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ABSTRAKT
Cieľom  práce  bolo  zefektívniť  a optimalizovať  regeneračný  systém  pre 

adventívnu  organogenézu  rajčiaka  jedlého, vypracovanie  protokolu  pre  genetickú 
transformáciu  rajčiaka  a tabaku  pomocou  Agrobacterium  tumefaciens  za  účelom 
zvýšenia  tolerancie  voči  suchu  a  fyziologické  hodnotenie  transgénnych  rastlín 
v stresových podmienkach.  Optimalizácia  regeneračného systému rajčiaka  prebiehala 
prostredníctvom sledovania vplyvu rôznych modifikácií  zložiek živného média alebo 
kultivačných  podmienok,  s cieľom  získať  maximálny  možný  počet  výhonkov  na 
explantát.  V experimentoch  boli  používané  klíčnolistové, hypokotylové,  epikotylové, 
internodálne,  petiolové  a  listové explantáty rajčiaka  izolované  z 8-dňových asepticky 
kultivovaných  rastlín,  pričom  vyššia  regeneračná  schopnosť  bola  zistená  pri 
klíčnolistových explantátoch.  Najvhodnejšie  médium pre regeneráciu  výhonkov bolo 
MS médium s prídavkom 1 mg.dm-3 trans-zeatínu a 0,1 mg.dm-3 IAA. Na genetickú 
transformáciu  tabaku  (ako  modelovej  plodiny)  a rajčiaka  bol  použitý  plazmid  pBI–
P5CSF129A,  nesúci  gén  kódujuci  kľúčový enzým biosyntézy  prolinu  (Δ1-pyrolín-5-
karboxylát syntetázu, P5CS) a  nptII markérový gén, ktoré boli najskôr vnesené do  A. 
tumefaciens (kmeň LBA 4404).  Transformácia  prebiehala  kokultiváciou  explantátov, 
listových diskov pri  tabaku a klíčnolistových explantátov pri  rajčiaku,  so suspenziou 
A. tumefaciens. Explantáty regenerovali na živných médiách s prídavkom antibiotík na 
elimináciu  A.  tumefaciens (karbenicilín,  cefotaxím)  a kanamycínu  ako  selekčného 
antibiotika  (100 mg.dm-3  pre  tabak alebo 80 mg.dm-3 pre  rajčiak).  Pri  rajčiaku bolo 
získaných  iba  7  putatívnych  transformantov.  Bolo  získaných  20  transformovaných 
rastlín tabaku, u ktorých sa overila prítomnosť vnesených génov metódou PCR a ktoré 
sa  aklimatizovali  na  podmienky  ex  vitro.  V transgénnych  a  kontrolných (wild-type) 
rastlinách  tabaku  sa  porovnávali  fyziologické  reakcie  na  stres  suchom.  Transgénne 
rastliny tabaku akumulovali vysoké hladiny voľného prolínu. Presun suchej hmoty, ako 
aj  zníženie  obsahu chlorofylov sme nezaznamenali.  Takisto sa v kontrolných ako aj 
stresových  podmienkach  nepozorovalo  predčasné  starnutie,  listové  nekrózy  alebo 
morfologické zmeny (RWC poklesol o 7 – 8 %). Počas stresu suchom sa rastliny WT 
a transgénu  navzájom  odlišovali  predovšetkým  v rozdielnych  hladinách  voľných 
polyamínov putrescínu a spermidínu v horných listoch. Po rehydratácii bol pozorovaný 
u transgénnych ale aj WT rastlín v horných listových poschodiach pokles putrescínu, 
spermidínu  a  spermínu  na  hodnoty  kontrolných  rastlín  bez  stresu.  WT  a trasgénne 
rastliny reagovali na stres vyvolaný vysokou teplotou odlišne na rozdiel od odpovedi na 
sucho. Transgénne rastliny so zvýšenou akumuláciou osmoprotektantov sa javili  byť 
lepšie adaptované na stres vyvolaný suchom, sú teda perspektívne pre budúci výskum 
efektov  stresu,  ktoré  majú  kľúčovú  úlohu  vo  funkčnej  aktivite  rastlín.  Táto  štúdia 
potvrdila, že gén P5CSF129A je vhodným kandidátom pre prípravu plodín s posilnenou 
toleranciou na stres vyvolaný suchom.

Kľúčové slová: Lycopersicon esculentum Mill., Nicotiana tabacum L.,  in vitro kultúra,  
organogenéza, rastové hormóny, transformácia, Agrobacterium tumefaciens,  prolín 



ABSTRACT
The  aim  of  this  work  was  to  optimize  regeneration  system for  adventitious 

organogenesis of tomato; to develop a protocol for genetic transformation of tomato and 
tobacco  plants  using  Agrobacterium  tumefaciens,  to  prepare  plants  with  elevated  
drought tolerance and to compare the physiological response of transgenic and wild  
type plants in stress conditions. Optimization of the regenerative system for tomato was 
done by comparison of the impact of the culture medium components (plant hormones, 
sugars, vitamins) or the cultivation conditions with the aim to obtain maximum shoot 
number per explant. Cotyledonary, hypocotyle, epicotyle, internodal, petiolar and leaf 
tomato explants were isolated from 8-day-old aseptically cultured plants. The highest 
regeneration  ability  was  detected  in  cotyledonous  explants.  MS  medium  with  the 
addition of 1 mg dm-3 trans-zeatin and 0.1 mg dm-3 IAA was found as the most suitable 
one. Genetic transformation of both tobacco (as a model plant) and tomato plants was 
performed  using  plasmid  pBI–P5CSF129A,  carrying  the  gene  for  the  key  enzyme 
of prolin biosynthesis (Δ1-pyrroline-5-carboxylate synthetase, P5CS) and  nptII marker 
gene, which were put into A. tumefaciens (LBA 4404 strain) prior to the transformation. 
The transformation was done by co-cultivation of explants, leaf discs and cotyledonary 
explants of tobacco and tomato,  respectively,  with the suspension of  A. tumefaciens. 
The  explants  regenerated  on  the  culture  media  with  the  addition  of  antibiotics  for 
elimination  of  A.  tumefaciens (carbenicilline,  cefotaxime)  and  kanamycine  as 
the selective  antibiotic  (100  mg  dm-3 and  80  mg  dm-3 for  tobacco  and  tomato, 
respectively). Presence of P5CS and nptII  genes in transformed plants was verified by 
PCR. Twenty transformed tobacco lines were acclimated for the  ex vitro conditions. 
Seven putative transformants were obtained in tomato. Physiological responses to water 
stress  were  compared  in  transgenic  and wild-type  tobacco  plants.  Transgenic  plants 
accumulated  high  levels  of  proline.  Dry  mass  relocation  and  the  reduction 
of chlorophyll  content  were  not  recorded.  Precocious  senescence,  leaf  necrosis 
or morphological changes were not detected as well. During the water stress, response 
of wild-type and transgenic plants differed, especially at the levels of free polyamines 
putrescine and spermidine in upper leaves.  After  rehydration,  decrease in putrescine, 
spermidine and spermine content was observed in both transgenic and wild-type plants. 
Wild type and transgenic plants responded to heat stress in different  in way than to 
drought. Better adaptation of transgenic plants with elevated proline content to water 
stress seems to represent a promising perspective for future research on the acclimation 
of plants  to  the global  climate  warming.  This  study confirmed  P5CSF129A to  be a 
candidate gene in the crop engineering for enhanced water stress tolerance.

Key  words:  Lycopersicon  esculentum  Mill.,  Nicotiana  tabacum  L.,  in vitro  culture,  
organogenesis, growth hormones, transformation, Agrobacterium tumefaciens,  proline



POUŽITÉ SKRATKY, SYMBOLY A ZNAČKY
ABA kyselina abscisová
A. 
tumefacie
ns
ATP-áza

Agrobacterium tumefaciens
adenozíntrifosfatáza

BAP 6-benzylaminopurín
CaMV 35S mozaikový vírus karfiolu pod kontrolou promótora 

35S
DNA deoxyribonukleová kyselina
DW
FW

suchá hmotnosť
čerstvá hmotnosť

GUS beta-glukuronidáza
HSP proteíny tvoriace sa pri tepelnom šoku
Chl a
Chl b
IAA

chlorofyl a
chlorofyl b
kyselina indolyl-3-octová

LB médium
LEA

médium Luria Broth 
abudantné proteíny neskorej embryogenézy

MS médium Murashige Skoog
NAA kyselina a-naftyloctová
nptII
PCR
P5CS

neomycíntransferáza
polymerázová reťazová reakcia
Δ1-pyrolín-5-karboxylátsyntetáza

Put
RAB

putrescín
reagujúci (alebo citlivý) na ABA

RWC relatívny obsah vody
Spd
Spm

spermidín
spermín

TDZ tidiazuron
WT
X-GlcA
ZEA

divý typ
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glukurónová kyselina
trans-zeatín
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ÚVOD
V súčasnosti sa venuje veľká pozornosť účinku faktorov vyvolávajúcich postupné 

otepľovanie a aridizáciu prostredia rastlín. Sucho je významným limitujúcim faktorom 
vonkajšieho prostredia, ktorý ovplyvňuje základné fyziologické procesy rastlín. Vyššie 
rastliny odpovedajú na rôzne druhy stresov využitím stratégií, ktoré zahŕňajú biochemické 
a fyziologické  odpovede.  Medzi  tieto  reakcie  patrí  zatváranie  prieduchov,  spomalenie 
rastu buniek a fotosyntézy a aktiváciu respirácie. Rastliny odpovedajú a adaptujú sa na 
deficit  vody  na  bunkovej  aj  molekulárnej  úrovni  napr.  akumuláciou  osmolytov 
a špecifických proteínov sprostredkujúcich toleranciu na stres. Pochopenie mechanizmov, 
ktorými rastliny vnímajú a prenášajú signály o strese na spúšťanie adaptívnych odpovedí, 
je veľmi dôležité pre zvýšenie tolerancii rastlín na stres. 

V nedávnej minulosti sa uskutočnili viaceré úspešné pokusy s cieľom vniesť gény 
zvyšujúce odolnosť rastlín proti stresu. Výsledné transgénne rastliny vykazovali zvýšenú 
toleranciu proti stresu spôsobeného suchom, zasolením, či vysokou teplotou.  Informácie 
o fyziologických reakciách modifikovaných rastlín sú neúplné. Vzhľadom na aktuálnosť 
prebiehajúcich klimatických zmien a zlepšenie poznania odpovedí transgénnych rastlín na 
stresy, sme sa pokúsili transformovať listové disky modelových rastlín génom kódujúcim 
Δ1-pyrolín-5-karboxylátsyntetázu  (P5CS),  kľúčový  enzým biosyntézy  prolínu,  ktorého 
zvýšená  expresia  vedie  ku  zlepšeniu  tolerancie  na  sucho,  a  u  vzniknutých 
transformovaných rastlín zhodnotiť ich odpovede na stres a schopnosť adaptácie.

Doktorandská dizertačná práca bola súčasťou riešenia 
vedeckého projektu VEGA č. 1/9675/02 „Modelovanie vodného 
režimu  záhradných  rastlín  v podmienkach  sucha“  riešeného 
v rokoch  2002-2004  a  Výskumnej  úlohy  VaV  „Ekologizácia 
a ekonomická racionalizácia primárnej rastlinnej produkcie“ 
2003 SP 27/028 0D 01/028 0D 01/03/03/03 riešenej v rokoch 
2003-2005.



1 SÚČASNÝ STAV RIEŠENEJ PROBLEMATIKY
1.1Vodný stres a molekulárne reakcie rastlín  

Rastliny reagujú na sucho fyziologickými zmenami. Vo 
fyziologických mechanizmoch tolerancie sa uplatňuje súbor 
génov, ktoré majú úlohu v niekoľkých možných cestách a sú 
regulované  rôznymi  extrémnymi  faktormi  (BRAY,  1997). 
Genetické zlepšenie tolerancie rastlín na sucho sa ukazuje 
ako  významný  problém  poľnohospodárstva  v budúcnosti. 
Potenciálni  kandidáti  génov,  ktoré  sú  prakticky 
aplikovateľné v génovom inžinierstve tolerancie rastlín na 
sucho a zasolenie, boli rozdelení do 3 základných skupín 
(HAYASHI, MURATA, 1998):

• gény kódujúce všeobecne sa vyskytujúce proteíny 
(LEA,  HSP,  RAB  proteíny,  dehydríny,  osmotín, 
a pod.),

• gény  kódujúce  proteíny,  ktoré  sú  potrebné  pre 
transport  iónov  a iónovú  homeostázu  (iónové 
kanály, kanály pre vodu, Ca2+ ATP-áza a pod.),

• gény  kódujúce  enzýmy,  ktoré  regulujú  syntézu 
osmoticky  aktívnych  komponentov  (enzýmy  pre 
syntézu  sorbitolu,  pinitolu,  glycínbetaínu, 
prolínu alebo kľúčové enzýmy CAM metabolizmu).

Niektoré  primárne  a sekundárne  metabolické  reakcie 
môžu  byť  ovplyvňované  redukciou  rastu,  zatvorením 
prieduchov, prípadne môžu byť riadené priamo vodným stavom 
rastliny  a pod.  Okrem  ABA  sa  tiež  v bunkách  akumulujú 
osmolity, ako sú prolín, kyselina asparágová a glutamánová, 
betaín,  kvartérne  amóniové  soli,  karbohydráty  a cukry 
alkoholu (napr. D-pinitol, manitol) (CHAVES et al., 2003). 
Ich  syntéza  a akumulácia  je  súčasťou  osmotického 
prispôsobenia (adjustácie) rastlín k nedostatku vody. 

Akumulácia  prolínu  je  takmer  univerzálnou  reakciou 
rastlín na vodný deficit, zatiaľ čo schopnosť akumulovať 
iné skupiny komponentov je viac menej druhovo špecifická. 
Prolín počas stresu môže plniť niekoľko funkcií: ako napr. 
osmotické  prispôsobovanie  (VOETBERG, SHARP,  1991), 
osmoprotekciu  (KAVI  KISHOR  et  al.,  2005),  antioxidačné 
pôsobenie a odstraňovanie voľných radikálov (SHARMA, DIETZ, 
2006), ochrana makromolekúl pred denaturáciou (VANRENSBURG 
et al., 1993), regulácia cytozolickej kyslosti (SIVAKUMAR 
et  al.,  2000),  ďalej  plní  prolín  funkciu  zásoby  uhlíka 
a dusíka po pôsobení stresu (DÍAZ et al., 1999). Reguláciu 
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biosyntézy  prolínu,  degradáciu  a transport  vo  vyšších 
rastlinách popísali KAVI KISHOR et al. (2005).

V rámci osmotického prispôsobenia rastlín k stresom zo 
sucha  a zasolenia  dochádza  v rastlinách  okrem  akumulácie 
osmolytov aj k zmenám hladín polyamínov. Polyamíny, najmä 
putrescín, spermidín a spermín, sú polykatiónové zlúčeniny 
nízkej molekulárnej hmotnosti, vyskytujúce sa vo všetkých 
žijúcich  organizmoch.  Považujú  sa  za  novú  kategóriu 
regulátorov rastu rastliny, ktoré sú pravdepodobne zahrnuté 
v širokom  spektre  fyziologických  procesov,  ako  sú 
embryogenéza, bunkové delenie, morfogenéza a vývin (LIU et 
al.,  2006).  Okrem  toho  sa  zistilo,  že  sú  integrálnou 
súčasťou odpovede rastliny na stres (ALCÁZAR et al., 2006). 
Napriek tomu, že význam polyamínov pri strese nie je úplne 
preštudovaný,  urobil  sa  v tejto  oblasti  výrazný  pokrok. 
Počas poslednej dekády sa klonovalo mnoho génov zahrnutých 
v metabolizme  polyamínov  a analyzovali  sa  profily  ich 
expresie  pri  rôznych  podmienkach  stresu  a rôznych 
vývojových štádiách (KAKKAR, SAWHNEY, 2002). Pre pochopenie 
funkcie  polyamínov  v tolerancii  stresu  je  nutné  vykonať 
molekulárne štúdie.

1.2Metódy genetickej transformácie pri rastlinách
Génové  inžinierstvo  predstavuje  najmodernejší  spôsob 

šľachtenia  kultúrnych  rastlín.  V  porovnaní  s  klasickým 
šľachtením mu konkuruje v čase i nekonečnom a neobmedzenom 
množstve kombinácií génov a genotypov. V súčasnej dobe sa 
využívajú najmä gény zabezpečujúce toleranciu k herbicídom 
i  rezistenciu  k  chorobám  a  škodcom,  čo  umožňuje  znížiť 
zaťaženie  prostredia  chemickými  látkami.  Vzhľadom  na 
neustále  zvyšovanie  teploty  klímy,  môžu  v budúcnosti 
nadobudnúť  význam  i transgénne  rastliny  so  zvýšenou 
rezistenciou na sucho, ale i ďalšie abiotické stresy. 

V mnohých prácach na zlepšenie tolerancie rastlín voči 
stresom sa využíva klasické šľachtenie. Progres vo vývoji 
tolerantných  genotypov  však  stojí  pred  niekoľkými 
ťažkosťami  spôsobenými  nízkou  dedičnosťou  týchto 
charakteristík,  testovaním  neuniformných  podmienok 
a vysokou  interakciou  genotyp  x  prostredie  v procese 
selekcie (KIRIGWI et al., 2004). Z tohto dôvodu môžu byť 
transformácie  rastlín  dôležitým  nástrojom  pri  vývoji 
tolerantných genotypov (JONES, 2005).

Metódy  genetickej  transformácie  pri  rastlinách  sa 
rozdeľujú  na  dve  základné  skupiny:  priamy  prenos  génov 



a prenos génov s využitím biologických vektorov. Efektívne 
transformačné  systémy  závisia  od  niekoľkých  kritérií 
(HANSEN,  WRIGHT, 1999):  vhodné  pletivo  kompetentné  pre 
regeneráciu  a  mikropropagáciu,  efektívna  metóda  prenosu 
DNA,  vhodné  činidlo  pre  selekciu  transgénnych  pletív, 
získanie  fertilných  transgénnych  rastlín.  Systém  má  byť 
efektívny,  reprodukovateľný,  genotypovo  nezávislý,  čo 
najmenej finančne nenáročný a rýchly, aby sa minimalizovalo 
riziko  somaklonálnej  variability  a  prípadnej  sterility. 
Prenos  génov  prostredníctvom  Agrobacterium tumefaciens je 
za posledných 30 rokov najčastejšie používaná metóda (VAIN, 
2007)  vzhľadom  na  jej  jednoduchosť,  efektívnosť  a 
aplikovateľnosť  pri  mnohých  rastlinných  druhoch  a 
systémoch. 

Tabak  je  dôležitou  modelovou  rastlinou,  ktorá  sa 
intenzívne využíva pri štúdiu genetických, fyziologických a 
metabolických procesov, Prvé genetické transformácie tabaku 
boli  uskutočnené  priamou  exogénnou  aplikáciou  DNA, 
prostredníctvom  A.  tumefaciens,  elektroporáciou, 
prostredníctvom  lipozómov,  mikroinjekciou  a bombardovaním 
časticami  (TEIXEIRA da  SILVA, 2005).  Tabak  ako 
experimentálny systém bol využitý aj pri prenose žiadaných 
génov,  napr.  pri  rezistencii  voči  hmyzu  (ZHANG  et  al., 
2007), tolerancii voči herbicídom (SUGIYAMA, SEKIYA, 2005), 
rezistencii  voči  stresu  (KAVI  KISHOR et  al.,  1995) 
a chorobám  (DANA et  al.,  2006).  Prvú  genetickú 
transformáciu  rajčiaka  prostredníctvom  A.  tumefaciens 
popísali Mc CORMICK et al. (1986), neskôr boli publikované 
protokoly (FILLATTI et al., 1987), ktoré sa používajú aj v 
súčasnosti (FRARY, EARLE, 1996; ARRILLAGA et al., 2001; WU 
et al., 2006).

2 CIEĽ PRÁCE
Cieľom  doktorandskej  dizertačnej  práce  je  využitie 

postupov genetickej transformácie na zlepšenie tolerancie 
modelových  rastlín  voči  suchu  a určenie  podmienenosti 
tolerancie rastlín na podmienky stresu.
Čiastkové ciele sú nasledovné:

1. Vypracovanie  efektívneho  regeneračného  postupu 
rajčiaka jedlého v in vitro kultúre.

2. Genetická transformácia modelovej rastliny tabaku za 
účelom zvýšenia tolerancie voči suchu.

3. Genetická  transformácia  rajčiaka  jedlého  za  účelom 
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zvýšenia tolerancie voči suchu.
4. Fyziologické  hodnotenie  transgénnych  rastlín 

v stresových podmienkach.

3 MATERIÁL A METÓDY
3.1 Charakteristika rastlinného materiálu

Semená 12 odrôd (Moldy-SK, Istria-SK, Orbit-CZ, Aneta-CZ, Denár-CZ, Robura-
SK,  Titan-CZ,  Premium-SK,  Hana-CZ,  Opál-CZ,  Red  Hunter-NLD  a  UC  82-USA) 
rajčiaka jedlého (Lycopersicon esculentum Mill.) použitých v experimentoch pochádzali 
z Výskumného ústavu zeleninárskeho v Nových Zámkoch a odroda Money Maker (NLD) 
pochádzala z Génovej banky VÚRV v Prahe. Semená vybraných genotypov tabaku M 51 
a Bel  B  pochádzali  z Génovej  banky  VÚRV  Piešťany.  Ako  východiskový  materiál 
v experimentoch  boli  použité  8-dňové  in  vitro rastúce  klíčence  a z nich  odvodené 
hypokotylové, klíčnolistové, petiolové, epikotylové, internodálne a listové explantáty.

3.2 Regenerácia rastlín rajčiaka jedlého v in vitro podmienkach
Povrchová sterilizácia semien rajčiaka bola uskutočnená v roztoku 4 % chlórnanu 

sodného  počas  15–tich  minút  a  následným  päťnásobným  prepláchnutím 
v sterilnej redestilovanej vode. Klíčenie semien bolo uskutočnené v in vitro podmienkach 
v kultivačných nádobách s 25 cm-3 polo v i ného  (½) MS  méd ia  (č MURASHIGE, SKOOG, 
1962).  Hodnota  pH (5,8)  média  bola  upravovaná  pred autoklávovaním (čas  30 min.,  
teplota 120 °C a tlak 0,1 kPa). Rastliny boli prvé 2 dni kultivované v tme pri teplote 
27 ± 1°C, a potom boli prenesené do kultivačnej miestnosti s fotoperiódou 16 h svetlo 
s intenzitou 50 µmol.m-2.s-1 (25 °C) a 8 h tma (20 °C). 
V prvej etape experimentu boli in vitro rastúce klíčence 12 genotypov rajčiaka jedlého (8 
dní  po  nakličovaní)  použité  ako  základ  pre  hypokotylové,  klíčnolistové,  epikotylové, 
listové,  petiolové,  internodiálne  a nodálne  explantáty.  Explantáty  nodálnych  uzlov  s 
rastovým vrcholom boli umiestnené do bakteriologických skúmaviek na zakoreňovacie 
modifikované  MS  médium  (MSOm)  podľa  FRARY,  EARLE (1996).  Všetky  typy 
explantátov  boli  umiestnené  na  regeneračné  médium  obsahujúce:  MS  médium  s 
prídavkom 1 mg.dm-3 ZEA + 0,1 mg.dm-3 IAA (ICHIMURA, ODA, 1995), do Petriho 
misiek,  pričom  epikotyly,  petioly  a internódiá  sa  umiestnili  horizontálne  a listy 
abaxiálnou stranou v kontakte s médiom.
V druhej etape  experimentu sme z  in vitro rastúcich klíčencov (8 dní po nakličovaní) 
genotypov  rajčiaka  jedlého  (Hana,  Premium  a Money  Marker)  použili  hypokotylové 
a klíčnolistové explantáty. Na regeneráciu bolo použitých 5 variantov médií:
T0 – MS médium bez rastových regulátorov (kontrola)
T1 – MS médium + 1 mg.dm-3 ZEA + 0,1 mg.dm-3 IAA (ICHIMURA, ODA, 1995)
T2 – MS médium + 1 mg.dm-3 BAP + 0,1 mg.dm-3 NAA
T3 – MS médium + 2 mg.dm-3 BAP + 0,2 mg.dm-3 NAA
T4 – MS médium + 4 mg.dm-3 BAP + 0,4 mg.dm-3 NAA
V tretej etape experimentu boli z  in vitro rastúcich klíčencov (8 dní po nakličovaní) 



genotypov rajčiaka jedlého (Hana, Premium, UC 82) použité ako základ pre klíčnolistové 
explantáty. Explantáty klíčnych listov boli kultivované na pevných kultivačných médiách, 
na  báze  solí  média  MS,  doplnených  rôznymi  rastovými  regulátormi  cytokinínového 
charakteru  (ZEA,  BAP a  TDZ)  a auxínmi  IAA alebo  NAA.  Koncentrácia  auxínu  sa 
pohybovala v rozmedzí 0,05 – 0,2 mg.dm-3 a cytokinínov 0,05 – 3 mg.dm-3.

Regenerácia explantátov bola hodnotená po 6-tich týždňoch kultivácie, kde boli 
hodnotené  nasledovné  znaky:  frekvencia  regenerácie  (percento  regenerujúcich 
explantátov)  a  počet  výhonkov  s aspoň  1  vyvinutým  listom  na  nasadený  explantát 
(efektivita regenerácie).

3 Transformácia rastlín
Na  genetickú  transformáciu  modelových  rastlín  bol  použitý  účinný  kmeň 

Agrobacterium  tumefaciens  –  LBA4404  (HORSCH  et  al.,  1985)  so  zabudovaným 
plazmidom pBI – P5CSF129A  (ZHANG et al., 1995), obsahujúci gény pre neomycín 
transferázu  (nptII),  beta-glukuronidázu  (GUS)  a P5CS  pod  kontrolou  CaMV  35C 
promótora.
Rajčiak jedlý – Na genetickú transformáciu boli použité klíčnolistové explantáty 14-
dňových  klíčnych  rastlín  rajčiaka  jedlého  (Hana)  s 3  dňovou  predkultiváciou  na  T1 
médium.  Explantáty  boli  inokulované  bateriálnou  suspenziou  A.  tumefaciens (nočná 
kultúra  kultivovaná  v tekutom  LB  médiu,  pri  28  °C  v mikrobiologickom 
termostate) s OD600  = 0,4 – 0,6 počas 5 – 30 min. a následne osušené medzi sterilnými 
papiermi na odstránenie prebytočnej bakteriálnej suspenzie. Inokulované explantáty boli 
po osušení prenesené na povrch regeneračného média T1 (MS + 1 mg.dm-3 ZEA a 0,1 
mg.dm-3 IAA)  a kokultivované  2  –  3  dni  v tme  27  ±  1  °C.  Po  kokultivácii  boli 
transformované  explantáty  rajčiaka  opláchnuté  v sterilnej  vode,  vysušené  medzi 
filtračnými  papiermi  a prenesené  na  pevné  selekčné  regeneračné  médium  (MS  +  1 
mg.dm-3 zeatín a 0,1 mg.dm-3 IAA) doplnené antibiotikami (400 mg.dm-3 cefotaxímu, 400 
mg.dm-3 karbenicilínu  a 80  mg.dm-3 kanamycínu)  a kultivované  vo  fotoperióde  16  h 
svetlo s intenzitou 50  µmol.m-2.s-1  (25 °C) a 8 h tma (20 °C). Explantáty rezistentné ku 
kanamycínu  boli  prenesené  na  čerstvé  selekčné  regeneračné  médium  v 14-dňových 
intervaloch.  Regenerujúce  výhonky  putatívnych  transformantov  rajčiaka  dosahujúce 
minimálne 10 mm boli prenesené na zakoreňovacie živné médium MS spevnené agarom 
(7 g.dm-3), obsahujúce 80 mg.dm-3 kanamycínu.
Tabak virgínsky – Na genetickú transformáciu boli použité 0,5x0,5 cm listové disky 8-
týždňových  klíčnych  rastlín  tabaku  (M  51  a Bel  B).  Izolované  listové  disky  boli 
inokulované  bakteriálnou  suspenziou  (nočná  kultúra  v tekutom  LB  médiu,  28 °C 
v mikrobiologickom termostate)  A. tumefaciens OD600  = 0,6 počas 15 min. a následne 
osušené  medzi  sterilnými  papiermi  na odstránenie  prebytočnej  bakteriálnej  suspenzie. 
Inokulované listové disky boli po osušení prenesené na povrch MS média obsahujúce 
1 mg.dm-3 BAP  a kokultivované  3  dni  v tme  27  ±  1  °C.  Po  kokultivácii  boli 
transformované  listové  disky  opláchnuté  v sterilnej  vode,  vysušené  medzi  filtračnými 
papiermi  a prenesené na  pevné selekčné  regeneračné  médium MS + 1 mg.dm-3 BAP 
doplnené  s antibiotikami  (250  mg.dm-3 cefotaxímu,  250  mg.dm-3 karbenicilínu, 
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100 mg.dm-3 kanamycínu)  a kultivované  vo  fotoperióde  16  h  svetlo  s  intenzitou  50 
µmol.m-2.s-1  (25  °C)  a  8  h  tma  (20 °C).  Explantáty  rezistentné  ku  kanamycínu  boli 
rekultivované  na  čerstvé  selekčné  regeneračné  médium  v 14-dňových  intervaloch. 
Regenerujúce výhonky putatívnych transformantov tabaku dosahujúce 20 – 30 mm boli 
prenesené na zakoreňovacie živné médium MS spevnené agarom (7 g.dm-3), obsahujúce 
100 mg.dm-3 kanamycínu.

3 Molekulárne a histologicko-chemické analýzy
Molekulárne analýzy boli  uskutočnené  pomocou PCR analýz so špecifickými 

primermi detekujúcimi P5CSF129A gén s veľkosťou produktu 468 bp a nptII markérový 
gén  s veľkosťou  produktu  330  bp  a  elektroforetická  detekcia  PCR  produktov  sa 
uskutočnila v 1,4 % agarózovom géle farbenom etídium bromidom.

Histologicko-chemické analýzy transformovaných rastlín boli uskutočnené podľa 
JEFFERSON et al. (1987).

3.5 Aklimatizácia rastlín na ex vitro podmienky
Zakorenené  rastliny  boli  po  vybratí  z kultivačných  nádob  zbavené  zvyškov 

živného média a prepláchnuté v 0,15 % roztoku fungicídneho prípravku Previcur® 607 
SL.  Po presadení  do  záhradníckeho  substrátu  boli  prikryté  polyetylénovou  fóliou, 
udržované v kontrolovaných podmienkach pri umelom osvetlení (50 µmol.m-2.s-1) a 90 % 
vlhkosti vzduchu. Počas 4 týždňov boli postupne odokrývané.

3 Navodenie stresových podmienok
V prvom  experimente  boli  rastliny  pestované  v  skleníku  pri  definovaných 

podmienkach  (25  –  30  °C,  65–85 % RHv)  v letných  mesiacoch.  Rastliny  v štádiu  5 
vyvinutých  listov  [divý  typ  (wild  type  –  WT)  kultivaru  M51  a  Bel  B  ako  aj 
transformované  kultivary]  boli  diferencovanou  zálievkou  rozdelené  na  2  skupiny: 
kontrola (70 % obsah vody v substráte) a rastliny stresované suchom (40 % obsah vody 
v substráte). 

V druhom  experimente  netransformované  línie  (WT)  a transformované  línie 
odrody M51 boli 6 týždňov pestované v zeminovom substráte v kultivačnom boxe pri 
16 / 8 hod. perióde (130 µmol.m-2.s-1), teplote 25 / 23 °C (deň / noc) a relatívnej vlhkosti 
80  %.  Potom  bola  polovica  rastlín  prenesená  do  boxu  s rovnakými  podmienkami, 
s nižšou relatívnou vlhkosťou 35 % a bez zálievky na dobu 10 dní.  Po odberoch boli 
vzorky zvážené a následne zmrazené v tekutom dusíku. Potom boli rastliny opäť zaliate 
a po 24 hod. boli opakovane odobraté vzorky po rehydratácii.

Pri  strese  teplom  boli  použité  kontrolné  zalievané  rastliny  tabaku,  prípadne 
rastliny  vystavené  stresu  suchom  (10  dní).  Rastliny  boli  prenesené  do  termostatu 
a vystavené teplote 40 °C na 3 alebo 6 hodín. 

3.7 Fyziologické hodnotenie transgénnych rastlín v stresových podmienkach
Stanovenie obsahu voľného prolínu:  sa uskutočnilo  z 1 g FW listov podľa metodiky 
BATES et al. (1973) meraním množstva farebnej reakcie produktu prolínu s kyselinou 
ninhydrínovou pri 519 nm spektrofotometrom NOVA 400.



Stanovenie  relatívneho  obsahu  vody (RWC)  v  percentách:  (RWC  =  [(FW  –  DW)/ 
(FWsaturovaný – DW)] x 100 %).

Stanovenie obsahu pigmentov: sa uskutočnilo v listoch  po extrakcii v 80 % acetóne pri 
20 °C a meraním absorbancie pri 663 nm, 645 nm a 440 nm spektrofotometrom NOVA 
400, alebo nedeštruktívnou metódou pomocou SPAD metra (Minolta, USA) a vyjadrený 
v relatívnych hodnotách.
Stanovenie polyamínov: sa uskutočnilo podľa GEMPERLOVÁ et al. (2006) a SLOCUM 
et al. (1989).

3.8 Štatistické analýzy
Štatistické rozdiely medzi výsledkami boli hodnotené 

pomocou analýzy variancie softwérom SPSS (13.0). Rozdiely 
medzi priemermi boli analyzované použitím LSD (P ≤ 0,05) 
testu podľa metódy  SNEDECOR, COCHRAN (1956) a Duncanovho 
testu.

4 VÝSLEDKY
4 Regeneračné  schopnosti  rajčiaka  jedlého  v  in  vitro 

podmienkach
Nevyhnutnou podmienkou väčšiny transformačných techník 

je zvládnutie regenerácie kompletných fertilných rastlín v 
in vitro podmienkach. Regeneráciu rastlín ovplyvňuje veľké 
množstvo faktorov, z ktorých najdôležitejšie sú: zloženie 
bazálneho  živného  média,  doplnkové  živiny,  rastové 
regulátory (typ, koncentrácia, vzájomný pomer), spevňovacie 
činidlo, intenzita a fotoperióda osvetlenia, teplota, typ 
kultivačných  nádob  a uzáverov  a napokon  množstvo  živného 
média. Preto prvoradým cieľom v našich experimentoch bolo 
zistiť vplyv rastových hormónov (ZEA, TDZ, BAP, IAA) na 
regeneráciu rajčiaka jedlého v in vitro kultúre.

Počas skríningu regeneračnej schopnosti 13-tich odrôd 
a  6-tich  typov  explantátov  rajčiaka  sme  zistili,  že 
najlepšia  regeneračná  kapacita  (regenerácia  primordií 
výhonkov) bola pri odrodách Hana, Premium a Robura, zatiaľ 
čo referenčná odroda Money Maker mala najnižšiu priemernú 
regeneračnú  schopnosť.  Iba  regenerácia  z  hypokotylových 
explantátov bola porovnateľná s regeneračnou schopnosťou už 
spomínaných odrôd. V rámci našich experimentov bol taktiež 
potvrdený  pozitívny  účinok  rastových  regulátorov  na 
množstvo  výhonkov  regenerujúcich  z  klíčnych  listov  a 
hypokotylov rajčiaka. Regeneračná schopnosť klíčnolistových 
explantátov sa pohybovala v rozmedzí 0,08 – 1 výhonku na 
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explantát, zatiaľ čo pri hypokotylových explantátoch bola v 
rozmedzí 0 – 0,89 výhonku na explantát. Medzi 8 testovanými 
variantmi rastových hormónov, prítomnosť ZEA v živnom médiu 
vždy  signifikantne  indukovala  najvyšší  priemerný  počet 
výhonkov na explantát a to pri všetkých odrodách. V práci 
sme dosiahli až 100 % frekvenciu regenerácie pri 12-tich 
odrodách  z  13  použitých.  V  ďalších  experimentoch  sa 
frekvencia  regenerácie  hypokotylových  explantátov 
pohybovala v intervale od 83 % do 99 % a klíčnolistových od 
61 % do 94 %, v závislosti od živného média.

4 Transformácia  rastlín  a  histologicko-chemické  a 
molekulárne analýzy transformovaných rastlín
Celkovo sme pripravili 40 explantátov tabaku odrôd Bel 

B  a  M51,  ktoré  boli  transformované  A.  tumefaciens 
obsahujúcim plazmid s génom  P5CSF129A. Na selekčnom médiu 
sa  dopestovalo  5  výhonkov  Bel  B  a  15  výhonkov  M51, 
u ktorých sa očakávalo, že budú transformované. U odrody 
Bel B bola regeneračná frekvencia 50 % (1,33 výhonkov na 
regenerovaný explantát), u odrody M51 to bolo 52,5 % (1,4 
výhonkov na regenerovaný explantát). Všetky rastliny, ktoré 
sa presadili do pôdneho substrátu sa aklimatizovali na  ex 
vitro podmienky. Kontrolné (netransformované) explantáty na 
regeneračnom médiu s 100 mg.dm-3 kanamycínu neregenerovali. 
Po  selekcii  a premnožení  v  podmienkach  in  vitro sa 
testovala  prítomnosť  vnesených  génov  v regenerovaných 
výhonkoch  PCR  analýzou.  PCR  analýzou  sa  tiež  otestovali 
zakorenené výhonky preložené do pôdy, pričom sa potvrdila 
prítomnosť  oboch  génov  -  nptII  aj  P5CSF129A.  Prítomnosť 
oboch génov sa potvrdila vo všetkých testovaných vzorkách 
pochádzajúcich  z  in  vitro kultúr  ako  aj  u  ex  vitro 
aklimatizovaných  rastlín.  Transformanty  zakorenené 
v in vitro podmienkach  sa  tiež  testovali  histochemickou 
analýzou  GUS.  Všetky  regenerované  výhonky  boli  GUS-
pozitívne.

V rámci  našich  transformačných  experimentov  s 
rajčiakom jedlým sme použili odrodu Hana (českého pôvodu), 
ktorá  sa  v predchádzajúcich  experimetoch  vyznačovala 
vysokou  regeneračnou  schopnosťou  klíčnolistových 
explantátov.  Aj  napriek  vysokej  regeneračnej  schopnosti 
klíčnolistových  explantátov  sme  v  transformačnom 
experimente dosiahli  iba 3,75  % frekvenciu  transformácie 
pri kultivácii explantátov na selekčnom médiu s prídavkom 
400  mg.dm-3 cefotaxímu  a karbenicilínu. Z regenerujúcich 



explantátov  bolo  získaných  7  putatívnych  transformantov, 
ktoré  boli  presadené  na  zakoreňovacie  médium  (MS  +  80 
mg.dm-3 kanamycín) a následne podrobené molekulárnej analýze 
prítomnosti génu  P5CSF129A. Po amplifikácii PCR produktov 
bola  v analyzovaných  vzorkách  putatívnych  transformantov 
rajčiaka odrody Hana potvrdená prítomnosť génu P5CSF129A.

4 Charakteristika  fyziologických  odpovedí  rastlín  na 
podmienky stresu
Cieľom štúdie bolo získať regenerované výhonky tabaku 

transformované  génom  pre  biosyntézu  prolínu  so  zámerom 
zlepšiť toleranciu rastlín na rôzne druhy stresu. Syntézu a 
akumuláciu  voľného  prolínu  sme  potvrdili  už  v  in  vitro 
podmienkach stanovením  množstva obsahu  voľného prolínu  v 
orgánovej  kultúre.  Explantáty  transformantov  odrody  M51 
akumulovali 8,05 µmol g-1 FW voľného prolínu, pričom divý 
typ  M51  akumuloval  len  0,37  µmol.g-1 FW.  Transformanty 
odrody Bel B akumulovali 12,75 µmol.g-1, pričom v divom type 
sa  dokázalo  0,34  µmol.g-1 FW.  Podobný  spôsob  akumulácie 
voľného prolínu sa zistil aj pri rastlinách pestovaných v 
skleníku (ak sa porovnali transformované rastliny s divým 
typom)  za  oboch  podmienok  – pri  rastlinách  dostatočne 
zásobených vodou a aj pri rastlinách stresovaných suchom. 
Signifikantné  rozdiely  (P  ≤  0,05)  v  obsahu  prolínu  sa 
zistili  aj  medzi  genotypmi,  ktoré  sa  použili 
v experimentoch. V priemere bola akumulácia voľného prolínu 
v  rastlinách  transformovaného  tabaku  v  kontrolných 
podmienkach (obsah vody v pôde 70 %) takmer 17-krát vyššia 
(odroda M51) resp. 22-krát vyššia (odroda Bel B) než pri 
divom type. V podmienkach stresu (obsah vody v pôde 40 %) 
bola  14-krát  vyššia  (odroda  M51)  resp.  16-krát  vyššia 
(odroda Bel B) ak sa porovnala so stresovanými rastlinami 
divého typu. V podmienkach stresu sa prolín akumuloval v 
listoch  odrody  M51  vo  vyšších  množstvách  než  v  listoch 
odrody Bel B.

Fyziologická  charakteristika  nami  študovaných 
genotypov  tabaku  odhalila  odlišnú  schopnosť  produkcie 
biomasy.  Odroda  Bel  B  mala  mierne  zvýšenú  schopnosť 
produkcie suchej hmoty, na druhej strane bola citlivejšia 
na podmienky stresu. Transformácia nemala negatívny účinok 
na dynamiku produkcie suchej hmoty, hlavne v odrode Bel B. 
V podmienkach stresu sa pri trasgénnych rastlinách množstvo 
produkovanej suchej hmoty znížilo menej než u divého typu.

V tejto štúdii sme sledovali aj relatívny obsah vody 
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(RWC) v listoch. Kontrolné rastliny mali RWC na úrovni 86 – 
94  %.  Prerušenie  zalievania  vodou  vyústilo  do  pomalého 
poklesu RWC. Pri divom type M51 a pri transformantoch Bel B 
sa  zistil  2-percentný  pokles  listového  RWC  po  12  dňoch 
stresovania suchom, pričom pri transformantoch M51 a divého 
typu Bel B bol zaznamenaný pokles RWC v listoch o 5 %. Po 6 
ďalších  dňoch  stresu  sa  pozoroval  pokles  listového  RWC 
približne o 4 – 5 % pri divom type M51 a Bel B a o 7 – 8 % 
pri transformantoch Bel B a M51.

Vystavenie  rastlín  tabaku  M51  a  Bel  B  oboch  typov 
stresu suchom vyústilo po 12 a 18 dňoch stresu do zvýšenia 
hladín Chl  a, Chl  b, celkového obsahu chlorofylov (Chl) 
a karotenoidov. Štatisticky signifikantné rozdiely (P≤0,05) 
v  celkovom  obsahu  Chl  a karotenoidov  sa  zistili  medzi 
odrodami ako aj počas trvania deficitu. Obsah celkových Chl 
a karotenoidov ovplyvňoval najmä genotyp. Obsah chlorofylu 
bol  tiež  stanovovaný  v relatívnych  hodnotách 
nedeštruktívnym spôsobom pomocou SAPD metru (Minolta, USA). 
Rastliny  tabaku  M51  oboch  typov  boli  vystavené  stresu 
suchom  prerušením  zálievky  (10  dní  sucha  pri  relatívnej 
vlhkosti vzduchu  35 %)  a následne rehydratované.  Meraním 
obsahu chlorofylu počas stresu suchom sme zistili, že už na 
3. deň po prerušení zálievky obsah chlorofylu v najstarších 
listoch  výrazne  klesol.  Počas  stresu  suchom  sme  tiež 
zaznamenali  výraznú  akumuláciu  chlorofylu  v najmladších 
listoch.  Aj  napriek  tomu,  že  transgénna  línia  mala  za 
kontrolných  podmienok  menej  chlorofylu,  počas  stresu  ho 
strácala pomalšie ako divý typ. Pri transgénnej línii obsah 
chlorofylu v mladých  listoch stúpal  postupne od  mierneho 
stresu (3. deň) až po rehydratáciu rastlín (14. deň).

V nasledujúcom  experimente  boli  stanovované  obsahy 
voľných  polyamínov  v horných  a  stredných  listových 
poschodiach  a  v koreňoch  transgénnych  a  kontrolných  WT 
rastlinách tabaku v súvislosti so stresom vyvolaným suchom 
a  vysokou  teplotou  (40  °C).  Rastliny  boli  použité 
z predchádzajúceho  experimentu.  Kontroly  WT  a kontroly 
transgénu sa navzájom odlišovali predovšetkým v rozdielnych 
hladinách  putrescínu  (Put)  a  spermidínu  (Spd)  v horných 
listoch. Transgénna línia tabaku obsahovala významne vyšší 
obsah Spd a mierne zvýšený Put v horných listoch, zatiaľ čo 
v strednom poschodí  bola hladina  oboch polyamínov  nižšia 
ako  vo  WT  rastlinách.  Obsah  polyamínov  v koreňoch 
sledovaných rastlín bol podobný a pôsobením sucha sa takmer 
nemenil. Rastliny  WT i transgénne  odpovedali na  stresové 
podmienky sucha výrazným zvýšením koncentrácie voľného Put 



a spermínu (Spm) a miernym nárastom hladiny Spd v porovnaní 
s kontrolnými  rastlinami.  Po  rehydratácii  bol  pozorovaný 
u transgénnych  ale  aj WT  rastlín  v horných  listových 
poschodiach pokles Put, Spd a Spm na hodnoty kontrolných 
rastlín  bez  stresu.  Avšak  po  rehydratácii  v stredných 
listových  poschodiach  prišlo  iba  k miernemu  zníženiu 
hladiny polyamínov. 

WT  a trasgénne rastliny  reagovali na  stres vyvolaný 
vysokou teplotou odlišne ako pri odpovedi na sucho. Bol 
pozorovaný pokles Put v listoch (najvýraznejšie v horných 
listových poschodiach) i v koreňoch a významne zvýšený Spd 
a Spm, opäť predovšetkým v horných listoch.

5 ZÁVERY
Na  základe  dosiahnutých  experimentálnych  výsledkov 

z riešenia  dizertačnej  práce  sme  vyvodili  nasledovné 
závery:

1. Vplyv zloženia média na regeneračnú schopnosť rajčiaka 
v in vitro podmienkach

• Reakcie explantátov rajčiaka (Lycopersicon esculentum 
Mill.) na  in vitro kultiváciu   závisia od genotypu, 
typu  primárneho  explantátu  [hypokotyl,  klíčny  list 
(kotyledon), epikotyl, list, listová stopka (petiola), 
internódium] a taktiež od pomeru auxínov a cytokinínov 
v médiu.

• Zo  šiestich  typov  explantátov  najlepšiu  regeneráciu 
vykazovali hypokotylové, kotyledonárne, epikotylové a 
listové explantáty. Regenerácia týchto explantátov sa 
štatisticky  významne  odlišovala  od  regenerácie 
internódií a petiol.

• V  práci  sme  taktiež  zaznamenali  štatisticky 
signifikantné  rozdiely  medzi  regeneráciou  rôznych 
genotypov.

• Najefektívnejším  regeneračným  médiom  pre  regeneráciu 
rajčiaka bolo MS médium doplnené 1 mg.dm-3 zeatínu a 
0,1 mg.dm-3 IAA.

2. Transformácie modelových rastlín a ich efektívnosť 
• Bol uskutočnený prenos plazmidu pBI–P5CSF129A do A. 

tumefaciens (kmeň LBA 4404) a jeho dôkaz PCR metódou.
• Boli  vypracované  metódy  kokultivácie  explantátov 

tabaku a rajčiaka so suspenziou agrobaktera.
• V transformačnom experimente tabaku bolo získaných 20 
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transformovaných rastlín tabaku, ktoré boli overené na 
prítomnosť  vnesených  génov  metódou  PCR 
a aklimatizované na ex vitro podmienky.

• Pri  rajčiaku  bolo  získaných  7  putatívnych 
transformantov,  ktoré  sa  nepodarilo  zakoreniť  a 
aklimatizovať  na  ex  vitro podmienky;  transformačné 
experimenty rajčiaka neboli zatiaľ z časových dôvodov 
úplne  ukončené  a zostávajú  otvoreným  problémom  pre 
ďalší výskum.

3. Fyziologické  reakcie  transgénnych  a  kontrolných 
rastlín na stresy

• Transgénne  rastliny  oboch  odrôd  tabaku  akumulovali 
vysoké hladiny voľného prolínu počas stresu suchom.

• Zmeny  obsahu  suchej  hmoty,  ako  aj  zníženie  obsahu 
chlorofylov  sme  nezaznamenali.  V  kontrolných  ani  v 
stresových  podmienkach  sme  nepozorovali  predčasné 
starnutie,  listové  nekrózy  alebo  morfologické  zmeny 
(RWC poklesol o 7 – 8 %). 

• V stresových  podmienkach  sa  divý  typ  a transgén 
navzájom  odlišovali  hlavne  v rozdielnych  hladinách 
voľných  polyamínov  putrescínu  a spermidínu  v horných 
listoch. 

• Po rehydratácii bol pri transgénnych ale aj pri divom 
type  rastlín  pozorovaný  v horných  listových 
poschodiach  pokles  putrescínu,  spermidínu  a spermínu 
na hodnoty kontrolných rastlín bez stresu. 

• Rastliny divého typu a trasgénnu reagovali na stres 
vyvolaný vysokou teplotou odlišne ako pri odpovedi na 
sucho.
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