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1.Uvod
1.1. Slechtitelstvi

Patatky Slechgni rostlin sahaji pravgbodobr jiz k zatatkim rozvoje zerddélstvi,
kdy lidé ciler vybirali semena rostlin s lepSimi vlastnostmi, inaglikost semen apod. Se
vzrastajicimi znalostmi z nejergjSich obofi se postup® objevovaly i nové metody
Slechtni. Fresto Zistava Slechtitelsky proces dlouhodobou zalezitvgtjici casto deset |
vice let. Velky pokrok v tomto séru prinadSi genové inzenyrstvi, které Zn& urychluje
proces Sleckni a umo#uje i rekombinaci DNA nefbuznych drub. Fri klasickém Slechini
se obvykle kiZi rostliny v rdmci drut. Metody genového inZenyrstvi dnes uifigz navodit
zcela nové vlastnosti rostlin. U zéddlskych plodin se genové inZenyrstvi vyuziva
zejména k navozeni odolnosti k herbio Skidcim a chorobam. # Slecheni okrasnych
rostlin se metody genového inZenyrstvi dale poyzivee zmené barvy kwta, u fezanych

kvétin k prodlouzeni jejich Zivotnosti ve vaze.

1.2. Slecheni rododendroni

V prirodé se vyskytuje okolo 1000apodnich druli rododendrof, avsak jen &které
maji potebné vlastnosti pro SirSi pouziti v zahradach aiplr Jiz téns 200 let se Slechtitelé
snazi o vySleckihi rododendroin s Zadanymi vlastnostmi (mrazuvzdornost, iejSi barvy
kvétu apod.). Bhem této doby bylo vySleairto pres 10000 odid, avSak jen asi 200 z nich
mélo uritou zahradnickou hodnotu. Mezi vySlegé odidy pati nag. "Cunningham’s
White”, "America’, ‘Nova Zembla’, "Britannia” a nmoo dalSich. K roz&ni sortimentu
odrad prispeli i ceSti Slechtitelé, nadp doc. Dr. B. Kavka odidami "Don Juan”, “Dagmar”
nebo Josef DM@k odfidami "Eva” a "Vilém Heckel”. (Béhm, 2004)

Transformace rododendrbn mohou byt vyuzity pro zemu barvy keta,
morfologickych forem nebo pro navozeni odolnosti k&esim vrgjSiho prostedi
(Pavingerova, 2000).



1.3. Cil prace

Cilem mé bakaigké prace bylo a¥#it moznost transformace listovych disk dvou
vybranych odid rododendronu metodou ri@pé transformace pomoci bakterii rodu
Agrobacterium s vektorem obsahujicim geos s intronem aen nptll, navozujici rezistenci
ke kanamycinu a vybrat vhodny postup selekce. &mengijicich, potenciéntransgennich
rostlin owfit pritomnost vnesenych geémpomoci PCR, fitomnost genwgus stanovit roviz

fluorimetrickou metodou.



2. Literarni prehled
2.1. RodRhododendron

Rododendronycili péniSniky pati do celedi wesovcovitych —Ericaceae. Nazev
Rhododendron pochézi Zectiny a sklada se ze dvaiasti (rhodo —tirZze, dron - strom), cozZ v
piekladu znamendizovy strom.

Botanicky rod Rododendron se vyzog velkou fiznorodosti. Je znamo zhruba
800 - 900 drutr. Jednotlivé druhy se liSi naprzristem, najdeme zde ieei stromovité typy.
Nekteré druhy jsou opadavé, dalSi poloopadavé, §oe stalezelené.

Kvéty rododendroft maji zvonkovity nebo nélevkovity tvar a jsou usgAny na
koncich w¥tévek. Plodem je tobolka s drobnymi semeny. Kvefiavazi na jde.
Rododendrony rostou Wipodé jako sowdast lesnich spotenstev, dosttasto na samé hranici
lesniho pasma, hlagrv kyselejSi humoznitué. (Bohm, 2004)

Vétsina rododendranroste na severni polokouli. Nejvice diuse nachazi ¢ing, na
Ubcatich Himalaji a v pimorskych oblastech. DalSi rostou v severni Asii, JagonKoreji a
Malajsii. Z Evropy jsou znamé 4upodni volré rostouci druhy (v Alpach se ktigladu
vyskytuji Rhododendron ferrugineum a Rhododendron hirsutum) a z Australie jeden. Oblasti
vyskytu rododendrain lezi gredevsim v mirném a chlaggim podnebi, ale i ve vysokych

horach, kde teploty klesaji az do — 30 °C.



2.2. Regeneracen vitro u rododendroni
2.2.1. Ristové latky

DuleZitou slozkou médii ip regeneraci rostlin in vitro podminkach jsou rostlinné
hormony. Z ti zakladnich skupin rostlinnych hormibr{auxiny, cytokininy, gibereliny,

kyselina abscisova a etylén) se vyuZzivaji hteauaxiny a cytokininy.

Auxiny

Néazev auxin pochaziieckého auxein, coz znamena prodluZovatAgseiny tedy
podporuji prodluzovani agténi burgk, zpisobuji apikalni dominanci a podporuji zakladani
adventivnich keeni (Prochazkat al., 1998) .

Mezi piirodni auxiny z#azujeme kyselinu indolyl-3-octovou (IAA), kyselinu
indolyl-3-maselnou (IBA), fenyloctovou kyselinu (RA a 4-chlor-indolyloctovou kyselinu.
Existuji vSak také umie pripravované syntetické auxiny jako rfafkyselina naftyloctova
(NAA) a 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D).

Cytokininy

Cytokininy jsou N6-derivaty adeninu. §vnazev ziskaly podle své schopnosti
stimulace bu&ného d@leni (cytokinesis), potlaiji také apikalni dominanci, iniciuji tvorbu
adventnich pupen oddaluji senescenci listj. (Hess, 1983).

Mezi cytokininy pati nagiklad zeatin, ktery byl pruh izolovany z kukiice
(Zea mays), thidiazuron (TDZ) a isopentyladenin (2iP).



2.2.2. Mikropropagace

Mikropropagace je tradini zpisob vegetativniho mnoZeniiw vitro podminkach.
Tato metoda se u nascada pouzivat zhrubared 30 lety B mnozZeni orchideji a postupse
rozStila na celouradu rostlinnych drun zejménadch, které se klasickymi metodami mnozi
obtizré. Mnozeni mikropropagaci je mnohem rychlejSi ne®nii metodami, umatije
namnozit az desitky tisic rostlin z jedinévpdni rostliny (maténice). Nevyhodou této
metody je zejména drahé laboratorni vybaveni, movoaaklady a jeji pracnost (je velmi
dulezité dbat na sterilitu pragdi). Pro jednotlive druhy rostlin, které se milkiapagaci
mnozi pro komemi (Lely, jsou vypracovany ipsné postupy mnoZeni a sloZeni media
(B6hm, 2004).

P¥i mikropropagaci rododendréanse nejastji sleduje vliv cytokoni 2iP a TDZ,
piipadreé zeatinu, jejichZ €&inek se u jednotlivych odd ¢asto znang lisi.

Hsia a Korban (1997) propracovali vliv TDZeatinu na stonkové segmenty ity
"Fuchsia’a "Hino Crimson’. Jako nejvyhén se ukazalo médium s obsahem @8TDZ a
2,3uM zeatinu. WGinné metody mikropropagace popisuiji i Ettinger agee (1985), Norton a
Norton (1985).

Pro genetickou transformaci je pouZiti regenerawikropropagaci stonkovych
segment problematické, vzhledem dasté tvorl chimérickych transgennich rostlin vlivem

piitomnosti meristematickych pletiv (Pavingeratal., 1997).



2.2.3. Regenerace z listovych digk

lapichino et al. (1991) indukovali regeneraci &sti listi pouzitim média s
22,8uM IAA a 147,6uM 2iP u odfid R.Iaetum a R.aurigenarum.

Preece a Imel (1991) zkoumali regeneraci z listbwjiski u odiidy "P.J.M. Hybrids’
na médiu s IBA a siznymi koncentracemi TDZ nebo 2iP. Explantaty na imnédobsahem
2iP mely nizSi procento feziti, ale byly delSi. Nejvice se @skilo po 12 nebo 16tydnech
explantaty z média s TDZ, kde |épgepivaly a regenerovalyjfgndat na médium s 2iP, kde
doSlo k jejich prodlouzeni a snaze zakuly. Zjistili take, Ze je vyhodnéipdpistovani na
médiu obsahujicim 1@M IBA a 50 uM 2iP po dobu dvou tydnu,ied genesenim na
kultivacni médium s TDZ nebo 2iRimz bylo dosazenoipziti vice jak 90% explantat

Mertenset al. (1996) zkoumali fisobeni cytokinih TDZ a zeatinu na regeneraci
Rhododendron simsii "Hellmut Vogel” po fazi indukujici kalus, fip které pouZzili
2,4-dichlorfenoxyoctovou kyselinu (2,4-D) nebo Kyse naftyloctovou (NAA). B pouZziti
TDZ byl paiet regenerujicich prigtvyssSi nez u zeatinu, ale byly kratké, filyo shluky a
Spatré zakaenovaly. Se zeatinem byly pryty delSi nez 1 cm a snaakdenily. Byla
porovnavana i usidnost regenerace uznych zpisohi stihani listovych disk, kde se jako
nejvyhodréjSi ukazalo pestizeni najl.

Podle Tomsone a Gertnere (2003) zavisi optimabmic&ntrace TDZ, 2iP a IBA u

rododendrofi na jejich genotypu a typu explantatu.



2.3. Transformace

2.3.1. Nepimeé transformace

Nepiimé transformace zahrnuji transformace pomoci bakoelu Agrobacterium.

Tato bakterie vnaSi do rostlinné iy cast své genetické informace tzv. T-DNA, ktera
obsahuje geny pro nové cesty syntézy aumirtytokinini. ZvySeni mnozstvicthto hormof
zpasobi proliferaci rostlinnych bk a vznik nadoru.

Pri transformaci v laboratornich podminkach se paajzibakterie s upravenou
T-DNA, kdy z pavodni T-DNA zZistavaji jen hrarni sekvence, nutné pragemos, mezi které
se vlozi dalSi geny (Horsch and Klee, 1986). Upnavé-DNA WtSinou obsahuje gen pro
rezistenci k gjakému antibiotiku (seleki gen) a signalni gen, ktery nam po transformaci
umozni rychle ogfit, zda je T-DNA v rostlinné hice opravdu fitomna.

Metody transformace preéthly rychly vyvoj. Byly publikovany jednak metody
transformace pouzitelné pro Sirokou Skélu drude také metody pouzitelné pouze pro jeden
rostlinny druh. Takovym druhem je riéijdad Arabidopsis thaliana. U této rostliny byla
popsana transformace semen (Feldmann a Marks, &Tijlitrace (Bechtoldt al., 1993),
tyto metody jsou u jinych rostlinnych dnumepouzitelné. Byla také prokdzana moZznost
transformace  protoplast jejich  kokultivaci s bakteriemi  rodu Agrabacterium
(Martonet al., 1979).

Dnes se néastji pouziva diskova metoda transformace, kterou péppopsal
Horschet al. (1985).



2.3.2. Diskovéa metoda transformace

Diskovd metoda transformace $p@ v kokultivaci segmentriznych ¢asti rostliny
kultivované in vitro se suspenzi bakterihgrobacterium. Je nutné na8keni segmerit
vzhledem ktomu, Ze bakteridgrobacterium reaguji na latky vyléované rostlinou ip
porareéni. BakterieAgrobacterium tyto specifické latky rozpozna, coz ma za nasleggk
priblizeni k rostlinnym biilkam chemotaxi a nastartovani procedenpsu T-DNA do
rostlinné buky.

Poté se segmentygnesou na meédium bez antibiotik, kde se ponechifjizmé¢ 24 az
48 hodin, tim se prodlouzi dobaghem které ma bakterie moznosieposu T-DNA do
rostlinné buky a z&lenéni T-DNA do rostlinného genomu . Nakonec se segynkultivuji
na agarovém médiu, které obsahuje antibiotikum Imaireci bakterii (nap timentin,
cefotaxime, vancomycin), sekak antibiotikum (nafp kanamycin, hygromycin), které
dovoluje gezit jen transformovanym bBkam, a daletstové latky navozujici kalogenezi a

regeneraci.

2.3.3. Agrobacterium

Bakterie roduAgrobacterium jsou gramnegativnitgini bakterie, které jsou schopné
predavaitast své genové vybavy do rostlinného genomu.

Do rodu Agrobacterium se fadi rékolik druhi, znichz se §$ genetickych
transformacich vyuzivA. tumefaciens a A. rhizogenes.

Za virulenci bakteriéA. tumefaciens, kterd zfisobuje tvorbu nadér(crown galls), je
zodpowdny plazmid zvany Ti (Zaenest al., 1974). UA. rhizogenes, které vyvolava
intenzivni tvorbu keéeni (hairy roots), je to plazmid nazyvany Ri (Chiltetral., 1982).



2.3.4. Tiplazmid
Velikost Ti plazmidu se pohybuje v rozmezi 150-&X00 Ti plazmid obsahuje¢kolik

e

Useki. Pro fgrenos do rostlin jsou nejtezitéjSi dva — T-DNA a vir oblast.

T-DNA (transferred DNA)

Délka T-DNA byva v zavislosti na typu plazmidu 154b. Tatoc¢ast plazmidu je
pienaSena do rostlinné iky, prestoZze sama nema Zadné geny pro vlastni inte@akierie
s nezndnénou T-DNA vkladaji do rostlinnych bgk genetickou informaci pro syntézu latek
(opind), které jim poté slouzi jako zdroj uhliku, dusiitenergie, a geny prastové latky
pomoci novych biosyntetickych drah aukia cytokinini (Ondrej a Drobnik, 2002).

Usek virulence

Usek virulence ma 35 kb. Sklada se nejimeée Sesti operén(vir A, vir B, vir C,
vir D, vir E, vir G), které koduji okolo 20 polyptegi. Tyto polypeptidy sehravajiresre
vymezené funkce ip oddkleni T-DNA z plazmidu a jejim fienosu do rostlinnych bgk
(Ondrej a Drobnik, 2002).

2.3.5. Renos T-DNA

Prenos T-DNA je indukovan fenolickymi latkami typu edosyringonu, které
produkuji porasné buky vétSiny dvoudloznych. Tyto latky rozpoznané specifickymi
receptory vyvolaji fiblizeni bakterii a jejich ipojeni k poSkozenym bgtnym sgnam.
Proces navazani bakteriggrobacterium na rostlinou biiku zprostedkovavaji proteiny
kodované genychvA, chvB, pscA, které se &astni zejména syntézy a vyhvani
B-1,2-glukanu (lannino a Ugalde, 1989). Postugeou aktivovany geny vir regionu
zodpowdné za odd8eni a fenos T-DNA.

Nejprve vznika pomoci endonukledz kddovanych gein wlom v pravé hragni
sekvenci dolniho vlakna T-DNA, poté dochazi k jefutkrucovani, které je ukdéano v levé
hraniéni sekvenci (Yanofskgt al., 1986; Jayaswaét al., 1987). Vytvaéi se T-komplex
slozeny z T-DNA a virD2 proteinu, ktery jegipojen na 5° konci T-DNA (Young a Nester,
1988; Howardkt al., 1989), a virE2 protein které obaluji jedn@tzcovou T-DNA a chrani
ji pied nukledzami rostlinné bky (Christieet al., 1988). Penos T-komplexu do rostlinné
buiky podmiuje dalSi komplex protein- produkty virB a virD4 (Vergungt al., 2000). Do
jadra se T-komplex dostane pomoci proteinu D2 yklenguje jako signal pro lokalizaci do
jadra (Herrera-Estrellet al., 1990). T-DNA se nakonec integruje do genogasio v mistech
bohatych na AT).



2.3.6. Rima transformace

Vzhledem ktomu, Ze citlivost jednotlivych diiuhrostlin k bakteriim rodu
Agrobacterium se zna&né lisi (¢asto i v ramci rostlin jednoho rodu), byly vyvinutyetody
bez pouziti bakterieAgrobacterium, tzv. @gimé transformace, ip kterych je do buék
vpravovana fimo DNA, nefasgji plazmidova.

Metody gimé transformace se pouzivajedevsim u rostlinnych protopléstMezi
tyto metody pai nag. pridani polyethylenglykolu (PEGu) do roztoku DNA eofmplast,
ktery vyvola shlukovani bwk a znény v membras, nebo elektroporacefigkteré se pomoci
stejnosmirného proudu vytvd v membras reversibilni péry (Fromm, 1985). Tyto péry
v obou giipadech umozni pnik DNA do rostlin.

Mezi mérg pouzivané metody gadi lipozémy, coz jsou lipidové kapénky s roztokem
DNA (Ahokas, 1987), a fippadré mikroinjekce, kdy je DNA vnaSenaiimo do jadra za
pomoci mikromanipulatoru (Neuhaus a Spangenber@))19

Pro gimou transformaci rostlinnych pletiv Ize pouzit oot mikroprojektit
(Klein etal., 1992). B této metod se do pletiva veeluji kulicky z inertnich kou (zlato,

wolfram) o velikosti 0,6-2um, obalené plazmidovou DNA.
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2.3.7. Transformace rododendroii

Uspssna transformace rododendiiose doposud potita v nékolika malo gipadech.
Jako prvni usgsre transformovali rododendrony Pavingerostaal. (1995). Transformaci
provedli na 5 kultivarech a to: "America’, "Catagrise grandiflorum roseum’, "Madame
Carvalho’, "Mars” a "Nova Zembla“. VnaSeli dehto kultivat gen gus a nptll pomoci
bakterieAgrobacterium tumefaciens.

Déale uspsre transformovali rododendrony Uenet al. (1996), pomoci bakterie
Agrobacterium tumefaciens vpravili do rododendrahn odrady “Percy Wiseman™ genptll a
gengus, byla dosazena 5% Usmost transformace. fiRpouziti A. tumefaciens vSak rkdy
dochazi k#znych stugam chimérismu ziskanych rostlin (Pavingeroea al., 1997) a
citlivost k agrobakteriu se u jednotlivych kultivianekdy znané liSi (Tripepiet al., 1999).

Dunemannet al. (2002) vnesli pomoci bakteridgrobacterium tumefaciens do
nékolika kultivani rododendrofi geny rolABC a gen pro enzym Zelezito-chelatovou
reduktazu ffro2). Transformace byla provedenducaucasicum, R. ponticum aR. fortune a
transformace s geneRro2 také u kultivaru “Cunningham’s White”. @Spost transformace
se pohybovala mezi 1-2%.

U rododendrofi byly provedeny i fmé transformace pomoci mikroprojeitil
doposud s ngfliS vysokou UspSnosti. Hsia a Korban (1998) ziskali tranzientniSGxpresi,
ale nepodalo se jim regenerovat rostliny. Knajgpal. (2001) uvadi usggnost 0,2%. Autio
toto nizké procento vystluji moznym Spatnym pinikem castic zlata do buik, velkym

mnozstvim odurfelych burk anebo moznosti, Ze tk#istd degraduje exogenni DNA.
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2.4. Selekni systémy

Selekni transgeny jsou geny, které navozuji rezistem&&ké latce nebo antibiotiku.
Transformované rostliny obsahujici selekgen jsou schopnést i na vysSich koncentracich
této latky, netransformované rostliny nikoli. Pokndtransformované kky po pisobeni
selekni latky odumiraji, jednd se o selekci negativnokuyml selekni gen poskytuje
transformovanym hikam jen metabolickou vyhodu a netransformovanikpuneodumiraji,
ale pouze je zpomalen jejicist, mluvime o selekci pozitivni (Joersbo a Okk&896).

Latka, ke které vnaSime do rostliny rezistencifjdgvana do agarového média nebo
je pouzivana jako past.

Nejcastji pouzivanym selednim genem P negativni transformaci je genptll
(Fraleyet al., 1986), ktery navozuje rezistenci ke kanamycimeomycinu, paramomycinu.
Tento gen kéduje neomycinfosfotransferazu 1l, diktgré dokazi transformované iy
antibiotikum inaktivovat fosforylaci. DalSigasto pouzivanym sel&kim genem je gehpt,
ktery zpisobuje rezistenci k hygromycinu (Cullehal., 1991) . Toto antibiotikum blokuje
proteosyntézu u prokaryot i eukaryot.

Prikladem pozitivni selekce je selekce na manéze, dalydo rostlin integruje gen
manA (Joershaet al., 1998). ManGza je v rostlinach fosforylovana nandeo-6-fosfat, ktery
ale neni dale metabolizovan, hromadi se tkhah a inhibuje st rostliny. Rostliny
transformované genemmanA vSak dokazi fenenit mandzo-6-fosfat na frukt6zo-6-fosfat,
ktery se zd&lenuje do metabolismu rostliny. Podabrie to i u selekce na xyloze
(Haldrupet al., 1998).
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2.5. Signalni geny

Signalni geny jsou transgeny, jejichZz expresiizeme snadno detekovat a
kvantitativré stanovit. Jsou vzdy chimérické, to znamend, Z&yUB&A pochazeji ziznych
genonii a \&tSinou obsahuji regutai sekvence pro projev v rostlinném genomu. Kdédujic
sekvence je bakterialniho nebo iidmého fivodu (Ondej a Drobnik, 2002). Neéastji se
pouziva gergus pro enzympB-glukuronidazu (Jeffersoe al., 1987) anebo gegip z meduzy
Aequorea Victoria (Chalfie et al., 1994), ktery jako jediny znamy protein fluoregkinez
pridani substrdt nebo kofaktal. Mérg ¢asto se pouziva gen pro luciferazu (éval., 1986).

2.5.1. Gemgus

Gengus pochazi £.coli. Koduje enzymB-glukuronidazu, coz je kysela hydrolaza,
kterd je teplotd stabilni, odolna proti proteazdm a funguje v &mkrozmezi pH. Nhi
snadno dostupné substraty na teorbarvené nebo fluoreskujici latky.

Jeji vyhodou je, Ze se nenachazi v rostlinach anbéch a u obratloicma velmi
slabou aktivitu a neiize tak ovlivnit stanoveni v transgennich rostlinddavyhodou mze

byt urita nespecificka aktivitadkterych rostlinnych pletiv.

Pouzivaji se dvmetody stanoveni:

Fluorimetrické stanovenilako substrat slouzi 4-methyl-umbellifepyD-glukuronid

(MUG), ktery je &inkem B-glukuronidazy roz&pen nap-glukuronid a 4-methylumbelliferon
(MU). Reakce se zastavfiganim alkalického roztoku sody, ktery zardwemozni ionizaci
hydroxylu MU nutnou pro fluorescenci. Po ¢&di dlouhovinnym UV-z&nim (365 nm) je
emitovano zéeni o vinové délce 455 nm (miedfluoreskuje).

Histochemické stanoveni Pfi této metod se jako substrat pouziva

5-brom-4-chlor-3-indolylglukuronid (X-gluc). EnzynodSgpuje ze substratu indol, ktery

oxiduje na modry nerozpustny derivat indiga.
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3. Material a metodika

3.1. Rostlinny material

Rostlinny material pochazi z Vyzkumného Ust8ylva Taroucy pro krajinu a okrasné
zahradnictvi v Rthonicich.

Pro transformace jsem pouzila 6dy Azuro a Rebe udrzovanérvvitro kulture.

Obr.1 Azuro

Obr. 2 Rebe

Tento material jsem mnozila pomoci stonkovych segfinea Andersonay médiu
(Anderson, 1984). K jehofjpraw jsem pouzivala 2 g/l praSkového Andersonova médium
s vitaminy od firmy Duchefa (Tab. 1) dopirého o 2 g/l polyvinylpyrrolidonu K30 (Fluka),
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30 g/l sacharosy (Penta), 8 g/l agaruuatavé latky. VSechny slozky média s vyjimkou
rastovych latek (fipadré antibiotik) jsem smichala, upravila pH pomoci KOtd 5,2 a
médium vysterilizovala 30 minut v tlakovém hrncio Rysterilizovani jsem meédium za
staleho michani zchladila na 60 °C a ve flowboxurdgilia pidala sterilni roztokytrstovych
latek. U média, na kterém bylggtovany zasobni kultury rododendéono bylo 8 ml/l 2iP a
1 mg/l IAA. Médium jsem poté rozlila do kultivaich nddob a skladovala v chladicim boxu.

Tab. 1 Slozeni Andersonova média

Makroprvky mg/I
CaCb 332,02
KNO3 480
MgSOy 180,54
NH4sNO3 400
NaH,POy 330,6
Mikroprvky

Co0G2.6H0 0,025
CuSQ.5H,0 0,025
FeNaEDTA 73,4
H3BO3 6,2

Kl 0,3
MnSQO,.H,O 16,9
NagM00O,.2H,0 0,25
ZnSQ. 7H0 8,6
Vitaminy

Adenin hemisulfat 80
Myo-inositol 100
Thiamin HCI 0,4

Rostlinny material byl gstovan na Andersonéwmédiu i teplot 23°C, fotoperiod
16 hodin a intenzitoswtleni 90umol/n/s.
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3.2. Transformace

Pro transformaci jsem pouzivala baktefetumefaciens s plazmidem p35SGUSint
(Vancanneytet al., 1990), ktery obsahuje 35S CaMV promotor, gall a gengus
s intronem, ktery zabii@je expresi genu &thto bakteriich.

3.2.1. Diskova metoda transformace

10 ml pes noc narostlé suspenze bakterii jsem centrifdgoZaminuty i
10 000 ot./min. Supernatant jsem odstranila a sedinroziepala ve stejném objemu
10mM MgSQ pomoci vortexu. Bakterialni suspenzi jsetelita do sterilni Petriho misky o
praméru 12 cm.

Ve flowboxu jsem do Petriho misky s bakteridlni merszi nagthala listky
rododendrof, vétSi jsem rozsthla na polovinu, mensi listky jsem pouze kak, abych
zajistila poragni nutné pro transformaci. Listky jsem kokultivaval bakteriemi 20-30 minut
a pak jsem je na 24 hodifigmesla na MS médium bez antibiotik (Murashige @8k 1962),
které bylo gipraveno z praskového média od firmy Duchefa (R ddakonec jsem listky
piendala na misky s Andersonovym médiem démm ristovymi latkami, @iznou
koncentraci sela@kiho antibiotika kanamycinu (viz 3.3.) a 400 mgténtinu, pro eliminaci

agrobakteria. Koncentrace pouzitycistovych latek je popsana v kapitole 3.3..
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3.3. Postup selekce

Abych owfila nejvyhodrjSi postup selekce, oviwvala jsem listové disky po

transformaciiznou koncentraci kanamycinu podle schématu v Tab 2.

Tab.2 Postup selekce listovych disko transformaci

Varianta] Po transformaciiigndano ng Zde ponechano Potégndano na médiun
médium s Km o koncentragi s Km o koncentraci

1 40 mg/l az do regenerade
2A 20 mg/l 2 tydny 40 mg/l

2B 20 mg/l 4 tydny 40 mg/l

2C 20 mg/I 6 tydn 40 mg/l

3 30 mg/l az do regenerade
4A 20 mg/l 2 tydny 30 mg/l
4B 20 mg/l 4 tydny 30 mg/l
4C 20 mg/l 6 tydn 30 mg/l

Listové disky regenerujici na Km 30 a 40 mg/l jsgrasazovala na meédium
s koncentraci kanamycinu 100 mg/l.

Pri pocateenich fazich, kdy selekce probihala na nizSich kotmeeich kanamycinu
(20-40 mg/l) jsem diskygstovala na Andersonéynédiu s pidavkem 2 mg/l IAA a 0,2 mg/l
TDZ. Toto médium bylo vybrano na zaktabakaldské prace F. Musila (2006), kde bylo
ozna&ovano jako varianta RD 5/1. Pa#idpti selekci na koncentraci kanamycinu 100 mg/I

jsem pouZzivala Andersonovo meédium, do kterého jsiédala 8 ml/l 2iP a 1 mg/l IAA.
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3.4. Fluorimetrické stanoveni GUS
3.4.1. Chemikalie
1) Extrakéni pufr (GUS pufr): 50 mM Na-fosfatovy pufr, pH7=
10 mM merkaptoetanol
1 mM NaEDTA
0,1% Tritol X-100
0,1% laurylsarkosin
2) Substrat MUG (4-methyl-umbellifer@-D-glukuronid)
2 mg MUG v 5 ml GUS pufru
3) Stop-pufr: 0,2 M NACO;3

3.4.2. Pracovni postup

Z kazdeé rostliny jsem odvazilgiplizn¢ 25 mg listi, které jsem pak zhomogenizovala
v homogenizatoru spaiaé¢ s 500ul extrakéniho pufru. Vznikly homogenat jsentgtila do
mikrozkumavek a centrifugovala 2 minutii #3000 ot./min.. 3Qul supernatantu jsen¥ipala
do mikrozkumavky s 300l substatu MUG pedeltatého v termostatu na 37 °C a promichala.
Z této sndsi jsem odebrala 10Ql a pridala je do mikrozkumavky s 9Q0 stop-pufru a
promichala. Tento odb jsem si oznéla jako ¢cas 0. Odbr jsem opakovala po 30 a 240
minutach (10Qul smesi supernatant-substrat + 9(Dstop-pufru). Mezi jednotlivymi odisy
jsem vzorky inkubovala v termostatuii p37 °C. Fluorescenci vzoik ve stop-pufru
v jednotlivych ¢asech jsem #fila na DYNAQUANT fluorimetru. Aktivitu enzymu

B-glukuronidazy jsem vypetla v pmol MU/min/mg listu podle vzorce:

Aktivita = ¢.h. x 55 x 0,1 £.hm. / min.
¢.h. =¢tend hodnota pro daras minusttend hodnota vase 0
55 = pouzitdedini (500/30 x 330/100)
0,1 =1 nM MU (vznika ppsobeninf-glukuronidazy na substrat MUG) odpovida 10
¢tenym dilkim
¢.hm. =¢erstva hmotnost v gramech

min. = délka inkubace v minutach
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3.5. lzolace DNA

Ze 100 mg lisi jsem izolovala DNA pomoci GenEldté Plant Genomic DNA
Miniprep Kit od firmy Sigma. Postupovala jsem podkvodu, pouze jsentigdrceni gidala
ke 100 mg lisi 0,07 g polyvinylpyrrolidonu K30 (PVP).

Ziskané vzorky DNA jsem potéegistila fenolem. K 10Qul vzorku jsem pidala 10ul
3M NaAc a 100pl fenolu. Radré jsem vSe promichala pomoci vortexu a poté 3 minuty
centrifugovala i maximalnich otékach. Mezi tekutinami vznikloietelné rozhrani. Do
nové mikrozkumavky jsem odpipetovala horni vrstyoté jsem 2 krat provedlaedisteni
chloroformem tak, Ze jsentigdala do mikrozkumavky s roztokem DNA 1@0chloroformu,
opét rozmichala pomoci vortexu, centrifugovala 3 mynat odpipetovala jsem i tentokrat
horni vrstvu. Poté jsentigdala mnoZzstvi NBAc odpovidajici 20 % ziskané vodni faze. Poté
jsem pidala trojnasobek celkového objemu (tedy vodni &2H,Ac) 100 % Merck EtOH a
ponechala vSe jeden derntip -70 °C. Druhy den jsem s v mikrozkumavkach
centrifugovala 7 minut #ip maximalni rychlosti. Vylila jsem supernatant,tfegednou kratce
centifugovala a pak jsem odpipetovala zbylou tekutiMikrozkumavky jsem nechala asi
10-15 minut vyschnout a nasledijsem vyschlou usazeninu rozpustila v gD sterilni
destilované vody.
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3.6. Polymerazové&etézova reakce (PCR)

Pro stanovenifftomnosti genwgus pro enzymB-glukuronidazu jsem pouzila primery
GUS1 (5- TCG ATG CGG TCA CTC ATT AC - 3') a GUSZ' { CCA CGG TGA TAT
CGT CCA C - 3"), které naamplifikovaly 495 bp digufragment, ktery se skladéacasti
genugus (pozice nukleotid 263 — 385 a 575 — 757) a intronu (pozice nuki&oiB6 - 574)

Pripravila jsem si Master mix : 79,5 % sterilni tllesané vody
10 % PCR pufru (sloZeni?)
8% dNTP
1% primerul-GUS1
1%  primeru2—-GUS 2
0,5 % Taqg polymeraza (Takara)

Napipetovala jsem do mikrozkumavek vzdy@Master mixu a fidala 1ul vhodre
ziedné vyizolované DNA.

PCR probihala vistroji XP cycler od firmy BIOER. Rt reaknich cykii byl 35.
Kazdy cyklus se skladal z faze denaturace (94 %3),4navazani primér(55 °C, 30s) a
syntézy DNA (72 °C, 2 min.).

3.6.1. Elektroforéza

Vzorky jsem po PCR roztila pomoci elektroforézy. Gel jsentipravila z 20 ml 10x
koncentrovaného zasobniho roztoku TBE (85,1 g/Bkpaeho pufru od firmy Duchefa,
pH 8,3), 180 ml destilované vody a 2 g agarosyR®AE). Agarosu jsem rozvida 3 minuty
v mikrovinné troub a po zchlazeni na zhruba 60 °C jsefiga 20ul ethidium bromidu ze
zasobniho roztoku o koncentraci 1 mg/l, promichaddila do elektroforézové vany a nechala
zhruba 1 hodinu tuhnout. Pufr, ve kterém elektrédarprobihala, jsentipravila smichanim
50 ml 10x koncentrovaného TBE s 450 ml destilovandy. Do kazdé jamky gelu jsem
nanesla 20ul vzorku smichaného s gl vkladaciho pufru znky Takara. Pro odgeni
velikosti fragmeni jsem pouZzila 7ul 100 bp DNA ladderu (BioLabs). Elektroforéza
probihala zhruba 45-50 minutipl10 V. Odeéteni vysledk jsem provedla pomoci UV

transiluminatoru od firmy Vilber Lourmat a potéfetografovala.
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4. Vysledky

4.1. Transformace a nasledna selekce na kanamyain

U kazdé zodrd (Azuro, Rebe) jsem provedla 2 transformace baggter
Agrobacterium tumefaciens  nesoucimi plazmid p35GUSint. Celkem jsem provedla
transformaci 220 listovych digkodridy Azuro, u odidy Rebe jsem transformovala 245
listovych diski. Opticka denzita suspenze bakterii byla u vSeahstormaci zhruba 1,6.
Délka transformace byla 20-30 minut.

U obou odid jsem gstovala 40 netransformovanych listovych disia Andersonoy
médiu s pidavkem 2 mg/l IAA a 0,2 mg/l TDZ jako kontrolu. afrsformované listové disky
jsem gstovala na stejném médiu Egavkem 20-40 mg/l kanamycinu (podle postupu selekc
— Tab. 2) a 400 mg/l timentinu, kteryehzabranit perastani bakterii.

Regenerujici listové disky obou adr byly prendany na Andersonovo médium
s koncentraci kanamycinu 100 mg/l. V tomto médid byménén obsah istovych latek
vzhledem k tomu, Ze na Andersogomédiu s pidavkem TDZ sice listové disky dib
regenerovaly, ale pryty byly kratké a vyiely shluky (Obr. 3). B selekci na Km 100 se do
Andersonova médiaiplavalo 1 mg/l IAA a 8 ml/l 2iP. Na tomto médiu dim& prodlouzeni
pryta.

Pri regeneraci na médiu s TDZ a koncentraci kananay8® nebo 40 mg/l tidy
regenerujici disky obou oitt shluky kratkych pryt, které bylyéasto chimérické povahy, coz
se projevilo odurfenim casti tchto shluk po peneseni na meédium s koncentraci
kanamycinu 100 mg/l. Na médiu s 2iP a koncentraahaknycinu 100 mg/l doslo
k prodlouzeni pryt, ty pak byly oddleny a gstovany samostatma Km 100 (Obr. 4).
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Obr. 3 Odmda Azuro, regenerujici listové disky na Km 40, aata 2B

Obr. 4 Odmda Azuro varianta 4B na Km 100 (rostliciad)
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4.1.1. Transformace odiédy Azuro

U transformovanych listovych didkse po 2-4 tydnech po transformacicas
objevovat kalusy a po dalSich zhruba 2 tydnech éoelo u gkterych variant k regeneraci. U
kontrolnich netransformovanych listovych diskochazelo k tvorb kalusu a regeneraci o
neékolik dni diive.

U této odiidy se objevily problémy sipristanim bakterii, zejména u
transformovanych disk které ngly byt prendany po 6 tydnech z Km 20 na vySSi koncentraci
kanamycinu. Zde doSlo zhruba v 5. tydnu t&nstani bakterii na vSech miskach a diky tomu
zcela chybi seleki varianta 2C. Row u varianty 4C &stalo podstath mére listovych
diskii nez u ostatnich variant (Tab. 3).

V tabulce 3 jsou proto uvedeny gty listovych diski, které Zistaly z givodné 220
transformovanych. Tvorba kalug regenerace byly v ko#ree fazi sledovany u 89 listovych
diski. U rekterych disk se nevytvél kalus, ale doSlo rovnou k regeneraci. NejlepSi
z hlediska p&tu regenerujicich diskse ukazala byt varianta 4B. U této varianty jeétak

nejvyssi poet rostlin regenerujicich na médiu s koncentranakaycinu 100 mg/I.

Tab. 3 Tvorba kalus a regenerace u transformovanych listovychidmstidy Azuro

Varianta | Pctet listovych ] Pcet . disk Patet regenerujicich Pcacet rostlin
selekce diski tvoricich kalusy listovych diski regener. na Km 109

1) 10 1 0 0

2A) 17 0 2 13

2B) 10 5 4 20

3) 10 6 4 0

4A) 22 9 7 24

4B) 15 3 8 43

4C) 5 0 3 0
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4.1.2. Transformace odiédy Rebe

U transformovanych listovych digkodmidy Rebe se kalusy &aly tvoiit spiSe az
kolem 4. tydne, prvni regenerace se sice objgmila Sestém tydnu, ale jen vyjirties. U
n¢kterych listovych disk se objevila regenerace az po 4sioich. U kontrolnich
netransformovanych listovych diskiochazi k regeneraci mezi 6-8 tydnem.

V porovnani s odidou Azuro bylo u odrdy Rebe mnoZzstvi oduieych listovych
diski po transformaci vyraznvyssi, k tvor® kalusi a regeneracim dochazelo u mensiho
poctu diski, pozdji a takeé fist regenerujicich rostlinek byl pomalejsi (Tab. 4).

K prenistani bakterii dochazelo v podstatmensi mie nez u odrdy Azuro.

V tabulce 4 jsou uvedeny @y listovych diski, které pezily z paivodnd 245
transformovanych. Tvorba kalus regenerace byly tedy sledovany u 64 listovyiskid U
n¢kterych listovych disk chybi stadium kalusu a rovnou doSlo k regenerdsjvice

regenerujicich digkbylo ot u varianty 4B.

Tab. 4 Tvorba kalug a regenerace u transformovanych listovychidwsitnidy Rebe

Varianta selekce Ret listovych disk | Patet listovych disk | Patet regenerujicich
tvoricich kalusy listovych diski

1) 6 6 3
2A) 14 1 2

2B) 1 1

2C) 4 4 0

3) 7 3 0
4A) 13 6 2
4B) 10 1 4
AC) 6 0 0

Doposud jsem ziskala u této ddy 1 rostlinu z varianty 4A a 2 rostliny z variarti
regenerujici na Andersondbmeédiu s koncentraci kanamycinu 100 mg/l. U variaa 4B
regeneruji na Km 100 prozatim shluky kratkyekita. Jakmile dojde k jejich prodlouzent,
budou oddleny a samosta#rkultivovany.

24



4.2. Analyza transformovanych rostlin
4.2.1. Fluorimetrické stanoveni GUS

U rostlin, regenerujicich na médiu s koncentraaiakaycinu 100 mg/l, ze kterych
bylo moZné odebrat dostate mnozstvi list, jsem stanovila aktivitu enzymu
B-glukuronidazy. Fluorimetrické stanoveni jsem naghitovést pouze u rostlin ddty Azuro,
rostliny odidy Rebe nenarostly dostate, aby mohlo byt odebrano gebné mnozstvi liit
(25 mg).

Z 15 rostlin, u kterych jsem provedla fluorimetriclstanoveni GUS, byla u dvou
rostlin nandfena pomdrné vysoka aktivitap-glukuroniddzy a u i dalSich byla miré
zvySena (pmol MU/min/mg listu vrozmezi hodnot 8)3, Nantfené hodnoty jsou

zaznamenany v tabulce 5.

Tab. 5 Vysledky aktivityp-glukuronidazy u rostlin oddy Azuro rostoucich na Km 100

Ozna&seni rostliny Varianta selekce pmol MU/min/mg listd

1 — kontrola 1,45
2 4A 1,52
3 4B 1,65
4 4B 56,92
5 4B 2,01
6 4B 2,09
7 4B 2,00
8 4B 2,31
9 4A 3,34
10 4B 1,52
11 4B 0,78
12 4B 1,30
13 4B 1,65
14 4A 1,63
15 4B 0,59
17 4B 38,95
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4.2.2. Polymeradzové&etézova reakce

U rostlin odfidy Rebe nebylo dost rostlinného materialu k izoabIA. U odiidy
Azuro jsem z 15 rostlin a kontroly izolovala DNAoKcentrace ziskané DNA bylailgizné
0,02ug/ul. Poté jsem vzorkyigistila fenolem a analyzovala n&ifomnost gengus.

U rododendrof je ¢asto PCR inhibovana #&istotami v izolované DNA, proto je
dukaz gitomnosti gefi v mnoha pipadech znéné obtizny. B PCR nepeciSttné DNA
nebyl potvrzen zZadny pozitivni vysledek, proto jsexorky precistila fenolem a hledala jsem
nejvhodrjSi redéni DNA nejprve u rostlin 2 a 4. Rostlina 4 byla v§ba vzhledem k vysokeé
nameérené aktivit B-glukuroniddzy (Tab. 5), rostlina 2 byla vybran&ydvyborné regeneraci
na Km 100, pestoZe hodnota aktivitg-glukuronidazy byla zhruba stejna jako u kontrolni
netransformované rostliny. U rostliny 17, u ktbgda také zjiStna vysoka hodnota aktivity
B-glukuronidazy, nebyl doposud nashrom@izddostatek materialu pro izolaci DNA a
nasledné provedeni PCR.

Pri PCR jsem pouzila 2 pozitivni kontroly. Jednakzpfedovou DNA agrobakteria, se
kterym jsem transformovala, jednak DNA z transgkanfododendronu, u kterého byla
piitomnost gengus ovéiena v praci Pavingerowe al. (1997).

U rostlin 2 a 4 jsem ziskalaigPCR pozitivni reakci (Obr. 5), a to zejménaeakni
10 krét. Kdyz jsem totdedéni pouZzila u vzork DNA ostatnich rostlin, nepotllo se mi
ziskat pozitivni vysledek. Bude proto nutné naMzdodnéiedni, coz si vSak vyzada vice
casu.

Hledany fragment ma velikost 495 bp. Fragment dkwusti 300 bp odpovida velikosti
genu gus bez intronu. Tento gen jefippmen VE. coli, ze které je fipravovana Taq

polymeraza (Takara), kterou jsetit BCR pouZzivala.
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Obr. 5 Detekce gengus pomoci PCR u dvou rostlin adty Azuro rostoucich na Km 100.

P¥i reakci se amplifikoval fragment dlouhy 495 bp.
1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14

Drahy: 1 — standard molekulové hmotnosti (100 lzulé), 2-5 - rostlingislo 2 gedni 10x,
100x, 1000x, 10000x), 6-9 — rostlineslo 4 fedeni 10x, 100x, 1000x, 10000x),

10,11 — pozitivni kontrola (transgenni rododends@enengus) fedni 10x a 100x,

12,13 -Agrobacterium tumefaciens (pozitivni kontrola), 14 — Master mix bez DNA
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5. Diskuze

Ve své praci jsem pouzila metodu transformace Jigth diski pomoci bakterie
Agrobacterium tumefaciens u dvou odiid rododendroin - Azuro a Rebe. Sledovala jsem vliv
koncentrace selékiho antibiotika kanamycinu na tvorbu kalusa regeneraci u
transformovanych listovych digskbéhem prvnich msiai po transformaci. Regenerujici
listové disky jsem nasledmpéstovala na Andersondvmédiu s koncentraci kanamycinu 100
mg/l a u rostlin regenerujicich i na tomto médienjs owiovala gFitomnost vnesenych gén
pomoci fluorimetrického stanoveni GUS a pomoci PCR.

Predpokladem pro transformaci listovych diske zvladnuti regenerace listovych
diski u pouzitych odid vzhledem k tomu, Ze se optimalni koncentracorych latek u
jednotlivych odfid ¢asto znan¢ liSi. V minulosti byla publikovany spiSe praceadjici se
mikropropagace rododendrnbrz meristematickych pletiv, jeji vyuZitifiptransformaci vSak
neni vhodné vzhledem k vyskytu chimérismu a &txatesenych gen(Pavingerovéet al.,
1997).

Vlivem raznych nstovych latek na regeneraci listovych disk a zji¥ovanim
nejvhodrjSi koncentracesthto latek se zabyvali néglad Tomsone a Gertnere (2003),ikte
zkoumali vliv miznych kombinaci koncentraci IBA, 2iP a TDZ. HsiaKarban (1998)
zjistovali optimalni koncentraci TDZ a IAA a lapichiredal. (1991) utovali nejvhodijsi
koncentraci IAA a 2iP pro regeneraci.

Jak zjistili ve své praci Mertergs al. (1996), listy rododendrdinkultivované na médiu
s TDZ dol¥e regenerovaly, avSakéig kratké pryty a tvély shluky. Naopak listy gstované
na 2iP sice ti‘'e regenerovaly, ale ¢ty delSi pryty. Jako vhodnéeSeni se ukéazalo po
kultivaci na médiu s TDZ figneseni na médium s 2iP, kde doslo k elongach fiBteece a
Imel, 1991).

Vliv 2iP a TDZ na regeneraci listovych diskady odfid rododendrof byl podrobr
rozpracovan také v bakaskych pracich Musil (2006) a Starkova (2006) a bligaci
Pavingerova a Novotna (v tisku). &hto poznatik jsem vychézela ip volbé optimalni
kombinace a koncentracéstovych latek pro oddy Azuro a Rebe, coz bylo Andersonovo
médium s obsahem 2 mg/l IAA a 0,2 g/l TDZ. V pg2&d fazi @i selekci rostlin na
koncentraci kanamycinu 100 mg/l jsetfiddvala do média 8 ml/l 2iP a 1 mg/l IAA. Potvrdila
jsem, Ze cytokinin 2iP ovliwje prodlouZeni regenerujicich piyt

Selekci listovych disk po transformaci jsem provéld na fiznych koncentracich

antibiotika kanamycinu, které jsemifem kultivace postugnzvySovala. Nejlépe se asitilo
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péstovat listové disky 4 tydny na médiu s 20 mg/l&aycinu a poté jefpndat na médium
s 30 mg/l kanamycinu (varianta 4B — kapitola 3.89gerné dobré vysledky byly i u varianty
4A, kdy doslo k pendani z média s 20 mg/l na médium s 30 mg/l kasamyjiz po dvou
tydnech.

U odridy Rebe dochazelo k regenerdeisto az po delSi déba u menSiho ptu
listovych diskKi, také fist regenerujicich rostlin byl mnohem pomalejsi nexdiiidy Azuro a
diky tomu nebylo zatim z Zadné zregenerujicichtliroziskano dostatmé mnozstvi
materialu pro provedeni fluorimetrického stanov@hiS nebo izolaci DNA nutnou pro PCR.
Vzhledem k tomu, Ze kontrola regenerovativel nez transformované disky, mohlo by to
swedeit o inhibicnim vlivu kanamycinu a bylo by proto vhodné vyzketi§iné selekni latky.

Odrida Azuro regenerovala velmi da)y problémem vSak bylo pamé casté
prerastani bakterii. Vzhledem k tomu, Ze seeristani nejastji objevovalo u listovych
diski, které byly na médiu déle nez 4 tydny, bylo by hmZzné omezitasgjsi kontrolou a
piesazenim nezasazenych listovych dliskebo také&asgjSim prenaSenim na nové médium
béhem rekolika prvnich ndsiai. Bylo by mozné také vyzkouSet vysSi koncentraag pého
antibiotika (timentin) , fipadre jiné antibiotikum pro eliminaci agrobakteria. Lhtoby ale
bylo nutné pedem o¥iit ptipadny inhibéni efekt na regeneraci.

Pouze u odrdy Azuro u rostlin z variant 4A a 4B regenerujicich koncentraci
kanamycinu 100 mg/l jsem ziskala dostatek mater@o provedeni fluorimetrického
stanoveni GUS a PCR. Z 15 vykazovaly 2 rostlimgkpeatelnou aktivit-glukuronidazy a
5 rostlin mir zvySenou oproti kontrole. Nizsi aktivifaglukuronidazy mohla byt Zgobena
casténym chimérismem rostlin, k jehoZ odstéan by bylo poteba delSi kultivace na médiu
s vysSim obsahem kanamycinu. Ihned po transformelze dat listové disky na meédium
s @ilis vysokou koncentraci kanamycinu, protoze byzbledem k pdateini vyssi citlivosti
listovych diski na kanamycin vedlo k jejich odueni. Bylo by roviZz vhodné vyzkouSet
prodlouZeni doby inkubace se substratem MUG.

Pritomnost genwus v regenerujicich rostlinach jsem Zj&ala roviéZz pomoci PCR.
Gengus jsem prokazala pouze u 2 rostlin z 15, u kteryeimjszolovala DNA. U zbyvajicich
rostlin mohlo byt dvodem nefitomnosti transgenu doposud nezjiw vhodnéredeni
izolované DNA. Vhodné&edni izolované DNA je nutné stanovit u kazdého vzorkiag'.
PCR mohla byt inhibovana &ietotami v izolované DNA, také mohl@temisténi fenolem
dojit ke ztrat DNA nebo mohly v Bkterych vzorcich pocisteni fenolem #stat latky
inhibujici PCR.
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U rostliny 4 byla prokadzanatipomnost genugus, jak bylo @ekavano vzhledem
k vysoké narsrené aktivié B-glukuronidazy. Naopak rostlina 2, u které bylaétgotvrzena
piitomnost genugus pomoci PCR, rla pri fluorimetrickém stanoveni hodnotu aktivity
B-glukuronidazy zhruba stejnou jako kontrolni rowsdli Je proto iejmé, Ze k o&feni
piitomnosti transgenu v rododendronech regenerujipchransformaci, je nutné porovnat

vysledky z gkolika metod.

30



6. Zaver

Provedla jsem transformaci listovych disk dvou odiid rododendroi (Azuro, Rebe)
pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens. Transformaci jsem do rostlin vnaSela
plazmidovy vektor p35SGUSint obsahujici ggatll navozujici rezistenci ke kanamycinu a
gengus pro enzynf-glukuronidazu.

Owetila jsem nejvhodgsi zpisob selekce na médiu &nou koncentraci sel&hkiho
antibiotika kanamycinu. U obou adt se jednalo o variantu 4Bsifkteré byly listové disky
po transformaci nejprve¢ptovany na mediu s koncentraci kanamycinu 20 mg/§ tydnech
pirendany na medium s 30 mg/l kanamycinu a regenéfigtové disky pak kultivovany na
médiu se 100 mg/lI kanamycinu.

Prokazatelnouiftomnost vneseného gegus jsem potvrdila pomoci fluorimetrického
stanoveni u 2 rostlin z 15 zkoumanych a pomoci R&R¢Z u 2 rostlin z 15, u kterych jsem
izolovala DNA, gicemz pouze u 1 rostliny bylatippmnost genugus potvrzena obma
metodami.

Zjistila jsem, Ze pro transformaci pomoci baktékgeobacterium a @i pouZziti selekce

na kanamycinu je vhodj$i odiida Azuro nez odida Rebe.

31



7. Pouzita literatura

Ahokas, H. (1987) Transfection by DNA — associated liposoreeglence at pea
pollination. Hereditas 106: 129-138

Anderson, W.C. (1984) A revised tissue culture medium for shoaitiplication of
Rhododendron. J. Amer. Hort. Sci. 109: 343-347

Bechtold, N., Ellis, J., Pelletier, G.(1993) In PlantaAgrobacterium-mediated gene
transfer by infiltration ofArabidopsis thaliana plants. Compt. Rend. Acad. Sci. Paris
316:1194-1199

Bohm, €. (2004)V3e o rododendronech. Ky Praha

Cullen, D., Yang, V., Jeffries, T., Bolduc, J., Antews, J.H. (1991) Genetic
transformation oAureobasidium pullulans. J. Biotechnol.21: 283-288

Dunemann, F., lligner, R., Stange, 1(2002) Transformation dRhododendron with
genes for abiotic stress tolerance. Acta Hort. 313-120

Ettinger, T.L., Preece, J.E. (1985) Aseptic Micropropagation dRhododendron
P.J.M. hybrids. J. Hort. Sci. 60: 269-274

Feldman, K.A., Marks, M.D. (1987) Agrobacterium mediated transformation of
germinating seeds dirabidopsis thaliana: a non-tissue culture aproach. Mol. Gen.
Genet. 208: 1-9

Fraley, R.l., Rogers, S.G., Horsch, R.B(1986) Genetic transformation in higher
plants. CRC Crit. Rev. Plant Sci. 4: 1-46

Fromm, M., Taylor, L.P., Walbot, V. (1985) Expression of genes transferred into
monocot and dicot plant cells by electroporatiomocP Natl. Acad. Sci. USA
82: 5824-5828

Haldrup, A., Petersen, S.G., Okkels, F.T(1998) Positive selection: a plant selection
principle based on xylose isomerase, an enzymeindedd industry. Plant Cell Rep.
18: 76-81

Herrera-Estrella, A., Van Montagu, M., Wang, K. (1990) A bacterial peptide
acting as a plant nuclear targeting signal: thenanacid portion ofAgrobacterium
VirD2 protein directs the-galactosidase fusion protein into tabacco nudbeoc.
Natl. Acad. Sci. USA 87: 9534-9537

Hess, D (1983) Fyziologie rostlin. Academia, Praha

32



Horsch, R.B., Fry, J.E., Hoffmann, N.L., Eichholtz,D., Rogers, S.G., Fraley, R.T.
(1985) A simple and general metod for transferrggnes into plants. Science
227: 229-1231

Horsch, R.B., Klee, H.J. (1986) Rapid assay of gene expression in leafsdisk
transformed byAgrobacterium tumefaciens: Role of T-DNA borders in the transfer
process. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4428-4432

Howard, E. A., Winsor, B. A., De Vos, G., Zambryski P. (1989) Activation of the
T-DNA transfer process imgrobacterium results in the generation of a T-strand -
protein complex: Tight association of VirD2 withetl® ends of T-strands. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86: 4017-4021

Hsia, Ch., Korban, S.S.(1997) The influence of cytokinins and ionic streh@f
Anderson’s medium on shoot establishment and pratibn of evergreen azalea.
Euphytica 93: 11-17

Hsia, Ch., Korban, S.S.(1998) Effect of growth regulators, dark treattnamnd light
intensity on shoot organogenesis from leaf tisafesvergreen azalea. J. Hort. Sci..
Biotech. 73: 53-60

Hsia, Ch., Korban, S.S.(1998) Microprojectile-mediated genetic transfation of
Rhododendron hybrids. J. Am. Rhododendron Soc. 52: 187-191

Chalfie, M., Tu, Y., Euskirchen, G., Ward, W.W., Prasher, D.C.(1994) Green
fluorescent protein as a marker for gene expresSioience 263: 802-805

Chilton, M.D., Tepfer, D.A., Petit, A., David, C., Casse-Delbart, F., Tempe, J.
(1982) Agrobacterium rhizogenes inserts T-DNA into the genomes of host plant root
cells. Nature 295: 432-434

Christie, P. J., Ward, J. E., Winans, S. C., NesteE. W. (1988) TheAgrobacterium
tumefaciens virE2 gene product is a single-stranded-DNA-bigdiprotein that
associates with T-DNA. J. Bacteriol. 170: 2659-2667

de lannino, N. I., Ugalde, R.A.(1989) Biochemical characterization of avirulent
Agrobacterium tumefaciens chvA mutants: synthesis and excretionfafl-2)glucan.

J. Bacteriol. 171: 2842—-2849

lapichino, G., Chen, T.H.H., Fuchigami, L.H. (1991) Plant regeneration from
somatic tissue oRhododendron laetum x aurigeranum. Plant Cell, Tiss. Org. Cult.
27: 37-43

33



Jayaswal, R. K., Veluthambi, K., Gelvin, S. B., andSlightom, J. L. (1987)
Double-stranded cleavage of T-DNA and generationsioigle-stranded T-DNA
molecules inEscherichia coli by a virD-encoded border-specific endonucleasmfro
Agrobacterium tumefaciens. J. Bacteriol 169: 5035-5045

Jefferson, R.A., Kavanagh, T.A., Bevan, M.W(1987) GUS fusion$-glucuronidase
as a sensitive and versatile gene fusion markerhigher plants. EMBO J.
6: 3901-3907

Joersbo, M., Donaldson, I., Kreiberg, J., Peterson$.G., Brunstedt, J., Okkels,
F.T. (1998) Analysis of mannose selection used for foansation of sugar beet. Mol.
Breed. 4:111-117

Joersbo, M., Okkels, F.T.(1996) A novel principle for selection of transgeplant
cells: positive selection. Plant Cell Rep. 16: 2P9-

Klein, T.M., Arentzen, R., Lewis, P.A., Fizpatrick-McElligott, S. (1992)
Transformation of microbes, plants and animals bartigge bombardment.
Biotechnology 10: 286-291

Knapp, J.E., Kausch, A.P., Auer, C., Brand, M.H.(2001) Transformation of
Rhododendron through microprojectile bombardment. Plant CelpR20: 749-754
Marton, L., Wullems, G.J., Molendijk, L., Schilperoort, R.A. (1979) In vitro
transformation of cultured cells fromNicotina tabacum by Agrobacterium
tumefaciens. Nature 277: 129

Mertens, M., Werbrouck, S., Samyn, G., Botelho doSantos Moreira da Silva, H.,
Debergh, P.(1996)In vitro regeneration of evergreen azalea from leavest Elalh
Tiss. Org. Cult. 45: 231-236

Murashige, T., Skoog, F.(1962) A revised medium for rapid growth and bszas
with tobacco tissue cultures. Plant Physiol. 15.-497

Musil, F. (2006) Studium vlivu cytokininu thidiazuronu ngyemera&ni procesn vitro
kultur rododendroh. Biologicka fakulta Jingeské univerzity \CB

Neuhaus, G., Spangenberg, G(1990) Plant transformation by microinjection
techniques. Plant Physiol. 79: 213-217

Norton, M.E., Norton, C.R. (1985)In vitro propagation oEricaceae: A comparison
of the activity of the cytokinins f\benzyladenine and ™Nsopentyladenine in shoot
proliferation. Sci. Hort. 27: 335-340

Ondiej, M., Drobnik, J. (2002) Transgenoze rostlin. Academia, Praha

34



Ow, D.W., de Wet, J.R., Helinski, D.R., Howell, S.H Wood, K.V., Deluca, M.
(1986) Transient and stable expression of thelyiletiferase gene in plant cells and
transgenic plants. Science 234: 856-859

Pavingerova, D.(2000) Vyuziti transgenoze u okrasnych rostlin. tRosa vyroba
46: 284-288

Pavingerova, D, Biskova, R., Niedermeierova, H., Kodytek, K. (1995)
Agrobacterium-mediated transformation of Rhododendrons. Actat.H@0: 89-91
Pavingerova, D, Briza, J., Kodytek, K., Niedermeierova, H. (1997)
Transformation oRhododendron spp. usingAgrobacterium tumefaciens with a GUS-
intron chimeric gene. Plant Sci. 122: 165-171

Pavingerova, D., Novotng, K.(v tisku) The influence of cytokonin thidiazuron on
shoot regeneration from leaf explants of fifteetvats ofRhododendron. Biol. Plant
Preece, J.E., Imel, M.R. (1991) Plant regeneration from leaf explants of
Rhododendron “P.J.M. Hybrids". Sci. Hort. 48: 159-170

Prochazka, S., Machékova, |., Krekule, J., Sebanek, Ja kol.(1998) Fyziologie
rostlin. Academia, Praha 484 s

Starkova, K. (2006) Studium vlivu cytokininu isopentyladenima regenerai
procesin vitro kultur rododendroin Biologicka fakulta Jihteské univerzity \CB
Tomsone, S. Gertnere, D. (2003) In vitro shoot regeneration and leaf explants in
Rhododendron. Biol. Plant. 46: 463-465

Tripepi, R.R., George, M.W., Sripo, T., Johnsen, S.A., Caplan, A.B(1999)
Infection and transformation d*hododendron by Agrobacterium tumefaciens strain
B6. Hort. Sci. 34: 440- 565

Ueno, K., Fukunaga, Y., Arisumi, K. (1996) Genetic transformation of
Rhododendron by Agrobacterium tumefaciens. Plant Cell Rep. 16: 38-41
Vancanneyt, G., Schmidt, R., O"Connor-Sanchez, AWillmitzer, L., Rocha-Sosa,
M. (1990): Construction of an intron-containing margene: splicing of the intron in
transgenic plants and its use in monitoring eavignés in Agrobacterium-mediated
plant transformation. Mol. Gen. Genet. 220: 245-250

Vergunst, A.C., Schrammeijer, B., den Dulk-Ras, A.,de Vlaam, C.M.,
Regensburg-Tuink, T.J.G., Hooykaas, P.J.J(2000) VirB/D4-dependent protein
translocation fronAgrobacteriuminto plant cells. Science 290: 979-982

35



Yanofsky, M. F., Porter, S. G., Young, C., Albright L. M., Gordon, M. P., Nester,
E. W. (1986) The virD operon ofgrobacterium tumefaciens encodes a site-specific
endonuclease. Cell 47: 471-477

Young, C., Nester, E. W.(1988) Association of the virD2 protein with theehd of
T strands imAgrobacterium tumefaciens. J. Bacteriol. 170: 3367-3374

Zaenen, |., Van Larebeke, N., Teuchy, H., Van Montgu, M., Schell, J.(1974)
Supercoiled circular DNA in crown gall inducidgrobacterium strains. J. Mol. Biol.
86: 109-127

36



