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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zabyva transformaci rostlin Arabidopsis thaliana pomoci
bakterie Agrobacterium tumefaciens, naslednou selekci a testovanim téchto rostlin pomoci
metody PCR.

Prvni Cast teoretické Casti pojednava o rostlinnych hormonech cytokininech, které maji
dalezitou roli v rostlinném vyvoji a ristu, a cytokinindehydrogenase, cozZ je enzym kataly-
zujici nevratnou deaktivaci cytokininl. S timto tématem Uzce souvisi kapitola transgenni
rostliny se zménénym obsahem cytokinind. DalSim zpracovanym tématem teoretické ¢asti
je pfima a nepfima transformace. Na zavér je vytvoren prehled vyvoje transformace rostlin
Arabidopsis thaliana pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens.

V praktické ¢asti je popsana transformace rostlin Arabidopsis thaliana pomoci bakterie
Agrobacterium tumefaciens, kmen GV 3101, nesouci plazmid pBract 303 s genem
pro kukufi€nou cytokinindehydrogenasu 1 (ZmCKX1) pod kontrolou kofenové specifického
promotoru z jeémene (HvVPHT 1-1). Dale je popsano stanoveni vhodné koncentrace fosfi-
notricinu pro selekci transformantl (5,5 mg/l) a testovani vyselektovanych rostlin pomoci
metody PCR. Bylo vyselektovano padesat Ctyfi rostlin z deviti set semen. Celkem bylo
pouzito pfi PCR reakci Sest dvojic primeru. U dvou dvojic primer( se vyskytly kontaminace
v negativni kontrole nebo ve wild-type rostliné. Pouze u tfi rostlin doSlo pomoci jedné dvo-
jice primerQ k velice slabé amplifikaci ¢asti genu ZmCKX1. S pouzitim ostatnich primert
k amplifikaci nedoSlo. Jen dva ze tfi endogennich gend byly amplifikovany z genomové
DNA rostlin. Integrace transgen( nebyla tedy potvrzena v jedenapadesati vyselektovanych
rostlinach. Vysledky ani jednoznacné nepotvrzuji inzerci transgenu ve tfech rostlinach,
zZ jejichz DNA byla zisk&na slab& amplifikace genu ZmCKX1. V ramci bakalaiské prace se
nestihly provést dalsi PCR amplifikace &i jiné metody potvrzujici transformaci, proto prace
bude pokracovat béhem navazujiciho studia.
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Abstract

This bachelor’s thesis is focused on transformation of Arabidopsis thaliana media-
ted by bacterium Agrobacterium tumefaciens, selection and verifying plants by PCR
method.

Theoretical part deals with plant hormones cytokinins and cytokinin dehydrogena-
se. Cytokinins play a crucial role in plant growth and development and their degra-
dation is mediated by enzyme cytokinin dehydrogenase (CKX). Transgenic plants
with altered cytokinin content and methods of direct and indirect transformation inclu-
ding the development of Arabidopsis thaliana transformation are discussed.

In the practical part, the transformation of Arabidopsis thaliana mediated by Agro-
bacterium tumefaciens is described. Agrobacterium cells contained plasmid with the
gene for maize cytokinin dehydrogenase 1 under the control of barley root-specific
promoter (HVPHT 1-1). Further, suitable concentration of phosphinotricin for selection
of transformants was determined (5.5 mg/l). Nine hundred seeds were put on selecti-
on medium and fifty-four plants were obtained. PCR method was used for testing
plants after transformation. PCR reactions with six different primer pairs were set up.
Contamination in negative controls or in wild-type plants was observed in PCR reacti-
ons performed with two different primer pairs. Very weak amplification of partial
sequence of ZmCKX1 gene was obtained for three plants. Amplification with the other
primers did not occur. These results did not clearly confirm the integration of transge-
ne. Therefore, the study will continue during the master study programme.
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1 Cile prace

e Zpracovani literarni reSerSe zabyvajici se tématy vyvoj transformace rostlin
Arabidopsis thaliana, cytokininy, cytokindehydrogenasa a trasgenni rostliny
se zménénym obsahem cytokininu.

e Transformace rostlin Arabidopsis thaliana pomoci bakterie Agrobacterium

tumefaciens metodou ,floral-dip”.
e Stanoveni vhodné koncentrace fosfinotricinu pro selekci transformantd.

e Testovani vyselektovanych rostlin pomoci metody PCR.
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2 Teoreticka cast

2.1 Cytokininy a cytokindehydrogenasa

Cytokininy fadime mezi rostlinné hormony (fytohormony), které hraji velice dalezitou
roli v mnoha vyvojovych a rastovych procesech rostlin. Hlavnim uéinkem cytokininQ
je stimulace bunécného déleni a kontrola organové diferenciace. NejvySSi hladiny
cytokinind se nachazi v intenzivné se délicich a rostoucich pletivech (Prochazka et al.,
1998). Je dokazéano, Ze cytokininy jsou zapojeny v mnoha procesech jako napf. vyvoj
kvétd a plodu, senescence, diferenciace plastidu, tvorba chlorofylu, klic¢eni semen
a vyvoj kofene (Ashikari et al., 2005; Kim et al., 2006; Werner et al., 2001; 2003). Cyto-
kininy rovnéz ovliviiuji apikalni dominanci a to prostfednictvim regulace aktivity uzlab-
nich pupenl. Diky potlacovani apikalni dominance pusobi cytokininy jako antagonisté
auxinG (Prochazka et al., 1998). Uginek sougasného pusobeni cytokinint a auxinl
na vyvoj rostlin v tkanovych kulturach je zavisly na koncentracich téchto hormonu.
Pokud je pomér koncentraci auxini a cytokinind vyrovnany, dochazi k tvorbé nedife-
rencovaného pletiva, tzv. kalusu. KdyZ je koncentrace cytokininu vyssi, vytvafi se pryty.
Naopak nadbytek auxint zplisobi regeneraci kofenl (Miller et al., 1955).

Prvnim objevenym cytokininem byl zeatin, ktery byl nalezen v nezralém endosper-
mu kukufice (Letham, 1963). Podle chemické struktury délime cytokininy do dvou hlav-
nich skupin. Prvni skupinu tvofi derivaty adeninu a do druhé skupiny patfi derivaty mo-
Coviny a thiomoc€oviny (Obr.1). Pfirozené cytokininy jsou derivaty adeninu, kdeZto deri-
vaty moc€oviny a thiomoc€oviny fadime do cytokininG syntetickych (Mok a Mok, 2001).
Podle postranniho fetézce na aminoskupiné v poloze Sest délime pfirozené cytokininy
na aromatické a isoprenoidni. Tato konfigurace v poloze Sest je podminkou biologické
aktivity. NejvySSi aktivitu maji latky, u kterych se nachazi isoprenoidni fetézec
s dvojnou vazbou (Prochazka et al., 1998). Mezi isoprenoidni cytokininy fadime napf.
trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ) a N°-isopentenyladenin (iP). Do aromatickych cytokini-

nu patfi benzyladenin, kinetin a topoliny.
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Obrazek 1: Strukturni vzorce cytokinini odvozenych od adeninu a moc¢oviny (Mok a
Mok, 2001).

Hlavnim mistem biosyntézy cytokinin(l jsou kofenové vrcholy (Prochazka et al.,
1998). Odtud jsou cytokininy transportovany xylémem do nadzemnich ¢asti rostlin.
KliGovym enzymem biosyntézy cytokininl u vysSich rostlin je isopentenyltransferasa
(IPT; Obr.2). IPT pfenasi dimethylallyldifosfat na AMP, ADP nebo ATP za vzniku biolo-
gicky malo aktivnich nukleotidd NC°-isopentenyladenin ribosid-5'-fosfatd (iPRMP,
IPRDP, iPRTP; Hirose et al., 2008). V Arabidopsis thaliana jsou iP-nukleotidy pfemé-
novany na tZ-nukleotidy pomoci cytochrom P450 monooxygenas CYP735A1
a CYP735A2 (Takei et al., 2004). Aby cytokininy ziskaly biologickou aktivitu, musi dojit
k pfeméné iP- a tZ-nukleotidd na volné baze (Sakakibara, 2006). Dllezitym enzymem
katalyzujici tuto reakci je cytokininnukleosid-5'-monofosfatfosforibohydrolasa nazyvana
lonely guy (LOG; Kurakawa et al., 2007). Dal$im zdrojem cytokinini muze byt i pfemé-

na tRNA pomoci enzymu tRNA-IPT, ktery vyuzZiva tRNA jako prenylové akceptory
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(Miyawaki et al., 2006). Tato degradace tRNA je zdrojem cis-zeatinu (cZ).

PFi metabolismu cytokinint dochazi k modifikaci adeninového kruhu nebo postran-
niho fetézce. Modifikace na postrannim fetézci zahrnuje glykosylaci a pfeménu mezi
cZ a tZ (cis-trans-zeatinisomerasa) a mezi dihydrozeatinem a zeatinem (zeatinredukta-
sa). Modifikace adeninového kruhu zahrnuje ribosylaci a ribotilaci v pozici N° a glykosy-
lace v pozici N3, N”a N° (Mok a Mok, 2001). Glykosylace na pozici N’ a N° adeninové-
ho kruhu je zodpovédna za inaktivaci cytokinin(i. Tato modifikace kruhu je zprostifedko-
vana enzymem N-glukosyl transferasou. Glykosylace na hydroxylové skupiné postran-
niho fetézce je katalyzovana enzymem O-glukosyl transferasou. Tyto zasobni formy
cytokininl mohou byt pfeménény zpét na cytokininové baze enzymem B-glukosidasa
(Brzobohaty et al., 1993).
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Obrazek 2: Model biosyntézy cytokinint (Hirose et al., 2008).

ADP - adenosin difosfat, AMP - adenosin monofosfat, ATP - adenosin trifosfat,
cZ - cis-zeatin, cZR - cis-zeatin ribosid, cZRMP - cis-zeatin ribosid monofosfat,
DMAPP - dimethylallyldifosfat, DZ - dihydrozeatin, DZR - dihydrozeatin ribosid,
dZRMP - dihydrozeatin ribosid monofosfat, P - N°®-isopentenyladenin,
iPR - N°-isopentenyladenin ribosid, iPRMP - N°-isopentenyladenin ribosid monofosfat,
iPRDP - N°®-isopentenyladenin ribosid difosfat, iPRTP - N°-isopentenyladenin ribosid
trifosfat, IPT - isopentenyltransferasa, LOG - lonely guy, tZ - trans-zeatin, tZR - trans-
zeatin ribosid, tZRDP - trans-zeatin ribosid difosfat, tZRMP - trans-zeatin ribosid mono-
fosfat, tZRTP - trans-zeatin ribosid trifosfat
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Cytokinindehydrogenasa (CKX; EC 1.5.99.12) je enzym, ktery katalyzuje nevratnou
deaktivaci cytokinind. Tento enzym ma zasadni roli ve vyvoji rostliny a homeostazi
cytokinind. CKX obsahuje flavinadenindinukleotid (FAD) jako koenzym, ktery se vaze
prostfednictvim histidinového zbytku kovalentni vazbou. Tento enzym $tépi cytokininy
za vzniku adeninu a aldehydu odvozeného od postranniho fetézce (Werner et al.,
2001; 2003). Piikladem mulze byt Stépeni isopentenyladeninu na adenin a aldehyd

vznikly z postranniho fetézce 3-methyl-N-butenal (Obr.3; Frébortova et al., 2004).

Pl
HN—CH; CH=C, CH,
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Obréazek 3: Reakéni schéma premény N°®-isopentenyladeninu katalyzovaného enzy-
mem ZmCKX1 (Frébortova et al., 2004).

Geny kodujici CKX enzymy v rostlinach byly objeveny napf. v kukufici (Houba-Hérin
et al.,, 1999), vryzi (Schmilling et al., 2003) v Arabidopsis thaliana (Werner et al.,
2001) v pSenici a jeCmeni (Galuszka et al., 2004) a v orchideji (Yang et al., 2003). Bylo
popsano, Ze exprese ruznych CKX gen( ve stejném rostlinném druhu se liSi jak prosto-
rové tak Casové (Werner et al., 2003; Brugiére et al., 2003).

Gen kodujici funkéni CKX enzym byl poprvé izolovan z kukufice (Houba-Hérin et al.,
1999; Morris et al.,, 1999). Ve své praktické casti jsem transformovala rostliny
Arabidopsis thaliana pravé timto genem pro kukufi¢nou cytokinindehydrogenasu 1
(ZmCKX1). Bylo zjisténo, Ze tento gen je exprimovan v cévnich svazcich vyvijejicich se
zrn, kofenl a koleoptyle (Brugiere et al., 2003). ZmCKX1 je monomerni protein o veli-

kosti 57,4 kDa obsahujici FAD-vazebnou doménu a vazebnou doménu substratu.
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2.1.1 Transgenni rostliny se zménénym obsahem cyto-
Kinint

ZvySeny katabolismus cytokinin v transgennich rostlinach je vhodny nastroj
pro studium funkce téchto rostlinnych hormond. Bylo dokazano, ze snizena hladina
cytokinin(l zpusobuje fenotypové zmény v transgennich rostlindch. Jednou z téchto
zmén je velikost rostliny. Tabak svlozenym genem pro cytokinindehydrogenasu
z Arabidopsis thaliana mél zmensenou nadzemni ¢ast s uzsimi listy (Obr.4). Rostliny
exprimujici gen AtCKX1 vykazovaly vyrazné zakrsly vzrist v porovnani s rostlinami
s vloZzenym AtCKX2 genem. Naopak kofenovy systém transgenniho tabaku byl vy-
znamné zvétSen (Obr.5). Bylo tedy dokazano, Ze cytokininy maji rozdilny ucinek

v nadzemni ¢asti a v kofeni (Werner et al., 2001).

Y
w

1A - " e T v,
WT _AICKX1 AICKX2

Obrazek 4: Transgenni rostliny tabdku s vlozenym genem AtCKX1 a AtCKX2. Porov-
nani velikosti listll (A) a vzristu (B) wild-type (WT) rostliny a transgennich rostlin (Wer-
ner et al., 2001).
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Obrazek 5: Porovnani kofenového systému u transgenni a wild-type (WT) rostliny ta-
baku (Werner et al.,, 2001). A - zvétSeny kofenovy systém rostliny exprimujici gen

AtCKX1. B - zvétSeny kofenovy systém rostliny exprimujici gen AtCKX2.

Nedostatek cytokinin v transgennich rostlinach tabaku zménil ultrastrukturu bunék
apikalniho meristému a vyvijejicich se listl. Apikalni meristém transgenniho tabaku
obsahoval menSi poCet bunék a byl tudiZz menSi nez apikalni meristém
v netransformovanych rostlinach. Listy cytokinin-deficientniho tabdku obsahovaly také
mensi poCet bunék, ale byly vétsi oproti kontrolni rostliné (Werner et al., 2001). Bunky
periférni zony apikalniho meristému u WT rostliny obsahovaly malo malych vakuol,
diferenciovanych protoplastli a mitochondrii. Jadra méla vice méné kulaty tvar a bylo
mozné pozorovat jasnou sit tvofenou heterochromatinem a euchromatinem, coZ je
typické pro sitkovity typ jader tabaku (Werner et al., 2008). Pfi sledovani transgenniho
tabaku byla odhalena fada cytologickych zmén, které zpUsobily zmenSeni apikalniho
meristému. Ve srovnani s WT rostlinou byl vakuolarni systém zvétSeny, heterochroma-
tick& sit’ jadra byla zmenSen& a mitochondrie byly zvétSené a protahlé. U plastidi byla
pozorovana pfed€asna diferenciace (Werner et al., 2008).

Nedostatek cytokinind mél vliv i na bunéény cyklus. U vyvijejicich se listd tabaku
exprimujicich AtCKX1 gen byl nalezen zvySeny pocet tetraploidnich bunék (4C).
To naznacuje, ze prechod z G2 faze do mitdzy byl omezen.

Je znamo, Ze cytokininy mohou ovliviiovat biosyntézu a obsah chlorofylu (Yaron-
skaya et al., 2006). Rostliny s nedostatkem cytokinin mély niz§i obsah chlorofylu
v porovnani s WT rostlinami. Transgenni rostliny absorbovaly méné fotosyntetického
svétla (absorpce fotonu v rozmezi 400-700 nm), coZ mohlo byt zpusobeno nizsi hladi-
nou chlorofylu a tim, Ze listy obsahovaly vice vody ve srovnani s WT rostlinami. Tkané
sinku transgenniho tabaku obsahovaly méné rozpustnych sacharidd, vykazovaly sni-

Zenou aktivitu vakuolarnich invertas a hladina ATP byla nizSi oproti WT rostlinAm. Re-

vrve
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vyplyva, ze cytokininy jsou nejspiSe zapojeny v regulaci sily sinku (Werner et al.,
2008).

Dale bylo dokazano, Ze cytokininy jsou negativnimi regulatory v kofenovém rdstu
(Werner et al., 2001). U transgennich rostlin tabaku byl vidét zvétSeny kofenovy sys-
tém, ktery obsahoval vice postrannich a adventivnich kofenud. Bylo zjisténo, ze rlst
primarnich kofenU souvisel se zvétsenym poctem délicich se bunék v meristému kore-
ne. Kofeny rostlin se snizenym obsahem cytokinind obsahovaly méné rozpustnych
sacharidd, které byly nejspiSe spotfebovavany béhem zrychleného rustu kofenu (Wer-
ner et al., 2003; 2008).

Rostliny tabaku byly transformovany také jeémennymi geny HYCKX2 a 3 (Galuszka
et al.,, 2004). Bylo dokazano, ze i u transgenniho tabaku exprimujiciho genomovou
formu HvCKX2 genu dochazi ke stejnym fenotypovym zménam (Obr.6) jako
u transgenniho tabaku, ktery byl transformovan geny AtCKX1 a 3 (Werner et al., 2001).

WT

gHvCKX2-M

I gllvCKX2-5

Obrazek 6: Transgenni tabak s vioZzenym genem pro cytokinindehydrogenasu 2 z je¢-
mene (gHvVCKX2).
Porovnani velikosti a kofenového systému u WT a transgenni rostliny. Transgenni

rostliny byly zakrslé a kofenovy systém vyrazné zvétsen (Galuszka et al., 2004).
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2.2 Transgenoze

Vnaseni cizorodych gend do rostlin nazyvame transgenoze. Transgenozi mizeme
rozdélit na do¢asnou a trvalou ¢i na pfimou a nepfimou. Kdyz je zména genetické in-
formace prenasena na potomstvo, mluvime o transgenozi trvalé. Pfikladem mlze byt
transgenoze zprostiedkovana pomoci bakterie Agrobacteriem tumefaciens. Pokud
je geneticka informace zménéna pouze u vegetativni Casti rostliny a nepfenasi
se na potomstvo, jednd se o transgenozi doCasnou. Transgenoze doCasné se docili
pomoci elektroporace a biolistické metody. Pokud k transformaci pouzijeme Agrobacte-
rium, je transgenoze nazyvana nepfimou, protoze je zprostfedkovana pomoci bakterie.
Kdyz dojde k vpraveni cizorodé DNA do bunék rostlin bez pfispéni mikroorganismu,

jedna se o transgenozi pfimou.

/4

2.2.1 Transgenoze do€asna a prima

2.2.1.1 Elektroporace

Princip spociva v tom, Ze bunky v roztoku obsahujicim exogenni DNA jsou vystave-
ny kratkému elektrickému impulzu o vysokém napéti. Timto impulzem jsou v bunééné
sténé vytvoreny pory, jimiz DNA vstupuje do bunék. Nevyhoda metody je mozné Cetné
vloZeni transgenu, které mize mit za nasledek ztratu aktivity a nestabilitu transgenu.
Pfi elektroporaci jsou vS8echny buriky po transformaci ve stejném fyziologickém stavu
jako pfed transformaci, kdezto u biolistické metody mohou byt buriky pfi transformaci

poruseny (Newell, 2000; Lessard et al., 2002).

2.2.1.2 Biolisticka metoda

Biolistickd metoda se vyuZiva pro pfechodnou transformaci pletiv. Pfi této metodé
jsou k transformaci rostlin vyuZity ¢astice kovu (zlaté nebo wolframové) pokryté DNA.
Tyto Castice jsou nastifelovany pomoci specialniho zafizeni do rostlinnych bunék, pro-
toplastd nebo meristémovych pletiv. Biolistickd metoda zahrnuje stejné nevyhody jako
elektroporace. P¥ili§ malo DNA pouzité pro transformaci muze vést k nizsi frekvenci
transformace, ale naopak velké mnozstvi DNA vede k velkému mnoZstvi integrovanych
kopii transgenu do genomu rostlin a k pfestavbam transgenu. Vyhodou metody oproti
jinym je moznost pfenaset geny také do genomu mitochondrii a plastidd a ovliviiovat
tak napf. procesy fotosyntézy. Vyhodou také je, Ze plastidova transformace muze vést
k rozSifeni genu, protoZe plastidovy genom je replikovan nékolikanasobné uvnitf jedi-
ného plastidu a plastidy existuji uvnitf mnoha bunék ve vysokém poctu (Lessard et al.,

2002).
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2.2.1.3 DalSi transformaéni metody

Mezi daldi transformacni metody patfi mikroinjekce a makroinjekce, transformace
pomaoci polyethylenglykolu nebo karbidovych vidken a lipofekce.

Transformace pomoci mikroinjekce a makroinjekce je zaloZzena na zavedeni DNA
do jadra, cytoplazmy nebo do rostlinnych pletiv pomoci sklenéné injek&ni pipety. Mikro-
injekce se pouziva pfevazné u ZivocisSnych bunék. Jeji vyuziti pro rostlinné buriky
je omezené, protoze bunécéna sténa tvofi pfekazku pro mikroinjekci. Lze provadét mik-
roinjekce protoplastu, kde ale hrozi nebezpeci uvolnéni toxickych latek z vakuol.

Protoplasty mohou byt transformovany i pomoci polyethylenglykolu. Transformace
je provadéna pomoci DNA v pfitomnosti vapenatych kationt. Polyethylenglykol a va-
penaté ionty zplsobi destabilizaci plazmatické membrany protoplastd a umozni vstup
DNA do bunky.

P¥i lipofekci se molekuly DNA obali vrstvou syntetickych lipidd za vzniku &astic po-
dobnych liposomim. Ty pak snadno pronikaji do protoplastt diky schopnosti tukovych

latek splyvat s buné&nymi membranami.

2.2.2 Transgenoze trvala a nepfima

2.2.2.1 Transformace prostrednictvim bakterie Agrobacterium
tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je pudni gram-negativni bakterie zpUsobujici tvorbu

krékovych (crown - gall) nddord u dvoudéloznych rostlin (Obr.7).

Obréazek 7: Nador na rostliné zpusobeny bakterii Agrobacterium tumefaciens

(http://courses.washington.edu/z490/gmo/natural.html).
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Agrobacterium infikuje poranéné nebo poSkozené rostliny. PosSkozena rostlinna
burika uvolfuje do prostfedi chemické latky fenolické povahy. Diky témto latkdm na-
lezne Agrobacterium po3kozené misto a uchyti se na rostlinu pomaci fibril. Agrobacte-
rium je schopné pfenaset do rostlinného genomu ¢ast svého Ti plasmidu (200 kb;
Obr.8). Tato Cast se nazyva T-DNA a nese geny pro tvorbu auxinu a cytokinin(, které
¢lenéni T-DNA do rostlinné bunky, jsou opiny. Jedna se o derivaty aminokyselin, které
rostlina uvolfiuje do prostfedi a slouzi jako zdroj uhliku a dusiku pro Agrobacterium.
T-DNA je vymezena pravou a levou hraniéni sekvenci. Jakakoliv DNA mezi témito hra-
niénimi sekvencemi mlze byt pfenesena do genomu hostitelské rostliny (Brown, 2007).
Pomoci Agrobacteria se podafilo transformovat prokaryota, kvasinky, houby i lidské
buriky (Lacroix et al., 2006; Lessard et al., 2002). Jednodélozné rostliny nejsou Agro-
bacteriem sice pfirozené infikovany, ale pfesto byla provedena Uspésna transformace
obilovin (Chan et al., 1992; Hiei et al., 1994; Cheng et al., 1997; Ishida et al., 1996).
Transformace je€mene pomoci Agrobacteria byla poprvé popsana v roce 1997 (Tingay
et al., 1997). Uginnost pfenosu T-DNA do bun&k byla zlepSena pouzitim super-
virulentniho kmene Agrobacteria tumefaciens a pouZzitim acetosyringonu v suspenzi
Agrobacteria. Acetosyringon je latka fenolické povahy zpUsobujici chemotaxi bakterie

k rostlinnym bufkam a aktivaci vir genli nutnych pro infekci.

Oncogenic genes  Cytokinin production Opine synthesis
: _ Right T-DNA border

Auxin production

) -
Left T-DNA border ) /" T-region

Conjugative transfer

Ti plasmid
(Octopyne type)

Virulence region Opine catabolism

Origin of replication

Obrazek 8: Ti plasmid (http://arabidopsis.info/students/paaras/ti_plasmid.htm).

origin of replication - po¢atek replikace, virulence region - vir oblast, right T-DNA border
- prava hranice T-DNA, left T-DNA border - leva hranice T-DNA, auxin production
- tvorba auxinl, oncogenic genes - geny zpUsobijici nador, cytokinin production - tvor-
ba cytokininl, opine synthesis - syntéza opind, conjugative transfer - konjugacni pre-

nos, opine catabolism - katabolismus opin(
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Proces transformace zacina pfichycenim Agrobacteria na rostlinnou buriku. Pora-
néna rostlina uvolfiuje fenolické latky, které Agrobacterium rozpozna pomoci proteina
VirA a VirG (Obr.9). VirG indukuje expresi vSech vir gena. VirD1 a VirD2 vystépi jedno-
fetézcovou molekulu DNA (Zupan a Zambryski, 1995). Na 5° konci fetézce je navazan
VirD2 protein (Ward a Barnes, 1988). Tento komplex je spolu s dalSimi vir proteiny
pfenesen do hostitelské bunky. V cytoplazmé hostitelské bufky se jednofetézcova
DNA (T-fetézec) pokryje VirE2 proteiny, které ho chrani pfed nukleazami (Abu-Arish
et al., 2004). T-fetézec je transportovan do jadra pomoci proteint VirD2 a VirE2.
V jadfe se proteiny od fetézce odpoji a T-fetézec se zadleni do genomu hostitelské
bunky (Tzfira a Citovsky, 2006). Predpoklada se, Zze dosud znamy mechanismus je
zalozen na schopnosti opravného mechanismu hostitele pfeménit T-fetézec
na dvouvlaknovou T-DNA (Tzfira et al., 2004).

Y i e N o
Plant signals I.?/‘/ -4 CYTOPLASM
\
|
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Obrazek 9: Mechanismus transformace (Tzfira a Citovsky, 2006).
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2.2.3 Binarni vektory pro genetickou modifikaci rostlin

Konstrukce transformacnich vektorl je zalozena na plvodnim Ti-plazmidu.
Z Ti-plazmidu byly odstranény geny pro tvorbu fytohormon( a opinl a byly nahrazeny
cizorodou DNA, kterou chceme integrovat do rostlinného genomu (Obr.10).

Principem binarnich vektort je rozdéleni Ti plazmidu na dva plazmidy mensi, proto-
Ze Ti-plazmid je velice rozsahly (Obr.11). Usek virulence a T-DNA nejsou tedy spoleé-
né pfitomny na jednom plazmidu. MenSi plazmid se nazyva klonovaci a vétsi je ozna-
¢ovan jako pomocny plazmid. MenSi plazmid obsahuje hrani¢ni sekvence T-DNA, mezi
néz se naklonuje DNA ur€ena k pfenosu a selekéni gen. Pomocny plazmid nese vétsi
¢ast Ti-plazmidu, ktera obsahuje vSechny geny potfebné pro infekci s hostitelem a pre-
nos T-DNA .

Promoter Gene of interest

Promoter ! | Terminator

Plant selectable marker gene LS . Right T-DNA border

Terminator

Left T-DMA border

Bacterial selectable marker gene

Origin of replication
Virulence region

Obrézek 10: Schéma transformacniho vektoru
(http://www.patentlens.net/daisy/AgroTran/1051/version/default/part/ImageData/data).
promoter - promotor, gene of interest - gen naseho z4jmu, terminator - terminator, right
T-DNA border - prava hranice T-DNA, origin of replication - po¢atek replikace, virulen-
ce region - vir oblast, bacterial selectable marker gene - bakteridlni selekéni gen, left
T-DNA border - leva hranice T-DNA, plant selectable marker gene - rostlinny selekéni

gen
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Obrazek 11: Rozdéleni Ti plazmidu na dva mensSi (binarni systém)
(http://www.patentlens.net/daisy/AgroTran/1055/version/default/part/ImageData/data).
T-DNA region - T-DNA oblast, origin of replication - pocCatek replikace, T-DNA region
removed - ostranény Usek T-DNA, virulence region - vir oblast, origin of replication

- poc&atek replikace

Geny, které se maji exprimovat v transformovanych rostlinach musi mit vhodny
promotor a terminator, které budou funkéni v rostlindch. Vhodny terminator transgenu
na 3' konci je dulezity, aby transkripce skoncila na spravném misté. Promotor je sek-
vence DNA, kter& ma schopnost vazat RNA-polymerasu a tim zahajovat prepis genu.
Terminator nos genu pro nopalin syntasu z Agarobacteria tumafaciens je bézné pou-
zivanym terminatorem v transformacnich vektorech. Promotor 35S viru kvétakové mo-
zaiky, ktery zpUsobuje velmi vysoky stupen transkripce ve vétsiné pletiv, je také bézné
vyuZzivan.

Kofenové specificky promotor HYPHT 1-1 z jeémene, pouzity v experimentalni ¢asti,
fidi expresi genu pro fosfatovy transportér. Tento promotor byl testovan v transgenni
ryzi. Exprese byla detekovana pfevazné v kofenech a velice malo v listech. Promotor
fidil expresi v nékolika typech kofenovych bunék a byl indukovan nedostatkem fosforu.
Maximalni exprese byla pozorovana v pokoZce kofene a v bunkach kofenového viase-
ni (Schinmann et al., 2004).

2.2.3.1 Selekce transgennich rostlin

Selekéni geny zplsobuji rezistenci k latce, ktera mlaze byt pfidana do agarového
média nebo kterou mohou byt rostliny sprejovany. Pomoci téchto genl selektujeme

transgenni rostliny.
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Antibiotika jsou jedny z nejb&znéji uzivanych selekénich latek. Vyuziti gent, koduiji-
cich enzymy zpusobujici rezistenci k antibiotikim, umoznuji preziti a déleni transgen-
nich bunék na selektivnich médiich. Tyto selekéni geny jsou vnaseny do genomu rost-
liny spolu s genem naSeho zamu. Mezi nejrozSifengjsi antibiotikum pouzivané
pro selekci transgennich rostlin patfi kanamycin (selekéni gen — NPTII; Miki a McHugh,
2004), ale vyuziva se i hygromycin (gen HPT; Miki a McHugh, 2004), streptomycin
(gen aadA; Magrini et al., 1998) a dalSi antibiotika.

DalSi moznosti je pouziti selekénich gen(, které zpusobi rezistenci k herbicidam.
Herbicidy, které se vyuZivaji pro selekci transgennich rostlin jsou glyfozat a fosfinotri-
cin. Glyfozat blokuje aktivitu enzymu, ktery zajiStuje syntézu aromatickych aminokyse-
lin (5-enolpyruvatsikimat-3-fosfatsynthasa; Vikram a Koiwa, 2009) a selekéni gen, ktery
zpUsobi rezistenci ke glyfozatu, se nazyva GAT (Vikram a Koiwa, 2009). Jiny typ herbi-
cidu, nazvany fosfinotricin, blokuje enzym glutaminsyntetasu. Glutaminsyntetasa fidi
pfeménu glutamatu na glutamin. Vazbou amonnych iontd na glutamat se snizuje podil
volného amoniaku. Pokud je enzym inhibovan, dochazi k hromadéni amoniaku
v rostlinnych burikach, tim je blokovana fotosyntéza a dochazi k rozpadu chloroplastu
(Harrison et al., 2006). K fosfinotricinu mizeme také zaradit herbicid bialaphos, ktery je
sekundarnim metabolitem Streptomyces hygroscopicus (Thomson et al., 1987). Tento
tripeptid je sloZen ze dvou alaninovych residui a fosfinotricinu.

Gen bar, ktery jsem pouzila v praktické ¢asti, kdduje enzym zpUsobuijici rezistenci
k herbicidu fosfinotricin a bialaphos. Tento gen byl naklonovan z genomu Streptomyces
hygroscopicus a koduje enzym fosfinotricinacetyltransferasu, ktery acetyluje volnou
amino skupinu a tim dojde k inaktivaci fosfinotricinu. Pro selekci transformant( se vyu-
Ziva kodujici sekvence genu opatiena rostlinnymi regulaénimi sekvencemi (Thompson
et al., 1987, Ondrej M., 1992).
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2.3 Transformace rostlin Arabidopsis thaliana

2.3.1 Arabidopsis thaliana (Huseni€ek rolni)

Jednoleta bylina Arabidopsis thaliana (Obr.12) je fazena do Celedi brukvovitych
a patfi mezi dvoudélozné rostliny. Diky svym vyhodnym vlastnostem se Arabidopsis
thaliana stala modelovou rostlinou. Arabidopsis thaliana dorGsta vySky pouze
10-30 cm. Jeji zivotni cyklus je velice rychly, trva pouze 6-8 tydnu. Rostlina produkuje
tisice semen na jedné rostliné a snadno se mutuje a transformuje (Gandhi et al., 2001).
Cely genom této rostliny je odsekvencovan (5 chromozoma, 25 500 gend). Mimo jiné je
rostlina schopna samoopyleni (autogamie) a da se dobfe péstovat v laboratornich

podminkach.

Obrazek 12: Rostlina Arabidopsis thaliana.

2.3.2 Vyvoj metody transformace rostlin Arabidopsis

thaliana

Jedna z prvnich metod transformace rostlin Arabidopsis thaliana byla provedena
pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens. Tato metoda byla zavedena v roce 1985
a byla nazvana jako diskova metoda (Horsch et al., 1985). Transformace byla zaloZzena
na tom, ze &asti rostlin (Cast listu, internodia nebo délozni listky) byly ve sterilnich
podminkach nastfihany a nékolik minut az dni kultivovany s bakterialni suspenzi. Poté
se Casti rostlin pfemistily na médium obsahujici hormony v takovém slozZeni, aby indu-
kovaly na feznych plochach tvorbu kalust a naslednou regeneraci prytd. Médium také

obsahovalo selekéni antibiotikum, aby byla regenerace umoznéna pouze transformo-
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vanym rostlindm a antibiotikum, které eliminovalo bufky Agrobacteria. Zregenerované
nadzemni ¢asti byly poté pfenaseny na zakofenovaci médium.

V roce 1987 byla popsana metoda transformace semen. Princip spocival v tom, Ze
se semena nechala 12-16 hodin kli¢it a poté se k nim pfidala bakterialni suspenze
Agrobacteria a vSe se kultivovalo 24 hodin. Aby doSlo k eliminaci Agrobacteria, bylo
nutné rozmistit semena na médium obsahuijici antibiotikum, které Agrobacterium usmr-
tilo. Ziskané rostliny se oznacovaly jako T1 generace. U T2 generace byla provedena
selekce na pfislusném antibiotiku (Feldmann a Marks, 1987).

Dalsi transformaéni metoda, kterou v roce 1993 popsal N. Bechtold, se nazyva infil-
traéni metoda. Metoda je zaloZzena na predpokladu, Ze k pfenosu T-DNA dojde
i v pozdnim stadiu vyvoje rostliny a ze transport bakterialnich bunék do rostlinnych ple-
tiv je usnadnén vlivem podtlaku. Rostliny byly v ranych stadiich kveteni umistény
do roztoku Agrobacteria na 2-5 minut za pouZiti vakua, které zpUsobilo u¢inn&jsi vnik-
nuti Agrobacteria do bunék. Rostliny se péstovaly, dokud nevytvofily semena. Pouze
Cast z téchto semen byla transformovana. Semena se selektovala na médiu, které
umoznilo identifikovat transformanty (Bechtold et al.,1993).

VylepSeni metody infiltrace provedli Steven J. Clough a Andrew F. Bent v roce
1998. Metoda byla nazvana ,floral-dip“ a bylo zjist€no, Zze vakua k uc¢inné transformaci
neni potfeba. Kvéty rostliny byly ponofeny do roztoku obsahujici Agrobacterium
v pfitomnosti povrchové aktivniho Cinidla (Silwet L-77). Diky povrchové aktivnimu €ini-
dlu doslo ke zlepSeni smacivosti média. T-DNA je vlozena do sami¢iho gametofytu
a pfes vajiCko se transgen prfenasi do dalsi generace. ProtoZze T-DNA se integruje
do sami¢iho gametofytu inokulovanych rostlin, méla by byt T1 generace hemizygotni
na transgen. Semena vyprodukovana z T1 rostlin se oznacuji jako T2 generace a mo-
hou byt hemizygotni, homozygotni a nebo transgen nemusi obsahovat (Bent, 2000;
Clough a Bent, 1998).

Rostliny nemusi byt do roztoku Agrobacteria pouze ponofovany, ale mohou byt roz-
tokem i stfikany. Tento postup, ktery se nazyva ,floral spray”, byl publikovan v roce
2000 a mohl by byt vyuzivan u velkych rostlinnych druhd, u kterych by mohl nastat
problém s ponofovanim rostlin do roztoku Agrobacteria (Chung et al., 2000).

Chung et al. (2000) publikovaly vysledky, které ukazuji, Zze nejvyssi transformacni
ucinnosti bylo dosazeno metodou ,floral-spray”. U rostlin starych 6 tydn( byla provede-
na transformace metodami ,floral-dip“, ,floral-spray“ a metodou vakuové infiltrace.
U metody ,floral-dip* byly rostliny nejdfive ponofeny do roztoku Agrobacteria
na 5 sekund nebo na 5 minut. U ,floral-spray“ metody se rostliny stfikaly roztokem
Agrobacteria jednou nebo tfikrat v osmihodinovém intervalu. U infiltrace bylo vyuZito

vakua a to po dobu dvou nebo deseti minut. Podle tabulky vysledkl vyplyva, Ze nejlep-
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8i uCinnost méla metoda ,floral-spray”, a to v pfipadé, kdy se rostliny nastfikaly tfikrat
(Tab.1).

Tabulka 1: : Porovnani metod , floral-dip“, infiltracni metoda a , floral-spray” (Chung et
al., 2000).

infiltraéni metoda Jfloral-dip* Jfloral-spray*
2 min. 10 min. 5s 5 min. jednou tfikrat
1,76 % 0,76 % 0,92 % 2,09 % 1,33 % 2,41 %
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3 Experimentalni cast

3.1 Rostlinny a bakterialni material

K experimentu byla pouzita semena Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia 1. Trans-
formace rostlin byla provedena pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens, kmen
GV 3101, nesouci plazmid pBract 303 s genem pro kukufi¢nou cytokinindehydrogena-
su 1 (ZmCKX1l) pod kontrolou kofenové specifického promotoru zjeémene
(HVPHT1-1).

3.2 Chemikalie

— Agar (Merck, Némecko)

— Agarosa (Amresco, USA)

— Betain (Serva, USA)

— Biotin (BangCo, Némecko)

— Bromfenolova modi (Fluka, USA)

— Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Ceska Republika)
— Dimethyl sulfoxid (DMSO) (Duchefa, Nizozemsko)

— DNA standard molekulové hmotnosti -100 bp (Fermentas, Némecko)
— Dodecylsulfat sodny (SDS) (Penta, Ceska Republika)

— Dusi¢nan amonny (Lachema, Céska Republika)

— Dusiénan draselny (Penta, Ceska Republika)

— Ethanol 100% (Merck, Némecko)

—  Ethidium bromid (NeoLab, Némecko)

— Fosfinotricin (Duchefa, Nizozemsko)

— Glycerol (Penta, Ceska Republika)

— Hindlll — restrikEni enzym (TaKaRa, Japonsko)

— Hydroxid draselny (Lach-Ner, Ceska Republika)

— Hypochlorid vapenaty (Aldrich, Némecko)

— Chlorid kobaltnaty hexahydréat (Penta, Ceska Republika)
— Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska Republika)

— Chlorid vapenaty (Fluka, USA)

— Jodid draselny (NeoLab, Némecko)

— Kanamycin (Duchefa, Nizozemsko)
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— Kyselina borita (NeoLab, Némecko)

- Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Penta, Ceska Republika)
- Kyselina ethylendiamintetraoctova dvojsodna sul (Penta, Ceska Republika)
- Kyselina chlorovodikova (Lachema, Ceska Republika)

— Kyselina molybdenova dihydrat (Penta, Ceska Republika)

— Kyselina morfolinethansulfonova (MES) (Duchefa, Nizozemsko)
— M pufr pro restrikéni endonukleasu Hind Il (TaKaRa, Japonsko)
— Murashige-Skoog sul (Sigma, Némecko)

— Murashige-Skoog vitaminy (Sigma, Némecko)

— Myo-inositol (Sigma, Némecko)

—  Nukleotidy (10 mM dNTP mix) (TopBio, Ceska Republika)

— Vzorkovaci pufr (loading dye) (TaKaRa, Japonsko)

— Sacharosa (Lachner, Ceska Republika)

— Silwet L-77 (ClonTech, USA)

— Siran hofec¢naty (Penta, Céska Republika)

— Siran manganaty monohydrat (NeoLab, Némecko)

— Siran médnaty pentahydrat (Penta, Céska Republika)

— Siran Zeleznaty heptahydrat (NeoLab, Némecko)

— Siran zine¢naty heptahydrat (NeoLab, Némecko)

— Taq DNA polymerasa (Promega, USA)

— Tris (Duchefa, Nizozemsko)

— Trypton (Duchefa, Nizozemsko)

— Xylencyanol FF (Sigma, USA)

3.3 Pristrojové vybaveni

- Analytické vahy (Nahita, Spanélsko)

- Asepticky box (DN Formed, CR)

— Autoklav (Sanyo, Japonsko)

— Centrifuga (Thermo E.C., USA)

— Elektromagnetickd michacka (IKA, Némecko)
— Klimaticka testovaci komora (Sanyo, Japonsko)
— pHmetr (Eutech, USA)

— Sada pipet (Eppendorf, Némecko)

— Termocycler T-gradient (Biometra, Némecko)

-27 -



— Trepacka (Eppendorf, Némecko)
— Vortex (Shelton Scientific, USA)

— Zdroj pro elektroforézu (Biometra, Némecko)
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3.4 Metody

3.4.1 Transformace rostlin Arabidopsis thaliana

Transformace rostlin Arabidopsis thaliana byla provedena metodou ,floral dip“. Tato
metoda je zaloZzena na tom, Ze neoteviené kvéty rostlin jsou ponofeny do roztoku
Agrobacteria tumefaciens v pfitomnosti povrchové aktivniho ¢inidla (Silwet L-77).

ZjednoduSeny protokol transformace rostlin Arabidopsis thaliana zahrnuje tyto
kroky:

— Zdravé netransformované rostliny Arabidopsis thaliana se péstuji v kvétinacich

s pudou, dokud neobsahuji co nejvice neotevienych kvétu (Obr.13).

Obrazek 13: Kvéty Arabidopsis thaliana.

— Pripravi se kultura Agrobacteria tumefaciens, ktera nese pozadovany gen
na binarnim vektoru. Ovéfena kultura se napéstuje pfes noc v5 ml LB média
(28°C, 200 rpm). Poté se kultura pfenese do 500 ml LB média a opét se kultivu-
je pfes noc (28°C, 200 rpm). Obé kultivace probihaji v pfitomnosti antibiotika
kanamycin (50 pg/ml). Pro uspé&Snou transformaci neni hustota bunék kritickym
bodem (ODgqo Se muze pohybovat v rozmezich 0,1-2).

Slozeni LB média: NaCl - 10 g/l, kvasni¢ny extrakt - 10 g/l, trypton — 5 g/I,
pH 7. Médium se autoklavuje 20 min. pfi 120°C.

— Kultura Agrobacteria se sto¢i na dno kyvety (6000 rpm/10 min) a pelet se roz-

suspenduje v 5% roztoku sacharosy — 500 ml.
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— Pred inokulaci rostlin se do roztoku pfida detergent Silwet L-77 (finalni koncent-
race v roztoku 0,05%), ktery je nutné dobfe promichat (je-li problém s toxicitou
L-77, muze byt pouzita koncentrace 0,02%).

— Nadzemni ¢ast rostliny se ponofi do roztoku Agrobacteria na 20 sekund. Poté
se rostlina nech& okapat.

— Rostliny se zakryji na 16-24 hodin pruhlednym plastovym krytem, aby se udrze-
la vysoka vihkost (rostliny by nemély byt vystavovany silnému slune¢nimu za-
feni). DalSi den je kryt odstranén.

— Rostliny se pravidelné zalévaji. Pfestane se, jakmile jsou semena zrala.

— Sklizeji se suché SeSule se semeny.

Timto postupem lIze dosahnout transformacni ucinnosti pfes 1% (jedna transforma-
ce na kazdych 100 semen). Pro vysSi stupné transformace se rostliny nofi do roztoku
Agrobacteria dvakrat nebo tfikrat v sedmidennich intervalech.

K transformaci rostlin Arabidopsis byl vyuzit binarni vektor pBract 303 (Obr.14),
ve kterém byla nahrazena kazeta ohrani¢ena misty attR1 a attR2 genem ZmCKX1

pod kontrolou promotoru HvPHT 1-1.
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Obrazek 14: Binarni vektor, ktery se pouzil pfi transformaci rostlin Arabidopsis thalia-
na (www.bract.org).

BAR je selekéni gen zodpovédny za rezistenci k fosfinotricinu a fizeny konstitutiv-
nim ubikvitinovym promotorem (Ubi). Cast plazmidu vymezena misty attR1 a attR2
byla nahrazena genem ZmCKX1 fizenym kofenové-specifickym promotorem HvPHT1-
1 a zakonCenym nos terminatorem. Plazmid obsahuje pro bakterialni selekci gen
nptl, ktery zpdsobuje rezistenci k antibiotiku kanamycin. Cast ohrani¢ena misty LB
(leva hranice) a RB (prava hranice) se prenasi do rostlinného genomu. ColEl ori,
pSa-ORI jsou pocatky replikace.

3.4.2 Sterilizace semen

Semena se nasypou do sterilni mikrozkumavky. Pfida se k nim 1 ml 70% etanolu
a nechaji se 5 minut na tfepacce. Poté se ethanol odsaje a napipetuje se 1 ml nasyce-
ného roztoku hypochloridu vapenatého. Na tfepacce se mikrozkumavky ponechaji
9 minut. Hypochlorid vapenaty se odsaje a pfida se 1 ml sterilni vody. Sterilni vodou

se semena promyvaji pétkrat, na tfepacce se nechaji vzdy 2-3 minuty. Na sterilni mis-
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ku s filtranim papirem se semena vyklepnou a nechaji se vyschnout. Miska se utésni
parafiilmem. Pro zachovani sterility se cely proces sterilizace provadi v aseptickém bo-

xu (flowboxu).

3.4.3 Priprava selekénich misek

Pfipravila jsem si selekéni misky pro stanoveni vhodné koncentrace fosfinotricinu
pro selekci rostlin. Fosfinotricin patfi mezi herbicidy a zpUsobuje ireverzibilni inaktivaci
ddlezitého enzymu metabolismu dusiku - glutaminsyntetasy.

Pfipravi se Murashige-Skoog (MS) médium, které obsahuje tyto latky:

— Murashige-Skoog sul — 4,6 g/l (Tab.2)

— Sacharosa — 30 g/l

- MES-0,5¢4/

— Myo-inositol - 0,1 g/l

— Agar-7dgll.

Tabulka 2: SloZeni Murashige—Skoog soli (Sigma).

Latka mg/l
Dusi¢nan amonny 1650
Kyselina borita 6,2
Chlorid vapenaty 332,2
Hexahydrat chloridu kobaltnatého 0,025
Pentahydrat siranu médnatého 0,025

Dvojsodna sl kyseliny ethylendiamintetra- 37,26

octové

Heptahydrat siranu Zeleznatého 27,8
Siran hofecnaty 180,7
Hydrat siranu manganatého 16,9
Dihydrat kyseliny molybdenové 0,25
Jodid draselny 0,83
Dusi¢nan draselny 1900
Dihydrogenfosforecnan draselny 170
Heptahydrat siranu zine¢natého 8,6

MS sul, sacharosa, MES a myo-inositol se rozpusti v destilované vodé a upravi

se pH pomoci hydroxidu draselného na hodnotu 5,7. Poté se médium prelije
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do Erlenmayerovych banék, pfidda se agar a necha se vSe vyautoklavovat
(120°C/20 min). Dale se do média o teploté pfiblizné 60°C pfida Murashige-Skoog vi-
taminy a biotin.

— Biotin —1 mg/l

— MS vitaminy (thiamin, kyselina nikotinova, pyridoxin) — 0,103 g/I

Nakonec se do banék napipetuje rizné mnozstvi fosfinotricinu a médium se rozlije
do Petriho misek.

— Pouzité koncentrace fosfinotricinu — 1,5 mg/l, 3 mg/l, 4,5 mg/l, 5 mg/l, 5,5 mg/l,

6 mg/l, 6,5 mg/l, 7 mg/l, 7,5 mg/l, 8 mg/|

Sterilni semena Arabidopsis thaliana se rozmisti na médium. Petriho misky se utés-
ni parafiimem a umisti se do lednice na 3 dny, aby semena zacala lépe klicit. Poté
se premisti do klimakomory. Podminky v klimakomore byly 16 hodin svétlo a 8 hodin
tma, teplota byla nastavena na 22°C. Po tfech tydnech se vyhodnotila nejvhodné;si

koncentrace fosfinotricinu.

3.4.4 Selekce a péstovani

Sterilni semena ziskana po transformaci se selektuji na médiu, které je vySe popsa-
no, ale bez dihydrogenfosforeGnanu draselného. Koncentrace fosfinotricinu pouzita
pro selekci byla 5,5 mg/l. Jedna miska slouzici jako kontrola obsahuje médium bez
fosfinotricinu a péstuji se na ném semena netransformované rostliny.

Po tfech tydnech rlstu na médiu se rostliny pfesadi do kvétinackl stejné velikosti
obsahujici smés hliny a perlitu 1:1, které se umisti do skleniku s regulovanou teplotou
25°C. Rostliny jsou zalévany a béhem rUstu je mozné odebirat material k ovéreni

uspésnosti transformace. Rostliny se zalévaji, dokud neza¢nou semena dozravat.

3.4.5 lIzolace genomove DNA

Izolace DNA se provedla z listu rostliny podle Kasajima et al. (2004). Z rostliny
se odebralo 3-5 mg listu. Vzdy pro kontrolu je dulezité pouzit i netransformovanou rost-
linu, nebo-li wild-type (WT). Rostlinny material se umisti do 1,5 ml mikrozkumavky.
Pfipravi se TE pufr, ktery ma slozeni

— 10 mM Tris-HCI (pH 8)

— 1 mM kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA).

Extrakéni pufr se pfipravi z téchto komponent:

— 200 mM Tris-HCI (pH 7,5)

— 250 mM NaCl

- 25mM EDTA
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- 0,5% SDS.
Extrakéni pufr je nutné desetkrat naredit pomoci TE pufru. Ke vzorkim se pfida
200 pl nafedéného pufru a struktura listu se rozrusi o sténu mikrozkumavky pomoci

Ldrtitek” (Obr.15). Z mikrozkumavky se pfimo odebira vzorek pro PCR reakci.

Obrazek 15: Mikrozkumavka s ,drtitkem”.

3.4.6 PCR metoda

PCR je zaloZena na vyuziti enzymu DNA-polymerasy, ktery opakované syntetizuje
templatovou molekulu DNA. Syntéza DNA je Fizena primery, coz jsou kratké oligo-
nukleotidy, které se paruji s templatovou DNA na poc¢atku a konci amplifikovaného
fragmentu.

Na zacatku kazdého prvniho cyklu je nutné od sebe oddélit oba fetézce dvouretéz-
cové DNA (rozrusit vodikové mustky) kratkym zvySenim teploty na 94-98°C po dobu
20-30 sekund - tento krok nazyvame denaturace. Po denaturaci nastava druhy krok
(hybridizace primer(), kdy je reakéni roztok ochlazen v pfitomnosti velkého nadbytku
obou primerd na teplotu 50-65°C. Primery nasedaji na obé komplementarni sekvence
DNA. V tfetim kroku pfi teploté 75-80°C, ktery nazyvame syntéza DNA pomoci primerq,
jsou pomoci obou primert syntetizovany nové fetézce DNA v pfitomnosti DNA-
polymerasy a vSech ¢ty deoxyribonukleosidtrifosfatli (znaceni dNTP).

Technika PCR je zaloZena na pouZiti specialni DNA-polymerasy, ktera se izoluje
z termofilni bakterie Thermus aquaticus (znaceni Tag polymerasa).

Pripravi se mikrozkumavky pro PCR a oznaci se podle pouzitych primer(. Dllezité
je, Zze kazda PCR reakce musi mit negativni kontrolu, ktera obsahuje misto DNA vodu.
Ve 2 ml mikrozkumavkach se pfipravi premix slozeny z:

— Tagqg polymerasy nebo TA polymerasy (musi byt stle chlazena) — 2 ul

— nukleotidd (10 mM) — 0,5 ul

— 10x pufru k polymerase — 2 pl

— vody —12,5 pl
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— primeru — 1 ul kazdého.

Vzdy musime pouzit dvoijici primeru, z nichz jeden naseda na pocatek jednoho vlak-
na a druhy nakonec druhého vidkna (Tab.3 a 4). Premix se rozpipetuje do mikrozku-
mavek a nakonec se pfida 1 ul DNA vzorku. Mikrozkumavky se zvortexuji a stoCi na
pikofuze.

Nastavi se termocycler v rozmezi teplot tani (Tm), které jsou uréeny pro dané primery.
Cykly probihajici pfi PCR reakci:

1. 94°C...3 minuty
94°C...45 sekund
56,4 - 69,1°C ...45 sekund
72°C...1 minuta 30 sekund
72°C...10 minut
4°C...5 minut
Cykly 2 az 4 se opakuji 45x po sobé.

o 0k e

Amplifikace €asti genu pro aktin (provozni gen), genu AtCKX1 a AtCKX5 slouZila ja-
ko kontrola kvality DNA. Pro zlepSeni amplifikace byly PCR reakce nastaveny s rtzny-
mi aditivy (DMSO, betain) &i s nastipanou genomovou DNA. DNA byla Stipana pres
noc pomoci endonuklasy Hind Il v pufru M (Takara) pfi teploté 37°C. Inaktivace enzy-

mu probihala pfi 70°C po dobu 25 minut.
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Tabulka 3: Primery pouzité pro testovani rostlin Arabidopsis thaliana.

Velikost

Nazev primert Tm fragmentu
1)Amplifikace ¢asti genu pro aktin:

58°C 695 bp
ARAact fw+ARAact rev
2)Amplifikace ¢asti genu ZmCKX1 : 56,4°C 228 bp
Cko1 fw+Cko1 rev
3)Amplifikace fragmentu - promotor PHT/gen ZmCKX1:
Hvphtl-1 fw+ZmCKX1 rev 65°C 1700 bp
4)Amplifikace fragmentu — gen ZmCKX1/nos terminator:
Cko1l fw+nos hindiii 61,4°C 557 bp
5)Amplifikace promotoru PHT:
Hvphtl-1 fw+hvphtl-1 rev 69,1°C 1400 bp
6)Amplifikace genu AtCKX1.:
AtCKX1 fw+AtCKX1 rev 65°C 1196 bp
7)Amplifikace ¢asti genu ZmCKX1
ZmCKX1sal1l+ZmCKX1 rev 58°C 300 bp
8)Amplifikace ¢asti genu bar
BAR fw+BAR rev 60°C 421 bp
9)Amplifikace genu AtCKX5:
AtCKX5 fw+AtCKX5 rev 66°C 2018 bp
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Tabulka 4: Sekvence primer( pouzitych pro testovani rostlin Arabidopsis thaliana.

Nazev primeru Sekvence

ARAact fw+ARAact rev 5-GCCATCCAAGCTGTTCTCTC-3'
5-GGTGGTGCAACGACCTTAAT-3'

Ckol fw+Cko1l rev 5-ACGCCGTCTGAGGACGTGTT-3'
5-GGTCGTACTTGTTCTTCATCTCCA-3*

Hvphtl-1 fw+ZmCKX1 rev 5'-GAGCTCCGACTACCCCCGCGATA-3
5-GAACGCGATGGTGTAGGGCCA-3

Ckol fw+nos hindiii 5-ACGCCGTCTGAGGACGTGTT-3*
5-CCCAAGCTTATCTAGTAACATAGATGACA-3'

Hvphtl-1 fw+hvphtl-1 rev 5-GAGCTCCGACTACCCCCGCGATA-3
5-GGTCGCCGGCGATCTCTCAGC-3

AtCKX1 fw+AtCKX1 rev 5-GAAGTCGTAACCTGTTCTGAGAAGCG-3*
5-AGAATCGCTAGAGGGTCGTAGGCTTG-3

ZmCKX1sall+ZmCKX1lrev  5-ACGCGTCGACATGGCGGTGGTTTATTACCT-3'
5-GAACGCGATGGTGTAGGGCCA-3'

BAR fw+BAR rev 5'-AGCACGGGAACTGGCATGAC-3
5-GGTCTGCACCATCGTCAACC-3

AtCKX5 fw+AtCKX5 rev 5-GCACGAATCTCTCTCGAACCACTC-3'
5-CGCTGACGAAGAAGACGACGACG-3'

3.4.6.1 Elektroforéza v agarosovém gelu

DNA fragmenty vzniklé diky PCR reakcim byly analyzovany pomoci agarosové elek-
troforézy. Elektroforéza je metoda déleni Castic na zakladé jejich elektrického naboje
ve stejnosmérném elektrickém poli. DNA fragmenty se pohybuji v agarosovém gelu

vlivem pusobeni stejnosmérného elektrického pole tak, Ze negativné nabité molekuly
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DNA putuji od zaporné nabité elektrody (katody) ke kladné nabité elektrodé (anodé).
Déleni fragmentl je zavislé na jejich velikosti. Kratsi useky DNA se pohybuji rychleji
a delSi naopak pomaleji, protoZe jsou v hustém gelu vice zpomalovany. ProtoZze DNA
neni na agarosovém gelu vidét, je nutné ji oznacit. Do gelu se pfidava ethidium bromid,
ktery se interkaluje do fetézce DNA a ma schopnost v ultrafialovém svétle fluoreskovat.

Ke vzorku po PCR reakci se pfidaji 4 ul vzorkovaciho pufru, ktery je sloZen
z 0,09% bromfenolové modfi, 60% glycerolu, 60 mM EDTA a 0,09% xylencyanol FF
(6x Loading Dye Buffer). Vzorky se nanesou do jamek na agarosovém gelu, které
se vytvofi pomoci hiebinkd. Byl pouzit 1% agarosovy gel, ktery se pfipravi z 5 g agaro-
sy, 10 ml 50x TAE (0,01M EDTA a 0,4M Tris pH 8) a 490 ml vody. Agarosa se zahfiva
v mikrovinné troubé&, dokud neni roztok priihledny. Rozpustény gel se nalije spolu
s ethidium bromidem (0,03%) do misek s hfebinky a necha se 20 min tuhnout. Poté
se gel pfemisti do elektroforetické vany s elektrodovym pufrem TAE. Pufr je dllezity
pro vedeni elektrického proudu. Po naneseni vzorkli a DNA standardu se vana pfipoji
k elektrickému zdroji nastavenému na 125 voltd. DNA standard (100 bp DNA Ladder;
Obr.16) nam usnadnuje orientaci na gelu a uréujeme podle ného velikost amplikonu.
Rozdéleni ¢astic trva pfiblizné dvacet minut. S pouzitim ultrafialového svétla vizualizu-

jeme DNA fragmenty. Poté se gel muze vyfotit.

bp ng/05pg %

300 280 56
?’2{-30 %0 56
1500 280 56
/1200

7 1000 8
;gm 7
AT
“ 0 2
60 270 54
500 800 160
_am 00 6o

— 30 300 6D
— A0 300 60

— 100 300 &0

1.7% Top\ision™ LE G0 Agamse (#R0491)

0.5pglane, Sem lenath gel,
1K TBE, &¥fem, 1h

5% polyacrylamide

(0.5pgdane, 20em length gel,
1% TAE, 8\em, 3h

Obrazek 16: DNA standard pouzity pfi agarosové elektroforéze — 100 bp DNA Ladder
(Takara).
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3.5 Vysledky, diskuze

3.5.1 Stanoveni koncentrace fosfinotricinu pouzité pro

selekci rostlin Arabidopsis thaliana

Pro ur€eni vhodné koncentrace fosfinotricinu byly pouzity netransformované rostliny
Arabidopsis thaliana. Rostliny bez genu pro selekci nemohou rist na médiu s fosfino-
tricinem (inhibuje enzym glutaminsyntetasu). Byly testovany tyto koncentrace:
1,5 mg/l, 3 mg/l, 4,5 mg/l, 5 mg/l, 5,5 mg/l, 6 mg/l, 6,5 mg/l, 7 mg/l, 7,5 mg/l, 8 mg/l.
Jako vhodné koncentrace fosfinotricinu pro selekci transformantl byla stanovena hod-

nota 5,5 mg/l (Obr.17, 18, 19). P¥i této koncentraci vSechny rostliny zeZloutly, byly za-
krslé a nasledné uhynuly.

Obrazek 17: Koncentrace fosfinotricinu 4,5 mg/l.
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Obrazek 18: Koncentrace fosfinotricinu 5 mgl/l.

Obrazek 19: Koncentrace fosfinotricinu 5,5 mg/I.
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3.5.2 Selekce

Vzdy jsem si pfipravila deset Petriho misek. Na kazdou misku jsem rozmistila pfi-

blizné 30 semen. Po prvni selekci mi vyrostlo 8 rostlin. Pfi druhé a tfeti selekci vyrostlo

celkem 46 rostlin. PFiblizné tedy z 900 semen selekci pfezilo 54 rostlin (Obr.20).

Obréazek 20: Selekce transgennich rostlin na médiu obsahujici fosfinotricin (5,5 mg/l).

3.5.3 PCR

Vyselektované rostliny byly oznaceny pismeny podle abecedniho pofadku. Pro kont-
rolu byly amplifikovany sekvence endogennich genl — aktin, AtCKX1 a AtCKX5
(Obr.22). Usp&sné byly amplifikovany jen sekvence gent pro aktin a AtCKX1. U prime-
ri ¢. 2 a 4 (Cislovani podle tabulky 3) byly v negativnich kontrolach nebo ve wild-type
rostlindch pozorovany kontaminace (Obr.21). Amplifikace ¢asti genu ZmCKX1 (primery

€. 7) byla u tfi rostlin velice slaba (Obr.22).

-41 -



amplifikace casti amplifikace fragmentu gen
genu ZmCKX1 ZmCKX1 a terminator nos

1000 bp
M.
500 bp
—

M E FHWINK M E F HWT NK

Obrazek 21: Amplifikace ¢asti genu ZmCKX1, primery €. 2 - 228 bp a amplifikace
fragmentu gen ZmCKX1/terminétor nos, primery €. 4 - 557 bp. E, F, H - rostliny; NK -

negativni kontrola, M — standard molekulové hmotnosti.

kontrola
1000 bp
_—v
Stogp
M 1 2 3 4 M 1 2 3
rostlina E rostlina F rostlina H

M1 2 3 4 M 12 3 4

Obrézek 22: Rostliny E, F a H. Amplifikace endogennich genu aktin (1),
AtCKX1 (2), AtCKX5 (3) a ¢asti genu ZmCKX1, primery &. 7 (4), M — standard moleku-

lové hmotnosti.

Amplifikace pomoci primert €. 3, 5, 8 a 9 byla neuspésna nejspise kvuli kvalité ge-
nomové DNA, ktera byla izolovana metodou nevyuzivajici zadné purifikacni kroky.
PCR reakce byly nastaveny s rlznymi aditivy (DMSO, betain) ¢i s naStipanou genomo-
vou DNA (Hind Ill, pfes noc 37TC). Bohuzel ani toto amplifikaci nezlepSilo. Je tedy
mozné, Zze metoda izolace genomové DNA nebyla vhodna pro PCR amplifikaci.

Pouze u ftfi rostlin doslo k slabé amplifikaci ¢asti genu ZmCKX1. Bohuzel z téchto

vysledku nelze jednoznacéné Fici, Ze jsou rostliny transgenni.
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4 Zaver

Cilem teoretické Casti prace bylo zpracovat literarni reSerSi souvisejici s tématem
mé praktické ¢asti, ve které jsem transformovala rostliny Arabidopsis thaliana pomoci
bakterie Agrobacterium tumefaciens. V bakalafské praci je popsan vyvoj metody trans-
formace rostlin Arabidopsis thaliana pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens
a rozdéleni metod transformace na pfimé a nepfimé. DalSi kapitoly se vénuji rostlin-
nym hormondm cytokininim a transgennim rostlinam s vlozenym genem pro cytokin-
dehydrogenasu. Pro transformaci byly pouzity buriky Agrobacteria nesouci plazmid
pBract 303 s genem pro kukufi¢nou cytokinindehydrogenasu 1 (ZmCKX1) pod kontro-
lou kofenoveé specifického promotoru z jeémene (HVPHT1-1).

V praktické ¢asti mé bakalaiské prace jsem nejdfive transformovala rostliny Arabi-
dopsis thaliana pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens. Déle bylo dulezité urcit
koncentraci fosfinotricinu pro selekci transformant. Optimalni koncentrace fosfinotrici-
nu méla hodnotu 5,5 mg/l. Metodou ,floral-dip” bylo transformovano patnact rostlin
Arabidopsis thaliana. Z pfiblizné 900 semen bylo vyselektovano 54 rostlin. Pro PCR
reakci jsem izolovala genomovou DNA z listd a pouZzivala jsem Sest dvojic primerd pro
potvrzeni integrace transgenu. DalSi tfi dvojice primer( byly pouzity pro amplifikaci en-
dogennich gend. Uspé&sné byly amplifikovany pouze dva endogenni geny. Pfi ovéfo-
vani inzerce transgent do genomu rostlin byla u dvou dvojic primerl amplifikace
i v negativni kontrole & ve wild-type rostlingé. Velice slaba amplifikace €asti genu
ZmCKX1 vySla u tfi rostlin pomoci jedné dvojice primer(. Ke kontaminaci u téchto pri-
merl nedoslo. Amplifikace pomoci ostatnich dvojic byla pro v3echny rostliny negativni.
Amplifikace genu ZmCKX1 byla velice slab4, i pfesto, ze PCR reakce byly nastaveny i
s riznymi koncentracemi aditiv (DMSO, betain) ¢€i s nastipanou genomovou DNA. Je
tedy mozné, Ze metoda izolace genomové DNA nebyla vhodna pro PCR amplifikaci.
Nelze proto jednoznaéné tvrdit, Ze doslo k inzerci transgenu do genomu rostliny Arabi-
dopsis thaliana. Bude proto nutné PCR analyzu opakovat s genomovou DNA vyizolo-
vanou pomoci jiné metody vyuZivajici i purifikaéni kroky. Bylo by také vhodné navrh-
nout nové primery pro testovani rostlin. Z ¢asovych divodu jiz nebylo mozné toto pro-

vést. Prace bude pokraCovat béhem navazujiciho studia.
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6 Seznam pouzitych zkratek

AtCKX
CKX
cZR
cZRMP
DMAPP
Dz

DZR
DZRMP
HvCKX

iIPR
IPRDP
iIPRMP
IPRTP
IPT
LOG
MES

Ti

tZR
tZRDP
tZRMP
WT
ZmCKX
ZmCKX

gen kbdujici cytokinindehydrogenasu z Arabidopsis thaliana
cytokinindehydrogenasa

cis-zeatin ribosid

cis-zeatin ribosid monofosfat
dimethylallyldifosfat

dihydrozeatin

dihydrozeatin ribosid

dihydrozeatin ribosid monofosfat

gen kodujici cytokindehydrogenasu z je€mene (Hordeum vulgare)
N°- isopentenyladenin

N°- isopentenyladenin ribosid

N®- isopentenyladenin ribosid difosfat

N®- isopentenyladenin ribosid monofosfat

N®- isopentenyladenin ribosid trifosfat
isopentenyltransferasa

lonely guy

kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova

tumor inducing

trans-zeatin ribosid

trans-zeatin ribosid difosfat

trans-zeatin ribosid monofosfat

wild-type

cytokinindehydrogenasa z kukufice (Zea mays)

gen kéduijici cytokinindehydrogenasu z kukufice
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