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Souhrn

Jle¢men je jednou z celosvétové hospodarsky nejvyznamnéjsich obilovin. Z divodu
stale se zvysujicitho poctu obyvatelstva na Zemi je potieba vétsi produkce obilovin a tedy i
je€mene, ktery je vyuzivan v pivovarnictvi, ve vyrobé Skrobu a také tvofi podstatnou cast
krmiva pro monogastrickd zvifata. Jemen je tedy castym cilem Slechtitell, ktefi se snazi
o vylepSeni jeho genomu. Transformacni metody jsou zaméfeny na zvySeni produkce,

vylepseni odolnosti vic¢i chorobdam a patogenlim a také na snizeni narok( na péstovani.

Literarni reserse byla zamérena na ABC transportéry u rostlin a gen vykazujici rezistenci
ke kanamycinu AtWBC19. V experimentalni dcasti byl jeCcmen cv. Golden Promise
transformovdn vektorem pBRACT214::AtWBC19. Transformovana nezrald zygotickd embrya
byla selektovdna na médiich s obsahem antibiotik a rostliny regenerované z téchto explantat
byly podrobeny PCR pro ovéreni Uspésnosti transformace. Na zakladé téchto vysledkl bylo

navrzeno dalsi testovani genu AtWBC19.
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Summary

Barley is one of the most agriculturaly important crops used in the process of beer
making, production of alcohol and starch, and it is the main component of feed for
monogastric animals. Due to the continued increase of the number of people living on the
planet Earth, the need for food keeps increasing. Plant breeders try to improve barley genome
to make it more productive. Transformation methods are used for obtaining bigger crop

production and better resistance against biotic and abiotic stresses.

A literature review was focus ona plant ABC transporters genes and a gene AtWBC19
which is known for confering antibiotic resistance to transgenic plants. An experimental part of
project consisted of a tranformation of a spring barley by vector pBRACT214::AtWBC19.cv.
Golden Promise. A. tumefaciens carried vector pBRACT214::AtWBC19 Transformated zygotics
embryos were selected on plates containing different antibiotics with different concentration.
Plants which were able to regenerate from explants were used for PCR reaction to confirm

succesful transformed.


http://genetika.upol.cz/en/index.htm
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1 Cile prace

Teoretickd Cast bakalarské prace je zamérena na studium literatury zabyvajici se ABC
rostlinnymi transportéry a genem vykazujici kanamycinovou rezistenci AtWBC19. Soucasti reserse
jsou transformacéni metody u jarniho je¢mene.

Experimentalni ¢asti bakalarské prace je transformace jarniho je¢mene odridy Golden
Promise prostfednictvim Agrobacteria tumefaciens nesouciho gen antibiotické rezistence
AtWBC19. Zajmovy gen byl naklonovdn do expresniho vektoru pBRACT214 a je pod kontrolou Ubi
promotoru. Funkénost genu integrovného do genomu jeCmene bude ovérfena na selekcnich
médiich obsahujicich antibiotika (geneticin, hygromycin, kanamycin, neomycin a paromomycin) o

odlisSnych koncentracich. Regenerované rostliny budou ovéreny pomoci PCR.



2 Uvod

JeCmen patfi mezi nejstarsi a nejvyznamnéjsi zemédélské plodiny. Archeologické dikazy
svédci o jeho vyskytu v prehistorickych dobdach v Evropé, Asii i Africe. V soucasnosti se pouziva
zejména ke krmnym ucellim, zvlasté pro monogastricka zvirata a hraje dleZitou roli i ve vyrobé
piva, lihu, skrobu, detergentli, kosmetickych a farmaceutickych pripravkd. Jeéné zrno obsahuje
velké mnozZstvi vitaminl (napf.: vitamin H, E, provitamin A témér cely komplex vitamind skupiny B,
kyselinu nikotinovou, pantothenovou, listovou a malé mnoistvi vitaminu C), které jsou
koncentrovany predevsim v zadrodku a aleuronové vrstvé. JeCmen se stal ¢tvrtou nejrozsirenéjsi
zemédélskou plodinou na svété. Pro svou velkou adaptabilitu a vyznamné péstitelské prednosti se

rychle rozsifil ve vSech svétadilech a ma nejrozsahlejsi péstitelsky areal ze vSech obilovin.

V dnesni dobé rostou naroky na produkci je¢cmene z dlivodu zalidriovani planety. Védci se
péstovani. Genom jeCmene je tedy modifikovan, transformovan geny pochdzejicimi z jinych
organizmu. Jednou z vlastnosti, kterou se Slechtitelé snaZi vylepsit je rezistence jeCmene vici
antibiotikdm. V soucasné dobé nejpouzivanéjsim genem poskytujicim antibiotickou rezistenci je
nptll, ktery ma ovSem bakteridlni plvod. Tato skutecnost znesnadiuje vyuZiti jeCmene,
transformovaného timto genem, pro vétsi hospodarské vyuziti z divodl obav verejnosti vici
geneticky modifikovanym organismim (GMO). Jako nejvhodnéjsi ndhrada se jevi gen AtWBC19,
objeveny vgenomu A. thaliana a poskytujici rezistenci k aminoglykosidovym antibiotikdm.
Inkorporace tohoto genu do genomu jemene na misto nptll, by snizila riziko horizontdlniho

prenosu genll mezi rostlinami a bakteriemi a tak i rezistenci bakterii viici antibiotikm.

2.1 ABC transportéry

Rostlinné organismy jsou vystaveny velkému mnozZstvi potencidlné toxickych latek, jako
jsou latky obsaZzeny v plidé, toxiny produkované patogeny a samoziejmé produkty lidské cinnosti
(herbicidy a odpad z primysiné vyroby). Pfeména téchto latek a jejich nasledny transport se
oznacuje jako detoxifikace a jsou ho schopny vSechny Zivé organismy (Kang et al., 2001). Procesu
detoxifikace se velkou mérou Ucastni ATP binding cassettes (ABC) transportéry. ABC transportéry
jsou integralni membranové proteiny jejiz schopnosti je transport Sirokého spektra latek pres

biologické membrany prostfednictvim vazby a nasledné hydrolyzy adenosintrifosfatu (ATP),
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(Higgins, CF, 1992), (obr. 1). ABC transportéry maji ovsem i netransportni funkce, jako je regulace
genll odpovédnych za opravy deoxyribonukleové kyseliny (DNA), (Davidson et al., 2008) odpovéd
na pritomnost patogenu, akumulace fytatu v semenech a transport fytohormont auxinu a kyseliny
abscisové. Z toho vyplyva, Ze ABC proteiny plni nezastupitelnou roli v rostlinném rlstu a vyvoji, ve
vyzivé rostlin, odpovédi na abioticky stres a interakci rostlin s okolnim prostfedim (Kang et al.,
2001), (obr. 2). Transportéry mohou fungovat jako ATP-dependentni pumpy, iontové kanaly a
reguldtory iontovych kanall (Theodoulou, 2000) a zajistovat tak import latek nezbytnych pro Zivot
buniky nebo naopak export latek pro bunku toxickych. Dalsi pfenos latek je zalozen na preklopeni
amfipatickych molekul, navazanych na fosfolipidy, z jedné strany membrdny na stranu druhou
(Biemans-Oldehinkel et al., 2006). Takto muZe dochdzet k transportu anorganickych iontd,
aminokyselin, peptidd, cukrl, lipidd, lipopolysacharidl, xenobiotik a také chemoterapeutik
(Higgins, CF, 1992). Od jejich identifikace dochazi k objevovani novych funkci, jako je odpovéd na
pritomnost patogenu, akumulace fytatu v semenech a transport fytohormon( auxinu a kyseliny

abscisové.

extracellular
(periplasm)

membrane

cytoplasm

ADP + Pi

xenobiotics, lipids, cancer drugs,
antigenic peptides, ...

Obr. 1: Schéma struktury a funkce ABC transportéru. ABC protein je sloZeny ze dvou transmembranovych domén (TMD)
a dvou ABC vazebnych domén (ABC). Export latek je zajistovan prostfednictvim pfemény ATP na ADP+P; (Locher, 2008).
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a)

b)

Subfamily/Domains Gene name Localization Function/Activity
MDR
multidrug resistance AtPGP1 Plasma membrane Auxin export (28, 86, 93)
™ AtMDR1 Plasma membrane Auxin export (86, 93)
It . . el AtPGPY Plasma membrane Auxin import (123)
| BR2 Plasma membrane Auxin export (84)
4—b| DWF3 Plasma membrane Auxin export (84)
1200-1400 GMDR1 Plasma membrane Berberine import (117)
MRP
multidrug resistance-associated protein AtMRP1 Vacuolar membrane GS-conjugate, glucuronide and folate transport (70, 71, 100)
NA AtMRP2 Vacuolar membrane GS-conjugate, glucuronide and chlorophyll catabolite transport (69, 70)
2 “ P “ CORH AtMRP3 Vacuolar membrane GS-conjugate and chlorophyll catabolite transport (126)
| | AtMRP4 Plasma membrane GS-conjugate and folate transport; stomatal regulation (49, 100)
|-‘- 1100-1600 =| AtMRPS Plasma membrane Stomatal regulation (25, 52)
2ZmMRP3 Vacuolar membrane Anthocyanin transport (30)
ZmMRP4 Vacuolar membrane Anthocyanin transport (30)
PDR
pleiotropic drug resistance
AtPDRI12 Unknown Lead tolerance (60)
NH, . . COOH NpPDR1 Plasma membrane Sclareolide export and resistance to Botrytis cinerea (42, 121)
SpTUR2 Plasma membrane Sclareol export (129)
-«
[
PMP
peroxisomal membrane protein
NH, COOH AtPMP2 Peroxisomal membrane Peroxisomal upt_ake of IB'A, 2,4-DB, LCfAs _and,'or their LCF
acyl-CoAs; JA biosynthesis; seed germination (24, 36, 124, 125, 142)
>
~1300
AOH
ABC1 homolog
NH, W . COOH  AtAOM1 Unknown Unknown
= |
[ ~1800 |
WBC
white-brown complex homolog AtWBC12 Plasma membrane Epidermal wax deposition (94)
NH. COOH AtWBC19 Vacuolar membrane Kanamycin resistance (78)
% . GhWwaBC1 Plasma membrane Cotton fiber maturation (141)
NtWBC1 Unknown Lipid export (92)
e
600-750
ATH
ABC2 homolog
NH, COOH AtATH Unknown Unknown
OSATH Unknown Unknown
==
600-1000!
ATM
ABC transporter of the mitochondrion AtATM1 Mitochondria Mitochondrial export of Fe/S clusters? (57)
NH COOH AtATM2 Punctate inclusions Unknown?
2 . AtATM3 Mitochondria Mitochondrial export of Fe/S clusters; cadmium and
lead tolerance? (57, 45)
|<T[ aCDS1 Mitochondria Mitochondrial export of Fe/S clusters; cadmium tolerance (33)
TAP
transporter associated with antigen processing
NH, COOH AtTAPI Punctate inclusions Unknown®
ALTAP2 Punctate inclusions Unknown®
=]
600-800
NAP
nonintrinsic Al i
In9ipskc ABC protein AtNAPL Plastids Fe/S cluster maintenance and responses to far-red light (136, 137)
NH:- COOH AtNAPS Plastids Fe/S cluster maintenance; embryogenesis (137)
AtNAP? Plastids Fe/S cluster maintenance; embryogenesis (137)

R
~300

Obr. 2: Obrazek rostlinnych ABC transportér(, jejich nazev, lokalizace a funkce. Jsou rozdéleny do 13 podrodin na zakladé

jejich orientace (forward, reverse), pfitomnosti nebo absence ideotypické transmembranové domény (Rea, 2006).

12



Funkéni protein je sloZeny ze ¢tyf podjednotek: dvou domén vazajicich nukleotidy (NBD) a
dvou transmembranovych domén (TMD), (obr. 1). TMD jsou méné konzervativni nez NBD (Rees et
al.,, 2009) a jsou sloZzeny z 4-11 a-helix(i obsaZzenych v jedné doméné propojenych s bunécnou
membranou a maji substratovou specifitu (Dean et al., 2003). NBD jsou lokalizovany v cytoplazmé
bunky a zodpovidaji za pfenos energie pfi transportu latek skrz membranu (Dean, 2002). VSechny
NBD jsou sloZeny ze tii vysoce konzervativnich motiv(, které sdili minimalné 25 % identitu (Dean
et al., 2003): Walker A, Walker B a motiv C, ktery je lokalizovan mezi dvéma predeslymi (van Veen

et Callaghan, 2003). Transportéry mohou byt rozdéleny na zakladé kombinace jejich domén na:

I.  Full transportéry
- Kombinuji ¢tyti domény (dvé TMD a dvé NBD) v jednom polypeptidu
II. Half transportéry
- Jsou sloZeny pouze ze dvou domén (jedné TMD a jedné NBD), ty mohou

byt vzajemné spojeny pouze jako NBD-TMD nebo TMD-NBD

Aby mély half transportéry funkci pumpy musi vytvaret homodimery ¢i heterodimery.

ABC transportéry vytvareji jednu z nejvétsich proteinovych rodin pfitomnych v genomu
prokaryotnich i eukaryotnich bunék a jsou sloZzeny ze 48 gen( kddujicich primérné 1200
aminokyselin (Rea, 2007). Na zakladé sekvencnich analyz jsou rozdélovany do osmi rodin (ABCA-
H), (Dean et Annilo, 2005). Spole¢nym rysem je pfitomnost ABC motivu obsahujiciho nasledujici
aminokyselinovou sekvenci: [LIVMFY]S[SG]Gx3[RKA][LIVMYA]x[LIVFM][AG]. Existuje ovSem
i nékolik vyjimek (Rea, 2007). Rodiny ABCA az ABCD maji spole¢nou forward TMD-NBD
doménovou organizaci, zatimco ABCG rodiny jsou charakteristické svou reverse NBD-TMD
doménovou organizaci. ABCE a ABCF jsou proteiny sloZzené pouze ze dvou NBD, z toho vyplyva, Ze
ABCI rodina zahrnuje rlizné geny, které kéduji jen jednu doménu (TMD nebo NBD) nebo cast

domény (Verrier et al., 2008).

2.2 Charakteristika AtABCG19

Genom Arabidopsis thaliana koduje vice nez 130 ABC transportérQ (obr. 2), avSak pouze 22
z nich bylo funkéné analyzovano (Kang et al., 2001). Nejvétsi rodinou ABC transportérl nalezenych
u modelové rostliny A. thaliana je ABCG, ktera se sklada z 28 half-size white brown complex (WBC)

a 12 full-size protein (obr. 3).
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AtABCG11/13/32 AtABCB1/19
Cutin formation Auxin transport
AtABCG26 AtABCD1
Pollen exine formation Fatty acyl-CoA import to peroxisome
AtABCG11/12/32
Cuticle formation
AtABCI13/14/15
Plastid lipid formation
AtABCCS
InsP, Joading Into seeds
AtABCB14
,MABCG,‘ 1 Stomatal regulation
Cutin formation
AtABCCS
AtABq‘l 3/14115 InsP_ transport
Plastid lipid formation .
AtABCG11/12/32
Cuticle formation
g AtABCG40
f ABA import
AtABCC1
Metal/metalloid tolerance
Folate transport
AtABCB1/4/19
. AtABCC2 Auxin transport
Arsenic tolerance
Chlorophyll catabolite transport AtABCG11
A G19 Suberin formation
Kanamycin tolerance AtABCG25
ABA
A G36 BA export
Blotic and ablotic stress AtSTAR1/2
tolerance Alurminum tolerance

Obr. 3: Schéma exprese ABC transporterd v Arabidopsis funkéné analyzovanych do roku 2011. (Kretzchmar et al., 2011).

Arabidopsis ABC6 subfamily
51918176 11620 2 5,

' 0
142 842,
27 %, 13
15
24 7 22 12
28 11
33
3%
31
36

35
9
34

Fut-sae e |~ 40]

\V/ (=——"=

Obr. 4: ABCG rodina ABC transportért Arabidopsis. ABCG rodina obsahuje nejvétsi mnozstvi zdstupcd kédovanych

v genomu Arabidopsis, je sloZzena z 28 half transporter( (1-28) a 12 full transportérd (29-40), (Verrier et al., 2008).
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Bakalarska prace se zabyva vyznamnym zastupcem rodiny ABCG, kterym je AtABCG19.
Tento transportér byl objeven v genomu Arabidopsis thaliana u knockout mutanta, ktery vykazoval
podstatné kratsi korenovy rlist na médium obsahujicim kanamycin, nez druhy knockout mutant
s neomycinphosphotransferase Il (nptll) v T-DNA. Bylo dokazano, Ze overexprese tohoto genu
u A. thaliana je odpovédna za rezistenci vic¢i kanamycinu. Studie predpokladaji, Zze AtWBC19 je
schopny presmérovat kanamycin do vakuoly a tak zabranit inaktivaci ribozom( (Mentewab
et Stewart, 2005). V pripadé bakterii mize dojit k umisténi AtWBC19 do bakteridlni membrany, coz

mUzZe vyvolat transport kanamycinu z buriky a poskytnout tak nizkou miru rezistenci (obr. 5).

Tento fenotyp byl zatim nalezen pouze u AtABCG19, ostatni ¢lenové rodiny ABCG tuto
vlastnost nemaji. Plvodné byl tedy gen AtABCG19 navrien jako transgenni rostlinny selektivni
marker, protoZe poskytuje rezistenci pouze vici kanamycinu a nikoliv i k jinym aminoglykosidovym
antibiotikim jako je tomu u béiné pouzZivaného genu nptl/l (Mentewab et Stewart, 2005).
V pozdéjsich studiich bylo ovsem zjisténo, Ze v pfipadé transformace jinych rostlinnych druh(
(hybridni Populus a Cucumis melo L.) dochazi k Sirsi antibiotické rezistenci (Kapitola Soucasny stav

feSené problematiky).
2.2.1 Kanamycin

Kanamycin je aminoglykosidové antibiotikum izolované z pldni bakterie Streptomyces
kanamyceticus. Jeho vlastnosti je inhibice syntézy proteinu u prokaryontnich i eukaryotnich bunék
vazbou na ribozomalni komplex (Bar-Nun et al. 1983). Toto antibiotikum je hojné pouzivano pfi
rostlinné transformaci jako selekéni reagent. Pokud byly rostlinné bunky transformovany genem
kddujicim nptll byly schopny proliferace na zivném médiu obsahujicim kanamycin, avsak rostlinné

netransformované buriky byly inhibovany, nebyly Zivotaschopné (Horsch et al., 1985).
2.3 Vyuziti genu AtWBC19 pro transformaci jednodéloznych rostlin

podstatné nizsi neZ je tomu u nptll (Mentewab et Stewart, 2005). Toto bylo dokazano
v praci Burris et al.,, 2008 (obr. 6). Mira rezistence byla schodnd u bakterii E. coli DH5a
transformovanymi geny AtWBC19 (pKS-ABC) a nptll (pKS-nptll) pouze do koncentrace kanamycinu
10 mg/l, poté doslo k prudkému poklesu Zivotaschopnosti bakterii transformovanych AtWBC19 na

médiich obsahujicich vyssi koncentraci kanamycinu nez u bakterii transformovanych nptil. Nizky

vrve
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4 Atwbc19
Enlarged view :|/
(-
; ™~
- — ATP ADP + P,
Atwbc19
- "y
Cell wall

Cytoplasmic membrane

Nucleoid

Cytoplasm

- - Kanamycin

Obr. 5: Predpokladany model funkce AtWBC19 bakterialni burice. V pfipadé bakterii mdze dojit k umisténi AtWBC19 do

bakteridlni membréany, coz mlze vyvolat transport kanamycinu z buriky a poskytnout tak nizkou rezistenci (Burris

et al.,, 2008).
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Obr. 6: E. coli DH5 a netransformované (pKS) a transformované genem nptll (pKS-nptll) a genem AtWBC19 (pKS-ABC)

byly kultivovany na médiich obsahujicich vzestupné koncentrace kanamycinu pro testovani jejich rezistence.

2.4 Vztah verejnosti ke geneticky modifikovanym organismim (GMO)

Obiloviny se biotechnologicky zménénym genomem zacaly byt vyuzivany pro komeréni
péstovani roku 1996. Timto datem zacaly také regulace pro GMO, které se lisi v jednotlivych
zemich, které povoluji péstovani GMO pro hospodafské vyuziti (Broeders et al., 2012).
Navzdory vyhodam, které GMO poskytuji pro produkci potravin, existuji ve Spojenych Statech
Americkych (USA) celé skupiny oponentll. Nejcastéji jimi jsou dovozci obilovin ze zemi
Evropské Unie (EU) do Ameriky, farmafi zabyvajici se organickym zplisobem péstovani,
konzumenti, skupiny lidi vyznavajici zdravy Zivotni styl a mnoho dalsich. Ddvodem jejich
odmitani GMO jsou obavy z mozné toxicity, znecisténi Zivotniho prostredi, nekontrolovanych
genovy prenos a stim spojenou antibiotickou rezistenci a také moziné vyvolani alergii
a rakoviny. Zastanci GMO z fad vyzkumnik(, US farmar( a spotiebitelll argumentuji zlepsenim
kvality zeleniny a ovoce (obsahu tuk(, karbohydratl a proteint), vylepsenim kvality a kvantity

masnych vyrobkd a mléka (Uzogara, 2000).
3 Soucasny stav reSené problematiky

Od objeveni a zjisténi funkce ABC transportéri poskytujicich antibiotickou resistenci
uA. thaliana se védci zaméfili na moZnost vyuZiti tohoto genu u hospodafsky vyznamnych
dvoudéloznych druhi. Funkce Atwbc19 byla studovana u transgenniho melounu (Cucumis melo L.)

a transgenniho hybridniho topolu (Populus canescens x Populus grandidentata). Obé tyto rostliny
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jsou charakteristické malym genomem (367 Mbp res. 550 Mbp), ktery je maximalné 4krat vétsi nez
je genom A. thaliana. Dalsimi vyhodami jsou: rychly juvenilni rlst, fertilni hybridi a vysoka

Uspésnost transformace a regenerace.
3.1 Transformace hybridniho topolu genem AtWBC19

Ve své prdci se Kang et al., 2010 zaméfili na hybridni topol transformovany Atwbc19
a nptll. Cilem jejich vyzkumu bylo ovéreni funkce AtWBC19, jako genu poskytujiciho antibiotickou
rezistenci a jeho porovnani dosaZenych vysledk( s genem rostlinami transformovanymi genem
nptll. K transformaci pouzili Agrobacterium nesouci ve svém plazmidu gen pro Atwbc19 nebo nptll
a infikovali jim sto listovych segment(. Nové formované kalusy byly nasledné pfeneseny na
médium obsahujici kanamycin o koncentraci 80 mg/l. Na tomto médiu vyselektovali
transformované kalusy od netransformovanych. Transformované listové segmenty byly schopny
regenerace a produkce vyhonkl. K ovéreni transformace byla pouZita polymerazova retézova
reakce (PCR) a ke zjiSténi stupné transkripce Atwbc19 a nptll byla vyuzita real-time polymerdzova
fetézova reakce (RT-PCR). Obé tyto metody potvrdily ispésnou transformaci rostlin geny Atwbc19
a nptll. Rostliny byly ddle testovany na selekénich médiich obsahujicich kanamycin o koncentracih
(0, 50, 100, 200 a 400 mg/l), geneticin (0, 1.25, 2.5, 5.0 a 10 mg/l), neomycin (0, 50, 100, 200
a 400 mg/l) a paromomycin (0, 50, 100, 200 a 400 mg/I). Rostliny transformované genem Atwbc19
nebo nptll vykazovaly na téchto mediich srovnatelnou schopnost regenerace adventivnich
vyhonkl z listovych segmentl. Tato schopnost byla 2 — 3krat vyssi nez u netransformované

kontrolni rostliny.

Bylo prokazano, ze Atwbcl9 neposkytuje rezistenci pouze vici kanamycinu, jak ukazaly
drivéjsi studie u rostlin tabaku (Mentewab et Stewart, 2005), ale také vici tfem dalSim
aminoglykosidovym antibiotikim v ptipadé hybridniho Populu. Tato skute¢nost muze byt

disledkem interakce Atwbc19 s jinymi geny topolu nepfitomnymi v genomu A. thaliana.
3.3 Transformace Cucumis melo L.

Gen AtWBC19 byl pouzit jako selektivni marker také pro Cucumis melo L. (Laxman, 2010).
V této praci byla pouzita semena melounu (Cucumis melo L.) transformovana genem AtWBC19
a netransgenni semena dvou odrdd (Punjab Sunheri, Hara Madhu a Eden Gem), kterd byla

vystavena ¢tyfem rliznym koncentracim kanamycinu (80, 100, 150 a 200 mg/l) po dobu 20 dnu
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v kontrolovanych podminkach. Plazmid, nesouci gen AtWBC19, pABC byl transformovan do
Agrobacterium tumefaciens kmenu LBA4404 a pouZit pro transformaci. AtWBC19 byl pod
kontrolou CaMV 35S promotoru, stejné jako v pfipadé hybridniho topolu (Kang et al, 2010).
Expresni vektor obsahoval reportérovy gen gus. Kanamycin o koncentraci 80 mg/| Uplné inhiboval
vyvoj vyhonk( v ptipadé netransformovanych Punjab Sunheri na rozdil od odrid Hara Madhu
a Eden Gem, které vykazovaly vétsi stupen rezistence pfi koncentraci kanamycinu 100 mg/l.
Transgenni rostliny byly selektovany na médiich obsahujicich kanamycin o koncentracich (100, 150
a 200 mg/l). Rostliny byly schopny regenerace na téchto médiich, ale jejich pocty se lisily, proto
pro dalsi studie byly pouZzity pouze rostliny regenerované z média s kanamycinem o koncentraci
100 mg/I. Pfitomnost transgenu byla ovéfena restrikéni enzymovou reakci za pouZiti enzym0 Sacl
a Kpnl a také pomoci PCR. Pro PCR bylo vybrano 20 rostlin, pét z nich vykazovalo ptitomnost
2.18 kb amplifikovaného produktu, coZ odpovida velikosti genu AtWBC19, ktery obdrzeli pfi svych
studiich Mentewab and Stewart (2005). Gen AtWBC19 poskytuje tedy kanamycinovou rezistenci

také rostlinam Cucumis melo L.
4 Transformacni metody

Transformace je proces vnaseni syntetickych, modifikovanych nebo cizorodych genl do
zZivocich( ¢i rostlin (Snustad, 2009). DuleZitou vlastnosti uplatiujici se pfi genovém inZenyrstvi
urostlin je jejich schopnost totipotence. To znamend, Ze kazda jednotlivd bunka je schopna
vytvofit vSechny diferencované buriky dospélé rostliny. Mnoho diferencovanych rostlinnych bunék
ma schopnost dediferencovat se do embryonalniho stadia a nasledné rediferencovat v nové typy
bunék. Totipotence rostlinnych bunék je pro genové inzenyrstvi velkou vyhodou, nebot umozriuje

regeneraci celé rostliny z jednotlivych modifikovanych somatickych bunék.

Genetické modifikace byly provadény po mnoho desetileti, v soucasné dobé je vsak jiz
mozné pfimo modifikovat DNA rostliny, a tak rychle pridavat geny jinych druhl do genomu rostlin
s vyuzitim technologie rekombinantni DNA. Transgenni rostliny mohou byt vytvoreny nékolika

zpUsoby (Snustad, 2009).
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4.1 Transformace prostfednictvim Agrobacterium tumefaciens

Transformace rostlin prostfednictvim Agrobacterium tumefaciens je patrné nejrozsirené;si

metodou, pfinejmensim u krytosemennych rostlin.

Agrobacterium tumefaciens je gram-negativni pudni bakterie, jeZz vyvinula pfirozeny

systém genového inZenyrstvi, obsahuje segment, ktery je prendsen z bakterie do rostlinnych
bunék. PFfi genovém inZenyrstvi se wvyuZivd jeho schopnosti zplsobovat krckové nadory
u dvoudéloznych rostlin. Po infekci poranéného mista bakterii A. tumefaciens dochazi ke dvéma
klicovym udalostem: (1) rostlinné burky proliferuji a vytvareji nador a (2) zacinaji syntetizovat
derivat argininu nazyvany opin (nopalin nebo oktopin, v zavislosti na kmenu A. tumefaciens). Tento
opin je vyuzivan bakterii jako zdroj energie. A. tumefaciens ma schopnost presmérovat

metabolické zdroje hostitelské buriky k syntéze opin(, které nemaji pro rostlinu Zadny pfinos.

Schopnost A. tumefaciens vyvoldvat v rostlinach krckové nadory je fizeny genetickou
informaci nalézajici se na velkém plazmidu (az 200 000 bp), ktery se oznacuji Ti-plazmid (obr. 7).
Pro transformaci rostlinnych bunék jsou nezbytné dvé casti Ti-plazmidu, které se oznacuji jako
T-DNA a oblast vir. BEhem transformace je T-DNA vystépena z plazmidu, pfenesena do rostlinné
bunky a integrovana do DNA rostlinné buriky (obr. 8). K integraci T-DNA mUzZe dochazet v rliznych
mistech chromozom( a také zaclenéni T-DNA mulzZe byt vicendsobné vtéZe bunce

(Snustad a kol., 2009).

Cytokinin

Auxin Opine

T-DNA Region
Left Border Right Border
Ti Plasmid
Opine
Catabolism
Virulance ,
Region Origin of
Replication
(ORI)

Obr. 7: Schéma plazmidu A. tumefaciens. http://en.wikipedia.org/wiki/Ti plasmid.
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Obr. 8: Schéma transformace rostlin pomoci A. tumefaciens. http://www.accessscience.com.

Oblast vir Ti-plazmidu obsahuje geny nezbytné pro prenos T-DNA. Tyto geny koduji
enzymy potiebné pro vystépeni, pfenos a zaclenéni Useku T-DNA béhem procesu transformace.
Tyto geny jsou na velmi nizké Urovni exprimovanymy v burikach A. tumefaciens, které Ziji v padé.
Pokud se vsak bakterie vystavi poranénym burikdam rostliny nebo jejich sekretiim, dojde ke zvyseni

exprese genl vir.

Cizorodé geny lze vclenit do T-DNA a poté vnést do rostlin spolecné se zbytkem T-DNA.
Problémem tohoto postupu je skutecCnost, Ze takto transformované bunky ztraceji schopnost
normalniho bunécného déleni a vytvareji nadory. Vzhledem k této vlastnosti T-DNA se v mnoha
pripadech Ti-plazmidy standardniho typu nedaji pouZit pro prenos genl. Tento problém byl
vyfesen nalezenim genli v T-DNA, které zodpovidaji za vznik nadord. Avsak delece gen,
zpUsobujicich nador znesnadnuje identifikaci rostlin, které ziskaly tuto T-DNA. Je proto nezbytné,
aby existoval zplsob, jak identifikovat rostlinné bunky transformované timto Ti-plazmidem -

idealni je mit dobfe zvoleny markerovy gen lokalizovany v oblasti pfenasené T-DNA.

Dobrym selekénim markerem je takovy gen, ktery poskytuje rezistenci vaci urcité latce,
antibiotiku nebo jinému Cinidlu zastavujicimu rdst normalnich rostlinnych bunék. Selekéni latka by
méla inhibovat rlst netransformovanych bunék. Nejrozsifenéjsim selektivnim cinidlem je u rostlin

antibiotikum kanamycin.
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4.2 Transformace protoplastu

Metoda transformace protoplastu se fadi mezi pfimé transformacni metody. U obilovin se
ovsem pfrilis nevyuZiva z divodu Spatné regenerace rostlin a rovnéz nizké exprese transgenu. Toto
je zpUsobeno poskozenim bunék protoplastu béhem transformace (chemické latky a wvyuZiti

elektrického pole).
4.3 Biolisticka metoda

Biolisticka metoda (particle bombardment) byla jednou z prvnich metod navrienych
a aplikovanych specidlné pro transformaci jeémene, jedna se o mikroprojektilovy prenost DNA.
Zajmové geny jsou navazany na mikroskopické zlaté nebo wolframové castice o velikosti 1 — 2 um
a nastfeleny do jader bunék za pomoci biolistického déla, které vyuZiva pretlaku helia. Dalsi
nezbytnou podminkou je umisténi rostlinného pletiva do vakua, kterého je dosazeno pomoci
vyvévy (Harwood et al., 2009). Divodem nizké produkce transgennich rostlin, transformovanych
pomoci biolistické metody, je skutecnost, Ze pouze 5 % mikroprojektil(i pronikne aZz do bunécného

jadra. Vétsina bunék navic neni schopna takovou transformaci prezit (Ondrej et Drobnik, 2002).

Pavodné se predpokladalo, Ze pfirozené rostlinné bariéry nedovoli aplikaci Agrobacteria
jako vektoru pro genetickou modifikaci jednodéloznych rostlin (Cheng et al., 1997).

Byla provedena studie, ktera srovnavala ucinnost téchto dvou transformacnich metod.
Vysledky této studie provedené na jeCmeni potvrzuji Agrobacterium jako vhodny vektor
k transformaci, diky které bylo dosaieno 2% ucinnosti, kdezto pfi vyuZiti particle bombardment
pouze ucinnosti 1 %. RovnéZ stabilni exprese reportérového genu (genu pro luciferdzu) byla 3krat
vétsi neZ v porovnani s rostlinami transformovanymi biolistickou metodou. Tento jev poukazuje na
silencing genu. Agrobacterium integrovalo pouze jednu az tfi kopie transgenu bez reorganizace
genomu je€mene oproti tomu v genomu jeCmene transformovaného particle bombardment
metodou bylo nalezeno vice neZz osm kopii transgenu, ktery zplsoboval zménu organizace DNA.
Tento transgen vykazoval nepredvidatelnou expresi a dédi¢nost v ptipadé rostlin biolisticky
transformovanych rostlin. Mendelisticka dédi¢nost a stabilni mira exprese byla naopak dosazena u
rostlin transformovanych Agrobacteriem. Transformace pomoci Agrobacteria poskytuje tedy vétsi

Uspésnost transformace a lepsi vysledky dédi¢nosti (Travella et al., 2004).
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6.2 Detekce transgennich rostlin

Izolace nezralych zygotickych embryi byla provedena dle postupu v metodice (str. 29).
Indukované kalusy byly pasdZovany ve ctrnactidennich intervalech na cerstva média (3krat kalus
indukujici, 1krat transientni a 1krat regeneracni). Transformované indukované kalusy vykazovaly
rozdilnou schopnost regenerace na selekénich médiich v zavislosti na zvoleném antibiotiku a jeho
koncentraci. Jako negativni kontrola bylo kultivovdno 120 embryi, kterd nebyla transformovéna.
U vSech regenerovanych rostlin byla provedena PCR analyza pro detekci zdjmového genu

AtWBC19. Velikost amplifikovaného fragmentu byla 520 bp. Priklad PCR detekce genu AtWBC19

u regenerovanych rostlin na médiu s neomycinem 200 mg/| je uveden na obr. 17.

Vzorky 1 - 14
N
<«— 2000 bp
<— 1000 bp
<+— 520 bp
«— 300Dbp

Obr. 17: Elektroforetogram PCR produktu genu AtWBC19 v rostlinach selektovanych na médiu s neomycinem 200 mgl/I.
Regenerované rostliny (vzorky 1 - 14); P — pozitivni kontrola, plazmid, pBRACT214::AtWBC19; C - negativni kontrola, H,0

a netransgenni rostlina; velikostni marker (BioLine L I1). Pfitomnost genu AtWBC19 byla prokazéana u vzorkd ¢islo 2 a 3.
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5 Diskuze

Cilem bakalarské prace bylo vypracovani literarni reSerSe na téma ABC transportéty rostlin,
priprava vektoru obsahujici AtWBC19 gen a transformace jarniho jeémene cv. Golden Promise.
Tato odrida byla vybrana na zakladé vysoké produkce transgennich rostlin. Hensel et al. (2009) ve
své praci uvadi vysokou efektivitu transformace pomoci A. tumefaciens. Z regenerovanych rostlin

této odrady bylo 86 % transgennich.

Je€men byl transformovan genem AtWBC19, identifikovaného v genomu Arabidopsis
thaliana. AtWBC19 je jednim z rostlinnych ABC protein(l nalézajicich se v genomu rostlin. Tento
pfirozeny gen poskytuje antibiotickou rezistenci vic¢i kanamycinu u rostliny A. thaliana a rostliny
Nicotiana bentamiana (Mentewab et Stewart, 2005). Tento gen byl navrZen jako selektivni marker
pro transformaci rostlin misto nejcastéji pouzivaného selekéniho genu nptll (Bevan et al., 1983).
Dlavodem snahy o nahrazeni bakteridlniho genu nptl/l jsou obavy verejnosti z horizontdlniho

pfenosu tohoto genu z jeho vlivu pti zavedeni GMO do béZzné produkce

Burris et al. (2008) porovnaval rezistenci bakterii transformovanymi geny npt/l a AtWBC19
vicéi kanamycinu. Vysledky této studie jasné dokazuji podstatné nizsi miru rezistence bakterii
v pfipadé AtWBC19. Dalsi vyzkum tykajici se antibiotické rezistence genu AtWBC19 byl proveden
na rostlinach: Cucumis melo L. a hybridniho topolu (Populus canescens x Populus grandidentata).
Vysledkem studie funkénosti tohoto genu u hybridniho topolu, je prikaz rezistence vici dalsim
aminoglykosidovym antibiotikim (geneticinu, neomycinu, paromomycinu). Mira antibiotické
rezistence dosazené genem AtWBC19 je srovnatelnd s mirou antibiotické rezistence dosaZzené
inzerci genu nptll do stejného hybridu (Kang et al., 2010). Pro transformaci Cucumis melo L. byly
vybrany tfi odrddy (Punjab Sunheri, Hara Madhu a Eden Gem). Laxman (2010) porovnaval
schopnost regenerace semen C. melo transformovanych genem AtWBC19 a netransformovanych
semen stejnych odrdd na médiich sobsahem kanamycinu. Laxmanova studie prokazala
kanamycinovou rezistenci u testovanych semen C. melo. Na zakladé téchto vysledkd jsme
ocCekavali kanamycinovou rezistenci také u nezralych zygotickych embryi jarniho jecmene
transformovanymi genem AtWBC19. Ze selekcnich analyz provedenych na médiich s obsahem
kanamycinu 50 mg/Il, 100 mg/, 150 mg/l a 200 mg/| oviem vyplyva, Zze embrya jsou sice schopna
produkce kalus(, ale nikoliv uz regenerace rostlin. Rozdilna funkce genu inzertniho genu v genomu

jarniho je¢mene byla také podporena selekci na hygromycinu. Transgenni rostliny selektované na
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médiu obsahujici hygromycin o koncentraci 50 mg/l jsou z 85 % trasgenni (Hensel et al., 2009).
Selekce transformovaného jarniho jeémene na médiu s hygromycinem o koncentraci 50 mg/|
neposkytla Zadné rostliny. MoZznym dlvodem rozdilnych vysledkli této bakaldfské prace,
v porovnani svyzkumem Kang et al.,, 2010, je pouziti rozdilného promotoru. Zatim co gen
AtWBC19 pouZity ve vyzkumu Kang et al., (2010) byl pod CaMV35S promotorem, gen pouZity

v této préci pro transformaci jarniho jeCmene byl pod Ubi promotorem.

Nepfitomnost hygromycinové rezistence a tedy neschopnost produkce transgennich rostlin na
hygromycinovém médiu poukazuje na interakci mezi selekénim genem hpt, ktery je v pBRACT214
aje pod kontrolou 35S promotoru a mezi zdjmovym genem AtWBC19, ktery je fizeny Ubi

promotorem.

Navrhuji tedy pouzit jiny expresni vektor, ktery bude obsahovat pouze gen AtWBC19, ktery bude

pod 35S promotorem.
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6 Zaver

Je€men, jako jedna z nejrozsifenéjSich a hospodarsky nejvyznamnéjsich obilovin, je cilem
mnoha transformacnich metod, jejichz snahou je zlepsit genom jeCmene a ziskat tak lepsi
vlastnosti, vétsi vynosy, a odolnost vici biotickym a abiotickym stresiim. Jednou z nejrozsitenéjsich
transformacnich metod pouzivanou u jeCmene je transformace pomoci A. tumefaciens. Druhou
nejpouzivanéjsi metodou, je transformace pomoci mikroprojektilového prenosu DNA (biolisticka

metoda).

Experimentdlni ¢ast bakalarské prace se zabyvala transformaci nezralych zygotickych embryi,
kterd jsou nejcastéji pouzivanym typem explantat( pro indukci kalusli a naslednou regeneraci
rostlin u jemene, odrlidy jeémene Golden Promise genem AtWBC19. Zygotickd embrya byla
transformovdna plazmidem pBRACT214::AtWBC19, ktery byl vloZzen do A. tumefaciens.
U transformovanych explantat(l byla ovérovana antibiotickd rezistence na médiich obsahujicich
r@izna antibiotika o odlignych koncentracich. Uspé&$nost transformace byla ovéfena pomoci PCR,

ktera byla provedena na rostlinach regenerovanych ze stitk(i zygotickych embryi.
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7 Seznam pouzitych zkratek
2,4-D - 2,4-dichlorfenoxy kyselina
A. tumefaciens — Agrobacterium tumefaciens
ATP — adenosintriphosphate
AtWBC19 — Arabidopsis thaliana white-brown complex, gen kédujici kanamycinovou rezistenci
BAP — 6-benzylaminopurin
CaMV 35S — promotor (cauliflower mosaic virus)
cat. no. — catalog number, katalogové cislo
Cl — kalus indukéni médium
cv. — kultivar, odrtda
DH5a — kmen bakterie E. coli
E. coli — Escherichia coli
EU — European Union, Evropska unie
GMO - geneticky modifikovany organismus
gus — gen kédujici B-glukoronidazu
Hindlll, Ncol, Sacl, Kpnl — restrikéni enzymy
hpt — gen kédujici hygromycintransferazu
In vitro — u uzavienych podminkach
Kb — kilobase, pocet nukleotidovych bazi

LB — Luria Broth, typ média pro kultivaci E. coli
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LBA4404 — kmen A. tumefaciens pouzitého k transformaci

Mg/l — pocet miligram v 1 litru

NBD — nucleic binding domain, doména vazajici sekvence nukleotidd

nptll — gen kédujici neomycintransferazu

OD - optical density, opticka denzita

PCR — polymerase chain reaction, polymerdazova retézova reakce

pKS — ABC — plazmid obsahujici gen pro AtWBC19

pKS — nptll — plazmid obsahujici gen pro nptll

Primer F — forward primer, pfednim primer

Primer R — reverse primer, obraceny primer

pSoup, pBRACT214, pGreen — nazvy plazmidi

RepA — trans-acting replikdzovy gen

Rpm —round per minute, poCet otdek za minutu

RT-PCR — real time polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce v redlném case

T-DNA —transerred DNA, transferova DNA

TE pufr — Tris-EDTA pufr

Ti plazmid — tumor inducing plasmid, plazmid vyvolavajici nador

TMD - trans membrane domain, trans membranova doména

Ubi promotor — typ promotoru

USA — Spojené staty americké
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