JihoCeska univerzita v Ceskych Budéjovicich
Zemédélska fakulta

katedra rostlinné vyroby

DIPLOMOVA PRACE

Charakteristiky a Groven exprese
transgenu v rostlinnych
transformantech modifikovanych
jednim konstruktem s genem pro
inhibitor proteaz

demicka knihovna JU

JUNAH

i

Jméno: Frantisek Bezunk
Vedouci diplomové prace: RNDr. Slavomir Rakousky, CSc.

Datum odevzdani: 30. 4. 2009



JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
Zemédélska fakulta
Katedra rostlinné vyroby
Akademicky rok: 2007/2008

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a ptijmeni: Bec. FrantiSek BEZUNK
Studijni program: IN4101 Zemédélské inZenyrstvi

Studijni obor: Rostlinné biotechnologie

Nézev tématu: Charakteristiky a troven exprese transgeni v rostlinnych
transformantech modifikovanych jednim konstruktem
s genem pro inhibitor proteaz

Zisady pro vypracovani:

Cil prace: -

Urcit a vzdjemné porovnat molekuldrni charakteristiky a genovou expresi transgennich je-
dinct tabdku ziskanych pfi transformacich rostlin jednim konstruktem:

Chimérickym genemSPI2-GFP vzniklym spojenim genu pro zelend fluoreskujici protein (GFP)
a spi-2 jako jedné z alternativ tvorby navozovani odolnosti plodin vii¢i patogennim organi-
zmim a hmyzim $kidcim.

Uvod - stru¢né objasnéni tématu a jeho vyznamu pro zemédélstvi.

Literarni pfehled - moZnosti vyuZiti technik genového inZenyrstvi p¥i p¥i navozovani odol-
nosti plodin k mikrobidlnim a houbovym patogentim, fytofdgnimu hmyzu.

Metodicky postup:

Odvodit transformanty s fiznim genem SPI2-GFP, ovéfit expresi GFP na zakladé fluorescence
a analyzovat na pfitomnost transgeni (PCR). Kvantifikovat mnoZstvi rekombinatniho pro-
teinu pomoci ELISA a intenzitu fluorescence.

Vysledkova &ast - Gdaje o segregacich, vysledcich molekularnich detekei a dalsi uspotradat
do tabulek a grafii. Zahrnout fotografickou dokumentaci geldi, mikroskopickych pozorovani
a postupi.

Diskuze - porovnat vlastni dosaZené vysledky s literarnimi tdaji.

Zaveér - shrnuti vysledkd vlastni prace.

Seznam literatury - abecedné uspofadané citace praci pouzitych pro diplomovou praci.




Rozsah grafickych praci: 10 stran
Rozsah pracovni zpréavy: 30 - 40 stran
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa

Seznam odborné literatury:
Ondrej, M.: Genové inZenyrstvi rostlin. Academia, Praha 1992, 232 str.
Halford, N.: Plant Biotechnology. Current and Future Applications of
Genetically Modified Crops. John Wiley -Sons, Ltd, Chichester 2006,
303 str.
Védecké a odborné casopisy: Plant Cell Rep., Plant Mol. Biol., Theor.
Appl. Genet., EMBO J. a dalsi.
Internetové databize Current Contents, Web of Science, Scopus, AGRIS,

aj.
Vedouci diplomové price: RNDr. Slavomir Rakousky, CSc.
Katedra genetiky
Datum zadani diplomové prace: 14. brezna 2008

Termin odevzdani diplomové prace: 30. dubna 2009

|HOCESKA UNIVERZITA
vJést?cn BUDEJOVICICH
ZEMEDELSKA FAKULTA

studijn odd&lenf
Stu]entské 13 @
a70 05 Ceské Budéjovice

V2 é\b LS.
prof. Ing. Miloslav Soch, CSc. doc. Ing. Jifi Divi§, CSc.
dékan vedouci katedry
r

V Ceskych Budéjovicich dne 14. biezna 2008



Anotace

Rostliny tabaku byly transformovany bakteriemi Agrobacterium tumefaciens
s plazmidovym konstruktem nesoucim fuzni gen SPI2:GFP a selektovatelny znak
rezistence rostlin ke kanamycinu (NPTII). Gen SPI2:GFP byl vytvoreny fuzi genii SPI12
(kodujiciho inhibitor proteaz serinového typu) a GFP (pro zelené fluoreskujici protein —
~green fluorescent protein®). Selekce transgennich tabakd byla provedena na médiu
s kanamycinem. U vyselektovanych jedincii byly stanoveny a statisticky vyhodnoceny
Stépné poméry. Pritomnost a funk&nost transgenni DNA byla ovéfena metodami PCR,
RT-PCR, Western blot a studiem exprese reportérového genu GFP na zakladé
fluorescence v rostlinach transformanti Ty a T, generace pomoci stereomikroskopu se
specialnim nastavcem pro GFP. Byla zjisténa nizka trovefi exprese reportérového genu
GFP, ktera byla pravdépodobné zplsobena, pii tvorbé fiizniho genu, odstrannim &asti
sekvence zodpovédné za transport transgenniho proteinu do endoplazmatického
retikula. Jako vystup této diplomové prace provadéné v ramci projektu Vyzkumnych
center MSMT 1 M06030 byly ziskany transgenni genotypy Nicotiana tabacum, cv. Petit
Havana, SR1 WT, u nichz byla prokazana exprese transgenni DNA na Grovni syntézy

mRNA a fluorescence produktu reportérového genu GFP.

klicova slova: transformace rostlin, tabak, exprese transgenu, GFP, inhibitory

proteaz, NPTII

Annotation

Tobacco plants were transformed by bacteria Agrobacterium tumefaciens bearing a
plasmid construct with a fusion gene SP12:GFP and selectable marker NPTII coding for
resistance of transformants to antibiotic kanamycin. SPI2:GFP gene was created by a
fusion of SPI2- (for serine protease inhibitor) and GFP gene (coding for a green
fluorescent protein - GFP) sequences. Transformed tobacco plants were selected on a
medium with kanamycin. Positively selected plants were selfed and segregation ratios
for NPTII determined for each of genotypes. The presence and function of transgenic
DNA was verified by methods of PCR, RT-PCR, Western blot and using the
stereomicroscopic fluorescence study of transformants of Ty and T, generations. This

Transgenic genotypes of tobacco Nicotiana tabacum, cv. Petit Havana, SR1 WT



showing the expression of the fused gene SPI2:GFP on a level of mRNA and GFP
protein were obtained. Thesis was perfomed with a support of the project No. M106030
of Ministry of Education, Youth and Sports of the Czech Republic.

Key words: plant transformation, tobacco, transgene expresssion, GFP, protease

inhibitors, NPTII
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1. Uvod

Rostliny si béhem svého dlouhého vyvoje v pribéhu evoluce vyvinuly rizné obranné
systémy, které navozuji rezistenci k chorobam a skiidcim. Mezi tyto obranné systémy
muzeme zafadit tvorbu nékterych rostlinnych toxickych latek (napf. lektind), inhibitoru
proteolytickych enzymu, glykohydrolazy, produkty genti rezistence atd.

V prubéhu domestikace a Slechténi kulturnich odrid dochazelo k postupnému
vytraceni vloh pro tyto obranné systémy rostlin. V soucasné dob¢ je naopak Slechténi na
rezistenci k chorobam a skidcim téméf u vSech plodin jednim z prvoradych
Slechtitelskych cili. Rezistentni Slechténi je vSak z pohledu S$lechtitelského velmi
limitovano a to predevsim:

» nedostatkem genetickych zdroju rezistence

 neznalosti ¢i slozitym zalozenim znaku rezistence

o nutnosti zachovat pozadovanou biologickou, morfologickou, biochemickou,
a fyziologickou hodnotu Slechténé plodiny

Nové poznatky v oblasti biologie, zejména molekularni biologie, roz§ifily moznosti
Slechtiteld v oblasti rezistencniho Slechténi. Metodami genového inzenyrstvi lze
upravovat Ci cilené vkladat do genomu kulturnich plodin geny, jejichz expresi mohou
rostliny ziskavat nové vlastnosti, napf. i rezistenci k chorobam a k fytofagnim sktdctm.
Nazornym prikladem mohou byt v soucasné dobé jiz velmi rozsSifené a uspésné Bt-
plodiny rezistentni k riznym hmyzim skidcim. U téchto plodin se k navozeni

rezistence k fytofagnim skidcim vyuziva gen ziskany z bakterie Bacillus thurengiensis.

Cilem této prace byla transformace rostlin tabaku fuznim genem SPI12:GFP, ziskani
transgennich rostlin exprimujicich gen SPI2:GFP a studium exprese fuzniho genu
SPI12:GFP. Gen SPI2:GFP byl vytvoreny fuzi dvou geni SPI2 (kodujiciho inhibitor
proteaz serinového typu) a GFP (zelené fluoreskujici protein — ,green fluorescent
protein®). Gen SP12, respektive jeho cDNA, byla odvozena z mRNA, vyskytujici se ve
vlakné kokonu larvy zavijeCe moucného (Galleria mellonella). Inhibitory proteaz jsou
v piirodé velmi roz§ifené a vykonavaji ruzné funkce, v€etné obrany rostlin a zivocicht
proti mikrobialnim patogentim [68]. To je zfejmé hlavni funkci inhibitori obsazenych

ve vlaknech hmyzu [69, 70].



Pro usnadnéni selekce transgennich rostlin a moznost sledovani exprese transgenu
SPI2:GFP byl pouzit markerovy gen pro GFP. Expresi tohoto genu miizeme pozorovat
s pouzitim fluorescenéniho mikroskopu bez nutnosti pfidani exogennich ¢i endogennich

latek.

Ziskané vybrané transgenni rostliny tabaku budou pouzity v dalSim studiu pro
testovani rezistence k mikrobialnim patogenim. Ocekava se, ze by takto modifikované
rostliny diky pfitomnosti SPI2 proteinu, stejné jako vlakna kokonu hmyzu, mohly lépe

odolavat mikrobialnimu ataku.




2. Literarni prehled

2.1. Geneticky modifikované (GM) plodiny

GM plodiny jsou rostliny jejichz dédi€ny material byl cilené zménén vloZzenim
cizorodého dédicného materialu nebo vynétim &asti vlastniho dédi¢ného materialu

technickym postupem stanovenym zakonem [1].

Zakon tedy pfesné definuje, které techniky vedou ke vzniku geneticky
modifikovaného organismu (GMO, genetically modified organism) a které nikoli.
ZjednoduSené feceno, témito technikami, jejichz Zivotaschopné produkty podléhaji
specialnimu rezimu, jsou metody genového inZenyrstvi. Problematika GMO je viak

sloZit€jsi, nez by se na prvni pohled mohlo zdat.

Ve skutecnosti pojem GMO je pouze ufednim oznafenim organismu vzniklého
urCitou metodou. Z pohledu biologického je totiz kazdy organismus geneticky
modifikovany, napfiklad vlivem chromosomalnich aberaci, které vznikaji spontanné a
nebo mohou byt indukovany mutageny. Mutace jsou zdrojem veskeré genetické a
nasledné biologické diverzity (riznorodosti Zivych organismii) [2].

S péstovanim GM plodin se zacalo v USA v roce 1996 a vyméra oseté plochy tehdy
Cinila pouhych 1,7 mil. ha. V roce 2007 jiz byly GM plodiny péstovany v celosvétovém
méfitku na ploSe 114 mil. ha [3]. Z hlediska praktické vyuzitelnosti mizeme modifikace
GM plodin rozdélit do tfi zakladnich skupin:

1. GM plodiny tolerantni k herbicidim — Z hlediska péstovani patfi mezi
nejpoCetnéjsi skupinu GM plodin. Tyto plodiny vyuZzivaji genetickou
modifikaci ke zvySeni odolnosti vii¢i aktivnim latkam nékterych herbicidi
(napf. glyfosatu, fosfinotricinu, bromoxynilu).

2. GM plodiny rezistentni k hmyzim $§kidcim, houbovym patogenim
a mikroorganismuim.

3. Ostatni GM plodiny — Do této skupiny mlzeme zafadit plodiny se
zménénymi nutricnimi vlastnostmi (zménéné slozeni $krobl a olejli, vyssi
obsah vitaminil) aplodiny s uplatnénim ve farmaceutickym primyslu a

zdravotnictvi (jedlé vakciny, vyroba enzym).
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GM plodiny (stejné jako vSechny GMO) podléhaji vlastni legislativé a na jejich
bezpecné nakladani dohlizeji kontrolni organy. Ve Spojenych statech americkych od
roku 1986 kontrolu a bezpecné nakladani zajistuji tfi federalni urady: Sprava potravin a
lé¢iv (FDA — Food and Drug Administration), Utad pro ochranu Zivotniho prostredi
(EPA — Environment Protection Agency) a Veterinarni a rostlinolékarska inspekce
Ministerstva zemédélstvi (APHIS — Animal and Plant Health Inspection Service of the

Department of Agriculture) [10].

V zemich EU je veskera manipulace s GM plodinami (plati i pro ostatni GMO) ve
vztahu k Zivotnimu prostiedi (péstovani na urovni polnich pokust, bézné — velkoplosné
péstovani, a dal§i uvolnéni na ,trh“) fizena Smérnici 2001/18/ES. Hodnoceni rizik
spojené s pouzivanim GM plodin jako potravin a krmiv provadi Evropsky ufad pro
bezpetnost potravin (European Food Safety Authority, EFSA) podle Nafizeni ES
1829/2003 (o GM potravinach a krmivech). Rozhodnuti k povoleni o péstovani
a vyuzivani (uvadéni do obeéhu ve smyslu legislativy CR) v zemich EU miize vydat
Rada ministrii pro zivotni prostfedi, hlasovanim clenskych stati. Pokud pfi hlasovani

k rozhodnuti nedojde, rozhodne Evropska Komise.

2.2. GM plodiny s rezistenci k hmyzim $kadcum, houbovym

patogenum a mikroorganismum

2.2.1. Plodiny s vnesenym transgenem z bakterie Bacillus thuringiensis
(Bt-plodiny)

Ekologi¢ti zemédélci jiz po mnoho desetileti pouzivaji pesticidy vychazejici z
ptdnich bakterii, Bacillus thuringiensis. Tyto bakterie produkuji tzv. krystalické (Cry)
proteiny. Travici enzymy hmyzu rozkladaji tyto proteiny a aktivuji toxickou slozku
nazyvanou &-endotoxin. Tento toxin se specificky vaze na receptory v apikalni Casti
kartacovité membrany epitelu stiedniho stieva citlivého hmyzu ve dvou fazich, z nich
druh4 je jiz ireverzibilni. Po pruniku toxinu do bunék sliznice stfeva dochazi k
poskozeni plasmatické membrany a postupné destrukci stieva. Cely déj je podobny
plazmolyze [4]. Diky pomérn& uzkému rozsahu pusobnosti -endotoxinu, toxin piisobi
jen na cilového $kidce a ne naptiklad na uzite¢ny hmyz a rostliny, se mohl stat soucasti

integrované ochrany rostlin [5].
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Pfimé pouZivani bakterii Bacillus thuringiensis v bioinsekticidech ma vsak jisté
nevyhody. Predevsim nestabilitu preparatu za desté a pfimého sluneCniho zafeni
a neefektivnost vi¢i §kddcim nachazejicim se uvnitf rostliny. Vyuziti insekticidnich
vlastnosti této bakterie produkci jejiho proteinu samotnou GM rostlinou tyto nevyhody
odstrariuje [6].

V souasnosti je definovano 6 tiid klasifikujicich Cry proteiny, Cryl — Cry6, které
jsou dale detailng ¢lenény na podtfidy (napt. CrylA az CrylF, Cry2A a B, Cry 3A az
C). Kazda z tfid Cry proteind je charakterizovana velikosti proteini (molekularni
hmotnosti v kDA) a je implicitné vazana na specificky okruh hostiteld (napf. CrylA —
na larvy motylu) [7].

V USA byly schvaleny pro komeréni péstovani ¢tyfi Bt-plodiny (kukufice, bavina,
brambory a sladka kukufice) s nékolika variantami transgenu Cry. Bt-hybridy kukufice
rezistentni vi&i zavije¢i kukuti¢nému (Ostrinia nubialis) MON 810 a Bt11 produkuji
protein Cryl1 A(b).

Bt-kukufice MON 863 produkuje protein Cry3Bbl, jenz je toxicky pro larvy
bazlivce kukufi¢ného. Larvy bazlivce kukufiného se vyvijeji v pidé, kde se Zivi
poziranim kofinkd kukufice. Jen v USA v roce 2000 Cinily naklady vynalozené na
insekticidy proti bazlivci kukufiénému v konven¢nim zemédélstvim 171 mil. US § [8].

U Bt-baviniku jsou k ziskani rezistence proti ernopasce bavinikové (Helicoverpa
armigera) a makadlovce bavinikové (Pectinophora gossypiella) pouzivany proteiny
CrylAc a Cry2Ab. Z marketingovych divodi byly Bt-brambory a Bt-sladka kukufice
péstovany jen v letech 1996 a 1998 [8].

2.2.2. Virus-rezistentni plodiny

Vyuziti genu pro obalovy protein viru (CP, coat protein) je nejb€znéjsi pouzivanou
technikou genového inzenyrstvi navozujici u rostlin rezistenci k pfislusnému viru.
V USA jsou od roku 1998 péstovany dvé virus-rezistentni plodiny papaja a dyné [8].
GM papaja rezistentni k viru krouzkovitosti papaji (PRSV, papaja ringspot virus) byla
vytvorena vlozenim sekvence kodujici CP z viru PRSV. GM dyné (Curcubita pepo L)
ziskala vloZenim tfi riznych sekvenci CP genu rezistenci proti tfem typtim vird: CMV
(cucumber mosaic cucumovirus), ZYMV (zucchini yellow mosaic potyvirus) a WMV2
(watermelon mosaic potyvirus) [9]. Specificky mechanismus pro CP-zprostfedkovanou

rezistenci neni dodnes zcela objasnén [10].
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U GM bramboru (cv. Russet Burbank NewLeaf®Plus) byla rezistence k viru
svinutky bramboru (PLRYV, potato leafroll luteovirus) navozena vlozenim DNA
sekvence z PLRV shodujici se se sekvenci otevieného Cteciho ramce ORF-1 (open
reading frame) a ORF-2 [9]. Tato rezistence je zalozena na principu uml€ovani genu
,»,gene silencing®. K post-transkripénimu umlCovani genti dochazi nejen v rostlinach ale
i u jinych eukaryot. Také je znamé jako RNA interference nebo RNA silencing. RNA
interference je zpusobena pusobenim enzymu komplexi Dicer a RISC, které degraduji

dvouvlaknové fetézce RNA [11, 12].

Transgenni rajce, exprimujici protismyslovou RNA viroidu vietenovitosti hliz
bramboru (PSTVd, Potato spindle tuber viroid, Pospiviroidae) a akumulujici vysoké
mnozstvi této RNA, vykazovalo rezistenci k viroidu PSTVd [13]. RNA silencing muze
byt také vyuzit k navozeni rezistence proti DNA virim (caulimoviry, geminiviry) [14].

Rezistenci vuci virim muZeme navodit také pomoci nefunkéniho nebo mutantniho
genu MP (movement protein). Transgenni rostlina exprimujici MP viru mozaiky tabaku
(TMV, tobacco mosaic virus) vykazovala priznaky rezistence. Uginna rezistence byla
opétovné pozorovana i vici taxonomicky vzdalenym virim [15].

Teoreticky velké riziko mize predstavovat rekombinace mezi virovou transgenni
RNA a genomickou RNA a také s RNA necilového viru. Rekombinace v transgennich
rostlinach exprimujicich virovou sekvenci, by mohla byt pfi¢inou vzniku nového viru
[15]. Timto by mohla byt naruSena pfirozena virova rezistence u nekterych jinych

plodin rezistentnich k viru.

Na zaklade podrobnych analyz virovych sekvenci pouzitych dosud jako transgeny vSak

tato rizika zatim nebyla potvrzena [66, 67].
2.2.3. Plodiny exprimujici geny pro inhibitory proteaz

Inhibitory proteaz (PI) jsou nesmirné Sirokou skupinou proteinli, vyskytujici se
u rostlin, zivoCicht 1 mikroorganismi. Z hlediska klasifikace predstavuji znacné
heterogenni skupinu [16]. Rostlina produkuje inhibitory proteaz jako odpovéd’ na jeji
pozirani nebo poranéni a Pl jsou obvykle aktivovany proti endoproteazam [17].
Solomon et al. [18] prokazali, ze geny pro inhibitory proteaz slouzi v rostlinach také
jako modulatory programované bunétné smrti (PCD, programmed cell death).

Spusténim PCD tak neptfimo chrani rostliny pfed infekci patogennimi organizmy [19].
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PI jsou proteolytické enzymy a na zakladé typu jejich aktivni aminokyseliny v jejich
reak&nim centru je rozdé€lujeme do Ctyr tfid [20]:

1. Inhibitory proteaz serinového typu (SPI) — SPI jsou univerzalni pro celou fisi
rostlin a byly jiz charakterizovany u riznych druhti rostlin. Jsou nejvice
prozkoumanou tfidou PI a to predev§im SPI Kunitzova-typu a Browman-Birkova.

2. Inhibitory proteaz cysteinového typu (CPI) — Jsou druhou nejprostudované;si
tfidou PI a byly identifikovany a charakterizovany u riiznych druhi rostlin. Dosud
ptipravené transgenni plodiny s vlozenym genem pro CPI vykazovaly dostatecnou
Groven ochrany proti hmyzu. Vétsina fytofagniho hmyzu totiz vyuZziva pfi traveni
cysteinové proteazy [19].

3. Inhibitory proteaz asparatového typu (API) — API jsou proti predchazejicim dvou
tfidam méné zname.

4. Metaloproteazové inhibitory (MPI) — taktéz i MPI jsou méné znamé. Inhibitory
metalokarboxypeptidazy byly zjistény u takovych plodin jako jsou rajcata
a brambory.

Je také znamo, Ze rostlinné inhibitory proteaz uéinkuji jako pfirozena ochrana proti
hlisticim. Mnohé GM plodiny s vlozenym transgenem pro CPI byly a¢inné chranény
proti parazitickému stadiu hlistice Rotylenchulus reniformis [21]. Gen pro ryzovy CPI
vlozeny do rostlin tabaku navozoval jejich rezistenci ke dv€éma vyznamnym virim:
TEV (tobacco etch virus) a Y viru brambor (PVY, potato virus Y) [22]. Inhibitory
proteaz se také ukazuji jako vhodna pfirozena ochrana rostlin proti houbovym
patogenum [23].

U hmyzu PI inhibuji proteazovou aktivitu travicich enzymi a tim snizuji mnozstvi
straveného proteinu. Inhibice proteaz zaroveii vede k nadprodukei travicich enzymu,
coz mé za nasledek vy&erpani rezerv jejich sirnych aminokyselin. V diisledku tohoto
maze dojit k oslabeni hmyzu, omezeni jeho vyvoje a Casto i k jeho smrti [24].
Vyznamnym omezenim strategii ochrany rostlin zalozenych na vyuZiti transgent pro PI
proti fytofagnimu hmyzu mize byt nesmirné velka variabilita travicich proteaz enzymu
hmyzu.

GM plodiny s vlozenymi geny pro PI mohou vykazovat zvySenou rezistenci
k mikroorganismiim, houbovym patogenim a hmyzu. V soucasné dob€ jeSté neni

komer&né péstovana zadna GM plodina vyuzivajici PI. Dosavadni vysledky vyzkumu
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ale naznacCuji, ze by se tyto plodiny mohly stat soucasti integrované ochrany rostlin.

Soucasn€ neni znamo, Ze by PI mély toxicky nebo skodlivy ucinek na savce [19].

2.2.4. Dalsi moznosti genového inzenyrstvi k navozeni rezistence vici

rostlinnym patogeniim a $kidcim

Rostliny vyvinuly dimysiny obranny systém, ktery je Casto soustfedén v semenech,
jez jsou prostiedkem k jejich prezivani a mnozeni. Mezi nejznamé¢;jsi rostlinné proteiny,
které patrné mohou souviset s obrannym mechanizmem jsou lektiny, ribozomy-
inaktivujici proteiny, glykohydrolazy a jiz dfive zmifiované inhibitory proteolytickych
enzymu (PI).

Lektiny jsou v pfirodé velice rozsifené a jejich pritomnost byla prokazéana u rostlin,
zivocichu, vira i bakterii. Vyuziti téchto glykoproteini v genovém inzenyrstvi, 1 pies
jejich znamou entomotoxicitu, je pfevazné omezeno jejich toxicitou k savcim
a necilovému hmyzu [25].

Vétsi uplatnéni pro genové inzenyrstvi by mohly znamenat geny kodujici inhibitory
a-amylaz. a-Amylazy jsou pfirozené se vyskytujici hydrolytické enzymy nachazejici se
v mikroorganismech, zvifatech a rostlinach. Inhibitory a-amylaz mohou byt velkym
pfinosem jako mozny vyznamny prostiedek pfirozené a genovym inZenyrstvim
navozené rezistence GM plodin proti $kiidcim [26, 27, 28].

Podle hypotézy ,,gen-pro-gen“ [29], rezistenci k chorobam, zacinajici rozpoznanim
patogenni virulence, zpusobuji u rostlin R proteiny (R geny) [30]. Bylo zatim
charakterizovano a zaklonovano pies 30 rostlinnych R genl, navozujicich rezistenci
k bakteriim, houbam, virim, hlisticim nebo hmyzu [31, 32]. V Mexiku a Guatemale
volné rostouci diploidni (2n) druh brambor Solanum bulbocastanum je jiz dlouhou dobu
znamy svoji velkou rezistenci k plisni bramborové (Phythopthora infestans) [33].
Moznost za¢lenéni genti podmifiujicich tuto rezistenci do kulturnich odriid brambor (4n)
pomoci Slechtitelskych metod je velmi omezena rozdilnym stupném ploidie obou druhd.
I pies 40 let trvajici snahu Slechtiteld, nebyl dosud ziskan komeréné péstovany
rezistentni kultivar [34]. V roce 2006 zagaly byt v polnich pokusech ve Svédsku, v
Holandsku a Némecku testovany GM linie brambor s geny Rpi-blb2 a Rpi blbl. Tyto R
geny by mély byt zodpovédny za rezistenci rostlin S. bulbocastanum k plisni

bramborové [35].
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Piedpoklada se, ze mnohé geny kodujici obranné systémy rostlin (R geny, lektiny,
inhibitory proteolytickych enzymu, ribozomy-inaktivujici proteiny, atd.) mohly byt
z genomu kulturnich rostlin ztraceny v pribéhu domestikace a Slechténi vlivem

nepfirozené selekce.
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3. Cil magisterské prace

Cilem magisterské prace byla transformace rostlin tabaku konstruktem obsahujicim
chiméricky gen SPI2:GFP. Analyzovat transformované jedince molekularnimi
metodami PCR, RT-PCR na pfitomnost transgenu SPI2:GFP a NPTIL. Oveérit, ze
dochazi k translaci téchto genii na zakladé rustu transgennich tabakl na selekCnim
médiu a metodou Western blot.

Chiméricky gen byl vytvofen spojenim genu pro inhibitor proteaz serinového typu
SPI2 s reportérovym (markerovym) genem pro zelen& fluoreskujici protein (GFP).
Piedpoklada se, ze gen SPI2 by mohl v rostlinach navozovat vétsi odolnost proti
nékterym chorobam a hmyzim $kiidcim. Gen GFP patfi mezi reportérské geny a jeho
exprese v transgennich organismech mize usnadnit selekci transformovanych jedinct.
Transformované rostliny tabaku by mély slouzit jako modelovy organismus k oveéfeni

uc¢inku SPI12:GFP proteinu v rostlinach.
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4. Material a metodicky postup

4.1. Material pouzity k transformaci

Pro transformaci byly pouzity rostliny tabaku Nicotiana tabacum, cv. Petit Havana,
SR1 WT [36], péstované v in vitro podminkach. Transformace byla provedena pomoci
bakterii Agrobacterium tumefaciens kmene LBA 4404 obsahujiciho plazmidovy binarni
vektor pBINm-gfpS-ER (ziskany od J. Hasseloffa, Department of Plant Sciences,
University of Cambridge, UK), v pfipadé fuzniho genu upraveny (dr. Navratil, Ustav
experimentalni botaniky, v.v.i. AV CR, Praha) a oznaGovany jako PRD400-FUZE 15.
Posledné uvedeny plazmidovy binarni vektor (PRD400-FUZE 15) obsahoval dvé
prilehlé expresni kazety:

1. NPTII — Gen NPTII byl regulovan NOS promotorem a zakoncen terminacni NOS
polyadenyla¢ni sekvenci. Tento selekéni gen (neo; synonymum NPTII) podmitiujici
rezistenci k antibioticku koduje enzym neomycin fosfotransferazu 11 (NPTII), ktery
inaktivuje aminoglysidova antibiotika jako napf. kanamycin a neomycin. Tento gen
byl ziskan z bakterialniho transpozomu (Tn5 transpozonovy element z Lscherichia
coli) [37].

2. SPI2:GFP — Gen SPI2:GFP je fizen promotorem viru zilkové mozaiky kvétaku
CaMV 35S a zakon&en terminaéni NOS polyadenylaéni sekvenci. Byl ziskan fuzi
dvou genu SPI2 a GFP.

Bakterie byly mnozeny v tekutém LK médiu [44] s S50 mg.I" kanamycinu pies noc

pFi 28 °C.
4.1.1. Fuzni gen SPI2:GFP

Gen GFP (green fluorescent protein) pochazi z medizy Aequorea victoria [38], kde
jeji bilkovinny produkt (GFP) pfeméfiuje luminiscenéni modré svétlo vyzafované jinym
proteinem aequorinem, na zelené svétlo. Modifikovany gen GFP pouzivany pfi
transformacich vyzatuje svétlo po excitaci UV zafenim (A = 360-400 nm) nebo
modrym svétlem (A = 440-480 nm) v emisnim spektru A = 509-540 nm. Projev emise
fluorescenéniho zafeni nevyzaduje zadné dal$i endogenni ani exogenni slozky [39].
Tento gen je vyznamnym prostiedkem v biologii pro studovani exprese, lokalizace genu

a transport protein.
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Fazni protein SPI2 byl nalezen ve vlaknu kokonu larvy Galleria mellonella a tadi se
do tfidy inhibitori proteaz Kazalova typu [40]. Inhibitory serinovych proteaz jsou
rozdéleny do 11 strukturnich tfid [41], z nichz tfida Kazalova typu predstavuje
ovomucoidy [42]. Relativné jednoducha struktura bilkoviny SPI2 a jeji vysoka ucinnost
proti bakterialnim a houbovym proteinim vybizi k vyuziti tohoto inhibitoru pro ochranu

proti proteolytickému ataku mikroorganismu [41].
4.1.2. Média pouzita pfi transformaci a kultivaci

Veskera média byla pred pouzitim sterilizovana autoklavovanim (121 °C, 30 min.). Pro
péstovani vychozich rostlin, transformaci a kultivaci listovych diskt byla pouzita tato
média (nize jsou uvedeny navody na pfipravu a pouziti): Pokud neni uvedeno jinak,

veskeré chemikalie byly Cistoty p.a.

Zakladni MS (Murashige a Skoog, 1962) [43] médium (pH 5,7; 1 1)

ed44g ... soli MS s BS vitaminy (Sigma, USA)
e 0,1g ... ... inositol

«30g ... sacharoza

» BE  iiisemaies agar

Toto médium bylo pouzivano pro predpéstovani a klonovani vychozich rostlin tabaku

pro transformac¢ni pokusy.

C — médium (pH 5,7; 1 1), modifikované MS médium

ed44g ... soli MS s BS vitaminy (Sigma, USA)
e 0,1g ... ... ... .. inositol

e 30  ....eusss sachardza

e 8mg ... ... BAP (benzylaminopurin)

e 04mg ....... ... NAA (kyselina a-naftyloctova)

e 8g L agar

Dané médium bylo pouzivano k navozeni regenerace vyhonu u listovych explantatl

tabaku po transformaci.
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LK — médium [44] (pH 6,8; 1 1)

e« 10g ... ... sacharoza

e« 08g ... ....... kasein hydrolyzat
edg kvasni¢ny extrakt
28 KH,PO4

e« 03g .......... MgSO047 H,O

Médium bylo vyuZzivano pro kultivaci bakterii A. umefaciens

Kokultiva¢ni roztok (1 1)
«2456¢g .. ........ MgS0O,47H,0 (10mM MgSO4)

Médium pro kokultivaci listovych explantati tabaku s vektorovymi bakteriemi

A. tumefaciens.
4.2. Metodicky postup
4.2.1. Transformace

Transformace byla provedena metodou listovych diskG pomoci bakterii
A. tumefaciens (Horsch et al., 1985). Do Petriho misek (Pm) o priméru 9 cm s 16 ml
kokultivaéniho roztoku byly nastfihany segmenty listové Cepele o rozmérech pfiblizné
2 x 2,5 cm. Po zaplnéni povrchu Pm ze 2/3 byly pridany 4 ml kokultivaéniho roztoku
s bakteriemi A. tumefaciens, které byly namnozeny v tekutém LB médiu s 50 mg 1!
kanamycinu pies noc pii 28 °C. Spektrofotometrem zméfena denzita bakterii ve 20 ml
kokultivaéniho roztoku &inila ODgw = 0,391. Kokultivace listovych diskd
s A. tumefaciens v kokultivaénim roztoku probihala 2 hodiny. Nasledn€ byly listové
disky asepticky osuseny na filtraénim papiru a pfeneseny na Pm s C médiem. Misky
byly uzavieny dvéma vrstvami parafilmu a umistnény do kultivacni mistnosti
(16hodinova perioda, 40 — 70 umol (PAR) m? . s, 24 °C) a ptikryty tfemi vrstvami

filtracniho papiru.
4.2.2. Kultivace v kultivaéni mistnosti

Kokultivace listovych explantati s vektorovymi bakteriemi na C médiu probihala

2 dny. Po uplynuti této doby byla provedena subkultivace na C médium doplnéné
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o antibiotika (Timentin 500 mg.I") k eliminaci bakterii a podpofe selekce transformant
(kanamycin 300 mg.l"). Veskera kultivace probihala v kultivacni mistnosti za
konstantnich podminek teploty a osvétleni. Po 21 dnech probéhla subkultivace na
Cerstvé C médium se stejnym obsahem antibiotik. Pfi dalsi subkultivaci po 21 dnech
byly listové disky presazeny na zakladni MS (Murashige a Skoog) médium bez
ristovych latek as antibiotiky kanamycin 500 mgl”', Timentin 300 mgl".
Organogenezi vyvijejici se pryty o velikosti vétsi jak 2 cm byly odebrany a presazeny
do kultivaénich nadob s MS médiem a umistnény do kultivacni mistnosti.

Na regenera¢nim MS médiu byly transformované listové disky ponechany po dobu
dvou subkultiva¢nich intervalt. Pfi kazdém ptesazovani na MS médiu byly odebirany
velikostné odpovidajici pryty a presazeny do kultivacnich nadob s MS médiem
a péstovany v kultivacni mistnosti. Po skonceni druhého subkultiva¢niho intervalu na

MS médiu byl pokus po odebrani prytti ukoncen.
4.2.3. Péstovani rostlin To generace v GMO skleniku

Zdravé a dobie rostouci pryty potencionalné transgennich rostlin T generace byly
v rustové fazi stonku o vySce 4 nody piesazeny z podminek in vitro (z kultivaénich
nadob v kultivaéni mistnosti) do podminek in vivo (do kvétinact se substratem v GMO
skleniku). Pfi pfesazovani do pripravené a predem navlhéené zeminy, sloZené ze
substratu a zeminy (2 dily zeminy: 1 dil zahradnicky substrat B) bylo dulezité dobre
odstranit z kofinkd zbytky zivného média. Prechod z prevazné heterotrofni vyzivy na
autotrofni je kritickou fazi, pfi niz snadno dochazi k prertstani pidni mikroflory a
Ghynu rostlin. Vysazené rostlinky byly okamzité piikryty polyetylenovym sackem
navlhéenym vodou (zajisténi vys§i vzdusné vlhkosti). Prvni tfi dny zlstaly rostliny
tabaku zcela piikryté a vyss§i vzdusna vlhkost byla zajistovana pravidelnym vlh¢enim
vnitfniho povrchu sacku vodou (rozprasovacem). Po uplynuti tii dni se zacalo
s postupnym odkryvanim rostlin. Sedmy den od pfevodu do jiz byly rostliny tabaku
zcela odkryty.

Po celou dobu péstovani ve skleniku, byly rostliny tabaku pravidelné zalévany.
Vytvéfejici se kvétni organy byly z divodu zamezeni cizospraseni pfikryty papirovymi
saCky. Hnédé tobolky se zralymi semeny byly pravidelné a oddé€lené pro jednotlivé
genotypy odebirany. Pro pfekonani dormance semen a k dlohodobému udrzeni jejich

kli¢ivosti byly vzorky semen uskladnény v lednicce pii 4 az 7 °C.
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4.2.4. Selekce rostlin tabaku T, generace

Po prekonani dormance semen (cca. zal0 dnl) bylo zapocato s pfipravou vysevu
semen tabaku T, generace na selekéni médium s kanamycinem. Semena jednotlivych
genotypu byla sterilizovana 2 min 70% ethanolem a po odsati ethanolu, dale po 45 min
ve ziedéném roztoku chlornanu sodného (SAVO s vodou v poméru 1:9) s0,1 %
smacedla Tween 20. Nasledng byla semena 4x po 5 min proplachnuta sterilni
destilovanou vodou (dH,0) a rozptylena v 0,25% agaru (Difco Bacto Agar, Difco
Laboratories, Sparks, USA). K aseptickému vysevu byla pouzita pipeta se Spickou
s ustfizenym koncem. Semena jsem vyséval po jednotlivych kapkach (2 az 4
semena/kapku) ve vzdalenosti 1 x 1 cm na Pm se zakladnim MS médiem obsahujici
selekéni antibiotikum (kanamycin 500 mg.1"). Misky zalepené parafilmem byly
umistnény na 4 tydny do kultivacni mistnosti.

Na MS médiu s takto vysokou koncentraci selekéniho antibiotika Slo dobfe
vyhodnotit pomér vyvijejicich se transgennich a netransgennich rostlin tabaku. Zatimco
vyvoj transgennich jedincd probihal zcela pfirozeng (viz Pfiloha, Obr. 10), netransgenni
jedinci po vykliceni netvorili chlorofyl a jejich vyvoj byl zastaven v rustové fazi
déloznich listkG adale jiz nepokracoval. Z populace transgennich rostlin byla od
kazdého genotypu nahodné odebrana minimalné 1 rostlina, ktera byla presazena do
kultivaéni nadoby se zakladnim MS médiem a péstovana v kultivatni mistnosti pfi
standardnim rezimu osvétleni a teploty. Tito vybrani jedinci byly dale charakterizovani

pouzitim molekularnich metod a dle potfeby dale klonovani.
4.2.5. Charakterizace vybranych jedincu T4 generace
4.2.5.1. Detekce transgenu

Po vytvoreni asimilaénich listd bylo od kazdého jedince odebrano priblizné 30 mg
listové hmoty pro izolaci DNA. Izolace DNA byla provedena pomoci soupravy DNeasy
Plant Mini Kit (QIAGEN, SRN). Pfitomnost transgenu NPTII a fuzni sekvence
SPI2:GFP byla zjistovana metodou polymerazové fetézove reakce (PCR, polymerase
chain reaction).

Pro amplifikaci 774 bp velkého fragmentu z genu NPTII [45] byly pouzity primery:
o nptll-U (5 GAACAAGATGGATTGCACGCAGGA'3)
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o nptll-L (5" AAGAAGGCGATAGAAGGCGATGC'3)
PCR reakce o objemu 0,02 cm’® obsahovala:

« PPP Master Mix (Top-Bio s.r.o, Praha, Ceska republika) slozeny z 75 mM Tris-
HCI (pH 8,8), 20mM (NH4),SOy4, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl,, 200 uM
dATP a dTTP a dCTP a dGTP, 1 U Taq-Purple DNA Polymerazy,

e 0,16 uM f-primer a 0,16 pM r-primer,

« 50 ng DNA.

PCR reakce probéhla v termocykleru (Bioer, Version 2005-1,2, Japonsko) pfi tomto

teplotnim a ¢asovém nastaveni:
o denaturace 94 °C 5 minut

e 33 cykll: denaturace 94 °C 1 minuta, nasednuti (annealing) primert 56 °C 30 s,

elongace 72 °C 1 minuta
« elongace 72 °C 5 minut
Pro amplifikaci 530 bp velkého fragmentu z genu SP1:GFP byly pouzity primery:
o f-primer (S TGAGTGGGACCCTGTTTGTGGTAA3),
o r-primer (S TGTATTCCAACTTGTGGCCGAGGA3).
PCR reakce o objemu 0,02 cm® obsahovala:

e PPP Master Mix (Top-Bio s.r.o,) slozeny z 75 mM Tris-HCI (pH 8,8), 20mM
(NH4,S04, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl,, 200 uM dATP a dTTP a dCTP
a dGTP, 1 U Taq-Purple DNA Polymerazy,

e 0,16 uM f-primer a 0,16 uM r-primer,
« 50 ng DNA.

PCR reakce probéhla v termocykleru (Bioer, Version 2005-1,2, Japonsko) pfi tomto

teplotnim a ¢asovém nastaveni:
o denaturace 94 °C 5 minut

¢ 33 cykld: denaturace 94 °C 1 minuta, annealing 56 °C 30 s, elongace 72 °C 1

minuta
« elongace 72 °C 5 minut

Rozdéleni produktd PCR amplifikace probéhlo na 1,5% agardzovém gelu obsahujicim
barvivo 2% ethidium bromid v TBE pufru pfi pouziti horizontalni elektroforézy Wide

Mini-Sub Cell GT Systém (BioRad, USA) pfi napéti 90 V po dobu 50 minut. Pro
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zviditelnéni fragmentt DNA bylo pouzito UV transluminatoru (Vilber Lourmat,

Francie) a k dokumentaci CCD kamera.
4.2.5.2. Molekuldrni prukaz exprese fuzniho genu SPI2:GFP v rostlindch

Z rostlin, u nichz byla prokazana pfitomnost genu NPTII a SPI2:GFP, bylo odebrano
30 mg listové tkané pro izolaci RNA. Izolace RNA byla provedena kitem NucleoSpin®
RNA Plant (Macherey-Nagel, SRN). Celkova izolovana rostlinna RNA byla pouzita
k analyzam na pfitomnost transgenni mRNA pomoci PCR zalozené na reverzni
transkripci mRNA (RT-PCR). Reverzni transkripce mRNA byla provedena kitem

Revert Aid™

M-MuL V Reverse Transcriptase (Fermentas, Litva). Pritomnost pfislusné
cDNA byla ovéfena PCR amplifikaci fragmentu (530 bp, pfi pouziti f-primeru a r-
primeru) z genu SPI2:GFP. Pro vyloufeni mozné kontaminace izolované RNA

rostlinnou DNA byla soucasné provedena kontrolni PCR z izolované RNA.

U rostlin tabaku pozitivnich na pfitomnost transgenni mRNA byla nasledné
zjisfovana pritomnost transgenniho proteinu. K tomuto ovéfeni byla vybrana
imunochemickd metoda Western blot. Proteiny byly izolovany metodou dr.
Kludkiewicz (nepublikovany zdroj). Izolované proteiny byly rozdéleny na 12%
polyakrylamidovém (AA) gelu v 0,IM Tris pufru pouzitim vertikalni elektroforézy
(80V, 2,5 hod).

Elektricky prenos proteinii z AA gelu na nitrocelulozovou membranu probihal pfi
35V, 5°C, 12 hod. Po ukonceni transferu nasledovalo kratké oplachnuti membrany
v pufru PBS + 0,01% Tween a blokovani nitrocelulozové membrany v PBS + 0,01%

Tween + 1% Skim Milk Powder (SMP) (12 hod, pti 4 °C).

Pak byla membrana promyvana 3 x 10 min v PBS + 0,01% Tween. Navazani primarni
protilatky probihalo pfi dvouhodinové inkubaci a byl pouzit Monoclonal Anti-Green
Fluorescent Protein (GFP) CloneGSN 149 (Sigma-Aldrich, USA). Nasledovalo
promyvani 3 x 10 min vPBS + 0,01% Tween. Nasledné byla pfi dvouhodinové
inkubaci navazana sekundarni protilaitka ANTI-MOUSE IgA (0-CHAIN SPECIFIC)
Alkaline Phosphatase Conjugate (Sigma-Aldrich, USA) a opét nasledovalo promyvani
3x 10 min v PBS + 0,01% Tween.

Pro zviditelnéni vysledku metody western blot byl pouzit Western blue™ Stabilized

Substrate for Alkaline Phospatase (Promega, USA) pfi inkubaci 30 minut.
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4.2.6. Studium exprese genu SPI2:GFP

Exprese genu SPI2:GFP byla sledovana na zakladé studia fluorescence pletiv
stereomikroskopem Leica MZ 12 vybavenym fluorescen¢nim nastavcem s S50W
rtutovou vybojkou a excitacnim (395 £20 nm) a emisnim (525 +20 nm) GFP filtrem
(Leica, Svycarsko). Pozorovani exprese v pribshu kalogeneze a nasledné organogeneze
pryta z listovych segmentl probihalo pfes vicko Petriho misek bez nutnosti narusovat
prubeh in vitro kultivace. U vyvijejicich se rostlin transformovanych tabaku Ty i T,
generace byly k pozorovani exprese GFP proteinu pouzivany asimila¢ni listy z riznych

¢asti stonku.
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5. Vysledky

Z padesati listovych segmentd, pouzitych pro transformaci, bylo na selektivnim
médiu ziskano dvacet nezavislych regenerantt (potencialné riznych genotypil) tabaku.
Tito jedinci byli pozdé&ji pfesazeni z in vitro podminek do in vivo podminek (kvétinaci
s pudnim substratem v GMO skleniku). Z rostlin tabaku péstovanych v GMO skleniku
se podafilo vypéstovat a ziskat semena T, generace devatenacti genotypl. Tfi tydny po
vysevu semen téchto genotypu na zékladni MS medium s 500 mg.I" kanamycinu byly
na jednotlivych miskach spoéteny pocty zelenych (potencialné transgennich) a bilych
semenackd (netransgenich) (viz. Pfiloha, Obr. 9). Pro kazdy genotyp byly Stépné
poméry hodnoceny nejméné ve tfech Pm pochazejici ze dvou aZ tfi nezavisle
provedenych vysevl. Pro statistické vyhodnoceni priikaznosti dat §tépnych poméri byl
pouzit softwarovy produkt STATISTICA® s programem pro Chi-kvadrat test na 5%
hladiné vyznamnosti. Statistickou analyzou byly potvrzeny S§tépné poméry 3:1
(genotypy 1, 2, 3, 4, 5, 9, 11, 12, 15, 16, 17), 15:1 (genotyp 19) a dale genotypy
nestépici (genotypy 6, 10) a nepravideln& §tépici (genotypy 7, 8, 14, 18) (viz Tab. 1).
Pouze semena tabaku genotypu 13 i pies opakované vysevy nevzklicila a to ani na MS
médiu bez selektivniho antibiotika. Soulasné se na zakladé vyhodnoceni vysledki
vysevil na selektivni médiu ukazalo, ze z osmnacti genotypi tabaku T, generace pouze
jediny (genotyp 10) nejevil znamky rezistence k selektivnimu antibiotiku.

Z vchazejicich jedinct, vCetné genotypu 10 (jako jediného vypéstovaného na MS
médiu bez selektivniho antibiotika), byla vybrana od kazdého genotypu tabaku jedna
rostlina. Z téchto nahodné vybranych jedinct byla izolovana DNA, ktera byla pouzita
ke zjisténi, zda doslo k zabudovani transgenni DNA do genomu rostlin. Molekularni
metoda PCR prokazala pfitomnost transgeni NPTII a SPI2:GFP, kromé genotypu 10,
u viech vybranych genotypa T generace (Obr. 1,2 a Tab. 1).
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M1
2 3 4 5 6 9 14 16 17 18 19

Wy - S SRS SR G D S S e = 530 bp

2 3 4 5 6 9 14 16 17 18 19
TE e o ) W e () ey e ) = 4= 774 bp

Obr. 1. PCR produkty transgenii SPI2:GFP (velikost produktu 530 bp) a NPTII

(velikost produktu 774 bp) tabdku T, generace u genotypii 2, 3, 4, 5, 6, 9, 14, 16, 17, 18,
19, rozdélené elektroforézou na 1,5% agarorézovém gelu. M1 - GeneRuler'™ DNA
Ladder, Low Range (Fermentas, Litva). M2 — Mass Ruler™ DNA Ladder, Low Range,

ready-to-use (Fermentas, Litva).

M 1 7 8 1 12 15 10

—— ) S Gy - e = 530bp

i

Obr. 2. PCR produkty transgenii SPI2:GFP (velikost produktu 530 bp) a NPTII
(velikost produktu 774 bp) tabdku Ty generace u genotypii 1, 7, 8, 11, 12, 15, 10. M -
GeneRuler™ DNA Ladder, Low Range (Fermentas, Litva).
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Ze vsech jedincl pozitivnich na pfitomnost transgent byla pro zjisténi transkripce
SPI2:GFP genu izolovana RNA a provedena RT-PCR. Pomoci metody RT-PCR jsem
prokdzal pfitomnost transgenni SPI2GFP mRNA u tfinacti genotypt (genotyp 1, 2, 3, 4,
5,6,7,9,11,15,16, 17, 18, viz. Obr. 3, 4, 5 a Tab. 1).

M 4 9 44 86847 N
- — o 4= 530 bp

" "

il

M 4 9o 14 18 17 P
- ¢=530bp

R

i

Obr. 3. RT-PCR produkty transgenu SPI2:GFP (velikost produktu 530 bp) tabdku
Ty generace u genotypu 4, 9, 14, 16, 17, , N — negativni kontrola (bez DNA), P —
pozitivni kontrola, vzorek plazmidové DNA, M - GeneRuler™ DNA Ladder, Low Range
(Fermentas, Litva). U kazdé RT-PCR byla soubéiné provdadéna kontrolni PCR na
pritomnosi kontaminujici DNA ve vzorcich izolované celkové RNA. U Zddné izolované
RNA nebyl detekovan DNA produkt odpovidajici velikosti (hmotnosti) transgenu
SPI2GFP .

1 5078 SRR 1248
—-—— — w— w woww  4m= 530 bp

4= 530 bp

Obr. 4. RT-PCR produkty transgenu SPI2:GFP (velikost produktu 530 bp) tabdku
Ty generace u genotypu 1, 5, 7, 8, 11, 12, 15, M - GeneRuler™ DNA Ladder, Low
Range (Fermentas, Litva).

28



M 19 18 16 6 3 N

M 19 18 186 6 3 P

- = 530 bp

i

Obr. 5. RT-PCR produkty transgenu SPI2:GFP (velikost produktu 530 bp) tabdku
Ty generace u genotypu 19, 18, 16, 6, 3. , N — negativni kontrola (bez DNA), P —
pozitivai kontrola, vzorek plazmidové DNA, M — GeneRuler™ DNA Ladder, Low Range
(Fermentas, Litva).

Genotypy 1, 3, 5, 11 a 16 byly vybrany pro zjisténi, zda dochazi k translaci mRNA
a tvorbé fuzniho proteinu SPI2:GFP. Pro stanoveni pfitomnosti daného proteinu byla
vybrana imunochemickd metoda Western blot vyuzivajici imunochemické reakce. Pro
zviditelnéni vysledku metody Western blot byl pouzit chromogenni substrat. Vysledek

detekce na ptitomnost SPI2GFP proteinli nebyl vyrazné prikazny (Obr. 6).
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Obr. 6. Western blot provedeny u genotypu 1, 3, 5, 11, 16. P — transgenni tabdk
transformovany samotnym konstruktem mGFP5-ER, u néhoz byla viditelna GFP
Sfluorescence. Ocekavana velikost SPI2GFP proteinu je blizka 27 kDa. N -

netransformovany Nicotiana tabacum, cv. Petit Havana, SR1 WT. M — PageRuler™

Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas, Litva).

Exprese reportérového genu GFP, pfitomného ve fuznim genu SPI2:GFP, byla
pozorovana fluorescenénim mikroskopem Leica MZ 12 vybavenym fluorescenénim
nastavcem s 50W rtutovou vybojkou a excitanim (395120 nm) a emisnim
(525420 nm) GFP filtrem (Leica, Svycarsko). U kultivovanych listovych diski a
organogenezi se vyvijejicich pryti nebyla fluorescenénim mikroskopem pozorovana
vyrazné zvySend uaroven fluorescence. Pouze u nékolika genotypu T, generace ,
péstovanych ve skleniku, byla u listovych &epelti pozorovana mozaikovita fluorescence.
U tabakti T, generace nebyla pod fluorescenénim mikroskopem zaznamenana zadna

fluorescence u vyvijejicich se tkani.
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Tabulka 1. Vysledky molekularni charakterizace a stépnych pomérii na selektivnim
médiu rostlin tabaku 1) generace.

Testovano se " Metody
Genotyp Kn-R:Kn-S $tépnym X p
pomérem PCR |RT-PCR
1 152:46 3:1 0,3299663 0,565679 + +
2 447:144 3:1 0,1269036 0,721665 + +
3 272:80 3:1 0,9696970 0,324756 + +
4 67:20 3:1 0,1877395 0,664805 + +
5 188:49 3:1 2,364276 0,124143 + +
6 2413 1:0 0,0368852 0,847699 + +
7 165:74 3:1 4,531381 0,033280 + +
8 51:198 3:1 394,7108 0,000001 + -
9 310:110 3:1 0,3174603 0,573138 + +
10 0:300 — — — - —
11 230:66 3:1 1,153153 0,282891 + +
12 175:45 3:1 2,424242 0,119472 + -
13 — — — — — —
14 49:319 3:1 746,7971 0,000001 + -
15 373:130 3:1 0,1915176 0,661657 + +
16 234:85 3:1 0,4608150 0,497244 + +
17 196:72 3:1 0,4975124 0,480596 + +
18 93:420 3:1 884,9181 0,000001 + +
19 317:25 15:1 0,6557505 0,418065 + -
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6. Diskuze

Ze ziskanych sedmnaécti transgennich jedinct rostlin tabaku T, generace vykazovalo
potomstvo jedenacti genotypl na selektivnim médiu s antibiotikem (kanamycin
500 mg.I"") §t&pny pomér 3:1. Geny vlozené transformaci do genomu rostlin se obvykle
predavaji na potomstvo v poméru 3:1 [46]. Obcas je vSak T-DNA (transgenni DNA)
vloZzena do dvou nebo vice mist rostliného genomu, v dusledku toho jsou pak Stépne
poméry komplikovangjsi [47]. V mém pfipadé Stépny pomér 15:1 nasvédcujici o
integraci T-DNA do dvou rozdilnych genetickych mist (lokusi), byl zaznamenan u
genotypu 19. Naproti tomu na selektivnim médiu nestépici genotyp 6 (vSechny kli¢ni
rostliny byly odolné k antibiotiku) nasvéd€oval vlozeni vice nez dvou kopii T-DNA do
rostliného genomu. Potomstva dalSich &tyf genotypt (7, 8, 14, 18) transgennich jedincu
vykazovala nepravidelné §tépeni, z nichz pouze u genotypl 8, 14 a 18 byla prukaznost
dat prokazana jako statisticky vyznamna. Nektefi autofi [48, 49] ve svych pokusech
zaznamenali transgenni linie vice citlivé (pozitivné testované na piitomnost selek&niho
antibiotika — kanamycin ahygromycin) na selek¢ni antibiotikum kanamycin
a hygromycin, které zddvodd vys§i citlivosti vykazovaly na selekénim médiu
nepravidelné ~ §tépné poméry. Raznymi autory byly publikovany potize
s kanamycinovou selekci [50]. V nasi laboratofi [51], i pfi mé praci, se pro selekci
kli¢nich rostlin tabaku T, generace osvédCila koncentrace selekéniho antibiotika
kanamycinu 500 mg.I". Nepravidelné §tépné poméry mohou byt také zplsobeny
riznymi genetickymi a epigenetickymi pfi¢inami [52, 53, 54, 55]. Je vSak treba
zdaraznit, 7e tyto vysledky Stépnych pomérd a tvrzeni mohou byt zcela jednoznacné
potvrzeny az analyzou nasledujicich, tj. pravidelné Stépicich generaci semenacki
(vlivem mozného chimérizmu rostlin To generace vzniklych organogenezi mohou byt
vysledky analyz §t&pnych poméri potomstva T, generace pozménény).

Metodou RT-PCR provedenou u sedmnacti genotypu tabaku T, generace (pozitivné
testovanych na p¥itomnost transgenich sekvenci T-DNA), odolnych vii€i kanamycinu se
nepodafilo prokazat pfitomnost transgenni mRNA u &tyfech genotypd (8, 12, 14, 19).
Nepiitomnost dané mRNA u téchto tabaki mize byt zplisobena potlacenim exprese
prislusného transgenu. Potladeni exprese endogennich gent s vysokou homologii je
znamé jako transkripéni uml&ovani gend ,,gene silencing” (TGS) nebo post-transkripCni

,gen silencing®, ktery je zpisoben takzvanou RNA intenferenci [52, 53]. Pii TGS je
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promotorova oblast transgenu siln€ methylovana a tim je 1 transkripce genu fizena timto
promotorem inhibovana [54]. Pfitomnost konstitutivniho promotoru CaMV 35S a vyssi
pocet vlozenych kopii jsou u transgennich rostlin nejcastéjSim divodem nestability

exprese transgenu v rostlinach [55].

U vybranych genotypt (1, 3, 5, 11, 16) rostlin T, generace tabaku byla provedena
Western blot analyza pfitomnosti genového produktu — proteinu SPI2GFP. Tato prace
probihala pod odbornym dohledem dr. Kludkiewicz (Institute of Biochemistry and
Biophysics, Polish Academy of Science, Warszawa, Poland). Pro zviditelnéni vysledka
reakce byl pouzit chromogenni substrat pro alkalickou fosfatazu. Metoda detekce
chromogennim substratem je jednoducha a cenové vyhodna. V naSem piipadé vsSak
nebyl vysledek dostatecné prikazny. Pro zlepSeni viditelnosti produktu detek&ni metody
je mozné alternativné pouzit chemiluminiscencni substrat, ktery ma nékolik pfednosti.
Predev§im dovoluje provést mnohonasobnou expozici vysledku chemiluminiscencni
reakce uskuteCnéné na hybridizatni membrang, a tak ziskat co mozna nejlepsi snimek
a oproti ostatnim dostupnym substratim ma i nejvyssi citlivost [56]. Tato alternativa
viak bude predmétem navaznych studii provadénych v ramci projektu Vyzkumnych
center 1 M06030.

V prubéhu kalogeneze, organogeneze a pii nasledném vyvoji pryti tabaku nebyla
oproti ofekavani zaznamenana zadna fluorescence fuzniho proteinu, ackoliv v
nékterych pokusech jinych autort byla pozorovana viditelna fluorescence GFP v nové
vznikajicich prytech a mladych tkanich [57, 58, 59]. Pfi sledovani GFP fluorescence u
star§ich rostlin byl ve shodé s jinymi autory také pozorovan ptilezitostni vyskyt malych
fluoreskujicich oblasti v riznych tkanich [60] a fluorescence trichomt [61, 62]. Ta vSak
byla pozorovana i u netransgennich tabaku. Detekce fluorescence GFP proteinu
v transgennich rostlinach je komplikovan riznymi endogenimi fluoreskujicimi
molekulami, nachazejici se v rostlinych bunkach [63]. Tato pfirozena fluorescence
endogennich molekul je nazyvana autofluorescenci [64] (viz Pfiloha, Obr. 8). U
nékolika studovanych genotypua (4, 6) byl také zjistén mozaikovy projev fluorescence
zpusobeny shluky, nahodné rozptylenych fluoreskujicich buné€k v jinak nefluoreskujici
tkani [55] (viz Pfiloha, Obr. 7). Tato mozaikovita skvrnitost byla také popsana pfi
pouZziti reportérového genu pro luciferazu [65]. U potomstva tabakl T, generace nebyla
piekvapivé zaznamenana zadna vyrazna fluorescence tkani a bunék. Pfi zjistovani

pfi&in tohoto jevu bylo zji§téno (dr. Navratil, UEB AV CR, Praha - ustni sdéleni), Ze pfi
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tvorbé fuzniho genu SPI2:GFP byla z genu mGFP5-ER odstranéna pomoci restrikénich
enzymi Cast sekvence zodpovédna za transport transgenniho proteinu do
endoplazmatického retikula. Tato zména muze byt zodpovédna za nedostateGnou
fluorescenci GFP v tkanich, jelikoz u transgennich tabak obsahujicich T-DNA
pivodniho plazmidového binarniho vektoru pBINm-gfp5-ER, nesouciho pouze gen pro
GFP  (ziskany od J. Hasseloffa, Department of Plant Sciences, University of
Cambridge, UK) byla prokazana fluorescence tkani zpisobena pfitomnosti GFP
proteinu [51] (viz. Pfiloha, Obr. 9). Pfi transportu GFP proteinu (zavadéci sekvenci) do
endoplazmatického retikula, vykazuji transgenni rostliny vy$§i uroven GFP

fluorescence [68].
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7. Zaver

Tato diplomova prace byla zamérena na studium projevu fazniho genu SPI2:GFP
kodujiciho inhibitor proteaz serinového typu zavijeCe voskového (Galleria melonella)
se sekvenci reportérového genu pro zelené fluoreskujici protein — GFP, pochazejiciho z
meduzy Aquorea victoria, v rostlinach tabaku. Pro tento ucel byly transformovany
listové disky in vitro klonovanych rostlin genotypu Nicotiana tabacum, cv. Petit
Havana, SR1 WT [36] kokultivaci s vektorovymi bakteriemi Agrobacterium
tumefaciens.

Analyzou S§tépnych pomérl, provadénou aseptickym  vysevem  semen
autogamizovanych transgennich rostlin T, generace na média s antibiotikem
kanamycinem, byl prokazan pravidelny prenos pfislusného selektovatelného znaku
NPTII na potomstvo. V fadé pripadi byly potvrzeny jednoduché mendelistické $tépné
pomeéry (3:1, genotypy 1, 2, 3,4, 5,9, 11, 12, 15, 16, 17) nasvédCujici o integraci jediné
kopie T-DNA s insertem ¢i dvou (15:1, genotyp 19) a vice kopii (genotyp 6). Mimo to
byly ojedinéle nalezeny Stépné poméry (7, 8, 10, 13, 14, 18) ukazujici na mozné
anomalie pfi integraci a expresi transgenu NPTIL, pfipadné inzertu.

U vybranych jedinci T1 generace byla metodou polymerazové fetézové reakce
s reverzni transkripci (RT-PCR) ovéfovana syntéza mRNA odpovidajici fuznimu genu
SP12:GFP. V ptipadech zcelkovych sedmnacti analyzovanych genotyptu byl
elektroforézou produkti RT-PCR nalezen DNA fragment velikostné odpovidajici
komplementarni DNA (cDNA) fazniho genu (genotypy 1, 2, 3,4, 5,6, 7,9, 11, 15, 16,
17, 18. V pripadech (genotypy 8, 12, 14, 19) kdy s nejvyssi pravdépodobnosti dana
mRNA nebyla vytvarena, mohlo dojit k umlCeni projevu transgenu po transkripci nebo

translaci.

Studiem exprese reportérového genu GFP v rostlinach transformanta To a T,
generace pomoci stereomikroskopu se specialnim nastavcem pro GFP byly nalezeny
odliSnosti od ocekavaného projevu fluorescence (mozaicismus u rostlin Ty generace
a absence fluorescence v rostlinach T, generace). Na zakladé tohoto mého zjisténi bude
nezbytné pro transformace nékterych objektd, u nichz je zamérem vyuzit znak GFP ke
koselekci transformantd a studiu organové a tkanové exprese cilového genu, vytvorit

novy konstrukt s pln¢ funk¢énim reportérovym genem GFP.
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9. Pfilohy

Obr. 7. Mozaikovita fluorescence listu tabdaku genotypu 6, zvétseni 10 x1,6.

Obr. 8 Autofluorescence trichomii pozorovand u listii netransgenniho tabdku,
zvetSeni 4 x1,6.



Obr. 9 GFP fluorescence u tabdku T, generace transformovanych alternativnim
konstruktem se samotnym mGFP5-ER, zvétSeni 3 x1,6.
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Obr. 10 Semendcky tabdku genotypui ¢.10 a 14 Ty generace na selekcnim médiu

s kanamycinem.,
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