Zavéry
1 U suspenznich kultur bunééné linie tabaku BY-2 odvozenych z kalust po transformaci bylo po
transformaci témét 90 % linii tvoreno buiikami s riznou mirou fluorescence GFP.

1 Nov¢ zavedena metoda klonovani umoznila ziskani témét poloviny kloni s homogenni expresi GFP z
primarné heterogennich linii BY-2.

[1 Heterogenita exprese GFP u transgennich linii BY-2 méla puvod jednak geneticky (primarni linie
obsahovaly buriky s riznymi inzercemi T-DNA) a jednak epigeneticky.

Epigeneticka heterogenita linii BY-2 souvisela s uml¢ovanim transgent, tvorbou stabilnich
epigenetickych stavii brzy po transformaci a ,,permanentni heterogenitou® projevujici se kolisavymi
zménami v expresi GFP.

[1 Snizeni nebo umléeni exprese transgenti u bramboru bylo pozorovano piednostné u linii s vyssim
poctem inserci T-DNA a s vyssi pocatecni expresi GFP.

[ Umléeni vzdy postupné postihlo oba vnesené geny, piicemz vymizeni exprese GFP piedchazelo (v fadu
meésict) ve vsech sledovanych ptipadech ztraté rezistence ke kanamycinu (umléeni genu NPTII), coz
naznacuje vzajemné propojeni mezi uml¢ovanim obou transgend.

(1 Stejna posloupnost v uml¢eni obou transgent byla také pozorovana u umlicenych linii po obnoveni
exprese transgena 5-azacytidinem, ktery zpusobuje demetylaci DNA.

[1 Byl navrzen mozny mechanismus postupného uml¢ovani transgent v ramci celych rostlin zahrnujici
¢tyfi nasledné kroky: 1) posttranskripcni umlceni exprese (PTGS) genu pro GFP vyvolané ziejmé nahodné
v jedné ¢i vice bunkach rostliny; 2) rozsiieni po celé rostling prostrednictvim siRNA; 3) piechod PTGS na
transkripcni uml¢ovani GFP prostiednictvim metylace promotoru; 4) rozsiteni metylace na sousedni
sekvenci NPTII.

) Analyza inhibi¢niho efektu 5-azacytidinu na vrcholové segmenty rostlin bramboru umoznila stanoveni
polocasu rozpadu 5-azacytidinu v kultivacnim médiu na priblizné dva dny.

[1 U obou rostlinnych materiala doslo k u¢innému obnoveni exprese transgenu 5-azacytidinem pouze pfi
aplikaci k intenzivné se délicim bunkam.

[1 Kombinaci pfechodného osetteni listovych segmentt bramboru 10uM 5-azacytidinem a de novo
regeneraci na selek¢nim médiu s kanamycinem byla optimalizovana metoda ziskavani rostlin bramboru s
piechodné nebo stabilné obnovenou expresi diive umlc¢enych transgend.



