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Souhrn

Zito je podobné jako ostatni obiloviny obtizné transformovatelnou rostlinou. Hlavni
problémy transgenoze spocivaji v komplikované in vitro kultivaci a dale ve snizené
vnimavosti vuci pfirozenému patogenu dvoudé€loznych rostlin Agrobacterium tumefaciens.
Tato gramnegativni bakterie se béZzné pouziva k transformaci dvoudéloznych rostlin. Jeji
pouziti pii transformaci jednod€loznych rostlin, mezi které patii zito, je vSak

komplikovangjsi.

Zakladnim ptedpokladem pro tspé$nou transformaci rostlin je fungujici in vitro
systém. Cilem bakalaiské prace bylo vypracovat a ovéfit metodiku pro in vitro indukci
kalusu a regeneraci rostlin u vybranych odriid Zita, péstovanych na tuzemi CR. Dalsi

soucasti prace bylo testovani biolistické metody transformace na vybranych odriidéach Zita.



Summary

Rye, similarly to other cereals, is a plant difficult to tranform. The main problems
of its transgenosis consist in complicated in vitro cultivation and suppressed sensitivity to
Agrobacterium tumefaciens, the natural pathogen of dicotyledonous plants. This gram-
negative bacteria is commonly used to transform dicots; however, its application in
transforming monocots, to which rye belongs is more complicated.

Functional in vitro system is a prerequisite for successful plant transformation. The
aim of of this work was to develop and verify a method suitable for in vitro induction of
callus and plant regeneration of selected rye varieties grown in the Czech Republic. The
next part of this work was test of transformation by the biolistic method.
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1 Uvod

Péstovani obilnin tvoii zaklad zemédélské Cinnosti Cloveéka po tfadu tisicileti. Jiz
v obdobi neolitu na izemi Blizkého Vychodu lidé zacali ucelové péstovat nékteré druhy
obili, pfedev§im pSenici a jecmen. Snaha zeméd€lci o co nejvyssi vynosy vedla ke
vzniku a rozvoji slechtitelstvi, jehoz cilem je selekce rostlin s vyhodnymi vlastnostmi.
V soucasné dobé se k produkci rostlin s pozadovanymi znaky vyuzivaji také techniky
genetické modifikace. Organismy, které byly pozménény touto cestou, oznacujeme jako
geneticky modifikované neboli transgenni. Do jejich genomu byl cilen¢ vnesen geneticky
material ciziho pivodu. Vyhoda genetické modifikace, oproti klasickym metodam
Slechténi, spocivd ve schopnosti zménit konkrétni vlastnost organismu, aniz by byly
zaroven ovlivnény jiné znaky.

Pomoci procesu genetické modifikace se jiz podafilo vybavit celou ftadu
hospodatsky vyznamnych rostlin geny pro vyhodné znaky. Jedna se naptiklad o rezistenci
vuci Skiideiim, produkci nutriéné hodnotnéjSich plodi nebo odolnost vii€i neptiznivym
klimatickym podminkam. Samostatnou kapitolou je vyuziti geneticky modifikovanych
rostlin pro farmaceutické ucely, umoziujici naptiklad produkci vakcin a vyznamnych
protein.

Transgenoze jednodéloznych rostlin, mezi které patii obiloviny, je ponckud
obtizn&j$i nez u rostlin dvoud€loZznych. Pri¢inou je zejména niz§i vnimavost
jednod€loznych rostlin k bakterii Agrobacterium tumefaciens, ktera je pfirozenym
patogenem dvoudéloznych rostlin a je b&€zné vyuzivana k jejich transformaci. Dalsi
komplikace nastavaji v procesu regenerace V in vitro podminkach, ktery je nutny k ziskani
dospélych rostlin nesoucich zdjmovy gen. V soucasné dobé se vyvijeji metody, které se
snazi tyto prekazky prekondvat, a tim produkci geneticky modifikovanych obilovin

roz§ifovat.



2 Cile prace

Hlavnimi cili této bakalarské prace bylo:
- Na zéklad¢ dostupné literatury zhodnotit moznosti pro uspé$nou transformaci zita.
- Navrhnout in vitro indukéni a regeneracni systém umoziujici realizaci
transformaci.
- Testovat vybrané odrudy Zita a vyhodnotit jejich induk¢ni a regeneracni kapacitu.

- Praktické seznameni s metodami transformace, ovéteni tspésnosti.



3 Explantatové kultury

Pojmem explantatové kultury ¢i explantaty byvaji oznacovany kultury izolovanych
bunék, pletiv a orgénid. V zahrani¢ni terminologii se timto pojmem rozumi pouze primarni
rostlinné pletivo ¢i organ v in vitro kulture.

Explantatové kultury se uplatituji jako diilezity experimentalni objekt pti vyzkumu
rostlinné fyziologie 1 genetiky a staly se zaroven zakladem rostlinnych biotechnologii
(Lustinec a Zarsky, 2005).

Zéakladnim predpokladem pro in vitro kultivaci explantatl je tzv. totipotence, ktera
umoznuje ucinnou regulaci ristu a vyvoje rostlinnych bunék, pletiv a organt. Jedna se
0 schopnost rostlinné buiiky vytvofit jakykoliv bunéény typ, ktery je danému organismu
vlastni, pfipadn¢ dat vznik kompletnimu rostlinnému organismu. Tato vlastnost je déna
zachovanim kompletni genetické informace a schopnosti ji exprimovat. Od znalosti a
pochopeni konceptu totipotence se odviji celd historie explantatovych kultur (Prochazka a
kol., 1998).

Pti zakladani explantatové kultury je nejprve cast rostlinného orgénu ¢i pletiva
odd¢lena od rostliny v aseptickych podminkach. Dale je pienesena na kultivaéni médium
(tekuté ¢i tuhé), které je rovnéz zbaveno mikroorganismi a je umisténo v kultivaéni
nadobé, vyrobené ze skla ¢i plastu. Na vyvoj explantatu maji vliv kromé sloZeni
kultivaéniho média také dali faktory, naptiklad teplota a osvétleni (Lustinec a Zarsky,
2005).

3.1 Kultiva¢ni médium

Kultiva¢ni neboli Zivné médium ma pon€kud odlisné sloZeni v zavislosti na typu
tkadnové kultury a fazi jejiho vyvoje. Jeho zakladnimi slozkami jsou minerdlni Ziviny,

sacharidy, vitaminy, aminokyseliny a v nékterych ptipadech také rustové regulatory.

3.1.1 Mineralni Ziviny

Minerélni prvky mizeme podle jejich zastoupeni v rostlinném organismu délit na
makroelementy a mikroelementy. Makroelementy jsou pfitomny v minimalné 0,1 %

susiny, mikroelementy tvoii méné nez 0,1 % rostlinného téla.



Makroelementy zahrnuji Sest zadkladnich prvka: dusik, fosfor, draslik, vépnik,
hoi¢ik a siru. Dusik je nejCastéji dodavan ve form¢ nitratlh a amonnych soli, draslik ve
form¢ dusi¢nanu nebo chloridu. Optimalni koncentrace nitratii se pohybuje v rozmezi 20 a
40 mmol.I"", amonium se dodavé nejéastéji v koncentraci 2 az 20 mmol.I™. Koncentrace
fosforu, hot&iku a siry v kultivaénich médiich je 20 az 30 mmol.I™.

Mezi mikroelementy vyznamné pro rust tkanovych kultur patii zelezo, mangan,
zinek, bor, méd’ a molybden. V nékterych piipadech se do médii dodava také kobalt, jod,
sodik a chlor (Kovac, 1992).

3.1.2 Sacharidy

Sacharidy slouzi v kultivaénich médiich jako zdroj uhliku, ktery je nezbytny
vzhledem k pievazujici heterotrofni vyzivé explantatd. V kultiva¢nich médiich 1ze pouzit
sachardzu, glukézu, fruktézu nebo maltozu. Bézné koncetrace sachardzy se pohybuje od 2
do 3 %. Pro in vitro kultury obilovin se nejéastéji pouziva sachardza, piipadné maltoza.
V osmotickém médiu, které zvySuje efektivitu transformace, je obsazen navic manitol,

piipadné i sorbitol (Kovac, 1992).

3.1.3 DalSi organické slouceniny

Mezi dalSi organické latky pfidavané do kultivaénich médii patii zejména
aminokyseliny a vitaminy. Pfitomnost nékterych aminokyselin (naptiklad glutaminu,
asparaginu, alaninu nebo prolinu) muze stimulovat rist explantati. Tyto latky slouzi
rostlinam jako rychly zdroj dusiku.

Vitaminy jsou nezbytné pro katalyzu mnoha metabolickych procesii. Pozitivni vliv
na vyvoj explantatovych kultur byl prokdzan piedev§im u thiaminu (vitaminu B1),
pyridoxinu (vitaminu B6) a myo-inositolu (viz obr. 1). Casto pfidavanym vitaminem je

také kyselina nikotinova (Kovac, 1992).
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Obr. 1: Vitaminy, pfidavané do kultivacnich médii

Zdroje: _http://cs.wikipedia.org/wiki/Thiamin

http://cs.wikipedia.org/wiki/Pyridoxin

http://en.wikipedia.org/wiki/Myo-inositol

3.1.4 Slozky, umoziujici tuhnuti

Zakladni zelatinizacni latkou je agar. Jedna se o polysacharid ziskdvany z motskych
fas roda Gelidium a Gracilaria. V piipadé¢ in vitro kultivace obilovin se nejcastéji pouziva
jako tuhnouci slozka média synteticky agar - Agardza nebo Phytagel, respektive Gerlit.
Dtlezitou vlastnosti Zelatiniza¢ni sloZky je skuteCnost, Ze neinteraguje s jinymi

komponenty média.

3.1.5 Rustové regulatory

Rostlinné hormony jsou nizkomolekularni slou€eniny, které pii velmi nizkych
Géinnych koncentracich (10 — 10° M) reguluji rtizné pochody odehravajici se v rostling.
Jedna se predevSim o procesy riistu a vyvoje, proto byvaji ¢asto oznacovany jako ristové
regulatory. Tento pojem je vSak ponc¢kud obecnéjsi. Krom¢ nativnich, rostliné vlastnich
latek zahrnuje také jejich syntetickd analoga, kterd rovnéZ maji vliv na rast a vyvoj.

Ristoveé regulatory plni dvé zékladni funkce. Koordinuji vztahy mezi jednotlivymi
bunikami a dale prenasi signal z vnéjSiho prostedi do vnitiniho prostiedi rostliny.

Na rozdil od zivociSnych hormonl nejsou fytohormony produkovéany v zadnych
specializovanych organech. Mohou se tvofit v riiznych pletivech, jejichz bunky ziskaji

k syntéze téchto latek signal z vnéjsiho ¢i vnitiniho prostiedi. Od Zivoc¢isnych hormont je
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odliSuje také nizsi specificita — jediny hormon muize mit rtizné Gc€inky, které zavisi na typu
pletiva, koncentraci hormonu a dalSich faktorech (Pavlova, 2005).

Fytohormony klasifikujeme do péti zékladnich skupin: auxiny, cytokininy,
gibereliny, kyselina abscisova a ethylen. Existuji jesté dalsi latky, které se svou funkci a
strukturou fytohormonim podobaji. Jedna se naptiklad o brassinosteroidy, jasmonaty,
polyaminy a dalsi slouc¢eniny (Prochéazka a kol., 1998).

V ramci kultivace zita v in vitro podminkach byly pouzity auxiny a cytokininy,
proto budou déle detailnéji probrany tyto dvé skupiny fytohormonti. Velmi vyznamny je

zaroven vzajemny pomér téchto fytohormondt.

A) Auxiny

Mezi pftirozené auxiny patii kyselina indolyl-3-octova (IAA), kyselina indolyl-3-
maselna (IBA), kyselina 4-chlorindolyl-3-octova (4-CI-IAA) a kyselina fenyloctova

(PAA). Vzorce téchto latek jsou zndzornény na obr. 2.

@
O
OH
\ \ OH
N NH
H
Kyselina indolyl-3-octova (IAA) Kyselina indolyl-3-maselna (IBA)
Cl COOH
:: ~__OH
N
H
Kyselina 4-chlorindolyl-3-octova (4-CI-1AA) Kyselina fenyloctova (PAA)

Obr. 2: Vzorce piirodnich auxint

http://en.wikipedia.org/wiki/Auxin

Tyto latky indukuji prodluZovani bunék a udrZzuji apikdlni dominanci tim, Ze

inhibuji vyvoj axiliarnich meristémti. Hraji dtilezitou roli v pohybovych reakcich jako je
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napiiklad fototropismus ¢i gravitropismus. Mezi dal$i ucinky patii oddaleni abscise listl a
stimulace diferenciace vodivych pletiv. Auxiny rovnéz podporuji tvorbu kofent, a to jak
lateralnich, tak i adventivnich tim, Ze indukuji déleni bun¢k pericyklu. Proto se rlstové
regulatory, které maji charakter auxinu, pouZivaji pro zakofemovani rostlin pii
vegetativnim mnozeni (Prochazka a kol., 2005).

Mezi nejCastéji pouzivané syntetické auxiny patii 2,4-dichlorofenoxyoctova
kyselina (2,4-D), 4-amino-3,5,6-trichloropikolinova kyselina (picloram) a 2-methoxy-3,6-
dichlorobenzoova kyselina (dicamba). Ve vysSich koncentracich plni tyto slouceniny
funkci herbicidl, které indukuji odumirani bunék a tim zplsobuji néaslednou smrt celé
rostliny. V nizSich koncentracich se ptidavaji do zivnych médii, aby zvysily schopnost
zakofenéni rostliny. Jednodé€lozné rostliny jsou méné citlivé k umélym auxiniim, protoZe
jsou schopny je pomérné rychle inaktivovat konjugaci (Taiz a Zeiger, 2010).

Vzorce syntetickych auxinil jsou znazornény na obr. 3.

Auxiny jsou do kultiva¢nich médii ptidavany nejcastéji za Gcelem stimulace ristu
kalusu, tvorby kofenli a ke zvySeni tvorby somatickych embryi. Stimuluji také rust

apikalnich meristémi (Kovac, 1992).

Cl N COOH
AN

@)
0.
/
OH cl cl
o Cl NH;
2,4-Dichlorofenoxyoctova kyselina 4-Amino-3,5,6-trichloropikolinova kyselina
(2,4-D) (picloram)
Cl O
OH
OCH3;

2-Methoxy-3,6-dichlorobenzoova kyselina
(dicamba)

Obr. 3: Vzorce syntetickych auxint

Zdroj:_http://en.wikipedia.org/wiki/Auxin
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B) Cytokininy

Tyto N° substituované aminy délime podle typu substituentu do dvou zékladnich
skupin. Do prvni skupiny patii latky s alifatickym substituentem — nejvyznamngjsi je
zeatin, druhou skupinu tvofi aromatické cytokininy (topoliny).

Mezi nejdilezitéjsi fyziologické ucinky této skupiny latek patii stimulace bunéného
déleni a tvorby pupent, ovliviiovani diferenciace pletiv kofenli a zpomalovani senescence.

V praxi se vyuzivaji syntetické cytokininy jako kinetin, ktery obsahuje péticlenny kruh
s atomem kysliku a benzylaminopurin (BAP). Jsou dulezitou slozkou zivnych médii pro
kultivaci izolovanych rostlinnych pletiv a organd, kde slouzi zejména k indukci tvorby
pryti, stimulaci bunééného déleni a k inhibici tvorby kotend (Lustinec a Zarsky, 2008).

Vzorce ptirodnich a syntetickych cytokininil jsou zndzornény na nésledujicim obrazku

(obr. 4).

HO %_\
a0
HN
NH H
NN NZ
|)I D |,
kN/ [\f L\N N>

Zeatin Kinetin Benzylaminopurin (BAP)

Obr. 4: Vzorce prirodnich a syntetickych cytokinind

Zdroje: http://en.wikipedia.org/wiki/Zeatin
http://en.wikipedia.org/wiki/Kinetin
http://en.wikipedia.org/wiki/Benzylaminopurine

3.2 Kalus a kalusova kultura

Kalus je histologicky neorganizované, neuspofadané rostouci pletivo. K jeho tvorbé
dochazi pii vhodné koncentraci jednotlivych slozek média, piedevSim ristovych
regulatorti. V ptirod€ se kalus tvofi predevsim pii hojeni ran a také pfi infekci rostlinnym
patogenem Agrobacterium tumefaciens.

Béhem tvorby kalusu dochdzi k dediferenciaci bunék, jejimz diisledkem je zejména

ztrata schopnosti fotosyntézy. Z tohoto divodu je nutné do médii, uréenych ke kultivaci
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kalusovych kultur, ptfidavat pfedevSim zdroj uhliku. Kultivace kalusu probiha za tmy,
protoze svétlo mlize byt pfi¢inou diferenciace jeho bunék, ktera je nezadouci.

PtenaSeni celé¢ho kalusového pletiva nebo jeho casti na Cerstvé kultivacni
médium se oznacuje jako pasazovani. Provadi se vzdy v urcitych pravidelnych intervalech.
Postupné dochédzi k cytogenetickym zménam v kalusové kultufe — roste podil
polyploidnich a aneuploidnich bun¢k a zmenSuje se regeneracni potencial (Taiz a Zeiger,
2010).

V kalusu lze pomoci vhodného slozeni média indukovat procesy, které vedou
k diferenciaci organd nebo tzv. embryoidi neboli somatickych embryi procesem nepiimé
embryogeneze. Lze je ziskat z malych, délicich se bunc¢k pfidanim auxinu o vysoké
koncentraci do zivného média. Pro tvorbu embryogenniho kalusu jsou vhodnd zejména
mlada pletiva. Somatickd embrya prochazeji stejnymi stupni vyvoje jako zygoticka embrya
a Casto je mozné znich regenerovat celé rostliny. Kalusové kultury jsou vhodnym

biologickym materialem pro transformaci rostlin (Kovac, 1992).

Obr. 5: Kalus kultivovany z nezralého somatického embrya zita (odrida Selgo)
(Foto: autor)
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4 Transgenni rostliny

Rostliny, do jejichz genomu byl vnesen jeden nebo vice genli pochazejicich z jinych
organismi, oznacujeme jako transgenni. Proces integrace ciziho genetického materialu se
nazyva transformace. Jednd se o cilené zadsahy do dédicného materialu organismu. Rizné
metody transformace umoznily rekombinaci DNA u druht, které jsou zcela neptibuzné,

coz by bylo pii pouziti klasického Slechtitelstvi nemozné.

4.1 Metody transformace rostlin

Transformace nckterych rostlin je v mnoha laboratofich po celém svété jiz rutinni
technikou. Na rozvoj transformacnich metod mé vliv velmi rychly pokrok v zékladnich a
aplikovanych disciplinach jako je biochemie, rostlinnd fyziologie, vyvojova biologie,
Slechténi, potravinaistvi nebo biotechnologie.

Po letech netispéSnych experimentli se genovy transfer zrealizoval kratce po objevu
plazmidu, ktery je soucasti pudni bakterie Agrobacterium tumefaciens. Bylo zjisténo, ze
dochazi k integraci ¢asti tohoto plazmidu do genomu hostitelské buitky. Omezeny okruh
hostitelskych rostlin podnitil hledani novych metod transformace v Cele s piimou
transformaci protoplastii. Dalsi limitace téchto dvou moznych metod transformace byly
pfi¢inou rozvoje novych, specifickych metod, mezi které patii napiiklad elektroporace,
mikrolaser, liposomdlni fuze nebo mikroinjekce. Néasledny ptelomovy krok spocival
v objevu Dbiolistickych metod transformace, jejichz principem je obaleni kovovych
mikrocastic nukleovou kyselinou a jejich nastteleni do rostlinnych pletiv.

Genovy transfer zaloZzeny na vyuziti bakterie Agrobacterium tumefaciens, pfima
transformace protoplast a biolistické metody jsou nejcastéjsi rutinné vyuzivané techniky
transformace modelovych i hospodaisky vyznamnych rostlin (Potrykus a Spangenberg,
1995).

Metody transformace je mozné de€lit na pfimé a nepfimé. Nepiimé metody jsou
zalozeny na vyuziti pfenaSec (virG nebo bakterii), které jsou schopny vnést Cast své
genetické informace do hostitelské buiiky. Patii mezi né pfedevsim transformace pomoci
Agrobacterium tumefaciens. V ptipadé ptimych metod se do rostlinného genomu vklada
DNA piimo, bez vyuziti pfenasece, a to nejcastéji plazmidy s pozadovanymi geny. Mezi
pfimé metody fadime pifimou transformaci protoplastli a biolistické metody (Ptibylova,

2008).
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Stézejnimi  metodami, pouzivanymi pro transgenozi  obilovin, jsou
mikroprojektilovy prenos DNA a transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens.
Nevyhodou transgenoze pomoci mikroprojektilového ptfenosu DNA je skutecnost, Ze
vV mnoha piipadech vede k zaclenéni vice kopii vnasSeného genu a tim se zvySuje riziko

inaktivace transgenu.

41.1 Transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je pudni gramnegativni bakterie, ktera je pfirozenym
patogenem dvoudéloznych rostlin, na jejichz kofenech vytvari nadorovité utvary. Bakterie
pronikd do rostlinnych pletiv v misté poranéni a vyvolavd onemocnéni oznacované jako
»crown gall“. Po vniknuti patogenu do rostliny dochazi ke dvéma specifickym po sobé
nasledujicich udalostem — k proliferaci rostlinnych bun¢k a k syntéze opinu (Snustad a
Simmons, 2009).

Tvorba nadorl je zalozena na schopnosti vlozit segment onkogenni DNA (T-DNA
— transferred DNA) do genomu hostitelské buniky. Tento usek je soucasti Ti (tumor-
inducing) plazmidu. Geny T-DNA koduji enzymy, které jsou zapojeny v procesech
produkce auxinil, cytokinini a dalSich slou€enin nezbytnych pro rist a vyvoj rostliny. T-
DNA také obsahuje geny pro syntézu opini — latek specifickych pro tumor. Tyto
slouceniny jsou detekovatelné v rostlinnych pletivech a mohou byt vyuzity jako markery
transformace. Riizné druhy rodu Agrobacterium produkuji odlisné typy opinit — naptiklad
nopalin, octopin, leuciopin a succinamopin.

Rostlinné bunky obsahujici T-DNA nemohou byt regenerovany, protoze se jedné o
bunky nadorové. Delece onkogennich genil z T-DNA regionu nema vliv na transfer tohoto
useku do hostitelské buniky. Pro vloZzeni DNA do hostitelské buniky maji zasadni vyznam
pouze koncové oblasti T-regionu. Rostlinné bunky, které jsou transformovany T-DNA bez
onkogennich genil, se chovaji stejné jako netransformované buiilky a mohou byt tedy
vyuzity k regeneraci. Timto zplsobem lze ziskat fertilni transgenni rostliny. K selekci
transgennich rostlin se vyuZzivaji specifické selekéni markery, které transformovanym
bunikam ud€luji rezistenci vici antibiotikiim a herbicidim (Potrykus a Spangenberg, 1995).

Byly vyvinuty dvé zakladni metody umoziujici upravu T-DNA regionu —

intermedialni vektory a binarni vektory.
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Intermedialni vektory jsou malé plazmidy, které nesou klonovany tisek T-DNA, do
n¢hoz je pomoci restrikéniho $tépeni a ligace vloZen pozadovany gen. V bakterii dojde po
vlozeni plazmidu k procesu homologni rekombinace mezi Gseky bakterialniho Ti-plazmidu
a intermedialniho plazmidu.

Principem binarnich vektori je rozdéleni Ti-plazmidu na dvé ¢asti. Vznikaji tak dva
ruzné velké plazmidy. VEtsi z nich nese geny virulence, mensi obsahuje restrikéni mista a
jeho dostatecn¢ mald velikost umoznuje vkladani genit piimo do T-DNA (Ondiej a
Drobnik, 2002).

Prostfednictvim Agrobacterium tumefaciens lze transformovat mnoho rtznych
rostlinnych druhti. Efektivita pfenosu T-DNA u jednotlivych druht, kultivard i cilovych
kultur v8ak zna¢né kolisa (Potrykus a Spangenberg, 1995).

Problém transformace obilovin pomoci této metody spocivd ve skuteCnosti, ze
jednodélozné rostliny, narozdil od dvoud€loznych , nevylucuji pfi poranéni slouceniny
typu syringonu nebo acetosyringonu. Tyto fenolické latky aktivuji vir-oblast genomu, coz
umozni infekci rostliny (Prochazka a kol., 1998). Pfidavek acetosyringonu miize usnadnit
proniknuti Agrobacteria do transformované rostlinné buiky. Transformaci obilovin

vyrazn€ usnadnuje také pouziti supervirulentnich kment.

4.1.2 Biolisticka metoda

Biolistické metody transformace jsou zaloZzeny na ostielovani bunék
vysokorychlostnimi mikroprojektily ze zlata nebo wolframu, které jsou pokryty DNA. Tato
technika se vyuziva u mnoha typu rostlinnych i Zivo¢isnych bunék (Brown, 2007).

Biologicky material podrobovany této transformac¢ni metod¢ musi byt umistén ve
vakuu. Mikroprojektily béhem biolistického procesu urazi drdhu piiblizné¢ 10 cm a
dosdhnou rozptylu o priméru 2 cm. Po aplikaci metody je rostlinny material umistén na
vhodné médium, které indukuje tvorbu kalusu a zaroven pisobi selekéné. Konstrukt ¢asto
obsahuje krom¢ gent rezistence vici herbicidiim a jinym latkam také reportérovy gen gus.
Diky tomuto genu lze studovat tranzientni expresi, ktera se po histochemické reakci
projevi v podobé modrych skvrn na rostlinném materidlu (Ondiej a Drobnik, 2002).

Biolistika umoznila transformaci nékterych druhii rostlin, u nichz jsou jiné metody
transformace obtiZzné pouzitelné nebo zcela nevhodné. Lze ji aplikovat na Siroké spektrum

bunéénych kultur a explantati. Napiiklad kukufice mize byt transformovana vnasenim
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DNA do embryogennich bunéénych kultur DNA, zatimco v pfipad¢ pSenice a je¢mene
jsou transformovana zygoticka embrya (Potrykus a Spangenberg, 1995).

Hlavni nevyhodou snizujici u¢innost biolistickych metod je neschopnost velké ¢asti
projektilt proniknout do rostlinného pletiva. Bylo zjisténo, ze pouze 7 — 10 % z nich
pronika alespon do epidermis. Pokud jsou bunky zasazeny, pak Vv naprosté vétsing piipadi
se mikroc¢astice dostane pouze do cytoplazmy, kde nemiize dojit k expresi vneseného genu.
Aby byla transformace uc¢inna, musi byt zasazeno jadro buiiky a zaroven jeho poskozeni
nesmi byt natolik rozsahlé, aby buitka odumiela (Ondfej a Drobnik, 2002).

Sanford a kol., 1993 popsal faktory, které mohou vyznamné ovlivnit uspésnost
transformace biolistickymi metodami. Jedna se predev§im o hybnost ¢astic, jejich rozptyl
pfi dopadu a kapacitu pro pfenos DNA. Mezi biologické faktory pak patii vyvojové

stadium rostlinného materialu a slozeni kultiva¢niho média.

4.2 Vektory

Molekuly DNA, které se vyuzivaji ke vneseni segmentu DNA do genomu hostitelské
buiiky, oznacujeme souhrnné jako vektory. Patfi mezi né¢ kromé plazmidd, které jsou
bakteridlniho ptivodu, také nukleové kyseliny bakteriofagi, kosmidy a umélé
chromozomy. Podle zptisobu pouziti rozliSujeme vektory klonovaci a expresni.

Klonovaci vektory slouZi primarné k vytvofeni mnoha kopii vlozeného segmentu
DNA. Po pomnoZeni lze vektor izolovat a vyuZit ho k dalSim manipula¢nim technikédm.
Jejich dulezitou soucasti je predevsim replikacni pocatek a jedno ¢i vice restrikcnich mist.
Vétsinou také obsahuji alespon jeden markerovy gen, nejCastéji pro rezistenci k
antibiotikiim.

Expresni vektory slouzi k produkci proteinu koédovaného inzertovanym genem
hostitelskymi bunkami. Kromé sekvenci, které jsou obsazeny v klonovacich vektorech, je
jejich soucasti také promotor, terminator, sekvence regulujici expresi, RBS (ribosome-

binding site) sekvence a usek usnadiiujici izolaci rekombinantniho proteinu (Rosypal a
kol., 2002).

4.3 Selekéni a reportérové geny

K odliseni transformovanych bunék od netransformovanych se vyuzivaji specifické

geny, které jsou obvykle soucasti vektort. Jednd se o selek¢ni a reportérové geny.
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Produktem selekénich genti jsou Casto enzymy zodpovédné za rezistenci
transformovanych explantati vici latkam, které jsou pro netransgenni rostliny toxické.
Jedna se predevsim o antibiotika a herbicidy. Vysledkem je GispéSné prezivani a mnozeni
transgennich bunék, zatimco netransgenni diky piitomnosti toxické latky hynou. Casto
pouzivanym genem pro selekci je napiiklad gen bar, ktery byl izolovan z bakterie rodu
Streptomyces. Jeho produktem je acetyltransferdza. Tento enzym udéluje transgennim
bunkam a rostlinam rezistenci vué¢i fosfinotricinu a herbicidu bialaphos. Dal§imi
pouzivanymi geny jsou gen nhptll (Neomycin phosphotransferase II), ktery ud¢€luje
rezistenci vici antibiotikim kanamycin, neomycin a geneticin a gen hpt (Hygromycin
phosphotransferase), zodpovédny za odolnost vii¢i antibiotiku hygromycin.

Reportérové geny se vyuZzivaji k hodnoceni genové exprese v pletivech ¢i tkanich.
negativni vliv na buiiky, v nichz jsou exprimovany. V transgenozi rostlin se velmi Casto
jako reportérovy gen pouziva gen gus (resp. uidA) kodujici enzym B-glukuronidazu.
Aktivita tohoto enzymu vede k tvorbé modré srazeniny, umoziujici lokalizaci genové
exprese. Dal§imi reporterovymi markery jsou gen pro zelené fluoreskujici protein (gfp),

izolovany z mediizy, nebo gen pro enzym luciferazu (luc) (Ondiej a Drobnik, 2002).

19



5 Zito seté (Secale cereale L.)

Zito ma puvod v oblasti Pfedni Asie a Kavkazu, kde se vyskytovalo jako plevel. Je
obilninou typickou pro severni ¢asti mirného zemépisného pasu. Péstuje se predevsim na
chudsich pidach ve vyssich polohach. Je vyznamnou zemédé€lskou plodinou v mnoha
evropskych statech, mezi néz patfi Polsko, Némecko, Rusko nebo Ukrajina (Popelka,
2002).

V ramci rodu Zito (Secale) existuje pét riznych druht: Secale silvestre, Secale
vavilovii, Secale montanum, Secale africanum a Secale cereale. Posledni zminény druh
zahrnuje zemédélsky vyznamné kultivary, které byly v prabchu staleti vySlechtény.
Somaticky pocet chromozomui u Secale cereale je 2n = 14 (Rod, 1982).

Zito patii do &eledi lipnicovitych (Poaceae). Jeho kvétenstvi ma podobu klasu,
ktery se skladd z dvoukvétych klaski a ma obvykle hranolovity tvar. Jedna se o
cizosprasnou, vétrosnubnou rostlinu. M4 suché, nepukavé plody — obilky, které jsou nahé a
maji Sedozelenou azZ modrozelenou barvu. Obilné zrno se sklada ze dvou obalovych vrstev,
dale endospermu a klicku (zarodku, embrya). Obalové vrstvy jsou tvofeny tenkym
vnéj§im oplodim a vnitinim osemenim. Endosperm je Zivné pletivo, které je predstavovano
jednou vrstvou aleuronovych bun¢k a mou¢nym jadrem, obsahujicim pievazné Skrob.
Klicek (zarodek, embryo) zaujiméa nejmensi ¢ast zrna, ve kterém jsou vytvoieny zdklady
budouci rostliny (Ticha a Vyzinova, 2006).

Zitné zrno obsahuje pouze okolo 9 % dusikatych latek, z nichz vét$inu predstavuji
zasobni bilkoviny gliadin a gluteniny. Z polysacharidi je zastoupen ptedevs§im skrob, ale
také xylany a arboxylany.

Zito je vyuzivano pro potravinaiské, krmivéaiské, technické a farmaceutické ucely.
V potravinafstvi se ze Zita vyrabi nékteré druhy chleba, kavové ndhrazky a lih — v Kanadé
a USA napftiklad Zitnd whisky. Ke krmnym ucelim je Zito vyuzivano jen omezené, a to
diky niz$i vyzivné hodnoté, hotké chuti a obsahu antinutricnich latek. Mezi né patii
naptiklad inhibitory proteaz, alkylresorcinol a antinutri¢ni polysacharidy arboxylany, které
zvysuji viskozitu stievniho obsahu a tim omezuji pohyblivost substratl, travicich enzymi 1
emulgujicich ZluCovych kyselin. ZhorSuji také kontakt Zivin se stfevni mukozou.
Ptredevsim odridy s vysokym vynosem zelené pice a s pomalym starnutim se vyuzivaji
jako tzv. ¢asné jarni zelené krmeni. Ve farmakologii se tato obilovina vyuziva k ziskévani
namelovych alkaloidi, které jsou produkovany pali¢kovici nachovou (Claviceps purpurea)

po umélé¢ infikaci rostlin (Tichd a Vyzinova, 2006).
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V porovnani s ostatnimi obilovinami je Zito velmi odolné vu¢i biotickym i
abiotickyem stresim. Existuje ozim4 i jarni forma, v Ceské republice je péstovano pouze
ozimé zito. Tato rostlina snasi diky dobfe vyvinutému kotfenovému systému i chudsi pudy.
(Ticha a Vyzinova, 2006). Je rezistentni 1 vici nizkym teplotdm, coz umoziuje jeho
péstovani ve vysSich nadmotskych vyskach a v severnéjSich oblastech, kde jsou pro jiné

obiloviny jiz nevhodné podminky (Popelka, 2002).

5.1 Faktory ovliviiujici in vitro kultivaci Zita

Zito je, podobné jako ostatni obiloviny, obtizn& transformovatelnou rostlinou. Ve
srovnani s jinymi obilovinami, zejména pSenici a jeémenem neni mnoho publikovanych
praci, které se zabyvaji in vitro systémem a zejména transformaci.

Zakladnim ptedpokladem pro uspésnou transformaci je pravé vypracovani
efektivniho kultivaéniho protokolu pro regeneraci rostlin z explantatovych kultur.
V poslednich desetiletich bylo provedeno nékolik studii zabyvajicich se jednotlivymi
faktory, které maji vliv na UspéSnost indukce tvorby kalusu a nésledné regenerace
kompletnich rostlin. Jedna se pfedevsim o typ explantatu — nejcastéji jsou pouzivana zrala
nebo nezrala zygotickd embrya, dale pak o jejich velikost a stafi (respektive dobu
uplynulou od opyleni v okamziku sklizn¢ klast). Efektivitu kultivace vyznamné ovliviiuje
také sloZeni kultiva¢niho média — predev§im typ pouzitych sacharidli a syntetickych
hormonti a jejich koncentrace. Velmi podstatnou roli hraje u Zita stejné, jako u jinych

obilovin, odruda.

5.1.1 Typ explantatu

Prvni studie zabyvajici se kalusovymi kulturami zita byly provedeny v roce 1958 a
pracovaly se zralymi embryi. Pozdéji byla jako explantaty vyuZzivana také nezrala embrya,
nezrala kvétenstvi, mladé listy nebo prasniky (Birsin a Ozgen, 2008).

Pro in vitro kultivaci zita se jako explantat pouzivaji v souc¢asné dob¢ piedevsim
embrya. NejcCastéji se jedna o embrya zrala nebo nezrala, méné Casto endospermem
vyZivovana embrya.

Nezrala embrya jsou extirpovana ze zrna klasu, které byly sklizeny 10. — 18. den po
opyleni (Birsin a Ozgen, 2008; Ward a Jordan, 2001). Nevyhodou jejich pouziti je
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pfedevSim casova naroc€nost, jelikoz je nutné udrzovat rostliny az do tvorby mladych
embryi. Extirpace musi byt provedena ihned po sklizeni klasi.

Zralda embrya jsou extirpovana ze zralych zrn, jejichz vyhodou je moznost
dlouhodobého uchovani. Birsin a Ozgen (2008) pouzili ve svém vyzkumu také
endospermem vyzivovana embrya. Jedna se o zrald embrya, ktera jsou na indukcni
médium umisténa i se zrnem, od néhoz nejsou zcela odd€lena.

VétSina publikaci vyhodnotila jako nejvhodnéjsi explantat pro in vitro regeneraci
obilovin nezrala embrya. Zrald embrya se vyznacovala vysokou schopnosti tvorby kalusu
(80 — 90 %), ale regeneracni schopnost byla velmi nizka (Ward a Jordan, 2001). Vyhodou
pouziti endospermem vyzivovanych embryi je pomérné vysokd regeneracni kapacita
vzniklych kalusii, naproti tomu schopnost indukce tvorby kalusu je zde niz$i (Birsin a
Ozgen, 2008).

V piipad¢€ pouziti nezralych embryi je diillezitym parametrem rovnéz jejich velikost,
respektive staii (doba uplynula od opyleni). Podle Lu a kol. (1984) je optimalni velikost
0,5 — 2,0 mm, Bebeli a kol. (1988) stanovil idealni velikost nezralého embrya 1 mm. Ward
a Jordan (2001) oznacili jako vhodna pro in vitro kultivaci zita nezrala embrya o velikosti
1 — 3,5 mm, ktera byla extirpovana ze zrn sklizenych 13. den po opyleni. Pfesné parametry
jsou vSak vzdy zavislé na konkrétni odridé. Obdobné vyzkumy byly provadény také na
jinych obilovinach a bylo zji§téno, Ze uspéSnost regenerace zavisi na individualnim
fyziologickém vyvoji embrya. Ten je specificky nejen pro druh, ale €asto 1 pro varietu.

PiedCasné klieni, které je Castym problémem in vitro kultivace, bylo snizeno
kultivaci Stitku embrya, ktery byl oddé€len od ostatnich c¢asti. Vzhledem k casové
narocnosti optimalizace médii je pravé kultivace vyextirpovaného §titku preferovanou
strategii, ktera brani nezadoucimu kli¢eni a vede ke stejnému efektu (Ward a Jordan,
2001).

5.1.2 Slozeni kultivaéniho média

Komponenty, obsazené v kultiva¢nich médiich, hraji vyznamnou roli v indukci
tvorby kalusii i regeneraci rostlin. Existuji dva zakladni typy média, vyuzivané v in vitro
kultivaci — induk¢ni a regeneraéni médium. Indukéni médium stimuluje tvorbu kalusu
z explantatd, které jsou na n¢j umistény ihned po jejich izolaci od rostliny. Vytvofené
kalusy jsou po urcité dobé kultivace pfeneseny na regenera¢ni médium, které indukuje

tvorbu kofenii a pryti. Slozeni indukéniho a regeneracniho média se v zakladnich
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komponentech shoduje. Lisi se pouze nékterymi doplinkovymi slozkami, ptedevSim
ristovymi regulatory. V nékterych piipadech se pii kultivaci pouziva také transitni
médium, které je urCeno pro kultivaci kalusit pfed jejich umisténim na médium
regeneraCni. V rtuznych studiich byl zkouman ptedevSim vliv ristovych regulatori a

sacharidd, ale i dal$ich slozek, o které je kultivaéni médium mozné obohatit.

Riistove regulatory

Pti kultivaci obilovin se vyuzivaji z rostlinnych hormont piedevsim syntetické
auxiny (picloram, dicamba, 2,4 — D) a dale syntetické cytokininy (BAP, Kinetin,
benzyladenin).

Vliv rustovych regulatori na tkanové kultury obilovin byl zkouman v mnoha
studiich. Bylo zjisténo, Ze auxiny (nejcastéji 2,4-D) jsou nezbytné pro zalozeni
embryonalnich kalust i pro jejich regeneraci. U indukéniho média uréeného pro obiloviny
byla shled4na jako optimalni koncentrace auxinti 3 mg.I", regeneraéni médium by mélo
obsahovat podstatné niz§i koncentraci auxinu. Konkrétné v piipad¢é zita by méla byt
optimalni koncentrace auxind v indukénim médiu ponékud nizsi — 2,5 mg.I* (Ward a
Jordan, 2001).

Przetakiewicz a kol. (2002) pouzili ve své studii zabyvajici se vlivem auxind na
regeneraci nékterych obilovin také syntetické auxiny picloram a dicamba. Napiiklad pro
kultivaci triticale je nejvhodnéjsi pouziti indukéniho média, obsahujiciho picloram
samotny nebo v kombinaci s dicambou.

Dicamba zptsobovala nezadouci piedCasnou regeneraci u nékterych odrud zita,
zatimco pouziti 2,4-D u téchto odrid pfed¢asnou regeneraci uspesné potlacovalo (Popelka
a Altpeter, 2001).

Cytokininy stimuluji regeneraci somatickych embryoidl, proto byly né&kterymi
autory piidavany do regeneracniho média. Ward a Jordan (2001) nepozorovali zadny
vyznamny ucinek po piidavku cytokinini do regeneracniho média, pouze kinetin a
benzyladenin regeneraci mirn¢ potlacoval. V experimentu, ktery provedli Popelka a
Altpeter (2001), byly kalusy jedné ze tfi pouzitych odrid regenerovany na médiu
obsahujicim BAP. U téchto kalusii byla zaznamenana rychlejsi elongace regenerovanych

vyhonkt, ale na mnozstvi regenerujicich kalust tento fytohormon vliv nemél.
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Sacharidy

Sacharidy obsazen¢ v kultivacnim médiu slouzi jako zdroj uhliku pro explantatové
kultury. Ward a Jordan (2001) pouzili ve svych studiich jako zdroj uhliku maltézu a
sacharozu. Explantaty, které byly kultivovany na médiich s maltézou, vykazovaly vyssi
somatickou embryogenezi. Na regeneraci rostlin typ sacharidu vyznamny vliv nemél.
Podobny vyzkum provedli také Popelka a Altpeter (2001), ktefi pozorovali rovnéz vyssi
schopnost indukce kalusu u médii s maltéozou. Rychlost regenerace i pocet rostlin
regenerovanych z jednoho kalusu vsak byly u vSech odrid zita podstatné vyssi pii pouziti
indukéniho média se sachar6zou.

Bylo zjisténo, ze kultury, rostouci na médiu se sacharézou, maji rychlejsi
metabolické pochody oproti kulturdm, které rostou na médiu s maltézou. V disledku
rychlého metabolismu dochdzi u kultur, rostoucich na sachar6zovém médiu, k rychlejsimu
hromadéni metabolickych zplodin, jako je napfiklad ethanol. Malt6za je metabolizovana
pomaleji a diky tomu si bunééné kultury kultivované na maltézovém médiu zachovavaji

déle svou identitu (Popelka a Altpeter, 2001).

SloZka umoznujici tuhnuti

V in vitro kultivacich zita byl jako tuhnouci slozka pouzit phytagel nebo agar6za.
Média, ve kterych byla misto phytagelu pouzita agardza, redukovala frekvenci indukce
kalusu u nékterych odrid. Rovnéz regenerace na agar6zovych médiich byla znaéné

zpomalena (Popelka a Altpeter, 2001).

Dalsi slozky

Kultivaéni média lze obohatit kromé rtistovych reguldtort a sacharidi také o dalsi
slozky. Jedna se piedev§im o nékteré vitaminy (thiamin, myo-inositol), aminokyseliny
(prolin, glutamin, asparagin), proteiny (casein hydrolyzat) a soli (CuSOs . 5 H;0).

Ward a Jordan (2001) ve svém vyzkumu zjistili, Ze thiamin, glutamin a asparagin
mohou byt pii kultivaci prospésné. V ptipadé myo-inositolu, casein hydrolyzatu, prolinu a
médi nebyl prokazan v této studii zadny prospéSny ucinek. To bylo ¢astecné v rozporu

s vysledky experimentu, ktery provedli Popelka a Altpeter (2001). V jejich studii byl
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prokdzan genotypové specificky tc¢inek siranu méd’natého. U jedné ze tii odrid vyrazné
zvySoval pocet regenerovanych rostlin. Vliv médi na regeneraci byl studovan jiz
v minulosti na kulturach pSenice, jeCmene, triticale a tabaku a byl potvrzen pozitivni vliv

na regeneraci u mnoha odrud téchto obilovin.

5.1.3 Odruda

Bylo vyslechténo mnoho jarnich i ozimych odrid zita, Z nichz kazdd mé ponékud
odli$né pozadavky na in vitro kultivaci. Nékteré odrady jsou kultivovatelné jen velmi
obtizné. Proto je zapotiebi nalézt vhodné genotypy Zita a vyvinout pro konkrétni odriadu
specificky kultivaéni protokol zahrnujici nejen vhodné slozeni média, ale také typ
pouzitého explantatu a dalsi parametry, jako je naptiklad postup sterilizace.

Autofi jednotlivych studii se zabyvali odridami a liniemi zahrnutymi ve
Slechtitelskych programech daného statu a oblasti. Naptiklad Ward a Jordan (2001), kteti
svij vyzkum provadéli v Kanad¢, se zaméfili na tfi odridy ozimého Zita (AC Rifle,
RT188LV a Prima) a jednu odrudu jarniho zita (Gazelle). Varieta AC Rifle vykazovala
nejvyssi schopnost indukce kalusu, nejlépe regenerovaly kalusy variety RT188LV.

Jinym ptikladem muze byt experiment Popelky a Altpetera (2001), ktery probihal v
Némecku. Zde byly pouzity celkové 3 odridy — jedna jarni (L 22) a dv€ ozimé (L 20 a L
318). Byl zaznamenan vyznamny rozdil v reakci na ptidavek siranu médnatého u
jednotlivych odrid. Kalusy kultivaru L 22 vykazovaly vys$§i schopnost regenerace pfii
kultivaci na médiu obohaceném o siran médnaty. Naproti tomu u odridy L 20 nebyl
pozorovan zadny vyznamny vliv a v pfipad€ kultivaru L 318 byla regeneracni schopnost
pfidavkem siranu méd’natého do média dokonce sniZovana.

V praci Popelky (2001) bylo kultivovano v in vitro podminkach 23 riznych
genotypll Zita véetné 11 kiizencl. Byla pozorovana pomérné vysoka indukéni kapacita u
vSech pouzitych odrid. Nejvyssi regeneracni kapacitu vykazovaly genotypy L 15 (91,65
%) a L 22 (86,87 %) a jejich kiizenec L22 x L15 (85,80 %).

5.2 Problematika transformace zita

Transgenoze obilovin, které jsou vyznamnymi zemédélskymi plodinami,
zajist'ujicimi obZivu pro lidstvo, je pomérné obtiZzna. Pfi¢inami jsou jednak niZs§i vnimavost

k bakteri Agrobacterium tumefaciens, ktera je pfirozenym patogenem dvoudéloznych
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rostlin a jednak obtizna in vitro regenerace. O problematice in vitro kultivace zita bylo
pojednano v piedchozi kapitole.

Prvni uspéSnou transformaci zita provedli Castillo a kol. (1994). Tito autofi ziskali
6 transgennich kalusovych linii, z nichz byly regenerovany 2 rostliny zita. Efektivita a
reprodukovatelnost vSak byla velmi nizkd. V jejich studii byla pouzita biolistickd metoda
transformace aplikovand na mladé embryogenni kalusy. Jako reportérovy marker byl
zvolen gen uidA pro glukuronidazu, selek¢nim genem byl gen bar.

Transformaci zita se dale zabyval ve své disertacni praci Popelka (2002). Cilem
projektu bylo vyvinout efektivni a reprodukovatelny systém pro produkci transgennich
rostlin zita. Jako expaltat byla zvolena nezrald zygoticka embrya. V této praci byla pouzita
kromé biolistické metody také transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens.

Technikou mikroprojektilového ptenosu DNA bylo v této studii ziskdno 21
transgennich rostlin. Usp&nost transformace byla vy$si nez 2,2 %. Jako selekéni marker
byl pouzit gen bar. Hlavnim problémem biolistické metody bylo vyrazné snizeni
regeneraéniho potenciadlu, které bylo patrné pifedevS§im u explantiti, pro jejichz
transformaci bylo pouzito vétsi mnozstvi zlatych mikroc€astic (150png). Naproti tomu pfii
aplikaci mensiho mnozstvi Castic (25 pg) nebyl detekovan vyraznéjsi vliv na schopnost
regenerace. V tomto piipad¢ vSak byla transformace malo GspéSna. Nejvyssi efektivita byla
zaznamenana pii aplikaci 50 pg mikrocastic a zaroven pfi pre-kultivaci explantati 4 — 5
dni pfed transformaci.

Transgenoze prostiednictvim agrobakterii méla efektivitu 3,87 % a bylo pomoci ni
vyprodukovano 35 transgennich rostlin. Jako selekéni marker byl pouzit gen nptll, ktery je
zodpovédny za rezistenci ke kanamycinu. Exprimovany protein NPTII byl detekovan
pomoci metody ELISA.

Biolistickou metodou pomoci pfistroje PDS — 1000 / He, ktery byl pouzit
v bakalarské praci, jiz bylo uspé€$né transformovano mnoho druhi rostlin. Jednd se
naptiklad o kukufici, nékteré odridy ryze, pSenici, cukrovou titinu, séju, bavlnik, topol,
brusinku, tabak nebo znamou modelovou rostlinu husenic¢ek rolni (Arabidopsis thaliana).
Ostielovany byly embryogenni kultury (kukufice, pSenice, s6ja), nezrald embrya (ryze),
kalusové kultury (topol, tabak), kotenové kultury (Arabidopsis thaliana), piipadné
meristémy (bavlnik, sdja). U n€kterych rostlin je mozné pouzit také pletiva stonku, listu ¢i

kvétu.
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6 Material a metody

Kultivace zita v in vitro podminkach i jeho transformace je pomérné komplikovana.
Kazda odriida vyzaduje pon€kud odlisné kultivaéni podminky. V ramci experimentalni
Casti bakalarské prace byla provedena selekce odrid s vysokou indukéni a regeneracni
schopnosti a pro tyto odridy byl vypracovan kultiva¢ni protokol. Vybrané variety byly

nasledn¢ transformovany metodou ,,Particle delivery*.
6.1 Rostlinny material

V experimentech byla jako explantit pouzita zrald a nezrald zygotickd embrya

ozimého zita téchto odrid: Kapitan, Selgo, Aventino, Visello, Evolo a Gonelo.

AVENTINO

Tato stiedné pozdni odriida Zita je uréena pro potravinaiské ucely. Stfredné dlouhé az
dlouhé rostliny se vyznacuji stiedni odolnosti k poléhani. Jsou velmi odolné vii¢i napadeni
plisni snéZnou, padlim travnim, skvrnitostem a rzim. Dal§imi vyhodnymi vlastnostmi jsou
nizkd naro€nost na stanovi$tni podminky a vysoka vynosnost i v méné& pifiznivych

oblastech.

SELGO

Selgo patii mezi rangj§i odrady Zita. Je vhodné pro viechny produkéni oblasti zita v CR,
zvlasté pak pro chladnéjsi a vlhéi klima. Vyznacuje se vysokym a stabilnim vynosem zrna

a dobrou odolnosti k poléhani.
KAPITAN

Jedna se o stiedné ranou odrtidu Zita, kterd je adaptabilnéjsi a odolnéj$i nez hybridni typy.
Je vhodnd 1 do méné Urodnych a pfiznivych podminek. Stfedné vysoké rostliny se
vyznacuji dobrou vitalitou, sttedni odolnosti k poléhani. Tato odriida je odolna viici padli a

rhynchosporiu. Je uréena pro potravinaiské tcely, ale i k produkci biomasy.

Zdroj: http://www.selgen.cz/katalog/zito-14/
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VISELLO

Stiedné pozdni hybridni odriida Visello je charakteristickd velmi dobrym zdravotnim
stavem a rezistenci vic¢i napadeni rzi travni. VyznacCuje se rovnéZ vysokymi vynosy,

dobrou potravinatskou i krmnou kvalitou. Lze ji vyuzit také pro vyrobu bioethanolu.

EVOLO

Jedna se o stfedné pozdniho hybrida s vysokym vynosovym potencialem a zvySenou

odolnosti vii¢i poléhani. Vyznacuje se velmi dobrym zdravotnim stavem.

GONELLO

Toto hybridni zito nizS§iho vzrlstu lze pouzit v potravinaiském a krmivarském primyslu

stejn€ jako v biotechnologiich pro vyrobu ethanolu a bioplynu.

Zdroj: http://kws-lochow.de

6.1.1 Péstovani rostlinného materialu

Vybrané odrudy byly péstovany v prub¢hu let 2010 — 2011 v fizenych podminkach
ve skleniku Pfirodovédecké fakulty UP v Olomouci. Rostliny byly umistény v kvétinacich
o priméru 25 cm. V zimnim obdobi byly pfisvétlovany 4 aZ 6 hodin tak, aby celkova doba
osvétleni véetné denniho svétla byla 16 hodin. Teplota béhem dne byla 15 — 18 °C, v noci
10 — 12°C. B¢hem vegetace byly pravideln¢ jedenkrat za 14 dni pfihnojovany hnojivem
Hydrokomplex (12,4 % dusiku; 11,4 % fosforu; 17,7 % drasliku). Klasy byly odstiizeny
V obdobi 14 — 18 dni po opyleni, kdy nezrald zygotyckd embrya dosahovala velikosti

V rozmezi 1 — 2,5 mm.

6.2 Vypracovani kultiva¢niho protokolu

Kultiva¢ni protokol pro jednotlivé odriidy zahrnoval jednak optimalizaci sterilizace

explantatl a dale testovani jednotlivych typt kultiva¢nich médi.
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6.2.1 Kultiva¢ni média

Piiprava kultivaénich médii spocivala v navézeni jednotlivych slozek na
analytickych vahach a jejich rozpusténi v destilované vodé za prubézného michani na
magnetické michacce. Po rozpusténi vSech latek s vyjimkou tuhnouci slozky — phytagelu,
bylo upraveno pH pomoci pfidavku 1M NaOH na hodnotu 5,8. phytagel byl rozpustén
V destilované vod¢ umisténé v samostatné lahvi a autoklavovan. Médium bylo poté
ptefiltrovano za sterilnich podminek a umisténo spolu s roztokem Phytagelu o odpovidajici
koncentraci na 30 minut do vodni lazn¢ o teploté 56 °C. Po zahtati byl roztok Phytagelu
smichan s roztokem obsahujicim ostatni slozky a za aseptickych podminek rozlit do
sterilnich plastovych Petriho misek o priméru 10 cm (resp. 5 cm — v piipadé osmotického
média). Po ztuhnuti bylo takto pfipravené médium skladovano v ledni¢ce za teploty 3 —
5°C.

Kultiva¢ni média pro indukei kalusu a regeneraci rostlin byla sestavena na zaklad¢
dostupné literatury a zkuSenosti laboratote rostlinnych biotechnologii s in vitro kultivaci
jeCmene a pSenice. VSechna média jsou modifikovana a toto jejich slozeni nebylo
publikovano.

Slozeni jednotlivych médii je uvedeno v nasledujicich tabulkach (tab. 1 —4):

Tab.1: Slozeni induk¢énich médii

an e
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Tab. 2: Slozeni transitniho média

Tab. 3: Slozeni regenera¢nich médii
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Tab. 4: Slozeni osmotického média

* Murashige a Skooge (1962)

6.2.2 Sterilizace explantatia

Sterilizace zrna je nutnd pro eliminaci patogent, které se pfirozen¢ vyskytuji na
jeho povrchu. Predev§im v pfipadé nezralych embryi je zrno kontaminovano velkym
mnozstvim mikroorganismd, které mohou zpiisobit znehodnoceni explantatovych kultur.

Sterilizace nezralych zygotickych embryi byla provedena podle Harwood a
Smedley (2009). Zrna byla promyta v 70% roztoku ethanolu pod dobu 3 minut a nasledné
v 6% roztoku NaClO po dobu 6 minut. Na zavér byla proplachuta Skrat ve sterilni
destilované vode¢.

Zrald embrya jsou z Casovych divodli vyhodnéjsim explantitovym materidlem.
NevyZzaduji péstovani rostlin a jsou vzdy k dispozici diky moZnosti dlouhodobého
vysSi vyskyt pfirozenych patogenti na jejich povrchu.

Na zaklad¢ zkuSenosti z ptedeSlych experimentli byly testovany tyto postupy
sterilizace zralych embryi:

1. 70% ethanol — 3 minuty, 0,1 % HgCl, — 20 minut, Skrat promyti sterilni

destilovanou vodou;
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2. 70% ethanol — 3 minuty, 1% HgCl, - 10 minut, Skrat promyti sterilni
destilovanou vodou;

3. 70% ethanol — 3 minuty, 7% NaClIO — 10 minut, 5krat promyti sterilni
destilovanou vodou;

4. 70% ethanol — 3 minuty, 7% NaClO — 5 minut, Skrat promyti sterilni

destilovanou vodou.

6.2.3 Indukce tvorby kalusu

Po sterilizaci zrn byla provedena izolace zralych a nezralych embryi. Za pouziti
preparacni lupy (MSt 130 9522, Poland), skalpelu a pinzety byla za sterilnich podminek
embrya oddélena od ostatnich Casti zrna a nasledné bylo odstranéno koleoptile a kotfenova
¢ast. Pro indukci kalusu byl kultivovan Stitek, ktery byl na indukéni médium umistén
skutelarni ¢asti doli. Byly pouzity 3 typy indukéniho média, jejichz slozeni je uvedeno
v tabulce 1.

Embrya byla na indukénim médiu kultivovana celkové 6 tydnl s dvéma
pribéZznymi pasazemi na Cerstvé médium se stejnym sloZzenim po 2 tydnech. Kultivace
probihala v termostatu za tmy pfi teplot¢ 26 °C. Po 14 dnech od pocatku kultivace se

zaCaly vytvaret kalusy se somatickymi embryi.

6.2.4 Regenerace

Po 6 tydnech kultivace na indukénim médiu byly vytvotfené kalusy pfeneseny na
transitni médium (viz tab. 2), kde byly ponechany 2 tydny za teploty 23 °C v poloseru.

Poté byly pieneseny jeden ze tii typu regeneraéniho média (viz tabulka 3), na
kterém byly kultivovany celkem 6 tydnd s 2 pribéznymi pasdZzemi na Cerstvé médium o
stejném slozeni. Regenerace rostlin probihala za podminek osvétleni 16 hodin denné a
teploty 23 °C. Po 2-3 tydnech od pfeneseni na regenera¢ni médium byla pozorovana

tvorba zelenych vyhonkt a kotent (viz obr. 6).
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Obr. 6: Kalusy riznych odrtid, klutivované na regeneraénim médiu.
Snimek zhotoven 3 tydny po pfeneseni na regenera¢ni médium.

(Foto: autor)

6.3 Transformace zralych embryi biolistickou metodou

Zrala zygoticka embrya byla po sterilizaci zrn (viz kapitola 4.2.2 Sterilizace
explantatll) izolovana za aseptickych podminek a umisténa skutelarni stranou S$titku doli
na induk¢ni médium CIR 2 (viz tab. 1). Nasledujici den byla pfemisténa skutelarni stranou
Stitku nahoru na osmotické médium (viz tab. 4), kde byla ponechana 4 hodiny pted
transformaci a 12 hodin po ni. Metodou mikroprojektilového transferu byl do cilovych
bun€k vnesen plazmid pAHC25 se selekénim genem bar a reportérovym genem gus.
Tento plazmid byl pouZit pro ovéfeni i€innosti transformacni techniky. Po 48 hodinach od
transformace bylo u vybranych embryi provedeno ovéfeni exprese transgenu.

Ostatni embrya byla kultivovana skutelarni stranou Stitku dold 6 tydnl na
indukénim médiu CIR 2 spfidavkem herbicidu Bialaphos jako selekéniho Ccinidla.
V prub¢hu téchto 6 tydnl byla provedena 2krat prubézna pasaz na cerstvé médium o
stejném slozeni. Nasledné byly vytvorené kalusy pieneseny na transitni médium TR (viz
tab. 2) doplnéné o stejné selekéni Cinidlo, kde byly kultivovany 2 tydny. Dalsi kultivace
probihala 6 tydni na regenera¢nim médiu CIR 2 s herbicidem Bialaphos s 2 prib&éznymi

pasazemi.
6.3.1 Plazmid pAHC25

Plazmid pAHC25 (Christensen a Quail, 1996) byl v nasich experimentech pouzit
pro ovéteni transformace zralych a nezralych zygotickych embryi zita. Obsahuje selekéni
gen bar a reportérovy gen gus, oba tyto geny jsou pod konstitutivnim promotorem — maize

ubiquitin (ubi-1) a jsou zakon¢eny terminacni sekvenci nos (nopalin synthasa) (viz obr. 7).
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Gen gus je jednim znejcastéji pouzivanych reportérovych genti v
transformacnich vektorech, které jsou urceny pro rostliny. Je pouzivan ke kvantitativnim 1
kvalitativnim analyzam exprese genu v rostlinnych pletivech. Koéduje enzym B-
glukuronidazu, k vyhodnoceni exprese se pouziva roztok X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-
indolylglukuronid). Aktivita gus vede k vytvofeni modrych skvrn, diky nimz jsme schopni
lokalizovat buiiku nebo skupinu bunék, v nichz dochazi k expresi. Byl ptivodné izolovan

z genomu bakterie Escherichia coli.

Gen bar produkuje enzym PAT (fosfinotricinacetyltransferazu), ktery je
zodpovédny za detoxifikaci fisfinotricinu. Ud¢€luje transgenni rostlin€ rezistenci vuci
tomuto herbicidu. Mlze byt pouzit pro selekci rostlin v prvnich generacich. Rostliny
mohou byt v ristové fazi 25 (hlavni odnoZovani) oSetfeny herbicidem Basta, coz umozni
rychlé vyhledani transgennich rostlin v generacich TO a T1. Gen bar pochazi z bakterie

Streptomyces hygroscopicus.

HindlII (1)

T
Ubi-Bar Sal 1 (608)
Eco RI (1404)
PHEs PstI (1999)

Sal I (2005)
Xbal* (2011)
BamHI (2017)
Smal (2022)

Inwon

(7059) Eco RI

(6776) Pst 1
(6770) Sal T —— "

6759) Bgl IT GUS

(6651) Sphl
(6618) SphI ~ (6478)
(6191) BamHI

(6185) Xbal I*
(6179) Sal I
(6173) Pstl

\ Sacl (3910}

Eco RI (4169)
HindDI (4175)
Sphl {(4181)
+1 Pst] (4187)

Obr. 7: Plazmid pAHC25

(Christensen a Quail, 1996)
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6.3.2 Metoda mikroprojektilového prenosu DNA - ,,Particle delivery*
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Obr. 8: Piistroj PDS-1000/He

(Foto: autor)
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6.3.3 Ovéreni transgentni exprese genu gus

Histochemicka zkouska, ovétujici transgentni expresi genu pro glukuronidazu, byla
provedena 48 hodin po transformaci. Embrya urcend k tomuto testu byla inkubovana pres
noc v roztoku X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolylglukuronid) pfi teploté 37°C. V ptipadé
pritomnosti transgennich bunék byla na explantatech pod binokularni lupou pozorovana
modra sloucenina v podobé skvrn. Tato latka vznika $tépenim substratu X-gluc enzymem

3-glukuroniddzu, kédovanym genem gus.
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7 Vysledky

V ramci bakalaiské prace bylo testovano Sest odriid ozimého zita: Aventino, Evolo,
Gonelo, Kapitan, Selgo a Vinsello. Nejdfive byl proveden piedbézny vybér vhodnych
odrid. Bylo kultivovano vzdy 30 embryi ve dvou opakovanich s dvéma hladinami
syntetického auxinu 2,4-D (2,5 mg.l?, 50 mg.™?). Na ziklads tSchto predb&znych
experimentl byly k dalSimu studiu vybrany tfi odrady, které vykazovaly nejvyssi indukci
kalusu: Aventino, Kapitan a Selgo. U téchto tfi odrid byla testovana indukce kalusu a
pocet regenerovanych rostlin u jednotlivych typa kultivaénich médii. Bylo kultivovano 30
embryi kazdé odridy ve tfech opakovanich s pouzitim riznych syntetickych fytohormont.

Soucasti experimentu bylo ovéfeni moZnosti transformace pomoci metody
mikroprojektilového pienosu DNA. Exprese genu gus, ktery byl soucasti plazmidu
pAHC2S, byla ovétena histochemicky.

7.1 Optimalizace sterilizace rostlinného materialu

Nezralé obilky (14 — 21 dni po opyleni), které¢ byly sterilizovany NaClO,
nevykazovaly zddny stupenn kontaminace. Taktéz jejich vitalita nebyla omezena a indukce

kalusu byla pozorovana za 7 dni od pocatku jejich kultivace.

Sterilizace zralych semen vSak byla velmi problematicka. Pficinou je vétsi
mnozstvi piirozenych patogenti vyskytujicich se na povrchu zralych zrn. Proto byly

testovany Ctyfi postupy sterilizace:

1. 70% ethanol — 3 minuty, 0,1 % HgCl, — 20 minut, Skrat promyti sterilni
destilovanou vodou;

2. 70% ethanol — 3 minuty, 1% HgCl, - 10 minut, Skrat promyti sterilni
destilovanou vodou;

3. 70% ethanol — 3 minuty, 7% NaClO — 10 minut, Skrat promyti sterilni
destilovanou vodou;

4. 70% ethanol — 3 minuty, 7% NaClO — 5 minut, Skrat promyti sterilni
destilovanou vodou.

Pfi aplikaci obou postupt pouzivajicich HgCl, (postup 1. a 2.) doSlo u vétSiny

explantatti K odumfeni vétsiny bun€k a nebyla pozorovana schopnost tvorby kalusu.
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U embryi sterilizovanych 5 minut 7% NaClO (postup 4.) byla vysokd mira
kontaminaci. Tento problém byl v nepatrné niz§i mife pozorovan také u embryi

sterilizovanych 7 % NaClO po dobu 10 minut.

7.2 Hodnoceni indukéni a regeneracni kapacity z hlediska jednotlivych

odrud a slozeni kultiva¢niho média

Indukéni a regeneracni kapacita jsou zakladnim predpokladem uspésné
transformace. Schopnost indukce kalusu byla sledovdna u nezralych a zralych embryi
s cilem transformovat hospodéisky vyznamné geny. Vizudlné byla hodnocena indukce
kalusu u odrid Aventino, Kapitan a Selgo u embryi, ktera byla kultivovana na médiich
s odlisnym obsahem fytohormont (auxint a cytokininll). V rdmci jednotlivych pasazi byla
posuzovana struktura kalusu (vyskyt somatickych embryi), barva kalusu a velikost kalusu.
Statistické hodnoceni vlivu jednotlivych faktort (genotyp, typ pouzitého fytohormonu) na
tvorbu kalusu a regeneraci rostlin je shrnuto v nasledujicich tabulkach (tab. 5 — 13) a
grafech (graf 1 —5).

U explantati jednotlivych odriid byla zjistovana induk¢ni a regeneracni kapacita.
Indukéni kapacita byla pocitana jako pocet embryi tvoficich kalus / pocet kultivovanych
embryi x 100 a jeji hodnota je udavana v procentech. Regeneracni kapacita je udavana jako
pocet regenerovanych rostlin na jedné Petriho misce, tj. z 30 embryi.

Pro statistickou analyzu byl pouzit program UNISTAT. Experimentéalni tidaje byly
hodnoceny dvoufaktorovou analyzou variance (ANOVA). Rozdily mezi primérnymi
hodnotami byly zjistovany Tuckeyovym testem. Statisticky vyznamné rozdily na hlading a

<0,001 jsou znaCeny ***.

Z tabulky 6 je ziejmé, ze ve vztahu k tvorbé kalusu jsou zdrojem variability pouze
odridy. Vliv auxinid obsazenych v indukénim médiu stejné¢ jako vliv interakce mezi
odridou a indukénim médiem nebyl statisticky prokazan. Z grafu 1 a tabulky 5 je patrné,
7e odrida Selgo vykazovala nejvyssi tvorbu kalust pfi kultivaci na médiu CIR 1 (2,4-D),

variety Kapitan a Aventino pii pouZiti média CIR 3 (Picloram)
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Tabulka 5: Vliv slozeni induk¢niho média na tvorbu kalusu u jednotlivych odriad

Odrtda Indukéni 6dium Pocet Pramérny pocet Indukce kalusu
explantati/Petriho kalusi/Petriho (%)
miska miska
Selgo CIR1 30 19,7 65,6
(24-D)
CIR 2 30 17,2 56,3
(Dicamba)
CIR3 30 14,0 46,7
(Picloram)
Kapitan CIR1 30 16,3 54,4
(2,4-D)
CIR 2 30 18,7 62,2
(Dicamba)
CIR3 30 18,8 62,7
(Picloram)
Aventino CIR1 30 13,0 43,4
(24-D)
CIR2 30 13,2 44,0
(Dicamba)
CIR3 30 14,0 46,7
(Picloram)
* Hodnota zjistovana po Sesti tydnech kultivace na indukénim médiu
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Graf 1: Vliv slozeni indukéniho média na tvorbu kalusu u jednotlivych odrid
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Tab. 6: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — vliv odriidy a induk¢niho média na indukci
kalusu

SC Stupné volnosti PC
Odruda 298,84 2 149,41***
Indukéni médium 8,91 2 4,46
Odruda*Indukéni 176,57 4 44,14
médium
Chyba 348,89 72 4,85

SC — soucet ¢tverct, PC — primérny Ctverec

Interakce mezi odridou a indukénim médiem je statisticky vyznamnéd pro
regeneracni kapacitu. Rizny typ pouzitého indukéniho média ovlivnil regeneraci rostlin u
riznych odrid odliSnym zplsobem. Genotypy Selgo a Kapitan nejlépe regenerovaly pfi
pouziti média CIR 2 (Dicamba), odriida Aventino pii kultivaci na médiu CIR 3 (Picloram),
(viz graf 2). Vliv slozeni indukéniho média na pocet regenerovanych rostlin bez ohledu na
jednotlivé odrudy nebyl statisticky prokazan (viz tab. 8). Vysledky statistického hodnoceni
vlivu odrtdy a indukéniho média na pocet regenerovanych rostlin jsou uvedeny v tabulce

7.

Tab. 7: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — vliv odridy a induk¢niho média na pocet
regenerovanych rostlin

Odrtuda Indukéni Priméry pocet Diference
médium regenerovanych
rostlin/Petriho
miska
Aventino CIR2 (dicamba) 0,36 a
Aventino CIR1 (2,4-D) 0,90 ab
Kapitan CIR 3 1,31 bc
(picloram)
Aventino CIR3 1,34 bd
(picloram)
Kapitan CIR1 (2,4-D) 2,48 de
Selgo CIR1 (2,4-D) 2,79 ef
Selgo CIR3 3,35 ef
(picloram)
Kapitan CIR2 (dicamba) 3,75 g
Selgo CIR2 (dicamba) 3,91 g
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Graf 2: Vliv sloZeni indukéniho média na regeneracni kapacitu jednotlivych odrad

Tab. 8: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — vliv sloZeni indukéniho média na pocet
regenerovanych rostlin

Indukéni médium Primérny pocet Diference
regenerovanych
rostlin / Petriho miska
CIR1 (2,4-D) 1,97 a
CIR2 (Dicamba) 2,01 a
CIR3 (Picloram) 2,35 a

Regeneracni médium bez fytohormont (RR2) poskytlo u vSech sledovanych odrtid
vyrazné¢ méné regenerovanych rostlin nez regeneracni média s obsahem 2,4-D a Kinetinu
(RR1 a RR3). Mezi G¢inkem média RR1 a RR3 nebyl pozorovan statisticky vyznamny
rozdil (viz tab. 9, tab. 10, graf 3).

Tab. 9: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — vliv odrudy a regenera¢niho média na pocet
regenerovanych rostlin

Odrtda Regenera¢ni médium Pramérny pocet Diference
regenerovanych
rostlin/Petriho miska
Aventino RR2 0,77 a
Aventino RR3 0,86 ab
Aventino RR1 1,24 ab
Kapitan RR2 1,64 bc
Selgo RR2 2,15 cd
Kapitan RR3 2,99 de
Kapitan RR1 3,12 de
Selgo RR3 3,55 ef
Selgo RR1 4,51 f
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Graf 3: Vliv slozeni regenera¢niho média na regeneracni kapacitu jednotlivych odrid

Tab. 10: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — vliv slozeni regeneraéniho média na pocet

regenerovanych rostlin

Regeneraéni médium Pramérny pocet Diference
regenerovanych rostlin /
Petriho miska
RR2 1,48 e
RR3 2,22 b
RR1 2,79 b

Vysledky statistického hodnoceni vlivu odriidy, indukéniho média, regeneracniho

média a jejich interakci na regeneraci rostlin jsou uvedeny v tabulce 11.

Tab. 11: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — vliv odridy, indukéniho média,

regenera¢niho média a jejich interakci na regeneraci rostlin

sC Stupné volnosti PC
Odruda 8,51 2 4,25***
Indukéni médium 0,21 2 0,11
Regeneracni médium 2,44 2 1,22%**
Odrtuda*Indukéni 4,07 4 1,01%**
médium
Odruda*Regeneracni 0,49 4 0,12
médium
Indukéni 0,14 4 0,03
médium*Regeneracni
médium
Odrady*Indukéni 0,65 8 0,08
médium
Chyba 5,93 54 0,11

SC — soucet ¢tvercti, PC — primérny ¢tverec
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Odridy byly vyznamnym faktorem, ovliviiujicim schopnost tvorby kalusu.

Nejvyssi indukéni kapacita byla zjisténa u odrudy Kapitan (59,8 %), embrya variety

Aventino byla schopna tvorby kalusu pouze ve 45,1 % ptipadi (viz graf 4). Srovnani

indukce kalusu u jednotlivych odrid za pouziti média CIR2 (Dicamba) je patrné na obr. 9.

Vysledky statistického hodnoceni vlivu odridy na tvorbu kalusu jsou uvedeny v tabulce

12.

Tab. 12: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — vliv odridy na tvorbu kalusu

Odrtda Pramérny pocet Indukce kalusu Diference
kalust (%)
Aventino 13,44 45,1 a
Selgo 16,92 56,2 b
Kapitan 17,93 59,8 b
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Graf 4: Induk¢ni kapacita jednotlivych odrid
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Obr. 9: Nezrald embrya odrud Selgo, Kapitan a Aventino, kultivovana na indukénim médiu CIR 2

(Dicamba). Explantaty foceny po 6 tydnech kultivace.

(Foto: autor)
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Odrtda Selgo poskytla statisticky vyznamné vyssi pocet regenerovanych rostlin nez
odridy Kapitan a Aventino. Zaroven genotyp Kapitan regeneroval podstatné lépe nez
Aventino. Pocet regenerovanych rostlin na jednu Petriho misku (30 embryi) se pohyboval
v rozmezi 0,95 az 3,35 tj. 0,032 az 0,112 rostlin na jedno kultivované embryo (viz graf 5).
Hlavnim problémem pii regeneraci piedev§im u odridy Selgo byla nadmérna tvorba
kofent, ktera byla ¢astecné redukovana pii pouziti kultivaénich médii s fytohormony BAP
a 2,4-D (média RR1 a RR3). Vysledky statistického hodnoceni vlivu odridy na pocet
regenerovanych rostlin jsou v tabulce 13. Regenerujici rostliny variety Kapitan jsou na
obr. 10.

Tab. 13: Dvoufaktorialni analyza ANOVA — vliv odriidy na pocet regenerovanych rostlin

Primérny pocet Diference
regenerovanych
rostlin/Petriho miska
Aventino 0,95 a
Kapitan 2,41 p***
Selgo 3,35 CcHF**
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Graf 5: Regenera¢ni kapacita jednotlivych odrad
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Obr. 10: Regenerujici rostliny odridy Kapitan po ¢tyfech tydnech kultivace na regenera¢nim médiu
(Foto: autor)

7.3 Hodnoceni exprese transgenu gus

Exprese transgenu gus u zralych embryi byla hodnocena na zakladé€ po¢tu modrych
skvrn, vzniklych na transformovanych embryich po provedeni histochemické zkouSky
pomoci roztoku X-gluc. Zjisténé pocty skvrn u jednotlivych odrid jsou uvedeny v tabulce
14 (odrida Aventino), tabulce 15 (odruda Kapitan) a tabulce 16 (odrida Selgo). Graficky
jsou vysledky znazornény na grafu 6. Zrald embrya s vytvofenymi skvrnami po

histochemické zkousce jsou na obr. 12.

Obr. 12: Pozitivni GUS analyza (modré skvrny) — zrala embrya odriidy Aventino

(Foto: autor)

Nejvyssi transgentni exprese byla pozorovana u variety Kapitan. Na embryich této odrudy

se po histochemické zkousSce vytvofilo v priméru 15,3 skvrn. Nejnizsi hladina exprese
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transgenu gus byla zjisténa u odridy Selgo, u niz bylo pozorovéno pouze 13,7 skvrn na

jedno embryo.

Tab. 14: Histochemicka zkouska u odriidy Aventino

Oznaceni Petriho Pocet testovanych embryi Pocet skvrn na Primérny pocet skvrn
misky jednotlivych embryich / embryo
Al 5 0, 12, 13,15, 24, 12,8
A2 5 0, 10, 11, 22, 30 14,6
A3 5 0,0, 10, 12,30 10,4
A4 5 0, 12, 15, 20, 27 14,8
A5 5 9,11, 11, 20, 29 16,0

Tab. 15: Histochemicka zkouska u odrudy Kapitan

Oznaceni Petriho misky

Pocet testovanych

Pocet skvrn na

Primérny pocet skvrn /

embryi jednotlivych embryich embryo
K1 5 0,9,17,27,29 16,4
K2 5 0, 15, 20, 20, 30 17,0
K3 5 10, 13, 13, 17, 26 15,8
K4 5 8,10, 13,19, 21 14,2
K5 5 0,0,11, 20,35 13,2

Tab. 16: Histochemicka zkouska u odridy Selgo

Oznaceni Petriho misky

Pocet testovanych

Pocet skvrn na

Primérny pocet skvrn /

embryi jednotlivych embryich embryo
S1 5 0, 6, 15, 20, 31 14,3
S2 5 7,17, 18, 20, 20 16,4
S3 5 0,0,0,31,32 12,6
S4 5 0, 10, 16, 24, 25 15,0
S5 5 7,7,13,13,25 13,0
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Graf 6: Tvorba skvrn pii histochemické zkousSce exprese genu gus
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8 Diskuse

Zito je podobné jako ostatni obiloviny z hlediska in vitro kultivace a transgenoze
povazovano za rekalcitrantni (problematickou) rostlinu. V disledku nizké vnimavosti k
pfirozenému patogenu dvoudéloznych rostlin A. tumefaciens je tato metoda transformace u
skutecnosti, Ze induk¢ni a regeneratni kapacita obilovin je celkové niz§i nez u
dvoudéloznych rostlin. Podminky in vitro kultivace je zaroven zapotiebi navrhnout a
optimalizovat vzdy pro konkrétni odriidu, nebot' indukéni i regenerani odpoveéd na
jednotlivé slozky kultivacnich médii se u riznych genotypi lisi.

V minulosti se jiz in vitro kultivaci Zita zabyvalo nékolik autoru, ale jejich studie
byly zaméfeny na odrudy a linie zahrnuté ve Slechtitelskych programech daného statu, ve
kterém vyzkum probihal. Cilem této bakalatské prace bylo navrhnout optimalni kultivacni
podminky pro odridy Zita, vhodné k pé&stovani na tzemi CR. Efektivni protokol pro in
vitro kultivaci je zakladnim pfedpokladem pro tspésnou a efektivni transformaci.

Ward a Jordan (2001) ve své praci doporucuji koncentraci auxinid v indukénim
médiu pro Zito 2,5 mg.I™". Experimenty v ramci této bakalaiské prace viak ukézaly, Ze
odridy Aventino, Kapitan i Selgo l1épe tvoii kalusy pfi koncentraci syntetického auxinu
(2,4-D, Picloram, Dicamba) 5 mg.I™"

Jak se ukazuje, neni statisticky vyznamny rozdil mezi indukci kalusu a regeneraci
rostlin a typem syntetického auxinu, ktery je obsazen v indukénim médiu. Vyznamnou roli
vSak hraje genotyp, ktery mé vyrazny vliv na indukéni 1 regeneracni kapacitu.

Statisticky vyznamny rozdil byl prokazan také v interakci genotypu a indukéniho
média ve vztahu k regeneracni kapacité. Explantaty odliSné odridy reaguji na stejné
kultivaéni podminky riznym zplsobem. Naptiklad genotyp Aventino vykazoval nejvyssi
schopnost regenerace pfi kultivaci na indukénim médiu CIR 3 (Picloram), zatimco odrady
Kapitan a Selgo mé&ly na tomto médiu regeneracni kapacitu nizsi a nejlépe regenerovaly pfi
pouziti média CIR 2 (Dicamba).

Przetakiewicz, A. a kol (2003) se zabyval vlivem fytohormont na induk¢ni a
regenerac¢ni schopnost obilovin a ve své studii zjistil, ze Gc¢inek jednotlivych typu
syntetickych auxind je specificky nejen pro druh, ale také pro varietu. Jeho tvrzeni je
v souladu s vysledky bakalaiské prace, kde byl rovnéz prokazan vyznamny vliv auxinu

v interakci s odriadou na schopnost tvorby kalusu i na regeneraci rostlin.
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Problematikou transgenoze zita se doposud zabyvalo jen velmi malo studii. Prvni
transformaci zita provedl v roce 1994 Castillo a kol. Za pouziti biolistické metody se v této
studii podafilo ziskat nékolik transgennich rostlin, efektivita a reprodukovatelnost vSak
byla nizka. Popelka (2002) se zabyval transformaci zita pomoci biolistické metody 1 za
pouziti A. tumefaciens. Efektivita transformace se v jeho studii pohybovala u obou metod
v rozmezi 2 — 4 % (2,2 % pti aplikaci biolistické metody, 3,83 % v piipadé transformace
Agrobacteriem).

V ramci bakalaiské prace byla testovana biolisticka metoda na zralych embryich
vybranych variet zita a pomoci histochemické zkouSky byla prokazéana transgentni exprese
genu gus u explantatd vsech testovanych odrad.

Vybér odrid a optimalizace in vitro systémua byla provedena s cilem uskutecnit
transformace vyznamnych gend. Navazujicim experimentem bude realizace vneseni genu
pro sterilitu (barnase). Projekt je uskutectiovan ve spolupraci s firmou Ivex, ktera pouziva
sterilni Zito k umélé infekci stopkovytrusnou houbou palickovici nachovou (Claviceps

purpurea). Z vytvoieného namelu jsou ziskavany alkaloidy, které slouzi k vyrob¢ Ié¢iv.
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9 Zavér

V ramci bakalafské prace byla sledovana indukéni a regeneracni kapacita
vybranych odriid ozimého Zita péstovanych na tizemi CR. Byla kultivovana zrala a nezrala
embrya téchto variet a Sledovan vliv slozeni kultivaénich médii a genotypu na schopnost
tvorby kalusu a regenerace rostlin. Byly testovany rizné postupy sterilizace zralych
embryi. Zaroven byly vybrany nejvhodné€jsi odridy pro transformaci a optimalazovany
podminky pro kultivaci téchto odrud. Na zralych embryich vybranych odrid byla testovana

biolisticka metoda transformace.

Bylo zjisténo, ze na schopnost tvorby kalusu ma vliv pouze odrida. U slozeni
indukéniho média stejné jako u interakce mezi odridou a indukénim médiem nebyl

prokazan vyznamny vliv na indukei kalusu.

Genotyp i interakce mezi genotypem a sloZzenim induk¢niho média hraji vyraznou
roli ve vztahu k regeneraci. Vyznamny vliv na tvorbu dospélych rostlin ma také sloZzeni
regeneracniho média. V pfipad¢ piidavku fytohormont 2,4-D a BAP do regeneracniho
média byla zaznamendna vys$i regeneracni schopnost nez pii kultivaci explantiti na
regeneracnim médiu bez fytohormond. Jako odriidy vhodné k transformaci pii dalSich

studiich byly zvoleny genotypy Kapitan a Selgo.

Zrald embrya vybranych genotyput byla transformovana  metodou
mikroprojektilového ptenosu DNA. Pomoci této techniky byl do bunék téchto explantati
vnesen plazmid pAHC25. Pomoci histochemické zkousky byla stanovena transgentni
exprese genu gus, ktery je soucasti pouzitého plazmidu. Pozitivni reakce byla prokézéna u
embryi vSech odrid, nejvyraznéjsi transgentni expresi vykazovala transformovana embrya

odrtady Selgo.

Jak je zfejmé, schopnost tvorby kalusu i regenerace rostlin je vyznamné ovlivnéna
predevSim genotypem a také interakci genotypu a typu auxinu, obsazeném v indukénim
médiu. Vyznamnou roli hraji také rastové regulétory, které jsou soucasti regeneracniho
média. Vliv typu auxinu obsazeného v indukénim médiu na indukci a regeneraci rostlin

prokazan nebyl.
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10 Seznam pouzitych zkratek

2,4 — D - 2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina
4-Cl-1AA - Kyselina 4-chlorindolyl-3-octova

A. tumefaciens — Agrobacterium tumefaciens

BAP — benzylaminopurin

bar - gen kodujici fosfinotricin acetyltransferazu

gfp - gen kodujici green fluorescent protein (zelené fluoreskujici protein)
gus - gen kodujici B-glukuronidazu (jiny nazev uidA)
hpt — hygromycin phosphotransferase

IAA - kyselina indolyl-3-octova

IBA - kyselina indolyl-3-méaselna

luc - luciferaza

MS médium — Murashige and Skooge médium

nos - nopalin synthasa

nptll — neomycin phosphotransferase 11

PAA - kyselina fenyloctova

PAT — fosfinotricinacetyltransferazu

RBS - ribosome binding site

resp. - respektive

T-DNA — pienésena (transferred) DNA

Ti-plazmid — tumor indukujici plazmid

ubi-1 — maize ubiquitin promotor

uidA - gen kodujici B-glukuronidazu (jiny nazev gus)
X-gluc - 5-bromo-4-chloro-3-indolylglukuronid
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