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CIELE PRACE

Teoreticka Cast’

Vypracovanie reserSe zameranej na problematiku:

pol'nohospodarskeho a biologického vyznamu druhu Medicago sativa L.
polnohospodarskeho a ekologického vyznamu podnych druhov baktérii
Rhizobium

signalnych, vyvojovych a §truktirnych aspektov interakcii rastlin lucerny siatej s
Sinorhizobium meliloti v procese tvorby hl'izok

transformacie rastlin M. sativa a in vitro regeneracie rastlin M. sativa procesom
somatické embryogenézy

modernych mikroskopickych metod neinvazivneho Studia vyvojovych procesov

rastlin

Prakticka cast

stdium vyvojovych procesov rastlin M. sativa in vitro v kontrolnych
podmienkach a ich fenotypova analyza

optimalizacia kultivatnych podmienok pre riadent aplikaciu baktérii rodu
Rhizobium

Stadium interakecii rastlin lucerny s baktériami rodu Rhizobium

sledovanie interakcii a priebehu symbiotického procesu s expresiou
fluorescen¢ného markeru aktinového cytoskeletu u rastlin lucerny

kvalitativna a kvantitativna analyza ziskanych dat

vyhodnocovanie vysledkov studia interakcii a vyvojovych procesov rastlin na
urovni koreriového systému so zameranim na efektivitu procesu tvorby

korenovych hl'uizok



1 UVOD

Medicago sativa L., patriaca k Cel'adi bobovité (Fabaceae), je najrozsirenejSia bobovita
krmovina hospodarskych zvierat (Flajoulot et al., 2005). Jednou z vyhod strukovin je
schopnost’ interagovat so symbiotickymi baktériami obzvlast rodu Rhizobium,
Bradyrhizobium a Sinorhizobium, ktoré dokazu v symbidze s rastlinami asimilovat
atmosféricky dusik (Roy et al., 2020). Vd'aka tejto schopnosti obohacuju pddu o dusikaté
latky, ¢im poskytuji dostupnu formu dusiku naslednym plodinam (Radovi¢ et al., 2009).
Zmenou klimy sa neustale zvySuje zavaznost' biotickych a abiotickych stresov, ktoré
ovplyviiuji produkciu M. sativa. Tetraploidny gendém tohto rastlinného druhu
a nepribuzenské krizenie st'azili konvencné §l'achtenie (Zhou et al., 2011; Annicchiarico
et al., 2015). Avsak pokrocilé genomické a genetické metody umoziiuju zavadzat’ ucinné
inovativne postupy vylepSenia mnohych znakov M. sativa (Singer et al., 2018).

Velky prelom v spdsobe Setrného dlhodobého zobrazovania §truktury a vyvoja zivych
mnohobunecénych organizmov predstavuje light-sheet fluorescen¢na mikroskopia
(LSFM), vd’aka ktorej sa da minimalizovat’ fototoxicita sposobena vysokymi davkami
excitacného svetla. Vyhodou LSFM v porovnani s konfokéalnou laserovou skenovacou
mikroskopiou (CLSM) a mikroskopiou s rotujucim diskom (,,spinning disk™) je, ze
umoziiuje pozorovat zivé avyvijajuce sa organizmy Vv takmer prirodzenych
podmienkach. LSFM je uzitocna technika aj pri dokumentacii interakcii strukovin, ako je
Medicago sativa, so symbiotickymi baktériami v rdznych §tadiach vzajomnych interakcii
v procese tvorby koreriovych hlizok (Ovecka et al., 2018).

Bakalarska praca je zamerana na regeneraciu transgénnych rastlin M. sativa pomocou
somatickej embryogenézy aich kultivacia v in vitro podmienkach, a na naslednu
charakteristiku fenotypu takto ziskanych transgénnych rastlin. Dalej boli sledované
symbiotické interakcie tychto rastlin so Sinorhizobium meliloti so zameranim na
efektivitu procesu tvorby korefiovych hlizok. Pouzitim transgénnej linie M. sativa s
produkciou fuzneho proteinu GFP-FABD2 je mozné fluorescenne sledovat
usporiadanie a dynamiku aktinového cytoskeletu v kontrolnych podmienkach v procese

symbiozy s baktériami a tvorby koretlovych hIizok.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Lucerna siata (Medicago sativa L.)

2.1.1 Vseobecna charakteristika

Lucerna siata (Medicago sativa L.), patriaca k ¢eladi bobovité (Fabaceae), je najstarsia
pestovana rastlina vyuzivana vylucne ako krmivo (Michaud et al., 1988). S najviacSou
pravdepodobnostou pochadza z oblasti Malej Azie, Zakaukazska, Iranu a Turkménska,
odkial' sa rozsirila do mnohych krajin Azie, Europy a Ameriky (Whyte ez al., 1953;
Bolton, 1962; Wilsie, 1962; McWilliam, 1968; Michaud et al., 1988). V stcasnosti je to
najrozsirenejs§ia bobovitd krmovina hospodarskych zvierat, pestovana zhruba na ploche
32 milidénov hektarov (Michaud er al., 1988; Flajoulot et al., 2005). Lucerna siata je
autotetraploidny druh (Stanford, 1951), s 2n = 4x = 32 (Armstrong, 1954), pre ktory je
charakteristické rozmnozovanie cudzoopelenim. Tieto vlastnosti lucerny a nepribuzenské
krizenie stazili konven¢né §lachtenie. Ako modelova strukovina sa ovela CastejSie
vyuziva pribuzny diploidny, samoopel'ovaci druh Medicago truncatula, ktory ma maly
gendm a kratky zivotny cyklus (Zhou et al., 2011; Annicchiarico et al., 2015). Pokrok v
oblasti genomického a genetického vyskumu v stcasnosti vSak moze vyrazne prispiet
k vylepSeniu mnohych znakov aj u M. sativa, ktoré maji biotechnologicky

a agronomicky vyznam (Singer et al., 2018).
2.1.2 Stonka a listy

Prierez mladej stonky lucerny ma takmer Stvorcovy tvar. Pod epidermou stonky sa
nachadza chlorenchym (obsahujuci chloroplasty) akolenchym, ktory sluzi ako
mechanické pletivo. Cievne zviazky vo vSetkych stonkéach lucerny su kolateralne. V strzni
sa nachadzaju vel'ké nelignifikované parenchymatické bunky, ktoré si kompaktne
usporiadané (Teuber a Brick, 1988). Stonky lucerny dosahuju dizku az 1 m. Z pt&ikov na
korefiovom krcku vyrastaju vedl'ajSie stonky, ktorych pocet je podmieneny vonkajSimi
faktormi, predovSetkym suhrnom biotickych a abiotickych stresovych faktorov
prostredia. Vedlajsie stonky taktiez mozu vyrastat' z pucikov axilarnych nédov listov

(Skladanka et al., 2014). Usporiadanie listov, bocnych vyhonkov a kvetov je na hlavnej
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stonke striedavé. Trichomy vyskytujice sa na povrchu stoniek m6zu byt mnohobunkové
a maju palikovity tvar (Teuber a Brick, 1988). Jednobunkové prediZzené trichomy st viak
na stonkach pocetnejsie (Wilson, 1913). Listy lucerny sa trojpocetné, celistvé a na stopke
perovito usporiadané. Tvar ¢epele moze byt bud podlhovasty alebo vajcovity. Smerom
k hornej tretine listu je Cepel na obvode zibkovita (Teuber a Brick, 1988; Skladanka et
al., 2014). Listy su bifacialne s prieduchmi na oboch stranach listu (Teuber a Brick,
1988). Cole a Dobrenz (1970) urcili u piatich kultivarov M. sativa priemernt hustotu
prieduchov, ktora sa pohybovala od 146 do 265 na mm™. TaktieZ zistili, Ze na adaxialnej
strane listu je hustota prieduchov vécSia ako na abaxidlnej strane. Na listoch sa
nachadzaju podobne ako na stonke epidermalne trichomy, ktoré su zvycajne
jednobunkové a hustejSie zastupené na zilnatine. Cievne zvéizky v listoch vytvaraju

perovita zilnatinu (Teuber a Brick, 1988).
2.1.3 Koren

Korei lucerny je kolovitého tvaru, ktory prenika v prvom roku az 1,5 m hlboko do pddy.
Polas dalich rokov méze byt celkova dizka korefia vigsia ako 5 m. Celkovo moze
dosiahnut dizku az 10 m. V hornej Gasti korefia vznikajii bo&né korene v mensom podte.
Na koreniovom krcku sa zakladaju puciky, zktorych vyrastaju vedl'ajSie stonky.
Kazdoroc¢ne sa korenovy krc¢ok zat'ahuje do pddy o 10 mm, ¢o zvySuje odolnost lucerny
voci chladu (Hrabé ef al., 2004; Skladanka et al., 2014). Rastliny s hlbokymi korefiovymi
krékami sa vyznacuji vacsim poctom stoniek vyrastajucich z pod povrchu pody a lepSou
odolnostou na abioticky a bioticky stres, ako rastliny s plytkymi korefiovymi krckami
(Schimada a Murakami, 1976). Korenovy systém lucerny ma schopnost fixovat
atmosféricky dusik v symbioze s rhizobiami, a tym padom obohacovat podu o dusik (Roy
et al., 2020). Vd’aka hlbokému zakoreneniu lucerna odobera ziviny z hlbsSich vrstiev pody

a uklada ich do korefiovej sustavy v hornych vrstvach pody (Hrabé et al., 2004).
2.14 Kvet

Kazdy kvet lucerny je zlozeny z kalichu, koruny, 10 tyciniek a z piestiku. Trubica kalichu
pozostava z 5 zrastenych kali§nych listkov, ktoré maju na konci 5 kali§nych lalokov.
Koruna ma papilionovy tvar, ktory sa sklada z jedného vel'kého okvetného listka (tzv.

,Standard“), z dvoch bocnych kridlovitych okvetnych listkov a z dvoch spojenych
3



okvetnych listkov v tvare kylu. Kvety M. sativa su zvycCajne fialovej farby. Piestik je
jednopocetny a zlozeny zo semennika, z hladkej dutej ¢nelky a z blizny. Vajicka st
kampylotropné (Barnes et al., 1972). NajvrchnejSie vajicko v semenniku je zvyc¢ajne
orientované smerom k ¢nelke, zatial' Co zvy$né vajicka su zvycCajne orientované smerom
k spodnej Casti semennika (Cooper et al., 1937). V semenniku lucerny sa obvykle vyvija
okolo 10 az 12 vaji¢ok, ktorych pocet sa moze vynimocne pohybovat’ od 6 do 18 (Barnes
a Clevevand, 1963). Tycinky vytvaraju diadelphousovu trubicu, v ktorej je 9 tyciniek
zrastenych a 1 tyc¢inka najblizsia k velkému okvetnému listku je voIna. Pelnice tesne
priliehaju k blizne v dvoch radoch, pretoze zrastené tyCinky su striedavo kratke a dlhé
(Barnes et al., 1972). Pel lucerny je dvojjadrovy (Reeves, 1930). Lucerna sa rozmnozuje
cudzoopelenim, no v populaciach sa mézu taktiez nachadzat’ aj samoopelivé jedince. Aby
doslo k cudzoopeleniu, je potrebné uvol'nenie piestika a tyCiniek za pomoci opelovacov,

ako su vCely a ¢meliaky (Pelikan et al., 2012; Skladanka et al., 2014).
2.1.5 Plody a semena

Plodom lucerny je viacsemenny struk, v ktorom vznikaju semena oblickovitého tvaru.
Pocas dozrievania moéze byt mnoho semien hranatych v dosledku vonkajSich
a vnatornych tlakov v struku. Semeno lucerny pozostava z osemenia (vonkajsia vrstva
semena), z endospermu a z embrya. Po dozreti maji semen4 priblizne dizku 1 az 2 mm,
Sirku 1 az 2 mm a hrabku 1 mm. Vo vaésine pripadov je ich Sirka poloviéna oproti dizke.
Farba semien byva olivovozelend, zlta alebo hneda (Teuber a Brick, 1988). Kutikula
pokryvajuca celé osemenie je zlozend z kutinu, ktory je zmesou mastnych kyselin
a voskov (Lute, 1928; Teuber a Brick, 1988). Osemenie sa sklada z vonkajSej vrstvy
palisadovych buniek, zo strednej vrstvy osteosklereidovych buniek a z vnutornej vrstvy
parenchymu. V strede osemenia sa nachadza semenna jazva (hilum), pod ktorym sa
nachadza mikropyla a pod ilou je ulozena radikula. Asi 0,4 mm nad semennou jazvou je
umiestnena ,,SoSovka“ (po angl. ,lens”), ktora je najslabS§im miestom palisadovej vrstvy
buniek osemenia. Cez tento otvor semeno nasava vodu pocas napuciavania (Teuber a
Brick, 1988). Klicenie po napuciavani semien mdze pri dostatku vlahy prebiehat aj pri
teplote 1 az 2 °C (Pelikan et al., 2012). Medzi osemenim a kli¢nymi listmi (kotyledonmy)
lezi vrstva endospermu, ktorad je zlozena z vrchnej vrstvy aleuronovych buniek a zo
spodnej vrstvy tenkostennych parenchymatickych buniek (Teuber a Brick, 1988).
4



U lucerny sa vyskytuju Casto nepriepustné, alebo takzvané tvrdé semena, ktoré nedokazu
absorbovat’ vodu a nasledne vyklicit. Ukézalo sa, ze bariéru proti vlhkosti tvoria skor

zosilnené vonkajsie vrstvy palisadovych buniek ako samotna kutikula (Lute, 1928).
2.1.6 Agronomické vyuzitie

Lucerna je vel'mi cennou bobovitou trvalkou, €asto vyuzivanou kvoli jej agronomickym
a environmentalnym vyhodam (Annicchiarico et al., 2015). Kvoli svojej vysokej
nutri¢ne] hodnote je povazovana za jednu z najlepSich krmovin hospodarskych zvierat
(Sanders et al., 2011). Lucerna mé vysoky obsah bielkovin, enzymov, mineralov a je
cennym zdrojom vitaminov A, C, K a E, ako aj fytofarmaceutickych latok, vyuzitelnych
na lieCenie réznych zdravotnych problémov (Bora a Sharma, 2011). Vdaka jej
vyzivovym hodnotam a nizkemu podielu fibrilarneho materialu bunkovych stien je dobre
stravitelna, ¢o ju Cini délezitym krmivom prezuvavcov. Na kimenia hospodarskych
zvierat je pouzivana najcastejSie vo forme sena, ale aj vo forme silaze, senaze, brikiet
alebo pastvin (Radovi¢ et al., 2009). Lucerna a strukoviny su vSeobecne prospesné pri
ochrane pody pred veternou a vodnou eréziou (Karlen et al., 2007), a taktiez su vyuzivané
pre fytoremediaciu pod (Nirola et al., 2016). Jednou z vyhod lucerny je symbioticka
fixacia dusika, vd’aka ktorej nevyzaduje takmer ziadne externe dodavané dusikaté
hnojivo. Po degradacii fytomasy obohacuje pddu o dusikaté latky, ¢im poskytuje
dostupntl formu dusiku naslednym plodinam (Radovi¢ et al., 2009). Lucerna oproti inym
druhom strukovin symbioticky fixuje velké mnozstvo atmosférického dusika, ktoré sa
pohybuje od 50 do 463 kg na hektar rone. Mnozstvo fixovaného dusika zavisi od typu
pody a rezimov vyuzivania pody, ako aj od pritomnosti, hustoty a u¢innosti podnej
baktérie Sinorhizobium meliloti. Vd'aka tejto schopnosti si porasty lucerny schopné
eliminovat a nahradit extenzivne vyuzivanie chemicky pripravovanych dusikatych

hnojiv (Deli¢ et al., 1998; Radovi¢ et al., 2009).

2.2 Interakcie rastlin s prospeSnymi podnymi baktériami

Roézne bakterialne druhy su dolezitou sucast'ou podneho ekosystému. Dodavaju rastlinam
ziviny z pody, stimuluju ich rast produkciou rastlinnych rastovych regulatorov, chrania
ich pred fytopatogénmi a su vyuzivané k bioremediacii znecistenych pdd sekvestraciou
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toxickych tazkych kovov a odburavanim xenobiotik (Davison, 1988; Hayat et al., 2010;
Ahemad, 2012; Ahemad a Khan, 2011). Takéto bakterialne druhy kolonizujuce koretiové
sustavy rastlin boli po prvy krat definované Kloepperom a Schrothom a pomenovali ich
ako rhizobaktérie podporujuce rast rastlin (PGPR, angl. plant growth-promoting
rhizobacteria) (Kloepper a Schroth, 1978). Tie sa dalej rozdeluji na extracelularne
(ePGPR), ktoré sa nachadzaju na povrchu korefiov alebo v medzibunkovych priestoroch
buniek korenovej kory, ana intracelularne (iPGPR), ktoré sa vyskytuju vo vnutri
korefiovych buniek, Casto v Specializovanych hluzkovitych Strukturach (Gray a Smith,
2005). PGPR zlepSuju produkciu rastlin zvyCajne priamymi mechanizmami a to bud’
zvySovanim dostupnosti zlucenin alebo kontrolovanim hladin rastlinnych hormonov.
Taktiez st schopné znizovat nepriamymi mechanizmami inhibi¢né G€inky na rast a vyvoj
rastlin r6znych latok, ktoré produkuju patogénne organizmy (Obr. 1, Glick, 1995; Glick,
2012).

Solubilizacia fosfore¢nanov ) Produkcia antibiotik a HCN

Produkcia fytohorménov i i Produkcia sideroforov

~

Priame mechanizmy
PGPRs podporujice
rast rastlin

Nepriame mechanizmy
PGPRs podporujuce
rast rastlin

~~

Produkcia sideroforov

Biclogiclch fixficintuniicn Produkcia lytickych enzymov

-

= Rhizobaktérie podporujuce rast rastlin

Obr. 1 Priame a nepriame mechanizmy podnych baktérii podporujuce rast a vyvin rastlin.
K priamym mechanizmom PGPRs patri biologicka fixacia dusika, solubilizacia fosfore¢nanov,
modulovanie hladin fytohormoénov a sekvestrovanie Zeleza atazkych kovov pomocou
sideroforov. PGPRs nepriamymi mechanizmami, ako je produkcia antibiotik, HCN, sideroforov,
lytickych enzymov a vyvolanie indukovanej systémovej rezistencie, kontroluju rast patogénov
(Upravené podl'a Oak ef al., 2019).



2.2.1 Priame mechanizmy podnych baktérii, podporujuce rast rastlin

Poskytovanie zivin rastlindm rastucich na podach s obmedzenim mnozstvom dusika,
zeleza a fosforu, patri medzi najviac zdokumentované mechanizmy, ktorymi PGPR
podporuju rast rastlin. Kvoli nedostatku, alebo =zlej dostupnosti zivin, je
polnohospodarstvo Coraz viac zavislé na pouzivaniu chemickych hnojiv, ktoré
predstavuju hrozbu pre Cloveka a zivotné prostredie (Glick, 2012). Preto je zrejmy
vyznam bio-hnojiv, ktoré pravdepodobne nahradia v budiucnosti chemické hnojiva
(Ahemad a Kibret, 2014). Rastlinné¢ hormoény su dolezité pre rast a vyvoj rastlin. Okrem
toho maju vyznamnu funkciu v odpovediach rastlin na bioticky a abioticky stres (Davies,
2004). Upravenim hladin fytohorménov dokéaze rastlina prekonat negativne ucinky
sposobené stresom (Salamone, 2005). Mnohé PGPR si schopné produkovat
fytohormény a modulovat’ ich hladiny, ¢im pozitivne ovplyviluju rastlinnti odpoved’ na

stres (Glick et al., 2007).

2.2.1.1 Fixacia dusika

Najdolezitejsou zivinou rastlin pre rast a vyvoj je dusik (N). Atmosféricky molekularny
dusik (N2) je pre rastliny nevyuzitelny, a tak je potrebné aby bol premeneny na formy
vyuzite[né rastlinami. Mikroorganizmy fixujuce dusik (diazotrofy) premienaju
atmosféricky dusik na amoniak (NH3) pomocou enzymu nitrogenaza (Kim a Rees, 1994).
Globalne je zhruba za dve tretiny fixovaného dusika zodpovedna biologicka fixacia
dusika, zatial' ¢o zvySok dusika sa prevazne syntetizuje priemyselne pomocou Haber-
Boschovej syntézy (Rubio and Ludden, 2008). Nitrogendza je dvojzlozkovy
metaloenzym pozostavajuci z Fe-proteinu, nazyvany dinitrogendzova reduktaza,
a z dinitrogendzy, ktora mé kovovy kofaktor. Dinitrogendza redukuje N> na NHj
pomocou elektronov s vysokou redukénou silou poskytnuté dinitrogenazovou reduktazou
(Kim a Rees, 1994). Vo vsetkych diazotrofoch sa nachadza dinitrogenaza s FeMo-
kofaktorom, ktora je zodpovedna za vacsinu biologickej fixacie dusika. Pri nedostatku
molybdénu su exprimované alternativne dinitrogenazy, v ktorych je molybdén nahradeny
bud’ zelezom alebo vanadom (Joerger a Bishop, 1988; Bishop a Joerger, 1990; Raymond
et al., 2004). Gény potrebné pre fixaciu dusika, nazyvané nif gény, zahffiaju Strukturalne

gény, gény dolezité na aktivaciu Fe-proteinu, biosyntézu FeMo-kofaktorov, poskytnutie



donorovych elektronov a regulacné gény potrebné pre syntézu a funkciu nitrogenazy.
Expresia nif génov je negativne regulovana kyslikom, ktory ma taktiez inhibi¢ny uc¢inok
na nitrogenazu (Glick, 2012). Biologicka fixacia dusika je energeticky vel'mi narocny
proces, ktory vyzaduje hydrolyzu najmenej 16 molov ATP na kazdy mol redukovaného

dusika (Berg et al., 2002).

2.2.1.2 Solubilizacia fosfore¢nanov

Po dusiku je fosfor (P) druhou najdolezitejSou zivinou potrebnou pre rast a vyvin rastlin.
Napriek tomu, ze dostupnost’ fosforu v podach je obvykle velka, vécsina tychto
organickych a anorganickych foriem su pre rastliny nerozpustné. Rastliny mozu
absorbovat' iba dve rozpustné formy, ato dihydrogénfosforecnanové (H2PO4")
a hydrogénfosfore¢nanové (HPO4>) anidny (Glass, 1989; Bhattacharyya a Jha, 2012).
Nevyhodou fosfatovych hnojiv je, ze rastliny ich absorbuju v men§ich mnozstvach a
zvySok sa rychlo premeni na nerozpustné formy v pdde (Mckenzie a Roberts, 1990). Ako
nahrada fosfatovych hnojiv mozu byt pouzité mikroorganizmy solubilizujuce fosfaty,
ktoré sprostredkovavaju rastlinam dostupné formy P z pddy (Khan et al., 2006). Patria
k nim PGPR solubilizujuce fosfaty, ktoré moézu réoznymi mechanizmami zasobovat
rastliny fosforom. Anorganicky fosfor sa zvycajne solubilizuje v dosledku pdsobenia
nizkomolekularnych organickych kyselin, produkovanych réznymi pddnymi baktériami.
(Zaidi et al., 2009). Syntéza roznych fosfataz, ktoré katalyzuji hydrolyzu esterov
kyseliny fosforecnej, vedie k mineralizacii vacSiny organickych zlucenin fosforu

(Rodriguez a Fraga, 1999).

2.2.1.3 Sekvestrovanie Zeleza

Zelezo (Fe) je potrebna Zivina pre takmer vietky formy Zivota. V aerobnom prostredi
zelezo nie je l'ahko asimilované baktériami ani rastlinami, pretoze sa vyskytuje hlavne vo
forme Fe** a vytvara nerozpustné hydroxidy (Ma, 2005; Rajkumar et al., 2010). Jednou
z najcastejSich stratégii je produkcia nizkomolekularnych sideroforov baktériami, ktoré
maju vysoku afinitu k Fe**. Baktérie syntetizujii aj membranové receptory, ktoré mdzu
viazat komplexy sideroforov s Fe, ¢o umoziuje mikroorganizmom absorbovat viac
zeleza (Neilands, 1981; Hider a Kong, 2010). Bakterialne siderofory pomocou roéznych

mechanizmov umoziuju rastlinam asimilovat’ zelezo (Schmidt, 1999). Siderofory moézu
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tiez vytvarat stabilné komplexy aj s inymi kovmi, vratane tazkych kovov, ako su Al, Cd,
Cu, Ga, In, Pb a Zn, ako aj s radionuklidmi vratane U a Np, ktoré zat'azuju zivotné
prostredie. Bakterialne siderofory teda pomahaji znizovat' aj stresy vyvijané na rastliny

vysokymi hladinami tazkych kovov v pode (Kiss a Farkas, 1998; Neubauer et al., 2000).

2.2.1.4 Modulécia fytohorménov

Kyselina indolyl-3-octova (IAA) je zd’aleka naj¢astej$im a najviac Studovanym auxinom
(Spaepen et al., 2007; Glick, 2012). VSeobecne TAA ovplyviiuje delenie rastlinnych
buniek, ich predlzovanie a diferenciaciou. Zrychluje vyvoj korenov, xylému v cievnych
klicenie semien, fotosyntézu, biosyntézu pigmentov a inych metabolitov (Tsavkelova et
al., 2006). Ma dolezitt ulohu v symbiotickych interakciach medzi strukovinami
a rhizobiami (Glick, 2012). Dostato¢né hladiny IAA st nevyhnutné aj pre strukoviny,
pretoze procesy ako je bunkové delenie, diferenciacia buniek a tvorba cievnych zvizkov
su dolezité pri tvorbe korefiovych hlizok (Spaepen et al., 2007; Glick, 2012). Etylén je
nevyhnutnym fytohorménom, ktory réznymi sposobmi ovplyviiuje rast a vyvoj rastlin.
Iniciuje rast korenov, syntézu d’alSich fytohormoénov a podporuje dozrievanie plodov,
vadnutie kvetov, odpadavanie listov a kliCenie semien. Taktiez ma inhibi¢ny G¢€inok na
tvorbu korefiovych hluzok (Abeles, 1992; Glick, 2012). Endogénna hladina etylénu sa
vyrazne zvySuje za stresovych podmienok, ¢o moze ovplyvnit negativne rast a vyvoj
rastlin (Saleem et al., 2007). Prekurzor etylénu je 1-aminocyklopropan-1-karboxylova
kyselina (ACC), ktora je syntetizovana zo S-adenozylmetioninu pomocou enzymu ACC
syntetaza (Adams a Yang, 1979). Aktivitu enzymu ACC syntetaza mdze stimulovat
bakterialna TAA (Kende, 1993). U pddnych baktérii bol objaveny enzym ACC
deaminaza, ktora hydrolyzuje ACC, vyluCovanu z koreriov alebo semien rastlin, na
amoniak a o-ketobutyrdit (Honma a Shimomura, 1978; Glick, 1998). Tym padom
kolonizacia korenov a semien rastlin s PGPR, ktoré syntetizuyja ACC deaminazu,
umoziuje regulovat inhibicné Ucinky vysokych hladin etylénu (Glick,1998). Mnoho
kmeniov PGPR mdze syntetizovat cytokininy a gibereliny a tak ovplyviiovat ich hladiny
u rastlin (Glick, 2012). Vd'aka regulacii bunkového delenia su cytokininy dolezité pre
normalny vyvoj koretlovych hluzok (Roy et al., 2020). V procese symbiozy gibereliny



zrejme negativne ovplyviiuju rhizobialnu infekciu rastlin (Roy et al., 2020), ale

preukazalo sa, ze pri vyvoji korenovych hlizok su dolezité (Hayashi et al., 2014).
2.2.2 Nepriame mechanizmy podnych baktérii, podporujuce rast rastlin

RGPR nepriamo podporuju rast rastlin kontrolovanim patogénov aich negativnych
G¢inkov na rastliny. Pomocou sideroforov, ktoré viazu va&sinu Fe** v oblasti korefia
rastliny, m6zu obmedzit' dostupné zelezo a tak zabranit mnozeniu patogénov (Siddiqui,
2005). Syntéza roznych antibiotik je d’alsi efektivny mechanizmus, ktorym zabrariuju
mnozeniu patogénov (Whipss, 2001). U PGPR boli identifikované rozne antibiotika, ako
st napriklad 2,4-diacetylfloroglucinol (DAPG) (Défago, 1993), fenazin (Weller, 1983),
oligomycin A (Kim et al., 1999), pyrolnitrin (Ligon et al., 2000) a zwittermycin A (Silo-
Suh et al., 1994). Niektoré¢ PGPR produkuju enzymy, ktoré mozu rozpustat bunkovu
stenu mnohych patogénnych hub (Glick, 2012), ako st chitinazy (Frankowski et al.,
2001), celulazy (El-Tarabily er al., 1996), B-1,3-glukanazy (Fridlender et al., 1993) a
proteazy (Dunne et al., 1997). RGPR mézu indukovat v rastlinach fenotypicky podobnu
formu systémovej ziskanej rezistencie (SAR z angl. systemic acquired resistance)
vyvolanej patogénmi, ktora sa nazyva indukovana systémova rezistencia (ISR) (van Loon
et al., 1998). ISR je Casto regulovana signalizaCnymi drahami jasmonatu a etylénu, ktoré

stimuluju obranné reakcie hostitel'skej rastliny na patogény (Glazebrook, 2005).

2.3 Symbiotické interakcie rastlin rodu Medicago s rhizobialnymi

baktériami

2.3.1 Vseobecna charakteristika

Symbiotickd fixacia vzdusného dusika zohrava vyznamnu tlohu pre rast a vyvoj rastlin
v podmienkach limitovanej dostupnosti dusika v podde. Jednou zvyhod strukovin
(Fabaceae) je schopnost interagovat so symbiotickymi rhizébiami, obzvlast rodu
Rhizobium, Bradyrhizobium a Sinorhizobium, ktoré dokazu redukovat’ atmosféricky
dusik (N2) na amoniak (NH3). Téato vlastnost’ strukovin ma v pol'nohospodarstve zasadny
vyznam. Medzi strukovinou arhizébiom dochddza ku komplexnym symbiotickym

interakciam (Roy et al., 2020). Fixacia atmosférického dusika sa uskutociuje
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v §pecializovanych korenovych organoch, hlizkach, ktoré sa diferencuji ako vysledok

symbiozy medzi strukovinami a rhizobiami (Oldroyd et al., 2011).

2.3.2 Signalizacia v procese rhizobialnej infekcie a organogenézy korenovych

hlazok
2.3.2.1 Nodula¢né faktory

Symbioza lucerny arhizobii je typicky vyvoland nizkym obsahom dusika v podach
(Wang et al., 2018). Za tychto podmienok hostitel'skd rastlina z korefiovych vlaskov
vylucuje flavonoidné zluceniny do rhizosféry, ktoré sa viazu na bakteridlne NodD
proteiny. Flavonoidmi aktivované proteiny NodD indukuju expresiu rhizobialnych
nodulaénych (nod) génov (Schlaman et al., 1992; Perret et al., 2000). Niektoré nod gény
kéduju enzymy, ktoré s potrebné na syntézu lipochitooligosacharidovov (LCOs)
nazyvané nodulacné (Nod) faktory. Nod faktory pozostavaju z 1,4-N-acetyl-D-
glukozaminovych zvyskov, ktoré nesu acylovy retazec roznej dizky, pripojeny k C-2
uhliku neredukujuceho konca glukozaminu. Medzi rhizébialnymi druhmi sa 1isi stavba
Nod faktorov v pocte glukozaminovych zvyskov, v Struktire acylového retazca av
modifikaciach hlavného retazca ako su fukosylacia, sulfatacia, acetylacia, metylacia,
karbamoylacia a arabinosylacia. Tieto upravy prispievaju k Specificite medzi

hostitel'skou rastlinou a konkrétnymi rhizobiami (Dénarié et al., 1996; Perret et al., 2000).

2.3.2.2 Rozpoznanie bakterialnych signalov

Nod faktory st rozpoznané rastlinnymi Nod faktorovymi receptormi (NF receptory) na
plazmatickej membrane buniek korenovych vlaskov, ktoré su taktiez zname ako LysM-
receptorové kinazy (LysM-RLKs). LysM-receptorovd doména je umiestnend na
extracelularnej strane, akinazovd doména sa nachiddza na intracelularnej strane
cytoplazmatickej membrany (Kouchi et al., 2010). U Medicago truncatula boli
identifikované NF receptorové gény, M:LYK3 kodujuct LYK3 receptor a MiNFP
koédujuci NFP receptor (Limpens et al., 2003; Arrighi et al., 2006). V procese infekcie je
LYKS3 receptor potrebny na zakratenie korefiovych vlaskov a tvorbu infekéného vlakna
(IT) (Limpens et al., 2003; Smit et al., 2007). NF receptor NFP je ddlezity v regulacii

vytvorenia oscilcie transmembranového gradientu Ca®* v bunkach korefiovych vlaskov,
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v indukcii zakrutenia korefiovych vlaskov a pri vyvoji infekéného vldkna (Amor et al.,

2003; Arrighi et al., 2006).

2.3.2.3 Symbioticka signalna drdha

Po rozpoznani Nod faktorov dochédza k aktivacii signalnej drahy, ktora spusta cely
proces symbidzy (Obr. 2), vratane rychleho toku Ca’** a depolarizacie plazmaticke;j
membrany. Nasledne dochadza k oscilaciam v koncentraciach Ca’** (Ca** kmitanie)
v jadrach buniek korenovych vlaskov. Tieto zmeny prenasaju signaly k aktivacii génovej
expresie, spojenej s rhizébialnou infekciou a s vyvojom koreriovych hltizok (Oldroyd
a Downie, 2004). Predpokladd sa, ze aktivacia ortolognych génov ako DMI2
identifikovaného u M. truncatula, a SYMRK identifikovaného u Lotus japonicus, ktoré
koéduji LRR-receptorové kinazy, je nevyhnutnd k iniciacii signalizacnej drahy celého
procesu symbidzy (Obr. 2; Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002). Predpoklada sa, ze
DMI2/SYMRK interaguju s NF receptormi (Antolin-Llovera et al., 2014), vd’aka svoje]
lokalizacii na plazmatickej membrane buniek (Limpens et al., 2005). Zistilo sa, ze u M.
truncatula DMI2 interaguje s 3-hydroxy-3-metylglutaryl-CoA reduktazou 1 (HMGR1),
ktora sa podiela na produkcii mevalonatu. Mevalonat je prekurzor mnohych
sekundarnych signalnych produktov, z ktorych niektoré mézu aktivovat i6onové kanaly
na jadrovej membrane, ¢o vedie k oscilaciam Ca?* (Obr. 2; Kevei et al., 2007). TaktieZ
sa ukdzalo, ze mitogén-aktivovana proteinkinaza kinaza (MAPKK) je asociovana
s DMI2/SYMRK a moze byt zapojena do signalizacie medzi receptormi na plazmatickej
membrane a aktivaciou jadrovych ionovych kanalov (Chen et al., 2012).

Identifikovalo sa mnoZstvo proteinov, ktoré s dolezité pre generovanie oscilacii Ca**
vjadre. Na prenos signalu do jadra k indukcii oscilacii Ca** su nevyhnutné tri
nukleoporiny, a to NUP85 (Saito et al., 2007), NUP133 (Kanamori et al., 2006) a NENA
(Groth et al., 2010), ktoré su vsetky sucastou jadrového poru (Alber et al., 2007). U M.
truncatula je za vytvaranie oscilacii Ca** zodpovedna vapnikova ATP-4za typu SERCA
(MCAB), 16novy kanal prepustajuci draslik DMI1, a vapnikovy kanal CNGC15 (Obr. 2;
Ané et al., 2004; Capoen et al., 2011; Charpentier et al., 2016). I6nové kanaly DMI1
a CNGC15 sucasne interaguju, ¢o naznacuje ich synchronizaciu pri modulacii lokalnych
zmien Ca®* koncentracie (Charpentier et al., 2016). Oscilacie Ca** v jadre bunky su

rozpoznané Ca?*-kalmodulin dependentnou proteinkinazou DMI3 (CCaMK DMI3),
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ktora je kddovana CCaMK DMI3 génom u M. truncatula. DMI3 je nevyhnutna na

indukciu transkripcnych zmien v expresii génov, potrebnych na vybudovanie symbidzy

(Obr. 2; Lévy et al., 2004; Mitra et al., 2004).

NEP ¢ Nod faktor

LYK3 Cytoplazmaticka
membrina

Obr. 2 Symbioticka signalna draha. Po rozpoznani Nod faktora pomocou LysM-receptorovych
kinaz NFP a LYK3, a LRR-receptorovej kinazy DMI2, dochadza k aktivacii symbioticke;j
signalnej dradhy. DMI2 interaguje s HMGRI, ktora sa podiela na produkcii mevalonatu.
Mevalonat je prekurzor sekundamych signalnych produktov, z ktorych niektoré mézu aktivovat
i6nové kanaly DMI1, CNGC15 a MCAS na jadrovej membrane, sposobujuce oscilacie Ca**.
Oscilacie Ca** aktivuju DMI3, ktora fosforyluje IPD3, indukujuci expresiu symbiotickych génov.
IPD3 vytvara komplex s transkripénymi faktormi NSP1, NSP2 a DELLA, ktoré su potrebné na
expresiu symbiotickych génov (Upravené podla Zipfel a Oldroyd, 2017).

2.3.2.4 Transkripnd regulacia procesu rhizdbialnej infekcie a organogenézy

korenovych hl'izok

CCaMK interaguje s transkripénym faktorom LjCYCLOPS/MtIPD3, ktory reguluje
génovu expresiu vedtcu k nodulacii a fosforyluje ho (Obr. 2; Yano et al., 2008). Dalsie

tri zlozky z komplexu transkripcnych faktorov nazyvané NSP1, NSP2 a DELLA proteiny
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z rodiny GRAS, su dolezité pri aktivacii expresie nodula¢nych génov (Obr. 2; Kalo et al.,
2005; Smit et al., 2005; Fonouni-Farde et al., 2016). NSP1 a NSP2 spolo¢ne interaguju
za vzniku komplexu z heterodimérov, ktory sa viaze na Nod faktorom-indukované gény
a aktivuje ich transkripciu (Hirsch er al., 2009). Zda sa, ze DELLA proteiny priamo
prepajaju transkripné faktory IPD3 a NSP2 a tak reguluju génovu expresiu (Jin et al.,
2016). Jeden z najdolezitejSich génov symbidzy NIN koduje transkripény faktor, ktory
reguluje mnozstvo génov kontrolujucich iniciaciu tvorby IT, organogenézu koretiovych
hIizok a ich pocet (Schauser et al., 1999; Liu et al., 2019b). Produkcia NIN proteinu je
indukovana u M. truncatula cez DMI3/IPD3 komplex (CCaMK/CYCLOPS u L.
Japonicus) a cez transkripéné faktory NSP1 a NSP2 (Yano et al., 2008; Hirsch et al.,
2009). NIN indukuje expresiu podjednotky A-1 jadrového transkripéného faktora Y
(MtNF-YAL1), ktory reguluje organogenézu korefiovych hlizok iniciaciou hlizkového
meristému. Ukazalo sa, ze MtNF-YA1 taktiez riadi rhizébialnu infekciu regulaciou
tvorby IT a biosyntézy jeho bunkovej steny (Laporte ef al., 2014). Dal§im vyznamnym
transkripnym faktorom pri iniciacii a tvorbe IT, ako aj pri organogenéze korenovych
hlizok, je ERNI1. Je to ERF transkripény faktor obsahujuci APETALA2 doménu
(AP2/ERF) (Middleton et al., 2007). ERN1 ma zasadnu ulohu v aktivacii nodulaénych
génov ENODI11 a ENODI2, ktoré st nevyhnutné k ispe§nému priebehu skorych stadiach
rhizobialnej infekcie (Andriankaja ef al., 2007).

2.3.3 Internalizacia rhizobii a tvorba infekéného vldakna

Aby sa infekcia rhizobiami mohla uskuto€nit,, je najprv potrebné prichytenie rhizobii na
korefiové vlasky anasledne ich zachytenie medzi dve bunkové steny zakrutenim
koreriovych vlaskov. NajbeznejSim spdsobom vstupu rhizobii do buniek korefiovych
vlaskov je prenos cez tubularnu Struktiru, nazyvanou infekéné vlakno (IT). Tieto
pociatocné procesy rhizobialnej infekcie su indukované Nod faktorom (Obr. 3; Gage,
2004). Pri rhizébialnej infekcii medzi Sinorhizobium meliloti a M. sativa, sa preukazala
dolezitost’ exopolysacharidov (EPS). S. meliloti produkuje sukcinoglykan (EPS1), ktory
je potrebny pri iniciacii a predlzovani IT (Pellock et al., 2000). Rozpoznanie Nod faktora
indukuje expresiu génu MtRIP I kodujuceho peroxidazu, ktora produkuje reaktivne formy
kyslika (ROS) (Ramu et al., 2002). Tato do¢asna produkcia ROS na $picke koreriového
vlasku pozitivne ovplyviiuje rhizébialnu infekciu a je nevyhnutnd na deformaciu
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korefiovych vlaskov (Lohar et al., 2007). V Spicke zakruteného koreniového vlasku
dochadza k degradacii bunkovej steny enzymami a k invaginacii cytoplazmaticke;
membrany, ¢o umoziuje rhizébiam vstupit' do bunky (Suzaki ef al., 2015). Integralne
membranové proteiny zavislé od NF, ako su MtFLOT2 a MtFLOT4 su vyznamnou
sucastou vyvoja IT. Predpoklada sa, ze flotiliny su ddlezitou zlozkou pri invaginacii
cytoplazmatickej membrany, pricom MtFLOT4 je taktiez potrebny pri predlzovani IT
(Haney a Long, 2010). Rozpoznanim NF sa jadro premiestiiuje do centralnej polohy
bunky a vytvara sa tzv. ,,cytoplazmaticky mostik™ alebo pred-infekcné vlakno, cez ktoré
infek¢né vlakno prerasta do d’alSich buniek. IT teda prerasta cez epidermalnu bunku a cez
bunky primarnej kory koretla pomocou cytoplazmatickych mostikov. Rhizobie sa vo
vnutri IT delia, &im sa predlzuje jeho dizka (van Brussel er al.,1992; Gage, 2004). Aby
mohlo IT polarne rast’ smerom k primordiu vznikajucej koreriovej hluzky, je potrebny
exocysticky komplex na Spicke rastuceho IT. Tento komplex sa nazyva ,infektozom*
ajeho sucCastou je protein vapyrin (MtVPY), ktory interaguje spolo¢ne s MtLIN
a s podjednotkou exocystického komplexu MtEXO70 H4 (Murray et al., 2011; Liu et al.,
2019a). Na vyvoj a predlzovanie IT je potrebna reorganizacia mikrotubulov a aktinového
cytoskeletu (Timmers, 2008). Zistilo sa, ze auxin pozitivne reguluje predlzovanie IT
(Breakspear et al., 2014). K bunkovému deleniu v primarnej kore a k diferenciacii buniek

hIizkového meristému dochadza zaroven s tvorbou IT (Oldroyd a Downie, 2008).
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Rhizébium Mikrokolonia s rhizobiami
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Obr. 3 Odpoved’ korenovych vlaskov M. sativa na rhizobialnu infekciu. Po rozpoznani Nod
faktora sa korenovy vlasok zakriti, aby zachytil baktérie, ktoré nasledne prenikna do korena cez
infek¢né vlakno. Tvorba infekéného vlakna je vedena pohybujucim sa jadrom (Fournier et al.,
2008). Infekéné vlakno sa vetvi a prenika do buniek hltizkového primordia, kde sa uvoltuju
baktérie a vznika koretiova hl'izka (Upravené podl'a van Martins a Livina, 2019).

2.3.4 Organogenéza korenovych hl'izok a tvorba symbiozémov

Strukoviny ako je lucerna siata, hrach alebo d’atelina, maju aj po iplnom dozreti hl'uziek
pretrvavajuci hluzkovity meristém, ktory vytvara predizené hluzkovité Struktury
oznaCované ako ,nedeterminované“ korefiové hluzky (Kouchi er al., 2010). Pri
tvorbe nedeterminovanych korefiovych hlizok dochadza najprv k iniciacii bunkového
delenia vo wvnutornej vrstve primarnej kory korena. Rozpoznanie Nod faktora a
aktivovanie hormonalnej signalizacie indukuje organogenézu koretiovych hluzok.
Delenie buniek v primarnej kore aich diferenciacia zavisi od spravneho pomeru
cytokininov a auxinov (Oldroyd et al., 2011). Cytokininovy receptor MtCREI
rozpoznava signaly sposobené cytokininmi, ktoré reguluju bunkové delenie v primarnej
kore, veduce k tvorbe hlizkovitého meristému (Gonzalez-Rizzo et al., 2006). U M.
truncatula je inhibicia polarneho transportu auxinu aktivaciou CREI1 receptoru
nevyhnutna pre tvorbu nedeterminovanych koreniovych hlizok (Ng a Mathesius, 2018).

V poslednom $§tadiu rhizébialnej infekcie sa IT rozvetvuje pri novo rozdelenych
bunkach primarnej kory. Zo $pic¢ky IT sa pomocou exocytozy (sekrecna cesta), uvoliuju
baktérie a naslednym procesom endocytozy sa dostavaju do hl'uzkovitych buniek, ¢im

vznikaju Specialne organely, nazyvané symbiozomy. V symbiozoémoch baktérie rasta
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a delia sa, kym nevzniknu v infikovanej hI'izkovitej bunke tisicky symbiozomov s jednou
alebo s niekol'kymi baktériami (Roth a Stacey, 1989; Limpens et al., 2009).

Po Case sa rhizobia v symbiozoémoch diferencuju a transformuju na bakteroidy, ktoré
fixuju atmosféricky dusik pomocou enzymatického komplexu nitrogenazy. Amoniak sa
uvolnuje z bakteroidov do hostitel'skej bunky vymenou za redukovany uhlik a d’alie
ziviny z rastliny pomocou transportérov na symbiozomovej membrane (Udvardi a Poole,
2013). V pripade strukovin, ako je Medicago, sa u baktérii replikuji chromozémy bez
bunkového delenia (endoreduplikacia). Dalej dochadza ku zmenam v objeme a tvare
baktérii a k strate zivotaschopnosti (Mergaert et al., 2006). Pri fixacii dusika ma kyslik
inhibi¢ny uc¢inok na nitrogenazu. V infikovanych bunkach je nizka koncentracia kyslika,
ktora je udrziavana pomocou pritomného leghemoglobinu (Ott ef al., 2005).

Zrelé nedeterminované korenové hlizky pozostavaju z vonkajSej a vnutornej kory,
endodermy, parenchymu, cievnych zviazkov a z centralneho pletiva, ktoré sa da rozdelit
do viacerych zon. Na vrchole sa nachadza apikalny meristém bez rhizobii (I). V infek¢nej
zone (II) sa rastlinné bunky infikuju rhizobiami. V interzéone (II-III) zacinaji baktérie
fixovat’ dusik, ¢o je typické predovSetkym pre zonu fixacie dusika (III). K degradacii
bakteroidov a rastlinnych buniek dochadza v zéne starnutia (IV), pri ktorej sa nachadza
zona (V) nediferencovanych baktérii, ktoré sa delia v rozpadajicom sa rastlinnom pletive

(Obr. 4; Hadri et al., 1998).
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Nedeterminovana koreiiova hlizka
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parenchym

cievne zvizky

Obr. 4 Struktara nedeterminovanej korenovej hlizky. I - meristematicka zoéna, Il — infekéna
zona, II-1II - interzéna, III - zdna fixacie dusika, IV - zona starnutia, V- saprofyticka zdna
(Upravené podla Scholte, 2002).

2.4 Cytoskelet rastlinnych buniek

2.4.1 Vseobecna charakteristika

Rastlinny cytoskelet je dynamicka siet prepojenych proteinovych vlakien pritomnych
v cytoplazme. Je tvoreny sietou mikrotubulov a aktinovych mikrofilamentov, ktoré su
vyznamnou sucastou v mnohych bunec¢nych dejov nevyhnutnych na rast a vyvoj rastlin.
Ma ddlezita ulohu pri bunkovych signalnych drahach, oddel'ovani chromozémov pocas
bunkového delenia, cytokinéze, expanzii buniek a vnutrobunkovom transporte organel
a vezikul (exocytoza) (Smith, 1999; Nakaseko a Yanagida, 2001; Wasteneys a Galway,
2003).
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Hlavnou zlozkou mikrotubul st polypeptidové podjednotky a-tubulin a B-tubulin,
ktoré tvoria heterodiméry spajajuce sa do dlhych vlakien (protofilamenty). VacSina
mikrotubul pozostava z 13 spojenych protofilamentov, ktoré vytvaraji duté vlakna s
priemerom asi 24 nm. Konce mikrotubulovych vlakien maju polarny charakter. Na plus
(+) konci dochadza rychlejSiemu pridavaniu tubulinovych heterodimérov. Minus (-)
konce mikrotubul st ukotvené v §truktirach nazyvanych centra organizacie mikrotubulov
(MTOCs). Pocas mitézy mikrotubuly zohravaju zasadnt tlohu pri presune rozdelenych
chromatid k novovznikajucim dcérskym jadram (Goddard et al., 1994).

Aktinové mikrofilamenty (F-aktin) st linearne polyméry zlozené z globularnych
aktinovych (G-aktin) podjednotiek. Tieto aktinové vldkna s priemerom 7 nm st
Spiralovito zatoCené. Medzi kazdou otackou sa nachadza 13 az 14 aktinovych
podjednotiek. Polymerizacia aktinovych filamentov je prepojena s hydrolyzou ATP a je
zavisla na pritomnosti Ca®*. Na plus (+) konci prebieha polymerizacia rychlejsie nez na

minus (-) konci (Stainger, 2000).

2.4.2 Zmeny aktinového cytoskeletu pocas symbiozy Medicago s rhizobialnimi

baktériami

Mikrotubuly a aktinové mikrofilamenty su v rastlinach délezitou sucast'ou procesov, ako
je zakrutenie koreriove] Spicky pocas rhizobidlnej infekcie, tvorba IT a organogenéza
korefiovych hlizok (Timmers, 2008). Po aplikacii Nod faktora na korefiové vlasky
dochadza v priebehu 5-10 min k zmenam aktinového cytoskeletu. Pozdizne zvizky F-
aktinu sa pred indukciou deformacie korenovych vlaskov a tvorby IT fragmentuju
a nasledne sa zvysSuje pocet kratkych a jemnych zviazkov aktinovych mikrofilamentov
v subapikalnej oblasti (Cardenas et al., 1998; De Ruijter et al., 1999). Aktinovy cytoskelet
obklopuje IT a infek&né kvapdcky s rhizobiami, ¢o vedie k predizeniu IT a uvoltiovaniu
rhizobaktérii do buniek hltizkovitého meristému. Vyvijajice sa symbiozémy su
obklopené aktinovymi mikrofilamentmi, ktoré sa po Case v zrelych korefiovych hl'izkach
reorganizuju na kratke alebo bodkovité aktinové vlakna usporiadané so susediacimi
zrelymi symbiozomami (Zhang et al., 2019).

Na §tadium a na vizualizaciu aktinového cytoskeletu in vivo vo vsetkych typoch
buniek rastliny v priebehu organogenézy sa vyuziva fuzny protein GFP-FABD?2. Tento
konstrukt je fuziou C-terminalneho konca zeleného fluorescenéného proteinu (GFP) k N-
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terminalnemu koncu aktin-viazucej domény 2 fimbrinu 1 z Arabidopsis thaliana
(AtFim1) (Voigt et al., 2005). GFP je maly protein, prvykrat izolovany z meduzy
Aequorea victoria, ktory pri vystaveni modrému az ultrafialovému svetlu vykazuje zelent
fluorescenciu. V bunkovej a molekularnej biologii sa gén GFP Casto pouziva ako marker

pre génovu expresiu a lokalizaciu proteinov v zivych bunkach (Chalfie et al., 1994).

2.5 Indukcia a regenerdcia rastlin rodu Medicago in vitro procesom

somatickej embryogenézy

Somatickd embryogenéza (SE) je proces, ktorym sa iniciuje tvorba embryi zo
somatickych buniek. Pomocou priamej alebo nepriamej somatickej embryogenézy mozu
byt regenerované celé rastliny z in vitro kultivovanych rastlinnych buniek. Tento proces
regeneracie rastlin nie je autonomny a je ho teda potrebné indukovat (Fehér, 2019).
Priama somaticka embryogenéza je bez tvorby kalusu, zatial’ ¢o pre nepriamu somaticku
embryogenézu je vzdy charakteristicky medzikrok tvorby kalusu (Pulianmackal et al.,
2014) Prostrednictvom somatickej embryogenézy je mozné regenerovat rastliny M.
sativa a dalSie druhy rodu Medicago (Saunders a Bingham, 1972). VSeobecne proces
somatickej embryogenézy zaCina oddelenim explantatu (Cast vhodného rastlinného
organu), a jeho prenesenim na kultivatné médium obsahujuce fytohormoény, organické
latky a soli (Obr. 5 A). Vyvoj kalusu, ktory je indukovany kombinaciou exogénnych
rastlinnych hormoénov v médiu, je potrebny pri procese nepriamej somatickej
embryogenézy (Obr. 5 B; Ticha et al., 2020). V pritomnosti rastlinnych hormoénov sa z
buniek tvoria proembryogénne masy buniek (PEMs, z angl. ,proembryogenic cell
masses™) ako prechodné Stadium embryogenézy a nasledne po odstraneni hormonov z
kultivacného média sa spust’a signal indukujuci tvorbu somatickych embryi z PEMs (Obr.
5 C; de Vries et al., 1988; Rose et al., 2010). Plne vyvinuté somatické embrya su
prenesené na kultivaéné médium obohatené o vitaminy a aminokyseliny, indukujiuce
vyvoj korefiov a vyhonkov (Obr. 5 D). Nasledne pokracuje vyvin embryi do kompletnych
rastlin, ktoré si udrziavané v in vitro podmienkach (Obr. 5 E), az kym nie st vhodné na
kultivaciu in vivo (Obr. 5 F). Tieto regenerované dospelé rastliny pestované v in vivo
podmienkach su plne plodné, dokazu vytvarat kvety a produkovat' semend, schopné

zakladat’ d’al§iu generaciu rastlin (Ticha et al., 2020).
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Obr. 5 Schéma indukcie a regeneracie rastlin M. sativa prostrednictvom nepriamej
somatickej embryogenézy. Proces zadina umiestnenim zdravych listov na vhodné kultivacné
médium (BSH médium) obsahujice rastlinné hommoény (2,4-D akinetin) (A). Nasleduje
kalogenéza explantatu (B), po ktorej je embryogénny kalus preloZzeny na médium bez horménov
(B50 médium), aby doslo k tvorbe somatickych embryi (C). Daldi vyvin somatickych embryi
prebieha na médiu, ktor¢ je bohaté na vitaminy a aminokyseliny (MMS médium) (D), po ktorom
su celé rastliny udrziavané in vitro podmienkach na MS (Murashige a Skoog) médiu (F). Dospelé
rastliny st neskor prenesené do pody (F) (Upravené podl'a Anami et al., 2013).

Pri somatickej embryogenéze lucerny je rozhodujuce spravne zlozenie kultivaéného
média. Rastlinné rastové regulatory (PGRs) hraja dolezitia ulohu pocas somaticke;
embryogenézy. Auxin 2,4-D (2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina), samostatne alebo v
kombinécii s cytokininmi, sa pouziva na indukciu tvorby kalusu a somatickych embryi u
mnohych druhov rastlin (Fehér ez al., 2003). Medzi najbeznejsie pouzivané cytokininy
patri kinetin, ktory ma vyznamny vplyv na vyvoj a regeneraciu kalusu. Iniciacia kalusu
zavisi od urcitej koncentracie kinetinu v médiu a od jeho pomeru s auxinom 2,4-D (Wan
et al., 1988). Kyselina 4-chlorfenoxyoctova (CPA) a kyselina 1-naftyloctova (NAA)
patria medzi d’alSie rastlinné rastové regulatory, ktoré ale podporuju u lucerny iba tvorbu
kalusu. Vyvoj kalusu aj somatickych embryi bol neaktivny pri pouziti kyseliny indolyl-
3-octovej (IAA) (Ticha et al., 2020).
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2.6 Transgenoza a stabilna transformécia u Medicago sativa

2.6.1 Transformacia sprostredkovana baktériou Agrobacterium tumefaciens

Na transformaciu rastlin lucerny je mozné pouzit’ viacero metdd transgendzy, z ktorych
transformacia  sprostredkovana  Agrobacterium  tumefaciens je  najucinnejSia
a najbeznejsia (Samac a Austin-Phillips, 2006). Pri transformaciach lucerny sa ¢asto ako
selekény marker pouziva gén NPTII pre neomycin fosfotransferasu, ktory poskytuje
transformovanym rastlindm rezistenciu na antibiotikum kanamycin (Ticha et al., 2020).
Protokol podla Samac a Austin-Phillips (2006) je jednym z najpouzivanejSich pri
transformacii lucerny. Spociva v kokultivacii listovych explantatov M. sativa kultivaru
Regen-SY s bakterialnym kmefiom A. tumefaciens LBA4404, ktory nesie ziaduci vektor
T-DNA, po ktorej nasledne prebehne regeneracia transformovanych rastlin pomocou
somatickej embryogenézy. Pri selekcii priemerne 60 az 80 % zaoCkovanych explantatov
vyvijalo somatické embrya, pricom 80 az 100 % dospelych rastlin, vyvinutych z tychto
embryi, obsahovalo T-DNA (Samac a Austin-Phillips, 2006).

2.6.2 Transformacia elektroporaciou

Elektroporacia je nenarocnd, rychla transformacné technika, ktora je vysoko efektivna
pre mnoho rastlinnych pletiv. Pouziva sa na transport biochemickych molekal do
vnutrobunkového priestoru, ako su proteiny, lipidy a nukleové kyseliny (RNA a DNA).
Pocas tejto metody vznikaju pory na povrchu buniek v dosledku depolarizacie membrany
rastlinnych protoplastov (bunky bez bunkovej steny) sposobenej elektrickym polom
(Rivera et al., 2012). Pomocou elektroporacie bolo transformovanych mnozstvo réznych
druhov rastlin, ako je aj Medicago sativa L. (Kosturkova, 1993), no jej t¢innost’ je nizka

a da sa aplikovat’ iba na rastlinné protoplasty (Rivera et al., 2012).
2.6.3 Transformacia metédou bombardovania ¢asticami

Biolistickd metoda transformacie, alebo taktiez nazyvand metdéda bombardovania
Casticami, pozostava z akceleracie Castic s vysokou hustotou a s priemerom priblizne
2 um. Tieto Castice, ktoré si pokryté vnasanym genetickym materidlom alebo

chimérickou DNA (DNA z dvoch réznych druhov), prechadzaju cez povrch do vnutra
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buniek. Je to jednoduchd, rychla a nenakladné transformacna technika (Rivera et al.,

2012), ktorou je mozné zaviest’ gény do lucerny (Huang a Zhang, 1999).
2.7 Mikroskopia zivych buniek

Vyvoj mnohobunkovych organizmov je dynamicka splet molekularnych a bunkovych
procesov prebiehajucich na mikroskopickej urovni, ktorému sa da lepSie porozumiet
pomocou zobrazovacich technik. V poslednych rokoch ale narasta pokrok aj
v konfokélnych a vinych pokrocilych metddach mikroskopie, ¢im je mozné lepSie
ziskavat’ data na arovni rastlinnych pletiv, organov alebo celého rastlinného tela (Sappl a
Heisler, 2013). Konfokalna laserova skenovacia mikroskopia (CLSM) spolu
s mikroskopiou s rotujucim diskom bola dlhu dobu pouzivana pri zobrazovani zivych
a fixovanych rastlinnych buniek, pletiv a organov (Ovecka et al., 2018). Rychlost
zobrazovania u CLSM je asovo obmedzend, priCcom na ziskanie trojrozmerného obrazu
vzorku je potrebné opakovat’ bodové skenovanie v réznych optickych rovinach vzorku.
Tymto sposobom snimania sa straca moznost’ pri trojrozmernom zobrazovani zachytit
zérove aj dynamické javy vo vzorke. Dalsou nevyhodou je osvetlovanie velkej plochy
vo vzorke vysokymi davkami excitaéného svetla, Co spdsobuje zvySenu fototoxicitu pre
zivé bunky a vypalovanie fluoroforu (Girkin a Carvalho, 2018). Vodorovnd poloha
rasticej rastliny v uzkom priestore medzi podloznym a krycim sklickom je vyraznym
obmedzenim, ¢o redukuje dostupny priestor a prirodzené podmienky pre rastlinu pocas

snimania (Ticha et al., 2020).
2.7.1 Light-sheet fluorescen¢na mikroskopia

Light-sheet fluorescencna mikroskopia (LSFM) zapricinila velky prelom v spdsobe
nedestruktivneho dlhodobého zobrazovania Struktary a vyvoja zivych mnohobuneénych
organizmov. Pri tejto metdde je osvetleny iba tenké opticka rovina z boku pomocou laseru
so slabym vykonom, zatial' ¢o objektiv snima obraz kolmo na rovinu osvetlenia. Vd'aka
tomuto principu LSFM zabraiiuje nadmernému vyziarovaniu fluoroforov a znizuje
fototoxicitu, ktord je spOsobend vysokymi davkami excitaéného svetla (Girkin
a Carvalho, 2018; Ovecka et al., 2018). LSFM oproti CLSM a mikroskopii s rotujucim

diskom umoziiuje umiestnenie vzorky vo vertikdlnom smere, Co je dolezité pre
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zobrazovanie vyvoja rastlin. Zivé a vyvijajlice sa organizmy snimané pomocou LSFM je
mozné pozorovat v takmer prirodzenych podmienkach s minimalizovanym vystavenim
stresu. Prirodzené fyziologické podmienky sa mézu dosiahnut pomocou svetelného
zdroja osvetlujuceho listy a zavedenim perfuzneho systému, ktory umoziiuje nepretrzita
vymenu Cerstvého kvapalného média, aby sa zabezpecil prisun zivin a odstranenie
odpadnych latok pre pozorovanu rastlinu (Maizel et al., 2011; Ovecka et al., 2018). Tato
metoda moze byt taktiez vyuzita aj pri dokumentacii symbiotickych interakcii medzi
rhizobiami a M. sativa, ato pocCas rdznych Stadiach infekcie, tvorby IT a tvorby

korenovych hlizok (Ovecka et al., 2018).
2.7.2 Mikroskopia s vysokym rozliSenim

Zobrazovacie techniky s vysokym rozliSenim su mikroskopické metody, ktoré boli
vyvinut¢ na prekonanie difrakénych arozliSovacich obmedzeni u klasickych
mikroskopickych technik (Komis et al., 2018). Mikroskopia so stimulovanou depléciou
emisii (STED) vyuziva dva laserové luce, pomocou ktorych jeden luc excituje vzorku
adruhy 1u¢ pomocou stimulovane] emisie navracia fluorofory okolo centralneho
excitovaného bodu do pdvodného stavu (Dyba a Hell, 2003). Mikroskopia so
Struktirovanym osvetlenim (SIM) je zobrazovacia technika vyuzivajica osvetlovanie
vzorky vzorovanym svetlom, ktoré je generované kontrolovatelnymi rotaciami a
fazovymi posunmi mriezky, alebo pomocou tekutych krystalov. Obidve metddy sa daju
vyuzit pri snimani zivych buniek (Gustafsson, 2000; Komis et al., 2018). Metddy
stochasticka opticka rekonstrukéna mikroskopia (STORM) a fotoaktivacna lokalizacna
mikroskopia (PALM) sa pouzivaju hlavne pre snimanie fixovanych vzoriek na
lokalizaciu epitopov pomocou imunoznacenia. Daju sa aplikovat' aj na niektoré typy
pozorovani u zivych buniek. Tieto metddy si zalozené na vysoko presnej lokalizacii

jednotlivych fotoprepinatel'nych fluoroforov (Rust et al., 2006; Komis et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Maternal

Autoklavova indikatorova paska, bakteriologicky filter s pormi o velkosti 0,22 um,
Cierna plastova folia, filtracny papier, hlinikova folia, chirurgickd paska, kadicky,
magnetické mieSadla, mikroskimavky, noznice, odmerné valce, Pasteurove pipety,
parafilm, pinzety, plastové nadoby, sterilné Sparadlé, sterilné Petriho misky, sterilné

hranaté Petriho misky.
3.1.1 Pouzité chemikalie

1000X Gamborg’s vitamin solution (Duchefa Biochemie)
1000X Nitsch and Nitsch vitamin solution (Duchefa Biochemie)
Adenin (Sigma-Aldrich)
Dihydrat hydrogénfosfore¢nanu disodného (Sigma-Aldrich)
Dihydrat molybdenanu sodného (Sigma-Aldrich)
Dihydrogénfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich)
Dusi¢nan draselny (Sigma-Aldrich)
Etanol denaturovany (96%, Lihovar Kojetin)
Gamborg’s B5 basal salt mixture (Duchefa Biochemie)
Gellan gum powder (Alfa Aesar)
Glycerol (Sigma-Aldrich)
Heptahydrat siranu hore¢natého (Sigma-Aldrich)
Heptahydrat siranu zeleznatého (Sigma-Aldrich)
Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)
Chlorid véapenaty (Sigma-Aldrich
Chlérnan sodny (Sigma-Aldrich)
Incidur (Ecolab)
Kinetin (Duchefa Biochemie)
Kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova (2,4-D) (Duchefa Biochemie)
Kyselina borita (Duchefa Biochemie)
Kyselina chlorovodikova (37%, Sigma-Aldrich)
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LB broth (MO BIO laboratories)

L-glutamin (Duchefa Biochemie)

L-glutation (Sigma-Aldrich)

L-prolin (Sigma-Aldrich)

L-serin (Sigma-Aldrich)

Micro agar alebo Phyto agar (Duchefa Biochemie)
Monohydréat siranu manganatého (Sigma-Aldrich)
Monohydrat siranu zino¢natého (Sigma-Aldrich)
Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie)
Myoinozitol (Duchefa Biochemie)

Na;EDTA (Sigma-Aldrich)

Pentahydrat siranu med'natého (Duchefa Biochemie)
Sachar6za (Sigma-Aldrich)

Sterilna destilovana voda

Tikarcilin (Duchefa Biochemie)

Tween® 20 (Sigma-Aldrich)

Voda (Sigma-Aldrich)

Vodovodna voda
3.1.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG)
Automatické pipety (Eppendorf)
Box laminarny Biohazard (Merci)

Centriftga stolna chladena ScanSpeed 1730 MR (LaboGene)

Elektromagnetickd miesacka IKA Combimag REO (Drehzahl Electronic)

Flourescencny stereomikroskop Axio Zoom.V16 (Carl Zeiss)
Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)
Hlboko mraziaci box (Panasonic)
Inkubator s nastaviteI'nou teplotou (Memmert)
Laboratorna chladnicka LIE LCV 4010 (Schoeller)
Laboratorne vahy S1502 (BEL Engineering)
Mraznicka LIE G 5216 513L (Comfort)
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pH meter PC 2700 (Eutech Instruments)

Skener (Image Scanner III)

Spektrofotometer (Smart SpecTM plus, Bio-Rad)
Trepacka s inkubaciou ES-20 (Biosan)

Vortex Genie - 2 (Scientific Industries)

Vyrobnik deionizovanej vody Simplicity water purification system (Millipore)
3.1.3 Roztoky a média

Sterilizacny roztok na sterilizaciu listov M. sativa (100 ml)
I ml chlérnan sodny

50 ul Tween

Doplnit’ MilliQ H>O do 100 ml

Sterilizacia cez bakteriologicky filter s pormi o vel'kosti 0,22 pm

BSH médium

3,1 g'1"" Gamborg’s B5 basal salt mixture

0,5 g'1" KNO3

0,25 g-1"" MgS04-7H,0

0,5 g-1"! prolin

30 g1 sachar6za

4,5 g-1"" gellan gum

Doplnit’ MilliQ H>O

Upravit pH na 5,7 (1 M KOH)

Sterilizacia autoklavom

Po sterilizacii autoklavom nechat’ vychladnut’ na 55 °C a potom pridat’”:
30 ml-1"! zmes aminokyselin
1 mg-1"!' 2,4-D (250 pl zasobného roztoku 2,4-D na 250 ml média)
0,1 mg-1"" kinetinu (250 pl zasobného roztoku kinetinu na 250 ml média)

1,0 ml-1"" 1000X Gamborg’s vitamin solution

Zmes aminokyselin
6,65 g glutamin
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0,83 g serin
0,004 g adenin
0,083 g L-glutation
Doplnit MilliQ H>0 do 250 ml
Sterilizacia cez bakteriologicky filter s pormi o vel'kosti 0,22 pm

Skladovat pri 4 °C

Zasobny roztok 2,4-D (1,0 mg-ml™!)
10 mg 2,4-D rozpustit’ v 50 ul Et-OH
800 pl MilliQ H20
150 ul 1M NaOH
ZmieSat vo vortexe
Doplnit’ MilliQ H20 do 10 ml
Sterilizacia cez bakteriologicky filter s pormi o vel'kosti 0,22 pm

Skladovat’ pri -20 °C

Zasobny roztok kinetinu (0,1 mg-ml?)
1 mg kinetinu rozpustit' v 20 ul 1M NaOH
ZmieSat vo vortexe
Doplnit MilliQ H>0 do 10 ml
Sterilizacia cez bakteriologicky filter s pormi o vel'kosti 0,22 pm

Skladovat’ pri -20 °C

BS0 médium

3,1 g'1"" Gamborg’s B5 basal salt mixture
0,5 g1 KNO;

0,25 g-1"" MgS04-7H,0

0,5 g-1"! prolin

30 g1 sachar6za

4,5 g-1"" gellan gum

Doplnit MilliQ H>O

Upravit pH na 5,7 (1 M KOH)
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Sterilizacia autoklavom
Po sterilizacii autoklavom nechat’ vychladnat na 55 °C a potom pridat’:
30 ml-1"! zmes aminokyselin

1,0 ml-1"" 1000X Gamborg’s vitamin solution

MMS médium

4,3 g-I"" Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)
0,1 g-l'l myoinozitol

30 g-1"' sacharoza

4,5 g-1"! gellan gum

Doplnit’ MilliQ H20

Upravit pH na 5,7 (1 M KOH)

Sterilizacia autoklavom

Po sterilizacii autoklavom nechat’ vychladntt na 55 °C a potom pridat’:

1,0 ml-1I"' 1000X Nitsch and Nitsch vitamin solution

MS médium

4,3 g-I"" Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)
30 g-1'' sacharoza

4,5 g-1"! gellan gum

Doplnit’ MilliQ H20

Upravit pH na 5,7 (1 M KOH)

Sterilizacia autoklavom

LB médium

25 g-I"' LB broth
Doplnit’ MilliQ H20
Upravit pH na 7,2

Sterilizacia autoklavom
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Tekuté Fahrieus médium bez obsahu dusika

Mnozstvo zasobnych roztokov pouzitych do média: w/v zasobnych roztokov:
Makroelementy:

1 ml-1"! MgSO4 - 7H20 0,1232 g-ml!
1 ml-1"! KH,PO4 0,0953 g-ml!
2 ml-1! Na;HPOs - 2H>0 0,0712 g-ml!
2,5 ml- 1! Fe-EDTA

Mikroelementy:

100 17 MnSO4 - HoO 0,001 g'ml"!
100 pl-17! CuSOs4 - 5H,0 0,0015 g-ml!
100 pl-17! ZnSO4 - H20 0,0017 g-ml!
100 pl-1"! H3BO; 0,001 g-ml!
100 pl-1"! Na:MoOs - 2H,0 0,0011 g'ml™!

Doplnit’ MilliQ H>O
Upravit pHna 6,5 (1 M a 0,1 M HCI)
Po sterilizacii autoklavom nechat’ vychladnut’ na 55 °C a potom pridat”:

100 pl-1"! CaCl, 0,11098 g-ml!

Pevné Fahrieus médium bez obsahu dusika

Mnozstvo zasobnych roztokov pouzitych do média: w/v zasobnych roztokov:
Makroelementy:

1 ml-1"! MgSO4- TH20 0,1232 g-ml!
1 ml-1"! KH2PO4 0,0953 g-ml!
2 ml-1! Na2HPOs4 - 2H20 0,0712 g-ml!
2,5 ml- 1! Fe-EDTA

13 g 1! Microagar

Mikroelementy:

100 17 MnSO4 - HoO 0,001 g'ml"!
100 pl-17! CuSOs4 - 5H,0 0,0015 g-ml!
100 pl-17! ZnSO4 - H20 0,0017 g-ml!
100 pl-1"! H3BO; 0,001 g-ml!
100 pl-1"! Na:MoOs - 2H,0 0,0011 g'ml™!
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Doplnit’ MilliQ H>O
Upravit pHna 6,5 (1 M a 0,1 M HCI)
Po sterilizacii autoklavom nechat’ vychladnut’ na 55 °C a potom pridat’:

100 pl-1"! CaCl, 0,11098 g-ml!

Roztok Fe-EDTA (10 ml)
0,056 g FeSO4 - 7TH,0

0,074 ¢ Na;EDTA

Doplnit do 10 ml MilliQ H,O

Rozpustit’ pri 50 °C za staleho mieSania
3.1.4 Software na spracovanie vysledkov

ImageJ (NIH)

PowerPoint 365 (Microsoft Office)
Excel 365 (Microsoft Office)

Zen Blue 2014 ver. 2.3 (Carl Zeiss)

3.1.5 Rastlinny material

Medicago sativa L. divoky typ, kultivar Regen SY (RSY)
Medicago sativa L. transgénna linia 35S::GFP:FABD2

Na experimenty boli pouzité rastliny Medicago sativa L., divoky typ, kultivar RSY
a rastliny Medicago sativa L., transgénnej linie GFP-FABD?2, ktoré boli pripravené pred
zaCiatkom rieSenia tejto bakalarskej prace stabilnou transformaciou listovych explantatov
z kontrolnych dospelych rastlin M. sativa, kultivaru RSY prostrednictvom
Agrobacterium tumefaciens. Po transforméacii boli transgénne rastliny regenerované
pomocou nepriamej somatickej embryogenézy. Kontrolné rastliny M. sativa, kultivaru
RSY boli taktiez regenerované pomocou nepriamej somatickej embryogenézy. Takto
ziskané rastliny boli zdrojom explantatov, z ktorych bola indukovanid somaticka
embryogenéza a nova generacia rastlin, vyuzitych v tejto praci. Transgénna linia

obsahovala fuzny protein GFP-FABD2, N-terminalnu fuziu aktin-viazucej domény 2
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fimbrinu 1 z Arabidopsis thaliana (AtFiml), s GFP (Chalfie et al., 1994; Voigt et al.,
2005).

3.1.6 Bakterialni material

Kmefi Sinorhizobium meliloti Sm2011 obsahujuci plazmid pHC60 (tet®), kodujuci mRFP
(Boivin et al., 1990; Wang et al., 2016). Kmen bol poskytnuty prof. Dr. Karstenom

Niehausom, Univerzita Bielefeld, Nemecko.

3.2 Metody

3.2.1 Priprava BSH média na indukciu kalogenézy

Do 1000 ml nadoby bolo pridanych priblizne 800 ml MilliQ vody a magnetické mieSadlo.
Za staleho mieSania na elektromagnetickej mieSacke bola pridand zmes makro-
a mikroelementov (Gamborg’s B5 basal salt mixture), dalej KNO3, MgSOs - 7TH:0,
prolin, sachar6za a gellan gum, ktoré boli vopred navazené na analytickych vahach.
Objem bol doplneny MilliQ vodou do 1000 ml a pH bolo upravené na 5,7 pomocou 1M
KOH.

Meédium sa rozdelilo do Styroch 500 ml sklenenych flia§ po 250 ml, ktoré sa
sterilizovali pomocou autoklavu. Po sterilizacii autoklavom boli flase s médiom
v inkubatore udrziavané pri teplote 55 °C. V sterilnom prostredi laminarneho boxu boli
do média s objemom 250 ml pridané: zmes aminokyselin, zmes vitaminov (1000X
Gamborg’s vitamin solution), hormoény (2,4-D a kinetin) a antibiotikum tikarcilin (TIC)
v riedeni 1000x (250 pl TIC na 250 ml média). Médium bolo rozdelené za sterilnych
podmienok vo flowboxe do 10 sterilnych Petriho misiek po 25 ml. Po vychladnuti boli
Petriho misky s médiom zaizolované parafilmom a ulozené do chladni¢ky na dalSie

pouzitie.

3.2.2 Priprava B5S0 média na indukciu embryogénneho kalusu a produkciu

somatickych embryi

Do 1000 ml nadoby bolo pridanych priblizne 800 ml MilliQ vody a magnetické mieSadlo.

Za staleho mieSania na elektromagnetickej mieSacke bola pridand zmes makro-
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a mikroelementov (Gamborg’s B5 basal salt mixture), d'alej KNO3;, MgSO4 - 7H>0,
prolin, sachar6za a gellan gum. Objem bol doplneny MilliQ vodou do 1000 ml a pH bolo
upravené na 5,7 pomocou 1 M KOH.

Meédium sa rozdelilo do Styroch 500 ml sklenenych flia§ po 250 ml, ktoré sa
sterilizovali pomocou autoklavu. Po sterilizacii autoklavom boli flase s médiom
v inkubatore udrziavané pri teplote 55 °C. V sterilnom prostredi laminarneho boxu boli
do média s objemom 250 ml pridané: zmes aminokyselin, zmes vitaminov (1000X
Gamborg’s vitamin solution) a antibiotikum tikarcilin (TIC) v riedeni 1000x (250 pl TIC
na 250 ml média). Médium bolo rozdelené za sterilnych podmienok vo flowboxe do 10
sterilnych Petriho misiek po 25 ml. Po vychladnuti boli Petriho misky s médiom

zaizolované parafilmom a ulozené do chladnicky na d’alSie pouzitie.
3.2.3 Priprava MMS média na vyvoj korenov a vyhonkov zo somatickych embryi

Do 1000 ml nadoby bolo pridanych priblizne 800 ml MilliQ vody a magnetické mieSadlo.
Za staleho mieSania na elektromagnetickej mieSaCke bola pridand zmes makro-
a mikroelementov (MS basal salt mixture), myoinozitol, sachar6za a gellan gum. Objem
bol doplneny MilliQ vodou do 1000 ml a pH bolo upravené na 5,7 pomocou 1 M KOH.
Médium sa rozdelilo do §tyroch 500 ml sklenenych flia§ po 250 ml, ktoré sa
sterilizovali pomocou autoklavu. Po sterilizacii autoklavom boli flase s médiom
v inkubétore udrziavané pri teplote 55 °C. V sterilnom prostredi laminarneho boxu bola
do média s objemom 250 ml pridana zmes vitaminov (1000X Nitsch and Nitsch vitamin
solution) a antibiotikum tikarcilin (TIC) v riedeni 1000x (250 pl TIC na 250 ml média).
Médium bolo rozdelené za sterilnych podmienok vo flowboxe do 10 sterilnych Petriho
misiek po 25 ml. Po vychladnuti boli Petriho misky s médiom zaizolované parafilmom

a ulozené do chladnicky na d’alSie pouzitie.

3.24 Priprava MS média na udrziavanie regenerovanych rastlin vin vitro

podmienkach

Do 1000 ml nadoby bolo pridanych .priblizne 800 ml MilliQ vody a magnetické
miesadlo. Za staleho mieSania na elektromagnetickej mieSacke bola pridana zmes makro-
a mikroelementov (MS basal salt mixture), sacharédza a gellan gum. Objem bol doplneny

MilliQ vodou do 1000 ml a pH bolo upravené na 5,7 pomocou 1 M KOH.
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Meédium sa rozdelilo do Styroch 500 ml sklenenych flia§ po 250 ml, ktoré sa
sterilizovali pomocou autoklavu. Po sterilizacii autoklavom boli flase s médiom
v inkubatore udrziavané pri teplote 55 °C. Médium bolo rozdelené za sterilnych
podmienok vo flowboxe do 10 sterilnych Petriho misiek po 25 ml. Po vychladnuti boli
Petriho misky s médiom zaizolované parafilmom a ulozené do chladni¢ky na dalSie

pouzitie.
3.2.5 Priprava pevného Fahriieus média bez obsahu dusika

Do 1000 ml nadoby bolo pridanych priblizne 800 ml MilliQ vody a magnetické mieSadlo.
Za staleho mieSania na elektromagnetickej mieSaCke bola pridand zmes makro-
a mikroelementov zo zasobnych roztokov a mikroagar. Objem bol doplneny MilliQ
vodou do 1000 ml a pH bolo upravené na 6,5 pomocou 1 M a 0,1 M HCL.

Meédium sa rozdelilo do Styroch 500 ml sklenenych flia§ po 250 ml, ktoré sa
sterilizovali pomocou autoklavu. Po sterilizacii autoklavom boli fTase s médiom
v inkubéatore udrziavané pri teplote 55 °C. V sterilnom prostredi laminarneho boxu sa do

média s objemom 250 ml pridalo 25 pl CaClz (Fahraeus, 1957, upravené).
3.2.6 Priprava tekutého Fahrieus média bez obsahu dusika

Do 1000 ml nadoby bolo pridanych priblizne 800 ml MilliQ vody a magnetické mieSadlo.
Za staleho mieSania na elektromagnetickej mieSaCke bola pridand zmes makro-
a mikroelementov zo zasobnych roztokov. Objem bol doplneny MilliQ vodou do 1000
ml a pH bolo upravené na 6,5 pomocou 1 M a 0,1 M HCL

Médium sa rozdelilo do Styroch 500 ml sklenenych flia§ po 250 ml, ktoré sa
sterilizovali pomocou autoklavu. Po sterilizacii autoklavom boli flase s médiom
v inkubéatore udrziavané pri teplote 55 °C. V sterilnom prostredi laminarneho boxu sa do

média s objemom 250 ml pridalo 25 pl CaClz (Fahraeus, 1957, upravené).
3.2.7 Priprava LB média pre S. meliloti

Do 1000 ml nadoby bolo pridanych priblizne 800 ml MilliQ vody a magnetické mieSadlo.
Za staleho mieSania na elektromagnetickej miesacke bol pridanych 25 g-1"' LB broth.

Objem bol doplneny MilliQ vodou do 1000 ml a pH bolo upravené na 7,2.
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Meédium sa rozdelilo do Styroch 500 ml sklenenych flia§ po 250 ml, ktoré sa
sterilizovali pomocou autoklavu. Po sterilizacii autoklavom boli fTase s médiom

v inkubatore udrziavané pri teplote 55 °C.

3.2.8 Odobranie a povrchova sterilizacia listov z donorovych rastlin na indukciu

nepriamej somatickej embryogenézy

Z rastlin M. sativa rasticich v pode vo fytotrone boli odobrané zdravé a dobre vyvinuté
listy do Falcon skimavky s vodovodnou vodou. V sterilnom prostredi laminarneho boxu
sa zo skimavky Falcon s listmi odliala voda do odpadnej kadicky a5 az 10 sek sa
sterilizovali v 70 % etanole. Nasledne boli listy prenesené do Falcon skumavky so
sterilizaCnym roztokom (1 % chlérnan sodny + 0,05 % Tween) a pretrepavané po dobu
1,5 min. Nasledne boli listy 3x preplachnuté MilliQ vodou a prenesené na Petriho misku
so sterilnym filtraCnym papierom. Pomocou sterilného skalpela boli listy priecne
prerezané na polovicu a nasledne takto pripravené listové explantaty boli polozené na

B5H médium indukujuce kalogenézu.
3.2.9 Sledovanie priebehu somatickej embryogenézy

Jednotlivé Stadia nepriamej somatickej embryogenézy boli snimané pri prechadzajicom
svetle a pri fluorescenénom osvetleni pre GFP signal priamo na Petriho miskach pomocou
fluorescenéného zoomavacieho stereomikroskopu v roéznych casovych intervaloch.
Pozorované boli rastliny M. sativa kontrolnej linie RSY a transgénnej linie GFP-FABD?2,

u ktorej bol detekovany GFP signal.
3.2.10 Meranie dizky korefiového systému Medicago sativa

V laminarnom boxe boli pripravené hranaté Petriho misky s MS médiom, na ktorych boli
kultivované rastliny M. sativa kontrolnej linie RSY a transgénnej linie GFP-FABD?2. Pre
meranie dizky korefiového systému bolo vybratych 10 zdravych rastlin z kazdej linie.
Celé Petriho misky s rastlinami boli snimané pomocou stolového skenera a dizka

koreriového systému bola merana pomocou programu Imagel.
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3.2.11 Priprava kultiry S. meliloti zo zasobného roztoku

Z mraziaceho boxu (-80 °C) bola vytiahnuta mikroskimavka Eppendorf s glycerolovym
roztokom a s kultarou baktérii Sinorhizobium meliloti s produkciou mRFP, a prenesena
do sterilného prostredia laminarneho boxu. Z glycerolového roztoku sa so sterilnou
$pickou odobralo priblizne 30 pl kultary, ktora sa preniesla i so Spickou do 10 ml LB
média v 50 ml skimavke Falcon. Bakterialna kultira v LB médiu bola inkubovana na
trepacke v tme, 48 hod, pri 180 otackach za minatu a teplote 28 °C, pokial’ nebola
dosiahnuta opticka hustota pri 600 nm (ODego) priblizne medzi 0,8 — 1,5. Opticka hustota
ODeoo bola kontrolovana pomocou spektrofotometra, kde sterilné LB médium sluzilo ako
blank. Na separaciu bakterialnej kultiry od média sa pouzila centrifuga pri 3000 g po
dobu 5 minut, pri laboratornej teplote. Supernatant bol odstraneny a bakterialne bunky
z peletu boli resuspendované v Cistom tekutom Fahrieus médium bez dusika, pre
dosiahnutie optickej hustoty ODgoo = 0,5. Skiimavky Falcon s tekutym Fahraeus médiom
bez dusika a s bakterialnou kulturou boli obalené alobalom a inkubované na trepacke pri

teplote 28 °C a pri 150 otacok za minutu.
3.2.12 Kokultivacia S. meliloti s M. sativa

Vyvinuté rastliny Medicago sativa kultivaru Regen-SY a rastlin Medicago sativa
transgénnej linie GFP-FABD2 zMS média boli prelozené na Petriho misky s
pevnym Fahrdeusovym médiom bez obsahu dusika. Na kazde; Petriho miske boli
maximalne tri rastliny. Povrch Petriho misiek v spodnej Casti, kde sa nachadzal koreriovy
systém rastlin bol prekryty Ciernou plastovou foliou, aby korene rastli v tieni. Po 7 diloch
,hladovania®“ boli pipetou na rastliny aplikované baktérie Sinorhizobium meliloti
s produkciou mRFP (5 ml) z tekutého Fahrdeus média bez obsahu dusika o optickej
hustote pri 600 nm (ODeoo) 0,5. Petriho misky boli obalené Ciernou foliou a kultivované
v kultiva¢nej komore. Pocitanie koretiovych hlizok sa uskuto¢nilo 30 dni po

kokultivacii.
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4 VYSLEDKY

Vysledky tejto bakalarskej prace su rozdelené do 3 samostatnych kapitol. Prva Cast sa
zaobera kultivaciou a regeneraciou rastlin Medicago sativa transgénnej linie GFP-
FABD?2 v in vitro podmienkach pomocou somatickej embryogenézy a ich porovnanie
s kontrolnou liniou RSY. Druha kapitola je zamerana na stanovenie fenotypu rastlin M.
sativa transgénne] linie GFP-FABD2 regenerovanych procesom somatickej
embryogenézy. Zmerané dizky koretiovych sustav sa porovnali s kontrolnou liniou RSY
a nasledne sa Statisticky vyhodnotili vysledky. V tretej Casti vysledkov bola pozorovana
kokultivacia rastlin M. sativa so Sinorhizobium meliloti na pevnom Fahrdeus médiu bez
obsahu dusika so zameranim na efektivitu procesu tvorby koreriovych hlizok a statistické
vyhodnotenie poctu koreniovych hlizok u kontrolnej linie RSY a u transgénnej linie

GFP-FABD?2.

4.1 Kultivacia aregenerdcia rastlin M. sativa v in vitro podmienkach

pomocou somatickej embryogenézy

Kultivacia a regeneracia rastlin M. sativa v in vitro podmienkach procesom somaticke;j
embryogenézy bola indukovana u kontrolnej linie RSY a u transgénnej linie GFP-
FABD?2. Zdrojovym rastlinnym organom pre regeneraciu rastlin boli listové explantaty
odobrané z rastlin rastucich v pdde vo fytotrone zkazdej linie, ktoré sa najprv
sterilizovali. Nasledne boli kultivované na kultivaénych médiach, prisposobenych pre
jednotlivé kroky nepriamej somatickej embryogenézy.

Listové explantaty kontrolnej a transgénnej linie M. sativa po sterilizacii boli
prenesené na sterilné BSH médium s antibiotikom tikarcilin (TIC) (Obr. 6). Listové
explantaty boli kultivované po dobu 3 tyzdiioch vo fytotrone pri teplote 22-24 °C,
fotoperidde 16 hodin svetlo/8 hodin tma a pri intenzite svetla 60-80 mE-m™>s™!. Rastlinné
hormoény 2,4-D a kinetin, obsiahnuté v BSH médiu, indukovali kalogenézu somatickych
buniek explantatov (Obr. 7 A, C). Pri transgénnej linii GFP-FABD2 bola
zdokumentovana fluorescencia GFP v kaluse 12 dni po kultivacii (Obr. 7 B). V kontrolnej
linii RSY $pecificka fluorescencia GFP nebola v kaluse detekovana, ale zaznamenala sa

len autofluorescencia nekrotického pletiva povodného listu (Obr. 7 D). Po periode troch
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tyzdiioch boli celé explantaty s vyvinutym kalusom z oboch linii prelozené na B50
médium (s obsahom TIC), ktoré neobsahuje rastlinné hormony (Obr. 8 A, C). B50
médium indukovalo tvorbu somatickych embryi, v ktorych bol tiez zdokumentovany
fluorescencny signal GFP u transgénnej liniit GFP-FABD2 (Obr. 8 D). Tato Specificka
fluorescencia GFP sa v kaluse asomatickych embryach kontrolnej linie RSY
nevyskytovala (Obr. 8 B). Kalusy so somatickymi embryami boli kultivované po dobu 2-
3 tyzdiioch vo fytotrone pri rovnakych in vitro podmienkach. U transgénnej linie GFP-
FABD2 boli pozorované hlavne somatické embrya v globularnom §tadiu (Obr. 10).
Taktiez boli viditeI'né somatické embrya srdcovitého tvaru (Obr. 10), torpédovitého tvaru
(Obr. 9A, B a 10), a tiez v kotyledonarnom stadiu (Obr. 9 C, D). Zrelé somatické embrya
boli prenesené na MMS médium (s obsahom TIC), pre vyvoj korefiov a vyhonkov (Obr.
11). 5 dni po prelozeni na MMS médiu boli viditelné kli¢ne listy (kotyledony) a korene
s koreflovymi vlaskami (Obr. 12). Rastuce somatické embrya (mladé rastlinky) boli
nasledne prenesené na MS médium. Tu sa vyvin celych rastlin dokoncil. V tychto in vitro
podmienkach sa rastliny M. sativa udrziavali v sterilnych plastovych boxoch s MS
médiom (Obr. 13). Tieto regenerované rastliny M. sativa boli nasledne vyuzité

v experimentoch fenotypovej analyzy a kokultivacie so S. meliloti.

Obr. 6 Listové explantaty M. sativa prenesené po sterilizacii na BSH médium + TIC. (A)
Listovy explantat M. sativa transgénnej linie GFP-FABD2 v prechadzajicom svetle, (B) Listovy
explantat M. sativa kontrolnej linie RSY v prechadzajucom svetle. Mierka - 2000 pm.
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Obr. 7 Kalogenéza somatickych buniek listovych explantatov M. sativa 12 dni na BSH médiu
+ TIC. Listovy explantat M. sativa transgénnej linie GFP-FABD?2 v prechadzajucom svetle (A),
a vo fluorescencnom kanali pre GFP (B). Listovy explantat M. sativa kontrolnej linie RSY
v prechadzajicom svetle (C), a vo fluorescencnom kanali pre GFP (D). Mierka - 2000 pum.

39



Obr. 8 Tvorba somatickych embryi z kalusov M. sativa po 5 a 15 diioch na B5S0 médiu +
TIC. 5 diiovy kalus so somatickymi embryami M. sativa kontrolnej linie RSY v prechadzajiicom
svetle (A), a vo fluorescenénom kanali pre GFP (B). 5 dilovy kalus so somatickymi embryami M.
sativa transgénnej linie GFP-FABD?2 v prechadzajicom svetle (C), a vo fluorescencnom kanali
pre GFP (D). 15 diovy kalus so somatickymi embryami M. sativa transgénnej linie GFP-FABD2
v prechadzajicom svetle (E), a vo fluorescenénom kanali pre GFP (F). Mierka - 2000 um u A, B,
C,Dal1000 um u E, F.
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Obr. 9 Somatické embrya vyvinuté z kalusov M. sativa trangénnej linie GFP-FABD2 po 5
diioch na B50 médiu + TIC. Somatické embryo torpédovitého tvaru v prechadzajucom svetle
(A), a vo fluorescen¢nom kanali pre GFP (B). Somatické embryo v kotyledonarmom stadiu
v prechadzajicom svetle (C), a vo fluorescenénom kanali pre GFP (D). Somatické embrya su
oznacen¢ Sipkou. Mierka - 500 um u A, B; mierka - 2000 um u C, D.

L —
N TN500 pym 1000 pm

Obr. 10 Somatické embrya vyvinuté z kalusov M. sativa trangénnej linie GFP-FABD2 po
15 diioch na B50 médiu + TIC. Somatické embrya v globularnom $tadiu (*), srdcovitého tvaru
(§), a torpédovitého tvaru (). Snimané v prechadzajiicom svetle (A), a vo fluorescenénom kanali
pre GFP (B). Mierka - 500 pm u A; mierka - 1000 um u B.
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Obr. 11 Zrelé somatické embrya M. sativa v kotyledonarnom $tiadiu prenesené na MMS
médium + TIC. (A) Somatické embrya M. sativa kontrolnej linie RSY v prechadzajiicom svetle,
(B) Somatické embrya M. sativa transgénnej linie GFP-FABD2 v prechadzajicom svetle.
Mierka — 1000 pm.

D ——
1000 pm

Obr. 12 Somatické embrya M. sativa s vyvijajiucimi sa kotyledonmi a korefimi 5 dni po
prelozeni na MMS médium + TIC. (A) Somatické embrya M. sativa transgénnej linic GFP-
FABD2 v prechadzajucom svetle, (B) Somatické embrya M. sativa kontrolnej linie RSY
v prechadzajicom svetle. Mierka — 1000 pum.
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Obr. 13 Dospelé rastliny M. sativa udrziavané vin vitro podmienkach na MS médiu
v plastovych boxoch. (A) Dospel¢ rastliny M. sativa kontrolnej linie RSY (B) Dospelé rastliny
M. sativa transgénnej linie GFP-FABD?2.

4.2 Meranie dizky koretiového systému transgénnych a kontrolnych rastlin

Medicago sativa

Pre urCenie fenotypu transgénnych rastlin M. sativa GFP-FABD2 regenerovanych
procesom somatickej embryogenézy bolo uskutotnené meranie dizky korefiovych
systémov. Pre fenotypovu analyzu sa vybralo 10 kontrolnych rastlin M. sativa, kultivar
Regen SY a 10 transgénnych rastlin M. sativa GFP-FABD2. Kvantitativna analyza sa
urobila 7 dni po preneseni rastlin na ¢erstvé MS médium (Obr. 14). Rastliny M. sativa na
Petriho miskach s MS médiom boli snimané pomocou stolového skenera a dizka
korefiového systému bola merand priamo z nasnimanych zaberov pomocou programu
Imagel.

Priemerna diZka korefiového systému u kontrolnych rastlin M. sativa RSY bola 362,67
mm a priemerna dizka korefiového systému u trangénnych rastlin M. sativa GFP-FABD2
bola 387,558 mm (Obr. 15). Z tychto vysledkov vyplyva ze transgénna linia M. sativa
GFP-FABD2 mé priblizne priemerne o 24,888 mm dlhSiu korefiovii sustavu ako

kontrolné rastliny M. sativa RSY.
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Obr. 14 Vyvinuté korenové systémy (A) kontrolnych rastlin M. sativa kultivaru RSY a (B)
transgénnych rastlin M. sativa GFP-FABD2 na MS médiu 7 dni po prelozeni. Mierka —
10 mm.

500

450

350

300

200
X = 362,670

150

100

Priemerné dizka koreflovych sustav rastlin (mm)

50

ORSY MW GFP-FABD2

Obr. 15 Priemerna dizka korefiovych systémov (modri) kontrolnych rastlin M. sativa
kultivaru RSY a transgénnych rastlin M. sativa GFP-FABD2 7 dni po preloZeni. Priemema
dizka korefiového systému u kontrolnych rastlin M. sativa RSY bola 362,67 mm a (*) smerodajna
odchylka zo vzorky je 100,7508 mm. Priemema dizka korefiového systému u trangénnych rastlin
M. sativa GFP-FABD?2 bola 387,558 mm a (T) smerodajna odchylka zo vzorky je 36,01904 mm.
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4.3 Kokultivacia kontrolnych a transgénnych rastlin M. sativa so S. meliloti

Vyvinuté kontrolné rastliny Medicago sativa RSY arastliny transgénnej linie GFP-
FABD2 zo somatickej embryogenézy boli prelozené z MS média na Petriho misky s
pevnym Fahrdeus médiom bez obsahu dusika. Koreflovy systém rastlin na Petriho
miskach bol prekryty aby korene rastli v tieni. Na rastliny po 7 ditoch ,,hladovania“ bola
aplikovana pipetou suspenzia baktérii Sinorhizobium meliloti s produkciou mRFP (5 ml)
z tekutého Fahraeus média bez obsahu dusika o ODeoo = 0,5. Petriho misky s rastlinami
po inokulacii boli obalené iernou foliou a inkubované v kultiva¢nej komore. Po 30 diioch
kokultivacie boli na rastlinach pozorované pomocou zoomovacieho stereomikroskopu
vytvorené koreniové hIizky (Obr. 16, 17, 18). Na kontrolnych aj transgénnych rastlinach
M. sativa sa vytvorili korefiové hltizky, ktoré boli tmavé, senescentné a d’alej nerastli
(Obr. 16 B, 17), a koreniové hlizky, ktoré boli zdravé, ruzové, a plne funkéné (Obr. 16
A, 18).

Na vyhodnotenie poctu vytvorenych korefiovych hlizok sa pouzilo 5 kontrolnych
rastlin M. sativa RSY a5 rastlin transgénnej linie GFP-FABD2. U rastlin M. sativa
transgénnej linie GFP-FABD2 sa vytvorilo celkovo 128 korefiovych hluzok, z ktorych
bolo iba 22 plne funkénych (Obr. 19). U rastlin M. sativa kontrolnej linie RSY sa
vytvorilo celkovo 61 koreniovych hlizok, z ktorych bolo iba 12 plne funkénych (Obr. 19).
Z vysledkov vyplyva, Ze transgénne rastliny M. sativa GFP-FABD2 mali priblizne

dvojnasobok vyvinutych korefiovych hlizok nez kontrolna linia M. sativa RSY.
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Obr. 16 Vyvinuté korenové hlizky na rastlinach M. sativa transgénnej linie GFP-FABD2
rastice na pevhom Fahrieus médiu bez dusika po 30 diioch kokultivacie so S. meliloti. (A)
Funk¢né a zdravé koreniové hltizky ruzovej farby a (B) tmavé, senescentné koreniové hluzky.

Mierka — 1000 um.

Obr. 17 Tmavé, senescentné korenové hl’uzky na kontrolnych rastlinach M. sativa kultivaru
RSY rastace na Fahrieus médiu bez dusika po 30 diioch kokultivacie so S. melilofi.

Mierka - 1000 pm.
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Obr. 18 Priblizené zdravé, plne funkéné korenové hlaizky ruzovej farby na rastlinach M.
sativa rastuce na Fahrieus médiu bez dusika po 30 diioch kokultivacie so S. meliloti. (A)
Korenova hluzka na rastlinach kontrolnej linie RSY. (B) Koreriova hltizka na rastlinach
transgénnej linie GFP-FABD2. Mierka — 1000 pm.
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Obr. 19 Poclet korenovych hl’izok u kontrolnych a transgénnych rastlin M. sativa rastiacich
na Fahrieus médiu bez obsahu dusika po 30 diioch kokultivacie so S. meliloti. U
transgénnych rastlin M. sativa GFP-FABD2 sa vytvorilo celkovo 128 koreniovych hluzok,
z ktorych bolo iba 22 plne funkénych. U kontrolnych rastlin M. sativa RSY sa vytvorilo celkovo
61 korenovych hlizok, z ktorych bolo iba 12 plne funkénych.
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S DISKUSIA

Jeden z hlavnych ciel'ov predkladanej bakalarskej prace bolo ziskanie regenerovanych
transgénnych a kontrolnych rastlin Medicago sativa prostrednictvom nepriamej
somatickej embryogenézy aich kultivacia v in vitro podmienkach pre d’alSie pouzitie
v experimentoch. Rastliny M. sativa transgénnej linie obsahuju fuzny protein GFP-
FABD?2 znaciaci aktinovy cytoskelet pomocou fluorescenéného markeru GFP (Voigt et
al, 2005). Na vyhodnotenie Specifickej fluorescencie u kultivovanych listovych
explantatov transgénnej linie pocas jednotlivych krokov somatickej embryogenézy sa
pouzili kontrolné rastliny M. sativa, kultivar Regen SY. Po 12 dioch na kultiva¢nom
médiu BS5H s obsahom fytohormoénov indukujucich kalogenézu, bola v kaluse
transgénnych rastlin M. sativa GFP-FABD2 detekovana Specificka fluorescencia
s vysokou intenzitou. Tato Specificka fluorescencia u kontrolnej linii RSY nebola
viditeI'na, bola zaznamenana len sa autoflourescencia spdsobena nekrézou povodného
pletiva explantatu. Tento fakt je dokazom pritomnosti fuzneho proteinu u transgénne;j
linie. Kalogenéza je typickym medzikrokom nepriamej somatickej embryogenézy, po
ktorom dochadza odstranenim rastlinnych horménov z média k indukcii tvorby
somatickych embryi (Pulianmackal ef al., 2014). Po vytvoreni somatickych embryi na
B50 médiu bola viditeI'na fluorescencia v somatickych embryach iba u transgénnej linie.
Somatické embrya boli pozorované v roznych stadiach, ako je globularne, srdcovité,
torpédovité a kotyledonarne Stadium. Na vyvin vyhonkov a korefiov sa somatické embrya
preniesli na MMS médium a nésledne na MS médium, kde boli kompletné kontrolné
a transgénne rastliny kultivované v in vitro podmienkach.

Vdaka vysledkom z experimentu merania korefiovych systémov na urcenie fenotypu
transgénnej linie M. sativa GFP-FABD2 sa da predpokladat, ze expresia GFP-FABD2
mierne vplyva na predlzovanie koreriov. Vyplyva to z faktu, ze oproti kontrolnej linii bola
priemerna diZka celkového korefiového systému vicsia u transgénnej linie. Zo $tadii na
Arabidopsis thaliana sa zistilo, ze expresiou fuzneho proteinu FABD2-GFP alebo GFP-
FABD2 vykazuju rastliny predizenie epidermalnych buniek, &o ma za nasledok
prediZenie primarnych koretiov a hypokotylov (Voigt ez al., 2005; Wang et al., 2007). Pre
presnejsie urCenie tejto hypotézy bude potrebné tento experiment viackrat zopakovat

s vacsim poctom skumanych vzoriek.
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Kontrolné a transgénne rastliny boli kokultivované spolocne s baktériami S. meliloti
na pevnom Fahrdeus médiu bez obsahu dusika. Po 30 diioch kokultivacie sa vyhodnotili
vysledky poctov vytvorenych korefiovych hltuzok na korefioch. Transgénna linia
M. sativa GFP-FABD2 mala priblizne dvojnasobok vyvinutych korefiovych hlizok nez
kontrolna linia M. sativa RSY. Boli pozorované zdravé, funk¢né korenové hl'izky ruzovej
farby, ktoré su schopné fixovat atmosféricky dusik. Ich typické sfarbenie spdsobuje
leghomoglobin udrzujuci nizke hladiny kyslika, ktory ma inhibi¢ny uwcinok na
nitrogenazu (Ott et al., 2005). Taktiez boli viditené nefunkcné, tmavé korefiové hl'uzky,
ktorych senescencia moze byt predCasne spOsobenda réznymi typmi stresu, ako je
napriklad oxidativny stres. Hlavnym ddvodom senescencie tychto hluzok ale
pravdepodobne boli obmedzené podmienky rastu rastlin v uzavretych Petriho miskach po
dobu 30 dni. Udrzanie zivotaschopnosti vSetkych hluzok by bolo pre rastliny v tychto
podmienkach energeticky prili§ naro¢né. Kultivatné média pouzité pri somatickej
embryogenézy obsahovali antibiotikum tikarcilin, ktoré mohlo taktiez ovplyvnit vitalitu
regenerovanych rastlin. Bohuzial, z dévodov karanténnych opatreni nebolo mozné

vykonat tieto experimenty s viacerymi opakovaniami.
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6 ZAVER

V teoretickej Casti bakalarskej prace je popisany sucasny stav literatiry zamerany na
Medicago sativa z hladiska morfologie a agronomického vyuzitia. Dalej st tu
sumarizované mechanizmy prospesnych pddnych baktérii podporujuce rast a vyvin
rastlin, aaspekty symbiotickych interakcii medzi rastlinami Medicago sativa
a baktériami Sinorhizobium meliloti. V tejto praci sa vyuzivala transgénna linia M. sativa
s expresiou GFP-FABD?2, a preto v d’alSej Casti je v teoretickom tivode popis cytoskeletu
rastlinnych buniek so zameranim na zmeny aktinového cytoskeletu pocas symbidzy.
V dalSej Casti je popis metdd regeneracie rastlin M. sativa v in vitro podmienkach,
transformécie u M. sativa a mikroskopickych metod snimania zivych buniek.

V prvej praktickej casti bola uskutocnend regeneracia a kultivacia kontrolnych
a transgénnych rastlin M. sativa vin vitro podmienkach procesom somatickej
embryogenézy. U transgénnych rastlinach M. sativa s produkciou GFP-FABD2 bola
zdokumentovana fluorescencia pocas jednotlivych krokov somatickej embryogenézy.

V dalSej praktickej Casti boli regenerované rastliny M. sativa s expresiou GFP-FABD?2
a kontrolné rastliny M. sativa RSY vyuzité na charakteristiku fenotypu koretiového
systému. Merania dizok korefiovych systémov u transgénnej linii boli porovnané
s kontrolnou liniou a z vysledkov sa zistilo, ze transgénna linia GFP-FABD2 ma
priemerne dlhs§i korefiovy systém.

V zaverecnej Casti prace boli na transgénne a kontrolné rastliny M. sativa aplikované
baktérie S. meliloti. Po 30 diioch kokultivacie sa z vysledkov poctu koretiovych hluzok
zistilo, ze transgénna linia GFP-FABD2 vytvarala korefiové hltuzky priblizne

v dvojnasobnom pocte v porovnani s kontrolnou liniou RSY.
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