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Souhrn

Psenice je diky své Siroké skale vyuziti jednou z nejvyznamnéj$ich péstovanych
obilovin na svété. PSenice slouzi jako zdroj potravy pro lidstvo, ale také jako krmivo
pro hospodaiskd zvirata. Z diivodu neustale se zvétSujici zalidnénosti planety stoupa
1 produkce psenice a jeji naroky na péstovani. Zvyseni nutri¢ni hodnoty a odolnosti viici
biotickym a abiotickym stresim jsou hlavni Slechtitelské cile. Transgenoze je jednou
z metod molekularni biologie, pomoci nizZ miizeme tyto cile naplnit.

V soucasné dob& jsou vyuzivany dvé metody transformace pSenice: metoda
biolisticka, umoziujici pfimy pfenos DNA do buiiky pomoci mikroprojektili, a metoda
transformace prostiednictvim puidni bakterie rodu Agrobacterium. PSenice vsak patii mezi
plodiny, u kterych je transformace velmi obtiznd. Podminkou Uspésné transformace je
indukce kalusii a vysoka regeneracni schopnost.

V ramci bakalafské prace byla hodnocena indukéni a regeneracni kapacita nezralych
zygotickych embryi hospodaisky vyznamnych odriid pSenice péstovanych na tGzemi CR.
Vybrané odridy pSenice byly transformovany vektorem pBRACT214 pomoci
Agrobacterium tumefaciens. Bylo zjisténo, ze indukéni a regeneracni kapacita pSenice je
genotypové¢ zavisla a velmi rozdilna. Odriida pSenice s nejvyssi indukéni kapacitou byla
jarni odrada Sirael, jako odrida s nejvyssi regeneracni kapacitou byla vyhodnocena ozima

odrtda pSenice, Elly.



Summary

Wheat is due to the wide range of uses one of the most important grown cereals
in the world. Wheat is used not only as a source of food for mankind, but also as a feed
for farm animals. Due to the continuously increasing planet's density of population,
the production of wheat and its growing demands increase. The main breeding objectives
are to achieve the increase of nutritional value and the increase of resistance to biotic and
abiotic stress. Transgenosis is one of the methods of molecular biology, through which we
can fulfill these goals.

At present, two methods of transformation of wheat are used: biolistic method,
that allows direct transfer of DNA into cells by using microprojectiles and a method
of transformation, using the soil bacteria of the genus Agrobacterium. Wheat belongs
to the crops, where the transformation is very difficult. The induction of callus and high
regeneration capacity are the conditions of succesfull transformation.

Within the bachelor thesis the induction and regeneration capacity of immature
zygotic embryos of economically important varieties of wheat grown in the Czech
Republic was evaluated. The selected wheat varieties were transformed by vector
pBRACT214 by Agrobacterium tumefaciens. It was found, that the induction
and regeneration capacity depends on genotype and is very different. The spring species
of wheat called Sirael was proved to have the highest inductive capacity, the winter wheat

called Elly had the highest regeneration capacity.
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1 CILE PRACE

1) Zhodnoceni Gspésnosti transformace psenice na zakladé dostupné literatury.

2) Ovéfeni in vitro induk¢éniho aregenera¢niho systému nezralych, piipadné zralych

somatickych embryi a navrhnuti vhodnych kultiva¢nich médii.

3) Testovani hospodaisky vyznamnych odrud pSenice a vyhodnoceni jejich induk¢ni

a regeneracni kapacity.

4) Transformace odrudy pSenice s nejvyssi indukéni a regeneracni kapacitou pomoci

bakterie Agrobacterium tumefaciens.



2 UVOD

Geneticky modifikované organismy (GMO) jsou na evropském kontinentu stale
pomérné kontroverznim tématem. Mnoho lidi ma z GMO obavy, jako z c¢ehokoliv
neznamého. Ti, ktefi jsou ovSem do problematiky zasvéceni, vi, ze GMO mohou mit
pro lidstvo obrovsky pfinos, at’ uz v zemedélstvi, farmacii ¢i v dalSich oborech.

Mezi ptinosy GMO potravin patfi napt. vyssi nutricni hodnota a prodlouzeni jejich
skladovaci doby, dale pak vyroba Iéki a tzv. jedlych vakcin, péstovani plodin s dodanou
rezistenci vici herbicidim, moznost vyroby biodegradovatelnych plastli v plodinach
a dalsi. Na druhou stranu, GMO plodiny s sebou mohou nést i jista rizika, jako je napf.
tvorba toxickych nebo alergennich produkti a moznost jejich Skodlivého dopadu na urcité
zivo¢isné druhy, pokles biodiverzity, ale také zvySeni zavislosti malych farmaia
na velkych agrochemickych spole¢nostech (Snustad a Simmons, 2009).

Diky velkému mnozstvi pozitiv, které nam vSak transgenni organismy mohou
nabidnout, se objevuje snaha vnést pozadované geny do kulturnich plodin ¢i laboratornich
zvitat. Vlastnosti organismi, kterych bychom pomoci genetické modifikace dosahli,
bychom ziskavali §lechténim velmi pomalu nebo viibec. Vyznam transformace organismti
do budoucna vzhledem k neustale vzristajici pocetnosti lidské populace jisté poroste.

Jelikoz vyrobky z obilovin patfi mezi nejvice konzumované potraviny na svéte,
obilovin je pSenice. PSenice je hojné¢ vyuZivana k vyrobé peciva, té€stovin, ale taktéz jako

objemné krmivo a stelivo (Drobnik a kol. 2002).



3 GENETICKY MODIFIKOVANE ORGANISMY

Geneticky modifikovanymi organismy nazyvame organizmy, do jejichz genomu byla
vnesena genetickd informace z organizmu jiného druhu. Tyto organizmy nazyvame
téz jako transgenni. Gen, ktery vnaSime do cizich organismul, pak oznacujeme jako
transgen. Zpiisob, kterym vytvoiime takto modifikovany organismus, se nazyva
transformace. Pokud vnasime geny do bun€k rostlinnych, nazyvame tento proces
transgenozi. V dnesni dob¢ jsou znamy zpusoby, jimiz jsme schopni vnaset geny
do rostlinného genomu. Nejcastéji je vyuzivano ptimé vnaseni DNA do rostlinnych bunék
pomoci mikroprojektilového ptenosu DNA, nebo pomoci upravenych piidnich bakterii
rodu Agrobacterium. Usek DNA, jez vnasime do rostlinného genomu, obsahuje zpravidla
dva transgeny: selekéni a hlavni, neboli z4jmovy gen. Selekéni transgen umoznuje déleni
pouze bunkdm, v jejichz genomu se selekéni transgen nachazi. Zajmovym genem
nazyvame gen, jehozZ projev je predmétem veédeckého nebo Slechtitelského zajmu. Kromé
transgenu selek¢niho a hlavniho se do inzertu vklada také tzv. gen reportérovy, jehoz
projev je snadno méfitelny a umoziluje nam detekovat pfitomnost ¢i nepfitomnost
vneseného inzertu.

Prvni transgenni rostliny se zacaly péstovat roku 1994 a od té doby se pocet
transgennich odrtid 1 plocha, na které jsou pestovany, mnohonasobné zvysili. Transgenni
rostliny jsou dnes péstovany predeviim v USA, Kanadg, Argentiné a Ciné. Mezi nejhojngji
hospodarsky vyuzivané transgenni rostliny patii napf. kukufice, bavlnik, brambor, ryze,
fepka, sdja a mnoho dalsich (Drobnik a kol., 2002).

Prvni obilnina, u niZ bylo dosazeno tspésné genetické modifikace, byla kukutice. Jeji
transformace byla zaloZena na pfimém pienosu DNA (Sood a kol., 2011). Mechanizmus
ptimého pienosu DNA s sebou ovsem nese fadu nevyhod. Proto vznikla snaha vyvinout
jiny, efektivngj$i zplsob transformace. Jako vhodna se jevi metoda transformace pomoci
bakterie Agrobacterium tumefaciens (Hensel a kol., 2009). Tato metoda nam umoznuje
ptenos dlouhych segmentii DNA za jejiho minimalniho pfeuspofadani, vnesené geny jsou
pfitomny v mén¢ kopiich a dokonce i transformacni efektivita je oproti pfimému vnaSeni

gend vyssi, nemluveé o vyhodnéjsi financni strance této metody (Patnaik a kol., 2006).
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3.1 Primé vnaseni DNA

Ptirozenymi hostiteli Agrobacteria tumefaciens jsou dvoudélozné a nahosemenné
rostliny. Transformace rostlin jednod€loznych, mezi néz patii napf. obilniny nebo
cibuloviny, je proto pomérné obtizna. Nejrozsifenéjsi metodou ptimého pienosu DNA je
metoda Dbiolistickd. Zatimco v prvopocatcich se vyuzivalo pfimé transgenoze
prostfednictvim DNA pouze u rostlinnych protoplastd, dnes lze tuto metodu aplikovat
I na rostlinna pletiva, kterd jsou nasledné péstovana Vv podminkach tkanovych kultur

(Drobnik a kol., 2002).

3.1.1 Vnaseni DNA pomoci mikroprojektila

Vnaseni DNA pomoci mikroprojektilti, téZ microparticle bombartment, je metoda
vyuzivajici DNA obalené ¢astice wolframu, ¢i zlata, které jsou vstielovany do rostlinnych
bunék. Mikroprojektily jsou smichany s roztokem obsahujici plazmidovou DNA a dalsi
latky. Pfi laboratorni teplot€¢ dochazi k odpafeni vody a ulpivani plazmidové DNA
na mikroprojektilech. Ty jsou nésledné¢ napf. za pomoci vyrovnavani pietlaku hélia
vsttelovany do rostlinnych pletiv. Objekt vstielovani je umistén ve vakuu. Explantat
podrobeny transformaci, napf. embryo, je poté pfemistén na vhodné¢ médium, zajiStujici
rust kalusu a soucasné selekci transgennich pletiv, za pfedpokladu, Ze jsme do né€j vnasely
gen zajist'ujici rezistenci vuc¢i konkrétnimu antibiotiku. K tomu, aby doslo k zabudovani
transgenu do rostlinného genomu, musi mikroprojektil proniknout pies epidermis
a cytoplazmu az do rostlinného jadra, zaroven je nutné, aby buiika zasah piezila

(Drobnik a Ondtej, 2002).
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3.2 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) patii mezi pidni gramnegativni bakterie
¢eledi Rhizobiaceae. Tato bakterie je schopna vyvolat u vétSiny dvoudéloznych rostlin
tvorbu nadord typu crown-gall, zvanych krékové nadory. Infekcnost A. tumefaciens je
podminéna piitomnosti velkého onkogenniho tumor inducing (Ti) plazmidu o velikosti
200 000 paru bazi, v némz se nachazi oblast nukleotidii zvana transferred DNA (T-DNA).
Kromé T-DNA zde vsak také nalezneme geny zodpovédné za virulenci, geny zodpovédné
za konjugativni prenos Ti plazmidu mezi jednotlivymi buiikami A. tumefaciens a geny
pro katabolismus opina (Brown, 2007).

Opiny jsou latky syntetizované transformovanymi rostlinnymi buiikami, jimiZ jsou
také vylucovany do okoli a nasledné¢ metabolizovany bakteriemi, které jejich tvorbu
vyvolaly. Opiny slouzi pro bakterie jako zdroj energie, dusiku a uhliku. Déle se také podili
na indukci pienosu Ti plazmidu do dalsich bun¢k A. tumefaciens. Na zaklad¢
syntetizovanych opint lze rozdé¢lit A. tumefaciens na oktopinovy nebo nopalinovy typ.
Na rozdil od kompaktni T-DNA nopalinového typu je T-DNA oktopinového typu
rozdélena na 2 useky, oznaCované jako tsek levy (TL) a usek pravy (TR). Do genomu
rostlin se mohou oba useky zac¢lenovat soucasné, ale také kazdy zvlast. Geny zajist'ujici
dediferenciaci a nadorové bujeni jsou vSak umistény pouze na levém useku T-DNA, ktery
tudiz nabyva vétsi dilezitosti (Drobnik a Ondiej, 2002).

Schopnost ptfenosu A. tumefaciens je zajisténa prostiednictvim plazmidovych
a chromozomalnich virulentnich gend. V pribéhu hojeni poranénych dvoudéloznych
rostlin dochdzi k syntéze ligninu z fenolickych prekurzort. Tyto prekurzory jsou zaroven
chemoatraktanty pro A. tumefaciens a induktory pro Ti-plazmidové virulentni geny, zvané
vir-geny.

Mezi chromozomalni bakterialni virulentni geny patii konstitutivné exprimované
geny chvA a chvB. Zminéné geny umoziuji piichyceni bakterie k rostlinné buiice pomoci
celulézovych vldken. (Prochazka a kol., 1998). Dal§im chromozomalnim virulentnim
genem je pscA, jehoZ expresi vznikaji bakterialni extracelularni polysacharidy. Konkrétni
funkce genu chvA spociva v syntéze proteinu podmifiujiciho vylucovani B-1,2-glukanu
bakterialni bunkou do okoli. Za tvorbu pB-1,2-glukanu je zodpovédny gen chvB
(Drobnik a Ondiej, 2002).

Mezi plazmidové bakterialni geny, oznacené jako vir-geny, patiéi geny VirA az virH,

ptiCemz gen VirA a virG fidi transkripci ostatnich vir-gent. Plazmidové virulentni geny
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umoziuji bakterii rozpoznat rostlinné buiiky a podili se na néasledném ptenosu T-DNA
(Prochazka a kol., 1998).

Vir-geny koduji enzymy, jez jsou zapotiebi K vystiizeni, pfenosu a za¢lenéni tseku
T-DNA béhem procesu transformace. Konkrétni funkci genu VvirA je kodovani
transmembranového proteinu bakterii, jez je citlivy na pfitomnost fenolickych latek
Vv prostiedi. Jedna se o stale aktivni gen s kratkou N-terminalni periplazmatickou a dlouhou
C-terminalni cytoplazmatickou doménou, jez nese schopnost autofosforylace.
Autofosforylaci C-terminalni domény genu VirA dochazi soucasné k aktivaci fosforylace
genu  virG, jehoz expresi vznikd protein  ovliviujici  dalsi  vir-geny
(Drobnik a Ondtej, 2002).

Geny vir jsou na nizké urovni exprimovany i v buiikdch A. tumefaciens, Zzijicich
v pudé. Po styku bakterii s poranénymi rostlinnymi bunkami, ¢i jejich sekrety, vSak
dochazi k mnohonasobnému zvyseni exprese téchto genti. Mezi induktory vir-gent jsou
fazeny fenolické latky, jako napf. acetosyringon (Snustad a Simmons, 2009). Mezi latky
acetosyringonového typu patii acetovanilon, vanilin, hydroxyacetofenon, kyselina
sinapova, katechol, kyselina lysergova, kyselina galova, kKyselina 4- hydroxybenzoova,
kyselina  B-resorcylova, kyselina  ferulovd, katechol, pyrogalol a  dalsi
(Drobnik a Ondiej, 2002).

Plsobeni acetosyringonu a jeho role pii ,,doruc¢eni T-DNA byla provéfovana
Wu a kol., (2003). Nezrala embrya ruznych velikosti i odrid byla 3 dny kultivovana
Vv piitomnosti A. tumefaciens na médiu s obsahem acetosyringonu o koncentraci 200 umol/l
a na meédiu, jez acetosyringon neobsahovalo. Pfidavek 200 pmol/l acetosyringonu
do inokula¢niho a ko-kultivaéniho média zplsobil signifikantni vzrist efektivniho
doruc¢eni T-DNA. Vliv acetosyringonu na regeneraci a transformacni efektivitu rostlin
tvrdé pSenice, transformované A. tumefaciens, byl dale zkouman ve studii
He a kol., (2010). Ve vyzkumu byla testovana u¢innost dvou koncentraci acetosyringonu,
2 mg/l a 5 mg/l, na regeneraci rostlin tvrdé psenice a kone¢nou transformacni efektivitu.
Statisticky vyznamny rozdil vlivu média s acetosyringonem a bez néj na regeneraci
a transformacni efektivitu rostlin v§ak nebyl pozorovan.

V transformaénim procesu hraji velmi dileZitou roli tzv. hranice segmentu T-DNA,
které jsou tvofeny pfimym opakovanim ne zcela shodnych 25pb tsektit DNA. Hlavni tllohu
pfi transformaci plni pravd hrani¢ni sekvence, od které pienos T-DNA zacina
(Prochazka a kol., 1998). Pro vystépeni a pifenos T-DNA musi byt vSak vzdy jedna

Z repetic pfitomna ve formé cis (Snustad a Simmons, 2009).
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Jakykoliv usek DNA vloZzeny mezi tyto hranice muize byt dale transportovan
a integrovan do rostlinného genomu. Struktura T-DNA je v rostlinné bunce stabilni a je
jako nedilnd soucast chromozomu pienaSena do dcefinych rostlinnych bunck
(Brown, 2007). Ptenos T-DNA je nastartovan zlomem na dolnim vlakné T-DNA v jeho
pravé, 25 part bazi dlouhé, hranicni sekvenci, a to mezi jeji tfeti a Ctvrtou bazi.

Cely proces integrace T-DNA do rostlinného genomu lze shrnout nasledovné:
A. tumefaciens rozpozna citlivé, poranéné rostlinné bunky, vylucujici fenolické a jiné latky
do prostiedi. Pritomnost specifickych latek nasledné zpusobi aktivaci gent vir-oblasti
Ti plazmidu, ¢imz dojde k vyvolani pozitivni chemotaxe A. tumefaciens k poranénym
rostlinnym bunikam. A. tumefaciens se diky tvorbé produktti genti chvA, chvB a pscA vazi
na rostlinné buniky. Zarovent dochazi k vazbé signalnich molekul na receptorové proteiny
bakterialni bunééné stény, za jejichz syntézu zodpovida gen VirA. Nasleduje ptenos signalt
pies bakterialni bunéfnou sténu a aktivace transkripce ostatnich vir-gend
(Drobnik a Ondfej, 2002). Protein, vznikly expresi virD1-genu, pusobi jako specificka
nukleaza, ktera vystépi pravdépodobné jediné vlakno T-DNA (Prochazka a kol., 1998).
Poté dochazi k uvolnéni jednovlaknovych kopii T-DNA a vneseni za pomoci pfenosového
komplexu do bunééného jadra rostlinné buiiky (Drobnik a Ondfej, 2002). V konecné fazi
dochazi kintegraci T-DNA do rostlinného genomu procesem nahodné (ilegitimni)

rekombinace, ktera zajistuje meiotickou a mitotickou stabilitu vélenéné DNA.

Obrazek 1: Pienos A. tumefaciens do rostlin

Chromosomal
DA

Chromosome
T-DNA
Ti plasmid

S |
( \ )
'M’
Agrobacterivm :
tumefaciens Transtormed
plant cell
(a) (b} (c)

Pievzato z: www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/MolStudents/spring2003
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3.2.1 Transformace pomoci A. tumefaciens

A. tumefaciens je pfirozenym hostitelem dvoudéloznych rostlin, nikoliv vSak
jednodéloznych, mezi néz jsou fazeny také obilniny. Transformace jednodéloznych rostlin
chemickym slozenim bunécnych struktur (bunécna sténa), typem meristematickych bunék,
¢i schopnosti jejich dediferenciace. V disledku toho procesy, jako chemotaxe, reakce
a prichyceni A. tumefaciens k poranénym bunikam, ale také pfenos a integrace T-DNA
do rostlinného genomu, probihaji odlisné. V soucasné dob¢ jsou vyvijeny nové postupy,
jejichz cilem je zvysit efektivitu transformace jednodéloznych rostlin  pomoci

A. tumefaciens (Sood a kol., 2011).

3.2.1.1 Vektory

Kointegrativni vektory:

Jako kointegrativni vektory jsou oznaovany kmeny A. tumefacines, jejichz
Ti plazmid nese modifikovanou T-DNA. Ta musi kromé konkrétniho, vybraného genu
obsahovat také selektovatelny gen. Prvnim zkonstruovanym kointegrativnim vektor nesl

nazev pGV3850.

Binarni vektory:

Jedna se o kmeny A. tumefaciens, u nichz byl Ti plazmid rozdélen na dva plazmidy
mensi. Jeden z plazmidi obsahuje pouze usek virulence, druhy naopak nese pouze T-DNA
a gen, zajist'ujici rezistenci viici zvolenému antibiotiku.

K tpravam plazmidt a vnaSeni pozadovanych gend jsou vyuzivany bakterie E. coli.
Pomoci specifické restrikéni endonukledzy dochazi k vystépeni kyzeného genu
z disponované DNA a jeho vlozeni do oblasti polylinkerové sekvence (restrikéni misto
pro vestavéni genu) T-DNA plazmidu. V T-DNA se kromé polylinkrové sekvence nachazi
také selektovatelny a Casto i reportérovy gen. Plazmid je nasledné transformaci dopraven
do bungk E. coli. Bakterie, do nichz byl plazmid vlozen, jsou vyselektovany a plazmid
se Vnich nechd namnoZit. Poté je plazmid opé&tovné izolovan, rozStépen restrikénimi
enzymy a provadi se kontrola jeho struktury. Pokud je vSe v potadku, nasleduje jeho
prenos zE. coli do A. tumefaciens transformaci ¢i Dbakterialni konjugaci
(Drobnik a Ondfej, 2002).
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3.2.1.2 Selek¢ni a reportérové geny:

Selektovatelné geny, jez jsou vklddany do rostlinnych bunck, ndm umoznuji
detekovat ty zbuné€k, u nichZz probéhl proces transformace uspésné. K pienosu
selektovatelnych genii se vyuziva modifikovany Ti plazmid, z né¢hoz byly v pfedchozich
krocich odstranény geny zodpovédné za zvySenou syntézu auxinl a cytokininti. Nejcasteji
jsou do Ti plazmidu vnaseny geny zajistujici rezistenci vuc¢i antibiotikim, ktera jsou
zamérné pridavana do kultivacnich médii. Selekéni geny rozkladaji antibiotika, ¢imz
umoziuji bunkam piezit. Bunky, které nebyly transformovany, jsou naopak antibiotiky
likvidovany. Transgeny pro rezistenci k antibiotikiim patii ptivodné k bakterialnim gentim,
jejichz bakteridlni regulacni sekvence DNA, lokalizované na pocatku a konci genu, byly
vyménény za rostlinné. Jedna se tedy o tzv. chimérické geny. Tato modifikace umoznuje
expresi ptivodné bakteridlnich genil v rostlinach. Mezi nejpouzivanéjsi selekéni geny patii
kanamycin a hygromycin (Drobnik, a kol., 2002). Jako gen, zajistujici rezistenci vici
kanamycinu je pouzivan gen nptll, kddujici neomycinfosfotransferazu II. Pro rezistenci
vici hygromycinu je vyuzivan gen odvozeny od aphlV Escherichia coli (E. coli), kodujici

hygromycinfosfotransferazu (Drobnik a Ondtej, 2002).

Reportérové, cCili signalni geny, vytvaifi biochemické produkty, které
Ize snadno detekovat a nasledné kvantitativné hodnotit. I zde jsou vyuzivany chimérické
geny, obsahujici jak rostlinnou, tak bakteridlni ¢i Zivoc¢iSnou DNA. Mezi dnes vyuZivané
reportérové geny patii transgen pro chloramfenikolacetyltransferazu, p-glukuronidéazu,
V dnes$ni dobé povaZovan transgen pro S-glukuroniddzu, oznacovany jako GUS. Vhodné
substraty jsou Stépeny za vzniku modrého zbarveni nebo fluoreskujicich latek.
Jako substraty pro reakci jsou pouzivany razné p-glukuronidy. Mezi metody detekujici
GUS aktivitu patii fluorescen¢ni a histochemicka metoda. Jako substrat pii fluorescencni
metod¢ slouzi 4-methyl-umbelliferylglukuronid (MUG), pii histochemické metodé je
vyuzivan 5-brom-4-chlor-3-indolylglukuronid (X-gluc) (Drobnik, Ondfej, 2002).
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4 PSENICE

PSenice patii beze sporu mezi nejvyznamngjsi kulturni plodiny na svété. Plvod
této vyznamné obiloviny najdeme v Predni Asii, nékteré odridy vsSak pochézi taktéz
z Etiopie. Odtud se pSenice rozsifila do Evropy a nasledné také do Ameriky. Jedna se
o samosprasnou rostlinu, pfesto muze byt ziidka opylena i cizim pylem za vzniku
pfirozenych hybridi.

Z botanického hlediska fadime pSenici mezi jednodélozné krytosemenné rostliny,
spadajici do ¢eledi lipnicovitych. Rod Triticum je rozdélen na 15 druht, které jsou
na zaklad¢ poctu chromozémii dale Clenény na 3 skupiny, a to na pSenice hexaploidni
se 42 chromozémy, pSenice tetraploidni s28 chromozémy a pSenice diploidni
se 14 chromozomy. Kazdou z vyjmenovanych skupin lze déle d¢lit na pSenice nahé,
¢ili bezpluchaté, pSenice pluchaté a pSenice plané neboli divoké. Dale délime pSenice podle
typu vyvoje na ozimé a jarni.

Veskeré obiloviny se skladaji z nadzemnich organti, zahrnujicich stébla s listy a klasy
a podzemnich organti, tedy kotfent. Kli¢ici obilka pSenice vytvaii nejprve 3 zarodecné
kotinky. Ty proristaji do hloubky, kde se rozvétvuji a zprosttedkovavaji vyzivu rostlinky.
Z odnozovaci uzliny se poté vytvati adventivni, Cili korunkové svazcité kofeny. Listy
pSenice jsou tmavé zelené, povétSinou Siroké a holé, nebo pouze s ojedinélymi chloupky,
které¢ opadavaji. Kvétenstvim je klas, sloZzeny z Clankovitého vieténka, na jehoz obou
stranach se nachazi klasky. Kazdy klasek tvori dvé Siroké, kratké plevy a kvitky. Kvitek
uzaviraji dvé pluchy, a to vétsi vnéjsi plucha a mensi vnitini pluSka. U nékterych odrid
pSenice se setkavame s pluchami prodlouzenymi v dlouhé stétinové osiny. Plodem pSenice
je obilni zrno neboli obilka. Jednd se o jednosemennou nazku, jejiz slupka je tvotfena
oplodim na vné&jsi strané a osemenim na stran¢ vnitini.

PSenice mé ze vSech obilovin nejvétsi naroky na sloZzeni pudy. Jeji optimalni rist
vyzaduje hluboké¢ a jilovité pady. Naopak, pudy suché, mélké, piscité, kamenité a silnéji
kyselé jsou pro pSenici naprosto nevyhovujici. PSenice, stejné tak jako dalSi obiloviny,
hraje vyznamnou roli ve vyziveé lidské spolecnosti diky své vysoké vyzivné hodnoté.
Obilné zrno obsahuje zvlaste glycidy, mezi které fadime Skrob, ale také bilkoviny,
mineralni latky a vitaminy skupiny B, D a E. Z nutri¢niho hlediska se klade nejvétsi diiraz
na pritomnost bilkovin, které jsou Vobilninach tvofeny pievazné gluteninem

a gliadinem (Spaldon, E. a kol., 1963).
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Tabulka 1: Srovnavaci tabulka transformace pS$enice pomoci A. tumefaciens

za obdobi 2005 -2011

Rok | Odrida Explantat Vektor Gen Efektivita Citace

transformace

2005 | Triticum Nezrala | pAL154, Bar, +1 % Wu a kol.
aestivum embrya | pAL156 uidA
(Florida,

Fielder,
Cadenza)

2006 | Triticum ,In plG121-Hm, | Nptll, 29-38 % | Supartana
aestivum planta®“ | pBl-res Hpt, a kol.
(Shiranekomugi)| (klas na Gus

rostling)

2006 | Triticum Zrala pCAMBIA Nptll, | 1,6-1,77 % | Patnaik a kol.
aestivum embrya | 3301, Gus
(HD2329, pBI101
CPAN1676,

PBW343)

2006 | Triticum Zrala pCAMBIA Nptll, | 1,28-1,54 % | Patnaik a kol.
durum embrya | 3301, Gus
(PDW215, pBI101
PDW233,

WH896)

2007 | Triticum Nezralda | pAL154, Bar, 0-3,1 % Wu a kol.
durum embrya | pAL156, gusA
(Ofanto) pPAL155,

pSoup

2009 | Triticum Zrala pBI121 Nptll, 0,9 % Ding a kol.
aestivum embrya Gus
(EM12)

2009 | Triticum Nezrala | pSB187 Hpt, 2-10 % Hensel a kol.
aestivum embrya Sgfp
(Certo)

2010 | Triticum Nezrala | pAL154, Bar, 6,3 % He a kol.
durum embrya | pAL156 Gus A
(Stewart)

Tabulka 2: Casovy vyvoj metod transformace p3enice (Jones a Lazzen, 2009)

Rok Typ pSenice Zpisob transformace
1992 Jarni pSenice Particle bombardment
1993 Ozima pSenice Particle bombardment
1997 Jarni pSenice Agrobacterium tumefaciens
1997 Tvrda pSenice Particle bombardment
2003 Ozima pSenice Agrobacterium tumefaciens
2007 Tvrda pSenice Agrobacterium tumefaciens
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5 REGENERACE IN VITRO

K tomu, abychom =ziskali dospélé rostliny z vyextirpovanych a nasledné
transformovanych embryi, slouzi proces regenerace. Regeneraci rostlin Ize definovat jako
obnovu porusené celistvosti. Pokud regenerace probihd za tzv. normalnich podminek,
hovofime o regeneraci in vivo. Pokud ovSem tato regenerace probihd v nadobach
se sterilnim prostiedim a definovanym médiem, jedna se o regeneraci in vitro. Casti rostlin,
které izolujeme za ucelem in vitro kultivace potom nazyvame jako explantaty. Mezi
explantaty tfadime spory, nezrald a zrald embrya, semena, organy, pletiva, jednotlivé
bunky, ale také buiniky zbavené bunécnych stén, tedy protoplasty. Na vyvoj explantati ma
vliv mnoho rtznych faktorti, mezi néz patii sloZeni kultivaénich médii, kvalita, intenzita
a fotoperioda svétla, teplota a pifipadné 1 plynnd slozka kultivaéniho prostredi

(Prochazka a kol., 1998).

Dalsimi faktory, které by potencionalné¢ mohly ovliviiovat embryogenezi u pSenice,
se zabyvali Leon a kol., (2006). Mezi sledované faktory ovliviujici embryogenezi patfila
teplota, velikost embrya a ¢ast klasu, z néhoZ bylo embryo odebrano.

NejvysSich hodnot frekvence embryogeneze, regenerace a poctu regenerovanych
rostlin na explantat bylo dosazeno po vyuziti prvniho ze tfi moznych klast, tedy Kklasu
z hlavniho stonku, jako zdroje embryi. Embrya pouZzitd ze druhého a tfetiho klasu
vykazovala mensi hodnoty jak Vjejich regeneraéni kapacité, tak Vv mnozstvi
regenerovanych rostlin, pfipadajicich na jeden explantat.

Druhym zkoumanym faktorem byla velikost embrya pouzitého k procesu regenerace.
Optimalni rozmezi velikosti embryi se v zavislosti na genotypu vybranych odrid liSilo.
Odrady Anza a Perico vykazovaly nejvyssi embryogenni kapacitu pii velikosti embrya,
které bylo mensi nez 1 mm. Naopak, odrida Bob White vykazovala nejvyssi embryogenni
kapacitu pii velikosti embrya az do 2 mm. Pokud vsak velikost embrya piekrocila hranici
2 mm, embryogenni Kapacita znateln¢ poklesla.

Treti zkoumany parametr, ovlivigjici somatickou embryogenezi, regeneraci
a mnozstvi nové utvorenych rostlin na explantat, byl vliv kultiva¢ni teploty. Optimalni
kultivacni teplota je stejné jako vhodnd velikost embryi, ovlivnénd genotypem dané
rostliny. Zatimco idealni kultivacni teplotou pro vétsinu odrid psenice je 25 °C, pro odrudy

Anza a Perico odpovida optimalni kultivacni teplota 21 °C.

19



5.1 Morfogeneze — regenerace in vitro

Regenerace in vitro je u expantati také Casto nazyvana morfogenezi. Morfogenezi
rozumime vytvafeni organizovanych struktur, tedy organt. Jeden =ze zakladnich
predpokladli regenerace je schopnost dediferenciace, bunécného dé€leni a nasledné
diferenciace rostlinnych bun¢k. To znamena, Ze jakakoliv plnohodnotna rostlinna burka je
schopnd dat vzniku nové rostliné. Tuto schopnost rostlinnych bun€k oznacujeme
jako totipotence. K tomu, aby vznikla celistva rostlina je kromé& schopnosti totipotence
potfeba také existence apoptdzy, tedy organizované bunétné smrti urcitych konkrétnich
bunck.

Regeneraci lze také rozd¢lit na regeneraci pfimou a nepiimou. Pokud dochazi
Kk regeneraci piimo na izolovaném pletivu ze zaloZenych zakladd, nebo de novo, tim,
ze se dediferencované bunky zacnou podilet na vytvafeni novych struktur, jedna
se o regeneraci pfimou. Pokud je nejdiive vytvafen kalus, z n¢hoz se az po zméné
kultiva¢nich podminek vytvaii zcela nové struktury, hovofime o regeneraci nepiimé.
Za nepiimou regeneraci tedy oznacCujeme proces, kdy se mezi piivodni organizovanou
strukturou explantatu a nové vzniklou organizovanou strukturou nachéazi stadium kalusu.
Kalus lze definovat jako amorfni, neorganizované, dediferenciované pletivo bez zjevné
polarity. Na to, jakou vyvojovou cestou se budou izolované explanty ubirat, hraji roli
genotyp a kvalita donorové rostliny, orientace explantatu, obdobi odbéru explantatu, organ,
zngjz byl explantat izolovan, fyziologické a onkologické staddium explantatu, velikost
explantatu, pfedchozi plisobeni na donorovou rostlinu a inokula¢ni hustota. V dnesni dob¢

V in vitro podminkach rozliSujeme dva sméry, kterymi se regenerace muze ubirat,
a to bud’ cestou organogeneze nebo embryogeneze. Embryogenezi déle rozliSujeme
na embryogenezi  zygotickou, somatickou, gametofytickou a  somatickou
polyembryogenezi. Embryogeneze je proces, pii némz dochazi k vyvoji zarodku z jediné
bunky (Prochazka, S. a kol., 1998).

Na rozdil od dvoudéloznych rostlin, obilniny, a jednod€lozné rostliny vSeobecné,
Spatné regeneruji rostliny z listli. Za ucelem regenerace obilnin lze ovSem vyuZzit napf.
nezrald embrya, embryogenetické pylové kultury, semennik ¢i izolované bunky

zarode¢ného vaku (Hensel a kol., 2009).
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5.1.1 Somaticka embryogeneze

Somatickou embryogenezi Ize definovat jako proces, pfi némz se somatické bunky
diferencuji v somaticka embrya. Tato proména zahrnuje n¢kolik dil¢ich krokt, pocinaje
tvorbou proembyrogenetické masy, pokracuje pies formaci somatického embrya, jeho
zrani a nasledné vysychani a rostlinnou regeneraci konce. Somaticka embrya se podobaji
embryim zygotickym. Nalezneme u nich bipolarni strukturu nesouci typické embryonalni
organy, zahrnujici kofinek, hypocotyl a délohy. Vyvoj somatického embrya miize jit cestou
pfimé ¢i nepiimé embryogeneze. V piipadé nepfimé embryogeneze je vytvaren
tzv. embryogeneticky kalus, slozeny z proembryogenetické masy.

Tvorba embryogenetickych kalusti je umoznéna sériemi bunécnych, asymetrickych
déleni a zaroven kontrolovanym bunéénym rustem. Za asymetrickd déleni jsou
zodpovédné ristové regulatory, nizké pH prostiedi a elektrické pole vytvotfené okolo
bunék. K iniciaci proliferace proembryogenetické masy je zapotiebi pfitomnosti auxinu,
ktery vyvola acidifikaci bunééné cytoplazmy, nebo/a bunééné stény, ¢imz je umoznéno
polarizované déleni.

Na zrani somatickych embryi se podili pfitomnost etylenu, osmoticky stres,
pH prostiedi a fotoperioda. Pouze zrald embrya snormalni morfologii, dostatkem
nastfadanych zasobnich latek a ziskanou toleranci vii¢i vysuseni, jsou schopna vytvaiet
normalni rostliny.

Somatickd embrya jsou vyuZivana ke studiim regulace embryonalniho vyvoje,

nebo se vyuzivaji pro genetické manipulace (Von Arnold a kol., 2002).
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5.2 Kultiva¢ni média

Pro jednotlivé druhy rostlin a urcity typ explantatu jsou komeréné vyrabéna
kultiva¢ni média, kterd obsahuji makroelementy, mikroelementy, vitaminy a ostatni latky.
Podle ucelu kultivace (organogeneze, embryogeneze) lze specifikovat typ a slozeni

kultiva¢niho média (Hall, 1999).

5.2.1 Komponenty kultiva¢niho média dle Hall, (1999)

1. Anorganické latky
A) makroelementy — vyskytuji se v mM koncentraci a zahrnuji N, P, S, Ca, K, a Mg
B) mikroelementy — jsou pfitomny v uM koncentraci, patii mezi n¢ B, Co, Cu, Fe, I,
Mn, Mo a Zn, taktéz zde fadime Ni a Al

2. Organické latky
A) aminokyseliny
B) vitaminy — nejcastéji jsou pridavany thiamin, pyridoxin, kys. nikotinova
a myoinositol
C) zdroj uhliku — fadime zde sukrézu, glukézu a maltozu
D) fytohormony — mezi nej¢astéji pridavané fytohormony patii auxiny a cytokininy,
o fytohormonech budu pojednavat v nasledujici podkapitole
E) antibiotika — nutna pfi transformacénich experimentech
F) Zelirujici ¢astice — napt. agar, agardza, fytagel, geltrit

G) ostatni ptidavné latky — napt. kokosové mléko (kultury protoplasti)
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5.3 Fytohormony

Na vyvoj explantath ma vliv mnoho riznych faktorti, mezi néz patfi slozeni
kultivacniho média, svételna slozka a dalsi. V kultivaénich médiich hraje obzvlaste
vyznamnou roli piitomnost specifickych rostlinnych signalnich latek, fytohormont.

Fytohormony jsou nizkomolekularni signalni latky, které se pfirozen¢ nachdzi
v rostliné v nizkych koncentracich. Jejich funkci je pfenos informaci mezi rostlinnymi
pletivy a organy. Fytohormony patii mezi pfirozené rostlinné metabolity, které jsou
rozeznavany specifickymi bunécnymi receptory, jejichz pocet je urcujici pro citlivost
bunky k signalu. O tom, jakou reakci fytohormony v rostlin¢ vyvolaji, rozhoduje
koncentrace kazdého z nich i jejich vzajemna interakce (Pavlova, 2005).

Syntéza fytohormonli neni vazédna na konkrétni rostlinny organ. Jejich produkce
probihd v riznych pletivech riznych organt a riznou rychlosti. O ¢asu a lokalité jejich
syntézy rozhoduji stimuly z vngjsiho prosttedi. Uginna koncentrace rostlinnych hormoni je
kontrolovana nékolika pochody, zahrnujicimi jejich biosyntézu, inaktivaci, degradaci
a transport. Fytohormony, na rozdil od ZivociSnych hormont, piisobi pleiotropné,
¢ili ve vice smérech. Jeden fytohormon muze vyvolat kvalitativné odliSné ucinky
v riznych pletivech, ale i v tomtéz pletivu v odlisnych koncentracich. Fytohormony mohou
byt vrostliné transportovany mezi jednotlivymi bunkami, stejné tak, jako vodivymi
drahami

Fytohormony jsou na zdkladé¢ své chemické struktury rozdéleny na auxiny,
cytokininy, gibereliny, etylén a kyselinu abscisovou. V poslednich letech byly taktéz
objeveny dal§i latky fytohormondlniho charakteru, jako kyselina jasmonova,
brassinosteroidy, kyselina salicylova a dal§i. V dnesni dobé¢ jsou jiz bézné laboratorné
pfipravovany syntetické latky, jejichz struktura se podoba struktuie fytohormont. Tyto
latky mohou byt rostlinami pfijiméany a dale v rostliné fungovat jako jeji ptfirozené rstové
regulatory (Lustinec a Zarsky, 2005).

Fytohormony patii mezi vyznamné slozky kultivacnich médii uréenych k indukci
tvorby kalusi a regeneraci rostlin. Jedny z nejvyznamnéjSich a taky nejpouzivanéjsich
fytohormonil v procesu regenerace jsou auxiny a cytokininy, o nichz budu pojednavat

Vv nasledujicich podkapitolach.
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5.3.1 Auxiny

Auxiny jsou rastové regulatory ovliviiyjici fadu dilezitych pochodi, odehravajicich
se Vrostliné. Auxiny podporuji prodluzovaci rist bunck, jsou zodpovédné za apikalni
dominanci rostlin, stimuluji tvorbu laterdlnich a adventivnich kofend, ¢i diferenciaci
vodivych pletiv a aktivitu kambia. Syntetické auxiny jsou pro své zakotenovaci schopnosti
bézné¢ vyuzivany v zahradnictvi pii vegetativnim mnozeni rostlin. Mezi dalsi vlastnosti
auxinu dale fadime oddalovani opadu listi a vliv na rist plodd. Auxiny jsou vytvareny jiz
Vv ¢asnych vyvojovych stadiich embrya, v nichz hraji zasadni roli pfi jejich polarizaci.
Nejjednodussi auxin, kyselina indolyl-3-octova, se vytvaii v mladych, rychle se délicich
bunkach (Pavlova, 2005).

Auxiny hraji taktéz dulezitou roli v aktivaci genli zapojenych v bunééné
dediferenciaci a déleni a zvySuji pravdépodobnost integrace cizi DNA do bunék v S fazi
buné&¢ného cyklu (He a kol., 2010).

Zhruba od poloviny minulého stoleti se zacaly v zahradnictvi a zemédélstvi hojné
pouzivat auxiny syntetické. Zabranuji casnému opadavani plodu a listti, podporuji kveteni
napf. ananasovniku a v neposledni fadé jsou pouzivany pro zakofenovani rostlinnych
fizkd. Syntetické auxiny jsou taktéz v Sirokém méfitku vyuZzivany jako herbicidy.
Efektivita syntetickych auxind spocivd v neschopnosti rostlin metabolizovat syntetické
auxiny stejné rychle, jako kyselinu indolyl-3-octovou. Také transport nékterych
syntetickych auxini je znateln€¢ pomalejsi nez transport piirozené indolyl-3-octové
kyseliny, diky ¢emuZ je rostlina dlouhodobé vystavena jejich plisobeni, které ma negativni
vliv na jejich viabilitu (Taiz a Zeiger, 2010).

Mezi nejéastéji  pouzivané syntetické auxiny patii picloram, kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina 3,6-dichloro-2-methoxybenzoova (dicamba).
Role, kterou hraji tyto syntetické auxiny na regeneracni efektivitu pSenice, byla zkoumana
Przetakiewitz a kol., (2003). Ve vyzkumu byly testovany 3 mg/l picloramu, 3 mg/l 2,4-D
a 3 mg/l dicamby, nebo jejich vzajemné kombinace o celkové koncentraci 3 mg/l, které
byly samostatné ptiddny do kultivaéniho MSB média. Regeneracni efektivita byla
pozorovana na nezralych embryich. Nejlepsi regeneracni efektivita u péti pSenicnych
kultivarG byla pozorovana u kultivaéniho média obsahujici synteticky auxin dicambu
aktivita byla pozorovana u embryi kultivaru Torka, umisténych na kultiva¢ni médium
s 3 mg/l picloramu, a to pouze 25 %, nejvyssi regeneracni efektivita byla pozorovana

u embryi pSeni¢né odriidy Bob White, umisténych na kultiva¢ni médium obsahujici 3 mg/I
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dicamby, a to 95 %. Soucasné bylo zjisténo, ze je vliv auxinli na regeneraci pSenice
genotypicky zéavisly. PSenicnd odrida poskytujici nejlepSi regeneracni efektivitu
u nejvetsiho poctu kultivaénich médii byl kultivar Bob White.

Ve vyzkumu Bahieldin a kol., (2000), byl porovnavan ucinek dicamby a 2,4-D
na stonkovou regeneraci rostliny. Z provadénych testii vyplynulo, ze lepsi regeneracni
ucinek z uvedenych hormont poskytuje synteticky auxin dicamba.

Ve vyzkumu, pod vedenim He a kol., (2010) se zabyvali efektem vzristajici
koncentrace picloramu v ko-kultivaénim médiu na embryogenezi, regeneraci a finalni
transformacéni efektivitu tvrdé pSenice transformované A. tumefaciens. Testované
koncentrace picloramu byly 2, 4 a 10 mg/l. Vysledky pozorovani ukazaly, ze nejvysSich
hodnot u vSech tii sledovanych kritérii, bylo dosazeno pii koncentraci picloramu 10 mg/l.
Velmi podobnych vysledki vsak bylo dosazeno také po pouziti picloramu o koncentraci
4 mgl/l. Jelikoz se vSak svysokou koncentraci zvysila i pravdépodobnost vyskytu
somaklonalnich mutaci, dosli védci kndzoru, ze nejlepsi koncentrace pikloramu
pro embryogenezi, regeneraci a vyslednou transformacni efektivitu tvrdé pSenice
transformované A. tumefaciens, je 4 mg/l. Piesto vysledky ukazaly, ze kone¢na

transformacni efektivita proporéné neodpovida frekvenci embryogeneze a regenerace.

COOH INH,
Cl Cl
Cl OCH,4 X
al y = C’OH
Cl O
Obrazek 2: Dicamba Obrazek 3: Picloram
www.farmchemicalsinternational.com www.farmchemicalsinternational.com

Cl

Cl O—CH;-(F=()
OH

Obrazek 4: 2,4-D

www.farmchemicalsinternational.com
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5.3.2 Cytokininy

V dnesni dobé je znamo vice nez 30 piirozenych cytokinind a zhruba 200 latek
s cytokininovou aktivitou. Jedna se o N-6 substituované derivaty adeninu. Substituenty
mohou byt pétiuhlikaty fetézec nebo aromatické jadro, jehoz modifikaci vznika cytokinin
zvany topolin.

Syntéza cytokinind probiha v mladych listech, kofenech, embryich a plodech.
Hlavnim mistem produkce cytokinind je apikalni kofenovy meristém. Z n¢j
se prostfednictvim xylému dostavaji do nadzemnich ¢ésti rostliny v podob¢ inaktivnich
sacharidovych konjugéti. Hormonalné aktivni jsou pouze cytokininy volné.

Cytokininy se podili na regulaci bunécného déleni, stimuluji vyvoj axilarnich
pupend, snizuji apikalni dominanci, ovliviiuji transportni procesy v rostling, ptisobi
na diferenciaci vodivych pletiv v kofenu, urychluji diferenciaci chloroplastii pti deetiolaci,
oddaluji senescenci listu a zvétsuji jeho objem. (Pavlova, 2005).

Cytokininy jsou diky svym ucéinkim dualezitou komponentou zivnych médii
pro kultivaci izolovanych rostlinnych bungk, pletiv a organti. Cytokininy jsou spolecné
sauxiny velmi dulezitym faktorem pro regeneraci rostlin. Jejich pomér je urcujici
pro smér, jiz se bude regenerace ubirat. VyvaZzeny pomér auxinl a cytokinini vyvolava
tvorbu amorfniho, dediferenciovaného pletiva, tedy kalust. Pfidanim cytokininii dochazi
k regeneraci nadzemni Casti rostliny, naopak, nadbytek auxinu indukuje regeneraci kofent
(Prochazka a kol., 1998). V zahradnictvi jsou cytokininy vyuzivany ke stimulaci vétveni
stonkt okrasnych rostlin (Taiz a Zeiger, 2010).

Nejjednodussim ptirodnim cytokininem je zeatin, ktery se vyskytuje jak ve formé cis,
tak trans, pficemz forma trans je fyziologicky efektivnéjsi. Mezi pfirodni cytokininy patii
také dihydrozeatin a izopentenyladenin. Mezi syntetické cytokininy patii napi. kinetin,

tedy furfuryladenin a benzylaminopurin (BAP) (Lustinec a Zarsky, 2005).

H-N-CH;—CH=C-CH,0OH

N
e

Obrazek 5: Zeatin
www.farmchemicalsinternational.com
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Rostlinny material

Pro experimenty v ramci bakalaiské prace byly pouzity odriidy jarni i ozimi pSenice.

Charakteristika jednotlivych odrtd:

Odrida Elly

Jedna se o velmi ranou odridu kompenza¢niho typu se stfedni intenzitou odnozovani
a vysokou mrazuvzdornosti. Elly se vyznacuje vysokym obsahem dusikatych latek a také
vysokou objemovou hmotnosti. Délka stébla dosahuje stiedni délky (95 cm) a je
charakterizovano stiedni odolnosti poléhani. Je vhodné pro pekaiské zpracovani. Odrida
vynikd dobrym zdravotnim stavem. V experimentu byla pouzita zrald i nezrald zygoticka
embrya. U nezralych zygotickych embryi byla testovana regeneracni kapacita. Zrala

zygoticka embrya byla pouzita za uc¢elem transformace (Www.selgen.cz).

Odruda Granny

Granny je stfedné rand osinatd odrida se stfedni aZz niZ§i odnoZovaci schopnosti.
Vyznacuje se vysokou objemovou hmotnosti, avSak nizkym obsahem dusikatych latek. Ma
kratké stéblo s dobrou odolnosti k poléhani. Odrida je vhodna pro pekaiské zpracovani.
Odrtda se vyznacuje dobrym zdravotnim stavem. V experimentu byla pouZita nezrala

zygoticka embrya za ucelem transformace (Horakova a kol., 2009).

Odruda Jindra

Jindra je velmi rand, osinatd, dobfe odnozujici odrida se stfednim obsahem dusikatych
latek. Vyznacuje se vysokou objemovou hmotnosti a vysokym vynosem. Rostliny maji
sttedné dlouha stébla se stfedni odolnosti vii¢i poléhani. Je vhodna pro pekaiskeé
zpracovani. Odrida vynikd dobrym zdravotnim stavem. V experimentu byla pouzita

nezrala zygoticka embrya, u nichZ byla testovana regenera¢ni kapacita (www.selgen.cz).
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Odruda Sirael

Sirael je polorana odrtida s vysokym obsahem dusikatych latek, avSak nevhodna
pro vyuziti v pekafstvi. Rostliny maji sttedn¢ vysoka az nizka stébla se stiedni odolnosti
proti poléhani. Odriida se vyznacuje vysokym vynosem zrna, ale také nizkou objemovou
hmotnosti. Zdravotni stav odrudy je hodnocen jako stfedné¢ dobry. V experimentu byla
pouzita nezrala zygoticka embrya, u nichz byla testovana regenera¢ni kapacita a nasledné

provedena transformace (www.selgen.cz).

QOdriuda Matylda

Jednd se o velmi ranou odridu se stfedni intenzitou odnozovani a vysokou

mrazuvzdornosti. Matylda se vyznacuje vysokym obsahem dusikatych latek a vysokou
objemovou hmotnosti. Délka stébla dosahuje stiedni délky a je charakterizovano stiedni
odolnosti poléhani. Je vhodna pro pekaiské zpracovani. Odriida vynikd dobrym zdravotnim
stavem. V experimentu byla pouzita zrald zygotickd embrya za ucelem transformace

(www.selgen.cz).

Odruda Bob White
Jedna se o jarni odridu, jez byla vyslechténa roku 1970 centrem CIMMYT v Mexiku.

Jedné se o linii odvozenou z mezidruhového hybrida CM 33203, ktery vznikl kiiZenim
odrtid Aurora, Kalyan, Bluebird/3 a odridy Woodpecker. V experimentu byla pouzita

nezrala a zrald zygotickd embrya za G¢elem transformace.

V8echny odrady pSenice Dbyly péstovany ve skleniku s fotoperiodou
16/8 h (svétlo/tma), pii teploté 18 — 20 °C den, 10 — 14 °C noc. Ozimé odridy pSenic odrad
byly jarovizovany po dobu 8 tydnt pfi teplot¢ 4 — 5 °C s 12 hodinovou fotoperiodou.
Z nezralych a zralych semen byly po sterilizaci ve flowboxu izolovdna embrya. V ramci
experimentu byly vyzkouSeny riizné zptsoby sterilizace. Testovany byly rtizné sterilizacni

roztoky, délka jejich plsobeni a pocet opakovani (Tabulka 3, Tabulka 4).
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6.2 Sterilizace embryi

Tabulka 3: Postup sterilizace nezralych zygotickych embryi

Pouzity roztok Objem [ml] Doba pisobeni [min] Pocet opakovani
Etanol (70 %) 100 3 1
Hypochlorid sodny (6 %) 100 4 1
Destilovana voda 100 5 5

Tabulka 4: Postup sterilizace zralych zygotickych embryi

Den Pouzity roztok Objem [ml] Doba piisobeni [min] Pocet opakovani
Etanol (70 %) 100 3 1
1 | Hypochlorid sodny (7 %) 100 10 1
Destilovana voda 100 5 4
Hypochlorid sodny (7 %) 100 5 1
2 Destilovana voda 100 5 4

6.3 Izolace embryi

Z vysterilizovanych semen byla v aseptickych podminkach izolovana nezrala/zrala
zygoticka embrya za pouziti stereomikroskopu, skalpele a pinzety. Pfed jejich pfemisténim
na induk¢ni kultivaéni média byla embrya zbavena koleoptile a nasledné po tficeti kusech

a tfech opakovanich rozmisténa na kultiva¢ni média v 10 cm Petriho miskéach.

6.4 Kultivace embryi

Zygoticka embrya byla kultivovana na riznych kultivaénich médiich. Slozeni
kultivacnich médii je uvedeno v tabulce 6. Postup kultivace u netransformovanych

zygotickych embryi a embryi transformovanych A. tumefaciens byl shodny.
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6.4.1 Kultivace zygotickych embryi uréenych k optimalizaci in vitro podminek

Izolovana zygoticka embrya, uréena pro in vitro kultivaci, byla pfemisténa
na indukéni médium ICPS/CI a pasaZovana 3krat pol4 dnech na &erstvé médium.
Po 6 tydnech kultivace na indukénim médiu, byly kalusy pieneseny na "ptechodné"
médium oznacené transitni. EXplantaty byly kultivovany Vv poloSeru a pasazovany 2krat
po 14 dnech. Regenerované mladé rostlinky a kalusy se zelenymi centry byly pfeneseny
na regeneracni médium, na kterém byly opét kultivovany po dobu 4 tydnt. Kultivacni

podminky jsou shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 5: Kultivace zygotickych embryi v in vitro podminkach

Podminky Indukéni médium Transitni médium | Regenera¢ni médium
Svételné podminky tma Polosero Svétlo
Teplota [°C] 26 23 23
Doba kultivace 6 tydna 2 tydny 4 tydny

6.4.2 Kultivaéni média

SloZeni kultivaéniho média zasadné ovlivituje dalsi vyvojové pochody v explantatu.

Proto je nutné zvolit spravné latky a jejich pomery.

6.4.2.1 Ptiprava kultiva¢nich médii:

Slozky kultivaéniho média byly navaZeny na analytickych véhach a rozpustény
v destilované vod¢ michanim na magnetické michacce. Fytagel byl rozpustén v destilované
vodé a vysterilizovan v autoklavu pii 120 °C po dobu 20 min. Pomoci NaOH bylo
upraveno pH média na 5,8. Poté bylo kultivaéni médium vysterilizovano filtraci a ve vodni
lazni, spolené s vyautokldvovanym fytagelem, zahtdto na teplotu 56 °C. Kultivaéni
médium bylo v aseptickych podminkach smichano s fytagelem a rozlito do 10 cm Petriho

misek.
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6.4.2.2 Slozeni kultiva¢nich médii:

Slozeni kultiva¢nich médii pro jednotlivé experimenty je uvedeno v tabulce 6.

Tabulka 6: Slozeni kultiva¢nich médii v experimentu optimalizace in vitro systému

TYP MEDIA NAZEV MEDIA | HORMONY SLOZENI
ICPS
INDUKCNI
Cl
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TYP MEDIA NAZEV MEDIA | HORMONY | SLOZENI
ICPS
TRANSITNI
A
REGENERACNI
Cl

IHIHIPI B I-IP

* (Murashige a Skoog, 1962)




Ke kultivaci transformovanych zygotickych embryi bylo vybrano indukéni médium ICPS
(2,5 mg/l dicamba) a transitni/regenera¢ni RPS médium (5 mg/l zeatin, 0,1 mg/l 2,4-D).
Slozeni médii je uvedeno v tabulce 6. Do vSech typu médii, uréenych ke kultivaci
transformovanych zygotickych embryi, byla pfidana antibiotika hygromycin (50 mg/l)
a timentin (160 mg/l).

6.5 Vnaseny vektor

V ramci experimentu byl pouzit supervirulentni kmen pudni bakterie Agrobacterium

tumefaciens, kmen AGL1

Vnaseny vektor pPBRACT 214 obsahujici zdjmovy gen pro plastovy protein (CP) zakrslosti
pSenice (Wheat Dwarf Virus - WDV). Transformace je¢mene a pSenice timto vektorem je

feSena v ramci spoluprace s Vyzkumnym ustavem rostlinné vyroby, v.v.i, Praha — Ruzyné.

6.6 Transformace zygotickych embryi bakterii A. tumefaciens

6.6.1 Kultivace A. tumefaciens

1. Do 10 ml sterilniho MG/L média s kanamycinem (50 mg/l) bylo napipetovano
50 ul A. tumefaciens (57/2)

N

Zkumavky byly pfemistény na tfepacku a bakterie byly kultivovany pies noc
pti 28 °C.

w

Koncentrace bakterii byla ovéfena méfenim absorbance na spektrofotometru
pti vinové délce 600 nm. Idedlni absorbance by méla byt vyssi nez 0,6.

MGL médium s bunikami byly 20 min centrifugovany pti 5000 ot. (g =2500) a 4 °C.

o &

Supernatant byl ze zkumavky slit do GMO odpadu.

o

Pelet bakterii byl ve zkumavce rozpustén ve stejném objemu MG/L.

6.6.2 Transformace zygotickych embryi Agrobacteriem tumefaciens
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7 VYSLEDKY

V ramci bakaléiské prace byla testovana indukcéni a regeneraCni kapacita pSenice,
odrid Sirael, Jindra a Elly. Pro indukci kalusu byla pouzita nezrald zygoticka embrya.
Kazdé odrtida byla kultivovana na vSech variantach indukéniho a transitniho/regeneracniho
kultivaéniho média. Slozeni kultiva¢nich médii je uvedeno v tabulce 6.

Dalsim cilem bakalafské prace byla transformace pSenice pomoci pudni bakterie
A. tumefaciens, kmen AGLI. Transformovana byla zrald zygoticka embrya pSeni¢né
odridy Elly, Matylda a Bob White a nezrald zygotickd embrya odridy Sirael, Granny
a Bob White. Jako vektor byl pouzit pPBRACT214, nesouci gen pro CP protein WDV.

Vysledky bakalaiské prace byly statisticky zpracovany programem UNISTAT.
Experimantalni 0daje byly hodnoceny dvoufaktoridlni analyzou variance (ANOVA).
Statisticky vysoce prikazné rozdily (P<0,05) jsou oznaceny *, statisticky vysoce prikazné
rozdily (P<0,01) jsou oznaceny **, statisticky velmi vysoce prikazné rozdily (P<0,001)
jsou oznaceny ***.

Indukéni kapacita byla pocitdna jako pocet embryi vytvarejicich kalus / pocet
kultivovanych embryi x 100. Hodnota induk¢ni kapacity je uvedena v procentech.
Regeneracni kapacita je udavéana jako pocet regenerovanych rostlin na jedné Petriho misce,

tj. na 30 embryi.

34



7.1 Optimalizace in vitro podminek pro Kkultivaci pSenice

7.1.1 Hodnoceni vlivu sloZeni média a genotypu rostliny na induk¢ni kapacitu pSenice

Tabulka 7: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — Vliv odridy a média na indukci kalusu.

Zdroje variability SC Stupné volnosti PC
Odrudy 269,39 2 134,69*
Média 66,33 3 22,11
Odrudy*média 140,17 6 23,36
Chyba 917,33 24 38,22

SC — souget ¢tvercti, PC — pramér &tverct
7.1.1.1 Vliv slozeni indukéniho média na tvorbu kalusu

Graf 1: Porovnani vlivu pouzitych kultiva¢nich médii na tvorbu kalusti u jednotlivych
odrad

Vliv indukénich kultivaénich médii na tvorbu kalusu
jednotlivych odrid
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Elly Jindra Sirael

Genotyp rostliny

Zgrafu 1 vyplyva, ze vybér indukéniho kultivaéniho média nema signifikantni vliv
na tvorbu kalusi. Nejvyssi pocet kalusi ze vSech testovanych odrid vytvéfela odriida
Sirael, s maximalni vytéznosti po kultivaci na kultivaénim médiu ICPS (2,5 mg/l dicamba).
Ostatni odrady vykazovaly podobnou indukéni kapacitu na vSech pouzitych médiich.

Vysledky statistického hodnoceni vlivu média na indukci kalust je uvedeno v tabulce 8.

Tabulka 8: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — VIiv média na indukci kalusu.

Média Primérny pocet kalusii Diference
ICPS (2,4-D) 22,66 a
CI (DIC) 24,33 a
ICPS (DIC) 25,88 a
Cl (2,4-D) 26,00 a
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7.1.1.2 Vliv genotypu pSenice na tvorbu kalust

Graf 2: Porovnani vlivu genotypu pSenice na tvorbu kalust
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Z grafu 2 lze usoudit, Ze nejvétsi vliv na tvorbu kalus u pSenice ma genotyp rostliny,

coz potvrzuje i statistické vyhodnoceni vysledkt (viz tabulka 9). Odrida s nejvétSim

poctem utvofenych kalusii je odrlida jarni pSenice Sirael, jejiz indukéni kapacita

dosahovala 94,2 %. Nejmensi pocet indukovanych kalusti z jednoho embrya poskytovala

odrtida ozimé pSenice Jindra, jejiz induk¢ni kapacita byla 71,9 %. Mezi odridami Sirael

a Jindra lze ve tvorbé kalust pozorovat statisticky vyznamny rozdil (viz tabulka 9).

Tabulka 9: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — Vliv odridy na indukci kalusu.

Odrida Primérny pocet kalusii Diference
Jindra 21,58 a
Elly 24,33 ab
Sirael 28,25 b
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7.1.2 Hodnoceni vlivu sloZeni média a genotypu rostliny na regeneracni kapacitu
pSenice

Tabulka 10: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — Vliv indukéniho média, odrudy a jejich
vzajemn¢ interakce na regeneraci rostlin.

Zdroj variablility SC Stupné volnosti PC
Odrudy 19,8246 2 9,912**
Média 3,0903 3 1,0301
Odrady*média 29,9117 6 4,98**
Chyba 30,0057 24 1,2502

SC — soucet ¢tverct,, PC — primér Ctverct

Tabulka 11: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — VIiv regenera¢niho média, odridy a jejich
vzajemné interakce na regeneraci rostlin.

Zdroj variability SC Stupné volnosti PC
Odrudy 19,8246 2 9,9123*
Média 2,9285 5 0,5857

Odruda*Médium 25,3124 10 2,56312
Chyba 34,7667 18 1,9315

SC — soucet ¢tverct, PC — pramér ¢tvercii

Tabulka 12: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — Souhrnna tabulka vlivu indukéniho
média, odridy a jejich vzajemné interakce na regeneraci rostlin.

Odrudy Média Primérny pocet mladych | Diference
regenerovanych rostlin

Sirael Cl (2,4-D) 3,65

Sirael | ICPS (DIC) 4,42

Jindra | ICPS (2,4-D) 4,69

Jindra CI (DIC) 8,16 ab

Jindra | ICPS (DIC) 8,97 ab
Sirael CI (DIC) 9,21 ab
Elly Cl (2,4-D) 9,29 ab
Sirael | ICPS (2,4-D) 9,58 ab
Elly Cl (DIC) 10,87 ab

Jindra Cl(2,4-D) 20,84 bc
Elly | ICPS (2,4-D) 21,76 bc
Elly | ICPS (DIC) 40,89 c
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Tabulka 13: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — Souhrnna tabulka vlivu regenera¢niho
média, odridy a jejich vzajemné interakce na regeneraci rostlin.

Prumérny pocet mladych
Odruda Médium regenerovanvch rostlin Diference
Sirael R3 3,76 a
Jindra RO 4,47 a
Sirael R2 4,95 a
Sirael R1 5,40 ab
Jindra R3 6,27 ab
Sirael R4 6,42 ab
Elly R 7,08 ab
Sirael R 8,28 abc
Elly R1 8,28 abc
Jindra R2 8,55 abc
Jindra R4 9,75 abc
Sirael RO 11,06 abc
Jindra R1 13,17 abc
Elly R2 15,79 abc
Jindra R 21,01 abc
Elly RO 27,32 bc
Elly R3 31,85 c
Elly R4 32,73 c
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7.1.2.1 Vliv slozZeni indukéniho média na pocet regenerovanych rostlin

Graf 3: Porovnani vlivu indukéniho média na pocet regenerovanych mladych rostlin

jednotlivych odrid.
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Z grafu 3 lze vyvodit, ze nejvyssi pocet regenerovanych mladych rostlin byl vytvofen
ozimou odriidou Elly na indukénim médiu ICPS 2,5 mg/l dicamba. Nejvétsi vliv slozeni
indukéniho média na regeneraci rostlin byl zaznamenan u odridy Elly, naopak nejnizsi
vliv u odridy Sirael. Ze statistiky vyplyva (tabulka 10), Ze vysoce vyznamny vliv

na tvorbu kalusti ma jak genotyp rostliny, tak interakce mezi genotypem a indukénim

kultivaénim médiem ale nikoliv médium samotné.

Graf 4: Srovnani vlivu sloZeni regenera¢nich médii na pocet regenerovanych mladych

rostlin jednotlivych odrid.
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Zgrafu 4 je ziejmé, Ze nejvyssi pocet regenerovanych mladych rostlin byl vytvoien
ozimou odrudou Elly na regenera¢nim médiu R3, obsahujicim 5 mg/l zeatinu a 0,1 mg/I
2,4-D a R4, obsahujicim 0,1 mg/l NAA a 0,1 mg/l Kinetinu. Nejnizsi vliv slozeni
regenera¢niho média na regeneraci pSenice byl zaznamenan u odridy Sirael. Ze statistiky

(tabulka 14) vyplyva, Ze slozeni regeneraéniho média nema vliv na regeneraci rostlin.

Tabulka 14: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — Vliv regenera¢niho média na tvorbu
mladych rostlin.

Regeneracni | Prumérny pocet regenerovanych
médium rostlin Diference
R1 8,68 a
R2 9,27 a
R3 11,38 a
R 11,40 a
RO 12,69 a
R4 14,43 a

Graf 5: Porovnani vlivu genotypu pSenice na tvorbu mladych rostlin

Zavislost primérného poctu regenerovanych rostlin na genotypu
pSenice
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Grafické znazornéni vlivu genotypu pSenice na pocet regenerovanych rostlin (graf 5)
koresponduje se statistickymi vysledky (tabulka 15). Vybrana odrtda hraje vyznamnou roli

Vv regeneraci rostlin.

Tabulka 15: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — Vliv odridy na regeneracni kapacitu

rostlin.

Odrida | Primérny pocet regenerovanych rostlin | Diference
Sirael 6,45 a
Jindra 9,92 ab

Elly 18,96 b
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Sirael

Obrazek 6: Srovnani regeneracni kapacity odrady Elly, Jindra a Sirael
po 2 tydnech kultivace na T3 médiu (foto: autor).

T médium T3 médium T4 médium

Obrazek 7: Srovnani regeneracni kapacity odridy Elly na riznych
transitnich médiich (foto: autor).

Sirael

Obrazek 8: Srovnani regeneracni kapacity odrudy Elly, Sirael a Jindra
na kultivaénim médiu R3 (foto: autor).
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Obrazek 6, 7 a 8 potvrzuje vysledky, ziskané statistickym zhodnocenim vstupnich dat.
Nejvyssi regeneracni kapacity bylo dosazeno pti kultivaci odriidy Elly na indukénim

médiu ICPS 2.5 dicamba s naslednym pfesunem na transitni T3 a regenera¢ni médium R3.

7.2 Transformace pSenice A. tumefaciens

7.2.1 Transformace zralych zygotickych embryi

Cilem bakaléaiské prace bylo také ovéfit moznost transformace pSenice vektorem
PBRACT?214::CP, ktery byl vyvinut pro transformaci je¢mene. Vektor pPBRACT214 je
uréeny pro transformaci pomoci A. tumefaciens. Zajmovy gen (plastovy protein WDV) je
pod ubiquitinovym promotorem (ubi). Vektor dale obsahuje hygromycinfosfotransferazu

(hpt), selekeéni gen, ktery vykazuje vysokou troven selekce u transformantd jeCmene.

V ramci experimentu byla pouzita zrald zygotickd embrya pSenicné odrady
Bob White, Elly a Matylda. Z kazdé odrudy bylo ziskano 30 embryi ve tfech opakovanich.
Ani u jedné odridy nedoslo k indukci tvorby kalusi. Z vysledkti vyplyva, Ze transformace

pomoci A. tumefaciens nebyla tspésna ani u jediné z testovanych odrud.

Bob White Matvida

Obrazek 9: Srovnani regeneracni kapacity riznych odrtid pSenice na T3 médiu
po transformaci (foto: autor).
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7.2.2 Transformace nezralych zygotickych embryi

V ramci experimentu byla pouZzita nezrald zygotickd embrya pSeni¢né odrady Bob
White, Granny a Sirael. Z kazdé odridy bylo ziskano 30 embryi ve tfech opakovanich.
Odriida Sirael vytvafela na indukénim kultivaénim médiu ICPS (2,5 mg/l dicamba),
obsahujici antibiotika hygromycin a timentin, kalusy. Po pfemisténi kalust na transitni
kultivaéni médium vsak doslo ke zméné jejich zbarveni a naslednému odumirani kalust
(viz obrazek 10). Pri¢inou je nejspiSe nedostate¢na rezistence vuci antibiotiku

hygromycinu ¢i ptilisna agresivita bakterie A. tumefaciens.

Sirael Sirael + CP

Obrazek 10: Srovnani regeneracni kapacity transformovanych nezralych
zygotickych embryi odrudy Sirael na T3 médiu (foto: autor).
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8 DISKUZE

vvvvvv

vyuzivano zrno, stébla a otruby. Zrno lze vyuzit v potravinaiském pramyslu, zvlasté pro
vyrobu peéiva a té€stovin, vV zemédélstvi jako krmivo pro hospodaiska zvitrata, ale také
Vv primyslu k vyrobé Skrobu ¢i lihu. PSenice ma vysokou vyzivnou hodnotu a v Evropé je
fazena mezi zakladni potravinaiské suroviny. V dnesni dobé se téz uvazuje o vyuziti
pSenice na tvorbu biomasy, jako zdroje obnovitelné energie. Vzhledem ke vzristajici
zalidnénosti planety je proto potfeba zvySeni jejiho vynosu a nutricni hodnoty. Toho

muzeme dosdhnout vnesenim potfebnych genli procesem transgenoze.

Jednodé€lozné rostliny, mezi néz patii i obiloviny, jsou oznacovany jako rekalcitrantni
rostliny, tedy velmi $patné transformovatelné. Proto je snaha vyvinout protokol, ktery by
transformaci obilovin znatelné usnadnil a zvysil jeji efektivitu. Experimenty v bakalaiské
praci byly zaméfeny na testovani indukéni a regenerani kapacity hospodaisky
vyznamnych odrid psenice a vybér vhodnych kultivacnich médii. DalSim cilem bakalarské
prace bylo transformovat vybrané odridy pSenice A. tumefaciens. Vnasenym vektorem byl
PBRACT?214, nesouci gen pro CP protein pro WDV.

V prvnim experimentu byla hodnocena indukéni a regeneracni kapacita nezralych
zygotickych embryi pSenice, odridy Elly, Jindra a Sirael na riznych typech médii.

Nejvyssi indukéni kapacity bylo dosazeno u jarni odriidy Sireal, a to na indukénim
médiu ICPS 2,5 mg/l dicamba. Jeji indukéni kapacita byla 94,2 %. Odrida Elly a Jindra
vykazovaly podobnou indukéni kapacitu na vSech typech pouzitych indukénich médii.
Vysledky, ziskané z experimentl v ramci mé bakalarské prace, jsou v souladu s vysledky
Przetakiewicz a kol.,(2003). Jako jeden z nejlepsSich auxini pro indukci kalust u pSenice
vyhodnotili synteticky auxin dicamba, ale také kombinaci picloramu a 2,4-D. V ramci
mého experimentu mél nejvyssi vliv na tvorbu kalusii genotyp pouzité odriidy pSenice,
coz se opét shoduje s vysledky studie Przetakiewicz a kol.,(2003), ktefi uvadi, Ze nejvyssi
vliv na reakci explantati vii¢i auxinlim ma genotyp dané odrady.

Nejvyssi regeneracni kapacita vSak byla zjiSténa u odridy ozimé pSenice Elly,
a to na R3 médiu, obsahujicim 5mg/l zeatinu a 0,1 mg/l 2,4-D a R4 médiu, obsahujicim

0,1 mg/l NAA a 0,1 mg/I kinetinu. Naproti tomu, odrtida Sirael, kterd vykazovala nejvyssi

Cvwr
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Druhym cilem mé bakalaiské prace byla transformace zralych a nezralych
zygotickych embryi pudni bakterii A. tumefaciens.

Transformace zralych zygotickych embryi byla vramci mé bakalafské prace
neuspésnd, jelikoz se z izolovanych embryi nevytvarely kalusy. Dle Raziuddin a kol.,
(2010) hraje nejvétsi roli na tvorbu kalust genotyp pouzité odriidy pSenice. Indukce kalusii
se Vv zavislosti na typu média a pouzité odrudy pohybovalo v rozmezi 49,75 % — 65 %.
Tyto vysoké hodnoty nekoresponduji s vysledky ziskanymi experimenty v rdmci mé
bakalarské prace. Divodem miize byt nevyhovujici postup sterilizace, nedostatecna
rezistence vuéi antibiotiku hygromycinu ¢&i pfiliSna agresivita bakterie A. tumefaciens
nevhodné zvolend odrida psSenice nebo typ pouzitého auxinu. Syntetickym auxinem
pouzitym pro indukci kalusii u Raziuddin a kol., (2010) byl 2,4-D, zatimco v rdmci mé
bakalaiské prace byl pouzit synteticky auxin dicamba, ktery vyvolal nejvyssi indukci
kalust a regeneraci rostlin.

Transformovana nezrald zygoticka embrya jsou nadale kultivovana. U odridy Sirael
byla transformace A. tumefaciens netispésna. Po vytvoreni kalusti a nasledném pieneseni
na transitni médium doslo k jejich odumirani. Dulezitym faktorem, ovliviiujicim
transformaci pSenice, je genotyp rostliny. V soucasné dobé¢ je jednou z mala odrid, které
jsou Gspésné transformovany, odruda jarni pSenice, Bob White.

Na zakladé vysledk ziskanych v bakalaiské praci, navrhuji testovat jiné typy
vektorli a dale také vyzkouset jiné selekcni geny. Nej€astéji pouZivanym selekénim genem
pSenice je gen nptll, tedy gen rezistence vic¢i kanamycinu. Déle navrhuji testovat jiné
kmeny A. tumefaciens, napi. kmen LBA 4404, ktery byl pouzit ve studii Supartana a kol.,
(2006). Obecné¢ lze konstatovat, ze transformaéni systémy, které jsou vyvinuty

pro konkrétni druh rostliny, nefunguji u jiného piibuzného druhu.
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9 ZAVER

Na zakladé dostupné literatury byla navrzena a testovana induk¢ni a regenera¢ni
média. Dale byla testovana tvorba kalusu a regenerace rostlin u tfech hospodaisky
vyznamnych odriid psenice, testovanych na uzemi Ceské republiky. Naslednd byla
hodnocena tspésnost transformace vybranych odriid psenice ptidni bakterii Agrobacterium
tumefaciens. Zvolenym vektorem byl pBRACT214::CP, ktery byl pfipraven
pro transformaci je¢mene. Bylo zjiSténo, Ze nejvetsi vliv na tvorbu kalusti a regeneraci
rostlin ma vybrana odriida pSenice. Odrida pSenice, s vysokou indukéni a regeneracni
kapacitou, bude dale transformovana A. tumefaciens, za pouziti navrhovaného kmenu

LBA 4404.
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11 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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Base pair
Calus induction

International Maize and Wheat Improvement Center
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Kyselina 3,6-dichloro-2-methoxybenzoova
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Geneticky modifikované organismy
Indukce kalust pSenice

Furfuryladenin

Murashige and Skoog médium

Kyselina 1-naftalenoctova
Regenerace pSenice

Tumor inducing plazmid

Transfered DNA

Wheat Dwarf Virus
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