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1 Uvod

1.1 Uvod do problematiky transgendze Inu

1.2 Cile prace

Cilem této bakak&ké prace bylo dale zdokonalovat metodiku transédnimo procesu
u Inu setého, jehoZinnost je odvisla odady faktofi. Prace je obsahévlenéna do ti

tématickych okrub.

I. tématicky okruh — optimalizace sterilizace serfiren

Cil:  Optimalizovat proces sterilizace semen Iniékse{Linum usitatissimuni..) za

pouZziti iznych kombinaci sterilizaichinidel.

Il. tématicky okruh — testy rezistence hypokotylolnsegmerit a dloZznich listk Inu

ke kanamycinu

Cil: ~ Stanovit optimalni koncentraci antibiotika kanycinu v agarovych médiich a

dosahnout tak vhodnych setglich podminek pro transformované explantaty.

I1l. tématicky okruh — vliv ultrazvukové sonikacea rtransformaci Inu prové&dou

kokultivaci sbakteriemi rodiAgrobacterium

Cil:  Owiit vyuZitelnost metody ultrazvukové sonikace k wmtini transformace
zprostedkované bakteriemi rodAgrobacterium tumefaciens vybranych odrd Inu

setého(. usitatissimum



2 Literarni p rehled

2.1 Len sety

Len sety Linum usitatissimum ). je dvoudlozna bylina, pdfci do fadu
kakostoketych (Geraniales),celedi Inovitych (Linaceae) Zastupci tétoceledi jsou
piedevsim tropické rostliny, omezeny¢pb zastupt se vyskytuje i v mirném pasmu.
Len sety je jednoleta rostlina dstajici vySky az jeden metr, simymi, hus¥
listnatymi lodyhami. Listy jsodarkovit kopinaté, Sgiaté a celokrajné s délkou 2—3 cm
a Stkou 3—4 mm. Kt Inu je oboupohlavny, gicetny, sloZzeny z kitnich obah
tvorenych @ti listky kaliSnimi a gti listky korunnimi. Barva k&t se pohybuje od bilé,
pies fizovou a modrou az po fialovou. Plod Inu j&ipouzdra tobolka obsahujici az
deset hadych, porcelanay lesklych semen. Jde o technickou plodinu, kteréa by
péstovana jiz v Mezopotamii, a taqguevsim pro olejnata semena, piizdpro jemna,
dlouha vlakna (Staud a kol., 1997).

Len cElime do ti skupin, a to na lentpdny, len olejny a len olejnégdny. Jemna,
dlouha vldkna ze stonku se vyuZivaji v textilninirpyslu, olej ziskany ze semen méa
Siroké pouZiti v potraviridkém ptimyslu a farmakologii a to diky vysokému obsahu
kyseliny y-linoleové (ptevzato z Kobelkova, 2002). V dnesni dae i Slecheni Inu,
vedle klasickych hybridizaich metod, z&naji vyuzivat metody cilenéhdgmnosu genu
(transgendze), zejména pomoci baktégrobacterium tumefacien®rvni Usgdna
transformace po infekci pletiv bakteriemi byla pedena v roce 1983 ighled
Rakousky a Tejklova, 1999). Tyto pokusy vedly két&ni nizké @innosti transformace
u Inu setého. Z p@tku byly genaseny celé Useky T-DNA, pa@fiduz jen hospod&ky
vyznamné geny. Doposud byla uvéia do obBhu pouze jedina transgenni oda Inu
(cv. CDC Triffid), vyzn&ujici se zvySenou toleranci k reziduim herhicitypu

sulfonylmatoviny v padé (McHughen et al., 1997).



2.2 Transformace  rostlinnych  bunék  bakteriemi  rodu

Agrobacterium

2.2.1 Charakteristika Agrobacterium tumefaciens

A. tumefacienge gramnegativni bakterie, ktera infikuje dveéladné rostliny a je
schopna indukce morfogenetickych&m(tvorba nadoru) v rostlinnych pletivech . Tato
bakterie je schopnaignosurady geti, z nichz nejdlezitéjSi jsou geny pro produkci
rostlinnych hormot, které vedou ke vzniku nadoru. Mezi dalimaSené geny [Fai
geny pro produkci zvlasStniho typu aminokyselin,. tapini. Opiny jsou vyznamnym
zdrojem uhliku, dusiku a energie pro bakterialnitaielismus. RodAgrobacterium
spolgéné s rody Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Pseudorsora
Corynebacteriunpati do celect RhizobiaceaeBakterie rod Rhizobium, Azorhizobium
a Bradyrhizobiumse geménéné v tzv. bakteroidy stavaji trvalymi sloZzkami plet
korenovych hlizek &kterych rostlin. Bakterie rod®#seudomonas a Corynebacterium
zpasobuji morfogenetické z&ny jen tak dlouho, dokud jsou bakterigitpmny

v pletivech. Pouze u rod#grobacterium bylo prokadzano, Ze vnaSi¢kieré své
specifické geny do rostlinného genomu a transfoanavpletiva naslednrostou jako
nediferencované nadory (Giegla Drobnik, 2002).

Pro Agrobacterium hraje velmi dlezitou roli @i vyhledani rostlinnych buik
chemotaxe. Por&né rostlinné pletivo produkuje fenolické latky typaetosyringonu,
na jejichz rozpoznavani ma na svém povrchu baktéridunka receptory. Zarove
piitomnost &chto latek aktivuje fenos bakterialni DNA do rostlinnych btkn(Hiei et
al., 1992).Prvnim krokem pedchazejicim ignosu bakterialni DNA je navazani kkn
A. tumefaciensa rostlinné biky. Tyto specifické receptory, zodpané za interakci,
jsou pravdpodobré proteiny podobné ZzZiviSnym vitronektifim. Geny pro tyto
proteiny jsou lokalizovany na bakterialnim chromwozo Prvotni volné spojeni
bakterialni a rostlinné liky je zpevino celuldéznimi fibrilami vytvéenymi bakterii
(Gheysen et al., 1998).



2.2.2 Ti-plazmid Agrobacterium tumefaciens

Bakterie roduAgrobacteriumvnasi cizorodé geny, lokalizované v plazmidu Tin{or-
inducing), pipadre Ri (root-inducing), jez Zzjsobuji indukci trvalych
morfogenetickych z#n. Ti a Ri plazmidy nesou konstantg@st, tzv. T-DNA
(transferred DNA). Ti plazmid mé velikost 150-200 & T-DNA ma velikost 15-45 kb,
v zavislosti na kmenu bakterie. Rozeznavame dva Typlazmidi a to typ oktopinovy
a nopalinovy. T-DNA nopalinového typu je kompakteétimco T-DNA oktopinového
typu je rozdlena na dva useky — levy (Ta pravy (k) — a mezi nimi je usek
neobsahujici Zadné genyastnici se fenosu DNA. Ti plazmid ma dva uUseky

nepostradatelné k indukci nador

T-DNA, vstupujici do rostlinnych bwk, ale sama nema zadné geny pro vlastni

integraci.

. Usek virulence (vir-region), obsahujici geny nutpé penos T-DNA do

rostlinnych bugk a jejich integraci v rostlinném genomu.

T-DNA vnasi do rostlinného genomu dva druhyige@eny pro syntézu opina geny
pro nové cesty biosyntézy rostlinnych hormprauxini a cytokiniri, slouzicich k

maximalizaci produkce iz zmovanych opid (Ondwej et al, 1999).

2.2.3 Vektory pro transformaci bakteriemi Agrobacterium

Pokud chceme vyuzit baktedgyrobacteriumako vektofi pii prenosu get, je nejprve
tteba T-DNA gedem upravit. Musime odstraniiyodni geny i zachovani hragnich
sekvenci, mezid¢t se budou vkladat nove, nami pozadované genyadéhi je vyuziti
restrikinich S&épeni a ligace. V dnesni ddle pro transformace hlavpouziva systém
binarnich vektak. Tato metoda sgiva v unélém rozdleni pivodniho Ti plazmidu na
dva plazmidy: prvni plazmid neobsahuje Usek T-DNwe obsahuje uUsek virulence.

Druhy plazmid obsahuje T-DNA nesenou jinym typerzphidu (Ondej et al,, 1999).



2.2.4Typy transgeni

Do rostlinného genomu se procesem transgenozastgij zaclenuji predevsim cizi
geny, jeZz po expresi dodavaji rostlinéjaké pozitivni vlastnosti. Neéastji se jedna o
zvySeni odolnosti rostlin k n&gnivym podminkam okoli nebo odolnosti k herbici
Diky t¢émto genetickym Upravam lze&gtovat rostliny nafklad v zaméenych mdach,
nebo pouZzivat totalni herbicidy, které by za noniel okolnosti veSkeré rostliny
véetne samotné plodiny zahubily. Tyto metody tedy umoxigitit Zivotnimu prostedi
snizenim jeho celkové zde a zarowv uSetit naklady spojené s pouzivaninikolika
herbicidi specifickych na wité druhy plevel. Velké mnoZstvigchto vyhodnych gan

je ziskavano z rezistentnich bakterii, nebo dalgfeddnych organisin Proto je nutné,
aby pgenasSené transgeny byly ofsaty rostlinnymi reguknimi sekvencemi, tzv.
promotorem (zavatti sekvenci) a terminatorem (terminéd sekvenci). Transgeny
vzniklé kombinaci UsekDNA pochéazejicich ziznych druli se nazyvaji chimérické
transgeny. ProtoZe neni mozno zajistit transformaech budk v pletivu vystaveném
pusobeni bakterii rodAgrobacterium je nutné zajistit rozliSeni transformovanych a
netransformovanych bgk. K tomuto @elu se vyuZzivaji transgeny selektovaci

(selektovatelné) a reportéroveé (signalni).

2.2.4.1 Selektovatelné transgeny

Selektovatelné transgeny jsou obvykle transgenyrgzdstenci k gjaké toxicke latce,
nebo jinak zvyhotlujici geny, umo#ujici preziti a @leni transgennich bgk na médiu
obsahujicim toxickou latku¢i neobsahujicim wezité Ziviny. K vyuZiti se nabizi
n¢kolik raznych seleknich systém. Ziejm¢ nejlEzrgji pouzivany je transgen pro
rezistenci k  antibiotiku  kanamycinu ngtll), ktery  koduje  enzym
neomycinfosfotransferazu Il. Tento enzym v transiovanych rostlinnych hikach
inaktivuje dany typ antibiotik. Nasledné pouZzitineanycinu jako selaiho ¢inidla je
velice jednoduché. Staho gidat do Zivné pdy, na které budou rostlinné explantaty
péstovany. Timto zfisobem lIze vyuzit i transgen pro rezistenci k hygminmu,
kodujicim gen pro hygromycinfosfotransferazu. Hygyein je antibiotikum blokujici
proteosyntézu u prokaryot i eukaryot a je &tioxicky i proc¢lovéka (Ondej a Drobnik,

2002). Nevyhodou¢thto seleknich systéem je uvohovani toxickych latek do okoli



umirajicimi butkami, coz @isobi inhib&éné na regeneraci transformovanych rostlinnych
pletiv (Pennaet al., 2002). V sodasnosti je proto vyuzZivanarada jinych selednich
systént (Miki a McHugh, 2004).

2.2.4.2 Reportérove transgeny

Reportérové (signalni) transgeny jsou transgeljighie expresi Ize jednoduse vizudlin
detekovat a kvantitatignstanovovat. Jedna se vzdy o chimérické transgeastinnou

regul&ni sekvenci.

V souwasnosti se vyuzivakolika signalnich gein Historicky prvni byl bakterialni gen
pro chloramfenikolacetyltransferazu, t®obujici acetylaci chloramfenikolu. Tato
metoda je zaloZena na podani chloramfenikolu¢emého izotopem™C a jeho
autoradiografické detekci po acetylaci. Tento syst&e pro svoji nakmost

Vv sowasnosti jiz nepouziva. Hajmpouzivany je transgen pro R-glukuronidazu (GUS),
coz je gengusA (uidA)z bakterieEscherichia coli(Jeffersonet al., 1986). Tento gen
kdduje enzym R-glukuronidazu, coz je kyselda hydmlarenici substraty na bazi
glukuronidi na mode zbarven&i fluoreskujici latky. Nevyhodou u tohoto systéneu |
urcita nespecificka aktivita gkterych rostlinnych pletiv. V dnesSni dble patrré

nejvyuzivarsi a Zejme nejperspektivigsi transgen pro zelérdluoreskujici protein.

2.3 Transgen pro zele fluoreskujici protein (GFP)

Gen pro zele# fluoreskujici protein (GFP — green fluorescenttgirg byl spolu s
proteinem aequorinem ziskan z med#émquoria victoria vyskytujici se v oblastech
severovychodniho Pacifiku (Praslegral, 1992). Protein aequorin z@itomnosti iond
Cd* vydava modré sitlo (440-480 nm) a protein GFP heep¥iiuje na swtlo zelené.
GFP ma schopnost emitovat zelenétlsvi pii ozaeni UV z&enim (360—400 nm) a
zachovava si fluorescenci i po fuzi s jinym progm a to jak na C-, tak i N- konci.
DalSimi @iznivymi vlastnostmi jsou i stabilita v rozsahlémzmezi hodnot pH,
termostabilita (do 65C) a netoxicita. Je to zatim jediny protein, ktémnguje bez
dodani kofaktar nebo substrat(Ondej a Drobnik, 2002, HraSlat al., 2006).



2.3.1Struktura GFP

Nemodifikovany GFP, tzv. ,wild-type* GFP, je prated molekulové hmotnosti 27 kDa
a sklada se z 238 aminokyselin (vidlgha ¢. 1). Samotna molekularni struktura je
dimer sloZeny ze dvou protondervytvaejici strukturu pipominajici sud, tzv. beta-
barrel. Tento speciélni tvar ma zasadni vliv natexai spektra GFP. Bmér struktury
je zhruba 30 A, délka je 40 A a tigi 11 p-vlaken utvéejicich stny a centralni
Sroubovicio-helix, jez obsahuje vlastni fluores¢en centrum.Casti a-helixu vytvai

strukturucepicky a zaroveé ukorcuji strukturu ,sudu” (viz obr.1).

1 2 3 g1 17 8 9% 4

(b)

Obr. 1. Modely struktury proteinu GFP

a) Trojrozmerné zobrazeni proteinu GFP - beta barrel s chroraafaiprosied.

?) Topologick)’/ diagram GFP. Beta vldkna zna#oyrzeler, alfa-helixy mode a spojovaci sntky
?pl)lfj:}zato z http://www.bioc.rice.edu/Bioch/Phillipsffeas/gfpbio.html )

Tato struktura zaji&lje vysokou stabilitu a odolnost k denaturaci, \egfeci pisobeni
6M guanidinhydrochloridu i 90 °C nebo pH mimo rozsah hodnot 4—(Ast&na ¢i
témef Uplnd renaturace nastav&hbm rékolika minut po navozeni ffhodnych
podminek (Yanget al, 1996). Zakladem struktury fluoroforu je sekvelssx65-Tyr66-
Gly67, ktera je posttransia¢ modifikovana na 4g-hydroxybenzyliden)-imidazolidin-
5-on (viz obrg. 2) (Codyet al.,1993). Studiem exprese rekombinantniho GER eoli
bylo zjiS€no, Ze cely mechanismus tvorby GFP je zahajen ouctyklizaci mezi Ser65
a Gly67, za tvorby imidazolin-5-onu. Nasleduje mawhpomalejSi (iadu hodin)
oxidace postrannihi@ttzce Tyr66 pomoci @Heimet al.,1994).



Ser-65

Obr. 2. Model struktury tripeptidu Ser65-Tyr66-Gly67 flescexiniho
centra GFP (fevzato z Hraska, 200

Zelert fluoreskujici protein z mské meduzyAequoria victoriatzv. wtGFP (wild-type
GFP)ma dva exciténi vrcholy. Hlavni exciténi maximum je na vinové délce 395 nm
(UV oblast) a vedlejSi na 475 nm (modra oblast)idainmaximum se nachazi na 509
nm (zelena oblast). Tyto hodnoty emisnich spekigem nevyhovuji pouzivanym
optickym filtram, takZe bylo nutné upravit emisni spektra GFPyBpyjtvoreny tizné
mutace GFP, poz#&iujici fluorofor a ovliwaujici excit&ni i emisni spektra, které jiz
umoziuji pohodiné pozorovani pomoci standardnich optbkyiltra. Dnes znami
mutanti GFP mohou byt rozkéni do sedmiiid, liSicich seiznymi komponentami v
chromoforu. Fidy 1-4 jsou odvozeny z polypepiid tyrosinem na pozici 66, zatimco
tiéidy 5-7 maji na této pozici Trp, His nebo Phe (diimo z Kita, 2007).

2.3.2Metody detekce GFP

NejjednodussSi metodou detekce je vizualni pozorouwarjeho provedeni sta pouze
excitani zdroj s¥tla s vinovou délkou 395 nm z¢dného zdroje, nebo 480 nm z
xenonové vybojky a hragi filtr nebo monochromator. Pro vizualni detekdrRs
fluorescence postaje UV lampa nebo zdroj modréhoétia. Fi pouziti UV lampy je z
divodu zdravotnich rizik nutné pouzit ochranné filipkujici toto zé&eni. Ri pouziti
modrého s#tla je dobré pouzit Zlutych nebo oranzovych ochyahnfiltra. Ke
sledovani posta klasické mikroskopy nebo binolupy (binokularnpyd (Elliot et al.,
1999). Pro detailjSi pozorovani je ale jiz nutné pouzit h&fad konfokalni
mikroskopy. DalSi moznosti je vyuZziti digitalnihotrazeni a digitalni analyzy obrazu
za pomoci peitate a specialniho softwaru (HrasSka, 2003). Diky tétetod lze
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dosahnout mnohem cithjsich a pesrgjSich vysledk nez @i pozorovani pouhym
okem. Navic je mozné intenzitu emitovanéhetlavkvantifikovat a tak usuzovat na
piipadnou Urovie exprese transgenu, s nimz je gen pro GRBnetvazb nebo fuzovan
(HraSka et al., 2005, 2006).

2.3.3Moznosti pouziti GFP

Diky tomu, Ze detekce a exprese GFP je nedestniktimiZze byt fluorescence
pozorovana v zivych hikach. Recentni studie navic ukazuji, Ze GFP ndmzpny i
pro vySsi organismy ani fytotoxicky (Richards et @D03). Z &chto divoda se z&aly
konstrukty s timto markerovym genem hojryuZivat. MozZnosti aplikace GFP se stale
rozSkuji a v dnesni dabse pouziva ip vyzkumu bakterii, kvasinekilenovai, rostlin,
ryb, savé a dokonce i u lidskych bgk (pfevzato z Hraska, 2003). Diky moZznosti
fuzovat GFP stznymi proteiny Ize nagklad lokalizovat v biikdch proteiny nebo
organely nebo pozorovat aktivitu a pohyby mitotioéparatdi cytoskeletu v realném
case, s moznosti piaeni fotodokumentace. Hlavni vyuziti GFP jegledovani exprese
urcitetho genu. Fazi tohoto genu s genem pro GFP &tadjn exprese jedinym
promotorem lIze jednoduSe pomoci fluorescence pwabrdrovés a misto exprese.
Funkénost GFP i po sfluzovani je zcela zdsadni vlastaasisto Ize takto nahradit
ostatni metody vyuZzivajici produkty signalnich @ygako je [3-glukuronidaza nebo

luciferdza (Hraska et al., 2006).

2.4 Ultrazvukova sonikace

2.4.1Ultrazvuk

Ultrazvuk je mechanické vémi s kmit@tem vysSim nez 20 kHz (viz obr. 3). CozZ je
oblast pro lidské ucho neslySitelna, protoze lidsiagho je schopno vnimat zvuky
priblizn¢ od 16 Hz do 18 kHz (liSi sdovek od cloveka). Ultrazvuk se z@l pouZivat
jiz na z&éatku 20. stoleti a to k mapovani dnarm¥ dnesni dob je jeho vyuZziti velmi
rozsahlé. Od zjivani skrytych vad materialu (zjdvani mikrotrhlin),cisténi vzduchu
(odstrargni exhalaci), sterilizaci vody, mléka a jinych ki, promichani galvanické
lazne a cisténi prednta, az po vyuziti v lekiské diagnostice, chemii a biologii.

RozliSujeme dva druhy ultrazvuku tzv. pasivni wtnak a aktivni ultrazvuk. U
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pasivniho ultrazvuku maji kmity nizkou intenzitu nedochéazi k fyzikalnim nebo
chemickym zmindm v prostedi, kterym prochézi. U aktivniho ultrazvuku jeeimtita

kmita vysoka,éehoz se vyuzivaeba i ¢iSténi materiah, nebo k iniciaci chemickych
reakci (Reichlova, 2006).

infrazvuk Zvuk ultrazvuk
0 10 107 103 10 105 106 1

| | | | | | | | | | |
=7 Ng
F N

..r’// ; Y R T

&melak stfedni C komar kobylka netopyr - horni hranice
150 Hz 256 Hxz 1500 He Flts TOkHz=
[ = [ ] =
slysitelna vykonovy prodlouzeny vysoka
oblast ultrazvuk rozeah frekvence

16 Hz— 16 kHz 20 kHz — 100 kHz 100 KHz -2 MHz 2 MH=— 10 MHz
cisteni sonochamie lekarska diagnostila
sonochemie

Obr. 3. Zvukové spektrum {gvzato z Reichlova, 20C
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2.4.2Sonikace

Sonikace je metoda zaloZena na pouziti aktivnazNnkove energie. Tato metoda je
vyuzivana kiiznym &elim kde je teba urychlit rozpoushi, rozruSovat povrchy,
inaktivovat latky, rozruSit intramolekularni vazhbydvzdusnit kapaliny nebo urychlit
nékteré chemické reakceriBpouziti sonikace musi bytfjpomna kapalina s vhodnymi
fyzikalnimi vlastnostmi. V laborattch se pouzivaji tzv. ultrazvukové |&mebo
ultrazvukové sondy tzv. sonikatory (viz obr. 4)trdkvukova sonda je vlastwinovod,
ktery je ponden do kapaliny a slouzi kignosu zvukové viny.iPsonikaci periodicky
se opakujici tlakové viny prochazi kapalinou, v dichazi k lokalnimu poklesu a
zvySeni tlaku. V biologii se sonikac&asto vyuziva k rozruSeni nebo deaktivaci

biologického materialu, népk rozruseni buftnych sén.

Bang EL
> ~EL|
SONORE

(b)

Obr. 4. Priklady sonik&nich z&izeni
a) soniké&ni lazei typ Sonorex RK52 (Bandelin,dhecko)
b) sondovy sonikator typ UP50H (Dr. Hielschegniecko)
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2.4.3Aparatura na sonikaci

Zakladnimicastmi aparatury na prov&d sonikace (obr. 5) jsou generator ultrazvuku,
pienasSeé, booster (zesilowg a vinovod. Zdrojem elektrického n#p o frekvenci 30
kHz je elektricky generator s obvyklym vykonem 50 V& generétoru se fpadi
elektrické napti na grenasé, kde se elektricka energieni na mechanickou.iBména

je zaloZzena na piezoelektrickém jevu, kdy se remlenny krystal fivede stidavé
elektrické napti, zpisobujici posunuti ioftv krystalové mizce, jenz reverzibikn
deformuje krystal. Tim se fevadi elektrickh energie na mechanické
kmity.(http://en.wikipedia.org/wiki/Piezoelectrigit Z prenaSée prochazi mechanické
kmity do boosteru, coz je misto n&si vychylky. Poté kmity prochazi nulovym bodem
amplitudy (v tomto mistse upeituje oddlitelny vinovod) do oddlitelného vinovodu,
jenz vede kmity do mista aplikace. Na hrotu tohetnovodu maji kmity opt
maximalni amplitudu (Reichlové, 2006).

prenasec

generator

nulovy bod
amplitudy

vinovod

Obr. 5. Schéma sonikai aparatury
(pfevzato z Reichlova, 2006)

12



2.4.4\Wuziti sonikace i transformaci

Pti transformaci vyuzivajici bakterii roddgrobacteriumje velkou nevyhodou druhova
specificita bakterie nagkterée rostlinné druhy (Holford et al., 1992; Fulire al., 1996).
Vinou tohoto bylo u #kterych druli, v¢etré Inu (Linum usitatissimunk..), dosaZzeno
transform&nimi metodami pouze omezenému pokroku, vedoucidsinou pouze k
malé frekvenci transformace. Prvni &8pa transformace Inu pomoci vektoru na i#azi
tumefaciendyla provedena jiz v roce 1988 (Jordan a McHugh®&8). Od té doby
bylo provedeno mnoho pokiuso vylepSeni metod transformace pro len (Dong a
McHughen, 1993; Mlynarova et al., 1994; Rakouskyalet 1999). Bylo vyzkouSena
fada fiznych postuf, v¢etre metod nagelovani cizi DNA do jader rostlinnych bl

tzv. particle gun (Wijayanto a McHughen, 1999). @#&dz &chto metod ov3em
neposkytla uspokojivé vysledky, a proto séata hledat i neobvyklé metody. Jednou z
téchto metod se stala i sonikace. Jejim vyuzitimaago zvysit transientni expresi a
stabilni transformaci dkolika obtizré transformovatelnych rostlinnych driubako je
s6ja (Trick and Finer, 2000), trnovnik akat (Zarzget al., 2004), nebGhenopodium
rubrum (Flores Solis et al., 2007).edhto pozitivnich vysledk bylo dosazeno hil
piimym prenosem DNA do protoplastza pomoci sonikace (Joersbo M., Brunstedt J.,
1990), nebo pomoci metody SAAT (Sonication-Assistegrobacteriummediated

Transformation) (Trick a Finer, 1997).
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3 Material a metodika

3.1 Material

VeSkery mnou pouzivany rostlinny materidl byl ziskZe steril&@ nagstovanych
semendka Inu. K pokusm jsem vyuZzival &olik odrid Inu. Konkrétg se jednalo o
odrady (a linie) Bilstar (olejna forma, vySledna firmou Van de Bilt Zaden,
Holandsko), Venica (@adna forma, vy3lectna firmou Agritec, s.r.o.,SumperkR),

Recital (olejna forma, Labout Semences, Airairresicie) a Slechtitelskou linii AGT
514/03 (vysSlechina a poskytnutd, stejjako gedchozi odidy, firmou Agritec, s.r.o.,
Sumperk,CR). Odiidy Bilstar a Venica jsem vyuZzival pouzast&ng, mnou hlavss

pouzivanymi odidami byly Recital a linie AGT 514/03.

K transformaci byly pouzity bakteridgrobacterium tumefaciengkmen EH105)
nesouci plazmidovy fazni konstrukt GFP:SPI2 (paskyidr. O. Navratilem, UEB AV
CR, Praha). Tento konstrukt nese genptll, SPI2 a gfp. Gen nptll kéduje
neomycinfosfotransferazu, umagici selekci transformattna zaklad rezistence pro
antibiotikum kanamycin. Gen$PI2 (inhibitory protedz serinového typu) a signalni ge
gfp jsou fuzovany a jejich expresigena jedinym promotoremiiiioha 1-3).

3.1.1F0zni konstrukt SPI12:GFP

Tento fuzni konstrukt byl vyvinut v labor&tdRNDr. Oldicha Navratila, CSc. (Ustav
experimentalni botaniky, v.v.i. Akademiéd/Ceské republiky, Praha) (vizifphag. 3),

na zaklad spoluprace a vyzkumu prov&em na Entomologickém Ustavu, v.v.i. &R
Biologického centra \Ceskych Budjovicich. Jednalo se o projekt vyzkumu novych
inhibitori proteaz vyuzitelnych proti patogen lidi a zvfat v ochrag rostlin (projekt
IBS5007316, 2003—-2005). Tento vyzkum se tykal abjegobvyklého, malého a velmi
aktivniho inhibitoru proteaz GmDP12, z{isgého v hedvabi zavije voskového
(Galleria mellonella). Bylo zjisttno, Ze tento inhibitor protedz serinového typu je
vysoce aktivni pedevsSim proti bakterialnim a houbovym proteadzanbtilsinu a
proteinase K), a zaroiezistava aktivni i po prodlouzeni karboxylového korae
glykozylaci (Kludkiewicz et al., 2005). Tyto vyhoérvlastnosti ho igducgily k vyuZziti
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v transgenozi rostlin a navozeni vy3Si odolnostiokbbovym chorobam a &#cim.
Kvili snazsi detekci exprese a selekci byl vitrokonstrukt, kde je fuzovan gefp a
SPI2 pod jediny promotor viru Zilkovitosti Kiaku CaMV 35S anos (nopalinsyntaza)
terminatorem. Selektovatelny gen npgtll pod nos promotorem i terminatorem (viz

piilohag. 2).

3.2 P¥iprava kultiva énich médii

K pokugim jsem vyuzival &olik druhi kultivatnich médii. Pro kultivaci a namnozeni
vektorovych bakterii jsem pouzival tuhé agarové mBdium a tekuté LK médium
(Langley a Kado. 1972). Pro kalogenezi a kokultivaakterii s rostlinnymi segmenty
jsem gipravoval agarové C médium, pro regeneraci vyharexplantalt agarové R
médium a pro klonovani vzniklych vyhbragarové K médium, podle Tejklové (1992).
Oproti pivodnimu autatinu ozn&eni médii (LC, LR a LK) je v této praci uzito pouze
druhého pismene, aby nedochazelo k nespravnynadiykl zejména mozné z&ms

s médiem pro kultivaci bakterii LK.

LB médium (sloZeni viz ifloha ¢. 4) pro dlouhodobé mnoZeni bakterii a jejich
uchovavani virstové fazi jsem ifjpravoval pouze v malém mnozstvi avddu malé
spoteby média. Do 250ml kadinky s trochou destilovaodyjsem postuphpiidaval
jednotlivé potebné chemikalie. Po smichani vSechrgdmych chemikalii jsem doplnil
kadinku na piny objem, nasletipsem zndtil a upravil pH na 5,5, ielil obsah do
Erlenmayerovy biky a zklavoval p 121 °C po dobu 35 minut. Po zchladnuti média
pod cca 50 °C jsem ve sterilnim flow-boxtilipp fedem autosterilizované antibiotikum
kanamycin (rozpusteni atb. v 1 ml sterilni destloé vody) o koncentraci 50gl™.

Médium jsem dostate¢ promichal a rozlil do Petriho miseki 8 cm).

Tekuté LK médium (slozeni vizifoha ¢. 4) pro mnozeni bakterii jsenfipravoval
v 500 ml kadince s destilovanou vodou, kam jsefdgval chemikalie. Po fani
chemikdlii jsem doplnil kadinku do plného obsahwretil a upravil pH na 6,5.
Nasled® jsem médium vysterilizoval v autoklavovacintizeani i 121 °C po dobu 35
minut. Po zklavovani jsem médium rozlil po 20 ml H@0ml Erlenmayerovych bak.
Erlenmayerovy bigky jsem uzaiel alobalovou folii a uchovaval v chladoe i 4 °C.
Antibiotikum kanamycin pro selekci bakterii jsemhledem k jeho labili piidaval az
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tésne pred nadgkovanim bakterii do média. Kanamycin (Kn) byl ateéodizovan v 1 ml
sterilni destilované vody po dobu jedné hodiny aledé byl naedin sterilni
destilovanou vodou na koncentraci 10 mg Kn/ 10 odw Ri¢emz na kazdych 20 ml

LK média gipadl 1 ml tohoto zasobniho roztoku.

Agarova C, R a K média (sloZeni vitilphac¢. 4) jsem pipravoval v 1000ml| kadince

s destilovanou vodou, do které jsem postuptidaval slozky pislusného média a
rostlinné fistové latky. Naslednjsem dolil destilovanou vodu do objemu kadinkytépo
zmefil pH a pomoci 0,1 M KOH, ifjpadré HCI jsem ho upravil na hodnotu 5,5. Obsah
kadinky jsem pelil minimalné do 3litrové Erlenmayerovy kiay (aby i varu nedoSlo

k vyvieni obsahu ven z bly), uzavel ji dvojitou vrstvou hlinikové félie a nechal
sterilizovat @i 121 °C po dobu 35 minut. em klavovani meédii jsem sitipravil
roztoky antibiotik (pokud se do médigigavaly). Tyto roztoky seifpravovaly v malé
kadince, zalitim antibiotik co nejmenSim mnoZstvisterilni destilované vody,
uzawenim hlinikovou folii a umighim na tepaku na dobu alesgiojedné hodiny. Tim
se zajistila autosterilizace antibiotik. Po ukeni klavovani agarovych médii jsem je
zchladil @iblizné na 50 °C, tento krok bylo nutné provéseg gidanim antibiotik do
médii, kvali jejich termolabili€. Po dikladném promichani jsem hotovd média rozlil do
sterilnich Petriho misek18 cm), nebo do plastikovych zkumavek se Sroubovacim

vickem (K médium pro klonovani vyhép

Agarova C, R a K média jsou v podstatodifikovanad MS média (Murashige a Skoog,

1962). Rehled sloZeni jednotlivych médii je uvedentilqzec. 4.

3.3 Metodiky pokusii

Metodiky pokus jsou rozlenény do ¥ samostatnychcasti, podle jednotlivych

tématickych okrut.

3.3.1O0ptimalizace sterilizace semen Inu

Z davodu zavaéni novych odiid Inu do transformaich pokud bylo nutno pro
jednotlivé kultivary uéit optimalni podminky pro sterilizaci semen tak,yaki¢ni
rostlinky byly nagstovany sterild a na jejich osemeni nistaly spoéry plisni a dalSi
nezadouci mikroorganismy. Jak totiz bylo Zjigi, semena sebrana z polnich pdkus
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jsou &tSinou sile promdena spérami plisni ({i€a, 2007) a je proto nutné vhadn
stanovit metody povrchové sterilizace. Z toho vyglyi specifické nakladani s
veSkerym materidlem. Je totiz nezbytné zajistiy, sdvesSkera manipulace s rostlinnym
i bakterialnim materialem provéd v naprosto sterilnim prdsdi a tato manipulace
byla provadna sterilnimi nastroji. Sterilni prasdi |ze zajistit manipulaci v prastli
boxu s laminarnim prowdim vzduchu (tzv. flow-boxu). Nastroje Ize vystevat
nag. pondenim do ethanolu a opalenim nad plamenem kahamu wnelitoklavu (g
121 °C na 35 min), veSkeré pro praci pouzivané lbiage nutné vysterilizovat v
autoklavu. Nemén dalezité je, aby vSechny nastroje a nadoby, jefidlypdo styku s
vektorovymi bakteriemi nebo transgennimi explantiyy vysterilizovany a to nejlépe
vySe zmignym opalenim nad kahanem nebo v autoklavu. V tétwomini sekci se
budu zabyvat problematikou vlastni povrchové siade semen Inu tak, aby se zbavila
nezadoucich plimvych sp6r a dalSich mikrobialnich zarédla zarové nedoslo k

poSkozeni zarodku rostlin v semeni.

3.3.1.1 Vybér semen

Pouzivana semena @dr Recital a linie AGT 514/03 byla poskytnuta firmAgritec,
s.r.o., Sumperk. Semena pochéazela z polnich pokusy a na naSem pracovisti byla
trvale uskladina v lednici pi teplo& 4 °C. Samotny vy semen je velicetdezity,
protoze je nutné semenamd probrat a odstranit poSkozena, nebo napamikvalitni
semena. Je také nutné odstranit semena plevehg aiganické zbytky, protoZze by na
nich, nebo v nich ffitomné spory, mohlyiezit proces sterilizace a kontaminovat cely

VySsev.

3.3.1.2 Povrchova sterilizace semen

Sterilizace byla provamha reékolika riznymi postupy, aby se &if ten nejvhod#jsi pro
dané odidy. Z jednotlivych odid jsem vybral zhruba 100 neposSkozenych semen, které
jsem rozdlil do tii sterilnich 25ml kadinek pro kazdou adu a uzaiel je hlinikovou

folii. Semena v jednotlivych kadinkach bylacema k jinému zfsobu sterilizace a to

nasledova:
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» varianta¢. 1 — ethanol, Saviedné s vodou 1:7 a Jar jako stedlo
* variantag. 2 — ethanol, Saviedné s vodou 1:5 a Jar jako stedlo
e varianta¢. 3 — sterilium, Saveéedné s vodou 1:5 a Jar jako stedlo

Postup byl néasledujici. Semena v kadinkach bylglpohovana po 5 minut 70%
ethanolem nebo steriliem (desinfek prostedek, vyrobce BODE Chemie, GmbH,
Némecko). Nasledh byl ethanol nebo sterilium slit a nahrazeno sa\desinfekni
prostedek Savo, vyrobce Bochemie, BohuntiR) fedsnym vodou v poréru 1:5 nebo
1:7 (podle varianty). K tomuto roztoku sava bykédana kapka jaru slouziciho jako
smaedlo, k&dinky zakryty hlinikovou félii a umésty na tepaku, kde byly ponechany
po dobu 60 minut. Po této dobyl roztok odsat pipetou se sterilni &mu a nahrazen
sterilni destilovanou vodou, ve které byla semem@ephana za ¢asného promichani
po dobu 5 minut. Tento krok byl opakovan alesf® za &elem dikladného odstrami

jaru a roztoku sava.

3.3.1.3 Vysev semen

Den ged aseptickym vysevem semen jsem si vysterilizo\altoklavu 36 ks (18 ks na
odmidu) 125 ml pesnidavkovych lahvek s navikienou buniitou vatou (& 20 ml
destilované vody) uzdenych specialnim usfiohmotnym vékem s filtrem pro vyrénu
plyni. Do €chto vysterilizovanych lahvek jsem rovnorérné prenesl semenagtsinou
po deseti az patnacti semenech na tdtwi Provadl jsem zaroveé pokusy u obou
pouzitych odiid, kaZzdou rozélenou na vySe zmémeé ¥ varianty. Semena jsem poté
nechal kl¢it v kultivacni mistnosti i konstantni tepl@ 222 °C a 16hodinové
fotoperiod s z&ivosti 60-90umol(PAR)-m?-s®,

3.3.2Testy rezistence hypokotyh a déloZznich listki Inu ke

kanamycinu

Kromé¢ stanoveni optimalni metody povrchové sterilizaemen, bylo iieba stanovit
mezni hranici peziti netransformovanych explantdhu. To proto, abychom co nejvice

selektovali Usgsre transformované explantaty a netransformované néytené
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nepgezivaly. Timto zpsobem jsme si mohli ztae zredukovat mnoZstvi vzoik u
kterych bylo nutné proveést &eni Usgsné transformace. Tyto pokusy navazovaly na

pokusy s optimalizaci sterilizace.
3.3.2.1 Metodika a provedeni testti na rezistence

Jako vychozi material byla pouzity semenaiddnu Recital (skliz& 2005) a linie AGT
514/03 (sklizé 2004) poskytnuta firmou Agritec, s.r.0., Sumpékyrchova sterilizace
semen byla prova@ta proplachovanim 70% ethanolem v kadince po daiingt, poté
byl ethanol slit a nahrazen roztokem destilovandy\e Savo v pogru 1:5 s pidavkem
jaru jako sméedla. Kadinky uzaiené alobalovou folii byla umista na tepaku a za
konstantnihoiepani ponechana po dobu 60 minut. Z kazdédydbylo vyseto cca. 75
ks semen do fpdem vysterilizovanych 125mlrgsnidavkovych skleték (10-15 ks
semen na skle¢ku), obsahujicich buditou vatu a 20 ml destilované vody. Skkgo
se semeny, uzé&né specialnim udlohmotnym vékem s filtrem pro vyrmdnu plyni,
jsem poté nechal Kiit v kultivaéni mistnosti, fi konstantni tepldét 222 °C a
16hodinové fotoperiadl s z&ivosti 60—90 umol(PAR)-n*-s*, po dobu 7-10 di
Semena kéila na s¥tle bez zakryti, protoZetippiredpstovani ve tré se vyraza snizi
regeneréni schopnost ziskanych explaiitét 70-90% (Kobelkova, 2002). V ddkdy
semena kéila, jsem si pipravil 750 ml agarového C média pro kalogenezAshi viz.
piilohac. 4), roZlerénych do gti variant (& 150 ml média). VSechny variantyetns
kontrolni, obsahovaly antibiotika Timentin a Clafor v konstantni koncentraci
(Timentin 500 mg™ a Claforan 250 mf") a selekni antibiotikum kanamycin s

raznymi koncentracemi v kazdé variamat to nasledowh
varianta¢. 1 — bez kanamycinu (kontrola)

variantag. 2 — 50 m¢g™ kanamycinu

variantag. 3 — 100 mg™* kanamycinu

variantas. 4 — 150 md™ kanamycinu

variantas. 5 — 200 md™ kanamycinu
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VSechna antibiotika bylafpd gidanim do média autosterilizovana po dobu jedné
hodiny v 1ml sterilni destilované vody.

Po sedmi az deseti dnech od vyseti bylyi&li rostlinky asepticky roz§hany na
hypokotylové segmenty o velikost cca. 8 mmézhi listky s odstratnym ristovym
vrcholem. Tyto¢erstw ziskané explantaty bylyfgneseny na Petriho misky s agarovym
médiem. Petriho misky byly uzgeny dvojitou vrstvou PE fdlie, ipneseny do
kultivaéni mistnosti a ponechany v kliddi fkonstantni teplat 222 °C a 16hodinové
fotoperiod s z&ivosti 60-90umol(PAR)-ni-s™.

Po uplynuti doby 21 dn bylo provedeno vyhodnoceni a v kazdé vadiahyly
hodnoceno nasledujici: celkovy ded explantdl, regenerujici explantaty, Zzivé
neregenerujici explantaty a mrtvé explantaty. Uemegujicich explantat bylo
hodnoceno mnozstvi vytignych vyhoih a pupeid. MnoZstvi vyhoid a pupenf bylo

hodnoceno pomaci binolupy zn. Technival (ZeissniEcko).

3.3.3VIliv ultrazvukové sonikace na transformaci Inu provadénou

kokultivaci s bakteriemi rodu Agrobacterium

Vzhledem k tomu, Ze len je igs Gizné snahy obtizntransformovatelnd rostlina, bylo
hlavnim cilem mé prace vyzkouSet metody, které lhlgn pozitivré ovlivnit miru
transformace. Na zakladvysledki vyzkumi n¢kolika autofi, jimZz se podilo
dosahnout vysSi miry transformace za pouziti ultrkavé sonikace i u obtiZn
transformovatelnych druih jako soéja (Trick and Finer, 2000), trnovnik akdaragoza
et al., 2004), nebo Chenopodium rubrum (FloressSetial., 2007), jsme se rozhodli
vyuzit metody tzv. SAAT (Sonication-Assisted Agrobacteriuramediated
Transformation) (Trick a Finer, 1997). Tato metagexiva v transformaci vyuZzivajici

bakterieA. tumefacienpodpdenou ultrazvukovou sonikaci.

3.3.3.1 Sterilizace semen

K pokusim na transformace za vyuZiti sonikace jsem poududdidy Recital (skliz&
2005) a linie AGT 514/03 (sklize2004). Od kazdé otldy jsem vybral cca 200

nepoSkozenych semen. Ty jsem postupysterilizoval promyvanim v 70% ethanolu po
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dobu @ti minut, nasled# byly zality roztokem sava a destilované vody v panl:5 s
piidavkem jaru jako snd@dla a ponechany ndepace 60 minut. Poté jsem odsal
roztok sava a semena jsem miningaBx promyl destilovanou vodou, abych odstranil

sterilizatni roztok.

3.3.3.2 Vysev semen

Pred aseptickym vysevem jsem si v autoklavu (121 3% min) vysterilizoval 34 ks
125ml gesnidavkovych skletek, obsahujicich bugitou vatu a 20 ml destilované
vody a uzaienych specialnim uélohmotnym vékem s filtrem pro vyrénu plyni. Do
vysterilizovanych sklegek jsem umistil sterilni semenast§inou po deseti az patnacti
kusech na skletku. Do poloviny skleniek jsem umistil semena ddly Recital a do
druhé poloviny semena linie AGT 514/03. Semena jserohal ki¢it 7-10 dri v
kultivacni mistnosti i 22+2 °C a 16 hod. fotoperiad

3.3.3.3 Sonikace

Rostlinky staré 7—10 dnjsem ve sterilnim boxu nd#tal na hypokotylovéasti velké 8
mm a élozni listky s odstramym ristovym vrcholem. Blozni listky jsem zagrné
stiihal tak, aby vznikaly &Si stizné plochy. Takto vzniklé rostlinné segmenty jsem
umistil do plastovych zkumavek (& 20 ml) se Sroaodw uzagrem, obsahujicich
kazda 10 ml 10mM roztoku MgSOFi stiihani rostlinek jsem musel postupovat
rychle, aby nedoslo k zaschnutiiztych ploch. Rostlinné segmenty jsem ufoisal do
zkumavek s roztokem po kazdé zpracované sidenitj. po zpracovani 10-15 ks
rostlinek. Pro nasledujici sonikaci jsem pouZzive druhy sonikatdr, a to sonikani
lazern model Sonorex RK52 (Bandelin,éiMecko) s celkovym vykonem 240 W a
pracovni frekvenci 35 kHz a sondovy sonikéator typ50H (Dr. Hielscher, Bimecko) s
vykonem 50 W a pracovni frekvenci 30 kHz. Pro ka%dpikator jsem @& nekolik
porovnavacich variant. Pro sontka lazer jsem pouzival delSi doby sonikace, protoze
tento sonikator obsahovakkolik slabSich zdrdj umistnych pode dnem vatky na
vzorky a sonikace probihala se zkumavkami pengmi ve vod. Tento sonikator
nenel nastavitelny vykon, naproti tomu sondovy sonikatél nastavitelnou amplitudu
(20-100 %) i intervaly pufz (0—100 %). Pro pokusy jsem pouZzival 20% amplitudu
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(vykon) a 80% intervaly putz ¢imz jsem zajistil, aby segmenty rostlin nebyly
vystaveny pilis velké davce ultrazvuku. Diky tomu nedochazelokalnimu gehrivani
segment, coZ by n¢lo za nasledek jejich amrtifiPsonikaci zéizenim Sonorex RK52
jsem naplnil variku sonikatoru destilovanou vodou, umistil do nivieaé zkumavky
obsahujici rostlinné segmenty a roztok MgSebté nasledovalo spust pristroje a po
dohe 50-150 sekund jsem zkumavky postipytahoval ze sonikmi lazre. Prace se
sondovym sonikatorem probihala odtiSRred zapdetim sonikace bylo nutné sondovy
nastavec pdivé vysterilizovat ethanolem, aby nedoSlo ke kontawiingzorki. Po
nastaveni amplitudy a intervalu pti)Zsem ponél sondovy nastavec do zkumavky pod
hladinu roztoku MgS® obsahujicim segmenty rostlin a provedl vlastniikapl

ultrazvuku. Pouzité varianty pro sonikaci byly re@kljici:
1) Varianty pro sonikéni lazeéi model Sonorex RK52 (pro 8lpouzité odiidy stejné)
a) K-50S; kontrola, sonikace po dobu 50 sekunulansformovano
b) 0S; bez sonikace, transformovano
¢) 50S; sonikace po dobu 50 sekund
d) 100S; sonikace po dobu 100 sekund
e) 150S; sonikace po dobu 150 sekund
2) Varianty pro sondovy sonikator typ UP50H, 20%pétada a 80% intervaly puilz
a) K-10S; kontrola, sonikace po dobu 10 sekunulansformovano
b) 0S; bez sonikace, transformovano
c) 5S; sonikace po dobu 5 sekund
d) 10S; sonikace po dobu 10 sekund

e) 15S; sonikace po dobu 15 sekund
3.3.3.4 P iprava bakterialni kultury

Pouzivané vektorové bakteriéA.( tumefaciens kmen EH105 s fuznim vektorem
SPI2GFP) byly uchovany § teplo& —70 °C v glycerinu, takto konzervované bakterie
slouzily jako dlouhodoba zdsobéarna. Dva tydigdozapoetim pokug jsem si pipravil
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do ntkolika plastovych Petriho misekll@ cm) agarové LB médium tené pro
namnoZzeni bakterii. Na jednu Petriho misku jsenmelymkterie odebrané ze zasoby
uchovavané v glycerinu. Petriho misku jsem neproglyzavel PE folii, nechal 2 dny
pii pokojové teplat a nasled& uskladnil do chladiky pii 4 °C. Tyto bakterie
uchovavané viistoveé fazi mi slouzily pro namnozeni na transfamigokusy. Jeden
den ged transformaci jsem &ast bakterii featkoval z Petriho misek s LB médiem do
dvou 100ml Erlenmayerovych b&#g obsahujicich kazda 20 ml tekutého LK média
(Langley a Kado, 1972) gigavkem 1 ml roztoku antibiotika kanamycinu o kamtcaci
1000 mg™. Bakterie jsem nechabist do druhého dne do rana vestma temperované
trepace @i 28 °C. LK média s namnozZenymi bakteriemi jserfelip do 10ml
plastovych zkumavek a nechal je centrifugovat 1Qunpi 4000 otékach za minutu.
Nasledr jsem slil supernatant a peletikiadre resuspendovaliganim 5ml 10mM
roztoku MgSQ do kazdé zkumavky. Obsahy zkumavek jsem nasletihdo sterilni
kadinky a odebratast do 1 cm kyvety zikemiitého skla. Pomoci spektrofotometru
(model Boeco S-30, Boeckel + Co. GmbHiniNecko) jsem si zgil optickou denzitu
pii 600 nm s kalibraci na 10mM roztok MgsO

3.3.3.5 Kokultivace explantatti a bakterii

Po provedeni sonikacefipraw bakterialni kultury a zgfeni jeji optické denzity jsem
pristoupil ke kokultivaci rostlinnych segmera bakteriiA. tumefacienslako inkubéni
roztok jsem pouzival 10mM roztok Mg@@Bakterialni kulturu jsemfiddval pomoci
pipety se sterilni $pkou pimo do zkumavek obsahujicich segmenty a 10ml 10mM
roztoku MgSQ. Aplikoval jsem takové mnozZstvi bakterialni susgperaby po nedni

s roztokem siranu henatého ve zkumavce byla vysledna opticka denzibagg.0,4—
0,5. Diky tomu, Ze bakterialni kultura byl&éigravovana tak, aby v dékpokusu byly
bakterie v exponencialni fazistu (tudiz jejich opticka denzita byla vysokd) ¢dtado
jednotlivych zkumavek napipetovat 2,5-3 ml bakiafiassuspenze. Bakterie jsem
samozejmg negidaval do kontrolni varianty, kterou jsem nechalgpdikaci ultrazvuku
stat v uzaiené zkumavce. Poté jsem zkumavky ueba mirg protrepal, aby do styku
se suspenziig@ly vSechny rostlinné segmenty. Utené zkumavky jsem nechal 3
hodiny kokultivovat na rozptyleném &le ve flow-boxu pi laboratorni teplat
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3.3.3.6 Kokultivace na agarovém C médiu

Po uplynuti doby pro kokultivaci v roztoku, jsempeiou se sterilni Sfgkou odsal
roztok MgSQ nebo bakterialni suspenzi a rostlinné segmentgtilma sterilni filtr&ni
papir, abych je osusSil. Nasledjsem hypokotyly i dlozni listky opatra pirenasel do
plastovych Petriho misek]6 cm) s agarovym C médiem pro kokultivaci a kalagen
(slozeni viz piloha ¢.4) bez antibiotik. Zakladem C média bylo MS meédipodle
Murashige a Skooga (1962). Misky jsem nastedpavel dvojitou vrstvou PE folie a

nechal kokultivovat po dobiitdni za Sera (misky jsem uzal do lepenkové krabice).

3.3.3.7 Debakterizace a kalogeneze

Po uplynuti i dni od zapdeti kokultivace jsem potencionéltransformované, zdravé
a Zivé (ne h&dé) hypokotyly a dohy prenesl do kadinky, kde jsem je p&vpromyl
sterilni destilovanou vodou a naslédmoztokem anitibiotika Claforanu (nebo
Augmentinu) o koncentraci 10 mg na 10 ml vody. PiggEm explantaty osuSil na
sterilnim filtratnim papife a genesl je do Petriho misek s agarovym C médiem pro
kalogenezi. V tomto médiu jiz oviem byl&tpmna antibiotika Timentin (500 nid),
Claforan nebo Augmentin (250 rig) a kanamycinu (125 mg). Tato antibiotika zde
byla pitomna pro eliminaci vektorovych bakterii a selekitansformovanych
explantat. Zarover toto médium obsahovalo rostlinnéstové latky pro indukci
kalogeneze. Pro zhodnocenéinnosti rekterych istovych latek jsem u ékolika
pokugi pouzil vedle BZzného syntetického auxinu — kyselimynaftyloctové (NAA) i
silngjSi  auxin — kyselinu 2,4—dichlérfenoxyoctovou (Z¥— a cytokinin 6-
benzylaminopurin (BARP)Wtvoril jsem proto navic je8ttii varianty pokug a to

nasledujici:

Variantag. 1 — C médium, 1,5 mig' BAP, 0,2 mg™ NAA
Variantag. 2 — C médium, 0,5 mig' BAP, 2 mg™ 2,4-D
Varianta¢. 3 — C médium, 0,5 mig' BAP, 5 mg™ 2,4-D

Explantaty jsem na C médiu ponechal po dobu dvduity kultivacni mistnosti fi
teplog 22(2 °C a 16hodinové fotoperi®d z&ivosti 60—90umol (PAR)-m-2-s-1.
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3.3.3.8 Selekce transformantii, indukce organogeneze a klonovani

regenerantli

Po uplynuti dané doby jsem Zivé explantatgnesl na regenefiai R médium (slozeni
viz priloha ¢. 4), ukené k nastartovani organogeneze, tyoploiperi a nasled# i
vyhoni. Explantaty byly kazdéfitaZz ¢tyii tydny presazovany ngerstvé R médium

s koncentraci antibiotika kanamycinu na udrovni 18§l-1, ale v kazdé pasazi se
sniZzujici se koncentraci antibiotika Timentinu a i@ozmezi 350 az 150 nidl.
Uvedena nejnizsi koncentrace Timentindlan v dalSich pasazich zajistit, aby nedoslo
ke zotaveni flezitostré prezivajicich bakterii a jejich ¢pvnému néistu.

Vyhony (alespg 1 cm dlouhé) vzniklé zregenerujicich kd@lugsem postuph
odckloval od primarnich explantéta pgenasel je do udhohmotnych zkumavek na
agarové K meédium (slozZeni viztilmha¢. 4) s antibiotiky Timentin (jehoZ koncentrace
zélezela na koncentraci Timentinu v R médiu, zeskte byly vyhony odebrany tj. 350—
150 mgl™) a kanamycin (80 mb') a rovréZ ristovymi latkami (0,05 pM BAP, 0,005
KM NAA ). Rostouci vyhony byly pravidetnpo tech aztyiech tydnech f@sazeny na
nové K médium, zilvodu hromadni na fst inhibiné pasobicich metabolfit
Koncentrace kanamycinuigtala stejnd, ale koncentrace Timentinu postigesala az
na hodnotu 150 mig'. V této dols byly zaroveé odebirany vzorky na vyhodnoceni

aspesnosti transformace.

3.4 Vizualni detekce transformace (GFP detekce)

Diky pouziti konstruktu obsahujicim gen pro GFRphyozné sledovat transformaci a
expresi vnesenych gérvizualni cestou. Toto jsem provida aseptickych podminek
pomoci binokularniho mikroskopu Leica MZ12 s okalarz\¥tSujicim 1, objektivem
0,63 a adaptérem pro GFP. PouZzival jsem zoom v rozewiBeni 6,3—-18. Zdrojem
excitatniho s¥tla (395 nm) byla rttova vybojka a pomoci sady optickych filtbylo
dosaZeno oddeni excit&niho s¥tla od s¥tla emitovaného (525 nm) (Hraska et al.,
2005). Fotodokumentace byla pro¥Ad pomoci fotoaparatu Olympus C-5050
s aplikovanym ultrazoomem, upewieého na specialnim nastavci binokularniho

mikroskopu.
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3.5 Molekularni detekce transformace

U transforménich pokud bylo nutné potvrdit usf$nost transformaci alespaveémi
metodami. Proto byla krognvizudlni detekce exprese transgegip provadna i
molekularni detekce pomoci izolace DNA, polymerdmoiettzovou reakci (PCR) a

naslednou elektroforézou prodiikt

3.5.11zolace DNA

Izolace DNA byla provatha pomoci modifikovaného protokolu Fér (2006), jenz
vychazi z CTAB metody (Doyle a Doyle, 1990). Jakivog DNA jsem pouzil svrchni
¢asti regenerovanych vyhondlouhych zhruba 2 cm (peba mit alespo 30 mg
vyhonu). Tyto¢ésti vyhori jsem genesl do mikrozkumavek Eppendorf o velikosti 1,5
ml, uzaw¥ené zkumavky jsem vhodil do tekutého dusiku, abgstiinky zmrazil a daly
se lépe homogenizovat nebo pokud se jednalo ofiie dmrazené vzorky, tak jsem
proved| rovnou homogenizaci. Kikladré rozdrcenému materialu jseniigal 700 pl
roztoku CTAB (hexadecyltrimethylamoniumbromid) i$davkem 14 pl B-
merkaptoethanolu. Obsah utené zkumavky jsem poté promichal na stolnim vortex
mixeru a nechal 30 minut inkubovati O °C za obasného promichani igvraceni
mikrozkumavek). Bhem prvnich minut inkubace jsemtigal cca. 10 mg PVP
(polyvinylpyrolidon K30). Po inkubaci jsem provetintrifugaci pi 13600 otékach za
minutu (rpm) po dobuwtyf minut a nasledh jsem genesl supernatant do novych
mikrozkumavek. K supernatantu jserfidal 500 pl smisi chloroform-isoamylalkohol
(v poneru 24:1), mikrozkumavky uzdel a 2-% prevréatil. Néasleds jsem proved|
centrifugaci pi 14000 rpm po dobu Sesti minut. Nasledovalo velopatrné
piepipetovani svrchni faze do novych mikrozkumavelelyCproces pokisoval
pfidanim 500 ul vychlazeného isopropanolu (-20 °Cievgacenim uzaenych
mikrozkumavek () a umistni do mrazaku (-20 °C) na dobu 30 minut. V tomtdébo
se vzorky mohly nechat v mrazédku az do druhého Bieevyjmuti z mraziciho boxu
jsem proved! centrifugaciipl14000 rpm po dobuit minut. Poté jsem vylil supernatant
pouhym gevracenim mikrozkumavky a osusSenim okraje mikrozkky na filtra&nim
papie (Zadna kapka nesta stéci zpt do mikrozkumavky). Nasledovaldigani 300 pl
vychlazeného 96% ethanolu (—20 °C) a inkubace pbud@5 min pi 37 °C
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v termomixeru @i mirném tepani. Dale jsem proved| dalSi centrifugaidi J000 rpm
po dobu ti minut a opatrné vyliti supernatantu. Poté jseéidgb 200 ul vychlazeného
70% ethanolu (=20 °C) a nechal stat po dobi minut pri pokojové teplot. Po této
doke byla provedena dalSi centrifugade 4000 rpm po dobuitminut. Pak uz stalo
pouze vylit supernatant, osuSit mikrozkumavku da@a&inim papfe a nechat pelet
oschnout v otaeenych mikrozkumavkach (asi 1 hodinu). V &av se vysuSeny pelet
rozpustil v 50 pl redestilované vody v chlate (@i 4 °C) do druhého dne. Pokud

jsem se vzorky rovnou nepracoval, byly uchovavanyrazicim boxu f —20 °C.

3.5.2PCR (polymerazovaretézova reakce)

Amplifikace DNA pomoci polymerazovérettzove reakce byla provéada
v gradientovém termocycleru TC-XP s blokem Xp-Cd@eatel KRD,CR). Reakce

byla provadna v reakni snesi o objemu 20 pl. SlozZeni reak snEsi bylo nasledujici:
« 10 pl PPP Master Mix (TopBio, Prat@R)
e 0,5 ul primer Spi-2a-F (2 uM)
e 0,5 ul primer SPI-2a-R (2 uM)
e 8ulHO
« 1ulDNA

Reakni snes jsem pipravoval tak, Ze jsem si sgital a namichal s8s bez DNA na
pocet zamyslenych vzotk plus rezerva na chyby (2 reakce navic). Vznildots jsem

si rozpipetoval do popsanych mikrozkumavek po 19mdsi a 1 pl DNA. DNA jsem
piidaval az apla naposledy. VSechna manipulace s DNA, primery atenasixy byla
provadna za neustalého chlazeni,iakvtermolabilnosti kyselin a pro snizeni rizika
nespecifického nasednuti primieMMnou pouzivany PPP Master Mix obsahoval DNA
polymerdzu pro tzv. hot start PCR. Tato DNA polyazer je modifikovana vazbou
s blok&ni molekulou inhibitoru, ktera brani enzymu v jetionosti. Tento inhibitor se
od DNA polymerazy odgli az po misobeni zvysSené teploty pocity casovy usek. Diky

této modifikaci Ize dosadhnout vySSi specifity aelékce.
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Pro reakce jsem pouzival nasledujici teplotni @ogr

teplota délka akce opakovani
1. 94°C 5 minut p&atesni denaturace Xl
2. 94°C 1 minuta denaturace X35
3. 60°C 1 minuta nasednuti ,annealing” prither ~ 35x
4. 72°C 1 minuta extenze prinier 35x
5. 72°C 10 minut zarecna extenze A
6. 4°C 0 chlazeni

3.5.3Pouzité primery

Pro PCR reakce jsem pouzival dva druhy primer

» Kontrolni primery pro detekci specifickych sekvemed len (FAD3A) (Smykal,
nepublikovano)

* Pro detekci fuzniho genu SPI2-GFP jsem pouzivahgny Spi-2a-F(R) (HraSket
al., 2008)

Primery pro detekci specifickych sekvenci pkgrobacterium— vir oblast Useku Ti
plazmidu jsem nepouZzival, protoZze bylo zjiki, Ze bakterie fiezivaji v kultite po
mnoho tydm a jsou pitomny témdt ve vSech vzorcich, pouze pokud se nedodrzuji
postupy jejich eliminace (ita, 2007). Ve svych pokusech jsem tudiisq provadil
nékolikanasobnou eliminaci bakterifippiesazovani. Primery FAD3A jsem pouzival pro
kontrolu gitomnosti DNA z rostliny a to jak transformovagienikoliv.

Nazev primeru Sekvence Teplota Velikost
(nahofe dopedné ,forward", dole zpétné pro amplifikovaného
eward”) annealing | fragmentu [bp]
Spi-2aF(R) 5 -CTGAGTGGGACCCTGTTTGT-3' 60 °C 277

5 -GTTGGCCATGGAACAGGTAG-3'

FAD3A-F(R) | 5-CAGTGACCTGTTCGCACCG-3' (19-mer) | 60 °C 650
5'-CCCGGCTAGGGTGATCAT-3' (18-mer)

Tab. 1 Pouzité primery a jejich zakladni udaje
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3.5.4Elektroforéza

Produkty PCR jsem ihned vyhodnotil pomoci elekiréfy. Jako elektroforeticky gel
jsem pouzival 1,5% agarézovy gel. Nappavu 100 ml koloidniho roztoku pro
elektroforeticky gel bylo pouzivdno 1,5 g agaréiskeoforetické kvality (Invitrogen,
dodavatel KRDCR), dale 20 ml 5 koncentrovaného TBE pufru a 80 ml destilované
vody.

10x koncentrovany TBE pufr jsemiipravoval nasledowh 108 g Tris base, 55 g
kyseliny borité, 20 ml 0,5M EDTA (kys. ethylendiamgtraoctovd) jsem smichal a
doplnil destilovanou vodou do objemu 1 litrx &koncentrovany TBE pufr axl
koncentrovany, jenZz se pouziva jako maptlektroforetické vany, se fipravi

jednoduchym nizzdénim.

Elektroforeticky gel jsem ffpravil smichanim fisluSnych chemikdlii a destilované
vody v 250ml Erlenmayer@baice, rozvéenim v mikrovince, nasledovanéganim 2
pl roztoku ethidiumbromidu, zamichanim a vlitim ddektroforetické vany se
zasazenymi iebeny, kde jsem gel nechal tuhnout zhruba 30 mibatkazdé jamky
vzniklé po hebenu jsem nanaSel veSkery obsah mikrozkumavekrgpaegeni PCR.
Jako marker molekulovych hmotnosti procemi velikosti fragmerit DNA jsem
pouzival Mass Ruler Low range DNA ladder (Fermentdtya) o velikosti fragmerit
80-1031 bp. Vlastni elektroforéza probihala kojeané hodiny fi napsti 90 V. Gel
byl vizualizovan na transluminatoru (Viber Lourm&tancie) pomoci CCD kamery a
vysledky detekce fragmanbyly vyfotografovany.

4 Vysledky

4.1 Optimalizace sterilizace Inu

Po 10-12 dnech od vysevu 30 skéehi (pro kazdou oddu 15 ks, z toho pro kazdou
variantu 5 ks) v kazdém opakovani pokusu, jsem dghbl fyziologicky stav ki¢icich
semendki a miru kontaminace sklagmk ponejvice plisni z povrchéwedostaténé
sterilizovanych semen. Zatifil jsem se hlavé na miru poskozeniétbZnich listki a

Klicka zpasobenou agresivnim steriliad@m ¢inidlem, které v pibéhu sterilizace mohlo
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projit pires osemeni, nebo ho zcela rozrusit. Jako poskédierdi rostlinky jsem bral
absenci ké&inku, poSkozeny vzrostny vrcholfetelné skvrny a deformaceldznich

listki, ztejme zpisobenych popalenim Savem.

Patty vSech vysetych semen v jednotlivych variantdtéré byly v tétacasti meé prace
pouZity, jsou uvedeny v Tab. 2. Celkem jsem prou&idhezavisla opakovani pokusu.
Kazda hodnota v tabulce je sbem p@&tu semen ze dvou nezavislych opakovani (jedno
opakovani nemohlo byt do vysledkarazeno z dvodu chyby pi provadni sterilizace
a kontaminaci vSech skleek plisni). V pipac, Ze sklenika obsahovala pligenebyla
zapaitana do hodnoceni Klvosti a miry poSkozeni Kicich rostlinek. Plise se v
uzaweném prostoru #i velice rychle, nebylo tudiz mozné zjistit, zerkteo semene
pliser pochazi a fesre spaitat paet nedostataé povrchow sterilizovanych a nebo
zda plisé byla zanesena neopatrnou manipulaci. Proto v @dafiiloha 6) uvadim
pouze poet sklenéek s plisni a v absolutnichislech, aby bylo mozZné alespo
orienta&né posoudit dinnost povrchové sterilizace. Bylo pozorovano, @mné postupy
sterilizace maji vyrazijSi vliv na klicivost semen pouze vipad kombinace odrdy
Recital a roztoku Savéedného svodou v poénu 1:5 a za pouziti sterilia misto
ethanolu. Zde byl rozdil vyrazny a &kiost klesla o vice nez polovinuifha 6, graf
1). Davoda proc tomu tak bylo, mohlo byt vice, aléegme hlavnim divodem mohlo byt
silngjSi, ale Zejm¢ k pasobeni sterilia vice nachylné osemeni u tétoishdr Kdy
sterilium kompletd nerozruSilo obal semene, ale narusSilo ho natdli, vzniklou
trhlinou nebo mikroskopickou dirou umoznilo nasléamiknuti roztoku Sava pod obal,
v disledku ¢ehoZz doSlo k nenapravitelnému popaleni z&rodku.urTbsn odpovidalo i
procento poskozenych Etich rostlinek u obou odd ve variant Savo 1:5 + sterilium
(Priloha 6, graf 2), kde bylo pozorovano vyrazné zwysgskytu rostlinek bez kinka,
vzrostnych vrchadl a gitomnost silg popalenychi deformovanych éloznich listk.
Po vykliceni byla jako prvni znamka poskozeni pozorovanaerates kéinku,
nasledované poskozenim vzrostného vrcholu, coz dhjorvypovidat o ztefeni obalu
semene vtomto mist Pokud tomu tak skute¢ bylo, je logické pedpokladat, Ze
sterilizani ¢inidlo pronikalo do semene r@astji prave pres oblast zarodku kene.
Tomuto by napovidalo, jak uz jsem zminil vySe, & jako prvotni znak poSkozeni
kli¢nich rostlinek byla absence fleme. Z vysledk bylo také mozno usoudit, Ze obal

semene u linie AGT 514/03 byl t&nhnez u odidy Recital. Této hypotéze nahraval i
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fakt, Ze po sko¥eni sterilizace #la semena oddy Recital stale hidé, nepithledné
osemeni, zatimco linie AGT 514/0Xia osemeni bilé az {gnledné. V grafu 2 (floha
¢. 6) lze vidt vice nez dvojnasobny nigt mnozstvi poskozenych &hiich rostlin u
obou kultivati, pii pouZziti varianty se Steriliem, oproti varigrgavo 1:5 s ethanolem.
Vysledky zjis&ni patu sklentek, v nichz byla fitomna plisé (graf 3, gilohac¢. 6) se
sowasnym porovnanim miry poSkozeni semen (graffiiphm ¢. 6), nasedcuji tomu,
Ze patri nejlepSim zppsobem sterilizace by &vo byt pouziti roztoku Savegedného v
poneru 1:5 a 70% ethanolu po dobu maxingh® minut. Bohuzel kidi nizkému pdtu
opakovani pokusu nebylo mozné data statisticky gghtit a vysledky jednoziaé
potvrdit. Diky mé chyb v provedeni sterilizace u jednoho opakovani jsgstilzZe pro
dokonalou a &nnou povrchovou sterilizaci je u Inu nezbytnutné, aby spotmé
s roztokem Sava byliftomen i jar, slouzici jako sm&dlo. Bez jeho dodani do
sterilizatniho roztoku nedoslo k dostate® sterilizaci obdl semen a vSechny skléky
s rostlinkami byly napadeny plisni. Vysevy byly hodeny podle nasledujicich dvou

kritérii: a) celkova kkiivost semen b) poskozenidtich rostlin steriliz&nim ¢inidlem.

odrada/ linie AGT 514/03 Recital

Savo Savo

. . Savo Savo Savo Savo
varianta sterilizace 1:5 + 1:5 +
1:7 1:5 1:7 1:5
St St

Celkovy p@et zapgitanych 114 94 102 92 90 105
semen z vysevu [K3] (150) (116) (102) |(134) (122) (118)

96 85 91 76 72 51
(84,2) (90,4) (89,2) ((82,6) (80,0) (48,6)
nevyklicilo [ks] 18 9 11 16 18 54

27 28 80 2 8 18
(23,7) (29,8) (78,4) | (2,2) (8,9 (17,1)
kontaminovano sklenek [ks] 3 1 0 4 3 1

vyklicilo semen [ks] (96)

poskozeno rostlin z vykienych [ksf

Tab. 2 Vliv pouzité techniky sterilizace semen Inu nagbjklicivost a fyziologicky stav semedtiéi.
Celkovy pa@et semen zapf@tanych do vyhodnoceni, jsou zde zé&ipdna vSechna vykiéna a
nevyklicena semena, tj. i posSkozena sterilizaci, ktera laekgntaminovana? V zavorkach
danéhoradku jsou uvedeny hodnoty vSectivpdns vysetych semen v jednotlivych variantach
sterilizasnich postup. ® Relativni kiivost a podil poskozenych semeki (%) jsou vztaZzeny
k celkovému p&tu zapd@itanych semen.
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4.2 Testy rezistence hypokotylk a déloznich listki Inu ke

kanamycinu

Kromé owteni vhodného postupu sterilizace semen bylo nuak€ tvyhodnotit
rezistenci netransformovanych hypokotylovych segfhea loznich listki ke
kanamycinu, abychom se po transformaci kultivacselgktivnich médiich zbavili co
nejwtsSiho pdtu (pokud ne vSech) netransformovanych explantddodnoceni
explantat jsem provadl po 21 dnech od nasazeni hypokotylovych seginemt
déloznich listki na agarova média. V jednotlivych variantach jsemdrotil celkovy
pocet explantat, patet regenerujicich explantatpaet Zivych neregenerujicich aded
zjevreé nezivotaschopnych (mrtvych) explaritaU regenerujicich explantabyl navic
hodnocen pé&et vytvarenych pupel a vyhori. Vysledky ve vSech dale uvedenych
tabulkach a grafech ukazuji pouze vyhodnoceni hypytdvych segmerit protoze
explantaty z doznich listki ani vjediném fpad neregenerovaly a nevytigy
pupeny nebo vyhony. Explantaty &a¥nich listki tvorily pouze organy ppominajici
zelené vzdusné keny. Celkovy poet hodnocenych hypokotylovych explafitge
uveden v Tab 3. Na tutéast mé prace nebyl kladen zvlaStnirat, tudiz bylo
provedeno pouze jediné opakovani pro kazdou z rppadivanych odrd. Také musim
zminit, Ze po vyseti sterilizovanych seminek musgtacca. ¥ skledek vyfazena pro
kontaminaci plisni, protoZe na sterilizaci byla pita starSi metoda Savo 1:7 se 70%
ethanolem, ktera se ukazala, jak vyplynulo z vysigqutedchozi sekce, jako naprosto
neefektivni. Navic doSlo ke z&fraym ztratdm explantat v agarovych kulturach,
z divodu kontaminace pokusuregmé kvasinkovou nakazou. Jak vyplyva z grafu 4
(priloha ¢. 7), porovnavajiciho regenerace hypokibtyl jednotlivych odid, idealnim
mnoZstvim selektivh pasobiciho antibiotika kanamycinu v agarovych kulthréby
méla byt koncentrace v rozmezi 100-150-iMgNa této koncentraci uz nedochézelo
k masivnimu pezivani netransformovanych explaftaiyssi koncentrace nez 150
mg!™ jsou dle mého nazoru uz zbmé vysoké, naopak mohlo by dochazet k Ghynu
zastaveni tvorby vyhdni u transformovanych explantatjez by se i fes vnesenou
rezistenci nemusely byt schopny s antibiotikem wgdat. Z grafu 4 @bloha 7 ) je i

patrné, Ze odida Recital je v tomto sénu mére odolrgjSi, nez linie AGT 514/03. Moji
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domrénku o vhodnosti davky kanamycinu 100-150 -lfhgpotvrzuji i vysledky
porovnani tvorby pupéna vyhorii z grafu 5 (piloha 7). Z vysledi je patrné, Ze na
médiu s koncentraci uz 100 my dochézelo k rapidnimu Gbytku tvorby pupea
vyhoni u linie AGT 514/03. U odrdy Recital dochazi k vyraznému Ubytku tvorby
puperi a vyhorii jiZ u koncentrace 50 mig. V pripads linie AGT 514/03 naopak u této
koncentrace dochazi k vysSi tvérpuperii a vyhorii, nez na médiu bez kanamycinu.
Tento jev byl zajimavy a je mozné, Ze diky vySSolodsti tohoto kultivarum, takto
nizka koncentrace kanamycinigobi spiSe povzbudiynez inhibéné. Na koncentraci
150—-200 mg™ dochazelazastému vyskytu pupérbez chlorofylu, jenZ po kratké déb
odumiraly. Chlorofyl ztracely i celé hypokotyloveptantaty (viz obr. 6).

koncentr pocet regeneruje celkem celkem vyhoni/
odrada/ linie Kn (mg/l). explantah explantah vyhonmi  pupeni puperi
celkem [ks] (%) [ks)/ expf [ks]/ expf| nareg. expl.
0 91 72 (79,1) 40/0,44 74/0,81 0,56/ 1,08
50 88 70 (79,5) 216/ 2,45233/2,65 3,09/ 3,33

AGT 514/03| 100 86 6 (7,0) 2/ 0,02 9/ 0,10 0,33/ 1,50
150 92 2(2,2) 4/ 0,04 5/ 0,0% 2,00/ 2,50
200 96 2(2,1) 1/0,01 2/ 0,02 0,50/ 1,00
0 47 18(38,3) 85/1,81 77/1,64 1,03/ 4,28
50 36 10 (27,8) 9/0,25 12/0,33 3,33/ 1,20
Recital 100 34 2 (5,9) 2/ 0,06 4/ 0,12 1,50/ 2,00
150 36 9(250) 1/0,03 45/1,25 2,50/ 5,00
200 44 3 (6,8) 5/0,11 18/0,41 1,00/ 6,00

Tab 3 Celkovy p@et nasazenych hypokotylovych explaftaegenerujicich explantatvyhon a pupei
v pokusu zarffeném na zji&ni selektivié pisobicich davek kanamycinu k odliSeni
potencidlnich transformaint nemodifikovanych pletiv. . Posledni sloupec uyidet vyhorii
(puperh) na jeden regenerujici explantat, tato hodnotaeria pro informaci o tom, kolik
vyhoni a pupefl v praméru se tvdilo jeden regenerujici explantat.

& pocet vyhorfi nebo pupeiv prepaitu na nasazeny explantat.
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Obr. 6 Porovnani tvorby pupéra vyhorii hypokotylovych segmetitodridy Recital a linie AGT 514/03.
Na obrazku vlevo je linie AGT 514/03t&telre Iépe regeneruje) a vpravo éda Recital

4.3 Vliv ultrazvukové sonikace na transformaci Inu provadénou

kokultivaci s bakteriemi rodu Agrobacterium

7 vz

Hlavni ¢asti mé prace bylo vyzkouSeni metody ultrazvukowdkace a zhodnoceni
jejiho vlivu na transformaci Inu vyuZzivajici prédemos gefr bakterieA. tumefaciens.
Cely transforméni proces rdl tyto st€Zejni faze: sonikace hypokotyla cEloznich
listkt; vlastni transformace rostlinnych segmiepbmociA. tumefacienskalogeneze a
vizualni detekce expresdp u kalusi; regenerace a klonovani vyhigrizolace DNA a
molekularni detekce fazniho gen&PI2GFP u regeneraiit \eSkeré pokusy
samozejme¢ musely probihat v aseptickém pi@sti, z divodu silné citlivosti explantét
na kontaminace plisniéi kvasinek. Kontaminovany materidl musel byt ihned
zlikvidovdn za pomoci klavovani, aby se&egeSlo roznaseni spoér v laboratcti
kultivacni mistnosti.

4.3.1Sonikace

Sonikaci jsem provadl na rostlinkach starych 7-10 @nrozstihanych na jednotlivé
délozni listky a hypokotylové segmenty o velikostiacd mm. Ty jsem nasle&n
sonikoval v plastikovych zkumavkach podle postupiedeného v sekci Material a
metody. Na sonikovanych segmentech bylo patrnénhejsazovani u dna, tento jev jsem
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prisuzoval rozrusovani pletiva (tvorba tzv. mikéod vniknuti roztoku MgS® do
pletiva a vypuzeni vzduchu z pletiv (Obr. 7). Tefo byl velice zajimavy a byl
dukazem rozruSeni povrchovych struktur u explant&a levécasti obrazku 7, kde jsou
ve zkumavkach &dozni listky, Ize u posledni zkumavky (ktera bylstavena nejvyssi
davce ultrazvuku) viet zeler zakaleny roztok. To je fgjmé zpisobeno silnym
rozruSenim pletiva a bk u rostlinnych segmetta uvolrénim chlorofylu. K odhaleni
mikrodér a stup® poskozeni jsme proto provedli zobrazeni segfnpot skanovacim
elektronovym mikroskopem (SEM) (model JOEL 630Q3n\KIé snimky (Filoha 8, obr
8) potvrdily vznik mikroédr a rozruSeni pletiv, coZz v zasadimouje proniknuti
vektorovych bakterii, rostlinnych horminvyzivnych latek a vody pod kutikulu. Tento
jev umoznil lepSi regeneraci a zasobeni i podpaxgth burtk. LepSi regenerace a
zasobeni pletiv vyzivhymi latkami bylo pozorovarakg vyrazné zvySeni objemu u
explantat na R médiu (Floha 8, obr. 9), zjsobené &&jmé masivnim mnozenim bk

v celém explantét Na snimcich z elektronového mikroskopu lze pozatrd miru
poSkozeni povrchovych struktur, u pravého snimkuaeryk zobrazuje povrch
hypokotylového segmentu vystaveného velké davamavitiku, jsou patrné znamky
silného poskozeni epidermis. Toto masivni poSkopégtiv ma Zejmé na sedomi i
druhou a zapornou stranku sonikace — vysSi Uhylkaetgfi. Vyhodnocenim fezivani
explantadl vystavenych ultrazvuku jsem zjistil, Ze sonikadejm¢ silné stresuje
rostlinné segmenty a zvySuje miru jejich umrtndgtaf 5 a 6, filoha 9). Proto bylo
velice dilezité, aby ped aplikaci ultrazvuku byly rostlinky v dobré koodia se
segmenty z nich odvozenymi bylo nakladano $etPmoto jsem pracoval tak, abych p
stiihani rostlinek postupoval rychle a do zkumave&ziakem MgSQ@ jsem umigoval
rostlinné segmenty co néjde, aby na nich zbyte¢ nedochazelo k zasychani ran a
jejich vysusovani, coz by jinak mohlo mit samo béstatalni disledky. Celkoveé pity
hypokotylovych segmefita cloznich listki zpracovanych éhem vSech opakovani
pokusi, z obou tyfi pouZzitych sonikatdr je uveden v filoze¢. 5. V grafeché. 6 a 7
(ptiloha 9) uvadim porovnani procentualnin@zivani kontrolnich (nesonikovanych),
sonikovanych a netransformovanych a sonikovanyttansformovanych explantat
Z téchto vysledk vyplyva, Ze mnozstvi ipzivajicich explantat jez byly pouze
sonikovany (a nebyly kokultivovany s bakteriemi) ygs3i, nez peet explantat

nesonikovanych a transformovany¢hsonikovanych i transformovanych. To znamena,
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Ze na zivotaschopnost explaritiisobi nasledna kokultivace s bakteriemi vygazn
mére piiznivé nez samotna sonikace. Dale byla st nutnost pouzit pouze mirné
davky ultrazvuku, P dlouhych dobach sonikace, nebilip velké intenzié ultrazvuku
dochéazelo k nenapravitelnému poskozeni explantéeré posléze na tentdilgny
stres odumiraly. i mirnych davkach (u sonikatoru Sonorex RK52 50-%6kund; u
sonikatoru Dr. Hielscher UP50H 5-10 sekutid20% amplitu@) odumirani explantét
nebylo [iliS markantni. PoSkozovani dlouhou dobou expobide prokazano hlavu
sonikatoru Sonorex RK52. U hrotového sonikatoru DMielscher UP50H
s nastavitelnym vykonem i intenzitu pjzsem musel fistroj pouZivat pouze na 20%
amplitudy (vykonu) s 80% intenzitou pulz protoze vySSi nastaveniélm velmi
negativni dinky na explantaty a jejichipzivani. PodrohijSi vyhodnoceni je v grafech
6 a 7 (piloha 9). Roli na silném odumiranti vysSich nastavenichiggmé sehralo i
mistni gehiivani explantat, které se dostaly dasdné blizkosti hrotu, ze kterého
vychazel ultrazvuk. Po aplikaci ultrazvuku bylyidany k explant@m vektorové
bakterie a ponechany v Serii pokojové teplot po dobu iti hodin. | po opracovani
témét 10 000 explantét (podrobrji v tab. 4, giloha ¢. 5) jsem z dvodu existujici
zna&né variability v odez¥ explantat pii opakovani pokus v disledku ugitych
rozdila ve fyziologickém stavu fedpstovanych kknich rostlin (pestoZze byly
ziskadvany standardnim postupem), nebyl schoperéptr®tatisticka hodnoceni, jez by

prikazre potvrdila meé zagry.

Obr. 7 Vlevo sonikované éozni listky a vpravo segmenty hypokdtyhu. Zetelné je klesani segmént
ke dnu v dsledku rozruSeni pletiv a vypuzeni vzduchu.
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4.3.2Kalogeneze a vizualni detekce GFP

Po provedeni sonikace byly explantaty osusenkeagseny na agarové C médium bez
antibiotik, ugené pro nastartovani procesu kalogeneze. Na tomtiunbyly explantaty
ponechanyit dny spoléné s bakteriemi. Po této débhsem provedl eliminaci bakterii
promytim v roztoku antibiotik a explantaty jsem stitina C médium s antibiotiky.rP
tomto gesazovani jsem provedl vyhodnocerézivani explantét o jehoz vysledcich
jsem se zminil v minulé kapitole. Poregazeni explantatjsem provad jejich
pravidelné pozorovani pod binokularnim mikroskopemastavcem pro vizualizaci
GFP. Jiz den poipsazeni (tj. 4 dny od kokultivace) bylo mozné poxat z&inajici
fluorescenci u é&kterych explantdt Tato fluorescence ovSem byla s REV
pravdEpodobnosti z velkéasti zgisobena pouze transientni expresi T-DNA tlezgné

do rostlinného genomu. éBem kultivace explanté&tna C médiu s antibiotiky jsem
uskute&nil toto pozorovani 2x a u vhodnych explantgem provedl fotodokumentaci a
ozna&eni pozice d&chto explantdt pro dalSi pozorovani. Jeildzité si u¢domit, Ze
vizualni ugeni, zda explantat fluoreskuje dostakeci nikoliv, je velmi subjektivni a i
kdyZz jsem se snazil vybirat pouze 8ilfluoreskujici explantaty, nebylo mozné na
z&klad pouhé fluorescence prohlasit dany explantdt za Geditivni ci
transformovany. U téait vSech explantatnavic fluoreskovaly pouze malé okrsky a u
malého procenta byl@ike rozlisit, zda se nejednéelba o autofluorescenci, coz je jev
pii kterém dosud blizeji neidentifikované patrfienolické latky ¢i polysacharidy
emitovaly z&eni s podobnou vinovou délkou jako GFP. Z tohditeodu jsem ve svych
pokusech itbec nepouzival oddu Inu cv. Venica, u které byl tento jev prokazan
v takové mie, Ze témst znemo#oval pozorovani aktivity GFP (a, 2007).Pro lepSi
rozliSeni, zda jde o autofluorescenci nebo projé¥Goylo nutné sowtiné pozorovani
s kontrolni (netransformovanou) skupinou explantéfe odiidy. Rozpoznat skute¢
GFP pozitivni rostlinu si Zadalo delSi praxi. U pionich explantai se daly pozorovat
pii zvétSeni 50x nebo 63xetelrt ohrantena a sild z&ici loziska. U dloznich listk
bez pouziti sonikace bylo mozné pozorovat takohtoreskujici loZiska pouze na
mist fezné plochy (obr. 11,ffjoha ¢. 10), zatimco  pouZziti sonikace byla loZiska
rozsahlejSi (obr. 12 a 13fijmha¢. 10). To bylo ¥ejm¢ zpiasobeno rozrusenim pletiv
ultrazvukem a moznosti vniknuti baktefii tumefacienglo €chto rozrusenych mist.

Kdyz se z#aly na kalusech tui vyhony, tak uz byla vizualni detekce velmi ztiaeZe
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vS8ech mnou provedenych pokugem udlal sumarizaci vizuak GFP pozitivnich
explantal (ptiloha 11, grafy 8 a 9). Z porovnani vyslédigrafi bylo vidt, Ze sonikace
ziejm¢  méla  pozitivni  efekt na pget vizualk detekovatelnych ,GFP
transformovanych* explant&t Oproti kontrolni variar 0, u které byla transformace
provedena bez aplikace ultrazvuku, dosSlo po sonikawkterych gipadech az ke
zdvojnasobeni pu fluoreskujicich explantét Velmi patrné to bylo u explantat
odvozenych z &goh. Problém ovSem byl, Ze explantaty&oth naprosto #bec netvaily

pupeny¢i vyhony, vytvaely pouze vyiistky podobné zelenym vzduSnymi&oim,

takZze materidl zdoZznich listki byl pro dalSi praci nepouzitelny.

U pokusi, ve kterych jsem se rozhodl vyzkouSet misto stangapouzivaného
syntetického auxinu — kyseling—naftyloctové (NAA) silgjSi auxin — kyselinu 2,4—
dichlorfenoxyoctovou (2,4-D) a cytokinin 6-benzylawpurin (BAP), jsem doSel
k zajimavym vysledkm. U varianty&.3 (0,5 mg™ BAP, 5 mgl™ 2,4-D) dochéazelo
témet ke stoprocentnimu Uhynu explaritdi¢hem necelych dvou tydnod gresazeni
toto agarové C médium. Domnivam se, Ze to bylsapeno {lis vysokou koncentraci
auxinu 2,4-D a Sokem, ktery explantaty nebyly sayopolerovat. Naproti tomu u
variantyé. 2 (0,5 mg™ BAP, 2 mgl™ auxin 2,4-D) do3lo poipsazeni na toto médium
k obrovskému ndistu v tvorlg novych vyhoii z hypokotylovych segmeint(deset a
vice vyhorii na explantat) bez tvorby vyraggich kalug. Tak rychla tvorba vyhan
byla naprosto nkana a diky tomu jsem nebyl schopen provést vizwtdtekci GFP
explantat, a proto jsem proved| jsem usk&rtié az molekularni detekci pomoci metody

PCR u vSech vyhan jez jsem odebral.

4.3.3Molekularni detekce

Po esazeni explant&tna regenetai meédium, z&lo dochazet k tvokb puperi a
vyhoni, jeZ jsem po dosahnuti délky alesdocm oddloval a fesazoval na klonovaci
médium. Explantaty na regen&ném médiu bylo nutné kazd# tydny presadit na nové
médium, patréy z divodu akumulace zplodin metabolismu explantatmédiu. Tyto
zplodiny metabolismu gty inhibi¢ni vliv na ist novych vyhof. Jak jsem se jiz zminil

v minulé kapitole, vizualni detekce GFP byla vebubjektivni metoda a na potvrzeni
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transformace sama o s0hestdila. Proto bylo nutné provést potvrzeni transforeac
molekularni metodou. Ktomu jsem vyuZil polymerédzotettzové reakce (PCR).
Vyhony odebrané z vizualnpozitivnich GFP explantétjsem si pednost& ozndil,
abych mohl zptné dohledat jejich zdroj. Kdyz tyto vyhony &ly na klonovacim
médiu zdart rast, odebral jsem zhruba 30 mg hmoty z vrchol@aséti vyhonu a
proved! izolaci DNA. U pokusu s pouzitim auxinu 24 jsem z explantatodebiral
pouze 2-3 vyhony, ze kterych jsem nastedmdebiral hmotu pro izolaci, aby
nedochazelo ke zbyteé redundanciip vyhodnocovani (zdalo se mi totiz, Ze vyhony
vétSinou vyfistaly ze stejného mista ve shlucich). Cedkojgem provedl 8
transformé&nich pokus, ze kterych se mi poéito odebrat vyhony, provést izolaci DNA
a nasleda PCR. Zde musim poznamenat, Ze izolace DNA a Pd&drgvedena pouze
u explantai oSetenych ultrazvukem z hrotového sonikatoru UP50HIolzanou DNA
jsem uchovaval v mrazicim boxuip-20 °C v pelivé popsanych mikrozkumavkach.
Proved! jsem 13 skupinovych PCR analyz a celkerm jsg¢estoval 161 vyhdn U
kazdé sady zpracovavanych vzibjkem kron¢ primert Spi-2a-F(R) pouzival i primery
FAD3A pro owieni gitomnosti DNA z rostliny. Ukazky vysledkjedné sady vzortk
jsou zobrazeny na obr. 15 a 1Gilgha 13). Jako standard molekularni hmotnosti jsem
pouzival Low range ladder MassRuler od firmy Fertagnktery ma rozsah 80-1031 bp
(obr. 14, piloha 13). Po zpracovani vSech odebranych vi§teryhodnoceni vysledk
(graf 10, piloha 12) jsem mohl dojit k zdw, Ze sonikace zvySuje miru PCR
pozitivnich vyhori o vice nez 10 %, cozZ je zcel&itk u obtizi transformovatelné
rostliny jako je len, dobry vysledek. Naproti torbylo zjiS€no, Ze pouZiti silgSiho
auxinu 2,4-D v regenefaim protokolu je v tomto ohledu zcela nevhodné.tBlogsme
sice obrovské mnozstvi pouzitelnych vyhom regenerujicich explantat ale dle
vysledki bylo PCR pozitivnich pouze 8 %. Z tohoto vyslediplyva, Ze tento sikjSi
auxin réjakym zpisobem nabudi tvorbu vyhon ale vyhony se td predevsim

z netransformovanychcasti explantdit, které vydrzi i seleki tlak ze strany

kanamycinu.
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5 Diskuze

Pri studiu literatury o transgena@zi rostlin jsem tijjge kazda laboratana svoje vlastni
postupy pro pedpEstovani vychoziho materialu i pro vlastni provedeansformace a
také, Ze kazdy rostlinny druéi odraida ma svoje vlastni specifika, ktera museji byt
respektovana. Proto se moje prace skladalaiizeokruhi. Byly to optimalizace
povrchové sterilizace semen, ¢eni optimalniho mnoZstvi antibiotik pro selekci
potencialnich transformainta pokusy zagfené na zvySeni U&gnosti transformace.
Prvni dva okruhy jsou minoritni a pouze okrajoveSak pro vypracovani spolehlivé
metodiky transformace nezbytné. Hlavkasti mé prace bylo zhodnoceni vlivu a

moznosti pouziti ultrazvukové sonikace na zvySeptgnosti transformace.

U casti pojednavajici o povrchové sterilizaci semeslegky zjevid nazngovaly, Ze jeji
optimalni provedeni je velmiutezitym krokem pro ziskani asepticky ®afvanych
rostlinek pro dalSi praci. igjm¢ ale u Inu nelze pouzitifiS agresivnich metod pro
povrchovou sterilizaci, protoze poté zcela evidénttochazi poSkozovani zaradk
uvniti semen, v extrémninkipad az k jejich naprostému zi@ni. Dilezitou sloZzkou je
ziejm¢ | smaedlo (jar), které iejm¢ zprostedkuje lepSi kontakt mezi sterilia@m
roztokem a povrchem semene, na kterém jsitorpny spoéry plisni. Zaroveroli
ziejme hrél i vliv jednotlivé odiidy a jejich osemeni. Vzhledem ke Znédmu rozsahu
prace zde nebyl studovan vliv rozdilnych Sarzér{rk sklizng), které podle zkuSenosti

Skolici laboratee jsou u Inu velmi vyznamné.

V druhé ¢asti mé prace, jeZz pojednava ocemi optimalniho mnoZstvi sek@kho
antibiotika kanamycin, jsem Zidodu pra¢ Spatné sterilizace fighazel o velka
mnoZstvi potencionathdolre zhodnotitelnych explantat tudiz i o vysledky, které by
se daly dote statisticky vyhodnotit. Bylo ovSem alegpmozné odhadnout, Ze idealni
hranice pro eliminaci figzivani netransformovanych rostlinnych segti byla rekde
mezi koncentraci 100-150 rigkanamycinu. Vy$3i hodnoty jixgmé nemaji vyrazny
vliv na selekci, pouze dochazelo ke zmenSetiyppupeti a vyhorii. Navic g vétSich
hladinach by mohlo dochéazet k inhibidistu i u transformovanych explantakteré by

se nebyly schopny gifiSnou koncentraci antibiotika vyrovnat.

Mrivrw s
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sonikace jako procesu zvysujiciho efektivitu transface u Inu setého, peémeé
obtiZzného objektu biotechnologickych studii a agdik(Millam et al.,2005). Po utitou
dobu se podpgeni transformace za pomoci sonikace pouZzivalo gmivokrajo.
Pozdiji se vSak pislo na to, Ze tato metodaude zvysit jak transientni expresi, tak
zvySit mnoZstvi trvale transformovanych explaintét obtizg transformovatelnych
draha jako jsou soja (Trick a Finer, 2000), trnovnik tk@aragoza et al., 2004), nebo
Chenopodium rubrum(Flores Solis et al., 2007). Sonikace takézen stimulovat
masivni fist explantat a jejich regeneraci u drahSpat® prosperujicich v kulturach
jako je tykev (Ananthakrishnagt al., 2007). Mnou provedené experimenty nazijia
Ze hypokotylové explantaty Inu oBmté nizkou davkou ultrazvuku maji vySSi miru
tvorby kalusi a podpéenu naslednou regeneraci transformovanych wuyhd#i
podrobrgjSim studiu byly tyto vysledky v naSi labor&tdkatedry genetiky FF JU
skut&né potvrzeny a prokdzan pozitivni vliv sonikace naysani @innosti
transform&niho procesu u Inu (Beranova et al., 2008). Taki@ lppzorovano, Ze u
n¢kterych explantdt dochazelo k hyperhydrataci regenerujicich exptantale u
n¢kterych dochazelo k&Si mire odumirani. To naztiaje nutnost pesré stanovit dobu
a intenzitu pouzivaného ultrazvuku, optimalizovarmmo jednotlivé odidy. Také se
spekuluje, Ze mikrodiry, jejichziipomnost jsme potvrdili, fizou rozrusit pokozkovou
bariéru zabrsujici regeneraci pletiva umésteho hloubji pod povrchem
(Ananthakrishnamtal., 2007). Moje testy i srovnavani ginnosti, ,vantkového" typu
sonikatoru (Sonorex RK52, 240 W, 35 kHz) a ,hrotowetypu (Dr. Hielscher UP50H,
50 W, 30kHz) ukéazaly, Zze i kdyZ m& prvni typ celixoxykon rekolikanasobg vyssi,
tak diky gitomnosti rkolika slabSich zdrdj ultrazvuku a jejich umishi pode dnem
nadrzky pro sonikai lazei, jeho &innost byla daleko nizsi a k dosazeni podobnych
vysledki, jako u druhého typu bylo zagebi vystavit rostlinné segmenty
nékolikanasobg vysSimucasu (50-150 s oproti 5-15 s). Tento jé@jme souvisi s tim,
Ze u prvniho typu neni ultrazvuk 8ravany, zatimco u druhého typu vychazi
smerovany z jednoho hrotu, kterytgnasi ultrazvuk imo ke vzorkm. Nabizi se i
moznost vlivu rozdilnych pracovnich frekvenci u oligpi, je mozné Ze nizSi pracovni
frekvence u druhého typuipobila rozsahlejsi poskozeni pletiv. Tomuto by végbel i
fakt, Zze jsem musel, prévkvili vysokému stupni poskozeni rostlinnych segnent

zpusobenych ultrazvukem u sonikatoru Hielscher, pou#si amplitudu a intenzitu
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ultrazvukovych puli (20 % amplitudy 80 % intenzity). Moje vysledky éldkazaly, ze
intervaly okolo 50-100 sekund respektive 5-10 sdkurdruhého typu sonikatoru,
mohou mit pozitivni vliv na mnoZzstvi transformovahyexplantat a tim i &innost
transform&niho postupu. Velmi néjemné bylo zjisni, Zze vyhony se tidy pouze
u explantai z hypokotylovych segmeinta z @&loznich listki neregeneroval ani jediny.
Dle mého nazoru by bylo velice uiited, kdyby se vé&které z gipadnych navaznych
praci podélo explantaty odvozené zlkbznich listki piimét k regeneraci a ziskavat
z nich vyhony. Ve mnou provédych pokusech totiz explantaty &aznich listki
tvorily nezanedbatelné procentards 45 %) a vyhony z nich potencionairenikle, by
zcela udite prispely kvysSimu poétu transformovanych jediic (podrobrjSi
sumarizace pat opracovanych explantawv tab. 4, piloha¢. 5). Optimalizace postup
pro ziskani vyhoi z explantal vzniklych z &loznich listki ale nebyla satasti mé

prace.

K transformaci explantatjsem pouzival fuzni geBPI2GFP. K ovéteni transformace
jsem pouzival metodu PCR a vizualni detekci fluceese jako projevu exprese genu
gfp. Tuto vizualni detekci jsem provdgomoci binokularniho mikroskopu vybaveného
specialnim filtrem a zdrojem UV #ni. Tuto detekci ovS8em nelze bréat jako zcela
prikaznou u vzork pozorovanych po kratké débod provedeni kokultivace
s bakteriemi. Bhem prvnich #&kolika dnmi po kokultivaci se totiz s nejsi
pravdEpodobnosti nejednalo o fluorescenci produktu geip integrovaného do
rostinného genomu, ale o fluorescenci uslédku nezdenéné T-DNA cili jevu
zvanému transientni exprese (Elliot et al., 1996hto jev je bzny i pii projevu jinych
markerovych gein jako napiklad uidA (GUS) (Rakousky et al., 1997). Proto jsem
vizualni pozorovani provét nejdiive tyden po dkladné eliminaci vektorovych
bakterii. OvSem i pozorovani fluorescence binokiitar mikroskopem je nutno brat
s rezervou, vzhledem k moZnosti omylu a naslednérmaniku velké chyby P
vyhodnocovani (Hraska, 2003). Nadruhou stranu kg géto fluorescenci usuzovat na
teoretickou moznost transformace a vyuzit tak tatualizaci pro prvotni selekci
ziskaného materialu. V tomto ohledu je tato meteelece @gihodna, nebid se v dalSi
praci mizeme sousgdit hlavié na vybrany rostlinny material a zbyte se nezatzovat
oveéiovanim @innosti transformace u vzaik jejichZz kvalita a Zivotaschopnost neni

idealni. U starSich explantatze kterych uz rostly vyhony uz fluorescence nabyl
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pozorovana. #¢inou tohoto je gejmé ,umiéeni* integrované T-DNA (gene silencing)
nebo zvySujici se obsah chlorofyliritpmného hlava v listech. Chlorofyl totiz
vykazuje silnoucervenou autofluorescenci, ktera interferuje se rmmlefluorescenci
GFP a zastiuje ji (Cho et al., 2000). Vyhony odebrané z vimigJGFP pozitivhich*
explantat, jsem podrobil molekularni detekci transgenu poirmetody PCR. Celkem
jsem provedl detekci u 161 vzarkDNA izolovanych z regenerovanych vyhion
piicemz ¢ast pochazela z pokiuss auxinem 2,4-D, u kterych jsem nebyl schopen
vizualn® pozorovat GFP. Jak ukazaly vysledky analyz pratlld€R, u ¥tSiny €chto
vzorki z regeneraiit ziskanych modifikovanym regenérdm postupem vyuZivajicim
jako mezistupe ¢aso¥ omezenou kultivaci explantats 2,4-D, nebyla potvrzena
transformace (pouhych 8 % bylo pozitivnich). Daeganerani protokol i fes svoji
znanou podporu procesu regenerace rostlin z hypokeojglo explantét Inu neni tedy
vhodny ke zvySeni dinnosti stavajici metodiky transformace. U vZorks
potvrzenou vizuélni detekci GFP bylo metodou PCRvrgeno 52 % vzork jako
transformovanych, coz jasnvypovida o vhodnosti pouZziti vizualni detekce
fluorescence GFP pro selekci potenciogdmnsformovanych rostlin v ranych fazich

pokugi.
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6 Zaveér

Tato bakaléska prace byla zattena na studium vlivu vybranych fakiona &innost
transform&niho procesu u Inu setého. V Gvodasti prace jsem sledoval vlivianych
sterilizanich ¢inidel na povrchovou sterilizaci semen a rezisteraransformovanych
hypokotylovych¢asti a dloZnich listki k antibiotiku kanamycinu. Hlavnim smem mé
prace bylo zhodnoceni vlivu ultrazvukové sonikaeetransformaci a posouzeni, zda
pomoci této metody lze dosahnout zvyS@tnosti transformovanych rostlin Inu setého.
Jako rostlinny material jsem pouZival odu Recital a linii AGT 514/03.
K transformacim jsem vyuZival konstrukt s fuznimngm SPI2GFP neseny bakterii
Agrobacterium tumefaciengnene EH105.

Prokazal jsem, Ze idealni pro povrchovou sterilizmmen Inu u mnou pouZzivanych
odnid je kombinace mi#&ni semen v 70% ethanolu po dobiti pninut, nasledované
titepanim v roztoku Sava a destilované vody v§oml:5 s pidavkem jaru jako
smaedla a to po dobu maxim&r60 minut. Také jsem zjistil, Ze jar slouZici jako
sm&edlo je velmi dlezitou sloZzkou, bez které by nedochazelo k dobrdwntaktu
sterilizatniho roztoku s povrchem semen a nedosahlo by sadpudné asepse.
Z vysledki bylo jasné, Ze kazda ddla vyZaduje optimalizaci procesu sterilizace tak,
aby doSlo hlavé ke znteni spér plisni aiiom nedoslo k poskozeni zarodku uwnit

semene.

Testy na rezistence netransformovanych hypokotgowsegmerit a cloznich listki
obou studovanych genotyplnu k antibiotiku kanamycinu ukazaly, Ze idealni
koncentrace latky v médiu leZi v rozmezi mezi 1@®-hgl™. | zde vSak bude sehravat
roli odraidowe specificka odolnost, proto bych dopdifwskutenit pokusy k rezistenci i

u jinych pouzivanych odd a provést &kolikero opakovani pokusz divodi existence

znané variability ve zdatnosti rostlin@dpstovanych standardnim postupem.

7

asti moji prace bylo zhodnoceni vlivu ultrazvukee@ikace na transforriai

Stzejnic
proces u Inu a dosahnout jeji pomoci zvySeni mmdasansformovanych rostlin.
Z vysledia pokusi jasre vyplyva, Ze u nizké davky ultrazvuku vhodnymiagpbem
pasobi na rozruSeni kutikuly a povrchovyeasti rostlinnych segmenta tim umozni

lepSi @istup podpovrchovych pletiv jak pro vektorové baieetak pro dodavané
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Nt

rostlinné hormony, vyzivné latky a vodu. Tyto faktqorispivaly k vySSimu néstu
objemu explantdt na kalogennim médiu a jejich lepSi regeterachopnosti. Zjistil
jsem takeé, Ze miru sonikace je nutng@lpe urcit pro kazdou odrdu, aby nedochazelo
k ptiliSnému poskozeni tkani a naslednému vysokému wileywplantai. Sonikace je
zasah, ktery stresuje explantaty alanby se provagt se zdravymi a ddk narostlymi
rostlinkami. Odéda Recital velmi Spatnhsnasi poskozeni #pobené ultrazvukem a jeji
transformace touto metodou neni, diky vysoké umsiinexplantai, priliS U¢inna.
Naopak niZzu dopordit linii AGT 514/03, protoze snaSi sonikaci veligohe a
uamrtnost explantét vystavenych mirné davce ultrazvuku, neni vysd®é.vizualni
detekci fluorescence GFP jsem zjistil, Ze u expitnkteré byly sonikovany, dochazi
k fluorescenci na &Si ploSe eplantatu, nez bylo u nesonikovanych.jelaejmeé
nasledek rozrusSeni povrchovych vrstev expla@raaepsi dosazitelnost podpovrchovych
¢asti pro vektorové bakterie. Provedenim molekuldetékce transgenu metodou PCR
a porovnanim pdu transformovanych vyhdn ziskanych ze sonikovanych a
nesonikovanych explantatjsem zjistil, Ze mirna aplikace ultrazvukuide zvysit

procento us§sre transformovanych regenerérd vice nez 12 %.

Cast vysledk této prace byla pouZitaddanku, ktery vysel wasopise Plant Cell Tissue
Culture v lednu minulého roku (Beranova et al., 800
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8 Prilohy

8.1 P¥iloha¢. 1 — Aminokyselinova sekvence GFP

MSKGEELFTGVVPVLVELDGDVNGQKFSVSGEGEGDATYGKLTLNFICTT®&LP
VPWPTLVTTFSYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFYKDDGNXK
TRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKMEYNYNSHNVYIMGDKPK NGI
KVNFKIRHNIKDGSVQLADHYQQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKR
DHMILLEFVTAARITHGMDELYK
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8.2 P¥iloha¢. 2 — Mapa fuzniho genusPI 2: GFP
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8.3 P¥iloha ¢. 3 — Sekvence nukleotidl genové fuzesPl: GFP

ATGGTTTGCA
ATGGAAAGAC
TGGTGTTGGA
AAAGGAGAAG
TTGAATTAGA
CAGTGGAGAG
ACCCTTAAAT
CATGGCCAAC
ATGCTTTTCA
TTCTTCAAGA
GGACCATCTT
TGCTGAAGTC
ATCGAGCTTA
TCCTCGGCCA
CGTATACATC
GCCAACTTCA
TGCAACTCGC
CGATGGCCCT
ACACAATCTG

CAGCTGAGTG
TTACAGCAAT
TTGGATCATG
AACTTTTCAC
TGGTGATGTT
GGTGAAGGTG
TTATTTGCAC
ACTTGTCACT
AGATACCCAG
GCGCCATGCC
CTTCAAGGAC
AAGTTTGAGG
AGGGAATCGA
CAAGTTGGAA
ATGGCCGACA
AGACCCGCCA
TGATCATTAT
GTCCTTTTAC
CCCTTTCGAA

GGACCCTGTT
CTTTGCTGGT
AAGGTGAATG
TGGAGTTGTC
AATGGGCACA
ATGCAACATA
TACTGGAAAA
ACTTTCTCTT
ATCATATGAA
TGAGGGATAC
GACGGGAACT
GAGACACCCT
TTTCAAGGAG
TACAACTACA
AGCAAAAGAA
CAACATCGAA
CAACAAAATA
CAGACAACCA
AGATCCCAAC

TGTGGTAAAG
TGAACGAGGC
TCAATTCAGT
CCAATTCTTG
AATTTTCTGT
CGGAAAACTT
CTACCTGTTC
ATGGTGTTCA
GCGGCACGAC
GTGCAGGAGA
ACAAGACACG
CGTCAACAGG
GACGGAAACA
ACTCCCACAA
CGGCATCAAA
GACGGCGGCG
CTCCAATTGG
TTACCTGTCC



8.4 Priloha €. 4 — Pouzita kultivaéni média

Tekuté LK médium (Langley a Kado 1972) pro kultivaci baktehii tumefaciens

Slozka MnoZstvi (g™
Sacharéza 10
Kasein hydrolyzat 0,8
Kvasniny extrakt 4
KH,PO, 2
MgSQO,. 7H,O 0,3

Uprava pH média poif@ani chemikalii na 6,5

Aqgarové LB meédium pro rist bakterii

Slozka MnoZstvi ( gl™)
Baktotryptofan 10
Kvasniny extrakt 5
NacCl 10
Agar (Plant agar, Duchefa, Holandskp) 8

Uprava pH média poralani chemikalii na 7,0

C médium pro kalogenezi

SloZka MnoZstvi (mg I'")
sachar6za 30 000
Myo-inositol 100
MS soli s vit. B 4410
BAP 1,5
NAA 0,02
Agar 8 000

Uprava pH média poralani chemikalii na 5,5
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R médium (regeneréni médium)

Slozka MnoZstvi (mg I'")
Sacharéza 30 000
Myo-inositol 100
MS soli s vit. B 4410
BAP 0,0226
NAA 0,0012
Agar 8 000

Uprava pH média poiani chemikalii na 5,5

K médium (klonovaci médium)

Slozka MnoZstvi (mg I'")
Sacharéza 30 000
Myo-inositol 100
MS soli s vit. BS 4410
BAP 0,00228
NAA 0,00092
Agar 8 000

Uprava pH média poiani chemikalii na 5,5
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MS médium s vitaminy B5(z&klad pro agarova média C, R, K)

Slozka MnoZstvi (mg.")
NH4sNO3 1650
KNOs3 1900
CaCbh.2H,O 440
MgSQO,.7H,O 370
KH,PO, 170
H3BOs 6,2
MnSGO,.4H,0 22,3
ZnSQ,. 7TH,O 8,6
Kl 0,83
NagM00O,.2H,0 0,25
CoCb.6H,0 0,025
CuSQ.5H,0 0,025
NapEDTA 37,3
FeSQ.7Ho0 27,8
kyselina nikotinova 1,0
pyridoxin HCI 1,0
thiamin HCI 10,0
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8.5 P¥iloha €. 5 — Sumarizace mnozstvi opracovanych explantat

v sonikatnich pokusech

Odrida Typ Aplikace Hypokotyly  Délozni
sonikatoru | ultrazvuku [s] [ks] listky [ks]
K-50 447 367
0 355 323
Sonorex 50 449 269
RK52 100 438 389
150 380 310
AGT celkem 2069 1658
514/03 K-10 251 119
0 318 188
UP5O0H 5 263 160
10 267 191
15 258 207
celkem 1357 865
K-50 142 106
0 130 159
Sonorex 50 100 153
RK52 100 87 71
150 89 70
Recital celkem 548 559
K-10 243 296
0 246 288
UP5O0H 5 300 335
10 270 287
15 244 264
celkem 1303 1470

Tab. 4 Sumarizace mnozstvi zpracovanych expldntaonika&nich experimentech
se Inem.Ve variantach K-10 a K-50 nebyla po desstpektive
padesatisekundové sonikaci explaintéz gitomnosti vektorovych bakterii
provadna nasledna kokultivacets tumefaciens
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8.6 P¥iloha ¢. 6 — Porovnani kitivosti semen a miry poSkozeni u

rostlinek p¥i riznych zpisobech povrchové sterilizace semen Inu

100%

BB
el IR I )

savo 1:7 savo 1.5 savo 1:5 + sterilium

Sterilizaéni éinidla

| BAGT514/03 E Recital|

Graf 1. Porovnani agresivityaznych postup povrchové sterilizace semen na zakladsledného
vzchazeni aseptickych semen uiabr Recital a linie AGT 541/03.itelny Ubytek kifivosti
u varianty savo 1:5 + steriliumigjmeé v disledku proniknuti sterilizaniho roztoku pod obal
semene a zdéeni zarodku.
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2 80% - 7
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© -
S 20% - /7 // 11% /
savo 1.7 savo 1.5 savo 1:5 + sterilium
Sterilizaéni €inidla 71 AGT 514/03E Recital

Graf 2. Porovnani miry poskozeni &lich rostlinek odrdy Recital a linie AGT 514/03 pdizném
oSeteni steriliz&nimi ¢inidly. Jako poSkozen& byla hodnocena vzesla sefmenédenove
¢éasti, s absenci vzrostného vrcholu nebo s poskozemgholem, s popélenymi a
deformovanymi dlohami nebo se sitnzredukovanymirstem.
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Graf 3. Porovnani p&u sklenéek, u nichz se objevila plise celkového p&tu 10 ks na variantu

sterilizace
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8.7 Priloha ¢. 7 — Porovnani regenerace pupdna vyhoni
z hypokotylovych explantati Inu péstovanychin vitro pii

riaznych davkach antibiotika kanamycinu
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O regeneruijici explantaty AGT 514 regeneruijici explantaty Rec \

Graf 4. Porovnani procentualniho zastoupeni regenerujéiplantat (tvoricich pupeny a vyhony)
jednotlivych odfid Inu za pitomnosti fiznych davek (0-200 rg) kanamycinu. VztaZzeno
na vSechny explantatyipomné i zalozeni pokusu.
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Graf 5 Porovnani absolutnich it regenerovanych pupém vyhorii tvofenych hypokotylovymi
explantaty u jednotlivych odld Inu za pitomnosti iznych davek (0—200 mg) kanamycinu
vztaZzenych na jeden explantat (#ria na sumu vSech hypokotylovych explaité variank
pii zaloZeni pokusu).

59



8.8 Priloha ¢. 8 — Obrazky ze SEM a ukazka vlivu sonikace na

objem explantati

kutikuly a vpravo silné rozruSeni kutikuly igobené aplikaci ultrazvukuiggato ze
spole&né publikace Beranova et al., 2008).

Obr. 9 Ukazka nabyti na objemu hypokotylovych explaintatl pi nasledné kultivaci na R médiu po
aplikaci ultrazvuku. Vlevo segmenty bez sonikaceavp po aplikaci sonikace (15 sekund,
hrotovy sonikator UP50H). Hodnoceno 24igyo sonikaci.
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8.9 P¥iloha €. 9 — Srovnani ezivani explantati Inu in vitro po

oSefeni ultrazvukem
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Graf 6 Srovnani pezivani hypokotylovych segménta cloznich listki po aplikaci ultrazvuku
»hrotovym* sonikatorem Hilschier UP50H. Hodnocerm$dnech od oS&ni
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Graf 7 Srovnani pezivajicich hypokotylovych segmérd ctloznich listki po aplikaci ultrazvuku
ve ,vanickovém" sonikatoru Sonorex RK 52.
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8.10Pr¥iloha €. 10 — Vizualré GFP pozitivni explantaty

Obr. 10 Detail sviticiho koncedtbzniho listku Inu fi zvétSeni 5&. Je mozné pozorovat rogshi
fluorescence i do okoli ogtzu. Pozorovani provedeno 10 dni po kokultivacifmzziti
ultrazvuku.

Obr. 11 Fotografie hypokotylového explantatii pvétSeni 5&. Zretelrg fluoreskujici
loziska jsou patrna zejména na hornim konci exptanfozorovano 10 dni po
kokultivaci bez pouziti ultrazvuku.
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Obr. 12 Detail fluoreskujiciho dlozniho listku (zétSeni 6%) sviticiho ve velkéasti své
plochy. Pozorovano 9 dni po provedeni sonikaces€kind, sonikator UP50H) a
néasledné kokultivaci.

Obr. 13 Pohled na ged zlomenéhodozniho listku (z¢tSeno 50x%). Sledovano 12 dni po
aplikaci ultrazvuku (5 sekund, sonikator Hielscb&50H) a nasledné kokultivaci.
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8.11P¥iloha €. 11 — Whodnoceni vysledk pozorovani GFP
pozitivnich explantati Inu na zakladk€ jejich fluorescence
v zavislosti na pouzité metod aplikace ultrazvuku ke zvySeni

udinnosti transformace
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Graf 8 Porovnani vizuak GFP pozitivnich explantétvystavenych ultrazvuku pomoci hrotového
sonikatoru UP50H (kroth kontrolni varianty 0) v fitomnosti vektorovych bakterif.
tumefaciensHodnoceni bylo provatho po 10 dnech od aplikace na zakldldorescence
pletiv pod binokularni lupou Leica MZ12 s fluoresteim adaptérem.
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Graf 9 Porovnani vizuaknGFP pozitivnich explantatvystavenych ultrazvuku pomoci sonikatoru
Sonorex RK52 (kroth kontrolni varianty 0) vfitomnosti vektorovych bakteriiA.
tumefaciensHodnoceni bylo prov&mo po 8 dnech od aplikace na zakidhiorescence
pletiv obdobg jako v gipadt sonikatoru Hiescher UP50H
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8.12Priloha €. 12 — Porovnani @innosti transformaénich a
regeneranich technik na zaklad naslednych PCR analyz

rostlinnych regeneranti
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Graf 10. Porovnani vzork s provedenou PCR roddnych do skupin podle apobu oSeeni.
PCR byla celko¥ provedena ze 161 vzdrkzolované DNA.
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8.13Piiloha ¢. 13 — Vysledky molekularni detekce fuzniho
transgenu SPI2GFP v rostlinach Inu a vizualizace pouzitého

standartu molekulové hmotnosti
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Obr. 14 Pouzivany standart molekulové hmotnosti
Low Range Ladder MassRuler (Fermentas)
0 rozsahu 80-1031 bp.

1 2 3 4 5 6 ¢ 8 9 10 11 L + -

Obr. 15 Ukézka vysledk molekularni detekce fuzniho transge3RI2GFP. Byly pouzity primery Spi-
2a-F(R). 1-11: vzorky DNA z pletiv regenerovanygtneni odvozenych v transforriaich
pokusech; L: low range ladder MassRuler (Fermerjéks) standard molekulové hmotnosti;
pozitivni kontrola (plazmid):- : negativni kontrola (Master mix bez DNA)i PCR vzorku
DNA ¢. 2 se nevytviel produkt @éekavané m.h. 277 bp (Sipka) a tudiislusny vyhon nebyl
nejspiSe transformovan (viz také vysledek detekigni kontroly — genu FAD3 na obr. 16).
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Obr. 16 Ukazka vysledik molekularni detekceifiomnosti DNA z rostlin vztahujici se kgrchozimu
obrazku. Byly pouzity primery FAD3A. &kavané produkty &y m.h. 650 bp (Sipka). 1-11:
vzorky z izolace DNA z pletiv regenerovanych vyhauvozenych v transformiaich pokusech;
L: range ladder MassRuler (Fermentas) jako stanchaidkulové hmotnosti.
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