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1 UvVOoD

Chybami pri replikacii alebo faktormi prostredia ako su UV ziarenie, gamma
ziarenie, mutagény a pod. dochadza k 10 000 az 1 000 000 molekularnych portch na bunku
za deni. (Lodish, H. et al., 2004). Tieto molekularne poruchy maju za nasledok poskodenie
DNA, ¢o moze zmenit alebo uUplne zastavit schopnost' bunky prepisovat gén, ktory

postihnuta DNA koduje. V ddsledku toho su procesy oprav DNA neustale aktivne.

Homologna rekombinacia je vel'mi presna DNA opravna draha a bolo vyvinutych
niekol'ko metdd, ktoré umoziiuji monitorovat pocetnost’ oprav somatickou homolognou
rekombinaciou. Jednou znich je vyuzitie metddy vyuzivajucej plazmid, ktory nesie
neaktivny gén s vlozenymi invertovanymi repeticiami pre B-glukuronidazu. Aktivita [-
glukuronidazy sa obnovi po oprave DNA somatickou homolognou rekombinaciou.
Vyuzitim modelového organizmu Arabidopsis thaliana  asledovanim frekvencie
homolégnej rekombinacie je mozné urcit’ sposob zapojenia sa zaujmového génu do oprav

poskodenej DNA.

Skutoc¢nost’, ze doslo k obnoveniu aktivity reportérového génu sa da zistit pomocou
histochemického farbenia a nasledného pozorovania poctu vyskytov uspesnej homologne;j
rekombinacie, ktort mézeme monitorovat na zaklade mnozstva modrych bodiek v kli¢nych

listoch mladych rastlin Arabidopsis Thaliana.



2 CIEL, PRACE

- Spracovanie literarnej resersSe na tému homol6gnej rekombinéacie.

- Transformécia rastlin Arabidopsis thaliana existujucimi konStruktmi pre analyzu

frekvencie homoldgnej rekombinacie pomocou Agrobacteria tumefaciens.
- Selekcia transformantov na médiu s prislusnymi antibiotikami.

- Zvladnutie in vitro technik pouzivanych pri praci s Arabidopsis thaliana v sterilnom

prostredi.



3 LITERARNY PREHIAD

3.1  Arabidopsis thaliana

Arabkovka thalova (Arabidopsis thaliana) je mala kvitnica rastlina rozsirena
po celom svete. Patri do Cel'ade kapustovitych (Brassicaceae), do ktorej patria aj bezne
pestované druhy rastlin, ako je kapusta a redkovka (The Arabidopsis Genome Initiative,
2000; Cheng et al., 2017). V roku 2000 sa arabkovka thalova stala prvou rastlinou, ktora
mala kompletne osekvenovany génom (Alonso et Ecker, 2006). Stavba arabkobky thalove;
pozostava z tenkého hlavného korena, prizemnej listovej ruzice, priameho bylu a bielych
korunnych listkov. V malom kvete sa nachadza jeden pestik obklopeny 6 tyCinkami

(Obrazok 1).

pollen grain

Obrazok 1: Arabidopsis thaliana
(A) Arapidopsis thaliana v roznych §tadiach zivotného cyklu, (B) kvet A.
thaliana, (C) pelové zrnko, (D) zrelé SeSule. (Kramer, 2015)



Jednou 7z jejvyhodnych vlastnosti je generacna doba, ktora je pomerne
kratka — kvitnutie nastava asi po 6 tyzdiioch od vykliCenia a semena dozrievaji najneskor
do 3 mesiacov (Page et Grossniklaus, 2002). Rozmnozuje sa samosprasenim, ¢o umoziuje
diferenciaciu a ustalenie drobnych morfologicko-ekofyziologickych odchyliek. Nie su to
vSak len biologické vlastnosti, ktoré arabkovku predurcuju pre vyhodnt pracu v laboratoriu.
Vhodnym je prave jej génom, ktory je jednym z najjednoduchsich a najmensich, ktoré su
zname u vysSich rastlin. Druh Arabidopsis thaliana obsahuje pat parov chromozémov (2n
= 10) (Obrazok 2), ich celkova fyzicka velkost je spolu 125 Mb a bolo na nich objavenych
27 655 génov kodujucich proteiny (Cheng, Ch. et al. 2016).

rDNA rDNA

5

Obrazok 2: Idiogram chromozémov Arabidopsis thaliana

Pat’ chromozomov Arabidopsis thaliana. Osekvenované oblasti su zobrazené svetlo Sedou
farbou. Tmavo sivou farbou st oznaCené oblasti, v ktorych je kodovana rDNA.
Heterochromatické oblasti a oblasti centroméry su zobrazené Ciernou farbou. (Johnson, X,
et al. 2007)



Organizacia gendmu je obzvlast jednoducha a priazniva pre molekularne genetické
a genomické experimenty. Obsah vysoko opakujucich sa sekvencii (10 %) a stredne
opakujucich sa sekvencii (10 %) je mimoriadne nizky. V gendmoch inych rastlinnych
druhov mézu opakujuce sa prvky predstavovat az 95 % DNA. Opakujuce sa sekvencie
modzu byt rozptylené v gendme, ale to nie je pripad ardbkovky, ktora ma tieto sekvencie
zoskupené v Specializovanych miestach gendmu. Jedno Specializované miesto je v oblasti
centroméry, kde sa nachadzaji repetitivne pericentromérne sekvencie. Druhé miesto
sanachadza v oblasti nukleolarneho organizatora, ktory koduje ribozoméalne RNA,
a je lokalizované na konci chromozomov 2 a 4. Priblizne 80 % gendému je teda tvorenych
zriedkavo opakujucich sa alebo jedinecnymi sekvenciami. Hustota gendému je mimoriadne
vysoka s génom vyskytujucim sa v priemere kazdych 4,5 kb. Dizka génu je v priemere
1,9kb a79 % zgénov je prerusenych jednym alebo viacerymi intronmi.

(Johnson, Bouchez, 2007).
3.2 Arabkovka thalova a transformacia

Transformacia rastlin je proces genetickej manipulacie, ktorym su cudzie gény
zavedené do rastlinnych buniek a stabilne integrované v rastlinnych genomoch,
transformované bunky saregeneruji a vznikaju tak transgénne rastliny. Tradicné
transformacné metody najCastejSie pozostavaju z pripravy transformacne kompetentnych
rastlinnych buniek alebo tkaniv, vnesenie cudzich génov do rastlinnych buniek najcastejsSie
pomocou baktérie Agrobacterium tumefaciens alebo biolistickou metoédou. Selekcie
transformovanych buniek, ktoré stabilne inkorporovali cudzi gén a regeneracie
transformovanych buniek do transgénnych rastlin. (Christou, P. 1996) Nakolko tato metoda
zahria tkanivové kultiry a regeneraciu rastlin je tento pristup pracny a ¢asovo narocny,
okrem iné¢ho si vyzaduje aj relativne drahé laboratorne vybavenie. Taktiez tento sposob
transforméacie moze viest k neziaducej modifikacii DNA pocas procesu dediferenciacie
a diferenciacie, ktora je spdsobena stresom spdsobenym protokolom pre in vitro bunkové

kultary. (Labra, M., et al. 2004)

Sposob transformacie rastlin, ktory vyluCuje pouzitie tkanivove] kultury
a regeneraciu rastlin, ¢im ddjde ku skrateniu ¢asu potrebného na produkciu transgénnych
rastlin bol prvykrat opisany ako transformacia ,,in planta“ pred 35 rokmi. (Feldman, K. A,
Marks, M.D. 1987) Feldmann a Marks sa vo svojej priekopnickej praci spolocne kultivovali
kliCiace semena Arabidopsis thaliana abaktériu Agrobacterium tumefaciens, ktora
obsahovala neaktivny Ti plazmid a binarny vektor, takto sa im podarilo ziskat transgénne
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linie, napriek tomu, ze miera transformacie bola vel'mi nizka. (Feldman, K. A., Marks, M.D.

1987)

O niekol’ko rokov neskor skupina Pelletier infiltrovala do kvitnucej rastliny
arabkovky thalovej Agrobacterium, Co vel'mi zvysilo efektivitu transformécie, tento spdsob
transformécie sa nazyva ,,metoda vakuovej infiltracie rastlin pomocou Agrobacterium®.
(Bechtold, N., et al. 2003) Tato metdda zahfiia vytrhnutie kvitnucej rastliny arabkovky
thalovej, vakuovu infiltraciu rastlin pomocou bunkovej suspenzie Agrobacterium, opatovné
zasadenie, zber semien o niekol'ko tyzdiiov a skrining priméarnych transformantov na médiu
obsahujucom selektivne Cinidlo (zvyCajne ATB alebo herbicid). Tieto transformacné
postupy boli neskor zjednodusené a vylepSené. (Clough, S.J., Bent, AF. 1998)
Vo vylepSenej verzii je vynechané vytrhnutie a opatovné zasadenie infiltrovanych rastlin.
Vakuovo sprostredkovana infiltracia sukveti (Bechtold, N., et al. 2003) boa nahradena
pouzitim povrchovo aktivnej latky (Silwet L-77), ktora sa vyskytuje v zloZeni niektorych
pesticidov, napomaha vstupu chemikalii do rastlinného pletiva. VSetky tieto Upravy
zjednodusili pociatoény postup. Kvetné puky ardbkovky boli jednoducho ponorené
do suspenzie buniek Agrobacterium, ktora obsahovala 5 % sachardzy a 0,01 — 0,05 % Silwet
L-77, aby bola umoznena absorpcia agrobaktéria do samicich gamét. (Desfeux, C., et
al.2000, Bechtold, N., et al. 2003) Tato vel'mi jednoducha transformacna metoda sa oznacuje

ako ,.floral dip*“ metdda. (Clough, S.J., Bent, A.F. 1998)

Vyuzitie transgénnych rasatlin je vel'mi Siroké. Jednym z nich je napriklad vyuzitie
pre §tudium antioxidagnej obrany (Allen, R.D., er al. 1997). Dal§im je bioremediacia pod
kontaminovanych stopovymi prvkami. (Kramer, U., Chardonnens, A. 2001) V neposledne;j
rade sa daju transgénne rastliny vyuzit aj na S§tadium génove] expresie rastlin.

(Willmitzer L. 1988)
3.2.1 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je podna fytopatogénna baktéria, ktora je schopna
preniest segment svojho tumor-tvoriaceho (Ti) plazmidu, nazyvaného aj T-DNA, do rastlin.
Proteiny virulencie, ktoré sprostredkivaju prenos su taktiez lokalizované na Ti plazmide.
Proteiny virulencie su zapojené (priamo alebo prostrednictvom interakcie s hostitel'skymi
faktormi) do vytvarania, premiestiiovania, ochrany, jadrovej lokalizacie a pravdepodobne
aj integracie  T-DNA do rastlinného gendému. (Hohn, B., 2001) T-DNA obsahuje

eukaryotické expresné signaly, ktorych expresia poskytuje enzymy, ktoré dodavaju



jedine¢né ziviny pre baktériu a zapinaji mitoticka aktivitu transformovanych buniek.

(Hohn, B., 2001)
3.2.2 Agrobacterium tumefaciens a transformacia

Vo vol'ne zijucich agrobaktériach je vacsina génov virulencie, ktoré si organizované
v operénoch, neaktivne. Vnimanie signalov vychadzajiacich z poranenych rastlinnych
buniek baktériami vedie k jedineCnym akciam a reakciam na molekularnej Grovni. Poranené
rastlinné bunky vylucuju fenolické zlucCeniny a cukry, vnimanie tychto latok baktériou
je interpretované ako blizkost’ rastlinnej bunky, ktord je pripravena na transformaciu.
Po prichyteni baktérie k rastlinnej bunke dojde kudalostiam, ktoré zmenia prijem
rastlinného signalu na transkripnu aktivaciu vSetkych génov virulencie. Na to aby doslo
k uspesnej transformacii je potreba aby plazmid obsahoval pociatok replikacie, ktory mu
umozni replikdciu v hostitel'skom organizme, viacnasobné klonovacie miesto,
kde sa nachadzaju viaceré miesta pre Stiepenie restrikénymi enzymami atak umoziuju

vlozenie transgénového inzertu.

Vysledkom uspesnej transformacie pomocou agrobaktérii je stabilna integracia T-
DNA do rastlinného genomu. Konecnym cielom patogénneho organizmu A. tumefaciens nie
je len transformovat svojho hostitel’a, ale aj rozvratit jeho metabolizmus aby sltzil potrebam
patogénu, ato tym, ze hostitel zacne produkovat zluCeniny, ktoré k prezitiu potrebuje
patogén. Draha prenosu T-DNA z Agrobacterium do rastlinnych buniek ajej konecna
integracia do gendomu zacina vytvorenim zarezu v oblasti T-DNA Ti (nador indukujtuceho)
plazmidu pomocou T-DNA endonukledzy, Specifickej pre hranicné oblasti, VirD2.
(Yanofsky, MLF. et al. 1986, Stachel, S.E. et al. 1986, Jayaswal, R.K., et al. 1987,
Veluthambi, K., et al. 1987, Veluthambi, K., et al. 1988) Zarezy sa objavuju medzi
nukleotidmi 3 a 4 z 25 bp dlhej hrani¢nej sekvecnie, ktora lemuje oblast T-DNA. (Yadav,
N.S., et al. 1982, Wang, K., et al. 1984). Pocas vytvarania zarezov v hrani¢nych oblastiach
T-DNA, VirD2 sa kovalentne viaze k5 koncu T-DNA, ¢o vedie k vytvoreniu
jednovlaknovej formy T-DNA, T-vlakno, na svojom 3’ konci obsahuje nukleotidy 4-25
z l'avej hranice, a na 5° konci obsahuje nukleotidy 1-3 z pravej hranice. (Herrera-Estrella, A.
et al. 1988, Ward, E.R., ef al. 1988, Young, C., et al. 1988, Durrenberger, F., et al. 1989,
Howard, E.A., et al. 1989). VirD2 nasledne viedie T-vlakno cez vyhradeny systém sekrécie
proteinu typu IV (T4SS) a do rastlinnej bunky. (Tinland, B., e al. 1994, Yusibov, V.M., et

al. 1994) V ramci rastliny mézu T-vladkna trpiet’ deléciami na 3’ a/alebo 5° koncoch pred



alebo pocas integracie. Delécie obzvlast prevladaju a su rozsirenejSie na 3° konci ako na 5’

konci, ktory je chraneny vdzbou na protein VirD2. (Durrenberger, F., ef al. 1989)

Vysledky S§tadii naznacuju, Ze proteiny spojené so Strukturou a modifikaciou
chromatinu su doélezité pre integraciu T-DNA do gendémov rastlin alebo kvasiniek a ze
v niektorych pripadoch, mdze integracia priamo ovplyviiovat expresiu ostatnych génov
potrebnych pre integraciu T-DNA. Poloha integracie T-DNA a chromatinova Struktura tejto
oblasti m6ze ovplyvnit expresiu transgénov kodovanych T-DNA. Variabilita v expresii
transgénu ovplyviuje Stadie funkcie génu a promotora. Je preto potrebné preskamat’ velkeé
mnozstvo nezavislych transgénnych udalosti, aby mohli byt vyvodené zavery. (Gelvin,

S.B. 2021)
3.3  PoSkodenie a opravné mechanizmy DNA

Chybami pri replikécii alebo faktormi prostredia ako si UV Zziarenie, gamma
ziarenie, mutagény a pod. dochadza k 10 000 az 1 000 000 molekularnych portch na bunku
za deni. (Lodish, H. et al., 2004). Tieto molekularne poruchy maju za nasledok poskodenie
DNA, ¢o moze zmenit alebo uUplne zastavit schopnost' bunky prepisovat gén, ktory
postihnuta DNA koéduje. V dosledku toho s procesy oprav DNA neustale aktivne. Rychlost’
oprav DNA zavisi od mnohych faktorov ako je typ bunky, vek bunky a extracelularne
prostredie. Bunka, ktora obsahuje uz prili§ vel'a poSkodeni DNA a nie je schopna ich u€inne
opravovat moze vstupit’ do jednoho z troch stavov. Bud’ djde do nezvratného stadia pokoja
znameho ako senescencia alebo ddjde k programovanej bunkovej smrti — apoptoze, alebo

nastane nekontrolované delenie buniek, ktoré vedie k tvorbe tumorov a rakoviny.

Bunky nemo6zu fungovat’ pokial poSkodenie DNA naru$i integritu a dostupnost’
zakladnych informécii v gendme. V zavislosti od typu poSkodenia sa vyvinuli rozne opravné
stratégie na obnovu stratenych informacii. Bunky prednostne vyuzivaji nemodifikované
komplementarne vlakno DNA alebo sesterski chromatidu ako templat na obnovenie
povodne] informacie. PoSkodenie DNA zmeni priestorovi konfiguraciu molekuly DNA
a tieto zmeny je bunka schopna detekovat. Akonahle je poSkodenie lokalizované, Specifické
molekuly na opravu DNA sa viazu na miesto poskodenia alebo v jeho blizkosti, ¢im
sanaviazu dalSie molekuly a vytvori sa komplex, ktory umozni opravu. Existuji rdzne
opravné mechanizmy v zavislosti od typu poskodenia DNA a fazy bunkového cyklu. V tejto

praci bude podrobnejsie rozobrana oprava pomocou homolognej rekombinéacie.



3.3.1 Homolégna rekombinacia

Homologna rekombinacia (HR) je jedenym zo zakladnych procesov zivota. Vd'aka
aktivite poCas meidzy a v somatickych bunkdch ma HR dvojakt funkciu. Vytvara nové
kombinacie genetického materialu v meidze ¢im vytvara geneticku variabilitu pomocou
reciprokého krizenia a vymeny DNA, ¢oho vysledkom st nahodné kombinacie alel
a znakov, ktoré podliehaju prirodzenému vyberu, a preto prispievaju k evolucii
organizmu. V niektorych organizmoch zabezpecCuje plodnost. HR je taktiez potrebna pri
opravach poskodenej DNA v somatickych tkanivach, zaroveni v§ak HR musi byt striktne
kontrolovana pri repetitivnych sekvenciach aby nedochadzalo k nechcenym prestavbam. HR
udrzuje integritu gendému v somatickych bunkéach. Somaticka rekombinacia sa uplatiiuje
najmé pri opravach DSB. DSB patria medzi najnebezpecnejSie formy DNA poskodenia,
uz jeden neopraveny DSB moze viest’ k bunkovej smrti. (Bennett, C.B., et al. 1993) DSB su
sposobené vonkaj§imi aj vnutornymi faktormi. Prikladom vonkajSieho faktora je ionizujice
ziarenie a prikladom vnutorného je replikacia, ktora prechadza cez zarez vo vlakne.
V rastlinach a stavovcoch je vacsina DSB opravena nehomolognym spéajanim koncov, tento
proces priamo liguje prerusené konce bez potreby homoldgneho templatu, je vsak nachylny
na chyby. (Moore, J.K., Haber, J.E, 1996) Homologna rekombinacia, na rozdiel od NHEJ,
vyzaduje homolognu sekvenciu na vedenie opravy atym umoziiuje presni opravu.
(Schermann, D., et al 2005) Drah a produktov oprav DSB pomocou homologne;
rekombinacie je niekol'ko (Obrazok 3). Podrobne rozobrané buda drahy SSA a SDSA

v nasledujucich kapitolach.
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Obrazok 3: Drahy homolégnej rekombinacie pri oprave DSB

Homoldégna rekombinacia sa da rozdelit’ do troch etap: presynapsia, synapsia a postsynapsia.
Pocas presynapsie su konce DSB rozpoznané aupravené aby boli zakonéené 3°-OH
jednovlaknovym koncom (krok 1-2). V synapsii d6jde k invazii vlakna DNA Rad51-ssDNA, ktora
generuje D-slucku (krok 3). po vytvoreni D-slucky m6ze HR prebichat’ troma réznymi cestami.
Pri SDSA (kroky 4a — 5a — 6a), invazivne vlakno sa po syntéze DNA uvolni a hybridizuje
s druhym koncom, ¢o vedie k lokalizovanej konverzii bez kriZzenia. Tento proces méze zahriat’
viac kol invazie , syntézy a uvol'nenia vlakna. Pri BIR (kroky a4 — 5b — 6b), je D-slucka zostavena
do plnej replikacnej vidlice, ktora kopiruje celt distalnu cast” chromozomu, co vedie k strate
heterozygotnosti (LOH). Pri DSBR ( kroky 4b — 5¢c — 6¢-e — 7), su oba konce DSB zapojené do
opravy, bud’ samostatnou invaziou vlakna alebo zachytenim druhého, ¢o vedie k tvorbe dvoch
Hollidayovych spojov. Ticto spoje mézu byt rozdelené pomocou rezolvazy na produkty
bez krizenia alebo na produkty s krizenim (kroky 6c¢ a 6d). Spoje mo6zu byt prerusené aj
mechanizmom zahfiiajicim gén BLM, ktory sprostredkuva migraciu vlakien, a TOPOIlla, ktora
katalyzuje rozdelenie hemikatenanu, tento proces vedie vyhradne k tvorbe produktov bez kriZzenia

(krok 7). (Li, X., Heyer, WD., 2008)
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3.3.2 Single strand annealing, SSA

Single-strand annealing (SSA) je opravnad draha dvojvlaknovych zlomov (DSB),
ktora vyuziva homoldgne opakovania na premostenie koncov DSB. SSA zahriia repeticie,
ktoré ohranicuju jeden DSB a spdsobuje preskupenie a delécie medzi repeticiami, a preto je
relativne mutagénna. (Bhargava, R., et al. 2016) Vyskyt SSA bol zisteny v bunkach cicavcov
a v niektorych modelovych organizmoch vratane Sacharomyces cerevisiae, Arabidopsis
thaliana, Drosophila melanogaster a Caenorhabditis elegans. (Ivanov, E.L., et al. 1996,

Do, A.T. et al. 2014, Orel, N., et al. 2003, Pontier, D.B., et al. 2009, Lin, F.L., et al 1984)

Stadia z laboratoria v Sternbergu z roku 1984 poskytla dokazy o SSA pomocou
substratov DNA plazmidov nestcich homologne opakovania, ktoré boli transfekované
do mys$ich buniek a navrhli model pre opis krokov tejto cesty. (Lin, F.L., et al. 1984) Tento
model zahfiia DSB medzi homoldégnymi opakovaniami, po ktorych nastdva DSB resekcia
koncov, ktora vytvori na 3’ ssDNA, ktora odhal'uje lemujuce homologne sekvencie, ktoré
st spolu anelovang, aby vytvorili medziprodukt. Tento medziprodukt je potom pripravovany
na ligaciu, ¢o zahriia endonukleolytické §tiepenie nehomolognych 3’ ssDNA chvostov
a vyplnenie vsetkych medzier polymerazou. FunkCnou analyzou niekolkych faktorov
sa zistilo, ze DSB resekcia koncov, ktora sa tyka tvorby 3° ssDNA, je kl'uCovym krokom
SSA. SSA je zavislé na CtIP (Munoz, M.C. et al. 2012, Bennardo, N., et al. 2008), ¢o je
klicovy faktor pre resekciu koncov, zaloZzeny na meraniach tvorby ssDNA v miestach
poskodenia DNA, ako aj faktor pre fyzikalnu analyzu miestne Specifickych endonukleazou
generovanych chromozomalnych DSB. (Satori, A A., et al. 2007, Chen, L. et al., 2008,
Zhou, Y. et al. 2014) Taktiez boli objavené aj faktory, ktoré naopak inhibuju resekciu
koncov, napriklad v drahe reakcie na poSkodenie DNA, ktora zahfia H2AX, RNF168,
53BP1 aRIF1. (Munoz, M.C., et al. 2012, Zhou, Y., et al. 2014, Xie, A., et al. 2004,
Escribano-Diaz, C., et al. 2013, Hakim, O., et al. 2012, . Ochs, F., et al. 2016) Po resekcii
koncov d’alSie kroky SSA zahrfiiaju anelaciu lemujucich opakovani nasledovant odstranenim
nehomolognych 3’ ssDNA koncov, €o je sprostredkované pomocou RADS52 a ERCCl1, resp.
RADS2 je protein viazuci DNA, ktory moze sprostredkovat’ anelaciu substratov ssDNA.
(Mortensen, U.H., et al.,2009, Symington, L.S. 2002, Rothenbeerg, E. et al., 2008) ERCCI1
sa spaja s XPF za vzniku proteinového komplexu , ktory je schopny nukleolyticky Stiepit
3’ konce ssDNA. (Motyska, T.A., et al., 2004) Okrem toho nukledzova aktivita komplexu
ERCCI1/XPF je posilend RADS52. (Motyska, T.A., et al., 2004).
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SSA teda pozostava z anelacie a odstranenia 3’ ssDNA chvostov a vyplnenia
vSetkych medzier pomocou polymerazy aby boli vytvorené substraty pre ligaciu DNA

a dokoncenie SSA.
3.3.3 Synthesis-dependent strand annealing, SDSA

Vroku 1994 sa zistilo, ze S§tadie ooprave DSB medzery u Drosophila su
nezlucitel'né s modelom dvojitého Hollidayovho spojenia, ¢o viedlo k navrhu modelu, ktory
sa nazyva SDSA. (Nassif, N., et al. 1994) Stadiom meiotickej rekombinacie v S. cerevisiae
sa zistilo, ze produkty ktoré nie su krizené, sa objavuju skoér ako produkty dvojitého
Hollidayovho spojenie alebo produkty s krizenim, ¢o spochybnilo predchadzajucu
predstavu, ze produkty skrizenim aj bez krizenia st vytvorené prave dvojitym
Hollidayovym spojenim a viedli k navrhu cesty SDSA, prostrednictvom ktorej sa vytvarali
produkty bez krizenia. (Allers, T., et al. 2001)

V modeli SDSA dochadza k oprave DSB bez vytvorenia Hollidayovho spojenia,
takze dva procesy homolognej rekombinacie su identické az do vytvorenia D-slucky.
(McMahill, M.S., et al. 2007)) V kvasinkach je D-slucka vytvorena invaziou vlakna
pomocou Rad51 a Rad52 (Dupaigne, P., ef al. 2008), a potom nainho pdsobi DNA helikaza
Srs2, ktora zabrani tvorbe dvojitého Hollidayovho spojenia a aby mohla nastat’ draha opravy
pomocou SDSA. (Miura, T., et al. 2012) Napadajice 3’ vlakno je rozsirené pozdiz
recipientného homoldgneho DNA duplexu DNA polymerazov v smere 5° na 3’, takze
D-slucka sa fyzicky premiestiiuje procesom nazyvanym ako ,,buble migration DNA
synthesis“. (Formosa, T., et al. 1986) Vysledkom toho je tvorba jednoduchého Hollidayovho
spojenia, ktoré kize po duplex DNA v rovnakom smere v procese nazyvanom migracia
vetvy, &im sa vytesiiuje prediZeny retazec z retazca tepmplatu. Totot premiestnené vlakno
sa objavi a vytvori 3’ previs v pévodnom dvojvladknovom preruSovanom duplexe, ktory sa
potom moze napojit na opacny koniec povodného prelomenia pomocou komplementarneho
parovania baz. Syntézou DNA sa vyplnia medzery, ktoré ostali po anelacii a prediZia sa oba
konce stale pritomného zlomu jednovlaknovej DNA, pricom vSetky ostavajuce medzery su

spojené, aby bola vytvorena rekombinantna Dna bez krizenia. (Helleday, T., et al. 2007)

SDSA je jedinecna v tom, ze translokécia D-slucky vedie skor ku konzervativnej nez
k semikonzervativnej replikacii, pretoze prvé predizené vlakno je vytesnené zo svojho
teplatového vlakna, pricom homologny duplex ostava nedotknuté. Preto, aj ked SDSA

produkuje produkty bez krizenia, preoze hranicné markery heteroduplexnej DNA sa
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nevymienaju, moze dojst ku konverzii génov, pri ktorej dochadza k nereciprokému

genetickému prenosu medzi dvoma homognymi sekvenciami.(Mahner, R.L., er al. 2011)
3.4  B-glukuronidaza

Pouzitie fuzie medzi pozadovanym génom a reportérovym génom s l'ahko
detekovatel'nym produktom ponuka mnozstvo vyhod pre §tidium génovej expresie. Pouzitie
sady testov na monitorovanie expresie roznych génovych kontrolnych oblasti zjednodusuje
analyzu a Casto zlepSuje citlivost, s ktorou je mozné vykonavat meranie aktivity génov.
Mnohé gény vo vySSich organizmoch patria do génovych rodin pozostavajucich
z niekol'kych pribuznych génov, ktorych expresia moze byt nezavisle kontrolovana. (Cox,
G.N., Hirsh, D., 1985) Zvicsa je potreba Studovat prave jedného Clena takejto génovej
rodiny bez rusivych vplyvov ostatnych ¢lenov. Pouzitie in vitro generovanych génovych
fuzii atransformacie DNA umoziuje takuto analyzu. NajcCastejSie pouzivanym
reportérovym génom je pravdepodobne Escherichia coli lacZ gén, ktory koduje B-
glukuronidazu. (Lis, JT., et al. 1984, Beckwith, J., et al. 1970) B-glukuronidaza ma vela
vlastnosti vd’aka, ktorym je hojne vyuzivana ako marker génovej fuzie. Gén a génovy
produkt su dobre geneticky a biochemicky charakterizované (Obrazok 4). (Beckwith, J., et
al. 1970)
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Obrazok 4: Systém na detekciu homolognej rekombinacie s vyuzitim
invertovanych repeticii GUS (beta gluc)

Intrachormozomalne reportérové konstrukty homolognej rekombinécie s priamymi

a nepriamymi opakovaniami (a,b). Konstrukty pozostavaju z dvoch neaktivnych
fragmentov (GU’, U’S) génu B-glukuronidazy (GUS) zdiel'ajuceho identicky usek dlhy
618 bp (U’). Intramolekularne udéalosti HR medzi opakovaniami obnovuju funkény
dén (GUSC) s roznymi molekularnymi produktmi: Priame repeticie (GU’-U’S) vedu

k delécii sekvencie medzi dvoma repeticiami, co pravdepodobne vedie ku
kratkodobému vzniku nereplikativnej kruhovej molekuly. HR medzi nepriamymi
opakovaniami (U’G-U’S) vedie k inverzii a konzervacii sekvencie oddel'ujuce;j
repeticie. Cierne trojuholniky predstavuju hranice T-DNA, P oznaduje CaMV virusovy
promotor riadiaci expresiu GUS, H reprezentuje gén rezistencie voci hygromycinu.
Reportérovy konstrukt (c) vizualizuje intramolekularne udalosti HR. Zistilo sa, ze
hlavnou cestou, ktora vedie k obnove génu GUS, je génova konverzia, ale taktiez
reciproka rekombinéacia medzi sesterskymi chromatidami alebo alelickymi
chromozémami. (Molinier, J. ef al. 2004, Haubold, B. et al. 2002) In planta su
detekované rekombinacné udalosti, reportéroveé rastliny obsahuju stabilne integrovany
konstrukt HR, ako v (a). Histochemické farbenie GUS reportérovych rastlin
vizualizuje bunky, v ktorych bol gén GUS obnoveny pomocou HR (d).

(Schuerman, D. et al. 2005)
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

e Semena rastliny Arabidopsis thaliana, linia Col-0 wild type

e Semena rastliny Arabidopsis thaliana, linia WT RecE, RecB

e Semena rastliny Arabidopsis thaliana mutantné linie dpcr32 RecE, dpcr3-2 RecB

e Kompetentné baktérie Agrobacterium tumefaciens, kmen LBA4404
e Plazmid DGU.US (pCHN;DC4BI)

e Plazmid DU.GUS (pCH23I*D)

e Plazmid IU.GUS (pCH23I*])

A DGU.US
(e ——— e = i
right border 2358 P GU Scel us Nos T 3BSP  IST BAR
fragment
B DU.GUS
right border U Nos T hygromycin Nos P 2x35S P GU l-Scel us
phosphotransferase
C lueus

fight border U Nos T hygromycin Nos P 2x35S8 P GU Scel us
phosphotransferase

ST

Nos T

Nos T

left border

left border

left border

Obrazok S: T-DNA Struktura HR reportérovych konstruktov

(A) Linia DGU.US obsahuje dva fragmenty GUS ORF s homoldgnymi castami (GU, US,

oznacené modrou farbou) v priamej orientacii, ktoré st oddelené rozpoznavacim miestom

megaendonukleazy I-Scel (oznacené Cervenou). Expresia rekombinovaného kompletného

génu GUS je riadend promotorom 2x35S a terminatorom Nos (oznacené Zzltou farbou).

V rovnakej orientacii je ORF fosfinotricinacetyltransferazy (BAR, oznacené sivou farbou)

ohrani¢eny promotorom 35S a terminatorom 35D (oznacené zltou farbou). Na 3’ konci

promotora 35S sa nachadza fragment terminatora 35S (oznaceny zltou farbou), ktory

neovplyviuje selekciu BAR.
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(B) V linii DU.GUS su dva fragmenty GUS ORF bez vzajomnej homologie (GU, US
oznaCené modrou farbou) v priamej orientdcii su oddelené rozpoznavacim miestom
megaendonukleazy I-Scel (oznacena Cervenou farbou). V rovnakom smere sa nachadza
centralny fragment GUS ORF homolégny s GU aj s US (U, ozna¢ené modrou farbou).
Expresia rekombinovaného kompletného génu GUS je riadena promotorom 2x35S
a terminatorom Nos (oznacené Zltou farbou). Medzi fragmentmi U a GU je umiestneny
ORF hygromycin fosfotransferazy (oznaceny sivou farbou) pod kontrolou promotora Nos

a terminatora Nos (oznacené ZItou farbou)

(C) Linia IU.GUS je konstruovana podobne ako linia DU.GUS. Centralny fragment GUS

OREF (U, oznacené modrou farbou) je tu v obratenej orientacii.

Vsetky konstrukty st ohraniené lavou a pravou hrani¢nou sekvenciou (oznacena

tyrkysovou farbou). (Holger, P., Hohn, B. 2012)

4.2  Pouzité chemikalie a roztoky
4.2.1 Pouzité chemikalie

o 2 MS médium

e Acetosyringon (MCE, kat.¢. HY-W009884)

e Agar bacteriological (VWR Chemicalt, kat. ¢. 84609.0500)

o Agaroza (VWR Chemicals, kat. €. 0710-500G)

e Destilovana voda

e Dihydrogénfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S9638)

e DMSO (dimetyl sulfoxid) (Serva, kat.¢. 39757)

e dimetylformamid (Salvus, kat. ¢. 000047)

e dNTPs (Thermo Fisher Scientific, kat. €. RO191)

e DreamTaq™ Buffer (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. B65)

e DreamTaq™ DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EP0705)
e EDTA (kyselina ehylendiamintetraoctova) (Sigma-Aldrich, kat.¢. ES134)
e Edwardsov pufer

e Etanol 70%

e Etanol 96% (Lach-ner, kat.¢ 20025-A96)

e Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢.E8751-5G)
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e Ferikyanid (Sigma-Aldrich, kat.¢. 455989)

e Ferokyanid (Sigma-Aldrich kat. ¢. 244023)

e Gentamicin (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 15750060)

e Hydrogénfosforecnan sodny (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1.06585)
e Hygromicin (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 10687010)

e Chloman sodny (Merck, kat. ¢. 1056142500)

e Rifampicin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. R0950000)

e Sacharoza p.a. (Lach-ner, kat.¢. 40135-AP0)

e Silwet L-77 (PhytoTech LABS, kat. ¢. S7777)

e Triton X-100 (t-oktylfenoxypolyethoxyethanol) (Sigma-Aldrich, kat.¢. 9002-93-1)
e Tween® 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 9005-64-5)

e Voda

e X-Gluc (Sigma-Aldrich kat. ¢. B8049)

e YEB medium

4.2.2 Priprava a zlozenie pouzitych roztokov

10% hypochlorid sodny s 0.01% Tween® 20: Zmie§at 7 ml zadsobného roztoku NaClO

s 3 ml destilovanej vody. Pomocou automatickej pipety s odstrihnutou $pickou pridat’ 10 ul

detergentu Tween® 20.

¥2 Murashige a Skoog (MS) médium s 0,6% agarom: Zmiesat’ 22 g MS soli, 10 g sachardzy,

1 g MES a 6 g agaru. Doplnit’ do objemu 1 I destilovanou vodou.

Roztok pre histochemické farbenie rastlin: Zmiesat 100 pul 10% Triton X-100, 200 ul
0,5molI"" EDTA, 400 pul 50mmol-1"! ferokyanidu, 400 pl 50mmol-1" ferikyanidu, 780 pl
0,5mol-1" Na;HPOs4, 320 pul 0,5mol-I! NaH,POs, 10 mg X-Gluc a400 pl

dimetylformamidu.

Edwardov pufer (100 ml): Zmie$at Imol.I"! Tris (pH 7,5 alebo 8) s 5 mol.I" NaCl,

0,5mol.I"" EDTA, 10 % SDS a destilovanou vodou.
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4.2.3

Pouzité primery

Primery pouzité pre PCR genotypovanie boli manualne navrhnuté Mgr. Evou

Dvotéak Tomastikovou, Ph.D. Zoznam pouzitych primerov je uvedeny v Tabulke 1.

Tabul’ka 1: Zoznam primerov urc¢enych pre PCR genotypovanie

Nazov Sekvencia §° — 3’ Vyuzitie v sete
ET0236 CAAGATTAGCTTTGCGTAGCCACT Set 1
ET0237 CATTGCAATGGTTACAGGTCCAAG Set 1, Set 2
ET0088 ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT Set 2
recB_F TGCTGGTGAACACGTAAAGC Set 4
recB_R CAGTCGGATGGTTCGTTTCT Set 4
GUS_F ACCCGACGCGTCCGATCACCT Set 3
GUS_R ATTGAGTGCAGCCCGGCTAACG Set 3

4.3  Pouzité pristroje a zariadenia

4.3.1

Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

Analytické vahy (Sartorius)

Digitalne predvazky Scout SC4010 (Ohaus)

Flow box (Biohazard Thermo Scientific)

Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

Horizontalna elektroforéza MultiSUB Choice Trio so zdrojom napitia (Cleaver
Scientific)

Chladnicka RK (Gorenje)

Laboratorny digestor M 1800 (Merci)

Laminarny box MSC 1.2 Advantage (Thermo Fisher Scientific)
Magneticka mieSacka VS-C7 (VWR)

Miesacka vortex digit. (VWR)

Mikrocentrifiga MicroStar 17R (VWR)

Mikrovlnna rira EMN (Zanussi)

Rastova komora (Percival Scientific)

Spektrometer (Amersham Biosciences)
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e Stereomikroskop

e Termocykler T-gradient (Biometra)

e Termomixér thermal (VWR)

e Termostaticka trepacka MaxQ 4000 (Thermo Fisher Scientific)
e Transiluminator InGenius 3 (Syngene)

e Trepacka vortex VV3 (VWR)

e Vakuova pumpa

e Vyrobnik I'adu (Brema)

e Microsoft Excel (Microsoft)
4.3.2 Programy

e GeneSnap verzia 7.12.06 (Syngene)

e Microsoft Excel (Microsoft)
4.4  Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy
4.4.1 Vysev a sadenie rastlin

Do pddy (znacky Substat 1, Klasnabb-Deilmann) oSetrenej insekticidnym
prostreidkom (znacky SUBSTRAL CAREO), boli vysiate semena rastliny Arabidopsis
thaliana Col-0, ktoré boli umiestnené do fytotronovej komory na 7 dni. Po siedmich diioch
bolo 40 rastlin presadenych do jednotlivych kvetinaCov so substratom oSetrenym
insekticidom a opat’ boli umiestnené do fytotronovej komory, do vytvorenia prizemnej

ruzice listov a prvych kvetov, cca. 6 tyzdiov.
4.4.2 Transformacia baktérii freze-thaw metodov

Ku kompetentnym baktériam Agrobacterium Tumefaciens kmena LBA4404 bol
pridany 1 pg plazmidu. Nasledne prebehla inkubécia pri teplote 37 °C po dobu 5 min. Po
inkubacii bol do suspenzie pridany 1 ml tekut¢ho YEB média a nasledovala 4 hodinova
inkubacia pri teplote 28 °C na termomixéry. Po dokonceni inkubécie bola suspenzia
centrifugovana 30 s pri 13 000 rpm. Supernatant bol vyliaty a pelet bol resuspendovany
v 0,1 ml tekutého YEB média. Nasledne bola tato suspenzia rozotretd na misky s tuhym
YEB média do ktorého bol pridany Rif na koncentraciu 25ug/ml a Gent na koncentraciu 50
ug/ml. Takto pripravené misky boli inkubované pri 28 °C po dobu 3 dni. Po vyrasteni kol6nii

baktérii na miskach z tuhym médiom, boli z kazdého druhu transformantu odobraté kolonie,
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ktoré boli inokulované v malom mnozstve inkubacného média, ktoré pozostava z tekutého
YEB média a prislusnych ATB v rovnakej koncentracii, takto pripravena suspenzia bola
inkubovana na termostatickej trepacke pri teplote 28 °C cez noc. Nasledovala reinokulacia
1 ml Cerstvej bakterialnej kultiry do 100 ml tekutého inkuba¢ného média a opat’ prebehla

inkubécia na termostatickej trepacke pri teplote 28 °C cez noc
4.4.3 Transformacia rastlin floral dip metédou

Po priblizne 3-4 tyzdiioch boli rastliny pripravené na transformaciu floral dip
metodou. Z rastlin boli odstranené vsetky SeSule a vykvitnuté kvety. Suspenzia baktérii,
ktora sa inkubovala cez noc bola centrifugovana pri 4 500 rpm na 20 min pri teplote 4 °C.
Bol pripraveny 5% roztok sachardzy v ktorom boli resuspendované baktérie na ODgoo = 0,8.
Po spravnom nariedeni bakterialnej suspenzie bol do roztoku pridany acetosyringdn,
rozpusteny v DMSO, na koncentraciu 200 umol-1"!, d’alej bol pridany Silwet L-77 na
konecnu koncentraciu 0,5%. Roztok bol premiesany a do takto pripraveného roztoku boli
ponorené rastlinné stonky a puky, priblizne na 2-3 s. Rastliny boli umiestnené na 24 h do
tmy a na druhy den boli odkryté a premiestnené do sklenniku, kde ostali az do dozretia SeSul

a vysusSenia, aby bolo mozné zozbierat’ semena, takto vznikla TO generacia rastlin s inzertom.
4.4.4 Sterilizacia semien pre nekontrolovatel'ny vysev

Po dozreti Sesul’ a zozbierani semien, ktoré predstavuju T1 generaciu, je potrebné
semena sterilizovat’, aby bolo mozné vyuzit ich na d’alSiu pracu. V sterilnom prostredi boli
semena rozdelené do mikrosktimaviek a bol k nim pridany 70% roztok etanolu, semena boli
ulozené na trepacku po dobu 10 min. Po uplynuti Casu bol 70% etanol odstraneny
a nahradeny 96% etanolom. V 96% etanole semena ostali po dobu 5 min taktiez za
neustaleho trepania. Po uplynuti Casu bol etanol odstraneny uplne a semena sa nechali

vyschnut' v sterilnom prostredi.
4.4.5 Selekcia T1 transformantov

Vysterilizované semena boli nekontrolovane vysiate na Petriho misku s tuhym 2 MS
médiom, do ktorého bol pridany Hyg na koncentraciu 50 pg/ml. Pripravené misky boli
ulozené do rastovej komory na 7 dni. Po 7 diioch nastala selekcia rezistentnych rastlin, ktoré
boli opit’ presadené do oSetrenej pddy a umiestnené do fytotronovej komory na 3-4 tyzdne.
Po 3-4 tyzdinoch rast a dozrievanie SeSul' rastliny dokoncili v sklenniku. Po dozreti

a vysuSeni boli opét’ zozbierané semend, ktoré predstavovali T2 generaciu.
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4.4.6 Sterilizacia semien pre kontrolovany vysev

Semena vyzbierané z T1 generacie, semena rastlin linie RecE a RecB a semena
mutantnych linii dpcr3-2 RecE a dpcr3-2 RecB, boli rozdelené do mikroskumaviek a bol
k nim v sterilnom prostredi pridany 70% etanol, mikroskimavky so semenami boli
umiestnené na trepacku po dobu 5 min. Po uplynuti ¢asu bol odstraneny etanol a k semenam
bol pridany 10% roztok hypochloridu sodného s 0,01% Tween®-20. V tomto roztoku
semena ostali namocené 5 min. Po odstraneni roztoku hypochloridu prebehli 3 kol4 po 5
min, kedy semena boli v sterilnej vode. Po dokonceni vymivania bol k semenam pridany

0,1% roztok agardzy a boli premiestnené do chladnicky na 2 dni.
4.4.7 Izolacia DNA

DNA bola izolovana z mladych rastlin 6 vyselektovanych linii dpcr3-2 RecB, na
overenie, €1 sa jedna o mutanty s kazetou na homolognu rekombinaciu. Izolacia bola urobena
podl'a upraveného protokolu Edwardssa. Malé kusky listov z jednotlivych rastlin sa vlozili
do 1,5ml mikroskimaviek, ktoré boli naplnené sklenenymi gulickami. Po odobrani
jednotlivych vzoriek boli mikroskimavky uzavreté a zmrazené v tekutom dusiku.
Nasledovala homogenizacia v Tissue Raptore. Po homogenizacii sa k vzorkam pridalo
100 pl Edwardsovho pufru. Skiumavky boli uzavreté a poriadne premieSané po dobu 15 s.
Nasledovala centrifugacia pri 2250 x g po dobu 20 minut. Z kazdého vzorku bolo
odobranych 80 ul supernatantu do mikroskimavkového stripu. K vzorkam v stripe bolo
pridanych 80 pl isopropanolu a boli premieSané na vortexe. Nasledovala centrifugacia pri
2250 x g na 10 min. Potom bol supernatant odstraneny a k vzorkam bolo pridanych 80 pul
70% etanolu, opét’ nasledovala centrifugacia pri 2250 x g po dobu 10 min. Supernatant bol
odstraneny a zvySky etanolu v stripe sa nechali vysusit na vzduchu priblizne 30 min. Po
vysuseni bolo pridanych 50 ul TE pufru, strip bol zvortexovany a ulozeny do chladni¢ky po

pri teplote 4 °C cez noc.
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4.4.8 Polymerazova ret'azova reakcia pre genotypovanie

Pre PCR amplifikaciu konkrétneho useku DNA bola vyuzitd DremTaq™Green DNA
polymeraza (Thermo Fisher Scientific). Najprv bola pripravena reakéna zmes podl'a poctu
vzoriek, jednotlivé zlozky a ich objemy su uvedené v Tabulke 2, celkovo boli vytvorené 4
sety po 7 vzorkach, kazdy set obsahoval inu dvojicu primerov, pouzité primery su
zaznamenané v Tabulke 1. K rozpipetovanej reak¢nej zmesi bola nasledne pridana izolovana
DNA, vysledny objem reakcie bol 20 pl. Po preneseni jednotlivych vzoriek do termocykleru
bol nastaveny program PCR reakcie podl'a Tabulky 3.

Tabul’ka 2: ZlozZenie reakcénej zmesi pre polymerazovu ret'azovia reakciu

Zlozka reakcnej Koncentracia Konecna Pipetovany objem [ul]
zmesi zasobného koncentracia (celkovy objem reakcie 20 pl)
roztoku
DremTaq pufer 10x% Ix 2
dNTP mix 2 mmol-1"! 0,2 mmol-1™! 2
Froward primer 10 umol 1! 0,5 umol-1'! 1
Revers primer 10 umol 1! 0,5 umol-1'! 1
DreamTaq™ DNA 5U-u-1 0,5 U/reakcia 0,1
polymeraza
Destilovana voda 12,9
Templatova DNA 1

Tabul’ka 3: Program PCR reakcie

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklusov
Pociatocna denaturacia 95 3 min 1
Denaturacia 95 30s
Priemerna teplota
Nasadanie primerov tania primerov 30s 35

znizena o 5 °C

elongacia 72 1 min/kb
ZavereCna elongacia 72 10 min 1
Dokokn¢enie reakcie 4 0
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4.49 Agarozova gélova elektroforéza

K separacii PCR produktov bola pouzita elektroforéza v 1% agarézovom géle
s etidium bromidom. Vedl'a jednotlivych vzoriek bol do gélu napipetovany aj GeneRuler 1
kb Plus DNA Ladder, ktory sluzil k pribliznému stanoveniu velkosti fragmentov PCR
produktov. Elektroforeticka separacia prebiehala po dobu 30 min pri napati 100 V. Po jej
skonCeni bol gél preneseny do UV transiluminatoru InGenius 3, pomocou ktoré¢ho bol

pozorovany vysledok.
4.4.10 Kontrolovany vysev semien T2 generacie

Po dvojdiiovej stratifikacii semien, boli semenéd kontrolovane vysadené na Petriho
misku s tuhym %2 MS médiom, do ktorého bol pridany Hyg na koncentraciu 50 pg/ml. Takto

bolo kontrolovane vysadenych 100 semien rastlin T2 generacie.

4.4.11 Kontrolovany vysev semien linii RecE, RecB a mutantnych linii dpcr3-2 RecE
a dpcr3-2 RecB

Na Petriho misky s tuhym 2 MS médiom boli kontrolovane vysiatych 50 semien linii
RecE, RecB a mutantnych linni dpcr3-2 RecE a dpcr3-2 RecB v troch replikatoch. Kazdy z

troch replikatov bol umiestneny na ini polohu v rastovej komore na 10 dni.

4.4.12 Histochemické farbenie rastlin z linie RecE, RecB a mutantnych linii dpcr3-2
RecE a dpcr3-2 RecB

Po 10 drioch boli rastliny z Petriho misiek, ktoré boli umiestnené v rastovej komore
odobrané do plastovych vialiek, kde k nim bol pridany roztok pre histochemické farbenie
a zlozené nylonové pletivo. Na takto pripravené vialky s rastlinami bolo pouzité vakuum na
5-10 min. Po uvolneni vakua boli rastliny v uzavretych vialkach premiestnené do inkubatora
pri teplote 37 °C cez noc. Na druhy denl boli opakovane vzorky premyté 70% etanolom,

dokial sa zcela neodstranil chlorofyl a listy boli prihl'adné.
4.4.13 Pozorovanie jednotlivych rastlin

Po histochemickom farbeni rastlin GUS, bolo 30 rastlin od kazdej linie a z kazdého
replikatu pozorovanych pod stereomikroskopom. Do programu Microsof Excel boli
zaznamenané pocty vyskytu somatickej HR, ktoré sa prejavuji ako modré body na kli¢nyhc

listoch.
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5 VYSLEDKY

5.1 Transformacia A. tumefaciens freeze-thaw metodou

Baktérie A.tumefaciens boli transformované plazmidmi. Boli pripravené Petriho
misky s tuhym YEB médiom, do ktorého boli pridané antibiotikd Rif a Gent. Na takto
pripravené misky boli natreté baktérie, ktoré boli transformované freeze-thaw metodov. Po
narasteni kolonii, boli odobraté 2 kolonie z kazdej misky a preockované do malého
mnozstva tekutého YEB média s ATB ako pri tuhom médiu. V prvom kole transforméacie sa
podarilo natransformovat’ baktérie iba plazmidom DGU.US. Transformécia bola este 2krat
zopakovana pre plazmidy DU.GUS alIU.GUS, netspeSne. Po netspeSnych kolach
transforméacie boli pripravené Cerstvé baktérie A.tumefaciens kmenia L1LB4404

a transformacia bola zopakovana, tento raz uz uspesne.
5.2  Transformacia A. thaliana floral dip metédou a selekcia T1 transformantov

Po namnoZzeni boli baktérie reinokulované v 100 ml tekut¢ého YEB média
s rovnakymi ATB. Namnozené baktérie boli d’alej pouzité na transformaciu 10 rastlin floral
dip metodou. Takto vznikli rastliny TO generacie, ktorych semena predstavovali T1
generaciu a obsahovali jeden inzert, boli teda heterozygotné. Kvoli niekol'’kym nevydarenym
kolam tranformécie baktérii plazmidmi DU.GUS a IU.GUS, boli rastliny s tymito inzertmi
vytvorené neskor. Kvoli Casove] narocnosti d’alS§ich krokov sa so semenami s tymito
inzertmi, ktoré predstavovali T1 genraciu d’alej nepracovalo, na d’al§iu pracu boli pouzité
semend T1 generacie s inzertom DGU.US, ktoré sa podarilo vytvorit’ skor. Tieto semena,
ktoré boli nasledne sterilizované na nekontrolovateI'ny vysev a podrobené selekcii na tuhom
2 MS médiu s pridanym Hyg. Dvom semenam sa podadrilo na médiu vykli¢it' a boli
presadené do Petriho misky s Cistym %2 MS médiom a ulozené do rastovej komory na 7 dni.
Po 7 diioch boli mladé rastliny presadené do pody osetrenej insekticidom a umiestnené do

fytotronovej komory.
5.3  Segregacna analyza

Po dozreti avysuSeni SeSul' rastlin T1 generacie boli zozbierané semena (T2
generacia), ktoré boli sterilizované na kontrolovany vysev na tuhom 2 MS médiu
s pridanym Hyg. Kontrolovanym vysevom bolo vysiatych 100 semien T2 generacie
A.thaliana s inzertom DGU.US v troch replikatoch. Semen4d T2 generacie vznikli

samosprasenim heterozygotnych rastlin T1 generacie a obsahovali dominantny marker.
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Preto by podla 2. Mendelovho zakona, ktory hovori o segregacii alel a ich kombinaciach
v druhej generaci krizencov malo vykli¢it' 75 % semien. Dominantni homozygoti by mali
tvorit 25 % a heterozygoti 50 % Prehl'ad krizenia heterozygotnych jedincov je v Tabulke 4.
Po 7 dioch od kontrolovaného vysevu, boli spocitané jednotlivé semena, ktoré vyklicili.
Preiemrna uspesnost kliCenia bola 74 %. Pocet semien, ktorym sa podarilo vyklicit
v jednotlivych replikatoch je zobrazeny v Tabulke 5. Semend, ktoré neboli pouzité pre

kontrolu obsahu inzertu v genome boli uskladnené a budu pouzité v d'alSom vyskume.
Tabul’ka 4: Punnettov Stvorec, krizenie dvoch heterozygotov

A a
A | AA | Aa

a | Aa aa

Tabul’ka 5: UspeSnost’ kli¢enia jednotlivych replikitov

Pocet vysiatych semien Pocet vyklicenych semien Uspesnost’ klicenia

Replikat 1 100 73 73 %
Replikat 2 100 74 74 %
Replikat 3 100 75 75 %

Priemer 100 74 74 %
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5.4  Sledovanie frekvencie somatickej homolégnej rekombinacie v liniach

RecE, RecB a mutantnych liniach dpcr3-2 RecE a dpcr3-2 RecB

Kvoli ¢asovej narocnosti tvorby d’alSej generacie rastlin a selekcii heterozygotov
sinzertmi DGU.US nebola analyza frekvencie homolognej rekombinacie robena na
rastlinach vytvorenych v ramci tejto prace. Analyza frekvencie homoldgnej rekombinacie

bola preto urobena na uz dostupnych liniach od Mgr. Evy Dvotrak Tomastikovej, Ph.D.
5.4.1 PCR genotypovanie

Predtym ako mohla byt pozorovana frekvencia homoldgnej rekombinacie
v dostupnych liniach bolo potrebené PCR genotypovanim overit, ¢i vyselektované mutantné
linie dpcr3-2 RecB obsahuju kazetu pre homolognu rekombinéaciu. Na zéklade vysledkov
horizontalnej elektroforézy, bolo zistené, ze mutantné linie dpcr3-2 RecB obsahuju kazetu
na homolognu rekombinaciu a mozu byt d’alej pouzité pre sledovanie frekvencie SHJ, vid’

Obrazok 6.

8 9 10 1112 13 14

Set 1 Set 2

M 15 16 17 18 19 20 21 22 23 242526 27 28

Obrazok 6: Genotypovanie linii dpcr3-2 RecB

M — marker molekulovej hmotnosti, Set 1 - primery ET0236 a ET0237 (pritomnost’ WT
alely), 1. stipec WT kontrola, 2. — 7. stipec mutantné linie. Set 2 — priemery ET0237
a ET0088 (pritomnost mutantnej alely), 8. stipec WT kontrola, 9. — 10 stipec mutantné
linie. Set 3 — primery GUS_F a GUS_R (pritomnost GUS inzertu), 15. stipec WT kontrola,
16. — 21. stipec mutantné linie, Set 4 — primery recB_F a recB_R (pritomnost’ recB alely),

22. stipec WT kontrola, 23. — 28. stipec mutantné linie.
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5.4.2. Vysev semien a histochemické farbenie mladych rastlin

Semena rastlin dostupnych linii boli sterilizované metédou pre kontrolovany vysev
a nasledne vysiate v troch replikatoch na Petriho misky s 2 MS médiom, na kazdi misku
bolo vysiatych 50 semien. Misky boli ulozené Po 10 diioch v rastovej komore boli rastliny
z misiek odobrané do vialiek a podrobené histochemickému farbeniu GUS. Po dokonceni
farbenia a vymyti chlorofylu bolo pomocou stereomikroskopu pozorovanych 30 rastlin zo

vSetkych linii a vSetkych 3 replikatov, celkovo tak 360 rastlin.
5.4.3 Analyza frekvencie homolognej rekombinacie

V rastlinach linie RecE a dpcr3-2 RecE prebieha SHJ prostrednictvom SSA drahy
a v rastlinach linii RecB a dpcr3-2 RecB pomocou SDSA drahy. V mladych listoch boli
spocitané jednotlivé modré body, body zobrazovali jednotlivé bunky, v ktorych doslo
k oprave, inzertu nesticeho gén pre B - glukuronidazu, pomocou SHR a pomocou programu
Microsoft Excel bol vypocitany priemerny vysky udalosti homoldgnej rekombinacie vo
vSetkych liniach (Tabulka 6). Podl'a teorie pokial’ sa gén dpcr3-2 podiela na HR, tak by sa
v mutantovi malo vyskytovat' menej bodiek ako vo WT (WT nema funk¢ny gén a teda HR
nemodze prebiehat’ rovnako efektivne ako v mutantovi). Na zaklade vysledkov analyzy
frekvencie homolognej rekombinacie bolo zistené, ze vo WT linii RecE sa udalosti
homolégnej rekombinacie vyskytuju 2krat CastejSie ako v mutantnej linii dpcr3-2 RecE
(Obrazok 6). V mutantnej linii dpcr3-2 RecB sa udalosti homoldgnej rekombinacie

vyskytuju 1,2krat CastejSie ako vo WT linii RecB (Obrazok 7).

Tabul’ka 6: Priemerny vyskyt udalosti homolognej rekombinacie v liniach rastlin

Priemerny pocet udalosti HR

Linia v jednotlivych replikatoch Celkovy Smerodatna

priemer odchylka
Replikat 1  Replikat 2 Replikat 3

RecE 0,100 0,000 0,300 0,133 0,125
Dpcr3-2 0,167 0,033 0 0,067 0,072

RecE

RecB 1,933 1,400 1,464 1,599 0,238
Dpcr3-2 1,600 2,700 1,833 2,044 0,4732

RecB

27



Priemerny pocet udalosti homolognej

rekombindcie v rastlinach linii RecE a dpcr3-2 RecE
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

-0,05

HRecE mdpcr 3-2 RecE

Obrazok 7: Graf priemerného poctu udalosti homoloégnej rekombinacie v rastlinnych

liniach RecE a dpcr3-2 RecE

Priemerny pocet udalosti homolognej
rekombindacie v rastlinach linii RecB a dpcr 3-2
RecB

2,5
1,5

0,5

HRecB mdpcr3-2RecB

Obrazok 8: Graf priemerného poctu udalosti homolégnej rekombinacie

v raslinnych liniach RecB a dpcr3-2 RecB
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6 DISKUSIA

Pévodnym planom tejto prace bolo vytvorenie transgénnych rastlin s inzertmi
DGU.US, DU.GUS a IU.GUS a selekcia dominantnych homozygotov, avSak kvoli ¢asove]
narocnosti projektu a opakovanym zlyhaniam pri snahe o transforméciu baktérii
A.tumefaciens plazmidmi DU.GUS alIU.GUS sa nam podarilo vytvorit semend T2
generacie len pre plazmid DGU.US, u ktorych sme segregacnou analyzou potvrdili, zZe
vznikli samosprasenim heterozygotnych rastlin T1 generacie a jedna sa teda o segregujucu
generaciu. Po uspe$nom transformovani baktérii aj d’alSimi dvoma plazmidmi, ktoré sa
podarilo az po priprave Cerstvych kompetentnych baktérii, sme transformovali d’alSie
rastliny A.thaliana, z tychto rastlin sme po dozreti a usuSeni SeSul’ vyzbierali semena T1
generacie. Semena T1 generacie aj semend segregujuce] T2 generacie, ktoré sa podarilo

vytvorit’ boli uchované a budu predmetom d’alsieho stadia.

Po overeni pritomnosti kazety pre homoldgnu rekombinaciu, vo vopred
vyselektovanych mutantnych liniach dpcr3-2 RecB, pomocou PCR genotypovania sme
analyzovali frekvenciu homoldgnej rekombinacie vo WT liniach RecE aRecB
a v mutantnych liniach dpcr3-2 RecE a dpcr3-2 RecB. U rastlin linii dpcr3-2 RecE a RecE
homolégna rekombinacia prebieha SSA drahou. U rastlin linii dpcr3-2 RecB a RecB
homolégna rekombinacia prebieha drahou SDSA. Pévodne sa predpokladalo, ze pokial sa
gén dpcr3-2 podiel'a na HR bude na mutantnych linidch pozorovatel'ny mensi pocet modrych
bodiek ako na liniach WT, pretoze vo WT rastlinach nie je funk¢ny gén a teda by homologna
rekombinacia nemohla prebiehat’ rovnako efektivne ako v mutantnych liniach. Pre linie
RecE adpcr3-2 RecE tento predpoklad plati avSak pre linie RecB a dpcr3-2 RecB sa
nepotvrdil, preto sa neda s urcitostou tvrdit, ze gén dpcr3-2 sa nejakym spdsobom podiela

na homolognej rekombinacii.
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7 ZAVER

Cielom bakalarske; prace bolo transformovat’ Arabidopsis thaliana konstruktmi
DGU.US, DU.GUS a IU.GUS pomocou Agrobacterium tumefaciens a vyselektovat rastliny
s T-DNA. V ramci prace boli vytvorené heterozygotné semena T1 generacie, ktoré obsahuju
konstrukty DU.GUS a IU.GUS a semena T2 generacie s konstruktom DGU.US, u ktorych
sa podarilo segregacnou analyzou dokazat’, ze sa jedna o segregujucu populaciu nakol'ko
priemerna uspeSnost’ vykli¢enia semien bola 74 %, ¢o odpoveda druhému Mendelovmu

zakonu o krizeni dvoch heterozygotov.

V linii dpcr3-2 RecB bola genotypovanim potvrdend pritomnost kazety pre
homolégnu rekombinaciu. Nasledne bola v liniach RecE, RecB, dpcr3-2 RecE a dpcr3-2
RecB analyzovana frekvencia homoldgnej rekombinéacie. V linii RecE bol priemerny vyskyt
udalosti homolognej rekombinacie 0,133, v linii dpcr3-2 RecE bol priemerny vyskyt
udalosti homolognej rekombinacie 0,067. V linii RecB bol priemerny vyskyt udalosti
homolégnej rekombinacie 1,599 a v linii dpcr3-2 RecB 2,044. Na zaklade tychto vysledkov

nebolo mozné urcit’ ¢i sa gén dpcr3-2 podiel'a na homolognej rekombinacii.
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