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1. ÚVOD 

Genové inženýrství rostlin se začalo rozvíjet až ve 20. století spolu s rozvojem 

molekul{rních metod, které odhalily nové možnosti šlechtění rostlin. Do té doby bylo 

šlechtění založeno hlavně na křížení jednotlivých rostlin a umělém výběru. 

Molekul{rní metody pomohly rozluštit podstatu rostlinného genomu a tím usnadnit 

jeho pozměnění k vypěstov{ní nových odrůd rostlin. Z{sadním průlomem byl objev 

schopnosti půdních bakterií rodu Agrobacterium integrovat specifický úsek své DNA 

do hostitelského (rostlinného) genomu. Ten st{l na poč{tku nové metody genového 

inženýrství, kterou je transgenoze (transformace) rostlin. Jelikož průnik cizorodé DNA 

do hostitelského genomu skýt{ určit{ úskalí, začaly se objevovat snahy o přímé 

vnesení DNA do rostlinného genomu. Tyto metody se souhrnně nazývají přím{ 

transformace rostlin. Nejpoužívanější z nich se stala biolistick{ metoda, pomocí níž se 

vn{ší vektorov{ DNA do genomu rostlinných explant{tů kovovými mikroprojektily o 

velikosti 1-2 µm.  

Transformace, ať už přímými či nepřímými metodami, se staly z{kladem 

genového inženýrství rostlin a pomocí jejich metod již bylo úspěšně vypěstov{no 

mnoho transgenních rostlin. V této pr{ci byl použitým rostlinným druhem smrk 

ztepilý (Picea abies), který patří do čeledi Pinaceae. Tato čeleď zahrnuje většinu 

jehličnatých lesních dřevin. Genové manipulace lesních dřevin jsou velice obtížné 

z důvodu složitého výběru vhodných vektorů a regeneračních systémů. Dřeviny mají 

velice dlouhou dobu vývoje regenerantů a dalšího potomstva a také značnou velikost 

genomu, jehož struktura navíc není prozatím dostatečně prozkoum{na. Transformace 

lesních dřevin se prov{dějí hlavně za účelem získ{ní jedinců tolerantních k pesticidům, 

hmyzím škůdcům či vnějším stresorům, popřípadě jedinců s lepší kvalitou dřeva nebo 

kratším reprodukčním cyklem. Bohužel není dosud zn{ma univerz{lní metoda 

transformace, kter{ by se dala úspěšně použít na široké spektrum dřevin.  

Cílem mé pr{ce bylo optimalizovat podmínky pro přímou transformaci 

embryogenní kultury smrku ztepilého (Picea abies) metodou mikroprojektilů za pomoci 

sign{lního genu pro β-glukuronid{zu. 
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2. TRANSFORMACE 

Transformace je přenos a integrace cizorodé DNA do genomu rostlinné buňky. 

Tohoto procesu se využív{ při genetických modifikacích rostlinných buněk a pletiv, 

které díky nově vnesenému úseku DNA získají nové vlastnosti projevující se na jejich 

fenotypu. Díky totipotenci rostlinných buněk pak mohou transformované buňky či 

pletiva regenerovat v celé rostliny, které nový genotyp přen{šejí do dalších generací.  

2.1 METODY TRANSFORMACE 

Metody transformace rostlinného genomu rozlišujeme podle způsobu vn{šení 

cizorodé DNA na přímé a nepřímé. 

2.1.1 NEPŘÍM[ TRANSFORMACE 

U tohoto typu transformace se pro vnesení cizorodé DNA používají bakterie rodu 

Agrobacterium (tumefaciens nebo rhizogenes), což jsou gram-negativní půdní bakterie, 

které mají přirozenou schopnost vn{šet pomocí Ti (A. tumefaciens) nebo Ri (A. 

rhizogenes) plazmidu do rostlinného genomu specifické geny lokalizované v těchto 

plazmidech na T-DNA - transferred DNA (Zaenen et al., 1974). Tato přirozen{ 

bakteri{lní T-DNA obohacuje rostlinný genom o geny pro nové cesty biosyntézy 

růstových fytohormonů (auxinů a cytokininů) a také opinů. Auxiny a cytokininy 

způsobí u transformovaného pletiva růst v podobě nediferenciovaných n{dorů (crown 

galls, A. tumefaciens) nebo kořenů (hairy roots, A. rhizogenes). Opiny jsou n{dorově 

specifické l{tky, které slouží jako zdroj uhlíku, dusíku a energie pro bakterie, které 

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

Bakterie A. tumefaciens a A. rhizogenes se používají jako vektory pro přenos 

upravené T-DNA do rostlinného genomu. Z T-DNA se odstraní všechny geny kromě 

hraničních sekvencí, což jsou kr{tké repetice DNA, které jsou důležité pro integraci do 

hostitelského genomu, a nahradí se jinými. Tyto uměle zkonstruované vektory se dělí 

na intermedi{rní a bin{rní vektory. Nejčastěji se používají bin{rní vektory, u kterých je 

Ti plazmid rozdělen na 2 plazmidy. Jeden z nich nese úsek virulence a druhý T-DNA a 

selektovatelný gen pro rezistenci k některému antibiotiku. 
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Metody nepřímé transformace lze použít pro většinu dvouděložných, některé 

jednoděložné a nahosemenné rostliny. Mezi nejzn{mější metody patří diskov{ metoda 

transformace (Horsch et al., 1985), transformace semen (Feldmann a Marks, 1987), 

infiltrace (Bechtold et al., 1993) a transformace protoplastů (M{rton et al., 1979). 

2.1.2 PŘÍM[ TRANSFORMACE 

Při těchto metod{ch transformace se nepoužívají k přenosu cizorodé DNA do 

rostlinného genomu bakterie rodu Agrobacterium, ale, jak už n{zev napovíd{, úseky 

cizorodé DNA se vn{šejí přímo do j{dra rostlinné buňky. K tomu se většinou používají 

speci{lní přístroje např. elektropor{tor, mikromanipul{tor nebo tzv. genov{ puška. 

Metody přímé transformace se začaly používat zhruba od roku 1982 díky vývoji 

bin{rních vektorů. Pomocí přímé transformace se oproti nepřímé transformaci vn{šejí 

jen malé fragmenty plazmidu obsahující většinou pouze jeden gen. Pro transformaci 

musíme ale vložit do rostlinného genomu také selektovatelný gen, díky kterému pak 

lze odlišit transformované buňky od netransformovaných. Proto se využív{ 

mechanismu kotransformace, při kterém se integrují dva geny, nesené každý jiným 

plazmidem, do stejného místa na chromozomu. 

Zpoč{tku se pro přímou transformaci používaly pouze protoplasty, protože 

neobsahují buněčnou stěnu, což usnadňuje vniknutí cizorodé DNA do j{dra buněk. 

Dnes už se ale používají i rostlinn{ pletiva a org{ny. Metody přímé transformace mají 

tu výhodu, že nejsou omezeny pouze na hostitele bakterií rodu Agrobacterium.  Jednou 

z nevýhod je ale časté vnesení tandemových kopií do jednoho nebo několika míst na 

rostlinném genomu. Takovéto transgenní rostliny se pak musejí eliminovat kvůli 

nebezpečí nízké exprese (Ondřej a Drobník, 2002). Nejčastěji se používají u 

jednoděložných rostlin např. kukuřice, rýže nebo pšenice (Lankhsminarayan et al., 

2000). 

 VYUŽITÍ POLYETHYLENGLYKOLU (PEG) 

Touto metodou byly poprvé transformov{ny rostliny bez využití bakterií rodu 

Agrobacterium (Krens at al, 1982). Pomocí PEGu a bivalentních kationtů (v{penatých 

iontů) se transformují rostlinné protoplasty, což jsou rostlinné buňky, u kterých byla 

mechanicky nebo enzymaticky odstraněna buněčn{ membr{na. Častěji se použív{ 



 

4 

 

enzymatické odstranění pomocí enzymatické směsi pektin{zy a celul{zy, roztoku soli a 

vysokého osmotického tlaku. Chybějící buněčn{ stěna usnadňuje proniknutí cizorodé 

DNA do buňky a navíc se rostlinné protoplasty dají izolovat z řady rostlinných druhů. 

Nevýhodou je však jejich křehkost a možnost somaklon{lní variability při regeneraci 

transgenních rostlin (Ondřej a Drobník, 2002).  

 ELEKTROPORACE 

Elektroporace je metoda přímé transformace, kter{ se použív{ hlavně u 

protoplastů, ale lze ji využít i pro rostlinné buňky. Materi{l je inkubov{n v roztoku 

pufru obsahujícím DNA a je vystaven elektrickým pulsům o vysokém napětí (Fromm 

et al., 1985). Působením kr{tkého pulsu stejnoměrného napětí se v plazmatické 

membr{ně vytvoří póry, které jsou způsobeny reverzibilními nebo ireverzibilními 

zlomy buněčných membr{n. Vzniklými póry poté může snadno proch{zet cizorod{ 

DNA a integrovat se do buňky. Úspěšnost z{visí na délce trv{ní elektrického pulsu 

(50-250 µs) o napětí v rozsahu několik set až 2000 V/cm. Při působení příliš vysokého 

napětí se vytvoří příliš veliké ireverzibilní póry a naopak při malém napětí se póry 

uzavřou příliš rychle potom, co elektrický puls přestane působit. Frekvence stabilních 

transformantů se u této metody pohybuje v rozmezí  10-4 – 10-2. 

 VYUŽITÍ LIPOZÓMŮ 

Lipozómy jsou umělé mikroskopické lipidové kapénky, které obsahují roztok 

DNA. Mají podobnou strukturu jako střední, hydrofobní lamela rostlinné plazmatické 

membr{ny, což jim umožňuje snadný přenos DNA do buňky. K enkapsidaci DNA do 

lipozómu se používají kr{tké ultrazvukové vibrace, které mohou způsobovat zlomy 

DNA (Weising et al., 1988). Používají se k transformaci rostlinných pletiv (Gad et al., 

1990) a pylových l{ček (Ahokas, 1987). 

 MIKROINJEKCE 

Při této metodě se pomocí mikromanipul{toru vn{ší DNA přímo do jader 

rostlinných buněk, což zabraňuje působení buněčných exonukle{z na cizorodou DNA 

a také jejím zlomům, protože nemusí projít přes buněčnou a jadernou membr{nu. Díky 

těmto výhod{m m{ tato metoda velice vysokou účinnost transformace (10-20 %). 
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Bohužel se touto metodou d{ injikovat jen malé množství buněk a je velice n{ročn{ jak 

na techniku, tak na zručnost.  U rostlin se mikroinjekce aplikují do protoplastů, buněk 

embryí popřípadě celých pletiv (Ondřej a Drobník, 2002), ale nejvíce se používají pro 

transformace velkých živočišných buněk. Touto metodou byly poprvé získ{ny 

transgenní rostliny transformací rýžových výhonků (de la Pena et al., 1987). 

 MIKROPROJEKTILY 

Biolistick{ metoda transformace je nejčastěji používanou metodou přímé 

transformace rostlin, a to hlavně díky široké využitelnosti na prakticky všechny typy 

rostlinných tk{ní a buněk (Bommineni et al., 1993). Poprvé byla použita u 

epiderm{lních buněk cibule (Sanford et al., 1987) a o rok později její postup detailně 

popsal ve své pr{ci J. C. Sanford. Tato metoda postupně našla využití i např. u 

živočišných buněk a tk{ní (Zelenin et al., 1989; Fitzpatrick-McElligot, 1992), kvasinek 

(Armaleo et al., 1990) a řas (Kindle et al., 1989). Jeví se jako nejlepší způsob, jak vnést 

cizorodou DNA přímo do regenerovaných buněk, pletiv a org{nů bez z{vislosti na 

hostitelích agrobakteria a úskalí souvisejících s regenerací tk{ňových kultur (Birch, 

1997). 

Mikroprojektily jsou mikroskopické kuličky z inertních kovů (Au, W) většinou o 

velikosti 1- 2 µm, které se smíchají s roztokem obsahujícím DNA a další důležité l{tky. 

Po nanesení na speci{lní nosiče (macrocarriers) se nech{ ze suspenze mikroprojektilů a 

DNA přirozeně vypařit etanol a tím plazmidov{ DNA ulpí na kovových 

mikroprojektilech. Ty se pak vstřelují do pletiva pomocí speci{lní aparatury (genov{ 

puška) rychlým vyrovn{ní přetlaku helia. V komoře, ve které je cílové pletivo 

umístěno, musí být vakuum. Vytvořený tlak helia prorazí tzv. rupture disk a 

mikroprojektily spolu s nosičem (macrocarrier) jsou uvedeny do pohybu směrem 

k cílové tk{ni, kam však doputují jen mikropartikule s nav{zanou DNA, protože 

pohyb nosiče je zastaven po několika milimetrech letu kovovou mřížkou (stopping 

screen).  

Úspěšn{ integrace transgenu do genomu proběhne pouze pokud mikroprojektil 

pronikne až do j{dra a buňka tento z{sah přežije. Pokud jsou tyto podmínky splněny, 

býv{ frekvence transformace vysok{. Bohužel se alespoň do epidermis dostane pouze 
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7-10% mikroprojektilů, ale buňky epidermis nejsou schopné poté vytvořit kalus a 

diferencovat v transgenní rostlinu. U většiny ze zasažených buněk se dostane 

mikroprojektil pouze do cytoplazmy, kde neprobíh{ transkripce a tudíž nedojde 

k expresi vneseného genu. Pokud se mikroprojektil dostane až do j{dra, většina buněk 

do 2 dnů po z{sahu odumír{ (Ondřej a Drobník 2002). Z těchto důvodů je tato metoda 

z{visl{ na optimalizaci vhodných podmínek, za kterých dojde k co největší úspěšnosti 

transformace. Mezi tyto podmínky patří stav explant{tu před transformací, vnější 

faktory (teplota, vlhkost,<) a parametry ovlivňující tranzientní aktivitu sign{lního 

genu (Birch, 1997). 

Biolistickou metodou již bylo transformov{no mnoho rostlinných druhů, 

především jednoděložných rostlin, např. kukuřice (Klein et al., 1989), rýže (Christou et 

al., 1991), pšenice (Vasil et al., 1992), ječmen (Wan a Lemaux, 1994) nebo cukrov{ třtina 

(Gambley et al., 1993), ale také dvouděložných, např. tab{k (Klein et al., 1988), sója 

(McCabe et al., 1988) nebo bavlník (Finer a McMullen, 1990) a nahosemenných, např. 

modřín (Klimaszewska et al., 1997), smrk (Robertson et al., 1992), borovice (Walter et 

al., 1998) nebo douglaska (Goldfarb et al., 1991). Navíc byla tato metoda také použita 

pro vnesení genů do chloroplastů (Boynton et al., 1988) a mitochondrií (Johnston et al., 

1988). 

2.2 TRANSFORMACE KONIFER 

Genetické modifikace konifer (jehličnanů) patří v poslední době k důležité 

souč{sti lesních biotechnologií. Používají se ke zlepšení kvality a vlastností dřeva, 

zrychlení růstu stromů, získ{ní rezistence vůči škůdcům a herbicidům a také tolerance 

ke stresu. K transformacím jehličnanů se nejvíce využív{ nepřím{ transformace 

pomocí bakterií rodu Agrobacterium a přím{ transformace pomocí mikroprojektilů nebo 

elektroporace.  

Od roku 1968 bylo u různých druhů jehličnatých stromů objeveno, že je možné je 

infikovat pomocí různých kmenů rodu Agrobacterium. Patří k nim například Abies 

nordmanniana a Picea abies (Clapham and Ekberg, 1968) a Pinus taeda (Sederoff et al., 

1968). Posléze byla u mnoha druhů jehličnanů testov{na nepřím{ transformace pomocí 

těchto bakterií. Ne všechny experimenty vedly k získ{ní stabilních transformantů, ale 
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bylo díky nim objeveno mnoho faktorů ovlivňujících transformaci konifer pomocí této 

bakterie. Mezi důležité faktory patří kmen agrobakteria, druh a genotyp jehličnanu, 

fyziologické a vývojové st{dium explant{tu, selektovatelný gen a selekční l{tka a také 

promotor (Tang a Newton, 2003). K nejpoužívanějším explant{tům používaným při 

nepřímé transformaci konifer patří embryogenní kultura, pyl a semena. Jako první se 

úspěšně podařilo transformovat Larix decidua pomocí A. rhizogenes v roce 1991 (Huang 

et al., 1991). Od té doby byly transformov{ny různé druhy a kultivary hlavně rodů 

Picea, Pinus a Larix pomocí bakterie A. rhizogenes i A. tumefaciens (Tang a Newton, 

2003). Úspěšnost transformace konifer limituje hlavně složit{ propagace explant{tů, 

selekční neúčinnost a nízk{ frekvence transformace (Wenck et al., 1999). Stabilní 

transformanty se podařilo získat, např. u hybridního modřínu (Larix kaempferi × 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 nejčastěji používanou transformační metodou při genových manipulacích 

konifer je transformace pomocí mikroprojektilů. Tato metoda patří mezi metody přímé 

transformace, a proto m{ tu výhodu, že výběr materi{lu není omezen jeho genotypem. 

Navíc bylo prok{z{no, že pomocí mikroprojektilů lze úspěšně vnést cizorodý gen do 

všech typů explant{tů konifer, u kterých byla tato metoda testov{na (Tang a Newton, 

2003). K důležitým faktorům ovlivňujícím úspěšnost transformace patří stav 

explant{tů před transformací, vnější vlivy (teplota, vlhkost), stupeň poničení materi{lu 

a načasov{ní selekce. Pro integraci cizorodé DNA do transformovaných buněk je 

nejvhodnější S-f{ze jejich buněčného cyklu. Stabilní exprese vnesených genů byla 

prok{z{na u embryogenní 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). 

Poslední metodou, kter{ se použív{ k transformacím konifer, je elektroporace. 

Touto metodou se běžně transformují pouze protoplasty, hlavně ty, které jsou schopny 

regenerovat v somatick{ embrya a klíční rostliny. Problémem u této metody je, že 

protoplasty konifer velice problematicky regenerují v celé rostliny. Proto se tato 
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metoda u konifer využív{ hlavně ke studiu transientní exprese reportérových genů a 

faktorů ovlivňujících expresi transgenu vneseného do protoplastu (Tang a Newton, 

2003). Touto metodou již byly transformov{ny protoplasty izolované z embryogenní 

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 

z neembryogenní kultury Pinus radiata (Campbell et al., 1992) a Pinus banksiana 

(Tautorus et al., 1989). 
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3. SELEKČNÍ SYSTÉMY 

Selekční systémy se využívají k rozlišení transgenních buněk od netransgenních. 

Souč{stí selekčních systémů jsou selektovatelné geny a k nim příslušné selekční l{tky. 

Rozlišují se podle principu selekce, ta může být buď negativní, nebo pozitivní. 

Negativní selekce způsobí, že na médiu s danou selekční l{tkou přežijí pouze 

transformované buňky obsahující ve svém genomu selektovatelný gen a ty 

netransformované hynou, protože selekční l{tka je pro ně toxick{. Při pozitivní selekci 

přežívají na selekčním médiu oba dva typy buněk. Transformované buňky nesou 

určitou metabolickou výhodu oproti buňk{m netransformovaným, a proto výrazně 

lépe prosperují a dají se odlišit od netransgenních buněk, které str{dají a vykazují 

inhibici růstu. Selektovatelné geny nesou rezistenci k antibiotikům nebo toleranci k 

herbicidu popřípadě způsobí v cílové buňce změnu metabolizmu dané selekční l{tky. 

Selekční l{tka se pak přid{ do agarového média nebo se jí postřikuje přímo cel{ 

rostlina (Ondřej a Drobník, 2002).  

3.1 SYSTÉMY VYUŽÍVAJÍCÍ GENY PRO REZISTENCI  

K ANTIBIOTIKŮM NEBO HERBICIDŮM 

Tyto selekční systémy patří ke starším typům systémů, které jsou často používané 

díky své vysoké účinnosti. Využívají princip negativní selekce, kter{ m{ tu nevýhodu, 

že odumírající netransformované buňky uvolňují l{tky, které jsou toxické pro 

transformované buňky. Proto je důležité před jejich použitím určit spr{vnou 

koncentraci selekční l{tky v médiu, tak aby selekční tlak byl dostatečně silný a z{roveň 

nedoch{zelo k odumír{ní transgenních buněk. Nejsou vhodné pro selekci 

transformovaných rostlin určených pro přímou konzumaci nebo jako krmivo kvůli 

nepřijatelnosti pro laickou veřejnost. 
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3.1.1 GEN NPT II (NEOMYCINFOSFOTRANSFER[ZA II) 

(FRALEY AT AL., 1983) 

Tento selektovatelný transgen je původně souč{stí transpozonu Tn5 z bakterie E. 

coli, (Ondřej a Drobník, 2002). Kóduje rezistenci k aminoglykosidickým antibiotikům 

kanamycinu, neomycinu, paromomycinu a geneticinu (G418). 

Neomycinfosfotransfer{za II fosforyluje hydroxylovou skupinu příslušného antibiotika 

a tím ho inaktivuje. Selekční systém využívající kanamycin jako selekční agens st{le 

patří k nejpoužívanějším selekčním systémům. M{ široké využití u většiny rostlinných 

druhů kromě čeledí Poaceae a Viciaceae, které vykazují relativně vysoký stupeň 

spont{nní rezistence (Ondřej a Drobník, 2002).  

3.1.2 GEN HPT (HYGROMYCINFOSFOTRANSFER[ZA) 

(WALDRON AT AL., 1985) 

Chimérický transgen hpt se skl{d{ z kódující sekvence genu aph IV z E. coli, 

rostlinného promotoru, zav{děcí sekvence a termin{toru. Kóduje rezistenci 

k antibiotiku hygromycinu B, které blokuje proteosyntézu u prokaryot i eukaryot. Je 

vysoce toxický pro všechny rostlinné i živočišné druhy (i pro člověka), proto se 

většinou použív{ jen v případech, kde nelze použít kanamycin. 

3.1.3 DALŠÍ GENY PRO REZISTENCI K ANTIBIOTIKŮM 

Existuje ještě řada dalších chimérických selektovatelných genů, které kódují 

rezistenci k různým antibiotikům, ale jsou oproti dvěma výše uvedeným použív{ny 

poměrně vz{cně. Patří sem například gen npt I kódující neomycinfosfotransfer{zu I 

(rezistence ke kanamycinu, neomycinu a geneticinu), gen dhfr kódující 

dihydrofol{tredukt{zu (rezistence k metotrex{tu), gen ble (rezistence k bleomycinu), 

gen kódující streptomycinfosfotransfer{zu (rezistence k streptomycinu) nebo gen pro 

rezistenci ke gentamycinu. 

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

Tyto dva geny poch{zejí z aktinomycet rodu Streptomyces a kódují rezistenci k 

herbicidu fosfinotricinu, který se z nich biotechnologicky vyr{bí. Použív{ se jako 

širokospektr{lní postemergentní herbicid (sady a vinice) a desikant (brambory, 

luštěniny, jeteloviny, <), který způsobuje ireverzibilní inaktivaci glutaminsynt{zy. Ta 
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je klíčovým enzymem metabolizmu dusíku, protože detoxikuje amoniak za vzniku 

glutam{tu. Po její inaktivaci se hromadí amoniak ve vysokých koncentracích, což 

n{sledně vede k zastavení fotosyntézy a rozpadu chloroplastů. Gen pat poch{zí ze S. 

viridochromogenes (Strauch et al., 1988) a gen bar ze S. hygroscopicus (Thomson et al., 

1987). Oba geny kódují enzym fosfinotricin-N-acetyltransfer{zu (PAT), kter{ inaktivuje 

fosfinotricin acetylací jeho volné NH2 skupiny. 

3.1.5 GENY PRO EPSP A GOX 

Rezistenci k herbicidu glyfoz{tu kódují 3 geny. První je gen pro enzym EPSP (5-

enolpyruvylšikim{t-3-fosf{tsynt{za), který podmiňuje jeho nadprodukci (Shah et al., 

1986). Druhý gen aroA kóduje modifikovaný enzym EPSP tolerantní k glyfoz{tu 

(Comai et al., 1985) a třetí gen kóduje enzym GOX (glyfoz{toxidoredukt{za), který 

tento herbicid metabolizuje. Herbicid glyfoz{t inhibuje enzym EPSP v šikim{tové 

biosyntetické dr{ze (lokalizov{na v chloroplastech) a tím blokuje syntézu 

aromatických kyselin. 

3.2 SYSTÉMY VYUŽÍVAJÍCÍ ALTERNATIVNÍ GENY 

Tyto selekční systémy používají jako selektovatelné geny takové, jejichž produkty 

pozmění v transgenních buňk{ch metabolickou dr{hu dané selekční l{tky. Tou býv{ 

l{tka, kter{ je neškodn{ pro člověka a životní prostředí. Další výhodou těchto systémů 

je skutečnost, že většinou využívají princip pozitivní selekce, při které nehynou 

netransformované buňky. Alternativní selekční systémy se začaly více využívat až 

v posledních 10 letech, kvůli obav{m společnosti z možného negativního dopadu 

tradičních selektovatelných genů (pro rezistenci k antibiotikům či toleranci 

k herbicidům) na lidské zdraví a životní prostředí. 

3.2.1 SELEKCE NA MANÓZE  

Tento selekční systém je založen na vnesení transgenu pmi pro 

fosfomanózaizomer{zu poch{zející z genomu bakterie E. coli. Jako selekční l{tka se 

použív{ sacharid manóza, který m{ několik výhod. Je snadno dostupný, levný a lehce 

stravitelný. Manóza je u mnoha rostlinných druhů fosforylov{na enzymem 

hexokin{zou na manóza-6-fosf{t, který už d{le není metabolizov{n. Buňky pak nemají 
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dostatek fosforu a zvýšeně syntetizují škrob a maltózu, tím doch{zí k inhibici dělení 

buněk i jejich růstu. Pokud rostlinný genom obsahuje gen pmi, jím kódovaný enzym 

mění fytotoxický manóza-6-fosf{t na fruktóza-6-fosf{t, který se začleňuje do 

norm{lního metabolizmu a rostlina ho využív{ jako doplňkový zdroj energie. Selekce 

na manóze je vhodným typem selekčního systému, protože je zcela neškodný pro 

konzumenta. Využití manózy jako selekční l{tky spolu s genem pmi bylo pops{no už u 

řady různých druhů rostlin, např. u cukrové řepy (Joersbo et al., 1998), kukuřice 

(Negrotto et al., 2000), manioku (Zhang et al., 2000), huseníčku (Todd a Tague, 2001) 

nebo brambor a rajčete (Bříza et al., 2008).  

3.2.2 SELEKCE NA XYLÓZE  

Souč{stí tohoto selekčního systému je gen xylA a sacharid xylóza. Gen xylA byl 

izolov{n z bakterií Streptomyces rubiginous (Wong et al., 1991) a Thermoanaerobacterium 

thermosulfurogenes (Lee et al., 1990). Jeho produktem je enzym xylózaizomer{za, který 

konvertuje D-xylózu na D-xylulózu. Použív{ se u rostlin, kterým chybí vlastní enzym 

xylulokin{za, který v pentózovém cyklu fosforyluje D-xylulózu. Tu většina rostlin 

nedok{že metabolizovat, kdežto D-xylulózu využívají jako zdroj energie. Tento 

selekční systém je také považov{n za bezrizikový, enzym xylózaizomer{za se běžně 

použív{ v potravin{řském průmyslu při zpracov{ní škrobu. Úspěšně byl testov{n u 

rajčete, brambor a tab{ku (Haldrup et al., 2001).  

3.2.3 SELEKCE NA GALAKTÓZE 

V tomto selekčním systému se použív{ jako selektovatelný gen galT, který poch{zí 

z bakterie E. coli. Jeho produkt, enzym galaktóza-1-fosf{t-uridyltransfer{za, řídí 

v metabolismu galaktózy přestavbu galaktózy-1-fosf{tu na UDP-galaktózu. Ta je poté 

ještě přeměněna na UDP-glukózu, kter{ je již plně metabolizovateln{. Vnesením genu 

galT transgenní buňky nezískají metabolickou výhodu, ale oproti netransgenním 

nehynou na tzv. galaktózový šok. Proto se tento selekční systém řadí mezi ty, které 

využívají princip negativní selekce. Byl zatím úspěšně testov{n u brambor a řepky 

(Joersebo et al., 2003).  
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4. TRANSGEN PRO β-GLUKURONID[ZU 

β-glukuronid{za je enzym kódovaný v bakterii Escherichia coli genem uidA, který 

se v rostlin{ch označuje jako gusA a enzym jako GUS. Tento tetrametr s monomerem o 

molekulové hmotnosti 68,2 kDa patří mezi kyselé hydrol{zy. Je velmi st{lý a štěpí 

různé β-glukuronidy. Nem{ ž{dné kofaktory, ale inhibují ho některé těžké kovy. Gen 

gusA se použív{ jako selektovatelný, ale lze ho využít i jako reportérový gen. 

4.1 SELEKCE S POUŽITÍM GENU gusA 

U tohoto alternativního selekčního systému se do média přid{v{ jako selekční 

l{tka inaktivní deriv{t cytokininů benzyladenin-N-3-glukuronid. β-glukuronid{za 

hydrolyzuje deriv{t na aktivní cytokinin, který transgenním buňk{m umožňuje růst. 

Selekce probíh{ na médiu bez cytokininů, takže netransgenní buňky trpí jejich 

nedostatkem a nerostou. Poprvé úspěšně použili tento typ selekce Joersbo a Okkels 

(1996) při transformaci listových disků tab{ku. Selekce pomocí genu gusA byla 2x-3x 

účinnější než při použití klasického kanamycinu. K výhod{m tohoto systému patří 

hlavně skutečnost, že gen gusA lze použít jako selektovatelný i sign{lní gen z{roveň. 

Nevýhodou ovšem je komerční nedostupnost selekčního agens a nedostatečn{ 

eliminace transgenních úniků při selekci. 

4.2 GEN gusA JAKO SIGN[LNÍ TRANSGEN 

(JEFFERSON ET AL., 1987) 

Sign{lní (reportérové, markerové) transgeny jsou takové transgeny, jejichž expresi 

lze snadno detekovat a kvantitativně stanovovat (Ondřej a Drobník, 2002). Vždy jsou 

chimérické, obsahují regulační sekvence pro projev v rostlinném genomu a kódující 

sekvenci z bakteri{lního nebo živočišného genomu. Jeli jejich exprese dočasn{ 

(tranzientní), je to způsobeno tím, že do jader buněk pronik{ větší množství úseků T-

DNA a k jejich expresi dojde dříve, než se integrují do genomu nebo jsou degradov{ny 

nukle{zami. Tohoto jevu se využív{ pro orientační porovn{ní účinnosti různých 

promotorů, různých způsobů aplikace u určitého materi{lu nebo k porovn{ní 

účinnosti téhož konstruktu v různých materi{lech.  
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Gen gusA je nejpoužívanějším sign{lním genem transformace rostlin v dnešní 

době. Jeho produkt, označovaný jako GUS, mění substr{ty na modře zbarvené nebo 

fluoreskující l{tky. Výhodn{ je jeho rychl{ a spolehliv{ detekce a také skutečnost, že se 

glukuronid{zy nevyskytují v rostlin{ch, houb{ch a velké většině bakterií. Můžeme ho 

detekovat 3 různými metodami: 

a) Fluorimetrick{ metoda (Jefferson et al., 1987) se prov{dí v mikrozkumavk{ch 

nebo na mikrotitračních destičk{ch, kam se vloží homogeniz{t spolu s MUG 

(4-metyl-umbelliferyl-β-D-glukuronid), který je fluorigenním substr{tem pro 

β-glukuronid{zu. Tato l{tka je během inkubace rozštěpena β-glukuronid{zou 

na β-glukuronid a MU (4-metylumbelliferon), který m{ schopnost 

fluoreskovat. Po přid{ní alkalického roztoku sody (Na2CO3) se inkubace 

zastaví a z{roveň dojde k ionizaci MU, což je nezbytné pro fluorescenci. Ta se 

potom měří pod UV lampou nebo přesněji pomocí fluorimetru, kde MU 

modře (455nm) fluoreskuje po excitaci UV světlem kolem 365nm. 

b) Histochemick{ metoda (Vitha et al., 1999) využív{ jako substr{t barvivo X-gluc 

(5-bromo-4-chloro-3-indolylglukuronid), ze kterého během inkubace při 37 °C 

β-glukuronid{za odštěpuje indol. Ten pak oxiduje na deriv{t indiga, který je 

nerozpustný a intenzivně modrý. Zůst{v{ lokalizov{n v buňk{ch, ve kterých 

vznikl, takže se transformované buňky snadno rozpoznají. 

c) Spektrofotometrick{ metoda (Jefferson et al., 1987) se dnes už nepoužív{ i 

přesto, že je levn{ a nen{ročn{. Jako substr{t se zde použív{ p-nitrofenyl-β-D-

glukuronid a je založena na absorpci světla při 415 nm. Zde můžou nastat 

problémy kvůli absorpci světla pigmenty v extraktu. 

Jako sign{lní transgen se také použív{ bakteri{lní transgen pro 

chloramfenikolacetyltransfer{zu (CAT; Seed a Sheen, 1988), transgen pro lucifer{zu ze 

světlušky (Photinus pyralis; Luehrsen et al., 1992) nebo kódující sekvence bakterie Vibrio 

harvei a transgen pro GFP (zeleně fluoreskující protein) klonovaný z medúzy Aequorea 

victoria (Prasher et al., 1992). 
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5. MATERI[L A METODIKA 

5.1 TESTOV[NÍ SENZITIVITY NA SELEKČNÍ L[TKY 

Na zač{tku své pr{ce jsem testovala, jak je embryogenní kultura smrku ztepilého 

(Picea abies) citliv{ na určité selekční l{tky. Použit{ embryogenní kultura byla získ{na z 

Výzkumného ústavu lesního hospod{řství a myslivosti, v.v.i., který je spoluřešitelem 

grantu, ze kterého vych{zí zad{ní této pr{ce. Nejprve jsem si namnožila dostatečné 

množství rostlinného materi{lu dvou genotypů (S a S17). K tomu jsem použila sterilní 

kultivační skleničky s Litvayovým médiem (d{le médium L; Litvay et al., 1985). 

Embryogenní kulturu z jedné sterilní skleničky jsem rozdělovala sterilně ve flowboxu 

do několika skleniček s nově navařeným médiem a nechala růst 14 dní ve tmě při 

teplotě 22 °C.  

 složení média L (1 l média): 

 ultračist{ voda 

 2,5 g Litvay média (Duchefa) 

 1 ml glycinu (z{sobní roztok o c = 200 mg/100 ml) 

 400 mg kasein hydrolyz{tu 

 20 g sacharózy  

 5 ml BAP (z{sobní roztok o c = 10 mg/100 ml) 

 5 ml kinetinu (z{sobní roztok o c = 10 mg/100 ml) 

 2 ml 2,4 D (z{sobní roztok o c = 50 mg/100 ml) 

 400 mg L-glutaminu  

 2 g gerlitu (Duchefa) 

 pH 5,8 

Na Petriho misky (9 cm) s 20 ml Erikssonovým médiem (d{le médium E; Eriksson 

et al., 1965) a přidanou určitou selekční l{tkou (paromomycin, kanamycin, hygromycin 

nebo manóza), jejíž roztok jsme sterilizovala filtrací membr{novým filtrem, jsem 

sterilně ve flowboxu umístila 3 malé č{sti embryogenní kultury o hmotnosti zhruba     

5 mg (14 dní kultivované na médiu L) a kultivovala 3 týdny ve tmě při 22 °C.  

 



 

16 

 

 složení média E (350 ml média): 

 ultračist{ voda 

 3,5 ml roztoku A (243 g KNO3; 22,5 g NH4NO3; 18,5 g MgSO4 · 7 H2O;   

8,5 g KH2PO4 na 1 l z{sobního roztoku) 

 3,5 ml roztoku B (22 g/l CaCl2 · 2 H2O) 

 3,5 ml roztoku C (1,86 g Na2EDTA; 1,39 g FeSO4 · 7 H2O na 1 l z{sobního 

roztoku) 

 350 µl roztoku D (0,31 g H3BO3; 1,12 g MnSO4 · 1H2O; 0,43 g ZnSO4 · 7 

H2O; 40 mg KI; 10 mg Na2MoO4 · 2 H2O na 100 ml z{sobního roztoku + 

1 ml roztoku – 50 mg CuSO4 · 5 H2O; 50 mg CoCl2 · 6 H2O do 50 ml) 

 350 µl vitamínů (100 mg thiaminu, 50 mg pyridoxinu, 50 mg nikotinové 

kyseliny na 100 ml z{sobního roztoku) 

 35 mg myo-inositolu 

 350 µl glycinu (z{sobní roztok o c = 200 mg/100 ml) 

 140 mg kasein hydrolyz{tu 

 7 g sacharózy 

 1,75 ml BAP (z{sobní roztok o c = 10 mg/100 ml) 

 1,75 ml kinetinu (z{sobní roztok o c = 10 mg/100 ml) 

 700 µl 2,4 D (z{sobní roztok o c = 50 mg/100 ml) 

 140 µg L-glutaminu  

 0,7 g gerlitu (Duchefa) 

 pH 5,8 

 selekční l{tka (přidan{ po zkl{vov{ní, kromě manózy) 

 

 koncentrace selekčních l{tek: 

 paromomycin (mg/l) 

0, 20, 50, 100, 150, 200, 300 

 kanamycin (mg/l) 

0, 25, 50, 100, 150, 200, 300 

 hygromycin (mg/l) 

0, 5, 10, 15, 20, 25 

 manóza (mg/l) 

0, 5, 15, 50, 150, 250, 500 



 

17 

 

Citlivost embryogenní kultury k selekční l{tce jsem zjišťovala v{žením 

jednotlivých kalusů na analytických vah{ch. Od těchto hodnot jsem poté odečetla 

průměrnou hmotnost kalusu na zač{tku kultivace. Tím jsem získala hodnotu n{růstu 

hmotnosti kalusu během kultivace na selekčním médiu o různé koncentraci selekční 

l{tky, z čehož jsme určila nejvhodnější selekční l{tku a její vhodnou koncentraci pro 

selekci transformovaných buněk.  

5.2 TRANSFORMACE MIKROPROJEKTILY 

5.2.1 TESTOV[NÍ VHODNÝCH TRANSFORMAČNÍCH PODMÍNEK 

1) PŘÍPRAVA EMBRYOGENNÍ KULTURY 

Před samotnou transformací jsem si připravila rostlinný materi{l. Smrkovou 

embryogenní kulturu (14 dní starou) jsem sterilně ve flowboxu nanesla na příslušný 

počet Petriho misek (9 cm) s médiem L a sterilními papírovými filtry o průměru 6 cm. 

Takto připravený materi{l jsem kultivovala 24 hodin ve tmě při 22 °C. 

2) STERILIZACE SPOTŘEBNÍHO MATERI[LU 

Pro transformaci mikroprojektily (particle bombardment) se použív{ mnoho 

spotřebního materi{lu, který se musí předem sterilizovat. Použív{ se sterilizace 

kl{vov{ním, 70 % etanolem nebo 70 % isopropanolem. 

a) sterilizace kl{vov{ním 

 nosič rupture disků (zabalené v alobalu) 

 kovov{ č{st nosiče stopping screenů a macrocarrierů  

(zabalené v alobalu) 

 nosiče macrocarrierů (v Petriho misce) 

 macrocarriery (v Petriho misce) 

 stopping screeny (v Petriho misce) 

 

b) sterilizace 70 % etanolem 

 plastov{ č{st nosiče stopping screenů a macrocarrierů 

 nosič Periho misek 

 vakuov{ komora 
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c) sterilizace 70 % isopropanolem 

 rupture disky (ponoření na několik vteřin) 

3) PŘÍPRAVA ZLATÝCH PARTIKULÍ 

18 µg zlatých partikulí o velikosti 1 µm byly žíh{ny přes noc (12 hodin) při 180 °C. 

Sterilizace proběhla v 1,5 ml mikrozkumavk{ch v 750 µl 70 % etanolu (HPLC) 5 

minutovým intenzivním třep{ním. Po 15 minutové inkubaci při laboratorní teplotě 

jsem partikule 3 vteřiny centrifugovala a odebrala supernatant. K sedimentu jsem 

přidala 500 µl sterilní ultračisté destilované vody, 2 minuty intenzivně třepala, minutu 

nechala volně sedimentovat a 3 vteřiny centrifugovala. Celý proces promýv{ní jsem 

opakovala třikr{t. Po třetím promytí jsem přidala k sedimentu 200 µl 50% sterilního 

roztoku glycerolu a opět několik minut intenzivně třepala. Poté jsme do 

mikrozkumavky rychle za sebou přidala 20 µl DNA (1µl/1µg), 200 µl 2,5 M CaCl2 · 2 

H2O a 80 µl 0,1 M spermidinu. Jako DNA jsem používala plazmid nesoucí gen gus 

s intronem pod 35S promotorem (35SGUS-intron) připravený RNDr. H. 

Niedermeierovou. Celý obsah mikrozkumavky jsem 3 minuty velmi mírně třepala, 

nechala 1 minutu sedimentovat, 3 vteřiny centrifugovala a ods{la supernatant. Vzniklý 

pelet jsem vymyla 560 µl 70 % etanolu (HPLC) a poté stejným množstvím 100 % 

etanolu (HPLC). V obou případech jsem nejdříve pomocí pipety nebo kr{tkým mírným 

třep{ním resuspendovala pelet přidaným etanolem a pak po kr{tké sedimentaci 3 

vteřiny centrifugovala a ods{la supernatant. Posledním krokem bylo resuspendov{ní 

peletu pipetou ve 152 µl 100 % etanolu (HPLC), čímž jsem měla připravenou suspenzi 

mikropartikulí s nav{zanou plazmidovou DNA na 24 střel. 

Suspenzi s mikropartikulemi zlata jsem aplikovala po 6 µl na macrocarriers, které 

jsem předem vložila do nosičů. Macrocarriers s roztokem zlatých partikulí jsem potom 

dala po 3-4 do Petriho misek, rozmístila do velké Petriho misky se silikagelem a 

nechala minim{lně 10 minut vyschnout.  

4) VLASTNÍ TRANSFORMACE 

Vlastní transformaci jsem provedla sterilně ve flowboxu v zařízení (PDS-1000/He 

Biolistic® Particle Delivery System od firmy BioRad), kde nosným médiem pro 

mikroprojektily je hélium.  
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Nejprve jsem vložila sterilní rupture disk (pro daný přetlak; 1100, 1350 nebo 1550 

psi, 1 psi [pound-force per square inch] = 6894,8 Pa) do kovového nosiče a 

zašroubovala na příslušné místo ve vakuové komoře. Potom jsem vložila stopping 

screen do příslušného nosiče a na něj položila nosič s macrocarrierem s nanesenými 

zlatými partikulemi a nav{zanou DNA. To celé jsem zašroubovala příslušným krytem 

a vsunula na příslušné místo do vakuové komory. Nakonec jsem umístila nosič misek 

do vakuové komory v dané vzd{lenosti od nosiče macrocarrieru a stopping screenu (6, 

9 nebo 12 cm). 

 Obr. 1: Použité zařízení (PDS-1000/He Biolistic® Particle Delivery System 

od firmy BioRad) 

 

Poté jsem ve vakuové komoře genové pušky snížila tlak vzduchu o 28 in. Hg        

(1 atm = 1013,25 kPa = 29,92 in. Hg; 28 in. Hg = 948,2 kPa) olejovou vývěvou a ihned 

potom pustila helium. Po dosažení určitého přetlaku rupture disk praskl, což 

způsobilo n{sledné prolétnutí mikroprojektilů přes stopping screen a jejich vstřelení do 

embryogenní kultury na Petriho misce. Po výstřelu jsem vakuovou komoru 

zavzdušnila.  

nosič rupture 

disku 

nosič stopping screenu a 

macrocarieru 

nosič Petriho 

misek 

manometr tlaku He 

manometr tlaku 

vzduchu 

vakuová komora 

cílová tkáň 
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 Obr. 2: Schématické zn{zornění systému PDS-1000/He před a po 

spuštění. A, B a C jsou nastavitelné vzd{lenosti, které ovlivňují rychlost, 

s jakou mikroprojektily zas{hnou cílové buňky. A- vzd{lenost mezi 

rupture diskem a macrocarrierem, B- pohybov{ vzd{lenost macrocarieru a 

C- cílov{ vzd{lenost. Šipky označují směr proudu helia. 

 

Tímto způsobem jsem v prvním experimentu testovala 24 misek s embryogenní 

kulturou smrku (po 12 s genotypem S a S17) za 6 různých variant transformačních 

podmínek s cílem nalézt podmínky, při kterých bude tranzientní exprese genu gus 

nejvyšší. Při výběru variant transformačních podmínek jsem již vych{zela 

z předchozích pokusů provedených Doc. J. Břízou. Zbylé 4 misky jsem použila jako 

kontrolní vzorky, 2 kontrolní vzorky jsem podrobila výstřelu v genové pušce bez 

použití zlatých partikulí při nejvyšším v pokusu použitém přetlaku 1550 psi a 

vzd{lenosti 9 cm pro kontrolu možného poškození kultury vzniklým tlakem při 

výstřelu. Další 2 kontrolní vzorky jsem netransformovala ani nepodrobila „slepému“ 

výstřelu pro kontrolu spr{vného složení použitého média.  

5.2.2 PRVNÍ TRANSFORMAČNÍ POKUS 

Na z{kladě výsledků předchozího experimentu jsem přistoupila k prvnímu 

transformačnímu pokusu. Připravila jsem si po 15 misk{ch (9 cm) s embryogenní 

smrkovou kulturou obou genotypů, a to na sterilních papírových filtrech položených 

na médiu L. Po jednodenní kultivaci ve tmě při 22 °C jsem materi{l transformovala 

stejným způsobem, jako při testov{ní vhodných podmínek transformace jen s tím 

rozdílem, že jsem použila pouze transformační podmínky, které vyk{zaly nejvyšší 
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hodnoty tranzientní exprese. Každou variantou podmínek jsem transformovala 6 

vzorků. Odlišný byl také počet použitých kontrolních vzorků. Pro kontrolu poškození 

buněk během transformace jsem použila od každého genotypu 2 misky, které jsem 

podrobila oběma variant{m podmínek (1100 psi a 9 cm, 1550 psi a 12 cm). 

Transformované embryogenní kultury smrku spolu s kontrolními vzorky jsem 

týden kultivovala ve tmě při 22 °C. Potom jsem je přenesla i s papírovými filtry na 

misky (6 cm) se selekčním médiem obsahujícím kanamycin (koncentrace = 25 mg/l). 

Kontroly jsem rozdělila na 2 poloviny, jednu jsem také přenesla na selekční médium a 

druhou jsem dala na čerstvé kultivační médium. Vše jsem nechala selektovat 15 dní při 

22 °C. Po uplynutí této doby jsem vzorky zkontrolovala a vyhodnotila jejich stav 

použitím stereomikroskopu a přenesla je na čerstvé selekční médium se stejnou 

koncentrací kanamycinu. Takto jsem postupovala ještě třikr{t vždy po 2 týdnech s tím, 

že na čerstvé médium jsem už přenesla pouze č{sti kalusů, které ještě vykazovaly 

alespoň minim{lní růst. 

5.2.3 DRUHÝ TRANSFORMAČNÍ POKUS 

Během druhého transformačního pokusu jsem postupovala stejným způsobem 

jako u prvního pokusu, jenom s tím rozdílem, že jsem použila jako kontrolní vzorky 

pouze 2 misky od každého genotypu po jednom kontrolním vzorku pro kontrolu 

média. 

5.2.4 TŘETÍ TRANSFORMAČNÍ POKUS 

Při posledním transformačním pokusu jsem postupovala podle metody použité 

v čl{nku publikovaném Clapham et al. v roce 2000. Připravila jsem si po 14 vzorcích 

obou genotypů na papírových filtrech o průměru 6 cm, které jsem hodinu kultivovala 

na médiu L s přídavkem 0,5 M myo-inositolu. Po 10 vzorcích obou genotypů jsem 

transformovala zlatými mikroprojektily o velikosti 1,6 µm za transformačních 

podmínek 1100 psi a 9 cm. Jako kontrolní vzorky jsem použila 2 vzorky s odlišnými 

genotypy, které jsem „střílela“ bez použití zlatých partikulí, a další 2 vzorky 

rozdílných genotypů, které jsem vůbec netransformovala. Všechny vzorky jsem po 

jednodenní kultivaci ve tmě při 22 °C přendala na selekčním médiu s kanamycinem  
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(koncentrace = 25 mg/l). D{le už jsem postupovala stejně jako u dvou předchozích 

postupů. 

5.3 HISTOCHEMICKÉ STANOVENÍ GUS 

Jako kontrolu transientní exprese genu gusA kódujícího β-glukuronid{zu 

v genomu smrkových embryogenních buněk jsem použila metodu histochemického 

stanovení GUS. 

Nejdříve jsem rozpustila 12 mg substr{tu X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl 

glukuronid, Duchefa) v 600 µl DMF (dimethylformamid) v mikrozkumavce, vzniklý 

roztok jsem převedla do k{dinky s 24 ml 0,05 M fosf{tového pufru (pH = 7). Tento 

roztok jsem ve flowboxu sterilizovala filtrací membr{novým filtrem a poté jsem ho 

pipetovala po 1 ml do 24 jamek mikrodestičky. Ze všech 24 Petriho misek jsem sterilně 

ve flowboxu přenesla kalusové pletivo do jednotlivých jamek a inkubovala při 37 °C 

v termostatu minim{lně 6 hodin. Výsledky jsem vyhodnotila pomocí 

stereomikroskopu spočít{ním buněk, které zmodraly reakcí X-glc s β-glukuronid{zou, 

což se projevilo jako modré skvrny. 

U n{sledných 3 vlastních transformačních pokusů jsem histochemicky 

stanovovala tranzientní expresi genu gusA pouze u 4 vybraných misek (o 2 různých 

genotypech a 2 různých transformačních podmínk{ch), zbytek misek jsem podrobila 

selekci k získ{ní stabilních transformovaných buněk. Proto jsem používala pouze 2 mg 

X-glc, které jsem rozpustila v 50 µl DMF a poté převedla do 4 ml 0,05 M fosf{tového 

pufru. 
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6. VÝSLEDKY 

6.1 TESTOV[NÍ CITLIVOSTI NA SELEKČNÍ L[TKY 

Testovala jsem citlivost smrkové embryogenní kultury dvou genotypů (S a S17) na 

4 selekční l{tky - paromomycin, kanamycin, hygromycin a manózu. Tři vzorky 

netransformované embryogenní kultury jsem 3 týdny kultivovala v 9 cm P. misce 

s médiem E a s danou selekční l{tkou a poté všechny kalusy zv{žila na analytických 

vah{ch pro zjištění zvýšení jejich hmotnosti během kultivace. Cílem bylo nalézt 

nejvhodnější selekční l{tku a její nejúčinnější koncentrace v médiu.  

 

 Obr. 1: Uk{zka netransformované smrkové embryogenní kultury po 3 

týdenní kultivaci na médiu se selekční l{tkou. Panel A - hygromycin, 

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

S; panel D - kanamycin, genotyp S17. 

0 mg/l 25 mg/l 50 mg/l 100 mg/l 

150 mg/l 200 mg/l 300 mg/l 

C 

0 mg/l 5 mg/l 10 mg/l 

15 mg/l 20 mg/l 25 mg/l 

B 0 mg/l 5 mg/l 10 mg/l 

15 mg/l 20 mg/l 25 mg/l 

A 

0 mg/l 25 mg/l 50 mg/l 100 mg/l 

150 mg/l 200 mg/l 300 mg/l 

D 
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6.1.1 CITLIVOST NA PAROMOMYCIN 

Pro testov{ní senzitivity embryogenní kultury na paromomycin jsem použila 

selekční řadu o 7 různých koncentracích paromomycinu v médiu. Pro oba genotypy 

jsem testovala od každé koncentrace 2 misky po 3 vzorcích. Od hmotnosti vzorků po 3 

týdenní kultivaci jsem odečetla průměrnou hmotnost vzorků na zač{tku kultivace a 

výsledné hodnoty jsem zpracovala do grafu (viz graf 1). 

 Graf 1: Z{vislost růstu embryogenní kultury smrku ztepilého na koncentraci 

paromomycinu v médiu. 

Závislost růstu embryogenní tkáně u Picea abies na koncentraci

paromomycinu
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Pozn.: Všechny grafy v tomto dokumentu jsou vytvořeny statistickým programem Statistica 8 

pomocí statistické metody faktori{lní ANOVA.  

Výsledný graf uk{zal, že smrkov{ embryogenní kultura je na použité antibiotikum 

paromomycin značně citliv{, ale projevily se rozdíly v citlivosti dvou použitých 

genotypů. Citlivost genotypu S se zvyšovala se zvyšující se koncentrací paromomycinu 
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v médiu s tím, že se projevil značný rozdíl n{růstu hmotnosti vzorků na kontrolním 

médiu bez obsahu paromomycinu a na médiu s nejnižší koncentrací antibiotika. 

Citlivost genotypu S17 nebyla tak výrazn{, především při nižších koncentracích 

antibiotika. S citlivostí druhého genotypu byla srovnateln{ až od koncentrace 150 mg/l. 

6.1.2 CITLIVOST NA KANAMYCIN 

Při testov{ní citlivosti smrkové embryogenní kultury na antibiotikum kanamycin 

jsem postupovala naprosto stejně jako u předchozího antibiotika jen s tím rozdílem, že 

jsem zvýšila nejnižší použitou koncentraci selekční l{tky na 25 mg/l. Výsledné hodnoty 

jsem poté zpracovala do grafu (viz graf 2). 

 Graf 2: Z{vislost růstu embryogenní kultury smrku ztepilého na koncentraci 

kanamycinu v médiu. 

Závislost růstu embryogenní tkáně u Picea abies na koncentraci kanamycinu

 S

 S17

0 25 50 100 150 200 300

koncentrace kanamycinu (mg/l)

-0,05

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

h
m

o
tn

o
s

tn
í 

n
á

rů
s

t 
k

a
lu

s
ů

 p
o

 2
1

 d
n

e
c

h
 (

g
)

 

Výsledný graf uk{zal silnou citlivost smrkové embryogenní kultury na kanamycin 

u obou použitých genotypů. Už při použití 50 mg/l kanamycinu byl n{růst hmoty 
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kalusů obou genotypů téměř nulový. Z těchto důvodů jsem se také nakonec rozhodla 

použít pro selekci transgenních buněk toto antibiotikum.  

6.1.3 CITLIVOST NA HYGROMYCIN 

Při testov{ní citlivosti embryogenní kultury na tuto selekční l{tku jsem 

postupovala opět stejně jako u předchozích dvou pokusů jen s tím rozdílem, že jsem 

použila mnohem menší koncentrace antibiotika v médiu a také jsem snížila selekční 

řadu na pouze 6 koncentrací. Hygromycin je totiž vysoce toxick{ l{tka jak pro 

rostlinné, tak i pro živočišné buňky (včetně lidských). Z tohoto důvodu se příliš 

nepoužív{ v praxi, i když se jeví jako velice účinn{ selekční l{tka.  

 Graf 3: Z{vislost růstu embryogenní kultury smrku ztepilého na koncentraci 

hygromycinu v médiu. 
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Výsledný graf opět uk{zal vysokou selekční schopnost antibiotika u obou 

genotypů smrkové embryogenní kultury jako u předešlého kanamycinu. Toto 

antibiotikum se také jeví jako velice vhodné pro selekci transgenních buněk použité 

smrkové embryogenní kultury, ale z důvodu jeho vysoké toxicity i pro živočišné 

buňky jsem raději vybrala kanamycin.  

6.1.4 CITLIVOST NA MANÓZU 

Pro testov{ní senzitivity embryogenní kultury na manózu jsem opět postupovala 

stejným způsobem jako u předchozích pokusů jen s použitím jiných koncentrací 

selekční l{tky v médiu z důvodu odlišného chemického typu použité l{tky. 

 Graf 4: Z{vislost růstu embryogenní kultury smrku ztepilého na koncentraci 

manózy v médiu. 

Závislost růstu embryogenní tkáně Picea abies na koncentraci manózy
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Výsledný graf uk{zal, že manóza není vhodn{ pro selekci smrkové embryogenní 

kultury. Oba použité genotypy nevykazovaly přílišnou citlivost k manóze, kter{ 

v případě genotypu S17 naprosto neovlivňovala negativně jeho růst. U genotypu S se 

projevila určit{ fytotoxicita manózy až u nejvyšších použitých koncentrací 250 a 500 

mg/l, avšak genotyp S17 při těchto koncentracích reagoval naopak mírným zvýšením 

intenzity růstu. 

 

6.2 TRANSFORMACE POMOCÍ MIKROPROJEKTILŮ 

6.2.1 TESTOV[NÍ TRANSFORMAČNÍCH PODMÍNEK 

Vhodné transformační podmínky pro embryogenní kulturu smrku ztepilého pro 

přímou metodu transformace prov{děnou pomocí genové pušky (PDS-1000/He 

Biolistic® Particle Delivery System od firmy BioRad) se zlatými mikroprojektily o 

velikosti 1 µm jsem zjišťovala vn{šením plazmidov{ DNA nesoucí mj. sign{lní gen pro 

β-glukuronid{zu (GUS). Po 24 hodinové kultivaci jsem zjišťovala tranzientní expresi 

genu gus v kalusech histochemickou metodou. Výsledky tranzientní exprese jsem 

hodnotila pomocí stereomikroskopu (viz Tab. 1).  
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 Tab. 1: Tranzientní exprese genu gusA u vzorků embryogenní kultury smrku 

ztepilého transformovaných pomocí mikroprojektilů. Sx - směrodatn{ 

odchylka. 

Genotyp 
Tlak He 

[psi] 

Vzd{lenost 

[cm] 

Číslo 

varianty 

Průměrný počet 

modrých bodů 
Sx 

S 

1100 

6 1 29 16,97 

9 2 43,5 6,36 

1350 

6 3 26 0 

9 4 38,5 9,19 

1550 

9 5 32 4,24 

12 6 58 15,56 

S17 

1100 

6 7 60,5 21,92 

9 8 37,5 3,54 

1350 

6 9 72 16,97 

9 10 53,5 3,54 

1550 

9 11 89 21,21 

12 12 76,5 14,85 

 

Výsledky uk{zaly, že genotyp S17 je o něco vhodnější pro transformace pomocí 

mikroprojektilů, ale rozdíl oproti druhému použitému genotypu není tak výrazný. U 

genotypu S se největší množství tranzientní exprese objevilo po transformaci za tlaku 

1550 psi a 12 cm vzd{lenosti cílového pletiva, druh{ nejúspěšnější varianta byla 1100 
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psi a 9 cm. Genotyp S17 nejlépe reagoval na transformaci za tlaku 1550 psi u obou 

vzd{leností. Nakonec jsem se rozhodla pro vlastní transformační pokusy použít pro 

oba genotypy stejné podmínky, a to ty, které se uk{zaly jako nejvhodnější u genotypu 

S. 

6.2.2 PRVNÍ TRANSFORMAČNÍ POKUS 

Při prvním transformačním pokusu jsem transformovala 28 vzorků embryogenní 

smrkové kultury za 2 různých transformačních podmínek (1100 psi a 9 cm, 1550 psi a 

12 cm). Z toho jsem 4 vzorky a další 2 netransformované použila jako kontrolní. Z 24 

transformovaných vzorků jsem vybrala 4 (2 genotypy, 2 transf. podmínky), které jsem 

podrobila histochemickému stanovení genu gusA. Ty jsem po jednodenní inkubaci 

vyhodnotila (viz Tab. 2). Zbylé transformované vzorky jsem po týdnu přendala na 

selekční médium s kanamycinem o koncentraci 25 mg/l, kontrolní vzorky jsem 

rozdělila na poloviny, jednu jsem přendala na čerstvé médium L a druhou na selekční 

médium s koncentrací kanamycinu 25 mg / l. Všechny tyto vzorky jsem v 2-3 týdenních 

intervalech přen{šela na čerstvé selekční médium se stejnou koncentrací kanamycinu a 

pokaždé vyhodnotila jejich růstovou aktivitu (viz Tab. 3 a 4). 

 Tab. 2: Tranzientní exprese genu gusA u vybraných transformovaných vzorků 

embryogenní kultury smrku ztepilého. 

Genotyp Tlak He [psi] Vzd{lenost *cm+ Číslo misky Počet * 

S 

1100 9 1C 14 

1550 12 2B 5 

S17 

1100 9 3C 84 

1550 12 4D 62 

* ... počet modrých bodů (sektorů) odpovídajících tranzientní expresi genu gus 

Z tabulky je zřejmé, že vyšší hodnoty tranzientní exprese genu gusA vykazoval 

opět genotyp S17, tentokr{t však velmi výrazně.  
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 Tab. 3: Zhodnocení růstové aktivity transformovaných kalusů smrkové 

embryogenní kultury na selekčním médiu s kanamycinem (25 mg/l). +++ 

růstov{ aktivita u více než 40 % plochy kalusu; ++ růstov{ aktivita do 40 %; + 

růstov{ aktivita do 15 %; (+) ojediněl{ růstov{ aktivita do 5 %; - ž{dn{ růstov{ 

aktivita; číslo značí počet misek s uvedenou růstovou aktivitou. 

 

Genotyp Tlak He [psi] Vzd{lenost *cm+ 

Růstov{ aktivita 

Délka kultivace 

15 dní 30 dní 44 dní 68dní 

S 

1100 9 

2 + 3 (+) 5 - 5 - 

3 (+) 2 -   

1550 12 

3 + 4 (+) 1 (+) 5 - 

2 (+) 1 - 4 -  

S17 

1100 9 

4 ++ 1 ++ 4 (+) 5 - 

1 + 2+ 1 -  

 2 (+)   

1550 12 

3 ++ 3 + 3 (+) 5 - 

2 + 2 (+) 2 -  
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 Tab. 4: Zhodnocení růstové aktivity kontrolních vzorků kalusů smrkové 

embryogenní kultury na selekčním médiu s kanamycinem (25 mg/l) a na 

médiu bez kanamycinu. +++ růstov{ aktivita u více než 40 % plochy kalusu; 

++ růstov{ aktivita do 40 %; + růstov{ aktivita do 15 %; (+) ojediněl{ růstov{ 

aktivita do 5 %; - ž{dn{ růstov{ aktivita; číslo značí počet misek s uvedenou 

růstovou aktivitou. L - médium L; K25 - selekční médium s kanamycinem o 

koncentraci 25 mg/l 

 

Genotyp 
Tlak He 

[psi] 

Vzd{lenost 

[cm] 

Růstov{ aktivita 

Délka kultivace 

15 dní 30 dní 44 dní 68 dní 

L K25 L K25 L K25 L K25 

S 

0 0 +++ + +++ (+) +++ (+) +++ - 

1100 9 +++ + +++ (+) +++ - +++ - 

1550 12 +++ + +++ (+) +++ (+) +++ - 

S17 

0 0 +++ ++ +++ + +++ (+) +++ - 

1100 9 +++ ++ +++ ++ +++ (+) +++ - 

1550 12 +++ ++ +++ + +++ (+) +++ - 
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Z tabulek je patrné, že genotyp S se celkově uk{zal jako citlivější ke kanamycinu. 

Hned po 15 denní selekci vykazoval maxim{lně 15 % růstovou aktivitu, a to pouze u 

poloviny transformovaných vzorků. Po měsíci na selekčním médiu už 7 vzorků tohoto 

genotypu mělo pouze ojedinělou růstovou aktivitu a 3 úplně přestaly růst. Po 

n{sledujících 14 dnech se růstov{ aktivita ztratila u většiny zbylých vzorků, pouze 

jeden si ještě zachoval nepatrnou růstovou aktivitu. Během dalších 24 dnů i ten přestal 

růst, což uk{zalo, že se u ž{dného vzorku tohoto genotypu nepodařilo integrovat DNA 

do j{dra. Kontrolní vzorky tohoto genotypu na selekčním médiu vykazovaly podobný 

růstový pokles jako transformované vzorky a kontrolní vzorky na médiu L podle 

oček{v{ní vykazovaly vysokou růstovou aktivitu.  

Naopak genotyp S17 se od poč{tku jevil jako odolnější vůči selekčním účinkům 

kanamycinu, po 15 denní selekci většina vzorků vykazovala poměrně vysoký růst, 

pouze 3 z 10 vzorků vykazovaly růst pouze do 15 %. Po měsíci už byla selekce 

výraznější, pouze 1 vzorek si zachoval růst do 40 %, další 5 už měly růst pouze do 15 % 

a poslední 4 vzorky dokonce vykazovaly pouze ojedinělou růstovou aktivitu. Za 

dalších 14 dní se růstov{ aktivita opět snížila, u 7 vzorků na ojedinělý růst a zbylé 3 

přestaly růst úplně. Během n{sledujících 24 dnů už všechny vzorky přestaly úplně 

růst, což i u tohoto genotypu uk{zalo, že se nepodařilo integrovat DNA do j{dra. 

Kontrolní vzorky na selekčním médiu opět snižovaly svůj růst podobným způsobem 

jako transformované vzorky a kontrolní vzorky na médiu L rostly bez viditelného 

poklesu růstu. 
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6.2.3 DRUHÝ TRANSFORMAČNÍ POKUS 

 V tomto transformačním pokusu jsem transformovala stejný počet vzorků 

naprosto stejným způsobem jako u předchozího pokusu. Rozdíl byl pouze u 

kontrolních vzorků, protože jsem už použila od každého genotypu pouze 1 vzorek, 

který jsem netransformovala. 

 

 Tab. 5: Tranzientní exprese genu GusA u vybraných transformovaných 

vzorků embryogenní kultury smrku ztepilého 

 

Genotyp Tlak He [psi] Vzd{lenost *cm+ Číslo misky Počet * 

S 

1100 9 1C 5 

1550 12 2A 4 

S17 

1100 9 3C 32 

1550 12 4A 42 

* ... počet modrých bodů (sektorů) odpovídajících tranzientní expresi genu gus 

 

V tomto pokusu se hodnoty tranzientní exprese oproti předchozímu pokusu o 

něco snížily, ale genotyp S17 opět vykazoval výrazně vyšší hodnoty než druhý 

genotyp. 
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 Tab. 6: Zhodnocení růstové aktivity transformovaných kalusů smrkové 

embryogenní kultury na selekčním médiu s kanamycinem (25 mg/l). +++ růstov{ 

aktivita u více než 40 % plochy kalusu; ++ růstov{ aktivita do 40 %; + růstov{ aktivita 

do 15 %; (+) ojediněl{ růstov{ aktivita do 5 %; - ž{dn{ růstov{ aktivita; číslo značí 

počet misek s uvedenou růstovou aktivitou. 

 

Genotyp Tlak He [psi] Vzd{lenost *cm+ 

Růstov{ aktivita 

Délka kultivace 

13 dní 27 dní 51 dní 63 dní 

S 

1100 9 

1 + 2 (+) 5 - 5 - 

3 (+) 3 -   

1 k *    

1550 12 

4 + 1 + 5 - 5 - 

1 (+) 3 (+)   

 1 -   

S17 

1100 9 

4 ++ 1 ++ 3 (+) 5 - 

1 + 4 + 2 -  

1550 12 

2 ++ 3 + 4 (+) 5 - 

3 + 2 (+) 1 -  

* ... kontaminace 
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Genotyp S stejně jako v předchozím pokusu vykazoval mnohem větší citlivost ke 

kanamycinu než druhý genotyp. Po prvních 13 dnech na selekčním médiu 5 vzorků 

mělo 15 % růstovou aktivitu, další 4 už vykazovaly pouze ojedinělý růst a jeden vzorek 

kontaminoval. Po dalších 14 dnech na selekčním médiu pouze 1 vzorek vykazoval ještě 

15 % růst, dalších 5 snížilo svůj růst na ojedinělý a 4 přestaly růst úplně. Za 

n{sledujících 24 dní už nevykazovaly ž{dnou růstovou aktivitu všechny zbylé vzorky, 

což opět dokazuje, že se nepodařilo integrovat DNA do j{dra. Kontrolní 

netransformovaný vzorek byl tentokr{t o něco odolnější vůči selekční schopnosti 

kanamycinu, ale samozřejmě nakonec také na selekčním médiu přestal růst. Druh{ 

polovina kontrolního vzorku na médiu L vykazovala opět kompletní růstovou 

aktivitu.  

Genotyp S17 opět uk{zal vyšší odolnost ke kanamycinu, ale nižší než 

v předchozím pokusu. Po 13 denní selekci 6 z 10 vzorků ještě vykazovaly 40 % růst a 

zbylé 4 vzorky měly pouze 15 % růstovou aktivitu. Za n{sledujících 14 dní si 40 % 

růstovou aktivitu ponechal pouze 1 vzorek, 7 vykazovalo 15 % růst a 2 už měly 

dokonce pouze ojedinělý růst. Po dalších 24 dnech se u 7 vzorků růstov{ aktivita 

snížila na ojedinělou a 3 vzorky přestaly růst úplně. Po uplynutí další 12 denní selekce 

už všechny vzorky ztratily růstovou aktivitu, takže se opět nepodařilo integrovat DNA 

do jader buněk. Netransformovaný kontrolní vzorek byl podobně jako u předchozího 

genotypu o něco odolnější vůči selekčnímu účinku kanamycinu než transformované 

vzorky. 
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6.2.4 TŘETÍ TRANSFORMAČNÍ POKUS 

Při posledním transformačním pokusu jsem transformovala 24 vzorků na médiu L 

s přídavkem myo-inositolu o koncentraci 0,25 M zlatými mikroprojektily o velikosti 1,6 

µm. Další 2 vzorky byly stříleny bez použití zlatých partikulí a 2 poslední vzorky jsem 

vůbec netransformovala. Všechny vzorky s výjimkou 4, které byly použity na 

zhodnocení úrovně tranzientní exprese genu gus, jsem hned druhý den přendala na 

selekční médium s kanamycinem o koncentraci 25 mg/l (u kontrolních vzorků jsem 

stejně jako u předchozích pokusů polovinu přenesla na médium L bez antibiotika). 

 

 Tab. 7: Tranzientní exprese genu gusA u vybraných transformovaných vzorků 

embryogenní kultury smrku ztepilého 

Genotyp Tlak He [psi] Vzd{lenost *cm+ Číslo misky Počet * 

S 

1100 9 

1A 72 

1B 36 

S17 

2A 47 

2B 39 

* ... počet modrých bodů (sektorů) odpovídajících tranzientní expresi genu gus 

 

Tranzientní exprese v tomto pokusu vykazovala poměrně zvl{štní hodnoty, neboť 

na rozdíl od všech mých předch{zejících pokusů s těmito genotypy, jakož i na rozdíl 

od pokusů školitele, genotyp S zde vyk{zal vyšší hodnoty než genotyp S17. 
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 Tab. 8: Zhodnocení růstové aktivity transformovaných kalusů smrkové 

embryogenní kultury na selekčním médiu s kanamycinem (25 mg/l). +++ růstov{ 

aktivita u více než 40 % plochy kalusu; ++ růstov{ aktivita do 40 %; + růstov{ aktivita 

do 15 %; (+) ojediněl{ růstov{ aktivita do 5 %; - ž{dn{ růstov{ aktivita; číslo značí počet 

misek s uvedenou růstovou aktivitou. 

 

Genotyp Tlak He [psi] Vzd{lenost *cm+ 

Růstov{ aktivita 

Délka kultivace 

14 dní 28 dní 42 dní 56 dní 

S 

1100 9 

7 + 2 + 10 - 10 - 

3 (+) 6 (+)   

 2 -   

S17 

6 ++ 2 ++ 4 (+) 10 - 

4 + 7 + 5 -  

 1 (+)   

 

Genotyp S se i u tohoto pokusu uk{zal jako citlivější ke kanamycinu. Po 14 denní 

selekci 7 z 10 vzorků vykazovalo 15 % růstovou aktivitu a zbylé 3 měly ojedinělý růst. 

Za n{sledujících 14 dní si 15 % růstovou aktivitu zachovaly pouze 2 vzorky, dalších 6 

kleslo nebo si ponechalo ojedinělý růst a zbylé 2 vzorky přestaly růst. Během další 14 

denní selekce již nevykazovaly ž{dný růst všechny vzorky. Kontrolní 

netransformované vzorky na obou typech médií vykazovaly podobný růst jako vzorky 

transformované. 
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Genotyp S17 vykazoval po prvních 14 dnech na selekčním médiu u 6 vzorků 

vysoký 40 % růst a zbylé 4 vzorky měly nižší 15 % růstovou aktivitu. Po dalších 14 

dnech si pouze 2 vzorky zachovaly 40 % růstovou aktivitu, počet vzorků s 15 % růstem 

se zvýšil na 7 a poslední vzorek vykazoval dokonce ojedinělý růst. N{sledující 14 

denní selekce úplně inhibovala růst u 5 vzorků a 4 si ponechaly alespoň ojedinělý růst. 

Za dalších 14 dní na selekčním médiu již ani tyto poslední 4 vzorky nevykazovaly 

ž{dnou růstovou aktivitu. Kontrolní vzorky stejně jako u předchozího genotypu 

vykazovaly podobný růst jako transformované vzorky. 
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7. DISKUZE 

Ve své pr{ci jsem se zabývala určením vhodných transformačních podmínek pro 

přímou transformaci smrkové embryogenní kultury biolistickou metodou, kter{ 

využív{ zlaté nebo wolframové partikule s nav{zanou vektorovou DNA jako 

mikroprojektily k „ostřelov{ní“ rostlinného materi{lu. Podobnou pr{ci u smrku 

ztepilého již úspěšně provedli Robertson et al., 1992, Walter et al., 1999 a Clapham et 

al., 2000, buď na embryích či na embryogenních kultur{ch, samozřejmě však na zcela 

jiných genotypech. 

Během své pr{ce jsem provedla celkem 3 transformační pokusy. Během každého 

z nich jsem transformovala 24 vzorků smrkové embryogenní kultury zlatými 

mikroprojektily s nav{zaným plazmidem 35SGUSintron, z čehož byla vždy polovina 

genotypu S a druh{ polovina genotypu S17. K selekci transgenních buněk jsem 

používala selekční médium s obsahem antibiotika kanamycinu o koncentraci 25 mg/l a 

pro ověření tranzientní exprese genu gus metodu histochemického stanovení produktu 

tohoto genu. 

Před vlastními transformačními pokusy jsem musela provést experiment 

zabývající se citlivostí smrkové embryogenní kultury daných genotypů k různým 

selekčním l{tk{m. Účelem tohoto experimentu byl výběr spr{vné selekční l{tky a její 

koncentrace k pozdější selekci transformovaných buněk. Celkem jsem testovala 4 

selekční l{tky, 3 z nich byly antibiotika (paromomycin, kanamycin a hygromycin) a 

poslední byl sacharid manóza. Jako nejvhodnější selekční l{tku jsem určila kanamycin 

o koncentraci 25 mg/l, a to vzhledem k výborným selekčním schopnostem, které 

vykazoval i za této nejnižší použité koncentraci. Toto selekční antibiotikum bylo také 

úspěšně použito v transformačních experimentech na rodu Picea autorů 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). Zbývající dvě antibiotika také vyk{zala poměrně vysokou toxicitu, ale ne tak 

ide{lní jako kanamycin. Hygromycin je navíc vysoce toxick{ l{tka nejen pro rostlinné, 

ale také živočišné buňky a tudíž nebezpečn{ i pro člověka. Manóza se oproti 
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antibiotikům uk{zala pro selekci smrkové embryogenní kultury jako nevhodn{. 

Pravděpodobně by k jejímu použití bylo potřeba provést samostatný pokus zabývající 

se určením spr{vného poměru manózy a sacharózy v médiu. Sacharóza snižuje 

fytotoxicitu manózy, což bylo pozorov{no už u několika rostlinných druhů např. u 

cukrové řepy (Joersbo et al., 1998), rajčete (Sigareva et al., 2004) nebo sal{tu (Růžičkov{, 

2006). 

Dalším samostatným experimentem předch{zejícím vlastní transformační pokusy 

bylo otestov{ní různých transformačních podmínek za účelem určení těch, které 

budou vykazovat nejvyšší hodnoty tranzientní exprese. Testovanými transformačními 

podmínkami byly tlak, při kterém praskne rupture disk, a vzd{lenost, kterou urazí 

mikroprojektily k rostlinnému explant{tu. Jako nejúčinnější transformační podmínky 

pro genotyp S se uk{zali 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 možnost srovn{ní transformační 

účinnosti u obou použitých genotypů za stejných transformačních podmínek jsem se 

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

V prvním transformačním pokusu jsem zaznamenala vyšší hodnoty tranzientní 

exprese u genotypu S17 než u genotypu S. Stejně tak se genotyp S17 uk{zal jako 

odolnější vůči kanamycinové selekci, během které se jevila kombinace podmínek 1100 

psi a 9 cm u tohoto genotypu vhodnější než druhý typ transformačních podmínek. 

Genotyp S velice rychle podléhal toxicitě kanamycinu v selekčním médiu. Jako 

vhodnější se u tohoto genotypu jevila kombinace transformačních podmínek 1550 psi a 

12 cm. Bohužel jsem ani od jednoho genotypu nezískala trvalé transformanty. 

Během druhého transformačního pokusu jsem zaznamenala podobné výsledky 

jako u předchozího pokusu. Výraznější rozdíl se projevil pouze u výsledků tranzientní 

exprese, u které se uk{zaly nižší hodnoty než v předchozím pokusu. 

Ve třetím pokusu jsem vych{zela z pr{ce Clapham et al., 2000, kde embryogenní 

kulturu Picea abies nejprve 1-3 hodiny před transformací kultivovali na médiu s myo-

inositolem o koncentraci 0,25 M a po 8 dnech od transformace ho nahradily herbicidem 

Basta jako selekčním agens. Vlastní transformaci provedli pomocí mikroprojektilů o 

velikosti 1,6 µm. Touto metodou se jim podařilo získat 138 transformantů z více jak 200 
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linií rezistentních k herbicidu Basta. Tuto metodu jsem upravila podle předchozích 

pokusů školitele J. Břízy tak, že jsem vzorky přendala na selekční médium 

s kanamycinem už druhý den po transformaci vzhledem k použití jiné selekční l{tky 

než v popsaném experimentu. V tomto pokusu jsem použila kombinaci 

transformačních podmínek 1100 psi a 9 cm a zaznamenala jsem poněkud zvl{štní 

hodnoty tranzientní exprese hlavně u genotypu S, kde se objevila jedna hodnota 

výrazně vyšší oproti ostatním hodnot{m u obou genotypů a druh{ se skoro nelišila od 

hodnot genotypu S17. Tento jev se d{ nejspíš vysvětlit špatným výběrem vzorků pro 

stanovení tranzientní exprese. Bohužel se mi ani tímto pokusem nepodařilo získat 

trvalé transformanty. 

Celkově lze konstatovat, že hodnoty tranzientní exprese jsou za konstantních 

podmínek experimentů silně až extrémně variabilní. Domnív{m se, že hlavní příčinou 

je v praxi obtížně reprodukovatelný proces přípravy mikroprojektilů a hlavně jejich 

nan{šení na nosiče (macrocarriers). 

Protože se mi v ž{dném z transformačních pokusů bohužel nepodařilo získat 

trvalé transformanty, jsou výsledky mé pr{ce v rozporu s již publikovanými pracemi 

Robertson et al., 1992, Walter et al., 1999, Clapham et al., 2000, Elfstrand et al., 2001 a 

Bishop-Hurley et al., 2001, které uv{dějí úspěšně vypěstované stabilně transformované 

rostliny smrku ztepilého (Picea abies) získané pomocí mikroprojektilů. Ve všech těchto 

pracech byly ale použity jiné typy plazmidů než v mé pr{ci, což mohlo být jednou 

z příčin, proč se mi nepodařilo získat trvalé transformanty. Mnou použitý plazmid 

35SGUSintron byl velký 14 kb, což je pro tuto metodu transformace poměrně hodně a 

mohlo to zapříčinit neschopnost vektoru integrovat se do jaderného genomu. Dalším 

důležitým rozdílem od výše uvedených prací byl použitý genotyp rostlinného 

materi{lu, což mohlo také být jedním z problémů v mé pr{ci. Z{vislost genotypu na 

úspěšnosti transformace je všeobecně zn{m{ a je zmíněna např. v pr{ci Walter et al., 

1999. Genotyp S se vzhledem k výsledkům tranzientní exprese uk{zal jako méně 

vhodný pro tuto metodu transformace. 

Největší úskalí této transformační metody spočív{ ve velice rychlé sedimentaci 

kovových partikulí při jejich přípravě před vlastní transformací. Z tohoto důvodu se 
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s nimi musí pracovat velice rychle a také často třepat, aby zbytečně nedoch{zelo 

k jejich usazov{ní na dně mikrozkumavky. Problém nastane ve chvíli, kdy se do 

suspenze přid{ plazmidov{ DNA. Pak už je třeba se suspenzí zach{zet velice opatrně, 

aby zbytečně nedoch{zelo k poškození DNA a tím i snížení možnosti její úspěšné 

integrace do jaderného genomu. Z tohoto důvodu pak může v této č{sti postupu 

přípravy partikulí doch{zet k nedostatečnému třep{ní a tím k sedimentaci partikulí na 

dně mikrozkumavky, což m{ za n{sledek možné nanesení příliš malého nebo naopak 

velkého množství partikulí na jejich nosič. Bohužel se tomuto jevu d{ velice těžko 

zabr{nit, je potřeba hlavně zkušenost a obratné zach{zení se suspenzí. 
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8. Z[VĚR 

Ve své pr{ci jsem se zabývala optimalizací podmínek pro přímou transformaci 

embryogenní kultury druhu Picea abies dvou genotypů (S a S17) pomocí zlatých 

mikroprojektilů s nav{zaným plazmidem nesoucím gen gus s intronem pod 35S 

promotorem (35SGUS-intron). 

Určila jsem kanamycin v koncentraci 25 mg/l jako nejvhodnější selekční l{tku pro 

n{slednou selekci embryogenní smrkové kultury obou genotypů.  

Za nejvhodnější transformační podmínky, vykazující nejvyšší hodnoty tranzientní 

exprese, jsem určila kombinace podmínek 1100 psi a 9 cm a také 1550 psi a 12 cm. 

Ani v jednom transformačním pokusu se mi nepodařilo získat trvalé 

transformanty embryogenní kultury smrku ztepilého genotypů S a S17. 
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