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CIELE PRACE

Teoreticka cast’

e Vypracovat literarnu resSers na tému bakalarskej prace
Prakticka cast’

e Navrhnit metodiku indukcie androgenézy u ja¢mena

e Ziskat dihaploidné rastliny u vybranych transgénnych rastlin

e Overit’ pritomnost’ zaujmového génu pomocou PCR a stanovit ploidiu



1 UVOD

Pocas zivotného cyklu rastlin dochddza k striedaniu haploidnej fazy (gametofyt)
s diploidnou (sporofyt). Toto striedanie bolo povazované za tak zasadné, ze ho nemozno
ovplyviiovat. Ked boli vroku 1964 po prvykrat ziskané homozygotné rastliny
kultivaciou nezrelych pelnic, bol odstartovany masivny vyskum tohto javu nazyvaného
androgenéza.

Androgenéza je proces vyvoja samcich buniek gametofytickej drahy do embryi.
V normalnej gametofytickej drahe sa tieto bunky podrobia mitotickym deleniam
a vznikaji pelové zrna schopné oplodnenia. V podmienkach in vitro dochadza za
pOsobenia urcitého stresového faktora k naruSeniu prirodzenej vyvojovej drahy
mikrospor. Podstata androgenézy teda spociva v preprogramovani gametofytickej cesty
na sporofyticka. Ziskané rastliny, pochadzajice z totipotentnych pelovych zin, su
zdvojené haploidy, organizmy homozygotné na kazdom mieste (Makowska a
Oleszczuk, 2014).

Ciel'om prace bolo ziskat’ dihaploidné rastliny u vybranych transgénnych rastlin
ja¢mena androgénnou technikou. Zatvorené klasy boli odobrané v urcitom Kritickom
Stadiu vyvoja rastlin. Klasy boli podrobené stresu chladom na niekol'ko dni a nésledne
z nich boli asepticky izolované pel'nice, ktoré boli kultivované na médiu. Po niekolkych
tyzdnoch sme pozorovali indukciu kalusového pletiva a po premiestneni na regeneracné
médium aj celé dospelé rastliny. Nasledne bola pomocou flow-cytometrie stanovena

ploidia a pomocou PCR a RT-PCR metddy pritomnost’ a expresia zaujmového génu.
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2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Pocas zivotného cyklu vysSich rastlin dochadza k striedaniu haplodinej fazy (gametofyt)
s diploidnou (sporofyt). Sporofyt je nepohlavnou generadciou, ktora vytvara vytrusy
alebo semena. Sporofyt je sice diploidny, ale po redukénom deleni (meidze) vznikaju vo
vytrusniciach haploidné vytrusy. Gametofyt je pohlavnou generaciou, ktorej funkciou je
produkcia gamét.

Ku tvorbe gamét dochadza procesom zvanym gametogenéza. Prebicha
Vv ty¢inkach, kde diploidné bunky podstupia redukéné delenie (meidzu) a vznikaju
haploidné mikrospory, ktoré sa nésledne mitoticky delia a postupnou diferenciaciou
vznikaji mnohobunkové samcie gaméty, ¢i pelové zrna. Mikrospéry pocas svojho
vyvoja podliehaji roznym druhom exogénneho stresu, a tak sa moze stat, ze svoj vyvoj
preprogramuju (Makowska a Oleszczuk, 2014). Mikrospoéra je namiesto gametofyticke;j
»cesty” vysland na sporofytick, dochadza k procesu zvanému androgenéza (Datta,
2005). Androgenéza je proces indukcie a regeneracie haploidov a dvojitych haploidov
pochadzajucich z gametickych buniek (Murovec a Bohanec, 2012). V modelovom kurze
androgenézy sa mikrospory vyvijaju do embryi podobnych zygotickym embryam, av§ak
Vv praxi sa mozu vyvinut’ do roznych Struktir ako napriklad do korenovych a stonkovych
apikdlnych meristémov, ¢i koleoptile. Tieto Struktiry sa premienajii priamo na
haploidné alebo dihaploidné (DH) rastliny. Vo véicSine pripadov sa vSak mikrospory
vyvijaja do Struktiry kalusu a neskdr po preneseni na regeneracné médium vytvaraja

rastliny prostrednictvom organogenézy alebo embryogenézy (Makowska et al., 2017).

2.1 Haploidné a dihaploidné rastliny

Haploidné rastliny st rastliny s poloviénym poc¢tom chromozémov (n). Moézu vznikat
spontanne v prirode alebo su vysledkom roéznych indukénych technik. Ich spontanny
vyvoj opisal uz vroku 1922 Blakeslee v Datura stramonium (Novotny, 2002).
Potencial haploidnych technik Vv §lachteni rastlin vznikol v roku 1964 s dosiahnutim
tvorby haploidnych embryi in vitro kultary Datura innoxia (Guha a Maheswari, 1964).
U ja¢mena (Lezin et al., 1996) boli haploidné rastliny androgénneho povodu prvykrat
odvodené v roku 1973.

Fyziologicky aj morfologicky st haploidné rastliny, produkované z dihaploidnych
druhov, podobné normalnym rastlinam, S vynimkou ich nizSieho vzrastu a sterility

(Murovec a Bohanec, 2012). V pestovani rastlin tak haploidy nemaju priamu aplikaciu.
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Do slachtitel'skych programov su integrované po zdvojeni ich chromozémov, kedy
vznikaju dihaploidné rastliny, ktoré mozno d’alej rozmnozovat. Ziskané dihaploidné

rastliny st homozygotné na vSetkych lokusoch (Murovec a Bohanec, 2012).

2.2 Uplatnenie dihaploidnych rastlin

Haploidné rastliny st unikdtnym systémom umoziujicim S§tadium zasadnych
genetickych otdzok tykajucich sa dedi¢nosti, variability, rekombina¢nych moznosti
a expresie génov (Novotny, 2002). Indukcia aregeneracia haploidov, po ktorych
nasleduje spontanne alebo indukované zdvojenie chromozomov su Siroko pouzivané
techniky v pokrocilych s$lachtitel'skych programoch (Neto et al., 2014). In vitro
produkcia dvojitych haploidov prostrednictvom androgenézy je dolezitad a sl'ubna
metoda na genetické zlepSenie plodin. Za pouzitia androgenézy mézu byt homozygotné
rastliny vyrobené v priebehu jedného roka v porovnani s dlhymi inbrednymi metdédami,
ktoré moézu ako uvadza Jensen (1988) trvat’ aj niekolko rokov a st vel'mi nakladné.
Preto maju dihaplodiné techniky v porovnani s beznymi metédami konkurencné vyhody
(Kao, 1996). Dalsou &rtou, ktorti treba zvazit, je §lachtitel'ska technika. Dihaploidné
rastliny mézu byt indukované hned’ po generacii F1 (gaméty F1 predstavuji generaciu
F2), aj ked’ niektori pestovatelia davaji prednost’ indukcii DH v neskor$ich stadiach
(Murovec a Bohanec, 2012). Stale viac agronomicky dolezitych plodin, lie¢ivych
rastlin, ¢i aromatickych rastlin sa odvolava na androgenézu (Ferrie, 2009; Makowska a
Oleszczuk, 2014). Tradiéne mozno dosiahnut’ homozygotnost’ pouzitim samoopelenia,
avSak nie v pripade autoinkompatibilnych rastlin, kedy je DH systém zna¢nou vyhodou
(Islam a Tuteja, 2012).

V §lachteni s dihaploidné rastliny vyuzivané uvela plodin, hlavne vSak
u samosprasnych druhov. Aplikacie dihaploidnych rastlin umoziiuju ovela efektivnejsiu
selekciu pozadovanych znakov (Hu, 1997) a taktiez slizia ako selekény nastroj pre
eliminaciu genotypov so silnou inbrednou depresiou (Murovec a Bohanec, 2012).
V genetike nachadzaji haploidné aj polyploidné rastliny vel'ké uplatnenie. MoZzno ich
vyuzit' na vyskum kvantitativnych znakov, ¢i analyzu vizby génov. S vyuzZivané pri
selekcii dominantnych a recesivnych znakov, pri Studidch mutagenézy alebo konstrukcii

genetickych map pomocou molekularnych markerov.
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2.3 Metédy indukcie haploidnych a dihaploidnych rastlin

Dihaploidné rastliny mézu vznikat bud’ spontdnne alebo je potrebnad chemicka
indukcia. Spontanne zdvojené rastliny su uprednostiované kvoli obavam, ze proces
chemického zdvojenia moze vyvolat’ neziadice mutacie (Neto et al., 2014).

V jaémeni su tri hlavné metddy K tvorbe dihaploidnych rastlin: androgenéza,
gynogenéza a vzdialend hybridizacia.

U androgenézy Touraev et al. (1997) opisali bunkovy cyklus, kedy sa po
asymetrickom deleni vegetativna bunka zastavi v G1 faze bunkového cyklu, zatial’ ¢o
generativna bunka prechadza do mitoézy a rozdel'uje sa za vzniku dvoch spermatickych
buniek. Indukcia androgenézy prostrednictvom stresu je schopnéd prekonat’ zastavenie
vegetativnej bunky v G1 faze bunkového cyklu. Vegetativna bunka vstupuje do S fazy
pocas stresového oSetrenia a nasledne do G2 a M fazy (Islam a Tuteja, 2012). Wang et
al. skamali mikrospoéry po stresovom oSetreni anavrhli, Zze zdvojnasobenie
chromozomov prebieha v dosledku aberacii v mitdze pri tvorbe kalusu pocas jadrovej
fuzie. Mechanizmy spontdnneho zdvojenia sa liSia, avSak flzia jadier je najcastejSou
pri¢inou. Téato teodria je podporovana Castym vyskytom malého podielu triploidnych
jedincov. Dal$im mechanizmom by mohla byt endomitdza, ktora je viak v su¢asnosti
len vel'mi malo zrozumitelnou. V pripade rastlin, ktoré st odvodené gynogenézou je
frekvencia spontanneho zdvojenia velmi nizka, je potrebné chemické zdvojenie.
Najviac pouzivané je oSetrenie kolchicinom. Kolchicin je silna karcinogénna latka,
ktora sposobuje depolymerizaciu mitotického vretienka v metafaze bunkového cyklu,
pricom zabrani migracii chromozémov na opacné poly buniek, ¢o vedie k zdvojeniu
chromozomov. V rastlinach odvodenych z pelnic sa kolchicin aplikuje v ¢ase prvej
mitozy (Nitsch, 1997). Okrem kolchicinu mozno pouzit aj oryzalin, trifluralin,

pronamid a d’alsie (Neto et al., 2014).

2.3.1 Androgenéza in vitro

Androgenéza je proces, pri ktorom sa rastliny formuji z embryi alebo kalusov, ktoré
pochadzaju z pelnic alebo mikrospor (Islam a Tuteja, 2012). Pri zmene alebo blokéacii
asymetrického delenia mikrospor, tieto prechadzaju z gymetofytickej cesty vyvinu na
sporofyticki za vzniku embrya, ¢i kalusovych pletiv, z ktorych sa dalej vyvijaj
haploidné rastliny (Prochazka et al., 1998). Vyvoj embryi z mikrospér je podobny

zygotickej embryogenéze avSak utychto embryi absentuje suspenzor. Pri
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vyvoji mikrosporialnych embryi sa mozu spolu sembryami v torpedovitom Stadiu
vyskytovat’ sti€asne aj globularne embryda, vyvoj tychto embryi je v porovnani so
zygotickym vyvojom viac asynchronny (Sangwan a Sangwan-Norrel, 1996).

Podl’a delenia jadier mozno rozlisit’ tri r6zne vyvojové cesty mikrospory. Prvou
z moznosti je symetrické delenie jednojadrovej mikrospory za vzniku dvoch buniek
podobnych vegetativnej bunke, ktoré sa d’alej delia a vznikd viacbunkova Struktira
alebo syncytium. Druhou moznostou je asymetrickd mitoza, ktora vedie k vzniku
generativnej a vegetativnej bunky. Embryo sa nasledne vacSinou vyvija z vegetativnej
bunky. Poslednou moznostou je fuzia jadier, ktoré vznikli v prvej mitdze, nasledkom
¢oho vznikaji spontanne dihaploidné rastliny (Touraev et al., 1997).

Dihaploidné rastliny vyrazne skratia $lachtitel'sky cyklus plodin, odstrania
pol'nohospodarsky nevyhodne znaky pomocou homozygotného stavu a taktiez su
elegantnym systémom genetickej transformacie v druhoch, v ktorych je regeneracia zo
somatickych buniek obzvlast tazka (Datta, 2005; Touraev et al., 1996). Pouzitie
roznych postupov genetického inZinierstva by mohlo priniest’ zlepSenie tolerancie
plodin voci abiotickym stresom. Systém dihaploidnych rastlin d’alej mozno pouZzit’ pri
mapovani genomu, v biochemickych a fyziologickych §tadiach a taktiez na selekciu
mutacii (Islam a Tuteja, 2012; Murovec a Bohanec, 2012).

2.3.2 Gynogeneza in vitro a vzdialena hybridizacia

Gynogenéza je najmenej pouzivand metdoda na produkciu haploidnych rastlin ja¢mena,
ale vyuZziva sa u tych plodin, ktoré preukazali nizku alebo ziadnu odpoved’ na vzdialent
hybridizaciu alebo androgenézu. Gynogenézu mozno charakterizovat ako vznik
haploidnych rastlin z haploidnych buniek zarodo¢ného vaku, vaje¢nej bunky, synergid
alebo tiez z antipdd. Ako explantaty vyuziva piestiky, ich Casti, ¢i samotné vajicka.
Efektivita gynogenézy je pomerne nizka a nevyhodou tejto metédy je moznost’ vzniku
rastlin aj zo somatickych buniek (Attansov et al., 1995).

Vzdialena hybridizacia je zalozend na skrizeni dvoch nepribuznych druhov
(Jensen, 1983). Spociva v opeleni donorovej rastliny cudzim pelom a naslednej
eliminacii chromozomov rastliny, ktorej pel’ bol pouzity. Haploidné rastliny st nasledne
ziskavané kultivaciou extirpovanych embryi. Jarny ja¢men (Hordeum vulgare L.) je

najCastejsie krizeni s Hordeum bulbosum. Metoda vzdialenej hybridizacie sa pouziva
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ako alternativa pri nizkej efektivite pouzitia androgenézy. Jej vyhoda spociva v absencii

albinotickych regenerovanych rastlin (Hu, 1997).

2.4 Faktory ovplyviiujice androgenézu

Vin vitro podmienkach mézu byt kultivované ako celé pelnice, tak aj izolované
mikrospory. Ugelom metody je spdsobit zmenu vyvojovej drahy nezrelého pelu,
mikrospory. Uspesnost’ tejto metody je do zna¢nej miery ovplyviiovana rdznymi
faktormi (Kabhrizi et al., 2011). Medzi hlavné faktory, ktoré ovplyviuju frekvenciu

zelenych rastlin regenerovanych cestou in vitro androgenézy patria:

I.  genotyp darcovskych rastlin
Il.  fyziologicky stav darcovskych rastlin

[l vyvojové Stddium mikrospor
IV.  predosetrenie (oSetrenie klasov chladom, vyssia teplota pri kultivacii mikrospor)

V.  zlozenie kultivaéného média
VI.  fyzikalne faktory pocas pestovania kultary (svetlo, teplota) (Murovec

a Bohanec, 2012).

Androgenéza in vitro moéze byt ovplyviiovana napriklad aj hustotou, mnozstvom a
orientaciou kultivovanych pel'nic. Kultivaéné podmienky mdze zhorSit™ aj pritomnost’

inych organov, pletiv alebo zle zvolena fotoperioda pocas kultivacie (Ohnoutkova et al.,
2000).

2.4.1 Genotyp darcovskych rastlin

Zavislost genotypu je rozhodujicim faktorom ovplyvilujicim variabilitu reakcie
v rastlinnej pletivovej kultare a i€innost’ androgenézy. Androgénna schopnost’” moze
sluzit’ ako ukazovatel’ intragenetickej roznorodosti alebo nestability tzn., Zze pelnicova
kultara nemusi byt ucinna vo vsetkych genotypoch (de Buyser et al., 1985). Torp a
Andersen (2009) zistili, ze geneticka povaha darcovskej rastliny ovplyviuje tvorbu
embryoidov 0 20 az 40 %. Uspech regeneracie pelnicovych kultdr je silne genotypovo
zavisly a pod genetickou kontrolou (Bullock et al., 1982). Holme et al. (1999) uvadzaju,
Ze materidl z r6znych geografickych oblasti sa moZzu lisit’ v odpovedi na androgenézu.

U obilnin je androgenéza pomerne ¢asto aplikovana v jaémeni a pSenici, medzi

jednotlivymi genotypmi st vSak vyrazné rozdiely vich reakcii (Novotny, 2002).
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Schopnost’ regeneracie jednotlivych rastlinnych druhov je teda dedi¢nou vlastnost'ou,
ktord sa preddva z generacie na generaciu. Poclet génov, ktoré sa podielaju na
androgenéze je vel'mi maly. Tieto gény su stcastou zlozit¢tho komplexu, do ktoré¢ho

zasahuje cytoplazmaticka dedi¢nost’ a repetitivna DNA (Datta, 2005; Zur et al., 2008).

2.4.2 Fyziologicky stav darcovskych rastlin

Fyziologické podmienky darcovskych rastlin mézu drasticky ovplyvnit' vyvoj pelnic
(Olmedilla, 2010). Shtereva et al. (1998) publikovali, Zze pelnice izolované z rastlin
raj¢iakov pestovanych v skleniku pocas zimy, pri vysokej vlhkosti a kratkych dnoch,
dosahovali vys$$iu androgénnu schopnost’, ako tie pestované v poI'nych podmienkach.

Uspesnost’ androgenézy je zavisla aj na vyvojovom §tadiu rastliny. Najlepsie je
pouzit’ pelnice pochadzajuce z kvetov na zaciatku kvitnutia - jednojadrového Stadia
mikrospory. So starnutim rastliny klesa tspe$nost’ androgenézy (Sopory a Munshi,
1996).

2.4.3 Vyvojové Stadium mikrospor

Pelové zrnd reaguju na indukciu androgenézy len v uritom vyvojovom Stadiu
mikrospory. NajvhodnejS§im vyvojovym Stadiom je stredné az neskoré jednojadrové
Stadium mikrospor (Hu, 1997). Podl'a Chen (1977) kalusy ziskané v tomto Stadiu
ukazali vynikajicu schopnost’ regeneracie zelenych rastlin a maly pocet albinov.
Vyvojova faza ndm modZe pomoct’ pri urCovani doby izolacie a kultivacie (Pretova et

al., 2006).

2.4.4 PredoSetrenie

Prechod z normalneho gametofytického vyvoja na sporofyticky méze byt vyvolany
predoSetrenim (Kahrizi et al., 2009). Pdsobiaci stres ucinkuje ako spustaci signal pre
iniciaciu sporofytického vyvoja tym, ze meni vyvoj mikrospér na embryogénnu
vyvojovu cestu (Touraev et al., 1997).

Medzi najCastejSie pouzivané metody patri predoSetrenie chladom, sachar6zové
,hladovanie* alebo predosSetrenie manitolom (Kruczkowska et al., 2002). Niektoré
z dalsich metdd, ako oziarenie, kolchicin, ¢i auxin sa pouzivaju na preprogramovanie

v obmedzenom rozsahu (Murovec a Bohanec, 2012). Postupy predosetrenia sa liSia
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v danych laboratoriach. Pre chladové osSetrenie Huang a Sunderland (1982) odporucili
obdobie 21-35 dni, Ohnoutkova et al. (2000) dosiahli pozitivne vysledky kratkodobym
chladenim do 14 dni. Ritala et al. (2000) uvadzaju, Ze regeneracna kapacita sa
chladenim viac ako 4 tyzdne vyrazne znizila. Tieto rozdielne vysledky mozno pripisat’
vplyvom genotypu, fyziologického stavu rastlin a podmienkach rastu, ktoré ovplyviiuji
obsah endogénneho hormoénu (Ohnoutkova et al., 2000).

Manitolové predoSetrenie sa pouziva ako alternativa k chladovému oSetreniu
Urastlin s nizkou odozvou (Cistué et al., 1998). Manitolové predosetrenie malo
v experimentoch Kruczkowska et al. (2002) v porovnani s chladovym predosetrenim
negativny vplyv na Zivotaschopnost’ pel'u a jeho vyvoj. St¢asnu aplikaciu oboch tychto
predoSetreni uviedli ako neG¢innu. Hoekstra et al. (1993) naopak uviedli, ze
predosetrenie pozostavajica z osmotického (manitolového) a chladového predosetrenia
(4°C) malo pozitivny vplyv na izolovant kultiru mikrospor.

Efektivna androgénnost’ je zvyCajne vyvolana uspeSnou aplikaciou rozneho
predosetrenia (Islam a Tuteja, 2012). U jaémena je predoSetrenie povazované za jednu

z hlavnych poziadaviek tspesnej produkcie dihaploidov (Hoekstra et al., 1997).

2.4.5 Zlozenie kultivaéného média

Uspesnost’ kultivacie rastlinnych explantatov je znaéne ovplyvnena spravnym zlozeniim
kultivacného média. Kultivacné médium poskytuje vyzivové hodnoty, ale taktiez
reguluje vyvoj mikrospor. Naj€astejSie pouzivané média pre pel'nicové kultury su MS
médium (Murashige a Skoog, 1962) a N6 médium (Chu et al., 1978). V zlozeni média
maju dolezita Glohu sacharidy ako zdroj energie pre vyvijajiice sa embrya. Vyznamni
rolu v zlozeni média maji tiez mikro- amakroprvky, dusik, rastové regulatory,
vitaminy, aminokyseliny a iony niektorych kovov.

Aj napriek poc¢etnym pokusom o vytvorenie jednotnej metoddy kultivacie pelnic,
existuje aj nad’alej nieckol’ko publikovanych protokolov, ktoré sa zna¢ne lisia (Sopory
a Munshi, 1996).

2.4.5.1 Sacharidy

Sacharid pouzity v indukénom aregeneratnom médiu ma vyznamny vplyv na
uspesnost’ androgenézy. Sacharidy su nie len zdrojom uhlika a energie, maju taktiez aj
osmoticku funkciu. Vysoké koncentracie sachardzy st povazované za kltacové pre
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indukciu androgenézy. U genotypov, ktoré neregenerovali po pouziti sachar6zy sa ako
ekvivalent pouziva maltéza. Pouzitie maltézy zvySuje produkciu zelenych rastlin
Ujacmena a pSenice. Maltoza sa pravdepodobne pomalSie hydrolyzuje nez sacharoza,
¢o zabranuje vyskytu glukoézy vo vysSich koncentraciadch, ktoré by mohli inhibovat

indukciu mikrosporialnych embryi (Atanassov et al., 1995).

2.4.5.2 Mikroprvky a makroprvky

Pre spravny a intenzivny rast explantatov na médiach musia byt v médiu pritomné
relativne velké mnoZstva anoganickych prvkov. Uspesnost androgenézy je
ovyplyvnena koncentraciou tychto prvkov v indukénom a regeneraénom médiu. Prvky,
ktoré st Vv médiu vzdy potrebné nazyvame makroprvky a nachadzaju sa v médiach vo
vyraznom mnozstve. Naopak véicSina mikroprvkov sa v médiu vyskytuje len

V stopovom mnozstve, ¢asto pritomné ako necistoty inych zloziek média (Novotny,

2002).

2.4.5.3 Rastové reguldtory

Indukéné aj regeneracné média by vo svojom zlozeni mali obsahovat’ uréity pomer
rastlinnych hormoénov, auxinov a cytokininov. Vhodna koncentracia tychto hormoénov
ma rozhodujtci vplyv na tvorbu kalusu alebo embryi. Pre jaCmen sa vacSinou vyuZziva
2,4-D (2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina), BAP (6-benzylaminopurin) a I1AA
(kyselina indolyl-3-octova) (Kruczskowska et al., 2002).

2.4.5.4 StuZujuce latky

Délezitym aspektom pelnicovej kultary je pouzité stuZzujice Cinidlo pre dosiahnutie
viskozity média (Cistué et al., 1998). NajcastejSic sa pouzivaji média stuzené
Phytagelom, agarom, ¢i gelritom. Agar je ziskavany zrias a ma dve hlavné zlozky:
agardza a agaropektin. Agar je najpouZzivanejS§im stuzujucim cinidlom pouZzivanym
Vv pletivovych kultarach (Kacar et al., 2010) avsak kvoli jeho vysokej cene sa pouzivaju
aj iné¢ alternativy. Gelrit je hydrokoloidnd latka, ktora tvori pevné, cire gély
V pritomnosti rozpustnych soli. AvSak niektoré kalusy vykazuju na médiu s gelritom

vodnatost’ (Bhojwani a Razdan, 1997).
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2.4.5.5 pH média

pH média je dolezitym faktorom pocas androgenézy in vitro. Najvhodnej$ia hodnota pre
uspesnt androgenézu je obvykle v slabo kyslej oblasti (5,0-6,0) (Sopory a Munshi,
1996). Hodnota pH ma vplyv na dostupnost’ idnov v kultivaénych médiach a taktiez
znacne ovplyviiuje stuhnutie média. Hodnota pH nizsia ako 5,0 neumoznuje dostato¢né

stuhnutie kultivatného média (Bhojwani a Razdan, 1997).

2.5 Albinizmus

Jeden z problémov spojenych so znizovanim G¢innosti androgenézy je albinizmus.
V mnohych pripadoch méze ich vyskyt dosiahnut az 100 % (Labbani et al., 2005).
Albinizmus je definovany ako neschopnost’ rastliny tvorit’ chloroplasty a tak
uskuto¢iovat’ proces fotosyntézy. Casto sa vyskytuje v rastlinach odvodenych pomocou
androgenézy, vratane vacsiny obilnin , ako je pSenica (Liu et al., 2002), raz (Immonen
a Anttila, 2000), oves (Kiviharju et al., 2000) a ja¢men (Caredda et al., 2004).

Albinotické rastliny su sterilné, aj ked’ in vitro st schopné zahajit' Stadium
formovania klasov, ale d’alej sa uz nevyvijaju (Sesek a Kondi¢, 1996). Tieto rastliny
nemoZzu prezit’ v prirode a nemaji hodnotné agronomické vlastnosti (Munoz-Amatriain
et al., 2009).

Zvlastny zaujem je o osud plastidov pocas androgenézy. Priama pri¢ina
albinizmu je neschopnost’ proplastidov premenit’ sa na chloroplasty, aj ked’ biologicky
mechanizmus zatial’ nebol objasneny. Systematické §tadie tohto problému by mali tiez
prispiet’ k pochopeniu genetiky, fyzioldgie, a cytologie vyvoja chloroplastov Vysokeé
frekvencie albinov medzi regenerovanymi rastlinami st nad’alej podstatnou nevyhodou,
ktora brani rozSirenému pouzivaniu pel'nicovej kultury. Teplota kultary, predoSetrenie
V pociato¢nom $tadiu rozdelenia mikrospor a genotyp samotnej darcovskej rastliny
mozu ovplyvnit' napr. produkciu albinov v ryzi (Islam, 2010). Molekulova analyza
chloroplastovej DNA (ptDNA) poukazuje na pritomnost mnoho deléénych sekvencii
v genéme albinotickych rastlin (Wang et al., 1973). Podobné zistenia potvrdili aj
Harada et al. (1992), ktory uvideli ze tieto chyby su spdsobené deléciami segmentov
DNA vrozsahu 10-100 kbp. Naopak Cistué et al. (1995) na zéaklade Suthern-blot
analyzy mikrosporidlnej DNA naznacili, Ze delécie a zmeny Vv plastidovom gendome sa

deji primarne pocas regeneracie rastlin. Dalej uviedli, Ze plastidovy gendm je pocCas
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mikrosporidlnej embryogenézy inaktny a zmeny sa objavuju so za¢inajucim procesom
regeneracie rastlin. Najnovsie vyskumy ukazuju, ze delécie v plastidovom gendéme su
pravdepodobne len sekundarnym javom a nie primarnou pri¢inou vzniku albinotickych
rastlin. Samotny mechanizmus veduci k deléciam v plastidovom genéme vSak zatial’ nie
je znamy.

Rozdiely v urovni regeneracie rastlinnych albinov medzi genotypmi jaémena
naznacuju, ze tendencia k tvorbe rastlin s nedostatkom chlorofylu je do urcitej miery
geneticky podmienena (Makowska a Oleszczuk, 2014). V ramci toho istého druhu st
nachadzaju ¢asto kultivary, ktoré si viac nachylné na albinizmus nez iné. V jaCmenoch
sa podiel albinovych rastlin pohybuje v rozmedzi od 1 do 99,7 % vzhl'adom na
genotypy (Caredda et al. 2000; Castillo et al., 2000). Jarné odrody jaémena poskytujt
vyssi podiel albinotickych rastlin nez u zimnych odrdod (Cistue et al., 1998). Vyskum
Careddy et al. (2000) zamerany na vyskum dvoch odrdd ja¢mena, zimného ,,Igri
a jarného ,,Cork* vyznamne prispel k pochopeniu plastidovej fyzioldgie v mikrosporach
pred ich prechodom na sporofyticky vyvoj. Tieto dve odrody sa v androgenéze
podstatne liSia vzhl'adom na pomer zelenych a albinotickych rastlin. Autori zistili eSte
pred naprogramovanim stresu, ze medzi tymito kultivarmi existuju Strukturalne rozdiely
plastidov vo vakuolovanych mikrospérach. V ,,Cork* boli plastidy trikrat mensie ako v
»lgri“ anachddzalo sa tam ovela viac tylakoidnych membran, Skrobovych zfn
apodstatne nizSie mnozstvo ptDNA (plastidova DNA). Tieto plastidy boli
naprogramované na gametofyticki drahu vyvoja, ¢o za normalnych podmienok vedie
k eliminacii plastidov, a tak nemohli podstupit’ preprogramovanie na sporofytickl cestu.

Vzhl'adom na velké mnozstvo mikrospor pritomnych v jednej pel'nici a velkého
mnozstva pelnic na klase sa ofakéva, ze pocet androgénnych rastlin vytvorenych z
jedného klasu by mal byt desiatky tisic. Av§ak pocet regenerovanych rastlin sa moze
pohybovat’ od nuly do niekol’ko stoviek (Jacquard et al., 2009; Li a Devaux 2003).
Tieto odchylky moézu byt okrem iného ovplyvnené genotypom, zlozenim kultiva¢ného
média, dobou kultivacie alebo zvolenym predosetrnim (Islam a Tuteja, 2012,
Makowska et al., 2017).

Schopnost” produkovat’ haploidné (H) a spontanne dihaploidné (DH) rastliny za
pouzitia pel'nicovej alebo mikrosporalnej kultiry je obrovskym plusom v genetickych
Stidiach a praktickom pestovani rastlin, nakol’ko st Vv kratkom case generované
homozygotné rastliny. Tato technika je pristupnd pre mnohé rastlinné druhy na vyrobu

Zivotaschopnych embryi a celych rastlin. Najmé vSak pre obilniny, albinizmus je stale
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vaznou prekazkou pri realizacii tychto technik (Larsen et.al., 1991; Immonen, 1999;
Jacquard et al., 2003; Szarejko, 2003; Kiviharju et al., 2005; Cistué¢ et al, 2009;
Makowska a Oleszczuk, 2014). Preto je potrebné nad’alej zlepSovat’ protokoly a metody

na prekonanie tohto problému.

2.6 Identifikacia dihaploidnych rastlin

Existuje niekol'ko priamych inepriamych pristupov sliziacich k uréeniu ploidie
regenerovanych rastlin. Nepriame metody su zalozené na porovnani darcovskych a
regenerovanych rastlin z hladiska morfolégie, poctu a velkosti chloroplastov,
¢i plodnosti rastlin. Priame metody su spol'ahlivejSie a zahtiiaju konvencné cytologické
techniky, ako napriklad pocitanie poctu chromozémov v korenovych Spic¢kach

a meranie obsahu jadrovej DNA pomocou prietokovej cytometrie (Neto et al., 2014).

2.7 SPachtenie

v

STachtenie je vedoma, prakticka ¢innost’, ktord vyuziva vedecké poznatky genetického
pozmenovania rastlin za u¢elom zlepsenia plodin. Primarne ciele §achtenia
pol'nohospodarskych plodin sa zameriavaji na zlepSenie vynosov, odolnost voci
biotickému a abiotickému stresu, zlepSenie vyzivovych ukazovatelov a inych znakov.
Srachtenie spo¢iva v kriZeni rastlin s dobrymi znakmi za uéelom ziskania potomstva
S lepSimi, ziadanymi vlastnostami. Hlavnou $lachtitel'skou metddou zostava vyber, ale
Vv sucasnej dobe st vo velkej miere vyuzivané aj nové metddy na identifikdciu genomu,
molekularne markery zahriiujuce rozdielne metody a typy markerov.

Pestovanie rastlin ma dlht historiu integracie najnovsich inovacii v oblasti
biologie a genetiky s cielom zlepSit vlastnosti plodin. Selekcia na zaklade
fenotypového prejavu, ktora ul'ah¢ila zber a zvysila produktivitu, viedla k domestikacii
prvych plodin. Tradicnd schéma slachtenia méze byt podla Scaboo et al. (2010)
zhrnuté do troch zékladnych krokov:

1. Vyber (selekcia) a vzajomné kriZenie rodicov s poZadovanymi vlastnostami.

2. Ziskavanie hybridnej populacie pocas Styroch az piatich generacii, pre
dosiahnutie segregacie a rekombinacie alel, kym nenastane u jedincov alelicka
homozygotnost'.

3. Vyber a hodnotenie ¢istych linii z kazdého krizenia nesucich pozadované znaky.
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Toto je cyklicky a simultanny proces, v ktorom existuju velké rozdiely v metodike
a stratégiach pre jednotlivé plodiny (Scaboo et al., 2010). Moznost’ tvorby geneticky

modifikovanych plodin umoziuje presnejSie Gpravy vV gendme rastlin.

2.8 Genetické inzinierstvo rastlin

Genetické inZinierstvo je subor poznatkov a metdd, ktoré sluzia k Gprave a prenosu
genetického materidlu za ucelom jeho genetickej modifikdcie. Vyuziva poznatky
z viacerych vednych odborov napr. biologie, biochémie, organickej chémie. Genetické
inzinierstvo prispelo K lepSiemu pochopeniu mnohych teoretickych a praktickych
aspektov fungovania génov aich organizacie. Schopnost’ zaviest' cudzorodé gény do
rastlinnych buniek a pletiv a regenerovat’ zivotaschopné rastliny poskytlo jedinecnu
prileZitost’ na modifikaciu a zlepsenie plodin. Genetické inzinierstvo ma zna¢né vyuzitie
pri spracovani potravin, pri vyrobe osiva, chemickych a farmaceutickych odvetviach
(Gasser a Fraley, 1989). Prostrednictvom techniky rekombinantnej DNA boli vytvorené
baktérie schopné syntetizovat’ l'udsky inzulin, interferon a d’alSie uzito¢né latky. Miera
do akej budu mat’ geneticky modifikované rastliny vplyv na kI'icové odvetvia je zavisla
na technickych pokrokoch, schvalovacich procesoch, ¢i vnimani verejnosti (Gasser

a Fraley, 1989).

2.9 Geneticky modifikované rastliny

Geneticky modifikovany organizmus (GMO) je organizmus (okrem ¢loveka) sChopny
rozmnozovania, ktorého dedi¢ny materidl bol zmeneny genetickou modifikaciou
uskutoénenou niektorym z technickych postupov stanovenych zakonom 78/2004 Sb.,
o nakladani s geneticky modifikovanymi organizmami a genetickymi produktami,
Vv zneni neskorsich predpisov a vyhlaskou 209/2004, o blizsich podmienkach nakladania
s geneticky modifikovanymi organizmami a genetickymi produktami, v zneni
neskorsich predpisov. Nakladat s GMO a genetickymi produktami mozno len na
zéklade opravnenia podla tychto pravnych predpisov tak, aby bola zaistend ochrana

zdravia ¢loveka, zvierat, zivotného prostredia a biologickej rozmanitosti.

Prvou geneticky modifikovanou rastlinou bol tabak v roku 1983 (Bevan et al.,
1983) s rezistenciou voci antibiotiku kanamycinu (Bombale et al., 2010). Geneticka

modifikdcia znamend cielené¢ aumelé vnéaSanie cudzej DNA do buniek inych
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organizmov pomocou metdéd genetického inzinierstva za ucelom ziskania rastlin
S lepSimi vlastnostami. Takyto spdsob zmeny genetickej informacie sa oznacuje ako
transgendza a organizmy tymto spdsobom modifikované sa nazyvaju transgénne.
Zavedeny gén moze transgénnym rastlindm poskytnut’ rozne uzitocné vlastnosti, ako je
odolnost’ voc¢i herbicidom, chorobam, vysoky vynosovy potencial, odolnost voci
abiotickému stresu, hmyzu, ¢i produkcia lieciv (Mrizova et al., 2014). Na druhej strane
je potrebné si uvedomit’ rizikd, ktoré so sebou prinasaju GMO plodiny, ¢i uz ide
0 tvorbu toxickych, Ci alergénnych latok alebo zvySenie zavislosti malych farmarov na

velkych agrochemickych spolo¢nostiach (Snustad a Simmons, 2009).

2.10 Metédy transformacie

Z kazdého organizmu mozno izolovat' jeho DNA, ktora je nositelkou genetickej
informécie. Transgendza alebo tiez transforméacia je proces cieleného vnasania génov
Z jedného organizmu do druhého alebo nepribuznych druhov.

Podla zdroja vkladaného génu rozliSujeme rastliny na transgénne, cisgénne
a intragénne (Bradshaw, 2016). Pri transgendze je zaujmovy gén vneseny do genému
organizmu iného druhu, napr. gén z baktérie do rastliny. Cisgenné organizmy obsahuju
gény rovnakého alebo blizko pribuzného druhu, intragénne organizmy st také, do
ktorych su vnesené gény z rovnakého druhu.

Metody transformacie mozno podl'a prenosu DNA do buniek rozdelit’ na priame
anepriame. Priame techniky st zaloZzené na priamom vnéSani transgénu do genomu
cielovych buniek. Medzi metédy priameho prenosu DNA sa zarad’'uje elektroporacia,
mikroprojekcia, mikroprojektilovy prenos DNA, prenos organelového genomu a silikon
uhlikové vldkna. Nepriame metddy pouzivaji na prenos DNA z jedného organizmu do
druhého vektory. Vektormi moézu byt virusy alebo plazmidy. NajpouzivanejSou
nepriamou metodou sa ukazala byt transformacia pomocou baktérie Agrobacterium
tumefaciens (Hensel et al., 2009).

Za pociatok transforméacii mozno povazovat rok 1977 (Chilton et al., 1977),
kedy bola objavena schopnost’ pddnej baktérie Agrobacterium tumefaciens prenasat
pomocou tzv. Ti plazmidu cudzorodi DNA do rastlinného genému (Ondiej, 2002).
Prvé fertilné transgénne rastliny jacmena vznikli transformdciou nezrelych embryi
metodou mikroprojektilového prenosu (Wan a Lemaux, 1994), nasledovali spravy

0 transformacii embryi ja¢mena pomocou A. tumefaciens (Tingay et al., 1997). Ukazalo
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sa, ze transformacia pomocou Agrobakteria mala v porovnani s mikroprojektilovou

metddou vyssiu tcinnost’.

2.10.1 Transformacia pomocou Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je patogénna, podna baktéria, ktora sa prirodzene vyskytuje
v koreniovom systéme bobovitych rastlin, jej pritomnost’ sa prejavuje v podobe nadorov,
ktoré vytvara na rastline. Pomocou svojho Ti-plazmidu (tumor inducing) umoznuje
prenos urcitého tseku DNA, oznacovaného ako T-DNA (transferova DNA), z baktérie
do gendomu buniek rastlin, kde je nahodne integrovany (Binns a Thomashow, 1988).
Prenos DNA, ktor chceme integrovat’ do genému rastlin, je zaloZzeny na Ti-plazmidu,
z ktorého boli odstranené gény pre tvorbu fytohormoénov a opinov a na ich miesto bola
vlozena cudzoroda DNA. Dalsou ¢astou plazmidu je oblast’ génov vir (virulentnych),
ktord obsahuje gény dodlezité k prenosu T-DNA do rastlinnych buniek a ich integraciu
V genome.

Agrobacterium prevazne napada dvojkli¢nolistové rastliny. V mieste poranenia,
tieto rastliny vylucuji do okolia fenolické latky napr. acetosyringon, ktory je
chemoatraktantom pre Agrobakterium a naslednt indukciu vir génov. Pre transformaciu
sa pouzivaju kmene Agrobakteria s upravenym Ti-plazmidom (Taiz et al., 2015). Pre
rozpoznanie transformovanych buniek od netransformovanych sa do plazmidu vklada
selekény gén, ktory poskytuje rezistenciu k ur€itému antibiotiku (Ondtej, 2002).

Vektor moZze obsahovat' aj reportérovy gén, ktory umozni zviditelnenie a
meranie expresie génu vdaka farebnej reakcii alebo fluorescencii. NajCastejSie sa
pouziva gén pre B-glukuronidazu (GUS) alebo zeleny fluoreskujici protein (GFP)
(Ondfej, 2002).

Transformacia T-DNA sa da vyuzit' iako inzertnda mutagenéza, kedy T-DNA
prerusi urcity dolezity gén atato mutdciu ndsledne mozno detegovat pomocou
markerov. Napriek v§eobecnému predpokladu, ze Agrobakterium je schopné infikovat
len dvojkli¢nolistové rastliny, v polovici 90. rokov 20. storoCia boli ziskané
supervirulentné kmene, ktoré su vyuziteI'né pre jednokli¢nolistové rastliny (Mrizova et
al., 2014). Tingay et al. vroku 1997 uviedol prva tspesnu transformaciu nezrelych

embryi ja¢mena pomocou A. tumefaciens.
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2.10.2 Transformacia pomocou mikroprojektilového prenosu DNA

Metoda transformacie pomocou mikroprojektilového prenosu bola objavend koncom
osemdesiatych rokov, ako alternativa transformacie U jednokli¢nolistovych rastlin
(Klein et al., 1987; Sanford et al., 1987). Metdédou mikroprojektilového prenosu DNA
mozu byt transformované takmer vSetky Casti rastliny (Klein et al., 1987). Hoci bolo
nastrelovanie  cCastic povazované za nezavislé od pletiva, najvyssi uspech bol
dosiahnuty, ak boli pouzité nezrelé embrya (Cho et al., 1998; Harwood et al., 2000;
Kartha et al., 1989; McElroy et al., 1997; Ritala et al., 2008; Travella et al., 2005; Wan
a Lemaux, 1994). Transformacia pomocou tejto metddy je zalozena na priamom
vnasani plazmidovej DNA do pletiv rastlin pomocou vysokofrekvenénych
mikroprojektilov. Mikroprojektily si malé zlaté, wolframové alebo platinové cCastice
s velkostou 0,5 az 1,2 um, ktoré st obalené plazmidovou DNA. NajcastejSie sa
pouzivaju Castice zlata, pretoze maju menej Skodlivé U¢inky na zivé bunky, nez napr.
volfram (Knudsen a Muller, 1991). Pod vakuom, pomocou hélia sa Castice nastrel'uji do
prvej a druhej bunkovej vrstvy rastlinného pletiva. Hlavnou nevyhodou tejto metddy je
poskodenie pletiva alebo buniek v désledku mechanického poskodenia, ¢i mozna
integracia viacerych kopii transgénu, ¢o moze viest' k uml¢aniu alebo zmene v expresii

zaujmovych génov (Travella et al., 2005).

2.10.3 Elektroporacia

Do rastlinnych buniek a protoplastov mdéze byt DNA vnaSana taktieZz pomocou
elektroporacie. Po aplikécii elektrického pulzu sa vytvoria do¢asné pory v membranach,
ktoré umoznia prienik DNA. NajucinnejSia je aplikacia tejto metddy na protoplasty
(Rhodes et al, 1988), avsak regeneracia rastlin z protoplastov je velmi
obt'azna. Uinnost’ tejto metddy je vysoko variabilna a zavisla na fyziologickom stave

rastlinného materidlu, a preto je pomerne malo vyuzivana.

2.11 Detekcia transgénnych rastlin

Transformované bunky, pletivd a nasledne regenerované rastliny st po celu dobu
kultivacie v in vitro podmienkach kultivované na médiu, do ktorého je pridavana
selek¢na latka, spravidla antibiotikum alebo u¢inna latka herbicidu. Vyber a stabilizacia

transgénnych rastlin su vo vac¢sine pripadov sprevadzané trvalou produkciou selekénych
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markerovych proteinov, ktorych gény su uzko spojené so zaujmovym génom. Na
odstranenie selekéného markera bolo v rastlinach vyvinutych niekolko technik, ako
stratégie vyuzivajice transpozonovy systém alebo miestne Specifickii rekombinéciu.
Obe su zalozené na odstraneni oblasti, ktoré koduju selekény marker za pouzitia
hraniénych miest (Mrizova et al., 2014). Dalsou moznostou je ko-transformacia dvoch

nezavislych sekvencii pre marker a gén (Coronado et al., 2005; Matthews et al., 2001).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material

3.1.1 Rastlinny material

Ja¢men (Hordeum vulgare L.) je dihaploidnym druhom (2n = 2x = 14) s genomom HH.
Pre experiment boli pouzité transgénne rastliny sladovnickeho ja¢émena odrody Golden
Promise, do ktorych bol metdodou transformacie sprostredkovanou Agrobacterium
tumefaciens vneseny gén osmotin (osm) pomocou destina¢ného vektora pPBRACT214
(Obr. 1). Gén osm zvySuje toleranciu rastlin na abioticky i bioticky stres.

Golden Promise je starSia odroda jarného jaémena vyslachtena v roku 1956
Vv Anglicku. M4 vysokt indukéna a regeneracnu schopnost’ v in vitro podmienkach
a vel'mi Casto sa pouziva na transforméciu. V nasom experimente sme potvrdili vyuzitie

tejto odrody pri androgenéze.

npt1 __

F
i

i pBract214_0Osmotin
|
8223 bp

Ubiipromoter

Obr. 1 Expresny vektor pPBRACT214.

RB-prava hrani¢na sekvencia, LB-lava hrani¢na sekvencia, 35S-Hyg-nos-gén rezistencie na
hygromycin pre rastlinn selekciu s promoterom a terminatorom , Ubi-promoter génu osmotin,
attR1 a attR2-rekombinacné miesta, OsM29279HvOPT-gén zaujmu osmotin, nos-terminator
génu osmotin, colEl/ori—pociatok replikacie plazmidu v baktériach E. coli, nptl-gén pre syntézu
enzymu neomycin fosfotransferaza pre bakterialnu rezistenciu na kanamycin, pSa-ORI-pociatok
replikacie plazmidu v baktériach A. tumefaciens.
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3.1.2 Pouzité chemikalie a roztoky

2,4-D (Duchefa)

Agardza (SERVA, kat. ¢. 11404)

Aktivne uhlie (Penta, kat. ¢. 10230-30250)
Biotin (Sigma, kat. ¢. B4639)

Destilovand voda

Dusi¢nan amoénny (Lachema)

Etanol (Selico)

Etidium bromid (Invitrogen, kat. ¢. 15585-011)
FeEDTA (Calbiochem)

Bazicky fuchsin (Serva, kat. ¢. 21915)
Glukoéza (Sigma, kat. €. 158968)
Glutamin (Sigma, kat. ¢. 056K0149)
Glycin (Sigma, kat. ¢. 120H0010)
Hydroxid draselny (Lachema)

Hydroxid sodny (Lachema)

Cx

HyperLadder Il (Bioline, kat. ¢. BIO-33039)
Chlorid draselny (Sigma, kat. ¢. P5405)

Chlérnan sodny 10 % (Fluka)

Izopropanol (Lach-Ner)

Kasein hydrolyzat (Duchefa)

Kinetin (Sigma, kat. ¢. K0753)

Kvapalny dusik

Kyselina chlorovodikova (Lachema)

Kyselina naftalénoctova (Sigma, kat. ¢. 105H1003)
Kyselina octovd (EMSURE)

L-glutamova kyselina (Sigma, kat. ¢. G5667)
Maltéza (Duchefa)

Manitol (Sigma, kat. ¢. M1902)

Murashige and Skoog (MS) (Duchefa, kat. ¢. Z0242862)
Myo-inositol (Sigma, kat. ¢. I7508)

N6 médium (Duchefa, kat. ¢. C0204)
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PCR H,0 (Sigma)

Phytagel (Sigma, kat. ¢. P8169)
Sterilna voda DNA/RNA free (Sigma)
Tiamin (Sigma, kat. ¢. 55H0530)

3.1.3 Pouzité pristroje

Analytickd vaha (A200S, Sartorius)
Autoklav (PS20A, BMT)

Binokularna lupa (PZO)

Centrifagy (BR4, Jouan, Prism, Labnet)
Digestor (Merci)

DS-11 Spektrofotometer (DeNovix)
Elektroforeticka komora (BioRad)
Elektropora¢né kyvety (Thermo)
Kultiva¢na komora (Adaptis 1000)
Laminarny box (Thermo Scientific)
Magnetick4 mieSacka (Variomag)

pH meter (pH526, WTV)

PCR termocykler (PTC-200, MS Research)
Termostat (BT120)

Vodny kapel’ (SUB6, Grant)

Vortex (Heidolph)

Zdroj napitia pri elektroforéze (BioRad)
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3.2 Metédy

Cielom bakalarskej prace bolo pripravit' transgénne dihaploidné rastliny ja¢mena
androgénnou technikou. Schéma experimentu je znazornena na Obr. 2.

Vybrané transgénne rastliny obsahovali zaujmovy gén osmotin, povodom
z Nicotiana tabacum. Zaujmovy gén bol vpraveny do rastlin ja¢mena prostrednictvom
A. tumefaciens. Transformacia bola uskuto¢nena v ramci bakalarskej prace Bc. Barbory
Klcovej (2017). Z transgénnych rastlin generacie T1 boli odobraté pelnice, ktoré boli
postupne kultivované na indukénom a regeneratnom médiu. Regenerovali transgénne
rastliny generacie T2DHo. Regenerované rastliny boli podrobené prietokovej cytometrii
s cielom zistenia ploidie. Z transgénnych dihaploidnych rastlin boli odobraté
a kultivované embrya. Z listov rastlin bola extrahovana DNA podla Edwards et al.
(1991). Nasledne pomocou polymerazovej retazovej reakcie (PCR) a separacie v 1,5 %
agar6zovom gély bola detegovana pritomnost’ transgénu 0sm V prislusnych generaciach.

Expresia transgénu bola overena na zaklade reverzne transkripénej PCR (RT-PCR).

3.2.1 Androgenéza in vitro

3.2.1.1 Odber a chladové predosetrenie pel’nic

Transgénne rastliny generacie T1, nesuce gén osmotin, boli pestované v kontajneroch
10x10 cm v skleniku v rezime svetlo 16 hod., tma 8 hod., pri teplote 16°C. Klasy
z primarnych odnozi bolo odoberané v rastovej faze jaémena 45. Stidium mikrospor
bolo stredné az neskoré jednojadrové stadium. Klas je v tomto stadiu vyvoja mikrospor
eSte Uplne obaleny listovou posSvou posledného listu. Takto odobraté klasy boli
umiestnené do kadicky svodou aprenesené do chladni¢ky (4°C), kde prebiehalo

stresové predoSetrenie pocas dvoch tyzdnov.

3.2.1.2 Sterilizacia klasov

Po stresovom predoSetreni bolo steblo klasu odstrihnuté pod poslednym kolienkom
a prebiehala nasledna sterilizacia.

1. Odstrihnuté klasy boli poloZzené na papierovy obrasok v lamindrnom boxe

a postriekané 70 % etanolom poc¢as 5 minut. Po sterilizacii etanolom boli klasy

premiestnené do sterilného valca.
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Selekeia transformovanych
embryi T1 genericie in vitro

@@@
UO:>
LYERvARY

Kultivacia embryi generécia Ti, Regenerécia embryi generacie Stanovenie pritomnosti transgénu osm
50 mg hygromycin Tl pomocou PCR metddy v
regenerovanych rastlinach T1 generacie
- Odber pelnic v jednojadrovom $tadiu
mikrospor

Kultivacia pel'nic genericie T2DHO0

o h o
DD g0 — —
0 o <

L )

Kultivacia pelnic generacie
T2DHo na N6 médiu Regeneracia pelnic na
regenera¢nom 190-2 médiu

- Stanovenie pritomnosti transgénu
osm (PCR +/-)

- Stanovenie ploidie (n/2n)

- Izolacia embryi 21 dni po opeleni

Kultivicia embryi PCR+ rastlin
generacie T3DH1

VARV,
AP

Kultivacia embryi generacie
T3DH1 na % MS médiu

- Stanovenie pritomnosti transgénu osm (PCR +/-)
- Odvodenie homozygotnej linie
- Stanovenie expresie transgénu (RT-PCR)

Obr. 2 Schéma experimentu bakalarskej prace
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2. Vo valci boli sterilizované 6 % chlérnanom sodnym pocas 7 minut a patkrat
premyté sterilnou vodou, vzdy 2 mintty. Sterilizované klasy boli ponechané vo

valci a zakryté alobalom.

3.2.1.3 Izolacia pel’nic

Pelnice boli Vvlamindrnom boxe, za aseptickych podmienok, izolované
z vysterilizovanych klasov. Izolacia prebichala na sterilnej Petriho miske za pouzitia
sterilnej pinzety a skalpela pod stereomikroskopom (Obr. 3). Pelnice boli nasledne

Zbavené nitky a ulozené po 50 az 80 kusoch na Petriho misky s N6 médiom (Duchefa).

3.2.1.4 Kultivacia pel’nic

Pel'nice boli kultivované v termostate (pri teplote 25°C) pocas niekol’kych tyzdinov, do
vytvorenia Kkalusového pletiva. V pripade kontaminacie bola pelnicova kultira
premiestnena na nové médium alebo bola tplne odstranena.

Priblizne po 6 tyzdiioch od zaloZenia pelnicovych kultir dochadzalo ku tvorbe
embryonalneho kalusu. Po indukcii kalusu prebiehala kultivacia na regeneracnom
médiu 190-2 (Tab. 1) s koncentraciou rastovych horménov NAA (0,5 mg/ml) a KI (0,5
mg/ml). Kalusy, ktoré neregenerovali boli premiestnené na médium s odliSnou
koncentraciou rastovych regulatorov NAA (0,5 mg/ml) a KI (1,5 mg/ml). Boli tak
pouzité dve rézne varianty média. Embryonalne kalusy boli kultivované v Adaptise pri
rezime osvetlenia 16/8 a teplote 23°C. Priblizne po 5 tyzdnoch bola pozorovana
regeneracia transgénnych rastlin jacmena, generacie T2DHo. Okrem zelenych
regenerovanych rastlin vznikalo aj mnozstvo albinotickych rastlin, ktorych frekvencia

bola zaznamenana.

3.2.1.5 Dopestovanie rastlin

Regenerované zelené rastliny, S minimalnou velkostou 5 cm, boli z regenera¢ného
média premiestnené do raselinovych blo¢kov (Jiffy). Rastliny boli riadne oznacené

a umiestnené vo fytotrone a nasledne v skleniku.
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4

Obr. 3 Izolacia pel'nic z klasov transgénneho ja¢mena nestuceho gén 0Sm za pouzitia sterilnej
pinzety a skalpela

Tab. 1 Zlozenie regeneracného média 190-2

Zlozka (mg/L)
Makroprvky (NH4)2S04 200
KNO3 1000
Ca(N03)2-4H20 100
KH2PO4 300
Mg(S0O4)-7H.0 200
KCI 40
Mikroprvky H3BOs 3
Kl 0,5
MnS0O4-4H,0 8
ZnS04-7H20 3
Zelezo Na;EDTA 37,3
FeSO4-7H20 27,8
Aminokyseliny Glycin 2
Vitaminy Pyridoxin HCI 0,5
Kyselina nikotinova 0,5
Cukry myo-Inositol 100
Sacharo6za 30
Hormoény Kinetin rozne
NAA rozne
pH=6,5
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3.2.2 Stanovenie ploidie prietokovou cytometriou

Stanovenie ploidie prebiehalo za pouzitia prietokového cytometra (Bio-RAD). Z kazdej
analyzovanej rastliny boli odobraté neporusené listy. Listy transgénnych rastlin a listy
kontrolnej rastliny boli nadrobno nasekané v roztoku Otto II (Dolezel et al., 2007) (Tab.
2) ostrou ziletkou. Vzniknuta suspenzia bola prefiltrovana cez nyléonova sietovinu do
sklenenej skiamavky kvoli odstrdneniu zbytkov pletiv. Prefiltrovanad suspenzia bola
zmieSand s fluorescencnou farbickou DAPI. Pomocou prietokového cytometra
pripojeného k pocitacu, so Specifickym programom, bol vyhodnoteny stupenn ploidie
u transgénneho potomstva rastlin na zaklade intenzity fluorescenéného signalu

Vv porovnani s kontrolnou rastlinou.

3.2.3 Kultivacia embryi

Nezrelé zrna rastlin regenerovanych z pelnic, ktoré boli prietokovou cytometriou,
stanovené ako jednoznac¢né dihaploidy, boli pouzité na odber embryi podla
nasledovného postupu.

1. Sterilizacia semien 70 % etanolom v Erlenmayerovej banke pocas 3 minut.

2. Premyvanie semien sterilnou vodou 5 minnt.

3. Sterilizacia 7 % chlérnanom sodnym 7 minut. Premytie sterilnou vodou trikrat,
vzdy 5 minat. Semena boli po cely ¢as umiestnené v Erlenmayerovej banke na
trepacke, v laminarnom boxe.

4. Aseptickd 1zolacia nezrelych embryi zo semien za pouZitia sterilného skalpela,
pinzety pod stereomikroskopom.

5. Embrya boli zbavené koleoptily a ulozené po dvadsiatich kusoch na 2 MS
médium v Petriho miskach. Kultivacia prebiehala v termostate pri teplote 25°C.

6. Regenerované rastliny boli premiestnené do kvetinacov s hlinou a umiestnené vo
fytotrone.

7. Zlistov transgénnych rastlin, v rastovej faze jacmena 13, bola izolovana gendmova

DNA pouzita pre detekciu transgénu.

Tab. 2 Zlozenie roztoku Otto 11

Otto Il na 200 ml
0,4 M Na2HPO4 - 12 H20 28,65 ¢
Redestilovand voda doplnit’ do 200 ml

Filtracia cez 0,22 pm filter
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3.24

Izolacia DNA

Izolacia DNA bola vykonana vo vSetkych troch generdciach transgénnych rastlin (T,

T2DHo i T3DHjy). Izolacia gendmovej DNA bola prevedena podl'a Edwards et al. (1991)

S urCitymi upravami.

1.

10.

11.

Mlad¢ listy jacmenia boli pomocou sterilnych noznic odstrihnuté do
mikroskumaviek a homogenizované v kvapalnom dusiku.

K rozdrvenym listom bolo pridanych 400 upl extrakéného pufru (Tab. 3),
listy boli nickol'’kokrat premie$ané a kratko zvortexované (5 s).

Extrakcia pri laboratornej teplote pocas 30-60 mint.

Centrifugacia extraktu 13 000 rpm pocas 1 mintty.

300 ul supernatantu bolo prepipetovanych do novej mikroskimavky
a k supernatantu sa pridalo 300 pl vychladeného izopropanolu. Zmes bola
niekol’kokrat jemne premieSand prevracanim aponechand 20 minlt
Vv chladnicke.

Centrifugacia 14 000 rpm po dobu 10 minut a odliatie supernatantu.

K peletu bolo pridanych 300 pl 75 % etanolu azmes bola opit jemne
premiesana.

Centrifugacia 5 000 rpm 5 mint.

Odstranenie supernatantu, susenie peletu vV laminarnom boxe po dobu 30 mintt.
Po vysuSeni v lamindrnom boxe bolo k peletu pridanych 30-50 pl sterilnej vody
(DNA/RNA free) podla velkosti peletu avzorky boli ponechané do dalSicho
dna v chladnicke pri 4 °C.
Na druhy dent boli vzorky kratko centrifugované a supernatant obsahujuci
izolovanu DNA bol prepipetovany do novej mikroskumavky, v ktorej bola
izolovana DNA skladovana pri -20°C.

Tab. 3 Zlozenie extrakéného pufru

Latka Mnozstvo na 100 ml
200 mM Tris HCI (pH = 7,5) 20 ml 1M

250 mM NaCl 5ml 5M

25 mM EDTA 5ml05M

0,5 % SDS 500 pl

Sterilné destilovand H>O doplnit’ do 100 ml
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3.2.5 Polymerazova ret'azova reakcia (PCR)

Pre pripravu reakénej zmesi bol pouzity premix (REDTaq Ready Mix). Na detekciu
transgénu v transformovanych rastlinach generacie T1, T2DHo a T3sDH1 boli pouzité dva
pary primerov produkujuce amplikony o urCitej velkosti (Tab. 4). Teplota pocas
nasadania primerov bola 55°C pre oba pary pouzitych primerov. Objem reakcie bol 10
ul (Tab. 5).

Reak¢nd zmes bola rozdelena do PCR sktimaviek, vzdy 8 ul reakénej zmesi a 2
ul templatovej DNA 250-300 ng-pult (izolovanej z rastlin). Amplifikacia génu osm
prebehla v termocyklery podla programu (Tab. 6).

Tab. 4 Pouzité primery pre gén osmotin

Nézov primeru Sekvencia Velkost amplikonu [bp]
OSMopt F 1 5°-CTCCTCGACGGCTTCAACAT-3* 341
OSMoptR 1 5¢-TCGAGTGGGAAGTTTGGGRG-3* 341
OSM opt F 2 5°-GCCCTGCCTTCATACGCTAT-3* 222
OSM optR 2 5-TACGGGCAGTTGTTCCTCAC-3¢ 222

Tab. 5 Reakéna zmes pre jednu PCR reakciu (0smotin)

Reakéna zmes Objem pre 1 reakciu [pl]
ddH:0 2,50
Ready Mix 5,00
Primer F 0,25
Primer R 0,25

Tab. 6 Priebeh PCR reakcie

Nazov procesu Teplota Pocet cyklov Cas
Aktiva¢na denaturacia 95°C 1 4 minaty
Denaturacia 95°C \ 30 sekund
Nasadanie primerov 55°C - 37 30 sekand
Extenzia 72°C 7 40 sektnd
Zaverena extenzia 72°C 1 2 minuty
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3.2.6 Reverzne transkripna PCR

Pre overenie expresie vneseného transgénu 0sm bola najskor izolovana RNA podl'a kitu
Ambion (Invitrogen, kat. ¢. AM1912). Prepis RNA do cDNA (komplementarnej DNA)
bola vykonany podl'a protokolu SuperScript™ IV VILO™ Master Mix! za pouzitia
reverznej transkriptazy. Prepisand cDNA sa stala templatom pre PCR reakciu, ktora

dant cDNA namnozila.

3.2.7 Elektroforéza na agar6zovom gély

1. Agarézovy gél bol pripraveny zmieSanim urcitého pomeru agarozy a 10 % TAE
pufru (Tab. 7) podla pozadovanej tuhosti (1,5 %) a objemu (40 ml, 80 ml).

2. Do pripraveného gélu bol pridany etidium bromid v mnozstve 1 pl na 40 ml
gélu.

3. Bola pripravend aparatira na elektroforézu a po stuhnuti agarézového gélu boli
vzorky napipetované do jamiek a separované v jednosmernom elektrickom poli.
Spolu so vzorkami bola na gél nanesena aj sterilnA DNA/RNA free voda,
negativna a pozitivna kontrola a marker molekulovych hmotnosti — Ladder II.

4. Po ukonceni separacie bol gél premiestneny do UV transiluminatora (G:BOX,
program GeneSnap, SYNGENE), ktory pomocou UV ziarenia detegoval
separované¢ fragmenty. Prirovnanim k markeru bola zistend pritomnost

transgénu osmotin vo vzorkach.

Tab. 7 Zlozenie TAE pufru

Latka Mnozstvo na 1 1 gélu
Tris baza 242 g

Kyselina octova 57,1 ml

0,5M EDTA 100 ml

Sterilna destilovana voda doplnit' do 11

L https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/pcr/reverse-transcription/cdna-synthesis-kits/rt-
real-time-pcr/superscript-iv-vilo-master-mix.html
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4 VYSLEDKY

4.1 Detekcia transgénu v T1 generacii

Bola izolovana gendmova DNA donorovych rastlin generacie T1 kvoli zisteniu pomeru
Vv ktorom Stepi. DNA bola izolovana podl'a Edwards et al. (1991) a nasledne detegovana
pomocou PCR metody kvoli namnozeniu pozadovaného useku koédujiceho transgén
osm. Separaciou v 1,5 % agar6zovom géle a naslednou vizualizaciou boli detegované
rastliny nestce transgén (Obr. 4). Ako pozitivna kontrola bola pouzita overena pozitivna
rastlina obsahujuca transgén osm. (Obr. 5).

Celkovo bolo analyzovanych 50 vzoriek gendémovej DNA rastlin, z ktorych bol
urCeny pomer 3:1. To znamend, ze v generacii Ti1 obsahovalo transgén osm 75 %
analyzovanych rastlin azvySnych 25 % bolo naopak bez transgénu. Po PCR
vyhodnoteni pozitivnych rastlin (nestcich transgén) boli odobraté a kultivované

pelnice.

9 10 11 12 C- H20 C+ 12

1000 bp

222 bp

Obr. 4 PCR analyza donorovych rastlin generacie T1, pouZité primery: OSM F 2a OSM R 2.

1 — 12-vzorky gendémovej DNA rastlin, C- -negativna kontrola (jacmen odroda Golden Promise,
bez transgénu osm), H,O-sterilna voda, C+-pozitivna kontrolna rastlina, L2-HypperLader I,
222 bp-o¢akavany fragment.
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222bp

Obr. 5 PCR analyza regenerovanych rastlin generacie T1, pouZité primery: OSM R 2 a OSM F
2.

1 — 4-vzorky gendmovej DNA rastlin, C- -negativna kontrola (jacmen odroda Golden Promise,
bez transgénu o0sm), H,O-sterilna voda, C+-pozitivna kontrolna rastlina (plazmid
pBRACT214::0sm), L2-HypperLader II, 222 bp-otakavany fragment.
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4.2 Androgenéza in vitro

4.2.1 Kultivacia pelnic

Boli ziskané dihaploidné transgénne rastliny ja¢mena nestuce gén osmotin androgénnou
technikou. Klasy boli odoberané v jednojadrovom S§tadiu mikrospor, kedy je klas cely
zabaleny poSvou posledného listu (Obr. 6). V in vitro podmienkach, za pdsobenia
stresového faktora (chladu pri 4°C), doslo k preprogramovaniu vyvoja mikrospor
a naslednej indukcii kalusového pletiva na Petriho miskach s N6 médiom, s pridavkom
rastového regulatoru Kl (Obr. 7). Indukované kalusy a pelové embrya boli nasledne
prepasdzované a kultivované na médiu 190-2 s pridavkom rastovych regulatorov NAA
a Kl v Erlenmayerovych bankach. Po dvoch tyzdioch kultivacie doslo k regeneracii
rastlin (Obr. 8). Boli pocitané mnozstva regenerovanych zelenych a albinotickych
rastlin. Celkom bolo na androgenézu pouzitych osem nezavislych transgénnych linii
jamena, pelnice boli izolované zo 14 rastlin. Celkovy pocet zaloZenych pel'nic bol
2525, z ktorych 76 indukovalo kalus. Bolo ziskanych 31 zelenych regenerovanych
rastlin. Najviac zelenych rastlin regenerovalo z rastliny OSM 3B a OSM 5B, z ktorych
boli ziskané tri dihaploidné transgénne rastliny, ktoré boli d’alej pouzité na ziskanie
homozygotnej linie. Naopak z izolovanych pelnic u Siestich rastlin nedoslo ani

k indukcii kalusového pletiva.
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Obr. 6 Transgénne rastliny generacie Ti nesuce gén 0Sm, Cierna Sipka znazorfuje klas
V jednojadrovom §tadiu mikrospor

Obr. 7 Kultivacia izolovanych pelnic po $tyroch tyzdioch. ZIt4 $ipka znazoriiuje Zivotaschopnii
pelnicu, Cervena Sipka znazornuje kalus regenerovany z pelnic.
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Obr. 8 Regeneracia rastlin po 5 tyzdiioch kultivacie v Erlenmayerovych bankach na médiu 190-
2. A- regenerovana zelena rastlina, B a C-regenerované albinotické rastliny.

Tab. 8 MnozZstvo regenerovanych rastlin generacie T2

Regenerované | Regenerované

Pocet Indukcia albinotické zelené rastliny | Ploidia
Cislo rastliny zalozenych | kalusu rastliny

pelnic

Pocet | % Pocet % Pocet | % n 2n

OSM 1 78 - - - - - - - -
OSM 2 189 - - - - - - - -
OSM 3A 124 - - - - - - - -
OSM 3B 345 15 44 33 9,6 13 3,8 12 1
OSM 4A 140 - - - - - -
OSM 4B 80 5 6,3 10 125 - - - -
OSM 4C 175 - - - - - - - -
OSM 5A 306 10 3,3 6 2 - - - -
OSM 5B 170 8 4,7 - - 12 7,1 10 2
OSM 5C 60 10 16,6 13 216 5 8,3 5 -
OSM 6 68 - - - - - - - -
OSM 7 132 - - - - - - - -
OSM 8 378 24 64 2 0,5 1 0,3 1 -
OSM 9 280 4 14 - - - - - -
Spolu 2525 76 30 64 2,5 31 1,2 28 3
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4.2.2 Detekcia transgénu v ToDHo generacii

Z rastlin regenerovanych z pelnic vo velkosti 5 cm (rastova faza jaémena 13) bola
izolovana genémova DNA podla Edwards et al. (1991). K overeniu priebehu PCR
reakcie a k vyhodnoteniu pritomnosti transgénu 0Sm bola prevedena elektroforéza na
1,5 % agarozovom géle (Obr. 9). Rastliny obsahujuce transgén boli podrobené

prietokovej cytometrii pre stanovenie ploidie.

9 107111213 1415 16/ C-"10 €+ 12

1000 bp

341 bp
300 bp

Obr. 9 Rastliny regenerované z pelnic generacie T2DHo, pouzité primery OSM R 1 a OSM F 2.
1 — 16-vzorky genémovej DNA rastlin, C- -negativna kontrola (jacmen odroda Golden Promise,
bez transgénu osm), H,O-sterilna voda, C+-pozitivna kontrolna rastlina, L2-HypperLader I,
341 bp-ocakavany fragment.
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4.2.3 Stanovenie ploidie prietokovou cytometriou

Zelené aj albinotické rastliny regenerované z pelnic boli podrobené prietokovej
cytometrii kvoli zisteniu stavu ploidie. Albinotické rastliny boli vSetky detegované ako
haploidy. Zo vsetkych 31 zelenych regenerovanych rastlin boli tri stanovené ako
dihaploidné. Rastliny pochadzali z dvoch nezavislych linii, dvoch r6znych rastlin (OSM
3B a OSM 5B). Ploidia bola stanovena na zaklade fluorescenéného signalu transgénnch
rastlin vo¢i dihaploidnej kontrole (Obr. 10). Haploidné aj dihaploidné zelené
regenerované rastliny boli nésledne presadené do raselinovych blo¢kov a pestované vo

fytotrone. Neskor boli presadené do kvetina¢ov a dopestované v skleniku (Obr. 11).

1 2 3
800 800 800
640 - 640 640
480 180 - 0480
t € €
3 3 3
o o =]
320 - ®320 - 320 -
160 - 160 - 160 -
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500

Obr. 10 Histogramy relativneho obsahu DNA u vybranych analyzovanych rastlin ziskanych
pomocou prietokovej cytometrie. 1-haploidna rastlina, 2-dihaploidna rastlina, 3-kontrolna
rastlina (Golden Promise).

Obr. 11 Regenerované rastliny v pdde, A-haploidna rastlina, B a C- dihaploidné rastliny

44



4.2.4 Expresia transgénu

Expresia transgénu 0sm bola overenda RT-PCR metodou. Analyze boli podrobené dve
dihaploidné (OSM 3B a OSM 5B) a dve haploidné¢ (OSM 5C a OSM 8) rastliny (Obr.

12). Expresia bola potvrdena u vsetkych Styroch analyzovanych rastlin.

1000b

300b

222 bp
200 bp

Obr. 12 RT-PCR analyza regenerovanych haploidnych (OSM 5C a OSM 8) a dihaploidnych
(OSM 3B a OSM 5B) rastlin, pouzité primery OSM R 2 a OSM F 2.
1 — 2-vorky cDNA haploidnych rastlin, 3 — 4-vzorky cDNA dihaploidnych rastlin, C- -negativna
kontrola (jaémen odroda Golden Promise, bez transgénu osm), H,O-sterilna voda, C+-pozitivna
kontrolna rastlina, L2-HypperLader I, 222 bp-o¢akavany fragment.
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4.3 Kaultivacia embryi

Z troch ziskanych transgénnych dihaploidnych rastlin generacie T.DHg boli odobraté a
sterilizované nezrelé zrnd. Z nezrelych zin tychto rastlin boli extirpované embrya za
ucelom skratenia zisku d’alSej generacie TsDHi. Embrya boli kultivované na 2 MS
médiu v Petriho miskach (Obr. 13). Z kazdej rastliny bolo kultivovanych 20 embryi,
celkom teda 60 embryi. U vSetkych doslo k regeneracii. Po dvoch tyzdnoch kultivacie

Vv kultiva¢nej komore boli presadené do zeminy na dopestovanie (Obr. 14).

Obr. 13 Embrya generacie TsDHi po dvoch tyzdiioch kultivacie na /2 MS médiu.

Obr. 14 Dihaploidné rastliny generacie TsDH; presadené do zeminy.
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4.3.1 Detekcia transgénu v generacii T3DH:

Z regenerovanych rastlin, ktoré obsahovali asponl dva klicne listy (rastova faza jacmena
13) bola izolovana genémova DNA podl'a Edwards et al. (1991). Bola vykonana PCR
analyza a nasledna elektroforéza v 1,5 % agar6zovom gély pre potvrdenie pritomnosti
transgénu osm. U vSetkych 60 rastlin bola potvrdena pritomnost transgénu. Bola

odvodena homozygotna linia transgénneho ja¢mena nestceho transgén osm (Obr. 15).

8 9 10 11 12 13 14 15 16 C- H20 C+ 12

1000 bp

341 bp
300 bp

Obr. 15 PCR analyza rastlin regenerovanych z embryi generacie TsDHi-homozygotna linia,
pouzité primery: OSM R 1a OSM F 2.

1 — 16-vzorky genoémovej DNA rastlin, C- -negativna kontrola (ja¢men odroda Golden Promise
bez transgénu osm), H,O-sterilna voda, C+-pozitivna kontrolna rastlina, L2-HypperLader 1I,
341 bp-ocakavany fragment.
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5 DISKUSIA

Androgenéza je jednym z in vitro procesov vedicim k rychlemu ziskaniu dihaploidnych
rastlin, homozygotnych linii. Produkcia dihaploidnych rastlin pomocou androgenézy je
sl'ubnou metddou k ziskaniu Cistych linii v $lachtitel'skych programoch (Segui-Simarro
a Nuez, 2008). Vhodny material sa javi pouzitie pelnicovych kultur izolovanych

mikrospor (Jacquard et al., 2009).

V naSich experimentoch sme pouzili pel'nicové kultury ziskané z 6smych
nezavislych linii, $trnastich transgénnych rastlin nesucich gén osmotin. Transgénne
rastliny boli ziskané transformaciou prostrednictvom A. tumefaciens. Bola pouzita
odroda jaémena jarného Golden Promise, ktora ma vysoka schopnost’ regeneracie v in

vitro podmienkach.

Uspesnost’ procesu androgenézy je citlivy na radu faktorov. Predosetrenie je
dolezitym stimulom pre prechod z normalneho gametofytického vyvoja na sporofyticky
(Kahrizi a Mohammadi, 2009). Mozno pouzit nickolko typov predoSetrenia. Pre
chladové oSetrenie Huang a Sunderland (1982) odporucili obdobie 21-35 dni,
Ohnoutkova et al. (2000) dosiahli pozitivne vysledky kratkodobym chladenim do 14
dni. Manitolové predosetrenic malo v experimentoch Kruczkowska et al. (2002)
V porovnani s chladovym predoSetrenim negativny vplyv na Zivotaschopnost’ pelu.
Preto bolo v nasich experimentoch aplikované predosetrenie chladom (4°C) pocas 14
dni. Okrem predoSetrenia dolezitymi faktormi vplyvajucimi na androgenézu s genotyp
darcovskych rastlin, podmienky pestovania, ¢i kultivaéné médium (Kasha et. al., 1997).

Tvorbu dihaploidnych rastlin pomocou androgenézy V transgénnom ja¢meni
vyuzili vo svojich experimentoch Miillerova et. al. (2000). Ziskali 1,31 % zelenych
regenerovanych rastlin pochadzajicich z transgénnej linie HB1A, obsahujucej gény bar
agus, ktora bola kultivovana v rastovej komore za presne uréenych podmienok.
V pripade transgénnych rastlin pestovanych na like neregenerovala Ziadna zelena
rastlina. Podobné vysledky sme dosiahli aj v nasich experimentoch, ziskali sme 1,2 %
zelenych regenerovanych rastlin, ktorych donorové rastliny boli pestované v skleniku.

Albinizmus je jednym z hlavnych problémov pri procese androgenézy. Stale nie
je uplne jasné, ¢o vedie k zmene naprogramovania mikrospor na sporofyticku cestu
a ktoré gény su zato zodpovedné. ESte zavratnejSie si poruchy androgenézy, ktoré veda
k tvorbe albinotickych rastlin (Makowska a Oleszczuk, 2014). Spravanie plastidov

pocas androgenézy uz bolo popisané. Miillerova et. al. (2000) ziskali vo svojich
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experimentoch s transgénnou liniou HB1A 5,24 % albinotickych rastlin, ¢o zna¢i pomer
albinov ku zelenym rastlinam priblizne 5 : 1. V nasom experimente sme ziskali 2,5 %
albinotickych rastlin, to znaéi pomer 2 : 1. V experimentoch Caredda et al. (2000)
a Cistué et. al. (2004) s netransgénnym ja¢meniom uviedli 100 % pomer albinotickych
rastlin vo¢i zelenym rastlinam. Je zname, Ze gény, ktoré st zodpovedné za pomery
zelenych regenerovanych rastlin ku albinom st kédované jadrovym gendémom. AvSak
len malo lokusov bolo zatial’ identifikovanych. Uplné pochopenie priginy albinizmu by
mohlo viest' k lepSej manipulacii v in vitro podmienkach (Makowska a Oleszczuk,
2014).

Jaémen je dolezity ako globalna plodina, aj ako vediica modelova rastlina pre
izolovanu kultdru mikrospér. Vytvorenie transgénnej plne homozygotnej linie si
tradi¢nej schéme S§l'achtenia vyZaduje podla Kahrizi a Mohammadi (2009) vyzaduje az
sedem rokov. Pouzitim in vitro technik to mozno dosiahnut’ v priebehu jedného roka.
Dihaploidné rastliny jaémefia moézu vznikat bud podsobenim kolchicinu alebo
spontanne. AvSak ako uvadza Hansen a Anderson (1998) kolchicin je toxicky,
karcinogénny a drahy. Spontanne zdvojenie sa modze vyskytnit' prostrednictvom
jadrovej fuzie alebo endomitézy. Spontdnne zdvojenie v jaémeni podla Tiwari
a Rahimbaves (1992) dosahuje 70 az 80 % regenerovanej populécie V netransgénnych
rastlinach. V naSom experimente 9,6 % regenerovanej populacie transgénneho ja¢mena
tvorili dihaploidné rastliny.

Hlavnym cielom bakalarskej prace bolo vytvorit homozygotnu liniu
transgénneho jarného ja¢mena pomocou androgenézy. Podarilo sa ziskat’ tri dihaploidné
transgénne rastliny, z ktorych boli odvodené transgénne homozygotné linie, ktoré budu

vyuzité k testovaniu u¢inku transgénu osmotin.
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6 ZAVER

V ramci bakalarskej prace bola na zaklade dostupnych literarnych zdrojov vypracovana
literarna resSerS na tému indukcie dihaploidnych rastlin pomocou metddy kultivacie
pelnic. Hlavnym cielom prace bolo ziskat’ dihaploidné transgénne rastliny nestce gén
osmotin aoverit' pouzitie tejto metddy k rychlemu ziskaniu homozygotnych linii.
U rastlin generacie T1, T2DHo a T3DH: bola pritomnost’ transgénu osm detegovana
pomocou PCR. Expresia transgénu U haploidnych a dihaploidnych bola stanovena
metédou RT-PCR. Experimenty vramci bakalarskej prace preukazali, ze metodu
androgenézy mozno vyuzit' na rychly zisk €istych homozygotnych transgénnych linii.
Kultivacia nezrelych zygotickych embryi izolovanych z dihaploidnych transgénnych
linii vyraznym sposobom skrati proces ich mnozenia. Ziskané homozygotné linie buda

vyuzité na stresové testovanie rastlin voci suchému a sol'nému stresu.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

2,4-D- 2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina
a.l.-ainé

BAP- 6-benzylaminopurin

DH- dihaploid

F1- prvé filidlna generacia

GFP- zeleny fluoreskujuci protein

GMO- geneticky modifikovany organizmus
GUS- B-glukoronidaza

IAA kyselina indolyl-3-octova

Kl- Kinetin

NAA- kyselina naftalénoctova

napr.- napriklad

PCR- polymerazova retazova reakcia
RT-PCR- reverzne transkripné polymerazova ret'azova reakcia
T-DNA- transférova DNA

Ti- tumor indukujuci

tzn.- to znamena

UV - ultrafialové ziarenie
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