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MDR — homolog multirezistence (multidrug resistance)
MRP — asociovany protein mnohocetné Iékové rezistence

(multidrug resistance-associated protein)

MZP Ministerstvo Zivotniho prostiedi
NAP — specialni ABC protein (non-intrinsic ABC protein)
NBD — nukleotid vazajici doména ABC transportéru

(nucleotide-binding domain)

NBF — nukleotid vazajici zahyb (nucleotide-binding fold)
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PDR — homolog pleiotropni Iékové rezistence (pleiotropic drug
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Primer F — pfedni (forward) primer

Primer R — obraceny (reverse) primer
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1 UVOD A CiLE PRACE
1.1 Uvod do problematiky

Je€men sety (Hordeum wvulgare L.) je jednou z nejstarSich a nejvyznamnéjSich
zemédélskych plodin. Podle poétu osevnych ploch je vsouCasné dobé d&tvrtou
V dnesni dobé se jeCmen vyuziva hlavné v zemé&délstvi jako velmi kvalitni jadrné krmivo
pro monogastricka zvifata (Zimolka a kol., 2006). NejkvalitngjSi ¢ast produkce (zejména
jarni jeémen) se pouziva ve sladovnictvi pfi vyrobé piva. Dulezitou surovinou je i v primyslu
pfi vyrobé detergentd, lihu, Skrobu a pfipravku pro farmaceuticky a kosmeticky priimysl.

Vzhledem k predpokladanému rlstu populace na Zemi (v roce 2050 teoreticky narust
na devét miliard, Matsuda a kol., 2016) se navysuji pozadavky na produkci potravin,
zejména obilovin. Modifikace je€mene je jednou z moznosti, jak docilit zvySenych vynosd,
zlepSeni nutriénich hodnot a jak dosahnout lepSi odolnosti rostliny vic¢i chorobam, Skiidcim
a patogentm. Slechtitelé se také snazi zaroven snizit naroky rostlin na p&stovani, na vodu,
zejména z davodu klimatickych zmén.

Proces Slechténi rostlin mGze byt zefektivnén pouzivanim metod genetického
inZenyrstvi. Pomoci rekombinantni technologie, transformace jsou do genomu rostliny
cilené vnaseny geny metabolickych drah pochazejici z riGznych organismi. Geneticky
modifikované rostliny obsahujici zajmové geny, se vyznacuji novymi Zzadanymi vlastnostmi.

Nedilnou soucasti expresnich vektort pouzivanych pro vnaseni zajmovych gen( jsou
selekéni geny (markery), které umoznuji pfednostni rist transgenniho kalusu a naslednou
regeneraci rostlin. V sou¢asné dobé jsou vSechny selekéni geny bakterialniho plvodu.
Nejpouzivangjsi z nich je gen kodujici enzym neomycin fosfotransferasu Il (nptll), ktery
poskytuje rostliné rezistenci na aminoglykosidova antibiotika, napf. kanamycin. Pouzivani
selekénich genu bakterialniho pavodu je z hlediska laické vefejnosti a ekologickych
aktivistu kritizovano. Duvodem jsou obavy z horizontalniho Sifeni gent vykazujici rezistenci
k antibiotikim, obavy o lidské zdravi €i zivotni prostiedi.

V roce 2005 byl v genomu modelové rostliny Arabidopsis thaliana odridy Columbiana
identifikovan gen Atwbcl9, jehoz protein u dvoudéloznych rostlin vykazuje rezistenci
k aminoglykosidovému antibiotiku (kanamycinu). Pfedpoklada se, Ze by tento gen mohl
v budoucnu nahradit bakterialni selekéni geny.

V genomu jeCmene se vyskytuji specifické ATP-vazebné kazety transportéri (ABC
transportéru), které mohou byt orthologni ke genu Atwbc19. ABC transportéry jsou proteiny
prostupujici membranou bunék a plini rlznou transportni funkci. Exprese a funkce genu

ABC transportérl je zkoumana u riznych druht rostlin pomoci metod molekularni biologie.
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1.2 Cile prace

Mezi cile diplomové prace patfi:

vypracovat literarni reSersi zaméfenou na ABC rostlinné transportéry

naklonovat zajmovy gen Hvabc4 do expresniho vektoru pBract214AS

realizovat navrzenou klonovaci strategii, transformovat jarni jemen odriid Golden
Promise pomoci Agrobacteria tumefaciens

ovéfit funkénost genu integrovaného do genomu je€mene na selekénich médiich
obsahujicich antibiotika (geneticin a neomycin) ve dvou riznych koncentracich

pomoci PCR oveéfit pfitomnost transgenu.
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2 PREHLED PROBLEMATIKY
2.1 ABC transportéry

ATP-vazebné kazety transportérd (ABC transportéry) jsou transmembranové proteiny
nachazejici se v celé fadé zivych organismu (Higgins, 1992; Rea, 2007; Kang a kol., 2011).
Ugastni se vazby a poté i aktivniho transportu rliznych latek a substratd pfes biologické
membrany s vyuzitim energie z hydrolyzy adenosintrifosfatu (ATP) vlivem zmény
konformace proteinu. Kazdy ABC transportér je relativné specificky pro dany substrat.
Charakterizovany byly ABC transportéry typické pro aminokyseliny, cukry, anorganické
ionty, polysacharidy, peptidy a proteiny. Nékteré ABC transportéry funguji jako dopravni
systémy (import) a hromadi substrat v burce, zatimco jiné pfepravuji substrat z bunky
(export). Doposud nebyl identifikovan ABC transportér pro ¢erpani substrati v obou
smérech.

Rostlinna bunka je velmi bohata na ABC proteiny. V rostlinach se nachazi vice jak sto
ABC proteind, coz je vysSi poCet nez u jinych organismud (Kang a kol., 2011). Vyskytuji se
vriznych membranach: v plazmatické membrané, membranach chloroplastd,
mitochondrii, peroxizomu i tonoplastu vakuoly. Jejich moznou funkci je regulace iontovych
kanall nebo funkce ATP dependentni pumpy (Higgins, 1992). Dodnes ovSem nejsou
vSechny ABC transportéry zcela prozkoumany.

Pavodné byl témto transportérim pfisuzovan pouze pfenos toxickych latek
pfes bunécné membrany, tedy funkce detoxikace buriky (Rea, 2007). Pozdéji byly objeveny
i dalSi dulezité funkce, kterych se v rostlinné burice Ucastni: polarniho transportu auxinu,
importu alkaloidu, tkanové pigmentaci, regulaci priduchl, odolnosti proti chorobam,
lipidového katabolismu, odolnosti vuci antibiotikim, transportu kovu, akumulaci fytatu
v semenech, transportu hormonl a kyseliny abscisové (ABA). Jedna se tedy o funkce
dllezité pro rast organu, vyzivu a vyvoj rostliny, poskytujici odpovéd na abioticky stres,
zajistujici odolnost proti patogenum a slouzici k interakci s prostfedim (Kang a kol., 2011).
Pravdépodobna funkce téchto transportérd se da u rostlin pfedpovédét na zakladé jejich
podceledi, ovdem existuje mnoho téch jejichz funkce se od prfedpokladu lisi (Rea, 2007).

ABC transportéry se skladaji ze c¢tyf hlavnich proteinovych podjednotek; dvou
transmembranovych domén ve formé nékolika hydrofobnich 4 - 6 a-helix Sroubovic (TMD,
transmembrane domains), lokalizovanych v membrané, a dvou perifernich vysoce
konzervativnich nukleotid vazajicich domén (NBD, nucleotide-binding domains),
nachazejicich se v cytoplazmé (Higgins, 1992; Matsuda a kol., 2016). Tyto domény
se spolupodili na aktivnim transportu a hydrolyze ATP (Obr. 1). Zatimco TMD je odpovédna
za vazbu a dopravu latek, dulezitost NBD spociva v hromadéni energie z hydrolyzy ATP

a v konformadéni zméné TMD.
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Mezibunéény prostor

Cytoplazmicka membrana

Transmembranova doména

ATP-vazajici doména

Cytoplazma

[ !

ATP  Xenobiotika, ADP +P,
lipidy,
peptidy,...
Obr. 1. Struktura typického ABC transportéru. Transportér je slozeny ze dvou
transmembranovych domén (kazda slozena ze Sesti ve smyckach slozenych a-helix hydrofobnich
sekvenci) vazajicich se v membrané a dvou ATP, (nukleotid) vazebnych domén, tedy nukleotid

vazajicich domén umisténych v cytoplazmé. Export latek je umoznén hydrolyzou ATP (upraveno
podle Higgins, 1992).

U nékterych organismi muze mit ABC transportér vice domén, které slouzi k regulaci
i k jinym specifickym funkcim (Higgins, 1992; Rea, 2007). Nékteré transportéry obsahuji
misto NBD nukleotid vazajici zahyby (NBF, nucleotide-binding folds), které zahrnuji
pfiblizné dvé sté zbytki aminokyselin a obsahuji tfi definujici sekvenéni motivy
aminokyselin. Jedna se o dva kratké motivy Walker A box (GX4GK[ST]), Walker B box
((hydrofobni)sDE]) a o ABC motiv umistény mezi dvéma Walker poli. ABC motiv byva také
Casto oznacovan jako C ([LIVMFY]S[SG]G3[RKA][LIVMYA]-X[LIVFM][AG], zndm spiSe
pod nazvem LSSG). Samotné sestaveni téchto motiva se lidi u danych variant ABC
transportéru.

Rostlinné ABC proteiny jsou rozdéleny do 13 skupin na zakladé velikosti proteinu (pIna,
full a polovina, half nebo &tvrtina, quarter molekula), orientace (vpred, forward nebo vzad,
reverse), pfitomnosti & nepfitomnosti charakteristické transmembranové oblasti, nebo
spojovaci oblasti a celkové sekvenéni podobnosti (S’anches-Fern’andez a kol., 2001).

Rea (2007) popisuje ruzné typy transportéra. Full-transportéry jsou dohromady spojeny
Ctyfmi doménami polypeptidd, dvéma TMD a dvéma NBD. Patfi sem homology
multirezistence (MDR, multidrug resistance), asociované proteiny mnohocetné lékové

rezistence (MRP, multidrug resistance-associated protein), homology pleiotropni lékové
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rezistence (PDR, pleiotropic drug resistance), peroxisomalni membranové proteiny (PMP,
peroxisomal membrane protein) a homolog ABC1 (AOH, ABC1 homolog).

DalSim typem transportéru je half-transportér. Half-transportéry se spojuji
do polypeptidu pouze dvéma doménami, jednou TMD a jednou NBD (Verrier a kol., 2008).
Pro spravnou funkci pumpy musi tvofit homodimery nebo heterodimery (Rea, 2007). Patfi
sem bilo-hnédé komplexy homologl (WBC, white-brown complex homolog), ABC2
homology (ATH, ABC2 homolog), ABC transportéry mitochondrii (ATM, ABC transporter
of the mitochondria) a transportér spojeny s antigennim zpracovanim homologt (TAP,
transporter associated with antigen processing), specialni ABC proteiny (NAP, non-intrinsic
ABC protein).

Poslednim typem transportéru, ktery popisuje Rea (2007), je quarter-transportér, coz
je kvartérni protein. NejCastéji se nachazi v bakteriich.

Pro membranové a transportni proteiny byl vytvofen klasifikaéni multipodjednotkovy
systém, zahrnujici Udaje o tfidé transportéru, substratové specifité a fylogenezi (Tab. 1; 2).
Sklada se z 56 prokaryotickych a 11 eukaryotickych podjednotek (S’anches-Fern’andez
a kol., 2001).
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Tab. 1. Organizace domén ABC full-transportérd do skupin. Jsou uvedeny i pfiklady zastupcu, u kterych byla uréena lokalizace a funkce v rostlinné burice. Jednotlivé oblasti
domény jsou barevné oznaceny takto: Cervené NBF 1 a 2, tmavé Sedé& TMD, svétle Sedé TMD 1 a 2, modfe linker (L) doména, zelené C-koncové prodlouzeni (upraveno podle
S’anches-Fern’andez a kol., 2001; Rea, 2007)

(Peroxisomal membrane

biosyntéza kyseliny jasmonové; kliceni semen

Skupina Doména Protein Lokalizace Funkce / Aktivita
AtPGP1 Plazmaticka membrana Export auxinu
MDR NH, . .COOH AtMDR1 Plazmat!cké membrana Export aux?nu
Homolog multirezistence AtPGP4 Plazmat!cke} membra:\na Export auxinu
(Multidrug resistance) ‘ < > ‘ BR2 Plazmaticka membrana Export auxinu
12001400 DWF3 Plazmatickd membrana Export auxinu
CjMDR1 Plazmaticka membrana Import berberinu
MRD AtMRP1 Membrana vakuoly Transport GS-konjugatl, glukuronidu a kyseliny listové
Asociovany protein AtMRP2 Membrana vakuoly Transport GS-konjugétﬂ'qukuronidu a kgtabolitfj chlorofylu
mnohogetné 16kové NH, m '. “ COOH  AtMRP3 Membrana vakuoly Transport (;S—konjugétq a kgtabolltﬂ chlorofylu
rezistence | N AtMRP4 Plazmat!cka:\ membréna Transport GS-konjugatu, kysellnye I|stov§é; regulace praduchu
(Multidrug resistance- [ 1100-1600 > AtMRP5 Plazmatlc!<a membrana Regulace pruduchuﬂ
associated protein) ZmMRP3 Membrana vakuoly Transport antokyanu
ZmMRP4 Membrana vakuoly Transport antokyanu
PDR
Homolog pleiotropni NH, . . COOH AtPDR12 Neznama Tolerance k olovu
Iékové rezistence NpPDR1 Plazmatickda membrana Export sclareolu a odolnost v(ci Botrytis cinerea
(Pleiotropic drug ‘ 1400 ‘ SpTUR2 Plazmatickd membrana Export sclareolu
resistance)
AOH NH, W . COOH
Homolog ABC1 | AtAOH1 Neznama Neznama
(ABC1 homolog) < 1800 >
PMP
Peroxisomalni NH, . .COOH Peroxisomalni vychytavani kyseliny indolylmaselné,
membranovy protein ’ ‘ AtPMP2 Membrana peroxisomu 2,4- dichlorfenoxyoctové, LCFA A jejich LCF, Acyl koenzymu A;
+—>

protein)
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Tab. 2. Organizace domén ABC half-transportért do skupin. Jsou uvedeny i pfiklady zastupct, u kterych byla uréena lokalizace a funkce v rostlinné bunce. Jednotlivé oblasti
domeény jsou barevné oznaceny takto: ¢ervené NBF 1 a 2, svétle Sedé TMD 1 a 2, Zluté amfipaticky signalni peptid N-konce (upraveno podle S’anches-Fern’andez a kol., 2001,

Rea, 2007)
Skupina Doména Protein Lokalizace Funkce / Aktivita
Bilo hné\glngom lex NH, COOH AtWBC12 Plazmaticka membrana Depozice epidermalnich voskul
homolo ﬁp Y AtWBC19 Membrana vakuoly Rezistenci vi¢i kanamycinu
(White-brown %om lex |4_,| GhwBC1 Plazmaticka membrana Zrani vlakna baviny
homolog) P 600~750 NtWBC1 Neznama Export lipidu
NH, COOCH
ABCZAFT:molo . AtATH Neznama Neznama
(ABC2 homolog) ‘ - » OsATH Neznama Neznama
9 600-1000
ABC t’g';\'\él ortér NH, COOH AtATM1 Mitochondrie Mitochondrialni export Fe/S klastra
mitochon%rie AtATM2 Inkluze Neznama
(ABC transporter of the ‘ < > ‘ AtATM3 Mitochondrie Mitochondrialni vyvoz Fe/S klastrud; tolerance ke kadmiu a olovu
mitoch?)ndria) ~700 CrCDS1 Mitochondrie Mitochondrialni vyvoz Fe/S klastr(; tolerance ke kadmiu
TAP
Transportér spojeny NH, COOH
s antigennim AtTAP1 Inkluze Neznama
zpracovanim homolog ‘<—>| AtTAP2 Inkluze Neznama
(Transporter associated 600-800
with antigen processing)
NAP NHQ- COOH . Udrzba Fe/S klastril a reakce na far red svétlo
Specialni ABC protein ﬁmﬁgé E:Zzi:gy Udrzba Fe/S klastrd; embryogeneze
(Non-intrinsic ABC H| AtNAP7 PI 'dy Udrzba Fe/S klastrt; embryogeneze
protein) ~300 t astidy
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2.1.1  ABC transportéry Arabidopsis thaliana

Funkce ABC transportérl je nejCastéji studovana u modelové rostliny huseni¢ku rolniho,
v praci bude pouzivan latinsky nazev Arabidopsis thaliana L. (A. thaliana). Mnoho
podobnych proteint bylo ov§em identifikovano i v ryzi (Oryza sativa), (Rea, 2007; Matsuda,
2016).

V genomu rostliny A. thaliana bylo nalezeno po dokon&eni genomového sekvenovani
130 ABC transportért (o velikosti 250-1800 aminokyselin), ale pouze 22 bylo funkéné
analyzovano (S’anches-Fern’andez a kol., 2001; Kang a kol., 2011). Pro ABC transportéry
v rostlinach byl vytvofen jednoduchy identifikator, kde jsou proteiny podle sestaveni
a funkce zafazeny do osmi hlavnich podskupin (A-H), (Verrier a kol., 2008).

Verrier a kol. (2008) popsali stylizaci nazvi ABC proteinl. ABC proteiny jsou slozeny
minimalné ze tfi slozek, napf. protein AtABCB6: Nejprve je oznaCen druh organismu,
kde byl protein identifikovan (At znaCi Arabidopsis thaliana), dale je pfifazena zkratka
podskupiny, kam je dany protein pfifazen (ABCB) a naposled je dopsano €islo podle poradi
genu, v podskupiné v tomto pfipadé 6.

Transportéry podskupiny A, doposud nebyly v rostlinach charakterizovany (Kang a kol.,
2011). Do podskupiny B byly zafazeny proteiny lokalizované na plazmatické membrané,
v membrané mitochondrii, nékteré i v membranach chloroplastl a vakuol. Transportéry této
podskupiny jsou dllezité pro transport fytohormonu auxinu, sekundarnich metabolitt
a cizorodych latek, napf. mitochondrialni AtABCB25 (AtATM3/STA1) zajistuje export
Zeleza, siry a toleranci ke kadmiu a olovu, AtABCB27 (AtTAP2) zajiStuje odolnost proti
hliniku atd. Podskupina C transportérd je u A. thaliana aktivni pfi pfepravé sloucenin
do vakuoly, napf. AtABCC1 (AtMRP1) a AtABCC4, AtABCCS5 hraji kliCovou roli v regulaci
iontovych kanalt. AtABCC proteiny mohou také pfispét k toleranci vac&i tézkym kovum
(kadmium, rtut). Do podskupiny D patfi napf. membranovy protein peroxisomu AtABCD1
(AtPMP2), ktery je dulezity pfi B-oxidaci. Proteiny podskupiny E a F zfejmé nejsou pfimo
zapojeny do transportnich jevd, podileji se na potlaceni umi€ovani RNA. Podskupina G je
v rostlinach nejvyznamnéjSi a nejroz8ifen&jSi (viz nasledujici kapitola). Proteiny H
podskupiny nebyly u rostlin doposud objeveny.

Podskupiny ABCA az ABCD proteinG se skladaji z rlznych &asti, maji tzv. pfedni
organizaci domény TMD-NBD, zatimco ABCG se vyznacuji organizaci vzad NBD-TMD
(Obr. 2). Podskupina ABCE a ABCF proteint se sklada pouze ze dvou NBD (Verrier a kol.,
2008). Spole¢nym rysem téchto proteinli je ABC motiv a Walker A a B motivy (Rea, 2007).
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Obr. 2. Identifikator podskupin ABC transportéri pro rostlinu Arabidopsis thaliana (pfevzato

z Kang a kol., 2011).

21.2

ABCG transportéry v Arabidopsis thaliana

U Arabidopsis thaliana je nejvyznamnéjsi podskupinou ABCG, ktera obsahuje 28 half-
proteind (WBC) a 15 full proteind (PDR), (Verrier a kol., 2008). Bylo zjisténo, Zze ABCG
proteiny jsou dullezité pro transport ABA (Rea, 2007) a regulaci priduchl. Jedna se
napriklad o AtABCG22 (AtWBC23), AtABCG25 (AtWBC26), AtABCG40 (AtPDR12), (Kang
a kol., 2011).
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Protein AtABCG36 (AtPDR8/PEN3) zpUsobuje v rostlinach rezistenci vici kadmiu.
Transportér prepravuje Cd?* ionty z cytozolu buriky do apoplastu, a dale do kofenu
(Kim a kol., 2007). Tento protein se také podili na intracelularni obran& bunécné stény
rostlin vici patogenum (Stein a kol., 2006; Clay a kol., 2009). Protein ma tedy zasadni funkci
pfi biotickém i abiotickém stresu.

Protein AtABCG40 (AtPDR12) zvySuje toleranci vuci olovu a podili se na detoxikaci
organismu timto prvkem (Lee a kol., 2005). Neni ovSem objasnéno, zda je tolerance k olovu
zpusobena primarné transportem iontt olova ¢i zda jde o sekundarni efekt transportu ABA.

AtABCG11 (AtWBC11), AtABCG12 (CER5), AtABCG13 a AtABCG32 (PECL1) proteiny
dopravuji prekurzory lipidd na povrch epidermalnich bunék rostlin a tvofi vrstvu kutikuly,
AtABCG13 se nachazi pfedevsim u okvétnich listk(l a pestiku rostlin (McFarlane a kol.,
2010). AtABCG26 protein se podili na transportu sporopoleninu pro tvorbu exiny (vnéjsiho
obalu) pylovych zrn.

Nadmérna exprese proteinu AtABCG37 (AtPDR9) zvySuje toleranci rostliny vuci
syntetickym slou¢eninam auxinu, napf. 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseling, ktera se pouziva
jako herbicid (Rzi¢ka a kol., 2010). Jiné ABCG transportéry pozitivné reaguji na kyselinu
jasmonovou nebo kyselinu salicylovou, které jsou zapojeny do biotickych stresovych reakci
a podileji se na obrané proti patogentim ¢i mikroorganismam.

Do ABCG podskupiny patfi také AtABCG19 (AtWBC19) protein, ktery pfi nadmérné
expresi Vv transgennich rostlinach zpusobuje rezistenci va¢i kanamycinu (Kan), (Burris
a kol., 2008).

2.1.3 Gen Atwbc19

V souCasné dobé je v procesu transgenoze dvoudéloznych rostlin nejvice pouzivany
selekéni marker nptll, ktery vykazuje rezistenci ke Kan. Kanamycin je antibiotikum,
izolované zpudni bakterie Streptomyces kanamyceticus. V  prokaryotickych
i eukaryotickych burikach inhibuje syntézu bilkovin (Kang a kol.,, 2010). Bunky
transformované genem nptll a kultivované na médiich s antibiotikem dobfe proliferu;ji
a regeneruji. Netransgenni buriky jsou na médiich inhibovany. Conte a Lloyd (2010)
publikovali, Ze pfi kultivaci rostlin na médiu s vySi koncentraci kanamycinu (vice jak
100 mg-I'Y) dochazi k inhibici syntézy chlorofylu a rostliny jsou albindzni.

Funkce ABC transportéru AtWBC19, pochazejiciho z A. thaliana je od roku 2005
systematicky studovana u rlznych druhd rostlin. Velikost genu Atwbc19 je 2178 paru bazi
(bp), (Mentewab a Stewart, 2005).

Gen Atwbc19 byl Uspésné transformovan do tabaku. Transgenni rostliny generace TO

a T1 vykazovaly rezistenci k antibiotiku kanamycinu (Mentewab a Stewart, 2005). Gen
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Atwbc19 poskytuje odolnost také vaci kaamycinu u melounu (Bombale a kol., 2010). Kang
a kol. (2010) viozili gen Atwbc19 do genomu hybridniho topolu. Ve svych experimentech
prokazali rezistenci na dalSi tfi aminoglykosidova antibiotika (neomycin (Neo), geneticin
(Gen) a paromomycin). V zavéru prace autofi doporuéuji gen Atwbcl9 pouZit jako
alternativni selekéni marker pfi transformaci dvoudéloznych rostlin (sojového bobu,
baviniku, rajcat).

Burris a kol. (2008) zjistili, ze bakterie Escherichia coli (E. coli) po transformaci genem
Atwbc19, misto nptll ztraci rezistenci k vy$§im koncentracim, nez je Kan 10 mg-I.

Mentewab a kol. (2014) studovali reakci rostlin mutanta wbc19, ktery byl péstovany
v in vitro podminkach na médiich s Kan 50 mg-I*. BE€hem rustu srovnavali obsah kovu
u mutantd a u kontrolnich rostlin. Expozice antibiotika vyvolala zménu ve fotosyntetickém
aparatu, metabolismu a v absorpci kovl. Vysledky ukazaly snizeni absorpce zeleza o 60 %
u kontrol a 0 80 % u mutantd. U transgennich rostlin se zvySenou expresi genu Atwbc19
lze prfedpokladat zvySenou toleranci vici abiotickym stresim, nebo zvySenou toleranci
k houbovym chorobam.

Na zakladé publikovanych vysledkd mize byt gen Atwbcl9 vyuzit jako spolehlivy
rostlinny selekéni marker. Vyuzivani bakterialnich selekénich markerd muze zplUsobovat

tzv. horizontalni pfenos bakterialniho genu a mohl by tak vyvolat i rezistenci na antibiotika.

2.1.3.1 Gen Atwbc19 transformovany do tabaku (Nicotiana tabacum L.)

Mentewab a Stewart (2005) potvrdili expresi genu Atwbcl9 do tabaku (Nicotiana
tabacum L. odrady Xanthi). Transformovali listové disky tabaku pfipravenymi tiemi
expresnimi vektory: pNPT s genem nptll, pABC s Atwbc19, pNPT spole¢né s pABC.
VSechny zajmové geny byly pod CaMV 35S promotorem (35 S promotor, Cauliflower
mosaic virus). Soucasti vektoru byl také reportérovy beta-glucoronitasovy gen (gus).
Listové disky tabaku byly transformovany pomoci Agrobacteria tumefaciens
(A. tumefaciens). Selekce a regenerace rostlin probihala na médiich s antibiotikem Kan 50,
100, 200 mg-I. U rostlin s vlozenym genem Atwbc19 byla pfi koncentraci Kan 100 mg:-I*
uCinnost selekce srovnatelna s ucinnosti bakteridlniho genu nptll  pfi koncentraci
Kan 200 mg-I*t. Pokud byly do genomu rostliny vioZzeny oba geny (Atwbc19 a nptll) rostliny
vykazovaly rezistenci pfi koncentraci 200 mg-I™.

U transgennich rostlin byla exprese reportérového genu gus potvrzena histochemickou
reakci, provedena Southern a Northern blot analyzou. Testy T1 generace ukazaly, Ze pouze
transgenni rostliny pfirozené& kofenily na médiu s Kan, kofeny netransgennich rostlin byly

bledé, zakrnélé, pfipadné jiz odumrelé.
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2.1.3.2 Gen Atwbc19 transformovany do melounu (Cucumis melo L.)

Bombale a kol. (2010) transformovali genem Atwbcl9 zygoticka embrya melounu
cukrového (Cucumis melo L.) tfi odrid (Eden Gem, Punjab Sunheri a Hara Madhu).
Pro transformaci byl opét pouZit vektor pABC, kde byl gen Atwbc19 pod kontrolou 35S
promotoru, soucasti expresniho vektoru byl i reportérovy gen gus. Transformace byla
provedena pomoci A. tumefaciens a pomoci mikroprojektiloveho pfenosu DNA.
Po transformaci se zygotickd embrya kultivovala na médiu s Kan 80, 100, 150, 200 mg-I*.
Pocet regenerovanych rostlin se na médiich s riznymi koncentracemi se kanamycin
znacné lisil. Optimalni koncentrace pro cukrovy meloun byla Kan 100 mg-I?t. Vys$si
transformacni ucinnost byla u mikroprojektilového pfenosu DNA (91%) nez u transformace
Agrobacteriem (20%). PFitomnost genu Atwbcl9 (velikost 2,18 kb) v rostlinach byla
potvrzena analyzou polymerazové fetézové reakce (PCR). Bylo potvrzeno, ze transgen

Atwbc19 vykazuje rezistenci ke kanamycinu i u cukrového melounu.

2.1.3.3 Gen Atwbc19 transformovany do topolu (Populus tremuloides L.)

Kang a kol. (2010) transformovali topol (Populus canescens a Populus grandidentata)
genem Atwbc19 a nptll. Geny byly vloZzeny do plazmidi pod 35S promotor, obdobné jako
v praci Mentewab a Stewart (2005) pABC a pNPT. Cilem bylo ovéfit funkci genu Atwbc19
u dfevin. Selekce transformovanych listovych segmentl probihala na médiich
s Kan 80 mg-I?%, regenerované rostliny byly selektovany na médiu o koncentraci 100 mg:-I*
kanamycinu. Transgenni rostliny, které osahovaly transgeny Atwbcl9 nebo nptll
vykazovaly podobnou schopnost regenerace. Pfitomnost transgent byla ovéfena PCR
analyzou. Pro kontrolu uc€inku selekce byly listové segmenty transgennich rostlin
opakované kultivovany v in vitro podminkach na médiich s rdznymi koncentracemi
antibiotik: Kan (0; 50; 100; 150; 200 mg-I*?), Neo (0; 50; 100; 200; 400 mg-I'), Gen (0; 1,25;
2,5; 5,0; 10,0 mg-I't) a paromomycin (0; 50; 100; 200; 400 mg-I**). Na rozdil od transgenniho
tabaku, ktery byl rezistentni pouze ke kanamycinu (Mentewab a Stewart, 2005), transgenni
topol sgenem Atwbcl9 vykazoval rezistenci vac&i tfem dalSim aminoglykosidovym
antibiotikim (neomycinu, geneticinu a paromomycinu). Pfedpoklada se, Ze transportér se
nachazi v tonoplastu, odstranuje kanamycin z cytosolu a je ukladan do vakuoly (Kang
a kol., 2010). Mentewab a Stewart (2005) ovSem zjistili, Ze gen Atwbc19 tvofi homodimerni
nebo heterodimerni komplex s dalSimi half ABC transportéry. Zda se tedy, ze AtWBC19
v transgennich rostlinach topolu (Populus tremuloides) tvofi heterodimer s endogennim
half-transportérem, ktery by mohl teoreticky odpovidat za rezistenci i vi¢i vice antibiotikim
(Kang a kol., 2010).
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2.2 Orthologni geny

Orthologni geny (orthology) jsou geny dvou raznych organismu, které maji velmi podobnou
¢i dokonce stejnou biologickou funkci (Fitch, 1970; Fitch, 2000). Tyto geny pochazeji
pravdépodobné z jediného genu spolecného pfedka. Modelové organismy, jejichz genom
je velmi dobfe prostudovan, umoznuji srovnani biologické funkce genl u ostatnich
organismd (Remm a kol., 2001).

V soucasné dobé je k dispozici velky pocet genomovych sekvenci mnoha rostlin, coz
umozfiuje snadnou identifikaci homolognich gend (Patel a kol.,, 2012). Orthologni
identifikace genu napfi¢ riznymi druhy je stale obtizna, i kdyz ji Ize pfedvidat podle Urovné
podobnosti genové exprese. Identifikace daného orthologu maze byt ztizena raznymi
udalostmi v evoluéni historii druhu.

Pro nalezeni orthologu jsou pouzivany rizné metody (Kuzniar a kol., 2008). Mezi né
patfi napfiklad metoda zalozena na grafu (napf. OrthoMCL, InParanoid, Ortholuge),
vyuzivajici sekvenéni podobnosti druhd rostlin z ulozenych databazi. Dale je také
pouzivana metoda na bazi fylogenetického stromu (napf. Orthostrapper a RIO) vyuzivajici
pfimé evoluéni modely a z kterych se odvodi pravdépodobné orthology. Liang a kol. (2008)
publikovali databazi Phytozome, Gramene pro vyhledavani ortholognich gena. V sou¢asné
dobé existuje i fada dalSich on-line databazi, nékteré znich jsou volné dostupné
na internetu.

Nékteré druhy rostlin slouzi jako matrice pro vyhledavani ortholognich gen,
napf. A. thaliana, ryZze seta (Oryza sativa), tolice truncatula (Medicago truncatula), topol
chlupatoplody (Populus trichocarpa), séja lustinata (Glycine max), jarni je€men (Hordeum

vulgare) a kukufice seta (Zea mays), (Patel a kol., 2012).

2.2.1  Orthologni geny pSenice

Tulpan a kol. (2015) pfifadili ke genomu pSenice seté (Triticum aestivum) pomoci
Reciprocal Best Blast Hit metody (RBBH) orthologni geny zaloZzenych na DNA
a proteinovych sekvencich. Metoda spociva v pfifazeni genl pSenice k deviti odliSnym
druhum rostlin s pravdépodobnou funkéni ekvivalenci (Obr. 3). Na zakladé provedenych
analyz Ize odhalit fylogenetickou pfibuznost: A. thaliana, mnohostét Tauschiv (Aegilops
tauschii), Brachypodium distachyon, brukev (Brassica rapa), jarni jeémen (Hordeum
vulgare), ryze seta (Oryza sativa subsp. Japonica), €irok dvoubarevny (Sorghum bicolor),
divoka pSenice (Triticum urartu) a kukufice seta (Zea mays).

V genomu ps$enice bylo nalezeno 85 novych ortholognich genu, coz je 8 % z celkového
poCtu popsanych pseni¢nych genu (Tulpan a kol., 2015). Model prokazal, Zze rostlinny

genom lze obohatit pomoci orthologl pfifazenych i z jinych rostlinnych druha.
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Obr. 3. Fylogeneticky strom s deseti druhy rostlin (pfevzato z Tulpan a kol., 2015).

2.2.2 Gen OsCYOL1 orthologni k AtCYOL1

U rostliny A. thaliana byl identifikovan gen AtCYOL, ktery ma vliv na biogenezi chloroplastu
v kotyledonu (Tominaga a kol., 2016). Mutanti bez tohoto genu maji bledy kotyledon, ale
v dalSim vyvoji rostliny se objevuji normalni zralé listy. Také u ryze (Oryza sativa L. ssp.
Japonica odridy Nipponbare) byl objeven podobny gen OsCYO1, ktery vSak nefunguije tak,
jak by se dalo ve srovnani s AtCYO1 oCekavat. Bylo zjiSténo, ze po transformaci OsCYOL1
do mutanta cyol A. thaliana, byla obnovena zpét pavodni funkce.

Podobné jako AtCYO1, rekombinantni OsCYO1 ma protein disulfid reduktasu (DR).
Cinnosti DR se zvySuje koncentrace glutathionu. Aktivita DR Ize snizit pouzitim NADPH
¢i NADH (donory elektron(l). Funkce DR byla pozorovana i u OsCYO1, coz naznaduje, ze
glutathion maze slouzit jako redukéni €inidlo pro OsCYO1 in vivo.

U ryze v koleoptile (prvni list zarodku jednodéloZnych rostlin) bylo zjisténo méné
OsCYO1 nez ve zralych listech. Mutantni linie rostlin OsCYO1 ovlivnéné defektni RNA mély
ve vétSiné pfipadl zelené listy, ovSem u nékterych byly pozorovany albindzni koleoptile
a listy. U rostlin se zelenymi listy byl snizen vykon fotosyntézy. Z téchto skutecCnosti je
patrné, ze OsCYO1 je enzymaticky ekvivalentni k AtCYO1, ale fyziologicka uloha se mlze

liSit mezi jednodéloznymi rostlinami ryZe a dvoudé&loZznymi rostlinami A. thaliana.

2.2.3 Geny ryze dulezité pro jeji respiraci

V genomu ryze seté (Oryza sativa L.) bylo objeveno vice jak 120 ABC transportérd,
rozdélenych do mnoha podskupin (Verrier a kol., 2008). Ohyanagi a kol. (2006) vytvofili
pro osekvenovany genom ryze databazi The Rice Annotation Project (RAP-DB). Podobné
jako tomu bylo u A. thaliana, i zde jsou nejvétsi podskupinou ABCG proteiny a zahrnuji full

i half-molekuly.
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Ryze patfi mezi obilniny s vysokou citlivosti na vodni stres (Matsuda a kol., 2016).
Odhaduje se, Ze sucho snizuje svétovou produkci ryZe o 50 %. Nejvétsi ztrata vody nastava
odparem pres stomatalni pory (praduchy) a diky plsobeni ABA, ktera zpusobuje uzavirani
priducht za stresovych podminek, jako je napf. sucho, zima, osmoticky tlak, koncentrace
COg, solny stres apod.

U A. thaliana se na transportu ABA a stomatalni regulaci podileji proteiny AtABCG22,
AtABCG25 a AtABCG40 (Kang a kol., 2010). U ryze je do transportu ABA zapojen protein
OsABCG5 (RCN1), ktery je lokalizovan na plazmatické membrané svéracich bunék
a zodpovida za akumulaci ABA a poté uzavieni praduchu v reakci na sucho (Matsuda
a kol., 2016). To bylo prokazano i v pokusech s mutanty rcnl, u kterych nastava vétsi ztrata
vody nez u pfirozeného typu rostliny. OsABCGS5 tvofi heterodimery s OsABCG2 (respektive
OsABCG3) a hraji dllezité role v reakci na abioticky stres. DalSi moznou dopravou ABA
v organismu ryze je protein OsABCG27, jedna se pravdépodobné o ortholog k AtABCG25,

ktery zaijistuje transport ABA v cévnich burikach.

2.2.4  Gen Hd1 ortholog k Constans

Hlavnim faktorem ur€ujicim vyvoj rostlin a agronomickou vykonnost plodin je fotoperioda
(Jaeger a Wigge, 2007). Princip fotoperiodické drahy a jeji vliv na kveteni byl objasnén
u rostliny A. thaliana. Centralnim regulatorem fotoperiodické drahy je Constans (Co), ktery
je up-regulovan v listech za dlouhého dne. Gen Co kéduje transkripéni faktor a aktivuje tim
hormon zvany FLOWERING LOCUS (mobilni florigen). Ten je transportovan z listd
do apikalniho meristému, kde spusti signalni drahu vedouci k expresi gent zpUsobujicich
pfeménu vegetativnich organu na generativni.

Na transkripni urovni je Co regulovan nékolika geny, které jsou pod kontrolou
cirkadiannich hodin. Regulace kompletniho proteinu CO je zajistovana pomoci
fotoreceptord, ubiquitin ligazy a CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1). Tyto
tfi faktory napomahaji stabilizaci (na svétle) i destabilizaci (ve tmé) proteinu CO.

Orthologni geny Co byly identifikovany u mnoha druh( rostlin, napf. vryzi Hd1.
V je€meni bylo nalezeno dokonce devét orthologu, z nichz HvCol se nejvice podoba funkci
Co ik Hd1 (Campoli a kol., 2012).

2.2.5 Geny Hordeum vulgare orthologni k Atwbc19

Vramci evoluéniho procesu jsou nékteré geny shodné u jednodéloznych
a dvoudéloznych rostlin (Panstruga, 2005). Je mozné, Ze nékteré geny, které vykonavaly
danou funkci u puavodnich rostlin, vykovavaji stejné funkce u dvoudéloznych

i jednodéloznych rostlin i dnes. Po roce 2000, kdy byla dokonéena genomova sekvence

24



A. thaliana, je objasnéna funkce a produkce nékterych protein. Nyni se hledaji orthologni
geny k A. thaliana v jinych rostlinach.

K aminokyselinové sekvenci Atwbcl9 ziskané =z GenBank byla pfifazena
prostfednictvim programu TBLASTIN dostupna sekvence jeémene odrudy Morex. Pomoci
bioinformacniho nastroje ClustalW2 byl vytvofen ,multiple sequence alignment®
fylogeneticky strom pro porovnani ziskanych sekvenci ABC transportért (Obr. 4). Byly
pouzity sekvence A. thaliana, Brassica rapa, Hordeum vulgare, Oryza sativa (feSeno
vramci projektu KONTAKT II: LH 13069; Ohnoutkova, 2013). Z testovanych genu byly
vybrany ¢&tyfi je€menné homologni geny k Atwbc19. V ramci diplomové prace byl vybrany

ortholog MLOC_66404.1 overexpimovan v genomu je€mene (Obr. 4, ortholog je vyznacen

modfe).
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Obr. 4. Fylogeneticky strom nalezenych rostlinnych orthologii ke genu Atwbc19. Cervené je
oznaceny gen Atwbcl9 a modfe je€menny ortholog navrzeny k transformaci (vytvoreno

ClustalW?2).
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2.3 Transformace rostlin

Transformace je metoda cileného vnaseni vybraného genu jednoho organismu do genomu
druhého organismu (Snustad a Simmons, 2009). Podle zdroje vkladaného genu rozliSujeme
transgenni, cisgenni a intragenni organismy (Bradshaw, 2016). Pfi transgenozi je zajmovy
gen vnesen do genomu organismu jineého druhu, napf. gen z bakterie do rostliny. Cisgenni
organismy obsahuji geny stejného nebo blizce pfibuzného druhu, intragenni organismy
jsou takové, do kterych jsou vneseny geny ze stejného druhu.

Vlozeni zajmového genu do vektoru (napf. bakterialnim plazmidu) umoznuji techniky
rekombinantni DNA (Bidlack a Jansky, 2011).

2.3.1 Metody transformace

Metody transformace Ize podle pfenosu DNA do bunék rozdélit na pfimé a nepfimé. Pfimé
techniky se snazi dostat transgen pfimo do genomu cilovych bunék. Oproti tomu nepfimé
metody vyuzivaji k transformaci bunék bakterii rodu Agrobacterium, do jejichz plazmidu byl
transgen pfedem vlozen.

Mezi pfimé metody fadime prenos DNA do protoplastd (to jsou rostlinné buriky
bez bunélné stény) pomoci elektroporace (Matsumoto a Gonsalves, 2012). Buiky jsou
vystaveny kratkym elektrickym pulzim, které tvofi doCasné péry v membranég, pres které
Ize pfenést cizorodou DNA. Podobné funguje i chemicka latka polyethylenglykol (PEG),
ktera indukuje tvorbu membranovych péri (Li a Gray, 2005). Mikrokulicky alginatu
vapenatého jsou schopny prenaset dlouhé fetézce DNA do buriky pfes vytvofené pory
(Matsumoto a Gonsalves, 2012). Dal$i metodou pfimého pfenosu je biolistickd metoda
(mikroprojektilovy pfenos DNA). Na wolframové nebo zlaté ¢astice o velikosti 1 — 2 ym je
navazana DNA (Li a Gray, 2005). Ve specialni komurce, ve které je umisténo
transformované pletivo je vytvofeno vakuum a pod definovanym tlakem jsou Castice
vnaseny do bunék. Metoda je vyuzivana prevazné pro transformaci jednodéloznych rostlin
a také k ovéreni transientni exprese.

Mezi nepfimé metody fadime transformaci prostfednictvim A. tumefaciens. Zgjmovy
gen urCeny pro pienos do rostliny je vioZzen do bakterialniho plazmidu (Snustad a Simmons,
2009). Pro transformaci mohou byt pouzity rizné &asti rostlin napf. listové disky, Casti

kvétenstvi, protoplasty a zygoticka embrya.

2.3.2 Transformace pomoci Agrobacteria tumefaciens

Princip techniky byl objasnén v 70. letech. Pudni patogenni bakterie A. tumefaciens je

schopna vnést ¢ast své genetické informace T-DNA (transferred DNA) do genomu bunék
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rostlin prostfednictvim plazmidu (Ti-plazmidu, tumor inducing), (Snustad a Simmons, 2009;
Hammond-Kosack a Jones, 2015).

Po infekci Agrobacteriem dochazi v rostliné k proliferaci, vytvafi se nador a zacina
syntéza opinu, coZ je derivat argininu (Snustad a Simmons, 2009). Tato latka je bakterii
vyuzivana jako zdroj energie. Kmeny A. tumefaciens lze od sebe odliit podle toho jaky
druh opin0 produkuji (napf. nopalin nebo oktopin). U bunék rostlin dochazi k nadprodukci
rostlinnych (auxinG a cytokinint), které indukuji tvorbu nadoru ,crown gall“, neboli
krékového nadoru. Tento proces je pfirozeny u dvoudéloznych a nahosemennych rostlin.
Schopnost A. tumefaciens zpusobovat v rostlinach ,crown gall“ nadory je fizena geny
nalézajici se na Ti-plazmidu o velikost az 200 000 bp. Na Ti-plazmidu jsou pro transformaci
nejdulezitéjSi dvé Casti, oblast virulentnich genu (vir), které jsou nezbytné pro prenos
T-DNA, a oblast T-DNA.

Agrobacterium pfevazné napada rostliny v misté poranéni (Hammond-Kosack
a Jones, 2015). PoSkozené bunky rostliny pfi procesu hojeni syntetizuji a do okoli vylucuji
fenolické latky, napf. acetosyringon (Obr. 5), coz je chemoatraktant pro Agrobacterium
a naslednou indukci vir gent z Ti-plazmidu (Taiz a kol., 2015). Bakterialni chromozomalni
virulentni geny jsou exprimovany pfednostné, nebot' zprostfedkovavaji uchyceni bakterii
k rostlinnym burikam (Hammond-Kosack a Jones, 2015). DalSi virulentni geny VirA-VirG
lokalizované na Ti-plazmidu fidi a zprostfedkovavaji specialni reakce pro pfenos T-DNA
do genomu rostliny. Specifickou nukleazou virD genu je T-DNA sekvence z Ti-plazmidu
vystépena a pomoci dalSich virD-proteinu je pfenesena a stabilné integrovana do genomu

rostlinné bunky.
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Obr. 5. Infekce rostlinnych bunék Agrobacteriem tumefaciens (upraveno podle Taiz a kol., 2015).

Pro transformaci se pouzivaji kmeny Agrobacteria s upravenym Ti-plazmidem (Taiz
akol.,, 2015). Geny pro rostlinné hormony a pro opiny jsou z Ti-plazmidu z Casti
T-DNA odstranény a na jejich misto je vlozen zajmovy gen a selekéni marker, nejcastéji je
to gen rezistence k antibiotikim (Obr. 6). Upraveny Ti-plazmid je vloZzen do Agrobacteria.
Do bakterii infikované rostlinné buriky se pfenese jakykoliv gen obsazeny v T-DNA. Gen
rezistence vUci antibiotikim umoznuje snadnou selekci transformovanych bunék.

Ti-plazmid je pro genetickou manipulaci prili§ velky, tak je rozdélen na mensi,
tzv. binarni vektory s oddélenou funkci (Hellens a kol., 2000). Expresni vektor je
do Agrobacteria transformovan spolu s pomocnym vektorem pSoup. Ve vektoru pBRACT
se nachazeji geny pro replikaci v bakteriich E. coli a A. tumefaciens, selekéni markery,
restrikEni enzymy a hranicni sekvence pro vlozeni zgjmového genu (LB, left border a RB,
right border). Vektor pSoup nese usek RepA (Cast pSaORI) pro replikaci pBRACT
v Agrobacteriu.
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Obr. 6. Schéma Ti - plazmidu Agrobacteria tumefaciens. Ti plazmid je kruhovy

extrachromozomalni usek DNA obsazené uvnitf bakterialni buriky. Cast plazmidu, T-DNA usek,
je vnasen do genomu rostliny. Geny virulence (vir), které jsou na jiném misté v Ti-plazmidu, jsou
nezbytné pro zahajeni pfenosu T-DNA. a) pfirozeny typ Agrobacteria T-DNA obsahuje geny
pro fytohormony a neproteinové aminokyseliny — opiny. b) je bakterie upravena pro transformaci,
geny pro fytohormony a opiny jsou odstranény a nahrazeny zajmovym genem a genem
s rezistenci vdc¢i antibiotikdm (upraveno podle Taiz a kol., 2015).

2.3.2.1 Kultivace explantatt v in vitro podminkach

Pro transformaci rostlin jsou nej¢astéji vyuzivané &asti listu a nezrala embrya, ktera jsou
kultivovana na indukénich a regenera¢nich médiich (Bidlack a Jansky, 2011). Pro stimulaci
tvorby kalusu, kofen( a prytu jsou do kultivaéniho média pfidavany ristové hormony.

Vyznamnou vlastnosti rostlinnych bunék je schopnost totipotence, coz je pfeména
v jakykoliv typ buriky (Snustad a Simmons, 2009). Kazda burika je schopna vytvofit
diferencované buriky dospélé rostliny. Diferencované bunky maji schopnost
se dediferencovat do embryonalniho stadia a dale rediferencovat v nové typy bunék.
Pro genetické inzenyrstvi je totipotence bunék velkou pFednosti, protoze umozriuje
z jednotlivych transformovanych somatickych bunék regeneraci celé rostliny.

Soucasti vektoru zpravidla byvaji selekéni a reportérové markery (Snustad a Simmons,
2009). Selekéni gen poskytuje schopnost rezistence vac&i vybrané latce, antibiotiku,
herbicidu nebo jinému €inidlu zastavujici rist netransformovanych bunék. Nejpouzivané;si
selekeni geny jsou nptll a hygromycin fosfotransferasovy (hpt), které vykazuji rezistenci
k antibiotikim. Mezi nejpouzivanéjSi reportérové geny, kterymi muiZeme detekovat
a kvantitativné stanovovat expresi v transformovaném pletivu, patfi gus a bar (bialaphos
resistance).
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2.3.3  Geneticky modifikované rostliny

Jiz po staleti je znama uprava rostlinného genomu formou Slechténi (Taiz a kol., 2015).
Hospodarské plodiny jsou Slechtény pro vysSi vynosnost, odolnost vuci patogenum,
Skadcim a k lepSimu pfizpusobeni k abiotickym faktoriim. Metody klasického Slechténi jsou
zdlouhavé a vySlechténi nové odrady trva od 6 do 8 let. Rozvoj molekularnich metod, ktery
nastal v poslednich letech mize vyznamnym zplsobem pfispét ke zkraceni Slechtitelského
procesu. Nebot rekombinantni technologie umoznily do rostlin pfimo vnaset pfislusné geny
(transgeny).

Prvni geneticky modifikovanou (GM) rostlinou v roce 1983 byl tabak s rezistenci
k antibiotiku kanamycinu (Bombale a kol., 2010). Prvni transgenni zemédélskou plodinou,
ktera byla uvolnéna na trh v USA, bylo rajée FlavrSavr s prodlouzenou dobou zralosti
(Ondfej, 2004).

Proti hmyzim skddctm byly vytvofeny GM rostliny (Bt), do nichz byl transformovan gen
Z bakterie Bacillus thuringiensis, ktery tvofi pro hmyz jedovaty &-endotoxin, ktery je toxicky
az ve stfevech larev hmyzu (Taiz a kol., 2015). K témto rostlinam patfi napf. Bt-kukufice,
ktera je odolna proti zavije€i kukuficnému, Bt-brambor s odolnosti proti mandelince
bramborové a Bt-bavinik odolny k makadlovce bavinikové (Ondfej, 2004). Vyznamnou
skupinou jsou rostliny tolerantni k herbicidu (HT, herbicide tolerance), patfi sem kukufice,
sbja, bavinik afepka olejka (Bradshaw, 2016). GM upravené plodiny maji toleranci
ke glyfosatu (Roundup), u€inné latky, kterd je obsazZena v herbicidu. Aplikace herbicidu
inhibuje enzym 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat (EPSP) syntasu, ktery je dulezity pro tvorbu
aromatickych aminokyselin (fenylalaninu, tryptofanu a tyrosinu) v rostlinach. Byly vytvofeny
i kombinace rostlin HT/Bt, napf. sdja, ktera byla péstovana v roce 2014 v Brazilii, Argenting,
Paraguay a Uruguay na 5,8 mil ha. Do genomu nékterych rostlin byly vioZzeny geny
pro tvorbu rezistence k danym virdm. PFikladem je papaja (PRSV) s toleranci proti viru
krouzkové skvrnitosti (Smith a kol., 2010).

Transgenni rostliny mohou byt vyuzity i v primyslu (Graham a kol., 2005). Pfikladem
muze byt produkce biodegradovatelnych polymeru, vyuzitelnych pfi tvorbé obalu ¢i jako
nahrazka plastu vyrobenych z neobnovitelnych zdroju. Molekularnimi metodami Ize upravit
slozeni Skrobl u brambor — snizit produkci amylosy a amylopektinu. Pro primysl jsou tyto
dvé latky za normalnich podminek odstrafiovany. GM rostliny jsou testovany i na ziskavani
mineralnich latek &i izolaci tézkych kovu z pudy, moznost dekontaminace plid. Transgenni
rostliny mohou byt vyuZity jako alternativni zdroj produkce biomasy, napf. topol (Bradshaw,
2016).

Transformaci byly vytvofeny nové typy rostlin, pfikladem je zlata ryze (Smith a kol.,

2010; Taiz a kol., 2015). Ryze obsahuje (3 karoten, dulezity provitamin A. Péstovani rostliny
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v oblastech jihovychodni Asie omezuje tato upravena plodina u zdejSich obyvatel, a zvlasté
déti, podvyzivu a vitaminovou nedostatecnost.

DalSi transgenni plodinou je brambor se zvySenym obsahem Skrobl (Graham a kol.,
2005), uprava by méla zamezit ¢ernani fezu. U fepky olejné a sd6ji byl vnesen gen
pro produkci vétSiho mnozstvi vitaminu E a nenasycenych mastnych kyselin (Ondfej,
2004). Testovany jsou také GM plodiny s produkci protilatek proti hepatitidé B, malarii,
tuberkuloze, vztekling, cholefe, vyuziti pro oblasti s nedostatkem Iékafskych zafizeni
(Bidlack a Jansky, 2011). Testovany jsou rostliny vykazujici toleranci k suchu kukufice
pro moznost péstovani v oblastech Afriky (Bradshaw, 2016). Do genomu okrasnych rostlin
(rGzi, chryzantém, karafiat) byl vlozen gen pro modré zbarveni kvétu (Bidlack a Jansky,
2011).

V roce 1996 byly GM plodiny péstovany v Sesti zemich svéta na polich o rozloze
1,7 mil ha (Bradshaw, 2016). V roce 2014 to bylo jiz na 181,5 mil ha v 28 statech, nejvice
v USA, Brazilii, Argenting, Kanadé, Indii. V rozvojovych zemich péstuje GM rostliny az 90 %
farmard. Davodem jsou vy$Si ekonomickeé zisky, vySSi vynosy plodin (az 0 22 %). Dllezitym
argumentem je také nizSi spotieba chemickych latek (herbicidd a insekticidt) az o 37 %,
¢im je zlepSena kvalita jejich Zivota udrzitelnost Zivotniho prostfedi.

Hlavnim ddvodem péstovani transgennich rostlin je snizeni a odstranéni podvyzivy
a hladomoru na Zemi (Bradshaw, 2016). Zajistit tedy dostatek potravy v dostate¢né kvalité
pro uspokojeni lidskych potfeb, bez toxin(, alergenu, nepfijemné pfichuté. Snahou je ziskat
kvalitn&jsi a vynosnéjsi plodiny s vyS3i nutri¢ni hodnotou (sloZeni mastnych kyselin, vétsi
obsah vitaminu, vlakniny), snizit naroky na péstovani rostlin (snizeni pouzivani pesticidu,
zvySit odolnost k abiotickym stresim — sucho, zasoleni) a vytvofit rostliny dilezité

pro prumysl (nahrada fosilnich paliv, suroviny pro vyrobu ethanolu, bionafty, Skrobu).

2.3.3.1 Selekce a testovani GM rostlin

Proces selekce probiha v podminkach uzavieného nakladani v nékolika na sebe
navazujicich etapach (Ondfej, 2004). Po transformaci rostlinnych bunék nasleduje
nékolikastupriova selekce vin vitro podminkach. Selektovan je indukovany kalus
i regenerujici mladé rostliny. PIné regenerované rostliny s dobfe vyvinutymi kofeny jsou
postupné presazeny do zahradnického substratu a zpravidla jsou dopéstovany ve skleniku,
ktery je schvaleny pro péstovani GM rostliny. Vtomto obdobi zpravidla probiha
genotypizace rostlin, hodnocena je exprese genu, pocet kopii, posuzovan je i fenotyp. V T1
a v T2 generaci je hodnocen $tépny pomeér a jsou vyhledavany homozygotni linie. V dalSich
letech, na zakladé povoleni Ministerstva Zivotniho prostfedi (MZP), mohou byt GM rostliny

uvolnény do Zivotniho prostfedi a péstovany na pokusnych plochach. Sledovana je stabilita
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transgenu, vynosové a kvalitativni ukazatele. Poslednim bodem zkousek je uvolnéni GM
rostlin do obé&hu, tedy uznani a trzni uvolnéni novych GM odrdd.

Veskereé nové vytvoiené GM rostliny, které maji byt uvolnény do Zivotniho prostfedi jsou
velmi peélivé a pfisné testovany (Ministerstvo Zivotniho prostfedi, online). Hodnocena je
jejich zdravotni nezavadnost i jejich dopad na Zivotni prostfedi. Nakladani s GM rostlinami
je v EU regulovano pravnimi pfedpisy (Evropska legislativa, online).

Aktualni informace o geneticky modifikovanych organismech, které jsou v EU povoleny
(dovoz, zpracovani, péstovani) jsou dostupné na webovych strankach Evropské komise,
(European Commission, online).

Evropské smérnice 2001/18/ES a 2009/41/ES jsou transponovany do ¢eskeé legislativy
zakonem ¢&. 78/2004 Sh., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi
produkty. Na zakladé udé&leného povoleni od MZP byly v roce 2016 v ramci polnich pokusti
péstovany tyto plodiny: slivon s odolnosti proti Sarce (Praha - Ruzyné), len s odolnosti
k fosfinotricinu, se zvySenou odolnosti k houbovym chorobam, zvySenou schopnosti
akumulace t&zkych kova, zvySenou produkci kyseliny olejové (Sumperk) a jarni jeémen se
zvySenou produkci enzymu fytasy v zrnu a cytokinin dehydrogenasou (Olomouc). Od roku
2005 se na tUzemi CR péstuje kukufice MON810, ktera byla uvolnéna do ob&hu a je odolna
proti zavije€i kukuficnému. V roce 2008 byla plodina vyseta na rekordnich 8 380 ha, oviem
jeji péstovani kazdoroéné klesa. A v roce 2016 byla péstovana pouze v okrese Pardubice

na 75,26 ha (Péstovani Bt kukufice, online).

2.3.4 Transformace je€émene

Je€men se fadi spolu s pSenici mezi nejstarsi péstované obilniny (Zimolka a kol., 2006).
Z pavodnich jeémennych druhd Hordeum spontaneum Koch &i Hordeum agriocrithon Aberg
péstovanych v Asii se dnes péstuje dvoufady a vicefady (Ctyffady a Sestifady) jeémen. Rod
Hordeum L. je podle po¢tu chromozomovych sad (n = 7) rozdélen na diploidni (2n = 14),
tetraploidni (4n = 28) a hexaploidni (6n = 42). Sou€asné kulturni odrudy je€mene nalezi
k diploidnimu druhu je€mene setého (Hordeum vulgare L.).

Prvni transformace jarniho jeémene, byla provedena pomoci biolistické metody v roce
1994, transformovana byla nezrala zygoticka embrya (Wan a Lemaux, 1994). V roce 1997
byla nezrala embrya je€mene transformovana pomoci A. tumefaciens (Tingay a kol., 1997).
Obé tyto metody byly vzajemné srovnavany a bylo zjisténo, Ze transformace jeCmene

pomoci A. tumefaciens ma vyssi ucinnost (Harwood a kol., 2009).
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2.3.4.1 Transformace jeémene genem Atwbc19

V bakalafské praci Némcové (2013), ktera byla feSena v ramci projektu LH13069, byla
transformovana nezrala zygoticka embrya jarniho jeCmene odridy Golden Promise
pfipravenym vektorem pBract214::Atwbc19 (gen byl pod kontrolou ubiquitinového
promotoru, Ubi) Embrya byla selektovana na médiich s rdznymi antibiotiky o rdznych
koncentracich (Gen 1,25; 2,5; 5,0; 10,0 mg-I"; Hygromycin (Hyg) 25; 50; 100; 150 mg-I*;
Kan 50; 100; 150; 200 mg-It; Neo 50; 100; 200; 400 mg-I't; paromomycin 50; 100; 200;
400 mg-It). Do médii (kalus indukéniho, transientniho a regeneraéniho) byla pridavana
prislusna antibiotika po celou dobu kultivace. Posuzovana byla uc€innost selekce
jednotlivych antibiotik. PFitomnost transgenu byla hodnocena pomoci metody PCR.
Nejvyssi selekéni efekt byl zjistén u média, které obsahovalo Hyg 100 mg-*
a Neo 200 mg-I"t. Na médiu s kanamycinem neregenerovaly Zadné rostliny.

V ramci projektu KONTAKT II: LH13069, byla u jarniho jeCmene testovana selekéni
schopnost genu Atwbcl9 v zavislosti na promotoru (Ohnoutkova a kol., 2015). Byly
pfipraveny zcela noveé dva expresni vektory. V prvnich z nich byl zajmovy gen pod kontrolou
Ubi promotoru a ve druhém byl fizen promotorem 35S. Celkem bylo transformovano 1560
embryi jarniho jeémene odridy Golden Promise. regenerovalo 852 rostlin, pfitomnost
transgenu u regenerantll byla analyzovana pomoci PCR. Vysledky potvrdily selekéni
schopnost genu Atwbcl9. NejvyS8i ucinnost selekce byla na médiu s antibiotikem
neomycinem, pfi koncentraci 200 mg-I?, prokazana byla 80% UspésSnost transgenu.
Transformace vektorem, kde byl gen pod kontrolou Ubi promotoru, méla vys3i u¢innost nez

vektor s genem pod kontrolou 35S promotoru.
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3 MATERIAL A METODY
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Pro transformaci je€mene prostfednictvim A. tumefaciens byla pouzita nezrala zygoticka
embrya jarniho je€mene (Hordeum vulgare L. odrady Golden Promise). Golden Promise je
starSi skotska odrtida sladovnického dvouradého jarniho jeémene (Forster, 2001). Odrida
byla vytvofena pusobenim gama-zarenim na obilky odrlidy Maythorpe. Registrovana byla
vroce 1966, vroce 1967 byla zafazena do seznamu péstovanych plodin v Anglii.
Vyznacuje se rychlym rastem, nizSim a tuzsim stéblem a odolnosti vici zasoleni. V dnesni
dobé se jiz prakticky nepéstuje.

V soucasné dobé je odriada Golden Promise vyuzivana jako jedna z mala odrdd jarniho
jeCmene v genovém inzenyrstvi, Z pletiva nezralych zygotickych embryi Ize snadno

indukovat embryogenni kalus, z kterého nasledné regeneruiji rostliny.

3.1.2 Gen Hvabc4

Byl pouzit jeémenny ortholog ke genu Atwbcl9, Hvabc4 (v databazi AK 363603,
MLOC _66404.1). Aminokyselinova sekvence genu byla identifikovana z GeneBank
databaze. Hvabc4 gen byl nasyntentizovan v€etné restrikénich mist a viozen do vektoru
pMK (ThermoFischer SCIENTIFIC), Obr. 7.

KanR 4689..3892

/ pMK_Hvabc4

4817 bp

CollE1lorigin 3077..3744

HvABC4 377..2000

Obr. 7. Schéma vektoru pMK::Hvabc4. Vytvofeno v programu ApE, A plasmid editor.
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3.2 Metody

3.2.1 Klonovaci strategie

Zajmovy gen Hvabc4 byl vioZzen pomoci Gateway BP a LR klonovaci strategie
do expresniho vektoru pBract214AS::Hvabc4. Gateway technologie je oproti tradi€nimu
klonovani restrikénimi enzymy jednodudSi, rychlej§i a procentualné uspésnéjsi
(ThermoFisher SCIENTIFIC, online). Klonovaci metoda je vhodna pro jednoduché
a spolehlivé vneseni genu do expresniho vektoru (Obr. 8). Principem Gateway BP a LR
klonazové reakce je pfenos vybraného genu mezi vektory pomoci specifické rekombinace.
Klonazové reakce probihaji postupné za ucasti specialnich enzymd, které jsou jiz pfitomny

v komer&né pfipraveném master mixu.

attB1 attB2 attP1 an‘ P2 attl1 attL2 attR1 attR2
Expresni vektor Donorovy vektor Vstupni vektor Produkt
attL1 attR1 an‘B1 attB2 attP1 attP2

cch cch
LR Klonaza Il
( Vstupni vektor ) ( Destinacni vektor ) ( Expresni vektor ) ( Produkt )

Obr. 8. Schéma BP a LR klonazové reakce (pfevzato z Invitrogen. Gateway Technology
with Clonase Il, 2012).

Zajmovy gen byl vioZzen do vektoru pDonr207 pomoci BP klonazové reakce (Obr. 9),
mezi mista attP1 a attP2 mista (Invitrogen. Gateway Technology with Clonase II, 2012).
Noveé ziskany vektor byl transformovan do bakterii E. coli (DH5a), kde probéhla selekce
na antibiotikach. Nasledné byla z bunék vyizolovana plazmidova DNA. Spravnost viozZeni

byla ovéfena moci restrikEnich analyz.
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rrnB_T2_terminator 100..73

rrnB_T1_terminator 275..232
attL1 426..331
attP 332..563

attR2 530..430
pBR322_origin 4919..5538
attR1 430..530

ORF frame 2 4163..4792 ccdB 1264..959

pDonr207

5585 bp

ORF frame 1 4061..3528

ORF frame 3 2265..1606
ORF frame 3 2868..3998

source:pDONR207 1..5585 AttR2 2546..2646

attR1 2653..2546
attP 2744..2513

attL2 2670..2745

Obr. 9. Vektor pDonr207. Vytvoreno v programu ApE, A plasmid editor.

Gen Hvabc4 byl z vektoru pDonr207::Hvabc4 naklonovan do vektoru pBract214AS
(gen pod kontrolou Ubi promotoru, absence funkéni kazety 35S-Hyg-nos) pomoci LR
klondzové reakce podkontrolu Ubi promotoru (Invitrogen. Gateway Technology
with Clonase Il, 2012). Vektor je ze série vektord pBRACT, které jsou navrzeny
pro transformaci je€mene, pSenice a dvou druhl Brassica, B. oleracea a B. napus
prostfednictvim A. tumefaciens (pBRACT, online). pBract214AS je upraveny vektor
pBract214 se ztratou selekéni kazety 35S-Hyg-nos (Obr. 10). Produkt klonazové reakce byl
transformovan do bunék chemicky kompetentnich bakterii E. coli, vyizolovan. Byla

provedena kontrolni restrikéni analyza.
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Npt1 6863..6052

pBract214AS

Ubi1 promoter 711..2697
7184 bp

RB 5176..5200

T-DNA RB 5200..5176

LacO 4867..4845

M13-rev 4838..4819 attR1 5 prime end 2705..2729
T34801.4782 Rec1 2713..2729
Sphl 4711..4716 outBP2 2729..2720
Nos term 4443..4724 CmR 2938..3594

attR2 site 3 prime end 4409..4385

Rec 2 4394..4385
outBP2 4385.4394

cchd 3939.4244

Obr. 10. Vektor pBract214AS. Vytvofeno v programu ApE, A plasmid editor.

Do A. tumefaciens byly pomoci elektroporace transformovany dva vektory
pBract214AS::Hvabc4 a pSoup (Obr. 11). Hypervirulentni kmeny Agrobacteria (AGL1)

a systém binarnich vektoru zvySuje systém transformace binarnich vektora.

ORF frame 3 8535.9212
orT_RP4 680..582

ORF frame 2 7196..8167

ORF frame 1 2204..1692
pSoup

9275 bp

Sp6_primer 2523..2506
M13_reverse_primer 2555..2537

ORF frame 1 6070..6912

M13_pUC_rev_primer 2576..2554

lac_promoter 2619..2590

pBRrevBam_primer 3349..3330

tet 2078..4162

ORF frame 2 4667..5815 ORF frame 2 2978..4168

ORF frame 3 5196..4609 ORF frame 2 3973..3515

sonrce:pSoup 1.9275

Obr. 11. Pomocny vektor pSoup pro transformaci Agrobacteria tumefaciens. Vytvofeno
v programu ApE, A plasmid editor.
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3.2.1.1 Vlozeni zajmového genu Hvabc4 do donorového vektoru pDonr207
Zajmovy gen Hvabc4 v byl viozen pomoci BP klonazové reakce do donorového vektoru
pDonr207 (Obr. 12).
1. BP klonazova reakce byla uskuteénéna podle protokolu (Gateway BP Clonase Il
Enzyme mix, Invitrogen Corporation). Do 1,5 ml mikrozkumavky byly napipetovany
oba vektory (Tab.3).

Tab. 2. BP klonazova reakce

Slozeni mix BP Objem [pl]
pMK::Hvabc4 (15-150 ng-pl?) 1-7,0
pDonr 207 (150 ng-ul™?) 1,0
TE pufr (pH 8) doplnén na: 8,0

2. Kroztoku plazmidd bylo pfidano 2 uyl BP Klonasy (Clonase Il enzyme mix,
kat. €. 11789-020). Inkubace rekéni smési probihala pfes noc v 25 °C.
3. Do vzorku bylo pfidano 1 ul proteinasy K (Proteinase K solution) a vzorek byl

inkubovan 10 min v 37 °C.

20 Hindill (1)

33 Ncol (2)
75 Puul (3)
117 Puul (3)

pBR322_origin 4685..5304 380 Pstl (3)

797 Sad (2)

ORF frame 2 3929..4558

pDonr207: Hvabcd HVABC41..2421

5351 bp

source;pDONR207 2422.5351 1448 Pstl (3)

1535 Sacl (2)

1650 Ncol (2)

OREF frame 1 3827.3204
2034 BamHi (1
3315 EcoRV (1) amHl (1)
ORF frame 3 2634..3764 ‘
attP 2510.2422
30856 Puul (3)
attl2 2436.2511

2520 Pstl (3)

Obr. 12. Vektor pDonr207::Hvabc4 s navrzenymi enzymy pro kontrolni restrikci a linearizaci.
Vytvofeno pomoci programu ApE, A plasmid editor.
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3.2.1.2 Transformace Escherichia coli vstupnim (expresnim) vektorem

Vektor pDonr207::Hvabc4 (stejny postup u pBract214AS::Hvabc4) byl transformovan
do kompetentnich bunék E. coli (typ DH5a, ThermoFisher SCIENTIFIC, kat. €. 18258012)
pomoci teplotniho Soku (heat shock).

1. Produkt BP (LR) klonazové reakce byl inkubovan 24 hod v 25 °C.

2. K bunkam E. coli bylo pfidano 4,5 pl produktu reakcea po promichani byla smés

ponechana 30 min pfi 5 °C.

3. Mikrozkumavka s E. coli byla vliozena na 30 s do vodni lazné (42 °C), kde byl

na burky aplikovan teplotni Sok.

4. Do mikrozkumavky bylo pfidano 250 ul S.0.C média (Invitrogen, kat. €. 15544-034)

predehiatého na 37 °C a smés byla inkubovana na tfepacce 200 rpm pfi 37 °C.
Transformované buriky byly kultivovany na Lennox-Broth (LB) médiu (25 g I''LB Sigma-
Aldrich L3022, 16 g I* agaru a 1 | deionizované vody) s Kan 50 mg-I. Kultivace
(v kultivaénim boxu Biological thermostat BT 120 MR) probihala do druhého dne pfi 37 °C.

Vybrané kolonie bunék E. coli byly pfeneseny do kultivacnich zkumavek s 2,2 ml
tekutym LB médiem (25 gI*’LB Sigma-Aldrich L3022, 1 | deionizované vody)
s Kan 50 mg-I?* a kultivace probihala na tfepacce do druhého dne / 200 rpm v 37 °C.

Z kultury byly vytvofeny glycerinové stoky (100 pl sterilniho 50% glycerolu, 100 pl
kultury) a ty byly uskladnény v hlubokomrazicim boxu v teploté -80 °C. Ze zbyvajici kultury
byla izolovana plazmidova DNA (pDNA) dle protokolu (QIAGEN, 2011).
Na spektrofotometru DS-11 (DeNovix, Delaware) byla zméfena koncentrace a kvalita
pDNA.

3.2.1.3 Kontrolni restrikéni analyza
Pro ovéfeni spravného vlozeni zajmového genu do vektoru byla provedena enzymova
kontrolni restrik&ni analyza. Typy enzymu pro restrikci byly vybrany pomoci programu ApE.
Podle Tab. 4 byly pfipraveny vzorky pro enzymovou restrikCni reakci. Byl pouzit
enzym Pstl pro kontrolu pDonr207::Hvabc4. Vzorky byly inkubovany do druhého dne
v 37 °C. Produkty Stépeni byly separovany v 1% agarazovém gelu. Gel byl po ukon&eni
separace vizualizovan pomoci UV transiluminatoru (SYNGENE, UK) a pocitacového
programu GeneSnap (SYNGENE, UK).
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Tab. 3. Slozeni reakéni smési pro pDonr207::Hvabc4

Slozka Objem [pl]
H20 24,5
Pufr 10x 3,0
pDNA (1000 ng-pl?) 1,0
Enzym 1,5
Celkovy objem 30,0

3.2.1.4 Linearizace vektoru pDonr207::Hvabc4
Pomoci restrikéniho 3tépeni byl vstupni vektor pDonr207::Hvabc4 linearizovan. Podle

Tab. 5 byly namichany vzorky a inkubovany do druhého dne pfi 37 °C.

Tab.4. Linearizace vektoru pDonr207::Hvabc4 (c=1 000 ng-ul?)

Slozka Objem [pl]
H20 43,3
Pufr 10x 5,0
pDNA (1000 ng-pl?) 0,7
Enzym 1,0
Celkovy objem 50,0

3.2.1.5 Vlozeni zajmového genu do destinaéniho vektoru pBract214AS
Linearizovany plazmid pDonr207::Hvabc4 byl pouzit pro vneseni LR klonadzovou reakci
do destinac¢niho vektoru pBract214AS. Reakci vznikl expresni vektor
pBract214AS::Hvabc4 (Obr. 13).

1. LR klonazova reakce byla uskute¢néna podle protokolu (Gateway LR Clonase Il

Enzyme mix, Invitrogen Corporation). Do 1,5 ml mikrozkumavky byly napipetovany
oba vektory (Tab.6).

Tab. 5. LR klonazova reakce

Slozeni mix LR Objem [pl]
Linearizovany pDonr207::Hvabc4 (50-150 ng-pl?) 1-7
pBract214AS (132 ng-ul?) 1,5
TE pufr (pH 8) doplInén na: 8,0
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2. Kroztoku plazmidd bylo pfidano 2 pl LR Klonazy (Clonase Il enzyme mix,
kat.€.11791-019). Inkubace reakéni smési probihala pfes noc v 25 °C.
3. Do vzorku bylo pfidano 1 pl proteinasy K (Proteinase K solution). Vzorek byl

inkubovan 10 min v 37 °C.

615 BamHI (3}

692 Hindlll (2)

Npt1 7602..6791
592 EcoRV (2)

7171 Puul (3) 873 581 (1)
ca

Ubi1 promoter 711..2697
1747 Ncol (3)

pBract214AS5: Hvabcd

RB 5915..5038 7923 bp

T-DNA RB 5939..5915

M13-rev 5578..5558 |||

| attR1 5 prime end 2705..2712

T3 5540..5521 2732 Hindlll (2)

5505 Sacl (3) 2745 Ncol (3)
5461 EcoRV (2) 2787 Pwul (3)

2829 Pvul (3)

Nos term 5182..5463 3508 Sacl (3)

5155 BamHI (3) ABCak363603 2713.5133

attR2 site 3 prime end 5148..5134
4746 BamHI (3)

4362 Neol (3)

4247 Sacl (3)

Obr. 13. Vektor pBract214AS::Hvabc4 s navrzenymi enzymy pro kontrolni restrikci. Vytvofeno
pomoci programu ApE, A plasmid editor.

Pro ovéfeni uspéSnosti transformace genu byly vytvofeny z pDNA vzorky
pro enzymovou restrikéni analyzu. Restrikce byla pfipravena podle Tab. 4 z kapitoly 3.2.1.3.
Byl pouzit enzym Hindlll, (pro kontrolu i enzym Ncol), po inkubaci byl enzym inaktivovan
20 min v 80 °C.

Z vybranych vzork( (glycerinovych stokl) byla podle protokolu (QIAGEN, 2011)
izolovana pDNA pres kolonky (Qiagen kat. €. 27106).
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3.2.2

Transformace Agrobacteria tumefaciens vektorem pBract214AS::Hvabc4

Do elektrokompetentnich bunék A. tumefaciens AGL1 (JIC) byl pomoci elektroporace

transformovan vektor pBract214AS::Hvabc4 s pomocnym vektorem pSoup.

1.

K AGL1 byly napipetovany vektory 1 upl pDNA (100 ng-ult) a 1 ul pSoup
(100 ng-plt). Inkubace probihala 10 min na ledu.

Elektroporacni kyveta byla vioZzena do elektroporatoru (CelliecT Duo, Thermo
Elektron corporation) s nastavenim na 1800 V, 15 uF, 335 R.

Po elektroparaci bylo do kyvety pfidano 250 ul pfedehiatého (28 °C) S.0.C média.
Inkubace probihala na tfepacce 1 - 2 hod / 200 rpm pfi 28 °C.

Buriky byly rozetfeny a kultivovany v Petriho miskach (P. miskach) na selekénim LB
médiu s antibiotiky Kan 50 mg:-I%, rifampicin (Rif) 5 mg-I%, tetracyklin (Tet) 50 mg-I*t
2 - 3 dny pfi teploté 28 °C ve tmé.

Vybrané kolonie AGL1 bunék byly pfeneseny do 50 ml falkon s tekutym LB médiem

5 ml a antibiotiky (Kan 50 mg-I*, Rif 5 mg-I*, Tet 50 mg-I?). Kultivace probihala na tfepacce
2 - 3 dny pfi 28 °C.
Z kultury byly vytvofeny glycerinové stoky (500 pl 50% sterilniho glycerolu a 500 pl

kultury) a ulozeny v hlubokomrazicim boxu v -80 °C. Ze zbyvajici kultury byla izolovana

pDNA dle protokolu (QIAGEN, 2011), pro naSe ucely byl postup upraven.

1.
2.

© N o 0 &

Falkona s bakterialni kulturou byla centifugovana 5 - 10 min / 10 000 rpm.

Ke vzorku byly pfidany komercni roztoky QIAGEN (kat. €. 12143): P1 (pufr
P1 - resuspension buffer), P2 (pufr P2 - lysis buffer) a P3 (pufr P3 - neutralization
buffer).

P1 250 pl - pelet byl rozsuspendovan a piFepitovan do konické 1,5 ml
mikrozkumavky.

P2 250 pl - jemné promichat a 8 min nechat odstat v laboratorni teploté.

P3 350 pl - vzorek byl dikladné promichan.

Centrifugace 10 min / 14 000 rpm. Supernatant 800 - 820 ul byl pfenesen do nové
mikrozkumavky.

Opakovani kroku 3.

PFidat 600 pl studeného isopropanolu (5 °C). pDNA byla vysrazena pfi 5 °C 30 min.
Centrifugace 10 min / 14 000 rpm, pelet byl omyt 500 pl 75% ethanolem.

Po centrifugaci 5 min / 8 000 rpm byl pelet cca 20 min suSen v laminarnim boxu.
pDNA byla rozpusténa (podle velikosti peletu) v 15 yl EB:H,O (1:3) nahfatého
na 50 °C a nechana do druhého dne v chladnicce.

Byla zméfena koncentrace a kvalita pDNA na spektrofotometru DS-11 (DeNovix,

Delaware).
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Spravnost transformace byla ovéfena pomoci vhodnych restrikCnich enzymu: Hindlll,
Pstl, Sacl, Ncol. Restrikéni smés byla namichana podle Tab. 4 z kapitoly 3.2.1.3.

Ovéreny vzorek A. tumefaciens byl pouzit jako inokulum pro transformaci explantatu.
Do 10 ml MG/L média (trypton 5 g-?, mannitol 5 g-I?, kvasni¢ny extrakt 2,5 g-?,
L-glutamova kyselina 1,0 g-I?, KH,POs 250 mg-?, NaCl 100 mg-l?, MgSO47H.0
100 mg:-I"%, biotin 10 pl (zasobni roztok 0,1 mg-I*), upraveno NaOH na pH 7,2) bylo pfidano
60 - 70 pl AGL1. Inkubovano na tfepacce 24 hod / 200 rpm pf¥i 28 °C.

3.2.3 Transformace rostlinného materialu

Do nezralych zygotickych embryi jarniho je€mene odridy Golden Promise o velikosti
1,5mm byl vnesen zajmovy gen Hvabc4. Pracovni postup byl pfevzat z protokolu
od Harwood a kol. (2009).

Nezralé obilky vybranych klas byly sterilizovany promytim: 100 ml 70% ethanolu 2 min,
sterilni deionizovanou vodou, 100 ml 6% NaCIO 4 min a promyti sterilni deionizovanou
vodou 2 min (krok zopakovan 4 krat).

Za sterilnich podminek byly z obilek pinzetou a ostrym skalpelem
pod stereomikroskopem izolovany nezralé zarodky (tzv. embrya). Odstranéna byla
embryonalni osa a upravené Stitky (scutellum) byly umistény (Stitkem nahoru) do P. misek
(90x15 mm) na kalus indukéni médium (CI) bez antibiotik a kultivovany v kultivaénim boxu
(Biological thermostat BT 120) pfi 25 °C ve tmé.

Nasledujici den byly Stitky v P. miskach odmérnym kapatkem zakapnuty pfipravenym
inokulem bakterialni suspenze A. tumefaciens s vloZzenym plazmidem (pfi optické
hustoté - OD 0,7) a po 10 min pusobeni byly pfeneseny (Stitkem dol) na nové Cl médium
s antibiotikem Timentin (Tim 160 mg-I'), které zabraruje proristani Agrobacteria.
Kokultivace probihala 3 dny ve tmé pfi teploté 25 °C.

SlozZeni kultivaénich médii a podminky kultivace jsou uvedeny v protokolu Harwood
a kol. (2009). Selekce bunék a indukce kalust transformovanych explantatd na Cl médiu
s riznymi antibiotiky (Tim 160 mg:* a Gen 1,25 ¢i 2,5 mgl! nebo Tim 160 mg-I*
a neomycinem Neo 100 ¢ 200 mg-It) probihala 6 tydn( ve tmé pfi teploté 25 °C. Paséaze
na nové Cl médium byly vzdy po 14 dnech.

Po Sestitydenni selekci byly dobfe rostouci kalusy pfeneseny na pfechodné, transientni
médium (TM) s antibiotiky shodného typu a koncentrace jako u Cl média. Kultivace pfi nizké
intenzité svétla (pfekryti P. misek filtraCnim papirem) v kultivatniho boxu (Adaptis
by CONVIRON, CMP6010). Po 14 dnech byly kalusy a regenerujici rostliny pfeneseny

do Erlenmeyerovych banék na regeneracni médium (RM) s antibiotiky (stejna jako pfi prvni
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selekci). Kultivace probihala v rezimu 16 hodin svétlo (intenzita 850 ymol-m2-s?) / 8 hodin
tma, teplota 23 °C do uplné regenerace rostlin. Regenerované rostliny byly pfesazeny
do raselinovych tablet (41/7 mm Jiff, Rosteto, CR), kde v ZIP sa&cich pfi pokojové teploté

cca 6 tydnu rostly.

3.2.4 lzolace genomové DNA
Podle protokolu Edwards a kol. (1991) byla z listd vybranych rostlin izolovana genomova
DNA. Pro naSe ucely byl pracovni postup izolace modifikovan.
1. Zrostliny byl sterilnimi ndzkami odstfizen list o velikosti cca 5 cm, ktery byl vioZen
do 1,5 ml mikrozkumavky, ta byla uloZzena do nadoby s tekutym dusikem.
2. Zmrazené listy byly rozdrceny vychlazenou sterilni izola¢ni ty€inkou. K obsahu byl
pfidan extrakéni pufr, 400 ul, (Tab. 7) a smés byla promichana (5 s) do uplné

homogenizace.

Tab. 6. Extrakeni pufr

Extrakéni pufr Objem [ml]
200 mM Tris HCI (pH 7,5) 10,00
250 mM NacCl 2,50
25 mM EDTA 2,50
0,5% SDS 0,25

Doplnit do objemu 50 ml sterilni deionizovanou H,O

3. Extrakce rostlinného vzorku probihala 60 min pfi laboratorni teploté. Po centrifugaci
1 min / 13 000 rpm byl supernatant (300 pl) pfepipetovan do nové 1,5 mi
mikrozkumavky a pfidan studeny 5 °C isopropanol (300 ul). Smés byla opatrné
promichana (pfevracenim zkumavky) a ponechana cca 30 min v 5 °C.

4. Centrifugace 12 min / 14 000 rpm. Po odstranéni supernatantu byl k peletu pfidan
75% ethanol (300 pl), obsah zkumavky byl promichan (pfevracenim).

5. Po centrifugaci 5 min / 5 000 rpm byl supernatant opatrné odpipetovan. A pelet byl
vysusen (cca 20 min).

DNA byla rozpusténa podle mnozstvi peletu v 30 - 50 pl sterilni DNA/RNA free vodé.
Vzorky byly ponechany v 5 °C do druhého dne.

Koncentrace a kvalita DNA byla méfena na spektrofotometru DS-11. DNA byla
nafedéna DNA/RNA free vodou na 200 - 300 ng-ul™.
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3.2.5 Polymerazova retézova reakce

Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o pfirozené se vyskytujici gen v genomu jemene, bylo
navrzeno neékolik primerd zahrnujici specifické funkéni Casti expresniho vektoru
(nos terminator a Ubi promotor) a kombinace jednotlivych primert byla v ramci diplomové
prace testovana.

Pro pfipravu reakcni smési byl pouzit premix ReadyMix REDTag PCR s MgCl> znacky
Sigma-Aldrich (kat. €. R2648-20RXN) a deionizovana voda (Water PCR reagent, Sigma-
Aldrich, kat. & W1754). Vybrany byly primery firmy Generi biotech: primer forward (F)
1308C5; ABC4 abc4-nosF 20-mer 5-GCT TCT TCA TCA ACC GCG AC-3" (Tm= 56,8 °C),
velikost produktu 769 bp a primer reverse (R) 1315F6; ABC4 abc4-nos3R 19-mer 5°-AAG
ACC GGC AAC AGG ATT C-3" (Tm= 55,0 °C), velikost produktu 542 bp.

1. Podle Tab. 8 byl namichan do mikrozkumavky PCR Reagent Mix pro dany pocet
vzorkd.
2. Do 0,5 ml PCR mikrozkumavek byl pfepipetovan pfipraveny Reagent mix o objemu

8,0 ul a 2,0 pl templatova DNA 200-300 ng-ul* (izolovana z rostlin).

Tab. 7. PCR protokol

Reagent Mix Mix 1x [pl] Vzorek [pl]

ddH:0O 2,5

ReadyMix 5,0 8.0
Primer F 0,25 ’
Primer R 0,25

Templat DNA 2,0
Celkovy objem 10,0

3. Na termocykleru (Thermal Cycler T100™, Bio Rad, Kalifornie) byl nastaven

optimalizovany program (Tab. 9) a PCR reakce byla spusténa.

Tab. 8. Protokol teplotniho profilu PCR pro Hvabc4

Krok Teplota [°C] Cas [min]

1. 95 4:00
2. 95 0:30
3. 56 0:30
4, 72 1:00
5.  od kroku 2 opakovano 34x
6. 72 5:00
7. 12 )
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4. PCR produkty byly rozdéleny pomoci elektroforetické separace na 1% agarézovém
gelu. Spolu se vzorky byla na gel nanesena i sterilni DNA/RNA free voda (H-0),
negativni kontrola — z netransformovanych rostlin (C-), pozitivni kontrola — vektor
pBract214AS::Hvabc4 (p+), marker molekulovych hmotnosti - Ladder |l
(HyperLadder 50 kb, H2-415208, BioLine).

5. Gel byl vlozen do UV-transiluminatoru (SYNGENE, UK). Pomoci pocitatového
programu GeneSnap (SYNGENE, UK) byl zaznamenan vysledek. Pfirovnanim
k markeru molekulovych hmotnosti byla zjiSsténa pfitomnost transgenu Hvabc4

ve vzorcich.
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4 VYSLEDKY

Byla realizovana navrzena klonovaci strategie. Nasyntetizovany gen vybraného
je€menného orthologu ke genu Atwbcl9, Hvabc4 (v databazi AK_ 363603,
MLOC_66404.1), byl vnesen klonazovou reakci do destinacniho vektoru pBract214AS.
Nové vytvoreny expresni vektor pBract214AS::Hvabc4 byl elektroporaci transformovan
do elektrokompetentnich bunék A. tumefaciens, AGL1. Pomoci nepfimé metody,
prostfednictvim Agrobacteria, byla transformovana nezrala zygoticka embrya jarniho
jeémene odriidy Golden Promise. Pro srovnani indukce kalusl a regenerace rostlin byly
explantaty kultivovany na médiich:

- s antibiotiky (geneticin 1,25 a 2,5 mg-I* nebo neomycin 100 a 200 mg-I*)

- bez antibiotik: transformovana embrya, bez selekce (C)

netransformovana embrya (C-)

Celkova doba kultivace od pocatku transformace do pfesazeni rostlin do zeminy trvala
¢trnact tydnd. V prvni fazi rstu byly explantaty kultivovany Sest tydnu na Cl médiich, dale
byly pfeneseny na ¢trnact dni na TM a za dalSich &trnact dni byly regenerujici kalusy
pfeneseny na RM. Vitalni rostliny s dobfe vyvinutym kofenovym systémem byly pfesazeny

do raSelinovych tablet (jiffQ).

4.1 Indukce kalusu u transgennich a netransgennich embryi

4.1.1 Indukce kalusu u transgennich embryi

Celkem bylo transformovano 150 embryi o velikosti 1,5 - 2 mm, ktera byla rozdélena
po deseti ve tfech opakovanich. Vliv genu Hvabc4 na selekci byl sledovan po celou dobu
kultivace v in vitro podminkach. Do indukéniho (Cl), pfechodného (TM) a regenera¢niho
(RM) média byly pfidavany vzdy stejné koncentrace dvou aminoglykosidovych antibiotik:
Gen 1,25 a 2,50 mg-I*t nebo Neo 100 a 200 mg-I*. Indukce kalust po $esti tydnech kultivace
je zobrazena na fotografiich (Obr. 14; 15).

Kontrola C

Obr. 14. Indukce kalusUu po transformaci vektorem pBract214AS::Hvabc4 po Sesti tydnech
kultivace na médiu Cl bez antibiotik (foto O. BlahouSek).

47



Geneticin 1,25 mg-I"' Geneticin 2,50 mg-|" Neomycin 100 mg-I* Neomycin 200 mg-I"'

Obr. 15. Indukce kalusu transformovanych vektorem pBract214AS::Hvabc4 po Sesti tydnech
kultivace na médiu Cl obsahujici antibiotika Gen 1,25 a 2,50 mg-I"t nebo Neo 100 a 200 mg:I*
(foto O. Blahousek).

4.1.2 Indukce kalust u netransgennich embryi

Pro zjisténi ucinnosti selekce byla kultivovana netransformovana embrya (celkem 50).
Deset netransformovanych embryi (vjednom opakovani) bylo kultivovano na péti
P. miskach na médiich s antibiotiky Gen 1,25 a 2,50 mg-I* nebo Neo 100 a 200 mg-I*
a bez antibiotik. Indukce kalustu po Sesti tydnech kultivace je zobrazena na fotografiich
(Obr. 16; 17).

Kontrola C—-

Obr. 16. Indukce kalust po Sesti tydnech kultivace na médiu Cl neobsahujici antibiotika (foto
O. Blahousek).

Geneticin 1,25 mg-I" Geneticin 2,50 mg-I"! Neomycin 100 mg-I"! Neomycin 200 mg-I"*

Obr. 17. Indukce netransformovanych kalust po Sesti tydnech kultivace na médiu Cl obsahujici
antibiotika Gen 1,25 a 2,50 mg-I"*a Neo 100 a 200 mg-I** (foto O. Blahous$ek).

Indukce kalust byla po celém kultivaénim procesu na Cl médiu vizualné hodnocena.
Nejvétsi a nejrychlejsi rust kalusi byl na médiich bez antibiotik u netransformované

kontrolni C- varianty. Na médiich s geneticinem byla (v transformované i netransformované
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varianté) indukce kalusu vétSi nez na médiich s neomycinem. Celkové nejnizsi indukce
a nejpomalejsi rust byl pozorovan u transgennich kalusu, které byly kultivovany na médiich

s Neo 200 mg-It. Proliferace kalusu zavisi na pouzitém antibiotiku a jeho koncentraci.

4.1.3 Regenerace transgennich rostlin
Na RM po dvou tydnech zacaly regenerovat rostliny (Obr. 18; 19). P¥i pfevodu rostlin
do zeminy po Sesti tydnech byly u kazdé varianty spoditany regenerované (zelené
a albindzni) rostliny (Tab. 10 - 14). Primérné mnozstvi regenerovanych rostlin z jednoho
transformovaného embrya ze vSech opakovani a celkového poctu je vyjadfeno graficky,
vCetné smérodatné odchylky (SD), (Obr. 20).

Pomoci Studentova t-testu byly statisticky hodnoceny pocty regenerovanych
transgennich rostlin. Srovnavany byly poéty regenerovanych rostlin na médiich s antibiotiky
s kontrolni variantou, bez selekce (C, bez antibiotik). Byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil

na hladiné vyznamnosti P < 0,05 (P, pravdépodobnost).

Kontrola C

Obr. 18. Pocate¢ni regenerace transgennich kontrolnich rostlin jarniho je€mene na RM
bez antibiotik (foto O. BlahousSek).
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Geneticin 1,25 mg-|" Geneticin 2,5 mg-I' Neomycin 100 mg-I"* Neomycin 200 mg-I*

Obr. 19. Transgenni rostliny jarniho je€mene regenerované na RM obsahujici antibiotika
Gen 1,25 a 2,50 mglt nebo Neo 100 a 200 mg:l?t. Rozdil ve frekvenci regenerovanych
transgennich rostlin po 2 tydnech kultivace na RM (foto O. Blahou$ek).

Tab. 9. Pocet regenerovanych zelenych a albindznich rostlin jarniho jeémene po transformaci
vektorem pBract214AS::Hvabc4 na médiich bez antibiotik pro kontrolni C rostliny, bez selekce

Kultivovana embrya / pocet
regenerovanych rostlin

Opakovani / P. miska 1234567 89 10 Celkem

Kontrola C

Zelené 4 65469568 5 58
1 N

Albinézni - - - - - -
5 Zelené 86 5786548 9 66

Albinozni - - - - o oo .

Zelené 748567594 6 61
3 .

Albinoézni - - - - ..o oo -

Tab. 10. Pocet regenerovanych zelenych a albindznich rostlin jarniho je€mene po transformaci
vektorem pBract214AS::Hvabc4 na médiich s antibiotikem Gen 1,25 mg-I*

Kultivovana embrya / pocet

Geneticin 1,25 mg-I* . .
regenerovanych rostlin

Opakovani/P.miska 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Celkem

Zelené -106 78 9 - 10 - 9 61
. Albinézni - - 1.1 - - - - - - 2
Zelené 710 712 - 6 10 7 7 5 71
? Albinézni - - - - - - - - 1 - 1
3 Zelené 811 410 10 9 9 8 10 12 91

1
1
1
1
1
N

Albinézni - - - 11
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Tab. 11. PocCet regenerovanych zelenych a albindznich rostlin jarniho jeémene po transformaci
vektorem pBract214AS::Hvabc4 na médiich s antibiotikem Gen 2,50 mg-I*

Geneticin 2,50 mg-I*

Opakovani / P. miska

=

Kultivovana embrya / pocet
regenerovanych rostlin

4 5 6 7 8 9 10 Celkem

w

Zelené 3 7 3- 5 -5 5 6 37
. Albinézni - - - - - .- -
Zelené 6 5 64 3984 6 59
2 Albinézni 2 - - - 1 - - - 2 5
Zelené 7 59 710 59 9 10 79
° Albinézni - 1 - - - - - - - 1

Tab. 12. Pocet regenerovanych zelenych a albinéznich rostlin jarniho je€émene po transformaci
vektorem pBract214AS::Hvabc4 na médiich s antibiotikem Neo 100 mg-I*

Neomycin 100 mg-I*

Kultivovana embrya / pocet
regenerovanych rostlin

Opakovani/ P. miska 1 3 45 6 7 89 10 Celkem
Zelené - 3 87 - 26 - 3 33
' Albinézni - - - - -2 - - 2
Zelené - 2 4 77 3 6 - 9 46
? Albinoézni - - - 21 1 - - - 7
Zelené 3 3 5 47 4 73 4 42
° Albinézni - - - - - -1 - - 1
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Tab. 13. Pocet regenerovanych zelenych a albindznich rostlin jarniho je€mene po transformaci
vektorem pBract214AS::Hvabc4 na médiich s antibiotikem Neo 200 mg-I

Kultivovana embrya / pocet

. 11
Neomycin 200 mg-l regenerovanych rostlin

Opakovani/P.miska 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Celkem
Zelené 3 3 - 2- - -1-1 10
1
Albinoézni -5 - 83 7 143 - 31
Zelené 3 2 2 231 11- 5 20
2
Albinoézni 1 5 4106 4 - - - 9 39
Zelené - - 2 - 4 - 3 -7 - 16
3
Albinozni - 6 - 551 236 2 30
14
= 1 oAlbinozni
% 12: mZelené
§g10- "o
= 1
4]
2% s
:g 1
,gé 6 -
= )
2 4-
QD J
E ]
o l
0 T
Kontrola C Gen 1,25 Gen 2,50 Neo 100 Neo 200

Varianty

Obr. 20. Pramérny pocet regenerovanych transgennich rostlin jarniho jeémene na embryo
po transformaci na RM pro kontrolni C embrya (bez selekce). Kultivace byla na RM obsahujicim
antibiotika Gen 1,25 a 2,50 mg-I* nebo Neo 100 a 200 mg-*. Byly zaznamenany zelené
(zobrazeno ¢erné) a albindzni (zobrazeno bile) regenerované rostliny (pro 30 kalust u kazdého
typu média). Vyjadfena SD modfe pro zelené rostliny, ¢ervené pro albindzni rostliny. ** udavaji
statistickou vyznamnost P < 0,05 (Studentlv t-test).

Z jednoho transformovaného embrya regenerovalo v priméru od 4,3 do 7,6 rostlin/jedno
embryo (dle antibiotika v médiu). Nejvice rostlin regenerovalo na médiich
s Gen 1,25 mg-I* (7,6 rostlin/jedno embryo), to je o 18,4 % vice rostlin nez u C kontroly,
bez selekce. U zbyvajicich variant bylo mensi mnoZstvi regenerovanych rostlin na embryo

nez u kontroly. Na vS8ech médiich (s vyjimkou transformované kontroly C, bez selekce)
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regenerovaly albinézni rostliny. Nejvice rostlinnych albint (68,5 %) bylo pozorovano
na médiich s Neo 200 mg-I*.

Byly zjistény statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05) mezi poctem rostlin
regenerovanych na médiich bez antibiotik a mezi po¢tem rostlin regenerovanych
na médiich s antibiotikem Gen 1,25 mg-I*. Na stejné hladiné vyznamnosti byly zjistény
rozdily mezi poétem rostlin regenerovanych na médiich bez antibiotik a mezi po¢tem rostlin

regenerovanych na médiich s antibiotikem Neo 100 mg-I*.

4.1.3.1 PCR analyza a detekce transgenu

NejdulezitéjSim parametrem k ovéreni selekéni schopnosti genu Hvabc4 byla detekce
transgenu pomoci PCR analyzy u regenerovanych rostlin. Z prvnich tfi regenerovanych
rostlin, které regenerovaly z jednoho embrya, byla izolovana genomova DNA. Fragment
o velikosti 542 bp byl detekovan na 1% agar6zovém gelu (Obr. 21). Pocet rostlin

s detekovanym transgenem je uveden v Tab. 15.

10 11 HxO0 C- p+ LI

2000 bp

1000 bp

Hvabc4

542 bp 300 bp

Obr. 21. PCR analyza transgenu Hvabc4 u jarniho je€mene odriidy Golden Promise. 1-11
analyzované vzorky (pozitivni 5, 7, 8, 11), H20, C- (negativni kontrola), p+ (pozitivni kontrola,
vektor pBract214AS::Hvabc4), LIl (DNA HyperLadder).

Tab. 14. Vysledky PCR analyzy regenerovanych rostlin jarniho je€mene

Antibiotikum Poéet vybranych PCR pozitivni rostliny

mg-I? rostlin Poéet %
Kontrola C 43 2 4,7
Geneticin 1,25 39 17 43,6
Geneticin 2,50 38 8 21,0
Neomycin 100 34 7 34,0
Neomycin 200 16 9 56,3
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Zajmovy gen Hvabc4 byl detekovan u vSech testovanych variant. Procento zjisténych
pozitivnich rostlin se pohybovalo v rozmezi 4,7 - 56,3 %. Nejvice transgennich rostlin bylo
zjisténo na médiich Gen 200 mg-I?, gen byl detekovan z 56,3 %. U transgennich rostlin
regenerujicich na médiich s antibiotiky Gen 1,25 mg-I*, Neo 100 mg-I* a Gen 2,50 mg-I*
(v tomto poradi) byl zaznamenan pokles v procentudlni zastoupeni detekovaného genu.
U transgennich kontrolnich rostlin  (bez selekce) bylo pozorovano nizké (4,2 %)

procentualni zastoupeni genu.

4.1.3.2 Zavislost u€inku selekce k detekovanému genu Hvabc4

Pomoci kontingencni tabulky byla zjiSténa statisticky vyznamna zavislost mezi uCinkem
selekce a poCtem detekovanych transgennich rostlin. Srovnanim testového kritéria (T)
a kritické hodnoty (K) dat z kontingenéni tabulky muzeme fici, Ze ucinek selekce a pocet
detekovanych transgennich rostlin jsou na sobé zavislé (nebot' T > K). Nejvétsi selekéni
efekt byl zaznamenam (P < 0,001) u transgennich rostlin regenerujicich na médiich
s Neo 200 mg-I%, u téchto rostlin byla zjiSténa transformacni efektivita zajmového genu
Hvabc4 s uspésnosti 53,3 % (Tab. 17).

Tab.17. Zavislost uc¢inku selekce k detekovanému genu Hvabc4

Selekce na médiu Kontrola C,
Celkem
s Neo 200 mg-I* bez selekce
Detekce  Pozitivni 9 2 11
transgenu Negativni 7 41 48
Celkem 16 43 59

Testové kritérium (T) = 20, 49
Kriticka hodnota (K) = 10,82
P =0,001

4.1.4 Regenerace netransgennich rostlin

Byla sledovana regenerace u netransgennich rostlin obdobné jako u transgenni varianty
(Obr. 22; 23). Poclet regenerovanych rostlin, zelenych a albindznich, byl zaznamenan
do Tab. 16. Primérné mnozstvi regenerovanych rostlin z netransformovaného embrya je

vyjadieno graficky v€etné SD (Obr. 24).
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Pomoci Studentova t-testu byly statisticky hodnoceny pocty regenerovanych
netransgennich rostlin. Srovnavany byly pocty regenerovanych rostlin na médiich
s antibiotiky s kontrolni variantou (C-, bez antibiotik). Byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil

na hladiné vyznamnosti P < 0,05.

Kontrola C-

Obr. 22. Pocate¢ni regenerace kontrolnich rostlin jarniho jeémene regenerované na RM
bez antibiotik (foto O. Blahou$ek).

Geneticin 1,25 mg-|" Geneticin 2,50 mg-I"* Neomycin 100 mg-I"* Neomycin 200 mg-I*

Obr. 23. Netransgenni rostliny jarniho je€mene regenerované na RM obsahujici antibiotika
Gen 1,25 a2,50 mglt nebo Neo 100 a 200 mg-lt. Rozdil ve frekvenci regenerovanych
netransgennich rostlin po 2 tydnech kultivace na RM (foto O. Blahou$ek).
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Tab. 15. Pocet regenerovanych rostlin jarniho jeémene na médiich bez antibiotik (kontrolni C-)
a na médiich s antibiotiky Gen 1,25 a 2,50 mg-I" nebo Neo 100 a 200 mg-I*

Kultivovana embrya / pocet
regenerovanych rostlin
Varianta /

Antibiotikum mg-I' 3 456 7 89 10 Celkem
Zelené 75 4 517 437 8 51

Netransformovano

[EEN
N

Kontrola C- \ipinézni - - - - - - - - . . _

Geneticin 1,25 Ze.lepe ' 6 8 4 85956 4 12 67
Albinézni - - - - - - - - - - -

Geneticin 2,50 Ze.lerle' 2 2 6 668782 9 56
Albinézni - - - - - - - - - - -
Zelené 353 65-259 8 46

N inl

eomycin 100 Albinézni - - - - - - - - - 1
Zelené 2 4 - 35 26

Neomycin 200

o N
'_\
N
H
N

Albinézni 5 5 7 4 4 954 8 57

=2
F-Y

OAlbinozni

-~
[\

mZelené

] 5(7
8 -
5: ol1
4 -
2 -
0 . . . .

Kontrola C- Gen 1,25 Gen 2,50 Neo 100 Neo 200

=Y
o

Pramérny pocetregenerovanych
rostlinna embryo

Varianty

Obr. 24. Primérny pocet regenerovanych rostlin na netransformované embryo jarniho je€émene
pro RM pro kontrolni C- embrya (bez antibiotik) a pro RM obsahujici antibiotika Gen 1,25
a 2,50 mg-I"t nebo Neo 100 a 200 mg:I". Byly zaznamenany zelené (zobrazeno ¢erné) a albindzni
(zobrazeno bile) regenerované rostliny (pro 10 kalust z kazdého typu média). Vyjadiena SD
modfe pro zelené rostliny, ervené pro albinézni rostliny.

U netransgennich variant byla v dobé kultivace pozorovana nejpomalejsi regenerace rostlin
u kontroly C-. V praméru regenerovalo 4,7 az 8,3 rostlin/iedno embryo (dle antibiotika
v médiu). Albinézni rostliny regenerovaly pouze na médiich s neomycinem. Nejvice
zelenych rostlin regenerovalo na médiich s Gen 1,25 mg-I* (6,7 rostlin/jedno embryo).

Zjisténé hodnoty regenerace netransgennich rostlin nebyly statisticky vyznamné.
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Srovnanim transgennich a netransgennich variant se ukézalo, Ze u transformovanych
embryi dochazi v pfipadé kontroly a geneticinu (obé& koncentrace) k narGstu prGmérného
mnozstvi rostlin na jeden kalus. To muze znacit posileni tolerance vici geneticinu. Naopak
v pfipadé neomycinu (obé koncentrace) dochazi k poklesu primérného mnozstvi zelenych
rostlin na jeden kalus. To by mohlo znacit snizeni tolerance vici tomuto druhu antibiotika.
U Neo 200 mg-I* bylo pozorovano v obou pfipadech nadpoloviéni mnozstvi albinéznich
rostlin.
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5 DISKUZE

Genetické manipulace jednodéloznych rostlin nejsou rutinni zalezitosti a samotna
transformace obilnin je obtizna. Vlivem technologickych pokrok( se metody transformace
zdokonaluji a postupné zvySuji transformacni ucinnost. Pro uspéSnou transformaci
je€mene je tieba naplanovat a zrealizovat pfenos genu do vhodného explantatu, kde se
po integraci do genomu exprimuje. Z regenerovanych rostlin se poté ur€uje efektivita
transformace.

Transformace pomoci A. tumefaciens je ¢asto pouzivanou metodou transformace, diky
které Ize transformovat rlizné typy rostlinnych explantati, napf. listy, embrya (Bidlack
a Jansky, 2011). Metoda slouzila k transformaci dvoudéloznych rostlin, ale Tingay a kol.
v roce 1997 uspésné transformovali nezrala zygotickd embrya je€mene. Pro vnesené geny
(bar - selekéni marker, gus - zajmovy gen) byla zjisténa transformaéni efektivita 4,2 %
(z 1282 transformovanych embryi bylo 54 regenerovanych rostlin transgennich).

Pro transformaci je€mene pomoci A. tumefaciens bylo vytvofeno nékolik protokold,
které byly postupné optimalizovany (Bartlett a kol. 2008). Bylo totiz zjisténo, Ze efektivita
transformace je ovlivnéna nékolika zasadnimi faktory: vybranym agrobacterialnim kmenem,
expresnim vektorem, jeho velikosti, typem promotoru, genotypem transformovaného
explantatu (Mrizova a kol. 2014).

Pro uspéSnou transformaci je dulezitd volba spravného explantatu vytvorfeného
z donorové rostliny, kde jsou velmi dulezité podminky péstovani: stabilni teplota, optimalni
osvétleni a vzdusna vlhkost, kterych Ize dosahnout v fizenych podminkach. Pro ucinnou
transformaci metodou A. tumefaciens je nejlep$i jarni jeCmen odriudy Golden Promise
(Mrizova a kol. 2014). NejvhodnéjSim explantatem z divodu vysoké indukéni schopnosti
a nasledné regenerace rostlin je nezralé zygotické embryo o velikosti 1, 5 - 2 mm.

Bartlett a kol. (2008) dosahli po transformaci embryi agrobacterialnim kmenem AGL1
25% transformacni ucinnosti. Reportérovy gen pro luciferazu (luc) a selekéni gen hpt a byly
vneseny do je€menného genomu. V experimentu byly poprvé vyuzity binarni vektory.

Vyroubalova a kol. (2011) hodnotili transformacni efektivitu z publikovanych vysledku
transformace jeCmene pomoci A. tumefaciens za pouziti bakterialnich selek&nich markert
(bar, hpt). Efektivita selekce genu bar, ktery byl ve vektoru pod kontrolou Ubil nebo
35S promotoru, se pohybovala 1 - 15 %. Selekéni efektivita genu hpt pod kontrolou
35S promotoru byla 2 - 12 % (Matthews a kol., 2001). Pro indukci kalusl je dullezita
koncentrace mikro a makro prvkd (anorganické soli), aminokyselin (napf. glutamin, prolin),
syntetickych fytohormonl (napf. kyselina 2-methoxy-3,6-dichlorbenzoova) pfidavané

do média.
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Harwood a kol. (2009) pouzili novy, efektivni a pfesny klonovaci systém, ktery je
soucasti vektord pBRACT, které jsou urCené pro transformaci pomoci A. tumefaciens.
Soucasti vektoru je bakterialni selekéni gen hpt, ktery je fizen 35S promotorem. Soucasti
vektoru byl i reportérovy gen pro luciferazu (luc). Pfipravenym vektorem transformovali
nezrala zygotickd embrya jeCmene. Kalusy a regenerované rostliny byly selektovany
na médiich sHyg 50 mgl! Efektivita transformace byla vysoka, 25%, 95 %
regenerovanych rostlin bylo transgennich.

Na zakladé dosazenych vysledkl byl publikovan protokol pro transformaci je¢mene
(Harwood a kol., 2009), ktery zaruCuje UspéSnou transformaci. Ta je vSak zavisla
na pouzitém zajmovém genu, jeho velikosti, puvodu a stavu donorovych rostlin, z kterych
jsou odbirany explantaty. Uvedeny protokol byl pouzit pro transformaci jarniho jeémene
v ramci fe$eni diplomové prace.

V ramci klonovaci strategie v diplomové praci byl pouzit upraveny plazmid
pBract214AS, ktery patfi do skupiny pBRACT vektord. Uspé&Snost transformace
v jednotlivych etapach experimentl se pohybovala v zavislosti na koncentraci a druhu
antibiotika. Nejvice transgennich rostlin, které obsahovaly overexprimovany je€menny gen
Hvabc4 (v databazi AK_363603, MLOC_66404.1), bylo na médiich s Neo 200 mg-l?,
56,3 %.

Cilem diplomové prace bylo ovéfit, zda overexprimovany je€menny ortholog vykazuje
toleranci vi¢i aminoglykosidovym antibiotikim, podobné jako je tomu u genu Atwbc19. Gen
Atwbc19 byl izolovan z A. thaliana. Funkce Atwbcl19 je od roku 2005 studovana u rtiznych
druht rostlin. U transgenniho tabaku (Mentewab a Stewart, 2005) a transgenniho melounu
(Bombale akol.,, 2010) byla pfi nadmérné expresi genu pozorovana rezistence vuci
kanamycinu. Rezistence ke kanamycinu a dalSim tfem antibiotikim (neomycin, geneticin
a paromomycin) byla zkoumana u hybridniho topolu (Kang a kol., 2010).

Ohnoutkova a kol. (2015) transformovali gen Atwbc19 do je€mene za ucelem studia
ucinnosti selekce genu na C&tyfech aminoglykosidovych antibiotikach. NejvySSi G€innost
selekce (80 %) byla na médiich s antibiotikem Neo 200 mg-I*. Pfedpoklada se, Zze protein
AtWBC19 je zodpovédny za transport kanamycinu do vakuoly. Tento gen by mohl byt
pouzivan jako selekéni marker a nahradit tak bakterialni selekéni geny.

V diplomové praci byla hodnocena selekéni schopnost overexprimovaného
je€menného genu Hvabc4 na médiich s antibiotiky geneticinem a neomycinem. Nejvétsi
selekéni schopnost byla také zjisténa na médiich s neomycinem v koncentraci 200 mg-I2,
56,3% z regenerovanych rostlin bylo transgennich. Oproti u€inku genu Atwbcl19 byla
schopnost selekce genu Hvabc4 nizsi 0 23,7 %. U kontrolni neselektované transformované

varianty byla selekce pouze 4,7 %.

59



Srovnanim transgennich a netransgennich variant se ukazalo, Ze u transformovanych
embryi dochazi v pfipadé kontroly a geneticinu (obé& koncentrace) k narGstu prGmérného
mnozstvi rostlin na jeden kalus. To muze znacit posileni tolerance vici geneticinu. Naopak
v pfipadé neomycinu (obé koncentrace) dochazi k poklesu primérného mnozstvi rostlin
na jeden kalus. To by mohlo znacit snizeni tolerance vi&i tomuto druhu antibiotika.
U Neo 200 mg-I* bylo pozorovano v obou pfipadech nadpoloviéni mnozstvi albinéznich
rostlin.

Oproti genu Atwbcl9 byl u regenerovanych rostlin zaznamenan vysoky vyskyt
albinéznich rostlin. Podle Conte a Lloyd (2010) se albinézni rostliny vyskytuji na médiich
s antibiotikem, nebot se inhibuje syntéza chlorofylu v chloroplastech. V nasem experimentu
neni ovéem jasné, pro¢ na Neo 200 mg-I* regenerovalo tak mnoho albinéznich rostlin.
Muze to byt zplsobeno napf. koncentraci a druhem antibiotika obsazeném v médiu.

Bylo zjisténo, Ze tento typ rostlinnych transportérii zodpovida za transport Sirokého
spektra latek prfes bunénou membranu, detoxikacni procesy, reakci na abioticky a bioticky
stres, metabolismus buriky a dalSi dulezité funkce dulezité pro chod bunky (Kang a kol.,
2011). Vzhledem k vyznamnosti a specifit¢ ucinku identifikovaného genu a moznosti
praktického vyuziti, byla aplikace genu Atwbc19, jako pfirozeného selekéniho markeru
v roce 2013 patentovana (US20080250527; Mentewab a Stewart, 2008).

Mentewab a kol. (2014) zjistili, Ze mutace v genu kodujicim transportér AWBC19
zpUsobila zménu ve schopnosti rostliny pfijimat kationty kovl za stresovych podminek.
U transgennich rostlin se zvySenou expresi genu Atwbcl9 Ize pfedpokladat zvySenou
toleranci vuci abiotickym stresim, nebo zvySenou toleranci k houbovym chorobam.

Na zakladé bioinformaénich analyz byl identifikovan jeémenny ortholog ke genu
Atwbc19. Jeho funkce nebyla dosud studovana. Na zakladé vysledkl v diplomové praci
bylo zjisténo, ze overexprimovany je€menny gen Hvabc4 ovliviiuje selekéni schopnost

transformovanych pletiv a rostlin.
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6 ZAVER

V ramci diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma ABC rostlinnych
transmembranovych proteini. Uvedena je zakladni funkce vybranych ABC transportéra
u A. thaliana, kde byl identifikovan gen vykazujici rezistenci k aminoglykosidovym
antibiotikim, ktery by se dal vyuzit v genovém inZenyrstvi rostlin. Bioinformatickymi nastroji
byly identifikovany &tyfi je€menné orthology k tomuto genu.

V experimentalni ¢asti byl gen Hvabc4 vybraného orthologu vliozen do vektoru
pBract214AS. Pomoci A. tumefaciens byl gen transformovan do jarniho je€mene odridy
Golden Promise.

Bylo zjiSténo, Ze overexprimovany gen jeCmenného orthologu ovliviiuje selekéni
schopnost transformovanych pletiv na médiich s antibiotiky, geneticinem a neomycinem.
U regenerovanych transformovanych rostlin byla pomoci PCR analyzy stanovena
pfitomnost genu Hvabc4. NejvySSi selekéni schopnost byla zjisténa na médiich, ktera
obsahovala antibiotikum neomycin s koncentraci 200 mg-I?, u 56,3 % regenerovanych
rostlin byl detekovan zajmovy gen Hvabc4.

Z vysledku diplomové prace vyplyva, ze overexprimovany gen Hvabc4 ovliviiuje selekci
transgennich pletiv a rostlin jarniho je€mene. Funkce genu Hvabc4 bude v dalSich

experimentech testovana u dvoudéloznych rostlin.
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