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Souhrn

Je¢men je hospodaisky vyznamna obilnina rozsifena prakticky po celém svéte.
Spolu s dalsimi plodinami podilejicimi se na vyzive lidstva je ¢astym cilem genetickych
modifikaci. Mezi obvyklé cile transgenoze zemédélsky dulezitych plodin patii vedle
zvySeni nutriéni hodnoty také snizeni ndkladi na jejich péstovani ¢i posileni odolnosti
vuci chorobam. Tato bakaldiskd prace se zabyva transformaci jemene a optimalizaci

in vitro podminek.

V literarni resersi byly srovnany dvé zakladni metody transformace jeCmene -
transformace prostifednictvim Agrobacterium tumefaciens a transformace pomoci
mikroprojektilového pienosu DNA. Na zakladé dostupné literatury byl vyhodnocen
nejlepsi typ explantatu uzivany pro transformaci a optimalni slozeni kultivacnich médii
pro naslednou regeneraci rostlin v in vitro podminkach. Pozornost byla vénovana

zejména obsazenym rostlinnym hormontim.

V experimentalni Casti bakalaiské prace byla prostiednictvim Agrobacterium
tumefaciens transformovana nezrala zygoticka embrya jarnich odrid je¢mene Golden
Promise a Atribut genem dapA, jehoz exprese vede ke zvySeni obsahu lyzinu v zrnu.
Byla ovéfena uspéSnost transformace odriidy Golden Promise a vylou¢ena moznost
transformace predvybrané ceské odridy Atribut dle stejného postupu. Na zakladé
ziskanych vysledki byly navrhnuty zmény, které mohou vést k usp&$né transformaci

hospodarsky vyznamnych odrid je¢mene vcetné odriidy Atribut.



Summary

Barley is an agriculture important cereal crop spread all over the world. Along
with other crops involved in human nutrition, barley is a frequent target of genetic
modification. Beside increasing the nutritional value, there are another goals of genetic
modificated crops. Transformation of cereal crops can be used for decreasing expenses
on growing or evoking resistance to pathogens. The aim of my bachelor thesis was
to become familiar with the issue of transformation of barley and optimizing in vitro

conditions.

Two barley transformation systems, Agrobacterium-mediated and particle
bombardment, were compared in a literary search. Based on the available literature, best
type of explant and optimal composition of culture media for subsequent plant

regeneration was found out. The attention was paid to plant hormones in the first place.

In an experimental part of this work, immature zygotic embryos of two spring
genotypes Golden Promise and Atribut were transformed by Agrobacterium
tumefaciens. Gene dapA for increasing lysine in a grain was used. Successful
transformation of the variety Golden Promise was confirmed meanwhile the possibility
of transformation another variety Atribut was refused. Based on obtained results,
changes that may lead to successful transformation of agriculture important barley

varieties including Atribut were suggested.
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1 Cile prace

1) Na zaklad¢ dostupné literatury zjistit podil faktorti ovliviiujici UspéSnost
transformace jeCmene.

2) Testovat hospodaisky vyznamné odridy jeémene, vyhodnotit jejich indukéni
a regeneracni kapacitu.

3) Transformace hospodaisky vyznamné odridy jeCmene genem dapA pomoci

bakterie Agrobacterium tumefaciens, zjistit moznost transformace.



2 Uvod

Je¢men (Hordeum L.) patii mezi nejstarsi a nejvyznamnéjsi zemeédeélské plodiny.
Prvni zminky nachdzime jiz v ¢inské a indické mytologii. Archeologické dikazy svédci
o jeho vyskytu v prehistorickych dobach v Asii, Africe i Evropé. Cetné archeologické
nalezy z doby asi 500 let pf. n. 1. dokazuji péstovani jeCmene i na nasem uzemi.
V soucasnosti se pouziva zejména ke krmnym ucelim (az 70 %) a dilezitou roli hraje
I ve vyrob¢ sladu ¢i nahrazky kavy (melty). V jeCmeni je pfitomna fada dualezitych
latek, mimo jiné 1 vitaminy skupiny B a E. Pravé diky své nutricni hodnoté a nepfilis
vysokym narokliim se jeCmen stal Ctvrtou nejrozsifenéjsi zemédélskou plodinou na

sveéte, v Ceské republice zaujima dokonce druhé misto.

V dnesni dobé, kdy je nase planeta ¢im dal vic zalidiiovana a pfirozenych zdroji
potravy ubyva, jsou na zemédé€lstvi kladeny vysoké naroky, mezi néz patii i potieba
péstovat co nejvynosnéjsi, nejodolngjsi a zaroven mnohostranné vyuzitelné hospodarské
plodiny. Jednim ze zptsobu, jak takové rostliny ziskat je geneticka modifikace. Je¢men
je dobrou volbou pro celou fadu nejriznéjsich genetickych tprav vedoucich ke zvyseni
jeho fitnes. Bohuzel jsou transformace je¢mene jakozto obilniny dosud ponékud
problematické. Duvodem je v prvé fadé mens$i vnimavost k bakterii Agrobacterium
tumefaciens, ktera se bézné pouziva pro transformaci dvoudéloznych rostlin, jelikoz je
jejich pfirozenym patogenem. U rostlin jednod€loznych vSak nevykazuje stejné
vysokou efektivitu. Dalsi komplikaci je omezena induk¢ni a regeneracni kapacita
obilnin. T tyto piekdzky se ovSem =zalina dafit ptfekonavat novou metodikou

a inovovanymi piistupy.

Prakticky transformovatelnou modelovou odridou je¢mene je Golden Promise,
ktery ovSem neni z hlediska zemé&d¢lstvi ptili§ vyznamny. Roste proto potieba efektivné

transformovat i dal$i odridy, zeyména krmné a sladovnicke.



3 Hordeum vulgare

3.1 Obecna charakteristika

Je¢men sety (Hordeum vulgare L.) je jednod€lozna ozima nebo jarni obilnina
taxonomicky fazena do Celedi lipnicovitych (Poaceae). Jednad se o kulturni diploidni
rostlinu (2n = 14) kli¢ici 5 - 8 zarodecnymi kotfeny. Kvétenstvi je lichoklas slozeny
Z jednokvétych klaskti ptisedlych ve vykrojcich vietena po trojicich. Opyleni je
kleistogamické, uvniti uzavieného kvétu, s ¢imz souvisi velky pocet vyhranénych forem
u tohoto druhu (Vancéurova a Kiihn, 1966). Stéblo dosahuje vysSky 80 az 130 c¢cm a je
tvofeno 4 - 8 clanky (internodii) oddélenymi kolénky (nody). Listy je€mene jsou
pravotoCivé, umisténé ve dvou fadach nad sebou. Zrno se sklada ze tii Casti: obald,
endospermu a embrya. U jeCmene péstovan¢ho v nasich oblastech ma zrno svétle zlutou

barvu, mize vsak byt i oranzové, hnédé, fialové az modrocerné (Zimolka a kol., 2006).

3.2 Vyskyt a vyznam

JeCmen je povazovan za jednu z nejstarSich hospodatskych obilnin na svété
a zaroven zaujima ¢tvrté misto co do osevni plochy a vynosu. Mezi rozsitenéj$i obilniny
patii uZ jen pSenice, kukufice a ryze. Vysokd miry adaptability je jednou z vlastnosti,
jez umoznila je¢meni rozsifit se prakticky po celém svété - lze se snim setkat
v chladnych oblastech Skandinavie stejn¢ dobie jako v horském pasmu Stiedni Asie ¢i
v suchych oblastech Severni Afriky (Goedeke a kol., 2007). Svétovy vynos je¢mene
v r. 2007 ¢inil okolo 137 miliont tun (UN Food and Agriculture Organization, FAO)
a zajiStuje jeCmeni vyznacné postaveni v dneSnim zemédélstvi (Hensel a kol., 2009).
V Ceské republice je jarni jeémen po ozimé psenici druhou nejvyznamnéjsi plodinou.
V 1. 2010 byl p&stovan na vyméfe 388 925 ha a bylo sklizeno 1 584 456 tun zrna (Cesky

statisticky ufad, http://www.czs0.cz).

Vedle hospodaiské dilezitosti figuruje jecmen diky svému diploidnimu
charakteru (2n = 2x = 14) také jako cenny modelovy organismus pro obilniny
s komplexnéj§im genomem, zejména pro hexaploidni pSenici (2n = 6x = 42), (Bartlett
a kol., 2008).
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Velka ¢ast ozimého jeCmene je diky vysokému obsahu proteind (12 - 15 %)
V zrnu vyuzivana jako krmivo pro hospodaiskd zvifata. Naproti tomu odrudy
dvouradého jarniho je¢mene obsahujici méné proteinil (9 %) a velké mnozstvi sacharidii
(65 %) se typicky vyuzivaji K vyrobé sladu. V nékterych ¢astech svéta slouzi jeémen
také jako vyznamna potravina. Limitujicim faktorem nutri¢ni hodnoty je nizky obsah
aminokyselin, napt. lyzinu a threoninu (Goedeke a kol., 2007). Pravé zvySeni obsahu

proteinogennich aminokyselin je ¢astym cilem genetickych modifikaci jeCmene.

Je¢men péstovany v Ceské republice ma své uplatnéni zejména ve sladovnictvi
a jako velmi kvalitni krmivo, zvlasté pro monogastricka zvirata. Oproti sladovnickému
vSak krmivaiské vyuziti zaostava a o¢ekava od vyzkumu védecky podlozena péstitelska
doporuceni. Soucasny vyzkum pfinesl rovnéz tadu dikazii o vyznamu jecmene
pro zdravou lidskou vyzivu, coz vede ke zvySeni poptavky po potravinaiském je¢meni.
Diky obsahu [-glukanli, antioxidanti a podilu vldkniny ma jecmen
hypocholesterolemicky tcinek, prokazany jsou rovnéz jeho protizanétlivé a antiseptické
ucinky. ZvysSuje se také potieba jeCmene pro primyslové vyuziti, zejména k vyrobé
lihu, detergentli, Skrobu, kosmetickych a farmaceutickych ptipravki (Zimolka a kol.,
2006).

4 Transgenoze

Transgenni organismy, pro Sirokou vefejnost znaméjsi pod pojmem geneticky
modifikované organismy (GMO), jsou rostliny a ZivoCichové, jejichZ geneticky material
byl uméle pozménén. V souCasné dob& je vytvareni transgennich organismi
Vv laboratofich rutinni zélezitosti vyuZivajici technologie rekombinantni DNA a pfenosu

gentl.

Pro védce transgenni organismy skytaji Siroké pole ptisobnosti v oblasti studia
gent. Lze je vyuzit ke zjistovani funkci gend, k pfipraveé novych produkti nebo mohou
poslouzit napf. jako buné¢né modely pro studium dédiénych onemocnéni zivocichtu

vcetné ¢lovéka (Snustad a Simmons, 2009).
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4.1 Transgenni rostliny

Transformace rostlin je vyznamny prostfedek pro zékladni i aplikovany vyzkum.
Pfredmétem aplikovaného vyzkumu je zejména zdokonalovani hospodarsky
vyznamnych plodin, mezi které patii v prvé fadé obilniny. Prave pro ty jsou v soucasné

dobé¢ vytvareny stale nové postupy zajistujici vyssi efektivitu transformace.

Dle Prochazka a kol. (1998) metody umozujici Géinnou a rychlou modifikaci
rostlinné DNA souhrnné oznacCujeme jako genetické manipulace. Ty lze rozdélit
Z hlediska pouzivanych metod na bunécné inzenyrstvi, které pracuje s celymi buiikami
¢1 izolovanymi organelami, pomoci jejichZ pfenosu modifikuje genetickou informaci
recipientniho organismu a na vlastni genové inzenyrstvi, které se zabyva vnasenim

klonovanych genti.

Dulezitou vlastnosti rostlinnych buné€k je totipotence, totiz schopnost dat vznik
vSem typim bunék v organismu. Je dana zachovanim uplné genetické informace
a schopnosti ji exprimovat. Za exprimaci ve spravny ¢as a na spravném misté
odpovidaji wnitini 1 vné&j§i podminky a také signalni sit’ organismu. Pro genové
inzenyrstvi je totipotence obrovskou vyhodou, nebot’ umoziuje regeneraci celé rostliny

zZ jediné modifikované somatické bunky (Pavlova, 2005).

Transgenni rostliny mohou byt ziskany nékolika rlznymi postupy. Mezi
nejpouzivanéjS$i metody patii elektroporace, mikroprojektilovy pienos DNA
a pravdépodobné nejrozsifenéj$i transformace prostiednictvim Agrobacterium
tumefaciens (Snustad a Simmons, 2009). Vzhledem ke skute¢nosti, ze A. tumefaciens
patii mezi ptirozené patogeny dvoudéloznych rostlin, byla posledné jmenovana metoda
v souvislosti s transformaci jeCmene jakozto jednod€lozné rostliny dlouhou dobu
opomijena. Az Tingay a kol. (1997) zpusobili zlom v této problematice, kdyz jako prvni
vypracovali protokol, podle néhoz bylo mozné ziskavat transgenni rostliny jeCmene
pravé touto metodou. Podrobnéji se jednotlivymi, vySe uvedenymi metodami budu

zabyvat v nasledujicich kapitolach.

Travella a kol. (2005) v ramci svého vyzkumu srovnavali dvé zakladni metody
transformace u jeCmene - transformaci prostiednictvim A. tumefaciens
a mikroprojektilovy pienos DNA. Bylo zjiSténo, ze ucinnost transformace

prostiednictvim A. tumefaciens je v porovnani s biolistikou dvojnasobna a také dalsi
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faktory zahrnujici napt. pocet transgennich kopii, expresi ¢i dédi¢nost jsou v piipadé

v

transformace prostiednictvim A. tumefaciens ptiznivéjsi.

Dosud ziskané vysledky kultivace transgennich rostlin vyuzitelnych jako
hospodaisky vyznamné odridy neprokdzaly zadné nebezpeCi pii velkoplosném
uvoliiovani do ptirody. V ramci zdkladniho vyzkumu vSak byly ziskany i geneticky
pozménéné rostliny, jejichz proteiny vznikajici jako produkty nékterych transgent byly
toxické (Ondfej a Drobnik, 2002). V¢lenovani transgennich rostlin do pfirody je proto
regulovano mnoha mezinarodnimi i narodnimi pravnimi piedpisy zajist'ujicimi ochranu

zdravi Cloveka, zvitat i1 zivotniho prostiedi.

4.1.1 Elektroporace

Elektroporace je specidlni technika transformace, které spociva ve vystaveni
bun¢k kratkym elektrickym impulsim indukujicim docasnou tvorbu pdrd v bunécné
membrang. Témito pory mize DNA vstupovat do buiiky. Obecné plati, Ze DNA je takto
stimulovanymi bunikami pfijimana relativné snadno, hlavni bariéru zabranujici vstupu
DNA do bunky tvofi buné¢na sténa (neni pfitomna u zivo¢isnych bunék), kterou je
nutné pred samotnou elektroporaci odstranit. K tomu jsou uzZivany specifické enzymy
degradujici bunéénou sténu kvasinek, hub a rostlin, s jejichz pomoci lze za vhodnych
podminek ziskat intaktni protoplasty. Po elektroporaci se protoplasty promyvaji, aby se
degradativni enzymy odplavily a mohla se tak samovolné obnovit bunéénd sténa

transformovanych bunék (Brown, 2007).

Stejné jako v ptipad¢ mikroprojektilového pienosu DNA se jedna o pfimy pifenos
gend, nicméné je tato metoda levnéjSi a snadnéji zvladnutelna. Dle Ondfej a Drobnik
(2002) je jednou z hlavnich nevyhod nizka G¢innost. Konkrétné pro jeCmen se tato

metoda Vv praxi téméf nepouziva.

4.1.2 Mikroprojektilovy prenos DNA

Mikroprojektilovy pifenos DNA neboli biolistika je metoda, kterd spociva
Vv nastfeleni exogenni DNA navdzané na mikroskopickych zlatych ¢i wolframovych

casticich o velikosti 1 - 2um do jader bunék prostfednictvim specialniho pfistroje
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vyuzivajiciho pfetlaku helia. Pro mikroprojektilovy pfenos DNA se nejcastéji pouziva
ptistroj firmy BioRad PDS-1000/He (obr. 1). Dilezitou podminkou pro transformaci je
umisténi objektu ve vakuu, které je vytvoreno vyvévou (Harwood a Smedley, 2009).
Nejcastéji je nastfelovano pletivo, které se umisti na médium vhodné pro kalogenezi
a selekcei transgennich pletiv. Konstrukt ¢asto obsahuje také reportérovy gen gus (gen
pro B-glukuronidazu), jehoz expresi Ize po ur¢ité dobé (napt. 48 h po transformaci)

snadno detekovat a kvantitativné stanovovat (Ondfej a Drobnik, 2002).

Obr. 1: Genové délo PDS-1000/He.
(Foto autor)

Obrovskou nevyhodou je skutecnost, ze zdaleka ne vSechny mikroprojektily se
dostanou do pletiva. Zjistilo se, Ze jen 7 az 10 % mikroprojektili pronikne alespon
do epidermis. Bunky epidermis ov§em nemaji schopnost vytvaiet kalus a nasledné
diferencovanou rostlinu, proto je potieba, aby mikroprojektily pronikly az do mezofylu.
Aby mohlo dojit k expresi vnaseného genu, musi byt zasaZzeno bunécné jadro, nikoliv
cytoplazma. Procento takto zasaZzenych bunéénych jader je velmi nizké (5 %)
a i u tohoto malého procenta vétSina bun€k do 48 h odumira. Lze tedy tvrdit, Ze aby
doslo k integraci poZzadovaného genu do genomu, je tfeba, aby mikroprojektil vnikl

do jadra a buiika tento zasah ptezila (Ondiej a Drobnik, 2002).

Pfestoze Vv souCasné dob¢ je preferovana spiSe transformace pomoci

Agrobacterium tumefaciens, diive byly biolistické techniky mnohdy jedinym zptisobem,
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jak transformovat nékteré rostlinné druhy, zvlasté¢ jednodélozné rostliny, které jsou
podstatné méné vnimavé k Agrobacterium. Mikroprojektilovy pfenos DNA se tak stal
prvni Uspésné aplikovanou metodou transformace vedouci k zisku fertilnich rostlin

jeCmene (Wan a Lemaux, 1994).

4.1.3 Transformace prostiednictvim Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) je pudni gramnegativni bakterie
z ¢eledi Rhizobiaceae, ktera je pfirozenym patogenem dvoud€loznych rostlin, u nichz
vyvolava tvorbu nadorii typu ,,crown gall®. Jeji infekénost je podminéna pritomnosti
velkého Ti plazmidu (Tumor inducing), na kterém se nachdzi mnoho gent
zodpovédnych za virulenci a specificka oblast T-DNA (Transferred DNA). T-DNA je
schopna po infekci integrovat do rostlinné chromozomélni DNA a nésledné se déle
prendSet do dcetfinnych bunék (Prochazka a kol., 1998). Segment T-DNA je dlouhy
od 15 do 30 kb v zavislosti na kmenu Agrobacterium a obsahuje geny pro syntézu
auxinl a cytokinint, které jsou zodpovédné za nadorovy rust a geny pro syntézu opinli
zajistujici vyzivu infikujici bakterie (Brown, 2007). Dle Snustad a Simmons (2009)
dochazi k integraci T-DNA v riznych mistech chromozomd, v nékterych ptipadech

dokonce k nékolikanasobnému zaclenéni T-DNA v téZe bufice.

Puvodné se védci domnivali, Ze sta¢i vlozit pozadované geny, kterymi budou
chtit rostlinu transformovat do T-DNA a o jejich integraci se jiz postara bakterie.
Ukazalo se vSak, ze Ti plazmid je pfili§ velky a tudiz nema unikatni restrikéni misto.
Proto byly vytvoteny dvé zakladni strategie umoziujici zaclenéni nové DNA
do plazmidu. Prvni z nich je strategie binarniho vektoru vychézejici ze skutecnosti, Ze
T-DNA nemusi byt nutné fyzicky spojena se zbytkem Ti plazmidu. Pfi transformaci je
mozné pouzit systém dvou plazmidl sestavajici z T-DNA na malé molekule a zbytku
Ti plazmidu v bézné forme. T-DNA plazmid bude v tomto ptipad¢ dostate¢né maly, aby
mél unikatni restrikéni misto. Pokud tedy bude v bunce A. tumefaciens soucasné
ptitomen maly plazmid nesouci T-DNA a zbytek velkého Ti plazmidu, bude T-DNA
pfenesena do rostlinné chromozomalni DNA prostfednictvim proteinii kédovanych
geny, jez nese veétsi Ti plazmid. Druhym moznym pfistupem je strategie kointegrace
(obr. 2), ktera spociva ve vloZeni genu, jenz ma byt klonovan do unikatniho restrikéniho

mista na malém plazmidu pBR nebo podobném vektoru z Escherichia coli (E. coli),

15



ktery nese maly kousek T-DNA. Takovy vektor je nasledné¢ vnesen do bunky
A. tumefaciens obsahujici Ti plazmid. Na zakladé¢ homologie dochazi k ptirozené
rekombinaci a plazmid pBr se zajmovym genem miize byt integrovan do T-DNA

a s jejim zbytkem vnesen do rostlinného chromozomu (Brown, 2007).

Maly plazmid typu pBR Specificita

hostitele

Fragment

T-DNA

Gen, jenz ma Rekombinace
byt klonovan

Normalni
plazmid Ti

/ Virulence
Specificita hostitele
T-DNA

Novy gen -

Virulence

Rekombinantni plazmid Ti

Obr. 2: Mechanismus strategie kointegraéniho vektoru. Upraveno dle
Brown, 2007.

Problém bunék pii transformaci prostiednictvim A. tumefaciens se standardnimi
molekulami T-DNA je pfirozena tvorba nadort. Tento problém byl vyfeSen vytvorenim
,,odzbrojeného* Ti plazmidu. Jeho podstatou je delece gent, které zodpovidaji za tvorbu
nadort. Za infekénost je zodpovédna zejména virulentni oblast Ti plazmidu mimo
T-DNA. Na druhou stranu delece téchto genli znesnadnuje identifikaci uspésné
transformovanych rostlin. Idedlnim feSenim je tedy mit vhodny markerovy gen v oblasti
T-DNA ,,0dzbrojeného Ti plazmidu. Obvykle jim byva gen rezistence vuci uréité latce.
Nejcastéjsi selekéni marker u rostlin je gen kan" odvozeny z transpozonu Tn5 bakterie
E. coli. Gen kan" koduje enzym neomycin-fosfotransferazu typ II (NPTII), ktery

fosforyluje antibiotikum kanamycin a tim ho inaktivuje. Bakterialni a rostlinné
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promotorové sekvence a terminacni signaly transkripce jsou vSak odlisné, proto je
nezbytné nahradit NPTII rostlinnym promotorem a terminacnimi signéaly. Takto
vytvoifené konstrukty nazyvame chimérické selek¢ni markerové geny (Snustad

a Simmons, 2009).

O uspésné transformaci jeCmene prostiednictvim A. tumefaciens poprvé
informoval Tingay a kol. (1997). Efektivita zabudovani T-DNA do bun¢k obilnin byla
zvySena pouzitim super virulentniho Agrobacterium, kmen AGLI1. Modifikovany
postup transformace sestaval z nastfelovani povrchu Stitkli ziskanych z nezralych
embryi zlatymi mikro¢asticemi a jejich naslednou inokulaci kmenem AGLI.
Nastielovani predchazejici kokultivaci indukovalo bunéénou odpovéd na poranéni,
kterou je sekrece fenolickych latek typu acetosyringon, jez Agrobacterium pti napadeni
rostlinné buiiky rozeznavéa svymi specifickymi proteiny. V soucasnosti se pro zvySeni
efektivity transformace namisto ostfelovani Stitki pouzivd piima aplikace
acetosyringonu. Bartlett a kol. (2008) a Harwood a kol. (2009) vsak ve svych pokusech
nepotvrdili zavislost uspésnosti transformace prostiednictvim A. tumefaciens na pouziti

acetosyringonu.

5 Systémy in vitro

Systémy in vitro jsou nesmirné dulezité pro genové manipulace a transformaci
rostlin. Diky kulturam in vitro lze G¢inné regulovat rist a vyvoj rostlinnych bungk,
pletiv ¢i organt ve sterilnim prostiedi. Izolované ¢asti rostlin kultivované in vitro jsou

oznacovany jako explantaty nebo explantatové kultury.

Zalozeni explantatové kultury spociva v izolaci rostlinného materialu
za aseptickych podminek a jeho pfenosu na kultivaéni (Zivné) médium, které umoziuje
déleni bunék a rist explantatu. Kultivaéni médium obsahuje vodu a esencidlni mineralni
ziviny - soli makro- a mikroelementd. Dahleen (1995) prokazal dulezitost médi jakozto
mikroelementu v médiich uZzivanych pii transformaci jeCmene. Média obsahujici
zvysenou koncentraci médi (5 uM) vykazovala zvySenou kvalitu kalusu a naslednou
regeneraci rostlin. Dale jsou dle charakteru explantatu, podminek kultivace in vitro
a zadméru kultivace pfidavany sacharidy, vitaminy (nejcastéji thiamin, pyridoxin,

myo-inositol) a rustové latky - nejbéznéji auxiny (IAA, NAA, 2,4-D) a cytokininy
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(kinetin, BAP, trans-zeatin). V1iv maji i dalsi regulovatelné faktory, mezi které fadime
zejména svétlo a teplotu (Lustinec a Zarsky, 2005). Hensel a kol. (2009) doséhli
v ptipad¢ transformace nezralych embryi odridy Golden Promise efektivity
transformace 20 - 86 % piidanim 0,8 g I L-cysteinu a 500 puM acetosyringonu

do kokultiva¢nich médii.

Dle Prochazka a kol. (1998) induk¢ni a regeneracni schopnost zavisi vedle

kultivacnich podminek také na vlastnim explantatu, jehoz vliv je dan:

e organem, ze kterého byl explantat izolovan

o fyziologickym a ontogenetickym stadiem

e obdobim odbéru explantatu

e kvalitou donorové rostliny

e genotypem

e orientaci explantatu

e velikosti explantatu

e predchozim plisobenim na donorovou rostlinu

e inokula¢ni hustotou

V piipadé je¢mene vykazuji nejvyssi indukéni a regeneracni schopnost nezrald
embrya, kterd se proto stala nejpouzivanéjSimi explantity pro odvozeni kalush
a naslednou regeneraci rostlin v in vitro podminkach (Goedeke a kol., 2007). Uspé&sné
regenerace je¢mene Vv in vitro podminkach 1ze dosahnout i pouzitim dalSich explantatii:
apikalnich meristéma (Zhang a kol., 1999), prasniki (Kuhlmann a Foroughi-Wehr,
1989), izolovanych mikrospor (Mordhorst a kol., 1993) nebo protoplasti izolovanych
ze zygot (Holm a kol., 1995).

Vétsinou je cilem kultivace in vitro zisk kompletniho jedince urcitych vlastnosti.
Regenerace v in vitro podminkach lze dosahnout dvéma zakladnimi zpisoby -
organogenezi nebo embryogenezi. Regenerace mize byt bud’ piima - z kultivovanych
bun¢k explantatu nebo nepiima formou regenerace z vytvoreného kalusu. Kalus jakoZto
histologicky neorganizované pletivo se muze zacit tvofit béhem nckolika dnl
na povrchu explantdtu umisténého na vhodném médiu. Pti pravidelném pienaSeni
na cerstvé médium (pasazovani) a pfi odstraiiovani odumielych bunék miize kalus rist

az desitky let (Prochézka a kol., 1998).

18



5.1 Organogeneze

Pfi regeneraci cestou organogeneze mohou vznikat v podstaté jakékoliv rostlinné
organy (koten, pryt, list, kvét) nebo jejich soubory, nikoliv vSak bezprostfedné celistva
rostlina. K celistvé rostliné je mozné dospét zménou kultiva¢nich podminek nebo
pfenesenim do podminek normalnich. Organogenezi ovlivituje predevSim slozeni
kultivaéniho média, zvlasté pritomnost ristovych latek. Jiz v r. 1957 Skoog a Miller
zjistili, Ze ptevaha cytokininli nad auxiny zpiisobuje regeneraci prytil, zatimco pievaha
auxinu nad cytokininy vede K regeneraci kofenu. Je-li koncentrace téchto rostlinnych

hormonti pfiblizné stejna, tvofti se kalus (Prochazka a kol., 1998).

5.2 Embryogeneze

Luitinec a Zarsky (2005) rozdéluji embryogenezi podle ptivodu explantatu
na pylovou a somatickou. Somatickd embryogeneze spociva ve tvorbé somatickych
embryi neboli embryoidt, které se diferencuji v kalusovych a bunéénych kulturach.
Obdobné jako v piipadé zygotickych embryi prochédzeji 1 embryoidy globuldrnim,
srd¢itym a torpédovym vyvojovym stadiem a V fad€ pfipadl je z nich moZné zménou
kultivacnich podminek regenerovat celou rostlinu. Pavlova (2005) uvadi, Ze somaticka
embryogeneze byla poprvé popsana v 50. letech minulého stoleti v suspenzni kultute
odvozené z kalusu, ktery se vytvofil na explantatech kotfene mrkve. Mikrokalusy
tvofené shluky bunck byly péstovany v tekutém médiu obsahujicim auxin 2,4-D.
Po urcité dob¢ byly tyto mikrokalusy pfeneseny do média bez 2,4-D a nasledné byla

na jejich povrchu pozorovana tvorba somatickych embryi.

V ptipadé pylové embryogeneze probihéd regenerace rostlin z kultur izolovanych
nezralych pylovych zrn, pfiCemz vysledkem mohou byt haploidni nebo dihaploidni
rostliny, které jsou vyznamnym experimentdlnim materialem pro Slechténi rostlin

(Lustinec a Zarsky, 2005).
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6 Ristové regulatory

Ristové regulatory jsou latky regulujici ristové a vyvojové procesy u rostlin.
Poprvé poukazal na jejich existenci némecky botanik Julius von Sachs (1832 - 1897),
ktery je popsal jako chemické signaly, pomoci kterych jednotlivé organy rostlin

komunikuji.

Pod pojmem ristové regulatory rozumime jak latky pfirozené, tak i latky
synteticky pfipravované. Diive byly déleny také na latky rist stimulujici a latky rtst
inhibujici. Rada pokusti V pozdgjsi dob& vsak dokazala, 7e latka, kterd se v urdité
koncentraci chova jako stimulujici, ma v odlisné koncentraci inhibi¢ni ucinek. Dale
bylo zjisténo, ze i stafi, fyziologicky stav rostliny a genotyp ovliviiuji ucinek regulacni

latky (Prochazka a kol., 1998).

V ramci pfirozenych rustovych reguldtort rozliSujeme rostlinné hormony
(fytohormony) a dalsi latky s regulacni aktivitou. Mezi fytohormony klasicky fadime
téchto pét skupin latek: auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselinu abscisovou a etylen.
Tyto skupiny hormoni jsou u¢inné ve velmi nizkych koncentracich (10 ™° - 10°° mol/l).
Ostatni latky sregulacéni aktivitou jsou ucinné az pii mnohonasobné¢ vysSich
koncentracich a fadime sem zejména fenolické latky, brassinosteroidy, polyaminy,

kyselinu jasmonovou a oligosacharidy (Lustinec a Zarsky, 2005).

V pribéhu procesu transformace a nasledné regenerace jeCmene jsou uZzivana
induk¢ni, transientni a regeneracni média. SloZeni téchto médii a zejména obsah
jednotlivych hormontt Vv nich zisadn€ ovlivituji UspéSnost transformace. Z vyse
uvedenych rostlinnych hormonti se jedna zejména o auxiny a cytokininy. O téchto dvou

skupinach fytohormoni se tedy budu zminovat v dal$ich kapitolach.

6.1 Auxiny

Auxiny byly objeveny ve 20. letech minulého stoleti na zaklad¢ schopnosti
stimulovat prodluZovaci rlst. Primarnim pfirozenym auxinem je kyselina indolyl-3-
octova (IAA), (obr. 3). Dalsimi strukturné podobnymi latkami auxinového typu jsou
kyselina indolyl-3-méaselna (IBA) a kyselina 4-chlorindol-3-octova (4-CI-1AA). Jinym
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pfirozenym auxinem je mén¢ aktivni kyselina fenyloctova, ktera se ovSem nevyskytuje
u vSech druht rostlin (Pavlova, 2005).

OH

N\

N
H

Obr. 3: Kyselina indolyl-3-octova.
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:1AAIll.png

Na fyziologické urovni auxiny reguluji mnoho rdstovych a vyvojovych procesi.
Vyznamné se podileji na stimulaci prodluzovaciho riistu, bunééného déleni a bunééné
diferenciace, pficemz je nesmirné diileZitd jejich interakce s cytokininy. Stimuluji také
napt. tvorbu adventivnich kotenti, podileji se na apikalni dominanci a pisobi

v procesech vedoucich k opadu listi, kvt a plodt (Lustinec a Zarsky, 2005).

V praxi se do zivnych médii pii kultivaci in vitro pouzivaji chemicky stalejsi
syntetické auxiny, které rostlinou nejsou metabolizovany tak rychle jako I1AA.
Ve vyssich koncentracich jsou Casto uzivany také jako herbicidy (Taiz a Zeiger, 2006).
Mezi nejznaméjsi syntetické auxiny patii kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D),
(obr. 4), kyselina 3,6-dichloro-2-methoxybenzoova (dicamba), (obr. 5), kyselina
a-naftyloctova (NAA) a picloram (Prochézka a kol., 1998).

o L.,
L,

Obr. 4: Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D).
http://en.wikipedia.org/wiki/2,4-Dichlorophenoxyacetic_acid

Cl O
OH

Cl
Obr. 5: Kyselina 3,6-dichloro-2-methoxybenzoova
(dicamba).
http://en.wikipedia.org/wiki/Dicamba
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Bartlett a kol. (2008) a Harwood a kol. (2009) zjistili, Ze transformace je¢mene
prostiednictvim Agrobacterium tumefaciens vykazuje nejvyssi ucinnost pii kultivaci
na induk¢nim a selekénim médiu obsahujicim 2,5 mg I"* dicamba a nasledny pfenos

na médium transientni obsahujici 2,5 mg I 2.4-D.

6.2 Cytokininy

Prvni cytokininy byly objeveny v 50. letech na zdklad¢ schopnosti vyvolavat
déleni bun€k. Jednd se o N6 substituované derivaty adeninu. Zakladni piirozeny
cytokinin je zeatin (obr. 6), ktery byl poprvé izolovan z nezralého endospermu kukufice.
Jednim z kli¢ovych syntetickych cytokinind je kinetin (6-furfurylaminopurin), (obr. 7)
priméarné izolovany z DNA slediho spermatu v laboratoii F. Skooga v USA (Lustinec

a Zarsky, 2005).

HO e
=
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NH H
H — N
NN N | )
L % k‘ N
N N M
Obr. 6: Zeatin. Obr. 7: Kinetin (6-furfurylaminopurin).
http://en.wikipedia.org/wiki/Zeatin http://en.wikipedia.org/wiki/Kinetin

Fyziologické efekty cytokininti jsou rozmanité. Bylo dokézdno, ze hladina
zeatinu je vmitoze a v Gl fazi bunéného cyklu zvySena, coz naznacuje zasadni
vyznam cytokininl pro déleni bunék. Cytokininy také stimuluji vyvoj Zlabnich pupenti
a snizuji apikdlni dominanci. Zpomaluji odbouravani chlorofylu, snizuji oxidaci
membranovych lipidi a stabilizuji tylakoidy, ¢imz pfispivaji k oddaleni senescence.
Dale ovlivituji diferenciaci vodivych pletiv kofenu a zvétSuji plochu listh stimulaci

objemového riistu bunék (Pavlova, 2005).

V praxi jsou cytokininy dulezitou slozkou zivnych kultivacnich médii. NejCastéji

se uziva synteticky pfipravovany kinetin nebo BAP (benzylamninopurin), (obr. 8).
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Cytokininy nachazi uplatnéni také v zahradnictvi, kde slouzi k indukci vétveni stonkd

(Lustinec a Zarsky, 2005).

Obr. 8: BAP (benzylaminopurin).
http://en.wikipedia.org/wiki/6-Benzylaminopurine

Dle Bartlett a kol. (2008) a Harwood a kol. (2009) vykazuji pii transformaci
jeCmene prostiednictvim Agrobacterium tumefaciens nejvyssi efektivitu transientni
média obsahujici 0,1 mg I BAP.
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7 Material a metody

7.1 Rostlinny material

K transformacim a nésledné regeneraci rostlin byla pouzita nezrald zygoticka

embrya Hordeum vulgare L., odrady Golden Promise a Atribut.

Golden Promise je starSi odriida jarniho dvoufadého jeCmene, ktera byla
vyslechténa v r. 1956 v Anglii. Ve svété je diky své vysoké regeneracni schopnosti

in vitro pouzivana jako modelova odruda pro transformaci.

Atribut je ¢eska polopozdni odrtida nizkého typu s vybérovou jakosti zrna. Jedna
se 0 odrtdu, ktera je vhodna zejména do oblasti péstovani sladovnického je¢mene, neni
vhodna pro sus$i oblasti. Vyznacuje se vybornou odolnosti proti Blumeria graminis

a dobrou odolnosti proti listovym skvrnitostem. Je stfedné odolna proti poléhani.

7.1.2 Kultivace rostlin

Rostliny je¢mene byly v ptipadé testovani induk¢ni a regeneracni kapacity stejné
jako v pftipadé transformace prostfednictvim A. tumefaciens péstovany v in vitro
podminkach na tfech rlznych kultivaénich médiich (kalus indukujici, transientni,

regeneracni).

Béhem selekénich stadii bylo ke viem médiim pridavano 50 mg 1" antibiotika

hygromycin B a 160 mg I™* antibiotika Timentin.

Pasazovani rostlin probihalo steriln€ ve flow boxu v pravidelnych intervalech.

7.1.3 Slozeni kultivaénich médii

1) Kalus indukujici médium

MS médium* (Duchefa M0221) 43¢l
maltoza 3091t
kasein hydrolyzat 1gl?t
myo-inositol 350 mg I
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prolin 690 mg I

thiamin HCI 1mgl?t

dicamba 25mglI*

CuSO4 . 5 H20 1,25 mg I

phytagel 35glt
pH =5,8

2) Transientni médium

MS* médium (Duchefa M0238) 27¢gl*
maltdza 20g 1™
NHsNO3 165 mg I"*
glutamin 750 mg I"*
myo-inositol 100 mg I
thiamin HCI 0,4mg ™
2,4-D (Duchefa) 25mgl*
BAP (Duchefa) 0,1mgl*
CuSO4 .5 H20 1,25 mg I'*
phytagel 35glt
pH=58

3) Regeneraéni médium

MS* médium (Duchefa M0238) 2,7g 1"
maltdza 20g1*
NH4NO3 165 mg I"*
glutamin 750 mg I
myo-inositol 100 mg It
thiamin HCI 0,4mgl*
CuSO0s . 5 H20 1,25 mg I"*
phytagel 35¢l*
pH =5,8

* Do vsech kultivacnich médii bylo pouzito odpovidajici MS médium pfipravené

firmou Duchefa dle Murashige a Skooge (1962).
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7.2 Plazmidovy konstrukt

Pro transformaci byl pouzit vektor pBract214::sTPdapA (obr. 9), jehoz kazeta
sTPdapA byla uméle piipravena. Pied gen dapA, jehoZ exprese vede ke zvySeni obsahu
proteinogenni aminokyseliny lyzinu v zrnu byl naklonovan tsek 144 bp z transientniho
peptidu malé podjednotky Rubisco (Hordeum vulgare ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase small subunit, Genbank U43493). Vektor byl elektroporaci transformovan
do kompetentnich bunék Agrobacterium tumefaciens (kmen AGL1) spoleéné
s pomocnym plazmidem pSoup (obr. 10) nesoucim geny virulence. Jako selek¢ni

marker byl pouzit gen hpt, ktery poskytuje rezistenci vuci antibiotiku hygromycin.

Sad (1177)
ko (1183)

Srmal (1188)
fBarHi (1188)

¥ xbal (1154)
Sl (1200)
Pstl (1210)
SoH (1216)
Hirdlll {1218)

ANl (B234)
35S-Hyg-nos

colEI ori

pBract214-
sTPdapA

TRB

nos-term

8889 bp

TP-DAP Ubi-promoter

ANl (6003

Obr. 9: Vektorova mapa pBract214::sTPdapA. Obr. 10: Vektorova mapa pSoup.

7.3 Transformace prostiednictvim Agrobacterium tumefaciens

7.3.1 Izolace nezralych embryi

Donorové rostliny odrid Golden Promise a Atribut byly postupné vysévany
ve skleniku v obdobi biezna a dubna 2010. Rostliny byly péstovany ve smési zeminy
a substratu pro dopéstovani (Raselina Sobéslav) v zahradnich kontejnerech 25 x 25 cm.
Rostliny byly pravidelné¢ piihnojovany 0,25% roztokem Vegafloru a oSetfovany
postiikem proti béZznym chorobam. Teplota ve fytotronu byla 16°C den/12°C noc.
Osvétleni bylo zajisténo vybojkami SHC (400W) a RVL-X (400W) v pom¢rul : 1.

Je¢né klasy byly sesbirany, kdyZz primér nezralych zygotickych embryi dosahl

1 - 2 mm. Zrna byla opatrné vyjmuta z klast a zbavena osin, anizZ by doslo k poSkozeni
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plasté. Zrna izolovand z klasi byla sterilizovana sérii jednotlivych promyvani:
70% ethanolem po dobu 2 min., proplachnuta sterilni vodou, 6% NaClO po dobu 4 min.

a zavérem proplachnuta 4krat sterilni vodou.

Nezrala zygoticka embrya byla extirpovana pod binokularni lupou ve flow boxu
za piisn¢ sterilnich podminek. Pomoci pinzet a skalpelu bylo odstranéno koleoptile

a Stitek embrya byl umistén na kalus indukujici médium, kde byl kultivovan ptes noc.

7.3.2 Priprava suspenze A. tumefaciens a inokulace nezralych embryi

Kultura Agrobacterium tumefaciens pro transformaci extirpovanych zygotickych
embryi byla pfipravena pfidanim standardni bakteridlni suspenze do 10 ml sterilniho

tekutého MG/L média a naslednou inkubaci na tiepacce pti 180 rpm pies noc.

Po jednom dni kultivace byly explantaty na kalus indukujicim médiu zakapnuty
malym mnozstvim pfipravené suspenze Agrobacterium tumefaciens (OD 0,6 - 0,8).
Explantaty byly pfeneseny na cerstvé kalus indukujici médium a kultivovany ve tmé

pti 26°C po dobu tii dnd.

7.3.3 Selekce transformovanych rostlin

Selekce 1
Po tfidenni kokultivaci byly primarni explantaty pfeneseny na Cerstvé kalus indukujici
médium obsahujici antibiotika hygromycin B jako selektivni slozku a Timentin
pro odstranéni Agrobacterium. Explantaty byly kultivovany ve tmé pii 26°C po dobu

dvou tydnd.

Selekce 2
Na povrchu explantat se po dvou tydnech zacal vytvaret embryogenni kalus, ktery byl

prenesen na nové selekéni médium a kultivovan stejné jako v ptipadée Selekce 1.

Selekce 3
Po dalsich dvou tydnech byly explantaty naposledy pasazovany na selekéni médium

a kultivovany ve tmé (viz Selekce 1), (obr. 11).
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Obr. 11: Kalusy transformované odridy Golden
Promise po Sestitydenni kultivaci. (Foto autor)

7.3.4 Regenerace transgennich rostlin

Po dvoutydenni kultivaci na transientnim médiu byly vyselektované kalusy
pasadzovany na regeneracni médium (bez rustovych reguldtorit) v hlubokych Petriho
miskach (obr. 12). Kalusy byly kultivovany v mistnosti s 16hodinovou svételnou
periodou pii 23°C. Regenerované rostliny byly pieneseny nejprve do sadbovacich
valeckd JIFFY a nasledné pifesazeny do zeminy. Po pfiblizné tfech tydnech byla

izolovana DNA a provedena PCR ovéfujici ispésSnost transformace na trovni DNA.

Obr. 12: Transformovana regenerujici rostlina odrudy
Golden Promise pfipravend k pfenosu do sadbovaciho
valecku JIFFY. (Foto autor)
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7.4 Izolace genomické DNA

Izolace genomické DNA z mladych listi rostlin byla provedena dle Edwards
a kol. (1991) a upravena pro podminky Laboratoie rostlinnych biotechnologi na Katedie

bunééné biologie a genetiky PfF UP v Olomouci.

1. Nastifhany rostlinny material byl v mikrozkumavkach typu Eppendorf
macerovan v tekutém dusiku pfi pokojové teploté po dobu 15 s.

2. Do mikrozkumavek bylo pfidano 400 pl EB pufru*, smés byla kratce podrcena
a 5 s vortexovana.

3. Smés se nechala pusobit po dobu 1 hod.

4. Mikrozkumavky byly centrifugovany pii 13 000 rpm po dobu 2 min. a nésledné
bylo do novych mikrozkumavek odebrano 300 ul supernatantu.

5. Supernatanat byl smichan s 300 pl izopropanolu a opatrnym opakovanym
pfevracenim mikrozkumavek byla vysrdzena DNA.

6. Mikrozkumavky byly centrifugovany pi#i 13 000 rpm po dobu 5 min. v chlazené
centrifuze a nasledné byl ve flow boxu odstranén supernatant.

7. K peletu v mikrozkumavach bylo piidano 300 pl 75% ethanolu, mikrozkumavky
byly centrifugovany pii 5000 rpm po dobu 5 min. a supernatant byl odsan
pipetou.

8. Pelet se nechal ptiblizné 30 min vysychat.

9. Pelet byl rozpustén v 50 pl destilované vody a mikrozkumavky byly ulozeny
do chladu (4°C).

* EB pufr (100 ml pufru: 20 ml 1M Tris HCI (pH 7,5), 5 ml 5M NaCl, 5 ml
0,5M EDTA, 500 pul zvlast pripraveného SDS, doplnéno dd H20 na 100 ml)

7.5 Detekce transgenii pomoci PCR

Pro PCR byl pouzit premix REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix (Sigma-
Aldrich R2523-100RXN).

1. Dle tab. 1 byl do mikrozkumavky typu Eppendorf namichan PCR mix
pro piislusny pocet vzorki. Mix byl kratce zvortexovan a stoCen na stolni

minicentrifuze.

29



Tab. 1: PCR mix.

Reagent Mix Mix 1x Vzorky
dd H20 5,0 ul
Re_dyMlx 10,0 pl 16,0 ul
primer F 0,5 ul
primer R 0,5 ul
templatova DNA 4,0 ul
Celkem 20,0 ul

2. Do PCR mikrozkumavek umisténych v ledové tiisti bylo pipetovano 16 ul PCR
mixu a 4 pl vzorku (templatové DNA), takze vysledny objem v kazdé PCR
mikrozkumavce ¢inil 20 pl.

3. PCR mikrozkumavky byly jemné zvortexovany, kratce stoCeny na stolni

mincentrifuze a vlozeny do pfislusné naprogramovaného termocykléru.

Teplotni profil PCR pro detekci genu sSTPdapA:

Aktivacni denaturace 95°C 3 min
95°C 1 min
Pocet cyklu: 35 62°C 1 min
72°C 1 min
Terminalni elongace 72°C 5 min

Teplotni profil PCR pro detekci selekéniho genu hpt:

Aktivacni denaturace 95°C 3 min
95°C 1 min
Pocet cyklu: 35 62°C 1 min
72°C 1 min
Terminalni elongace 72°C 5 min

4. Smichanim agarézy SERVA (cat. no. 11404) s TAE pufrem*, rozvafenim
vV mikrovlnné troub& a naslednym pfiddnim fluorescencniho barviva ethidium
bromid byl pfipraven 1% agar6ézovy gel pro detekci PCR produktu pomoci
elektroforetické separace.

5. Gel byl po ukonceni elektroforetické separace PCR produktu umistén do UV
transluminatoru (program GeneSnap, SYNGENE) a byl odecten vysledek.

* TAE pufr (50krat zasobni roztok: 242 g Tris base, 57,1 ml kyseliny octové, 100 ml
0,5M EDTA, doplnéno dd H,0 na 1 |, pH upraveno na 8,5)
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8 Vysledky

8.1 Regenerace odriid je¢cmene Golden Promise a Atribut v in vitro
podminkach

Nezrala zygoticka embrya odriid Golden Promise a Atribut byla izolovéna
postupem uvedenym v metodice (str. 26 - 27). Extirpovana embrya a z nich odvozené
kalusy byly pasazovany ve ¢trnactidennich intervalech na Cerstvé kalus indukujici (3x),
transientni a nésledné regeneracni médium. Ob¢ sledované odridy vykazovaly rizny

stupen regenerace (tab. 2).

Tab. 2: Regenerace rostlin odrud Golden Promise a Atribut.

. , Celkovy pocet Pocet

. Pocet izolovanych , ,

Odrtda . regenerovanych regenerovanych
embryi . -
rostlin rostlin/embryo

Golden 270 486 18
Promise

. 210 126 0,6
Atribut 90 99 11

V ptipadé odriidy Golden Promise z celkového poctu 270 zygotickych embryi
regenerovalo 486 rostlin. U odridy Atribut bylo vprvni etapé extirpovano
210 nezralych zygotickych embryi. Oproti odridé Golden Promise odvozené kalusy
vytvarely na transientnim a nasledném regeneraénim médiu mohutné kotfeny na ukor
nadzemnich Casti. Regenerace obou odrid probihala ve stejnou dobu a za stejnych

podminek.

V druhé etapé bylo extirpovano celkem 90 nezralych zygotickych embryi
odridy Atribut. Regenerace rostlin z kalust odvozenych od téchto embryi probihala dle
stejné metodiky jako prvni etapa s vyjimkou odliSného pomér auxinl a cytokinind
(pivodni BAP nahrazen kinetinem) V transientnim médiu (tab. 3). V této etapé

regenerovalo 99 rostlin odrady Atribut.

Tab. 3: Upraveny pomér fytohormont v transientnim médiu.

auxiny cytokininy

2,4-D BAP Kinetin
pavodni médium 25mg It 01mgl?t -
upravené médium 0,5mg 1™ - 1,5mg 1™
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8.2 Transformace jarniho jeémene pomoci Agrobacterium tumefaciens

Zygotickd embrya odriid Golden Promise a Atribut byla druhy den po extirpaci
transformovana upravenymi bakteriemi Agrobacterium tumefaciens (kmen AGL1)
nesoucimi plazmidovy konstrukt pBract214::sTPdapA a pomocny plazmid pSoup.
Pomoci A. tumefaciens bylo transformovano celkem 90 extirpovanych embryi odrudy
Golden Promise a 150 embryi odrady Atribut (tab. 4). Jiz po ¢trnactidenni kultivaci byl
pozorovan vyrazny rozdil mezi indukci kalusu. U odridy Atribut se kalus prakticky
netvoril (obr. 13, 14). Z kalusi odvozenych od zygotickych embryi odridy Golden
Promise regenerovalo 11 rostlin, v ptipad¢ odridy Atribut neregenerovala zadna

rostlina.

Tab. 4: Transformace embryi a regenerace rostlin odriid Golden Promise a Atribut.

Pocet Celkovy pocet Pocet
Odrtda Vektor transformovanych | regenerovanych | regenerovanych
embryi rostlin rostlin/fembryo
Golden | 5 - c1214::sTPdapA 90 11 0,12
Promise
Atribut | pBract214::sTPdapA 150 0 0

Obr. 13: Transformovana embrya odrudy Atribut po
étyftydenni kultivaci. (Foto autor)
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Obr. 14: Srovnani transformovanych a netransformovanych embryi odridy
Atribut po sedmitydenni kultivaci. (Foto autor)

8.2.1 Detekce transgennich rostlin

U regenerovanych rostlin odridy Golden Promise bylo provedeno testovani
potencionaln¢ transgennich rostlin na tGrovni DNA. Pomoci PCR byla hodnocena
piitomnost zajmového genu dapA (velikost fragmentu genu byla 580 bp) a selekéniho
genu hpt (velikost fragmentu genu byla 960 bp).

Z 11 analyzovanych rostlin odridy Golden Promise 7 rostlin vykazovalo

pfitomnost transgenu dapA (obr. 15) a 8 rostlin vykazovalo pfitomnost selekéniho genu
hpt (obr. 16).

Vzorky 1 - 11

580 bp

Obr. 15: PCR analyza genu dapA u regenerovanych rostlin jarniho je¢mene odridy Golden

Promise. C- (negativni kontrola), P (plazmid, pozitivni kontrola), L (DNA Hyper Ladder II,
Bioline).
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Vzorky 1 - 11

_— 5

960 bp

Obr. 16: PCR analyza selekéniho genu hpt u regenerovanych rostlin jarniho je¢mene odridy
Golden Promise. C- (negativni kontrola), P (plazmid, pozitivni kontrola), L (DNA Hyper Ladder
Il, Bioline).
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9 Diskuze

Jarni je¢men je po ozimé psenici druhou nejvyznamngjsi plodinou v Ceské
republice. V soucasnosti se v naSem hospodaistvi uplatiuje zejména jako krmivo
pro monogastricka zvirata. Nizky obsah aminokyselin vSak limituje nutri¢ni hodnotu
je¢mene. Cilem této bakalarské prace bylo ovéftit indukei kalusu a regeneracni kapacitu
hospodatsky vyznamné ¢eské odrudy Atribut a zjistit moznost transformace této odridy
genem dapA, jehoz exprese vede ke zvySeni obsahu lyzinu v zrnu. Na zakladé
publikovaného srovnani vysledka efektivity transformace (Travella a kol., 2005) byla
pro mou bakalafskou praci vybrana metoda transformace prostfednictvim

Agrobacterium tumefaciens.

Pro transformaci, indukci kalusi a naslednou regeneraci rostlin byla pouzita
nezrala zygoticka embrya, ktera dle Goedeke a kol. (2007) ptedstavuji nejlepsi typ
explantatu pro regeneraci rostlin vin vitro podminkach. Odrida Atribut byla
predvybrana na zakladé predeslého testovani indukéni a regeneracni schopnosti in vitro
u CGeskych odriid jarniho jeémene popsaného v praci Serhantové a kol. (2004).
Serhantova a kol. (2004) v ramci svého pokusu ziskali vy$§i pocet regenerovanych
rostlin na jedno embryo (2,09 u odrudy Atribut, 2,7 u odrady Golden Promise), nez bylo
ziskano v experimentech mé bakalaiské prace (1,1 u odridy Atribut a 1,8 u odrudy
Golden Promise). Jak je uvedeno v kapitole 5 (Systémy in vitro) na indukci kalusu
Tvorbu kalusu a regeneraci rostlin zcela urcité ovliviiuji také podminky péstovani
donorovych rostlin, biotické a abiotické stresy béhem péstovani a v neposledni fadé
i ro¢ni obdobi, ve kterém jsou rostliny péstovany. Dle vysledktl bakalarské prace je

ziejmé, ze tyto faktory vyrazné€ ovlivnily pocet kone¢nych regeneranti.

Transformaci pomoci Agrobacterium tumefaciens byl jiz difive uspésné
modifikovan genom modelové odridy Golden Promise (Tingay a kol., 1997; Travella
a kol., 2005; Shrawat a kol., 2007; Bartlett a kol., 2008; Hensel a kol., 2009; Harwood
a kol., 2009), coz potvrzuji i vysledky této bakalaiské prace. Efektivita transformace
u odriidy Golden Promise, ktera dosahovala az 86 % (Hensel a kol., 2009) je dilezitym
faktorem z hlediska zakladniho vyzkumu, po zemédélské strance vSak odrida Golden

Promise nema prakticky vyznam.
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Extirpovana zygotickd embrya byla inokulovana bakteriemi Agrobacterium
tumefaciens, kmenem AGLI. Kmen AGLI1 byl Gspé$né pouzit pii transformacich
je¢mene odridy Golden Promise popsanych v publikacich Travella a kol. (2005)
a Bartlett a kol. (2008). Primérna efektivita transformace v praci publikované Bartlett
a kol. (2008) ¢inila 25 % pfi pouziti kmene AGL1 obsahujiciho vektory pBract215,
pBract216 nebo pBract217.

Vysledky bakalarské prace ukazuji, ze vyznamnou roli pfi transformaci
prostiednictvim A. tumefaciens ma odliSna vnimavost jednotlivych odrud jeémene
k infekci. Nejsou znamy zadné publikace zabyvajici se moznym toxickym vlivem
A. tumefaciens na rizné odrudy jeCmene. Z vysledku této bakalaiské prace vyplyva, ze
inokulace nezralych zygotickych embryi odrudy Atribut suspenzi A. tumefaciens vedla
k zastaveni indukce kalusu. Oproti inokulovanym embryim, netransformovana embrya
vytvafela kalusy, znichz byly posléze regenerovany celé rostliny. V piipade
zygotickych embryi odriidy Golden Promise transformovanych dle stejné metodiky jako
embrya odridy Atribut byly ziskany transgenni rostliny vsouladu s dosud

publikovanymi pracemi.

Na zékladé¢ této bakalatské prace navrhuji zjistit moznost transformace nezralych
zygotickych embryi odrudy Atribut pomoci jiného kmene Agrobacterium tumefaciens.
Jako nejvhodnéjsi volba se jevi kmen LBA4404, prostfednictvim které¢ho byla
Vv minulosti UspéSné transformovéana zygotickd embrya odridy Golden Promise
(Shrawat a kol., 2007; Hensel a kol., 2009). Pii transformacich popsanych v této
bakalarské praci nebyl do kokultivaénich médii na zakladé vysledkd Bartlett a kol.
(2008) a Harwood a kol. (2009) pfidavan acetosyringon. Vzhledem k nepfiznivym
vysledkiim transformace v piipadé odriidy Atribut navrhuji v dalSich pokusech ptidat

dle Hensel a kol. (2009) 500 uM acetosyringonu do kokultiva¢nich médii.

Na zaklad¢ konzultace se Slechtiteli doporucuji pokracovat ve vyhledavani
vhodnych novych odrid a novoslechténi, které budou vykazovat dostatecnou, piipadné
srovnatelnou regenera¢ni schopnost jako odrida Golden Promise. DuleZitou soucasti
experimentll musi byt ovéfeni vnimavosti izolovaného pletiva k A. tumefaciens a to

ke dvéma nejpouzivanéjsim kmentim AGL1 a LBA4404.
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10 Zavér

V praxi se ke genetickym modifikacim je¢mene vyuzivd metoda transformace
prostiednictvim  Agrobacterium  tumefaciens  nebo  transformace  pomoci
mikroprojektilového pienosu DNA. Transformace prostiednictvim Agrobacetrium
vykazuje vyss$i transformacni efektivitu a vede k zisku vétsiho poctu fertilnich
transgennich rostlin. Pro genetické transformace jsou nezbytné optimalizované in vitro
systétmy umoznujici indukci kalusi a naslednou regeneraci transgennich rostlin.
Kli¢ovou roli hraje slozeni kultivacnich médii, zejména obsazené fytohormony (auxiny,
cytokininy). Nezrald zygotickd embrya jsou nejcastéji pouzivanym typem explantatu
pro indukci somatickych embryi a kalust a néslednou regeneraci transgennich rostlin

u je¢mene.

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace byla transformovana nezrald zygoticka
embrya dvou odrud jarniho je¢mene genem dapA. Zygotickd embrya modelové odridy
Golden Promise a predvybrané Ceské odridy Atribut byla transformovana pomoci
Agrobacterium tumefaciens dle stejného postupu. Zatimco transformace odrady Golden
Promise vedla k zisku transgennich rostlin, jejichz pozitivita byla ovéfena na tGrovni
DNA pomoci PCR, transformovana zygotickd embrya odridy Atribut téméf nevytvarela
kalus a nebyla schopna regenerovat v celistvé rostliny. Ze ziskanych vysledka vyplyva,
ze kritickym faktorem pfi transformaci pomoci Agrobacterium je odlisnd vnimavost

jednotlivych odrid k infekci.
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11 Seznam pouzitych zkratek

2,4-D - kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

A. tumefaciens - Agrobacterium tumefaciens

BAP - benzylaminopurin

cat. no. - catalog number, katalogové ¢islo

dapA - gen kodujici dihydropikolinatsyntazu

ddH,0 - destilovana voda

DNA - deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

E. coli - Escherichia coli

EB pufr - elution buffer, elu¢ni pufr

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid, kyselina ethylendiamintetraoctova
GMO - geneticky modifikovany organismus

gus - gen kodujici B-glukoronidazu

hpt - gen kodujici hygromycintransferazu

IAA - kyselina indolyl-3-octova

IBA - kyselina indolyl-3-maselna

kan" - gen kddujici neomycin-fosfotransferazu typ II

kb - kilobase, tisic part nukleotidd

NAA - kyselina a-naftyloctova

napf. - napiiklad

OD - optical density, opticka denzita

PCR - polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
SDS - dodecylsiran sodny

TAE pufr - Tris-acetate-EDTA buffer, Tris-acetat-EDTA pufr
T-DNA - transferred DNA, transferova DNA

Ti plazmid - tumor inducing plasmid, plazmid vyvolavajici nador
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