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SOUHRN

Teoretickd cast bakalarské prace je zaméfena na selekéni geny a jejich zastupce.
Zabyva se také ABC transportéry a Arabidopsis thaliana ABC transportéry, jejichz
nejobsahlejsi skupinou je rodina AtWBC. Soucasti AtWBC rodiny je gen Atwbcl9, u kterého
je prokazana rezistence k aminoglykosidovym antibiotikim. Popsana je transformace je¢mene
a jeji dvé nejvyznamnéjsi metody, mikroprojektilovy prenos DNA a transformace rostlin

pomoci Agrobacterium tumefaciens.

Experimentalni Cast se zabyva transformaci nezralych zygotickych embryi odrady
je¢mene jarniho Golden Promise, pomoci dvou odlisnych vektord, pBract204::VMAtwbc19,
obsahujici gen Atwbcl9 a pBract204, jehoz soucasti byl bakterialni selekéni gen hpt.
Explantaty byly selektovany na médiich bez selekce a se selekci, do kterych byla pfidana
antibiotika. Izolace rostlinné DNA byla provedena metodou CTAB. Pomoci PCR byly

analyzovany transgenni rostliny.



SUMMARY

The theoretical part of this bachelor thesis is focused on selectable marker genes and their
representatives. The next part describes ABC transporters and Arabidopsis thaliana
ABC transporters with the most plentiful group - AtWBC family. One member of AtWBC
family is Atwbcl19 gene which is proven to be resistant to the aminoglycoside antibiotic.
The next chapter shows transformation of barley and its two most important methods,
microprojectile bombardment of DNA and plant transformation using Agrobacterium

tumefaciens.

The experimental part is focused on transformation of mature zygotic embryos
of spring barley variety Golden Promise using two different vectors,
pBract204::VVMAtwbc19, containing Atwbc19 gene and pBract204 which includes selectable
marker gene hpt. Explants were selected on media without selection or on media
with selection and added antibiotics. The isolation of plant DNA was made by CTAB method.

Transgenic plants were analysed by PCR.
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1 UVOD

Selek¢ni geny jsou dulezité pro selekci transformovanych bunék. Vyhodou selekce
je rust pouze transformovanych buné¢k, zatimco netransformované bunky nepiezivaji.
Selek¢énimi geny mohou byt antibiotika, meziprodukty metabolismu nebo toxické analogy.
Mezi nejCastéji pouzivanad antibiotika, kterd zajiStuji rezistenci, patii aminoglykosidova
antibiotika jako je kanamycin, neomycin, gentamicin nebo hygromycin B. Meziproduktem
metabolismu  mize byt Dbetain aldehyd a jako toxicky analog lze pouzit
S-aminoethyl-L-cystein. Selekéni markery vSak nemusi byt pouze toxické. Jako netoxické

latky jsou vyuzivany D-xyl6za, D-mandza a benzyladenin-N-3-glukuronid.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Selek¢ni geny

Selekéni geny jsou klicové pro UspeSnost transformace. Uptfednostiiuji transgenni
bunky, které exprimuji vneseny gen rezistence (Miki a McHugh, 2004). Transformované
buiky, které obsahuji selekéni geny, pfeziji pritomnost antibiotika v selekénim médiu.
Zatimco pro netransformované bunky je antibiotikum v selekénim médiu toxické

(Twyman a kol., 2002).

Jako prvni byly objeveny selekéni markery, které byly podminény pouzitim toxickych
latek, jako jsou napf. antibiotika nebo herbicidy. Soufasné se vSak vyuziva netoxickych
prostiedki jako je D-xyloza nebo D-manoza, které mohou byt substraty pro rist nebo mohou

vyvolat rist a diferenciaci transformovanych pletiv.

Nov¢jsi strategie zahrnuje selekéni geny, které nejsou podminéné externimi substraty.
Méni jejich fyziologické procesy, které fidi rostlinny vyvoj. Piikladem je gen ipt, ktery
zvySuje hladinu cytokinini v rostliné. Dal$imi geny jsou pga 22, ESR1 a CKI pivodem

z Arabidopsis thaliana a gen rol ptivodem z Agrobacterium rhizogenes.

Teprve na pocatku je vyvoj moznosti, jakym zplsobem eliminovat selekéni markery
Kk vytvofeni transgennich rostlin bez pouziti selekénich markerti. Jednodussi moznost spociva
V kotransformaci zdjmového genu se selekénim markerem. Slozitéj§i moznost je pouziti
mistné-specifickych rekombinaz jako je Cre rekombindza z bakteriofaga Pl

nebo FLP rekombinaza ze Saccharomyces cerevisiae (Miki a McHugh, 2004).

Nejpouzivangj§imi selekénimi geny pro transformaci jeCmene jsou neomycin
fosfotransferaza Il, hygromycin fosfotransferaza, fosfinotricin acetyltransferadza, fosfomanoza

izomeraza, streptomycin fosfotransferaza a adenylyltransferaza.



Promotor Antibioticka Promotor Antibioticka
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Obrézek 1: Funkce selekéniho genu

2.1.1 Neomycin fosfotransferaza Il (nptll)

Neomycin fosfotranferaza 1l je selekéni gen izolovany z transpozonu TnS5
Escherichie coli. Je nejvice pouzivanym selekénim genem rostlin. Selekéni gen udéluje
transgennim rostlindm rezistenci Vvic¢i antibiotikim geneticin, kanamycin, neomycin

a paromomycin.

Neomycin - aminoglykosidové antibiotikum, které je toxické jak pro rostlinné,
tak pro zivocisné bunky, je produkovan bakterii Streptomyces fradiae. Vazbou na ribozomalni

podjednotku inhibuje syntézu proteinti (Miki a McHugh, 2004).

10



2.1.2 Hygromycin fosfotransferaza (hpt)

Hygromycin fosfotransferaza je selekéni gen vykazujici rezistenci vuéi
hygromycinu B. Hygromycin B je antibiotikum, které inhibuje proteosyntézu jak u prokaryot,
tak u eukaryot. Pro rostliny je toto antibiotikum velmi toxické. Gen E. coli - hpt (aphlV, hph)
odpovida mimo jiné také za rezistenci vuc¢i bakteriim, houbdm, zivociSnym a rostlinnym
bunkam. Tato rezistence je dana detoxifikaci hygromycinu B pomoci ATP-dependentni
fosforylaci na sedmé hydroxylové skupin€. Hygromycin fosfotransferaza je po neomycin
fosfotransferaze Il (nptll) druhym nejpouzivanéjsim selekénim markerem V rostlinnych

biotechnologiich (Miki a McHugh, 2004).

Matthews a kol. (2001) pouzili hygromycin fosfotransferazu jako selekéni gen
pro vytvofeni transgennich rostlin je¢mene. Uspesnost transformace byla 2-12 %. Jejich
hlavnim zamérem, ale byla eliminace selekéniho genu. Oddélili selekéni gen od genu

zdjmového a poté nasledovala kotransformace s vyuzitim plazmidu nesouciho dvé T-DNA.

Pro velmi vysokou uspésnost transformace - az 86 %, pouzil Hensel a kol. (2009)
jako selekéni gen hygromycin fosfotransferdzu. Nezrald embrya jeCcmene (odrida Golden

Promise) transformoval pomoci A. tumefaciens.

2.1.3 Fosfinotricin acetyltransferaza (gen pat a bar)
Gen bar byl izolovan =z bakterie Streptomyces hygroscopicus a gen pat
ze Streptomyces viridochromogenes. Spole¢né tyto dva geny koduji enzym fosfinotricin

acetyltransferazu, ktera je vyuzivana jako selekéni marker (Sundar a Sakthivel, 2008).

Selekéni gen bar je dalsim z vyuzivanych marker pro transgenni rostliny je¢mene

(Trifonova a kol., 2001; Travella a kol., 2005; Patel a kol., 2000).

2.1.4 Fosfomanoza izomeraza
Enzym fosfomandza izomerdza je kodovan genem manA, izolovanym z E. coli.
Selekce je zaloZena na zastaveni rdstu a vyvoji netransformovanych bunék, jelikoZ maji

nedostatek sacharidi (Sundar a Sakthivel, 2008).
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2.1.5 Streptomycin a spektinomycin rezistence

Rezistence tohoto typu neni zalozena na likvidaci netransformovanych bungk,
ale na barevné zmeén€. Transformované bunky maji barvu zelenou, zatimco buiky
netransformované jsou bezbarvé. Streptomycin fosfotransferaza, ptivodem z transpozonu Tn5
bakterie E. coli, poskytuje resistenci ke streptomycinu. Adenylyltransferaza ud€luje rezistenci

jak antibiotiku streptomycin, tak spektinomycinu (Ziemienowicz, 2001).

2.2 ABC transportéry

ABC transportéry jsou membranové proteiny, které premistuji latky
ptes dvouvrstevnou lipidovou membranu (Zolnerciks a kol., 2011) Tvoii jednu z nejvétsich
proteinovych rodin v Zijicich organismech (Kang a kol., 2011). Nejvice ABC transportéru
je lokalizovano na plazmatické membrané¢ a tonoplastu, nachazi se vSak také

vV mitochondriich, plastidovych a peroxizomalnich membranach (Kretzschmar a kol., 2011).

ABC transportéry se podileji na fyziologickych procesech jako je adaptace rostliny
na ménici se zivotni prostiedi a vyrovnavani se s biotickym a abiotickym stresem. Maji
dulezitou roli v detoxifika¢nich mechanismech (Kretzschmar a kol., 2011). Funguji
jako importéry - pfinaseji ziviny a dal$i molekuly do buiiky nebo také jako exportéry, které
pumpuji toxiny a lipidy ven z bunky (Rees a kol., 2009). Uplatiuji se také napft. pii ristu

organu, rostlinné vyzive a rostlinném vyvoji (Kang a kol., 2011).

Existuyji 3 typy ABC transportéri: ABC importéry typu I, ABC importéry typu Il
a ABC exportéry. VSechny 3 typy se vyskytuji u prokaryot, ale pouze ABC exportéry jsou
ptitomny u eukaryot (Zolnerciks a kol., 2011).

Typické ABC transportéry se skladaji ze 4 domén - 2 cytoplazmatick¢ (NBDs
nebo nékdy oznaované jako ABCs) a 2 transmembranové (TMDs) domény. Odlisuji
se primarni sekvenci, zatimco u NBDs je primarni sekvence ustalend, u TMDs je jak primarni
sekvence, tak sklddani proteinli mirné¢ rGznorodé. Cytoplazmatické domény vazou
hydrolyzovanou molekulu ATP, ktera funguje jako energie pro transportni fetézec.
Transmembranové domény tvofi translokac¢ni drdhy skrz membranu a vétSinou urcuji

latkovou specifitu (Zolnerciks a kol., 2011).
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Vyssi rostliny obsahuji vice nez 100 ABC transportért, které se fylogeneticky déli
do 8 skupin: ABCA-ABCI, krom¢é ABCH (Kretzschmar a kol., 2011). ABCA, ABCB, ABCC
a ABCD zahrnuji TMD-NBD domény. ABCG a ABCH maji opacnou orientaci NBD-TMD
domén. ABCE a ABCF maji pouze dvé cytoplazmatické domény (Andolfo a kol., 2015).

vnéjsi strana vnitini strana

vazebny protein @
periplazma @

cytoplazma
i
ABC ') ABC j

¥ ABC
substrat ATP ;::‘:: ADP

TMD - transmembranova doména  ABC - cytoplazmaticka (ABC) doména

Obrazek 2: Struktura ABC transportéru, skladajiciho se ze 2 transmembranovych domén

a 2 cytoplazmatickych domén (pfevzato z Rees a kol., 2009)

2.3 Arabidopsis thaliana white-brown complex 19 (Atwbc19)

Nejvétsi rodinou ze vSech A. thaliana ABC transportéri je AtWBC, ktera zahrnuje
29 ¢lent. Funkce transportérti neni vsak dosud objasnéna. Jednim z nejvice studovanych genii
AtWBC rodiny je Atwbcl9, ktery vykazuje rezistenci k aminoglykosidovym antibiotikiim

u transgennich rostlin (Mentewab a Stewart, 2005).

Rezistence k aminoglykosidovym antibiotikim byla zkoumana u tabaku, melounu

a hybridniho topolu.
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Gen Atwbcl9 pouzili Mentewab a Stewart (2005) pfi transformaci listovych diska
tabaku (Nicotiana tabacum L. odridy Xanthi). Srovnavali transformacni efektivitu tii riznych
vektori: pNPT sneomycin fosfotransferazou II (nptll), pABC sgenem Atwbcl9
a spole¢né pNPT s neomycin fosfotransferazou I a pABC s genem Atwbc19. Pro selekci bylo
pouzito riznych koncentraci antibiotika kanamycinu - 50, 100 a 200 mg/l. Selekce na 50 mg/I
byla nedostatecna u vSech tii kombinaci. Samostatny gen Atwbcl9 pii koncentraci
kanamycinu 100 mg/l vykazoval srovnatelnou uspéSnost selekce jako vektor s nptll

pii koncentraci 200 mg/l. Pfi pouziti vektoru obsahujiciho oba geny, byla transformacni

vvvvv

Bombale a kol. (2010) wvyuzili genu Atwbcl9 pifi transformaci melounu
(Cucumis melo L.). Byla pouzita zygotickd embrya tfi odrid melounu - Eden Gem,
Punjab Sunheri a Hara Madhu. Pro transformaci pouzili A. tumefaciens (kmen LBA4404).
Plazmid pABC obsahoval gen Atwbc19, pod kontrolou CaMV 35S promotoru. Kultivace
embryi probihala na médiich, ktera obsahovala koncentrace kanamycinu 80, 100, 150
a 200 mg/l. Regenerované rostliny byly totozné na médiich o koncentraci kanamycinu 100,
150 a 200 mg/l. U odrudy Punjab Sunheri byla regenerace rostlin inhibovana pfi koncentraci
kanamycinu 80 mg/l. U ostatni odriid melounu byla regenerace inhibovana pii koncentraci
kanamycinu 100 mg/l. Pomoci PCR byla ovéfena pfitomnost genu Atwhcl9.
Z 20 rostlin obsahovalo 5 rostlin amplifikovany produkt velikosti 2,18 kb, odpovidajici genu
Atwbcl9. Vysledek této transformace se shoduje s vysledky v jiz publikované praci
Mentewab a Stewart (2005).

Jako selekéniho genu vyuzil Kang a kol. (2010) Atwbc19 pii transformaci hybridniho
topolu (Populus canescens x P. grandidentata). Zabyvali se srovnanim genu Atwbc19 a nptll.
Pouzili dva vektory - pABC sgenem Atwbcl9 a pNPT snptll, oba pod promotorem
CaMV 35S. Pomoci elektroporace byly vektory preneseny do A. tumefaciens
(kmen GV3850). Do médii byly pfidany rizné koncentrace Ctyf antibiotik pro srovnani
ucinku selekce: kanamycin o koncentracich 50, 100, 150, a 200 mg/l; neomycin - 50, 100, 200
a 400 mg/l; geneticin - 1.25, 25 5 a 10 mg/l; paromomycin - 50, 100, 200
a 400 mg/l. Zjistili, ze schopnost regenerace rostlin je u genu Atwbcl9 a nptll srovnatelna.
Zatimco u tabaku vykazuje gen Atwbc19 rezistenci pouze ke kanamycinu, u hybridniho topolu
vykazuje rezistenci jak ke kanamycinu, tak i k dal$im tfem antibiotikim - neomycin, geneticin

a paromomycin.
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Mentewab a Stewart (2005) studovali overexpresi genu Atwbcl9, ktera u transgennich
rostlin vede Kkrezistenci vici antibiotiku kanamycin. Kanamycin je aminoglykosidové
antibiotikum izolované z pudni bakterie Streptomyces kanamyceticus. Pravdépodobné je
kanamycin ukladan do vakuoly jako substrat ABC transportéru a nemtize zasahovat do rRNA
V cytoplazmé, mitochondriich a chloroplastech. Je to viibec prvni rostlinny gen, ktery
rezistenci vykazuje. VétSina selekénich markert je totiz bakteridlniho piivodu. Tento gen tedy
muze byt urCitou alternativou selekénich gent bakteridlniho puvodu, které maji
nepfedvidatelné disledky na lidské zdravi a Zivotni prosttedi z diivodu horizontalniho pienosu

genetické informace.

2.4 Transformace jeémene

2.4.1 Vektory
Pro proces transformace je dilezitd dobfe zvolend klonovaci strategie vcetné
pouzitych vektort. Pro transformaci jeémene byly vyvinuté expresni vektory pBract nebo jsou

také velmi pouzivané vektory pIPK.

Podle ucelu transformace si lze zvolit promotory, selekéni i1 reportérové geny,

které jsou soucésti nabizenych vektora.

2.4.2 Promotory

Pojem promotor oznacuje nukleotidovou sekvenci, kterou rozpoznava
RNA polymeraza a po rozpoznani je zahajena iniciace transkripce. DuleZitou soucasti
spravného nasednuti RNA polymerdzy na templatovy fetézec jsou transkripéni faktory.
U eukaryot existuji 3 RNA polymerdzy: RNA polymeraza I transkribuje rRNA, RNA
polymerdza II transkribuje MRNA a RNA polymeraza III transkribuje tRNA (Lewin, 2008).

Promotor miize byt konstitutivni nebo inducibilni. U konstitutivniho promotoru jsou
v bufice geny integrované, zatimco inducibilni promotor funguje tak, ze je nutné dané geny
aktivovat (Clark a Pazdernik, 2012). Piikladem konstitutivniho promotoru je CaMV (virus
kvétakové mozaiky) 35S promotor, Casto vyuzivany pro expresi transgenu v rostlinach.
Mezi konstitutivni promotory patii také ubiquitinovy (ubi) promotor pivodem ze Zea mays,

ktery je indukovany teplotnim Sokem. Mezi inducibilni promotory patii glyceraldehyd
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3-fosfat dehydrogenaza (GADPH) ptivodem z A. thaliana a ribuléza 1,5-bisfosfat karboxylaza
(RBCS) pivodem z Phaseolus vulgaris. Tyto inducibilni promotory jsou indukovany svétlem
(Miiller a Wassenegger, 2004).

2.4.3 Reportérové geny
Genovou expresi lze sledovat pomoci reportérovych genti. Reportérové geny jako jsou
napf. enzymy B-galaktosidaza, B-glukuronidaza, luciferaza nebo gfp, jsou také dulezitymi

nastroji biotechnologickych metod.

Jednim z nejpouzivanéjsich reportérovych geni je gen gus. Tento gen byl objeven
R. A. Jeffersonem roku 1986. B-glukuronidaza je enzym izolovany z E. coli. Tento enzym je

kodovan genem uidA, u rostlin se tento gen nazyva gus (Ondfej a Drobnik, 2002).

Analyza gus genu se provadi pomoci spektrofotometrické, fluorometrické

nebo histochemické metody (Jefferson, Burgess a Hirsh, 1986).

Nejvyuzivangj$im substratem pro histochemickou analyzu je 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-pB-D-glukuronid (X-Gluc). Barevny a rozpustny produkt 5-bromo-4-chloroindol je
vysledkem $tépeni substratu pomoci genu UidA. Po oxidaci je nasledné vytvofeno nerozpustné
indigo, které ma tmavé modrou barvu. Histochemickd metoda ma velkou vyhodou v tom,
Ze zbarveni indigem je mozné pozorovat pouhym okem, poptipadé pomoci mikroskopu (Vain

a Thole, 2009).

Casto vyuzivanym reportérovym genem je i fluorescenéni gen gfp. GFP je protein
izolovany z medizy Aequorea victoria. Prvni zminka o GFP pochazi z roku 1955, kdy bunky
meduzy pii ozafeni fluoreskovaly zelené. Bioluminiscenci zptisobuje protein aequorin, ktery
je aktivni v pritomnosti vapnikovych iontt, kdy emituje modré svétlo. Zelena barva je
vysledkem toho, ze absorbovana energie je reemitovana jako zelené svétlo (Chalfie a Kain,
2005). Vroce 2008 za objev a vyzkum GFP ziskali Osamu Shimomura, Martin Chalfie

a Roger Y. Tsien Nobelovu cenu za chemii (Miyawaki, 2008).
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2.5 Metody transformace je¢cmene

Mezi nejéastéji pouzivané metody transformace patii mikroprojektilovy pienos DNA
(particle bombardment) a transformace pomoci A. tumefaciens. Prvni transformace
mikroprojektilovym pfenosem byla provedena u jarniho je¢mene v roce 1994 (Ritala a kol.).
Tingay a kol. provedli prvni transformaci pomoci A. tumefaciens u jarniho je¢mene Vv roce

1997.

1994 —— mikroprojektilovy pfenos DNA u jarniho jeCmene
1996 ——
1 ’< transformace pomoci 4. tumefaciens u jarniho jeCmene
1998 —— mikroprojektilovy prenos DNA u ozimého je¢mene
2000 ——
2002 ——
2004 ——
2006 —— «— transformace pomoci 4. tumefaciens u ozimého jeCmene

Schéma ¢. 1: Aplikace transformacnich metod u je¢mene (pfevzato z Jones a kol., 2008)

2.5.1 Mikroprojektilovy pfenos DNA

Mikroprojektilovy pfenos DNA je univerzdlni metoda pro transformaci rostlinného
materialu. Na rozdil od transformace pomoci A. tumefaciens Ize Uspé$né transformovat
jak jednodélozné, tak dvoudélozné rostliny (Altpeter a kol., 2005). Bruce a kol. roku 1989
transformovali jako prvni pomoci této metody ryzi. Jarni je¢émen byl mikroprojektilovym

prenosem DNA transformovan roku 1994 (Jones a kol., 2009).
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Plazmidovd DNA je s wolframovymi nebo zlatymi ¢asticemi, jejichz velikost
je 0,5-2 um, vstfelena do rostlinného pletiva za pretlaku helia. Rostlinné pletivo je po celou

dobu umisténo ve vakuu (Li a Gray, 2005).

2.5.2 Transformace rostlin pomoci A. tumefaciens
A. tumefaciens je gramnegativni, pudni bakteric zpusobujici nadory pievazné
dvoudéloznych rostlin. Tumorogeneze je zplsobena pfenosem T-DNA do jadra infikované

rostlinné buniky. T-DNA je integrovana do genomu a exprimovana (Watson a kol., 2016).

Prvni transformované rostliny pomoci A. tumefaciens byly zaznamenany

v 80. letech 19. stoleti.

Za ptenos T-DNA jsou zodpovédné geny, které jsou shromazdéné ve virulentnim
misté¢ mimo Ti plazmid (Komari a kol., 2004). Vir-misto je velké asi 40 kb a koduje proteiny
potiebné pro ptenos nebo poskytuje vedlejsi funkce nezbytné pro interakci s rostlinou.
Operony virA, virB, virC, virD, virE a virG koduji proteiny, které jsou dilezité pro transfer
T-DNA. Exprese téchto gend je regulovana a jsou exprimovany v piipadé, kdy bakterie
infikuje rostlinu. VirA a virG tvofi regulacni systém. Chemoreceptor virA jako prvni
rozpoznava Vir-vyvolavajici signaly a poté je aktivovan virG pomoci fosforylace. VirG
funguje jako transkripéni faktor, ktery zvySuje expresi vSech vir-gent (Hooykaas, 2004).
Vytvoii se jednovlaknovy T-komplex. VirD2 se piipoji na 5° konec T-DNA a bakterialni
helikdza rozvolni T-DNA z plazmidu. T-DNA je obalena proteinem virE2 a pomoci
konjugace se dostane do jadra rostlinné buiiky. Jednovldknovd T-DNA je prevedena
na dvouvlaknovou pomoci DNA ligazy, polymerazy a chromatin remodelujicich proteind

(Clark a Pazdernik, 2012).
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T-DNA

syntéza
syntéza cytokinin  gyntéza
auxini opini

katabolismus
opint

pocatek replikace

Obrazek 3: Ti plazmid (pievzato z Glick a kol., 2010)

Induktor
‘ Chromozom
VirA
VirG
T-DNA
Jadro

VirE2

Vir oblast

1 plazmidf—~

> IR
T-komplex / ~—

A. tumefaciens K

Rostlinna bunka

Obrazek 4: Piesun T-DNA z A. tumefaciens do jadra rostlinné bunky (pievzato z Komari
a kol., 2004)
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2.6 Slozky kultiva¢niho média
Dilezitou soucasti explantati po transformaci jsou slozky kultivacnich médii.
Kultiva¢ni média se skladaji z makroelementti, mikroelementti, sacharidti a vitaminti. Souc¢ésti

kultiva¢nich médii jsou i ristové hormony.

Jako prvni rostlinné hormony byly objeveny auxiny. Nazev auxin (z feckého slova
auxein - rust, zvétSovat se) odpovida hlavni funkci tohoto hormonu - prodluzovani bunék.
Dal8imi funkcemi tohoto hormonu jsou: rtust adventivnich kofend, stimulace diferenciace

délivych pletiv, regulace bunééného cyklu nebo rist ploda (Campbell a kol., 2015).

Soucasti kultivacnich médii pro indukci kalusu u je¢mene je nejéastéji pouzivana
2,4-dichlorfenoxyoctova  kyselina a Dicamba. Nejniz§i  koncentraci  kyseliny
2,4-dichlorfenoxyoctové pouzil Shrawat a kol. (2006). Koncentrace byla 2 mg/l. Koncentraci
2,5 mg/1 pouzili ve svych pracich Bartlett a kol. (2008), Hensel a kol. (2009), Harwood a kol.
0,5 mg/l. Vyssi koncentraci 2,5 mg/l pouzili Trifonova a kol. (2001), Bartlett a kol. (2008),
Hensel a kol. (2009), Harwood a kol. (2009).

Dalsi skupinou ristovych hormont jsou cytokininy. Cytokininy jsou derivaty adeninu,
které stimuluji bunééné deleni. Prvni cytokinin - Kinetin byl objeven F. K. Skoogem
a C. Millerem roku 1955. Cytokininy maji vliv na regeneraci ¢asti pletiv, tvorbu chlorofylu
a Skrobu, kli¢eni semen anebo také na starnuti. Biosyntéza cytokinini probihd v kotenech,
ze kterych jsou pomoci xylému transportovany do nadzemnich ¢asti rostliny (Campbell a kol.,

2015). Pouzivanym cytokininem pro indukci kalusu u je¢mene je 6-benzylaminopurin.

Tab. I: Pouzité koncentrace 6-benzylaminopurinu pro transformaci je¢mene

BAP
Autor koncentrace [mg/l]
Shrawat a kol., 2006 2
Travella a kol., 2003 0,1
Hensel a kol., 2009 0,225
Harwood a kol., 2009 0,1
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3 CILE PRACE

1) Vypracovat literarni reSersi na téma bakalaiské prace.
2) Provést transformaci je¢mene dvéma vektory s odliSnymi selekénimi geny.
3) U regenerovanych rostlin pomoci PCR analyzovat pfitomnost transgenu, vyhodnotit

efektivitu transformace na riiznych antibioticich a na médiich bez selekce.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Rostlinny material
Rostlinnym materialem pouzitym v této bakalarské praci byl jarni jeémen (Hordeum

vulgare L.), odrida Golden Promise.

Golden Promise je odruda jarniho dvoutadého je¢mene, ktera byla vyslechténa v roce
1965 v Anglii. Je vyuZzivana jako modelova rostlina pro transformaci, diky své vysoké

regeneracni schopnosti v in vitro podminkach.

Rostliny jarniho je¢mene, z kterych byly odebirany explantaty pro transformaci, byly
péstovany ve smési zeminy a zahradniho substratu ve fytotronu, ve dne pfi teploté¢ 15 °C
a v noci pti 12 °C. Svételna perioda byla 16 hodin svétlo, 8 hodin tma. Jako zdroj svétla byly
pouzity halogenové vybojky s wolframovymi zarovkami. Ve fazi dozravani, pii velikosti

zygotickych embryi 1,5-2 mm byly klasy odsttizeny a pfeneseny do laboratofe.

Obrazek 5: Rostliny jarniho je¢mene pouzité pro odbér klast (Foto autor)
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4.2 Sterilizace embryi
Obilky byly vyjmuty z klasu a zbaveny osin. Nasledné byly obilky sterilizovany
v 70% ethanolu po dobu péti minut, oplachnuty ve sterilni vodé, promyty 6 % hypochloridem

sodnym po dobu Sesti minut a ¢tyfikrat proplachnuty sterilni vodou.

Zygoticka embrya byla extirpovana pod binokuldrni lupou ve flow boxu. Pomoci
skalpelu a pinzety bylo odstranéno koleoptile a koleorhiza. Explantat byl umistén Stitkem

nahoru na kalus indukéni médium, pfipraveného v Petriho miskach.

4.3 Priprava inokula A. tumefaciens

Bakterialni inokulum pro transformaci pletiva je¢mene bylo pfipraveno z péti ml
sterilniho MG/L média a 20 ul glycerinového zasobniho roztoku oznaceného AGL 101/1,
ktery je ulozen v mrazicim boxu v -80 °C. Po 12 hodinach byla zméfena opticka denzita (OD)

pii 600 nm (OD 0,6 - 0,8). Inokulum bylo umisténo na tiepacku a kultivovano pii teploté

28 °C, pti otackach 200 rpm.

4.4 Inokulace nezralych embryi

Na pletivo Stitku bylo kapnuto inokulum o OD 0,8. Po péti minutach byl explantat
pfenesen na nové kalus indukéni médium a umistén na médium Stitkem dold. Petriho misky

byly uzavieny paskou M3 a inkubovany ve tmé pti 24 °C po dobu tii dni.

4.5 Vektory pouzité pro transformaci

Pro transformaci jarniho je¢mene byly pouzity dva vektory:
a) pBract204::VMABC190pt

Velikost vektoru byla 10257 bp. PSa-ORI oznacuje replikaéni pocatek
A. tumefaciens. Soucasti tohoto vektoru je gen transportéru Atwbcl9, ktery vykazuje
rezistenci k aminoglykosidovym antibiotikiim a je pod CaMV 35S promotorem. Reportérovy

gen gus je pod konstitutivnim ubiquitinovym promotorem (ubil), zakonéeny terminacni
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sekvenci nos ter. ColEI ori oznacuje replikacni pocatek v bakterii E. coli. Vektor obsahuje

selekéni gen nptll pro neomycin fosfotransferazu Il.

nptl

N

colEl ori
Atwbc19

RB.

nos ter

pBract 204VM_Atwbc19

10257 bp

\ ubil

Obrazek 6: Vektor pBract204::VMAtwbc19

b) pBract204

Velikost vektoru pBract204 byla 9 241 bp. ColEI ori oznacuje replikac¢ni pocatek
v bakterii E. coli, nptl - gen pro syntézu neomycin fosfotransferazy Il, pSa-ORI oznacuje
replikaéni pocatek A. tumefaciens. Jeho soucasti je selekéni gen hpt zajistujici rezistenci
transgennich bun¢k vuci hygromycinu B. Gen hpt je fizen CaMV 35S promotorem.
Reportérovy gen gus (GUSint) je pod konstitutivnim ubiquitinovym promotorem (Ubi

promoter), zakonceny terminacni sekvenci nos (nos term).
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35S promoter

colEl ori /\ ~ Ncol (1612)
RB\ 1\ Hyw
Apdl (7183) ==
4, pBract204 .
nosterm P~ - Scal (2230)

Sacl (6888)

9241 bp ’
Sacl (2314)
Q\ 314
) \_hosterminator
Xhl (2652)
HindIII (2673)

GUSint HindIII (2756)

SnaBI (5402) Scal (2949)

Xhol (3475)
Ubi promoter

Ncol (3822)

Apadl (3835)

Obrazek 7: Vektor pBract204

4.6 Priprava médii

Média pro kultivaci explantat byla pfipravovana ze dvou komponentd, ztuzujici latky
a slozek média. Gelujici ptipravek phytoagar (6 g/l), byl smichan s destilovanou vodou
a nasledné autoklavovan. VSechny potiebné slozky média (viz SloZeni kultiva¢nich médii)
byly navazeny nebo napipetovany a doplnény do potiebného objemu sterilni destilovanou
vodou. pH bylo upraveno pomoci 1 M NaOH na 58. Ve flow boxu bylo médium
prefiltrovano pomoci podtlaku a ponechano ve vodni lazni 60 °C. Ob¢ slozky média byly
smichany a podle pouzitého vektoru byla pfidana antibiotika. Do Petriho misek o praméru

9 cm bylo nalito 25 ml média.
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4.6.1 SlozZeni kultiva¢nich médii

1) Kalus indukéni médium - mnozstvi na 1 I média

MS médium (M0221) 434

maltdza 3049
kasein hydrolyzat 1g
myo-inositol 350 mg
prolin 690 mg
thiamin HCI 1mg
Dicamba 2,5mg
CuSOq4-5 H0 1,25 mg

2) Transientni médium - mnozstvi na 1 1 média

MS médium (M0238) 2,79

maltoza 2049
NH4NOs 165 mg
glutamin 750 mg
myo-inositol 0,4 mg
thyamin HCI 0,4 mg
CuSO4- 5 H0 1,25 mg

pouzité fytohormony:
2,4-D 2,5mg
BAP 0,1 mg

pouzita antibiotika:

Timentin (T0190) 160 mg
hygromycin B 50 mg
neomycin 200 mg
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3) Regeneracni médium - mnozstvi na 1 1 média

MS médium (M0238) 2,79

maltdza 209

NHsNO3 165 mg
glutamin 750 mg
myo-inositol 100 mg
thyamin HCI 0,4 mg
CuSOq4-5 H0 1,2 mg

pouzita antibiotika:

Timentin (T0190) 160 mg
hygromycin B 50 mg
neomycin 200 mg

pH médii bylo upraveno 0,1 M roztokem NaOH na 5,8.

4.7 Selekce transformovanych rostlin

Proces indukce kalusu a regenerace na selekénich médiich trval celkem 101 dni.

Selekce ¢. 1 transformovanych explantati zafina po tfech dnech od inokulace.
Explantaty byly pasdZovany na nové kalus indukéni médium. Meédium obsahovalo
antibiotikum Timentin o koncentraci 160 mg/l a antibiotika podle pouzitého vektoru
(hygromycin B o koncentraci 50 mg/l a neomycin o koncentraci 200 mg/l). Petriho misky
byly inkubovany ve tmé pti 24 °C po dobu 14 dni.

Selekce €. 2 - explantaty byly pasdzovany na nové kalus induk¢éni médium za stejnych
podminek jako pfi 1. selekci.

Selekce ¢. 3 - po 14 dnech byly explantaty pasazovany na nové kalus indukéni médium
za stejnych podminek jako pfi 1. a 2. selekci.

Selekce ¢. 4 - kalusy byly pasazovany na tranzientni médium. Tranzientni médium

obsahovalo antibiotikum Timentin o koncentraci 160 mg/l a antibiotika podle pouzitého
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vektoru (hygromycin B o koncentraci 50 mg/l a neomycin o koncentraci 200 mg/l).
Petriho misky byly umistény do termostatu a zakryty papirem. Kultivace probihala pii 24 °C
po dobu 14 dni.

Selekce €. 5 - po uplynuti 14 dni byla somaticka embrya pfenesena na regenera¢ni médium

Vv Petriho miskach o vysce 1,5 cm. Kultivace probihala pti 24 °C po dobu 14 dni.

Z regenera¢niho média byly rostliny pfepasazovany do Erlenmeyerovych banék, které
obsahovaly stejné regenera¢ni médium. Regenerované rostliny byly presazeny do péstebnich
raSelinovych bloc¢ku (Jiffy). Z listt rostlin byla izolovana DNA, pomoci PCR byla detekovana

pfitomnost transgenu.

4.8 Izolace celkové rostlinné DNA metodou CTAB

Do dvou ml mikrozkumavek bylo umisténo 100 mg listd a dvé homogenizacni
kulicky. Pomoci kulového mlynu byly listy homogenizovany po dobu dvou minut
pii 27 000 otackach. Homogenat byl zalit 140 pl 2x CTAB extrakéniho pufru zahtatym
na 65 °C, pomoci pipety byl roztok promichan. Mikrozkumavka byla inkubovana pét minut
ve vodni lazni pii 65 °C. V digestofi bylo ptidano 210 pl chloroformu. Vzorek byl
odstfedovan dvé minuty pfi 12 000 rpm. Do nové mikrozkumavky bylo odebrano 120 ul
supernatantu. K supernatantu bylo pfidano 12 pl 10% CTAB roztoku piedehiatého
na 65 °C. V digestofi bylo pfidano 120 pl chloroformu, mikrozkumavka byla protiepana
a dvé minuty odstied’ovana pii 12 000 rpm. Bylo odebrano 100 pl supernatantu do nové
mikrozkumavky (odebiran pomalu, aby se neodebral chloroform). Bylo pfidano 100 ul CTAB
precipitaniho pufru a promichano pipetou. Poté byl vzorek umistén do centrifugy
a odstfed'ovan 10 minut pfi 14 000 rpm. Supernatant byl odstranén. Bylo pfidano 50 pl
high-salt TE pufru, mikrozkumavka byla zvortexovana. Vzorek byl 10 minut ponechan
ve vodni lazni pii 65 °C a poté byl znovu vortexovan. Bylo ptidano 100 pl 96% ethanolu
vychlazeného na -20 °C. VSe bylo promichano pomoci pipety. Mikrozkumavka byla
odsttedovana 10 minut pii 14 000 rpm. Byl odstranén supernatant. Bylo pfiddano 200 pl
80% ethanolu vychlazeného na -20 °C. Mikrozkumavka byla odstfedovana pét minut
piti 14000 rpm. Byl odstranén supernatant a vzorek byl ponechan jednu hodinu

pfi laboratorni teploté. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 15 pl 0,1x TE pufru a vse bylo
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nechano jednu hodinu rozpoustét. Vzorky s izolovanou rostlinnou DNA byly uchovavany

pti -20 °C. Nasledujici den byla pomoci spektrofotometru zmeétena koncentrace DNA.

4.9 Detekce transgenti pomoci PCR

Pro PCR byl pouzit premix REDTaq® ReadyMix™ PCR reakéni mix s MgCls
(Sigma-Aldrich).

Do mikrozkumavky typu Eppendorf byl namichan PCR mix pro dany pocet vzorkd.

Tab. IlI: PCR mix

Reagent mix Mix 1x [pl] Vzorky [ul]
ddH20 2,5 8
ReadyMix 2x 5
Primer F 0,25
Primer R 0,25
Templatova DNA 2
Celkem 10

Do PCR mikrozkumavek umisténych v ledové ttisti bylo napipetovano 8 pl PCR mixu
a 2 pl templatové DNA o priumérné koncentraci 100 ng/ul. PCR mikrozkumavky byly stoceny

na stolni mini centrifuze a vlozeny do naprogramovaného termocykléru T100TM (BioRad).

Pro detekci genu Atwbc19 byly navrzeny primery Atwbc19opt od firmy Generi Biotech.
Forward primer: 5° -GAA CAA GAT CTC CCT CAT CCA G-3°

Reverse primer: 5° -TGG TCA AGC TTC CAG TAA ACG-3°
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Tab. Ill: Teplotni a ¢asovy profil PCR pro detekci genu Atwbc19

1. 94 °C 4 min

2. 94 °C 45s
56 °C 455 Pocet cykla: 38
72 °C 453

3. 72 °C 5 min

Pro detekci reportérového genu gus byly pouzity primery GUSIint/p204 od firmy Generi
Biotech.

Forward primer: 5° -TCG TCC GTC CTG TAG AAA CC-3°

Reverse primer: 5° -GAC CCA CAC TTT GCC GTA AT-3°

Tab. IV: Teplotni a ¢asovy profil PCR pro detekci reportérového genu gus

1. 94 °C 3 min

2. 94 °C 1 min
55°C 45s Pocet cykla: 35
72 °C 1 min

3. 72 °C 5 min

Byl pfipraven 1,2% agar6zovy gel pro detekci PCR produktlh pomoci elektroforetické
separace. Agaroza byla smichdna s TAE pufrem. VSe bylo rozvafeno VvV mikrovinné troubé
a poté byly ptidany 2 ul ethidium bromidu. Po ukonceni elektroforetické separace byl gel
umistén do UV transiluminatoru (program GeneSnap, SYNGENE) a byly vyhodnoceny
vysledky.
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4.10 Detekce gus genu pomoci histochemické reakce

Pro detekci gus genu byly pfipraveny tyto roztoky:

1) Piiprava fosfatového pufru o pH =7.
Roztok A byl piipraven ze 4,2 g disodium fosfatu (Na2HPO4) a doplnén do 100 ml
H>0. Roztok B byl pfipraven ze 3,14 g monosodium fosfatu (NaH2PO4) doplnén
do 100 ml H2O. Vysledny roztok byl pfipraven tak, Ze bylo odméfeno 65 ml
roztoku A a postupné byl piidavan roztok B do pH = 7.

2) Priprava roztoku hexakyanatanu zeleznato-draselného Ka[Fe(CN)s].
Do 10 ml H20 bylo piidano 0,329 g Ks[Fe(CN)g]. Skladovano pii 4 °C.

3) Priprava roztoku hexakyanatanu Zelezito-draselného Kz[Fe(CN)s].
Do 10 ml H.O bylo ptidano 0,442 g Ks[Fe(CN)s]. Skladovano pii 4 °C.

4) Ptiprava reak¢éniho roztoku X-Gluc:

fostatovy pufr 25 ml

Ka[Fe(CN)e] 250 pul

Ks[Fe(CN)e] 250 ul

0,5MEDTA 1mi

Triton X-100 50 ul

destilovana H>O 23 ml

X-Gluc 25 mg - rozpustit v DMSO

Reakéni roztok X-Gluc byl doplnén fosfatovym pufrem do objemu 50 ml a roztok byl
skladovan ve 4 °C.

Kalus, ktery byl transformovan pomoci vektoru pBract204::VMAtwbc19, kultivovan
po dobu 17 dni a obilky z rostliny ¢. 9 transgenniho jarniho je¢mene byly vlozeny
do mikrozkumavky s 200 ul roztoku X-Gluc a po dobu dvou minut byl pomoci vyvévy
vyvolan podtlak. Vzorky byly inkubovany 24 hodin pii 37 °C.

Nasledujici den byl odebran roztok X-Gluc. Vzorky byly tiikrat promyty

70% ethanolem a uchovany pfti 4 °C.
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4.11 Schéma transformace jarniho jecmene

Den Etapa transformace
1. odbér klast, vyjmuti obilek z klast a sterilizace
1. extirpace embryi, odstranéni koleoptile a koleorhizy
1. pasaz explantatu na kalus induk¢éni (CI) médium
1. ptiprava inokula, inokulace embryi
1. pasdz explantatd na nové CI médium
1. kultivace ve tmé pti 24 °C po dobu tii dni
3. . selekce - CI médium s Timentinem a antibiotiky
17. I1. selekce po 14 dnech - nové CI médium s antibiotiky
31. I11. selekce po 14 dnech - nové CI médium s antibiotiky
45. kultivace kalust na tranzientnim médiu (14 dni)
59. pasaz kalusti na regeneracni médium (14 dni)
73. | kultivace kalusti na regeneracnim médiu v Erlenmeyerovych baiikach (14 dni)
87. pfesazeni regenerovanych rostlin do péstebnich raSelinovych bloc¢ka
101. izolace DNA
101. detekce transgenti pomoci PCR
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4.12 Pouzité chemikalie a roztoky
2,4-D (Duchefa, katalogové ¢islo D0911)
Agardza (Serva, kat. ¢. 11404)
Antibiotikum hygromycin (Roche, kat. ¢. 1084355001)
Antibiotikum neomycin (Duchefa, kat. ¢. M0135)
BAP (Sigma, kat. ¢. B3408)
Deionizovana voda pro PCR (Water PCR reagent, Sigma, kat. ¢. W1754)
Destilovana voda
Dicamba (Sigma, kat. ¢. D5417)
Disodium fosfat (Sigma, kat. ¢. S3264)
Dusi¢nan amonny (Sigma, kat. ¢. A3795)
EDTA (Serva, kat. ¢. 39760)
Ethanol: 70 %, 80 %, 96 % (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 46139)
Ethidium bromid (Invitrogen, kat. ¢. 15585)
Glutamin (Duchefa, kat. ¢. 65763)
Hexakyanatan Zelezito-draselny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 393517)
Hexakyanatan Zeleznato-draselny (Aldrich, kat. ¢. 455989)
Hydroxid sodny (Sigma, kat. ¢. 72068)
Hypochlorid sodny 6 % (Fluka, kat. ¢. 13440)
Kasein hydrolyzat (Duchefa, kat. ¢. C1301)
Maltoza (Duchefa, kat. ¢. M0811)

Marker molekulové hmotnosti Ladder 11 (HyperLadder™ 50 kb, BioL.ine, kat. ¢.
B10-33039)

MG/L médium (vlastni vyroba)

Monosodium fosfat NaH2PO4 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S8282)
Murashige and Skoog (MS) medium (Duchefa, kat. ¢. M0221, M0238)
Myo-inositol (Sigma, kat. ¢. 10609)

Pentahydrat siranu méd’natého (Sigma, kat. ¢. C3036)

Phytoagar (Duchefa, kat. ¢. P1003)

Primery (Generi Biotech)

Prolin (Sigma, kat. ¢. P5607)
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REDTag® ReadyMix™ PCR reakéni mix s MgClz (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P4600)
Thiamin HCI (Sigma, kat. ¢. T3902)

Timentin (Duchefa, kat. ¢. T0190)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. X100)

4.12.1 Roztoky pouzité pro izolaci celkové rostlinné DNA metodou CTAB
2X CTAB pufr (ptfiprava pro 100 ml roztoku)

-292%CTAB

- 10 ml 1 mol/l TRIS (pH 8,0)
-4 ml 0,5 mol/l EDTA (pH 8,0)
- 28 ml 5 mol/l NaCl

-1gPVP

10% CTAB roztok

-10g CTAB
- 14 ml 5 mol/l NacCl

CTAB precipitaéni pufr

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

High-salt TE pufr

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

0,1x TE pufr

- 0,1 ml 1 mol/I TRIS (pH 8,0)
- 0,02 ml 0,5 mol/l EDTA (pH 8,0)
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4.13 Pouzité laboratorni pristroje
Centrifuga 5418 (Eppendorf)
Elektroforeticka komora (BioRad)
Magneticka michacka (Variomag)
Mlyn kulovy vibra¢ni (Retsch, MM400)
Orbitélni tfepacka-inkubator (Biosan)
PH metr (pH 526, WTW)
Spektrofotometr DS-11 (DeNovix)
Stolni centrifuga Prism™ Air-Cooled Microcentrifuge (Labnet)
Termocyklér: Thermal Cycler TL00TM (BioRad)
UV transiluminator (G:BOX, Syngene)
Vodni lazen (SUB6, Grant)
Vortex mixer Wizard (Velp Scientifica)

Zdroj elektrického napéti (BioRad)
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5 VYSLEDKY

Pomoci A. tumefaciens byla transformovana nezrald zygoticka embrya je¢mene
odridy Golden Promise. Transformovana byla dvéma vektory, prvni vektor byl oznaceny
Cislem 101 (pBract204::VMAtwbc19) a obsahoval gen Atwbcl9 a selekéni gen nptll
pro neomycin fosfotransferazu Il. Druhy vektor, se kterym byla G¢innost selekce srovnavana,
byl oznafen cislem 111 (pBract204), obsahoval selekéni gen hpt pro hygromycin
fosfotransferazu a reportérovy gen gus.

Obéma vektory bylo celkem transformovano 120 nezralych zygotickych embryi, 10 embryi
nebylo transformovano a varianta slouzila jako kontrola bez transformace.

Pro zjisténi ucinnosti selekce u vektoru 101 - gen Atwbcl19 byla embrya rozdélena do dvou
skupin bez selekce a se selekci na antibiotiku neomycin, vzdy po 30 explantatech.

Stejné skupiny také byly transformovany vektorem 111 - gen hpt, 30 explantati bylo
kultivovano bez selekce a 30 explantati bylo kultivovano se selekci na antibiotiku
hygromycin B.

Nezrald embrya byla u kazdé varianty kultivovana ve tfech nezavislych opakovanich
po 10 embryich (3x10), experiment byl proveden vzdy ve dvou opakovanich.

Béhem kultivace explantatd byl sledovan rozdil v indukci kalusu a regeneraci rostlin,
které byly kultivovany na médiich bez selekce a se selekci. Uginnost selekce byla

kontrolovéana pfi kazdém pasdZzovani na induk¢éni, tranzientni a regenera¢ni médium.

Cilem prace bylo porovnat selekéni schopnost genu transportéru AtWBC19

s pouzivanym selekénim genem pro je¢men - hpt, ktery byl soucasti vektoru pBract204.

5.1 Indukce kalusii a regenerace rostlin u jarniho je¢cmene odrudy Golden

Promise, kontrolni varianta

Bylo kultivovano 30 embryi, které nebyly transformovény a byly pouZzity pro kontrolu.
Celkem regenerovalo 35 rostlin. V praméru z jedno kultivovaného embrya regenerovalo 1,17

rostlin.
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5.2 Efektivita selekce kalusii a regenerace rostlin transformovanych
vektorem oznac¢enym 101 - pBract204::VMAtwbc19

a) bez selekce

Celkem bylo kultivovano 30 embryi. Ze 46 regenerovanych rostlin, které byly
transformovany vektorem 101 a nebyly selektovany, bylo pomoci PCR detekovano

7 transgennich rostlin. V priméru z jedno kultivovaného embrya regenerovalo 1,53 rostlin.
b) se selekci

Bylo kultivovano 30 embryi, ze kterych regenerovalo 10 rostlin. U vSech
regenerovanych rostliny byla pomoci PCR prokazana p¥itomnost genu Atwbc19. Uéinnost

selekce i1 uspésnost transformace byla 33 %.

5.3 Efektivita selekce kalusii a regenerace rostlin transformovanych

vektorem ozna¢enym 111 - pBract204

a) bez selekce

Celkem bylo kultivovano 30 embryi. Ze 49 regenerovanych rostlin transformovanych
vektorem 111 bez selekce bylo pomoci PCR detekovano 5 transgennich rostlin.

V priméru z jedno kultivovaného embrya regenerovalo 1,64 rostlin.
b) se selekci

Bylo kultivovano 30 embryi. Z 15 regenerovanych rostlin, které byly transformovéany
vektorem 101 a média obsahovala antibiotikum hygromycin B (koncentrace 50 mg/l) bylo

14 rostlin transgennich, coZ znamena 47% tspéSnost transformace.
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Tab. V: Efektivita selekce kalust a regenerace rostlin

Bez selekce Se selekci

Médium Kontrola
Vektor 101 Vektor 111
Vektor 101 Vektor 111
Atwbc19 hpt

Pocet indukovanych kalust

1.Cl 30 30 30 30 10
2.Cl 16 19 17 18 10
3.ClI 16 19 17 18 10
™ 10 10 10 15 10

Pocet regenerovanych rostlin

1.RM 51 55 10 16 28
2.RM 46 49 10 15 35

ClI - kalus induk¢ni médium, TM - tranzientni médium, RM - regenera¢ni médium
101 - transformace embryi pomoci vektoru pBract204::VMAtwbc19

111 - transformace embryi pomoci vektoru pBract204

Tab. VI: Celkovy pocet regenerovany a transgennich rostlin

Cislo vektoru, selekce ~ Poget regenerovanych rostlin PCR+ PCR-
101 bez selekce 46 7 39
101 gen Atwbc19 10 10 0
111 bez selekce 49 5 44
111 gen hpt 15 14 1
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Graf ¢. 1: Procentudlni zastoupeni transgennich rostlin zcelkového poctu rostlin

regenerovanych U kazdé¢ z variant
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5.4 Vyhodnoceni u¢innosti selekce genu Atwbc19

V porovnani G¢innosti selekce genu Atwbcl9 oproti selekénimu genu hpt je pocet
regenerovanych rostlin 10 respektive 15. VSechny rostliny transformované vektorem 101
s genem Atwbc19 ale na rozdil od rostlin transformovanych pomoci vektoru 111 se selekénim
genem hpt byly transgenni. U rostlin transformovanych pomoci vektoru 111 se selekénim

genem hpt bylo transgennich 14 z 15 regenerovanych rostlin.
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Obrazek 8: Kalusy jarniho je¢mene po 31 dnech kultivace. A, Kontrolni regenerujici kalusy
na médiu bez antibiotik. B, Regenerujici kalusy transformované vektorem 101 na médiu
bez antibiotik. C, Regenerujici kalusy transformované vektorem 111 na médiu bez antibiotik.
D, Regenerujici kalusy transformované vektorem 101 na selekénim médiu s neomycinem
(200 mg/l). E, Regenerujici kalusy transformované vektorem 111 na selek¢énim médiu

s hygromycinem B (50 mg/I).
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Obrazek 9: Regenerujici rostlina na médiu 2. RM s antibiotikem neomycin o koncentraci

200 mg/l (Foto autor)

1 2 3 45 6 7 89 10 111213 14 15 16 HOC-C+ L

gen 2000 bp
Atwbc19 <+— 1000 bp
309 bp

. 300 bp

Obrazek 10: PCR analyza genu Atwbcl9 u regenerovanych rostlin jarniho jecmene odrudy
Golden Promise (velikost amplikonu 309 bp). Vzorky 1 - 7 rostliny jarniho je¢mene
transformované vektorem 101 obsahujici gen Atwbc19; vzorky 8 - 16 rostliny jarniho je¢mene
transformované vektorem 101 bez selekéniho genu; C- negativni kontrola (netransformovana

rostlina); C+ pozitivni kontrola; L marker molekulové hmotnosti Ladder I1.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 HHOC- C+ L

gen gus

296 bp
—

Obrazek 11: PCR analyza gus genu u regenerovanych rostlin jarniho je¢mene odridy Golden
Promise (velikost amplikonu 296 bp). Vzorky 1 - 6 rostliny jarniho je¢mene transformované
vektorem 111 bez selekéniho genu; vzorky 7 - 10 rostliny jarniho je¢mene transformované
vektorem 111 se selekénim genem hpt; C- negativni kontrola (netransformovana rostlina);

C+ pozitivni kontrola; L marker molekulové hmotnosti Ladder I1.

Uspésna transformace byla ovéfena pomoci pfipraveného roztoku X-Gluc. Pfitomnost

gus genu lze usuzovat z modrého zbarveni obilek a kalusu.

Obrazek 12: Detekce gus genu pomoci histochemické reakce (Foto autor)
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6 DISKUZE

JeCmen je ctvrtou nejrozsifengjsi zemédélskou plodinou svéta (po pSenici, ryzi
a kukufici). Vyuziva se zejména ve sladovnictvi a jako krmivo. Dale se pouziva
pro vyrobu lihu, Skrobu, detergentd, farmaceutickych a kosmetickych vyrobkl (Zimolka,
2006).

JeCmen patii z hlediska transgenoze mezi obtizn¢ transformovatelné druhy rostlin.

Efektivita transformace se s vyvojem transformacnich metod postupné zvysovala.

Efektivita transformace je definovdna jako procentudlni vyjadieni poctu Uspésné

transformovanych bunék z celkového poctu izolovanych embryi (Harwood a kol., 2009).

Transformacni efektivita miize byt ovlivnéna mnoha faktory: odridou, typem
a velikosti explantatd, kmenem A. tumefaciens, vektorem, provedenim inokulace

A. tumefaciens, slozenim kultiva¢nich médii a selekci (Bartlett a kol., 2008).

Tingay a kol. (1997) jako prvni publikovali uspé$nou transformaci je¢mene (odrida
Golden Promise) pomoci A. tumefaciens. Vektor pDM805 obsahoval selekéni gen bar
a reportérovy gen gus. Vyizolovali celkem 1282 embryi, ztoho 54 bylo uspésné

transformovano, coZ znamena 4,2% efektivitu transformace.

Vyssi transformacni efektivity dosahl Bartlett a kol. (2008). Vektory fady pBract
obsahovaly selekéni gen hpt a reportérovy gen luc (gen pro luciferazu). Po vyizolovani 1750

nezralych embryi, bylo uspé$né transformovano 432. Ve vysledku se tedy jedna o efektivitu

24,7 %.

Harwood a kol. (2009) publikovali postup transformace pomoci A. tumefaciens,
kmenem AGLL1. Pro dosazeni 25% transformacni efektivity doporucuje transformovat nezrala
zygoticka stejny den nebo den nasledujici po jejich izolaci. V ramci této bakalatské prace byl
tento doporuceny metodicky postup pouzit. Vroce 2011 dosahla Harwood a kol.
35% efektivity transformace.

Nejvyssi GspéSnost transformace je¢mene pomoci A. tumefaciens byla dosazena
v jednom experimentu - 86 % (Hensel a kol. 2009). Transformovali embrya jarniho je¢mene,

odrida Golden Promise, vektorem pSB187, jehoz soucasti byl selekéni gen hpt
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pod CaMV 35S promotorem a reportérovy gen sgfp (synteticky GFP protein) fizeny

konstitutivnim ubiquitinovym promotorem.

V ramci bakalaiské prace byla provedena transformace vektorem pBRACT204, ktery
obsahuje stejny selekéni gen hpt. Transformovana byla rovnéz nezrala zygoticka embrya,
stejné odrudy Golden Promise. Efektivita transformace byla 46,6 %. Ve srovnani
s publikovanymi vysledky Harwood a kol. (2009), kdy v obou ptipadech byla pouzita stejna
metodika transformace a selekce, bylo v bakalaiské praci dosazeno vysoké transformacni

efektivity.

Cilem bakalaiské prace bylo také srovnat efektivitu transformace selekéniho
bakterialniho genu hpt s genem transportéru AtWBC19, ktery je rostlinného piivodu a pochazi
z A. thaliana. Mentewab a Stewart (2005), Rommens (2006) a Bombale (2010) navrhuji
vyuziti genu Atwbcl9 pro selekci vramci procesu transformace jako alternativu
K bakterialnim gentim. Ve srovnani s efektivitou genu hpt byla selekéni efektivita genu
Atwbcl19 nizsi, v experimentu bylo ziskano 10 transgennich rostlin ze 30 kultivovanych
embryi. Efektivita transformace byla 33 %. Jedna se vSak o pfirozeny rostlinny gen, ktery

by bylo mozné spolehlivé vyuzit i v procesu transformace je¢mene. Z hlediska mozného

wewvr

Vysledky bakalarské prace potvrdily, Ze selekéni markery jsou duleZitou soucasti

expresnich vektorti a vyraznym zplsobem ovliviiuji efektivitu transformace.
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7 ZAVER
V ramci bakalaiské prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma selek¢énich gent
pouzivanych u je¢mene jarniho a na alternativni selekéni gen Atwbcl9, ktery vykazuje

u transgennich rostlin rezistenci vic¢i aminoglykosidovym antibiotikim. Transportér

AtWBC19 je soucasti nejpocetnéjsi rodiny ABC transportéra - rodiny AtWBC.

V experimentalni Casti byla provedena transformace nezralych embryi pomoci
A. tumefaciens. Byly pouzity dva vektory - pBract204::VMAtwbc19, jehoz soucasti byl gen
Atwbc19 a srovnavaci vektor pBract204, ktery obsahoval selek¢ni gen hpt. Pomoci PCR byly
u regenerovanych rostlin detekovany transgenni rostliny. Vyhodnocena byla u¢innost selekce
bakterialniho genu hpt a genu transportéru AtWBC19. Soucasti bakalarské prace bylo také

hodnoceni poméru transgennich a netransgennich rostlin regenerovanych bez selekce.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABC - ATP-binding casette

TMD (transmembrane domain) - transmembranova doména
NBD (nucleotide binding domain) - nucleotide-binding doména
CTAB - Cetyltrimethyl ammonium bromid

PCR (polymerase chain reaction) - polymerazova fetézova reakce
AGL - kmen Agrobacterium tumefaciens

X-gluc - 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glukuronid

DMSO - dimethylsulfoxid

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

AtWBC - Arabidopsis thaliana white-brown complex

hpt - hygromycin fosfotransferaza

nptll - neomycin fosfotransferaza Il

TAE pufr - Tris-acetat-EDTA pufr

TE buffer - Tris-EDTA buffer

BAP - 6-benzylaminopurin

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

MS médium - Murashige a Skoog médium

MUG - 4-methyl-umbelliferyl-B-D-glukuronid

ClI - kalus induk¢ni médium

T-DNA (transferred DNA) - transferova DNA

Ti-plazmid (tumor inducing plasmid) - plazmid vyvolavajici nador
TRIS - trisaminomethan

ATP - adenosintrifosfat

rpm (revolutions per minute) - ota¢ky za minutu

primer F - forward primer

primer R - reverse primer

bp (base pair) - para bazi
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