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1. Uvod

PSenica je jednou z najvyznamnej$ich
potravinidrskych plodin. Pre 35% ludskej
populéacie v 60 krajinach tvori zéklad stravy a
vytvara 10-20% ich denného kalorického prijmu.
PSenica sa stala jednou z poslednych obilnin, ktoré
boli tspesne transformované. Prvé transgénne
pSenice boli ziskané zaciatkom 9o-tych rokov min.
storocia, ked bola vynajdena biolistickd met6da na
transforméaciu  (Klien et al.,, 1987), kedze
jednokli¢nolistové rastliny st velmi slabo citlivé
na transformaciu sprostredkovani pomocou
baktérie Agrobacterium tumefaciens. Vasil et al.
(1992) boli prvi, ktori ziskali transgénnu pSenicu
biolistickou metbédou, ale ich postup bol vel'mi
zdihavy (12 - 15 mesiacov). Prvé pokusy
s transformovanim pSenice vykazovali nizku
transformacni Gc¢innost od 0,2% do 1,5% (Vasil et
al., 1992; Vasil et al.,1993; Weeks et al., 1993;
Becker et al., 1994). ZlepSenim transformacnych
podmienok sa zvysila G¢innost transformacie na 2
— 5 % (Rasco-Gaunt et al., 1999; Pastori et al.,
1992).

Na regeneraciu transgénnych rastlin z explantatov
je vhodnych niekol’ko typov pletiv.

Najpopularnejsie je pouzivanie nezrelych embryi



(Vasil et al., 1992; Vasil et al.,1993; Weeks et al.,
1993; Becker et al., 1994), ale v mensej miere aj
pouzivanie apikalnych meristémov, pelnicovych
kultr a mikrosp6r (Ahmed et al., 1992; Barro et
al., 1997). Vyhodou pouzitia nezrelych embryi je
ich schopnost vytvarat somatické embrya. Ich
nevyhodou je, Ze nezrelé embrya st schopné
vytvarat tieto somatické embrya iba pocas velmi
kratkej doby (1 — 2 dni) podas ich vyvoja. Dal$ou
nevyhodou, ale nielen pri nezrelych embryach je,
Ze mnozstvo a kvalita explantatov vhodnych pre
transformaciu zavisi aj od rastovych podmienok

donorovych rastlin ako aj od genotypu rastlin.



2. Material

2.1 Donorové rastliny
Pre Gspesnu transformaciu je vel'mi dolezity dobry
stav rastlin (Triticum aestivum L.), z ktorych buda
vyuzité nezrelé embrya. Rastliny sa sadia do cca 10
1 ¢repnikov po 5 — 7 rastlin na 1 ¢repnik. Pri
ozimnych pseniciach je dbleZita jarovizacia pri 4 -
5°C asi 8 tyzdnov. Ak donorové rastliny rasta
v rastovej komore tak je minimélna moznost ich
napadnutia rastlinnymi patogénmi. Ak vSak rasta
vo vonkaj$ich podmienkach je velkd mozZnost, Ze
budd napadnuté napr. macnatkou. Treba rastliny
sledovat  a preventivne ich  oSetrif pred
napadnutiami, kedZe iba zo zdravych rastlin sa
berti nezrelé embrya aby sa zabranilo naslednej
kontaminacii pri kultivacii in vitro.

2.2 Sterilizacia nezrelych embryi
Etanol 70% (v/v)
Savo 50% (v/v)
Sterilna voda

2.3 Zasobné roztoky pre kultivaéné média
Zasobné roztoky je potrebné mat pripravené
dopredu a st vyuzivané pri priprave kultiva¢nych

médii pri kultivacii in vitro.



Zasobny roztok vitaminov
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2.4 Kultivaéné média (Vasil & Vasil, 2005)
Vsetky kultivacné média je potrebné autoklavovat
15 min pri 121°C, pricom zasobny roztok
vitaminov, zeatin a fosfinotricin sa pridavaju do

média az po autoklavovani.

Médium na kultivaciu nezrelych embryi (¢. 1),
1000 ml

Osmotické médium (¢. 2), 1000 ml




Selekéné ium ( s

Regenera¢né médium (€. 4), 1000 ml

Médium na tvorbu vyhonkov (€. 5), 1000 ml
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Zakorenovacie médium (¢. 6), 1000 ml

MS soli 2,158
Sacharoza 15¢g
Myo-inozitol 50 mg
pH 5,8
Gelrite 2,5
Zasobny roztok vitaminov 0,5 ml
PPT 4-5mg

2.5 Material potrebny k nastrel’ovaniu
1. Zlaté cCastice (BIO-RAD) 1 um je potrebné mat
pripravené vo forme zasobného roztoku: 60 mg 1
um zlatych castic sa navazi do 1,5 ml skamavky
apridd sa knim 1 ml 100 % etanolu. Nasleduje
kratky ultrazvuk a centrifugicia 5 savyleje sa
supernatant. Opakuje sa tento krok este 2-krat.
Potom sa pridd 1 ml sterilnej destilovanej vody,
ultrazvuk 2 min a centrifugacia, supernatant sa
vyleje. Aj tento krok sa opakuje 2-krat. Nasledne
sa prida1 ml sterilnej destilovanej vody a zlaté
Castice sa premieSaju vortexovanim. Takto
pripraveny zasobny roztok zlatych castic sa ulozi
v50 ul alikvotnych mnozstvach pri -20°C. Je
dolezité pred kazdym odpipetovanim do sterilnej
skiimavky zasobny roztok vortexovat, pretoze zlaté

Castice su fazké a ihned klesaji na dno skamavky.
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2. Makronosice, stopovacie mriezky, 900/1100 psi
zlomové platnicky (BIO-RAD). Stopovacie mriezky
treba pred pouzitim autoklavovat.

3. Plazmidovd DNA (1pg/ul) je rozpusteni
v sterilnej vode a uskladnena pri -20°C.

4. Zasobné roztoky potrebné k obalovaniu zlatych

Castic plazmidovou DNA:

Chemikalia Rozpuastadlo Uskladnenie
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3. Metody
3.1 Priprava donorového materialu

1. Sterilizcia zfn pSenice: na transformaciu st
vhodné nezrelé embryi velké priblizne 0,5 - 1,2
mm, ¢o je asi 12 — 16 dni od zaciatku kvitnutia.
Zrastlin sa zozbieraja klasy a odstranenim
vonkajsich obalov sa ziskaja zrna, ktoré sa
premyjui 5 min v70 % etanole. Néasledne sa
ponoria do 50 % Sava na 20 min za staleho
mie$ania. Po 20 min sa zrna 3-krat premyja
v sterilnej vode.

2. Izolacia nezrelych embryi: izolacia prebieha vo
flow boxe za sterilnych podmienok. Zo zin sa
pomocou skalpela odstrani vonkajsi obal
(perikarp) a okryje sa nezrelé embryo, ktoré je
mozné Tahko ,odldpnuf®. Ostrym skalpelom sa
odstrani embyondlna os aembyo bez tejto
embryonélnej osi (scutellum) sa polozi touto
stranou nadol na médium ¢. 1. Na jednej Petriho
miske (9 x 14 mm) je vhodné mat asi 25 - 30
embryi.

3. In vitro kultivicia nezrelych embryi
v kultiva¢nej miestnosti v tme pri 27°C priblizne 4
— 6 dni.

4. Pred nastrelovanim sa nezrelé embrya prenesa

na médium ¢. 2 na 4-6 hod a kultivuji v tme pri
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27°C. Embrya je potrebné na médium ¢. 2 ulozit
centrdlne do kruhu o priemere 2 c¢cm tak aby sa
navzajom neprekryvali.
3.2 Obalovanie zlatych éastic plazmidovou DNA
50 ul pripraveného zisobného roztoku zlatych
Castic nechat rozmrazif pri izbovej teplote,
ultrazvuk na 1 — 2 min apremie$af pomocou
vortexu. Pridat 5 pul DNA (1 pg/ul) a kratko
vortexovat. Pridat 50 ul 2,5M CaCl,.2H.0 a 20 pl
0,1 M spermidinu a zamiesat. Kratko vortexovat
spolu s DNA. Nechat na lade 5 - 10 min.
Centrifugacia na najvyssej rychlosti 3 - 5 s. Vyliat
supernatant. Pridat 200 pl 100% etanolu, rychlo
resuspendovat pomocou pipety. Centrifugicia na
najvys$sej rychlosti 3 - 5 s a vyliat supernatant.
Resuspendovat v 150-250 pl 100% etanolu. Ulozit
do T'adu. Spotrebovat do 1 hod!
3.3 Transformacia pomocou génovej pusky PDS
1000/He (BIO-RAD)

Princip fungovania génovej pusky PDS-1000/He:
hélium sa akumuluje v rezervoari vo vrchnej Casti
génovej pusky dovtedy, kym jeho tlak nie je taky
velky, aby doslo k naruseniu zlomovej platnicky
pod rezervodrom. Po uvolneni sa tlak hélia
dostava k makronosicu, na ktorom st umiestnené

zlaté cCastice obalené DNA. Makronosi¢ sa
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pohybuje smerom k stopovacej mriezke, na ktorej
sa zastavi, zlaté Castice vSak pokracuji v pohybe,
kym nedosiahnu cielové bunky.

1. Sterilizacia génovej pusky: pred nastrelovanim
je potrebné kompletne vysterilizovat génovi
pusku aj so vSetkymi jej stcastami pomocou 100
% etanolu avysuSenim pri izbovej teplote.
Sterilizuji sa etanolom aj makronosice a zlomové
platnic¢ky. Po vysuSeni si makronosice aj zlomové
platnic¢ky vlozené do pre ne uréeného nastavcu.

2. Obalené zlaté Castice treba vortexovat a naniest
5 ul do stredu makronosi¢u anechat volne
vysusit. Stopovacie mriezky, zlomové platnicky
(900/1100 psi) amakronosi¢ treba vlozif do
génovej pusSky spolu sPetriho  miskou
s pripravenymi embryami na osmotickom médiu.
Vzdialenost medzi stopovacou mriezkou a Petriho
miskou by mala byt priblizne 5,5 cm.
Nastrelovanie prebieha vo vakuu 91,4 - 94,8 kPa.
Po vystrele sa vyberie Petriho miska spolu so
zlomovou platnickou a makronosi¢om. Postupne
sa opakuja vystrely so vSetkymi pripravenymi
Petriho miskami, ale po kazdom vystrele sa
vymeni zlomové platnicka aj makronosi¢ za nové.
Stopovacia mriezka moze zostat rovnaka

v pripade, Ze sa pouZiva 1 typ plazmidovej DNA.
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Ak sa v jeden den pouzije pri néstreloch viac typov
plazmidovych DNA je potrebné zakazdym
vymienat aj stopovacie mriezky.
3. Kultivacia nastrelenych embryi na osmotickom
médiu este 16 — 20 hod v kultivaénej miestnosti
v tme pri 27°C.

3.4 Invitro kultivacia, regeneracia a rast

potencialnych transformantov

1. Kultivicia na selekénom médiu ¢. 3: nastrelené
embrya sa kultivuji na tomto médiu 2 tyzdne do
tvorby embryogénnych kalusov. In vitro kultivacia
v kultiva¢nej miestnosti v tme pri 27°C.
2, Kultivicia na regenera¢nom médiu ¢ 4
prebieha 8 — 10 dni pri fotoperiéde 16/8 hod pri
27°C.
3. Kultivacia na médiu ¢. 5 prebieha 1 — 2 cykly po
2 tyZdnoch pri stdlom osvetleni. Na médium sa
prenésaja vyhonky spolu s kalusom.
4. Kultivicia na médiu ¢. 6: na médium sa
prendsaju asi 2 cm rastliny akultivuja sa pri
stalom osvetleni do vzniku koretiov.
5. Presadzanie potencidlnych transformantov do
pody: ak maja rastliny dostatone vyvinuty
korefiovy systém presadzajai sa do pddy.
Presadené rastliny sa potrebuju aklimatizovat ked

prechadzaja z in vitro podmienok a preto je

- 15 -



potrebné ich na asi 10 dni prikryt priehladnou
foliou aby sa zabezpedila vysoka vlhkost
prostredia.

6. Ked maja rastliny viac listov je mozné
vyizolovat z listov DNA a pomocou PCR zistif,
ktoré rastliny si PCR pozitivne, teda nest gén
zaujmu. Tieto rastliny potom rastd v kultivac¢nej
miestnosti pri vhodnych teplotnych podmienkach
pri fotoperibde.

7. Nastrelené kalusy/rastliny je mozné analyzovat
aj pomocou histochemickej GUS analyzy pre

reportérovy gén uidA.
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4. GUS analyza

Priprava farbicky ( na 100 ml pufru):

NaH.PO,...cccovveeerrnnnee. 1,1999g.....roztok ,A“ do 50 ml banky doliat
Na.HPO, (bezvody).....1,4204g.....roztok ,,B“ do 50 ml banky } vodon
19,5 ml ,A“ + 30,5 ml ,,B“ + 50 ml redest. vody = PUFOR

(100 ml), skladovat pri 4°C

Na 10 ml farbicky:

X-gluC..eoereevecreeieaaenne 2MM...ccoeieiereeennen. 0,0104 g
Na,EDTA . 2H,O0........ 1I0mM.....cccoeriinninnnnnn. 0,0372 ¢
K3Fe(CN)6eeereeenreeannenne [5%5 1017 SR 0,0165 ¢
K,Fe(CN)s. 3H,O0......... 5MM..cceiiiiieeenreeeenns 0,0211¢
Sorbitol.......ccvveeeenveeennes 400mM........cccvveeeneen. 0,7288 g
Merkaptoetanol........... 10 MM...oeeeviieeieeenens 0,0078 g
DMSO.....cccveeeeeeeeeennnnen 2 Wrreeeeeeeeererrrrriieeeens 0,2¢g

= Do kadicky navazit K;Fe(CN)s, K,Fe(CN)s. 3H.O,
Na,EDTA . 2H,0, sorbitol

» X-gluc na lodicku, pridat 200 pl DMSO, nechat
rozpustif a oplachnut asi 5 ml pufru do kadic¢ky + 7 ul
merkaptoetanolu

= Preliat do odmerného valca a doplnit pufrom na 10 ml

= Preliat do umelej skiimavky, zabalit do alobalu a do
chladnicky (trvanlivost 1 mesiac), alebo na -70°C ( na -

20°C straca aktivitu)
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Postup:

Sterilne odobrat po jednom kaluse do 1,5 ml skimavky
a pridat asi 100 pl farbicky.

Inkubacia cez noc na 37°C v tme.

Koniec farbenia: odpipetovat farbicku, reakciu
zastavime pridanim 70% etanolu asi 500 pl.

Vidy mame pozitivnu aj negativnu kontrolu: negativna
sa nezafarbi a pozitivna ma modré sfarbenie.

GUS analyza by sa mala robif az 48 hod po nastreleni.
Listy odfarbovat az po inkubécii 70 — 100 % etanolom,

mladsie listy sa farbia intenzivnejsie.
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6. Priloha

privod
hélia

I +— zlomova platnicka

makronosi¢é

stopovacia
mriezka

zlaté castice
obalené DNA

1. Génova puska PDS 1000/He.

2. Priebeh nastrelovania, ked dochadza k prasknutiu zlomovej
platnicky, makronosi¢ sa zastavi na stopovacej mriezke, ale
zlaté Castice pokracuji v pohybe pokial nezasiahnu cielové
pletivo.
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3. Rast vyhonkov z nastrelenych kalusov na regenera¢nom
médiu €. 4.

4. Nenastrelené kalusy na regeneraénom médiu ¢. 4.
Nenastava ziadna tvorba vyhonkov, kedZe médium obsahuje
fosfinotricin ako selekény agens.

5. GUS analyza nastrelenjch nezrelych embryi (6 kalusov
modrej farby).
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6. Rast potencidlnych transformantov na zakoretovacom
médiu ¢. 6.

7. Dostato¢ne vyvinuta koremniova ststava pri regenerujtcej
pSenici vhodna na presddzanie do pody.

8. Dopestovanie transformovanej pSenice v ¢repniku
v kultiva¢nej miestnosti.
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