Abstrakt

Jednou z obav pfi péstovani geneticky modifikovanych (GM) rostlin je nebezpeci
jejich nekontrolovaného Sifeni. Moznym nastrojem pro jejich kontrolu by teoreticky mohla
byt indukovana RNA interference proti nékterému z zivotn¢ dilezitych gend. Po aplikaci
indukeni latky by doslo k uml€ovani exprese tohoto esencialniho genu a tim i k usmrceni GM
rostliny rozsifené mimo vyhrazenou kultivacni plochu.

Pro testovani této strategie a indukci umlcovani byly v této préaci zvoleny geny pro dva
klicové enzymy dusikového metabolismu, glutamatsyntazu (GOGAT) a glutaminsyntetazu
(GS). GS zpracovava amonné ionty do podoby glutaminu, GOGAT pak pienasi amidovou
skupinu z glutaminu na 2-oxoglutarat za vzniku dvou glutamati. GS a GOGAT jsou hlavni
cestou na zpracovani amonnych ionti, které mohou byt ve zvySené mife pro rostliny toxické a
blokovani jejich fixace pfi fotorespiraci vede k silné inhibici fotosyntézy.

Cilem této prace bylo popsat projevy umlcovani genii pro GOGAT a GS u modelové
rostliny Arabidopsis thaliana. Pro umlCovani byly pfipraveny vlasenkové konstrukty pod
konstitutivnim nebo pod estradiolem-indukovatelnym promotorem.

U vybranych transformantli nesoucich vlasenku proti GOGAT byly pfti aplikaci
estradiolu v in vitro podminkach pozorovany projevy uml€ovani tohoto genu projevujici se
jako chloréza a redukovany vzrist. Postfik estradiolem ex vitro se ukézal problematicky,
navozeni uml¢ovani v ramci celé rostliny nebylo uspé$né. V piipadé GS byl pro umlcovani
vybran piedevs§im gen pro GS2, plastidovou isoformu, u niZ nebyl u 4. thaliana dosud popsan
fenotyp knock-out mutanta a neni tudiz jasna jeji tiloha v metabolismu amonnych iontd. Je
mozné, Zze mutace v GS2 je letalni anebo, Ze jeji ulohu miZe zajistit n€ktera z cytosolickych
isoforem GS1. V této praci byly charakterizovany fenotypové projevy snizené hladiny GS2, a
to jednak u linii nesoucich konstrukt pro navozeni RNAI1 a jednak u promotorového mutanta
ziskaného z vetejné kolekce, u né¢hoz byla v rdmci diplomové prace zjisténa snizend hladina
transkriptu GS2 zhruba na tfetinu v porovnani s divokym typem. SniZeni exprese GS2 se
projevilo mensi biomasou, ZlutéjSim zbarvenim a zménami nékterych fotosyntetickych
parametri. Tyto projevy byly aspoii ¢astecné potlaCovany v atmosféie se zvySenym CO,, GS2

se tedy zfejmé podili na fixaci amonnych iontl pfi fotorespiraci.



