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ABSTRACT

Pea plants were considered to be ,recalcitrant to transformation procedures and therefore
the first step for the obtaining of transgenic plants is the optimisation of the transformation
procedure. From the published methods, the one using embryonic segments
and A. tumefaciens was used. The method is based on the work of SCHROEDER et al. (1993)
that was modified for our laboratory conditions and dry seeds. The original method
was furthermore extended with thiol compounds from that as first dithiotreitol in different
concentrations was used. The efficiency of the transformation was evaluated by histochemical
and molecular testing of the presence and expression of the reporter gene uidA (GUS).
Transient expression of the uidA gene in pea tissues after co-cultivation was achieved,
however we have not yet succeeded in proving stable incorporation of the transgene in the
analysed plants. Application of dithiotreitol into the medium significantly increased
expression of reporter gene.
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ABSTRAKT

Hrach je povazovéan za obtizné transformovatelny a prvnim krokem k ziskdni transgennich
rostlin je optimalizace postupu trasnformace. Z metod, které jsou u hrachu popsany jsme se
zabyvali metodou transgenoze embryondlnich fezii pomoci 4 tumefaciens. Zakladem byla
metoda autort SCHROEDER et al.(1993),modifikovana pro suchd semena a naSe laboratorni
podminky, kterou jsme rozsifili o thiolové slouceniny, z nichz jsme jako prvni zacali
aplikovat dithiotreitol v riiznych koncentracich. Uéinnost transformaéniho postupu byla
vyhodnocovéana pomoci histochemického a molekularné biologického testovani ptitomnosti

a exprese reportérového genu uid4 (GUS). Bylo dosaZeno exprese genu uidA v pletivech



hrachu ihned po kokultivaci. Aplikaci dithiotreitolu do media byla exprese prokazatelné
zesilena.
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UVOoD

Hrach je povazovan za obtizné¢ transformovatelny. Transformaci, kdy dochazi ke
vClenovani pozadovaného genu do eukaryotické buiky, se dodava plodiné urcitd specificka
vlastnost, kterd je vyhodna z hlediska ¢lovéka. Cilem prace je ziskani rostlin rezistentnich k
virovym a houbovym chorobam a herbicidiim a také zlepSeni nutri¢nich vlastnosti rostlinnych
potravin. Prvnim krokem k ziskani transgennich rostlin je optimalizace postupu transformace.
Z metod, které jsou u hrachu popsany jsme se nejvice zabyvali metodou transgenoze
embryonalnich fezli pomoci pidni bakterie Agrobacterium tumefatiens ¢eledi Rhizobiaceae.
Zakladem byla metoda autorti Schroder et al.(1993), kterou jsme rozsifili o thiolové
slouceniny, kdy jsme zacali aplikovat dithiotreitol ( dale DTT ) v rGznych koncentracich.
Diivodem pro zatazeni thiolovych sloucenin do metodiky je snaha o zesileni ucinnosti
transformace ( Olhoft and Somers, 2003 ). Uinnost transformaéniho postupu byla
vyhodnocovédna pomoci histochemického a molekularné biologického testovani ptitomnosti
a exprese reportérového genu uid4(GUS).

Vychazeli jsme z metod autorti Schroder et al.(1993), Anna and Waclaw Orczyk
(2000) , Olhoft and Somers (2001). Olhoft and Somers (2003).

MATERIAL A METODY

Pii experimentech byla pouzita odriida Cézar hrachu zahradniho ( Pisum sativum L ).
Semena byla sterilizovana v 70 % ethanolu a 15 % Savu a poté se nechala nakli¢it do druhého
dne.(Schroder et al 1993). Sterilnimi nastroji byla vyfezdna z nabobtnanych semen embrya
bez radikuly a hypokotylu. VSe bylo provedeno za striktné sterilnich podminek.

Pro pfenos gent byl pouzit modifikovany plazmid pGT89 zaclenény do ptdni bakterie
Agrobacterium tumefatiens &eledi Rhizobiaceae. Cast DNA (T- DNA) z plazmidu této
bakterie ( znaceny Ti-plazmid) se pienasi do rostlinnych bunék, které potom produkuji
specifické latky, opiny, uzite¢né pro bakterii. Embryonélni fezy byly kultivovany v tekuté
suspenzi s Gram pozitivni bakterii kmene Agrobacterium tumefatiens s ptidavkem DTT
o koncentraci 0,5 mM v tekutém mediu MS1/2 s antibiotiky Kanamycinem a Rifampicinem

po dobu 90 min.



Mapa plazmidu pGT89 nesouci NPT3 bakterialni gen pro rezistenci ke kanamycinu.
V oblasti T- DNA jsou dale selekcni gen bar pro rezistenci k phosphinothricinu a reportérovy
gen GUS kodujici enzym B-glukuroniddzu
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Kultiva¢ni a kokultivaéni media

Pro kultivaci Agrobacteria bylo pouzito médium LB s pfidavkem antibiotik o pH 7,2
(Schroder et al 1993 ). Opakovana kultivace po centrifugaci Agrobacteria byla jiz s ptidanim
embryonalnich ez do MS1/2 media s Acetosyringonem, NAA, BAP a ptidavkem 0,5m M
DTT.

Médium pro kokultivaci embryondlnich ezt umisténych v kultivacni mistnosti pti 20

°C na 7-8 dnil bylo Murashige a Shoog s ptidavkem. vitamind.

Metoda embryonalnich Fezi

Obr.1. a) Narezana embrya hrachu bez radikuly a hypokotilu
b)Embrya v kokultivacnim mediu umisténa na 7-8 dnii do kokultivacni mistnosti pri 20 °C

a) b)




VYSLEDKY A DISKUSE

Jako diikaz pifenosu a integrace transgenu do bunék hrachu bylo pouzito
histochemické analyzy GUS.

Vneseny markerovy gen GUS kdduje f-glukuronidézu, ktera odstépuje ze substratu X-
GLUC glucuronid pfi inkubaci 37 °C po dobu 24 hod a v pfitomnosti katalyzatoru vznika
tmavé modra sloucenina, kterou nasledné detekujeme pod mikroskopem po 8 dnech
kokultivace.
Srovnany byly dvé varianty.
a) Varianta bez DTT.
b) Varianta s 0,5 mM DTT.

Obr. 2. Histochemicky GUS test provedeny na listu regenerovaného prytku po 3-tydenni

kokultivaci na P1 mediu s Augmentinem o koncentraci 300 mg/|

b)




Pivodni metodika byla modifikovana o dvoudenni regeneraci na kultivaénim mediu
P1 s 1 mM DTT. Modifikace se prokazala zlepsenou regeneraci fezl. Z thiolovych sloucenin
byl dale pouzit L-cystein v koncentraci 3,3 mM a 1 mMthiosiran sodny.

DTT se prokédzal vybornou regeneraci fezii a velkym mnozstvim detekovatelnych
modrych sektort.

Thiosiran sodny ma niz§i regeneraci fezi a detekovatelnost modrych sektorii je
srovnatelnd s metodou bez pouziti thiolovych sloucenin.

L-cystein se prokdzal Spatnou regeneraci fezli a vyskyt modrych sektorti na fezu byl

nepatrny.

ZAVER

Na zakladé zvySeni exprese reportérového genu GUS v transformovanych rostlinach
hrachu byl prokazan pozitivni vliv DTT na u¢innost transformace. Vyrazny vliv na expresi
reportérového genu GUS méla dale regenerace embryonalnich fezi hrachu na kultiva¢nim
médiu, kdy fezy po piepasdzovani na médium s phosphinothricinem prokazaly 1 lepsi

Zivotnost.
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