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Lidska infekéni onemocnéni a genové manipulované organizmy

Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zaméfuje na detekci transgent v DNA geneticky
modifikovanych plodin, a to pfedev§im na detekci transgenu nptll, a dale na zjisténi

Stépného pomeru (poctu kopii) vnesenych transgent do dalsi generace.

Teoretickd Cast této bakalaiské prace obsahuje informace o bakteriich, nebot’ nékteré
druhy jsou pfic¢inou lidskych infek¢nich onemocnéni a pfitom nékteré bakterie se
vyuzivaji v genetickém inzenyrstvi K transformaci rostlin. Onemocnéni, které bakterie
zpusobuji, se 1é¢i antibiotiky, coz jsou antimikrobni latky pouzivané k zastaveni rtstu
nebo usmrceni téchto mikroorganizmi. Teoreticka ¢ast zahrnuje pifedevsim poznatky o
antibiotikach a geneticky manipulovanych organizmech (GMO), snimiz jsou spjaté
obavy o pouziti selek¢niho genu nptll v konstruktu téchto organizmii. Nebot' tento
markerovy gen koduje enzym neomycin fosfotransferazu 11, ktery inaktivuje
antibiotikum zvané kanamycin. Organizmus obsahujici tento gen je tak vici tomuto

antibiotiku rezistentn.

Cilem metodické ¢asti této prace bylo vypéstovani vlastnich geneticky modifikovanych
rostlin nesoucich uméle vlozené geny pro rezistenci vici kanamycinu (nptll) a signalni
gen GUS, a nasledné stanoveni pritomnosti genu nptll ve vzorcich z téchto rostlin. Ke
stanoveni genu nptll v transgennich rostlinach bylo nejdtive zapotfebi namnozeni DNA
useku obsahujici tento gen, coz bylo provedeno pomoci polymerazové fetézové reakce
(PCR) a poté byla provedena jeho detekce ve vzorku pomoci gelové elektroforézy. Pro
detekci ptitomnosti genu nptll v rostlinnych vzorcich a k potvrzeni transformace byl
pouzit také histochemicky test. Jako modelovy organizmus byl zvolen tabak virginsky

(Nicotiana tabacum), ktery byl transformovan pomoci Agrobacteria tumefaciens.

Kli¢ova slova

GMO; nptll; kanamycin; PCR; elektroforéza; histochemicky test; Agrobacterium

tumefaciens



Human infectious diseases and gene manipulated organisms

Abstract

This bachelor thesis is focused on the detection of the transgenes in DNA of the
genetically modified plants, especially on the detection of the transgene nptll.
Moreover, it will discuss the determinations of the fission ratio (the amount of copies)

of the injected transgenes into the next generation.

The theoretical part of this bachelor thesis includes information about bacteria because
some of their kinds are the reasons of human infection diseases, however, couple of
them are used in genetic engineering for plant transformation at the same time. The
diseases which are caused by bacteria are cured by antibiotics. Antibiotics are
antimicrobic substances which are used to stop the growth of or exterminate these
microorganisms. The theoretical part is especially focused on findings related to
antibiotics and gene manipulated organisms (GMO). They are related to the concerns
about using the selective gene nptll in the construct of these organisms, because this
gene codes enzyme neomycin phosphotransferase 11, which deactivates the effects of
the Antibiotic called kanamycin. Organisms, where this gene is included are getting
resistant to these antibiotics.

The aim of the methodical part was the cultivation of own genetic modified plants
carrying artificially injected genes for the resistance to kanamycin (nptll) and the signal
gene GUS. Furthermore, we were looking for the subsequent determination of presence
of the gene ntpll in the samples from these plants. The first necessary step to the
determination of the gene nptll in the transgenic plants was multiplying of the DNA
section containing this gene. That was accomplished by Polymerase Chain Reaction
(PCR). After PCR was adapted, the detection of nptll gene in samples was made by gel
electrophoresis. A histochemical test was used for the detection of the presence of the
gene nptll in the plant samples and the confirmation of the transformation. As a model
organism, the Nicotiana tabacum was chosen, which was transformed by

Agrobacterium tumefaciens.

Key words
GMO; nptll; kanamycin; PCR; electrophoresis; histochemical detection;

Agrobacterium tumefaciens
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1. Uvod

Na pocatku objeveni antibiotik byla pouha pétina bakterialnich kment, zpasobujicich
lidskd bakteridlni infekéni onemocnéni, vi¢i antibiotikim pfirozené rezistentni.
V dnesni dobé vznikl diky nezodpovédnému chovani ¢lovéka pii zachazeni s antibiotiky
pomér opacny. Pouhd pétina bakterii je na antibiotika citlivd. Rostouci antibioticka
rezistence je celosvétovou hrozbou pro lidstvo, nebot’ rezistentni mikroorganizmy na
antibiotika jsou pti¢inou mnoha lidskych i1 zvifecich umrti na bakteridlni infek¢ni
onemocnéni, na které diive antimikrobialni latky ptsobily a nyni jiz nezabiraji. Z tohoto
divodu zemfte v Evropé kazdorocné 33 000 lidi. V disledku téchto rezistentnich infekci

podlehne za rok v Cesku odhadem 500 lidi.

Rezistentnim k antibiotiklim se vSak nestava ¢lovék nebo zvite, ale bakterie vyskytujici

se V téle a na povrchu téchto organizmii (Koubova, 2019).

Geny pro rezistenci na antibiotika jsou vsak jedny z nejcastéji pouzivanych selekénich
markert pfi konstrukci geneticky modifikovanych organizml. Jednim z téchto

antibiotik je i kanamycin, ptivodné vyhrazeny na 1écbu tuberkuldzy.

Se soucasnym trendem pouzivat geneticky modifikované organizmy, které se nejéastéji
vyuzivaji Vv zemédé@lstvi, vznikaji obavy, zda nékteré geny, pii téchto procesech
pouzivané, neovlivni po konzumaci modifikovanych potravin, ¢i pfi pouziti GMO
v zem&délstvi nebo primyslu, nasi vlastni schopnost odpovidat na ptedepisované
antibiotické 1é¢ivo. Lidé maji strach z horizontalniho pfenosu a Sifeni téchto genil z
GMO do vlastniho organizmu a Zzivotniho prostfedi, ackoli zfejm¢ netusi, ze bézné
pfijimaji denné mnoho cizi genetické informace z potravy a okoli, nebot’ kazdy
organizmus ma vlastni genetickou vybavu. V pudé se bézné vyskytuji také bakterie,

které jsou piirozené rezistentni vici antibiotikim (Ondfej, Drobnik, 2002).

Jednou z geneticky modifikovanych plodin obsahujici selekéni marker pro rezistenci na
antibiotika jsou modifikované brambory Amflora, které se vyuzivaji v primyslu a i jako
krmivo pro hospodarska zvifata (Drobnik, Klimovi¢ova, 2010). Aby mohly byt
geneticky modifikované organizmy a jejich produkty uvedeny na trh, museji byt
oznaceny a podrobné otestovany, zZe neplsobi negativné na zdravi ¢loveka, zvirat a na

zivotni prostiedi. Nejspolehlivéjsi a nejucinngjsi vyuzivanou metodou k detekci

transgenti v GM produktech je polymerazova fetézova reakce (Ondiej, Drobnik, 2002).



2. Teoreticka Cast

2.1 Lidska infekéni onemocnéni
2.1.1 Charakteristika

Infekéni onemocnéni je vysledkem boje mezi infekénim agens a hostitelem. Infekce
vznikaji prunikem choroboplodnych (patogennich) mikrobt do téla hostitele, kde se
mnozi a vyrustaji, ¢imz narusuji vnitini prostfedi hostitele produkci toxickych latek,
nebo travenim jeho buné¢né struktury. Bakterialni infekce mohou zptsobovat zanétlivé
procesy v organech nebo v organovych soustavach, kde jsou optimalni podminky

pro pieziti a mnozeni mikroorganizma (Bicom, ©2020).

Bakteridlni infekce zplisobuji patogenni bakterie, které se mohou oznacovat také jako
patogeny. Patogeny lze rozdélit dle vnimavosti hostitele na obligdtni patogeny a
oportunni patogeny. Obligatni patogeny maji schopnost vyvolat bakteridlni infekci u
zdravych osob. Mezi tuto skupinu patogeni patii naptiklad Mycobacterium
tuberculosis, Neisserria gonorrhoeae, ¢i Bordetella pertussis. Téchto druht obligatnich
bakterii existuje malé¢ mnozstvi a v dnesni dob¢ je mozné se proti nim nechat ockovat
(Votava, 2005). Jako oportunni patogeny se oznacuji bakterie, které nejsou za
normalnich podminek patogenni a jsou schopny vyvolat onemocnéni pouze tehdy, kdyz
jsou obranné mechanizmy hostitele poskozeny a hostitel ma sniZenou imunitu.
Ptikladem oportunni bakterie je Escherichia coli. Za normalnich podminek zije tato
bakterie v symbiotickém vztahu s ¢lovékem a je soucasti jeho bézné stfevni mikroflory,
avSak pokud se dostane mimo stieva, napiiklad do urogenitalniho traktu, mize zde

vyvolat infekci (RySkova, 2000).

Bakterialni infekéni onemocnéni provazeji lidstvo od samého pocatku. Mnoho lidi
v fadech miliond témto onemocnénim podléhalo témér az do 19. stoleti. S objevenim
antibiotik, ktera se pouzivaji pro 1é¢bu bakteridlnich infekci dodnes, doslo

k obrovskému poklesu umrti na tyto infekce (Ryskova, 2000).
2.1.2 Priabéh a priznaky bakterialni nakazy

Zda onemocnéni vznikne, jak vazny bude jeho pribéh a jaky bude vysledek infekce,
ovlivituje fada faktort. Faktory lze rozd¢lit na ty, které jsou zavislé na mikroorganizmu

a na faktory, které zavisi na hostiteli (Votava, 2005). Jestli jsou bakterie schopné
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vyvolat infekéni onemocnéni, zavisi na jejich vlastnostech, jako jsou patogenita,
virulence, invazivita a toxigenita. Patogenita je schopnost infekénich agens vyvolat
onemocnéni. Virulence vyjadiuje miru patogenity urcitého kmene mikroba. Invazivita
je schopnost infekéniho agens proniknout do hostitele a mnozit se v ném. Toxigenitou
se rozumi schopnost poSkozovat hostitele produkci jedt (Sedlak, Tomsickova, 2006).
Ze strany hostitele se uplatiiuji zejména faktory, jako jsou specifickd a nespecificka

imunita, stres, vyziva a vék (Votava, 2005).

Zakladem vzniku bakterialni infekce je prinik patogennich bakterii do hostitelského
organizmu pies povrchové bariéry, jimiz jsou kuze nebo sliznice. Misto praniku je
oznacovano jako vstupni brana infekce. Prvnim krokem pfi priniku je kolonizace. Pti
tomto procesu dochazi k pfilnuti mikrobti ke koznimu nebo slizni¢nimu povrchu
pomoci adheznich struktur na povrchu mikrobii, coz zabranuje odplaveni mikrobi mo¢i,
sttevnim obsahem nebo bronchialnim sekretem (Benes, 2009). Dalsim krokem Vv rozvoji
infekce je tzv. infekéni davka. Tento termin oznacuje mnozstvi infek¢éniho agens, které

se musi dostat do organizmu, aby zpusobilo infekci (Sedlak, Tomsickova, 2006).

Casovy interval od proniknuti ptivodce nemoci do organizmu a propuknuti prvnich
priznakli onemocnéni se oznacuje jako inkubacéni doba. Délka inkubacni doby je riizna,

od nékolika hodin pfes tydny a to v zavislosti na onemocnéni.

Dalsi fazi ndkazy je obdobi prvnich necharakteristickych pfiznakd nemoci, které je
oznacovano jako prodromalni stddium. To miiZe trvat hodiny az dny. Pfiznaky nemoci
se mohou projevovat jako horecka, nevolnost, bolesti hlavy, tnava, bolest svali a
kloubti a sniZzena chut’ k jidlu. Po této fazi nastava stadium typickych piiznaku, které je
specifické pro kazdou nemoc. Toto stadium u akutné probihajicich nemoci trva od

n¢kolika dnil az tydnt (Benes, 2009).

Lécba bakterialnich onemocnéni spociva v podani antibiotik a to ve formé tabletek nebo
u tézsich stavu injekéni aplikaci do zily pacienta (Januzsova, 2012). Pokud 1é¢ba zabira
a nenastanou zadné komplikace, télo se dostava do faze zotavovéani a uzdraveni
Z nemoci. Toto stddium se nazyva rekonvalescence. Doba této faze odpovida hojeni a
postupnému navratu k fyziologickému stavu, coz muize trvat n€kolik dnii az mésici.
Pokud neni obranny systém jedince v dobrém stavu, nereaguje na antibiotickou lécbu a

nastanou vazné komplikace, mize byt bakteridlni ndkaza pro jedince smrtelna (Benes,

2009).
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2.1.3  Siieni infekce

Infek¢éni onemocnéni jsou pienosna a nakazliva. Mohou byt pfenasena z ¢lovéka na
clovéka, takové infekce se nazyvaji antropondzy. Ale také je mohou piendsSet zvitata,
nebo hmyz. Pokud ¢lovék pii kontaktu se zvifetem ziska nemoc, hovofi se o infekci
nazyvané zoonoza. Plivodci zoon6z mohou byt viry, bakterie, houby, cizopasni Cervi,

prvoci a ¢lenovcei (Sedlak, Tomsickova, 2006).

Proces Sifeni nakazy je tak zalozen na téech ¢lancich. Hlavnim ¢lankem je zdroj neboli
puvodce nakazy, ¢imz muze byt napiiklad ¢lovek, ktery je nemocny nebo je nosic¢
infek¢nich agens. Od ptivodcti se mohou nakazit jini jedinci, dal$im ¢lankem jsou tedy
cesty pienosu puvodce od zdroje k vnimavému jedinci. Poslednim ¢lankem tohoto

procesu je vnimavy organizmus (Rozsypal, 2015).

Sifeni infekci zavisi také na p¥irodnich faktorech, jako jsou vihkost vzduchu, nadmoiska
vySka, podnebi a pocasi. Na spolecenskych a ekonomickych faktorech, mezi néz patii
napiiklad hygiena a zdravotnicka péce. Jako ptiklad prirodniho faktoru lze uvést prasny
suchy horky vzduch, ktery wvysuSuje respiraéni sliznice a usnadiiuje pienos
meningokokt a jejich prinik z nosohltanu do krve. U hornikd, ktefi pracuji ve vysoce
prasném prostiedi, dochazi k zapraseni plic a tim ke snizeni jejich odolnosti vici
tuberkuloze. Epidemiologové popisuji U mnoha chorob charakteristické sezonni vykyvy
Vv jejich vyskytu. V zimnim obdobi byvaji €astéjsi respiracni infekce, zatimco v 1ét¢€ jsou

Castéjsi prijmova onemocnéni (Votava, 2005).

Dtlezitym faktorem V $ifeni infekce je také vstupni brana patogennich mikroorganizmi.
Nékteré¢ infekce mohou zistat lokalizovany v misté vstupu, jiné se po piekonani

~ N

obrannych bariér $ifi dal v té€le hostitele, kde mohou také tvofit abscesy. Absces je
dutina v téle vyplnéna hnisem zplsobena bakteridlni infekci. Nejcastéjsim mistem
priniku mikroorganizmi do téla hostitele je travici trakt, odtud mohou mikroorganizmy
pronikat do celého téla. Do respiratniho traktu pronikaji mikroorganizmy
prostiednictvim vdechovanych prachovych castic nebo kapénkami a jejich cesta do
krevniho fecist¢ vede skrze sliznici dutiny nosni nebo licnimi alveoly. Nejvétsi bariéru
pro patogenni mikroorganizmy piedstavuje kiize, kterd pokryva celé télo ¢lovéka a jeji
ukol spociva v ochran¢ a oddé€leni vnitiniho prostfedi organizmu od vnéjsiho. Pokud je
v8ak naruSena, mize dojit k volnému vstupu infekénich mikroorganizmi. Dalsi vstupni

%

branou miiZze byt o¢ni spojivka ¢i urogenitalni trakt (Sedlak, Tomsickova, 2006).
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2.1.4 Cesty pienosu

U mnoho infekci mize dochazet k pfenosu vice druhy cest. Avsak vétSina infekci ma
néktery z ptenosii typicky a ptevazujici, coz je dano lokalizaci ptivodce ve zdroji,
vlastnostmi pivodce, pfedevsim odolnosti k zevnim vliviim, a vstupni branou infekce

(Rozsypal, 2015).

Pienos nakazy muze probihat piimym kontaktem nebo nepfimo prostiednictvim
infikovanych materiald (Sedlak, Tomsickova, 2006). Mezi piimy pienos patii
predevsim kontakt s infek¢nim mikroorganizmem, krvi, pohlavni styk, kousnuti nebo
ptimym dotykem. Nepiimy pfenos se uskutecnuje polknutim kontaminované vody nebo
potraviny, vdechnutim ptivodce v aerosolu (kapének), prostfednictvim krev sajicich
¢lenoven, zranénim ¢i zdravotnickou manipulaci s kontaminovanymi piedméty a
kontaminaci z infikovanych pfedméti prichdzejicich do styku s povrchem téla

(Rozsypal, 2015).
2.1.5 Tuberkuloza

Tuberkuloza (TBC) je celosvétové rozsitené chronické zanétlivé onemocnéni, u ¢loveéka
zpusobené obligatnimi patogennimi bakteriemi komplexu Mycobacterium tuberculosis.
Postihuje piedevsim plice, ale také ledviny, ¢i lymfatické uzliny (Adamkova, 2010).
Mezi ptiznaky plicni TBC patii suchy drazdivy kasel, ktery se méni v mukopurulentni,
zvySena teplota, poceni, bolest na hrudniku, inava a neurotické potize. Zdrojem nakazy
je nemocny Clovék, ktery vylucuje bakterie zpravidla kaslanim. Minimalni infekéni
davka Mycobacterium tuberculosis pro ¢lovéka je méné nez 10 bacili. Mycobacterium
tuberculosis je acidorezistentni ty¢inka, kterou lze barvit podle Ziehla-Neelsena (Benes,
2009). Rust bakterie je pomaly, bunka se d€li kazdych 15-20 hodin a vyzaduje velké
mnozstvi kysliku (Pharma-reports, 2012).

Tuberkuldza patfi k onemocnénim, které provazeji lidstvo odeddvna. V Evropé v 17. a
18. stoleti doSlo zejména s rozvojem industrializace a rozristanim mést k cetnému
rozsifeni této nemoci. V méstech se nachazela mohutna populace lidi, kteti zde zili ve
zcela nevyhovujicich hygienickych podminkach a mnohdy trpéli podvyzivou. Neni tedy
piekvapujici, ze na tuberkul6zu umirala v Evropé tehdy Ctvrtina dospélé populace. Az

v roce 1882 objevil Robert Koch piivodce tohoto onemocnéni. Po vice nez desetiletém
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vyzkumu v roce 1921 byl pouzit vakcina¢ni kmen s ndzvem BCG (Bacillus Calmette-

Guérin) na ockovani proti tuberkuloze.

Dal8im vyznamnym bodem v boji proti tuberkuldze bylo objeveni antibiotik piisobici na
puvodce Mycobacterium tuberculosis. Dtive se 1é¢ila tuberkuloza antibiotikem zvanym
kanamycin, v dne$ni dobé je toto antibiotikum vyhrazeno pro rezervni 1éCbu
(antibiotikum druhé linie), kdyby doslo k selhani 1écby antibiotiky z prvni linie
Z priciny rezistentnich forem TBC (Benes, 2009).

Od 90. let byly zaznamenany i takové formy TBC, které byly zptisobené bakteridlnimi
kmeny rezistentnimi viuci nejméné dvéma nejucinnéjSim antibiotikiim (Sotgiu et al.,
2013). V roce 2009 byly bohuzel izolovany i kmeny bakterii zptsobujici TBC, které
vykazovaly in vitro rezistenci na vSechna testovana antibioticka 1é¢iva prvni i druhé
linie. Tento jev byl zptsoben lécbou nevhodnymi antibiotiky proti TBC. TDR-TB
(totally drug-resistant tuberculosis) byla nalezena v Italii, {rdnu, Indii a v Jizni Africe.
Studie o téchto nebezpecnych formach bakterii ukédzaly na morfologické zmény ve tvaru
a velikosti bakteridlni bunky (siln€j$i bunécna sténa, pili na povrchu bunky). Centra pro
kontrolu a prevenci nemoci ohlasily, Ze nemoc zpiisobena témito zcela rezistentnimi

kmeny bakterii je prakticky nelécitelna (Velayati et al., 2013).

Pokud by tedy v 1é¢bé netcinkoval ani kanamycin v dusledku rozvoje antibiotické

rezistence, mohlo by dojit opét k masivnim umrtim na tuto infekci (Benes, 2009).

Ve svéte podlehne roéné TBC az tfi miliony lidi (Sedlak, Tomsickova, 2006). V roce
2018 bylo v ¢eské republice hlaseno 444 onemocnéni tuberkulozou a 26 umrti na tuto
nemoc (UZIS, 2019). I pfes tato pomémé vysoka ¢isla bylo v Ceské republice od

listopadu 2010 zruseno plosné oc¢kovani proti této nemoci (Tichy, ©2020).
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2.2 Bakterie
2.2.1 Charakteristika

Asi pied 4,5 miliardami let vznikla planeta zemé, na které zacal vyvoj organickych a
anorganickych molekul, z kterych se mohly dale rozvijet zivé organizmy. Pfiblizné 2
miliardy let trval vyvoj prokaryontnich organizmu, které byly prvni formou zivota na

planet¢ (Bednar et al., 1996). Bakterie se tak fadi k nejstar§im organizmtim na Zemi.

Bakterie patii mezi jednobunécéné prokaryotické organizmy, které jsou pro nas pouhym
okem neviditelné (Schindler, 2014). Poprvé byly vidény a popsany piirodovédcem
Antoni van Leeuwenhoekem v roce 1676, jeho vlastnoru¢né vyrobenym mikroskopem
(Porter, ©1976). Dosud je nalezeno a popsano piiblizné 3000 druhi bakterii, které se
vyskytuji v téle clovéka 1 mimo négj, je to vSak pouhd ¢ast z celkového mnoZzstvi
vyskytujicich se bakterii na Zemi, jejichz celkovy pocet je odhadovan k 1 milionu druhd
(Schindler, 2008).

Bakterie mohou zit s ¢lovékem v prospé$Sném vztahu, napiiklad uréity kmen bakterie
Escherichia coli vyskytujici se ve stievé ¢loveka, existuji také ale patogenni bakterie,

jejichz vlastnosti je vyvolavat bakterialni onemocnéni (Pharma-reports, 2012).

Clovék se miize dostat do kontaktu s bakteriemi nachézejicimi se v ptidé, ve vodg, ve
vzduchu, ale také pfenosem od jiné osoby. Nékteré bakterie mohou rlst a pieZivat
pouze V téle hostitele, ¢i pfimo uvniti jeho bun€k. VétSina bakterii vSak muze Zit a rist
mimo télo hostitele a tak mohou byt kultivovany na umélych mediich (Gopfertova et al.,

2002).
2.2.2  Vyskyt bakterii

Bakterie se v piirodé vyskytuji jako jednotlivé izolované buiikky nebo ve shlucich
(Pharma-reports, 2012). Jejich pfirozenym prostiedim je pida, voda i vzduch, ve kterém
jsou unaSeny vétrem na casteckach prachu, a také jsou soucdsti t€] mnoha organizmil

(Schindler, 2008).

Bakterie v padé

V tomto prostiedi se vyskytuje mnoho bakterii, kdy v 1 gramu pidy se odhaduje

cey

mnozstvi v fadech né€kolika miliard bakterii. Dilezity vyznam maji bakterie Zijici
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Vv pude, jejichz schopnosti je rozklad odumielych zbytkli, odpadnich latek tél zivocichti
a rostlin (Gopfertova et al., 2002). Tento proces se nazyva mineralizace, pfi¢emz v ném
dochazi k rozkladu organickych latek na latky anorganické (Dobias, 2003). Tim

ovliviiuji trodnost pidy a kofenovou vyzivu rostlin (Rosypal, 2003).

Pidni bakterie se takto podileji na kolobéhu dusiku, ktery se do pidy dostava
vV odumfelych tkanich zivocichti a pletivech rostlin. Bakterie, které se timto zpisobem
zivi, nazyvame jako saprofytické (Rosypal, 2003). Pfi procesu rozkladu pomoci téchto
bakterii se uvolnuje amoniak, ktery jsou schopné nitrifikacni bakterie pfeménit svou
¢innosti na dusi¢nany. Dusi¢nany jsou dale schopné redukovat denitrifika¢ni bakterie na
plynny dusik, ktery vyuzivaji rostliny jako zdroj dusikaté vyzivy (Jelinek, Zichacek,
2007).

Bakterie ve vodé

Dalsi hojny vyskyt bakterii mizeme spatfit ve vodé rizného prostfedi a s riznymi
vlastnostmi. Mohou se nachazet v sladkém nebo slaném prostiedi, ale také v tekoucich
nebo stojatych vodach (Silhdnkova, 2008). Mira osidleni vod bakteriemi zavisi na
obsahu Zivin, zejména organickych latek. (Dobias, 2003). Pramenité a horské vody

neobsahuji organické latky, ztohoto divodu jsou velmi malo osidleny bakteriemi
(Rosypal, 2003).

SloZeni vodnich zdrojii a mnoZstvi bakterii v ném, je ovlivnéno také okolim vodniho
prostiedi (Dobias, 2003). Vodou se tedy mohou pienaset néktera infekéni onemocnéni
zpiisobend bakteriemi, coZ je dano zneciSténim vod splasky z kanalizace nebo riznymi

zdravotné zavadnymi odpady z pramyslu (Rosypal, 2003).

Bakterie vyskytujici se ve vod€ maji také schopnost rozkladat latky. Diky této vlastnosti

se vyuzivaji v méstskych i primyslovych ¢&istirnach odpadnich vod (Silhankova, 2008).

Bakterie ve vzduchu

Hlavnim zdrojem bakterii v tomto prostfedi je pfenos vétrem téchto mikroorganizmi
z pudy do ovzdusi, coz je hlavni pfi¢inou vétSiho mnozstvi osidleni vzduchu bakteriemi
nad pevninou neZ nad moifem. Prezivani a vyskyt bakterii je zavisly na rGznych
faktorech ovliviiujici prostiedi. Jednim z faktorh je vlhkost vzduchu, ¢im vlh¢i vzduch,

tim mén¢ bakterii se v ném nachazi, nebot’ jsou deStém sraZeny k zemi. Dalsi rozdil
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mnozstvi bakterii ve vzduchu je dén hustotou obydleni, zalesnénymi oblastmi,
mnozstvim vodni plochy, kamenitymi oblastmi, ¢i praSnymi priimyslovymi zoénami.
Vyskyt bakterii je téméf nulovy nad povrchem pokrytym snéhem. Vysoky pocet lidi
vyskytujicich se pohromadé v uzavienych prostorech vifi vice prachu s bakteriemi do
ovzdusi (Rosypal, 2003).

Mezi hlavni zdroje patfi nemocni lidé, ktefi vylucuji bakterie do prostiedi, kaslanim,
mluvenim a kychanim v podobé¢ kapének slin a hlenu. Infekénim prachem, ktery tvori
zaschlé kapénky, muze byt kontaminovdno ovzdusi jeho vifenim, coz pii vdechnuti
kapének dava moznost vzniku infekce u dalsich lidi (Rosypal, 2003). Rizikovym
prosttedim pro Sifeni bakteridlni infekce mohou byt skoly, ndkupni centra, nemocnice,

velka shromazdéni nebo méstské hromadné dopravy (Schindler, 2008).

Bakterie v lidském téle

Osidlovani lidského téla bakteriemi a ostatnimi mikroorganizmy probihd v pribéhu
celého zivota. K prvni kolonizaci dochazi jiz pfi narozeni priichodem porodnich cest.
Bakterie a dal§i mikroorganizmy vytvafi mikrofloru téla, a pokud jsou v biologické
rovnovaze s hostitelskym organizmem, nemaji na lidské télo patogenni vliv (Dobias,

2003).

Vétsinou lidské télo obsahuje ptes 100 druhti bakterii, avSak ne kazdy ¢lovék ma ve
svém teéle vSechny druhy, coz je dano individualitou kazdého hostitele, tudiz kazdy

¢loveék ma rozdilné zastoupeni bakterialni flory (Schindler, 2014).

Jako prvni a hlavni bariéra odd¢€lujici vnitini prostfedi od vnéjsiho slouzi kiize a sliznice
¢lovéka. Pokud je tato vrstva neporuSena, vytvaii systém pro zachovani integrity
organismu a dovede odolavat vétsiné béznych infekci (Ryskova, 2000). Nebot’ povrch
ktze neni stale vlhky a vysycha, ¢imz toto prostiedi neni vhodné pro rist a mnoZeni
bakterii. Mezi vhodné prostiedi pro rozvoj bakterii jsou stale udrzujici se vlhké oblasti
obsahujici mnoZstvi zivin, mezi néZ patii mista s vyvody potnich, mazovych a slinnych
zlaz (Rosypal, 2003). Mezi hlavni druhy bakterii nalézajici se na kiizi patii stafylokoky
a nepatogenni korynebakteria (Schindler, 2014).

V duting€ ustni pfevazuji streptokoky a laktobacily, jejichZz zdrojem vyzivy jsou sliny
obsahujici proteiny a ostatni latky (Schindler, 2014). Dusledkem necisténi zubt vznika

zubni plak, ktery je tvorfen slizovymi pouzdry bakterii, pfevazné Streptococcus mutans.
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Ty snizuji pH v dutin€ ustni tvorbou kyselin z cukri a tim dochazi k poSkozeni skloviny

zubl a vzniku zubniho kazu (Ryskova, 2000).

Vdechnutim dostava ¢lovék do svého téla prachové castecky, na nichz se nachazi
bakterie, které se usazuji v dychacich cestach. Velka cast patogennich i nepatogennich
bakterii se vyskytuje v dutiné usti, nosni a nosohltanu a to zejména stafylokoky,
streptokoky a korynebakteria (Schindler, 2014). Dalsi ¢ast bakterii se zachycuje v hlenu
vylu€ovaném sliznici a tim jim neni umoznéno putovat déale, z tohoto divodu se

nevyskytuji v plicich zdravého ¢lovéka (Rosypal, 2003).

Ve stievech se nachazi velké mnozstvi a rozmanité druhy bakterii, kdy mezi
nejvyznamnéjsi patii Escherichia coli. Jednou z funkci této bakterie je tvorba vitaminu
K, jez je potiebny pro srazlivost krve a tvorba vitaminu B12, slouZzici pro krvetvorbu
(Schindler, 2014). Na mnozstvi a druhovém zastoupeni bakterii ve stfevni mikroflofe
ma podil strava, zdravotni stav ¢lovéka a jeho v€k. Velky vliv na pfirozenou stfevni
mikrofloru ma také podavani antibiotik, které nici i t€lu prospesné bakterie, tim narusuji

stfevni rovnovahu a umoziuji rist nezadoucich bakterii (Rosypal, 2003).
2.2.3 Velikost a tvar bakteridlni buiiky

Bakterialni buiikky maji rlznorodou velikost a tvar, kdy tvar buiiky ovliviiuje jeji
velikost (Rosypal, 1994). Bakterie mtizeme podle tvaru rozdélit na kulovité (koky),
ty¢inkovité a spriralovité (Votava, 2005).

Velikost kulovitych bakterii mize byt 0,5 az 5 um, ty¢inky mohou byt dlouhé az 7 um a
tlusté 0,3 az 2 um. Spiralovité buiky neboli spirochety dosahuji délky az 500 um a
jejich tloust’ka se pohybuje kolem 0,2 az 0,75 um (Rosypal, 1994).

Pii déleni bun¢k mlZe dojit k pfichyceni jedné bakterie na druhou, ¢imz vznikaji nova
uspofadani bunck, kterd zavisi na rovin€ bunécného déleni. Koky délici se ve stejné
roving vytvareji fetizky z 3 az 20 kokl. Diplokoky jsou z dvojice kokl, streptokoky
tvoii fetizky ze 4 a vice koki. Koky délici se v neuspotfadanych rovinach nazyvame

stafylokoky, které vytvareji hrozinky.

Tyc¢inky vytvareji kratké fetizky (streptobacily), dvojice (diplobacily), nebo pfii

podélném déleni palisadové usporadani. Nejcastéji jsou vSak usporadany jednotlive.
Spirochety jsou spiralovitou formou ty¢inek (Votava, 2005).
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2.2.4 Stavba bakterialni buiiky

Nukleoid neboli prokaryotické jadro je tvoreno deoxyribonukleovou kyselinou (DNA),
ktera predstavuje jediny chromozom buiiky, kdy DNA mé uzavienou strukturu ve formé
kruznice (Silhankova, 2008). Nukleoid se nachazi v cytoplazmé a neni obklopen
jadernou membranou (Votava, 2005). Ptfi vzniku nové bakterialni bunky dochazi
k replikaci DNA, tedy k zdvojeni molekuly DNA a poté k rozdéleni bunky ve dvé
(Silhankova, 2008).

Kromé chromozomalni DNA obsahuje bakterialni buiika plazmidy, coz jsou samostatné
molekuly DNA o nizké molekulové hmotnosti (Silhdnkova, 2008). Plazmidy obsahuji
rizné skupiny faktorti, které mohou byt konjugativni neboli spajeci, nebo
nekonjugativni. V konjugativnich plazmidech se nachazi transferové geny fidici
konjugaci a pienos konjugativniho plazmidu zjedné bakteridlni buiiky do druhé
(Brown, 2007). Schopnosti jednoho z konjugativnich plazmidd je pfenos rezistence
k riiznym antibiotikiim z buiiky do buiiky (Silhankova, 2008). Diky témto vlastnostem
se pouzivaji plazmidy jako vektory pifi klonovani genti do nové vzniklych bunék.
Rezistence k antibiotikim se vyuziva v laboratofich jako selek¢éni marker, jenz slouzi
K prokazani obsahu daného plazmidu v bakterialni kultufe. Dal$im typem plazmidu
Vv bakterialni bufice je tak zvany virulentni plazmid, propujcujici hostitelské bakterii
schopnost vyvolat infekci nebo nador. K tomuto typu se fadi plazmidy Ti vyskytujicici
se v Agrobacterii tumefaciens, jez zpusobuji tvorbu nadorti u dvoudéloznych rostlin
(Brown, 2007).

Cytoplazma je koncentrovany roztok vypliujici prostor bunky. Je tvofena pievazné
bilkovinami a nalezneme zde také rozpusténé ribonukleové kyseliny, vitaminy, soli
organickych kyselin, aminokyseliny, meziprodukty metabolismu a enzymy potiebné pro

biosyntetické a rozkladné procesy v butice (Rosypal, 2003).

Prokaryotické ribozomy jsou velikostné¢ mensi nez eukaryotické. Jejich hlavni funkci je
syntéza bilkovin (Silhankova, 2008). Ribozomy jsou volné piitomny v cytoplazmé a

jejich pocet zavisi na syntetické aktivité bunky (Dobias, 2003).

Cytoplazmaticka membrana je tenkda asi 7 nm a muUZeme ji zobrazit pouze
v elektronovém mikroskopu (Silhdnkovéa, 2008). Membrana ohrani¢uje cytoplazmu a

jeji hlavni tlohou je fungovat jako osmoticka bariéra (Rosypal, 2003). Slozkami
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membrany jsou proteiny a fosfolipidy (Silhdnkové, 2008). Fosfolipidy tvofi dvojvrstvu
a Vv té jsou pritomny rizné bilkoviny. Tyto bilkoviny se uplatiiuji k transportu zivin do
bunky, v respira¢nich pochodech, v syntéze slozek a v sekreci latek z cytoplasmy do
zevniho prostiedi (Votava, 2005). U fototrofnich bakterii se nachazi bakteriochlorofyl,

ktery je potiebny k pieméné svételné energie na energii chemickou (Silhankova, 2008).

Dals$i moznou strukturou je bunécnd sténa, kterd je pevnd a neohebnd vrstva bunky
bakterii, jejiz vlastnost je dana peptidoglykany neboli mukopeptidy téz mureiny, které
se Vv této vrstvé nachazeji (Silhankova, 2008). Mukopeptidy se skladaji z dvou vrstev
polysacharidii obsahujici stfidavé dva cukry, kyselinu N-acetylmuramovou a N-
acetylglukosamin. Tato sténa chrani obsah celé buiky, odolava vysokému
nitrobunécnému osmotickému tlaku a diky své pevnosti udrzuje tvar bakterie (\Votava,
2005). Podle slozeni bun&tné stény jsou bakterie rozdé€leny na grampozitivni a
gramnegativni. Grampozitivni bakterie maji silnou peptidoglykanovou vrstu vyplnénou
teichoovou kyselinou a polysacharidy a gramnegativni bakterie neobsahuji teichoovou
kyselinu, maji tenkou peptidoglykanovou vrstvu nad kterou se nachazi vnéjsi membrana

(Silhankova, 2008).

Nad bunécnou sténou nékterych bakterii se mlze nachéazet dalSi vrstva vytvarejici
pouzdro, kterd se sklad4d z polysacharidi, nebo polypeptidi. Diky této struktuie
bakterialni bunka Iépe odolava pohlcenim fagocytl. Polysacharidové vrstvy mohou
tvofit také slizovou vrstvu, kterd vytvaii mukozni vzhled bakterii. Ukolem slizové
vrstvy je chranit buiiku proti nepifiznivym podminkam a vysychani (Silhdnkova, 2008).
Kmeny bakterii s mukoézni vlastnosti mivaji vE&t$i rezistenci na urcitd antibiotika

(Votava, 2005).

K pohybu nékterych bakteridlnich bun¢k slouzi biciky, které jsou asi 20-30 nm silné a
pfiblizn¢ 20 pm dlouhé (Votava, 2005). Skladaji se z bilkoviny zvané flagelin a jsou
zakotveny do cytoplazmatické membrany pomoci hackl a dvojice kotouc¢kt nachazejici
se na dolni ¢asti bigika (Silhankova, 2008). Podle umisténi biiku a jejich podtu
rozdélujeme bakterie na monotricha, lofotricha a peritricha. Monotricha maji pouze
jeden bicik, lofotricha nesou vice bi¢ikii na jednom poélu buiky a peritricha, jejichz
biciky pokryvaji cely povrch buiiky. Bakterie, které biciky nemaji, se nazyvaji atricha
(Votava, 2005).
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Dal8imi utvary vyskytujicimi se na povrchu nékterych bakterii mohou byt fimbrie, které

umoznuji bakterii pfichytit se na povrch bunék (Votava, 2005).
2.2.5 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je rostlinna patogenni bakterie, bézn¢ se vyskytujici v pudé.
Tato bakterie je fazena dle svého tvaru a stavby buiiky mezi tyCinkovité gramnegativni

bakterie. Jedna se o alfaproteobakterie z ¢eledi Rhizobiaceae (Pharma-reports, 2012).

Diky své schopnosti pfendset svou genetickou informaci do rostlinnych buné¢k je tato
bakterie pouzivana jako modelovy organizmus v lékarském vyzkumu a v genetickém
inzenyrstvi (Pharma-reports, 2012). Tento organizmus vyvolava u dvoud€loznych
rostlin onemocnéni zvané ,,crown gall“. Prvnim krokem pro vznik onemocnéni je
proniknuti bakterii z piidy do rostliny v poranéném misté, tim se dostavaji bakterie do
rostlinného pletiva, kde vyvoldvaji nddorovou proliferaci. Aby mohlo toto onemocnéni
probéhnout, je nutnd ptitomnost tumor indikujiciho plazmidu zvaného Ti v bakterialni
buiice, ktery obsahuje geny ucastnici se infek¢niho procesu. Dalsim krokem po infekci
je zabudovani ¢asti molekuly Ti plazmidu, ktera se nazyva T-DNA, do rostlinné
chromozomdlni DNA. Védci tedy zjistili, ze pomoci pouziti Ti plazmidu mohou

pfenaset nové geny do rostlinné bunky (Brown, 2007).
2.3 Antibiotika
2.3.1 Charakteristika

Jako antibiotika jsou oznaovany antimikrobialni latky pouzivané k predchazeni a 1écbé
bakterialnich infek¢nich onemocnéni (Votava, 2005). Jednou z podminek pro G¢innou
1é€bu je citlivost piivodce onemocnéni k pouZitému antibiotiku. Antimikrobidlni latky
pusobi specificky na urcité struktury bakteridlni bunky, pfedev§im na bunécnou sténu

(Rosypal, 2003).

Antibiotika Ize také definovat jako latky produkované mikroorganizmy, které v malych
koncentracich zastavuji rist nebo usmrcuji jiné mikroorganizmy (Rosypal, 2003). Mezi
Casté producenty antibiotik jsou udavany plisné a bakterie. Antimikrobialni latky jsou
vsak vyrabény i chemicky (Votava, 2005).

Antibiotika patii do skupiny lékti, které neni mozné zakoupit bez receptu od 1€kare. Tim

dochazi k regulaci vzniku antibiotické rezistence a zachovani Uc¢innosti antibiotik.
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Nebot” kdyby si je lidé mohli samovoln¢ zakoupit dle svého uvdzeni a nespravné je
uzivat na jakékoliv onemocnéni bez ptedeslého vySetfeni lékafem, urceni spravné
diagnozy a 1éCby prisluSnymi antibiotiky, mohlo by dojit k velkému a rychlému rozvoji
zminéné antibiotické rezistence (Sandoz, ©2020). Proto pii 1é¢bé témito 1éky je nutné
dodrzovat pravidla pro spravné uzivani, to znamend dobrat celou predepsanou davku a
nepferusovat 1écbu, dodrzovat Casovy rezim podéavani, brat sprdvny typ antibiotik
Kk pfislusnému onemocnéni, pii jejich ¢astém uzivani stiidat ruzné druhy a proslé léky

nevyhazovat volné do odpadii, ale odevzdat je do 1ékarny (Grigoryan et al., 2006).

Podavani téchto 1ékti je mozné v riznych forméch, piredevsim jako tabletky, roztoky
K nitrozilnimu podani, masti nebo ocni kapky (Vilimovsky, 2019). Nejsou uréeny
k 1é¢b¢ infekei virového puvodu, je tedy dulezité spravné vysetfeni pacienta a urceni

druhu infekéniho onemocnéni (Sandoz, ©2020).
2.3.2 Historie

Historie antibiotik vede do mnohem dfivéjsi doby, nez si vétSina lidi mysli.
V historickych materidlech je mozné se docist o prvnich pokusech 1écby antibiotiky
pochazejicich od starovékych vyspélych civilizaci, jako byli Cifiané, Egyptané,
Mayové, ale také narody stfedni a jihovychodni Evropy. Tyto prvni zminky védci datuji
jiz 2500 let pred nasim letopoétem. Ciiané pouzivali obklady napusténé plesnivym
sojovym mlékem k 1écbé hnisavych ran a lokdlnich infekci. Ke stejnému cili 1écby
pouzivali mexicti Mayové plesnivou kukufici a Ukrajinci plesnivy chléb. Lécba nebyla
provadéna na zakladé¢ poznatku antimikrobidlnich latek, nybrz na poznanych
zkuSenostech, které ziskali casem pfii téchto pokusech. Velkou zajimavosti je nalezeni
tetracyklinovych antibiotik v kostech starych Egyptant, kterd se do jejich tél dostala
nejspiSe poZzitim kvasnych vyrobki. Jednim z moznych vysvétleni je, Ze Egyptané
misto pouziti drozdi nechdvali té€sto kynout volné na vzduchu, kde se na n€ mohly
dostat mikroorganizmy z okoli, pozd¢ji zahajit kvasny proces a poté produkci
antibiotickych latek. Primitivni antibiotickou 1écbu pomoci star¢ho vina obsahujici

kvasinky vyuzival dokonce i Hippokrates.

V druhé poloviné 19. stoleti prokdzali védci piitomnost a vliv patogennich
mikroorganizmi u nemoci, a tak vyuzili svych novych znalosti chemie a fyziologie

k hledani prostfedkd ni¢icich tyto mikroby (Benes, 2018).
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Jednim z nich byl némecky imunolog a chemik Paul Ehrlich, ktery na konci 19. stoleti
vychazel z toho, ze néktera barviva se vazi na urcity druh mikrobti. Doufal, ze objevi
takovou molekulu barviva, kterd se bude vazat specificky pouze na patogenni
mikroorganizmy a usmrti je (Votava, 2005). V roce 1891 se pokusil o 1éEbu malarie
metylénovou modii. V dalSich letech, pfesnéji roku 1904, se pokusil o 1écbu pomoci
trypanové Cervené, kterd méla plsobit na ptivodce spavé nemoci, trypanosomy. Tento
pokus byl vSak také neuspésny. Prvni velky uspéch nastal roku 1909 (Benes, 2018).
Ve spolupraci s japoncem Hatou zjistil G¢innost zkoumané latky arsfenaminu proti
bakterii Treponema pallidum, ktera zpisobuje nemoc syfilis. Rok poté zacala vyroba

1éku obsahujici tuto molekulu pod nazvem Salvarsan (Votava, 2005).

Dalsi objev, navazujici na vyzkum Ehrlicha, nastal roku 1935 Iékafem némeckého
pivodu Gerhardem Domagkem (Votava, 2005). Objeveny piipravek, ktery pojmenoval
Prontosil ptsobi jako prodrug. To znamena, ze ziskava antibakterialni G¢innost az poté,
co metabolizuje na aktivni formu, kterd mé jednodussi strukturu. Tento pfipravek se
fadi mezi sulfonamidy a byl pouzivan k 1écbé stafylokokové a streptokokové infekce

(Benes, 2018).

Prvni velky krok v nastupu pravych antibiotik do dé&jin lékafstvi, kterym doslo k
zachrané¢ mnoho lidskych Zivott, nastal v roce 1928, kdy byl Alexandrem Flemingem
objeven penicilin (Sandoz, ©2020). K tomuto objevu doslo pouhou nahodou. Fleming
pracoval s kmeny mikroba Staphylococcus aureus, které rostly v Petriho miskach. Do
jedné misky, kterou nejspiSe zapomnél vyhodit, se vSak zokoli dostaly jiné
mikroorganizmy, ¢imz doslo kjeji kontaminaci. Narostla zde plisen Penicillium
notatum, ¢imz se dostal k penicilinu. Nebyl ho vSak schopen ziskat ve velkém mnoZstvi
a stabilni formé ke klinické 1é¢bé (Votava, 2005). K vyfeSeni tohoto problému doslo
zaCatkem druhé svétové valky, kdy nastala velka potfeba antibiotické 1€¢by pro zranéné
vojaky (Schindler, 2008). Roku 1940 pomohli Flemingovi dva kolegové, Florey a

Chain, nalézt metodu k izolaci penicilinu.

Od té doby jsou antibiotika vyuzivana k 1é€b¢ bakterialnich infekei (Schindler, 2008).
Mezitim vSak dochéazi k velkému rozvoji antibiotické rezistence u nékterych druht
patogennich bakterii. Pro u¢innou l1éc¢bu antibiotiky je nutné hledat a vyvijet stale nové
antimikrobialni latky. V soucasnosti se ve farmaceutickém pramyslu synteticky vyrabi

kolem 150 druht antimikrobialnich latek. Ve vyvoji je vice nez 100 perspektivnich
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latek a u 9 znich se predpoklada schvaleni jiz v nékolika letech. N&které z téchto
zkoumanych latek by mohly mit i novy mechanizmus u¢inku, tedy novy pfistup

k cilovym mistam (Schindler, 2014).
2.3.3 Rozdéleni antibiotik podle ucinku

Z hlediska typu uc¢inku jsou antibiotika délena na baktericidni a bakteriostatické latky
(Martinkova, 2007). Vyznam baktericidnich latek je v usmrcovani mikrobialni buiiky a
jejich klinicky ucinek se pohybuje v ¢asovém rozmezi 48 hodin od aplikace. Pouzivaji
se predev§im u vaznych stavil pacienta a nemocnych se snizenou obranyschopnosti
(Votava, 2005). Do této skupiny latek jsou fazeny beta-laktamy, aminoglykosidy,
polypeptidy a glykopeptidy (Liillmann et al., 2004).

Funkci bakteriostatickych latek je zastaveni riistu a mnozeni mikrobi, jejich klinicky
ucinek se dostavuje az za 3-4 dny (Votava, 2005). U této skupiny latek mize dojit
Kk reverzibilnimu ucinku, coZ znamena, ze po jejich vysazeni muze dojit k opétovnému
mnozeni mikrobti. Mezi tyto latky patii tetracykliny, makrolidy a linkosamidy
(Lillmann et al., 2004).

2.3.4 Rozdéleni antibiotik podle spektra ti¢innosti

Rozdéleni antibiotik dle spektra ucinnosti se udava do 3 skupin (Votava, 2005).
Antibiotika s uzkym spektrem, ktera piisobi jen na maly okruh bakterii a na antibiotika
se Sirokym spektrem ucinnosti, kterd piisobi na mnoho riznych rodl a druhii bakterii
(Ryskova, 2000). Dalsi skupinou jsou antibiotika stfedniho spektra ucinkujici na
grampozitivni koky a ty€inky i1 gramnegativni koky a mikroby spirdlovitého tvaru,

zastupcem tohoto spektra je pfedev$im znamy penicilin (Votava, 2010).
2.3.5 Mechanizmus ucinku antibiotik

Funkci antibiotik je zneSkodnéni bakterii, ke kterému dochazi ovlivnénim metabolismu
a zménou v struktufe bakteridlni bunky. Strukturu bakteridlni bunky poSkozuji
antibiotika riznymi zptsoby a v riznych mistech (Ryskova, 2000). Mezi prvni
mechanizmy patii potlaGovani tvorby bunééné stény bakterii (Kramat, 2007). To je na
této Grovni zajistovano baktericidnimi antibiotiky, pifedev§im beta-laktamy,
glykopeptidy a antituberkulotiky. Druhym mechanismem je zisah do syntézy

nukleovych kyselin. To uskutectiuji taktéz baktericidni latky. Dal$i mechanismus
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spociva v poskozeni cytoplazmatické membrany, ¢imz dojde k potlaceni jeji funkce
(Lincova, Farghali, 2007). K poslednim dvéma cilim antibakterialniho ucinku patii

syntéza bilkovin a kompetitivni inhibice (Votava, 2005).
2.3.6 Testy citlivosti na antibiotika

Dutlezitou soucasti pifi 1écbé antibiotiky bakteridlni infekce je stanoveni citlivosti
bakterii na antimikrobialni latky. Vysledky téchto testt slouzi k indikaci spravného typu
antibiotik proti bakterialnimu kmeni zptsobujicimu onemocnéni (Gopfertova et al.,

2002).

Testy jsou déleny do dvou skupin. Prvni test je kvalitativni, udava, zda je vysetfovany
vzorek bakterii citlivy, nebo rezistentni. Ke kvalitativnimu prukazu se Vv praxi nejvice
pouziva diskovy difuzni test. Jeho princip spocivd v rovnomérném naockovani
bakteridlni suspenze na agarovou plotnu, na to se rozlozi antibiotické disky a to se
inkubuje 18-24 hodin pii 37°C (Schindler, 2014). Poté se vytvoii zona inhibice rastu,
kterda se méii a podle jeji velikosti se hodnoti citlivost a rezistence mikroba. Pokud je

mikrob na antibiotikum citlivy, kolem disku nevyroste (\VVotava, 2005).

Druhy test je kvantitativni, pouziva se ke zjisténi miry citlivosti, nebo rezistence.
K tomuto priukazu se pouziva dilucni metoda. Ta se provadi v mikrotitracnich
destickach s jamkami, ve kterych je pro kazdé vySetfované antibiotikum fada
rovnomérné klesajicich koncentraci, do téch se naockuji bakterie a po inkubaci se méti
mira zakalu (Schindler, 2014). Vysledkem je stanoveni minimalni inhibi¢ni

koncentrace, ktera zabrani rustu bakterii. (Gopfertova et al., 2002)
2.3.7 Kanamycin

Kanamycin je antibiotikum spadajici do skupiny aminoglykosida. Uginkuje
baktericidné v kratkém Casovém tseku vuéi vEétSingé gramnegativnim i grampozitivnim
bakteriim (Gopfertova et al., 2002). Mechanizmus u¢inku je zaloZen na potlaceni
syntézy bilkovin a vyvolani chybného kodovani vazbou na 30S podjednotku
bakterialniho chromozomu. (Katzung, 2006) Tento druh antibiotika je ziskavan z rodu

Streptomyces (Liillmann et al., 2012).

Kanamycin se pouzival predevsim k 1é€b¢ tuberkulézy, avSak v dnesni dobé se omezuje

jeho pouziti na lokalni nebo peroralni aplikaci (Katzung, 2006). Nebot uzivanim
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vysokych davek plisobi tato antimikrobidlni latka toxicky na organizmus, hlavné na
ledviny a organ sluchu (Ryskova, 2000). V soucasnosti se pouziva jiz jen k lokalni

terapii o¢nich infekci ve form¢ o¢nich kapek nebo masti (Liillmann et al., 2004).

V genetickém inzenyrstvi se vyuziva kanamycin K identifikaci transformovanych
rostlin, do kterych byl vnesen gen pro rezistenci viéi kanamycinu (Brown, 2007). Je
tedy moznost ho zakoupit ve formé bilého prasku, ktery je dobie rozpustny ve vode a

aplikovat ho do agarového média (Phytotechlab, ©2019).
2.3.8 Timentin

Timentin patfi do skupiny kombinovanych antibiotik s inhibitory beta-laktamas, které
diky své kombinaci piisobi i na ptivodné rezistentni kmeny bakterii produkujicich -
laktamasy. Tento typ antibiotik se podava v pfipadech s potvrzenou nebo vysokou
pravdépodobnosti pfitomnosti pivodct infekce produkujici beta-laktamasy, v jiném
piipadé se dava prednost podani samostatného t¢inného antibiotika (Lincova, Farghali,
2007). Timentin je vyuzivan v regeneracnim médiu k eliminaci agrobacteria pfi
genetické transformaci cizi DNA do rostlinnych bunék (Phytotechlab, ©2019).

Timentin se sklada ze dvou latek, kyseliny klavulanové v mnozstvi 200 mg a tikarcilinu
v mnozstvi 3 g. Kyselina klavulanové je beta-laktamazovy kompetitivni inhibitor se
slabou antibakterialni G¢innosti (Lincova, Fraghali, 2007). Je produkovana bakterii
Streptomyces clavuligerus (GlaxoSmithKline, ©2008). Vyznamnym ucinkem draselné
soli kyseliny klavulanové je inaktivace beta-laktamas. Tikarcilin je Sirokospektralni
polysyntetické antibiotikum, které ucinkuje proti gramnegativnim i grampozitivnim
bakteriim. Smés téchto latek plsobi i na kmeny rezistentni na ticarcilin, jako jsou

stafylokoky, Escherichia coli a Klebsiella penumoniae (Lincova, Farghali, 2007).

Timentin je ve form¢ bilého prasku, ktery se rozpousti ve vode. Muze byt uchovavan

jako zasobni roztok pfi teploté -20°C (GlaxoSmithKline, ©2008).
2.4  Rezistence bakterii k antibiotikiim

Rezistenci lze definovat jako schopnost bakterii odolavat uc¢inku antimikrobnich latek
(Hynie, 2003).
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2.4.1 Typy rezistenci

Nékteré druhy bakterii maji primarni rezistenci, jsou tedy pfirozené rezistentni, coz je
dano strukturou jejich bunky (Votava, 2005). Takova bakterialni pfirozené rezistentni
buiika neobsahuje cilové misto, na které antibiotikum ucinkuje, nebo nemé transportni
systém, ktery by dopravil antibiotikum do bunky, nebo naptiklad je pro n¢ bunécna
sténa nepropustna (Schindler, 2014). Ptirozené rezistentni bakterie se vyskytuji vSude
kolem nas, napiiklad gramnegativni stievni tyCinky jsou pfirozené rezistentni vuci
penicilinu, makrolidim a linkosamidiim, protoze maji slozeni bunééné stény takové,

které tyto latky nepoSkozuji (Votava, 2010).

Stale vétsi hrozbou pro lidstvo predstavuje vSak sekundarni rezistence, neboli rezistence
ziskana, vznikajici az pti 1é¢bé antibiotiky (Votava, 2010). Jiz Alexandr Fleming
varoval svét pred nadmérnym a Spatnym pouzivanim antibiotik, které by mohlo vést
k selekci a pomnozeni rezistentné mutovanych bakterii a tim vzniku sekundarni
antibiotické rezistence. Tuto informaci vydal na zakladé¢ svych vlastnich pokust
Vv laboratofi (Levy, 2007). Penicilin, ktery objevil, Gi¢inkoval na infekce zpusobené
rodem Staphylococcus aureus. Postupem ¢asu se vyvinula rezistence, a tak je v dnesni
dobé¢ vice nez 90 % kment této bakterie vici penicilinu rezistentni. Rezistence se
rozviji pfedev§im v mistech c¢astého pouzivani antibiotik, tedy v nemocnicich a
v nékterych piipadech v zemédé€lstvi (Votava, 2005). Po ¢ase doslo bohuzel k rozvoji
rezistence u kazdych nové zavedenych antibiotik (Spizek, 1999). K regulaci vzniku
sekundarni rezistence je tedy nutné dodrzovat pravidla spravného zachdzeni

s antibiotiky, jak zmifuji jiz vySe v této praci.
2.4.2 Vznik a mechanizmus bakteridalni rezistence

Ke vzniku bakterialni rezistence je nutna piitomnost dvou hlavnich faktort v bakterii.
V buiice musi byt mikrobidlni gen pro vznik rezistence a na bakterii musi plsobit
selek¢ni tlak antimikrobnich latek. Stoupajici rezistence je vysledkem rychlého
vyvojového procesu a rozmnozovani bakterii a také nadmérného pouzivani antibiotik, k
¢emuz dochazi zvySenim selekéniho tlaku z prostedi a tim k pfizplisobeni bakterii na
nepiiznivé podminky (Schindler, 2014). Pti evoluci si tak bakterie vyvinuly

mechanizmy k odolavani proti antibiotikim (Levy, 2007).
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Mezi tyto mechanizmy patfi zména vazebného mista pro antibiotika, zhorSeny prinik
antibiotika do bunky zménou propustnosti bakteridlni stény, aktivni vycerpavani
antibiotika z bunky a inaktivace antibiotika vlivem bakterialnich enzymu (\Votava,
2010).

2.4.3 Pienos rezistence

Jednou z moznosti pfenosu rezistence, je pienos genetické informace na piimé
potomstvo, neboli pienos z generace na generaci, tento zpusob se oznacuje jako
vertikalni pfenos (Schindler, 2014). Princip tohoto pifenosu je zaloZzen na vzniku
nékolika generaci dcefinych bun€k nesoucich identickou genetickou informaci, jako ma

matefska burka, ze které vznikly (Spizek, 1999).

Druhou moznosti je horizontdlni pfenos, pfi némz dochazi k pfenosu genil rezistence
z jednoho organizmu v jedné generaci na dalsi jedince, i kdyz nejsou jeho potomkem.
Jedna se tedy o pfimou vyménu genetického materialu pies druhové bariéry. Bakterie

tim ziskava nové vlastnosti (Benes, 2018).

Tento proces prenosu je umoznén nejcastéji pomoci plazmidl, které jsou v buiice
v mnoha kopiich (Schindler, 2014). Ty casto nesou geny kodujici produkci enzymu
inaktivujicich nebo rozbijejicich antimikrobidlni latky. Pfenos téchto tak zvanych R-
plazmidii je moZny nejen mezi jednim bakteridlnim druhem, ale i mezidruhové
(Gopfertova et al., 2002). Tento zplsob pienosu je nejcastéj§im vznikem ziskané

rezistence (Ho, 2000).

V genetickém inzenyrstvi se vyuzivaly ke konstrukci nékterych —geneticky
modifikovanych organizmi selekéni markery, které by mohly vést k ziskané rezistenci
na antibiotika a to predevS§im na kanamycin, ktery slouZi jako rezervni antibiotikum
k 1é¢be tuberkuldzy. Jednim ztéchto geneticky modifikovanych organizmt je GM
brambor odridy Amflora, u které jsou vyuzity selekéni markery, které by mohly vést

k rezistenci na neomycin a kanamycin (Enviweb, 2010).
2.5 Transgenoze
2.5.1 Charakteristika

Jednou z pouzivanych metod v genovém inZenyrstvi je transgenoze rostlin. Principem

této metody je vnaseni jednotlivych pozadovanych genti do rostlinného genomu. Do
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rostlinného genového zakladu se prenesou presné definované sekvence DNA, které se
poté exprimuji v pofadi aminokyselin v kone¢ném transla¢nim produktu s definovanou
ulohou v biosyntetickych drahach. Planovanou cilenou zménou ziska rostlina novou

pozadovanou vlastnost (Bednat, 2000).

Tato metoda je pouzivana od roku 1977, kdy bylo jednoznacné prokazano, ze pidni
bakterie Agrobacterium tumefaciens vnaseji svou DNA do rostlinného genomu.
Bakteridlni transformace vSak byly zndmy jiz mnohem dfive a to ve Ctyficatych letech,
predpokladalo se, Ze podobny proces musi byt i u eukaryontnich bun¢k. Byla zkousena
fada pokust s exogenni DNA, ale pro nedostate¢nou metodickou vybavu nebyla mozna
jednoznacna interpretace. Ziskat jednoznacny dikaz pfenosu a zapojeni cizorodé DNA
do dédicné vybavy rostlinnych bunék bylo umoznéno az pomoci metod genového

inZenyrstvi.

Transgenoze se tak stala dal$i metodou vyuzivajici se k modernimu Slechténi. Tato
metoda je piirozenym pokra¢ovanim Slechtitelskych metod, které zahrnuji napiiklad
vzdalenou hybridizaci, mutagenezi, vyuziti in vitro tkanovych a bunétnych kultur a
molekularnich sond DNA (Ondfej, Drobnik, 2002).

Rostliny, do jejichz dédicného zékladu byl vnesen jeden nebo nékolik klonovanych
gend se nazyvaji transgenni rostliny. Transgenni rostliny, u kterych byl umyslné
zménén puvodni geneticky material metodou genového inZenyrstvi, se fadi mezi
geneticky modifikované organizmy (GMO). Vkladané geny mohou byt pivodem
z dédicného zékladu samotné rostliny, nebo z libovolné¢ systematicky vzdaleného

organizmu (Bednaft, 2000).
2.5.2 Markerové geny- GUS, nptll

Pii transformaci geneticky modifikovanych rostlin se pouZivaji tak zvané markerové
geny, které slouzi jako indikator pfitomnosti poZadovaného vkladaného genu
Vv transgennich rostlinach. Tyto geny jsou obvykle kombinovany ve stejném tseku DNA
bakterialni buniky, jako pozadovany vkladany gen, takze jsou do rostlinnych bun&k

pfenaseny vSechny geny spolecné.

Prikaz markerovych geni se provadi pomoci rtiznych metod, mezi nejcastéjsi a
nejpiesnéjsi patii metody polymerazova fetézova reakce (PCR) a elektroforéza (Ciftci,

2012).
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Markerové geny se rozdéluji na dva druhy. Jednou skupinou jsou tzv. selektovatelné
transgeny, které ve velké populaci bunék slouzi ke snadné selekci transgennich bunék a
pletiv exprimujicich klonovanou DNA, od bunék netransformovanych (Miki, McHugh,
2004). Ktomu ucelu jsou vhodné geny pro rezistenci vici selektivnimu cCinidlu
(antibiotiku), které je pfidavano do agarového média, na némz se builky vyvijeji. Pti
selekci pomoci pozitivnich selekénich markerovych gent transformované bunky
obsahujici gen pro rezistenci K piislusnému antibiotiku na takovém selek¢nim médiu
pfezivaji a mohou dale rast, zatimco netransformované buriky hynou (Breyer a kol.,

2014).

V molekularni biologii je nejbéznéji vyuzivanym selekénim markerem gen pro
rezistenci ke kanamyecinu, zvany nptll z bakterie Escherichie coli (E.coli), ktery koduje
enzym aminoglykosid 3 fosfotrasnferazu Il, znamy také jako neomycin fosfotransferdaza
Il (nptll). Tento enzym inaktivuje kanamycin a také antibiotika jemu strukturné
podobna, naptiklad neomycin (Cift¢i, 2012). S timto transgenem je spjata fada obav.
Neéktefi 1idé maji obavy jiz ze zminovaného horizontadlniho pfenosu tohoto genu
z transgennich rostlin do lidskych organizmi, nebot se obavaji, ze by pii pouziti
aminoglykosidovych antibiotik doslo k selhani 1écby bakterialnich infekci. V roce 1993
vSak Svétovd zdravotnickd organizace prohlasila, ze pouziti markového genu nptll
Vv transgennich plodinach nepiedstavuje rizika pro lidské zdravi (Miki, McHugh, 2004).
Neexistuji veédecké dikazy spojené s prenosem markerovych gend pouzitych
Vv geneticky modifikovanych (GM) rostlinach a jejich vlivem na rozvoj antibiotické
rezistence. I pies tato prohlaseni uvazuje nékolik spravnich a regulac¢nich organt, i na
zéklad¢ obav lidské populace, zda by se mély geny pro antibiotickou rezistenci dale
vV GM rostlinach pouzivat. V souladu s komunitni strategii proti antimikrobialni
rezistenci Evropska unie stanovila pravni predpisy, a to identifikovat GMO, které
obsahuji geny rezistence vuci antibiotikim pouZivanym pro lékaiské oSetieni a brat
v uvahu hodnoceni jejich potencialnich rizik na lidské zdravi a zivotni prostredi (Breyer

a kol., 2014).

Projev genu nptll v transgennich rostlinnych bunkach a pletivech je mozny identifikovat
riznymi metodami. Jednou moznosti je nepiima metoda, jejiz princip je zalozen na
vizualni detekci. Hodnoti se, zda vypéstované vyhony rostlin pfenesené na médium

s kanamycinem, jsou schopné vytvofit kalusy a regenerovat se. Pokud ano, jedna se 0
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transformované bunky nesouci gen nptll. Pokud ne, buiiky neobsahuji gen nptll, nejsou

schopny vytvotit kalusy, nezakofeni, zezloutnou a odumtou (Ondiej, Drobnik, 2002).

Dalsi moznosti je objektivni dikaz, k némuz se pouzivda metoda, zalozend na
elektroforetickém rozdé€leni v agar6zovém gelu extrahovanych proteinti z rostlinnych
pletiv. Vysledkem tohoto testu je vznik charakteristickych pruhi (bandy) pro gen nptll,
jejichz lokalizace a velikost se porovnava s DNA zebfickem (DNA ladder) (Ondiej,
Drobnik, 2002).

Druhym typem markerovych genil jsou tak zvané reportérové (signdlni) transgeny,
jejichz expresi lze detekovat vizudlné po histochemické analyze, ¢imz také pomahaji
identifikovat transformované bunky (Breyer a kol., 2014). Tyto geny jsou dulezitymi
partnery pro selekéni markery. Jejich tkolem je slouZit jako méfitko stupné exprese
transgenu s riznymi promotory, s riznou strukturou, v riznych genotypech, v riznych
pletivech a za riznych podminek (Ondfej, Drobnik, 2002). Nejpouzivangj$im
reportérovym markerem v molekularni biologii rostlin se stal gen uidA z bakterie
Escherie coli, ktery koduje enzym f-glukuronidazu (Karcher, 2002). Tento enzym je
kysela hydrolaza, ktera Sté€pi glukuronidy (Ondfej, (Drobnik, 2002). Aktivitu p-
glukuronidazy je mozné detekovat v segmentech rostliny histochemickou metodou.
Principem této metody je pouziti chromogenniho substratu X-gluc (5-brom-4-chlor-3-
indolylglukuronid), ktery je po rozStépeni v misté enzymatické aktivity (f-
glukuroniddzy), vidén jako modra nerozpustna krystalickd sloudenina (OGRAS,
GOZUKIRMIZI, 1999). Histochemicky test je relativné levny, snadno proveditelny a
vyhodou je mozné vizudlni pozorovani. M4 vSak velkou nevyhodu, pfi testu dochazi

K nic¢eni rostlinnych bunék (Karcher, 2002).
2.5.3 Ti-plazmid

Ti (tumour inducing) plazmid pochazi z bakterie Agrobacterium tumefaciens. Plazmid
ptesahuje velikosti zhruba 200 kb a nese fadu genl ucastnicich se infekéniho procesu
(Brown, 2007). Aby mohlo dochazet k indukci tumort u rostlin, musi byt geny Ti

plazmidu v interakci s chromozomalnimi lokusy.

Cast molekuly Ti plazmidu se po infekci integruje do rostlinné chromozomalni DNA.
K tomu jsou nepostradatelné jeho dva useky (Ondiej, 1992). Usek, jenz je prenasen do

rostlinného genomu se nazyvd T-DNA a jeho velikost je zavislda na kmenu
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Agrobacterium, obvykle je dlouhy od 15 do 30 kb (Brown, 2007). Usek virulence
obsahuje geny nutné pro funkce podminujici pfenos T-DNA do rostlinnych bunék a jeji
integraci Vv rostlinném genomu. Dals$i useky jsou potiebné pro funkci plazmidu

Vv bakterialnich burikach a pro interakci mezi bakteriemi a rostlinnymi butikami (Ondfe;j,

1992).

Diky témto vlastnostem je Ti plazmid casto pouzivan v genetickém inzenyrstvi jako Ti
vektor k pfenosu novych gentt do rostlinné bunky. Védci vSak musi tsek T-DNA
upravit, nebot’ obsahuje nadorové geny. Nadorové geny nejsou k infekénimu procesu
zapotiebi, takze Ti vektor jich miize byt zbaven. Infekéniho procesu se tcastni pouze
dvé opakujici se sekvence o délce 25 kb, které jsou lokalizovany na levé a pravé hranici
oblasti integrované do rostlinné DNA. Mezi tyto opakujici se sekvence lze misto
nadorovych genli vlozit geny nové a jejich pfeneseni bude uskute€néno stejnym
zpusobem, jako by se jednalo o plivodni T-DNA, takze infek¢ni proces nebude narusen.
Mezi hrani¢ni sekvence T-DNA se obvykle vkladaji geny, jez ddvaji rostliné novou
specifickou vlastnost a dale geny selekéni a reportérové, které umoznuji rozpoznat

transformované bunky (Brown, 2007).
2.5.4 Transformace pomoci bakterie Agrobacterium tumefaciens

Jak je jiz zminéno v piedchozim textu, k transformaci rostlin je nutnid bakterie

Agrobacterium tumefaciens a jeji Ti plazmid obsahujici upraveny usek T-DNA a tsek

virulence. Usek virulence se skladé ze Sesti operonti: VirA, virB, virC, virD, VirE a virG.
Tyto operony podminuji pienos T-DNA do rostlinnych bunék. Pfenos T-DNA do
rostlinnych bunék indukuji fenolické latky typu acetosyringon, k nimz patii napf.
acetovanilon, hydroxyacetofenon nebo kyselina galova. Usek vir je &aste¢né indukovan
flavonoidy a kyselinou skoficovou. V interakci s acetosyringonem geny tseku virulence
aktivuji 1 specifické nizkomolekularni latky rostlinnych nadorti, indukovanych
bakteriemi Agrobacterium, nazyvanych opiny. Na bunéénych sténach bakterii
Agrobacterium tumefaciens jsou specifické proteinové receptory, které vSechny tyto
latky rozeznavaji, ¢imz zpusobuji ptiblizeni bakterii k rostlinnym pletivim chemotaxi,
nasedani bakterii na bunécné stény rostlinnych bun¢k a aktivaci gent tiseku virulence.

Fenolické latky jsou produkovany poranénymi buiikami vétSiny dvoudéloZznych rostlin.

T-DNA se do genomu zabudovava prevazné v genovych sekvencich. Cely sled dé&u

vedoucich k zabudovani T-DNA do rostlinnych buné¢k 1ze vyjadfit v nékolika bodech.
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1. Rozpoznani citlivych poranénych bunék bakteriemi Agrobacterium.

2. Sekrece fenolickych a dalSich latek poranénymi rostlinnymi bunikami, které ptsobi

jako signaly pro aktivaci gent vir-oblasti plazmidt Ti.
3. Pozitivni chemotaxe bakterii k rostlinnym buiikam.

4. Pripojeni bakterii k rostlinnym buikam zprostifedkované geny chvA, chvB a pcsA
chromozomalni DNA bakterii A.tumefaciens, Nasledna vazba signalnich molekul na

receptorové proteiny bunéénych stén produkované VirA.

5. Pfenos signalnti pfes bakterialni bunécnou sténu a nasleduje aktivace transkripce

genu VirB, virC, virD, VirE.
6. Uvolnéni jednovlaknovych kopii T-DNA, které mohou byt do rostlinnych bunék.

7. Vznik jednovlaknovych zlomt na specifickych mistech. Zlomy jsou indukovany

endonukleazou kédovanou geny virD1 a virD2.

8. Odkrucovani jednovldknové T-DNA zprostiedkované proteiny, které jsou kodovany
geny virD1, virD2 a virE2.

9. Vytvoieni pfenosového komplexu T-DNA a polypeptidi kédovanych geny virD1,

virD2 a virE2 a je mozné ze i nékterymi virB.
10. Ptenos tohoto komplexu pies bakterialni a rostlinné bunécné stény.

11. Vneseni T-DNA do buné¢ného jadra a nasleduje posledni krok, ¢imz je zabudovani

T-DNA do jaderné DNA rostlinné buiiky (Ondfej, Drobnik, 2002).
2.5.5 Tabak virginsky

Tabak virginsky (Nicotiana tabacum) je jednoleta rostlina z celedi Solanaceae
dortstajici se vysky az 2 metrii. M4 Zlaznaté trichomy, kopinaté podlouhlé Siroké listy a
nalevkovité kvéty rizovo-bilé barvy. Plody jsou dvoupouzdré tobolky, obklopené
vytrvavajicim kalichem, které za zralosti pukaji dvéma chlopnémi. Tobolka obsahuje

¢etnd drobnd semena, z kterych lze vypéstovat dalsi rostliny.
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Tento druh pochazi z Jizni a Stfedni Ameriky. V Evropé se diive pé&stoval jako 1éCiva a
okrasna rostlina, az pozd¢ji pro alkaloidy, které jsou obsazeny v listech. V souCasné

dobé je pouzivan hlavné k vyrobé cigaret a doutniki (Atlas Rostlin, ©2020).

Tabak je také vhodny jako modelova rostlina pro genetické manipulace. Dobfe reaguje
na bakteridlni infekci, lze dobfe transformovat, je vhodny ke studii exprese gend po
infiltraci Agrobacteria do listi a ma dobrou schopnost regenerace v tkanovych
kulturach. Dalsi vyhodou je vyborny rdst v in vitro podminkach a nendro¢nost na

substrat (Goodin et al., 2008).
2.6 Geneticky modifikované organizmy
2.6.1 Charakteristika

Geneticky modifikované organizmy (GMO) lze definovat jako organizmy (s vyjimkou
lidského organizmu), ve kterych byl zménén geneticky materidl zptisobem, kterého
nelze dosdhnout pfirozenou rekombinaci. Jednad se tedy o cilené navozenou zménu
v sekvencich DNA provedenou vloZzenim nového ciziho genu (transgenu) nebo
utlumenim nezadouciho genu v organizmu pomoci genetického inzenyrstvi (Verma et
al.,, 2011). Tento proces se oznaCuje jako transgenoze a vzniklé organizmy
charakteristické vlastnostmi, které by v ptfirod€¢ evoluci sami nevytvofili, se oznacuji
jako transgenni (Rosypal, 2003). Do genomu téchto transgennich organizmi je
zaClenéna rekombinantni DNA, ktera se sklada z promotoru (sekvence DNA, kterd ma
schopnost vazat RNA-polymerazu a tim zahajovat pfepis genu), vlastni kodujici
sekvence dané¢ho organizmu (vklddané transgeny) a termindtoru (struktura DNA
Kk ukonéeni transkripce). Takovyto konstrukt by mél byt stabilné integrovan do genomu
transformovaného organizmu a pfenaSen do dalSich generaci (Ovesna, Demnerova,
2014). Genovy pienos je tedy vyuzivan k upravé fyzického a chemického sloZzeni

organizmu a nutri¢nich hodnot potravin (Verma et al., 2011).
2.6.2 Vyuziti GMO

GMO maji Siroké uplatnéni, nebot’ se pouZzivaji v biologickém a I¢katském vyzkumu,

vyrobé farmaceutickych 1é¢iv, experimentalni medicing a predevsim v zemédelstvi.

Hlavnimi divody a cili vedouci k vyrobé a pouzivani GMO jsou zvysit vynosy a

nutricni hodnotu zemé&délskych potravin, produkci hospodarskych zvifat a omezit
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chemizaci v zemédelské vyrobé, zlepsit chut’, kvalitu a trvanlivost potravin, pfipravit
enzymy s novymi vlastnostmi a nové typy 1é¢iv a biopreparatli, vyznacujici se vyssi
ucinnosti bez nezadoucich uc¢inkl, vyuzit mikroorganizmy pro ekologické ¢isténi ptdy
a vody a pfipravit transgenni rostliny a zvitata produkujici farmakologicky aktivni latky

(Rosypal, 2003).

Prvni pfenos genl a velky pfinos pro zdravotnictvi nastal v roce 1982, kdy byl
pfipraven v bakteriich metodami genového inzenyrstvi lidsky inzulin, pouzivajici se
k 1é¢b¢ pacientt trpicich cukrovkou (Yount, 2008). Dale nasledovala pfiprava rastového
hormonu a u kvasinek se podafilo zavedenim genu pro tvorbu povrchového antigenu

viru hepatitidy B ptipravit prvni o¢kovaci latku proti této nemoci (Rosypal, 2003).

Pouzitim biotechnologie v zemédélstvi bylo vytvofeno mnozstvi komeréné dostupnych
geneticky modifikovanych odrid, zejména tfepka, brambora, bavlna, kukufice a s6ja
(Verma et al., 2011). Prvni geneticky modifikovanou plodinou vyuzivajici se v praxi
bylo raj¢e, u néhoz byla utlumena ¢innost enzymu polygalakturondzy, ktery $tépi pektin
ve slupce a rajce tak mekne. Toto transgenni rajce tak bylo mozné sbirat ve zralém
stavu a presto zustalo tvrdé, vonavé a dlouho Cerstvé (Yount, 2008). Genové inzenyrstvi
v zemedélstvi umoznuje zvyseni produkce plodin, jakoz i zvySeni odolnosti napt. vici

Sktidctim, virim, mrazu, suchu.

V soucasné dob& jsou casto pouzivané GM plodiny s vlastnostmi tolerance viici
herbicidiim (nejcastéji ke glyfozatu) nebo sklidclim, n¢kdy jsou dokonce pouzivané obe
tyto vlastnosti v jedné GM plodiné (Verma et al., 2011). V Ceské republice je povoleno
komeréné péstovat pouze GM Bt kukufici, ktera produkuje Bt toxin, coZ ji umoziuje
ochranu proti zavije¢i kukuficnému, jehoz housenky jinak Zirem zévazné poSkozuji
rostliny kukufice a nasledné se zvySuje napadeni zrn v palici houbovymi chorobami,
coz ma za nasledek pokles mnozstvi i kvality sklizeného produktu (Holec, Soukup,
2006).

2.6.3 Znaceni a detekce GMO

Kazdy spotfebitel ma mit prdvo moznosti vybéru a svobodné volby, zda si GM
potraviny koupi ¢i nikoliv. V evropské unii vznikla velmi ptisnd pravidla a pozadavky
pro povolovéani novych GMO a hodnoceni rizika pfi jejich uvadéni na trh a do Zivotniho

prosttedi a pro oznaceni GMO a jejich produktl, které se dostanou do ob&hu mezi
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spotiebitele. Tyto pozadavky jsou uvedeny v nafizeni Evropského parlamentu a rady
(ES) ¢. 1830/2003, o zpétné sledovatelnosti a oznaCovani geneticky modifikovanych
organizmu a o sledovatelnosti potravin a krmiv vyrobenych z GMO a o zméné smérnice
2001/18/ ES, nafizeni Evropského parlamentu a rady (ES) ¢. 1829/2003, o geneticky
modifikovanych potravinach a krmivech. Dle téchto nafizeni se musi oznacovat nejen
samotné GMO, ale i produkty obsahujici ¢i vyrobené z GMO majici podil jednotlivych
geneticky modifikovanych slozek nebo slozky v produktu vyssi nez 0,9 %. V tomto
piipadé se jedna o vyrobky s ndhodnou piimeési GMO, jejiz pfitomnosti nelze technicky

zabranit (Cefovska et al., 2006).

Pravidla a pozadavky pro ¢innosti s GMO jsou v Ceské republice stanovena zakonem &.
78/2004 Sbirka, o nakladani s geneticky modifikovanymi organizmy a genetickymi
produkty. Podrobnosti upfesiiuje provadéci vyhlaska ¢. 209/2004 Sbirka, o bliz§ich
podminkach nakladani s geneticky modifikovanymi organizmy a genetickymi produkty

(Doubkova, 2006).

Aby mohly byt geneticky modifikované organizmy a jejich produkty uvedeny na trh,
museji byt podrobné otestovany, Ze nepiisobi negativné¢ na zdravi ¢loveéka, zvifat a na
zivotni prostfedi. Zaroven museji byt viditelné oznacovany, ze se jedna o transgenni
organizmy. Aby vSak mohla byt pfitomnost GMO v oznafenych potravinaiskych
produktech kontrolovana, bylo nutné zavedeni spolehlivych a pfesnych metod k detekci
transgent v téchto produktech. K detekci GMO mohou byt pouzity metody jako je
hmotnostni ¢i infracervena spektrometrie, histochemicky test nebo chromatografie.

Nejspolehlivéjsi a nejucinngj$i vyuzivanou metodou k detekei transgentt v GM

produktech je PCR (polymerazova fetézova reakce) (Ondiej, Drobnik, 2002).
2.6.4 Rozdéleni transgennich rostlin

Transgenni plodiny nesou velkou fadu odliSnych vlastnosti, diky nimz mohou byt
vyhodné pro péstitele, spotiebitele nebo rizna odvétvi pramyslu. Dle jejich

specifickych vlastnosti je 1ze rozd¢lit do 5 skupin (generaci).

1. Generace plodin zahrnuje plodiny vyznacujicimi se piinosy zejména pro péstitele.
Transgenni odrtidy patfici do této skupiny usnadnuji ochranu proti chorobam, pleveliim

a Skudcam.
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2. Generace plodin zahrnuje transgenni plodiny odolné vuci abiotickym stresim, ¢imz
mohou byt napfiklad rezistence nebo tolerance k chladu, suchu, zasoleni pudy c¢i
nedostatku svétla. Transgenni plodiny s témito vlastnostmi piinasi vyhody primarné

zemeédélcum.

3. Generace plodin zahrnuji transgenni plodiny svys$§i nutriéni hodnotou,
s antikancerogennimi a jinymi zdravotné pusobicimi a lécivymi u€inky. Tato skupina

plodin pfindsi vyhody spotiebitelim.

4. Generace plodin zahrnuje plodiny péstované jako ekologické vyhodné suroviny pro

nékterd primyslova odvétvi.
5. Generace plodin zahrnuje transgenni rostliny pouzivané jako nahradu fosilnich paliv.

V soucasnosti jsou péstovany piedevsim plodiny prvni generace. Ty obsahuji transgeny
pro toleranci k neselektivnim herbicidiim, umoziujici snadné&jsi ochranu porostii pred
zaplevelenim. Ddle jsou vyuzivany plodiny s vnesenou rezistenci k hmyzim Skidcim

(Bednaf, 2000).
2.6.5 GM brambory Amflora

V roce 2010 povolila evropské komise péstovat v evropské unii geneticky modifikované
brambory odridy Amflora firmy BASF, které maji slouzit k primyslovému vyuziti a je
mozné s nimi krmit 1 hospodarskd zvifata. Bézné brambory obsahuji ptiblizné 80 %
amylopektinu (8krob) a 20 % amylozy (Skrob). V prumyslu se vyuziva kK vyrobé papiru,
textilu a lepidel bramborovy skrob, pfedevsim amylopektin, nebot’ amylaza gelovati a
tim zpusobuje pii zpracovani problémy. Prumysl by proto rad pracoval s brambory

obsahujici pouze amylopektin.

Firma BASF tak vysla poptavce vstiic. Geneticti inzenyii vnesli do brambor pomoci
Agrobacteria tumefaciens tzv. antisens RNA. V modifikovanych rostlinaich se tak
kromé& pivodni RNA syntetizuje také antisens RNA (zrcadlové kopie plivodni RNA),
ktera je K ni komplementarni a mtize s ni vytvaret dvoutetézcovou RNA, ¢imz zabrani
spravnému fungovani genu, jenZ je nezbytny k syntéze amylozy. Produkce amylozy
v takto upravené rostliné je témét nulova, brambora Amflora obsahuje tedy pouze

uzite¢ny amylopektin.
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Aby bylo mozné v téchto geneticky modifikovanych bramborach pozménéné bunky
odlisit, k oznaceni modifikované DNA byly pouzity selekéni markery. Konkrétné gen
zpusobujici rezistenci vuci antibiotiku kanamycinu a neomycinu (Vondrejs, 2010).
Kvuli tomuto pouzitému selekénimu markeru organizace Greenpeace zpochybiiuje
nezavadnost brambor Amflora k lidskému zdravi a zivotnimu prostiedi. Greenpeace
patii mezi silné¢ odplirce GMO a vyzyva jednotlivé ¢lenské staty Unie, aby vuc¢i GM

odrtidé¢ Amflora uplatnily narodni zakaz (Drobnik, Klimovicova, 2010).

Greenpeace organizace také prohlasuje, ze tyto modifikované GM brambory firmy
BASF obsahujici gen zpusobujici rezistenci vi¢i kanamycinu a neomycinu by mohly
zvysit rezistenci vici témto antibiotikiim tim, ze gen nptll by mohl piejit z bramboru na
choroboplodné bakterie, ty by se staly odolnymi vici témto antibiotikim a mohlo by
dochazet k selhani 1écby u bakteridlnich infekci. Nekteti lidé tak maji strach z pouziti
téchto GM plodin a z konzumace GM potravin obsahujicich gen nptll, které by mohly
byt potencidlni hrozbou pro jejich zdravi (Ho, 2000). Obavaji se, Ze by pii procesu
rozkladani a traveni téchto plodin doslo k rozstépeni DNA z modifikovaného organizmu
a byla by pfijata do genetické vybavy bakterii vyskytujicich se ve stfevech nebo
v zivotnim prostiedi (Nazeleno, 2008). Coz by mohlo vést jiz ke zmifiované netispésné
1écbé lidskych infek¢énich bakteridlnich onemocnéni, na které se tyto 1éky pouzivaji
(Osel, 2008). Gen rezistence na kanamycin je vSak obsazen pfirozené v péti az deseti ze
je bézn€ konzumujeme. Hygienické normy povoluji az deset milionii riznych ptdnich
bakterii v jednom gramu nasi potravy. Z téchto poctl vyplyva, ze denn¢ zkonzumujeme
v bakteriich kolem sta milioni gend urcujicich necitlivost na kanamycin. Dosud nebyl
zaznamenan ani zadny pfenos kanamycin rezistentniho genu z rostliny do bakterie

(Drobnik, Klimovi¢ova, 2010).

Svétova zdravotnickd organizace a Evropskd agentura pro léciva potvrdily, Ze
kanamycin i neomycin jsou klinicky dulezitymi antibakterialnimi preparaty. Evropska
unie pfitom po roce 2004 vyuziti selekénich markert, které mohou vést k rezistenci na
antibiotika, zakazala. GM brambory firmy BASF by tak potencialné mohly prispét ke
zvySeni bakteriadlni rezistence vu¢i vyznamnym lékim na zavazné choroby, vcetné

prostiedkti pro 1é¢bu tuberkulozy (SZIF, 2010).
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Dalsi obava v péstovani téchto modifikovanych brambor spociva z nebezpeci uniku
modifika¢niho genu a tim k nekontrolovatelnému Sifeni modifikovaného organizmu.
Koexistence modifikovanych a nemodifikovanych brambor by mohla nastat pouze
tehdy, kdyby néjaké hlizy modifikované odrady zistaly po sklizni v zemi a pole by bylo
V nasledujici sezoné oseto nemodifikovanymi bramborami. Problém
nekontrolovatelného Sifeni pohlavnim rozmnozovanim nehrozi, nebot’ brambory se

vetSinou mnozi vegetativné hlizami nebo jejich ¢astmi (Vondrejs, 2010).

Evropsky ufad pro bezpeCnost potravin jiz dvakrat potvrdil, Ze brambory Amflora
nepfedstavuji rizika pro lidské zdravi a Zivotni prostiedi. Rozhodnuti o péstovani
brambor Amflora nyni zalezi na lidech a ufadech, zda se nechaji ovlivnit
nepodloZzenymi informacemi hlasanymi organizaci Greenpeace, ¢i budou véfit mnoha
védclim a Ufadim zkoumajicim bezpecnost téchto plodin a nasledném prohldSenim o

jejich bezpeénosti (Havel, 2010).

Vyvolané obavy z konzumace a pouziti geneticky modifikovanych organizmt jsou
zpusobeny tedy u nékterych lidi pfedev$im nedostatkem informaci, nebo ziskanim
negativnich informaci od zdroji bojujicich proti témto geneticky modifikovanym

organizmum (Drobnik, 2010).
2.7 Metody analyzy
2.7.1 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) patii mezi nejvyznamnéj$i a nejvyuzivangjsi
techniky studie gend a je tak velkym piinosem pro molekularni biologii (Brown, 2007).
Princip PCR spociva v enzymatické amplifikaci DNA in vitro syntézou mnoha kopii
vybrané sekvence DNA v cyklické reakci o trech teplotnich fazich (Bartiiikova, Paulik,
2005). Amplifikovat Ize libovolny usek molekuly DNA, ale pouze za piedpokladu, ze
jsou znamy okrajové sekvence tohoto useku (Brown, 2007). Pozadovany usek
nukleotidové sekvence k namnozeni je vymezen pomoci dvou specifickych primert
(oligonukleotidi), které se vazou na protilehlé fetézce DNA. Tyto primery jsou tvofeny
18 az 25 nukleotidy a ozna¢uji pocatek syntézy nového vlakna (Smarda et al., 2005).
K amplifikaci DNA se pouziva termostabilni DNA polymeraza izolovana z
bakterie Thermus aquaticus, nejcastéji tzv. Taq polymeraza, kterd je odolna proti

denaturaci. Syntéza probiha ve sméru od 5’konce ke 3 konci (Brown, 2007). PCR se
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provadi v zafizeni nazyvaném termocyklér, ktery umoziiuje automatické specifické
stiidani teploty. Vyslednym produktem PCR jsou amplikony (useky DNA definované
délky o velikosti obvykle desitky az tisice bp), jejichz pfitomnost se prokazuje

stanovenim jejich velikosti elektroforézou (Smarda et al., 2005).
Princip PCR

Pti procesu PCR se v zavislosti na teploté reakéni smési pravideln¢ stfidaji tfi kroky,
béhem nichz probihaji téi odlisné déje se specifickymi naroky pro danou teplotu.
(Smarda et al., 2005). Béhem kazdého cyklu PCR se teplota reakéni smési zméni tiikrat.
V prvnim kroku dochézi k denaturaci dvoutetézcové DNA (obvykle pfi teploté¢ 94°C),
¢imz se od sebe uvolni jednotliva vldkna DNA, ktera poté slouzi jako templaty v dalSich
cyklech syntézy. Poté se smés zchladi na tzv. annealing teplotu a dochazi k hybridizaci
primert na komplementarni 3"a 5 konce templati (Brown, 2007). Annealingova teplota
se pohybuje v rozmezi 50-60°C. Hybridizované primery slouzi jako zaklad pro syntézu
novych vlaken, a aby bylo dostatek substratu pro syntézu novych vlaken, je v reakéni
smési velké mnozstvi deoxynukleotidtrifosfati. Tato syntéza je katalyzovana
termostabilni DNA polymerazou (Bartinkova, Paulik, 2005). Pro jeji spravnou funkci
se do reakéni smési pridava pufr obsahujici Mg®*. V poslednim kroku dochézi k syntéze
komplementarniho fetézce DNA prostiednictvim DNA polymerdzy obvykle pii
extenzni teploté 65-74°C (Smarda et al., 2005). Po dokonéeni syntézy obou vléken je
smés op€t ohtata na 94°C, aby doSlo k denaturaci nové vytvorenych DNA duplexi, a
cely cyklus za¢ind znovu. Po kazdém cyklu dochazi k zdvojnasobeni poctu kopii iseku
mezi nasedlymi primery, sekvence DNA tedy roste logaritmicky (Bartiiikova, Paulik,
2005). Pocet cyklu je zavisly na vychozi koncentraci templatové DNA a obvykle se
pohybuje v rozmezi od 25 do 35 cykl (Smarda et al., 2005).

2.1.2 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza patii v molekularni biologii k nejpouZivangj$im separa¢nim
technikdm pfi izolaci a analyze nukleovych kyselin, diky niZ si lze ovéfit vysledky
vétsSiny PCR experimentt (Brown, 2007). Princip elektroforetické separace spociva v
rozdéleni molekul ve stejnosmérném elektrickém poli na zakladé¢ jejich povrchového
naboje. Nukleové kyseliny obsahuji fosfatové skupiny se zdpornym nébojem, a proto se

Vv elektrickém poli pohybuji k anodé (opacné nabité elektrodg).
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Jako nosi¢ se u gelové elektroforézy pouziva agardza, ktera vytvaii slozitou sitovou
strukturu polymernich molekul s pory, jejichz velikost 1ze ovlivnit slozenim roztoku a
koncentraci polymeru. Tento agar6zovy gel je vhodny pro separaci molekul o velikosti
od 100 bp az po zhruba 50 kb. Molekuly DNA a jeji fragmenty o neznamé velikosti se

stanovuji srovnanim s velikostnimi standardy, tzv. DNA ladder.

Ke zviditelnéni a identifikaci polohy separovanych molekul je potieba pouzit ethidium
bromid, ktery se vmezefuje mezi sousedni pary bazi v DNA a vytvari s ni komplex,
ktery po osvétleni ultrafialovou lampou emituje svétlo. Poté Ize molekuly DNA o stejné
velikosti zpozorovat na gelu jako prouzky, jejichz intenzita je umérna koncentraci

DNA.

Gelovou elektroforézu lze také pouzit pro separaci a studium molekul DNA
nachazejicich se v ruznych molekularnich typech. Je tak mozné odliSit kovalentné
uzaviené kruznicové molekuly DNA od molekul linedrnich nebo od otevienych kruznic,
nebot’ kazda tato forma se pohybuje v agarézovém gelu odlisnou rychlosti (Smarda et

al., 2005).
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3. Cile prace a vyzkumné otazky
Cile prace:

e Vypracovani literarni reSerse tykajici se GMO a jejich vlivu na zdravi ¢lovéka a
lidska infekéni onemocnéni, konkrétné bakterialni 1écend antibiotiky.

e C(ilem praktické casti je vypestovani geneticky modifikovaného tabaku
nesouciho uméle vlozeny gen pro rezistenci vuci kanamycinu, pomoci
agrobakterialni transformace.

e Ovéfeni ptitomnosti genu nptll v GM tabaku pomoci metod PCR amplifikace,
elektroforetickym testem a histochemicky.

e Zjisténi poctu kopii vneseného genu pomoci sledovani chovani nasledujici

generace na selek¢nim médiu obohaceném kanamycinem.
Vyzkumné otazky:

e Je pro ovéfeni pfitomnosti genu pro rezistenci na kanamycinovou rezistenci
Vv GMO rostlinach  vhodnéjsi  konkrétni rezim PCR amplifikace a
elektroforeticky test, nebo histochemicky test?

e Kolik kopii vneseného genu se ptenese do dalsi generace rostlin?
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4. Material a metody

4.1 Charakteristika

Praktickd c¢ast mé bakalafské prace je zaméfena na vypéstovani geneticky
modifikovaného tabaku transformovaného bakteriemi Agrobacterium tumefaciens
nesoucimi selekéni marker zajiStujici rezistenci viaci antibiotiku kanamycinu a
reportérovy marker GUS, izolaci rostlinné DNA z 3 vzorka vypéstovaného GM tabaku,
dale na detekci transgenti v GM tabacich pomoci amplifikace specifického useku DNA
metodou PCR a vizualizaci vysledkti gelovou elektroforézou a histochemickou
metodou. Pomoci agrobakteridlni transformace jsem pienasela gen nptll a GUS do
tabaku. Poté co GM tabak dorostl do faze kvétenstvi a bylo mozné odebrat semena, byla
semena vyseta na selek¢ni médium obohacené kanamycinem za ucelem zjisténi poctu

kopii vnesenych transgentli v nasledujici generaci.

Praktickou &ast své bakalaiské prace jsem provadéla v laboratotich Ustavu molekularni
biologie rostlin AV v Ceskych Budg&jovicich. Vzorky potiebné k vypracovani mé
praktické &asti mi byly poskytnuty Ustavem molekuldrni biologie rostlin AV.
Konkrétné byly pouzity vzorky bakterii Agrobacterium tumefaciens znacené v tomto
ustavu jako kmen 4490, které nesou Ti plazmid obsahujici vnesené transgeny nptll a

GUS a dale mi byly poskytnuty 3 listy nemodifikované rostliny Nicotiana tabacum.

Veskera prace s rostlinami a kulturami bakterii probihala se sterilizovanymi pomickami

V sterilizovaném laminarnim boxu.
4.2  Kultivacéni média

K péstovani a kultivaci rostlin a bakterii jsou zapotfebi média obsahujici Ziviny.
K selekei transgennich rostlin jsou zapotiebi selekéni média obsahujici piislusné
antibiotikum k pouzitému transgenu. Pro mou praci bylo zapotiebi vyrobit MS média,
MS.R média a LK média.

4.2.1 MS médium

MS médium s vitaminy (Murashige and Skoog media) slouzi jako kultivaéni vyzivové

agarové médium pro rostlinné ¢asti tabaku. Toto médium musi mit pH pfesné 5,8.
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Tabulka 1. Chemikalie na vyrobu 500 ml MS média

Chemikalie Mnozstvi

MS médium s vitaminy | 2,2 ¢

Sacharoza 159
Plant agar 259
Destilovana voda 500 ml

Zdroj: vlastni

Pracovni postup

1. Na analytickych vahach jsem navazila 2,2 g MS média obsahujici vitaminy, 15 g
sacharozy a 2,5 g plant agaru. MS médium a sacharézu jsem rozpustila s250 ml
destilované vody za stalého michani na magnetické michacce. Plant agar jsem vsypala

do 200 ml vody a tuto smés jsem nechala rozvatit v mikrovinné troubé po dobu 5 minut.
2. Poté jsem ob¢ smési smichala dohromady.

3. Takto pfipravené¢ médium jsem potiebovala upravit na ptesné pH 5,8. Toho jsem
docilila postupnym ptidavanim KOH (1 M) po kapkach za stdlého michani na
magnetickém michadle, dokud smés neméla spravnou hodnotu pH. Poté jsem

destilovanou vodou doplnila objem na 500 ml.

4. Tuto sm&s jsem nechala po dobu 20 minut a pii 121°C sterilizovat Vv autoklavu
Vv uzaviené ldhvi oznacenou sterilizacni paskou, kterd indikuje, ze byl roztok spravné

vysterilizovan.

5. Poté jsem nechala smés vychladnout na 60°C. Vychladlou smés jsem ve sterilnim

boxu rozlila do sterilnich Petriho misek.
422 MS.R médium

MS.R médium (Murashige and Skoog media) je kultiva¢ni agarové médium obohacené
antibiotiky a hormony, které slouzi k regeneraci tabakovych transformanti. Pfidana
antibiotika slouzi Kk selekci transgennich rostlin od netransgennich a ptidané hormony

pro podporu tvorby kalusu. Toto médium musi mit pH ptesné 5,8.
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Tabulka 2. Chemikalie na vyrobu 1 1 MS.R média

Chemikalie Mnozstvi
MS médium 44¢
Sacharoza 304¢g

BAP z4sobni roztok | 1 ml

NAA z4sobni roztok | 1 ml

Plant agar 69

Kanamycin 100 mg
Timentin 250 mg
Destilovana voda 1000 ml

Zdroj: vlastni

Pracovni postup

1. Na analytickych vahach jsem navazila 4,4 g MS média, 30 g sachardzy, 6 g plant
agaru. Chemikalie jsem vsypala do 950 ml vody. K tomu jsem pfidala 1 ml zadsobniho

roztoku BAP a 1 ml zasobniho roztoku NAA.
2. Takto pfipravenou smé&s jsem nechala diikladné promichat magnetickym michadlem.

3. Zm¢tila jsem pH smési pomoci pH metru, postupnym piidavanim KOH (1 M) jsem ji

upravila na piesné pH 5,8 a objem doplnila destilovanou vodou na 1000 ml.

4. Takto pfipraven¢ médium jsem nechala po dobu 30 minut a pfi teplot¢ 120 °C
sterilizovat v autoklavu ve sklenéné lahvi oznacenou steriliza¢ni paskou, ktera indikuje,

ze byl roztok spravné vysterilizovan.

5. Médium jsem nechala vychladnout. Poté jsem ve sterilnim boxu pfidala sterilni
Spickou do média 250 mg timentinu (antibiotikum) a 100 mg kanamycinu
(antibiotikum). Krouzivymi pohyby lahvi jsem znovu promichala smés.

6. Piipravené MS.R médium jsem rozlila ve sterilnim boxu do sterilnich Petriho misek.
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Obrazek 1. Pfipravena MS.R média ve flow boxu

423 LK médium

Tekuté LK médium slouzi ke kultivaci bakterii pouzivanych k transgenozi. Toto

médium musi mit pH pfesné 6,5.

Tabulka 3. Chemikalie na piipravu 11 LK média

Chemikalie MnoZstvi
Sachar6za 109
Kasein hydrolyzat | 8 g
Kvasni¢ny extrakt | 4 g
KH2PO. 29
MgSO. 0,39
Destilovana voda | 1000 ml

Zdroj: vlastni

Pracovni postup

1. Na analytickych vahach jsem navazila 10 g sacharézy, 8 g kasein hydrolyzatu, 4 g
kvasni¢ného extraktu, 2 g KH2PO4 a 0,3 g MgSO..




2. Navazené chemikalie jsem vsypala do 800 ml destilované vody a smés nechala

promichat na magnetickém michadle.

3. Poté jsem zméfila pH smési pomoci pH metru a upravila jej presné na pH 6,5 pomoci
postupnym piidavanim NaOH (1 M). Destilovanou vodou jsem doplnila celkovy objem

na 1000 ml.

4. Piipravené médium jsem nechala po dobu 30 minut a pii 120 °C autoklavovat v lahvi

oznacenou sterilizacni paskou, kterd indikuje, Ze byl roztok spravné vysterilizovan.

5. Poté¢ jsem nechala médium vychladnout. Do vychladlého média bylo mozné

naockovat bakterie.
4.3  P¥iprava bakterii pouZitych k transformaci

Pro mou bakalatrskou praci jsem pouzila bakterie Agrobacterium tumefaciens, které mi
byly poskytnuty Ustavem molekularni biologie rostlin (UMBR) AV. Bakterie jsou ve
sbirce tohoto ustavu vedeny jako kmen 4490 a uchovavany v mrazicim boxu pii -80°C.
Tento kmen bakterii nese Ti plazmid obsahujici technikami rekombinantni DNA
vloZzené transgeny v useku T-DNA, selekéni gen pro kanamycinovou rezistenci nptll a
reportérovy gen GUS. Bakterie byly nejdfive napéstovany na pevném LK médiu

obsahujicim kanamycin (50 mg/l).
Pracovni postup

1. Do 20 ml tekutého LK média jsem sterilni klickou naockovala Agrobacterie a
nechala jsem je kultivovat 16 hodin na ttepacce pfi teploté 28°C, aby narostl dostate¢ny

pocet bakterii pro infiltraci.

2. Poté jsem bakterie zcentrifugovala pii 4500 otackach za minutu po dobu 20 minut pfi

teploté 20°C, ¢imz jsem ziskala peletu.

3. Bakterialni peletu jsem resuspendovala v 0,01 M MgSO.. Mg napomaha stimulaci pfi

procesu pienosu DNA.

4. 20 ml kultury jsem obohatila acetosyringonem (200 ul 20 mM HCS) a tuto suspenzi
jsem nechala 10 minut na tfepacce. Takto pfipravenou suspenzi jsem jiz mohla pouzit

k transformaci.
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Obrdzek 2. Suspenze bakterii Agrobacterium tumefaciens

4.4  Izolace plazmidové DNA metodou minipreps

K diikazu existence plazmidu nesouciho transgeny nptll a GUS jsem izolovala DNA
z pouzitych bakterii Agrobacterium tumefaciens. DNA jsem izolovala také z
bakterii rodu E.coli poskytnutych od UMBRu, nebot’ tyto bakterie slouzi také jako
modelovy organizmus a vyuzivaji se k uchovavani plazmidu nesouciho transgeny nptll

a GUS.

Tabulka 4. SloZeni roztoku A na 11

Chemikalie Mnozstvi

TRIS (1 M, pH 8) | 25 ml

EDTA (05 M) | 20 ml

Glukoéza (20%) 45 ml

Destilovani voda | 910 ml

Zdroj: Vlastni

48



Tabulka 5. SloZeni roztoku B na 100 ml

Chemikalie Mnozstvi

NaOH (0,2 M) | 0,798 g

SDS (2%) 29

Destilovana voda | 100 ml

Zdroj: Vlastni

Popsany postup je stejny pro oba druhy bakterii.
Pracovni postup

1. Do mikrozkumavky jsem napipetovala 1,5 ml bakteridlni kultury. Bakterie jsem
nechala stocit v centrifuze pti 14 000 otackach za minutu po dobu dvou minut. Poté

jsem odsala pfebyte¢ny roztok ¢tvereckem buny.

2. Do mikrozkumavky jsem znovu napipetovala 1,5 ml bakterialni kultury a vzorek

znovu stocila pii 15000 otackach za minutu po dobu dvou minut.

3. Kvzniklému sedimentu bakterii jsem pridala 200 pl roztoku A a smes

resuspendovala par sekund na vortex mixeru.

4. Dale jsem ptidala 400 pl roztoku B a smés okamzit¢ 6x promichala rychlym
pfevracenim. Poté jsem nechala smés stdit po dobu 10 minut pfi pokojové teplote.

Probihala lyze buné€k, odd¢leni proteinii od DNA a denaturace.

5. Nasledn¢ jsem ptidala 250 ul 7,5 M octanu amonného a smés opatrné promichala
pfevracenim po dobu 1 minuty. Poté jsem dala smés na 30 minut do mrazaku pfi teploté

—20°C.
6. Poté jsem smés 2x centrifugovala pii 14000 otackach za minutu po dobu dvou minut.

7. Vznikly supernatant jsem pielila do Cist¢ zkumavky a pfidala k nému 0,5 ml

isopropanolu, smés jsem promichala a nechala hodinu stat.

8. Poté jsem smés centrifugovala pii 14 000 otaCkach za minutu po dobu 30 minut

V chlazené centrifuze.
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9. Prebytecny roztok jsem odsala, k sedimentu jsem piidala vychlazeny 70% etanol a

smés dala znovu centrifugovat na dvé minuty pii 15 000 otackach za minutu.

10. Piebyte¢ny etanol jsem vylila a mikrozkumavku se sedimentem nechala 30 minut

suSit na buni¢ing.

11. Nakonec jsem do mikrozkumavky pfidala 30 pl sterilni destilované vody. Nyni

byla smés ptipravena k nasledné elektroforéze.
45 Gelova elektroforéza z bakterii A. tumefaciens a E. coli

K vyhodnoceni pfitomnosti plazmidi v bakteriich jsem pouzila vyizolovanou
plazmidovou DNA z bakterialnich vzorkd a jeji pfitomnost zobrazila pomoci gelové
elektroforézy. Pro separaci fragmenttit DNA jsem piipravovala 1 % gel. Pro vizualizaci
plazmidové DNA jsem aplikovala do gelu ethidium bromid, jehoz vlastnosti je
vmezetovat se mezi jednotlivé baze DNA a po ozafeni ultrafialovym zéfenim emitovat

svétlo.

Tabulka 6. SloZeni zasobniho roztoku 50x koncetrované TAE na 11

Chemikalie MnoZstvi

Tris (pH 8) 242 g

Ledova octova kyselina | 57,1 ml

EDTA (0,5M,pH 8) | 100 ml

Zdroj: Vlastni

Pro elektroforetickou separaci se fedi 50x koncentrovany TAE pufr na pracovni roztoky
o koncentraci 1x. Na 2 litry 1XTAE pufru se pouzije 1960 ml destilované vody a 40 ml
50xTAE pufru.

Pracovni postup

1. Nejdiive jsem si piipravila 1 % gel. Do sklenéné lahve jsem navazila 800 mg 1 %

PCR agarodzy a ptidala jsem 100 ml 1x koncentrovaného TAE pufru.

2. Tuto smés jsem dala rozvatit do mikrovlnné trouby na 4 minuty.
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3. Kdyz byl gel zcela Ciry a rozvateny, nechala jsem ho zchladit na 50°C pod tekouci

vodou.
4. Poté jsem do zchladlé smési ptidala 10 pl ethidium bromidu.

5. Tuto smés jsem nalila do utésnéné elektroforetické vanicky, do smési jsem vlozila

hiebinek pro vytvoreni jamek a poté jsem nechala smés 30 minut ztuhnout.

6. Ze ztuhlého gelu jsem vyjmula hiebinek a gel s vani¢kou jsem vlozila do

elektroforetické vany obsahujici TAE puft.

7. Do jednotlivych vytvoienych jamek v gelu jsem napipetovala 9 ul vyizolované DNA
z bakterie A.tumefaciens a 1 ul nanaseciho pufru (loading buffer) a do dalsi jamky 9 pl
vyizolované DNA z bakterie E.coli 1 ul nanaseciho pufru (loading buffer). Do dalsi
jamky jsem napipetovala 10 ul 1 kb ladderu (molekulovy Zebiicek).

8. Elektroforetickou vanu jsem piipojila ke zdroji napéti o velikosti 80 V po dobu 60

minut.

9. Zavérecnym krokem tohoto procesu bylo nasviceni gelu ultrafialovym svétlem,

vyfotografovani a zhodnoceni vysledkd.
4.6  Transformace listovych segmentii Nicotiana tabacum

Jako modelovy organizmus jsem pouzila tabak virginsky (Nicotiana tabacum). UMBR
AV mi poskytl 3 mladé listy netransformovaného tabaku péstovaného v nesterilnich
sklenikovych podminkach, zkterych jsem vystiihla 30 segmentt k transformaci.
Segmenty bylo nutné sterilizovat, coZ jsem provedla v roztoku obsahujici chlornan
sodny (5%) a kapku detergentu (jar). K transformaci tabaku jsem pouzila suspenzi
bakterii Agrobacterium tumefaciens (nesouci transgeny nptll a GUS), kterou jsem si

pfipravila den pfedem. Praci jsem provadéla za sterilnich podminek ve flow boxu.
Pracovni postup

1. Z mladych listli tabaku jsem si vystiihla 30 segmentl ve tvaru malych trojuhelniki.
Tyto segmenty jsem sterilizovala 15 minut v 10% roztoku slozeného ze Sava

obsahujiciho chlornan sodny (5%), z destilované vody a z kapky detergentu (jar).
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2. Poté jsem ve sterilnich podminkach dezinfekéni roztok sterilni pipetou odséla a

segmenty ttikrat proplachla sterilni destilovanou vodou vzdy po 10 minutach.

3. Sterilni segmenty jsem po dobu 20 minut nechala kultivovat za mirného tiepani na
tiepacce s 20 ml suspenze bakterii Agrobacterium tumefaciens. V tomto kroku se
bakterie dostaly feznymi okraji a priduchy do listovych segmentli, kam byly ldkany
latkami uvolfiovanymi z poranéného pletiva rostliny, ¢imz doslo v nékterych ptipadech

k transformaci bungk.
4. Po 20 minutach kultivace jsem ve flow boxu sterilni Spickou odsala roztok bakterii.

5. Segmenty jsem za sterilnich podminek umistila do tii Petriho misek s MS médiem.
Segmenty jsem sdzela na médium neobsahujici antibiotika praduchy orientovanymi
navrch a rozmistila je vzdy po 10 kusech na jednu Petriho misku. Na tomto médiu byly

segmenty kultivovany po dobu 24 hodin pfi teploté 28°C.

6. Nasledujici den jsem segmenty piemistila na Petriho misky s MS.R médiem
obsahujicim antibiotikum kanamycin (50 mg/1) slouzici k selekci transgennich bunék a
timentin (250 mg/l) slouzici k postupné eliminaci piezivajicich bakterii. Petriho misku

jsem po obvodu zalepila parafilmem, aby nemohlo dojit ke kontaminaci.

Obrazek 3. T¥i mladé listy netransgenniho tabaku

Obrazek 4. Transformované segmenty tabaku na MS.R médiu v Petriho miskich
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4.7 Kultivace a piesazovani segmentii tabdku

Segmenty Vv pribéhu kultivace zacinaly tvorit kalusy. Kalusy byly dle potieby
pfesazovany na Cerstva pripravend selekéni MS.R média obsahujici kanamycin o
koncentraci 50 mg/l, jenz slouzi k selekci transgennich bunék od netransgennich a
timentin o koncentraci 250 mg/l, ktery slouzi K postupné eliminaci piezivajicich
bakterii. Z kalusti se tvorily pryty, které¢ byly dle potieby pfesazovany na Cerstva MS

média obsahujici kanamycin o koncentraci 100 mg/1 a timentin o koncentraci 250mg/I.

Selekéni médium obsahujici kanamycin zajistilo selekci a vizualni rozpoznani
transgennich segmentl (zelené barvy, na médiu prezivaly) od netransgennich bunck

(zloutly, na médiu byly usmrceny). Kultivace rostlin probihala v kultiva¢ni mistnosti

s umélym osvétlenim pii teploté 23°C.

Obrazek 5.Poprvé piesazené segmenty na MS.R médiu s antibiotiky

Obrazek 6. Podruhé piresazené segmenty na MS.R médiu s antibiotiky

Obrazek 7. Potreti presazené segmenty na MS.R médiu s antibiotiky
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Obrazek 8. Petriho misky se segmenty uloZené v kultiva¢ni mistnosti

Pii Ctvrtém piesazovani zacinaly nékteré segmenty poprvé tvofit zacatky kalust, ale
zatim nebyly zadné ndznaky tvorby pryti. Pfi pfesazovani jsem segmenty mirné
zatlaCila do cerstvého média a Petriho misku opét zajistila parafilmem proti

kontaminaci.

Obrazek 9. Segmenty zacinajici tvorit kalusy

Pfi dal$im presazeni bylo jiz dobie vidét a mozné rozlisit, které segmenty vytvorily
kalusy a u kterych segmentli nedoSlo k transformaci, tudiz ani k tvorbé kalusi.
Segmenty byly piesazeny na MS.R médium obsahujici kanamycin o koncentraci 100

mg/l a timentin o koncentraci 250 mg/I.
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Obrazek 10. Segmenty tvorici kalusy a segmenty netvorici kalusy

Pti dalS$im piesazeni na selekéni médium dochdzelo k uhynuti netransformovanych
segmentd. Transformované kalusy se stale regenerovaly a rostly. V této fazi bylo mozné
vizualn€ rozeznat transformované segmenty (zelené, vytvotily kalusy, obsahuji transgen
ntpll) od netransformovanych segmentd (zluté, uhynuly, neobsahuji transgen nptll).
Z 30 segmentd, které jsem transformovala, 10 segmentl na selek¢nim médiu uhynulo

(netransgenni) a 20 segmenti (transgenni) bylo schopné regenerace.

Obrazek 11. Uhynulé segmenty a regenerujici se kalusy

Nasledovalo dalsi ptesazeni. Kalusy vyrostly do faze prytd. Pryty jsem piesadila na MS
médium obsahujici timentin o koncentraci 250 mg/l a kanamycin o koncentraci 100

mg/l.
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Obriazek 12. Pryty na MS médiu obsahujicim antibiotika

Z pryti vyrostly transgenni rostliny. Z 20 vypéstovanych transgennich rostlin jsem
nahodné vybrala tfi transgenni rostliny, ptesadila je do hliny a ulozila je do malého
prenosného sklenicku, v kterém jsem mohla regulovat pfistupnost vzduchu, ¢imz
dochdzelo k postupné adaptaci na normalni okolni podminky. Z téchto tii rostlin jsem
nasledné provadéla izolaci rostlinné DNA, amplifikaci DNA metodou PCR,

elektroforézu a histochemickou detekci.

Obrazek 13. Vypéstovany GM tabak
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4.8 Izolace rostlinné DNA

Za ucelem provedeni PCR amplifikace genu nptll bylo nejdiive nutné izolovat DNA ze
tifi mnou vypéstovanych transformovanych GM tabak a z jednoho netransgenniho
tabaku vypéstovaného pracovniky UMBRu. Netransgenni tabak jsem pouzila z diivodu,
abych ukazala a porovnala jeho vyslednou DNA (neobsahujici nptll a GUS) zobrazenou

pomoci elektroforézy s DNA (obsahujici nptll a GUS) z transgennich tabakd.
Postup izolace je stejny pro vSechny ¢tyii vzorky rostlin.
Pracovni postup

1. Do 1,5 ml ependorfky jsem vlozila maly listek z transgenniho tabaku a néasledné ho

zhomogenizovala ty¢inkou.

2. Ke zhomogenizované tkani jsem ptidala 400 pl extrakéniho pufru (200 mM Tris
HCL, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS, pH 7,5-8) a smés pét vtefin

zvortexovala.

3. Nasledn¢ jsem smés centrifugovala pii 14000 otackach za minutu po dobu dvou

minut.

4. Poté jsem 300 pl vzniklého supernatantu obsahujictho DNA piepipetovala do nové
ependorfky a pfidala k nému 300 pl isopropanolu (pomér vici supernatantu by mél byt
1:1). Smés jsem zamichala pomalu, aby nedoSlo k fragmentaci DNA a nechala dvé

minuty inkubovat pti pokojové teploté.

5. Ependorfku se smési jsem nechala centrifugovat po dobu péti minut pii 14000

otackach za minutu. Pii centrifugaci doSlo k peletovani DNA.

6. Na dn¢ ependorfky vznikl pelet DNA, pomoci pipety jsem odstranila supernatant a do

ependorfky pfidala stejny objem 70% etanolu.

7. Nasledné jsem smé&s promichala a poté ji nechala suSit na buni¢iné, dokud se etanol

neodpafil.

8. Do ependorfky jsem ptidala 75 pl TE pufru (10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA, pH 8) a
pelet jsem jemnym tiepanim rozmichala. Nyni byl vzorek DNA pfipraven k amplifikaci.
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4.9 Amplifikace DNA z GM tabdku pomoci PCR

Pfed zahajenim amplifikace jsem si pfipravila reakéni smeés, kterou jsem d¢lala
hromadné pro vSechny vzorky, tudiz neobsahovala DNA. K amplifikaci genu nptll
z transgenniho tabaku jsem pouzila termocykler se specifickym nastavenim, které
uvadim v tabulce ¢. 8. Amplifikaci jsem provadéla ze tfech piedem piipravenych
vyizolovanych DNA vzorkt transgennich tabakt a z jednoho vzorku vyizolované DNA

netransgenniho tabaku.

Tabulka 7. SloZeni reakéni smési na 20 pl

Reakéni komponenty | MnoZstvi

Master mix 10 ul

NPT 1 (forward primer) | 0,5 ul

NPT 2 (reverse primer) | 0,5 ul

Destilovana voda 8 ul

DNA templat 1l

Zdroj: Vlastni

Pro amplifikaci genu nptll jsem pouzila specifické primery NPT 1 a NPT 2 (Bfiza et al.,
2008).

NPT 1 (5'-ACG CAG GTT CTC CGG CCG CTT G-3)
NPT 2 (5'-GAA GCG GTC AGC CCATTC GCC G-3")

Tyto primery je potieba pfed pouZzitim natedit sterilni vodou. Mnozstvi vody se odviji

od mnozstvi primeru.
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Tabulka 8. Nastaveni cykleru pro PCR s annealingovou teplotou 55 °C

Cyklus | Teplota [°C] | Cas [minuty]
1 95 2:00

2C 94 00:30

3c 55 00:45

4c 72 1:20

5 72 3:00

Zdroj: Vlastni

Cykly 2c-4c se opakovaly 34x.

Pracovni postup je stejny pro vSechny ¢tyii vzorky.
Pracovni postup

1. Nejdiive jsem si pfipravila reakéni smés pro Ctyfi vzorky.

2. Do amplifika¢ni zkumavky jsem napipetovala 19 pl reakéni smési, ktera

neobsahovala DNA a k tomu jsem piidala 1 pl vyizolované DNA.

3. Zkumavku jsem kratce vortexovala, centrifugovala a poté vlozila do termocykléru

nastaveného dle tabulky 8.

4. Po ukonceni polymerazové fetézové reakce byly vzorky ptipraveny k vyhodnoceni

pomoci gelové elektroforézy.
4.10 Gelova elektroforéza z rostlinnych vzorkii

K vyhodnoceni amplifikované DNA rostlinnych vzorkd jsem pouzila gelovou
elektroforézu. Pro separaci fragmentii DNA jsem pfipravovala 1 % gel. Pro vizualizaci
DNA jsem aplikovala do gelu ethidium bromid, jehoz vlastnosti je vmezefovat se mezi

jednotlivé baze DNA a po ozafeni ultrafialovym zafenim emitovat svétlo.
Pracovni postup

1. Nejdiive jsem si pripravila 1 % gel. Do sklenéné lahve jsem navazila 800 mg 1 %

PCR agardzy a piidala jsem 100 ml 1x koncetrovaného TAE pufru.
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2. Tuto smés jsem dala rozvatit do mikrovinné trouby na 4 minuty.

3. Kdyz byl gel zcela Ciry a rozvateny, nechala jsem ho zchladit na 50°C pod tekouci

vodou.
4. Poté jsem do zchladlé smési ptidala 10 pl ethidium bromidu.

5. Tuto smés jsem nalila do utésnéné elektroforetické vanicky, do smési jsem vlozila

hiebinek pro vytvoreni jamek a poté jsem nechala smés 30 minut ztuhnout.

6. Poté jsem ze ztuhlého gelu vyjmula hiebinek a gel s vani¢kou jsem vlozila do

elektroforetické vany obsahujici TAE puft.

7. Do jednotlivych vytvofenych jamek v gelu jsem napipetovala po 10 ul vzorky
ptipravenych DNA amplifikovanych PCR metodou. Do prvni jamky jsem nanesla
negativni kontrolu (vodu), do druhé jamky pozitivni kontrolu (plazmid nesouci nptll),
do tieti az paté jamky vzorky z mych vypéstovanych tabaku, do Sesté jamky vzorek
Z netransgenniho tabaku vypéstovaného pracovniky UMBRu a do posledni jamky jsem

napipetovala 10 pl 100 bp ladderu (molekulovy Zebficek).

8. Elektroforetickou vanu jsem pfipojila ke zdroji napéti o velikosti 90 V po dobu 60

minut.

9. ZéavéreCnym krokem tohoto procesu bylo nasviceni gelu ultrafialovym svétlem,

vyfotografovani a zhodnoceni vysledkd.
4.11 Histochemicky test

DalSim testem, kterym si l1ze ové&fit, zda byla transformace GspéSnd, je histochemicka
detekce genu GUS. Pro histochemickou detekci jsem pouzila substrat X-Gluc, ktery
V mist¢ enzymové aktivity modie zbarvuje rostlinné bunky obsahujici transgen GUS.
Pro detekci jsem pouzila listy a stonky z GM tabaku. Jako negativni kontrolu jsem

pouzila list a stonek z netransgenniho tabaku.
Pracovni postup

1. Nejdiive jsem si pripravila substrat X-Gluc. V 500 pl dimethylforamidu jsem
rozpustila 25 mg 5-bromo-4-chloro-3-indolyl glukuronid (X-Gluc). K tomu jsem piidala
50 ml 100 mM fosfatového pufru s pH 7.
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2. Pfed barvenim jsem piidala k substratu 500 pl roztoku A (50 mM KsFe(CN)s) a 500
ul roztoku B (50 mM KaFe(CN)es.3H20), coz jsou oxidacni katalyzatory.

3. Poté jsem ustiihla z mych transgennich tabaki dva malé mladé listy a dva malé
segmenty stonku. Z netransgenniho tabaku jsem pouzila jeden maly mlady list a jeden

stonek.

4. Vzorky jsem vlozila do sklenic a zalila je pfipravenym substratem tak, aby byly celé

ponoiené.
5. Sklenice jsem vlozila do exsikatoru, spustila vyvévu a vzorky 30 minut infiltrovala.

6. Poté jsem opatrné zrusila vakuum a vzorky nechala po dobu 24 hodin inkubovat pfi

37°C.

7. Nasledné jsem odbarvila zelené ¢asti vzorkii pomoci 70 % etanolu.

7. Poté jsem sledovala vyvoj modrého zbarveni.

Obrazek 15. Vzorky v exsikatoru
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4.12 Vysev semen Nicotiana tabacum

Semena Nicotiana tabacum jsem vysévala za ucelem zjisténi poc¢tu kopii vneseného
genu do dalsi generace. Semena jsem odebrala z mnou vypéstovanych tii GM tabaki,
které jsem poté vysela do tfech misek obsahujicich selekéni MS médium
s kanamycinem o koncentraci 100mg/l. Jednotlivé misky obsahovaly semena pouze
z ptislusné rostliny. Abych vizualné rozeznala vyrostlé transgenni rostliny (tvorily
kofinky del$i nez 1 cm) od netransgennich (tvofily malé nebo zadné kotinky, zloutly),
pouzila jsem jako kontrolu semena z netransgenniho tabaku, které jsem vysela na tfi
Petriho misky. Jedna kontrolni miska obsahovala médium bez antibiotik, druha
kontrolni miska obsahovala médium s kanamycinem o koncentraci 50 mg/l a tfeti
kontrolni miska obsahovala médium s kanamycinem o koncentraci 100 mg/l. Semena

jsem pfed vysevem na médium sterilizovala v dezinfekénim roztoku.
Pracovni postup

1. Do ependorfky jsem vlozila semena a k nim napipetovala 1 ml dezinfekéniho roztoku
a kapkou detergentu (jar). Aby se semena neshlukovala. Ependorfku jsem nechala 15

minut michat, aby se dezinfek¢ni roztok dostal do vSech zahybt semen.
2. Poté jsem roztok odsala a semena 3x proplachla destilovanou vodou.

3. Ve flow boxu jsem semena jednotlivé $pi¢kou nanasela na médium v 0,1 % roztoku
agardzy. Do Prvni misky jsem nanesla 104 semen z prvni rostliny, do druhé misky 80
semen zdruhé rostliny, do tfeti misky 123 semen =ze tfeti rostliny. Semena

netransgenniho tabaku jsem nanesla i na kontrolni Petriho misky.
4. Nasledn¢ jsem ulozila misky na 21 dni do kultivaéni mistnosti.

5. Poté jsem spocitala mnozstvi transgennich a netransgennich rostlin druhé generace.
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Obrazek 16. Vyseta semena tabaku na médiu

4.13 Stépné poméry

Po 21 dnech, kdy jsem vysela na médium obohacené kanamycinem semena tabaku
ziskand z prvni generace, jsem mohla spocitat mnozstvi vzniklych rezistentnich a

senzitivnich rostlin v druhé generaci.

Z pomérl mezi rezistentnimi a senzitivnimi rostlinami se urcuje pocet lokusi, do
kterych se zaclenila T-DNA. Pii integraci transgent (T-DNA) do jednoho lokusu se
vyskytuje $tépny pomér 3:1, do dvou lokust 15:1 a do tii lokusti pomér 63:1 (Ondiej,
Drobnik, 2002).

Predpokladala jsem, Ze z prvni generace se prenesou vnesené transgeny (T-DNA) do
jednoho mista genomu druhé generace ve S$tépném poméru 3:1. Spocitala jsem si tedy
pocet rezistentnich (rezis.) a senzitivnich (senz.) rostlin v kazdé misce a také jejich

Stépny pomér.
St&pné poméry se hodnoti pomoci chi-kvadrat testu (x?).

(Xi - Npi)2

Ny;

x2 =Y

Xijsou sledované cetnosti a Np; jsou Cetnosti ocekavané.
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Vzorec pro §tépny pomér 3:1 Ize definovat takto:

(sledovany pocet rezis.rostlin — ocekdvany pocet rezis.rostlin)?

X2 — . .
ocekavany pocet rezis.rostlin

(sledovany pocet senz.rostlin — ocekdvany pocet senz.rostlin)?

ocekavany pocet senz.rostlin

Na obrazku ¢. 17 lze vidét v horni fadé rezistentni 1 senzitivni rostliny druhé generace

vyrostlé z vysetych semen. V dolni fad¢€ 1ze vidét kontroly.

A\ P . 8.:. ; s,

Obriazek 17. Druha generace transgennich i netransgennich rostlin a kontroly
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5. Vysledky a diskuze

Proces kultivace a regenerace, kdy zjediné transformované bunky tabakového
segmentu vyrostl geneticky modifikovany tabak, z kterého bylo mozné provést izolaci
DNA a nasledujici testy k zjisténi piitomnosti transgeni, trval pét mésict. K ovéreni
zda se mi transformace povedla, jsem pouzila DNA z rostlinnych vzorki, kterou jsem
amplifikovala pomoci PCR a poté jsem tuto DNA vyhodnocovala pomoci elektroforézy.
K ovéteni transformace a piitomnosti transgenti jsem pouzila také histochemickou

detekci.

Dalsi tii mésice trvalo, nez dorostl GM tabak do faze kvétenstvi a tvorby semen. Poté
bylo mozné odebrat semena pro dalsi cast bakalafské prace, konkrétné pro zjisténi poctu

prenesenych kopii vneseného genu v dal$i generaci.

Vypéstované GM rostliny obsahovaly selekéni marker nptll, ktery v lidech vyvolava
spoustu obav. Tento selekéni marker zpusobuje rezistenci vici antibiotiku kanamycinu
a neomycinu (Ciftgi, 2012). Lidé maji strach z pouziti tohoto markeru v GM plodinach
a tedy i z té€chto plodin samotnych, nebot’ kanamycin patii k vyznamnym antibiotikiim
pro 1écbu tuberkulézy. Obavaji se tak, ze by pii rozkladu genetické informace z GMO
mohlo dojit k tniku genu nptll a k jeho nekontrolovatelnému Sifeni do Zzivotniho
prostfedi, odkud by se mohl potencialn¢ zabudovat do DNA jinych organizmd,
predevsim bakterii, které jsou soucasti lidského organizmu. Tyto bakterie by tak ziskaly
novou vlastnost, a to rezistenci vici antibiotiku kanamycinu, coZ by mohlo zapficinit
nasledné selhani 1écby lidskych infekénich onemocnéni témito antibiotiky (Miki,
McHugh, 2004).

V soucasnosti stanovila Evropska unie pfedpisy pro povolovani novych GMO a
hodnoceni rizika pfi jejich uvadéni na trh a do Zivotniho prostfedi a pro oznac¢eni GMO
a jejich produktt, které se dostanou do ob&hu mezi spotiebitele. Tyto predpisy jsou
uvedeny v nafizeni Evropského parlamentu a rady (ES) ¢. 1830/2003, o zpétné
sledovatelnosti a oznaCovani geneticky modifikovanych organizmi a o sledovatelnosti
potravin a krmiv vyrobenych z GMO a o zméné smérnice 2001/18/ ES, nafizeni
Evropského parlamentu a rady (ES) ¢ 1829/2003, o geneticky modifikovanych
potravindch a krmivech. Dle téchto nafizeni musi byt oznacovany nejen samotné GMO,
ale i produkty obsahujici vice nez 0,9 % geneticky modifikované slozky (Cefovska et

al., 2006).
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Pravidla a pozadavky pro ¢innosti s GMO jsou v Ceské republice stanovena zakonem &.
78/2004, Sbirka o nakladani s geneticky modifikovanymi organizmy a genetickymi
produkty (Doubkova, 2006).

Aby vsSak mohla byt pfitomnost GMO v oznacenych potravinaiskych produktech
kontrolovana, je v souladu s témito piedpisy nutna spolehliva a piesna detekce GMO
(Ondtej, Drobnik, 2002). Nejspolehlivéjsi a nejcitlivéjsi vyuzivanou metodou k detekci
transgentt v GMO je technika PCR amplifikace DNA (Holst-jensen et al., 2003). Tato
metoda je vSak v porovnani s ostatnimi metodami k detekci velmi nékladné a vyzaduje

personal s odbornym vzdélanim (Ondiej, Drobnik, 2002).

V mé praci jsem pouzila k detekci transgentt PCR metodu s naslednou elektroforézou a
histochemickou detekci. Poté jsem vyhodnocovala, ktera metoda je dle mych zkusenosti

k detekci vyhodné;jsi.
5.1 Gelova elektroforéza z bakterii A. tumefaciens a E. coli

Abych potvrdila ptitomnost geneticky upraveného Ti plazmidu nesouciho transgeny
nptll a GUS v bakteriich pouzitych k transformaci, zvolila jsem K interpretaci vysledki
gelovou elektroforézu. Pritomnost geneticky upraveného plazmidu jsem vSak
neprokazovala jen v bakteriich rodu Agrobacterium tumefaciens, ale i v bakteriich
druhu E.coli. Bakterie E.coli jsem zvolila, nebot’ slouzi jako hostitelsky organizmus

klonovacich plazmidovych vektora.

Pted zahdjenim elektroforetické separace je nutné nejdiive izolovat DNA z bakterii.

Izolaci DNA jsem provedla pomoci metody minipreps.

Gelova elektroforéza se tfadi k nejpouzivanéjSim separacnim technikam pii izolaci a
analyze nukleovych kyselin. Gelova elektroforéza od sebe odd€luje fragmenty DNA na
zékladé velikosti, ¢im mensi je molekula, tim rychleji se pohybuje v gelu (Brown,
2007). Pro separaci fragmentd DNA jsou nejvhodnéj$i a nejéastéji pouzivany 1%
agarozove gely. Pro kvalitni separaci 5-10 kp DNA fragmentl je vSak vhodnéjsi 0,7%
agardza. Pro odhad velikosti separovanych fragmenti DNA s ocekavanou velikosti od 1

kb do 10 kb se pouzivaji velikostni markery 1kb laddery (Labguide, ©2019).
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Gelovou elektroforézu lze také pouzit pro separaci a studium molekul DNA, které se
vyskytuji v riznych molekularnich formach. Je tak mozné odlisit kovalentné uzaviené
kruznicové molekuly DNA od molekul linearnich nebo od otevienych kruznic, nebot
kazda tato forma se pohybuje v agarézovém gelu odlisnou rychlosti (Smarda et al.,

2005).

V mé praci jsem pouzila 1% agardézovy gel a dle doporuceni velikostni marker 1 kb
ladder. Dle poskytnutych informaci od Ing. Kocabka by mél mit upraveny plazmid
obsazeny Vv bakteriich velikost 13 kp.

Na mém vysledném elektroforeogramu na obrazku ¢. 18 lze vSak vidét u obou bakterii 2
prouzky o 2 riiznych velikostech. Prvni prouzky oznacené modie prokazuji pfitomnost
tak zvané OC (open circle) formy plazmidu. OC forma znamen4, ze se plazmid rozvine
do podoby oteviené kruznice. Velikost OC formy plazmidu dle velikostniho ladderu
odpovida 13 kp. Druhé prouzky oznacené Cervené prokazuji ptitomnost tak zvané CCC
formy plazmidu. CCC formy jsou kovalentné uzaviené kruznicové molekuly, které se
Vv elektrickém poli pohybuji nejrychleji. Velikost CCC formy plazmidu dle velikostniho
ladderu odpovida 9 kp.

4490 4488
(A.t) (E. coli)

" 5 kbp
4 kbp
3 kbp

2 kbp

1 kbp

Obrazek 18. Elektroforeogram na pritomnost Ti plazmidu v bakteriich
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5.2  Gelova elektroforéza 7 rostlinnych vzorkii

K ovéteni transformace a prokazani piitomnosti genu nptll v rostlinnych vzorcich GM
tabaku jsem pouzila metodu PCR a gelovou elektroforézu, nebot’ samotny rist rostlin na
selekénim médiu obohacenym kanamycinem, neni dostatecnym dukazem, Ze rostliny

opravdu obsahuji plazmid nesouci gen nptll.

Nejdiive tedy bylo nutné izolovat DNA z rostlinnych vzorkt tfi transgennich tabaku a
jednoho netransgenniho tabaku, ktery jsem pouzila z divodu, abych ukazala a
porovnala jeho vyslednou amplifikovanou DNA s DNA z transgennich tabakl. Poté
jsem tedy vyizolovanou rostlinnou DNA, konkrétné gen nptll, amplifikovala pomoci
PCR. K vyhodnoceni amplifikovaného fragmentu DNA jsem pouzila jiz zminénou

gelovou elektroforézu.

Jako negativni kontrolu jsem pouzila vodu, jako pozitivni kontrolu jsem pouzila DNA
z bakterii Agrobacterium tumefaciens obsahujici plazmid nesouci selekéni marker nptll.
Ze plazmid tento gen opravdu obsahuje, jsem prokazala jiz v piedchozi gelové

elektroforéze.
Pro elektroforézu jsem zvolila 1% agar6zovy gel a 100 bp ladder.

Podle elektoforeogramu na obrazku €. 19 lze vidét ve vzorcich 1-3 (transgenni rostliny)
pfitomnost tfi prouzkd, jejichZ velikost jsem dle DNA ladderu vyhodnotila jako 700 bp.
Ve vzorku €. 4, ktery patfi netransgennimu tabaku nelze vidét Zadny prouzek, ktery by
detekoval ptitomnost selekéniho markeru nptll, nebot’ tento gen neobsahoval od samého

zacatku a tudiZ nemohl byt amplifikovan.

Velikost DNA fragmentu nesouciho transgen nptll ma byt 699 bp (Bfiza et al., 2008).
V porovnani s timto tvrzenim v jiné praci se mé vysledky li$i pouze o 1 bp. Kladna i
zaporna kontrola mi vysla spravné, povazuji tedy mé vysledky za spravné. Témito testy
jsem potvrdila GspéSnost transformace, a 10, Ze mé transformované rostliny opravdu

obsahuji plazmid nesouci selekéni marker nptll zptisobujici rezistenci viéi kanamycinu.
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Tento konkrétni plazmid obsahuje i signalni gen GUS, jehoz pfitomnost byla potvrzena
pomoci histochemického testu. Tim, Ze jsem potvrdila pfitomnost selekéniho markeru
nptll v rostlinaich pomoci elektroforézy, lze povazovat, ze jsem tim potvrdila i
pfitomnost signalniho markeru GUS v rostlinach, nebot’ se oba markery nachazeji

v Casti T-DNA bakterii, ktera se ptenasi do DNA rostlin.

4490

KK 2 34

- -

S 500

Obrazek 19. Elektroforeogram z rostlinnych vzorki na piitomnost transgenu nptll

techniku PCR povazuji za velmi pfesnou a kvalitni molekularné-biologickou metodu
k amplifikaci specifického DNA fragmentu. Gelovou elektroforézu hodnotim taktéz
velmi kladné. Vysledky amplifikované DNA lze dobfe opticky zachytit a pomoci kb
ladderu Ize odeéist neznamou velikost fragmentd DNA. Tyto metody bych tedy

doporucila k detekci GMO a sama bych je zvolila znovu.
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5.3 Ovéieni transformace histochemickym testem

Pro ovéfeni UspéSnosti transformace a pfitomnosti transgeni v mnou vypéstovanych
GM tabacich jsem pouzila histochemicky test. Jako vzorky jsem pouzila 2 mladé listy a
2 malé stonky z GM tabaku ¢islo 2 a 3. Jako negativni kontrolu jsem zvolila 1 maly list
a 1 stonek z netransgenniho tabdku, ktery mi byl poskytnut Ustavem molekularni

biologie rostlin.

Po odbarveni zelené barvy etanolem v rostlinnych vzorcich bylo mozné u GM vzorka
vizualn¢ zpozorovat malé svétlé modré skvrny lokalizované v riznych castech listi a
stonkd, rostlinné buiky tedy obsahovaly transgen GUS a tudiz i transgen nptll. U
vzorkd negativni kontroly, nebyly vidény zadné modré skvrny, nebot’ rostlinné bunky
neobsahovaly transgen GUS ani nptll. Timto jsem prokazala uspé&S$nost transformace a

preneseni transgentt do DNA rostlinnych bunék tabaku.

Princip histochemického testu spociva v pouziti chromogenniho substratu X-gluc, ktery
je po rozstépeni v misté enzymatické aktivity S-glukuroniddzy vidén jako fenotypicky
projev, ktery vypada jako vyraznd modra nerozpustna krystalicka sloucenina
v rostlinnych pletivech (OGRAS, GOZUKIRMIZI, 1999). Histochemicky test patii k
relativné levnym snadno proveditelnym testim. Jeho vyhodou je mozné vizualni
pozorovani fenotypického projevu a snadné zachyceni tohoto vysledku pomoci
fotoaparatu. Nevyhodou tohoto testu je, ze pfi ném dochazi k niceni rostlinnych bun&k

(Karcher, 2002).

V mém experimentalnim pokusu byl fenotypicky projev vnaSeného genu GUS bohuZzel
velmi slaby. Okem bylo mozné vidét malé velmi svétlé modré skvrny V rostlinnych
pletivech, ale nebylo mozné tento projev vyfotografovat. Slaby projev byl nejspiSe

pric¢inou slabé exprese transgenu GUS V rostlinnych pletivech.

| pfes vyhodu snadné proveditelnosti bych z mé zkuSenosti tento test k detekci

transgent v GMO a k ovéfeni transformace jiz nezvolila.
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5.4  Stépné poméry

Pro zjisténi vysledného poctu kopii transgent pienesenych do nasledujici generace jsem
musela provést test na selekénim médiu obsahujicim kanamycin, na které jsem vysela
semena odebrana ze tii transgennich tabdkl. Po 21 dnech ze semen vyrostly malé

rostlinky, z kterych jsem spo¢itala mnozstvi rezistentnich rostlin a senzitivnich rostlin.

Mnozstvi sledovanych rezistentnich a senzitivnich rostlin druhé generace uvadim

V tabulce ¢. 9.

Tabulka 9. MnozZstvi sledovanych rostlin

Rostlina | Pocet sledovanych rezis. | Pocet sledovanych senz. | Celkovy pocet

1. 86 18 104
2. 60 20 80
3. 96 27 123

Zdroj: Vlastni

Z tabulky ¢. 9 vyplyva, Ze z prvni rostliny prvni generace se preneslo do nasledujici
generace 86 kopii transgend, vzniklo tedy 86 rezistentnich rostlin z celkovych 104
zkoumanych rostlin. Z druhé rostliny prvni generace se pieneslo do nasledujici generace
60 kopii transgenut, vzniklo tedy 60 rezis. rostlin z celkovych 80 zkoumanych rostlin. A
z tieti rostliny prvni generace se preneslo do nasledujici generace 96 kopii transgend,

vzniklo tedy 96 rezis. rostlin z celkovych 123 zkoumanych rostlin.

Muj ptedpoklad byl, Ze do nasledujici generace se pienesou kopie transgenli ve
fenotypovém $tépném poméru 3:1. U kazdé rostliny jsem si tedy z celkového poctu
vysetych semen spocitala teoreticky pocet ofekdvanych rezistentnich a senzitivnich

rostlin nasledujici generace pro mendelisticky fenotypovy §t€pny pomer 3:1.
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Pocet o¢ekavanych rezistentnich a senzitivnich rostlin uvadim v tabulce €. 10.

Tabulka 10. MnozZstvi o¢ekavanych rostlin pro §t€pny pomér 3:1

Rostlina | Pocet ocekavanych rezis. | Pocet ocekavanych senz. | Celkovy pocet

1. 78 26 104
2. 60 20 80
3. 92,25 30,75 123

Zdroj: Vlastni

Z poctl ocekavanych a sledovanych rostlin jsem pomoci chi-kvadrat testu, jehoz vzorec
uvadim v kapitole 4.13 Stépné poméry, poéitala hodnotu pravdépodobnosti, kterou jsem
poté porovnavala s kritickou hodnotou pro jeden stupen volnosti na 5% hladiné

vyznamnosti.

V tabulce €. 11 uvadim vysledné hodnoty chi-kvadrat testu.

Tabulka 11. Vysledky vypo¢itané pomoci chi-kvadrat testu

Rostlina | X2
1. 3,28
2 0

3. 0,61

Zdroj: Vlastni

Kritickd hodnota pro jeden stupeni volnosti na 5% hladiné vyznamnosti je 3,84
(Biopedia, ©2019). VSechny mé rostliny maji vyslednou vypocitanou hodnotu nizsi nez
je kriticka hodnota 3,84 na 5% hladin€¢ vyznamnosti, jak 1ze vidét v tabulce ¢. 11. To
Znamena, Ze mezi napozorovanymi pomeéry mezi rezistentnimi a senzitivnimi rostlinami
ve druhé generaci a teoretickym Stépnym pomérem 3:1 se mi na 5% hlading
vyznamnosti pomoci chi-kvadrat testu nepodatilo prokazat rozdil a tedy mij predpoklad
mendelistického §tépného poméru 3:1, ktery odpovida integraci transgend (T-DNA) do

jednoho lokusu, byl potvrzen u vsech tii rostlin.
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6. Zavér

Cilem této bakalafské prace bylo vypracovani odborné literarni reSerSe obsahujici
informace o lidskych infek¢énich onemocnénich, bakteriich, antibiotikach, antibiotické
rezistenci, transgenozi a GMO a také se seznamit S problematikou tykajici se obav

spjatych s pouzitim genu nptll v geneticky modifikovanych organizmech a jeho detekci.

Zamérem této prace bylo detekovat transgen nptll ve vlastnich vypéstovanych
transformovanych tabacich nesoucich tento gen a zjistit, zda je pro detekci tohoto
transgenu a ovéfeni uspésnosti transformace vhodnéjsi metoda PCR a nasledné gelova
elektroforéza, ¢i histochemicky test. Dalsim zamérem bylo zjisténi poctu vnesenych
kopii transgend sledovanim S§tépného pomeéru rezistentnich a senzitivnich rostlin v

generaci potomstva transformovanych rostlin.

Zjistila jsem, ze k detekci transgent konkrétné nptll v GMO je vhodnéjsi metoda PCR a
gelova elektroforéza. Sice jsou tyto metody nékladové drazsi, ale také jsou presnéjsi,
kvalitn€j$i a maji 1épe viditelny vysledek, nez histochemicky test. K histochemickému
testu je zapotiebi, aby GMO obsahovala také gen GUS, ktery vSak neni vzdy pouzivan

v kombinaci s genem nptll.

Déle jsem zjistila §t€pny pomér pienesenych transgenti V nésledujici generaci rostlin.
Z mych tfi transgennich tabaktli jsem odebrala semena a vysela je na selekéni médium,
za Gcelem zjisténi poctu prenesenych kopii genl v nasledujici generaci rostlin. Testem
na selekénim médiu obsahujicim kanamycin a vypoéty pomoci chi-kvadrat testu jsem
zjistila a potvrdila ptedpokladany mendelisticky fenotypovy S$tépny pomér 3:1 u
nasledujicich generaci vSech tii rostlin. Kriticka hodnota pro jeden stupei volnosti Chi-
kvadrat testu na 5% hladiné vyznamnosti je 3,84, mé vzorky mély vyslednou
vypocitanou hodnotu nizsi nez je kriticka hodnota 3,84 na 5% hladin€ vyznamnosti, coz

mi potvrdilo §t€pny pomer 3:1.

Pfi této praci jsem si osvojila ptipravu médii pottebnych ke kultivaci rostlin, dale proces
transformace geneticky modifikovaného tabaku pomoci bakterii Agrobacterium
tumefaciens, a také jsem si osvojila molekularné-biologické metody pouzivané pfi

detekci transgenti v GMO.
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10.Seznam zkratek

A.tumefaciens — Agrobacterium tumefaciens
AV — Akademie véd

BAP — 6- benzylaminopurin

BCG — bacillus calmette guerin, o¢kovaci vakcina
Bt — Bacillus thuringiensis

CCC — covalent closed circle

cm — centimetr

¢. - Cislo

DNA — deoxyribonukleové kyselina

E.coli — Escherichia coli

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova
ES — evropska spolecenstvi

g—gram

GM — geneticky modifikované

GMO - geneticky modifikované organizmy
HCL — kyselina chlorovodikova

K3Fe(CN)s — hexakyanozelezitan draselny
K4Fe(CN)6.3H,0 — hexakyanozeleznatan draselny trihydrat
kb — kilopar bazi

KH2PO, — dihydrogenfosforecnan draselny
KOH — hydroxid draselny

I — litr
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LK médium — Langley a Kado

M — molarni

mg — miligram

MgSQO, — siran hofecnaty

ml — mililitr

MM — milimoléarni

MS médium — Murashige and Skoog
MS.R médium - Murashige and Skoog. Regeneration
NAA — kyselina 1- naftyloctova
NaCl — chlorid sodny

NaOH — hydroxid sodny

nm — nanometr

OC — open circle

pb — par bazi

PCR — polymeréazova fetézova reakce
rezis. — rezistentni

RNA — ribonukleova kyselina

SDS — dodecylsiran sodny

senz. — senzitivni

TAE — Tris-acetat-EDTA

TBC — tuberkuloza

T-DNA — transferova deoxyribonukleova kyselina
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TDR-TB — total drug rezistent-tuberculosis, totalné rezistentni bakterie tuberkul6zy viici

antibiotikim

Ti—tumor inducing

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan
tzv. —tak zvané

UMBR — Ustav molekularni biologie rostlin
V —volt

°C — stupeni Celsia

ul — mikrolitr

um - mikrometr
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