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1. Uvod

1.1 Vyuziti transgenoze

Pacétky Slecheni rostlin sahaji az do dobyrgd mnoha staletimi. fBstoze klasické
Slechtni dosahlo znmych dsgcha, je vyrazk omezeno genofondem daného druhu. Oproti
tomu genové inzenyrstvi umiadje do rostlin vnaset i geny z jinych dfuh

Metodami genového inzenyrstvi se transformuji jakttueni plodiny, tak i okrasné
rostliny, vzhledem k jejich mozZznému korieimu vyuziti. Renos transgeéndo rostlin Ize
vyuzit k ziskani plodin odo#sich k nejfizn¢jSim streém a patogeiim, ke zlepSeni
vyzivovych charakteristik (n&p omezeni, zvySeni syntézy citych lipida, optimalni
mnozstvi jednotlivych aminokyselin), déle také &r¥ protilatek ¢i farmakologicky
vyuzitelnych vzacnych proteima. hirudinu.

Transformace okrasnych rostlin se vyuZivaji stgfko u kulturnich rostlin ke zvysSeni
odolnosti k chorobam a 8#cim, dale vSak také k prodlouzeni Zivotnagtzanych ketin
cestou inhibice syntézy ethylenu (lwazaki, 200&)raodifikaci barvy kta.

Zejména modifikace barvy Kkt je klasickymi metodami Slechti ¢asto bd'to
zdlouhava nebo nemoznaétdina kvetoucich rostlin totiz neobsahuje genyysechny barvy
kvéti. Napiklad komeéné velmi dilezité okrasné rostliny jakdrosa spp., Dianthus
caryophyllus a Dendranthema grandiflorum postradaji moigt kvetouci druhy a kultivary.
(Mori, 2006)

Prvnim zmgsobem jak dosahnout zZmy barvy k¥tu je potl&eni barvy stavajici¢imz
muzeme ziskat bilé K&y nebo nové odstiny stavajici barvy. DalSinisghbem je vneseni
genu pro syntézu nového barviva.

Barva kvtu je ugena temi tidami pigmeni: flavonoidy, karotenoidy a betalainy. Na
rozdil od Siroce rozEnych flavonoid a karotenoi, mizeme betalainy nalézt pouze u
nékolika rostlinnych drub ziadu Caryophyllales. Nefan¢jSimi kwvétnimi  pigmenty
determinujicimi barvu kita jsou flavonoidy (zejména antokyany). Flavonoidispivaji
k rozsahu barev od Zlutérgs oranzovougervenou az k nachové (To a Wang, 2006).
Biosynteticka draha flavonaidje velmi dole prostudovana, coz je nutnou podminkou pro
vyuziti jednotlivych gef ovliviwujicich barvu k¢tu pro modifikace metodami genového

inZenyrstvi.



1.2 Cil prace

Cilem mé prace byla molekularni analyza rostlinod®hdrori, které jsem ziskala
v rdamci mé bakal&ké prace po transformaci 2 kultiiagenynptll a gusA pomoci bakterie
Agrobacterium tumefaciens.

Pro dikaz pgitomnosti transgenbyla pouZzita polymerazovéetézova reakce (PCR) a
Southern blot, pomoci kterého je mozné zjistit Egiokopii vnesené T-DNA. Pro zj&ti
piitomnosti genwgusA jsem pouzila také fluorimetrickou a histochemickoatodu stanoveni

aktivity B-glukuronidazy, coz je enzym kédovany timto genem.



2. Literarni prehled

2.1. Rod Rhododendron

Rododendron (&hisnik) je rod rostlin paici doceledi wesovcovité Ericaceae).

Rhododendron je latinské slovo pochéazejicifeckého rhodos {Zovy, ¢erveny) a
dendron (strom). Tento nazev byl az do 17. stqetizivan pro oleandXerium oleander,
pénidnikim ho @ikl Carl von Linné (\tvicka, 1998).Cesky nazev je pravgodobre
odvozen z ruského pijanisnik.

Rod Rhododendron zahrnuje 850 — 1200 draiha tisice vySlecknych kultiva.
Rododendrony se vyskytuji zejména na severni palakoejhojrtji v jizni Cing, Himalajich,
ale také v Severni Americe, Japonsku a jihovychotlsii (Burnie et al., 2007). Rostou
vétSinou v horském az subalpinském pasmu.

Rod Rhododendron je velmi pestry. Nalezneme zde stalezelené, peldayé i opadave
kefe i stromy. | pes velkou rozmanitost driha kultivafi jsou si vSechny rododendrony
vzhledem znéné podobné. Listy jsou #tavé, jednoduché,izného tvaru, lupenité az
kozovité. Kwty jsou pticetné, neajasgji v koncovych okolénatych hroznech a maiji
nalevkovity, zvonkovity nebo trubkovity tvar. Pladejsou tobolky s Kdlatymi semeny.
(Koblizek, 2006)

Optimalre rostou rododendrony v kyselédé (pH 4,5 — 5,5) nejlépe sisi raseliny a
lesni hrabanky, &Sina z nich nesnasiugu bohatou na vapnik. Diky jemnémugloe
rozloZzenému kienovému systému nemaji moznost ziskavat vliahuiayZzevhloubkyci vetsi
vzdalenosti, proto preferuji spiSe propustiéyps vysSim obsahem organickych latek.

Rododendrony riweme rozmnoZovat pohla¥rsemeny, nebo nepohlayiizkovanim,
roubovanim, Hzenim (zasypani nizSigtwe hlinou, aby zakenila) a také mikropropagaci
v invitro podminkach. (Béhm, 2004)

Sbirku gnisniki a dalSich kesovcovitych nalezneme u nas hapPiihonickém parku.
ZaloZila ji Uljana BlaZzkova v 80. letech 20. stdlatobsahuje vice jak 100 diub kultivar.
(Chytraet al., 2010)



2.2 Transformace

Metody genového inZzenyrstvi zajigici prenos genetické informace do rostlin $ do
dvou kategorii a to naffmé a nefimé transformace.iPnegimé transformaci se vyuziva
piirozeného systémuignosu genetické informacégnich bakterii rodé\grobacterium. Tyto
bakterie inkorporujicast své genetické informace, tzv. T-DNA, do rosiirbuky. Geny,
které jsou sotasti T-DNA, jsou poté zodpéuné za zvySenou produkdistovych hormont
v napadenych hikach, coz vede ke vzniku nadoru. Krdrtoho obsahuje inkorporovana
T-DNA geny pro produkci latek zvanych opiny (amigs&liny odvozené od argininu), které
muze bakterie nasledrvyuzit jako zdroj uhliku a dusiku.

Transformace pomoci agrobakteria je vyuzitelnd 2epn u dvoudoznych rostlin.
Dvouctlozné rostliny vylduji pri porareni fenolické latky typu acetosyringonu, které
vyvolaji jak chemotaxi bakterii rodAgrobacterium, tak také aktivujivir geny, které jsou
odpowdné za penos T-DNA. U jedno&loZznych rostlin se vyskytuji odliSné hojivé procesy
diky cemuz ¥tSina z nich neni citliva k agrobakteriu. Citlivdsbakterii Agrobacterium se
casto liSi i mezi rostlinami stejného rodu. Vzhledktomu, Ze ne u vSech rostlinnych diuh
Ize k transformaci pouzit agrobakteria, byly vyminmetody tzv. pimé transformace.

Pri pfimych metodach transformace je DNA vpravovana datlinmych bugk primo. Hi
transformaci rostlinnych pletiv se pouziva metopa, které jsou do pletiva viglovany
mikroprojektily (zlaté nebo wolframové kdky o velikosti 0,6 — 2um) obalené plazmidovou
DNA (Klein et al., 1992). DalSi metodyipmné transformace se vyuZivaji k transformaci
rostlinnych protoplast Mezi tyto metody pdt nag. elektroporace (Fromrm al., 1985), kdy
jsou v burkéné membra# vytvoreny za pouziti stejnostmého proudu reversibilni péry,
kterymi DNA pronikne do biiky. DalSi gimou metodou pro transformaci protoptage
pridani polyethylenglykolu (PEGu) do roztoku DNA aofmplasti. PEG vyvola shlukovani
burgk a zmény v membrad, coz usnadni transport DNA do protople@tazzeriet al., 1991).



2.2.1 Neprimé transformace

Pti neptimych genetickych transformacich se vyuzZiva dvouhidragrobakteria a to
Agrobacterium tumefaciens zpasobujici u rostlin  tvorbu nédir (crown galls) a
Agrobacterium rhizogenes vyvolavajici st kaeni nazyvanych hairy roots (Org a
Drobnik, 2002). Za virulencéthto gramnegativnichtpdnich bakterii jsou zodpe&gneé jejich
plazmidy nazyvané Ti . tumefaciens (Zaenenet al., 1974) a Ri UA. rhizogenes (Chilton
et al., 1982).

Dlouhou dobu se déo pomoci agrobakteria transformovat pouze dwbnighé rostliny,
do dnesni doby vSak uz byly publikovany i transfacen jednodloznych rostlin nap ryze
(Hiei et al., 1994) nebo pSenice (Cheeal., 1997).

PrestoZze byla popsantada metod nd&pmé transformace, naptransformace semen
(Feldmann a Marks, 1987) a infiltrace (Bechteidl., 1993) u Arabidopsis thaliana, ci
transformace protoplasiejich kokultivaci sAgrobacteriem (Marton et al., 1979), nejastji

se [¥i nepimé transformaci pouziva diskova metoda transfoenfelorschet al., 1985).

2.2.2 Diskova metoda transformace

Diskova metoda transformace $p@ v kokultivaci segmentriznychcasti rostliny, které
dohe regenerujin vitro (listy, stonkové segmenty, segmentydwi, hypokotyli apod.), se
suspenzi bakterii rodAgrobacterium. Doba kokultivace se #e pohybovat od dkolika
minut aZ po #kolik dni (Ondej etal., 1999). Rezné plochy segmehntzajifuji nutné
porareni rostliny, které vyvola tvorbu fenolickych latéypu acetosyringonu vyéovanych
pii poraréni vétSinou dvoudloznych rostlin. Ty hraji élezitou ulohu jak i chemotaxi, tak
pii aktivacivir geni. Pro gichyceni bakterii k povrchu btk stai vétSinou pongrné kratka
doba kokultivace, poté jsou segmentiemeseny na médium bez antibiotik, kde jsou
kultivovany 1 az 2 dny¢imz je poskytnut dostatedasu pro penos T-DNA do rostlinnych
burgk a jeji integraci do genomu.

Nakonec jsou segmenty kultivovany na meédiu s astikem pro eliminaci bakterii (n&p
timentin, cefotaxim, vancomycin), setek latkou, kterd braniistu netransformovanych
burgk (nag. kanamycin, hygromycin) nebo poskytuje transforamoym butkam
metabolickou vyhodu (nd&pmandza), a také astovymi latkami navozujicimi kalogenezi a

regeneraci.



2.2.3 Tiplazmid

Ti plazmid je cirkularni dvoketzcova molekula DNA nezavisle se replikujici
v bakterialni biice. Velikost plazmidu je zhruba 150-200 kb. K inciukimori jsou nezbytné
dva useky Ti plazmidu a to T-DNA (transferred DN&Aisek virulencev{r-region).

V Useku virulence jsou lokalizovany geny zodgdwe za penos T-DNA. Délka useku je
35 kb a obsahuje nejmé&ie vir operorii. Tyto operony jsou v gadivirA, virB, virC, virG,
virD, virE (Rogowskyet al., 1990). \&tSina z &chto operof kdduje vice neZ jeden gen.
Celkow je genyvir regionu kodovano okolo 20 protéinTyto proteiny maji specifické
funkce kEhem oddleni T-DNA z Ti plazmidu a jejihpienosu do rostlinné Iy (Drobnik a
Ondrej, 2002).

T-DNA je Usek Ti plazmidu ignaSeny do rostlinné tkly. Délka T-DNA se pohybuje
mezi 15-45 kb podle typu plazmidu. Priepos jsou nutné pouze jeji prava a leva krdni
sekvence o velikosti 25 bp (Horsch a Klee, 198@jpNe dojde ke zlomu v pravé hrami
sekvenci dolniho vldkna T-DNA, nasleduje jeho odbkméni, které je ukameno v leve
hranini sekvenci (Jayaswael al., 1987).

Pro vyuziti bakterii roduAgrobacterium v genovém inZenyrstvi se z T-DNA odstrani
puvodni geny pro syntézu ogima mistovych latek a ponechaji se pouze hnainsekvence,
mezi které se inkorporuji geny, které chceme vdeéstostliny. Vedle cilového genu to byva
vétSinou selekni gen nejasgji pro rezistenci k akému antibiotiku a signalni gen

umoziujici owfit, zda je T-DNA gitomna v rostlinné hice.



2.3 Transformace rododendront

Transformace rododendrbijie mozné vyuZzit pro genové manipulace vedoucikgeni
jejich odolnosti k chorobam, ke stfes vrejSiho prostedi nebo ke zim¢ fenotypu, zejména
barvy kwti (Pavingerové, 2000).€dpokladem pro tyto genové manipulace je vyvinout
vhodny a dostate¢ (cinny systém penosu gein do rododendrain coz bylo i cilem mé
prace.

Pro transformaci rododendmdnbyly doposud vyzkouSeny transformace pomoci
mikroprojektild a transformace vyuzivajici bakteAgrobacterium tumefaciens.

Transformace mikroprojektily nebyly doposuidli§ Usgsné. Hsia a Korban (1998), kite
zkouSeli transformovat kultivary "Hino-crimson” Ruchsia” za pouziti plazmidu pZA300
nesoucihogusA reportérovy gen a sel&ki gen pro hygromycin fosfotransferazu, ziskali
pouze tranzientni GUS expresi. Knagipal. (2001) dosahli ugggnosti transformace 0,2 %,
kdyz ziskali 3 transformanty obsahujici seél@kgennptll a reportérovy gegusA nebogfp
z 1500 fivodnre bombardovanych ligt MoZnou picinou nizké Usgsnosti transformace e
byt podle autar obtizné pronikanéastic zlata do buik listi rododendrof, vysoky vyskyt
odunteni burk nasledkem bombardovadasticemi anebo degradace exogenni DN#ved
nez se mohla inkorporovat do genomu.

Jako vhodyjSi pro transformaci rododendronse zatim jevi pouZiti bakterie
Agrobacterium tumefaciens. Pro testovani dinnosti genosu jsou do rododendfownaseny
negastji geny nptll a gusA (Pavingerovéaet al., 1997; Uenoet al., 1996). Uenoet al.
transformovali &mito geny kultivar "Percy Wiseman” s 5 % &&posti. Pavingerovat al.
uskutenili tspsSnou transformaci 5 kultivara to: “America’, "Catawbiense grandiflorum
roseum’, "Madame Carvalho’, "Mars” a "Nova Zembla’".

Dunemannet al. (2002) pouzili genyrolABC nebo pouze gemolB pro transformaci
genotyfi RD2-2 a RD2-30 a také gdfro2 kodujici enzym Zelezito-cheladtovou reduktazu
k transformaci genotypRh 10, Rh 33, Rh 37 a kultivaru “"Cunningham’s WhiDosanhli
uspsnosti transformace mezi 1-2 %. Cileéto prace bylo zvySenitipnu Zeleza, coz by
mohlo vést ke zlepSenistu transformovanych rododendiioma vapencovitychiaach.

Citlivost  jednotlivych  kultivai  k agrobakteriu se vSakc¢asto velmi [isi
(Tripepiet al., 1999; Pavingerovét al., 1995) a ziskané transformované rostliny vykazuji

razné stupa chimérismu (Pavingerowd al., 1997; Dunemand al., 2002).



2.4 Selekeni systémy

Pri transformaci je nutné spolu s cilovym transgenaraset i tak zvany selektovatelny
transgen, ktery slouzi k odliSeni kkntransformovanych od netransformovanych. Salek
geny poskytuji transformovanym itkam rezistenci k w@ité latceci antibiotiku. Latka, proti
které gen poskytuje rezistenci je tegtji pridavana do agarového média, aléZe byt také
pouzita jako posik.

2.4.1 Negativni selekce

Pokud jsou netransformovanénliy po pisobeni selatni latky usmrceny, jedna se o
selekci negativni. Pokud vSak selek latka netransformované ity usmrti @iliS rychle,
dojde kvylodeni mnozstvi fenolickych slganin a dalSich latek, které jsou pro
transformované hiky toxické (Snustad a Simmons, 2009). S&kékkinek jednotlivych
seleknich latek setasto velmi liSi mezitznymi druhy rostlin, pipadré i mezi kultivary
ur¢itého druhu. U kterych druld rostlin miZze jiz nizk& koncentrace daného seétgko
¢inidla mit silny sele&ni (€inek. Je proto nutné &it vhodnou koncentraci sel&kiho cinidla,
aby byla zajid&tna dostaténa selekce transformovanych kknod netransformovanych, a
zarover aby fast transformovanych bgk nebyl @iliS inhibovan latkami vyldovanymi
hynoucimi netransformovanymi tkami.

Nejvice pouzivanym transgenem pro negativni selgkgennptll (Fraleyet al., 1986).
Tento gen kéduje enzym neomycin-fosfotransferaza plochazi z transpozonu Tn5 bakterie
E. coli. Pomaha htkam fosforylaci inaktivovat aminoglykozidova antibka (kanamycin,
neomycin, geneticin, paramomycin)ii Pselekci se n€pstji vyuziva kanamycin a to
v rozmezi koncentraci 50 az 500 mg/Ekiéré celedi rostlin Yiciaceae, Poaceae) vSak maji
ponerné vysokou hladinu firozené rezistence (Angenenal. 1994).

DalSi ¢casto pouzivany seléki transgen je gehpt umoziujici rezistenci k hygromycinu
(Elzen et al. 1985). Hygromycin je antibiotikum blokujici protyntézu u prokaryot i
eukaryot. Z tohoto itodu se pouziva spiSe tam, kde neni mozné poukatgelekni latku
kanamycin.

Vzacrgji jsou pouzivany i transgeny pro rezistenci Kkliotikim gentamicinu
(Hayfordet al., 1988), bleomycinu (Hilleet al., 1986), streptomycinu a spektinomycinu
(Svabet al., 1990).

Kromé transgef navozujicich rezistenci k antibiotikn se pouzivaji posmné ¢asto také

transgeny pro rezistenci k herbitid. Nejpouziva®Si jsou transgenyat (Strauchet al.,
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1988) abar (Thompsonet al., 1987) pro rezistenci k fosfinotricinu a transgekodujici
enzymy EPSP a GOX pro rezistenci k glyfozatu (Sttat., 1986).

Existuji vSak i systémy vyuZivajici pro selekcigitatky nez jsou antibiotika a herbicidy.
Pro negativni selekci Ize vyuzit ridgad galaktozu (Joersbet al., 2003), metotrexat
(Eichholtzet al., 1987) nebo aminokyselinu D-serin (Eriksaal., 2005).

2.4.2 Pozitivni selekce

V pripact pozitivni selekce poskytuje setgk gen transformovanym bBlam
metabolickou vyhodu, netransformovanénky neodumiraji, ale &Sinou na médiu se
seleknim agens stradaji a je inhibovan jejidistr

Asi nejpouzivapjSi transgen pro pozitivni selekci je ggmi (manA) pro enzym
manoza-6-fosfatizomerazu pochazejick.a@li (Miles a Guest, 1984). Mandza je&Zb¢
v rostlinach fosforylovana za vzniku mandzo-6-fasféktery jiz rostliny nedokadzou dale
metabolizovat, takze se vitkach hromadi a inhibujeist rostliny. Rostliny transformované
genempmi mohou pemenit mandzo-6-fosfat na fruktézo-6-fosfat, ktery gako prekurzor
glykolyzy je rostlinou dale metabolizovan. Na podéin principu funguje i transgetylA
kodujici enzym xyldézoizomerazu, diky kterému dokézcansformované rostliny vyuzit
xylézu jako zdroj energie (Haldrugh al., 1998).

Pro pozitivni i negativni selekci lze pouZit geteol, ktery koduje oxidazu
D-aminokyselin (Eriksoret al., 2004). Typ selekce zavisi na pouzité s@iéKatce. Pro
negativni selekci se vyuzZivaji jako seleklatka D-alanin nebo D-serin a pro pozitivni &ele
D-izoleucin nebo D-valin. Kombinaci obou tygelekce Ize vyuZitiptransformaci cilovym
genem, po které nasleduje wni selekniho transgendaol. Transformované rostliny jsou
nejprve selektovany na meédiu s aminokyselinou Dialanebo D-serin, kterd je pro
netransformované rostliny toxicka, a proto uhyndwansformované rostliny ipZiji diky
metabolizaci D-aminokyseliny enzymem. Poté je sglekansgen vyspen napiklad misti
specifickou rekombinacki jinym zpasobem. Pro selekci rostlin, které jiz seélektransgen
daol neobsahuji, je pouzita pozitivni selekce na Demolnu nebo D-valinu, coZ jsou latky
pouze mirg toxické pro rostlinu. AvSak weh rostlin, kde nedoSlo k vy§teni transgenu se
selekni latky pisobenim oxidazy D-aminokyselirtgmmeni na latky toxicke, které #gobi
uhyn rostlin. Ziskané rostliny by tudizétyp obsahovat cilovy vnaseny gen, ale jiz by v nich

nentl byt piitomen sele&ni transgen.



Pro pozitivni selekci Ize dale pouzit i ggusA z Escherichia coli (Jeffersoret al., 1986).
Tento gen kdéduje enzyfrglukuronidazu. B pouziti benzyl-N-3-glukuronidu jako sekéak
latky vznika gisobenim enzymuistovy hormon benzyladenin stimulujidist transgennich
burgk. Jako selekni latku Ize vyuzit i kyselinu cellobiuronovou, kdese sklada z glukozy a
kyseliny glukuronové. Roz&penim vazby pomociB-glukuronidazy dojde k uvolmi
glukdzy, kterou transformované rostliny vyuZziji gakdroj energie, zatimco netransformované
stradaji. OB selekni latky vSak nejsou dosud komie¢ dostupné. GegusA se tedy vyuziva

zejména jako gen signalni (viz dale).
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2.5 Signalni geny

Signalni (reportérové) geny jsou transgeny, u kietye snadno detekovat a kvantitativn
stanovit expresi. Jsou to chimérické geny obsahujggul@&ni sekvence pro projev
v rostlinném genomu a kodujici sekvence baktehi@lnmiebo ZivéiSného fivodu (Ondej a
Drobnik, 2002). Dnes nejpouzivig$i signalni geny jsogusA agfp.

2.5.1 GengusA

Gen gusA pochazi z bakterig.coli, kde je ozn&ovan jakouidA, a koduje enzym
B-glukuronidazuB-glukoronidaza je hydrolyticky enzymégici nejaznejSi p-glukuronidy, je
teplotre stabilni, fungujici v Sirokém rozmezi pH (5-9) dotny proti protedzam, e byt
v8ak inhibovan é&kterymi ®€zkymi kovy. Funkni enzym je tetramer, monomer tohoto
polypeptidu ma molekulovou hmotnost 68,2 kDa. Enzgmevyskytuje ve&Sing rostlin ani
hub, u obratlove ma velmi slabou aktivitu. Byla vSak popsanaitarnespecificka aktivita u
netransformovanych rostlin, zejména v pylovych zmélefferson a Wilson, 1991). Enzym
GUS meni snadno komeéné dostupné substraty na latky, jejichEitpmnost Ize porrné
snadno stanovit. PouZivaji setédnetody stanoveni a to fluorimetricka a histochdsdnic

Pri fluorimetrickém stanoveni se jako substrat poaziv
4-methyl-umbelliferylf-D-glukuronid (MUG), ktery je fsobenim pB-glukuronidazy
rozSepen naB-glukuronid a 4-methylumbelliferon (MU).ildanim alkalického roztoku sody
je reakce zastavena a je tim také ungoanionizace hydroxylu MU nutna pro fluorescenci.
MU pak po ozéeni dlouhovinnym UV (365 nm) emituje ig@i o vinové délce 455 nm
(modre fluoreskuje).

Histochemicka metoda slouzi kéeni mista exprese genu ve tkanich. Jako substrat se
vyuziva 5-brom-4-chlor-3-indolylglukuronid (X-glucEnzymem je ze substratu aoffsn
indol, ktery se oxidaci zémi na nerozpustny derivat indiga majici &syhodrou barvu.
Produkt je nedifazni aigtava lokalizovan v hik&ch, ve kterych vznikl. Meziprodukt reakce
je vSak difazni, nasledkem toho nemusi modré zinanesre odpovidat mistu exprese genu
gusA. Citlivost metody nmize byt ovliviena Spatnou infiltraci roztoku substratu do rostficin

tkani.
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2.5.2 Gengfp

GFP (green fluorescent protein) je bioluminiscenpmdtein kddovany genengfp
pochéazejicim z meduzyequorea Victoria (Chalfie et al., 1994). Tento protein zel&n
fluoreskuje po vystaveni UV nebo modrémuthv Protein nevyZzaduje zZadny substrat ani
kofaktory, je stabilni v Sirokém rozmezi pH a jemestabilni (do 65 °C). Schopnost
fluorescence je zachovana i po fazi s jinym prasinéehoz niize byt vyuzito k lokalizaci
burg¢nych proteii. Pivodni protein byl pozgnmén pro ziskani lepSi exprese v rostlinnych
bunkach, mutacemi sdového chromoforu bylo také dosazeno odlisSnyclevrsich variant
nag. BlueFP, YellowFP.

U nekterych druls pripadré kultivara rostlin se vSak rize vyskytnout autofluorescence
pletiv, kdy pletiva emituji zZ#&ni o podobné vinové délce jako GFP. VysSi (ovn
autofluorescence pak mohou branit odliSeni transighn a netransgennich rostlin
(Kuta, 2007). Vyskyt autofluorescenceskterych pletiv byl popsan i u rododendfon
(Knappet al., 2001).
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3. Metody

3.1 Experimentalni material

3.1.1 Rostlinny material
Pro transformace jsem pouzila rostliny rododendrodridy Azuro (Obr. 1) a Rebe
(Obr. 2) udrzované wn vitro kultuie. Tento rostlinny material pochazi z Vyzkumnéhtavis
Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnict#nvhonicich.

Obr.1 Azuro

Obr.2 Rebe




3.1.2 Plazmidovy konstrukt
Pro transformaci jsem pouZila plazmidovy konstrpB6SGUSInt. (Vancannewt al.,
1990) zplazmidu pBIN19 (Obr. 3). Tento konstruktbsahuje gen nptll pro
neomycin-fosfotransferazu 1l s promotorem a tertorétn NOS. Gennptll navozuje
rezistenci k antibiotiku kanamycin, které jsem ptaujako selekni latku.
Konstrukt dale nese gagusA s intronem, ktery zabiiaje expresi genu v bakteriich. Gen
gusA jeiizeny 35S CaMV promotorem a uk@my NOS terminatorem.

Obr.3 Plazmidovy konstrukt

395 CaMV

RB | NOS-pro npt I NOS- ter promotor

gus s intronem NOS-ter |LB

Hind

NOS-pro — NOS promotor, NOS-ter — NOS terminatandHlIl — restrilkéni misto enzymudindlll,

RB a LB — prava a leva hramii sekvenceternoucéarou jsou vyznéeny sondy pro Southernovu hybridizaci

3.2 Kultivace rostlin rododendroni

Rostlinny materidl jsem ¢&stovala jakoin vitro kultury na Andersonav médiu
(Anderson, 1984) ip teplo& 23 °C, fotoperiod 16 h a intenzé oswtleni 90 pmol.m%s™.
MnozZeni jsem provata pomoci stonkovych segmént

K ptipraw Andersonova média jsem pouzila 2 g/l praSkovéhaedsonova médium
s vitaminy od firmy Duchefa (Tab. 1) dopireho 2 g/l polyvinylpyrrolidonu K30 (Fluka),
30 g/l sacharosy (Penta), 8 g/l agafistovymi latkami a antibiotiky. VSechny sloZzky média
krom¢ rastovych latek a antibiotik jsem rozmichala v reii@sané vod, poté jsem zvysila
pH roztoku za pouziti KOH na 5,2 a provedla steaiti média v tlakovém hrnci trvajici 30
minut. Vysterilizované médium jsem za stadlého mi¢hachladila, aby teplota byla
maximalré 60 °C. Nasledd jsem ve flowboxu fidala do média sterilni roztokyistovych
latek a antibiotik. Médium jsem poté rozlila do tked¢nich nadob a skladovala v chladicim

boxu.
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Tab.1 Slozeni Andersonova média

Makroprvky mg/1
CaCb 332,02
KNOs3 480
MgSOy 180,54
NH4NO3 400
NaH,POy 330,6

Mikroprvky
CoG2.6H,0O 0,025
CuSQ.5H,0 0,025
FeNaEDTA 73,4
H3BO3 6,2
Kl 0,3
MnSOy.H,O 16,9
NayM00O,.2H,0 0,25
ZnSQ.7H,0O 8.6

Vitaminy

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

Béhem prvotni faze selekce, probihajici @tcich mé bakaidké prace, kdy byly listové
disky kultivovany na nizSich koncentracich antitlatkanamycin (20-40 mg/l — Tab. 2), jsem
do Andersonova médiaidavala 400 mg/l antibiotika timentin k eliminacalierii a fistove
latky 1AA v koncentraci 2 mg/l a thidiazuron (TDZX) koncentraci 0,2 mg/l. Toto médium
bylo vybrano na zakladvysledki bakald&ské prace F. Musila (2006), kde bylo médium
obsahujici vySe popsané koncentraggtavych latek oznmvano jako RD 5/1. V poz(si
fazi jsem rostliny regenerujici narguichozim médiu dale selektovala na koncentraci
kanamycinu 100 mg/l a do média jsettidpvala jiz pouze 200 mg/l antibiotika timentinu a
rastove latky IAA v koncentraci 1 mg/l a 2iP v konteti 8 g/l.
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Tab. 2 Postup selekce listovych disko transformaci (Skotnicova, 2009)

Varianta | Po transformaci prendano| Zde ponechano Poté fendano na
na médium s Km v médium s Km v
koncentraci koncentraci

1 40 mg/l az do regenerad

2A 20 mg/l 2 tydny 40 mg/l
2B 20 mg/l 4 tydny 40 mg/l
2C 20 mg/I 6 tydi 40 mg/l

3 30 mg/I az do regenerag
4A 20 mg/l 2 tydny 30 mg/l
4B 20 mg/l 4 tydny 30 mg/l
4C 20 mg/l 6 tydr 30 mg/I
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3.3 Analyza transformovanych rostlin

3.3.1 Fluorimetrické stanoveni GUS
Chemikalie
1) Extrakéni pufr (GUS pufr): 50 mM Na-fosfatovy pufr, pH =7
10 mM merkaptoetanol
1 mM NaEDTA
0,1 % Tritol X-100

0,1 % laurylsarkosin

2) Substrat MUG4-methyl-umbelliferylp-D-glukuronid)
2 mg MUG v 5 ml extraéniho pufru

3) Stop-pufr 0,2 M NaCQO;

Pracovni postup

Zhruba 25 mg listové hmoty jsem homogenizovala kEernsném homogenizatoru
spole&n¢é s 500ul extrakniho pufru. Vznikly homogenat jsenighla do mikrozkumavky a
centrifugovala 2 minuty ip 13000 ot./min.. Nasle@njsem 30ul supernatantu fidala do
mikrozkumavky s 30Qul substratu MUG fedelfatého v termostatu na 37 °C a promichala.
Zbytek pivodniho vzorku jsem uchovalaiip-20 °C pro stanoveni protdin Ze snési
substratu MUG a supernatantu jsem odebralaplOpridala je do mikrozkumavky s 9Q0
stop-pufru a promichala. Tento @étljsem si oznéla jako ¢as 0. Odbr jsem opakovala po
60 a 240 minutdch (100l smeési supernatant-substrat MUG + 9Q0 stop-pufru). Mezi
jednotlivymi odlgry jsem vzorky inkubovala v termostati 87 °C. Fluorescenci vzoikve
stop-pufru v jednotlivycltasech jsem gtila na DYNAQUANT fluorimetru.

Vzhledem k narénosti drceni ve sklemych homogenizatorech atg8imu mnoZstvi
vzorka ke zpracovani jsem vyzkouSela také drcefimp v 1,5 ml mikrozkumavkach
s plochym dnem pomoci skk&meho tlodku. V tomto postupu se homogenizovalo mensSi
mnoZstvi vzorku (zhruba 5 mg listové hmoty) vpdSextrakéniho pufru. 4,511 homogenatu
jsem nasledh pridavala k 75ul substratu MUG. V danychasovych intervalech jsem 20
smési vzorku a MUGu fidavala do 1,5 ml stop-pufru, promichala a¢#ita fluorescenci

vzorki.
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Aktivitu enzymup-glukuronidazy jsem vypeetla v pmol MU/min/mg listu podle vzorce:

Aktivita = ¢.h. x p.F. x 0,1 / ¢.hm. / min.
¢.h. =¢tend hodnota pro daras minusttena hodnota vase 0
pf. = pouzitaredni (500/30 x 330/100) = 55 pro postup s homogerdnéw v 0,5 ml
GUS pufru
= pouzit&edni (75/4,5 x 79,5/20 x 1,52) = 100,7 pro postupsibgenizovanim
v 75ul GUS pufru
0,1 =1 nM MU (vznik& pisobeninp-glukuronidazy na substrat MUG) odpovida 10
¢tenym dilkim
¢.hm. =¢erstva hmotnost v gramech

min. = délka inkubace v minutach

Po stanoveni obsahu proteinv homogenatu jsem vypetla aktivitu enzymu

B-glukuronidazy také v pmol MU/mipg proteinu podle vzorce:

Aktivita = (10 x ¢.h.) / (min. x m.pr.)
10=0,1x 1,52 x 79,5/20 x 75/4,5

m.pr. = mnoZstvi proteinu ve vzorku (g)

3.3.2 Histochemické stanoveni GUS aktivity
Chemikalie
Substrat X-Gluc
4 mg X-Gluc jsem rozpustila ve 1p0dimethyl formamidu afdala 45 ml 50 mM NaP§)
pH=7

Pracovni postup

Do jednotlivych oddil mikrodestéky jsem napipetovala 2,5 ml substratu X-Gluc. Do
roztoku jsem vlozila od&fenou c¢ast rostliny. Poté jsem destu vloZila do exikatoru, ve
kterem se fisobenim podtlaku substrat infiltroval do pletiva gobu zhruba 30 minut.
Nasledr jsem vzorky inkubovala 24 hodintip37 °C. Nakonec jsem zeleristi rostlin

odbarvila pomoci ethanolu.
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3.3.3 Analyza obsahu proteint

Koncentrace proteih v homogenatu ziskanéhori pfluorimetrickém stanoveni GUS
aktivity byla zjiStna metodou podle Bradfordové (Bradford, 1976). kReaspdiva v tom,
Ze se proteiny v kyselém présti kyseliny fosforéné vazi na barvivo (roztokinidla
Bradfordové — coomassie dye). Vysledkem je speaktraposun formy barviva
z ¢erveno-hidé na modrou. Vazbou barviva na protein se&rmnabsorbni maximum ze
464 nm na 595 nm. Vist absorbance vzorkuripvinové délce 595 iive byt pouzit ke
stanoveni koncentrace proteinu. Zbarveni vzorkyijeno unerné koncentraci bilkoviny.
Jako standard se pouzivadasgji hoveézi sérovy albumin (BSA).

Pro stanoveni proteinjsem k 50ul destilované vody a 200l Bradford ¢inidla (Protein
Assay Bio-Rad) fidala 1pl homogenéatu vzorku s extrakim (GUS) pufrem, jehoz zbytek
jsem po pouziti pro fluorimetrické stanoveni GUS\aly uchovavala zamrazenyip20 °C.

Ke stanoveni koncentrace proteinu jsem pouzila é&otmani fadu standardniho vzorku
BSA. Pro vytvéeni koncentréni fady jsem smichala @l vzorku BSA o pislusné
koncentraci s 5@l destilované vody a 200 Bradford¢inidla. Optickou denzitu vzotkjsem
metila pii 620 nm na spektrofotometru SpectraFluor Plus @#hgcneieni jsem provada

proti blanku, coz je 5@l destilované vody a 20@ Bradford¢inidla.

MnozZstvi proteifi ve vzorku (vug) jsem vypdetla podle vzorce:

Mnoistvi proteinu = (OD/k) x (v1/v,)
OD - opticka denzita
k — snrnice ziskana po linearni regresi mezi mnozstviotgimi (v ug) a nansrenou
OD standardniho vzorku — BSA
v1 — objem GUS pufru, ve kterém byl vzorek homogevézo(75 nebo 500l)

v, — objem vzorku fidaneho k roztokginidla
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3.3.4 Izolace DNA
K izolaci DNA jsem pouzila metodu izolace DNA podiai a Tanksley (1991), kterou
jsem v rgkterych bodech modifikovala. fiPdrceni vzorku jsem ke vzorku navitigavala
polyvinylpyrrolidon (PVP), z @vodu odstraéni fenolickych latek vyskytujicich se u
rododendrofi ve WtSi mie. Dale bylo provatho mér oplachovani sedimentu ethanolem,
nez uvadji autai, vzhledem k tomu, Zefpizolaci DNA rododendrof vznik& nepilis velky
sediment, ktery se navic v ethanglist&né rozpada. Mé# oplachovéni je tedy nutné pro

omezeni ztrat ve v§Enosti.

Chemikalie
1) Extrakéni pufr 100 mM Tris-HCI pH 8,0
50 mM EDTA pH 8,0
500 mM NacCl
1,25 % SDS
8,3 mM NaOH
Na-bisulfite (0,38 g do 100 ml)
Na-diethyldithiocarbamate (0,38 g do 100 ml)
2) TSE pufr 50 mM Tris pH 8,0

10 mM EDTA pH 8,0

Pracovni postup

Nejdiive jsem si pipravila potebné mnozZstvicerstvého extrainiho pufru. Alespt
jeden gram listové hmoty jsem rozdrtila v tekutémsi®tu, @ drceni jsem fidala jeden gram
polyvinylpyrrolidonu K30 (PVP) od firmy Fluka. Nackny vzorek jsem ignesla do
centrifug&ni kyvety, gidala 15 ml extraéniho pufru, pratpala a uchovavala na ledu do
doby, neZ budou hotové i ostatni vzorky.

Nasled® jsem vzorky inkubovala 15 minuttip65 °C ve vodni lazni za ébsného
protrepani. Poté jsemtidala 4,65 ml 5 M octanu draselného, promichal@@hala 20 minut
stat na ledu. Pak jsem vzorky centrifugovala 10 unipti 4000 ot./min. a 4 °C. Po
centrifugaci jsem fefiltrovala supernatantes filtr Miracloth (Calbiochem) do nové kyvety.

K prefiltrovanému supernatantu jserfidala 14 ml isopropanolu, aténim centrifugani
kyvety jsem smds pomalu promichala a nechala 10 minut statt(em centrifugovalaip

4000 ot./min. a 4 °C 10 minut. Vylila jsem supeamta sediment oplachla 70 % ethanolem.
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Ethanol jsem odpipetovala a sediment nechala clwjidiusSit. Poté jsem ho rozpustila
v 0,84 ml T5E.

Vznikly roztok jsem penesla do nové mikrozkumavkyfigala 0,36 ml 10 M octanu
amonného a nechala stat 10-15 minut na ledu. Beté yzorky centrifugovala 5 minutip
13500 ot./min.. Vznikly supernatant jsem rovriond rozctlila do 2 mikrozkumavek, do
kazdé pidala 0,5 ml isopropanolu, promichala a nechala fButstat. Znovu jsem
centrifugovala 5 minutip 13500 ot./min., vylila supernatant a sedimeninseplachla 70 %
ethanolem. Sediment jsem nech&at&né oschnout a poté jsem ho rozpustila wSterilni
destilované vody a nechal&eg noc v ledrice.

Druhy den jsem vzorky o&#a RNazou. Fdala jsem 1,251 RNézy v koncentraci
0,1 pg/ul do 25ul roztoku DNA. Vzorky jsem inkubovala 15 minut vneostatu i 37 °C.

Poté jsem stanovila koncentraci izolované DNAldzanou DNA jsem 10x rfadila a
provedla elektroforézu v 0,8 % agarézovém geluhgletimbromidem. Jako standard pro
urceni koncentrace DNA jsem pouzila DNA bakteriofdja(New England Biolabs)
v koncentracich 0,05; 0,1; 0,2 a @@/ul. Vzorky jsem pro lepSi odhad nanéaSela minirdain
ve dvou tfiznych fednich. Koncentraci izolované DNA jsem «t$iny vzorki metila také

pomoci pistroje Gene Quant Il od firmy Pharmacia Biotech.
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3.3.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro stanovenifitomnosti genugusA pro enzymp-glukuroniddzu jsem pouzila primery
GUSL1 (5- TCG ATG CGG TCA CTC ATT AC - 3") a GUSZ' { CCA CGG TGA TAT
CGT CCA C - 3"), které amplifikovaly 495 bp dloufrggment, ktery se sklada z gegusA
(pozice nukleotid 263 — 385 a 575 — 757) a intronu (pozice nukléoB86 - 574).

K detekci gitomnosti genwnptll pro neomycin-fosfotransferazu Il jsem pouzila mign
NPT1 (5- ACG CAG GTT CTC CGG CCG CTT G —3") a N(b"- GAA GCG GTC AGC
CCA TTC GCC G - 37), které amplifikovaly fragmentdélce 699 bp (pozice nukleaoiid
23 - 720).

Nejprve jsem si fipravila Master mix skladajici se ze 77 % sterdiestilované vody,
10 % PCR pufru, 10 % dNTP, 1 % primeru 1, 1 % priniza 1 % Tag polymerazy
(TaKaRa).

Do kazdé mikrozkumavky jsem pipetovala @4Master mixu a Jul izolované DNA. U
kazdého vzorku jsem se pokusila nalézt pro PCR@tii fedéni izolované DNA s ohledem
na obsah DNA a dostateé Zedné inhibujicich latek.

Jako negativni kontrolu jsem pouzila DNA kontromihnetransformovaného
rododendronu. Jako pozitivni kontrolu jsem pouZvagbrokazateldy transformovany
rododendron nesouci gengusA a nptll z prace Pavingerova&t al. (1997) a kmen
agrobakteria, kterym jsem listové disky rododendroansformovala. Obpozitivni kontroly
byly 100xifedné a do srsi na PCR jsem této DNAridavala pouze 0,hl.

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

Po PCR jsem vzorky roztlla elektroforezou v1 % agarézovém gelu
s ethidiumbromidem. Pro o&teni velikosti fragmerit jsem pouzila 100 bp DNA ladder
(New England Biolabs). Elektroforéza probihala Harb0 minut fi 120 V. Vysledky jsem

odeetla pomoci UV transiluminatoru od firmy Vilber bonat a poté vyfotografovala.
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3.3.6 Southernova hybridizace
Stépeni DNA
Izolovanou DNA jsem &pila pomoci restrigni endonukleazyHindlll, jejiz cilova
sekvence je MAGCTT.

Reakni snes pro Stpeni restrikni endonukleazoHlindlll
40 ul 10x M restrikkniho pufru (TaKaRa)
10l (120 jednotek) enzymHindlll (TaKaRa)
4 ul BSA (howzi sérovy albumin) 10 mg/ml (New England Biolabs)

146 pl sterilni destilované vody

Reakni snts jsem pidala ke 200ul roztoku DNA. Kongny objem 1 reakce byl tedy
400 pl. V 2 hodinovych intervalech jsem jésttyiikrat piidala po 10ul enzymu. Celkem
jsem pouzila ke 8peni 1 vzorku 600 jednotek enzynmindlll. Takto vysoké mnoZzZstvi
enzymu bylo nutné, jelikoZzipnizSich davkach nedochazelo ke&p&ni, nejspisS zivodu
rychlé inaktivace enzymu. &teni probihalo f&s noc fi 37 °C.

Nastpeni vzork jsem oefila pomoci elektroforézy v 0,8 % agar6zovém gelu
s ethidiumbromidem 3 hodinyiB0 V.

Presrazeni na&tpenych vzorkii

Roztok ze &ipici reakce jsem rovnaimé rozctlila do 2 mikrozkumavek. Ke
kazdému roztoku DNA jsemfidala 40 ul octanu amonného a 60@ 100 % ethanolu,
promichala a zamrazila 45 minuti p70 °C. Pak jsem vzorky centrifugovala 7 minut p
13500 ot./min., sediment jsem oplachla 70 % etl@amola ponechala 5 minut stat.
Nasledovala centrifugace 2 minuty, odliti ethanelgsuSeni sedimentu a poté jeho rozgnist

v 30yl sterilni destilované vody.
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Elektroforéza restrik ¢nich fragmenti

Ke vzorkim jsem pidala 5ul vkladaciho pufru a poté jsem je elektroforetichydlila
v 1 % agar6zovém gelu bez ethidiumbromidu. Proentsd odé&teni velikosti fragmeriitjsem
nanesla 7,511 1 kb DNA ladderu (Gibco BRL). Elektroforéza prbbla 17,5 hodiny i
napti 90 V. Gel jsem dodate¢ obarvila roztokem ethidiumbromidu v koncentraang/l.
Nasledr jsem gel vyfotografovala pod UV &lem a odstranila nadbyteé ¢asti.

Gel jsem dale os#la ve tech Kiznych roztocich pro nasledny lepgépos fragmeritna

membranu.

Roztok 1- kysela depurinace DNA
Kysel& depurinace slouzi k ng3¢ni DNA na kratSi fragmenty.
Gel jsem 14 minut inkubovala za mirnékiepani v 0,25N HCI a poté oplachla destilovanou

vodou.

Roztok 2— alkalické denaturace DNA
Gel jsem 30 minut inkubovala za mirného peptvani v 0,4N NaOH a 1,5M NaCl. Poté

opct nasledovalo promyti v destilované vod

Roztok 3— neutralizace DNA
Gel byl 30 minut miré ttepan v neutralizaim roztoku 0,5M Tris-HCI a 1,5M NacCl. Gel

jsem ot oplachla destilovanou vodou.

Kapilarni p fenos DNA na membranu

Do plastoveé vany jsem nalila 1 litr 10x koncentno&ao SSC (1,5M NaCl + 0,15M citrat
sodny, doplano destilovanou vodou na 1 litr, pH 7,0%eP vanu jsem polozila sklémou
desku a pes ni pruh papiru 3MM Whatman, tak aby jeho kongly Ipondeny v roztoku
SSC. Papir jsem nawvia roztokem SSC, uhladila a polozZila ng gel. Na gel jsem poté
umistila nylonovou membranu Hybond-KAmersham Pharmacia Biotech) o stejné velikosti
jako gel. Dale jsem fps membranu navrstvila 2 papiry 3MM Whatman a zharib cm
vysokou vrstvu buiité vaty. VSe jsem zatizila zavazim o hmotnostublr 750 g. RRnos
DNA na membranu probihal do druhého dne.

Po pgenosu DNA jsem membrankratce omyla v 2x SSC.DNA byla fixovana na
membrag nejprve zap&enim 10 minut 80 °C v termostatu, poté aedim UV s¢tlem
(120 mJ/crf) a ogtovnym zap&enim 30 minut i 80 °C.
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Znaceni DNA sond

Sondy pro hybridizaci s gergusA a nptll byly radioaktivie ozna&eny pomoci soupravy
Redprimé" Il (random prime labelling system od firmy Amersh&harmacia Biotech).
K 45 ul TE pufru jsem pdala 0,5ul sondy GUS (koncentrace zasobniho roztoku son@y 13
ug/ul) a vdruhém fgpact 0,3 ul sondy NPTII (koncentrace zasobniho roztoku sondy
175ug/ul). Pii znateni sondy pro ladder Gibco BRL jsem ki 3TE pufru gidala 2ul sondy
(0,1 ug/ul). Smesi jsem pontila na 5 minut do vrouci vody a poté 5 minut chiadia ledu.
Nasled jsem ve specializované izotopové labofiafiidala do mikrozkumavek po bl
znaeneho dCTP (110 Bg/mmol) a inkubovala vSe 15 mpiiuB7 °C. Poté jsemijmala ke
zn&icim roztokim sond get 200 ul TE pufru a k roztoku ke ziani sondy ladderu 60
TE pufru. Smds jsem opt 5 minut ponechala ve vrouci vbd nasled& 5 minut chladila na
ledu. Dolte nazn&enou sondu daného genu a Oj25sondy ladderu jsem poté&igala do

hybridizatniho roztoku.

Hybridizace
Hybridizaci jsem provatla postupem uvedenym v praci Church a Gilbert (1984
Nejprve jsem membranu prehybridizovala 30 minubDwal hybridiz&niho roztoku p
65 °C. Poté jsemifaala denaturovanou ozfenou sondu a nechala hybridizovétgpnoc pi
stejné teplat. Druhy den jsem membranuikrdt promyla pedeltatym promyvacim
roztokem. Membranu jsem zatavila do mikrotenovéefal nechala ji 5 hodin exponovat ve
specialni kazet (storage phosphor screen). Detekce radioaktivsigoalu byla provedena
pomoci gistroje Typhoon 9410. Po detekci jsem sondu odmyld % roztoku horkého SDS
a membranu jsem &ppouzila pro hybridizaci se sondou pro druhy gen.

Hybridizatni roztok 20 ml sterilni destilované vody (v ziu doplréni do objemu 50 ml)
20 ml 1M NaPO4 (pH 7,2)
100ul 0,5M EDTA (pH 8,3)
3,5 g SDS (sodium dodecyl sulfat)
0,5 g BSA (ho¥zi sérovy albumin)

Promyvaci roztok 399 ml sterilni destilované vody
50 ml 10 % SDS
50 | 1M NaPO4 (pH 7,2)
1 ml 0,5M EDTA (pH 8,3)
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4. Vysledky

4.1 Regenerace rostlin po transformaci

Ve své bakalské praci (Skotnicova, 2009) jsem uskuita transformaci plazmidovym
vektorem p35SGUSInt. 220 listovych diskidridy Azuro a 245 listovych diskodmidy Rebe.
Po transformaci jsem viichu bakaléské prace zkouSelaiané varianty selekce na
koncentraci kanamycinu 20-40 mg/l (Tab. 2). V koxé fazi byly shluky regenerujicich
kratkych pryti pieneseny na médium s koncentraci kanamycinu 100 egflo jejich
prodlouzeni byly jednotlivé pryty kultivovany santatsg.

4.1.1 Odrida Rebe

U odrnidy Rebe jsem po transformaci 245 listovych diskiskala pro naslednou
molekularni analyzu 49 regenerujicich rostlin, katd 8 rostlin pochézelo z varianty 1 a 31
rostlin z varianty 4B (varianty selekce — Tab. @glkow byl vSak fist regenerujicich rostlin
této odfidy velmi pomaly, dikyemuz jsem rla dostatek rostlinného materialu pouze pro

provedeni fluorimetrického stanoveni GUS aktivity.

4.1.2 Odrida Azuro

U odridy Azuro jsem po transformaci 220 listovych digkovedla molekularni analyzu
u 147 regenerujicich rostlin. 33 rostlin bylo zigaty 2A, 46 rostlin z varianty 2B, 27 rostlin
z varianty 4A a 43 rostlin z varianty 4B. WtSiny rostlin bylo provedeno vzhledem
k nedostattnému mnozstvi listové hmoty pouze fluorimetrickénsiveni GUS aktivity, u
n¢kolika ndhods vybranych také histochemické stanoveni GUS algtivid 28 rostlin a
kontroly byla izolovana DNA. U 16 vzoikizolované DNA byla provedena Southernova
hybridizace. U 3 rostlin, které jsem vybrala praughernovu hybridizaci, byla jizithe v mé
bakal&ské praci (Skotnicova, 2009) prokazartagmnost genwusA pomoci PCR, fipadre
fluorimetrickym stanovenim GUS aktivity. Zbylé riisy, u kterych byla izolovana DNA,

vykazovaly dobryist na médiu s koncentraci kanamycinu 100 mg/l.
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4.2 Fluorimetrické a histochemické stanoveni GUS aktivity

4.2.1 Odrida Rebe

Fluorimetrické stanoveni aktivity enzynfiglukuroniddzy jsem provedla celkem u 49
regenerujicich rostlin oldy Rebe. U 15 rostlin jsem zjistila mérmvySenou aktivitu enzymu
B-glukuronidazy, u 7 rostlin byla aktivitB-glukuronidazy zhruba 5x vySSi a u 3 rostlin a
minimalne  10x vySSi v porovnéni s kontrolni netransformowanmstlinou (Tab. 3).
Vzhledem k tomu, Ze jsemdieni provadla ve dvoucasech, v tabulce uvadimgonér obou

hodnot aktivity enzymu. Hodnota kontroly jeipiérem hodnot ziskanych ze vSeckieni.
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Tab. 3 Aktivita enzymup-glukuronidazy u rostlin oddy Rebe

Oznateni Varianta pmol MU/min/mg pmol MU/min/ pg
rostliny selekce listu proteinu
kontrola 0,191+ 0,083 0,12°# 0,049

1 4B 0,905+ 0,221 0,49@ 0,120
2 1 0,482+ 0,154 0,13% 0,044
3 1 0,457+0,091 0,39 0,078
4 1 0,563+ 0,063 0,23& 0,027
5 1 0,418+ 0,113 0,164 0,044
6 1 0,496+ 0,122 0,17% 0,044
7 4B 1,269+ 0,024 0,66( 0,012
8 4B 0,464+ 0,134 0,29% 0,085
10 4B 0,454+ 0,098 0,10& 0,023
11 4B 0,431+ 0,062 0,256 0,037
12 4B 0,506+ 0,114 0,383 0,086
13 4B 0,626+ 0,005 0,262 0,002
14 4B 0,424+ 0,078 0,314 0,058
15 4B 0,628+ 0,020 0,60% 0,019
16 4B 0,669+ 0,006 0,55 0,005
17 4B 0,616+ 0,059 0,36( 0,034
24 4B 1,223+ 0,299 0,68% 0,167
25 4B 0,765+ 0,037 0,54% 0,026
26 4B 1,227+ 0,299 0,29@ 0,071
27 4B 1,658+ 0,337 0,898 0,182
28 4B 1,840+ 0,609 0,92% 0,307
29 4B 0,887+ 0,350 0,828 0,327
30 4B 3,144+ 0,654 3,25% 0,678
31 4B 2,504+ 0,485 0,671+ 0,130
32 4B 2,905+ 0,857 1,772 0,523
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4.2.2 Odruda Azuro

U odridy Azuro jsem fluorimetrick zjistovala aktivitu enzym-glukuronidazy ul47
regenerujicich rostlinJ 16 rostlin byli aktivita -glukuronidazymirné zvySena a u 1 rostlir
zhruba 5x vySSi oproti kontrole (Tab. 4). U¥ad hodnoty jsou gmérem hodnot ziskanyc
v ¢ase 60 a 240 minuHodnoty kontroly jsou gmérem hodnot kontrove vSech réfenich.
Naprosta ¥tSina rostlin ma zvySenou aktivitu enzymu pougieppepatu na listovou hmott
coz je zvelkécasti zpasobeno rozdilnyl obsahem protein v kontrolnich a ostatnic
rostlinach.Kontrolni rostliny n¢ly podstat& nizSi obsah proini a to 7,5; 8; 7,5 a 1€ ug
oproti vzorkim ostatnichrostlin (Graf 1).V grafu jsou vyneseny gty rostlin véetrg rostlin
kontrolnich, u kterych byl zji$h obsah protein vdaném rozmezi hodn NiZsi obsah
proteini v kontrolnich rostlinac se po pepcaitu podle vzorceuvedenéhcv kapitole 3.3.1
projevil vySSi hodnotou aktivity enzymu. Toto pauje i fakt, Ze zatimco pmerna aktivite
enzymu B-glukuronidazy ukontrolnich rostlin byla 0,294 +0,134 pmol MU/minig
proteinu, pémérna hodnotaaktivity enzymu od vSech rostlin byl@,150 +/- 0,092 pmol
MU/min/ug proteinu.

U nekolika rostlin jsem také provedla histochemickeé neteeni GUS aktivity
Histochemickym stanovenim GUS aktivity u tistegenerujicich rostlin jsem nezisk
pozitivni vyskedek (modré zbarveni). Negativni vysledekZm byt zfisoben nedostataym
nasatim substratu do listPletiva rododendrdnjsou voskovité aasto lignifikované, co.

muze znemo#ovatproniknut substratu do pletiva (Knambal., 2001).

Graf 1 Obsah proteinv homeogenatu vzotkrostlin rododendroinodridy Azurc

35 1
m4,00-10,99
30 A
m11,00-17,99
25 A m 18,00 - 24,99
20 m 25,00 - 31,99
Pocet rostlin 32,00 - 38,99
15 A
m 39,00 -45,99
10 A
46,00 - 52,99
> 53,00 - 60,00
0
Mnoistvi proteinu (pg)
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Tab. 4 Aktivita enzymup-glukuronidazy u rostlin oddy Azuro

Oznateni Varianta pmol MU/min/mg pmol MU/min/ pg
rostlin selekce listu proteinu
kontrola 0,546+ 0,247 0,294 0,134

9 4A 1,112+ 0,021 0,172 0,003
19 2A 0,835+ 0,020 0,596 0,014
22 2A 1,382+ 0,266 0,17% 0,033
30 2A 1,079+ 0,325 0,141 0,043
32 2A 1,309+ 0,649 0,763 0,378
33 2B 1,192+ 0,013 0,182 0,002
35 2B 1,652+ 0,271 0,22 0,037
40 2B 1,058+ 0,146 0,154 0,022
46 4A 1,186+ 0,091 0,24% 0,019
49 2B 1,239+ 0,027 0,185 0,004
50 2B 1,213+ 0,105 0,17% 0,015
56 4B 1,607+ 0,043 0,302 0,008
58 2B 1,284+ 0,159 0,185 0,023
103 2A 1,030+ 0,064 0,14% 0,009
106 2A 2,821+ 0,026 0,342+ 0,003
107 2A 1,453+ 0,036 0,402 0,010
130 4B 1,101+ 0,097 0,10& 0,009
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4.3 Polymerazova retézova reakce

Oweieni pgitomnosti ged nptll a gusA pomoci PCR jsem provedla pouze u 28 rostlin
odrady Azuro, vzhledem k tomu, Ze u regenerujicichliostdridy Rebe a zbylych rostlin
odridy Azuro nebylo ziskano dostatek materidlu proazoDNA. Jiz Bhem mé bakalgké
prace (Skotnicova, 2009) jsem prokazafwgmnost gengusA (velikost fragmentu 495 bp) u
rostlin s ozn&enim 2 a 4 (Obr. 4). DalSi amplifikovany fragmentabrazku o velikosti 300
bp je gengusA bez intronu, pochazejici& coli, ze které je fipravovana pouzivana Taq
polymeraza. Na zaklgdéto PCR byly tyto rostliny vybrany pro Southerndwbridizaci.

U ostatnich vzork se mi gitomnost gefi nepodéla prokazat, coz rive byt v gkterych
piipadech zfisobené vysSim obsahem latek inhibujicich PCR vygikyth se u

rododendrof.

Obr.4 Detekce gengusA pomoci PCR (Skotnicova, 2009)
1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 13 14

1 — standard molekulové hmotnosti (100 bp leade§,-2rostlinagislo 2 ¢edtni 10x, 100x, 1000x, 10000x),
6-9 — rostlinacgislo 4 fedsni 10x, 100x, 1000x, 10000x), 10,11 — pozitivni kola (transgenni rododendron
s genengusA) fedni 100x a 1000x, 12,13 Agrobacterium tumefaciens (pozitivni kontrola)redni 10x a100x,
14 — Master mix bez DNA
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4.4 Southernova hybridizace

Z 28 rostlin odiidy Azuro, u kterych bylo ziskano alespd g listové hmoty jsem
izolovala genomovou DNA. K deni giblizné koncentrace izolované DNA jsem pouzila
elektroforetické porovnani s DNA bakteriofagéObr. 5).

Obr.5 Fiklad ugeni koncentrace izolované DNA
1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 15 16 1B 19 20

- . —
T T [ ———— —— —_— — N

Ve slotech 1-14 jsou vzdy vzorky ve dvou koncerittae- néedind a 3x redsnd DNA.

1,2 — rostlina 19; 3,4 — rostlina 20; 5,6 — rostli?l; 7,8 — rostlina 22; 9,10 — rostlina 23; 11stlina 24;
13,14 — rostlina 26; 15 — texkny vzorek rostliny 25; 15 — iediny vzorek kontrolni rostliny; 17-20 DNA
bakteriofaga. v koncentraci 0,05; 0,1; 0,2; Oug/ul

Koncentrace izolované DNA se pohybovala v rozmezi 0005 do 1,1ug/ul. Pro
prokazani fitomnosti gef nptll a gusA Southernovou hybridizaci jsem pouzila vzorky 16
rostlin o obsahu DNA zhruba 1@. U 3 z &échto rostlin byla jiz &ve prokazanaiftomnost
genugusA.

Izolovanou DNA danych rostlin jsemépila restrikini endonukledzowHindlIll, pro
kterou je v plazmidovém konstruktu 35SGUSint. jeditgpné misto (Obr. 3). Najiena
DNA byla elektroforeticky rozélena v 1 % agar6zovém gelu a potérmesena na nylonovou
membranu. Sondy i velikostni standard byly radivakt znaieny pomoci soupravy
Redprimé™ 1. Jako kontrola funknosti sond pro genynptll a gusA jsem pouZila
nena&tpeny plazmid v koncentraci Oyy/ul.

U zkoumanych 16 vzoik rostlin se nepoddo Southernovou hybridizaci prokazat
piitomnost gengusA ani genunptll (Obr. 6, 7). Funknost a dostatmé nazn&eni sond byly

potvrzeny pozitivni kontrolou.
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Obr. 6 Southernova hybridizace DNA izolované z rostlinodendrori odridy Azuro se

sondowgusA

1 2 3 4 5 6 7 &® 10 11 12 13 14 15 16/ 18 19 20

:} i

Sloty: 1 — pozitivni kontrola (plazmid 0,ig/ul), 2 a 20 — ladder, 3-18 — vzorky, 19 — negatkaritrola
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Obr. 7 Southernova hybridizace DNA izolované z rosttidodendrofi odridy Azuro se

sondouwnptll

1 2 3 4 5 6 7 8 @0 11 12 13 14 15 16 17 188 20

P %

.
- b g .
- - . “ E - " 3
o i 3

Sloty: 1 — pozitivni kontrola (plazmid 0,ig/ul), 2 a 20 — ladder, 3-18 — vzorky, 19 — negatkaritrola
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5. Diskuze

Pro transformaci @ditym cilovym genem a ziskani transgennich ros#imgjprve nutné
vyvinout dostaténé (cinny systém fenosu gel, pricemz GspSnost penosu gen je ¢asto
velmi odliSné v zavislosti na pouzitém kultivarbakterialnim kmenu.

Doposud bylo publikovano pouze ¢kolik praci zabyvajicich se transformaci
rododendrof. Fi ptimé transformaci vyuzivajici mikroprojektily bylaskana bd'to pouze
tranzientni exprese (Hsia a Korban, 1998) nebo iveirka &innost transformace a to 0,2 %
(Knapp et al., 2001). B transformaci pomoci agrobakteria bylo dosazenoéco vySSi
uspsnosti transformace, nejvyse vSak 5 % (Uetrad., 1996). B transformaci rododendrdn
agrobakteriem se u ziskanych rostlin vyskytlgrmé stups chimérismu (Pavingerové& al.,
1997; Dunemanst al., 2002).

Jednim z nutnychipdpoklad pro usgsnou transformaci listovych diske zvladnuta
regenerace rostlin z explantat Optimalni koncentrace astovych latek pro navozeni
regenerace rostlin byvd zZim& odliSna mezi jednotlivymi kultivary. Koncentrace dauh
raustovych latek pouzitych pro regeneraci rostlin jserolila na zaklad praci zabyvajicich se
regeneraci z listovych digku rekolika kultivati rododendrofi véetré mnou pouZzitych
kultivara Azuro a Rebe (Musil, 2006; Starkova, 2006; Paviog&, 2009).

Ve své diplomové praci jsem provedla molekularnalgru regenerujicich rostlin
ziskanych po transformaci 2 kultivarododendrofi (Azuro a Rebe) pomoci bakterie
Agrobacterium tumefaciens nesouci plazmidovy vektor 35SGUSIntii Pransformaci
kultivard Azuro a Rebe v mé bakaské praci se jednalo o prvni pokus o ziskani tramsigh

rostlin Bchto kultivar.

U odridy Rebe jsem provedla stanoveni exprese enfygiukuronidazy fluorimetrickou
metodou u 49 regenerujicich rostlin. Touto metogem zjistila u 15 rostlin mignzvysenou
GUS expresi v porovnani s kontrolou, minint@bx vyssi u 7 rostlin a vice nez 10x vysSi u 3
rostlin. BohuZel byl itst regenerujicich rostlin této adty prilis pomaly k ziskani
dostaténého mnozstvi materialu pro dalSi analyzy, kterénoply potvrdit gitomnost ged,
piipadré urcit pocet integrovanych kopii. Snizena regenerace rosdtimn odfidy mohla byt
zpisobena negativnintinkem rékterého z pouzitych antibiotik (kanamycin, timeftin
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U odridy Azuro jsem pomoci fluorimetrické metody fp$ala aktivitu enzymu
B-glukuronidazy u 147 regenerujicich rostlin. MigvySenou aktivitu enzymu vykazovalo 16
rostlin a u 1 rostliny byla exprese enzymu zhrubayssi oproti kontrole. Udkterych rostlin
této odiidy jsem provedla také histochemické stanoveni Gkivity, avSak s negativnim
vysledkem. U Zadného ze vzérksti jsem neziskala indiggvmodré zbarveni zi&i misto

exprese genu.

Nepotvrzeni exprese geigusA u rostlin regenerujicich na setek latce neni neobvykle,
u rododendroh bylo popsano také v praci Pavingeraaéal. (1997). Tento jev e byt
zpasobeny bd'to vySSim poétem kopii inkorporovanych géna jejich naslednou methylaci
(Hobbs, 1990) nebo chimérismem regenerujich rogflintransformacich rododendrorbyl
chimérismus u &kterych regenerujicich rostlin zjgt v pracich Pavingerowt al. (1997) a
Dunemannet al. (2002). Byla také pozorovana variabilita mezinetlivymi transgennimi
klony rododendroin v Urovni GUS exprese (Uera al., 1996), ktera rive byt zfisobena
promenlivé exprese genugusA mohou byt také iwvodem negativniho vysledku
histochemického stanoveni GUS aktivity. DalBicipou miZze byt voskovitost a lignifikace
pletiv rododendroin, kter& neumoznila dost&tee proniknuti barviciho substratu do pletiv
(Knappet al., 2001).

Krome 2 rostlin, u kterych bylaiftomnost genwgusA prokazana pomoci PCR viihu
mé bakal&ské prace (Obr. 4), se mi nepéittaziskat dalSi pozitivni vysledek PCR pro geny
gusA anptll.

Prokazani ptomnosti genu pomoci PCR uedtin byvacasto problematické vzhledem
k jejich vysokému obsahu polysachdrigholyfenofi a sekundarnich metabadlitnhibujicich
PCR. V utittm rozsahu Ize obsah polyfenolickych latek zntirnpouzitim
polyvinilpyrrolidonu (PVP) pi izolaci genomové DNA. Dochazi k tvartkomplexu mezi
PVP a polyfenolickymi slateninami, ktery je v dalSich krocich odstan

Casto nfize byt problém inhibujicich latek igSentednim roztoku izolované DNA
pouzitého pro PCR, cozZ ke veést k dostateému néedni inhibujicich latek a umozni
probshnuti PCR reakce.

U nekterych rostlin regenerujicich na kanamycinu by hiojt negativni vysledek PCR
pro gengusA zpasoben tim, Ze nedoSlo kemosu celé T-DNA. i pienosu T-DNA vznika

nejprve zlom v pravé hrami sekvenci a poté dochazi k odkrucovani jednowda&nr-DNA
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(Jayaswalet al., 1987). Ukogeni odkrucovani vlakna u levé hrami sekvence neni vzdy
piesné a diky tomu @Ze ¢ast T-DNA chylst. Gen gusA se v plazmidovém konstruktu
35SGUSInt. nachazi prépobliz levé hragni sekvence (Obr. 3).

U 16 rostlin nebyla potvrzenatrippmnost genugusA ani nptll pomoci Southernovy
hybridizace, pestozZe tyto rostliny regenerovaly na médiu se 190 kanamycinu. Brozena
rezistence rostlin rododendiiomebyla dosud popsana. Vy#enim regenerace rostlin na
seleknim antibiotiku i es nepotvrzeniitomnosti seleéniho genunptll mize byt zvySena
odolnost rostlin ke kanamycinu nasledkem somakidnédriability.

Béhem kalusového stadia dochazi k dediferenciacivpl®tkalusovém pletivu seasto
vyskytuji buiky s tiznymi stupni ploidie. Rostliny regenerujici z kadugch kultur se zdaji
byt nachylgjsi kindukci genetické variability. Vigledku genetickych zém bihem
kultivace, kter4 mize na rostliny stres@vpasobit, pak mohou mit kultivované rostliny jiné
vlastnosti nez rostliny qwvodni. Proto je Zadoucifipkultivaci pouzivat organové kultury
prochézejici fimou diferenciaci s minimalni nebo Zadnou kalusovfmumaci, coz

minimalizuje riziko somaklonalni variability. (Jaghal., 1998)

.....

bakal&ské praci prokazanarippmnost genwgusA pomoci PCR (Obr. 4) a u 1 &hto 2
rostlin a 1 dalSi byly také ziskanyi fluorimetrickém stanoveni vice nez 25x vysSi hatgin
aktivity enzymup-glukuronidazy v porovnani s kontrolou (Skotnico2809).

Je mozZné, Ze se ¥ipadt nekterych rostlin jednalo o rostliny chimérické, wktch mohlo
béhem vegetativniho mnozeni dojit ke zvySeni pod@uamsformovanych bék. Nasledkem
toho mohl byt podil transformovanych kiknpriliS maly pro detekci transgenu v izolované
DNA.

Pro paateni fazi selekce je zadouci nizsi koncentrace gaidlétky z divodu omezeni
negativniho tinku latek vylkovanych hynoucimi hikami na buky transgenni. Pro
piipadné dalSi transformace ady Azuro by vSak v dalSi fazi selekce bylo vhodméifit
vysSi koncentrace sel&kiho antibiotika kanamycinu nez 100 mg/l nebo vyRei cestuies
jednobur¢ny pavod transgennich rostlin nage somatickych embryi. Indukci somatickych
embryi rododendranpopsaly ve své praci Vejsadova a Petrova (20@8nabugcny pavod
transgennich rostlin a sdj$i selekni tlak by n€ly vést k omezeni vyskytu chimérismu u

ziskanych rostlin.
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6. Zavér

Ve své diplomové praci jsem provedla molekularnalgru rostlin regenerujicich na
seleknim médiu s koncentraci kanamycinu 100 mg/l. Tgktliny byly ziskany transformaci
2 kultivani rododendrofh (Azuro a Rebe) pomoci bakteriggrobacterium tumefaciens
nesouci plazmidovy konstrukt 35SGUSInt., ktery dloga gennptll umoziujici selekci
transgennich rostlin na kanamycinu a signalnigyesA kédujici enzyng-glukuronidazu.

U 49 regenerujicich rostlin kultivaru Rebe bylo ywdeno pouze fluorimetrické
stanoveni GUS aktivity. Wvodem byl pomaly st regenerujicich rostlin a z toho plynouci
nedostatek materialu pro dalSi analyzji. fRiorimetrické metod byla u 15 rostlin zjigha
mirn¢ zvySena aktivita enzymigrglukuronidazy, u 7 rostlin zhruba 5x vysSi a w8tlin vice
nez 10x vy3Si v porovnani s kontrolou.

U 147 regenerujicich rostlin kultivaru Azuro byla ¢iena aktivita enzymu
B-glukuronidazy. U 16 rostlin bylafpfluorimetrickém stanoveni zji&a mirr¢ zvySena a u 1
rostliny 5x vyssi aktivita enzymu. Histochememickgtanovenim GUS aktivity nebyl ziskan
pozitivni vysledek.

PrestoZze rostliny odidy Azuro regenerovaly na médiu se séidln antibiotikem
kanamycin nebyla u 28 rostlin pomoci PCR, ani udsilin pomoci Southernovy hybridizace

v prabéhu diplomové prace potvrzené&tomnost gefi gusA anptll.
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