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ABSTRAKT

Tato praca sa zaobera transformaciSuene vulgaris ktora sprostredkovava
Agrobacterium tumefaciena A. rhizogenesS. vulgarisslizi ako modelova rastlina pre
Stadium gynodioecickych druhuv. Gynodioecia je ey medzistupg medzi bisexualitou
(hermafroditné druhy) a dvojdomtmi (dioecické druhy). Gynodioecické rastliny nes n
niektorych jedincoch bisexualne kvety, z&tta iné jedince maju len satne kvety. Ci¢om
tejto prace bolo vyvinfitechniku schopnu integracie cudzieho génu do tagtiny, aby bolo
mozné Studowahlavne evollciu pohlavnosti u rastlin. Pouzitnrhizogenesoli uspesne
pripravené kultiry typu hairy roots, ktoré ale n&pdovali spontanne (transgénne)
regeneranty. Podarilo sa experimentalne navttpustup regeneraci®. vulgarisz listovych
fragmentov, ale tento prvy vysledok nepotvrdil,aggobaktériom infikované rastliny vzniklé
regeneraciou z kalusov ponesu transgénny repostépstém. Ako pozitivna kontrola boli
pouzivané rastliniNicotiana tabacum.

ABSTRACT

This project is focused on transformation &filene vulgaris mediated by
Agrobacterium tumefaciensnd A. rhizogenessS. vulgarisis a good model plant to study
gynodioecy, an evolutionary step from bisexualaydioecy. Gynodioecious plants form in
some individuals bisexual flowers, while the othpossess only female flowers. The aim of
this research is do develop a technique to intredaceign genes into this plant to study its
developmental consequences. UsiAg rhizogeneswe successfuly prepared hairy root
cultures, which unfortunately do not form shootenegrants. We have prepared a protocol to
induce plant regenerants frag vulgarisleaf fragments. The first results do not confitmatt
A. tumefaciengnfected plant regenerants harbor reporter tramsgieWe usedNicotiana
tabacumas a positive control.

KLUCOVE SLOVA

Agrobacterium tumefacienggrobacterium rhizogenes, Silene vulgaris, Nicatiaabacum,
transgénne rastliny

KEYWORDS

Agrobacterium tumefaciensgrobacterium rhizogenes, Silene vulgaris, Nicatiaabacum,
transgenic plants
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1 UvoD

Pod pojmom geneticka modifikacia rozumieme cieleagah do dedinej informacie
organizmu. To znamena, Zze nemusid byaSané len cudzie gény, ale je moZnmacovad
i so zmenami génov, ktoré su pre dany organizmastwg, teda ich diene zapina Ci
vypina’. Pre samotné vykonanie genetickej modifikacie ggneé poui Siroku Skalu metad.

Genetické modifikacie v rastlinnej riSi su v hojmajere vyuzivané v dnesnej dobe
okrem pdnohospodarstva i v zdkladnom vyskume. Medzi hlaneddy zisku trasgénnej
rastliny patri neustale okrem iného aj aplikaddgrobacterium tumefaciensmene;j
pouzivanou baktériou umtidjacou horizontalny génovy prenosée rhizogenesZisk rastlin
SO0 zmenenou genetickou informéaciou sa upi@ hlavne v oblasti pestovania Uzitkovych
plodin (zvySovanie odolnosti ¥pb Skodcom a nepriaznivym podmienkam prostredia,
zvySovanie vynosnosti, zvySovnanie nutgj hodnoty danej plodiny), slizia i na produkciu
r6znych chemicky a farmaceuticky vynamnych¢eliin (biodegradabilné plasty, protilatky),
je mozné daka nim znizové koncetracie polutantow@zké kovy, polychlorované bifenyly)
a v nemensom rade mdézdéaka nim prebiehtavyskum metabolickych dejov, evollcie, Studie
funkcii jednotlivych génov a podobne.

Medzi oblasti zakladného vyskumu rastlin patriidgim pohlavnosti tejto ris&ilene
vulgaris je vhodny modelovy organizmus k Stadiu vyvoja aohlych chromozémov, ale jej
uplatnenie sa nachadza i na poli aplikovaného vyskuhlavneco sa tyka fytoremediacie.
Navrh optimélnej transforntaej metddy, ktorej vysledkom by bol zisk transgénne
S. vulgaris by vyrazne zrychlil a zefektivnil oblasti vyskumuktorych je pouzivana.



2 TRANSGENOZA VYSSICH RASTLIN

2.1 Geneticka transformacia

Geneticka transformécia zala inkorporéciu génu do genému, vynimajuc faziu gameé
alebo somatickych buniek. Existuju r6zne metody siebilnd integraciu cudzieho génu do
gendmu rastlin. Integracia a expresia cudzich génomastlinach poskytuje nastroj na
zlepSenie vlastnosti rastlin a lepSi pristup k dgmkym Stadiam. Metody genetického
inZinierstva zaituju transforma&né pristupy veduice ku generovaniu Ziadanych viagtno
rastlin, ktoré su nedosadite® cestou krizenia rastlin. Tymto spésobom sa tefele
pestovanie Gzitkovych rastlin a uplafe sa produkcia rastlinnych linii pou#itgich v
Sirokom spektre, od produkcie farmakologicky vyzmngoh latok aZz po biodegradovine
plasty.

Na prenos génov a uspeSnu regeneraciu transgémagthin existuje niekio
systémov, najvSeobecnejSou metddou je transformépiastredkovandAgrobacterium
tumefaciensnasleduje biolistickd metdda a priamy prenos géiw protoplastu. V systéme
prenosu génov je potrebné UspeSne spini zakladné kroky, aby sa ziskala transgénna
rastlina. Prvy krok je spravny vyber rastlinnéhetpia, ktoré je schopné regeneracie, druhym
krokom je vyber vhodnej metddy na zavedenie cuBA do buniek a treti krok pozostava
Z procedury selekcie a i@ navazujlucej regeneracie transformovanych ragtlimyznamne;j
frekvencii.

Patas procesu prenosu DNA sa nikdy u vSetkych’osigch buniek nedosiahne
stabilna integracia DNA a eSte menSie mnozZstvottytiuniek prezZije selektivne &ienie.
Preto su obzvlads potrebné efektivne systémy pre selekciu transfeemgch buniek z
vel’kého pd@tu netransformovanych buniek a pre vyvoj regetrgreh podmienok, aka
ktorym je umozneny zisk rastliny z jednotlivychrisformovanych buniek.

Kolrko réznych genotypov, teo rbéznych odpovedi na kalogenézu a rastlinnu
regeneraciu. Mnoho buniek je schopnych grgadziu DNA bez ofadu na systém prenosu
DNA, ale iba niektoré z nich s dost&te kompetentné produka¥/éertilné rastliny. Uspech
transform&nych dejov zavisi na normalnom vyvoji rastliny artsformovanych buniek [1].

2.2  Technolégia rekombinantnej DNA

Technolégia rekombinantnej DNA sa inak nazyvaejeajické inZinierstvo a za jeho
samotné jadro mozno povaZzévaroces klonovania génov. Zakladnymi zloZzkami tohto
procesu su konStrukcia rekombinantnej molekuly DINAenos tejto molekuly do hosfiskej
bunky nasledovany znasobenim rekombinantnej moleRRNA a delenie hostitiskych
buniek.



Fragment DNA, obsahujuci gén nasho zaujmu, ktoaybgt klonovany, je vioZzeny do
cirkularnej DNA molekuly nazyvanej vektor, a tymjdé k vzniku rekombinantnej molekuly
DNA. Vektor s cidovym génom sa prenesie do ho$stej bunky, obyajne baktérie
(E. coli), ale mbézu by pouzité rézne typy zivych buniek. V hosig&ej bunke sa vektor
multiplikuje, produkuju sa jeho petné identické kopie, teda i kopie génu, o ktorymea
zaujem. K& sa hostittskd bunka deli, rekombinantné molekuly DNA su &kt
odovzdavané potomstvu a v dcérskych bunkédch doelr#aizk replikécii vektoru [2].

..';' '/' \\._ .\"-_ .'; Fy ’
{ |+ I —» ||
.__1‘ .__\ . f-'_-'f; _." I"._\‘ \
N -, N
vektor fragment DNA rekombinantna
molekula DNA

Obr. 2.1: Konstrukcia rekombinantnej DNA molekuly [2]

2.3 Klonovacie vektory pre vnasanie génov do vysicastlin

Klonovacie vektory pre vysSie rastliny boli objagev roku 1980 a ich vyznam tkvie
hlavne v produkcii geneticky modifikovanych plodktorych vyznam neustéle rastie.

S rozdielnym stuom Uspechu su na poli modifikacii vysSich rastimaivané tri typy
klonovacich systémov. Patria sem vektory zaloZzenprinodzenej schopnostigrobacterium
tumefaciensmodifikova’ rastliny, d’alej priamy prenos génu pouzitim rbéznych typov
plasmidov DNA a vektory pochadzajlce z rastlinnytrisov [2].

2.4 Najmensi prirodzeny geneticky inzinier Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciensje gramnegativha baktéria, aerébna, nefermentujbea tvorby
endospdr, teda nesporulujica, pohyblivaka jednému az Siestim¢btom, nefluoreskuje,
nie je pigmentovana, oxidazovy test je negativratalézovy test je pozitivny. Baktéria je
chemoorganotrofng, ale dokaze satZaji saprofyticky. Prirodzene je v3ak polyfagny géra
schopny napadadikotyledonové rastliny z viac ako $dssiatichc¢eladi i mnohéd’alSie
organizmy [3].

A. tumefacienge Stihla mierne zaoblenaétgka veékosti 0,6 az 1 na 1,5 az 3
mikrometre. Ma jeden az 3edicikov rozmiestnenych po povrchu (peritricha). EXestu
samostatne alebo v paroch. Pri kultivacii v médibsahujucom karbohydraty bunky



produkuja obrovské mnoZstvo extracelularnych palgsaidov, ktoré davaju koloniam
objemny slizky vzhiad a $aZzuju samotnu manipulaciu s bakterialnymi kolonigdhi

Tato baktéria ma schopriospésobové ochorenie zname pod nazvom Crown gall
disease (CGD), ktoré je asociované s pritommosli plasmidu v bakterialnej bunke. Jedna
sa o véky plazmid, ktory nesie getné mnozstvo génov zapojenych v irdeém procese.
Pozoruhodnym javom spojenym s Ti plazmidom je faktpo infekcii rastlinného hostieg
je ¢ag’ molekuly bakterialneho plazmidu integrovana dooaimwzomalnej DNA rastliny.
Integrovany segment DNA sa nazyva T-DNA a ta jeiatand v stabilnej forme v rastlinnej
bunke a prechadza pri deleni aj do dcérskych buakeksitas’ chromozomov [2].

2.4.1 Ti-plazmid

Napriek skutoénosti, Ze vysSie rastliny prirodzene neobsahujamidy, je v suvislosti
s vysSimi rastlinami kladeny déraz a z&ujem navaky Ti plazmid. Ide o plazmid
pochadzajuci zA. tumefaciensa obsahujuci T-DNA. Ozianie plazmidu symbolom Ti
znamena tumor indukujaci plazmid. Rkes’ plazmidu je viac ako 200 kkko zna&ne
znemo#uje pouzi’ ho ako samostatny klonovaci vektor [3].

Priblizne 35 génovir mapuje vonkajSok T-DNA oblasti Ti-plazmidu a koeluj
produkty potrebné pre venenie, transfér a integraciu T-DNA do rastlinnglemomu. Gény
vir su zn@ené ako trans;o znamena, Ze nie je potrebna ich fyzicka€lv T-DNA nato, aby
bola T-DNA z&lenena do rastlinného genomu.

Hraniiné sekvencie, teda 25 bp dihé nedokonalé repaifuientujuce T-DNA, su
potrebné pre transfér T-DNA, pretoZe obsahuju satieepotrebné pre rozpoznanie stran
stranovo-Specifickymi endonukleazami kédovanymirépemvirD. Endonukleaza naStepuje
spodné vldakno DNA z T-DNA ozgajuc Startovaci bod pre transfér. Pravbaea hranica
T-DNA sa oznauju ako cis-regukné oblasti, ktoré su fyzicky prikladané ku génorenym
na prenos do rastlinného genomu. Iné cis-régélablasti zathaju promotéry a terminatory,
ktoré lemuja transgény areguluju ich expresiu. ob&Ene pouzivané promotéry a
terminatory su gén pre syntézu nopalilNO§ a promotér virusu mozaiky karfiolovej
(CaMV 353.

Na overenie inkorporacie pozadovaného génu domaétio gendmu slizia takzvané
selekné markerové gény, ktoré poskytuju rozpoznanie bewybuniek so zabudovanym
génom. Tieto Specialne gény si&adiou transgénov. Bakteridlne setak markery poviuju
identifikaciu baktérii zmenenych vektorom, ktorynestom markeru. Prikladom selk&kych
markerov su hygromycinfosfotransferaza, kanamysfofeansferaza a iné. Princip selekcie
buniek alebo pletiv na zéklade médii s antibiotikama ktorych su schopné vegetéviba
GM bunky sa postupne opiasz dévodu teoretického nebegpestva vzniku rezistancie &io
antibiotikam atieto sel€éké gény su nahradzované obvykle génami pre reezisten
k herbicidom, ako je nanapriklad glufosinat alelbsfifotricin. V niektorych sel&kych
systémoch je ako selektivny gén pouZzivany gén Kidenpzym mandzu.
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Pri vyskume genetickych transformécii su hojne waiié takzvané signalne alebo
reportérové gény. Jedna sa o gény, u ktorych s#ialko zhodnoti expresiu z hadiska
kvantity i z Hadiska miesta expresie v ramci organizmu aleboviskosti na podmienkach,
ktoré expresiu indukuju. Jedna sa hlavne o tranggglukuroniddzu pévodom z baktérie
Escherichia coli gén pre tvorbu luciferazy zo svetluSielPhptinus pyraliy alebo
fluoreskujuci protein pochadzajici z medugforea victoriq

Odhliadnuc od T-DNA hratdnych sekvencii, w&ina génov z T-DNA moéze By
nahradena cudzimi génmi majucimi vyznam v modifikéastlin a tieto gény su tym padom
prenesené do rastliny. Geneticky modifikovana T-DMAvo vSeobecnosti uvadzana ako
mutantna T-DNA, skonsStruovana T-DN& odzbrojend T-DNA, ptiom presné definicie
podmienok zmien v T-DNA #&asto i samotné zmeny nie su uvadzané, lebo su eéan
patentom.

Pri prenose DNA A. tumefacienslo hostitéskej bunky je prenaSany iba Usek z Ti
plazmidu nazyvany T-DNA, ktory je ohraeiny 25 bp dihymi repeticiami.iZka T-DNA je
priblizne 23 kb. Tieto repeticie slizia ako sigmaliseky pre transférovy aparat. T-DNA
obsahuje gény, ktoré kdduju gény zapojené do symginov a fytohorménov, napriek tomu
Ze su to geny sidliace v bakterialnom plazmidegldivne len v rastlinnej bunke, to znamena,
Ze musia obsahovaypické eukaryotické kontrolné sekvencie. VSetlgtat gény obsahuju
TATA a CAAT boxy a typickeé rastlinné polyadenylavé@asignaly [4], [5].

Je znamych viacero typov Ti-plazmidu, medzi najamnejSie patri nopalinovy
a oktopinovy, oba maju T-DNA regiény, ale liSiaish Struktdrou. Nopalinova T-DNA je
tvorena jednym suvislym segmentom dkasti 22 kb a oktopinova T-DNA je tvorena troma
segmentmilavym segmentom (J s dZzkou 13 kb, centralnym tGsekomdjTdlhym 1,5 kb
a pravym segmentom gJ DNA s ve’kos’ou 7,8 kb. TL DNA ma onkogénnu funkciu a TR
obsahuje gény pre syntézu opinov. K prenosu jeafigsti aj samotny TR Usek, avSak
zvy3né Useky zvy3uju efektivitu prenosu svojougonitos’'ou. Ziadne iné sekvencie nie su pri
prenose T-DNA Ziadané. Pravy segment obsahuje icapes dvoma konzervativnymi
doménami s vikos’ou 13 a 5-7 bp, delécia prvych 8esebo poslednych desaablokuje
transfét T-DNA [6].

Pri transformacii z Fadiska genetickej vybavy agrobaktérii su doélezw@ #roky:
naviazanie baktérie na rastlinnd bunku a transfdARIo bunky hostitta. Kazdy z krokov
zahna odliSnu sadu génov [5].

2.4.2 Binarny vektorovy systém

Objav, Ze gényir (gény zodpovedné za virulenciu) nemusia’ bwtom istom
plazmide s T-DNA regionom, aby doSlo k jeho prenaskiinzercii do rastlinného gendému,
umoZiuje vytvaranie systémov, kde regidon T-DNA a regidmsu umiestené v odliSnych
plazmidoch. Z toho vyplyva, Ze v systéme binarnebktora su T-DNA a obl&svir uloZzené
v izolovanych plazmidoch z toho istého poddruhuumefaciensGényvir su lokalizované v
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Ti-plazmide, ktory neobsahuje tumor sposobujliceygam-DNA s génmi, ktoré sa¢ané na
inkorporaciu do genému hosfitg je umiestnené v malej vektorovej molekule. Sugé dva
odlisné plazmidy, konkrétne ide o maly replikopaamocny plazmid.

Maly replikon so Sirokym spektrom hostiter ma pdaiatok replikacie (ori) povolujici
adrzbu plazmidu v rozsiahlej Skale baktérii vrat&necoli aA. tumefaciensTento plazmid
typicky obsahuje cudziu DNA namiesto T-DNRavu a pravd hratind sekvenciu T-DNA
alebo prinajmensom pravy hrény usek T-DNA, markry pre selekciu a udrziavanie.goli
a aj VA. tumefaciensa selekné markry pre rastliny. Pomocny Ti plazmid je pdskyy
A. tumefaciens postrada cely T-DNA region, ale obsahuje nejamwyvir region [7].

2.4.3 Vyber rastlinného hostit€a

Molekularny a geneticky zaklad pre vyber vhodnéhostitda pre
A. tumefaciens je nejasny. SkorSie vyskumy indikuju, Zze Ti-pladmiskér ako
chromozomalne gény, je vyznamnejSim genetickyfovwatd’om pri vybere hostifiv.
Niekor’ko virulentnych lokusov na Ti-plazmide, ¢etne virC avirF, sa javi by
determinujacich Skalu rastlinnych druhov, ktoré md#t transformované k tvorbe nadorov.
LocusVirH sa zda by zapojeny do schopnosti agrobaktérii transfornidkakuricu a iné
gényvir, vratanevirG, prispievaju k hypervirulencii jednotlivych druhégrobacterium

Momentalne je zrejmé, Ze predanie hostitéov, ktorych je mozné prirodzene
infikovat’, je viac komplexnejSi proces ako sa predpokladédato proces je pod genetickou
kontrolou Sirokej palety faktorov z baktérii aj tited’skych rastlin [8].

Pre dikotyledonové rastliny je charakteristické, Zpripade poranenia ich organov
dochadza k produkcii fenolickych latok ako je nhlad kyselina 4-hydroxybenzoova,
feruklovd, sinapova, lysergova, galovkalej katechol, vanilin alebo pyrogalol. Pritomthos
tychto fenolickych latok v péde je prhou pozitivne] chemotaxie a aktivacie génov
virulencie, ktoré nesie prave Ti-plazmi#l. tumefaciens Specificka vazba bakterialnych
buniek je zaloZzena na principe vazby signalnychekidina receptorové proteiny béngch
stien. Signalne molekuly si kédované génmi viruleptoblasti Ti-plazmidu. Jednotlivé
kmene A. tumefaciensvykazuju ¢asto Specifitu v&@ r6znym botanickym druhom. Této
Specifita je dana prave variabilitou signalnych ekol. Nasledne dochadza k aktivacii
d’alSich génov zafsijacich virulenciu plazmidu. Tieto gény koduju nigeid endonukleazy,
ktoré spOsobuju vznik jednat@zcovych zlomov na Specifickych miestach Ti-plaamiBo
nahodnej integracii T-DNA oblasti do genomu hos$skej bunky dochadza k syntéze
auxinov a cytokinowo ma za nésledok fenotypové zmeny rastlin [9].

Napriek prirodzenej schopnogti tumefaciensmapadd len dikotyledonové rastliny, je
mozné T-DNA prenos do monokotyledonovych rastlirkut®nit nepriamo s pouzitim
citlivych reportérovych systémov.

RozSirujuci sa zaber hostiter mbze by podporovany aj interakciou Ti-plazmidu
s agrobakterialnym chromozémom iného pévodu. N#&atiKTi-plazmidpTiBo542umiesteny
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prirodzene \A. tumefaciens Bo54&h4 limitujucu schopna'stvorby nadorov véi mnohym
druhom strukovitych rastlin, ale ak sa dany Ti-plaz premiestni doA. tumefaciens C58
Ti-plazmid pTiBo542 sa prejavi o silnejSou virulenciou pdsobiacou na séju a iné
strukovité rastliny. Citlivos voci transformacii rastlirA. tumefaciensna genetickl podstatu
minimalne u kurkumy, hrasku, soji, vinnej révy aliénych ekotypochArabidopsis thaliana

3].

2.4.4 Patogénny cyklus

Patogénne formy. tumefaciensn6zu preai saprofyticky v péde az do dvoch rokov. Ak
sa nablizku v okolitej péde vyskytne hodilea rastlina poranend vplyvom presadzania,
hmyzom za Gelom potravy alebo inym spésobom, baktéria sa chaktiokym pohybom
presunie k poranengjasti a umiestni sa medzi bunky hogttev rane. Takto umiestnené
baktérie zanu stimulova okolie hostitéskych buniek k rychlemu a nepravidelnému deleniu.
Baktérie dosahuju tohto delenia vioZzentasti vlastnej DNA do hostitskych bunénych
chromozomov, ktora spdsobuje nadprodukciu cytokwia auxinov, ktoré su regulatormi
rastlinného rastu a zaravea tvoria opiny slGziace k vyzive tumefaciens

Vysledné tkanivo rastlin ziskané rychlym delenimngdifernciované bielej alebo
krémovoZltej farby a bunky mézu obsahtyedno alebo viac jadier. Toto tkanivo pokuige
VO svojom zvéSovani sa, péom nador je formovany na koreni alebo stonke vstésti od
povodne poranenej strany rastlinného tela. Baktéhaadzuje intercelularny priestor na
periférii nadora a nie je pritomna v centre rastdceimoru. Nador nie je chrdneny epidermis

3].

CGD za&ina vznikom malych zdurenin na stonke alebo korpripadne na inych
¢astiach rastinného tela, ktoré st umiestnané@ajblizSie k pdde. Mlady nador, tagtejSie
pripominajuci zatvrdnutt koZu, vznika nasledne poapeni a je biel@gji Zltokrémovej farby
gulovitého tvaru. Tak ako nador starne, tak sa médwi fear, stdva sa nepravidelnym a farba
sa meni na hnedu azernu. Nador moze byspojeny s povrchom hostite len pomerne
tuzkym pruhom tkaniva ale moéZe sa jaej ako celkovy opuch stonky, nie celkom presne
oddeleny. Tkanivo nadora je aigjne porézne a drobiace sa ale vyskytuje sa agwitdf
forme na pobvrchu s Utvarmi pripominajiucimi uzlikya jednej rastline sa mézecastne
nachadzé viac nadorov, ktoré prachniveju a odhnivaju narplow rastliny bd’ ciastane
alebo celé s mozntsu recidivy v tej istej oblasti kazdl sezénu. Rridssymptomy zatiaju
zakrpatenie, chlorotické listy, zvySenu citlivosastliny va@i sekundarnemu parazitovi a na
zmeny Zivotného prostredia [8].

2.4.4.1 Interakcia medz A. tumefaciens a hostitel’skou bunkou

Pomocu medzibugaych signalizacii nazyvanych ,quorum-sensing® medzi
A. tumefaciensa rastlinnou bunkou na zaklade produkcie acylokan&omoserinového
laktonu (Acyl HSL), ktory je prevazujucim extracltnym bakterialnym signalom, dokaze
A. tumefaciensspusti’ syntézu proteinov potrebnych na prepojenie ramsg]inbunky
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s bakterialnou bunkou. Acyl HSL je produkovany xkyich koncentraciach, al€ahko
difunduje cez bakterialny obal areguluje horizémia vymenu a replikaciu V&ych
plazmidov potrebnych pre patogenézu a symbidézustBmaym hostitéom, jednd sa
o fenolicku zl@&eninu [10].

Fenolické latky su hlavne nachadzané u dikotyledprsal vylwované v pripade
poSkodenia bunkovej steny rastlinnej bunky, a idanw zriedkavo u monokotyledonov. To je
dévodom pre&o A. tumefacienparaziticky napada a geneticky modifikuje prirauze cestou
monokotyledony iba v niektorych vynirieych pripadoch, napriklad asparagus.

A. tumefacienspri interakcii s hostiteskou bunkou z#ina vystavbu tzv. tunela
potrebného na prenos T-vlakna, ktory suvisi sumatio aj s vonkajSou bakterialnou
membranou ako i s plazmatickou membranou hdatit&dakyto typ transportu sa oznige
ako typ IV aje vyuzivany aj u viacerydiudskych patogénov. Tento proces ma podobny
mechanizmus ako interakcia bakterialnych bunielkpnjugécii [11].

2.5 Agrobacterium rhizogenes

Za d’alSieho prirodzeného genetického inZiniera z réduobacteriumsa da oznat

A. rhizogenesNapriek tomu, Ze mechanizmus prenosu T-DNA ddinag pravdepodobne
uplne zhodny u oboch spominanych zastupcov rgrobacterium fyziologicka podstata
tvorby nadorov je celkom ind. Crown gall nddorygsledkom nadprodukcie fytohormonov
Specifikovanych T-DNA génmA. tumefacienskdezto T-DNA niektorych Ri-plazmidov
A. rhizogenesnbze obsahovaauxin biosyntetizujuce gény, ale tie nie su patéeba vznik
hiary root Utvarov. Stasné vyskumy potvrdzuju, Ze nadory typu hairy redtvysledkom
zvySenej citlivosti transformovanych buniek k enéiogej hladine auxinov. Tento poznatok
bude pravdepodobne viek zvySeniu znalosti o0 procese prirodzeného rastho vyvoja.

Nadory typu crown gall iba zriedkavo poskytuju eegranty a tie su len vynirtioe
schopné tvorby kotmv. Po analyze tychto regenerantov sa dospelo é&raave maju hbdi
odstranenu u&inu T-DNA sekvencie alebo ma T-DNA inaktivovaningeu expresiu cestou
metylacie DNA. Nadory typu hairy root z rozsiahlepaitu rastlinnych druhov s@asto
schopné poskytov¥aspontanne regeneranty, ktoré sice mavaju pozmemamiologiu, ale
vzdy obsahuju a exprimuju T-DNA gény.

Néadory typu hairy root si schopné poskytasto regeneranty, tie sa ale &aye
prejavuji zmenenymi viastnéami, napriklad znae vrasitymi listami, zmenenou
internodularnou vzdialenésgu a podobne. ZvldStna zmena bola pozorovahi tabacum
spontanne regeneranty pestované na médiu bez kuidastovych faktorov utvarali v mieste
poranenia list&i stonky forméacie podobné hairy roots, teda trsyekov, takito odpové
ponuka aj netransformovana rastlina po raste vunéolbhatenom o auxin [12].
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2.5.1 Riplazmid

Je charakterizovana pomernelké skupina Ri-plazmidov. Ich Klasifikacia zavisi
hlavne od typu opinu, ktory sa produkuje v napagjnuastline po zdeneni T-DNA.
NajskumanejSim typonA. rhizogenege kmei s Ri-plazmidom agropinového tymRiA4
alebopRi1855 ¢i s Ri-plazmidom manopinového typpRi8196 Plazmid agropinového typu
obsahuje dve T-DNAravu a pravua). Plazmid manopinového a kukumopinowgho ma len
jednu T-DNA, ktord zdita DNA sekvencie homologické 'avou T-DNA plazmidu
agropinového typu. Po DNA hybridizacii regionov y@pT-DNA Ri-plazmidu sa dospelo
k zaveru, Ze vykazuje zhodutral atm2 génmi Ti-plasmiduA. tumefaciensPo analyze
viacerych nadorov typu hairy root z réznych druhm@stlinnych hostitbov napadnutych
A. rhizogenesagropinového typu je zrejmé, Ze nie je nutnd pnitos’ pravej T-DNA na
detekovaténej Urovni, aby vznikali hairy root formécie.

Experiment s malymi detaymi mutaciami a vnaSanim transpozénovych inzedov
Ri-plazmidu agropinového typu mallwei zaujimavé vysledky, hlavn& sa tyka génov
obsiahnutych Wavej T-DNA. Vysledkom bolo zistenie, ze morfolégidadorov typu hairy
root je ovplywiovand predovsetkym Styrmi génovymi lokusmold, rolB, rolC, rolD).
Explantaty infilkované mutantnymi kni A. rhizogenes mutaciou v génmlA poskytovali
vel'mi rovné korene (pouzitim prirodzeného kraé\. rhizogenessa ziskaju pomerne vinité
korene), mutacie génwlB Ustili v stratu virulencie mutantného kit@e mutaciou génwlC
vznikali normalne rastice kalusy s pozastavenyrtomakoreiov a mutacieolD génu mali
za nasledok iniciaciu rastu kav, ale s postupnou retardaciou ich rastu. Tym bola
definovana délezitasSpecifickych génovavej T-DNA Ri-plazmidu. Nasledna analyza DNA
sekvencii a transkrimej aktivity indikovala, Zerol gény koreSponduju so Specifickymi
¢itacimi ramcami (ORF).

VnaSanim jednotlivychiol génov doNicotiana tabacunbolo zistené, Ze Specificky
ovplyviiuju vyvoj rastliny, ktora sa nasledne rozne fyzgudky liSi od normalne sa
vyvijajucej rastliny (regenerant z listového expédn s vnesenymolA génom ma odlisSny
fenotypovy prejav, ato zdae vrasité listy oproti hladkému profilu netransformovanej
rastliny) [12].

2.5.2 Hairy roots

K Uspesnému zisku stabilnych hairy root kultUprebné vzié do Uvahy niektko
podmienok ich kultivacie. Medzi ne patri vhodny eylkmeia A. rhizogenesvhodné Zivné
meédium, aplikacia antibiotik po kokultivacii pletivych kultar s baktériami na potlenie
neziaducej mikroflory. NajsilnejSiu indakl schopnas maju kmene agropinového typu.
VacsSina rastlinnych pletiv, od listov, stoniek az potpplasty, su vhodnym materidlom na
transform&né pochody, skor zalezi na veku ho$skeho materialu a odpafdl sa mladsi
material. Vhodnymi antibiotikami su cefotaxime sadi carbencilin disodium, vancomycin,
ampicillin sodium alebo tetracycline, v koncentramil sto do p@sto miligramov na liter
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Zivného meédia. Dekontaminované hairy root kultiry & mali kultivovd na médiu
neobsahujucom rastlinné rastové faktory.

Aplikacia hairy root kultdr ma vzrastajuce tenden¥yuzivaju sa na furthiii analyzu
génov, expresiu cudzich proteinov, na pripravu tmkgch chromozomov, produkciu
sekundarnych metabolitov, produkciu &ain, ktoré sa nenachadzaju v netrasformovanych
korenoch, regenerdciu celych rastlin. Momentalne sa chtty aplikdciach stretdvame
s viacerymi moznymi problémami, medzi ktoré patozdielna regulacia sekundarnych
metabolizmov v hairy root kultirach odvodenych zlikmych rastlinnych druhov, prom
nadexpresia Kicovych enzymov nemusi vzdy zvySdvavorbu sekundarneho metabolitu.
Dalsim problémom je mozna redukcia ¢po chromozomov pis subkultivacie,
morfologické zmeny regenerovanych rastlin a spaopénie endogénnych a cudzich génov,
ktoré vedie k zniZeniu koncentracie pozadovanélooyktu aj v pripade vnaSaniacgieho
poctu cudzich génov. Napriek tomu sa hairy root kyljavia by’ sfubnym potencionalnym
pristupom k produkcii sekundarnych metabolitovyhi&afarmaceutickych, pretoze maji’ae
dobrych vlastnosti, ako napriklad rychly radghka kultivaciu, dostupné genetické
manipulacie ato najdélezitejSie, vzrastajucu solgp syntézy vyuzittnych metabolitov,
ktoré nemo6zu kyprodukované neorganizovanymi bunkami [13].
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3 DOKAZ TRANSFORMACIE VYSSICH RASTLIN

3.1 Fyzicky dékaz, PCR

Polymerdzova rt@azova reakcia patri napriek veSkerym technickym ad@mostiam v
modernej molekularnej bioldgii k najviac vyuzivamytechnikam. Tato technika sluzi na
zmnoZzovanie pozadovanych DNA sekvencii¢i od neuverifine malych mnozstiev DNA
molekdl, PCR mdZe hypouzita k vyprodukovaniu az mikrogramovych mnaistDNA.
PCR je dostatne citliva, aby mohla naamplifikovgotrebné mnoZstvo DNA na klonovanie
alebo sekvenovanie z jednej bunky. PCR amplifikeje vybrané segmenty (fmvé Useky)
na péovodnom DNA templéate, nie cell predlohu DNA ekaly. Vyslednym produktom PCR
st amplikony, teda useky DNA o definovanéjla, obvykle ide o desiatky aZ tisice parov
béz.

Pre PCR su nevyhnutné nasledujuce komponenty: Déplat, PCR primery, Taq
polymeréza, zmes nukleotidov dNTP, vhodny pufemaeykler.

V prvom kroku polymerazovej fazovej reakcie sa od seba oddelujtaree templatu
DNA teplotou pohybujucou sa okolo 94°C. Nasleduj&enie teploty na rozmedzie od 50°C
do 60°C, aby sa primery pritomné v zmesi na PCR limudviaza na prislusny usek
teplatovej DNA. Dzka primerov sa pohybuje od 15 do 20 parov baz,nalezvy3enie
presnosti moze Wy aj dlhSia. Rozmedzia teplét sa mézu pripadne Nzi'adom na
zniZzovanie alebo zvySovanie Specifickosticafosti reakcie.

V tretom kroku sa udrziava teplota okolo 70°C, aby satitaiprediZzovanie novych
retazcov z primerov. Taq polymeraza je schopna ledlpoga’ nové vlakna, nie iniciova
syntézu novych t@zcov. DNA syntéza bezi od 5 k 3 koncu pre ob&énulakna.
Optimélny p@et cyklov je 25 az 35, prili§ vysoky &t cyklov vyznamne zvySuje mnozstvo
vznikajucich neSpecifickych produktov PCR [14].
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Obr. 3.1: Teplotny profil PCR [2], [14]

3.1.1 Navrh primerov pre Standardnu PCR

Presnot a uspesSnas PCR pri amplifikacii witého génu alebocasti sekvencie
gendmovej DNA je zavisla na spravnom navrhu obaaingrov, préom treba brév Gvahu
aj celkovu sekvenciu Studovaného genomu.

Vhodne navrhnuté primery pre Standardnii PCR by mal dizku pohybuijlcu sa okolo
18 az 25 nukleotidov, obsah GC 40 % az 60 % a noempe rozdistribuované oblasti bohaté

na G/C a A/T pary. Teplota nasadania primerov Tnmmaa by minimalne 50 °C, ptom
tieto teploty si maju ky podobné u oboch primerov. Na matricovej DNA neshyd

nespecifické vazbové miesta. Primery nem6zu obsgHa@mplementarne sekvencie, inak by
z nich vznikali duplexy,dalej musia by bez vnutornych sekundarnych Struktdr, to jest
vlaseniek. Na 3" konci primerov je vhodné zatgdden alebo dva zbytky C alebo G, ktoré
slizia na zaistenie presnej vazby na templat [15].
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3.1.2 Nested PCR

V uréitych situaciach sa vyskytuju neriedie problémy s kvantitou a kvalitou templatu,
ktory ma by amplifikovany. Ide o priliSnu nariedenosnaterialu obsahujuceho tavu
sekvenciu DNA alebo o nevhodnl uréuéstoty Startovacieho materialu. Prave na rieSenie
danych problémov bola vyvinutd metoda nested PCR.

Nested PCR je anglicky vyraz pre odstoywani PCR alebo PCR vyuZivajlucu
vonkajSich a vnuatornych primerov. V porovnani sandardnou PCR ide o Kmi citlivu
metddu, ktord umaiije detekové i jedini molekulu templatovej DNA. Pri klasickom
protokole sa amplifikacia robi v dvoch krokoch. ykrok zaltna 15 az 30 cyklov s jednym
parom tzv. vonkajSich primerov. V tomto kroku vznigrodukt, ktory je prevedeny do novej
skumavky a nasleduje druhy amplifékey krok pomocou paru tzv. vnatornych primerov,
ktoré su Specifické pre vnutorias’ sekvencie amplifikovanej s parom vonkajSich priower

Druhy amplifika&ny krok zahiiuje d’alSich 15 az 30 cyklov a po jeho dokeni sa
produkt detekuje elektroforézou. Prenos amplifikech produktov z prvej reakcie do druhej
umoziuje nariedenie inhibitorov, ktoré mohli tbpritomné v pédvodnom vzorku, ale prinasSa
so sebou i moZzn@ékontaminacie [15].

3.1.3 Elektroforéza

Elektroforéza patri v molekularnej biologii k naygivanejSim sepataym technikam
pri izolacii a analyze nukleovych kyselin (NK). mripom elektroforetickej separacie je
pohyb nabitych molekul v elektrickom poli. Hlavnynositdéom naboja NK suU negativne
nabité fosfatové skupiny, preto sa NK v elektrickpati pohybuju k andde.

Ako nost sa obvykle pouziva gel, rastejSie tvoreny polyakrylamidom alebo
agarézou, ktoré vytvaraju zlozitd sma Struktiru polymérnych molekal s pérmi, ktorych
vel’kos” mozno ovplyvni zloZenim roztoku a koncentraciou polyméru. Agavézgely su
vhodné na separaciu molekual NK d’kesti 100 bp az po priblizne 50 kb.

Po dokosieni elektroforézy sa identifikuje poloha separownynolekul na zaklade
ich zvidite’nenia po pouziti vhodného farbiva. RegtejSie sa pouZziva etidiumbromid, ktory
sa vmedzeruje medzi susedné pary baz v DNA a viysroimi komplex, kroty po osvetleni
ultrafialovym svetlonterveno fluoreskuje. Molekuly DNA o zhodneji¥esti su nasledne na
gele vidité'né ako pruzky, ktorych intenzite je umerna koncaitDNA [15].

3.2 Signalne gény a gény pre selekciu

Signalne gény su také, ktorych biochemicky prodjgktmoZznolahko pozorovéa
a kvantitativne stanovovaMedzi zname signalne gény patri chimericky géladajuci sa
z kodujucej sekvencie génu pre rezistenciu ku kacém, ktory koduje
neomycinfosfotransferazu Il (NPT II). Rezistencia kanamycinu sa prejavuje v rastlinnych
pletivach vémi vyrazne. MedzidalSie vyuzivané signalne gény patri transgén pre
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chloramfenykolacetyltransferazu, transgén grglukuronidazu, transgén pre luciferdzu
s naslednou aplikaciou bioluminis¢éerej skusky na overenie spravnostileaenie génu,
transgén pre zeleno fluoreskujuci protein (GFP).

Selektovaténé gény su také, ktoré nesu rezistenciti laike, ktora méze hypridana
do agaroveho meédia, alebo ktorou moézu Wgtky sprejovane, a ktora z#@fuselekciu
transgénnych buniek a pletiv. Vyuzitie transgénadujucich rezistenciu k toxickym latkam
umoziuje, aby na selektivnych meédiach prezivali a dedfi iba transgénne bunky.
K dispozicii je viacero selekych systémov pre transformované rastlinné bunkietva,
patri medzi ne i vyuZitie chimerického transgénwe pezistenciu k prokaryotickému
i eukaryotickému antibiotiku hygromycinu, transgene rezistenciu k herbicidu glufosinatu,
transgén pre rezistenciu dianandze, transgén pre rezistenciwivherbicidu fosfotricinu
ainé [16].

3.2.1 Histochemicky d6kaz

Overenie spravnosti¢ienenia T-DNA do rastlinného gendomu sa da urg@mocou
histochemického dbkazu suvisiaceho s reportérovgignalnym, génom. Medzi gény
s moznosgou histochemického testovania patri napriklad lgéd a génuidA. Oba tieto gény
su pévodom E. coli[2].

3.2.2 B-glukuronidazovy systém

B-glukuronidaza je kodovana lokusondA, jedna sa o hydrolazu, ktora katalyzuje
Stiepenie  rdznych B-glukuronidov, z ktorych mnohé su koree dostupnymi
spektrofotometrickymi, fluorometrickymi a histochigkymi substratmi.p-glukuronidazovy
gén bol klonovany a sekvenovany, kéduje enzym yktad Ziadané vlastnosti pre konstrukciu
a analyzu génovych fazii. M4 pH optimum 5,2 az 8&@evyzaduje Ziadne kofaktory.
Prirodzene sa vyskytuje len v bakterialnych a&i$oych bunkéch, takZze ho je mozné
vyuziva' ako dominantny signalny gén pri transgenoéze dimaasthab [17].

Produkciu B-glukuronidazy je mozné dokazacestou fluorometrickej reakcie,
indigovou metddou a azokoputeou reakciou. Fluorescémy test sa robi v homogenate, je
potrebny substrat 4-metylumbelifeffdD-glukuronid (MUG). Tato latka nema schoptios
fluorescencie, pokia nie je rozStepena n@-D-glukuronid a 4-metylumbeliferon (MU),
priebeh reakcie je znazorneny na obrazku 3.2. Roesd dlhovinnym ultrafialovym Ziarenim
produkt reakcie, teda MU, dava modru fluorescefia].
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4-metylumbelifery g-glukuronova kyselina fenolick forma p-glukuronova kyseling

4-metylumbeliferan

CH, gH CHy
HO,, OH + HO
P =N . 3 . % H i O0OH
| | * oH H
o¢ o P o o CH p-glukuronidaza Oﬁ 5 - oH HO H
| H O
=7 T i npH=872
CH,
24 i

fenmadova forma 4-metylumbelferan (fluoreskujica)

Obr. 3.2: Pbsobenimp-glukuronidazy vo vodnom prostredi na 4-metylunfdasli-s-D-glukuronid
vznikaju dva produktyp-D-glukuronid a 4-metylumbeliferon (MU). MU sa mowgskytova vo
fenolickej i fenoxidovej forme, ale zasadité pHuzZawvyrazny posun smerom k vzniku fenoxidovej
formy, ktora v prostredi posobenia ultrafialovélvetta fluoreskuje [18].

Produkcia sa da dok&zaaj pouzitim farbiva X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-ioigl
glukuronid), ktoré po rozStepeni dava modrd, voevorozpustnu krystalickl Ziéninu,
ktora zostava lokalizovana v bunkach. V rastlinash vyuzZiva gén, do ktorého bol
zabudovany intron. Tento intrén zauje, Ze k expresii bude dochadziba v rastlinnych
bunkach, nie v baktériach [19].

GUS reportérovy systému, ktorého ¢afou je aj p-glukuronidazovy gén, je
nagastejSie vyuzivany monitorovaci rastlinny systévhs(asnosti sa stava popularnejSie aj
vyuZivanie génu pre produkciu proteinu vykazujuceblenu fluorescenciu (GFP) a ustupuje
sa od pouzivania reportérového systému zaloZzenéhprodukcii enzymu vykazujuceho
kanamycinovu rezistenciu, ktory kdduje neomycifdtvansferaza Il (NPT-II) [16].

3.2.3 Selekny marker fosfinotricin (PPT)

Fosfinotricin (synonymum: gluphosinate) je henhjcs ktorym sa je mozné strethu
pod obchodnym né&zvom Basta, Liberty dalSimi. Vyrdba sa biotechnologicky z
mikroorganizmov Streptomyces viridochromogenes Streptomyces hygroscopjusieto
baktérie stiasne syntetizuju enzym fosfinotricin-N-acetyltrasrazu (PAT), ktory acetyluje
vol'nd NH,- skupin PPT a tym ho inaktivuje. Gén, ktory kodigsfinotricinacetylftrasferazu,
klonovany z aktinomycétyS. hygroscopicuge vV literatire oznsmvany ako bar a gén
z S. viridochromogeneaskopat. Oba su zloZzené zo 183 aminokyselin a ich primamngtira
vykazuje zn&nu homoldogiu. Oba gény bolickenené do vektorovych plazmidov baktérie
A. tumefaciensa su uz vyuzivané v odrodach repky a kukurice,ofmnych napriklad aj
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v USA alebo Kanade [16].

PPT sp6sobuje blokaciu enzymu glutaminsyntetdzyyinsa nevratne inaktivuje
atym dochadza k naruSeniu metabolizmu duséma,vedie k hromadeniu amoniaku v
toxickych koncentraciach. Nastdva blokacia fotoéynt a rozpad chloroplastov, po
niekd’kych dioch rastliny zozltn a odumra [20].

DL-fosfinotricin (GH1sN2O4P, molekulova relativna hmotrtbsl98,2) je analdg
glutamatu a vystupuje ako kompetitivny inhibitorutgininsyntetazy. Tento enzym je
zahrnuty v asimilénych pochodoch amoniaku a hrété&vu rolu v asimilacii dusika (viz
obrazok 3.3) [21].

glutaminsyntetaza

{

glutamat  + I‘\IH4+ *  gutamin + ADF + P+ H

+

Obr. 3.3: Reakcia metabolizmu amoniaku z&sti enzymu glutaminsyntetazy. Priebeh tejto reakci
je blokovany pésobenim fosfinotricinu a v dosletdkiw dochadza k hromadeniu amoniaku, ktoré ma
toxicky efekt [21].

Fosfinotricin je z chemickéhol&diska toxicka latka, ktora je zéstého stavu stala,
ale v pode dochadza k jej rozkladu vplyvom mikr@migmov. Tato latka je teplotne stabilnd,
preto je mozné autoklavowdsterilizova’) médium s jej pridavkom. Komary fosfinotricin
je zmes D- a L- izomérov. L-izomér je v transgérnmyastlinach acetylovany na acetyl-PPT,
zatid’¢o D-PPT zostava stély.

Dra znamych udajov sa pouZiva koncentracia PPT dipé@sSaaximalne pédesiat
miligramov PPT na liter média, pri prekemni tohto koncenttmého stropu nastava aj
u transgénnych rastlin so spravnecleaenym génombar odumieranie v ddsledku
herbicidnych tinkov PPT.

V pripade, Ze rastlina je extrémne senzitivna R& Pa normalnych okolnosti (pred
transgendzou), mobze DHytento fakt kritickym bodom v aplikacii PPT v ramci
transform@&ného procesu a aj napriek pozitivnemu priebehusg¢ramozy sa budu rastliny
javit ako netrasgénne a odumigraim straca PPT ako selgky marker zmyselDalsim
dolezitym faktorom pri pouzivani PPT ako selekho markra je zachovanie sterilného
prostredia v Petriho miskach po kokultivacii, tegqmostredie bez plesni a zvySnej
agrobakterialnej mikrofléry. Nepriaznivym faktoropri selekcii je aj priliS dlha expozicia
transformovanych explantatov na médiu s PPT, khod¢e po dlhSej dobe &' negativne
acinkova’ aj na rezistentné pletiva [16].
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4 SILENE VULGARIS

Silene vulgaris,y minulosti synonymicky ozr@vanaOberna behenteda silenka
nadmuta, patri do rodbilene ¢el'ad’ Caryophyllacea€éhvozdikovité).

Rastlina dorasta do vysky tridsaz Sestdesiat centimetrov, gmn samotny kotig
ktory je vetveny, mbZe niaaZz Sestdesiat centimetrov. Dolné listy ma Spicaté@ro
zasychaju. Stredné a horné listy maju eliptickypizgteny tvar, tfka sa pohybuje medzi
troma az dvanastimi centimetrami, Sirka obvykleresphuje dva centimetre. Ploctepeli
listov je hladka. Kvetenstvo vytvara vidlice, ¢éénou viackveté. Kvety mozu By
obojpohlavné alebo jednopohlavné. Kalich jézuéoy, v obryse vajcovity az Siroko elipticky.
Korunné listky maju bielu farbu, vynimioe na okraji nafialovelld. Semena maju chaivity
tvar, dzka sa pohybuje okolo jedného milimetra. Rastlimavyskytuje na kamenitych
miestach, skalnatych svahoch, okrajoch ci€sisto je s@iag’ou travnatej vegetacie od
nizinnych oblasti az po horské polohy. Na celommiizéiech rastie od najnizsich poléh az do
alpinskeho stuga [22].

Rod Sileneje unikatny tym, Ze W&ina zastupcov je diploidna a maju zhodnygqto
chromozémov, a to dve sady s celkovynétpm dvadseéstyri. Vynimkou jeSilene conica
dvoma sadami chromozomov s celkovym¢étoon dvadsé a priblizne desa percent
cudzokrajnych (Skandinavia) sileniek st polyploidné

Reprodukny systém tohto rodu je rozmanity a fighjedincov od hermafroditov cez
rézne mozné medzistupne (gynomonoecicky, gynodi@gciandromonoecicky a trioecicky
stupdi) az po dioecickych zastupcov. NajvyznamnejSi pstuodu Silenesu S. latifolig,
hlavny predstavite dioecickych rastlin tohto druh@ S. vulgaris gynodioecicky zastupca.
Hlavnhym ci€om Studie rodu Silene je determinacia pohlavia v gynodioecickych
a dioecickych rastlinach, evolucia pohlavnych chwaémov na Urovni DNA sekvencie [23].

Silene vulgarisje gynodioecicky druh, ktory slazi ako modelovy anigmus pre
Stadium evolucie cytoplazmatickej séen sterility (Stddium dvojdomosti) a pre Studium
rezistencie véi tazkym kovom [24].

Silene vulgaris sa prirodzene vyskytovala v Eurépe, ale bola men& ido
severovychodnej a centralngsti Severnej Ameriky po jej kolonizacii EurGpanmgbre sa
tu aklimatizovala.

Porovnavajucou analyzou reciprokych krizeni bol&&dané, Ze minimalne dva, ale
eSte pravdepodobnejSie tri, rozdielne gény nesippaatinos za cytoplazmatickl safiu
sterilitu (cytoplasmatic male sterility, CMS). Pdgcie S. vulgarissa vé&mi liSia v zastupeni
jedincov nesucich safie kvety a jedincov nesucich obojpohlavné kvetyznmedzie pre
jedincov so sandimi kvetmi je od nula az po sedemdesiatosem perogmbpulacii.
Zachovanie saniich jedincov nesucich gény pre CMS méze lwy désledku produkcie
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vySSieho poétu semienok s lepSou kvalitou v porovnani s heradiinymi jedincami. Bolo
tiez potvrdené, Ze v prirodzenej populacii s redmiwyskytom hermafroditov klesa i
relativna produkcia semienok a ich vykliie v pripade sagtich jedincov. Pokles plodnosti
sa vysvetluje faktom, Ze safi@ rastliny su limitované poklesom lmvych zrni€ok.
Pohlavna determinacia$i vulgarissa v poslednej dobe javithynenej komplikovana ako sa
zdalo atakisto sa ustupuje od myslienky striktmgjternalnej transmisie CMS faktorov,
nakd’ko bola preukazana heteroplasmicita.wulgaris teda pritomnaskoexistencie sargj

i santej mitochondrialnej DNA v jednom jedincovi. U jedov v jednej populacii je jej
vyskyt az dvads@es percent vzhiadom na celkovy gt jedincov [23].
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5 NICOTIANA TABACUM

Nicotiana tabacum tabdk virginsky, patri do roduNicotiang ktory zaltia
Sesdesiatpé druhov rastucich v Amerike, Australii a Tichomdpdio Eurépy bola tato bylina
dovezena v Sestnastom sttirdde o jednordnu, v trépoch aj o viactmu, chlpatd bylinu
vysoklu osemdesiat az tristo centimetrov. Lodyhapjeama, malo vetvena, na baze
drevnatejluca. Listy su prisadlé, az Sestediat wemtirov dlhé, vajcovitého tvaru. Koruna je
nalevkovita, kvety su v koncovych kvetenstvach,ukory len je pécipy, ¢asto ruzovy alebo
¢erveny. Rastlina kvitne od juna do septembra [22].

N. tabacumje prirodzeny amfidiploid. Konkrétne sa jedna oteli@ploida, ktory
vznikol hybridizaciouNicotiana sylvestrigsamti rodic, n = 12) aNicotiana tomentosiformis
(santi rodi¢, n = 12)nasledovanou zdvojenim ga chromozomov (2n = 48).

Rod Nicotiana ¢elad’ Solanaceag prirodzene sa vyskytujaci v Bolivii, ale rozgiye
do celého sveta, je sice malip do rozmanitosti pdu jedincov, ale viégmi dobre
charakterizovany. RoNicotianaje najviac Studovanou skupinou rastifigstaine z Wadiska
jeho evollcied’alSie Studie sa zaoberaju morfolégiou a distribiidouhov, a je dolezité aj
vyuzitie jeho z&stupcov v genetike ako modelovyaanizmov [25].

5.1 Horizontalny génovy prenosNgrol gény

Ngrol gény (grolB, NgrolC, NgORF1& NgORF14) ktoré su podobné sekvenciou
s génmi Wavej casti trasferovanej [FDNA A. rhizogenes boli najdené v genome
netransformovanej rastliniNicotiana glauca Nasledne bolo potvrdené, Ze bakterialna
infekcia vyustila v transformacitNgrol génov pdas ranej evollcie rodiicotiana Teda
v N. glaucasa vyskytuju Styrrol gény koreSpondujuce s-DNA, ktoré vyvolavaju syndrom
hairy root v rastlinach, ale u rastlin transformoyehNgrol génmi nedochadza k tomuto
typickému fenotypovému prejavu. Jedna sa o horéont génovy prenos. V pripade
N. tabacumbol zatid potvrdeny prirodzeny vyskyt génokolC, ORF13, ORF14dra
dostupnych studii k expresii dochadza len u géR13 v listoch aj v kalusoch [26].
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6 METODIKA

6.1 Experimentalny material

Na transforméné pokusy boli pouzité rastliryilene vulgarisktoré boli vypestované
v in vitro podmienkach zo sterilnych semienok, ktoré boli aigkz rastlin z okolia TiSnova
a Brna. RastlinyNicotiana tabacunboli takisto ziskané zo sterilnych semienok pestgeh
v in vitro kultare.

Na transformaciu boli pouzité baktéridgrobacterium tumefaciens GV310
s plazmidompCBKO5(viz obrdzok 6.1). Tento kmge rezistentny v& kanamycinu (binarny
plazmid) a gentamicinu (pomocny plazmid). Binardgzmid je pévodom E. coli a ma
vélenenu T-DNA, ktora neobsahuje onkogénny. Pomocpiammidom sa nazyva plazmid,
ktory nesievir gény, ktoré su s@ag’ou transportného systému T-DNA, ale ich pritontnos
v samotnej T-DNA nie je nutna [2].

replikaény pociatok

l'ava hranica T-DNA Q

NOS-promotor

gén bar (PPT)

pCBKO05
prava hranica T-DNA
terminator ku génu bar

NOS-terminator

CaMV 355-promotor

Obr. 6.1: Binarny plazmid pCBKO5, ktory je &&ou A. tumefaciens pouZivaného na transformaciu
S. vulgaris a N. tabacum (gén npt Il je bakteriain génom pre rezistenciu cvdkanamycinu, gén
BAR, ktory kdduje enzym fosfinotricinacetylftragfer, je sdasou selekného systému rezistencie
voci fosfinotricinu a gén gusA je &sou reportérového systérguglukuronidazy) 2], [27).
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Druhou baktériou sliziacou na transfotimé pochody bol@\. rhizogenesprirodzene
sa vyskytujuci geneticky nemodifikovany typ, kingRI1S4.

6.2 Zivné média

Sterilizované semienk8&. vulgarisaN. tabacumsa pestovali na sterilnom Zivnom
meédiu s oznéenim BMS-30 (viz tabika 6.1), ktoré obsahuje Specifické makroelementy a
mikroelementy (viz tadiky 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6, 6.7), listové explantéioli op&
kultivované na tomto meédiu,l'd potreby a pouzitia boli pridavané k médiu BMSiB8
chemikalie v prisluSnej koncentracii, naprikladosé faktory, PPT, antibiotik4 a iné.

A. tumefaciensbolo kultivované pri teplote pohybujiucej sa okoldb °Z,
nepresahujucej vSak 26 °C, na médiu Luria-Bertanz (abu’ka 6.8), na potkgenie
neziaducej mikroflory sa pridava antibiotikum kaneim a gentamicin, Wb ktorému su
baktérie so spravne futitkym plazmidom rezistentné.

A. rhizogenesbolo kultivované na médiu Specialng&emom na jeho kultivaciu (viz
tabu’ka 6.9), na potkgenie neziaducej mikrofléry sa pouziva rifampicikoncetracii 50 mg

na liter Zzivného média.

Na kultivaciu hairy root kultdr sa pouziva médioanaené MJV (viz tabltka 6.10),
ktoré obsahuje niektoré zlozky zhodné s médiom B3@Sviz tabuliky 6.2 — 6.6).

Tab. 6.1: Zivné médium BMS-30

BMS-30

zlozky: koncentracia
__________ makroelementov B5  :  100,0 mi/
_________ mikroelementy MS-B 10,0 ml/I
] mikroelementy MS-C ~ : 1,0min
I zelezoMS ¢ 2,5mill
o vitaminy MOREL ~ :  2,0ml/l
] inositol 1 2,0mill
________________ sachar6za . 30,09/
e agaréza 7091

pH 5,6-5,8
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Tab. 6.2:Makroelementy B5, sas’ Zivného média BMS-30 a MJV

Makroelementy B5
zlozky: koncentracia
_____ siranamonny 1349
_dihydrat chloridu vapenatého, 1,50 g/
. siranhorenaty 2,50 g/l |
___________ dustnandraselny @ 25,00 g/l
monohydrat dihydrofosfoimanu
e sodného 1,50 9/l |
celkovy objem 11

Tab. 6.3: Mikroelementy MS-B, sas’ Zivného média BMS-30 a MJV

Mikroelementy MS-B
zlozky: \ koncentracia
... kyselinaborita i  124mg_
... Siranmanganaty . 446 mg
o siran zingnaty . 172mg
celkovy objem . 200 ml

Tab. 6.4: Mikroelementy MS-C, gas’ Zivhého média BMS-30 a MJV

Mikroelementy MS-C
zlozky: koncentracia
R jodid draselny . 166mg_
R molybdenansodny 50mg
______________ siranmenaty . 5mg
e chlorid kobaltnaty ~ : ~ 5mg
celkovy objem . 200 ml




Tab. 6.5: Vitaminy MOREL, stas’ Zivného média BMS-30 a MJV

Vitaminy MOREL
zlozky: koncentracia
. inozitol i 2500mg_
o Ca-pantotenat i 25mg
o biotin i 0,25mg
___..___kyselinanikotinova __ : 25mg
I pyridoxin-hydrochlorid | = 25mg
I thiamin-hydrochlorid | . 25mg
celkovy objem 50 ml

Tab. 6.6: Z&sobny roztok Zeleza MS¢ag’ Zivného média BMS-30 a MJV

Zasobny roztok Zeleza MS
zlozky: ‘ koncentracia
chelaton Il (NaEDTA-H,O) : 7,45¢g

_______________________________________________________________

heptahydrat siranu Zeleznatého 2,80 ¢

celkovy objem . 500 ml

Tab. 6.7: Z&sobny roztok inozitolu MS,&%’ Zivného média BMS-30

Z&sobny roztok inozitolu MS
zlozZky: koncentracia
e inozitol . .1000mg_
celkovy objem | 200 ml

Tab. 6.8: Médium na kultivaciu A. tumefaciens, Luria-Bertani.

Bakterialne médium Luria - Bertani (LB)
zlozky: koncentracia
. bakterialny trypton L 10,0 g/l |
___bakterialno-kvaswiny extrakt : 509/ |
_______chloridsodny & 10,0 g/l |
. agar 15049/
pH 7
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Tab. 6.9:Médium na kultiviciu A. rhizogenes

Medium pre kultivacilA. rhizogenes
zlozky: koncentracia

. extrakt z kvasiniek i 5,09/ |
N hydrolyzat kazeinu . 0,50/ |
e Mmanitol G 8,049/ |
... Slranamonny 2,09/
... Chloridsodny i : 509/
crc@gar 115009/

pH 6,6

Tab. 6. 10:Médium na kultivaciu hairy root kultar

MJV
zlozky: | koncentracia
__________ makroelementy BS i 75,0 m/|
______mikroelementy MS-B ;10,0 ml/l
_____mikroelementy MS-C 1,0 mi/l |
... vitaminy MOREL @ 2,0mifl_|
. zelezomMs ! 5,0 mi/l |
________________ sacharéza . 20,0 ml|
pH 5,7

6.3 Sterilizacia semienok

Semienka uené na kultivaciu rastlinn vitro sa premyvali priblizne hodinu pod
pradom studenej vody, nasledne boli prenesené @or@ztoku Sava s pridavkom jednej az
dvoch kvapiek detergentu Triton X, v ktorom sa pyeali 10 minut. Z roztoku Sava sa
preniesli do 50 % roztoku etanolu, na dobu maxim&@0 sekund. Nasledoval preplach v
sterilenej vode trvajuci 15 mindt, bola pouZitariséd banka so zatkou umiestnena na
trepaku, tento krok sa opakoval eSte raz. Semienkagsgilona sterilnom filtréanom papieri
a umiestnili na Zzivné médium BMS-30 (priblizne 30ma 1 Petriho misku) v @te sedem az
des@ na misku. Po vyktieni semienok sa mladé rastlinky individualne prépagli do
sterilnych kultiv&nych nadob s Zivnym médiom.

6.4  Kultivacia baktérii

Prislusné kmene baktérii boli dodané v eppendgdovskiamavkach zaliate pod
parafinom. Bol vykonany krizova rozster a baktédaedva dni nechali rdsia danom Zivnom
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médiu s pridavkom antibiotik pri teplote okolo Z5 °“Misky s narastenymi koléniami boli
uskladnené pri teplote 0 °C po dobu jedného mesiaca

Z narastenych kolénii bol urobeny odpich do mraaac boxu s teplotou -70 °C,
pricom sa pouzil 1% roztok DMSO (dimetylsulfoxid), ko pésobi jako vyborny
kryoprotektant. Tymto gfsobom je mozné uchovavabaktérie po vémi dlha dobu.
V pripade potreby sa opdbaktérie krizovym rozsterom aplikuju na Zivné noedi s
adekvatnymi antibiotikamtim sa overi¢i nedoslo k inaktivacii plazmidu [28].

6.5 Regenerdci&. vulgarisi N. tabacum

Regeneréné skusky boli vykonané na zivhom médium BMS-30ridgvkom
cytokininov a auxinov v rdznych pomeroch, vychadza z udajov dostupnych v literarnych
zdrojoch [29], [30], [31], [32]. Boli pouZziti lisie fragmenty zo sterilne pestovanych rastlin.
Medzi testované rastové faktory patrila kyselinaaftalénoctova (NAA), benzylaminopurin
(BAP), giberelinova kyselina, tidiazuronid (TDZ);irg8lolmaslova kyselina. Po stanoveni
optimalnej koncentracie rastovych faktorov bola neteovana optimalna koncetracia
fosfinotricinu ako selainého markru. K médium BMS-30 s rastovymi faktorrali tpridané
alikvotne mnozstva PPTd stanoveného rozpatia koncentracii.

Explantaty boli kultivované v steriinom prostredd wzdialenosti cca 25 cm od
priameho zdroja svetla pri teplote asi 28 °C. Pagdetivovych kultar boli vykonavané kazdé
dva tyZzdne. Do Petriho misiek bolo davkovanychlgnita 25 ml média.

6.6 Transformacia

Z prislusného druhAgrobacterianarasteného na pevnom médiu v Petriho miskach sa
preniesla kolénia do Erlenmayerovej banky pomocaokrabiologickej K'ucky a pridalo sa
cca 30 ml tekutého LB média. Dand zmes sa kultieow®z noc na trepke pri 26 °C,
rychlog” mieSania bola zhruba 150 && za minutu.

Na druhy d& sa k roztoku baktérii pridali fragmenty listov saané na oléniky
o ve’kosti hran priblizne dva centimetre. Listové fragye pochadzali zo sterilne
pestovanych rastlin. Dostétty narast baktérii sa pozndladzn&ného zakalenia inakireho
tekutého média. Zmes obsahujica baktérie i listhagmenty sa za mierneho mieSania
kokultivovala 15 minut.

Po kokultivacii sa listové fragmenty osusili narghom filtracnom papieri a preniesli
sa do misiek so Zivnym médiom obsahujucim acetoggn. Na jednu Petriho misku sa
kladlo priblizne 5 az 7 listovych fragmentov. PransformaciuA. tumefaciensa pouzilo
médium BMS-30 s vhodnou koncentraciou rastovychiofak pre danu rastlinu a v pripade
A. rhizogenegen samotné médium BMS-30, v oboch pripadoch iskayeil acetosyringon.

Zarover sa robila negativna kontrola, kedy sa listove rfragty sterilnych rastlin

31



davali rovno na prislusné Zivné médium, vynech&aakrok kokultivacie, inak boli vSetky
podmienky zhodné.

Transformaty sa kultivovali dva dni, v pripade lZ&ktérie neprerastali, tak i dlhSie.
Nasledoval oplach explantatov. Bola pouZzita starimnda, sterilné laboratérne sklo i sterilné
filtracné papiere.

Na filtrachom papieri osuSené explantaty sa prenesu do bamkgou a pridavkom
jednej kvapky detergentu Tween 80. Za neustalebmi@Savania na trefie sa explantaty
premyvali desé minut. Explantaty sa preniesli dastej vody uz bez pridavku detergentu
a nasledovalal’alSie premyvanie po dobu désminit za neustaleho premieSavania, tento
krok sa opakoval dvakrat. OsuSené explantaty sailulta misky s médiom obsahujucim
antibiotikum claforan (cefotaxim) v koncentracii®@g-mtl*, ktoré pdsobi proti neZiaducej
mikroflore, ktorou je v tomto bode aj samotAgrobacterium V pripade prerastania
explantatov baktériami sa explantaty znovu odmyphkovala saf'alSia davka antibiotik do
media. Pre explantaty kokultivovanéstumefaciensa po odmyti pouzivalo Zivné médium
BMS-30 s pridavkom rastovych faktorov, pre explgntkokultivované sA. rhizogenes
médium MJV, v oboch pripadoch aj s antibiotikamntiBiotikum sa zvyajne aplikovalo aj
do média pouZzitého na prvla pasédz. Explantaty, keoré znamky regeneracie a médium uz
neobsahovalo neZziaducu mikrofléru, sa pasazuju delugného média bez antibiotik
[31],[32],[33].

6.7 lzolacia DNA pouzitim kitu

Regenerantygi uz po transformacii alebo k nim prislusné negsikontroly, a
kultdry hairy roots boli otestované na pritomtgenov indikujlcich uspesnu transforméciu,
jednou z metdéd na dokaz uUspeSnéholereenia T-DNA bola aj PCR. Pred vykonanim
polymerazovej réazovej reakcie sa izolovala genomicka DNA z ras8@hmo pletiva a kultar
hairy roots pomocou kitu s nazvom DNeasy Plant Miniod firmy QIAGEN. Postupovalo
sa da prilozeného navodu. Izolovana DNA v &om pufre mala koncentraciu pohybujucu
sa okolo 150 ng/ul. Koncentracia vyizolovanej DNAolab zig'ovana porovnavanim
koncentrécii s pripravenou koncegimau radou plazmidpBR322

6.8 PCR

DNA vyizolovana pomocou QIAGEN kitu sa pouzila palymerazovu réazovu
reakciu. Bol pouZzity termocykler T 3000 od firmy dBietra. Pre vSetky vykonané
polymerazové mazové reakcie sa davkovalo zhodné mnoZstvo zloXigkipade klasickej
i nested PCR je objem jednotlivych zloZiek¢emych na prave jednu reakciu v 0,2 ml
Eppendorfovych skimavkach uvedeny v iau6.11. [34].

32



Tab. 6.11:MnoZstva jednotlivych zloZiek PCR reakcie s celkoalyjemom 20 pl

klasicka PCR nested PCR

zlozka objem (ul zlozka objem (ul
voda i 152 |voda i 15,2
10xpufer i 2 . 0xpufer i 2
dNTP (10nM) _ : 04 | ANTP(1OnM) i 04
primerF i 08 | primerk ... 08 |
primerR i 08 __|. primerR .08 |
polymerazaTaq : 04 | | polymerazaTaq . 0,4
eluat DNA po roztok amplikonov ziskany po
izolacii i 04 ] prvej PCRreakcii i | 01
objemcelkom @ 20 | objemcelkom i 20 |
poset skimaviek | 1 pet skimaviek 1

6.8.1 Navrh primerov pregusA gén

Primery pre PCR, ktorej diem bolo naamplifikovd pozadovanu sekvenciu
obsiahnutu v géne pre tvorlfiaglukuronidazy, boli navrhnuté na zaklade znamé&jysecie
gusA génu prirodzene sa vyskytujacomEvcoli (viz obrdzok 6.2). Vychadzalo sa zo
sekvencie, ktora je verejne pristupna v databdatedhinologickych informacii NCBI (viz
priloha) [35].
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a.)

2269514 2277619
[ } i 1812 bp \ [ 4
} I |
ydsh uidb uidR
uidl sush 4 hdhA
b.)
gusA-F gusA-R
—» <
| |
509 bp 550 bp 753 bp

c.)

primer gusA foward (21 bp): GTT TAC GCG TTG CTT CCG CCA
primer gusA reverse (21 bp): CTG TGC GTC ACA GCC AAAAGC

5 —» 3

Obr. 6.2: Navrh primerov na amplifikaciu Useku génu gusA adehjaceho prirodzene z E. coli, gén
je vdanom pripade gasou reportérového systému pri prenose T-DNA z A.efaciens do
hostitd’skej rastliny. Na navrh primerov bola pouZitdive dostupna sekvencia gusA génu z databazy
NCBI: a.) nért pozicie génu gusA v E. coli indikujudZku génu 1 812 parov baz, b.)crtéoblati

v géne gusA, ktora bude amplifikovana po pouZitfmautych primerov, éakavana dka produktu je
550 parov baz, c.) sekvencie primerov v smere dd35’koncu, oba navrhnuté primery maju zhodnu
dizku, teda 21 parov baz (primery su farebne znardrag v prilohe tykajucej sa zobrazenia celej
sekvecnie génu gusA z databazy NCBI) [35].

6.9 Elektroforéza

Na elektroforetickl separaciu naaplifikovanych gfreentov DNA sa pouzil

2% agardzovy gel. Agardza bola rozfdisa v jednopercentnom roztoku TAE, ktory vznikne
po pa@desiatnasobnom rozriedeni zasobného roztoku TAE®&bUTka 6.12).

Elektroforeticka separacia prebiehala pri 60 VA@sminut. Gel sa po elektroforéze na
priblizne 10 minat ponoril do roztoku etidiumbromid umiestnil na treglu s nastavenou
vel'mi nizkou rychlogou pohybu. Vysledok separacie fragmentov DNA banzenenany
pomocu UV lampy spojenej s fotoaparatom od firmp@ane In Genius.
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Tab. 6.12:Zlozenie zasobného roztoku TAE

Zasobny roztok TAE

zlozky mnoZstvg
s i 2429
deionizovanavoda | 750 m
cista kyselina octova | 57,1ml|
05 MEDTA pHS8 @ 100 ml.
celkovy objem i 1000 ml
pH 8,5

6.10 pB-glukuroniddzovy (GUS) test

Sto miligramov rastlinného materidlu bolo pinzefomenesenych do Eppendorfovej
skumavky (objem skumavky 2 ml), bolo pridaného hopurifikovaného morského piesku a
100 ul GUS extratného pufru, ktory sa uchovava pri -20 °C (viz t#216.12). Sklenenou
ty¢inkou dobre zhomogenizovany material bol odbtneany po dobu desiatich minut
v chlade (0 °C) pri otkach 20 000 za minutu. Pipetou bolo odobratych 4€upernatantu,
ten bol preneseny do novej Eppendorfovej skimavkyidany zhodny objem MUG
realkéného pufru, takisto uchovavany pri teplote -20 4@z (tabd’ka 6.13). Zmes bola
inkubovana dve hodiny pri 37 °C. Na konci inkubao@o pridanych 0,9 ml 0,2 M roztoku
uhlicitanu sodného (zasadité pH z&rupremenu vSetkej fenolickej formy 4-MU na
fenoxidovu formu 4-metylumbeliferonu, ktora fluokege), zmes bola dobre premieSana a
bola zistena fluorescencia vzorkov na UV-transilddre. Ako pozitivha kontrola, vzorka,
ktora za danych podmienok preukazuje fluorescenciopl pouzity samotny
4-metylumbelliferon v praSkovej forme, teda &aina, ktord je &mkdvanym produktom
B-glukuronidazového testu [36].

Tab. 6.12:ZloZenie GUS extrakého pufru pouzivanéhgdwglukuronidazovej reakcii

GUS extrakny pufer (10 ml)

zlozky: MNoZstvo
0,IM fosfatovy puferpH7,0 i 5ml |
O5MNaEDTApH 78 . 20ul
Triton X-100 0l
merkaptoetanol 1 rul )
sarkosyl i 10 mg_|
celkovy objem doplneny vodou 5 ml
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Tab. 6.13:ZloZenie MUG readného pufru pouzivanéhgivglukuronidazovej reakcii

MUG reakény pufer (5 ml)
zlozky: mnozstvo
4-metylumbelliferylf-D-glukuronid : 3,5mg
GUS extrakny pufer ! 5ml

6.11 lzolacia mitotickych protoplastov z kultary hary roots

Vychodzi material kultary hairy roots sa dvakrgbriebehu tyZzda prepasazoval do
tekutého zivného média MJV (viz tdllka 6.10), poas inkubéacie v tekutom médiu bol
umiestneny na trepke (rychlog priblizne p&desiat otdok za minutu) a mikroskopicky bola
overovana kvalita komovych Spéiek. Synchronizacia bola zafagia dva dni po poslednej
pasézi.

Boli odrezané starSie korene, kalusy a odstraneadtky agaru. MladSie korene
s meristémami séasta:ne osusili a synchronizovali pomocou aphidicolidadavany firmou
Sigma), tak aby jeho finalna koncentracia v MJV mdabla 30 umol/l. Synchronizéacia trvala
dvanas hodin za neustaleho trepania na té&pa Nasledne bolo médium s aphidicolinom
odstranené, v intervale 15 minGt boli korene ttikpggemyté Zivnym médiom MJWDalSim
krokom bola inkubécia v Zivnom médiu MJV Styri hogliza pretrvavajaceho trepania.

Nasledoval krok nazyvany akumulacia metafaz. Bdikavany roztok oryzalinu, tak
aby jeho finalna koncentracia v Zivnom meédiu bdbauinol/l. Znovu sa vzorky inkubovali
Styri hodiny za neustéaleho trepania.

Médium bolo odsaté pomocou vodnej vyvevy a bobgmy enzymaticky roztok,
ktorého zloZenie je uvedené v téke 6.14 a 6.15. Na jednu Petriho misku sa pipetoval
zhruba osem mililitrov tohto enzymatického roztoRemocou olejovej vyvevy sa vykonala
infiltrdcia enzymov do korev vo vakuu, zmes bola inkubovana priblizne dveitmpgbri
teplote 26 °C za neustaleho mierneho trepania.rainyen mikroskopom sa kontrolovalo
uvolnovanie meristémov a protoplastov z kareych explantatov. Hrpo detekcii psdiatku
uvolnovania sa meristémov Vv jednotlivé protoplasty s&@gbe 5 ml 25% roztoku soli
s ozngenim W5 (viz tablka 6.15) do Petriho misky obsahujucej korene c eratickom
roztoku, zmes sa jemne zamieSala a precedila tez(sg’kos’ 6k asi 100 pum).

Suspenzia protoplastov sa preliala do kénickyalmskviek a zcentrifugovala (de'sa
minut pri rychlosti 800 ot#ok za mindtu). Protoplasty vytvorili vidifay sediment,
supernatant bol odstraneny Pasteurovou pipetouim@atl bol resuspendovany v zbytku
tekutiny a bolo pridanych zhruba 6 ml 25% roztokili V5, tak aby vysledny objem bol
osem mililitrov, zmes bola premieSana. Naslednersdali Styri mililitre vody, zmes sa
premieSala a nechala st@desad minut, o sposobilo hypotonicky Sok.

Op& nasledovalo sedimentovanie. Protoplasty sa usapgeatocou odsti#ovania
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(10 minat pri rychlosti 800 otédk za minutu). Supernatant sa odstranil a protoplaa

resuspendovali v zbytku tekutiny v skimavke. Bolidgnych des@a mililitrov cerstvého

predchladeného fixaého roztoku, ktory pozostava z troch objemov dtadenaturovaného
metanolom a z jedného objertiadovej kyseliny octovej. Zmes sa viackrat jemnemegala

a ponechala v mraztke pri -20 °C minimalne hodinu, ale pokojne i nigko mesiacov.

Po odstraneni ¥8ej casti fixatnej zmesi odstovanim (20 minat pri rychlosti
1 000 otéok za minatu) sa protoplasty resuspendovali v ab¥itkdZze a po 15 minutach bolo
mozné suspenziu kvapkaa podlozné skika [37].

Takymto spésobom sa pripravili preparaty na kagimké Stadie, in situ hybridizaciu,

in situ nick trasnlaciu a iné.

Tab. 6.14: ZloZenie enzymatického roztoku pouzivaného pgéadianitotickych protoplastov z kultar
hairy root na uv@iovanie meristémov a ich rozWovanie na jednotlivé protoplasty

Enzymaticky roztok

zlozky: MNOoZstvo
Wssoli ..8oml
D-sorbitol 1,89
celuldzaOnozukaRS 409
macerozymR-10 & 209
hemicelulazaSigma i 209
pektolyazay-23 089
PH il 9,0-52
celkovy objem doplneny vodou ! 200 ml

Tab. 6.15:ZloZenie zasobného roztoku soli W5. Tento roztskigsou enzymatického roztoku, ale
25% roztok soli W5 sa pouZziva i samostatne v jéidpch krokoch izolacie mitiotickych protoplastov
(25% roztok soli W5 ziskame po nariedeni zasobr@tioku vodou v pomere 1:3, teda jeden objem
zasobného roztoku W5 soli k trom objemom vody)

Zasobny roztok soli W5

zlozky: MNOZstvo
chloridsodny .....900g
chlorid vapenaty bezvody : 13,87 ¢
chioriddraselny .037g
glukéza  1...090g9
celkovy objem doplneny vodou 1,001
pH 5,8
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7 VYSLEDKY

7.1 Regeneracia z listovych fragmentov

Bolo testovanych niek&o rastovych faktorov preS. vulgaris najvhodnejSou
kombinaciou je kombinacia syntetického cytokininuenbylaminopurinu (BAP),
podporujuceho rast vyhonkov, so syntetickym auxinenaftalénoctovou kyselinou (NAA),
ktory podporuje rast kofeveho systému. Okrem tychto rastovych faktorov lpauzité
i kombinacie auxinov indol-3-maslova kyseliny (IBAktord& ma prirodny charakter,
a kyseliny 2,4-dichlérfenoxyoctovej (2,4-D), ktgeapredstavitbom syntetického auxinu, so
syntetickym cytokininom tidiazuronom (TDZ). Bolaestovana aj pritomnogiberelinu GA
v Zzivnom médiu na podporu regenerdcie. Vysledkyrigbph regeneracie z listovych
fragmentov pri roznych kombinaciach rastovych fadtge v tablike 7.1.

Optimalna koncentracia rastovych faktorov pre regéciu z listovych fragmentov
uS. vulgarisbola stanovena na 3 mg BAP na liter Zivného médigbang NAA na liter
média, preN. tabacumje to koncentracia 1 mg/l BAA a 0,1 mg/l NAA, kéoije bezne
uvadzana v literarnych zdrojoch (viz obrazky 7.2, 7.3 a 7.4).

Obr. 7.1: Regeneréacia S. vulgaris z listového fragmentu adimBMS-30 s pridavkom 3 mg/l BAP
a 0,5 mg/l NAA. Snimka je zhotovena z obdobia pgZz@ioch od prvého polozenia listového
fragmentu na Zivné médium s rastovymi faktormi.
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Obr. 7.2: Regenerécia S. vulgaris z listového fragmentu édimBMS-30 s pridavkom 3 mg/l BAP
a 0,5 mg/l NAA. Snimka je zhotovena z obdobiatgpddoch od prvého polozenia listového
fragmentu na Zivné médium s rastovymi faktormimagagach listového kalusu su uz jasne vithiée
prvé vyhonky z kalusu nazuglice vyvoj regenerantu.

Obr. 7.3: Regeneracia S. vulgaris z kalusu na médiu BMS-Bfidavkom 3 mg/l BAP a 0,5 mg/l
NAA. Snimka je zhotovena z obdobia po 12itydd od prvého poloZenia listového fragmentu na
Zivné médium s rastovymi faktormi,je mozné pozaorexaik prvych listkov regenerantu pestovaného

v in vitro kulture.
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Obr. 7.4: Casovy sled regeneracie N. tabacum z listového feagunna médiu BMS-30 s pridavkom
1 mg/l BAP a 0,1 mg/l NAA (1. snimka je zhotoveniddobia po 3 tyztbch, 2. snimka po 4 tyzuoch,

3. a 4. snimka po 5 tyZoch od prvého poloZenia listovych fragmentov na&médium s rastovym
faktormi)
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Tab. 7.1: Priebeh regeneracie S. vulagris z listovych fragtoe na Zivnom médiu BMS-30
s pridavkom réznych rastovych faktorov.

vzhr'ad listovych fragmentov, priebeh regeneracieladh

koncentracia rastovych faktorov (mg/l) kalusov

1. tyzdei (list.

NAA [IBA | 2,4-D|TDZ| BAP | GAg 3. tyzde 6. tyZden 8. tyzder

fragmenty)
o o o ledozel |
0,50 : ! ! 1 2,00 1 zeleng, krehkbe oze eny rast pakorgov: bez zmeny
! ! ! ! ! ! kalus !
""""" zaclatokhnedozeleny
__(_)_’_5_(_)__i_______i________i_______i__fl_’_??i______i___Zf{fe_rf?___k_r_e__h_.’_(_?ftd_'f?g_e_ne_zx_Kte_hk_y_}fa'_tis_i___kf_e_z_fT_ef‘_Y_
. . | | | | tiatok l I
0,50 ! | | 3,001 i zelené, pevni;z;}r?ezy: zeleny kalus, pr\rl)(zézisyene
: : : : : : tok | sve dozeleny! . |
0,10 : 5 5 . 3,00: . zelené, pevnq(ezl::;sezy' svekglizenyl zeleny kalus
"""""""""""""""" .o | svetlozelené, zity krehky | nadmerny rast |
e R IO M IR qehke | kalus | pakorsoy | o e
i Zlty : . i
3,00 1,00 ZIté, sypké: rosolovity svztll()(/)r;xis Si bez zmeny
S N A S N A S ]
' : : : ' . zeleny | tmavozelen': zeleno-
0,05 : 0,05 5 5 300 005 zelenég, pevné ovn kZIusﬁl ovn kalusy cerveny
_________ b peiels pevials L s |
: : : i L s [ : , | biely ve’mi
+ 0,50 ! 14,00 4| (=} sypkeu biely kalus biely kalu sypky Kalus
N o o Z&Iatok " zeleny kalus,  zeleno- |
10,50 10,20 i 1 zelené, pevné kalogenéz + list. fragment:  ¢cerveny
_________ gycervenykalus
; ; ; serveno- svetlé : svetly kalus, :
0,50 ! ; + 1,50 ; ; Jelené i kalusy na ! list. fragment: bez zmeny
' margéach ! hnedy

7.2  Fosfinotricinové skusky

Bola zhotovena koncenti@a rada pridavkom fosfinotricinu do Zivného média
s optimalnymi koncentraciami rastovych faktorov gemy explantat, rozmedzie PPT bolo od
nula do dvadsiatich miligramov na liter. Pi®. vulgaris bola stanovena optimalna
koncentracia na 3 mg/l PPT a e tabacum5 mg/l PPT, pri tejto koncentracii dochadza
k viac ako polowinému uhynu netransformovanych explantadtov, to znamee listové
fragmenty postupne zoZltli, nasledne boli temeehfeadné a zoschlé (viz obrazok 7.5 a 7.6).
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Boli testované listové fragmenty i semienka, ktsaépo vysterilizovani umiestnili na
médium s PPT a pozorovalo sa ich rast, respektkitenie. Vyklcené semienka menili
zafarbenie listkov od zelenej po svetloZltu v Zée od koncentracie PPT v médiu.
Vysledky oboch testov boli zhodné.

PPT

S

3ppm 5ppm  7,5ppm PPT

Obr. 7.5: Petriho misky s listovymi fragmentmi netrasformmmjaS. vulgaris po piatich /ach
posobenia PPT, in vitro kultdry, Zivné médium slgvkom rastovych faktorov 3 mg/l BAP
a 0,5 mg/l NAA. S rasticou koncentraciou PPT v médvidne nastava vo v&om rozsahu i rozklad
chloroplastov, Zltnutie listov, vysychanie a rozpgaetiva. Ako limitna koncentracia pésobenia PPT
vhodné pre selekciu bola zvolena koncentracia 3.mg/

1 ppm 3 ppm S5ppm PPT

V4

|

Obr. 7.6: Petriho misky s aseptickymi semienkami N. tabgoestované v in vitro podmienkach po
siedmych doch pbésobenia PPT od vydéhia. Ako limitna koncentracia je v tomto pripatEnsvena
koncentracia PPT 5 mgl/l, kedy zjavne dochadzanktilt listkov v zhruba 50% rozsahu.
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7.3  Transformacia sprostredkovandA. tumefaciens

V pripade tabaku prebehla transformacia pomodotumefacienskmeir GV3101
uspeSne a boli ziskané transgénne regenefdntyabacumpestované na zivnom médiu s
pridavkom rastovych faktorov. V pripade silenkyldg$o transformécii ku kalogenéze, ale
nenastala regeneracia ani po dobe dlh3ej ako siate Selainy marker fosfinotricin bol
nasadeny spolu s antibiotikom cefotaximomdipe ukorteni transforménych pochodov na
dobu desiatich dni, doslo k hynu neziaducej mikrgf(hlavne pozostatky agrobaktéria po
odmyvani, ktoré je s@s'ou posledného kroku transforméacie) ad&@acag’ listovych
regenerantov postupne gathla rozkladu chloroplastov, fragmenty vybledliszhii.

Tvorba kalusov z listovych fragmentov tabaku akstzhruba po troch tyAdch
a bola nasledovana okamzitou regeneraciou, pochiaiyzdioch od transformacie boli
regeneranty uz schopné prenosu do samostatnyckkmgsiivnym médiom bez rastovych
faktorov. Z jedného listového fragmentu sa tvorittesa regenerujacich rastlin. VEadom
na rapidnu regenefiall schopnas tabaku, bolo opakované vystavenie zregenerovanych
rastlin pésobeniu PPT. Fosfinotricin bol nasademyiginého média po prenose regenerantu
do samostatnej nadob¢asti regenerantov tabaku po tomto procese dodataoZltli listy
arastlina prestala rdqviz obrazok 7.7). Rastliny tabaku, ktoré opakarano vystaveniu
pbsobenia PPT odolali aich rast nebol zastavery uietky transgénne, ako ukazoval
fyzicky dékaz pomocou PCR.

Tvorba kalusu z listovych fragmentov silenkyala po dvoch tyzibch, kalusy mali

¢asto ZItu farbu a rosolovity charakter, postupngobadali zelena farbu, ale pravdepodobne
vplyvom zvySenej stresovej ta@ve dochadzalo ik tvorb&rvenych farbiv a rychlejSieho
starnutia explantatov. Kalusy boli najkrajSie, &stj pomerne hutné a zelené, zhruba po
desiatich tyzdoch od kokultivacie, ale s pribudajucitasom sa v niektorych pripadoch
hlavne v spodnegasti z&inali tvorit zhluky bieleho nediferencovaného pletiva, ktoré
pozvd’na nadobudalo az hnedd farbu, tento jav neovplgynigspektivne nezvratila, ani
mierna zmena zloZenia média, napriklad zniZeniedamacie auxinu NAA z 0,5 mg/l na
0,1 mg/l. U niekdkych explantatov sa po zhruba desiatich tyah dal pozorowa vznik
velmi malych vyhonkov, ktoré ale nasledne boli prexaét nediferencovanym pletivom.
Kalusy predstavujuce negativnu kontrolu, teda ta@énepresli transforniaym procesom,
a boli pestované na Zivhom médiu s pridavkom rgstovfaktorov a PPT s limitnou
koncentraciou wenou na selekciu, napadne rychlo faddi vplyvu PPT, Uplne zhnedli a pod
sebemensim tlakom pinzety na ne dochadzalo k izhadu respektivne rozdroleniu, mali
vel'mi krehku vodnatu konzistenciu (viz obrazok 7.8).

Doékaz prenosu genetickej informacie z T-DNA do hek&t bol vykonany fyzicky
pomocou PCR s pouzitim primerov pre géklJS pritomny v T-DNA A. tumefaciengviz
obrazok 7.9), bola pouzita metdda klasickej PCRya¢nej zmesi bolo pridanych 60 ng
DNA vyizolovanej z prislusnych rastlin. Podmienkglibnasledovné: 95 °C po dobu troch
minut, nasledovalo 33 cyklov s troma opakujucimksakmi, prvy krok pozostaval z teploty
94 °C pbsobiacej 30 sekundlalej nasadanie primerov pri teplote 55 °C po doBwseékind
a predlzovanie pozadovanej sekvencie pri teplotéC7po dobu 45 sekund, reakcia bola
ukoniena podsobenim teploty 72 °C po dobu Siestich mi@dakavany produkt mal nia
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dizku 587 parov baz. Pritomrntbgénu v regenerantoch tabaku pestovanych na Zivmédiu
s pridavkom PPT bola dokazana, gén sa nevyskytowetransformovanej rastlingysledky
fyzického testovania pritomnosti génu pre tvorptglukuronidazy boli potvrdené aj
histochemickou skusSkou zameranou na dbkaz pritotinfieglukuronidazy (viz obrazok
7.10).

Obr. 7.7: VzHladom na vBmi vysokl regenetau schopnastabaku, aj napriek jeho vystaveniu
stresovym faktorom, bola s odstupéasu znovu zopakovana selekcia na Zzivnom médiwavpom
PPT (5 mg/l). Niektorym rastlinam aj napriek tramshacii dodaténe zoZltli listy, ale tato druha
selekcia umoznila zisk skdte transgénnych rastlin a vSetky takto selektovaséliny boli po
kontrole pomocou PCR transgénne.

Obr. 7.8: Kalusy silenky pestované na zivnom médiu s pradaviastovych faktorov (3 mg/l BAP
a 0,5 mg/l NAA). Snimka je zhotovena z obdobigbzhsiedmeho tyZd od ukodenia transformacie,
pricom prvych desadni bol vzivnom médiu pritomny aj PPT (séfgk marker) a cefotaxim
(antibiotikum odstraujdce neziadicu mikrofléru). /8vo (detailnejSi patad) a v strede su kalusy
vytvorené z listovych fragmentov, ktoré presli sfarma’nym pochodom (zelené, hutné) a vpravo su
kalusy, ktoré sliZia ako negativna kontrola, teda pésobenia A. tumefaciens‘@® transformacie
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(prevazne hnedé, sypké). Bunky kalusov z negatieng¢joly masivne pddhli pésobeniu zvySenej
koncetracie amoniaku, ktory sa tvori v toxickychvkdh pésobenim fosfinotricinu, ktory blokuje
glutaminsyntetazu.

Obr. 7.9: Snimok elektroforetickej separacie molekal DNAdpéarbeni etidiumbromidom. Fyzicky
dokaz pritomnosti génu GUSleneného do T-DNA, ktorej nogiten je A. tumefaciens. DNA bola
izolovana zo vSetkych vzoriek za zhodnych podmieR@R reakcia bola v pripade rastlin
Ucastniacich sa transformécie vykonand na vzorkadiaka po prvej selekcii. Sipkou je nazewéa
pozicia @akavaného produktu o flsti 550 bp. V prvej jamke je retek s postupnasu krokov
100 parov baz, 2. jamka predstavuje pozitivhu kantteda A. tumefaciens, v 3. jamke je vzorka
negativnej kontroly, teda PCR zmes bez templatd. jmke je netransformovany list tabaku, v
5. jamke sa nachadza netransformovany kdabaku, v 6. jamke je UspeSne transformovany list
tabaku, v7. jamke je vzorka z listu tabaku zo emegovanej rastliny tabaku, ktora presla
transformanym pochodom i prvou selekciou na PPT, alidne nie je transformovana, to svéd
opatovne o vysokej regenérej schopnosti tabaku, v poslednej 8. jamke je sfiamovany list
tabaku z odliSnej rastliny ako v pripade jandisio 6.
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Obr. 7.10: Histochemicky dbkaz pritomnogtiglukuronidazy v extraktoch z rastlin N. tabacum,
fluorometricka reakcia, vysledok reakcie pozorovapgd UV transilumindtorom spojenym
s fotoaparatom (vyrobok spaiwosti Syngene In Genius). Prva skiumavka predstapaptivnu
kontrolu, v skimavke je pritomnycakdvany finalny produkt reakcie na dokaz aktivity
p-glukuronidazy, teda 4-metylumbeliferoncistej forme. V druhej skimavke je negativny koatrol
teda reakcia, ktora prebehla za pouZitia vzorky bgematu z netransformovaného listu (skimavka
neobsahuje finalny produkig-glukuroniddza nie je aktivha atym padom neStispbstrat 4-
metylumbelifery- f-glukuronovld kyselinu). V skimavkackiigom 3 az 6 je vysledok reakcie
uskut@nenej na homogenatoch z nezavislych regenerantowabacum po ich transformacii
A. tumefaciens. Skimavky 3 aZz 6 obsahuju findlodukt, co je viditghé vzliiadom na silnd
fluorescenciu ako v pripade skumavkislo 1. Teda mozno vyslavipredpoklad, Ze vzorky
v skimavkach 3 aZz 6 pochadzaju z transgénnychimagt by mala dodatne potvrdi i skiska
pomocou PCR.

7.4  Transformécia sprostredkovandA. rhizogenes

V oboch pripadoch prebehla transformacia pomotandardného typé. rhizogenes
uspesne a boli ziskané pravé hairy root kuliryulgarisaj N. tabacunpestované na zivnom
médiu bez pridavku rastovych faktorov pripade silenky z@la tvorba pravych kotev
z listovych fragmentov po Siestichi@ch od transformacie, u tabaku po desiatitbctt od
transformécie.

Hairy root kulturaS. vulgarisvytvara rychlo bohattu splekoraiov bielej farby, ktora
ma strednicag’ tvaru polgule, korgova kultira tabaku je menej bohata bez vyrazného
nakupenia kongov a korene maju farbu od bielej az po svetlohnedu.

Doékazom transformécie je i samotny vznik kultUgiria root pozorovatgy vo’nym
okom v porovnani s negativnou kontrolou, teda wpoani s listovymi fragmentmi bez
Ucasti na transform@mych pochodoch umiestnenymi na Zivnhom meédiu (vizdnbk 7.11
a7.12).

Ako d’alSi dokaz prenosu genetickej informacie medzimissiuzi PCR s pouzitim
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primerov pre gérrolA pritomny VA. rhizogenegviz obrdzok 7.13 a 7.14), bola pouzita
metdéda nested PCR. Po prvej amplifikacii s vonkaj®arom primerov (20 cyklov) bola
vykonanadalSia amplifikacia s vnutornym parom primerov. DERP zmesi s vnutornym
parom primerov sa na jednu skumavku pouzilo 0,1%pdrku DNA pochadzajuceho
s amplifikacie s vonkajSim parom primerov. Podmierdoli pre obe reakcie zhodné, po
optimalizacii podmienok priebehu PCR boli stanoveaépbsobenie teploty 95 °C po dobu
troch minut, nasledovalo 25 cyklov s troma opakumicsa krokmi, prvy krok pozostaval
z teploty 94 °C posobiacej 30 sekunthlej nasadanie primerov pri teplote 58 °C po dobu
30 sekund a predlZzovanie poZadovanej sekvencietgpiote 72 °C po dobu 45 sekund,
reakcia bola ukatena posobenim teploty 72 °C po dobu Siestich mid&akavany produkt
mal ma’ dizku 532 parov baz. V oboch kamrych kultirach bol tento gén dokéazany, tak ako
aj v spontannych (transgénnych) regenerantoché ktenikali z koréovej kultary u tabaku.
Geén nebol pritomny u netransformovanych raslivulgaris V pripade netransformovanych
rastlinN. tabacumje nalez tohto génu otazny, ndlko spada do Uvahy horizontalny génovy
prenos medzA. rhizogenes rodomNicotianav priebehu evolucig3g].

Spontanna regenerécia a vznik vyhonkov z tabakowaraiovych kultdr obvykle
nastal po druhej pasazi, zhruba tri tyZdne od foaingcie, v poéte troch az Styroch rastlin na
jednu kor@ovu kultaru. V pripade silenky regeneracia nenastalkor&ovej kultary silenky
boli naizolované mitotické protoplasty, vysledoklécie je na obrazku 7.12.

Obr. 7.11: Koreiiova kultara (hairy roots) S. vulgaris na Zivnom imédez pridavku rastovych
faktorov. Na snimku a.) je UspeSne transformovastpvly fragment po troch mesiacoch od
transformacie v porovnani so snimkom b.), na ktofenmegativna kontrola po dvoch tyibdh,
pricom boli dodrzané zhodne vSetky podmienky, az nategrikrok aplikacie A. rhizogenes, ktory
v pripade negativnej kontroly nenastal. Negativobatiola po zhruba trojtyztbvom pestovani na
Zzivnom médiu bez rastovych faktorov zhnedla, kstagmenty postupne zoschli a odumreli.
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z listového fragmentu po dvoch tyadh od transformacie a na b.) snimku prisluSsna tiega
kontrola, teda listové fragmenty na zhodnom Zivmoédiu bez transforméacie. Do Zivného média
neboli pridané rastové faktory. U negativnej kohtnmasivny narast koi®v nenastava.

Obr. 7.13: Snimok elektroforetickej separacie molekul DNAdpfarbeni etidiumbromidom. Fyzicky
dokaz pritomnosti génu rolA pévodom z A. rhizogewegzorkach DNA izolovnanych z N. tabacum.
Sipkou na pravom okraji je upozornené ngal@vany produkt V&osti 542 bp. V prvej jamke je
rebricek s postupnesu krokov 100 parov baz, 2. jamka predstavujetppori kontrou, teda A.
rhizogenes, v 3. jamke je vzorka negativnej koptteda PCR zmes bez templatu. V jatige Styri

je testovana DNA, ktord bola izolovand z hairy tréaltary N. tabacum, 5. jamka predstavuje
spontanny transgénny regenerant (DNA bola izolovahstu zregenerovanej rastliny) a v 6. jamke je
testovand vzorka DNA z rastliny, ktord nebola gekgtmodifikovand pomocu A. rhizogenes (DNA
opé&’ izolovana z listu).
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Obr. 7.14: Snimok elektroforetickej separacie molekul DNAdpfarbeni etidiumbromidom. Fyzicky
dokaz pritomnosti génu rolA pévodom z A. rhizogeegzorkach DNA izolovanych zo S. vulgaris.
Sipkou na pravom okraji je upozornené ngal@vany produkt V&osti 542 bp. V prvej jamke je
rebricek s postupneosu krokov 100 pérov baz, 2. jamka predstavujetppori kontrou, teda A.
rhizogenes, v 3. jamke je vzorka negativnej kontteda PCR zmes bez templatu. V jadi&l® Styri

je testovand DNA, ktord bola izolovana z hairy trdwltary S. vulgaris, 5. jamka predstavuje
rastlinu, ktora neprisla do styku s A. rhizogenesld netransformovanu rastlinu) a v 6. jamke je zas
DNA izolované z kormvej kultury S. vulgaris, ale odliSnej linie akpnpade jamky:. 4.

Obr. 7.15: Snimka zobrazujuca vysledok izolacie mitotickyctioplastov S. vulgaris. V hornégsti
sa nachadza hmota jadra susednej burdiasta’ne prekryvajica jeden chromozém. Je vidid
chromozomov v metafaze.
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8. DISKUSIA A ZAVER

Tak ako je uvedené v Uvode tejto pracelane bolo ziské transgénnu rastlinu
S. vulgaris ktora nachadza uplatnenie vo vyskume pohlavrrastiin [39] i v odstraovani
tazkych kovov zo zriéstenych pdd [40]. Ako pozitivna kontrola bola piéZrastlina
Nicotiana tabacunznama svojimi dobrymi regenéreymi schopnog&ami [41].

Prvym krokom bol zisk regnerantov z listovych frantov. PreNicotiana tabacum
bola pouZzita koncentracia hormoénov v Zzivnom médiora je bezne uvadzand v literatire
[42], [43.] Tato koncetracia bola vyhovujuca a dyadne po kultivacii vznikali z listovych
fragmentov prvé vyhonky, ktoré rychlo poskytli regeanty. Pre kultivaciu listovych
fragmentov S. vulgaris bolo pouzitych viacero kombinacii hormoénov v onfigh
koncentraciach, pfom sa vychadzalo z udajov z literatury, kde sa pak{uspeSnéi menej
uspesne) o regeneraciu druhov pribuznych nasSépwae rastline [29], [30], [31]In vitro
regenrécia silenky z kalusu jelhdva a mélo efektivna. RdBileneby sa dal oznat za
pomerne odolny wd regenerdanym pokusomgomu nasvedlju aj regenermé pokusy so
Silene latifolig ktor4 netvori za normalnych podmienok ani kaluge anutnd aplikcia
tepelnych Sokov na iniciaciu kalogenézy [44].c$aa listovych fragmentov pri roZhych
kombinaciach horménov mala sklon vytvakarene narozdiel od vyhonko§g vysvefuje aj
relativne vySSiu potrebu cytokininov (aby nastatwnfovanie vyhonkov na ukor rastu
korenov) oproti koncentraciam vhodnym pre iné rastlieéade ako aj oproti optimalnej
koncetracii pre tabak. Regeneraciu a organogengazie ovplyviuje i vek a fyziologicky
stav rodtovskej rastliny, z ktorej su zakladané listové disfd5]. Regeneracia je
ovplyviiovana i ekotypom. K formécii kalusu vbbec nedocladpa pouziti pletiva zo stonky
alebo koréov, ¢o svedi o Specifickosti pletiva, v ktorom sa d4 pomocastovych faktorov
stimulova’ diferenciacia buniek [46].

Dalsim krokom predchadzajicim samotnl transformamip overenie &nnosti
fosfinotricinu. Vychadzalo sa z konceritnaj rady zhodne pouZitej pre obe testované rastliny
Limitnad koncentracia vhodna pre selekciu bola $revulgarisi N. tabacumtemer zhodna.
Koncentracia bola stanovovana pre rastliny pest®wan vitro podmienkach a testované boli
listové fragmenty aj semienka. Optimalna koncetr&PT pre selekciu aplikovana do média
je o rad nizSia ako koncentracia fosfinotricinuvabia bezne pri jeho aplikacii vo forme
postreku [47].

Tento fakt mohla spésabiskut@nos’, ze fosfinotricin bol aplikovany na listové
fragmenty pochadzajuce z rastlinirz vitro kultivacie, ktoré su menej rezistentnécvo
vplyvom okolia na rozdiel od rastlin pestovanych wankajSich podmienkach a takisto
semienka presli sterilizaym postupom, pri ktorok bol na ne vytvarany strespriklad
pdsobenim roztoku sava.

Pokusy robené inymi skupinami na listovych fragtoeh z tabakuc¢i hrachu v
podmienkachin vitro dokazuju zhodu v stanovenej limitnej koncetraditTPuenej na
selekciu transgénnych rastlin [20], [48].
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TransformaciaS. vularissprostredkovand\. tumefaciens/iedla k vzniku kalusov,
ktoré ale ani po troch mesiacoch od kokultivacasbaktériom netvorili vyhonky. Fyzicka
ani histochemickd skuska na pritomfhogénov zaujmu z T-DNA inkorporovanych do
genomus. vulgarisrealizovana na kalusoch by nemala zmysel Zkeby bola nejednoztiaa
a mohla poskytovafaloSne pozitivn&i faloSne negativne vysledky. Kée predchadzajluce
vyskumy nasvetlju, Ze transformované kalusy nemusia bezpodnirene tvort
transformované vyhonky. Dokonca pokusy nagu@d Ze po analyze kalusu az neho
pwiaceho mladého vyhonku, boli ziskané pozitivnhe egky poukazujiuce na uspeSnu
transformaciu, ale s odstupafasu a opakovanim tejto analyzy po troch tiah, uz nebola
zistenad pritomna’s génov zaujmu z T-DNA v gendme mladého regeneraiskaneho
z testovaného vyhonku [49]. Preto je ddblezité temtoaz regeneranta, ktory vznikol
z vyhonku a bol pestovany samostatne v Zivnom meékide sa mu vytvori i korfeva
sUstava.

Stadie robené na modelovom organizAmbidopsis thalianacharakterizuju bunky
kompetentné k transformacii sprostredkovanej ad@@m a identifikuju potencialne limity
a bariéry hostitéa. Bez oliadu na pdvod buniek bolo zjavné, Ze kompetentn&adjemala,
gulovita, ma tenkd bur@l stenu, mnoho malych vakuol a cytoplazmu o vyBssjote.
V bunenej kultire pochadzajucej z kotyledona i z k@redoSlo k zvySeniu [@tu
kompetentnych buniek az po nasadeni vhodnych nasdaktorov,co indikuje nedostatmu
aktivaciu a delenie buniek poranenim pletiva, kifm&dchadza transformacii a ma zefektivni
transformaciu. Vystavenim nekompetentnych buniekdiiovému posobenid. tumefaciens
malo za nasledok postupnu stratu Zivotachopnoshboaldokonca az bu&@i smr miesto
vzniku charekterictickej stresovej odpovede vedudcgjansformanym pochodom. Z tejto
Stadie vyplyva, Ze k transformécii nie je potredea buneéna aktivacia ale i proliferacia
a nekompetentné bunky sa moézutste@mpetentnymi po vhodnom nasadeni rastovych
faktorov pred agrobakteridlnou infekciotp vedie k vyvoju novej stratégie aanej na
agrobaktériom sprostredkovanu genetickl modifikdeidanlivo netransformovdteych
rastlin [50].

Ir6niou zostava, Ze napriek vSetkym vedomostiareretickych modifikaciach, nie je
presne znamy postup interakcie agrobaktéria sthtskou bunkou. Stldie nazhgu, Ze je
nevyhnutna pritomndsiektorych polysacharidov a receptorov na povrstoky, aby doslo
k vytvoreniu stranovoSpecifického prilnutia agrotéala na hostitéskd bunku. Pre z@tok
transformécie je nevyhnutné, aby nastal procedbywspecifického spojenia [51].

V pripade transformacii za pouZitia agrobaktédanaskyta otdzka: kto ma problém
s transforméaciou, my ako vyskumnigiagrobaktérium?! V poslednych rokoch bol urobeny
obrovsky pokrok v oblasti transformacie vyuzZivajuegrobaktérium a bolo navrhnutych
nesetné mnozstvo postupov na zisk transgénnych rasgipriek tomu zostava pomerndae
doélezitych druhov a inbrednych linii vysoko odolhyecti agrobakterialnej transformécii.
Tak ako u inych druhov, tak i$. vulgaris je mozné Ze dochadza k wwmvaniu transgénov.
Je dokazané urdnie transgénu v pripade integracie T-DNA do masého gendmu iba
v jednej kopii, ale tak isto v pripade integraceoch kopii T-DNA, ktoré su umiestnené
ved’a seba a orientovné v smere ,hlava k hlave" okalav@ hraninej oblasti T-DNA.
Dokonca moze transkiipé uméanie vychadzaz integracie transgénu do oblasti rastlinného
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gendmu nachylnej k DNA metylaciam ateda moézé pgrodzenym doésledkom v procese
transformacie rastlin [52].

Agrobaktérium spbésobuje nehomologickl geneticki omabindciu, dochédza
k nahodnému vnasSaniu T-DNA do genomu (teda do eucatinu alebo do
heterochromatinu};o vedie k rdznej expresii. Tym padom ani rastliing st1 zhodné a vznika
velka geneticka variabilita transformantov [53].

Metylacia je predominantnou epigenetickou modifik&cDNA. Epigenetickou preto,
Ze modifikuje informaciu obsiahnuti v DNA Struktlibez toho, aby doSlo k zmene danej
Struktary. Metylacie nemenia Struktaru ani funkgénu, ale ponukaju informéaciu o tom, kde
a kedy by mohol b§/gén exprimovany [8], [52].

V pripade tabaku bola transformacia sprostredkévantumefaciensispesna, viedla
k vzniku trasngénnych rastlin, ktoré sa v individyéh pripadoch liSili fenotypovaio sa
tyka hlavne vekosti a pdtu listov, ako iich vzhadu od rovnych po zvinené atak isto
rozdielnej sytosti zelenej farbyp opatovne potvrdzuje nehomologické vnaSanie T-DiNA
genomu. Priebeh transformade tabacumsa da povazovaza ukazkovy, prebieha bez
komplikacii, ugenie vhodného transfor@ého postupu i UspeSnogransformacie sa
zhoduje s transforntaymi pokusmi uvadzanymi v literatare [54], [55].

Transformacia sprostredkovaAarhizogenedola UspesSna u oboch explantatéy sa
tyka vzniku kor#@ovych kultdr. V pripade tabaku viedla i k vznikuarisgénnych
(spontannych) regenerantov z kultiry typu hairytragd v pripade silenky spontanna
regenerécia nenastala a tak nebol ziskany tranggefimonok. Polymerazova ttazova
reakcia v pripade silenky jednozna potvrdila pravas hairy root kultary, ktora bola
kultivovana na médiu bez hormdénov. V pripddetabacumje na elektroforetickom snimku
patrny i svetly prazok pri testovani rastliny, kianepriSla do styku s agrobaktériom a bola
kultivovana vin vitro podmienkach zo semienka, ktoré preslo sterilizaciou

Vysvetlenim sa zda Igyhorizontalny génovy prenos z agrobaktéria naNambtiang
ktory sa odohral ptas evollcie spominaného rodu. Tomu naswjedi vysoka podobnds
sekvencierol génov zA. rhizogenesso sekvenciamiol génov pritomnych vo vybranych
zastupcoch rodlNicotiana[56].

Kvalita i kvantita vyizolovanej DNA z kultury hairyoots sa oproti izolacii z pletiva
listov zn&ne |iSi i za dodrZania tych istych podmienok (karic&cia DNA izolovana z listov
byva aj tridsakrat v&sia). Nakdko izolacia DNA z korgovej kultdry je pomerne obtiazna,
¢asovo narénejSia a vyzaduje ¥8ie mnozstvo materialu, aby ziskana DNA bola dostat
konentrovand aista, pristupilo sa k vilbe metddy nested PCR.

Po UspeSnej priprave kamvej kultiry S. vulgaris boli naizolované mitotické
protoplasty wtené kd’alSiemu Stadiu.
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10. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

Acyl HSL
AMT
AMTS

bp
BAP
CGD

2,4-D
DNA
GA3
GM
GMO
GUS
IBA
mg/l
MU
MUG
NAA
NHR
NOS
ORF
ORI
PPM
ssDNA
Tc

acylovany homoserinocy lakton

A. tumafaciensprostredkovana transformacia
Agrobacterium-mediated transformation sys{@mtumafaciens
sprostredkovany trasnforiray systém)

parov baz

6-benzylaminopurin

Crown gall disease (doslovny slovensky prekleexistuje, uziva sa pojem
krékovitog’ rastlin)

kyselina 2,4-dichlérfenoxyoctova
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonuclead)
kyselina giberelinova

geneticky modifikovany

geneticky modifikovany organizmus
B-glukuronidaza

kyselina indol-3-maslova

miligram latky na liter roztoku
4-metylumbeliferon
4-metylumbeliferylg-D-glukuronid

a-naftyl octova kyselina (naphtyl acetic acid)
nehomologick& rekombin&cia

gén pre syntézu nopalinu

¢itaci ramec (open ring frame)

replik&ny patiatok

parts per million (jedna miliontina)
jednovlaknova molekula DNA (single strand AN
centralny usek oktopinovej T-DNA

tummor indukujuci

lavy segment oktopinovej T-DNA

pravy segment oktopinovej T-DNA

tidiazuron
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11. ZOZNAM PRILOH

Priloha¢. 1: Sekvencia géngusA[35]
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SEKVENCIA GENU GUSA

ORIGIN

I

1 tcattgtttg cctcectgcet geggtttttc accgémgtgccagtcc agcegtttttg

61 cagcagaaaa gccgccgact tcggtttgcg gtctggagatccctt tettgttace
121 gccaacgcgc aatatgcctt gcgaggtcge aaaafegagttccata cctgttcacc
181 gacgacggcg ctgacgcgat caaagacgcg gtgmtacagccatg cacactgata
241 ctcttcactc cacatgtcgg tgtacattga gtgaaggctaacgtat ccacgccgta
301 ttcggtgatg ataatcggct gatgcagttt ctcetg@rcagaagtt ctttttccag
361 taccttctct gccgtttcca aatcgecgct tiggacaatccgtaat aacggttcag
421 gcacagcaca tcaaagagat cgctgatggt atgggiggtcgcaga acattacatt
481 gacgcaggtg atcggacgcg tcgggidgf@acgcgtt gettccgeogtggecgegaa
541 atattcccgt gcaccttgcg gacgggtatc cggiagtaatactcc acatcaccac
601 gcttgggtgg tttttgtcac gcgctatcag ctctt@g@ctgtaagt gecgcettgetg

661 agtttccccg ttgactgcect cttcgctgta cagagycttgttge ccgcticgaa

721 accaatgcct aaagagaggt taaagccgac agtagescpatca ccacgatgcec
781 atgttcatct gcccagtcga gcatctcttc agcg@géaatgcgagg tacggtagga
841 gttggcccca atccagtcca ttaatgegtg gtcgtyatcagcacgt tatcgaatcce
901 tttgccacgc aagtccgcat cttcatgacg accaaagaaagtaga acggtttgtg
961 gttaatcagg aactgttcgc ccttcactgc cactgpatgccgacgc gaagcgggta
1021 gatatcacac tctgtgtgtttiggctgigacgcacagtcatagagat aaccttcacc
1081 cggttgccag aggtgcggat tcaccacttg caaagttagtgcctt gtccagttge
1141 aaccacctgt tgctccgcat cacgcagttc aaagrtgaccattgg ccaccacctg
1201 ccagtcaaca gacgcgtggt tacagtcttg cgagagétaccacgg tgatatcgtc
1261 cacccaggtg ttcggcgtgg tgtagagcat tacgattggatcccgg catagttaaa
1321 gaaatcatgg aagtaagact gctttttctt gecegtitiggtaatca ccattccecgg
1381 cgggatagtc tgccagttca gttcgttgtt cacarpgayatacgta cacttttccc
1441 ggcaataaca tacggcgtga catcggctic aadadggegcgccct gatgctccat
1501 cacttcctga ttattgaccc acactttgcc gtasggaargcatcga aacgcagcac
1561 gatacgctgg cctgcccaac ctttcggtat aa@gaogictgatacc agacgttgcce
1621 cgcataatta cgaatatctg catcggcgaa ctémeamictgcctg gcacagcaat
1681 tgcccggctt tettgtaacg cgctttccca ccagegmaatticcac agttttcgeg
1741 atccagactg aatgcccaca ggccgtcgag ttttttgeegggttg gggtttctac
1801 aggacgtaac at
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