ABSTRAKT

Isoflavonsynthasa (IFS; CYP93C) hraje ¢&liou roli v biosyntéze rostlinnych
sekundarnich metabalit- isoflavonoidi. Tyto fenolické latky, znamé diky Sirokému spektru
svych biologickych &inku, jsou produkovany fedevSim rostlinami zieledi bobovitych
(Fabaceae). &oliv bylo nejmért 225 isoflavonoidl popsano i v 59 dalSialeledich, ortolog
znamychlFS z bobovitych rostlin byl doposud popsan pouzedmé nebobovité rostli—
Beta vulgaris (¢eled Chenopodiaceae).

Tato diplomové prace si na zaktazimirénych poznatk kladla za cil (1) identifikovat
ortologni geny pro isoflavonsynthasu ve vybranyobdvitych a nebobovitych rostlinach a
(2) vytvarit sytém pro o¥rovani spravne funkceécdhto ger.

NasSe metodika pro identifikaci ortolddFS se os¥dcila v piipadt dvou zkoumanych
bobovitych rostlin -Phaseolus vulgaris L. a Pachyrhizus tuberosus (Lam.) Spreng, Vv jejichz
genomické DNA byly no¥ identifikovany kompletni sekvence genu pro IFS.yAtylo
mozno v budoucnu @yt spravnou funkcidchto a dalSich #padnych gei pro IFS, byla
provedena pilotni studie s IFS isolovanBiaum sativum L. (CYP93C18; GenBank number
AF532999). Gen pro CYP93C18 byl identifikovan, klonovan s v Gateway™
technologiea vnesen dd\rabidopsis thaliana — rostliny postradajici biosyntetickou drahu
isoflavonoidi. Spravna funkceCYP93C18 v transgennich rostlinach pak bylactwana na
¢tyfech Urovnich: PCR s primery specifickymiiS (DNA), RT-PCR (RNA), Western bloty
(proteiny) a HPLC-MS (metabolity)Zarover byla potvrzena spravna bigma lokalizace
CYP93C18 metodou transientni exprese fuznich pmiotéFS::GFP v listechNicotiana
benthamiana. Fluorescetini signal byl konfokalnim mikroskopem pozorovan na
endoplasmatickém retikulu, coz odpovipi@dikované fitomnosti signalniho peptidu na N-
konci IFS, stej jako modelu generovanémua silico na zaklad homologie cytochroiin
P450.



