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1 UvOoD

NejbéznejSi metoda cileného vnaseni konkrétnichugda rostlinného genomu vychazi z
piirozené, v pirock bézné pozorované strategie gram-negativadipi bakterieAgrobacterium
tumefaciens. Tato bakterie infikuje dvoudiozné rostliny, do jejichz genomu vna&ast
vlastnich gefh nesenych Usekem plazmidu Ti nazyvanym T-DNA. \Wasoé dob jsme
schopni s vyuzitim této metody modifikovat Zn@ mnozstvi hospodksky vyznamnych
plodin. Jisté problémy nastavaji ¥pad, Ze se snazime pomodh. tumefaciens
transformovat rostliny jednetbZzné. Ty nespadaji do okruhu rostligzbeé A. tumefaciens
infikovanych. Transformace¢hterych druli jednodloznych rostlin pak dosdhneme dbu
pouzitim supervirulentnich kmérA. tumefaciens, nebo se nabizi moznost vyuzitimych
metod transformace. Za jednu z réin¢jSich gimych metod transformace pak povazujeme
metodu biolistickou (biologicka balistika). Konknétgeny jsou v tomtoifpadt vnaseny do
rostlinného genomu za pomoci mikéstic inertnich kok, na kterych je Zadouci geneticky
material vysrdzen, a dale za pomoci specialnihtizenai, které ma za kol urychlit
mikroc¢astice s navazanym genetickym materidlem tak, ably Ischopny penetrovat
rostlinnou bug¢nou stnou. | ges fakt, Ze metoddasto vede k vyssSi frekvencigstaveb
transgen, coz v konéné fazi niize vést k undovani ged, a Ze frekvence integrace
transgenu je nizka, bylo doposud pomoci metodyzdwsastabilni integrace a exprese cizich
geni u mnoha jedno i dvowtbznych rostlin.

Cile genovych manipulaci mohou byt praktické, kdy snazime vylepSit genom
hospodésky vyznamnych rostlin nebo ziskat nové tmyr s Zadoucimi vlastnostmi (vySsi
vynos kulturnich rostlin a lepSi kvalita prodiukiz nich vyrobenych, odolnost us
negiznivym podminkam prostdi, SKidcam a chorobam). Vyuziti nachazime i vy, kdy
za pomoci &chto metod mZzeme sledovat vzdjemné vztahy §lengenomu a rizeme téz
pochopit, jaké jsou funkce jednotlivych dera jaka je jejich regulace. V souvislosti
s genetickymi modifikacemi rostlin se samgm¢ diskutuji i ekologicka a zdravotni rizika.
Lidé se obavaji vstupu nezadoucich latek jak dotaio prostedi tak do potravnihtetzce.
Nicmére doposud nebyly prokazany Zzadné negatiwiinky transgennich plodin na lidské
zdravi.

Tato prace si klade za cil srovnaininost biolistické aA. tumefaciens zprostedkované
transgenoze u r&gte Golanum lycopersicum L.). Cilem je také zavést metodu biolistické
transformace jaderné DNA u &je na pracovisti Skolitele (o&ldni genovych manipulaci
Ustavu molekularni biologie rostlin BC AUR, v. v. i.).



2 LITERARNI P REHLED

2.1 Metody transformace rostlinnych bunék

Metody, kterymi Ize fenést geny do eukaryotickych knje mozno rozdit do dvou
skupin, a to na metodytiné a nefimé. Jakou metodu vybereme pak zalezi na konkrétnim
cili daného experimentu, na vlastnostech dané&dménlinie a na pozadovan&idnosti
systému (Smarda et al., 2005).

Zatimco je relativéh jednoduché ziskat v rostlinach vysoky stug#echodné genové
exprese, ziskani trvale transformované rostlinpgjedy znané obtizné. Fechodna exprese
muze byt snadno dosazitelna &tliny rostlinnych drut ve vysokych stupnich s pouzitim
elektroporace nebo biolistickych metodie€hodna exprese slouzi k testovadindosti
raiznych navri genovych konstrukt a je také uzitthym nastrojem pro studovani

metabolismu (Vyroubalova, 2004).

2.1.1 Neprima transformace - transformace prostednictvim Agrobacterium
tumefaciens

Bakterie roduAgrobacterium jsou gram-negativnitgaini bakterie zeledi Rhizobiaceae,
které zmsobuji nadorova onemogm dvoudloznych rostlin. K transformacim rostlinnych
burgk v laboratdich se nejastji pouzivaAgrobacterium tumefaciens. InfekceA. tumefaciens
zpisobuje tvorbu neorganizovanych nad@icrown galls®) (Mlynarova a Nap, 1997).

2.1.1.1 Tvorba nado¥: (onkogeny)

A. tumefaciens prendsi do rostlinného genontast svého Ti (tumor-inducing) plazmidu
zvanou T-DNA. T-DNA je velka ifiblizné 25000 bp. Nese geny pro auxiny a cytokininy a
specialni proteiny opiny a agropiny. Auxiny a cytoRy podporuji dleni burgk a vytvaeni
nadofi. Tyto buiky produkuji opiny a agropiny, kter&. tumefaciens vyuziva jako zdroj
uhliku, dusiku a energie (Striekema a Visser, 19B8}lle typu produkovanych ofiirse A.
tumefaciens déli na ¢tyfi hlavni skupiny (kmeny): nopalinové kmeny, oktapié kmeny,
kmeny produkujici manopin a agropin baktefi tumefaciens a kmeny A. rhizogenes
produkujici agropin (Wostemeyer et al., 1983). GblEDNA je ohraniena pravou a levou
hranini sekvenci, které maji délku 24 nebo 25 bp a jsoteny gimymi repeticemi (Van
Haaren et al., 1988). Obvykleude byt do genomu hostitelské rostlinkepesena jakakoliv
sekvence DNA obsazena mezi hetaniini sekvencemi (Zambryski et al., 1983). Geny

zodpowdné za penos T-DNA do hostitelské rostliny se nachazeji lmekterialnim
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chromozomu - (chv) geny a na Ti-plazmidu mimo obleNA - virulentni (vir) geny. Do
mechanizmu transformace jsou zahrnuty také proteasyitelské rostliny (Gelvin, 2003).

2.1.1.2 Mechanismus transformace

Proces transformacedaa navazanind. tumefaciens na rostlinnou boiku. Agrobacterium
dokaze rozpoznat fenolické latky (acetosyringon)olwwvané poragnymi rostlinnymi
buinkami do progiedi. Tuto schopnost bakterii uniagi proteiny kddované genyrA avirG.
VirG potom indukuje expresi vSechir geni. Chemotaxi seAgrobacterium dostane k
poraréné buice a pichyti se na buwtnou sénu (Filichkin a Gelvin, 1993; Weising a Kahl,
1996). PomoctirD1 avirD2 je vyS€pena jednietzcova molekula DNA (Trettzec). Na 5°
konectettzce je navazawmirD2 a tento komplex je s dalSimir proteiny exportovan do
hostitelské buky T-pilusem, ktery je tvien proteiny kddovanymi operoneinB a proteinem
virD4 (Ondej et al., 1999; Christie, 2004). V cytoplazrhostitelské biiky se Tietézec
pokryje VirE2 proteiny, které ho chraniigd nukleazami a dodavaji rfé&€zci spravnou
konformaci. Komplex T-DNA a polypeptid kédovanych genwirD1, virD2 a virE2 je
transportovan do jadra. V jB T{fettzec putuje do mista integrace #eg integraci do
hostitelského genomu se 2ho odpoji navazané proteiny. Integrace T-DNA ddlimgeho
genomu jecasté&né zavisla na proteinech, které jsou kédovany baderiAgrobacterium, i
na rostlinnych systémech reparace (f@npét al., 1999; Tzfira a Citovsky, 2006).

Pfrenos a integrace cizorodé DNA do rostlinného gendmgla poprvé jednozrac
prokdzana Mary-Dell Chiltonovou vroce 1977. Od tbby se A. tumefaciens
zprostedkovana transformace stala u mnoha, zejména damych rostlin, rutinni
zalezitosti. Dvouélozné rostliny jsou totiZ ffirozenym cilem pro transformaci. Jina situace je
u rostlin jednodloznych. Ty nejsou bakterierdi. tumefaciens piirozere infikovany, proto je

jejich transformace touto metodou obtifn (De Cleene a De Ley, 1976).

2.1.1.3 Vektory pro transformaci bakteriemi A. tumefaciens

Prirozeny systém ignosu gefn A. tumefaciens do hostitelské hiky byl vyuZzit ke
konstrukci vektol odvozenych z Ti-plazmidu protgnos cizorodych géndo rostlinného
genomu. Pro vyuZiti bakterii roddgrobacterium jako vektoti transgefi je tteba upravit
sekvenci T-DNA, z niZ je nutné odstranitkteré pivodni sekvence, ponechat hrani
sekvence aodni geny nahradit novymi (Org et al., 1999). VyuZivaji se dva druhy
vektori. Jsou to vektory intermediarni a binarni (&g Drobnik, 2002).



* Intermediarni vektory

Intermediarni vektory vznikaji klonovanim restiiich Se¢pi T-DNA do malych
plazmidovych vektar a naslednou ligaci. Takové plazmidy se pak skiadaisek pravé a
levé hrantni sekvence, mezi nimiz jsou inkorporovany genyiclhg produkt chceme
studovat (Griffiths et al., 1998). Plazmid je koggiei, nebo transformaci vnesen do dkuA.
tumefaciens, kde dojde k homologni rekombinaci mezi Useky mia2 Ti a malého
intermediarniho plazmidu (Oigj, 1992).

e Binarni vektory

Binarni vektory jsou zaloZeny na principu réleshi Ti plazmidu na dva plazmidy. Na
vétSim plazmidu se nachézi vir oblast a neobsahu@NA: Tento takzvany pomocny
(helper) plazmid se ftiZze replikovat a produkovat faktory nezbytné pienms T-DNA.
Mensi plazmid obsahuje T-DNA, ze které byly odstrgnonkogeny a nahrazeny genem,
jehoz produkt nas zajima. Dale obsahuje vhodndiké&si mista a je dostate¢ maly, aby
bylo mozné vnaSet cizorodé sekvence DN#Amm do T-DNA. Nedokaze se vSak sém
replikovat (Hoekema et al., 1983). Sésti vkldadané T-DNA jsou také geny, podle jejichz
fenotypu se mohou transformovanéiky selektovat. N&gstji to jsou geny pro rezistenci
k antibiotikim (Hellens et al, 2000).

2.1.1.4 Selekni geny

Abychom zjistili, které biiky byly transformované, obsahuji vektory piesek pro
selekci transformovanych rostlinnych tkani. &ejgji je vyuzivan systém selekce, kdy se do
kultivacniho média pida latka, ktera je toxicka pro rostliny. Expresge&niho genu pak
dovoluje st na médiu sifslusnou latkou. Jako seleld marker s&asto pouzivaji geny pro
rezistenci k antibiotikm. Asi nejroz&ertjSi selekni marker je gennptll, ktery diky
fosforylaci 3‘-hydroxylové skupiny aminoglykosidiggh vazeb jim kodovaného enzymu
navozuje rezistenci ke kanamycinu, paromomycinatagaicinu nebo neomycinu (Bevan et
al., 1983). Antibiotika se v procesu transgenozeZp@ji také k eliminaci vektorovych
bakterii po inokulaci bakterienfi. tumefaciens ¢i k eliminaci endofytickych mikroorganisin
v explantatech z rostlin, které byly odebrany znpdi podminek. Do této skupiny antibiotik
pati Timentin (ticarcillin/klavulanova kyselina), Clafan (cefotaxim), carbenicilin,
rifampicilin atfada dalSich (Kobelkova, 2002). V této praci bylafta kombinace antibiotik

Timentinu a kanamycinu. Timentin je velmi vhodnymnikbinovanym antibiotikem pro
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potlaeni rtistu bakteriiA. tumefaciens. Navic u rajete byl prokdzan jeho pozitivni vliv na
regeneraci vyhanz dsloZnich explantdi pri koncentraci 150 mgH (Ling a Kriseleit, 1998).
Jako seletni markery se také pouZzivaji geny pro rezistenetbicicim (chlorsulphuronu,
bialaphosu, fosfinotricinu) (Ortdj a Drobnik, 2002). DalSi #pob selekce je zaloZen na
umozréni vyuZziti alternativnich zdréj uhliku (mandza, galaktéza), které jinak rostlinné
buiky nedokazou asimilovat. Schopnost asimilovat tékowhlikové zdroje rostlinam davaji
enzymy, které femeénuji nepouzitelné uhlikové zdroje do formy sachayiliteré jsou pro
rostlinu gijatelné. Transgenni rostliny jsou pak selektovéamyregenerovany na mediu

obsahujicim mandzu, galakt6zu atd. jako uhlikoupfl.essard et al., 2002).

2.1.1.5 Reportérove geny

Reportérové (signalni) transgeny jsou transgenjichje expresi Ize snadno detekovat a
kvantitativre stanovovat. Slouzi jako ¢fitko stupr exprese transgérs tiznymi promotory,
s riznou strukturou, viznych genotypech, \iznych pletivech a zaiznych podminek. Jsou
vzdy chimérické — obsahuiji regatd sekvence pro projev v rostlinném genomu, aleukéd

sekvence byva bakterialni nebo Ziigma (Ondej a Drobnik, 2002).

* pB-glukuronidaza

Je to nejastji pouzivany reportérovy gen v rostlinnych transfi@énich vektorechf-
glukuronidaza (GUS) je kdédovana bakterialnim gengdA (gus) z E. coli. Jedna se o
kyselou hydrolazu, ktera katalyzuje&@eni mnohattznych g-glukuronidi. Exprese gengus
muze byt stanovena fluorometricky a histochemickyffélson et al., 1987). Fluorescen
metoda se provadi v homogenéatu se substratem Mu@etyl-umbelliferylglukuronidem).
Tato latka nema schopnost fluorescence, pokud nez8tpena nap-glukuronid a 4-
metylumbelliferon. B oz&eni dlouhovinnym (365 nm) UV-ténim mode fluoreskuje
(vinova délka 570 a 590 nm) (Otejl a Drobnik, 2002). Histochemicka analyza je pdsaa
in situ s chromogennim substratem X-gluc (5-bromo-4-ch®indolyl B-D glukuronid).
Aktivita GUS vede k vytvieni nerozpustné modré srazeniny, ktera &zjea presnou
lokalizaci exprese (Ferrando et al., 2000).

V rostlinach se obvykle pouziva gen, déhoz byl zabudovan intron. Intron zéuje, ze
k expresi gengus nebude dochézetA. tumefaciens. V transgennich rostlinach obsahujicich
tento chiméricky gen je intron efekti&vystizen, ¢imz je zesilena enzymaticka aktivjia

glukuronidazy. Naopak GUS aktivita nebude detekawaprokaryotnich organismech, nébo
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tyto organismy neobsahuji aparat pro ¥iysni intronu. Tento aparat je vlastni pouze
eukaryotnim organisim (Vancanneyt et al., 1990).

e Zeleny fluorescerni protein (GFP)

V sowasnosti se jako reportérového gefasto pouzivafp. Gen byl klonovan z meduzy
Aequorea victoria (Chalfie et al., 1994; Niedz et al., 1995). GFRB@abuje modré nebo
dlouhovinné UV z#eni a emituje zelené fluoreskujiciédo, piicemZ neni fieba dodavat
Zadny substrat - GFP je jediny protein, ktery faskuje bez dodavani substrabebo
kofaktorti (Mlynarova a Nap, 1997). Jde o stabilni protegirekém rozmezi hodnot pHjip
pusobeni denatuéaich latek a je termostabilni (do 65°C). Krdntoho si zachovava
fluorescenci, i kdyZ fazuje s jinym proteinem, aja& na C-konci, tak na N-konci, takze je
velmi vhodny ke sledovani subcelularni lokalizagengch proteifi. Tento systém ve svych
pocatcich narazil na problém slabé expredeopniho genu v rostlinnych hkach. Rivodni
gen se dole exprimoval v ZivéisSnych buikach, ale v rostlinnych likach byla exprese
slab&. Vys¥tlenim problému je, Ze v kédujici sekvendivpdniho genu je Usek podobny
sekvenci, ktera je v mRNA rozeznavana jako intieto sekvence méa délku 84 bp. Z tohoto
davodu byl odpovidajici Usek nasyntetizovam vitro tak, aby pi kdédovani stejnych
aminokyselin obsahoval jiné triplety§imz bylo dosazeno zvySené stability mRNA a tim i
exprese (Onigtj a Drobnik, 2002).

* Luciferazy

Gen s¥tlusky (Photinus pyralis) pro luciferazu Iuc) kéduje enzym, ktery katalyzuje
oxidaci D-luciferinu ATP-dependentnim igobem. Tato oxidace égobuje emisi Zluto-
zeleného sstla (Luehrsen et al., 1992). Emitovan&erd je mozno w¥it luminometrem,
scintila&nim paitatem, CCD-televizni kamerou nebo zachytit na fotdgkgf material.
Nevyhodou tohoto systému je, Ze luciferin Spaironika do pletiv a substrat je zma drahy.
V nekterych transforménich vektorech se pouzivaji bakterialni geny pwfémazu (uxA a
luxB z Vibrio harvel) (Ondej a Drobnik, 2002).

* Transgen pro chloramfenikolacetyltransferazu

Chloramfenikolacetyltransferdza je bakterialni enzktery negsobi u rostlin rezistenci
k chloramfenikolu, protoZe rostliny maji dosti vkgostupé spontanni rezistence. Enzym

pusobi acetylaci chloramfenikolu na dvou mistech kale Po dodani chloramfenikolu
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znaeného izotopent’C k proteinovym extrakim transgennich rostlin se takto zema
slowenina pengnuje na acetylované produkty. Ty je moZzno od nedoetypého
chloramfenikolu oddit chromatografii na tenké vrsiv Tak ziskdme na autoradiogramu
stopy odpovidajici chloramfenikolu a jeho acetyloya produkim (Ondej a Drobnik,
2002). CAT secasto pouziva jako repotérovy gen v&ak buikach. Nekteré rostlinné
transform&ni vektory tento reportérovy gen nesou, a tawodu, Ze niZze byt velmi citlive

analyzovan. Analyza vSak vyZaduje radioaktivni rdgt(Seed a Sheen, 1988).

2.1.1.6 Diskova metoda transformace

Metoda transformace listovych dislbyla poprvé popsana vroce 1985 (Horsch et al.,
1985). Metoda je zaloZena na kokultivaci hiéstnychci korkovrtem vysekanych listovych
tercikt s bakteriemiAgrobacterium, které nesou vektor s cilovym a selekn genem. Délka
kokultivace zavisi na pouzitém rostlinném materidétSinou se pohybuje ¥ddech minut az
dnd. Po uplynuti doby, dostateé pro zalenéni vektoru do rostlinného genomu, je rostlinny
material penesen na agarové meédium obsahujici antibiotika eminaci bakterii
Agrobacterium, selekni agens pro selekci transformovanych rostliistave latky indukujici
na feznych plochach tvorbu kalusa nasledé i vyhoni (Ondej a Drobnik, 2002).
V optimélnim gipad obsahuje vysledna transgenni rostlina transgenSeeh biikdch a
pienaSi ho na potomstvo podle mendelistickélighosti. V @gipad, Ze rostlina vznikla
organogenezi, tedy z vice kin jedna setasto pouze o rostlinu chimérni. Pouzeiipad
somatické embryogeneze ziskame primérniho transfaiam jehoz vSechny bky budou
transgenni.

Obtize s transformaci mohou nastat u jedhathych rostlin. Nicmé# se ukazalo, Ze
transformace jedn@tbZnych rostlin je mozna.iBnosu do jednatbznych rostlin se docili po
doplreni kultivatniho média o fenolické latky, které navodi chemo&xumozni kontakt
bakterii s rostlinnymi bitkami (Rosypal et al., 2002).

2.1.2 Primé metody transformace

Ptimé metody transformace nevyuzivaji fieposu DNA bakterie roduAgrobacterium.
Prenosu DNA zde iiizeme docilit pomoci metod biochemickych a fyzikémniTyto metody
se zejména pouZivaji k transformaci jedio#nych rostlin (Smarda et al., 2005feRasené
fragmenty DNA jsou kratSi neZigransformaci pomocdA. tumefaciens a jistou nevyhodou je,

Ze tyto metody vedou k vySsSi frekvendieptaveb transgenu a fragmenty se do genomu
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zalenuji v tandemovych opakovanich. Tato skuiest niiZze ¢asto vést k untbvani gef
(Ondtej a Drobnik, 2002).

2.1.2.1 Aplikace exogenni bakterialni DNA na Klici semena a rostlinna embrya

Jde o nejstarSi metodu, kterou pouZzivali v pokusebakterialni DNA Ledoux a Huart
(1969) a Kleinhofs a Behki (1977). Metoda vyuZziaétli, Ze znamé biochemické a fyzikalni
zmény objevujici se P hydrataci semen napomahajijmu exogenni DNA. Usfchem této
metody bylo dosazeni igchodné exprese transgenu u vysuSenych embryigSkpijt

kultivovanych v roztoku s exogenni DNA (Senarathale 1991).

2.1.2.2 Transformace protoplagk

V piipac, Ze transformujeme rostlinné itky, predstavuje buitna stna tchto burk
vyznamnou bariéru finiku cizorodé DNA. Proto je vyhodné hi#mou s&nu odstranit.
Cizorodd DNA pak raze byt gijata endocyt6zou. Jisté problémy nastavaji s rexgai
rostlin z protoplasi a s tim spojenou somaklonalni variabilitou. Z tohdivodu se dnes dava
piednost transgenozi celych pletiv. ®pby, jak stimulovat endocyt6zu, mohou byt dodani
polyethylenglykolu do roztoku DNA,sobeni ioni vapniku a zvySeného pH, elektroporace
a mikroinjekce do jader (Oiej a Drobnik 2002).

* Transformace pomoci polyethylenglykolu

Rostlinné protoplasty mohou byt transformovany emwd DNA pomoci
polyethylenglykolu (PEG) vifitomnosti bivalentnich kati@gn(obvykle vapenatych) (Krens et
al., 1982). Dodanim polyethylenglykolu a bivalentnkatiori do roztoku s DNA se navodi
zmeny plazmatické membrény, které vedouiigti DNA endocytdézou (On@j a Drobnik,
2002). Stabilni transformace bylo s vyuzitim PE@mwé dosazeno u rostlin tabaku a petunie
(Krens et al., 1982; Draper et al., 1982).

» Elektroporace

Transformace pomoci elektroporace je zaloZzena napzeai vzniku ddasnych par
v cytoplazmatické membrérkratkymi vysokonagrovymi elektrickymi pulzy. Vzniklé pory
usnaduji vstup DNA do biky, je-li v piimém kontaktu s membranou (Neumann a
Rosenheck, 1972). Jednou z prvnich zprav osmp transformaci s vyuZzitim metody

elektroporace byla zprava o transformaci mezofybbvpurtk tabaku RNA viru tabakové
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mozaiky (Morikawa et al., 1986).

* Mikroinjekce

Transformace pomoci mikroinjekce je zaloZzena naedeni DNA do jadra nebo
cytoplazmy prosednictvim skledné mikrokapilarni inje&ni pipety. Tento postup vyZaduje
mikromanipulator (Blazkova, 2007). Prvnim ugphem metody bylo dosazeni transformace
tabaku plazmidovou DNA bakterii roddgrobacterium (Crossway et al., 1986; Reich et al.,
1986).

e Lipozémy

Vnasena DNA obsazena v lipozomech je aplikovanasidinna pletiva (Gad et al., 1990)
a pylové l&ky (Ahokas, 1987). Metoda vyuziva schopnosti lipoidprenést DNA pes

membranu a zaroyteschopnosti DNA chranitipd nukledzami.

2.1.2.3 Transformace buwk a pletiv

Tyto metody doznaly v posledni db¢tSiho roz&eni pro jejich univerzalnost. Vysledek
je v podstat zavisly na genotypu akceptoru.@oby, jak vnést cizorodou DNA do pletiva
buiky, mohou byt mikroinjekce do ba&nych jader (mikroinjekce se aplikuji do hkikn
rostlinnych embryi), makroinjekce DNA (makroinjeke®e aplikuji do celych pletiv),
kokultivace mikrospor nebo pylovych¢kek s exogenni DNA a mikroprojektily (Ofej a
Drobnik, 2002).

2.1.3 Biolisticka metoda (mikroprojektily)
2.1.3.1 Historie a usgchy

Biolisticka metoda byla vyvinuta v osmdesatych dbtedvacatého stoleti zacelem
dosazeni transformace rostlin, které nebylo mozamstormovat pomoci bakterii rodu
Agrobacterium. Mezi rostliny, které je mozno pomoci baktekgrobacterium transformovat
jen s obtizemi, nebo jsou v horSifigad tomuto druhu transformace rezistentni fipaax.

Vv potravindstvi.

Prvotni pokusy se omezily na snahu dosahnout igaimd exprese signalnich dewv
rostlinach cibule, pSenice, sojovych liplkukurice a ryze (viz pehled Klein et al., 1992).
Tyto pokusy byly brzy nasledovany produkci transgeim rostlin séji (McCabe et. al., 1988)
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a kukdice (Fromm et al., 1990; Gordon-Kamm et al., 199@chnologie bylo vyuZito také k
transferu exogenni DNA do bakterii (Klein et aB92; Smith et al., 1992), hub (Armaleo et
al., 1990)tas (Mayfield a Kindle, 1990), hmyzu a savc

Prvni zdizeni pro transformaci btk a pletiv pomoci mikroprojekiil bylo zkonstruovano
v roce 1987 (Sanford et al., 1987). Od té dobya&$letnym modifikacim na tomto #aeni
a v sodasnosti se n&astji vyuzivaji pristroje PDS-1000/He (viz obr. 1) nebo Helios gene

gun.
obr.]1 Pristroj pro biolistickon metodu
transformace PDS-1000/He
{vww.bio-rad.com)
2.1.3.2 Princip

Pri biolistické metod transformace se pouzivad wolframovych nebo zlatyéistic
(mikroprojektily) o velikosti 0.4-3um. Zlato je biologicky inertni, zatimco wolfram péjaké
dobs degraduje DNA a iize byt pro gkteré typy bugk toxicky (Russell et al., 1992). Co se
ty¢e vykeru velikosti ¢astic, tak obech plati, Ze menstastice davaji lepsi vysledkytip
tranzientni i stabilni transformaci.

Mikroprojektily slouzi jako nosi plazmidové DNA. Aby DNA ulpla na povrchutastic,
musi se na sterilnichasticich vysrazet za pomoctigavku CaCl a spermidinu (Russell,

1993; Barcelo a Lazzeri, 1998). Do pletiv jsou pakkroprojektily s navazanou DNA
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vstielovany pomoci genovéhald (PDS-1000/He; Helios gene gun¥idtroj PDS-1000/He
vyuziva jako pohon helium. Helium je reprzitt privackno do komory umighé v horni
casti gistroje, kde je zadrzovano pomociifppzné membrany (,rupture disc*). K dispozici
jsou fizné typy &chto membran vyrobenych tak, aby dochazelo k jegiabtrzeni pi tlaku
helia 450-2200 psi (pound per square inch, 1 p€56Ba). Pod m@itrznou membranou je
umisen ,macrocarrier- nosi mikroprojektili, coz je kruhova plastikova membrana, na které
jsou rovnondrné rozesteny mikroprojektily s navazanou DNA. Jakmile dojlerotrzeni
priatrzné membrany, vznikne proud hélia, ktery uvedsicnmikroprojektiti do pohybu. Jeho
pohyb je zastaven pomoci “stopping screen”, cozjehytnd kovova tiwka, zatimco
mikroprojektily pokr&uji v letu a posléze pronikaji do bikn pletiva na Petriho misce
(Kikkert, 1993). VSe se odehrava ve vakuové kmndkdy snizeni tlaku vzduchu brani
zpomaleni mikroprojekiil, ke kterému by dosSlo vidledku teni o¢astice vzduchu. Velikost
snizeni tlaku v kome je mozné rnit, ¢imz Ize dosahovatiznych rychlosti mikroprojekiil

a tim i frekvenci transformacézanych typ rostlinnych busk. Po optimalizaci vakua, ale i
fady dalSich paraméirize dosahnout pro dany typiky Uc¢innosti tranzientni transformace
vétSi nez 10000 buwk na stelu (Kikkert, 1993) nebo vice jak 1000 knna centimetr
ostelovaného pletiva (Schopke et al., 1997). Schénodisbcké metody transformace je

znazorgno na obrazku 2.

obr.2 Schéma biolistické metody transformace

Hnaci piyn {He)

RUptUre dish ————— s |~ Hacrocamier

Stopping screen

Fu mikropartikule
5 navdsgiou DHA
Cilowé buriky
MR
g s g -

(www.bio-rad.com)
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2.1.3.3 Aplikace metody, potencial a omezeni

Biolisticka metoda rize byt pouzita jako experimentalni nastroj pro wmktranzientni
exprese geh a genovych konstrukt v rostlinnych biikach. V takovych studiich jsou
ostelovana pletiva kultivovdna po omezetss, obvykle 24-48 hodin, neZ je vyhodnocena
tranzientni exprese. Kvalitativni a kvantitatividrsoveni Urové exprese transgenu uninie
pouziti reportérovych gérzahrnujici gen pro GUS (Jefferson et al., 198, gro luciferazu
(Millar et. al., 1992) nebo gen pro GFP (Davis &rgira, 1998). Metoda umiaje studovat
efekt mutaci, introfhn a (&innosti promotoll na genovou expresi viiznych rostlinnych
meterialech (Vain et al., 1996; Komatri et al., 198®er et al., 1999).

DalSim zmsobem vyuZiti je produkce geneticky transformovéinyostlin a pletiv.
Transgenni pletiva a rostliny jsouildzitym laboratornim nastrojem pro vyzkum genove
regulacec¢i ochrannych mechanizimproti biotickym a abiotickym strém (James, 2001).
Biolistickd metoda transformace byla dosud pouditayzznamnych drul obilnin ke vnaseni
gerni pro rezistenci k bakterialnim, virovym a houbovpatogerim, nematodm a Skidcaim
z fady ¢lenovai, rezistenci k herbicitm, toleranci k suchu, prodlouzenou skladovatelaost
pro rekteré dalSi geny.

Je také mozno vyuZzit schopnosti biolistické metadynsformace dopravit nukleové
kyseliny do neporusSenych btkna orgam k inokulaci celych rostlin a bétnych kultur
virovymi patogeny. Touto cestou bylo manipulovardMA i s RNA viry. Metoda poskytuje
moznost kontrolovaného experimentovani v labdrago moznost obejit ptgbu vyuZiti
hmyzuci jinych vektofi pro grenos patogena (Gal-On et al., 1997). Flze virog&mmu s
markery jako je GFPipdstavuje vykonnou techniku pro vyzkum virove riegdie a pohybu
viru v buice a mezi bikami (Briddon et al., 1998; Brown et al., 1999).

Jednou z fednosti metody je moZnostgmaset geny do genomu plastig@hloroplast) a
ovliviovat tak procesy fotosyntézy. Transformovéani piasttho genomu namisto jaderného
rostinného genomu @Ze byt velmi vyhodné. Plastidova transformacdiZzen vést k
podstatnému roz&ni genu, nehbplastidovy genom je&asto kopirovan &kolikanasobg
uvnité jediného plastidu a plastidy existuji ve vysokéogtp uvnitt burgk (Vyroubalova.,
2004).

DalSi vyhodou je, Ze jeden vist miZe zmisobit mnoho zasdh a tim genést geny do
vétsSiho mnozstvi buik. Cilové buiky mohou byt umighy na povrchu, ale také v hlubsi
vrstw orgarni (Portykus, 1991). Je také mozno transformovatingstu nichZz neni vyvinut

aspEsSny systém regenerace v podminkach in vitro.
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Metoda ma i své nevyhody. V mnoha cilovych pletivgesice dosazeno vysoké&innosti
pienosu DNA, ale frekvence stabilni transformace jeiva. Divodem je nizk& frekvence
integrace transgenu a dale také nizka regeénkerschopnost cilovych bk a posSkozeni

pletiv pri ostrelovani (Barcelo a Lazzeri, 1998).

2.1.3.4 Optimalizace podminek transformace

K ziskani transgennich rostlin musi byt podminlansformace p#ivé optimalizovany.
Musi byt dosaZena rovnovaha mezictgn a velikosticastic vstelovanych do buk,
poSkozenim, které #Zgobi a mnozstvim DNA, které daiu Filis malo DNA mize vést k
nizsi frekvenci transformace, alél mnoho DNA niiZze vést k velkému mnoZstvi kopii a k
piestavbam transgenu (Blakova, 2007). Je tedy moznéémit velikost, mnozstvi a typ
mikroprojektili a ukovat tim hloubku penetrace urychlenyc¢hstic. Lze manipulovat s
tlakem helia a ®nit vzdalenosti mezi [itrznou membranou a ngsim mikroprojektii (tato
vzdalenost je ozravana jako ,gap distance), vzdalenosti mezi d@si mikroprojektiti a
zachytnou kovovou #hvkou (tato vzdalenost je oztwvana jako ,macrocarrier travel
distance”) a vzdalenosti mezi zachytnou kovovaizkou a biologickym materialem, ktery
chceme transformovat (tato vzdalenost je ¢emana jako ,target distance“). Zatalem
ziskdni maximalniho @tu transformovanych rostlin je také nezbytné oplimoaat
biologické parametry spojené s cilovym pletivemtolyaktory zahrnuji vyt vhodného
stadia fistu cilovych pletiv, hustotu bk, osmolaritu média, oSeni rostlin po gfleni a typ
expresniho vektoru pouzitého pro transformaci (&ahet al., 1993). Pomoci metody bylo
UspeSne dosazeno vneseni trans@edo intaktnich lisi, koreni a stonk, nezralych embryi a
casti sazenic, pylu, meristémnediferencovanych kaltisa suspenznich kultur (Christou.,
1995; Southgate et al., 1995; Finer et al., 1999).

2.1.3.5 Tranzientni exprese

Tranzientni neboli dtasna exprese je exprese signalniho transgenu,eké #bchazi v
dusledku toho, Ze do baénych jader pronikne&tSi mnozstvi UsakT-DNA. Jest diive, nez
se stai integrovat do genomu nebo degradovat nukleazaope k jejich expresi. Prakticky
je vyuzitelnd k orientanimu porovnani &innosti iznych promotar nebo fiznych zgisohi
aplikace u ufitého materialu nebo k porovnantimnosti téhoz konstruktu viznych
materialech (Onietj a Drobnik, 2002).

Exprese T-DNA gei se obvykle objevuje 48 hod. od gatku kokultivace rostlinnych
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burgk s bakteriemiAgrobacterium (Fraley et al.,1984; Janssen a Gardner, 1989; eCastl
Morris, 1990; Yoshioka et al.,1996; Kapila et d1997) a trva powrné kréatce, tj. gkolik
dalSich did. Tranzientni expresi lze provéidiak s bakteriemiAgrobacterium, tak pgimym
vnasenim plazmidové DNA do protoplastiektroporaci, biolistickou metodou a v neposledni
fadt také vnaSenim cizorodych dgemlo rostlinnych bugk virovymi vektory. Tranzientni
exprese madgkolik vyhod:
1. Muze byt aplikovana na intaktni pletiva a organy neébkonce na celé rostliny.
2. Mohou byt sodasreé ovlivnéna velkd mnozstviuznych rostlinnych tkani, coz umaije
rozmanitou produkci heterolognich protiein
3. Vysledek, ktery informuje odinnosti pouzitych regutaich sekvenci v daném genomu,
Ize ziskat jiz za dva dny.
4. Mize dochazet k exprestkolika geri najednou.
5. Tento typ hodnoceni exprese je mozny u mndizaych druli rostlin a mnohatznych
genotyp, dokonce i u takovych, u kterych nedochazi k irdegT-DNA.
Jako indik&niho systému exprese se obvykle pouziva transgenirglukuronidazuGUs
(nékdy transgenu pro zelérluoreskujici protein GFP) (Ot a Drobnik, 2002).

2.2 Transgenoze ragete

Ténet vesSkeré prace zabyvajici se genetickymi modifikacglodi se provadi na
rajcatech (Grierson et al., 1986; Grierson a Schuc@3;1&ray et al., 1992; Grierson a Fray,
1994). ¥je se tak z dvodu, Ze raje nabizi mnoho vyhod pro studium fyziologickych a
biochemickych zrén béhem dozravani plad M4 relativié kratky Zivotni cyklus, dlouhou
historii genetického vyzkumu a ukazalo se, Ze jatike¢ jednoduché rag geneticky
transformovat. Bpoji-li se fakt, Ze raje je jednou ze zetdélsky vyznamnych plodin, pak
nas nepekvapi, Ze se tato plodina stala roku 1994 prvni@ddinou uvolgnou pro trh. Tato
transgenni odida rafete dostala ndzev FlavrSavr a nesla v antiseneatadi transgen pro
polygalakturonazu. Diky tomu byla blokovangnnost tohoto enzymu s néasledkem
prodlouZeni Zivotnosti sklizenych plodGrierson, 1998; Redenbaugh et al., 1993; Smith et
al., 1988; Sheetty et al., 1988).

Poprvé byl cizi gen do genomudaie vnesen jiz v roce 1986. Stalo se tak pomodiehiak
Agrobacterium tumefaciens (Chyi et al., 1986). Od té doby seédei pomoci genetickych
modifikaci snazili dinit rostliny odolrgjSi wici nékterym chorobam, Sidcim a stresovym
faktoram vrgjSiho prostedi jako je mraz, nedostatek vody a vysSi obsdh/gmidé. Objevily
se tak transgenni rostliny &afe nesouci mimo jiné gen pro rezistenci k viruakalyé
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mozaiky (TMV) (Witham et al.,, 1996), geny pro rdeisci k h@atkam Globodera
rostrochoides a Meloidogyne incognita (Jung et al., 1998) a gen pseendotoxin z bakterie
Bacillus thuringiensis, zpisobujici rezistenci k hmyzim &#cam (Rhim et al.,, 1995).
Poda&ilo se také vnést do genomu dete gencbfl z Arabidopsis thaliana, ktery u
transformovanych rostlin zvySuje toleranci k mramadostatku vody a vyS$Simu obsahu soli
v padé (Lee et al., 2003). Pozadavkerstiteld bylo i zlepSeni skladovatelnosti. Toho bylo
docileno zpomalenim zrani pib&nesenim gannarusujicich syntézu ethylenu (Picton et al.,
1993). DalSim zfisobem, jak prodlouZzit Zivotnost pliddbylo vytvareni rostlin nesoucich v
antisense orientaci geny pro expanzinyaéqbuji néknuti plodi) inhibujici jejich ¢innost
(Brummell et al., 1999). Zacélem vyvoje ,potravinové vakciny” byl do genomucedp
vnesen chimeéricky gehlE7 z lidského papillomaviru. Lidské papillomaviry (HP\Ysou
povazovany zatvodce rakoviny dloznihocipku a mozna takéekterych jinych zhoubnych
nadon u lidi (Zaludova, 2002).

Vysledky gineslo i vyuZiti biolistické metody transformaceorfoci této metody bylo
dosazeno stabilni transformace u rostlintetg. Transformovana byla bitma suspenze
Lycopersicon esculentum cv. VFENT Cherry aL. pennélii. Suspenze byla bombardovana
wolframovymi ¢asticemi obalenymi kil plazmidovou (6,3 kb) nebo uhou kvasinkovou
chromozomalni YAC (80 kb) DNA obsahujigiis anptll geny (Van Eck et al., 1995).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Pouzity material

3.1.1 Rostlinny material

K transformaci byly pouzity rostliny régte Solanum lycopersicum L., anglické odidy

MoneyMaker.

3.1.2 Bakterialni kmen a plazmidovy konstrukt

Pro transformaci byl pouzit kmen GV318gdrobacterium tumefaciens obsahujici binarni
vektor 35Sgus-int.Tento konstrukt obsahuje ve S\BNRA selekni gennptll navozujici

rezistenci ke kanamycinu a signalni ggis s intronem pr@-glukuronidazu.

3.2 Metodika prace

3.2.1 Postup pripravy kultiva énich medii

Zakladem vSech kultivaich médii pouzitych v této praci bylo médium polllerashige a
Skooga (1962), tzv. MS médium. Postup pripraw byl nasledujici: Do kadinky s
destilovanou vodou byly postuprza stalého michanitidavany vSechny chemikalie krém
agaru. Roztok byl dopém na poZadovany objem destilovanou vodou a bylaugma
kyselost pouzitim 1N KOHRi 1N HCI na poZadované pH. Médium bylo rélho po 200 ml
do Erlenmayerovych b&k o objemu 500 ml. Do kazdé Erlenmayerovyikyabyl piidan agar
a baiky byly uzaweny hlinikovou folii. Pak nasledovala sterilizacawtoklavu (121°C, 20
min.). Po zklavovani bylo médium zchlazeno na 6@’ nasledovalo rozlévani média do
riznych kultiv&nich néadob (sterith ve flowboxu), nebo byly steritn pridany dalsi
termolabilni slozky (antibiotika, tstové latky) a az poté nasledovalo rozlévani do

kultiva¢nich nadob.

3.2.2 Sterilizace a vysev semen réat na misky
3.2.2.1 Sterilizace semen

Semena byla sterilizovana ve zkumavce se 2-3 nflo7€thanolu. Ethanol byl po dvou
minutach slit a do zkumavky se semeny byimgno 10 ml 10 % roztoku Domestosu, ktery
se nechal fsobit 30 minut (kazdych 5 minut se zkumavky pgptivaly). Po uplynuti 30

minut byly zkumavky peneseny do flowboxu, kde byl Domestos slit a semiyla
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proplachnuta sterilni destilovanou vodou (4-5x).

3.2.2.2 Vysev semen

Takto sterilizovanad semena byléepedena do kultivani nadoby s kultivénim médiem
pro vysev rajat a sterilni pinzetou byla v nddobozmistna pokud mozno rovna¥mé po
povrchu. Bylo patba lehce semena zapichat pinzetou do agaru, ajydile. Po vyseti
nasledovala kultivaceipteplog 25 °C, fotoperiod 16 hodin a intenzitoswtleni 90umol
m? s' 2-3 tydny, dokud se u semeéka nevyvinuly a&loZni listky dostang velké pro

transformaci.

3.2.3 Transformace rostlin pomoci Agrobacterium tumefacias
3.2.3.1 Zaoc¢kovani bakterii a jejich piprava pro transformaci

Kmen bakterii GV3101Agrobacterium tumefaciens s gislusnym binarnim vektorem
(sbirkovécislo 105) byl zatkovan sterilni kiikou do 10 ml tekutého LK média a kultivovan
na fepace p@ges noc p teplo€ 28 °C. Médium s narostlou bakterialni kulturou doyl
roz&kleno do 10 mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavkyobpipetovano po dvou
mililitrech bakterii. Nasledovala centrifugace bakt2 min. @i 17320g. Supernatant byl slit
a bakterie v kazdé zkumavce byly resuspendovanyml 10 mM MgSQ. Obsah vSech
zkumavek byl nalit na sterilni Petriho misku aupgru 9 cm a byl dopkn 4 ml 10 mM

MgSOy.

3.2.3.2 Vlastni transformace

K transformaci provaghé sterili ve flowboxu byly pouZzity dozni listky rostlin sterilt
vysetych a pstovanych. Blozni listky byly z obou stran Sikmo n#&Zeny, aby vznikla co
nej\wtsi rezna plocha. Naghany byly do Petriho misky s destilovanou vodoak Byly
pinzetou peneseny do bakteridlni suspenze, kde byly po debgeati minut za otasného
michani kokultivovany s bakteriemiast listki nebyla fisobeniA. tumefaciens vystavena,
ale byla ponechana ve wodratocast pak slouzila jako kontrola. Po uplynuti dvaceinut
byly listky osuSeny na sterilnim fildaim papie, poloZzeny svrchni stranou data médium
2,4-D a kultivovany 2 dny v temnuripteplot 25 °C. Poté byly feneseny na misky s
regenerénim médiem {ast listki na regenekmi médium s Timentinem a kanamycinatast
na médium s Timentinem bez kanamycinu = kontrghgdsi stranou déla byly kultivovany

pii fotoperiod 16 hodin, intenzit oswtleni 90pmol mi? s* a i teplo& 25 °C po dobu asi
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jednoho ngsice. Po uplynuti této doby byly explantatsempeseny naerstvé regenetai

médium o stejném sloZeni. Pryty, které zregeneyaalarostlych kalus byly ustizeny tak,

aby fez byl veden Sikmo (pro dosaZeni lepSiho akmi). Pryty byly vzdy odsizeny

sterilne ve flowboxu pomoci sterilnichtiek a peneseny na zakenovaci médium. Z

kazdého vytvéeného kalusu, kterému byldigeleno ¢islo, byly odstizeny maximalg tii

pryty. Ty byly ozné&eny pismeny a, b, ¢, a pod timto &maim gstovany oddlené. Na

zakaenovacim meédiu byly pryty kultivovany po dobu zhrulpednoho ngsice a pak

nasledovalo hodnoceni jejich vzhledu a pasaferatvé zakienovaci médium. Ze vSech

korenicich pryi byla odebranatast tkam listu, ze které byl nize popsanymuzpbem

pripraven vzorek pro metodu PCR.

3.2.4 Biolisticka transformace rostlin

3.2.4.1 Pr¥iprava mikra®astic zlata

Na 12 stel:

Navazit 30 mg mikréastic Au o velikosti 1 pm do 1,5 ml mikrozkumavky.
Pridat 1 ml 70 % ethanolu a intenzivtfepat 3 — 5 min.

Nechat stat 15 min.

Stait 5 sec. a odstranit supernatant.

Pridat 1 ml sterilni destilované vodygpat 1 min., nechat ustat 1 min., kratce

statit a supernatant odstranit — tento bod opakovat 3x.

Pridat 500 pl sterilniho 50 % glycerolu. Taktgiggavené mikroastice
mohou byt skladovany az 2 tydny.

Trepat mikr@astice z pedchoziho bodu (v glycerolu) po dobu 5 min.

Za neustaléhordgpani odebrat 100 upl (= 6 mg) mikéstic do 1,5 ml

mikrozkumavky.

Za neustaléhadpani pidat postuptt 10 pl DNA (1 pg.pf), 100 pl 2,5 M
CaCb.2H,0, 40 ul 0,1 M spermidinu (free basestota pro tkéové kultury)

a pokr&ovat v tepani 2 — 3 min.
Nechat sedimentovat 1 min., &td® sec. a odstranit supernatant.

Pridat 280 pul 70 % ethanolu (ultiatého) a po kratké centrifugaci &p
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odstranit.

e Fidat 280 ul 100 % ethanolu (ultiatého) a po kratké centrifugaci &p

odstranit.

e Fidat 72 pl 100 % ethanolu, opatrmesuspendovat poklepanim a pak

opatrnym (tj. pomalym)iepanim 2 — 3 sec.

e Aplikovat 6 pl na 1 nogimikroprojektiki

3.2.4.2 Vlastni biolisticka transformace

Nejprve byly v autokldvu sterilizovany nési mikroprojektiti, drzaky nosit, zachytné
kovové ntizky a kovovécasti fistroje, které bylo mozno ztigtroje vyjmout (nejlépe den
pied transformaci).

V den transformace pak nasledovala sterilizéésti fistroje, které nebylo mozno
klavovat, a to 70 % ethanoleiiasti [Fistroje, které bylo mozné demontovat, byly poneghan
v ethanolu po dobu minimair20 minut a pak pomaoci sterilni pinzetiepeseny na Petriho
misky, na kterych byly ponechany, dokud neoschtgrizace vnitniho prostoru aparatury
byla uskuténéna pomoci buriny nama@ené v 70 % ethanolu.éBem doby, kdy osychaly
casti pistroje sterilizované popsanym tgobem, byl dostatey prostor pro fipravu
mikroprojektili (ptipravenych vySe uvedenym gpbem). V Petriho misce s obsahem 70 %
isopropylalkoholu byly po dobu zhruba 4 sec. s@iany tzv. “rupture discs” — ptrzné
membrany. Ty uuji rychlost hnaciho plynu mikroprojekiil tj. hélia. Do drzak byly
vtlateny pomoci specialniho plastovéhdppavku nosie mikroprojektiti, na ¢ bylo pomoci
mikropipety naneseno 6 [l suspenze Au niistic s navdzanou DNA a minimélh0 minut
se nechalo zasychat. Vlastni biolisticka transfaenarobihala f@sr¢ podle navodu vyrobce
aparatury. Tj. do specialni Sroubovaci hlavy bylazena piitrznd membrana, ndsis
mikro¢asticemi Au a zachytnou kovovouridkou byly vloZzeny na sva mista a nakonec byla
do biolistické komory vloZena plastova deska siRetmiskou s dloznimi listky. Vakuova
komora byla uzaena a tlak uvnit byl redukovan olejovou vywou az o 28~ Hg.
Nasledovalo otdeni givodu hélia, které ip ur¢itém tlaku, daném typem pouzitéapzné
membrany, vedlo k jejimu protrzeni. Tim vznikl pdo€lia, ktery uvedl mikr&stice Au do
pohybu. Po skafeni tlakové viny byla komora zavzdu#a, P. miska vyjmuta a nasledn
kultivovana 48 hod. ve tépii 24 °C. Po uplynuti této doby bylo moZno histoclaky

studovat tranzientni expresi gegus.
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3.2.5 Histochemické stanoveni GUS

Pti histochemické metaddetekce aktivity GUS se sledujégmbenip-glukuronidazy na
bezbarvy substrat 5-bromo-4-chloro-3-indolyl glukoid (X-Gluc), ktery se v mist

enzymové aktivity iani na intenziva modrou srazeninu.

Postup: Do kazdého oddilu testovaci deékti byl pipetovan 1 ml roztoku X-Gluc a do
roztoku byly viozeny #ozni listky. Po 15 minutové infiltraci roztoku distki dosazené
snizenim tlaku v exikatoru byly vzorky inkubovanyoztoku po dobu 24 hod. v termostatu

pii 37 °C. Chlorofyl byl po uplynuti této doby z eaptafi odstragn pomoci 96 % ethanolu.

X-Gluc: 4 mg X-Gluc rozpustit ve 150 pl dimethylformamidu
figat 45 ml 50 mM NaP©

pH=7 (pipravujeme vzdyerstvy)

3.2.6 Fluorometrické stanoveni GUS

Pti fluorometrické metod detekce aktivity GUS se sledujésobenip-glukuronidazy na
substrat  4-metyl-umbelliferyp-D-glukuronid (MUG), kdy vznika fluoreskujici 4-
metylumbelliferon (MU). Reakce se zastawidanim alkalického roztoku sody (PEOs,
STOP-pufr), ktery zaroweumozni ionizaci hydroxylu MU, nutnou pro fluoreace MU
fluoreskuje motk (445 nm) po excitaci UV sttem kolem 365 nm.

Postup: Do kazdého homogenizatoru bylo pipetovano 75 ptaggniho pufru a pidano
piiblizné 3-5 mg listu z kazdé testované rostliny. Listyybdlikladn® zhomogenizovany a
homogenat byl feveden do ozranych mikrozkumavek. Dale bylyfipraveny 2 tady
mikrozkumavek se stejnym ozfemim, jako zkumavky gvodni. Do prvnifady bylo
pipetovano 75 pkerstw pripraveného roztoku substratu (MUGYegdelfatého v termostatu
na 37°C, do druhéady bylo pipetovano 1,5 ml STOP-pufru. K 75 pl stdis bylo gidano
4,5 ul supernatantu vzorku. Mikrozkumavka byla deae, jeji obsah promichan a r&ak
smes byla inkubovana v termostatii 87°C pozadovanou dobuia¥dni vzorek byl ulozen
pii -70°C pro pipadné stanoveni prot&nPo uplynuti poZzadované doby inkubace bylo z
realkéni snesi odebrano 20 pul, které bylyfigany do mikrozkumavky se STOP-pufrem.
Mikrozkumavka byla ihned z@ena a jeji obsah byli#lladre nékolikanasobnym fevracenim
promichan.Vzorek ve STOP-pufru byliglit do kyvety fluorometru a z#éten. Fluorometr

musel byt pedem kalibrovany na roztok metylumbelliferonu (Mthiamé koncentrace tak, ze
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100 nM roztok MU, tj. 100 pmol il daval ¢tenou hodnotu 1000. Nasledoval v{po
aktivity p-glukuronidazy obsazené v celém vzorku (3-5 mgjkemolech MUG mifi podle
vzorce: A=11t*(€h*0,1 *1,52 * VRrIvzy * Vulvz)

kde: t = délka inkubace v min.

¢h = ¢tend hodnota (hodnotéena na displeji fluorometru) zmensena o

pamérnou hodnotu srovnavacich vzérk
0,1=1 nM MU odpovida $ kalibracictené hodnat 10
1,52= objem STOP-pufru s 20 pl objemu odebraného wzoekkni
SHai
VR = objem reaéni snesi (79,5 ul)
vz, = odebrany vzorek reaki snesi (20 pl)
Vy = objem homogenatu (75 pl)
vz = odebrany vzorek homogenatu (4,5 ul)

V piipac, Ze aktivita vzorku bylaifilis vysokd, bylo nutndgedit méteny vzorek STOP-

pufrem.

Aktivitu B-glukuronidazy lze po zieni proteifi prepasitat na pmol MU mift pg*
proteinu podle nasledujiciho vztah = (10 *&h) / (6 * tp), kde:

10= 0,1 * 1,52 * \Kklvz, * Vylvz

¢h = ¢tend hodnota (hodnotéena na displeji fluorometru)
zmensena o pmeérnou hodnotu srovnavacich vzérk

6 = délka inkubace v minutach

tp = celkové mnoZstvi proteinu ve vzorkugj

Pufry a zasobni roztoky:

Substrat: 1mM 4-metylumbelliferylp-D-glukuronid (MUG) v extraé&nim pufru
fipravuje se vzdyerstvy

STOP-pufr: 0,2 M NaCGO;
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Pufry a zasobni roztoky:

Extrak ¢ni pufr: 50 mM Na-fosfatovy pufr pH 7

10 mM merkaptoethanol
1 mM NaEDTA

0,1 % Triton X-100
0,1 % laurylsarkosin

Uchovava se v lednici

3.2.7 Stanoveni proteini metodou podle Bradfordové na mikrotitraéni destiéce

Zjisténi koncentrace proteinmetodou podle Bradfordové je rychlym kolorimetgiok
stanovenim protein Podstata metody sgiwa v reakci barviva (roztokinidla Bradfordove) a
proteimi v prostedi kyseliny fosforéné za sotasné zminy zbarveni roztoku. Bfeni
absorbance se provadi 95 nm proti “blanku” — srovnavacimu vzorku. Kakeni kiivka
vykazuje linearitu v rozsahu hodnot absorbance-0®5 (1 cm kyveta). V tomto rozsahu
absorbanci je zbarveni roztokuimo un€rné koncentraci bilkoviny, proto je mozné
koncentraci vypeéitat podle absorbance fazenych standardnich vzdrkJako standard se
obvykle pouzivi haoszi sérumalbumin (BSA, bovine serum albumin) nebjedgy albumin
(OVA, ovalbumin).

Postup: Do vSech jamek degky s plochym dnem bylofmlano 8-kanalovou pipetou 50 pl
destilované vody. Ve sloupcich 2 — 12 bylédano do jamek 5 pl homogenatu listu
obsahujiciho 0,05 — 0,2 mg, kazdy vzorek do jedn&y. Do sloupce 1 byliglan standardni
roztok BSA 0,1 mg/ml:

Do Al nic nebo 5 pl GUS pufru
B1 5 ul (0,5 ug prot.)

Cl 10pul(1,0) napd odebereme 5 ulvody

D1 15 pl(1,5) 10
El 20ul(2,0 15
F1 25ul(2,5 20
G1 30pl(3,0 25
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Poté bylo do vSech jamekiigdno 8-kanalovou pipetou 200 ulgie¢ promichaného
¢inidla Bradfordov&ediné vodou 5x. Po 5 — 20 min. se prosladmeéieni hodnot absorbance
vSech vzork a standardu na spektrofotometrii $95 nm. Mnozstvi proteinu ve vzorku v

(1g) bylo vyp@itano podle nasledujiciho vzorce:

Celkové mnozstvi proteinu = (OD/K) * (75/5)

Kde: OD = opticka denzita (#feno na spektrofotometru)
k = sngrnice ziskana po linearni regresi mezi danym mwaast
proteinu i) a nandtenou OD standardnich vzdrk
75 = objem GUS pufru vi(), ve kterém byl vzorek homogenizovan

5= objem vzorku v {l)

3.2.8 PCR (detekce gritomnosti transgenu)
3.2.8.1 Pouzité primery

K detekci genu pro GUS3{glukuronidazu) byly pouzity primery GUS 1 (5-TC&ITG
CGG TCA CTC ATT AC-3') a GUS 2 (5-CCA CGG TGA TACTGT CCA C-3)), které
amplifikuji fragment dlouhy 495 bp. Pro &eni, Ze PCR reakce ve zkumavce skuoite
prokehla, byly pouzity primery 2995AL (5'-CGA GAG AGA TO AAG AAT AGA CCC-3)
a 2995AR (5'-TAT AAC CAA ATG CAA CTC CGT CTT-3'),tkré vymezuji na réatovém
chromozomw. 11 sekvenci o délce 141 bp. Primery byly navrzerngboratdi J. Macase

resp. v Sainsbury Laboratory v Norwichi.

3.2.8.2 P¥iprava vzorla

Ke kousku rostlinné tkan(maximalré 4mm x 4mm ) odgzené do mikrozkumavky bylo
pfidano 40 pl 0,25 M NaOH. Wko mikrozkumavky bylo propichnuto a vzorky byly
inkubovany 30 s ve vodni 14zni o te@dtO0 °C a vzagti zchlazeny na ledu. Ke zchlazenym
vzorkim bylo poté pdano 40 pl 0,25 M HCIl a 20 pl 0,5 M Tris pH 8,ae navic
obsahoval 0,25 % neiontového detergentu Nonidet V& bylo dobe promichano,
inkubovano ve vodni lazni 100 °C 2 minuty a prudcelazeno na ledu. Takt@ipravenée
vzorky byly buf’ ihned pouzity k PCR nebo byly uchovany $£20 °C a ped pouzitim byly
opet 2 min. inkubovany ve vodni 1azni 100 °C.
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3.2.8.3 Vlastni PCR

Do reakce PCR byl pouZit velmi maly kousek ros#inkarg (tj. zhruba 0,25 mA),
piipraveny vySe uvedenym &gobem. Polymerazovéetzova reakce probihala v reak

smeési 0 objemu 25 pl v 0,5 ml mikrozkumavka&iozeni reakni smési bylo nasleduijici:

10 % (v/v) 10x koncentrovaného PCR pufru (100 mM Tris-HCl o
pH=8,3; 500 mM KCI; 25 mM MgGl; 0,5 % Nonidet P-40)

10 % (v/v) 10x koncentrovaného roztoku dNTPs(kazdy nukleotid o
koncentraci 2,5 mM)

1 % (v/v) 20 uM primeru 1
1 % (v/v) 20 uM primeru 2
1,2 % (v/v) Taq DNA polymerazy (Takara)

sterilni destilovana voda— doplinit do celkového objemu 25

SlozZeni reaéni snesi pro duplexovou PCR, tedy pro sasnou amplifikaci fragmentu
genu pro GUS a fragmentu chromozétull, bylo analogické jako v reakci jednoduché.
PCR probihala v cykleru T3 Thermocycler (Biometwa35 cyklech, ficemz kazdy cyklus

mel nasledujici teplotni fiibeh:
denaturace DNA (94 °C)...ccceeeeeieeeeeennn. A5
nasedani primér(55 °C)..........cccuvveeee. 30s

prodluZzovani novéhierézce (72 °C)....... 2 min

3.2.8.4 Elektroforéza v agar6zovém gelu

K elektroforéze byl pouzit 1,5 % agarézovy gel fdga SERVA), TBE pufr a ethidium
bromid v mnoZstvi 10 pl zasobniho roztoku (1 mg)mia 100 ml gelu. Na gel bylo nanaseno
po 20 pl od kazdého amplifikovaného vzorku smichanée 3,5 ul nanaseciho pufru
(Takara). Jako velikostni standard bylo pouzitol5Q25 pg) 500 bp DNA Ladder (New
England Biolabs). Elektroforéza probihala asi 40A6i0 pi napeti 80 — 100 V. Vysledné
elektroforetogramy byly ziskany pomoci UV transloatoru a zobrazovaciho systému
ImageStore 5000 firmy Vilber Lourmat.

30



TBE pufr:

3.3 Slozeni kultivagénich médii

Na 1 litr

Tris base

kyselina borita
0,2 M EDTA (pH = 8)

destilovana voda

3.3.1 LK médium pro kultivaci A. tumefaciens

3.3.2

3.3.3

Slozeni na 1000 ml

Sachar6za

Kasein hydrolyzat
Kvasinkovy extrakt

KH-POy
MgSQO, . 7 HO
pH

tetracyklin (po klavovani)

Médium pro vysev semen rajat

Slozeni na 250 ml

MS s vitaminy (DUCHEFA)

glukéza
myo-inositol
pH

plant agar (DUCHEFA)

MS-2.,4D-B médium
Slozeni na 250 ml

MS s vitaminy (DUCHEFA)

sacharo6za

10,09
8,09
4009

200g9

0,39

6,8
0,005¢g

1,10 g
2,59
0,025 g
5,8
1,5¢

kyselina 2,4-dichlérfenoxyoctova (2,4D) (2 mgl
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3.34

kinetin (0,1 mg.mf)
pH
agaréza (SERVA)

250,0 pl

5,8
15¢9

pozn. ¥lozni listky pokladame na toto médium horni stradoli na 72 hod.

Neselekni regenerani médium (+T-K)

Slozeni na 250 ml

MS bez vitamin (DUCHEFA)

myo-inositol
sachar6za
pH

micro agar (DUCHEFA)

po zklavovanitrmat do 200 ml:

1,109
0,025 g
5009

6,0
15¢g

vitaminy podle Nitche*

zeatin ribosid (1 mg. M)l
IAA (0,1 mg.m)
kyselina listova (0,1 mg.ml

Timentin (25 mg.mif)

*Slozeni vitamiri podle Nitche v mg.

thiamin

glycin

kyselina nikotinova
pyridoxin-HCI
biotin

kyselina listova

0,5
2,0
,05
0,5
0,05
0,5

3.3.5 Selekini regenerani médium s kanamycinem (+T+K)

oaul
200ul
200ul
1ml
1,6 mi

Jako nesel@aini regeneréni médium, avSak na 200 ml naviidan po zklavovani:

kanamycin (10 mg.ri)

2ml
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3.3.6 Neselekni zakoretiovaci médium (+T-K)

Slozeni na 250 ml

MS s vitaminy (DUCHEFA) 6.9
sachardza 1,259
pH 6,0
gerlite (DUCHEFA) 0,59

po zklavovani fidat do 200 ml: Timentin (25 mg.f) 0,64 ml

3.3.7 Selekni zakofeiovaci médium s kanamycinem (+T+K)

Jako nesel@aini zakdenovaci médium, avSak na 200 ml naviwan po zklavovani:
kanamycin (10 mg.r) 1 ml
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4 VYSLEDKY

4.1 Transformace prostiednictvim Agrobacterium tumefaciens

Pomoci bakterieAgrobacterium tumefaciens kmene GV3101 obsahujici binéarni vektor
35Sgus-int byly transformovany élozni listky odfidy MoneyMaker rajete Solanum
lycopersicumL.).

Byl proveden jeden transfor@@ pokus. Transformované listové segmenty byly
regenerovany na regen&ndn médiu obsahujicim Timentin a kanamycin. Celkegio
transformovano 315&bznich listki. Netransformovana kontrola byla kultivovana na méd
obsahenTimentinu bez kanamycinu a na médiu s obsahem Timea kanamycinu. Na médiu
s Timentinem a kanamycinem byla vedena pozitivmitiada v p@tu 40 clozZnich listki a na
médiu s Timentinem bez kanamycinu byla vedena nagdtontrola pro kontrolu regenerace v
poctu 40 dloznich listk.

Béhem prvniho rmssice selekce vSech 40 explaftdkontroly vedené na médiu s
kanamycinem zahynulo. Kontrola vedena na médikkbeamycinu velmi dale prospivala. Jiz
po prvnim ndsici selekce vznikla kultura mnohonasobnychiprifaiet negativnich kontrol byl
posléze redukovan na 20 explaftatVznik pryth byl pozorovan i u &kterych
transformovanych doznich listki. U tSiny transformarit se vSak ghem prvniho résice
selekce objevila pouze kalogeneze (viz obr. 1).

Po piti tydnech selekce z celkovéhodo 315 transformovanych explant&5 explantat
vytvorilo kalus, 74 z&alo tvait pryty, 67 teprve zag@lo proces kalogeneze, 61 zatim kalus
nevytvailo a 18 bylo vyazeno z dvodu nekrotizace vytienych kalus.

Po sedmi tydnech selekce doSlo k udam kultivace deviti kontaminovanych explaftat
Kultivace byla dale ukafena u 58 explantétu nichZz bd’ nedochazelo ke kalogenezi, nebo se
na listech regenerovanych piyabjevily nekr6zy. Na 17 explantatech vznikighem této doby
organogenezi pryty, které jiz bylo mozZzndepést na zakeinovaci médium s obsahem
Timentinu a se stejnou koncentraci kanamycinu (060>). Po jedenacti tydnech bylo mozno
prenést na zakenovaci médium dalSich 34 ptyt

Poslednich 27 prtbylo pg‘'eneseno na zakemovaci médium po patnacti tydnech selekce.
Po uplynuti této doby byla ukdena kultivace explantét které na regenataim meédiu bd’
nekrotizovaly, tvéily pouze kdeny nebo vytviely zelené pryty, které ale vykazovaly
morfologické abnormality (netypicky tvar lisstonki, vitrifikace).

Z kazdého vytvieného kalusu, kterému bylgigéleno ¢islo, byly odstizeny maximals tei

pryty. Ty byly ozngeny pismeny a, b, c. Zhrubi@dmeésice po penosu na zakenovaci medium
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bylo vyhodnoceno, zda rostliny zakmily. Kofenici rostliny byly povazovany za rezistentni
vac¢i kanamycinu a tedy za potenciéltransgenni. Ze vSech iemicich pryit byl odebran
kousek tkaa listu, ktery poslouZil proifpravu vzorku pro PCR. Obrazky 3 a 4 jsdikladem
elektroforetograrn PCR reakci. U 21 vybranych rostlin bylkz Fitomnosti¢i negfitomnosti
amplifikovanych fargmeritgenugus podan pomoci histochemické a fluorometrické anal{ky
téchto rostlin byl také vyhodnocen jejich vzhled (va@b. 2). V tab. 1 jsou uvedeny vysledky
stanoveni aktivityp-glukuronidazy u vybranych 21 vzark Obr. 2 pedstavuje vysledek

histochemické analyzy vybranych 21 explaintat

Obr. 1 Makrofotografie regenerujicich rostlin passitni kultivaci na selednim médiu. A -
pozitivni kontrola, B — negativni kontrola, C - rsiormované explantaty, D -

transformované explantaty
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Tab. 1 Vysledky nefeni aktivity pB-glukuroniddzy (OD - optickd denzita é&eno na
spektrofotometru); A — aktivitg-glukuronidazy; K — netransgenni kontrola regengrac

Cislo | Oznafeni | Navazka (mg) | Aktivita | Aktivita oD Celkovy obsah | A (pmol MU/mg A (pmol MU/ pg
vzorku rostliny 2 min 6 min proteini (ng) listu/min) proteinu/min)
1 2c 3.1 - 38 0,288 68
12 0,5
2 4b 3,3 - 26 0,369 87
5 0,2
3 7a 50 -| 2445 0,340 80
810 51
4 15a 4,0 - 15 0,445 104 0 0
5 16a 29 - 14 0,395 93
0 0
6 17a 3,7 -| 2409 0,277 65
1078 61
7 30a 2,0 20 26 0,261 61 8 0
8 43b 3,9 728| 2325 0,425 100
987 39
9 45b 4.4 793 2707 0,412 97
1019 46
10 46a 31 123 381 0,312 73
196 8
11 46¢ 1,8 146 491 0,353 83
10 10
12 50a 4,01 1164| 3576 0,475 112
1483 53
13 53a 4,8 19 27 0,327 77 4 0
14 58a 3,6 19 38 0,409 96
10 0
15 60d 3,5 39 103 0,260 61
41 2
16 673 4,3 17 19 0,300 70 1 0
17 75a 4,6/ 1394| 3953 0,352 83
1426 79
18 78a 3,8| 1413] 4259 0,320 75
1861 94
19 78c 3.8 803| 2164 0,337 79
942 45
20 79a 3,7 328 816 0,358 84
360 16
21 K 4.4 15 13 0,412 97
0 0
01 4,5 pul GUS 17 12
pufru
4,5 pul GUS 18 18
02 pufru
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Tab. 2 Popis vybranych explantatpo timeésicni kultivaci na zakgenovacim médiu a
vysledky PCR reakce na zjigi piitomnosti fragmerit genugus a 141 bp dlouhého
fragmentu z rajatového chromozomé 11, fluorometrického a histochemického stanoveni
GUS aktivity. (Negativni vysledek ozéen znaménkem - ; pozitivni vysledek ozea
znaménkem + ; nf — zkratka pro normalni fenotyp; -A enzymaticka aktivita z

fluorometrického stanoveni GUS; K — netransgenniiada regenerace).

Cislo Oznaéeni PCR Histochem. A(pmol Celkovy vzhled
vzorku rostliny GUS stanoveni MU/ ng explantata
intron GUS proteinu/min)
aktivity
1 2c + + Koieny pravé g
0,5 vzdus$né, nf
2 4b + + Koieny pravé g
0,2 vzdu$né, menSi vist
3 7a + + Koieny pravé, nf
51
4 15a + - Koteny pravé g
0 vzdugné, nf
5 16a - - Koteny vzdusné, maly
0 vzrist a deformované
listy
6 17a + + 61 Koteny pravé, nf
7 30a + + 0 Koieny pravé, nf
8 43b + + 39 Koteny pravé, nf
9 45b + + Koieny pravé, nf
46
10 46a + + 8 Koieny pravé, nf
11 46¢ + + 10 Koteny pravé, nf
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Tab. 2pokratovani

Cislo Oznafeni Test Histochem. A(pmol Celkovy vzhled
vzorku rostliny PCR stanoveni MU/ ng explantata
GUS proteinu/min)
aktivity
12 50a + + Koteny pravé g
53 vzdusné, nf
13 53a + - Koteny pravé g
0 vzdusné, nf
14 58a + + Koteny pravé, 3
0 vzdusné, mensi vast
15 60d + + 2 Koteny pravé, nf
16 673 - - Koteny vzdusné
0 deformované listy
17 75a + + 29 Koieny pravé, nf
18 78a + + 94 Koieny pravé, nf
19 78c + + 45 Koieny pravé, nf
20 79a + + 16 Koieny pravé, nf
21 K - - 0 Kdeny pravé, nf

Z tab. 2 je patrné, Zeskteré vysledky PCR a histochemického stanoveni @ktvity se

neshodovaly s vysledky fluorometrické metody stamdvGUS aktivity. | po opakovaném

provedeni PCR a fluorometrického stanoveni GUSviiktbylo u €chto rostlin dosazeno

stejnych vysledk. Zrejme¢ se tak jednalo o chimérni rostliny, které exprimguransgergus

pouze wnékterychéastech rostlinnéhala. O chiméry seigjm¢ jedna i v pipadt vzorki ¢. 4

a 13, kde byla pomoci PCR reakce opakeévarokazana fitomnost transgengus, akoli

vysledky histochemického a fluorometrického stamdv@US aktivity nazngovaly, Ze se

nejedna o transgenni rostlinu. V obaichto gipadech rostliny kienily v substratu s

Kanamycinem i mimo &), coz mize byt potvrzenimiedpokladané chimerity.

38



Obr. 2 Vysledek histochemického stanoveni GUS aktivityjamkach Al — A6 jsou vzorky
¢. 1 -6, v jamkach B1 — B6 jsou vzorky7 — 12, v jamkéach C1 — C6 jsou vzorkyl3 — 18,

v jamkach D1 a D2 jsou vzorky 19 a 20, v jamce D3 je umist kontrola regenerace.
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Obr. 3 Priklad elektroforetogramu PCR rea, ve které byl amplifikové 495 bp dlouhy
fragment signalnihoenu pro GUS a 141 bp dlouhy fragment Zagjvého chromozomél
11, ohranieny primery 2995AL a 2995AR. Kazda reakce probikatdjemu 25 pl reaki
smesi, z ¢ehoz bylo 20 pl spolu s 3,5 pl nanaSeciho pufriesamo do jamky v 1,5 ¢
agarozovém gelu. Drah 1-vzorek 9c, 2-vzorek 1Qa3-vzorek 10g 4-vzorek 12a, 5-
vzorek 15a, 6rzorek 17a, -vzorek 17c, 8-vzorek 18c, ¥orek 19a, 1-vzorek 19b, 11-
vzorek 21b, 12rzorek 29a, 1-vzorek 30a, 14-vzorek 3la, 13eorek 34b, N-velikostni
standard (100 bp ladden 7-vzorek 34c, 18-vzorek 35b, Mrorek 39a, 2-vzorek 40c, 21-
vzorek 41b, 23rzorek 42a, 2-vzorek 43a, 24-vzorek 43b, 2&orek 44a, 2-vzorek 45a,
27-vzorek 45b, 2&ontrolni DNA 10x Zedéna, 2¢pozitivni kontrola 100x &dna, 3(-
pozitivni kontrola1000x zedna, N-velikostni standard (100 bp ladder),-negativni
kontrola.

495 bp e — D ~ > - . e E— . “h---? 500 bp

141 bp —— — N T G e D S . et el o

495 bp S00 bp

141 bp

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M 32

40



Obr. 4 Priklad elektroforetogramu PCR reakce, ve které mpli#ikovan 495 bp dlouhy
fragment signalniho genu pro GUS a 141 bp dlouagrfrent z rajatového chromozomél
11, ohranteny primery 2995AL a 2995AR. Kazda reakce probilvatdbjemu 25 pl reaki
smesi, z ¢ehoz bylo 20 pl spolu s 3,5 pl nandSeciho pufriesamo do jamky v 1,5 %
agarézovém gelu. Draha: 1-vzorek 75a, 2-vzorek 3#Azorek 77b, 4-vzorek 2a, 5-vzorek
1b, 6-vzorek 2b, 7-vzorek 4b, 8-vzorek 4c, 9-vzo®ak 10-vzorek 14c, 11-vzorek 15b, 12-
vzorek 16a, 13-vzorek 49a, 14-vzorek 17b, 15-vzd8k, M-velikostni standard (100 bp
ladder), 17-vzorek 9b, 18-vzorek 4b, 19-vzorek 2Wayzorek 27a, 21-vzorek 34a, 22-vzorek
35a, 23-vzorek 37a, 24-vzorek 4la, 25-vzorek 4Xeyzdrek 44b, 27-vzorek 46¢, 28-
pozitivni kontrola 1000x iedna, 29-pozitivni kontrola 10000xtexkna, 30-pozitivni
kontrola 100000x i2déna, M-velikostni standard (100 bp ladder), 32-niggakontrola.

495 bp e = . — - - g 500 bp

T e b b GED G G o= G G G o - > . Ees GEuT Gams

495 bp - - g— - E 500 bp

141 bp
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Z celkového pétu transformovanych dbZnich listkh a p@tu transgennich rostlin byla
vypaéitana @innost transformace jako podil explaitékteré daly vzniknout alespgedné

transgenni rostli(viz tab. 3).

Tab. 3 Dosazena transforréial (€innost

Celkovy potet explantati (déloznich listki) 315
Pocet regenerovanych pryfi (véetné kloni) 162
Pocet nezavislych transgennich rostlin (péet pozitivnich 73

vysledki PCR analyz rostlin regenerovanych naiznych

kalusech)

U¢innost transformace v % 23,2 %
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4.2 Biolistickd metoda transformace

S pouzitim genového ¢th PDS-1000/He a binarniho vektoru 35Sgus-int byly
transformovany dozni listky odfidy MoneyMaker rajete Solanum lycopersicumL.).

V 6 transformanich pokusech bylo celkem transformovano 6@Bzhich listki. St&i
transformovanych &oZnich listki bylo 3 — 4 tydny. Polovina transformovanycélainich
listki byla vzdy podrobena histochemické analyze a dmpbldvina byla penesena na
regenerani médium s kanamycinem. Netransformovana konbrgla kultivovana na médiu s
piidavkem kanamycinu a na meédiu bépvku kanamycinu. Pro kazdy experiment bylo na
obou typech médii kultivovano po desetiaknich listcich kontrol.

V prvnim transforméim experimentu bylo transformovano 11&odnich listki, které
byly rozmistny na dvanacti Petriho miskach. Jako nogvazané DNA byly pouZity im
velké castice zlata. Mikroprojektily byly do pletiva wstovany pod tlakem 900 nebo 1100
psi. Petriho misky s d&oznimi listky byly umisiny ve vzdalenosti 6, 9 nebo 12 cm od
zachytné kovove nky. Parametry uvedené v tab. dstavaly khem vSech Sesti pokius

konstantni. V tab. 5 je uvedeno schéma a vysledekilo transforméniho experimentu.

Tab. 4 Parametry transformiaiho procesu, které ugtavaly v pébéhu vSech Sesti
experimeni nentnné (1“ Hg = 0,03386 bar = 3386,38 Pa = 33,8638 HPaxi redukci
tlaku o 28" Hg je tlaks 2“ Hg = 65,1 hPa).

Vakuum (snizeni tlaku v 28" Hg

palcich rtutového sloupce)

,Gap distance” 6 mm
.Macrocarrier travel distance” 11 mm
Mnozstvi DNA/stielu 0,8ug
Mnozstvi Au/stielu 0,5mg
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Tab. 5 Schéma prvniho transforr@ho experimentu a vysledek histochemického stamiove
tranzientni exprese gergus provedeného 2 dny po transformaci. Tranzientnrese genu

gus se projevila ve forh modrych skvrn viditelnych na povrchu chlorofylu azienych
déloznich listk.

Tlak Vzdalenost Cislo Pocet histochem. Celkovy pocet

helia cilové vzorku analyzovanych skvrn nalezeny na

(psi) tkané (cm) déloznich listka déloznich listcich
p¥i histochem.

analyze

900 6 1/A 5 2

900 6 1/B 4 2

900 9 2/A 6 7

900 9 2/B 6 0

900 12 3/A 6 2

900 12 3/B 5 0

1100 6 4/A 4 2

1100 6 4/B 4 1

1100 9 5/A 4 4

1100 9 5/B 5 3

1100 12 6/A 5 3

1100 12 6/B 3 0

Po dvou ndsicich kultivace na selékim regenernim médiu byly vSechny vzorky
odstragny, nebd ani v jednom fipact nebyla pozorovana regenerace. Nedochazelo ke
kalogenezi a &ozni listky nekrotizovaly. Kontrola vedend na nek&nim regeneranim
médiu Ehem dvounsicni kultivace prosla procesem kalogeneze i organemgnKontrola

vedena na selékim regenergnim médiu zahynula jizdhem prvniho résice kultivace.
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Ve druhém transforngaim experimentu bylo transformovano 8&aknich listki, které
byly rozmistny na dvanacti Petriho miskach. Jako nosivazané DNA byly ajp pouZzity 1
um velké ¢astice zlata. Mikroprojektily byly do pletiva wetovany pod tlakem 1350 nebo
1550 psi. Petriho misky slbznimi listky byly umisiny ve vzdalenosti 6, 9 nebo 12 cm od
zachytné kovové tigky. V tab. 6 je uvedeno schéma a vysledek drutimsforméniho
experimentu.

Tab. 6 Schéma druhého transfordmého experimentu a vysledek histochemického stamove
tranzientni exprese gergus provedeného 2 dny po transformaci. Tranzientnirese genu
gus se projevila ve forth modrych skvrn viditelnych na povrchu chlorofylu axenych
déloznich listk.

Tlak Vzdalenost Cislo Poket histochem. Celkovy pocet

helia cilové tkang vzorku analyzovanych skvrn nalezeny na

(psi) (cm) déloznich listki déloznich listcich
p¥i histochem.

analyze

1350 6 1/A 3 12

1350 6 1/B 3 2

1350 9 2/A 5 1

1350 9 2/B 4 2

1350 12 3/A 4 3

1350 12 3/B 4 1

1550 6 4/A 4 3

1550 6 4/B 4 2

1550 9 5/A 3 2

1550 9 5/B 3 3

1550 12 6/A 4 2

1550 12 6/B 2 0

Po dvou nisicich kultivace na selékim regenermim médiu byly téréf vSechny vzorky
odstrarny, nebd u nich nebyla pozorovana regenerace. Nedochaedkalkgenezi adozni
listky nekrotizovaly. Pouzeétbzni listky vzorki 1/A, 2/B a 5/B byly peneseny ng&erstvé
regeneréni médium, nebdsi zachovaly zelenou barvu. Dosud ale daBatvorit kalusy. Po
ttech ngsicich za&al jeden listek vzorku 2/B t¥iv kalus. Po pti mésicich kultivace na
seleknim médiu byly dlozni listky vzorki 1/A, 2/B a 5/B odstraimy, nebd@ doslo k jejich
nekrotizaci. Kontrola vedena na neseéld@kn regenernim médiu Bhem dvounisiéni
kultivace proSla procesem kalogeneze i organogenKmmtrola vedena na sek@km
regenerénim médiu zahynula jizdmem prvniho nssice kultivace.
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Ve tretim transforménim experimentu bylo transformovano 19dlodnich listki, které
byly rozmisény na 24 Petriho miskdch. Jako osavazané DNA byly pouzity im velké
castice zlata. Mikroprojektily byly do pletiva wstovany pod tlakem 900, 1100, 1350 nebo
1550 psi. Petriho misky slbznimi listky byly umisiny ve vzdalenosti 6, 9 nebo 12 cm od
zachytné kovové nzky. V tab. 7 je uvedeno schéma a vysledekiio transformé&niho

experimentu.

Tab. 7 Schémaitetiho transforméniho experimentu a vysledek histochemického stamove
tranzientni exprese gergus provedeného 2 dny po transformaci. Tranzientnirese genu
gus se projevila ve forth modrych skvrn viditelnych na povrchu chlorofylu axenych
déloznich listk.

Tlak Vzdéalenost Cislo Poget histochem. Celkovy potet
helia cilové tkang vzorku analyzovanych skvrn nalezeny na
(psi) (cm) déloznich listki déloznich listcich
pii histochem.
analyze
900 9 1/A 4 7
900 9 1/B 4 6
900 9 1/C 4 1
900 9 1/D 4 13
1100 9 2/A 4 12
1100 9 2/B 4 10
1100 9 2/C 4 5
1100 9 2/D 3 7
1100 12 3/A 4 11
1100 12 3/B 4 14
1100 12 3/C 4 8
1100 12 3/D 4 32
1350 6 4/A 4 2
1350 6 4/B 4 6
1350 6 4/C 4 6
1350 6 4/D 4 3
1550 6 5/A 4 6
1550 6 5/B 4 5
1550 6 5/C 4 2
1550 6 5/D 4 2
1550 9 6/A 4 7
1550 9 6/B 4 19
1550 9 6/C 4 4
1550 9 6/D 4 8
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Po dvou misicich kultivace na selékim regenerim médiu byla odstr@na wtSina
vzorki. U tchto vzorki nedochazelo ke kalogenezi &laEni listky nekrotizovaly. Pouze
délozni listky vzorki 4/A a 4/C byly peneseny naerstvé regeneéai médium, nehd
nedoslo k jejich nekrotizaci. Jeden z Ilistkzorku 4/A vytvdil kalus a ostatni listkyistavaly
stéle zelené. Kalus vytyibtaké jeden z listk vzorku 4/C. Na tomto kalusu pak byly patrné i
dva pryty mensiho véstu (cca 2 mm). Kontrola vedené na nesalék regener@im médiu
béhem dvounssicni kultivace odurfela. Doslo ke kalogenezi, ale vzniklé pryty z nemého
davodu oduntely. Kontrola vedena na selgim regenerim médiu zahynula jiz dnem
prvniho nésice kultivace. Pétyfech ngsicich kultivace byly odstrany i zbyvajici @lozni
listky (4/A, 4/C). U obou vzorkdoSlo k nekrotizaci vzniklych kaltis
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Ve c¢tvrtém transforménim experimentu bylo transformovano 98adnich listki, které
byly rozmistny na dvanacti Petriho miskach. Jako nogvazané DNA byly pouZity im
velké ¢astice zlata. Mikroprojektily byly do pletiva wstovany pod tlakem 1100 nebo 1550
psi. Petriho misky sdoznimi listky byly umisiny ve vzdalenosti 9 nebo 12 cm od zachytné
kovové ntizky. V tab. 8 je uvedeno schéma a vysled#akrtého transforméniho
experimentu.

Tab. 8 Schémaitvrtého transforméniho experimentu a vysledek histochemického stamove
tranzientni exprese gergus provedeného 2 dny po transformaci. Tranzientnrese genu
gus se projevila ve forth modrych skvrn viditelnych na povrchu chlorofylu axenych
déloznich listk.

Tlak Vzdéalenost Cislo Poget histochem. Celkovy potet

helia cilové tkang vzorku analyzovanych skvrn nalezeny na

(psi) (cm) déloznich listki déloznich listcich
p¥i histochem.

analyze

1100 9 1/A 4 11

1100 9 1/B 4 41

1100 9 1/C 4 36

1100 9 1/D 2 0

1100 12 2/1A 4 43

1100 12 2/B 4 4

1100 12 2/C 4 17

1100 12 2/D 4 33

1550 9 3/A 4 7

1550 9 3/B 4 6

1550 9 3/C 4 19

1550 9 3/D 4 23

Po dvou mnisicich kultivace na selékim regener@im médiu byly vSechny vzorky
odstragny, nebd ani v jednom fipact nebyla pozorovana regenerace. Nedochazelo ke
kalogenezi a &ozni listky nekrotizovaly. Kontrola vedena na rlek&nim regeneranim
médiu byla odstrafma jiz po ngsici kultivace. Vytvdila kalusy, které ale nekrotizovaly.
Pricinou mohlo byt pouZiti starSiho médta,starSich roztok ristovych latek pouzivanych k
piipraw regeneréniho média. Kontrola vedena na seélekn regener@im meédiu zahynula

béhem prvniho rasice kultivace.
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V péatém transformaim experimentu bylo transformovano 14dodnich listki, které
byly rozmistény na 24 Petriho miskach. Jako riosavazané DNA byly pouzity 1 nebo 1,6
um velke ¢astice zlata. Mikroprojektily byly do pletiva wetovany pod tlakem 900, 1100
nebo 1350 psi. Petriho misky &laznimi listky byly umisiny ve vzdalenosti 6, 9 nebo 12 cm
od zachytné kovové fizky. V tab. 9 je uvedeno schéma a vysledek patémsformaniho
experimentu. Obr. 5ipdstavuje dozni listek, jehoz &které butky vykazuji tranzientni

expresi gengus. a obr. 6 pedstavuje netransgenni kontrolu regenerace.

Tab. 9 Schéma péatého transfortmiho experimentu a vysledek histochemického stamove
tranzientni exprese gergus provedeného 2 dny po transformaci. Tranzientnrese genu
gus se projevila ve forth modrych skvrn viditelnych na povrchu chlorofylu axenych
déloznich listk.

Velikost Tlak Vzdalenost Cislo Poket histochem. Celkovy potet
mikroprojektil @ helia cilové tkang vzorku analyzovanych skvrn nalezeny
(um) (psi) (cm) déloznich listka na déloznich
listcich pFi
histochem.
analyze

1 1100 9 1/A 3 69

1 1100 9 1/B 3 28

1 1100 9 1/C 3 31

1 1100 12 2/A 3 55

1 1100 12 2/B 3 11

1 1100 12 2/C 3 33
1,6 900 6 3/A 3 25
1,6 900 6 3/B 3 23
1,6 900 6 3/C 3 8
1,6 900 9 4/A 3 24
1,6 900 9 4/B 3 16
1,6 900 9 4/C 3 9
1,6 1100 9 5/A 3 8
1,6 1100 9 5/B 3 5
1,6 1100 9 5/C 3 4
1,6 1100 12 6/A 3 18
1,6 1100 12 6/B 3 3
1,6 1100 12 6/C 3 30
1,6 1350 9 7/A 3 0
1,6 1350 9 7/B 3 6
1,6 1350 9 7/C 3 0
1,6 1350 12 8/A 3 9
1,6 1350 12 8/B 3 2
1,6 1350 12 8/C 3 3
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Imm Imm

Obr. 5 Fotografie dlozniho listku, Obr. 6 Fotografie dloZniho listku,
jehoz rekteré buiky vykazuji ktery slouzil jakantrola regenerace.

tranzientni expresi gergus.

Po dvou nisicich kultivace na selékim regenerim médiu byla odstr@na wtSina
vzorki. U tchto vzorki nedochazelo ke kalogenezi &laEni listky nekrotizovaly. Pouze
jeden @lozni listek vzorku 1/A byl fenesen n&erstvé regenetai médium, nehb se jevil
jako zivotny. Pletivo bylo zelené, ale listek zatimavykazoval tvorbu kalusu. P#eth
mesicich kultivace &dozni listek nekrotizoval. Kontrola vedena na nek&lim regener@aim
médiu Ehem dvounisicni kultivace prosla procesem kalogeneze i organemgnKontrola
vedena na selékim regenernim médiu zahynula jizdhem prvniho résice kultivace.
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V Sestém transforndaim experimentu bylo transformovano 78ainich listki, které byly
rozmistny na dvanacti Petriho miskach. Jako tosivdzané DNA byly pouzity im velké
castice zlata. Mikroprojektily byly do pletiva wetovany pod tlakem 1100 psi. Petriho misky
s &loznimi listky byly umistny ve vzdalenosti 9 nebo 12 cm od zachytné kovotigkyn V
tab. 9 je uvedeno schéma a vysledek Sestého trar&fiho experimentu.

Tab. 9 Schéma Sestého transfonéo experimentu a vysledek histochemického stamove
tranzientni exprese gergus provedeného 2 dny po transformaci. Tranzientnirese genu
gus se projevila ve forh modrych skvrn viditelnych na povrchu chlorofylu azienych
déloznich listk.

Tlak Vzdalenost Cislo Pocet histochem. Celkovy pocet skvrn

helia cilové tkang vzorku analyzovanych nalezeny na

(psi) (cm) déloznich listka déloznich listcich
p¥i histochem.

analyze

1100 9 1/A 3 18

1100 9 1/B 3 10

1100 9 1/C 3 2

1100 9 1/D 3 6

1100 9 1/E 3 8

1100 9 1/F 3 1

1100 12 2/A 3 0

1100 12 2/B 3 3

1100 12 2/C 3 15

1100 12 2/D 3 7

1100 12 2/E 3 1

1100 12 2/F 3 8

Po dvou mnisicich kultivace na selékim regener@im médiu byly vSechny vzorky
odstragny, nebd ani v jednom Hpadc nebyla pozorovana regenerace. Nedochazelo ke
kalogenezi a &ozni listky nekrotizovaly. Kontrola vedend na nek&nim regeneraim
meédiu prosla &ghem dvoumnssicni kultivace procesem kalogeneze i organogenezatréla

vedena na selékim regenernim médiu zahynuladhem prvniho résice kultivace.
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Tab. 10 uvédi, jaky efekt na tranzientni expresinuggus maji zneény velikosti ti

parametit — velikosti mikroprojekti, tlaku hélia a vzdalenosti cilové tkaomd zachytné

kovové niizky. Jednd se o souhrn vyslédkSech Sesti prové&dych transforménich

experimeni. Usm3nost transformmich pokud, je zde hodnocena jako qmi skvrn

nalezenych $ histochemické analyzegpaiitany na jedendozni listek.

Tab. 10 Souhrn vysledk transformanich experimerit 1 — 6. Winek zmén velikosti

mikroprojektilid, tlaku helia a vzdalenosti cilové tkarmod zachytné kovové fiiiky na

tranzientni expresi gergus.

Velikost Tlak helia Vzdalenost cilové Celkovy potet Pocet skvrn
mikroprojektil @ (psi) tkdné (cm) histochem. nalezenych i
(um) analyzovanych histochem. analyze
déloznich listka prepctitany na

jeden dglozni listek

1 900 6 15 1,2

1 900 9 37 1,0

1 900 12 19 0,3

1 1100 6 16 0,5

1 1100 9 71 4.7

1 1100 12 73 4,1

1 1350 6 16 1,1

1 1550 6 16 0,9

1 1550 9 32 2,9

1,6 900 6 9 6,2

1,6 900 9 9 54

1,6 1100 9 9 1,8

1,6 1100 12 9 5,6

1,6 1350 9 9 0,6

1,6 1350 12 9 15

Z tab. 10 vyplyva, Ze jako nejuspxjSi se jevilo pouziti 1,6 um velkych mikroprojekitil
tlaku 900 psi a vzdalenosti cilové tkaod zachytné kovové #kky 6 cm. Jedna se vSak o
vysledky ziskané na zakkagouze jednoho pokusu, takze by bylo vhodné&Srspst owfit

opakovanim daného pokusu.
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5 DISKUZE

Cilem prace bylo posouzeni a srovnanfedmosti a &innosti A. tumefaciens
zprostedkované transformace &aje a transformace biolistické.

Za pouziti bakteriéA. tumefaciens kmene GV3101 obsahujici binarni vektor 35Sgus-int
bylo v jednom transfornéaim pokusu transformovano 31BlaZnich listki rajcete Solanum
lycopersicum L.) odridy MoneyMaker, které byly nasledéinselektovany na médiu s
kanamycinem. Takto bylo ziskdno celkem 73 nezé&slislyansgennich rostlin. Jednalo se o
rostliny, které na zakenovacim médiu s obsahem kanamycinu viitygravé kdaeny. Tyto
rostliny byly podrobeny PCR analyze, ktera u v3eatvrdila gritomnost signalniho gergus.
Vzhledem ke skutaosti, Ze nebyla provedena analyza ziskanych tesamégh pryi
Southernovou hybridizaci, byly vSechny pryty ziskarjednoho kalusu povazovany za klon a
do vypaitu transformani &innosti tak byl zahrnut vzdy pouze jeden pryt regemany na
jednom kalusu. Celkovy @et regenerovanych piybyl zna&né vysSi nez peet pryii, které
poslouzily pro vypoet transforméni €innosti, acinil 162. Z nich vSak na zakeiovacim
meédiu s obsahem kanamycinu 51 nezakoo. Nabizi se vysileni, Ze bylo dosazeno pouze
tranzientni exprese genoptll, kter& umozni regenerujicimu kalusu pciteu dobu na
seleknim médiu pezit, &koli neni stabilé transformovan. Také mohlo jit disledek ztraty
aktivity (uml¢ovani) transgel kterou mohly zfisobit gestavby vyvolané vysokym piem
kopii integrovaného transgenu. Kosuprese (petia) genové aktivity pak nemusi postihnout
celou rostlinu, ale jen gkteré ¢asti. Tato skutgnost miZze byt vyseétlenim, pr@ nékteré
rostliny kdenily ¢ast&né v médiu acast&né vytvarely koreny vzdusSné. Kosuprese je
bung¢né autonomni, ale s@asre se ntize genaset po rostlihnag. roubovanim. Dkazem,
Ze vysoky poet kopii integrovaného transgentize zmisobit jeho umieni, je nap prace
Meinse (2000), ve které byl jeden list transgenr#imiku s aktivnim genem pro GFP (bez
odctleni od rostliny) infiltrovan bakteriemA. tumefaciens, jejichz T-DNA obsahovala gen
GFP, a tim doslo ke ztgaaktivity tohoto genu v celé rostlin

U vybranych rostlin byl @kaz gitomnosti¢i nepfitomnosti genugus podan pomaoci
histochemického a fluorometrického stanoveni. Zopoéni vysledk pouzitych ti analyz
(PCR, histochemie, fluorometrie) vyplynulo, Zetkieré vysledky PCR analyzy a
histochemického stanoveni GUS aktivity se neshdgavavysledky fluorometrické metody
stanoveni aktivity GUS. Tuto skuéteost bylo mozné vysilit tim, Ze se jednalo o chimérni
rostliny, které exprimovaly gegus pouze v gkterych¢éastech rostlinnéha@la. O chiméry se
ziejme jednalo i v pipact 2 vzorki, u nichz byla pomoci PCR reakce opakavprokazéna
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piitomnost genwgus, akoli vysledky histochemického a fluorometrickéhargiveni GUS
aktivity nazngovaly, Ze se o transgenni rostliny nejednaéthto 2 vzork se dale nabizi
moznost, Ze dosSlo pouze kd@sné expresi gengus, ktera byla po wité dok® umicena.
Potvrzenim pedpokladané chimerity e byt fakt, Ze rostliny, u jejichz analyz byly dayt
vysledky pozorovany, Kenily v agaru i nad jeho povrchem, tzn. Ze i k espgenunptl|
dochazelo pouze whkterychcéstech rostliny. Pro potvrzegiivyvraceni &chto teorii by bylo
vhodné ovfit vysledky PCR analyzou, ktera by nebyla prasrals rostlinnym pletivem, ale s
genomickou DNA nebo provedenim Southernovy hybaickz jak ve své praci uvadi
Zaludové (2002).

Zjistena transforméni (innost¢inila 23,2 %. Hodnoty transformiai (Kinnosti u ragete
jsou velmi rozléné. Pohybuji se od 6 % (Vidya et al., 200Gespvice nez 20 % (Park et al.,
2003) az ke 40 % (Sun et al., 2006)kR/lova (2004) nap dosahla u odidy MoneyMaker
pii dvoudenni kokultivaci #\. tumefaciens transformani (&innosti 10 %. V préaci Zaludové
(2002) ¢inila transformani &innost dosazenariptransformaci rajete odidy MoneyMaker
kmenem LBA 4404A. tumefaciens 7,7 %. Pro srovnani je mozno uvest, Ze Meissnail. et
(1997), kt&i pouzili k transformaci oddy MikroTom kmeneA. tumefaciens LBA 4404
uvadji, ze transformacidoznich listki pomociA. tumefaciens mize transforméni innost
dosahnout az 80 %. Tato wéfia zn&neé zavisi na Bkolika faktorech. €mi jsou pouzity
rostlinny material a odda, kmen bakterié. tumefaciens, koncentrace bakterii v suspentii p
transformaci, sloZeni kulti¢aich médii a &které dalSi. Autth Hu a Phillips (2001) najklad
pro potla&eni grenistani A. tumefaciens. Problémy s feristanim A. tumefaciens, jejichz
pricinou mize byt zvysena virulence bakteri@Sily ve své praci také Zaludova (2002) a
Prikrylova (2004). V mé praci vSak v zadném okamzigtoblém s peristanim A.
tumefaciens nenastal. Bkrylova (2004) uvedla, Ze faktorem, kterym lze ienit Uc¢innost
transformace, fite byt i délka kokultivace &bzZnich listki s A. tumefaciens. Jako
nejus@gsSrejSi pak vyhodnotila délku kokultivace tate odidy MoneyMaker s A.
tumefaciens jeden den, ktera byla dostgici pro vneseni plazmidu. Krasnyanski et al. @00
pozorovali nejvysSi transformiai (¢innost po dvoudenni kokultivacigkbznich listki s A.
tumefaciens. Také Cortina a Culidnez-Marcia (2004) transforaiodélozni listky rafete a
explantaty kokultivovali #\. tumefaciens 2 dny. Jako nevhodna se autorKrasnyanski et al.
(2001) jevila tidenni kokultivace #gloZnich explantdi rajcete (na meédiu bez antibiotika
eliminujiciho bakterie) $A. tumefaciens. Ta totiz podptila piiliSné namnoZeni bakterii v

rostlinné tk&ni a naslednéquistani explantatkoloniemi bakterie.
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Pomoci genovéhoeéth PDS-1000/He za pouziti binarniho vektoru 35Sgudyly v Sesti
pokusech transformovany éldzni listky rafete Solanum lycopersicum L.) odnidy
MoneyMaker. Celkem bylo transformovano 698odnich listki. VétSina €chto explantat
po transformaci mikroprojektily vykazovala tranZiein expresi genugus, ktera se po
histochemické analyze projevovala jako ,modré skvmiditelné na povrchu chlorofylu
zbavenych #&ozZnich listki. Pouze 35 #loZnich listki tranzientni expresi nevykazovalo.
NejvysSi péet skvrn nalezenyiphistochemické analyzeigpaiteny na jeden &ozni listek
¢inil 6,2. Klein (1988) dosahliptransformaci lisi a suspenznich kultur tabaku viperu
poctu 83,3 GUS exprimujicich bgk na list. Podélo se mu dokonce vneseny gen stabiln
integrovat. V mé préaci se v Zaddném z pakospodélo docilit stabilni transformace. Stabilni
transformace buftnych suspenznich kultur tgte (ycopersicon esculentum odridy VENT
Cherry aL. penndllii) dosahli ve své praci Van Eck et al. (1995).

Dulezitym momentem ip transformaci mikroprojektily je bezesporu optimate rkolika
faktori, které aspSnost této metody vyznamrovliviuji. Nekteri autdi se pak shoduji, Ze
maximalni transformmi (&innosti Ize dosahnout zejména optimalizaci velikost
mikroprojektild, tlaku hélia a vzdalenosti cilové tkafnag. Heiser, 1998; Sanford et al.,
1993). Na zakla#gltéchto Uvah se zakladnimi prémmymi pokus provadnych v této praci
staly pra¢ zminované ti parametry. Sledovana byla transfotmia(innost (¥ velikostech
zlatych¢astic (1,0 a 1,6 pm) fiptlaku hélia (900, 1100, 1350 a 1550 psi)favadalenostech
cilové tkar (6, 9 a 12 cm). Zlat&stice byly vybrany zidrodu sférického tvaru, u kterého je
piedpoklad, Ze zZisobi mensSi poSkozeni bikn(Southgate et al., 1995). Oproti wolframovym
¢asticim maji vyhodu v tom, Ze nejsou toxické prdrigatypy bugk (Sanford et al., 1993) a
nepodléhaji povrchové oxidaci, kter4 owilije navazovani DNA na povrckiastic a
zpusobuje degradaci navazané DNA (Russell et al., ;198@ford et al., 1993).

Pt pouziti mikroprojektiti o velikosti 1,0 um se jako nejismejSi z hlediska vysledk
histochemického stanoveni aktivitg-glukuronidazy jevilo pouziti tlaku 1100 psi a
vzdalenosti cilové tkan9 cm. V pokusech, kde byly vySe uvedené paranmngzity, vSak
nikdy nedoslo ke kalogenezi transformovanych exglAnKalogeneze byla pozorované p
pouziti tlaku helia 1350 psi a vzdalenosti cilokért 6 a 9 cm, kde se hodnoty tranzientni
exprese pohybovaly v rozmezi pouze 0,5-1,5 modslohrn na list. Jedenébbzni listek
transformovany f pouziti tlaku helia 1350 psi a vzdélenosti cilaként 6 cm dokonce
vytvoril 2 pryty, které vSak v korimé fazi dosahly velikosti pouze zhruba 2 mm a patien
nekrotizovaly. Jednalo se s n&di pravédpodobnosti o netransformované pletivo, které

nebylo schopné délefgrit na médiu, kde bylo ve styku se séfdgkn agens (kanamycin),
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nebo bylo na vié predcasnému odubeni pryfi pouziti starSiho médiaj starSich roztok
rastovych latek pouzivanych kipraw regeneréniho média. Tomuto tvrzeni by nasktoval
fakt, Ze dosSlo k nekrotizaci i kontrolnich rostedenych na nesel&kim regener@nim
meédiu. Jako nejusprejSi se z hlediska histochemického stanoveni altigdglukuronidaz
jevil pokus, ve kterém bylo pouzittastic zlata o velikosti 1,6 cm, tlaku hélia 900 psi
vzdalenosti cilové tk&nod zachytné kovové tikky 6 cm. V tomto fipac se vSak jedna o
vysledek na zakladpouze jednoho pokusu, takZze by bylo vhodné tepstedek jedt overit
opétnym provedenim pokusu.

Duvodem, pré nebylo dosazeno vysSich hodnot tranzientni expreshou byt problémy,
které nastavaji ip procesu navazovani DNA na mikroprojektily, tznerovnongrna
precipitace DNA na povrchu mikroprojekiila agregace mikroprojekiil béhem tohoto
procesu. Aby k agregaci nedochazelo, je nutné puditl dobu vortexovani a minimalizovat
dobu precipitace. &ktefi autdi (nap. Sanford et al., 1993; Southgate et al., 1995)jiy&e
duleZitou roli g uspsSném navazéani DNA na povrch mikroprojektilraje sté spermidinu,
ktery se spokn¢ s chloridem vapenatym pouziva k precipitaci DNA pavrchu
mikroprojektild. Autori dale uvadiji, Zze stéi spermidinu by nefo presahout 2 ®sice.
Stejné zagry byly vyvozeny i z vysledk mé prace. DalSi problém nasta@l panaSenéastic
zlata s navazanou DNA na nosimikroprojektii. Tehdy dochazelo k agregaci
mikroprojektild na ugitych mistech noge. Disledkem tohoto jevu pak byld@ipSné poragni
transformované tka&na nasleda jeji snizena regenenai schopnost. Taylor a Vasil (1991) se
setkavali s problémem posSkozeni tkan disledku agregace mikroprojektilpii zkraceni
vzdalenosti cilové tkanod zachytné kovoveé tiiky.

Na zaklad vysledki histochemického stanoveni aktivity GUS, které mmdvaly na
vyraznou variabilitu v ramci opakovani jednoho pskuje moznétici, Ze transformace
mikroprojektily je velmi ndhodny proces. Do jistérynlze &innost transformace ovlivnit
Gpravou vySe zmibvanych parameir avSak stale se vigséhu celého procesu nachazeji
okamziky, jako nap nerovnondrna precipitace DNA na povrchu mikroprojekté agregace
mikroprojektild, které Ize jen g¢i ovlivnit.

Zawrem je nutno uveést, Ze na zalkladysledki této prace je mozné vyhodnotit
v porovnani s biolistickou transformaci. Nevyhoddu tumefaciens zprostedkované
transformace vSak ifps moznost pouziti supervirulentnich kraeschopnych infikovat i
n¢které jednodliozné rostliny (Ishaida et al., 1996; Hiei et d41997; Gonzales et al., 1998)

zustava omezené spektrum hostitelskych rostlin, newstZztransformovat rostliny, u nichz
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postradame vhodny regenéma systém a nemoznost transformovat plastidy (Vielobi et
al., 2003). Pomoci biolistické metody transform@egak mozné tyto nedostatkyeponat.

Pro transformaci ragte se vSak prozatim transformace mikroprojek#yda byt vhodna.
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6 ZAVER

V této praci byl proveden pokus o transformaciodnich listki rajcete Solanum
lycopersicum L.) odridy MoneyMaker za pomoci dvou metod — biolistické todg
transformace a transformace pomoci baktageobacterium tumefaciens kmene GV3101. K
transformaci byl v obouifpadech pouzit plazmidovy konstrukt 35Sgus-int nesg@engus
pro B-glukuronidazu a genptll pro rezistenci ke kanamycinu.

Mezi obima metodami byl zjigh zna&ny rozdil v dosazené transfortmd (Cinnosti.
Zatimco A. tumefaciens zprostedkovana transformace poskytla transfammalinnost
23,2%, biolistickou metodou se nepétia ziskat zadného transformanta. Pro potvrzeni
piitomnosti genu gus Vv transformovaném r&tovém genomu (po transformaci
zprostedkovanéA. tumefaciens) byla pouzita analyza pomoci PCR a u vybranychlinos
analyza histochemicka a fluorometrickad. Na zaklpdzitivnich vysledk téchto analyz bylo
uznano 73 jedincjako konény paiet nezavislych transgennich rostlidi Blolistické metod
transformace bylo z hlediska histochemického stanbtranzientni aktivity3-glukuronidazy
nejvyssiho usgrhu dosazenoippouZziti castic zlata o velikosti 1,6 um, tlaku hélia 900 gsi
vzdalenosti cilové tkanod zachytné kovové tizky 6 cm. Z hlediska schopnosti regenerace
transformovanych explantése jako nejusgnsjsi jevilo pouziti¢astic zlata 1,0 um, tlaku
helia 1350 psi a vzdalenosti cilové tk&cm, kdy byl transformovany list schopen vyit@
pryty o velikosti 2 mm.

Z demonstrovanych vysledkyplyva, Ze pro transformaci tgte bude nejvhod§si zvolit
metodu transformace prastinictvimA. tumefaciens, neba biolisticka metoda transformace
piedstavuje nahodny proces, u kterého nelze spoléaajeho dinnost. Transformaci
mikroprojektily |ze doportit v ptipact transformace zejména jedrdonych rostlin, které
nejsouA. tumefaciens prirozere infikovany, ¢i pii transformaci plastil a rostlin, u nichz
postrddame vhodny regené&masystéem.
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