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1. Uvod

Jednim z ne@iSich problém dnesni doby je neustale se zvySujicéqioobyvatel naSi
planety, coZz mé za néasledek staksSi naroky na produkci potravin. Podil za&iésky
vyuzitelné a orné {my vSak neustale klesa a pokud jsou odhady spravdé roku 2025
dosahne sstova populace pau 8,5 miliard, budeme musetijit na zpisob, jak sotasnou
celos¥tovou produkci potravin zvysit o 50%.

Jiz od poatka zenedélstvi se gstitelé snazili nefiznéjSimi zpisoby zvysit Urodu, ndp
tim, Ze zamrné vybirali urité rostliny s preferovanymi vlastnostmi — prowdimeélou
selekci. Pokud se tyto Zadouci znaky nevyskytovdigjném pdétu a v Zzadaném s#ru, naSel
¢loveék prostedky, jak je vyvolat. Na organismyigobil nezvyklymi podminkami, vystavoval
je nag. z&eni nebo #znym chemikaliim a zZisoboval tedy indukované mutace. Takaa
éra Slechini. Postupa Slechtitelé vyvinulitadu metod, jak zasdhnout diirpzeného penosu
genetické informace, jako polyploidizace (zmnozeatfl chromozof nag. pasobenim
kolchicinu) nebo fuze protopldast(splynuti dvou bugk, casto i nepibuznych druf,
zbavenych buttnych stn). VSechny tyto konvemi metody Sleckni vSak maji jednu
velkou nevyhodu — jsou sazkou do loterie a jejigbledky jsou zcela ndhodné. Indukujeme-li
trteba mutace zénim, vznikne mnoho z&n a musime vybirat z obrovského mnoZstvi,
abychom nasli tu, ktera je pro nas zadouci. | t@krezname molekularni podstatu dané
zmeny.

Tento problém eliminuji nové metody, zaloZeaéznalosti mechanismugnosu gef na
potomstvo a struktury nukleovych kyselin, soulfrrmzna&ované jako genové manipulace.
Genové manipulace jsou fenoménegkaiika mala poslednich dekad a zahrnuji vSechny
nekonvexni techniky, které maji za cil touto cestou upraegtlinny genom. Jednou &hto
technik je transgenoze (transformace), coz je abeetlenéni ¢asti genetické informace
jednoho organismu do genomu jiného organismu. QegBnsgenoze sice prozatim nelze
piimo zvySovat produkci rostlin, inkorporaci cizoratlygeri (transgef) vSak Ize neffmo
zvysit vynosy, vylepsSit kvalitu produkce nebo haprodukovat rostliny rezistentnia
hmyzim Skdcim nebo herbiciim. Fenos gefi se uskut&iuje prostednictvim vektot,
vétSinou bakteridlnich. Keémto &elim se najasgji pouziva bakterie Agrobacterium
tumefaciens jejiz plasmidy maji firozenou schopnost &anovat cast své genetické
informace do jaderné DNA rostlin. Pomoci restnich enzyn Ize do &chto plasmid

vkladat libovolné geny, které se pak do rostlinnganomu inkorporuiji.



| pres zné&né usgchy, kterych bylo ve Sleckni rostlin diky transgenozi dosazeno, je tato
technika neustale fednttem intenzivniho vyvoje, neldojeji efektivita je zatim pogné
nizka —ifadow v jednotkach, maximaénvsak do desiti procent poZnénych burk. Proto
probihaji rozsahlé vyzkumy z&alem zvysSeni efektivity transformacigaevsim vyvijeni co
neji&inngjSich vektorovych konstruikt a seleknich metod. EestoZze intenzivni vyvoj
genovych manipulaci @iZe pomoci vyesit stale naléh&si problém hroziciho nedostatku
potravin, stale bohuZel panuje ob&amegativni postoj uejnosti ke geneticky upravenym
rostinam a geneticky modifikovanym organisam (GMO) wibec. Akoli jeS& nebyl
pozorovan jediny fipad, kdy by GMO zfsobily poSkozeni zdravi nebo ekologickou Skodu,
animosita proti nim je stélefigivovana, dnes i z déb maskovanych pohnutek ekonomickych
(Drobnik, 1997).

V procesu vlastni transformace je po vnesé&oradé DNA nutné oddit (selektovat)
transgenni rostliny od netransgennickigkiuz nejastji slouzi transgeny kodujici rezistence
k seleknim latkdm. Pak je takéubtbzité monitorovat lokalizaci exprese ndmi vnaseneh
genu. K tomuto &elu slouZi tzv. signalni (reportérové) geny, caiujgbect geny, jejichz
exprese mize byt vizualizovana a kvantitatigrhodnocena. Pokud je signalni gen fuzovan
spolu s dalSim vnaSenym transgenenizeme diky tomuto spojeni pémé snadno zjistit
piesnou lokalizaci jeho exprese. Méasto vyuzivané signalni geny fiaaké gen pro zelén
fluoreskujici protein (GFP), jehoZ expresézm byt zviditeldna pomoci flourescence.

Cilem mé prace bylo pokusit se o transformasiilinnych explantdt pochazejicich ze Inu
setého I(inum usitatissimurh..), genem pro zelenfluoreskujici protein (GFP) a jeho expresi
pak owfit vizuélnimi a molekularnimi metodami. Zdval jsem také, jaky vliv na
transformaci ma genotyp (agdfa), typ explantatu,ifpadré kultivaéni podminky.

Modelovou rostlinou pro transgenozi rostlin lpeisendek (Arabidopsis thalianal.
Heynh.), velmi vyznamny je také tabaki¢otiana tabacumlL.). V popredi zajmu jsou i
hospodésky nejvyznamsSi plodiny jako obiloviny, brambory, bavinik, &ata nebo séja.
Len sety je co se &g transformace spiSe okrajovou rostlinou, avsapduadsky vyznamnou,
piedevsim diky lanému vlaknu a oleji, a v sdasné dob se navic stale vice upiafe i ve

farmacii a potravintvi.



2. Literarni p fehled

2. 1. Len sety

Protoze veSkery rostlinny materidl mé prace tglozen ze semedidi Inu setého,
povaZzuji za vhodné se alespobdzre o této hospodéky vyznamné rostlhzminit. Len sety
(Linum usitatissimuni.) je jednoleta, az fies @il metru vysoka bylina sipmymi, husé
listanatymi lodyhami. Listy jsodarkovit kopinaté azarkovité, Spiate, trojzilné, celokrajné.
Kvéty ma usptddané v bohatych vrchétiatych kétenstvich, koruny jsougticetné, s¥tle
modré az bilé, tobolky obvykle kutatejcité. Kvete veervnu acervenci. Len pdt mezi
dvouctlozné rostliny, daadu kakostok&tych (Geraniales) &eledi Inovitych (Linaceae). Je
to prastara kulturni rostlina,aipodem z Fedni Asie. Bstuje se zejména v poiif jako
textilni surovina k ziskavani vlaken, zpracovavdnydnaském pamyslu. Jina forma Inu ma
tobolky WwtSi a jeji semena jsou surovinou, z niz segitlaény olej, vyuzivany viad
pramyslovych od¥tvi i potravin&stvi (Kobelkova, 2002).

Je znamo, Ze len je pé&m¢ obtizre transformovatelna rostlina (s malowinnosti
transformace). Prvni U&pna transformace Inu pomoci bakteAe tumefaciensprobshla
v roce 1983 (fehled Rakousky a Tejklova, 1999). Zatku byly genaSeny celé Useky T-
DNA, poté se feslo k fenosu hospodsky vyznamnych gen Zatim existuje pouze jedina
transgenni odida (CDC Triffid) se zvySenou toleranci k reziduinmerlicidi typu

sulfonylmaioviny v pidé (McHughenet al, 1997).

2. 2. Tranformace rostlin bakteriemi rodu Agrobacterium
2. 2. 1. bakterie rodAgrobacterium

Bakterie Agrobacteriumpati mezi gramnegativni tani bakterie, které jsou schopny
indukce morfogenetickych zn v rostlinach. Vnaseji do rostlinnych kikn genetickou
informaci pro syntézu novych latek — opifpripadré agrocinopiri), které niize vyuzit pray
jen indukujici bakterie. Opiny bakteriim slouzigakdroj uhliku, dusiku a energie.

Morfogenetické zimy v rostlinach jsou schopny indukovat i jiné baideceledi
Rhizobiaceae do niz rod Agrobacterium nalezi — rody Rhizobium Bradyrhizobium

AzorhizobiumPseudomonaa CorynebacteriumBakterie rod RhizobiumBradyrhizobiuma



Azorhizobiumse stavaji trvalymi slozkami pletiv #novych hlizek leguminéznich rostlin,
bakterie rod Pseudomonasa Corynebacteriumindukuji zmény pouze po dobu své
piitomnosti v rostlig (Ondrej a Drobnik, 2002).

Pouze u bakterii roddigrobacterium(jsou znamytyii druhy, z nichZz nejvyznandsi je
A. tumefaciensbyla prokazana schopnost indukce trvalychémnpomoci penosu svych
specifickych gef, lokalizovanych v plazmidu Ti (tumor-inducing),fipadré Ri (root-
inducing), do rostlinného genomu. Ti a Ri plazmidgsou konstantnéést, tzv. T-DNA
(transferred DNA), integrujici se do rostlinnéhongeu a nesouci geny pro syntézu jiz
zminovanych opif, a dale také geny pro syntézu auxacytokinini, za &elem co nejutsi
produkce opifi. ZvySend hladina ¢thto rostlinnych horman totiz zpisobuje vznik
nediferencovanych rostlinnych nadofcrown galls). DleZitd pro interakci agrobakteria
s rostlinnou bitkou je chemotaxe. Rostlinné pletivo musi byt pérnan ¢imz se uvolni
fenolické latky typu acetosyringonu, kteréitghuji bakterii k rostlid a zarové aktivuji
pienos bakterialni DNA do beh (Hiei et al, 1997).

Rod Agrobacteriumma ¢tyii druhy: A. tumefaciensA. rhizogenesA. rubi a A. vitis
Rostlinna pletiva transformovama rhizogenesostou jako kéeny, A. tumefaciengpisobuje

krckové nadory dvoutloznych rostlin (Hooykaast al, 1992).

2. 2. 2. Ti- plazmidy

Ti-plazmid ma délku &sinou 150-200 kb a rozezndvame dva zakladni tyohtd
plazmidi: oktopinovy a nopalinovy. T-DNA nopalinového tyga kompaktni, zatimco
oktopinova T-DNA je roz&lena na levy (TL) a pravy (TR) uUsekiigemz geny pro
diferenciaci a nadorovyast jsou lokalizovany v TL.

Ti plazmid ma dva Useky nutné k indukci ndiddr-DNA, ktera vstupuje do rostlinnych
burék, ale nem& Zadné geny pro vlastni integraci; astbVirulence (vir-region), ktery

obsahuje geny praienos T-DNA do rostlinnych béh (viz obr. 1).
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Obr. 1. Struktura Ti plasmidu oktopinového typudpzato zhttp://arabidopsis.info/students/paaras/t_dna.jitm

2. 2. 3. Vektory pro transformaci

Integrace T-DNA do rostlinného genomu séaka uzivat pi transgenozi rostlin. V prvni
fazi transformanich pokué byly inaktivovany jednotlivé geny T-DNA vnaSenim
transpozof, aZ z ni zbyly pouze hrami Useky (25b), coz jsou jediné sekvence nezbytaé p
pienos T-DNA do rostlinného genomu. Ti-plazmid obgahmnoho cilovych mist pro
restrikini endonukleazy, ale neexistuji takova restrikmista, ktera by se nachazela pouze
v blizkosti hraninich sekvenci T-DNA. T-DNA plazmidu Ti je vSak maZmodifikovat
rekombinaci s homolognim Usekem malého plazmidovétektoru (intermediarniho
plazmidu), gicemz do tohoto homologniho Useku Ize restrikn SEpenim a ligaci vnést
nami pozadovany gen nebo skupinu igekteré chceme z&enit do rostlinného genomu.
DalSim zdokonalenim bylo rogiéni funkci ivodniho plazmidu Ti na dva plazmidy, z nichz
jeden nese pouze uUsek virulence a druhy obsahl®&A-nesenou jinym typem plazmidu
(binarni vektory), coz umaiije skuténost, Zze Usek virulence a T-DNA n&tnemuseji byt

spolen¢ pritomny na jednom plazmidu (Ofej et al, 1999).



2. 2. 4. Rimé a nefimé metody transgenoze

Negastji pouzivanym zpsobem transgenoze jéinezeny systém bakteridgrobacterium
tumefaciengpiipadreé A. rhizogenes Transgenoze listovych pletiv pomoci této bakteye
nékdy nazyva diskova metoda a $p@ vtom, Ze se z asepticky kultivovanych rostiia
agaru korkovrtem¢{ jinym nastrojem) vysekaji listové tdky a ty se pak kultivuji v suspenzi
bakterii Agrobacterium Bakterie nesou vektorovy konstrukt obsahujiciokéd a selesni
gen. Po kokultivaci se twky prenesou na agarové médium s antibiotikem kanamycinem
nebo jinym seleénim agens pro selekci transformovanych dku(Ondrej a Drobnik, 2002).
Vybornych vysledik pii transformaci agrobakteriem bylo dosazeno inam tabakuN.
tabacum

Ne vzdy je vSak mozna nebo #@ebpouzitelna transformace vektorovym systémem
bakterie A. tumefaciensjako nap. u tSiny jednodloznych rostlin. Proto byly vyvinuty
metody pimé transformace, tedy bez vyuZiti bakteAigrobacterium Pongérné malo
pouzivana metoda transformace protoflasp@iva odstrasdni burg¢né sény a vneseni
vzniklych protoplast do roztoku s cizorodou DNA.f@nos DNA do protoplastpak mizeme
podpdit nap. elektroporaci, dodanim polyetylenglykolu do rdzto DNA nebo
mikroinjekcemi do jader. Velkého ro8hi v sodasné dob dosahly metody transgenoze
burgk a pletiv, zahrnujici izné modifikace kokultivéni techniky nebo metodu zvanou
~-mikrobombardovani“, kde se pozivaji mikroprojextilz inertniho kovu (zlaté nebo
wolframové kuléky) s plazmidovou DNA na povrchu, které jsouigkivany do rostlinnych

burgk pomoci fiznych vysokotlakych zé&eni (Ondej a Drobnik, 2002).

2. 2. 5. Typy transgéin

Pomoci transformace Ize do rostlinného genoétenit rizné cizi geny (transgeny), jejichz
expresi nmizeme dosahnout napzvySeni odolnosti rostlin i¢i raznym nepiznivym
podminkdm okolniho prastdi nebo herbicitim. BEZné uzivané herbicidyasto @inkuji
pouze na witou skupinu plevel a mnohdy jen v @itém stadiu jejich vyvoje. Musi se proto
pouzivat kombinace herbidida aplikace &olikrat opakovat, coZ je nejen nakladné, ale i
zakzi pro zivotni progedi. Pouziti univerzalniho (totalniho) herbiciduliygo Usporgjsi, ale
znic¢ilo by i plodinu. Odtud prameni snaha ziskat plgdidolné vi¢i takovymto univerzalnim

herbicidim. Uplatreéni transgenoze v zefklstvi je proto obrovske.



Aby mohly byt vnasené transgeny exprimovamgstlinnych buikach, je nezbytné, aby
byly opateny rostlinnymi reguknimi sekvencemi — promotorem (zawéd sekvenci) a
terminatorem (termir@i sekvenci). Takovéto transgeny, jejichz Usekyhpat z genorin
raznych druli, se nazyvaji chimérické. Pro selekci transgenrddiahtk z mnohem #tSi
populace buék netransformovanych jsou nezbytné téz transgelektesaci (selektovatelné)

a reportérové (signalni).

2. 2. 5. 1. Selektovatelné transgeny

Pro zaji&tni snadné selekce transgennichdiuje nutne, aby vnasena T-DNA obsahovala
néjaky selektovatelny gen. Pro tentdell jsou vhodné geny pro rezistenci k latce, ktera j
piidana do agarového média a pro jedince bez téisteaze ma letalnidinek ¢i jej jinak
znané znevyhoduje. Selekni systémy lze zjednoduSemozctlit na pozitivni a negativni
(Mikky,a McHugh, 2004).

Hi negativni selekci nesou transformovandikyuselektovatelny transgen pro rezistenci
vaci néjaké toxické latce (nd&p antibiotiku, herbicidu), zatimco netransformovdnéky a
tkans v seleknim prostedi hynouCasto i tom do svého okoli uvaliji toxické latky, které
bohuZel fsobi inhibéné na regeneraci transformovanych rostlinnych pl¢Bennaet al,
2002). Nefastji pouzivanym selektovatelnym genem (markerem)ge gro rezistenci ke
kanamycinu ptll), ktery koduje enzym neomycinfosfotransferdzu Mnohem még
pouzivané jsou chimérické transgehpt pro rezistenci k hygromycinu (antibiotiku, které
blokuje proteosyntézu u prokaryot i eukaryot) ngleoy pat a bar podmiujici rezistenci k
herbicidim na bazi fosfinotricinu.

Na rozdil od negativni selekcdj pozitivni selekci netransformovanéitiy (rostliny) na
seleknim médiu nehynou, pouze trpi nedostatkefake Ziviny (Joersbo a Okkels, 1996) a
tim je inhibovan jejich ist. Mezi takto selektovatelné transgenyipagg. genxylA pro
enzym xylosoisomerasypmi pro fosfomanosoisomerasu. K selekci transforharsiak Ize

vyuzit i jiné geny, jako je n@pbakterialni gemuspro g-glukuronidazu, (viz nize).

2. 2. 5. 2. Reportérové (signalni) transgeny
Signalni transgeny jsou chimérické transgeny, ligjiexprese rize byt vizualizovana a také
mnohdy kvantitativés méiena, a to $Sinou jako barevna reakce nebo fluorescence. Rt je
fuzi s ndmi vnaSenym genem tak #®prozrazuji fesnou lokalizaci jeho exprese.

Prvnim, pro transformace rostlin pouzitym repongro transgenem, byl gen pro

chloramfenikolacetytransferazu, enzym, kteryisgbuje acetylaci chloramfenikolu. Metoda



uzivajici tento transgen je zaloZzena na autoradimfge detekci acetylovaného
chloramfenikolu zn&ného izotopem’C a dodaného k proteinovym extrékt transgennich
rostlin s chloramfenikolacetytransferazou (@jda Drobnik, 2002), Tento pammé narany

a fitom malo &inny systém byl zahyigkonan.

Na druhé stranjiny, drive pongérné¢ malo pouzivany transgeluc pro luciferazu ze
swtlusky (Photinus pyrali$ doznal v sotasnosti SirSiho uplaéni. Po transformaci a expresi
transgenu dochazi k emisi kvantitativmétitelného viditelného zé&ni (Ondej a Drobnik,
2002). Problém ale je, Ze je nezbytii@@vat substrat luciferin, ktery Spétpronika do pletiv
a je zné&n¢ drahy.

Velmi roz&feny je transgen prio-glukuronidazu (GUS), enzym, kterypt p-glykosidické
vazby mezi kyselinou glukuronovou a necukernoulglaz(aglykolem) a rni substraty na
bazi glukuronid na mode zbarvenéi fluoreskujici latky. V genovém inzenyrstvi se ¥jxa
bakterialniho genwusA (uidA) z Escherichia coli(Jeffersonet al, 1986). Aktivitu GUS
enzymu lze detekovat fluoresée v homogenatu se substratem 4-metyl-
umbelliferylglukuronidem (MUG), ktery fluoreskujeopze pokud je roz&pen na -
glukuronid a 4-metylumbelliferon; nebo histologickymoci barviva X-gluc (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl$-D-glukuronova kyselina), které po rogdéni dava modrou krystalickou
sloweninu (Ondej a Drobnik, 2002). Nevyhodou detekce pomoci GlWdSale utita
nespecifickd aktivita rostlinnych pletiv. Gegus lze zarové pouZzit jako pozitiva
selektovatelny transgen. Setek agens jsoup-glukuronidy odvozené z neaktivniho
cytokininu benzyladenin-N-3-glukuronidu. agbbenim B-glukuronidazy je hydrolyticky
uvolnovan aktivni cytokinin benzyladenin, ktery stim@upurgcné dleni a regeneraci
transformovanych tkani, zatimco tkametransformované trpi nedostatkem cytokinite také
mozno pouzit kyselinu cellobiuronovou (CbA) jakdegeni latku, protoZze tato kyselina je
disacharidem sestavajicim z glukézy a kyseliny gtakove, mezi nimiz je glykosidicka
vazba. Tato vazba jegpenap-glukuronidadzou, icemz se uvaluje glukéza slouzici v tomto
piipact jako jediny zdroj energie. Netransformované rogtlnedokézi tento zdroj energie
vyuZzit a stradaji (citovano z Gazdova, 2007).

V sodasné dob asi nejpouziva¥)Si a nejperspektivijSi je transgen pro zelén

fluoreskuijici protein (GFP).



2. 3. Gen pro zele# fluoreskujici protein (GFP)

Gen pro zelehfluoreskujici protein (GFP, z anglického greenofescent protein) byl
klonovan z tichomiské meduzyAequorea victoriaa jeho produkt ma schopnosepgnovat
modré nebo ultrafialové stlo na s¥tlo zelené. V meduze se vyskytuje sgotes proteinem
aequorinem, ktery viftomnosti C&" iontii vydava modré sitlo a GFP ho femtiiuje na
swtlo zelené. Gen pro GFP Ize spojit, fuUzovat, s gemeo protein, o ktery se zajimame,
takze zelea fluoreskujici protein je vhodny ke sledovani lokati tiznych proteid v buice
(tzv. protein tagging). Mezi jeho velké vyhody ipatysoka odolnosttauz Mici negiznivym
hodnotdm pH:i pasobeni denatuéaich latek a znma termostabilita az do 65 °C, a takeé to,
Ze neni fototoxicky, na rozdil od jinych fluoreséeith molekul, jako fluorescein
isothiokyanat (FITC) (HrasSket al 2006).

2. 3. 1. Historie

V Sedesatych letech byl GFP poprvé purifikozdA. victoria a kratce na to byla jeho
fluorescence zkoumana japonskygdeem Osamu Shimomurou (Shinomura 1979). AvSak
jako pomocny nastroj v molekularni biologii mohltb@FP pouZit aZz po roce 1992, kdy
Douglas Prasher navrhl a prezentoval klonovani euatldové sekvence genu pro GFP
v ¢asopise Gene (Prashet al, 1992). Prasher poté poslal vzorky cDNA dékalika
laboratd@i a v laboratti Martina Chalfie se pod#o navodit expresGFP v buikach bakterie
E. coli a v hlistici Coenorhabditis elegansicemz vysledky byly zv&jnény v casopise
Science v r. 1994 (Chalfiet al, 1994). O misic pozdji laborata Fredericka Tsuji zvejnila
expresi rekombinantniho proteinu. Zajimaveé je,taadardni wtGFP (wild- type) protein ma
schopnost fluorescencé pokojové teplot a bez patby vrgjSich kofaktoti nachazejicich se
v meduze. Na druhou stranu m&alik nezadoucich vlastnosti, které bylo nutné elonat,
jako nap. dva exciténi vrcholy, nizka fotostabilita nebo slaba schopratmleni- utvéeni
sttedového chromoforu-ip 37 °C. V roce 1995 skupinaé¢dci kolem Tsiena vytvilla
mutanta S65T s krystalickou strukturou a od té dioydp v genu pro GFP navozeno mnoho
mutaci (& uz gimou nebo ndhodnou mutagenezi). Dnes mame k d@pmtoutradu GFP
derivati (prevzato zhttp://en.wikipedia.org/wiki/Green_fluorescent_pgiota doplno).



2. 3. 2. Struktura GFP

Zelert fluoreskujici protein se sklada z 238 aminokysalipgho nemodifikovana ,divok&“
verze ma molekulovou hmotnost 27 kDa.
Aminokyselinova sekvence GFP:
MSKGEELFTGVVPVLVELDGDVNGQKFSVSGEGEGDATYGKLTLNFICTT®LPVP
WPTLVTTFSYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFYKDDGNYKRAEV
KFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKMEYNYNSHNVYIMGDKPKNGIKV NFKIRH
NIKDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMIILLEFVTA
ARITHGMDELYK

GFP ma unikatni sudovity (can-like) tvar (tatouktura se v angfiiné nazyva beta-barrel),
piicemz peimér cylindni je zhruba 30 A a délka je 40 A. Sklada se z jedepégpasek (list),
tvoricich stnu ,sudu“ a jednéa-helixové Sroubovice probihajici feslem a nesouci
fluorescekini centruma-helix zarova utvai strukturuéepiky uzavirajici oba konce ,sudu”
(viz obr. 2) (Yang etal., 1996).

(a) (b)

Obr. 2. Modely struktury GFP proteinu:
a) trojrozmérné znazoréni proteinu — beta-barrel s chromoforem upexst
b) beta-listy zndzorny zele®, alfa-helixycerverg a spojovaci snmiky cerns
(prevzato z http://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GRRIGFP3.htm)
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2. 3. 3. Mechanismus fluorescence

Vlastni chromofor je ti@n tripeptidem Ser65-Tyr66-Gly67. Tento tripeptdop absorpci
excitatniho swtla aktivovan a dochazi k posttrargian modifikacim. Tyto modifikace
zahrnuji rychlou cyklizaci Ser65 a Gly67 a pomaloxidaci Tyr66 za vzniku 4-(p-
hydroxybenzyliden)-imidazolidin-5-onu (viz obr. 3EFP je jediny znamy protein, ktery
fluoreskuje bez dodavani subsirétebo kofaktok (Ondrej a Drobnik, 2002). GFP ma také
fadu variant, fluoreskujicich v jinych barevnychlgpech nez je zeleny kanal. Tyto odliSnosti
jsou dany hlavé strukturou stdového chromoforu. Kifkladu hlavnim rozdilem mezi
wtGFP a jehatervenym analogem, DsRed, je, Ze DsRed protein adujevojnou vazbu

navic, ktera zvysSuje konjugaci chromoforu asgbuje posun déervené&asti spektra.

Obr. 3. Sekvence postranglaich modifikaci (podle Cubbét al) pii utvareni a aktivaci chromoforu GFP
(Tsien, 1998)
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2. 3. 4. Emisni spektrum a mutagen&#eP

Produkt standardniho ,divokého" genu, proteifPQWtGFP, wild type GFP) &. victoria
ma hlavni exciténi maximum na vinové délce 395 nm (UViendi) a vedlejSi na 475 nm
(modré s¥tlo). Jeho emisni maximum je na 509 nm (zelenasbbiaitelného spektra). GFP
z maskeé sasankiRenilla reniformisma pouze jeden excéiai vrchol, a to 498 nm.

Excita&ni spektra wtGFP vSak nejsou zcela vyhovujici peand pouzivané sady
optickych filtra. Proto byla vyvinutaada mutantnich forergfp. Prvni dilezitd modifikace
byla bodova (single point) mutace S65T (Tsien, }99@mto mutace dramaticky zvysila
urovei fluorescence a fotostability a posunula extitavrchol na 488 nmcérvena oblast
spektra), p¢emz emisni vrchol dstal na 509 nm. Tato forma vyhovuje spektralnim
vlastnostem &sin¢ bézné dostupnym fluoresceinovym (FITC) filtm. DalSim krokem byla
bodova mutace F64L, kterdipesla schopnost sbaleni proteirfu37 °C a vzniku vylepSené
formy GFP (EGFP, enhanced GFP). Forma superfoldét, @yvinuta skolika mutacemi za
Ucelem schopnosti rychlého sbaleni GFP, dokonce ¢ Kdyfuzovan s&ko sbalitelnymi
peptidy, byla vytvéena v r. 2006http://en.wikipedia.org/wiki/Green_fluorescent_p&io).

Dnes znamé derivaty GFP mohou byt rdedy do sedmi kategorii, liSicich séznymi

odliSujicimi se komponentami v chromoforu:

1) ptirodni (wild type) snis neutralniho fenolu a zaporného fenolatu

2) fenolatovy anion (nap EGFP, Emerald)

3) neutrdlni fenol (nap H9)

4) fenolatovy anion s-elektronovou konjugaci mezi nahrazenym tyrosinowapytkem
a chromoforem. Derivaty s touto strukturou maji @mhivrchol posunuty do Zluté
oblasti spektra a nazyvaji se yellow fluorescentgins (YFPs) (nap Topaz)

5) indol. Tyto derivaty, jejichz chromofor vytiidspiSe indolovou neZ fenolovou slozku,
se nazyvaji cyan fluorescent proteins (CFPs) (NAfB)

6) imidazol (blue fluorescent proteins) (itap4-3)

7) fenyl

(viz tab. 1 a obr. 4)
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Tridy 1-4 jsou odvozeny z polypepilid tyrosinem na pozici 66, zatimdadiy 5-7 maji na

této pozici Trp, His nebo Phe. YFP a CFP variasyujcasto pouzivany pro tzv.

fluorescence resonance energy transfer (FRET) emeety.

Common Rel fid
Mutation® name - (e)® g (QYF @ 37°C References®
Class 1, wild-type
None or Q80R. Wild type  395-307(25-30) 504 (0.79) 6 43,45
470475 (9.5-14)
Foos, MI53T. V163A Cycle 3 387 (30) 506 (0.79) 100 43,45
475 (6.5-8.5)
Class 2, phenolate anion
S65T 489 (52-58) 500-511 (0.64) 12 4345
F64L. S65T EGFP 488 (55-57) 507-500 (0.60) 20 4345
F64L. S65T, V163A 488 (42) 511(0.58) 54 44
S65T. ST2A. N140K. Emerald 487 (57.5) 500 (0.68) 100 44
M153T, T167T
Class 3, neutral phenol
S202F. T2031 Ho 380 (20 511 (0.60) 13 44
T2031, ST2A, Y145F Ho—40 380 (29) 511 (0.64) 100 44
Class 4, phenolate anion with stacked m-glectron system (vellow fluorescent proteins)
S65G, S72A, T205F 512 (65.5) 522(0.70) [+ 44
S65G, S724, T203H 508 (48.5) 518(0.78) 12 44
S65G, V6SL. Q60K 10C QGOK 516 (62) 520(0.71) 50 44
ST2A, T203Y
S65G, V6SL. ST2A, T203Y  10C 514 (83.4) 527(0.61) 58 44
S65G, 5724, K79R, Topaz 514 (94.5) 527 (0.60) 100 44
T203Y
Class 5, indole in chromophore (cyan fluorescent proteins)
Y66W 436 485 — 21
T66W, N146I MI153T. W7 434 (23.9) 476 (0.42) 61 44
V163A 452 505
F64L. S65T, YH6W. WI1B or 434 (325 476 (0.4 80 44
N146I, M153T, V163A ECFP 452 505
S65A, Y6oW, ST2A, W1C 435 (21.2) 495 (0.39) 100 44

N146I MI153T. V163A
Class 6, imidazole in chromophore (blue fluorescent proteins)

Y66H BFP 384 (21) 448 (0.24) 18 44

Y66H, Y145F P43 382 (22.3) 446 (0.3) 52 44

F64L. Y66H. Y145F EBFP 380-383 (26.3-31) 440447 100 43,44
(0.17-0.26)

Class 7, phenyl in chromophore
Y66F 360 442 — 22

Tab. 1. Spektralni charakteristiky hlavnictid GFP (Tsien, 1998).

Vys\etlivky:

a)
b)
c)
d)

e)

substitu'ni mutace jsou vyzdany jednopismennym kddem aminokyselingvegni sekvencigislem
pozice v sekvenci a jednopismennym kédem nahriazojicokyseliny

A exc je exciténi vrchol v nanometrech,je extinkni koeficient v jednotkach 103 M-1cm-1

A em je emisni vrchol v nm, QY je flurescence quantield (vynos)

relativni intenzita fluorescence protéirexprimovanych v E. coli/p37°C ze stejného vektorového
pozadi za podobnych podminek

odkazy pouze na kvantitativni spektralni a optidata
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Obr. 4. Fluorescetni excit&ni a emisni spektra (plné¢arkovanécary) pro typické zastupce z Sesti hlavnich
skupin GFP mutant spolu se strukturou jejich chromoforTam, kde je zakreslena pouze jedna struktura
chromoforu, exciténi i emisni spektrum vychazi z jedné konformadgsvtlivky: a) wild type, b) Emerald, c)
H9-40, d) Topaz, ) W1B, f) P4-3

2. 3. 5. Metody detekce GFP

Hi vizualni detekci GFP je nutno mit k dispozici adrexcita&niho s¥tla 395 nm
z b¥Zného zdroje, nebo 480 nm z xenonové vybojky aitmafiltr nebo monochromator. Pro
nejjednodussi vizualni detekci GFP fluorescencdapae UV lampa nebo jiny @ni zdroj
ultrafialového ¢i modrého swtla, presrgjSi pozorovani vSak vyZaduje metod fluorescen
mikroskopie (Haseloff 1999). Ukazalo se, Ze dagiai jsou klasické mikroskopyi
stereomikroskopy (binolupy) (Ellioet al 1999). Pro detailjSi pozorovani se pouzivaji
konfokalni laserové skanovaci mikroskopy, které ming nag. presnou subcelularni
lokalizaci GFP nebo rekonstrukci trojrogmych struktur (Haseloff 1999) rifpouziti UV je

nutné z dvodu ochrany & pouzit UV filtr. V pfipact excitace modrym s¥lem jsou vhodné
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Zluté nebo oranzové ochranné filtry. Lze pouzitknoskop s filtrem pro od#eni excit&niho
a emitovaného stla. Vyhodou vizualniho pozorovani je finam nenaronost, nevyhodou je
v8ak malé rozliSovaci schopnost lidského okavpato z Hraska, 2003).

DalSi zobrazovaci metodou je digitalni zobvard za pomoci potace, které je mnohem
citlivéjSi nez pozorovani lidskym okem, vyZzaduje vSaktau zruenost @i ovladani daného

pacitatového programu (HrasSka, 2003).

2. 3. 6. Moznosti vyuziti GFP v transgennich rosith

Gen pro zelenfluoreskujici protein je dnes velmi hejpouzivany markerovy gentip
studiu exprese géna fyziologickych proces v Zivych organismech. Na rozdil od mnoha
jinych signalnich geinje detekce jeho exprese nedestruktivnitderbyt provadna v Zijicich
bunkach vrealnémcase. Pomoci GFP Ize sledovat lokalizaci prd@gteinbuikach, a
v kongném disledku tedy i aktivity organel, mitotického aparatebo cytoskeletu. Za
pomoci Eznych klonovacich technik je mozno klonovany protgiojit s GFP a introdukovat
do pislusného organismu. Tato biotechnologickd metaaskdy nazyva protein tagging.
Vysledny fazni produkt je pak mozno sledovat pagfescetnim mikroskopem (fevzato
z Hraska, 2003).

Hlavni vyuziti GFP je pak sledovani expreségumvaného genu. Pokud provedeme fazi
tohoto genu s genem pro GFP (aby biikeny jednim promotorem), pomoci fluorescence
pak snadno pozname misto a uUfoyeho exprese. Takto ike GFP spolehli nahradit
ostatni metody vyuZivajici produkty signalnich iygako p-glukuroniddzu nebo luciferazu
(Hraska et al., 2006).

Neupraveny GFP byl s Gsinem pouzit fi transformaci #iznych rostlin, pedevSim
tabaku, ale nap i nekterych citrug (prevzato z Hraska, 2003). Wekierych rostlin, jako
Arabidopsis tabak, kuktice nebo pSenice ale wtGFP podléha deleci 84 ntidfeo Useku
mezi 380 — 463 bazi, coz vede ke ztra8 aminokyselin. Bylo zjigho, Ze tento chyjici
usek, bohaty na AU baze (68%), vykazuje podobnosistinnym intronem, je tedy
v pribéhu transkripce vyszen a nasledny produkt je neaktivni (Haseleff al, 1997,
Haseloff a Siemering, 1998). Tento jev, znamy j&kgpticky sestih (cryptic splicing), je
nutno pro pouzitgfp jako signalniho genu odstranit (viz kapitola Matkea metodika).

Ackoli jsem uvedl, Ze GFP pro rostlinu neni toxiclgazalo se, Zeipexcitaci GFP nize
dochéazet ke vzniku volnych radikélJistou dobu byl pak kladenicghz na tvorbu novych

mutanfi, kde by GFP bylo cileno do jinych organel neZa@r, nap do endoplazmatického
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retikula (Stewart, 2001), viz Material a metodikdimo jine, takto cileny GFP vede ke
zvySeni Urova fluorescence transgennich rostlin a také ke shizdka mozné fytotoxicity.
Nicmére recentni informace dokazuji, Ze GFP neni nijalotbgticky ¢i nebezpény wici

vySSim organisiim (Richard<et al, 2003).
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3. Material a metodika

3. 1. Material

Vychozim materidlem jsou aseptickig@pstované kkini rostliny Inu. Z &chto rostlin jsou
izolovany segmenty hypokotyl které jsou kokultivovany v suspenzi bakterialniltlry
nesouci ve svém plazmiduiglusny konstrukt. Po proniknuti bakterii do epidéinich,
piipadré az do subepidermalnich hifna po zalereéni konstruktu (nebo jeh@asti) do
genomu rostliny je indukovana regenerace rostligaoogenezi z epidermalnich a
subepidermalnich bgk. V tomto systému nejprve regeneruji stonkové pypkteré se dale
vyvijeji v kulturu mnohonésobnych piiyt Samotné bakterie jsou postépeliminovany
antibiotiky a pomoci seleékiho antibiotika jsou mezi vSemi regeneranty vybran
transformovani jedinci (odolni kipomnosti selektivniho antibiotika).

Zangfil jsem se na dvodridy (genotypy) Inu: Biltstar (olejna forma, vyvinuggole&nosti
Van de Bilt Zaden, Holandsko) a Venicag@na forma, vySlecéha firmou Agritec, s.r.o.,
SumperkCR).

K transformaci byly pouzity bakterfgrobacterium tumefaciesnkmen LB4404) nesouci
plazmidové vektory pBIN se signalnim genengfp5-ER(Haseloffet al, 1997), obr. 5. Ten
je fizen promotorem viru Zilkovitosti R&&ku CaMV 35S, a obsahuje selektovatelny gen
nptll, ktery kdduje neomycinfosfotransferdzu, umoZzugelekci transformaitna zaklad

now ziskané rezistenca® antibiotiku kanamycinu.

pBIN m-gip5-ER

Obr. 5. Schéma plazmidového vektoru pBIN m-gfp5-ER. U prhxentni sekvence T-DNA (RB) je umiést
promotor genu pro nopalinsyntazu (NOS), kt&di projev genwnptll pro neomycinfosfotranferazu Il. Gen-
ofp5ER jetizen promotorem CaMV 35S. ®hivé sekvence maji terminator stejného typu, NOS. \l'eésm@tu
jsou vyzng&eny lokalizace cilovych sekvenci pro jednotlivénikgni endonukledzy (Haseloét al, 1997).
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3. 1. 1. Gem-gfp5-ER

Genm-gfp5-ERbyl autory (Haselokt al, 1997) upraven tak, aby bylo zab¥aa jevu,
znamému jako krypticky segt (viz Literarni gehled). Mutaci byla zgména sekvence
nukleotidh v predpokladanych mistech s@lst a nasled® byl i snizen obsah AU bazi
v samotném intronu“. Spojenim se sekvencemi chargtickymi pro endoplazmatické
retikulum (ER) bylo um-gfp5-ERdosazeno toho, Zze GFP je cilen do této orgacatyZ se
dosahlo zvySeni aro¥nfluorescence transgennich rostlin a také sniZesikar mozné

fytotoxicity v podolg vznikajicich volnych radikal

3. 2. Postup transformace Inu

Na zg&atek musim zéraznit, Ze veSkera manipulace s rostlinnym i bakigim materialem
(snad kromi prvni faze sterilizace semen) se musi prévgumbmoci sterilnich nastnipj
(ponaenych v ethanolu a opalenych na kahanu) ve sterilmiostedi boxu s laminarnim
prouctnim (tzv. flow-boxu). ProtoZe nakladame s genetiokydifikovanymi organismy, je
také nemeén dilezité vSechny nastroje, kterédly do styku & uz s vektorovymi bakteriemi
nebo transgennimi rostlinnymi explantaty, vysteoliat bu’ zmirgnym opéalenim nad
plamenem nebo v autoklavui(21°C na 35 min).

3. 2. 1. Sterilizace semen

Od kazdé oddy jsem vybral 100 nepoSkozenych semen a umigtitdrilnich 25 ml
Erlenmayerovych bak uzawenych hlinikovou folii. Po 2 minuty jsem semenagbachoval
v 70% ethanolu, poté sterilizoval n@pace v roztoku Savoiediném v pondru 1:9 vodou,
s kapkou smédla (Jar). Po 50 minutach jsem roztok slil (zbysé&deilizatniho ¢inidla jsem
odebral pipetou se sterilni gpou) a nahradil jej sterilni destilovanou vodouerkt byla
v Erlenmayerovych h&ach ponechana 5 minut. Poté jsem vodu slitidap opét cerstvou.
Tento postup jsem opakoval jg33x za @elem dikladného vymyti zbytk sterilizatniho
roztoku Sava, ifixemz pokazdé jsem nechal dalSi varku dest. vddplpt o kolik minut

déle.
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3. 2. 2. Vysev semen

Den ped aseptickym vysevem semen jsem vysterilizovaltoldavu kolem 24 ks 125ml
sterilnich pesnidavkovych lahgek s navidenou buniitou vatou (& 15 ml dest. vody)
uzawenych hlinikovou folii. Do nich jsem pak umistil stgrilizovana semenagtginou po
osmi az deseti semenech na lghkui Do poloviny skleriek jsem nasadil semena ady
Biltstar, do druhé cv. Venica. Nechal jsem jeciklv kultivacni mistnosti g cca. 22 °C,
piicemz prvni 4 dny byly zakryté a dalSich zhruba 8wy vystaveny 16hod. fotoperidd
(60-90umol(PAR)-n¥*-s).

3. 2. 3. Riprava bakteriélni kultury

Vektorové bakterie A. tumefaciens kmen LB4404 s vektoremm-gfp5ER) byly
uchovavany p velmi nizké teplat (=70 °C) v glycerinu. 2 dnyipd jejich pouzitim pro
transforméni pokus byly peatkovany do tekutého LK média (Langley a Kado 192%) il
ve 100 ml Erlenmayer@vbaice) s antibiotikem kanamycin o kame koncentraci 50 mg'l
Bakterie v LK médiu jsem nechalst 1,5 dne ve téna temperovanéddpace i 28 °C.

3. 2. 4. Stanoveni vhodné hustoty bakterii podieck@ density

20 ml LK média s namnozZzenymi bakteriemi jserik@o 4 ks 10ml zkumavek a nechal
centrifugovat 5 min $ 4000 ot/min. Poté jsem slil supernatant a v jedk@mavce jsem
nechal trochu LK meédia. ixladnym promichanim peletu s LK médiem a postupnym
pirenaSenim do dalSich zkumavek s peletem jsem dpsdhlipného zvySovani koncentrace
bakterii. LK médium s vysokou koncentraci baktg@im pak z posledni zkumavkyetil do
Erlenmayerovy bigky a ¢ast odebral do 1 cm kyvety #dmicitého skla. Na spektrofotometru
Boeco S-30 jsem z#nl optickou denzitu fi 600 nm (gedtim bylo nutno fotometr
zkalibrovat na roztok 10 mM MgS@blank/ nebo LB-médiumipstejné vinové délce, podle
toho, v¢em byla provaéha kokultivace). Bakterialni kulturu jsem naslédvaedil sterilnim
LK médiem na kongou hodnotu optické denzity 0,2-0,3 ve 20 ml inkuiblao roztoku
MgSOs.

3. 2. 5. Kokultivace v inkuli@im roztoku

Vyklicené rostlinky Inu jsem naghal do 4 k€19 cm Petriho misek, 2 pro kazdou ddiu,
piicemz vzdy jedna byla &ena pro budouci transformanty a jedna pro kontrekplantaty.
Délozni listky jsem odsihl tak, aby stizena plocha nebyla moc malda a hypokotyly jsem

nastihal na 4-5 mm dlouhé segmenty. Jako inkulfao roztoku jsem pouzival sterilni 10
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mM siran hoecnaty (MgSQ). Nastihané rostlinné segmenty jsem zalil 20 ml 10 mM KagS
a po 30 minutach jej odsal pipetou se sterilnfl&pi. Do dvou Petriho misek, u nichz jsem si
zvolil, Ze nagtihané explantaty v nich budou slouzit pro kontrghem nalil ogt 20 ml 10
mM MgSQ, explantaty pro transformaci ve zbylych dvou mdkgsem zalil takovym
mnoZzstvim roztoku MgS§) aby po pidani bakterialni suspenzeéhroztok 20 ml a jeho
opticka densita byla 0,2-0,3. Toto mnozZstvi baktafisuspenze jsem si st podle jeji
optické density, kterou jsem sirgutim zmgfil (vétSinou kolem 5 ml), a idal jej

k inkuba&nimu roztoku pipetou se sterilni &ou. VSe jsem promichal jemnym pokyvovanim
Petriho misek, aby do styku se suspenzi bakt&siypvSechny rostlinné segmenty, zakryl
misky a nechal 3 hodiny kokultivovat na rozptylenéwitle ve flow-boxu pi laboratorni
teplog.

3. 2. 6. Kokultivace na agarovém C médiu

Po uplynuti stanovené doby jsem pipetou odsatok MgSQ, pripadré s bakterialni
suspenzi a hypokotyly &ldzni listky jsem osusSil sterilnim filtéaim papirem. Poté jsem
explantaty vyskladal na malé plastové Petriho mi§k$ cm) s agarovym C médiem pro
kokultivaci a kalogenezi (1-1,5 mg BAP a 0,02-0,Img [* NAA) bez antibiotik, misky
uzavel dvojitou vrstvou PE félie a nechal kokultivovat— 4 dny za Sera v kultivai

mistnosti (misky jsem zakryl gazou).

3. 2. 7. Debakterizace a indukce organogeneze

Potenciala transformované explantaty jserfepesl do dvou Erl. b&k (zvlag pro kazdou
odridu), dvakréat je promyl ve sterilni destilované ¥aa na zasr v roztoku Claforanu o
koncentraci 1000 mg na 1 | vody. Poté jsem exptardékladns osusil sterilnim filtranim
papirem a fenesl je na regenérd R médium, jehoz zakladem je MS médium podle
Murashige a Skooga (1962), se 3% sacharézou, abesit (100 mg 1) a vitaminy B5
(Gamborget al, 1968), doplsné antibiotiky Timentinem (500 mg) a kanamycinem (100
mg ') pro eliminaci vektorovych bakterii a selekci starmanti, a fistovymi latkami (0,1-1
uM, pifpadré 1 mg.I* BAP a 0,005:M NAA) pro indukci regenerace. Poté jsem explantaty
nechal kultivovat 3 — 4 tydny v kulti¢ai mistnosti g teplog 22 + 2 °C, na 16 hod.
fotoperiod, 60 — 90umol.m ~’s* PAR.
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3. 2. 8. Selekce transformérd klonovani vyselektovanych regenetant

Po 3 — 4 tydnech jsem explantatsemesl nacerstvé R-médium, iitemz koncentrace
kanamycinu byla ponechéana na trovni 100 thaale koncentraci Timentinu jsem vipthu
subkultivaci postuph snizoval na 350, dale 250 a 150 my Posledni koncentraci jsem
ponechal i v dalSich pasazich, aby nedoSlo ke eotagilezitostreé prezivajicich bakterii a
jejich opstovnému nakstu.

Regenerované vyhony (alespb cm vysoké) jsou postuproddlovany od primarnich
explanta a pgenaseny na&erstvé K (klonovaci) médium s antibiotiky Timentime(jeho
koncentrace zavisela na koncentraci Timentinu MR médiu, z 8hoz byly vyhony
odebrany. Prvniiesazeni §sinou byvalo na K médium s 350 mi§j Ti) a kanamycinem (50
mg ) a rtistovymi latkami (0,0uM BAP a 0,005uM — 0,002 mg:f NAA). Vzdy po 3 — 4
tydnech bylo pdeba vyhony fesadit nacerstvé K médium, mimo jiné ki hromadni
nezadoucich produkimetabolismu, které nast vyhori pasobi inhib&éné. Obsah Timentinu
byl vZzdy sniZzovan stefnjako u R médii, zatimco kanamycin (Kn) byl ponethgivodni
koncentraci 50 mg'i Bshem ffesazovani jsem delsi vyhony rdafisal na 2 — 3 cm dlouhé

segmenty a kazdyfesadil jako samostatny vyhon.

3. 3. Riprava kultiva énich médii

Pouzival jsem dva typy kultigmich medii: tekuté LK médium (Langley a Kado 19@&)
kultivaci a namnoZeni vektorovych baktekii tumefaciensa agarova média pro regeneraci a
dalSi kultivaci rostlin.

LK médium pro bakterie jsentipravoval v 500 ml kadince s redestilovanou vodam
jsem za stalého michantigaval jednotlivé ingredience. Po #feni a Upra¥ pH jsem
médium doplnil redestilovanou vodou do pozadovarasjemu, pelil do Erl. baiky a nechal
zklavovat pi 121 °C po 35 min. Po zchladnuti média jsem velsten prostedi flow boxu
piidal kanamycin, ktery jsem nechategem autosterilizovat ve sterilni destilované &ad
poté zedil na koncentraci 10 mg Kn/ 10 ml vodyjg@mz na kazdych 10 ml LK média pak
piipadalo 0,5 ml tototo zasobniho roztoku kanamyciMeédium jsem pd&ivé promichal a
rozlil do 100ml Erl. ba&k po 20 ml.

Agarova média jsemiipravoval v 1000ml k&dince s redestilovanou vodim které jsem
postupr pridaval slozky pislusného média v padi sacharéza, inositol, MS soli (Sigma,
USA) a fistové latky (BAP a NAA). Poté jsem upravil pH mégiamoci 1N nebo 0,1N
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KOH, pripadre HCI, prelil jej do sterilizovatelné Erlenmayerovyitky (jejiz objem by nil
byt minimalre 3x wtSi neZz objem média), doplnil redestilovanou vodimupoZadovaného
objemu, pidal agar do koncentrace 0,8 % (Plant agar, Duc¢hdfslandsko) a uzael
hlinikovou félii. Média jsem nechal sterilizovatutoklavu pi 121 °C po dobu 35 min, poté
premistil do flow boxu a az po zchlazeni médidlEne na 50 °C jsemijdal antibiotika,
kterd neni mozno autoklavovat diky jejich termdisdi Pred aplikaci antibiotik bylo nutno je
vzdy nechat autosterilizovat miniméinl,5 hodiny v co nejmenSim mnoZstvi sterilni
destilované vody (statolik, aby se v ni antibiotika rozpustila pro da@sni jejich co neptSi
koncentrace) v malé Erlenmayeéobaice na tepace. Po dkladném promichani bylo
médium rozlito do kultivénich nddob (do Petriho misek pro C a R média nebd sl
plastikovych zkumavek pro K média).

C, R a K média maji za zaklad MS médium (Muoiges a Skoog, 1962).i€hled slozeni

jednotlivych kultiva&nich médii je uveden ipoze.

3. 4. Vizualni detekce GFP

Pro pozorovéani fluorescence rostlinnych olijeda aseptickych podminek jsem pouzival
binokularni mikroskop Leica MZ12 s okularem 10xdaptérem pro GFP. Jako nejvhepn
se ukazal objektiv 0,63x. Pouzival jsem zoom v rezin®,3x-10x. Zdrojem excitaiho s¥tla
(395 nm) byla rttova vybojka a odéeni excit&ni swtla od s¥tla emitovaného (525 nm)
zaji¥ovala sada optickych filir (HraSkaet al, 2005). Fotodokumentaci jsem provhd

pomoci fotoaparatu Olympus C-5050 s ultrazoomem.

3. 5. Molekularni detekcegfp

3. 5. 1. Izolace DNA (podle upraveného protokolu 2606)

Izolaci DNA jsem provéa#d podle vySe uvedeného protokolu, ktery principielrychazi
z CTAB metody dle Doyle a Doyle (1990). Jako mdiepiro izolaci DNA jsem pouZil celé
kalusy nebo v fipadt primarnich regeneraininejmladSicasti vyhori (svrchnic¢asti o délce
zhruba 3 cm). Rostlinnou tkgcca. 50-100 mg) jsemignes| do mikrozkumavek Eppendorf

(1,5 ml) a naslednhomogenizoval v tekutém dusiku, ¥igadt kalusi pouze pi pokojove
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teplo€, protoze obsahuji hodnvody a v dusiku vzdy ifiS ztvrdly a jejich nasledna
homogenizace byla obtizna. K rozdrcenému matejggm gidal 700 pl roztoku CTAB
(hexadecyltrimethylamonium bromid) gigevkem 2 % (v/v)B-merkaptoethanolu a malé
mnozstvi (cca. 10 mg.) PVP (m.h. 40 000). Obsatrarkumavky jsem poté promichal na
stolnim vortex mixeru a nechal 30 min inkubov&tg®d °C za obasného promichani mirnym
pievracenim. Poté jsentigal 500 pl smisi chloroform-isoamylalkohol (24:1), ponechal asi
po 5 min stat a pak opatrrpromichal pevracenim. Nasle@njsem obsah mikrozkumavky
statil na centrifuze i 14 000 ot/min po dobu 5 minfigookojové teplat. Svrchnicirou fazi,
obsahujici DNA jsem opatérodpipetoval do novych Epp. zkumavek, vysrazelgnim 500
pl vychlazeného (-20 °C) isopropanolu, ndiptievratil a dal na cca. 30 min do mrazaku (-20
°C). Toto je okamzik, ve kterém lIze izolaci DNAepuSit do druhého dne. Po vyjmuti
z mrazaku jsem s#s centrifugoval po dobu 5 min za stejnychcetdjako v gedchazejicim
kroku, tentokrat vSakip4 °C. Po centrifugaci jsem opétslil supernatant a k peletuigal
400 pl vychlazenéhgistého 96% ethanolu. Po nasledné inkubaci (15 niind3p °C) a
centrifugaci pi 4 °C jsem slil supernatant, k pelettidal 500 ul vychlazeného 70% ethanolu
a sta@il v centrifuze, tentokrat jen 2 minutyipl4 000 ot. a of pii 4 °C. DNA jsem pak
nechal vyschnout ve flow boxu na viststerilni bunéiny, aby ve zkumavkach néstaly
nezadouci kapky ethanolu, a poté rozpustil v50 pl sterilni desané vody. Vzorky
izolované DNA jsem pak uchovaval v mrazaku+20 °C.

3.5.2. PCR
Amplifikace DNA pomoci polymerazou@tzové reakce byla provéda v gradientovém

termocykleru TC-XP s blokem Xp-C (dodavatel KRIR). Reakce probihala v real snisi
0 objemu 20 pl:

- 10 ul PPP Master Mix

- 0,5 ul primer F (0,16 pM)

- 0,5 ul primer R (0,16 pM)

- 7 ulPCR H20

- 2 ul DNA (cca 50 ng)

Reakni smés (bez DNA) jsem vzdy fijpravoval v takovém mnoZstvi, jaké vyzadoval
pocet vSech vzork DNA, které jsem cld amplifikovat. Poté jsem ji rozpipetoval do
mikrozkumavek po 18 pl master mixu a 2 pl roztokdAysem gidal az v poslednim kroku.

VesSkerou manipulaci s DNA, primery a master-mixgnjsprovad| za neustalého chlazeni na
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ledu kvali termolabilnosti nukleovych kyselin a pro snizerdika nespecifického nasednuti
primeri a pozvolnému rozhnuti PCR reakce jeSpied vioZzenim do cycleru. U pogdich
PCR detekci jsem pouzival Combi PPP Master Mixiyktdbsahoval DNA polymerazu pro
tzv. hot start PCR. Takovato DNA polymeraza je rfikdvana vazbou s blokai molekulou
inhibitoru, ktera brani enzymu v jeldonosti. Tento inhibitor se od DNA polymerazy eétid
az po fsobeni zvySené teploty pocity ¢asovy usek. Pouzitim takovéto polymerazy lze
dosahnout vysSi specifity celé reakce.

Pouzival jsem tento teplotni program:

1. 94 °C, 5 minut p&ateini denaturace 1x
2.94 °C, 1 minuta denaturace 35x
3. mizna teplota (podle typu prim@r 1 minuta

annealing primér 35x
4. 72°C, 1 minuta extenze prinder 35x
5. 72°C, 7 minut z&recné extenze 1x
6. 4°C,0

3. 5. 2. 1. Pouzité primery
Pfi polymerazovéetézové reakci jsem pouzival 3 typy primer
- kontrolni primery pro detekci specifickych sekvep len (FAD3A)
- kontrolni primery pro detekci specifickych sekvemped Agrobacterium-vir oblast
Useku Ti plazmidu
- Pro detekci gengfp jsem pouzival primery GFP5-U/L nebo Eady GFP5 $kiaget
al., 2008b, Eadyt al 2000).

Fitomnost T-DNA lze v tomto ffipact owetit i primery pro nptll Usek (kanamycinova
rezistence). | kdyZ vyjde PCR deteka@@mnosti genu pro GFP pozitivni, nemusi to gutn
znamenat, Ze se exprimuje v rostlinnychikAch. Signal totiz e pochazet z agrobakterii,
které ezily v rostlinné tkani. Proto jsem pouzival i kaoihi primery specifické pro
sekvence bakterialnich Ti-plazniidkonkrétré pro vir-oblast. Pro tentodl jsem pouzival
primery VirA1l/A2. Jest je vhodné jako interni kontrolu pouZzit primery elatjici sekvence
specifické pro samotnou rostlinu, @z tranformovanou, nebo kontrolni. Pouzitim takadhug
primeri jsem si o¥fil, jestli vreakni smesi vibec doSlo k PCR reakci, nebailova

sekvence pro tyto primery musi byt vZzdytpmna v kazdé DNA vyizolované ze Inu a tudiz i
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vzdy amplifikovana i spravre probihajici PCR. K tomu mi poslouzily primery FAR3viz
tab. 2)

Tab 2. Pouzité primery a jejich zakladni udaje

Nazev Sekvence (nahie forward, dole reward) Teplota Velikost
primeru annealin | amplifikovaného
gu fragmentu [bp]
GFP5- 5'“ACCCAGATCATATGAAGCGG-3' (20-mer) 54 °C 415
uU/L
5-“TTGGGATCTTTCGAAAGGGC-3* (20-mer)

GFP5- 5-ACGTCTCGAGCTCTTAAAGCTCATCATG-3' (28-mer) 51 °C 850
Eady-U/L

5-ACGTCTCGAGGATCCAAGGAGATATAACA-3' (29mer)
VirA1/A2 | 5-AATTCACCGACGCGGCAGGATTTTAAGACAG-3'(31-mer) 57 °C 1120

5-AGCTTTGGTACGAGAGACTATTTCGCGTAG-3' (30-mer)
FAD3A- | 5-CAGTGACCTGTTCGCACCG-3' (19-mer) 57 °C 650
FIR

5-CCCGGCTAGGGTGATCAT-3' (18-mer)

3. 5. 2. 2. Elektroforéza

Produkty PCR byly vyhodnoceny pomoci elektréfy. Byl pouZit 2% agardzovy gel. Na
100 ml koloidniho roztoku bylo pouzito 1,5 g agardinvitrogen, dodavatel KRDCR), 20
ml 5xTBE pufru a 80 ml vody.

Hiprava 10xTBE elektroforézového pufru: 108 g Trisdy, 55 g kyseliny borité, 20 ml
0,5M EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) a hipvodou do objemu 1 I. 5XTBE pufr
pak gipravime tim, Zze 500 ml 10xTBE pufru doplnime vodiu 1 |, a analogicky 1xTBE
pufr, ktery se lije do elektroforetické vanyjpravime zednim 10xTBE pufru desetkrat.

Po rozveeni a mirném ochlazeni roztoku jserfidpl 2 pl roztoku ethidiumbromidu a
nechal ztuhnout cca. 30 min. Do kazdé jamky jsemasel zhruba 18 pl PCR prodikt
realkni snesi. Jako marker molekulovych hmotnosti pr@emi velikosti fragmerit DNA
jsem pouzil 100 bgi 1kb standard molekulové hmotnosti (ladder). \fiastlektroforéza
probihala kolem 1,5 hodipnapsti 80 V. Gel byl vizualizovan na transluminatoruilbér

Lourmat, Francie) pomoci CCD kamery a vysledky kisgefragment jsem vyfotografoval.

3. 5. 3. Southern-blot hybridizace
Hybridizaci DNA na membré&rjsem pouZil pro o¥eni sekvetni specifity PCR produkit
ziskanych z rutinnich detekcitifpmnosti gfp5 genu v DNA Inu. DNA/ PCR produkty

z vybranych elektroforéz jsemtzné blotoval na membrany (viz. postup nize), kterénjse
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uchovaval v ledriice @i 4 °C a poté hybridizoval se ztenou DNA sondou, ktera velikosti

odpovidala celému Useku transgefipi(viz. postup nize).

3. 5. 3. 1. Hprava hybridizani sondy

Pro neradioaktivni ztiani DNA sondy alkalickou fosfatazou jsem pouzil m@vu (kit)
od firmy Amersham (AlkPhos Direkt Labeling Kit, GHealthcare-Amersham, Velka
Britdnie). DNA pro pipravu sondy jsem ziskal z PCR reakce za pouiitigei Eady GFP5
(viz. 3. 5. 2. 1) a plazmidu pBIN mgfp5-ER jako tgatu. PCR reaki snes jsem po
skorteni reakce nanesl na gel a po elektroforéze jsetd\htransluminatoru opaténvytizl
pruhy gelu obsahujici DNA o pozadované velikogtolaci DNA z gelu jsem proved! kitem
QIAquick Gel Extraction Kit of firmy Qiagen (SRNXiskanou DNA jsem riadil na
pracovni koncentraci 10 nd/ Ze zasobniho roztoku dodaného v kitu jsem odeb®aul
cross-linkeru a smichal s 80vody na protokolem poZzadovanou koncentraciull@aredné
DNA (pro optimalni nazngeni sondy nesmi celkova koncentrace DNtdsahnout 100 ng)
jsem povél 5 min, poté nechal zchladit na ledu a kratceist®le protokolu pro AlkPhos
zn&ici sadu jsem pak postuppridal 10 ul reakniho pufru, 2ul znaiici snesi ,labelling
reagents” a 1@l cross-linkeru v pracovni koncentraci a lehceistoa stolni mikrocentrifuze.
Zn&ici reakci jsem nechal 30 min inkubovdi feplot 37 °C. Takto fipravenou sondu jsem

pak skladoval na ledu a do 2 h pouzil pro hybridiza

3. 5. 3. 2. Hprava membrany

Pro navazani DNA jsem pouzil kladnabitou nylonovou membranu Hybond KGE
Healtcare, Amersham, Velka Britanie). kilsk jsem ¢ast Hybond N+ membrany o velikosti
zhruba 10 x 10 cm a zullh jsem ji destilovanou vodou. Poté jsem membraau5nmin
ponail do roztoku ATB (,alkaline transferase buffer‘na 1 litr 16 g 0,4M NaOH a 58,4 g
1M NacCl) a poté &stil protazenim ve 2x SSC (na | litr 20x SSC 17§,8aCl a 88,2 g
citronanu sodného na 1litr, 2x SS@ppavime jeho gedtnim 10x).

3. 5. 3. 3. Blotovani

Pro penos DNA z gelu jsem zvolil tzv. alkalicky blot. Agzovy gel jsem ienes| do
roztoku ATB na 15 min a poté do nového ATB na 2@ @a mirnéhoiepani. Na fipravenou
podloZku jsem na sebe navrstvil papirovéniky, suchy Whatman 3MM papir, Whatman
3MM papir navigeny v ATB, membranu, gel, nawbny Whatman 3MM papir, most

z filtracniho papiru pon@ny na obou koncich do ATB. Celou sestavu jsemnpiaie zatizil
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zavazim. Po transferu, ktery trvéilpizné 2 hodiny, jsem membranu protahl ve 2x SS&. P
tomto zmisobu genosu DNA neniieba membranu zapékdt fixovat UV z&enim a
membranu Ize skladovatipt °C.

3. 5. 3. 4. Hybridizace

Dle protokolu pro AlkPhos ztizi sadu jsem sifjpravil hybridizani pufr —na 100 ml 4 g
0,5M NaCl; 2,92 g 4% blocking reagents obsahujiticimososa (salmon sperm, (d/ml
hybridizatniho roztoku). Bpraveny hybridizani pufr jsem pak nechal v hybridigd peci
predeltat na 55 °C. Takto rpdeltaty pufr jsem fidal do gedeltaté hybridizani tuby
s vloZzenou membranou a tuto jsem nechal prehylowdiz20 min pi 55 °C. Poté jsemijlal
znaenou DNA sondu (10 ng/ml) a nechal hybridizov&tgb °C ges noc. Druhy den jsem
hybridizatni pufr odstranil a membranu promyl nejprveiegelatém promyvacim pufru (na
11120 g 2M mooviny, 1 g 0,1% SDS /sodium dodecyl sulfat/, 50 1M NaPQ, 8,7 g
150mM NacCl, 1 ml 1M MgGla 2 g 0,2% blocking reagents) 10 miin b °C a poté dvakrat
ve vymyvacim pufru (na 11121 g 1M Tris baze, §12M NaCl, pH na 10, pot&edit 20x a
pridat 2 ml/l 1M MgC}) po giti minutach. VeSkeré pouzité roztoky a promyvadiypjsem
pripravil dle protokolu pro AlkPhos ztiici sadu.

3. 5. 3. 5. Detekce

Hybridizovanou a promytou membranu jsem nedhalpat a polozil ji na mikrotenovy
s&ek. Poté jsemijpdal cca 2 ml zné&ciho substratu (CDP Star, GE Healthcare, Amersham,
Velka Britanie), pehnul séek a substrat rovho¥mée rozvélel po celé ploSe. Po cca. 3 min
jsem mikrotenovou folii dostate¢ utésnil, aby CDP Star neunikl do vyvolavaci kazety a
prilepil ji do vyvolavaci kazety. V temné kor® jsem na membranu v kageprilozil
hypersenzitivni film (GE Healthcare, Amersham, \&ellBritanie) a nechal 15 minut
exponovat. Poté jsem film vyvolal po 3 min ve vys®jFomadon R09) a 10 min v ustaléiva
(Fomafix).
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4. Vysledky

4. 1. Transformatni pokusy

Cely transforméni proces ma tyto &tejni faze: vlastni transformace rostlinnych segfhen
agrobakteriem; kalogeneze a vizualni detekce Gk#lusi; regenerace neboli tvorba vyhon
a jejich klonovani; izolace DNA a molekularni detelgenu pro GFP u regenerant

Je dlezité si ue¢domit, Ze od okamziku vysevu semen je nutno zachgzestlinnym
materidlem asepticky, avSakii plodrzeni échto zasad je naS material nesmindchylny ke
kontaminaci v podab riznych plisni¢i kvasinkovych povlak. Kontaminované explantaty
samozejm¢ nelze k dalSi praci pouzit a je nutné je co fiegdodstranit, aby se kontaminace
v kultiva¢ni mistnosti negila. Béhem své prace jsem se kontamingasto setkaval a
nekolikrat jsem musel cely transforgrd pokus ukotit, pokud byla rozsahla. Zde jéeba
poznamenat, Ze kontaminace byksto zafi¢inéna jiz napadenim semen Inu pochazejicich
z béZznych polnich podminek, kterd byla pouzita jakohoa zdroj hypokotyl a dtloZnich
listki. VeSkeré statistiky a zéwy, které zde budu uvad jsou vyvozeny ze dvou
transformanich pokug, které byly zdaré zakoréeny UsgsSnou izolaci DNA.

Transformaci jsem provéldmodifikovanou diskovou metodou, gastech asi dva tydny
starych semertén, konkrét® segmentech hypokotyl a dloznich listcich. Vlastni
kokultivace probihala v roztoku 10mM Mg%Po dobu 3 hodin a poté 3 dny na agarovém C
médiu bez antibiotik (obr. 6). Naslefirbyla provedena debakterizace, a to promytim
explantah v roztoku Claforanu a naslednym nasazenim navaiiii média s antibiotiky

kanamycinem (zadglem selekce) a Timentinem.

Obr. 6 Kokultivace explantdit (vlevo segmerit hypokotyli, vpravo @loznich listk) na agarovém C médiu bez
antibiotik)
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4. 2. Regenerace a klonovani explantat

Regenerace explanigtrobihala ve dvou krocich na kultédrdch médiich, jejichZ slozeni
je popsano v kapitole Material a metodikd@icemz p@ateni koncentraceustovych latek
v nich obsazenych byla v takovém psm aby navozovala kalogenezi (obr. 7). Fdenni
kokultivaci byly explantaty feneseny na R médium. Zhruba po deseti dnech tramsf@né i
netransformované explantaty¢aty na regenetmim médiu vytvéet kalusy. Asi kazZdéfit
tydny bylo nutno explantatyipesadit nacerstvé R meédium, nebchromadici se produkty
metabolismu fisobi na st inhibiné. S kazdym pesazenim jsem vzdy o trochu sniZzil
hladinu Timentinu, davaného do média pro sniZeni rizika vzniku komace. JiZz po
téchto tech tydnech bylatasto mozné odebrat prvni vyhony (regeneranty). Yiyhgem
piesazoval do zkumavek na klonovaci média (obr. &)p jgesné sloZzeni je popsano
v kapitole Material a metodika. fil®om jsem vzdy vzal v Uvahu, jakd byla koncentrace
antibiotik v gredchozim médiu. Postupné sniZzovani koncentraceviatiki v kultivacnich
médiich zajiSovalo eliminaci vektorovych bakterii v rostlinnéatk. Ri oddlovani vyhori
z kalugi jsem si vzdy u kazdého vyhonu poznamenal, zdasttyroctlozniho listku nebo ze
segmentu hypokotylu, abych poté mohl porovnat, adatyp rostlinného organu vliv na
kvantitu nebo kvalitu vyhain Jak jsem zjistil, hypokotyly maji mnohengt$i regenerni
schopnost oproti doznim listkim, ze kterych se mi potllo odebrat vyhof pouze velmi
malo. Kazdé il tydny, kdy jsem kalusy iigsazoval, jsem z nich odisiaval dalSi vyhony,
piicemz samotné vyhony jsem také mnozil tak, Ze pozbrgautité délky jsem je rozil
zhruba na polovinu aiesadil je na dalsi klonovaci médiumi Biesazovani jsem k dalSi
praci vybiral vzdy jen nejlepSi exemfdd & uz se jednalo o kalusy nebo regeneranty, a
uvadly, nekrotizovany nebo kontaminovany rostlimgterial jsem vkazoval. Takto bylo
mozné v konéné fazi pokusu ziskatadow desitky regenerovanych rostlin. U kazdého
vyhonu jsem si &élal poznamky pomoci mnou zvolenych kombinaci pisraeisel, abych
mél piehled o jeho ,genealogii“. Mohl jsem tedy vZzdy snaajistit, které vyhony pochazeji

z jakého gvodniho vyhonu a nakonec i ze kterého explantatu.
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7. oronl' regnerace pera yhorﬁ
déloznich a hypokotylovych explantaina regenekamim médiu R. Na obrazku vlevo se tvama rekterych
mistech dloznich listk zatim jen kalusy, ze segméntypokotyll — vpravo jiz zaéinaji regenerovat vyhony

Obr. 8. Regenerované vyhony Inu na
klonovacim médiu

4. 3. Vizualni detekce GFP

Explantaty byly podrobeny dlouhodobému pozondvdod binokularnim mikroskopem
s nastavcem pro vizualizaci GFP. Jiz pwdnni kokultivaci a fesazeni na regenérd
médium bylo mozno pozorovat fluorescencigkterych explantdit Pozorovani fluorescence
bylo provaéno zhruba dvakrat do tydne a u vhodnych preparyla pdizena
fotodokumentace. Vysledky jsem si zapisoval do ltahuabych ngl prehled jak se vyviji
pon¥r fluoreskujicich explantatku nefluoreskujicim. Dlezité je si ugdomit, Zze z domgle
transformovanych explantafluoreskoval vzdy pouze zlomek, a to, Ze rostlih@mreskuje
jeS& neznamena, Ze je nétGFP pozitivni. U dkterych rostlin Inu (a fedevsim u odrdy

Venica) jsem se totiz setkal sjevem zvanym autofiscence, coZ znamena Ze pletiva
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emitovala z&eni s podobnou vinovou délkou jako GFPavbdem byla pravipodobrg
piitomnost doposud neidentifikovanych fenolickychelédta ve Inu hoj& se vyskytujicich
polysacharid. Intenzita této autofluorecence vSak byla roZdilm jednotlivych tyfp
explantat a dokonce u obou aitit Inu. U odfidy Biltstar mi slab&a autofluorescence zpravidla
nebranila v usgsné detekci GFP fluorescence, avSak uiadygiVenica jsem tyto dva druhy
z&eni casto nedokazal spolehéiwvodliSit. Proto jsem sefpvizualnich detekcich sousdil
spiSe na odidu Biltstar. Jak jsem zjistil, skutes GFP pozitivni rostlina, u niz byla naslédn
piitomnost transgengfp potvrzena vysledky molekularnich analyz, nfavelkém z¢tSeni
(63x) na mist exprese GFP jakoby jaszé&ici zelena loziska, shluky bék pripominajici
krystalky (obr. 10 a 11). Pro studium bylo vZdyleZité soubzné pozorovat kontrolni
netransformované explantaty (obr. 9). Poznat GFAtipoi rostlinu @i vizuélni detekci si
vyzadalo ugitou zkuSenost a praxi a jedna se spiSe o empirizibezitost. Nej§tsSi intenzitu
fluorescence jsem pozoroval na&i&gtych plochach explanigt naproti tomu natepelich
déloznich listki se objevovaly pouze jakési fluoreskujici ,Gsky“, a u rekterych
hypokotyli jen podélné fluoreskujici pruhy. Nicnm€n tyto oblasti fluorescence byly
lokalizovany do mist por&ni jednotlivych explantat s nejétSi prav@podobnosti
zpasobenych nastrojiip pripraw tkani ged kokultivaci. Z pozorovani tedy bylo patrné, Ze
fluorescence GFP setrqunostd vyskytovala v mistech porami rostlinnych pletiv, do
kterych mohly vniknout bakteriA. tumefaciensV téchto mistech pak dochazeléegnosts

k tvorté kalugi a nasled& i vyhoni (regenerarif). Jakmile se zZaly na kalusech tud

regeneranty, Zala byt vizualni detekce GFP velmi nesnadna diliepeobjektivni.

Obr. 9. Kontrolni explantaty odidy Biltstar (z¥tSeni 40x)— je ietelné, Ze vykazuji pouze minimalni
fluorescenci (vlev@éast &¢lozniho listku, vpravo hypokotylu).

délozni listek hypokotyl
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cely délozni listek Obr. 10(a-f). Fotografie
explantat déloznich listki odridy
Biltstar s GFP fluorescencfip
riznych z¥tSenich. Jedna se o
explantaty z prvniho
transforméniho pokusu.

obr. 10a (z#tSeni 45x): explantat
délozniho listku ve stadiu 10 dni
po transformaci. Fluorescence je
nejmarkantgjsi v okoli stizné
plochy, naopak zbytetepele
vykazuje fluorescenci pouze
minimalni

intenzivné fluoreskujici kalus z déloZniho listku

obr. 10b (z#tSeni 45x): kalus
tvofici se na  explantatu
z klozniho  listku. Jak je
z obrazku patrné, kalusy jsou
misty silné fluorescence, nejspiSe
v disledku integrace transgenu

gfp

obr. 10c (z#tSeni 63x): na tomto
detailnim snimku je ddb vidkt,

Ze fluoreskujici oblasti se skladaji
z jasr z&icich oblasti vzniklych
délenim transformovanych bgk

detail fezné plochy
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detail fluoreskujiciho loZiska
na déloznim listku

silna fluorescence v okoli fezné plochy

detail fezné plochy
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obr. 10d (z¢tSeni 50x)cepele
déloznich listki obecr vykazuji
slabou fluorescenci, ale nakterych
explantatech se misty vyskytuji
takovéto shluky fluoreskujicich bék
swdgicich o prokhlé transformaci

obr. 10e (zutSeni 45x)

obr. 10f (z¢tSeni 50x)



Obr. 11 (a-c).Fotografie hypokotyi
(z prvniho transformaniho pokusu)
odrady Biltstar s GFP fluorescenci.

detail stfizné plochy

obr. 11a (z¥tSeni 63x): $tzna plocha
je, podobg jako u dloznich listki,
mistem nejintenziw)si fluorescence

fluoreskujici
cévni
svazky

obr. 11b (z¢tSeni 55x): u &kterych hypokotyl jsou silnym zdrojem fluorescence také vodiva petcoz
naznauje, ze doslo k transformaci bikncévnich svazk

obr. 11c (z¢#tSeni 50x): explantaty segméritypokotyl ve stadiu 10 dni po transformaci
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4. 4. Molekularni detekce

Jak jsem ve sveé praci prokézal, u straSictugidbyla vizualni detekce fluorescence GFP
velice obtizna, nicméntyto jiz skytaly dostatou velikost pro oddy vzorki pro izolace
DNA a tedy ovteni gitomnosti pislusného transgengfp v pletivech molekularnimi
metodami. Sotasti mé prace nebylagvedeni rostlinek dodolniho substratu, proto jsem je
v zawrecnich fazich pokusu pouzil k izolacim celkové DNA&asledné detekci genu pro GFP
pomoci PCR celych vyhdn¢i kalusi. Jak se ukazalo v Uvodni etaprace, ma DNA po
izolaci nEkterymi metodami nejspiSe na sgobtale jedt navazany tzné proteinyci jiné
inhibi¢ni latky, které patm brani nasednuti primera spravné funkci DNA polymerazy.
Vysledky PCR detekci jsou palasto obtiza intrerpretovatelné. S touto komplikaci se vSak
bohuZzel setkavaji i jiné labor&w pracujici se Inem (Ustni&eni). Vychodiskem by patén
bylo ziskani absolutn¢isté DNA po peciSteni v gradientu CsCl, ale tato metoda je dosti
pracna a vyzaduje mnohengt$i mnozstvi vychoziho rostlinného materialu negmsntl
k dispozici. Nicmén po konzultacich s partnerskym pracosidt(Agritec, s.r.o., Sumperk)
jsem se pokusitledénim snizit koncentraci inhimich latek v roztoku DNA.. Ziskanou DNA
jsem tedy #edil 10x (2 ml vzorku DNA + 18 ml redestilované yychebo az 100x (2 ml
desetkrat 'ed®né DNA + 18 ml vody). Pro kontrolu spravnéh@ani DNA jsem @i PCR
pouzil primery FAD3A, které detekuji sekvence vagiro rostlinnou DNA (obr. 12).

neziedéné vzorky M 10x zfedéné M
Obr. 12. Produkty PCR s primery FAD3A
— - analyzované elektroforézou na agar6zovém
— o e - - gelu @i pouZiti iznych Zeddni DNA — 0%
-~ (nahde vlevo), 10x (vpravo nahe) a
100x (vlevo dole). M — 1 kbp standard
molekulové hmotnosti DNA. PCR byla pro
kazdéredEni provedena v 7 opakovéanich se
stejnym vzorkem DNA. U néedinych
vzorkil prokghla amplifikace pouze
v jednom pipact. Uz 10 nasobné bedsni
vSak razanth zvySilo Einnost PCR. DalSi
fedni DNA patrré jiz nemglo vyrazrgjsi
vliv na pribéh PCR..

100x zfedéné M
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Z vysledi PCR reakci jsem zjistil, Zze ani 100 nasobiiédni roztoki DNA nema
negativni vliv na vysledky reakce. Naopak, zdaeeeakce probihala |épe neZ sieeinou
DNA (viz. obr.12). Zedknim DNA se mi patr& poddilo dosahnout vyrazného sniZzeni
inhibi¢nich latek, picemz v roztoku @stal dostatény patet molekul DNA, nutny pro zdarny
praibéh PCR reakce. Tento fakt jsem jiz vSak nijak d@sledoval a spokojil jsem se pro dalsi
praci s piznivym vysledkem reakce.

Pro vlastni detekci genu pro GFP se ukazatynbjwhodijsi primery GFP5 Eady nebo
GFP5 u/l . Pro kontroluiftomnosti/ nefitomnosti agrobakteria v rostlinném materialu jsem
pouzival primery Vir A1/2, detekujici sekvenci vi-gblasti, cozZ jecast plazmidu, ktera se

do rostliny nependsi.

4. 5. Transformaéni pokus 1

V tomto pokusu jsem se mimo jiné zZ#&ihi na vliv zpasobu aplikace Claforanu na
ucinnost debakterizace. Peidenni kokultivaci na C médiu by seclm zahajit eliminace
agrobakteria z rostlinného materialu. Prvnim krokstandardni metodiky pouZivané v nasi
laboratdi je proplachnuti explantétv koncentrovaném roztoku Claforanu (100 my. |
V daném pipadt jsem se rozhodl tento krok ve snaze pdidpeegenerdni schopnosti
explantat vynechat a debakterizaci pro¥égouze prosednictvim antibiotik v kultivanich
médiich.

Jak bylo zji&no pi nasledném mikroskopickém pozorovani explantéintenzita
fluorescence byla velmi silna uz bezpredtt po kokultivaci, coz bylo prawgodobré
dusledkem intenzivni transientni exprese. Asiksio po transformaci jsem odebral
fluoreskujici kalusy (nadgkterych jiz byly drobné vyhony) a izoloval z niciNB. Konkrétrg
jsem n&l k dispozici celkem 13 vzotk DNA (7 od odfdy Biltstar, 5 od cv. Venica), u
kterych jsem provedl PCR, nejprve s primery GFR-8lvanacti vzork byla gitomnost genu
GFP prokazana.

Poté jsem u stejnych vzdrkproved! kontrolni PCR s primery VIR Al/2, detekiji
sekvencevir-oblasti bakterialnich plasmidVysledek byl pozitivni u deseti vzarkU tchto
jedinar tedy molekularni analyza sice prokazaldtgmnost genu pro GFP, nicm&ma
zaklad vysledki PCR s primery pravir oblast Ti plazmidu nelze jednozimg urcit, jestli
templatem pro PCR byla DNA z rostli#i z prezivajicich bakteriiA. tumefaciensTento

vysledek potvrdil, Ze vynechani razantniho promyeplantai v procesu debakterizace ma
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vyznamny vliv na prodlouzeni doby setrvani bakteriiostlinnych tkanich a ve svém
dusledku vede k jejich nezadouci kontaminaci a mozrigteSr¢ pozitivnim vysledkm.
Explantaty jsem tedy dodat promyl v roztoku Claforanu (1000 md)la nasadil je na
regenerdni médium se zfiné zvySenou koncentraci antibiotika Timentin (z 25 na 500
mg ).

V za¥recné fazi pokusu (zhruba 4 &sice po transformaci) jsem émk dispozici 29
vyhoni, z nichZ jsem izoloval DNA a @p provedl PCR. Z toho 27 vzaikbylo pozitivnich
na detekcigfp genu, a zdchto vzorki byl u 24 pozorovan pozitivni signatipdetekci vir-
oblasti (obr. 13).

Obr. 13. Vysledky PCR detekce gengfp a
vir-oblasti. Vzorky DNA pochazely z vyhén
odridy Biltstar (1-10: transformované rostliny,
K:  kontrolni, DNA z netransformované
rostliny), + pozitivni kontrola (plazmid pBIN).
Nahade byly pouZity primery Eady GFP5, dole
stejné vzorky, ale s primery VIR-A1/2. M - 1
kbp standard molekulové hmotnosti. VSechny
vzorky na gelu se sice ukazaly byt gfp
pozitivni, zarové ale u vSech byla potvrzena
piitomnost agrobakteria.

Pozitivni vysledekip detekci sekvenci charakteristickych pio-oblast jasa indikuje, Ze
se agrobakteria itps dodatné promyti explantat v Claforanu a offovném zvysSeni
koncentrace antibiotik nepoidla zcela eliminovat a v explantateclteprvala i poctyrech
mésicich. Nemohl jsem tedy s jistotou tvrdit, Zévd pozorovany signal pro GFP pochazi
pouze z rostlinné DNA. iRomnosti bakterialni DNA definitivh prokazala nezbytnost

razantni dekakterizace a z dalSich transfénith pokugé jsem jiz tento krok nevytioval.
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4. 6. Transformaéni pokus 2

V dalSim pokusu jsem se rozhodtigpit debakterizaci a také se vice 2&tma vizualni
detekci fluorescence GFP. Explantaty jsem po kokadt na C médiu bez antibiotik promyl
v roztoku Claforanu (1000 mg*)} a koncentraci Timentinu v regen&mém médiu jsem
postup snizoval z 500 mg}, vZdy po 4 tydnech. Rétesni GFP fluorescence byla vyrazn
nizsi nez @ prvnim pokusu, nejspiSe diky tomu, Ze jsem promyéxplantai v Calforanu
znané omezil setrvani butk agrobakteria v explantatech a dstedku tak snizil Urove
transientni exprese. fiPvizualni detekci jsem si vzdy ozihk kalusy, které vykazuji

fluorescenci, aigdpokladal tedy, Ze jsafp pozitivni (viz tab. 3 a graf 1).

Doba po

transformaci [dni] Kontrola Bakterizované explantaty
D (GFP+) |D (celkem)] H (GFP+)

Biltstar D [ks] | H [ks] [ks] [ks] [ks] H (celkem) [ks]
7 (Ti 500) 26 19 4 87 0 207
14 26 19 10 87 24 207
21 26 19 11 87 36 207
28 26 19 12 87 50 207
35 (— Ti 350) 19 19 6 87 47 196
42 19 19 6 87 47 196
Venica
7 (Ti 500) 9 46 2 31 15 227
14 9 46 3 31 15 227
21 9 46 6 31 16 227
28 9 46 12 31 23 227
35 (— Ti 350) 7 30 4 21 22 132
42 7 30 4 21 22 132

Tab. 3. Paity hodnocenych explantainu v transforménim pokusws. 2 v piibéhu kalogeneze a regenerace,
nahde pro odadu Biltstar, dole pro oddu Venica. Levy sloupec ukazuje dobu, kterd uplgrad transformace,
piipadré jaka byla koncentrace Timentinu v médiu, na kiey8y explantaty pesazeny. Data jsou roddna
podle typu organu — hypokotyly (H) &ldzni listky (D). Explantaty, které vykazovaly GHBorescenci, jsou

oznaeny GFP+.
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Pomér "GFP pozitivnich" transformant & mezi transformovanymi
explantaty odr tGdy Biltstar

30%

25% =
20% -

=—&— DéloZni listky
= Hypokotyly

15% ~

5% ¢

O% T T T T T T T T
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Dny

Graf 1. Vyvoj pomsru transformovanych explantétz celkového p&tu bakterizovanych explantatu nichz
jsem pozoroval GFP fluorescencéhem kalogeneze a organogeneze

Jak je patrné z tabulky 3 a z grafu &tSV podil potenciélnich transformanse nachazel
mezi segmenty hypokotylnez u dloznich listki. Zhruba do 20. dne se i fluoreskujicich
explantah postup® zvySoval, poté se ustalil- wipac hypokotyli, nebo dokonce Zzal
klesat, v pipact déloznich listki. Co se tye odidy Venica, vysledky je nutno brat &tsi
rezervou, nehautofluorescence byla u této ddy zna&né vysoka. Obecat) po 40. dnu uz
fluorescenci explantat vétSinou nebylo moZzno pozorovat diky ti@dm se vyhofim.
Vyhony, které jsem ziskal z GFP pozitivnich kélusem si také ozid, abych poté mohl
srovnat vysledky vizualni a molekularni detekce.

Prvni sérii vyholn regenerovanych z katlus(celkem 43) jsem odebral 4 tydny po
transformaci, ficemz jsem si ozrid ty, které jsem ziskal z explantatu nichZ jsem
pozoroval fluorescenci. Jejich klonovanim jsem ppst zvySoval pdet rostlin, nicméa
mnoho regeneramtpodlehlo nekrotizaci nebo kontaminaci, takze fejkone&ny paiet se o
tolik nezvysil. Druhou sérii vyhanjsem odebral z kalds8 tydni po transformaci (celkem 65
vyhoni) a jejich pdet se pak dokonce pomalu snizoval. 16 fygo transformaci jsem

klonovani vyhoi ukortil a provedl izolaci DNA u nejlepSich exemplgviz tab. 4).
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Doba po transformaci [tydn @] a Biltstar Venica
koncentace Timentinu [mg . | 'l]

Celkovy po cet T T
Prvni vyhony vyhon 0 (celkem) | (GFP+) | K | T | K
4 (— 350 Ti) 43 32 10 1 5|3
8 (— 250 Ti) 49 40 13 1 13]|5
12 (— 150 Ti) 58 49 12 2 1413
16 - izolace DNA 22 20 9 2
Druhé vyhony
8 (— 250 Ti) 65 48 17 8 |7]2
12 (— 150 Ti) 54 44 19 5 4|1
16 - izolace DNA 20 17 9 3

Tab. 4. Patty vyhoni, které jsem odebral ve dvou sériich, mnozil nan&l@cim médiu a kde jsem
mikroskopicky hodnotil fluorescenciipodnich explantdit Vlevo je v tydnech uvedena doba, jaka uplynula od
transformace a koncentrace Timentinu (Ti) v klorora médiu, na které jsem jefgsazoval. GFP+ jsou
ozna&eny vyhony, které jsem odebral z eplaitatykazujicich fluorescenci; T — vyhdnz potenciala
transformovanych explantatK - kontrolni vyhony odvozené z netransformovangsplantai

DNA jsem izoloval pouze ze vzdarkpochézejicich z ofldy Biltstar, protoZze vSechny
vyhony z odiidy Venica byly porarné rozsahle nekrotizované. Z prvni série vytngeem
ziskal 20 vzorlkk DNA, z druhé série 17. Celkem jsem tedyl r87 vzorki DNA, pricemz
jsem se soutgdil hlavre na ty, které pochéazely z katusykazujicich fluorescencigth jsem
mél celkem 18). Nejprve detekci gegip pomoci primek GFP5 Eady. Tég u vSech vzork
(34 ze 37) byl vysledek pozitivni (viz obr. 14) #tpmnost genugfp u nich byla tedy
prokdzana.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M Obr. 14. Ukazka VyS'edﬁ molekularni
detekce transgerafp u nékterych vzork

DNA z regenerovanych vyhdrodridy
Biltstar, ziskanych v ramci pokusu Zi P
PCR byly pouzity primery Eady GFP5. 1-20:
transformované vzorky; K: kontrolni vzorek
(DNA z netransformované rostliny); +:
pozitivni kontrola (plazmid pBIN); -:
negativni kontrola (Master mix bez DNA); M
- 1kbp standard molekulové hmotnosti.
Ptitomnost gengfp byla v tomto pipads
prokdzana u vSech vzarkkroms jednoho.

16 17 18 19 20 M K +
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Vzorky vyhori pochazejicich z explantatkteré jsem si &hem vizualni detekce oz&ih
jako GFP pozitivni, jsem pak podrobil detekci violasti pomoci primér VIR Al/2. Z 16
vzorki, u nichz jsem molekularni analyzu provedl, bylype 2 pikazre pozitivni (obr. 15),
Cc0Z znamena Ze agrobakterium bylo z rostlinnéhenddt se znénou pravdpodobnosti jiz

v dané dob eliminovano.

Obr. 15. Ukazka elektroforeogramu produkPCR reakce s primery VIR A1/2 pro detekci bakiafigir-oblasti
ve vzorcich regeneranbdridy Bilstar z 2. transforn@iho pokusu. 1 — 9: transformované rostliny; K:
netransformovana rostlina; +: pozitivni kontroléagmid pBIN); —: negativni kontrola (PCR Master Migz
templatové DNA); M: 1kbp standard molekulové hmatndJ vzorki 4 a 5 je patrny pruh poukazujici na
pritomnostvir oblasti ve vzorku DNA, avSak u drtivétginy vzorki nebyla zjiStna gitomnost pezivsich
bakterii.

U vybranych jeding kteri byli odcileni z intenzivi fluoreskujicich kalus a u kterych
byla na zaklad PCR potvrzenaiftomnost gengfp a zarové vylou¢ena gitomnost bakteriii
A. tumefaciengsem povedl dalSi PCR, tentokrate s primery GFRBtoZe jsem i rovnéz
k dispozici DNA sondu progfp gen, rozhodl jsem se provést &chto vzorkKi owvéieni
sekverini specifity ziskanych produktPCR pomoci Southern-blot hybridizace za vysoké
stringency promyvani. Ziskany pozitivni signal r@ofrafickém filmu potvrdil vysokou
specifitu a pesnost proéhlé PCR (viz obr 13).
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\Obr. 15. Fotografie membrany po southern-blot hybridizaCRPprodukéi se specifickou sondou pro ggfp.
Membrana byla vystavena 15 min expozici ve fotagkaf kazet. 1-12, PCR produkty z DNA pochéazejici
z transgenni DNA, 13 zia PCR snis s kontrolni DNA, pochéazejici z netransformovaasétliny. 14 znai

pozitivni kontrolu (plazmidovou DNA). Hybridizacergkazala, Zze se gegfp nachazel ve vSech vzorcich, a
integrovana byla pouze jedna kopie genu

12 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13 14
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5. Diskuse

Cilem mé diplomové prace bylo posouzeni mozngsiziti projevu markerového germyfip
pro zelew fluoreskujici protein (GFP) jako alternativni mayok pripadné budouci selekci
transformovanych pletiv a rostlin Inu, ktery je pong obtiZznym objektem dkterych
biotechnologickych studii a aplikaci (Millaret al, 2005). S¥Zejni ¢asti mé prace byla
vizualni detekce fluorescence, jakozto projevu esergengfp u transformovanych rostlin.
Tu jsem provad pomoci specialniho binokularniho mikroskopu seomin UV z&eni.
Takovouto piikaznost pitomnosti genového produktu GFP, zwvéastpripadt Inu, je vSak
nutno brat s witou rezervou, nehb pozorovani pouhym okem, Bypii velkém z¥tSeni
binokularniho mikroskopu fize byt zatizeno po#me velkou chybou (Hraska, 2003). Zimat
komplikace se studiem projevGFP u Inu prezentovaly ic¢které zahragni laboratde
zabyvajici se touto problematikou (Jordan, 200@publikované ustni sténi). Nicmér Ize
takto na zaklag fluorescence GFP usuzovat na transgenni charp&imrovanych butk a
tk&ni a provéét prvotni selekci ziskaného materialu. Rr&ohledem na&asnou selekci a
snahu co nejdve vybrat nejlepsi material pro dalSi praci dnesigaji naroky na moznost
nejenom sledovat prostodgifpmnost GFP, ale také kvantitatévhodnotit studovany material.
Toto vSak nebylo f@dnttem mé prace. Danou otazku by bylo nejspiSe mopoéelsiv
posoudit na zakladobjektivniho hodnoceni mnoZzstvi emitovanéhderd GFP analyzou
obrazu (HraSka, 2005). Na druhé s&amoblém hodnoceni genové exprese timtissepem
jiz nebyl predmétem tohoto vstupniho studia vzhledem ke své konmalstt a nardnosti.

Zetelnou GFP fluorescenci jsem fady explantdt pozoroval ihned po kokultivaci
s bakteriemiA. tumefacienstj. zhruba paitvrtém dnu. S neptSi pravépodobnosti se vSak
jednalo o nasledek transientni exprese (EKibtal 1999), neboli expresi gemyfp, dosud
neza&lernéného do rostlinného genomu. To by potvrzoval i fa @i prvnim pokusu, kdy
jsem explantaty po kokultivaci nepromyl v Claforartyto explantaty prokazovalyétsi
urover fluorescence (rozsahem i intenzitou) ne# g@gruhém pokusu, ip némZ jsem
debakterizaci v roztoku Claforanu provedl a agrodeakyv rostlinné tkani se proto muselo
nachazet mén Intenzita fluorescence pakéhem rekolika dni jakoby zeslabla,
pravdépodobré nasledkem degradace n&eméné T-DNA nebo ,umieni* integrované T-
DNA (gene silencing). Tento jev je¢dny i u jinych markerovych gén jako nap. uidA
(GUS) (Rakouskyet al 1997). Protoze jsem si byl skamesti transientni exprese&dom,
zatal jsem fluorescencifadre vyhodnocovat aZz zhruba tyden po kokultivaci. Lze

predpokladat, Ze v této fazi pokusu probihala ¢iejijSi debakterizace, neb@xplantaty se
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nachazely na kultivenim meédiu s vysokou koncentraci elimingch antibiotik, coz
v kongném disledku také snizovalo vyskyt a projevy transientMprese. Urove
fluorescence zmla vzistat zhruba po dvou tydnech, coz uz jsem povazoaathsledek
rustu a dleni burgk se stabila integrovanym transgenem. Fluorescence bylé&aga patrna
nejvice na stznych plochacki jinych porargnych castech. Pozii se z&ala objevovat dalSi
fluorescekni loziska v podob drobnych jas& zelenych ,kfipgji“ na cepelich dloznich
listki a podélnych pdisna hypokotylech. Podle mého nazoru tyto pasy keply probihajici
cévni svazky a mechanicka potahzpisobena Ehem manipulace s rostlinnym materialem.
VySSi intenzitu fluorescence u vodivych pletiv igswétlit bud’ tim, 2 exprese gengfp
(presrEji CaMV 35S promotoru) jeasténé organoy specificka (HraSka 2003) nebo maji
vodiva pletiva ¥tSi afinitu k infekci agrobakteriem (Maximow al. 1998). Jak vSak ukazuji
vysledky rekterych nejnowjSich praci (HraSkat al 2008a), i pes obén¢ prezentovany
konstitutivni charakter tohoto promotoru, skukenejvyssi arove fluorescence je zpravidla
vazana na vodiva pletiva.

U kontrolnich (netransformovanych) explatétnidy Biltstar jsem také dkdy pozoroval
urcitou urover fluorescence na pozadi, oproti transformovanymk vsatSinou byla
nesrovnatelé nizsi. Tato slaba fluorescence mi zpravidla nel@anusgsné detekci GFP
fluorescence. Existuji iaezné filtry, pomoci nichz Ize slabé autofluorescernabranitci ji
alespa omezit (Maximoveet al. 1998, Elliotet al. 1999). U odidy Venica ale byla situace
odlisSnd - kontrolni explantaty totiz vykazovaly jeteu Uroveé fluorescence jako
transformované. Tato silnd autofluorescence mi il@ave spolehlivé detekci GFP
fluorescence a vystuji si ji tim, Ze v tkanich odidy Venica se vyskytuji sl@eniny, které
emituji swtlo se stejnou vinovou délkou jako zeleffluoreskujici protein (Hraska a
Rakousky, 2005).

U pupeid na kalusech, z nichz pogdvyrostly vyhony, jsem mohl fluorescenci jest
pozorovat, sustem vyhonu ale signal velmi rychle slabl a u vi&st vyhori uz jsem Zadnou
fluorescenci nezaznamenalridhou se zda byt zvySujici se obsah chlorofyldipgdre
n¢jakého jiného rostlinného pigmentu)itomného v listech. Jiné vyzkumy na dalSich
rostlinnych objektech prokazaly GFP fluorescenciu istarSich rostlinek, a to u jak
jednotlivych burk (nag. praiduchy, Kimet al. 2004), tak i celych orgén vétSinou vSak
s nizkym obsahem chlorofylu, jako jsou¢kwi listky, tywinky, pestiky, keeny (Elliot et al
1999). Podobna situace byla tez prezentovandipagt mladych rostlinek a semetid
(Kamaté et al 2000). Chlorofyl totiz vykazuje silnodervenou autofluorescenci, ktera

interferuje se zelenou fluorescenci GFP a zaiji (Choet al 2000). Nkterym autoéim se
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poddilo uspssne detekovat GFP fluorescenci tgs chlorofylové pozadi (Goldmaet al
2003), pouzitim wznych sad filth, které zesiluji GFP signédl o&énim nezadouci
autofluorescence (Ahlandsberg al 1999). Interference s autofluorescenci chlorofjdu
nejpravapodobrEjSim vyswtlenim ztraty fluorescence u zelenych vyhpale existuji i jiné
teorie, jako ontogeneticky specificka exprese prmmoCaMV 35S (Ponappet al 1999);
zmeéna hustoty bukené cytoplasmy vlivem z4Sujicich se vakuol bez GFP (Maximoetal
1998); nebo untkeni (silencing) gengfp (Voinett a Baulcomb 1997).

Pouze pro uplnost dodam, Zze keomilového genotypu a tk&dnse arové GFP
fluorescence tive liSit podle pouzitého promotoru. U embryineene nap bylo prokazano,
Ze pokud je pouzit promotor genu pro aktin ry&etl), projevi se sil§Si transientni exprese
ofp, nez @i pouziti promotoru genu pro endosperm-specifickgdiein (Checet al. 2002).

Hi vizualnim sledovani fluorescence jsem si @oval explantaty, které prokazatéln
vykazovaly GFP fluorescenci a naslédnvyhony, které jsem z nich ziskalie@pokladal
jsem, Ze tyto vyhony budou alespn¢asti transformované, i kdyZz u nich exprese gegfiu
nebylo mozno sledovat vizu&liz divodi uvedenych vyse. V zékecné fazi pokusu jsem se
tento gedpoklad pokusil prokdzat pomoci molekularnich kigteZ celkovych 37 vzork
DNA jsem n&l kdispozici 18 vzork DNA pochazejicich z GFP pozitivnich vyhon
Molekularni detekce gengfp byla pozitivni u vSechéthto vzorki a detekce bakterialni vir-
oblasti byla pozitivni pouze u dvou, coz znamemasignal pro gewmgfp v prevazné wtsing
piipadi pochazel z rostlinné DNA. Z tohoto zjigt je tedy patrné, Ze lze vizualni pozorovani
fluorescence GFP vyuzit jak@iany nastroj pro sledovani exprese transgenostlinach Inu.
Na zaklad takovychto pozorovani je tedy mozné prastaatinnou prvotni selekci ziskaného
materidlu. B transformaci fuznim genem by tak bylo mozné pom@&P fluorescence
snadno odliSit transformované explantaty mezi vSepatencialnimi transformanty.
Momentali mi kolegové provaii slibné pokusy o transformaci Inu fuznim genemp-§P12
(gen pro rezistenciii nékterym hmyzim Skdcim) vyuzivajici GFP jako signalu.

V predchozim pokusu jsem proved| ten samy postup, d@iy jizoloval DNA z explantét
ve fazi asi misic po transformaci. Kroénjednoho byla u vSech 13 vzdrkprokadzana
piitomnost genugfp. Nasledna PCR s pouzitim priniespecifickych provir-oblast vSak
prokazala pitomnost agrobakterii u deseti z testovanych uzorkuto skuténost jsem
nepovazoval za nic zvlastniho, négeem si byl ¥dom, Ze 4 tydny po transformaci j&st
nemohou byt vSechny bakterie z rostlinné tkéliminovany. Proto jsem molekularni detekci
proved| znovu u 4 &sice starych vyhan U 24 vzorki z 27 byla znovu prokazanaifpmnost

agrobakteria a nemohl jsem proto vydduransientni expresi. Jediny rozdil v transfoémian
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postupu obou pokusbyl ten, Ze v prvnim pokusu jsem nepromyl explgntaroztoku

Claforanu ihned po kokultivaci. Zda se tedy, Zetdekrok je nezbytny pro celou
Timentinem. B vynechani tohoto kroku se bakterie prégpadobré dostanou hlouji do

rostlinné tkam, kde je antibiotika fidavana do kultivénich médii jiz nedokazou zcela

vyhubit.
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6. Zaver

Proved! jsem transformaci explaitétu setého l{inum usitassimunh.), konkrétré jeho
dvou odfid Biltstar a Venica, konstruktem se signalnim genam zeleg fluoreskujici
protein (GFP), fesrji jeho modifikacim-gfp5-ER s cilem zjistit, zda je mozno v budoucnu
tento markerovy systém vyuZzit i pro leli pfenosu transgenu jsem pouzil bakterie
Agrobacterium tumefaciengExpresi tohoto genu, kterd se projevuje zeleroardscenci,
jsem pak owioval vizual pomoci stereomikroskopu se specidlnim zdrojem Qkérd.

Z explantal, pochazejicich zabZnich listki a segmerit hypokotyli zhruba dva tydny
starych semeréd, byly usgsSne regenerovany vyhony, které slouzily pro molekuilarn
detekci genwfp pomoci PCR.

Zjistil jsem, ze GFP fluorescenci bylo mozrazprovat uz bezprastdre po kokultivaci.
ProtoZze tato faze znamena teprvecarek debakterizmiho procesu, Slo s neépéi
pravdpodobnosti pouze o projev transgenu ve stadiuttamsientni exprese. Prokazateln
GFP pozitivni explantaty jsem pozoroval az zhrubay@ny po transformaci. Urovie
fluorescence se #ala mirg zvySovat, stejg jako paet fluoreskujicich explantat GFP
fluorescence byla nesrovnatelmarkantwjSi na stiznych plochach a porgnych oblastech.

V této souvislosti se nabizi moznost vyuzitnydd zjistni kvyvoji a dalSimu
zdokonalovani postup jak zvySit &innost transformace u Inu. V naSi labofatse mi
kolegové nap nyni zabyvaji zefektivini transformanich postuft pomoci sonikace, neboli
vystaveni explantatultrazvuku, kterd se zatim jevi jako p&nmé perspektivni.

S postuph se tvdicimi vyhony, tedy kolem 4. tydnu po transformax&ala intenzita
fluorescence rapidnklesat, nicmétiu explantat, které byly na vyhony chudsi, byla patrna i
po Sesti tydnech. U samotnych vyligeem uZz nepozoroval fluorescenci Zzadnou.

Nutno zdraznit, Ze odida Venica vykazovala velmi silnou autofluoresceloiplantaty
této odfidy navic pilis ¢asto podléhaly kontaminacim a nekrotizacim a pludae mi ziskat
pouze velmi malo vyhan se kterymi bych pak mohl dale pracovat. Proto tadiida neni
vhodné k transform@im pokugm, pouZzivajicingfp jako markerovy gen.

V budoucich pracich bych vSak navrhoval intenzititevaného sétla GFP kvantifikovat
systtmem analyzy obrazu (HraSket al, 2005). Tim by se jednoztr& odliSila
autofluorescence netransformovanych pletiv od #soence transformanta hlavié by
systém byl dofe vyuzitelny k vylru transformarit, pripadré vybéru transformarnt s

nejvyssi Urovni exprese transgeaiju(
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Hitomnost genuwfp byla zjiS€na v drtivé ¥tSiné vzorka transformovanych rostlin. U
prvniho pokusu, it némzZ jsem transformanty nepromyl v roztoku Clafordoyla @itomnost
agrobakteria v rostlinném materidlu zjisa prostednictvim primel detekujicichvir-oblast u
10 ze 13 pipadh ve vzorcich ziskanych z explaniathruba nisic po transformaci, a u 24
z 27 gfp pozitivnich vzork ziskanych z vyhainv zawrecné fazi pokusu. tom eliminaci
bakterii nezajistilo ani dodateé promyti explantatv roztolki Claforanu a z§tné zvySeni
antibiotika Timentinu.

Ve druném transformiaim pokusu jsem explantaty promyl v Claforanu ihnpd
kokultivaci a prodlouzil jsem intervaly mezi snibenkoncentrace Timentinu v kultigaich
médiich na 4 tydny.iRomnost genwgfp byla prokazana u 34 ze 37 vzor& pouze u dvou
z 18 vzorki pochazejicich z GFP pozitivnhich vyhojsem zjistil gitomnost agrobakteria.
Protoze se takto prokazal transgenni charakisiny regenerait postup promyti explantat
veetre jejich zavrecného promyti v Claforanu se tedy zda byt velgingy a nezbytny pro

odstrarni vektorovych bakterii z pletiv Inu, a tedy i oreaz irove transientni exprese GFP.
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8. Priloha - Pouzita kultiva ¢éni média

Tekuté LK meédium (Langley a Kado 1972) pro kultivasi tumefaciens

Slozka Dévka (mg I')
Sacharoza 10000
Kasein hydrolyzat 8000
Kvasniny extrakt 4000
KH2PO4 2000
MgS04.7H20 300 pH 6,5
MS medium s vitaminy B5(zaklad)

Slozka mg.I”
NH4sNO3 1650
KNO3 1900
CaCb.2H,0O 440
MgSQO. 7H,O 370
KH,PO, 170
HsBOs 6,2
MnSQO,.4H,0 22,3
ZnSQ,. 7THO 8,6
Kl 0,83
NagM00O,.2H,0 0,25
CoCb.6H,0 0,025
CuSQ.5H,0 0,025
NapEDTA 37,3
FeSQ.7H)0 27,8
kyselina nikotinova 1,0
pyridoxin HCI 1,0
thiamin HCI 10,d
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C médium pro kalogenezi

54

Slozka Dévka (mg I')
sacharoza 30 000
Myo-inositol 100

MS soli s vit. B5 4 41(

BAP 15

NAA 0,1

Agar 8 000| PH 5,5
R médium (regeneréni meédium)

Slozka Dévka (mg I)
Sacharo6za 30 000
Myo-inositol 100

MS soli s vit. B5 4 41C

BAP 1

NAA 0,02

Agar 8 000| PH 5,5
K médium (klonovaci médium)

Slozka Dévka (mg I")
Sachar6za 30 000
Myo-inositol 100

MS soli s vit. B5 4 41(

BAP 0,0112

NAA 0,00093

Agar 8 000| PH 5,5



