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1.Uvob

Transformace umoZnuje vnaet do rostlin cizi geny, atim ovliviiovat funkci jadernych
gent a ziskat rostliny sZzadoucimi vlastnostmi. Transgenozi Ize vytvorit kultivary plodin
odolngjSi vici stresu nebo patogenim, s nizsim obsahem nezadoucich latek (napi. alkaloida),
slepSimi nutricnimi a zemeédelskymi charakteristikami nebo treba rostliny produkujici virové
proteiny, jeZ Ize pouzit pro vakcinaci. Odrady transgennich zemédélskych plodin se jiz bézné
péstuji a pouzivaji pro krmeni hospodarskych zvirat nebo produkci potravin.

U¢innost transformace se obvykle pohybuje maximalng v desitkéch procent a je proto
nutné transformovat vysoké pocty explantdtt a po transformaci odlisit transformované
rosgtliny od netransformovanych. Proto se spole¢né s genem, ktery chceme do rogtliny pienést,
VvNna&Si soucasné i selektovatelny gen. Ten umozni Uspésné transformované rostlinné bunce
exprimujici vnesené geny preZit a regenerovat v podminkach, které totéz netransformované
burice neumozni.

Nejcasteji se pro selekci pouzivaji geny pro rezistenci k antibiotikim nebo herbicidim
(selekce s vyuZitim téchto gent byva oznacovana jako negativni selekce) a rizné aternativni
selektovatelné geny, vétSinou umoznujici transformovaneé rostling vyuzivat jako zdroj energie
néjaky cukr, napriklad xylozu nebo mandzu. VSechny selekéni systémy ale nelze pouzit u
vSech rogtlin a existence vice riznych selek¢nich systémi je vyhodna i kvali opakované
transformaci jednoho organismu, a proto jsou hledany nové selekéni postupy.

Béhem své bakaldiské préce jsem otestovala mozZnost pouZit u rajéat odrady
MoneyMaker selekci s man6zou jako selekénim agens a genem pmi jako selektovatelnym
transgenem a srovnala jsem ji srutinné pouzivanou selekci na kanamycinu. Ve trech
transformacnich pokusech jsem ziskala pri selekci na mandze nebo na kanamycinu celkem 35

transgennich rostlin.

Ciletéto préace byly:

Provest molekulérni charakteristiku transformanti rajcete, které jsem ziskala béhem
bakal &tské prace, urcit pocet kopii vnesené T-DNA a posoudit Grover exprese genu pmi.

Posoudit pritomnost funkéniho proteinu mandza-6-fosfatizomerazy v transgennich
rostlinach pomoci testu s acidobazickym indiké&torem.

Zavést selekci semenného potomstva transformantti v T1 generaci na mandze a urdit
Mendelovske fenotypove &epné poméry v tomto potomstvu.



2.LITERARNIi PREHLED

V soucasné dob¢ jsou pro rychlegjsi rozliSeni transformovanych rostlinnych pletiv a
tkéni od netransformovanych pouzivany razné selekeéni systémy. Podle principu, na kterém
jsou zaloZeny, je maZzeme rozdélit do dvou skupin — systémy negativni a pozitivni selekce.
V¢tSina dosud pouzivanych systému vyuzZiva geny pro rezistenci k antibiotikam ¢i herbicidam
(Joersbo, 2001). Je ovéem nezadouci, aby tyto geny ptsobily v cilovém organismu i po
ukonceni selekce, a vyzkum se proto zaméiuje na selekeni systémy, které vyuzivaji geny,
jejichz produkty jsou povazovany za neSkodné. Nové selekéni systémy jsou vyvijeny i kvali
potreb¢ opakované transformace a selekce u daného organismu (opakované selekce musi byt
provadéna na odlisnych selekénich agens). V neposledni fadé nové selekeni systémy zaloZzené
na principu pozitivni selekce umoziuji v mnoha ptipadech lepsi regeneraci transformantt a
tim i dosazeni vySSi transformacni G¢innosti nez klasicke systémy selekce na antibiotikach ¢i
herbicidech (Penna et al., 2002).

Pritomnost neZzédoucich selektovatelnych gend v transgenni rostling se d& vyloucit
pouZitim systémi umoziujicich excisi selektovatelného transgenu (Sugita et al., 1999;
Ebinuma et al., 1997). Tyto metody jsou v3ak velice pracné a z tohoto duvodu se prilis

nepouzivaji.

2.1V soudasnosti pouzivané selektovatelné transgeny a selekéni systémy

Pro selekci rogtlin na selek¢nich médiich jsou vyuzivany upravené geny nejcasté]i
z baktérii, jejichz pavodni regulacni sekvence byly odstranény a nahrazeny regulacnimi
sekvencemi  vhodnymi pro fizeni exprese genu vrostlinach. Tyto promotorové a
termindtorové sekvence pochézi nejéasteji  zrostlinngch  vira. Césti vysledného
selektovatelného transgenu jsou tedy razného ptivodu, transgen je chiméricky.

Systémy negativni selekce vyuZivaji transgeny umoziujici dané rostling piezit na
médiu stoxickym selekénim agens, nejcastéji antibiotikem nebo herbicidem. V nékterych
ptipadech dochézi vlivem latek vypoudténych z nekrotickych tkéni netransformovanych
rostlin hynoucich na selek¢nim médiu k horSi regeneraci Uspésné transformovanych rostlin.
V soucasné dobé jsou k negativni selekci vyuzivany tyto transgeny: nptll pro neomycin
fosfotransferdzu (Fraley et a., 1983), gen ppo pro rezistenci k butafenacilu (Li et al., 2003),



gen hph (synonyma hpt, hyg) pro rezistenci k hygromycinu (Waldron et al., 1985),
chimérické transgeny pro rezistenci k antibiotikim streptomycinu (Jones et al., 1987),
gentamycinu (Hayford et al., 1988), bleomycinu a metotrexétu (Barrell et a. 2002), geny pro
EPSP a GOX pro rezistenci ke glyfozatu (Shah et al., 1986), geny pat a bar pro rezistenci k
fosfinotricinu (De Block et al., 1987), transgeny pro rezistenci k chlorsulfuronu (Mazur et al.
1987), transgen pro rezistenci k imidazolinonovym herbicidam (Andersson et al. 2003;
Subramanian et al., 1990), transgen tdc pro rezistenci k metyltryptofanu (Goddijn et al. 1993),
transgen ilvA pro treonindeaminazu necitlivou ke zpétnovazebné inhibici isoleucinem
(Ebmeier et al. 2004) a transgen pflp pro rezistenci k bakterii Erwinia carotovora (You et al.
2003). Dde je treba zminit dalSi selekéni systémy zaloZené na rezistenci vaci bromoxynilu
(Stalker et al., 1988), chloramfenikolu (De Block et al., 1984; Charest et al., 1989), 2,4-
dichlorofenoxyoctové kyseling (Streber a Willmitzer, 1989; Lyon et al., 1989) a vici méng
obvyklym selekénim agens, jakymi jsou napriklad: galakt6za (Joersbo et a. 2003) a
aminokyselina D-serin (Erikson et al. 2005).

Pii  pozitivni selekci poskytne vneseny selektovatelny chiméricky transgen
transformovanym  rostlinam  metabolickou  vyhodu ve  srovnani  srostlinami
netransformovanymi. Selekéni agens neni samo o sobé jedovaté, takZze nezpuasobi Uhyn
netransformovanych rostlin rostoucich na médiu stimto agens, ale netransformované rostliny
obvykle strédaji a projevuje se u nich inhibice ristu. Obvykle nedochazi k tak rozsahlym
nekrézadm jako pii negativni selekci (viz prehledné ¢lanky Penna et al., 2002; Joersbo, 2001).
Pro pozitivni selekci jsou vyuZivany tyto transgeny: transgen xylA kédujici enzym
xylézoizomerdzu umoziujici metabolizovat xylézu (Wong et a., 1991; Lee et a., 1990),
gusA z Escherichie coli kédujici enzym B-glukuronidézu, ktery hydrolyzuje neaktivni
glukuronidové derivaty cytokinini na aktivni cytokininy (Joersbo a Okkels, 1996), transgen
daol kédujici enzym oxidézu D-aminokyselin, ktery se da vyuZit pro pozitivni i negativni
selekci v zavislosti natom, zda D-aminokyselinu ptidanou do média metabolizuje na toxicky
nebo netoxicky produkt (Erikson et al. 2004) a konecné transgen pmi kodujici enzym
manoOza-6-fosfatizomerdzu umoznujici rostlinam prezit na médiu s manézou (Miles a Guest,
1984).



2.2 Transgeny pouzité pro transformaci rajéat odraudy M oneyM aker

Béhem své bakalarské prace jsem provedla transformaci rostlin rajéete (Lycopersicon
esculentum Mill)), odrady MoneyMaker kmenem LBA 4404 bakterie Agrobacterium
tumefaciens, ktery nesl plazmidovy konstrukt pCB3160 sgeny nptll pro rezistenci ke
kanamycinu a pmi pro rezistenci k manoze.

Gen nptll pro rezistenci k aminoglykosidickym antibiotikam (Fraley et al., 1983).
Chiméricky selektovatelny transgen nptll kodujici neomycin fosfotransferdzu Il je pavodné
soucésti transpozonu Tn5 z E. coli. Kodujici sekvence se nalézd na jeho fragmentu
ohrani¢eném restrikénimi misty pro enzymy Bglll-BamHI, ktery ma velikost 1,1 kb.
Regulacni sekvence tidici expresi nptll jsou roglinné (Ondiej a Drobnik, 2002). Gen
zpusobuje rezistenci vici aminoglykosidickym antibiotikim kanamycinu, neomycinu a
geneticinu. Selekce na kanamycinu je dnes jednou z nejpouzivanéjSich metod pii transformaci
rogtlinnych pletiv a bunék. M& viak i sva omezeni, protoZe rogliny z ¢eledi Fabaceae a
Poaceae projevu;ji relativné vysokou miru prirozené rezistence. Pro transformaci Solanaceae
je tento selekéni systém funkéni. B&zné se pouziva u brambor, rajéat i pettnii. Uginnost
transformace rajcete, odrady MoneyMaker, genem pro neomycinfosfotransferdzu dosahla
11,1 % a 7,7 % v zavislosti na pouzitém kmeni agrobakteria (Zaludova, 2002) a 12,5 % (pii
jednodenni kokultivaci déloznich listka sagrobakteriem), 10 % (pii dvoudenni kokultivaci
sagrobakteriem) a 9 % (pfi béZzn¢ pouzivané tridenni kokultivaci s agrobakteriem)
(Prikrylova 2004).

Gen pmi kodujici mandza-6-fosfatizomerazu pro rezistenci k manéze. Tento gen
pochazi z bakterie Escherichia coli (manA) (Miles a Guest, 1984) a byl ptipojen za rogtlinny
promotor. Analogické geny pro M6P se prirozené¢ nachazi v lidském genomu i v genomu
mnoha jinych organismu, u rostlin v&ak nebyla s vyjimkou soji a nékolika dalSich lu&eénin
jgjich ptitomnost prokézana. Enzym mandza-6-fosféizomeréza provadi reverzibilni preménu
manoOza-6-fosfatu na fruktoza-6-fosfét, ktery je prekurzorem glykolyzy a je rostlinou dale
metabolizovan. Rostliny nesouci gen pmi mohou tedy vyuZivat man6zu jako zdroj energie.
Hlavnimi vyhodami selekéniho systému vyuZivajiciho chiméricky transgen pmi jsou
bezpe¢nost pro konzumenta (analog genu pmi byl nalezen v savéim i v lidském genomu,
nachézi se i v genomu kvasinek a stievnich bakterii, takZe obavy z piipadného horizontalniho



pienosu jsou irelevantni, produkt genu je rychle a snadno degradovéan protedzami) a nizka
cena a snadné dostupnost selek¢éniho agens.

Fytotoxicky G¢inek mandzy byl poprvé popsan u pSenice a rajcete (Stenlid, 1954,
Morgan a Street, 1959), u nichz mandza inhibovala dychani a rast kofeni. ProtoZze manbza
sama 0 sob¢é neni pro rostliny jedovatd, prisuzuje se tento G¢inek mandza-6-fosféu (M6P),
ktery vznika z mandzy vroglinné bunce po fosforylaci vnitini hexokinazou. M6P se
v rogtlinné bunce hromadi a inhibuje fosfogluk6za izomerdzu, enzym Gcastnici se glykolyzy.
Dadle dochazi k vycerpani vnitrobunécnych zasob pyrofosfatu potiebného pro produkci ATP
(Goldsworthy a Street, 1965) a k transkripéni represi geni spojenych s fotosyntézou a
glyoxyldtovym cyklem (Jang a Sheen, 1994). U kukuiice miZze M6P dokonce vyvolavat
apoptdzu (Stein a Hansen, 1999).

Transformanti nesouci gen pmi exprimuji ve svych tkanich mandza-6-fosfétizomerézu,
ktera jim konverzi man6za-6-fosfatu na fruktdza-6-fosfa umozni zit na médiu s mandzou a
vyuZivat ji jako doplikovy zdroj energie. Je-li v médiu nedostatek jiného zdroje energie, jsou

transformované buiiky a pletiva oproti netransformovanym ve vyhodg.

2.3 Faktory ovliviiujici selekci na mandéze

Pridavek jinych cukri do média s mandzou znacné ovliviiuje selekci. VétSina rostlin
nemazZe rast na médiu pouze s mandzou a vyZaduje doplikovy zdroj uhlovodikt. Nejéastéji se
do selekéniho média pridava sachar6za, ktera znacné zmiriuje fytotoxické Ucinky mandzy
(Joersho et a., 1998). Joersho et a. (1999) zkoumali miru interakce glukozy, sacharézy,
fruktozy a maltézy s mandzou a vliv pridavku fosféatta na transformacni frekvenci. Gluk6za
pridana do média v desetindsobném mnoZstvi nez mandza zcela eliminovala U¢inek mandzy.
Ostatni cukry také zeslabovaly toxicky Ucinek mandzy, ale podstané méné nez glukdza
(sachar6za 4x méng, maltdza 5x a fruktdza 7x). Naopak nejvysSich transformacnich frekvenci
bylo dosazeno se sacharézou jako doplikovym zdrojem energie. Maltéza pridana do
selekéniho média zcela zamezila vyskytu faledné pozitivnich ndlezi (escapi). Pridavek
fosféti do selekéniho média velice priznivé ovlivnil dosazenou transformagni frekvenci, coz
potvrzuje, ze M6P zpiisobuje v burikéch nedostatek fosféatu.

Sila promotoru a transforma¢ni frekvence nevykazuji jednoduchou zavislost.
NejvysSich transforma¢nich frekvenci piekvapivé nebylo dosazeno se silnymi promotory, ale
S promotory exprimujicimi gen pmi na stiedni Urovni (Joersbo et al., 2000; Joersbo, 2001).



2.4 Rostlinné druhy selektované pomoci pmi

Doposud byl selekéni systém zaloZeny na vneseni genu pmi jako selektovatelného
genu a pridani man6zy do média jakozto selekeniho agens Uspésné vyzkouSen u téchto druhu:
Cukrové fepa (Beta vulgaris L.) (Joersbo et al., 1998, 1999, 2000). Pro transformaci pomoci
A. tumefaciens byly pouZzity délohy. Koncentrace mandzy v médiu byla zvySovana stupiovité
a jako zdroj energie byla do média pridavana sacharéza. Sila exprese genu pmi nezavisela na
selekenim tlaku a jiz nizka hladina exprese postacovala pro preZiti na selekénim médiu.
Transformacni frekvence dosaZzené pii selekci na mandze byly zhruba 10x vySsSi nez pri
selekci na kanamycinu (0,94 % ve srovnani s 0,091 %), vyskytlo se méné faledné pozitivnich

rostlin a transformanti [épe kotenili.

Maniok (Manihot esculenta Crantz) (Zhang et al., 2000). Embryogenni suspenze byly
transformovény pomoci A. tumefaciens. Koncentrace mandzy v médiu nebyla v prubéhu
pokusu meénéna. DosaZena transformacni frekvence byla srovnatelna stransformacni
frekvenci pii  selekci na hygromycinu. Prfi  transformaci embryogenni suspenze
mikroprojektily (Zhang a Puonti-Kaerlas, 2000) a stupnovitém zvySovani koncentrace
manozy v selekénim médiu dosahla transformacni frekvence pii selekci na mandze pouze

polovi¢nich hodnot TF dosazené pii selekci na hygromycinu.

Salat (Lactuca sativa L.) (Razickova 2006). Dé¢lozni listky saldtu byly transformovany
diskovou metodou transformace a posléze kultivovany na selekénich médiich sraznou
koncentraci man6zy a sacharézy. Pramérnd TF na médiu s2 % koncentraci mandzy i
sachar6zy byla srovnatelna s bézné dosahovanou TF pii selekci na kanamycinu (15 % ve
srovnéni se 17,5 %). NejvysSi dosazena TF natomto médiu byla dokonce 25 %.

Okurka (Cucumis sativus L.) (He et al. 2006). Na médiu s1 % mandzy a 1 % sacharézy
byly selektovany explantéty z déloznich listki a z hypokotylu. NejvySSi dosazena TF cinila
23%.

Cinské zeli (Brassica rapa L.) (Min et a. 2006). Hypokotylové explantdty byly
transformovany pomoci agrobakteria geny pmi a geny GLO (pro L-guluno-y-lakton oxidézu)
a JMT (pro jasmono-metyltransferdzu). Selekce probihala na médiu s0,7 % koncentraci
mandzy a 2 % koncentraci sachar6zy. DosaZzené TF byly 1,4% pro GLO a 3,0% pro JMT.



Cibule (Allium cepa L.) (Aswath et a. 2006). Embryogenni kalusy odvozené z kotinka
cibule byly transformovéany pomoci agrobakteria a mikroprojektily, piicemz transformagni

frekvence ¢inila 23 % pro primou transformaci a 27 % pro transformaci pomoci agrobakteria.

Brambor (Solanum tuberosum L.) (Gazdova 2004, 2007). Internodia bramboru kultivaru
Bintje byla transformovana pomoci agrobakteria a poté selektovédna na médiich sraznou
koncentraci mandzy a sachar6zy. NejvysSi dosazena TF pii selekci na mandze byla 36,4 %,
tedy vice nez dvakrét vy3Si nez nejvysSi publikovana TF pii selekci bramboru na kanamycinu
(18 %) (Newell et al. 1991).

Rajée (Lycopersicon esculentum Mill.) (Prikrylova 2004). Transformovala jsem délozni
listky rajcete odridy MoneyMaker diskovou metodou transformace a poté jsem explantéty
selektovala na médiich s raznou koncentraci mandzy (0,125 — 1 g/l) a sachar6zou a na médiu
s kanamycinem. NejvysSi transformacni U¢innosti jsem doséhla na médiu s 0,5 % koncentraci
mandzy ato 4,16 %, piicemz nejvysSi dosazena TF pri selekci na kanamycinu byla 12,5 %.

V témze roce vysla publikace (Sigareva et al. 2004), v niz byla popsana tii variet raj¢at na
selekénich médiich s mandzou a glukézou. Od kazdé variety byly transformovany délozni
listky, hypokotyly a listové segmenty. Pramérna transformacni frekvence se pohybovala od

2% do 15,5% v zavislosti na vektorovém konstruktu, genotypu a typu transformované tkang.

Jabloin domaci (Malus domestica Borkh) (Degenhardt et al. 2006). Listové segmenty
jablon¢ byly transformovany geny pmi a gus pomoci agrobakteria. a poté selektovany na
médiich s riznou koncentraci mandzy a sorbitolu, pii¢emz koncentrace mandzy v médiu byla

béhem selekce postupné zvySovana. Dosazena TF byla poklédana za dostatecnou.

Pomeranéovnik (Citrus sinensis L. Osbeck) (Boscariol et a., 2003). Pro transformeci
agrobakteriem byly pouZzity epikotylové segmenty. Selekéni médium obsahovalo sacharézu a
manozu. DosaZzend TF se pohybovala v rozmezi 3 — 23 % v zavislosti nakultivaru. Pii selekci
C. sinensis na kanamycinu je bézn¢ dosahovana TF 7,6 — 15 % ataktéz zavisi na kultivaru.

Vinnaréva (Vitis berlandieri Planch., Vitisriparia Michx.) (Reustle et al. 2003). Pri selekci
vinné révy na mandze bylo dosaZzeno mnohonasobn¢é nizSich TF nez pii selekci na

kanamycinu.



Mandlon (Prunus dulcis Mill.) (Ramesh et al. 2006). Transformacni U¢innost dosaZzend pri
selekcei listovych segmenttt mandloné na médiu s 0,25 % koncentraci mandzy byla prakticky
stejnajako TF pii selekci ha kanamycinu, tedy 6,8 % ve srovnani s 5,6 %.

Kukufice (Zea mays L.) (Negrotto et al., 2000). Po transformaci embryi pomoci bakterii
Agrobacterium tumefaciens nésledovala pre-selekéni féze (na médiu bez manézy) dlouha 10
az 14 dni (pro Uspésnou regeneraci explantétiy) a po ni selekce na mandze. TF znacné kolisala
u jednotlivych nezavislych pokusi, hodnoty se liSily az o fa&d (0,7 — 32 %). Wright et al.
(2001) transformovali embryogenni kalusy mikroprojektily. Selekce transformantti probihala
na médiu s mandzou jako jedinym zdrojem energie, médium pro naslednou regeneraci bylo
doplnéno o sacharézu. Praimérna TF dosaZzend v tomto pokusu ¢inila 45 % a byla témeéi 4x
vySSi nez TF pii selekci na herbicidu Basta (G¢inna slozka fosfinotricin, selektovatelny gen
pat). Reed e a. (2001) doséhli pramérné TF okolo 45 % pri transformaci embryi
mikroprojektily a 35 % pii transformaci prostfednictvim A. tumefaciens. Selekeni i
regeneracni médium obsahovalo mandzu i sachardzu, koncentrace a vzgemny pomér obou

cukra byly upravovany béhem pokusu.

Dochan, ,, éernosské proso“ (Pennisetum glaucum L.) (O'Kennedy et al., 2004). Embrya
byla transformovana pomoci mikroprojektila. Rast kalusi byl indukovan na médiu bez
mandzy. Selekce probihala na nékolika variantdch médii se sachardzou, glukdzou ¢i maltézou
jako zdrojem energie a sriznymi koncentracemi manézy, které byly po celou dobu pokusu
konstantni nebo byly v prabéhu pokusu stupnovité zvySovany. NejvysSi TF (0,19 - 0,72 %)
bylo dosaZzeno pii selekci na postupné se zvysujici koncentraci mandzy. TF pii selekci

svyuzitim genu bar je vice nez o fad niZsi, bézné ¢ini asi 0,02 %.

Cirok (Sorghum wulgare Pers.) (Gao et al. 2005). Nezralda embrya dvou odrid &iroku byla
transformovana pomoci agrobakteria vektorem nesoucim jednak gen pmi a déle reportérovy
gen pro zeleny fluorescencni protein (GFP). Dosazena TF ¢inila 3,3 % a 2,88 %, coZ je zatim
nejvySSi TF dosaZena pii transformaci ciroku.

PSenice (Triticum aestivum L.) (Wright et al., 2001). Embryogenni kalusy byly
transformovéany pomoci ostrelovani mikroprojektily. Regeneracni a selekéni média
obsahovala mandzu i sachar6zu. Pramérna TF pro selekci na mandze cinila 20 % ve srovnani



s12 % pro selekci na Basta (gen bar). Reed et al. (2001) dosahli pii transformaci pSenice
mikroprojektily obdobnych vysledka.

Tvrda pSenice (Triticum turgidum subsp. durum L.) (Gadaleta et al. 2006). Neobvykle
vysoké TF pii selekci na manoze (90,1 %) bylo dosazeno u tvrdé pSenice. Nezrala embrya
pSenice byla transformovana pomoci mikroprojektili. Bézn¢ uzivana selekce svyuZitim

transgenu bar pro rezistenci k fosfinotricinovym herbicidim dosahovala pouze 26,4 %.

Jeémen (Hordeum wvulgare L.) (Launis, nepublikovéno, citovano podle Reed et al., 2001)
Embrya jecmene byla transformovana mikroprojektily. Béhem selekce byla u tohoto druhu
zji&téna tolerance i k relativné vysokym koncentracim mandzy. Pramérna TF se pohybovala
okolo 3 %, coz je srovnatelné se selekci na herbicidech Basta.

RyZe (Oryza sativa L.) (He et a. 2004). Progtiednictvim agrobakteria byly transformovany
embryogenni kalusy odvozené z nezralych semen, ktera byla déle selektovana na médiu s 2,5
% manozy a 0,5 % sachardzy. NejvysSi dosazena TF byla relativné nizka (6 %) ve srovnani
sjiz drive publikovanou praci zabyvajici se selekci ryZze na man6ze (Lucca et a. 2001), kde
autori uvadi TF aZz sedmkrét vySSi (41 %).

Psine¢ek vybéZzkaty (Agrostis stolonifera L.) (Fu et al. 2005). Kalusy odvozené ze semen
byly transformovany pomoci agrobakteria a selektovany na médiu s 1,5 % mandzy. Spole¢né
sgenem pmi byl do psinetku vnesen i gen pro zeleny fluorescencni protein, pricemz kalusy se

zaznamenanou aktivitou GFP uspédné piezivaly na selekénim médiu.

Konopi seté (Canabis sativa L.) (Feeney a Punja 2003). Pro transformaci pomoci
agrobakteria byly pouZity suspenzni kalusové kultury odvozené z listovych a stonkovych
segmentt. Selekéni médium obsahovalo 1 -2 % mandzy a pramérna TF ¢inila vice nez 30 %.

Huseni¢ek (Arabidopsis thaliana L.) (Todd a Tague, 2001). Pro transformaci pomoci A.
tumefaciens byly pouZzity kvétni pupeny. Regenerace transformanti probihala na médiu zcela
bez mandzy, na mandze byla selektovéna semena ziskana z téchto transformovanych rostlin, a
to dvéma zpasoby, bud’ byla semena sterilné vyseta na agarové médium s mandzou, nebo
nesterilné do pidy a poté podrobena postiiku roztokem mandzy. Dosazenéd hodnota TF 2,5 %



pri selekci ve sterilnich podminkéach je srovnatelna s hodnotou TF pro selekci A. thaliana na
kanamycinu.

Uvadi se, Ze selekce na mandze s vyuZzitim genu pmi bylavyzkouSenai u fepky olejky,
vodniho melounu, tykve, kapusty a slunecnice, dosud vSak nebyly tyto vysledky publikovany.

2.5 Transgeny vnesené do genomu L ycopersicon esculentum (Mill.)

V roce 1986 byl do genomu rajéete pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens
poprvé vnesen cizi gen (Chyi et al., 1986). Pred deseti lety jiz byla na trh uvedena prvni
transgenni odrida rajcete — FlavrSavr — nesouci v antisense orientaci transgen pro
polygalakturondzu. Diky tomu je blokovana ¢innost tohoto enzymu, coZz ma za nésledek
prodlouzeni Zivotnosti sklizenych ploda (Smith et al., 1988; Sheety et a., 1988).

Dnes existuji transgenni rostliny rajcete nesouci mimo jiné geny pro rezistenci
k had’dkam Globodera rostrochoides a Meloidogyne incognita (Jung et al., 1998), gen pro &-
endotoxin z bakterie Bacillus thurigiensis zpusobujici rezistenci k hmyzim skadcam (Rhim et
al., 1995), gen pro rezistenci k plisni Phytophora infestans (Thomzik et al., 1997) ¢i gen pro
rezistenci k viru tabakové mozaiky (TMV) (Witham et al., 1996), viru mozaiky okurky
(Tomassoli et a., 1999), k viru TSWV, ktery zptasobuje Zloutnuti a vadnuti rostlin rajcat
(Haan et a., 1996).

Nedavno byl do genomu raj¢ete vnesen gen cbfl z Arabidopsis thaliana, ktery u
transformovanych rostlin zvysil toleranci k mrazu, nedostatku vody a vySSimu obsahu soli
v pudé (Lee et a., 2003; Hsieh et al., 2002).

Genetické modifikace rajcete maji za cil i zlepSeni nutri¢nich a chut'ovych vlastnosti
ploda; transgenozi se podatilo v plodech zvysit obsah lykopenu a p-karotenu (viz Ondiej a
Drobnik, 2002).

. Jsou pestovany odridy rajéat s prodlouZzenou Zivotnosti plodia nesouci v antisense
orientaci geny pro expanziny (ty zpusobuji méknuti ploda) inhibujici jejich ¢innost (Brumell
et a., 1999) nebo geny narudujici syntézu ethylenu a zpomalujici zrani ploda (Picton et al.,
1993). Za Gcelem vyvoje , potravinove vakciny” byl do rajcete vnesen napiiklad chiméricky
gen L1E7 z lidského papillomaviru (tento virus zpasobuje rakovinu délozniho ¢ipku) (Btiza et
al., 2007; Zaludova, 2002), gen pro kapsidovy protein viru Norwalk (zpasobuje epidemicky
vyskyt prajmu) (Zhang et al., 2006).
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2.6 Test sacidobazickym indikatorem chlorfenolova éerven (CPR) — PM | assay

Acidobazicky indikétor chlorfenolova cerven se v biologii vyuzZiva diky nékolika
ptiznivym vlastnostem. Viditelny barevny prechod zpasobeny zménou pH je u tohoto
acidobazického indikétoru v oblasti blizké pH fyziologickych roztoku, zhruba mezi 5,2 az 6 a
ke zméné barvy dochézi v Uzkém rozmezi hodnot pH. Indikétor je chemicky stabilni a
v b&zn¢ pouzivanych koncentracich neni toxicky. Pro pH 4,8 se uvadi Zluta barva indikétoru,
pii vySSim se barva méni k ¢ervené a pri hodnotéch pH vySSich nez 6,4 prechazi barva CPR
az k fialové. Chemicky nazev CPR je 3,3 -dichlorofenolsulfonaftalein. Vzorec molekuly
CPR jenaObr. ¢. 1.

Princip PMI assaye je takovy, Ze rostlina metabolizujici cukr zpasobi vypou&ténim
metaboliti okyseleni média sCPR a tim zménu jeho barvy. To umoZziuje snadné a rychlé
testovani vétsiho mnozstvi rostlin na pritomnost napiiklad funkéniho proteinu man6za-6-
fosfatizomerazy, i kdyZz se jedna o test neprimy. PMI assay pro otestovani pritomnosti
funkéniho produktu genu pmi byl pouZit napiiklad v publikacich Fu at al., (2005); Gao e al.,
(2005); Degenhardt et al., (2006) nebo Feeney a Punja, (2003).

Obr. 1 Struktura molekuly indikétor u Chlor fenolova éer veii.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Materiél
3.1.1 Rostlinny material

Pro molekularni charakteristiku jsem pouzila 35 transgennich rostlin rajcete
(Lycopersicon esculentum, Mill.), odrady MoneyMaker, transformovanych diskovou metodou
(Horsch et al., 1985) pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens (kmen LBA 4404), jeden
faleSny pozitiv (rostlina kotenila a prospivala na médiu s vysokou koncentraci manozy — 0,75
%, de pomoci PCR u ni nebyl prok&zan ani jeden z obou vnesenych transgeni) a jednu
negativni kontrolu. Tyto rostliny nesouci alespon jeden ztransgent pmi a nptll  (kromg
faleSného pozitivu a negativni kontroly) jsem ziskala béhem své bakaldiské préace selekci na
médiich s rtiznou koncentraci mandzy nebo selekci na médiu s kanamycinem a pomoci PCR
jsem u nich ow¢tila pritomnost amplifikovatelného fragmentu geni pmi a nptll. Rostliny
odvozené z jednoho pavodniho explantdtu jsem predbéZzné povaZzovala za klon, coZ jsem

zohlednilai pti vypoctu dosazené transformacni frekvence na daném selek¢nim médiu.

selekéni pocet
regener atni koncen’trace koncentrgce pocet, npt! I_ / pmi dosazena TE
medium manozy kanamycinu | nasazenych | pozitivnich [%]
(oznaceni [%] [mg.I™] explantati | nezavislych
rostliny) linii
RM1+T 0,75 0
(M3/4-) 260 1 0,38
RM 3+2xT 0,5 0
(M1/2-) 120 5 4,16
RM5+T 0,125 0
(M1/8-) 124 4 3,2
+T+K (1d) 0 100
(K85/) 40 5 12,5
+T+K (2d)” 0 100
(K85)) 40 4 10
+T+K (3d)™ 0 100
(K85)) 200 18 9

Tab. 1. DosaZzend transformaéni frekvence na riaznych selekénich médiich a pocet ziskanych
nezévislych pozitivnich linii. Sed& jsou vyznaceny nejvysSi dosazené TF pii sdlekci na mandze a na
kanamycinu; ~ jednodenni kokultivace s agrobakteriem; ~ dvoudenni kokultivace s agrobakteriem; =
tiidenni kokultivace s agrobakteriem; kurzivou v prvnim sloupci je uvedeno oznaceni rostliny v téo
préci (Cislo, které nasleduje za tim odkazuje na pivodni explantat); 2 rostliny ziskané béhem
bakaléiské prace pri selekci na kanamycinu uhynuly béhem naslednych pasaZi jesté pred odbérem
vzorki tkéné pro molekularni testy.

U ziskanych transgennich PCR zji%ovala ptitomnost

amplifikovatelného fragmentu vnesenych transgeni. Rostliny: K85/8A, 8C, 11A, 15B, 17A,

rostlin jsem pomoci
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17C a 22A se podle vysledkt PCR jevily negativni pro pritomnost genu pmi a naopak
rogliny: M3/4-6B a M1/8-44A, 44B postrédaly amplifikovatelny fragment genu nptll.
Rostlina M3/4-3B prosperovala na médiu s 0,75 % koncentraci mandzy, ale z vysledki PCR
vyplynulo, Ze se jedné o falesn¢ pozitivni netransgenni rostlinu.

3.1.2 Plazmidovy kontrukt

Pouzité rogtliny byly transformovany plazmidem pCB3160 vytvorenym Dr. J.
Vlasékem z Ustavu molekulédrni biologie rogtlin AV CR. Plazmidovy konstrukt vznikl
vélenénim genu nptll pro neomycin fosfotransferazu spromotorem NOS a termindtorem
tNOS do oblasti polylinkeru plazmidu pNOV 2819 (od firmy Syngenta). Tento plazmid déle
nese gen pmi (upraveny gen manA z Escherichie coli) kodujici mandza-6-fosfé izomerézu
tizeny CMPS promotorem (krétk& verze promotoru z Cestrum Yellow Leaf Curling Virus),
ktery vykazuje v raj¢eti dobrou Uroven exprese, a tNOS termindtorem. Struktura T-DNA
plazmidu je na Obr. 2.

BamH | BamH |

tNOS PMI CMPS | pNOS NPTl tNOS
> < > <«

LB

Obr. 2 T-DNA plazmidu pCB3160 pouZitého pro transfor maci

LB — leva hrani¢ni sekvence, RB — prava hrani¢ni sekvence, Sipky reprezentuji primery pouZité pii
PCR, ¢erné jsou vyznaceny sondy pro Southernovu a northernovou hybridizaci, zobrazena je pozice
dvou 3tépnych mist pro restrikéni endonukledzu BamHI, kterd se nachazi uvnitt T-DNA

3.2 Metody

3.2.1 Detekce piitomnosti transgenu

3.21.1PCR

3.2.1.1.1 PouZté primery

Pro zji&eéni pritomnosti genu pmi kodujiciho mandza-6-fosfatizomerézu jsem pouzila
primery PMI1 (5-ACA GCC ACT CTC CAT TCA-3") a PMI2 (5-GTT TGC CAT CAC

13



TTC CAG-3), jgjichz sekvence byla sou¢asti dokumentace k plazmidu pNOV 2819 od firmy
Syngenta. Vysledny fragment byl dlouhy 514 bp.

3.2.1.1.2 Priprava vzorki pro , tissue* PCR

Do mikrozkumavky jsem ustiihla maly kousek rostlinné tkén¢ (maximéné 4x4 mm) a
pripipetovala 40 ul 0,25 M NaOH. Zkumavku stkéni jsem ponofila na 30 vtefin do vodni
lézn¢ o teploté 100°C a poté zchladila na ledu. K ochlazené smési jsem pridala 40 pl 0,25 M
HCl a 20 ul roztoku 0,5 M Tris (pH = 8,0), ktery navic obsahoval 0,25 % neiontového
detergentu Nonidet 40, promichala a povatila 2 minuty ve vodni |&zni. Vzorky jsem opét
zchladila na ledu a bud’ pouzila ihned k PCR nebo zamrazila pti —20°C pro pozdgjsi vyuZiti.

3.2.1.1.3Vlastni PCR

Pro PCR jsem pouZila ¢erstvé vzorky nebo zamrazené, které musely byt pied pouZzitim
znovu 2 minuty inkubovény ve vodni lazni pti 100°C. Polymerdzova fetézova reakce
probihala v reakéni smési 0 objemu 25 m v 0,5 ml mikrozkumavkach. Do reakéni smési byla
pridana rostlinna tkéai o velikosti zhruba 1 mm? SloZeni amplifikasni reskéni smési pro
jednoduchou PCR bylo nasledujici:

10 % (v/v) 10x koncentrovaného PCR pufru*
10 % (v/v) 10x koncentrovanych dNTPs (kaZzdy nukleotid o koncentraci 2,5 mM)
1 % (v/v) 20 MM primeru 1
1 % (v/v) 20 mM primeru 2
1,2 % (v/v) Taqg DNA polymerazy (Takara) (1,5 units)
76,8 % gerilni destilované vody
*100 mM Tris-HCI (pH = 8,3); 500 mM KClI; 25 mM MgCly; 0,5 % Nonidet P-40

Polymerézova retézova reakce probihala na cykleru T3 Thermocycler (Biometra), ato
v 35 cyklech. Kazdy cyklus meél nasledujici teplotni prabeh:

denaturace 94°C...n... 45s
annealing 55°C....nee 30s
extenze 72°C..nnn.... 2min

3.2.1.1.4 Elektroforéza v agar6zovém gelu

Amplifikované fragmenty DNA po PCR reakci jsem analyzovala elektroforézou. K té
jsem pouzivala 1,5 % agarézovy gel (agaréza Serva) v TBE pufru* s pridavkem 10 pl
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zésobniho roztoku (1 mg.ml™) ethidium bromidu na 100 ml gelu. Na gel jsem nanésela 20 pl
kazdého vzorku smichané s 3,5 ul nandSeciho pufru (Takara). Jako velikostni standard jsem
pouzivala 5 pl (0,25 ng) 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs). Elektroforéza
probihala asi 60 minut pii napéti 80 — 100 V. Vysledné elektroforetogramy byly ziskany
pomoci UV transluminatoru a zobrazovaciho systému I mageStore 5000 firmy UVP.

*TBE pufr

sloZeni v g.I™"

Trisbase 54,09
kyselina borita 27549
0,2M EDTA (pH = 8,0) 50 ml
destilovanavoda 950 ml

3.2.1.2 Southernova hybridizace

3.2.1.2.1 |zolace DNA

DNA jsem izolovala z transgennich rostlin rajcete a jednoho escapu ziskanych pri
selekci na kanamycinu a na mandze v prabéhu bakaldrské préce. Reakce probihala podle
upravené metody autora Tai a Tanksley (1991).

V tekutém dusiku jsem rozdrtila 1 — 2 g listové hmoty a drt’ prenesla vychlazenou
kovovou Spachtli do centrifugacni kyvety. Ke vzorku jsem pridala 15 ml ¢erstvé namichaného
extracniho pufru*, protiepala a umistila na ledu. KdyZz byly nadrceny vSechny vzorky,
pienesla jsem je do vodni lazn¢ a zde 15 minut inkubovala pti 65°C a n¢kolikrat je protiepala.
Poté jsem ke kazdému vzorku pridala 4,65 ml octanu draselného, promichala jej a pienesla na
led. Po zhruba 20 minutéch jsem vzorky stocila na chlazené centrifuze (4°C) pti 4000 ot/min
po dobu 10 minut. Supernatant jsem piefiltrovala pres filtr Miracloth do nové kyvety, pridala
14 ml isopropanolu a pomalym ota¢enim promichavala, dokud nebyla v roztoku patrna svétla
sraZzenina SDNA, a nechala asi 10 minut pti pokojové teploté¢ odstét. Poté jsem vzorky
centrifugovala 10 minut pii 4°C a 4000 ot/min. Supernatant jsem slila, pelet 2x oplachla 70 %
etanolem a nechala osusit na filtracnim papiru. Poté jsem jg sterilni Spickou pienesla do
mikrozkumavky a resuspendovala v 0,84 ml T5E pufru**, pridala 0,36 ml 1 M octanu
amonného a nechala 5 min. na ledu. Vzorky jsem opét stocila (1350 ot/min, 5 minut) a
supernatant rozdélila do 2 mikrozkumavek, do kazdé pridala 0,5 ml isopropanolu a nechala

pti pokojové teploté 5 minut vysrézet. Srazeninu s DNA jsem natocila na zahnutou sklenénou
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ty¢inku a opléchla v 70 % etanolu, stocila 5 min pii 1350 ot/min a sediment znovu opléachla
70 % etanolem. Etanol jsem odsdla a DNA nechala v mikrozkumavce oschnout. Poté jsem ji
rozpugtila ve 100 m sterilni destilované H,0. Pro odstranéni RNA jsem ke vzorku pridala 5
m RNé&zy (c = 0,1 ng/m) ainkubovala 15 min. pii 37°C.

Koncentraci DNA ve 100 ml vzorku jsem zjistovala proméienim absorbance pii A =
260 nm na spektrofotometru Gene Quant Il (Pharmacia Biotech) a elektroforetickym
porovnanim koncentracni fady standardu A DNA s koncentracni fadou daného vzorku. Pred

dalSim pouzitim byly vzorky uchovavany pii -20°C.

*Extrakéni pufr

100 ml

1M TrisHCI, (pH = 8,0) 10 ml
0,5M EDTA, (pH = 8,0) 10ml
5M NaCl 10 ml
10 % SDS 12,5ml
2 N NaOH 416 m
sterilni destilovana H,0 57 ml
Na-bisulfit 0,389
Na-diethyldithiokarbamat 0,389
**T5E pufr

100 ml

1M Tris, (pH =8,0) 5ml
0,2M EDTA, (pH = 8,0) 2 ml
sterilni destilovana H,0 93 mi

3.2.1.2.2 Prec¢igeni izolované DNA

Pro precidténi jsem z kazdého vzorku odebrala objem zhruba odpovidajici 25 ng
DNA, doplnila sterilni destilovanou H20 na objem 200 m, pridala 20 m 3 M octanu sodného,
zvortexovala a nechala nékolik minut odstét v lednicce. Poté jsem ke vzorku pripipetovala
200 m fenolu, vzorek zvortexovala a stocila 5 min. pii 1350 ot/min. Pipetou jsem opatrné
odséla svrchni vodnou fazi, pienesla ji do nové mikrozkumavky, ptidala 200 m chloroformu,
zvortexovala a opét centrifugovala 5 min. pii 1350 ot/min. Znovu jsem opatrné odsala svrchni
vodnou fazi, ptenesla ji do nové mikrozkumavky a ptidala 30 m 10 M octanu amonného a

600 m 100 % etanolu. V zorek jsem poté uchovavala pii -20°C.
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3.2.1.2.3 Sepeni restrikeni endonukl edzou BamHI

|zolovanou DNA jsem &eépila restriktézou BamHI (&&épn& mista uvnitt T-DNA viz
Obr. 2) Reakéni smés (pro jeden vzorek) o objemu 200 m sestavala z 100 m vzorku DNA,
75,3 M sterilni destilované H,0, 20 m pufru K (Takara), 2 m acetylovanych BSA (c =1 %) a
2,7 m BamHI (40 jednotek). DNA jsem nechala &¢épit dvé hodiny, do smési pridala dalSich 40
jednotek restrikéni endonukledzy, opét nechala &tépit dvé hodiny a pridala dalSich 40 jednotek
enzymu a poté nechala pires noc pii 30°C. Kontrolu U¢innosti enzymu jsem provedla na 0,8 %

agarézovem gelu elektroforézou 5 m reakéni smési s BamHl.

3.2.1.2.4.Elektroforéza restrikénich fragmentzz DNA

DNA jsem sréZela piidavkem 40 m octanu amonného (20 % objemu) a 600 i 96 %
etanolu (300 % objemu) k 200 m vzorku, protiepala a inkubovala 45 minut pii -70°C. Smés
jsem centrifugovala 7 minut pii 1350 ot/min, supernatant slila a sedlinu 10 minut oplachovala
ptidavkem 1 ml 70 % etanolu. Vzorky jsem opét stocila (4 min., 1350 ot/min), slila etanol,
sediment kréatce osuSla v mikrozkumavce a poté jeg resuspendovala v 30 m sterilni
destilované H,0, pridala 9 m vkladaciho pufru* a nanesla vzorky na 1 % agarézovy gel. Jako
standard jsem pouZila 1 kb DNA ladder (Gibco BRL). Elektroforéza probihala pres noc pi
napéti 90 V. Po skoncéeni elektroforézy jsem gel 25 min. barvila v TBE pufru** s ethidium
bromidem (c = 1 mg/l TBE) a pak jgj vyfotila na UV transluminétoru a odfizla nepotiebné
C&sti (start a ¢&st gelu s fragmenty DNA kratSimi nez byla ocekdvand délka nejkratSiho
fragmentu hybridizujiciho s ptipravenymi sondami).

*Vklédaci pufr pro DNA

15ml

glycerin 5ml
10x TBE pufr 1ml
sterilni destilovana H,O 4 ml
Bromphenol Blue 5mg
**TBE pufr

1000 ml

Trisbase 549
kyselina borita 27549
0,5M EDTA, (pH = 8,0 50 ml
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Pred pirenosem DNA na membranu byl gel jesté chemicky oSetien tiemi roztoky:
1. Inkubace gelu 15 min. za mirného protiepavani v roztoku 0,25 M HCI kvili nastépeni
DNA nakratsi fragmenty a jeji kyselé depurinaci.
2. Alkalicka denaturace DNA po dobu 30 minut omyvanim gelu na ttepacce roztokem 0,4 M
NaOH s 1,5 M NaCl.
3. Inkubace gelu 30 minut v neutralizacnim roztoku 0,5 M TrissHCI + 1,5 M NaCl za mirného

protrepavani.
3.2.1.2.5 Kapilarni p/enos DNA na membranu

Zasobni roztok 20x koncentrovaného SSC (75 g 3 M NaCl, 88,2 g 0,3 M citrat sodny,
dopinéno H,O na 1000 ml, pH = 7,0) jsem ziedila na 10x SSC, ktery jsem nalila do plastové
vany. Pres ni jsem poloZila sklenénou desku. anani pruh papiru 3MM Whatman, jehoZz konce
jsem podvinula pod desku tak, aby byly ponoieny do roztoku SSC. Zhruba doprostied papiru
jsem poloZzila gel a na néj nylonovou membranu stejnych rozmeéra (Quiabrane Nylon Plus od
firmy QIAGEN), kterou jsem prevrstvila dvéma papiry 3MM Whatman namocenymi v 10x
SSC, a sterilni sklenénou pipetou vytlagila piipadné bubliny. Navrch jsem umistila zhruba 15
cm silnou vrstvu bunicité vaty stejnych rozmeéra, aby pienos DNA na membrénu probehl
rovnomgrné, a vie zatizila zavazim o hmotnosti asi 1 kg. Kapilarni prenos DNA probihal pres
noc. Druhy den jsem membranu obarvila vroztoku ethidium bromidu a na UV
transluminatoru ovétila, zda pienos probehl. Poté jsem ji omyla v 2x SSC, 10 minut suSila pfi
80°C mezi dvéma papiry 3MM Whatman, ozéfila ji (120 m¥cm?) v crosslinkeru UVC 500
(Hoefer) a nakonec ji opét zapekla pii 80°C po dobu 30 minut.

3.2.1.2.6 Priprava a nadedné znaceni DNA sond

DNA sondy pro hybridizaci s geny pmi anptll as promotorem CMPS byly ptipraveny
pomoci PCR svyuZitim primera PMI1 a PMI2 (sekvence viz kapitola 3.2.1.1.1, Syngenta)
amplifikujici fragment genu pmi o délce 514 bp, NPT1 (5-ACG CAG GTT CTC CGG CCG
CTT G-3) aNPT2 ( 5-GAA GCG GTC AGC CCA TTC GCC G-3") amplifikujici 699 bp
dlouhy fragment genu nptll a CMPS-1 (5-CAG ACA AAG TGG CAG ACA TAC-3) a
CMPS-2 (5-ACT TCT AGG CTA CTT GCT CTC-3) amplifikujici fragment promotoru
CMPS o délce 395 bp. Primery pro amplifikaci fragmentu genu nptll a fragmentu promotoru
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CMPS navrhl Doc. J. Btiza Pozici jednotlivych sond na sekvenci pouzitého vektoru
pCB3160 ukazuje Obr. 2

Po ukoncéeni PCR prob¢hla elektroforézana 1 % agar6zovém gelu a fragmenty DNA o
piisludné délce byly Ziletkou vytiznuty z gelu. Kousek gelu se sondou byl s 0,5 ml TBE pufru
vloZen do dialyzaéni membrany, ve které probéhla elektroeluce. Roztok TBE pufru s DNA
jsem prenesla do mikrozkumavky a pridavkem 50 m 3 M octanu sodného a 500 ni
chloroformu jsem vysrézela DNA. Po centrifugaci jsem odsala chloroformovou fazi, pridala
90 m octanu amonného a 1360 M 96 % etanolu a sondu inkubovala pri -70°C po dobu
nejmeéne 40 minut. Poté jsem roztok s DNA sondou opét stocila, odsdla etanol a pelet 5 minut
oplachovala v 70 % etanolu. Vzorek jsem znovu stocila, slila etanol, sediment nechala 5 — 10
minut oschnout a pak jej rozpustila v 30 m sterilni destilované H,O.

Sondy jsem znacila radioaktivnim fosforem pomoci znagici soupravy Rediprime™ ||
(random prime labelling system od firmy Amersham Pharmacia Biotech) podle ptiloZzeného
navodu. K 1 m roztoku s DNA sondou jsem pridala 44 ml TE pufru, smés 5 minut povatila a
poté prudce zchladila na ledu. Po 5 minutach jsem ji pridala do mikrozkumavky se znacici
soupravou. V laboratofi pro préaci sizotopy jsem v digestori do kazdé mikrozkumavky pridala
5 m izotopu [a-*2P]dCTP (110 Bg/mmol), promichala smés pipetou a inkubovala 15 minut pfi
37°C Poté jsem k ni pripipetovala 200 m TE pufru a 0,2 m obdobn¢ zna¢eného standardu (1
kb DNA ladder Gibco BRL), smés 5 minut povarila a prudce zchladila na ledu (5 minut).

Smés byla poté pridana do hybridiza¢niho roztoku.

3.2.1.2.7 Hybridizace

Membranu jsem napied 30 minut prehybridizovala v 50 ml hybridiza¢niho roztoku*
pii 65°C. Po pridavku denaturované sondy jsem nechala membranu hybridizovat pii 65°C v
hybridizacni peci pres noc. Druhy den jsem hybridizacni pufr dlila a mebrdnu jsem 3x
promyla (30 minut, 65°C) predehidtym fosfé&ovym pufrem**. Membrénu zatavenou v
mikrotenové folii jsem nechala 5 hodin exponovat ve specidlni kazeté (storage phosphor
screen). Radioaktivni signdl byl detekovan pomoci detekéniho systému Typhoon system
(Amersham Pharmacia Biotech). Po detekci byla sonda odmyta 0,1 % roztokem SDS, aby
mohla byt membréna pouZita pro dalSi hybridizaci.
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*Hybridizaéni roztok

50 mi

sterilni destilovana H,O 20 ml
1 M NaPOa, (pH =7,2) 20 ml
EDTA 100 pl
BSA (bovine serum albumin, Sigma) 059
SDS (sodium dodecy! sulfét) 3509
do objemu 50 ml dolit sterilni destilovanou H,O
**Fosfatovy pufr

500 ml

sterilni destilovana H,O 400 ml
10 % SDS 50 ml
1 M NaPOs, (pH = 7,2) 50 ml
0,5M EDTA, (pH = 8,0) 1ml

3.2.1.3.Northernova hybridizace

Sklenéné nadobi pouzité pii northernové hybridizaci bylo predem 5 hodin
sterilizovano suSenim pii 190°C. pH elektroda byla pro eliminaci RN&z napied 30 sekund
inkubovéana v 70 % etanolu a poté 5 minut v 1 M NaOH. Nakonec byla oplachnuta RNase-
free vodou a v ni ponechana asi pal hodiny, pricemz byla RNase-free voda nekolikrat
vyménéna. RNase-free voda (H20xn,) byla pripravena tak, Ze k ptistroji Millipore na vyrobu

dT M

ultracisté vody byla pipojena filtracni kolona Pyrogard' ™ D a ziskana RNase-free voda byla

jiméana do teplem sterilizovanych dvoulitrovych Erlenmeyerovych bangk.

3.2.1.3.1 |zolace RNA

|zolaci jsem provédéla pomoci Kitu (QIAGEN): RNeasy Plant Mini Kit (50), Cat. No.
74904. RNA jsem izolovala z 0,1 g listové hmoty najemno nadrcené v tekutém dusiku. Dale
jsem postupovala dle navodu ptiloZzeného ke kitu.

Koncentraci izolované RNA jsem zjisfovala prométenim absorbance pii A = 260 nm
na spektrofotometru Gene Quant 11 (Pharmacia Biotech).
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3.2.1.3.2 Elektroforéza a kapilarni prenos RNA na membranu

Elektroforéza prob¢hla podle protokolu z internetu:
http://grimwade.biochem.unimelb.edu.au/bowtell/molbiol/sect4.htm

Vana a hiebeny pro elektroforézu a plastova vana a sklenéna deska pro prenos byly
pied pouZitim omyty detergentem a destilovanou vodou, 10 minut sterilizovany v 3 % H,0, a
dukladné oplachnuty RNase-free vodou. Elektroforéza a sestaveni blotu probihaly obdobngé
jako u Southernovy hybridizace.

3.2.1.3.2.1 Priprava vzorki: RNA na elektroforézu

Objem roztoku sRNA odpovidajici 25 pg RNA jsem presréZela pridanim 10 %
objemu RNase-free 3 M octanu sodného (Sigma) a 100 % objemu RNase-free 100 % etanolu
(Sigma). Poté jsem vzorky 1 hodinu inkubovala pii -70°C, 10 minut centrifugovala pii 13500
ot/min, slila supernatant, krétce sto¢ila a odsala zbytek supernatantu. OsuSeny sediment jsem
resuspendovala ve 12 pl sample buffergna* @ po rozpudténi jsem vzorky 5 minut inkubovala
pii 65°C, pridala ke kazdému 3 pl vkladaciho pufru** a nanesla je nagel.

*Sample buffergya

500 pl

10x running buffer 50 wl
RNase-free deionisovany formamid (Sigma) 250 pl
RNase-free formaldehyd (Sigma) 90 ul
H2Orna 108 ul
ethidium bromid (10 mg/ml) 2l

**\/kladaci pufr

10 ml

RNase-free Ficoll (400) (Sigma) 29
H2OrnA 5mi
RNase-free Bromphenol Blue (Sigma) 25mg

H>OrnA dOpI nit objem na10 ml
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3.2.1.3.2.2 Priprava markeru pro elektroforézu
Smeés 3 ul RNase-free RNA Marker 2,0-10 kb (Sigma), 2 ul H,Orna a 3 ul sample
buffersya jsem zahtivala na 65°C po dobu 5 minut a poté jsem ke smési pridala 2 ul

vklé&daciho pufru.

1 % agarézovy gel

350 ml

agaréza (Sigma) 35¢9
10x running buffer* 35ml
H2Orna 297 ml

po rozvareni agarGzy a zchlazeni na 60°C pridat 16,8 ml 37 % formaldehydu (Sigma)

*10x running buffer

500 ml

MOPS:\a (Sigma) 23,129
H2Orna 400 ml
0,5M EDTAgna, (pH = 8,0), (Sigma) 10 ml
ledova kyselina octova 3,3ml

doladit pH na 7,0
na objem 500 ml doplnit H,Orna

Gel jsem 3x 5 minut promyvala RNase-free vodou a poté jej inkubovala v 20x SSC
(75 g RNase-free 3 M NaCl, 88,2 g RNase-free 0,3 M citré sodny, doplnit H,Orna nha 1000
ml, pH = 7,0). Membranu jsem inkubovala v 10x SSC.

3.2.1.3.2.3 Priprava a znaceni hybridizacni sondy

PMI sondu pro hybridizaci jsem ptipravovala stejnym zpiasobem a se stejnymi primery
jako PMI sondu pro Southernovu hybridizace, ale postup probihal za podminek eliminujicich
moznost kontaminace sondy RN&zami. VSechny pouZité chemikélie byly deklarovany jako
RNase-free. Vana a hiebeny byly pied pouzitim omyty detergentem, oplachnuty destilovanou
vodou a 10 minut sterilizovany v 3 % roztoku H,O,. Nakonec byly oplachnuty RNase-free
vodou. Ke znageni hybridizacni sondy jsem opét pouZila znagici soupravu Rediprime™ |1
(random prime labelling system, Amersham Pharmacia Biotech).

22



3.2.1.3.2.4 Hybridizace

Postupovala jsem stejné jako u Southernovy hybridizace, ale hybridizaéni sklenéné
tuby jsem pred hybridizaci omyla detergentem, 3x oplachla RNase-free vodou a 20 minut
nechala sterilizovat v hybridiza¢ni peci pomoci 3 % H,0.. Pro pipetovéani tekutych chemikalii
jsem pouZila Spicky sfiltrem. Radioaktivni signdl byl opét detekovan pomoci detekéniho
systému Typhoon system (Amersham Pharmacia Biotech).

3.2.2 Test s acidobazckym indikatorem chlorfenolova éerveri (PMI-assay)

Cést transformované rostliny (list, internodium o délce asi 10 mm) jsem sterilng
odebrala ve flowboxu a umistila do jamky ELISA desticky (desticka s 24 jamkami) s 800 pl
média sacidobazickym indikaorem chlorfenolova cerven (CPR). Po umisténi vSech
testovanych rostlin jsem desti¢ku priklopila vickem a vicko prichytila parafilmem. Rostliny

jsem kultivovala 7-8 dni pri 25°C ve tm¢ a poté jsem vizudlné zhodnotila barvu média.

3.2.2.1 Média pouZzta pro PMI-assay

Regeneraéni média s CPR pro otestovani reakce listi CPR00 — CPR60
sloZeni v g.I™"

MS bez vitamint (Duchefa) 449
myo-inositol 01g
microagar 109
CPR 0,059
pH 6,0

poté piidany sacharéza a mandza podle toho, 0 jakou variantu se jednalo:
médium sacharo6za mandza
CPROO 0g 0g
CPR10 59 0g
CPR20 10g 0g
CPR30 159 0g
CPR40 0g 59
CPR50 0g 10g
CPR60 0g 159
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Zakorenovaci média s CPR pro otestovani reakce internodii CPRO — CPR6
sloZeni v g.I™"

MS svitaminy (Duchefa) 229
microagar 109
CPR 0,059
pH 6,0
poté piidany sacharéza a mandza podle toho, o jakou variantu se jednalo:
médium sacharéza mandza
CPRO Og O0g
CPR1 59 O0g
CPR2 109 O0g
CPR3 159 0g
CPR4 0g 59
CPR5 0g 10g
CPR6 0g 159

3.2.3 Selekce semendcki T1 generace a zhodnoceni dédi¢nosti transgenu pomoci
fenotypovych &épnych pomérii

3.2.3.1 Zisk semenného potomstva transformantii

Transformované rostliny byly prevedeny do puady. Korenici rostliny byly vynaty ze
skleni¢ky se zakorenovacim meédiem, omytim korinkt ve vodé zbaveny zbytka agarového
média a zasazeny do uzavienych tésnicich plastovych pafnickia. Takto byly kultivovany
zhruba tii dny (pti 25°C) a poté byly v parni¢cich pootevieny vétraci otvory, aby klesla
vzdudna vihkost v nddob¢ a rostliny si postupné vytvorily kutikulu. Priblizné po 10 dnech
byly rostliny zcela zbaveny zékrytu a dale kultivovany pti 25°C ve skleniku. Kultivace
probihala pies |éto. Kazdy kvét byl opylen vliastnim pylem. Zralé plody jsem sesbirala. Kazdy
plod jsem roziizla a pomoci $pachtle vyklepla na Petriho misku semena se slizovym obalem a
&avou a nechala do druhého dne natrévit. Nasledujici den jsem semena proprala na situ pod
tekouci vodou a zbavila je zbytka slizovych obalu, ususila je na filtratnim papite a pro dalSi
pouZiti jsem je skladovala v papirovych s&écich pii teplote 8°C.

3.2.3.2 Jozeni salekenich médii

V &echna pouzitd média byla odvozena od zékladniho MS média (Murashige a Skoog,
1962).
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Média pro zji&éni selekéni koncentrace mandzy pro selekci rajéat v T1 generaci
sloZeni v g.I™"

MS svitaminy (Duchefa) 449

myo-inositol 01g

agar (Serva) 80¢g

pH 58

dale pridana mandza a glukéza podle toho, o kterou variantu se jednalo:
médium glukoza manoza
GO/MO 0g 0g
GO/MO0,5 0g 0549
GO/M1 0g 19
G1/MO 19 0g
G1/MO0,5 19 059
GUM1 1g 19

M édium pro selekci potomstva v T1 generaci s kanamycinem (Kan. 100)
sloZeni v g.I™"

MS svitaminy (Duchefa) 449
myo-inositol 01lg
agar (Serva) 80¢g
pH 5,8

po zklavovani pridan:

kanamycin 100 mg

M édium pro selekci potomstva v T1 generaci s mandzou (Man. 1 %)
sloZeni v g.I™"

MS svitaminy (Duchefa) 449
myo-inositol 01lg
manoza 10g
agar (Serva) 80¢g
pH 5,8

3.2.3.3 Serilizace semen T1 generace a hasledna selekce na médiu s man6zou nebo
kanamycinem

Do zkumavky jsem odpocitala 100 semen, zalila je 70 % etanolem a nechala piiblizné
2 minuty pasobit. Po vyliti etanolu jsem do zkumavky pridala 10 ml 10 % roztoku Domestosu
(Gcinna latka chlornan sodny) a 30 minut nechala pasobit (kazdych 10 minut jsem zkumavky
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protiepala). Po uplynuti téo doby jsem zkumavky pienesla do flowboxu, zde jsem slilaroztok
s Domestosem a semena jsem ¢étytikrat promyla sterilni destilovanou vodou.

Takto sterilizovand semena jsem opatrné vyklepla do plastové dézy Sigma s50 ml
selekéniho meédia skanamycinem nebo mandzou a erilni pinzetou je pokud mozno
pravidelné rozmistila po povrchu. Semenatky jsem kultivovala pii 25°C a fotoperiodé 16
hodin 2 — 3 tydny, tj. dokud se u rezistentnich semenéckt nevyvinuly prvni pravé listy.

Po uplynuti této doby jsem spocitala semenécky s rezistentnim a typickym senzitivnim

fenotypem a pripadné z nich odebrala vzorky pro ,tissue PCR".

3.2.3.4 Overeni shody pozorovanych a ocekavanych fenotypovych &épnych pomers v Tl
generaci pomoci Chi-kvadrét testu

Hodnota chi-kvadrét testu byla vypocitédna podle nasledujiciho vzorce:

5 (fi- £)° _ g (O- E)
At Ta ¢

O — zji&ena frekvence vyskytu rezistentniho nebo senzitivniho fenotypu

E — ocekévana frekvence vyskytu rezistentniho nebo senzitivniho fenotypu
DF (pocet stupit volnosti) = 1

kritickd hodnotapro a = 0.05 pii DF=1je 3,84

. Q.)ox

Pro ovéieni shody pozorovaného a o¢ekavaného fenotypového stépného poméru jsem
si napred stanovila nulovou hypotézu HO a poté jsem testovala, zda se pozorovany &tépny
pomeér vyznamné liSi od o¢ekavaného (hodnota chi-kvadrat testu je pro a = 0.05 vySSi nez
3,84). Pro potomstvo netransformované kontroly bez selektovatelnych transgena jsem
piedpoklddala fenotypovy &épny pomér 0:1 (rezistentni:senzitivni), pro potomstvo
transformanta nesouciho jednu kopii T-DNA 3:1, pro potomstvo transformanta sdvémi
kopiemi T-DNA 15:1 atd. V pripade, Ze Stépny pomeér neodpovidal ocekavanému, ale mohl
byt vysvétlen jinak, jsem stanovila alternativni nulovou hypotézu. Pritomnost transgenu u
semenécku s rezistentnim nebo senzitivnim fenotypem byla pripadné ovérena pomoci PCR.
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4\ YSLEDKY

4.1 Molekularni charakteristika transfor mantu

Charakterizovala jsem 35 transformanti raj¢ete ziskanych béhem bakaléiské préace a
jeden netransgenni ,,unik" (escape) a pro srovnani netransgenni rostlinu (NK).

4.1.1 Southernova hybridizace

Pomoci Southernovy hybridizace jsem u 37 vybranych rostlin (35 transformantt, 1
negativni kontrola a 1 escape) zjistovala pritomnost gena pmi, nptll a Useku T-DNA s
promotorem CMPS hybridizaci s prislusnymi sondami. DNA izolovana z ptislusnych rostlin
byla &épena restrikeni endonukledzou BamHI, kteréa ma uvniti T-DNA dvé &épna mista. Po
elektroforetickém rozdéleni na 1 % agarézovém gelu byla nastépena DNA prenesena na
nylonovou membranu. Predpoklddané minimdni délky fragmentd genomové DNA
hybridizujicich s danou sondou byly 1,6 kb pro sondu pmi, 2,25 kb pro sondu nptll a 0,7 kb
pro sondu CMPS. Sondy byly znaceny [a-32P]dCTP pomoci znagici soupravy Rediprime™ |1
(random prime labelling system) a po hybridizaci byla dana sonda (pmi a nptll) z membrany
odmyta

VétSina transformovanych rostlin nesla jednu kopii T-DNA. Rostliny v drahéch 15 a
20 nesly 3 kopie T-DNA (pti hybridizaci se sondou pmi), pfi¢emZ u prvni byly pti nasledné
hybridizaci se sondou nptll vidét pouze 2 prouzky (1 vyrazny a jeden velmi slaby). Rostlina
v dréze Sestnéct nese dvé kopie T-DNA; opét pii hybridizaci se sondou nptll je jeden prouzek
velmi nezietelny. Slabé ndznaky prouzku v drahéch 7, 8 a 30 naznaduji, Ze do prislusnych
roglin se T-DNA w¢lenila dvakrét. Rostliny v drahéch 9, 14 a 37 (posledni dvé jsou
pravdépodobné klon) se jevi pozitivni pouze pro gen nptll a pravdépodobné tedy doSlo
k inzerci pouze pravé ¢asti T-DNA. Rostliny v drahach 12 a 17 postrédaji pouze gen pmi a
v drah&ch 22 — 24 gen nptll. Rostlina v dréze 8 se jevi negativni pro piitomnost sekvence
genu nptll, coZ neni v souladu s vysledky PCR ataké v T1 generaci |ze pozorovat potomstvo
srezistentnim fenotypem ke kanamycinu. Analyza PCR provedend béhem bakal&tské préce se
svysledky Southernovy hybridizace neshoduje u rogtlin v drahach 4 a 6, které jsou zjevné
klonalniho pavodu spolecné srogtlinou v dréze 5. Klon v drahéch 32 a 33 se jevil pti PCR

negativni pro gen nptll a nepieZival na selekénim médiu s kanamycinem, ale Southernovou
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hybridizaci u n¢j byl amplifikovany fragment genu nptll prokézan. Escape a negativni
kontrola byly dle o¢ekavani negativni pro viechny tii hybridizace.
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Obr. 3 Souther nova hybridizace DNA izolované z rostlin r gj ¢ete nesoucich alespon jeden z genia
pmi nebo nptll (vyjma negativni kontroly a escapu).
A - hybridizace se sondou pmi dlouhou 514 bp, ngimensi o¢ekavana délka fragmentu Stépené DNA
byla 1,6 kb
B — hybridizace se sondou nptl 1 dlouhou 699 bp, negmensi o¢ekavana délka fragmentu Stépené DNA
byla 2,25 kb
C - hybridizace se sondou k CMPS promotoru dlouhou 395 bp, ngmensi ocekdvana délka
fragmentu Stépené DNA byla 0,7 kb
Dréhy: M - velikostni marker (1kb ladder, Gibco BRL)

1-18, 20, 21 a 37 —rostliny selektované na médiu s kanamycinem

19 — negativni kontrola

22 — 24 — rostliny selektované na médiu s mandzou o koncentraci 0,75 %

25 — escape sel ektovany na médiu s mandzou o koncentraci 0,75 %

26 — 30 - rostliny selektované na médiu s mandzou o koncentraci 0,5 %

31— 36 - rostliny selektované na médiu s mandzou o koncentraci 0,125 %
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Transformanti v drahach 1 a2; 4,5a6; 10 all; 14a37; 22,23 a24; 32a33;35a36
jsou odvozeny z jednoho transformovaného explantétu a vysledky Southernovy hybridizace u
nich byl potvrzen klondni pavod, dodo tedy k 26 nezdvislym transformacim. U v3ech rostlin
odvozenych z jednoho transformovaného explanté&u jsem pomoci Southernovy hybridizace
zjistila klondlni pivod, coZ je v souladu s vysledky selekce T1 generace a s vysledky PMI-
assaye. Tim byly potvrzeny transformacni frekvence dosaZzené pii selekci na médiich
smanbdzou nebo kanamycinem béhem mé bakalarské prace (jednotlivé rostliny pochazejici
z jednoho transformovaného explantdtu jsem predbéZzné hodnotila jako klony). Vysledky
spolecné s vysledky northernoveé hybridizace a PMI-assaye shrnuje Tab. 3.

4.1.2 Northernova hybridizace
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Obr.4 Vydedky northernové hybridizace a srovnani svysledky testu sacidobazickym
indikatorem CPR (PMI-assay) u testovanych rostlin rajéete. O¢ekdvana velikost mRNA byla 1,5
kb. PMI-assay: + pozitivni vysledek, - negativni vysledek, O netestovano. Poradi rostlin v jednotlivych
drahéch stejné jako u Southernovy hybridizace, tedy:

1-18, 20, 21 a 37 —rostliny selektované na médiu s kanamycinem

19 — negativni kontrola

22 — 24 —rostliny selektované na médiu s man6zou o koncentraci 0,75 %

25 — escape sel ektovany na médiu s mandzou o koncentraci 0,75 %

26 — 30 - rostliny selektované na médiu s mandzou o koncentraci 0,5 %

31— 36 - rostliny selektované na médiu s mandzou o koncentraci 0,125 %

Ze vSech rostlin analyzovanych Southernovou hybridizaci byla pomoci RNeasy Plant
Mini Kitu (QIAGEN) izolovana RNA. Z kazdého vzorku bylo pouZito 25ug RNA, kterd byla
napred elektroforeticky rozdélena na 1 % agar6zovém gelu a poté pienesena na nylonovou
membranu a hybridizovana se sondou pmi. Sonda byla pripravena amplifikaci 514 bp
dlouhého fragmentu genu pmi v PCR reakci a znatena[a-*?P] dCTP pomoci znatici soupravy
Rediprime™ |1 (random prime labelling system).

V souladu svysledky Southernovy hybridizace nebyla prokazéna pritomnost
transkripéniho produktu genu pmi u rostlin v drahach 9, 12, 14, 17, a 37 a dené tak u
negativni kontroly (19) a escapu (25). Rostliny klondniho pavodu jevily prakticky stejnou
aroven exprese, pouze u klonu v drahach 22 — 24 bylo mnozstvi zji&téné mRNA genu pmi

mezi jednotlivymi jedinci dosti odlisné.
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4.2 Test sacidobazickym indikatorem CPR (PM | -assay)

Kromé rostlin K85/13A (dréha 10), M3/4-6B (23) aM3/4-3B (25), které béhem pasazi
uhynuly, byly vSechny rostliny testovany pomoci testu sacidobazickym indikatorem
chlorfenolové ¢erven (CPR, Chlorophenol red dye). Pri metabolizaci mandzy v médiu stimto
acidobazickym indik&orem by mélo dojit k okyseleni média produkty metabolismu cukru a
tim ke zméné¢ barvy média. PMIl-assay jsem pouzila jako neptimy dikaz pritomnosti
funkéniho proteinu mandza-6-fosfatizomerazy (PMI) v dané transgenni rostling.

Zmeénu barvy média vlivem metabolizace cukru rostlinou jsem napied ovérila se
sachar6zou. Negativnimi kontrolami v testu byly médium s CPR a mandzou bez rostliny a
médium sCPR, mandzou a s netransformovanou rostlinou (NK). U negativnich kontrol
nedodlo ani v jednom piipadé ke zméné barvy média smérem k oranZové nebo Zluté. U
netransformovanych rostlin a pravdépodobné odumirgjicich rostlin bylo pozorovano
karminové zbarveni média. Testovala jsem listy a internodia transformantt a nejvhodnéjsi pro
test se nakonec ukézala internodia blize korenaim. U rogtlin dochézelo nékdy k odumirani, a
proto jsem jako pozitivni vysledek hodnotila zménu barvy média z cervené na Zlutou alespon
v jedné jamce ELISA desticky s testovanou rostlinou.

Vysledky optimalizace PMI-assaye shrnuje tabulka¢. 2:

koncentracev % zména barvy média
oznaceni média | testovano | sacharé6za | mandza| piavodni aZz | oranZova Zluta
rostlin tmavsi az priahlednd
CPRO 2 0 0 2 0 0
CPR1 3 0,5 0 0 1 2
CPR2 3 1 0 0 0 3
CPR3 3 1,5 0 2 odumielé 1 0
CPR4 3 0 0,5 3 0 0
CPR5 3 0 1 3 0 0
CPR6 3 0 15 3 0 0
CPROO 2 0 0 2 0 0
CPR10 3 0,5 0 0 2 1
CPR20 3 1 0 0 1 2
CPR30 3 15 0 0 0 3
CPR40 3 0 0,5 3 0 0
CPR50 3 0 1 3 0 0
CPR60 3 0 0,5 3 0 0

Tab. 2 Vydedky optimalizace PM | -assaye
Média CPRO0-6 jsou odvozena od zakorefiovaciho média - testovana internodia, média CPR00-60 -
odvozena od regeneracniho média - testovany listy.

30



Na z&klad¢ téchto vysledka jsem se rozhodla pouzit médium CPR5 skoncentraci
manozy 1 %. Jednotliva internodia byla kultivovéna v 800 pl zakoreinovaciho média CPR5
v jamce ELISA desticky (desticka se 24 jamkami) ve tmé pii 25°C po dobu 7 — 8 dni a poté
byla vizudliné zhodnocena barva média.

Vysledky PMI-assaye spolecné s vysledky PCR (které jsem ziskala béhem bakalarské
préce) a Southernovy a northernoveé hybridizace shrnuje tabulka¢. 3:

Vysledky testu sacidobazickym indikdtorem CPR jsou v korelaci svysledky
northernové hybridizace (viz Obr. 4.), krom¢ rostlin v drahach 27 a 28, kde byla zjist¢na
stiedni aZ vySSi exprese genu pmi, pricemz v tesu s CPR se rostliny jevily negativni. | niZsi
exprese genu pmi je dostatecna pro metabolizaci mandzy a pieZiti rostliny na selekénim

médiu, coZ je patrné napiiklad u rostlin v drahach 3, 13, 15, 26 a 31.

‘" .\' A
: v .é\‘
) / , .0 ;
el A4 I [/

Obr. 5 Ukézka ELISA desti¢ky sinternodii po sedmi dnech kultivace v médiu s CPR.
Transformované rostliny jsou ve sloupcich 1 az 5, konkrétné: 1A-D K85/2A; 2A-D K85/2C, 3A-D
K85/7A, 4A-C K85/8A, 5A-C K85/8B; jamky 4D a 5D obsahuji prazdné médium s CPR, 6A-D je
negativni kontrola.
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Southern Northern
draha| rostlina PCR pmi | nptll | CMPS pmi PM | -assay
N/pozitivni
1 K85/2A  |pmi/nptll |+ + + + 4/+++
2 K85/2C |pmi/nptll |+ + + + 4/+
3 K85/7A  |pmi/nptll |+ + + + 4/+
4 K85/8A | O/nptll +? + + + 6/-
5 K85/8B |pmi/nptll |+? + + + 6/-
6 K85/8C |O/nptll +? + + + 6/-
7 K85/9A |pmi/nptll |+ + + + 3+
8 K85/10B |pmi/nptll |+ - + + 3/++
9 K85/11A | 0/nptll - + - - 7/-
10 K85/13A |pmi/nptll |+ + + + netestovano
11 K85/13C |pmi/nptll |+ + + + 4/++
12 K85/15B |O/nptll - + + - 5/-
13 K85/16A |pmi/nptll |+ + + + 4/+
14 K85/17A |0/nptll - e - - 3/-
15 K85/20A |pmi/nptll |+ + + + 3/++
16 K85/21A |pmi/nptll |+ + + + 6/+++
17 K85/22A | O/nptll - + + - 4/-
18 K85/23A |pmi/nptll |+ + + + 4/++
19 NK 0/0 - - - - N > 20/-
20 K85/25A |pmi/nptll |+ + + + 4/+
21 K85/27A |pmi/nptll |+ + + + 7/++
22 M3/4-6A |pmi/nptll |+ - + + 4/+
23 M3/4-6B | pmi/O + - + + netestovano
24 M3/4-6D |pmi/nptll |+ - + + 2/+
25 M3/4-3B | 0/0 - - - - netestovano
26 M1/2-13A | pmi/nptll |+ + + + 2/+
27 M1/2-15A | pmi/nptll |+ + + + 4/-
28 M1/2-22A | pmi/nptll |+ + + + 2/-
29 M1/2-56A | pmi/nptll |+ + + + 2/++
30 M1/2-61A | pmi/nptll |+ + + + 2/++
31 M1/8-29C | pmi/nptll |+ + + + 3/+
32 M1/8-44A | pmi/0 + + + + 4/+
33 M1/8-44B | pmi/0O + + + + 3/++
34 M1/8-57A | pmi/nptll |+ + + + 3/+++
35 M1/8-64A | pmi/nptll |+ + + + A/++++
36 M1/8-64B | pmi/nptll |+ + + + 3/+++
37 K85/17C |0O/nptll - + - - 7/-

Tab. 3: Srovnani vysledka Souther novy a Northernovy hybridizace, PCR a PM| -assaye u
testovanych rostlin.
Rostliny jsou v poradi podle drah na membranéch pro Southern a Northern, Sed¢ jsou oznaceny
rostliny klondlniho pivodu, kromg rostlin K85/17A a K85/17C vzdy v sousednich téadcich; PMI-assay
—N je pocet opakovéni/z toho pozitivnich

32



4.3 St&pné poméry v T1 generaci

4.3.1 Zji&’ovani selekéni koncentrace mandzy vhodné pro selekci T1 transformantii

Cilem bylo stanovit mnozstvi mandzy v médiu vhodné pro selekci potomstva
vzniklého po samospréSeni TO transformanti. Pro tento Gc¢el jsem otestovala 4 varianty
selek¢nich médii s riznou koncentraci mandzy a gluk6zy a pro srovnéni dvé média neselekeni
(GO/MO0 a G1/MO0). Neselekeni médium GL/MO se rutinné pouZiva pro vysev semen rajcete a
zisk aseptickych semené&ckt napiiklad pro transformaci déloznich listki diskovou metodou
transformace. Kli¢eni semen na médiu GO/MO jsem zjistovala proto, abych ovérila, zda je
glukdza pro kliceni semen&tkt nezbytnd, nebo jeji pridavek do média neni nutny. Semena T1
transformant jsem sterilizovala a selektovala postupem popsanym Vv kapitole 3.2.5.3. Na
kazdé médium jsem vysela 50 semen z potomstva netransgenni kontrolni rostliny a 15 — 20
semen z potomstva transformované rostliny, u niz byla molekularnimi metodami potvrzena
piitomnost genu pmi. Vysledky shrnuje tabulka¢. 5.

Pti hodnoceni fenotypovych Stépnych poméra v potomstvu testovanych transformanti
neni prakazny rozdil mezi o¢ekavanou (3:1) a pozorovanou frekvenci vyskytu obou fenotypu.
U potomstva netransformované rostliny je patrny znacny podil semen&lka s rezistentnim
fenotypem na médiich s mandzou, kdy?z je ptitomna glukéza, coz je potvrzeno i vysledky chi-
kvadrét testu (na pétiprocentni i jednoprocentni hlading vyznamnosti 1ze HO zamitnout).

Klicivost a piezivani semen&tka na nesekénim médiu bez glukozy bylo dostatecné a
glukdza tedy nebyla pro kliceni nezbytna

Fenotyp semenacka senzitivnich k fytotoxickym ucinkam mandzy byl stejny jako pri
selekci na kanamycinu a dokonce o trochu vyrazngjsi, viz Obr. 7. Senzitivni rostliny mély
tmavé zelené délozni listky a nikdy neutvotily pravé listy, stonek byl vétSinou zbarveny do
fialova a koten byl asi 2 — 4 mm dlouhy, kilovity a nevétveny. Senzitivni semenécky nikdy
netvorily rozvétvené koieny v médiu. Na zaklad¢é ziskanych vysledkt jsem se rozhodla pro
dalSi selekci pouzivat médium s 1 % mandzy a bez glukozy.

Ze viech semené&cki T1 generace rostliny K85/21A jsem odebrala vzorky pro PCR a
ovetila, Ze fenotyp odpovidé piitomnosti nebo nepiitomnosti genu pmi.
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koncentracev % fenotyp
médium | gluk6éza | manéza | rostlina N normalni | senzitivni | &&p.* | 5" test -
semen /nevykli¢. | pomér | hodnota
GO/MO 0 0 NK 50 44 0/6 1.0 0
K85/27A | 15 15 0/0 1:.0 0
GO/M0,5 0 0,5 NK 50 0 49/1 0:1 0
K85/2C 20 17 3/0 31 1,6
GOM1 0 1 NK 50 0 47/3 0:1 0
K85/21A | 15 9 4/2 31 0,23
G1/MO 1 0 NK 50 24 0/1+25K* | 1.0 0
K85/10B 15 15 0/0 1.0 0
G1MO,5 1 0,5 NK 50 42 3/5 0:1 | 3927
K85/10B 15 15 0/0 31 1,25
GUM1 1 1 NK 50 31 5/14 0:1 | 26,697
K85/10B 15 8 1/6 31 2,26

Tab. 4: Stanoveni selekéni koncentr ace mandzy.
K*-kontaminace, HO pro NK na manéze - 0:1, HO pro transformanty na manéze - 3:1, ¥ — hodnoty
chi-kvadrat testu vyznamné prekragujici kritickou hodnotu 3,84 (DF = 1, o = 0,05) a HO tedy zamitam,
* - pozorovany fenotypovy &épny pomer

Obr. 6 Celkovy pohled na semenécéky vyseté na selekéni médium s mandzou.

A — potomstvo rostliny, kterd nenesla gen pmi je k fytotoxickym U¢inkim mandzy senzitivni

B — potomstvo rostliny nesouci gen pmi Stépici zhruba v poméru 3:1 ve prospéch rezistentnich

semenacki
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Obr. 7 Rozdilny fenotyp semenacki
rezistentnich a senzitivnich

k obéma selekénim agens.

A —rostliny senzitivni k manoze
(horni tada) respektive ke
kanamycinu (spodni fada)

B —rostliny rezistentni k mandze
(prvni tii) a ke kanamycinu (zbylé
dve)

C — srovnéni vzhledu rezistentniho a
senzitivniho semenécku

4.3.2 Selekce T1 potomstva transformantiz a ovéireni tépnych pomeéri pomoci chi-kvadrét

testu a PCR

Na zakladé predchozich vysledka jsem vSechna seminka ziskand od jednotlivych

transformantt selektovala na médiu s 1 % mandzy. Pro selekci na kanamycinu jsem pouzila

rutinné pouzivanou koncentraci kanamycinu 100 mg na 1 litr média. Na oba typy selek¢nich

médii jsem od kaZzdého transformanta vysela po 100 seminkach T1 generace a po 2-4 tydnech

zhodnotila vzhled semenacki a zjistila prislusny fenotypovy Stépny pomér. Ten jsem potom

porovnala socekavanym fenotypovym &eépnym pomérem pomoci chi-kvadréat tesu. Od

roglin M3/4-6B a M1/2-61A jsem ziskala maly pocet semen, a proto jsem je selektovala

pouze namédiu s mandzoul.
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fenotyp semenécéku

rostlina | selekéni |pocet |rezistent.| senzitiv. | nevykliéil fenotypovy c2
(HOproc2 | médium k sel. k sel. Stépny pomér test -
test) agens agens (NF:senzitivni) | hodnota
NK Man. 1% | 100 0 100 0 0:1 0
(HO=0:1) | Kan. 100 | 101 0 101 0 0:1 0
K85/2A | Man.1% | 100 70 25 5 2,81 0,09
(HO=3:1) | Kan.100 | 100 74 19 7 39:1 1,04
K85/2C | Man.1% | 105 76 29 0 2,6:1 0,38
(HO=3:1) | Kan. 100 | 100 80 19 1 4,2:1 1,78
K 85/7A Man. 1% | 100 46 24 30 1,9:1 0
(H0=2:1) | Kan.100 | 100 46 33 21 1,4:1 2,03
K85/8A | Man.1% | 103 0 103 0 0:1 0
(HO=0:1) | Kan.100 | 100 79 20 1 4:1 1,22
(HO=3:1)
K85/8B | Man.1% | 102 0 102 0 0:1 0
(HO=0:1)
(HO=3:1) | Kan.100 | 100 73 25 2 2,9:1 0,01
K85/8C | Man.1% | 100 0 98 2 0:1 0
(HO=0:1)
(HO=3:1) | Kan. 100 | 100 81 18 1 45:1 2,45
K 85/9A Man. 1% | 100 77 20 3 3,9:1 0,99
(HO=3:1) | Kan. 100 | 100 76 22 2 3,5:1 0,34
K85/10B | Man. 1% | 103 74 29 0 2,6:1 0,55
(HO=3:1) | Kan. 100 | 100 66 24 10 2,8:1 0,13
K85/11A | Man.1% | 100 0 9 6 0:1 0
(HO=0:1)
(HO=3:1) | Kan.100 | 101 74 27 0 2,7:1 0,16
K85/13A | Man.1% | 100 66 21 13 3,1:1 0,59
(HO=3:1) | Kan.100 | 100 68 25 7 2,7:1 0,18
K85/13C | Man.1% | 100 67 29 4 2,311 1,39
(HO=3:1) | Kan. 100 | 100 72 26 2 2,8:1 0,12
K85/15B | Man.1% | 100 0 91 9 0:1 0
(HO=0:1)
(HO=1:1) | Kan.100 | 100 38 54 8 1:1,4 2,78
K85/16A | Man.1% | 104 86 18 0 4,8:1 3,28
(HO=3:1) | Kan.100 | 100 81 19 0 431 1,92
K85/17A | Man.1% | 100 0 9 6 0:1 0
(HO=0:1)
(HO=3:1) | Kan.100 | 101 71 30 0 2,411 1,21
K85/17C | Man.1% | 100 0 84 16 0:1 0
(HO=0:1)
(HO=3:1) | Kan. 100 | 109 77 32 0 2,411 1,1
K85/20A | Man.1% | 100 47 42 11 1,11 0,28
(HO=1:1) | Kan.100 | 100 42 43 15 1:1 0
K85/21A | Man.1% | 100 70 25 5 2,8:1 0,09
(HO=3:1) | Kan.100 | 101 72 29 0 2,5:1 0,74
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fenotyp semenécéku

rostlina | selekéni |pocet |rezistent.| senzitiv. | nevykliéil fenotypovy c2
(HOproc2 | médium k sel. k sel. Stépny pomér test -
test) agens agens (NF:senzitivni) | hodnota
K85/22A | Man.1% | 100 0 92 8 0:1 0
(HO=0:1)
(HO=1:1) | Kan.100 | 102 42 60 0 1:1,4 3,18
K85/23A | Man.1% | 100 73 15 12 49:1 2,97
(HO=3:1) | Kan.100 | 100 71 26 3 2,7:1 0,17
K85/25A | Man.1% | 100 78 20 2 391 1,10
(HO=3:1) | Kan.100 | 100 73 24 3 31 0,005
K85/27A | Man.1% | 100 67 28 5 241 1,01
(HO=3:1) Kan. 100 | 100 65 31 4 2,11 2,72
M3/4-6A | Man.1% | 100 6 87 I 1:14,5 0,39
(HO=0:1) | Kan. 100 | 103 0 94 9 0:1 0
M3/4-6B | Man.1% | 93 0 20 73 0:1 0
(HO=0:1) | Kan. 100 Netestovano
M3/4-6D | Man.1% | 100 9 87 4 1:9,7 0,84
(HO=0:1) | Kan. 100 | 100 0 100 0 0:1 0
M3/4-3B | Man. 1% | 100 0 95 5 0:1 0
(HO=0:1) | Kan.100 | 101 0 101 0 0:1 0
M1/2-13A | Man.1% | 100 65 21 14 3,11 0,02
(HO=3:1) | Kan. 100 | 100 69 23 8 31 0
M1/2-15A | Man.1% | 100 59 27 14 2,21 1,88
(HO=3:1) | Kan. 100 | 102 74 28 0 2,6:1 0,33
M1/2-22A | Man.1% | 100 68 22 10 3,11 0,01
(HO=3:1) | Kan.100 | 100 77 22 1 35:1 0,41
M1/2-56A | Man.1% | 100 71 26 3 2,71 0,17
(HO=3:1) | Kan.100 | 101 76 25 0 31 0
M1/2-61A | Man.1% | 51 32 13 6 2,51 0,37
(HO=3:1) | Kan. 100 netestovano
M1/8-29C | Man. 1% | 100 56 19 25 291 0,004
(HO=3:1) | Kan. 100 | 100 68 32 0 2,1:1 2,61
M1/8-44A | Man.1% | 100 20 4 76 5:1 0,89
(HO=3:1)
(H0=0:1) | Kan.100 | 100 0 76 24 0:1 0
M1/8-44B | Man. 1% | 100 43 19 38 2,31 1,05
(HO=3:1)
(HO=0:1) | Kan. 100 | 100 0 98 2 0:1 0
M1/8-57A | Man.1% | 101 79 22 0 3,6:1 0,56
(HO=3:1) | Kan. 100 | 100 73 27 0 2,7:1 0,21
M1/8-64A | Man.1% | 100 0 85 15 0:1 0
(HO=0:1) | Kan. 100 | 100 0 Sz 6 0:1 0
M1/8-64B | Man.1% | 101 1 91 9 1:91 0,01
(H0=0:1) | Kan.100 | 100 0 95 5 0:1 0

Tab. 5: Vydedky sdlekce T1 generace jednatlivych transformanti na selekénim médiu s manézou nebo
kanamycinem a mendelovsk é fenotypové &épné poméry v potomstvu. Vysedna hodnota chi-kvadrat testu se
vztahuje k pravdépodobnosti shody pozorovanych fenotypovych frekvenci socekavanymi  fenotypovymi
frekvencemi., NF —normani fenotyp zdravého semenacku, rezistentni
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V T1 potomstvu 15 nezdvisle transformovanych rostlin odpovidala dédi¢nost
transgenu typickému Mendelovskému pomeéru pro potomstvo vzniklé samospréSenim
heterozygota. V potomstvu negativni kontroly a escapu M3/4-3B se neobjevil Zédny
semen&ek srezistentnim fenotypem. Stépny pomér v potomstvu rostliny K85/7A byl
prakazn¢ odlidny od ocekdvaného pomeéru 3:1, ale nebyl nalezen prikazny rozdil od poméru
2:1 (ten byl posliéze stanoven jako HO pro tento pripad). U rostlin M1/2-61A, K85/9A,
K85/10B, KB85/21A a KB85/25A bylo pomoci Southernovy hybridizace zji&téno vice
inkorporaci T-DNA nez 1, ale T1 potomstvo téchto rostlin &épilo v poméru 3:1, a proto byl
tento &tépny pomer stanoven jako HO pro chi-kvadrét test. V potomstvu klonu M3/4-6A, B a
D byl zjidten &tepny pomer vyrazné odlidny od o¢ekavaného 3:1, takze jsem pro n¢j stanovila
aternativni HO = 0:1. V tomto piipadé se pozorované fenotypové frekvence od ocekavanych
vyznamné nelisi. V T1 potomstvu rostlin M1/8-64A aM1/8-64B byl zaznamenén pouze jeden
semen&tek s rezistentnim fenotypem, a proto byla stanovena HO = 0:1, kterd byla potvrzena
vypoctenou hodnotou chi-kvadrét testu. V semenném potomstvu rostlin K85/15B, K85/20A a
K85/22A se zji&eny fenotypovy &épny pomér prikazné lisil od o¢ekavaného a byla proto
testovana nulovéa hypotéza HO = 1:1, ktera byla vysledkem chi-kvadrét testu potvrzena.

Pii selekci semen T1 generace na mandze nebo na kanamycinu jsem u rostlin
testovanych PCR nezjistila z&dny netransgenni Unik.

Pomoci PCR byla ovétena piitomnost amplifikovatelného fragmentu genu pmi u 1
semena’ku srezistentnim fenotypem k mandze v potomstvu rosliny M1/8-64B, u 6
rezistentnich semenéckt z potomstva rostling M3/4-6A, 9 rezistentnich semenacka
z potomstva rostliny M3/4-6D a u vSech rezistentnich semené&cka z potomstva rostlin M1/2-
56A a M1/8-44B. VSechny semenatky byly selektovany na médiu s man6zou. U semenéckn
senzitivnich k man6ze (vSechny z potomstva rostlin M1/2-56A a M1/8-44B) testovanych
pomoci PCR nebyl prokézan amplifikovatelny fragment genu pmi.

38



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 M

s14b
. 500 bp

Obr. 8 Priklad elektroforetogramu PCR reakce amplifikujici 514 bp dlouhy fragment genu pmi.
Vzorky pochézely z semenacki T1-generace srezistentnim fenotypem selektovanych na selekénim
médiu s 1 % koncentraci manozy. Kazda reakce probihala v objemu 25 mi reakéni smési, z ¢ehoz jsem
20 m spolu s 3,5 m nanédSeciho pufru nanesla do jamky v 1,5 % agar6zovém gelu. Dréhy: 1 - M1/8-
64B, 2-7 - M3/4-6A, 8-14 - M1/2-56A, 15 — pozitivni kontrola, 16 — NK, 17-enzymova smés, M-
velikostni standard (100 bp ladder).
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5. DISKUZE

Pomoci Southernovy hybridizace se sondami hybridizujicimi s geny pmi, nptll a
promotorem CMPS jsem u 35 vybranych transgennich rostlin raj¢ete a jednoho
pravdépodobneé falesné pozitivniho jedince, které jsem ziskala béhem své bakalérské préce,
zjistovala pocet kopii vnesené T-DNA. Z 26 nezavislych transgennich linii jsem pouze u Sesti
rogtlin prokéazala vice nez jednu inkorporaci T-DNA. Vicenasobné inkorporace T-DNA do
genomu transgenni rostliny jsou nezadouci zejména kvili vétsSi pravdépodobnosti umiceni
transgenu a proto jsou hledany transformacni postupy, které zgjisti vysoky podil
transformantt s jednou vnesenou kopii. Sigareva et al. (2004) ve své préci rozdélili ziskané
transgenni rostliny tii variet rgj¢at ziskané transformaci pomoci Agrobacteria podle vysledki
Southernovy hybridizace na skupinu s nizkym poétem kopii (1 — 3) a s vysokym poctem kopii
vnesené T-DNA. Z tohoto pohledu se jevi transformace déloZnich listki odrady MoneyM aker
pomoci agrobakteria velice efektivni, protoZe pocet inzerci T-DNA na jednoho transformanta
dosahl nejvyse tii a to jen u dvou rostlin. Celkem 76,9 % ziskanych transformanti rajcete
neslo pouze jednu kopii T-DNA.Takika polovina vSech ziskanych transformanta — 46 % -
vychézi pozitivni ve vSech testovanych charakteristikach vcetné typické Mendelovské
deédicnosti vnesenych transgend, jak Ize usuzovat zfenotypovych &épnych pomera v T1
generaci, které se priakazné neliSi od ocekévanych. Dai et al. (2001) srovnali u ryZe G¢innost
transformace pomoci Agrobacteria a bombardovanim mikroc¢ésticemi, pricemZz dosahli
pramérného poctu inkorporaci T-DNA u ziskanych transgennich rostlin pii transformaci
Agrobacteriem 1,8, coZz povaZzovali za vyborny vysledek. Luo et a. (2004) uvadi pri
transformaci psinecku pomoci agrobakteria, Ze vysoky podil transgennich rostlin (60 — 65 %)
neslo pouze 1 kopii T-DNA. Pramérny pocéet vnesené T-DNA u mnou ziskanych transgennich
rogtlin rgj¢ete MoneyMaker ¢inil 1,3, cozZ je ve srovnani se ziskanymi vysledky jinych autori
(Dai et al., 2001; Sigareva et al., 2004; Luo et al. 2004) nizky pocet. Rgj et al. (2005) ziskali
pii transformaci rajéete odridy Pusa Ruby pomoci agrobakteria transgenni rostliny pouze
sjednou inzerci T-DNA, coz miaze byt ddno nizkym pocétem ziskanych transformantu (celkem
7). Obecné je transformace pomoci Agrobacteria povaZzovana za Ucinnou metodu pro ziskani
transgennich rostlin s nizkym poétem kopii vnesené T-DNA (Smith a Hood 1995).

Hybridizaci se ttemi sondami jsem testovala, zda se do dané rostliny zaclenila cela T-
DNA nebo jen jeji cast. U vétdiny rostlin se vysledky PCR a Southernovy hybridizace
shodovaly. U rostliny K85/10B nebyl pii Southernové hybridizaci vidét prouzek indikujici
piitomnost transgenu nptll, ale pii analyze PCR byl piitomen amplifikovatelny fragment genu
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nptll a také v T1 potomstvu rostliny nalezeny fenotypovy &tépny pomér (3:1) odpovida
ptitomnosti nejen genu nptll, ae i jeho funkéniho proteinu. | signdl indikujici ptitomnost genu
pmi je u téo rostliny pri Southernové hybridizaci velmi slaby, takze tento vysledek muze byt
prokézana pritomnost fragmentu genu pmi pouze u rostliny K85/8B, ale Southernovou
hybridizaci byla potvrzena piitomnost fragmentu genu pmi u v3ech téchto rostlin a vzhledem
ke stejnym velikostem prouzku indikujicich pfitomnost transgend pmi a nptll jsou tyto
rogtliny zcela jisté geneticky identické. Nejednoznacny vysledek miZe byt dan napiiklad tim,
Ze gen pmi nebyl vnesen cely nebo doSlo k néjaké zmeéne v jeho sekvenci (mutace, pirestavba)
a proto nebyl pomoci primera fragment amplifikovan. Tuto teorii podporuje i vysledek PMI-
assaye, ktery vy3el u testovanych rostlin negativné, a fenotypovy &épny pomer v T1 generaci,
kdy pomér nptll rezistentnich semenatkia odpovidal ocekavanému (3:1), zatimco pmi
rezistentni semen&ky nebyly vibec piitomny. U rostlin M1/8-44A a B, které jsou podle
vysledki Southernovy hybridizace klony, byl gen nptll Southernovou bybridizaci prokézan
narozdil od analyzy PCR a testované rostliny neprezivaly na médiu skanamycinem.
Pravdépodobné tedy nedoSlo k pienosu celého genu nptll, coZ se projevilo pii PCR tim, Ze
fragment nebyl amplifikovan (primer pravdépodobné neprisedl na DNA), zatimco pii
hybridizaci se sondou, kde dochézi k hybridizaci na dlouném Useku, byl fragment genu
prokazén, ackoliv gen nemusel byt ptitomen cely. U rostlin M3/4-6A, B a D nebyl prokézan
gen nptll, coz je v souladu stim, Ze rostliny nepiezivaly na selekénim médiu s kanamycinem
a v jgjich potomstvu se neobjevil semenaiek rezistentni ke kanamycinu. Pozitivni vysledek
pro gen nptll pti PCR analyze u rostlin M3/4-6A a D je pravdépodobné dan kontaminaci
rostlinné tkén¢ odebrané pro analyzu Agrobacteriem.

Expresi genu pmi jsem owvétila pomoci northernové hybridizace. Pri northernové
hybridizaci byl produkt genu pmi prokézan u v3ech rostlin, které pii Southernoveé hybridizaci
daly pozitivni signdl pro ptitomnost genu pmi. | slaba exprese postacovala pro prezivani
roglin na médiu s manézou. Rostliny klonalniho pavodu jevily obdobnou Uroven exprese
genu pmi s vyjimkou klonu M3/4-6A, B a D. Dva ze tii kloni testované PMI-assayem daly
pozitivni signdl a lze tedy predpokladat existenci funkéniho proteinu PMI, coz bylo i
podporeno vysledky selekce potomstva T1 generace, kde se objevily rostliny srezistentnim
fenotypem a PCR u nich byl prokazan fragment genu pmi.

Pritomnost funkéniho proteinu translatovaného z nalezené mRNA jsem zji'ovala
pomoci testu s acidobazickym indiké&orem chlorfenolovéa cerven, ktery byl pouZit pro ovéreni
piitomnosti funkéniho proteinu PMI napiiklad u konopi (Feeney a Punja, 2003), psinetku (Fu
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et a., 2005), jablon¢ (Degenhardt et a., 2006) nebo u ciroku (Gao et al., 2005). Test jsem
optimalizovala pro pouZiti u raj¢at. Test je potieba piizpasobit danému rostlinnému druhu a
pouZzité ¢é&sti rostliny, coz se potvrdilo napiiklad pii pokusu pouzit tento test u internodii
bramboru kultivaru Bintje, kde se test nepodarilo optimalizovat kvali tomu, Zze
netransformované rostliny z nezndmych davodu pii testovani okyselily médium a zmenily tak
jeho barvu na Zluto, ¢imz byly setieny rozdily mezi transgennimi a netransgennimi rostlinami
atest sCPR tim ztratil vypovidaci hodnotu (Gazdova, nepublikované vysledky). Vysledky
testu sacidobazickym indikaorem CPR jsou v pozitivni korelaci svysledky northernove
hybridizace. Pouze u rostlin M1/2-15A a M1/2-22A nevysel test pozitivné, coz je
pravdépodobné dano malym pocétem opakovani, protoZe jinak tyto rostliny bez problémn
piezivaly na médiu s man6zou a také nalezeny fenotypovy Stépny pomer v jejich T1 generaci
je typicky mendelovsky.

Pro selekci T1 potomstva transgennich rostlin na mandze jsem Uspésné optimalizovala
selekeéni postup a srovnala je srutinné provadénou selekci na kanamycinu. Pro selekci jsem
pouZila semenargjcat vznikla po samospréseni transformanti TO. Semena jsem selektovala na
médiu sbézné pouzivanou koncentraci kanamycinu 100 mg/l pro selekci semen rgjcat
(Hamza a Chupeau, 1993; Hackett et al., 2000), ackoliv u variety MoneyMaker se ukézala za
pouzitelnou i koncentrace kanamycinu pouze 50 mg/l média (Riggs et al., 2001). Pro selekci
na manoze se ukazala jako nejvhodnéjSi 1 % koncentrace mandzy v médiu bez pridavku
glukdzy. Glukdza v médiu znagné zmiriovala fytotoxické acinky mandzy ato do té miry, Ze
na médiu s1 % gluk6zou a 0,5 % mandzou piezilo 93 % netransformovanych rostlin, takze
glukdza takika zcela potlacila Gcinek mandzy, a na médiu s 1 % gluk6zou a 1 % man6zou
celych 86 % rostlin negativni kontroly bylo vi¢i Ucinku mandzy rezistentni. Tento nezadouci
vliv glukézy pri selekci na mandze zjitili jiz Joersbo et a. (1998, 1999). Sigareva et dl.
(2004) prekvapiveé pouzili pii selekci rajéat na mandze jako doplikovy zdroj energie pro
selektované rostliny glukozu. Pozorovali ovdem vyskyt faleSné pozitivnich rostlin a pro jejich
eliminaci museli jako podedni krok pii selekci pouzit selekci na médiu pouze s manGzou.

Fenotyp senzitivnich semenécku rajcete pii selekci na mandze je takika stejny jako
popisovany fenotyp senzitivnich semené&cki pii selekci na kanamycinu (Hamza a Chupeau,
1993), coz je pro rutinni selekci velmi praktické. Pri selekci byl fenotyp rezistentnich a
senzitivnich rostlin velmi lehce rozeznatelny bez existence piechodovych typu a to jak pro
selekci na kanamycinu, tak pro selekci na mandze, pricemz senzitivni fenotyp semenacku
selektovanych na mandze byl dokonce jedté o néco vyrazngjsi (vyrazné kratSi vzrast, vzdy
karminovy stonek, temn¢ zelené malé délozni listky). P¥i PCR analyze vybranych semenécku
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nebyl nalezen jediny faleSny pozitiv. Nebyly testovany vechny semenaiky, ale i presto
vysledky naznaiuji, Ze piipadny vyskyt faleSné pozitivnich rostlin (escapt) by byl velmi
nizky. Selekce T1 semenného potomstva transformanti rajcete na mandze se tedy prokézala
jako rychla, snadnd a levna metoda, jak efektivné vyselektovat transgenni rostliny
zpotomstva TO transformanti a je plné srovnatelnd sbézné pouzZivanou selekci na
kanamycinu.

Ziskané &e&pné porrery jsem ovétila s ocekavanymi pomoci chi-kvadrat testu, jehoz
pouZiti se ukézalo jako mnohem uZite¢néjSi nez prosty procenticky vypocet, protozZe tento test
je mnohem robustnéjsi pri malém poctu opakovani. Napiiklad rostlina M1/8-44A pri selekci
na mandze jevila fenotypovy &épny pomér 5:1 pri celkovém poctu 24 vyklicivSich
semené&cka, protoze 20 semenéckt bylo rezistentnich a 4 senzitivni (tedy 80 % a 20 %). P¥i
ovéieni shody snulovou hypotézou HO, Ze se pozorovany Stépny pomeér nelisSi od
oc¢ekavaného 3:1, vy3la hodnota chi-kvadrét testu niZsi nez kritick& hodnota, pri které bychom
nulovou hypotézu zamitli ato nal % i 5 % hladiné vyznamnosti. Pri takto malém poctu
semenatka ovlivni kazdy jeden celkovy &épny pomér pri jednoduchém procentickém
vypoctu vyznamngji. Napiiklad 21 rezistentnich ku 3 senzitivnim d& pomeér 7:1, naopak 19
rezistentnich ku 5 senzitivnim da pomgr 4:1, pii stejném poctu vech vykligivsich semenéckn
jako u zmingné rostliny M1/8-44A.

Ze vsech testovanych rostlin jsem u 57,7 % pozorovala typické mendelovské
fenotypové &épné poméry pro oba vnesené transgeny. DalSich 19,2 % transformantd
vykazovalo fenotypovy &épny pomer 3:1, ackoliv podle vysledka Southernovy hybridizace u
nich doSlo k dvéma nebo trem inkorporacim T-DNA, coZ lze vysvétlit pravdépodobné
tandemovou inkorporaci kopii, kdy jsou kopie na chromozomu tak blizko sebe, Ze nedochézi
nebo jen minimané krekombinaci a rostliny tedy v potomstvu nedtépi ocekavanym
zpusobem, ale stejné jako pii vneseni pouze jedné kopie T-DNA. Tento fenotypovy &épny
pomeér byl pozorovan u rostlin K85/25A, M1/2-61A, K85/21A, K85/9A a K85/10B, kde jsem
tedy pri testovani odlisnosti pozorovaného a ocekavaného Stépného pomeéru chi-kvadrat
testem stanovila alternativni nulovou hypotézu HO, Ze se pozorovany &épny pomer nelisi od
ocekavaného 3:1, au viech rostlin byla tato HO potvrzena (respektive nemohla byt vyvracena
na5 % ani na 1 % hlading vyznamnosti). U rostlin M1/2-61A, K85/9A a K85/10B jsou oviem
prouzky indikujici vicendsobnou inkorporaci pti Southernové analyze velmi slabé a
nezietelné a mohlo by se jednat o piritomnost nizkého poctu nedostatecné nadtipanych
fragmentt vytvarejicich slaby faledné pozitivni signél. Z celkového poctu transformanti tedy
76,9 % Se&pi v T1 generaci v pomeru odpovidajicimu typickému mendelovskému Stépnému
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poméru pro potomstvo vzniklé samospraSenim heterozygota pro jeden lokus. U zbylych 23,1
% transformanta byly nalezeny &épné pomeéry odlisné od ocekévanych. U téchto rostlin jsem
rovnéz stanovila alternativni nulové hypotézy a ovétila je pomoci chi-kvadrét testu. Konkrétni
pozorované &tépné pomery a stanovené alternativni nulové hypotézy byly tyto: 1,9:1 pro pmi
al1,4:1 pro nptll misto ocekévaného pomeéru 3:1 u rostliny K85/7A (HO = 2:1), 1:1,4 pro nptl|
misto o¢ekavaného 3:1 u rogtlin K85/22A a K85/15B (HO = 1:1), 1,1:1 pro pmi a 1:1 pro nptll
misto ocekavaného 15:1 u rostliny K85/20A (HO = 1:1), 1:14,5, respektive 0:1 a 1:9,7 misto
ocekavanych 3:1 u rostlin M3/4-6A respektive M3/4-6B a M3/4-6D (klon, HO = 0:1) a 0:1
respektive 1:91 misto o¢ekavanych 3:1 u rostlin M1/8-64A a B (klon). Z&dna z testovanych
HO nemohla byt na zakladé vysledné hodnoty chi-kvadrét testu zamitnuta na 5 % ani na 1 %
hladiné vyznamnosti. Fenotypovy &tépny pomer 2:1 v T1 potomstvu rostliny K85/7A by mohl
byt zpasoben napiiklad letalitou potomstva shomozygotné dominantni konstituci pro
vnesenou T-DNA pravdépodobné kvili jejimu vélenéni do néjakého lokusu nutného pro
pieziti rostliny jiz v semeniku. Fenotypovy &tépny pomer 0:1 v potomstvu rostlin M3/4-6A, B
a D a M1l/8-64A a B muZe indikovat uml¢eni transgent v potomstvu nebo takika Uplnou
letalitu potomka svnesenou T-DNA (jiZ pri tvorbé semen), coz by bylo potieba déle oveérit
pomoci PCR. Pokud by u semenécku se senzitivnim fenotypem byl zji&tén podil transgennich
roglin, jednalo by se o silencing, v piipadé, Ze by piitomnost transgena u senzitivnich
semenacki nebyla viibec prokazéno, jednalo by se o sniZzenou vitalitu az letalitu potomstva
stransgenem, coZ jsem neovéiovala, protozZe to jiz bylo mimo cile mé prace. Fenotypovy
&epny pomér blizky 1:1 bude nejspiS zptasoben sniZenou vitalitou potomstva nesouciho
transgen (pii tvorbé semen). Pomeér 1:1 by také mohl byt zpasoben letalitou heterozygoti pro
T-DNA, naptiklad pti jejim vélenéni do lokusu, kdy by soucasné pritomnost translacniho
produktu nemutovaného a mutovaného genu na daném lokusu byla letalni. VSechny
neocekavane stépné pomery jsou nejspis zpasobeny pozi¢nim efektem inkorporace T-DNA.



6. ZAVER

Ve své préci jsem provedla molekuldrni analyzu 35 transgennich rostlin ziskanych
v prubéhu bakalarske préce ajedné rogtliny faledné pozitivni.

Southernovou hybridizaci jsem prokézala, Ze dodo k 26 nezévislym transforma¢nim
uddlostem. V&echny rostliny odvozené z jednoho explantatu jsou dle vysledkia Southernovy
hybridizace klony, coz se tykalo sedmi explantat, z nichz byly ziskany 2-3 transgenni
rogliny. Celkem 76,9 % transformantii neslo 1 kopii T-DNA. Takika polovina vsech
ziskanych transformanti — 46 % - vychéazi pozitivni ve vech testovanych charakteristikéch
véetné typické Mendelovskeé dédi¢nosti vnesenych transgend.

Pomoci northenové hybridizace jsem u v3ech rostlin nesoucich gen pmi prokéazala
ptitomnost prislusné mMRNA.

Optimalizovala jsem test sacidobazickym indikdorem CPR pro posouzeni
piitomnosti  funkéniho proteinu PMI v transformovanych rostlindch rajcete  odriady
MoneMaker. U vétSiny rostlin nesoucich gen pmi a tvoticich prislusnou mRNA prinesl tento
test pozitivni vysledek a jevi se tedy jako efektivni pomocna metoda pro uréeni pritomnosti
funkéniho enzymu man6za-6-fosfatizomerézy v dané transgenni rostling.

Uspédne jsem vyzkousela zavedeni selekce semenného potomstva TO transformanti u
rajcete na manodze. Jako nejvhodnéjsi pro selekci se ukazala 1 % koncentrace mandzy v médiu
pro vysev semen. Glukéza pridana do média znacné inhibovala az zcela potlacila fytotoxicky
(cinek mandzy v zavislosti na koncentraci mandzy a proto jsem ji do selekénich médii
nepridavala. Nepiitomnost glukdzy v médiu neméla patrny negativni vliv na klicivost a
pieZzivani semenackt. Fenotyp senzitivnich semen&ku rgjcete je stejny jako pri bezne
pouZivané selekci na kanamycinu. Rezistentni netransgenni rostliny nebyly zji&ény. Selekce
semen rajcete na médiu s mandzou je tedy jednoducha a efektivni metoda

V potomstvu T1 generace jsem sledovala fenotypové &épné poméry a nakolik se
shoduji s o¢ekavanymi, cozZ jsem testovala pomoci chi-kvadrat testu.

Vydedky této prace byly sou¢asti téchto prispévki a publikace:

Btiza, J., Pavingerova, D., Prikrylova, P., Gazdova, J., Vlasdk, J., Niederemeierova, H.: Use
of phosphomannose isomerase-based (PMI) selection system for Agrobacterium-mediated
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transformation of tomato and potato and a comparison with neomycin phosphotransferase 11
selection system. Submitted for publication in Journal of Plant Biology.

Pavingerova, D., Biiza, J., Vlasak, J., Niedermeierovd, H., Prikrylova, P., Gazdova, J,
RaZickova, N., Dusbabkova, J.: The use of mannose selection system “Positech” of Syngenta
for the production of transgenic potato, tomato and lettuce. - In: Biiza J., Pavingerova D.,
Spak J. (eds): Book of Abstracts of “6th Int. Symp. Ser. Recent Advances in Plant
Biotechnology: From Laboratory to Business’, Ceské Budgjovice, Czech Rep., September 12-
16, 2005, p. 56, Attavena Ceské Budgjovice, 2005.

Btiza, J., Pavingerova, D., Vlasdk, J., Niedermeierova, H., Dusbéabkova, J., Prikrylova, P.,
Gazdovd, J., Razickova, N.: Mannose-based selection for transformation of lettuce, tomato
and potato. - In: Programme and Abstracts of International Conference "Plant Transformation
Technologies®, Vienna, Austria, 4-7 February, 2007, p. 77, Vienna University, Vienna,
Austria, 2007.
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