Abstrakt

RNA interference (RNAI) je jednim z dilezitych mechanizmu, ktery se ucéastni fady
biologickych procest, jako je kontrola exprese rostlinnych genii, ovlivnéni uspoiadani
chromatinu ¢i zajisténi ochrany proti invazivni DNA ¢i RNA transposond, vird ¢i
transgenti. RNAI je spousténa dvouvlaknovou RNA (dSRNA) ktera je u rostlin $t€pena
proteiny DICER-LIKE na malé RNA (sRNA). Velikost téchto sRNA se pohybuje
Vv rozmezi 21 - 24 nukleotidi. Malé RNA ptisobi v misté vzniku a asto jsou 1 mobilnim
signdlem, ktery se Vv rostlindch miize §ifit na kratkou vzdalenost skrz plasmodesmy ¢i
na dlouhou vzdalenost floémem. sRNA vytvaii spole¢né s proteinem ARGONAUTE
RNA-indukovany umlcujici komplex. Spole¢né rozpoznavaji cilovou molekulu RNA a
podili se na vykonné fazi RNAI, kterd se muze projevit uml€enim genové exprese na

urovni posttranskripéni (PTGS) ¢i transkrip¢i (TGS).

Utelem této prace bylo na modelovém organizmu Arabidopsis thaliana porovnat
ucinky umlcujicich konstrukti, které odlisSnym zptisobem fizené€ spoustéji RNAI cilenou
proti expresi reportérového genu pro GFP. Umlcujici konstrukty, umisténé pod
inducibilnim promotorem aktivovanym piitomnosti 17-B-estradiolu (XVE systém), se
vzdjemné liSily ve zplsobu tvorby dsRNA a v Grovni, na které umlcovaly (PTGS ¢i
TGS). Jednalo se o GFP v antisense orientaci (AS), GFP bez terminatoru (BT), GFP
Vv podob¢ invertované repetice (IR) a o invertovanou repetici 35S promotoru (35SIR),

pod kterym byl vlozen reportérovy gen.

V ramci diplomové prace byly vytvoreny Ctyfi konstrukty nesouci reportérovy gen
spolu sjednim zumléujicich konstrukti. Témito konstrukty byly transformovany
rostliny A.thaliana. Experimenty provedené na téchto rostlinach ukazaly vysokou
frekvenci samovolného uml¢ovani nezavislého na varianté neseného konstruktu, které
mohlo byt disledkem neocekdvané samovolné aktivace XVE systému. Rostliny
jednotlivych klonli vykazovaly povétSinou uniformni reakci, avSak dané klony
vykazovaly vysokou miru variability vramci varianty. Pozorované rozdily mezi
variantami, predevSim v lokalizaci a Sifeni umlCovani, budou ptfedmétem dalSiho
vyzkumu.
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