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Anotace

V soucasné dobé jsou v masovém méfitku péstovany plodiny odolné vici
herbicidim a k niCeni plevel se°pouzivaji Sirokospektralni herbicidy. Toto
je°vétsinou za predpokladu, Ze polni plodiny jsou tak®geneticky upraveny, ze nesou
ve svém genomu zabudovany gen, ktery zodpovida za odolnost proti prislusnému
herbicidu ¢i herbicidim. Tyto herbicidy by pak nasledné¢ nemély poskodit Grodu.
Odolnost plodin proti Sirokospektralnim herbicidim tedy zalezi na genech, které byly
do genomu plodiny vloZeny. Velmi Casto se jako gen zajist'ujici rezistenci vklada do
genomu plodin gen bar. Ten zajistuje odolnost proti Sirokému spektru herbicidd,
jako napt. glufozinatu a Bialophosu. Pro selekci transformantd a piedbézné
hodnoceni miry exprese cilového transgenu se soucasné vnasi vhodny markerovy
gen. Casto jim byvad gen pro PB-glukuronidizu — GUS, ktery patii mezi
nejpouzivanéjsi reportérové systémy k prikazu exprese transgenu, a°zaroven
umoziuje analyzovat expresi na urovni pletiv, bun€k, i celych bunéénych
organel.V°ramci diplomové prace byly pomoci PCR a histochemické detekce
pfitomnosti enzymu B-glukuronidazy detekovany transgenni rostliny jarniho je¢cmene
odridy Golden Promise, transformované geny bar a gus. Pfitomnost genu gus byla

stanovovana v riznych c¢astech rostlin.



Annotation

Modern agriculture often employs broad-spectrum herbicides combined with
herbicide-resistant crops. Usually, this is achieved by altering the crop genom
(genetic modification) by inserting of a specific gene coding for resistance to specific
herbicide or group of herbicides. Apllying such herbicide thus results in minor crop
damage. The resistence of crops against broad-spectrum herbicides depends on the
genes, which were inserted into the genom. The gene bar is often used as a resistence
-providing element. It mediates resistance against a broad spectrum of herbicides,
such as glufosinate and Bialahops. For the selection of transformants and preliminary
assessment of the target transgen expression level a suitable marker gene is
simultaneously inserted. For this purpose, gene for bacterial p—glucuronidase (GUS)
is often used. It is considered to be one of the most frequently used reporter systems
for the assessment of transgen expression and also allows to analyze the expression
on the tissue, cell and whole cell organelles levels. In this diploma thesis the PCR
method and histochemical detection of the enzyme B — glucuronidase presence were
used to detect and evaluate transgenic plants of cv. Golden Promise spring barley,
modified by genes bar and gus. The presence of gus gene was determined in different
parts of plants.



1.Uvod

Je¢men sety (Hordeum vulgare L.) je celosvétove jednou z nejvyznamnéjsich
kulturnich plodin, ktera slouzi jako potravina a krmivo s obsahem nutri¢né bohatych
latek. V°soucasné dobé jsou péstovany plodiny odolné vici herbicidim a k niceni
plevell se°pouzivaji Sirokospektralni herbicidy. To je nejcastéji za piredpokladu, ze
polni plodiny jsou tak geneticky upraveny, ze nesou ve’svém genomu zabudovany
gen, ktery zodpovidd za®odolnost (toleranci) proti herbicidu ¢i herbicidim. Tyto
herbicidy by pak nasledné nemély poskodit Grodu. Sirokospektralni herbicidy jako
glufozinat ¢i glyfozat maji nizkou toxicitu a®pii opakovanych aplikacich na plevele
nedochdzi rychle ke wvzniku rezistentnich plevelii. Odolnost plodin proti
Sirokospektralnim herbicidim tedy zalezi na®genech, které byly do°genomu plodiny
vlozeny. Velmi ¢asto je do°genomu plodin vkladan gen bar zajist'ujici rezistenci vici
glufozinatu (fosfinotricinu). Bar gen je vyznamny i tim, Ze je mozné ho vyuzit ipro
selekci transformovanych jedinct, tj. jako tzv. selektovatelny gen. Byl naklonovan
z°genomické DNA Streptomyces hygroscopicus. Bar gen byl vyuzit pro selekci
potencidlnich transformantti v°systémech in vitro a in vivo, jakoZ i komeréné¢ v GM
fepce, kukufici a dalSich plodinach. K°tomuto Ucelu je vyuzivano rezistence proti
piipravku Bialaphos, ktery se velmi Casto pouziva v°rostlinné molekularni biologii k
selekci geneticky modifikovanych bunéénych linii, které obsahuji tento gen
tolerance. V°zemédélstvi zpisobilo zavedeni plodin odolnych vuéi herbicidim velky

ttesk. Selektivni herbicidy jsou ve vysoké poptavce.

Markerovy gen pro enzym [B-glukuroniddzu — GUS patii mezi
nejpouzivanéjsi reportérové systémy k°prikazu exprese transgenu. f—glukuroniddza
(GUS) je kédovana genem gus (diive uidA) a byl izolovan z bakterie Escherichia
coli kmene K12. B-glukuronidaza ma mnoho vlastnosti, diky kterym je velmi
atraktivnim reportérovym genem, a°zaroven umoznuje analyzovat expresi na Urovni
pletiv, bungk, i celych bunéénych organel. K odhaleni pfitomnosti se ¢asto pouzivaji
histochemické detekce in vitro, diky nimZ lze odhalit lokalizaci genové aktivity

V°buiice a pletivech transformovanych.



Diplomova prace je zaméfena na studium exprese sekvenci selektovatelnych
a’reportérovych transgend bar a uidA (gus) v raznych ¢astech rostlin transgenniho

je¢mene odrady Golden Promise.

2. Literarni prehled

2.1. Transgenoze

Pfenos gend, neboli transgenoze mezi vzdalenymi, nékdy 1 zcela
nepiibuznymi organismy patii do jedné z hlavnich metod genového inzenyrstvi,
to°prochazi zejména v poslednich 30-ti letech velmi rychlym vyvojem. Bakteridlni
transformace byly znamy jiz ve Ctyficatych letech 20. stoleti a°piedpokladalo se, ze
podobny jev musi existovat i u eukaryotnich bun¢k. Provadélo se také mnoho pokusii
s exogenni deoxyribonukleovou kyselinou (DNA), ale jejich jednoznacné interpretaci
branila neadekvatni metodick4 vybava (Ledoux a Huart, 1968; Ledoux et al., 1974;
Hess®t al., 1976). Tyto metody odstartovaly v roce 1977, kdy bylo jednoznaéné
prokazano, ze°pudni bakterie Agrobacterium tumefaciens vnaseji svou DNA do
rostlinného genomu. (Chilton et al., 1977). Dochazi tedy k pfenosu DNA z jedné
buiikky do druhé, tento pienos se nazyva transformace. Teprve metody genového
inZenyrstvi umoznily ziskat jednozna¢ny diikaz pfenosu a°zapojeni cizorodé DNA do
dédi¢né informace rostlinnych bunék (Ondfej, 2002).

Gen, ktery mé byt vnesen do builky nebo do organismu, se nazyva transgen
(pfendseny gen). Organismus, ktery ve svém genomu obsahuje vneseny gen, se
oznacuje jako transgenni. Pomoci transgenoze lze =ziskat rostliny odolné
k°herbicidim, hmyzim Skiddcim, virovym ¢i houbovym patogentim, ale také
S novymi vlastnostmi vyhodnymi pro zpracovatelsky primysl (modifikovany Skrob,
modifikované oleje apod.). Vyzkum je zaroveil zaméfen na zvyseni vynosl plodin
upravou genid pro enzym fotosyntézy, fixaci vzdusného dusiku a Gpravou genli pro

zasobni proteiny (Snustad® a Simmons, 2009).



2.2. Transformace rostlin

Genové inzZenyrstvi umoznilo vyvoj hospodaisky vyznamnych rostlin
s®unikatnimi znaky a°to°zpiisobem, ktery neni mozny béznymi postupy. Tyto
geneticky modifikované (GM) rostliny mohou byt v nékterych aspektech skuteénym
pfinosem. Jedna se naptiklad o kukufici odolnou vii¢i hmyzim sktidcim. V budoucnu
se budou vyuzivat i geneticky modifikované organismy (GMO) s°pozménénymi
vlastnostmi koncového produktu pro pramyslové vyuziti, s lepsi nutri¢ni hodnotou
nebo jako zdroje pro farmacii a medicinu. V Evropé¢ se pii uvolnéni GMO do
zivotniho prostfedi vyuziva princip pfedbézné opatrnosti. Legislativné jsou oSetieny
naroky na hodnoceni pfipadnych rizik spojenych s uvolnénim jednotlivych GMO do
zivotniho prostfedi a to rizika ekologickd i1 zdravotni. Zohlediuje se jak funkce
vnesené¢ho genu, tak charakter pfijemce. Ekologicka rizika je tfeba zvazovat pro
kazdy region zvlast a CR podporuje projekty zaméfené na odhad moznych rizik
pri®uvolnéni GMO do zivotniho prostfedi. Vysledky vyzkumu se aplikuji i pro tvorbu
pravidel koexistence odlisnych zptisobt rostlinné vyroby v CR (Ovesna, 2005).
U°kukutice se provadi Slechténi na rezistenci, v soucasnosti je velmi oblibenou
modifikaci Bt kukufice, ktera ve®svém genomu obsahuje gen Cry z bakterie Baccilus
thuringiensis, ktery koéduje toxin jedovaty pro°housenky zavijeCe kukufi¢ného.
Zaroven jsou soucasné transgenni odridy tolerantni k°herbicidim jako napf.
glyfozatu nebo glufozinatu (fosfinotricin). Transgenni séja obsahuje transgen pro
rezistenci ke glyfozatu (°Ondfej a Drobnik, 2002). Cukrova fepa a slunecnice je
tolerantni k herbicidu chlorsulfuronu, kukufice, fepka a s¢ja k isoxasolu, bavlnik
a’fepka k oxynilu, fepka k sulfonamidu.

Za poslednich nekolik desitek let byla vyvinuta fada metod transformace rostlin.
Mnohé z téchto ptivodnich metod dosahly zna¢ného rozsifeni a jsou v soucasnosti
bézné vyuzivany pro Siroké spektrum objektt. Méné uspésné metody jsou pro svou
nizkou ucinnost a obtiznou reprodukovatelnost nahrazovany zcela novymi
progresivnimi postupy. Hlavnim cilem vyvoje transformace rostlinnych bunék
jevyvinout techniku, ktera bude dostate¢né ucinnd, bude dochézet k transformaci
s’maximalni moznou frekvenci a cely proces transformace nebude spojen se vznikem
chromozomalni variability, pfipadné bude omezena na nejmensi moZnou miru

(Hansen a Wright, 1999). Transformace rostlin piedstavuje cilenou zménu genetické
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informace, které¢ by nebylo mozné dosahnout pfirozenymi zptisoby a mechanismy.
K°ptenosu zadané¢ho genu do genomu rostlin se pouzivaji rizné metody, nejcastéji je
vyuzivana transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens a biolistické metody
transgenoze. V soucasnosti je snaha o provedeni genetickych transformaci u vétsiny
dalezitych agronomickych plodin. Jako vysledek se predpokladd tolerance
k°herbicidim, k =zasoleni pudy, nizkym teplotam, suchu, chemickym strestim,
rezistence k hmyzim Skadctm, virtim, houbovym a°bakterialnim onemocnénim,
a°zaroven je snaha o zvySeni mnozstvi lipidii, zdsobnich proteinti vitamin{, mineralt
a dalsich dulezitych latek (Ondfej a Drobnik, 2002). Nejznaméj$im ptikladem je°so6ja
odolna vici herbicidu Roundup (s G¢innou latkou glyfozatem), tzv. Roundup Ready
soja. Nejvyznamnéj$imi geneticky modifikovanymi (GM) plodinami jsou obecné
soja, kukufice, bavlnik a jarni fepka (kanola), jejich plochy ve svété stale naristaji.
Soucasné techniky biochemie a molekularni biologie umoziuji identifikovat
biosyntetické drahy proteini, obrannych a detoxifika¢nich latek. Pomahaji
1°objasniovat molekularni zdklady interakce rostliny a patogena. Rovnéz je mozné
identifikovat geny, které koduji proteiny uvedenych biosyntetickych drah. Bylo tak
mozné izolovat geny, které podminuji odolnost vici herbicidim, hmyzim sktidcim
nebo cytoplasmatickou sterilitu. Geny je®mozné izolovat z jakéhokoliv organismu,
napt. bakterie, a kombinovat je ve zkumavce s°regulacnimi Useky genu z jiného
organismu, napf. rostliny. Soucasné techniky dovoluji vpraveni takto upravené¢ho
genu (konstruktu) do cilové bunky a z ni odvodit celistvy organismus. Vzhledem
k°tomu je mozné ménit n€které vlastnosti daného druhu (Ovesna, 2005). Vyznamné
je zvySeni obsahu karotenoidd u jarni fepky, které obsahuji B-karoten, lutein,
zeaxantin, lykopen a astaxanthin, které jsou velmi dulezité pro spravné vidéni. Obsah
karotenoidi byl u jarni fepky zvySen az 30 krat. V salatech jsou syntetizovany
vitaminy, jako napf. GTP cyklohydrolyasa, kterd zvySuje obsah folatu 9 krat.
V°kukutici dochdzi k expresi hydroxyfenylpyruvatdioxygenasy z husenicku
(Arabidopsis), ¢imz se zvySuje obsah tokoferolu v semenech 3 krat. Genetickou
transformaci tzv. bilé kukufice byly vyvinuty nutri¢né kompletni obiloviny, které by
do budoucna mohly byt feSenim pro zajisténi nutricné kompletni stravy. U bilé
kukufice se zaroven podafilo vyprodukovat 407 krat vice B-karotenu (57 mg/g), 6,1
krat vice askorbatu (106,94 mg/g) a dvakrat vétsi mnozstvi folatu (200mg/g) (Farre
etal., 2011).



2.2. 1. Transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens je gramnegativni bakterie, ty¢kovitého tvaru, schopna pohybu.
Tento organismus se bézn¢ vyskytuje v kofenovém systému dvoud€loznych rostlin.
Na poranénych nebo poskozenych mistech dvoudéloznych rostlin je schopna
vytvaret krékovité nadory (tumory). Schopnost tvofit tumory je U bakterie dana
plazmidem Ti (Tumor-indukujici), plazmid v sobé nese oblast, ozna¢ovanou jako T-
DNA, ktera je schopna se za¢lenit do genomu rostlinné burniky. T-DNA obsahuje geny
pro cytokininy, auxiny aopiny. Podle typu opinu rozdélujeme Ti-plazmidy na
agropinové, nopalinové, oktopinové a°sukcinamopinové. Sekvence T-DNA mize byt
velka 10 - 30 kb a v Ti-plazmidu se muze vyskytovat v nékolika kopiich. Jednotlivé
T-DNA jsou ohraniceny hrani¢nimi nepravidelnymi repeticemi o délce 25 bp. Tyto
hrani¢ni sekvence jsou velmi dulezité, nebot’ veskera DNA mezi nimi muze byt
vélenéna dohostitelské DNA. Ti-plazmidy, kromé T-DNA, nesou geny pro virulenci
(vir), které slouzi k°ptenosu cizorodé DNA do rostlinné bunky, a také geny pro
katabolismus opint. Celkova velikost Ti-plazmidu je 200 - 800 kb (Gelvin, 2003).
Na ptenosu T-DNA se déle podileji geny z°bakteridlniho chromozdému (Douglas et
al., 1982) a podle novéjsich poznatki také proteiny z°hostitelské buiky (Mysore et
al., 2000).

2. 2. 2. Mechanismus pienosu DNA

Principem transformace pomoci A. tumefaciens je pfilnuti bakterie na povrch
rostlinné bunky, kterd byla poSkozena a uvolfiuje fenolické latky. Pravé témito
fenolickymi latkami je°Agrobacterium chemotakticky navadéno k poskozené bunce
a°po spojeni s hostitelskou buitkou je°aktivovan membranovy protein VirA. Ten déle
aktivuje protein VirG, ktery spousti expresi vSech gent vir. Nasledné dochazi
k°vystipnuti jednoho fetézce T-DNA, tento fetézec je oznaovana jako T-fetézec, na
kterém se podileji VirD1 a VirD2, které plni funkci specifické endonukledzy
(Filichkin a Gelvin, 1993). VirD2 se také navaZe na 5" konec vzniklého T-fetézce
(Ward a Barnes, 1988), kde®spolu s dalSimi Vir proteiny tvoii komplex, ktery
ptrechazi do hostitelské bunky ptes T-pilus. Tento T-pilus je tvofen VirD4 a proteiny
kodovanymi operonem VirB (Christie, 2004). V°cytoplasmé hostitelské bunky je T-
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fetézec pokryt proteiny VirE2, jejichz tkolem je ochrana pied endonukledzami,
obsazenymi v cytoplasmé a také jeji spravna orientace. Vlastni pienos T- fetézce do
jadra je uskutecnén prostfednictvim intracelularniho transportniho mechanismu.
V°tomto kroku jsou dulezité proteiny VirD2 a VirE2, které maji jaderny lokalizacni
signal (Citovsky et al., 1994). Mechanismus integrace do genomu je dosud neznamy,
pfesto existuje nckolik modeld, které se jej snazi vysvétlit. Podle jednoho
predpokladu je zaclenéni umoznéno mechanismem pro opravu dvouietézcovych
zlomt (Tzifra et al., 2004). Jina teorie pocita s nelegitimni rekombinaci jako klicem
pro integraci T-DNA do genomu (Mayerhofer et al., 1991).

T-DNA se zacleniuje do DNA nezavisle na metylaci nebo aktivité transkripéniho
mista. Stejnou mérou se integruje do euchromatinu nebo heterochromatinu.
Mechanismus zaclenéni funguje tedy zcela ndhodné (Kim et al., 2007). Pocet
zaélenénych T-DNA neni staly, mize dojit i’k°mnohonasobnému za¢lenéni. Castym
jevem je vicenasobné zaclenéni T-DNA do jednoho lokusu. Tento stav je navozen
ligaci jednotlivych T-DNA jesté pted integraci. Z toho vyplyva, Ze°jednotlivé T-DNA
mohou byt vii€i sobé 1 opacnymi sméry (De Buck et al., 2009).

A. tumefaciens je pfirozenym patogenem dvoudéloznych rostlin, proto je
prirozené, ze jeho pouziti pro transformaci dvoudéloznych rostlin je mnohem snazsi
nez pro transformaci jednodéloznych. Pro transformaci jednodéloznych rostlin byly
vyvinuty alternativni metody biolistické a elektroporacni. V soucasnosti existuji
kmeny A. tumefaciens, které maji upravenou virulenci a mohou slouzit
k°transformaci nejen jednod€loznych rostlin (Liu et al., 1992), ale®i®nahosemennych

rostlin (Pazour et al., 1992) ¢i dokonce hub (De Groot et al., 1998).

2. 3. Genetické modifikace jeCmene

2.3.1. Genom jeCmene

Je¢men sety (Hordeum vulgare) je hospodarsky vyznamnou rostlinou, ktera
se vyuzivd zejména k vyrobé sladu a dale je potravindiskou, krmnou a
farmaceutickou plodinou. JeCmen sety patii mezi jednodélozné rostliny, taxonomicky
se fadi do Celedi Poaceae (lipnicovité). Rod Hordeum zahrnuje jeden druh kulturniho

je¢mene (Hordeum vulgare) a dalSich 30 druhti planého jeCmene. Je¢men lze rozd¢lit
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podle poctu chromozomii na diploidni (2n=14), tetraploidni (2n=28) a hexaploidni
(2n=42). Diploidni forma je¢mene je oznac¢ovana jako kulturni jeémen a je mozné ho
dale d¢lit dle uspotadani klasu na dvouiady nebo Sestifady, nebo podle doby vysevu
na ozimy ¢i jarni. TéméF vSichni zastupci rodu Hordeum maji sviij karyotyp slozeny
z jednoho paru submetacentrickych chromozémi, dvou paru chromozémi se
satelitem a Ctyf parti metacentrickych chromozému (Bothmer et al. 1991). Celkova
hmotnost DNA v haploidnim jadie je 5,2 - 5,5 pg. Tato hmotnost DNA odpovida
pFiblizng 5,1 - 5,3x10° bp (Bennett a Smith, 1976, Bennett a Leitch, 2005). Genom
je¢mene je rozdélen na sedm vazbovych skupin. Jeden gen piiblizné zabird usek
o°velikosti 123 az 212 kb, ale je dilezité poznamenat, ze stejn¢ jako vétSina genomu
1 genom jeCmene obsahuje mista s vysSsi koncentraci gend a naopak i°mista s nizsi
koncentraci gent. Bylo zjisténo, Ze vSechny geny jsou lokalizovany pouze v 12 %
celkové velikosti DNA. Vyjimku tvofi né€které geny pro zasobni proteiny
a’ribozomalni geny (Barakat et al., 1999). Tandemové usporddané sekvence tvori
ptiblizn¢ 10 az 20 % celkové velikosti DNA (Manninen, 2000). Diploidni jadro
jeCmene obsahuje sedm part chromozémiu. Doporu¢ena nomenklatura pro popis
jeémennych  chromozémti  je®odvozena podle podobnosti  molekularnich
a’biochemickych markerit na chromozémech psSenice. Nomenklatura jeCmennych
chromozému je potom sloZena z ¢isla pSenicného chromozému a°pismene H, coz
oznacuje rod Hordeum. Oznaceni jednotlivych chromozoémi vypada potom
nasledovné 7H, 2H, 3H, 4H, 1H, 6H a 5H (Kleinshofs a Graner, 2001). Svymi
vlastnostmi a°zplisobem péstovani se stal jecmen modelovym organismem celé
skupiny Triticeae (Ramsay°et°al., 2000). ZlepSeni jeho genetickych vlastnosti mize
vést k vétSim vynosiim ¢i°zlepSené odolnosti vic¢i biotickému nebo abiotickému

stresu.

2.3. 2. Genetické modifikace je¢mene

Prvni transformace modelovych rostlin za ucelem zmény ptivodniho genetického
materidlu probihaly od 80. let dvacatého stoleti a°byly zalozené na vneseni
pozadované genetické informace (DNA) do genomu rostliny infekci bakterii
Agrobacterium tumefaciens. Snaha uplatnit tuto metodu pii transformaci obilovin
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byla témét dve desetileti netispéSna. Tento dlouhy nezdar byl zapfi¢inén tim, Ze
bakterie nezbytna pro°vneseni pozadované DNA infikuje pfedevSim dvoudélozné
rostliny, tudiz jeCmen a dal$i jednodé€lozné obiloviny nejsou jejimi piirozenymi
hostiteli. Z tohoto divodu byly vyvinuty alternativni metody umoziujici integraci
pozadované DNA do genomu obilovin — tzv. metody pro pfimé vneseni genu (DGT),
kam patii napt. makro- a mikroinjekce DNA, elektroporace, pouziti mikrovlaken
karbidu kfemiku a transformace protoplastii. Aplikaci vSech téchto metod bylo
potvrzeno vneseni DNA do bunék (Jones a Shewri, 2009). Nevyhodou téchto metod
je zejména vysoka technickd naro¢nost. Na rozdil od pfedchozich uvedenych metod
umoziuje dalsi DGT metoda, tzv. biolistickd transformace, vneseni pozadované
DNA do takového typu bunék, ze°kterych je mozné nejsndze regenerovat celou
rostlinu. Mezi takové bunky patii zejména kalusové kultury nebo embryonalni tkan
stitku — skutela. Toto je velice vyhodné pravé pro transformaci obilovin, protoze
U°nich se Casto vyskytovaly obtize pii regeneraci bunéénych suspenzi, které jsou
vyuzivany jako vstupni material pro DGT metody.

Dal$im vyznamnym pouZitim této metody je studium docasné exprese rtiznych
genovych konstruktd. Mira exprese potom muze byt detekovana napi. stanovenim
enzymatické aktivity nebo pomoci koexprese reportérového genu, ktery umoziuje
pozorovat hladinu exprimovaného proteinu pod mikroskopem. Studium docasné
exprese je dilezity ndstroj pro optimalizaci rlznych technickych parametri pro
vneseni DNA do cilové tkané€ a nalezeni vhodné sekvence promotoru (regulacni usek
DNA zajistuyjici transkripci genu) poskytujici nejlepSich vytézkli exprimovaného
proteinu. Metody biolistické transformace, které vyuZivaji obaleni mikroskopickych
¢astic vnaSenou DNA nasledné vstielenych do bunék Zivé tkané, byly pouzivany jiz
koncem 80. let. Jiz°v°roce 1989 byla ziskana prvni transgenni rostlina kukutice, coz
byl vyznamny krok na poli genetické modifikace obilovin. Touto metodou také byly
poprvé pfipraveny transgenni obiloviny jako pSenice a je¢men. Na obr. €. 1 je uveden
historicky pfehled uspésnosti transformaci hlavnich obilovin pomoci biolistickych

metod a agrobakteria.



Obr. 1. Chronologické tazeni transformaci hlavnich obilovin pomoci biolistickych

metod (Cerné) a agrobakteria (Sed¢) (pfevzato od Pospisilova a Frébort, 2010).
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Transformace jeCmene je zavisla na pouzitém genotypu, nejlepsi transformacni
uspéSnost a’nejvyssi regeneracéni schopnosti byly nalezeny u jarniho kultivaru
Golden Promise (Harwood et al., 1995). Pro A. tumefaciens zprostiedkovanou
transformaci je vedle vybéru cilové tkané a®genotypu rostliny dilezité zvolit vhodny
kmen agrobakteria, kokultivacni podminky, vybrat selekéni marker a systém pro
regeneraci rostlin. U jeémene jsou bézné pouzivany osvédcené kmeny A. tumefaciens
AGL1 nebo AGL022, piipadné LBA 440423. Jako selekéni marker byva
pro°transformace je¢mene Casto pouzivan gen bar, ktery zvySuje rezistenci rostliny
vuci herbicidim patiicim mezi glufosinaty, jako je napi. Bialafos nebo fosfinotricin
24. Nejcastéji pestovanymi plodinami, které nesou geny rezistence proti herbicidiim
jsou kukufice, soja, bavlna, fepka, cukrova fepa a ryze (Mayer et al., 2004).
V soucasné dob¢ je nejvice pouzivan jako selekéni marker gen hpt, ktery zvysuje
odolnost transgenni rostliny vii¢i antibiotiku hygromycinu. Pro selekci transformantt
muize byt pouZit gen umoznujici rezistenci vii¢i hygromycinu pod CaMV 35S
promotorem, diky c¢emuz mohou byt silng$i promotory, jako°je’kukuficny
ubikvitinovy promotor (ubi), pouzZity k fizeni transkripce cizorodého genu nebo
pozadované expresni kazety. Bylo vyvinuto zna¢né mnozstvi binarnich
plasmidovych konstrukti pro transformaci jeémene. Casto uzivané jsou napf. vektory
série pBract, se kterymi je snadnd manipulace (jednoduché vneseni pozadovaného
genu pomoci ,,Gateway* systému), a které poskytuji vysokou transformacni u¢innost
(Pospisilova a Frébort, 2010). Pro zvySeni jeho nutri¢ni hodnoty pro monogastrické
zivo€ichy byl do rostlin jarniho je¢mene odridy Golden Promise vnesen gen pro
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fytazu (phyA) z houby Aspergillus niger pod a-amylazovym promotorem (Brich-
Petresen et. al., 2000). Z takto modifikovaného je¢mene by se mélo v travicim traktu
uvoliiovat mnohem vice mineralnich latek, kationtti a fosforu, které jsou vazané na
kyselinou fytovou a vytvari komplex fytin. Snizenim obsahu fytinu v exkrementech
monogastrickych zivo¢ichli dochazi k vyraznému sniZeni kontaminace povrchovych
vod fosfaty. V soucasné dob¢ je enzym fytdza pridavan do krmnych smési pro
monogastrické zivocCichy. Technologie vyroby fytazy je nakladnd a°naro¢na. Pii
nizkych vykupnich cenach masa ¢i jinych zivocisnych produktti se od tohoto trendu
v® mnohych velkochovech upousti a°mineralni latky jsou do krmnych smési
pridavany samostatné. Je¢men obsahuje ve svém genomu také gen pro fytdzu a to
konkrétné pro 6-fytazu, ktera je vlastni i%jinym rostlindm. Lokalizovana byla na
chromozému HS5 u odrid Franklin a Yerong (Dai et al., 2011). Kyselina fytova je
esterem myo-inositolu a kyseliny fosfore¢né a je také zndma pod ndzvem fytin. Je
prirozené¢ vyskytujici se slouCeninou v buiikkach a°rostlinnych pletivech. Fytin
jevsemenech syntetizovan a uklddan do zasobnich orgéntt v endospermu
a°delohach. Fytdza je®enzym, ktery uvoliiuje z vazby fosfat a°kationty vazané na
kyselinu fytovou. Je pfevazné produkovéna nizSimi houbami. Do jisté miry se
vyskytuje i v zivociSnych tkénich a v zrnech rostlin. V zrnech slouzi k rozkladu
kyseliny fytové, ktera je nejvetsi zasobarnou fosforu v semenech rostlin. Fytaza je
produkovana pfi kliceni rostlin, tim dochazi ke $tépeni fytdtu a uvolnény fosfat je

poté vyuZit ke kliceni rostliny (Konietzny a Greiner, 2002).

2.4. Markerovy gen pro p—glukuronidazu — GUS

Systém reportérového genu pro enzym [-glukuroniddzu byl vytvofen v roce
1987 R.°A.Jeffersonem. Od té doby patii gen pro p—glukuronidazu mezi nejpouzivanéjsi
reportérové systémy k prikazu exprese transgenu (Jefferson et al., 1987). Tento gen se
bézné vyskytuje u prokaryot a°eukaryot s vyjimkou rostlin. B—glukuronidaza (GUS) je
kodovana genem gus (dfive uidA) a byl izolovan z bakterie Escherichia coli kmene K12.
Enzym je tetramer s podjednotkami o molekulové hmotnosti piiblizné¢ 68 000. B-
glukuroniddza ma mnoho vlastnosti, diky kterym je velmi atraktivnim reportérovym
genem. GUS se zarazuje mezi hydrolytické enzymy a navic je termostabilni. Tento

enzym S$tépi P-glykosidické vazby mezi kyselinou D-glukuronovou a necukernou
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slozkou (Jefferson et al., 1986). Nejvyssi aktivitu projevuje v piitomnosti SH-
redukujicich latek, jako je napfiklad p-merkaptoetanol, dithiothreitol. Naopak
dvoumocné ionty nékterych kovli, Cu ¢i Zn, pisobi inhibi¢né. Nejvyssi aktivitu ma
prokaryontni GUS pti pH 7,0. B-glukuroniddza je aktivni v Sirokém rozsahu pH,
optimalni spektrum pH (5-7,5); polovi¢ni aktivitu vykazuje, jestlize je pH rovno 4,3;
hodnota pH 8,5 je°povazovana za tzv. neutralni optimum. Zaroven je GUS odolna vici
inaktivaci teplotou do 50 °C (Jefferson et al., 1986). Polocas zivota pii 55 °C je 2 hodiny
(Vitha, 1995). B-glukuroniddza umoziuje analyzovat expresi na urovni pletiv, bun¢k,
i°celych bunéénych organel. GUS byva pouzivana pro°sledovani lokalizace proteinu
vjadie, 1 pfesto, Zze by byl vhodnéjsi zelené fluoreskujici protein (GFP), ma v tomto
piipadé GUS nékteré vyhody. Jeji velkd molekulova hmotnost zabranuje pasivni difuzi
do jadra. V ptipadé, ze je gen pro GUS fizovan s genem pro GFP, a vysledny protein je z
néjaké priciny nefluorescentni, GUS si zachovava svou enzymatickou aktivitu a je
detekovéana histochemicky. V tomto pifipadé ma GUS ve srovnani s GFP jednu
nevyhodu. Touto nevyhodou je, Ze je mozné detekovat pouze ,silnou jadernou
lokalizaci“ (expresi v jadie) (Blazickova, 2010). GUS byva také pouzivana jako
reportérovy gen, kdy je mozné diky jednoduché histochemické metodé stanovit,
zda®°dochazi k expresi gent ve vazbg, které se pouzily pti transformaci.

Pro transformaci rostlin se jako regulacni sekvence pro gen gus pouziva
promotor viru zilkové mozaiky kvétaku CaMV 358, ktery je schopny se exprimovat ve
vSech rostlinnych organech (Pret’ova et al., 2001). Promotor CaMV 35S je piednostné
aktivni v S fazi bunétného cyklu (Jefferson et al., 1987). Rostliny, které jsou
transformovany genem pro GUS, jsou vétSinou normdlni, zdravé a schopné
rozmnozovani. Protein GUS je velmi stabilni, a i po dlouhé dobé¢ skladovani rostlinného
extraktu je protein aktivni ve vysokém stupni. Za normalnich podminek se enzym GUS
nevyskytuje v°rostlinnych pletivech (respektive u vétSiny vysSSich rostlin nebyla
detekovana jeho aktivita), nebo’se°vyskytuje jen velmi vzacné. Citlivost testovacich
metod zaloZzenych na detekci GUS umoznuje ovéteni probehlé transformace (Ogras
a°Goziikirmizi, 1999). Kvili problémim s expresi B-glukuronidazy i v buiikach bakterie
Agrobacterium, byl do sekvence gus, vlozen intron. Tento vlozeny intron byl odvozen z
intrond rostlin. V transformovanych rostlinnych bunkach je pii upravich mRNA intron
vystfizen a vznika tak aktivni enzym B-glukuroniddza. Zaroven by mél intron zvySovat
enzymatickou aktivitu enzymu. Diky tomuto intronu pak jiz neni detekovéana aktivita v

bunkach bakterii Agrobacterium, z toho divodu, Ze prokaryotické buiky (bakterie),
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nemaji mechanizmus vystfizeni intronti eukaryotickych bunék (Vancanneyt et al., 1990).

Vyhody GUS (Falciatore, 2002):

e Aktivni endogenni enzym GUS chybi v mnoha organismech. V nizsich i
vyssich rostlinach, ve vétSiné bakterii, fasach, houbach a mnoha druzich

hmyzu je ve velké mife nebo zcela nepfitomen.

e [-glukuronidaza katalyzuje hydrolyzu mnoha substrati, které jsou komercéné
dodavany, ajemozné aktivitu méfit fluorometricky, histochemicky

a’spektrofotometricky.

e [B-glukuronidaza je velmi stabilni enzym, je odolny viéi detergentim, a je

aktivni v Sirokém rozmezi pH a je rezistentni vici tepelné inaktivaci.

e Enzym GUS toleruje fize na N-konci, které vétSinou nemivaji vliv na zménu
jeho aktivity, GUS prochdzi pfes membrany a diky modifikacim na amino-
konci, mlize byt GUS lokalizovdna v chloroplastech, mitochondriich, nebo

endoplazmatickém retikulu.

e Bylo vytvofeno mnoho vektorti s GUS genem, které jsou komeréné
dodavany.

2.4. 1. Metody detekce B-glukuronidazy

Aktivitu enzymu GUS je mozné detekovat in vitro i in situ. Technikou in vitro
se zjistuje obsah GUS kvantitativng, ale bez jeji znamé lokalizace. Naopak metody
pouzivané in Situ umoziuji enzym lokalizovat, ale bez kvantitativniho vysledku.
Kedetekci B-glukuronidazy se vyuziva substrat B-D-glukuronid, ktery je katalyticky
hydrolyzovan GUS a touto reakci se uvoliiuje primarni produkt. Tento produkt je
nasledné detekovan piimo nebo po urcité preméné nasledujici v dalSich reakcich
(Vitha, 1995).

In vitro 1ze B-glukuronidazu velmi snadno detekovat tfemi zpisoby a to —
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fluorometricky, histochemicky a spektrofotometricky (Jefferson et al., 1987).
Fluorometrické metody se vyuziva ke stanoveni aktivity GUS (Ogras a Goziikirmizi,
1999). Histochemické analyzy se pouzivaji k odhaleni lokalizace genové aktivity v
burice a pletiv transformovanych rostlin (Jefferson et al., 1987). Spektrofotometrické
metody, se bézné vyuzivaji v laboratofich a slouzi ke stanoveni aktivity enzymu,
které je vydavano rozpadem nestabilniho produktu, ktery vznika hydrolyzou.

Metod, které se vyuzivaji k lokalizaci exprese in situ je né€kolik, napiiklad
metoda indigogenni ¢i azokopulaéni. Pti pouzivani metod in situ, by mél byt nejprve
objekt fixovan ve formaldehydu nebo glyceraldehydu a mély by byt vytvoieny fezy.

Ale fixace se Casto vynechava a i vytvoreni fezii neni nezbytn¢ nutné (Vitha, 1995).

a. Histochemicke stanoveni (indigogenni metoda)

Pfi histochemickém stanoveni se pouziva jako substrat 5-bromo-4chloro-3-
indolylglukuronid (X-gluc), ktery dava vznik modrému zabarveni (Jefferson et al.,
1987). Reakce probiha ve dvou krocich. Nejdiive je substrat hydrolyzovan na
bezbarvy primarni produkt, ktery difunduje z mista svého vzniku déle do okoli. Tento
primédrni produkt je dale oxidovan a dimerizovan na modry nerozpustny produkt
5,5’-dibromo-4,4"-dichloro-indigo (viz obr. 2). Aby bylo docileno rychlejsiho vzniku
kone¢ného produktu, ptfidavaji se do barvictho pufru kyanozZelezitan
a’kyanozeleznatan draselny. Zaroven tyto latky omezuji difuzi primarniho produktu
a’tim ziskame ptesnéjsi lokalizaci proteinu, ale jejich nevyhodou je, Ze také inhibuji
aktivitu B-glukuronidazy (Gartland et al., 1995). Proto musi byt u kazdého
testovaného  vzorku  stanovena  optimalni  koncentrace = kyanoZelezitanu
a kyanoZeleznatanu draselného v zavislosti na intenzit¢ zbarveni a piesnosti
lokalizace (Blazickova, 2010). Objekty se mohou barvit Zivé nebo mirné¢ fixované.
Fixace ovSem sniZuje aktivitu B-glukuronidéazy, proto je Casto vynechavana. Barvici
pufr obsahuje Na-fosfatovy pufr, kyanozelezitan draselny, kyanoZeleznatan draselny,
X-gluc a detergent. Pro lepSi proniknuti barviciho roztoku do pletiv lze pouzit
vakuovou pumpu a desikator. Barveni probiha pti 37 °C (Vitha S., 1995). Aby bylo

mozné pozorovat modré zbarveni, musi byt odstranén chlorofyl a dal§i pigmenty.
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K tomuto kroku se pouzivd 70 % etanol a k projasnéni je vyuzivana infiltrace
glycerolu (Blazickova, 2010).

Efektivita transformace je hlavnim ukazatelem UspéSnosti transgenoze.
U°regenerovanych rostlin je nutné urcit pocet pozitivnich rostlin na trovni DNA,
RNA a proteinu tj. kolik z celkového poctu regenerovanych rostlin bylo uspésné

transformovano. Nejcastéji pouzivanou metodou je?’PCR.

Obr. ¢. 2. : Hydrolyza glukuronidu X-gluc (pievzato od Blazickova, 2010).
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2.5. Bargen

Bar gen je vyznamny tim, ze je schopen zajiStovat toleranci rostlin vuci
herbicidu fosfinotricinu. Byl naklonovan z genomické DNA Streptomyces
hygroscopicus (Murakami et al., 1986). Bar’gen byl izolovan jako piekryvajici se
fragment Pstl (1.7 kb, pBG3) nebo BamHI (2.0°kb, pBG4). Pomoci vektoru pUC19
byl gen bar klonovan v E. coli W3110iq (Norrander et al., 1983). DNA vloZena v
polylinkeru pUC19 muzZe byt transkribovédna (pfepsana) z lac promotoru do vektoru.
Probihajici transkripce v E. coli W3110iq z lac promotoru je pfirozen¢ silné
potlacena, ale lze ji iniciovat pfidanim isopropylthiogalaktosidu (IPTG). Orientace
genu byla indikovdna klonovanim fragmentu BamHI z originalniho izolatu

streptomycet, pBG4, v obou smérech od BamHI z°pUC19 se vytvaii pBG195
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a’pBG196. Tento gen byl dale lokalizovan v°Streptomycetes lividans. Fragmenty
Sau3al z inzertu pBG195 byly klonovany na mist¢ BamHI do expresniho vektoru
pU680 (Hopwood et al., 1985). Plasmid pBG106, ktery zajiStuje rezistenci proti
herbicidu Bialaphos (L-Alanyl-L-alanyl-fosfinotricin) obsahuje inzert Sau3al dlouhy
620 bp. Fragment Sau3al byl také klonovan z pBG195 do mista BamHI z pUC19.
Velikost genového produktu byla poprvé studovana u streptomycet zkouméanim
transkripéniho a translacniho systému (Thompson et al., 1984). Nukleotidova
sekvence v pBG106 ukazuje, Ze produkt genu bar je opatieny pojistkou v ramu 24 kd
C-terminalniho fragmentu proteinu aminoglykosidfosfotransferasy (Thompson
a°Gray, 1983). C-terminalni fGize na genu bar zachovava enzymatickou aktivitu
(Thomson et. al., 1987). Bar gen byl vyuzit pro selekci potencialnich transformantt
v systémech in vitro a in vivo, jakoz i komeréné¢ v GM fepce, kukufici a dalSich
plodinach. K tomuto uc¢elu je vyuzivano rezistence proti Bialaphos, ktery se velmi
Casto pouziva v rostlinné molekularni biologii k selekci geneticky modifikovanych
bunéénych linii, které obsahuji tento gen tolerance k herbicidu. V soucasnosti roste
dilezitost odolnosti Bialaphosu pro selekci kvasinek, které jsou bézné pouzivané
V potravinafstvi (Tan et al., 2006). V zemé&dé€lstvi zpisobilo zavedeni plodin
odolnych vii¢i herbicidim velky tfesk. Selektivni herbicidy jsou ve vysoké poptavce.
V soucasné dobé jsou pestovany plodiny odolné viici herbicidiim a k niceni plevelil
se pouzivaji Sirokospektralni herbicidy. Toto je za ptedpokladu, Ze polni plodiny jsou
tak geneticky upraveny, Ze nesou ve svém genomu zabudovany gen, ktery koduje
odolnost proti herbicidu ¢i herbicidim. Tyto herbicidy by pak nasledné nemély
poskodit tirodu. Siroké spektrum herbicidd jako glyfozinat ¢i glyfozat maji nizkou
toxicitu a pii opakovanych aplikacich na plevele nedochazi ke vzniku rezistentnich
plevelt. Odolnost plodin proti Sirokospektralnim herbicidim tedy zéalezi na genech,
které byly do genomu plodiny vlozZeny. Velmi €asto se jako vkladajici gen do genomu
plodin zajist'ujici rezistenci vklada pravé bar gen. Ten zajistuje odolnost proti
Sirokému spektru herbicidd, jako napi. glufozinatu. V roce 2003, tvofily geneticky
modifikované plodiny odolné vuci herbicidim 73% z celkového poctu pouzivanych
GM plodin. Nejcasteji péstovanymi plodinami, které nesouci geny rezistence proti
herbicidiim jsou kukufice, s6ja, bavlna, fepka, cukrové fepa a ryze (Mayer et al.,

2004).
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2.6. PCR - polymerazova retézova reakce

Pro detekci vlozenych genli v transgennich rostlindich je pouzivana
polymerdzova fetézova reakce (PCR). Technika je zalozena na principu replikace
DNA. Pied samotnou PCR je°nutné provést izolaci DNA o0 dostateéné Eistoté
a’koncentraci. Nizka koncentrace miiZze negativné snizovat vysledek. Otcem PCR je
Kary Mullis, ktery v roce 1983 priiSel s ndpadem replikovat specificky usek
opakovanég, aby ziskal vice DNA. Tento konkrétni usek DNA je ohrani¢en dvojici
primerti, pro kazdy fetézec DNA jeden, které se vazi na 3’konce DNA.
Dvousroubovice DNA je°nejprve denaturovana na dvé jednoietézcové DNA. Na
homologni mista v jednofetézcové formé nasedaji primery a pomoci termostabilni
polymerazy jsou prodluzovany. S kazdym probéhnutym cyklem se zdvojnasobi
mnozstvi zdjmové DNA. Ve vysledku tedy plati vzorec pro vypocet poctu replik 2",
kde n predstavuje pocet cykli PCR. Pro uspé$nou PCR je nutné spravné sloZeni
reakéni smési. Ta méa nékolik standardnich a neménnych komponent. Smés musi
obsahovat templatovou DNA, optimalni mnozstvi je specifické pro kazdy
organismus podle velikosti genomu. Cim mensi genom, tim méné templatové DNA.
Pro plazmidy je to 0,1 — 1 ng DNA, pro bakterie 1 — 10 ng DNA a pro lidskou DNA
je to 100 — 500 ng. Dalsi nedilnou soucasti jsou zmifiované primery, jejichz struktura
je pomérné jednoducha. Jedna se 0 oligonukleotidy o délce 18 — 25 bp. Dulezitou
vlastnosti primera je jejich specificnost pro dany gen. Pokud by nebyly dostate¢né
specifické, mohly by vykazovat faleSné vysledky. Tato specifi¢nost je dana jejich
délkou a rovnomérnym zastoupenim bazi. Nesmi byt komplementarni na 3 ’koncich,
aby netvoftily duplexy a jejich sekvence by méla byt takova, aby netvofili sekundarni
struktury (vlasenky). Nezbytnou soucasti jsou 2’-deoxyribonukleosid-trifosfaty
(ANTP), které spolu s Mg2+ z MgCl; tvoti rozpustny komplex, jenz interaguje
S polymerézou i s primery. dNTP slouZi jako stavebni prvky pro syntetizované nové
fetézce. Poslednim nezbytnym komponentem je termostabilni polymeraza, jejiz
termolabilita je nezbytnou nutnosti pro fungovani PCR, protoze k denaturaci DNA se
pouziva vysoka teplota v rozmezi 94 — 97°C. Prvni termostabilni polymerazy byly
ziskany z termofilnich bakterii. Dnes je nejCastéji pouzivana Taq polymeraza
z°Thermus aquaticus. Kromé téchto zakladnich slozek se do reakéni smési nékdy
ptidavaji dalsi slouceniny pro ptesné€jsi vysledek nebo zvlasté obtizné aplikovatelné
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oblasti. Mezi tyto slouceniny patii formamid, DMSO, betain, spermidin, glycerol
¢i polyethylenglykol. PCR Ize rozdélit do nékolika jednotlivych krokd. Prvnim
krokem je denaturace templatové DNA, ta je pii prvnim cyklu relativné dlouha 2 — 5
minut. Tato°doba je nutna k uplné denaturaci DNA. Pro dalsi cykly tato doba klesa
na 15 — 60 sekund. Dal§im krokem je navazani primert, které probiha pfi teplotach
40 az 65°C. Tato teplota je zavisla na teploté tani produktl a primera a vypocita se ze
vzorce Ta = 0,7xTm produktu + 0,3xTm primeri — 25. Lze pouzit jednodussi formu
Ta = Tm primeru — 5. Pokud je teplota pro nasedani primeru nastavena chybné, mize
dochdzet k nespecifickému nasedani primeru na templatovou DNA. Elongaéni faze
(prodluzovani primerti) probiha pii teplot¢ 68 — 72°C. Pfi této fazi dochazi
k°replikaci DNA pomoci polymerazy. Rlizné polymerdzy maji riznou rychlost. Taq
polymerdza ma pfi téchto podminkach rychlost 60 bazi za sekundu. Délka tohoto
kroku je odvozena od délky zadaného produktu. Lze fici, ze se pocita s jednou
minutou na jednu kilobazi. Po tomto kroku se°cely proces vraci na zacatek k
denaturaci DNA. Pii poslednim cyklu je nakonec zatazena tzv.°exte¢ni faze, ta slouzi

k dokonceni reakce a renaturaci DNA (Snustard a Simmons, 2009).

3. Material

Jako vychozi rostlinny material pro ovéfeni pfitomnosti a exprese sekvenci
selektovatelnych a reportérovych transgent bar a uidA (GUS) v geneticky
modifikovanych rostlindch jeCmene byly pouzivany transgenni rostliny jarniho
je¢mene odrudy Golden Promise a kontrolni (near-izo) linie vychozi odridy Golden
Promise. Obilky byly poskytnuty ing. Ludmilou Ohnoutkovou, Ph.D. ze spole¢ného
pracovisté Ustavu experimentalni botaniky, v.v.i. AV CR a katedry buné&éné biologie
a genetiky Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého (UP) v Olomouci. V piipadé
transgenniho je¢mene se jednd o dihaploidni linii (2n=14) T3 generace s oznacenim
LW-GP-BG-DH15, ktera byla odvozena z materidlu transformovaného metodou
,particle bombardment* s pouzitim DNA plazmidu pAHC25 (Christensen a Quail
1996). Vektorovy plazmid pAHC25 (obr. 3) nese modelové geny pro selekci
transgennich rostlin herbicidem fosfinotricinem (bar) a markerovy gen uidA pro
bakteridlni B—glukuroniddzu (GUS), oba jsou fizeny promotory genu pro ubiquitin.

Podle sdéleni ing. Ohnoutkové byla pfitomnost transgent bar a uidA prokazana
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polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a pfisluSnymi testy (postfik rostlin
herbicidem, histologicky prikaz) v ¢asti populaci predchozich generaci To— T,. Na
urovni Ty generace byla na UP v Olomouci metodou androgeneze pievedena
genetickd vybava transformovaného regeneranta na homozygotni uroven. Rostliny
byly poté predeny do pudy a dale péstovany ve specidlnim skleniku pro GMO.
Autogamizaci a vybérem pozitivnich jedinct byly ziskdvany jednotlivé linie
naslednych generaci, mezi nimi i nase pokusna linie DHI5 (zkracené oznaceni).
Celkem bylo z UP ziskano 5 ks klast s obilkami v rizném stupni zralosti. Vysev

semen byl proveden ve dvou terminech 25.2.2011 a 14.9.2011.

Obilky byly zprvu vysety na navlceny filtratni papir umistény na Petriho
misky. Po vykli¢eni obilek byly kli¢ici zrna vyseta do pady (25.2.2011 a 14.9.2011)
a s kvétinac¢i umisténa do specidlniho skleniku pro GM rostliny, kde byly pribézné
sledovany a opecovavany. V pribéhu vegetacniho obdobi byly rostliny 3x
hydroponicky ptfihnojeny hnojivem Wuxal a preventivné oSetfeny 6.5.2011 proti
houbovym chorobam ptipravkem Previcur 607 SL v davce 3 ml/l pfi aplikaci na list
a soubézné 1,5 ml/l do pidy. Po naristu dostatecného mnozstvi biomasy bylo
provedeno odebrani vzorka (5.4.2011, 12.4.2011, 3.5. 2011, 10.6.2011, 3.7.2011,
26.7.2011, 15.8.2011, 13.9.2011, 7.11.2011, 5.12.2011, 30.1.2011, 13.2.2012,
20.2.2012) pro izolace DNA a RNA a také pro histochemické stanoveni GUS.

Poté, co rostliny ukoncily vegetacni obdobi byly z nich odebrany zralé klasky a

jednotlivé obilky opét vysety pro kontrolni detekce na urovni T4 generace.
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Obr. 3. Vektorovy plazmid pAHC25
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4. Metody

4.1. Sterilni prace
Sklo a veskeré nastroje byly sterilovany v autoklavu (120°C, 0,1 MPa, 30 min).

4.2. lzolace DNA pro PCR

Genomickd DNA pro PCR byla izolovana postupem, upravenym pro podminky
Laboratofe.

1. Navazime asi 30mg rostlinky, umistime do eppendorfky

2. Dikladné rozdrtime tkén sterilnim homogenizatorkem na prasek
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3. 700 ul 2% CTAB

4. 14 pl 1% merkaptoethanol

5. Vortex

6. Termomixer 63°C , 30min.

7. Centrifugace 13600 ot/min (rpm), 4min., supernatant do novych Epp.
8. 500 ul chloroform : isoamylchloroform (24:1)

9. Dobfte uzaviené zkumavky 2—-3 xpfevratime

10. Centrifugujeme pti 14000 rpm, 6min.

11. Supernatant velmi opatrné odebrat (nenabrat nic z vrstvy pod) piepipetujeme
do novych Epp.

12. 500 pl vychlazeného isopropanolu (z mrazaku)

13. 2x ptevratime a nechame stat v mrazaku v —20 °C 30 min

14. Centrifugace 14000 rpm, 3 min.

15. Supernatant vylejeme a prevracenou Epp. VysuSime na filtraénim papiru, aby
kapka nestekla zpét (pozor na pelet!)

16. 300 pl 96% vychlazeného ethanolu

17. Inkubujeme 15 min. Pfi 37 °C

18. Centrifugace 14000 rpm, 3 min.

19. Supernatant opatrné vylejeme

20. 200 pl vychlazeného 70% ethanolu a nechame 5 min. stat
21. Centrifugace 14000 rpm, 3 min.

22. Supernatant vylejeme, Epp. vysusime na filtracnim papiru
23. Nechédme oschnout pelet v otevienych Epp. (asi hodinu)

24. Vysuseny pelet rozpustime asi v 50 ul redestilované vody
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4.2.1.0ptimalizace PCR

Pro identifikaci pfitomnosti sekvenci selektovatelnych a reportérovych
transgenu bar a uidA (GUS) rostlin byla pouzita metoda PCR. Reagencie pro PCR
reakci byly pfipravovany pro objem 20 ul. Dle tab.1.a tab.2. byl do eppendorfky
piipraven PCR mix pro dany pocet vzorkl. Pro pfipravu vzorkii na analyzu
byl pouzit PPP Master Mix (Taq- Pyrole DNA Polymeraza PCR Master Mix s 5 mM
MgCl, ) (Top-Bio s.r.o., CR). Tento Master Mix se dodava 2krat koncentrovany:
150 mM Tris-HCL, pH 8,8, 40mM (NH4),SO,, 0,02 % Tween 20,5 mM MgCl, , 400
uM dATP, 400 uM DTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100U/ml Taq Pyrole DNA

polymerazy, stabilizatory a aditiva.

Sekvence pouzitych primeru

Gus-f 5 'CAACGTCTGCTATCAGCGCGAAGT 3'
Gus-R 5 "TATCCGGTTCGTTGGCAATACTCC 3"
Bar-f 5’ GGTCTGCACCATCGTCAACC 3’

Bar-R 5’ GTCATGCCAGTTCCCGTGCT 3’

Tab.1. Slozeni reakéni smésy pro PCR pfi pouziti primerd GUS-f, GUS-R

Reagencie Objem pro jednu reakci
dH,O 8 ul
Primer GUS 0,5 ul
Primer GUS 0,5 ul
PPP Master Mix 10 pl
Celkovy objem 19 pl
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Tab.2. Slozeni reakéni smésy pro PCR pfi pouziti primerd BAR-f, BAR-R

Reagencie Objem pro jednu reakci
dH,O 8 ul
Primer BAR 0,5 ul
Primer BAR 0,5 ul
PPP Master Mix 10 pl
Celkovy objem 19 ul

Do kazdé¢ eppendortky bylo pipetovano 19 pl PCR mixu a 1ul templatové DNA.
1. Po napipetovani vzorek zvortexujeme a kratce centrifugujeme

2. Nasledné provedeme kvantitativni PCR

PCR reakce probihaly v termocykleru BIOER XP.

Profil reakce pro reportérovy transgen GUS: cyklus probihal 33x

1. pocatecni denaturace:.................... 94 °C......... 5 min.
2. denaturace béhem cyklu: ............... 94 °C......... 50s

3. nasedani primert: .............ooennnnn. 60 °C......... 50s

4. extencnifaze: ... 72 °C......... 55s
5. konefnd extenze: ............c.ceeuennnnn 72°C......... 5 min.
6. zavérecnd faze: ...l 4°C.......... 00

Profil reakce pro selektovatelny transgen bar: reakce probihala se stejnymi

teplotami 1 Casy jako ptedchozi pouze s tim rozdilem, Ze cyklus se opakoval 30x

4.2.2. Elektroforéza

Produkt PCR byl rozdélen a detekovan elektroforetickou separaci na 1,2 %

agarozovém gelu. Gel byl pfipraven smichanim agarézy (Agarose electrophoresis

grade, vyrobce Invitrogen), 1XTBE (slozeni na objem 11: 10,8 g TRIS, 5,5 ml

kyseliny borité, 4 ml 0,5M EDTA (pH 8,0) pufru a ethidium bromidu pro vizualizaci

DNA.
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4.2.3. Vizualizace vzorku

PCR produkty byly vizualizovany barvenim agar6zového gelu ethidium

bromidem. Gely byly fotografovany pod UV svétlem pomoci digitalniho fotoaparatu

Canon Power Shot A640 a zpracovany digitalni obrazovou analyzou v programu

TotalLab (Nonlinear Dynamics, Velka Britanie).

4.3.1zolace genomové DNA pro dot blot hybridizaci

Genomova DNA pro dot blot hybridizaci byla izolovdna pomoci stejného

postupu jako izolace DNA pro PCR s rozdilem prace s vyssi navazkou.

1.

8.
9.

Navazime asi 900 mg rostlinky, rozdrtime tlou¢kem v tfeci misce
Vlozime do falkonky

21 ml 2% CTAB

0,42 ml 1% merkaptoethanol

\ortex

Termomixer 63 °C, 30 min.

Centrifugace 8000 rpm, 8min., supernatant do novych falkonek
15 ml chloroform: isoamylchloroform (24:1)

Dobfte uzaviené falkonky 2—3 pfevratime

10. Centrifugujeme 7500 rpm, 12 min.

11. Supernatant velmi opatrné odebrat (nenabrat nic z vrstvy pod) piepipetujeme

do novych falkonek

12. 15 ml vychlazeného isopropanolu (z mrazaku)

13. 2x pievratime a nechame stat v mrazaku v -20 °C 30 min

14. Centrifugace 7500 rpm, 12 min.

15. Supernatant vylejeme a pievracenou Epp. VysuSime na filtracnim papiru, aby

kapka nestekla zpét (pozor na pelet!)
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16. 9 ml 96% vychlazeného ethanolu™

17. Inkubujeme 15 min. P#i 37 °C

18. Centrifugace 8000 rpm, 8 min.

19. Supernatant opatrné vylejeme

20. 6 ml vychlazeného 70% ethanolu a nechame Smin. stat

21. Centrifugace 8000 rpm, 8 min.

22. Supernatant vylejeme, falkonky vysuSime na filtracnim papiru

23. Nechame oschnout pelet v otevienych falkonkéach (asi hodinu)

24. Vysuseny pelet rozpustime asi v 300 pl redestilované vody

4.4. 1zolace RNA
RNA byla izolovana pomoci kitu Tri Reagent RT- DNA.

1. Navazime 50 mg rostlinného pletiva

2.

Rozdrtime ve tfecich miskach za pomoci tekutého dusiku
Ptidame 1 ml roztoku Tri Reagent
Inkubovat 5 min pfi laboratorni teploté

Centrifugace 12000 rpm, 10 min., 4 °C a pielit supernatant do nové

eppendorfky
200 pl chloroformu, promichat a inkubovat v pokojové teploté 15min.

Centrifugace 12000 rpm, 10 min., 4 °C, piepipetovat vodnou fazi do nové

epp.

500 pl isopropanolu, vortexovat 5-10 vtefin, inkubovat pii pokojové teploté

5-10 min.

Centrifugace 12000 rpm, 10 min., 4 °C a odstranit supernatant
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10. k peletu ptidat 1ml 70% ethanolu a centrifugovat pii 7500 rpm, 5 min., 4 °C a
vylit ethanol (dosusit na sterilnim filtra¢nim papiru). Promyti se doporucuje

2—3 opakovat.

11. RNA peledu dosusime na vzduchu a rozpustime ji v nuclease free vode (30ul,

10 min.)

RNA mizeme kratkodobé uchovat v mrazdku pii —80 °C nebo ihned pokraCovat

piepisem na cDNA.

4.5. Druhy postup izolace RNA

Na g listu se pouzije 10 ml Trisolu

e 30 mg listu homogenizovat za pritomnosti tekutého dusiku, ptenést do

eppendorfky a dat do mrazaku na —80 °C

e Vyndat na suchém ledu a ihned ptfidat 1 ml Trisolu (60 °C), vortexovat a

nechat inkubovat 5 min pii 60 °C

e Separace- centrifugace 10 min., 8000 rpm, 4 °C, pienést supernatant do

novych eppendorfek

e 200 pl chloroformu, vortexovat, nechat inkubovat 2—3 min. pfi laboratorni

teploté a centrifugovat 10 min., 8000 rpm, 4 °C

e Presrazeni — pienést vodnou fazi do nové epp. A a ptidat 0,5 objemu
isopropanolu a 0,5 objemu 0,8 M citronanu sodného / 1,2 M NaCl, promichat
a nechat inkubovat pii pokojové teploté¢ 10 min., centrifugace 14000 rpm, 10

min., 4 °C

e Promyvani — 1ml 70% ethanolu, centrifugace 14000 rpm, 10min., 4 °C, slit,

5-10 min. nechat oschnout pelet

e Rozpustit pelet ve 20 ul DEPT-MQ
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4.5.1.0dstranéni genomické DNA ze vzorki
Pti izolaci RNA je Castym problémem jeji kontaminace DNA, kterou je nutno
odstranit. Navod na odstranéni DNA ve vzorcich RNA na webovych strankach

www.fermentas.cz.

1. Pfipravit smeés - pro jeden vzorek: 6 ul RNA

2 ul 5xReakéni pufr s HgCl,

2 ul voda (nuclease free)

0,1 ul Dnase I, Rnase free (100/ul)
2. Inkubovat pii 37 °C, 30 min.
3. 1 ul 50 mM EDTA pH 8.0 a inkubovat 10 min. pfi 65 °C

4. Pokracovat prepisem na cDNA

4.5.2. Prepis RNA na cDNA
Pro prepis RNA na ¢cDNA byl pouzit kit Reverse-Aid™ M-MulLv Reverse

Transkriptase .
1. 1 ul RNA smichat s 1 pl oligo dT primer a doplnit vodou do 12,5 pl

2. Jemn¢ promichat a inkubovat pti 65 °C, 5 min., nasledné¢ schladit na ledu

3. Pridat: 5% Reakeni puft.......coeevveeieeiieniiiiien, 4 ul
RiboLockRNase inhibitor........... ccccovveeee.e. 0,5 ul

DNTP MiX..cooiiiiieiiecieese e e 2 ul

Reverse Aid M-MuLyv transcriptase.......... 1 ul

Celkovy objem 20 pl

26


http://www.fermentas.cz/

Promichame Spickou a nechame inkubovat 60 min. V 42 °C. Reakci zastavime

zahtatim na 70 °C, 10 min. ( PCR blot).

4. cDNA muzeme uchovavat v —20 °C. Na PCR reakci se pouzije 1 ul cDNA
do 20 pl reakce

4.5.3. Elektroforéza

Se vzorky piecisttné RNA a cDNA byla provedena PCR reakce dle stejného
schématu jako u PCR reakce pro DNA. PCR produkt byl detekovan
elektroforetickou separaci na 1,2 % agarézovém gelu. Gel byl pfipraven ve stejném

slozeni jako pfi pouziti gelu pro separaci PCR produktti DNA.

4.5.4. Vizualizace vzorka

Stejny postup jako pfi vizualizaci vzorkil predchozich PCR produkti.

4.6. Histochmické stanoveni p-glukuronidazy
Plsobenim B-glukuronidazy na substrat 5-bromo-4-chloro-3-indolyl glukuronid (X-

Gluc) vznika intenzivné modré zabarveni v misté enzymové aktivity.
Na 1 ml pufru 0,207 mg X-Gluc a 3,6 ul DMF ( dimethyl formamid )

X-Gluc: 8 mg X-Gluc rozpustit v 270 pl dimethyl formamidu a ptidat 75 ml 50mM
NaHPO,, pH 7.0. Ptipravuje se vzdy Cerstvy.

1. Do kazdého oddilu mikrodesticky napipetujeme 5 ml X-Gluc a do

roztoku vlozime Cerstvé odstiizenou ¢ast listu

2. Desticku vlozime do exikatoru a pomoci vodni vyvévy infiltrujeme 15

min, zastrkdme vzorky na dno desticky, vyZeneme vytvorené bubliny a
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jesté jednou infiltrujeme 15 min. Poté nechdme vzorky inkubovat 24 hod.

pFi 37 °C

3. Zelené ¢asti listu se odbarvi pomoci denaturovaného 96 % ethanolu

4.7.Dot blot hybridizace
Pfi dot blot hybridizaci byla pouZzita genomova DNA izolovana z 900 mg rostlinného
materidlu, pro zajiSténi vysoké koncentrace DNA v roztoku. Hybridizace se sklada

z n¢kolika kroki, které byly provadény tii po sob¢ nasledujici dny.
1 den:
Piiprava pufri

Pro hybridizaci byly pfipraveny nasledujici druhy pufra: hybridiza¢ni pufr, primarni
promyvaci pufr (Primary wash buffer), sekundérni promyvaci pufr (Secondary wash

buffer) a SSC pufr.
Piiprava sondy

Byl zvolen vzorek DNA, se kterym byla provedena PCR, PCR produkt byl nasledné
elektroforeticky rozdélen na 1,2% agar6ézovém gelu. Pro piipravu sondy byl pouzit

kit QIAquick Gel Extraction kit (Quiagen, Spolkova Republika Némecko).

2 a3 den:

Druhy den byl zacat proces hybridizace a tieti den doSlo k vyhodnocovani vysledki.
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5. Vysledky

Cilem této prace bylo ovéfit pomoci molekularnich a histochemickych
charakteristik pfitomnost sekvenci selektovatelnych a reportérovych transgent bar a
uidA (GUS) v geneticky modifikovanych rostlinach je¢mene. Zjistit podil
transgennich ,,PCR - pozitivnich® jedinch v populaci a pravidelnost pienosu
transgent do dalsi generace. Dale vyhodnotit miru exprese v riznych ¢astech rostlin.
Pro studii bylo celkem pouzito 12 geneticky modifikovanych rostlin je¢mene a jedna
negativni kontrola téhoz druhu. Analyzam vyuzivajicim metodu PCR predchazel
vybér vhodnych primerd, které poskytuji kvalitni PCR produkt pro provedeni
restrikéniho $tépeni. Pro tuto studii byly vybrany primery Gus-f, Gus-R, Bar-f, Bar-R
viz. tab. 3. Velikost amplifikovaného tiseku DNA pfi poziti primerd Gus-f, Gus-R je
cca. 770 bp a pii pouziti primera Bar-f, Bar-R cca. 421 bp. Po probéhnuti PCR
reakce s vybranymi primery byla s produkty PCR reakce provedena detekce na 1,2%

agar6zovém gelu pomoci elektroforézy.

Tab. 3. Sekvence primert (sekvence primert pro gen bar a gen gus byly ziskany od
ing. Ludmily Ohnoutkové, Ph.D. UP v Olomouci, které se dlohodobé zaabyva

genetickymi modifikacemi je€mene).

5’-GGT CTG CAC CAT CGT CAA

BAR gen (resistentni k herbicidiim) ce. 3

5’- GTC ATG CCA GTT CCC GTG
CT-3

5’-GGA ATT GAT CAG CGT TGG

GUS gen (reporterovy gen) TG- 3

5’-TAG ATATCA CAC TCT GTC TG-
3’
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5.1. Histochemicka detekce pritomnosti enzymu f-glukuronidazy u
rostlin T3 generace

Prvni znamky exprese genu uidA byly detekovany ve vSech rostlinach, jiz prvni den
po°®vakuové infiltraci (s vyjimkou negativni kontroly). Infiltrace byla provadéna
v roztoku fosfatového pufru (50mM NaHPO, pH 7.0) spfidavkem X-Gluc a
dimethylformamidu (pfesné¢ slozeni pufru viz. Metodika). Plsobenim [-
glukuronidazy na substrat 5-bromo-4-chloro-3-indolyl glukuronid (X-Gluc) vznika
intenzivné modré zabarveni v misté¢ enzymové aktivity. Po vakuové infiltraci byly
vzorky inkubovany 24 hod. pfi 37 °C a nasledné byly zelené Casti listli odbarvovany
pomoci 96% ethanolu, ktery zptisobi degradaci chlorofylu. Casti rostlin, které se
odbarvovaly v ethanolu byly kazdy den sledovany a vyhodnoceni piitomnosti
enzymu  B-glukuroniddzy se uskutec¢nilo vzdy po téméf uplném odbarveni
chlorofylu. Doba, za kterou se uskutecnilo odbarveni chlorofylu se lisila
V jednotlivych castech listu a také zaleZelo na staii listu. Mladsi casti listl se
odbarvovaly rychleji, a zaroven se v mladsich ¢astech listu detekovalo intenzivngjsi

modré zabarveni.

Obr. 4. Detekce pritomnosti enzymu B-glukuronidazy u rostlin T3 generace

1-12: GMO rostliny
K: negativni kontrola je¢mene
Rajce: pozitivni kontrola rajcete
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Pro histochemické stanoveni B-glukuronidazy u rostlin T3 generace byly
pouzity ¢asti listi geneticky modifikovanych rostlin je¢mene, na obrazku oznacené
Cisly 1-12, negativni kontrola jeCmene (cv. Golden Promise) je oznacena velkym
pismenem K a pozitivni kontrola GM rajCete vykazujici vysokou aktivitu f3-
glukuronidazy. Vyhodnocovani pfitomnosti enzymu [-glukuroniddzy bylo
provedeno 3. den po odbarvovani v ethanolu. Rostliny byly v té dobé ve stafi
2.mesice. Pfi této analyze byly potvrzeny pivodni piedpoklady o typu genetické
modifikace, mife projevu gus genu a stupni genetické homogenity studovaného GM
je¢mene. Doslo k odliSeni negativni kontroly a geneticky modifikovanych rostlin
je¢mene a’i°pozitivni kontroly rajcete. VSechny geneticky modifikované rostliny 1—
12 vykazovaly aktivitu B-glukuronidazy vyznacujici se typickym namodralym
zabarvenim, zabarveni se’nachdzelo ve vSech listech na témét celé jejich plose. V
tomto testu doslo k odliSeni genotypt dle vyse jejich aktivity. Rostliny 9, 10 a 11
vykazovaly vyss$i aktivitu enzymu B-glukuroniddzy, nez ostatni rostliny 1, 2, 3, 4, 5,
6.7, 8 a 12, pficemz rostliny 1 a 3 vykazovaly nejnizsi aktivitu. Ve srovnani s GM
rajetem je mira exprese gus genu V rostlindch jeCmene vyrazné niz$i. Negativni
kontrola je¢mene nevykazovala zddné¢ zndmky modrého zabarveni, vyznacovala se
jemn¢ nazloutlou barvou. Toto zabarveni bylo zplsobeno degradaci chlorofylu

pusobenim ethanolu. K degradaci chlorofylu doslo u vSech zkoumanych rostlin.

5.2. Histochemicka detekce pritomnosti enzymu p-glukuronidazy u
rostlin T, generace

Rostliny T4 generace byly ziskany po autogamii rostlin T3 generace. Nasledné
byla z jednotlivych rostlin T3 generace odebrana zrala semena z klasi a pod stejnymi
Cisly nasledné vyseta. Detekce pfitomnosti enzymu B-glukuroniddzy rostlin Ts
generace byla provedena stejnym zptisobem jako u rostlin T3 generace. Stejné jako u
predchozi analyzy bylo provedeno vyhodnocovani pfitomnosti enzymu [3-
glukuronidazy 3. den po odbarvovani v ethanolu a rostliny byly v té dobé& ve stafi
ptiblizné 2.mésice. Prvni znamky exprese genu UidA byly detekovany ve vsech
rostlinach také jiz prvni den po vakuové infiltraci (s vyjimkou negativni kontroly).

Vakuova infiltrace byla provadéna v pufru o stejném slozeni jako pii stanoveni
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pfitomnosti enzymu B-glukuroniddzy rostlin T; generace a nasledné byly také

odbarvovany 96% ethanolem.

Obr. 5. Detekce pritomnosti enzymu f-glukuronidazy u rostlin T, generace

1-12: GMO rostliny
K: negativni kontrola je¢mene
R: pozitivni kontrola

Pro histochemické stanoveni enzymu B-glukuronidazy transgenii rostlin Ty
generace byly pouzity casti listl rostlin geneticky modifikovanych rostlin jeémene na
obrazku oznacené C¢isly 1-12, negativni kontrola je€mene oznacena velkym
pismenem K a pozitivni kontrola rajcete oznacena velkym pismenem R. Pozitivni
kontrola rajéete vykazovala vysokou aktivitu p-glukuroniddzy. Stejn¢ jako
Vv pfedchozi generaci doslo k odliSeni negativni kontroly, geneticky modifikovanych
rostlin a pozitivni kontroly rajcete. V tomto testu doslo k odliSeni genotypii dle vyse
jejich aktivity, avSak oproti rostlindm T3 generace byla zjiSt€éna mnohem nizsi
aktivita enzymu [-glukuronidazy, protoze rostliny T, generace nevykazovaly
takovou miru modrého zabarveni jako rostliny v T3 generaci. K zabarveni doslo sice

u vSech vzorkd, ale pouze na feznych ¢astech listll, nicméné aktivita B-glukuronidazy

cv v

LAY

glukuronidazy vykazovala rostlina ¢. 12. U ostatnich geneticky modifikovanych
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rostlin je¢mene byla téméf stejnd aktivita enzymu, ktera byla zndroznéna modrym
zabarvenim na feznych plochach listi. Ve srovnani s°GM raj¢etem je mira exprese
GUS genu v T, rostlinach jeCmene vyrazné nizsi, stejné jako u°rostlin T3 generace.
V souladu s puvodnim piedpokladem negativni kontrola postradala piitomnost

modrého zbarveni, tedy aktivitu B-glukuronidazy.

5.3. Histochemicka lokalizace enzymu f-glukuronidazy

v nakli¢enych semenech T, generace

Semena T, generace geneticky modifikovanych rostlin je¢mene byla ziskana po
autogamii rostlin T3 generace. Po uzrani semen v klasech byly klasy T3 generace
sklizeny. Pro detekci byla semena nechana 2 dny kli¢it na filtracnim papiru,
vykli¢ené kotinky byly dlouhé pfiblizné 0,5 cm. Nakli¢ena semena byla bud’ podélné
nebo pricné roziiznuta a poté byla provedena detekce pfitomnosti enzymu -
glukuronidazy, jejiz postup se shodoval s postupy pii stanovovani aktivity enzymu
Vv listech. Pouze u semen variant ¢. 2 a 3 nedoSlo k vyklieni semen, coz bylo
nejspiSe zplisobeno nizkym obsahem zasobnich zivin v semenech. Po vakuové
infiltraci byla semena inkubovana 24hod. pti 37°C a nasledné byl pufr vyménén za
ethanol a nasledovalo dalsi sledovani semen. Po umisténi semen do ethanolu
dochézelo k pfibyvani intenzity a zvétSovani plochy modrého zabarveni u semen
kazdy den. Prvni znamky exprese genu UIdA byly detekovany ve vSech semenech
geneticky modifikovanych semen je€mene, jiz prvni den po vakuové infiltraci, stejné
jakou pfti detekci v listech Tz a T4 generace. U negativni kontroly k zabarveni nedoslo

a nebyla tim tak potvrzena pfitomnost enzymu B-glukuronidazy.
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Obr. 6. Detekce pritomnosti enzymu p-glukuronidazy v nakli¢enych semenech

T, generace

K: negativni kontrola je¢mene
1-12: GMO zrna je¢mene
R: pozitivni kontrola je¢mene

Pro histochemické stanoveni B-glukuronidazy nakli¢enych semen T4 generace
byla pouzita semena geneticky modifikovanych rostlin jeCmene, na obrazku
oznacené Cisly 1-12, negativni kontrola je¢mene je oznafena velkym pismenem K a
pozitivni kontrola GM rajcete vykazujici vysokou aktivitu B-glukuronidazy,
oznacena pismenem R. V tomto testu doslo k odliSeni genotypt dle vySe jejich
aktivity. Semena 5, 8, 9 a 10 vykazovala mnohem niz$i aktivitu enzymu f-
glukuronidazy, nez ostatni geneticky modifikovand semena jeCmene. I pfesto, Ze
semena genotypl €. 2 a 3 nevykli€ila, vykazovala spolu se semeny ¢. 1 nejvyssi
aktivitu enzymu B-glukuronidazy v porovnani s ostatnimi geneticky modifikovanymi
semeny jeCmene. Ve srovnani s GM rajcetem je mira exprese GUS genu v semenech

je¢mene vyrazné nizsi.

5.4. Histochemicka detekce pritomnosti enzymu f-glukuronidazy
Vv riiznych ¢astech rostlin Ts a T, generace rostlin

Pritomnost enzymu B-glukuroniddzy se stanovovala ve tfech riznych ¢astech
rostlin T3 a T4 generace. Pro detekci byly z kazdé rostliny odebrany casti lista

pokazdé ze spodni, stfedni a horni casti rostliny. Postup stanoveni piitomnosti
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enzymu B-glukuroniddzy se shodoval s pfedchozimi detekcemi. Vyhodnocovani
pfitomnosti enzymu [B-glukuroniddzy bylo provedeno 4. den po odbarvovani v
ethanolu. Rostliny T3 i T, generace byly v té dobé piiblizné ve staii 6 mésica.
Zabarveni listli bylo vyhodnocovano na zéklad¢€ péti parametra: Prvnim hlediskem
bylo, zda doslo k zabarveni celého listu, druhé se tykalo zabarveni feznych ploch
(RP), tfeti zabarveni poskozenych &asti (PC, zde je poskozenymi ¢astmi minéno,
poskozeni které vzniklo pfi snaze, aby Casti listl drzely na dné desticky v pribéhu
infiltrace), Ctvrté se tykalo zabarveni Spicky listii a paté neptitomnosti (,,nulového*)
zabarveni. Histochemickd detekce pfitomnosti enzymu B-glukuroniddzy v rtiznych
Castech rostlin T3 a T, generace rostlin byla v nékolika opakovanich a souhrn
vysledku je v tab. 3. V tabulce jsou shrnuty jednotlivé parametry. V tabulce jsou pod
sebou sefazeny jednotlivé genotypy rostlin, kde jako prvni je Cast listu odebirana ze
spodni ¢asti rostliny, jako druha je ¢ast listu odebirana ze stfedni ¢asti rostliny a jako
treti je Cast listu odebirand z horni c¢asti rostliny, obvykle z vrcholovych listi.
V tabulce je barevné odliSeni rostlin T3 a T4 generace, rostliny T3 generace jsou

Vv tabulce oznaceny modre a rostliny T4 generace jsou oznaceny cerné.

Tab. 3. Vyhodnoceni parametri pii stanoveni pritomnosti enzymu f-

glukuronidazy v ruznych ¢astech rostlin T3 a T4 generace rostlin

Celé listy | RP | PC | Spi¢ka listu | Bez zabarveni
ano
Kb, Ks, Kn
ano | ano ano
1p
ano ano
1s
ano ano | ano ano
1y
ano ano | ano ano
2p
ano ano | ano ano
2s
ano ano | ano ano
24
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Celé listy | RP | PC | Spi¢ka listu | Bez zabarveni

ano ano | ano ano
4p

ano ano | ano
4s

ano ano | ano
4y

ano | ano ano

6o

ano ano | ano
6s

ano ano | ano ano
6n
o ano ano
Ts ano ano | ano ano
Ty ano ano | ano ano

ano ano
10p

ano ano
10s

ano ano | ano ano
104

ano ano | ano ano
12p

ano ano | ano ano
125

ano ano | ano
124

ano
Kb, Ks, Ku

ano ano | ano
1o

ano ano
1s

ano ano | ano
In

ano ano ano
9%
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Celé listy | RP | PC | Spi¢ka listu | Bez zabarveni

ano ano | ano
9s

ano ano
M

ano ano | ano
10p

ano ano | ano
10s

ano ano | ano
104

K: negativni kontrola T, generace

1,2,4,6,7,10, 12: GMO rostliny T,generace

K: negativni kontrola T3 generace

1,9, 10: GMO rostliny T3 generace

Dolni index D: D=dolni, ¢asti listl byli odebrany z dolni ¢asti rostliny
Dolni index S: S=stfedni, ¢asti listt byli odebrany ze stiedni ¢asti rostliny
Dolni index H: H=horni, ¢asti listd byli odebrany z horni ¢asti rostliny

U negativnich kontrol Kp, Ks, Ky T3 a T4 generace nedoslo k zabarveni a
nebyla tim tak potvrzena pfitomnost enzymu B-glukuronidazy. U vSech GM rostlin
T3 a T, generace byla prokazana piitomnost enzymu [B-glukuronidazy. U vSech
rostlin doslo k zabarveni celych listlh kromé& dolnich listil rostlin €. 1 a 6, ¢oz bylo
nejspiSe zpusobeno tim, ze tyto listy byly pfi odbéru pomérné suché a mohlo dojit
k dekradaci enzymu. U vSech GM rostlin doslo k zabarveni feznych ploch a pokud
doslo k poskozeni listi v prubéhu infiltrace, tak bylo detekovatelné zabarveni i u
vSech rostlin s poskozenymi €astmi. K zabarveni Spicky listu doSlo také pokazdé
pokud ji bylo mozné z rostlin odebrat a nasledné analyzovat. Vzhledem k tomu, Ze
aktivita enzymu B-glukuronidazy byla stanovena ve vSech rostlinach T4 generace lze

usuzovat, ze je velka stabilita pfenosu exprese gus do dalSich generaci.

5.5. Histochemicka detekce pritomnosti enzymu f-glukuronidazy ve
stoncich T3 a T, generace rostlin a v mladych odnozZich T, generace
rostlin

Stonky pro stanoveni ptfitomnosti enzymu B-glukuroniddzy byly odebrany

z vrcholovych ¢asti rostlin Tz a T4 generace, tak aby nedoslo k thynu rostlin.
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Obr. 7. Detekce pritomnosti enzymu p-glukuronidazy ve stoncich T; a T4

generace rostlin a v mladych odnozich T, generace rostlin

K: negativni kontrola T, generace

1,2,4,6,7, 10, 12: stonky GMO rostlin T, generace
1,9, 10: stonky GMO rostlin T3 generace

K: negativni kontrola T3 generace

R: pozitivni kontrola rajcete

2, 6, 10: mladé odnoze T, generace

V tomto testu doSlo k odliSeni genotypi dle vySe jejich aktivity.
U°negativnich kontrol T3 a T4 generace nedoslo k zabarveni a nebyla tim tak
potvrzena piitomnost enzymu B-glukuronidazy. U vSech GMO stonkt T3 i Ty
generace byla potvrzena pfitomnost enzymu -glukuroniddzy. Ve stoncich ¢. 1 a 6 Ty
generace byla potvrzena nejvyssi aktivita enzymu [-glukuronidézy, zatimco ve
stoncich €. 10 T3 generace byla potvrzena nejniZ$i aktivita enzymu B-glukuronidazy.
To, ze v rostling ¢. 10 byla zjiSténa nejnizsi aktivita enzymu muize byt zplisobeno
tim, ze rostliny T3 generace byly pifi odbéru vzorkd vyrazné strasi, nez T4 generace
a’lze predpokladat, ze u T3 generace jiz dochazelo k rozpadu enzymu, proto klesala
i°jeho aktivita. Pozitivni kontrola rajéete vykazovala vysokou aktivitu [-
glukuronidazy. Postup metody i analyza probihala podle stejnych parametra jako pii

predchozich histochemickych detekci pritomnosti enzymu B-glukuronidazy.
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5.6. Vizualizace genomové DNA je¢mene

Po izolaci DNA ze vzorki geneticky modifikovanych rostlin je¢mene ¢. 1-12
a’negativni  kontroly (nemodifikovaného jec¢mene cv. Golden Promise) byla
provedena kontrola spravnosti postupu izolace na zakladé¢ vizualizace nukleovych

kyselin na 1,2 % agar6zovém gelu pomoci elektroforézy.

Obr. 8. Vizualizace genomové DNA

L: 100bp standard hmotnosti DNA (Lader)
K: negtivni kontrola jeémene
1-12: DNA GMO rostlin

V prvnim sloupci gelu je 100bp standard hmotnosti DNA (Lader), oznacen
velkym pismenem L. V druhém sloupci je negativni kontrola oznacend velkym
pismenem K. Ve°sloupcich 3-14 jsou vzorky geneticky modifikovanych rostlin
jeémene 1-12. U°vSech vzorkli byla potvrzena ptitomnost DNA a nasledné byly
vzorky pouzity pro amplifikaci DNA pomoci PCR metody. U vsSech vzorkl
izolované genomové DNA se nachazel nejvyssi podil genomové DNA ve velikostech
100 kb — 300 kb. Hmotnost ptevladajicich DNA §tépu je piiblizné 100 kb, 200 kb
a°300 kb. Jak je patrné z obrazku ¢. 5., v pozicich §tépt menSich, nez 100 kb se

nachdzi jen mala ¢ast z celkové DNA.
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5.7. Detekce pritomnosti transgent gus a bar v geneticky

modifikovanych rostlinach jecmene T; generace na zakladé
vizualizace PCR produkti DNA

Po izolaci DNA ze vzorku geneticky modifikovanych rostlin je¢mene T3 generace (1-
12) a®°negativni kontroly byla provedena PCR reakce s primery Gus-f, Gus-R a Bar-f,
Bar-R.

Obr. 9. Detekce transgenii gus a bar v geneticky modifikovanych rostlinach
je¢mene T3 generace na zakladé vizualizace PCR produkti DNA v porovnani s

negativni kontrolou jeémene
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PCR primery BAR-f, BAR-R

L: 100bp standard hmotnosti DNA (Lader)
K: negativni kontrola je¢mene
1-12: DNA GMO rostlin (horni polovina primery GUS-f, GUS-R, dolni polovina BAR-f, BAR-R)

V horni polovingé obrazku lze vidét produkty transgend gus v geneticky
modifikovanych rostlindich je¢mene Ts; generace na zaklad€ vizualizace PCR
produkti DNA. Pii metodé PCR byly pouzity primery Gus-f a Gus-R. V prvnim
sloupci je°100bp standard hmotnosti DNA (Lader), ktery je oznafen velkym
pismenem L. Ve druhém sloupci je negativni kontrola, kde neni viditelny Zadny
prouzek svédéici o pfitomnosti genu gus (UidA) v rostlin€é. Ve sloupcich 3-14 jsou
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vzorky geneticky modifikovanych rostlin jeémene genotypii 1-12. U vSech vzorki
jsou viditelné prouzky o velikosti cca 600 bp, tato velikost je znazornéna Sipkou.
Piitomnost téchto prouzkid potvrzuje piitomnost genu UidA Vv geneticky
modifikovanych rostlinach je¢mene T3 generace. V dolni poloviné obrazku lze vidét
produkty transgent bar v geneticky modifikovanych rostlinach jeCmene a negativni
kontroly jeCmene Tj; generace na zaklad¢ vizualizace PCR produkti DNA. Pii
metodé PCR byly pouzity primery Bar-f a Bar-R. V prvnim sloupci je 100bp
standard hmotnosti DNA (Lader), ktery je oznacen velkym pismenem L. Ve druhém
sloupci je negativni kontrola, neni viditelny zadny prouzek svédc¢ici o ptitomnosti
genu uidA v nemodifikované rostliné. V ftadcich 3-14 jsou vzorky geneticky
modifikovanych rostlin je¢mene 1-12. U vSech vzorka jsou viditelné¢ prouzky
o°velikosti cca. 400 kb, tato velikost je zndzornéna Sipkou. Pfitomnost téchto
prouzki potvrzuje pfitomnost genu bar v geneticky modifikovanych rostlinach

jec¢mene T3 generace.

5.8. Detekce transgenti gus a bar v geneticky modifikovanych
rostlinach je¢mene T, generace na zakladé vizualizace PCR
produkti DNA v porovnani s negativni kontrolou je¢mene

Po izolaci DNA ze vzorkl geneticky modifikovanych rostlin je¢cmene T4 generace
(1-12) a negativni kontroly byla provedena PCR reakce s primery Gus-f, Gus-R a

Bar-f, Bar-R stejné jako u T3 generace rostlin.
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Obr. 10. Detekce transgent gus a bar v geneticky modifikovanych rostlinach
jeémene T, generace na zakladé vizualizace PCR produkti DNA v porovnani s

negativni kontrolou jeémene
e 1 2 3 4 5 6 7- 8 = Wi |1 R & e B4

SE00kh WY G - Gy W G ) D G s e N

——

PCR primery GUS-f, GUS-R
L K 1 2 3~4 5 6 7 8 9>10 11 12
A0 D e Y e W S ) e

PCR primery BAR-f, BAR-R

L: 100bp standard hmotnosti DNA (Lader)
K: negativni kontrola je¢mene
1-12: DNA GMO rostlin (horni polovina primery GUS-f, GUS-R, dolni polovina BAR-f, BAR-R)

Vzorky uréené pro detekce transgent gus a bar v geneticky modifikovanych
rostlindch je¢mene a’negativni kontroly jeCmene T4 generace na zdklad¢ vizualizace
PCR produkti DNA byly analyzovany stejnym zplusobem jako PCR produkty T3
generace. Vysledky PCR produkti T4 generace se shoduji s vysledky PCR produktt
T3 generace, zaroven bylo pouZito stejné fazeni vzorkd na gelu jako u vzorkid Tj
generace rostlin. U vSech studovanych genotypt je¢mene T4 generace byla metodou

PCR prokazana ptitomnost jak transgenu gus, tak soucané i bar.
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5.9. Detekce mRNA specifickych pro gen gus pomoci PCR u rostlin
T3 a T4 generace

Pro izolaci RNA byly v této studii pouzity 2 rizné postupy izolace. Izolovana RNA
byla nasledné ptepsdna do cDNA. Prvni zplsob izolace byl proveden pomoci kitu Tri

Reagent RT-DNA, druhy zplisob pomoci trizolu (viz. Material a metody).

Obr. 11. Detekce mRNA specifickych pro gen gus pomoci PCR u rostlin T3
generace za pouZiti kitu Tri Reagent RT-DNA

L: 100bp standard hmotnosti DNA (Lader)

K: negativni kontrola je¢mene

1-12: horni polovina RNA GMO rostlin (primery GUS-f, GUS-R), dolni polovina cDNA GMO rostlin ( primery
GUS-f, GUS-R)

V horni poloviné obrazku lze vidét PCR produkty transgent gus v geneticky
modifikovanych rostlinach jecmene a negativni kontroly jecmene T3 generace na
zéklad¢ elektroforetického rozdéleni PCR produkt izolované RNA. Pii metodé
PCR byly pouzity primery Gus-f a Gus-R. V prvnim sloupci je 100bp standard
hmotnosti DNA (Lader), ktery je oznacen velkym pismenem L. Ve druhém sloupci

je negativni kontrola, neni viditelny zadny prouzek svédéici o ptitomnosti genu uidA
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v° negativni rostliné. V fadcich 3—14 jsou vzorky geneticky modifikovanych rostlin
je¢mene 1-12. U vSech vzorkd jsou viditelné velmi slabé prouzky naznacujici velmi
nizkou koncentraci DNA, prouzky odpovidaji velikosti produktt cca. 770 bp, tato
velikost je znazornéna Sipkou. Pfitomnost téchto prouzkd znamena, ze byla
nedostatecné odstranéna genomickd DNA ze®vzorki, ktera se vyizolovala soucasné
S RNA a nésledné nebyla dostatecné odstranéna DNazou. V dolni polovin¢ obrazku
1ze vidét produkty transgenti gus analyzované v°geneticky modifikovanych rostlinach
jeCmene a negativni kontrole je¢mene T3 generace na®zaklad¢ vizualizace PCR
produkti cDNA. Pii metodé PCR byly pouzity primery Gus-f a°Gus-R. Produkty
cDNA byly ziskany piepisem z RNA v prubéhu metody PCR. V prvnim sloupci je
100bp standard hmotnosti DNA (Lader), ktery je oznafen velkym pismenem L.
Ve°druhém sloupci je negativni kontrola, neni viditelny zadny prouzek svédcici o
ptitomnosti genu bar (UidA) v nemodifikované rostling€. V fadcich 3-14 jsou vzorky
cDNA geneticky modifikovanych rostlin jeémene 1-12. U vSech je viditelny prouzek
0 velikosti cca 770 bp, tato velikost je°znazornéna Sipkou. U vzorka 2, 3, 4, 6 a 7 je
vyrazné slabsi prouzek, nez u ostatnich vzorki geneticky modifikovanych rostlin

je€mene, coz naznacuje, Ze obsah RNA v téchto vzorcich byl nizsi, nez u ostatnich.

44



Obr. 12. Detekce mRNA specifickych pro geny gus pomoci PCR u rostlin T3
generace za pouZiti trisolu

L: 100bp standard hmotnosti DNA (Lader)

K: negativni kontrola jecmene

1-12: horni polovina RNA GMO rostlin (primery GUS-f, GUS-R), dolni polovina cDNA GMO rostlin ( primery
GUS-f, GUS-R)

V horni poloviné obrazku lze vidét produkty transgenti gus v geneticky
modifikovanych rostlinach jecmene a negativni kontroly jecmene T3 generace na
zéklad¢ vizualizace PCR produkti RNA. Pti metodé PCR byly pouzity primery Gus-
f a Gus-R. V prvnim sloupci je 100 bp standard hmotnosti DNA (Lader), ktery je
oznacen velkym pismenem L. Ve druhém sloupci je negativni kontrola, neni
viditelny zadny prouzek svédCici o pritomnosti genu UidA v° negativni rostling.
Vetadcich 3—-14 jsou vzorky geneticky modifikovanych rostlin jeémene 1-12. U
vSech vzorkl v fadcich 3-14 jsou viditelné velmi slabé prouzky naznacujici velmi
nizkou koncentraci DNA, prouzky maji velikost cca 770 bp, tato velikost je
znazornéna Sipkou. Pfitomnost téchto prouzkii znamena, ze byla nedostate¢né
odstranéna genomicka DNA ze vzorki, kterd se vyizolovala soucasné s RNA. V

dolni poloving obrazku lze vidét produkty transgentt gus v° geneticky
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modifikovanych rostlindich je¢mene a negativni kontroly je¢mene T3 generace na®
zéaklad¢é vizualizace PCR produktii cDNA. Pfi metodé PCR byly pouzity primery
Gus-f a°Gus-R. Produkty cDNA byly ziskany pfepisem z RNA v prub¢hu metody
PCR. V prvnim sloupci je 100 bp standard hmotnosti DNA (Lader), ktery je oznacen
velkym pismenem L. Ve druhém sloupci je negativni kontrola, neni viditelny zadny
prouzek svédCici o°piitomnosti genu UIdA v negativni rostling€. V tadcich 3-14 jsou
vzorky cDNA geneticky modifikovanych rostlin je¢mene 1-12. U vSech rostlin
v fadcich 3-14 je viditelny prouzek o velikosti cca 770 bp, tato velikost je
znazornéna Sipkou. U vzorku 2 je vyrazné slabsi prouzek, nez u ostatnich vzorkt
geneticky modifikovanych rostlin je¢mene, coz naznacuje, ze obsah cDNAv tomto

vzorku byl niZsi, nez u ostatnich.

Obr. 13. Detekce mRNA specifickych pro geny gus pomoci RT-PCR u rostlin T,
generace za pouZiti Kitu Tri Reagent RT- DNA

L: 100bp standard hmotnosti DNA (Lader)

K: negativni kontrola je¢mene

1-12: horni polovina RNA GMO rostlin (primery GUS-f, GUS-R), dolni polovina cDNA GMO rostlin ( primery
GUS-f, GUS-R)
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Rozmisténi vzorkli T4 generace na gelu a pouziti metody je stejné jako u obr.
8. (vzorki Ts generace). V horni poloviné obrazku neni u negativni kontroly
viditelny zadny prouzek svédCici o pfitomnosti genu UidA v negativni rostling.
U°vSech vzorkl RNA v fadcich 3—14 jsou viditelné velmi slabé prouzky naznacujici
velmi nizkou koncentraci DNA. Vzorek ¢. 1 ma nepatrné vyraznéjsi prouzek, nez
ostatni Vzorky 2—14, coz je nejspiSe zptsobeno vyssi koncentraci kontaminujici DNA
ve vzorku RNA, kterd byla nedostate¢n¢ odstranéna pii precistovani RNA od DNA.
Prouzky maji velikost cca 770 bp, tato velikost je zndzornéna Sipkou. Pfitomnost
téchto prouzk znamend, ze byla nedostatecné odstranéna genomickda DNA ze
vzorkd, kterd se vyizolovala soucasné s RNA a nasledné byla nedostate¢né
odstranéna DNé4zou. Rozmisténi vzorkd v dolni poloving je shodné s rozmisténim
vzorkd v horni poloviné obrazku pouze s tim rozdilem, ze ve vzorcich 3—4 neni
RNA, ale cDNA. Produkty cDNA byly ziskany ptepisem z RNA v pribéhu metody
PCR. U vsech rostlin v fadcich 3—14 je viditelny prouzek o velikosti cca 770 bp, tato
velikost je zndzornéna Sipkou. Ve vzorcich 2—7 jsou slabsi prouzky, nez u ostatnich
vzorkll geneticky modifikovanych rostlin je¢mene, coz naznacuje, ze obsah cDNA

Vv téchto vzorcich byla nizsi, nez u ostatnich.

Obr. 14. Detekce mRNA specifickych pro geny gus pomoci PCR u rostlin T,

generace za pouZiti trisolu




L: 100bp standard hmotnosti DNA (Lader)

K: negativni kontrola je¢mene

1-12: horni polovina RNA GMO rostlin (primery GUS-f, GUS-R), dolni polovina cDNA GMO rostlin ( primery
GUS-f, GUS-R)

Rozmisténi vzorkli T4 generace na gelu a pouziti metody je stejné jako u obr.
9. (vzorkii T3 generace). V horni polovin¢ obrazku neni u negativni kontroly
viditelny Zadny prouzek svéd¢ici o pritomnosti genu UIdA v negativni rostling.
U°vSech vzorkii v fadcich 3-14 jsou viditelné velmi slabé prouzky, avsak svou
intenzitou jsou zanedbatelné. Prouzky maji velikost cca 770 bp, tato velikost je
znazornéna Sipkou. Rozmisténi vzorkd v dolni poloviné je shodné s rozmisténim
vzorkll v horni polovin¢ obrazku pouze s tim rozdilem, ze ve vzorcich 3—14 neni
RNA, ale cDNA. Produkty cDNA byly ziskany piepisem z RNA v pribéhu metody
PCR. U vsech rostlin v fadcich 3—14 je viditelny prouzek o velikosti cca 770 bp, tato
velikost je znazornéna Sipkou. Ve vzorku €. 12 je nepatrné slabsi prouzek, nez
U°ostatnich vzorkl geneticky modifikovanych rostlin je¢mene, coz naznacuje, Ze

obsah cDNA v tomto vzorku byla niz§i, nez u  ostatnich.

5. 10. Dot blot hybridizace

Z divodu metodické chyby nebyl ziskan pozitivni vysledek z dot blot
hybridizace.

6.Diskuze

Transformace rostlin pfinasi fadu vyhod, ale také nabizi nové mozZnosti studia
transgenni exprese. V soucasnosti je zjevna snaha ziskat polni plodiny, které diky
vloZenym gentim nesou uréitou vyhodu pro péstitele i spotiebitele (Mollier et al.,
1995). Pii vSech transformaénich metodach dojde k zaclenéni inzertu do genomu
pouze u casti rostlin. Proto je nutné selektovat rostliny, u kterych k transformaci
doslo. Pfitomnost inzertu se v selektovanych rostlinach obvykle potvrzuje pomoci
PCR. Pomoci PCR lze snadno a rychle zjistit, jestli rostlina obsahuje inzert nebo ne.
Pro ucely PCR sta¢i malé mnozstvi DNA, proto k jeji izolaci sta¢i malé mnozstvi

rostlinného materialu (Blazickova, 2010). Podminky PCR se podafilo optimalizovat,
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aby ji bylo mozné pouzit pii skrininku transformantti. Pro PCR byla DNA je¢mene
izolovana metodou podle Edwards et al., 1991 a ta byla upravena pro podminky
Pro PCR je vsak jeji kvalita obvykle dostate¢na. Béhem skrininku rostlin T3 a T4
generace byla u vsech predpoklddanych transformantii potvrzena pfitomnost inzertu.
Nebyly odhaleny zadné rostliny bez inzerce, které by metodou PCR poskytovaly
falesné€ pozitivni vysledky. Pomoci PCR lze zjistit zda rostlina obsahuje inzert, avSak
neposkytuje informaci o tom, kolik Kopii inzertu se zaclenilo. Po¢et a uspofadani T-
DNA miize mit vliv na expresi transgentl. Transformace pomoci A. tumefaciens vede
k zaclenéni mensiho poctu kopii nez ptimé metody transformace a byvd méné casto
spojena s komplexnimi pfestavbami transgenu. Pomérné casto vSak dochdzi k
zaclenéni nékolika kopii T-DNA do jednoho lokusu jako pfimé nebo obricené
repetice. Tyto lokusy byvaji cCasto spojeny s umlCovanim exprese. Stabilné
exprimované lokusy obvykle obsahuji jednoduse usporfadané T-DNA ohranic¢ené
alespoil na jedné stran¢ rostlinnou DNA (Iglesias et al, 1997). Proto byvaji obvykle
vyhledé4vani transformanti s jednou zaclenénou kopii T-DNA, u kterych je nejvice

pravdépodobné, ze budou transgen stabiln¢ exprimovat po nékolik generaci.

Ve studiich transientni exprese genu pro B—glukuronidazu byla aktivita
prislusného enzymu detekovana nejéastéji pouze po né¢kolik malo dni po bakteridlni
infekci. Napt. Abel a Theologis (1994) obdrzeli nejvyssi hodnoty stupné transientni
exprese v protoplastové kultufe rostliny A. thaliana transformovanych bakteriemi A.
tumefaciens po 18-48 hodinach. Na druhé strané¢ Mathur et al. (1995) publikovali
zjisténi, Ze maximalni hladinu p-glukuronidazové aktivity naméfili u kultury
protoplastd A. thaliana po 72 hodinach. Yoshioka et al. (1996) kokultivovali
rostlinné buiiky s bakteriemi A. tumefaciens a po 36-48 hodinach od zacatku
kokultivace zaznamenali expresi genu pro B—glukuronidazu. Ackoliv by mél 35S
promotor zajistovat vysokou troven exprese ve vétsing rostlinnych pletiv, k expresi
dochazelo pouze v nékterych pletivech a Groven exprese nebyla pfili§ vysoka oproti
modelovym rostlinam. Detekci pfitomnosti transgentt gus a bar v geneticky
modifikovanych rostlinach je¢mene T3 i T4 generace na zaklad¢é vizualizace PCR
produkti DNA byla ve vSech vzorcich geneticky modifikovanych rostlin zjisténa

pritomnost téchto transgend. Detekci mRNA specifickych pro gen gus pomoci PCR
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u rostlin T3 a T4 generace byla opét u vSech transgennich rostlin potvrzena
ptitomnost reportérového genu gus. GUS umoziluje analyzovat expresi na urovni
pletiv, bunék i na subcelularni Grovni. Na subcelularni urovni se pouziva hlavné pro
sledovani jaderné lokalizace proteinu (Ono et al., 2003). Ptitomnost B-glukuronidazy
se stanovovala histochemicky. Pro studium lokalizace exprese se pouzival jako
substrat 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-glukuronid (X-gluc), ktery vede ke vzniku
modrého zbarveni. Reakce probihda ve dvou krocich. Nejdiive je substrat
hydrolyzovan na bezbarvy rozpustny primarni produkt. Ten je dale oxidovan a
dimerizovan na modry nerozpustny produkt 5,5’-dibromo-4,4"-dichloro-indigo. Aby
bylo dosazeno viditelného zbarveni bylo nutné provadét barveni minimalné ptes noc.
B-glukuronidazovou aktivitu jsem v GM rostlinach je¢mene poprvé detekovala 2. den
po vakuov¢ infiltraci, av§ak vyznamné je na mé praci to, Ze jsem detekovala hladinu
GUS aktivity po mnohem delsi ¢asovy usek (minimalné dva tydny). Vysledky mych
stanoveni aktivity B-glukuroniddzy v transformovanych rostlindch jeCmene se tedy
timto zjiSténim ¢astecné 1181 od vysledkl provadénych na jinych objektech. Potvrzeni
pfitomnosti transgeni gus a bar ve vSech transgennich rostlinach se shoduje s
vysledky ing. Ohnoutkové z UP Olomouc (nepublikované vysledky). U rostlin, kde
byla molekularné prokazana ptitomnost genu uidA, byl i vysledek histologického
testu pozitivni. Vysledky histologickych analyz provadénych na UP v Olomouci
nasvédcuji tomu, ze aktivita enzymu, soud¢ dle intenzity zbarveni produktu, je v
je¢meni obecné niz8i neZ u modelovych rostlin tabaku a husenicku. Mnou hodnocené
geneticky modifikované rostliny téz vykazovaly nizsi aktivitu enzymu neZ modelova

rostlina rajcete. Pfi histochemické detekci v €astech listli geneticky modifikovanych

cvwr

cvwr

vzorek €. 1 a u T4 generace vzorek €. 12. U T3 generace byla nejvyssi aktivita
enzymu ve vzorcich ¢. 9, 10 a 11. Vzorky listi T, generace kromé ¢. 3 a 12
vykazovaly téméf stejnou aktivitu enzymu. Pfi histochemické detekci u riznych ¢asti
listdh (listy ze spodni, stfedni a horni ¢asti rostliny) geneticky modifikovanych rostlin
T3 a T4 generace se u geneticky modifikovanych rostlin projevilo zabarveni na
feznych plochéach, Spickach listh (pokud je jesté bylo mozné z rostliny odebrat),
zaroven pokud do$lo pfi vakuové infiltraci k poskozeni listl, tak byly arteficielné
zabarveny vSechny poskozené ¢asti. U vSech vzorkli T3 generace doslo k zabarveni
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celych listd a u vzorkd T4 generace nedoslo k zabarveni pouze u vzorku 1p a 6p, tedy
u listl ze spodnich Casti rostlin. Pfi detekci enzymu ve stoncich je¢mene Tz a Ty
generace byla opét prokazana aktivita enzymu ve vSech studovanych GM rostlinach.
Ve stoncich rostlin ¢. 1 a 6 T4 generace byla zjisténa nejvyssi aktivita enzymu -
aktivita enzymu [B-glukuronidazy. To, Ze v rostliné¢ ¢. 10 byla zji§téna nejnizsi
aktivita enzymu miize byt zplisobeno tim, ze rostliny T3 generace byly pii odbéru
vzorkl vyrazné starsi, nez T4 generace a V listech jiz nejspisSe dochazelo k rozpadu
enzymu, proto Klesla i jeho aktivita. Pfitomnost enzymu u mladych odnozi byla
zkoumana pouze u vzorku ¢. 2, 6 a 10 T4 generace. U vzorku ¢. 10 doslo K zabarveni
celé odnoze. U vzorku €. 6 také dosSlo u jedné casti odnoZe k celkovému zabarveni.
Rezné plochy vzorkdl 2 a 6 byly intenzivnéji zabarvené, nez u vzorku 10, coZ by
nasvédcovalo o vyssi aktivité enzymu v odnozich rostlin €. 2 a 6. Pfi histochemické
aktivita enzymu prokézdna u vzorkl €. 5, 8, 9 a 10 a nejvyssi u vzorkli 1,2 a 3. U
naklicenych semen byla prokazéana aktivita jiz mladych kofenech. U semen ale bylo
obtizné¢ dosdhnout projasnéni, ptestoze pravé pro né¢ a také pro dalsi hufe
projasnitelné casti rostlin byla publikovana metoda, kterd se sklada z extrakce v
ethanolu a kyselin¢ octové a projasnéni v Hoyerové médiu (Stageland a Salehian,
2002). V mych pokusech provadénych na GM rostlinach je¢mene T3 a T4 generaci
byla pti histochemické detekci GUS aktivita prokdzéana jiz druhy den po vakuové
infiltraci, obvykle se v nasledujicim obdobi 1-2 dni zintenzivnila a nasledné ziistala
vyrazna minimalné 2 tydny po vakuové infiltraci. Zhruba po dvou tydnech po
vakuové infiltraci dochédzelo k postupnému sniZovani intenzity zabarveni produktu

reakce.

Odell et al. (1985) prokézali vysokou aktivitu enzymu B-glukuronidazy v
kofenech stoncich a listech transformovanych rostlin tabaku. Tyto poznatky se
shoduji s mymi vysledky, protoze na mnou sledovanych GM rostlinach je¢mene byla
také prokdzanad aktivita enzymu B-glukuronidazy v kotfenech, stoncich i listech.
Pretova et al. (2001) uvadi, ze nejmladsi listy tabadku vykazuji az 5-krat vyssi
aktivitu enzymu B-glukuronidazy, nez starsi listy, avSak B-glukuroniddza je velmi

stabilni protein, ktery je schopen se hromadit v pribéhu ¢asu (Gallagher, 1992). Co
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se ty¢e mych vysledkt, tak u Casti rostlin, které viditelné¢ vykazovaly vyssi obsah
chlorofylu a byly tedy mladsi, vykazovaly také wvyssi aktivitu enzymu.
Histochemické detekce byly provadény v nékolika opakovanich a pfi detekei u Ty
generace doslo zprvu k zabarveni pouze feznych ploch a pfi nasledném opakovani
detekce zhruba po dvou mésicich doslo k zabarveni nejen feznych ploch, ale i celych
¢asti listd, coz by mohlo odpovidat tvrzeni autora Gallagher (1992), ze dochazi k
hromadéni proteinu GUS v pribéhu Casu. Ve studii Pretové et al. (2001) zjistili, Ze
silnd GUS exprese v mladSich listech souvisi s pfitomnosti silného promotoru
(CaMV 358), ktery je aktivni ve vétsim poctu bunék. Bekkaoui et al. (1990) ve své

studii uvadi, Ze s intenzitou exprese GUS genu souvisi typ promotoru i bunék.

Vzhledem Kk tomu, Ze transgeny bar i gus byly pozitivné detekovany v T3 1 v
nasledné T, generaci Ize soudit, Ze u mnou zkoumanych GM rostlin je¢mene je velka
stabilita pfenosu transgenii do dalSich generaci. Nasledné by se naskytala moZznost
ovéfovani prenost transgent i do dalSich generaci (Ts, Tg) pro potvrzeni stability
pfenosu. V této studii je zajimavé zjiSténi, ze v rostlindch dochéazelo k rozdilnému
projevu aktivity enzymu B-glukuronidazy v riznych ¢astech rostlin s ohledem na
stafi rostliny. Této skutecnosti nasvédcuji vysledky histochemické detekce
pfitomnosti enzymu B-glukuroniddzy u rostlin T4 generace ve staii piiblizné dvou
mésict, kdy v pfitomnosti substratu X-Gluc doslo k zabarveni pouze feznych ploch
casti listll a pii nasledném opakovani této detekce zhruba o dva mésice pozdéji doslo
k zabarveni celych ploch listd, coz by znamenalo, ze v listovém pletivu dochazi
Kk hromadéni enzymu B-glukuronidazy v pribéhu ¢asu. Hromadénim enzymu
v pribéhu Casu by se vysvétlovalo i zjisténi, Ze u vzorkli odpovidajicich si linii T3 a
T, generace nedoslo ke shod¢€ projevu s ohledem na jejich nejvyssi a nejnizsi aktivita
enzymu. Uroved aktivity enzymu se u jednotlivych rostlin Ts a T4 generace
neudrZuje a to z toho diivodu, Ze u rostlin T3 generace byl projev nejvyssi aktivity u
rostlin €. 9, 10 a 11 a nejnizsi u €. 1 a 3. Zatimco u T4 generace byla nejvyssi aktivita
enzymu u vzorkl ¢. 1,2 a3 anejniz§iu €. 5, 8, 9 a 10. To, Ze u vzorkt ¢. 1 a 3 doslo
V nasledné generaci k vyraznéjSimu projevu aktivity enzymu by mohlo byt
zplisobeno tim, ze stabilita exprese gus je hodné ovlivnéna vnéj$imi podminkami
nebo je u jeCmene relativné tak nizkd, ze jeji 1 mirné kolisani miize zpusobit to, Ze

nemusi byt histochemicky vzdy detekovatelna. Obé varianty vysvétleni by mohly
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podporovat i publikované vysledky Lazarowa a Liittickeho (2009). Lazarow a
Liitticke (2009) se zabyvali expresi genu gus v riznych castech rostlin GM rostlin
jeCmene a podafilo se jim detekovat enzym B-glukuroniddzu v mladych listech,
nodech, semenech, nezralych zrnech, ve zralych a opylenych kvétech. Detekce
provadéli u 141 rostlin a u 72 (51 %) se jim podafilo prokazat pfitomnost enzymu.
Celkové jejich gus exprese u je¢mene byla niz$i, nez u modelovych rostlin A,
thaliana a ryze. D&di¢nost nebyla urCena. Nejvyssi frekvence gus exprese byla v
zrnech (26 %) a v sazenicich (24 %). Amoah et al. (2000) se zabyvali ovéfenim
spravného zaclenéni genetické transformace genu gus do genomu pSenice pomoci
bakterie rodu A. tumefaciens. Usp&nou transformaci se jim podafilo potvrdit
histochemickou detekci podle Jeffersona 1987, a tim potvrdili, ze bakterie A.

tumefaciens je vhodna i pro ptenos gent do obilovin.

7. Zavér

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim ptitomnosti selektovatelnych
a’reportérovych transgent bar a uidA (GUS) v rostlinach jarniho je¢mene odrudy

Golden Promise a kontrolni (near-iz0) linie vychozi odridy Golden Promise.

Byly optimalizovany podminky PCR pro skrinink transformantti na zakladé
detekce ptitomnosti genu bar pro rezistenci proti Bialaphos, ktery se velmi ¢asto
pouziva v transgenozi rostlin k selekci geneticky modifikovanych bunéénych linii
a’rostlin, které obsahuji tento gen tolerance k herbicidu. Gen bar zajistuje odolnost
proti Sirokému spektru herbicidi, jako napt. glufozinatu. Optimalizace byla zaroven
provedena pro detekci piitomnosti reportérového genu gus, ktery slouzi pro ovéfeni
zda doslo k ptenosu inzertu do hostitelskych bun¢k. Danou metodou molekularni
biologie byla prokdzana u vSech geneticky modifikovanych rostlin T3 a T4 generace
pfitomnost obou transgenli, coz potvrzuje pravidelnost jejich pienosu do vysSich

generaci.
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Dalsim cilem bylo histochemickou detekei ovéfit pfitomnost reportérového
genu pro enzym [-glukuronidédzu Vv riznych ¢astech transgennich rostlin. Ve vSech
testovanych ¢astech byla prokazana pfitomnost enzymu. Testovanymi ¢astmi rostlin

byli nakli¢ena semena, mladé odnoze, stonky a ¢asti listi z riznych ¢asti rostlin.
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