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Konstrukce syntetického tabaku
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V Laboratofi molekuldrni epigenetiky se zabyvame studiem struktury a funkce repeti-
tivni DNA u allopolyploidnich rostlin. Allopolyploidni druhy vznikaji kfizenim dvou
a vice pribuznych druhti. Potomstvo takového kfiZeni je sterilni, protoze v jadie je pii-
tomna jedna sada chromosoml od kazdého rodice a v meiose dochazi k nondisjunkci.
Teprve po zdvojeni chromosomovych sad se rostlina stava fertilni (kazdy chromosom ma
svého partnera) a mize dat vznik novému druhu. Zatimco u nékterych rodt (naptiklad
Tragopogon) dochazi v ptirod¢ ke spontanni allopolyploidizaci s relativné vysokou cet-
nosti (Cook et al. 1998), uméla syntéza fertilnich rostlinnych hybridd byva zpravidla
malo tspésna.

Nicotiana tabacum L. (tabak virginsky) je allotetraploidni druh (2n=4x=48), ktery
vznikl pfed 5 az 6 miliony lety kiizenim pfedki diploidnich druhl N. sylvestris (2n=24;
donor matetského genomu) a N. tomentosiformis (2n=24; donor otcovského genomu). Asi
nejvice prozkoumanou repetitivni sekvenci je rodina genti kodujici ribosomalni RNA
(rDNA). Na genom piipadda fadove tisice rDNA jednotek, které jsou usporadany
v klastrech. Jednotka rRNA genti 35S se sklada z konzervativnich sekvenci (geny pro
26S, 18S a 5,8S rRNA) anekddujich oblasti (intra- a intergenovy spacer), jejichz sek-
venéni variabilita se vyuziva k odliseni rDNA jednotlivych druhtl. Z ptedchozich praci
(Kovarik et al. 1996, Volkov et al. 1999) vyplyva, ze v prubéhu evoluce u tabaku doslo
k eliminaci matetskych rDNA. Z otcovskych jednotek vznikly mechanismem genové
konverse (zahrnuje interlokusovou homogenizaci) tabakové specifické jednotky, které se
od otcovskych lisi strukturou a délkou intergenového spaceru.

Byl vyvoj rDNA u tabaku rychly nebo probihal postupné? Jakou roli hraje v evoluci
rDNA allopolyploidie? Jaké dalsi faktory fidi nebo ovliviiuji smér evoluce rDNA? Odpo-
veéd’ na tyto a mnoho dalSich otazek mtize dat studium ¢asnych stadii evoluce rDNA u linif
syntetického tabaku. Vétsina pokusii o rekonstrukci tabakového genomu skoncila netuspés-
né. Pfi¢inou je patrné velka evoluéni vzdalenost rodiCovskych druhti (piedkové N. sylvestris
a N. tomentosiformis divergovali pied 70 miliony lety - Okamuro a Goldberg 1985).

Jednou z dostupnych linii syntetického tabaku je linie Th37 (k¥izeni 9 N. sylvestris
(2n=24) x & N. tomentosiformis (2n=24)). Kli¢ivd semena byla ziskdna samosprasenim
jedné rostliny regenerované v kalusové kultufe vzniklé z F1 generace (Burk 1973). Cas-
nou evoluci rDNA jsme sledovali u ¢tvrté generace této linie. Z dvaceti nahodné vybra-
nych rostlin jsme u sedmnacti identifikovali nejméné tfi nové rDNA varianty otcovského
typu (odlisna struktura a délka intergenového spaceru). Jejich ptitomnost byla vétSinou
provazena uplnou eliminaci ptivodnich otcovskych jednotek. U tii rostlin byly otcovské
jednotky zachovany. Matetské jednotky zlstaly v obou piipadech nezménény. Evoluce
rDNA u linie Th37 byla tedy potvrzena, avSak zatim probiha jinak nez u tabaku.
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Pristupy ke konstrukei syntetického tabaku

Cilem je ziskat fertilniho kiiZzence s dvéma sadami chromosomti od kazdého rodi-
covského druhu.

Nami zvoleny pfistup kopiruje pravdépodobny vznik tabaku - kfizeni diploidnich ro-
dicovskych rostlin (moderni N. sylvestris - mateiska rostlina a N. tomentosiformis — pylo-
vy darce) a nasledné zdvojeni chromosomovych sad u potomkt (F1). Dalsi piistup je za-
loZen na pouziti rodiCovskych rostlin se zdvojenym poctem chromosomu. KfiZeni tetra-
ploidnich rodict vede k fertilnimu potomstvu. Konecné také kiizenim tetraploidni N. syl-
vestris a diploidni N. tomentosiformis lze ziskat malé mnozstvi fertilnich potomkd, proto-
ze ptiblizné 1 % pylovych zrn ma neredukovany pocet chromosomti.

Kromé spontanni diploidizace regeneraci kalusovych bunék F1 generace muzeme
zdvojeni chromosomovych sad indukovat pomoci inhibitorti déliciho vieténka (mitotické
jedy). Kolchicin, oryzalin, trifluralin, amiprophosmetyl a dalsi latky se pridavaji do herbi-
cidd a uplatnuji se také ve Slechtitelskych programech. Kolchicin a oryzalin byl s uspé-
chem pouzit ke zdvojeni chromosomovych sad napiiklad u bananovniku (Hamill et al.
1992, vanDuren et al. 1996), bramboru (Chauvin et al. 2003) nebo cibule (Geoffriau et al.
1997). Prace se li§i pouzitim rdznych vyvojovych stadii a ¢asti rostlin, koncentraci
a dobou piisobeni inhibitort.

Pracovni postup

1.Kfizeni. U matetské rostliny (N. sylvestris) zabranime samospraseni odstranénim tycinek
pred otevienim kvétu (kastrace). Na zralou bliznu (zvlhne 2 az 3 dny po kastraci) apliku-
jeme dvakrat denn¢ pyl N. tomentosiformis az do jejiho zaschnuti. Lze pouzit i pyl za-
mrazeny. Semena nechame vyklic¢it na MS médiu (Murashige a Skoog 1962) (svételny
rezim 12 hod tma/12 hod svétlo, teplota 26°C). Rostliny dale péstujeme ve skleniku.
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Obr. 1. Pyl Nicotiana sylvestris (A), N. tomentosiformis (B) a potomka kiizeni @ N. sylvestris x

& N. tomentosiformis ovlivnéného oryzalinem (C). Barveni acetokarminem (vitalni pylové zrna
jsou Seda, abortovana jsou bezbarva). Usecka = 100 um.

2. Zdvojeni poctu chromosomul u F1 generace — toto je pravdépodobné nejkritictéjsi faze
experimentu. Lze pouzit nékolik nasledujicich metod.
2.1. Regenerace rostlin z kalusové kultury. Kalusovou kulturu zalozime ze segmentt listt
na MS médiu s ptidavkem 2 mg.l" kyseliny a-naftyloctové (NAA) a 0,2 mg.I”
N6-benzyladeninu (BA). Po tieti pasazi (pasaz ~ tii tydny) pfemistime kalus na MS
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médium bez hormont nebo s obracenym pomérem NAA a BA. Regenerované rost-
liny po zakofenéni piesadime do skleniku a nechame vykvést.

2.2. Pisobeni mitotickych jedti. Kromé oryzalinu (v protokolu) se da pouzit i kolchicin
(pracovni koncentrace 0,01 — 1 %). V porovnani s oryzalinem je vSak vice fytoto-

xicky.

2.2.1. Plsobeni oryzalinu na kalusy. Kalus po tfeti pasazi pfemistime na MS médium
s oryzalinem. Pouzijeme vice kombinaci koncentrace oryzalinu (0,003 - 0,05 %)
a doby pisobeni (jeden az sedm dni). Po dobu plisobeni udrzujeme médium ve
tme. Pokracujeme regeneraci viz. bod 2.1.

2.2.2. Plsobeni oryzalinu na vzrostné vrcholy. Pouzijeme rostliny ze skleniku jesté pred
vykvetenim. Bunicitou vatu upevnime na vrchol rostliny nebo do izlabi listl po-
moci parafilmu tak, aby byl zajistén co nejvétsi kontakt s apikalnim respektive
axilarnim meristémem. Vatu prokapavame dvakrat denn¢ vodnym roztokem ory-
zalinu. Mlzeme pouzit rizné kombinace koncentrace oryzalinu (0,003 - 0,05 %
vodny roztok) a doby puisobeni (jeden az sedm dni). Po dobu plisobeni rostlinu
umistime do tmavého a vlhkého prostiedi. Rostliny pak nechame vykvést.

2.2.3. Plsobeni oryzalinu na rostlinné segmenty. Na vrcholové a stonkové segmenty rost-
lin plisobime vodnymi roztoky oryzalinu viz. bod 2.2.2. (na tfepacce, tma). Po
ukonceni plisobeni segmenty pfemistime na MS médium a po zakofenéni je

presadime do skleniku.

2.2.4. Pasobeni oryzalinu na semena a kli¢ni rostlinky. Semena nechame kli¢it ve vod-
nych roztocich oryzalinu nebo na MS médiu s oryzalinem (viz. body 2.2.1 nebo
2.2.2). Potom kli¢ni rostlinky pfemistime na MS médium a pozdéji do skleniku.

3. Ovéfeni fertility rostlin.

3.1. Barveni pylu acetokarminem. Vitalni pylova zrna se barvi ¢ervené, abortovana se

nebarvi.

3.2. Tvar pylovych zrn. Vitalni pylova zrna jsou vétSi akulatd, abortovana mensi

a svraskla.
3.3. Produkce semen.

V prezentaci budou uvedeny a diskutovany dosazené vysledky.
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