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1. UVOD

Genové inZenyrstvi rostlin se zacalo rozvijet az ve 20. stoleti spolu s rozvojem
molekuldrnich metod, které odhalily nové mozZnosti Slechténi rostlin. Do té doby bylo
Slechténi zalozeno hlavné na kfizeni jednotlivych rostlin a umélém vybéru.
Molekuldrni metody pomohly rozlustit podstatu rostlinného genomu a tim usnadnit
jeho pozménéni k vypéstovani novych odrtid rostlin. Zasadnim prilomem byl objev
schopnosti ptidnich bakterii rodu Agrobacterium integrovat specificky tsek své DNA
do hostitelského (rostlinného) genomu. Ten stadl na pocatku nové metody genového
inzenyrstvi, kterou je transgenoze (transformace) rostlin. JelikoZ priinik cizorodé DNA
do hostitelského genomu skytd urcita tskali, zacaly se objevovat snahy o pfimé
vneseni DNA do rostlinného genomu. Tyto metody se souhrnné nazyvaji pfima
transformace rostlin. Nejpouzivanéjsi z nich se stala biolistickd metoda, pomoci niz se
vnasi vektorovda DNA do genomu rostlinnych explantatti kovovymi mikroprojektily o

velikosti 1-2 pm.

Transformace, at uz pfimymi ¢ nepfimymi metodami, se staly zadkladem
genového inzenyrstvi rostlin a pomoci jejich metod jiz bylo uspésné vypéstovano
mnoho transgennich rostlin. V této praci byl pouzitym rostlinnym druhem smrk
ztepily (Picea abies), ktery patfi do celedi Pinaceae. Tato celed zahrnuje vétSinu
jehli¢natych lesnich dfevin. Genové manipulace lesnich dfevin jsou velice obtizné
z dtivodu slozitého vybéru vhodnych vektorti a regeneracnich systémiti. Dfeviny maji
velice dlouhou dobu vyvoje regenerantti a dalsiho potomstva a také znacnou velikost
genomu, jehoZ struktura navic neni prozatim dostatecné prozkoumana. Transformace
lesnich dfevin se provadéji hlavné za ticelem ziskani jedincti tolerantnich k pesticidim,
hmyzim Skiidcim ¢i vnéj$im stresortim, popiipadé jedincti s lepsi kvalitou dfeva nebo
kratSim reprodukénim cyklem. Bohuzel neni dosud zndma univerzalni metoda

transformace, ktera by se dala tispésné pouzit na Siroké spektrum drevin.

Cilem mé prace bylo optimalizovat podminky pro pfimou transformaci
embryogenni kultury smrku ztepilého (Picea abies) metodou mikroprojektilti za pomoci

signalniho genu pro -glukuronidazu.



2. TRANSFORMACE

Transformace je prenos a integrace cizorodé DNA do genomu rostlinné buriky.
Tohoto procesu se vyuziva pfi genetickych modifikacich rostlinnych bunék a pletiv,
které diky nové vnesenému tseku DNA ziskaji nové vlastnosti projevujici se na jejich
fenotypu. Diky totipotenci rostlinnych bunék pak mohou transformované bunky c¢i

pletiva regenerovat v celé rostliny, které novy genotyp pfenaseji do dalSich generaci.

2.1 METODY TRANSFORMACE
Metody transformace rostlinného genomu rozliSujeme podle zptisobu vnasSeni

cizorodé DNA na pfimé a nepfimé.

211  NEPRIMA TRANSFORMACE

U tohoto typu transformace se pro vneseni cizorodé DNA pouzivaji bakterie rodu
Agrobacterium (tumefaciens nebo rhizogenes), coz jsou gram-negativni ptdni bakterie,
které maji pfirozenou schopnost vnaset pomoci Ti (A. tumefaciens) nebo Ri (A.
rhizogenes) plazmidu do rostlinného genomu specifické geny lokalizované v téchto
plazmidech na T-DNA - transferred DNA (Zaenen et al., 1974). Tato pfirozena
bakteridlni T-DNA obohacuje rostlinny genom o geny pro nové cesty biosyntézy
ristovych fytohormonti (auxinii a cytokininti) a také opind. Auxiny a cytokininy
zplisobi u transformovaného pletiva rtist v podobé nediferenciovanych nadort (crown
galls, A. tumefaciens) nebo kofenti (hairy roots, A. rhizogenes). Opiny jsou nadorové
specifické latky, které slouzi jako zdroj uhliku, dusiku a energie pro bakterie, které

transformaci indukovaly (Hansen et al., 1994; Sheng a Citovsky, 1996).

Bakterie A. tumefaciens a A. rhizogenes se pouZzivaji jako vektory pro pfenos
upravené T-DNA do rostlinného genomu. Z T-DNA se odstrani vSechny geny kromé
hranicnich sekvenci, coz jsou kratké repetice DNA, které jsou dtlezité pro integraci do
hostitelského genomu, a nahradi se jinymi. Tyto uméle zkonstruované vektory se déli
na intermedidrni a bindrni vektory. Nejcastéji se pouzivaji bindrni vektory, u kterych je
Ti plazmid rozdélen na 2 plazmidy. Jeden z nich nese tsek virulence a druhy T-DNA a

selektovatelny gen pro rezistenci k nékterému antibiotiku.



Metody nepfimé transformace lze pouzit pro vétsinu dvoudéloznych, nékteré
jednodéloZzné a nahosemenné rostliny. Mezi nejznaméjsi metody patti diskovd metoda
transformace (Horsch et al., 1985), transformace semen (Feldmann a Marks, 1987),

infiltrace (Bechtold et al., 1993) a transformace protoplast(i (Marton et al., 1979).

212  PRIMA TRANSFORMACE

Pfi téchto metodach transformace se nepouZzivaji k pfenosu cizorodé DNA do
rostlinného genomu bakterie rodu Agrobacterium, ale, jak uz nadzev napovida, useky
cizorodé DNA se vnasSeji pfimo do jadra rostlinné burky. K tomu se vétsinou pouzivaji
specidlni pfistroje napf. elektropordtor, mikromanipuldtor nebo tzv. genova puska.
Metody pfimé transformace se zacaly pouzivat zhruba od roku 1982 diky vyvoji
bindrnich vektor(i. Pomoci pfimé transformace se oproti nepfimé transformaci vnaseji
jen malé fragmenty plazmidu obsahujici vétSinou pouze jeden gen. Pro transformaci
musime ale vlozit do rostlinného genomu také selektovatelny gen, diky kterému pak
lze odlisit transformované bunky od netransformovanych. Proto se vyuziva
mechanismu kotransformace, pfi kterém se integruji dva geny, nesené kazdy jinym

plazmidem, do stejného mista na chromozomu.

Zpocatku se pro pfimou transformaci pouzivaly pouze protoplasty, protoze
neobsahuji bunécnou sténu, coz usnadiiuje vniknuti cizorodé DNA do jadra bunék.
Dnes uz se ale pouZivaji i rostlinna pletiva a organy. Metody pfimé transformace maji
tu vyhodu, Ze nejsou omezeny pouze na hostitele bakterii rodu Agrobacterium. Jednou
znevyhod je ale ¢asté vneseni tandemovych kopii do jednoho nebo nékolika mist na
rostlinném genomu. Takovéto transgenni rostliny se pak museji eliminovat kvuli
nebezpedi nizké exprese (Ondfej a Drobnik, 2002). Nejcastéji se pouzivaji u
jednodéloznych rostlin napf. kukufice, ryZe nebo pSenice (Lankhsminarayan et al.,

2000).
% VYUZITI POLYETHYLENGLYKOLU (PEG)

Touto metodou byly poprvé transformovany rostliny bez vyuziti bakterii rodu
Agrobacterium (Krens at al, 1982). Pomoci PEGu a bivalentnich kationtd (vapenatych
iontt1) se transformuji rostlinné protoplasty, coz jsou rostlinné buriky, u kterych byla

mechanicky nebo enzymaticky odstranéna bunéénd membrdna. Castéji se pouziva



enzymatické odstranéni pomoci enzymatické smési pektinazy a celuldzy, roztoku soli a
vysokého osmotického tlaku. Chybéjici bunécnd sténa usnadnuje proniknuti cizorodé
DNA do buriky a navic se rostlinné protoplasty daji izolovat z fady rostlinnych druh.
Nevyhodou je vsak jejich kfehkost a moznost somaklonalni variability pfi regeneraci

transgennich rostlin (Ondfej a Drobnik, 2002).

s ELEKTROPORACE

Elektroporace je metoda pfimé transformace, kterd se pouziva hlavné u
protoplastti, ale Ize ji vyuzit i pro rostlinné bunky. Materidl je inkubovan v roztoku
pufru obsahujicim DNA a je vystaven elektrickym pulsiim o vysokém napéti (Fromm
et al, 1985). Plsobenim kratkého pulsu stejnomérného napéti se v plazmatické
membrané vytvofi pory, které jsou zplisobeny reverzibilnimi nebo ireverzibilnimi
zlomy bunéénych membran. Vzniklymi pory poté mtize snadno prochazet cizoroda
DNA a integrovat se do buriky. Uspénost zavisi na délce trvani elektrického pulsu
(50-250 ps) o napéti v rozsahu nékolik set az 2000 V/cm. Pfi ptsobeni pfili§ vysokého
napéti se vytvofi piiliS veliké ireverzibilni péry a naopak pfi malém napéti se pory
uzavtou pfili§ rychle potom, co elektricky puls pfestane ptisobit. Frekvence stabilnich

transformantt se u této metody pohybuje v rozmezi 10+ - 102
<% VYUZITI LIPOZOMU

Lipozomy jsou umélé mikroskopické lipidové kapénky, které obsahuji roztok
DNA. Maji podobnou strukturu jako stfedni, hydrofobni lamela rostlinné plazmatické
membrany, coZ jim umoznuje snadny prenos DNA do buriky. K enkapsidaci DNA do
lipozému se pouzivaji kratké ultrazvukové vibrace, které mohou zptisobovat zlomy
DNA (Weising et al., 1988). Pouzivaji se k transformaci rostlinnych pletiv (Gad et al.,
1990) a pylovych lacek (Ahokas, 1987).

% MIKROINJEKCE

Pfi této metodé se pomoci mikromanipulatoru vnasi DNA pfimo do jader
rostlinnych bunék, coz zabrarnuje ptisobeni bunécnych exonukledz na cizorodou DNA
a také jejim zlomtm, protozZe nemusi projit pfes bunécnou a jadernou membranu. Diky

témto vyhodam ma tato metoda velice vysokou ucinnost transformace (10-20 %).



Bohuzel se touto metodou dé injikovat jen malé mnoZstvi bunék a je velice narocna jak
na techniku, tak na zruc¢nost. U rostlin se mikroinjekce aplikuji do protoplastti, bunék
embryi popiipadé celych pletiv (Ondfej a Drobnik, 2002), ale nejvice se pouzivaji pro
transformace velkych ZivociSnych bunék. Touto metodou byly poprvé ziskany

transgenni rostliny transformaci ryZovych vyhonkt (de la Pena et al., 1987).
% MIKROPROJEKTILY

Biolistickd metoda transformace je nejcastéji pouzivanou metodou pFimé
transformace rostlin, a to hlavné diky Siroké vyuzitelnosti na prakticky vSechny typy
rostlinnych tkdani a buné€k (Bommineni et al., 1993). Poprvé byla pouzita u
epidermdlnich bunék cibule (Sanford et al., 1987) a o rok pozdéji jeji postup detailné
popsal ve své praci J. C. Sanford. Tato metoda postupné nasla vyuziti i napf. u
zivodisnych bun€k a tkani (Zelenin et al., 1989; Fitzpatrick-McElligot, 1992), kvasinek
(Armaleo et al., 1990) a fas (Kindle et al., 1989). Jevi se jako nejlepsi zptisob, jak vnést
cizorodou DNA pfimo do regenerovanych bunék, pletiv a orgdnt bez zavislosti na
hostitelich agrobakteria a tskali souvisejicich s regeneraci tkanovych kultur (Birch,

1997).

Mikroprojektily jsou mikroskopické kulicky z inertnich kovii (Au, W) vétSinou o
velikosti 1- 2 um, které se smichaji s roztokem obsahujicim DNA a dalsi dtlezité latky.
Po naneseni na specialni nosice (macrocarriers) se necha ze suspenze mikroprojektilt a
DNA pfirozené vypafit etanol a tim plazmidova DNA wulpi na kovovych
mikroprojektilech. Ty se pak vstfeluji do pletiva pomoci specidlni aparatury (genova
puska) rychlym vyrovnadni pretlaku helia. V komofe, ve které je cilové pletivo
umisténo, musi byt vakuum. Vytvofeny tlak helia prorazi tzv. rupture disk a
mikroprojektily spolu snosi¢em (macrocarrier) jsou uvedeny do pohybu smérem
k cilové tkani, kam vSak doputuji jen mikropartikule s navdzanou DNA, protoze
pohyb nosice je zastaven po nékolika milimetrech letu kovovou mifizkou (stopping

screen).

Uspésna integrace transgenu do genomu probéhne pouze pokud mikroprojektil
pronikne az do jadra a burika tento zasah prezije. Pokud jsou tyto podminky splnény,

byva frekvence transformace vysokd. Bohuzel se alespon do epidermis dostane pouze



7-10% mikroprojektili, ale bunky epidermis nejsou schopné poté vytvorit kalus a
diferencovat v transgenni rostlinu. U vétSiny ze zasaZenych bunék se dostane
mikroprojektil pouze do cytoplazmy, kde neprobiha transkripce a tudiZ nedojde
k expresi vneseného genu. Pokud se mikroprojektil dostane az do jadra, vétSsina bunék
do 2 dnt1 po zasahu odumira (Ondfej a Drobnik 2002). Z téchto dtivodi je tato metoda
z4visla na optimalizaci vhodnych podminek, za kterych dojde k co nejvétsi tspésnosti
transformace. Mezi tyto podminky patii stav explantatu pfed transformaci, vnéjsi
faktory (teplota, vlhkost,...) a parametry ovliviiujici tranzientni aktivitu signalniho

genu (Birch, 1997).

Biolistickou metodou jiz bylo transformovdano mnoho rostlinnych druhd,
pfedevsim jednodéloznych rostlin, napf. kukufice (Klein et al., 1989), ryZe (Christou et
al., 1991), pSenice (Vasil et al., 1992), jecmen (Wan a Lemaux, 1994) nebo cukrova tftina
(Gambley et al., 1993), ale také dvoudéloznych, napf. tabak (Klein et al., 1988), sdja
(McCabe et al., 1988) nebo bavlnik (Finer a McMullen, 1990) a nahosemennych, napf.
modrin (Klimaszewska et al., 1997), smrk (Robertson et al., 1992), borovice (Walter et
al., 1998) nebo douglaska (Goldfarb et al., 1991). Navic byla tato metoda také pouzita
pro vneseni genti do chloroplastti (Boynton et al., 1988) a mitochondrii (Johnston et al.,

1988).

2.2 TRANSFORMACE KONIFER
Genetické modifikace konifer (jehlicnanii) patfi v posledni dobé k diilezité
soucasti lesnich biotechnologii. Pouzivaji se ke zlepSeni kvality a vlastnosti dfeva,
zrychleni rastu stromd, ziskani rezistence viici Skiidcim a herbicidtim a také tolerance
ke stresu. K transformacim jehlicnanti se nejvice vyuZzivd nepfimd transformace
pomoci bakterii rodu Agrobacterium a pfima transformace pomoci mikroprojektilti nebo

elektroporace.

Od roku 1968 bylo u rtiznych druhti jehli¢natych stromt objeveno, Ze je mozné je
infikovat pomoci raznych kmenti rodu Agrobacterium. Patfi k nim napfiklad Abies
nordmanniana a Picea abies (Clapham and Ekberg, 1968) a Pinus taeda (Sederoff et al.,
1968). Posléze byla u mnoha druhii jehli¢nant testovana nepfima transformace pomoci

téchto bakterii. Ne vSechny experimenty vedly k ziskani stabilnich transformant, ale



bylo diky nim objeveno mnoho faktort ovliviiujicich transformaci konifer pomoci této
bakterie. Mezi dulezité faktory patfi kmen agrobakteria, druh a genotyp jehli¢nanu,
tyziologické a vyvojové stadium explantatu, selektovatelny gen a selekéni latka a také
promotor (Tang a Newton, 2003). K nejpouzivanéjsim explantatim pouzivanym pii
nepfimé transformaci konifer patfi embryogenni kultura, pyl a semena. Jako prvni se
uspésné podarilo transformovat Larix decidua pomoci A. rhizogenes v roce 1991 (Huang
et al,, 1991). Od té doby byly transformovany rtizné druhy a kultivary hlavné rodt
Picea, Pinus a Larix pomoci bakterie A. rhizogenes i A. tumefaciens (Tang a Newton,
2003). Uspésnost transformace konifer limituje hlavné sloZita propagace explantat,
selekéni neucinnost a nizka frekvence transformace (Wenck et al., 1999). Stabilni
transformanty se podafilo ziskat, napf. u hybridniho modfinu (Larix kaempferi x L.
decidua; Levee et al., 1997), Picea abies (Wenck et al., 1999; Klimaszewska et al., 2001),
Pinus taeda (Tang et al.,, 2001), Pinus radiata (Charity et al., 2002) a Pinus halepensis
(Tzsfira et al., 1996).

Druhou nejcastéji pouzivanou transformacni metodou pfi genovych manipulacich
konifer je transformace pomoci mikroprojektilti. Tato metoda patii mezi metody pfimé
transformace, a proto ma tu vyhodu, ze vybér materidlu neni omezen jeho genotypem.
Navic bylo prokazano, Ze pomoci mikroprojektilii 1ze tispéSné vnést cizorody gen do
vSech typt explantati konifer, u kterych byla tato metoda testovana (Tang a Newton,
2003). Kdalezitym faktordm ovliviujicim tuspéSnost transformace patfi stav
explantat pred transformaci, vnéjsi vlivy (teplota, vlhkost), stuperi poniceni materialu
a nacasovani selekce. Pro integraci cizorodé DNA do transformovanych bunék je
nejvhodnéjsi S-faze jejich bunécného cyklu. Stabilni exprese vnesenych genti byla
prokazana u embryogenni kultury Larix laricina (Klimaszewska et al., 1997), Picea abies
(Robertson et al., 1992; Walter et al., 1999; Clapham et al., 2000; Elfstrand et al., 2001),
Picea glauca (Ellis et al., 1991; Bommineni et al., 1993), Picea mariana (Charest et al., 1996)

a Pinus radiata (Walter et al., 1998; Bishop-Hurley et al., 2001).

Posledni metodou, kterd se pouziva k transformacim konifer, je elektroporace.
Touto metodou se bézné transformuji pouze protoplasty, hlavné ty, které jsou schopny
regenerovat v somaticka embrya a kliéni rostliny. Problémem u této metody je, Ze

protoplasty konifer velice problematicky regeneruji v celé rostliny. Proto se tato



metoda u konifer vyuziva hlavné ke studiu transientni exprese reportérovych gent a
faktort ovliviiujicich expresi transgenu vneseného do protoplastu (Tang a Newton,
2003). Touto metodou jiz byly transformovany protoplasty izolované z embryogenni
kultury Picea glauca (Bekkaoui et al., 1988), Picea mariana (Tautorus et al., 1989), Pinus
taeda (Gupta et al., 1988) a Larix X eurolepis (Charest et al, 1991) a také
zneembryogenni kultury Pinus radiata (Campbell et al., 1992) a Pinus banksiana

(Tautorus et al., 1989).



3. SELEKCNI SYSTEMY

Selekéni systémy se vyuzivaji k rozliSeni transgennich bun€k od netransgennich.
Soucasti selekénich systémil jsou selektovatelné geny a k nim pfislusné selekcni latky.
Rozlisuji se podle principu selekce, ta mtiZze byt bud negativni, nebo pozitivni.
Negativni selekce zptisobi, Ze na médiu sdanou selekéni latkou pfeZiji pouze
transformované burnky obsahujici ve svém genomu selektovatelny gen a ty
netransformované hynou, protoze selekcni latka je pro né toxicka. Pfi pozitivni selekci
prezivaji na selekénim médiu oba dva typy bunék. Transformované bunky nesou
urcéitou metabolickou vyhodu oproti bunkdm netransformovanym, a proto vyrazné
lépe prosperuji a daji se odlisit od netransgennich bunék, které stradaji a vykazuji
inhibici rGstu. Selektovatelné geny nesou rezistenci k antibiotikiim nebo toleranci k
herbicidu popfipadé zptisobi v cilové burice zménu metabolizmu dané selekcni latky.
Selekéni latka se pak pfida do agarového média nebo se ji postfikuje pfimo celd

rostlina (Ondfej a Drobnik, 2002).

3.1 SYSTEMY VYUZIVAJiCi GENY PRO REZISTENCI
K ANTIBIOTIKUM NEBO HERBICIDUM

Tyto selekéni systémy patii ke starsim typtim systémd, které jsou casto pouzivané
diky své vysoké ucinnosti. Vyuzivaji princip negativni selekce, ktera ma tu nevyhodu,
Zze odumirajici netransformované bunky uvoliuji latky, které jsou toxické pro
transformované bunky. Proto je dulezité pfed jejich pouzitim urcit spravnou
koncentraci selekéni latky v médiu, tak aby selekéni tlak byl dostatecné silny a zaroven
nedochazelo kodumirdni transgennich bunék. Nejsou vhodné pro selekci
transformovanych rostlin uréenych pro pfimou konzumaci nebo jako krmivo kvfili

nepfijatelnosti pro laickou vefejnost.



3.1.1 GEN NPT II (NEOMYCINFOSFOTRANSFERAZA 1II)
(FRALEY AT AL., 1983)

Tento selektovatelny transgen je ptivodné soucasti transpozonu Tn5 z bakterie E.
coli, (Ondfej a Drobnik, 2002). Koduje rezistenci k aminoglykosidickym antibiotikiim
kanamycinu, neomycinu, paromomycinu a geneticinu (G418).
Neomycinfosfotransferaza II fosforyluje hydroxylovou skupinu pfislusného antibiotika
a tim ho inaktivuje. Selekcni systém vyuZzivajici kanamyecin jako selekéni agens stale
patii k nejpouzivané€jsim selekénim systémtim. Ma Siroké vyuziti u vétsiny rostlinnych
druhtt kromé celedi Poaceae a Viciaceae, které vykazuji relativné vysoky stupen

spontanni rezistence (Ondfej a Drobnik, 2002).

3.1.2 GEN HPT (HYGROMYCINFOSFOTRANSFERAZA)
(WALDRON AT AL., 1985)

Chiméricky transgen hpt se sklada z kodujici sekvence genu aph IV z E. coli,
rostlinného promotoru, zavadéci sekvence a termindtoru. Koduje rezistenci
k antibiotiku hygromycinu B, které blokuje proteosyntézu u prokaryot i eukaryot. Je
vysoce toxicky pro vSechny rostlinné i Zivocisné druhy (i pro clovéka), proto se

véts§inou pouziva jen v pripadech, kde nelze pouzit kanamycin.

3.1.3  DALSI GENY PRO REZISTENCI K ANTIBIOTIKUM

Existuje jesté fada dalSich chimérickych selektovatelnych genti, které koduiji
rezistenci k riznym antibiotikim, ale jsou oproti dvéma vySe uvedenym pouzivany
pomérné vzacné. Patfi sem napfiklad gen npt I kddujici neomycinfosfotransferazu I
(rezistence ke kanamycinu, neomycinu a geneticinu), gen dhfr kodujic
dihydrofolatreduktazu (rezistence k metotrexatu), gen ble (rezistence k bleomycinu),
gen kodujici streptomycinfosfotransferazu (rezistence k streptomycinu) nebo gen pro

rezistenci ke gentamycinu.

314  GENY PAT A BAR (DE BLOCK ET AL., 1987)

Tyto dva geny pochazeji z aktinomycet rodu Streptomyces a kéduji rezistenci k
herbicidu fosfinotricinu, ktery se z nich biotechnologicky vyrabi. Pouzivd se jako
Sirokospektralni postemergentni herbicid (sady a vinice) a desikant (brambory,

lusténiny, jeteloviny, ...), ktery zptisobuje ireverzibilni inaktivaci glutaminsyntazy. Ta
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je klicovym enzymem metabolizmu dusiku, protoZe detoxikuje amoniak za vzniku
glutamatu. Po jeji inaktivaci se hromadi amoniak ve vysokych koncentracich, coz
nasledné vede k zastaveni fotosyntézy a rozpadu chloroplasti. Gen pat pochazi ze S.
viridochromogenes (Strauch et al.,, 1988) a gen bar ze S. hygroscopicus (Thomson et al.,
1987). Oba geny kdéduji enzym fosfinotricin-N-acetyltransferazu (PAT), kterd inaktivuje

fosfinotricin acetylaci jeho volné NH: skupiny.

315  GENY PRO EPSP A GOX

Rezistenci k herbicidu glyfozatu kéduji 3 geny. Prvni je gen pro enzym EPSP (5-
enolpyruvylsikimat-3-fosfatsyntaza), ktery podminuje jeho nadprodukci (Shah et al,,
1986). Druhy gen aroA koéduje modifikovany enzym EPSP tolerantni k glyfozatu
(Comai et al., 1985) a tfeti gen koduje enzym GOX (glyfozatoxidoreduktaza), ktery
tento herbicid metabolizuje. Herbicid glyfozat inhibuje enzym EPSP v Sikimatové
biosyntetické drdze (lokalizovdana v chloroplastech) a tim blokuje syntézu

aromatickych kyselin.

3.2 SYSTEMY VYUZIVAJiCi ALTERNATIVNI GENY

Tyto selekcni systémy pouzivaji jako selektovatelné geny takové, jejichz produkty
pozméni v transgennich burikach metabolickou drahu dané selekéni latky. Tou byva
latka, ktera je neskodna pro ¢lovéka a Zivotni prostfedi. Dalsi vyhodou téchto systémti
je skutecnost, ze vétSsinou vyuZivaji princip pozitivni selekce, pfi které nehynou
netransformované buriky. Alternativni selekéni systémy se zacaly vice vyuzivat az
v poslednich 10 letech, kviili obavam spolecnosti z mozného negativniho dopadu
tradicnich selektovatelnych genii (pro rezistenci k antibiotikim ¢ toleranci

k herbicid{im) na lidské zdravi a Zivotni prosttedi.

321  SELEKCE NA MANOZE

Tento selekéni systém je zaloZzen na vneseni transgenu pmi pro
fosfomandzaizomerazu pochdzejici z genomu bakterie E. coli. Jako selekéni latka se
pouziva sacharid mandza, ktery ma né€kolik vyhod. Je snadno dostupny, levny a lehce
stravitelny. Mandza je u mnoha rostlinnych druht fosforylovdna enzymem

hexokindzou na mandza-6-fosfat, ktery uz dale neni metabolizovan. Buniky pak nemaji
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dostatek fosforu a zvysSené syntetizuji Skrob a maltézu, tim dochdzi k inhibici déleni
bunék i jejich rastu. Pokud rostlinny genom obsahuje gen pmi, jim kédovany enzym
méni fytotoxicky manodza-6-fosfat na fruktoza-6-fosfat, ktery se zacleriuje do
normalniho metabolizmu a rostlina ho vyuziva jako dopliikovy zdroj energie. Selekce
na manoze je vhodnym typem selekéniho systému, protozZe je zcela neskodny pro
konzumenta. Vyuziti mandzy jako selekéni latky spolu s genem pmi bylo popsano uz u
fady rtiznych druht rostlin, napf. u cukrové fepy (Joersbo et al., 1998), kukufice
(Negrotto et al., 2000), manioku (Zhang et al., 2000), huseni¢ku (Todd a Tague, 2001)

nebo brambor a rajcete (Bfiza et al., 2008).

322  SELEKCE NA XYLOZE

Soucasti tohoto selekéniho systému je gen xylA a sacharid xyléza. Gen xylA byl
izolovan z bakterii Streptomyces rubiginous (Wong et al., 1991) a Thermoanaerobacterium
thermosulfurogenes (Lee et al., 1990). Jeho produktem je enzym xylézaizomeraza, ktery
konvertuje D-xyldzu na D-xylulézu. Pouziva se u rostlin, kterym chybi vlastni enzym
xylulokinaza, ktery v pentézovém cyklu fosforyluje D-xyluléozu. Tu vétSina rostlin
nedokaze metabolizovat, kdezto D-xylulézu vyuzivaji jako zdroj energie. Tento
selekéni systém je také povaZovan za bezrizikovy, enzym xyldzaizomerdza se bézné
pouziva v potravinafském primyslu p¥i zpracovani skrobu. Uspésné byl testovan u

rajcete, brambor a tabaku (Haldrup et al., 2001).

3.23  SELEKCE NA GALAKTOZE

V tomto selekénim systému se pouziva jako selektovatelny gen galT, ktery pochdzi
z bakterie E. coli. Jeho produkt, enzym galaktdza-1-fosfat-uridyltransferdza, ridi
v metabolismu galaktozy prestavbu galaktozy-1-fosfatu na UDP-galaktozu. Ta je poté
jesté pfeménéna na UDP-glukdzu, ktera je jiz plné metabolizovatelnd. Vnesenim genu
galT transgenni bunky neziskaji metabolickou vyhodu, ale oproti netransgennim
nehynou na tzv. galaktézovy Sok. Proto se tento selekéni systém fadi mezi ty, které
vyuzivaji princip negativni selekce. Byl zatim tspéSné testovan u brambor a fepky

(Joersebo et al., 2003).
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4. TRANSGEN PRO B-GLUKURONIDAZU

B-glukuronidaza je enzym kodovany v bakterii Escherichia coli genem uidA, ktery
se v rostlindch oznacuje jako gusA a enzym jako GUS. Tento tetrametr s monomerem o
molekulové hmotnosti 68,2 kDa patfi mezi kyselé hydrolazy. Je velmi stdly a Stépi
rtizné B-glukuronidy. Nema Zadné kofaktory, ale inhibuji ho nékteré tézké kovy. Gen

gusA se pouziva jako selektovatelny, ale 1ze ho vyuzit i jako reportérovy gen.

41  SELEKCE S POUZITIM GENU gusA

U tohoto alternativniho selekéniho systému se do média pfidava jako selekéni
latka inaktivni derivat cytokinini benzyladenin-N-3-glukuronid. (-glukuronidaza
hydrolyzuje derivat na aktivni cytokinin, ktery transgennim burnikdm umoznuje rtst.
Selekce probihd na médiu bez cytokininti, takZe netransgenni bunky trpi jejich
nedostatkem a nerostou. Poprvé tspésné pouzili tento typ selekce Joersbo a Okkels
(1996) pii transformaci listovych diska tabaku. Selekce pomoci genu gusA byla 2x-3x
ucéinnéjsi nez pti pouziti klasického kanamycinu. K vyhodam tohoto systému patii
hlavné skutecnost, ze gen gusA lze pouzit jako selektovatelny i signdlni gen zaroven.
Nevyhodou ovSem je komercni nedostupnost selekéniho agens a nedostatecna

eliminace transgennich tniki pii selekci.

4.2 GEN gusA JAKO SIGNALNI TRANSGEN
(JEFFERSON ET AL., 1987)

Signalni (reportérové, markerové) transgeny jsou takové transgeny, jejichz expresi
l1ze snadno detekovat a kvantitativné stanovovat (Ondfej a Drobnik, 2002). Vzdy jsou
chimérické, obsahuji regulacni sekvence pro projev v rostlinném genomu a kédujici
sekvenci z bakteridlntho nebo Zzivoc¢isného genomu. Jeli jejich exprese docasna
(tranzientni), je to zptisobeno tim, Ze do jader bunék pronika vétsi mnozstvi asekt T-
DNA a k jejich expresi dojde diive, nez se integruji do genomu nebo jsou degradovany
nukledzami. Tohoto jevu se vyuzivd pro orientacni porovnani ucinnosti rtiznych
promotorti, rtznych zpusobti aplikace u urcitého materidlu nebo k porovnani

ucinnosti téhoz konstruktu v rtiznych materialech.
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Gen gusA je nejpouzivanéjsim signdlnim genem transformace rostlin v dnesni
dobé. Jeho produkt, oznacovany jako GUS, méni substraty na modfe zbarvené nebo
fluoreskujici latky. Vyhodna je jeho rychld a spolehliva detekce a také skutecnost, Ze se
glukuronidazy nevyskytuji v rostlinach, houbach a velké vétsiné bakterii. MtZeme ho

detekovat 3 rliznymi metodami:

a) Fluorimetricka metoda (Jefferson et al., 1987) se provadi v mikrozkumavkach
nebo na mikrotitracnich destickach, kam se vlozi homogenizat spolu s MUG
(4-metyl-umbelliferyl-B-D-glukuronid), ktery je fluorigennim substratem pro
B-glukuronidazu. Tato latka je béhem inkubace rozstépena 3-glukuronidazou
na (-glukuronid a MU (4-metylumbelliferon), ktery ma schopnost
fluoreskovat. Po pfidani alkalického roztoku sody (Na2COs) se inkubace
zastavi a zadroven dojde k ionizaci MU, coz je nezbytné pro fluorescenci. Ta se
potom méfi pod UV lampou nebo pifesnéji pomoci fluorimetru, kde MU

modre (455nm) fluoreskuje po excitaci UV svétlem kolem 365nm.

b) Histochemicka metoda (Vitha et al., 1999) vyuziva jako substrat barvivo X-gluc
(5-bromo-4-chloro-3-indolylglukuronid), ze kterého béhem inkubace pfi 37 °C
B-glukuronidaza odstépuje indol. Ten pak oxiduje na derivat indiga, ktery je
nerozpustny a intenzivné modry. Zlstava lokalizovan v burkach, ve kterych

vznikl, takZe se transformované buriky snadno rozpoznaji.

c) Spektrofotometricka metoda (Jefferson et al.,, 1987) se dnes uz nepouziva i
presto, Ze je levna a nenarocna. Jako substrat se zde pouziva p-nitrofenyl-f3-D-
glukuronid a je zaloZena na absorpci svétla pfi 415 nm. Zde miizou nastat

problémy kvili absorpci svétla pigmenty v extraktu.

Jako signalni transgen se také pouziva bakteridlni transgen pro
chloramfenikolacetyltransferdzu (CAT; Seed a Sheen, 1988), transgen pro luciferazu ze
svétlusky (Photinus pyralis; Luehrsen et al., 1992) nebo kédujici sekvence bakterie Vibrio
harvei a transgen pro GFP (zelené fluoreskujici protein) klonovany z meduzy Aequorea

victoria (Prasher et al., 1992).

14



5. MATERIAL A METODIKA

51  TESTOVANI SENZITIVITY NA SELEKCNI LATKY

Na zacatku své prace jsem testovala, jak je embryogenni kultura smrku ztepilého
(Picea abies) citliva na urcité selekéni latky. Pouzitd embryogenni kultura byla ziskana z
Vyzkumného tstavu lesniho hospodarstvi a myslivosti, v.v.i., ktery je spolufeSitelem
grantu, ze kterého vychdzi zadani této prace. Nejprve jsem si namnozila dostatecné
mnoZstvi rostlinného materidlu dvou genotypu (S a S17). K tomu jsem pouzila sterilni
kultivaéni sklenicky s Litvayovym médiem (ddle médium L; Litvay et al, 1985).
Embryogenni kulturu z jedné sterilni sklenicky jsem rozdélovala sterilné ve flowboxu
do nékolika skleni¢ek s nové navafenym médiem a nechala rtst 14 dni ve tmé pii

teploté 22 °C.

> slozeni média L (11 média):

e ultradistd voda

e 2,5 g Litvay média (Duchefa)

¢ 1 ml glycinu (zdsobni roztok o ¢ =200 mg/100 ml)
e 400 mg kasein hydrolyzatu

e 20 g sachardzy

e 5 ml BAP (zasobni roztok o c =10 mg/100 ml)

¢ 5 ml kinetinu (zédsobni roztok o ¢ =10 mg/100 ml)
e 2ml 2,4 D (zdsobni roztok o ¢ = 50 mg/100 ml)

e 400 mg L-glutaminu

e 2 g gerlitu (Duchefa)

e pH)5,8

Na Petriho misky (9 cm) s 20 ml Erikssonovym médiem (dale médium E; Eriksson
et al., 1965) a pridanou urcitou selekéni latkou (paromomycin, kanamycin, hygromycin
nebo mandza), jejiz roztok jsme sterilizovala filtraci membranovym filtrem, jsem
sterilné ve flowboxu umistila 3 malé ¢asti embryogenni kultury o hmotnosti zhruba

5 mg (14 dni kultivované na médiu L) a kultivovala 3 tydny ve tmé pfi 22 °C.
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slozeni média E (350 ml média):

e ultracista voda

3,5 ml roztoku A (243 g KNOs; 22,5 g NHiNOs; 18,5 ¢ MgSOs - 7 H20;
8,5 g KH2POsna 11 zdsobniho roztoku)

e 3,5 ml roztoku B (22 g/l CaClz - 2 H20)

e 3,5 ml roztoku C (1,86 g Na2EDTA; 1,39 g FeSOs - 7 H2O na 11 zdsobniho
roztoku)

e 350 ul roztoku D (0,31 g HsBOs; 1,12 g MnSOs - 1H20; 0,43 g ZnSOs - 7
H:0; 40 mg KI; 10 mg Na2MoOs - 2 H20 na 100 ml zdsobniho roztoku +
1 ml roztoku — 50 mg CuSOs - 5 H20; 50 mg CoClz - 6 H20 do 50 ml)

e 350 pl vitaminti (100 mg thiaminu, 50 mg pyridoxinu, 50 mg nikotinové
kyseliny na 100 ml zadsobniho roztoku)

¢ 35 mg myo-inositolu

e 350 ul glycinu (zdsobni roztok o ¢ =200 mg/100 ml)
¢ 140 mg kasein hydrolyzatu

e 7 gsacharézy

¢ 1,75 ml BAP (zasobni roztok o ¢ =10 mg/100 ml)

e 1,75 ml kinetinu (zdsobni roztok o ¢ =10 mg/100 ml)
e 700 ul 2,4 D (zasobni roztok o ¢ = 50 mg/100 ml)

e 140 ug L-glutaminu

e 0,7 g gerlitu (Duchefa)

e pH)5,8

e selekéni latka (pfidana po zklavovani, kromé manézy)

koncentrace selekénich latek:

e paromomycin (mg/l)

0, 20, 50, 100, 150, 200, 300
¢ kanamycin (mg/1)

0, 25, 50, 100, 150, 200, 300
e hygromycin (mg/1)

0, 5, 10, 15, 20, 25
e mandza (mg/1)

0, 5, 15, 50, 150, 250, 500
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Citlivost embryogenni kultury k selekéni latce jsem zjiSfovala vaZenim
jednotlivych kalusi na analytickych vahach. Od téchto hodnot jsem poté odecetla
primérnou hmotnost kalusu na zacatku kultivace. Tim jsem ziskala hodnotu nartstu
hmotnosti kalusu béhem kultivace na selekénim médiu o rtizné koncentraci selekéni
latky, z éehoz jsme urcila nejvhodnéjsi selekcni latku a jeji vhodnou koncentraci pro

selekci transformovanych bunék.

5.2 TRANSFORMACE MIKROPROJEKTILY

521 TESTOVANI VHODNYCH TRANSFORMACNICH PODMINEK
1) PRIPRAVA EMBRYOGENNI KULTURY

Pfed samotnou transformaci jsem si pfipravila rostlinny materidl. Smrkovou
embryogenni kulturu (14 dni starou) jsem sterilné ve flowboxu nanesla na pfislusny
pocet Petriho misek (9 cm) s médiem L a sterilnimi papirovymi filtry o praméru 6 cm.

Takto pfipraveny materidl jsem kultivovala 24 hodin ve tmé pti 22 °C.
2) STERILIZACE SPOTREBNfHO MATERIALU

Pro transformaci mikroprojektily (particle bombardment) se pouziva mnoho
spotfebniho materidlu, ktery se musi pfedem sterilizovat. PouZzivd se sterilizace

klavovanim, 70 % etanolem nebo 70 % isopropanolem.

a) sterilizace klavovanim

nosic rupture diskt (zabalené v alobalu)
e kovova ¢ast nosice stopping screenti a macrocarrierti

(zabalené v alobalu)

nosic¢e macrocarriert (v Petriho misce)

e macrocarriery (v Petriho misce)

stopping screeny (v Petriho misce)

b) sterilizace 70 % etanolem
¢ plastova ¢ast nosice stopping screentl a macrocarrierti
¢ nosic Periho misek

e vakuova komora
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¢) sterilizace 70 % isopropanolem

e rupture disky (ponofeni na nékolik vtefin)
3) PRIPRAVA ZLATYCH PARTIKULI

18 pg zlatych partikuli o velikosti 1 um byly Zihany pfes noc (12 hodin) pfi 180 °C.
Sterilizace probéhla v 1,5 ml mikrozkumavkach v 750 ul 70 % etanolu (HPLC) 5
minutovym intenzivnim tfepanim. Po 15 minutové inkubaci pfi laboratorni teploté
jsem partikule 3 vtefiny centrifugovala a odebrala supernatant. K sedimentu jsem
pridala 500 pl sterilni ultracisté destilované vody, 2 minuty intenzivné tfepala, minutu
nechala volné sedimentovat a 3 vtefiny centrifugovala. Cely proces promyvani jsem
opakovala tfikrat. Po tfetim promyti jsem pridala k sedimentu 200 ul 50% sterilniho
roztoku glycerolu a opét nékolik minut intenzivné tfepala. Poté jsme do
mikrozkumavky rychle za sebou pfidala 20 ul DNA (1ul/1pg), 200 ul 2,5 M CaClz - 2
H20 a 80 pl 0,1 M spermidinu. Jako DNA jsem pouzivala plazmid nesouci gen gus
sintronem pod 355 promotorem (35SGUS-intron) pfipraveny RNDr. H.
Niedermeierovou. Cely obsah mikrozkumavky jsem 3 minuty velmi mirné tfepala,
nechala 1 minutu sedimentovat, 3 vtefiny centrifugovala a odsala supernatant. Vznikly
pelet jsem vymyla 560 pl 70 % etanolu (HPLC) a poté stejnym mnozZstvim 100 %
etanolu (HPLC). V obou pripadech jsem nejdfive pomoci pipety nebo kratkym mirnym
tfepanim resuspendovala pelet pfidanym etanolem a pak po kratké sedimentaci 3
vtefiny centrifugovala a odsala supernatant. Poslednim krokem bylo resuspendovani
peletu pipetou ve 152 ul 100 % etanolu (HPLC), ¢imz jsem méla pfipravenou suspenzi

mikropartikuli s navazanou plazmidovou DNA na 24 stfel.

Suspenzi s mikropartikulemi zlata jsem aplikovala po 6 ul na macrocarriers, které
jsem predem vlozila do nosi¢ti. Macrocarriers s roztokem zlatych partikuli jsem potom
dala po 3-4 do Petriho misek, rozmistila do velké Petriho misky se silikagelem a

nechala minimalné 10 minut vyschnout.
4) VLASTNI TRANSFORMACE

Vlastni transformaci jsem provedla sterilné ve flowboxu v zafizeni (PDS-1000/He
Biolistic® Particle Delivery System od firmy BioRad), kde nosnym médiem pro

mikroprojektily je hélium.
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manometr tlaku

vzduchu

cilova tkan

Nejprve jsem vlozila sterilni rupture disk (pro dany pretlak; 1100, 1350 nebo 1550
psi, 1 psi [pound-force per square inch] = 6894,8 Pa) do kovového nosice a
zasroubovala na pfislusné misto ve vakuové komote. Potom jsem vloZila stopping
screen do prislusného nosic¢e a na néj polozila nosi¢ s macrocarrierem s nanesenymi
zlatymi partikulemi a navazanou DNA. To celé jsem zaSroubovala pfislusSnym krytem
a vsunula na pfislusné misto do vakuové komory. Nakonec jsem umistila nosi¢ misek
do vakuové komory v dané vzdalenosti od nosice macrocarrieru a stopping screenu (6,

9 nebo 12 cm).

> QObr. 1: Pouzité zafizeni (PDS-1000/He Biolistic® Particle Delivery System

od firmy BioRad)

manometr tlaku He

nosic rupture
disku

nosic stopping screenu a
macrocarieru

| /" nosié Petriho
% misek
JJJ\,‘R\ vakuova komora

%lm |

Poté jsem ve vakuové komofe genové pusky snizila tlak vzduchu o 28 in. Hg
(1 atm = 1013,25 kPa = 29,92 in. Hg; 28 in. Hg = 948,2 kPa) olejovou vyvévou a ihned
potom pustila helium. Po dosazeni urcitého pfetlaku rupture disk praskl, coz
zptisobilo nasledné prolétnuti mikroprojektilti pfes stopping screen a jejich vstieleni do
embryogenni kultury na Petriho misce. Po vystfelu jsem vakuovou komoru

zavzdusnila.
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> Obr. 2: Schématické znazornéni systému PDS-1000/He pied a po
spusténi. A, B a C jsou nastaviteIné vzdalenosti, které ovliviiuji rychlost,
s jakou mikroprojektily zasdhnou cilové buriky. A- vzdalenost mezi
rupture diskem a macrocarrierem, B- pohybova vzdéalenost macrocarieru a

C- cilova vzdalenost. Sipky oznacuji smér proudu helia.

pfed Pe

§
plj,'n urj::h]ujici
trubice
rupture disk
macrocarrier !
mikroproj ektil:,‘ s
navazanou D‘.\".'\.‘_H—__‘_‘—‘—- >g ’
stopping screen —  oooem D %
cilovs Buulr .......

— Do)

Timto zplisobem jsem v prvnim experimentu testovala 24 misek s embryogenni
kulturou smrku (po 12 s genotypem Sa S17) za 6 riznych variant transformacnich
podminek s cilem nalézt podminky, pfi kterych bude tranzientni exprese genu gus
nejvyssi. Pfi vybéru variant transformacnich podminek jsem jiz vychdzela
z pfedchozich pokusii provedenych Doc. ]J. Bfizou. Zbylé 4 misky jsem pouzila jako
kontrolni vzorky, 2 kontrolni vzorky jsem podrobila vystfelu v genové pusce bez
pouziti zlatych partikuli pfi nejvySSim v pokusu pouZitém pfetlaku 1550 psi a
vzdalenosti 9 cm pro kontrolu moZného poskozeni kultury vzniklym tlakem pii
vystfelu. Dalsi 2 kontrolni vzorky jsem netransformovala ani nepodrobila ,slepému”

vystfelu pro kontrolu spravného sloZeni pouzitého média.

522  PRVNI TRANSFORMACNI POKUS

Na zakladé vysledki pfedchoziho experimentu jsem pfistoupila k prvnimu
transformacnimu pokusu. Pfipravila jsem si po 15 miskach (9 cm) s embryogenni
smrkovou kulturou obou genotypti, a to na sterilnich papirovych filtrech polozenych
na médiu L. Po jednodenni kultivaci ve tmé pfi 22 °C jsem materidl transformovala
stejnym zpusobem, jako pii testovani vhodnych podminek transformace jen s tim

rozdilem, Ze jsem pouzila pouze transformacni podminky, které vykazaly nejvyssi
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hodnoty tranzientni exprese. KaZzdou variantou podminek jsem transformovala 6
vzorkud. Odlisny byl také pocet pouzitych kontrolnich vzorki. Pro kontrolu poskozeni
bunék béhem transformace jsem pouzila od kazdého genotypu 2 misky, které jsem

podrobila obéma variantam podminek (1100 psi a 9 cm, 1550 psi a 12 cm).

Transformované embryogenni kultury smrku spolu s kontrolnimi vzorky jsem
tyden kultivovala ve tmé pfi 22 °C. Potom jsem je pfenesla i s papirovymi filtry na
misky (6 cm) se selekénim médiem obsahujicim kanamycin (koncentrace = 25 mg/l).
Kontroly jsem rozdélila na 2 poloviny, jednu jsem také pfenesla na selek¢ni médium a
druhou jsem dala na cerstvé kultivacni médium. V3e jsem nechala selektovat 15 dni pfi
22 °C. Po uplynuti této doby jsem vzorky zkontrolovala a vyhodnotila jejich stav
pouzitim stereomikroskopu a prfenesla je na cerstvé selekéni médium se stejnou
koncentraci kanamycinu. Takto jsem postupovala jesté tfikrat vZdy po 2 tydnech s tim,
Ze na Cerstvé médium jsem uz pfenesla pouze casti kalusti, které jesté vykazovaly

alesponl minimalni rst.

523 DRUHY TRANSFORMACNI POKUS
Béhem druhého transformacniho pokusu jsem postupovala stejnym zplisobem
jako u prvniho pokusu, jenom s tim rozdilem, Ze jsem pouzila jako kontrolni vzorky
pouze 2 misky od kazdého genotypu po jednom kontrolnim vzorku pro kontrolu

média.

524  TRETI TRANSFORMACNI POKUS

Pfi poslednim transformaénim pokusu jsem postupovala podle metody pouzité
v ¢lanku publikovaném Clapham et al. v roce 2000. Pfipravila jsem si po 14 vzorcich
obou genotypti na papirovych filtrech o priméru 6 cm, které jsem hodinu kultivovala
na médiu L s pfidavkem 0,5 M myo-inositolu. Po 10 vzorcich obou genotypli jsem
transformovala zlatymi mikroprojektily o velikosti 1,6 um za transformacnich
podminek 1100 psi a 9 cm. Jako kontrolni vzorky jsem pouzila 2 vzorky s odliSnymi
genotypy, které jsem ,stiilela” bez pouziti zlatych partikuli, a dalsi 2 vzorky
rozdilnych genotypti, které jsem viibec netransformovala. VSechny vzorky jsem po

jednodenni kultivaci ve tmé pii 22 °C pfendala na selekénim médiu s kanamycinem

21



(koncentrace = 25 mg/l). Dale uZ jsem postupovala stejné jako u dvou pfedchozich

postupti.

53  HISTOCHEMICKE STANOVENI GUS
Jako kontrolu transientni exprese genu gusA kodujiciho (-glukuronidazu
v genomu smrkovych embryogennich bunék jsem pouzila metodu histochemického

stanoveni GUS.

Nejdfive jsem rozpustila 12 mg substratu X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
glukuronid, Duchefa) v 600 ul DMF (dimethylformamid) v mikrozkumavce, vznikly
roztok jsem pfevedla do kadinky s 24 ml 0,05 M fosfatového pufru (pH = 7). Tento
roztok jsem ve flowboxu sterilizovala filtraci membrdnovym filtrem a poté jsem ho
pipetovala po 1 ml do 24 jamek mikrodesticky. Ze vSech 24 Petriho misek jsem sterilné
ve flowboxu pfenesla kalusové pletivo do jednotlivych jamek a inkubovala pfi 37 °C
v termostatu = minimdlné 6 hodin. Vysledky jsem vyhodnotila pomoci
stereomikroskopu spocitdnim bun€k, které zmodraly reakci X-glc s B-glukuronidazou,

coz se projevilo jako modré skvrny.

U naslednych 3 vlastnich transformacénich pokust jsem histochemicky
stanovovala tranzientni expresi genu gusA pouze u 4 vybranych misek (o 2 rtiznych
genotypech a 2 rtiznych transformacnich podminkach), zbytek misek jsem podrobila
selekci k ziskani stabilnich transformovanych bunék. Proto jsem pouzivala pouze 2 mg
X-glc, které jsem rozpustila v 50 ul DMF a poté prevedla do 4 ml 0,05 M fosfatového

pufru.
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6. VYSLEDKY

61  TESTOVANI CITLIVOSTI NA SELEKCNI LATKY
Testovala jsem citlivost smrkové embryogenni kultury dvou genotypti (S a S17) na
4 selekéni latky - paromomycin, kanamycin, hygromycin a manédzu. Tii vzorky
netransformované embryogenni kultury jsem 3 tydny kultivovala v 9 cm P. misce
s médiem E a s danou selekcni latkou a poté vsechny kalusy zvazila na analytickych
vahach pro zjisténi zvySeni jejich hmotnosti béhem kultivace. Cilem bylo nalézt

nejvhodnéjsi selekcni latku a jeji nejucinnéjsi koncentrace v médiu.

» Obr. 1: Ukazka netransformované smrkové embryogenni kultury po 3
tydenni kultivaci na médiu se selekcni latkou. Panel A - hygromycin,

genotyp S; panel B - hygromycin, genotyp S17; panel C - kanamycin, genotyp

S; panel D - kanamycin, genotyp S17.
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6.1.1  CITLIVOST NA PAROMOMYCIN
Pro testovani senzitivity embryogenni kultury na paromomycin jsem pouZzila
selekéni fadu o 7 rtiznych koncentracich paromomycinu v médiu. Pro oba genotypy
jsem testovala od kazdé koncentrace 2 misky po 3 vzorcich. Od hmotnosti vzorka po 3
tydenni kultivaci jsem odecetla primérnou hmotnost vzorkt na zacéatku kultivace a

vysledné hodnoty jsem zpracovala do grafu (viz graf 1).
> Graf 1: Zavislost riistu embryogenni kultury smrku ztepilého na koncentraci

paromomycinu v médiu.

Zavislost riistu embryogenni tkané u Picea abies na koncentraci
paromomycinu

0,7
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o
o

o
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o
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o
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o
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hmotnostni narust kalust po 21 dnech (g)

o
o

0 20 50 100 150 200 300

koncentrace paromomycinu (mg/l)
Pozn.: VSechny grafy v tomto dokumentu jsou vytvofeny statistickym programem Statistica 8
pomoci statistické metody faktoridlni ANOVA.

Vysledny graf ukazal, Ze smrkova embryogenni kultura je na pouzité antibiotikum
paromomycin znacéné citliva, ale projevily se rozdily v citlivosti dvou pouzZitych

genotypt. Citlivost genotypu S se zvySovala se zvySujici se koncentraci paromomycinu
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v médiu s tim, Ze se projevil znaény rozdil nar@istu hmotnosti vzork{ na kontrolnim
médiu bez obsahu paromomycinu a na médiu s nejnizsi koncentraci antibiotika.
Citlivost genotypu S17 nebyla tak vyraznd, predevSim pfi nizZSich koncentracich

antibiotika. S citlivosti druhého genotypu byla srovnatelnd az od koncentrace 150 mg/1.

6.1.2 CITLIVOST NA KANAMYCIN
Pfi testovani citlivosti smrkové embryogenni kultury na antibiotikum kanamycin
jsem postupovala naprosto stejné€ jako u pfedchoziho antibiotika jen s tim rozdilem, Ze
jsem zvysila nejnizsi pouzitou koncentraci selekéni latky na 25 mg/l. Vysledné hodnoty

jsem poté zpracovala do grafu (viz graf 2).
> Graf 2: Zavislost riistu embryogenni kultury smrku ztepilého na koncentraci

kanamycinu v médiu.

Zavislost riistu embryogenni tkané u Picea abies na koncentraci kanamycinu
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Vysledny graf ukazal silnou citlivost smrkové embryogenni kultury na kanamycin

u obou pouzitych genotypti. Uz pifi pouziti 50 mg/l kanamycinu byl nartist hmoty
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kalusti obou genotypti témét nulovy. Z téchto diivodi jsem se také nakonec rozhodla

pouzit pro selekci transgennich bun€k toto antibiotikum.

6.1.3 CITLIVOST NA HYGROMYCIN

Pfi testovani citlivosti embryogenni kultury na tuto selekéni latku jsem
postupovala opét stejné jako u predchozich dvou pokusti jen s tim rozdilem, Ze jsem
pouzila mnohem mensi koncentrace antibiotika v médiu a také jsem sniZila selekéni
fadu na pouze 6 koncentraci. Hygromycin je totiZ vysoce toxicka latka jak pro
rostlinné, tak i pro Zivocisné burnky (véetné lidskych). Z tohoto diéivodu se piilis
nepouziva v praxi, i kdyz se jevi jako velice i¢inna selek¢ni latka.

> Graf 3: Zavislost riistu embryogenni kultury smrku ztepilého na koncentraci

hygromycinu v médiu.
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Vysledny graf opét ukdzal vysokou selekéni schopnost antibiotika u obou
genotypti smrkové embryogenni kultury jako u pfedeslého kanamycinu. Toto
antibiotikum se také jevi jako velice vhodné pro selekci transgennich bunék pouzité
smrkové embryogenni kultury, ale z divodu jeho vysoké toxicity i pro Zivocisné

buriky jsem radéji vybrala kanamycin.

6.14  CITLIVOST NA MANOZU
Pro testovani senzitivity embryogenni kultury na manoézu jsem opét postupovala
stejnym zplisobem jako u predchozich pokust jen s pouzitim jinych koncentraci
selekéni latky v médiu z divodu odliSného chemického typu pouzité latky.
> Graf 4: Zavislost ristu embryogenni kultury smrku ztepilého na koncentraci

mandzy v médiu.
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Vysledny graf ukdzal, Ze mandza neni vhodnd pro selekci smrkové embryogenni
kultury. Oba pouzité genotypy nevykazovaly pfiliSnou citlivost k manoze, kterd
v pfipadé genotypu S17 naprosto neovliviiovala negativné jeho riist. U genotypu S se
projevila urcita fytotoxicita mandzy az u nejvyssich pouzitych koncentraci 250 a 500
mg/l, avSak genotyp S17 pfi téchto koncentracich reagoval naopak mirnym zvysenim

intenzity ristu.

6.2  TRANSFORMACE POMOCI MIKROPROJEKTILU

6.21 TESTOVANI TRANSFORMACNICH PODMINEK
Vhodné transformacéni podminky pro embryogenni kulturu smrku ztepilého pro
pfimou metodu transformace provadénou pomoci genové pusky (PDS-1000/He
Biolistic® Particle Delivery System od firmy BioRad) se zlatymi mikroprojektily o
velikosti 1 pm jsem zjistovala vnasenim plazmidova DNA nesouci mj. signalni gen pro
B-glukuronidazu (GUS). Po 24 hodinové kultivaci jsem zjistovala tranzientni expresi
genu gus v kalusech histochemickou metodou. Vysledky tranzientni exprese jsem

hodnotila pomoci stereomikroskopu (viz Tab. 1).
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» Tab. 1: Tranzientni exprese genu gusA u vzorkt embryogenni kultury smrku

ztepilého transformovanych pomoci mikroprojektil. Sx - smérodatna

odchylka.

6 1 29 16,97
1100
9 2 43,5 6,36
6 3 26 0
1350
9 4 38,5 9,19
9 5 32 4,24
1550
12 6 58 15,56
6 7 60,5 21,92
1100
9 8 37,5 3,54
6 9 72 16,97
1350
9 10 53,5 3,54
9 11 89 21,21
1550
12 12 76,5 14,85

Vysledky ukazaly, ze genotyp S17 je o néco vhodnéjsi pro transformace pomoci

mikroprojektilt, ale rozdil oproti druhému pouzitému genotypu neni tak vyrazny. U

genotypu S se nejvétsi mnozstvi tranzientni exprese objevilo po transformaci za tlaku
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psi a 9 cm. Genotyp S17 nejlépe reagoval na transformaci za tlaku 1550 psi u obou
vzdalenosti. Nakonec jsem se rozhodla pro vlastni transformacni pokusy pouzit pro
oba genotypy stejné podminky, a to ty, které se ukazaly jako nejvhodnéjsi u genotypu
S.

6.22  PRVNI TRANSFORMACNI POKUS

Pfi prvnim transformacnim pokusu jsem transformovala 28 vzorki embryogenni
smrkové kultury za 2 rtiznych transformacnich podminek (1100 psi a 9 cm, 1550 psi a
12 cm). Z toho jsem 4 vzorky a dalsi 2 netransformované pouzila jako kontrolni. Z 24
transformovanych vzorku jsem vybrala 4 (2 genotypy, 2 transf. podminky), které jsem
podrobila histochemickému stanoveni genu gusA. Ty jsem po jednodenni inkubaci
vyhodnotila (viz Tab. 2). Zbylé transformované vzorky jsem po tydnu pfendala na
selekéni médium s kanamycinem o koncentraci 25 mg/l, kontrolni vzorky jsem
rozdélila na poloviny, jednu jsem piendala na cerstvé médium L a druhou na selekéni
médium s koncentraci kanamycinu 25 mg /1. VSechny tyto vzorky jsem v 2-3 tydennich
intervalech prenasela na cerstvé selekéni médium se stejnou koncentraci kanamycinu a

pokazdé vyhodnotila jejich riistovou aktivitu (viz Tab. 3 a 4).

> Tab. 2: Tranzientni exprese genu gusA u vybranych transformovanych vzorki

embryogenni kultury smrku ztepilého.

* ... pocet modrych bodi (sektorti) odpovidajicich tranzientni expresi genu gus

Z tabulky je zfejmé, Ze vyssi hodnoty tranzientni exprese genu gusA vykazoval

opét genotyp S17, tentokrat vsak velmi vyrazné.
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> Tab. 3: Zhodnoceni rastové aktivity transformovanych kalust smrkové
embryogenni kultury na selekénim médiu s kanamycinem (25 mg/l). +++
riistova aktivita u vice nez 40 % plochy kalusu; ++ rtistova aktivita do 40 %; +

riistova aktivita do 15 %; (+) ojedinéla rastova aktivita do 5 %; - zadna rastova

aktivita; ¢islo znaci pocet misek s uvedenou rtistovou aktivitou.
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> Tab. 4: Zhodnoceni riistové aktivity kontrolnich vzorka kalusti smrkové
embryogenni kultury na selekénim médiu s kanamycinem (25 mg/l) a na
médiu bez kanamycinu. +++ rlistova aktivita u vice nez 40 % plochy kalusu;
++ rustova aktivita do 40 %; + ristova aktivita do 15 %; (+) ojedinéla rastova
aktivita do 5 %; - zadna riistova aktivita; cislo znaci pocet misek s uvedenou

ristovou aktivitou. L - médium L; Kos - selekéni médium s kanamycinem o

koncentraci 25 mg/1
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Z tabulek je patrné, Ze genotyp S se celkové ukazal jako citlivéjsi ke kanamycinu.
Hned po 15 denni selekci vykazoval maximalné 15 % rilistovou aktivitu, a to pouze u
poloviny transformovanych vzork. Po mésici na selekénim médiu uz 7 vzorki tohoto
genotypu mélo pouze ojedinélou riistovou aktivitu a 3 uplné prestaly ruast. Po
nasledujicich 14 dnech se rastova aktivita ztratila u vétSiny zbylych vzorkl, pouze
jeden si jesté zachoval nepatrnou rtistovou aktivitu. Béhem dal$ich 24 dnti i ten prestal
riist, coz ukazalo, Ze se u Zddného vzorku tohoto genotypu nepodafilo integrovat DNA
do jadra. Kontrolni vzorky tohoto genotypu na selek¢nim médiu vykazovaly podobny
ristovy pokles jako transformované vzorky a kontrolni vzorky na médiu L podle

ocekavani vykazovaly vysokou riistovou aktivitu.

Naopak genotyp S17 se od pocatku jevil jako odolnéjsi vici selekénim tcinkiim
kanamycinu, po 15 denni selekci vétSina vzorkti vykazovala pomérné vysoky rtst,
pouze 3 z 10 vzorki vykazovaly riist pouze do 15 %. Po mésici uz byla selekce
vyraznéjsi, pouze 1 vzorek si zachoval riist do 40 %, dalsi 5 uz mély rtst pouze do 15 %
a posledni 4 vzorky dokonce vykazovaly pouze ojedin€lou riistovou aktivitu. Za
dalSich 14 dni se rtstova aktivita opét snizila, u 7 vzorkt na ojedinély rust a zbylé 3
prestaly riast uplné. Béhem nasledujicich 24 dnt uz vSechny vzorky prestaly uplné
rist, coz i u tohoto genotypu ukazalo, Ze se nepodafilo integrovat DNA do jadra.
Kontrolni vzorky na selekénim médiu opét snizovaly sviij riist podobnym zptlisobem
jako transformované vzorky a kontrolni vzorky na médiu L rostly bez viditelného

poklesu riistu.
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6.23 DRUHY TRANSFORMACNI POKUS
Vtomto transformaénim pokusu jsem transformovala stejny pocet vzorkii
naprosto stejnym zptisobem jako u pfedchoziho pokusu. Rozdil byl pouze u
kontrolnich vzorkdi, protoze jsem uz pouzila od kazdého genotypu pouze 1 vzorek,

ktery jsem netransformovala.

>  Tab. 5: Tranzientni exprese genu GusA u vybranych transformovanych

vzorkt embryogenni kultury smrku ztepilého

* ... pocet modrych bodii (sektortt) odpovidajicich tranzientni expresi genu gus

V tomto pokusu se hodnoty tranzientni exprese oproti predchozimu pokusu o
néco snizily, ale genotyp S17 opét vykazoval vyrazné vyssi hodnoty nez druhy

genotyp.
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»  Tab. 6: Zhodnoceni rtstové aktivity transformovanych kalusti smrkové
embryogenni kultury na selekénim médiu s kanamycinem (25 mg/l). +++ rastova
aktivita u vice nez 40 % plochy kalusu; ++ rtistova aktivita do 40 %; + ristova aktivita
do 15 %; (+) ojedin€la rastova aktivita do 5 %; - Zadna rtstova aktivita; cislo znaci

pocet misek s uvedenou rtistovou aktivitou.

* ... kontaminace

35



Genotyp S stejné jako v predchozim pokusu vykazoval mnohem vétsi citlivost ke
kanamycinu neZ druhy genotyp. Po prvnich 13 dnech na selek¢nim médiu 5 vzorka
meélo 15 % rastovou aktivitu, dalsi 4 uz vykazovaly pouze ojedin€ly riist a jeden vzorek
kontaminoval. Po dalsich 14 dnech na selekénim médiu pouze 1 vzorek vykazoval jesté
15 % rast, dalSich 5 snizilo sv(ij rist na ojedinély a 4 prestaly rast aplné. Za
nasledujicich 24 dni uz nevykazovaly Zaddnou rtstovou aktivitu vSsechny zbylé vzorky,
coz opét dokazuje, ze se nepodafilo integrovat DNA do jadra. Kontrolni
netransformovany vzorek byl tentokrdt o néco odolnéjsi viici selekéni schopnosti
kanamycinu, ale samozfejmé nakonec také na selekénim médiu pfestal rtist. Druha
polovina kontrolniho vzorku na médiu L vykazovala opét kompletni rtistovou

aktivitu.

Genotyp S17 opét ukdzal vyssi odolnost ke kanamycinu, ale niz$i nez
v pfedchozim pokusu. Po 13 denni selekci 6 z 10 vzorki jesté vykazovaly 40 % riist a
zbylé 4 vzorky mély pouze 15 % rhstovou aktivitu. Za nasledujicich 14 dni si 40 %
riistovou aktivitu ponechal pouze 1 vzorek, 7 vykazovalo 15 % rlst a 2 uz mély
dokonce pouze ojedinély riist. Po dalSich 24 dnech se u 7 vzorka rtstova aktivita
snizila na ojedinélou a 3 vzorky pfrestaly rast tuplné. Po uplynuti dalsi 12 denni selekce
uz vSechny vzorky ztratily ristovou aktivitu, takze se opét nepodafilo integrovat DNA
do jader bunék. Netransformovany kontrolni vzorek byl podobné jako u pfedchoziho
genotypu o néco odolnéjsi viici selekénimu céinku kanamycinu nez transformované

vzorky.
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6.24  TRETI TRANSFORMACNI POKUS
Pfi poslednim transformac¢nim pokusu jsem transformovala 24 vzorkii na médiu L
s pfidavkem myo-inositolu o koncentraci 0,25 M zlatymi mikroprojektily o velikosti 1,6
um. Dalsi 2 vzorky byly stfileny bez pouziti zlatych partikuli a 2 posledni vzorky jsem
vlubec netransformovala. Vsechny vzorky svyjimkou 4, které byly pouzity na
zhodnoceni urovné tranzientni exprese genu gus, jsem hned druhy den prendala na
selekéni médium s kanamycinem o koncentraci 25 mg/l (u kontrolnich vzorka jsem

stejné jako u predchozich pokusti polovinu pfenesla na médium L bez antibiotika).

»  Tab. 7: Tranzientni exprese genu gusA u vybranych transformovanych vzorki

embryogenni kultury smrku ztepilého

* ... pocet modrych bodii (sektortt) odpovidajicich tranzientni expresi genu gus

Tranzientni exprese v tomto pokusu vykazovala pomérné zvlastni hodnoty, nebot
na rozdil od vSech mych predchazejicich pokusii s témito genotypy, jakoz i na rozdil

od pokusti Skolitele, genotyp S zde vykazal vyssi hodnoty nez genotyp S17.
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> Tab. 8: Zhodnoceni rustové aktivity transformovanych kalusit smrkové
embryogenni kultury na selekénim médiu s kanamycinem (25 mg/l). +++ rtstova
aktivita u vice nez 40 % plochy kalusu; ++ rastova aktivita do 40 %; + rtistova aktivita
do 15 %; (+) ojedinéla ristova aktivita do 5 %; - zadna rtstova aktivita; ¢islo znaci pocet

misek s uvedenou rtustovou aktivitou.

Genotyp S se i u tohoto pokusu ukazal jako citlivéjsi ke kanamycinu. Po 14 denni
selekci 7 z 10 vzorkt vykazovalo 15 % rastovou aktivitu a zbylé 3 mély ojedinély riist.
Za nasledujicich 14 dni si 15 % rtstovou aktivitu zachovaly pouze 2 vzorky, dalSich 6
kleslo nebo si ponechalo ojedinély rtist a zbylé 2 vzorky prestaly rtst. Béhem dalsi 14
denni selekce jiz nevykazovaly Zadny rast vSechny vzorky. Kontrolni
netransformované vzorky na obou typech médii vykazovaly podobny rist jako vzorky

transformované.
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Genotyp S17 vykazoval po prvnich 14 dnech na selekénim médiu u 6 vzorka
vysoky 40 % rast a zbylé 4 vzorky mély nizsi 15 % rtstovou aktivitu. Po dalSich 14
dnech si pouze 2 vzorky zachovaly 40 % rastovou aktivitu, pocet vzorku s 15 % rtistem
se zvysil na 7 a posledni vzorek vykazoval dokonce ojedinély rast. Nasledujici 14
denni selekce tipln€ inhibovala riist u 5 vzorkti a 4 si ponechaly alespon ojedinély rtist.
Za dalsich 14 dni na selekénim médiu jiz ani tyto posledni 4 vzorky nevykazovaly
zddnou rastovou aktivitu. Kontrolni vzorky stejné jako u pfedchoziho genotypu

vykazovaly podobny rist jako transformované vzorky.
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7. DISKUZE

Ve své préci jsem se zabyvala urcenim vhodnych transformacnich podminek pro
pfimou transformaci smrkové embryogenni kultury biolistickou metodou, ktera
vyuziva zlaté nebo wolframové partikule snavdzanou vektorovou DNA jako
mikroprojektily k ,ostfelovani” rostlinného materidlu. Podobnou praci u smrku
ztepilého jiz aspésné provedli Robertson et al., 1992, Walter et al., 1999 a Clapham et
al., 2000, bud na embryich ¢i na embryogennich kulturdch, samozfejmé vsak na zcela

jinych genotypech.

Béhem své prace jsem provedla celkem 3 transformacni pokusy. Béhem kazdého
znich jsem transformovala 24 vzorki smrkové embryogenni kultury zlatymi
mikroprojektily s navdzanym plazmidem 35SGUSintron, z ¢ehoz byla vzdy polovina
genotypu Sa druhd polovina genotypu S17. Kselekci transgennich bun€k jsem
pouzivala selekéni médium s obsahem antibiotika kanamycinu o koncentraci 25 mg/l a
pro ovéreni tranzientni exprese genu gus metodu histochemického stanoveni produktu

tohoto genu.

Pred vlastnimi transformac¢nimi pokusy jsem musela provést experiment
zabyvajici se citlivosti smrkové embryogenni kultury danych genotypt k rtznym
selekénim latkam. Ucelem tohoto experimentu byl vybér spravné selekéni latky a jeji
koncentrace k pozdéjsi selekci transformovanych bunék. Celkem jsem testovala 4
selekéni latky, 3 z nich byly antibiotika (paromomycin, kanamycin a hygromycin) a
posledni byl sacharid mandza. Jako nejvhodnéjsi selekcni latku jsem urcila kanamycin
o koncentraci 25 mg/l, a to vzhledem k vybornym selekénim schopnostem, které
vykazoval i za této nejnizsi pouzité koncentraci. Toto selekéni antibiotikum bylo také
uspésné pouzito v transformacnich experimentech na rodu Picea autorti Ellis et al.
(1989), Ellis et al. (1993), Bommineni et al. (1993), Charest et al. (1996), Wenck et al.
(1999), Walter et al. (1999), Le et al. (2001), Klimaszewska et al. (2001) a Tian a Seguin,
(2004). Zbyvajici dvé antibiotika také vykazala pomérné vysokou toxicitu, ale ne tak
idedlni jako kanamycin. Hygromycin je navic vysoce toxicka latka nejen pro rostlinné,

ale také ZivociSné bunky a tudiz nebezpec¢nd i pro clovéka. Mandza se oproti
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antibiotikiim ukézala pro selekci smrkové embryogenni kultury jako nevhodna.
Pravdépodobné by k jejimu pouziti bylo potfeba provést samostatny pokus zabyvajici
se urcenim spravného poméru mandzy a sachardézy v médiu. Sachardza sniZuje
fytotoxicitu manozy, coZ bylo pozorovano uz u nékolika rostlinnych druht napf. u
cukrové fepy (Joersbo et al., 1998), rajcete (Sigareva et al., 2004) nebo saldtu (Rtizickova,
2006).

Dal$im samostatnym experimentem pfedchézejicim vlastni transformacni pokusy
bylo otestovani rtiznych transformacnich podminek za tucelem urceni téch, které
budou vykazovat nejvyssi hodnoty tranzientni exprese. Testovanymi transformacnimi
podminkami byly tlak, pfi kterém praskne rupture disk, a vzdélenost, kterou urazi
mikroprojektily k rostlinnému explantatu. Jako nejucinnéjsi transformacni podminky
pro genotyp S se ukazali kombinace 1100 psi, 9 cm a 1550 psi, 12 cm. U genotypu S17
to byli kombinace 1550 psi, 9 cm a 1550 psi, 12 cm. Pro moznost srovnani transformacni
udinnosti u obou pouzitych genotypli za stejnych transformacnich podminek jsem se

rozhodla pouzit kombinaci 1100 psi a 9 cm i u genotypu S17.

V prvnim transformaénim pokusu jsem zaznamenala vyssi hodnoty tranzientni
exprese u genotypu S17 nez u genotypu S. Stejné tak se genotyp S17 ukazal jako
odolngjsi vii¢i kanamycinové selekci, béhem které se jevila kombinace podminek 1100
psi a 9 cm u tohoto genotypu vhodnéjsi nez druhy typ transformacnich podminek.
Genotyp Svelice rychle podléhal toxicité kanamycinu v selekénim médiu. Jako
vhodnéjsi se u tohoto genotypu jevila kombinace transformacnich podminek 1550 psi a

12 cm. BohuZel jsem ani od jednoho genotypu neziskala trvalé transformanty.

Béhem druhého transformac¢niho pokusu jsem zaznamenala podobné vysledky
jako u predchoziho pokusu. Vyraznéjsi rozdil se projevil pouze u vysledk tranzientni

exprese, u které se ukazaly niz$i hodnoty neZ v pfedchozim pokusu.

Ve tfetim pokusu jsem vychdzela z prace Clapham et al., 2000, kde embryogenni
kulturu Picea abies nejprve 1-3 hodiny pted transformaci kultivovali na médiu s myo-
inositolem o koncentraci 0,25 M a po 8 dnech od transformace ho nahradily herbicidem
Basta jako selekénim agens. Vlastni transformaci provedli pomoci mikroprojektila o

velikosti 1,6 um. Touto metodou se jim podafilo ziskat 138 transformantt z vice jak 200
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linii rezistentnich k herbicidu Basta. Tuto metodu jsem upravila podle predchozich
pokusti skolitele J. Bfizy tak, Ze jsem vzorky pfendala na selekéni médium
s kanamycinem uz druhy den po transformaci vzhledem k pouziti jiné selekcni latky
nez Vpopsaném experimentu. Vtomto pokusu jsem pouzila kombinaci
transformacnich podminek 1100 psi a 9 cm a zaznamenala jsem ponékud zvlastni
hodnoty tranzientni exprese hlavné u genotypu S, kde se objevila jedna hodnota
vyrazné vys$si oproti ostatnim hodnotdm u obou genotypti a druha se skoro nelisila od
hodnot genotypu S17. Tento jev se da nejspi§ vysvétlit Spatnym vybérem vzorki pro
stanoveni tranzientni exprese. Bohuzel se mi ani timto pokusem nepodafilo ziskat

trvalé transformanty.

Celkové lze konstatovat, Ze hodnoty tranzientni exprese jsou za konstantnich
podminek experimentti silné aZ extrémné variabilni. Domnivam se, Ze hlavni pfi¢inou
je v praxi obtizné reprodukovatelny proces piipravy mikroprojektilti a hlavné jejich

nanaseni na nosice (macrocarriers).

Protoze se mi v zddném z transformacnich pokusti bohuZzel nepodafilo ziskat
trvalé transformanty, jsou vysledky mé prace v rozporu s jiz publikovanymi pracemi
Robertson et al., 1992, Walter et al., 1999, Clapham et al., 2000, Elfstrand et al., 2001 a
Bishop-Hurley et al., 2001, které uvadéji ispésné vypéstované stabilné transformované
rostliny smrku ztepilého (Picea abies) ziskané pomoci mikroprojektili. Ve vSech téchto
pracech byly ale pouZity jiné typy plazmidii neZ v mé praci, coz mohlo byt jednou
z pfi¢in, pro¢ se mi nepodafilo ziskat trvalé transformanty. Mnou pouzity plazmid
355GUSintron byl velky 14 kb, coz je pro tuto metodu transformace pomérné hodné a
mohlo to zapficinit neschopnost vektoru integrovat se do jaderného genomu. DalSim
dtlezitym rozdilem od vySe uvedenych praci byl pouZzity genotyp rostlinného
materialu, coz mohlo také byt jednim z problémti v mé praci. Zavislost genotypu na
uspésnosti transformace je vSeobecné znama a je zminéna napf. v praci Walter et al.,
1999. Genotyp Sse vzhledem k vysledkiim tranzientni exprese ukdzal jako méné

vhodny pro tuto metodu transformace.

Nejvétsi uskali této transformacni metody spociva ve velice rychlé sedimentaci

kovovych partikuli pfi jejich pripravé pred vlastni transformaci. Z tohoto davodu se
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snimi musi pracovat velice rychle a také casto tfepat, aby zbytecné nedochazelo
kjejich usazovani na dné mikrozkumavky. Problém nastane ve chvili, kdy se do
suspenze prida plazmidova DNA. Pak uz je tfeba se suspenzi zachazet velice opatrné,
aby zbytecné nedochazelo k poSkozeni DNA a tim i sniZeni moZnosti jeji tspésné
integrace do jaderného genomu. Z tohoto divodu pak miuzZe v této ¢asti postupu
pripravy partikuli dochazet k nedostate¢nému tfepani a tim k sedimentaci partikuli na
dné mikrozkumavky, coZ ma za nasledek mozné naneseni pfili§ malého nebo naopak
velkého mnozstvi partikuli na jejich nosi¢. Bohuzel se tomuto jevu da velice tézko

zabranit, je potfeba hlavné zkuSenost a obratné zachazeni se suspenzi.
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8. ZAVER

Ve své praci jsem se zabyvala optimalizaci podminek pro pfimou transformaci
embryogenni kultury druhu Picea abies dvou genotypti (S a S17) pomoci zlatych
mikroprojektilli s navazanym plazmidem nesoucim gen gus sintronem pod 35S

promotorem (35SGUS-intron).

Ur¢ila jsem kanamycin v koncentraci 25 mg/1 jako nejvhodnéjsi selekéni latku pro

naslednou selekci embryogenni smrkové kultury obou genotypti.

Za nejvhodnéjsi transformacni podminky, vykazujici nejvyssi hodnoty tranzientni

exprese, jsem urcila kombinace podminek 1100 psi a 9 cm a také 1550 psi a 12 cm.

Ani vjednom transformaénim pokusu se mi nepodafilo ziskat trvalé

transformanty embryogenni kultury smrku ztepilého genotypti S a S17.
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