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ABSTRAKT

Téato priaca sa zaoberd transformdciou Silene vulgaris, ktord sprostredkovdva
Agrobacterium tumefaciens a A. rhizogenes. S. vulgaris slizi ako modelovd rastlina pre
Stidium gynodioecickych druhuv. Gynodioecia je evolu¢ny medzistupent medzi bisexualitou
(hermafroditné druhy) a dvojdomostou (dioecické druhy). Gynodioecické rastliny nesi na
niektorych jedincoch bisexudlne kvety, zatial' ¢o iné jedince maju len samicie kvety. Cielom
tejto prace bolo vyvinut techniku schopni integricie cudzieho génu do tejto rastliny, aby bolo
mozné Studovat’ hlavne evoliciu pohlavnosti u rastlin. PouZitim A. rhizogenes boli tspesne
pripravené kultiry typu hairy roots, ktoré ale neposkytovali spontinne (transgénne)
regeneranty. Podarilo sa experimentdlne navrhnit postup regenerdcie S. vulgaris z listovych
fragmentov, ale tento prvy vysledok nepotvrdil, Ze agrobaktériom infikované rastliny vzniklé
regenerdciou z kalusov ponesu transgénny reportérovy systém. Ako pozitivna kontrola boli
pouzivané rastliny Nicotiana tabacum.

ABSTRACT

This project is focused on transformation of Silene vulgaris mediated by
Agrobacterium tumefaciens and A. rhizogenes. S. vulgaris is a good model plant to study
gynodioecy, an evolutionary step from bisexuality to dioecy. Gynodioecious plants form in
some individuals bisexual flowers, while the others possess only female flowers. The aim of
this research is do develop a technique to introduce foreign genes into this plant to study its
developmental consequences. Using A. rhizogenes we successfuly prepared hairy root
cultures, which unfortunately do not form shoot regenerants. We have prepared a protocol to
induce plant regenerants from S. vulgaris leaf fragments. The first results do not confirm that
A. tumefaciens infected plant regenerants harbor reporter transgenes. We used Nicotiana
tabacum as a positive control.
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1 UVOoD

Pod pojmom genetickd modifikdcia rozumieme cieleny zdsah do dedi¢nej informécie
organizmu. To znamend, Ze nemusia byt vnasané len cudzie gény, ale je moZnost pracovat
iso zmenami génov, ktoré si pre dany organizmus vlastné, teda ich cielene zapinat ci
vypinat. Pre samotné vykonanie genetickej modifikacie je moZné pouZit Sirokd Skdlu metdd.

Genetické modifikdcie v rastlinnej riSi si v hojnej miere vyuZivané v dneSnej dobe
okrem pol'nohospodirstva iv zdkladnom vyskume. Medzi hlavné metédy zisku trasgénnej
rastliny patri neustile okrem iného aj aplikdcia Agrobacterium tumefaciens, menej
pouzivanou baktériou umoZziiujicou horizontdlny génovy prenos je A. rhizogenes. Zisk rastlin
so zmenenou genetickou informdciou sa uplatiiuje hlavne v oblasti pestovania uZitkovych
plodin (zvySovanie odolnosti voCi Skodcom anepriaznivym podmienkam prostredia,
zvySovanie vynosnosti, zvySovnanie nutricnej hodnoty danej plodiny), sliZia i na produkciu
roznych chemicky a farmaceuticky vynamnych zli¢enin (biodegradabilné plasty, protilatky),
je mozné vd’aka nim znizovat koncetracie polutantov (fazké kovy, polychlorované bifenyly)
a v nemensom rade moZe vd’aka nim prebiehat’ vyskum metabolickych dejov, evolicie, Stidie
funkcif jednotlivych génov a podobne.

Medzi oblasti zdkladného vyskumu rastlin patri i Stddium pohlavnosti tejto rise. Silene
vulgaris je vhodny modelovy organizmus k $tddiu vyvoja pohlavnych chromozémov, ale jej
uplatnenie sa nachddza i na poli aplikovaného vyskumu, hlavne €o sa tyka fytoremediicie.
Névrh optimdlnej transformacnej metddy, ktorej vysledkom by bol zisk transgénnej
S. vulgaris, by vyrazne zrychlil a zefektivnil oblasti vyskumu, v ktorych je pouZivana.



2 TRANSGENOZA VYSSICH RASTLIN

2.1 Geneticka transformacia

Geneticka transformdcia zahffia inkorporédciu génu do gendému, vynimajic fiziu gamét
alebo somatickych buniek. Existuji ro6zne metddy pre stabilni integraciu cudzieho génu do
gendmu rastlin. Integricia a expresia cudzich génov v rastlinich poskytuje ndstroj na
zlepSenie vlastnosti rastlin a lepSi pristup k biologickym S$tidiam. Metédy genetického
inZinierstva zaistuju transformacné pristupy vedice ku generovaniu Ziadanych vlastnosti
rastlin, ktoré si nedosaziteIné cestou krizenia rastlin. Tymto sposobom sa zefektiviiuje
pestovanie uzitkovych rastlin a uplatiiuje sa produkcia rastlinnych linii pouzitelnych v
Sirokom spektre, od produkcie farmakologicky vyznamnych latok azZ po biodegradovatel'né
plasty.

Na prenos génov a uspeSnu regenerdciu transgénnych rastlin existuje niekol'ko
systémov, najvSeobecnejSou metdédou je transformdcia sprostredkovand Agrobacterium
tumefaciens, nasleduje biolistickd metéda a priamy prenos génov do protoplastu. V systéme
prenosu génov je potrebné dspeSne splnit tri zdkladné kroky, aby sa ziskala transgénna
rastlina. Prvy krok je spravny vyber rastlinného pletiva, ktoré je schopné regenerdcie, druhym
krokom je vyber vhodnej metddy na zavedenie cudzej DNA do buniek a treti krok pozostdva
z procedury selekcie a na fiu navézujucej regenerécie transformovanych rastlin vo vyznamnej
frekvencii.

Pocas procesu prenosu DNA sa nikdy u vsetkych cielovych buniek nedosiahne
stabilnd integracia DNA a eSte menSie mnoZstvo tychto buniek preZije selektivne liecCenie.
Preto st obzvlast potrebné efektivne systémy pre selekciu transformovanych buniek z
velkého poctu netransformovanych buniek a pre vyvoj regeneraCnych podmienok, vdaka
ktorym je umozneny zisk rastliny z jednotlivych transformovanych buniek.

Kolko rdznych genotypov, tolko rdznych odpovedi na kalogenézu a rastlinnd
regeneraciu. Mnoho buniek je schopnych prijat cudziu DNA bez ohl'adu na systém prenosu
DNA, ale iba niektoré z nich st dostatoéne kompetentné produkovat fertilné rastliny. Uspech
transformacnych dejov zavisi na normédlnom vyvoji rastliny z transformovanych buniek [1].

2.2  Technolégia rekombinantnej DNA

Technoldgia rekombinantnej DNA sa inak nazyva aj genetické inZinierstvo a za jeho
samotné jadro mozno povazovat proces klonovania génov. Zdkladnymi zlozkami tohto
procesu su konstrukcia rekombinantnej molekuly DNA, prenos tejto molekuly do hostitel'skej
bunky nasledovany zndsobenim rekombinantnej molekuly DNA a delenie hostitel'skych
buniek.



Fragment DNA, obsahujici gén nasho zaujmu, ktory ma byt klonovany, je vlozeny do
cirkularnej DNA molekuly nazyvanej vektor, a tym ddjde k vzniku rekombinantnej molekuly
DNA. Vektor scielovym génom sa prenesie do hostitel'skej bunky, obyCajne baktérie
(E. coli), ale mozu byt pouZzité rdzne typy Zivych buniek. V hostiteI'skej bunke sa vektor
multiplikuje, produkuji sa jeho pocetné identické kopie, teda i kopie génu, o ktory médme
zdujem. Ked sa hostitelskd bunka deli, rekombinantné molekuly DNA si taktieZ
odovzddvané potomstvu a v dcérskych bunkach dochddza zas k replikécii vektoru [2].

T
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vektor fragment DNA rekombinantna

molekula DNA

Obr. 2.1: Konstrukcia rekombinantnej DNA molekuly [2]

2.3 Klonovacie vektory pre vnasanie génov do vysSich rastlin

Klonovacie vektory pre vysSie rastliny boli objavené v roku 1980 a ich vyznam tkvie
hlavne v produkcii geneticky modifikovanych plodin, ktorych vyznam neustale rastie.

S rozdielnym stupfiom dspechu st na poli modifikdcii vySSich rastlin vyuZzivané tri typy
klonovacich systémov. Patria sem vektory zaloZené na prirodzenej schopnosti Agrobacterium
tumefaciens modifikovat' rastliny, d’alej priamy prenos génu pouzitim réznych typov
plasmidov DNA a vektory pochddzajice z rastlinnych virusov [2].

24 NajmenSi prirodzeny geneticky inzinier, Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens je gramnegativna baktéria, aerdbna, nefermentujica, bez tvorby
endospdr, teda nesporulujica, pohyblivd vd’aka jednému az Siestim bicikom, nefluoreskuje,
nie je pigmentovand, oxiddzovy test je negativny, katalizovy test je pozitivny. Baktéria je
chemoorganotrofnd, ale dokdze sa Zivit aj saprofyticky. Prirodzene je vSak polyfagny parazit
schopny napadat’ dikotyledonové rastliny z viac ako Sestdesiatich Celadi i mnohé d'alSie
organizmy [3].

A. tumefaciens je Stihla mierne zaoblena tyCinka velkosti 0,6 az 1 na 1,5 az 3
mikrometre. Ma jeden az Sest biCikov rozmiestnenych po povrchu (peritricha). Existuje
samostatne alebo v paroch. Pri kultivdcii v médiu obsahujicom karbohydrdty bunky



produkuji obrovské mnozstvo extraceluldrnych polysacharidov, ktoré ddvaji kol6niam
objemny slizky vzhl'ad a stazuji samotnd manipuldciu s bakteridlnymi koléniami [3].

Tato baktéria md schopnost’ spdsobovat ochorenie zndme pod ndzvom Crown gall
disease (CGD), ktoré je asociované s pritomnostou Ti plasmidu v bakteridlnej bunke. Jedna
sa o velky plazmid, ktory nesie pocetné mnozstvo génov zapojenych v infekénom procese.
Pozoruhodnym javom spojenym s Ti plazmidom je fakt, Ze po infekcii rastlinného hostitela,
je cast molekuly bakteridlneho plazmidu integrovand do chromozomadlnej DNA rastliny.
Integrovany segment DNA sa nazyva T-DNA a ta je udrZiavand v stabilnej forme v rastlinnej
bunke a prechddza pri deleni aj do dcérskych buniek ako sucast’ chromozémov [2].

24.1 Ti-plazmid

Napriek skuto€nosti, Ze vySsSie rastliny prirodzene neobsahuji plazmidy, je v suvislosti
s vyS§imi rastlinami kladeny doraz a zdujem na takzvany Ti plazmid. Ide o plazmid
pochddzajici z A. tumefaciens a obsahujici T-DNA. Oznacenie plazmidu symbolom Ti
znamend tumor indukujici plazmid. Velkost plazmidu je viac ako 200 kb, €o znacne
znemoznuje pouZzit ho ako samostatny klonovaci vektor [3].

Priblizne 35 génov vir mapuje vonkajSok T-DNA oblasti Ti-plazmidu akdduje
produkty potrebné pre vyClenenie, transfér a integraciu T-DNA do rastlinného genému. Gény

vir si znacené ako trans, o znamend, Ze nie je potrebnd ich fyzicka dcast’ v T-DNA nato, aby
bola T-DNA zaclenena do rastlinného genomu.

Hrani¢né sekvencie, teda 25 bp dlhé nedokonalé repeticie ohraniCujice T-DNA, st
potrebné pre transfér T-DNA, pretoZze obsahuju sekvencie potrebné pre rozpoznanie stran
stranovo-Specifickymi endonukledzami kédovanymi operénom virD. Endonukledza naStepuje
spodné vldkno DNA z T-DNA oznacujic Startovaci bod pre transfér. Pravd a lavd hranica
T-DNA sa oznacuju ako cis-regulac¢né oblasti, ktoré su fyzicky prikladané ku génom uréenym
na prenos do rastlinného genému. Iné cis-regulacné oblasti zahrfiaji promotéry a termindtory,
ktoré lemuji transgény areguluji ich expresiu. VSeobecne pouZzivané promotéry a
terminatory si gén pre syntézu nopalinu (NOS) a promotér virusu mozaiky karfiolovej
(CaMV 355).

Na overenie inkorpordcie poZadovaného génu do rastlinného genému slizia takzvané
selekéné markerové gény, ktoré poskytuji rozpoznanie a vyber buniek so zabudovanym
génom. Tieto Specidlne gény su sicastou transgénov. Bakteridlne selekéné markery povoluji
identifikdciu baktérii zmenenych vektorom, ktory je nosi¢om markeru. Prikladom selekénych
markerov st hygromycinfosfotransferdza, kanamycinfosfotransferdza a iné. Princip selekcie
buniek alebo pletiv na zdklade médii s antibiotikami, na ktorych su schopné vegetovat' iba
GM bunky sa postupne opusta z ddvodu teoretického nebezpeclenstva vzniku rezistancie voci
antibiotikdm atieto selekéné gény su nahradzované obvykle génami pre rezistenciu
k herbicidom, ako je nanapriklad glufosindt alebo fosfinotricin. V niektorych selekénych
systémoch je ako selektivny gén pouZzivany gén kddujici enzym mandzu.
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Pri vyskume genetickych transformécii si hojne vyuZivané takzvané signdlne alebo
reportérové gény. Jednd sa o gény, u ktorych sa dd l'ahko zhodnotit' expresiu z hladiska
kvantity i z hl'adiska miesta expresie v rdmci organizmu alebo v zdvislosti na podmienkach,
ktoré expresiu indukuji. Jednd sa hlavne o transgén [B-glukuroniddzu pdvodom z baktérie
Escherichia coli, gén pre tvorbu luciferdzy zo svetluSiek (Photinus pyralis) alebo
fluoreskujici protein pochddzajici z meddzy (Aegorea victoria).

Odhliadnuc od T-DNA hrani¢nych sekvencii, viacSina génov z T-DNA mozZe byt
nahradend cudzimi génmi majicimi vyznam v modifikécii rastlin a tieto gény sd tym padom
prenesené do rastliny. Geneticky modifikovand T-DNA je vo vSeobecnosti uvddzana ako
mutantnd T-DNA, skonStruovand T-DNA ¢i odzbrojend T-DNA, priCom presné definicie
podmienok zmien v T-DNA a Casto i samotné zmeny nie su uvddzané, lebo st chrinené
patentom.

Pri prenose DNA z A. tumefaciens do hostitel'skej bunky je prendSany iba usek z Ti
plazmidu nazyvany T-DNA, ktory je ohrani¢eny 25 bp dlhymi repeticiami. Dizka T-DNA je
priblizne 23 kb. Tieto repeticie slizia ako signdlne dseky pre transférovy apardat. T-DNA
obsahuje gény, ktoré kéduji gény zapojené do syntézy opinov a fytohorménov, napriek tomu
Ze su to gény sidliace v bakteridlnom plazmide, su aktivne len v rastlinnej bunke, to znamena,
Ze musia obsahovat typické eukaryotické kontrolné sekvencie. VSetky tieto gény obsahuju
TATA a CAAT boxy a typické rastlinné polyadenylované signdly [4], [5].

Je zndmych viacero typov Ti-plazmidu, medzi najvyznamnejSie patri nopalinovy
a oktopinovy, oba maju T-DNA regidny, ale liSia sa ich Struktdrou. Nopalinovd T-DNA je
tvorend jednym sivislym segmentom o vel'kosti 22 kb a oktopinovd T-DNA je tvorend troma
segmentmi, lavym segmentom (Ty) s dizkou 13 kb, centrdlnym dsekom (T¢) dlhym 1,5 kb
a pravym segmentom (Tgr) DNA s velkostou 7,8 kb. TL DNA ma onkogénnu funkciu a TR
obsahuje gény pre syntézu opinov. K prenosu je postacujici aj samotny TR usek, avSak
zvys$né dseky zvysuji efektivitu prenosu svojou pritomnostou. Ziadne iné sekvencie nie st pri
prenose T-DNA Ziadané. Pravy segment obsahuje repeticiu s dvoma konzervativnymi
doménami s velkostou 13 a 5-7 bp, delécia prvych Sest alebo poslednych desat zablokuje
transfét T-DNA [6].

Pri transformécii z hladiska genetickej vybavy agrobaktérii st dolezité dva kroky:
naviazanie baktérie na rastlinnd bunku a transfér DNA do bunky hostitel'a. Kazdy z krokov
zahfia odliS$nd sadu génov [5].

2.4.2 Binarny vektorovy systém

Objav, Ze gény vir (gény zodpovedné za virulenciu) nemusia byt vtom istom
plazmide s T-DNA regiénom, aby doslo k jeho prenosu a k inzercii do rastlinného gendému,
umoZziiuje vytvdranie systémov, kde region T-DNA aregion vir si umiestené v odliSnych
plazmidoch. Z toho vyplyva, Ze v systéme bindrneho vektora si T-DNA a oblast’ vir uloZzené
v izolovanych plazmidoch z toho ist¢ho poddruhu A. rumefaciens. Gény vir si lokalizované v
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Ti-plazmide, ktory neobsahuje tumor sposobujice gény, a T-DNA s génmi, ktoré su ur¢ené na
inkorpordciu do gendmu hostitel'a, je umiestnené v malej vektorovej molekule. St pouZité dva
odli$né plazmidy, konkrétne ide o maly replikon a pomocny plazmid.

Maly replikon so Sirokym spektrom hostitel'ov ma pociatok replikécie (ori) povolujici
udrzbu plazmidu v rozsiahlej Skdle baktérii vratane E. coli a A. tumefaciens. Tento plazmid
typicky obsahuje cudziu DNA namiesto T-DNA, l'avd a pravi hrani¢nd sekvenciu T-DNA
alebo prinajmenSom pravy hrani¢ny tsek T-DNA, markry pre selekciu a udrZiavanie v E.coli
a aj v A. tumefaciens a selekéné markry pre rastliny. Pomocny Ti plazmid je poskytnuty
A. tumefaciens a postrdda cely T-DNA region, ale obsahuje neporuseny vir region [7].

2.4.3 Vyber rastlinného hostitel’a

Molekularny a geneticky zdklad pre vyber vhodného hostitela pre
A. tumefaciens je nejasny. SkorSie vyskumy indikuji, Ze Ti-plazmid, skor ako
chromozomadlne gény, je vyznamnejSim genetickym urCovatelom pri vybere hostitel'ov.
Niekol’ko virulentnych lokusov na Ti-plazmide, vcéetne virC avirF, sa javi byt
determinujucich $kdlu rastlinnych druhov, ktoré mézu byt transformované k tvorbe nadorov.
Locus VirH sa zda byt zapojeny do schopnosti agrobaktérii transformovat kukuricu a iné
gény vir, vratane virG, prispievaju k hypervirulencii jednotlivych druhov Agrobacterium.

Momentdlne je zrejmé, Ze predurcenie hostitelov, ktorych je mozné prirodzene
infikovat’, je viac komplexnejsi proces ako sa predpokladalo. Tento proces je pod genetickou
kontrolou Sirokej palety faktorov z baktérif aj hostiteI'skych rastlin [8].

Pre dikotyledonové rastliny je charakteristické, Ze v pripade poranenia ich orgdnov
dochddza k produkcii fenolickych latok ako je napriklad kyselina 4-hydroxybenzoova,
feruklovd, sinapovd, lysergovd, galovd, d’alej katechol, vanilin alebo pyrogalol. Pritomnost
tychto fenolickych ldtok v pdde je pri¢inou pozitivnej chemotaxie a aktivicie génov
virulencie, ktoré nesie prave Ti-plazmid A. rumefaciens. Specifickd vizba bakteridlnych
buniek je zaloZend na principe vizby signdlnych molekul na receptorové proteiny bunecnych
stien. Signdlne molekuly si kdédované génmi virulentnej oblasti Ti-plazmidu. Jednotlivé
kmene A. tumefaciens vykazujui Casto Specifitu voCi réznym botanickym druhom. Této
Specifita je dand prdve variabilitou signdlnych molekul. Nasledne dochddza k aktivicii
dralSich génov zaistujucich virulenciu plazmidu. Tieto gény kéduji napriklad endonukledzy,
ktoré spdsobujui vznik jednoretazcovych zlomov na Specifickych miestach Ti-plazmidu. Po
ndhodnej integracii T-DNA oblasti do genému hostitel'skej bunky dochddza k syntéze
auxinov a cytokinov, ¢o md za ndsledok fenotypové zmeny rastlin [9].

Napriek prirodzenej schopnosti A. fumefaciens napadat’ len dikotyledonové rastliny, je
mozné T-DNA prenos do monokotyledonovych rastlin uskutocnit nepriamo s pouzitim

citlivych reportérovych systémov.

RozSirujici sa zaber hostitelov mdze byt podporovany aj interakciou Ti-plazmidu
s agrobakteridlnym chromozémom iného povodu. Napriklad, Ti-plazmid pTiBo542 umiesteny
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prirodzene v A. tumefaciens Bo542 ma limitujicu schopnost’ tvorby nddorov vo¢i mnohym
druhom strukovitych rastlin, ale ak sa dany Ti-plazmid premiestni do A. tumefaciens C58,
Ti-plazmid pTiBo542 sa prejavi ovela silnejSou virulenciou pdsobiacou na séju a iné
strukovité rastliny. Citlivost’ voc¢i transformadcii rastlin A. tumefaciens ma genetickd podstatu
minimdlne u kurkumy, hrasku, séji, vinnej révy a rozli¢nych ekotypoch Arabidopsis thaliana

[3].

2.44 Patogénny cyklus

Patogénne formy A. tumefaciens mdzu prezit saprofyticky v pode az do dvoch rokov. Ak
sa nablizku v okolitej pdde vyskytne hostitel'skd rastlina poranend vplyvom presadzania,
hmyzom za dcelom potravy alebo inym spdsobom, baktéria sa chemotaktickym pohybom
presunie k poranenej Casti a umiestni sa medzi bunky hostitel'a v rane. Takto umiestnené
baktérie za¢nud stimulovat okolie hostitel'skych buniek k rychlemu a nepravidelnému deleniu.
Baktérie dosahuju tohto delenia vloZenim Casti vlastnej DNA do hostitel'skych bunecnych
chromozémov, ktord spdsobuje nadprodukciu cytokininov a auxinov, ktoré si reguldtormi
rastlinného rastu a zaroven sa tvoria opiny sliZiace k vyzive A. tumefaciens.

Vysledné tkanivo rastlin ziskané rychlym delenim je nedifernciované bielej alebo
krémovozltej farby a bunky mdZu obsahovat jedno alebo viac jadier. Toto tkanivo pokracuje
vo svojom zvic¢Sovani sa, pricom nddor je formovany na koreni alebo stonke v zdvislosti od
povodne poranenej strany rastlinného tela. Baktéria obsadzuje interceluldrny priestor na
periférii nddora a nie je pritomnd v centre rastiiceho tumoru. N4dor nie je chrdneny epidermis

[3].

CGD zacina vznikom malych zdurenin na stonke alebo koreni, pripadne na inych
Castiach rastinného tela, ktoré si umiestnené ¢o najblizSie k pdde. Mlady nddor, najCastejSie
pripominajici zatvrdnutd kozu, vznikd nisledne po poraneni a je bielej ¢i Zltokrémovej farby
gul'ovitého tvaru. Tak ako nddor starne, tak sa meni jeho tvar, stdva sa nepravidelnym a farba
sa meni na hnedd az Ciernu. Nador moZe byt spojeny s povrchom hostitel'a len pomerne
uzkym pruhom tkaniva ale moZe sa javit' aj ako celkovy opuch stonky, nie celkom presne
oddeleny. Tkanivo nddora je zvycCajne porézne a drobiace sa ale vyskytuje sa aj v drevitej
forme na pobvrchu s dtvarmi pripominajicimi uzliky. Na jednej rastline sa modzZe sucastne
nachddzat viac nddorov, ktoré prachniveji a odhnivaji na povrchu rastliny bud iasto¢ne
alebo celé s moZnost'ou recidivy v tej istej oblasti kazdd sezénu. Pridatné symptomy zahriaja
zakrpatenie, chlorotické listy, zvySenu citlivost rastliny voci sekunddrnemu parazitovi a na
zmeny Zivotného prostredia [8].

2.4.4.1 Interakcia medzi A. tumefaciens a hostitel’skou bunkou

Pomocu medzibuneénych signalizdcii nazyvanych ,,quorum-sensing” medzi
A. tumefaciens arastlinnou bunkou na zdklade produkcie acylovaného homoserinového
laktonu (Acyl HSL), ktory je prevazujicim extraceluldrnym bakteridlnym signdlom, dokdze
A. tumefaciens spustit syntézu proteinov potrebnych na prepojenie rastlinnej bunky
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s bakteridlnou bunkou. Acyl HSL je produkovany v nizkych koncentraciach, ale lahko
difunduje cez bakteridlny obal areguluje horizontdlnu vymenu a replikdciu velkych
plazmidov potrebnych pre patogenézu asymbidzu s rastlinnym hostitelom, jednd sa
o fenolicku zluceninu [10].

Fenolické latky si hlavne nachddzané u dikotyledonov, si vyluCované v pripade
poskodenia bunkovej steny rastlinnej bunky, a iba vel'mi zriedkavo u monokotyledonov. To je
dovodom preco A. fumefaciens paraziticky napadd a geneticky modifikuje prirodzenou cestou
monokotyledony iba v niektorych vynimoc¢nych pripadoch, napriklad aspardgus.

A. tumefaciens pri interakcii s hostitelskou bunkou zaclina vystavbu tzv. tunela
potrebného na prenos T-vldkna, ktory sdvisi s vnitornou aj s vonkajSou bakteridlnou
membrinou ako is plazmatickou membranou hostitel'a. Takyto typ transportu sa oznacuje
ako typ IV aje vyuzivany aj u viacerych l'udskych patogénov. Tento proces mad podobny
mechanizmus ako interakcia bakteridlnych buniek pri konjugécii [11].

2.5 Agrobacterium rhizogenes

Za dalSieho prirodzeného genetického inZiniera z rodu Agrobacterium sa da oznacit
A. rhizogenes. Napriek tomu, Ze mechanizmus prenosu T-DNA do rastlin je pravdepodobne
uplne zhodny u oboch spominanych zdstupcov rodu Agrobacterium, fyziologickd podstata
tvorby nddorov je celkom ind. Crown gall nddory sd vysledkom nadprodukcie fytohorménov
Specifikovanych T-DNA génmi A. tumefaciens, kdezto T-DNA niektorych Ri-plazmidov
A. rhizogenes mdze obsahovat auxin biosyntetizujice gény, ale tie nie si potrebné na vznik
hiary root tdtvarov. Sucasné vyskumy potvrdzuji, Ze nddory typu hairy root si vysledkom
zvysenej citlivosti transformovanych buniek k endogénnej hladine auxinov. Tento poznatok
bude pravdepodobne viest’ k zvySeniu znalosti o procese prirodzeného rastlinného vyvoja.

Nédory typu crown gall iba zriedkavo poskytuji regeneranty a tie si len vynimoc¢ne
schopné tvorby korefiov. Po analyze tychto regenerantov sa dospelo k zaveru, Ze maji bud’
odstrdnend viacsSinu T-DNA sekvencie alebo md T-DNA inaktivovani génovu expresiu cestou
metyldcie DNA. Nddory typu hairy root z rozsiahleho poctu rastlinnych druhov si casto
schopné poskytovat’ spontdnne regeneranty, ktoré sice mdvaji pozmenend morfolégiu, ale
vzdy obsahujui a exprimujd T-DNA gény.

Nédory typu hairy root su schopné poskytnit Casto regeneranty, tie sa ale zvycCajne
prejavuji zmenenymi vlastnostami, napriklad znacne vrasCitymi listami, zmenenou
internodularnou vzdialenostou a podobne. ZvldStna zmena bola pozorovand u N. tabacum,
spontdnne regeneranty pestované na médiu bez pridavku rastovych faktorov utvdrali v mieste
poranenia listu ¢i stonky formacie podobné hairy roots, teda trsy koreiov, takito odpoved
pontka aj netransformovana rastlina po raste v médiu obohatenom o auxin [12].
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2.5.1 Ri plazmid

Je charakterizovand pomerne vel'ka skupina Ri-plazmidov. Ich klasifikdcia zavisi
hlavne od typu opinu, ktory sa produkuje v napadnutej rastline po zacleneni T-DNA.
NajskimanejSim typom A. rhizogenes je kmenl s Ri-plazmidom agropinového typu pRiA4
alebo pRil855, ¢i s Ri-plazmidom manopinového typu pRi8196. Plazmid agropinového typu
obsahuje dve T-DNA (Favi a pravi). Plazmid manopinového a kukumopinového typu ma len
jednu T-DNA, ktord zdiela DNA sekvencie homologické slavou T-DNA plazmidu
agropinového typu. Po DNA hybridizicii regiénov pravej T-DNA Ri-plazmidu sa dospelo
k zdveru, zZe vykazuje zhodu s tml atm2 génmi Ti-plasmidu A. tumefaciens. Po analyze
viacerych nddorov typu hairy root z rdéznych druhov rastlinnych hostitelov napadnutych
A. rhizogenes agropinového typu je zrejmé, Ze nie je nutnd pritomnost’ pravej T-DNA na
detekovatel'nej drovni, aby vznikali hairy root formaécie.

Experiment s malymi deleCnymi mutdciami a vnaSanim transpozénovych inzertov do
Ri-plazmidu agropinového typu mal vel'mi zaujimavé vysledky, hlavne ¢o sa tyka génov
obsiahnutych v l'avej T-DNA. Vysledkom bolo zistenie, Ze morfolégia naddorov typu hairy
root je ovplyvilovand predovsSetkym Styrmi génovymi lokusmi (rolA, rolB, rolC, rolD).
Explantaty infikované mutantnymi kmenimi A. rhizogenes s muticiou v géne rolA poskytovali
vel'mi rovné korene (pouzitim prirodzeného kmena A. rhizogenes sa ziskaji pomerne vlnité
korene), muticie génu rolB ustili v stratu virulencie mutantného kmena, muticiou génu rolC
vznikali normélne rastice kalusy s pozastavenym rastom korefiov a mutécie rolD génu mali
za ndsledok inicidciu rastu korefiov, ale s postupnou retardiciou ich rastu. Tym bola
definovand dolezitost’ Specifickych génov l'avej T-DNA Ri-plazmidu. Néslednd analyza DNA
sekvencii a transkripCnej aktivity indikovala, Ze rol gény koreSponduju so Specifickymi
Citacimi ramcami (ORF).

VnaSanim jednotlivych rol génov do Nicotiana tabacum bolo zistené, Ze Specificky
ovplyviluji vyvoj rastliny, ktord sa ndsledne rdzne fyziologicky 1iSi od normdlne sa
vyvijajucej rastliny (regenerant z listového explantitu s vnesenym rolA génom mé odliSny
fenotypovy prejav, ato znacne vrdscCité listy oproti hladkému profilu netransformovane;j
rastliny) [12].

2.5.2 Hairy roots

K dspesnému zisku stabilnych hairy root kultir je potrebné vziat do dvahy niekol'ko
podmienok ich kultivicie. Medzi ne patri vhodny vyber kmeia A. rhizogenes, vhodné Zivné
médium, aplikdcia antibiotik po kokultivécii pletivovych kultir s baktériami na potlacenie
neziadicej mikrofléry. NajsilnejSiu indukénd schopnost maji kmene agropinového typu.
VicSina rastlinnych pletiv, od listov, stoniek az po protoplasty, si vhodnym materidlom na
transformacné pochody, skor zdlezi na veku hostitel'ského materidlu a odpordca sa mladsi
materidl. Vhodnymi antibiotikami s cefotaxime sodium, carbencilin disodium, vancomycin,
ampicillin sodium alebo tetracycline, v koncentracii od sto do pétsto miligramov na liter

15



zivného média. Dekontaminované hairy root kultiry by sa mali kultivovat na médiu
neobsahujiicom rastlinné rastové faktory.

Aplikdcia hairy root kultdr md vzrastajice tendencie. VyuZivaji sa na funk&nud analyzu
génov, expresiu cudzich proteinov, na pripravu mitotickych chromozémov, produkciu
sekundarnych metabolitov, produkciu zlicenin, ktoré sa nenachddzaji v netrasformovanych
korefioch, regenerdciu celych rastlin. Momentdlne sa v tychto aplikdciach stretdvame
s viacerymi mozZnymi problémami, medzi ktoré patri rozdielna reguldcia sekunddrnych
metabolizmov v hairy root kultirach odvodenych z rozli¢nych rastlinnych druhov, priCcom
nadexpresia kl'iCovych enzymov nemusi vzdy zvySovat tvorbu sekundarneho metabolitu.
Dal§im problémom je moznd redukcia poétu chromozémov podas subkultivécie,
morfologické zmeny regenerovanych rastlin a spolupdsobenie endogénnych a cudzich génov,
ktoré vedie k zniZeniu koncentracie poZadovaného produktu aj v pripade vniSania vicSieho
poctu cudzich génov. Napriek tomu sa hairy root kultdry javia byt slubnym potenciondlnym
pristupom k produkcii sekundarnych metabolitov, hlavne farmaceutickych, pretoze maji vel'a
dobrych vlastnosti, ako napriklad rychly rast, lahkd kultiviciu, dostupné genetické
manipuldcie ato najdoleZitejSie, vzrastajicu schopnost’ syntézy vyuZiteInych metabolitov,
ktoré nemdzu byt produkované neorganizovanymi bunkami [13].
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3  DOKAZ TRANSFORMACIE VYSSICH RASTLIN

3.1 Fyzicky dokaz, PCR

Polymerdzova retazova reakcia patri napriek veskerym technickym vymozZenostiam v
modernej molekuldrnej bioldgii k najviac vyuZivanym technikdm. Téato technika sldZi na
zmnozovanie poZadovanych DNA sekvencii. Po¢nic od neuveritelne malych mnoZstiev DNA
molekil, PCR mozZze byt pouzitd k vyprodukovaniu az mikrogramovych mnozZstiev DNA.
PCR je dostatocne citlivd, aby mohla naamplifikovat’ potrebné mnozstvo DNA na klonovanie
alebo sekvenovanie z jednej bunky. PCR amplifikuje len vybrané segmenty (cielové tseky)
na povodnom DNA template, nie celd predlohu DNA molekuly. Vyslednym produktom PCR
st amplikony, teda dseky DNA o definovanej dizke, obvykle ide o desiatky aZ tisice parov
baz.

Pre PCR st nevyhnutné nasledujice komponenty: DNA templat, PCR primery, Taq
polymeraza, zmes nukleotidov dNTP, vhodny pufer, termocykler.

V prvom kroku polymerdzovej retazovej reakcie sa od seba oddeluju retazce templatu
DNA teplotou pohybujicou sa okolo 94°C. Nasleduje zniZenie teploty na rozmedzie od 50°C
do 60°C, aby sa primery pritomné v zmesi na PCR mohli naviazat’ na prisluSny usek
tepldtovej DNA. Di7ka primerov sa pohybuje od 15 do 20 pédrov bdz, ale na zvySenie
presnosti mdze byt aj dlhSia. Rozmedzia teplot sa mozZzu pripadne liSit vzhl'adom na
zniZovanie alebo zvySovanie Specifickosti a ti¢innosti reakcie.

V trefom kroku sa udrZiava teplota okolo 70°C, aby sa zaistilo predlZovanie novych
retazcov z primerov. Taq polymeriza je schopnd len predlZzovat nové vldkna, nie iniciovat
syntézu novych retazcov. DNA syntéza bezi od 5 k 3" koncu pre obe nové vldkna.
Optimdlny pocet cyklov je 25 az 35, prili§ vysoky pocet cyklov vyznamne zvySuje mnoZstvo
vznikajicich neSpecifickych produktov PCR [14].
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3.1.1 Navrh primerov pre Standardni PCR

Presnost’ a uspesnost PCR pri amplifikdcii urcitého génu alebo Ccasti sekvencie

genoémovej DNA je zdvisld na sprdvnom ndvrhu oboch primerov, pricom treba brat' v dvahu
aj celkovi sekvenciu Studovaného genomu.

Vhodne navrhnuté primery pre §tandardnid PCR by mali mat’ dizku pohybujicu sa okolo

18 az 25 nukleotidov, obsah GC 40 % az 60 % a rovnomerne rozdistribuované oblasti bohaté

na G/C a A/T pary. Teplota nasadania primerov Tm by mala byt minimélne 50 °C, pricom
tieto teploty si maji byt podobné u oboch primerov. Na matricovej DNA nesmu byt
neSpecifické vizbové miesta. Primery nemdzu obsahovat’ komplementarne sekvencie, inak by
z nich vznikali duplexy, d’alej musia byt bez vnitornych sekunddrnych Struktir, to jest

vlaseniek. Na 3” konci primerov je vhodné zaradit’ jeden alebo dva zbytky C alebo G, ktoré
sldZia na zaistenie presnej vdzby na templat [15].
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3.1.2 Nested PCR

V urcitych situdciach sa vyskytujui nerieSiteI'né problémy s kvantitou a kvalitou templétu,
ktory ma byt amplifikovany. Ide o priliSnd nariedenost’ materidlu obsahujiceho cielovi
sekvenciu DNA alebo o nevhodnud droven Cistoty Startovacieho materidlu. Prave na rieSenie
danych problémov bola vyvinutd metdda nested PCR.

Nested PCR je anglicky vyraz pre odstupiiovani PCR alebo PCR vyuzivajicu
vonkajSich a vndtornych primerov. V porovnani so Standardnou PCR ide o velmi citlivd
metodu, ktord umoZiiuje detekovat i jedind molekulu templdtovej DNA. Pri klasickom
protokole sa amplifikdcia robi v dvoch krokoch. Prvy krok zahria 15 az 30 cyklov s jednym
parom tzv. vonkajsich primerov. V tomto kroku vznikd produkt, ktory je prevedeny do novej
skimavky a nésleduje druhy amplifikacny krok pomocou paru tzv. vndtornych primerov,
ktoré su Specifické pre vnitornd Cast’ sekvencie amplifikovanej s pAirom vonkajSich primerov.

Druhy amplifikacny krok zahriiuje d’alSich 15 az 30 cyklov a po jeho dokonceni sa
produkt detekuje elektroforézou. Prenos amplifikacnych produktov z prvej reakcie do druhe;j
umoziuje nariedenie inhibitorov, ktoré mohli byt pritomné v pévodnom vzorku, ale prinasa
so sebou i moznost’ kontamindcie [15].

3.1.3 Elektroforéza

Elektroforéza patri v molekuldrnej bioldgii k najpouzivanej$im separaCnym technikdm
pri izolécii a analyze nukleovych kyselin (NK). Principom elektroforetickej separicie je
pohyb nabitych molekul v elektrickom poli. Hlavnym nositelom ndboja NK sd negativne
nabité fosfatové skupiny, preto sa NK v elektrickom poli pohybuji k andde.

Ako nosi¢ sa obvykle pouziva gel, najCastejSie tvoreny polyakrylamidom alebo
agardézou, ktoré vytvdraju zloziti sietovd Struktiru polymérnych molekil s pérmi, ktorych
vel'kost moZno ovplyvnit zloZenim roztoku a koncentraciou polyméru. Agarézové gely su
vhodné na separdciu molekil NK o velkosti 100 bp az po priblizne 50 kb.

Po dokonceni elektroforézy sa identifikuje poloha separovanych molekul na zaklade
ich zviditeI'nenia po pouZziti vhodného farbiva. NajCastejSie sa pouziva etidiumbromid, ktory
sa vmedzeruje medzi susedné pary bdz v DNA a vytvori s nimi komplex, kroty po osvetleni
ultrafialovym svetlom Cerveno fluoreskuje. Molekuly DNA o zhodnej velkosti st ndsledne na
gele viditeI'né ako prizky, ktorych intenzite je imernd koncentracii DNA [15].

3.2 Signalne gény a gény pre selekciu

Signdlne gény su také, ktorych biochemicky produkt je mozno lahko pozorovat
a kvantitativne stanovovat. Medzi zndme signdlne gény patri chimericky gén skladajici sa
z kédujicej sekvencie génu pre rezistenciu ku kanamycinu, ktory kdduje
neomycinfosfotransferdzu II (NPT II). Rezistencia ku kanamycinu sa prejavuje v rastlinnych
pletivich vel'mi vyrazne. Medzi dalSie vyuZivané signdlne gény patri transgén pre
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chloramfenykolacetyltransferdzu, transgén pre B-glukuroniddzu, transgén pre luciferazu
s naslednou aplikdciou bioluminiscen¢nej skusky na overenie sprdvnosti zaClenenie génu,
transgén pre zeleno fluoreskujuici protein (GFP).

Selektovatel'né gény su také, ktoré nesu rezistenciu voci latke, ktord moze byt pridana
do agarového média, alebo ktorou mézu byt latky sprejované, aktord zaruci selekciu
transgénnych buniek a pletiv. VyuZitie transgénov, kddujicich rezistenciu k toxickym latkam
umoZziiuje, aby na selektivnych médiach prezivali adelili sa iba transgénne bunky.
K dispozicii je viacero selekénych systémov pre transformované rastlinné bunky a pletiva,
patri medzi ne 1 vyuzitie chimerického transgénu pre rezistenciu k prokaryotickému
i eukaryotickému antibiotiku hygromycinu, transgén pre rezistenciu k herbicidu glufosinatu,
transgén pre rezistenciu voCi mandze, transgén pre rezistenciu voci herbicidu fosfotricinu
ainé [16].

3.2.1 Histochemicky dokaz

Overenie spravnosti v¢lenenia T-DNA do rastlinného genému sa da urobit pomocou
histochemického dokazu suvisiaceho s reportérovym, signdlnym, génom. Medzi gény
s moZnost'ou histochemického testovania patri napriklad gén lacZ a gén uidA. Oba tieto gény
su povodom z E. coli [2].

3.2.2 pB-glukuronidazovy systém

B-glukuroniddza je kédovana lokusom uidA, jednd sa o hydrolazu, ktord katalyzuje
Stiepenie  roznych  B-glukuronidov, zktorych mnohé si komerCne dostupnymi
spektrofotometrickymi, fluorometrickymi a histochemickymi substratmi. B-glukuroniddzovy
gén bol klonovany a sekvenovany, kdduje enzym, ktory mé Ziadané vlastnosti pre konStrukciu
aanalyzu génovych fuzii. Ma pH optimum 5,2 az 8,0 anevyZaduje Ziadne kofaktory.
Prirodzene sa vyskytuje len v bakteridlnych a ZivociSnych bunkdach, takZe ho je mozné
vyuzivat ako dominantny signalny gén pri transgendze u rastlin a hab [17].

Produkciu B-glukuroniddzy je mozné dokdzat cestou fluorometrickej reakcie,
indigovou metédou a azokopulacnou reakciou. FluorescenCny test sa robi v homogenite, je
potrebny substrat 4-metylumbeliferyl-B-D-glukuronid (MUG). Této latka nemd schopnost
fluorescencie, pokial nie je rozStepend na B-D-glukuronid a 4-metylumbeliferon (MU),
priebeh reakcie je zndzorneny na obrazku 3.2. Po oZiareni dlhovinnym ultrafialovym Ziarenim
produkt reakcie, teda MU, ddva modru fluorescenciu [18].

20



4-metylumbelifery g-glukuronova kyselina fenolicka forma p-glukuronova kyselina

4-metylurbeliferan

CHy (% i
N HO:K\-“‘“OH oo 2% LA
- + OH H
0’7 5 |/ . OJYOH p-glukuranidaza O¢ . ‘ = OH HO H
I H OH
pH:?Ti pH>82
CH,
s T

fenoxidova forma 4-metylumbeliferon (fluoreskujica)

Obr. 3.2: Pésobenim [-glukuroniddzy vo vodnom prostredi na 4-metylumbeliferyl-f-D-glukuronid
vznikajii dva produkty: [-D-glukuronid a 4-metylumbeliferon (MU). MU sa mdéZe vyskytovat vo
fenolickej i fenoxidovej forme, ale zdsadité pH zaruci vyrazny posun smerom k vzniku fenoxidovej
formy, ktord v prostredi posobenia ultrafialového svetla fluoreskuje [ 18].

Produkcia sa dd dokdzat aj pouzitim farbiva X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
glukuronid), ktoré po rozStepeni ddva modrd, vo vode nerozpustni kryStalickd zliceninu,
ktord zostdva lokalizovand v bunkdch. V rastlinich sa vyuZiva gén, do ktorého bol
zabudovany intrén. Tento intrén zarucuje, Ze k expresii bude dochddzat’ iba v rastlinnych
bunkach, nie v baktériach [19].

GUS reportérovy systému, ktorého sucastou je aj p-glukuroniddzovy gén, je
najCastejSie vyuzivany monitorovaci rastlinny systém. V sticasnosti sa stdva populdrnejsie aj
vyuZzivanie génu pre produkciu proteinu vykazujiceho zelend fluorescenciu (GFP) a ustupuje
sa od pouzivania reportérového systému zaloZeného na produkcii enzymu vykazujiceho
kanamycinovu rezistenciu, ktory kéduje neomycinfosfotransferaza II (NPT-II) [16].

3.2.3 Selekény marker fosfinotricin (PPT)

Fosfinotricin (synonymum: gluphosinate) je herbicid, s ktorym sa je mozné stretnit
pod obchodnym ndzvom Basta, Liberty a dalSimi. Vyrdba sa biotechnologicky z
mikroorganizmov Streptomyces viridochromogenes a Streptomyces hygroscopius, tieto
baktérie siCasne syntetizuji enzym fosfinotricin-N-acetyltransferdzu (PAT), ktory acetyluje
vol'nd NH,- skupin PPT a tym ho inaktivuje. Gén, ktory kéduje fosfinotricinacetylftrasferdzu,
klonovany z aktinomycéty S. hygroscopicus je v literatire oznafovany ako bar a gén
z S. viridochromogenes ako pat. Oba st zloZené zo 183 aminokyselin a ich primérna Struktira
vykazuje znacnd homoldgiu. Oba gény boli v€lenené do vektorovych plazmidov baktérie
A. tumefaciens asi uz vyuzivané v odroddch repky a kukurice, povolenych napriklad aj
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v USA alebo Kanade [16].

PPT spoOsobuje blokiciu enzymu glutaminsyntetizy. Enzym sa nevratne inaktivuje
atym dochddza k naruSeniu metabolizmu dusika, ¢o vedie k hromadeniu amoniaku v
toxickych koncentraciach. Nastdva blokédcia fotosyntézy arozpad chloroplastov, po
niekol'kych diioch rastliny zoZltnd a odumrd [20].

DL-fosfinotricin (CsH;sN,O4P, molekulovd relativnha hmotnost’ 198,2) je anal6g
glutamdtu a vystupuje ako kompetitivny inhibitor glutaminsyntetizy. Tento enzym je
zahrnuty v asimilaénych pochodoch amoniaku a hrd kI'icovd rolu v asimildcii dusika (viz
obrazok 3.3) [21].

glutaminsyntetaza

{

gutamat  +  NH ™ gutamin + ADP + R+ H

+

Obr. 3.3: Reakcia metabolizmu amoniaku za ucasti enzymu glutaminsyntetdzy. Priebeh tejto reakcie
Jje blokovany posobenim fosfinotricinu a v dosledku toho dochddza k hromadeniu amoniaku, ktoré md
toxicky efekt [21].

Fosfinotricin je z chemického hladiska toxickd latka, ktora je za Cistého stavu stdla,
ale v pdde dochéddza k jej rozkladu vplyvom mikroorganizmov. Této latka je teplotne stabilnd,
preto je mozné autokldvovat' (sterilizovat) médium s jej pridavkom. Komer¢ny fosfinotricin
je zmes D- a L- izomérov. L-izomér je v transgénnych rastlindch acetylovany na acetyl-PPT,
zatial'¢o D-PPT zostédva staly.

Dl'a zndmych udajov sa pouZiva koncentrdcia PPT dvadsatpiat’ maximdlne pitdesiat
miligramov PPT na liter média, pri prekroCeni tohto koncentracného stropu nastiva aj
u transgénnych rastlin so sprdvne zacllenenym génom bar odumieranie v dosledku
herbicidnych tc¢inkov PPT.

V pripade, Ze rastlina je extrémne senzitivna na PPT za normdlnych okolnosti (pred
transgenézou), moze byt tento fakt kritickym bodom v aplikdcii PPT v rdmci
transformacného procesu a aj napriek pozitivnemu priebehu transgendzy sa budud rastliny
javit ako netrasgénne a odumierat, &im strica PPT ako selekény marker zmysel. Dal§im
dolezitym faktorom pri pouZivani PPT ako selekéného mérkra je zachovanie sterilného
prostredia v Petriho miskdch po kokultivdcii, teda prostredie bez plesni a zvySnej
agrobakteridlnej mikroflory. Nepriaznivym faktorom pri selekcii je aj priliS dlhd expozicia
transformovanych explantatov na médiu s PPT, ktoré mdze po dlhSej dobe zacat’ negativne
ucinkovat’ aj na rezistentné pletiva [16].
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4 SILENE VULGARIS

Silene vulgaris, v minulosti synonymicky oznaCovand Oberna behen, teda silenka
nadmutd, patri do rodu Silene, celad’ Caryophyllaceae (hvozdikovité).

Rastlina dorastd do vysky tridsat’ az Sestdesiat centimetrov, priCom samotny korer,
ktory je vetveny, mdZe mat az Sestdesiat centimetrov. Dolné listy md Spicaté, skoro
zasychaji. Stredné a horné listy maju elipticky zaSpicateny tvar, dizka sa pohybuje medzi
troma az dvandstimi centimetrami, Sirka obvykle nepresahuje dva centimetre. Plocha Cepeli
listov je hladkd. Kvetenstvo vytvdra vidlice, vicSinou viackveté. Kvety mozu byt
obojpohlavné alebo jednopohlavné. Kalich je patzuby, v obryse vajcovity az Siroko elipticky.
Korunné listky majd bielu farbu, vynimoc€ne na okraji nafialoveld. Semend maji oblickovity
tvar, dizka sa pohybuje okolo jedného milimetra. Rastlina sa vyskytuje na kamenitych
miestach, skalnatych svahoch, okrajoch ciest, Casto je sucCastou trdvnatej vegetdcie od
nizinnych oblasti aZ po horské polohy. Na celom tizemi Ciech rastie od najniZgich poldh az do
alpinskeho stupiia [22].

Rod Silene je unikdtny tym, Ze vdcSina zastupcov je diploidnd a majd zhodny pocet
chromozémov, a to dve sady s celkovym poctom dvadsatStyri. Vynimkou je Silene conica s
dvoma sadami chromozémov s celkovym poctom dvadsat a pribliZne desat’ percent
cudzokrajnych (Skandinavia) sileniek sd polyploidné.

Reprodukény systém tohto rodu je rozmanity a zahriia jedincov od hermafroditov cez
rozne mozné medzistupne (gynomonoecicky, gynodioecicky, andromonoecicky a trioecicky
stupeti) aZ po dioecickych zastupcov. Najvyznamnejsi zdstupci rodu Silene sa S. latifolia,
hlavny predstavitel' dioecickych rastlin tohto druhu, a S. vulgaris, gynodioecicky zastupca.
Hlavnym cielom S$tidie rodu Silene je determindcia pohlavia v gynodioecickych
a dioecickych rastlinich, evolicia pohlavnych chromozémov na drovni DNA sekvencie [23].

Silene vulgaris je gynodioecicky druh, ktory sliZi ako modelovy organizmus pre
Stidium evoldcie cytoplazmatickej samcej sterility (Stddium dvojdomosti) a pre Stddium
rezistencie voci tazkym kovom [24].

Silene vulgaris sa prirodzene vyskytovala v Eurdpe, ale bola prenesend ido
severovychodnej a centrdlnej Casti Severnej Ameriky po jej kolonizdcii Eurépanmi, dobre sa
tu aklimatizovala.

Porovndvajicou analyzou reciprokych kriZzeni bolo dokdzané, Ze minimdlne dva, ale
eSte pravdepodobnejsie tri, rozdielne gény nesu zodpovednost’ za cytoplazmaticki samciu
sterilitu (cytoplasmatic male sterility, CMS). Populécie S. vulgaris sa vel'mi liSia v zastipeni
jedincov nestcich samicie kvety a jedincov nesucich obojpohlavné kvety, rozmedzie pre
jedincov so samic¢imi kvetmi je od nula aZ po sedemdesiatosem percent v populdcii.
Zachovanie samicCich jedincov nesdcich gény pre CMS moZe byt v dosledku produkcie
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vysSieho poctu semienok s lepSou kvalitou v porovnani s hermafroditnymi jedincami. Bolo
tiez potvrdené, Ze v prirodzenej populdcii s rednicim vyskytom hermafroditov klesa i
relativna produkcia semienok a ich vykli€enie v pripade samicich jedincov. Pokles plodnosti
sa vysvetluje faktom, Ze samiCie rastliny su limitované poklesom pelovych zrniecok.
Pohlavnd determindcia u S. vulgaris sa v poslednej dobe javi byt menej komplikovand ako sa
zdalo atakisto sa ustupuje od mySlienky striktnej materndlnej transmisie CMS faktorov,
nakol’ko bola preukdzana heteroplasmicita u S. vulgaris, teda pritomnost’ koexistencie samicej
i samcej mitochondridlnej DNA v jednom jedincovi. U jedincov v jednej populdcii je jej
vyskyt az dvadsatSest percent vzh'adom na celkovy pocet jedincov [23].
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5 NICOTIANA TABACUM

Nicotiana tabacum, tabdk virginsky, patri do rodu Nicotiana, ktory zahriia
Sestdesiatpét’ druhov rasticich v Amerike, Austrdlii a Tichomori. Do Eurépy bola tito bylina
dovezend v Sestndstom storoc¢i. Ide o jednoro¢nu, v trépoch aj o viacrocni, chlpatd bylinu
vysokd osemdesiat az tristo centimetrov. Lodyha je priama, mdlo vetvend, na béze
drevnatejica. Listy su prisadlé, az Sestediat centimentrov dlhé, vajcovitého tvaru. Koruna je
nalevkovitd, kvety sd v koncovych kvetenstvach, korunny len je pitcipy, Casto ruzovy alebo
Cerveny. Rastlina kvitne od jina do septembra [22].

N. tabacum je prirodzeny amfidiploid. Konkrétne sa jednd o alotetraploida, ktory
vznikol hybridizaciou Nicotiana sylvestris (samici rodi¢, n = 12) a Nicotiana tomentosiformis
(samci rodi¢, n = 12) nasledovanou zdvojenim poctu chromozémov (2n = 48).

Rod Nicotiana, ¢elad” Solanaceae, prirodzene sa vyskytujuci v Bolivii, ale rozSireny
do celého sveta, je sice maly co do rozmanitosti pocCtu jedincov, ale velmi dobre
charakterizovany. Rod Nicotiana je najviac Studovanou skupinou rastlin, ¢iasto¢ne z hl'adiska
jeho evolucie, d’alSie Stddie sa zaoberaji morfoldgiou a distribiciou druhov, a je dolezité aj
vyuzitie jeho zdstupcov v genetike ako modelovych organizmov [25].

5.1 Horizontalny génovy prenos, Ngrol gény

Ngrol gény (NgrolB, NgrolC, NgORF13 a NgORF14), ktoré su podobné sekvenciou
s génmi v lavej Ccasti trasferovanej Tr-DNA A. rhizogenes, boli ndjdené v gendme
netransformovanej rastliny Nicotiana glauca. Nésledne bolo potvrdené, Ze bakteridlna
infekcia vyustila v transforméciu Ngrol génov pocas ranej evoldcie rodu Nicotiana. Teda
v N. glauca sa vyskytuju Styri rol gény koreSpondujice s Ti-DNA, ktoré vyvoldvaji syndrém
hairy root v rastlindch, ale u rastlin transformovanych Ngrol génmi nedochddza k tomuto
typickému fenotypovému prejavu. Jednd sa o horizontdlny génovy prenos. V pripade
N. tabacum bol zatial potvrdeny prirodzeny vyskyt génov rolC, ORFI13, ORFI4, dla
dostupnych Stddii k expresii dochddza len u génu ORF13, v listoch aj v kalusoch [26].
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6 METODIKA

6.1 Experimentalny material

Na transformacné pokusy boli pouZzité rastliny Silene vulgaris, ktoré boli vypestované
v in vitro podmienkach zo sterilnych semienok, ktoré boli ziskané z rastlin z okolia TiSnova
a Brna. Rastliny Nicotiana tabacum boli takisto ziskané zo sterilnych semienok pestovanych
v in vitro kulture.

Na transformdciu boli pouzité baktérie Agrobacterium tumefaciens GV310,
s plazmidom pCBKO5 (viz obrazok 6.1). Tento kmen je rezistentny voci kanamycinu (bindrny
plazmid) a gentamicinu (pomocny plazmid). Bindrny plazmid je povodom z E. coli a ma
vClenend T-DNA, ktord neobsahuje onkogénny. Pomocnym plazmidom sa nazyva plazmid,
ktory nesie vir gény, ktoré su sucastou transportného systému T-DNA, ale ich pritomnost
v samotnej T-DNA nie je nutnd [2].

replikaény pociatok

lava hranica T-DNA Q

NOS-promotor

gén bar (PPT)

pCBKO5
prava hranica T-DNA
termindtor ku génu bar

NOS-terminator

CaMV 355-promotor

Obr. 6.1: Bindrny plazmid pCBKO05, ktory je siicastou A. tumefaciens pouZivaného na transformdciu
S. vulgaris a N. tabacum (gén npt Il je bakteridlnym génom pre rezistenciu voci kanamycinu, gén
BAR, ktory koduje enzym fosfinotricinacetylftrasferdzu, je siicastou selekéného systému rezistencie
voci fosfinotricinu a gén gusA je sucastou reportérového systému f-glukuroniddzy) [21, [27].
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Druhou baktériou sliZiacou na transformacné pochody bolo A. rhizogenes, prirodzene
sa vyskytujici geneticky nemodifikovany typ, kmen ARIIS4.

6.2 Zivné média

Sterilizované semienka S. vulgaris a N. tabacum sa pestovali na sterilnom Zivnom
médiu s oznaCenim BMS-30 (viz tabulka 6.1), ktoré obsahuje Specifické makroelementy a
mikroelementy (viz tabulky 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6, 6.7), listové explantaty boli opit
kultivované na tomto médiu, dl'a potreby a pouZitia boli priddvané k médiu BMS-30 iné
chemikélie v prislu$nej koncentrécii, napriklad rastové faktory, PPT, antibiotikd a iné.

A. tumefaciens bolo kultivované pri teplote pohybujicej sa okolo 25 °C,
nepresahujicej vSak 26 °C, na médiu Luria-Bertani (viz tabulka 6.8), na potlacenie
neziadice] mikrofléry sa priddva antibiotikum kanamycin a gentamicin, voc¢i ktorému su
baktérie so spravne funkénym plazmidom rezistentné.

A. rhizogenes bolo kultivované na médiu Specidlne urCenom na jeho kultiviciu (viz
tabul'ka 6.9), na potlac¢enie neziadicej mikroflory sa pouziva rifampicin v koncetracii 50 mg

na liter Zivného média.

Na kultivaciu hairy root kultdr sa pouziva médium oznacené MJV (viz tabulka 6.10),
ktoré obsahuje niektoré zlozky zhodné s médiom BMS-30 (viz tabulky 6.2 — 6.6).

Tab. 6.1: Zivné médium BMS-30

BMS-30

zlozky: koncentricia
] makroelementov BS | 100,0 ml/l
] mikroelementy MS-B ~ © 10,0 mi/1
N mikroelementy MS-C ~ + 1,O0ml/1
o zelezoMS & 25mll
e vitaminy MOREL | 20ml/l__
] inositol ¢ 20mll
R sacharza & 30,01
__________________ agaréza 1 70g1

pH D 5.6-58
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Tab. 6.2: Makroelementy B5, siicast Zivného média BMS-30 a MJV

Makroelementy B5

zlozky: koncentracia
8 sfran amonny 13491 |
___dihydrét chloridu vdpenat¢ho : | 1,50 g/l |
_________ siranhoreCnaty 2501
! dusicnan draselny  : 2500 ¢/1 |
monohydrét dihydrofosforeCnanu
R sodného 1,501 |

celkovy objem 11

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

Mikroelementy MS-B
zloZky: koncentricia
... kyselinaboritd i 124mg
.._...Sranmanganaty . 446mg
IR siran zinocnaty i 172mg
celkovy objem . 200 ml

Tab. 6.4: Mikroelementy MS-C, siicast Zivného média BMS-30 a MJV

Mikroelementy MS-C
zlozky: koncentracia
. jodiddraselny . l66mg
___________ molybdenansodny 50 mg
______________ siranmednaty . 5mg
___________ chlorid kobaltnaty ~ : ~ 5mg
celkovy objem . 200ml




Tab. 6.5: Vitaminy MOREL, siicast zivného média BMS-30 a MJV

Vitaminy MOREL
zlozky: koncentracia
o inozitol 1 2500mg
______________ Ca-pantotendt | 25mg
I biotin i 025mg
__________ kyselina nikotinovd | 25mg
________ pyridoxin-hydrochlorid | 25mg
_________ thiamin-hydrochlorid | 25mg
celkovy objem L 50 ml

Tab. 6.6: Zdsobny roztok Zeleza MS, siicast Zivného média BMS-30 a MJV

Zéasobny roztok Zeleza MS
zlozky: ‘ koncentracia
__chelaton Il (Na;EDTA-H,0) | 745g
__heptahydrdt siranu Zeleznatého : 280g. .
celkovy objem . 500 ml

Tab. 6.7: Zdsobny roztok inozitolu MS, siicast Zivného média BMS-30

Zésobny roztok inozitolu MS
zlozky: koncentricia
e inozitol | . 1000mg
celkovy objem . 200 ml

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

Bakteridlne médium Luria - Bertani (LB)
zlozky: koncentracia
L bakteridlny tryptén . 10,0g/1 |
___bakteridlno-kvasniCny extrakt : 50e1 |
. chloridsodny i | 10,0 g1 |
o...agar ] 150 g1 |
pH 7




Tab. 6.9: Médium na kultivdciu A. rhizogenes

Medium pre kultiviciu A. rhizogenes
zlozky: koncentracia
__________ extrakt z kvasiniek ' 50¢g/1
__________ hydrolyzat kazeinu  : 05¢/1 |
_________________ manitol & 80g1 |
______________ siranamonny & 20gl
. chloridsodny i 50e1 |
o...agar ] 150 g1 |

pH 6,6

Tab. 6. 10: Médium na kultivdciu hairy root kultiir

MJV

zlozky: koncentricia
o makroelementy BS L 750ml
_______ mikroelementy MS-B 10,0 ml/1 |
_______ mikroelementy MS-C i 1.0ml/l |
] vitaminy MOREL. @ 20mll
... ‘telezoMS i 50mll
e sacharéza 1 20,0ml1 |

pH 5,7

6.3 Sterilizacia semienok

Semienka ur¢ené na kultiviciu rastlin in vitro sa premyvali pribliZne hodinu pod
pridom studenej vody, ndsledne boli prenesené do 7 % roztoku Sava s pridavkom jednej azZ
dvoch kvapiek detergentu Triton X, v ktorom sa premyvali 10 mintt. Z roztoku Sava sa
preniesli do 50 % roztoku etanolu, na dobu maximélne 30 sekind. Nasledoval preplach v
sterilenej vode trvajici 15 mindt, bola pouzitd sterilnd banka so zdtkou umiestnend na
trepacku, tento krok sa opakoval eSte raz. Semienka sa osusili na sterilnom filtraCnom papieri
a umiestnili na Zivné médium BMS-30 (priblizne 30 ml na 1 Petriho misku) v pocte sedem az
desat’ na misku. Po vykliceni semienok sa mladé rastlinky individudlne prepasazuju do
sterilnych kultivacnych nédob s Zivnym médiom.

6.4 Kultivacia baktérii

Prislusné kmene baktérii boli dodané v eppendorfovych skiumavkiach zaliate pod
parafinom. Bol vykonany kriZova rozster a baktérie sa dva dni nechali rast’ na danom Zivnhom
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médiu s pridavkom antibiotik pri teplote okolo 25 °C. Misky s narastenymi kol6niami boli
uskladnené pri teplote O °C po dobu jedného mesiaca.

Z narastenych kol6nii bol urobeny odpich do mraziaceho boxu s teplotou -70 °C,
pricom sa pouZil 1 % roztok DMSO (dimetylsulfoxid), ktory pdsobi jako vyborny
kryoprotektant. Tymto spisobom je mozné uchovavat baktérie po velmi dlhi dobu.
V pripade potreby sa opiat baktérie krizovym rozsterom aplikuji na Zivné medium s
adekvatnymi antibiotikami, ¢im sa overi, €i nedoslo k inaktivacii plazmidu [28].

6.5 Regeneracia S. vulgaris i N. tabacum

Regeneracné skasky boli vykonané na Zivhom médium BMS-30 s pridavkom
cytokininov a auxinov v rébznych pomeroch, vychadzalo sa z ddajov dostupnych v literdrnych
zdrojoch [29], [30], [31], [32]. Boli pouZiti listové fragmenty zo sterilne pestovanych rastlin.
Medzi testované rastové faktory patrila kyselina a-naftalénoctovd (NAA), benzylaminopurin
(BAP), giberelinovéd kyselina, tidiazuronid (TDZ), 3-indolmaslovd kyselina. Po stanoveni
optimédlnej koncentricie rastovych faktorov bola stanovovand optimédlna koncetrdcia
fosfinotricinu ako selekéného mérkru. K médium BMS-30 s rastovymi faktormi boli pridané
alikvotne mnoZzstva PPT dl'a stanoveného rozpitia koncentracii.

Explantaty boli kultivované v sterilnom prostredi vo vzdialenosti cca 25 cm od
priameho zdroja svetla pri teplote asi 28 °C. PasdZe pletivovych kultir boli vykondvané kazdé
dva tyZdne. Do Petriho misiek bolo ddvkovanych priblizne 25 ml média.

6.6 Transformacia

Z prislu§ného druhu Agrobacteria narasteného na pevnom médiu v Petriho miskdch sa
preniesla kolénia do Erlenmayerovej banky pomocou mikrobiologickej kl'ucky a pridalo sa
cca 30 ml tekutého LB média. Dand zmes sa kultivovala cez noc na trepacke pri 26 °C,
rychlost’ mieSania bola zhruba 150 otd€ok za minutu.

Na druhy defi sa k roztoku baktérii pridali fragmenty listov narezané na obdizniky
o velkosti hran priblizne dva centimetre. Listové fragmenty pochddzali zo sterilne
pestovanych rastlin. Dostatocny ndrast baktérii sa poznal dl'a zna¢ného zakalenia inak ¢ireho
tekutého média. Zmes obsahujica baktérie 1listové fragmenty sa za mierneho mieSania
kokultivovala 15 mindt.

Po kokultivécii sa listové fragmenty osusili na sterilnom filtraénom papieri a preniesli
sa do misiek so Zivhym médiom obsahujicim acetosyringén. Na jednu Petriho misku sa
kladlo priblizne 5 aZz 7 listovych fragmentov. Pre transformdciu A. fumefaciens sa pouZzilo
médium BMS-30 s vhodnou koncentriciou rastovych faktorov pre danu rastlinu a v pripade
A. rhizogenes len samotné médium BMS-30, v oboch pripadoch sa priddval acetosyringon.

Zaroven sa robila negativna kontrola, kedy sa listové fragmenty sterilnych rastlin
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davali rovno na prislusné Zivné médium, vynechdval sa krok kokultivécie, inak boli vietky
podmienky zhodné.

Transformdty sa kultivovali dva dni, v pripade Ze baktérie neprerastali, tak i dlhSie.
Nasledoval oplach explantatov. Bola pouZzitd sterilnd voda, sterilné laboratérne sklo i sterilné
filtraCné papiere.

Na filtraCnom papieri osuSené explantity sa prenesi do banky s vodou a pridavkom
jednej kvapky detergentu Tween 80. Za neustdleho premieSavania na trepacke sa explantity
premyvali desat’ mindt. Explantity sa preniesli do Cistej vody uZ bez pridavku detergentu
a nasledovalo d’alSie premyvanie po dobu desat mintt za neustdleho premieSavania, tento
krok sa opakoval dvakrit. OsuSené explantity sa uloZili na misky s médiom obsahujicim
antibiotikum claforan (cefotaxim) v koncentracii 500 pg-ml'l, ktoré pdsobi proti neziaduce;j
mikroflére, ktorou je v tomto bode aj samotné Agrobacterium. V pripade prerastania
explantatov baktériami sa explantaty znovu odmyli a aplikovala sa d’alSia ddvka antibiotik do
media. Pre explantdty kokultivované s A. tumefaciens sa po odmyti pouzivalo Zivné médium
BMS-30 s pridavkom rastovych faktorov, pre explantity kokultivované s A. rhizogenes
médium MJV, v oboch pripadoch aj s antibiotikami. Antibiotikum sa zvyCajne aplikovalo aj
do média pouzitého na prvd pasaz. Explantéty, ktoré javili zndmky regenerdcie a médium uz
neobsahovalo neZziadicu mikrofléru, sa pasdZzuji do prisluSného média bez antibiotik
[31],[32],[33].

6.7 Izolacia DNA pouzitim Kitu

Regeneranty, ¢i uZz po transformdcii alebo k nim prislusné negativne kontroly, a
kultdry hairy roots boli otestované na pritomnost’ génov indikujicich dspesnud transformadciu,
jednou z metéd na dokaz uspeSného zaclenenia T-DNA bola aj PCR. Pred vykonanim
polymerdzovej retazovej reakcie sa izolovala genomickd DNA z rastlinného pletiva a kultir
hairy roots pomocou kitu s ndzvom DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN. Postupovalo
sa dla prilozeného ndvodu. Izolovand DNA v elu¢nom pufre mala koncentraciu pohybujicu
sa okolo 150 ng/ul. Koncentricia vyizolovanej DNA bola zistovand porovndvanim
koncentricii s pripravenou koncentra¢nou radou plazmidu pBR322.

6.8 PCR

DNA vyizolovand pomocou QIAGEN kitu sa pouZila na polymerdzovi retazovud
reakciu. Bol pouzity termocykler T 3000 od firmy Biometra. Pre vSetky vykonané
polymerdzové retazové reakcie sa ddvkovalo zhodné mnoZstvo zloziek. V pripade klasickej
inested PCR je objem jednotlivych zloZiek urCenych na prdve jednu reakciu v 0,2 ml
Eppendorfovych skimavkach uvedeny v tabulke 6.11. [34].
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Tab. 6.11: MnoZstvd jednotlivych zloZiek PCR reakcie s celkovym objemom 20 ul

klasicka PCR nested PCR
zlozka objem (ul) zlozka objem (ul)

voda .+ 152 |voda i 152 |
10xpufer & 2 | 10xpufer i 2 ]
dNTP (10nM) & 04 |ANTP(1OnM) & 04 |
primerF & 08  |primerF i 08 |
primerR i 08  |primerR i 08 |
polymerdzaTaq  : 04  |polymerdzaTaq + 04 |
eluat DNA po roztok amplikonov ziskany po

izoldcii i 04  |prvejPCRreakeii i 01 |
objem celkom i 20 | objem celkom 20 |
pocet skimaviek 1 pocet skimaviek ; 1

6.8.1 Navrh primerov pre gusA gén

Primery pre PCR, ktorej cielom bolo naamplifikovat poZzadovanid sekvenciu
obsiahnuti v géne pre tvorbu B-glukuroniddzy, boli navrhnuté na zdklade zndmej sekvencie
gusA génu prirodzene sa vyskytujicom v E. coli (viz obrdzok 6.2). Vychddzalo sa zo
sekvencie, ktord je verejne pristupnd v databdze biotechnologickych informacii NCBI (viz

priloha) [35].
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a.)

[ 2269514 pp [ 2277619

. I 1812bp , .
b 1 } {
ylaA uidB uidR
uidl ush & hahA
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: Ndvrh primerov na amplifikdciu viseku génu gusA pochddzajiiceho prirodzene z E. coli, gén
je vdanom pripade sicastou reportérového systému pri prenose T-DNA z A. tumefaciens do
hostitel'skej rastliny. Na ndvrh primerov bola pouZitd volne dostupnd sekvencia gusA génu z databdzy
NCBI: a.) ndcrt pozicie génu gusA v E. coli indikujiici dlzku génu 1 812 pdrov bdz, b.) ndcrt oblati
v géne gusA, ktord bude amplifikovand po pouZiti navrhnutych primerov, ocakdvand dizka produktu je
550 pdrov bdz, c.) sekvencie primerov v smere od 5 k 3~ koncu, oba navrhnuté primery maji zhodnii
dizku, teda 21 pdrov bdz (primery sii farebne zndzornené aj v prilohe tykajucej sa zobrazenia celej
sekvecnie génu gusA z databdzy NCBI) [35].

6.9 Elektroforéza

Na elektroforeticki separdciu naaplifikovanych fragmentov DNA sa pouZil
2% agarézovy gel. Agardza bola rozpustand v jednopercentnom roztoku TAE, ktory vznikne
po pit'desiatndsobnom rozriedeni zdsobného roztoku TAE (viz tabulka 6.12).

Elektroforetickd separdcia prebiehala pri 60 V asi 40 mindt. Gel sa po elektroforéze na
priblizne 10 minut ponoril do roztoku etidiumbromidu a umiestnil na trepacku s nastavenou
vel'mi nizkou rychlostou pohybu. Vysledok separicie fragmentov DNA bol zaznamenany
pomocu UV lampy spojenej s fotoapardtom od firmy Syngene In Genius.
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Tab. 6.12: ZloZenie zdsobného roztoku TAE

Zasobny roztok TAE
zloZky mnozstvo

Tos i 242g
deionizovand voda i 750ml
Cistd kyselina octovd  : 57,1ml
05MEDTA,pH8  : 100 ml
celkovyobjem ! 1000 ml
pH 8,5

6.10 p-glukuronidazovy (GUS) test

Sto miligramov rastlinného materidlu bolo pinzetou prenesenych do Eppendorfove;j
skimavky (objem skimavky 2 ml), bolo pridaného trochu purifikovaného morského piesku a
100 ul GUS extrakéného pufru, ktory sa uchovéva pri -20 °C (viz tabulka 6.12). Sklenenou
ty¢inkou dobre zhomogenizovany materidl bol odstredovany po dobu desiatich mintt
v chlade (0 °C) pri otdckach 20 000 za minttu. Pipetou bolo odobratych 40 ul supernatantu,
ten bol preneseny do novej Eppendorfovej skimavky a pridany zhodny objem MUG
reakéného pufru, takisto uchovavany pri teplote -20 °C (viz tabulka 6.13). Zmes bola
inkubovand dve hodiny pri 37 °C. Na konci inkubécie bolo pridanych 0,9 ml 0,2 M roztoku
uhlic¢itanu sodného (zasadité pH zaru€i premenu vSetkej fenolickej formy 4-MU na
fenoxidovi formu 4-metylumbeliferonu, ktord fluoreskuje), zmes bola dobre premieSand a
bola zistend fluorescencia vzorkov na UV-transilumindtore. Ako pozitivna kontrola, vzorka,
ktord za danych podmienok preukazuje fluorescenciu, bol pouzity samotny
4-metylumbelliferon v praSkovej forme, teda zldcenina, ktord je oCakdvanym produktom
B-glukuroniddzového testu [36].

Tab. 6.12: ZloZenie GUS extrakcéného pufru pouZivaného v -glukuroniddzovej reakcii

GUS extrakCny pufer (10 ml)
zlozky: mnozstvo

0,IM fosfatovy puferpH70 & 5ml |
O0SMNaEDTApH7-8 & 2001
TritonX-100 .+ 10pl |
merkaptoetanol i Tul |
sarkosyl 10mg
celkovy objem doplneny vodou . 5ml
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Tab. 6.13: ZloZenie MUG reakcného pufru pouzivaného v p-glukuroniddzovej reakcii

MUG reakény pufer (5 ml)
zlozky: mnozstvo
4-metylumbelliferyl-B-D-glukuronid __ : 3,5 mg
GUS extrakény pufer . 5ml

6.11 Izolacia mitotickych protoplastov z kultary hairy roots

Vychodzi materidl kultdry hairy roots sa dvakrit v priebehu tyzdia prepasdzoval do
tekutého Zivného média MJV (viz tabulka 6.10), pocCas inkubécie v tekutom médiu bol
umiestneny na trepacke (rychlost’ priblizne pit'desiat otd¢ok za minutu) a mikroskopicky bola
overovand kvalita korefiovych SpiCiek. Synchronizicia bola zapocatd dva dni po poslednej
pasazi.

Boli odrezané starSie korene, kalusy a odstrdnené izbytky agaru. MladSie korene
s meristémami sa Ciastocne osusili a synchronizovali pomocou aphidicolinu (dodavany firmou
Sigma), tak aby jeho findlna koncentracia v MJV médiu bola 30 umol/l. Synchronizicia trvala
dvandst’ hodin za neustdleho trepania na trepacke. Nasledne bolo médium s aphidicolinom
odstrinené, v intervale 15 mindt boli korene trikrt premyté Zivnym médiom MJV. Daliim
krokom bola inkubécia v Zivnom médiu MJV S§tyri hodiny za pretrvdvajiceho trepania.

Nasledoval krok nazyvany akumuldcia metafdz. Bol aplikovany roztok oryzalinu, tak
aby jeho findlna koncentracia v Zivnom médiu bola 15 umol/l. Znovu sa vzorky inkubovali
Styri hodiny za neustdleho trepania.

Médium bolo odsaté pomocou vodnej vyvevy abol pridany enzymaticky roztok,
ktorého zlozenie je uvedené v tabulke 6.14 a 6.15. Na jednu Petriho misku sa pipetovalo
zhruba osem mililitrov tohto enzymatického roztoku. Pomocou olejovej vyvevy sa vykonala
infiltrdcia enzymov do korenov vo vakuu, zmes bola inkubovana priblizne dve hodiny pri
teplote 26 °C za neustdleho mierneho trepania. Inverznym mikroskopom sa kontrolovalo
uvolnovanie meristémov a protoplastov z korenlovych explantatov. Hned’ po detekcii pocCiatku
uvolniovania sa meristémov v jednotlivé protoplasty sa pridalo 5 ml 25% roztoku soli
s oznatenim W5 (viz tabul'ka 6.15) do Petriho misky obsahujicej korene ¢ enzymatickom
roztoku, zmes sa jemne zamieSala a precedila cez sitko (vel'kost 6k asi 100 um).

Suspenzia protoplastov sa preliala do kénickych skimaviek a zcentrifugovala (desat
minut pri rychlosti 800 otiCok za mindtu). Protoplasty vytvorili viditelny sediment,
supernatant bol odstrdneny Pasteurovou pipetou. Sediment bol resuspendovany v zbytku
tekutiny a bolo pridanych zhruba 6 ml 25% roztoku soli W3, tak aby vysledny objem bol
osem mililitrov, zmes bola premieSand. Ndasledne sa pridali Styri mililitre vody, zmes sa
premieSala a nechala stat’ desat’ minut, ¢o sposobilo hypotonicky Sok.

Opét nasledovalo sedimentovanie. Protoplasty sa usddzali pomocou odstred’ovania
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(10 mintt pri rychlosti 800 otdCok za minttu). Supernatant sa odstrdnil a protoplasty sa
resuspendovali v zbytku tekutiny v skimavke. Bolo pridanych desat mililitrov cerstvého
predchladeného fixa¢ného roztoku, ktory pozostdva z troch objemov etanolu denaturovaného
metanolom a z jedného objemu l'adovej kyseliny octovej. Zmes sa viackrdt jemne premiesala
a ponechala v mraznicke pri -20 °C minimélne hodinu, ale pokojne i niekol'’ko mesiacov.

Po odstrdneni vicSej Casti fixaCnej zmesi odstredovanim (20 minut pri rychlosti
1 000 otaCok za mindtu) sa protoplasty resuspendovali v zbytku fixdze a po 15 mindtach bolo
mozné suspenziu kvapkat na podlozné sklicka [37].

Takymto spdsobom sa pripravili preparaty na karyologické Stidie, in situ hybridizaciu,

in situ nick trasnlaciu a iné.

Tab. 6.14: ZloZenie enzymatického roztoku pouZivaného pri izoldcii mitotickych protoplastov z kultir
hairy root na uvoliovanie meristémov a ich rozvoliovanie na jednotlivé protoplasty

Enzymaticky roztok

zloZky: | mnozstvo
WSsoli .. 80ml
D-sorbitol ; 1,8 ¢
celuliza OnozukaRS 1 40g
macerozymR-10 & 20g
hemiceluldza Sigma .20g
pektolydzay-23 . 08g
pH o 150-52
celkovy objem doplneny vodou ;200 ml

Tab. 6.15: ZloZenie zdsobného roztoku soli W5. Tento roztok je siicastou enzymatického roztoku, ale
25% roztok soli W5 sa pouZiva i samostatne v jednotlivych krokoch izoldcie mitiotickych protoplastov
(25% roztok soli W5 ziskame po nariedeni zdsobného roztoku vodou v pomere 1:3, teda jeden objem

zdsobného roztoku W5 soli k trom objemom vody)

Zéasobny roztok soli W5

zlozky: mnozstvo
chlorid sodny i . 900g
chlorid vipenaty bezvody » 1387¢g
chlorid draselny 0378
glkéza L 09%g
celkovy objem doplneny vodou Lol
pH 5.8
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7  VYSLEDKY

7.1 Regeneracia z listovych fragmentov

Bolo testovanych niekol'ko rastovych faktorov pre S. vulgaris, najvhodnejSou
kombindciou je kombindcia syntetického cytokininu benzylaminopurinu (BAP),
podporujiceho rast vyhonkov, so syntetickym auxinom a-naftalénoctovou kyselinou (NAA),
ktory podporuje rast korefiového systému. Okrem tychto rastovych faktorov boli pouZité
i kombindcie auxinov indol-3-maslovd kyseliny (IBA), ktord md prirodny charakter,
a kyseliny 2,4-dichlérfenoxyoctovej (2,4-D), ktord je predstavitel'om syntetického auxinu, so
syntetickym cytokininom tidiazuronom (TDZ). Bola otestovana aj pritomnost’ giberelinu GA3
v zivnom médiu na podporu regenerdcie. Vysledky a priebeh regenerdcie z listovych
fragmentov pri r6znych kombindciach rastovych faktorov je v tabulke 7.1.

Optimdlna koncentricia rastovych faktorov pre regenerdciu z listovych fragmentov
u S. vulgaris bola stanovend na 3 mg BAP na liter Zivného média a 0,5 mg NAA na liter
média, pre N. tabacum je to koncentricia 1 mg/l BAA a0,1 mg/l NAA, ktord je beZne
uvidzand v literdrnych zdrojoch (viz obrazky 7.1, 7.2, 7.3 a 7.4).

Obr. 7.1: Regenerdcia S. vulgaris z listového fragmentu na médiu BMS-30 s pridavkom 3 mg/l BAP
a 0,5 mg/l NAA. Snimka je zhotovend z obdobia po 7 tyZdiioch od prvého poloZenia listového
fragmentu na Zivné médium s rastovymi faktormi.
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Obr. 7.2: Regenerdcia S. vulgaris 7 listového fragmentu na médiu BMS-30 s pridavkom 3 mg/l BAP
a 0,5 mg/l NAA. Snimka je zhotovend z obdobia po 9 tyZdnoch od prvého poloZenia listového
fragmentu na Zivné médium s rastovymi faktormi, na margdch listového kalusu sii uz jasne viditelné

prvé vyhonky z kalusu naznacujiice vyvoj regenerantu.

Obr. 7.3: Regenerdcia S. vulgaris z kalusu na médiu BMS-30 s pridavkom 3 mg/l BAP a 0,5 mg/l
NAA. Snimka je zhotovend z obdobia po 12 tyZdiioch od prvého poloZenia listového fragmentu na
Zivné médium s rastovymi faktormi,je mozné pozorovat vznik prvych listkov regenerantu pestovaného

v in vitro kultire.
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Obr. 7.4: Casovy sled regenerdcie N. tabacum z listového fragmentu na médiu BMS-30 s pridavkom
1 mg/l BAP a 0,1 mg/l NAA (1. snimka je zhotovend z obdobia po 3 tyZdnoch, 2. snimka po 4 tyZdioch,
3. a 4. snimka po 5 tyZdrioch od prvého poloZenia listovych fragmentov na Zivné médium s rastovym
faktormi)
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Tab. 7.1: Priebeh regenerdcie S. vulagris zlistovych fragmentov na Zivnom médiu BMS-30
s pridavkom réznych rastovych faktorov.

hl’ad listovych fi tov, priebeh acie, vzhl'ad
koncentricia rastovych faktorov (mg/l) vaad tstovye ragmenkzl\ilsir‘:e el regenerace, vzia

1. tyzden (list.

NAA |IBA | 24-D |TDZ| BAP | GA, 3. tyzdefi 6. tyzdeii 8. tyzdefi
fragmenty)
o ' bledozeleny | |
0,50 2,00 1 izelené, krehké oo ™Y trast pakorefiov | bez zmeny
! !  kalus !
: zagiatok | hnedozeleny |
, 4,00 ' zelené, krehké ! ! . ' b
__(_)_?_9__._______L________4_______._________L______i_Zf_?l_ei___f-_f_i__1??_198‘?!1}??}’__L__1“__‘??’_19_’_1_@1}%%_E___f%_?il?_y___
5 Giatok ¢ zelené
0,50 3,00 | zelené, pevné | 0% eleny kalus | Do oo
___________________________________________ oo kalogenézy ; " . puciky |
: Giatok tlozeleny
0,10 3,00 | zelené, pevné | oOOR  SVEHOZEEIY s leny kalus
i kalogenézy 1 kalus ot
| svetlozelené, : ZIty krehky | nadmerny rast |
1,00 3,00 i . b
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7.2  Fosfinotricinové skasky

Bola zhotovend koncentratnd rada pridavkom fosfinotricinu do Zivného média
s optimalnymi koncentrdciami rastovych faktorov pre dany explantét, rozmedzie PPT bolo od
nula do dvadsiatich miligramov na liter. Pre S. vulgaris bola stanovend optimdlna
koncentricia na 3 mg/l PPT apre N. tabacum 5 mg/l PPT, pri tejto koncentricii dochddza
k viac ako polovicnému uhynu netransformovanych explantitov, to znamend, Ze listové
fragmenty postupne zozltli, ndsledne boli temer priehl'adné a zoschlé (viz obrdzok 7.5 a 7.6).
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Boli testované listové fragmenty i semienka, ktoré sa po vysterilizovani umiestnili na
médium s PPT a pozorovalo sa ich rast, respektivne klienie. Vyklicené semienka menili
zafarbenie listkov od zelenej po svetlozltd v zdvislosti od koncentrdcie PPT v médiu.
Vysledky oboch testov boli zhodné.

0,5ppm 1 ppm

2 ppm PPT

3 ppm 5ppm 7,5 ppm PPT

Obr. 7.5: Petriho misky s listovymi fragmentmi netrasformovanej S. vulgaris po piatich droch
posobenia PPT, in vitro kultiry, Zivné médium s pridavkom rastovych faktorov 3 mg/l BAP
a 0,5 mg/l NAA. S rastiicou koncentrdciou PPT v médiu ocividne nastdva vo vicsom rozsahu i rozklad
chloroplastov, Zltnutie listov, vysychanie a rozpad pletiva. Ako limitnd koncentrdcia posobenia PPT
vhodnd pre selekciu bola zvolend koncentrdcia 3 mg/l.

1 ppm 3 ppm S5ppm PPT

Obr. 7.6: Petriho misky s aseptickymi semienkami N. tabacum pestované v in vitro podmienkach po
siedmych dnoch pdsobenia PPT od vyklicenia. Ako limitnd koncentrdcia je v tomto pripade stanovend
koncentrdcia PPT 5 mg/l, kedy zjavne dochddza k Zltnutiu listkov v zhruba 50% rozsahu.
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7.3 Transformacia sprostredkovana A. tumefaciens

V pripade tabaku prebehla transformdcia pomocou A. tumefaciens, kmei GV3101,
uspeSne aboli ziskané transgénne regeneranty N. fabacum pestované na Zivhom médiu s
pridavkom rastovych faktorov. V pripade silenky doSlo po transformécii ku kalogenéze, ale
nenastala regenerdcia ani po dobe dlhSej ako tri mesiace. Selekény marker fosfinotricin bol
nasadeny spolu s antibiotikom cefotaximom hned’ po ukonceni transformacnych pochodov na
dobu desiatich dni, doSlo k dhynu neZiadicej mikrofléry (hlavne pozostatky agrobaktéria po
odmyvani, ktoré je sucastou posledného kroku transformdcie) aznacnd cast listovych
regenerantov postupne podlahla rozkladu chloroplastov, fragmenty vybledli a uschli.

Tvorba kalusov z listovych fragmentov tabaku nastala zhruba po troch tyZzdnoch
abola nasledovand okamZitou regenerdciou, po piatich tyzdioch od transformécie boli
regeneranty uz schopné prenosu do samostatnych misiek s Zivnym médiom bez rastovych
faktorov. Z jedného listového fragmentu sa tvorilo i desat’ regenerujicich rastlin. Vzhl'adom
na rapidnu regenera¢ni schopnost’ tabaku, bolo opakované vystavenie zregenerovanych
rastlin posobeniu PPT. Fosfinotricin bol nasadeny do Zivného média po prenose regenerantu
do samostatnej nddoby. Casti regenerantov tabaku po tomto procese dodato¢ne zoZltli listy
arastlina prestala rast’ (viz obrdzok 7.7). Rastliny tabaku, ktoré opakovanému vystaveniu
posobenia PPT odolali aich rast nebol zastaveny boli vSetky transgénne, ako ukazoval
fyzicky dokaz pomocou PCR.

Tvorba kalusu z listovych fragmentov silenky za¢ala po dvoch tyzdiioch, kalusy mali
Casto zItd farbu a rosolovity charakter, postupne nadobudali zelend farbu, ale pravdepodobne
vplyvom zvysSenej stresovej zataze dochddzalo ik tvorbe Cervenych farbiv a rychlejSieho
starnutia explantatov. Kalusy boli najkrajSie, to jest pomerne hutné a zelené, zhruba po
desiatich tyzdiioch od kokultivicie, ale s pribudajicim €asom sa v niektorych pripadoch
hlavne v spodnej Casti zacinali tvorit zhluky bieleho nediferencovaného pletiva, ktoré
pozvol'na nadobidalo az hnedd farbu, tento jav neovplyvnila, respektivne nezvritila, ani
mierna zmena zloZenia média, napriklad zniZenie koncentrdcie auxinu NAA z 0,5 mg/l na
0,1 mg/l. U niekol’kych explantitov sa po zhruba desiatich tyzdiioch dal pozorovat vznik
vel'mi malych vyhonkov, ktoré ale ndsledne boli prerastené nediferencovanym pletivom.
Kalusy predstavujice negativnu kontrolu, teda tie ktoré nepresli transformacnym procesom,
aboli pestované na Zivnom médiu s pridavkom rastovych faktorov a PPT s limitnou
koncentraciou uréenou na selekciu, ndpadne rychlo podlahli vplyvu PPT, tiplne zhnedli a pod
sebemensSim tlakom pinzety na ne dochddzalo k ich rozpadu respektivne rozdroleniu, mali
vel'mi krehki vodnatd konzistenciu (viz obrazok 7.8).

Dokaz prenosu genetickej informdcie z T-DNA do hostitela bol vykonany fyzicky
pomocou PCR s pouZitim primerov pre gén GUS pritomny v T-DNA A. tumefaciens (viz
obrazok 7.9), bola pouzitd metdda klasickej PCR, do reakénej zmesi bolo pridanych 60 ng
DNA vyizolovanej z prisluSnych rastlin. Podmienky boli nasledovné: 95 °C po dobu troch
minut, nasledovalo 33 cyklov s troma opakujicimi sa krokmi, prvy krok pozostdval z teploty
94 °C posobiacej 30 sekind, d’alej nasadanie primerov pri teplote 55 °C po dobu 30 sekind
a predlZovanie poZadovanej sekvencie pri teplote 72 °C po dobu 45 sekind, reakcia bola
ukonc¢end posobenim teploty 72 °C po dobu Siestich minut. Ocakdvany produkt mal mat
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dizku 587 pérov baz. Pritomnost génu v regenerantoch tabaku pestovanych na zivnom médiu
s pridavkom PPT bola dokdzand, gén sa nevyskytoval v netransformovanej rastline. Vysledky
fyzického testovania pritomnosti génu pre tvorbu [-glukuroniddzy boli potvrdené aj
histochemickou skuSkou zameranou na dodkaz pritomnosti B-glukuroniddzy (viz obrdzok
7.10).

Obr. 7.7: Vzhladom na velmi vysoku regeneracnii schopnost tabaku, aj napriek jeho vystaveniu
stresovym faktorom, bola s odstupom Casu znovu zopakovand selekcia na Zivnom médiu s pridavkom
PPT (5 mg/l). Niektorym rastlindm aj napriek transformdcii dodatocne zoZzltli listy, ale tdto druhd
selekcia umoznila zisk skutocne transgénnych rastlin avSetky takto selektované rastliny boli po
kontrole pomocou PCR transgénne.

Obr. 7.8: Kalusy silenky pestované na Zivhom médiu s pridavkom rastovych faktorov (3 mg/l BAP
a 0,5 mg/l NAA). Snimka je zhotovend z obdobia zhruba siedmeho tyZdia od ukoncenia transformdcie,
pricom prvych desat dni bol v Zivnom médiu pritomny aj PPT (selekcny mdrker) a cefotaxim
(antibiotikum odstranujiice neZiadiicu mikrofloru). Vlavo (detailnejsi pohlad) a v strede si kalusy
vytvorené z listovych fragmentov, ktoré presli transformacnym pochodom (zelené, hutné) a vpravo si
kalusy, ktoré sliZia ako negativna kontrola, teda bez posobenia A. tumefaciens pocas transformdcie
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(prevaine hnedé, sypké). Bunky kalusov z negativnej kontroly masivne podlahli pdsobeniu zvySenej
koncetrdcie amoniaku, ktory sa tvori v toxickych ddvkach posobenim fosfinotricinu, ktory blokuje
glutaminsyntetdzu.

Obr. 7.9: Snimok elektroforetickej separdcie molekiil DNA po dofarbeni etidiumbromidom. Fyzicky
dokaz pritomnosti génu GUS vcleneného do T-DNA, ktorej nositelom je A. tumefaciens. DNA bola
izolovand zo vSetkych vzoriek za zhodnych podmienok. PCR reakcia bola v pripade rastlin
li¢astniacich sa transformdcie vykonand na vzorkdch tabaku po prvej selekcii. Sipkou je naznacend
pozicia ocakdvaného produktu o velkosti 550 bp. V prvej jamke je rebricek s postupnostou krokov
100 pdrov bdz, 2. jamka predstavuje pozitivau kontrou, teda A. tumefaciens, v 3. jamke je vzorka
negativnej kontroly, teda PCR zmes bez templdtu. V 4. jamke je netransformovany list tabaku, v
5. jamke sa nachddza netransformovany koreni tabaku, v 6. jamke je uspesne transformovany list
tabaku, v 7. jamke je vzorka z listu tabaku zo zregemerovanej rastliny tabaku, ktord presla
transformacnym pochodom i prvou selekciou na PPT, ale ocividne nie je transformovand, to svedci
opdtovne o vysokej regeneracnej schopnosti tabaku, v poslednej 8. jamke je transformovany list
tabaku z odlisnej rastliny ako v pripade jamky cislo 6.
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Obr. 7.10: Histochemicky dokaz pritomnosti [-glukuroniddzy v extraktoch z rastlin N. tabacum,
fluorometrickd reakcia, vysledok reakcie pozorovany pod UV transilumindtorom spojenym
s fotoapardtom (vyrobok spolocnosti Syngene In Genius). Prvd skimavka predstavuje pozitivnu
kontrolu, v skimavke je pritomny ocakdvany findlny produkt reakcie na dokaz aktivity
f-glukuroniddzy, teda 4-metylumbeliferon v Cistej forme. V druhej skiimavke je negativny kontrola,
teda reakcia, ktord prebehla za pouZitia vzorky homogendtu z netransformovaného listu (skimavka
neobsahuje findlny produkt, [-glukuroniddza nie je aktivna atym pddom nestiepi substrdt 4-
metylumbelifery- [-glukuronovii kyselinu). 'V skimavkdch s cislom 3 aZ 6 je vysledok reakcie
uskutocnenej na homogendtoch z nezdvislych regenerantov N. tabacum po ich transformdcii
A. tumefaciens. Skiimavky 3 aZ 6 obsahuji findlny produkt, co je viditelné vzhladom na silni
fluorescenciu ako v pripade skiimavky cislo 1. Teda moZno vyslovit predpoklad, Ze vzorky
v skiimavkdch 3 aZ 6 pochddzajii 7 transgénnych rastlin, ¢o by mala dodatocne potvrdit i skiiska
pomocou PCR.

74  Transformacia sprostredkovana A. rhizogenes

V oboch pripadoch prebehla transforméacia pomocou Standardného typu A. rhizogenes
uspesne a boli ziskané pravé hairy root kultdry S. vulgaris aj N. tabacum pestované na Zivnom
médiu bez pridavku rastovych faktorov. V pripade silenky zacala tvorba pravych korefiov
z listovych fragmentov po Siestich diioch od transformdcie, u tabaku po desiatich diioch od
transformdcie.

Hairy root kultdra S. vulgaris vytvara rychlo bohati splet’ korefiov bielej farby, ktord
ma strednd Cast’ tvaru polgule, koreniovd kultira tabaku je menej bohatd bez vyrazného
nakupenia korefiov a korene maji farbu od bielej aZ po svetlohnedu.

Doékazom transformécie je i samotny vznik kultiry hairy root pozorovatelny vol'nym
okom v porovnani s negativnou kontrolou, teda v porovnani s listovymi fragmentmi bez
UcCasti na transformaénych pochodoch umiestnenymi na Zivhom médiu (viz obrdzok 7.11
a7.12).

Ako d’al$i dokaz prenosu genetickej informdcie medzi riSami slizi PCR s pouZitim
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primerov pre gén rolA pritomny v A. rhizogenes (viz obrazok 7.13 a7.14), bola pouZitd
metdda nested PCR. Po prvej amplifikdcii s vonkaj$Sim parom primerov (20 cyklov) bola
vykonand d’alSia amplifikdcia s vnitornym parom primerov. Do PCR zmesi s vnitornym
parom primerov sa na jednu skimavku pouzilo 0,15 ul vzorku DNA pochddzajiceho
s amplifikdcie s vonkajSim parom primerov. Podmienky boli pre obe reakcie zhodné, po
optimalizécii podmienok priebehu PCR boli stanovené na pdsobenie teploty 95 °C po dobu
troch mintt, nasledovalo 25 cyklov s troma opakujicimi sa krokmi, prvy krok pozostaval
z teploty 94 °C pdsobiacej 30 sekind, d’alej nasadanie primerov pri teplote 58 °C po dobu
30 sekind a predlZovanie poZadovanej sekvencie pri teplote 72 °C po dobu 45 sekind,
reakcia bola ukoncend pdsobenim teploty 72 °C po dobu Siestich mindt. O¢akdvany produkt
mal mat’ dizku 532 pérov baz. V oboch koretiovych kultirach bol tento gén dokdzany, tak ako
aj v spontannych (transgénnych) regenerantoch, ktoré vznikali z korefiovej kultiry u tabaku.
Gén nebol pritomny u netransformovanych rastlin S. vulgaris. V pripade netransformovanych
rastlin N. tabacum je nélez tohto génu otdzny, nakol'ko spada do dvahy horizontdlny génovy
prenos medzi A. rhizogenes a rodom Nicotiana v priebehu evolicie [38].

Spontdnna regenerdcia a vznik vyhonkov z tabakovych koretiovych kultir obvykle
nastal po druhej pasdZzi, zhruba tri tyZdne od transformécie, v pocte troch aZ Styroch rastlin na
jednu korefiovd kultiru. V pripade silenky regenericia nenastala. Z korefiovej kultiry silenky
boli naizolované mitotické protoplasty, vysledok izolécie je na obrazku 7.12.

Obr. 7.11: Koreniovd kultiira (hairy roots) S. vulgaris na Zivnom médiu bez pridavku rastovych
faktorov. Na snimku a.) je tspeSne transformovany listovy fragment po troch mesiacoch od
transformdcie v porovnani so snimkom b.), na ktorom je negativna kontrola po dvoch tyZdiioch,
pricom boli dodrZané zhodne vSetky podmienky, aZ na samotny krok aplikdcie A. rhizogenes, ktory
v pripade negativnej kontroly nenastal. Negativna kontrola po zhruba trojtyZdiiovom pestovani na
Zivnom médiu bez rastovych faktorov zhnedla, listové fragmenty postupne zoschli a odumreli.
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Obr. 7.12: Korerniovd kultiira N. tabacum, na a.) snimku je zachyteny rast nddorov typu hairy roots
z listového fragmentu po dvoch tyZdnoch od transformdcie ana b.) snimku prislusnd negativha
kontrola, teda listové fragmenty na zhodnom Zivnom médiu bez transformdcie. Do Zivného média
neboli pridané rastové faktory. U negativnej kontroly masivny ndrast koreriov nenastdva.

Obr. 7.13: Snimok elektroforetickej separdcie molekiil DNA po dofarbeni etidiumbromidom. Fyzicky
dokaz pritomnosti génu rolA pévodom 7z A. rhizogenes vo vzorkdch DNA izolovnanych z N. tabacum.
Sipkou na pravom okraji je upozornené na ocakdvany produkt velkosti 542 bp. V prvej jamke je
rebricek s postupnostou krokov 100 pdrov bdz, 2. jamka predstavuje pozitivnu kontrou, teda A.
rhizogenes, v 3. jamke je vzorka negativnej kontroly, teda PCR zmes bez templdtu. V jamke Cislo Styri
je testovand DNA, ktord bola izolovand z hairy root kultiry N. tabacum, 5. jamka predstavuje
spontdnny transgénny regenerant (DNA bola izolovand z listu zregenerovanej rastliny) a v 6. jamke je
testovand vzorka DNA z rastliny, ktord nebola geneticky modifikovand pomocu A. rhizogenes (DNA
opdt izolovand z listu).
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Obr. 7.14: Snimok elektroforetickej separdcie molekiil DNA po dofarbeni etidiumbromidom. Fyzicky
dokaz pritomnosti génu rolA pévodom z A. rhizogenes vo vzorkdch DNA izolovanych zo S. vulgaris.
Sipkou na pravom okraji je upozornené na ocakdvany produkt velkosti 542 bp. V prvej jamke je
rebricek s postupnostou krokov 100 pdrov bdz, 2. jamka predstavuje pozitivnu kontrou, teda A.
rhizogenes, v 3. jamke je vzorka negativnej kontroly, teda PCR zmes bez templdtu. V jamke Cislo Styri
je testovand DNA, ktord bola izolovand z hairy root kultiry S. vulgaris, 5. jamka predstavuje
rastlinu, ktord neprisla do styku s A. rhizogenes (teda netransformovanii rastlinu) a v 6. jamke je zas
DNA izolovand 7 koreriovej kultiiry S. vulgaris, ale odlisnej linie ako v pripade jamky ¢. 4.

Obr. 7.15: Snimka zobrazujiica vysledok izoldcie mitotickych protoplastov S. vulgaris. V hornej casti
sa nachddza hmota jadra susednej bunky ciastocne prekryvajiica jeden chromozom. Je vidiet 24
chromozoémov v metafdze.
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8. DISKUSIA A ZAVER

Tak ako je uvedené v udvode tejto priace, cielom bolo ziskat transgénnu rastlinu
S. vulgaris, ktord nachddza uplatnenie vo vyskume pohlavnosti rastlin [39] i v odstraiiovani
tazkych kovov zo znecistenych pod [40]. Ako pozitivna kontrola bola pouZitd rastlina
Nicotiana tabacum znama svojimi dobrymi regeneraénymi schopnostami [41].

Prvym krokom bol zisk regnerantov z listovych fragmentov. Pre Nicotiana tabacum
bola pouZzitd koncentrdcia horménov v Zivhom médiu, ktord je bezne uvadzand v literatire
[42], [43.] Této koncetricia bola vyhovujica a dva tyZdne po kultivicii vznikali z listovych
fragmentov prvé vyhonky, ktoré rychlo poskytli regeneranty. Pre kultiviciu listovych
fragmentov  S. vulgaris bolo pouzitych viacero kombindcii horménov v odliSnych
koncentriciach, priCom sa vychadzalo z ddajov z literatdry, kde sa pokusali (dspeSne ¢i menej
uspesne) o regenerdciu druhov pribuznych nasej cielovej rastline [29], [30], [31]. In vitro
regenricia silenky z kalusu je zdihavd a malo efektivna. Rod Silene by sa dal oznaéit za
pomerne odolny voci regeneraCnym pokusom, comu nasvedCuju aj regenerané pokusy so
Silene latifolia, ktord netvori za normdalnych podmienok ani kalus a je nutnd aplikdcia
tepelnych Sokov na inicidciu kalogenézy [44]. VicSina listovych fragmentov pri rozli€nych
kombindciach horménov mala sklon vytvérat korene narozdiel od vyhonkov, Co vysvetl'uje aj
relativne vysSiu potrebu cytokininov (aby nastalo formovanie vyhonkov na udkor rastu
koreriov) oproti koncentriciam vhodnym pre iné rastlinné Cel'ade ako aj oproti optimalne;j
koncetrécii pre tabak. Regenerdciu a organogenézu vyrazne ovplyviuje i vek a fyziologicky
stav rodicovskej rastliny, z ktorej sud zakladané listové disky [45]. Regenericia je
ovplyvilovand i ekotypom. K formécii kalusu vobec nedochddza po pouZiti pletiva zo stonky
alebo koretiov, €o svedci o Specifickosti pletiva, v ktorom sa dd4 pomocou rastovych faktorov
stimulovat’ diferencidcia buniek [46].

Dal§im krokom predchadzajicim samotnd transforméciu bolo overenie twéinnosti
fosfinotricinu. Vychdadzalo sa z koncentracnej rady zhodne pouZzitej pre obe testované rastliny.
Limitnd koncentricia vhodna pre selekciu bola pre S. vulgaris i N. tabacum temer zhodnd.
Koncentricia bola stanovovana pre rastliny pestované v in vitro podmienkach a testované boli
listové fragmenty aj semienka. Optimalna koncetracia PPT pre selekciu aplikovand do média
je o rad nizSia ako koncentricia fosfinotricinu uzivand beZzne pri jeho aplikécii vo forme
postreku [47].

Tento fakt mohla spdsobit skutocnost, Ze fosfinotricin bol aplikovany na listové
fragmenty pochddzajice z rastlin z in vitro kultivacie, ktoré si menej rezistentné voci
vplyvom okolia na rozdiel od rastlin pestovanych vo vonkajSich podmienkach a takisto
semienka preSli sterilizacnym postupom, pri ktorok bol na ne vytvarany stres, napriklad
pOsobenim roztoku sava.

Pokusy robené inymi skupinami na listovych fragmentoch z tabaku ¢i hrachu v
podmienkach in vitro dokazuji zhodu v stanovenej limitnej koncetracii PPT urCenej na
selekciu transgénnych rastlin [20], [48].
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Transformdcia S. vularis sprostredkovand A. tumefaciens viedla k vzniku kalusov,
ktoré ale ani po troch mesiacoch od kokultivécie s agrobaktériom netvorili vyhonky. Fyzicka
ani histochemickd skuSka na pritomnost génov zdujmu z T-DNA inkorporovanych do
genému S. vulgaris realizovand na kalusoch by nemala zmysel, ked’Ze by bola nejednozna¢na
a mohla poskytovat’ faloSne pozitivne ¢i faloSne negativne vysledky. Ked'Ze predchadzajice
vyskumy nasvedCuji, Ze transformované kalusy nemusia bezpodmieneCne tvorit
transformované vyhonky. Dokonca pokusy nasvedCuji, Ze po analyze kalusu a z neho
puciaceho mladého vyhonku, boli ziskané pozitivne vysledky poukazujice na uspeSnu
transformdciu, ale s odstupom €asu a opakovanim tejto analyzy po troch tyzdioch, uz nebola
zistend pritomnost génov zdujmu z T-DNA v gendme mladého regeneranta ziskaného
z testovaného vyhonku [49]. Preto je dolezité testovat aZ regeneranta, ktory vznikol
z vyhonku abol pestovany samostatne v Zivhom médiu, kde sa mu vytvori ikorenova
sustava.

Stidie robené na modelovom organizme Arabidopsis thaliana charakterizuji bunky
kompetentné k transformadcii sprostredkovanej agrobaktériom a identifikuji potencidlne limity
a bariéry hostitel'a. Bez ohl'adu na povod buniek bolo zjavné, Ze kompetentnd bunka je mala,
gul'ovitd, ma tenkd bunecnd stenu, mnoho malych vakuol a cytoplazmu o vyssej hustote.
V bunecnej kultire pochddzajicej zkotyledona i zkorefia doSlo k zvySeniu poctu
kompetentnych buniek az po nasadeni vhodnych rastovych faktorov, ¢o indikuje nedostatocnui
aktivdciu a delenie buniek poranenim pletiva, ktoré predchddza transformécii a ma zefektivnit
transformdciu. Vystavenim nekompetentnych buniek dvojdiilovému pdsobeniu A. tumefaciens
malo za nésledok postupni stratu Zivotachopnosti alebo dokonca aZ bune¢nd smrt miesto
vzniku charekterictickej stresovej odpovede vedicej k transformaénym pochodom. Z tejto
Stidie vyplyva, Ze k transformdcii nie je potrebnd len bunecnd aktivicia ale i proliferdcia
a nekompetentné bunky sa mozu stat kompetentnymi po vhodnom nasadeni rastovych
faktorov pred agrobakteridlnou infekciou, Co vedie k vyvoju novej stratégie urCenej na
agrobaktériom sprostredkovani geneticki modifikdciu zdanlivo netransformovatelnych
rastlin [50].

Iréniou zostdva, Ze napriek vSetkym vedomostiam o genetickych modifikdciach, nie je
presne znamy postup interakcie agrobaktéria s hostitel'skou bunkou. Stidie naznaduji, Ze je
nevyhnutnd pritomnost’ niektorych polysacharidov a receptorov na povrchu bunky, aby doslo
k vytvoreniu stranovo$pecifického prilnutia agrobaktéria na hostitel'ski bunku. Pre zaciatok
transformdcie je nevyhnutné, aby nastal proces tvorby Specifického spojenia [51].

V pripade transformécii za pouzitia agrobaktéria sa naskytd otdzka: kto md problém
s transformdciou, my ako vyskumnici €i agrobaktérium?! V poslednych rokoch bol urobeny
obrovsky pokrok v oblasti transformdcie vyuZivajucej agrobaktérium a bolo navrhnutych
nescetné mnoZzstvo postupov na zisk transgénnych rastlin, napriek tomu zostdva pomerne vela
dolezitych druhov ainbrednych linii vysoko odolnych voci agrobakteridlnej transformaécii.
Tak ako u inych druhov, tak i u S. vulgaris, je mozné Ze dochiddza k umlCovaniu transgénov.
Je dokédzané umlCanie transgénu v pripade integriacie T-DNA do rastlinného genému iba
v jednej kopii, ale tak isto v pripade integracie dvoch kopii T-DNA, ktoré si umiestnené
vedla seba a orientovné v smere ,hlava k hlave” okolo pravej hrani¢nej oblasti T-DNA.
Dokonca mdze transkripéné umlcanie vychddzat' z integrcie transgénu do oblasti rastlinného
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genému ndchylnej k DNA metyldciam a teda mdZe byt prirodzenym dosledkom v procese
transformacie rastlin [52].

Agrobaktérium spdsobuje nehomologickid geneticki rekombindciu, dochddza
k ndhodnému vndSaniu T-DNA do genému (teda do euchromatinu alebo do
heterochromatinu), o vedie k roznej expresii. Tym pddom ani rastliny nie st zhodné a vznika
vel'kd genetickd variabilita transformantov [53].

Metylécia je predominantnou epigenetickou modifikdciou DNA. Epigenetickou preto,
7Ze modifikuje informéciu obsiahnuti v DNA Struktire bez toho, aby doSlo k zmene danej
Struktdry. Metyldcie nemenia Struktdru ani funkciu génu, ale pondkaji informéciu o tom, kde
a kedy by mohol byt’ gén exprimovany [8], [52].

V pripade tabaku bola transformécia sprostredkovand A. fumefaciens Gspes$na, viedla
k vzniku trasngénnych rastlin, ktoré sa v individudlnych pripadoch l1i§ili fenotypovo, €o sa
tyka hlavne velkosti a poctu listov, ako iich vzhladu od rovnych po zvlnené atak isto
rozdielnej sytosti zelenej farby, Co opidtovne potvrdzuje nehomologické vnisanie T-DNA do
genému. Priebeh transformdacie N. tabacum sa di povazovat za ukdzkovy, prebieha bez
komplikécii, urCenie vhodného transformacného postupu i uspeSnost transformécie sa
zhoduje s transformacnymi pokusmi uvddzanymi v literatdre [54], [55].

Transformdcia sprostredkovand A. rhizogenes bola tspe$na u oboch explantdtov, o sa
tyka vzniku korefiovych kultir. V pripade tabaku viedla i k vzniku transgénnych
(spontdnnych) regenerantov z kultiry typu hairy root, Zial' v pripade silenky spontdnna
regenerdcia nenastala a tak nebol ziskany transgénny vyhonok. Polymerdzovd retazova
reakcia v pripade silenky jednozna¢ne potvrdila pravost hairy root kultiry, ktord bola
kultivovand na médiu bez horménov. V pripade N. tabacum je na elektroforetickom snimku
patrny i svetly prizok pri testovani rastliny, ktord nepriSla do styku s agrobaktériom a bola
kultivovand v in vitro podmienkach zo semienka, ktoré preslo sterilizaciou.

Vysvetlenim sa zda byt horizontdlny génovy prenos z agrobaktéria na rod Nicotiana,
ktory sa odohral pocas evolicie spominaného rodu. Tomu nasvedcuje i vysokd podobnost
sekvencie rol génov z A. rhizogenes so sekvenciami rol génov pritomnych vo vybranych
zéstupcoch rodu Nicotiana [56].

Kvalita i1 kvantita vyizolovanej DNA z kultiry hairy roots sa oproti izolécii z pletiva
listov znacne 1iSi i1 za dodrzania tych istych podmienok (koncentrdcia DNA izolovand z listov
byva aj tridsat’krat vidcsia). Nakolko izoldcia DNA z korefiovej kultiry je pomerne obtiazna,
Casovo ndrocnejsia a vyZaduje viacSie mnoZstvo materidlu, aby ziskand DNA bola dostatocne
konentrovanad a Cist4, pristipilo sa k vol'be metédy nested PCR.

Po uspeSnej priprave korenovej kultiry S. vulgaris boli naizolované mitotické
protoplasty uréené k d’alSiemu Studiu.
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10. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

Acyl HSL
AMT
AMTS

bp
BAP
CGD

2,4-D
DNA
GA;
GM
GMO
GUS
IBA
mg/1
MU
MUG
NAA
NHR
NOS
ORF
ORI
PPM
ssDNA
Tc

Ti

TL

Tr
TDZ

acylovany homoserinocy lakton

A. tumafaciens sprostredkovand transformacia
Agrobacterium-mediated transformation system (A. tumafaciens
sprostredkovany trasnformacny systém)

parov baz

6-benzylaminopurin

Crown gall disease (doslovny slovensky preklad neexistuje, uziva sa pojem
krckovitost’ rastlin)

kyselina 2,4-dichlérfenoxyoctova
deoxyribonukleovd kyselina (deoxyribonucleic acid)
kyselina giberelinova

geneticky modifikovany

geneticky modifikovany organizmus
B-glukuroniddza

kyselina indol-3-maslova

miligram latky na liter roztoku

4-metylumbeliferon
4-metylumbeliferyl-f-D-glukuronid

a-naftyl octova kyselina (naphtyl acetic acid)
nehomologickd rekombindcia

gén pre syntézu nopalinu

Citaci rdmec (open ring frame)

replikacny pociatok

parts per million (jedna miliontina)

jednovldknova molekula DNA (single strand DNA)
centrdlny usek oktopinovej T-DNA

tummor indukujici

l'avy segment oktopinovej T-DNA

pravy segment oktopinovej T-DNA

tidiazuron
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11. ZOZNAM PRILOH

Priloha €. 1: Sekvencia génu gusA [35]
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SEKVENCIA GENU GUSA

ORIGIN

1

I tcattgtttg ccteectget geggttttte accgaagtte atgecagtee agegtttttg

61 cagcagaaaa gcecgecgact tcggtttgcg gtcgegagtg aagatcectt tettgttace
121 gccaacgege aatatgectt gcgaggtcge aaaatcggeg aaattccata cetgttcace
181 gacgacggeg ctgacgcgat caaagacgcg gtgatacata tccagecatg cacactgata
241 ctcttcacte cacatgtcgg tgtacattga gtgcageccg getaacgtat ccacgeegta
301 ttcggtgatg ataatcgget gatgeagttt ctcctgecag geccagaagtt ctttttccag
361 taccttctet geegttteca aatcgecget ttggacatac catccgtaat aacggttcag
421 gcacagcaca tcaaagagat cgetgatggt atcggtgtga gegtcgeaga acattacatt
481 gacgcaggtg atcggacgeg tcgggtegag tttacgegtt gettccgeea gtggegegaa
541 atattccegt geaccttgeg gacgggtate cggttcgttg geaatactee acatcaccac
601 gcttgggtgg tttttgtcac gegetatcag ctetttaatc gectgtaagt gegettgetg
661 agtttcceeg ttgactgect cttcgetgta cagttetttc ggettgttge cegettcgaa
721 accaatgcct aaagagaggt taaagccgac agcageagtt tcatcaatca ccacgatgec
781 atgttcatct gcccagtcga geatctettc agegtaaggg taatgegagg tacggtagga
841 gttggcccca atccagteca ttaatgegtg gtegtgcace atcageacgt tatcgaatee
901 tttgccacge aagtcecgeat cttcatgacg accaaageca gtaaagtaga acggtttgtg
961 gttaatcagg aactgttcgc ccttcactge cactgaccgg atgccgacge gaagegggta
1021 gatatcacac tctgtetgge ttttggetgt gacgeacagt tcatagagat aaccttcacc
1081 cggttgccag aggtgcggat tcaccacttg caaagtcceg ctagtgectt gtccagttge
1141 aaccacctgt tgctccgeat cacgeagttc aacgetgaca tcaccattgg ccaccacctg
1201 ccagtcaaca gacgcgtggt tacagtcttg cgegacatge gtcaccacgg tgatatcgte
1261 cacccaggtg ttcggegtgg tgtagageat tacgetgega tggatccegg catagttaaa
1321 gaaatcatgg aagtaagact gctttttctt gcegttttcg tcggtaatca ccattcccgg
1381 cgggatagtc tgccagttca gttcgttgtt cacacaaacg gtgatacgta cacttttcee
1441 ggcaataaca tacggegtga catcggcettc aaatggegta tageccgeect gatgetecat
1501 cacttcctga ttattgaccc acactttgee gtaatgagtg accgeatcga aacgcageac
1561 gatacgctgg cctgeccaac ctttcggtat aaagacttcg cgetgatace agacgttgec
1621 cgcataatta cgaatatctg catcggcgaa ctgatcgtta aaactgectg gcacageaat
1681 tgceeggctt tettgtaacg cgetttcceca ccaacgetga tcaattcecac agttttcgeg
1741 atccagactg aatgcccaca ggecgtcgag ttttttgatt tcacgggttg gggtttctac
1801 aggacgtaac at
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