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Abstrakt

Lucerna siata (Medicago sativa L.) je jednou z najddlezitejSich viacro¢nych plodin.
Radi sa k najrozsirenejSim kfmnym strukovinam, pretoze ma vysoku nutri¢ni hodnotu
a produkuje vel'’ké mnozstvo biomasy pre hospodarske zvierata. V poslednych rokoch sa
vyskum zamerany na tuto rastlinu dostdva na popredné miesta. Tento jav je sposobeny
schopnostou lucerny zlepSovat trodnost’ pody podzemnym prenosom dusika a
zabrafiovanim strate vody, fosforu a dusika z pody. Hlavnym ciel'om tejto bakalarskej
préace bolo navrhnut a pripravit’ konstrukt s GFP-fuznym proteinom ROPS pre funként
expresiu v tejto rastline. Tato skupina proteinov je na molekularnej urovni pre rastlinu
vyznamna, pretoze sa podiel’a na riadeni organizacie a dynamiky cytoskeletu,
endocytozy a exocytozy, aktivacii NADPH oxidazy a intracelularnych kinazovych
kaskad, signalizacii a transporte ABA, auxinu a regulécii transkripcie mRNA a
translacie proteinov. Pracou je mozné prispiet’ k anotacii tohto proteinu a rozsireniu
poznatkov o gendme lucerny, ¢o ma vyznam pre rychlu manipuléciu prostrednictvom
genetickej transformacie. Pre skimanie expresie génu priamo v tejto rastline, bola
pouzita metoda stabilnej transformacie, ktorej predchadzala tranzientna transformacia
rastliny N. benthamiana. Stabilna transformécia je nevyhnutnou metédou pre produkciu
transgénnych rastlin s dedi¢nymi vlastnostami, ktoré nas zaujimaju. Schopnost’
jednoduchej genetickej transformacie a regeneracie prostrednictvom pletivovych kultar
umoziuje pouzitie vo velkovyrobe transgénnych produktov a najnov§ich metddach
genetického inzinierstva spojenymi so zvySenim pol'nohospodarskej produkcie
(zlepsenie nutri¢nej hodnoty, vynosu krmiva, schopnosti odolavat’ abiotickému stresu,

Skodcom a herbicidom, ochoreniam).
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1 UVOD

V tejto praci boli vyuzivané rozne metody génového inzinierstva pre Studium lucerny
siatej (Medicago sativa L.). Tato rastlina je povazovana za vysoko kvalitni krmovinu
Siroko pestovanu po celom svete (Fu et al., 2015). V ekologii alebo pri pestovani ma
vyznam, pretoze zlepSuje vlastnosti pody (Zemenchik et al., 1996, 2002). V poslednych
rokoch lucerna nie je iba vyznamnym zdrojom zivin pre hospodarske zvierata, ale aj
cennym objektom vyskumu pre pochopenie molekularnych mechanizmov, ktoré reguluju

jej rast a produktivitu.

Jednym takymto mechanizmom si ROP GTPazy. ROP maji vyznamu ulohu najma
pre regulaciu polarneho rastu na rastucich Spickach apre dalSie vyvojové procesy
(Feiguelman et al., 2018). Klaster aktivnej GTPazy urcuje oblast’ rastucej Spicky (Jacobs
et al., 2019) koreriovych vlaskov (Mendrinna & Persson, 2015) alebo pelového
vrecuska, ktoré maju jeden rastuci vrchol (Fu, 2015). Efektory ROP sa taktiez podiel'aju
na regulacii cytoskeletu a vapnikového gradientu, takze druhotne prispievaju k
exocytoze alebo remodeléacii bunkovej steny a bunkovému rastu (Feiguelman et al.,
2018). Prostrednictvom regulacie cytoskeletu je mozné zvysit toleranciu rastlin
k abiotickému stresu, napriklad voci stresu z vysokej miery zasolenia je potrebna rychla
dvojfazova reorganizacia mikrotubulov (Li et al., 2017). Takymto sposobom je napriklad

mozné zlepSovat vlastnosti pol'nohospodarskych plodin.

ROP GTPazy je mozné skamat aj priamo v rastlindch lucerny rdznymi
transformaénymi metodami, ktoré vykazuju stale vysSSiu uspeSnost. Prikladom je
transforméacia Casticovym bombardovanim (Pereira & Erickson, 1995), elektroporaciou
(Quecini, 1999) alebo transformacia sprostredkovana Agrobacterium tumefaciens

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

Cielom bakalarskej prace bolo pripravit konstrukt GFP- fuzneho proteinu ROP8
a nasledne vniest metddou stabilnej transformécie do lucerny siatej. Tento protein ma
vyznam Studovat, pretoze je napriklad sucastou signalnych drah, ktoré podporuju
autofagiu alebo je spajany s organizaciou F-aktinovych vlakien (Kawashima et al., 2014;

Lin et al., 2021).



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
2.1 Medicago sativa

Lucerna siata (Medicago sativa L.), je jednou znajddlezitejSich viacrocnych
strukovinovych plodin. Schopnost’ vytvarat nové puciky pri opdtovnom raste listov
umoziiuje jej zber niekolkokrat rocne viacero rokov (D’Aoust, 2004; Min, 2016).
Taxonomicky je zaradena pod cCelad bobovité (Fabaceae). Hoci je lucerna bezne
kategorizovana ako cudzoopelova¢ (alogamia), niektoré druhy st schopné si zrelé
semena vyrabat aj samooplodnenim. Miera samoopelenia v prirodzenom prostredi je od

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

Genom ma velkost 800-1000 Mbp (Blondon et al., 1994). Poctu chromozémov
zodpoveda zakladné chromozomové Cislo x = 8. Lucerna je geneticky klasifikovana ako
autotetraploid, ale existuje v dvoch trovniach ploidie (diploid, 2n = 2x = 16 a ako
dominujuci kultivar autotetraploid, 2n = 4x = 32, ktory ma 4 alely génu) (Li & Brummer,
2012; Quiros & Bauchan, 2015). U diploidov samoopelenie znizuje heterozygotnost
kazdii generaciu o polovicu. Pokles je pomals§i u zvySujucej sa ploidie vdaka
multialelickym lokusom (Bartlett & Haldane, 1934; Busbice, 1969; Dewey, 1966).
Autotetraploidné druhy maju trvall alogamiu. Nie si po samoopeleni schopné
produkovat’ zygoty, nedochadza k samooplodneniu. Vd'aka silnej inbrednej depresii sa
znizuje miera pribuzenského krizenia (Blondon et al., 1994; X. Li & Brummer, 2009;

Rumbaugh et al., 2015)

Strukovina pochadza pravdepodobne z okolia polostrova Mala Azia (Turecko),
zakaukazskych $tatov (Iran) a zo strednej Azie (Turkménsko). Dnes sa pestuje po celom
svete ako krmovina (Bolton et al., 2015; S. Kumar, 2011; Russelle, 2001; Small, 2011).
Lucerna je Stvrtou najrozsSirenejSou plodinou z hladiska produkcie a trodnej plochy,
ktoru zabera atretou najrozsirenejSou plodinou po ekonomickej stranke v Spojenych
Statoch. V ramci celého sveta sa komercne pestuje priblizne na 30 milionoch ha pody
(Acharya et al., 2020; Diatta et al., 2021; Long-Xi Y & Chittaranjan K, 2021). Jej trhova
hodnota je viac ako 9 miliard americkych dolarov rocne (Baral et al., 2022; USDA-
NASS, 2022). Dopyt po lucerne stipa s rasticou svetovou populaciou a vySSim

dopytom po hovddzom maése (Dieterich et al., 2021; Singer et al., 2017). Pocas obdobia



rokov 2018 — 2023 bola odhadovana rocna miera narastu vo vyske 7,3 % (Research and

Markets, 2020).

2.1.1 Vyznam M. sativa pre vlastnosti pody

Viacro¢né kimne strukoviny vo vSeobecnosti zabraiuju stratam vody, dusika a fosforu
z pody krajiny (Zemenchik et al., 1996, 2002). Lucerna ma teda hlavne vyznam pre
celkovu stabilitu ekosystému (Angers, 1992; Perfect et al., 1990). Jej hlboky rozsiahly
koreniovy systém drzi pddne Castice pohromade, ¢im zlepSuje sklon pody a znizuje
eroziu az 0 98% (Gyeryeong & Lee, 2021; Karlen et al., 1990; Q. Li et al., 2017). Erozia
zvySuje riziko odtoku zivotne dolezitych zivin, znizuje sa kvalita vody a
polnohospodarska produktivita (Zhang et al., 2016). ZvySenie urodnosti pody
pestovanim lucerny ainych viacro¢nych krmovin sa prejavuje typicky zvySenou
porovitostou (Angers et al., 1987), priepustnostou vzduchu (Jarrett & Hoover, 1985)
a stimulaciou tvorby organickej hmoty zvysenim populacie podnych mikroorganizmov
(Gopinath et al., 2008; Gyeryeong & Lee, 2021). Trvace strukoviny nie su tak
prispdsobivé a maju tendenciu byt citlivejSie na hmyzich Skodcov, patogény, nadmerna

vlhkost pody a na kyslost’ pody ako travy (Marten, 2015).

Kedze je lucerna strukovina, ako hostitel'skd rastlina vytvara symbioticky vzt'ah s
gramnegativnou podnou baktériou Sinorhizobium meliloti. Baktéria fixuje atmosféricky
dusik, poskytuje ho rastline a zvySuje Grodnost’ pody pre sprievodné alebo nasledne
pestované plodiny prostrednictvom podzemného prenosu dusika (Collins et al., 1986;
Gurich & Gonzalez, 2009; X. Li & Brummer, 2012; Walley et al., 1996). Koreniové
exsudaty vytvaraju bohatu rhizosféru a priaznivo drobivl podnu Struktiru (Summers &

Putnam, 2008).

2.1.2 M. sativa ako kultirna rastlina (krmovina)

Ako krmovina s vysokou produkciou biomasy, ma lucerna pre hospodarske zvierata
vysokt nutricnit hodnotu, preto sa vyznacuje titulom "kral'ovna krmovin". Je sucastou
potravy dojnic a hovddzieho dobytka vo forme sena, silaze alebo je priamo spasana na
pastvinach. Cerstvi vo forme klickov, vysusend na mucku alebo ako sulast beznych
jedlach ju m6zu konzumovat aj l'udia (Firdaous et al., 2010; Long-Xi Y & Chittaranjan
K, 2021; Michalczyk et al., 2019; Schasteen, 2024). Dalej ma vyznam pre jej dlhodobu

udrzatel'nost’, Sirokti adaptaciu na rozne prostredia a schopnost viazat dusik. Splia



vhodny pomer vysokého obsahu bielkovin (15,2%) ku obsahu fermentovatelnych
sacharidov (Lei et al., 2017). Vysoku vyzivova hodnotu krmiva urcuje d’alej vlaknina,
farbivo karotén, vitaminy (A, B, C, D, E aK) (Bora & Sharma, 2011; Kumar et al.,
2018). Vyvazeny obsah esencialnych aminokyselin a oneskorena postupna degradacia
proteinov v bachore domacich hospodarskych zvierat zodpovedaju vylepsenej plodine
lucerny (Barry & McNabb, 1999; Gawet et al., 2017; M. Kumar et al., 2022; Kumar et
al., 2018). Mineraly ako vapnik (1,5%), fosfor, med a draslik v mliekarenskom
priemysle napomahaju premene krmiva v telach dojnic ainého dobytku na
polnohospodarske produkty zivoc¢isneho povodu, typickym prikladom je mlieko (Long-
XiY & Chittaranjan K, 2021; Sangra et al., 2019; Summers & Putnam, 2008).

Ako rastlina dozrieva, zvysuje sa podiel menej kvalitného materialu a klesa vyzivova
hodnota strukovin. Spdsobuje to lignifikacia, mensie mnozstvo celulézy v bunkovych
stenach stonky a pokles celkového pomeru listov ku stonkam. Listy strukovin maja
takmer vzdy vyssiu kvalitu krmiva ako stonky. Z tohto dovodu sa pre zisk vysoko
kvalitného sena lucerna kosi idealne v skorom Stadiu kvitnutia (Albrecht & Beauchemin,
2015; Marten et al., 2015). Na zber lucerny ma vplyv aj podna vlhkost’ a s tym spojena
pritomnost’ Clostridia spp., ktora sposobuje nizsi podiel listov ku stonkam (Albrecht &

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

V porovnani so senom sa silaze vyznacuju mensim obsahom susiny (DM), vysSim
podielom rozpustnych dusikatych latok, ich efektivnejSiu odburatel'nost v bachore,
zvySeny obsah kyseliny octovej, mlieCnej, mene] vo vode rozpustnych sacharidov
anizSie pH. Napriek nizSej kvalite proteinov, ma silaz lucerny zvyc€ajne podobnu alebo
lepSiu aroven produkcie mlieka ako seno lucerny vd’aka rychlej a tplnej fermentacii

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

Na vyrobu silaZe krmivo vidne na poli, aby sa ziskala vlhkost' 500 az 700 g DM kg
a rychlo sa vylucil kyslik na minimalizaciu aerobneho dychania, aby doslo k fermentacii
(Rooke & Hatfield, 2015). Pred silazovanim musi byt zvadnutd na 300 az 500 g DM kg
!. Nadmerne vlhké krmivo podporuje rast a aktivitu Clostridia spp., ktoré fermentuje
kyselinu mlie¢nu a sacharidy na kyselinu maslovt, ¢o vedie k strate energie, bielkovin a

vys$Siemu pH silaze (Albrecht & Beauchemin, 2015); (Pitt, 1990).



Evapotranspiracia a WUE koreluje s vynosom krmiva lucerny (Y. Li & Su, 2017;
Lindenmayer et al., 2011). Potreba vody u lucerny je relativne vysoka, pretoze ma dlhé
vegetacné obdobie a hlboky korefiovy systém, aby dosiahol podzemna vodu a prijal
ziviny. Uklada si nim sacharidy ako energetickil rezervu pre zySenie vynosov a
odolnosti (Burezq, 2022; Suttie, 2008). Riadiace postupy a Sl'achtitel'ské usilie zlepsili
vynosy lucerny zvySenim transpiracie (Johnson & Tieszen, 1994).

Niekol'ko studii uvadza, ze so zvySujucim sa intervalom kosenia medzi zbermi sa
vynos suSiny lucerny vo vSeobecnosti zvysil, zatial' ¢o kvalita krmoviny sa znizila (G.
Brink et al., 2010; G. E. Brink & Marten, 1989; Sheaffer & Marten, 1990); tento stav
modze byt vyhodny v podmienkach silného sucha (Brummer & Bouton, 1991, 1992).
Efektivnemu vyuzitiu lucerny brani zlé vyuzitie bielkovin a relativne vysoky obsah
ligninu. Vysoka rychla degradécia bielkovin predstavuje riziko nadivania bachora
u prezuvavcov a vysoky obsah ligninu brani degradacii sacharidov v bachore (F. Chen &
Dixon, 2007; Lei et al., 2017; X. Li et al., 2008; Singer et al., 2017).

2.1.3 Genetické a biotechnologické pristupy modifikacie M. sativa

Pristupy génového inzinierstva a biotechnologické metody boli pouzité na prenos génov
a manipulaciu expresie génov zapojenych do dolezitych metabolickych drah. Utelom
tychto metdd je zlepSenie nutricnej hodnoty, vynosu krmiva, schopnosti odolavat
abiotickému stresu (chlad, osmoticky stres, sucho), posilnenie rezistencie voci Skodcom

a herbicidom, ochoreniam a lepSej efektivnosti vyuzivania vody (WUE).

Lucerna ma vyznam v genetickom inzinierstve, pretoze ide o alogamného tetraploida,
ktory je vysoko citlivy na inbrednu depresiu, neschopny prezit a zachovat' si svoj
geneticky material (Armstrong, 1954; D’Halluin et al., 1990). Vdaka nenarocnej
genetickej transformdcii a regeneracii pletivovymi kultire je povazovana za idealnu
rastlinu vo velkovyrobe komercnych transgénnych produktov. Pel' moéze fungovat’ ako
nosi¢ na S§irenie zavedenych geneticky modifikovanych génov do celej rastlinnej
populécie alebo pribuzného druhu burin (Schasteen, 2024). Najnovsi vyvoj genetického
inzinierstva sa uplatiiuje hlavne pri produkcii novych zlucenin, priemyselnych,
farmaceutickych bielkovin a obnovitel'nych zdrojov energie. Technologia klastrovanych
pravidelne rozmiestnenych kratkych palindromickych opakovani (CRISPR) sa stava

vyznamnym menic¢om lucerny (Kumar et al., 2018).



Jednym z hlavnych environmentalnych faktorov, ktoré obmedzuju rast a produktivitu
lucerny je stres zo sucha. Transgénne pristupy vedu k vytvoreniu linii s vy§Sou mierou
prezitia, vynosom biomasy, kvalitou krmiva, ku zvySeniu rychlosti fotosyntézy,

absorpcii vody a rozpustenych zivin (Diatta et al., 2021).

Z ekologického hladiska mé potencial pre bioremediadciu, ochranu pddy, na vyrobu
biopaliv alebo novych farmaceutickych zluicenin a priemyselnych enzymov (celulazy)

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

2.2 Metddy stabilnej transformacie M. sativa

Stabilna transformacia predstavuje pomerne Casovo naroCny proces, ktory vacSinou
vyzaduje znalosti zavedenych technik pletivovych kultir. Dochadza pri nej k indukcii a
podpore rastu celej dospelej rastliny z transformovanych buniek alebo pletiv, ktoré musia
mat’ schopnost’ sa in vitro regenerovat. Transferovda DNA (T-DNA) sa musi stabilne
integrovat’ do gendmu hostitel'skej bunky, aby bola cudzia geneticka informacia v tejto
podobe nasledne odovzdana d’alSej generacii (Bent, 2006; Gelvin, 2006; H. D. Jones &
Sparks, 2009; Rivero et al., 2014; Tague & Mantis, 2006). Tri zéakladné fazy
transformacie su: (1) vyber a priprava explantacného tkaniva, (2) dodanie DNA, (3)

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

Prva geneticka transformacia lucerny siatej bola hlasena v polovici 80-tych rokov
(Shahin et al., 1986). Za poslednych dvadsat rokov doslo k vyraznym zmenam v
metodologii a k porozumeniu techniky samotnej. Najnovsie protokoly, ktoré opisuju
prenos génov sprostredkovany Agrobacterium tumefaciens a inymi metodami, vykazuju
stale vyssiu uspeSnost’ transformacnych technik lucerny (Kumar et al., 2018; Samac &

Austin-Phillips, 2006).

2.2.1 Transformacia rastlin sprostredkovana A. tumefaciens
Na transforméciu lucerny pomocou kokultivacie explantatov embryogénnych pletiv s A.

tumefaciens boli vyvinuté relativne rychle a i€inné metody (Somers et al., 2003).

K procesu stabilnej transformécie dochadza, ked kmene Agrobacterium prenasaju
jednovldknova formu T-DNA (T-vlakna) a efektorové proteiny virulencie (Vir) do

rastlinnych buniek. Pravdepodobne sa tvoria komplexy T-vlakien s Vir a rastlinnymi



proteinmi, ktoré vstupuju do jadra rastliny. T-vlakna sa m6zu d’alej ndhodne integrovat’

do rastlinnych chromozémov a exprimovat’ transgény (Gelvin, 2017).

Selekény markerovy gén neseny spolo¢ne konStruktom s génom zaujmu medzi T-
DNA hranicami, slizi na obnovenie transformovanych buniek a regeneraciu transgénne;j
rastliny (D’Halluin et al., 1990). Typické selek¢né gény, ktoré spdsobuju rezistenciu voci
antibiotikdm kanamycinu, hygromycinu a herbicidu fosfinotricinu (PPT) (glufosinat
amonny), su nptll, hpt a bar (H. D. Jones & Sparks, 2009). Limitujacim faktorom
pouzitia najbeznejSieho antibiotika kanamycinu moze byt jeho vlastnost pri vysSich
koncentraciach inhibovat’ produkciu embryi (Desgagnés et al., 1995) a tvorbu korefiov
(Austin et al., 1995). PPT v médiu znizuje pocet Unikov netransformantov (D’Halluin et

al., 1990).

Mariotti et al. (1984) upozornil na Specificitu bakteridlneho kmenia Agrobacterium
vzhladom na rdzny genotyp hostitel'ského kultivaru lucerny. Téato skuto¢nost
komplikuje schopnost’ tvorby nadora a samotny priebeh transformécie (Desgagnés et al.,

1995; Du et al., 1994;Mariotti D et al., 1984).

LBA 4404 je kmen Agrobacterium poskytujuci najlepSie vysledky s vysoko
regenerovatelnym genotypom kultivaru Regen SY, preto sa pouziva pri vicSine
tranformécii lucerny. Naviac je zbaveny divokého typu T-DNA z Ti plazmidu, ktora
sposobuje nadory ainhibuje regeneraciu rastliny (Hoekema et al., 1983; Samac &
Austin-Phillips, 2006). Niekol'ko d’al§ich kmeniov bolo testovanych a ukazalo sa, ze su
neucinné alebo maju nizsiu celkovu ucinnost’ transformacie (Samac, 1995). Ako priklad
kokultivacie lucerny s Agrobacterium uvadzam metodu transformécie listového disku,
ktoru prvy zrealizoval Austin et al. (1995). Okraje sterilizovanych listov boli po
narezani umiestnené do kvapalného média B5h obsahujice A. tumefaciens s hustotou
buniek upravenou na 0.6-0.8 pri OD600. Po 30 minatach inokulacie boli explantaty

ulozené na B5SH médiu na 3 dni.

Zakladanie novych kultar komplikuje vysoka kontaminacia spdsobena pritomnostou
endogénnych mikroorganizmov v explantatoch lucerny ex vitro (Pereira & Erickson,
1995; Tian et al., 2002). Avsak bunky kalusu lucerny stracaji schopnost’ vytvarat
embrya po dvoch az troch subkultivaciach, o geneticky determinujii dominantné alely

dvoch génov (Crea et al., 1995, Hernandez-Fernandez & Christie, 1989; Kielly &



Bowley, 1992; Lai & McKersie, 1994; Wan et al., 1988). Na dlhodobu udrzatel'nost’
kontinualnej kultivacie embryogénnej kultiry lucerny siatej, Sangra et al. (2019)
vyvinuli systém somatickej embryogenézy za pouzitia SH4K média. Kalus indukovany
na takomto médiu vytvaral somatické embrya po kazdom pasdzovani bez vyznamnej
straty embryogénneho potencialu. U lucerny sa taktiez pouziva sekundarna somaticka

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

2.2.1.1 Priprava rastlin na stabilnd transformaciu procesom somatickej
embryogenézy prostrednictvom A. tumefaciens

Zdrojové rastliny pochadzaju Casto z in vitro klondlneho rozmnozovania odrezkami
vyhonkov (Samac & Austin-Phillips, 2006) alebo semien, ktoré boli po povrchovej
sterilizacii d’alej ulozené na klicenie na MSO médiu a inkubované vo fytotrone (Sangra et
al., 2019). Pre zalozenie kontinualnej somatickej embryogenézy Sangra et al. (2019)
pouzil genotyp M. sativa Regen-SY (RSY1) zarodocna plazma (PI 537440) (Samac &
Lamb, 2000) vo forme semien. Je to hybrid prvej generacie potomkov samooplodnenia,
z ktorych jeden pochadza z kultivaru Regen-S (M. sativa) a druhy z kultivaru Regen-Y
(Medicago falcata). Je zodpovedny za zlepSenu regeneraciu a potencial somaticke]
embryogenézy, optimalizuje izolaciu protoplastov aje vyselektovany na vysoku
odpoved’ a zvySenie poctu transgénov s frekvenciou 80-100% (Sangra et al., 2019;
Seiler, 1991; Ticha et al., 2020).

Treti az Siesty plne rozvinuty tmavozeleny trojpoCetny list z troj- az Stvortyzdiiovych
rastlin je po povrchovej sterilizacii najvhodnej§im rastlinnym materidlom pre
transformaciu. Kvitnuce rastliny lucerny uz ako vstupny material nie st vhodné. Ako
explantat pre regeneraciu lucerny mézu byt pouzité klicne listy, kli¢nolistové uzliny,
nezrelé prasniky, vajcova bunka, vyizolovany protoplast listu alebo hypokotyly
semenaca (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 pozostava z troch médii: indukéného média pre tvorbu kalusu,
média na vyvoj a dozrievanie embryi (EDM) a média na kliCenie embryi (Sangra et al.,
2019). Zlozenie ahladiny hormoénov indukéného média su podobne doélezitymi

parametrami ako genotyp donorovej rastliny, pretoze od nich zévisi schopnost’ kalusu



vznikat a diferencovat’ sa na semena¢ (Atanassov & Brown, 1984; Bingham et al., 1975;
Saunders & Bingham, 1972). Presné zlozenia médii na indukciu kalusu a regeneraciu
organov sa li§ia. Obe su vSak vysoko zavislé od explantatu a musia byt optimalizované

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

Média na indukciu kalusu a regeneraciu maju tri hlavné zlozky: zmes soli a
vitaminov, cukry (sachardza, maltoza) a regulatory rastu rastlin - $pecifické hormony a
selek¢né cCinidla, ktoré podporuju proliferaciu transformovanych buniek, produkciu
somatickych embryi a regeneraciu na celé rastliny (Samac & Austin-Phillips, 2006;

Weeks et al., 2008).

Auxin (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, 2,4-D) v kombinacii s cytokininom
(kinetinom) boli pouzité na indukciu tvorby embryogénneho kalusu v systéme nepriamej
somatickej embryogenézy. Vo vysSich koncentraciach moze sposobit’ 2,4-D genetické a
epigenetické zmeny v bunkach, ako su mutdcie a metylacia DNA a mozu sa tvorit

abnormalne embrya (Fehér, 2015; Fraga et al., 2012).

Explantaty sa prenesu do selektivneho média obsahujuceho selektivne ¢inidlo (napr.
kanamycin), kde sa tvoria kalusy pocas 2 aZ 3 tyzdiiov. Antibiotikum ticarcilin (Tic®) sa
moze pouzit na zabranenie opatovného rastu A. fumefaciens (Samac & Austin-Phillips,

2006).

V c¢lanku Sangra et al. (2019) boli pouzité¢ BSH, MS2D a SH4K média pre indukciu
embryogenného kalusu. Do troch dni sa od okraju explantatu prejavila zvinenim tvorba
kalusu. Vznikol kalus réznych tvarov. Kalus lucerny indukovany na médiach MS2D a
B5H [(Gamborg et al., 1968) s pridavkom Gamborg vitaminov, aminokyselin s auxinom
a cytokininom] bol zelenkastej alebo zltkastej farby, zatial’ co kalus na SH4K médiu bol
7ltkastej alebo bielej farby ajemnejsej Struktary. Cas potrebny na uplné vytvorenie
kalusu sa tiez lisil na kazdom indukénom médiu kalusu (Sangraet al., 2019). Somaticka
embryogenéza bola indukovana na médiu BSH a SH4K (Schenk & Hildebrandt, 1972;
Shetty & McKersie, 1993).

2.2.1.3 Embryogenéza a maturacia (dozrievanie)
Kalus, ktory sa vytvoril v priebehu 3 tyzdiiov, bol preneseny na EDM médium (Sangra et
al., 2019). Predosla podobna stadia (Desgagnés et al., 1995) udava prenos kalusov na



EDM médium po 28 diioch. EDM médium je urCené na stimulaciu tvorby embryi
s rovnakym zlozenim ako predchadzajuce indukéné médium, ale bez horménov (BS, MS
a BOi2Y). Indukcia somatickych embryi sa zacala do troch az Styroch dni od transferu u
vSetkych systémov. Samotna tvorba somatickych embryi nastala po 10-tich az 20-tich
diloch vo vSetkych systémoch okrem SH4K-MS. Po indukcii embrya zomreli (Sangra et
al., 2019).

V ramci procesu embryogenézy, somatické embrya d’alSie tri tyzdne dozrievali a
presli si vSetkymi Stadiami charakteristickymi pre zygotické embrya. Vicsina
embryogénnych kultar zacala ako asynchronna kultara, ale dosiahli synchronizaciu, ked’
dovfsili Stadium dozrievania (Sangra et al., 2019). Systém B5SH-B5 ma najvyssi vytazok
embryi a méze tvorit’ zaklad pre sekundarnu somatickii embryogenézu po dozrievani
primarnych somatickych embryi na ich povrchu. Ma vyznam pre predizenie

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

2.2.1.4 Klicenie embryi

Po 3-4 tyzdioch, ked doslo k vzniku embryi, boli prenesené na regeneraciu do MMS
média [Murashige & Skoog soli (Murashige & Skoog, 1962) s pridavkom Nitsch &
Nitsch vitaminov (Nitsch & Nitsch, 1969), sachar6zy a myoinozitolu obsahujuce
antibiotikd (Perhald et al., 2006)]. Médium sposobuje klicenie, pricom v jednej Petriho
miske bolo vykli€enych priblizne 15 somatickych embryi (Sangra et al., 2019).

Akonahle embrya dosiahli stddium kli¢nych listov a vznikol koreni a vyhonky (3-5
cm) na MMS médiu, klicence boli ihned” prenesené do kultiva¢nej nadoby obsahujucej
MSO0 médium [(Murashige & Skoog, 1962) bez kanamycinu a regulatorov rastu].
Vitaminy a aminokyseliny v médiu slizia na udrzbu in vitro regenerovanych rastlin.
MSO0 médium zodpoveda za klicenie a vyvoj regenerovanej novej rastliny plne schopne;j
sa rozmnozovat v pdde. Stimuluje sa tu rast korefiov, popripade sa rastliny presadia do
pody, kde sa korene vytvoria. Pre lepsi rast korenia a stonky moze byt do média pridana
kyselina giberelova. V tejto faze sa porovnavala miera klienia medzi maturacnymi

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

2.2.1.5 Overenie ucinnosti transformacie
Pre potvrdenie transformacie na molekularnej Grovni sa vyuziva opédtovna tvorba kalusu

(sekundarnd embryogenéza) na selekénom agente (kanamycin), Southern-blot
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hybridizécia (pouzitim génovej proby markeru) alebo analyza polymerazovou retazovou
reakciou (PCR). PCR je uskuto¢nena pomocou $pecifickych primerov pre transgén alebo
amplifikaciou selekéného markera viazaného na antibiotika (nptll) (Liu et al., 2013;
Saruul et al., 2002; Shao et al., 2000). Alternativne m6zu byt selekéné markery viazané
na enzymy (Gough et al.,, 2001). Transformované rastliny d’alej podstupili skrining
cielenej mutagenézy s pouzitim napriklad PacBio amplikonového sekvenacného testu na

mutacie (Curtin et al., 2018, 2021).

V priemere zo 60 az 80 % naoCkovanych explantatov vznikaju somatické embrya
podstupujuce selekciu. Zvycajne 80 az 100 % rastlin, ktoré sa z tychto embryi vyvinu,
obsahuju T-DNA (Shao et al., 2000).

2.2.1.6 Hodnotenie udrzatel’'nosti somatickej embryogenézy

Systém dlhodobej kontinualnej somatickej embryogenézy bol identifikovany na zaklade
dizky zachovania embryogénneho potencialu prostrednictvom subkultivaénych cyklov.
Po indukcii embryogénneho kalusu bol kalus subkultivovany kazdych 18 dni na
Cerstyych BSH, MS a SH4K médiach. Vramci subkultivacie bolo 500 mg
embryogénneho kalusu preneseného na B5, MS alebo BOi12Y médium. Vytvorené zrelé
embrya na EDM médiach po 21 dnoch si udrzali embryogénnost. U kalusu B5H
a MS2D bola tvorba embryi najvysSia po prvej subkultivacii. Kalus postupne stracal
s kazdou subkultarou embryogénny potencial, hnedol a tvrdol a po §tvrtej stratil uplne

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

Konstantna embryogenéza udrzatelného SH4K kalusu bola stanovena indukciou
kalusu na SH4K médiu. Ziadne embrya sa nevytvorili, pokial’ bol kalus udrziavany na
meédiu SH4K, az po preneseni do BOi2Y média sa zacali vyvijat. Je to regeneracné
médium na tvorbu a dal§i vyvo] embryi, ktoré pozostava z modifikovanych
Blaydesovych (Bingham et al., 1975) anorganickych a organickych zloziek, mezo-
inozitolu a extraktu z kvasnic agaru Bacto. Po¢as subkultiva¢nych cyklov (aj po Styroch
naslednych) si zachoval svoj embryogénny potencial bez vyznamnej straty vo vytazku.
SH4K kalus vykazoval minimalne hnednutie v subkulturach a zachoval si svoju farbu

a makkost’ (Sangra et al., 2019).

Geneticka transformacia lucerny modze byt inhibovand zlou regeneraciou z

pletivovych kultir a samotnou metodou transformacie. Potreba transformécie druhov,
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ktoré nie su citlivé na Agrobacterium a zbavenia sa zavislosti na genotype, viedla k
metédam priameho prenosu DNA na transfekciu lucerny bez zapojenia pletivovych
kultur (Potrykus, 1991). Patri sem napriklad Casticové bombardovania kalusu (Pereira &
Erickson, 1995) alebo elektroporacia (Kuchuk et al., 1990). Najnov§imi in planta
metodami stabilnej transformacie rastlin su napriklad manipulacia s morfogénnymi
floral dip*“ (Kausch et al., 2019) alebo ,.cut

génmi, transformacia pomocou semenaca

dip budding” (Cao et al., 2023).

2 9

2.2.2 Transformacia metédou elektroporacie

Elektroporacia umoziluje zavedenie cudzich molekul DNA do velkého mnozstva buniek,
ak je DNA v priamom kontakte s membranou. Pre transformaciu rastlinnych buniek
tymto spdsobom je potrebné odstranit bunkova stenu, ktorda predstavuje bariéru pre
difoziu makromolekal (reportérovych farbiv, enzymovych substratov, nukleovych
kyselin, protilatok alebo virusov). v rastlinach sa elektroporacia pouziva predovsetkym
pre stabilna a prechodnu geneticka transformaciu (Bates, 1995). Pouzitie protoplastov sa
ukézalo ako rychla, jednoduchd a u¢inna metdda na expresiu Specifického cielového

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

Cerstvo izolované protoplasty (kli¢ne listy zo 7-8 -dennych sadenic) boli
suspendované v elektroporacnom pufri -elektrolyte, obsahujicom plazmidovia DNA.
Zmes sa preniesla do elektropora¢nych kyviet s medzerou medzi elektrodami (Quecini,
1999). Tato metoda priameho prenosu DNA zavisi od typu pouzitého elektrického
impulzu (Ozyigit, 2020). Vyboj kondenzatora naprie¢ populdciami buniek vedie k
prechodnym otvorom v plazmaléme, ak je DNA v priamom kontakte s membranou (M.
Fromm et al., 1987; M. E. Fromm et al., 1986; M. Fromm & Walbot, 1987; Shillito et al.,
1985). Transformované bunky sa mozu regenerovat na transformované rastliny v

zavislosti od ucinnosti regeneracie vyhonkov (Quecini, 1999).

Protokol podl'a Quecini et al. (2002) vykonany na tropickej kfmnej strukovine
Stylosanthes guianensis je mozné aplikovat’ aj na experimenty somatickej hybridizacie
druhov Medicago, pricom sa uvadza dosiahnutie eSte vysSej u€innosti transformacie ako
vysokoucinnym biolistickym pristupom (Quecini, 1999; Quecini et al., 2002).
Ziskavame niekol’ko chimérickych jedincov z niekolkych desiatok elektroporovanych

rastlin, ktoré nam umoznuju identifikovat’ transgénnych jedincov molekularnou analyzou
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bez potreby selekcie (Chowrira et al., 1995). Jednotlivé vyhonky boli histochemicky
testované (Jefferson et al., 1987) na expresiu B-glukuronidazy (GUS). Pouzila sa aj
Specifickd metodda polymerazove] retazove] reakcie (PCR) s amplifikaciou transgénov
(Quecini, 1999). Quecini et al. 2002 testovali in vivo tranzientni expresiu reportérového
génu s pouzitim génu kodujuceho GFP mgfp5 pohananého konstitutivnym prométorom

CAMV3S5S.

2.2.3 Transformacia metodou bombardovania ¢asticami

Metoda bombardovania Casticami, nazyvana aj biolistickd metoda, opisuje prenos génov
zrychlenymi mikroCasticami (zvycajne zlata alebo volframu) obalenymi DNA. DNA sa
integruje do kazdého typu buniek a tkaniv stabilnou transforméciou viacnasobnym
zasahom na takmer lubovolne] pozadovanej pozicii v rastline (Klein et al., 1988;
Sanford, 1990). Uginnost transformacie touto metodou sa moze medzi genotypmi rastlin
znacne lisit (Du et al., 1994). Ked'ze prenos génov sa povazuje za menej zavisly od
genotypu, mohlo by sa jednat o alternativu pre rekalcitrantné genotypy (Christou, 1992).
Kroky stabilnej transforméacie prostrednictvom bombardovania Casticami st konStrukcia
DNA, cielového tkaniva, systému pletivovych kultur a selek¢nej metody (Birch &
Franks, 1991; Christou, 1992).

Systém bombardovania ma mnozstvo vyhod z hladiska uplatnitel'nosti, pretoze
nevyzaduje vyraznejSie manualne usilie, prenos génov sa mdze uskutocnit naraz do
mnohych buniek, dokonca aj v hib§ich menej dostupnych vrstvach organov, metoda je
zavisla iba od fyzikalnych parametrov, atd. VacsSina organizovanych tkaniv méze byt
bombardovand, aj ked” maji bunky tvrdd bunkovi stenu. Kapacita vacSiny tkaniv
lucerny na regeneraciu rastlin je v§ak obmedzena a je potrebné zabezpecit', aby tkanivo,
ktoré sa ma bombardovat, bolo vhodné pre embryogenézu in vitro (Potrykus, 1991).
Technika bola dlhu dobu od zavedenia neefektivha pri poskytovani stabilnej
transformacie spojenej s integraciou do genomu, najmi v rutinne pouzivanych
transformacénych systémov, napr. u embryogénnej suspenzie (D. E. Brown & Bingham,

1994; Goff et al., 1990).

Pereira & Erickson, (1995) v ¢lanku popisuji protokol pre stabilni transforméciu
kalusov odvodenych z rezov stopky a stonky lucerny pomocou selek¢ného markera

nptll. VSetky kontrolné a bombardované tkaniva podstupili somaticki embryogenézu.
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Kultivacia prebehla pocas troch tyzdriov na SH médiu (Schenk & Hildebrandt, 1972),
pre tvorbu suspenzie v kvapalnom médiu B5G (D. C. W. Brown & Atanassov, 1985)
dalSich sedem dni a naslednou selekciou s 50 mg/l kanamycinu na médiu BOi2Y
(Bingham et al., 1975) pre vyvoj embryi. Asi polovica embryi bola regenerovana na

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

Biolisticka metdda sa pouzila na produkciu transgénnych rastlin lucerny
z transformovanych pelovych zfn prirodzenym procesom rozmnozovania rastlin.
Metoda bola opisana ako vysoko uc¢inna, ale produkovala rastliny, ktoré nakoniec stratili
svoj transgénny znak. Cudzia DNA sa postupne stratila opakovanym delenim buniek a
sexualnym krizenim. Zaclenenie génu GUS do pelovych zfn bolo potvrdené analyzou

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

Bombardovanie bolo vykonané aj na nezrelych embryach, ¢o v spravnom médiu
viedlo k polyembryogenéze (Buising a Tomes, 1995) alebo v chloroplastoch
transforméciou s GFP (Wei et al., 2011). Dokazalo sa, Ze transgénne rastliny mozno

ziskat’ z vacsiny komercnych odrod v uspokojivych mnozstvach.

2.3 ROP GTPazy
2.3.1 Zaradenie

Vsetky malé proteiny viazuce guaninovy nukleotid, teda malé monomérne GTPazy
s molekulovou hmotnostou v rozmedzi od 20 do 30 kDa, patria do nadrodiny Ras.
Pomenovanie je odvodené od jej prvych Clenov kdédovanych ludskymi Ras génmi
povodne objavenymi ako bunkové homology virusového ras onkogénu (Parada et al.,
1982; Reiner, 2018; Wennerberg et al., 2005). Vich sekvencii musia byt pritomné
motivy charakteristické pre jednotlivé rodiny a konzervované motivy (G box), ktoré
spolu tvoria ~20 kDa G doménu, kde sa Specificky viazu a hydrolyzuja GTP. Dochadza
tu k interakciam s efektorovymi proteinmi a hypervariabilnymi doménami, ktoré
determinuju subcelularne zacielenie (Bourne et al., 1991; Kahn et al., 1992; Vetter &
Wittinghofer, 2001; Vigil et al., 2010). Biochemickou vlastnostou nadrodiny Ras
proteinov je ukoncenie vylucne C-terminalnou tetrapeptidovou sekvenciou CAAX

(C=Cys, A=alifatické, X = akakol'vek aminokyselina) (Cox & Der, 2002).
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Nadrodina Ras sa sklada z piatich rodin: gén potkanieho sarkému (Ras), Ras stuvisiace s
mozgom (Rab), ADP-ribosylac¢ny faktor (Arf/Sar), Ras stuvisiace s jadrom (Ran) a Ras
homology (Rho), ktoré su rozsirené o mitochondrialne proteiny. Rab a Arf/Sar rodina
GTPaz ma funkciu v intracelularnom vezikularnom transporte. Ran sa podiela na
jadrovom transporte, zatial ¢o GTPazy rodiny Ras a Rho reguluju prenos signalu z
plazmatickej membrany. V zelenych rastlinach (Viridiplantae) pravé Ras GTPazy neboli
pozorovang, 1 ked’ je po nich tato nadrodina pomenovana (Toma-Fukai & Shimizu, 2019;
Vernoud et al., 2003). Funkcie Ras GTPaz regulovanych G proteinom a spojenych s
veducou regulaciou prenosu signalu prebrala v rastlinach rodina Rho proteinov (Berken,

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

Rodinu Rho mozno dalej organizovat do samostatnych tried podla Specifickych
signalizacnych funkcii (Jaffe & Hall, 2005; Kjoeller & Hall, 1999; Wherlock & Mellor,
2002). U eukaryotov vyskum Rho GTPaz venuje najvacsiu pozornost’ funkénému popisu
tried Rho, Rac a Cdc42 (Jaffe & Hall, 2005). Clenovia tychto tried reguluju
reorganizaciu atvorbu vlakien cytoskeletu, lamelipodii alebo filopodii. Z procesov
v bunke sa podielaji na bunkovom cykle, morfogenéze spojenej s bunkovou polaritou,
interakciami bunka-bunka a bunka-matrica, endo- aexocytéozu a génovi expresiu.
Vyskytuja sa u zvierat a hub, avSak nie su pritomné v rastlinach (Boureux et al., 2007;

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

2.3.2 ROP S truktira a charakteristika

Rastliny maju jedine¢nu triedu GTPaz typu Rho, ktora sa podla dnesnej prevladajice;
nomenklatiry oznacuje ako ,,Rho rastlin“ (Rho-pribuzna GTPaza rastlin alebo skratkou
ROP). Jej Clenovia sa §truktarne odlisuju od proteinov Rho inych eukaryotov a neboli
pozorované ziadne jasné homology ku nim (Toma-Fukai & Shimizu, 2019; Vernoud et
al., 2003; Yang et al., 2002; Zheng & Yang, 2000) Fylogenetické analyzy ukazali, ze
ROP sa objavili evolu¢ne pred diverzifikaciou podrodin RAC a Cdc42, preto kombinuju
ich funkcie s funkciami inych Rho proteinov (Berken et al., 2005; Berken &
Wittinghofer, 2008).

ROP/RAC GTPazy maju molekulova hmotnost' v rozmedzi od 21 do 24 kD a st zlozené
z priblizne 200 aminokyselin. Ich jadro tvori Sest’ B-listov spojenych piatimi sluckami so

Styrmi a-helixmi. Slucky obsahuju pat vysokokonzervovanych motivov G-boxu (G1-
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G5) a rovnako ako GTP-viazuci motiv nesti aminokyselinové substitucie zodpovedné za
vizbu s GTP/Mg** a hydrolyzu GTP (Berken & Wittinghofer, 2008; Bourne et al., 1991;
Sermo et al., 2006; Thomas et al., 2007; Vetter & Wittinghofer, 2001)

Rozdiel napriklad s T'udskym Racl génom okrem tychto substiticii je v tzv. , oblasti
inzertu“ exponovanej slucky zodpovedajucej rezidudam 124-135. V tomto mieste maju
ROP deléciu dvoch az Styroch aminokyselin v porovnani so zvieracimi Rho GTPazami

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

Postranslacné modifikacie (PTM) v sekvenciach tychto proteinov, konkrétne proteinové
lipidacie, reguluju funkcie cielenych proteinov pri signalizacii v reakcii na vonkajsie a
vnutorné podnety. PTM su uskutoCnené zvySenim véazbovej afinity proteinov k
biologickym membranam, zmenou ich subcelularnych lokalizacii, schopnosti skladat’ sa,

stability a asociacie s inymi proteinmi (B. Chen et al., 2018).

Na zéklade roznych aminokyselinovych sekvencii na polybazickej hypervariabilnej
doméne, ktora sa u vSetkych clenov ROP/RAC GTPaz nachadza na C-terminalnom
konci, boli RAC/ROP rozdelené do dvoch podskupin oznacenych ako typ I a typ II
(Bourne et al., 1991; Schiene et al., 2000; Winge et al., 2000).

ROP typu Imau  hypervariabilnt  doménu  tvoreni  z konzervovaného
geranylgeranylovaného motivu Caal boxu. Pripojenie k membrane je zabezpeCené
prenylaciou Caal. geranylgeranyltransferazou-I a polybazickymi doménami (Sorek et al.,
2007, 2011). Prenylované cysteiny su sucastou konzervovaného motivu C-terminalnej
sekvencie oznaceného ako CAAX box. Dochéadza tu k jeho proteolyze a metylacii v
endoplazmatickom retikule (ER) (Bracha-Drori et al., 2008; B. K. Nelson et al., 2007;
Schmidt et al., 1998).

ROP typu II kon¢ia motivom GC-CG boxu, preto na hypervariabilnej doméne
neobsahuji konzervovany geranylgeranylovany Caal. motiv. Usmernenie pripojenia
membrany je zabezpecCené S-acylaciou na dvoch alebo troch C-koncovych cysteinoch.
Kedze C-konce su palmitoylované nie prenylované, je pravdepodobné, ze ROP typu II
nie su regulované RhoGDI, kedze maskuju modifikaciu prenylu a podporuju cytosolova
sekvestraciu tychto GTPaz (M. C. Seabra & Wasmeier, 2004). (Ivanchenko et al., 2000;
Lavy et al., 2002; Lavy & Yalovsky, 2006). V dosledku toho by ROP typu II mohli mat’
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extrémnejSie rozdiely v chemickych vlastnostiach aktivnych a neaktivnych GTPaz

domén (Deinum & Jacobs, 2024).

ROP typu I maju zivocisne a hubové ortology, zatial co ROP typu II su Specifické pre
rastliny. Rodina ROP v modelove;j rastline Arabidopsis pozostava z 11 ¢lenov (Winge et
al., 2000). Modelova rastlina A. thaliana ma osem ROP typu I (AtROP1-AtROPS) a tri
typu II (AtROP9, 10, a 11) (Fowler, 2010). Medicago truncatula ma sice takmer
identické zaradenie homologov, ale po¢ty ROP a pomer medzi typom I a II sa v ramci

rastlinnej riSe podstatne lisia (Liu et al., 2010).

2.3.3 Cyklus

Maly monomérny cyklus GTP4z nastava v bunke medzi neaktivnymi stavmi viazanymi
na GDP a aktivnymi stavmi viazanymi na GTP (Obr. 1) (Bourne et al., 1991; Vetter &
Wittinghofer, 2001). V aktivnom stave sa protein GTPazy moze viazat na efektorové
proteiny a regulovat tak rdzne bunkové procesy (Aslani borj et al., 2022). Tato
interakcia moéze roznymi spdsobmi regulovat aktivitu komponentov signalizacnych
drah, ako je zmena ich konformacie, aby sa umoznila vizba substratov, uvolfiovanie
alebo indukcia autoinhibi¢nych stavov alebo nabor tychto proteinov na Specifické
subcelularne miesto, cielové viacnasobné efektory. ovplyviiujuce rozne systémy odozvy
v cytoplazme, vratane Ca2+, ROS, aktinu, mikrotubulov a dynamiky vezikularneho
transportu, co su zakladné zlozky bunkovych aktivit (Berken, 2006; Y. Fu et al., 2005;
Gu et al., 2005).

Tento cyklus GTPazy je prisne regulovany tromi typmi regulatorov. ROP guaninové
nukleotidové vymenné faktory (RopGEF) po naviazani katalyzuju vymenu GDP za GTP

a aktivuju protein, ktory vyvolava downstream signalizacie (Gu et al., 2005).

Druha skupina regulacnych proteinov st ROP disociacné inhibitory guaninovych
nukleotidov (RopGDI), ktoré inhibuji vymenu GDP/GTP a ul'ahcuju cyklovanie Rho
GTPaz na membranach a mimo nich (Borg et al., 1999; DerMardirossian & Bokoch,
2005; H. Li et al., 1998). GDI odstraniuje ROP viazané na neaktivnhe GDP z membrany a
stabilizuje ich v cytoplazme az do ich reaktivacie GEF (Boulter & Garcia-Mata, 2010).
V cytosole maskuju ich lipidové PTM, aby neboli aktivované (Zheng & Yang, 2000).
Predpoklada sa, ze recyklacia vyvoland RhoGDI udrziava Rho proteiny v odlisSnych
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doménach plazmatickej membrany a hra zasadni ulohu pri vytvarani a udrziavani

polarity buniek.

GTPazu aktivujuce proteiny (GAP) vypinaji protein poskytnutim esencialnych
aminokyselin do domény s naviazanym GTP, ktory sa vd’aka nim dramaticky rychlejsSie
hydrolyzuje na GDP + Pi. VSetky doteraz identifikované RopGAP maju jedine¢ni N-
terminalnu Cdc42/Rac-interagujucu viazobnu (CRIB) doménu, ktora reguluje ich aktivitu
(Borg et al., 1999; H. Li et al., 1998; Zheng & Yang, 2000). Mutacie vo vysoko
konzervovanych GTPase doménach vedu k proteinom, ktoré st konstitutivne aktivne
(CA), konstitutivne neaktivne alebo dominantne negativne (DN) (D. Lin et al., 2012;
Zheng & Yang, 2000).

Ligand
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o
=
[ D A

Obrazok 1: Cyklus ROP GTPaz. Upravené podl'a Purves et al. (2018) Neuroscience. 6th Ed.
Oxford University Press pomocou softvéru BioRender

3

=

Signalne siete ROP pdsobia v Sirokej Skale signalov proti pradu a vyvolavaju nasledné
signalizacné kaskady na moduléciu vyvojovych procesov, ako je rast pelovych trubic
(Qin & Yang, 2011), vyvoj korenovych vlaskov (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 kinazy (Duan et al., 2010), obrana pred patogénmi (Poraty-Gavra et al., 2013),

hormonalna signalizacia (auxin kyselina abscisova) (X. Li et al., 2017; Z. Li et al., 2012;



Schepetilnikov et al., 2017; Xu et al., 2014), prenos transportnych vezikul (X. Chen et
al., 2012).

3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material

3.1.1 Bakterialny material
o Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90 chemicky kompetentné bunky
e Escherichia coli One Shot™ TOP10 chemicky kompetentné bunky

3.1.2 Rastlinny material

e Nicotiana benthamiana L.

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

Rastlinny material bol kultivovany v kultivacnej miestnosti s konstantnymi nastaveniami
teplotoy 21 °C, 71 % vlhkosti, intenzity osvetlenia 80 uE.m™ . s™!, svetelnym cyklom 16
hodin svetlo/ 8 hodin tma. Rastliny v podmienkach in vitro boli kultivované na zivnych
meédiach v Petriho miskach. Rastliny v podmienkach ex vitro boli pestované v

kvetinacoch s podnym substratom s perlitom.

3.1.3 Pouzité plazmidy pre Multisite Gateway® klonovaci systém

Pre pripravu fizneho konstruktu trojkomponentovym Multisite Gateway® vektorovym
kon§trukénym kitom ako zvolenym klonovacim systémom boli pouzité donorové
plazmidy: ako destinacny vektor bol pouzity pB7m34GW,0 so spektinomycinovou
(Spe®) rezistenciou pre baktérie a fosfinotricinovou (Ppt®) rezistenciou pre selekciu v
rastlinach kodujuci konstrukt 35S::GFP:ROPS. Vstupné vektory, ktoré boli sucast'ou
rekombinacnych reakcii pre jeho skonstruovanie navrhnuté podl'a (Karimi et al., 2007):
pEN-L4-2R1™  plazmid nestci p35S sekvenciu, pEN-L1-F-L2™ nesiuci eGFP
sekvenciu and  pDONR™P2R-P3  koédujuci  ROP8  ¢DNA  sekvenciu

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

3.1.4 Chemikalie

Alfa Aesar/ Thermo Fisher Scientific: Gellan Gum

Bio-Rad Laboratories: iProof TM High-Fidelity DNA polymeraza

19


http://www.thermofisher.com

Duchefa Biochemie: 1000x Gamborg vitaminy, 1000x Nitsch & Nitsch vitaminy,
ampicilin, fosfinotricin, Gamborg BS5 zakladnd zmes soli, kinetin, kyselina 2,4-
dichlorfenoxyoctova (2,4-D), Murashige & Skoog zakladna zmes soli, myoinozitol,

rifampicin, spektinomycin, tikarcilin

Thermo Fisher Scientific: 6x DNA Loading Dye, 10X FastDigest™ BufferdNTP Mix 2
mmol 1", ApaLl (restrikénd endonukle4za), Gateway® BP Clonase II Enzyme mix,
Gateway®™ LR Clonase II Enzyme mix, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Phire Hot
Start I DNA Polymeraza, Proteinkinaza K, PstI (restrik¢nd endonukleédza)

Nippon Genetics: Midori Green Advance

Sigma Aldrich: 2(N-morfolino)etansulfénova kyselina (MES), 1000X Schenk &
Hildebrant vitaminy, adenin, agaréza, dodecylsulfat sodny, dusi¢nan draselny (KNO3),
etanol, etylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), glukéza, glutamin, glycerol,
heptahydrat siranu horecnatého (MgSO4-7H20), hovadzi sérovy albumin (BSA),
hydroxid sodny (NaOH), hypochlorid sodny (NaClO), chlorid draselny (KCI), chlorid
hore¢naty (MgCl2), chlorid sodny (NaCl), chlorid vapenaty (CaCl2) kvasni¢ny extrakt,
kyselina octova, L-glutation, Luria Bertani (LB) Broth (Miller), LB Broth s agarom
(Miller), metanol, NacEDTA-2H»0O, octan draselny, prolin, sacharéza, Schenk &
Hildebrant zékladna zmes soli, serin, trypton, Tris(hydroxymetyl)amino-metan, Tris-

hydrochlorid, Tween-20

3.1.5 Kultiva¢né média

Kokultivaéné médium

10 mmol-1! MgCl2 (pH 5,6)
10 mmol-1! MES
0,15 mmol 1! acetosyryngon

Luria Bertani (LB) pevné médium
40 g-1'! LB médium s agarom

milliQ H>0

sterilizacia autoklavovanim
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Luria Bertani (LB) tekuté médium
25 g1 LB Broth

milliQ H,0

pH 7,2, sterilizované autoklavovanim

BSH médium

3,1 g1t Gamborg B5 zakladna zmes soli

0,5 gl KNO3

0,25 g-I'! MgSO4-7H20

0,5 g1 prolin

30 g1 sachar6za

4,5 ¢g1! Gellan Gum

1 ml-1"! 1000x Gamborg vitaminy (pridava sa po
autoklavovani)

30 ml-1! roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)

1 mg-1'! 2,4-D (pridava sa po autoklavovani)

0,1 mg-1"! kinetin (pridava sa po autoklavovani)
milliQ H>0

pH 5,7; sterilizované autoklavovanim

B5H médium + antibiotika

3,1gl! Gamborg B5 zakladna zmes soli

0,5 g1 KNO3

0,25 g-1'! MgSO4:7H20

0,5 gl prolin

30 g1 sachar6za

4,5 ¢g1! Gellan Gum

1 ml-1! 1000x Gamborg vitaminy (pridava sa po
autoklavovani)

30 ml-1! roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)

1 mg-1'! 2,4-D (pridava sa po autoklavovani)
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0,1 mg-1!
15 mg-1'!
500 mg-1’!

B50 médium
3,1 gl!

0,5 g1
0,25 g-1'!
0,5 g 1!
30 g1
45gl!
1 ml-I"!

30 ml-1"!

B50 médium + antibiotika

3,1 g1t
0,5 g 1!
0,25 g-1'!
0,5 g 1!
30 g1
4,5 g1
1 ml-1!

30 ml-1!
15 mg-1"!
500 mg-1'!

kinetin (pridava sa po autoklavovani)
Fosfinotricin (pridava sa po autoklavovani
tikarcilin

milliQ H.O

pH 5.7, sterilizované autoklavovanim

Gamborg B5 zakladna zmes soli
KNO3

MgSO4-7TH20

prolin

sacharoza

Gellan Gum

1000x Gamborg vitaminy (pridava sa po

autoklavovant)
roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)
milliQ H>O

pH 5,7, sterilizované autoklavovanim

Gamborg B5 zakladna zmes soli

KNO3

MgSO4-7TH20

prolin

sachar6za

Gellan Gum

1000x Gamborg vitaminy (pridava sa po
autoklavovani)

roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)
fosfinotricin (pridava sa po autoklavovani)

tikarcilin (pridava sa po autoklavovani)
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milliQ H>20

pH 5,7, sterilizované autoklavovanim

MMS médium + antibiotika

43 g 1!
30 g1
0,1 g1
4,5 ¢g1!
1 ml-I"!

15 mg-1'!
500 mg-1!

SH médium
32¢gl!

1 ml-1"!

30 g1
0,5 g1

SOC médium
5g1!

20 g1

0,584 g1
0,186 g'I"!

3,6 gl

0,952 g'1'!

Murashige & Skoog zékladna zmes soli
sacharoza

myoinozitol

Gellan Gum

1000x Nitsch & Nitsch vitaminy (pridava sa po

autoklavovanti)

fosfinotricin (pridava sa po autoklavovani)
tikarcilin (pridava sa po autoklavovani)
milliQ H>O

pH 5,7, sterilizované autoklavovanim

Schenk & Hildebrant zakladna zmes soli

1000X Schenk & Hildebrant vitaminy (pridava sa po
autoklavovani)

sacharoza

2(N-morfolino)etansulfonova kyselina (MES)
milliQ voda

pH 5.7, sterilizované autoklavovanim

kvasnicny extrakt
trypton

NaCl

KCl

glukoza

MgCl
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3.1.6 Roztoky a pufry

TE pufor
10 mmol 1!

0,1 mmol-1"!

Roztok spektinomycinu

0,5 gul
5 ml

Roztok rifampicinu
025¢g

5 ml

Roztok fosfinotricinu
025¢

5 ml

Roztok kinetinu
I mg

20 ul
10 ml

Roztok aminokyselin
6,65 g

0,004 g
0,83 g

milliQ H>0

pH 7,5; sterilizované autoklavovanim

Tris-HCI pH 8,0

EDTA

miliQ voda; sterilizované autoklavovanim

spektinomycin
milliQ H20

sterilizacia cez bakteriologicky filter

rifampicin
metanol

sterilizacia cez bakteriologicky filter

fosfinotricin
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

kinetin
1 mol-1"' NaOH
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

glutamin
adenin

serin
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0,083 g
250 ml

2,4-D roztok
10 mg

150 umol.I"!
50 ul
10 ml

L-glutation
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

2,4-D

1 mol.I'" NaOH
etanol

milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

EDTA (0,5 mol.I'! zasobny roztok)

18,61 g

80 ml

Na2EDTA - 2H>0
milliQ voda

pH 8,0

50x koncentrovany TAE (Tris-Acetat EDTA) pufor

121¢g
28,55 ml
50 ml
421,45 ml

Tris

kyselina octova
0,5 mol-1"' EDTA
milliQ voda

pH 8,0

1x koncentrovany TAE pufor

20 ml

980 ml

1 % agarozovy gél

lg

100 ml

50x TAE pufor

ddH>O

agaroza

1x TAE pufor
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1 ul Midori Green Advance

3.1.7 Pristrojové vybavenie a komerc¢né kity

Analytické vahy XA110/2X (RADWAG Vahy s.r.0.; Cesko), autoklav STERIVAP® HP
IL (MMM Group; Nemecko), automatické pipety (Eppendorf; Nemecko), centrifiiga
Allegra 64 R (Beckaman Coulter; USA ), centrifiga ROTANTA 460R (Scholler
Instruments; Cesko), centrifuga Scan Speed 1730 MR (Scala Scientific; Holandsko),
elektroforetickd vara so zdrojom (Bio-Rad; USA), elektromagnetickd mieSacka MSH-
420 (Boeco; Nemecko), GeneJET Gel Extraction Kit™ (Thermo Fisher Scientific;
USA), inkubator s nastavitelnou teplotou (Verkon; Cesko), Inkubator IN55 (Memmert;
Nemecko), konfokany laserovy skenovaci mikroskop LSMS880 vybaveny Airyskenom
(Carl Zeiss; Nemecko), kultivacnd komora (Weiss Gallenkamp; Nemecko), laboratorne
predvazky S1502 (BEL-Engineering; Taliansko), laminarny box Biohazard M 1200
(Merci; Cesko), Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up (Thermo
Fisher Scientific; USA), mikrocentrifiga MyFuge™ (Benchmark Scientific; USA),
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific; USA), orbitdlna inkubovana trepacka ES-20
(Biosan; Lotyssko), PCR termocyklér MyCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad; USA),
PCR termocyklér T100 Thermal Cycler (Bio-Rad; USA), pH meter stolny PC 2700
(Eurotech Instruments; Singapur), pristroj na deionizovanu vodu Simplicity Water
Purification System (Merck Milipore; USA ), QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN;
Nemecko), spektrofotometer SmartSpec™ plus (Bio-Rad; USA), teplotny sterilizator
Solaris (Schuett-biotec; Nemecko), termoblok ThermoStat™ C (Eppendorf; Nemecko),
trepacka Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan; LotySsko), UV transiluminator (Bio-Rad; USA),
UV vizualizator Gel Doc™ EZ 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 Metodicky postup pri priprave vektorov pre klonovanie fizneho
proteinu

3.2.1 PCR reakcia s attB primermi

Metoda PCR bola pouzitd pri amplifikacii useku cDNA génu Rop8 ainych PCR
produktov v priebehu klonovania. Pomocou navodu pre MultiSite Gateway™
trojfragmentovy vektorovy konstrukény kit boli navrhnuté Specifické att primery na
zaklade ziskanej cDNA ROPS zreferencnej databazy lucerny siatej, kultivaru
XinJianDaYe (MS.gene055764.t1; Chen et al., 2020). Na 5" konci zacinali Styrmi
guaninovymi reziduami, d’alej ich tvorila ich 22 alebo 25 parov baz (bp) dlha sekvencia
attB Specifickych miest a nasledovala 18-25 bp dlha sekvencia templatovej cDNA. Pri
rekombinacnej reakcii su pre vznik PCR produktu nevyhnutné ohraniCenia tymito att
rekombinaénymi miestami. Pre zachovanie spravneho citacieho ramca bol pouzity
primer so STOP kodonom. Sekvencie priameho a spatného primeru su zobrazené v
(Tab. 1). Teplota topenia primerov (Tm) rovnako ako celd reakcia bola overena
programom SnapGene. Zlozenie reakénej zmesi je podrobne rozpisané nizsie (Tab. 2).
Pre tuto reakciu bol zvoleny program na termocykléri pre jednotlivé fazy PCR reakcie
(Tab. 3) s iProof™ High-Fidelity DNA polymerazou (Cat#1725301; Bio-Rad). Bol
pripraveny master mix, ktorého objem zodpovedal pre jednotlivé zlozky ich objemom

vynasobenym ich poc¢tom + 1. Ako negativna kontrola bola pouzita PCR H-O.

Tab. 1: primery pouzité v PCR reakcii

Nazov primera Sekvencia primerov 5" - 3’

ROP8 for (priamy) primer 5’-GGGG ACA GCTTTC TTG TAC AAA GTG GTA
CAGCAAGATTCATCAA

ROPS rev (spitny) primer 5’-GGGG AC AAC TTT GTATAA TAA AGT TGA

TCATTAAAGGAAAATACATGA
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Tab. 2: PCR reakéna zmes pre amplifikaciu génu

Pouzité chemikalie Mnozstvo
PCR voda 32,5 ul
5x iProof™ HF Buffer (pufor) 10 ul

2 mmol-1"" ANTP Mix 1 ul

10 wl/10 mmol-1"" priamy (For) primer 2,5 ul
10 wl/ 10 mmol-1"! spitny (Rev) primer 25 ul
iProof™ High-FidelityDNA polymeraza 0,5 ul
DNA templat Iul
Celkové mnozstvo reakcie 50 ul

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

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Vstupna denaturacia 98 °C 30 1
Denaturacia 98 °C 10s
Nasadanie primerov 57°C 30s 28
Elongacia 72°C 30s.
Finalna elongacia 72 °C 10 min. 1
Schladenie 4°C 00 -

3.2.2 DNA agaroézova elektroforéza

PCR reakciou amplifikovana sekvencia génu so STOP kodonom (Rop8_Sk) bola overena
pomocou DNA agarozove] elektroforézy. Metoda agardzovej elektroforézy sluzila pre
rozne analyzy, ale v jednoduchosti bola vyuzivand na kontrolu PCR produktov.
V zavislosti od potrieb experimentu bola rozne prisposobend iba doba priebehu

a vel'kost’ napétia u konkrétne vykonavanej metody.

Pre pripravu agar6zového gélu bol do 250 ml Erlemayerovej banky pridany navazeny
1 g agarozy spolu s 100 ml 1x TAE pufru. Roztok bol zahriaty priblizne 2,5 min. do
uplnej homogenizacie rozpustenim agardzy v mikrovinnej rire a schladeny v nadobe s
vodou. Pre vizualizaciu DNA v géli bol pridany 1 pl fluorescenéného farbiva Midori
Green Advance DNA Stain amierne vychladnuty tekuty gél bol naliaty do
elektroforetickej vanicky. Pred stuhnutim bol do gélu zalozeny hreberi pre vytvorenie
jamiek na nandSanie vzorky. Po priblizne 20 min. bol gél stuhnuty a preneseny do

elektroforetickej vani¢ky naplnenej 1x TAE pufrom. Ku kazdej vzorke bolo pridanych
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10 ul 6x Loading Dye (nanasaci pufor) a po odstraneni hrebefia boli vzorky nanesené do
jamiek gélu. Ako marker molekulovej hmotnosti sluzili 2 pul GeneRulerTM 1 kb Plus
DNA Ladder. Varia bola uzatvorena od vonkajsieho okolia a pripojend ku zdroju. Bolo
nastavené konS$tantné napéatie 80 V, pripadne elektricky prad 400 mA po dobu 40 min
alebo odli§na doba v zavislosti od nastavenia potrieb experimentu. Po rozdeleni vzoriek
bol gél vyvolany v pristroji Gel Doc™ EZ Imager, a nasledne prebehlo vyhodnotenie v

programe ImageLab.

3.2.3 Vyrezanie PCR produktu z agar6zového gélu a purifikiacia DNA

DNA extrakcia z agar6zového gélu bola prevedena pomocou komercného kitu GeneJET
Gel Extraction Kit™. Za pouzitia transiluminatoru bol skalpelom vyrezany pas gélu
o urcitej pozadovane] vel'kosti. Vyrez bol preneseny do predom odvazenej 2 ml plastovej
skamavky Eppendorf a nasledne bola zvazena jej hmotnost aj s obsahom. Objem
viazobného , Binding* pufru z kitu bol odvodeny z pomeru 1:1 k navazenej hmotnosti
gélu. Vtomto pripade bol vypocitany objem 200 pl pufru ku 200 mg gélu. Prebehla
inkubéacia pri 50 °C vtermobloku, pokial nebol agarézovy gél uplne rozpusteny.
Prevratenim dna naopak akratkym mieSanim na vortexe doSlo k rychlejSiemu
rozpusteniu obsahu skiamavky. 800 ul roztoku gélu bolo nanesenych na GenelJET
purifika¢nu kolonu s membranou oxidu kremicitého navrhnutou pre zachyt DNA. Obsah
kolonky bol nasledne scentrifugovany pri 11 000 g, 1 min. pri izbovej teplote.
Supernatant bol odstraneny a koldnka vratena spat’ do zbernej skimavky. Tento krok bol
zopakovany eSte dvakrat. Na purifikaéni koldonku bolo napipetovanych 700 ul
premyvacieho ,,Wash® pufru NT3 a prebehla nésledna centrifugacia pri 11 000 g po dobu
1 min. pri izbovej teplote. Podobne ako pri predchadzajucej centrifugacii, bola
odstranend nenaviazana tekuta zlozka a kolonka bola umiestnena spit do zbernej
skumavky. Po premyti pre uplné odstranenie zostatkového premyvacieho pufru bola
kolonka vysu§ena 3 min. centrifugaciou pri izbovej teplote a 11 000 g. GeneJET koldnka
bola premiestnena do 1,5 ml mikrocentrifuganej skimavky. Na stred kolonky bolo
nanesenych 20 pl milliQ vody a prebehla opakovana rychla 1 min. centrifugacia

s odstranenim supernatantu. Obsah skiimavky po druhom premyti nebol odstraneny,
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pretoze obsahoval purifikovanu dvojvlaknova DNA (PCR produkt), s ktorou po

namerani vhodnej koncentracie na NanoDrope bolo mozné pracovat’.

3.2.4 BPrekombinacna reakcia

BP rekombinacné reakcia prebehla medzi fragmentom DNA ohrani¢enom attB miestami
a prisluSnym donorovym vektorom obsahujucim a#/P miesta na vytvorenie vstupného

klonu.

Do 1,5 ml mikrocentrifuga¢nej skumavky boli pri izbovej teplote pridané
komponenty reak¢nej zmesi (Tab. 4). K vysSie uvedenym komponentom v reakcnej
zmesi boli pridané 2 pl rozmrazenej BP Clonase® II a bolo nutné precizne premiesanie
na vortexe. Reakcia bola inkubovana pri teplote 25 °C pocas noci. Nasledne bol pridany

1 wl roztoku proteinazy K, ktory bol ponechany na inkubaciu pri teplote 37 °C 10 minut.

Tab. 4: Komponenty BP rekombinac¢nej reakcie

Pouzité chemikalie Mnozstvo
attB PCR produkt (50 fmdlov) 52 ul
BP Clonase® I 2ul
pDONR™ vektor (150 ng/ul) 1 ul

TE pufor, pH 8.0 1,8 ul
Celkové mnozstvo reakcie 10 pl

3.2.5 Transformacia do TOP10 chemokompetentnych buniek

K 50 pl chemokompetentnych buniek E. coli kmena TOP10 bolo pridanych 5 pl
produktu BP reakcie. Pre naruSenie bunkovych stien baktérii prebehla inkubacia 50 pl
baktérii v skimavke na l'ade po dobu 30 minut a nasledne boli vystavené 50 sektund
teplote 42 °C. V naslednosti na to boli ithned’ prenesené na I'ad. Do skiimavky bolo
pridanych 250 pl SOC média. V d’alSom kroku sa uzavreté skimavky nechali inkubovat
1,5 hodiny pri teplote 37 °C vo vodorovne] polohe na inkubovanej trepacke za staleho
miesania pri 200 RPM. Na dve Petriho misky so stuhnutymi 20 ml LB média, do ktorych
bolo pridanych 20 pl selekéného antibiotika kanamycinu (Kan®), bolo nanesenych 150
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ul bakterialnej kultary, ktora bola rozotretd pomocou sterilnych plastovych hokejok.

Takto naockované LB média boli inkubované cez noc pri 37 °C.

3.2.6 Metoda Colony PCR

Metéda colony PCR sluzila na overenie UcCinnosti transformécie do
chemokompetentnych buniek baktérii E. coli. Na ziskanie templatovej DNA pre
overenie vstupného vektoru Rop8_P2R-P3 v tejto reakcii boli vyuzité narastené kolonie

na pevnom selekénom LB médiu.

V laminarnom boxe bola rozliata sterilna voda po 10 pl do 6 mikroskiumaviek
urCenych pre PCR reakciu. Do kazdej zvlast bola vlozena sterilna Spicka pipety.
V laminarnom boxe boli SpiCkami sterom z povrchu média prenesené vzorky kazdej
zo Otich vybranych kolonii priamo do PCR vody a spolo¢ne premiesané. Kazda

bakterialna kolénia z LB média predstavovala templatovit DNA pre PCR reakciu.

Pre samotnu PCR bol pripraveny do spoloCnej skumavky tzv. master mix.
V naslednosti bol do kazdej mikroskimavky napipetovany 1 pul pDNA z kolonii a 9 pl z
pripraveného PCR mixu doplnenim do vysledného objemu 10 pl (Tab. 5). Pre
amplifikaciu tseku sinzertom bol vyuzity M13 priamy a spatny primer (M13_Fw —
GTAAAACGACGGCCAG; MI13_Rev — CAGGAAACAGCTATGAC) anastaveny
program (Tab. 6) s DNA polymerazou (Cat#01-02-00500; Solis BioDyne OU). Obidva
primery nasadaju na konkrétnu sekvenciu vo vstupnom vektore, vdaka comu je mozné
porovnat’ molekulovt velkost’ PCR produktu s teoretickou hodnotou v in silico vektore.

PCR produkt bol nasledne overeny pomocou 1 % DNA agardzovej elektroforézy.
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Tab. 5: Zlozenie PCR reakénej zmesi

Pouzité chemikalie Mnozstvo
PCR voda 4,6 ul
S5xBuffer (pufor) 2l

2 mmol-1"" ANTP Mix 0,2 ul
10 mmol-1"! M13 priamy primer 1l

10 mmol-1"' M13 spétny primer 1l
HOT FIREPol® DNA polymeraza 0,2 ul
Templatova DNA 1w
Celkové mnozstvo reakcie 10 pl

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

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Vstupna denaturacia 95 °C 12-15 min. 1
Denaturacia 95 °C 30-60 s
Nasadanie primerov 50-68 °C 30-60 s 26-35
Elongacia 72 °C 1-4 min.
Finalna elongacia 72 °C 5-10 minut 1
Schladenie 4°C 0 -

3.2.7 Kultivacia pozitivnych kolénii Escherichia coli so vstupnym vektorom

Po skonceni PCR reakcie boli PCR produkty overené pomocou DNA agardzove]
elektroforézy. U pozitivnych kolonii transformovanych buniek E. coli s inzertom nastal
prenos do 4 ml tekutého LB média so selekénym antibiotikom (Kan®) pomocou steru so
sterilnym paratkom. Tekuté LB médium s bakterialnymi kultirami bolo kultivované na
trepacke v 15 ml kyvetach cez noc pri teplote 37 °C za staleho trepania nastavenom na

200 RPM.
3.2.8 Izolacia plazmidovej DNA pomocou QIAprep® Spin Miniprep Kitu

Pre izolaciu pDNA bola pouzitd bakterialna suspenzna kultara, ktorej narast cez noc sa
prejavil zakalenim. Do 2 ml plastovej skumavky boli preliate 2 ml bakterialnej
suspenzie, ktora bola sto¢ena v centrifige pri izbovej teplote 3 min. a 8000 RPM. Po
odliati supernatantu bolo k sedimentu pridanych 250 ul vychladeného P1 roztoku.
Nasledne bolo pridanych 250 pl roztoku P2 a 350 pl N3 pufru. Po pridani P2 bol ihned’

roztok opakovane ru¢ne premieSany prevratenim dna, rovnako ako po pridani N3 eSte
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pred centrifugdciou. Vzniknuty obsah bol 15 minut centrifugovany pri 13000 RPM bez
chladenia pri izbovej teplote. Po sto¢eni zmesi bolo 800 ul supernatantu prenesenych do
QIAprep 2.0 spin kolonky a zmes bola stocena v centrifuge 1,5 min. pri 10000 RPM.
Zostavajuci roztok, ktory sa nezachytil na kolonke bol odstraneny. Tento krok bol
opakovany so 750 ul PE pufru. Prazdne kolonky umiestnené v zbernej skimavke boli
nakoniec sto¢ené 3 min. pri rovnakym postupom, aby sa odstranil zostatkovy premyvaci
pufor. Na kolonky prelozené v 1,5 ml mikrocentrifuga¢nej skimavke bolo nanesenych
20 wl miliQ vody a boli poslednykrat stocené pri izbovej teplote 1 min. pri 10000 RPM.
Toto stocenie bolo opakované za rovnakych podmienok sobjemom 15 ul. U
vyextrahovanej pDNA z kolonky bola zmerana koncentracia na NanoDrope. Izolovana
plazmidova DNA bola uchovavanad pri -20 °C. Overenie pDNA sa uskutocnilo

sekvenovanim.

3.2.9 Priprava glycerolovych bakterialnych zasobnych kultiar

Z vyizolovanej pDNA pozitivnych bakterialnych kolonii boli pripravené glycerolové
zasobné bakteridlne kultury. Zéakladom pripravy tzv. bakteridlnych konzerv boli
narastené bakteridlne nocné kultury a ich asepticky prenos. Ku 600 ul prenesenej kultury
do sterilnej 2ml plastovej skumavky bolo pridanych 600 pl 50 % glycerolu. Zlozky
vzoriek boli nasledne precizne premieSané, zmrazené v tekutom dusiku a ulozené do

mrazni¢ky na -80 °C.

3.2.10 Restrik¢né Stiepenie

Restrikéné Stiepenie sluzilo na otestovanie spravnosti vytvoreného vstupného
alebo destinacného vektora nesuceho konstrukt v podobe vyizolovanej plazmidovej
DNA (pDNA) z chemokompetentnych buniek E. coli. Kontrolu va¢§inou predstavoval
rovnaky plazmid ale bez vneseného inzertu s génom zaujmu. Ku restrikénému Stiepeniu
preto v prazdnom vektore dochadzalo na rozdielnych miestach a v odliSnom pocte.
Vzniknuté fragmenty bolo mozné separovat’ agardézovou elektroforézou, pricom ich
dizka zodpovedala poétu parov nukleotidovych baz (bp). In silico navrh pre overenie

vysledku §tiepenia bol zhotoveny v programe ApE verzia 2.0.70.0 podla nukleotidove;j
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sekvencie konkrétneho plazmidu. V programe SnapGene bola odvodena restrikéna mapa

pre zvoleny enzym.

Pre priebeh reakcie restrikéného Stiepenia boli jednotlivé zlozky reakénej zmesi
(Tab. 7) s vynimkou vzorky DNA spolo¢ne zmiesané. Objem zmesi (40 pl) bol
rozdeleny do piatich PCR skumavkovych stripov po 8 pl, pricom do kazdého boli
pridané 2 ul DNA vstupného vektora s inzertom. Samotné restrikéné Stiepenie prebiehalo
2 hodiny pri 37 °C. Bol pouzity enzym Pstl, ktory vytvaral kohézne (lepivé) konce na
DNA pri Stiepeni, ¢o umoziiuje sparovanie s inymi komplementarnymi DNA
sekvenciami. Spravna velkost' rozStiepenych fragmentov vstupného vektora bola
overend gélovou elektroforézou na 1% agar6zovom géli s farbivom Midori Green pre
zviditelnenie DNA podl'a postupu opisaného v Casti 3.2.2. Do jednotlivych jamiek na
géli boli napipetované vzorky (10 ul) so 6x DNA nanasacim farbivom (2 pl).

Tab. 7: Komponenty restrikéného Stiepenia vstupného klonu restrikénym enzymom Pstl

Pouzité chemikalie Mnozstvo
pDNA 2ul

10X FastDigest Buffer 1l
Restrikéna endonukleaza Pstl 0,2l
PCR voda 6,8 ul
Celkové mnozstvo reakcie 10 l
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3.2.11 Sekvenovanie

Sekvenovanie sluzilo na testovanie pozitivnych kolonii baktérii po vyizozlovani pDNA
QIAprep® Spin Miniprep Kitom v podkapitole 3.2.8. Vzorky pDNA s pozitivnymi
koloniami boli sekvenované firmou SEQme. Vysledky sekvenovania mali potvrdit, ¢i sa
vo vstupnom vektore P2R-P3 nachadza inzert so spravne zaklonovanou sekvenciou.

Vystup bol porovnavany so sekvenciou v programe SnapGene.

3.2.12 LR rekombinac¢na reakcia

Enzym Gateway® LR Clonase® II mal v LR reakcii vyznam pre zabezpeCenie
rekombinacie atfl. miest patriacich sekvencii génu ROPS na vstupnom vektore s atfR
miestami destinatného vektora pB7m34GW,0 (Karimi et al., 2005). Tato reakcia
podniecuje vznik expresného klonu s konstruktom 35S::GFP:ROPS8 nahradenim ccdB

génu za vstupny klon.

Do 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky boli pri izbovej teplote pridané komponenty
reak¢nej zmesi (Tab. 8). K uvedenym komponentom boli pridané 2 ul rozmrazenej LR
Clonase® II Plus a bolo nutné precizne premieSanie na vortexe. Reakcia bola
inkubovana pri teplote 25 °C pocas noci. Nasledne bol pridany 1 ul roztoku

proteinkinazy K, ktory bol ponechany na inkubéciu pri teplote 37 °C 10 minut.

Tab. 8: Komponenty pre LR reakénti zmes

Pouzité chemikalie Mnozstvo
pEN-L4-2R1™ plazmid nestci p35S sekvenciu 1 ul
pEN-L1-F-L2™ nesuci eGFP sekvenciu 1l
pDONR™P2R-P3 kodujuci ROP8 cDNA sekvenciu 1l
pDEST™ vektor pB7m34GW,0 1 ul
LR Clonase® II Plus 2 ul

TE pufor, pH 8.0 4 ul
Celkové mnozstvo reakcie 10 pl
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3.2.13 Transformacia Escherichia coli destina¢nym vektorom s inzertom

K 50 pl chemokompetentnych buniek E. coli kmena TOP10 bolo pridanych 5 pl
produktu LR reakcie. Pre narusenie bunkovych stien baktérii prebehla inkubacia 50 pl
baktérii v skimavke na l'ade po dobu 30 minut a ihned’ boli vystavené 50 sekund teplote
42°C. V naslednosti na to boli prenesené na 'ad. Do skimavky bolo pridanych 250 pl
SOC média. V d’alSom kroku sa uzavreté skimavky nechali inkubovat’ 1,5 hodiny pri
teplote 37°C vo vodorovnej polohe na inkubovanej trepacke s nastavenymi 200 RPM.
Destina¢ny vektor nesie rezistenciu na spektinomycin (Spe®). Na dve Petriho misky so
stuhnutymi 20 ml LB média, do ktorych bolo pridanych 20 pl selekénych antibiotik
spektinomycinu (Spe®) a rifampicnu (Rif®), bolo nanesenych 150 ul bakterialnej kultiry,
ktora bola rozotretd pomocou sterilnych plastovych hokejok. Takto naoCkované LB

média boli inkubované cez noc pri 37 °C.

3.2.14 Overenie destina¢ného vektoru restrikénym Stiepenim

Vyselektované kolonie boli testované na pritomnost pozadovaného konstruktu
358::GFP:ROPS stiepenim s restrikénym enzymom Apal.l a d’al§imi zlozkami reak¢nej
zmesi (Tab. 9). Restrikcné Stiepenie prebiehalo 20 minut v termocykléri pri nastavenej
teplote 37 °C. Po skonceni restrikcného Stiepenia destinaéného vektoru boli
k nastiepenym produktom pridané 2 pl 6x Loading Dye. V takejto podobe bola

plazmidova DNA bola nanesena na agarozovy gél.

Tab. 9: Restrik¢né Stiepenie destinacného plazmidu restrikénym enzymom Apall

Pouzité chemikalie Mnozstvo
pDNA 2ul
Pufor 1l
Restrikény enzym Apall 0,2 ul
PCR voda 6,8 ul
Celkové mnozstvo reakcie 10 l
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3.2.15 Sekvenovanie destina¢ného vektoru

Sekvenovanie sluzilo na testovanie pozitivinych kolonii baktérii po vyizozlovani
plazmidovej DNA destinaéného vektora pomocou QIAprep® Spin Miniprep Kitom
opisané v podkapitole 3.2.8. Vzorka s pozitivnou koloniou bola sekvenovana firmou
SEQme. Vysledky sekvenovania mali potvrdit, ze sa v destinacnom vektore nachadza
spravne zaklonovany inzert s odpovedajucou sekvenciou. Vystup bol porovnany so

sekvenciou vytvorenou v programe SnapGene.

3.2.16 Transformacia do Agrobacterium tumefaciens a priprava nocnej
kultary

15 pl vzorky DNA s konstruktom 35S::GFP:ROPS pripravenym klonovanim aplikujem
do 200 ul A. tumefaciens GV3101 ako zmrazené glycerolové inokulum. Bakterialne
bunky su transformované vdaka teplotnému Soku, pretoze bakteridlna kultura bola
ulozena 40 minut na l'ade, nasledne bola zmrazena 5 minut v tekutom dusiku a 15 min.
rozmrazovana pri izbovej teplote. Po pridani 400 pul SOC média bola kultara inkubovana
2 hodiny vtme pri 28 °C. Médium bolo potom rozliate do dvoch Petriho misiek.
Sterilnou plastovou hokejkou boli rovnomerne po povrchu rozotreté antibiotika.
NajcastejSim antibiotikom je spektinomycin (Speioo) ale moéze byt pouzity aj
v kombinécii s rifampicinom, aby bol znemozneny rast inych mikroorganizmov ako A.
tumefaciens (Rifso). Misky boli kultivované v tme pri teplote 28 °C. Deii pred stabilnou
transforméaciou lucerny boli narastené vyselektované kolonie A. tumefaciens
s destinaénym vektorom na pevnom LB médiu drevenou Spajdlou sterilne prenesené do
10 ml tekutého LB média s prisluSnymi antibiotikami (20 pl rifampicinu a 20 pl
spektinomycinu). Kultira sa nechala kultivovat' cez noc v tme, pri 28 °C za staleho

mieSania pri 200 RPM.

3.2.17 Selekcia kolonii na zaklade colony PCR s M13 primermi
Zakladny postup pouzita colony PCR pri overovani je uvedeny v podkapitole 3.2.6. Na
overenie spravnosti transformacie destinacného vektora (templatova DNA) do

chemokompetentnych buniek A. tumefaciens bol pouzity pre amplifikaciu useku s
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konStruktom spétny a priamy primer M13. Komponenty PCR reakénej zmesi st uvedené
v Tab. 10. PCR reakcia prebehla s nastavenym programom (Tab. 11) pre Phire Hot Start
I DNA polymerazu (Cat#F122L; Thermo Scientific™). PCR produkty boli overené
pomocou 1% DNA agarozove] elektroforézy podla postupu uvedenom v podkapitole
3.2.2. Pozitivne kolénie boli vypichnuté do tekutého LB média so selekénymi

antibiotikami (Spe® a Rif®) a kultivované podl'a postupu v podkapitole 3.2.7.

Tab. 10: ZloZenie PCR reakcnej zmesi

Pouzité chemikalie Mnozstvo
PCR voda 4,6 ul
S5xBuffer (pufor) 2 ul

2 mmol-1""' dNTP Mix 0,2 ul
10 mmol-1"! M13 priamy primer 1l

10 mmol-1"! M13 spétny primer 1 ul
Phire HS II DNA polymeraza 0,2 ul
Templatova DNA 1l
Celkové mnozstvo reakcie 10 pl

Tab. 11: Program nastavenia priebehu faz PCR reakcie

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Vstupna denaturacia 98 °C 5 min. 1
Denaturacia 98 °C 5s
Nasadanie primerov 68,7 °C 5s 40
Elongacia 72 °C 20's
Finalna elongacia 72 °C 1 min. 1
Schladenie 4°C 0 -
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3.3 Tranzientna transformacia listov Nicotiana benthamiana

Na zaciatku bolo pripravené kokultivacné médium obsahujuce 10 mM MgCI2, 10 mM

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

Bakterialna kultira A. fumefaciens na tranzientnu transformaciu N. benthamiana bola
pripravena sterilne pridanymi 20 pl rifampicinu a 5 pl spectinomycinu. Rezistencia na ne
je obsiahnutd v sekvencii konstruktu. Do 5 ml tekutého LB média. 0,5 ml cistého LB
média s antibiotikami bolo odobraté, pretoze sluzilo ako slepa vzorka, tzv. "blank" pri
merani OD. Do zvysného média s antibiotikami bolo pridanych 30 pl vopred
pripravené¢ho glycerolového inokula A. tumefaciens nesuce konstrukt 35S:GFP::ROPS8
v Casti 3.2.18. Takto pripravené médium bolo zabalené do alobalu a kultivované cez noc
pri teplote 28 °C a 180 RPM na trepacke. Na druhy den pri zistovani ODeoo na
spektrofotometri bolo ako prvé zmerané odobraté médium z prvého diia s antibiotikami
bez bakterii ako referencnd vzorka. Pri merani bolo vzdy odpipetovanych 50 pl do
sklenenej kyvety v laminarnom boxe. Bolo potrebné nariedit’ kultaru, aby mala ODsoo
vyslednt hodnotu 0,7 v 1 ml. Bol vypocitany objem, ktory bol centrifugovany pri 2000
g, 10 min. pri 4 °C. Supernatant bol odliaty pre nahradenie 2 ml kokultivatného média, v
ktorom sa pelet rozptylil na vortexe. Suspenzia sa potom inkubovala 2 hodiny v tme pri
izbovej teplote. Netransformované tabakové rastliny boli poliate asi 2 hodiny pred
infiltraciou, aby sa im otvorili prieduchy. Po inkubacii sa suspenzia nasavala do
injek¢nej striekacky a bola opatrne zatlacena proti tlaku prstu na adaxialnej strane listu
v oblasti medzi zilnatinou. Tato oblast’ bola oznacena fixou. Ako negativna kontrola bolo
pouzité kokultivatné médium. Oznacené transformované rastliny boli prenesené do
fytotronu a prikryté cCiernym igelitovym vrecom a umiestnené do tmy pred

mikroskopickym pozorovanim, ktoré sa uskuto€nilo na 3. denl po transformacii.

Transformované epidermalne bunky boli pozorované Airyscan CSLM vybavenym
objektivom Plan-Apochromat 20x/0,8 (Carl Zeiss, Nemecko). V princpipe funguje ako
vylepSeny fluorescencny mikroskop. Nasledné digitalne spracovanie pripravenych

preparatov prebiehalo pomocou softvéru Zen (modra verzia).
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3.4 Stabilna transformacia lucerny siatej s vyuzitim somatickej
embryogenézy
Na ziskanie stabilne transformovanej linie M. sativa s fuziou GFP (eGFP) s ROPS
pohanianym pod promdtorom 35S boli listy zrelych rastlin transformované A.
tumefaciens GV3101 nesucim tento konstrukt (35S::GFP:ROPS) v destina¢nom vektore
pB7m34GW,0. K ziskaniu transgénnych linii lucerny siatej boli pouzité listové
explantaty z 2. az 5. stonkového uzlu nekvitnucich rastlin M. sativa. Po ich sterilizacii
nasledoval proces somatickej embryogenézy a nakoniec regeneracia trangénnej rastliny.
Postup transformacného protokolu vychadzal z prace Samac & Austin-Phillips (2006)
pre ucinnu transformaciu lucerny siatej. Podmienky kultivacie boli nemenné pocas
celého priebehu stabilnej transformécie v kultivaénej miestnosti. St rozpisané v

podkapitole 3.1.2.

3.4.1 Sterilizacia rastlinného materialu

Z rastlin kultivovanych v in vivo podmienkach boli po odtrhnuti zdravé listy ponorené
do 50 ml flakoény s nesterilnou vodou z kohutika. Pouzivané roztoky boli sterilizované
cez bakterialny filter. Odtrhnuté listy boli sterilizované v 25 ml 70 % etanolu po dobu 10
s. Nasledne boli listy prenesené do 40 ml roztoku milliQ vody so 40 pl Tween-20. V
dalSom kroku boli listy prenesené do roztoku milliQ vody (36 ml), hypochloridu
sodného (4 ml) s pridavkom Tween-20 (40 ul). Listy boli v tomto roztoku ponechané 1,5
min. Nakoniec boli sterilizované listy oplachnuté trikrat v Petriho miskach s milliQ

vodou.

3.4.2 Kultivacia A. tumefaciens na LB médiu

Bola pripravena kultura baktérii s vnesenym konStruktom podla postupu v 3.2.16.
Kolonie A. tumefaciens na pevnom LB médiu s pridavkom antibiotik (Rif® a Spe®) boli
zvlast prenesené do rozliateho tekutého LB média po 4 ml vo falkonach a boli
inkubované pri 28 °C s mieSanim podmienkach za tmy pocas noci. Pred pouzitim bolo
zistované ODgoo, ktorého hodnota by sa mala nachadzat' v rozmedzi 0.6-0.8, inak bolo

potrebné zriedenie kultary. Takto pripravena bakteridlna kultira bola stoCena v
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centrifige 5 min. na 3000 g pri izbovej teplote. Supernatant bol zliaty a sediment bol

rozpusteny v Cistom tekutom LB médiu bez pridavku antibiotik.

3.4.3 Prenos listovych explantatov M. sativa na SH médium s A. tumefaciens
Sterilizované listy boli rozrezané na polovicu pomocou sterilného skalpela a bola
oddelena ich spodna Cast’ so stopkou. Tieto listové explantaty boli ulozené v plastovych
flakonoch s 12 ml SH média a 3 ml suspendovanej , Startér kultiry A. tumefaciens
z predchadzajuceho kroku. Boli ponechané za mierneho miesania (20 RPM) 30 min.
v tme na trepacke pri 21 °C. Nasledne boli explantaty umiestnené na filtracny papier,
osuSené a prenesené na Cisté BSH médium. Negativnu kontrolu predstavovali listové

explantaty ulozené na Cisté LB médium bez baktérii.

3.4.4 Kultivacia lucerny siatej na BSH médiu

Inokulované listové explantaty z SH média boli po osuSeni prenesené na BSH médium
bez obsahu akychkol'vek antibiotik v po¢te dvoch trojlistkov na misku, pricom bolo
pripravenych celkovo 12 misiek s médiom. Toto médium obsahovalo fytohormoény (2,4-

D a kinetin) pre indukciu tvorby kalusov.

3.4.5 Kultivacia lucerny siatej na BSH médiu s pridavkom antibiotik

Po 7 drioch kultivacie sa na povrchu explantatov vytvoril povlak narastenych baktérii A.
tumefaciens. Takéto explantaty bolo nutné premyt 3-5krat v milliQ vode. Explantaty
omyté od A. tumefaciens a nasledne osusené boli prenesené na pripravené BSH médium

so selek&nymi antibiotikami PptR a Tic®.

3.4.6 Kultivacia lucerny siatej na B5S0 médiu

Po troch tyzdiioch boli vytvorené kalusy sterilne prenesené na B5S0 médium s obsahom
antibiotik (Ppt® a Tic®), ktoré uz neobsahovalo fytohormony. V takomto zlozeni médium
indukuje vznik embryi. Zapaskované Petriho misky s kalusmi boli prenesené do
fytotronu na kultivaciu. Kalusy boli opat’ kultivované zhruba 2-3 tyzdne, pokial

nenarastli somatické embrya.
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3.4.7 Kultivacia lucerny siatej na MMS médiu

Vzniknuté somatické embrya, ktoré dosiahli vyvinové Stadium kotyledonarnych listov,
boli jednotlivo sterilne prenesené z BSO média na kliciace MMS médium na konverziu
rastliny. Boli ulozené tak, aby malo embryo pristup k zivindm v médiu. MMS médium
bolo pripravené ako zakladné MS médium s pridavkom PptR a TicR. Na MMS médiu
dochadzalo ku kli¢eniu a vytvaraniu koreriove] sustavy. Zapaskované misky boli
umiestnené do fytotronu. Somatické embrya by mali byt kultivované zhruba 2-3 tyzdne,
pokial by nebol viditelny rast koreiov. Mala by nasledovat kultivacia kli¢encov
s najrozvinutej§imi koreimi na MS médiu pre vznik plne regenerovanej rastliny.
Z Casovych dovodov nebolo mozné zrealizovat tuto fazu, pretoze embryd pre
zakorenovanie potrebovali dlhSie ¢asové obdobie ako dva tyzdne. Nebolo preto mozné

zrealizovat’ kontrolu transformantov mikroskopickou analyzou ani PCR genotypovanim.

4 VYSLEDKY

Tato kapitola prace je venovand dosiahnutym vysledkom pocas experimentalnej Casti.
Jej obsah je tématicky rozdeleny do troch samostatnych podkapitol, ktoré na
seba nadvdzuji asi medzi sebou vzajomne prepojené. Vysledky su zoradené
chronologicky podl'a ¢asovej postupnosti, v akej prebiehali. V prvej Casti si popisané
vysledky z celého priebehu klonovania pomocou Gateway® technologie pre simultannu
pripravu niekol’kych DNA fragmentov. Druh4d cast je zamerana na tranzientnu
transformaciu N. benthamiana a posledna Cast’ opisuje stabilnu transforméaciu lucerny

siate] pripravenym konStruktom v prvej Casti.

4.1 Priprava klonovacich vektorov

V tejto Casti prace su popisané vysledky ziskané pri vytvarani konstruktu pre expresiu
GFP-fuzneho proteinu ROP8 na principe molekularneho klonovania. Takmer cela in
silico analyza kopirujuca priebeh klonovania spojena s vytvorenim vektorovych map
bola zhotovena v programe SnapGene. Pre vyhodnotenie restrikéného Stiepenie
a sekvenovania bol vyuzity plazmidovy editor ApE. Pre porovnanie homologie
sekvencie génu ziskanej sekvenovanim s dostupnymi sekvenciami v databazach a pre

overovanie prace v SnapGene, bol vyuzity program Geneious Prime.
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4.1.1 PCR rekcia s a#tB primermi

Amplifikovana cDNA sekvencia génu ROPS so STOP kodonom o velkosti 594 bp
(Obr. 2) bola ziskana na zaklade zistenej sekvencie cDNA ROPS z referencnej databazy
lucerny siatej, kultivaru XinJianDaYe (MS.gene055764.t1; Chen et al., 2020) a pomocou
paru att primerov. Primery boli navrhnuté podl'a odporucania v MultiSite Gateway®
konstrukénom kite pre trojfragmentovy vektor a pomocou programu SnapGene. Jednym
z kritérii bol pocet parov baz zo sekvencie ur¢enej na amplifikaciu a teplota nasadania
primerov (Tm) v rozsahu 50-60 °C. Rozhodujucim bol aj vyber DNA polymerazy, ktora
bola sucastou reakénej PCR zmesi spolu s inymi zlozkami. Pre tato reakciu bola vybrata
iProof™ High-Fidelity DNA polymeraza. Ako negativna kontrola bola pouZita PCR
H>O.

(425) Sapl - BspQL
(423) Pasl BStAPI (451)
(213) swul (395) PfoI* Bsgl (473)
(0) Start Primer 1 (1..29) (200) PsiL BseRI (242) (390) Belr* ‘ Bsml (475) (594) End Primer 2 (559 .. 594)
e |
1007 200! 300" 400! 500"

ROP8_STOP kodén
594 bp

Obrazok 2: PCR produkt s a#fB primermi. Zhotovené pomocou SnapGene.

o]

M NK 1

- a—

1500 bp

sot -

500 bp.

Obrazok 3: PCR produkt cDNA ROP8 so STOP
kodonom. NK — PCR voda. M — marker GeneRuler 1kb
Plus DNA ladder.
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4.1.2 Priprava a overenie vstupného vektora pomocou restrikéného
Stiepenia

V tejto faze priebehu klonovania bol Stiepeny vstupny vektor so zaklonovanym génom
Rop8 v podobe vyizolovanej pDNA s MI13 miestami pre nasadanie Specifickych
primerov (Obr. 4). Pre Stiepenie v jednom mieste na vstupnom vektore bol pouzity
restrikény enzym Pstl, ¢im sa vytvoril fragment DNA s vel'kostou 3233 parov baz (bp).
Na prazdnom vektore tento enzym Stiepil na dvoch restrikénych miestach a bol
zodpovedny za vytvorenie dvoch fragmentov DNA s réznou dizkou retazca - 2923 bp
a 1850 bp (Obr. 5). Vysledok Stiepenia je zobrazeny na géli (Obr. 6.)

Pstl (572)

pDONR PZR-P3_ROPE
3233 bp

Obrazok 4: In silico zhotovena mapa vstupného vektora pDONR P2R-P3 s inzertom ROPS.
Zhotovené v programe SnapGene.
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Pstl (572)

prazdny P2R-P3
4773 bp

(2422) Pstl

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

ROPS
M P2R-P3 P2R-P3 NK

- e

R

5000

3233 bp.
2925 b,
1850 bp.

1500 bp,

500 bp,

Obrazok 6: Restrikéné Stiepenie vstupného klonu génovej sekvencie ROP8 v pEN-
P2R-P3 s restrikénym enzymom Pstl (572 bp) a prazdného vstupného vektora P2R-P3
s Pstl (2925 bp + 1850 bp). NK — PCR voda. M — marker GeneRuler 1kb 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 vel'kosti 978 bp. Tato hodnota
suhlasila s teoretickym predpokladom zistenym pomocou in silico klonovania
v SnapGene. V reakcii boli pouzité M13 primery. Vysledok restrikéného Stiepenia na 1%
agarozovom geli zobrazuje Obr. 7.

5000 bp

1500 bp

978 bp

500 bp

Obrazok 7: Snimok agardézového gélu po colony PCR. 1 a2 - nahodne vybraté kolonie
transformovanych chemokompetentych buniek A. tumefaciens GV3101 nesucich destinaény
vektor s inzertom GFP-ROPS8, NK — negativna kontrola (PCR voda), M — marker GeneRuler
1kb Plus DNA ladder.

4.1.4 Sekvenovanie

Dalsim spdsobom overenia spravnosti prevedenia BP reakcie bolo sekvenovanie
destina¢ného vektora (Obr. 8). Porovnanim sekvencii v databazach bolo najdenych 100
homolognych proteinov v inych rastlinach, ktoré dosahovali 87.6% homologie. Z nich az
32 dosiahlo homologiu nad 95%. U vécSiny sa vSak jednalo iba o predikované
sekvencie, ktoré neboli doteraz anotované. Zahrnutim tohto faktu sa pocet skutocnych

potvrdenych homoldgov proteinu znizil. Najvacsia zhoda bola zaznamena u rastliny
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Medicago truncatula ainych clenov Celade bobovitych rastlin (Trifolium pratense).

Vysledky sekvenovania boli porovnané pomocou programu ApE.

) 1> AT T T ATATCAT T T TACGT T P CTCG T T CAACT T TCT TG TACAAAGTGGGPATGAGTACAGCAAGAT
FOERRERRR e e e et rrentntd

33 AT A TA T CA T T T TACG T T T C T CG T T CAACT T T C T TG TACAAAGTGGGEATGAGTACAGCAAGATTCATCAAATGTGT TACTGTTGGAGATGGTGCTGTT 2

GGAAAGACTTGTATGCTTAT CTCT TACACAAGCAATACATTCCCTACGGATTATGTGCCTACAGTTTTTGATAACTTCAGTGCAAATG
FERRTEERR R ER P Er el FERRLRERRLLEEN]

33GGAAAGACTTGTATGCTTAT CTCT TACACAAGCAATACAT TCCCTACGGATTATGTGCCTACAGTTTTTGATAACTTCAGTGCAAATGTTGTGGTTGATGH 332

Obrazok 8: Vyznacena Cast’ sekvencie zodpoveda sekvencii cDNA ROPS od prvého kodonu.
Vysledok bol poskytnuty firmou Seqme.

4.1.5 Overenie destina¢ného vektora pomocou Colony PCR

Po overeni destinacného vektora so zaklonovanym inzertom (Obr. 9) pomocou
restrikéného Stiepenia a nasledného sekvenovania, bol konStrukt transformovany do
chemokompetentnych baktérii A. tumefaciens GV3101 znocnej kultary vo forme
bakterialnych konzerv. Uspesnost’ transformacie A. tumefaciens bola overena pomocou
colony PCR. Velkost' amplifikovaného PCR produktu (Obr. 10) sa zhodovala s in silico
linearnou sekvenciou PCR produktu po LR reakcii (Obr. 11), ¢o naznacovalo, ze dana
bakterialna kolonia obsahovala pozadovanu DNA sekvenciu. Pre amplifikovanie boli
pouzité M13 primery. Ako negativna kontrola bola pouzitd PCR voda. Pre porovnanie
sluzil aj destinacny vektor bez inzertu (Obr. 12). PCR a nasledna elektroforéza potvrdili
pritomnost konStruktu 35S::GFP:ROPS8 v A. tumefaciens v troch ndhodne vybratych

koloniach zo Siestich v podobe ,,bandu‘ o velkosti 2583 bp.
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(304 .. 319) M13F attB Fragment.REV (328 .. 390)

attB Fragment.FOR (912 .. 963)

(8704) Apall

pB7m34GW,0+35S+GFP+ROP8
10 764 bp

I

M13 R (2870 .. 2886)

(7612) Apall

(7114) Apall

Obrazok 9: In silico zhotovena mapa destinacného vektora pB7m34GW, 0 s konstruktom
358:GFP:ROPS. Zhotoveng v programe SnapGene.

5000 bp,
2583 bp,

1500 bp

500 bp

Obrazok 10: Reprezentativny elektroforeticky obrazok colony PCR nahodne vybratych kolonii
transformovanych chemokompetentych buniek E. coli TOP10 so vstupnym vektorom.
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MI13F (1..16)

©) Start;{/attB Fragment.REV (25 .. 87) ‘attB Fragment.FOR (609 .. 660) New Feature| (2583) End M13 R (2567 .. 2583)
L_
5007 10007 T 15007 20007 2500
ROP8

attB3 | | attB4

attB2 attR1
attR3 attl2 attB1 gt_CaMV355_Fwl attRa

New Feature attl1

35S+GFP+ROP8
2583 bp

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

M13F (304 ..319)

pB7m34GW,0
9945 bp

Obrazok 12: In silico zhotovena mapa destinaén¢ho vektora pB7m34GW, 0 bez inzertu.
Zhotovené v programe SnapGene.
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4.1.6 Overenie destinacného vektora pomocou restrikéného Stiepenia

V destinatnom vektore pB7m34GW,0 s inzertom ROP8 dochéadza k Stiepeniu na dvoch
miestach s troma ocakavanymi fragmentami DNA s vel'kostou 9174 bp, 1092 bp a 498
bp. Ocakavané vel'kosti usekov si znazornené na Obr. 5. Ako pozitivna kontrola boli
pouzité¢ prazdné plazmidy, ktoré neniesli zaklonovany inzert a vykazovali restrikéné

Stiepenie na odliSnych miestach (Obr. 13).

M 1 2 3 PK

9174 bp 4621 bp

5000 bp 3734 bp
1500 bp

1092 bp 1092 bp
500 bp 498 bp

498 bp

Obrazok 13: Restrikéné Stiepenie vstupného klonu génovej sekvencie ROPS v pB7m34GW,0 s
restrikénym enzymom ApaL (498 bp + 1092 bp + 9174 bp) a PK — prazdného vstupného
vektora pPB7m34GW,0 s ApaL (498 bp + 1092 bp + 3734 + 4621 bp). M — marker GeneRuler
1kb Plus DNA ladder.

4.1.7 Sekvenovanie
Sekvenovanim  bola  potvrdena  pritomnost  gfp  sekvencie v konStrukte
358::GFP:ROP8_pB7m34GW,0, ktoré sa zhodovala s in silico predikciou vo vyznacenej
Casti retazca (Obr. 14).

50



Obrazok 14: Vysledok sckvenovania casti pDNA pB7m34GW,0 s inzertom
358::GFP:ROPS, In silico pripravena sekvencia pB7m34GW,0 + 35S5::GFP:ROPS bola
porovnana v programe ApE so sekvenciou vyizolovanej pDNA. Oznacena oblast’ (Cerveny
obdiznik) predstavuje takmer identickii &ast sekvencie gfp, ktora sa nachadza na
destina¢nom vektore pB7m34GW.0. Vysledok poskytnuty firmou Seqme.

4.2 Tranzientna transformacia Nicotiana benthamiana

Tranzientna transformacia listov tabaku sluzila na overenie funkénosti konstruktu
358::ROP8:GFP pred stabilnou transformaciou, ktora je narocnejSia na prevedenie.
Potvrdenie funkénosti vychadza z predpokladu, ze na treti defi od agroinfiltracie listov
N. benthamiana, by mal byt pozorovatelny fluorescenény signal v listovych

epidermalnych bunkach, v ktorych bol konstrukt exprimovany.

Protein ROP8 znaceny zelenym fluorescenénym proteinom GFP bol pozorovany vo
vel'kej miere vjadrach (okrem jadierok). Fluorescencny signal bol d'alej pritomny
v cytoplazme (okolie organel) a v blizkosti plazmatickej membrany, av§ak neznamena to
okamzite aj lokalizaciu génu v tychto castiach bunky. Signal nie je rovnomerne
rozvrstveny v bunkach, ale v niektorych miestach, napriklad v blizkosti plazmaticke;
membrany bol signal pozorovany ako viac difundovany (Obr. 15 A a C). Mohlo dojst’
k rozstiepeniu viazaného GFP na vol'né. Kontrola autofluorescencie je detekovana ako
modré svetlo (Obr. 15 B a C). Negativnu kontrolu predstavoval v tomto pripade
kokultiva¢ny roztok (Obr. 16), kde nebol zachyteny ziaden GFP signal. VSetky obrazky
z tohto mikroskopovania boli vyhotovené na fluorescencnom mikroskope Airyscan

CLSM.
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Obr. 15: Lokalizacia fuzné¢ho konstruktu 35S::GFP:ROPS proteinu v tranzientne transformovanych
bunkach N. benthamiana. A protein ROPS vizualizovany pomocou fuzie s GFP, kanal pre emisiu
488 nm. B kanal pre chlorofyl ako kontrola autofluorescencie, C zlucené kanaly s prechadzajucim
svetlom, chlorofylom a GFP. Hroty bielych §ipok ukazuju na chloroplasty a ¢ervenych Sipok na
jadierka v cytoplazmatickych pasoch. Hviezdicky vyznacuju zhluky fluorescencnych
signalov na plazmatickych membranach. Mierka 50 um. Airyscan CLSM.

50 pm

Obrazok 16: Negativna kontrola v zlucenych
kanaloch pre chlorofyl, GFP, prechadzajice svetlo a
mRFP, Hroty bielych Sipok ukazuji na chlorofyl v
chloroplastoch Mierka 50 um. Airyscan CLSM.
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4.3 Stabilna transformacia lucerny siatej

Po overeni bakterialnych kolonii A. tumefaciens, je mozné tvrdit’, ze obsahuju
destinaCny vektor s konStruktom génu RopS8. Bakteridlne suspenzie Agrobacterium
s tymto konstruktom boli pouzité k stabilnej transformécii lucerny siatej. Regeneracia
rastlin prebehla nepriamou somatickou embryogenézou (Obr. 17). Ako explantaty boli
pouzité sterilizované mladé listy lucerny siatej narezané na polovicu. Tie boli ko-
kultivované na BS5SH médiu s transformovanymi A. tumefaciens obsahujucim
pozadovany vektor s inzertom (Obr. 17 A). A. tumefaciens po tyzdni kultivacie obrastlo
explantat listu (Obr. 17 A). Explantaty boli omyté vo vode a prenesené na BSH médium
so selekénym antibiotikom (Ppt®) a eliminaénym antibiotikom pre baktérie (Tic®) (17
B). Doslo k indukcii tvorbe kalusu (Obr. 17 C). Kalus s bunkami bez funkcie bol
preneseny na B50 Ppt® /Tic® médium, kde na zaklade zloZzenia média doslo
k diferencidcii a k vytvaraniu embryi (Obr. 17 D). Zrelé embrya boli prenesené na MMS
Ppt® /TicR médium, aby doslo k indukcii rastu korefiov. Dostato¢ne vyvinuté kli¢ence

nebolo mozné zcasovych doévodov preniest na MS médium pre ziskanie

regenerovanych stabilne transformovanych rastlin lucerny siate;j.

b 2 ;
Obr. 17: Fazy priebehu stabilnej transformacie lucemy siatej. A. Listovy explantat obrasteny A.
tumefaciens na BSH médiu na 7. den po transformacii, B. listovy explantat po premyti A.
tumefaciens po 7 dioch kultivacie na BSH médiu s obsahom selekénych antibiotik (TIC, PPT),
C. vytvoreny kalus po 14 diloch od transformacie na BSH médiu s antibiotikami (TIC, PPT), D.
kalus s tvoriacimi sa somatickymi 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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S DISKUSIA

Hlavnym vystupom tejto prace, v ktorom sa spajali vSetky ciele, bolo pripravit
klonovanim fuzny konStrukt nestci fluorescencné znalenie. Pouzitd technoldgia
klonovania MultiSite Gateway slizila na simultanne klonovanie viacerych fragmentov
DNA (Sasaki et al., 2004). Rovnako ako u klonovania zivoc¢ichov, aj pre rastlinné
binarne T- DNA vektory boli navrhnuté protokoly pre MultiSite Gateway klonovanie
(Karimi et al., 2005) zaloZzené na miestne Specifickej rekombinacii. Technologia
umoziovala pri priprave konstruktu zostavenie viacerych fragmentov DNA vo vopred

definovanom poradi, ¢i orientacii (Karimi et al., 2007).

V experimentalne] Casti bakalarskej prace bola ako sucast jedného z cielov
uskutocnena in silico analyza kopirujuca priebeh experimentu. Bola sustredena hlavne
na vyhladavanie sekvencii génov a plazmidov v databazach, navrh primerov, pripravu
vektorov po BP a LR reakcii v samotnom procese klonovania a ich §tiepenia pouzitymi
reStrikénymi enzymami na Specifickych miestach v sekvencii (Elmayan & Vaucheret,
1996a). Na konci jednotlivych experimentov prebehlo overovanie spravnosti priebehu

klonovania porovnanim s in silico teoreticky pripravenymi vektormi.

Na zaciatku procesu klonovania bolo potrebné ziskat’ sekvenciu cDNA lucerny, ktora
kédovala maly protein viazuco GTP. Bola potrebna amplifikdcia metodou PCR.
Degenerované oligonukleotidy zalozené na vysoko konzervovanych aminokyselinovych
sekvenciach GTPaz je mozné vyuzit' 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 LR reakciu, ktoré vytvorili vsupny a destinany vektor. Pritomnost’
pozadovaného konstruktu bola overena colony PCR alebo sekvenaciou (Seqme). Po
izolacii plazmidovej DNA prebehlo overovanie pritomnosti a funkCénosti vytvoreného
konstruktu v chemokompetentnych bunkach baktérii restrikénym Stiepenim. Stiepenie
restrikénymi enzymami moéze okrem iného urCit’ aj pocet kopii trangénu vo vektore

(Elmayan & Vaucheret, 1996), o ale v tomto pripade vyuzivané nebolo.

Tranzientnou transformaciou listov N. benthamiana bolo mozné potvrdit’ ucinnost
konstruktu. Zavedené segmenty DNA st u tranzientnej transformacie exprimované v
omnoho vySsSich urovniach ako u stabilnej. Pre kontrolu génovej expresie funkéného

konstruktu s ROP8 v listoch N. benthamiana musel protein niest’ epitopovi znacku
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(GFP) (Chalfie et al., 1994; Klinkenberg, 2014). Tymto spésobom sa urcuje jeho funkciu
v rastlinach, subcelularnu lokalizaciu vratane analyzy ucinnosti promotorov alebo
interakcii protein-protein (Janssen & Gardner, 1990; Li et al., 2009; Sheludko, 2008;
Yang et al., 2000). GFP bolo mozné nahradit’ aj YFP (Lin et al., 2021). Expresia gfp
cDNA v hostitelovi mohla sposobit mutaciu a produkciu proteinov s réznymi
fluorescenénymi vlastnostami (Chalfie, 1995), o mohlo naru$it’ spravnost’ vysledkov
pozorovania. V mojom preparate nebola vSade rovnaka intenzita fluorescen¢ného
signalu. Expresia transgénu nie vzdy koreluje s po¢tom kopii transgénu a moze sa velmi
lisit' kvoli miestu integracie, preto sa rozdiely v expresii pripisuju ,.efektom polohy*
(Elmayan & Vaucheret, 1996; Mlynarova et al., 1996). Na dosiahnutie 2-3-nasobne
vyS$Sej expresie génov, napriklad pre selek¢né markery, nez ktori zabezpecCuje
hostitel'sky genom, bol pouzity silny prométor 35S virusu karfiolove] mozaiky (CaMV)
(Yoo et al., 2005).

ROPS8 bol lokalizovany v jadrach, pricom v jadierkach nevykazoval ziadny signal.
Dvojity membranovy obal jadra umoziuje selektivny vstup proteinov cez Specializované
komplexy jadrovych poérov do 60 kDa. Pre spolahlivy transport konStruktov
naklonovanych s GFP (29 kDa) do jadra musia mat proteiny v primarnej sekvencii
nuklearny lokalizacny signal (NLS), pretoze by samy o sobe nepresli. Z asovych
dovodov nebolo mozné overit' velkost konStruktu (Nigg, 1997). Velkost ROPS je
mozné odvodit od velkosti jeho homoldgnych proteinov, ktoré maju velkost od 21 do
24 kDa (Feiguelman et al., 2018). Teoreticky by mal byt v podobe konStruktu aj bez

NLS transportovany do jadra bez problémov.

Podrla Lin et al., (2021) ROP8 vykazuje za normalnych podmienok vzory lokalizacie
na plazmatickej membrane spolu s cytoplazmatickou, jadrovou a perinuklearnou
lokalizaciou. Bodovy signal pri tomto pozorovani, ktory nebol zachyteny pri mojom
experimente, znacil intracelularnu lokalizaciu v bunkéch. Jeho lokalizacia sa d’alej lisila
pri procese autofagie, na ktorom sa podiela. Za stresovych podmienok je ho mozné
identifikovat’ v aktivnej podobe na autofagozomalnych §trukturach alebo sa degraduje vo
vakuole (Lin et al., 2021). ROP typu I fuzované s GFP (GFP-ROP6), ku ktorym sa
ROP8 radi, exprimované pod 35S promotorom v rastlinach Arabidopsis, boli

lokalizované iba v plazmatickej membrane (Poraty-Gavra et al., 2013; Sorek et al.,

55



2007). Vysledok sa nezhoduje s mojim pozorovanim. Moze to naznaCovat, ze ROP8
nema vel'ka podobnost’ s ostatnymi zastupcami tohto typu GTPaz. Je ddlezité brat' do
uvahy vyber pozorovaného pletiva, pretoze v imunolokalizacnych experimentoch s
polyklonalnymi antiROP protilatkami zavisela subcelularna lokalizacia ROP prave od
tohto faktoru (Lin et al., 1996; Molendijk, 2001; Sorek et al., 2010). Napriklad v
epidermidis kli¢nych listov boli ROP najdené v plazmaticke] membrane a vystupnych

miestach ER (Zhang et al., 2010).

Dalsim cielom experimentalnej prace bolo navodenie somatickej embryogenézy
a nasledna stabilna transformacia lucerny siatej s A. tumefaciens podla upraveného
protokolu Samac & Austin-Phillips (2006) pre kmeni GV3101. Metoda bola prevedena
na listovych explantatov rastliny M. sativa kultivaru Regen SY (RSY). Sluzila na
zavedenie transgénneho konStruktu 35S::GFP:Rop8 do rastliny. Pri kultivacii na
rastlinnych explantatoch boli viaceré média obohatené o PPT. Miera rezistencie nafi by
mala po urcitej dobe (4 tyzdne) zostat u odolnejSich genotypov konStantnd, ale
a u menej odolnych sa rezistencia vymizla uplne a rastliny neprezili (Wen et al., 2019).
PPT sa vyznaCuje tym, ze mdze zmenit bunkovy metabolizmus u M. truncatula, ¢o
pravepodobne plati aj pre M. sativa. V pripade vyuzitia selekcie s kanamycinom
a hygromycinom by vSak mohlo dojst’ k nizkemu poctu transgénov, pripadne by bol
zrejme pozorovany vyskyt chimérickych transgénov (Seabra et al., 2012; Wen et al.,

2019).
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6 ZAVER

Teoreticka Cast bakalarskej prace bola venovana predstaveniu rastliny M. sativa — jej
vSeobecne] charakteristike, vyznamu v genetickom inzinierstve alebo v oblasti
pestovania pre zlepSenie vlastnosti pody a jej vyuzitie ako kfmnej plodiny. Stucast'ou
reSerSe boli metody stabilnej transformacie, ktoré mozno pouzit pri transformacii M.
sativa. Najvacsi priestor bol venovany transformacii prostrednictvom A. fumefaciens,
pretoze tato metdda bola vyuzivand aj pri tejto praci. Zaver teoretického uvodu do
problematiky bol venovany stru¢nému prehladu zakladnych informacii o
ROP GTPazach. V tejto podkapitole bola spisanad ich zakladna charakteristika so
zaradenim, ich cyklus a vyznam pri signalizacii na stresové faktory a vytvaranie vzorov

v procese formovania Struktir pocas embryonélneho vyvoja, tzv. ,patterning*.

Experimentalna Cast’ prace opisuje pripravu vektorov pre vytvorenie konstruktu GFP-
fazneho proteinu ROPS. Pripraveny konStrukt bol po zaklonovani do vhodnych vektorov
transformovany do chemokompetentnych A. tumefaciens, ktoré sluzili pre tranzientni
transforméaciu do N. benthamiana a stabilni transformaciu M. sativa. Pritomnost
spravne zaklonovaného inzertu ROP8 do bakterialnych plazmidov bola overena metédou

colony PCR, restrikénym §tiepenim a sekvenovanim.

Zrealizovana tranzientna transformacia listov N. benthamiana sluzila pre testovanie
pritomnosti vytvoreného konStruktu. Vysledky prace z mikroskopovania listov
konstruktom 35S::GFP:ROPS potvrdili expresiu génu v jadre. Na dalSie zvazenie
zostava potvrdenie subcelularna lokalizacie fuzneho proteinu v cytoplazme a

plazmatickej membrane pomocou Specifickych markerov.

Cielom stabilnej transformacie bolo vniest’ pripraveny konstrukt 35S::GFP:ROPS aj
do M. sativa. Potvrdenie pritomnosti trangénu u selektantov stabilne transformovanej
lucerny nesucich konstrukt uz z casovych dovodov nebolo mozné. Takto overené
regenerované rastliny mohli byt prenesené do podmienok ex vitro a v tejto podobe
poskytovat’ material vyuzity v budacich experimentoch. Vyzkum v spojitosti s tymto
proteinom v lucerne by mohol byt zamerany na regulaciu autofagie symbiotickych
baktérii s korefimi alebo organizaciu cytoskeletu (kortikélneho, aktinovych filamentov)

spojenu s definovanim urcitého vzoru pri zakladani buniek, ureni tvaru a bunkovej
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polarity. Okrem toho vsetkého sa podielaju aj na prenose signalu ako sucast’ inych

signalnych drah.
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8 ZOZNAM SKRATIEK

2,4-D

A. thaliana

A. tumefaciens
ABA

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
Arabidopsis thaliana
Agrobacterium tumefaciens
kyselina abscisova

Amp® ampicilin

ApE A plasmid Editor

bar herbicid bialaphos

bp pary nukleotidovych baz

CAMV virus karfiolovej mozaiky

CDPK Ca**-zavisla proteinkinaza (Ca**-dependent protein kinase)

CPK kalmodulinu podobna doménova proteinkinaza (Calmodulin like
domain protein kinase)

CRIB Cdc42/Rac-interagujucu vazobnu doména

CRISPR klastrované pravidelne rozmiestnené kratke palindromické
opakovania

E. coli Escherichia coli

EDTA ethylendiaminotetraoctova kyselina

eGFP zosilneny zeleny fluorescenény protein

ER endoplazmatické retikulum

G. max Glycine max

GAP GTPazu aktivujice proteiny

GDP guanozindifosfat

GEF guaninové nukleotidové vymenné faktory

GFP zeleny fluorescenény protein

GTP guanozintrifosfat

GUS B-glukuronidaza

hpt hygromycin fosfotransferaza

Kan® kanamycin

M. sativa Medicago sativa

M. truncatula
NLS

Medicago truncatula
Jadrovy lokalizaény signal

nptll gén pre neomycin fosfotransferazu
PCR polymerazova retazova reakcia
PPT (Ppt®) fosfinotricin

PTM postranslacné modifikacie

Ras gén potkanieho sarkomu

RifR rifampicin

ROP Rho rastlin
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Spe
TicR
Vir
WUE

ROP disocia¢né inhibitory guaninovych nukleotidov
spektinomycin

tikarcilin

efektorové proteiny virulencie

lepsia efektivnost’ vyuzitia vody
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