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SOUHRN

Kyselina gama-aminomaselna (GABA) je neproteinogenni aminokyselina bézné
se vyskytujici u rostlin i Zivoéichl. V rostlinach dochazi k jeji rapidni akumulaci
v odpovédi na bioticky a abioticky stres a zména jeji koncentrace ovliviiuje rast rostlin.

GABA vznikd zejména z L-glutamatu (Glu) pomoci enzymu glutamat
dekarboxylaza (GAD). Genom Arabidopsis thaliana zahrnuje pét gent kodujicich GAD.
GABA je metabolizovana pomoci tzv. ,GABA shunt‘, cyklu zahrnujiciho tfi enzymys;
glutamat dekarboxylazu (GAD), GABA transaminazu (GABA-T) a sukcinat semialdehyd
dehydrogenazu (SSADH).

Cilem této bakalatské prace bylo vyselektovat homozygotni rostliny z vybranych
T-DNA inzer¢nich linii A. thaliana s knock-outovanymi geny metabolismu GABA. Toho
bylo docileno provedenim genotypizace pomoci metody PCR, béhem které byly
vyselektovany homozygotni rostliny, které byly nasledné ttikrat zpétné zkiizeny.
U heterozygotni rostliny probéhlo samospraseni a z jejiho potomstva byla vybrana finalni
homozygotni rostlina.

Z deviti gend bylo po sérii zpétnych kiizeni dosazeno vyselektovani finalnich
homozygotnich rostlin pro geny GAD1 (linie SALK 082173) a GABA-T (linie
SALK_007661).

Nasledujici vyzkum bude zaméfen na testovani vlivu salinitniho stresu na fenotyp
vyselektovanych knock-outovych linii pomoci vysokokapacitni fenotypizacni platformy
OloPhen s cilem prozkoumat roli GABA za stresovych podminek.



SUMMARY

Gamma-aminobutyric acid (GABA) is a non-proteinogenic amino acid commonly
found in plants and animals. It is rapidly accumulating in plants in response to biotic and
abiotic stress and its concentration variation affect plant growth.

GABA is mainly produced from L-glutamate (Glu) by the enzyme glutamate
decarboxylase (GAD). The Arabidopsis thaliana genome contains five genes encoding
GAD. GABA is metabolized via the GABA shunt, a three enzyme pathway including
glutamate decarboxylase (GAD), GABA transaminase (GABA-T) and succinic
semialdehyde dehydrogenase (SSADH).

The goal of this bachelor thesis was to select homozygous plants from specific
A. thaliana T-DNA insertion lines with knockout genes of GABA metabolism. This was
achieved by genotyping using the PCR method, during which homozygous plants were
selected and then backcrossed three times. The heterozygous plants were left to self-
pollinate and then the final homozygous plant was selected.

Out of nine genes, the selection of final homozygous plants for the genes GAD1
(SALK 082173 line) and GABA-T (SALK 007661 line) was achieved after series of
backcrossing.

The subsequent research will be focused on testing the effect of salinity stress on
the phenotype of selected knockout lines, using the high-throughput phenotyping

OloPhen platform, and the role of GABA under stress conditions will be explored.
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1 UVOD

Rostliny jsou sesilni organismy, které jsou vystaveny nepfiznivym podminkam
omezujicim jejich rast a vyvoj. Tyto podminky se obecné oznacuji jako stres. Sucho,
horko, UV radiace, zasoleni, mechanické poskozeni ¢i zaplaveni predstavuji abioticky
stres. Za bioticky stres je potom oznacovano napadeni rostliny patogeny (bakterialnimi,
virovymi, houbovymi ¢i jinymi parazity). Jelikoz rostliny nemaji moznost vyhnout se
témto stresovym podminkam pfesunem na jiné misto, vyvinuly si mechanismy, jak se se
stresem vypotrddat. Pochopeni téchto mechanismi je v soucasnosti predmétem
intenzivniho vyzkumu rostlinnych biotechnologti.
na environmentalni stres jsou bezpochyby rostlinné hormony jako napi. kyselina
abscisova, auxiny, cytokininy, ethylen, jasmonaty, kyselina salicylova, strigolaktony
a brassinosteroidy (Wani et al., 2016). Role polyamint je zejména u abiotického stresu
rovnéz nepopiratelna (Minocha et al., 2014). V odpovédi na bioticky stres hraji dilezitou
roli zase fenolické latky, fytoalexiny a kumariny (Kulbat, 2016). Rostliny vystavené
stresu rovnéz vykazuji akumulaci prolinu a dalsich aminokyselin (Rai, 2002), v¢etné téch
neproteinogennich jako napft. kyselina gama-aminomaselnad (GABA). GABA se hromadi
Vv rostlinach vlivem celé fady environmentalnich stresti. Dnes je jiz znamo jeji zapojeni
do metabolismu dusiku a uhliku, funguje jako osmoregulator, chrani rostliny proti hmyzu
a oxida¢nimu stresu, reguluje cytosolické pH a spekuluje se rovnéz o jeji funkci jako
signalni molekule (Bouché a Fromm, 2004).

Neni tedy nijak ptekvapivé, ze role GABA pfi environmentalnim stresu je
podrobena rozsahlému vyzkumu. Jednim z pfistupi je vyuziti mutantnich rostlin
s pferusenymi geny metabolismu GABA, coz umoziuje posoudit funkci téchto gent
zejména béhem stresu. Cilem této bakalaiské prace je pfipravit prave takoveé rostliny pro
posouzeni role GABA Vv ramci rostlinného stresu, a to zejména v kontextu s ostatnimi

stresu se ucastnicimi rostlinnymi substancemi.



2 CILE PRACE

Teoreticka Cast:

e Vypracovat literarni reSerSi na téma role GABA v metabolismu rostlin a pti

rostlinném stresu v A. thaliana

Experimentalni ¢ast:

e Vybér a objednani vhodnych linii semen A. thaliana s knock-outovanymi geny
metabolismu GABA

e Selekce homozygotnich knock-outovych linii daného genu A. thaliana

e Zpétné kiizeni



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Kyselina gama-aminomaselna (GABA)

Kyselina gama-aminomaselna (dale GABA, z anglického nazvu gamma-
aminobutyric acid) je ¢tyfuhlikatd neproteinogenni aminokyselina bézné se vyskytujici
Vv {81 rostlinné, Zivoc¢isné i bakterialni (Steward et al., 1949; Roberts a Frankel, 1950;
Reed, 1950). Vyskyt GABA byl pozorovan nejen napfic¢ rostlinnou #i8i, ale také v kazdém
zkoumaném rostlinném organu, coz kontrastuje s distribuci ostatnich neproteinogennich
aminokyselin (napt. gama-methylenglutaminem), jejichz vyskyt je omezen na jeden druh
nebo jen nékolik blizce ptibuznych druht (Narayan a Nair, 1990).

Poprvé byla GABA identifikovana v hlizach bramboru (Solanum tuberosum L.)
vroce 1949 (Steward et al., 1949), piekvapivé o rok diive nez v mozku obratlovctu
(Roberts a Frankel, 1950), kde byla nasledn¢ popsana jako hlavni neurotransmiter
Vv centralni nervové soustavé (Roberts, 1988).

Vyzkum se zpocatku zaméfil na roli GABA jako signalni molekuly u zivocichti
ajeji vyskyt byl v rostlinach opomijen kvili relativné nizkym hladinam. Zajem
rostlinnych fyziologl pfitahlo az zjisténi, ze k akumulaci GABA dochazi v rostlinach
v odpovedi na bioticky a abioticky stres (Kinnersley a Turano, 2000). Postupné pak byla
popsana role GABA v regulaci dusikového a uhlikového metabolismu rostlin (Fait et al.,

2008), v signalizaci, a zejména v aklimatizaci rostlin na stres (Kinnersley a Turano, 2000).

3.2 Metabolismus a biosyntéza GABA

3.2.1 Biosyntéza

GABA je syntetizovana Vv cytosolu z L-glutamatu za ucasti enzymu glutamat
dekarboxylazy (GAD) (Breitkreuz a Shelp, 1995). Tento enzym se v A. thaliana
vyskytuje v 5 izoformach (Shelp et al., 1999). Prvni rostlinna GAD byla identifikovana
Vv pettnii (Baum et al., 1993), Turano a Fang (1998) nasledné charakterizovali enzymy
GAD1 a GAD2 v A. thaliana. Srovnani sekvenci s databazi celogenomové sekvence
A. thaliana prokazalo existenci dalSich tfi izoforem enzymu GAD (GAD3, GAD4
a GADb) (Shelp et al., 1999).

GAD mé pH optimum v kyselé oblasti a je aktivovana zvySenou koncentraci

cytosolickych H* a Ca®* ionti, které vétsinou doprovézi stres (Shelp et al., 1999; Reddy
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etal., 2011). Ca®" ionty vytvaii komplex s kalmodulinem (CaM), pfi¢emz tento komplex
se poté vaze na GAD a aktivuje ji. Pfi neutralnim pH je aktivita GAD prakticky zavisla
na piitomnosti Ca?*/CaM komplexu (Snedden et al., 1995; 1996). GAD1, GAD2 a GAD4
obsahuji na C-terminalnim konci doménu, ktera je schopna tento komplex vazat (Baum
etal., 1993). U proteini GAD3 a GADS5 bylo pomoci analyzy in silico prokazano, ze jsou
na CaM nezavislé (Shelp a Zarei, 2017), tato skute¢nost byla popsana u GAD ryze (Oryza
sativa L.) a ploda jabloné (Malus x domestica Borkh) (Akama et al., 2001; Trobacher et
al., 2013). Naopak u tabaku (Nicotiana tabacum L.) nedochazi bez této vazebné domény
k jeho spravnému vyvoji (Fernie et al., 2001).

GABA muze byt syntetizovana také alternativni cestou z putrescinu a spermidinu
(Shelp et al., 2012a) a pravdépodobné i neenzymatickou reakci z prolinu za oxida¢niho

stresu (Signorelli et al., 2015).

3.2.2 Metabolismus

Metabolismus GABA se odehrava v cyklu nazyvaném ,GABA shunt
(alternativni draha trikarboxylovych kyselin). Jedna se o tfienzymovou drahu zahrnujici
glutamat dekarboxylazu (GAD, EC 4.1.1.15), GABA transaminazu (GABA-T neboli
POP2 z anglického ‘pollen-pistil’, EC 2.6.1.19) a sukcinat semialdehyd dehydrogenazu
(SSADH, EC 1.2.1.16) (Obr. 1).

Jak jiz bylo feceno, Vv rostlinich vznika GABA v cytosolu pomoci GAD a do
mitochondrie je transportovana za pomoci dlouhou dobu neidentifikovaného
transportéru. Teprve nedavno bylo zji§téno, Ze tuto funkci plni, alespon ¢aste¢né, protein
AtGABP (GABA permeaza) (Michaeli et al., 2011). V mitochondrii je GABA
preménovana na sukcinat semialdehyd (SSA) pomoci dvou GABA transaminaz, které se
lisi v tom, ktera sloucenina slouzi jako akceptor aminoskupiny. GABA-TK vyuziva a-
ketoglutarat za vzniku glutamatu, zatimco za vyuziti GABA-TP dochazi transaminaci
k produkci alaninu z pyruvatu (Bouché a Fromm, 2004). Doposud byl izolovan pouze gen
pro GABA-TP (Van Cauwenberghe et al., 2002), byt v rostlinnych extraktech byla
pozorovana aktivita obou transaminaz (Shelp et al., 1999). U savcu je ziejm¢ pfitomna
pouze GABA-TK (Bouché a Fromm, 2004). V nékterych rostlinach byla prokazana
pritomnost GABA-TP, ktera vyuziva glyoxylat jako akceptor za wvzniku glycinu,
a zprostfedkovava tak propojeni GABA metabolismu s fotorespiraci (Clark et al., 2009).

Rostliny s nefunkénim genem GABA-T (tzv. gaba-t neboli pop2 mutanti) netvoii

enzym GABA-T a je u nich inhibovan rist pylové lacky, ktery je fizen gradientem
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GABA. Ptitomnost GABA v nizkych koncentracich je pro spravny rist pylové lacky
nezbytna, ovSem za vysokych koncentraci in vitro pusobi inhibi¢né (Palanivelu et al.,
2003). Bylo také pozorovano zvySené mnozstvi GABA v kofenech i prytech gaba-t
mutantli, tato skute¢nost je vysvétlovana jako inhibice konverze GABA na SSA
v dasledku ztraty GABA-T aktivity (Miyashita a Good, 2008).

SSA vznikly ¢innosti GABA-T je toxicky intermediat, proto je pro rostlinu
nezbytna piitomnost mechanismi pro jeho odstranéni. Toho je docileno nésledujicim
krokem GABA Kkatabolismu, kterym je oxidace SSA na sukcinat pomoci SSADH
(Breitkreuz a Shelp, 1995), existuje vSak i draha redukce na gama-hydroxybutyrat (GHB)
pomoci SSA reduktazy (SSR, EC 1.1.1.B47), znamé téz pod oznacenim GHB
dehydrogenaza (GHBDH) (Breitkreuz et al., 2003). K redukci SSA muze v rostlinach
dochazet také ptsobenim NADPH-dependentnimi glyoxylat reduktazami (GLYR1
a GLYR2, EC 1.1.1.79), i kdyz oba enzymy maji vyssi afinitu ke glyoxylatu nez k SSA
(250x v ptipadé GLYRI1 a 350x Vv pripadé GLYRZ2) (Hoover et al., 2007).

SSADH je povazovana za dulezity enzym, jehoz deficience vede k vyraznému
fenotypu. Ssadh mutanti jsou charakteristi¢ti zakrslym vzristem, nekrotickymi 1ézemi,
svétlymi skvrnami na listech a pfitomnosti mensiho mnozstvi kvétd v porovnani
s rostlinami s funk¢énim genem SSADH (Bouché et al., 2003; Ludewig et al., 2008).
Aktivita SSADH je negativné regulovana ATP a NADH (Bouché a Fromm, 2004).

Citrat
TCA cyklus GHB
A
aKG a
Ry
/ 5 Pyr Ala
Suc = GABA-T
e . SSADH GAD GS/GOGAT
uc <«— SSA GABA GABA<— Glu <—— NH,"
N
Mitochondrie aKG Glu
GLYR? Y GLyri
GHB <-—— SSA SSA —> GHB

Plastid

Obr. 1 Subcelularni kompartmentalizace metabolismu GABA. Zkratky: Ala, alanin; aKG, alfa-
ketoglutarat, GABA-T, GABA transaminaza; GHB, gama-hydroxybutyrat; GHBDH, gama-
hydroxybutyrat dehydrogenaza; Glu, glutamat; GLYRI1, glyoxylat reduktaza 1; GLYRZ2,
glyoxylat reduktaza 2; GOGAT, glutamin-oxoglutarat aminotransferaza; GS, glutamin syntetaza;
Pyr, pyruvat, SSA, sukcinat semialdehyd; Suc, sukcinat; SSADH, sukcinat semialdehyd
dehydrogenaza; TCA, trikarboxylové kyseliny. Podlesakova et al. (2018), v reviznim fizeni,
upraveno



3.2.2.1 Organova specifikace na urovni metabolismu

Exprese jednotlivych izoforem GAD A. thaliana se zna¢né 1i§i v rtznych
rostlinnych organech (Obr. 2). Gen GAD1 je exprimovan pievazné v kofenech (Bouché
a Fromm, 2004). GAD2 je konstitutivné exprimovan ve vSech rostlinnych organech
(Turano a Fang, 1998; Zik et al., 1998), i kdyz exprese je nizsi v Sesulich, zatimco exprese
ostatnich genit GAD je ve vSech orgdnech spise nizkd, s vyjimkou exprese GAD4 a GAD5
v kvétech (Miyashita a Good, 2008). Gen GADS je také exprimovan ve spermatickych
bunkach (Hruz et al., 2008). GAD3 a GAD4 jsou pfitomny v prumérné mitfe v mladych
listech, kalichu, plodolistech a nezralych Sesulich (Shelp et al., 2012b).

Existuji dvé izoformy GLYR, které se svou lokalizaci v bufice lisi. Nedavno bylo
potvrzeno, Zze GLYR1 jablonég a ryze, stejné jako A. thaliana, je vyhradné lokalizovana
v cytosolu a GLYR2 v plastidech a mitochondriich (Ching et al., 2012). GLYR1 a GLYR2
jsou v A.thaliana exprimovany v celé rostliné vcetné kofenti a bobtnajicich semen,
pticemz exprese GLYR2 je vice asociovana s ptizemni razici (Zarei et al., 2017).

Piitomnost SSADH byla prokdzana v mitochondriich A. thaliana (Busch
a Fromm, 1999) a s6ji (Glycine max L.) (Breitkreuz a Shelp, 1995), stejné tak jako
ptitomnost GABA-T (Shelp et al., 1999). Transkript GABA-T byl detekovan ve vsech
testovanych organech, s vyssi expresi v kvétech, SeSulich a prytech mladych semenackt
(Miyashita a Good, 2008).

A 03 B
GABA-T 0.54 GAD geny
o 025 o
~ = 0.4
G O
g 02 Q
o < 0.3
= = 0.
g 0.15 § : B GAD1
< o1 2 02{ |2 = B GAD2
G i i @ GAD3
0.05 0.1 §Z § § GAD4
oL : 0 5 - @ GAD5
&3¢ 4V oY «@ & R\
'l‘?oee o RN + 1’9?’60
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Obr. 2 Exprese GABA-T a péti homolognich GAD genti v riiznych organech A. thaliana. Mnozstvi
transkriptu bylo stanoveno pomoci kvantitativni real-time RT-PCR a normalizovano vi¢i ACT2
(aktin 2). (A) znaci profil exprese GABA-T, (B) znaci expresi péti homolognich GAD gend.
Miyashita a Good (2008), upraveno



3.2.3 Transport

Transport GABA byl podroben rozsdhlému vyzkumu. Za prvni dva objevené
GABA transportéry se povazuji aminokyselinova permeaza 3 (AAP3) (Fischer et al.,
1995) a prolinovy transportér 2 (ProT2) (Rentsch et al., 1996), nicméné afinita téchto
transportért pro aminokyseliny a jejich derivaty, jako napt. betain prolinu a glycinu, je
vyrazné vyss$i nez pro GABA, tudiz jejich schopnost transportovat GABA in planta
zustava otazkou (Breitkreuz et al., 1999; Grallath et al., 2005).

Meyer et al. (2006) posléze charakterizovali v A. thaliana AtGAT1, doposud
jediny identifikovany transportér, ktery vykazuje vysokou afinitu pro GABA. Tento
transportér je lokalizovan v plazmatické membrané a kromé GABA pfenasi i omega-
mastné kyseliny. Nejvyssi exprese AtGATL in planta byla pozorovana za podminek
zvySené koncentrace GABA napiiklad z divodu poranéni nebo senescence, zatimco
u rostlin nevystavenych stresu byla exprese vyssi v kvétech v porovnani s ostatnimi
organy.

Prostfednictvim kationtového aminokyselinového transportéru 9 (SICAT9) pak
dochazi k transportu GABA mezi vakuolou a cytosolem vymeénou za aspartat ¢i glutamat
u raj¢ete (Solanum lycopersicum L.) (Snowden et al., 2015). Ktery z transportéru z rodiny
CAT (kam se fadi praveé i SICAT9) lokalizovanych v tonoplastu stoji za transportem
v A. thaliana, je nutné podrobit dalsimu vyzkumu. Nicméné AtCAT9 sdili s SICAT9 68%
identitu v aminokyselinové sekvenci a jevi se tedy jako nejpravdépodobnéjsi kandidat
(Shelp a Zarei, 2017).

3.3 GABA a vyvoj rostliny

GABA se podili na vétsiné rostlinnych procesu, je akumulovana v pribéhu
senescence lista A. thaliana (Diaz et al., 2005), v ryzi béhem senescence dochazi k up-
regulaci GABA-T (Ansari et al., 2005). Béhem dozravani plodu rajéete byla pozorovana
vysoka enzymaticka aktivita GABA-TK a pokles exprese SIGAD2 a SIGAD3 (Akihiro et
al., 2008). GAD1 a GAD3 jsou exprimovany v pylu a pylové lacce, naopak exogenni
aplikace GABA zpisobuje inhibici GAD v rostouci pylové la¢ce, coz naznacuje negativni
zpétnou vazbu mezi GABA a expresi GAD (Yu et al., 2014).



3.4 GABA astres

Jiz v 50. letech 20. stoleti byla pozorovana rapidni akumulace GABA jako
odpovéd’ na stres (Naylor a Tolbert, 1956). Narast koncentrace GABA byl pozorovan
v odpoveédi na témér vSechny stresové faktory. Z reakci na abioticky stres stoji za zminku
vysoka teplota, zasoleni, sucho, oxidac¢ni stres ¢i cytosolicka aciddza, zatimco bioticky
stres zpusobujici akumulaci GABA zahrnuje viralni ¢i mikrobialni infekci a Skudce
(Kinnersley a Turano, 2000; Bouché a Fromm, 2004). GABA metabolismus také hraje
roli v regulaci cytosolického pH a udrzovani rovnovahy uhliku a dusiku (Bouché
a Fromm, 2004).

Bioticky stres
GABA plni u obratlovci a bezobratlych roli neurotransmiteru, proto bylo

spekulovano, Ze by mohla byt produkovana v rostlin€ za ucelem odradit hmyz od pozirani
listti (Bouché a Fromm, 2004). Koncentrace GABA je zvySena mechanickou stimulaci ¢i
poskozenim (Ramputh a Bown, 1996), dokonce i pouhym plazenim hmyzu po listech
(Bown et al., 2002). Je mozné, ze poziena GABA negativné ovliviiuje normalni rist
a vyvoj hmyzu (Shelp et al., 1999). V ryzi dochazi k up-regulaci exprese GABA-T vlivem
houbové infekce (Wu et al., 2006).

Abioticky stres

Exprese genit GAD se méni v zavislosti na podminkach rtstu. Kuptikladu vlivem
zasoleni, vici kterému je A. thaliana obecné povazovana za citlivou (Munns a Tester,
2008), dochazi ke zvyseni exprese témé&f vech genit metabolismu GABA, coZ potvrzuje
dilezitou roli GABA v odpovédi na stres. Byl pozorovan zejména narust v expresi GAD2
a GAD4. Vysoka koncentrace NaCl zpusobuje inhibici riastu primarnich kofend pop2-1
mutanta, navic v kofenech dochazi k akumulaci aminokyselin a také k ubytku uhlovodikd,
coz naznacuje funkci GABA-T, potazmo celého metabolismu GABA Vv centralnim
metabolismu uhliku a dusiku (Renault et al., 2010). Pop2-1 mutanti také vykazuji defekty
bunééné stény (Renault et al., 2013).

Zvysena exprese GAD4 byla rovnéz pozorovana u A. thaliana v dusledku hypoxie
(Miyashita a Good, 2008) a sucha (Urano et al., 2009). Hypoxie nema vliv na expresi
GABA-T, nicmén¢ v kofenech gaba-t mutantii dochazi k hromadéni mensiho mnozstvi

alaninu neZ v ptipadé WT (wild type, nemutantni rostlina nachazejici se v piirodé¢) rostlin,



GABA-T se tedy alespoit Castecné podili na akumulaci alaninu b&hem hypoxie
(Miyashita a Good, 2008).

Mekonnen et al. (2016) pozorovali za sucha u gadl/2 mutanta A. thaliana
ovlivnéni funkce priduchi a nizkou koncentraci malatu v listech nasledkem narusené
rovnovahy uhliku a dusiku. Exogenni aplikace GABA zpusobila u jetele (Trifolium
repens) snizeni GAD aktivity, zvySeni endogenni koncentrace GABA a tim také zmirnéni
poskozeni vlivem sucha (Yong et al., 2017).

V ryzi dochazi k up-regulaci exprese GABA-T vlivem UV radiace (Wu et al.,
2006). Stejné tak i ssadh mutanti jsou citlivi vici ultrafialovému zafeni a vysokym
teplotam, oba tyto stresy u nich zptsobuji rychly narust H2O2, coz vede k urychleni
bunééné smrti a vzniku nekrozy listi (Bouche et al., 2003). Fenotyp mutanta muzZe byt
zpusoben nedostatkem nékterych metabolitii (naptiklad NADH nebo sukcinatu, které
odchazeji do dychaciho fetézce) nebo nadbytkem metabolitti odvozenych z metabolismu
GABA s moznymi toxickymi u¢inky (SSA, GHB) (Bouché a Fromm, 2004).

Nekolik studii se také zaméfilo na vliv akumulace téZkych kovii na obsah GABA.
zatimco dlouhodobé akumulace GABA vedla ke zvySeni tolerance semenacki ryze vici
toxicité zpisobené trojmocnym arsenem. GABA Vv tomto piipadé¢ zplsobila sniZeni
exprese genu pro transportéry LSil a Lsi2, prostiednictvim kterych arsen vstupuje do
kotend. V prytech bylo pozorovano zvyseni exprese GAD1, GAD2 a GAD3 v porovnani
s rostlinou vystavenou pouze t¢inkiim arsenu, podobné jako v kofenech, kde ovsem
nedoslo ke zvyseni exprese GAD3 (Kumar et al., 2017).

Metabolismus GABA je patrné propojeny také s metabolismem polyamint (které
zahrnuji napf. putrescin, spermin ¢i spermidin), nebot’ za hypoxie vede oxidace
putrescinu a spermidinu k syntéze GABA (Shelp et al., 2012a). Za hypoxie jsou role
GABA a polyaminti zfejm¢ obraceny a GABA snizuje vliv kratkodobé hypoxie zvysenim
biosyntézy putrescinu, spermidinu a sperminu, jak bylo dok4dzano v kofenech melounu

(Cucumis melon L.) a potvrzeno exogenni aplikaci GABA (Wang et al., 2014).



3.5 A thaliana jako modelovy organismus

A. thaliana (L.) Heynh., ¢esky huseni¢ek rolni, je jednoleta kvetouci rostlina
Siroce rozsifena v Evropé, Asii a Severni Americe. Radi se do &eledi brukvovité
(Brassicaceae) a diky malé velikost genomu, nizkému obsahu repetitivnich sekvenci,
kratké generani dobé¢, produkci velkého mnozstvi semen, nenaro¢nosti na prostor
a péstovani nasla vyuziti jakozto modelovy organismus pro genetické, biochemické

a fyziologické analyzy.

3.5.1 Morfologie

A. thaliana dosahuje nizkého vzrtstu do 25 cm. Je dostupna v mnoha riznych
ekotypech, z nichZz né€kolik bylo podrobeno rozsahlému vyzkumu a je vyuzivano
v molekularnich studiich, napiiklad Columbia (Col), Wassilewskija (Ws) ¢i Landsberg
(Ler). Tyto tii ekotypy se mezi sebou zna¢né¢ 1isi ve fenotypu, a to mimo jiné v morfologii
trichomd, kvétnich pupenti i poctu listti v ptizemni rdzici (Passardi et al., 2007).

Cely zivotni cyklus od vykli¢eni az po tvorbu zralych semen trva 6 tydnu (Obr. 3).
Kvéty jsou 2 mm dlouhé a je pro né typickd samosprasnost, ¢ehoz se vyuziva béhem
ktizeni, kdy je na bliznu nanesen pyl jiné rostliny. Zrala semena jsou 0,5 mm dlouha
a jsou produkovana v sesulich, kterych mohou byt stovky a dohromady mohou davat az
5 000 semen. Listy pokryvaji malé jednobunééné vlasky (tzv. trichomy), které slouzi jako

model pro studium morfogeneze a bunécné diferenciace (Meinke et al., 1998).
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dozravajici
SeSule

Sesule se semeny

Sesule se
semeny

Obr. 3 Zivotni cyklus A. thaliana. (A) A. thaliana ekotypu Columbia (Col) béhem riiznych stadii
zivotniho cyklu, od semena (dole vlevo) pies semenacky (11 dni) az po vegetativni (39 dni)
areprodukéni fazi (45 dni). Fotografie (B) znazoriiuje kvét, (C) pylové zrno (rastrovaci
elektronova mikrofotografie), (D) zralé SeSule (pouzdra vlevo uzaviena, vpravo oteviena
s nékolika neuvolnénymi semeny) — detail. Zdroj: B a C, Maria Bernal a Peter Huijser; ostatni
fotografie Ines Kubigsteltig a Klaus Hagemann, upraveno

3.5.2 Genom

A. thaliana je diploidni rostlina, jedna sada ¢ita pét chromozomd, ke kterym jsou
k dispozici kompletni genové a fyzické mapy. Sekvenace genomu byla dokoncena v roce
2000, bylo zjisténo, ze genom je relativné maly a s délkou 125 Mb kéduje priblizné
25 500 gend. Napii¢ chromozomy se vyskytuje 24 velkych duplikaci, které dohromady
tvoti celych 58 % genomu. Z toho se soudi, ze A. thaliana, stejné jako kukufice (Zea mays
L.), pochazi z tetraploidniho ptedka (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Poznatky ziskané studovanim genomu A. thaliana lze aplikovat na jiné rostliny ¢i
rostlinnou tisi obecné, zejména pti Slechténi plodin. Znalost genomu umoznila pfipravu

transgennich rostlin a studium funkce gent.
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3.5.3 Transformace A. thaliana

Pod pojmem transformace rostlin se rozumi vneseni cizorodého genetického
materidlu do rostlinné bunky. Jeden ze zptsobl pfipravy transgennich rostlin vyuziva
pudni bakterie Agrobacterium tumefaciens, ktera zabudovava svou transferovou DNA
(T-DNA) do genomu hostitelské rostliny (Chilton et al., 1977).

T-DNA je ohranic¢ena 25 bp dlouhymi ptimymi repeticemi, které jsou ozna¢ovany
jako levy a pravy okraj (LB, RB) (Gelvin, 2003). Jakakoliv DNA vloZena mezi tyto
hrani¢ni sekvence miize byt prenesena a zabudovana do jadra rostlinné bunky. Zaclenéni
T-DNA do genomu je vSak nahodné (Krysan et al, 1999) a muze dojit i k zaclenéni vice
kopii na rtizna mista genomu (O’Malley et al., 2015).

Pfi tzv. inzeréni mutagenezi dochazi k inzerci T-DNA do genomu rostliny. Toho
je vyuzivano pfi ptipravé mutantnich rostlin, kdy po vlozeni T-DNA dochazi k posunuti
Ctecitho ramce a vyfazeni genu z Cinnosti, a vznika tak ,knock-out® (KO) mutant.
Nicméné mechanismus selekce mista inzerce nebyl detailné objasnén (Rosso et al., 2003)
a je ziejmé, zZe pro identifikaci inzerce ve specifickém genu musi byt provedeno obrovskeé
mnozstvi nezavislych transformaci (O’Malley a Ecker, 2010). A co vic, inzerce muze byt
provedena v ramci jedné rostliny i na vice mistech v genomu soucasn¢, udava se praimérna
hodnota 1,5 inzerci na linii (Alonso et al., 2003). Pro eliminaci téchto nezadoucich
inzerct, které by mohly ovliviiovat vysledny fenotyp rostliny, je nutné po selekci rostliny
s inzerci v homozygotni konstituci provést opakované zpétné kiizeni s WT rostlinou
(Dinh et al., 2014). Do T-DNA jsou zpravidla zac¢lenovany geny, které umoznuji selekci
transformovanych rostlin. Mezi takové selekéni geny se tadi geny pro rezistenci
k antibiotikiim (kanamycin, hygromycin) ¢i herbicidim.

Pro A. thaliana je vytvotfena rozsahla kolekce T-DNA inzerénich mutantt, ktera
¢ita stovky tisic linii a pokryva tak vétSinu genti. Tyto mutantni linie je mozné objednat
z biologickych center, jako jsou Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) a The
Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

Byla pouzita semena A. thaliana ekotypu Columbia (Col-0) a Wassilewskija
(WSs). Semena mutantnich rostlin s T-DNA inzerci v sekvenci genti pro metabolismus
GABA (GAD1, GAD2, GAD3, GAD4, GADS5, GABA-T, SSADH, GLYR1 a GLYR2) byla
objednana z The Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC, www.arabidopsis.info).
Byly vybrany linie z kolekci GABI-Kat (Kleinboelting et al., 2012), SALK (Alonso et
al., 2003) a SAIL (Sessions et al., 2002). Pouzité linie jsou uvedeny v Tab. 1.

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie
e Agar6za (Sigma-Aldrich. kat. ¢. A9539-500G)
e Destilovana voda (Sigma-Aldrich, kat. ¢. W4502)
e dNTP Mix (Promega, kat. ¢. U1511)
e Chloroform:isoamyl alkohol 24:1 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C0549)
e Dodecylsiran sodny (SDS) (Lach-Ner, kat.¢. 40089-APO0)
e Ethanol, 96% (Lach-Ner, kat. ¢. 20025-A96)
e Ethidium bromid (neoLab, 1254ML015)
e GeneRuler 1 kb DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. SM0312)
e GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. SM1331)
e GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase (Promega, kat. ¢. M7801)
e Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Penta, kat. ¢. 18010-30500)
e Kyselina octova (Lach-Ner, kat. ¢. 10047-A80)
e Monohydrat morfolinethansulfonové kyseliny (MES) (Sigma-Aldrich, Kat.
¢. M8250)
e Murashige & Skoog médium s vitaminy (MS) (Duchefa, kat. ¢. M0222.0050)
e Phytagel (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P8169)
e Tris baze (AppliChem, kat. ¢. A1379,1000)
e Triton® X 100 (Carl Roth, kat. ¢. 3051.4)
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Tab. 1 Objednané mutantni linie s T-DNA inzerci v genech metabolismu GABA

NASC ID Linie Polymorfismus Stock Poznamka Gen Lokus
N685359 SALK_017810C SALK_017810.56.00.X SALK_017810C -

N582173 SALK_082173 gadl-5 SALK_082173 - GADL  ATSG17330
N522227 SALK_022227 gadl-6 SALK_022227 -

N517931 SALK_017931 SALK_017931 SALK_017931 -

N837609 SAIL_842_A03.V1 SAIL_842_A03.v1 CS837609 -

N445461 GK-474E05 GK-474E05-019790 CS445461 -

N553172 SALK_053172 SALK_053172.38.45.x ~ SALK_053172 netestovana GADZ  AT1G65960
N528819 SALK_028819 SALK_028819.56.00.x  SALK_028819 -

N533307 SALK_033307 SALK_033307 SALK_033307 -

N506072 SALK_006072 SALK_006072.44.65.x ~ SALK_006072 - GAD3  AT2G02000
N874189 SAIL_440_E09 SAIL_440_E09 CS874189 -

N664262 SALK_146398C SALK_146398.53.35.x  SALK_146398C -

N606240 SALK_106240 SALK_106240.17.90.x SALK_106240 - GAD4  AT2602010
N2048419 GK-546G01.09 - CS2048419 -

FCZTV65T3 FLAG_460F07 - - ekotyp Ws GADS  AT3GL7760
N507661 SALK_007661 pop2-8, GABA-T1-1 SALK_007661 - GABAT  AT3G22200
N878670 SAIL_1230_C03 SAIL_1230_C03 CS878670 netestovana

N503223 SALK_003223 SALK_003223 SALK_003223 -

N879160 SAIL_1278 B12 SAIL_1278 B12 CS879160 - SSADH  AT1G79440
N371494 GK-737E05 GK-737E05-023958 CS371494 -

N557410 SALK_057410 SALK_057410.27.30.x ~ SALK_057410 - GLYR1  AT3G25530
N547412 SALK_047412 SALK_047412.3495.x =~ SALK_047412 netestovana GLYR2  AT1G17650
N2103841 GK-933D03 (CT955036) GK-933D03-031918 CS2103841 -
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Pouzité roztoky

e DNA extrakéni pufr: 200 mmol-dm? Tris-HCI, 250 mmol-dm= NacCl,
20 mmol-dm= EDTA, 0,5% SDS

e TE pufr (pH 8): 10 mmol-dm= Tris-HCI, 1 mmol-dm= EDTA

e Tris-HCI (pH 8): 60,55 g Tris rozpustit v 400 ml destilované H.O, upravit pH
pomoci HCI, doplnit vodou na 500 ml

e 50x TAE: 2 mol-dm™ Tris, 1 mol-dm™ kyselina octova, 50 mmol-dm2EDTA

e Agar6zovy gel: 1% (w/v) agar6za v 1x TAE pufru

e ! MS médium (pH 5,7): 1,1 g MS s vitaminy, 0,25 g MES, 3 g Phytagel, rozpustit
v 400 ml destilované HO, upravit pH pomoci KOH, doplnit vodou do 500 ml

e 70% ethanol

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Pristroje

e Autoklav 3870 ELV (Tuttnauer)

Automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf)

e Centrifuga MPW 15 (MPW MED. INSTRUMENTYS)

e Centrifuga ScanSpeed 1730MR (LaboGene)

e Centrifuga s vortexem FVL-2400N (Biosan)

e Dokumentaéni systém Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad)

e Fytotron EGR Economy Growth Rooms (Weisstechnik)

e Horizontalni elektroforeticka komora ENDURO Gel XL (Labnet); Mini Gel Il
(VWR)

e Laminarni box MERCI® M - 1200 (MERCI)

e Magneticka michacka MM4 (Lavat)

e Oscila¢ni mlyn MM 400 (Retsch)

e pH metr Orion Star™ A111 (ThermoFisher Scientific)

e Stereoskopicky mikroskop STM 723 (INTRACO MICRO)

e Termocyklér TC-512 (Techne)

e Vaha Scout SKX (OHAUS)
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Software

e ImageLab™ Software
e Photoshop CS6

e SnapGene Viewer

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Priprava polovicniho MS média

Jako médium pro kli¢eni semen bylo pouzito poloviéni MS médium. Pro jeho
ptipravu bylo na digitalni vaze navazeno 1,1 g MS, 0,25 g MES a 3 g Phytagelu. Lahev
se Sroubovacim uzavérem S 400 ml destilované vody byla umisténa na magnetickou
michacku a postupné do ni bylo pfidano navdzené mnozstvi MS a MES. Po rozpusténi
latek bylo piidavkem KOH upraveno pH na hodnotu 5,7. Za stalého michani byl pfidan
Phytagel. Na zavér byl objem doplnén na 500 ml a roztok byl promichan pieklapénim.
Ptipravené médium bylo autoklavovano po dobu 20 minut pii 121 °C a po vysterilizovani
bylo v laminarnim boxu rozlito po 25 ml na kulaté Petriho misky. Po vychladnuti

a ztuhnuti bylo médium pfipraveno na vysev semen.

4.4.2 Sterilizace semen A. thaliana

Do mikrozkumavek bylo navazeno piiblizné po 2 mg semen. Poté bylo
V laminarnim boxu k sementim napipetovano 200 pl 70% ethanolu obsahujiciho 0,01%
Triton X-100. Mikrozkumavky byly 10 minut protfepavany na vortexu. Nasledné byl
odpipetovan veskery roztok a promyvani ethanolem bylo dvakrat zopakovano. Aby doslo

k odstranéni veskerého ethanolu, byla semena dvakrat promyta 200 pl vody.

4.4.3 Vysev semen na MS médium

Na Petriho misky s médiem byla v laminarnim boxu vyseta sterilizovana semena
A. thaliana. Na jednu misku pfipadlo pfiblizné 10-15 semen, ktera byla rovnomérné
rozmisténa po celé misce pomoci sterilniho paratka. Misky byly zalepeny z duvodu
zamezeni kontaminace a pronikani vlhkosti. Aby bylo dosazeno sjednoceni kliceni, misky
byly umistény do lednice, kde byly ponechany ve tmé pti teploté 4 °C po dobu tfi dnu.
Poté byly pfemistény do fytotronu, kde byly klicky péstovany piiblizné¢ 14 dni za
definovanych podminek (20 °C, 60% vlhkost, 16 hodin svétlo, 8 hodin tma). Po naristu

prvnich pravych asimila¢nich listi byly jednotlivé semenacky ptesazeny pomoci pinzety
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do samostatnych nadob naplnénych substratem (Substrat 2, Klasmann-Deilmann)

a péstovany dal za identickych podminek.

4.4.4 Genotypizace

Pro kazdou linii byly navrZeny genové specifické primery (GSP), které zahrnuji
oblast obsahujici ptredpokladanou inzerci T-DNA. Tato PCR reakce detekuje ptitomnost
WT (wild type, bez inzerce) alely u WT ¢i heterozygotnich rostlin, ovSem nedojde ke
vzniku PCR produktu u rostlin homozygotnich pro danou inzerci, jelikoz velka velikost
T-DNA inzertu na obou chromozomech zabranuje amplifikaci. Knock-outovana (KO)
alela je detekovana pomoci kombinace specifického primeru LB (left border, levy okraj)
pro T-DNA inzert a spravné orientovaného GSP (na opacném vlakné nez LB primer).
PCR selektivné amplifikuje genomovou DNA s vloZzenou T-DNA, neboli FST (T-DNA
flanking sequence), u heterozygotnich a homozygotnich rostlin, pouze u WT nevznikne

zadny PCR produkt. Princip genotypizace je znazornén na Obr. 4.

WT PCR T-DNA PCR
LB primer
<—
— R —
genomicka DNA genomicka DNA

Obr. 4 PCR reakce pro genotypizaci T-DNA inzerénich linii. “WT PCR*“ amplifikuje tsek
genomu piitomny ve WT a heterozygotnich liniich, ale ne v liniich homozygotnich. “T-DNA
PCR” zkouma piitomnost T-DNA inzerce. GSP, genové specificky primer; LB, levy okraj T-
DNA. O'Malley (2015), upraveno

Porovnanim elektroforetické separace PCR produktid vzniklych amplifikaci
genomové DNA s WT primery a KO primery mizeme vyhodnotit, zda je dana rostlina
homozygotni, heterozygotni ¢i WT. V idedlnim piipadé¢ by mély vzniknout produkty
0 rtizné velikosti, to ale zavisi na konkrétni kombinaci genovych primert pro WT alelu
a primert pro KO alelu.

Na Obr. 5 je uveden ilustra¢ni pfipad. Pokud vznikne pouze jediny produkt
0 velikosti 900 bp, znaci to, ze se jedna o WT rostlinu, ktera ani na jednom chromozomu
neobsahuje T-DNA inzerci (znaci se tedy -/-). Homozygotni rostlina se vyznacuje
produktem o velikosti 500 bp, na obou chromozomech se vyskytuje inzerce (+/+). Pro

heterozygota je charakteristicka pfitomnost obou produktu (+/-).
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-/- +/- +/+

WT HZ HM
WT primery  IEEEEN NN 900 bp
KO primery NN NN 500 bp

Obr. 5 PCR produkty s WT a KO primery. WT, wild-type rostlina; HZ, heterozygot; HM,
homozygot

4.4.4.1 lzolace genomové DNA z listi A. thaliana

Z ptiblizn¢ dvoutydennich semenackl byl odebran list o délce cca 0,5 cm, ktery
byl umistén do 1,5 ml mikrozkumavky (SafeLock, Eppendorf). Poté byla piidana kovova
kulicka (Tungsten Carbide Beads, 3 mm, QIAGEN, kat. ¢. 69997), 300 ul gDNA
extrak¢éniho pufru a 120 pl CIA (chloroform:isoamyl alkohol 24:1). Nasledné prob&hla
homogenizace rostlinného materialu pomoci oscila¢niho mlynu (1 min, frekvence 25 Hz).
Rozmélnéna smés byla centrifugovana pii 4 °C po dobu 5 min na maximalni otacky
(27 000 g). Horni vodna faze obsahujici genomovou DNA byla odebrana do nové
mikrozkumavky s 750 pul 96% ethanolu a byla promichana. Mikrozkumavky byly
ponechany vV mrazicim boxu do druhého dne, kdy byly nasledné centrifugovany po dobu
5-10 minut za stejnych podminek jako v pifedchozim ptipadé. Nasledovalo odstranéni
supernatantu a promyti peletu 70% ethanolem, poté byla opét provedena centrifugace.
Vzapéti byl odstranén veskery supernatant a pelet byl vysusen v laminarnim boxu. Na

zaveér byl pelet rozpustén v 50 ul TE o pH 8,0.

4.4.4.2 Polymerazova retezova reakce (PCR)

Genotypizace rostlin byla provedena pomoci metody PCR. Primery byly navrzeny
v programu SnapGene Viewer za dodrzeni obecnych pravidel pro navrh primeri
a objednany ze Sigma-Aldrich. Byly piipraveny roztoky o koncentraci 100 pmol-dm,
ato tak, ze lyofilizované primery byly rozpustény v DNA-free destilované vodé
v mnozstvi zadaném vyrobcem. Poté byly primery nafedény na findlni koncentraci

10 pmol-dm,
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WT alela jednotlivych gent byla detekovana za vyuziti primert uvedenych

v Tab. 5, primery pro detekci KO alely (s T-DNA inzerci) jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2 Sekvence primeru specifickych pro T-DNA

Teplota
ID nasedani Sekund. GC

Kolekce . Sekvence (5°-3°

primeru primerd struktura  [%] v ( )

[°C]

SALK LBal 79,9 velmisilnda 65,3 GGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTG
SAIL LB2m 60,5 velmi slaba 25 TATTATATCTTCCCAAATTACCAATACA
Gﬁ‘;l' 08760 64,8 stfedni 52,1 GGGCTACACTGAATTGGTAGCTC

PCR reakéni smés byla pripravena podle Tab. 3. Byly provedeny dvé oddélené

PCR reakce, jedna s primery pro WT alelu (bez inzerce) a druha s primery pro KO alelu

(s inzerci), za nasledujicich podminek (Tab. 4).

Tab. 3 SloZeni PCR reakéni smési

Reagencie Objem [pl] Koncentrace
Green buffer 3,00 5x
MgCl, 1,50 25 mmol-dm-
dNTPs 0,15 10 mmol-dm?
GoTaq polymeraza 0,05 5 U-pl?
PCR voda 7,80 -
Fwd primer 0,75 10 umol-dm-3
Rev primer 0,75 10 umol-dm-3
gDNA 1,00 -
Celkovy objem 15,00 -
Tab. 4 Podminky PCR reakce
Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 95 30s
Hybridizace primeri 57 30s 35
ProdluZovani primera 74 1 min
Finalni prodluZovani 72 5 min 1
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Tab. 5 Pouzité genové primery u jednotlivych gent

Teplota
Gen Nazev primeru I;i?ﬁ?::; Ssetl;lljlll(tljrr:i GC [%0] Sekvence (5°-3) Linie
[°C]
GAD1-6_f1480 65,0 slaba 30,3 GGTTATGGTTTGAAATTATTAGATTTCTCG gﬁtﬁ:gi%iglc
GAD1-6_r2467 67,8 sttedni 52,3 GCAATGAATCCTCCACTTGCC SALK_022227
GAD1_r2219 63,3 stiedni 454 CCATATCAACAGCTTGTTGAGG SALK_017810C
GAD1-5_f2646 64,7 7adna 45,8 CCCACCTTTACTCTCAATTTCTCC SALK_082173
GAD1 GAD1-5_r3119 67,3 stedni 55,0 GGCCCAATCGGATAAGTTGG SALK_082173
GAD1-5 r3335 68,4 velmi slaba 478 TTCAAGGAGAAAGCGACAAGTGG SALK_082173
GAD1_f2422 68,3 stiedni 57,1 GGGATACACCAATCCACGTGG SALK_017931
GAD1_f2489 69,9 silna 50,0 GGAATGGGACTTTAGACTTCCCTTGG SALK_017931
GAD1_r2827 70,4 stiedni 40,7 CGGTGTCGTTTCCGTATTTTAAAATGG SALK 017931
GK-47405_fw 64,8 slaba 40,0 TCGTTTGTTACGTTTATGACTCTGG GK-474E05
GK-47405 rev 63,3 zadna 454 CACACACCATTCATCTTCTTCC GK-474EQ5
GAD2 SALK_028819_fw 67,1 slaba 50,0 GGAATCGTAAGCGGATATTCGG SALK_028819
SALK_028819_rev 64,0 velmi slaba 25,0 GGAATTTTTTTGGAATTTTCTTATATGG SALK_028819
SAIL_842_A03.V1_rev 70,9 Zadna 42,8 GGTATTCAAAGTTCAAATCAAGTGGGCC SAIL_842_A03.V1
SAIL_842_A03.V1_fw 65,7 stiedni 458 CAGAGTGTGACAAACTCATCATGG SAIL_842 A03.V1
SALK_f1493 72,4 slaba 61,9 GGGATACGCCGATTCACGTGG SALK_006072
GAD3 SALK_f1617 68,3 stiedni 61,1 CGGTTTGGTTTACGCCGG SALK_006072
SALK_f1665 68,1 velmi slaba 42,3 CGATTTGCCTGATGAACTTATCTTCC SALK_006072
SALK r1859 61,7 velmi slaba 47,8 CGAATCAACTGGTAGTACTGAGC SALK_006072
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Teplota
nasedani

Sekundarni

Gen Nazev primeru primerii struktura GC [%0] Sekvence (5°-3) Linie
[°C]
SALK _r2108 70,4 #4dna 550  CGCGGCAATTATCCATCACG SALK_006072
SALK_r2231 66,9 s4dna 647  CGAACTCGTTGTGGCGG SALK_006072
SAIL_f1705 70,9 zadna 52,0 GGAGCTGATCAACCCACATTTACCC SAIL_440 E09
SAIL _f1837 61,7 velmi slaba 47.8 GCTCAGTACTACCAGTTGATTCG SAIL_440 E09
GAD3  saIL_r2286 67,9 stiedni 705  GGCATCGTGTAGGCCGG SAIL_440 E09
SAIL_r2390 73,4 stiedni 51,7  CGTGTAGAACCTTCTCGAAATCGGCTACC  SAIL_440 E09
SAIL_r2421 69,6 stfedni 75,0 GCGTGAACCCTCGCGG SAIL_440 E09
SALK 033307_fw 69,4 zadna 50,0 CCTGACAAAGCGGTTGAAATGG SALK 033307
SALK 033307 _rev 67,6 stfedni 66,6 GACCCAACCGATACCGGC SALK 033307
SALK 106240 fw 64,8 slaba 32,3 CAATAGTAACATGTAATGATGTAAACCTTGG SALK 106240
SALK 106240 fw2 61,1 slaba 34,6 GTAACATGTAATGATGTAAACCTTGG SALK 106240
GAD4 SALK 106240 rev 64,6 stfedni 55,0 GGCCTTACGCTTATTCTGCC SALK 106240
SALK_146398C_fw 637 stredni 578  CCACTGAGCTTCAGAACCG SALK_146398C
SALK 146398C rev 66,9 sttedni 47,8 GCTTGTTTTTCTCGACAAGGAGG SALK 146398C
GK-546G01_f1556 66,9 velmi slaba 46,4 GCTAAGAGAAGGAATAGAGATGACAGGG GK-546G01.09
GK-546G01_r2046 70,2 slaba 44,0 CCGCCAAATGGTCTAAATCAAAACC GK-546G01.09
GADS FLAG_460FQ07_rev 69,1 slaba 45,8 CTTGCGTTATCCATGCAGTTTTCC FLAG_460F07
FLAG_460F07_fw 62,5 velmi slaba 39,1 AAGCAATTGAACGATCTCTTAGC FLAG_460F07
SSADH_f1977 69,3 zadna 63,1 GCTTCTGGATGCACGGTGG SALK 003223
SSADH SSADH_f2018 63,5 zadna 61,1 GCCCCTAACAGCACTTGC SALK 003223
SSADH_f2090 63,7 slaba 44,0 GCTTGAACTATACAACCAACTAGCG SALK 003223
SSADH_r2505 70,3 74dna 50,0  GCAAAGCATCCCCAATTTCAGG SALK_003223
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Teplota
nasedani

Sekundarni

Gen Nazev primeru primerii struktura GC [%0] Sekvence (5°-3) Linie
[°C]
SSADH_r2515 70,5 slaba 56,5 GGACTCGTAAGCAAAGCATCCCC SALK _003223
SSADH_r2689 69,2 Zadna 54,5 GCAGCTGCCATCAACTTCTTCC SALK 003223
SSADH SAIL_1278 B12_fw 65,4 Zadna 47,6 CGATTGAAGTTTGGGAAGTGG SAIL_1278 B12
SAIL_1278 B12_rev 66,0 velmi slaba 44,0 GAACTCCTAAGCTTTTCAGAAACGC SAIL_1278 B12
GK-737E05_fw 68,6 silna 56,5 GCAGATTGACTGCTGGAGAGAGG GK-737E05
GK-737EQ5_rev 70,2 Zadna 63,2 CACGTTTTGCCTCCTCCGC GK-737E05
SALK_007661_fw 65,4 stedni 52,3 GTATGCCACTTGCATGTCTGG SALK_007661
GABA-T SALK_007661_rev 67,9 sttedni 57,8 CGGCAGAAACAAGCCTTGG SALK_007661
SALK 057410 _fw 61,6 stfedni 47,8 CTGTATGGAACAGAACACTCTCC SALK _057410
CLYRI SALK_057410_rev 69,2 slaba 44,0 GACATCAAAAGCTGGGATTGATTCC SALK 057410
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4.4.4.3 Elektroforéza v agarozovéem gelu

Pro elektroforetickou separaci byl pouzit 1% agarézovy gel v 1x TAE pufru.
Ptiblizn¢ 50 ml roztoku bylo nalito do formy na gel, nasledné bylo pfidano 12 ul 0,5%
ethidium bromidu. Gel byl promichan pipetou a nasledné byl do néj umistén hiebinek. Po
ztuhnuti gelu (cca za 30 minut) byl hiebinek vyjmut a gel byl pienesen do elektroforetické
komory. Do jamek bylo naneseno 6 ul jednotlivych vzorkti amplifikovanych pomoci
genove specifickych primerti a primert pro T-DNA inzerci. Mezi ob¢ sady vzorku byl
nanesen 1 ul markeru molekulové hmotnosti. Elektroforeticka separace byla nastavena
na 30 minut pii 100 V. Poté byl gel s rozseparovanymi vzorky analyzovan pomoci
dokumentaéniho systému Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad). Snimek byl potizen a upraven

Vv programu ImageLab™ Software.

Obr. 6 Markery molekulové hmotnosti. GeneRuler 1 kb DNA Ladder (vlevo) a GeneRuler 1 kb
Plus DNA Ladder (vpravo) (ThermoFisher Scientific)

445 Zpétné krizeni

Aby byla vyloucena viceCetna inzerce T-DNA v jinych mistech genomu, bylo
provedeno zpétné ktizeni neboli backcross (BC) vyselektovaného homozygota s inzerci
voblasti naSeho zajmu. Pylem =z homozygotni otcovské rostliny byly pod
stereoskopickym mikroskopem opyleny kvéty WT mateiské rostliny, pfitom byly
vybirany uzaviené kvéty s patrnou bliznou, u kterych nemohlo prob&éhnout pieneseni pylu
z ty¢inek na bliznu — samospraseni (Obr. 7). Opyleny kvét byl poté oznacen a piiblizné

za 2 tydny byly posbirany zralé Sesule.
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Obr. 7 Kvéty A. thaliana. Sipka oznaduje kvét vhodny ke kiizeni (Foto: J. Zachovalova)

Potomstvo rostlin, u kterych bylo provedeno prvni zpétné kiiZzeni, podstoupilo
genotypizaci za ucelem selekce heterozygotnich rostlin. Ty byly nasledné opét kiizeny
S WT (druhé zpétné kiizeni). Tento krok byl zopakovan i v F2 (druhé¢ filidlni, dcefiné)
generaci. Poté byl vybran heterozygot v F3 generaci, u kterého prob&hlo samospraseni.
Semena byla nasazena a z vyklicenych rostlin byl nakonec vyselektovan finalni

homozygot. Schéma kiizeni znazornuje Obr. 8.

homozygot F + WT M

os)
O

heterozygot F + WT M

2.BC
heterozygot F + WT M

3.BC

heterozygot samospraseni

1

homozygot

Obr. 8 Schéma kiizeni. BC, zpétné kiizeni neboli backcross; F, otcovska rostlina; M, matefska
rostlina; WT, wild type
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5 VYSLEDKY

V ramci bakalaiské prace byly vybrany mutantni linie s T-DNA inzerci v jednom
z deviti gent metabolismu GABA (GAD1, GAD2, GAD3, GAD4, GAD5, SSADH, GABA-
T, GLYR1, GLYR2). Vypéstované rostliny byly nasledné genotypizovany metodou PCR,
pomoci které byly vyselektovany homozygotni rostliny knock-outovych linii danych
genl. Aby byla eliminovana ptipadnd inzerce T-DNA V jiném mist¢ genomu, bylo tfikrat
provedeno zpétné kiiZeni, pfiemz po tfetim zpétném kiiZeni u heterozygotnich rostlin

prob&hlo samospraseni. Na zavér byla provedena konecna selekce homozygotni rostliny.

5.1 Volba inzer¢nich linii metabolismu GABA

Z NASC byly objednany linie s T-DNA inzerci na riznych mistech (exon, intron,
promotor) genti nasSeho zajmu. Pii vybéru byly upfednostnény linie, jejichz genotypizace
a nasledna selekce byla jiz diive uspésné provedena (Bouché a Fromm, 2004; Miyashita
a Good, 2008).

Pro vétsinu gent bylo vybrano né€kolik linii. Pouze linie FLAG_460F je ekotypu
Ws, vsechny ostatni linie jsou ekotypu Col-0.

GAD1: Pro gen GAD1, ktery je lokalizovan na lokusu ATS5G17330
chromozomu 5, byly vybrany ¢tyti knock-outové linie. U linii SALK 082173 (GAD1-5)
a SALK_ 022227 (GAD1-6) je T-DNA inzerce umisténa v intronu, zatimco u linie
SALK_017810C a SALK_017931 v exonu.

GAD2: Gen GAD?2 je lokalizovan na 1. chromozomu v lokusu AT1G65960. Byly
objednany ¢tyfi linie, z nichZ u dvou byla T-DNA inzerce v intronu (SAIL_842_A03.V1,
SALK 028819), u jedné v exonu (GK-474E05) a u posledni v promotoru
(SALK_053172).

GAD3: Gen GAD3 je lokalizovan na chromozomu 2 na lokusu AT2G02000.
U viech zkoumanych linii (SALK_033307, SALK_006072, SAIL_440_E09) byla T-DNA
inzerce umisténa v intronu.

GAD4: Na lokusu AT2G02010 chromozomu 2 je lokalizovan gen GADA4. Pro
tento gen byli vybrani inzer¢ni mutanti SALK 146398C a SALK_106240. Pozice inzerce

je u obou linii v exonu.
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GAD5: Na chromozomu 3 v lokusu AT3G17760 se nachazi gen GADS. Byly
objednany dv¢ linie, FLAG_460F07 a GK-546G01.09, T-DNA inzerce je lokalizovana
VvV exonu.

GLYR1: Gen GLYR1 je lokalizovan na 3. chromozomu v lokusu AT3G25530.
U zvolené inzer¢ni linie SALK 057410 je inzert umistén v intronu.

GLYR2: V ptipadé¢ genu GLYR2 lokalizovaného v lokusu AT1G17650
chromozomu 1 byla zvolena inzeréni linie SALK 047412, ktera nese inzerci na
5’ neptekladané oblasti. Druha linie GK-933D03 (oznaCovana také CT955036) ma
inzerci lokalizovanou v intronu.

SSADH: Gen SSADH je lokalizovan v lokusu AT1G79440 chromozomu 1. Byly
objednany tfi linie, SALK 003223 s inzerci v intronu, SAIL_1278 B12 s inzerci v exonu
a GK-737EOQ5 s inzerci v exonu.

GABA-T: Poslednim genem metabolismu GABA je gen GABA-T, ktery miizeme
najit na 3. chromozomu v mist¢ AT3G22200. Byly vybrany linie SALK_007661
(oznaovana téz jako pop2-8 ¢i GABA-T1-1) a SAIL_1230 CO03, prvni zminéna linie
obsahuje inzerci v intronu, druha v exonu.

Pozice vsech zvolenych inzerci jednotlivych linii je uvedena na Obr. 9.
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Obr. 9 Grafické znazornéni pozice T-DNA inzerci v genech GAD1, GAD2, GAD3, GAD4, GADS5,
SSADH, GABA-T, GLYR1 a GLYR2

5.2 Testovani primeru

Pied samotnym zahajenim genotypizace bylo nutné vybrat pro jednotlivé geny
nejlepsi mozné kombinace primerti. To bylo provedeno pomoci PCR, pficemz
K primertim byla napipetovana genomova DNA WT rostliny.

Pii testovani primerd pro gen SSADH vysel v piipadé 1, 2, 3, 4 a 5 produkt
0 odpovidajici velikosti. Pro kombinaci 6, 7 a 8 nevysel zadny ¢i vysel pouze nespecificky
produkt (Obr. 10A). Kombinace jsou uvedeny v Tab. 6.

Pro gen GADL1 bylo otestovano 9 kombinaci (Tab. 7), pfi¢emz jako vhodné se
jevily kombinace 2, 3, 4, 5, a 6. Zadny produkt nevznikl v piipadé kombinaci 1 a 7,

27



kombinace 8 a 9 dala za vznik velmi slabému produktu, proto jsou pro genotypizaci
rovnéz nevhodné (Obr. 10B).

Na Obr. 10C je vyobrazeno testovani kombinaci primert pro geny GAD1-5,
SSADH, GABA-T a GLYR1 (Tab. 8). Ve vsech ptipadech vznikl pomérné silny produkt.

Poslednimi testovanymi kombinacemi byly kombinace pro gen GAD3 (Tab. 9).

Jak je patrné na Obr. 10D, fungujici kombinace primerii byly pouze 5, 12 a 15.

molekulové hmotnosti

3 4 5 6 7 8 M

500 ee' =1
- 8 500

B12 345678 9M

o

7 8 M 9 10 11 12 13 14 15

' -
= i ©

Obr. 10 Testy primeru pro geny (A) SSADH, (B) GAD1, (C) GAD1 (1-3), GAD2 (4), GAD3
(5), GAD4 (6-7), GADS (8), SSADH (9), GABA-T (10) a GLYR1 (11), (D) GAD3. M, marker

Tab. 6 Kombinace primert pro gen SSADH
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Kombinace Forward primer Reverse primer Délka produktu (bp)

1
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SSADH_f2018
SSADH_f2090
SSADH_f1977
SSADH_f2018
SSADH_f2090
SSADH_f1977
SSADH_f2018
SSADH_f2090

SSADH_r2505
SSADH_r2505
SSADH_r2505
SSADH_r2515
SSADH_r2515
SSADH_r2515
SSADH_r2689
SSADH_r2689

488
416
529
498
426
539
672
600
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Tab. 7 Kombinace primeri pro gen GAD1

Kombinace Forward primer Reverse primer Délka produktu (bp)

1 GAD1-5 12646  GAD1 r2827 182
2 GAD1_f2489  GAD1_r2827 339
3 GAD1_f2422  GAD1_r2827 406
4 GAD1-5 f2646 GAD1-5 r3119 474
5 GAD1_f2489  GAD1-5 r3119 631
6 GAD1_f2422  GAD1-5 r3119 698
7 GAD1-5 f2646 GAD1-5_r3335 690
8 GAD1_f2489  GAD1-5 r3335 847
9 GAD1_f2422  GAD1-5 r3335 914

Tab. 8 Kombinace primeri pro geny GAD1-5, SSADH, GABA-T a GLYR1

Délka
Kombinace Gen Forward primer Reverse primer produktu

(bp)

GAD1 GAD1-6_f1480 GAD1_f2219 740
GAD1 GAD1-6_f1480 GAD1-6_r2467 988
GAD1 GAD1-5 2646 GAD1-5 r3335 690
GAD2  SAIL_842 A03.V1 fw SAIL_842 A03.V1_rev 584
GAD3 SALK_033307_fw SALK_033307_rev 621
GAD4 SALK_106240_fw2 SALK_106240_rev 492
GAD4 SALK 146398C_fw SALK_146398C_rev 523
GAD5 FLAG_460F07_fw FLAG_460F07_rev 553
SSADH SAIL_1278 B12 fw SAIL_1278 B12_rev 430
GABA-T SALK_007661_fw SALK_007661_rev 547
GLYR1 SALK_057410 SALK_057410 808
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Tab. 9 Kombinace primera pro gen GAD3

Kombinace Forward primer Reverse primer Délka produktu (bp)

1 SAIL_f1705 SAIL_r2390 686
2 SALK_f1617 SAIL_r2390 774
3 SALK_f1665 SAIL_r2390 726
4 SALK_f1493 SAIL_r2390 898
5 SAIL_f1705 SAIL_r2286 582
6 SALK_f1617 SAIL_r2286 670
7 SALK_f1665 SAIL_r2286 622
8 SALK_f1493 SAIL_r2286 794
9 SAIL_f1705 SAIL_r2421 717
10 SALK_f1617 SAIL_r2421 805
11 SALK_f1665 SAIL_r2421 757
12 SALK_f1493  SALK_r1859 367
13 SAIL_f1705 SALK_r1859 155
14 SAIL_f1705 SALK_r2231 527
15 SAIL_f1705 SALK_r2108 404

5.3 Selekce homozygotnich linii

Selekce homozygotnich linii byla provadéna pomoci metody PCR. Byly
provedeny dvé PCR reakce, jedna s genoveé specifickymi primery, druha s primerem
specifickym pro inzert a opacné orientovanym genove specifickym primerem. Na zakladé
vysledku elektroforetické separace bylo mozné identifikovat genotyp rostlin, tedy jestli
se jednalo o homozygota, heterozygota ¢i WT.

Pro linii SALK_082173 (v literatufe ozna¢ovana jako gadl-5) s inzerci v genu
GADL1 byly testovany 4 rostliny, z nichz prvni byla heterozygotni, tfeti homozygotni, pro
druhou a ¢étvrtou nevznikl Zadny produkt (Obr. 11B). Byly pouzity primery GAD1-
5 f2646/GAD1-5 r3335 pro WT alelu a GAD1-5_f2646/LBal pro KO alelu.

Rostliny inzer¢ni linie GK-474E05, u niz je T-DNA inzerce v genu GAD2, byly
genotypizovany za vyuziti primert GK-47405_fw/GK-474E05_rev pro WT alelu
a 08760/GK-474E05_rev pro KO alelu. Obé genotypizované rostliny byly homozygotni
(Obr. 11E).

Tti rostliny linie SALK 006072 s inzerci v genu GAD3 byly podrobeny

genotypizovani, pficemz vSechny tii testované rostliny byly vyhodnoceny jako
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homozygotni pro danou inzerci. Byly pouzity primery SAIL_f1705/SALK_r2108 pro
WT alelu a SAIL_f1705/LBal pro KO alelu (Obr. 11F).

Pro gen GAD4 byla tspésna selekce homozygotni rostliny v piipadé linie
SALK 146398C. Prvni tii rostliny byly homozygotni pro inzerci, ¢tvrta rostlina byla
heterozygotni (Obr. 11C). PCR reakce prob¢hla za vyuziti kombinace primerd
SALK 106240 fw/SALK_146398C rev pro WT alelu a LBal/SALK_146398C rev pro
KO alelu.

Pro linii GK-546G01.09 s inzerci v genu GAD5 bylo nasazeno 6 rostlin, v§echny
rostliny byly heterozygotni s vyjimkou rostliny ¢. 5, ktera byla homozygotni (Obr. 11G).
Pouzité primery byly GK-546G01_f1556/GK-546G01_r2046 pro WT alelu a GK-
546G01_f1556/08760 pro KO alelu.

Pro gen GLYR1 byla selekce uspésna v ptipad¢ linie SALK 057410. Prvni tfi
rostliny byly homozygotni, u ¢tvrté se jednalo o heterozygota (Obr. 11D). Byly pouzity
primery  SALK 057410 fw/SALK 057410 rev pro WT alelu alLBal/
SALK 057410 rev pro KO alelu.

V piipad¢ linie SALK_007661 (gen GABA-T) bylo provedeno genotypizovani tii
rostlin. Prvni a tfeti rostlina byly vyhodnoceny jako WT, druha rostlina je homozygotni
(Obr. 11A). Byla pouzita kombinace primerdt SALK 007661 fw/SALK 007661 rev pro
WT alelu a LBal/SALK_007661 rev pro KO alelu.

| pfes extenzivni genotypizovani se nepodafilo nalézt homozygotni rostliny
u nasledujicich linii: SALK_017810C, SALK_022227 a SALK_017931 pro gen GAD1,
SAIL_842_A03.V1 a SALK_028819 pro gen GAD2, SALK_033307 a SAIL_440_EO09
pro GAD3, SALK 106240 pro GAD4, pro SSADH vsechny tii zastoupené linie
SALK_003223, SAIL_1278 B12 a GK-737EQ5 a pro GLYR2 linie GK-933D03. U linie
FLAG_460F07 byl vyselektovan homozygot, nicméné z divodu odlisného ekotypu bylo
rozhodnuto v kiizeni nepokracovat. Linie SALK 053172 (GAD2), SAIL_1230_CO03
(GABA-T) a SALK 047412 (GLYR2) nebyly v ramci bakalafské prace testovany.
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Obr. 11 Vysledek elektroforetické separace PCR produkti s primery pro WT alelu (nahote) a KO
alelu (dole) pti selekci homozygotnich rostlin. Linie s inzerci v genech (A) GABA-T, (B) GAD1,
(C) GAD4, (D) GLYR1, (E) GAD2, (F) GAD3, (G) GAD5. Sipky zna¢i homozygotni rostliny,
u kterych bylo provedeno prvni zpétné kiizeni. M, marker molekulové hmotnosti; WT, wild type;
-/-, bez inzerce, +/-, heterozygot pro inzerci; +/+, homozygot pro inzerci

5.4 Zpétné kriZeni a nasledna selekce homozygota

Homozygotni rostliny byly tfikrat kiizeny a poté u nich prob&éhlo samospraseni.

V Tab. 10 je uvedeno stadium, do kterého dospéla konkrétni linie.

Tab. 10 Stadium kftizeni jednotlivych T-DNA inzerénich linii

Gen Linie Stadium
GAD1 SALK_ 082173 finalni homozygot
GAD?2 GK-474E05 po 2. zpétném kiizeni
GAD3 SALK_006072 homozygot
GAD4 SALK_146398C po samospraseni
GAD5 GK-546G01.09 po 2. zpétném kiizeni

GABA-T SALK_007661 finalni homozygot
GLYR1 SALK_057410 po 2. zpétném kiiZzeni

U dvou linii byla provedena vSechna tii zpétnd kiizeni, samospraseni
heterozygotnich rostlin a finalni selekce homozygotnich rostlin. Jedna se o linie

SALK_007661 (gen GABA-T) a SALK_082173 (gen GADL).
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SALK_007661 je linie s inzerci v genu GABA-T. Bylo provedeno genotypizovani
Ctyf rostlin, z nichz prvni ¢tyfi byly heterozygoti, patd byla homozygot (Obr. 12A).
Zvolené kombinace primerd byly SALK_007661_fw/SALK_007661_rev pro WT alelu
a LBal/SALK_007661_rev pro KO alelu.

V ptipad¢ linie SALK_082173 (gen GAD1) byla prvni rostlina vyhodnocena jako
WT, druha a tfeti jako heterozygot a ¢tvrta jako homozygot (Obr 12B). PCR reakce
probéhla za vyuziti kombinaci primera GAD1 f2489/GAD1-5 r3119 pro WT alelu

a GAD1_f2489/LBal pro KO alelu.
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Obr. 12 Vysledek elektroforetické separace PCR produkti s primery pro WT alelu (nahote) a KO
alelu (dole) pfi selekci finalnich homozygotnich rostlin. Linie s inzerci v genech (A) GABA-T,
(B) GADL. Sipky zna¢i findlni homozygotni rostliny. M, marker molekulové hmotnosti; WT, wild
type; -/-, bez inzerce, +/-, heterozygot pro inzerci; +/+, homozygot pro inzerci
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6 DISKUSE

Cilem této bakalaiské prace bylo vyselektovat homozygotni rostliny pro T-DNA
inzerce v genech metabolismu GABA, které budou nasledné pouzity pro popsani role
GABA béhem environmentalniho stresu. Tento pfistup je typicky pro tzv. reverzni
genetiku, kdy je znama sekvence genu, ale ne jeho pfesna uloha. Na téma uloha genli
metabolismu GABA byly publikovany ¢etné prace popisujici zmény jejich exprese
v odpoveédi na rizné stresy (Renault et al., 2010; Renault et al., 2013; Miyashita a Good,
2008; Urano et al., 2009). Jednotlivé prace ovsem vzdy popisuji vliv jednoho nebo jen
nékolika stresi po rizné dlouho dobu. Stale chybi komplexni prace porovnavajici roli
GABA béhem riznych strest za stejnych podminek ve stejnych ¢asovych intervalech.

Selekce homozygotnich rostlin v téchto genech byla provedena jiz dfive.
Mekonnen et al. (2016) pouzili ve své praci T-DNA inzer¢ni linie SALK 017810 (gadl)
a GK-474E05 (gad2), Miyashita a Good (2008) pracovali s liniemi SALK_007661 (gaba-
t1-1), SALK 022227 (gadl-6) a SALK 082173 (gadl-5), Allan et al. (2012) zvolili linii
SALK 047412 (glyr2). Na zaklad¢ téchto publikaci byly zminéné linie vybrany. Pro
ostatni geny byla snaha vybrat linie s inzerci v exonu co nejblize promotoru, pravé tak
vznika knock-out s nefunkénim genem. Nicméné i inzerce do intronu v kodujici sekvenci
ma za nasledek vznik knock-outované rostliny, byt miize sestfihem introni dojit
k produkci WT transkriptu (Wang, 2008).

Z hlediska vybéru linii se nejvice osvédcila linie SALK _146398C pro GAD4, kde
,C“ Vnazvu oznacuje linii jako tzv. ,,confirmed®, tedy potvrzenou, a vSechna semena této
linie skutecné vykazovala homozygotni konstituci pro danou inzerci v genu. Naopak
Spatnych vysledkt bylo obecné dosazeno s liniemi SAIL (Syngenta Arabidopsis Insertion
Library) pro geny GAD2 (SAIL_842_A03.V1), GAD3 (SAIL_440 _E09) a SSADH
(SAIL_1278 B12), kde se ani pies rozsahlé genotypizovani desitek rostlin nepodafilo
vyselektovat jediného homozygota, a to ani po doporuc¢ené selekci BASTA herbicidem
(negativni vysledky nebyly z divodu rozsahlosti prezentovany).

Nebylo dosazeno vyselektovani mutantnich ssadh a glyr2 rostlin, semena linie
GK-933D03 s inzerci v genu GLYR2 dokonce nevyklicila. Prioritou je vyzkouset pro tyto
geny dalsi linie, jako vhodni kandidati se jevi linie GK-656B03-022841 pro gen SSADH,
u které se inzerce nachazi v exonu, a SALK 047412 pro gen GLYR2 s T-DNA inzerci

v 5’ nepiekladané oblasti, kterd nebyla kvili umisténi inzerce v promotoru V ramci této
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bakalaiské ptivodné prace testovana, nicméné jind vyzkumna skupina byla v selekci
homozygotnich semen u této linie Gspésna (Allan et al., 2012).

Po inzerci nemusi dojit ke vzniku rostliny s nefunkénim genem, ale mize také
vzniknout knock-down se sniZzenou expresi genu (Krysan et al., 1999). Proto je nutné
overtit expresi knock-outovanych genti na trovni RNA pomoci semikvantitativni PCR.
Tento postup je doporuc¢ovan zejména pokud se jedna o inzerci v intronu, z linii pouzitych
Vv této praci se to tyka SALK_082173 (GAD1), SALK_006072 (GAD3), SALK_ 057410
(GLYR1) a SALK_007661 (GABA-T).

V budoucnosti je planovana ptiprava dalSich homozygotnich linii pro veskeré
geny, aby bylo mozné potvrdit, Ze inzerce na libovolném misté genu ma za nasledek
stejny mutantni fenotyp. Homozygotni linie budou mezi sebou ktizeny tak, aby vznikli
dvojnasobni (double) a trojnasobni (triple) mutanti, ktefi budou podrobeni fenotypizaéni
analyze na vysokokapacitni platformé¢ OloPhen za Ucelem testovani odpovédi téchto
mutantd na rizné druhy environmentalniho stresu. V ramci dalSiho vyzkumu je zamérem
pouzit vyselektované knock-outované rostliny k posouzeni metabolismu GABA
vV kontextu metabolismu polyamint a rostlinnych hormont, tedy dalSich ,klicovych

hraéa‘ v ramci rostlinného stresu.
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7 ZAVER

V ramci teoretické ¢asti bakalarské prace byl vypracovan literarni piehled tykajici
se biosyntézy a metabolismu GABA se zamé&fenim na jeji roli béhem rostlinnych stresu,
a to zejména v modelovému organismu A. thaliana.

Experimentalni ¢ast bakalaiské prace zahrnovala selekci homozygotnich rostlin
inzer¢nich linii A. thaliana s T-DNA inzerci v genech metabolismu GABA, dale pak
jejich zpétné kiizeni, samospraseni a zavére¢nou Selekci finalni homozygotni rostliny.
Z deviti zvolenych gent byla Gispésna selekce u sedmi gent, a to u linii SALK_082173
genu GAD1, GK-474E05 genu GAD2, SALK_006072 genu GAD3, SALK_146398C
genu GAD4, GK-546G01.09 genu GAD5, SALK 007661 genu GABA-T
a SALK_057410 genu GLYR1. U zbyvajicich dvou geni zastoupenych inzerénimi
liniemi GK-933D03 a SALK 047412 v piipadé¢ genu GLYR2 a SALK_ 003223
a SAIL_1278 B12 v piipadé genu SSADH se bohuzel nepodatfilo vyselektovat
homozygotni rostliny. Selekce finalni homozygotni rostliny po zpétném kiizeni
a samospraseni bylo dosazeno u linii SALK 082173 genu GAD1 a SALK 007661 genu
GABA-T.

V budoucnosti je planovano dokonceni selekce findlnich homozygotnich rostlin

| pro zbyvajici uvedené linie. Tyto linie budou vyuzity v naslednych experimentech.
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