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Souhrn

ABC transportéry tvofi jednu z nejvétSich proteinovych rodin a nachazeji se ve vSech
zivych organismech. V genomu Arabidopsis thaliana bylo nalezeno 129 téchto transportéri.
Jejich hlavni funkce spociva v transportu velkého mnozstvi latek v rostliné. Do skupiny
transportérit ABCG patii 1 AtWBC19, ktery je puivodem z 4. thaliana a je odpovédny
za rezistenci k aminoglykosidickym antibiotikiim. Predpoklada se, ze transportér AtWBC19
je odpoveédny za zménu obsahu kovil v rostlinach.

V bakalaiské praci byl detekovan a zkouman transgen Atwbcl9 u rostlin pSenice seté
(Triticum aestivum L.) odrid Fielder a Cadenza. Teoreticka cast bakalarské prace je zaméiena
zejména na ABC transportéry a na zpiisoby transformace pSenice. V praktické casti byl
pomoci PCR analyzy detekovan gen Atwbc19 u rostlin pSenice, generace T1 a T2. V praktické

¢asti byl také hodnocen obsahu kovii u rostlin T2 generace.



Summary

ABC transporters constitute one of the largest protein families found in all living
organisms. In the Arabidopsis thaliana genome, 129 of these transporters has been found. The
main function of these transporters is transport of large quantities of substances in the plant.
The ABCG transporter group also includes AtWBC19, this originates from A. thaliana and is
responsible for resistance to aminoglycoside antibiotics. It is assumed that the AtWBC19

transporter is responsible for changing the metal content of the plants.

In the bachelor thesis, the Atwbc19 transgen was detected and tested in wheat plants
(Triticum aestivum L.) of the varieties Fielder and Cadenza. The theoretical part of the
bachelor thesis is focused mainly on ABC transporters and on ways of transformation of
wheat. In the practical part, the Atwbcl9 gene was detected by PCR analysis in wheat plants,
generation T1 and T2. In this bachelor thesis was also evaluated content of metals in T2

generation plants.
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1 Uvod

PSenice seta (7riticum aestivum L.) je jedna z nejvyznamnéjSich rostlin péstovana
po celém svéteé. PSenice je hlavni slozkou pro vyrobu pecivarenskych vyrobki, téstovin
a je soucasti velkého mnozstvi prodavanych potravin. Jeji zrno se dale vyuziva jako krmivo,
slama jako stelivo hospodafskych zvifat. V dnesni dobé nachdzeji uplatnéni i1 nové

nepotravinarské odrudy, jako zdroje skrobu a bioethanolu.

vvvvvv

pSenice je velmi slozity a metodicky zdlouhavy proces, jelikoz dochazi ke Spatné
integraci T-DNA (transferred DNA) do druhii jednodéloznych rostlin, které nejsou

prirozenymi hostiteli Agrobacterium tumefaciens.



2 Cile prace
1. Vypracovani reserse na téma bakalafské prace.
2. Shromézdéni dostupnych literarnich zdroja
3. PCR analyza a detekce transgenu Atwbcl9 u pSenice obecné (Triticum aestivum L.)
u generace T1. Selekce transformovanych embryi generace T2 na médiu osahujici

neomycin.



3 Literarni prehled

3.1 PSenice seta (Triticum aestivum L)
PSenice je jedna znejstarSich anejvyznamnéjSich obilovin péstovana v oblastech
s mirnym klimatem v riiznych c¢astech svéta. Jedna se o druhou nejpéstovanéjsi obilovinu

ve svété a prvni v Ceské republice.

PSenice seta je obilovina pattici do rodu Triticum L. a Celedi lipnicovitych. Podle poctu
chromozomt rod Triticum zahrnuje tfi skupiny — diploidni, tetraploidni a hexaploidni.
Do skupiny diploidnich se fadi pSenice plana jednozrnka (7riticum boeticum L.), dale pSenice
kulturni jednozrnka (7riticum monoccocum L.) Tetraploidni skupina zahrnuje pSenici planou
(Triticum dicocoides L.) ¢i pSenici tvrdou (Triticum durum L.). Péstitelsky nejvyznamnéjsi

je skupina hexaploidni (2n = 42), do které patii i pSenice seta (Triticum aestivum L).

Nejvice péstovanym druhem je pSenice setd. Ma neldmavy klas, ktery byva osinaty
¢i bezosinny a rizn¢ husty. Plevy a pluchy jsou vejc¢ité nebo podlouhle vejcité. Obilky byvaji
nah¢ a oblé. PSenice setd se vyskytuje ve Ctyfech varietdch: lutescens, milturum,
erythrospermum a ferrugineum. V Ceské republice se nejvice péstuje varieta lutescens, ktera

je charakteristicka bezosinnym ¢i osinatym klasem bil¢é barvy.

Listy tvoii pSenice pfisedlé, slozené z pochvy a cepele. Tvorba stébla je signalizaci
pfechodu rostliny z vegetativniho do generativniho obdobi. Stéblo je duté, tvoieno zpravidla
péti Clanky oddélenymi kolénky. Kvétenstvim psenice je slozeny klas z vicekvétych klaska
umisténych na jednotlivych c¢lancich klasového vietene. Klasek tvoii bezosinné plevy
a pfislusny pocet kvitki, které jsou obaleny pluchami z vné&jsi strany a pluskami ze strany
vnitini. Na kvitcich se rovnéz nachézi pestiky a ty€inky. Plodem pSenice je obilka slozena ze
tfi Casti — obaly, endosperm a embryo. Obaly a obilky tvofi oplodi a osemeni. Pod osemenim
se nachazi vrstva aleuronovych bunék piiléhajicich k endospermu. Buiiky endospermu jsou
vyplnény Skrobem a na bazalni strané obilky pfiléha k endospermu embryo (Zimolka a kol.,

2005).

Produkce pSenice vroce 2016/2017 cCinila v ramci svétového trhu 743 milionti tun
a spotfeba byla 727 milionti tun. Nejrozsifenéjsi obilovinou je ve svétovém métitku kukufice
s podilem 36,4 %. Nasleduje pSenice s 30 % a jedna se tak o druhou nejrozsifenc;jsi obilovinu.
Nejvétsim svétovym producentem a nejvyznamnéjSim exportérem psenice je Evropska unie

(20,6 %), dale Cina, Indie, USA, Rusko, Kanada, Australic a dalsi staty. Nejvetsim
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producentem psenice seté v Evropé¢ je Francie s 27,1 %, nasleduje Némecko, Velka Britanie,

Polsko, Rumunsko, Dansko, Spanélsko a Ceska republika (3,4 %), (Panéikova, 2017).

3.2 Transgenoze rostlin

Rostliny jsou pro lidstvo diilezité zeyména proto, ze slouzi jako zdroj potravy a krmiva.
Nekteré jsou také cennym zdrojem surovin pro chemicky a farmaceuticky pramysl. Z téchto
mnoha divodl jsou rostliny v popiedi védeckého zajmu riznych obortli, véetné biochemie
a biotechnologie. V soucasnosti jsou transgenni odridy ziskdny u mnoha druht rostlin,
naptiklad kukufice, ryze, soji a fepky olejné. Genové inzenyrstvi umoznuje pienos zajmovych
genti i do taxonomicky vzdalenych organismi a diky nému jsme schopni piekonat
mezidruhové vzdalenosti. Zajmové geny, které jsou pieneseny do nového hostitelského
organismu, se nazyvaji transgeny. Mohou byt rostlinného, Zivocisného a bakteridlniho
ptivodu. Organismus, v jehoz genomu je transgen zaclenén oznacujeme jako transgenni

¢1 geneticky modifikovany (GM).

Pro transgenni organismy jsou charakteristické vlastnosti, které by za normalnich
okolnosti organismus evolucné pravdépodobné neziskal. Nové vlastnosti jsou vyuzivany
nejen v prumyslu a zeméd¢lstvi, ale také ve zdravotnictvi. Divodl, pro¢ vlastnosti daného
organismu pozmeénit, je nékolik. U hospodarskych rostlin je snaha zvySit vynosy a nutricni
hodnotu zemédélskych plodin a omezit chemizaci v zeméd¢€lské vyrobe. Védci se zamétuji
také na to, jak zlepsit kvalitu ¢i trvanlivost potravin. V neposledni fad¢ je snaha pfipravit

transgenni rostliny produkujici farmakologicky aktivni latky (Rosypal a kol., 2003).

3.2.1 Transformace pSenice

obilovin, kterd byla transformovana. Divodem je velky a komplexni genom této obiloviny,
proto 1 transformace byla mén¢ ucinnd nez u jinych rostlin. Transformace byla provadéna
mnoha metodami. Jedna z uspéSnych je mikroprojektilovy prenos DNA. Dalsi hojné

pouzivand metoda je transformace pomoci A. tumefaciens.

3.3 Mikroprojektilovy pfenos DNA

Tato metoda, téZ nazyvand biolisticka, pouzivd kulovité mikrocastice zlata nebo
wolframu o priméru pfiblizné 0,4 — 1,2 um, které jsou potazeny DNA. Pro ucel metody
je DNA vysrazena pomoci CaCl,. Castice jsou nasledné urychlovany na 300 az 600 m/s.
Proces je umoznén diky zafizeni, které se nazyva ,,gene gun®. V komoie s transformovanym

pletivem je vytvofeno vakuum a projektily pronikaji do bunéénych stén rostlin. Miru
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penetrace castic do cilovych rostlinnych bunék lze fidit pouzitim castic rizné velikosti.
Metoda miize byt vyuzita k integraci DNA do rostlin, které jsou méné nachylné k ptenosu
DNA zprostiedkované A. tumefaciens. Pouziva se kpfenosu genti do chloroplasti
a mitochondrii, ¢imz vznikla moznost do téchto organel zavést exogenni geny (Glicka kol.,

2010). Vasil a kol. (1992) touto metodou poprvé uspésné transformovali pSenici.

3.3.1.1 Transformace prostiednictvim A. tumefaciens

A. tumefaciens je pudni bakterie napadajici rostliny a zptsobujici u dvoud€loznych
rostlin nddorové onemocnéni ,,crown gal®“. Onemocnéni vzniké disledkem ptenosu, integrace
a exprese genti konkrétniho segmentu bakteridlni plazmidové DNA nazyvané T - DNA,
jez je soucasti Ti plazmidu (tumor inducing), (Abdul a kol., 2009). T — DNA obsahuje 2 typy
genll — onkogenni geny, které koduji enzymy podilejici se na syntéze auxinti a cytokininil
ajsou zodpovédné za tvorbu nadorti, a geny kodujici syntézu opini (obr. 1). Opiny
jsou produkty, které jsou vysledkem kondenzace mezi aminokyselinami a cukry,
jez jsou produkovany a vylucovany bunikami nadoru ,,crown gal*“ (Hooykaas a Schilperoort,
1992; Zupan a Zambrysky, 1995). Pivodné se ptfedpokladalo, ze bakterie napada rostlinu
v misté poranéni, jelikoz doSlo k naruseni bunéfnych stén a snadnému vstupu bakterie
do rostliny (Hammond-Kosack a Jones, 2015). Nyni je jiz znamo, ze tyto bakterie reaguji
na fenolové slouceniny vyluCované rostlinnou buiikkou pii poranéni a dochazi ke stimulaci
exprese virovych genli nachéazejicich se v Ti — plazmidu (obr.l) a naslednému pienosu
a integraci do rostlinného genomu (Taiz a kol., 2015). Pro transformaci rostlin je bakterie
vyuzivana, jelikoz do Ti plazmidu Ize vlozit pozadovanou sekvenci DNA a nasledné vlozit
zdjmovy gen do genomu rostlinné bunky (Glick a kol., 2010). Dalsim davodem
je minimalizace pfesmykil a inzerci v mnoha kopiich pfi transformaci pomoci 4. tumefaciens
(Binka a kol, 2012). Metoda transformace prostiednictvim A. tumefaciens
je reprodukovatelnd, ma vyssi G¢innost pii transformaci ve srovnani s mikroprojektilovym

bombardementem u pSenice (Hu a kol., 2003).

Vyvoj metody transformace pSenice pomoci A. tumefaciens zacal vroce 1997
(Cheng a kol., 1997). Uginnost transformace touto metodou je vysoka, avsak muiZze byt
ovlivnéna nékolika faktory, zejména bakterialnim kmenem A. tumefaciens, binarnimi vektory,
selekénimi  geny, promotory, zpisobem inokulace a kultivaénimi  podminkami

(Binka a kol., 2012).
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V soucasnosti  jsou pro transformaci  pSenice  nejpouzivanéjSi  kmeny

A. tumefaciens LBA4404, dale pak C58C1 a AGL (Gallego a kol., 2012).

T-DMNA
region

Cytokinin
Auxin

[Left
border

border

Opine
catabolism

Obr. 1: Schematické zndzornéni Ti palamidu. T — DNA je definovéna levym a pravym
okrajem, zahrnuje geny pro biosyntézu auxinu (svétle Sedd), cytokininu (tmavé razova)
aopinu (modrd). Mimo oblast T-DNA se nachazi virové geny (svétle rizova), pocatek

replikace (tmavé Seda), (ptevzato z Glick a kol., 2010).
Promotory

Promotor ma velmi vyznamnou roli pii transformaci rostlin, jelikoz exprese vlozenych
genl je omezena na jejich aktivitu. V soucasnosti jsou pro transformaci pSenice pouzivany
zejména promotor CaM V35S (virus mozaiky kvétdku 35S) a Ubil (kukufi¢ny ubiquitin 1).
S mensi frekvenci se pouzivaji promotory actl, nos a ScBV. Jsou vyuzivany 1 specifické
a vyvojove regulované promotory umoziujici expresi transgenu pouze v nékterych pletivech

nebo za urcitych podminek (Abdul a kol., 2009).
Reportérové geny

Reportérové geny koduji proteiny, jejichz enzymatickd aktivita miize byt snadno
testovana a umoziluje jak detekci transgenti, tak odhad urovné exprese ciziho genu
v transgennim pletivu. V soucasnosti je Siroce pouzivany gen GUS (B- glukuronidasa), dale
nekteré vizualni markerové geny, jako napiiklad GFP (green fluorescent protein) a LUC

(luciferasa). Dalsi reportérové geny bézné pouzivané pii transformaci pSenice jsou Lc/Cl
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geny stimulujici endogenni anthokyanovou biosyntézu v transformovanych butikach,

kdy vysledkem je produkce ¢erveno-fialového barviva (Gallego a kol., 2012).
Selekéni markery

Jako selekéni markery mohou byt pouzity geny propujcujici rezistenci vuci
antibiotikim. Tedy pletiva, ve kterych jsou tyto geny zaclen¢ny, pak mohou byt selektovany
na médiu obsahujicim antibiotika. Pouzivany jsou taktéz geny propijcujici rezistenci viici
herbicidiim. Existuji vSak i metabolické selekéni markery, které transformovanym bunkam
umoznuji syntetizovat slouceninu, kterou bunka za normalnich okolnosti neni schopna
vytvaret. Selekéni médium je zdmérné upraveno tak, aby na ném pfezily pouze
transformované bunky (Abdul a kol.,, 2009). Ptehled nejcastéjSich selek¢nich markera

je uveden v tab. 1.
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Tab. 1: Piehled selekénich markeri u pSenice (ptfevzato z Gallego a kol., 2012).

selekéni geny

kodovany enzym

selekéni ¢inidlo

ucéinek

nptll neomycinfosfotranferasa 11 aminoglykosidova antibiotika: vazba 308 ribozomalni
- kanamycin podjednotky, inhibice translace
-neomycin
-hygromicin
- G418 (geneticin)
- paromomycin
hpt hygromycin fosfotransferasa aminoglykosidova antibiotika: vazba 30S ribozomalni
-hygromycin podjednotky, inhibice translace
bar (pat) fosfinotricin acetyltransferasa herbicidy: inhibice glutamin syntazy
-fosfinotricin (PPT)
-glufosindt amonny
-bialaphos
(tripeptidové antibiotikum)
aroA:CP4 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat herbicidy: inhibice biosyntézy
-glyfosat aromatickych kyselin (EPSPS)

syntasa
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3.4 Metody detekce transgenii
Pro ovéfeni uspéSnosti transformace a pro detekci transgenu v organismu jsou
pouzivany metody molekularni biologie. Jedna se zejména o polymerazovou fetézovou reakci

a jeji rizné modifikace.

Polymerazova retézova rekce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je metoda, kterd probiha zcela v podminkach
in vitro. Touto metodou Ize rychle a vysoce selektivné namnozit konkrétni nukleotidovou
sekvenci obsazenou v jakékoliv DNA (Snustad a kol., 2009). Zékladni slozky kazdé¢ PCR
amplifikace tvofi dva syntetick¢ oligonukleotidové primery (kazdy ma délku piiblizné
20 nukleotidt). Jsou komplementarni k regionim na opaénych vldknech DNA a ohranicuji
cilovou sekvenci, kterd ma byt amplifikovana. Jeji délka se pohybuje od 100 do 35 000 bp.
Dilezitou slozku tvofi termostabilni DNA polymerdza a vSechny ¢tyfi deoxyribonukleotidy.
(Glick a kol., 2010). V soucasnosti je velmi pouzivana termostabilni 7ag — polymeraza
pochazejici z termofilni bakterie Thermus aquaticus. Termostabilni polymeraza neni
denaturovana vysokou teplotou a nemusi byt vkazdém kroku reakce znovu pfidavéna
(Lodish a kol., 2008). Kazda PCR reakce je charakteristickd opakovanim cykla a kazdy z nich
zahrnuje neékolik krokl. Prvnim krokem PCR amplifikace je tepelna denaturace vzorku DNA,
kdy se teplota pohybuje kolem 95 °C po dobu 1 minuty. Po denaturaci je druhym krokem
nasledné ochlazeni roztoku na teplotu 50 - 60 °C. Béhem této faze se primery mohou
komplementarné navazat k fetézcim DNA. Ttetim krokem je pak samotna syntéza DNA.
Zahajena je na 3’ hydroxylovém konci obou primerd. VSechny kroky PCR jsou provadény
v automatizovaném blokovém ohfivaci, ktery je naprogramovan tak, aby v urcitych periodach
ménil teplotu. Jeden cyklus reakce trva pfiblizné¢ 3 — 5 minut (Glick a kol., 2010).
Pro amplifikaci DNA se obvykle pouziva 20 — 30 cykld, pficemz v kazdém cyklu se oproti

piedchézejicimu zdvojnasobi pocet amplikont (Snustad a kol., 2009).

Real — time PCR

Reakce, na rozdil od bézné PCR metody, probihd s fluorescen¢ni sondou
¢i barvivem, které se na DNA v pribéhu reakce vaze. Nasledn¢ dojde k ozéfeni svétlem
o urCité vinové délce a 1ze monitorovat vyslednou fluorescenci, ¢imz je umoznéno sledovat
tvorbu PCR produkti. Pro reakci lze pouzit fluorescencni barviva (napf. SYBR Green)

¢1 sondy (napt. TagMan), (Glick a kol., 2010).
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Southern blotting

Southern blotting je metoda, pii které dochazi k pfenosu fragmentld z gelu
na nitrocelul6zovou nebo nylonovou membranu. Timto zpisobem dojde k imobilizaci DNA
fragmenti, a tak mize byt DNA podrobena hybridiza¢ni analyze, ktera umozni zjistit
sekvenéni podobnost fragmentli s pouzitou hybridizacni sondou. Pienos fragmenti DNA
jenejcastéji umoznén diky kapildrnim sildm. Nevyhoda metody spociva v tom,
ze pti kapilarnim ptenosu DNA z gelu na membranu mtze dojit k rozdrceni gelu vlivem jeho

zatizeni (Brown, 2001).

3.5 ABC transportéry

ABC transportéry tvoii jednu z nejvétSich proteinovych rodin a nachéazeji se ve vSech
zivych organismech (Kang a kol., 2011). Naptiklad u Sacharomyces se jich vyskytuje 28,
u Drosophila melanogaster je to 51 a 129 ABC transportéra lze nalézt u A. thaliana (Linton,
2007). ABC transportéry jsou rozdéleny do osmi podskupin (ABCA — ABCI) (Dean a Annilo,
2005), (obr. 2). U rostlin nebyla nalezena podskupina ABCH (Kretzschmar a kol., 2011).
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Obr. 2: Podskuiny ABC transportért u A. thaliana (ptevzato z Kang a kol., 2011).

ABC transportéry jsou pro buiiku nezbytné, jelikoz pfes membrany transportuji mnoho
riznorodych latek a maji tedy Sirokou substratovou specifitu. ABC transportéry vyuzivaji
energii hydrolyzy ATP na translokaci rozpuSténych latek pfes biologick¢é membrany
(Schneider a Hunke, 1998), (Obr. 3). Vyznamné jsou i z hlediska klinického vyzkumu diky

jejich roli ve vzniku rezistence vici 1€Civiim u rakoviny ¢i u malarie (Szewczak a kol., 2011).

ABC transportéry maji roli pii vyrob¢ energie, bunécné signalizaci (Linton, 2007)

a pii akumulaci fytatu v semenech (Shi a kol., 2007). ABC transportéry se podili na transportu
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auxinu a kyseliny abscisové, jelikoz produkce téchto hormoni se lisi od mista jejich ucinku
(Kretzschmar a kol., 2011). Nékteré vSak nejsou pfimo zapojeny do transportu substrati,

ale jevi se jako sou¢ast iontovych kanald (Stéfkova a kol., 2004).

Rostliny mohou byt vystaveny fadé ptipadnych toxini. MiZze se jednat napiiklad
o herbicidy, o toxiny, které jsou produkovany patogeny v piid€, ¢i o produkty pramyslové
vyroby. Procesu odstranéni téchto latek zorganismu nazyvame detoxikace.
(Kang a kol., 2011). U rostlin, z hlediska detoxikace, byly studovany zejména mechanismy
detoxikace kov, které se do rostlin mohou dostat pii ziskdvani zivin z pudy. Kovy mohou byt
vyplaveny zpét do ptudy, nebo jsou sekretovany do apoplastu. Predpoklada se, ze pii exportu

kadmia a olova se uplatnuji transportéry ABCG (Kretzschamar a kol., 2011).

mezibunéény prostor

cyvtoplazmaticka membrina

cvtoplazma

ATP ‘ ADP +P;

xenohiotika, lipidy,
peptidy...

Obr. 3: Schéma struktury a funkce ABC transportéru (upraveno podle Locher, 2008).

Zakladni strukturu ABC transportéra tvoii ctyfi podjednotky. Jedna se o dvé nukleotid
vazajici domény (NBD) a dvé transmembranové domény (TMD), (Higgins, 1992). TMD
se u riznych podskupin lisi, zatimco NBD jsou homologni v rdmci celé skupiny. Kazdd NBD
ma sedm vysoce konzervativnich motivli (Linton, 2007), (obr. 4). U riznych organismi
se seskupeni Ctyi zakladnich domén 1i§i. U Archea a Eubakteria podjednotky vétSinou
predstavuji Ctyfi samostatné domény, zatimco u vyssich organismil jsou fuzovany do domény

jedné. (Schmitt a Tampé, 2002). VSechny podjednotky spolupracuji v pribéhu hydrolyzy
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ATP, tudiz miZze probihat aktivni transport (Kang a kol., 2011). Organizace domén
se u jednotlivych skupin ABC transportérti 1isi. Skupiny ABCA — ABCD se vyznacuji
tzv. forward doménovou organizaci TMD - NBD, naproti tomu skupina ABCG
je charakteristicka tzv. reverse organizaci domén (NBD — TMD). ABCE a ABCF jsou
skupiny, které jsou sloZeny jen ze dvou NBD (Verrier a kol., 2008).

Pgp Y GnsGsGKST sQe  LSGGQ ILLDEAT LD AHR
MsbA Y GrsGsGKST sOn LSGGQ ILiDEAT LD AHR
Sav Y CmsCGgGKST gQd LSGGQ ILiDEAT LD AHR
BtuD 1 GpnGaGKST «@gQg LSGGe ILLDEpm Ls sHd

~14 ~36—44 ~83-86 ~14044  ~160-67 ~170-71 ~195-97

aromatic Walker A Q-loop  ABC D-loop H-loop
signature

Obr. 4: Schéma ABC transportéru s vysoce variabilnimi sedmi NBD doménami (pfevzato

z Linton, 2007).

Vramci podskupiny ABCA se u A. thaliana vyskytuje jeden full — size
transportér: AtABCA1, ktery predstavuje nejvétsi  ABC  protein A.  thaliana
(Verrier a kol., 2008). Zbylych 11 transportért ABCA A. thaliana jsou half — size. Half — size
proteiny podskupiny ABCA jsou identifikovdny pouze u rostlin a prokaryot
(Peelman a kol., 2003; Kovalchuk a Driessen, 2010). Genom A. thaliana kéduje 21 full — size
a 7 half — size ABC transportéri podskupiny ABCB. Bylo prokézano, ze vSechny ABCB

proteiny jsou lokalizovany na plazmatické membrané (Blakeslee a kol., 2007; Rea, 2007;
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Leea kol., 2008). Tti half — size transportéry podskupiny ABCB byly lokalizovany
v mitochondriich ~ (Rea, 2007). AtABCB26 jelokalizovin na  chloroplastech
(Ferro a kol., 2010), zatimco AtABCB27 na tonoplastu (Jaquinod a kol., 2007). U A. thaliana
se transportéry podskupiny ABCC vyskytuji pouze jako full — size transpotéry, z nichz se
vétSina vyskytuje na vakuoldrni membrane¢ (Rea, 2007; Nagy a kol.,, 2009). ABCD
podskupina je charakterizovana jednim half — size a jednim full — size transportérem.
V peroxizomech byl identifikovan transportér AtABCD1 (Hayashi a kol., 2002). Transportéry
podskupin ABCE a ABCF postradaji transmembranovou doménu a podileji se pravdépodobné
1 na jinych procesech nez transport. Podskupina ABCH zahrnuje half — size transportéry
s reverzni organizaci domén a nebyla v rostlinach identifikovana (Verrier a kol., 2008). ABCI
proteiny jsou lokalizovany zejména na membranach mitochondrii a chloroplastl
(Verrier a kol., 2008; Shimoni — Shor a kol., 2010). ABC transportéry tvoii celkem osm
podskupin a jednou z nich je podskupina ABCG (Dean a Annilo, 2005). Jedna se
o podskupinu, kterd je nejvice zastoupena u A. thaliana. Je tvotena 28 half — size transportéry
(white — brown complex, WBC) a 15 full - size (pleiotropic drug resistence, PDR)
transportéry (Verrier a kol., 2008). Piehled nckterych ABC transportérii vyskytujicich

se u A. thaliana je znazornén na obr. 6.

ABC transportéry zprostiedkovavaji aktivni transport latek pfes membranu, pii kterém
dochdzi ke spotfebé ATP. Mechanismus zahrnuje tfi zékladni kroky. V prvnim kroku dochézi
k vazb¢ ligandu na TMD, dojde ke zméné konformace v NBD a dojde k vyssi afinité¢ k ATP.
V dalsim kroku se dvé molekuly ATP navazi na NBD. Energie uvolnéna tvorbou uzaviené¢ho
dimeru NBD zptisobi konformacni zménu v TMD a uvolnéni ligandu. V nasledujicim kroku
ATP hydrolyza zplisobi rozruseni uzavieného dimeru NBD, coz vede k dal$im zméndm
konformace v TMD. Uvolnéni fosfath z hydrolyzy ATP obnovi transportér do plvodni
konformace otevieného dimeru NBD, ktery je tak pfipraven na dalsi cyklus (Linton, 2007),

(obr. 5).

21



Extracellular space

N

Ligan
binds

Cytosol Open dimer Closed dimer Open dimer

Obr 5: Schéma transportu ligandu pomoci ABC transportérii (pfevzato z Linton, 2007).

3.6 ABC transportér AtWBC19

Pfi transformaci rostlin se pouzivaji selekéni markery bakteridlniho ptivodu. Jedna
se o geny zpusobujici rezistenci vic¢i antibiotikim (Mikki a McHugh, 2004) a umoziujici
tak detekci a vybér transformovanych rostlin. NejCastéj$i pouzivany gen pfi transformaci
jegen E. coli K12 transpozon Tn5 neomycinfosfortransterazy (nptll), ktery poskytuje
rezistenci k nékolika aminoglykosidickym antibiotiklim vcetné kanamycinu a geneticinu
(Garfinkel a kol., 1981). Jelikoz jsou markery ve vétSiné piipadi bakteridlniho piivodu, doslo
k obavam vetejnosti z horizontdlniho prenosu gend (Heinemann a Traavik, 2004).
Alternativou k bakteridlnim gentim by mohl byt ABC transportér 4. thaliana AtWBC19. Bylo
prokézéano, ze nadmérnd exprese genu Atwbcl9 (2,178 bp) zplsobuje u transgennich rostlin
rezistenci vic¢i kanamycinu (Mentewab a Stewart, 2005). Tento fenotypovy projev byl vsak

nalezen pouze u AtABCG19, nikoliv u jinych ¢lenti podskupiny ABCG.

U genu Atwbcl9 byla zjistovana schopnost pienosu rezistence vi¢i kanamycinu
do E. coli, kterd je na dané antibiotikum citlivd. Gen byl transformovén pod kontrolou
bakterialniho promotoru a nasledné¢ byla porovnavana schopnost rezistence bakterii
s transformovanym genem Atwbcl9 s nptll, coz je standardni gen ud¢€lujici rezistenci vici
kanamycinu u bakterii. Vysledky studie ukézaly, ze nptll vykazoval mnohem vétsi rezistenci
nez Atwbcl9. Ackoliv je riziko horizontdlniho pienosu genl v piipadé nptll povazovano

za nizké, u Atwbc19 by mélo byt riziko jesté nizsi (Burris a kol., 2008).
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Obr. 6: Piechled ABC transportérti vyskytujicich se u A. thaliana (ptevzato z Kretzschmar
a kol., 2011).

3.7 Zmény v obsahu kovi u rostlin zpisobené ABC transportéry

Rostliny jsou vystaveny piisobeni antibiotik produkovanych piidnimi mikroorganismy.
Jedna se naptiklad o kanamycin, ktery fadime mezi aminoglykosidicka antibiotika. Reakce
rostlin na antibiotika neni doposud dokonale objasnéna. Piedpoklada se, ze hlavnim ter¢em

aminogylkosidii jsou chloroplasty. Jestlize je rostlina vystavena kanamycinu, dochazi
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uni k béleni listd. Diivodem je rozpad chlorofylu v chloroplastu (Machold, 1971). Pokud
transportér MAR1, nachézejici se v chloroplastu, bude mutovan (Conte a kol., 2009) nebo
umlcen (Aufsatz a kol., 2009), rostliny budou rezistentni vii¢i kanamycinu a dalSim nékterym
aminoglykosidim. MARI1 transportér ma roli vhomeostdzi Zeleza a predpoklada
se, ze umoznuje prichod aminoglykosidiim do chloroplastu, jelikoz maji podobnou strukturu

s chelatovymi molekulami zeleza (Conte a kol., 2010).

Jak jiz bylo vySe zminéno, predpoklada se, ze kanamycin je v rostliné transportovan
do chloroplasti. Kanamycin mé vSak ve své struktuie n¢kolik hydroxylovych a aminovych
skupin, coz jej Cini polarni slouceninou. Diky tomu pak Spatné¢ pronika membranami.
Pted vstupem do chloroplastli musi nejprve kanamycin vstoupit do kofenovych bun¢k a byt
pfenesen pomoci cévniho systému. Existuje asociace mezi odolnosti vici antibiotiku
a transportem kovii (Conte a kol.,, 2009; Conte a Loyd, 2010). Je tedy ptedpoklad,
ze endogenni mechanimsus rezistence vuc¢i antibiotikim je spojen s transportem kovi

(Mentewab a kol., 2014).

3.8 Soucasny stav reSené problematiky
Funkce genu Atwbcl9 byla studovdna nejen u A. thaliana, ale i u transgenniho
hybridniho topolu (Populus canescens x P. grandidentata), (Kang a kol., 2010)

a u transgenniho melounu (Cucumis melo L.), (Bombale a kol., 2010).

3.8.1 Transformace hybridniho topolu genem Atwbcl9

Vyuzitim genu Atwbcl9 namisto bakterialniho nptll pti transformaci se ve své studii
zabyval 1 Kang a kol. (2010). Transformovan byl hybridni topol genem Atwbcl9 a genem
nptll. V této studii byl pouzit vektor pABC, ktery nesl gen Atwbcl9 fizeny promotorem
CaMV 35S a vektor pNTP, ktery nesl gen nptll, ktery byl t€z fizeny promotorem CaMV 358S.
Oba tyto vektory byly elektroporaci pieneseny do A. tumefaciens, kmen GV3850, a nasledné
jim bylo infikovano sto listovych segmenti. Po kultivaci byla pouzita antibiotika: karbenicilin
a cefotaxim (obé v koncentraci 250 mg/l) keliminaci A. tumefaciens. Pouzito bylo
i antibiotikum kanamycin o koncentraci 80 mg/l, ktery zde byl wvyuzit pro selekci
transformovanych buné¢k. K identifikaci gentt Atwbc19 a nptll, a tedy 1 k ovéfeni GispéSnosti
transformace, byla vyuzita polymerazova fetézova reakce s pouzitim prisluSnych primera.
Kultivaci rostlin na médiich obsahujicim antibiotika v riznych koncentracich byla ovéfena

ucinnost selekce: kanamycin (0, 50, 100, 150 a 200 mg/l), neomycin (0, 50, 100, 200
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a 400 mg/l), geneticin (0; 1,25; 2,5; 5,0 a 10,0 mg/l) a paromomycin (0, 50, 100, 200
a 400 mg/1).

Ve studii bylo zjiSténo, ze rostliny transformované genem Atwbcl9 nebo nptll maji
srovnatelnou schopnost regenerace pii stejné koncentraci antibiotik v médiu. Schopnost
regenerace byla 2 az 3 krat vyss$i nez u listovych segmentli netransformované kontrolni

rostliny.

3.8.2 Transformace melounu genem Atwbcl9

Vyuzitim genu Atwbcl9 jako selekéniho markeru se také zabyval i Bombale a kol.
(2010). Jako rostlinny material byl pouzit meloun (Cucumis melo L.). K ptimé regeneraci byla
vyuzita semena odrid: Eden Gem, Hara Madhu a Punjab Sunheri. Pro transformaci bylo
vyuzito A. tumefaciens (kmen LBA4404), do kterého byl vloZen plazmid pABC nesouci gen
Atwbcl9, ktery byl pod kontrolou promotoru CaMV 35S. Nésledné po transformaci byly
explantaty kultivovany na médiu obsahujicim kanamycin v koncentracich: 80, 100, 150 a 200
mg/l. Za transgenni rostliny byly vybrany ty, které rostly na médiu s antibiotikem

o koncentraci 100 mg/1 a vice.

Bylo zjisténo, ze u odridy Punjab Sunheri kanamycin inhiboval regeneraci rostlin
jiz v koncentraci 80 mg/l, zatimco u odrid Eden Gem a Hara Madhu k tomuto jevu doslo
az pti koncentraci 100 mg/l. Odrtidy Hara Madhu a Eden Gem jsou tedy vice rezistentni vici

kanamycinu.

Pro ovéfeni piitomnosti genu Atwbcl9 byla provedena PCR, kdy byly pouzity
specifické primery. Z celkem 20 vybranych rostlin mélo 5 rostlin amplifikovany produkt
(2,18 kb), ktery odpovida Atwbc19 genu. Tento vysledek se shodoval s tim, ktery publikovali
Mentewab a Stewart (2005) ve své praci. Piitomnost transgent byla také prokézana restrikéni

analyzou s vyuzitim enzymu Sac [ a Kpn 1.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologickym materidlem bakalafské prace byla transgenni jarni pSenice, kterd byla
transformovana vektorem pBract214AS::Atwbc19opt, obsahujici zajmovy gen Atwbcl9.
Pfitomnost transgenu byla analyzovéna u 111 rostlin T1 generace odrid Fielder a Cadenza.
Obilky z pozitivnich rostlin TO generace byly sklizeny a potomstvo vybranych linii bylo
vyseto do sadbovacl a rostliny byly péstovany ve fytotronu (rezim 16 hodin svétlo, 8 hodin
tma). V rustové fazi 13, tfi listl, byla odebrana ¢ast listu, ze kterého byla izolovana DNA.
U potomstva rostlin T1 generace byla pomoci PCR zjistovana ptitomnost transgenu Atwbc19

a byl stanoven pomér pozitivnich a negativnich rostlin.

4.2 Izolace celkové rostlinné DNA metodou CTAB
Z testovanych rostlin oznacenych 1 az 111 byla metodou CTAB izolovana genomova

DNA.
Postup izolace:

1. Predehfat vodni lazen na 65 °C.

2. Zrostliny sterilnimi niizkami odstfihnout list o velikosti cca 4 cm. Vlozit
do 1,5 ml mikrozkumavky, ponofit do tekuté¢ho dusiku. Thned homogenizovat sterilni
ty¢inkou.

3. Vyjmout mikrozkumavku z tekutého dusiku, nechat pfiblizné¢ 3 minuty ve stojanu,
aby se teplota homogenatu zvysila t€sné€ pod bod mrazu.

4. Homogenat zalit 140 ul 2x CTAB ptedehiatého na 65 °C. Roztok promichat pipetou.

5. Mikrozkumavku uzavtit a nechat 5 min ve vodni lazni piedehiaté na 65 °C.

6. Pridat 210 pul chloroformu, dikladn€¢ protfepat vruce a odstiedovat
30 s pti 12 000 rpm ve stolni centrifuze.

7. Odebrat 120 pl supernatantu do nové mikrozkumavky, pfidat 12 ul 10% CTAB
solution (10:1) predehiatého na 65 °C. Protiepat v ruce.

8. Prfidat 120 pl  chloroformu, dikladn¢ protiepat vruce, odstiedovat
30 s pti 12 000 rpm ve stolni centrifuze.

9. Do cist¢ mikrozkumavky odebrat 100 pl supernatantu (odebirat pomalu,
aby se neodebral chloroform).

10. Pridat 100 pl CTAB precipitation buffer (1:1) a jemné promichat pipetou.
Odstfed’ovat 60 s pti 14 000 rpm ve stolni centrifuze.
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11. Opatrné€ odstranit supernatant.

12. Pridat 50 pl High — salt TE buffer, vortexovat. Premistit do vodni 1azn¢, ponechat
10 min pii 65 °C, poté znovu vortexovat.

13. Ptidat 100 pl 96 % etanolu vychlazeného na -20 °C, promichat pipetou.

14. Odsttedit 10 min pfi 14 000 rpm ve stolni centrifuze. Odstranit supernatant.

15.Ptidat 50 pupl 80 9% etanolu vychlazeného na -20 °C. Odstiedit
5 min pii 14 000 rpm ve stolni centrifuze.

16. Odstranit supernatant a nechat ptiblizné¢ hodinu vysouset pii pokojové teploté.

17. Rozpustit v 15 pl 0,1 x TE buffer. Genomovou DNA uchovavat pii -20 °C.

Vzorky DNA byly nasledné¢ méfeny na spektrofotometru DS-11 DeNovix a byla
hodnocena kvalita DNA a jeji koncentrace. Genomova DNA byla fedéna na koncentraci 200 -

300 ng/ul.

4.3 PCR amplifikace segmentii u pSenice obecné

Detekce transgenu Atwbcl9 byla zjisStovana pomoci polymerdzové fetézové reakce.
Slozeni PCR reakéni smési je uvedeno vtabulce ¢. 2. Pro reakci byl pouzit
REDTaq® ReadyMixTM PCR reakéni mix s MgCl, (Sigma — Aldrich) a deionizovana voda
pro PCR (Water PCR reagent, Sigma — Aldrich). Dale byly pouZzity primery: forvard (F)
Atwbcl9-F F 5" CGG CGA CGG CGT AAA AAG CG 3" (Tm = 67,28 °C) a primer reverse
(R) Atwbc19 —R 5" CGC GCC GTC TCT CTC CTC CA 3’ (T, = 69,02 °C).

Postup ptipravy PCR reakéni smési:

1. VSechny slozky PCR reakéni smési ditkladné rozmrazit a vortexovat.

2. Do 1,5 ml mikrozkumavky napipetovat slozky smési podle tab. 2. Smés vortexovat a
centrifugovat.

3. Do PCR mikrozkumavky pipetovat 8 pl PCR reakéni smési.

4. Do kazdé mikrozkumavky ptidat 2 ul genomové DNA o koncentraci 200 - 300 ng/pul.

5. Mikrozkumavky vortexovat a centrifugovat, vlozit do termocykléru s Casovym

a teplotnim profilem podle schématu 1.
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Tab. 2: Slozeni PCR reakéni smési.

Slozky PCR reakéni smési Pipetovany objem na 1vzorek [ul]
ddH,O 2,5

ReadyMix 5,0

primer F (10 pmol/l) 0,25

primer R (10 umol/l) 0,25

templatova DNA (200 - 300 ng/ul) 2,0

Schéma ¢&. 1: Casovy a teplotni profil PCR reakce
1.94°C ... 3 min
2.94°C ... 1 min
55°C...45s 38 x
72 °C ... 1 min
3.72°C ... 5min
4.12°C...©

6. Amplifikované produkty  byly  rozdéleny elektroforetickou separaci
na 1,3% agar6zovém gelu. Jako negativni kontrola byla pouzita DNA izolovana
z netransformovanych rostlin, pozitivni kontrolou byly vzorky jeCmene, u kterych byl
detekovan gen Atwbcl9. Pro stanoveni velkosti produktii byl pouzit marker
molekulové hmotnosti.

7. Gel byl po ukonceni elektroforetické separace umistén do UV transiluminétoru
a pomoci programu GeneSnap byl zaznamenan vysledek. Na ziklad€ porovnani
testovanych vzorkli s pozitivni kontrolou a markerem molekulové hmotnosti byla

detekovana piitomnost transgenu Atwbcl9 ve vzorcich.
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4.4 Piiprava kultivaéniho média

Médium pro kultivaci embryi bylo pfipraveno za pouziti MS média
(Duchefa, kat. ¢. M0222). Na analytickych vahach byla navdzena sachar6za a MS médium.
Slozky byly nasledné rozpusStény v destilované vod¢ v nadobé umisténé na magnetické
michacce. Po rozpusténi vSech slozek byl objem doplnén na 1 litr a pH média upraveno
na hodnotu 5,8 pomoci KOH. Nésledné bylo médium rozlito do lahvi po 500 ml a do kazdé
lahve byl pfidan phytoagar v koncentraci 6g/l. Média byla sterilizovana v autoklavu
pii 121 °C. Bylo pfipraveno kultivaéni médium bez antibiotika a kultivatni médium,
do kterého byl pfiddin neomycin v koncentraci 200 mg/l a za sterilnich podminek

bylo médium rozlito po 100 ml do sterilnich kotliki.

4.5 Odbér a sterilizace nezralych obilek pSenice

Z rostlin generace T1 byly odebrany klasy, ze kterych byly nasledné vyjmuty nezralé
obilky. Ty byly zbaveny pluch a plusek a poté sterilizovany. Sterilizace obilek byla provedena
v né€kolika krocich. Nejprve byly obilky omyvany 70% etanolem po dobu 2 minut. Nasledné
byly tiikrat promyty sterilni destilovanou vodou. Vzdy po dobu 1 minuty. DalSim krokem
byla sterilizace 6% roztokem chlornanu sodného po dobu 5 minut. Poslednim krokem

sterilizace bylo promyti obilek sterilni destilovanou vodou po dobu 1 minuty.

4.6 Extirpace nezralych embryi pSenice
Ze sterilizovanych obilek byla extirpovéna nezrald embrya. Izolace byla provedena
ve sterilnich podminkéch pomoci pinzety, skalpelu a lupy. Skalpelem byla obilka roziiznuta

a pinzetou bylo embryo oddéleno od endospermu.

4.7 Kultivace embryi

Izolovana embrya o velikosti 2 mm byla nasledné¢ ptenesena do sterilnich kultiva¢nich
nadob na 2 MS médium (Murashige a Skoog, 1962). Kultivace embryi probihala na 2 MS
médiu a na %2 MS médiu, do kterého bylo pfiddno antibiotikum neomycin o koncentraci

200 mg/1. Kultivace probihala v kultiva¢ni komofte.

4.8 Extrakce DNA paramagnetickymi ¢asticemi
Po pfiblizn€ 14 dnech kultivace byla z jednotlivych rostlin izolovana genomova DNA
metodou vyuZzivajici paramagnetické Castice. Nasledné byla provedena PCR amplifikace

vzorkli genomové DNA. Izolace byla provedena podle nésledujiciho postupu:
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Pro izolaci je nutno nejprve pfipravit basic lysis buffer (viz kapitola 4.11).

Po napipetovani vSech slozek do sterilni lahve doplnit sterilni destilovanou vodou na objem

100 ml a upravit pH roztoku pomoci HCI na hodnotu 7,2. Dal§im krokem izolace je ptiprava

lyzac¢niho pufru, jehoz sloZeni je rovnéz uvedeno v kapitole 4.11.

1.

Z rostliny odstiihnout sterilnimi nazkami piiblizné 4 cm listu a vlozit
do mikrozkumavky s kulatym dnem. Nechat susit (2 dny pii 37 °C nebo 2 hod
pii 65 °C).

Po ususeni listii vlozit do kazdé mikrozkumavky dvé homogeniza¢ni kulicky a listy
homogenizovat.

K homogenizovanym listovym segmentim piidat 250 pl lyza¢niho pufru a inkubovat
45 min ve vodni 1azni pti 65 °C.

Do mikrozkumavky smichat 11 pl paramagnetickych ¢astic, 80 ul izopropanolu
a 100 pl lyzatu.

Ptipravenou smés vlozit na magnet a nechat ptiblizné¢ 5 min odstat.

Odstranit supernatant a mimo magnet pfidat 100 pl 70% etanolu. Tento krok
3x opakovat.

Ptidat 12 pl deionizované vody pro PCR, promichat a umistit na magnet. Supernatant
pienést do nové mikrozkumavky.

Izolovanou genomickou DNA uchovéavat pii -20 °C.

Nasledné byla provedena detekce transgenu Atwbcl9. Postup je shodny s tim, ktery je
uveden kapitole 4.3 s rozdilem pouzitych primert. Pro testovani generace T2 byly
pouzity primery: primer forvard (F) 3ABC PSF F 5" GTC CAA CCC AAC CTC TAT
GG 3" (T = 59,61 °C) a primer reverse (R) 3ABC PSR 5" GGC ATC CTG ATC
CAG TTC TT 3" (T, =58,29°C). Reakce byla nastavena s Casovym a teplotnim

profilem podle schématu 2.
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Schéma ¢&. 2: Casovy a teplotni profil PCR reakce
1.94°C ... 4 min

2.94°C ... 255
56°C...45s 37x
72°C ... 30s

3.72°C ... 5min
4.4°C ...

4.9 Stanoveni obsahu kovii

Transgenni rostliny generace T2 byly testovany na obsah kovli — mangan, draslik,
hoi¢ik a vapnik. Obsah kovii byl méfen ve spolupraci s oddélenim Centralni laboratofe
a podpora vyzkumu CRH (Mgr. Monika JaroSova, Ph.D.). Obsah kovl byl méfen za pouziti
ICP — MS spektrometru (Agilent 7700x; Agilent Technologies, Tokyo, Japan).

4.10 pouzité laboratorni pristroje
- Spektrofotometr DS-11 (DeNovix, Delaware)
- UV transiluminator (G:BOX, Syngene)
- PocitaCovy program GeneSnap (Syngene)
- Vortex mixer Wizard (Velp Scientifica)
- Stolni centrifuga Prism™ Air-Cooled Microcentrifuge (Labnet)
- Termocyklér: Thermal Cycler T1I00TM (BioRad)
- Kultivaéni komoraAdaptis CMP6010 (CONVIRON)
- Elektroforeticka komiirka Sub-Cell ™ model 192 (BioRad)
- Zdroj elektrického napéti PoerPac™ (Bio Rad)

4.11 pouzité chemikalie a roztoky
-  REDTaq® ReadyMixTM PCR reakéni mix s MgCl, (Sigma — Aldrich)
- deionizovana voda pro PCR (Water PCR reagent, Sigma — Aldrich)
- Marker molekulové hmotnosti Ladder II (HyperLadder™ 50 kb, BioLine).
- MS médium (Duchefa, kat. ¢. M0222)
- Phytoagar (Duchefa)
- Agar6za (Duchefa)
- antibiotikum neomycin No:M0135.0025m (Duchefa)
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- Paramagnetické ¢astice A63880 (GE Healthcare)

- primery firmy Generi biotech
roztoky:

Basic lysis buffer

- 10 ml 5 mol/l NaCl
- 10ml 1 mol/l TRIS HCI1
- 10 ml0,5 mol/l1 EDTA

Lyzacni pufr

0,5 g hydrogenuhlic¢itanu sodné¢ho

0,1 g kyseliny citronové

- 100 pl merkaptoethanolu

- 100 pl Rnasy (1 mg/ml)

- doplnit basic lysis buffer na objem 100 ml

2x CTAB buffer (piiprava pro 100 ml roztoku)

- 2g2%CTAB

- 10 ml I mol/l TRIS (pH 8,0)

- 4 ml 0,5 mol/l EDTA (pH 8,0)
- 28 ml 5 mol/l NaCl

- 1 gPVP (M, =40 000)

10% CTAB

- 10gCTAB
- 14 ml 5 mol/l NaCl

CTAB precipitation buffer

- 1gCTAB
- 5ml 1 mol/l TRIS (pH 8,0)
- 2ml 0,5 mol/l EDTA (pH 8,0)
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High — salt TE buffer

- I ml 1 mol/l TRIS (pH 8,0)
- 0,2ml 5 mol/l EDTA (pH 8,0)
- 20 ml 5 mol/l NaCl

0.1x TE buffer

- 0,1 ml 1 mol/l TRIS (pH 8,0)
- 0,02 ml 0,5 mol/l EDTA (pH 8,0)
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5 Vysledky

U transgenni jarni pSenice odriid Fielder a Cadenza v potomstvu T1 byla pomoci PCR
analyzovéna pfitomnost transgenu Atwbcl9. U jednotlivych heterozygotnich linii rostlin T1

generace byl stanoven pomér pozitivnich a negativnich rostlin.

Z vybranych PCR pozitivnich rostlin T1 generace byla izolovdna nezrala zygoticka
embrya (generace T2), kterd byla in vitro kultivovina na médiu s antibiotikem
(neomycinem 200 mg/l) a bez antibiotika. U téchto rostlin byla opét provedena analyza
pritomnosti zdjmového genu Atwbcl9. U vybranych transgennich rostlin, které byly
kultivovany na médiu s antibiotikem (neomycinem 200 mg/l) i bez antibiotika, byl stanoven

obsah kovii (Mn, Mg, K, Ca).
5.1 Detekce transgenu Aswbcl9 v generaci T1

Ze 109 rostlin pSenice T1 generace, obou odriid Fielder a Cadenza byla pomoci
metody CTAB izolovéana genomova DNA a byla pouzita k detekci transgenu Atwbc19. PCR
produkt 309 bp byl vizualizovan v UV transilminatoru, snimky byly vytvofeny pomoci

pocitacového programu GeneSnap.

Transgen Atwbcl19 detekovan u 12 rostlin. U odridy Fielder byl gen Atwbci9 zjistén
u 10 rostlin z 84 testovanych, u odridy Cadenza byly zjistény pouze dvé pozitivni rostliny
z celkového poctu 25. Vysledky PCR analyzy jsou uvedeny vtabulce ¢. 3 a 4.

Elektroforeticky zaznam detekce genu Atwbc19 je zobrazen na obr. 7.

Obr. 7: Elektroforetogram 11 vybranych vzork pSenice (1 — 11) generace T1, H,O, C-
negativni kontrola), C+ (pozitivni kontrola), LIl (marker molekulové hmotnosti); pozitivni:

I, 11.

9 10 11 H;0 C- C+ LI

2000 bp

1000 bp
Arwhcl9 300 bp
309 hp
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Tab. 3: Vysledky PCR analyzy potomstev pSenice generace T1 cv. Fielder.

Cislo linie Pocet vysetych PCR pozitivni PCR pozitivni [%]
obilek
246 20 3 15,0
253 10 2 20,0
290 9 1 11,1
295 16 3 18,8
334 10 0 0,0
551 9 1 11,1
549 10 0 0,0
Celkem 84 10 12,0

Tab. 4: Vysledky PCR analyzy potomstev T1 generace cv. Cadenza.

Cislo linie Pocet vysetych PCR pozitivni PCR pozitivni [%]
obilek
491 9 2 22,2
504 7 0 0,0
513 9 0 0,0
Celkem 25 2 8,0

5.2 Detekce transgenu Afwbcl9 v generaci T2

Z vybranych 12 pozitivnich rostlin T1 generace obou odrid byla z obilek extirpovana
nezrald zygoticka embrya o velikosti 1 — 2 mm a kultivovanana 2 MS médiu, ve dvou
variantach, s antibiotikem (neomycin 200 mg/l) a bez antibiotika. Na stejnych médiich byly

kultivovany embrya o stejné velikosti i kontrolnich, netransformovanych odrtid. Celkem bylo
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kultivovano 278 embryi, polovina na médiu s neomycinem. Z tohoto mnozstvi vyrostlo pouze

120 rostlin.

Z rostlin generace T2, které na médiu vyrostly, byla izolovana genomovd DNA
metodou vyuzivajici paramagnetické ¢astice. Detekce transgenu v T2 generaci byla provedena
pomoci PCR analyzy a elektroforetické separace. Amplifikovany produkt mél u pozitivnich
rostlin velikost 105 bp. Vzorky byly porovnany s pozitivni kontrolou a velikost
amplifikovaného produktu byla zjiSténa srovnanim se standardem molekulové hmotnosti

(obr. 8).

Obr. 8: Elektroforetogram 11 vybranych vzorkl pSenice seté (1 — 11) generace T2, H,O, C-
(negativni kontrola), C+ (pozitivni kontrola), LII (marker molekulové hmotnosti); PCR

pozitivni vzorky jsou ve draze: 3, 10.

8 9 10 11 H:0» C- C+ LI

2000 bp
1000 bp
“300 bp
Atwbel @
105 bp

Z celkového poctu 120ti analyzovanych rostlin bylo 65rostlin odridy Fielder
a 55 rostlin odridy Cadenza. U odridy Cadenza byly zjiStény Ctyfi pozitivni rostliny, z nichz
dvé vyrostly na médiu s antibiotikem neomycin o koncentraci 200 mg/l a dvé na médiu
bez antibiotika. U odrady Fielder bylo detekovano pét pozitivnich rostlin. Tti z nich vyrostly
na médiu bez antibiotika a dv€é na médiu obsahujicim neomycin o koncentraci 200 mg/l.

Celkem u obou odrtd bylo detekovéano 9 pozitivnich rostlin.

5.3 Obsah kovii transgennich rostlin T2 generace

U vSech 9 pozitivnich rostlin obou odrid generace T2 byl stanoven obsah kovi:
manganu, hot¢iku, drasliku a vépniku (obr. 9 a 10). U transgennich rostlin, které byly

kultivovany ve stresovych podminkach, které byly navozeny antibiotikem, dosSlo k naristu
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obsahu Mn a Ca, oproti transgennim rostlinam, které byly kultivoviny na médiu

bez antibiotika (obr. 9a,d, 10a,d).

U obou odriid byl pozorovan pokles obsahu hotc¢iku v ptipad¢ netransgenni kontroly
vystavené stresu na antibiotiku ve srovnani s kontrolni nestresovanou variantou. Tento pokles
nebyl zaznamenan u transgennich rostlin (9b a 10b). Shodnd podobnost projevu byla
pozorovana v obsahu Mn a Ca u odridy Cadenza (10a, 10d). Obsah K nebyl vyrazné ovlivnén

stresovymi kultivacnimi podminkami (9¢c, 10c).
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Obr. 9: Vysledky méfeni kovii u rostlin pSenice jarni odrady Fielder.

a Mn b Mg
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500 3000
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g 400 E
o a 2000
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100 500
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C
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Obr. 10: Vysledky méteni kovii u rostlin pSenice jarni odriidy Cadenza.

a
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160.0 20000 -
siin 1 1800,0
. 18000
1200 14000 r
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6 Diskuze

vvvvvv

ke stoupajici populaci nasi planety a zménam klimatu je zapotiebi zvySovat vynos, nutri¢ni
hodnoty, také zlepSovat ostatni zadané vlastnosti, odolnost proti biotickym a abiotickym
stresim. DosaZeni téchto cilii bude mozné pouze spojenim klasického Slechténi a modernich
metod molekularni biologie. Uplatnéni rekombinantnich technologii je jednou z moznosti.
Transgenoze je nastrojem jak pro expresi zadanych gent, tak i uml¢ovani. Prostfednictvim
genového inzenyrstvi lze funkci genti také studovat. Ukazuje se, ze pravé ABC transportéry
maji dalezité funkce ve vSech zivych organismech, avSak funkce vétSiny rostlinnych ABC
transportérii neni dosud objasnéna. Pfedpokladd se, Zeu rostlin maji tyto proteiny
nezastupitelnou roli v ristu a vyvoji, ve vyzivé, odpoveédi na abioticky a bioticky stres

a interakci rostlin s okolnim prostfedim.

Transportér AtWBCI19, plvodem z A. thaliana je jednim z poslednich
identifikovanych a studovanych rostlinnych transportérti, ktery patii do skupiny G (pivodné
White-Brown Complex). Zjistilo se, Ze je odpoveédny za rezistenci vici aminoglykosidovému
antibiotiku kanamycinu u husenicku, tabaku (Mentewab a Stewart 2005) a také u melounu
(Bombale a kol.,, 2010). Utopolu byla popsana rezistence 1 k ostatnim tfem
aminoglykosidovym antibiotikim - neomycinu, geneticinu a paromomycinu (Kang a kol.,
2010a). Vzhledem k vyznamnosti a specifit¢ uCinku identifikovaného genu a moznosti
praktického vyuziti byla aplikace transportéru AtWBCI19, jako pfirozeného selekéniho

markeru, patentovana.

Pracovnikim oddéleni OCHBG (CRH) se vroce 2014 podafilo gen transportéru

AtWBC19, uspésné natransformovat do jarni pSenice odrad Cadenza a Fielder.

Cilem bakalaiské prace byl vybér transgennich rostlin v generaci T1 a T2. Soucasti
bakalarské prace byla kultivace rostlin ve stresovych podminkéch, u kterych byl stanoven
obsah kovli. Mentewab a kol. (2014) publikovala, ze mutace v genu kodujicim transportér
AtWBCI19 zplsobila zménu ve schopnosti rostliny pfijimat kationty kovl za stresovych
podminek vyvolanych aminoglykosidovym antibiotikem kanamycinem v kultivaénim médiu.
V experimentu, ktery byl proveden, bylo zjiSténo, Ze stres zplisobeny antibiotikem ovliviiuje
obsah kovl. Bylo pozorovano, ze obsah Mg u netransgenni pSenice v zavislosti na obsahu

antibiotika v médiu klesd, zatimco u transgenni linie ziistava stejny, nebo mirn¢ vzrista.
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V ptipadé¢ Ca a Mn byl pozorovan narlst obsahu téchto prvkl pfi stresovych podminkach
vyvolanych neomycinem, ale k tomuto nardstu nedoslo u kontrolni netransgenni varianty.

Predpoklada se, zZe tento jev miize zpiisobovat zvySena exprese transportéru AtWBC19.

Na zaklad¢ omezeného mnozstvi literarnich zdrojti a na zakladé dosazenych vysledkt
v ramci bakalarské prace je ziejmé, ze transportér AtWBC19 mlze mit vyznamnou funkci
pti dulezitych fyziologickych procesech a mulze ovliviiovat i jiné fyziologické pochody

v rostling.
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7 Zavér

V ramci bakalarské prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma transgenoze pSenice
a ABC transportéry. U vybranych rostlinnych ABC transportéru je uvedena struktura a jejich
funkce. U 4. thaliana byl identifikovan gen transportéru AtWBC19 vykazujici rezistenci

k aminoglykosidovym antibiotiktim, ktery byl transformovan do pSenice.

V experimentalni ¢asti byl proveden skrining potomstev T1 a T2 generace odrud Fielder
a Cadenza. Metodou PCR bylo v T1 generaci celkem analyzovano 109 rostlin, z nichz
bylo 12 rostlin pozitivnich. Z pozitivnich rostlin bylo na médiu s antibiotikem neomycin
kultivovano celkem 278 nezralych zygotickych embryi, ziskano bylo 120 rostlin T2 generace,
detekovano bylo 9 transgennich rostlin. U rostlin, které byly péstovany v in vitro podminkach,
byl pomoci ICP-MS méien obsah kovl. Bylo zjisténo, ze transgenni rostliny pSenice s genem
Atwbcl9, jsou schopné za stresovych podminek pfijimat stejné nebo vyssi nebo 1 nizsi

mnozstvi kovu.
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8 Seznam zkratek
35 S promotor
A. thaliana

A. tumefaciens
ABC

actl

ATP
aroA:CP4
bar

bp
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DNA

E. coli

GFP
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Kpnl

LUC

MARI1

MS

NBD

nptll
pBract214AS
PCR

PDR

CaMV 35S promotor (Cauliflower mosaic virus)

Arabidopsis thaliana (husenicek rolni)
Agrobacterium tumefaciens

ATP-binding cassete

promotor

adenosintrifosfat

gen kodujici 5-enolpyruvylSikimat-3-fostat syntasu
bialaphos resistence — reportérovy gen
para bazi

cetyltrimethylammonium bromid
deoxyribonukleova kyselina

Escherichia coli

Green fluorescencent protein

geneticky modifikovany
beta-glucoronidasovy gen

gen kodujici hygromycin fosfotransferazu
gen pochazejici z Klebsiella pneumoniae
luciferaza

multiple antibiotics resistence 1
Murashige a Skoog

nukleotide binding domain — nukleotid vazajici doména
gen kodujici neomycin fosfotransferazu
nazev vektoru

polymeréazova fetézova reakce

pleiotripic drug resistance
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primer F
primer R
Sac 1

TO

T1

T2

T-DNA
Taq

Ti— plazmid
TMD

Ubi promotor

WBC

primer Forward

primer Reverse

Streptomyces achromogenes

obilky rostlin transformovanych genem Atwbc19
generace transgennich rostlin €. 1

generace transgennich rostlin €. 2

transferovda DNA

Thermus aquaticus

tumor — inducing plasmid

transmembrane domain — transmembranova doména
ubiquitinovy promotor

white-brown complex
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