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Abstrakt

Transformace rostlin je dnes kli¢ovou metodou v oblasti biologie rostlin a
rovnéz se jedna o jedineCny prakticky nastroj v zlepSovani odrid kulturnich rostlin. Pti
této praci byla snaha ziskat transgenni rostliny Petunia x hybrida obsahujici transgen
nptll (gen pro kanamycinovou rezistenci) pomoci nepiimé transformace s vyuzitim
bakterii Agrobacterium tumefaciens. V podminkach in vivo byl ze semen vypéstovan
pokusny material v podobé rostlin Petunia x hybrida cv. Andrea. Pro pokusy byly
pouzity tfi rizné konstrukty, a to HLWD40 3278-80 a HLbHLH 3577 a HLbHLH 3677
GFP. Zlisthi petunii byly pfipraveny listové disky a byla provedena kokultivace na
1/2MS s bakteriemi nesoucimi pfislusné konstrukty. Kokultivace probihala ptes noc a
nasledné byly pfepasdzovany na pevné regeneracni medium. Z listovych diskt postupné
vznikly kalusy (shluky buné¢k), na kterych regenerovaly nové rostliny. Na explantatech
zacaly béhem prvnich 2-4 tydnt po transfromaci vznikat kalusy a béhem dalsiho tydne
bylo mozné odebrat prvni regeneranty. Na jeden explantat ptipadlo priimérné okolo 7
regenerantl, pii¢emz explantaty regenerované konstruktem HLbHLH 3577
regenerovaly 1épe nez regeneranty transformované konstruktem HLWD 40 3278-80.
Béhem transformace byly ziskany regeneranty. Pomoci ,.tissue* PCR bylo zjisténo, ze
15 rostlin nese gen pro kanamycinovou rezistenci. Uinnost transformace byla 3,75%.
Uspésna transformace by méla splitovat i podminku, Ze transformované rostliny budou
fertilni. Z tohoto divodu byl udélan pokus kiizeni, kdy byly kfizeny rostliny
transformované Papl 1527/2 a Papl 1572/4 s rostlinami kiizenymi HLWD 40 3278-80.
Na vyrostlych rostlinach byla provedena reakce PCR.
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Abstract

Plant transformation is now a key research in plant biology, and also is a unique
practical tool in the improvement of varieties of cultivated plants. The aim of this work
was to obtain transgenic plants Petunia x hybrida containing transgene nptll
(kanamycin resistance gene) using the indirect transformation by Agrobacterium
tumefaciens. In terms of in-vivo was grown from seeds experimental material in the
form of plant Petunia x hybrida cv. Andrea. For the experiments three different
constructs HLWD40 3278-80 and HLbHLH 3577 and HLbHLH 3677 GFP were used.
The leaf explants from Petunia plants were prepared. Explants were transferred using
tweezers into the crucible containing liquid 2 MS and prepared bacteria were added.
Thus prepared explants remained in bacteria the next day, when they were transferred to
the regenerating solid ground. The explants formed callus gradually (clusters of cells)
which regenerate a new plant. Transformation should satisfy the condition that the
transformed plants should be fertile. For this reason, an attempt was made crossing the
transformed plants were crossed Papl 1527/2 and Papl 1572/4 with plants crossed
HLWD 40 3278-80. The grown plants were analysed by a PCR reaction. The explants
began during the first 2-4 weeks after transfromation to form callus and during the next
week to remove the first regenerants. At one exulant fell averaged around 7 regenerants
and the explants regenerated by construct HLbHLH 3577 regenerate better than
regenerants transformed with construct HLWD 40 3278-80. During the transformation
we obtained regenerants. With "tissue” PCR, it was found that 15 plants carried the gene

for kanamycin resistance. Transformation efficiency was 3.75%.
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1. UVOD

Transformace rostlin je dnes klicovym vyzkumem v oblasti biologie rostlin a
rovnéz se jedna o jedinecny prakticky nastroj v zlepSovani genetického potencidlu a
tvorby novych odrid kulturnich rostlin. Rostlinné transformace pomoci nejriiznéjsich
metod zaclenéni novych genli do rostlinného genomu jsou jiz popsany piiblizné¢ u sto

dvaceti rtiznych rostlinnych druhti pfiblizné z 35 celedi.

Transformace je zavadéni DNA, pfedstavujici klonovany gen do buiiky tak, aby
se projevil protein kddovany genem. Prestoze fyzické vlozeni DNA do bunééného jadra
je jednoduchy proces, exprese proteinti kodovanych touto DNA, kterd neni soucasti
chromozomu, je Casto jen piechodna. Naproti tomu DNA zaélenéna do chromosomu,
bude pteddna béhem mitdzy do vSech dalSich dcefinych bunék. Jedna se pak o "stabilni"
transformace, kterd umozituje po vneseni DNA do jedné buniky kompletni regeneraci
kompletniho organismu z této jedné transformované buiiky, kdy kazdé buiika obsahuje

kopii noveé vnesené DNA.

Schopnost zabudovat a exprimovat rizné cizi geny v rostlinich byla prvni
popsana u rostlin tabaku Nicotiana, a to jiz v roce 1984. Dnes uspésné transformace
rostlin jsou pouzivany u ekonomicky vyznamné rostlinné druhy, jako jsou vyznamné

polni plodiny, zeleninu, okrasné a 1é¢ivé rostliny, ovocniny i lesni dieviny.

Cilem této prace bylo otestovat vliv transkripénich faktori typu bHLH a WD 40
pochazejicich z ¢eského chmelu Humulus lupulus Oswaldova klonu 72 na rostlinném
druhu Petunia x hybrida a ziskat transgenni linie této rostliny. Rod Petunia byl vybran,
protoze je, spole¢né s rodem Nicotiana v praxi vyuzivan jako modelovy organismus pro

praci s Humulus lupulus.



2. LITERARNI RESERSE

2.1.Bakterie indukujici morfogenetické zmény rostlin

2.1.1. Historie transformace rostlinnych bunék pomoci bakterii rodu

Agrobacterium

U bakterie rodu Agrobacterium tumefaciens se dlouhodobé piedpokladaly
schopnosti geneticky ménit rostlinné buiky. Pouze diky malym znalostem nebo

neexistenci adekvatnich metod nebylo mozné tuto schopnost dlouho prokazat.

Bylo zjisténo, Ze v rostlinnych tumorech vznikajicich jako dusledek infekce
Agrobacterium tumefaciens jsou piitomny charakteristické nadorové specifické latky.
Tyto latky, které jsou ve své podstaté vétsSinou estery nékterych bazickych aminokyselin
s jinymi nizkomolekularnimi latkami, se nazyvaji opiny. Nediferencovana pletiva jsou
dale schopny rist v in vitro podminkéch bez ptfidani rostlinnych hormond auxinli a
cytokininii do agarového média. Tyto hormony jsou jinak nezbytnym ptfedpokladem
pro dediferenciaci bun¢k béhem kalogeneze a rist kalusu v in vitro podminkach. Tato
vlastnost, tj. schopnost ristd a déleni puvodné diferencovanych pletiv bez dodani
fytohormonil, 1ze povazovat za diikkaz genetické modifikace rostlinnych bun¢k pomoci

bakterii Agrobacterium tumefaciens.

2.1.2. Rody bakterii vyuZivanych pro morfogenetické zmény rostlin

Bakterii, které maji schopnost zptisobovat morfogenetické zmény v rostlinach je
Agrobacterium, Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Pseudomonas a
Corybebacterium (Chilton, et al., 1977). Néktefi zastupci ze zminénych rodd ovliviuji
rostlinu jen docasné a nedochazi k ptenosu genetické informace z bakterie do rostliny
(napf. bakterie Pseudomonas), u jinych dochazi k trvalému zabudovani bakterii do
pletiv rostliny (napt. bakterie Rhizobium — tvorba hlizek na kotenech). Pouze bakterie
rodu Agrobacterium jsou ale schopny vnést své specifické geny, které se nachazi v ¢asti
velkého plazmidu Ti, ptfipadné Ri, do genomu rostliny. Plazmidy Ti jsou schopny
vyvolat rostlinné nadory pouze Vv ptipadé bunck bakterii Agrobacterium a Rhizobium
(Gelvin, 2003).



Samotny rod Agrobacterium obsahuje ¢étyfi druhy, a to: Agrobacterium
tumefaciens, o kterém bude nasledné pojednano, Agrobacterium rhizogenes,
Agrobacterium rubi a nové také Agrobacterium vitis. K témto druhtim byva pfifazen
jesté druh Agrobacterium radiobacter, ktery ma ale identickou sestavu s Agrobacterium
tumefaciens (El Sayed, Olama, Allam, 1983). Jednotlivé druhy se od sebe odlisuji

pomoci kritérii DNA-DNA-hybridizace a numerické taxonomie.

2.2.Prenos DNA z Agrobacterium do rostlinné buiiky

Po vice nez dvé desetileti, védci pouzivali genetickou transformaci
zprostiedkovanou bakteriemi rodu Agrobacterium k vytvafeni transgennich rostlin.
Védci zjistili, ze pfenos T-DNA muze byt proveden, i pokud nezbytny Ti-plazmid byl
rozdélen do dvou oddili, a to T-DNA a geny virulence (vir) potfebné pro zpracovavani
a prenos T-DNA. Tento binarni systém umoznil snadnou manipulaci s bakteriemi rodu
Agrobacterium a oteviel moznosti rostlinného genetického inzenyrstvi pro mnoho
odvétvi (Zaenen, et al., 1974).

Vv

a) T-DNA (transferred DNA), ktera sice do bunék rostliny vstoupi, ale sama
0 sobé nema potfebné geny pro vlastni integraci. Tato samotnd T-DNA plazmida Ti a
Ri obsahuje pouze hrani¢ni sekvenci 25 part bazi (Koukolikova-Nicola, Hohn, 1993).
Sekvence bazi je siln€ konzervativni, 1 pfes mirné odchylky v potadi bazi mezi riznymi
typy T-DNA a mezi levou a pravou stranou. Zobecnénim byla odvozena konsenzus
sekvence (tj. sekvence nejlepsi shody): TGGCAGGATATATTCXGTTGTAAA/TTIC, kde
A/T a T/C popisuji, Ze na daném misté mohou vyt obé baze, pii¢emz prvni uvedena je

vzdy Castéjsi (Rommens, et al., 2005).

b) Usek virulence, &ast, ktera obsahuje potfebné geny pro funkce, které
podminuji pfenos T-DNA do rostlinnych bunék a jejich zaclenéni do rostlinného
genomu. Usek virulence ma délku 35 kb. Na mapé plazmidd Ti a Ri se nachazi
v rtiznych vzdalenostech vlievo od T-DNA. Usek virulence se sklada za Sesti operonii:
VirA, virB, virC, virD, virE a virG. Geny useku virulence zprostredkuji oddéleni T-DNA

a Ti plazmidu a nasledny ptenos do buiiky rostliny (Hoekema, et al., 1984).

Ptenos T-DNA do bunék rostlin indukuji fenolické latky typu acetosyringonu

jako je kyselina lysergova, vanilin, kyselina galova, pyrogalol, kyselina ferulova a dalsi
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latky. Fenolické latky jsou produkovany bunkami, u kterych bylo zaznamenano
poranéni, u vétSiny dvoud€loznych rostlin ale ne u bunék vétsSiny rostlin
jednodéloznych. Usek vir je pak indukovan kyselinou skoficovou a flavonoidy. Geny

useku virulence jsou aktivovany i opiny (Bolca, et al., 2009).
Vnesenim T-DNA do genomu rostliny dojde k rozsiteni genomu rostliny o:

a) geny pro nové moznosti biosyntézy rostlinnych hormonti, auxini a
cytokinind. Rostlinné pletiva nasledné rostou jako nediferencované nadory. Pii in vitro
kultivaci dochazi k rGstu na zivné pudé bez piidavku rastovych regulatori a rlst je
pfiblizné stejné rychly jako pfi rastu kalusu na pidé€ s optimalni koncentraci ristovych

latek. Transformovana pletiva pak rostou jako koteny (EKIof, et al., 2000).

b) geny pro syntézu nadorové specifickych latek tzv. opint. Tyto latky
slouzi jako zdroj uhliku, dusiku a energie pro bakterie, které transformaci vyvolaly

(Grotewold, 2008).

Prvnim krokem zachyceni bunék Agrobacterium tumefaciens na rostlinnych
bunkach je navéazani bakterii na rostlinné buiky. Receptory, které za navézani
zodpovidaji, jsou pravdépodobné specialni proteiny. Tyto proteiny jsou kodovany geny,
které jsou umisténé na bakterialnim chromozomu. Jde o lokusy chvA, chvB a pscA. Tyto
lokusy se ucastni syntézy a vylucovani B-1,2-glukanu a také exoC a att (Castro, et al.,
1996).

Vyse zminéné opiny, které aktivuji seky virulence, jsou rozeznavany receptory
na bunéénych sténach bakterii Agrobacterium. Diky tomu se bakterie pfiblizi
K rostlinnym pletivim chemotaxi a nasedaji na bunéénou sténu rostlinnych bungk.
Nasledné doje k aktivaci gent useku virulence. Bakterie Agrobacterium pii chemotaxi
reaguje na ruzné cukry slouceniny, ale také na fenolické produkty. Vysadni postaveni
ma acetosyringon, ktery zesiluje interakci mezi bunkami rostliny a bakterie. Poté co
dojde k rozpoznani piijmové buriky, dojde k navazani bakterie Agrobacterium na bunky
rostliny (Vergunst, et al., 2000). Tento proces je umoznén a zprostfedkovan
bilkovinami, které¢ jsou zakodovany geny bakterialniho chromozomu chvA, chvB a

pscA, kdy podle Castro, et al. (1996):

e gen chvA koduje protein podminujici vylucovani B-1,2-glukanu

Z bakterie
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e lokus chvB kéduje protein, ktery spoluptisobi pii syntéze B-1,2-glukanu

e gen pscA koduje enzym, ktery se podili na syntéze bakteridlnich

extracelularnich polysacharidi.

Ptenos T-DNA potom zacina od pravé hrani¢ni sekvence 25 bp, kde se vytvofi
zlom v dolnim vlakn¢ T-DNA. Podle (Vergunst, et al., 2000) je T-DNA do rostlinnych
bun€k vnesena za pomoci komplexu proteinti, které jsou produktem operonu VvirB a
genu virD4. Tento transportni systém VirB/D4 potom podminuje pienos
nukleoproteinového T-komplexu do rostlinnych bunék. Ve skute¢nosti ale dochazi
pouze Kk pienosu proteint, které jsou vysledkem geni virulence VirE2 a virF a T-DNA

je pouze pasivné nesena. Protein VIrE2 je husté navazan po celé délce T-DNA .

Nésledné je potfeba umistit T-DNA do jadra buniky. Aby proteiny mohly
vstupovat do jadra, je potifeba aktivovat jaderné pory, a to za pomoci signalu pro
jadernou lokalizaci. Tento signal je pfendSen bud’ samotnym proteinem anebo
pfipojenym pomocnym proteinem. Je tedy jasné, ze i pro nasmérovani T-DNA
z cytoplazmy do jadra musi existovat néjaky proteinovy mechanismus. Herrera-Estrella,
Van Montagu a Wang (1990) popsali kovalentni vazbu mezi pravym koncem T-DNA a
proteinem, ktery je produktem genu virulence virD2. Zaroven dokazali, ze protein D2

pusobi jako signal pro lokalizaci do jadra (Koukolikova-Nicola, Hohn, 1993).

Nezbytnou podminkou ptfenosu T-DNA do rostlinnych bunck je aktivita
chromozomalnich genii virulence. Produkty téchto gent se podili na prvnich fazich
interakce mezi rostlinnymi bunkami a bufikami bakterie Agrobacterium a na regulaci
gend useku vir. Operony chvA a chvB se podili na pfisednuti bun€k bakterii na bunky

rostliny (Hoekema, Hooykaas, Schilperoort, 1984).

Cely proces integrace T-DNA do bungk rostliny 1ze podle (Koukolikova-Nicola,
Hohn, 1993) shrnout od nasledujicich krokd:

a) Jsou rozpoznany citlivé buniky rostlin bakteriemi rodu Agrobacterium.

b) Po poranéni zacnou rostlinnd pletiva vylucovat fenolické a dalsi latky

typu acetosyringonu. Tyto latky nasledné zaktivuji geny vir-oblasti plazmida Ti a Ri.
C) Dochazi k pozitivni chemotaxi k poranénym buiikam rostliny.

d) Bakterie se pfipoji k rostlinnym buiikdm pomoci genti chvA, chvB a pscA

chromozomalni DNA bakterii Agrobacterium. Signalni molekuly se navazi na
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receptorové proteiny bunéénych stén. Tyto proteiny jsou produkované genem VirA.

Dojde k aktivaci proteinu virG proteinem virA (Hichri, et al., 2011).

e) Signaly se prenasi pres bakterialni bunéénou sténu a aktivuji transkripci

gend VirB, virC, virD a virE.

f) Dochéazi k uvolnéni jednovldknovych kopii T-DNA, které se mohou

nasledné pfenést do bunék rostliny.

9) Za pomoci endonukleazy kodované geny virD1 a virD2 dochazi ke
vzniku jednovldknovych zloml na specifickych mistech. Dojde k vystfizeni

jednovlaknové T-DNA z plazmidu Ti.

h) Odkrouceni jednovlaknové T-DNA zprosttedkované proteiny, které jsou
kodované geny virD1, virD2 a virE2.

ch)  Vytvoii se pienosové komplexy T-DNA a polypeptidd. Ty jsou
koédované geny virD1, virD2, virE2 a mozna také virB. VIirE2 je ptipojen po celé délce
T-DNA.

)] Komplex je pfenesen pies bakterialni i rostlinnou bunécnou sténu za

pomoci proteint virD2 a Virg2.
)} Pies jaderné pory je T-DNA vnesena do bunécného jadra.

k) V bunécném jadru je T-DNA integrovana do rostlinného genomu.

2.3.Mechanismy a metody transformace

Pod pojmem transformace dnes rozumime ptenos ciziho genetického materialu

(DNA, RNA) do buniky baktérii, rostlin ¢i hub (Snustad, Simmons, 2009).

Pivodné vSak byl termin transformace vyhrazen pouze pro proces vnaSeni
cizorodé DNA do bakterii a pro mechanismy, které tento proces kontroluji. Pro zapojeni
cizorodé DNA do genomu eukaryontnich bun¢k se piivodné zavedl pojem transgenoze
(Doy, Gresshoff, Rolfe, 1973). Pivodné i tento termin ale znamenal néco jiného. Pojem
vyplynul z pokust (Merril, Geier, Petricciani, 1971), ktery vyraz transgenoze zavedl pro
docasnou expresi bakteriofaga y v eukaryontnich bunikéach tkanovych kultur. V soucasné
dob¢ ale pojem transgenoze a transformace splyvaji velmi Casto v jeden a popisuji

stejné procesy.
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2.3.1. Tranzientni exprese

Tranzientni exprese, jinak také oznacovand jako docasna exprese, je exprese
signalniho transgenu, kterd je vyvoland tim, Ze je do jader bunék pronikne vétsi
mnozstvi usekli T-DNA. Diive nez dojde k jejich zaclenéni do genomu nebo dojde
k jejich degradaci nukleazami, prob&éhne jejich exprese. Tento proces je mozny provadét
jak bakteriemi Agrobacterium, tak pfimym vnesenim plazmidové DNA do protoplasti
elektroporaci, nebo vnesenim cizorodych gent do rostlinnych bunék pomoci virovych

vektoru (Goff, Cone, Chandler, 1992).
Vyhodou tranzientni exprese je fakt, ze:

a) vysledek, kterym posoudime ucinnost pouzitych regulacnich sekvenci

Vv daném genomu, ziskdme ve velmi kratkém casovém horizontu,

b) muze byt aplikovana na cela pletiva a rostliny,

c) muze byt provedena exprese n¢kolika genii najednou,

d) mize zaroven ovliviiovat mnoho rtiznych tkani rostlin

e) lze aplikovat u riiznych druhil rostlin a genotypt, a to i u takovych, kde

nedochazi k integraci T-DNA (Boivin, et al., 2010).

Pii pouziti bakteriemi Agrobacterium tumefaciens se jako indikacni systém
exprese pouziva nejCastéji transgen pro B-glukuroniddzu GUS a obvykla doba od
pocatku inokulace bakteriemi Agrobacterium do nastupu exprese je piiblizn¢ 48 hodin.
Podle (Sparkes, et al., 2006) je transientni exprese vyrazné intenzivnéj$i nez exprese
béZné dosazend po integraci transgenl. Stupen exprese je zavisly na misté integrace

transgenu do genomu (Simmons, Van Der Gheynst, 2007).

2.3.2. Transformace prostiednictvim bakterii Agrobacterium

Snahy o transformaci rostlin pomoci bakterii Agrobacterium probihaly
v n€kolika krocich. V prvnim kroku byly inaktivovany jednotlivé geny T-DNA
vnasenim transpozontli, v druhém kroku byla nahrazena celd T-DNA novymi geny.
Nasledné byla tato metoda zdokonalena rozdélenim funkci pivodniho plazmidu Ti a
rozdéleni na dva plazmidy, z nichz jeden nese samotnou T-DNA a druhy usek virulence

jak bylo jiz vySe detailné popsano (Zaenen, et al., 1974).
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2.3.2.1.  Princip vektorua

Pokud chceme bakterie Agrobacterium vyuzit jako vektory transgent, je nutné
Zz T-DNA odstranit pivodni geny a nahradit je jinymi. Z ptivodni T-DNA pak ziistane
zachovana jen hrani¢ni sekvence. Pro tento proces by byla potfeba vhodna restrik¢ni
endonukledza, ktera zpusobi zlomy pouze uvnitt T-DNA co nejblize k hrani¢nim
sekvencim. Takovy restrikéni enzym ale neexistuje. Zakladem pro tpravu T-DNA
plazmidu Ti je rozStépeni celého Ti plazmidu restrikéni endonukledzou na velké
mnozstvi fragment. Plazmid Ti ale obsahuje velké mnozstvi restrikénich mist pro

vSechny restrikéni endonukleazy (Chilton, et al., 1977).

Velky vyznam maji fragmenty T-DNA. Jednotlivé fragmenty T-DNA Ize
klonovat do malych plazmidovych vektoril a jednotlivé tiseky T-DNA rizné€ pospojovat.
Timto zplsobem lze ziskat plazmid s kratkym usekem s levou hrani¢ni sekvenci, kratky
usek s pravou hrani¢ni sekvenci a mezilehly usek jiné T-DNA. Tento utvar se nazyva
intermediarni plazmid, tj. prostfednik pfi modifikaci T-DNA plazmidu Ti. Gen, ktery
pottebujeme do T-DNA Ti plazmidu vnést se vsune do intermediarniho plazmidu T-

DNA restrikénim $tépenim a ligaci (Tinland, 1996).

Pokud vsuneme intermedidrni plazmidy do velkého mnozstvi bunék
Agrobacterium, udrzi se trvale jen v bunkach, kde doslo k rekombinaci mezi
homolognimi useky plazmidl Ti a intermediarniho plazmidu. Jednoducha rekombinace
ma za nasledek vznik kointegratu, dvojita rekombinace pak vyusti v substituci useku

plazmidu Ti za Gsek vektorového plazmidu (Rommens, et al., 2005).

Kointegrativni vektor, je takovy vektor, ktery je tvofen plazmidem Ti, u kterého
je T-DNA modifikovana vélenénim kointegrativniho vektoru. Sekvence T-DNA, ktera
se integruje do genomu rostliny spoleéné¢ s zadanym genem, nesmi vyvolat zadné
diferencia¢ni zmény rostlin, tj. musi byt zbavena genii pro syntézu auxinil a cytokinint.
Navic musi T-DNA obsahovat krom vnasené¢ho genomu selektovatelny gen, ktery
umozni detekovani a selekci transformovanych pletiv (Walden, Wingender, 1995).
Prvni kointegrativni vektor zaloZeny na intermedidrnim plazmidu se je nazvéan
pGV3850 a jedna se o modifikovany Ti-plazmid C58 s genem pro nopalinsyntazu.
Dalsi geny, které se maji prenést do genomu rostlin s vlastnim promotorem, jsou
nejprve integrovany do intermediarniho plazmidu pBR322. Tento plazmid je obohacen

0 gen pro rezistenci K jinym antibiotikiim, nez je ampicilin. Tento hen se projevuje
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Vv bakteriich. Takto upravené buiky bakterie Agrobacterium se nasledné selektuji.
Rezistence vznika diky kointegratu mezi sekvenci pBR322 plazmidu pGV3850 a
odpovidajici sekvenci intermediarniho plazmidu (Zambryski, et al., 1983). Takto
vytvoreny kmen bakterie Agrobacterium tumefaciens je mozny pouzit pro naockovani
rostlin nebo protoplasti. Tim jsou zajiStény podminky pro diferenciaci rostlinnych
pletiv a nasledné se u kalusti nebo regenerovanych pletiv zjistuje syntéza nopalinu, coz
dokazuje transformaci. Timto zptisobem Ize zhodnotit expresi dalSich gend, které jsou

do rostlinného genomu vneseny (Walden, Wingender, 1995).

Jind (pro tuto praci dulezitd) varianta plazmidu pGV3850 je plazmid
pGV3850neo, ktery v iseku pBR322 obsahuje gen nptll pro rezistenci ke kanamycinu.
Tento gen se projevuje Vrostlinném genomu a lIze tedy provadét selekei
transformovanych pletiv na zakladé kanamycinové rezistence (Dolgov, Mitiouchkina,

Skryabin, 1997).

Kmeny Agrobacterium tumefaciens, u kterych byl plazmid Ti rozdélen na dva
plazmidy, se nazyva binarni vektor. Jeden isek plazmidu neobsahuje T-DNA ale tsek
virulence. Druhy tsek plazmidu obsahuje T-DNA, ktera je nesena typem plazmidu,
ktery se replikuje v Agrobacteriu a ma selektovatelny gen pro rezistenci k né€kterému
z antibiotik a nema vir (Bevan, 1984). Vyhodou rozdéleni plazmidu Ti na dv¢ ¢asti, kdy
mensSi vektorovy plazmid je dostatecné maly s vhodnymi restrikénimi misty pro
zabudovani cizorodé¢ sekvence DNA do T-DNA, je snadnd genova manipulace pro
tipravu Agrobacterium (Lee, Gelvin, 2008). Upravy plazmidi in vitro se provadi
Vv bakteriich E. coli. Do t-DNA vychoziho vektorového plazmidu se zaéleni gen, ktery je
potieba vnést do rostlin. Plazmid ma zpravidla v T-DNA syntetickou sekvenci, ktera se
stava z cilovych mist pro mnoho restrikénich endonukleaz. Tato mista jsou naprosto
unikatni. Tato synteticka sekvence v T-DNA se nazyva polylinkerova sekvence
(Khanna, Daggard, 2003). Nasledné dochazi k vystépeni genu, ktery chceme pienést do
rostliny, z DNA n¢kterym z restrikénich enzymi a stejnym je nasledné rozstépen
vektorovy plazmid v polylinkerovém useku. Zadouci gen je poté zaclenén do plazmidu
ligaci a transformovan do bunék E. coli (Bevan, 1984). Buriky s plazmidem se izoluji,
rozmnoZi se a nasledn¢ znova izoluji. Takto izolované buiky se rozstépi restrikénimi
endonukledzami a ovéii se, zda maji pozadovanou strukturu. Pokud ano je mozné je
pomoci bakterialni konjugace nebo transformace pienést z bunék E. coli do bun¢k

Agrobacterium tumefaciens (Lee, Gelvin, 2008).
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Kwvili velmi nizké schopnosti transformace u vétsiny dvoudéloznych kulturnich
rostlinnych druhti je snaha o zvySeni schopnosti virulence u bakterii Agrobacterium
tumefaciens. O stupni virulence rozhoduje piedevs§im virG, ktery je schopen aktivovat
dal$i geny virulence. Zvlasté virulentni je agropinovy typ Agrobacteria A281 s Ti
plazmidem Bo542. Uginnost transientni exprese se pii pouZiti tohoto kmene zvySuje az

na pétinasobek (Hood, Fraley, Chilton, 1987).

2.3.2.2.  Selektovatelné a reportérové transgeny

Jako chimérické transgeny oznacujeme takové transgeny, které jsou slozeny

z usektt DNA, které pochazi z riznych genomu. Rozeznavame dva rizné typy genti:

a) selektovatelné geny, které prenasi rezistenci k latce, kterd muze byt
pfiddvand do agarového média nebo jinak aplikovand na rostliny a kterd se vyuziva

k selekci transgennich bunék a pletiv (Ramessar, et al., 2007).

b) reportérové neboli signalni geny, jejichZz biochemicky produkt se da

jednoduse zjistit a kvantifikovat (Bhatnagar, et al., 2010).

2.3.2.2.1. Selektovatelné transgeny
Pro selektovatelné transgeny se vyuziva nékolik selekénich systému:

a) Transgen  pro  rezistenci ke  kanamycinu  nptll  kodujici
neomycinfosfotransferazu II. Pivodné byl gen soucasti transpozont TnS, kdy kodujici
sekvence je lokalizovana na fragmentu ohrani¢eném restrikénimi misty enzymt Bglll-
BamHI. Kanamycinova resistence se projevuje velmi intenzivné v rostlinnych pletivech,
ktera jsou schopna normalniho ristu pfi bézném pouziti kanamycinu (Carrer, et al.,

1993).

K dikazu projevu genu nptll se pouziva metody, kde jsou z rostlin extrahovany
proteiny a rozdéleny elektroforézou v polyakrylamidovém gelu. K tomuto gelu se
ptidava roztok sobsahem ATP znacené radioaktivnim fosforem a s kanamycinem.
Kanamycin a ATP se do¢asné€ navazi na enzym a vytvotfeny fosforylovany kanamycinu
se na mist¢ lokalizace enzymu NPTII navaze na fosfocelul6zovy filtr. Po autoradiografii

zanecha na téchto mistech charakteristické stopy (De Vries, Wackernagel, 1998).

Neptima metoda detekce je umisténi vyhont rostlin na médium s kanamycinem.

Vyhony rostlin nejsou schopny zakotenit a rostlina postupné odumte. Pokud jsou ale na
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agarové médium s ristovymi latkami a kanamycinem umistény fragmenty listl, dojde
k regeneraci kalusti vzniklych z bunék transformovanych bakteriemi Agrobacterium

(Bevan, 1984; Paszkowski, et al., 1984).

b) Chiméricky transgen pro rezistenci k hygromycinu, tedy antibiotiku,
které blokuje proteosyntézu u prokaryont i eukaryont. Selekcni systém je ale vyuzivan
jen ojediné€le, protoze hygromycin je vysoce toxicky pro rostlinné i zivocisné bunky

(Elzen, et al., 1985; Waldron, et al., 1985).

C) Chimérické transgeny pro rezistenci K antibiotikiim streptomycinu
(Honore, Cole, 1994; Lederberg, 1951), gentamycinu (Elsinghorst, 1994) a neomycinu
(Hille, et al., 1986)

d) Transgen pro reziscentci k herbicidu glufozinatu (Rohrer, et al.)

e) Transgen pro rezistenci k sacharidu mandze (Joersbo, et al., 1998)

2.3.2.2.2. Reportérové transgeny

Reportérové transgeny slouzi jako métitko stupné exprese transgent s raznymi
promotory, strukturou, v ruznych genotypech, pletivech a a za riznych podminek.
Obsahuji vzdy sekvence pro projev v genomu rostlin, ale kddujici sekvence byva bud’

bakterialni, nebo zivo¢isného pivodu (Bhatnagar, et al., 2010).
Jsou popsany rizné chimérické geny, z nichZ nejdilezitéjsi jsou:

a) Transgen pro chloramfenikolacetyltransferdzu. Tento enzym pusobi

acetylaci chloramfenikolu na dvou mistech molekul (Laban, Wirth, 1989).

vvvvvv

b) Transgen pro B-glukuroniddzu. Jedn4 se o zatim nejusp&$néjsi signalni
gen, ktery meéni dostupné substraty na modie zbarvené nebo fluoreskujici latky. Aktivita
genu se detekuje bud’ fluorescen¢ni metodou nebo histochemickou metodou (Pavlikova,
et al., 2004).

C) Transgen pro luciferdzu, kdy dochazi k emisi viditelného zafeni po
dodani substratu k rostlinnému proteinovému extraktu transgennich rostlin (Millar, et

al., 1992).

d) Transgen pro zelené fluoreskujici protein, ktery byl klonovan z medizy

Aequorea victoria (Chiu, et al., 1996).
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2.3.2.3. Transformace rostlinnych pletiv

Pro vyuziti vektort, které do rostlinného genomu vna$i pouze rezistenci ke
kanamycinu nebo jinému antibiotiku se vyvinula metoda nazvany diskova metoda
transformace, kde se odeberou z asepticky kultivovanych rostlin ter¢iky a ty se kultivuji
spolecné s bakteriemi Agrobacterium a nasledné se pfenesou zpét na agarové médium
s vhodnym selek¢nim agens umoziujicim pieziti jen transformovanych bunck. Agarové
médium obsahuje také rustové latky a antibiotika, které dohromady pomahaji ke
kalogenezi a naslednému vzniku pupend. Ve vhodném stadiu jsou pieneseny vyhony
k zakofenéni. Pro zvySeni rychlosti exprese gent virulence se ptidava do agarového

média acetosyringon (Mccormick, et al., 1986).

Pokud je tato metoda obtizné proveditelnd je mozné pouzit metodu transformace
ustiizenych ristovych vrcholl, kdy se v kultivaci pokracuje bez kalogeneze a ristovy

vrchol da vzniknout celé rostling (Dutt, et al., 2007).

Vyjimetné postaveni pii transformaci pomoci bakterii Agrobacterium
tumefaciens ma rostlina Arabidopsis thaliana, u které existuji metody umoziujici
obchazeni vyuziti tkanovych kultur, a to pomoci transformace cerstvé namocenych
semen do suspenze Agrobacterium tumefaciens. Predpoklad je ze bakterie preziva
Vv rostlinach az do stadia kveteni rostliny a k transformaci dochazi pravé az pti vyvoji

kvéta (Bechtold, Pelletier, 1998).

Pivodné se predpokladalo, Ze integrovat T-DNA do genomu jednodé€loZznych
rostlin je nemozné. Tento predpoklad vSak byl vyvracen v riiznych experimentech, kdy
byla potvrzena i trvala integrace bakterie Agrobacterium tumefaciens. Obecné dochazi
v téchto piipadech k pouziti embryonalnich rostlinnych pletiv (Shrawat, Lorz, 2006).
Podstatou feseni je prekonani problému s aktivaci gend virulence v Ti plazmidu, pro
nichZ jsou potieba latky fenolické povahy. Tyto latky se v jednodé€loZnych rostlinach
vyskytuji pravé jen v embryondlnich pletivech. Metoda byla UspéSné ovéfena na
raznych hospodatskych jednodéloznych rostlinach, jako je Oryza (Chan, et al., 1993),

Hordeum nebo Triticum (Hensel, et al., 2009).
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2.3.3. Pfima transformace

Jak jiz bylo zminéno, neni mozné nebo zcela vhodné pouziti transformaci
pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens u vSech rostlin, konkrétné u rostlin
jednod€loznych. Dnes jiz sice tato transformace byla aplikovdna u pletiv riznych
obilovin jako napt. Zea mays, Oryza a dalSich, ale také u dalSich rostlin jako je napf.
Asparagus, ale ptesto byla vyvinuta metoda pfimé transformace. Tato transformace

nepouziva bakterie Agrobacterium (Takenaka, et al., 2000).

Nejstarsi metodou byla aplikace bakteridlni DNA na kli¢ici semena. Zmény ve
fyzikédlnich a chemickych vlastnostech u hydratovanych semen jsou pro pfijmuti

cizorodé DNA piiznivé (Senaratna, et al., 1991).

2.3.3.1. Transformace protoplasti

Obvyklym vychozim bodem pro transformaci byly rostlinné protoplasty. Dnes je
vSak obvyklejsi transformace celych pletiv, a to z divodu Spatnych regeneracnich

vlastnosti rostlin z protoplastii.

Postup pro transformaci Cerstvé izolovanych protoplasti spociva v inkubaci
protoplastl v tlumivém roztoku s cizorodou DNA, kterd je pfijata prostfednictvim
endocytdzy. Stimulace endocytdzy je mozné prostiednictvi polyetylenglykolu, iontu
vapniku a zvySeného pH, elektroporaci, nebo mikroinjekcemi do jadra (Lorz, Baker,
Schell, 1985).

2.3.3.2. Transformace bunék a pletiv

Metody transformace bunck a pletiv jsou velmi univerzéalni, a z toho diivodu
Vv posledni dobé velmi rozsifené. Vyhodou je, Ze vysledek je nezavisly na genotypu

akceptoru.

v

MozZnosti transformace bun€k a pletiv jsou rtizné, kdy nejrozsifenéjsi jsou
vyuziti pfimych mikroinjekci do bunécnych jader, spolecnd kultivace mikrospor nebo
pylovych lacek svndSenou DNA nebo mikroprojektily, tedy mikrobombardovani
zlatymi nebo wolframovymi mikrokulickami o velikosti 2 um, na néZ je nasorbovana

plazmidova DNA (Chen, Beversdorf, 1994).
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2.3.4. Porovnani transformace piimé a neprimé

Zakladnim rozdilem je velikost vélenovanych ¢asti do rostlinného genomu.
V piipadé transformace bakterii Agrobacterium je mozné do genomu rostlin vélenit
pomérné velké useky DNA oproti vélenovanym fragmentim DNA v piipad¢é piimé
transformace. Tyto vcleiiované useky jsou fragmenty dlouhé jen jeden maximalné

nékolik genti (Snustad, Simmons, 2009).

Pti transformaci jsou potiebné do jednoho mista genomu rostliny zaclenit
soucCasn¢ nejmén¢ dva geny, kdy jeden z nich je selektovatelny a druhy je ten, ktery ma
byt sledovan. Jak jiz bylo vyse popsano u piimé transformace, je obvyklé piendset jen
jeden gen. Ztohoto diavodu pii piimé transformaci spoluptisobi na vnasenou DNA
endonukledzy, exonukledzy, ale také ligdzy, které spojuji dohromady jednotlivé

fragmenty DNA (Paszkowski, et al., 1984).

Pokud je to u konkrétniho rostlinného druhu mozné a vyuzitelné, je mnohem
uéinngj§i transformace prostfednictvim bakterie Agrobacterium nez metoda piima.
Tento ptfipad nastava u vétSiny dvoudéloznych rostlin a nékterych jednodéloznych

rostlin a také u nahosemennych rostlin (Snustad, Simmons, 2009).

Ptima transformace je vzdy ucinnd, ale obecné¢ Gc¢innost byva nizka. Tato metoda
se proto vyuziva predev§im u jednodé€loznych rostlin a je popsana zejména u obilovin,

ale také okrasnych rostlin jako Lilium (lyer, et al., 2000).

2.4.Moznosti vyuziti transformaci rostlin

Transformace se vyuZivaji pro zlepSeni vlastnosti pfedevSim kulturnich rostlin
pro snaz§i prekonavani problémi s problematickymi mistnimi podminkami,
pfekonavani problémil se Skiidci a chorobami, ale rovnéz pro rezistenci k riznym
latkam. Pomoci transformaci je rovnéz mozné ovlivnit rist a zrani rostlin a zménit
jejich fyziologické procesy. Transformace se také vyuziva pro zlepSeni estetickych
vlastnosti okrasnych rostlin nebo napiiklad plodi rostlin. V soucasné¢ dobé je

transformaci vyuzivano i pro zvySeni produkce farmakologicky vyznamnych latek
(Birch, 1997).

Jedna z nejvyznamnéjSich skupin pokust s transformaci rostlin se zabyva
toleranci k herbicidim (Gasser, Fraley, 1989). Diky takto upravenym rostlinam je

mozné snizit davky pouzivanych herbicidli, nebo alesponn pouZivat herbicidy
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tolerantnéjsi k zivotnimu prosttedi, které se rychleji odbouravaji. Nejcastéji feSenou
problematikou je feSené tolerance k herbicidu glyfozatu (N-(fosfonometyl)glycin), ktery

je znam pod obchodnim nazvem Roundup (Hu, et al., 2003).

Z hlediska zemédélské produkce je velmi zajimava transformace kvuli rezistenci
K virovym infekcim. Z tohoto pohledu je velmi dulezita odolnost vic¢i virim
zpusobujicim tabakovou mozaiku u Nicotiana, zilkovou mozaiku Brassica oleracea
convar. botrytis, zlatou mozaiku u Solanum lycopersicum, paskovitost u Zea mays nebo

zakrslost u Triticum (Gasser, Fraley, 1989).

Nemén¢ vyznamné jsou rovnéz transformace rostlin prodluzujici zivotnost
fezanych kvétin, prodluzujici zrani nékterych plodd a také zlepSeni estetickych
vlastnosti (Tanaka, Tsuda, Kusumi, 1998) jako je zména barevnosti kvéti (Aida, et al.,
2000), nebo lepsi vybarveni trznich ploda napt. u jablek (Espley, et al., 2007).

V sou€asnosti nabyvd na vyznamu rovnéZ rezistence VUi nepfiznivym
podminkdm zplsobenym extrémy v abiotickych faktorech, jako je extrémni sucho,
nizké nebo naopak velmi vysoké teploty. Rovnéz se v nékterych ¢astech svéta osvédcila
transformace pro rezistenci vici zasoleni piid nebo pfitomnosti nékterych Skodlivych
latek v ovzdusi jako jsou napt. oxidy siry. Zajimavosti je rovnéz geneticka ochrana proti

zapleveleni pozemku pro zeméd¢lstvi (Kasuga, et al., 1999).

Zpohledu lidské vyzivy predev§im maji velky vyznam transgeny, které
ovlivituji biochemické drahy, metabolismus a fyziologii rostliny. Nejvyznamnéj$im
piikladem je projekt Rockefellerova biotechnologického programu tzv. Zlaté ryze (Al
Babili, Beyer, 2005) pro produkci B-karotenu v endospermu obilek Oryza sativa (Datta,
et al., 2003). Tento gen pro produkci B-karotenu byl pokusné vnesen i do rostlin fepky
olejky (Beyer, et al., 2002). Z pohledu fyziologie rostlin se §lechtitelé snazi u rostlin
zvysit rovnéz produkci ligninu, Skrobu nebo feritinu, ktery je potiebny pro dostatek
zeleza u lidské populace. Tento gen je rovnéz zaclenén do tzv. Zlaté ryze (Paine, et al.,
2005).

Stale vice vSak v dne$ni dob€ nabyva na vyznamu transformace rostlin z divodu
farmakologie. Pifikladem takové upravy jsou transgenni rostliny pro proteiny
podporujici srazlivost krve, tedy hirudin. Dale se uvazuje o tpraveé rostlin pro produkci
proteinti lidské krevni plazmy nebo latek pro 1é¢bu hemofilie (Gruber, Theisen, 2000).

Z pohledu farmakologie je vysoce zajimavou rostlinou rovnéz Humulus lupulus L., ze
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kterého se nékteré latky vyuzivaji v 1ébé rakovinovych onemocnéni (Miranda, et al.,
1999). Vice bude o této rostliné a o latkach, které produkuje, pojednano v nasledujici

kapitole.

2.5.Zhodnoceni sou¢asného stavu vyzkumu Humulus lupulus L. z

hlediska molekularni genetiky kodeterminace Lupulinu

Chmel (Humulus lupulus L.) je popinava dvoudoma trvalka péstovana pro
komer¢ni vyuziti zejména v pivovarnickém primyslu a je zndm jako tradi¢ni 1éCiva
rostlina jiz od stfedovéku (Burnie, et al., 2007). Pro tyto Gcely se vyuZzivaji samici
kvétenstvi, oznaCované jako SiStice, na kterych se vyskytuji zlaznaté trichomy (tzv.
lupulinové zlazky). Tato ¢ast tvoii specifickou ¢ast metabolomt Humulus lupulus, ktery
je charakteristicky relativné stabilnim biochemickym sloZenim, typickym pro kazdy

jednotlivy genotyp Humulus lupulus (Okada, Ito, 2001).

Latky obsazené v lupulinovych zlazkach, které jsou z pohledu vyuziti Humulus
lupulus nejdulezitéjsi, jsou humuliny (o — kyseliny) a lupuliny (B — kyseliny). Tyto latky
jsou vyuzivany jako ochucovadla v pivovarnictvi (De Keukeleire, et al., 2003).
V soucasné dob¢é nabyvaji velkého vyznamu latky oznacené jako prenylované
flavonoidy (Bolca, et al., 2010), které maji prokazatelné medicinalni u¢inky (Gerhauser,
et al., 2002). Hlavnimi zastupci této skupiny latek je xantohumol, desmetylxantohumol,
8-prenylnaringenin a  6-prenylnaringenin. Tyto latky jsou dulezité jako
chemopreventivni slouceniny v ptipadé karcinogeneze a jako fytoestrogeny (Miranda,

etal., 1999).

Obsah jednotlivych u€innych vyuZzitelnych latek zavisi nejen na obsahu a sloZeni
lupulinovych metabolomt, které se prubézné méni v zavislosti na pribéhu zrani, ale
také na genetickych slozkach, které urcuji velikost a pocet chmelovych Sistic a hustotu

trichomii (De Keukeleire, et al., 2003).

V soucasné dobé je vyzkum v oblasti molekuldrni genetiky zaméfen na
geneticky modifikovany Humulus lupulus uzptsobeny pro produkci transgenniho
metabolomu (Novak, Krofta, Matousek, 2006). Tento vyzkum je umoznén jen diky
odhaleni nejrizngjsSich gend Humulus lupulus v souvislosti se studiem genetické
determinace lupulinu (Matousek, 2012). Jako ptiklad lze uvést skupinu tzv. pravych

chalkonsyntaz chs_H1 (Matousek, et al., 2002), valerophenosyntaz (Okada, Ito, 2001),
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O-metyktransferazu 1 (Nagel, et al., 2008), nebo prenyltrasferazu (Tsurumaru, et al.,
2012).

V dnesni dobé je dostupnych Sest rostlinnych transformacnich vektorti pro homologické
chmelové transkripéni faktory z rodiny Myb, tfi z rodiny bZip, dva z rodin bHLH, jeden
z rodiny WD40 a dalsi vektory jsou v piipravé (Matousek, et al., 2012). Vedle téchto
moznosti jsou k dispozici heterologni geny zejména z druhu Arabidopsis thaliana, u
nichz je s vysokou pravdépodobnosti mozné, ze po vneseni do genomu Humulus

lupulus L. ménit metabolom.

Nové poznatky v oblasti molekuldrni biologie, zejména zjiSténi zavislosti
aktivace nékterych genii kodeterminujicich metabolom lupulinovych zlazek jako
chs_H1 na ptisobeni ternarnich komplexd, méni tento koncept jednoduché transformace
smérem k pouziti polycistronickych vektorti, kde bude uspotadano nékolik transgent
pod spolecnou regulac¢ni jednotkou s cilem dosdhnout jejich synchronizované a
kombinované exprese (Matousek, 2012). Vysledkem cilené kombina¢ni regulace by pak
mohla byt mnohem efektivnéjs$i produkce transgenniho metabolomu (Matousek, et al.,

2012).

Vyzkum, pfi kterém je vyuzivano transientni exprese chmelovych genti probiha
rovnéz u druhd Nicotiana benthamiana a Petunia x hybrida. Vysledkem je naptiklad
zjisténi, Ze chalkonsyntaza chs_H1, je regulovana nejen nezavislym zpisobem (napf.
pomoci heterologniho faktoru Papl), ale i pomoci tzv. binarnich a ternarnich komplexa
regulacnich faktort sestavajicich z komponent skupiny Myb, bHIH a WDR. Existence
téchto komplext pii regulacich biosyntézy rostlinnych pigmentt, trichomt a priduchi
byla prokazana napf. u rostlin Arabidopsis thaliana, Antirrhinum majus, Petunia x
hybrida nebo Zea mays jak popisuje (Ramsay, Glover, 2005) nebo Perilla frutescens
nebo Vitis vinifera (Hichri, et al., 2011).

Vysledky poté naznacuji, ze nékteré bHLH proteiny jsou zapojeny do rtiznych
fyziologickych akci, jako je regulace flavonoidi biosyntézy a Stanoveni osudu
epidermalnich bunék. Zakladni mechanismy téchto rtiznych specializaci zustavaji stale
neznamé. Rada rostlinnych transkripénich bHLH faktora schopnych regulovat
anthokyaninovu biosyntézu se neustale zvysuje. Patfi mezi né skupiny Zea mays B, R,
Lc, a Sn (Goff, Cone, Chandler, 1992), (Consonni, et al., 1993), Antirrhinum majus
(Gong, et al., 1999), Perilla frutescens MYC-RP (Gong, et al., 1999), Petunia x hybrida
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PhAN1 a PhJAF13 (Spelt, et al., 2002), Malus MdbHLH3 a MdbHLH33 (Espley, et al.,
2007), nebo Gentiana GtbHLH1 (Nakatsuka, et al., 2008).

U Humulus lupulus byly identifikovany dva chmelové ternarni komplexy, které
aktivuji gen chs_H1, a to sestava faktordt HIMYB2/HIWDR1/HIbHLH2 a sestava s-HI-
MYB3/HIWDR1/HIbHLH2. Rizné formy faktoru HIMYB3 mohou ménit i morfogenezi,
celkovy vzhled a vzrust rostlin (Matousek, 2012).

Zvlastnosti zistava fakt, Ze metabolom lupulinovych zldzek je omezen v
produkci anthokyant. Prestoze podle Matouska (2012) dochazi k aktivaci lupulinovych
gend ternarnimi komplexy, k Dbiosyntéze anthokyant vtomto pletivu prakticky
nedochdzi a chmelové komplexy nejsou ani schopny indukovat biosyntézu téchto
pigmentti v listech Petunia x hybrida na rozdil od regula¢niho faktoru Papl z
Arabidopsis thaliana. Z tohoto faktu vyplyva, ze s pouzitim specifickych chmelovych
transgenlt by bylo moZzné v lupulinovych zlazkdch dosdhnout zvySené produkce
prenylflavonoidi, aniz by dochazelo ke konverzi chalkonii do pigmenti, anthokyant a

kvétnich barviv (Matousek, et al., 2012).

Schwekendiek, et al. (2007) popsal transgenni klony Humulus lupulus
exprimujici konstitutivné stilben syntazu z révy vinné. U transgenniho Humulus lupulus
pfi dosazeni faze maturace dochazi k cervenému zbarveni hlavek a k akumulaci riznych
metabolitil, zejména antokyanu, rutinu a isoquercetinu. Podle Gatica-Arias, et al. (2012)
jsou nékteré metabolity zajimavé pro farmacii. Diky transformaci byly ziskany nové
moznosti pro produkci zajimavych latek. Transgenni pletiva Humulus lupulus 1ze ziskat
bud’ klasickym zplisobem pii pouziti transformace bakteriemi Agrobacterium
tumefaciens a regeneraci na selekénim médiu (Horlemann, et al., 2003), nebo pomoci

biolistické metody (Batista, Sousa, Pais, 1996).

Matousek, et al. (2012) popisuji uspé€sné vyuziti klasickych monocistronickych
transformacnich vektori, tedy zpravidla vektord obsahujicich v ramei vnasené T-DNA
nezavisle uspotfddany transgen a jeden nebo vice genil pro selekci regeneratil
transgennich rostlin. Jako selek¢ni gen je nejvhodnéjsi pouziti genu pro kanamycinovou

rezistenci, ptipadné gen pro zelené fosforeskujici protein.
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3. CiL BAKALARSKE PRACE

Cilem této prace je otestovat vliv transkripénich faktortu typu bHLH a WD 40
pochazejicich z ¢eského chmelu Humulus lupulus Oswaldova klonu 72 na rostlinném

druhu Petunia x hybrida a ziskat transgenni linie této rostliny.

4. METODIKA

4.1.Material

4.1.1. Charakteristika rostliny Petunia x hybrida

Petunia x hybrida vznikla zkiizenim dvou druhd, a to Petunia axillaris a Petunia
integrifolia. Petunia je rychle rostouci jednoleta az vytrvala bylina z ¢eledi lilkovité
(Solanaceae). Jeji tmavé zelené listy maji vejéity az elipticky tvar, na vétveném stonku
jsou postaveny vstiicné a ke stonku jsou ptisedlé nebo maji kratké rapiky. Cela rostlina
je pokryta lepkavymi zlaznatymi trichomy. Kvéty Petunia jsou pétiClenné, maji
nalevkovity tvar se Sirokymi okraji, pficemz se vyskytuji jednoduché i plnokvété
varianty. Typ a velikost kvétii a vySka rostlin se li§i v zévislosti na kultivaru. Péstuji se
kultivary ze ctyfech skupin: Grandiflora, Multiflora, Nana compacta a Pendula.
Skupina Grandiflora a Multiflora dorustaji vysky okolo 30 cm. Skupina Grandiflora ma
mens$i mnozstvi mélkych Sirokych kvéti, Multiflora tvori vétsi mnozstvi mensich kvétu.
Kultivary ze skupiny Nana compacta maji velké mnozstvi malych kvéti na rostliné o
vySce pod 15 cm. Kultivary skupiny Pendula tvoii stfedn¢ dlouhé poléhavé lodyhy.
Petunia méla ptivodné kvét zabarveny do rizova, dnes se péstuji v mnoha barevnych
variantach s kvéty jednobarevnymi, srizn€ barevnou Zilnatinou nebo barevnymi
skvrnkami. Rozmnozuji se pomoci semen (v gramu je 6-10 tisic semen). Petunia
pochazi z Jizni a Stfedni Ameriky, poprvé byla objevena v roce 1823 v Brazilii. Rychle
rostouci zahradni kultivary rodu Petunia nejsou mrazuvzdorné, a proto se péstuji jako
letnicky vSeobecné oblibené na zdhony, do okennich truhlikli, zdvésnych koSt a
keramickych misek. Vyhovuje jim slunné misto chranéné pied vétrem s dobie
propustnou zivnou pidou; nejlépe prospivaji v oblastech s horkymi 1éty (Burnie, et al.,
2007). Zalivku vyzaduje pravidelnou, ale je citliva na pfemokfovani. Pidu potiebuje

humozni s neutralni pfipadné mirné kyselou reakci.
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4.1.2. Pouzity rostlinny material

V podminkach in-vivo byl ze semen vypéstovan pokusny material v podobé

rostlin Petunia x hybrida cv. Andrea.

4.1.3. Charakteristika bakterie Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je gramnegativni, nesporulujici, obligatné aerobni
bakterie. Tato bakterie ma tyCinkovity tvar s peritrichdlné rozmisténymi biciky a
dorista rozméra 1,5-3 um. Agrobacterium tumefaciens je celosvétové rozsifena ptdni
bakterie, vyskytujici se zejména v okoli napadenych rostlin. Tato bakterie zplsobuje
nadorovitost kréku dvoudéloZnych rostlin, tzv. ,,crown gall“. Schopnost bakteridlni
buiiky toto onemocnéni indukovat je spojovana s pfitomnosti plazmidu Ti (tumor-
inducting) (Brown, 2007). Nadorovitost krcku je vyvolana po vniknuti bakterie do
stonku v misté poranéni ptipadné v misté roubu, reaguje s DNA a zpisobi produkci
opintt (specifické aminokyseliny) a vytvofeni nadoru (zaval), ktery se béhem rlstu
rostliny velmi rychle zvétSuje. Tento nador je zpocatku mekky, kulovity a na povrchu
bélavy, a pozdéji zdievnati. Druhotnym ptfiznakem infekce je zakrslost rostlin
doprovazena chlordzou listii a snizenym vynosem (u stromu neni tak patrné¢). Béhem
infekce se mohou vytvofit i sekundarni nadory na mistech vzdalenych od primarniho
nadoru, zplUsobené pienosem patogeni cévnim systémem. Indukce tvorby tumoru
netrva po poranéni pii teploté okolo 25°C déle neZ 20 hodin. Poté jiZ neni pro vyvoj
nadoru pfitomnost samotnych bakteridlnich bunék potfebna. Inkubaéni doba, tj. ¢as od
inokulace po vznik symptomt, se béhem vegetace pohybuje okolo 8-15 dni (Kudela,
Novacky, Fucikovsky, 2002). Agrobacterium napada vétSinu dvoudéloznych rostlin
(infekce byla zaznamenana u cca 643 druhil). Velky vyznam ma hlavné pro zemédélské
plodiny jako peckoviny, olejniny (Brassica napus, Helianthus) nebo Humulus lupulus.
Dale ma vyznam pii napadeni okrasnych rostlin jako Rhododendron, Chrysanthemum
nebo Dianthus. V lesnictvi znamena vétsi riziko pro listnaté stromy nez pro jehli¢nany

(Hood, Fraley, Chilton, 1987).

4.1.4. Plazmidovy konstrukt

Pro pokusy byly pouzity tfi razné konstrukty a to HLWD40 3278-80 a HLbHLH
3577 nebo HLbHLH 3677 GFP.
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4.2.Metody

4.2.1. Priprava medii

Pidy byly pfipraveny tak, ze na mnozstvi 11 media byla pouzita kadinka s
ptiblizné¢ 11 dH,0, do ni bylo umisténo michatko a kadinka umisténa na magnetickou
michacku. Na predvazkach byly jednotlivé navazeny potiebné slozky kromé agaru a
pridany do kadinky, kde byly ponechény k rozpusténi. Pokud byly pro ptidu potiebné
hormony, byly pfidany pipetou jest¢ pfed méienim pH. Po ptidani vSech slozek bylo
zméfeno pH pomoci pH-metru a upraveno na spravnou hodnotu pomoci 1N HCI a 1N
KOH. Po ziskani spravné hodnoty pH bylo medium pfelito do odmérného valce,
doplnéno dH,0 na 11 a promichéano. Po pfipraveni tekutého media byly pfipraveny dvé
litrové Ehrlenmeyrovy baiiky, do kazdé byl navaZen agar pro '% litru media (pro ziskani
tuhého media) a ptidano 0,51 pfipraveného tekutého media. Poté byly banky uzavieny
alobalem a pielepeny paskou pro kontrolu sterilizace. Bailkky s mediem byly umistény
Sikmo do Papinova hrnce s cca 4 cm vody a byly vafeny, dokud se hrnec nenatlakoval.
Po natlakovéani hrnce bylo odméfeno 20 minut a pak bylo vafeni ukonceno a baiiky
vyjmuty. Banky s uvafenym mediem byly vychlazeny pod proudem chladné vody na
teplotu asi 50°C a poté do nich byla ve flow-boxu piipipetovana prislusna antibiotika,
medium opatrné zamichano, aby v ném nevznikly vzduchové bublinky, a rozlito do
umélohmotnych laboratornich kelimki (vySka media v kelimku asi 1 cm). Nevyuzité

kelimky s mediem byly skladovany ve chladicim boxu.

4.2.2. Pouzita media

Pevna LK ptda na 11 dH,0:

o Sachar6za 109

o Kasein 89

. Kvasnice 4g

o K2HPO4 29

. MgSO, 300mg
. Agar 159
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Tekuta LK puada:

. Sacharo6za
o Kasein

o Kvasnice
. K>HPO,

° MgSO,

Promyvaci MES na 100 ml H,O:

° MES
o Acetosyringon
° MgC|2

Tekuta Y2 Ms na 11 dH20:

° MS
° Sacharoza
° pH

Tuha ' Ms ptida na 11 dH,0:

J MS

o Sacharoza
. Agar

° pH

Tuha regeneracni ptida na 11 dH,0:

. MS

. Sachardza

. Agar

. Hormony:
o Naa

o Bap

10g

89

49

29
300mg

2,13g
0,01 mg

2,03g

56-5,8

4,49
3049

99

200 pl/11

2-5 ml/1l



[ pH §,§— 5,8

. Antibiotika:
o Ticarcilin 500 pl
o Kanamycin 250 pl

Zakotenovaci MS TK na 1l dH,0:

. MS 449
. Sachardza 3049
. Agar 9¢g
. pH 5,658
. Antibiotika:
o Ticarcilin 500 pl
o Kanamycin 250 pl

4.2.3. Priprava bakterii

Pro transformaci bylo pfipraveno Agrobacterium tumefaciens tak, ze byly pfes
noc na pevné LK pidé vypéstovany bakterie s poZadovanym transformacnim

konstruktem.

Pro transformaci byla pouzita metoda organogeneze, kdy byly bakterie
zaoCkovany do tekutého LK media (bez pouziti agaru) a ponechdny pii 28°C tfepat do
nasledujiciho dne. V této fazi byly dvé moznosti, jak pokracovat dale. Bud’ mohly byt
bakterie stoeny na centrifuze pii pokojové teplot€ na 4000 otacek/min., tekutina
odstranéna a sediment byl rozpustén v promyvacim MESu (pfipadné v MgSO,) 0
stejném objemu jako byl pivodni (pfiblizné 20 ml) nebo ponechany v tekutém mediu
(v takovém ptipadu bylo nutné dale pouzivat vétsi objemy pouzitych bakterii). Pouzity

byly obé moznosti, ale ¢astéji byla vyuzivana druhd moznost bez staceni.

4.2.4. Priprava explantatu

Z listh petinii byly pfipraveny explantaty, tak ze byly pomoci ostrych nlizek
ostfithany okraje listl, odstranény nejsilngj$i Casti listové Zilnatiny a zbytek byl

nastiihan na ¢tverce o rozmérech cca 1x1 cm. Takto rozstiihané listy byly umistény do
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kadinky s destilovanou vodou, aby bylo zabranéno vadnuti, nez bylo pfipraveno
dostatecné mnozstvi explantatii. Pfipravené explantaty byly vysterilizovany pomoci
roztoku vody a sava v poméru 9:1, tak ze byly v roztoku maceny piiblizné 10-15 minut.
Kadinka se sterilizujicimi se explantaty byla piesunuta do vyfoukaného flow-boxu a od
této chvile prace pokracovaly jen uvniti. Po uplynuti doby sterilizace byl roztok opatrné
vylit a explantaty nékolikrat proplachnuty pomoci sterilni H,O tak, ze byly promichany

ve vod¢ a nasledovné scezeny pies sterilni vicko.

4.2.5. Transformace rostlinného materialu

Opléchnuté explantaty byly pomoci vyzihané pinzety pfesunuty do kelimku
obsahujiciho tekutou 2 Ms a k nim byly pfidany pfipravené bakterie. Takto ptfipravené
explantaty zlstaly v bakteriich do druhého dne, kdy byly pfepasdZovany na tuhou
regeneracni pidu. V pfipadu pouZziti druhé varianty se stoenymi bakteriemi, byly
explantaty ponechany v bakteriich 20-30 minut a néasledné umistény na tuhou 2 Ms
pudu, na které byly ponechany do druhého dne, kdy byly pfepasazovany na regeneracni

pudu.

Explantaty byly na regeneracni ptidé ponechany po dobu 3-4 tydni a po uplynuti
této doby byly pfepasazovany na novou regeneracni ptudu. Tento postup byl opakovan
priblizné kazdé ctyii tydny. Z explantatti postupné vznikly kalusy (shluky bungk), na
kterych regenerovaly nové rostliny. Regenerované pryty byly pomoci ntiizek odstranény

z kalust a umistény na padu MS TK, kde byly ponechdny, aby zakotenily.

Pro pfipravu negativni kontroly byly explantaty po sterilizaci rovnou umistény
na regeneracni ptidu. Regeneranty byly umistény na tuhou MS pidu, ve které nebyla

pouzita antibiotika.

4.2.6. KFiZeni transformovanych rostlin

Transformace by mély spliovat podminku, ze transformované rostliny by mély
byt fertilni. Z tohoto divodu byl udélan pokus kiizeni, kdy byly kiizeny rostliny
transformované Papl 1527/2 a Papl 1572/4 s rostlinami kiizenymi HLWD 40 3278-80.
KitiZeni probéhlo tak, ze u obou typi rostlin byla ¢ast kvétl ponechdna, aby rozkvetla a
prasniky praskly. Z druhé casti kveth byly jesté pred rozvinutim prasniky odstranény,
aby nedoslo k samooplozeni. Po rozkveteni byl pyl pfenesen na blizny. Po vytvofeni

tobolky byly ponechany k dozrani a prasknuti. Zralé tobolky byly sebrany a ulozeny do
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mikrozkumavky. Zrala semena byla vyseta a na vyrostlych rostlinach byla provedena
reakce PCR.

4.2.7. Vyhodnoceni vysledki

Na regenerovanych rostlindch byla provedena analyza na pfitomnost transgenti.
Pro ucel prace probéhla pouze kontrola na ptitomnost genu nptll. (kanamycinové
rezistence), ktery je zakladni soucasti transformovanych rostlin. K této analyze byla
pouzita ,tissued“ PCR a nasledna elektroforéza. Vzorek pro PCR byl piipraven na
zakladé metody popsané v (Klimyuk, et al., 2011). Z testované rostliny byl odebran cca
5 mm velky kus listu, ktery byl povaien 45 sekund ve 40 ul 0,25N NaOH, poté bylo
ptidano 40 pl 0,25N HCI a 20 pl 0,5 M Tris HCI (pH 8,0) a povaieno 2 minuty. Po

uvareni byly zkumavky umistény na led.

Pro PCR byly pouzity dva zplsoby vyuziti vzorku, kdy byl vyuzit pouze extrakt
nebo misto extraktu byl pouzit cca 2 mm velky kus listu, ktery byl v extraktu. Pro
kontrolu pribéhu PCR byl pouzit plazmid obsahujici poZadovany transgen. Jako
rostlinna pozitivni kontrola bylo nejdiive pouzito transgenni Solanum lycopersicum a po
nalezeni transgenni Petunia byla pouzita tato rostlina. Jako negativni kontrola byla
pouzita Petunia, ktera prosla pouze organogenezi bez procesu transformace. Pro detekci

transgenu nptll byly pouZity primery NPT 1 a NPT 2.

Smés pro PCR se skladala (na 25 ul/vzorek) z 10% Takara pufru (2,5 ul), 8%
smé&si nukleotidu (2 ul), 2% 20 uM primeru 1 (NPT 1) (0,5 ul), 2% 20 uM primeru 2
(NPT 2) (0,5 ul), 10% 10xPVP (2,5 ul), 1% 100xBSA (0,25 ul), 1% rTaq polymerazy
(0,25 ul) a 66% sterilni dH,O (16,5 pl).

Nastaveni PCR: 94°C — 3minuty
94°C — 45 sekund
55°C — 30 sekund opakovat 35x
72°C — 2 minuty
4°C — oo

Po probéhlé PCR byl vzorek vyhodnocen pomoci gelové elektroforézy, na
kterou byl pouzit 1% agarosovy gel. Elektroforéza byla nastavena na 80V a probihala

asi 1,5 hodiny. Po uplynulém c¢ase byl gel vyjmut a zkontrolovan pomoci UV lampy.
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4.2.8. Infiltrace rostlin

Do tekuté LK pldy byly pomoci sterilniho o¢ka naockovany potiebné bakterie a
pies noc byly napéstovany v tfepacce a aktivovany pomoci promyvaci pudy MES.
Druhy den byly namichédny pozadované kombinace bakterii a pomoci inzulinovych
stiikacek bez jehly vpraveny ze spodni strany do pletiv listd rostlin a misto vpichu
oznaceno. Po barevné zméné byla tato mista odebrdna, natrhdna a ulozena do
scintilacnich naddobek ty byly piekryty gazou a upevnény lahvi¢ce pomoci gumicky. Po
uzavieni byl do lahvic¢ek nalit tekuty dusik a vzorky uvnitf zmrazeny. Ze zmrazenych
vzorkll byl vylit dusik a naddobky byly umistény do lyofilizatoru a zlyofilizovany. Po
ukonéeni lyofilizace byly vysuSené listy rozemlety v tfecich miskach. Pro analyzu
pigmentt bylo odebrano 10mg materialu a rozpusténo v roztoku metanolu a dH,O (v
poméru 1:1). Rozpustény material byl dale zvortexovan a stofen na stolni centrifuze.
Dtlezitym krokem pfipravy vzorku pro analyzu pigmentli bylo rozbiti bunék
v sonikatoru na 0,5 cyklu. Pfipravené vzorky byly odeslany do specializovanych

laboratofti k vyhodnoceni.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1.Vysledky transformaci

Cilem transformacnich experimentl bylo ovéfit funcnost vektord a kment A.
tumefaciens, které budou pouzivany pro transformace chmelu. P. hybrida byla zvolena
jako modelovy rostlinny druh, ktery byl uspésné transformovan chmelovymi

regulacnimi faktory jiz v minulych experimentech napt. Matousek et al. (2006).

Do vysledki transformaci a regenerace byly zapoc€itdny pouze pryty odebrané
Z kalust a umisténé na pudu MS TK, kde byly ponechény, aby zakofenily. Na
vytvotenych kalusech regenerovalo znacné mnozstvi listl, které nebylo mozné vhodné
odebrat a nasledné pouzit. Tento charakter regenerace je rovnéz popsan u rostliny

rajc¢ete Lycopersicum esculentum v praci Mccormick, et al. (1986).

Béhem prvnich tydnt po transformaci doslo primérmné k 20-25% ztratdm v poctu
explantatii z pfi¢iny macerace zejména u mensich explantatl, u kterych doslo k
vyraznéjSimu poskozeni béhem sterilizace. K dalSim ztratdm doSlo béhem regenerace
z duvodu piertstani explantati Agrobacteriem a macerace kalusti. Obdobnych vysledku
i podobného stupné mortality explantati dosahli rovnéz Schmidt a Willmitzer (1988),
kdy u rostlin Arabidopsis thaliana doslo k pfeziti ptiblizné 20 — 30 % explantata.

U pokusu, kdy byly bakterie odstranény centrifugaci a promyvaci MES byl
nahrazen MgSQ,, bylo pouzito cca 100 explantati transformovanych HLWD 40 3278-
80 a cca 100 explantati transformovanych HLbHLH 3577. Béhem tii mésici bylo
pozorovano mirné vytvofeni kalusii, avSak na kalusech se nevytvofily regeneranty.
Béhem této doby vSechny explantaty postupné zmacerovaly. Béhem experimentl
Vv laboratofi bylo pozorovano, Ze u piibuzného druhu Nicotiana dochazelo k opa¢nému
efektu a proces regenerace byl pouzitim MgSO4 naopak urychlen. Pouziti MgSQOy je
dokladovano v mnoha studiich jako napftiklad u jiz vySe zminénych rostlin Arabidopsis
thaliana popsanych (Schmidt, Willmitzer, 1988) nebo u transformace stejného druhu
rostlin ve studii (Feldmann, David Marks, 1987). Ob¢ studie prokazuji lepSi vyvoj

regeneratl a zvyseni preziti jednotlivych explantati.

Béhem pokusili zacaly na explantatech béhem prvnich 2-4 tydnt po transfromaci
vznikat kalusy a béhem dalSiho tydne bylo mozné odebrat prvni regeneranty. Na jeden

explantat pfipadlo primérné okolo 7 regenerantli, pfi¢emz explantaty regenerované
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konstruktem HLbHLH 3577 regenerovaly lépe nez regeneranty transformované
konstruktem HLWD 40 3278-80. U prvnich regenerovalo zhruba 8 regenerantii na
explantat, u druhych regenerovalo zhruba 6 regeneranti na explantat. Nejlépe
regenerovaly explantaty transformované konstruktem HLbHLH 3677 s GFP. U tohoto
konstruktu pfipadlo na jeden explantdt primémé 11 regenerantti. Explantaty byly
schopné regenerovat nové rostliny pfiblizn¢ sedm mésicli, u nékterych probihala
regenerace az deset mésict. (Mccormick, et al., 1986) popsala celkovou dobu, po kterou
probihala regenerace rostlin rajcete Lycopersicum esculentum, v délce tfi mésice, ale u

odridy Roma az v délce Sesti mésicil.

U nékterych regenerati se béhem doby, kdy byly ponechany k zakofenéni,
objevilo fialové zbarveni listi a stonkt (Obr. 1. a Obr. 3.). Fialové zbarveni listt svédc¢i
o aktivaci biosyntetické drahy antokyany, pro kterou jsou geny z genové rodiny bHLH
znamymi aktivatory (MatouSek et al., 2012), proto zjistény fenotyp sveédéi o

transformaci analyzovaného pletiva.

:’

Obr. 1. Priklad rostliny pozitivni pro kanamycinovou rezistenci, u které se

objevilo fialové zbarveni

Tento jev rovnéz popsal v praci s rostlinami Arabidopsis thaliana i Yi, Mysore a
Gelvin (2002) a pfimo u rostlin Petunia hybrida Albert, et al. (2009). Stejnych vysledki

u rostlin Petunia hybrida dosahl rovnéz Matousek et al. (2012).
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5.1.1. Vysledky PCR analyzy

Pro rychlé ovéfeni transformantti byla v nasi praci zvolena metoda tissue PCR.
Tato metoda umoznuje rychlou primarni selekci transformanti pro pfipadnou dalsi

analyzu (Maloukh, et al., 2009), ktera v§ak nebyla predmétem bakalatské prace.

Pro analyzy metodou PCR byly pouzity rostliny, které nejlépe spliovaly
podminky, podle kterych by mély byt transformované, jako dobré zakotfenéni, rist a

popiipadé¢ i fialové zabarveni listt.

E)
M

Obr. 2. Vysledky analyzy Tissue PCR na gen nptll: A) Potadi pouzitych vzorki
(zleva doprava): Master Mix, negativni kontrola Petunia, pozitivni kontrola transgenni
Solanum lycopersicum obsahujici gen nptll, pozitivni kontrola plazmid (fedéni 10),

vzorky 1-7 a Marker; B) Pofadi pouzitych vzorkdi (zleva doprava): Master Mix,
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negativni kontrola Petunia, pozitivni kontrola transgenni Solanum lycopersicum
obsahujici gen nptll, pozitivni kontrola plazmid (fedéni postupné 104, 105), vzorky 1-7
a Marker; C) Potadi vzorka (zleva doprava): Master Mix, negativni kontrola, pozitivni
kontrola plazmid (fedéni 105), pozitivni kontrola transgenni Solanum lycopersicum,
vzorky 1-3, 5, 7, 6, 8-12, Marker; D) Poradi vzorkt (zleva doprava): Master Mix,
negativni kontrola Petunia, pozitivni kontrola Petunia (vzorek 5), kiizenec, 13, 14, 15,
21, Marker; E) Potadi vzorkl (zleva doprava): Marker, negativni kontrola, pozitivni
kontrola Petunia (vzorek 5), pozitivni kontrola plazmid (105), 2x kfizenec, vzorky 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23; F) Potadi vzorku (zleva doprava): Marker, 1 volna
kolonka, Master Mix, negativni kontrola, pozitivni kontrola plazmid (105), pozitivni

kontrola Petunia (vzorek 5), kiizenec, vzorky 24-36.

Na obrazku 2A a 2B byly pouzity vzorky 1, 2, 3, 5 transformované konstruktem
HLbHLH 3577, vzorky 4, 6, 7 transformované konstruktem HLWD 40 3278-80.
Pozitivné vysly vzorky 1 a 5, které byly transformovany konstruktem HLbHLH 3577.
Pro analyzu na obrazku 2A byl pouzit pouze extrakt z rostlin, zatimco pro analyzu na

obrazku 2B byla pouZita i ¢ast pletiva. Pro dalsi analyzy byl pouzit pouze extrakt.

Na obrazku 2C byly pouzity vzorky 1, 2, 3, 5, 10,12 transformované
konstruktem HLbHLH 3577 a vzorky 6, 7, 8, 9, 11transformované konstruktem HLWD
40 3278-80. Pozitivné vysly vzorky 1 a 5, které byly transformovany konstruktem
HLbHLH 3577. Slaba pozitivni reakce byla zaznamenéana u vzorki 6 a 8, které byly
transformovany konstruktem HLWD 40 3278-80

Na obrazku 2D byly pouzity vzorky 14, 15 transformované konstruktem
HLbHLH 3577 a vzorky 13, 21 transformované konstruktem HLWD 40 3278-80. Slaba
pozitivni reakce byla zaznamenana u vzorku 14, ktery byl transformovan konstruktem
HLbHLH 3577, 13, 21, které byly transformovany konstruktem HLWD 40 3278-80.

Na obrazku 2E byly pouzity vzorkyl4, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22 transformované
konstruktem HLbHLH 3577 a vzorky 13, 21, 23 transformované konstruktem HLWD 40
3278-80. Pozitivni reakce byla zaznamenana u vzorka 13 (HLWD 40 3278-80) a 14
(HLbHLH 3577), slaba pozitivni reakce byla patrna u vzorkt 17 (HLbHLH 3577), 21
(HLWD 40 3278-80).

Na obrazku 2F byly pouzity vzorky 24, 26, 27 a 28, které byly transformovany
konstruktem HLbHLH 3577, 25, 29, 30, 31, které byly transformovany konstruktem
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HLWD 40 3278-80 a vzorky 32-36, které¢ byly transformovany konstruktem HLbHLH
3677 GFP. Slaba pozitivni reakce byla zaznamenana u vzorku 25 (HLWD 40 3278-80),
24, 26, 27 (HLbHLH 3577), 33, 34 a 35 (HLbHLH 3677 GFP).

Ziskané vysledky ukazuji, ze k transformaci doslo u obou analyzovanych
vektori, avsak vyssi frekvence transformace byla pozorovana u genu bHLH2 oproti
genu WDR1. Tuto okolnost Ize castecné prisuzovat metabolické aktivité
konzervovaného faktoru WDR1, ktery by mohl zasahovat to fady procest a nelze tak u
n¢ho v nékterych kombinacich nebo pii zvysené hladiné jeho exprese vyloucit ur¢itou

toxicitu nebo vliv na regeneraci bun€k (funkce a konzervativni sekvence WDR1 viz

Matousek et al. (2012)).

Moje analyzy (viz Obr 2.) sv€d¢i o pozitivnich transformacich vzorkd. Ostatni
vzorky danych variant se jevily jako negativni, kde nedoslo k regeneraci ze stabiln¢
transformovanych bunék. Negativni varianty by mohly byt rovnéz chimérické, s
koncentraci transgenu pod urovni detekéniho limitu pouzité PCR. Chiméricka pletiva
jsou pfi transformacnich experimentech mozna (Nakatsuka, et al., 2010) v mé

bakalaiské praci vsak mozny chimérismus nebyl zjistovan)

Béhem transformaci se podafilo ziskat 15 rostlin s pozitivni reakci pii PCR, coz
déla 3,75% ucinnost transformace. Permyakova, Shumnyi a Deineko (2009) tikaji, ze

transformacni u¢innost pro Petunia x hybrida je 19,3%.
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5.2.Vysledky infiltrace

V dalsi ¢asti prace byl analyzovan vliv nové izolovaného faktoru WRKY1 na
metabolom Petunia indukovany faktorem Papl (Matousek et al., 2006). Protoze vliv
pasobeni WRKY1 zavisi na dalSich faktorech, zejména WDR1 a supresoru pl19, byly

hodnoceny kombinace, které jsou uvedené nize.

Po infiltraci listovych sektort a transientni expresi kombinovanych genti u dvou
transgennich linii Petunia bylo hodnoceno sloZeni pigmentl nezavisle ve dvou

laboratofich, a to v Zatci a v Gentu.

Pouzita kombinace bakterii pro provedenou infiltraci byla:

PK =3x4404

P1=2x4404 +WRKY1

P2 =1x4404 + WRKY1+WD40
P3=P19+WRKY1+WD40

Tyto kombinace bakterii byly infiltrovany do rostlin jiz diive transformovanych
dvéma riznymi liniemi bakterii a to linii Papl 1578/2 a Papl 1578/4. Takto oSetiené
rostliny byly rozdéleny na varianty L2 (rostliny transformované Papl 1578/2) a L4
(rostliny transformované Papl 1578/4). Pii odbéru bylo u nékterych rostlin patrné

modré zbarveni, zejména u linie L2.

Béhem detekce pigmentt bylo zjisténo celkem 12 pikl, reprezentujicich
jednotlivé barevné metabolity zastoupené v transformovanych rostlinach. Rozdilné
vysledky jsou zptisobené rozdilnymi pufry pouzitymi pro extrakci pigmentu.
V laboratofi v Zatci byl pouzit pufr pro klasické chmelové polyfenoly, obdobné jako
popisuje Garcia-Villalba, et al. (2006), zatimco v laboratoti v Gentu byl pouzit pufr
s kyselinou octovou pro antokyany. Tento postup odpovida metodologii popsané
v publikaci Knuthsen (1987). Pro detekci pigmentt byla pouzita kvantifikaéni vinova
délka 325 nm.

39



a8 (444 43 18} €811 45 8¢ €8y 1443 Gl 99¢ 1G. INFOFIEd] 91
- 091 - 8 £eal Lig43 - 34 544 9el 8l 4] INIOWIEd[ Gl
- |6 14 66 8lEl 4313 vl 8¢ 867 ol 461 1444 INERIANT:| A
186 LY\ 100} 589 €06 pel - 666 9209 - 195 veqel | INFOMTEI0HUOY| €L
- - - 0ly €05¢ 142X 09¢ 0.1 €L0¢ §6¢ 44 G0l INFOIEd] )
- - - 150} 8ECE 882G 144 981 124 8¢ 6.0 vELL IN3Oed| |
344 - - y0l 999€ |68€ yee 314 14334 1404 98¢ 8Y6E INIOVLd[ 01
- - - G8. 1223 LIy - 0Lyl 68 6¢C £6¢ 180G | INJFO/LTEI0HUOY| 6
€al 60C 14 vel 14 G9¢ CLe 8y G0G1 9l (L 144 goved| 8
oyl 91¢ 68 699 68} 16¢) 90} gl 144 9G) e 68 gavled| L
- 6¢) 1423 6 128} 8¢ [44¢ £6¢ 9.§ 144 %€ - gridl 9
- 619} L1 L0} . - - 134 99 9l¢ - 610¢ goelopuoy| g
- - - 05 6.8y 80¥E \ve |6 AR 65E 8¢ L1 gareled| v
- - - (41’ 1 C6E €089 1G¢ 118 LA 0ve 68¢ 00L¢ gorelied| €
- 6Ee - 9cel 6805 925 G0S 961 6675 0.§ 205 795y grcd[ ¢
- - - 9¢0) 119G 906/ 19¢ a6l 12 8ve 849G 959 go/gelopuoy| |
ol |6 |8 | 2|9 | s | s | v | e | T | b | mowommeen |

nyid juageuzQ

1std

1

o

jednotlivych barevnych metaboliti u

érené u

o

¢ hodnoty nam

Tab. 1. Ciseln

Petunia

40



8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

1 2 3 4 5 5% 6 7 8 9 10 11

® kontrola/L2/CB  mkontrola/L2/GENT

Graf 1. Grafické porovnani hodnot ziskanych metabolitéi namé&fenych v Zatci a v

Gentu pro rostliny Pap1 1578/2 (L2) infiltrovanych pomoci konstruktu 4404
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Graf 2. Grafické porovnani hodnot ziskanych metaboliti naméfenych v Zatci a v

Gentu pro rostliny Pap1 1578/2 (L2) infiltrovanych pomoci konstruktu 4404 + WRKY 1
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Graf 3. Grafické porovnani hodnot ziskanych metabolitéi naméfenych v Zatci a v
Gentu pro rostliny Papl 1578/2 (L2) infiltrovanych pomoci konstruktu 4404 +
WRKY1+WD40
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Graf 4. Grafické porovnani hodnot ziskanych metabolitli naméfenych v Zatci a
Gentu pro rostliny Papl 1578/2 (L2) infiltrovanych pomoci konstruktu P19 +
WRKY1+WD40
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Graf 5. Grafické porovnani hodnot ziskanych metabolitii naméfenych v Zatci

a Gentu pro rostliny Papl 1578/4 (L4) infiltrovanych pomoci konstruktu 4404
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Graf 6. Grafické porovnani hodnot ziskanych metaboliti naméfenych v Zatci a
v Gentu pro rostliny Pap1 1578/4 (L4) infiltrovanych pomoci konstruktu 4404 + WRKY
1
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Graf 7. Grafické porovnani hodnot ziskanych metabolitii namé&fenych v Zatci a
v Gentu pro rostliny Papl 1578/4 (L4) infiltrovanych pomoci konstruktu 4404 +
WRKY1+WD40
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Graf 8. Grafické porovnani hodnot ziskanych metabolitli naméfenych v Zatci a
v Gentu pro rostliny Papl 1578/4 (L4) infiltrovanych pomoci konstruktu P19 +
WRKY1+WD40
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Na vysledcich je patrny rozdil mezi pufry pouzitymi pro analyzu barevnych
pigmentd, a to anthokyanii a pfibuznych metaboliti. Déale je na vysledcich patrné, ze
hodnoty namétené u vzorkl ziskanych z rostlin transformovanych konstruktem Papl
1578/4 jsou ve vétsiné piipadd vyrazné niz§i nez hodnoty ziskané z rostlin

transformovanych konstruktem Papl 1578/2.

Dale z nasich vysledkl vyplyva novy a dosud nepopsany fakt, ze faktor WRKY1,
ktery se specificky projevuje v lupulinovych zlazkach chmelu (nepublikované vysledky
laboratofe molekularni genetiky a Matousek et al. (2012)) vede k supresi metabolomu
indukovaného faktorem Papl, tento fakt se projevuje pii srovnani hladin metabolitu u
obou transgennich linii (L2 a L4). Protoze Papl indukuje zejména produkci antokyanti
a piibuznych metaboliti (Matousek, et al., 2006), je tento fakt konzistentni se zjiSténim
ze u chmele transformovaného Papl (Gatica-Arias, et al., 2012) nedoslo k produkci
antokyani v lupulinovych zlazkach. Lze piedpokladat, Zze k blokovani antokyant

ptispiva lupulin-specificky faktor WRKY1.

45



6. ZAVER

Pfi této praci byla snaha ziskat transgenni rostliny Petunia x hybrida obsahujici
transgen nptll (gen pro kanamycinovou rezistenci) pomoci nepiimé transformace
s vyuzitim bakterii Agrobacterium tumefaciens. Pro tento el byly pouzity konstrukty
HLWDA40 3278-80, HLbHLH 3577 a HLbHLH 3677 s GFP. Pro zjisténi, zda byla
transformace uspésna, byla pouzita ,.tissue* PCR a nasledna elektroforéza na agarovém
gelu. Pro PCR byly pouzity rostliny nejlépe spliujici podminky, podle kterych by mély
byt uspésné transformované. Zaroven probehl pokus, jestli jsou transformované rostliny
fertilni a narostlinach vypéstovanych ze semen sklizenych po kiizeni byla rovnéz
provedena ,,tissue* PCR. Bé&hem transformace byly Uspé$né ziskany regeneranty, na
kterych byla provedena PCR pro ovéteni GspéSnosti transformace. Pomoci PCR bylo
zjisténo, ze 15 rostlin nese gen pro kanamycinovou rezistenci. Uéinnost transformace
byla 3,75%. U nékterych rostlin nesoucich kanamycinovou rezistenci se objevilo fialové

zbarventi listu.

U pokusu infiltraci a nasledné analyzy pigmentd bylo zjisténo, Ze u rostlin
transformovanych konstruktem Papl 1578/2 dochazi k vyssi produkci antokyanti a jim
ptibuznych pigmentti nez u rostlin transformovanych konstruktem Papl 1578/4. Dale

bylo zjisténo, Ze pouZiti faktoru WRKY1 zplisobuje omezeni produkce antokyani.
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9. SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1. Priklad rostliny pozitivni pro kanamycinovou rezistenci, u které se objevilo

T (oM YASIA o T a1=) 1) FETETUTT TSR 35

Obr. 2. Vysledky analyzy Tissue PCR na gen nptll: A) Pofadi pouzitych vzorku (zleva
doprava): Master Mix, negativni kontrola Petunia, pozitivni kontrola transgenni
Solanum lycopersicum obsahujici gen nptll, pozitivni kontrola plazmid (fedéni 10),

vzorky 1-7 a Marker; B) Pofadi pouzitych vzorkt (zleva doprava): Master Mix,
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negativni kontrola Petunia, pozitivni kontrola transgenni Solanum lycopersicum
obsahujici gen nptll, pozitivni kontrola plazmid (fedéni postupné 104, 105), vzorky 1-7
a Marker; C) Potadi vzorka (zleva doprava): Master Mix, negativni kontrola, pozitivni
kontrola plazmid (fedéni 105), pozitivni kontrola transgenni Solanum lycopersicum,
vzorky 1-3, 5, 7, 6, 8-12, Marker; D) Poradi vzorkt (zleva doprava): Master Mix,
negativni kontrola Petunia, pozitivni kontrola Petunia (vzorek 5), kiizenec, 13, 14, 15,
21, Marker; E) Potadi vzorkl (zleva doprava): Marker, negativni kontrola, pozitivni
kontrola Petunia (vzorek 5), pozitivni kontrola plazmid (105), 2x kiizenec, vzorky 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23; F) Potadi vzorku (zleva doprava): Marker, 1 volna
kolonka, Master Mix, negativni kontrola, pozitivni kontrola plazmid (105), pozitivni

kontrola Petunia (vzorek 5), kitizenec, VZOIrKY 24-36. .........cccoveeieiieieiie e, 36

Obr. 3. Dalsi priiklad rostliny pozitivni pro kanamycinovou rezistenci, u které se
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10.SEZNAM TABULEK

Tab. 1. Ciselné hodnoty naméfené u jednotlivych barevnych metabolitii u listd Petunia
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11. SEZNAM ZKRATEK

Bap

BSA
Cv

GFP
LK
MES
Ms
Naa
npt Il
PCR
PVP

Ri-plazmid
T-DNA

Ti-plazmid

6-benzylaminopurin

albumin kravského séra (bovine serum albumine)

kultivar

green fluorescent protein

Langley, Kado

kyselina 2-(N-morpholino) ethansulfonikova
Murashige a Scoog

kyselina a — naftyloctova (napthalenacetic acid)

gen kodujici enzym neomycin-fosfotransferazu typ II.
polymeréazova fetézova reakce

polyvinylpyrrolidon

root inducting plazmid
transferova DNA

tumor inducting plazmid
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12.0BRAZOVE PRILOHY

Obr. 3. Dalsi ptiklad rostliny pozitivni pro kanamycinovou rezistenci, u které se

objevilo fialové zbarveni
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