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1.
MODELOVE OBJEKTY
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virulencia, zivotny cyklus

Principy dedi¢nosti prvykrat opisal Johann Gregor Mendel v 19. storoc¢i a ako experimentalny
organizmus pouzil hrach siaty (Pisum sativum). Odvtedy sa na genetické experimenty pouziva mnoz-
stvo réznych modelovych organizmov. Pod pojmom modelovy organizmus rozumieme vo vSeobec-
nosti taky organizmus, ktory ¢o najlepsie umoziuje riesit’ urCité Specifické otazky a problémy. Genetika
ako vedny odbor neustale napreduje s ¢im suvisi aj nevyhnutnost’ hl'adat’ nové organizmy potrebné pre
vyskum jednotlivych Specifickych problémov. V tejto kapitole je uvedeny len stru¢ny prehlad
najCastejSie pouzivanych modelovych objektov, s ktorymi sa Studenti mézu stretnit’ na zakladnych
cviceniach z genetiky.

Vlastnosti, ktoré by mal modelovy organizmus spiiat:

relativne kratky zivotny cyklus, ktory pomerne rychlo umoznuje ziskat’ velky pocet generacii,

dostatocne pocetné potomstvo z krizenia,

jednoducha manipulacia s modelovym objektom, t. j. moZnost’ jednoduchého chovu a krizenia,

geneticka variabilita medzi jedincami v populacii, t. j. existencia linii s rozdielnymi geneticky
podmienenymi znakmi,

¢ maly pocet chromozémov.

Ako modelové objekty sa pouzivaju organizmy s prokaryotickou aj eukaryotickou struktirou bunky.
Spomedzi prokaryotickych sa najcastejSie vyuziva baktéria Escherichia coli, ktora sa uplatnila najma
pri Stadiu regulacie génovej expresie a s fiou su takisto spojené zaciatky vyskumu v oblasti moleku-
larnej biologie a rekombinantnych DNA.

Eukaryotické modelové objekty mozu byt jednobunkové alebo mnohobunkové. Spomedzi jedno-
bunkovych sa najcastejSie vyuzivaju kvasinky (Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pom-
be), prvoky (Tetrahymena a Paramecium) a zelena riasa (Chlamydomonas reinhardtii). Z mnohobunko-
vych organizmov su to najmi mikroskopicka huba (Neurospora crassa), rastlinné modelové objekty
arabovka thalova (4rabidopsis thaliana), hrach siaty (Pisum sativum), kukurica siata (Zea mays), jac-
men siaty (Hordeum vulgare) a pSenica letna (Triticum aestivum). Medzi zivoc¢isSne modelové objekty
patria okrem inych aj nematoda (Caenorhabditis elegans), drozofila obycCajna (Drosophila melanogas-
ter), my§ domaca (Mus musculus), kur domaci (Gallus domesticus). V neposlednom rade je predmetom
genetickych analyz i ¢lovek so svojimi Specifikami.

* & o o

Saccharomyces cerevisiae

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae je jednobunkovy heterotrofny eukaryoticky mikroorganizmus
s komplexnou organizaciou cytoplazmy podobnou bunkam vyssich eukaryotov. Povrch bunky je obklo-
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peny silnou bunkovou stenou, pod ktorou sa nachddza cytoplazmatickd membrana uzatvarajica cyto-
plazmu s réznymi Struktirami (jadro, mitochondrie, endoplazmatické retikulum, vakuoly, Golgiho
aparat).

Morfolégia kvasiniek — bunky st najcastejsie elipsoidné, vajcovité az gulovité.

RozmnoZovanie:

e nepohlavne — sa rozmnozuje pucanim. Na povrchu materskej bunky sa v okoli jedného bodu
Struktira bunkovej steny pozmeni a na tomto mieste sa objavi pucik. Puk postupne rastie az velkost'ou
dosiahne rozmery materskej bunky. Medzitym sa jadro mitoticky rozdeli na dve a jedno z nich prejde
do dcérskej bunky, uzavretim septa a dotvorenim bunkovej steny sa obe bunky navzijom oddelia.
ZriedkavejSou formou vegetativneho rozmnozovania kvasiniek je priehradkové delenie, ktoré je typické
iba pre rod Schizosaccharomyces.

e pohlavne — popri vegetativnom rozmnozovani je znamy aj pohlavny spdsob rozmnoZovania (obr.
1.1), ktory vo vSeobecnosti charakterizuje splyvanie dvoch haploidnych buniek, dvoch fyziologicky
odlisnych parovacich typov a a a a ich jadier za vzniku diploidnej bunky — zygoty. Zygota ma typicky
piskotovity tvar. Zygoty mozu vegetativnym mitotickym delenim jadier vytvorit’ diploidné potomstvo,
ktorého bunky mézu meidzou (v prirode za nepriaznivych podmienok) vytvorit” haploidné spory. Spory
mdzu mitébzou vytvorit' vegetativne haploidné potomstvo. ViacSina kvasiniek tvori ako vysledok
pohlavného rozmnozovania askospory, ¢o su endospory umiestnené v asku. Askus moze mat’
romboidny, linearny alebo pyramidalny tvar. Tvar askov zalezi od povodného tvaru materskej bunky,
ktory je u kvasinkovych kmenov variabilny aj v rdmci toho istého kmena. V zékladnych parametroch su
vSak velkost’ a tvar bunky druhovo ba i kmeniovo Specifické.

V suvislosti so sexualnym spravanim sa kvasiniek sa najCastej$ie stretdvame s terminmi
heterotalizmus a homotalizmus. Terminom homotalizmus oznacujeme schopnost’ samo-oplodnenia.
Bunky toho istého kmena mo6zu kopulovat’ aj medzi sebou. Medzi haploidnymi kmenimi heterotalickych
druhov rozoznavame dve alebo viac skupin z hladiska ich parovacieho spravania sa. Kmene
nekonjugujiice medzi sebou tvoria skupinu, ktorti nazyvame parovym alebo parovacim typom (mating-
type). Tieto parovacie typy sa neliSia morfologicky, ale iba fyziologicky.
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Obr. 1.1 Zivotny cyklus Saccharomyces cerevisiae

Velkost bunky je ovplyvnena i ploiditou:
e haploidné bunky — su najmensie, okrihle a ¢asto aglutinuji do zhlukov,
e diploidné bunky — su vicsie, ovalne a individualizované — nezhlukuju sa,
e triploidné bunky — st este vicsie, ovalne, alebo tvarovo nepravidelné.
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Drosophila melanogaster

Prvym systematicky pouzivanym organizmom pri Studiu dedi¢nosti sa stala drozofila obycajna
Drosophila melanogaster, ktora patri medzi holometabolicky hmyz (trieda Insecta, rad Diptera).
Pouzitie Drosophila melanogaster bolo definitivnym ddkazom o tom, Ze prevazna vac¢Sina génov je
ulozena v chromozémoch. Vysledky hybridizacnych pokusov boli v dokonalom sulade s vysledkami
karyologickych stadii, ktoré su v tomto modeli zjednodusené existenciou polyténnych chromozémov
a faktom, Ze diploidné sada 2n = 8. Zasluhou Morganovej skoly doslo k vyuzitiu drozofily ako genetic-
kého modelu v dvadsiatych rokoch 20. storocia a je nim az dodnes. Vyhodou je aj velky pocet izolova-
nych mutantnych linii tohto modelového objektu. Niektoré z nich s uvedené nizsie v texte (tab. 1.1).

Tabulka 1.1

Ukazkové linie Drosophila melanogaster
Linia Genotyp Fenotyp
norma ++ Standardny
white (w) ww biela farba oé&i
cut (ct) ctct zrezané kridla
vermilion (v) %% jasnocervena farba o€i
vestigial (vg) vgvg zakrpatené kridla
curly (cy) cycy vyhnuté kridla, vyrez
ebony (e) ee Cierna farba tela
sépia (se) sese hnedocervena farba oéi, dospelostou tmavne

Zivotny cyklus — Drosophila melanogaster mé nepriamy vyvin charakteristicky dvoma kompletne
odlisenymi fazami (obr. 1.2). Po fertilizacii a vzniku zygoty nasleduje embryonalny vyvin. Z vajicka sa
liahne larva, ktora sa pocas metamorfozy transformuje na dospelé $tadium (iméago). Dizka Zivotného
cyklu je zavisla od teploty (optimum je 25 °C) i od zivného média, v ktorom prebieha vyvin.

Obr. 1.2 Zivotny cyklus Drosophila melanogaster. V smere hodinovych rugigiek od dos-
pelého jedinca (vfavo saméek a vpravo samicka) je vaji€ko, tri stupne larvalneho Stadia
a kukla

Embryonalny vyvin trva okolo 24 — 25 hodin. Larvalny vyvin okolo 4 — 5 dni. Stadium kukly 3 — 4
dni. Pri izbovej teplote celkovy vyvin trva 14 dni. Vajicko meria 0,5 mm, ma dva vyrastky, ktorymi sa
pridrziava povrchu pddy. Pri oplodneni je jadro vajicka len v §tadiu metafazy heterotypického delenia
meidzy. Po vniknuti spermie do vajicka, sa dokon¢i meidza a pri karyogamii vznikne zygota. Samicka
kladie vajicka bud’ hned po oplodneni, alebo oplodnené vajicka ostavaju v materskom organizme az do
konca embryonalneho vyvinu.
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Larva — larvalne §tadium pozostava z dvoch lieneni, ktoré sa koncia zakuklenim. Pred zakuklenim
larva meria okolo 4 — 5 mm. Larvy sa zavftaju do pody. Kukla — larvy tesne pred zakuklenim vyliezaju
z pddy na steny skiimaviek. Mladé larvy su priesvitné, biele, larvy z posledného lienenia su Zltkasté az
hnedasté s tvrd$im povrchom. Imago — mladé, nedavno vyliahnuté jedince maji skréené kridla,
predizené telo a su slabsie vyfarbené. Muchy sa mézu oplodnit’ po 8 hodinach od vyliahnutia. Ak potre-
bujeme pri krizeni virginne (neoplodnené) samicky musime ich ¢o najskoér od vyliahnutia izolovat
(idealne po 3 — 4 hodinach od vyliahnutia). Samicka ma na konci tela kladielko, zaSpicateny analny
otvor a je zvyCajne vicSia ako samcek. Samcek je mensi, koniec tela mad tmavo pigmentovany
a zaokruh-leny (obr. 1.3).

Obr. 1.3 Drosophila melanogaster samé&ek & (vlavo) a samicka @ (vpravo), v spodnej
Casti obrazku abdomen saméeka ' (vlavo) a samicky 9 (vpravo)

Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii je jednobunkova zelena riasa. Tento modelovy organizmus nesie
vlastnosti, vd’aka ktorym stoji na rozhrani rastlinnej aj zivo¢isnej riSe. Rastlinnu riSu tu charakterizuje
fotoautotrofny spdsob vyzivy (pritomnost chloroplastu) a zivoc¢isnu riSu schopnost’ heterotrofnej az
mixotrofnej vyzivy (len za ur€itych podmienok prostredia), pritomnost’ bicikov a stigmy. Bunkova
stena nie je typicky rastlinna, namiesto celuldzy ju tvoria glykoproteiny.

Morfologia — bunky maju ovalny az gulovity tvar. Pohybuji sa pomocou dvoch anteridrne
umiestnenych bicikov. Pri kultivacii buniek na pevnom médiu sa biciky stracaju, v tekutom médiu sa
obnovuju a maji vyznam aj pri pohlavnom rozmnozovani. Za fototakticki odpoved’ bunky zodpoveda
stigma, ktora lezi pod cytoplazmatickou membranou. Bunkové organely su podobné ako pri ostatnych
rastlinnych bunkach. Kym mitochondrie zaberaju len 1 — 3 % objemu bunky, jediny poharikovity
chloroplast vyplia az 40 % objemu bunky. Na vyrovnavanie osmotického tlaku sluzia dve kontraktilné
vakuoly ulozené v prednej Casti bunky.

Charakteristika jadrového genému: Chromozémy C. reinhardtii si velmi malé a nedaju sa
vizualizovat’ svetelnym mikroskopom. Pocet vizbovych skupin stanovenych zakladnymi genetickymi
metodami je 17.

Charakteristika mimojadrovych genémov: Mimojadrovy geneticky material je lokalizovany
v mitochondriach a chloroplaste. Chloroplastovy genom tvori 195 kb kruhova molekula DNA, ktora je
v chloroplaste pritomna v 75 — 80 kopiach. Tieto molekuly st organizované do 8 — 10 nukleoidov. Pri
krizeni dochadza k nemedelistickému, uniparentdlnemu prenosu genetického materidlu po rodicovi mt"
parovacieho typu do vietkych zoospér. Mitochondrialny genom mé dizku 15,8 kb, je linearny a v bunke
sa nachadza v 40 — 60 kopiach. Vykazuje uniparentalnu dedi¢nost’ po rodi¢ovi m¢ parovacieho typu.
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Zivotny cyklus — za urditych restrikénych podmienok prostredia sa z haploidnych buniek
diferencuju gaméty, ktoré sa rozpoznavaju prostrednictvom Specialnych glykoproteinov (aglutininy) na
povrchu ich bi¢ikov. Opaéné parovacie typy (m¢ a mt") sa spajaju do $tvorbicikatych zygot. Po fuzii
cytoplazmy odhadzujui bic¢iky a pdvodni bunkovu stenu nahradzaju novou. Zygota sa v tomto Stadiu
nazyva zygosporou. Po kratkom obdobi prechdadza meidzou, ktorej vysledkom su Styri vegetativne
haploidné bunky. Za $tandardnych podmienok sa C. reinhardtii rozmnozuje nepohlavne. Diploidny stav
sa udrziava len kratko na urovni zygoty. Bunkovy cyklus trva priblizne 24 hodin. Sklada sa z dvoch
hlavnych faz: rastovej (za pritomnosti svetla) a reprodukcnej (za tmy), ktoré sa periodicky opakuju.
Vysledkom je rozdelenie materskej bunky na 2, 4, 8, 16, 32 alebo aZ 64 bunick v zavislosti od dizky
svetelnej fazy. Po degradacii materskej bunkovej steny uvolnené dcérske bunky vstupuji do nového
cyklu.

PSenica letna (Triticum aestivum L.) — mucCnatka travova na pSenici (Blumeria
graminis f.sp. tritici)

Tieto dva biologické druhy, z ktorych jeden je hostitelom (pSenica) a druhy patogénom (mucnatka)
sluzia ako modelové objekty na studium genetickej determinacie hostitel'sko-parazitického vzt'ahu. Tak
schopnost’ hostitel'a odolavat’ napadnutiu patogéna, ako aj schopnost’ patogéna prekondvat obranné
mechanizmy hostitel’a st dedicne podmienené. Pri monogénne podmienenej odolnosti byvaju zvycajne
gény odolnosti (rezistencie) dominantné, kym nachylnost’ (senzitivitu) podmiefiuji vacsinou recesivne
alely. V pripade patogéna je to naopak, schopnost’ prekonavat’ obranné reakcie hostitel'a zabezpecuji
recesivne alely virulencie, kym dominantné alely avirulencie nie st schopné zabezpecit' prekonanie
tychto reakcii. Vzajomné vztahy medzi genetickymi systémami hostitel'a a patogéna prvykrat opisal
Flor vroku 1955. Podla jeho hypotézy ,gén proti génu“ konkrétnemu génu rezistencie hostitel’a
zodpoveda konkrétny gén virulencie patogéna. Alebo tiez, kolko génov rezistencie ma hostitel,
minimalne tol’ko zodpovedajucich génov virulencie musi mat’ patogén, aby bol schopny hostitel'a
napadnut’ (tab. 1.2).

Tabulka 1.2
Schéma hostitel'sko-parazitickych vztahov

Genotyp patogéna
Genotyp hostitela V- V1Vq
Rs- - +
rir + +

V schéme je znamienkom (-) oznacena vysledna fenotypova reakcia odolnosti (inkompatibilna
reakcia) a znamienkom (+) fenotypova reakcia nachylnosti (kompatibilna reakcia). Z tychto reakcii
zaroven vyplyva, ze gén rezistencie R; mdZze zabezpecit' odolnost’ len v tom pripade, ak je rastlina
inokulovana (nainfikovand) iba avirulentnym patogénom V;-. V pripade, Ze patogén nesie zodpoveda-
juce recesivne alely virulencie (v;v;), gén rezistencie R; je prekonany a vysledkom je kompatibilna
reakcia (na rastline sa prejavia priznaky ochorenia).

Pri existencii viacerych génov rezistencie a viacerych génov virulencie platia rovnaké pravidla
(vztahy) ako v pripade jedného génu rezistencie voci jednému génu virulencie.

# Priklad:

Odroda psenice letnej Walter ma vo svojom genotype gény rezistencie Pmil+Pm2+Pm4b+Pm09.
Ktory z nasledujucich genotypov (patotypov P1 — P3) patogéna s uvedenymi virulenciami:

Pl: vl +v4b + v9,

P2: vl +v2+v4b +v9,

P3:vI+v2+v4db+vI7 +v24,

je tato odrodu schopny napadnut’ (parazitovat’ na odrode)?
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Iba patotyp P2, pretoze ma vsetky zodpovedajiice gény virulencie voci génom rezistencie, ktoré ma
odroda Walter. Patotyp P3 nebude schopny napadnut’ tato odrodu i napriek tomu, Ze ma sumarne az 5
génov virulencie, pretoZze mu chyba gén virulencie v9. Ostatné virulencie (v/7 a v24) st nadbytocné.

Inkompatibilnd fenotypova reakcia je prejavom pdsobenia génu rezistencie, kym kompatibilna
reakcia je prejavom posobenia bud’ génu virulencie, alebo avirulencie.



