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Abstrakt 

Lucerna siata (Medicago sativa L.) je jednou z najdôležitejších viacročných plodín. 

Radí sa k najrozšírenejším kŕmnym strukovinám, pretože má vysokú nutričnú hodnotu 

a produkuje veľké množstvo biomasy pre hospodárske zvieratá. V posledných rokoch sa 

výskum zameraný na túto rastlinu dostáva na popredné miesta. Tento jav je spôsobený 

schopnosťou lucerny zlepšovať úrodnosť pôdy podzemným prenosom dusíka a 

zabraňovaním strate vody, fosforu a dusíka z pôdy. Hlavným cieľom tejto bakalárskej 

práce bolo navrhnúť a pripraviť konstrukt s GFP-fúznym proteínom ROP8 pre funkčnú 

expresiu v tejto rastline. Táto skupina proteínov je na molekulárnej úrovni pre rastlinu 

významná, pretože sa podieľa na riadení organizácie a dynamiky cytoskeletu, 

endocytózy a exocytózy, aktivácii N A D P H oxidázy a intracelulárnych kinázových 

kaskád, signalizácii a transporte A B A, auxínu a regulácii transkripcie mRNA a 

translácie proteínov. Prácou je možné prispieť k anotácii tohto proteínu a rozšíreniu 

poznatkov o genóme lucerny, čo má význam pre rýchlu manipuláciu prostredníctvom 

genetickej transformácie. Pre skúmanie expresie génu priamo v tejto rastline, bola 

použitá metóda stabilnej transformácie, ktorej predchádzala tranzientná transformácia 

rastliny N. benthamiana. Stabilná transformácia je nevyhnutnou metódou pre produkciu 

transgénnych rastlín s dedičnými vlastnosťami, ktoré nás zaujímajú. Schopnosť 

jednoduchej genetickej transformácie a regenerácie prostredníctvom pletivových kultúr 

umožňuje použitie vo veľkovýrobe transgénnych produktov a najnovších metódach 

genetického inžinierstva spojenými so zvýšením poľnohospodárskej produkcie 

(zlepšenie nutričnej hodnoty, výnosu krmiva, schopnosti odolávať abiotickému stresu, 

škodcom a herbicídom, ochoreniam). 
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CIELE PRÁCE 

Teoretická časť: 

1. Spracovanie literárnej rešerše na tému Medicago sativa a ROP GTPázy; Metódy 

stabilnej transformácie lucerny siatej 

Praktická časť: 

1. Molekulárne klonovanie pomocou Multisite Gateway Cloning kitu 

(vyhľadávanie sekvencie v databáze, návrh primerov, PCR reakcia, agarózová 

elektroforéza, BP a L R rekombinácia). 

2. Tranzientná transformácia Nicotiana benthamiana. 

3. Stabilná transformácia lucerny siatej 

4. Vyhodnotenie získaných výsledkov a spísanie experimentálnej časti bakalárskej 

práce. 
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1 ÚVOD 

V tejto práci boli využívané rôzne metody génového inžinierstva pre štúdium lucerny 

siatej (Medicago sativa L.). Táto rastlina je považovaná za vysoko kvalitnú krmovinu 

široko pestovanú po celom svete (Fu et al., 2015). V ekológii alebo pri pestovaní má 

význam, pretože zlepšuje vlastnosti pôdy (Zemenchik et al., 1996, 2002). V posledných 

rokoch lucerna nie je iba významným zdrojom živín pre hospodárske zvieratá, ale aj 

cenným objektom výskumu pre pochopenie molekulárnych mechanizmov, ktoré regulujú 

jej rast a produktivitu. 

Jedným takýmto mechanizmom sú ROP GTPázy. ROP majú významu úlohu najmä 

pre reguláciu polárneho rastu na rastúcich špičkách a pre ďalšie vývojové procesy 

(Feiguelman et al., 2018). Klaster aktívnej GTPázy určuje oblasť rastúcej špičky (Jacobs 

et al., 2019) koreňových vláskov (Mendrinna & Persson, 2015) alebo peľového 

vrecúška, ktoré majú jeden rastúci vrchol (Fu, 2015). Efektory ROP sa taktiež podieľajú 

na regulácii cytoskeletu a vápníkového gradientu, takže druhotne prispievajú k 

exocytóze alebo remodelácii bunkovej steny a bunkovému rastu (Feiguelman et al., 

2018). Prostredníctvom regulácie cytoskeletu je možné zvýšiť toleranciu rastlín 

k abiotickému stresu, napríklad voči stresu z vysokej miery zasolenia je potrebná rýchla 

dvojfázová reorganizácia mikrotubulov (Li et al., 2017). Takýmto spôsobom je napríklad 

možné zlepšovať vlastnosti poľnohospodárskych plodín. 

ROP GTPázy je možné skúmať aj priamo v rastlinách lucerny rôznymi 

transformačnými metódami, ktoré vykazujú stále vyššiu úspešnosť. Príkladom je 

transformácia časticovým bombardovaním (Pereira & Erickson, 1995), elektroporáciou 

(Quecini, 1999) alebo transformácia sprostredkovaná Agrobacterium tumefaciens 

(Kumar et a l , 2018; Samac & Austin-Phillips, 2006). 

Cieľom bakalárskej práce bolo pripraviť konstrukt GFP- fúzneho proteinu ROP8 

a následne vniesť metódou stabilnej transformácie do lucerny siatej. Tento protein má 

význam študovať, pretože je napríklad súčasťou signálnych dráh, ktoré podporujú 

autofágiu alebo je spájaný s organizáciou F-aktínových vlákien (Kawashima et al., 2014; 

Lin et al.,2021). 
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2 SÚČASNÝ STAV RIEŠENEJ PROBLEMATIKY 

2.1 Medicago sativa 

Lucerna siata {Medicago sativa L.), je jednou z najdôležitejších viacročných 

strukovinových plodín. Schopnosť vytvárať nové púčiky pri opätovnom raste listov 

umožňuje jej zber niekoľkokrát ročne viacero rokov (D'Aoust, 2004; Min, 2016). 

Taxonomicky je zaradená pod čeľaď bôbovité (Fabaceae). Hoci je lucerna bežne 

kategorizovaná ako cudzoopeľovač (alogamia), niektoré druhy sú schopné si zrelé 

semená vyrábať aj samooplodnením. Miera samoopelenia v prirodzenom prostredí je od 

9 do 47% (Riday et al., 2015; Viands et al., 2015). 

Genóm má veľkosť 800-1000 Mbp (Blondon et al., 1994). Počtu chromozómov 

zodpovedá základné chromozómové číslo x = 8. Lucerna je geneticky klasifikovaná ako 

autotetraploid, ale existuje v dvoch úrovniach ploidie (diploid, 2n = 2x = 16 a ako 

dominujúci kultivar autotetraploid, 2n = 4x = 32, ktorý má 4 alely génu) (Li & Brummer, 

2012; Quiros & Bauchan, 2015). U diploidov samoopelenie znižuje heterozygotnosť 

každú generáciu o polovicu. Pokles je pomalší u zvyšujúcej sa ploidie vďaka 

multialelickým lokusom (Bartlett & Haldane, 1934; Busbice, 1969; Dewey, 1966). 

Autotetraploidné druhy majú trvalú alogamiu. Nie sú po samoopelení schopné 

produkovať zygoty, nedochádza k samooplodneniu. Vďaka silnej inbrednej depresii sa 

znižuje miera príbuzenského kríženia (Blondon et al., 1994; X . L i & Brummer, 2009; 

Rumbaugh et al., 2015) 

Strukovina pochádza pravdepodobne z okolia polostrova Malá Ázia (Turecko), 

zakaukazských štátov (Irán) a zo strednej Ázie (Turkménsko). Dnes sa pestuje po celom 

svete ako krmovina (Bolton et al., 2015; S. Kumar, 2011; Russelle, 2001; Smaľl, 2011). 

Lucerna je štvrtou najrozšírenejšou plodinou z hľadiska produkcie a úrodnej plochy, 

ktorú zaberá a treťou najrozšírenejšou plodinou po ekonomickej stránke v Spojených 

štátoch. V rámci celého sveta sa komerčne pestuje približne na 30 miliónoch ha pôdy 

(Acharya et al., 2020; Diatta et a l , 2021; Long-Xi Y & Chittaranjan K, 2021). Jej trhová 

hodnota je viac ako 9 miliárd amerických dolárov ročne (Baral et al., 2022; USDA-

NASS, 2022). Dopyt po lucerně stúpa s rastúcou svetovou populáciou a vyšším 

dopytom po hovädzom mase (Dieterich et al., 2021; Singer et al., 2017). Počas obdobia 
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rokov 2018 - 2023 bola odhadovaná ročná miera nárastu vo výške 7,3 % (Research and 

Markets, 2020). 

2.1.1 Význam M. sativa pre vlastnosti pôdy 

Viacročné kŕmne strukoviny vo všeobecnosti zabraňujú stratám vody, dusíka a fosforu 

z pôdy krajiny (Zemenchik et al., 1996, 2002). Lucerna má teda hlavne význam pre 

celkovú stabilitu ekosystému (Angers, 1992; Perfect et al., 1990). Jej hlboký rozsiahly 

koreňový systém drží pôdne častice pohromade, čím zlepšuje sklon pôdy a znižuje 

eróziu až o 98% (Gyeryeong & Lee, 2021; Karlen et al., 1990; Q. L i et al., 2017). Erózia 

zvyšuje riziko odtoku životne dôležitých živín, znižuje sa kvalita vody a 

poľnohospodárska produktivita (Zhang et al., 2016). Zvýšenie úrodnosti pôdy 

pestovaním lucerny a iných viacročných krmovín sa prejavuje typicky zvýšenou 

pórovitosťou (Angers et al., 1987), priepustnosťou vzduchu (Jarrett & Hoover, 1985) 

a stimuláciou tvorby organickej hmoty zvýšením populácie pôdnych mikroorganizmov 

(Gopinath et al., 2008; Gyeryeong & Lee, 2021). Trváce strukoviny nie sú tak 

prispôsobivé a majú tendenciu byť citlivejšie na hmyzích škodcov, patogény, nadmernú 

vlhkosť pôdy a na kyslosť pôdy ako trávy (Marten, 2015). 

Keďže je lucerna strukovina, ako hostiteľská rastlina vytvára symbiotický vzťah s 

gramnegatívnou pôdnou baktériou Sinorhizobium meliloti. Baktéria fixuje atmosférický 

dusík, poskytuje ho rastline a zvyšuje úrodnosť pôdy pre sprievodné alebo následne 

pestované plodiny prostredníctvom podzemného prenosu dusíka (Collins et al., 1986; 

Gurich & González, 2009; X . L i & Brummer, 2012; Walley et a l , 1996). Koreňové 

exsudáty vytvárajú bohatú rhizosféru a priaznivo drobivú pôdnu štruktúru (Summers & 

Putnam, 2008). 

2.1.2 M. sativa ako kultúrna rastlina (krmovina) 

Ako krmovina s vysokou produkciou biomasy, má lucerna pre hospodárske zvieratá 

vysokú nutričnú hodnotu, preto sa vyznačuje titulom "kráľovná krmovín". Je súčasťou 

potravy dojníc a hovädzieho dobytka vo forme sena, siláže alebo je priamo spásaná na 

pastvinách. Čerstvú vo forme klíčkov, vysušenú na múčku alebo ako súčasť bežných 

jedlách ju môžu konzumovať aj ľudia (Firdaous et al., 2010; Long-Xi Y & Chittaranjan 

K, 2021; Michalczyk et al., 2019; Schasteen, 2024). Ďalej má význam pre jej dlhodobú 

udržateľnosť, širokú adaptáciu na rôzne prostredia a schopnosť viazať dusík. Spĺňa 
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vhodný pomer vysokého obsahu bielkovín (15,2%) ku obsahu fermentovateľných 

sacharidov (Lei et al., 2017). Vysokú výživovú hodnotu krmiva určuje ďalej vláknina, 

farbivo karotén, vitamíny (A, B, C, D, E a K) (Bora & Sharma, 2011; Kumar et al., 

2018). Vyvážený obsah esenciálnych aminokyselín a oneskorená postupná degradácia 

proteínov v bachore domácich hospodárskych zvierat zodpovedajú vylepšenej plodine 

lucerny (Barry & McNabb, 1999; Gawet et al., 2017; M . Kumar et al., 2022; Kumar et 

al., 2018). Minerály ako vápnik (1,5%), fosfor, meď a draslík v mliekarenskom 

priemysle napomáhajú premene krmiva v telách dojníc a iného dobytku na 

poľnohospodárske produkty živočíšneho pôvodu, typickým príkladom je mlieko (Long-

X i Y & Chittaranjan K, 2021; Sangra et a l , 2019; Summers & Putnam, 2008). 

Ako rastlina dozrieva, zvyšuje sa podiel menej kvalitného materiálu a klesá výživová 

hodnota strukovín. Spôsobuje to lignifikácia, menšie množstvo celulózy v bunkových 

stenách stonky a pokles celkového pomeru listov ku stonkám. Listy strukovín majú 

takmer vždy vyššiu kvalitu krmiva ako stonky. Z tohto dôvodu sa pre zisk vysoko 

kvalitného sena lucerna kosí ideálne v skorom štádiu kvitnutia (Albrecht & Beauchemin, 

2015; Marten et al., 2015). Na zber lucerny má vplyv aj pôdna vlhkosť a s tým spojená 

prítomnosť Clostridia spp., ktorá spôsobuje nižší podiel listov ku stonkám (Albrecht & 

Beauchemin, 2015; P. W. Brown & Tanner, 1983). 

V porovnaní so senom sa siláže vyznačujú menším obsahom sušiny (DM), vyšším 

podielom rozpustných dusíkatých látok, ich efektívnejšiu odbúrateľnosť v bachore, 

zvýšený obsah kyseliny octovej, mliečnej, menej vo vode rozpustných sacharidov 

a nižšie pH. Napriek nižšej kvalite proteínov, má siláž lucerny zvyčajne podobnú alebo 

lepšiu úroveň produkcie mlieka ako seno lucerny vďaka rýchlej a úplnej fermentácii 

(Broderick, 1985; Nelson & Satter, 1990, 1992; Wallentine, 1993). 

Na výrobu siláže krmivo vädne na poli, aby sa získala vlhkosť 500 až 700 g D M .kg"1 

a rýchlo sa vylúčil kyslík na minimalizáciu aeróbneho dýchania, aby došlo k fermentácii 

(Rooke & Hatfield, 2015). Pred silážovaním musí byť zvädnutá na 300 až 500 g D M .kg" 
l . Nadmerne vlhké krmivo podporuje rast a aktivitu Clostridia spp., ktoré fermentuje 

kyselinu mliečnu a sacharidy na kyselinu maslovú, čo vedie k strate energie, bielkovín a 

vyššiemu pH siláže (Albrecht & Beauchemin, 2015); (Pitt, 1990). 
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Evapotranspirácia a W U E koreluje s výnosom krmiva lucerny (Y. L i & Su, 2017; 

Lindenmayer et al., 2011). Potreba vody u lucerny je relatívne vysoká, pretože má dlhé 

vegetačné obdobie a hlboký koreňový systém, aby dosiahol podzemnú vodu a prijal 

živiny. Ukladá si ním sacharidy ako energetickú rezervu pre zýšenie výnosov a 

odolnosti (Burezq, 2022; Suttie, 2008). Riadiace postupy a šľachtiteľské úsilie zlepšili 

výnosy lucerny zvýšením transpirácie (Johnson & Tieszen, 1994). 

Niekoľko štúdií uvádza, že so zvyšujúcim sa intervalom kosenia medzi zbermi sa 

výnos sušiny lucerny vo všeobecnosti zvýšil, zatiaľ čo kvalita krmoviny sa znížila (G. 

Brink et al., 2010; G. E. Brink & Marten, 1989; Sheaffer & Marten, 1990); tento stav 

môže byť výhodný v podmienkach silného sucha (Brummer & Bouton, 1991, 1992). 

Efektívnemu využitiu lucerny bráni zlé využitie bielkovín a relatívne vysoký obsah 

lignínu. Vysoká rýchla degradácia bielkovín predstavuje riziko nadúvania báchora 

u prežúvavcov a vysoký obsah lignínu bráni degradácii sacharidov v bachore (F. Chen & 

Dixon, 2007; Lei et a l , 2017; X . L i et a l , 2008; Singer et a l , 2017). 

2.1.3 Genetické a biotechnologické prístupy modifikácie M. sativa 

Prístupy génového inžinierstva a biotechnologické metódy boli použité na prenos génov 

a manipuláciu expresie génov zapojených do dôležitých metabolických dráh. Účelom 

týchto metód je zlepšenie nutričnej hodnoty, výnosu krmiva, schopnosti odolávať 

abiotickému stresu (chlad, osmotický stres, sucho), posilnenie rezistencie voči škodcom 

a herbicídom, ochoreniam a lepšej efektívnosti využívania vody (WUE). 

Lucerna má význam v genetickom inžinierstve, pretože ide o alogamného tetraploida, 

ktorý je vysoko citlivý na inbrednú depresiu, neschopný prežiť a zachovať si svoj 

genetický materiál (Armstrong, 1954; D'Halluin et al., 1990). Vďaka nenáročnej 

genetickej transformácii a regenerácii pletivovými kultúre je považovaná za ideálnu 

rastlinu vo veľkovýrobe komerčných transgénnych produktov. Peľ môže fungovať ako 

nosič na šírenie zavedených geneticky modifikovaných génov do celej rastlinnej 

populácie alebo príbuzného druhu burín (Schasteen, 2024). Najnovší vývoj genetického 

inžinierstva sa uplatňuje hlavne pri produkcii nových zlúčenín, priemyselných, 

farmaceutických bielkovín a obnoviteľných zdrojov energie. Technológia klastrovaných 

pravidelne rozmiestnených krátkych palindromických opakovaní (CRISPR) sa stáva 

významným meničom lucerny (Kumar et al., 2018). 
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Jedným z hlavných environmentálnych faktorov, ktoré obmedzujú rast a produktivitu 

lucerny je stres zo sucha. Transgénne prístupy vedú k vytvoreniu línií s vyššou mierou 

prežitia, výnosom biomasy, kvalitou krmiva, ku zvýšeniu rýchlosti fotosyntézy, 

absorpcii vody a rozpustených živín (Diatta et al., 2021). 

Z ekologického hľadiska má potenciál pre bioremediáciu, ochranu pôdy, na výrobu 

biopalív alebo nových farmaceutických zlúčenín a priemyselných enzýmov (celulázy) 

(T. Kumar et a l , 2018; L . L i & Yuan, 2013; Small, 2011; Tesfaye et al., 2005, 2006). 

2.2 Metódy stabilnej transformácie M. sativa 

Stabilná transformácia predstavuje pomerne časovo náročný proces, ktorý väčšinou 

vyžaduje znalosti zavedených techník pletivových kultúr. Dochádza pri nej k indukcii a 

podpore rastu celej dospelej rastliny z transformovaných buniek alebo pletív, ktoré musia 

mať schopnosť sa in vitro regenerovať. Transferová D N A (T-DNA) sa musí stabilne 

integrovať do genómu hostiteľskej bunky, aby bola cudzia genetická informácia v tejto 

podobe následne odovzdaná ďalšej generácii (Bent, 2006; Gelvin, 2006; H. D. Jones & 

Sparks, 2009; Rivero et a l , 2014; Tague & Mantis, 2006). Tri základné fázy 

transformácie sú: (1) výber a príprava explantačného tkaniva, (2) dodanie DNA, (3) 

indukcia/ regenerácia kalusu a selekcia (H. D. Jones & Sparks, 2009). 

Prvá genetická transformácia lucerny siatej bola hlásená v polovici 80-tych rokov 

(Shahin et al., 1986). Za posledných dvadsať rokov došlo k výrazným zmenám v 

metodológii ak porozumeniu techniky samotnej. Najnovšie protokoly, ktoré opisujú 

prenos génov sprostredkovaný Agrobacterium tumefaciens a inými metódami, vykazujú 

stále vyššiu úspešnosť transformačných techník lucerny (Kumar et al., 2018; Samac & 

Austin-Phillips, 2006). 

2.2.1 Transformácia rastlín sprostredkovaná A. tumefaciens 

Na transformáciu lucerny pomocou kokultivácie explantátov embryogénnych pletív s A. 

tumefaciens boli vyvinuté relatívne rýchle a účinné metódy (Somers et al., 2003). 

K procesu stabilnej transformácie dochádza, keď kmene Agrobacterium prenášajú 

jednovláknovú formu T-DNA (T-vlákna) a efektorové proteiny virulencie (Vir) do 

rastlinných buniek. Pravdepodobne sa tvoria komplexy T-vlákien s Vir a rastlinnými 
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proteínmi, ktoré vstupujú do jadra rastliny. T-vlákna sa môžu ďalej náhodne integrovať 

do rastlinných chromozómov a exprimovať transgény (Gelvin, 2017). 

Selekčný markerový gén nesený spoločne konstruktem s génom záujmu medzi T-

D N A hranicami, slúži na obnovenie transformovaných buniek a regeneráciu transgénnej 

rastliny (D'Halluin et al., 1990). Typické selekčné gény, ktoré spôsobujú rezistenciu voči 

antibiotikám kanamycínu, hygromycínu a herbicídu fosfinotricínu (PPT) (glufosinát 

amónny), sú nptll, hpt a bar (H. D. Jones & Sparks, 2009). Limitujúcim faktorom 

použitia najbežnejšieho antibiotika kanamycínu môže byť jeho vlastnosť pri vyšších 

koncentráciách inhibovať produkciu embryí (Desgagnés et al., 1995) a tvorbu koreňov 

(Austin et al., 1995). PPT v médiu znižuje počet únikov netransformantov (D'Halluin et 

a l , 1990). 

Mariotti et al. (1984) upozornil na špecificitu bakteriálneho kmeňa Agrobacterium 

vzhľadom na rôzny genotyp hostiteľského kultivaru lucerny. Táto skutočnosť 

komplikuje schopnosť tvorby nádora a samotný priebeh transformácie (Desgagnés et al., 

1995; Du et a l , 1994;Mariotti D et a l , 1984). 

L B A 4404 je kmeň Agrobacterium poskytujúci najlepšie výsledky s vysoko 

regenerovateľným genotypom kultivaru Regen SY, preto sa používa pri väčšine 

tranformácií lucerny. Naviac je zbavený divokého typu T-DNA z Ti plazmidu, ktorá 

spôsobuje nádory ainhibuje regeneráciu rastliny (Hoekema et al., 1983; Samac & 

Austin-Phillips, 2006). Niekoľko ďalších kmeňov bolo testovaných a ukázalo sa, že sú 

neúčinné alebo majú nižšiu celkovú účinnosť transformácie (Samac, 1995). Ako príklad 

kokultivácie lucerny s Agrobacterium uvádzam metódu transformácie listového disku, 

ktorú prvý zrealizoval Austin et al. (1995). Okraje sterilizovaných listov boli po 

narezaní umiestnené do kvapalného média B5h obsahujúce A. tumefaciens s hustotou 

buniek upravenou na 0.6-0.8 pri OD600. Po 30 minútach inokulácie boli explantáty 

uložené na B5H médiu na 3 dni. 

Zakladanie nových kultúr komplikuje vysoká kontaminácia spôsobená prítomnosťou 

endogénnych mikroorganizmov v explantátoch lucerny ex vitro (Pereira & Erickson, 

1995; Tian et al., 2002). Avšak bunky kalusu lucerny strácajú schopnosť vytvárať 

embryá po dvoch až troch sub kultivaci ach, čo geneticky determinujú dominantné alely 

dvoch génov (Crea et al., 1995; Hernández-Fernández & Christie, 1989; Kielly & 
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Bowley, 1992; Lai & McKersie, 1994; Wan et al., 1988). Na dlhodobú udržateľnosť 

kontinuálnej kultivácie embryogénnej kultúry lucerny siatej, Sangra et al. (2019) 

vyvinuli systém somatickej embryogenézy za použitia SH4K média. Kalus indukovaný 

na takomto médiu vytváral somatické embryá po každom pasážovaní bez významnej 

straty embryogénneho potenciálu. U lucerny sa taktiež používa sekundárna somatická 

embryogenéza (Lai & McKersie, 1994; Ninkovič et al., 1995). 

2.2.1.1 Príprava rastlín na stabilnú transformáciu procesom somatickej 

embryogenézy prostredníctvom A. tumefaciens 

Zdrojové rastliny pochádzajú často z in vitro klonálneho rozmnožovania odrezkami 

výhonkov (Samac & Austin-Phillips, 2006) alebo semien, ktoré boli po povrchovej 

sterilizácii ďalej uložené na klíčenie na MSO médiu a inkubované vo fytotrone (Sangra et 

al., 2019). Pre založenie kontinuálnej somatickej embryogenézy Sangra et al. (2019) 

použil genotyp M. sativa Regen-SY (RSY1) zárodočná plazma (PI 537440) (Samac & 

Lamb, 2000) vo forme semien. Je to hybrid prvej generácie potomkov samooplodnenia, 

z ktorých jeden pochádza z kultivaru Regen-S (M. sativa) a druhý z kultivaru Regen-Y 

(Medicago falcata). Je zodpovedný za zlepšenú regeneráciu a potenciál somatickej 

embryogenézy, optimalizuje izoláciu protoplastov a je vyselektovaný na vysokú 

odpoveď a zvýšenie počtu transgénov s frekvenciou 80-100% (Sangra et al., 2019; 

Seiler, 1991; Tichá et al., 2020). 

Tretí až šiesty plne rozvinutý tmavozelený trojpočetný list z troj- až štvortýždňových 

rastlín je po povrchovej sterilizácii najvhodnejším rastlinným materiálom pre 

transformáciu. Kvitnúce rastliny lucerny už ako vstupný materiál nie sú vhodné. Ako 

explantát pre regeneráciu lucerny môžu byť použité klíčne listy, klíčnolistové uzliny, 

nezrelé prašníky, vajcová bunka, vyizolovaný protoplast listu alebo hypokotyly 

semenáča (Bingham et al., 2015; Gao et al., 2024; Saunders & Bingham, 1972; H. Zhang 

et al., 2010). 

2.2.1.2 Indukcia embryogénneho kalusu 

Embryogénny systém pozostáva z troch médií: indukčného média pre tvorbu kalusu, 

média na vývoj a dozrievanie embryí (EDM) a média na klíčenie embryí (Sangra et al., 

2019). Zloženie a hladiny hormónov indukčného média sú podobne dôležitými 

parametrami ako genotyp donorovej rastliny, pretože od nich závisí schopnosť kalusu 
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vznikať a diferencovať sa na semenáč (Atanassov & Brown, 1984; Bingham et al., 1975; 

Saunders & Bingham, 1972). Presné zloženia médií na indukciu kalusu a regeneráciu 

orgánov sa líšia. Obe sú však vysoko závislé od explantátu a musia byť optimalizované 

pre presný typ rastliny (Jones & Sparks, 2009). 

Médiá na indukciu kalusu a regeneráciu majú tri hlavné zložky: zmes solí a 

vitamínov, cukry (sacharóza, maltóza) a regulátory rastu rastlín - špecifické hormóny a 

selekčné činidlá, ktoré podporujú proliferáciu transformovaných buniek, produkciu 

somatických embryí a regeneráciu na celé rastliny (Samac & Austin-Phillips, 2006; 

Weeks et a l , 2008). 

Auxín (kyselina 2,4-dichlórfenoxyoctová, 2,4-D) v kombinácii s cytokininom 

(kinetínom) boli použité na indukciu tvorby embryogénneho kalusu v systéme nepriamej 

somatickej embryogenézy. Vo vyšších koncentráciách môže spôsobiť 2,4-D genetické a 

epigenetické zmeny v bunkách, ako sú mutácie a metylácia D N A a môžu sa tvoriť 

abnormálne embryá (F eh ér, 2015; Fraga et al., 2012). 

Explantáty sa prenesú do selektívneho média obsahujúceho selektívne činidlo (napr. 

kanamycín), kde sa tvoria kalusy počas 2 až 3 týždňov. Antibiotikum ticarcilín (TicR) sa 

môže použiť na zabránenie opätovného rastu A. tumefaciens (Samac & Austin-Phillips, 

2006). 

V článku Sangra et al. (2019) boli použité B5H, MS2D a SH4K média pre indukciu 

embryogénneho kalusu. Do troch dní sa od okraju explantátu prejavila zvlněním tvorba 

kalusu. Vznikol kalus rôznych tvarov. Kalus lucerny indukovaný na médiách MS2D a 

B5H [(Gamborg et al., 1968) s prídavkom Gamborg vitamínov, aminokyselín s auxínom 

a cytokininom] bol zelenkastej alebo žltkastej farby, zatiaľ čo kalus na SH4K médiu bol 

žltkastej alebo bielej farby a jemnejšej štruktúry. Čas potrebný na úplné vytvorenie 

kalusu sa tiež líšil na každom indukčnom médiu kalusu (Sangraet al., 2019). Somatická 

embryogenéza bola indukovaná na médiu B5H a SH4K (Schenk & Hildebrandt, 1972; 

Shetty & McKersie, 1993). 

2.2.1.3 Embryogenéza a maturácia (dozrievanie) 

Kalus, ktorý sa vytvoril v priebehu 3 týždňov, bol prenesený na E D M médium (Sangra et 

al., 2019). Predošlá podobná štúdia (Desgagnés et al., 1995) udáva prenos kalusov na 
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E D M médium po 28 dňoch. E D M médium je určené na stimuláciu tvorby embryí 

s rovnakým zložením ako predchádzajúce indukčné médium, ale bez hormónov (B5, MS 

a BOÍ2Y). Indukcia somatických embryí sa začala do troch až štyroch dní od transferu u 

všetkých systémov. Samotná tvorba somatických embryí nastala po 10-tich až 20-tich 

dňoch vo všetkých systémoch okrem SH4K-MS. Po indukcii embryá zomreli (Sangra et 

a l , 2019). 

V rámci procesu embryogenézy, somatické embryá ďalšie tri týždne dozrievali a 

prešli si všetkými štádiami charakteristickými pre zygotické embryá. Väčšina 

embryogénnych kultúr začala ako asynchrónna kultúra, ale dosiahli synchronizáciu, keď 

dovŕšili štádium dozrievania (Sangra et al., 2019). Systém B5H-B5 má najvyšší výťažok 

embryí a môže tvoriť základ pre sekundárnu somatickú embryogenézu po dozrievaní 

primárnych somatických embryí na ich povrchu. Má význam pre predĺženie 

embryogenézy z kalusu explantátu (Sangra et al., 2019). 

2.2.1.4 Klíčenie embryí 

Po 3-4 týždňoch, keď došlo k vzniku embryí, boli prenesené na regeneráciu do M M S 

média [Murashige & Skoog soli (Murashige & Skoog, 1962) s prídavkom Nitsch & 

Nitsch vitamínov (Nitsch & Nitsch, 1969), sacharózy a myoinozitolu obsahujúce 

antibiotiká (Perhald et al., 2006)]. Médium spôsobuje klíčenie, pričom v jednej Petriho 

miske bolo vyklíčených približne 15 somatických embryí (Sangra et al., 2019). 

Akonáhle embryá dosiahli štádium klíčnych listov a vznikol koreň a výhonky (3-5 

cm) na M M S médiu, klíčence boli ihneď prenesené do kultivačnej nádoby obsahujúcej 

MS0 médium [(Murashige & Skoog, 1962) bez kanamycínu a regulátorov rastu]. 

Vitamíny a aminokyseliny v médiu slúžia na údržbu in vitro regenerovaných rastlín. 

MS0 médium zodpovedá za klíčenie a vývoj regenerovanej novej rastliny plne schopnej 

sa rozmnožovať v pôde. Stimuluje sa tu rast koreňov, poprípade sa rastliny presadia do 

pôdy, kde sa korene vytvoria. Pre lepší rast koreňa a stonky môže byť do média pridaná 

kyselina giberelová. V tejto fáze sa porovnávala miera klíčenia medzi maturačnými 

médiami (Mohammadi-Nasab et al., 2011; Sangra et al., 2019). 

2.2.1.5 Overenie účinnosti transformácie 

Pre potvrdenie transformácie na molekulárnej úrovni sa využívá opätovná tvorba kalusu 

(sekundárná embryogenéza) na selekčnom agente (kanamycín), Southern-blot 
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hybridizácia (použitím génovej próby markeru) alebo analýza polymerázovou reťazovou 

reakciou (PCR). PCR je uskutočnená pomocou špecifických primerov pre transgén alebo 

amplifikáciou selekčného markera viazaného na antibiotiká (nptll) (Liu et al., 2013; 

Saruul et al., 2002; Shao et al., 2000). Alternatívne môžu byť selekčné markery viazané 

na enzýmy (Gough et al., 2001). Transformované rastliny ďalej podstúpili skríning 

cielenej mutagenézy s použitím napríklad PacBio amplikonového sekvenačného testu na 

mutácie (Curtin et al., 2018, 2021). 

V priemere zo 60 až 80 % naočkovaných explantátov vznikajú somatické embryá 

podstupujúce selekciu. Zvyčajne 80 až 100 % rastlín, ktoré sa z týchto embryí vyvinú, 

obsahujú T-DNA (Shao et a l , 2000). 

2.2.1.6 Hodnotenie udržateľnosti somatickej embryogenézy 

Systém dlhodobej kontinuálnej somatickej embryogenézy bol identifikovaný na základe 

dĺžky zachovania embryogénneho potenciálu prostredníctvom subkultivačných cyklov. 

Po indukcii embryogénneho kalusu bol kalus subkultivovaný každých 18 dní na 

čerstvých B5H, MS a SH4K médiách. Vrámci subkultivácie bolo 500 mg 

embryogénneho kalusu preneseného na B5, MS alebo BOÍ2Y médium. Vytvorené zrelé 

embryá n a E D M médiách po 21 dňoch si udržali embryogénnosť. U kalusu B5H 

aMS2D bola tvorba embryí najvyššia po prvej sub kultivácii. Kalus postupne strácal 

s každou subkulturou embryogénny potenciál, hnedol a tvrdol a po štvrtej stratil úplne 

embryogénny potenciál a vznikla neembryogénna hmota kalusu (Sangra et al., 2019). 

Konštantná embryogenéza udržateľného SH4K kalusu bola stanovená indukciou 

kalusu na SH4K médiu. Žiadne embryá sa nevytvorili, pokiaľ bol kalus udržiavaný na 

médiu SH4K, až po prenesení do BOÍ2Y média sa začali vyvíjať. Je to regeneračné 

médium na tvorbu a ďalší vývoj embryí, ktoré pozostáva z modifikovaných 

Blaydesových (Bingham et al., 1975) anorganických a organických zložiek, mezo-

inozitolu a extraktu z kvasnic agaru Bacto. Počas subkultivačných cyklov (aj po štyroch 

následných) si zachoval svoj embryogénny potenciál bez významnej straty vo výťažku. 

SH4K kalus vykazoval minimálne hnednutie v subkulturách a zachoval si svoju farbu 

a mäkkosť (Sangra et al., 2019). 

Genetická transformácia lucerny môže byť inhibovaná zlou regeneráciou z 

pletivových kultúr a samotnou metódou transformácie. Potreba transformácie druhov, 
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ktoré nie sú citlivé na Agrobacterium a zbavenia sa závislosti na genotype, viedla k 

metódam priameho prenosu D N A na transfekciu lucerny bez zapojenia pletivových 

kultúr (Potrykus, 1991). Patrí sem napríklad časticové bombardovania kalusu (Pereira & 

Erickson, 1995) alebo elektroporácia (Kuchuk et al., 1990). Najnovšími in planta 

metódami stabilnej transformácie rastlín sú napríklad manipulácia s morfogénnymi 

génmi, transformácia pomocou semenáča, „floral dip" (Kausch et al., 2019) alebo „cut 

dip budding" (Cao et al., 2023). 

2.2.2 Transformácia metódou elektroporácie 

Elektroporácia umožňuje zavedenie cudzích molekúl D N A do veľkého množstva buniek, 

ak je D N A v priamom kontakte s membránou. Pre transformáciu rastlinných buniek 

týmto spôsobom je potrebné odstrániť bunkovú stenu, ktorá predstavuje bariéru pre 

difúziu makromolekul (reportérových farbív, enzymových substrátov, nukleových 

kyselín, protilátok alebo vírusov), v rastlinách sa elektroporácia používa predovšetkým 

pre stabilnú a prechodnú genetickú transformáciu (Bates, 1995). Použitie protoplastov sa 

ukázalo ako rýchla, jednoduchá a účinná metóda na expresiu špecifického cieľového 

génu bez použitia celej rastliny (Yoo et al., 2007). 

Čerstvo izolované protoplasty (klíčne listy zo 7-8 -denných sadeníc) boli 

suspendované v elektroporačnom pufri -elektrolyte, obsahujúcom plazmidovú DNA. 

Zmes sa preniesla do elektroporačných kyviet s medzerou medzi elektródami (Quecini, 

1999). Táto metóda priameho prenosu D N A závisí od typu použitého elektrického 

impulzu (Ozyigit, 2020). Výboj kondenzátora naprieč populáciami buniek vedie k 

prechodným otvorom v plazmaléme, ak je D N A v priamom kontakte s membránou (M. 

Fromm et al., 1987; M . E. Fromm et al., 1986; M . Fromm & Walbot, 1987; Shillito et al., 

1985). Transformované bunky sa môžu regenerovať na transformované rastliny v 

závislosti od účinnosti regenerácie výhonkov (Quecini, 1999). 

Protokol podľa Quecini et al. (2002) vykonaný na tropickej kŕmnej strukovine 

Stylosanthes guianensis je možné aplikovať aj na experimenty somatickej hybridizácie 

druhov Medicago, pričom sa uvádza dosiahnutie ešte vyššej účinnosti transformácie ako 

vysokoúčinným biolistickým prístupom (Quecini, 1999; Quecini et al., 2002). 

Získavame niekoľko chimérických jedincov z niekoľkých desiatok elektroporovaných 

rastlín, ktoré nám umožňujú identifikovať transgénnych jedincov molekulárnou analýzou 
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bez potreby selekcie (Chowrira et al., 1995). Jednotlivé výhonky boli histochemicky 

testované (Jefferson et al., 1987) na expresiu P-glukuronidázy (GUS). Použila sa aj 

špecifická metóda polymerázovej reťazovej reakcie (PCR) s amplifikáciou transgénov 

(Quecini, 1999). Quecini et al. 2002 testovali in vivo tranzientnú expresiu reportérového 

génu s použitím génu kódujúceho GFP mgfp5 poháňaného konštitutívnym promótorom 

CAMV35S. 

2.2.3 Transformácia metódou bombardovania časticami 

Metóda bombardovania časticami, nazývaná aj biolistická metóda, opisuje prenos génov 

zrýchlenými mikročasticami (zvyčajne zlata alebo volfrámu) obalenými DNA. D N A sa 

integruje do každého typu buniek a tkanív stabilnou transformáciou viacnásobným 

zásahom na takmer ľubovoľnej požadovanej pozícii v rastline (Klein et al., 1988; 

Sanford, 1990). Účinnosť transformácie touto metódou sa môže medzi genotypmi rastlín 

značne líšiť (Du et al., 1994). Keďže prenos génov sa považuje za menej závislý od 

genotypu, mohlo by sa jednať o alternatívu pre rekalcitrantné genotypy (Christou, 1992). 

Kroky stabilnej transformácie prostredníctvom bombardovania časticami sú konštrukcia 

DNA, cieľového tkaniva, systému pletivových kultúr a selekčnej metódy (Birch & 

Franks, 1991; Christou, 1992). 

Systém bombardovania má množstvo výhod z hľadiska uplatniteľnosti, pretože 

nevyžaduje výraznejšie manuálne úsilie, prenos génov sa môže uskutočniť naraz do 

mnohých buniek, dokonca aj v hlbších menej dostupných vrstvách orgánov, metóda je 

závislá iba od fyzikálnych parametrov, atď. Väčšina organizovaných tkanív môže byť 

bombardovaná, aj keď majú bunky tvrdú bunkovú stenu. Kapacita väčšiny tkanív 

lucerny na regeneráciu rastlín je však obmedzená a je potrebné zabezpečiť, aby tkanivo, 

ktoré sa má bombardovať, bolo vhodné pre embryogenézu in vitro (Potrykus, 1991). 

Technika bola dlhú dobu od zavedenia neefektívna pri poskytovaní stabilnej 

transformácie spojenej s integráciou do genómu, najmä v rutinne používaných 

transformačných systémov, napr. u embryogénnej suspenzie (D. E. Brown & Bingham, 

1994; Goffetal., 1990). 

Pereira & Erickson, (1995) v článku popisujú protokol pre stabilnú transformáciu 

kalusov odvodených z rezov stopky a stonky lucerny pomocou selekčného markera 

nptll. Všetky kontrolné a bombardované tkanivá podstúpili somatickú embryogenézu. 
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Kultivácia prebehla počas troch týždňov na SH médiu (Schenk & Hildebrandt, 1972), 

pre tvorbu suspenzie v kvapalnom médiu B5G (D. C. W. Brown & Atanassov, 1985) 

ďalších sedem dní a následnou selekciou s 50 mg/l kanamycínu na médiu BOÍ2Y 

(Bingham et al., 1975) pre vývoj embryí. Asi polovica embryí bola regenerovaná na 

potvrdené transgénne rastliny (Kikkert et al., 2005; Pereira & Erickson, 1995). 

Biolistická metóda sa použila na produkciu transgénnych rastlín lucerny 

z transformovaných peľových zŕn prirodzeným procesom rozmnožovania rastlín. 

Metóda bola opísaná ako vysoko účinná, ale produkovala rastliny, ktoré nakoniec stratili 

svoj transgénny znak. Cudzia D N A sa postupne stratila opakovaným delením buniek a 

sexuálnym krížením. Začlenenie génu GUS do peľových zŕn bolo potvrdené analýzou 

PCR a Southern blotom (Ramaiah a Skinner, 1997). 

Bombardovanie bolo vykonané aj na nezrelých embryách, čo v správnom médiu 

viedlo k poľyembryogenéze (Buising a Tomes, 1995) alebo v chloroplastech 

transformáciou s GFP (Wei et al., 2011). Dokázalo sa, že transgénne rastliny možno 

získať z väčšiny komerčných odrôd v uspokojivých množstvách. 

2.3 ROPGTPázy 

2.3.1 Zaradenie 
Všetky malé proteiny viažuce guanínový nukleotid, teda malé monomérne GTPázy 

s molekulovou hmotnosťou v rozmedzí od 20 do 30 kDa, patria do nadrodiny Ras. 

Pomenovanie je odvodené od jej prvých členov kódovaných ľudskými Ras génmi 

pôvodne objavenými ako bunkové homológy vírusového ras onkogénu (Paráda et al., 

1982; Reiner, 2018; Wennerberg et al., 2005). V ich sekvencii musia byť prítomné 

motívy charakteristické pre jednotlivé rodiny a konzervované motívy (G box), ktoré 

spolu tvoria -20 kDa G doménu, kde sa špecificky viažu a hydrolyzujú GTP Dochádza 

tu k interakciám s efektorovými proteínmi a hypervariabilnými doménami, ktoré 

determinujú subcelulárne zacielenie (Bourne et al., 1991; Kahn et al., 1992; Vetter & 

Wittinghofer, 2001; Vigil et al., 2010). Biochemickou vlastnosťou nadrodiny Ras 

proteínov je ukončenie výlučne C-terminálnou tetrapeptidovou sekvenciou C A A X 

(C=Cys, A=alifatické, X = akákoľvek aminokyselina) (Cox & Der, 2002). 
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Nadrodina Ras sa skladá z piatich rodín: gén potkanieho sarkomu (Ras), Ras súvisiace s 

mozgom (Rab), ADP-ribosylačný faktor (Arf/Sar), Ras súvisiace s jadrom (Ran) a Ras 

homológy (Rho), ktoré sú rozšírené o mitochondriálne proteiny. Rab a Arf/Sar rodina 

GTPáz má funkciu v intracelulárnom vezikulárnom transporte. Ran sa podieľa na 

jadrovom transporte, zatiaľ čo GTPázy rodiny Ras a Rho regulujú prenos signálu z 

plazmatickej membrány. V zelených rastlinách (Viridiplantae) pravé Ras GTPázy neboli 

pozorované, i keď je po nich táto nadrodina pomenovaná (Toma-Fukai & Shimizu, 2019; 

Vernoud et al., 2003). Funkcie Ras GTPáz regulovaných G proteínom a spojených s 

vedúcou reguláciou prenosu signálu prebrala v rastlinách rodina Rho proteínov (Berken, 

2006; Vernoud et al., 2003; Z. Yang, 2002). 

Rodinu Rho možno ďalej organizovať do samostatných tried podľa špecifických 

signalizačných funkcií (Jaffe & Hall, 2005; Kjoller & Hall, 1999; Wherlock & Mellor, 

2002). U eukaryotov výskum Rho GTPáz venuje najväčšiu pozornosť funkčnému popisu 

tried Rho, Rac a Cdc42 (Jaffe & Hall, 2005). Členovia týchto tried regulujú 

reorganizáciu a tvorbu vlákien cytoskeletu, lamelipódií alebo filopódií. Z procesov 

v bunke sa podieľajú na bunkovom cykle, morfogenéze spojenej s bunkovou polaritou, 

interakciami bunka-bunka a bunka-matrica, endo- a exocytózu a génovú expresiu. 

Vyskytujú sa u zvierat a húb, avšak nie sú prítomné v rastlinách (Boureux et al., 2007; 

Ridley, 2001; Vernoud et al., 2003; Winge et a l , 1997, 2000), 

2.3.2 ROP štruktúra a charakteristika 

Rastliny majú jedinečnú triedu GTPáz typu Rho, ktorá sa podľa dnešnej prevládajúcej 

nomenklatúry označuje ako „Rho rastlín" (Rho-príbuzná GTPáza rastlín alebo skratkou 

ROP). Jej členovia sa štruktúrne odlišujú od proteínov Rho iných eukaryotov a neboli 

pozorované žiadne jasné homológy ku nim (Toma-Fukai & Shimizu, 2019; Vernoud et 

al., 2003; Yang et al., 2002; Zheng & Yang, 2000) Fylogenetické analýzy ukázali, že 

ROP sa objavili evolučné pred diverzifikaciou podrodín R A C a Cdc42, preto kombinujú 

ich funkcie s funkciami iných Rho proteínov (Berken et al., 2005; Berken & 

Wittinghofer, 2008). 

ROP/RAC GTPázy majú molekulovú hmotnosť v rozmedzí od 21 do 24 kD a sú zložené 

z približne 200 aminokyselín. Ich jadro tvorí šesť P-listov spojených piatimi slučkami so 

štyrmi a-helixmi. Slučky obsahujú päť vysokokonzervovaných motívov G-boxu ( G l -
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G5) a rovnako ako GTP-viažuci motív nesú aminokyselinové substitúcie zodpovedné za 

väzbu s G T P / M g 2 + a hydrolýzu GTP (Berken & Wittinghofer, 2008; Bourne et al., 1991; 

Sormo et al., 2006; Thomas et al., 2007; Vetter & Wittinghofer, 2001) 

Rozdiel napríklad s ľudským Racl génom okrem týchto substitúcií je v tzv. „oblasti 

inzertu" exponovanej slučky zodpovedajúcej rezíduám 124-135. V tomto mieste majú 

ROP deléciu dvoch až štyroch aminokyselín v porovnaní so zvieracími Rho GTPázami 

(Brembu et al., 2006; Winge et al., 1997) 

Postranslačné modifikácie (PTM) v sekvenciách týchto proteínov, konkrétne proteínové 

lipidácie, regulujú funkcie cielených proteínov pri signalizácii v reakcii na vonkajšie a 

vnútorné podnety. P T M sú uskutočnené zvýšením väzbovej afinity proteínov k 

biologickým membránam, zmenou ich subcelulárnych lokalizácií, schopnosti skladať sa, 

stability a asociácie s inými proteínmi (B. Chen et al., 2018). 

Na základe rôznych aminokyselinových sekvencií na polybazickej hypervariabilnej 

doméne, ktorá sa u všetkých členov ROP/RAC GTPáz nachádza na C-terminálnom 

konci, boli RAC/ROP rozdelené do dvoch podskupín označených ako typ I a typ II 

(Bourne et a l , 1991; Schiene et a l , 2000; Winge et a l , 2000). 

ROP typu I majú hypervariabilnú doménu tvorenú z konzervovaného 

geranylgeranylovaného motívu CaaL boxu. Pripojenie k membráne je zabezpečené 

prenyláciou CaaL geranylgeranyltransferázou-I a polybazickými doménami (Sorek et al., 

2007, 2011). Prenylované cysteiny sú súčasťou konzervovaného motívu C-terminálnej 

sekvencie označeného ako C A A X box. Dochádza tu k jeho proteolýze a metylácii v 

endoplazmatickom retikule (ER) (Bracha-Drori et al., 2008; B. K. Nelson et al., 2007; 

Schmidt et a l , 1998). 

ROP typu II končia motívom G C - C G boxu, preto na hypervariabilnej doméne 

neobsahujú konzervovaný geranylgeranylovaný CaaL motív. Usmernenie pripojenia 

membrány je zabezpečené S-acyláciou na dvoch alebo troch C-koncových cysteínoch. 

Keďže C-konce sú palmitoylované nie prenylované, je pravdepodobné, že ROP typu II 

nie sú regulované RhoGDI, keďže maskujú modifikáciu prenylu a podporujú cytosolovú 

sekvestráciu týchto GTPáz (M. C. Seabra & Wasmeier, 2004). (Ivanchenko et al., 2000; 

Lavy et a l , 2002; Lavy & Yalovsky, 2006). V dôsledku toho by ROP typu II mohli mať 
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extrémnejšie rozdiely v chemických vlastnostiach aktívnych a neaktívnych GTPáz 

domén (Deinum & Jacobs, 2024). 

ROP typu I majú živočíšne a hubové ortology, zatiaľ čo ROP typu II sú špecifické pre 

rastliny. Rodina ROP v modelovej rastline Arabidopsis pozostáva z 11 členov (Winge et 

al., 2000). Modelová rastlina A. thaliana má osem ROP typu I (AtROPl-AtROP8) a tri 

typu II (AtROP9, 10, a 11) (Fowler, 2010). Medicago truncatula má síce takmer 

identické zaradenie homológov, ale počty ROP a pomer medzi typom I a II sa v rámci 

rastlinnej ríše podstatne líšia (Liu et al., 2010). 

2.3.3 Cyklus 
Malý monomérny cyklus GTPáz nastáva v bunke medzi neaktívnymi stavmi viazanými 

na GDP a aktívnymi stavmi viazanými na GTP (Obr. 1) (Bourne et al., 1991; Vetter & 

Wittinghofer, 2001). V aktívnom stave sa protein GTPázy môže viazať na efektorové 

proteiny a regulovať tak rôzne bunkové procesy (Aslani borj et al., 2022). Táto 

interakcia môže rôznymi spôsobmi regulovať aktivitu komponentov signalizačných 

dráh, ako je zmena ich konformácie, aby sa umožnila väzba substrátov, uvoľňovanie 

alebo indukcia autoinhibičných stavov alebo nábor týchto proteínov na špecifické 

subcelulárne miesto, cieľové viacnásobné efektory. ovplyvňujúce rôzne systémy odozvy 

v cytoplazme, vrátane Ca2+, ROS, aktínu, mikrotubulov a dynamiky vezikulárneho 

transportu, čo sú základné zložky bunkových aktivít (Berken, 2006; Y. Fu et al., 2005; 

Gu et al., 2005). 

Tento cyklus GTPázy je prísne regulovaný tromi typmi regulátorov. ROP guanínové 

nukleotidové výmenné faktory (RopGEF) po naviazaní katalyzujú výmenu GDP za GTP 

a aktivujú protein, ktorý vyvoláva downstream signalizácie (Gu et al., 2005). 

Druhá skupina regulačných proteínov sú ROP disociačné inhibitory guanínových 

nukleotidov (RopGDI), ktoré inhibujú výmenu GDP/GTP a uľahčujú cyklovanie Rho 

GTPáz na membránach a mimo nich (Borg et al., 1999; DerMardirossian & Bokoch, 

2005; H. L i et al., 1998). GDI odstraňuje ROP viazané na neaktívne GDP z membrány a 

stabilizuje ich v cytoplazme až do ich reaktivácie GEF (Boulter & Garcia-Mata, 2010). 

V cytosole maskujú ich lipidové PTM, aby neboli aktivované (Zheng & Yang, 2000). 

Predpokladá sa, že recyklácia vyvolaná RhoGDI udržiava Rho proteiny v odlišných 
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doménach plazmatickej membrány a hrá zásadnú úlohu pri vytváraní a udržiavaní 

polarity buniek. 

GTPázu aktivujúce proteiny (GAP) vypínajú protein poskytnutím esenciálnych 

aminokyselín do domény s naviazaným GTP, ktorý sa vďaka nim dramaticky rýchlejšie 

hydrolyzuje na GDP + Pi. Všetky doteraz identifikované RopGAP majú jedinečnú N -

terminálnu Cdc42/Rac-interagujúcu väzobnú (CRIB) doménu, ktorá reguluje ich aktivitu 

(Borg et a l , 1999; H . L i et a l , 1998; Zheng & Yang, 2000). Mutácie vo vysoko 

konzervovaných GTPase doménach vedú k proteínom, ktoré sú konštitutívne aktívne 

(CA), konštitutívne neaktívne alebo dominantne negatívne (DN) (D. Lin et al., 2012; 

Zheng & Yang, 2000). 

L gand 

Obrázok 1: Cyklus ROP GTPáz. Upravené podľa Purves et al. (2018) Neuroscience. 6th Ed. 
Oxford University Press pomocou softvéru BioRender 

Signálne siete ROP pôsobia v širokej škále signálov proti prúdu a vyvolávajú následné 

signalizačné kaskády na moduláciu vývojových procesov, ako je rast peľových trubíc 

(Qin & Yang, 2011), vývoj koreňových vláskov (RH) (Jones et al., 2002; Molendijk, 

2001), stanovenie bunkovej polarity (D. Lin et al., 2012), morfogenéza buniek (Y. Fu et 

al., 2005), dynamiku cytoskeletu (Y. Fu et al., 2009; Kawashima et al., 2014b) receptor-

podobné kinázy (Duan et al., 2010), obrana pred patogénmi (Poraty-Gavra et al., 2013), 

hormonálna signalizácia (auxín kyselina abscisová) (X. L i et al., 2017; Z. L i et al., 2012; 
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Schepetilnikov et al., 2017; Xu et al., 2014), prenos transportných vezikúl (X. Chen et 

a l , 2012). 

3 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 

3.1 Materiál 

3.1.1 Bakteriálny materiál 

• Agrobacterium tumefaciens GV3101: :pMP90 chemicky kompetentné bunky 

• Escherichia coli One Shot™ TOP 10 chemicky kompetentné bunky 

3.1.2 Rastlinný materiál 

• Nicotiana benthamiana L . 

• Lucerna siata (M. sativa L.) kultivar (cv.) Regen-SY (RSY) 

Rastlinný materiál bol kultivovaný v kultivačnej miestnosti s konštantnými nastaveniami 

teplotoy 21 °C, 71 % vlhkosti, intenzity osvetlenia 80 uE.m"2 . s"1, svetelným cyklom 16 

hodín svetlo/ 8 hodín tma. Rastliny v podmienkach in vitro boli kultivované na živných 

médiách v Petriho miskách. Rastliny v podmienkach ex vitro boli pestované v 

kvetináčoch s pôdnym substrátom s perlitom. 

3.1.3 Použité plazmidy pre Multisite Gateway® klonovací systém 

Pre prípravu fúzneho konstruktu troj komponentovým Multisite Gateway® vektorovým 

konštrukčným kitom ako zvoleným klonovacím systémom boli použité donorové 

plazmidy: ako destinačný vektor bol použitý pB7m34GW,0 so spektinomycínovou 

(SpeR) rezistenciou pre baktérie a fosfinotricínovou (PptR) rezistenciou pre selekciu v 

rastlinách kódujúci konstrukt 35S::GFP:ROP8. Vstupné vektory, ktoré boli súčasťou 

rekombinačných reakcií pre jeho skonštruovanie navrhnuté podľa (Karími et al., 2007): 

pEN-L4-2Rl™ plazmid nesúci p35S sekvenciu, pEN-Ll-F-L2™ nesúci eGFP 

sekvenciu and pDONR™P2R-P3 kódujúci ROP8 cDNA sekvenciu 

(https://www.thermofisher.com). 

3.1.4 Chemikálie 

Alfa Aesar/ Thermo Fisher Scientific: Gellan Gum 

Bio-Rad Laboratories: iProofTM High-Fidelity D N A polymeráza 
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Duchefa Biochemie: lOOOx Gamborg vitamíny, lOOOx Nitsch & Nitsch vitamíny, 

ampicilín, fosfinotricín, Gamborg B5 základná zmes solí, kinetín, kyselina 2,4-

dichlórfenoxyoctová (2,4-D), Murashige & Skoog základná zmes solí, myoinozitol, 

rifampicín, spektinomycín, tikarcilín 

Thermo Fisher Scientific: 6x D N A Loading Dye, 10X FastDigest™ BufferdNTP Mix 2 

mmoľľ 1 , ApaLl (reštrikčná endonukleáza), Gateway® BP Clonase II Enzyme mix, 

Gateway® L R Clonase II Enzyme mix, GeneRuler 1 kb Plus D N A Ladder, Phire Hot 

Start II D N A Polymeráza, Proteínkináza K, P stí (reštrikčná endonukleáza) 

Nippon Genetics: Midori Green Advance 

Sigma Aldrich: 2(/Y-morfolino)etánsulfónová kyselina (MES), 1000X Schenk & 

Hildebrant vitamíny, adenín, agaróza, dodecylsulfát sodný, dusičnan draselný (KN03), 

etanol, etylendiaminotetraoctová kyselina (EDTA), glukóza, glutamín, glycerol, 

heptahydrát síranu horečnatého (MgS04 7 H 2 O ) , hovädzí sérový albumín (BSA), 

hydroxid sodný (NaOH), hypochlorid sodný (NaClO), chlorid draselný (KC1), chlorid 

horečnatý (MgC12), chlorid sodný (NaCl), chlorid vápenatý (CaC12) kvasničný extrakt, 

kyselina octová, L-glutatión, Luria Bertani (LB) Broth (Miller), L B Broth s agarom 

(Miller), metanol, Na2ĽDTA 2 H 2 O , octan draselný, prolín, sacharóza, Schenk & 

Hildebrant základná zmes solí, serin, trypton, Tris(hydroxymetyl)amino-metán, Tris-

hydrochlorid, Tween-20 

3.1.5 Kultivačné média 

Kokultivačné médium 

10 mmol-ľ 1 MgCl 2 (pH5,6) 

10 mmol-ľ 1 MES 

0,15 mmoľľ 1 acetosyryngón 

Luria Bertani (LB) pevné médium 

40 g-ľ 1 L B médium s agarom 

milliQ H 2 0 

sterilizácia autoklávovaním 
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Luria Bertani (LB) tekuté médium 
25 g ľ 1 L B Broth 

milliQ H 2 0 

pH 7,2, sterilizované autoklávovaním 

B5H médium 

3,1 g ľ 1 Gamborg B5 základná zmes solí 

0,5 g ľ 1 KN03 

0,25 g ľ 1 M g S 0 4 7H 2 0 

0,5 g ľ 1 prolín 

30 g ľ 1 sacharóza 

4,5 g ľ 1 Gellan Gum 

1 ml ľ 1 lOOOx Gamborg vitamíny (pridáva sa po 

autoklávovaní) 

30 ml-ľ 1 roztok aminokyselín (pridáva sa po autoklávovaní) 

1 mg-ľ 1 2,4-D (pridáva sa po autoklávovaní) 

0,1 mg ľ 1 kinetín (pridáva sa po autoklávovaní) 

milliQ H 2 0 

pH 5,7; sterilizované autoklávovaním 

B5H médium + antibiotiká 

3,1 g ľ 1 Gamborg B5 základná zmes solí 

0,5 g ľ 1 KN03 

0,25 g ľ 1 M g S 0 4 7H 2 0 

0,5 g ľ 1 prolín 

30 g ľ 1 sacharóza 

4,5 g ľ 1 Gellan Gum 

1 ml ľ 1 lOOOx Gamborg vitamíny (pridáva sa po 

autoklávovaní) 

3 0 ml ľ 1 roztok aminokyselín (pridáva sa po autoklávovaní) 

1 mg ľ 1 2,4-D (pridáva sa po autoklávovaní) 
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0,1 mg ľ 1  

15 mg f 1  

500 mg ľ 1 

B50 médium 

3,1 g ľ 1 

0,5 g ľ ' 

0,25 g ľ 1  

0,5 g ľ 1  

30 g ľ 1  

4,5 g ľ 1  

1 ml ľ 1 

30 ml ľ 1 

B50 médium + antibiotiká 

3,1 g ľ 1  

0,5 g ľ 1  

0,25 g ľ 1  

0,5 g ľ 1  

30 g l " 1  

4,5 g ľ 1  

1 ml l 1 

30 ml ľ 1  

15 mg ľ 1  

500 mg ľ 1 

kinetín (pridáva sa po autoklávovaní) 

Fosfinotricín (pridáva sa po autoklávovaní 

tikarcilín 

milliQ H 2 0 

pH 5,7; sterilizované autoklávovaním 

Gamborg B5 základná zmes solí 

KN03 

M g S 0 4 7H 2 0 

prolín 

sacharóza 

Gellan Gum 

1000x Gamborg vitamíny (pridáva sa po 

autoklávovaní) 

roztok aminokyselín (pridáva sa po autoklávovaní) 

milliQ H 2 0 

pH 5,7; sterilizované autoklávovaním 

Gamborg B5 základná zmes solí 

KN03 

M g S 0 4 7 H 2 0 

prolín 

sacharóza 

Gellan Gum 

1000x Gamborg vitamíny (pridáva sa po 

autoklávovaní) 

roztok aminokyselín (pridáva sa po autoklávovaní) 

fosfinotricín (pridáva sa po autoklávovaní) 

tikarcilín (pridáva sa po autoklávovaní) 
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milliQ H 2 0 

pH 5,7; sterilizované autoklávovaním 

MMS médium + antibiotiká 4,3 g l " 1 Murashige & Skoog základná zmes solí 

30 g ľ 1 sacharóza 

0,1 g ľ 1 myoinozitol 

4,5 g l " 1 Gellan Gum 

1 ml ľ 1 lOOOx Nitsch & Nitsch vitamíny (pridáva sa po 

autoklávovaní) 

15 mg T 1 fosfinotricín (pridáva sa po autoklávovaní) 

500 mgl" 1 tikarcilín (pridáva sa po autoklávovaní) 

milliQ H 2 0 

pH 5,7; sterilizované autoklávovaním 

SH médium 
3,2 g l " 1 Schenk & Hildebrant základná zmes solí 

1 ml ľ 1 1000X Schenk & Hildebrant vitamíny (pridáva sa po 

autoklávovaní) 

30 g l " 1 sacharóza 

0,5 g ľ 1 2(Aŕ-morfolino)etánsulfónová kyselina (MES) 

milliQ voda 

pH 5,7; sterilizované autoklávovaním 

SOC médium 

5 g ľ 1 kvasničný extrakt 

20 g l " 1 trypton 

0,584 g ľ 1 NaCl 

0,186 g ľ 1 K C l 

3,6 g ľ 1 glukóza 

0,952 g ľ 1 MgCb 
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3.1.6 Roztoky a pufry 

TE pufor 
lOmmol ľ 1 

0,1 mmol ľ 1 

Roztok spektinomycínu 
0,5 g ul 

5 ml 

Roztok rifampicínu 
0,25 g 

5 ml 

Roztok fosfínotricínu 
0,25 g 

5 ml 

Roztok kinetínu 
1 mg 

20 ul 

10 ml 

Roztok aminokyselín 

6,65 g 

0,004 g 

0,83 g 

milliQ H 2 0 

pH 7,5; sterilizované autoklávovaním 

Tris-HCl pH 8,0 

EDTA 

miliQ voda; sterilizované autoklávovaním 

spektinomycín 

milliQ H 2 0 

sterilizácia cez bakteriologický filter 

rifampicín 

metanol 

sterilizácia cez bakteriologický filter 

fosfinotricín 

milliQ voda 

sterilizácia cez bakteriologický filter 

kinetín 

1 mol ľ 1 NaOH 

milliQ voda 

sterilizácia cez bakteriologický filter 

glutamín 

adenín 

serín 
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0,083 g 

250 ml 

L-glutatión 

milliQ voda 

sterilizácia cez bakteriologický filter 

2,4-D roztok 
10 mg 2,4-D 

lSOumol.ľ 1 I m o l . H N a O H 

50 ul etanol 

10 ml milliQ voda 

sterilizácia cez bakteriologický filter 

EDTA (0,5 mol.11 zásobný roztok) 

18,61 g Na 2 EDTA 2 H 2 0 

80 ml milliQ voda 

pH 8,0 

50x koncentrovaný TAE 

121 g 

28,55 ml 

50 ml 

421,45 mi 

(Tris-Acetát EDTA) pufor 

Tris 

kyselina octová 

0,5 mol ľ 1 EDTA 

milliQ voda 

pH 8,0 

lx koncentrovaný TAE pufor 
20 ml 50x TAE pufor 

980 ml ddH 2 0 

1 % agarózový gél 
1 g agaróza 

100 ml 1 x TAE pufor 
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1 ul Midori Green Advance 

3.1.7 Prístrojové vybavenie a komerčné kity 

Analytické váhy XA110/2X (RADWAG Váhy s.r.o.; Česko), autokláv STERIVAP® HP 

IL ( M M M Group; Nemecko), automatické pipety (Eppendorf; Nemecko), centrifúga 

Allegra 64 R (Beckaman Coulter; U S A ), centrifúga ROTANTA 460R (Scholler 

Instruments; Česko), centrifúga Scan Speed 1730 M R (Scala Scientific; Holandsko), 

elektroforetická vaňa so zdrojom (Bio-Rad; USA), elektromagnetická miešačka M S H -

420 (Boeco; Nemecko), GeneJET Gel Extraction Kit™ (Thermo Fisher Scientific; 

USA), inkubátor s nastaviteľnou teplotou (Verkon; Česko), Inkubátor IN55 (Memmert; 

Nemecko), konfokány laserový skenovací mikroskop LSM880 vybavený Airyskenom 

(Carl Zeiss; Nemecko), kultivačná komora (Weiss Gallenkamp; Nemecko), laboratórne 

predvážky S1502 (BEL-Engineering; Taliansko), laminárny box Biohazard M 1200 

(Merci; Česko), Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up (Thermo 

Fisher Scientific; USA), mikrocentrifúga MyFuge™ (Benchmark Scientific; USA), 

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific; USA), orbitálna inkubovaná třepačka ES-20 

(Biosan; Lotyšsko), PCR termocyklér MyCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad; USA), 

PCR termocyklér T100 Thermal Cycler (Bio-Rad; USA), pH meter stolný PC 2700 

(Eurotech Instruments; Singapur), prístroj na deionizovanú vodu Simplicity Water 

Purification System (Merck Milipore; USA ), QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN; 

Nemecko), spektrofotometer SmartSpec™ plus (Bio-Rad; USA), teplotný sterilizátor 

Solaris (Schuett-biotec; Nemecko), termoblok ThermoStat™ C (Eppendorf; Nemecko), 

třepačka Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan; Lotyšsko), U V transiluminátor (Bio-Rad; USA), 

U V vizualizátor Gel Doc™ E Z Imager (Bio-Rad; USA), vortex Micro-Spin FV2400 

(Labnet; USA). 

3.1.8 Software 
ApE - A plasmid Editor, Image Lab™ (Bio-Rad; USA), Microsoft 365, SnapGene 

(Insightful Science; USA), SnapGene Viewer (Insightful Science; USA); Zeiss Zen 3.5 

(blue edition, Nemecko) 
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3.2 Metodický postup pri príprave vektorov pre klonovanie fúzneho 

proteinu 

3.2.1 PCR reakcia s attB primermi 
Metóda PCR bola použitá pri amplifikácii úseku cDNA génu Rop8 a iných PCR 

produktov v priebehu klonovania. Pomocou návodu pre MultiSite Gateway® 

trojfragmentový vektorový konštrukčný kit boli navrhnuté špecifické att primery na 

základe získanej cDNA ROP8 z referenčnej databázy lucerny siatej, kultivaru 

XinJianDaYe (MS.gene055764.tl; Chen et a l , 2020). Na 5' konci začínali štyrmi 

guanínovými rezíduami, ďalej ich tvorila ich 22 alebo 25 párov báz (bp) dlhá sekvencia 

attB špecifických miest a následovala 18-25 bp dlhá sekvencia templátovej cDNA. Pri 

rekombinačnej reakcii sú pre vznik PCR produktu nevyhnutné ohraničenia týmito att 

rekombinačnými miestami. Pre zachovanie správneho čítacieho rámca bol použitý 

primer so STOP kodónom. Sekvencie priameho a spätného primeru sú zobrazené v 

(Tab. 1). Teplota topenia primerov (Tm) rovnako ako celá reakcia bola overená 

programom SnapGene. Zloženie reakčnej zmesi je podrobne rozpísané nižšie (Tab. 2). 

Pre túto reakciu bol zvolený program na termocykléri pre jednotlivé fázy PCR reakcie 

(Tab. 3) s iProof™ High-Fidelity D N A polymerázou (Cat#1725301; Bio-Rad). Bol 

pripravený master mix, ktorého objem zodpovedal pre jednotlivé zložky ich objemom 

vynásobeným ich počtom + 1. Ako negatívna kontrola bola použitá PCR H2O. 

Tab. 1: primery použité v PCR reakcii 

Názov primera Sekvencia primerov 5' - 3' 

ROP8 for (priamy) primer 

ROP8 rev (spätný) primer 

5'-GGGG ACA GCT TTC TTG TAC A A A GTG GTA 
CAGCAAGATTCATCAA 
5'-GGGG AC AAC TTT GTA TAA TAA AGT TGA 
TCATTAAAGGAAAATACATGA 
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Tab. 2: PCR reakčná zmes pre amplifikáciu génu 

Použité chemikálie Množstvo 
PCR voda 32,5 ul 
5x iProof™ HF Buffer (pufor) 10 ul 
2 mmol-ľ1 dNTPMix l u l 
10 fxl/10 mmol-ľ1 priamy (For) primer 2,5 ul 
10 (xl/ 10 mmol-ľ1 spätný (Rev) primer 2,5 ul 
iProof™ High-FidelityDNA polymeráza 0,5 ul 
DNA templát l u l 
Celkové množstvo reakcie 50 ul 

Tab. 3: Nastavenie programu PCR reakcie pre iProof™ High-Fidelity DNA polymerázu 

Krok Teplota Cas Počet cyklov 
Vstupná denaturácia 98 °C 30 1 

Denaturácia 98 °C 10 s 
Nasadanie primerov 57 °C 30 s 28 

Elongácia 72 °C 30 s. 
Finálna elongácia 72 °C 10 min 1 

Schladenie 4°C QO -

3.2.2 DNA agarózová elektroforéza 

PCR reakciou amplifikovaná sekvencia génu so STOP kodónom (Rop8_Sk) bola overená 

pomocou D N A agarózovej elektroforézy. Metóda agarózovej elektroforézy slúžila pre 

rôzne analýzy, ale v j ednoduchosti bola využívaná na kontrolu PCR produktov. 

V závislosti od potrieb experimentu bola rôzne prispôsobená iba doba priebehu 

a veľkosť napätia u konkrétne vykonávanej metódy. 

Pre prípravu agarózového gélu bol do 250 ml Erlemayerovej banky pridaný navážený 

1 g agarózy spolu s 100 ml lx TAE pufru. Roztok bol zahriaty približne 2,5 min. do 

úplnej homogenizácie rozpustením agarózy v mikrovlnnej rúre a schladený v nádobe s 

vodou. Pre vizualizáciu D N A v géli bol pridaný 1 ul fluorescenčného farbiva Midori 

Green Advance D N A Stain a mierne vychladnutý tekutý gél bol naliaty do 

elektroforetickej vaničky. Pred stuhnutím bol do gélu založený hrebeň pre vytvorenie 

jamiek na nanášanie vzorky. Po približne 20 min. bol gél stuhnutý a prenesený do 

elektroforetickej vaničky naplnenej lx TAE pufirom. K u každej vzorke bolo pridaných 
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10 (J.1 6x Loading Dye (nanášací pufor) a po odstránení hrebeňa bolí vzorky nanesené do 

jamiek gélu. Ako marker molekulovej hmotnosti slúžili 2 ul GeneRulerTM 1 kb Plus 

D N A Ladder. Vaňa bola uzatvorená od vonkajšieho okolia a pripojená ku zdroju. Bolo 

nastavené konštantné napätie 80 V, prípadne elektrický prúd 400 mA po dobu 40 min 

alebo odlišná doba v závislosti od nastavenia potrieb experimentu. Po rozdelení vzoriek 

bol gél vyvolaný v prístroji Gel Doc™ EZ Imager, a následne prebehlo vyhodnotenie v 

programe ImageLab. 

3.2.3 Vyrezanie PCR produktu z agarózového gélu a purifikácia DNA 

D N A extrakcia z agarózového gélu bola prevedená pomocou komerčného kitu GeneJET 

Gel Extraction Kit™. Za použitia transiluminátoru bol skalpelom vyrezaný pás gélu 

0 určitej požadovanej veľkosti. Výrez bol prenesený do predom odváženej 2 ml plastovej 

skúmavky Eppendorf a následne bola zvážená jej hmotnosť aj s obsahom. Objem 

väzobného „Binding" pufru z kitu bol odvodený z pomeru 1:1 k naváženej hmotnosti 

gélu. V tomto prípade bol vypočítaný objem 200 ul pufru ku 200 mg gélu. Prebehla 

inkubácia pri 50 °C v termobloku, pokiaľ nebol agarózový gél úplne rozpustený. 

Prevrátením dna naopak a krátkym miešaním na vortexe došlo k rýchlejšiemu 

rozpusteniu obsahu skúmavky. 800 ul roztoku gélu bolo nanesených na GeneJET 

purifikačnú kolónu s membránou oxidu kremičitého navrhnutou pre záchyt DNA. Obsah 

kolónky bol následne scentrifugovaný pri 11 000 g, 1 min. pri izbovej teplote. 

Supernatant bol odstránený a kolónka vrátená späť do zbernej skúmavky. Tento krok bol 

zopakovaný ešte dvakrát. Na purifikačnú kolónku bolo napipetovaných 700 ul 

premývacieho „Wash" pufru NT3 a prebehla následná centrifugácia pri 11 000 g po dobu 

1 min. pri izbovej teplote. Podobne ako pri predchádzajúcej centrifugácii, bola 

odstránená nenaviazaná tekutá zložka a kolónka bola umiestnená späť do zbernej 

skúmavky. Po premytí pre úplné odstránenie zostatkového premývacieho pufru bola 

kolónka vysušená 3 min. centrifugáciou pri izbovej teplote a 11 000 g. GeneJET kolónka 

bola premiestnená do 1,5 ml mikrocentrifugačnej skúmavky. Na stred kolónky bolo 

nanesených 20 ul milliQ vody a prebehla opakovaná rýchla 1 min. centrifugácia 

s odstránením supernatantu. Obsah skúmavky po druhom premytí nebol odstránený, 
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pretože obsahoval purifikovanú dvojvláknovú D N A (PCR produkt), s ktorou po 

nameraní vhodnej koncentrácie na NanoDrope bolo možné pracovať. 

3.2.4 BP rekombinačná reakcia 

BP rekombinačná reakcia prebehla medzi fragmentom D N A ohraničenom attB miestami 

a príslušným donorovým vektorom obsahujúcim attP miesta na vytvorenie vstupného 

klonu. 

Do 1,5 ml mikrocentrifugačnej skúmavky boli pri izbovej teplote pridané 

komponenty reakčnej zmesi (Tab. 4). K vyššie uvedeným komponentom v reakčnej 

zmesi boli pridané 2 ul rozmrazenej BP Clonase® II a bolo nutné precízne premiešame 

na vortexe. Reakcia bola inkubovaná pri teplote 25 °C počas noci. Následne bol pridaný 

1 ul roztoku proteinázy K, ktorý bol ponechaný na inkubáciu pri teplote 37 °C 10 minút. 

Tab. 4: Komponenty BP rekombinačnej reakcie 

Použité chemikálie Množstvo 
attB PCR produkt (5 0 ŕmólov) 5,2 ul 
BP Clonase® II 2 ul 
pDONR™ vektor (150 ng/ul) 1 ul 
TE puf or, pH 8.0 1,8 ul 
Celkové množstvo reakcie 10 ul 

3.2.5 Transformácia do TOP10 chemokompetentných buniek 

K 50 ul chemokompetentných buniek E. coli kmeňa TOP 10 bolo pridaných 5 ul 

produktu BP reakcie. Pre narušenie bunkových stien baktérií prebehla inkubácia 50 ul 

baktérií v skúmavke na ľade po dobu 30 minút a následne boli vystavené 50 sekúnd 

teplote 42 °C. V následnosti na to boli ihneď prenesené na ľad. Do skúmavky bolo 

pridaných 250 ul SOC média. V ďalšom kroku sa uzavreté skúmavky nechali inkubovať 

1,5 hodiny pri teplote 37 °C vo vodorovnej polohe na inkubovanej trepačke za stáleho 

miešania pri 200 R P M . Na dve Petriho misky so stuhnutými 20 ml L B média, do ktorých 

bolo pridaných 20 ul selekčného antibiotika kanamycínu (KanR), bolo nanesených 150 
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ul bakteriálnej kultúry, ktorá bola rozotretá pomocou sterilných plastových hokejok. 

Takto naočkované L B média boli inkubované cez noc pri 37 °C. 

3.2.6 Metóda Colony PCR 

Metóda colony PCR slúžila na overenie účinnosti transformácie do 

chemokompetentných buniek baktérií E. coli. Na získanie templátovej D N A pre 

overenie vstupného vektoru Rop8_P2R-P3 v tejto reakcii boli využité narastené kolónie 

na pevnom selekčnom L B médiu. 

V laminárnom boxe bola rozliata sterilná voda po 10 ul do 6 mikroskúmaviek 

určených pre PCR reakciu. Do každej zvlášť bola vložená sterilná špička pipety. 

V laminárnom boxe boli špičkami sterom z povrchu média prenesené vzorky každej 

zo 6tich vybraných kolónií priamo do PCR vody a spoločne premiešané. Každá 

bakteriálna kolónia z L B média predstavovala templátovú D N A pre PCR reakciu. 

Pre samotnú PCR bol pripravený do spoločnej skúmavky tzv. master mix. 

V následnosti bol do každej mikroskúmavky napipetovaný 1 ul pDNA z kolónií a 9 ul z 

pripraveného PCR mixu doplnením do výsledného objemu 10 ul (Tab. 5). Pre 

amplifikáciu úseku s inzertom bol využitý M13 priamy a spätný primer (M13_Fw -

G T A A A A C G A C G G C C A G ; M13_Rev - C A G G A A A C AGCTATG AC) a nastavený 

program (Tab. 6) s D N A polymerázou (Cat#01-02-00500; Solis BioDyne OŮ). Obidva 

primery nasadajú na konkrétnu sekvenciu vo vstupnom vektore, vďaka čomu je možné 

porovnať molekulovú veľkosť PCR produktu s teoretickou hodnotou v in silico vektore. 

PCR produkt bol následne overený pomocou 1 % D N A agarózovej elektroforézy. 
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Tab. 5: Zloženie PCR reakčnej zmesi 

Použité chemikálie Množstvo 
PCR voda 4,6 ul 
5xBuffer (pufor) 2 ul 
2 mmol ľ 1 dNTPMix 0,2 ul 
10 mmol ľ 1 M13 priamy primer l u l 
10 mmol T 1 M13 spätný primer l u l 
HOT FIREPol® DNA polymeráza 0,2 ul 
Templátová DNA l u l 
Celkové množstvo reakcie 10 ul 

Tab. 6: Nastavenie programu PCR reakcie pre HOT FIREPol® DNA polymerázu 

Krok Teplota Cas Počet cyklov 
Vstupná denaturácia 95 °C 12-15 min. 1 

Denaturácia 95 °C 30-60 s 
Nasadanie primerov 50-68 °C 30-60 s 26-35 

Elongácia 72 °C 1-4 min. 
Finálna elongácia 72 °C 5-10 minút 1 

Schladenie 4°C 00 -

3.2.7 Kultivácia pozitívnych kolónií Escherichia coli so vstupným vektorom 

Po skončení PCR reakcie boli PCR produkty overené pomocou D N A agarózovej 

elektroforézy. U pozitívnych kolónií transformovaných buniek E. coli s inzertom nastal 

prenos do 4 ml tekutého L B média so selekčným antibiotikom (KanR) pomocou steru so 

sterilným páratkom. Tekuté L B médium s bakteriálnymi kultúrami bolo kultivované na 

trepačke v 15 ml kyvetách cez noc pri teplote 37 °C za stáleho trepania nastavenom na 

200 R P M . 

3.2.8 Izolácia plazmidovej DNA pomocou QIAprep® Spin Miniprep Kitu 

Pre izoláciu pDNA bola použitá bakteriálna suspenzná kultúra, ktorej nárast cez noc sa 

prejavil zakalením. Do 2 ml plastovej skúmavky boli preliate 2 ml bakteriálnej 

suspenzie, ktorá bola stočená v centrifúge pri izbovej teplote 3 min. a 8000 R P M . Po 

odliatí supernatantu bolo k sedimentu pridaných 250 ul vychladeného PI roztoku. 

Následne bolo pridaných 250 ul roztoku P2 a 350 ul N3 pufru. Po pridaní P2 bol ihneď 

roztok opakovane ručne premiešaný prevrátením dna, rovnako ako po pridaní N3 ešte 
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pred centrifugáciou. Vzniknutý obsah bol 15 minút centrifugovaný pri 13000 R P M bez 

chladenia pri izbovej teplote. Po stočení zmesi bolo 800 ul supernatantu prenesených do 

QIAprep 2.0 spin kolonky a zmes bola stočená v centrifúge 1,5 min. pri 10000 R P M . 

Zostávajúci roztok, ktorý sa nezachytil na kolónke bol odstránený. Tento krok bol 

opakovaný so 750 ul PE pufru. Prázdne kolonky umiestnené v zbernej skúmavke boli 

nakoniec stočené 3 min. pri rovnakým postupom, aby sa odstránil zostatkový premývací 

pufor. Na kolonky preložené v 1,5 ml mikrocentrifugačnej skúmavke bolo nanesených 

20 ul miľiQ vody a boli poslednýkrát stočené pri izbovej teplote 1 min. pri 10000 R P M . 

Toto stočenie bolo opakované za rovnakých podmienok s objemom 15 ul. U 

vyextrahovanej pDNA z kolonky bola zmeraná koncentrácia na NanoDrope. Izolovaná 

plazmidová D N A bola uchovávaná pri -20 °C. Overenie pDNA sa uskutočnilo 

sekvenovaním. 

3.2.9 Príprava glycerolových bakteriálnych zásobných kultúr 

Z vyizolovanej pDNA pozitívnych bakteriálnych kolónií boli pripravené glycerolové 

zásobné bakteriálne kultúry. Základom prípravy tzv. bakteriálnych konzerv boli 

narastené bakteriálne nočné kultúry a ich aseptický prenos. K u 600 ul prenesenej kultúry 

do sterilnej 2ml plastovej skúmavky bolo pridaných 600 ul 50 % glycerolu. Zložky 

vzoriek boli následne precízne premiešané, zmrazené v tekutom dusíku a uložené do 

mrazničky na -80 °C. 

3.2.10 Reštrikčné štiepenie 

Reštrikčné štiepenie slúžilo na otestovanie správnosti vytvoreného vstupného 

alebo destinačného vektora nesúceho konstrukt v podobe vyizolovanej plazmidovej 

D N A (pDNA) z chemokompetentných buniek E. coli. Kontrolu väčšinou predstavoval 

rovnaký plazmid ale bez vneseného inzertu s génom záujmu. K u reštrikčnému štiepeniu 

preto v prázdnom vektore dochádzalo na rozdielnych miestach a v odlišnom počte. 

Vzniknuté fragmenty bolo možné separovať agarózovou elektroforézou, pričom ich 

dĺžka zodpovedala počtu párov nukleotidových báz (bp). In silico návrh pre overenie 

výsledku štiepenia bol zhotovený v programe ApE verzia 2.0.70.0 podľa nukleotidovej 
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sekvencie konkrétneho plazmidu. V programe SnapGene bola odvodená reštrikčná mapa 

pre zvolený enzým. 

Pre priebeh reakcie reštrikčného štiepenia boli jednotlivé zložky reakčnej zmesi 

(Tab. 7) s výnimkou vzorky D N A spoločne zmiešané. Objem zmesi (40 ul) bol 

rozdelený do piatich PCR skúmavkových stripov po 8 ul, pričom do každého boli 

pridané 2 ul D N A vstupného vektora s inzertom. Samotné reštrikčné štiepenie prebiehalo 

2 hodiny pri 37 °C. Bol použitý enzým PstI, ktorý vytváral kohézne (lepivé) konce na 

D N A pri štiepení, čo umožňuje spárovanie s inými komplementárnymi D N A 

sekvenciami. Správna veľkosť rozštiepených fragmentov vstupného vektora bola 

overená gélovou elektroforézou na 1% agarózovom géli s farbivom Midori Green pre 

zviditeľnenie D N A podľa postupu opísaného v časti 3.2.2. Do jednotlivých jamiek na 

géli boli napipetované vzorky (10 ul) so 6x DNAnanášacím farbivom (2 ul). 

Tab. 7: Komponenty reštrikčného štiepenia vstupného klonu reštrikčným enzýmom Pstl 

Použité chemikálie Množstvo 
pDNA 2ul 
10X FastDigest Buffer l u l 
Reštrikčná endonukleáza Pstl 0,2 ul 
PCR voda 6,8 ul 
Celkové množstvo reakcie 10 ul 
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3.2.11 Sekveno vanie 

Sekvenovanie slúžilo na testovanie pozitívnych kolónií baktérií po vyizozlovaní pDNA 

QIAprep® Spin Miniprep Kitom v podkapitole 3.2.8. Vzorky pDNA s pozitívnymi 

kolóniami boli sekvenované firmou SEQme. Výsledky sekvenovania mali potvrdiť, či sa 

vo vstupnom vektore P2R-P3 nachádza inzert so správne zaklonovanou sekvenciou. 

Výstup bol porovnávaný so sekvenciou v programe SnapGene. 

3.2.12 LR rekombinačná reakcia 

Enzým Gateway® L R Clonase® II mal v L R reakcii význam pre zabezpečenie 

rekombinácie attL miest patriacich sekvencii génu ROP8 na vstupnom vektore s attR 

miestami destinačného vektora pB7m34GW,0 (Karími et al., 2005). Táto reakcia 

podniecuje vznik expresného klonu s konštruktom 35S::GFP:ROP8 nahradením ccdB 

génu za vstupný klon. 

Do 1,5 ml mikrocentrifugačnej skúmavky boli pri izbovej teplote pridané komponenty 

reakčnej zmesi (Tab. 8). K uvedeným komponentom boli pridané 2 ul rozmrazenej L R 

Clonase® II Plus a bolo nutné precízne premiešame na vortexe. Reakcia bola 

inkubovaná pri teplote 25 °C počas noci. Následne bol pridaný 1 ul roztoku 

proteinkinázy K, ktorý bol ponechaný na inkubáciu pri teplote 37 °C 10 minút. 

Tab. 8: Komponenty pre LR reakčnú zmes 

Použité chemikálie Množstvo 
pEN-L4-2Rl™ plazmid nesúci p35S sekvenciu 1 ul 
pEN-Ll-F-L2™ nesúci eGFP sekvenciu 1 ul 
pDONR™P2R-P3 kódujúci ROP8 cDNA sekvenciu 1 ul 
pDEST™ vektor pB7m34GW,0 1 ul 
LR Clonase® II Plus 2 ul 
TE pufor, pH 8.0 4 ul 
Celkové množstvo reakcie 10 ul 
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3.2.13 Transformácia Escherichia coli destinačným vektorom s inzertom 

K 50 ul chemokompetentných buniek E. coli kmeňa TOP 10 bolo pridaných 5 ul 

produktu L R reakcie. Pre narušenie bunkových stien baktérií prebehla inkubácia 50 ul 

baktérií v skúmavke na ľade po dobu 30 minút a ihneď boli vystavené 50 sekúnd teplote 

42°C. V následnosti na to boli prenesené na ľad. Do skúmavky bolo pridaných 250 ul 

SOC média. V ďalšom kroku sa uzavreté skúmavky nechali inkubovať 1,5 hodiny pri 

teplote 37°C vo vodorovnej polohe na inkubovanej trepačke s nastavenými 200 RPM. 

Destinačný vektor nesie rezistenciu na spektinomycín (SpeR). Na dve Petriho misky so 

stuhnutými 20 ml L B média, do ktorých bolo pridaných 20 ul selekčných antibiotík 

spektinomycínu (SpeR) arifampícnu (Rif 8), bolo nanesených 150 ul bakteriálnej kultúry, 

ktorá bola rozotretá pomocou sterilných plastových hokejok. Takto naočkované L B 

média boli inkubované cez noc pri 37 °C. 

3.2.14 Overenie destinačného vektoru reštrikčným štiepením 

Vyselektované kolónie boli testované na prítomnosť požadovaného konstruktu 

35S::GFP:ROP8 štiepením s reštrikčným enzýmom ApaLl a ďalšími zložkami reakčnej 

zmesi (Tab. 9). Reštrikčné štiepenie prebiehalo 20 minút v termocykléri pri nastavenej 

teplote 37 "C. Po skončení reštrikčného štiepenia destinačného vektoru boli 

k naštiepeným produktom pridané 2 ul 6x Loading Dye. V takejto podobe bola 

plazmidová D N A bola nanesená na agarózový gél. 

Tab. 9: Reštrikčné štiepenie destinačného plazmidu reštrikčným enzýmom ApaLl 

Použité chemikálie Množstvo 
pDNA 2ul 
Pufor l u l 
Reštrikčný enzým ApaLl 0,2 ul 
PCR voda 6,8 ul 
Celkové množstvo reakcie 10 ul 
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3.2.15 Sekvenovanie destinačného vektoru 

Sekvenovanie slúžilo na testovanie pozitívnych kolonií baktérií po vyizozlovaní 

plazmidovej D N A destinačného vektora pomocou QIAprep® Spin Miniprep Kitom 

opísané v podkapitole 3.2.8. Vzorka s pozitívnou kolóniou bola sekvenovaná firmou 

SEQme. Výsledky sekvenovania mali potvrdiť, že sa v destinačnom vektore nachádza 

správne zaklonovaný inzert s odpovedajúcou sekvenciou. Výstup bol porovnaný so 

sekvenciou vytvorenou v programe SnapGene. 

3.2.16 Transformácia do Agrobacterium tumefaciens a príprava nočnej 

kultúry 

15 ul vzorky D N A s konstruktem 35S::GFP:ROP8 pripraveným klonovaním aplikujem 

do 200 ul A. tumefaciens GV3101 ako zmrazené glycerolové inokulum. Bakteriálne 

bunky sú transformované vďaka teplotnému šoku, pretože bakteriálna kultúra bola 

uložená 40 minút na ľade, následne bola zmrazená 5 minút v tekutom dusíku a 15 min. 

rozmrazovaná pri izbovej teplote. Po pridaní 400 ul SOC média bola kultúra inkubovaná 

2 hodiny v tme pri 28 °C. Médium bolo potom rozliate do dvoch Petriho misiek. 

Sterilnou plastovou hokejkou boli rovnomerne po povrchu rozotreté antibiotiká. 

Najčastejším antibiotikom je spektinomycín (Speioo) ale môže byť použitý aj 

v kombinácii s rifampicínom, aby bol znemožnený rast iných mikroorganizmov ako A. 

tumefaciens (Rifso). Misky boli kultivované v tme pri teplote 28 °C. Deň pred stabilnou 

transformáciou lucerny boli narastené vyselektované kolónie A. tumefaciens 

s destinačným vektorom na pevnom L B médiu drevenou špajdlou sterilné prenesené do 

10 ml tekutého L B média s príslušnými antibiotikami (20 ul rifampicínu a 20 ul 

spektinomycínu). Kultúra sa nechala kultivovať cez noc v tme, pri 28 °C za stáleho 

miešania pri 200 R P M . 

3.2.17 Selekcia kolónií na základe colony PCR s M13 primermi 

Základný postup použita colony PCR pri overovaní je uvedený v podkapitole 3.2.6. Na 

overenie správnosti transformácie destinačného vektora (templátová DNA) do 

chemokompetentných buniek A. tumefaciens bol použitý pre amplifikáciu úseku s 
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konštruktom spätný a priamy primer M13. Komponenty PCR reakčnej zmesi sú uvedené 

v Tab. 10. PCR reakcia prebehla s nastaveným programom (Tab. 11) pre Phire Hot Start 

II D N A polymerázu (Cat#F122L; Thermo Scientific™). PCR produkty boli overené 

pomocou 1% D N A agarózovej elektroforézy podľa postupu uvedenom v podkapitole 

3.2.2. Pozitívne kolónie boli vypichnuté do tekutého L B média so selekčnými 

antibiotikami (SpeR a Rif 8 ) a kultivované podľa postupu v podkapitole 3.2.7. 

Tab. 10: Zloženie PCR reakčnej zmesi 

Použité chemikálie Množstvo 
PCR voda 4,6 ul 
5xBuffer (pufor) 2 ul 
2 mmolľ 1 dNTP Mix 0,2 ul 
10 mmolT1 M13 priamy primer 1 ul 
10 mmolT1 Ml3 spätný primer 1 ul 
Phire HS II DNA polymeráza 0,2 ul 
Templátová DNA 1 ul 
Celkové množstvo reakcie 10 ul 

Tab. 11: Program nastavenia priebehu fáz PCR reakcie 

Krok Teplota Čas Počet cyklov 
Vstupná denaturácia 98 °C 

98 °C 
68,7 °C 
72 °C 
72 °C 
4°C 

5 min. 
5s 
5 s 

20 s 
1 min. 

1 
Denaturácia 

Nasadanie primerov 40 
Elongácia 

Finálna elongácia 1 
Schladenie OO 
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3.3 Tranzientná transformácia listov Nicotiana benthamiana 

Na začiatku bolo pripravené kokultivačné médium obsahujúce 10 m M MgC12, 10 mM 

MES (pH 5,6) a 150 uM acetosyringónu. 

Bakteriálna kultúra A. tumefaciens na tranzientnú transformáciu N. benthamiana bola 

pripravená sterilné pridanými 20 ul rifampicínu a 5 ul spectinomycínu. Rezistencia na ne 

je obsiahnutá v sekvencii konstruktu. Do 5 ml tekutého L B média. 0,5 ml čistého L B 

média s antibiotikami bolo odobraté, pretože slúžilo ako slepá vzorka, tzv. "blank" pri 

meraní O D . Do zvyšného média s antibiotikami bolo pridaných 30 ul vopred 

pripraveného glycerolového inokula A. tumefaciens nesúce konstrukt 35S:GFP::/?0P<S 

v časti 3.2.18. Takto pripravené médium bolo zabalené do alobalu a kultivované cez noc 

pri teplote 28 °C a 180 R P M na trepačke. Na druhý deň pri zisťovaní ODÓOO na 

spektrofotometri bolo ako prvé zmerané odobraté médium z prvého dňa s antibiotikami 

bez bakterií ako referenčná vzorka. Pri meraní bolo vždy odpipetovaných 50 ul do 

sklenenej kyvety v laminárnom boxe. Bolo potrebné nariediť kultúru, aby mala ODÓOO 

výslednú hodnotu 0,7 v 1 ml. Bol vypočítaný objem, ktorý bol centrifugovaný pri 2000 

g, 10 min. pri 4 °C. Supernatant bol odliaty pre nahradenie 2 ml kokultivačného média, v 

ktorom sa pelet rozptýlil na vortexe. Suspenzia sa potom inkubovala 2 hodiny v tme pri 

izbovej teplote. Netransformované tabakové rastliny boli poliate asi 2 hodiny pred 

infiltráciou, aby sa im otvorili prieduchy. Po inkubácii sa suspenzia nasávala do 

injekčnej striekačky a bola opatrne zatlačená proti tlaku prstu na adaxiálnej strane listu 

v oblasti medzi žilnatinou. Táto oblasť bola označená fixou. Ako negatívna kontrola bolo 

použité kokultivačné médium. Označené transformované rastliny boli prenesené do 

fytotronu a prikryté čiernym igelitovým vrecom a umiestnené do tmy pred 

mikroskopickým pozorovaním, ktoré sa uskutočnilo na 3. deň po transformácii. 

Transformované epidermálne bunky boli pozorované Airyscan C S L M vybaveným 

objektívom Plan-Apochromat 20x/0,8 (Carl Zeiss, Nemecko). Vprincpípe funguje ako 

vylepšený fluorescenčný mikroskop. Následné digitálne spracovanie pripravených 

preparátov prebiehalo pomocou softvéru Zen (modrá verzia). 
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3.4 Stabilná transformácia lucerny siatej s využitím somatickej 

embryogenézy 

Na získanie stabilne transformovanej línie M. sativa s fúziou GFP (eGFP) s ROP8 

poháňaným pod promótorom 35S boli listy zrelých rastlín transformované A. 

tumefaciens GV3101 nesúcim tento konstrukt (35S::GFP:ROP8) v destinačnom vektore 

pB7m34GW,0. K získaniu transgénnych línií lucerny siatej boli použité listové 

explantáty z 2. až 5. stonkového uzlu nekvitnúcich rastlín M. sativa. Po ich sterilizácii 

následoval proces somatickej embryogenézy a nakoniec regenerácia trangénnej rastliny. 

Postup transformačného protokolu vychádzal z práce Samac & Austin-Phillips (2006) 

pre účinnú transformáciu lucerny siatej. Podmienky kultivácie boli nemenné počas 

celého priebehu stabilnej transformácie v kultivačnej miestnosti. Sú rozpísané v 

podkapitole 3.1.2. 

3.4.1 Sterilizácia rastlinného materiálu 

Z rastlín kultivovaných v in vivo podmienkach boli po odtrhnutí zdravé listy ponorené 

do 50 ml flakóny s nesterilnou vodou z kohútika. Používané roztoky boli sterilizované 

cez bakteriálny filter. Odtrhnuté listy boli sterilizované v 25 ml 70 % etanolu po dobu 10 

s. Následne boli listy prenesené do 40 ml roztoku milliQ vody so 40 ul Tween-20. V 

ďalšom kroku boli listy prenesené do roztoku milliQ vody (36 ml), hypochloridu 

sodného (4 ml) s prídavkom Tween-20 (40 ul). Listy boli v tomto roztoku ponechané 1,5 

min. Nakoniec boli sterilizované listy opláchnuté trikrát v Petriho miskách s milliQ 

vodou. 

3.4.2 Kultivácia A. tumefaciens na L B médiu 

Bola pripravená kultúra baktérií s vneseným konstruktem podľa postupu v 3.2.16. 

Kolónie A. tumefaciens na pevnom L B médiu s prídavkom antibiotík (Rif 8 a SpeR) boli 

zvlášť prenesené do rozliateho tekutého L B média po 4 ml vo falkónách a boli 

inkubované pri 28 °C s miešaním podmienkach za tmy počas noci. Pred použitím bolo 

zisťované ODÓOO, ktorého hodnota by sa mala nachádzať v rozmedzí 0.6-0.8, inak bolo 

potrebné zriedenie kultúry. Takto pripravená bakteriálna kultúra bola stočená v 
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centrifúge 5 min. na 3000 g pri izbovej teplote. Supernatant bol zliaty a sediment bol 

rozpustený v čistom tekutom L B médiu bez prídavku antibiotík. 

3.4.3 Prenos listových explantátov M. sativa na SH médium s A. tumefaciens 

Sterilizované listy boli rozrezané na polovicu pomocou sterilného skalpela a bola 

oddelená ich spodná časť so stopkou. Tieto listové explantáty boli uložené v plastových 

flakónoch s 12 ml SH média a 3 ml suspendovanej „štartér" kultúry A. tumefaciens 

z predchádzajúceho kroku. Boli ponechané za mierneho miešania (20 RPM) 30 min. 

v tme na trepačke pri 21 °C. Následne boli explantáty umiestnené na filtračný papier, 

osušené a prenesené na čisté B5H médium. Negatívnu kontrolu predstavovali listové 

explantáty uložené na čisté L B médium bez baktérií. 

3.4.4 Kultivácia lucerny siatej na B5H médiu 

Inokulované listové explantáty z SH média boli po osušení prenesené na B5H médium 

bez obsahu akýchkoľvek antibiotík v počte dvoch trojlístkov na misku, pričom bolo 

pripravených celkovo 12 misiek s médiom. Toto médium obsahovalo fytohormóny (2,4-

D a kinetín) pre indukciu tvorby kalusov. 

3.4.5 Kultivácia lucerny siatej na B5H médiu s prídavkom antibiotík 

Po 7 dňoch kultivácie sa na povrchu explantátov vytvoril povlak narastených baktérií A. 

tumefaciens. Takéto explantáty bolo nutné premyť 3-5krát v milliQ vode. Explantáty 

omyté od A. tumefaciens a následne osušené boli prenesené na pripravené B5H médium 

so selekčnými antibiotikami PptR a Tic R . 

3.4.6 Kultivácia lucerny siatej na B50 médiu 

Po troch týždňoch boli vytvorené kalusy sterilné prenesené na B50 médium s obsahom 

antibiotík (PptR a Tic R ) , ktoré už neobsahovalo fytohormóny. V takomto zložení médium 

indukuje vznik embryí. Zapáskované Petriho misky s kalusmi boli prenesené do 

fytotronu na kultiváciu. Kalusy boli opäť kultivované zhruba 2-3 týždne, pokiaľ 

nenarástli somatické embryá. 

41 



3.4.7 Kultivácia lucerny siatej na M M S médiu 

Vzniknuté somatické embryá, ktoré dosiahli vývinové štádium kotyledonárnych listov, 

boli jednotlivo sterilné prenesené z B50 média na klíčiace M M S médium na konverziu 

rastliny. Boli uložené tak, aby malo embryo prístup k živinám v médiu. M M S médium 

bolo pripravené ako základné MS médium s prídavkom PptR a Tic R . Na M M S médiu 

dochádzalo ku klíčeniu a vytváraniu koreňovej sústavy. Zapáskované misky boli 

umiestnené do fytotronu. Somatické embryá by mali byť kultivované zhruba 2-3 týždne, 

pokiaľ by nebol viditeľný rast koreňov. Mala by nasledovať kultivácia klíčencov 

s najrozvinutejšími koreňmi na MS médiu pre vznik plne regenerovanej rastliny. 

Z časových dôvodov nebolo možné zrealizovať túto fázu, pretože embryá pre 

zakoreňovanie potrebovali dlhšie časové obdobie ako dva týždne. Nebolo preto možné 

zrealizovať kontrolu transformantov mikroskopickou analýzou ani PCR genotypovaním. 

4 VÝSLEDKY 

Táto kapitola práce je venovaná dosiahnutým výsledkom počas experimentálnej časti. 

Jej obsah je tématicky rozdelený do troch samostatných podkapitol, ktoré na 

seba nadväzujú a sú medzi sebou vzájomne prepojené. Výsledky sú zoradené 

chronologicky podľa časovej postupnosti, v akej prebiehali. V prvej časti sú popísané 

výsledky z celého priebehu klonovania pomocou Gateway® technológie pre simultánnu 

prípravu niekoľkých D N A fragmentov. Druhá časť je zameraná na tranzientnú 

transformáciu N. benthamiana a posledná časť opisuje stabilnú transformáciu lucerny 

siatej pripraveným konstruktem v prvej časti. 

4.1 Príprava klonovacích vektorov 

V tejto časti práce sú popísané výsledky získané pri vytváraní konstruktu pre expresiu 

GFP-fúzneho proteinu ROP8 na princípe molekulárneho klonovania. Takmer celá in 

silico analýza kopírujúca priebeh klonovania spojená s vytvorením vektorových máp 

bola zhotovená v programe SnapGene. Pre vyhodnotenie reštrikčného štiepenie 

a sekvenovania bol využitý plazmidový editor ApE. Pre porovnanie homológie 

sekvencie génu získanej sekvenovaním s dostupnými sekvenciami v databázach a pre 

overovanie práce v SnapGene, bol využitý program Geneious Prime. 
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4.1.1 PCR rekcia s attB primermi 

Amplifikovaná cDNA sekvencia génu ROP8 so STOP kodónom o veľkosti 594 bp 

(Obr. 2) bola získaná na základe zistenej sekvencie cDNA ROP8 z referenčnej databázy 

lucerny siatej, kultivaru XinJianDaYe (MS.gene055764.tl; Chen et al., 2020) a pomocou 

páru att primerov. Primery boli navrhnuté podľa odporúčania v MultiSite Gateway® 

konštrukčnom kite pre trojfragmentový vektor a pomocou programu SnapGene. Jedným 

z kritérií bol počet párov báz zo sekvencie určenej na amplifikáciu a teplota nasadania 

primerov (Tm) v rozsahu 50-60 °C. Rozhodujúcim bol aj výber D N A polymerázy, ktorá 

bola súčasťou reakčnej PCR zmesi spolu s inými zložkami. Pre túto reakciu bola vybratá 

iProof™ High-Fidelity D N A polymeráza. Ako negatívna kontrola bola použitá PCR 

H 2 0 . 

[tí] Start .Primer 1 [1. . 29) 

(213) StílI 

[200) Ps i l 

(425) SdpI - Bí|iQI 
(433) PasI 

[3»] Pfo l* 
[390) Bell* I 

Bsg l [473] 
BsmI [475] [594) End PnmerZ (559,. 594] 

ROP8_STOP kodóri 
554 IJ|J 

Obrázok 2: PCR produkt s attB primermi. Zhotovené pomocou SnapGene. 

Obrázok 3: PCR produkt cDNA ROP8 so STOP 
kodónom. NK - PCR voda. M - marker GeneRuler lkb 
Plus DNAladder. 
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4.1.2 Príprava a overenie vstupného vektora pomocou reštrikčného 

štiepenia 

V tejto fáze priebehu klonovania bol štiepený vstupný vektor so zaklonovaným génom 

Rop8 v podobe vyizolovanej pDNA s M l 3 miestami pre nasadanie špecifických 

primerov (Obr. 4). Pre štiepenie v jednom mieste na vstupnom vektore bol použitý 

reštrikčný enzým PstI, čím sa vytvoril fragment D N A s veľkostou 3233 párov báz (bp). 

Na prázdnom vektore tento enzým štiepil na dvoch reštrikčných miestach a bol 

zodpovedný za vytvorenie dvoch fragmentov D N A s rôznou dĺžkou reťazca - 2923 bp 

a 1850 bp (Obr. 5). Výsledok štiepenia je zobrazený na géli (Obr. 6.) 

Obrázok 4: In silico zhotovená mapa vstupného vektora pDONR P2R-P3 s inzertom ROP8. 
Zhotovené v programe SnapGene. 
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( 2 4 2 2 ) P s t l 

Obrázok 5: In silico zhotovená mapa vstupného vektora pDONR P2R-P3 bez 
inzertu. Zhotovené v programe SnapGene. 

ROP8 
P2R-P3 P2R-P3 NK 

Obrázok 6: Reštrikčné štiepenie vstupného klonu génovej sekvencie ROP8 v pEN-
P2R-P3 s reštrikčným enzýmom Pstl (572 bp) a prázdného vstupného vektora P2R-P3 
s Pstl (2925 bp + 1850 bp). NK - PCR voda. M - marker GeneRuler lkb Plus DNA 
ladder. 
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4.1.3 Overenie vstupného vektora pomocou colony PCR 

PCR reakciou s M13 primermi vznikol PCR produkt o veľkosti 978 bp. Táto hodnota 
súhlasila s teoretickým predpokladom zisteným pomocou in silico klonovania 
v SnapGene. V reakcii boli použité M13 primery. Výsledok reštrikčného štiepenia na 1% 
agarózovom geli zobrazuje Obr. 7. 

Obrázok 7: Snímok agarózového gélu po colony PCR. 1 a 2 - náhodne vybraté kolónie 
transformovaných chemokompetentých buniek A. tumefaciens GV3101 nesúcich destinačný 
vektor s inzertom GFP-ROP8, NK - negatívna kontrola (PCR voda), M - marker GeneRuler 
lkb Plus DNA ladder. 

4.1.4 Sekvenovanie 

Ďalším spôsobom overenia správnosti prevedenia BP reakcie bolo sekvenovanie 

destinačného vektora (Obr. 8). Porovnaním sekvencií v databázach bolo nájdených 100 

homológnych proteínov v iných rastlinách, ktoré dosahovali 87.6% homológie. Z nich až 

32 dosiahlo homológiu nad 95%. U väčšiny sa však jednalo iba o predikované 

sekvencie, ktoré neboli doteraz anotované. Zahrnutím tohto faktu sa počet skutočných 

potvrdených homológov proteinu znížil. Najväčšia zhoda bola zaznamená u rastliny 
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Medicago truncatula a iných členov čeľade bôbovitých rastlín {Trifolium pratense). 

Výsledky sekvenovania boli porovnané pomocou programu ApE. 
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Obrázok 8: Vyznačená časť sekvencie zodpovedá sekvencii cDNA ROP8 od prvého kodónu. 
Výsledok bol poskytnutý firmou Seqme. 

4.1.5 Overenie destinačného vektora pomocou Colony PCR 

Po overení destinačného vektora so zaklonovaným inzertom (Obr. 9) pomocou 

reštrikčného štiepenia a následného sekvenovania, bol konstrukt transformovaný do 

chemokompetentných baktérií A. tumefaciens GV3101 z nočnej kultúry vo forme 

bakteriálnych konzerv. Úspešnosť transformácie A. tumefaciens bola overená pomocou 

colony PCR. Veľkosť amplifikovaného PCR produktu (Obr. 10) sa zhodovala s in silico 

lineárnou sekvenciou PCR produktu po L R reakcii (Obr. 11), čo naznačovalo, že daná 

bakteriálna kolónia obsahovala požadovanú D N A sekvenciu. Pre amplifikovanie boli 

použité M13 primery. Ako negatívna kontrola bola použitá PCR voda. Pre porovnanie 

slúžil aj destinačný vektor bez inzertu (Obr. 12). PCR a následná elektroforéza potvrdili 

prítomnosť konstruktu 35S::GFP:ROP8 v A. tumefaciens v troch náhodne vybratých 

kolóniách zo šiestich v podobe „bandu" o veľkosti 2583 bp. 
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(304 .. 319) M13F at tB F ragmen t .REV (328 .. 390) 

Obrázok 9: In silico zhotovená mapa destinačného vektora pB7m34GW, 0 s konstruktem 
35S:GFP:ROP8. Zhotovené v programe SnapGene. 

NK 1 2 3 

Obrázok 10: Reprezentatívny elektroforetický obrázok colony PCR náhodne vybratých kolonií 
transformovaných chemokompetentých buniek E. coli TOP 10 so vstupným vektorom. 
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[0) Start j âttB Fragment.REV (25 .. 87} 
attB Fragment.FOfí (609 .. 660] (2583) End M13 R (2567 .. 2583) 

I 

st: 31 

I 

gt_CaMV35S_Fwl 
C 

35S+GFP+ROP8 

Obrázok 11: PCR produkt po colony PCR. Zhotovené v programe SnapGene. 

ML3F (304 .. 319) 

Obrázok 12: In silico zhotovená mapa destinačného vektora pB7m34GW, 0 bez inzertu. 
Zhotovené v programe SnapGene. 
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4.1.6 Overenie destinačného vektora pomocou reštrikčného štiepenia 

V destinačnom vektore pB7m34GW,0 s inzertom ROP8 dochádza k štiepeniu na dvoch 

miestach s troma očakávanými fragmentárni D N A s veľkosťou 9174 bp, 1092 bp a 498 

bp. Očakávané veľkosti úsekov sú znázornené na Obr. 5. Ako pozitívna kontrola boli 

použité prázdne plazmidy, ktoré neniesli zaklonovaný inzert a vykazovali reštrikčné 

štiepenie na odlišných miestach (Obr. 13). 

Obrázok 13: Reštrikčné štiepenie vstupného klonu génovej sekvencie ROP8 v pB7m34GW,0 s 
reštrikčným enzýmom ApaL (498 bp + 1092 bp + 9174 bp) a PK - prázdneho vstupného 
vektora pB7m34GW,0 s ApaL (498 bp + 1092 bp + 3734 + 4621 bp). M - marker GeneRuler 
lkb Plus DNA ladder. 

4.1.7 Sekvenovanie 

Sekvenovaním bola potvrdená prítomnosť gfp sekvencie v konštrukte 

35S::GFP:ROP8_pB7m34GW,0, ktorá sa zhodovala s in silico predikciou vo vyznačenej 

časti reťazca (Obr. 14). 
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Obrázok 14: Výsledok sekvenovania časti pDNA pB7m34GW,0 s inzertom 
35S::GFP:ROP8, In silico pripravená sekvencia pB7m34GW,0 + 35S::GFP:ROP8 bola 
porovnaná v programe ApE so sekvenciou vyizolovanej pDNA. Označená oblasť (červený 
obdĺžnik) predstavuje takmer identickú časť sekvencie gfp, ktorá sa nachádza na 
destinačnom vektore pB7m34GW,0. Výsledok poskytnutý firmou Seqme. 

4.2 Tranzientná transformácia Nicotiana benthamiana 

Tranzientná transformácia listov tabaku slúžila na overenie funkčnosti konstruktu 

35S::ROP8:GFP pred stabilnou transformáciou, ktorá je náročnejšia na prevedenie. 

Potvrdenie funkčnosti vychádza z predpokladu, že na tretí deň od agroinfiltrácie listov 

N. benthamiana, by mal byť pozorovateľný fluorescenčný signál v listových 

epidermálnych bunkách, v ktorých bol konstrukt exprimovaný. 

Protein ROP8 značený zeleným fluorescenčným proteínom GFP bol pozorovaný vo 

veľkej miere v jadrách (okrem jadierok). Fluorescenčný signál bol ďalej prítomný 

v cytoplazme (okolie organel) a v blízkosti plazmatickej membrány, avšak neznamená to 

okamžite aj lokalizáciu génu v týchto častiach bunky. Signál nie je rovnomerne 

rozvrstvený v bunkách, ale v niektorých miestach, napríklad v blízkosti plazmatickej 

membrány bol signál pozorovaný ako viac difundovaný (Obr. 15 A a C). Mohlo dôjsť 

k rozštiepeniu viazaného GFP na voľné. Kontrola autofľuorescencie je detekovaná ako 

modré svetlo (Obr. 15 B a C). Negatívnu kontrolu predstavoval v tomto prípade 

kokultivačný roztok (Obr. 16), kde nebol zachytený žiaden GFP signál. Všetky obrázky 

z tohto mikroskopovania boli vyhotovené na fluorescenčnom mikroskope Airyscan 

C L S M . 
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Obr. 15: Lokalizácia různého konstruktu 35S::GFP:ROP8 proteinu v tranzientne transformovaných 
bunkách N. benthamiana. A protein ROP8 vizualizovaný pomocou fúzie s GFP, kanál pre emisiu 
488 nm. B kanál pre chlorofyl ako kontrola autofluorescencie, C zlúčené kanály s prechádzajúcim 
svetlom, chlorofylom a GFP. Hroty bielych šípok ukazujú na chloroplasty a červených šípok na 
jadierka v cytoplazmatických pásoch. Hviezdičky vyznačujú zhluky fluorescenčných 
signálov na plazmatických membránach. Mierka 50 um. Airyscan C L S M . 

Obrázok 16: Negatívna kontrola v zlúčených 
kanáloch pre chlorofyl, GFP, prechádzajúce svetlo a 
mRFP, Hroty bielych šípok ukazujú na chlorofyl v 
chloroplastech Mierka 50 um. Airyscan CLSM. 
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4.3 Stabilná transformácia lucerny siatej 

Po overení bakteriálnych kolónií A. tumefaciens, je možné tvrdiť, že obsahujú 

destinačný vektor s konstruktem génu Rop8. Bakteriálne suspenzie Agrobacterium 

s týmto konstruktem boli použité k stabilnej transformácii lucerny siatej. Regenerácia 

rastlín prebehla nepriamou somatickou embryogenézou (Obr. 17). Ako explantáty boli 

použité sterilizované mladé listy lucerny siatej narezané na polovicu. Tie boli ko-

kultivované na B5H médiu s transformovanými A. tumefaciens obsahujúcim 

požadovaný vektor s inzertem (Obr. 17 A). A. tumefaciens po týždni kultivácie obrástlo 

explantát listu (Obr. 17 A). Explantáty boli omyté vo vode a prenesené na B5H médium 

so selekčným antibiotikom (PptR) a eliminačným antibiotikom pre baktérie (TicR) (17 

B). Došlo k indukcii tvorbe kalusu (Obr. 17 C). Kalus s bunkami bez funkcie bol 

prenesený na B50 PptR /Tic R médium, kde na základe zloženia média došlo 

k diferenciácii a k vytváraniu embryí (Obr. 17 D). Zrelé embryá boli prenesené na M M S 

PptR /Tic R médium, aby došlo k indukcii rastu koreňov. Dostatočne vyvinuté klíčence 

nebolo možné z časových dôvodov preniesť na MS médium pre získanie 

regenerovaných stabilne transformovaných rastlín lucerny siatej. 

Obr. 17: Fázy priebehu stabilnej transformácie lucerny siatej. A. Listový explantát obrastený A. 
tumefaciens na B5H médiu na 7. deň po transformácii, B. listový explantát po premytí A. 
tumefaciens po 7 dňoch kultivácie na B5H médiu s obsahom selekčných antibiotík (TIC, PPT), 
C. vytvorený kalus po 14 dňoch od transformácie na B5H médiu s antibiotikami (TIC, PPT), D. 
kalus s tvoriacimi sa somatickými embryami na B50 médiu s antibiotikami (TIC, PPT). Mierka 
A 2000 um a C - D 1000 um (B-D). A - D AXIO Zoom.c 
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5 DISKUSIA 

Hlavným výstupom tejto práce, v ktorom sa spájali všetky ciele, bolo pripraviť 

Honováním fúzny konstrukt nesúci fluorescenčné značenie. Použitá technológia 

klonovania MultiSite Gateway slúžila na simultánne klonovanie viacerých fragmentov 

D N A (Sasaki et al., 2004). Rovnako ako u klonovania živočíchov, aj pre rastlinné 

binárne T- D N A vektory boli navrhnuté protokoly pre MultiSite Gateway klonovanie 

(Karími et al., 2005) založené na miestne špecifickej rekombinácii. Technológia 

umožňovala pri príprave konstruktu zostavenie viacerých fragmentov D N A vo vopred 

definovanom poradí, či orientácii (Karími et al., 2007). 

V experimentálnej časti bakalárskej práce bola ako súčasť jedného z cieľov 

uskutočnená in silico analýza kopírujúca priebeh experimentu. Bola sústredená hlavne 

na vyhľadávanie sekvencií génov a plazmidov v databázach, návrh primerov, prípravu 

vektorov po BP a L R reakcii v samotnom procese klonovania a ich štiepenia použitými 

reštrikčnými enzýmami na špecifických miestach v sekvencii (Elmayan & Vaucheret, 

1996a). Na konci jednotlivých experimentov prebehlo overovanie správnosti priebehu 

klonovania porovnaním s in silico teoreticky pripravenými vektormi. 

Na začiatku procesu klonovania bolo potrebné získať sekvenciu cDNA lucerny, ktorá 

kódovala malý protein viažuco GTP Bola potrebná amplifikácia metódou PCR. 

Degenerované oligonukleotidy založené na vysoko konzervovaných aminokyselinových 

sekvenciách GTPáz je možné využiť ako primery (Yang & Watson, 1993). (Sorek et al., 

2007, 2010b; Poraty-Gavra a kol., 2013). Pre tento experiment boli navrhnuté att 

primery pre BP a L R reakciu, ktoré vytvorili vsupný a destinačný vektor. Prítomnosť 

požadovaného konstruktu bola overená colony PCR alebo sekvenáciou (Seqme). Po 

izolácii plazmidovej D N A prebehlo overovanie prítomnosti a funkčnosti vytvoreného 

konstruktu v chemokompetentných bunkách baktérií reštrikčným štiepením. Štiepenie 

reštrikčnými enzýmami môže okrem iného určiť aj počet kópií trangénu vo vektore 

(Elmayan & Vaucheret, 1996), čo ale v tomto prípade využívané nebolo. 

Tranzientnou transformáciou listov N. benthamiana bolo možné potvrdiť účinnosť 

konstruktu. Zavedené segmenty D N A sú u tranzientnej transformácie exprimované v 

omnoho vyšších úrovniach ako u stabilnej. Pre kontrolu génovej expresie funkčného 

konstruktu s ROP8 v listoch N. benthamiana musel protein niesť epitopovú značku 
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(GFP) (Chalfie et al., 1994; Klinkenberg, 2014). Týmto spôsobom sa určuje jeho funkciu 

v rastlinách, subcelulárnu lokalizáciu vrátane analýzy účinnosti promótorov alebo 

interakcií protein-protein (Janssen & Gardner, 1990; L i et al., 2009; Sheludko, 2008; 

Yang et al., 2000). GFP bolo možné nahradiť aj YFP (Lin et al., 2021). Expresia gfp 

cDNA v hostiteľovi mohla spôsobiť mutáciu a produkciu proteínov s rôznymi 

fluorescenčnými vlastnosťami (Chalfie, 1995), čo mohlo narušiť správnosť výsledkov 

pozorovania. V mojom preparáte nebola všade rovnaká intenzita fluorescenčného 

signálu. Expresia transgénu nie vždy koreluje s počtom kópií transgénu a môže sa veľmi 

líšiť kvôli miestu integrácie, preto sa rozdiely v expresii pripisujú „efektom polohy" 

(Elmayan & Vaucheret, 1996; Mlynárova et al., 1996). Na dosiahnutie 2-3-násobne 

vyššej expresie génov, napríklad pre selekčné markery, než ktorú zabezpečuje 

hostiteľský genóm, bol použitý silný promótor 35S vírusu karfiolovej mozaiky (CaMV) 

(Yoo et al., 2005). 

ROP8 bol lokalizovaný v jadrách, pričom v jadierkach nevykazoval žiadny signál. 

Dvojitý membránový obal jadra umožňuje selektívny vstup proteínov cez špecializované 

komplexy jadrových pórov do 60 kDa. Pre spoľahlivý transport konštruktov 

nakloňovaných s GFP (29 kDa) do jadra musia mať proteiny v primárnej sekvencii 

nukleárny lokalizačný signál (NLS), pretože by samy o sobe neprešli. Z časových 

dôvodov nebolo možné overiť veľkosť konstruktu (Nigg, 1997). Veľkosť ROP8 je 

možné odvodiť od veľkosti jeho homológnych proteínov, ktoré majú veľkosť od 21 do 

24 kDa (Feiguelman et al., 2018). Teoreticky by mal byť v podobe konstruktu aj bez 

NLS transportovaný do jadra bez problémov. 

Podľa Lin et al., (2021) ROP8 vykazuje za normálnych podmienok vzory lokalizácie 

na plazmatickej membráne spolu s cytoplazmatickou, jadrovou a perinukleárnou 

lokalizáciou. Bodový signál pri tomto pozorovaní, ktorý nebol zachytený pri mojom 

experimente, značil intracelulárnu lokalizáciu v bunkách. Jeho lokalizácia sa ďalej líšila 

pri procese autofágie, na ktorom sa podieľa. Za stresových podmienok je ho možné 

identifikovať v aktívnej podobe na autofagozomálnych štruktúrach alebo sa degraduje vo 

vakuole (Lin et a l , 2021). ROP typu I fúzované s GFP (GFP-ROP6), ku ktorým sa 

ROP8 radí, exprimované pod 35S promótorom v rastlinách Arabidopsis, boli 

lokalizované iba v plazmatickej membráne (Poraty-Gavra et al., 2013; Sorek et al., 
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2007). Výsledok sa nezhoduje s mojím pozorovaním. Môže to naznačovať, že ROP8 

nemá veľkú podobnosť s ostatnými zástupcami tohto typu GTPáz. Je dôležité brať do 

úvahy výber pozorovaného pletiva, pretože v imunolokalizačných experimentoch s 

polyklonálnymi antiROP protilátkami závisela subcelulárna lokalizácia ROP práve od 

tohto faktoru (Lin et al., 1996; Molendijk, 2001; Sorek et al., 2010). Napríklad v 

epidermidis klíčných listov boli ROP nájdené v plazmatickej membráne a výstupných 

miestach ER (Zhang et al., 2010). 

Ďalším cieľom experimentálnej práce bolo navodenie somatickej embryogenézy 

a následná stabilná transformácia lucerny siatej s A. tumefaciens podľa upraveného 

protokolu Samac & Austin-Phillips (2006) pre kmeň GV3101. Metóda bola prevedená 

na listových explantátov rastliny M. sativa kultivaru Regen SY (RSY). Slúžila na 

zavedenie transgénneho konstruktu 35S::GFP:Rop8 do rastliny. Pri kultivácii na 

rastlinných explantátoch boli viaceré média obohatené o PPT. Miera rezistencie naň by 

mala po určitej dobe (4 týždne) zostať u odolnejších genotypov konštantná, ale 

a u menej odolných sa rezistencia vymizla úplne a rastliny neprežili (Wen et al., 2019). 

PPT sa vyznačuje tým, že môže zmeniť bunkový metabolizmus u M. truncatula, čo 

pravepodobne platí aj pre M. sativa. V prípade využitia selekcie s kanamycínom 

a hygromycínom by však mohlo dôjsť k nízkemu počtu transgénov, prípadne by bol 

zrejme pozorovaný výskyt chimérických transgénov (Seabra et al., 2012; Wen et al., 

2019). 
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6 ZÁVER 

Teoretická časť bakalárskej práce bola venovaná predstaveniu rastliny M. sativa - jej 

všeobecnej charakteristike, významu v genetickom inžinierstve alebo v oblasti 

pestovania pre zlepšenie vlastností pôdy a jej využitie ako kŕmnej plodiny. Súčasťou 

rešerše boli metódy stabilnej transformácie, ktoré možno použiť pri transformácii M. 

sativa. Najväčší priestor bol venovaný transformácii prostredníctvom A. tumefaciens, 

pretože táto metóda bola využívaná aj pri tejto práci. Záver teoretického úvodu do 

problematiky bol venovaný stručnému prehľadu základných informácií o 

ROP GTPázach. V tejto podkapitole bola spísaná ich základná charakteristika so 

zaradením, ich cyklus a význam pri signalizácii na stresové faktory a vytváranie vzorov 

v procese formovania štruktúr počas embryonálneho vývoja, tzv. „patterning". 

Experimentálna časť práce opisuje prípravu vektorov pre vytvorenie konstruktu GFP-

fúzneho proteinu ROP8. Pripravený konstrukt bol po zaklonovaní do vhodných vektorov 

transformovaný do chemokompetentných A. tumefaciens, ktoré slúžili pre tranzientnú 

transformáciu do N. benthamiana a stabilnú transformáciu M. sativa. Prítomnosť 

správne zaklonovaného inzertu ROP8 do bakteriálnych plazmidov bola overená metódou 

colony PCR, reštrikčným štiepením a sekvenovaním. 

Zrealizovaná tranzientná transformácia listov N. benthamiana slúžila pre testovanie 

prítomnosti vytvoreného konstruktu. Výsledky práce z mikroskopovania listov 

konstruktem 35S::GFP:ROP8 potvrdili expresiu génu v jadre. Na ďalšie zváženie 

zostáva potvrdenie subcelulárna lokalizácie fúzneho proteinu v cytoplazme a 

plazmatickej membráne pomocou špecifických markerov 

Cieľom stabilnej transformácie bolo vniesť pripravený konstrukt 35S::GFP:ROP8 aj 

do M. sativa. Potvrdenie prítomnosti trangénu u selektantov stabilne transformovanej 

lucerny nesúcich konstrukt už z časových dôvodov nebolo možné. Takto overené 

regenerované rastliny mohli byť prenesené do podmienok ex vitro a v tejto podobe 

poskytovať materiál využitý v budúcich experimentoch. Výzkum v spojitosti s týmto 

proteínom v lucerně by mohol byť zameraný na reguláciu autofágie symbiotických 

baktérií s koreňmi alebo organizáciu cytoskeletu (kortikálneho, aktínových filamentov) 

spojenú s definovaním určitého vzoru pri zakladaní buniek, určení tvaru a bunkovej 
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polarity. Okrem toho všetkého sa podieľajú aj na prenose signálu ako súčasť iných 

signálnych dráh. 
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8 ZOZNAM SKRATIEK 

2,4-D kyselina 2,4-dichlórfenoxyoctová 
A. thaliana Arabidopsis thaliana 
A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens 
ABA kyselina abscisová 
AmpR ampicilín 
ApE A plasmid Editor 
bar herbicíd bialaphos 
bp páry nukleotidových báz 
CAMV vírus karfiolovej mozaiky 
CDPK Ca2+-závislá proteínkináza (Ca2+-dependent protein kinase) 
CPK kalmodulínu podobná doménová proteínkináza (Calmodulin like 

domain protein kinase) 
CRIB Cdc42/Rac-interagujúcu väzobnú doména 
CRISPR klastrované pravidelne rozmiestnené krátke palindromické 

opakovania 
E. coli Escherichia coli 
EDTA ethylendiaminotetraoctová kyselina 
eGFP zosilnený zelený fluorescenčný protein 
ER endoplazmatické retikulum 
G. max Glycine max 
GAP GTPázu aktivujúce proteiny 
GDP guanozíndifosfát 
GEF guanínové nukleotidové výmenné faktory 
GFP zelený fluorescenčný protein 
GTP guanozíntrifosfát 
GUS P-glukuronidáza 
hpt hygromycín fosfotransferáza 
Kan R kanamycín 
M. sativa Medicago sativa 
M. truncatula Medicago truncatula 
NLS Jadrový lokalizačný signál 
nptll gén pre neomycin fosfotransferázu 
PCR polymerázová reťazová reakcia 
PPT (PptR) fosfinotricín 
PTM postranslačné modifikácie 
Ras gén potkanieho sarkómu 
Rif R rifampicín 
ROP Rho rastlín 
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RopGDI ROP disociačné inhibítory guanínových nukleotidov 
SpeR spektinomycín 
Tic R tikarcilín 
Vir efektorové proteíny virulencie 
WUE lepšia efektívnosť využitia vody 
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