primérem nez kontrola (Raspor et al., 2012). U
linii cv. Desirée overexprimujici (35S CaMV promotor) gen AtCKX1, ktery také koduje
cytokininoxidaza/dehydrogenazu, byly pozorovéany jiné zmény — za dlouhého dne byl u
transgennich linii niz8$i pocet mensich hliz na explantat, za kontinualni tmy hlizy vytvoftilo
vEtsi procento transgennich pryti oproti WT (divoky typ) (Raspor et al., 2021). Rozdily
v efektech navysSeni exprese dvou genu pro rizné izoformy enzymu mohou byt dany roz-
dilnou subcelularni lokalizaci danych izoforem (Werner et al., 2003; Niemann et al., 2018).
Dutlezitost CK v tuberiza¢ni draze naznacuje prace Eviatar-Ribak et al. (2013), kterd popi-
suje fenotyp linii rajcete (Solanum lycopersicum) s overexpresi (35S CaMV promotor)
genu TLOGI (TOMATO LONELY GUYI) koédujiciho enzym, ktery reaktivuje metabolity
biosyntézy CK za vzniku bioaktivni formy (Kurakawa et al., 2007). U mutant doslo k
tvorbé vzdusnych hliz ze stonkovych axilarnich meristémd, které pfirozené hlizy netvofi,
diky uvolnéni potencidlu tvofit zdsobni orgény z axildrnich pupent (Eviatar-Ribak et al.,
2013).

Strigolaktony inhibuji vétveni prytu (Gomez-Roldan et al., 2008) a stejny vliv maji
i na stolon (Roumeliotis et al., 2012). Inhibuji prortstani axilarnich pupent stolonu a na-
sledné také tvorbu hliz (Roumeliotis et al., 2012), nebot’ pocet hliz je ovlivnén stupném
vétveni stolont (Celis-Gamboa et al., 2003).

Brasinosteroidy podporuji tvorbu hliz pfes expresi genti fotoperiodické a tuberi-
genni signalni drahy ve stolonu (StCDF1, StSP6A, StSWEET1 1, StBELS5; viz nize) (Zhu et
al., 2019; Huang et al., 2021). Exogenné aplikované brasinosteroidy na pryt zvysily pocet
hliz nejspise ptes indukci exprese StCDF1 (CYCLING DOF FACTORI) a StSP6A (SELF-
PRUNING 64) (Zhu et al., 2019). Pozitivni regulacni roli v signalizaci brasinosteroidii
hraje receptor StBRI1 (BRASSINOSTEROIDS INSENSITIVE1), jehoZ uml€eni prostred-
nictvim RNA interference (RNA1) zplsobilo drastické sniZeni celkového vynosu, a to pri-

mérné vahy hliz a jejich poc¢tu na rostlinu (Huang et al., 2021).

2.1.2. Sacharidova bilance

Sacharidy maji funkci stavebni (napi. celuldza), zasobni (Skrob, inulin) a jsou zdrojem
energie a uhliku. Mezi rozpustné sacharidy patii sachar6za, je hlavni transportni formou
sacharidd, a tak se ucastni na vytvaieni hnaci sily floémového toku ovlivitujici transport i
mobilnich signall. Hraje dtleZitou roli v morfogennich procesech a ma také signalni funkci

napft. pii kveteni (Corbesier et al., 1998) ¢i tuberizaci (Raices et al., 2003). Pii vyvoji hliz
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je dulezitym metabolitem, nebot’ je schopna regulovat produkci asimilatt ve zdrojovych
pletivech na zaklad¢ pozadavki sinkt (Lawlor a Paul, 2014; White et al., 2015). Pokud je
ptisun asimilatd ze zdroje nizsi nez poptavka mladych vyvijejicich se sinki, dochazi k pro-
dukci malych organti s podiadnymi charakteristikami (Lawlor a Paul, 2014). Vytvoteni sil-
ného sinku muze vést k potlaceni ristu prytu (Rapoport a Loomis, 1985), ovSem 1 za riiz-
ného rozvoje listové plochy byva rychlost fotosyntézy na jednotku listové plochy relativné
konstantni (Lawlor a Paul, 2014). V piipad¢ produkce vét§iho mnozstvi asimilati nez je
poptavka sinku, mtize dojit k inhibici fotosyntézy hromadicimi se asimilaty v listu  (Ob-
razek 1) (Paul a Foyer, 2001). Zvratit inhibi¢ni efekt asimilati na fotosyntézu miize navy-
Seni sily sinku, napt. indukci tvorby zasobniho orgénu (Ribeiro et al., 2016), podpora riistu
sinkovych organt, které nepfispivaji k vynosu plodiny, nebo respiracnich procest, které
prebytecné asimilaty spotiebuji (Lawlor a Paul, 2014). Proto musi byt tvorba sinkl jako
jsou zasobni organy, kvéty nebo semena dobie nacasovana a musi stale probihat komuni-

kace mezi sinkovymi a zdrojovymi organy (Rolland et al., 2006; Zierer et al., 2021).

. 5 méné
R sacharoza I transportérd
rychlost H*
sacharéza transkripce I
Hl—
downregulace
l transkripce
transportéru
dostatek
proteint
transportéru
floém floém
akumulace
sacharézy ve
floému
vysoka rychlost vysoka nizka rychlost nizka
exportu  —#® poptavka exportu —» poptavka
sacharozy sinku sacharozy sinku

Obrazek 1: Regulace nakladani floému sinkem. MnozZstvi transportért sachar6zy na plazmatické
membrané sitkovych bunék ovlivituje kapacitu nakladani do floému a je pfimo umérné rychlosti
jejich exprese. Rychlost transkripce je regulovana signélni kaskadou reagujici na zmény hladiny
sachardzy, kterd je vysledkem dynamické rovnovahy mezi aktivitou nakladani a exportem. Rychla
zména mnozstvi mRNA i proteint transportéru umoziuje pohotovou kontrolu. Pokud je poptavka
sinkll vysokd, hladina sachar6zy je nizka a rychlost transkripce je vysoka. Pokud poptavka sinki
klesa, export se zpomaluje, sachardza se hromadi ve floému a snizuje transkripci a mnozstvi trans-
portért. Pfi sniZeni transportu sachar6zy (vydej i piijem do floému), sacharidy se hromadi v mezo-
fylu a fotosyntéza je regulovana. (Pfevzato a upraveno, Ainsworth a Bush, 2011.)
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Komunikace je mimo jiné zprostiedkovéana signalizacni funkci sacharid. Degra-
dac¢ni produkt sacharézy, glukdza, interaguje se svym senzorem, hexokinazou (HXK), ktera
se ucastni regulace exprese gent na riznych trovnich. Mira generovani signalu tak reflek-
tuje dostupnost sacharidi (Rolland et al., 2006). HXK je bifunk¢ni protein a ucastni se také
metabolismu glukdzy, kdy katalyzuje jeji fosforylaci. HXK propojuje signaliza¢ni drahu
gluko6zy s drahami regulovanymi auxiny a CK a signalizaci zivin a svétla, coz umoziiuje
fizeni rstu a vyvoje rostliny v reakci na ménici se okolni prostfedi (Moore et al., 2003).
Rostliny Arabidopsis s vytazenou AtHXK1 z funkce (glucose insensitive mutanti) mély pfi
vysoké ozatenosti oproti WT malé, tmavée zelené¢ listy s malymi bunikami. Tito mutanti byli
necitlivi k auxinu a hypersenzitivni na CK (Moore et al., 2003). MozZnost vyfazeni pouze
metabolické funkce ukazala, ze role HXK v metabolismu glukézy je oddélena od jeji role
senzoru v signalizaci glukozy (Moore et al., 2003). Glukéza, pokud se v buiice hromadi,
muze diky své signaliza¢ni funkci také zptsobit represi promotori fotosyntetickych gentl,
napi. genu pro malou podjednotku Rubisco (ribuldza-1,5-bisfofatkarboxylaza/oxigenaza)
nebo plastocyanin (Xiao et al., 2000; Moore et al., 2003).

Dalsim metabolickym signadlem je trehl6za-6-fosfat (T6P), jehoz hladina reflektuje
hladinu sacharézy (Nunes et al., 2013; Lunn et al., 2014). T6P se oproti jinym sacharidim
vyskytuje ve velmi nizké koncentraci, ktera se zvySuje s vyssi dostupnosti sachar6zy. Hla-
dina T6P reguluje aktivitu protein kinazy SnRK1 (SNF1-related protein kinase), kterd udr-
7uje energetickou homeostazu buiiky regulovanim anabolickych a katabolickych procesii
ptes fosforylaci cilovych proteinti. Pti zvySené koncentraci sachardzy se zveda koncentrace
T6P, kterd zabraituje SnRK 1 kinaze inhibovat anabolické procesy. Vysledkem je podpo-
feny rust. Kinazovy systém se SnRK1 kinazou pod kontrolou T6P je ovSem soucasti
rozsahlej$i sacharidové regulacni sité. SnRK1 je velmi citlivym indikatorem hladin dalSich
sacharidi (glukoza-6-fosfat, glukoza-1-fosfat) ale také adenylath (koncentrace adenosin-
monofosfatu roste pfi energetickém vycerpani), které rychle odpovidaji jak na kratkodobé
podminky prostiedi, tak na poptavku metabolismu. Rovnovaha mezi zdrojem a sinkem je
tak rychle a precizné regulovéana (Lawlor a Paul, 2014). T6P miiZe také ovliviiovat syntézu
Skrobu ptes regulaci AGPazy (ADP-glukézapyrofosforylaza), klicového enzymu syntézy
Skrobu (Lunn et al., 2006). Pfi zmé&né obsahu T6P se méni rychlost fotosyntézy (Pellny et
al., 2004). U linii tabdku (Nicotiana tabacum) s vhesenym genem pro trehalézafosfatsyn-
tdzu z Escherichia coli byla vy$§i maximalni aktivita Rubisco, diky které se navysila rych-
lost asimilace CO; jak za saturacni ozatenosti, tak za rtiznych koncentraci CO». V ptipadé

linii se zvySenou aktivitou proteint (trehaldzafosfatfosfataza, trehal6zafosfathydrolaza)
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zajistujicimi snizovani koncentrace T6P, doslo k opacnym jeviim — sniZzeni maximalni ak-
tivity Rubisco, také snizeni obsahu chlorofylt, a tak i vyrazné sniZzeni rychlosti fotosyntézy
(Pellny et al., 2004).

Sacharidy jsou syntetizovany v mezofylovych buiikéach listd, odkud jsou transpor-
tovany plasmodesmy k parenchymatickym buitkam floému (Ainsworth a Bush, 2011). U
bramboru probiha nakladéani do floému pies apoplast (Riesmeier et al., 1994). Tedy sa-
char6za musi z parenchymatickych bun¢k floému vystoupit do apoplastu pomoci transpor-
tért rodiny SWEET (Sugar Will Eventually be Exported Transporter) lokalizovanych na
plazmatick¢ membrané parenchymatickych bunék floému v Zilnatin€ listu (Chen et al.,
2012). Jejich vytazeni z funkce ma za nésledek redukci odtoku sacharidi z listl, a tak zvy-
Seny obsah sachar6zy a Skrobu v listech a redukovanou délku kotenti (Chen et al., 2012).
Do pruvodnich bunék vstupuje sachar6za symportem s protonem zajisStovanym proteiny
SUT (sucrose transporter) (Biirkle et al., 1998). Vykladani sachar6zy z floému ve stolonu
probihd podobné jako jeji nakladani v produkénim listu. Pfijem sacharozy do floému ve
zdrojovém pletivu a vykladani v sinku vede k vytvofeni koncentracniho gradientu sa-
char6zy zodpovédného za hromadny tok floémové stavy k sinkam.

U bramboru byly nalezeny tfi SUT transportéry — StSUT1, StSUT2 a StSUT4
(Riesmeier et al., 1993; Barker et al., 2000; Weise et al., 2000), které¢ se mohou nachazet
v jedné burice a jsou schopny tvofit jak homooligomery, tak interagovat mezi sebou (Rein-
ders et al., 2002). VSechny tfi vykazaly diurnalni oscilaci exprese (Chincinska et al., 2008).
dani sacharézy do floému v produkénich listech a pravé zde je pfevazné exprimovan
(Riesmeier et al., 1993), a to v pritvodnich bunkéch (Lemoine et al., 1996). Protein se na-
chazi na plazmatické membrang sitkovych element, kam je mRNA transportovana pomoci
endoplazmatického retikula skrze plasmodesmy (Kiihn et al., 1997; Liesche et al., 2008).
Pokud je translace zablokovéna, transkript je degradovan (He et al., 2008). Umlceni ex-
prese StSUTI (prostfednictvim konstruktu v AS) vede ke sniZeni odtékani sacharidi z listd,
a tak ke zvySeni akumulace sacharidi, Skrobu a antokyanua v listech, k redukci riistu a
tvorby kotfent a hliz (Riesmeier et al., 1994). Pomoci umlceni exprese StSUT! v hlizkéch
diky promotoru specifickému pro hlizy byla zji§téna role StSUT1 také ve vykladani floému
v hlizk4dch béhem casnych fazi jejich vyvoje (Kiihn et al., 2003). StSUT2 je exprimovan
vice v sinkovych pletivech nez ve zdrojovych (Barker et al., 2000). Exprese StSUT4 je nej-
vyssi v sinkovych organech a zvySuje se béhem kveteni a vyvoje hliz (Chincinska et al.,

2008). Lokalizace proteinu se méni v zavislosti na stafi rostliny — v mladych rostlinach je
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lokalizovan piedevs§im v plazmatické membrané¢ sinkovych listli, ve starSich rostlinach byl
objeven predevsim ve zdrojovych listech ve svéracich buiikach priiduchti a na tonoplastu
(Chincinska et al., 2013). Geny pro transportéry StSUT1 a StSUT4 vykazaly podobny ex-
presni vzorec s maximalni hladinou transkripti uprostied svételné periody (Chincinska et
al., 2008). U rostlin s uml¢enou expresi StSUT4 prostiednictvim RNA1 byl ve zdrojovych
listech zaznamenan vyssi obsah rozpustnych sacharidi na konci svételné periody nez u
kontrolnich rostlin. Toto navyseni bylo doprovazeno zvysenou rychlosti odtoku sacharézy.
Zvysila se tedy i akumulace sachar6zy a skrobu v mikrohlizkach in vitro. Sice Chincinska
et al. (2008) nezaznamenali v transgennich liniich prikaznou zménu exprese StSUT1, ale
nevyloucili negativni posttranslaéni regulaci prostfednictvim tvorby heterodimeru se
StSUTA4. Tento zptisob navyseni aktivity StSUT1 v liniich s uml¢enou expresi StSUT4 by
mohl mit za nasledek i tuberizaci za nizkého obsahu sachar6zy v médiu u in vitro péstova-
nych linii, kdy by byl zvySen pfijem sachardzy do stolonii (Chincinska et al., 2013).

Nejen v metabolismu, ale i v signalizaci hraji roli také enzymy S$tépici sachardzu —
invertazy a sacharozasyntazy (SuSy). Aktivita SuSy je dulezity ukazatel sily sinku vyvije-
jici se hlizy (Zrenner et al., 1995). Pfi zméné vykladani floému z apoplastického na
symplastické ve Spicce stolonu béhem ranych fazi iniciace tuberizace (Viola et al., 2001)
se katalyticka aktivita SuSy navySuje a zaroven se snizuje aktivita invertazy vazané na bu-
nécnou sténu (Appeldoorn et al., 1997). Také se navySuje exprese gentl koédujicich proteiny
zapojenych v biosyntéze Skrobu v hlizach (Ferreira et al., 2010). Exprese téchto gent pod-
1€¢ha diurnalnimu rytmu a je vazéna na dostupnost sachar6zy ptichazejici z listu (Ferreira et
al., 2010).

Bylo zjisténo, zZe sila sinku a zpisob vykladani sachar6zy v indukovaném stolonu
jsou spojeny s jednou slozkou mobilniho tuberigenniho signalu (SP6A, viz. 2.1.3.1.).
Protein StSP6A také propojuje fotoperiodickou a sacharidovou signalizaci tuberizace.
Tento protein podél transportni drahy floémem interaguje s proteinem StSWEET11, a tak
blokuje jeho transportni aktivitu (Abelenda et al., 2019). Autofi predpokladaji, ze tim je
indukovan ptechod z apoplastického vykladani sachar6zy na symplastické béhem ranych
fazi tuberizace. Exprese genl pro oba proteiny se navic piekryva v apikadlnim meristému
stolonu a perimedularni oblasti (Abelenda et al., 2019). Overexprese StSP6A4 zpusobuje
redukci exportu sachar6zy z floému do okolniho parenchymu podél transportni cesty, diky
¢emuz jsou asimilaty efektivnéji transportovany do termindlnich sinki (stolony, kotfeny)

(Lehretz et al., 2021).
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2.1.3. Proteiny a RNA se signalni funkci

Mechanismus regulace nastupu tuberizace na molekularni trovni ma mnoho spolecnych
ryst s nastupem kveteni. Vhodné fotoperiodické podminky pro kveteni i tuberizaci jsou
vnimany listy ptes PHYB a cirkadialni hodiny, produkuje se mobilni tuberigenni signal
(Obrazek 2), ktery v cilovém pletivu spusti kaskaddu procest, ktera vede k vytvoteni hlizy

(ptehledné v review Rodriguez-Falcon et al., 2006).

2.1.3.1. Proteiny

(CYCLING DOF FACTOR1), StSP6A (SELF-PRUNING 6A), oba proteiny kodované ho-
molognimi geny u Arabidopsis se ucastni regulace nastupu kveteni, a dale StBELS
(BELLRINGERI1-like 5) (Obrazek 2) (Banerjee et al., 2006; Navarro et al., 2011; Klooster-
man et al., 2013).
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Obrazek 2: Model regulace indukce tvorby hliz u bramboru prostiednictvim mobilnich sig-
nali produkovanych v listu. Dva hlavni mobilni signaly, SP6A protein (FT homolog) a BELS
mRNA, jsou produkovany v listu a pies floém translokovany do stolonti, kde stimuluji tuberizaci.
Jejich exprese je regulovana signaly z prostiedi, pfedevsim délkou dne, ktera je vnimana ptes pro-
teiny cirkadiannich hodin. Exprese SP64 je negativné kontrolovana CO, které aktivuje transkripci
SP5G (FT homolog, antagonista SP6A) za neinduk¢nich dlouhych dnd. Za dlouhého dne je tran-
skripce CO zvysena pies proteolytickou degradaci CDF1 zprostiedkovanou komplexem FKF1/GI,
zatimco CO protein je stabilizovan PHYB a PHYF. Za kratkého dne se CDF1 vyhyba degradaci,
¢imz inhibuje expresi CO a nepfimo aktivuje expresi SP64. Mnozstvi SP6A transkriptu je také
kontrolovédno malymi RNA SES. Transkripce SP64 a CDFI je aktivovana pomoci BELS, ktery
pusobi spoleéné¢ s POTHI. Akumulace BELS mRNA je pod kontrolou miR172 (ptes RAPI1) a
PHYB. Je prokazano, ze mRNA POTHI, BELI1, BEL29 a miR172 jsou mobilni floémem. Trans-
port BEL5 a POTHI mRNA je usnadnén RNA-vazebnymi proteiny (PTB1/PTB6, ALBA). Jak je
zprostiedkovan transport SP6A neni znamo. Sachar6za mimo jiné slouzi jako signal dostate¢né
kapacity zdroje, ktery by mohl byt integrovan do fotoperiodické drahy prostiednictvim
miR 156/SPL. Dostupnost sachardzy reguluji sacharidové transportéry SWEET, SUT1 a SUT4. Byl
navrzen také pohyb pfimého prekurzoru aktivnich GA, GA. Teckovany ramecek a otaznik: ne-
jasna presna subcelularni lokalizace a zptisob, jakym dani G€astnici drahy vstupuji do sitkovych
elementl. Zkratky: ALBA: ALBA-DOMAIN PROTEIN; FKF1: FLAVIN-BINDING KELCH RE-
PEAT F-BOX PROTEINI; GI: GIGANTEA; LD: dlouhy den; PHYF: PHYTOCHROME F; PS:
fotosyntéza; S: sachardza; SES: SUPPRESSING EXPRESSION OF SP6A; vysvétleni dalSich zkra-
tek viz seznam zkratek a kapitoly 2.1. a 2.2. (Pfevzato a upraveno, Zierer et al., 2021.)
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CDF1 seu Arabidopsis (AtCDF1) hromadi za neinduk¢nich podminek kratkého dne
v listech. Prostiednictvim vazby do promotoru CO (CONSTANS) a FT (Flowering locus T)
potlacuje jejich expresi, a tim blokuje kveteni (Sawa et al., 2007; Song et al., 2012). Za
dlouhého dne AtCDFI1 interaguje s proteiny cirkadidlnich hodin, coz vede k jeho degradaci
a derepresi CO (Imaizumi et al., 2005; Sawa et al., 2007).

U bramboru, kde je tuberizace indukovana kratkou fotoperiodou, CO hraje opa¢nou
roli — tvorbu hliz inhibuje. StCO je v listech za dlouhého dne stabilizovan PHYB (Abelenda
et al., 2016) a tuberizaci inhibuje (Kloosterman et al., 2013; Abelenda et al., 2016). Za
kratkého dne dochazi k hromadéni StCDF1, které reprimuje StCO, a tim uvoliiuje z represe
proces tuberizace (Kloosterman et al., 2013). U kultivari bramboru bez striktniho poZza-
davku na kratkou fotoperiodu pro tuberizaci existuji alelické formy proteinu StCDF1, kte-
rym chybi doména pro interakci s proteiny cirkadidlnich hodin. Diky tomu nemohou tyto
proteiny posttranslacné regulovat StCDF1 a zajistit jeho degradaci. StCDF1 se stabilizuje
a pusobi konstitutivni represi StCO 1 za dlouhého dne (Kloosterman et al., 2013).

FT u Arabidopsis funguje jako florigenni mobilni signal. Koduje protein, ktery je
vytvaren v listech a po translokaci pomoci floému do apexu prytu indukuje zménu apikal-
niho meristému prytu v kvétni meristém (Corbesier et al., 2007). V apexu se vaze s FD
(Flowering locus D) proteinem (patiici do bZIP [basic leucin zipper] TF) (Wigge et al.,
2005). Nasledn¢ tento komplex indukuje transkripci genl identity kvétniho meristému,
napt. APETALAI (Abe et al., 2005).

U bramboru do genové rodiny F7-like patii StSP3D, StSP6A a StSP5G. Predpokla-
dana role StSP3D je kontrola pfechodu ke kveteni, StSP6A4 je nezbytnym signdlem pro
zahajeni tuberizace a StSP5G tuberizaci potlacuje pres represi exprese StSP6A4 (Navarro et
al., 2011). Funk¢ni podobnost proteini StSP3D a StSP6A vypliva ze zvraceni fenotypu
pozdniho kveteni v mutantech Arabidopsis diky expresi StSP6A4 (Navarro et al., 2011).
Transkripce StSP5G je indukovdna StCO za dlouhého dne (Kloosterman et al., 2013;
Abelenda et al., 2016), naopak za kratkého dne nahromadéné StCDF1 reprimuje expresi
StCO a tak uvolnuje tuberigen StSP6A z represe (Kloosterman et al., 2013). StSP6A je
exprimovan v listech a za kratkého dne je protein transportovan do stolonid. Diky této
zavislosti je tuberizace u druhl bramboru ssp. andigena striktné kratkodennim procesem
(Navarro et al., 2011). Ve stolonu dochazi k expresi pozdé€ji nez v listu a v roubovacim
experimentu s rostlinami bramboru exprimujicimi Hd3a (Heading date 3a [FT homolog
ryze]) byl v podnozi objeven endogenni StSP6A transkript, coZ naznacuje pozitivni autore-

gulaéni smycku exprese (Navarro et al., 2011). Autoregulacni smycka zajisti vysoké
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mnozstvi tuberigenniho signalu, které je potieba pro pfeménu stolonu v hlizu. Analyza ex-
prese StSP6A4 v komercnich kultivarech zahrnujici kultivary rané az pozdni ukazala, Ze aku-
mulace tohoto transkriptu v listech koreluje s ¢asem tuberizace danych kultivart. StSP6A
se tedy podili na kontrole tuberizace i u kulturnich brambort ssp. tuberosum (Navarro et
al., 2011). U kulturniho bramboru ssp. tuberosum tvoticiho hlizy i za dlouhého dne Morris
et al. (2014) nasli nejen pozménéné alely StCDF'I, diky kterym neni protein degradovan,
ale i rozdilnou alelu v StSP6A4, ktera umoznuje expresi StSP6A4 prave i za dlouhého dne.

StSP6A je pravdépodobné, podobné jako FT, mobilni ve formé proteinu. Protein
StSP6A ve stolonu interaguje s St14-3-3 a StFD-like proteiny za vzniku komplexu aktivu-
jiciho tvorbu hliz (tuber activation complex) (Teo et al., 2017). Béhem Casnych fazi tvorby
hliz StSP6A ovlivituje hormonalni aktivitu a signalizaci ve stolonu pfes indukci exprese
gent, které koduji proteiny spojené s prepnutim vyvoje stolonu v hlizu (rovnovaha fyto-
hormonti, bunécné délené, transport sacharidit) — StPINI, StPIN4, StGA2oxI, AGLS
(AGAMOUS-LIKES), ARFS8, FPFI (FLOWERING PROMOTER FACTORI), CDC2
(CELL DIVISION CYCLE?) a SUTI (Navarro et al., 2011).

2.1.3.2. miRNA

MicroRNA (miRNA) patii mezi malé nekodujici RNA, které posttranskripéné reguluji
tvorbu téch proteint, k jejichz mRNA jsou ¢aste¢né komplementarni. Casovani vyvojo-
vych udalosti se u Arabidopsis UCastni miR156 a miR172, které zaroven funguji jako
mobilni signaly (Wu et al., 2009). miR156 cili na mRNA transkrip¢nich faktort z rodiny
SPL (SQUAMOSA PROMOTER BINDING-like) regulujici rizné vyvojové procesy rost-
lin, zeyjména kveteni (Schwab et al., 2005). Exprese miR172 je regulovana v zavislosti na
stafi rostliny, s blizicim se kvetenim dochdzi k jeji akumulaci (Aukerman a Sakai, 2003).
Rostliny overexprimujici tuto miRNA kvetou dfive nez WT, nebot’ miR172 reprimuje
translaci AP2-like (APETALAZ2-like) gend, které piisobi jako represory kveteni (Aukerman
a Sakai, 2003), a to nezavisle na CO (Jung et al., 2007).

Tyto dvé miRNA reguluji také tuberizaci u bramboru (Bhogale et al., 2014; Martin
et al., 2009). Exprese StmiR156 je posilena za dlouhodenni fotoperiody a klesa se starim
rostliny. Linie bramboru overexprimujici miR156 oproti kontrole vykazovaly posilené vét-
veni prytu zpisobené vyssi aktivitou cytokinini diky zvysené expresi StLOGI (LONELY
GUYI1)aStCyclin D3.1 (cytokinin-responsive gene), ddle snizeni cerstvé hmotnosti kotentl,

snizeni hladiny StSP6A4 v listech, ¢i nizsi vynos hliz za indukénich podminek kratkého dne
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(Bhogale et al., 2014). StmiR156 brani rostliné brzkému prechodu z juvenilni faze pies re-
dukci hladiny miR172 (Bhogale et al., 2014), kterd je naopak pozitivnim reguldtorem tu-
berizace (Martin et al., 2009). Redukce je mozna pies interakci se StSPL9, ktery se vaze na
promotor miR172 (Bhogale et al., 2014).

V bramboru se StmiR172 vyskytuje nezavisle na délce dne, ale pti kratkych dnech
se meéni jeji distribuce a hladina se vyznamné zvysuje v duficim stolonu. StmiR172 podpo-
ruje transkripci dalSiho tuberigenniho signdlu StBELS5 (viz déle) ptes downregulaci RAP1
(RELATED TO APETALA? 1) ajeji overexprese alespon ¢astecné blokuje signalizaci zpro-
sttedkovanou PHYB. Zarovenn PHY B negativné reguluje hladinu StmiR 172 ve stolonech za
neindukénich podminek dlouhého dne (Martin et al., 2009). Pii overexpresi StmiR172 do-
chazi k diivéjsimu ukonceni juvenilni faze — je podpoteno kveteni a hlizy se tvofi i za ne-

indukéniho dlouhého dne (Martin et al., 2009).

2.2. BEL transkrip¢ni faktory

Mezi dal§i vyznamné tuberigenni signaly patii BEL (BELLRINGER-like) TF patfici do
ttidy proteint three-amino acid loop extension (TALE), kteréd se vyskytuje napfti¢ rostlin-
nou fisi (Biirglin, 1997; Mukherjee et al., 2009). U Arabidopsis je znamo 13 BEL genl
(Rutjens et al., 2009). U zadného z nich nebylo dosud zjiSténo zapojeni v regulaci nastupu
kveteni. TALE TF se vyznacuji velmi vysokym stupném sekven¢ni podobnosti v DNA-
vazebné oblasti (tzv. homeodoména). Homeodoména je tvoifena tifemi a-helixy, které jsou
sloZzeny v kompaktni globularni strukturu, jejiz tfeti helix se vaze do velkého zlabku DNA
cilovych genli (Gehring et al., 1994). Této vazby se tcastni také aminokyselinova smycka
tvofend prolinem, tyrosinem a prolinem, ktera se nachazi mezi helixy I a II (Biirglin, 1997;
Passner et al., 1999). BEL proteiny jsou charakterizovany dalSimi tfemi konzervovanymi
oblastmi: SKY-box (serin—lysin—tyrosin), ktery je lokalizovan na N-konci, BELL doména
a VSLTLGL motiv na C-konci (Passner et al., 1999; Bellaoui et al. 2001; Chen et al., 2003).
SKY-box a BELL doména se tcastni interakce s KNOTTED]1-like homeobox (KNOX)
proteiny, které také patii mezi TALE TF. Funkce VSLTLGL motivu zlstava nejasna
(Bellaoui et al., 2001; Chen et al., 2003). Bellaoui et al. (2001) navrhuji, Ze by mohl byt
dialezity pti vybéru KNOX partnera. Interakce BEL a KNOX proteini vede ke vzniku
funk¢niho heterodimeru, ktery reguluje transkripci cilovych genti (Smith a Hake, 2003;
Chen et al., 2004; Liu et al., 2014). Interakce je selektivni, KNOX proteiny maji rozdilnou
afinitu k jednotlivym BEL proteinim. Diky této specificit¢ maji rizné BEL-KNOX
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heterodimery odlisSnou afinitu k riznym cilovym geniim (Smith et al., 2002), a tak jednot-
livé heterodimery mohou hrat roli v riznych regulacnich déjich. BEL-KNOX heterodimery
u Arabidopsis reguluji expresi genti spojenych napt. s kli¢enim a ¢asnym vyvojem seme-
nacku (Kim et al., 2013), s udrzovanim apikalniho meristému prytu (Rutjens et al., 2009),
se stavbou kvétenstvi (Smith a Hake, 2003), ale také s morfologii listii (Kumar et al., 2007).

2.2.1. BEL transkrip¢ni faktory u bramboru

U bramboru nalezneme genovou rodinu StBEL se 13 ¢leny a jednim pseudogenem. Zndmé
StBEL proteiny byly rozfazeny do 5 fylogeneticky ptibuznych skupin na zakladé jejich
aminokyselinové sekvence (Sharma et al., 2014). Nejvice prozkoumany je StBEL5 (Chen
et al., 2004; Banerjee et al., 2006; Lin et al., 2013). Promotorova aktivita StBELS5 deteko-
vand pomoci konstruktu proStBELS5:GUS (reportérovy gen B-glukuroniddza) byla v bram-
boru fotoperiodicky citlivého poddruhu ssp. andigena zaznamenana v listové Zilnating, fa-
picich, nové se tvoficich hlizach, ve stolonech tuberizujicich i netuberizujicich rostlin a v
kofenech (Banerjee et al., 2006). Aktivita GUS byla na pficném fezu fapikem nejvyssi
v cévnich svazcich. Ve stonku, ani na jeho ptfi¢ném fezu, aktivita nebyla detekovana. Fo-
toperioda méla na promotorovou aktivitu v listech velmi maly vliv. Mirn¢ silnéjsi aktivita
GUS byla pozorovana u rostlin za dlouhého dne (Banerjee et al., 2006). Pokud je StBELS
overexprimovan (35S:CaMV:StBELYS), dochazi k tvorb¢ hliz 1 za neinduk¢nich podminek
(v ptipadé ssp. andigena za dlouhého dne) (Banerjee et al., 2006).

2.2.1.1. Transkrip¢éni faktor StBELS u bramboru

StBEL5 mRNA funguje jako signal na dlouhou vzdalenost — vznika v listech a je
dopravovana pomoci floému do stolont (Banerjee et al., 2006) a kotent (Lin et al., 2013).
Transkripce v privodnich bunikach floému a pohyb jsou posileny za indukénich podminek
kratkého dne (Chen et al., 2003; Banerjee et al., 2006; Lin et al., 2013), kdy dochazi
k vys$§imu vynosu hliz nez u rostlin péstovanych za neinduk¢énich podminek dlouhého dne
(Banerjee et al., 2006). Pohyb floémem je zprostiedkovan RNA-vazebnymi proteiny (po-
lypyrimidine tract-binding; StPTB1, StPTB6) (Cho et al., 2015). VaZi se na oblasti bohaté
na cytosin a uracil v 3°UTR (untranslated region) transkriptu a zvysuji jeho stabilitu. Akti-
vita promotord StPTBI a -6 byla nalezena v privodnich buiikdch floému stonku i fapika

(Cho et al., 2015). Pro studium mobility StBEL5 mRNA byly vytvofeny linie bramboru
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ssp. andigena s GAS:StBELS konstruktem. Promotor GAS (galaktinolsyntaza) je aktivni
tém¢et vyhradné v malych listovych zilkach (Ayre et al., 2003), a tak zajiStuje cilenou ex-
presi v pruvodnich bunkach floému, ¢imz se navysuje transportni pool StBELS transkriptu.
U techto linii bylo pozorovano n¢kolikandsobné vyssi mnozstvi mutantni RNA v kofenech
nez ve stolonech, a to nezavisle na fotoperiodé€. Transkript se hromadil vice v kofenech
sekundarnich nez v primarnich (Lin et al., 2013). Vedle zmén ve stolonu bylo pozorovéano
v souvislosti s navySenim exportniho poolu StBEL5 mRNA navySeni hladiny StGA420x1
RNA v listech i v kofenech, ¢imz autofi vysvétluji posileni riistu kotent.

StBEL proteiny tvoii heterodimery s KNOX proteiny, prokdzana byla interakce
zejména s POTHI (POTATO HOMEOBOXI1) (Chen et al., 2003; Sharma et al., 2014).
K expresi POTHI dochézi v mnoha ¢astech rostliny bramboru, napt. ve vrcholech prytu,
listové zilnatin€, nodech, kotenech a Spi¢kach stoloni (Mahajan et al., 2012). mRNA
POTHI je také mobilni floémem, na jeho 3‘UTR (untranslated region) s cytosin/uracil
(CU) motivy se vaze StPTB6 protein (Mahajan et al., 2012). Overexprese POTH! u linii
bramboru ssp. andigena zpusobila zvySeni poctu hliz za kratkodenni i dlouhodenni fotope-
riody (Rosin et al., 2003).

Heterodimer StBEL5-POTHI1 pozitivné ovliviiuje tvorbu hliz 1 rist prytu a kotenti
pomoci regulace transkripce cilovych gent spojenych se syntézou fytohormoni a jejich
signalizaci. StBEL5-POTHI1 interaguje s cilovymi geny prostfednictvim tandemovych
TTGAC motivt v promotorech (Obrazek 3) (Chen et al., 2004; Sharma et al., 2016). Aby
doslo k ovlivnéni transkripce cilového genu, musi se na TTGAC motivy navézat oba pro-
teiny dimeru (Chen et al., 2004). Heterodimer se dokaze vazat na tandemové TTGAC mo-
tivy, které maji riznou orientaci v promotorech cilovych genti (Sharma et al., 2016). Pti
bodové mutaci v tomto motivu se StBEL5-POTHI1 komplex k promotoru nenavaze, a tak
nedochdzi k ovlivnéni transkripce cilového genu (Chen et al., 2004; Lin et al., 2013; Sha-
rma et al., 2016). Tyto motivy obsahuje i promotor samotného genu StBELS, diky kterym
podléha autoregulacni smycce, a tak protein StBELS podporuje expresi sebe sama a i jinych

StBEL (Lin et al., 2013; Sharma et al., 2016; Ghate et al., 2017).
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Obrazek 3: Model vlivu mobilni S2BEL5 RNA na vyvoj koieni a hliz. A: Iniciace transkripce
StBELS genu svétlem (zluté Sipky) v listové Zilnatin€ a fapicich (modrd). B: Pohyb StBELS RNA
(Cervené Sipky), kratkodenni fotoperioda podporuje pohyb do $picek stoloni, pohyb do koient pro-
biha bez ohledu na délku dne. C: Pfedpokladana zvySena translace StBELS5 v podzemnich organech,
vazba na KNOX proteinového partnera a nasledna aktivace a regulace transkripce vybranych gent
prostfednictvim vazby na tandemovy motiv TTGAC v promotoru. D: ZvySeni rastu kofent diky
regulaci transkripce fytohormont a jejich hladin prostfednictvim StBELS. E: Zvyseni rtstu hliz
pres regulaci transkripce fytohormonti a jejich hladin prostfednictvim StBELS. (Pfevzato a upra-
veno, Lin et al., 2013.)

Aktivita StBELS je nejlépe prozkoumana ve stolonu, kde v komplexu se svym
KNOX partnerem reguluje tuberizaci pies ovlivnéni transkripce cilovych genti (Sharma et
al., 2016), které jsou spojeny s metabolismem fytohormont (auxinti, CK a GA) nebo s je-
jich transportem (Chen et al., 2003; Hannapel et al., 2013; Lin et al., 2013, Sharma et al.,
2016). Napf. reprimuje expresi genu GA20ox1 (Chen et al., 2004), naopak zvySuje tran-
skripci GA2o0x1 (Lin et al., 2013), navySuje hladinu transkriptu pro auxinovy transportér
StPIN1 (Sharma et al., 2016). V kotenech zvySuje mnozstvi transkriptu YUCCAla a tran-
skriptu IPT (ISOPENTHENYL TRANSPHERASE) ucastnici se syntézy cytokininti (Lin et
al., 2013). Také overexprese POTHI vedla k negativni regulaci biosyntézy GA, a tak ke
zvySeni vynosu hliz (Rosin et al., 2003).

Komplex StBEL5-POTHI1 také reguluje expresi genti StCDF'1 a StSP6A ve stolo-
nech (Sharma et al., 2016). U linii GAS:BELS5 (navySeni transportniho poolu BELS5) byla
za kratkodennich podminek navysena exprese StSP6A ve stolonech i kofenech (Sharma et

al., 2016). Heterodimer ve stolonech indukuje také expresi genli obsahujici v promotoru

tandmovy motiv TTGAC, jejichZ transkripce je indukovana StSPOA, (StPINI, StPIN4,
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AGLS, ARFS, FPFI, CDC2 a StGA2oxI). Tandemovy motiv v promotoru obsahuje i
StSP6A indukovany StSUT1, ale jeho transkripce neni ve stolonu StBEL5-POTHI1 hetero-

dimerem ovlivnéna. Mezi dal$i geny, jejichz expresi ovlivituje jen StBEL5-POTH1 hete-

rodimer, patii StLOG1-3 a StPIN2 (Sharma et al., 2016).

2.2.1.2. Transkripéni faktory StBEL11 a StBEL29 u bramboru

Gen StBELS je fylogeneticky velmi ptibuzny s geny StBELII a -29 (Sharma et al., 2014).
Jejich proteiny maji velkou podobnost v aminokyselinové sekvenci konzervovanych do-
mén. Transkripty téchto tii StBEL gent tvoii vice nez 70 % z celkového mnozstvi StBEL
transkripti v bramboru (Sharma et al., 2014) a spole¢né reguluji tvorbu hliz (Ghate et
al., 2017). Promotorova aktivita StBELI1/29 byla stanovena u ssp. andigena linii
s proStBEL11/29:GUS ve stiedni zilce listu, fapicich, stoncich a ve vodivych pletivech.
Ve stolonech se slaba GUS aktivita objevila az po tfech tydnech ptisobeni indukénich pod-
minek kratkého dne. Promotorova aktivita byla zesilena za kratkého dne v listové Zilnating,
fapicich a stolonech (Ghate et al., 2017).

Transkripty StBEL11/29 se za kratkodenni fotoperiody akumuluji v fapicich, ston-
cich a stolonech (Ghate et al., 2017). NavySeni ve stolonech je dano ptedevsim jejich trans-
portem z nadzemni ¢asti. Mobilita transkriptii byla potvrzena roubovacim experimentem,
kde roub byl z GAS:StBEL11/29 rostliny a podnoz z WT. Transgenni transkript (odliSitelny
pomoci qPCR [kvantitativni polymerazova fetézova reakce] se specifickymi primery) byl
detekovan v sekundarnich kotenech a Spickach stolonti (Ghate et al., 2017). Autofi pied-
pokladaji, ze pohyb floémem je podpoifen kratkodenni fotoperiodou a ptitomnosti CU
motivi v 3°UTR, umoziujici vazbu StPTB proteintl s StBEL11/29, stejné jako v ptipadé
StBELS (Cho et al., 2015).

Overexprese StBEL11 (35S:CaMV:StBELII) neovlivnila erstvou hmotnost pryt
rostlin bramboru ssp. andigena, ale signifikantné¢ redukovala vynos hliz (Ghate et al.,
2017). Vneseny usek StBELI1 AS (355:CaMV:StBELI1I AS) také nemél vliv na erstvou
hmotnost prytu, ovSem vynos hliz byl za kratkodennich indukénich podminek navySen
(Ghate et al., 2017). U hliz nebyla pozorovana zména morfologie oproti kontrole. S navy-
Senim vynosu hliz u linii s AS konstruktem korelovaly 1 zvySené hodnoty transkriptu
StSP6A ve stolonu (Ghate et al., 2017). Tento vysledek naznacuje, ze exprese genu StSP6A
je ovlivitovana nejen StBELS (Sharma et al., 2016), ale 1 StBEL11/29, které by tak pies
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ovlivnéni exprese StSP6A4 negativné regulovaly tuberizacni signédlni drahu (Ghate el al.,

2017).

2.2.1.3. Transkripcni faktor BEL11 u rajcete

Funkce BELI1 byla zkoumana také u dalsi rostliny z ¢eledi lilkovitych, rajéete (Meng et
al., 2018). Studie byla zaméiena na vliv exprese SIBELI1 pti  dozravani plodt. Umlceni
SIBEL11 pomoci RNAI vedlo k vy$simu obsahu chlorofylu v nezralych plodech a inhibo-
valo, nebo alesponi zpozdilo, dozravani plodi (Meng et al., 2018). V chloroplastech
transgennich plodi byl zvySeny pocet tylakoidil a také se vyskytovalo vice chloroplasti
v bunikach. Tyto vysledky naznacuji, Ze se protein SIBEL11 ucastni regulace vyvoje chlo-
roplastli a syntézy chlorofylu v plodech raj¢ete (Meng et al., 2018). Tyto déje mize ovliv-
novat prostfednictvim cilovych gentl, které obsahuji tandemovy TTGAC motiv ve svych
promotorovych sekvencich. Mezi takové geny patii i geny kodujici proteiny spojené prave
s metabolismem chlorofylu a vyvojem chloroplastii (Meng et al., 2018), napf. je reprimo-
vana exprese CAB (chlorofyl a/b vazebny protein) a TKN2 (homeobox protein knotted?2),
jejichz proteiny hraji roli ve vyvoji chloroplastt, a POR (protochlorofylidoxidoreduktaza)
(Meng et al., 2018), ktera je zapojena v syntéze chlorofylu (Buhr et al., 2008).

2.3. Experimentalni material Solanum tuberosum ssp. tuberosum cv. Kamyk

s BEL11 AS konstruktem

Transgenni linie bramboru ssp. tuberosum cv. Kamyk se sniZzenou hladinou transktiptu
StBELI11 byly odvozeny pomoci konstruktu s StBELII AS vnesen¢ho pod 35S CaMV
promotorem, a to v ramci diplomové prace A. Zounkové. Nasledné byl u vybranych linii
potvrzen jak na médiu s 8 % sacharozy, tak i na médiu s 6 % sachar6zy. Mikrohlizky mély
1 vy$8i primérnou Cerstvou hmotnost (Zounkova DP, 2019; Zounkova et al., 2021). Zoun-
kova DP (2019) také zjistila trend navySeni poctu mikrohlizek u transgennich rostlin.
Hladina StBEL11 byla stanovena v listech a stolonech rostlin péstovanych ex vitro.
Vybrané linie maji redukovanou hladinu StBELI1 v listech cca na /3 hladiny u kontroly,
ale ve stolonech nebyl zji$tén prikazny rozdil od WT (Zounkova et al., 2021). Vychyleni
rovnovahy BEL TF sniZenim hladiny StBEL11 v listech vede k podpofeni tuberizace u So-

lanum tuberosum ssp. tuberosum cv. Kamyk.
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3. Material a metody

3.1. Rostlinny material

Lilek brambor Solanum tuberosum subsp. andigena 7540 WT (divoky typ) a Sola-
num tuberosum subsp. tuberosum cv. Kamyk (WT a linie s ovéfenou sniZenou expresi genu
StBELI1 [linie 1, 10, 12 a 19]). Genotypy jsem ziskala ze sbirek kultur in vitro KEBR PiF
UK, transgenni linie odvodila Mgr. A. Zounkova (Zounkova DP, 2019).

3.2. Kultivace rostlin in vitro
3.2.1. Kultivaéni médium

Pro kultivaci rostlin in vitro jsem pouzila MS médium (Murashige a Skoog, 1962).
Dle Tabulky 1 jsem do destilované vody piidala komercné dodavané soli MS média (Mura-
shige and Skoog basal medium, Sigma), roztok vitaminl (sloZeni viz. Tabulka 2) a sa-
charozu (Lach-Ner, s. r. 0.). Vyuzivala jsem dva typy kultur — autotrofni bez ptidané
sachar6zy v médiu a mixotrofni s 2 % sachardzy. Po rozpusténi sloZzek média za stalého
michani na magnetické michacce (IKA, RH basic) jsem upravila pH pomoci pH metru (pH
meter model 410, Orion) a 0,1M roztoku KOH na hodnotu 5,75. Poté jsem roztok doplnila
destilovanou vodou na vysledny objem. Do takto pfipraveného roztoku jsem piidala agar
pro kultivaci rostlinnych kultur (Sigma), koncentrace viz. Tabulka 1. Médium jsem za ob-
¢asn¢ho michani pfivedla k varu pomoci mikrovlnné trouby a po 50 ml nalila do bangk.
Banky jsem uzaviela dvojitou vrstvou alobalu a sterilizovala v autoklavu (Tuttnauer 2540
EK nebo PS20A, Chirana) pfi teploté 121 °C, tlaku 220 kPa, po dobu 20 minut.

Rostliny cv. Kamyk, které jsem vyuZila k ex vitro experimentiim, jsem ptedpésto-
vala na stejném kultivaénim médiu, ale s vy$§im obsahem sacharézy (30 g.1™!) v plastovych
nadobach (Phytacon Vessel, Sigma) s upravenym vickem. Byl v ném vytvofen kruhovy

otvor o prumeéru 1,5 cm a provle¢en molitan.
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Tabulka 1: Koncentrace latek v kultiva¢énim MS médiu.

Latka Koncentrace latky v médiu
MS soli 433 g !
Vitaminy (viz. Tabulka A) 5 mlI!
Sacharéza 0/20gl!

pH upraveno na 5,75, doplnéno na vysledny objem

Agar g gl!

Tabulka 2: SloZeni roztoku vitamini pridavaného do kultivaéniho MS média.

Litka Koncentrace latky v zasob- Vysledna koncentrace
nim roztoku [g.1"!] latky v médiu [mg.1"]

Inositol 20 100

Kyselina nikotinova 0,1 0,5

Pyridoxin-HCI 0,1 0,5

Thiamin-HCI 0,1 0,5

Glycin 0,4 2

3.2.2. Kultivace a vegetativni mnoZeni rostlin

Pro vegetativni mnoZeni a udrZovani kultur jsem pouzivala jak nodalni segmenty,
tak apex rostlin kultivovanych in vitro. Vysazovala jsem segmenty po péti do 250ml Erlen-
meyerovych banck. Ty jsem uzavirala v pfipadé mixotrofnich kultur dvojitou vrstvou alo-
balu (tloustka alobalu 0,2 mm) a v pfipadé autotrofnich kultur prodySnym vickem. Toto
vicko bylo vytvotfeno vytiznutim dvou kruhovych otvorti (primér 7 mm) do prihledné folie
a jejich prelepenim prodysnou lepici paskou (Leucopor, Duchefa). Prody$na vicka jsem
uzaviela do velké Petriho misky, abych je mohla skladovat 1 v nesterilnim prostfedi,
a vysterilizovala pomoci autoklavu na stejny program, jako kultivaéni médium (viz kapitola
3.2.1.).

Veskeré manipulace se sterilnimi kulturami, az na pfesun rostlin do ex vitro podmi-
nek, jsem provadéla v laminarnim boxu (Heraeus Lamin Air TL 2448, Instruments) s pou-
zitim ptedem vysterilizovanych nastroji (v horkovzdu$ném sterilizatoru Binder; po dobu
3 hodin, pti 150 °C). Nastroje jsem béhem prace v lamindrnim boxu prubézné sterilizovala
ponoienim do 96% etanolu a opéalenim nad kahanem.

Rostliny v podminkach in vitro jsem péstovala v kultivani mistnosti s ozafenosti

160 umol.m2.s!, s fotoperiodou 16 hodin a pii teploté 21/18 °C (den/noc).
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3.3. Odvozeni stabilnich transgennich linii Solanum tuberosum ssp. andigena

genotypu 7540 s BEL11 AS konstruktem

K transformaci rostlin S. . andigena péstovanych in vitro jsem pouzila Agrobacte-
rium tumefaciens kmen C58C1 a midiprep plazmidu s tsekem kodujicim StBELI1 v anti-
sense orientaci (BEL11 AS) pod kontrolou konstitutivniho 35S CaMV promotoru (Ghate
et al., 2017; Zounkova DP, 2019). Konstrukt nese v T-DNA vedle cilové sekvence i1 gen
pro rezistenci ke kanamycinu, coz umoziuje selekci transgennich rostlinnych bunék.
Plazmid jsme ziskali jiz diive od profesora D. J. Hannapela z Iowa State University. Stejny
plazmid byl pouzit i pro transformaci S. ¢. tuberosum cv. Kamyk (Zounkova DP, 2019).
Postup transformace, ktery je popsan v Zounkova DP (2019) pfi transformaci cv Kamyk,

jsem pouZila pro transformaci S. t. andigena.

3.3.1. Transformace Agrobacterium tumefaciens

Zasobni suspenzi kompetentnich bun¢k 4. tumefaciens skladovanou pti -70 °C jsem
ziskala od Mgr. V. Cerméka, Ph.D z KEBR PiF UK.

K 100 pl suspenze kompetentnich bunck agrobakteria jsem napipetovala 3 pl midi-
prepu o koncentraci plazmidu 5 pg.ul”!'. Smés jsem nechala inkubovat 1 minutu na ledu.
Poté jsem ji pfepipetovala do elektroporaéni kyvety, sklepnula na dno a kyvetu vlozila do
elektroporatoru (Eporator, Eppendorf), ktery byl nastaven na hodnoty 2 kV a 25 pF. Byl
aplikovan elektricky pulz trvajici 5,5 ms. Po aplikaci pulzu jsem k suspenzi ptidala 1 ml
YEB média (sloZeni viz. Tabulka 3; Wise et al, 2006) a pfenesla ji do zkumavky s bakteri-
ologickou zatkou. Suspenze byla kultivovana 3 hodiny na tfepacce (ELMI) pii1 170 otac-

kach za minutu a 28 °C.
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Tabulka 3: SloZeni YEB média (Wise et al., 2006). Roztoky 1 a 2 byly pfipraveny zvlast' a spojeny
po sterilizaci v autoklavu.

Latka MnoZzstvi latky [g]
Pepton 10
Kvasni¢ny extrakt 1
Roztok 1 Sachar6za 5
NaCl 10
rozpusténo v destilované vodé, doplnéno na objem 900 ml
Roztok 2 MgSOs4 - 7 H20 0,5

rozpusténo v destilované vod¢, doplnéno na objem 100 ml

Po tfithodinové kultivaci jsem kulturu transformovaného agrobakteria rozlila na tuhé
LB médium (sloZeni viz. Tabulka 4; Wise et al., 2006) se selek¢nimi antibiotiky kanamy-
cinem (Gibco) a rifampicinem (Serva) (koncentrace antibiotik viz. Tabulka 5). Selekce
transformovanych bun¢k je mozna diky rezistenci ke kanamycinu, kterou nese vnasSeny
plazmid. Agrobakterium jsem na tomto médiu kultivovala 3 dny ve tmé, pfi teploté 28°C.
Poté jsem u vybranych kolonii ovéfila ptitomnost konstruktu (viz. kapitola 3.3.1.1.). Jednu
z ovetenych transgennich kolonii jsem za sterilnich podminek ptenesla klickou do Erlen-
meyerovy baiikky s 10 ml YEB média a antibiotiky (Tabulka 5). Nechala jsem kultivovat
pies noc na tfepacce pii 170 otackéach za minutu, pii teploté 28 °C. Takto piipravenou su-

spenzi bun€k 4. tumefaciens jsem pouzila na transformaci rostlinného materialu.

Tabulka 4: SloZeni LB média (Wise et al., 2006), sterilizace klavovanim.

Latka Mnozstvi latky v médiu [g.1!]
Pepton 10
Kvasni¢ny extrakt 10
NaCl 10
Agar (Plant agar, Duchefa) 15
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Tabulka 5: Koncentrace zasobnich roztoku antibiotik. Kanamycin byl sterilizovan filtraci (po-
rozita 0,45 pm, Rotilabo).
Koncentrace zasob- | Vysledna koncen-

Skladovani za-

Antibiotikum niho roztoku trace v médiu i
sobniho roztoku
[mg.ml!] [mg.1]
Kanamycin sulfat
(v destilované 50 50 4 °C
vodg)

Rifampicin (v me- 10 100 220 °C

tanolu)

3.3.1.1. Ovéieni pFitomnosti konstruktu v A. tumefaciens pomoci polymerazové ietézové

reakce (PCR)

Pted samotnou transformaci rostlinného materidlu jsem ovéfila pfitomnost kon-
struktu v kultivovanych bakteriich.

Malou ¢ast vybranych kolonii A. tumefaciens jsem pomoci sterilniho paratka ode-
brala do mikrozkumavek typu Eppendorf's 250 ul DNAse/RNAse-free vody (pfiprava nize)
a na vortexu nechala roztfepat na suspenzi. Takto ptipravené vzorky A. tumefaciens jsem
pouzila jako templaty pro polymerazovou feté¢zovou reakci (PCR).

Sterilni DNAse/RNAse-free voda se pripravuje z ddH>O, ke které se pridava di-
ethylpyrokarbonat (DEPC; Sigma) o vysledné koncentraci 0,1 %. Za stdlého michani se
inkubuje 15-20 hodin pfi laboratorni teploté. Po té se v digestoti cca 4 hodiny vafi, aby se
odstranily toxické produkty, a nakonec autoklavuje 40 minut pti 121 °C a 210 kPa.

Pro detekéni PCR jsem pfipravila premix (Tabulka 6) z FastStart PCR Master mixu
(Roche), z DNAse/RNAse-free vody a primerti (Generi Biotech; sekvence nize). Pro de-
tekci konstruktu pro BEL11 AS forward (fwd) primer zasahuje do oblasti 35S CaMV pro-

motoru a reverse (rev) primer do oblasti BEL11 AS sekvence.

Sekvence (Zounkova DP, 2019) fwd primeru: CTATCCTTCGCAAGACCCTT.
Sekvence (Zounkova DP, 2019) rev primeru: ACATCATCATCATCAACAACACC.
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Tabulka 6: SloZeni premixu pro ovéreni piitomnosti transgenu pomoci PCR.

Latka Mnozstvi v 1 reakéni smési [ul]
FastStart Master mix 10
DNAse/RNAse-free voda 7

10 uM primer fwd 1

10 uM primer rev 1

Premix jsem rozpipetovala po 19 pl a do kazdé zkumavky pfipipetovala 1 pl tem-
platu (suspenze A. tumefaciens). Ptipravila jsem také pozitivni kontrolu s vnaSenym
plazmidem a negativni kontrolu s DNAse/RNAse-free vodou misto templatu. Vzorky jsem
pro amplifikaci umistila do PCR cycleru (Mastercycler epgradient S, Eppendorf) s progra-

mem uvedenym v Tabulce 7.

Tabulka 7: Program PCR cycleru pro ovéfeni piitomnosti konstruktu.

HOLD ptedehiivani vicka | 95 °C
Uvodni denaturace 8 minut 95 °C
Denaturace 15 sekund 95 °C
Nasedani primeru 15 sekund 57,5 °C 32 cykla
Extenze 27 sekund 72 °C
Zavérecna extenze 4 minuty 72 °C
HOLD 10 °C

3.3.1.2. Elektroforeticka separace vyslednych produktit PCR

Pro elektroforetickou separaci vyslednych produktti PCR jsem pouzila 1,5% agaro-
zovy gel v 1x TAE pufru (0,04M TRIS-acetat, ImM EDTA [kyselina etyléndiamintetra-
octova]). Agar6dzu (Sigma) jsem rozpustila v mikrovinné troubé, po zchladnuti asi na 60 °C
jsem roztok nalila do elektroforetické vany a ptidala interkala¢ni fluorescencni barvivo
ethidium bromid (EtBr; koncentrace zasobniho roztoku 1 mg.ml™!; 5 ul.100ml! gelu). Jests
pied utuhnutim gelu jsem do elektroforetické vany umistila hieben, ktery vytvofil jamky,
do nichz jsem pozdé&ji nanesla vzorky. Ke kazdému vzorku jsem pfidala 2 pl nanaSeci bar-
vicky 6x LD (DNA Loading Dye, Thermo Fisher) pro klesnuti vzorku do jamky a zviditel-
néni vzorku beéhem elektroforetické separace. Po utuhnuti jsem gel pfemistila do elektrofo-
retické vany, zalila 1x TAE pufrem, do jamek nanesla vzorky po 18 pl a molekularni mar-

ker o objemu 4 pl (Gene Ruler 100 bp Plus, Thermo Fisher). Separace probéhla pfti

26



stejnosmérném proudu a napéti 5 V.cm™!. K dokumentaci jsem pouzila systém Kodak Gel

Logic Imagine a software Carestream MI (ilustracni foto gelu na Obrazku 4).

NGt el 5. 6. M

Obrazek 4: Ilustracni foto gelu po elektroforetické separaci PCR produktii pro ovéreni pii-
tomnosti konstruktu v A. tumefaciens. P - pozitivni kontrola (plazmid misto templatu); N - nega-
tivni kontrola (DNAse/RNAse-free voda misto templatu); 1-6 - oznaceni ovéfované kolonie; M -
marker Gene Ruler 100 bp Plus.

3.3.2. Transformace listii S. ¢. andigena konstruktem nesoucim BEL11 AS

K transformaci jsem pouzila ¢tyitydenni rostliny z autotrofni i mixotrofni kultivace
a suspenzi transformovaného A. tumefaciens (viz. 3.3.1.). Postupovala jsem dle v laboratofi
zavedené¢ho transformacéniho protokolu pro S. ¢. tuberosum, ktery vychazi z Dietze et al.
(1995). V laminarnim boxu jsem napipetovala 50 pl suspenze k 10 ml tekutého MS média
s 2 % sacharozy (koncentrace MS soli stejna jako v kapitole 3.2.1.) ve sterilni plastové
Petriho misce o priméru 9 cm. Za sterilnich podminek jsem odfizla vyvinuté listy z rostlin
S. t. andigena napé&stovanych in vitro a pomoci Ziletky né€kolikrat nafizla jejich stfedni
zilku. List jsem poloZila adaxidlni stranou na hladinu suspenze v Petriho misce. Ko-kulti-

vace s transgennim agrobakteriem trvala tfi dny ve tm¢ za laboratorni teploty.

3.3.2.1. Navozeni tvorby kalusu

Listy ko-kultivované s 4. tumefaciens jsem peclivé osusila sterilnim filtraénim pa-
pirem a opét adaxidlni stranou je umistila na médium indukujici tvorbu kalusu (callus in-
ducing medium — CIM; sloZeni Tabulka 8; Dietze et al., 1995) ve sterilnich 4cm plastovych
Petriho miskach. Médium jsem vysterilizovala ve velké lahvi, po jeho zchladnuti asi na
60 °C jsem do n¢j pfidala ristové regulatory (NAA — kyselina 1-naftyloctova; BAP —
6-benzylaminopurin) a antibiotika a rozlila po 30 ml do Petriho misek. Kultivace probihala
jeden tyden v kultiva¢ni mistnosti za stejnych podminek jako pii udrzovaci kultivaci rostlin

(kapitola 3.2.2.).
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Tabulka 8: SloZeni média indukujiciho kalus (CIM) (Dietze et al., 1995). Zasobni roztoky rus-
tovych regulatort a antibiotik byly sterilizovany filtraci (porozita 0,45 um, Rotilabo) a ptfidany do
predem vyklavovaného média. Pied utuhnutim bylo médium rozlito do plastovych sterilnich 4cm
Petriho misek.

Latka Mnostviv 11 Zasobni rolztok Skla’dovanl za-
[mg.ml™| sobniho roztoku

MS soli (Sigma) 433 g - -
D-glukd b da

glukéza bezvoda 16 g ] )
(Penta)
Myo-inositol

?/o 1nosito 0.1 g ) )
(Sigma)
ZnSO4 - 7 H20 (La-

154 20 (La 2 mg 10 ;
chema)
Agar 6g - -

itami M 1 ml z4 ih -
Vitaminy pro CIM a ml zasobniho roz sloveni Tabulka 9 90 °C
SIM toku
Pridano po sterilizaci média v autoklavu:
NAA (Sigma) 5mg 1 4°C
BAP (Sigma) 0,1 mg 1 4°C
Claforan (Taximed) 300 mg 100 -20 °C
Kanamycin 50 mg 50 4°C

Tabulka 9: SloZeni zasobniho roztoku vitamini pro CIM a SIM.
Latka Mnozistvi latky v zas?bnlm roztoku
[mg.ml™|

Kyselina nikotinova 0,5
Pyridoxin-HCl 0,5
Thiamin-HCl 0,1
Glycin 2

3.3.2.2. Navozeni tvorby prytu

Po tydnu kultivace na CIM jsem listy pfenesla na médium indukujici tvorbu prytu
(shoot inducing medium — SIM; sloZeni Tabulka 10; Dietze et al., 1995). SIM médium jsem
pfipravila stejnym zplsobem jako CIM (kapitola 3.3.2.1.). Dle zvoleného protokolu sub-
kultivace na SIM probihd prvni mésic kazdy tyden a poté je interval prodlouzen na dva
tydny. OvSem kvili eliminaci prertstajiciho A. tumefaciens, ke kterému dochéazi Castéji

v ptipad¢ drobnéjSich listh S. t. andigena nez u vétSich listd kulturnich genotyptl, jsem
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subkultivaci na SIM provadéla kazdy tyden. Béhem druhého mésice kultivace na SIM jsem
pro snizeni rizika pieriistani agrobakteriem zvolila navic vys$s$i koncentraci antibiotika
claforanu (500 mg.I"") (cefotaximum, Taximed). Kultivace probihala az dvanact tydnd, kdy
jesté regenerovaly nové pryty. Regenerované pryty jsem piendsela na MS médium (slozeni
kapitola 3.2.1., s 3 % sacharozy a se selekénimi antibiotiky — 300 mg.l"! claforanu,

50 mg.I"" kanamycinu).

Tabulka 10: SloZeni média indukujiciho pryt (SIM) (Dietze et al., 1995). Ristové regulatory a
antibiotika byly vysterilizovany filtraci (porozita 0,45 pm, Rotilabo) a ptidany do vysterilizovaného
média.

Litka Mnogstvi v 11 Zasobni rolztok Skla,dovanl za-
[mg.ml™] sobniho roztoku

MS soli 433 ¢ - -

D-glukéza bezvoda 16 g - -

Myo-inositol 0,1g - -

Agar 6g - -

Vitaminy pro CIM a | 1 ml zasobniho roz- slogeni Tabulka 9 20 °C

SIM toku

Pfidano po sterilizaci média v autoklavu:

NAA 0,02 mg 1 4°C

GA3 (Sigma) 0,02 mg 1 4°C

Tr.ans-zeatln ribozid 2 mg | 90 °C

(Sigma)

Claforan 300 nebo 500 mg 100 -20 °C

Kanamycin 50 mg 50 4°C

3.3.3. Ovéreni pritomnosti konstruktu v S. t. andigena

Pro ovéfeni jsem jako templat pouZzila vyizolovanou DNA z listku regeneranti.
Dalsi postup ptipravy reakci na PCR a zvoleny amplifikacni program byly stejné jako pii
detekci konstruktu v A. tumefaciens (viz kapitola 3.3.1.1.). Jediny rozdil byl v polymeraze
— FastStart PCR Master mix jsem nahradila DreamTaq PCR Master mix (Thermo Scienti-
fic) a reakce michala na ledu. Elektroforetickd separace vyslednych produkti PCR probi-

hala stejné jako pii detekci konstruktu v 4. tumefaciens (viz. kapitola 3.3.1.2.).
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3.3.3.1. Izolace DNA

Listek z regenerantu jsem za sterilnich podminek odebrala do sterilni mikrozku-
mavky typu Eppendorf. Odebrany rostlinny material jsem rozmélnila pomoci sterilni ho-
mogenizacni tyCinky a ptidala 400 pl extrakéniho pufru (200mM Tris [Carl Roth], pH 7,5,
250mM NacCl [Lach-Ner, s. 1. 0. ], 25mM EDTA [Sigma], 0,5% SDS [sodium dodecyl sul-
fate; Sigmal]). Suspenzi jsem nechala centrifugovat 5 minut pii 15 800 rcf (Centrifuge 5415
D, Eppendorf), aby se usadily pevné zbytky rostlinného materialu. Supernatant s DNA jsem
odebrala do nov¢ sterilni mikrozkumavky, pfidala 300 pl chloroformu, 5 minut protiepala
na vortexu (Scientific industries) a poté opét nechala 5 minut centrifugovat (16 100 rcf).
DNA ztstala v horni fazi oddélena vrstvou proteintl od organické fdze. Do nové sterilni
mikrozkumavky jsem odebrala horni fazi, ptidala k ni 300 pl izopropanolu (uchovéavan pti
-20 °C), promichala pipetou a nechala srazet DNA 10 minut na ledu. Po srazeni jsem vzorky
5 minut centrifugovala (16 100 rcf). Odebrala jsem supernatant a pelet jsem nechala vy-
schnout na bunicité vaté. K suchému peletu jsem piidala 100 pul 2mM Tris (pH 8,5) a po-
klepavanim prstem na mikrozkumavku pelet rozpustila. Takto pfipravené vzorky jsem po-

uzila jako templat pro PCR.

3.4. Stanoveni fotosyntetickych charakteristik Solanum tuberosum ssp. tube-

rosum cv. Kamyk s vhesenym BEL11 AS konstruktem

Pro tuto ¢ast prace jsem pouZzila kulturni brambor S. ¢. tuberosum kultivar Kamyk —
WT a nezévislé transgenni linie 1, 10, 12 a 19 s BEL11 AS.

Rostliny jsem kultivovala 4 tydny na médiu s 3 % sachar6zy v plastovych nadobéach
s prodySnym vickem (viz. kapitola 3.2.2.). Poté jsem je ptesadila po jedné do kvétinace se
sterilni zeminou smichanou s perlitem a zasypala aZ po apex a nejmladsi listek rostliny.
Rostliny v kvétina€ich jsem péstovala 3 tydny ve skleniku nebo v kultiva¢nim boxu pfi
ozatenosti 180 pmol.m™2.s™!, fotoperiodé 16 hodin, teploté 21/18 °C (den/noc) a vlhkosti
vzduchu 60 %.

Pro stanoveni fotosyntetickych charakteristik listu bramboru jsem zvolila nede-
struktivni (rychlé kinetika fluorescen¢ni indukce, rychlost ¢isté fotosyntézy) i destruktivni
metody (obsah fotosyntetickych pigmentli, antokyanti a nestrukturnich rozpustnych sacha-

rida a Skrobu).
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3.4.1. Fluorescence chlorofylu

V této praci jsem vyuzila pouze méieni rychlé kinetiky fluorescencni indukce.
Rychla kinetika fluorescen¢ni indukce je doc¢asna fluorescence chlorofylu na tmu adapto-
vanych rostlin po vystaveni kratkému (1-2 s) vybuzujicimu pulsu aktinického modrého
svétla. Kiivka zdznamu této fluorescence ma typicky tvar s nékolika urcitymi hladinami
fluorescence chlorofylu oznacovanymi zkratkami O, J, I a P. O (origin) je pocatek kiivky
a odpovida zakladni hladin€ fluorescence chlorofylu v temnostn¢ adaptovaném stavu. Také
je oznacovan jako Fo. Hladiny J a I odpovidaji kratkodobé rovnovaze mezi excita¢ni ener-
gii vstupujici do fotosystému II (PS II) a odtékajici energii. Tato rovnovaha je zpisobena
redoxnim stavem chinont (Q) a nasledujicich akceptorii elektront, které ptichazeji z PS 1I.
Urovné J a I nastavaji po 2 a 30 ms po zacatku svételného pulsu. Vrchol kiivky (peak, P,
Fp; Fp = Fm) zndzornuje maximalni fluorescenci chlorofylu dosazenou pro aktudlni exci-
tacni zafeni. Vzestup fluorescence chlorofylu z urovn€ O do P odrézi postupnou akumulaci
redukovaného chinonu Qa (pfehledné v Stirbet a Govindjee, 2011). Rychlou kinetiku flu-
orescencni indukce jsem métila pomoci kapesniho fluorimetru (FluorPen FP100) u predem
na tmu adaptovanych listi — na 20 minut jsem je zabalila do alobalu. Svételny pulz jsem
aplikovala na dvé riizna mista plné¢ vyvinutého listu mimo stfedni Zilku. Z namétfenych dat
jsem vytvortila OJIP kiivku a vypocitala maximalni kvantovy vytézek fluorescence chloro-
fylu.

Maximalni kvantovy vytézek fluorescence chlorofylu (Fv/Fm) popisuje stav reakc-
nich center PSII, kde Fv je maximdlni fluorescence, oznacovana také jako Fp, které se
dosdhne ozarenim na tmu adaptovaného listu kratkym silnym svételnym pulsem. Fyv je va-

riabilni fluorescence, kterd je rozdilem fluorescence maximalni a pocatecni (Fo).

3.4.2. Obsah fotosyntetickych pigmentii

Pro stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmentii jsem z Cepele plné vyvinutého
listu vytizla pomoci korkovrtu 3 terciky, kazdy o ploSe 27 mm?. Z kazdé rostliny jsem zho-
tovila dva technické replikaty. Ter¢iky jsem vlozila do 4 ml dimethylamidu kyseliny mra-
ven¢i (DMF) a ulozila do tmy a 4 °C. Po tydenni inkubaci jsem ve sklenénych kyvetach
pomoci spektrofotometru (Evolution 201, program Thermo insight) zméfila absorbanci jed-
notlivych eluatd pfi vinovych délkach 480, 647, 664 a 750 nm. Hodnoty absorbance pfi

750 nm (A7s0) slouzi ke korekci (odeCteni od ostatnich hodnot), protoze rtizné latky
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vyluhované spolec¢né s fotosyntetickymi pigmenty ¢astecné svétlo absorbuji 1 odrazeji, coz
tvofi tzv. pozadi. Z takto upravenych hodnot jsem podle nize uvedenych rovnic (Wellburn,

1994) vypocitala obsah chlorofylu a (Ch a), chlorofylu b (Ch b) a karotenoidii (C (x+c)).

Vypocet koncentrace pigmenti [pug.ml' DMF]:
Cha=11,65 " Ases - 2,69 - As47

Ch 5 =20,81 - Ass7-4,53 - Asss

C (x+¢) = (1000 - A4s0-0,89 - Cha-52,02 - Chb)/245

Pfepodet mnozstvi pigmenti (P) na plochu [pug.mm™]:
(P - objem DMF v ml) / (plocha teré¢iku v mm? - pocet teréikii)
Tedy: (P - 4)/(27 - 3)

3.4.3. Obsah antokyanii

Pro stanoveni obsahu antokyanil jsem postupovala podle protokolu Mancinelli et al.
(1975) upraveného dle Kofrotiova et al. (2020). Odebrala jsem cely plné vyvinuty list.
Vzorky po mrazovém vysuSeni v lyofilizatoru (Lyovac GT 2, Finn-aqua) jsem zvazila, pfi-
dala k nim 1 ml metanolu okyseleného H2SO4 (0 vysledném pH 1) a 10 minut je zahtivala
v termoblocku (The Cube Dry Bath, Cleaver) pii 70 °C. Poté jsem vzorky umistila do tmy
a4 °C. Po dvou dnech jsem vzorky centrifugovala 10 minut pfi 16 100 rcf (Centrifuge 5415
D, Eppendorf), supernatant piepipetovala do ¢isté mikrozkumavky a na spektrofotometru
zméfila absorbanci pti vinovych délkach 530 a 657 nm. Pii vlnové délce 530 nm ¢astecné
absorbuje také chlorofyl, velikost této absorbance odpovida tietinové absorbanci chlorofylu
pii vlnové délce 657 nm (Mancinelli et al., 1975). Namétené hodnoty jsem vztdhla na hmot-

nost susiny.

Ptepocet absorbance na gram susiny: (As3o - 0,33 - Aes7 ) / suchd hmotnost.

3.4.4. Rychlost cCisté fotosyntézy

Rychlost ¢isté fotosyntézy (Pn) jsem stanovovala pomoci pfistroje Licor (LI-6400
XT Portable Photosynthesis System, LI-COR). Velikost mé&fené listové plochy byla 6 cm?.
Vstupni koncentrace oxidu uhli¢itého byla nastavena na 500 ppm a teplota listu na 21 °C.
Pro méfeni jsem pouZila program TimedLamp, ktery umoziuje postupnou zménu ozate-

nosti pfi zachovani vstupni koncentrace CO.. Sekvence ozéfenosti byla nasledujici:
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0 pmolm2s! (10 minut), 100 pmol.m2s"! (5 minut), 300 pmol.m2s' (5 minut),
500 pmol.m™2.s™! (5 minut), 700 pumol.m2.s™! (5 minut) a 900 umol.m2.s™' (5 minut) foto-
synteticky aktivniho zafeni (PAR). U rostlin péstovanych ve skleniku byla horni hranice

ozafenosti 1100 pmol.m2.s™! PAR. Hodnoty Px byly zaznamen4vany kazdou minutu.

3.4.5. Stanoveni obsahu nestrukturnich rozpustnych sacharidi

Na analyzu obsahu sacharidi jsem odebrala vzorky ze zdrojovych plné vyvinutych
listd, z mladych listl (velikost odpovidala méné nez tretin€ plochy zdrojového listu), apexu,
tapikl plné€ vyvinutych listl (3 fapiky na vzorek, délka 1,5 cm), kofent, stolonti a ptipadné
1 nové se vytvafejicich hliz. Ze stolonll jsem odebrala vSechny ptitomné nezelené Spicky
v délce 0,5 cm. Pokud byl stolon kratsi, odebrala jsem ho cely. Z hlizek jsem vybrala jen
ty do priaméru piiblizné 0,5 cm. Vzorky v 1,5ml zkumavkéch typu Eppendorf jsem zmra-
zila v tekutém dusiku a do zpracovani uchovévala pii -80 °C.

Po mrazovém vysuSeni v lyofilizatoru jsem vzorky zvézila. Ke kazdému vzorku
jsem piidala 0,5 ml 80% metanolu, nechala je 15 minut inkubovat v termoblocku pti 75 °C
a poté vysusila ve SpeedVacu (Concentrator plus, Eppendorf) pti 45 °C a programu V-AL
do sucha. Podle hmotnosti susiny jsem ke vzorkiim ptidala odpovidajici mnozstvi demine-
ralizované MiliQ vody (viz. Tabulka 11). Zkumavky se vzorky jsem na 15 minut vloZila
do ultrazvukové 1azné (35 kHz; Bandelin Sonorex, Maneko) a poté centrifugovala 10 minut
pii 16 100 rcf. Supernatant jsem odsala pomoci jehly a sttikacky a prefiltrovala pfes mem-
branovy filtr (porozita 0,45 um, Chromservis) do nové zkumavky typu Eppendorf. Takto
pfipravené vzorky jsem do méfeni na vysokoucinném kapalinovém chromatografu (HPLC)
uchovavala pii -20 °C. Zbylé pelety jsem skladovala pii -20 °C a nasledné vyuzila pro
stanoveni obsahu skrobu.

K analyze sacharidl jsem vyuZila HPLC s refraktometrickou detekci s t€émito para-
metry: mobilni faze MiliQ voda, isokratickd pumpa SISW HPI-300 nebo Delta Chrom SDS
030, pritokova rychlost 0,5 ml.min!, ptedkolonka Shodex Pb** (SP-G), kolona Shodex
Pb** (SP0810), teplota kolony 80°C, refraktometricka detekce pomoci detektoru Shodex
RI-71. Sacharidy jsem identifikovala na zédklad¢ srovnani retencnich Casii a plochy piku
signalu s ptislugnymi standardy o zndmé koncentraci 1 mg. ml! (Sigma) v softwaru CLA-
RITY (DataApex). U nékterych vzorki bylo z diivodu necistot ve vzorku nutné preméieni
na systému HPLC s piedkolonou Shodex Ca** (SC-G) a kolonou Shodex Ca**(SC1011).

Vsechny ostatni parametry byly identické se systémem rozdélovani na kolon& Shodex Pb*".
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Tabulka 11: MnoZstvi pridavané MiliQ vody ke vzorkiim na analyzu obsahu sacharidi.

Mnozstvi Mili d
nozstvi MiliQ vody ve |\ ctvi MiliQ vody ve
. vzorku na analyzu ob- ,

Hmotnost susiny [mg] R vzorku na analyzu ob-

sahu rozpustnych sacha- .

Y sahu Skrobu [ml]
ridi [ml]

<5 0,2 092
5-10 0,3 0,3
10 -20 0,5 0,3
20-30 1 0,5
30< 1,5 1

Vypocet obsahu jednotlivych sacharidii na jednotku susiny ur¢itého pletiva [ug.mg™']:
Sv/Ss - Vmiiq / dw;

kde Sv je plocha piku konkrétniho sacharidu v chromatogramu konkrétniho vzorku; Ss je
plocha piku standardu pfislusného sacharidu; Vwmiiig je objem MiliQ vody, ktera byla pii-

déana ke vzorku; dw je suchd hmotnost vzorku.

3.4.6. Stanoveni obsahu Skrobu

Pro tuto analyzu jsem pouzila pelety z analyzy rozpustnych sacharidi. Pro odstra-
néni zbytki rozpustnych sacharidii jsem pelety nejprve promyla — ke kazdému vzorku jsem
pfidala 1 ml MiliQ vody, na 15 minut vlozila do ultrazvukova lazné, 10 minut centrifugo-
vala pti1 16 100 rcf, supernatant odséla jehlou a stiikackou — a tyto kroky jsem tikrat zopa-
kovala. K promytym peletim jsem pfidala 0,5 ml 0,1M Na-acetatového pufru (pH 4,5;
okyseleno HCI). Vzorky jsem vloZzila do autoklavu a zapnula klavovaci cyklus shodny
s cyklem na sterilizaci médii. Po vychladnuti vzorkid na 4 °C jsem k nim ptidala po 100 pl
piedem ptipraveného enzymatického roztoku amyloglukosidazy (10 mg.ml'; 70 U.mg™;
Sigma) a a-amyldzy (10 mg.ml''; 30 U.mg™!; Sigma) v 0,IM Na-acetitovém pufru. Aby
enzymy mohly roz§té€pit vazby mezi gluk6zovymi jednotkami Skrobu, nechala jsem vzorky
inkubovat v termoblocku pii 40 °C pies noc. Dalsi den rano jsem enzymy inaktivovala pfi
95 °C 5 minut. Kapalinu jsem odpaftila ve SpeedVacu pti 60 °C a programu V-AQ. Nasle-
dujici kroky probihaly jiZ stejné, jako pfi analyze obsahu rozpustnych sacharidi — vysuSené
vzorky s pfidanym odpovidajicim mnozstvim MiliQ vody (Tabulka 11) jsem vlozila na
15 minut do ultrazvukové lazn€, 10 minut cetrifugovala pii 16 100 rcf, supernatant odsala

a prefiltrovala do nové zkumavky a ulozila do -20 °C do méfeni na HPLC. Toto méfeni
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probihalo na systému se zafazenou piedkolonou a kolonou Shodex Ca**, obsah §krobu jsem

stanovila jako obsah glukozy.

3.4.7. Stanoveni exprese sachardzového transportéru StSUTI v listech

V ramci vyhodnoceni fotosyntetickych charakteristik v listu jsem stanovila 1 hla-
dinu transkriptu StSUT1 v listech. Transportér SUT1 je zodpovédny za nakladani sachardzy
z apoplastu do floému. Transkripty StBELI1 jsem stanovila v kofenech.

3.4.7.1. Izolace RNA

Nejen pii praci s RNA, ale 1 s rostlinnym materidlem ur¢enym pro izolaci RNA,
jsem pouzivala jednorazové rukavice kvuli vSudypritomnym RNazam. Listy a kofeny pro
izolaci RNA byly po odbéru zabaleny do alobalu, zvaZeny, ponoieny do tekutého dusiku
a skladovany pfti -80 °C. Den pied izolaci jsem dala vysterilizované tfeci misky s tloucky
(zabaleny v alobalu a sterilizovany v susarné, viz. kapitola 3.2.2.) vymrazit do -20 °C. V di-
gestofi jsem do tieci misky nalila tekuty dusik, vsypala zmrazené vzorky a pomoci tlouc¢ku
zhomogenizovala. Nésledné jsem ptidala 1 ml TRI-REAGENTU (Sigma) na 100 mg cer-
stvé hmotnosti vzorku a pokracovala v homogenizaci do Uplného rozmraZeni. Suspenzi
jsem ptenesla do mikrozkumavky typu Eppendorf. Pokud tekutiny bylo vice neZ 1 ml, roz-
délila jsem ji do dvou mikrozkumavek. Vzorky jsem 5 minut protfepala na vortexu (Vorte-
Genie 2, Scientific industries) a poté jsem je zcentrifugovala (4 °C, 10 minut, 13 523 rcf;
Centrifuge 5424 R, Eppendorf). Supernatant jsem odebrala do novych mikrozkumavek,
ptidala 350 pl chloroformu, promichala na vortexu a nechala stat 5 minut na stole. Poté
jsem vzorky centrifugovala (4 °C, 20 minut, 17 115 rcf). Po této centrifugaci doslo k roz-
dé€leni na 3 faze — spodni vrstva byla organické faze chloroformu a fenolu, ve vrchni vodné
fazi byla RNA a mezi nimi prouzek vysrazenych proteinti. Opatrné jsem odpipetovala
vrchni fazi tak, abych nenarusila vrstvu proteint, do nové mikrozkumavky a ptidala izo-
propanol v poméru 1:1. Promichala jsem vzorky na vortexu a nechala srdzet RNA 20 minut
na ledu. Nasledovala centrifugace (4 °C, 25 minut, 17 511 rcf) a odpipetovani supernatantu.
Pelet obsahujici RNA jsem 2x promyla vychlazenym 75% etanolem a po poslednim
dikladném odsati supernatantu jsem nechala oteviené mikrozkumavky na sterilni bunicité
vaté, aby se pelet dosusil. Vysuseny vzorek jsem rozpustila ve 40 ul DNAse/RNAse-free

vody. Pokud jsem po homogenizaci vzorek rozdélila do dvou mikrozkumavek, v tomto
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kroku jsem ho spojila. Miru Cistoty a koncentraci izolované RNA jsem urcila spektrofoto-
metricky pomoci ptistroje NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)
a programu ND 1000. Pomér absorbanci pfi vinovych délkach 260 a 280 nm (A260:A280)
urcuje kontaminaci proteiny (optimum do hodnoty 2,0) a pomeér Aze0:A230 udava kontami-

naci solemi (optimum okolo hodnoty 2,2). Vzorky jsem dale uchovavala pii -70 °C.

3.4.7.2. Ovéreni kvality izolované RNA pomoci denaturacni elektroforézy

V mikrovinné troubé jsem rozpustila agarézu v Ix TAE pufru (vse
v DNAse/RNAse-free vod¢) tak, aby vznikl 1,5% agarézovy roztok. Po vychladnuti asi
na 60 °C jsem jej nalila do vanic¢ky, umistila hfeben a nechala ztuhnout. Poté jsem hieben
vytahla a gel v elektroforetické vané zalila 1x TAE pufrem.

Vzorky pro nandSeni jsem piipravila dle Tabulky 12 a promichala pipetou. Objem
pfidané RNA jsem u kazdého vzorku zvolila tak, aby v pfidaném objemu byla koncentrace

RNA 5 pg (6,4-14 pl). Proto se vzdy lisil i objem formamidu.

Tabulka 12: SloZeni vzorku na denaturaci pied elektroforetickou separaci pro ovéreni kvality
izolované RNA.

Latka Objem

RNA objem odpovidajici 5 pg
Formamid alespon 50 % vysledného objemu
EtBr 1l

Ptipravené vzorky jsem nechala denaturovat v termoblocku pii teploté 65 °C po
dobu 10 minut. Poté jsem je pfemistila na led na 10 minut, nasledné k nim ptidala odpovi-
dajici objem 6x LD, promichala pipetou a nanesla 18 pl smési na gel. Elektroforeticka

separace probihala pfi stejnosmérném proudu a napéti 5 V.cm™.

3.4.7.3. Syntéza cDNA metodou reverzni transkripce

cDNA jsem syntetizovala pouze ze vzorkl, které vykazovaly dostate¢nou Cistotu a
kvalitu (viz. kapitola 4.3.). Nejprve jsem piipravila reakéni smési o objemu 18 pl: 8 pg
RNA jsem doplnila DNAse/RNAse-free vodou do 17 pl a ptidala 1 pl oligo dT
(0,5 pg.pl'; Generi Biotech) pro iniciaci syntézy. Tuto smés jsem krétce sto¢ila ve vychla-

zené centrifuze a nechala 5 minut denaturovat v termoblocku pii 70 °C. Poté jsem ji
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premistila na led a ptidala 22 pl premixu (sloZeni viz. Tabulka 13). Pfipravila jsem jeden
vzorek navic bez reverzni transkriptazy (RT-), ktery slouzi jako kontrola pro vzorky, které
neprosly DNazovanim (Tabulka 13). Vzorky jsem vlozila do PCR cycleru a pustila pro-
gram uvedeny v Tabulce 14. Po ukonceni programu byla cDNA skladovana pfti -20 °C do
dalSiho pouziti.

Tabulka 13: SloZeni premixu pro syntézu cDNA metodou reverzni transkripce.

Latka Objem/vzorek|[pl] Objem/RT- [pl]
DNAse/RNAse-free voda 7 7+3
5x reak¢éni pufr (Thermo 8

. 8
Scientific)
dNTP (10 mM) (Sigma) 4 4
RiboLock RNase inhibitor
(40 U.ul''; Thermo Scienti- 1 -
fic)
RevertAid H Minus reverzni
transkriptaza (200 U.pl; 2 -
Thermo Scientific)

Tabulka 14: Program PCR cycleru pro syntézu cDNA metodou reverzni transkripce.

HOLD 25°C
10 min 25°C
5 min 37°C
75 min 42 °C
10 min 70 °C
HOLD 4°C

3.4.7.4. Kvantitativni PCR (qPCR)

Kvantitativni PCR (qPCR) je zalozena na principu klasick¢ PCR, ale v kazdém
cyklu je zaznamendvéan nariist fluorescence méfenim piimo v lightcycleru (LightCycler
480 Systém, Roche). Korelace intenzity fluorescence s mnozstvim amplikonu je mozna
diky pouziti fluorescen¢ni barvicky, v tomto piipadé SYBR Green I, kterd emituje zelené
zafeni po navazani do malého Zlabku dvoufetézcove DNA.

Dilezitym parametrem je tzv. Ct hodnota (Threshold Cycle), ktera reflektuje cyk-
lus, pii kterém doSlo k narGstu fluorescence nad prah pozadi. Diky tomuto parametru a

koncentraci vstupni cDNA 1ze vytvofit standardni kiivku. Z jejiho sklonu lze ur¢it i¢innost
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amplifikace (PCR efficiency) dané¢ho amplikonu (k vyhodnoceni jsem pouzila program
LightCycler 480 Software, Version 1.5). Kiivka je potieba k relativni kvantifikaci zalozené
na vypoctené koncentraci kopii cilového genu vztazené na vypocitanou koncentraci vybra-
ného referencniho transkriptu. Jako referencni gen musi byt zvolen takovy gen, jehoz
exprese by méla byt u vSech vzorki stejna. Nejcastéji se jedna o tzv. house-keeping geny.
Pro §. t. tuberosum cv. Kamyk jsem pouzila polyubiquitin (UBI), ktery se v nasi laboratoii
pii praci se S. t. tuberosum osvédcil (Stupecka DP, 2018; Zounkova DP, 2019). Pro vytvo-
feni standardnich ktivek jsem ptipravila fedici fady cDNA (Tabulka 15) vybraného real-

ného vzorku.

Tabulka 15: Redici Fady cDNA pro qPCR.

Redéni cDNA Znaceni relativni koncentrace ve vyhodnocovacim programu
5x 10 pul cDNA do 40 pl RNAse-free vody SES
50x 10 ul 5x cDNA do 90 ul RNAse-free vody SE4
500x 10 ul 50x cDNA do 90 ul RNAse-free vody SE3
5 000x 10 ul 500x cDNA do 90 pl RNAse-free vody SE2
50 000x 10 pl 5 000x cDNA do 90 ul RNAse-free vody SEl
500 000x 10 pl 50 000x cDNA do 90 pl RNAse-free vody SEO

Kazdy vzorek jsem pftipravila jako triplikat (technicka opakovani), a to jak pro vzo-
rek v fedici fad¢, tak pro testovany vzorek. K jejich ptipravé jsem vytvotila premix z kitu
LightCycler 480 SYBR Green I Master mix (Roche) a DNAse/RNAse-free vody. Ten jsem
rozdélila na dva dil¢i premixy a do kazdého ptidala odpovidajici dvojici primert (pro UBI
nebo pro cilovy transkript StSUT nebo StBEL11; Tabulka 16). Primery byly navrZeny tak,
aby znemozZnily amplifikaci useku z DNA (exon-exon, pfip. exon-exon junction), proto ne-
bylo tfeba vzorky pted reverzni transkripci oSetfit DNazou. Tyto primery se osvédcily jiz
v ptedchozich diplomovych pracich Stupecké (2018) a Zounkové (2019). Dil¢i premixy
s primery jsem po 28 pl rozpipetovala do mikrozkumavek. Pocet mikrozkumavek odpovi-
dal poctu biologickych vzorki. Do kazdé mikrozkumavky jsem ptidala 7 pl odpovidajici
cDNA z fedici fady. Realné vzorky jsem pfipravila vzdy ve dvou koncentracich (fedéni 5x

a 500x). Redlné vzorky i vzorky fedicich fad jsem po 10 pl napipetovala do tii jamek
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v desti¢ce (LightCycler 480 Multiwell Plate 348; Roche). Desticku jsem zalepila folii
(LightCycler 480 Sealing Foil; Roche), ktera zamezuje odpafovani vzorki pti amplifikaci.
Mnozstvi jednotlivych latek v jedné reakéni smési viz. Tabulka 16. Desticku jsem nechala
centrifugovat 2 minuty pii 538 rcf (Eppendorf Centrifuge 5430) a vlozila do lightcycleru.

Pouzity program je v Tabulce 17.

Tabulka 16: SloZeni reak¢ni smési pro qPCR a pouZité primery.

Latka Mnozstvi v 1 reak¢éni smési [pl]
LightCycler 480 SYBR Green I (2x 5

koncentrovany)

RNAse-free voda 1

Smés primert fwd + rev (2,5 uM) 2

cDNA 2

Gen Sekvence primeru v 5°-3 orientaci

fwd: CTTCAAATTTCTCTTTCAAGATGCAG
rev: AGCCTTTGCTGATCCGGGG
fwd: CCATTGCCGTTTTCGTCGTC
rev: TTTGCTGTTCTCATCCTGCCG
fwd: CGCGCTTGGCTTTTCGAGC
rev: TGGCTTCCATAGTCTAACTCTAG

UBI (GI: 102599865)

StSUTI (GI: 102594012)

StBEL11 (GI: 102577885)

Tabulka 17: Program LightCycleru pro qPCR.

Pocatecni denaturace 5 minut 95°C
Denaturace 10 vtefin 95°C
Nasedani primeru 15 vtefin 58°C 45 cykla
Extense 10 vtefin 72°C
10 vtefin 97°C
Krivka tani 1 minuta 65°C
kontinualni 97°C
Chlazeni 1 minuta 40°C

Data z LightCycleru jsem vyhodnotila pomoci programu LightCycler 480 Software,
Version 1.5, ktery kvantifikuje transkript na zdkladé poméru koncentraci — pomér koncen-
traci cilového transkriptu ku UBI. Primérnou hodnotu u kontroly jsem stanovila rovnu 1.
Poméry jednotlivych biologickych vzorki transgennich linii jsou pak udavany jako zména

vuci pramérné hodnoté tohoto poméru u kontrolni varianty.
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Jestli se béhem amplifikace tvofil spravny amplikon jsem ovétila pomoci elektro-
foretické separace (3% agardzovy gel v 1x TAE pufru s EtBr). Jako marker velikosti jsem
pouzila Gene Ruler 50 bp Plus (Thermo Fisher) (Obrazek 5). Amplikon StSUTI ma délku
124 bp a UBI 148 bp. Amplikon StBEL11 byl jiz dostatecné ovéten v diplomovych pracich
Stupecka (2018) a Zounkova (2019).

M SUT1 UBI

Obrazek 5: Ilustracni foto gelu po elektroforetické separaci amplikont pro ovéieni jejich
délky. M - marker Gene Ruler 50 bp Plus; UBI - amplikon polyubiquitinu (148 bp); SUT1 - ampli-
kon StSUT1 (124 bp). Amplikony obou transkriptli ovéteny ze dvou nezavislych triplikatt v fedéni
5X.

3.5. Stanoveni ristovych charakteristik Solanum tuberosum ssp. tuberosum cv.

Kamyk s vnesenym BEL11 AS konstruktem

Pro morfologickou charakterizaci jsem vyuzila rostliny predpéstované in vitro au-
totrofn€. Vzrostny vrchol rostlin s nejmladsim listkem jsem vysadila po jednom do 250ml
Erlenmeyerovy baniky s 50 ml MS média bez sachardzy (viz. kapitola 3.2.1.) a uzavrela
prodySnym vi¢kem. Rostliny jsem hodnotila po tfitydenni kultivaci. Zjistovala jsem tyto
parametry: Cerstva hmotnost kofenti a prytu, R/S pomér (¢erstva hmotnost kofenového sys-
tému / Cerstva hmotnost prytu), plocha pfi¢ného fezu stonkem ve vySce 3 cm od baze a
celkova listova plocha. Pro elektronicky zaznam velikosti listové plochy a obvodu a plochy
fezu stonkem jsem pouzila pfistroj Epson Perfection V800 Photo (EPSON Scan) a pfi-
sluSny program. Hodnoceni takto zaznamenanych parametrl jsem provedla pomoci pro-
gramu ImageJ (Fiji).

Od kazdé¢ linie v¢. kontroly (WT) jsem vyhodnotila alespon 9 biologickych repli-
katti. Cast rostlin, kterou bylo nutné kultivovat kviili eliminaci t‘asnének na médiu s mospi-

lanem (vysledna koncentrace 500 mg.1"'; zasobni roztok sterilizovéan filtraci, ptidan do
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vysterilizovaného média), jsem kvili zjiS§téné inhibici ristu nemohla zahrnout do hodno-
ceni, proto jsem u linie 12 nakonec hodnotila pouze 5 rostlin.

Pro stanoveni rychlosti ristu a vétveni kofenli jsem vyuzila protokol podle Lin et
al. (2013). Kotfenové kultury jsem zalozila z WT a transgennich linii (1, 10, 12 a 19), které¢
byly pfedpéstovany 5 tydnti na MS médiu se 3 % sachardzy (viz. kapitola 3.2.1.). Do 100ml
Erlenmeyerovych ban€k s 50 ml tekutého MS média se 3 % sachardzy (viz. kapitola 3.2.1.)
jsem vlozila 10 kofenovych Spicek o délce 1 cm. Tyto kultury jsem umistila na tiepacku
(50 otacek za minutu) a kultivovala 10 dni ve tmé pti 25 °C. Po té jsem kofeny naskenovala,

vyhodnotila vétveni a pomoci programu Imagel zméfila jejich délku.

3.6. Zpracovani dat

Grafy jsem vytvofila v programu Microsoft Office Excel 365, ktery jsem pouZila
také pro vypocitani primért a stfednich chyb priméru. Data jsem statisticky vyhodnotila
v programu NCSS 9 (NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA). K porovnani experimentalnich
vysledkli mezi souborem kontrolnich rostlin a souborem rostlin mutantnich jsem pouzila
analyzu rozptylu ANOVA, One-Way Analysis of Variance, Dunnett’s 2-sided (vs. control)
nebo Kruskal-Wallis Z Test. Statisticky vyznamné rozdily jsem oznacila hvézdi¢kami dle
hladiny vyznamnosti: *** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05 a (*) p<0,1. Trend jsem ov¢fila

na hladiné€ vyznamnosti p<0,15 s oznacenim ((*)).
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4. Vysledky

Pti studiu role transkripéniho faktoru (TF) StBEL11 u bramboru jsem v rdmci své
diplomov¢é prace pracovala se dvéma genotypy bramboru (Solanum tuberosum) — S. t. ssp.
andigena genotyp 7540 a S. ¢. ssp. tuberosum cv. Kamyk. Prvni ¢ast vysledkii pojednava
o odvozeni transgennich linii bramboru ssp. andigena s konstruktem StBEL11 v antisense
orientaci (BEL11 AS), jehoz exprese by méla snizit hladinu transkriptu StBELI1. Takové
linie by mély pomoci objasnit roli TF StBEL11 i u striktn¢ kratkodenniho genotypu, ktery
je dominantné pouzivany pii studiu molekuldrnich mechanismi regulace nastupu tuberi-
zace. K dispozici jsem m¢la také transgenni linie kulturniho genotypu ssp. tuberosum cv.
Kamyk, s jiz snizenou hladinou StBELI1 transkriptu pfipravené Mgr. A. Zounkovou
(Zounkova DP, 2019). U ctyt vybranych transgennich linii s BEL11 AS konstruktem a
kontrolniho genotypu (WT) jsem hodnotila vybrané fotosyntetické a riistové charakteris-
tiky (analyzy shrnuty v Tabulce 18). Hodnocenim téchto charakteristik se zabyva druhd a

tieti cast vysledk.
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Tabulka 18: Prehled experimenti a provedenych analyz. Pro analyzy provadéné v jednom ex-
perimentu byly pouzity stejné rostliny. Rostliny pro experimenty s ndzvem ,.box* byly péstovany
v ex vitro podminkach v kultiva¢nim boxu.

in vitro sklenik box I box II box III
Transfor- S. t. ssp. an-
mace digena
s StBELI1
AS
Fotosyntetické charakteristiky cv. Kamyk
Fluorescence X X X
Fotosyntetické
) X X X
pigmenty
Antokyany X X
Rychlost Ccisté
, X X X
fotosyntézy
Sacharidy X X
Morfologie cv. Kamyk
Cerstva vaha a X
R/S pomér
Plocha listu a
y X
fezu stonkem
Kofeny X
Hladina transkripti u cv. Kamyk
StSUT1 .
v listech
StBEL11
X

v kofenech
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4.1. Transformace Solanum tuberosum ssp. andigena genotyp 7540 s BEL.11 AS

konstruktem

Mym tkolem tedy bylo nejprve optimalizovat transformacni protokol vyuZzivajici Agrobac-
terium tumefaciens pro tento genotyp (kapitola 3.3.). Transformaci S. t. andigena BEL11
AS konstruktem (kapitola 3.3.) jsem provedla ttikrat. Pti prvni transformaci regenerovaly
nové pryty, ale po meésici kultivace na médiu indukujicim pryt (SIM; kapitola 3.3.2.2.) je i
pies pritomnost antibiotik v médiu prerostla infekce (nejspise agrobakterium). Z tohoto po-
kusu se mi tedy nepodafilo odvodit zddnou transgenni linii. Pfi dal§im pokusu jsem listy
po ko-kultivaci s transgennim 4. tumefaciens peclivéji osusila pomoci sterilniho filtracniho
papiru, aby se mnozstvi agrobakteria na listech jest¢ vice snizilo. Po mé&sici kultivace na
SIM, kdy lze podle protokolu pro ssp. tuberosum subkultivacni interval prodlouzit z jed-
noho tydne na dva, jsem zvysila koncentraci antibiotika claforanu v médiu na 500 mg.I"!' a
ponechala interval subkultivace jeden tyden. I pfes tato opatfeni bylo mnoho nove vznik-
Iych prytd, ale i listh s tvoficimi se kalusy, preriistano nejspiSe opét agrobakteriem. Tuto
infekci se mi podafilo odlé¢it omyvanim infikovanych pryti a listd s kalusy v roztoku
claforanu o koncentraci 1000 mg.I"!. Ziskala jsem vice nez 140 vytvotenych zikladi prytu
(Obrazek 6). Z této druhé transformace se mi nakonec podafilo ziskat 32 stabilné transfor-
movanych nezavislych linii (seznam linii viz. Tabulka 19; oznaceni 11-1/X). Z posledni
transformace, ktera byla provedena podle protokolu pouZitého u druhé transformace, jsem
odvodila 11 stabiln¢ transformovanych nezéavislych linii (viz. Tabulka 19; oznaceni
11-2/X). Niz§i pocet regenerantl byl zpisoben pfitomnosti jiné infekce, ktera nebyla citliva
na claforan, a to jiz pii kultivaci na médiu indukujicim kalus (CIM; kapitola 3.3.2.1.), kdy
jsem material pravdépodobné kontaminovala béhem suSeni listil po ko-kultivaci s transgen-
nim agrobakteriem. Tuto infekci jsem odlécila omytim v roztoku ampicilinu o koncentraci
500 mg.I"! a nanesenim 30 ul zdsobniho roztoku antibiotika (100 mg.ml") na Petriho misku
s 30 ml nového CIM.

U regenerantll jsem piitomnost vnaSeného konstruktu ovéfila pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR) a elektroforetické separace PCR produktd (viz. kapitoly 3.3.1.1. a
3.3.1.2.; Obrazek 7). VSechny testy linii na pfitomnost konstruktu byly pozitivni. V sou-
Casnosti probiha kultivace a mnozeni linii z obou uspé$nych transformaci v podminkach in

vitro a postupné probihd odbér vzorkil na stanoveni hladin cilového StBEL11 transkriptu.
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Obrazek 6: Ilustracni fotografie regenerovanych prytu a rostliny S. ¢ andigena s vnesenym
BELI11 AS konstruktem. A: kalus a regenerovany zaklad prytu po 6 tydnech na médiu indukujicim
tvorbu prytu (SIM); B: regenerované zaklady pryti a nova rostlina na MS médiu se selekénimi
antibiotiky (kapitola 3.3.2.2.).

Tabulka 19: Piehled odvozenych transgennich linii S. ¢. andigena s ovéienou piitomnosti
BEL11 AS konstruktu. + - pfitomny konstrukt; ¢ervené je oznacend linie, kterd Spatné rostla, a
tak byla vyfazena z experimentu.

Oznacdeni li- Oznacdeni li- Oznacdeni li-

nii ze druhé | Pritomnost | nii ze druhé | Pritomnost | niize tfeti | Pritomnost
transfor- konstruktu transfor- konstruktu transfor- konstruktu

mace mace mace

11-1/1 + 11-1/17 + 11-2/1 +

11-172 + 11-1/18 + 11-2/2 +

11-1/3 + 11-1/19 + 11-2/3 +

11-1/4 + 11-1/20 + 11-2/4 +

11-1/5 + 11-1/21 + 11-2/5 +

11-1/6 + 11-1/22 + 11-2/6 +

11-1/7 + 11-1/23 + 11-2/7 +

11-1/8 + 11-1/24 + 11-2/8 +

11-1/9 + 11-1/25 + 11-2/9 +

11-1/10 + 11-1/26 + 11-2/10 +

11-1/11 + 11-1/27 + 11-2/11 +

11-1/12 + 11-1/28 +

11-1/13 + 11-1/29 +

11-1/14 + 11-1/30 +

11-1/15 + 11-1/31 +

11-1/16 + 11-1/32 +
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Obrazek 7: Ilustracni fotografie gelu po elektroforetické separaci PCR produkti pro ovéreni
pritomnosti vnaseného BEL11 AS konstruktu v S. ¢. andigena. M - marker Gene Ruler 1 kbp
(Thermo Fischer); 11-16 - oznaceni ovétovanych transgennich BEL11 AS linii (oznaceni zkraceno
z 11-1/11 az 11-1/16); N - negativni kontrola (DNase/RNase free voda misto templatu); P - pozi-
tivni kontrola (plazmid misto templatu).

4.2. Fotosyntetické charakteristiky transgennich linii Solanum tuberosum ssp.

tuberosum cv. Kamyk se sniZenou hladinou StBEL11

S ohledem na skute¢nost, Ze se u odvozenych linii S. ¢. andigena dosud nepodatilo
stanovit ovlivnéni exprese StBEL1 1, zejména kvili zdlouhavému procesu odvozeni novych
transgennich linii, jsem pro stanoveni fotosyntetickych, riistovych a morfologickych cha-
rakteristik pouzila pouze jiZ odvozené a ovétené linie kulturniho bramboru. U linii vybra-
nych pro experimenty byla v produkénim listu hladina transkriptu StBEL11 sniZena na cca
/3 hladiny kontroly a byl zjistény zvyseny tuberiza¢ni potencial (Zounkova DP, 2019;
Zounkova et al., 2021).

Rostlinny material jsem nejprve péstovala ve skleniku, ale na dalSi experimenty
jsem rostliny umistila do kultiva¢niho boxu (parametry viz kapitola 3.4.). Péstovani v boxu
jsem zvolila z ditvodu kontrolovatelnych podminek i za cenu niz§itho mozného poctu bio-
logickych replikath kvili omezenému prostoru. Rostlinny materidl v experimentu box I
jsem sdilela s Mgr. A. Zounkovou a byl primarn€ ur€en na jiné analyzy. Material mi tedy
slouzil pro ovéfeni nékterych metodik a je vyhodnoceny pouze orienta¢né. V experimentu
box Il jsem stanovila jiz vS§echny vybrané charakteristiky, ale mohla jsem napéstovat pouze
WT a jednu transgenni linii. Experiment box III byl jiz Gplny s kontrolnim genotypem a
Ctyfmi nezavislymi transgennimi liniemi a to véetné linie 12, kterd byla vyhodnocena jako

vhodny material az v pribéhu experiment.
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4.2.1. Rychla kinetika fluorescenc¢ni indukce

Z fluorescencnich charakteristik jsem hodnotila rychlou kinetiku fluorescencni in-
dukce, tzv. OJIP kiivku, a stanovila jsem maximalni kvantovy vytézek fluorescence chlo-
rofylu (Fv/Fum). Méfeni jsem provedla u rostlin péstovanych ve skleniku (WT, linie 1, 10 a
19) a u rostlin péstovanych v kultivacnim boxu v experimentech box II (WT a linie 1) a
box I (WT, linie 1, 10, 12 a 19).

Jak mizeme na Grafu 1 vidét, OJIP kfivka mé u kontroly (WT) i vSech testovanych
linii normdlni tvar. Tvar kiivky nebyl v jednotlivych experimentech vyrazné odlisny.
U zdravych rostlin nevystavenych stresu mtize Fv/Fm dosdhnout hodnoty az kolem 0,8
(Bjorkman a Demming, 1987). Rostliny vSech genotypl péstované ve skleniku dosahly
hodnot do 0,68, coz je hodnota relativné nizka, a proto jsem se rozhodla brat vysledky ze
skleniku pouze jako orienta¢ni. Naproti tomu vSechny genotypy péstované v kultivacnim
boxu se k optimalni hodnoté blizily (okolo 0,75). Hodnoty Fv/Fm u linii sledovanych v ex-
perimentu box III (Graf 2) nebyly statisticky vyznamné odlisné od kontroly. Podobné
vysledky byly ziskdny i u transgennich linii v experimentu box II. Jediny signifikantni roz-
dil jsem zjistila pti experimentu box III u linie 12, kde doslo k poklesu hodnoty Fy/Fum.

Vysledky neukazaly, Ze by exprese StBELI1 AS zpUsobila systematické ovlivnéni
sledovanych fotosyntetickych parametrti (OJIP kiivka, maximalni kvantovy vytézek flu-
orescence chlorofylu). VSechny linie pii kultivaci v boxu mély vitalni fotosynteticky aparat

a byly vhodné pro hodnoceni dalSich fotosyntetickych charakteristik.
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Graf 1: OJIP k¥ivka produkéniho listu rostlin bramboru cv. Kamyk. WT - kontrola; linie 1,
10, 12 a 19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie. Kultivace ex vitro 3 tydny v kultivaénim boxu;
experiment box III. Pocet opakovani n = 5-7 (kazdé opakovani je primérem 2 technickych replikatt
z jedné rostliny).

0,8 n=s ns * ns

0,7

0,6

0,5
s

= 04
L

0,3

0,2

0,1

0

WT linie 1 linie 10 linie 12 linie 19

Graf 2: Maximalni kvantovy vytéZek fluorescence chlorofylu (Fv/Fy) produkéniho listu rost-
lin bramboru cv. Kamyk. Parametr Fv/Fu je pomér variabilni fluorescence Fy = Fyu - Fo a maxi-
malni fluorescence Fym. WT - kontrola; linie 1, 10, 12 a 19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie.
Kultivace ex vitro 3 tydny v kultivaénim boxu; experiment box III. Pocet opakovani n = 5-7 (kazdé
opakovani je primérem 2 technickych replikatt zjedné rostliny). Chybové tsecky znazornuji
sttedni chybu priméru. Statistické hodnoceni analyzou rozptylu (Dunnett’s two-sided multiple-
comparison test with control). Statisticky vyznamny rozdil je oznacen hvézdickou dle hladiny vy-
znamnosti: * p<0,05; ns - statisticky nesignifikantni rozdil oproti kontrole.
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4.2.2. Obsah fotosyntetickych pigmentii v listech

Vzorky na stanoveni obsahu fotosyntetickych pigmenta (chlorofyl a [Ch «], chlo-
rofyl b [Ch b] a karotenoidy) jsem odebrala z pIn¢ vyvinutych listii rostlin péstovanych
v podminkdéch ex vitro v kultivaénim boxu z experimentt box I (WT, linie 1, 10 a 19), box
IT (WT alinie 1) a box III (WT, linie 1, 10, 12 a 19). Obsah jednotlivych pigmentt u kon-
troly byl podobny ve vSech tiech experimentech. V experimentu box [ (Graf 3A) se hodnoty
transgennich linii statisticky vyznamné nelisily od kontroly, kromé linie 10, u které bylo
navySeni Ch b a karotenoidu statisticky prikazné na hlading p<0,15. U ostatnich transgen-
nich linii a vSech méfenych pigmentt byl ale patrny trend k navyseni oproti kontrole (bez
statisticky vyznamnych rozdilli). Experiment box II pfinesl zvySeni hodnot obsahu Ch a a
Ch b a trend ke zvySeni obsahu karotenoidd u linie 1 (Graf 3B). Ackoli signifikantni navy-
Seni obsahu fotosyntetickych pigmentti u linie 1 nebylo v experimentu box III potvrzeno
(Graf 3C), doslo v ném k signifikantnimu zvySeni obsahu vSech tii pigmentii u linii 10 a 12
a k trendu navyseni Ch a u linie 19.

Vysledky naznacuji, Ze by u vSech sledovanych linii mohl byt navySen obsah foto-
syntetickych pigmentd, i kdyz jejich hladiny kolisaji. Pro potvrzeni by bylo tfeba experi-

ment zopakovat, idealn¢ s vétsim poctem rostlin.
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Graf 3: Obsah fotosyntetickych pigmenti v produkénim listu bramboru cv. Kamyk.
A: experiment box I; B: experiment box II; C: experiment box III. WT - kontrola; linie 1, 10, 12 a
19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie. Kultivace ex vitro 3 tydny v kultiva¢nim boxu. Pocet
opakovani n = 4-8 (kazdé opakovani je primérem 2 technickych replikatt). Chybové tsecky zna-
zornuji stfedni chybu priméru. Statistické hodnoceni analyzou rozptylu (Kruskal-Wallis multiple-
comparison Z-value test). Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickami dle hladiny
vyznamnosti: ** p<0,01; * p<0,05; ((*)) p<0,15; ns - statisticky nesignifikantni rozdil oproti kon-

trole.
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4.2.3. Obsah antokyani v listech

Obsah antokyant jsem stanovila v produkcnich listech rostlin péstovanych v pod-
minkach ex vitro v kultivaénim boxu — box II a box III. Vysledky neukazaly na statisticky
vyznamnou zménu v obsahu antokyanti u BEL11 AS linii oproti kontrole ani v jednom
experimentu, zejména kvili velkému rozptylu naméfenych hodnot jak u kontroly, tak u

jednotlivych transgennich linii (Graf 4).
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Graf 4: Obsah antokyanii v produkénich listech rostlin bramboru cv. Kamyk. WT - kontrola;
linie 1, 10, 12 a 19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie. Kultivace ex vitro 3 tydny v kultivacnim
boxu; experiment box III. Pocet opakovani n = 5-7 (kazdé opakovani je primér 2 technickych repli-
kat). Chybové usecky znazoriuji sttedni chybu primeéru. Statistické hodnoceni analyzou rozptylu
(Dunnett’s two-sided multiple-comparison test with control); ns - statisticky nesignifikantni rozdil

oproti kontrole.
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4.2.4. Rychlost Cisté fotosyntézy

U rostlin péstovanych ve skleniku a v kultivatnim boxu (experimenty box II a box
IIT) jsem zmeéftila rychlost €isté fotosyntézy (Pn) za rtizné ozatenosti. Ozarenost se pohybo-
vala v rozpéti 0-1100 umol.m™.s™! fotosynteticky aktivniho zafeni (PAR) u rostlin ze skle-
niku, resp. 0-900 umol.m2.s' PAR u rostlin z kultivaéniho boxu kviili odlisnym ozaienos-
tem béhem kultivace. Rychlost ¢isté fotosyntézy se u transgennich linii oproti kontrole zvy-
Sovala postupné (Graf 5), mirné jiz pfi ozafeni 100 umol.m™.s™! PAR. Trend vzristajici Px
se zvysujici se ozarenosti pretrvaval az k nejvyssi pouzité ozarenosti, kde Px byla nejvyssi,
a to pro vSechny sledované genotypy. Statisticky vyznamné rozdily oproti kontrole byly ve
vSech experimentech z kultivacniho boxu u vSech transgennich linii, a to zejména u nej-
vyssich ozarenosti.

Rostliny vSech analyzovanych linii exprimujici StBELI1 AS (kromé linie 19 pésto-
vané ve skleniku) vykazaly zvySeni rychlosti €isté fotosyntézy. U linii 10 a 12 z experi-
mentu box III, které mély nejvyssi obsah fotosyntetickych pigmenttli, jsem naméfila i

Vv

300 pmol.m™.s! PAR.
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Legenda ke Grafu 5 je na nasledujici strané.
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Graf 5: Rychlost ¢isté fotosyntézy (Pn) v zavislosti na mnoZzstvi fotosynteticky aktivniho zaieni
(PAR) u produkéniho listu bramboru cv. Kamyk. A: sklenik; B: experiment box II;
C: experiment box III. WT - kontrola; linie 1, 10, 12 a 19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie.
Kultivace ex vitro 3 tydny. Pocet opakovani n = 4-7. Mg¢feni probihalo pfi ozafenosti
0 pmol.m?.s" PAR 10 minut a déle v sekvenci 100, 300, 500, 900 a 1100 pmol.m™2.s"' PAR po
5 minutéach, u rostlin z kultivaéniho boxu do 900 pmol.m2.s! PAR. Hodnoty byly zaznamenavany
kazdou minutu. Statistické hodnoceni analyzou rozptylu (Dunnett’s two-sided multiple-comparison
test with control; statistické hodnoceni bylo provedeno jen pro posledni zdiznam z kazdé ozatrenosti).
Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickami dle hladiny vyznamnosti: *** p<0,001;
** p<0,01; * p<0,05; (*) p<0,1; ((*)) p<0,15. Hvézdicky jsou odliSeny barevné podle barev linii.
Absence * znaci statisticky nevyznamny rozdil.

4.2.5. Obsah a distribuce nestrukturnich sacharidi po rostliné

S ohledem na priikazné navyseni rychlosti Cisté fotosyntézy jsem se rozhodla sta-
novit obsah sacharidu a jejich distribuci po rostlin€. Toto stanoveni jsem provedla u rostlin
pestovanych v kultivacnim boxu (experimenty box I, box II a box III). Z rostlinného mate-
ridlu z experimentu box I jsem méla na tuto analyzu k dispozici pouze vzorky produkénich
listd. V experimentu box II jsem porovnavala s kontrolou rostliny jen jedné transgenni li-
nie, ale mnozstvi materialu dovolilo odebrat vzorky ze vSech vytipovanych organti (pro-
dukéni list, apex, fapiky, kofeny, stolony a ptipadné hlizy). Z diivodu ¢asové naroc¢nosti
zpracovani jsem ale pfipravila jen vzorky z listli, apexu a stolonu, a to pouze na analyzu
rozpustnych sacharidii. PIn¢ jsem zpracovala az vzorky odebrané z experimentu box III,
kdy bylo mozné analyzovat jiZ vSechny vybrané linie. Z divodu nizkého poctu hodnoce-
nych rostlin jsem se rozhodla pfipravit dva technické replikaty produkéniho listu a kofent,
které by mély sniZzit variabilitu ziskanych hodnot.

Analyza obsahu rozpustnych sacharidii pomoci HPLC (vysokouc¢inny kapalinovy
chromatograf) byla relativné obtiZzna, zejména kvili interferujicim latkdm ve vzorcich. Ty
znemoznily odeéteni mnoZstvi nékterych sacharidi (kolona Shodex Pb** — sacharéza,
glukdza, zejména v listu). Proto bylo nutné vzorky preméiovat jesté na koloné Shodex Ca*",
kde neni mozné rozliSeni fruktézy a inositolu, hojné zastoupenych v listovych vzorcich,
z ditvodu blizkosti jejich retencnich ¢ast. To vedlo k nutnosti vétSinu vzorkli nadzemnich
asti méfit na obou kolonach (mnoZstvi sachardzy a glukézy hodnocené na Ca®", mnoZstvi
fruktdzy a inositolu na Pb*").

Celkové mnozstvi sacharidi v produkénim listu se statisticky vyznamné nelisilo
mezi kontrolou a vétSinou transgennich linii (Graf 6). Jen u produk¢nich listd linie 10

z boxu III (Graf 6C) doslo k navysSeni celkového obsahu rozpustnych sacharidti oproti WT.
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Obsah a zastoupeni jednotlivych sacharidii se ménily jen malo. U linie 1 z experimentu box
I (Graf 6A) jsem pozorovala trend sniZzeni obsahu sachar6zy a zvysSeni obsahu fruktdzy.
U linie 10 byl trend navyseni obsahu frukt6zy. V ptipad¢ vzorka z boxu II (Graf 6B) byl u
transgenni linie 1 patrny trend snizeni obsahu glukozy a trend navySeni u inositolu. V ex-
perimentu box III (Graf 6C) byl u linie 10 trend navySeni patrny u vSech Ctyt rozpustnych
sacharidil. Trend sniZeni mnozstvi fruktdzy byl patrny u linie 19. Tedy analyza rozpustnych
sacharidli v produkénim listu nepfinesla vysledky s konzistentnimi vyraznymi zménami.
Skrob jsem stanovila pouze u vzorki z experimentu box III a ani v jeho mnoZstvi nebyl
nalezen prukazny rozdil (Graf 7). Podobné hladiny rozpustnych sacharida a Skrobu u kon-
troly 1 vétSiny transgennich linii ukazuji na to, ze se produkty fotosyntézy v produkénim

listu mutantd nehromadi vice nez u WT.
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Graf 6: Celkovy obsah rozpustnych sacharidi v produkénich listech rostlin bramboru cv.
Kamyk. A: experiment box I; B: experiment box II; C: experiment box III. WT - kontrola; linie 1,
10, 12 a 19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie. Kultivace ex vitro 3 tydny. Pocet opakovani
n=4-8 (kazdé opakovani je primérem 2 technickych replikatl). Chybové tisecky znazornuji sttedni
chybu priméru. Statistické hodnoceni analyzou rozptylu (Kruskal-Wallis multiple-comparison Z-
value test [A]; Dunnett’s two-sided multiple-comparison test with control [B, C]). Statisticky vy-
znamné rozdily jsou oznaceny hvézdi¢kou dle hladiny vyznamnosti: * p<0,05; ns - statisticky ne-
signifikantni rozdil oproti kontrole.
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Graf 7: Obsah Skrobu v produkénich listech rostlin bramboru cv. Kamyk. WT - kontrola; linie
1, 10, 12 a 19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie. Kultivace ex vitro 3 tydny v kultivacnim
boxu; experiment box III. Pocet opakovani n = 5-7 (kazdé opakovani je primerem 2 technickych
replikatti). Chybové useCky znazornuji stiedni chybu priméru. Statistické hodnoceni analyzou roz-
ptylu (Dunnett’s two-sided multiple-comparison test with control); ns - statisticky nesignifikantni
rozdil oproti kontrole.

Obsah rozpustnych sacharidi v fapiku miize korelovat s mnozstvim sacharidi
transportovanych z listil, proto jsem provedla i stanoveni obsahu sacharidii v fapicich (od-
bér definované délky 1,5 cm). U tapikii mutantnich rostlin nastal trend snizeni celkového
mnozstvi rozpustnych sacharidi (Graf 8). U linie 12 byl pokles prikazny dokonce na hla-

diné vyznamnosti p<0,01.
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Graf 8: Celkovy obsah rozpustnych sacharidi v fapicich rostlin bramboru cv. Kamyk. WT -
kontrola; linie 1, 10, 12 a 19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie. Kultivace ex vitro 3 tydny
v kultivaénim boxu; experiment box III. PoCet opakovani n = 5-7. Chybové tsecky znadzornuji
sttedni chybu priméru celkového obsahu sacharidi. Statistické hodnoceni analyzou rozptylu (Dun-
nett’s two-sided multiple-comparison test with control). Statisticky vyznamné rozdily jsou ozna-
¢eny hvézdickami dle hladiny vyznamnosti: ** p<0,01; (*) p<0,1; ns - statisticky nesignifikantni
rozdil oproti kontrole.

Daéle jsem sledovala akumulaci sacharidi v sinkovych pletivech — apexech, kote-
nech, stolonech a vyvijejicich se hlizkach. Celkovy obsah rozpustnych sacharidl v apexu
(Graf 9) byl velmi nizky, u n¢kterych sacharidi dokonce na hranici detekce. Z tohoto du-
vodu, a kvili velkému rozptylu hodnot, jsem u vzorkl kontroly a transgennich linii nezjis-
tila statisticky vyznamné rozdily. Pouze u linie 12 z experimentu box III byl patrny trend
navysSeni obsahu glukdzy.

Obsah skrobu v apexu se statisticky vyznamné zvysil u linie 12 (Graf 10). Tento
trend byl patrny i u linie 10.
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Graf 9: Celkovy obsah rozpustnych sacharidéd v apexu rostlin bramboru cv. Kamyk.
A: experiment box II; B: experiment box III. WT - kontrola; linie 1, 10, 12 a 19 - nezavislé
transgenni BEL11 AS linie. Kultivace ex vitro 3 tydny. Pocet opakovani n = 7-8. Chybové usecky
znazoriuji stfedni chybu priméru. Statistické hodnoceni analyzou rozptylu (Dunnett’s two-sided
multiple-comparison test with control); ns - statisticky nesignifikantni rozdil oproti kontrole.
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Graf 10: Obsah Skrobu v apexu rostlin bramboru cv. Kamyk. WT - kontrola; linie 1, 10, 12 a
19 - nezéavislé transgenni BEL11 AS linie. Kultivace ex vitro 3 tydny v kultivacnim boxu, experi-
ment box III. Pocet opakovani n = 5-7. Chybové tseCky znazoriuji stfedni chybu praméru. Statis-
tické hodnoceni analyzou rozptylu (Dunnett’s two-sided multiple-comparison test with control).
Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaéeny hvézdi¢kami dle hladiny vyznamnosti: * p<0,05; ((*))
p<0,15; ns - statisticky nesignifikantni rozdil oproti kontrole.

Déle jsem analyzovala podzemni sinky. U obsahu rozpustnych sacharidi kotfent
(Graf 11A) mutantnich rostlin jsem nezaznamenala statisticky vyznamny rozdil oproti hod-

notdm WT. Zajimavé je porovnani s apexem, nadzemnim sinkem. V kotenech bylo alespon
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3x vice rozpustnych sacharidii nez v apexech jak kontroly, tak 1 vSech transgennich linii.
Obsah skrobu v kofenech (Graf 11B) nevykazoval prikazné rozdily mezi WT a mutanty.
Pouze mirné se snizil u linie 12. I v tomto ptipad¢ je zajimavé porovnani s apexy — kontroly
obou sinkll obsahovaly stejné mnozstvi Skrobu, ale u apexti doslo k navyseni obsahu az o

50 %, zatimco u kotent hodnoty klesly az o /3.
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Graf 11: Celkovy obsah rozpustnych sacharidi (A) a Skrobu (B) v koi'enech rostlin bramboru
cv. Kamyk. WT - kontrola; linie 1, 10, 12 a 19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie. Kultivace
ex vitro 3 tydny v kultiva¢nim boxu; experiment box III. Pocet opakovani n = 5-7 (kazdé opakovani
je primérem 2 technickych replikati). Chybové usec¢ky znazoriuji sttednich chybu priméru celko-
vého obsahu sacharidt. Statistické hodnoceni analyzou rozptylu (Dunnett’s two-sided multiple-
comparison test with control [A]; Kruskal-Wallis multiple-comparison Z-value test [B]). Statisticky
vyznamny rozdil je oznacen hvézdickou dle hladiny vyznamnosti: (¥) p<0,1; ns - statisticky nesig-
nifikantni rozdil oproti kontrole.
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Analyzu obsahu sacharidii ve stolonech a vyvijejicich se hlizkach jsem provedla
dvakrat. V experimentu box II jsem stanovila pouze obsah rozpustnych sacharidi bez roz-
liSeni vzorkt stolonti a vyvijejicich se hlizek (Graf 12). V experimentu box III jsem jiz
rozliSovala vzorky se stolony od vzorkl s hlizkami (Graf 13). U kontroly jsem zaznamenala
vysS8i obsah rozpustnych sacharidii ve stolonech (Graf 13A) oproti hlizkam (Graf 13C),
zatimco u Skrobu (Graf 13B, D) tomu bylo naopak. Tento posun v rozdélovani mezi roz-
pustné sacharidy a Skrob byl patrny i u vSech transgennich linii, ovSem bez signifikantniho

rozdilu oproti kontrole.
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Graf 12: Celkovy obsah rozpustnych sacharidii ve stolonech a ve vyvijejicich se hlizkach rost-
lin bramboru cv. Kamyk. WT - kontrola; linie 1 - nezavisla transgenni BEL11 AS linie. Kultivace
ex vitro 3 tydny v kultivaénim boxu; experiment box II. Po¢et opakovani n = 7-8. Chybové usecky
znazoriji stfedni chybu priméru. Statistické hodnoceni analyzou rozptylu (Dunnett’s two-sided
multiple-comparison test with control); ns - statisticky nesignifikantni rozdil oproti kontrole.
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Graf 13: Celkovy obsah rozpustnych sacharidi a Skrobu ve stolonech a ve vyvijejicich se hliz-
kach rostlin bramboru cv. Kamyk. A: celkovy obsah rozpustnych sacharidii ve stolonech; B:
obsah skrobu ve stolonech; C: celkovy obsah rozpustnych sacharidi v hlizkach; D: obsah Skrobu
v hlizkach. WT - kontrola; linie 1, 10, 12 a 19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie. Kultivace ex
vitro 3 tydny v kultivaénim boxu; experiment box III. Pocet opakovani n = 5-7. Chybové usecky
znazoriuji stfedni chybu priméru. Statistické hodnoceni analyzou rozptylu (Dunnett’s two-sided
multiple-comparison test with control [A, C]; Kruskal-Wallis multiple-comparison Z-value test [B,
D]); ns - statisticky nesignifikantni rozdil oproti kontrole.

Ze ziskanych vysledkl se zda, Ze snizeni hladiny StBELII u transgennich linii
s StBELII AS systematicky neovlivnilo distribuci rozpustnych sacharidi a ukladdani
Skrobu. Nesignifikantni vysledky jsou dany také velkym rozptylem dat, ktery miZze byt
zpusoben obtiznym odecitanim mnozstvi jednotlivych sacharidli z chromatogramt kvili

interferujicim latkam.

61



4.2.6. Exprese StSUTI transportéru v listech

Zvysena rychlost Cisté fotosyntézy spolu s faktem, ze se sacharidy v listu nehro-
madi, by mohly byt dany odlisnou rychlosti transportu sacharidi z listdi, coz pfimo souvisi
s mnozstvim a aktivitou SUT1 transportéru zodpovédného za naklddani sachardzy do
floému.

Pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce (qQPCR) jsem stanovila hladinu
transkriptu sachar6zového transportéru StSUT1 v produkénim listu cv. Kamyk (experiment
box I). Jeho hladinu jsem normalizovala na relativni mnozstvi kopii referen¢niho tran-
skriptu UBI (polyubiquitin). Vysledky stanoveni relativnich hladin StSUT! transkriptu
v produkénim listu (Graf 12) neukazuji na navySeni, naopak ptekvapivé naznacuji trend

k jeho snizeni, ktery nastal u linie 19.
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Graf 14: Relativni hodnota StSUTI transkriptu v listech rostlin bramboru cv. Kamyk. WT -
kontrola; linie 1, 10 a 19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie. Kultivace ex vitro 3 tydny v kul-
tivacnim boxu; experiment box 1. Pocet opakovani n =3 (opakovani je primérem 2-4 technickych
replikatti). Chybové useCky znazornuji stiedni chybu primeéru. Statistické hodnoceni analyzou roz-
ptylu (Dunnett’s two-sided multiple-comparison test with control). Statisticky vyznamny rozdil je
oznacen hvézdickou dle hladiny vyznamnosti: ((*)) p<0,15; ns - statisticky nesignifikantni rozdil
oproti kontrole.
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4.3. Riistové charakteristiky transgennich linii Solanum tuberosum ssp. tube-

rosum cv. Kamyk se sniZzenou hladinou StBEL11

Vysledky hodnoceni fotosyntetickych charakteristik ukazaly na zvySeni rychlosti
Cisté fotosyntézy, ale hladiny nestrukturnich sacharid nebyly vyznamné pozménény, a to
ani v produkénim listu, ani v podzemnich sincich (kofeny, stolony, hlizky). Proto jsem se
rozhodla vyhodnotit, zda se v liniich exprimujicich StBELI1 AS navySeni rychlosti Cisté
fotosyntézy neodrazilo v rustovych parametrech. Kvili jemnému kofenovému systému
brambor péstovanych ex vitro, ktery neni mozné ze substratu izolovat v celku a bez poni-
¢eni, jsem zvolila autotrofni kultivaci in vitro. Zaméfila jsem se na tyto charakteristiky:
¢erstva hmotnost prytu a kofenového systému, R/S pomér (pomér Cerstvé hmotnosti koie-
nového systému ku Cerstvé hmotnosti prytu), pocet listli, délka stonku, plocha pticného
fezu stonkem ve vysce 3 cm od baze, listova plocha a specificka listova plocha (SLA; lis-
tova plocha / ¢erstva hmotnost listit).

K experimentu jsem vyuzila rostliny vSech sledovanych genotyplti péstované
3 tydny v podminkéch in vitro. Vyhodnoceni vSech sledovanych parametrii pfineslo zaji-
mave vysledky ohledné chovani jednotlivych transgennich linii. Zatimco linie 1, 10 a 12
reagovaly viceméné souhlasné, linie 19 se chovala odli$n¢ od ostatnich transgennich linii a
¢asto nevykazovala vyraznéjsi odchylky od kontroly.

Cerstva hmotnost prytu (Graf 15A) se sniZila u linii 1, 10 a 12. Linie 19 méla shodné
hodnoty s WT. Cerstva hmotnost kofenového systému (Graf 15B) se ve srovnani s WT
snizilajen u linii 1 a 10. Celkovd hmotnost rostlin (Graf 15C) vykézala shodny trend sniZzeni
s Cerstvou hmotnosti prytu. Velmi zajimaveé bylo navysSeni R/S poméru u linii 10 a 12, a to
témet o 50 % (Graf 15D). Statisticky vyznamnou zménu jsem nezaznamenala u linie 1,

naopak linie 19 vykézala pokles tohoto parametru.
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Graf 15: Riistové parametry rostlin bramboru cv. Kamyk — ¢erstva hmotnost prytu (A) a
kofenového systému (B), celkova ¢erstva hmotnost (C) a R/S pomér (D). WT - kontrola; linie
1, 10, 12 a 19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie; fw - ¢erstva hmotnost. Kultivace in vitro
3 tydny. Pocet opakovani n = 5-13. Chybové usecky znazoriuji stiedni chybu pruméru. Statistické
hodnoceni analyzou rozptylu (Dunnett’s two-sided multiple-comparison test with control). Statis-
ticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickami dle hladiny vyznamnosti: *** p<0,001;
** p<0,01; * p<0,05; (*) p<0,1; ns - statisticky nesignifikantni rozdil oproti kontrole.

Rast prytu byl u BEL11 AS linii redukovan, proto jsem vénovala pozornost podrob-
n¢jsi analyze prytu a vyhodnotila pocet listti a délku a tloustku stonku. Pocet listhh (Graf
16A) ani délka stonku (Graf 16B) se vyznamné neli$ily od kontroly, s vyjimkou stonku
linie 1, ktery byl v porovnani s kontrolou kratsi. Plocha pti¢ného fezu stonkem (Graf 16C)

se oproti WT nezménila, coz ukazuje, ze ani tloustka stonku nebyla vyznamné ovlivnéna.
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Graf 16: Rustové parametry prytu rostlin bramboru cv. Kamyk — pocet listi (A), délka stonku
(B) a plocha pri¢ného fezu stonkem ve vysi 3 cm od baze (C). WT - kontrola; linie 1, 10, 12 a
19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie. Kultivace in vitro 3 tydny. Pocet opakovani n = 5-13.
Chybové usecky zndzormuji sttedni chybu priméru. Statistické hodnoceni analyzou rozptylu (Dun-
nett’s two-sided multiple-comparison test with control). Statisticky vyznamny rozdil je oznacen
hvézdickami dle hladiny vyznamnosti: ** p<0,01; ns statisticky nesignifikantni rozdil oproti kon-
trole.

Ackoli se primérny pocet listl mezi variantami nelisil, celkova listova plocha (Graf
17A) se oproti kontrole dramaticky snizila —u linii 10 a 12 klesla na polovinu hodnoty WT,
u linie 1 byla nizsi o ¢tvrtinu. Transgenni linie vykazovaly vyssi rychlost Cisté fotosyntézy
vztazenou na jednotku listové plochy, a tak mé& déle zajimalo, jestli se neméni mocnost
listu, coz by mohlo ovlivnit pravé rychlost fotosyntézy. Pro toto stanoveni jsem vyuzila
parametr SLA (Graf 17B). U linii 1 a 19 doSlo k poklesu SLA oproti kontrole, coZ pozitivné

koreluje s neprikaznym nebo mirnym poklesem Cerstvé hmotnosti prytu u téchto dvou linii

oproti dvéma dalSim transgennim liniim, pfestoze pocet listii byl u vSech linii shodny.
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Graf 17: Rustové parametry rostlin bramboru cv. Kamyk — celkova listova plocha (A) a SLA
(specificka listova plocha; celkova plocha listii / ¢erstva hmotnost listti; B). WT - kontrola; linie
1, 10, 12 a 19 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie. Kultivace in vitro 3 tydny. Pocet opakovani
n = 5-13. Chybové tsecky znazornuji stiedni chybu primeéru. Statistické hodnoceni analyzou roz-
ptylu (Dunnett’s two-sided multiple-comparison test with control). Statisticky vyznamné rozdily
jsou oznaceny hvézdiCkami dle hladiny vyznamnosti: *** p<0,001; * p<0,05; ns - statisticky ne-
signifikantni rozdil oproti kontrole.

Informace o délce a vétveni kotfenll jsem planovala ziskat z kofenového systému
stejnych rostlin, které¢ jsem vyuzila k jiz vySe zminénym rdstovym charakteristikam.
Ovsem kofenovy systém bramboru péstovaného v podminkéch in vitro je, podobné jako u
rostlin péstovanych ex vitro, jemny a husty. Vyhodnoceni elektronickych zaznami kofeno-
vych systému by bylo ¢asové velmi narocné a neptesné. Proto jsem zvolila experiment
s kofenovymi kulturami, ktery navic umozinuje hodnoceni riistu kofene bez ovlivnéni nad-
zemni Casti.

Vyhodnocené kultury kotenovych Spicek po 10denni kultivaci nevykazovaly témét
zadné vétveni (10% vétveni u linii 10, 12 a 19). Délka kotfene (Graf 18) se u transgennich
linii statisticky vyznamné neliSila od délky kotene kontroly. Pouze u linie 19 bylo pozoro-
vano navySeni délky.

Vysledky naznacuji, Ze mensi kofenovy systém pozorovany u autotrofnich rostlin
kultivovanych in vitro mize byt dany vlivem prytu, respektive rychlosti zakofenéni vrcho-
lovych fizki, nikoli rychlosti prodluZzovani kotene, které je u vSech genotypu, vyjma linie
19, srovnatelné. V tomto experimentu jsem ale zaznamenala velkou variabilitu uvnitt jed-

notlivych variant, pro pfesnéjsi zavéry by bylo potieba experiment zopakovat.
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Graf 18: Prumérna délka kofene bramboru cv. Kamyk. WT - kontrola; linie 1, 10, 12 a 19 -
nezavislé transgenni BEL11 AS linie. Kofenové $picky kultivované in vitro 10 dni. Pocet opakovani
n = 7-10. Chybov¢ tsecky znazoriuji stiedni chybu priméru. Statistické hodnoceni analyzou roz-
ptylu (Dunnett’s two-sided multiple-comparison test with control). Statisticky vyznamny rozdil je
oznacen hvézdickou dle hladiny vyznamnosti: (*) p<0,1; ns statisticky nesignifikantni rozdil oproti
kontrole.

4.3.1. Hladina StBEL11 v kofenech

Otazku ovlivnéni rastu kofenli prytem transgennich linii by mohlo objasnit stano-
veni hladiny StBEL11 v kotenech. Pokusila jsem se o to ve vzorcich rostlin z boxu I (WT,
linie 1 a 10). OvSem i pies dobrou kvalitu vyizolované RNA (Obrazek 8) se vyskytly pro-
blémy s detekci hladin transkriptu. Problém byl zplisobeny pravdépodobné necistotami
v izolatu, které zpisobily naruseni syntézy cDNA. Po precisténi vzorkid s vyuzitim kitu
RNA Clean & Concentrator (Zymoresearch) se podafilo ziskat kvalitni cDNA. Vysledky
ziskané Skolitelkou naznacily snizeni relativni hladiny transkriptu StBEL11 v kotenech linif

1 a 10 téméf na Y4 hladiny transkriptu v kotenech kontroly.
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Obrazek 8: Fotografie gelu po elektroforetické separaci izolované RNA z koreni cv. Kamyk.
WT _2/4/5 - kontrola; 1 _1/2/3, 10_2/4/5 - nezavislé transgenni BEL11 AS linie 1 a 10; vzorky ze
tii biologickych replikati od kazdého genotypu. Kultivace ex vitro 3 tydny v kultiva¢nim boxu;
experiment box [.

Exprese StBEL11 AS nezplisobila zménu architektury rostlin, ale zptsobila zmény
v ristu. Mutantni rostliny méné investovaly do rlstu prytu, predevS§im do rozvoje listové
plochy. Cerstva hmotnost kofenového systému byla také snizena, ale méné vyrazné, neZ
tomu bylo u prytu. R/S pomér byl u dvou linii vyrazné¢ posunut ve prospéch kotenti oproti
WT. Pro komplexni obrazek ristu mutanti by byl potfeba material, ktery zahrnuje vSechny

organy — zdrojové i sinkové veetné stoloni.

Vysledky mé diplomové prace ukazuji, Ze sniZzeni hladiny StBELI1 u rostlin bram-
boru cv. Kamyk vedlo ke zvySeni rychlosti Cisté fotosyntézy na jednotku listové plochy u
vSech linii. Naproti tomu doslo ke zmenSeni celkové listové plochy. Zmény v téchto dvou
parametrech ukazuji na jistou kompenzaci celkové fotosyntetické kapacity transgennich
linii. Vysledky na zakladé ristovych zmén ukazuji na posilenou alokaci asimilati do pod-

zemnich sinku.
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5. Diskuse

Diplomova prace vychazela z ptredpokladu, Zze zména v rovnovaze BEL transkrip¢nich fak-
tort (TF) ovlivilyjicich tuberizaci prostfednictvim snizeni hladiny StBEL 11 mtze ovlivnit
fotosyntetické charakteristiky listu a distribuci asimilati po rostliné. Zmény by se mohly
nasledné promitnout do rastovych a vyvojovych charakteristik rostliny. Tato prace nava-
zuje na predchozi prace tymu laboratofe studia regulac¢nich faktorti morfogeneze rostlin
vénované problematice regulace tuberizace bramboru.

Na naSem pracovisti byl transformovan brambor Solanum tuberosum ssp. tube-
rosum cv. Kamyk konstruktem s StBEL1 v antisense orientaci (AS). Transgenni linie vy-
kazuji zvySeny tuberiza¢ni potencidl (Zounkova DP, 2019). Naplni mé diplomové prace
bylo ziskat transgenni linie bramboru Solanum tuberosum ssp. andigena modelového ge-
notypu 7540 se snizenou expresi genu StBELI 1 pomoci stejného konstruktu jako v pripadé
cv. Kamyk. Nejcastéji vyuzivanym genotypem bramboru pro vyzkum tuberizace a roli BEL
transkripcnich faktori v tomto procesu je prave ssp. andigena 7540, ktera k tuberizaci vy-
zaduje kratkodenni fotoperiodu (napt. Hardigan et al., 2017). Ziskéni transgennich linii ssp.
andigena tedy nabizi moznost lep$iho porovnani vysledkii s daty ostatnich vyzkumnych
tymil a porovnani dat ziskanych na liniich ssp. andigena a kulturnim genotypu by mohlo
odpovédét na otazku, zda Ize pozorované zmény povazovat za obecné platné. Tato diplo-
mova prace méla za cil charakterizovat zmeény fotosyntetické kapacity listu a sacharidové

bilance zpiisobené potlacenim jednoho z represoru tuberizace, StBEL11.

5.1. Transformace Solanum tuberosum ssp. andigena

Nejprve jsem musela optimalizovat transformacni protokol s vyuzitim bakterie Agrobacte-
rium tumefaciens. Jako vychozi jsem zvolila protokol dle Dietze et al. (1995), ktery byl na
nasem pracovisti jiz usp&$né vyuzit pro transformaci kulturniho bramboru (Rihova DP,
2013; Zounkova DP, 2019). Z prvni transformace jsem sice transgenni linie neziskala kviili
infekcei (nejspiSe prertstajici agrobakterium), ale na listech se vytvofily kalusy a pozdéji i
zaklady pryti. Ziskané vysledky ukazaly na moZzny vztah mezi velikosti listl a intenzitou
preristani — ssp. andigena méa v podminkach in vitro vyrazné€ mensi listy nez kulturni bram-
bor — tedy ¢im mensi list, tim v&tsi riziko kontaminace. Za ucelem predejiti infekci jsem
pti dal$ich transformacich po mésici kultivace listlh na médiu indukujicim pryt (SIM) zvy-

Sila koncentraci antibiotika claforanu v médiu a pokracovala v subkultivaci kazdy tyden.
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Z mych pozorovani také vyplyva, ze dalezitym faktorem ovliviiujicim velikost listu, a tedy
1 uspesnost transformace, by mohl byt zptisob piedpéstovani rostlin. Na listech rostlin, které
byly ptedpéstovany na MS médiu s 2 % sachardzy v bainkach uzavienych prodySnym
vickem, se kalusy zacaly tvotit dfive nez na listech rostlin z autotrofni kultivace nebo mi-
xotrofni kultivace v baiikkach uzavienych alobalem. V dalsi optimalizaci pokracuje a syste-
maticky se ji zabyva Mgr. J. Kone¢ny, ktery planuje tento genotyp vyuzivat pro dalsi trans-
formace.

Z obou uspésnych transformaci se mi podatilo odvodit 42 nezavislych transgennich
linii s pozitivnim vysledkem detekce pfitomnosti vnaseného konstruktu s StBELII AS.
Z diivodu ¢asové naro¢nosti odvozeni linii, nepfedvidatelnych ndstrah a nemoznosti jinak
bézné prace v laboratofi se mi v ramci diplomové prace nepodatilo stanovit hladiny tran-
skriptu StBEL11 v téchto liniich, a tak vybrat vhodné linie s dostatecné snizenou hladinou
StBEL11 transkriptu pro dal$i charakterizaci. Aktudlné jsou linie udrZzovany v podminkéach
in vitro a jsou postupné odebirany vzorky na stanoveni hladin transkriptu. S timto genoty-
pem jsem tedy dale nemohla pracovat a charakterizaci jsem provedla pouze u kulturniho
bramboru, a to u linii cv. Kamyk se stejnym konstruktem, ktery byl ptivodné zamysleny

jako srovnavaci material.

5.2. Fotosyntetické charakteristiky a distribuce asimilati u Solanum tuberosum

ssp. tuberosum cv. Kamyk se snizenou hladinou StBEL11

Tuberizace bramboru je spojena s vytvofenim novych silnych sinkt, které pro sviyj rist,
vyvoj a ukladani zasobnich latek vyzaduji velké mnozstvi asimilatl, a tak rostlina podle
jejich pozadavki upravuje produkei a distribuci asimilattl. Pfi zvySeném tuberizaénim po-
tencialu tedy mtize bud’ stoupnout produkce asimilatl, nebo byt posilena jejich distribuce
ve prospech tloustnouciho stolonu.

U transgennich linii cv. Kamyk s konstruktem s StBEL11 AS byla sniZzena hladina
StBELI1 1 transkriptu v listech a navySen tuberiza¢ni potencial (Zounkova DP, 2019). Posi-
leni tvorby hliz bylo jiz dfive docileno u bramboru poddruhu andigena overexpresi StBELS
(Banerjee et al., 2006) a snizenim hladiny StBELI1 nebo StBEL29 prostfednictvim RNA
interference (RNA1) (Ghate et al., 2017). VySe uvedené prace se soustfedily na zmény
v molekularnich markerech a fyziologickych odpovédich stolonu. Pro déje v listu je velmi
malo dat, pfestoZe jsou fotosyntetické parametry kritické pro transport tuberigenniho sig-

nalu a tvorbu a plnéni hlizy. Je zndmo, zZe promotor StBELS5 obsahuje elementy pozitivné
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reagujici na svétlo (Chatterjee et al., 2007), exprese StBELS probiha v listu za kratkého 1
dlouhého dne (Sharma et al., 2014), a dale, Zze StBEL5 mRNA se za kratkého dne akumuluje
nejen v zilnating, ale také v mezofylu listu (Cho et al., 2015). Ackoli neni zndmo, ze by
StBELS ptimo ovliviioval fotosyntetické charakteristiky, overexprese StBELS5 vede k roz-
séhlym transkriptomickym zménam v listu (Sharma et al., 2016) a podobné zmény by
mohlo vyvolat i snizeni hladiny StBEL11. Mira indukce tuberizace je pravdépodobné vy-
sledkem interakce ¢i kompetice StBELS (induktor) a StBEL11/29 (represory), proto je
predpokladano, ze downregulace StBEL 11 se bude ve svych projevech podobat overexpresi
StBELS5. NavysSeni exprese StBELS v listu ssp. andigena koreluje s navySenim hladiny
StSP6A (Sharma et al., 2016). Naopak pfi snizeni exprese StBELI1 v listu cv. Kamyk ne-
byla hladina StSP6A ovlivnéna, ptipadné doslo k mirnému trendu snizeni (Zounkova DP,
2019; osobni sdéleni). To ukazuje, ze antagonisticky vztah proteintt StBELS a -11 nebude
tak jednoduchy. Nezménénd aZ sniZzena hladina StSP64 transkriptu v listech linii cv. Ka-
myk by mohla byt dana snizenim hladiny StBEL5 v listu transgennich linii cv. Kamyk,
které stanovila Zounkova et al. (2021), a kompetici StBELS a StBEL11 o interakéniho
partnera POTH1, jehoz mRNA nebyla v liniich cv. Kamyk zménéna (Zounkova DP, 2019).
I ptes snizeni hladiny StBELS5 doslo k posunuti poméru StBEL5/StBELI1 v jeho prospéch
(Zounkova et al., 2021). Cela zaleZitost bude tedy daleko komplikované;jsi a nelze ji jedno-
duse vysvétlit pouhou kompetici dvou TF.

Posun rovnovahy BEL TF, ktery zplsobuje vysSi tuberizacni potencial, by také
mohl vyvolat zmény vedouci k posileni fotosyntézy. Pro dobré zasobeni silného sinku je
potiebny vitalni fotosynteticky aparat. Vitalitu aparatu zapojeného do svételnych reakci
odrazi rychla kinetika fluorescen¢ni indukce, zejména tvar OJIP kiivky a parametr Fv/Fwm.
Rostliny (v€etné kontroly) péstované ve skleniku dosahly hodnot Fv/Fm pouze do 0,68.
Maximalni kvantovy vytéZek chlorofylu byva u riznych rostlinnych druhti za nestresovych
podminek okolo hodnoty 0,8 (Bjorkman a Demming, 1987). NiZ8i kvantovy vytézek se
vyskytuje u rostlin s negativné ovlivnénou funkci fotosystému II a jeho reakéniho centra
stresem. SniZeni poméru u rostlin ze skleniku bylo zfejmé zplisobeno nekontrolovatelnymi
kultiva¢nimi podminkami, rostliny byly vystaveny vykyvim teplot a riziku napadeni hmy-
zimi Skidci. U stresovanych rostlin se také mize ménit tvar OJIP kiivky, napft. pii vysoké
teploté (Srivastava et al., 1997), k cemuz ale nedoslo. Kultivace rostlin v boxu s fizenymi
kultivaénimi podminkami se ukézala jako vhodnd, protoze rostliny kontroly (WT) mély
OJIP kiivku normalniho tvaru a hodnoty maximalniho kvantového vytézku chlorofylu bli-

zici se hodnoté 0,8. Transgenni rostliny mély témét totozné vysledky, vneseni konstruktu

71



ani snizeni hladiny transkriptu StBEL1 1 tedy nezasahly svételné reakce primarni faze foto-
syntézy.

Proces fotosyntézy je zavisly na efektivit¢ absorpce zareni béhem primarni faze
fotosyntézy. Dilezitym parametrem ovlivitujicim celkovy vykon fotosyntézy je tedy mnoz-
stvi pigmentl a jejich pomér (Bennett, 1983). Obsah pigmentl muZze byt snizen napf.
abiotickym stresem (Ashraf a Harris., 2013; Xu et al., 2020). Dalsi stresovy marker je
mnozstvi antokyantl, které se zvySuje za piebytku energie a zaroven za nedostatku dusiku
na zabudovani uhliku do bilkovin (Winkel-Shirley, 2001; Solfanelli et al., 2006). Stanoveni
obsahu antokyant neukdzalo pii snizené¢ hladin¢ StBELI1 zmény (Graf 4). Naproti tomu
doSlo ke zvySeni obsahu fotosyntetickych pigmentt (Graf 3), 1 kdyz u n&kterych linii/ex-
periment se jednalo pouze o trend. Navyseni obsahu fotosyntetickych pigmentt je v sou-
ladu s praci na transgennich liniich rajcete (Solanum lycopersicum) se snizenou hladinou
SIBEL11 v plodech (RNA1), kde autofi pozorovali zvySenou akumulaci chlorofylu spoje-
nou s pomalej$im dozravanim ploda (Meng et al., 2018). Autofti pfedpokladaji, ze SIBEL11
usnadiiuje dozravani plodl pies inhibici exprese genll spojenych se syntézou chlorofylu a
vyvojem chloroplastti. Diky pfibuznosti rostlinnych druhi 1ze spekulovat o podobné regu-
laci 1 u bramboru, kde by StBEL11 mohl ovliviiovat Gi¢innost primarni faze fotosyntézy.
Tento ptedpoklad by mohlo podpofit, nebo vyvratit, stanoveni hladiny transkriptu pro CAB
(chlorofyl a/b vazici protein), jehoZ exprese je regulovana SIBEL11 (Meng et al., 2018).

NavySeni mnozstvi fotosyntetickych pigmentti bylo doprovdzeno zvySenou rych-
losti Cisté fotosyntézy (Pn). Zaznamenala jsem ji u vSech transgennich linii (Graf 5) — linie
10 a 12 z experimentu box III s nejvys$Sim obsahem fotosyntetickych pigment mély i nej-
vysS§i Pn. Podobné vysledky zaznamenali Singh et al. (2015), ktefi u dvou genotypti bram-
boru pozorovali pfi zvySeném obsahu chlorofylu @ a chlorofylu b také zvySeni Pn. V pfi-
pad¢ kultivaru Kufri Surya s vyraznéj§im navySenim parametrii byla podpoiena tuberizace
pravdépodobné i1 diky vyssi expresi transportéru sachar6zy (Singh et al., 2015). Za normal-
nich podminek zvySeny obsah pigmenti vede ke zvySeni rychlosti fotosyntézy. Malé, ale
statisticky prukazné navysSeni rychlosti Cisté fotosyntézy u BEL11 AS linii jsem zazname-
nala jiz pfi ozafenosti 300 pmol.m™.s! a s rostouci ozafenosti se rozdil mezi transgennimi
liniemi a kontrolou prohluboval. Navyseni fotosyntetické kapacity jiz pii téchto ozatenos-
tech, které bylo doprovéazeno vyssi aktivitou ribuloza-1,5-bisfosfatkarboxyldza/oxygenazy
(Rubisco), vykazoval i1 tabdk (Nicotiana tabacum) s navySenym obsahem trehal6za-6-fos-
fatu (T6P) (Pellny et al., 2004). Hladina T6P koreluje s mnozstvim sacharézy, ti¢astni se

sacharidové signalizace (Nunes et al., 2013) a je dalS$i moZnosti regulace fotosyntetické

72



kapacity. Sacharidova signalizace propojuje zmény sacharidové bilance s rychlosti foto-
syntézy (Lawlor a Paul, 2014). Stanoveni hladiny transkriptu malé podjednotky Rubisco
jsem také zamyslela, ale jiz se neveslo do ¢asového planu. Pii zvysené fotosyntetické ka-
pacité Ize o¢ekavat zménu ve vztahu zdroj-sink, coz ukazuji Ahmadi-Lahijani et al. (2021)
v experimentech sledujicich plisobeni atmosféry se zvySenym obsahem CO» na brambor,
které ukazaly posileni alokace asimilati do podzemnich organii ve srovnani s listy, a tak
vy$$i vynos hliz. Dle autort ptizpisobeni rostliny novym podminkdm navysSenou fotosyn-
tetickou kapacitou miize zmirfiovat negativni ti¢inky aklimace fotosyntézy a zvySovat pro-
duktivitu rostlin pii zvySené koncentraci CO2. U mnou pouzitych mutantii se zvySenou fo-
tosyntetickou kapacitou a s posilenym tuberizacnim potencidlem by tedy vyssi koncentrace
CO2 mohla jesté vice podpofit riist podzemnich sinkti. Tuto spekulaci navrhuji také Lawlor
a Paul (2014). Posilena fotosyntéza jak diky molekuldrnimu zésahu, tak zvySené koncen-
traci COz, by rostliné také mohla pomoci 1épe zvladnout abiotické stresy, napt. zvySenou
teplotu (Chen a Setter, 2021).

Zvysena rychlost fotosyntézy byva doprovazena zvysenou tvorbou asimilati (Drake
et al., 1997). Zvyseny obsah asimilati ale mize byt pozorovan i v ptipadé, kdy nedojde ke
zvySeni rychlosti ¢isté fotosyntézy, jako tomu bylo u mutantni spontanné tuberizujici linie
D69 odvozené z cv. Lada. I kdyZ tato linie méla srovnatelnou rychlost ¢isté fotosyntézy
s kontrolnimi rostlinami cv. Lada, doSlo k navySeni celkového mnoZstvi rozpustnych sa-
charidi v listech (Fischer et al., 2008; Stupeckd DP, 2018). Zde bylo ovSem doprovazeno
sniZenim obsahu Skrobu v listech a celkovou zménou v alokaci sacharidl po rostling. Ve
zdrojovém listu BEL11 AS transgennich linii nedoslo k hromadéni sacharidi — nezménilo
se celkové mnozstvi rozpustnych sacharidi (Graf 6) a obsah Skrobu se systematicky také
nezménil. Namétfend data méla ale velky rozptyl zptsobeny interferujicimi latkami ve vzor-
cich zachycenymi kolonou. To zplsobilo obtizné odecitani dat sledovanych sacharidii
z chromatogramul. Piesngj$i data jsem se snaZila ziskat pomoci rozdéleni vzorkl na jiné
kolon&. Moznost odeéteni se sice ve velké ¢asti pripadt zlepsila, ale na kolon& Shodex Ca**
se prekryvaji retenCni Casy fruktozy a inositolu, tedy jejich signaly neni mozné od sebe
odlisit. OvSem ani pfeméfeni a ani pfiprava dvou replikatl z jedné rostliny variabilitu dat
vyrazné nesnizily. ZvySena rychlost fotosyntézy nebyla doprovazena hromadénim sacha-
ridt ve zdrojovém listu, coz naznacuje u¢inné odvadéni asimilatti floémem do sinkovych
pletiv. Nakladani asimilati do floému u bramboru probihé prednostné pies apoplast, tedy
proces nakladani floému je zdvisly na mnozstvi sacharidovych transportérii, zejména

StSUT1, ve zdrojovych organech (Riesmeier et al., 1994). Tentyz mechanismus se
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uplatiuje pii vykladani floému v sinkovych organech, hlizach (Kiihn et al., 2003). Syntéza
transportérti je regulovand zejména na transkripcni trovni, tedy hladina transkriptu dobie
koreluje s mnozstvim proteinu. Stanovila jsem tedy hladinu StSUT! transkriptu v listech
(Graf 14). Data prekvapiveé naznacila trend snizeni mnozstvi tohoto transkriptu v transgen-
nich liniich oproti WT. Ovsem exprese StSUT je pod pozitivni kontrolou StSP6A, coz je
v souladu se snizenim hladiny transkriptu transportéru, nebot’ hladina SztSP64 je v listech
transgennich liniich cv. Kamyk sniZzena (Zounkova, osobni sd¢leni). Promotor genu
StSUT obsahuje tandemové TTGAC motivy (Sharma et al., 2016), coz ukazuje na moz-
nost piimé regulace prostiednictvim TF StBELS, potazmo StBEL11, nicméné data pro
tento regulacni vztah v listech chybé&ji. I kdyZ plnéni floému je ovliviiovano také vyklada-
nim floému v sinkovych organech pomoci StSUT1, exprese StSUT! pti naruseni rovno-
vahy BEL TF (navysena exprese StBELS v listech) nebyla ve stolonu ovlivnéna (Sharma et
al., 2016). Mohlo by byt zajimavé porovnat denni profil hladiny StSUT! v listech, protoze
exprese je posilena pfi nadbytku cukril, a to pfi zvySené rychlosti €isté fotosyntézy muze
byt i docela brzy po zacatku svételné periody. Posilené odvadéni sacharidi z listu nenazna-
¢uje ani celkovy obsah rozpustnych sacharidi v fapiku (Graf 8). OvSem tento parametr
nemusi tésné korelovat s mnozstvim odvadénych sacharidi, nebot’ pokud by byl floémovy
tok urychlen, sacharidy by se v fapiku nezadrzovaly a jejich hladina by nestoupla.

I ptes to, Ze transgenni linie maji posileny tuberiza¢ni potencial, podle dat z analyzy
sacharidil v fapiku a hladiny StSUT v listech to vypada, Ze floémovy tok, ktery nese mo-
bilni signaly, by nemusel byt posilen. Podobné vysledky byly ziskany také na linii D69,
ktera ma pomalejsi floémovy tok neZ kontrolni rostliny, ale i1 pfes to ochotnéji tuberizuje.
Nemusi tedy existovat ptimy vztah mezi silou floémového toku, alokaci a hromadénim
sacharidi po rostliné, mobilitou transkripti, jejichZ proteiny pozitivné ovliviiuji tuberizaci,
a zvySenym tuberiza¢nim potencidlem (Stupeckd DP, 2018). K pochopeni téchto vztahii
mize vyznamné pomoci detailni analyza vzorce rozdélovani asimilatd po rostling, tedy 1
stanoveni mnozstvi sacharidii, které¢ jsou odvadény z produkc¢nich listi, a nalezeni ple-
tiv/organt, kde jsou pfednostné spotfebovavany. Stanovit mnozstvi odvadénych sacharidii
lze pomoci analyzy floémovych exudati. Tato technika je v nasi laboratofi zavedend pro
stanoveni sacharidii i mobilnich RNA. Tento experiment by nam odhalil nejen mnoZzstvi
odtékajicich sacharidi, ale také jaka je sila toku nesouciho signaly. To by ale znamenalo
novou kultivaci rostlin, kterou se uz do ¢asového planu nepodatilo zaradit.

Celkovy obsah rozpustnych sacharidll se v sinkovy organech, apexu a kotfenech,

vyrazné neliSil mezi transgennimi liniemi a kontrolou, ale v kotenech (Graf 11A) bylo az
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9x vice rozpustnych sacharidii nez v apexech (Graf 9). U skrobu byla situace odlisna.
Kontrolni rostliny obsahovaly podobné mnozstvi skrobu v obou zminénych sinkovych or-
ganech, ale v transgennich liniich doslo k protichidnym zménam — v apexu (Graf 10) se
Skrob navysil a v kofenech (Graf 11B) jsem pozorovala trend snizeni jeho obsahu. To na-
znacuje zvysené vyuziti sacharidl pro rast kofeni u transformantt. V ptipadé linie D69,
ktera oproti kontrole méla redukovany pryt i kofenovy systém, Sevéikova et al. (2017) sta-
novili mnozstvi rozpustnych sacharida a Skrobu odpovidajici zminénému vysvétleni roz-
dild mezi apexem a kofeny — celkovy obsah sacharidii byl vyrazn€ navysSen u mutantni
linie, obsah Skrobu klesl v apexu a v kofenech nebyl zménén. U stolonti a vyvijejicich se
hlizek jsem prikazné rozdily v obsahu ani spektru nestrukturnich sacharidi mezi transgen-
nimi liniemi a WT nezaznamenala, ale na Grafu 13 je dobfe patrny rozdil v zastoupeni
pritomnych sacharidii mezi témito organy. Ve stolonech je vyssi obsah hexdz a v hlizkach
je navysen obsah sachardzy a predevsim Skrobu, coZ je v souladu s vysledky, které uvadéji
Viola et al. (2001). Pro tyto parametry u sinkovych organi nemam opakovani z vice expe-
rimentt, jejich stanoveni jsem provedla pouze v experimentu box III. Pro pfipadné ovéieni
1ze pouzit nezpracované vzorky linie 1 z experimentu box II. Mohlo by byt zajimavé sta-
novit obsah nestrukturnich sacharidl také v mladych sinkovych listech. Hladiny jednotli-
vych rozpustnych sacharidii stanovili také Meng et al. (2020) ve vzorcich listl a stolonti
polopozdniho cv. Jizhangshu 12. Obsahy rozpustnych sacharidd na jednotku Cerstvé hmot-
nosti byly srovnatelné. Tomuto vysledku ma data neodpovidaji — jak obsah jednotlivych
rozpustnych sacharidd, tak celkovy obsah, se v listech vyrazné lisi od obsahtl ve stolonech,
kde jsem zaznamenala pfiblizné 4x vice rozpustnych sacharidli neZ v produkénich listech.
Porovnani vysledki je problematické z diivodu vyuziti jiné metody stanoveni obsahu sa-
charidi a rozdilného zptisobu odbéru stolonti (az 2,5 cm oproti mému 0,5 cm), nebot’ obsah
sacharida se podél jejich délky méni (Viola et al., 2001).

Zvysend rychlost fotosyntézy nevedla ke zvySeni obsahu nestrukturnich sacharidii
v listech. Asimilaty zde tedy musi byt efektivné spotiebovavany, nebo odvadény a spotie-
bovavany v sinkovych pletivech, kde mohou byt vyuzity k posileni ristu (Basu a Minhas,
1991; Lawlor a Paul, 2014), nebot ani v nich jsem zvyseni obsahu nestrukturnich sacharida
nepozorovala. Zména v rovnovaze BEL TF expresi St BELI1 AS zplsobuje zmény ve fy-
ziologickych procesech v listu, které se projevuji vyssi fotosyntetickou kapacitou. Zamétila
jsem se tedy na rastové charakteristiky, abych zjistila, jestli v liniich nedochazi ke zménam
v rozdélovani biomasy. Zvolila jsem autotrofni kultivaci in vitro z divodu obtizného

hodnoceni kofenového systému rostlin kultivovanych ex vitro, nebot’ je velmi jemny,
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rozvétveny a nelze jej efektivné preparovat. Z celkového hodnoceni vyjimam linii 19, pro-
toze se jako jedina neliSila v ristu od kontroly. Pravdépodobn¢ doslo transformaci k néja-
kému zdsahu do dalSich regulacnich drah. Ostatni transgenni linie vykazovaly sniZenou
cerstvou hmotnost prytu (Graf 15A), coz Ghate et al. (2017) u bramboru ssp. andigena
s konstruktem StBELI1 AS nepozorovali. Dokonce v ptipad¢ overexprese StBELS (pod
35S CaMV promotorem) doslo u ssp. andigena k vyssi rychlosti ristu prytu (Chen et al.,
2003). Cerstva hmotnost prytu miize byt ovlivnéna zménami v biomase listi (pocet, plo-
cha) anebo stonku (délka, tloustka). Je zajimavé, Ze u transgennich linii s StBELI1 AS
nedoslo ke snizeni poctu listl, ani ke zkraceni €i ztenceni stonku oproti kontrole (Graf 16),
ale vyrazné se snizila celkova plocha listi (Graf 17A). ZmenSeni plochy listi by mohlo
souviset s vy$s$i podporou ristu podzemnich sinkti. OvSem nizsi vklad do listové plochy
snizuje fotosyntetickou kapacitu, kterd by mohla byt kompenzovana navysenim rychlosti
fotosyntézy, kterou jsem zaznamenala u ex vitro rostlin, aby méné dotovany pryt uspokojil
pozadavky sinkl. Ke snizeni listové plochy doslo také napt. u transgenniho tabaku s nad-
produkci T6P, ktery mél zvySenou rychlost ¢isté fotosyntézy, a tak i zvySenou fotosynte-
tickou kapacitu na jednotku listové plochy (Pellny et al., 2004). Vliv metabolismu sacha-
ridd na rovnovéhu mezi fotosyntetickou kapacitou a produkci listové plochy byl dosud
malo prozkoumén. Hypotéza, kterou uvadéji Hesketh et al. (1981), povazuje vyrovnavani
listové plochy s fotosyntetickou kapacitou za ustfedni strategii regulace fotosyntézy na
urovni celé rostliny. Ackoli jsem nezaznamenala pritkazné zmény ve stavbé stonku, urcity
trend snizeni jeho tlouStky byl patrny. SniZit primér stonku miiZe nizkd dostupnost sa-
chardzy v pletivech stonku, ke které miize dojit napf. pti overexpresi StSP6A4 pod kontrolou
listové/stonkove specifického promotoru (Lehretz et al., 2021). StSP6A zabraiiuje radial-
nimu vydeji sachar6zy z floému béhem transportu stonkem prostfednictvim inhibice sa-
char6zového transportéru SWEET11 (Abelenda et al., 2019). Do termindlnich sinki je pak
dopraveno vice sachar6zy diky redukci jejiho unikani a je tak podpotena jak tvorba stolond,
tak tuberizace (Lehretz et al., 2021).

U kofenového systému doslo ke snizeni Cerstvé hmotnosti (Graf 15B). U linii pod-
druhu andigena overexprimujici GAS:BELS (promotor galaktinolsyntdzy cilici expresi do
pravodnich bunék Zilnatiny listu; Ayre et al. [2003]) doslo k navyseni tohoto parametru
oproti kontrole (Lin et al., 2013). Jelikoz kofeny bramboru jsou velmi jemné a husté i v pod-
minkach in vitro, délku kofent a jejich vétveni nebylo mozné spolehlivé vyhodnotit. Roz-
hodla jsem se tedy kopirovat experiment z prace Lin et al. (2013) a stanovit délku a vétveni

kofent v kotfenové kulture. U délky kofenl transgennich linii byl patrny mirny trend
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narastu. Lin et al. (2013) u linii ssp. andigena s GAS:BELS5 konstruktem pozorovali u ko-
fenovych kultur Castéjsi vétveni kotenti a delsi lateralni kofeny nez u WT. Vétveni kotenii
jsem pozorovala u minimalniho poctu vzork, WT a jedna linie se nerozvétvily viibec.
S ohledem na pouzity promotor GAS, ktery je exprimovan v pruvodnich bunkach zilek
vysSich tadi, a tak navySuje transportni pool StBEL5 mRNA, by kofenové kultury nemély
byt timto konstruktem vibec ovlivnény. Je tedy zvlastni, ze ve studii Lin et al. (2013) ta-
kovy experiment pouzili a ze doslo k ovlivnéni ristu kofent. Hladina StBELII mRNA
v kotenech intaktnich transgennich rostlin zahrnuje expresi ptimo v kofeni (konstitutivni
35S CaMV promotor), ale také dotransportovanou mRNA z prytu floémem. V kotfenech
BELI11 AS linii je stanoveny pokles StBELI1 transkriptu srovnatelny s hladinou StBELI1
v listu (kapitola 4.3.1.; Zounkova et al., 2021). V kotenovych kulturach hladina StBEL11
muze byt tedy jina, a tak pfi porovnani dat kofenti intaktnich rostlin mohou byt data kote-
novych kultur timto faktem ovlivnéna.

I kdyz doslo ke snizeni Cerstvé hmotnosti prytu i kofenli transgennich linii oproti
WT, R/S pomér byl navysen (Graf 15D), coz miize souviset se zménou v rozdélovani asi-
milath po rostlin€. To by odpovidalo vysledktiim studie Lehretz et al. (2021), ve které byla
u rostlin cv. Solara bez stolont nebo hliz (2 tydny od vysazeni do podminek ex vitro) s ove-
rexpresi StSP6A také zaznamenéana vyssi alokace asimilatl do kofeni. Moznou podporu
alokace asimilatii do kofent pfi absenci stolond, jakoZzto jediného podzemniho sinkového
organu, bylo mozné o¢ekavat i na zdklad¢ zvySeného vynosu hliz u bramboru ssp. andigena
s konstruktem s StBEL11 AS (Ghate et al., 2017). BohuZel kofeny v tomto pfipad€ nebyly
analyze podrobeny i pfesto, ze StBELI I transkript je druhym nejabundantnéj$im transkrip-
tem BEL (hned po StBEL29) v kotenech (Sharma et al., 2014). Jeho hladina za kratkého
dne je srovnatelnd s hladinou StBELS5 v listech. V fapicich a stolonech je transkript
StBELI11 ptitomen vyrazné mén¢ (Sharma et al., 2014).

Exprese StBELII u ssp. andigena vedla k navySeni vynosu hliz, coZ Ghate et al.
(2017) vysvétluji ovlivnénim signalizacni tuberizacni drahy, kdy ve stolonech transgennich
rostlin doslo k trojndsobnému navysSeni hladiny StSP6A transkriptu oproti WT. V listech
cv. Kamyk se snizenou hladinou StBELI1 k ovlivnéni hladiny SzSP6A4 nedoslo (Zounkova
DP, 2019; osobni sdéleni), tedy tuberigenni signal tvoteny listy mlize byt u transgennich
linii slabs$i. Pokud dochézi k navyseni hladiny StSP6A4 transkriptu ve stolonech, u transfor-
mantl by tedy bylo mozné vysvétlit navyseni tvorby hliz posilenim autoregula¢ni smycky
exprese StSP6A ve stolonech, jak bylo pozorovéano u ssp. andigena (Navarro et al., 2011).

Pro zmapovani sily jednoho z klicovych tuberigennich signalli, jehoz exprese je Castecné
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pod kontrolou BEL TF, v soucasnosti probiha stanoveni hladin StSP6A4 ve stolonech a vy-
hledové také v kotenech.

Ne vzdy konzistentni vysledky s praci Ghate et al. (2017) mohou byt dany tim, ze
autofi vybrali pro vSechny analyzy pouze linie se snizenou hladinou StBELI1 v listech 1
stolonech, ale zaroven ukazali, ze oproti WT vice tuberizuji také linie se snizenou expresi
pouze v listech nebo pouze ve stolonech. Zvoleny zptisob kultivace, kde 1ze snadno prepa-
rovat kofeny, bohuzel neumoziuje tvorbu kli¢ovych sinkti — stolonti, resp. hliz. Béhem
sepisovani prace Mgr. A. Zounkova testovala moznost kultivace bramboru v hydroponii,
ktera umoziuje vytvoreni vSech relevantnich sinkt. Pokus byl ispéSny a v soucasnosti pro-
bih4 experiment se vSemi transgennimi liniemi a kontrolou, ktery poskytne material pro

hodnoceni ristovych charakteristik, véetné stolonti a hliz.

Na zaklad¢ dat ziskanych v rdmci této diplomové prace, dalSich vysledkt nasi la-
boratofe a literarnich dat 1ze navrhnout hypoteticky model, ktery postihuje roli StBEL11
v regulaci nastupu tvorby hliz. Snizend hladiny StBELI1 transkriptu podpofila navyseni
sily podzemnich sinkt, ktera pres zménu sacharidové signalizace posilila distribuci asimi-
lath pravé do podzemnich sinkid. O uhlik a energii byl tedy ochuzen pryt, coZ se projevilo
pfedevsim snizenou plochou listd. Aby celkova fotosynteticka kapacita na rostlinu byla
zachovéana, moZna 1 posilena, byla zvySena rychlost Cisté fotosyntézy. StBELII je expri-
movan v listech, odkud je jeho mRNA jako mobilni signal transportovana (Ghate et al.,
2017). Misto translace StBEL1I neni piesn¢ zndmo. Mohla by probihat nejen ve stolonu,
ale 1 v listech, kde by StBEL11, resp. StBELS5 (prostiednictvim kompetice StBEL11 a
StBELS o svého interakéniho partnera POTH1) mohl ovliviiovat napft. fotosynteticky apa-
rat, aby jeho vykon koreloval s poptavkou sinki. Je pravdépodobné, ze StBEL11 piisobi
jako signal jak v sinkovém, tak ve zdrojovém orgénu, nebot’ roubovaci experiment neuka-
zal na dominantni efekt roubu (Zounkova, osobni sd€lent).

Ackoli je zfejma souvislost mezi rychlosti asimilace CO», produkei asimilati a
hmotnosti ¢lovékem sklizeného organu, nemusi mezi nimi existovat jednoduchd vztahova
linka (Reynolds et al., 2011), nebot’ rostlina stale podfizuje produkci a spotfebu asimilatii

potiebam zachovani jedince, ptipadné preckani nepiiznivych podminek.
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6. Zavér

Odvodila jsem 42 nezavislych transgennich linii Solanum tuberosum ssp. andigena a oveé-
fila ptitomnost StBELI1 AS konstruktu. V ramci casové dotace se bohuzel nepodatilo
stanovit hladiny StBEL11 transkriptu u odvozenych linii, coz znemoznilo dalsi charakteri-
zaci materidlu. Pro dalsi charakterizaci bylo tedy mozné vyuzit pouze rostliny Solanum
tuberosum ssp. tuberosum cv. Kamyk a jeho ovéfenych transgennich linii se snizenou hla-

dinou StBEL11 transkriptu.
Z vybranych fotosyntetickych charakteristik transgenni linie oproti kontrole:

e nevykazovaly ovlivnénou fluorescenci chlorofylu a, a tak snizenim hladiny
StBELI1 neni zasaZena primarni faze fotosyntézy,

e ukazaly zvySeny obsah fotosyntetickych pigmentt (chlorofyl a, chlorofyl b, karo-
tenoidy; kromé 1 linie) a nezménény obsah antokyant v listech,

o vykdazaly vyssi rychlost ¢isté fotosyntézy,

e nevykazaly systematické zmény v obsahu a distribuci rozpustnych sacharidi a
Skrobu,

e vykazaly trend snizeni hladiny StSUT! transkriptu v listech.

Z vybranych rustovych charakteristik transgenni linie (vyjma linie 19) oproti kontrole:

e vykazaly sniZenou Cerstvou hmotnost prytu i kofenového systému (priikazné u 2
linif),

o vykdzaly R/S pomér posunuty ve prospéch kotent (priikazné u 2 linii),

e nevykazaly jiny pocet listll a ani zménu délky a tloustky stonku,

e vykazaly sniZenou celkovou listovou plochu a trend ke sniZeni specifické listové
plochy,

e nevykazaly zménu v délce kotentl.

Snizend hladina StBELII podpofila alokaci asimilatlh do podzemnich organti (kofent) a

zvysenou rychlosti Cisté fotosyntézy kompenzovala snizeni celkové listové plochy rostlin.
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