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SOUHRN

Zivotni prostiedi je podle definice Ministerstva Zivotniho prostiedi Ceské republiky systém
slozeny z ptirodnich, umélych a socidlnich slozek materidlniho svéta. Vytvaii pfirozené
podminky existence organismil, véetn¢ ¢loveéka a je predpokladem jejich dalSiho ptirozeného
vyvoje.

Pro odstranéni toxickych latek z zivotniho prostiedi s vyuZzitim rostlin se vyuziva

fytoremediace. Vyhodou fytoremedia¢nich metod je, Ze jsou pomérné levné a ekologicky

vyhodné ve srovnani s ostatnimi degrada¢nimi postupy.

V experimentalni ¢asti bakalarské prace jsem se zabyvala ovéfenim pfitomnosti transgenu
bphC v T1 generaci jarniho je¢mene odridy Golden Promise. Transgenni rostliny byly
pfipraveny k ovéteni funkce zadaného transgenu u jednodéloznych rostlin. Gen bphC koduje
tieti enzym bakteridlni degradac¢ni drahy polychlorovanych bifenylt (PCB) aerobni cestou,
Cili Stépi aromatickou strukturu bifenylového kruhu. Soucasti bakalarské prace je ovéfeni
uéinnosti  selekéniho systému v in vitro podminkach. Pomoci PCR byly selektovany
a detekovany transgenni rostliny jarniho je¢mene Golden Promise generace T1 vykazujici

piitomnost transgenu bphC.



SUMMARY

The environment is defined by the Ministry of Environment of the Czech Republic as the
system composed of natural, artificial and social components of the material world. It creates
natural conditions for the existence of organisms, including humans and is a prerequisite for

their further natural development.

Phytoremediation method using plants can be applied for removing of toxic substances from
the environment. The advantage of phytoremediation methods is that they are relatively

inexpensive and environmentally advantageous compared to other degradation processes.

In the experimental part of this bachelor thesis | focused on verifying the presence of the
bphC transgene in the T1 generation of the Golden Promise spring barley. Transgenic plants
were prepared to verify the function of the desired transgene in monocotyledon plants. BphC
gene encodes the third enzyme of the bacterial aerobic degradation pathway of
polychlorinated biphenyls (PCBs), i.e. cleaves the aromatic structure of biphenyl ring. The
work is also to verify the effectiveness of selective system in in vitro conditions. Transgenic
plants of spring barley Golden Promise T1 generation showing the presence of the transgene
bphC have been selected and detected using PCR.



OBSAH

Lo CHL PRAGE ...t 9
2. UVOD ...ttt 10
3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ...........ccccoooivmiiiiersreseisssseesiessssssses s seesian, 11
3.1 ZIVOTNI PROSTRED ..ottt 11
3.1.1 ZNECISTOVANI ZIVOTNIHO PROSTREDL. ....c..couviveiiricieieiecese e, 11
3.1.2 OCHRANA ZIVOTNIHO PROSTREDL........c..coovviiiieieieieeiieeceeeeesessse e, 12
3.2 BIODEGRADACE ..........ooeieeeieriieeeisves s s sessesssessssasssassssssssssssa s s s ssss s ssansessnssnses 13
B3 FYTOREMEDIACE ......oovocviceeeeeeee ettt es s 13
3.3. 1 FYTODEGRADAGCE ...oooiveeieceeeieees s eessies e s esss s s sesssenssnnannnes 14
3.3.2 FYTOAKUMULAGCE .....oovvivicieciecee s ses s 14
3.3.3 RHIZODEGRADAGCE .....coouiveveeieeeseeesesesessiesies s s snsssssnsesssesssnnesnnes 15
3.34 FYTOSTABILIZACE .....oovieveeeeeeeeee e ses s 15
3.3.5 RHIZOFILTRACE ....oooviiveeeeeeeeeiessees s ses s sessses s sssss s ansnsssnsessssansnnssnnes 15
3.3.6 FYTOVOLATILIZACE ..o snsiss s 16
BUAPCB ..o et 16
3.4.1 BAKTERIALNI METABOLICKA DRAHA DEGRADACE PCB.........ccoceoovvevererererenan, 18
B.5 GEN DPNC .ot 18
3.6 TRANSGENNI ROSTLINY ......ovvuviaiieeiiecioeesseieseessessesssssssesssess s ssssss s ssasssessnssnsesnnes 19
3.6.1 VYUZITI TRANSGENNICH ROSTLIN ......c.ceoivirrieierieiniciesieseesesseesssseeses s senses e, 19
MATERIAL A METODIKA.........oooiuiitiiiiiteeesesestesesees s tesees s ses s s s sse s s s st 20
4.1 ROSTLINNY MATERIAL .......oooiviieieeceeiesecieesesesee e ns e 20
4.1.1 JECMEN SETY — VYZNAM A CHARAKTERISTIKA ........ccovurerrmrirereeeeereesssesessnsensenns 20
4.1.2 TRANSGENNI ROSTLINY ....oooviiviirinsesseeeissesseessessessessses s ssssssses s ssessessnsens 20

4.2 VYSEV A PESTOVANI EXPERIMENTALNIHO MATERIALU, ROSTLIN T1 GENERACE
........................................................................................................................................................... 21
4.3 TESTOVANI SELEKCE NEZRALYCH EMBRY1I V IN VITRO PODMINKACH ................. 21
4.4 TZOLACE DNA Z LISTU .....ooviiiieoeeeeeeeeeeeeeeeesessessesses s sess s s sess s sas s 23



4.6 GELOVA ELEKTROFOREZA PCR PRODUKTU .....oovieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeesenenenenanaens 25
4.7 PRESAZEN{ A SKLIZEN POZITIVNICH ROSTLIN ..oooooveveeeeeeeeeeeeeeeereeeeeereeeseseseesseeesessnenes 26
VA €S 1 01 )] 2 "R RRTRRN 27

5.1 OVEREN] PRITOMNOSTI TRANSGENU bphC POMOCI PCR V ROSTLINACH T1

GENERACE ..o et ee e e e e et e e e e e e e e e e s e s e s et et et et et et et et et e s e e e e e e e e e e e enesereserererananas 27
5.2 OVERENI MOZNOSTI SELEKCE NEZRALYCH EMBRY1 V IN VITRO PODMINKACH
NA MEDIU S HYGROMY CINEM .ot e e evev oot eveseresesesesesesaseseseeessesesesseseessenes 30

CDISKUSE .o oottt e et et e e et et et et e et et et et e s e et e et et et e e et et et et ee et et et et et e et e et et et en e 35

CLITERATURA et bbbt e bt s e nn e an e sr et e e resreenn e 39

.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU ........cooiooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ssearanns 42



1. CiL PRACE

Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace.

Vysev rostlinného materialu T1 generace obsahujici transgen bphC ve skleniku.
Izolace DNA z potomstva transgennich rostlin generace T1.

Oveérteni exprese zajmovéeho a selekéniho genu pomoci PCR.

Testovani moznosti selekce transgennich rostlin v in vitro podminkach.



2. UVOD

Stav zivotniho prostiedi je pravidelné¢ sledovan a hodnocen v ramci hodnoticich
a statistickych zprav, a to zejména Zpravy o zZivotnim prostredi, ktera je predkladana vladou

Poslanecké snémovné Parlamentu CR a Statistické ro¢enky Zivotniho prostiedi CR.

Zivotni prostfedi ohrozuji hlavné perzistentni organické polutanty (mezi které se fadi i PCB).
Podle Stockholmské konvence to jsou slouceniny, které ptetrvavaji v zivotnim prostiedi, jsou
Siroce rozsitené, hromadi se v tukovych tkéanich a jsou toxické pro ¢lovéka a dalsi ZivocCichy.
Snaha o jejich odstranéni z Zivotniho prostiedi se zvysila pii studiu bakterii schopnych tyto
latky metabolizovat (http://www.mzp.cz). Ov§em mikroorganismy maji fadu nevyhod pro
pouziti pfi remediaci. Nevytvari dostatecné mnozstvi biomasy, jsou nachylné na zménu
podminek, mohou byt patogenni a také je nelze sledovat pouhym okem (Viktorova a kol.,
2010).

K odstranéni znecisténi z zivotniho prostredi, piedevsim z odpadnich vod, pid a sedimenta
se vyuziva také fytoremediace. Tato metoda je pomérné¢ levna a ekologicky vyhodna
ve srovnani s ostatnimi technologickymi postupy (Hegazy a kol.,, 2011). S rozvojem
molekularnich technik dochazi k tvorbé transgennich rostlin nesoucich mikrobialni

degradacni geny, coz poskytuje vyhody rostlinného i bakteridlniho systému.

Mimo adaptace rostlin k extrémnim podminkdm péstovani je to cesta jak lze zabranit

zneCisténi zivotniho prostiedi kovy (Danh a kol., 2009).
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3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 ZIVOTNi PROSTREDI

Zivotni prostfedi je misto (prostor) v némz se realizuje plsobeni vSech vnéjSich
a vnitinich c¢initeld v mife, kterd umoznuje organismu v tomto prostoru zit, vyvijet

se a rozmnozovat (Madar a Pfeffer, 1973).

Stav Zivotniho prostiedi v CR je z hlediska dlouhodobgj§iho vyvoje ve vétsing parametrt
po roce 2000 stagnujici. Problémy zivotniho prostiedi charakteristické pro zacatek 21. stoleti,
jako jsou neuspokojiva kvalita ovzdusi v sidlech a méstskych aglomeracich i nepfiznivy stav
ptirodnich stanovist, ptetrvavaji. ZhorSend kvalita ovzdusi nadéle ptindsi zdravotni rizika pro
obyvatele zijici v zasazenych oblastech. Zatéz ekosystémul okyselujicimi latkami v ovzdusi

klesa, nadale je vSak vysoka nadlimitni koncentrace piizemniho ozonu, ktery ma nepiiznivy

vliv zejména na lesni ekosystémy a vynosy zemédélskych plodin.

Znecistujicimi latkami, u kterych nejcastéji dochéazi k prekracovani nejvyssich ptipustnych
koncentraci pro ochranu lidského zdravi, jsou prasné ¢astice a benzo(a)pyren. Prasné ¢astice
zpusobuji vyznamna zdravotni rizika zejména ve spojitosti s onemocnénimi dychacich cest

(www.mzp.cz).

3.1.1 ZNECISTOVANI ZIVOTNIHO PROSTREDI

Znecisténi zivotniho prostredi predstavuje v dnesni dobé zavazny problém postihujici v rizné
mife jak rozvinuté zemé Evropy a Severni Ameriky, tak rozvojové zemé tretiho svéta. Mezi
kontaminaci nejvice postizené staty jsou pravidelné zafazovany napiiklad Cina (Cheng, 2003)

a Indie (Meharg, 2004), nebo také USA (Meagher, 2000).

Vysok4a mira zne€isténi je spojovana se skutecnosti, Ze lidstvo rozvinulo do obrovskych
rozmérl Cerpani nejriznéjSich ptirodnich zdroji, které vSak dovede spotiebovat jen Castecné
a nevyuzité zbytky vraci do prosttedi jako odpad; znehodnocuje tak ovzdusi, vodu 1 ptdu.
Znecistovani ovzdusi, vody 1 pudy je soucasti SirSiho problému chemizace Zivotniho prostiedi,
tj. masového rozsifovani a aplikace nejriznéjSich chemickych latek. Pocet druhti chemickych

latek, které se na svété vyrabéji rok od roku vzrusta. Vétsina téchto latek je uméle vytvorena,
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V prirod¢ se nevyskytuji, a proto se obtizné zacClenuji do ptirodnich ekologickych procest,
popf. v nich vyvolavaji neCekané efekty. Nejsou to zdaleka jen odpady, ale i mnohé latky
zaméme¢ do prostiedi uvadeéné, naptf. prumyslovd hnojiva a pesticidni latky
v zemédé@lstvi, chemické latky uzivané v potravinaistvi, Cistici prostfedky, plasty a nejriznéjsi
vyrobky z nich, chemické komponenty toaletnich a kosmetickych prostfedki a rozmanité

chemikalie v primyslové vyrobé (Cisar a kol., 1987).

Clovék svou ¢&innosti piirodu poskozuje bud piimo (t&Zba dieva, surovin, stavba silnic,
provoz mésta) nebo ptirozené pochody a vztahy ovliviiuje tak, Ze se spolecenstva, krajina
i slozky prostfedi postupné méni diky nasledkim druhotnych zmén. Napiiklad
pii spalovani sirnatého uhli vznikaji oxidy siry a dusiku, které jsou pfi¢inou kyselych dest -
ty pak pasobi na zivé organismy i na nezivou pfirodu a dokonce na kulturni pamatky.
Z nékterych vyrobnich procesti nebo z odpadového materidlu se do prostfedi dostavaji cizi

nepiirozené latky. Hovotfime o chemickém znecisténi toxickymi latkami (Brani§, 1997).

3.1.2 OCHRANA ZIVOTNIHO PROSTREDI

Ochrana prirody v CR je feSena zédkonnou normou. V soucasnosti plati zdkon o ochrané

pfirody a krajiny €. 114/1992 Sb. (www.mzp.cz).

Za velmi vyznamny a stale aktudlni problém jsou povazovany tzv. staré ekologické zatéze.
Jako starou ekologickou zat€Z povaZujeme zavaznou kontaminaci horninového prostredi,
podzemnich nebo povrchovych vod, ke které doSlo nevhodnym nakladanim s nebezpe¢nymi
latkami v minulosti. Mezi tyto latky patii ropné latky, pesticidy, chlorované a aromatické
uhlovodiky, tézké kovy a také PCB. Kontaminované lokality mohou byt naptiklad skladky
odpadi, primyslové a zemédé&lské aredly, nezabezpecené sklady nebezpecnych latek, byvalé

vojenské zékladny nebo Gzemi postizend t€Zbou nerostnych surovin.

Ochranu lidského zdravi a zivotniho prostiedi pfed perzistentnimi organickymi polutanty fesi
Stockholmska timluva (Stockholm Convention), ktera nabyla platnosti v roce 2004. V ramci
této umluvy je uveden seznam toxickych latek, které jsou zvlasté skodlivé pro lidské zdravi:
aldrin, chlordan, dieldrin, endrin, heptachlor, hexachlorbenzen (HCB), mirex, toxaphen,
polychlorované bifenyly (PCB), dichlordifenyltrichlorethan (DDT) a polychlorované dibenzo-
p-dioxiny a dibenzofurany (PCDD/PCDF) (www.mzp.cz).
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Znecisténi zivotniho prostiedi je nutné odstraiiovat. Jednou z moznosti odstranéni

kontaminantd z zivotniho prostiedi jsou metody biodegradace a fytoremediace.

3.2 BIODEGRADACE

Biodegradace znamena biologické odbouravani organickych latek, zejména téch, které jsou
Skodlivé a do zivotniho prosttedi se dostaly lidskou cinnosti (polutanty). Piednosti
biodegradace je ekonomickad nendrocnost, moznost zpracovat odpady pfimo v misté jejich
vyskytu (¢imz odpada riziko pii jejich dopraveé), moznost nepfetrzitého zneSkodnovani
a minimalni naruSeni okolniho prostfedi. Odbouravani polutanti lze provadét za pouziti
zivych organismt nebo jejich produkti umoziujicich detoxikovat nebo rozlozit Skodlivé
latky. Pro tento ucel se pouzivaji rizné mikroorganismy, jejichz ucinek lze stimulovat
ptidavkem kysliku, dusiku, fosforu a jinych zivin, nebo ze kterych lze laboratorné vyslechtit
velmi ucinné a odolné kmeny (napt. pro degradaci chlorovanych uhlovodikll). Kromé toho Ize
vyuzit mikroorganismy vyskytujici se v ptirodé (napt. houba Phanerochaete chrysosporium,
ktera se vyskytuje ve ztrouchnivélém dreve). Vyuziti mikroorganismti ma vsak i sva omezeni
napi. metabolismus mikroorganismu se pii teplotach nizSich nez 19 °C zpomaluje (Kudelova

a kol., 1999).

3.3 FYTOREMEDIACE

Fytoremediace (fyto- rostlina, remedium — ¢istit, obnovit) se také oznacuje jako ,,¢isténi
zeleni®. Vyuziva se k odstranéni toxickych latek z zivotniho prostfedi pomoci rostlin, které
se vyskytuji bud’ pfirozené, nebo jsou geneticky upravené (Flathman a Lanza, 1998). Je to
jednoduchid a Setrnd metoda k Zivotnimu prostiedi (Ndimele, 2010), ktera slouzi k obnoveni
kontaminovanych pid a vod pomoci rostlin nebo jejich kofenii. Kofeny kolonizuji mikroby
a rostliny samotné akumuluji toxické slouceniny v dalSi netoxické metabolity (Suresh

a Ravishankar, 2004).

Aplikace fytoremediace pro odstranéni znecisténi ma nékolik piekazek, které vyzaduji dalsi
intenzivni vyzkum. Rostliny s nizkymi vynosy biomasy a zredukovanym kotfenovym
systétmem nepodporuji efektivni fytoremediaci a s nejveétsi pravdépodobnosti nebrani

pronikani kontaminanti do vodniho systému. Ucinnost fytoremediace je ovlivnéna také
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ptirodnimi podminkami, toxicitou kontaminantu a celkovym stavem pady (Danth a kol.,
2009).

Pro fytoremediaci je vyznamny vybér rostlinného druhu. Za vhodné kandidaty jsou
povazovany travy, které maji vlaknity kofenovy systém (Kulakow a kol., 2000). V soucasné
dobé se k fytoremediaci nejcastéji pouzivaji tradini rostliny (travy, sluneénice, kukufice,
konopi, len, vojtéska, tabak, vrba, indickd hoi¢ice, topol atd.) (Macek

akol., 2008).

Fytoremedia¢ni schopnost rostliny je vyjadiovana pomoci biokoncentra¢niho faktoru (BCF),
tzv. bioakumulace nebo téz koeficient obohacovani. BCF je bezrozmérny faktor, ktery
se pocitd jako pomér dané koncentrace prvka v rostlinnych pletivech ku koncentraci prvki
ve vn&jsim prostiedi. BCF=P/E, kde P ptedstavuje koncentraci prvka v rostlinnych pletivech
(mg/kg suché wt) a E piedstavuje koncentraci prvki ve vnéj$im prostiedi nebo v sedimentu
(mg/kg suché wt). Vyssi hodnota BCF znamena lepsi fytoremedia¢ni schopnosti (Sutapa
a Bhattacharyya, 2008).

Podle autori Soudek a kol. (2008) se fytoremediac¢ni techniky d€li na: fytodegradace,

fytoakumulace, rhizodegradace, fytostabilizace, rhizofiltrace a fytovolatilizace.

3.3.1 FYTODEGRADACE

Pii fytodegradaci dochazi k absorpci, pfeméné a odbouravani kontaminantd uvniti rostliny.
Za fytodegradaci muzeme také povazovat proces snizovani kontaminantd v dasledku
uvoliiovani enzymatickych metaboliti rostliny do pidy. Nejcast&jsi vyuziti fytodegradace je
pfedev§im pro odstrafiovani organickych polutanti (PCB, PAH, vybus$niny, detergenty).
Pii fytodegradacich je nutné zajistit, aby nedochazelo k pfeménam na produkty, které jsou

vice toxické nez samotny polutant (Soudek a kol., 2008).

3.3.2 FYTOAKUMULACE

Pti fytoakumulaci je toxickad latka pfijata rostlinou a akumulovana v pletivech, ale neni zcela
rozlozena; takové rostliny, napi. penizek modravy (Thlaspi caerulescens) akumulujici zinek,

jsou pak sklizeny a likvidovany (Susarla a kol., 2002). Dulezitym ptedpokladem pro
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fungovani metody je, aby rostlinny druh mél hyperakumulaéni vlastnost vii¢i samotnému
kontaminantu. Metoda se stale cast€ji pouziva pii sanaci tézkych kovi, radionuklidd,
polokovu (As, Se) a nekovi (napt. B), ale neni pfili§ vhodna pro organické latky, protoze

vvvvvv

vydychany do ovzdusi (Soudek a kol., 2008).

3.3.3 RHIZODEGRADACE

Rhizodegradace je metoda, ktera umoziuje snizit mnozstvi kontaminantti v zeminé za pomaoci
kotenového systému vysazenych rostlin a pidnich bakterii. Kofeny vylucuji do pidy mnoho
organickych slou¢enin (napft. alkoholy nebo cukry), které¢ jsou vyuzivany ptidnimi bakteriemi.
Pti dostatku zivin pocet téchto mikroorganismt vzrustd a dochazi ke stimulaci jejich aktivity,

a tim k odbouravani okolnich polutanti a snizeni mnoZzstvi kontaminantl v ptdé (Soudek

a kol., 2008).

3.3.4 FYTOSTABILIZACE

Fytostabilizace vyuZziva rostliny ke stabilizaci polutantii v zeminé. V disledku uvolfiovani
organickych a anorganickych ¢astic rostlinou do pidy se zabranuje uvolfiovani polutanti

do povrchovych vod nebo $ifeni vétrnou erozi (Sarma, 2011, Soudek a kol., 2008).

Proces zavisi na biologickych, chemickych a fyzikalnich vlastnostech pidy. Je ovliviiovan
produkci huminovych latek, které vazi kontaminant v pud¢. Fytostabilizace se pouziva
na mistech, kde je potieba obnovit vegeta¢ni pokryvku, ale kvili vysokému znecisténi nelze

na postizeném Uzemi aplikovat béznou vegetaci (Soudek a kol., 2008).

3.3.5 RHIZOFILTRACE

Rhizofiltrace se vyuziva pfi odstranovani zneciStujicich latek z povrchovych, splaskovych
nebo vycerpanych podzemnich vod pomoci kofenového systému rostlin. Dochézi ke srazeni
kontaminantu na kofenovém systému nebo pfimo k absorpci v kotfenech. Velmi uspésné
je pouzivani napf. v Cernobylu, kde se diky slune¢nicim odstrafiuji isotopy Cs a Sr

z povrchovych vod (Soudek a kol., 2008).
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3.3.6 FYTOVOLATILIZACE

Pti fytovolatilizaci neboli fytovyparovani jsou rostliny uzity k extrakci urcitych kovii z ptdy
a potom uvolnény do atmosféry pomoci vypafovani (Sarma, 2011). Fytovolatilizace
je metoda, pfi které dochazi k piijmu znecistujici latky kofenovym systémem rostliny
a transportu do nadzemni c¢asti. V nékterych ptipadech jest¢ nasleduje biotransformace

kontaminantl. Poté probéhne transpirace tékavého kontaminantu nebo tékavé formy ptivodné

netékavé latky (Soudek a kol., 2008).

3.4PCB

Polychlorované bifenyly (PCB) patii mezi organické polutanty, jsou to xenobiotika, tj. latky,
které do ptirodniho prostiedi vnesl svou cinnosti Cloveék a které se v ni predtim nikdy
nevyskytovaly. PCB jsou bioakumulovany, dlouhodobé proto pfetrvavaji v zivotnim

prostiedi.

PCB jsou tvoteny ze dvou benzenovych jader propojenych vazbou na uhliku C1, na kterych
je substituovano v polohach ortho, meta a para 1 az 10 atomi chloru (viz obrazek 1). Celkem

existuje 209 chlorovanych derivata bifenylu (tzv. kongenert) (Totevova a kol., 1997).

4 4'

(Cln 5 6 - 5 (Chn

Obrazek 1: Chemické struktura PCB (mozné polohy chloru na benzenovych kruzich jsou
oznaceny Cisly). Pfevzato z: http://en.wikipedia.org/wiki/Polychlorinated_biphenyl

PCB kongenery jsou viskozni kapaliny (vysoce chlorované smeési jsou hustS$i a tmavéji
zbarvené), bez chuti a zapachu, maji svétle Zlutou barvu. Jsou rozpustné ve vétSiné
organickych rozpoustédel, olejich a tucich. Maji vysokou dielektrickou konstantu a tepelnou

vodivost, hustota se pohybuje od 1,182 do 1,566 kg/l. PCB snadno pronikaji ktzi, PVC
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(polyvinylchloridem) a latexem (ptirodni pryzi).
(http://en.wikipedia.org/wiki/Polychlorinated_biphenyl)

PCB byly Siroce pouzivany v prumyslovych materidlech kvili jejich chemické stabilité,
silnym izola¢nim vlastnostem a vysoké urovni tepelné vodivosti, naptiklad jako dielektrické
a chladici kapaliny v transformatorech, kondenzatorech a elektrickych motorech (Mackova
a kol., 2009). Vyrabé¢ly se chloraci bifenylu za zvysené teploty, katalyzatorem reakce byly soli
zeleza. Reakeni smés pak byla neutralizovéana, destilovéna a ziskany produkt rafinovan. Tak
vznikla smés chemickych individui, li§icich se stupném chlorace a polohou substituentd.
Stupen chlorace je mozné ovlivnit mnozstvim chloru vstupujicim do reakce (Totevova a kol.,

1997).

V souvislosti s pouzivanim PCB byla odhalena i toxicita téchto latek. Postupné bylo zjisténo,
ze dochazi k jejich vnaseni do potravnich fetézcti a akumulaci v Zzijicich organismech.
Z tohoto diivodu doslo ve vétsing zemi v sedmdesatych letech minulého stoleti k zékazu jejich
produkce. V tehdejsim Ceskoslovensku se piestaly vyrabét az v roce 1984 (Mackova a kol.,
2009). Toxicita PCB neni je§té pfesné objasnéna, pravdépodobné vsak velmi uzce souvisi
se stupném chlorace (¢im vysSS$i pocet substituentl, tim je i toxicita PCB vyssi),
a také s umisténim chloru na bifenylu (toxické jsou zejména kongenery substituované

v poloze meta a para) (Totevova a kol., 1997).

Za dobu manipulace s PCB pronikly do Zivotniho prostiedi tisice tun téchto latek, vétSina
téchto latek je odvozena od komerénich smési (napf. AROCLOR, KANECLOR, DELOR
nebo CLOPHEN), které obsahuji 60 az 80 ruznych kongenerd (Ahn a kol., 2001; Totevova
a kol., 1997).

Vice nez Ctvrt stoleti po zastaveni produkce PCB z postizenych oblasti se PCB odpatily,
kondenzovaly v oblastech s nizsi teplotou a tak kontaminovaly velké oblasti po celém svéte.
Kvuli tomuto divodu jsou PCB stale fazeny mezi globalni problémy, proto je vyvijena snaha
0 jejich odstranéni z zivotniho prostfedi. Hlavni metodou odstranéni PCB z kontaminovaného
prostiedi je v soucasnosti spaleni ve vysokych martinskych pecich pii vysokych teplotach
(Mackova a kol., 2009). Hlavnim problémem této likvidace je nutnost udrzeni konstantni

vvvvvv

s sebou nese znacnou finan¢ni ndro¢nost celé technologie (Totevova a kol., 1997). Jako dalsi
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metoda odstranéni PCB z zivotniho prostfedi byla intenzivné studovana mikrobialni

degradace (Yang a kol., 2007).

3.4.1 BAKTERIALNI METABOLICKA DRAHA DEGRADACE PCB

Degradace PCB pomoci mikroorganismil je povazovana za jeden z nejefektivnéjSich postupt
pro jejich odstranéni z prosttedi. Od roku 1973 bylo izolovano a charakterizovano mnozstvi
mikroorganismti  degradujicich PCB, jako mnapt. Nocardia sp., Pseudomonas sp.
a Rhodococcus sp. (RHAL). Byla popsana i metabolicka cesta katalytické biodegradace
bifenylu (Eltis a Bolin, 1996; Sakai a kol., 2001).

V tomto procesu je nejdiive molekula polychlorovaného bifenylu oxidovana
na 2,3-dihydro-2,3-dihydroxychlorbifenyl (dihydrodiolova smés) pomoci viceslozkového
enzymu  bifenyldioxygenasy (bphA). Dihydrodiolovda smés je pak pievedena
na 2,3-dihydroxybifenyl-1,2-dioxygenasu (2,3-DHBP) pomoci dihydrodioldehydrogenasy
(bphB) a vysledny 2,3-DHBP je rozstépen na 2,3 pozici pomoci 2,3-DHBP dioxygenasy
(bphC).  Vznikly produkt 2-hydroxy-6-oxo-6-fenylhexa-2,4-dienoat (HOPDA) je
hydrolyzovan za vzniku kyseliny chlorbenzoové a 2-hydroxy-penta-2,4-dienové kyseliny
(HPD) pomoci HOPDA hydrolasy (bphD). Alifatickd kyselina je dale metabolizovana
na acetyl-CoA a ptes Krebsiv cyklus az na CO; (Li a kol., 2009; Eltis a Bolin, 1996; Sakai
a kol., 2001).

3.5 GEN bphC

Gen bphC koduje tieti enzym bakterialni degradacni drahy polychlorovanych bifenyli

vvvvvv

BphC je homooktamer o molekulové hmotnosti pfiblizné 250 kDa (Uragami a kol., 2001).
Enzym je aktivni v oblasti pH 7 - 9, optimalni teplota se pohybuje okolo 25 °C, ke ztraté
aktivity dochézi pti 65 °C (Khan a kol., 1997).

Gen bphC byl izolovan z bifenylového operonu bakterie Pandoraea pnomenusa (diive
Comamonas testosteroni) B-356 a vlozen do plazmidu pQE31 (Qiagen) pomoci restrikénich
mist Sacl a Kpnl (Hein a kol., 1998).
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Novakova a kol. (2009) transformovali genem bphC rostliny tabaku. Cilem prace bylo
zvySeni efektivity biodegradace polychlorovanych bifenyli (PCB). Ptipravené konstrukty
obsahovaly bphC gen, ktery byl fuzovany s GUS (gen pro B-glukuronidasu), dale pak s genem
LUC (gen pro luciferasu) a s His (histidinovou kotvou). Transformace tabaku byla provedena
pomoci pudni bakterie Agrobacterium tumefaciens. Exprese vnesenych genu byla ovéfena
pomoci RT-PCR. Ptitomnost proteinii bphC/His byla ovétena pomoci Western blot analyzy,

imunochemicky pomoci mys$i anti-His protilatky (Novakova a kol., 2009).

3.6 TRANSGENNI ROSTLINY

Transgenoze rostlin je zalozend na vnaseni gend do rostlinného genomu. Tyto metody
se zaCaly uzivat v roce 1977, kdy bylo jednozna¢éné¢ prokazano, ze pudni bakterie
Agrobacterium tumefaciens vnasi svou DNA do rostlinného genomu. Tim se transgenoze
stala dal$i metodou, kterou lze v modernim S$lechténi wvyuzit. V prvni fazi pokusl
s transformaci T-DNA bakteriemi Agrobacterium byly inaktivovany jednotlivé geny T-DNA
vnasenim transpozonil. V nasledujici fazi byla odstranéna cela T-DNA a nahrazena novymi
geny. Dal$im zdokonalenim bylo rozdéleni funkci ptivodniho plazmidu Ti na dva plazmidy.
Jeden z nich nese tsek virulence a druhy T-DNA. Takovy maly plazmid s T-DNA je jiz

mozné snadno upravovat (Ondfej a Drobnik, 2002).

3.6.1 VYUZITI TRANSGENNICH ROSTLIN

Snaha o odstranéni polutantll z Zivotniho prostiedi, popf. zabranéni dalsi kontaminace, vedla
k myslence vyuziti transgennich rostlin k tomuto ucelu. V soucasnosti je uplatiiovana snaha
genetickymi manipulacemi ziskat rostliny upravené na miru pozadavkim fytoremediace.
Do rostlin se za ucelem zlepSeni jejich fytoremediacnich vlastnosti vnaseji geny kvasinek,
bakterii a savcl nebo se zvysuje exprese jiz pritomnych rostlinnych genti. Exprese téchto

genll by méla zajistit zvySeni u¢innosti pfirozenych metabolickych drah a schopnosti rostlin
(Macek a kol., 2008).
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 ROSTLINNY MATERIAL
4.1.1 JECMEN SETY — VYZNAM A CHARAKTERISTIKA

Je¢men patii k hospodarsky nejvyznamnéjs$im zemédelskym plodinam. Podle velikosti osevni
plochy je ¢tvrtou nejrozsitenéjsi péstovanou obilovinou. Ve Spojenych statech je 50 % urceno
pro krmeni dobytka a 37 % pro pivovarsky primysl (80 % na pivo, 14 % na destilovany
alkohol a 6 % na sladovnicky sirup).

(http://www.hort.purdue.edu/newcrop/duke_energy/Hordeum_vulgare.html)

V Ceské republice je jarni jeémen po ozimé pienici druhou nejvyznamnéjsi péstovanou
plodinou. V r. 2010 byl jarni je¢men péstovan na vyméte 278 718 ha a sklizeno bylo
1088 670 tun zrna. V roce 2011 byla sklizen jarniho je¢mene 1 345 940 tun, tj. 0 257,2 tisic
tun vice (0 23,63 %) nez v roce 2010 (Cesky statisticky ufad, http://www.czs0.cz).

Je¢men sety (Hordeum vulgare L.) je jednodélozna jarni nebo ozima obilnina taxonomicky
fazend do cCeledi lipnicovitych (Poaceae). Dosahuje velikosti az 1 metr, listy jsou s ousky
slabé vyvinutymi a sklada se z trojice klaskt s velmi dlouze ovinutou pluchou, obilky jsou
vétsinou okoralé (Hendrych, 1977). Kulturni je¢men je diploidni (2n = 14), podle usporadani
klasu dvoutady nebo Sestifady, kli¢ici 5 - 8 zarodecnymi koteny. Kvétenstvi je lichoklas
slozeny z jednokvétych klaski ptisedlych ve vykrojcich vietena po trojicich. Opyleni

je kleistogamické, uvniti uzavieného kvétu (Vancurova a Kiihn, 1966).

Je¢men je jedna z nejstarSich obilnin, ktera vznikla v pravéku z druhu Hordeum spontaneum
v Pfedni az Stfedni Asii, odkud se rozsifila do Afriky, ale i do Evropy jiZ v neolitu a zahy

stejné tak na vychod, az do Japonska (Hendrych, 1977).

4.1.2 TRANSGENNI ROSTLINY

Transgenni rostlinny material jarniho je¢mene odriidy Golden Promise byl ziskdn v ramci

diplomové prace Veroniky Liskové v obdobi 2010 — 2011 (Liskova, 2011).

Odrtda jarniho je¢mene byla transformovana ve dvou variantach:
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a) Genem bphC bez histidinové kotvy pPBRACT214::bphC
b) Genem bphC s histidinovou kotvou pBRACT214::bphC/His

Do vektoru pPBRACT214 byl zajmovy gen bphC naklonovan s vyuzitim GATEWAY systému
a byl fizeny ubiquitinovym promotorem (ubi). Vektor také obsahoval selekéni gen hpt
pro hygromycinfosfotransferasu, ktery slouzi k selekci transformovanych bunék a byl
pod CaMV35S promotorem. Transformace je¢mene byla provedena pomoci Agrobacterium

tumefaciens (Liskova, 2011).

Podrobna metodika je soucasti vyse uvedené diplomové prace.

4.2 VYSEV A PESTOVANI EXPERIMENTALNIHO MATERIALU, ROSTLIN T1
GENERACE

Vysev a péstovani transgennich rostlin probihalo ve skleniku, ktery je urceny pro péstovani
GMO rostlin v uzavieném prostfedi. Zrna generace T1 dvou pozitivnich rostlin, které byly
transformovany  vektorem pBRACT214::bphC  (rostlina ¢islo 1) a  vektorem
pBRACT214::bphC/His (rostlina ¢islo 2), byla vyseta do sadbovact o velikosti 5 x 5 cm.
Rostliny byly péstovany v zahradnim substratu pro dopéstovani rostlin (Raselina Sobéslav).
Vysetd zrna byla 7 dni pfikryta netkanou textilii, ktera slouZila pro udrzeni vlhkosti
a podporovala lepsi kliceni zrna. V prubehu vegetace byly rostliny pravidelné piihnojovany
a oSetfovany proti Skiidciim. Teplota ve skleniku po dobu vegetace byla v pribéhu dne 20 °C

avnoci 15 °C.

4.3 TESTOVANI SELEKCE NEZRALYCH EMBRYI V IN VITRO PODMINKACH

Pro rychlé ziskani homozygotnich linii byla navrZzena a testovdna moZnost selekce
v podminkéch in vitro. Na selekénim mediu s riiznou hladinou hygromycinu byla kultivovana
nezrala zygoticka embrya (21 dni po opyleni). K testovani byla vybrana rostlina generace T1,
ktera byla oznaCena cislem 46. Rostlina byla transformovana expresnim vektorem
pPBRACT?214::bphC/His a regenerovana rostlina TO generace vykazovala vysokou expresi
na urovni RNA (pomoci RT - PCR), (Liskova, 2011).
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Sterilizace kultivovanych embryi:

Nezrald zrna izolovand z klasti byla sterilizovana sérii jednotlivych promyvani: 70%
ethanolem po dobu 2 min, proplachnuta sterilni vodou, 6% NaClO po dobu 4 min a zavérem
proplachnuta 4krat sterilni vodou.

Nezrala zygoticka embrya byla extirpovana po tfech tydnech po opyleni pod binokularni
lupou ve flow boxu za sterilnich podminek. Pomoci skalpelu a pinzet bylo vyjmuto embryo
a umisténo na kultivacni médium Murashige a Skoog (slozeni viz tabulka 1) s polovi¢nim
obsahem makro a mikro elementa (%2 MS), (Duchefa) MO222. Médium obsahovalo
antibiotikum (hygromycin), jako selek¢ni agens. Hygromycin byl pfidan ve dvou riznych
koncentracich (50 mg/l a 75 mg/l). Explantaty byly kultivovany v kultivacni mistnosti s 16
hodinovou svételnou periodou a teplotou 18 - 20 °C. Po péti dnech bylo mozné pozorovat

prvni list a kofeny.

Tabulka 1: Slozeni Murashige Skoog media M0222 (pH 5,8)

Slou¢enina | mnozstvi na 11 (v mg)
Makroelementy
NH;NO; 1650
KNO, 1900
H3BO; 6,2
KH,PO, 170
MgSO, 180,54
CaCl, 332,02
Mikroelementy
Kl 0,83
Na,M00,.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
MnSQO,.H,0 16,9
ZnS0,4.7H,0 8,6
CuS0,.5H,0 0,025
Chelate solution Na,EDTA | 36,7
Vitaminy
Thiamin (B1) 10
Pyridoxin (B6) 1
Kyselina nikotinova 1
Glycin 1
Myo-inositol 100
Dalsi soucasti MS média
Sacharosa 309
Phytoagar 649
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Rostliny byly z Petriho misek piesdzeny do kvétinaci se zeminou. V ristové fazi 13
ve stadiu tii listi byla provedena izolace DNA z nejmlads$iho listu a nasledné detekce

transgenu bphC pomoci PCR.

4.4 1ZOLACE DNA Z LISTU

Izolace genomické DNA z listi rostlin byla provedena dle Edwards a kol. (1991) a upravena
pro podminky Laboratofe rostlinnych biotechnologii, Centrum regionu Hana, PiF UP

v Olomouci.

1. Mlady list o velikosti asi 5 - 7 cm byl rozdrcen v mikrozkumavce vychlazenou
izola¢ni ty¢inkou. Mikrozkumavka byla chlazena v tekutém dusiku.

2. K rozdrcenému materidlu bylo ptidano 400 ul extrakéniho pufru (slozeni viz tabulka
2). Smés byla vortexovana 5 s.

3. Extrakce vzorku probihala 60 min pii laboratorni teplot€¢ a poté byl extrakt
centrifugovan po dobu 2 min (rcf = 14550).

4. K 300 pl supernatantu odebraného do nové mikrozkumavky bylo pfidano stejné
mnozstvi (300 pul) vychlazeného izopropanolu. Smés byla promichdna a ponechéna pfti
laboratorni teplot¢ 2 min.

5. Centrifugace vzorku 5 min (rcf = 14550). Supernatant byl odstranén a k sedimentu
bylo ptidano 300 pl 70% EtOH.

6. Centrifugace 5 min, (rcf = 2152).

7. Supernatant byl odstranén a pelet vysusSen v laminarnim boxu.

8. DNA byla rozpusténa v 50 ul PCR H;0.

Tabulka 2: Slozeni extrakéniho pufru

Sloucenina Mnozstvi na 100 ml
200 mM Tris HCI (pH 7,5) 20 ml 1M

250 mM NaCl 5 ml 5M

25 mM EDTA 5mli0,5M

0,5% SDS 500 pl

Sterilni destilovand voda doplnit do 100 ml
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45PCR

Pfitomnost genu bphC v transgennich rostlinach byla zjistovana za pomoci PCR amplifikace

s pouzitim specifickych primeri (sekvence viz tabulka 3).

Tabulka 3: Sekvence pouzitych primert

PCR

F-bphC-pCRS primer bphC ATG AGC ATC AAG AGC TTG
GG

F-bphC-pCR8-His primer | bphC/His GAG AGG ATC TCA CCA TCA
cc

R-bphC-pCRS primer bphC i bphC/His | TCA CGA ATT CCT TCG CAC
CG

GENERI
BIOTECH

Pracovni postup:

1.

SN

ol

¢. 031M6197), primer F a primer R (viz tabulka 4).

4 ul genomické DNA (koncentrace vzorkti DNA 300ng/ul).

Do mikrozkumavky byla napipetovana smés H,O, REDTaq Ready mix (Sigma, kat.

Do jednotlivych mikrozkumavek bylo rozpipetovanol6 pl reakéni smési a pridano

Do analyzy byly zatazeny i kontrolni vzorky; jako negativni kontrola (C-) byla pouzita

genomickd DNA izolovana z netransgenni rostliny; jako pozitivni kontrola byl pouZit

plazmid, kterym byly rostliny transformovany; a jako kontrola reakce byla pouZita

H.0.

. Vzorky pro PCR byly kratce vortexovany, stoeny na stolni minicentrifuze a poté
vlozeny do termocykleru (PTC-200, MS Research).

. Byla provedena PCR amplifikace, podle nasledujiciho programu:

1. Aktivaéni denaturace: 94 °C 3 min

94 °C 1 min

2. 32cyklt: Denaturace:

Nasedani primerti: 58 °C 1 min

Extenze: 72°C 1 min30s

3. Findlni extenze: 72 °C 7 min
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Tabulka 4: Slozeni PCR reakéni smési

dd H,O S5ul
REDTaq ReadyMix 10 pl 16 ul

primer F 0,5 ul

primer R 0,5 ul
templatova DNA 4 ul
celkem 20 ul

4.6 GELOVA ELEKTROFOREZA PCR PRODUKTU
Produkty PCR amplifikace byly separovany a vizualizovany pomoci elektroforézy v 1%

agar6zovém gelu.

Pracovni postup:

1. Bylo navézeno 2,5 g agardzy (Agar6za SERVA kat. ¢. 11404), smichdno s 250 ml
TAE pufru (slozeni viz tabulka 5). Agaroza byla rozpusténa zahfatim v mikrovinné
troubé, po zchladnuti bylo pfiddno 6,3ul fluorescencniho barviva ethidium bromidu
(koncentrace 0,5 pg/ml).

2. Gel byl nalit do elektroforetické vanicky, byl vlozen hiebinek a gel ponechan
ztuhnout.

3. Do jednotlivych jamek byly napipetovany 4 ul jednotlivych vzorki PCR reakce.

4. Jako velikostni standard byl pouzit HyperLadder II (Bioline) (viz obrazek 2).

5. Po ukonéeni separace byl gel umistén na UV transluminator a produkty byly
zviditelnény v prochazejicim UV svétle a dokumentovany (G:BOX, program
GeneSnap, SYNGENE ).

Tabulka 5: Slozeni 50x koncentrovaného TAE pufru (pH 8,5)

Tris baze 242 g
Octova kyselina 57,1 ml
0,5M EDTA 100 ml
Sterilni destilovana voda doplnitdo 11
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HyperLadder |l

BAND SIZE (bp) | ng/BAND
_ 2000 50
% 800 30
< 1600 20
s 400 20
s 1200 20
e 1000 100
— 800 30
P 700 30
— 600 30
— 500 30
e 400 30
— 300 100
= 200 40
— 100 40
= 50 40

Sl HyperLaddee lllane, 1.5% moiecular
blology grade agarose in 1x TAE stained
with Ethidium Bromide.

IBlOLINE Batch #: H2K2-1006

Obrazek 2: Velikostni standard HyperLadder II (Bioline)

4.7 PRESAZENI A SKLIZEN POZITIVNICH ROSTLIN

PCR pozitivni transgenni rostliny byly ze sadbovacich valecki pfesazeny do kvétinact
se zahradnim substratem (Raselina Sobéslav). Po celou dobu vegetace byly rostliny péstovany
ve skleniku v teplotnim rezimu: 20 °C ve dne/ 15 °C v noci. Zrno kazdé rostliny bylo

postupné sklizeno a uchovéano v chladni¢ce pti 4 °C.
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5. VYSLEDKY

Cilem bakalafské prace bylo:

1) Na zaklad¢ predeslych vysledkti ovéfit pritomnost transgenu bphC pomoci PCR
vrostlinach T1  generace, urCit pomér pozitivnich a negativnich  rostlin.
2) Ove¢rit moznosti selekce nezralych embryi v in vitro podminkiach na médiu

s hygromycinem.

5.1 OVERENI PRITOMNOSTI TRANSGENU bphC POMOCI PCR V ROSTLINACH TI
GENERACE

K ovéfeni piitomnosti transgenu bphC pomoci PCR bylo celkem vyseto 174 zrn potomstev
transgennich rostlin jarniho je¢mene odridy Golden Promise, které pochazely ze dvou rostlin

oznacenych jako R1 a R2.

Rostlina R1 byla transformovana vektorem pBRACT214::bphC bez histidinové kotvy
a vyseto bylo 74 zrn T1 generace. PCR produkt transgenu bphC mél velikost 882 bp.

Rostlina R2 byla transformovana pBRACT214::bphC/His, kazeta genu bphC obsahovala
histidinovou kotvu. Vyseto bylo 100 rostlin. PCR produkt transgenu bphC/His mél velikost
930 bp.

Vysledky PCR analyzy:

Ze 74 testovanych rostlin T1 generace rostliny R1 s transgenem bphC byl transgen detekovan

u 31, coz je 42 % pozitivnich rostlin.

Ze 100 testovanych rostlin T1 generace rostliny R2, které byly testovany na pfitomnost

transgenu bphC s histidinovou kotvou, nebyla zjisténa zadna pozitivni rostlina.

Priklady vysledkl elektroforetické separace PCR jednotlivych analyzovanych produktt
transgenti genu bphC jsou znazornény na obrazku 3 a 4. Polty zjisténych pozitivnich

a negativnich rostlin jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6: Pomér pozitivnich a negativnich rostlin u potomstva dvou transgennich rostlin

R1-bphC a R2-bphC/His generace T1, detekovanych pomoci PCR

Cislo Rostlina s Celkovy Podet Podet Celkové %
rostliny transgenem pocet | pozitivnich | negativnich pozitivnich
R1 bphC 74 31 43 42 %
R2 bphC/His 100 0 100 0 %

Pozitivni rostliny byly pfesazeny a negativni vyhozeny.

Obrazek 3: PCR analyza genu bphC u rostlin jarniho je¢mene odridy Golden Promise, T1
generace, drahy 1 — 10, H,O (kontrola kontaminace), C- (negativni kontrola), P (plazmid,
pozitivni kontrola), HLII (DNA HyperLadder II — BIOLINE, kat. ¢. BIO — 333039)
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9 10 11 12 13 14 15 16 H,0 C P

bphC/His |

1000 bp
930 bp
B 300 bp
17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 H,0 ¢ P
—_ e 1000 bp
bphC/His
930 bp

] 300 bp
Obrazek 4: PCR analyza genu bphC/His u rostlin jarniho je¢mene odridy Golden Promise,

T1 generace, drahy 1 - 32, H,O (kontrola kontaminace), C- (negativni kontrola), P (plazmid,
pozitivni kontrola), HLII (DNA HyperLadder II — BIOLINE, kat. ¢. BIO — 333039)
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52 OVERENI MOZNOSTI SELEKCE NEZRALYCH EMBRYI V IN VITRO
PODMINKACH NA MEDIU S HYGROMYCINEM

A) Kultivace netransgennich embryi

Pro ovéfeni uCinnosti koncentrace hygromycinu byla nejdiive kultivovdna netransgenni
nezrala zygotickd embrya odridy Golden Promise. Extirpovand embrya byla izolovana
z jedné rostliny, ktera byla péstovana ve skleniku. Velikost nezralych embryi byla od 1,8
do 2 mm. Pro testovani byly pfipraveny tfi varianty kultivatniho média a z nich dvé

obsahovaly rizné koncentrace hygromycinu:

1) Kontrola %2 MS - bez hygromycinu
2) 2 MS, 50 mg/l hygromycinu
3) 2 MS, 75 mg/l hygromycinu

Petriho misky s embryi byly umistény do kultiva¢ni mistnosti s 16 hodinovou svételnou

periodou pii teploté 18 — 20 °C.

Utinnost selekce byla stanovena pomérem mezi podtem kultivovanych embryi

a vyselektovanych rostlin.

Pro stanoveni vhodné koncentrace hygromycinu bylo na kazdé varianté média kultivovano 16
embryi. Na médiu, které obsahovalo 50 mg/l hygromycinu vyrostlo 8 rostlin, coz je 50 %.
Na médiu, které obsahovalo 75 mg/l hygromycinu vyrostlo 6 rostlin, coz je 38 %. Souhrnné

vysledky jsou uvedeny v tabulce 7 a obrazku 5.

Tabulka 7: Uginnost koncentrace hygromycinu na netransgenni rostliny

0 16 16 100
50 16 8 50
75 16 6 38
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Uéinnost selekce v in vitro podminkach
netransgenni kontrola - Golden Promise

120 B Pocet

kultivovanych
embryi
100 ~
B Pocet
wyselektovanych
80 rostlin
S 60 A
40 A
20 A
0 4

0 50 75
Hygromycin (mg/l)

Obrazek 5: U¢innost hygromycinové selekce
B) Kultivace transgennich embryi

Na stejnych variantach médii byla kultivovana nezrald zygoticka embrya o velikosti od 1,8
do 2 mm. Nezrala zygotickd embrya pochazela z rostliny ¢islo 46, TO generace, ktera byla
transformovana vektorem pBRACT214::bphC/His, obsahujicich transgen bphC s histidinovou
kotvou.

Na prvni varianté média (0 mg/l hygromycinu) bylo kultivovano 20 nezralych zygotickych
embryi, z nichz regenerovalo 19 rostlin (viz obrazek 6A), coz je 95 %. Na druhé varianté
média (50 mg/l hygromycinu) z 20 kultivovanych nezralych zygotickych embryi, rostlo 16
rostlin, coz je 80 % (viz obrazek 6B) a na tfeti varianté (75 mg/l hygromycinu) bylo
kultivovano 70 nezralych zygotickych embryi a rostlo 52 rostlin, coz je 74 % (viz obrazek

6C). Souhrnné vysledky jsou uvedeny v tabulce 8 a obrazku 7.
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Obrazek 6: Kultivace nezralych zygotickych embryi T1 generace transgennich rostlin
bphC/His. A — kultiva¢ni medium bez hygromycinu, B — kultivaéni medium s obsahem
hygromycinu v koncentraci 50 mg/l a C — kultivaéni medium s obsahem hygromycinu
v koncentraci 75 mg/l (Foto autor)
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Tabulka 8: Selekce nezralych zygotickych embryi obsahujicich transgen bphC/His, rostliny

¢. 46, T1 generace, na tfech riznych koncentracich hygromycinu kultivovanych in vitro

50 20 16 80 10 50

75 70 52 74 48 68

Ucinnost selekce v in vitro podminkach
transgenni rostlina 46 - bphC His

O Pocet

120 kultivoyanych
embryi
100 A B Pocet
vyselektovanych
rostlin
80 -
B Pocet PCR
poztivnich rostlin
X 60 A
40 +
20 A
0

0 50 75
Hygromycin (mg/l)

Obrizek 7: Ucinnost selekce v in vitro podminkdch na médiu s hygromycinem

u transgenniho potomstva rostliny ¢. 46

U vSech 87 regenerovanych rostlin po hygromycinové selekci byla provedena PCR detekce
transgenu bphC/His. Z tohoto poctu 66 rostlin obsahovalo Zadany transgen. Piklad vysledku

PCR reakci je znazornén na obrazku 8.

33



10 11 12 13 14 15 16 H,0 C p

bphC/His ——
930 bp

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 H,0 C- P HLII

bphC/His
930 bp

Obrazek 8: PCR analyza genu bphC/His u rostlin jarniho je¢mene odridy Golden Promise,
generace T1, selektovanych z nezralych embryi v podminkach in vitro, drahy: 1 - 32, H,O
(kontrola kontaminace), C- (negativni kontrola), P (plazmid, pozitivni kontrola), HLII (DNA
HyperLadder Il — BIOLINE, kat. ¢. BIO — 333039)

Vsechny ziskané pozitivni rostliny byly piesazeny do zeminy a dopéstovany (viz obrazek 9)

a bylo ziskano potomstvo.

Obrazek 9: Rostliny je¢mene GP transformované vektorem pBRACT214::bphC/His, T1
generace, (po analyze PCR) piesazené do zeminy (Foto autor)
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6. DISKUSE

Transformace rostlin je slozity d€j, pfi némz jsou geny izolovany z rtiznych organismil
a vnaseny do organismu jinych. Jedna se o komplexni proces, pfi némz musime zvolit
vhodnou strategii klonovani a dobfe vybrat destinaéni vektory. Kultivace v in vitro
podminkach, indukce kalusu a regenerace kalusu je druhové a odriidové velmi specificka.
Je€men obecné patii mezi rekalcitrantni druhy rostlin a je obtizné transformovatelny. Odrada
jarniho jeCmene Golden Promise je pro svou schopnost indukce kalusu a regenerace v in vitro
podminkach pouzivana jako modelova rostlina pro transformaci i piesto, ze se efektivita
transformace pohybuje kolem 10 %. ZvySeni poctu transgennich rostlin v budoucnu bude
mozné dosédhnout zlepSenim vektorovych systémti a vyhleddnim novych responzibilnich
genotypu, dobfe vytvarejicich kalus (somaticka embrya) s dobrou regeneracni kapacitou.
Dalsi moZnosti by také mohlo byt zvladnuti metod transformace plastidli u obilovin. Vyhodou
tohoto typu transformace je uniparentalni pienos tzn., Ze vnesené geny nejsou pienaseny
do dalsi generace pylem a také je prokazana vyssi stabilita transformace.

Ziskani stabilni transgenni linie s zddanym transgenem je nutnym piedpokladem pro zahajeni
fyziologickych, biochemickych a chemickych experimentl, které zpravidla slouzi k ovétreni
funkce transgenu. Podle mendelovych zakonil je u samosprasnych rostlin fenotypovy $tépny
pomér v F1 generaci 3:1 a genotypovy §tépny pomér 1:2:1. U transgennich rostlin tento
pomér neni zpravidla dodrzen. Segregace genl a jejich stabilita je ovliviiovana mnoha
faktory, pfedevs§im piijemcem genu, povahou transgenu a interakci mezi nimi. Ani v dalSich
generacich F2 a F3 neni segregace genii mendelisticky dédéna a u rGznych transgennich
udalosti je odlisnd. Piedpokladd se, ze 10 az 50 % je dédiCnost ovliviiovana
,,nemendelistickou segregaci". Je proto nutné ziskat dostatecny pocet transgennich rostlin jiz
v TO generaci a nasledné provadét dislednou selekci nezavislych transgennich linii. Ziskani
homozygotni transgenni linie u obilovin je dlouhodoby proces, ktery miize byt zkracen
vyuzitim metody androgeneze, ale 1 tato metoda je druhové
a genotypove velmi specificka (Yin a kol., 2004).

PCR metodou bylo vybrano dostatecné mnozstvi transgennich rostlin, a to jak na urovni
kultivaci nezralych embryi v in vitro podminkach, tak i na urovni rostlin. Z rostlin T1
generace obsahujicich 0 mg/l a 50 mg/l hygromycinu bylo kultivovano 20 embryi
a s obsahem 75 mg/l hygromycinu bylo kultivovano 70 embryi, ale nikdy nebylo

vyselektovano vsech 100 % pozitivnich rostlin. Z toho je zfejmé, ze zadné z potomstev linii
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neni zatim homozygotni. Ziskané pozitivni rostliny budou dale vyuzity k naslednym
experimentiim.

Pouziti in vitro selekce je rychlé a snadno se tak da ziskat dostate¢né mnozstvi transgennich
rostlin. Nezanedbatelné je také zkraceni vegetatni doby a doby dormance mezi dvéma
generacemi.

Metoda selekce nezralych zygotickych embryi transgennich obilovin v in vitro podminkach

nebyla dosud nikde popséna.
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7. ZAVER

V ramci bakalaiské prace, ktera se zabyvala ovéfenim pritomnosti transgenu bphC pro
fytoremediaci PCB a toluenu u je¢mene v T1 generaci, bylo pomoci PCR analyzovéano
celkem 261 rostlin. Z tohoto poctu bylo 187 rostlin transformovdno vektorem
PBRACT214::bphC/His a 74 rostlin transformovano vektorem pBRACT214::bphC (bez
histidinové kotvy). Destina¢ni vektor pPBRACT214, ktery byl pouzit pro transformaci jecmene
obsahoval selekéni gen hpt (hygromycinfosfotransferase), ktery vykazoval rezistenci
k hygromycinu.

Pro testovani mozZnosti selekce v in vitro podminkach byly navrzeny dvé koncentrace
hygromycinu: 50 mg/l a 75 mg/l, které byly ovéfeny na netransgennim materidlu odridy
Golden Promise. Na médiu s koncentraci 50 mg/I rostlo 50 % rostlin, na médiu s vysokou
koncentraci hygromycinu 75 mg/l rostlo 38 % netransformovanych rostlin. Dalo se tedy
ptedpokladat, ze 1 pii selekci T1 generace bude dochazet k rlstu netransgennich rostlin

a nebude dochazet k 100% selekci.

Pti selekcei transgennich potomstev T1 generace (bylo testovdno 20 rostlin) na médiu s 50
mg/l hygromycinu vyrostlo 80 % rostlin a z téchto rostlin bylo 50 % PCR pozitivnich.
Pti koncentraci 75 mg/l hygromycinu v kultivaénim médiu rostlo 74 % rostlin (bylo testovano
70 rostlin), z téchto rostlin bylo 68 % rostlin pozitivnich, G¢innost selekce byla vysoka.
Z dosazenych vysledk vyplyvda, Zze se da pomémé snadnym zplsobem provadét selekce

rostlin i v T1 generaci.

Dalsi vyhodou selekce Vv in vitro je zkraceni vegeta¢niho obdobi dal§i generace rostlin.
Na selek¢nim médiu je vhodné kultivovat nezrald zygotickd embrya 21 dni po opyleni, ktera
jsou jiz dostateCn¢ vyvinuta, a jejich izolace je pomérné snadna. Nezanedbatelné je také
zkraceni obdobi dormance, kterou je nutné po sklizni dodrzet. Napi. u je¢mene je to obdobi

od 21 do 28 dnn.

Hlavnim ukolem bakalafské prace bylo vyselektovat pozitivni rostliny, které byly
transformovany vektory pBRACT214::bphC/His a pBRACT214::bphC a ziskat dostatek
osiva pro dalsi, nasledné experimenty. Pro dalsi experimenty je k dispozici zrno 31 rostlin

s genem bphC a 66 rostlin s genem bphC/His, T2 generace.
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Testovanim selekce v in vitro podminkach se podafilo stanovit vhodnou koncentraci
selekéniho agens - hygromycinu. Vhodna koncentrace hygromycinu podle vysledkil vysla
75 mg/l. Tento systém selekce rostlin - nezralych zygotickych embryi odebranych z rostlin TO

umoziuje rychle ziskat zddané transgeny.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

2,3-DHBD 2,3-dihydroxybifenyl-1,2-dioxygenasa
Cl kalus-induk¢éni médium

DNA deoxyribonukleova kyselina

EB extrakéni pufr

GMO geneticky modifikované organismy
GP Golden Promise

His histidin

HOPDA 2-hydroxy-6-oxo-6-fenylhexa-2,4-dienoat
HPD kyselina 2-hydroxy-penta-2,4-dienova
hpt hygromycinfosfotransferase gen

MZP ministerstvo Zivotniho prostredi

PAH polycyklické aromatické uhlovodiky
PCB polychlorované bifenyly

PCR polymerazova fetézova reakce

PVC polyvinylchlorid

RNA ribonukleova kyselina

RT-PCR Real-time PCR

T-DNA transferova DNA

ubi ubiquitinovy promotor

wit hmotnost
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