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1. UVOD

Brambory jsou po pSenici, kukai a ryzi ¢tvrtou nejvyznam§Si plodinou
na s¥té. Pestuji se ke konzumnim, krmnym a zpracovatelskyfaliim, ale v sotasné
doke dochazi k poklesu vyuziti brambor jako potravingampak vaista vyznam zejména
geneticky modifikovanych (GM) odd urenych pro zpracovatelskyimysl.

Rostliny bramboru jsou pro genetické modifikaceivgby z rekolika diavodi. Jsou
mnozeny pevazr vegetative, coz zaji§uje, Ze se vloZzena vlastnost udrzi v genotypu
rostliny nékolik generaci, dale na rozdil odtsiny vysSich rostlin vyti&ji hlizy, které
mohou slouZit jako zasobarnaiiych latek a nelze ani opomenout, Ze brambor naez
celedi lilkovitych, kam pat i tabdk, ktery se pouzivd jako modelova rosthrgsiny
transformaci vysSich rostlin.

K ptenosu gein do genomu rostlin se vyuzZivaji jednak fiegg transformace
pomoci bakterii roduAgrobacterium, jednak transformacefimé, nefastji chemické
pusobeni polyetylenglykolu na izolované protoplaspyjpadré elektroporace nebo
mikroprojektily. Kazda transforndai metoda ma své vyhody, nevyhody a omezeni.

Dnes se v principu rozliSujfitzakladni skupiny GM rostlin (Navréatil, 2004). Riv
generace GM rostlin zahrnuje édy, které jsou vyhodné z hlediska z&t¥iské produkce
(odolnost k herbicitim, odolnost ke didcam, ale i odolnost &i virovym chorobam).
Druha generace je typicka #Znmou slozeni koncového produktu (hapepSi slozeni
proteini, zménéné slozeni old&j, vysSi obsah vitami). Frikladem je tzv. ,zlata ryze*
s vy88im obsahem vitaminu Areli generace by & nalézt uplaténi ve farmaceutickém
praimyslu a zdravotnictvi (n&ptzv. jedlé vakciny, vyrobaékterych kofaktodl, enzymi
apod.).

Celoswtové plochy GM plodin rok od roku vzstaji, v roce 2007 dosahly vyny
témet 115 miliom hektaf. Oficialné se GM plodiny pstuji ve 23 zemich, mezéh seradi
i Ceska republika, kde se v roce 20@3tpvalo asi 5 000 hekiatransgenni kukiice.

Mezi nejwtsSi pestitele nélezi tradn¢ USA, které vroce 2007 éptovaly GM
plodiny na 57,7 milionech ha, nasledované Argenti(i®,1 mil. ha), Brazilii (15 mil. ha),
Kanadou (7 mil. ha), Indii (6,2 mil. ha)Gnou (3,8 mil. ha). Na&siné ploch se pstuji
¢tyii plodiny: sdja, kuktice, bavinik aepka olejna (Clive, 2007).



Cilem mé diplomové prace bylo porovnantininosti transformace internodii
bramboru folanum tuberosum L.), odridy Bintje, @i pouziti dvou odliSnych metod.
Neptimé metody transformace priednictvim bakterie Agrobacterium tumefaciens
apimé metody transformace mikroprojektily. Pro sravnainnosti byl @i
transformacich pouzit shodny plazmid p35SGUSintikdzem pitomnosti transgenu
v rostlinach byla jednak polymerazoigiézova reakce (PCR) a jednak stanoveni exprese

genugus fluorimetrickym a histochemickym #pobem.



2. LITERARNI P REHLED

2.1 Neimé metody transformace

Nepimé metody transformace jsou zaloZzeny na vyuZingSéu (viry nebo
bakterie), které jsou schopné vnésast své genetické informace do hostitelskékigu
Obecr pouzivanym penaséem jsou bakterie rodAgrobacterium z ¢eledi Rhizobiaceae
(Obr. 1) které umo#uji v¢lenovat do rostlinného genomu az 150 kb velké UsekyADN
(Hamiltonet al., 1996).

Obr. 1: Princip transformace pletiv bakteriefgr obacterium tumefaciens (Vejl, 2007).
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2.1.1 Charakteristika bakterii rodu Agrobacterium

Bakterie roduAgrobacterium jsou gram-negativnitmni bakterie zahrnujiatyfi
druhy: A. tumefaciens, A. rhizogenes A. vitis a A. rubi. V buikach bakterii je itomny
velky plazmid, ktery kdduje vyhodné znaky (hapezistence, syntézy specifickych latek
aj.) ataké ué&kterych druli podmiiuje virulenci. V gipac bakterii A. tumefaciens je
tento virulentni plazmid nazyvan Ti-plazmid a vipact bakterii A. rhizogenes pak

Ri-plazmid (Mlynarova a Nap, 1997).



Bakterie A. tumefaciens zpiasobuji u infikovanych rostlin tvorbu neorganizovahy
nadoii, zatimco bakterieA. rhizogenes vyvolavaji intenzivni tvorbu k@ni. Nadory
a tvorba koeni jsou vysledkem ignosu relativé malého a pesré definovaného Useku
Ti- nebo Ri-plazmidu, ktery se nazyva T-DNA (trarséd DNA), z bakterialnich btk
do infikované rostlinné hiky (Weising a Kahl, 1996).

2.1.2 Ti-plazmid bakterii Agrobacterium tumefaciens

Ti-plazmid méa délku vrozmezi 150 - 200 kb, coz mdda asi 3 % délky
chromozomu bakterie A. tumefaciens. Plazmid vsob nese wkolik Usek
nepostradatelnych k indukci tunior

Prvnim je T-DNA o velikosti 15 - 45 kb, ktera selada z 25 bp dlouhych

hraninich sekvenci, mezi nimiz jsou vioZeny dva typytgévlilynarova a Nap, 1997):

1) Geny pro syntézu nadorespecifickych latek (opiin

Opiny slouzi jako zdroj uhliku, dusiku a energieo drakterie, které infekci
zpasobily. Podle typu opifi se bakterieAgrobacterium tumefaciens déli na jednotlivé

kmeny nap. nopalinove, oktopinove, kmeny produkujici manggigropin aj.

2) Geny pro nové cesty syntézy fytohormon

Auxiny a cytokininy, produkované vnesenymi geny INA) pasobi na diferenciaci

rostlinnych busk tak, Ze pozrnénd pletiva rostou jako nadory.

Druhou nezbytnowast Ti-plazmidu tvéi asi 35 kb dlouhy Usek virulenceir),
ktery nese geny umagjici prenos T-DNA do rostlinnych bwk a jeji integraci
v rostlinném genomuVir oblast je lokalizovana vaenych vzdalenostech vievo od
T-DNA. Do prenosu T-DNA se prokazateélrzapojuje Sest oper@ntéto oblasti -virA,
virB, virC, virD, VirE, virG (Ondej, 1992).

Ti-plazmid nese jed8t dalSi Useky nutné pro funkci plazmidu v bakteifi@in
bunkach a pro interakci bakterii s rostlinnyminkami. Jsou to ndjklad geny, které

koduji enzymy podntiujici degradaci opiin(Ondej a Drobnik, 2002).



2.1.3 Fenos a integrace T-DNA

Bakterie roduAgrobacterium dokazi rozpoznat porané rostlinné biikky. Tato
vlastnost jetizena proteiny kdédovanymi geny bakterialniho chreomou chvA, chvB
apscA. Chemotaxi se bakteridibplizi k poragné buice, gichyti se na butnou sénu
a zarové se aktivujevir oblast (Weising a Kahl, 1996). Jednovldknové kapieNA jsou
uvolrény zlomem mezi 3. a 4. bazi pravého heaftio Useku. Zlomy jsou indukovany
endonukleazou, kterou koduji genyrD1 a virD2. Vytvoii se komplex T-DNA a
polypeptidi virD1, virD2 a virE2 a mozZnadkterych virB. Proteiny virD2 a virE2 chrani
T-DNA pied 5'-3' exonukledzami. Takto je T-DNA‘gmesena i@s bugcnou stnu
a integruje se do bédného jadra (Gelvin, 2003).

2.1.4 Vektory pro transformace

Pro vyuziti bakterii rod#\grobacterium jako p‘enaseéu transgen je treba vynénit
pavodni geny T-DNA (Ontkj et al., 1999). Konstrukty geén se vzdy skladaji
z transkrignich regulanich sekvenci (promotor, terminator) a oblasti ki@ich proteiny.
Nejcasgji pouzivané promotory jsou 35S CaMVnas (Christou, 1996).

Pro upravu T-DNA v plazmidu byly vyvinuty dwzékladni strategie:

1) Intermediarni vektor

Vektorem je maly plazmid (n&pz bakterieE. coli), ktery nese klonovany usek
T-DNA. Do tohoto Useku je restiikim S€penim a ligaci 8lenén Zadany gen. Plazmid je
konjugaci vioZzen do bwk bakterii rodu Agrobacterium, kde dojde k homologni
rekombinaci mezi Gseky Ti-plazmidu a malého intedi@miho plazmidu
(Zambryskiet al., 1983).

2) Binarni vektory

Tyto vektory jsou zaloZeny na principu ré#ehi Ti-plazmidu na dv ¢asti. \EtSi
z obou plazmi@l obsahuje uUsek virulence. MenSi plazmid nese T-DN#& vhodna
restrikéni mista a je dostate¢ maly, aby bylo mozné vnaset pozadované gegim@do
T-DNA (Van den Elzeret al., 1985).

Binarni vektory se staly zakladem zejmértang transformace, protoZze se s nimi
snadno manipuluje a k vytieni pozadované T-DNA nevyzaduji homologni rekomtena

(Mlynarova a Nap, 1997).
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2.1.5 Diskova metoda transformace

V roce 1985 Horsch se spolupracovniky zavedli mettrdnsformace listovych
diski (Horschet al., 1985).

Principem metody je spalead kokultivace listovych disk s bakteriemi rodu
Agrobacterium. K tomu, aby se bakterigiphytily na povrch biiky, posté&uje kratka doba
kokultivace. AvSak proignos a integraci bakteridlni T-DNA do rostlinn&iky je treba
prodlouzit dobu fisobeni bakterii a oddalit aplikaci antibiotik potatiych k jejich
likvidaci tim, Ze se po transformaci explantatytiuwiji nejprve 24 - 48 hodin na médiu bez
antibiotik.

Nasledn& kultivace probiha na agarov@dp kterd kromd anorganickych latek
a sachardzy obsahuje antibiotikum nutné pro eliminaakterii rodu Agrobacterium
(nag. timentin), dale seleki ¢inidlo, negasgji antibiotikum, zaji$ujici preziti
rostlinnym butkdm, u nichZz doSlo kipnosu T-DNA (nap kanamycin, hygromycin)
a nistové latky, které navozuji kalogenezi a nasledegeneraci pupérna stonk.

Metoda transformace listovych diskreprezentuje idealni kombinaci vysoké
frekvence transformace s jednoduchou a rychloukskele regeneraci transformovanych
rostlin (Weisinget al., 1988).

Zpocatku se bakterie rodégrobacterium pouzZivaly pevazri k transformacim
dvouctloZznych rostlin, nebo tyto rostliny pati mezi girozené hostitele této bakterie.
V souwasnostise vSak bakteriemi rodégrobacterium transformuji i gkteré jednodiozné
rostliny, coz bylo umoZmo jednak pouzitim supervirulentnich kniebakterii a jednak
vyvojem novych konstrukt (Veluthambiet al., 2003). Transformuji se ndklad cukrova
titina (Arencibiaet al., 1998), kukice (Graves a Goldman, 1987), ryze (Hieal., 1994),
pSenice (Markst al., 1989) aj. Gelvin (2003) uvadi, Ze se bakter@urdgrobacterium
vyuZivaji také k transformaciteckovytrusych a stopkovytrusych hub, kvasinek a byl
proveden i penos genetické informace do lidskych &kin

Transformace metodou listovych diskyla modifikovana prakticky na jakoukoli
cast rostliny napp segmenty hypokotyl (Khan et al., 1994), kdeni a hliz
(Ishidaet al., 1989), stonkové segmenty (Pavingerovd a  Sediva999;1
Pavingerovét al., 1997) nebo tenkéezy obsahujici pouze epidermis &aolik dalSich
vrstev bugk (Charestt al., 1988).
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2.2 Fimé metody transformace

VétSinu jednodloznych rostlin se dlouho nefilla transformovat pomoci bakterii
rodu Agrobacterium, a proto byly vyvieny §$mé metody transformace
(Paszkowsket al., 1984). Do rostlinného genomu se bez vyuZiginpSée vklada pimo

DNA, neiastji plazmidy s poZzadovanymi geny (Daniell, 1997).

2.2.1 Transformace protoplasii

Casto se P ptimych transformacich vyuzivaji protoplasty, nélmuns¢na stna
piedstavuje vyznamnou bariérutpiku cizorodé DNA do buftnych jader. Vyhodou
metody je moZnost transformace velkého mnoZstulimagch burgk (fadow 1¢° — 10)

a nevyhodou jecasto problematicka regenerace rostlin z protoplaat problém
somaklonalni variability (Potrykus, 1991).

K prainiku DNA do protoplast miaZe dochazet pouze endocytézou
nag. v piitomnosti  polyetylenglykolu a iofit vapniku pi zvySeném pH, nebo
elektroporaci, kdy fsobenim pulz stejnosmirného elektrického proudu vznikaji &sné
pory v plazmaler® které umo#uji prainik DNA do burgk (Mlynarova a Nap, 1997).

K ptenosu DNA do jader bwk Ize pouzit metodu mikroinjekci, kdy injektované
builky mohou gezivat a proliferovat (Neuhaus a Spangenberg, 1990)

DalSi metodou transformace je aplikace lipoadmoz jsou lipidové kapénky
s vloZzenou genetickou informaci. Enkapsidace DNAmembrag zaji¥uje ochranu
pied nukleazami a nenieba zadny nosi(Weisinget al., 1988). LipozOmy se aplikovaly
na pletiva, bu&né kultury (Gadtt al., 1990) nebo pylové tay (Ahokas, 1987).

Jind metoda ifmé transformace je zaloZena na smichani ostry@kerl karbidu
kiemiku (délka 10 — 80 pum, gmér 0,6 um) s buwtnou suspenzi a roztokem DNA
(Kaeppleret al., 1992).

Uspsna transformace a regenerace protoplasyla dosazena itady rostlin
nag. bramboru (Fehéret al., 1991), ryZze (Fujimuraet al., 1985), kukiice
(Rhodest al., 1988) aj.
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2.2.2 Transformace mikroprojektily

Prvni zdizeni pro penos c¢astic do pletiv vyvinul Sanford se spolupracovniky
vroce 1987 (Sanfore al., 1987). V péibéhu rekolika let byla vytvdena celaiada
piistroji, z nichZz nejpouzivasim se stal PDS-1000/He (BioRad). Jako pohon pro
dopravenicastic do pletiva vyuziva helia (Obr. 2)igemz cely proces probih&a ve vakuu
(Sanfordet al., 1991).

Mikroprojektily jsou zlaté nebo wolframové keky o velikosti 0,3 - 6 um, na které
se navaze DNA. Russedl al. (1992) uvadiji, Ze velmi roz&ené wolframové kutky jsou
sice levné, ale nachkteré buiky ptsobi toxicky. Maji nepravidelny povrch a podléhaji
oxidaci, coz ovliviuje jednak proces navazovani DNA a jednakispbuje degradaci
navazaného plazmidu. Zlato je naopak biologickytimiematerial ténst kulovitého tvaru.
Pti transformaci pronikaji zlat€astice diky vysSi hustbtdo hlubSich vrstev pletiva,
zatimco ¥tSina wolframovycltastic Zistava v epidermis (Southgasieal., 1995).

Jeden vysel mize zgisobit mnoho zasdha tim genést geny do&Siho mnoZstvi
burgk (Potrykus, 1991).

Obr. 2: Princip transformace mikroprojektily.

Helmm
Moo !—F 1P
Mﬂ{IDPIDJE]-E'hl].? ——
Diraténe sitka ceaErm ==
Cilorvé ity ~— g T

Smes ¢astic zlata s navazanou DNA se rovreomd nanese na tenky synteticky
nost a umisti se do komoryfigtroje. Plyn je zadrZzovan tenkymupznym diskem
uréujicim tlak (450 - 2200 psi). Do komoryigtroje se po vytv@ni dostaténého vakua
zane givadét He, které g pozadovaném tlaku protrhne disk. Po jeho profrzen
uvolnéna tlakova vina, ktera Zgobi pohyb noge snérem k dr&nému sitku. Zde je nasi
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zachycen, mikroprojektily jsou uvainy a leti smrem k rostlinnému pletivu umistému
ve spodniasti @istroje, kde dopadnou v kruhu aipiru 1 az gkolik cm v zavislosti na
vzdalenosti mezi rostlinnym pletivem a didfm sitkem (Sanford, 1990). Pletivo se po
transformaci umisti na médium vhodné pro regenesaselekci transgennich pletiv
(Christou, 1992).

Obecnym problémem metody je nizk&ininost transformace. Jen 7 -10 %
mikroprojektili pronikne alespp do epidermis. Je vSak nutné, aby pronikly do mgapf
protoze biiky epidermis nejsou schopny tito kalus a pak diferencovanou rostlinu
(Taylor a Fauquet, 2002). Pokud jsouikyimezofylu zasazeny, vetgine pripadi (95 %)
se mikroprojektily dostanou jen do cytoplazmy, kdelochazi k transkripci a néite tedy
dojit ani k expresi vneseného genu. U zbyvajicichh Burek zasazenych do b&mého
jadra ¥tSina (98 — 99 %) do 48 hod odumira. Integracesttanu do genomu je mozna
pouze Vv pipadt, Ze mikroprojektii pronikne do jadra aika zasah {®Zije
(Ondtej a Drobnik, 2002).

Uginnost transformace utiznych rostlinnych materidél Ize vyrazg ovlivnit
optimalizaci podminek n&pstupm vakua v komie @istroje, tlakem helia, velikosti
¢astic zlata nebo wolframu apod. (Birch a Frankg91)9Klein et al. (1988) uvadi, ze
opakovanim transformace lze zvysit jejéinnost, ale dochaziifjpom ke snizovani
Zivotaschopnosti rostlinného materialue® samotnou transformaci se na pletigand
pasobi osmotickymicinidly, kter& sniZzuji poSkozeni bé&k po zasahu mikroprojektily
(Taylor a Fauquet, 2002).

Pokud je vnaseny plazmidtéi nez 10 kb, rive kthem transformace dochazet
k jeho rozpadu a tim k ovlieni (€innosti transformace (Southgageal., 1995). DalSim
problémem transformace mikroprojektilyi pouZiti celého plazmidu je integrace vSech
gemi T-DNA. Jednim zfeSeni je vyuZiti tzv. kotransformace, kdy jsou mtiné geny
vloZzeny zvlag na fizné plazmidy a smichanyigd nanesenim nastice kovu.
Transformani frekvence dvou plazmidse pohybuje kolem 85 % (Hilliogt al., 1999;
Wakitaet al., 1998; Boweret al., 1996). Bylo dokazano, Ze do rostlinného genonidan
byt kotransformaci igneseno az 12 aznych plazmid (Hadi et al., 1996;
Chenet al., 1998).
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K transformaci pomoci mikroprojekiil [ze pouZzit #zné biologické materialy
nag. meristémy (McCabe a Matrtinell, 1993), nezrala pral{Karthaet al., 1989), pylova
zrna (Twell et al., 1989), kalusy (Christouet al., 1988), buiéné suspenze
(Klein et al., 1989) aj.

Prvni rostliny transformované mikroprojektily bygoja (McCabeet al., 1988)
a kukuice (Frommet al., 1990). Metoda byla upravena i préepos cizorodé DNA
do bakterii (Kleinet al., 1992), hub (Armaleet al., 1990),fas (Mayfield a Kindle, 1990),
hmyzu, savé (Klein et al., 1992) ato za delem studia exprese gengenové terapie
a produkce sekundarnich metaho(furth, 1997).

V souwasnosti metoda transformace mikroprojektily igleédku nizké &nnosti
porgkud ustupuje do pozadi, alecity vyznam si stale ponechava. Jednak ufn@e
pienos vice gehdo rostliny a tim i fenenu celych biosyntetickych drah a jednak je

u rekterych rostlin stale jedinowiinnou metodou transformace (Sharehal., 2005).

2.2.3 Transformace chloroplasi

Chloroplasty jsou semi-autonomni organely nesouelynvysoce polyploidni
genom s vilastnim transkeipim a translénim aparatem. Typicka rostlinnaitka obsahuje
asi 100 chloroplagt a proto je po usSné transformaci c@kavana vysoka exprese
transgenu. Novy proteinie tvait az rekolik procent vSech buinych bilkovin, zatimco
pii transformaci bu&nych jader jsou to obvykle maximé&lndesetiny procenta
(Maliga, 2004). Nezanedbatelnou vyhodou je skudst, Ze ddicnost znak kédovanych
chloroplastovou DNA je matrilinearni, nedochazi yted prenosu transgenu pylem
(Grevich a Daniell, 2005).

K prenosu gefn do chloroplast se zkouSelo ¢kolik metod nap bakterie rodu
Agrobacterium (DeBlock et al., 1985) nebo PEG (Sporleet al., 1991). Za nefinngjsi
metodu je povazovana transformace mikroprojekifly ¢t al., 1990).

Prvni transformovanou rostlinou byl tabak (Swibal., 1990), ale transformace
chloroplash se pod#la také nap u bramboru (Sidorovet al., 1999) a rajete
(Rufetal., 2001).
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2.3 Selekni systémy

Dulezitym pinosem k usgsné kombinaci transformace a néasledné regenerace
transgennich rostlin bylo vyvinuticinnych seleknich systém. Z tohoto dvodu byvaji
soutasti vektoit vnasenych do rostlin i geny pro selekci (MlynaravMdap, 1997)

2.3.1Negativni selekce

Negativni selekce vyuziva takovych genejichz exprese umazje rist pouze
transformovanym rostlinnym kkadm na médiu s fsluSnou latkou, iéemz
netransformované iy odumiraji. Nejroz$ergjSi selekni gen nptll kdoduje
neomycinfosfotransferazu 1l a navozuje tak rezisteke kanamycinu, geneticinu
a paromomycinu (Bevaet al., 1983). DalSimi &n¢ pouzivanymi seleknimi ¢inidly jsou

nag. hygromycin (getpt) nebo herbicid fosfinotricin (gear).

2.3.2Pozitivni selekce

Pt pozitivni selekci poskytuji specifické setek geny transformované rostin
metabolickou vyhodu. Netransformovanéiky na seleknim médiu neodumiraji, pouze
trpi nedostatkem aité ziviny a tim je inhibovan jejichust (Joersbo a Okkels, 1996).
Do média nejsou uvdbvany toxické latky z odurelych burk, nedochazi k inhibicitstu
transformani, a proto nize byt dosazeno lepSi regenerace rostlin a vy&ssformani
acinnosti (Pennat al., 2002).

Jednou z roz&tnych strategii pozitivni selekce je vyuZittidavku manozy
do média. Samotna mano6za neni pro rostliny toxicka, v rostlinném de je tento
monosacharid fosforylovAn na mano6zo-6-fosfat. Tuldtku rostliny nedok&zi
metabolizovat, hromadi se viikach, inhibuje fist a indukuje endonukleazy k degradaci
DNA. Je-li vSak v transformované rostlipiitomen genmanA kédujici man6zo-6-fosfat
izomerazu, dochazi ki@méné mandzo-6-fosfatu na fruktézo-6-fosfat, ktery jeupiv jako
prekurzor glykolyzy (Joersbei al., 1998)

Jednou z dalSich mozZnosti je selekce s vyuZitinu ggtA, ktery koduje enzym
xylézoizomerazu. Tento enzym katalyzujgeqmenu pro rostliny nemetabolizovatelného
cukru D-xyl6zy na D-xylulozu. Sel€ki latkou je xyl6za, kterou transformované rostliny

vyuZzivaji jako zdroj energie (Haldrugbal., 1998).
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2.4 Reportéroveé geny

Reportérové geny byvajiasto vnaSeny do rostlin spdie s geny pro selekci.
Jejich expresi je mozné stanovit jednoduchou aetiobu metodou na zakladarevné
reakce nebo fluorescence.

Nejcastji se pouzivaji luciferazové geny zeégusky Photinus pyralis nebo
Z bakterieVibrio harveyi (O'Kane et al., 1988), gengus pro enzym f-glukuronidazu
(Jeffersoret al., 1987) a gemfp z medluzyAequorea victoria, ktery jediny fluoreskuje bez
dodéani substratéi kofaktori (Chalfieet al., 1994). V roce 2006 byl poprvé do protoplast
tabaku usgsne vnesen vektor exprimujici fluoreskujici HaloTagotein, pivodns
vyvinuty pro buiky savd (Langet al., 2006).

2.4.1 Gengus

V souwasné dob je velmi rozSieny systém, ktery k pkazu exprese transgenu
vyuzivd enzymp-glukuroniddzu (Jeffersomt al., 1987).B-glukuroniddza je kodovana
genemgus (diive uidA), ktery byl izolovan z bakteri&scherichia coli K12. Enzym &ipi
B-glykozidické vazby mezi kyselinou D-glukuronovou necukernou slozkou, je
termostabilni, odolny protedazam a aktivni v Siroké@asahu pH (Jeffersaat al., 1986).

Stanoveni je zaloZeno na principu, kdy z bezbansgitstratu resp. nefluoreskujici
sloweniny barviva s kyselinou glukuronovou, jéspbenim enzymu od§teno barvivo
resp. fluoreskujici latka.

Pri histochemickém stanoveni se jako substrat pouziveomo-4-chloro-3-indolyl
glukuronid (X-Gluc) uvahujici pisobenim enzymu B-glukuronidazy pitomné
v transgennich pletivech derivat indolu, ktefeghézi oxidaci na intenzigmodry, velmi
nerozpustny derivat indiga (Vitrehal., 1995; Jeffersost al., 1987).

Pri fluorimetrickém stanoveni vznikaupobenim enzymus-glukuronidazy na
substrat  4-metylumbelliferyp-D-glukuronid (MUG) kyselina D-glukuronovd a
fluoreskujici 4-metylumbelliferon (4-MU). Reakce z#stavi fidanim alkalického roztoku
sody, ktery zvySenim pH umoZni ionizaci hydroxyltM® nutnou pro fluorescenci.
Fluorescence sedfi pii excitaci 365 nm a emisi 455 nm (Gartlaatcl., 1995).
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Prednosti metody zaloZzené na enzyfglukuronidaze je jednoduchost, rychlost
a spolehlivost (Jeffersod al., 1987). Enzym davaripstanoveni fiznivé nizké pozadi,
protoze se glukuronidazy nevyskytuji v rostlindbbubach, ani ve velkéstsine bakterii
a glukuronidazy obratlowcmaji velmi slabou aktivitu k dZné¢ pouzivanym syntetickym
substraim. Nevyhodou mize byt utita nespecificka aktivitagkterych rostlinnych pletiv

nagiklad pylovych zrn (Plegt a Bino, 1989).

2.4.2 Tranzientni exprese

K expresi transgenu ide dojit jext pred jeho integraci do rostlinného genomu.
Tento jev se ozraje jako tranzientni neboli dasna exprese. Doba od transformace
do nastupu expreseini asi 48 hodin a dhem rekolika dalSich dfi zanika
(Janssen a Gardner, 1989).

Jako reportérovy transgen s&Smou vyuziva gemgus, neba@ pri histochemickém
stanoveni je snadnéditr kde dochazi k expresi gempouzitych k transformaci. Vyhodné
je i pouziti genwgfp, kdy rostlinné biiky pfi stanoveni exprese neodumiraji.

Prakticky se tranzientni exprese vyuZivd k origmitau porovnéni &innosti
raiznych promotal, ke zji¥ovani funknosti vektod a k porovnavani dinnosti téhoz

konstruktu v iznych materialech (Daniell, 1997).
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2.5 Solanum tuberosum

2.5.1 Rivod brambor

Pravlasti brambor je zdpad&ast Jizni Ameriky, kde se bramborygspovaly jiz
ve 2. stol. n. l.Solanum tuberosum spp. andigenum, vytvéejici hlizy za kratkého dne,
vznikl ve vysoko poloZzenych udolich And v Peru ditdb Do Evropy byl dovezen v roce
1565 a slouzil jako zahradni okrasna @& barevi kvetouci rostlina. V roce 1585 byl
do Anglie dovezen z Chile bile kvetouci dr8blanum tuberosum spp.tuberosum, ktery
vytvéri hlizy za dlouhého dne. Tento druh se stal zaktaeégropskych odid brambor
(Divis et al., 2000).

Druh Solanum tuberosum spp.tuberosum nalezi do rodu lilekSolanum) a celect
lilkovitych (Solanaceae). Brambor hliznaty je vysoce heterozygotni, tdoimi (2n = 48),
dvoudtlozna rostlina a jednoleta bylina, kterauie byt rozmnoZovana generativn

| vegetativig.

2.5.2 Slech&ni brambor

Konvertni zpisob Slechini brambor je velmi pomaly (trva 10 az 15 let) &dy
obtizny. Zahrnuje Zeni rostlin bd’ se stejnou nebo siznou ploidni Grovni (2n az 6n),
odvozeni klofi, hodnoceni a selekci rostlin na zakia@notypu acasto i opakovana
zpetna Kizeni (Bradshaw a Mackay, 1994).

Plané andské druhy poskytuji Sirokou zasobarnu,gderé nesou velmi zajimavé
a zadouci vlastnosti (naprezistence k patogém, tolerance k biotickym a abiotickym
stresim aj.). Jako donory vlastnosti se v &snych Slechtitelskych programech pouzivaji
zejména druhyS demissum, S acaule, S. chacoense, S. spegazinii, S. stoloniferum,
S vernei. VétSina planych drub jsou diploidni rostliny. Problémem jeasta sexualni
inkompatitibilita planych a kulturnich drihkterou Ize 8kdy obejit propojenim technik
somatické hybridizace, pylové embryogeneze a toamsfce (Hemanovaet al., 2007).
Somaticka hybridizace protoplasbrambor byla provedena priednictvim elekrofuze
(napr. DeVries a Tempellar, 1987) a polyetylenglykatay§. Fehéret al., 1991).
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Brambory byly jednou z prvnich transformovanychdno u nichZz se pod#o
regenerovat transgenni rostliny. Diskova metodasfaamace bramboru byla poprvé
pouzita vroce 1988 a jako vhodny explantat byly breyiy disky hliz
(Sheerman a Bevan, 1988; Stiekenet al., 1988) a lisi (Tavazzeetal., 1989;
DeBlock, 1988). Pozgi byla metoda aplikovana na stonkové segmenty boam
(Visseret al., 1989).

Autori se shoduji, Ze dinnost transformace bakteriemi roddgrobacterium
i nasledna regenerace transgennich rostlin branjbarévisla na genotypu, fyziologickém
stavu a std pouzitého materidlu, slozeni kultirdich médii, kmeni bakterie
A. tumefaciens aj.  (Snyder a Belknap, 1993; DeBlock, 1988). Napansformani
acinnost disk hliz odiidy Désirée kolisala od 1 % (Stiekersal., 1988) do 20 %
(Sheerman a Bevan, 1988). Kumar (1995) uvadhnost transformace explaniahliz
v rozmezi 5 % - 50 %.

Castym problémem je nizk&ianost transformace a vysoky stipsomaklonalni
variability (Higgins et al., 1992; Tencate a Ramulu, 1987). Kayisseret al. (1989)
uvadji ucinnost transformace internodii bramboru 6 % - 8 @icemz téndit 13 %
ziskanych transgennich rostlinélm vyrazré poznenény fenotyp a cytologickad analyza
prokazala i zrény v genotypu.

S efektivnostiin vitro kultur a ®&innosti transforménich postufp se ungrné
zlepSuji i vysledky transformace. NapBeaujeanet al. (1998) provedli transformaci
pomoci bakteriiA. tumefaciens u internodii ti odrid brambor Bintje, Kaptah Vendel
a Désirée. Dosahli ¢innosti transformace ips 90 % spojené s nizkou frekvenci
somaklonalni variability. Ziskali v pméru 7 az 9 vyhot na 1 explantat.

Transformace pro&dnictvim bakterii rodégrobacterium je u brambor negzrgji
pouzivana metoda, avSak ikigadt tohoto druhu plodiny lze najit aitty, u nichz je
transformace bakteriemi rodAgrobacterium problematickéa (Figueira-Filhet al., 1994),
a proto se zkouSely dalSi tgoby transformace. P transformaci mikroprojektily se
transformé&ni (€innost brambor pohybovala v rozmezi 2 % az 31 %awstosti na
pouzitém explantatu (Romambal., 2001). Craiget al. (2005) vyuZili @ transformaci
listovych explantdt brambor selekci na hygromycin. Dosahliipgrné transformeéni
acinnosti 30 %. Romanet al. (2003), kt& ve své praci kotransformovali dva plazmidy,

ziskali transformeéni (&innost internodii bramboru v rozmezi 5 % - 35 %.
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2.5.3 Vysledky Slechini brambor

Hlavnim problémem ze&délci v mnohacastech sita zistava kontrola patogén
Plisen bramborova PRhytophtora infestans), mandelinka bramborovaLéptinotarsa
decemlineata), Potato Leaf Roll Virus (PLRV) a Potato Virus FP\(Y) zpisobuji az 90 %
ztraty na vynosu.

V sowasnosti existuji rostliny bramboru odolné dkalika druhim vira
(Harrison, 1992;Huisman et al., 1992; Van den Elzenet al., 1993; 1989), viroidu
vietenovitosti hliz brambor(Banoet al., 1997, odnidy produkujici Bt-toxiny navozujici
rezistenci k hmyzim Sikdcaim (Kuvshinovet al., 2001), brambory produkujici peptidy
(Jouaniret al., 1998) aj.

U brambor je také kladenurhz na odolnost k abiotickym sties. Nejvice je
rozvinut vyzkum mrazuvzdornosti, kde byly provedgmykusy s expresi syntetického
nemrznouciho proteinu (Wallet al., 1997). Testuje se také zvySeni odolnoéti ehladu
a suchu progednictvim modifikovanych forem genu C17 pochazkficiz rostliny
Arabidopsis thaliana (Kirch et al., 1997). Nedavno byly ziskdny brambory tolerantii
zasoleni pdy (Hmida-Sayaret al., 2005).

Dulezité jsou i modifikace technologickych vlastnogifamborového Skrobu.
Exprese genu glykogen syntazy pochazejiciho z bakiescherichia coli zpisobuje
zvySovani podilu amylopektinu v hlizdch bramb@hewmakeret al., 1994). Byly
vytvoieny odfidy brambor obsahujici pouze amylopektin. Tytoudgr jsou zaloZzeny
na antisense inhibici enzymu GBSS a jsou vhodné pap papirensky a textilni gmysl,
vyrobu barev, lepidel aj. Brambory obsahujici zath pouze amylézu maji vnesen gen,
ktery inhibuje enzym SBE. Tato ddfa je vhodna nejen k vyrdbbioplasti, ale
i v potravindském ptimyslu (Heerest al., 1997; Kuiperst al., 1994).

Transgenni rostliny mohou produkovat proteiny, &t¢sou vlastni patogém
napadajicim epitelidlni membrany. Tzv. jedlé vakai€inné vic¢i témto infekcim stimuluji
mukozni imunitni systém k produkci imunoglobdliigA. Byly ziskany transgenni
brambory syntetizujici epitop viru nakazlivého mdlso piijmu (Kim et al., 2005),
povrchovy antigen viru Zloutenky B (Sunil-Kumat al., 2006), lidsky alfa interferon
(Sawahel, 2002) aj.
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2.5.4 Situace \Ceské republice
Ministerstvo Zivotniho prostdi vydalo povoleni k uv&di tchto geneticky
modifikovanych rostlin bramboru do Zivotniho ptesti (MZP, 2007):

1) Brambory se zvySenym podilem amylopektinu velkfschvaleno 2005)

Snizeni podilu amylozy a rigst mnozstvi amylopektinu ve Skrobu hliz brambor je
zpisobeno vlozenim fragmentu genu syntetaglysq) Skrobu vazané na Skrobové zrno
(v antisense orientaci vzhledem k fragmegtss promotoru bramboru). Gegbss je

vlastni gen bramborsglanum tuberosum).

2) Brambory se zéménym obsahem culirv hlizach(schvaleno 2006)

Rostliny nesou gen koédujici bakterialni enzym fésiiktokinazu, ktery je aktivni
v hlizach skladovanychipnizkych teplotach. V wkledku této aktivity maji hlizy snizeny

obsah rozpustnych cukr

3) Brambory se zvySenym podilem amyl6zy ve Skr(dnhvaleno 2006)

VySSi obsah amylézy a wisledku toho snizeny obsah amylopektinu v hlizach
brambor je zfisoben vloZzenim fragmehtgenu bel a $e2 jako duplikovaného
invertovaného opakovani enzymwmtiho bramborovy Skrob napojeného na fragment
promotorugbss, spol&né s genem kédujicim protein 1 (StGH1), ktery zesilbjosyntézu

Skrobu, aniz by se tim snizilo mnozstvi Skrobuizddh.

4) Brambory se zvySenou odolnostPlytophtora infestans (schvaleno 2007)
Rostliny nesou geny, které pochazeji z genomu boaurtBolanum bulbocastanum
(R geny) Rpi-blbl a Rpi-blb2. R genyspecificky rozliSuji cilovy patogen a vyvolaji

obrannou odpad’ v rostlirg, a tak ji gred infekci chrani.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Rostlinny material

K transformacim jsem pouZila tetraploidni (2n = 4&3tlinu Solanum tuberosum
L., odrida Bintje. Tato odrda pochazi z Holandska, kde ji v roce 1904 vysiedbtVries.

3.1.1 Kultivace rostlin

Rostliny bramboru jsem ¢gtovala vin vitro podminkachna 0,8 % agarovych
MS pidach (Murashige a Skoog, 1962) fotoperiodt 16 hod., teplat 25°C a intenzé
oswtleni 90 pM.nf.s*. Pasazovani rostlin probihalo steilre flow boxu wétyitydennich
intervalech. Kazdou rostlinu jsem nidlala na stonkovéizky obsahujici 1-2 nody

a viozila na nové MS médium.

3.1.2 Kiprava kultiva ¢nich médii

Do kadinky s destilovanou vodou jsem postupra stalého michanitigala
vSechny slozky kroghagaru. Objem jsem doplnila destilovanou vodou selost upravila
1IN KOH na pozadované pH. Médium jsem rédlitd do 500 ml Erlenmayerovych b
po 250 ml, pidala agar, biéky uzavela hlinikovou félii a vysterilizovala v autoklavu
(121°C, 30 min.).

Po klavovani jsem médium zchladila na 60°C a ve ftmxu jsem sterilé pridala
dalSi termolabilni slozky (antibiotikajstové latky). Nakonec jsem médium réliec
do riznych sterilnich kultivénich nadob podle piwb rostlinného materialu a uchovavala

v chladicim boxu.

3.1.3 Slozeni kultiv&nich médii
1) Zakladni MS médium

MS s vitaminy (DUCHEFA) 4,4 g.I*
sacharéza 20 g.I'
inositol 100 mg.I*
agar 8g."

pH =57
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2) Zakdenovaci médium MSTim300Km100

Do zakladniho MS média jsemiigala 300 mgt timentinu a 100 mgi

kanamycinu.

3) Regenerdni médium MSBR1

MS s vitaminy (DUCHEFA) 4,4 g.I"
sacharéza 20 g.I*
inositol 100 mg."
zeatin 1 mg.I*
kyselina naftyloctova (NAA) 0,02 mg.t*
kyselina giberelova (GA 0,02 mgt
agar 8 g.I"
pH =5,7

4) Selekni médium MSBR1Km100
Do regeneraniho média MSBR1 jsenidala 100 mg: kanamycinu.

5) Selekni médium MSBR1Tim400Km100

Do regeneréniho média MSBR1 jsemiidlala 400 mg:f timentinu a 100 mgi

kanamycinu.

6) LK médium pro kultivacA. tumefaciens (Langley a Kado, 1972)

sacharéza 10 g.I*

kasein 8g.I

kvasnicovy extrakt 4g.I*

KH,PO, 29"

MgSQ. 7H,0 300 mg.

tetracyklin 5 mg.I™
pH=57
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3.2 Plazmidovy konstrukt

Pri obou zpmisobech transformace jsem pouzila shodny plazmideanstrukt
p35SGUSInt (Vancannewt al., 1990), ktery pochazi od prof. Willmitzera z UstaVlaxe
Plancka v Kolig nad Rynem. Obsahuje 35S CaMV promotor, ges s vloZzenym
intronem, ktery zabraije expresi genu v bakteriichgrobacterium tumefaciens, a gen

nptll pro neomycinfosfotransferazu II.

3.3 Transformace bakteriemiAgrobacterium tumefaciens

3.3.1 Zad'kovani bakterii a jejich p¥iprava pro transformaci

BakterieA. tumefaciens, kmen LBA 4404, s plazmidem p35SGUSInt jsem
zaatkovala sterilni kikkou do 10 ml tekutého LK média s kanamycinem o kotraci
50 mg.I* a nechalaies noc kultivovat na¢pasce [ teplot 28°C. Narostlé bakterie jsem
centrifugovala 2 minuty i 10 000 ot.miff. Po odstragni supernatantu jsem bakterie
resuspendovala ve stejném objemu (10 ml) 10mM MgS@ouzila pro transformaci.

Kokultivace probihala ve sterilni Petriho miscerdmpéru 12 cm.

3.3.2 Transformace internodii bramboru a regeneraceostlin

Ve flow boxu jsem sterikh odstihavala internodia rostliny bramborufimo
do Petriho misky s bakteridlni suspenzi. Kokultevaitvala 20 minut za @bsného
promichani krouzivymi pohyby. Poté jsem internopiianesla na zakladni MS médium,
kde Zistala 24 hodin. Druhy den jsem explantaty stérgfemistila na seleki médium
s obsahem timentinu (odstegm bakterii) a kanamycinu.

Jako kontrola slouzila netransformovana internoda&ichZz jednu ¢ast jsem
kultivovala na regeneéaim médiu MSBR1 a druhowast na selalnim médiu
MSBR1Tim400Km2100.

Internodia jsem kultivovala ip fotoperiod 16 hod., tepla@t 25°C a intenzi
oswtleni 90 pM.nf.s* asi ti mésice. Narostlé kalusy jsem vzdy poyrech tydnech
piepasazovala néerstvé médium, regenerujici pryty ditsa a fenesla na zakenovaci
médium MSTim300Km100.
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3.4 Transformace mikroprojektily

3.4.1 Fiprava rostlinného materialu

Sterilné nastihana internodia bramboru agna pro transformaci jsem kultivovala
na miskach s regenérdm médiem MSBR1 za podminek popsanych v 3.1.1avbdl
hodnoceni &nnosti transformace dhem fiznych stadii #stu kalusu byla internodia
piedkultivovana na regenérdam meédiu po dobu 14 dni, 7 dni a 1 den (Obr. 3).

Pcacty internodii na miské&ch (20 internodifeglkultivovanych 14 dni; 25 internodii
predkultivovanych 7 dni; 30 internodii feokultivovanych 1 den) jsem dila

experimentalé tak, aby se internodiaigransformaci vesla do kruhu ogonéru 2 cm.

Obr. 3: Ukazka internodii bramboru pouZzitych k sfanmaci mikroprojektily.
A — pedkultivace 14 dni; B —pdkultivace 7 dni; C -fpdkultivace 1 den.
B C

A
s

Dt | ==

3.4.2 Riprava ¢astic zlata

Na analytickych vahach jsem do 1,5 ml mikrozkumawddvazila 30 mg zlata
o prislusné velikosti. B transformanich pokusech jsem pouZzivala welikosti zlata
1,6 pm; 1,0 pm; 0,6 pum.

DalSi prace poktmvala za sterilnich podminek ve flow boxu. Do mikomavky
jsem gridala 1 ml 70 % ultréistého etanolu, sés jsem 2 - 3 minuty intenzi¢nvortexovala
a po 15 minutach stani centrifugovala 5 sekuifn& P00 ot.mift-

Odstranila jsem supernatant a ke zlatipipetovala 1 ml sterilni destilované vody.
Mikrozkumavku jsem 1 minutu vortexovala, 1 minutanpchala sedimentovat, kratce
centrifugovala (5 sekund, 5 000 ot.M)na poté jsem supernatant odstranila. Tento

promyvaci postup jsem opakovalathyat. Nakonec jsem Kasticim zlata fipipetovala
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500 pl sterilniho 50 % glycerolu. Taktdigravenécastice zlata mohou byt skladovany az
dva tydny pi 4°C nebo 25°C.

3.4.3 Riprava mikroprojektil

Predem pipravenécastice zlata v glycerolu jsem vortexovala po dobmifut.
Nasled# jsem za neustalého vortexovani steérilndebrala 1 alikvotu (. 100 pl
resp. 6 mg¥astic do nové 1,5 ml mikrozkumavky a k ni jsem ppst ptidala 10 pul DNA
(koncentrace 1pg.{), 100 pl 2,5 M CaGla 40 pl 0,1 M spermidinu. Ve vortexovani
jsem pokraovala je& 2 - 3 minuty a po 1 minutové sedimentaci a kratkétrifugaci
(3 sekundy, 5 000 ot.mif) jsem odstranila supernatant.

Nasledovaly sterilizani kroky, kdy jsem ke sisi pridala a po kratké centrifugaci
(3 sekundy, 5 000 ot.mih odstranila nejprve 280 pl 70 % ultistého etanolu a nésletn
280 ul 100 % ultréistého etanolu. Z&em jsem sriés resuspendovala v 76 pl 100 %
etanolu poklepanim a pomalym vortexovanim. Mikronkwku se s@si jsem ulozila do
ledu.

Pripravené mnozstvi mikroprojekiil jsem pouzila na jeden pokus
tj. na transformaci 12 misek. Na 1 nofgem aplikovala 6 pl sési, coz odpovida 0,5 mg
zlata a 0,8 ug DNA.

3.4.4 Transformace internodii bramboru

Transformace probihala préstinictvim pistroje  PDS-1000/He (BioRad)
za sterilnich podminek ve flow boxu.

V autoklavu (121°C, 30 min.) jsem vysterilizovala kovové drzakg noste
mikroprojektild, potebny pd@et nostu a draénych sitek. Vnitni rozebiratelné saéasti
piistroje jsem vysterilizovala porenim do 70 % etanolu na dobu 20 minut a pak
ponechala vol rozloZzené na otégnych Petriho miskach ve flow boxu, aby dokonale
vyschly. Ristroj jsem pélivé vytiela bunou nami@nou v 70 % etanolu.

Do kovovych drzak jsem pinzetou vlozZila nas mikroprojektii a ugsnila
sterilnim valékem. Nakazdy no&i jsem napipetovala 6 ul fipravené srsi
mikroprojektild v etanolu a ponechala nejméétD minut zaschnout.r®d kazdym odérem
jsem snds opatrg protepala. Mezitim jsem v izopropanolu vysterilizovalgbrané
pratrzné disky. B pokusech byly pouzitytit rizné typy disk umoziujici dosahnout tlaku
helia 1350 psi, 1100 psi a 900 psi.
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Internodia jsem sterith pomoci pinzet seskladala do kruhu airp&ru 2 cm
doprosted misky. Postupipkazdé transformaci byl totoZzny - do komorgigbroje jsem
nasSroubovala kovové kdlkeo s vybranym pitrznym diskem, vlozila desku s dr&nym
sitkem a s drzdkem ndsi mikroprojektii. Jako posledni jsem vloZila misku s internodii
do poZzadované vzdalenosti od drétho sitka (b pokusu byly pouzivany vzdalenosti 6 a
9 cm). Po zakeni komory jsem pomoci vyvy dosahla pozadovaného vakua (28"Hg) a
DNA jsem pomoci tlaku helia w&tlila do rostlinnych pletiv. Po transformaci jse8echny
misky uzavela parafilmem a kultivovala 48 hodin vedm

Vzdalenost mezi phitrznym diskem ano&m mikroprojektii byla 6 mm,
vzdalenost mezi nagm mikroprojektiti a dra&nym sitkem 11 mm. Tyto parametry byly

v pribéhu pokusu negmné.

3.4.5 Detekce tranzientni exprese gergus a regenerace rostlin

Tranzientni expresi jsem hodnotila pomoci histodokého stanoveni aktivity
enzymu B-glukuronidazy (viz 3.6.3) 48 hodin po transformacipoloviny internodii z
kazdé misky.

Zbylou polovinu internodii jsemipnesla na seléki médium MSBR1Km2100, kde
jsem je kultivovala zadelem regenerace transgennich rostliniasnésice.

Jako kontrolu jsem pouzila netransformovana intéiaojejichz jednuast jsem
kultivovala na regenetaim médiu MSBR1 adruhowast na selainim médiu
MSBR1Km100.

Vzdy poctyrech tydnech jsem zelena internodiagasazovala n&rstvé médium,

regenerujici pryty odshla a grenesla na zakenovaci médium MSTim300Km100.
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3.5 Detekce pitomnosti transgeni v rostlinach pomoci ,tissue“ PCR

Pro stanoveniiftomnosti genwptll v pletivech regenerovanych rostlin bramboru
jsem pouzila primery NPT1 (5" - ACG CAG GTT CTC C®&EG CTT G - 3") a NPT2
(5" - GAA GCG GTC AGC CCA TTC GCC G - 3')riReakci se amplifikoval fragment
dlouhy 699 bp.

Pritomnost vneseného gengus pro enzym B-glukuronidazu jsem zji®vala
pomoci primelt GUS1 (5°- TCG ATG CGG TCA CTC ATT AC - 3") a GU®S - CCA
CGG TGA TAT CGT CCA C - 3'). ®reakci se amplifikoval 495 bp dlouhy fragment,
ktery se skladal zZasti genugus (pozice 263 - 385 a 575 - 757 nukled)ida intronu
(pozice 386 - 574 nukleotidl.

Pro owteni, zda signaly pro gergus anptll nepochazeji z bakterigrobacterium
tumefaciens, jsem pouZzila primery preoir oblast bakterie VIRAL (5°- ATT TCA CCG
ACG CGG CAG GAT TTT AAG ACA - 3) aVIRA2 (5- AGATT GGT ACG AGA
GAC TAT TTC GCC TAG - 3"). R reakci se amplifikoval fragment o velikosti 1088.

3.5.1 Fiprava vzorka na ,tissue* PCR

K identifikaci rostlin nesoucich T-DNA jsem pouZitaetodu ,tissue” PCR,ipniz
neni templatem izolovana DNA, alé&mo rostlinna tka.

Do 1,5 ml mikrozkumavek umigiych na ledu jsem z kazdé rostlinyr&nici na
kanamycinu odebrala maly kousek listu. Ke kazdémarku jsem fgidala 40 pl 0,25 M
NaOH, poté jsem mikrozkumavky pdila ve vodni lazni po dobu 30 sekund a zchladila
na ledu.

Ke kazdému zchladlému vzorku jsertipipetovala 40 ul 0,25 M HCI a 20 pl
0,5M Tris (pH = 8), promichala &ou a mikrozkumavky povda 2 minuty ve vodni
lazni a ogt zchladila na ledu. Vzorky jsem @uhned pouzila pro PCR, nebo ulozila
pii -20°C.
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3.5.2 Polymerazova-etézova reakce (PCR)

Vybrané vzorky na PCR jsem 2 minuty p@ileave vodni lazni a zchladila na ledu.
Malou c¢ést rostlinné pletiva jsemtidala do 0,5 ml mikrozkumavky s real snesi
0 objemu 25 pl.

PCR probihala naifstroji typu T3 Termocykler. Ret reaknich cykh byl 35,
piicemz kazdy cyklus se skladal z faze denaturace (948G), nasednuti prime(55°C,
30 s) a syntézy DNA (72°C, 2 min.).

SloZeni reafni snesi: 77 % sterilni destilované vody
10 % PCR p{@®0 mM KCl; 100 mmol} Tris-HCI,
pH = 8,3; 25 mM MgCGt 0,5 mM Nonidet-40®)
10 % dNTPs (kazdy nukleotid 2,5 mmd).|
1 % primef2D pmol.1Y)
1 % prime(2d pmol.1Y)
1 % TagDNAlyoeraza (Takara)

3.5.3 Elektroforéza

Amplifikované useky DNA jsem pomoci elektroforénzdilila v 1 % agar6zovéem
gelu. Gel obsahujici 20 ml 10 x koncentrovaného T@lru (Duchefa), 180 ml
destilované vody a 2 g agarbézy (Serva) jsem rdzva mikrovinné troub po dobu
3 - 4 minut a p&asténém zchlazeniifdala 20 pl ethidium bromidu (1 mg.Ml Piprava
10 x TBE pufru probihala smichanim 108 g Tris b&&eg kyseliny borité, 20 ml 0,5 M
EDTA (etylendamintetraoctova kys.) a dogim destilovanou vodou do objemu 1l.

Elektroforéza probihala v pufru obsahujicim 50 108l x TBE pufru a 450 ml
destilované vody. Do jednotlivych jamek na gelurseanasela 20 pl amplifikovaného
vzorku smichaného s 3 ul vkladaciho pufru (TopBio).

Pro odeéteni velikosti fragmerit jsem pouZzila 7 pl 100 bp DNA standard
molekulové hmotnosti (ladder). Elektroforéza pratéh45 min i 120 V. Vysledky jsem
odeetla pomoci UV-transluminatoru (Image Store 5 00d &rmy UVP) a

vyfotografovala.
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3.6. Stanoveni aktivity enzymy-glukuronidazy

3.6.1 Fluorimetrické stanoveni aktivity enzymu-glukuronidazy
1) Chemikalie
a) Extrakné-inkubani pufr (GUS pufr):
50 mM NaRQpH=7
10 mM merkaptoetanol
1 mM NBDTA
0,1 % Triton X-100
b) Stop pufr: 0,2 M NEOs
c) Substrat MUG (4-metylumbellifery-D-glukuronid):
2 mg MUG v 5 ml GUS pufuidy gripravovancerstvy)

2) Pracovni postup

Malé mnozstvi listovych pletiv (2 - 5 mg) odebrahydo 1,5 ml mikrozkumavek
jsem homogenizovala se 75 pl GUS pufru. Vznikly bgenat jsem uchovavala na ledu.
Poté jsem 4,5 ul homogenattidala k 75 pl substratu MUG vytemperovaného na 37°C
Vzorky jsem odebirala ¥ase 2 a 6 minut tak, Ze jsem 20 ukshMUG + vzorek pidala
do 1,5 ml stop pufru aitladre promichala.

Hodnotu fluorescence jsem #fila na fluorimetru znéky Hoefer TKO 110
(Scientific Instrument, USA).

Aktivitu enzymu B-glukuronidazy jsem vype@tla v pmol MU.mift.mg* cerstvé
hmoty listu podle nasledujiciho vztahu:

Aktivita = (10 x h) / (t x hm)

h — hodnota fluorescence fana v¢ase 6 minut
t — délka inkubace v minutach (6 minut)

hm —c¢erstva hmotnost vzorku listu (v mg)
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Aktivitu enzymu B-glukuronidazy jsem po z#&eni protei prepcitala na
pmol MU.min*.ug* proteinu podle nasledujiciho vztahu:
Aktivita = (10 x h) / (t x p)

h — hodnota fluorescence Zfana véase 6 minut
t — délka inkubace v minutach (6 minut)

p — mnoZstvi proteinu ve vzorku (v p1g)

3.6.2 Méieni proteini

Zjisténi  koncentrace protein metodou podle Bradfordové je rychlym
kolorimetrickym stanovenim proteinBradford, 1976). Podstata metody &pd v reakci
barviva (roztok ¢inidla Bradfordové) a protein v prostedi kyseliny fosforéné
za sodasné zmany zbarveni roztoku. Bfeni absorbance se provadi p95 nm proti
.blanku” tj. srovnavacimu vzorku. Zbarveni roztoka pfimo unerné koncentraci
bilkoviny, proto je moZné koncentraci vyfitat podle absorbanceifaaenych standardnich
vzorkia. Jako standard se obvykle pouziva dmbvsérumalbumin (BSA) nebo vajey
albumin (OVA).

Pro stanoveni proteinjsem pouzila zbyly homogenat vzorku s GUS pufrem
pripraveny pro fluorimetrické stanoveni aktivity enay g-glukuronidazy. V mikrotitrani
desttce jsem smichala 1 pl homogenatu vzorku s 50 ptilaeené vody a 200 pl
Bradford¢inidla (Protein Assay Bio-Rad)

Koncentr&ni fadu (pro od&eni mnozstvi proteinu ve vzorku) jsem vyile
smichanim 50 pl destilované vody, 200 pl Bradfonidla (Protein Assay Bio-Ra@d5 ul
standardniho vzorku BSA diplugné koncentraci (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,8;g.ut).

MnozZstvi proteinu ve vzorku (v ug) jsem vyala podle nasledujiciho vztahu:

celkové mnoZstvi protemn(OD / k) x (vl /v2)

OD - opticka denzita

k — sn&rnice ziskana po linearni regresi mezi danym mnaasproteinu (v 1g)
a narmdrenou OD standardnich vzdrk

vl — objem GUS pufru, ve kterém byl vzorek homogewan (75 pl)

v2 — objem vzorku (1 pl)
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3.6.3 Histochemické stanoveni aktivity enzym@-glukuronidazy
1) Chemikalie
a) 50 mM NaP@ pH=7
39 ml 0,05 M NajPOy smichat s 61 ml 0,05 M MdPOy
b) Substrat X-Gluc:
1,5 mg X-Gluc rozpustit v 50 pl dimetyiinamidu a fidat 14 ml
50 mM NaP©

2) Pracovni postup

Do jednotlivych¢asti mikrotitr&ni destéky jsem napipetovala 1 - 5 ml substratu
X-Gluc tak, aby bylycerstw odstizené ¢asti pletiva testované rostliny potopeny. Poté
jsem mikrotitr&ni desttku umistila do exsikatoru, kde se substrat pomamitipku
infiltroval do rostlinnych pletiv po dobu 15 minut.

Po infiltraci jsem rostlinna pletiva nechala v swé inkubovat jest 24 hodin
pii 37°C. Po uplynuti inkulisni doby nasledovalo odstran roztoku a odbarveni zelenych

¢asti rostlin 96 % etanolem.
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4. VYSLEDKY

4.1 Transformace bakteriemiAgrobacterium tumefaciens

Bakteriemi Agrobacterium tumefaciens (kmen LBA 4404) nesoucimi plazmid
p35SGUSint jsem vadch samostatnych pokusech transformovala celkemirité&odii
rostliny Solanum tuberosum L., odiidy Bintje. BBhem pokusu dochazelo k opakovanym
probléemim s geristanim bakterii roduAgrobacterium. Z tohoto divodu klesl pdet
internodii na 41,co0z odpovidaasi 21 % pivodniho pdétu. Piibéh transformace jsem
uvedla v Tab. 1.

Tab. 1: Pibeh transformace internodii prostinictvim bakteriAA. tumefaciens.

Poradi transfoF;r%cg\t/an ych Délka Otg:lcsl%r?rfgézr;tia Potet internodir*
pokusu . Any transformace . (MSBR1Tim400Km100)
internodii SMEsi
| 60 20 min. 1,8 2
1 64 20 min. 1,96 12
m 70 20 min. 1,27 27
Celkem 194 pamer 20 min. ptimer 1,67 41

* pocet internodii zbylych po feristani bakterii roduAgrobacterium na seleknim médiu
s kanamycinem (100 mg)l a timentinem (400 mg)

Internodia jsem kultivovala na selekm médiu s koncentraci 100 md.l
kanamycinu a 400 mg'ltimentinu (MSBR1Tim400Km100)Ctyii a? Sest tydi po
zatatku kultivace se na koncich internodikalavytvéet kalus, ktery byl tmay zeleny,
rozpadavy a na povrchu hladky. Za dalSi dva tydasaly z kalusi regenerovat pryty,
které jsem postugn odctlovala a penaSela na zakeiovaci médium s koncentraci
100 mg.I kanamycinu a 300 mg-timentinu (MSTim300Km100) po dobu a#i m&siai.

Na seleknim médiu (MSBR1Tim400Km100) vytyito zeleny kalus 7 internodii,
Z nichZ regenerovalo A&ryta. Po ffeneseni na zakaiovaci médium (MSTim300Km100)
zakaenilo 44pryta (Tab. 2).
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Tab. 2: Vysledek regenerace transformovanych intéfma seleknim médiu
(MSBR1Tim400Km100) a zalaiovacim médiu (MSTim300Km2100).

Poradi Pocet regenerujicich Pocet Potet kqieznicich % ko¥enicich
pokusu internodii regeneranti n apllgr;lioo prytia
I 1 1 1 100
I 2 65 37 56,9
Il 4 9 6 66,7
Celkem 7 75 44 pameér 58,7

Netransformovana internodia (kontrola 1), kterémskultivovala na selakim
médiu (MSBR1Tim400Km100),dmem rekolika tydni oduntela (Tab. 3).

Netransformovand internodia (kontrola 2) na rega&mém meédiu bez antibiotik
(MSBR1) vyprodukoval&08 pryfi, z nichZz na zakenovacim meédiu (MSTim300Km100)
nezakdenil zadny (Tab. 4).

Tvorba kalusu a regenerace kontrolnich internodidbihala v porovnani
s transformovanymi internodii rychleji. Tvorba kslubyla patrna uz po 2 tydnech
a zaatek regenerace po 6 tydnech kultivace. LiSil sharakter kalusu, ktery byl &e

zeleny, na povrchu zvrasmy, tvrdy a kompaktni.

Tab. 3: Vysledek regenerace netransformovanychnioti (kontrola 1) na selékim médiu

(MSBR1Tim400Km100).
Pocet
Pocet regenerujicich Pocet Pocet kofenicich
internodii internodii regeneranti pryta
Celkem 30 0 0 0

Tab. 4: Vysledek regenerace netransformovanychnoti (kontrola 2) na regen&rdam médiu
(MSBR1) a zaktenovacim meédiu (MSTim300KmZ100).

Pocet
Pocet regenerujicich Pocet Pocet koienicich
internodii internodii regeneranti prytia
Celkem 41 31 408 0
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4.2 Analyza rostlin transformovanych bakteriemiA. tumefaciens

U vSech pryi kofenicich na zakenovacim médiu (MSTim300KmZ100) jsem
pomoci tissue* PCR detekovald&ifpmnost transgennptll a gus a stanovovala aktivitu
enzymu B-glukuroniddzy fluorimetrickym a histochemickym tmobem. Ukéazka
regenerovanych rostlin je na Obr. 4.

Obr. 4: Makrofotografie regenerovanych rostlin bo@mmu. A - kontrolni rostlina na médiu bez
Km; B — transgenni rostlina na Km 1G0; netransformovana rostlina na Km 100.
A B C

Vs
7

4.2.1 Histochemické a fluorimetrické stanoveni aktity enzymu p-glukuronidazy

Z celkového p&tu 44 testovanych rostlin vykazovalo histochemickogarové
fluorimetrickou aktivitu 16 rostlin. Sest testovahyrostlin prokazalo aktivitu gengus
pii histochemickém stanoveni (Obr. 5), ale tieflporimetrickém. Nenalezla jsem Zadnou
rostlinu, ukteré by se ip fluorimetrickém stanoveni projevila aktivita emay
B-glukuronidazy a zarowese neprojevila ifp histochemickém stanoveni. Polovina rostlin
korenicich na MSTim300Km100 nevykazovala aktivitu enayp-glukuronidazy pi
Zadném z rreni (Tab. 5).
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Tab. 5: Souhrnné vysledky &teni aktivity enzymu p-glukuronidazy histochemickym

a fluorimetrickym zgisobem u rostlin kienicich na médiu s Km100.

.. .. | Poet korenicich Poket rostlin s aktivitou genugus

Pofad rostlin

PokusU | ha km100 H+ F+ H- F- H+ F- H- F+
I 1 0 1 0 0
Il 37 16 16 5 0
" 6 0 5 1 0

Celkem 44 16 22 6 0

(36,4 %) (50 %) (13,6 %)

H = histochemické stanoveni
F = fluorimetrické stanoveni

Pri fluorimetrickém stanoveni aktivity enzynfi+glukuronidazy jsem za pozitivni
rostliny povazovala ty, jezipméreni dosahly alespol0 x vySSi hodnoty nez kontrolni
rostliny. Konkrétni hodnoty aktivity enzymu ziskané&i gdluorimetrickém stanoveni
se u jednotlivych testovanych rostlin pohybovalpzmezi 2 az 1279 pmol MU.mirmg*
gerstvé hmotnosti listu (4. 0,06 aZ 34,48 pmol Mulin".ug' proteinu) a spolag

s histochemickym stanovenim jsem je uvedla v Tab. 6

Obr. 5: Ukazka exprese gegus pii histochemickém stanoveni na listech regenerovanyc

transgennich rostlin bramboru.
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Tab. 6: Vysledky réreni aktivity enzymi-glukuronidazyu rostlin kaenicich na KmZ100.

Histochemické Aktivita enzymu Aktivita enzymu
Poradi Oznateni stanoveni aktivit B-glukuronidazy  p-glukuronidazy
. y mol (pmol
Pokusu rostliny enzymu (p_ 1.1 41
B-glukuronidazy MU.min ~.mg MU.min ".ug
¢.hm.) proteinu)
| 11/1 - 3 0,05
Il 12/1 - 22 0,47
12/2 - 9 0,23
12/6 - 3 0,07
12/7 - 3 0,09
12/8 - 5 0,08
12/9 - 4 0,06
12/10 + 847 15,94
12/11 + 613 14,36
12/12 + 678 14,43
12/13 + 414 12,69
12/14 + 615 12,23
12/15 + 347 9,31
12/16 - 5 0,12
12/17 - 4 0,12
12/18 + 449 11,91
12/19 + 2 0,06
12/20 + 388 9,12
12/21 + 540 13,15
12/22 - 7 0,17
12/23 - 4 0,08
12/24 - 2 0,06
12/25 - 9 0,25
12/26 + 439 13,36
12/27 + 455 13,23
13/1 + 11 0,31
13/2 + 1279 34,48
13/3 + 686 29,61
13/4 + 726 19,92
13/5 + 85 3,02
13/6 + 261 16,75
13/7 + 6 0,20
13/8 + 29 0,98
13/9 - 11 0,28
13/10 - 13 0,44
13/11 - 32 1,08
13/12 - 4 0,14
13/13 + 120 2,18
1] 17/1 - 22 0,48
17/2 - 16 0,35
17/3 - 16 0,29
18/1 - 17 0,29
18/2 - 17 0,32
18/3 + 17 0,32
Kontrola - 10 0,18

¢. hm. =¢erstva hmotnost listu



4.2.2 Polymerazovaetézova reakce (PCR)

VSech 44 keenicich rostlin jsem analyzovala ng@itpmnost gefi nptll a gus
v genomu transformovanych rostlin. ¢ioli testované rostlinykoienily na médiu
s kanamycinem, transgen pro rezistenci ke kanamygiem prokazala u 4tostlin.
U 39 rostlin byly pitomny zarové oba transgeny a titrostlin Zadny transgen. U dvou

rostlin jsem potvrdila itomnostptll genu, ale saiasré nenalezla gegus (Tab. 7).

Tab. 7: Detekce nukleotidovych sekvengus anptll zaloZzena na PCR u rostlin fiemicich na
médiu s Km2100.

... | Poget korenicich Potet rostlin
Poradi .
okusU rostlin
P na Km100 gus+ nptll+ gus- nptll- gus+ nptll- gus- nptl1+
I 1 1 0 0 0
Il 37 32 3 0 2
1] 6 6 0 0 0
Celkem 44 39 3 0 2
(88,6 %) (6,8 %) (4,6 %)

Ukazky reprezentativni PCR jsou na Obr. 6 a 7. Prala 9 pedstavuji rostliny

pozitivni pouze naiftomnost genuptll, ostatni rostliny jsogus/nptll pozitivni.
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Obr. 6: Ukazka ,tissue* PCR u Sestnacti vybranyatlin bramboruSolanum tuberosum, odridy
Bintje, karenicich na médiu s Km100. Detekce gegus pro enzym f-glukuronidazu,

primery GUS1 a GUS2 iPreakci se amplifikoval fragment dlouhy 495 bp.

1 2 3 4 5 & 7 & 8510 11 12 13 14 15 1a 17 18 19 20

495 byp-

Drahy 1-16 testované rostliny; drdfia- netransformovana rostlina (negativni konttola)
draha 18 Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 (pozitivni kontrola); draha 19 — réak snés
bez DNA; draha 20 — standard molek&lbmotnosti (100 bp ladder)

Obr. 7: Ukézka ,tissue* PCR u Sestnacti vybranyatlim bramboruSolanum tuberosum, odridy
Bintje, karenicich na médiu s Km100. Detekce geptll, primery NPT1 a NPT2.iPreakci
se amplifikoval fragment dlouhy 699 bp.

1 2 3 4 5 a 7 8 9 10 111213 14 15 16 1718 19 20

699 bp—

Drahy 1-16 testované rostliny;idrd 7 — netransformovana rostlina (negativni kdafro
draha 18 Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 (pozitivni kontrola); draha 19 — réak snes
bez DNA; drdha 20 — standard moleké hmotnosti (100 bp ladder)
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4.2.3 Porovnani jednotlivych analyz transformovanyi rostlin

Vysledky jednotlivych provedenych analyz (PCR, ddstemické a fluorimetrické
stanoveni aktivity enzymup-glukuronidazy) urostlin, které Fkenily na médiu
MSTim300Km100, jsem shrnula v Tab. 8.

Celkem 16 rostlin, u nichz jsem potvrdiléitpmnost transgengus pomoci PCR,
prokazalo aktivitugenugus pii histochemickém a fluorimetrickém stanoveni.

U 17 kaenicich rostlin, s pozitivni PCR na&ijomnost genwgus, jsem nenalezla
aktivitu enzymup-glukuronidazy ani f jednom zgmisobu stanoveni. Na zakkadéchto
vysledii jsem provedla PCR analyzu n&tpmnost bakteriiA. tumefaciens ve vzorku
(Obr. 8). Ri analyze jsem potvrdilaifiomnost bakterii u 3 vzoikrostlin s ozn&nim
12/22, 12/24 a 13/10.

Obr. 8: ,Tissue“ PCR u rostlin bramborsolanum tuberosum, odiidy Bintje, u nichZ jsem
potvrdila gitomnost genwgus, ale nedoSlo k expresi. Detekde oblasti bakterieAgrobacterium

tumefaciens, primery VIRAL a VIRA2. B reakci se amplifikoval fragment dlouhy 1093 bp.

1 2 3 4 5 i T OB g i 11 12 13

kbp
1093 bp— y

— 0,5
1093 bp —

Drahy 1-9 testované rostlingalta 10 — netransformovana rostlina (negativniridan;
draha 11Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 (pozitivni kontrola); drdha 12 — r&ak
sis bez DNA; draha 13 — standard molekulové hmotrf@60 bp ladder)
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Tab. 8: Porovnaniiftomnosti transgangus anptll a projevu aktivity gengus u rostlin kdenicich

na KmZ100.
Histochemické Fluorimetrické
Poradi | Oznafeni PCR PCR PCR stanoveni aktivity ~ stanoveni aktivity
pokusu | rostliny ng%nl 932 \%renA enzymu enzymu
P 9 B-glukuronidazy  B-glukuronidazy
I 111 + + - - -
Il 12/1 + + - - -
12/2 + + - - -
12/6 - - n.p. - -
12/7 + + - - -
12/8 + - n.p. - -
12/9 - - n.p. - -
12/10 + + n.p. + +
12/11 + + n.p. + +
12/12 + + n.p. + +
12/13 + + n.p. + +
12/14 + + n.p. + +
12/15 + + n.p. + +
12/16 + + - - -
12/17 - - n.p. - -
12/18 + + n.p. + +
12/19 + + n.p. + -
12/20 + + n.p. + +
12/21 + + n.p. + +
12/22 + + + - -
12/23 + - n.p. - -
12/24 + + + - -
12/25 + + - - -
12/26 + + n.p. + +
12/27 + + n.p. + +
13/1 + + n.p. + -
13/2 + + n.p. + +
13/3 + + n.p. + +
13/4 + + n.p. + +
13/5 + + n.p. + -
13/6 + + n.p. + +
13/7 + + n.p. + -
13/8 + + n.p. + -
13/9 + + - - -
13/10 + + + - -
13/11 + + - - -
13/12 + + - - -
13/13 + + n.p. + +
1] 17/1 + + - - -
17/2 + + - - -
17/3 + + - - -
18/1 + + - - -
18/2 + + - - -
18/3 + + n.p. + -

n.p. = nebyla provedena analyza
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4.3 Transformace mikroprojektily

4.3.1 Pribéh transformace

Prostednictvim gistroje PDS-1000/He jsem plazmidem p35SGUSint reavan
nacasticich zlata transformovala internodia rosti8manum tuberosum L., odiidy Bintje,

v deseti samostatnych pokusech. Jednotlivé pokeisy sebe liSily ve velikosti pouzitych
zlatych¢astic a v tlaku helia (Tab. 9).

Pri kazdém pokusu jsem transformovala 12 misek seoelk300 internodii
bramboru. VZzdy 4 misky obsahovaly jeden typ inteih@redkultivovanych po stejnou
dobu 1, 7 nebo 14 dni na regeraian médiu MSBR1. DalSimi variantami pokusu byla
vzdalenost internodii 6 a9 cm od d@r&ho sitka v kome pistroje, gicemz kazda

varianta zahrnovala 2 misky. Pokus VII byl opakdwdpokusu I.

Tab. 9: Parametry jednotlivych variant transformatdrnodii bramboru mikroprojektily.

. Velikost « . Celkovy Vzdalenost pletiv
Varianta V2o . Pocet misek s " fow 2
¢astic Tlak helia . - pocet od draténého
pokusu internodii : - ;
zlata internodii sitka

1100 psi

I 1,0pum (75 842,8 hPa) 12 300 6a9cm
1350 psi

Il 1,0um (93 079,8 hPa) 12 300 6a9cm

900 psi

1] 1,0um (62 053,2 hPa) 12 300 6a9gdcm
1350 psi

\Y 0,6 um (93 079,8 hPa) 12 300 6a9gdcm
1100 psi

\Y 0,6 um (75 842,8 hPa) 12 300 6a9gdcm

900 psi

VI 0,6 um (62 053,2 hPa) 12 300 6a9cm
1100 psi

VI 1,0um (75 842,8 hPa) 12 300 6a9gcm
1350 psi

VI 1,6um (93 079,8 hPa) 12 300 6a9cm

IX 1,6um 1100 psi 12 300 6a9cm

(75 842,8 hPa)
X 1,6um 900 psi 12 300 6a9cm
' (62 053,2 hPa)
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4.3.2 Tranzientni exprese

Abych se peswdcila, Ze plazmidova DNA pronikla do jader kkninternodia
adosSlo kexpresi genwus, stanovovala jsem vzdy 48 hodin po transformaci
histochemickou metodou aktivitu enzympuglukuronidazy.

Stanoveni jsem provéld vzdy u poloviny transformovanych internodii Z#éa
misky. Tranzientni exprese gergus se projevovala jako modré ¢ty na povrchu
internodia a nalezla jsem je pouze ve 4 variangaitusu (I, VIII, IX a X). V tabulce 10
jsem uvedla mnoZstvi mist, vykazujicich tranziemtxpresi gengus (,modrych te&ek"),

nalezenych po jednotlivych transformacich a v teddll podily zasaZzenych internodii.

Tab. 10: Vliv velikostic¢astic zlata, tlaku helia, vzdalenosti a typu intelih na transformaci

rostlinnych pletiv mikroprojektily, vyjaigeny jako tranzientni exprese gegus.

Tranzientni exprese gengus

Velikost Vzdalenost (,modré teky*) na jednotlivych miskach
N . pletiv od
castic Tlak helia drateného
Zlata p Predkultivace Predkultivace Predkultivace
sitka . " . ” ; "
internodii internodii internodii
1den 7 dni 14 dni
0,6 um 900 psi 6 cm 0/0 0/0 0/0
1100 psi 6 cm 0/0 0/0 0/0
1350 psi 6 cm 0/0 0/0 0/0
900 psi 9cm 0/0 0/0 0/0
1100 psi 9cm 0/0 0/0 0/0
1350 psi 9cm 0/0 0/0 0/0
1,0um 900 psi 6 cm 0/0 0/0 0/0
1100 psi 6 cm 3/3 5/>40 0/1
1100 psi 6 cm 0/0 0/0 0/0
(opakovani)
1350 psi 6 cm 0/0 0/0 0/0
900 psi 9cm 0/0 0/0 0/0
1100 psi 9cm 10/ 3 3/6 >40 / >40
1100 psi 9 cm 0/0 0/0 0/0
(opakovani)
1350 psi 9cm 0/0 0/0 0/0
1,6um 900 psi 6 cm 2/0 212 0/0
1100 psi 6 cm 0/6 10/0 212
1350 psi 6 cm 1/5 1/6 1/0
900 psi 9cm 0/1 1/0 0/0
1100 psi 9cm 16/8 4/5 0/0
1350 psi 9cm 1/2 0/2 0/0
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Tab. 11: Podil internodii vykazujicich tranzientekpresi genugus u vybranych variant

transformaci.
) Podil internodii vykazujicich tranzientni expresi
Velikost ng%lfggs'[ na jednotlivych miskach v %
cz?;;[: Tiak helia draténého Predkultivace Predkultivace Predkultivace
sitka internodii internodii internodii
1den 7 dni 14 dni
1,0um 1100 psi 6 cm 13,3/13,3 16 /100 0/10
9cm 10/ 20 24124 100/ 100
1,6 um 900 psi 6cm 13,3/6,7 16/16 0/0
1100 psi 6cm 0/26,7 32/0 20 /20
1350 psi 6cm 6,7/33,3 8/32 10/0
900 psi 9cm 0/6,7 8/0 0/0
1100 psi 9cm 33,3/33,3 32/32 0/0
1350 psi 9cm 6,7/6,7 0/8 0/0

Po transformacicasticemi zlata o velikosti 0,um jsem u Zadného internodia
nenalezla tranzientni expresi gegus, a&koli jsem nenila tlak helia a vzdalenost pletiv
od draéného sitka.

Po transformacéasticemi zlata o velikosti 1,0m jsem tranzientni expresi zjistila
pouze u varianty | (tlak helia 1100 psi)ii Porovnani jednotlivych transformsaich
pokugi jsem nejvySSi peget ,modrych téek” nalezla u internodii fedkultivovanych
po dobu 14 dni a umistych ve vzdalenosti 9 cm od dmého sitka a to i na misce
pii opakovani. Zarove jsem vtéto variadt nalezla tranzientni expresi uvSech

hodnocenych internodii a tranzientni exprese sgyowgala hlavi v kalusu (Obr. 9).

Obr. 9: Ukazka tranzientni exprese gguns u internodii bramboru po transformaci

mikroprojektily.
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Druhy nejvySSi peet ,modrych téek” jsem nalezla také ve varignt, pricemz
internodia byla pedkultivovana po dobu 7 dnaumistna ve vzdalenosti 6 cm
od dratného sitka. Na druhé misce (opakovani) jsem vSakilajmnohem niz8i expresi.
Tranzientni expresi vykazovalo vipnéru 58 % internodii. ® opakovani celého pokusu |
se tranzientni exprese neprojevitdec.

Po transformactasticemi zlata o velikosti 1,6m se tranzientni exprese projevila
u Wwtsiny variant. U internodiifiedkultivovanych 14 dni jsem nalezla ,modrékig' pouze
v pripadt vzdalenosti pletiv 6 cm od defeho sitka a tlaku 1100 psi nebo 1350 psi.
Ve variant IX (tlak helia 1100 psi) jsem nalezla ,modre&kg* asi u tetiny internodii
piedkultivovanych po dobu 1 i 7 dra umisénych ve vzdalenosti 9 cm od dfaého sitka.

V piipad ostatnich transformaci se tranzientni exprese epitaj prevazr

na internodiich.

4.3.3 Regenerace a zakenovani prytia

Ze zbylého p&tu 1500 internodii, které jsemigmesla na seléki médium
s koncentraci 100 mg.| kanamycinu (MSBR1Km100) regenerovalo 12 frytPo
pieneseni pryi na zakeeiiovaci médium s koncentraci 100 rifgkanamycinu a 300 md'|
timentinu (MSTim300Km100) nezakenil zadny (Tab. 12).

Tab. 12: Vysledek regenerace transformovanychringii na seleénim médiu (MSBR1Km100)
a zakdenovacim médiu (MSTim300KmZ100).

Poradi _ Pocet 5 Poéet_ regene@jicich Pocet ] Poéetpl;;i?lnicich
pokusu | internodii internodii regeneranti na Km100
| 150 3 3 0

Il 150 2 2 0

1] 150 0 0 0
\Y 150 2 2 0
Vv 150 1 2 0
VI 150 1 1 0
Vi 150 0 0 0
VI 150 0 0 0
IX 150 1 1 0

X 150 1 1 0
Celkem 1500 11 12 0
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Netransformovana internodia (kontrola 1), kterénjagmistila na seleki médium
(MSBR1Km100) odurfela (Tab. 13). Netransformovana internodia (koatra2)
na regenerai médiu (MSBR1)vyprodukovalall75 pryti, z nichZz na zakenovacim
médiu (MSTim300Km100) nezakenil Zadny (Tab. 14).

Tab. 13: Vysledek regenerace kontrolnich interngdintrola 1) na selékim médiu

MSBR1Km2100.
v Pocet . Pocet korenicich
Pocet o Pocet o
internodii regenerupc_:lch regeneranti prytu
internodii na Km100
Celkem 120 0 0 0

Tab. 14: Vysledek regenerace kontrolnich internfdintrola 2) na regenefiaim médiu (MSBR1)
a zakenovacim médiu (MSTim300Km100).

- Pocet . Pocet korenicich
Potet regenerujicich Potet pryta
internodii nternodii regeneranti na Km100
Celkem 120 101 1175 0
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4.4 Porovnani &innosti transformaci

Transform&ni (€innost jsem vypéitala jako podil transgennich rostlin zZ¢po
transformovanych explantatZa transgenni jsem povazovala rostlinygwci na KmZ100,
u nichZz byla pomoci PCR potvrzensitpmnost gef nptll agus a zarové bud’ byla
prokazana exprese gegus nebo se exprese neprojevila, ale byla v§ma gitomnost
bakterii roduAgrobacteriumv pletivech vzorku.

Po transformaci internodii bramboru mikroprojektijgem neziskala Zadnou
transgenni rostlinu. Po transformaci internodiitbakmi roduAgrobacterium jsem ziskala

ey

36 transgennich rostlin, coZz odpovida transf@mhacinnosti 87,8 % (Tab. 15).

Tab. 15: Winnost transformace internodii bramboru mikroprtijgka bakteriemiAgrobacterium

tumefaciens.

Metoda transformace Agrobactgrlum Mikroprojektily
tumefaciens

Konstrukt p35SGUSInt p35SGUSIint
Pocet transformovanych
_ _ 41* 3000
internodii
Pocet regenerujicich
_ _ 7 11
internodii
Pocet regeneranta 75 12
Pocet transgennich rostlin 36 0
Uginnost transformace v % 87,8 0

*pocet internodii zbylych poieristani bakterii rodégrobacterium
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5. DISKUZE

V této praci jsem transformovala internodia rostlbramboruSolanum tuberosum
L., odrady Bintje, déma metodami a porovnavala transfodmiainnost.

Internodia byla vybrdna Kd snadné manipulaci a &kenému regenetaimu
systému v naSi laborato Pouziti stonkovych segmentk transformacim povazuji
za vyhodwjSi nagg. Beaujeanet al. (1998) a Romanat al. (2001), kté uvadiji, ze
v porovnani s listovymi explantaty snaseji |épetikati in vitro a zarové jsou més
nachylné k poratmi béhem manipulace. iipadné poskozeni explantdtuare mit

za nasledek nizké procento transformace (DeBI2&3 )L

5.1 Transformace bakteriemi roduAgrobacterium

Bakteriemi Agrobacterium tumefaciens (kmen LBA 4404) nesoucimi plazmid
p35SGUSint jsem veédch pokusech transformovala 194 internodii bramboru

Béhem vSech pokusjsem ngla problémy s peristanim bakteriiAgrobacterium
tumefaciens, kdy na médiu s koncentraci 300 rifgfimentinu odurtelo tén& 80 %
transformovanych internodiiS podobnymi problémy sefiptransformanich pokusech
setkavali i jini autéi. Gustafsoret al. (2006) uvadji, Zze @i transformaci listovych disk
bramboru odidy Shepody poklesl K¥i prenistani bakterii roduAgrobacterium podil
explantal na 65 %. Mvodem byla #ejmé zvySend virulenceithto bakterii. Problém jsem
fesila zvySenim koncentrace timentinu v médiu nam@d” a mechanickym odtbvanim
vytvoienych kalugd od internodia. Obdobny postugi gransformaci bramboru pouZili
I Rakosy-Ticaret al. (2007).

Celkem ze vSechiit pokusi regenerovalo 17,1 % transformovanych internodii.
Podobi nizkou hodnotu regenerace transformovanych extafggem nalezla v praci
Tavazzaet al. (1989), kde vytvielo vyhony 23 % transformovanych explaftat tomto
piipadt ale listovych disk. DalSi autéi vSak sé&mito vysledky nesouhlasi a uvgid
vyrazreé vySSi schopnost regenerace. U internodii se padifenerujicich explantat
pohybovaly v rozmezi 69 % (Ottaviani a Tencate,1)9%% 75 % (Visseet al., 1989),
ulisth 59,5 % (Gustafsonet al., 2006) az 100 % a u hliz 66% az 100 %
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(Nadolska-Orczylet al., 1995). Nizka hodnota regenerace mohla byt o#fignvysokou
koncentraci antibiotik, kdy sice dosSlo k odstmainbakterii z pletiv, vznikl silny sel€ki
tlak na netransformované explantaty, ale zatowvehla byt negativh ovlivnéna tvorba
kalusu a regenerace piytVliv antibiotik na regeneraci netransformovanyiaternodii
jsem netestovala.

Ackoli regenerovala velmi malé&st transformovanych internodii, nakonec jsem
odctlila celkem 75 vyhoti tj. 10,7 pryti na explantat a u kontrolnich netransformovanych
rostlin 13,2 pryii na explantat. Tatdisla jsou jiz srovnatelna s dalSimi pracemi, kd®iau
ziskali v paiméru nag. 9,3 (Beaujeanet al., 1998) a 11 pryt na internodium
(Sarker a Mustafa, 2002y mém gipadt vSak mohl byt vysledek ovlivm skuténosti,
Ze rekteré regenerované rostliny byly klony tj. rostlirggenerované z kalusu temého
geneticky uniformnimi btkami. Metodami pouzivanymi v této praci nelze klony
spolehliv rozliSit. Stanoveni klain by bylo mozné pouze Southernovou hybridizaci,
kterou jsem neprovedlacasovych dvodu.

Ténet polovina pryti, ktera regenerovala z katuga pisobeni kanamycinu nebyla
nasledg schopna v jehofftomnosti zakeenit. Toto zjiS&ni nesouhlasi s dalSimi pracemi,
kde se uvadi, Ze na kanamycinu Za&kdo 80 % - 90 % oddenych pryt
(Nadolska-Orczylet al., 2007; Banerjeet al., 2006, Gustafsosat al., 2006). S obdobnym
problémem se vSak setkal siaplorschet al. (1985). Tento jev vysilovali tim, Ze tvaici
se pryty jsou k antibiotiku vSeobecuitlivéjSi nez kalusy. Jinym vystienim mize byt
skute&nost, Ze tranzientni exprese gemtil zajisti déasnou ochranuipd kanamycinem a
umozni fist netransformovanym pletimn, nebo Ze je integrovana kopie T-DNA Zatku
exprimovana a po uité dok® umlkéena.

Jako dikaz integrace T-DNA v regenerovanych rostlinachmjgeouzila ,tissue*
PCR. Nalezla jsem ovSenii {piipady, kdy rostliny kienily, ale analyza pomoci PCR
vyloucila pritomnost transgeénv genomu. Obdobnych vysleilidosahl Xuet al. (1995),
kdy v rekolika piipadech ziskal netransgenni rostliny, které bylgofgpow shodné
s transgennimi. Mohlo dojit k inhibici PCR reakcealigledku pitomnosti inhibénich
latek, nebo se mohlo jednat o chimérni rostlinuy Kdem k testovani pouzila
netransformovanotast rostliny.

U dvou kdenicich rostlin jsem pomoci PCR potvrdildtpmnost genuwptll, ale
nikoli genu gus. U téchto rostlin jsem zarowe nenalezla expresi gengus pri

fluorimetrickém a histochemickém stanoveni. Ne&@dyt Zejm¢ o chybu pi PCR, ale
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o ztratu genwgus, ke které mohlo dojitdhem integrace T-DNA do genomu rostlin. Ostatni
kotenici rostliny nily v genomu integrovany oba transgeny.

Jako dalSi dikaz transformace jsem pouZila stanoveni exprese ges jednak
histochemickou a jednak fluorimetrickou metodoupiesi genwgus pii obou stanovenich
jsem prokazala u 36,4 % i#emicich rostlin. B fluorimetrickém stanoveni aktivita enzymu
B-glukuronidazy kolisala v rozmezi 0,06 aZ 34,48 bMb).min™.pg* proteinu. Podobné
rozmezi narsenych hodnot 0,1 a? 50 pmol MU.rlipg* proteinu zaznamenali ve své
praci Ottaviani a Tencate (1991). Naopak nizsi bog2,1 aZ 3,5 pmol MU.mihpg*
proteinu zndtili Ottaviani et al. (1993), kté& uvadiji, Ze hodnota aktivity enzymu
B-glukuronidazy se zvysuje gkem rostliny (subkultivéni interval). Exprese setie liSit
i v zavislosti na testovanéasti rostliny (Ottaviani a Tencate, 1991) a na |téuz
konstruktu (Ibrahinet al., 2001).

U 13,6 % kdenicich rostlin jsem expresi transgegus zjistila pouze fi
histochemickém stanoveni. K projevu aktivityi gluorimetrickém stanoveni igjmeé
nedoslo z dvodu chimérnich pletiv, kdy ke stanoveni byla ptahietransformovanéast
rostliny. Je také mozné, Ze doSlo k expresi ggus) ale aktivita byla P porovnani
s kontrolou pilis slaba, a proto jsem ji neuznala za pozitivni.

VSechny kotfenici rostliny s pozitivni PCR nafitpmnost obou transgénnptll
agus, u nichZz se neprojevila aktivita gergus pii fluorimetrickém a histochemickém
zpasobu stanoveni, jsem #vbdu obavy ped faleSi pozitivnimi vysledky analyzovala
pomoci PCR na fftomnostvirA genu ve stejném vzorku pletiva. Kontaminaci jsem
odhalila u & vzorki. Problém sfezivanim bakterii rodu Agrobacterium
v transformovanych pletivech pozorovali také Matek al. (1996), kté potvrdili
piitomnost &chto bakterii v pletivech tabaku jedt2 nesiai po transformaci.

U 31,8 % kaenicich rostlin nedoslo k expresi gegus, atkoli byl gen gitomen
v genomu rostliny. Na podobny problém jsem naramilakolika autofi, ktei vSak
uvackji niz8i podily stejd se chovajicich rostlin  bramboru, ddgad 17 %
(Ottaviani a Tencate, 1991), 19,3% (Gillisenet al., 1991) a 29%
(Sarker a Mustafa, 2002).  VyS8Si  podil rostlin  jsenzaznamenala v praci
Ottavianiet al. (1993) a to 42,9 %. Tento jev vys$hiji metylaci promotoru a kodujici
oblasti genwgus. O problému s unibvanim transgenv rostlinach se zmuji autdi jiz
v minulém stoleti (Depicker a Van Montagu, 1997tkRa al. 1996; Rotincet al., 1992).

Jinym vyswtlenim miZe byt skuténost, Ze jsem jednotliva stanoveni prostadcasovym
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odstupem &kolika tydni a vzdy byla odebrana jingst rostliny. K detekci tak mohla byt
pouzita zrovna taast pletiva, ktera nebyla transformovana.

Celkem jsem ziskala 36 transgennich rostlin ze Xdlaetat tj. transformani
acinnost 87,8 %, coz je srovnatelné s vysledky zigkarod Beaujearst al. (1998), ktéi
uvadkji ucinnost transformace stonkovych segniefi® %. Tyto hodnoty vSak odporuji
tvrzeni, zein vitro regenerace velkého mnozstvi transgennich roglin pdiidy Bintje
relativns obtizna (DeBlock, 1988; Ottaviadial., 1993).Rada autal, ktefi transformovali
internodia a stonkové explantaty bramboru ziskai@aré nizSi hodnoty transforndai
acinnosti nap. 10 % (Bajrovicet al., 1995), 2 % — 35 % (Heeresal., 2002), 27 % - 31 %
(Chang a Chan, 1991) a 30 % — 60 % (Romneeak, 2004).

Transform&ni (€innost zavisi na mnoha faktorech hapa odéidé, na genotypu
rostliny, na kvali¢ pouzitého rostlinného materialu, na kmeni baktéietumefaciens
apod. Nap. Trujillo et al. (2001) uvadji, Ze transforméni innost stonk a lista
bramboru se pohybovala od 4,4 % do 14,3 %. S tgotdlasi i Sarker a Mustafa (2002),
kdy pfi transformaci rostlin bramboru se v zavislosti pmuzitém explantatu pohybovala
transform&ni (€innost v rozmezi 55 % — 80 %. Zavislostininosti transformace na
genotypu potvrzuji ve svych pracich hajgloravcikovaet al. (2003), Heerest al. (2002),
Gillisenet al. (1991) aj.

5.2 Transformace mikroprojektily

Plazmidem p35SGUSIint navazanym gasticich zlata jsem pomocitigtroje
PDS-1000/He transformovala internodia bramborusetigpokusech.

Pro uspSnou transformaci kazdého rostlinného materialunyena optimalizace
parametii piistroje. Autdi se shoduji, Ze mezi ndijlZitejSi pati velikost ¢astic zlata a
tlak helia (nap. Sanfordet al., 1993; Romanoet al., 200), a proto jsem se ve svych
pokusech zatffila zejména na sledovani transfotima kinnosti @i trech odliSnych
velikostech zlata (0,eum; 1,0um; 1,6 um) a @i trech tlacich helia (900 psi, 1100 psi,
1350 psi).

Tranzientni expresi jsem po transformadsticemi zlata o velikosti 0,um
nenalezla ani na jednom testovaném internodiu.t&jaysproblém narazil i Heiser (1998)

pii transformaci stonkovych explantakvétaku. Tyto ¢astice jsou iejme prilis malé,
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lehké, a proto nedosahly pebné rychlosti k gmiku do jader bu¥k, kde se exprese
projevuje. Craiget al. (2005) ve své praci uvdd Ze u bramboru nalezli tranzientni
expresi genwgus pii pouziti ¢astic zlata o velikosti 0,6 um. Transformovali v3ekové
explantaty bramboru, které maji odliSné sloZzeniboé@ stny a mikroprojektily tak mohly
shaze proniknout do jader hikn

Po transformaci internodi¢asticemi zlata o velikosti 1,@m jsem tranzientni
expresi nalezla pouzefiptlaku helia 1100 psi. Wastic zlata o velikosti 1,em jsem
expresi nalezla i vSech sledovanych tlacich helia. Podobné vysledkyadi
i Heiser (1998). Tytocastice zlata za ffslusnych tlak helia dosahuji prawgodobré
dostateéné rychlosti, aby pronikly do jader btkninternodia. Potvrdila jsem také poznatek
Southgatest al. (1995), Ze je nutné pouzivarstw pripravené zlatéastice a spermidin. U
pokusu |, kde jsem nalezla n&fSi tranzientni expresi, jsem pouzidarst¥ pripravené
castice zlata a spermidiniiHeho opakovani (pokus VII) jsem pouzila Xsice stary
zamrazeny spermidincastice zlata a nenalezla jsem Zzadnou expresi gégsiu

Hodnoty tranzientni exprese vyjaté jako p&ty ,modrych t&ek” se podle
pouzitého tlaku a velikosti zlata pohybovaly u midii bramboru v rozmezi 0 az 16 na
misku. Pouze ip dvou variantach pokusu jsem ziskala hodnoty esgread 40.
V porovnani s praci Romanet al. (2001), kt& uvadji pocty ,modrych te&ek” pro
internodia v rozmezi 0 az 150 na misku apacd lista v rozmezi 0 az 600 na misku, jsem
po transformaci doséhla velmi nizké exprese. Cearg. (2005) a Romanet al. (2001)
popsali, Ze pisobeni manitolu a sorbitolu na rostlinna pletivaleek vyraznému zvyseni
tranzientni exprese a ovlivnilo gilanost transformace brambor. Ve svych pokusech jsem
upravovala pouze fyzikalni podminky transformacprao by bylo vhodné zastit se i na
optimalizaci podminek pro rostlinny material. Téotai vSak @i transformacich pouzivali
odliSny typ genovehodth, jiné plazmidy, regenetai a transforméni protokoly.

Pri vSech transformacich jsem pouZzivala internodizzeou dobou fedkultivace a
tedy i velikosti kalusu. Exprese se projevovatavpZi na internodiu, pouze wipact
varianty |, doby pedkultivace 14 dni a vzdalenosti 9 cm se expresazwy projevila
v kalusu. Nej¥tSi paet ,modrych téek” jsem nalezla ip transformaci internodii
piedkultivovanych 14 dni a 7 dni. PodéldRomanoet al. (2001) ziskali lepSi vysledky
transformace uifedkultivovanych internodii nezderstw odstizenych.

Transformace mikroprojektily jefgjmé velmi nahodny proces iifhistochemickém

stanoveni aktivity enzymu-glukuronidazy jsem nalezla vyraznou variabilitugdyk
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u WtSiny explantat nebyla nalezena Zadna mista tranzientni expres&ktarych viadu
jednotek a pouzeipnekolika transformacich intenzivni modré zbarveniwsi ploSe.
Exprese se velmi liSila, i kdyZ Slo o opakovani sk S podobnou variabilitou se setkali
v pripadt transformace tiznych explantdit bramboru dalSi autb (Craig et al., 2005;
Romancet al., 2001). Tento jev lIze vysilit tim, Ze pro kazdy transformiai pokus nelze
pripravit identickou sms mikroprojektii, a také nelze zajistit, aby kazda miska
s explantaty, fipadré kazdy jednotlivy explantat byl transformovan sf@mmnozstvim
zlatych¢astic a DNA (Southgatet al., 1995; Sanforét al., 1993).

Po transformaci internodii bramboru mikroprojektise mi nepoddo ziskat
Zadnou transgenni rostlinu. Na rozdil hapd prace Romanet al. (2001), kt& ziskali
transgenni rostliny bramboru &idnosti 31 %. V poz&Sim pokusu, kdy pouZili
kotransformaci dvou plazmidse transformani (€innost internodii pohybovala v rozmezi
5 % az 35 % (Romanet al., 2003). Transgenni rostliny bramboru Ize ziskatjinych
explantai. Romano et al. (2001) transformovali mikrohlizky <innosti 4 %. Po
transformaci lisi ziskali 3 kanamycin rezistentni rostliny z celkooéaitu 157 listovych
explantal (U¢innost 2 %), zatimco Craig al. (2005) uvadji transformani (ginnost listi
30 %.

Diuvodem mého neugphu p@i ziskadvani transgennich rostlin age byt
nedostaténd optimalizace podminek transformace. Tranzieakprese je @kazem, Ze
mikroprojektily pronikly do jadra hitky, ale nedosloiejme k integraci DNA do genomu
rostliny, giipadré buika zasah népzila. Southgatet al. (1995) uvadji, Ze vysoky stupe
tranzientni exprese negativrkoreluje s vysokym stugm stabilni integrace a zisku
transgennich rostlin. Také dalSi aufpotvrzuji, Ze pro &nnou transformaci je nezbytné
nastavit parametryifstroje tak, aby nedoslo k nadmému stresu rostliny nebo poskozeni
pletiv (Taylor a Fauquet, 2002; Romagial., 2001; Heiser, 1998).
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6. ZAVER

V této praci jsem porovnaval&ianost transformace internodii rostliny bramboru
Solanum tuberosum L., odidy Bintje, d¥ma metodami. Jednak rémou transformaci
pomoci bakteriAgrobacterium tumefaciens, kmen LBA 4404, jednakipmou transformaci
mikroprojektily prostednictvim pistroje PDS-1000/He. V oboufipadech jsem pouzila
shodny plazmidovy konstrukt p35SGUSint, ktery olosath genynptll pro rezistenci ke
kanamycinu aus pro enzynp-glukuronidazu.

Po transformaci bakteriemi roddgrobacterium jsem ziskala 36 transgennich
rostlin, u nichz jsem potvrdilafftomnost obou genpomoci ,tissue* PCR a stanovila
expresi genwgus histochemickou a fluorimetrickou metodou. Vzhledktomu, Ze jsem
k testovani pouzila rostliny kultivované ¢kolik mésiai na agarovych médiich
s kanamycinem, je moZnétgulipokladat, Ze se jednd o geny stabiintegrované do
rostlinného genomu. Transforgm (€innost byla 87,8 %.

Po transformaci mikroprojektily se mi pada prokazat tranzientni expresi genu
gus v pripac pouziti¢astic zlata o velikosti 1,6 um a zaréuéaku helia 900 psi, 1100 psi
nebo 1350 psi, a daleipvelikosti ¢astic zlata 1,0 um a tlaku helia 1100 psi. Tim bylo
potvrzeno, Ze doslo kipnosu plazmidu do jadra rostlinnénky a Ze gen je schopen se
v buice exprimovat. Nenalezla jsem zadny vyznamny viobyd predkultivace ani
vzdalenosti internodii od ditého sitka na intenzitu tranzientni exprese. Nefilodse mi
ziskat Zzadnou transgenni rostlinu.

Ze ziskanych vysledk je mozné usuzovat, Ze transformace mikroprojekly
velmi nahodny proces, kterytipopakovani poskytuje rozdilné vysledky & pémz je
problematické dosdhnout vysoké transfotrmakxinnosti.

Pfi porovnani obou metod transformace internodii lirmstbramboru Solanum
tuberosum L., odrmidy Bintje, se jevi jako vhod§si negima metoda transformace

prostednictvim bakteriAgrobacterium tumefaciens.
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