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CILE PRACE

Teoreticka cast

Vypracovani reSerSe zamétené na:

problematiku vyvojovych a agronomicky zajimavych vlastnosti vojtésky
zakladni popis vojtésky véetné stadii ontogenetického vyvoje

ekologicky a zemédelsky vyznam vojtésky ve svétle modernich metod a
pfistupt, jako jsou genetické upravy a transgenoze

shrnuti znamych reakci rostlin na vnéjsi abiotické stresové faktory

podil signalnich drah na regulaci vyvojovych procest rostlin a jejich reakci na
vngj$i stresové podminky

shrnuti hlavnich metod hodnoceni fenotypu rostlin po aplikaci abiotickych
stresovych faktort

Prakticka ¢ast

experimenty zamétrené na cilenou kultivaci kontrolnich a transgennich rostlin
vojtésky v podminkach in vitro

aplikace solného stresu a vyhodnocovani miry rezistence mezi liniemi

pomoci kvalitativnich a kvantitativnich metod vyhodnocovani stanovit, do jaké
miry potlaceni exprese MAPK u vojtésky ovlivni reakci rostlin na stres



1. UVOD

Tolice vojtéska (Medicago sativa Linn.), znama pod nazvem , lucerna®, je chladnomilna
fabaceae neboli bobovité (Rashmi et al., 1997). Vojtéska je trvalou picninou, ktera tvori
hluboké koteny (Radovic et al., 2009). Dospéla rostlina se vyznacuje silnym kilovym
kofenem s mnoha postrannimi koteny. Listy se na stonku tvoti stfidave, pficemz rostlina
muze mit 5-15 stonka a dosahnout vysky az 1 m. Barva kvéta maze byt Zluta, krémova,
bila nebo fialova (v raznych odstinech). Po opyleni tyto kvéty nejcastéji produkuji

spiralovité lusky obsahujici semena (Kundan et al., 2011).

Tolice vojtéska je jedna z nejvyznamnéjSich a nejroz§ifen€jSich vytrvalych
luskovin ve svétovém zemédélstvi. Tato rostlina hraje dilezitou roli v poskytovani krmiv
s vysokou nutri¢ni hodnotou a stravitelnosti, jelikoz je bohata na bilkoviny s vynikajicim
slozenim aminokyselin a vysokou stravitelnosti. Dale je tento druh dulezity pro zlepseni
kvality pudy, zejména pak jako u¢inny zdroj biologické fixace dusiku (Radovic et al.,

2009).

Solny stres, tedy stres zpusobeny vystavenim nadbytku soli, ma osmoticky,
iontovée toxicky, nebo kombinovany vliv na rostlinné buiky (Zhu, 2016). Solny stres
aktivuje u vojtésky signalni kaskadu zahrnujici MAPK — mitogen aktivované protein
kinazy. Této kaskady se ucastni napf. SIMKK — solnym stresem aktivovanad kinaza
kindza, ktera nasledné aktivuje SIMK — solnym stresem aktivovanou kinazu. Tato
signalni draha je dulezita k indukci obrannych reakci zasazenych rostlin (Kiegerl et al.,

2000).

Bakalarska prace se zamétuje na regeneraci kontrolnich rostlin M. sativa, a to
kontrolni linie kultivaru RSY a transgennich linii M. sativa GFP-FABD2, SIMKK RNAi
(SIMKKi) a SIMKKi in GFP-FABD2 procesem nepiimé somatické embryogeneze.
Prakticka ¢ast byla zaméfena na aplikaci vybraného abiotického stresu — solného stresu,
na tyto rostliny. V ramci dlouhodobého experimentu byla provedena nejen kvalitativni
ale také kvantitativni vyhodnoceni vlivu potlaceni exprese MAPK u vojtésky na reakci
rostlin na solny stres. U kratkodobého experimentu probéhlo vyhodnoceni pouze
kvalitativnich aspekti. V tomto experimentu byly rovnéz pozorovany reakce aktinu na

solny stres u linii GFP-FABD2 a SIMKKi in GFP-FABD?2.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Tolice vojtéska (Medicago sativa L.)

2.1.1 Charakteristika

Tolice vojtéska (Medicago sativa Linn.) je rostlina také znama pod nazvem , lucerna“
nebo alfalfa v anglickém jazyce. Radime ji do &eledé Fabaceae neboli bobovité,
pfitem? se Siroce vyskytuje v oblasti Kavkazu, horskych oblastech regionu Iranu,
Afganistanu a jinych pfilehlych oblastech. Kultivovana forma vznikla pravdépodobné
v zépadni Persii, odkud se dale rozsifila do mnoha dalSich zemi (Rashmi et al., 1997).

v zavislosti na odrudé a klimatu (Kundan et al., 2011).

2.1.2 Koren

Dospéla rostlina vojtésky se vyznacuje silnym kilovym kofenem. Tento kulovy kofen,
spolecné€ s mnohymi postrannimi kofeny, muze dokonce dosahnout i délky 6 m, popf.
tuto délku presahnout, pfi ristu v hlubokych a dobfe odvodniovanych, vlhkych pidach
(Kundan et al., 2011). Pletiva primarniho kofene jsou odvozena od apikalniho meristému
korene. Skladaji se z dobie definované epidermis, kiry a stély. Dosud nediferencované
prokambialni buriky, nachazejici se mezi xylémem a floémem vzniklymi v délenim
primarniho meristému kofene, se za¢nou délit. K tomuto déleni dochézi az po dokonceni
rastu primarniho kofene za vzniku cévniho (vaskularniho) kambia. Cévni kambium dava
nasledné vznik sekundarnimu xylému a sekundarnimu floému. Na pocatku sekundarniho
rastu rovnéz dochazi ke vzniku lateralnich (postrannich) kotfenti (Teuber & Brick, 1988).
Na tenkych postrannich kofenech vznikaji hlizky, coz jsou specialni organy, v niz se
nachazeji endosymbiotické bakterie se schopnosti fixace vzdusného dusiku (Hrabé et al.,

2004).

2.1.3 Stonek

Stonek vznika meristematickou ¢innosti stonkového vrcholu. Bunééné déleni, expanze a
nasledna diferenciace v oblasti apikalniho stonkového meristému vede ke vzniku
epidermalnich, kortikalnich a vaskularnich tkéani. Stonek je definovan podélné uzly
(n6dy) a internodii. Internodia jsou Casti mezi uzly, které jsou mistem vzniku listd a
dalSich postrannich ¢asti. Postranni ¢asti zahrnujici listy, axilarni vétve a kvéty vznikaji

podél stonku s alternativni fylotaxii. Mlady stonek rostliny ma téméf Ctvercovy prifez



(Teuber & Brick, 1988; Zobel, 1989). Rostlina vojtésky, na typickém poli pro produkci
pice, dosahuje vysky témeér 1 m a mé 5 az 15 stonki (Kundan et al., 2011).

2.1.4 List

Listy vojtésky vznikaji na stonkovém vrcholu ¢innosti apikalniho meristému. Stonkovy
vrchol vytvari na strané bocni pfipory listd, které se vyviji v listové primordia. Listové
primordium se rozliSuje na tfi tkanové systémy, dermalni, cévni a zakladni tkanové
systémy. Ty davajici vznik epidermis, cévnimu systému a mezofylové tkani. Prvni pravy
list vznika z epikotylu, je obvykle jednoduchy a vyznacuje se okrouhlou Cepeli a palisty.
Druhy a dalsi listy jsou bézné zpefené a trojcetné se Stihlymi palisty pfiléhajicimi
k fapiku. Jsou také nejcastéji podlouhlé nebo obvejCité se zoubkovanim smérem
k vrcholu s tmavé zelenym zbarvenim. Listy s vice nez tfemi listky (mnoholisté) nejsou
neobvyklé. V pripadé listi muze dojit ke vzniku fady anomalii. Bézné se vyskytujici
anomalie zahrnuji: zmackany list, slozeny a strakaty list, roztrzeny list, lepkavy list, zluty

list, a dalsi (Teuber & Brick, 1988; Hrabé¢ et al., 2004).

2.1.5 Kvét

Vyvoj kvétu vojtésky zacina na stonkovém vrcholu prechodem z vegetativniho rdstu do
generativniho rastu (Barnes, 1966). K tomuto pfechodu dochazi mezi Sestym az
¢trnactym uzlem v zavislosti na environmentalnich a genetickych faktorech. Tento
prechod je znam jako protuberance meristematické tkané nachazejici se v pazdi primordia
listu pfiléhajiciho k vrcholu vyhonu. Kazdé primordium davé vzniknout jednoduchému
racemickému kvétenstvi zvané hrozen. Kvétni poupata té€chto hroznii prochazeji béhem
zrani ¢tyfmi viditelnymi fazemi vyvoje: ptfimy pupen, Spicaty pupen, zakryty pupen a
vzptimeny standard (zraly kvét). Kazdé kvétni primordium je rozliSené a vytvaii kalich,
korunu, 10 tyCinek a pestik. Kalisni trubice je tvofena z péti kalisnich listki zakoncenych
péti laloky nebo zuby, které presahuji jeji délku. Koruna, typicka pro lusténiny, je vysoce
vyvinuta. Sklada se z péti okvétnich listkii: jeden velky standardni okvétni listek znamy
jako prapor, dva mensi okvétni listky tzv. bo¢ni kiidla a dva srostlé okvétni listky tvorici
kyl. Kylové okvétni listky jsou drzeny pohromadé fadou hiebenu a drazek. Barva kvéta
muze byt zluta, krémova, bila nebo fialova (a to v riznych odstinech). Vojtéska je
oboupohlavna. Pestik se sklada z jediného plodolistu, ktery tvoti svrchni semenik a dobie
definovanou bliznu. U vojtésky se obvykle vyvine 10-12 vaji¢ek na semenik. Vajicka
jsou kampylotropni. Tycinek je 10, pfiCemz 9 z nich srasta v trubici a desata zustava

volna. Pyl vojtésky je dvoujaderny (Teuber & Brick, 1988; Kundan et al., 2011).



2.1.6 Plod a semena

Semeno vojtésky se sklada z embrya, endospermu a testy. Semena, jejichz tvar je obvykle
ledvinovity, se tvoii v plodu (lusku). Mnoho semen je vSak hranatych, a to z davodu
pusobeni vnitinich a vnéjsich sil v lusku, které tvaruji semeno béhem zrani. Zrala semena
jsou dlouhé a Siroké ptiblizn€ 1 az 2 mm a 1 mm silné, jsou také obvykle asi dvakrat tak
dlouhé jak Siroké. Barva semene je bézné zluta nebo olivove zelena az hnéda, pricemz se
mohou objevit 1 Cerné a bila semena. Cela testa je pokryta kutikulou, skladajici se
z kutinu, komplexni smési mastnych aminokyselin a voskli (Teuber & Brick, 1988).
Z biochemického hlediska obsahuji semena vojtésky proteiny a galakaktomannan, coz
jsou hlavni formy zéasobnich latek. Proteiny jsou ulozeny v délohach (kotyledonech),
galaktomannan pak v endospermu (Lai et al., 1995). Semena jsou typicky tvrda, a tedy
§patné propustna pro vodu. Nepropustny obal semen rovnéz zpusobuje vyraznou
dormanci semen. Obecné plati, ze nejlepsi metodou, jak prekonat tvrdost semen, je
mechanicka vertikulace osiva obrousenim obalu semene. Osivo semen muZze zastat
zivotaschopné po dlouhou dobu. Semena vojtéSky kli¢i nestejnomérné, mohou lezet
ladem v pudé nékolik tydnu, meésice nebo roky predtim, nez absorbuji vodu a vykli¢i.
V oblasti semene zvané hilum dochazi k proniknuti primarniho kofene, pficemz do pudy
pronika jako nerozvétveny kulovy kofen. V pribéhu narovnavani a prodluzovani
hypokotylu se také objevuji délohy a vystupuji nad povrch pudy (Teuber & Brick, 1988;
Bass et al., 1988).

2.1.7 Ekologicky a zemédélsky vyznam

Vyznam vojtéSky ve svétovém zemédelstvi lze pficist mnozstvi morfologickych a
fyziologicky vlastnosti pfispivajicich k vysokému a stabilnimu vynosu. Alogamie a
autotetrapoidie tohoto druhu pfispivaji k velké genetické variabilité¢ v ramci populace
nebo vramci odridy. Ekonomicky vyznam této rostliny je zalozen na vysokém
potencialu produkce biomasy. Krmné cCasti vojtésky, pice, se vyznacuji vysokym
obsahem proteint, které jsou dobfe vyvazeny vzhledem k obsahu aminokyselin. Dale
jsou zde i zivotn¢ dilezité vitaminy a rizné mikroelementy nezbytné pro normalni rist a
vyvoj zvifat. Vojtéska je tak zakladni slozkou krmiva pro dojny i masny skot, kon€, ovce,
ptactvo a dal§i hospodarska zvirata. Je také vyznamna pro svou schopnost symbiotické
fixace N», ¢imz je eliminovana potieba jej do pudy ptidavat v chemické forme. Vojtéska
tak obohacuje pudu dusikem a lze ji vyuzit jako predchiidce pro mnoho zemédeélsky

plodin ¢i ji pouzit jako odsolovaci plodinu. Vojtéska je vhodna pro produkci zeleného



hnojeni nebo i pro redukci vlivu vodni a vétrné eroze vazanim pudy (Radovic et al., 2009).
Mezi tradi¢ni vyuziti patii konzumace klickti M. sativa ve formé zeleninového salatu, u
listd a semen v podobé prasku, tobolek ¢i tablet, a to jako doplnék stravy v prodejnach
zdravé vyzivy. TradiCné se také vojtéSka pouzivala v ajurvédské a homeopatické
medicing pifi poruchach centralniho nervového systému, bolestech ledvin, zanétech a
obezité. Klic¢ky a listy pak maji vyznam pfi [écbé artritidy, ledvinovych potizich, pfi [écbe
viedi a také pro své protirakovinné, protirevmatické, kardiotonické, depurativni,
laktagogické, emenagogické a antiskorbutické ucinky. V Jizni Americe byla tato rostlina
pouzivana k 1écbé ledvinovych a vezikularnich otokd a jako diuretikum (Al-Snafi et al.,

2021).

2.2 Mnozeni rostlin metodou somatické embryogeneze v in vitro
podminkach
2.2.1 Embryogeneze

Embryogeneze je proces vzniku a vyvoje zralého embrya, které se sklada z embryonalni
osy s poly, na nichz se zakladaji vyhonky a kofeny a délohy, popf. scutellum (u
jednodéloznych). U vySssich rostlin ma embryogeneze dvé faze, a to Casné morfologické
procesy a procesy pozdniho zrani. Casné morfologické procesy davaji vzniknout riznym
typum embryonalnich bunék, tkani a zakladim organovych systémi. Procesy pozdniho
zrani pak umozni plné vyvinutému embryu vstoupit do metabolicky klidového stavu, pri
kterém se stava dormantnim a ztraci vodu. Procesy, knimz dochdzi bé&hem
embryonalniho vyvoje, maji tedy za cil zalozit organizaci rostlinného téla a pripravit
embryo na obdobi dormance postembryonalniho vyvoje (West et al., 1993; Goldberg et
al., 1994). Proces embryogeneze muze byt ov§em zahajen ze zygoty, nebo i ze somatické
bunky. V pfipadé je-li zahajen ze zygoty hovofime o embryogenezi zygotické. Vyviji-li
se embryo ze somatické buiiky jedna se o embryogenezi somatickou (Méndez-Hernandez

et al., 2019).

2.2.2 Somaticka embryogeneze

Somatickd embryogeneze reprezentuje typicky model totipotence rostlinnych bunék,
pficemz zahrnuje pusobeni komplexni signalni sité a také preprogramovani vzorcl
exprese gend, jez jsou specificky regulovany. Tato genova regulace je bézné reakci na
exogenni stimuly. Exogennimi stimuly mohou byt reakce vyvolané rostlinnymi

ristovymi regulatory (fytohormony), nebo vystavenim abiotickému stresu jako je



napfiklad nizké/vysoka teplota, osmoticky Sok nebo sucho (Méndez-Hernandez et al.,
2019). Mnozeni a regenerace rostlin prostfednictvim somatické embryogeneze neni v§ak
vhodné pro vSechny druhy rostlin a mohou se vyskytovat odliSnosti mezi kultivary i mezi
samotnymi genotypy kultivaru. Obecné je regeneracni potencial u rostlin kultivovanych
in vitro tizen slozitymi genetickymi faktory. Dulezité jsou také epigenetické faktory jako
je napriklad vzor kondenzace chromatinu, methylace DNA, posttranslacni modifikace
histontl, a regulace mikro DNA (mirDNA). Nékteré z nich, napf. methylace DNA, jsou
dédicné a mohou byt zachovany béhem mitézy. U druhu Medicago bylo prokazano, ze
jej lze regenerovat pomoci somatické embryogeneze (Ticha et al., 2020). Indukce
somatické embryogeneze muze byt provedena dvéma zpusoby. Pii pfimé somatické
embryogenezi se tvori somaticka embrya z individualnich bunék na okraji explantatu,
zatimco u nepfimé formy dochazi ke vzniku somatickych embryi postupnou proliferaci z

neorganizované tkané zvané embryogenni kalus (Méndez-Hernandez et al., 2019).

2.2.3 Prima somaticka embryogeneze

Tento typ somatické embryogeneze je na rozdil od nepfimé embryogeneze méné
definovan. Tato vyvojova cesta je charakterizovana absenci faze kalusu. Explantat
v tomto systému vykazuje pravidelné;si, kompaktni bunécné déleni. Jedna ¢i vice bunék
ve vrstve, popt. vrstvach se déli a vybouli, aby se nasledné vyvinuly v morfologicky

rozpoznatelna embrya, a to bez dalsiho oSetfeni (Horstman et al., 2017).

2.2.4 Neprima somaticka embryogeneze

Nepiima somaticka embryogeneze je nejbéznéjsi cestou v piipadé praktického vyuziti
somatické embryogeneze. Zacinad tvorbou kalusu, zdanlivé neorganizované hmoty
ptvodné vakualizovanych bunék vykazujicich rizné stupné kompaktnosti. Embryogenni
kalus se vyviji z bun€k neorganizovaného kalusu. Po vzniku embryogenniho kalusu
nasleduje vyvoj proembryogennich mas, oznacovanych jako tzv. PEM, na povrchu nebo
uvnitt kalusu. Z nich se jednotlivé buiiky nebo i shluky bunék vyvinou v embrya. Kalus
a proembryonalni masy jsou obvykle pozorovani po pfidani auxind a to zejména 2,4 — D
do média. Auxin podporuje proliferaci kalusu a proembryonalnich mas a je jej tfeba
nasledné odstranit, aby se podpotila histogeneze (vyvoj apikalné-bazalniho vzoru) a
prodluzovani somatického embrya Somatickd embrya vznikla touto cestou jsou
morfologicky podobna embryim vzniklym piimou somatickou embryogenezi, ale
vyskytuji se zde zmény na trovni genomu (somaklonalni variace) z divodu delsi doby

kultivace ve fazi neorganizovaného kalusu (Horstman et al., 2017). V ptipadé vojtésky se
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pii indukci nepfimé somatické embryogeneze nejprve odebere explantat (nejcastéji list),
jez je nutné vysterilizovat a nafezat na mensi Casti. Vzniklé explantaty se umisti na
kultivaéni médium obsahujici pridavek rostlinnych hormont pro vyvolani tvorby kalusu.
Bézné se u vojtésky pouziva médium oznacované jako BSH médium. Po vzniku kalust
explantaty prekladame na médium bez hormont, znamé pod zkratkou B50 médium, pro
indukci embryonalniho kalusu a tvorby somatickych embryi. Po dokonceni vyvoje
somatickych embryi jsou prenasena na médium bohaté na vitaminy a aminokyseliny,
zkracené¢ MMS médium, za GCelem vyvoje vyhonka a kofent. Pro nasledné udrzovani
plné vyvinutych rostlin je nutné prelozeni vyvijejicich se rostlin na médiu MS. Z tohoto
média je pak 1 nasledné mozné rostliny prenést z in vitro do in vivo podminek (Ticha et

al., 2020).

2.2.5 Somatické embryo

Somaticka embrya, stejn€ jako zygoticka embrya, jsou bipolarni struktury s apikalnim
polem (budouci vyhon) a bazalnim polem (budouci koren), z nichz kazdy ma sviij vlastni
meristém a nezavisly provaskularni systém. Tato bipolarita somatickych embryi je
odlisuje od ektopickych nebo adventivnich organti, jako jsou napt. vyhonky a koteny, coz
jsou unipolarnich struktury s (lignifikovanym) vaskularnim spojenim se zakladnim
rostlinnym organem. Somatickd embrya také akumuluji druhové specifické produkty,
které se nenachazeji v jinych fazich vyvoje rostlin. Absence trichomd, které 1ze nalézt na
prvnich listech nékterych rostlin se Casto pouziva jako morfologicky marker pro
identifikaci somatickych embryi, to vSak muze byt zavad¢jici, jelikoz tvorba trichomt
muze byt zpocatku opozdéna (Horstman et al., 2019). Mezi somatickymi a zygotickymi
embryi existuje morfologickd podobnost, jak bylo popsano vySe, avSak jejich vyvoj,
stejné jako 1 samotné vytvoreni embrya se lisi. U zygotickych embryi se ma za to, ze jsou
vyzivovana pres floémovou tkan, zatimco somaticka embrya piijimaji sacharidy
exogenné. Morfologicka stadia somatickych embryi také probihaji na rozdil od
zygotickych embryi bez spojeni s cévni tkani matefské rostliny. Vyvoj somatického
embrya zahrnuje stadia kulovité, srdCité, torpédovita, a kotyledonarni (v pfipade
dvoudéloznych druhti). U jednodéloznych druhti jsou to faze kulovita, scutelarni a
koleoptilni faze. Jakmile somatickd embrya dosahnou kotyledonarniho stadia, iniciuji
meristém vyhonku a zac¢ina rust semenackt (Méndez-Hernandez et al., 2019; Sangra et

al., 2019).



2.3 Genetické transformace rostlin a jejich vyuziti u vojtésky

Byly vyvinuty rizné metody pro zavedeni cizich genti do rostlin. Spolecnym znakem je,
ze DNA uzita k transformaci musi obejit rizné membranové bariéry. DNA nejprve musi
vstoupit do rostlinné buiky tim, ze pronikne rostlinnou bunécnou sténu a plazmatickou
membranou a poté se musi dostat do jadra a integrovat se do rezidentnich chromozomut
(Herrera-Estrella et al., 2004). Pro transformaci vojtésky existuji rizné metody jako je
napiiklad transformace zprostiedkovand Agrobacterium tumefaciens, transformace

elektroporaci, 8ransformace bombardovanim casticemi (Ticha et al., 2020).

2.3.1 Transformace zprostiredkované Agrobacterium tumefaciens

Tato transformaéni metoda je nejb&znéjsi a vykazuje vysokou efektivitu. Usp&snost této
metody zavisi na spravném vybéru kmenu A. fumefaciens (Ticha et al., 2020). A.
tumefanciens, Clen rodiny eubakterii Rhizobiaceae, je organismus zodpovédni za
vyvolani tvorby nadorovych utvara u rostlin. Ke vzniku téchto nadora dochazi v disledku
bakterialni infekce v mistech poranéni rostliny, coZ miZeme pozorovat na mnoha
dvoudéloznych a jednodéloznych rostlinach. Bakterie A. tumefaciens prenasi genetickou
informaci pomoci Ti plasmidu, pficemz tsek, ktery se prenasi do hostitelské buiky je
oznaCovan jako T-DNA. Ti plasmid pouzit pro transformaci obsahuje T-DNA
postradajici geny podilejici se na tvorbé nadort. Systém transformace s vyuzitim
Agrobakteria ma nekolik vyhod oproti jinym transformacnim metodam. Tyto vyhody
zahrnuji: a) integrace jediné kopie T-DNA do DNA chromozomu transformované buiiky,
a to ve vyznamném procentu pii uspeéSnych transformacnich udalostech, b) dostupnost
Cetnych vektorovych systémi obsahujicich T-DNA, rizné reportérové a selekcni
markerové geny, coz umoziuje vyzkumnikiim vybrat nejvhodnéjsi kombinaci pro vlozeni
heterogennich gend, ¢) moznost pievést velké fragmenty DNA vcetné bakterialnich
umélych chromozomd, d) u nékterych rostlin moznost vyuziti transformace in planta bez

nutnosti tkanové kultury (Herrera-Estrella et al., 2004).

2.3.2 Transformace elektroporaci

Elektroporace je transformacni technika s vysokym potencialem, je jednoducha a velice
ucinna. Je pouzivana pro prenos molekul, jako jsou lipidy, RNA, DNA, a proteiny do
hostitelské bunky. Metoda je zalozena na tvorbé poru v plazmatické membrané diky
depolarizaci, coz je zpusobeno elektrickym polem, které se aplikuje na suspenzi

rostlinnych bunék. Doba trvani pulsi, pocet pulst, elektroporacni roztok a koncentrace



plazmidu maji obvykle silny Ucinek na transformacni Gcinnost u jednotlivych bunék

(Ticha et al., 2020; Rivera et al., 2012).

2.3.3 Transformace bombardovanim ¢asticemi

Metoda biolistické transformace vojtésky, znama jako bombardovani Casticemi neni
upfednostiiovana pifed jinymi metodami, zejména pied metodou transformace
zprosttedkované A. tumefaciens. Moznost zavést DNA piimo do bunék vojtésky vsak
muze byt vyznamna, k uSetfeni Casu a namahy, pficemz muze stale vést k uspésnému
ziskani transgennich rostlin (Ticha et al., 2020). Tato metoda se zakladd na vyuziti
mikroprojektilt z wolframu nebo zlata potazenych DNA a jejich nastielovani do cilovych
bunek. Zrychleni pii nastfelovani muze byt zajisténo vybuchem stfelného prachu nebo
uvolnénim vysokotlakych plyna jako je helium nebo CO». Molekularni analyza bunék
transformovanych pomoci biolistické metody c¢asto odhali integraci vice kopii

bombardované DNA do cilovych bun¢k (Herrera-Estrella et al., 2004).

2.4 Abioticky a bioticky stres u rostlin
zpusobu Zivota, musi byt schopny prekonavat nevyhodné a stresujici podminky pro jejich
vyvoj a rast. Tyto podminky vyvolavajici stres mohou byt biotického a abiotického

charakteru (Zhu, 2016; Fedoroff et al. 2010).

Pro rostliny je typickym biotickym stresem infekce patogenem nebo naptiklad
napadeni herbivory. Abioticky stres pak mize mit podobu vystaveni suchu, vysokym ¢i
nizkym teplotam, ale také napriklad deficit zivin, vystaveni t€zkym kovim jako je hlinik,
arsen a kadmium, které se mohou vyskytovat v pude€. Dulezitym ptikladem abiotického
stresu je samoziejme 1 solny stres Je to pravé stres ze sucha, soli a teplotni stres, které
jsou faktory limitujici produkci rostlinné vyroby v zeméd¢lstvi a hraji vyznamnou roli

v potravinovych krizich (Zhu, 2016; Fedoroff et al. 2010).

2.4.1 Solny stres

Solny stres, stejné jako i stres ze sucha, zptsobuje u rostlin stres hyperosmoticky. Tento
stres ma na rostlinné buriky silny osmotoxicky vliv, coz znamen4, ze vyvolava u rostlin
hypo-osmoticky stav. Druhou slozkou solného stresu je iontova toxicita. Pusobeni
solného stresu pak mize vyvolavat mnozstvi sekundarnich efekti. U rostlin mize dojit
k poskozeni nékterych slozek bun€k, napt. membranovych lipidd, proteint ¢i nukleovych

kyselin, ale také k metabolické disfunkci a oxidativnimu stresu (Zhu, 2016; Zhu, 2002).



Osmoticky stres u rostlin zpisobuje snizeni mnozstvi vody pfijimané rostlinou, coz
prohlubuje fyziologické sucho v rostliné. Iontovy stres u rostlin je spojen s ristem obsahu
Na* a CI" iontd. S nartistem obsahu téchto iontd je snizeny pfistup k ostatnim zivinam,

jako jsou naptiklad draselné, vapenaté a hofec¢naté ionty (Serrano et al., 1999).

Sekundarni efekty zpusobené nadmérnou koncentraci NaCl jsou: sniZeni
fotosyntetické aktivity, tvorba reaktivnich forem kysliku a snizeni pfijmu draselnych
kationtt, které jsou dualezité pro uzavirani pruduchd, dokonce i programovana bunécna

smrt (Serrano et al., Rivera 1999).

2.5 Signalni drahy zprostiedkované mitogenem—aktivovanymi protein
kinazami u rostlin

Buiiky reaguji na vngjsi podnéty mechanismem zahrnujici fadu kroki, kdy je vnéjsi signal
pfenasen pies bunéénou membranu a pres cytoplazmu az do jadra bunky. Jednim
z hlavnich mechanisma pfenosu signalt je vyuziti fosforylace proteini. U eukaryot se
téchto procesi ucastni specifické tfidy serin-threoninovych proteinkinaz, jde o
mitogenem-aktivované protein kindzy (MAPK). Tyto kindzy hraji klicovou roli
v regulaci mnoha bunécnych procesech jako je bunécny rust, proliferace, diferenciace a
apoptédza. Kaskady eukaryotickych mitogen — aktivovanych protein kinaz tedy prevadéji
environmentalni a vyvojové podnéty az k produkci intracelularnich odpovédi (Cardinale
et al., 2002; Kyosseva, 2004; Cristina et al., 2010).

V obecném modelu MAPK signalnich modulti jsou nejprve aktivovany MAP kinazy
kinazy kinazy (MAP3K; také nazyvané MAPKKK nebo MEKK). K jejich aktivaci muze
dochazet i prostiednictvim MAP kinaz kinaz kinaz kinaz (MAP4K), které jsou aktivované
stimulovanymi receptory v plazmatické membran€. Tento proces pokracuje sekvencni
fosforylaci, kdy MAP3K aktivuji MAP kinazy kinazy (MAPKK; také nazyvané MAP2K
nebo MEK). MAPKK dale aktivuji MAPK, ty pak cili na rizné efektorové proteiny
v cytoplazmé nebo jadie, které zahrnuji dalsi kinazy, enzymy, transkripcni faktory nebo
cytoskelet. Konkrétné MAP3K, serinové nebo threoninové kinazy, fosforyluji MAP2K
na konzervovaném motivu S/T-X3-5-S/T. MAP2K poté fosforyluji MAPK na zbytcich
threoninu a tyrosinu na konzervovaném motivu T-X-Y. Regulace a deaktivace MAPK je
zprostredkovana tyrosin- a serin/threonin- specifickymi fosfatazami. Tvorbu a integritu
MAPK kaskady mohou zprostredkovavat skafoldové proteiny, sdilené dokovaci domény

a adaptorové, popr. kotvici proteiny (Cristina et al., 2010).
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Pro studium a pochopeni tkafiové a bunécné exprese a lokalizace MAPK je mozné
vyuzit rizné metody. Pro analyzu aktivity promotoru geni pro MAPK (popi MAP2K,
MAK3K) je mozné vyuzit reportérové geny jako je B-glukoronidasa (GUS). Pro analyzu
bunééné exprese a lokalizace MAPK se vyuziva translaénich fuzi MAPK
s fluorescencnimi proteiny (napt. GFP — zeleny fluorescencni protein). Tyto metody nam
mohou poskytnout voditka k tkanovym a bunécné specifickym funkcim ¢lent MAPK
kaskad. Metoda translacni fuze je velmi uzitecna pii inkorporaci nativniho promotoru 1
genomoveé sekvence studovaného komponentu z MAPK kaskady a jejich exprese
provadéné v mutantech postradajicich funkcni endogenni gen (knockout). Dale se také
vyuzivaji lokalizacni studie jako detekce messengerovych RNA pii in situ hybridizaci,
nebo vizualizace ptislusnych proteint imunofluorescencnimi detekénimi metodami. Tyto
metody jsou rovnéz vhodné pro stanoveni vyskytu MAPK, ale mohou byt omezeny

dostupnosti vhodné protilatky (Komis et al., 2018).

Vyvojove podnéty
Abioticky stres Bioticky stres
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Obrdzek 1: Schéma subceluldrni organizace MAPK kaskddy a jejich cilii (upraveno podle Samajovd
et al., 2013 a Kotuldnova, 2021)

2.5.1 Podil MAPK kaskad na regulaci rustu a vyvoje rostlin
Jiz u vyvijejiciho se embrya je dan tvar a forma rostliny, i pfesto je vsak rostouci rostlina
v postembryonalni fazi schopnd modifikace v reakci na vnéj§i podnéty, a to za ucelem

pfizptisobeni se podminkam prostfedi (Komis et al., 2018).

11



MAPK kaskady se podileji témef na kazdém aspektu rastu a vyvoje rostlin, a to véetné
procest jako gametogeneze, embryogeneze, morfogeneze, starnuti, fertilizace a tvorba
semen. Dulezitou roli hraji také ve dvou klicovych procesech rastu a vyvoje rostlinného
organismu — pii bunécné proliferaci a bunécéné diferenciaci. MAPK se tedy podileji na
vyvoji gametofyti a produkci gamet, specifikaci organi béhem embryogeneze, jako i
kontrole rustu a vyvoje vegetativnich organu (Xu et al., 2015; Komis et al., 2018).

Je znamo nékolik MAPK kaskad zapojenych do regulace ristu a vyvoje rostlin.
Napriklad kaskdada NPK1-NQK1-NRK1 v tabaku a jeji analog u Arabidopsis thaliana,
ANPs-MKK6-MPK4, hraji zasadni roli pfi regulaci cytokineze u rostlin. Dalsi dilezitou
kaskadou u A. thaliana je také kaskada YODA (YDA)-MKK4/5-MPK3/6, o niz je znamo,
ze reguluje mnoho dalsich aspekti pfi vyvoji rostlin. Konkrétné modul MKK4/5-MPK3/6
je zodpovédny za regulaci mnoha aspektt rostlinného vyvoje A. thaliana, jako naptiklad

udrZovani meristému a architektury kvétenstvi (Sun et al., 2022).

2.5.2 MAPK kaskady v hormonalni signalizaci

Hormony maji v rostlindch roli sekundarnich signalnich molekul, pfiemz jejich
mnozstvi se méni v zavislosti na primarnich signalech pfijatych receptory. Rostlinné
hormony tedy kontroluji reakce na stres a také vyvoj spole¢né se signalnimi molekulami
a zahrnuji latky, jako jsou auxiny, cytokininy a gibereliny. Dal§imi fytohormony jsou
kyselina salicylova (SA), kyselina abscisova (ABA), jasmonat (popf. kyselina
jasmonovd) a ethylen. Tyto zminéné latky funguji jako negativni regulatory signalizace,

a jsou také beézné aktivatory MAPK kaskad (Zhang et al., 2018; Ticha et al., 2020).

Ethylen, jeden ze stresovych hormont, je indukovan fadoveé v minutach potom, co je
rostlina vystavena abiotickému/biotickému stresu. Pfi patogenni infekci dochazi
k fosforylaci MPK3 a MPKG6, pri¢emz ty reguluji expresi gend jako je ACS2 a ACS6,
tento proces stabilizuje ACS proteiny jejichz aktivita se zvysi pfi zvySené produkci
ethylenu (Zhang et al., 2018).

Kyselina jasmonova ma dulezitou funkci pfi odpovédi rostlin na stresy z prostiedi a
pii vyvoji, kdy u A. thaliana aktivuje MKK3 — MPK6 kaskadu. Aktivace této kaskady
kyselinou jasmonovou ma vliv nejen na expresi gend zavislych na této kyselin€, ale také
dochazi k inhibici kofenového rastu. U A. thaliana bylo dale objeveno, ze MAP fosfataza
AP2C1 reguluje nejen aktivitu MAPK ale 1 mnozstvi kyseliny jasmonové a skrze
defosforylaci MPK4 a MPKG6 1 ptenos signalu spojenych s poskozenim (Takahashi et al.,
2007).
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Kyselina abscisova (ABA) je rostlinny hormon regulujici adaptaci rostlin na abiotické
stresy jako je sucho, zasoleni a chlad nebo také na bioticky stres zptisobeny vystavenim
patogenum. Adaptaci na stres reguluje ABA pomoci regulace uzavirani praduchi ¢i
exprese gent odpovédnych za reakci na stres. Mimo této regulace ma ABA i svij podil
na vyvoji a rustu rostlin. Konkrétné¢ ma napftiklad vliv na dozravani embrya, dormanci
semen, kliCeni, vétveni kofent, pfechod z vegetativniho do generativniho rustu a dalsi
(Wasilewska et al., 2008; Ton et al., 2009). Pro ABA signalizaci jsou dulezité tii hlavni
proteinové tfidy. Do prvni fadime pyrabaktionovou rezistenci (PYR)/PYRI, dale pak
podobny (PYL) a regulacni komponent ABA receptoru (RCAR). Druhou a tfeti tfidu
predstavuje proteinova fosfataza 2C (PP2C) a SNF1-pfibuzna protein kindza 2 (SnRK2).
Tyto zminéné proteiny tvoii negativné regulacni systém. Pfi navazani PYR/PYL/RCAR
na ABA muze dojit k jejich interakci a nasledné inhibici PP2C, ktera pak aktivuje SnRK2
kinazu a ta poté zptsobi fosforylaci transkripcnich faktor nebo membranovych proteint
vedoucich k odpovédim spojenych s kyselinou abscisovou (Cutler, 2010; Liu, 2012). V
regulaci ABA signalizace ma roli 1 mnoho dalSich slozek jako jsou G-proteiny, redoxni

potencial, od lipidi odvozené signaly a vapnik (Wasilewska et al., 2008; Cutler, 2010).

Kyselina salicylova je, stejn¢ jako dfive zminéna kyselina jasmonova, fenolova
kyselina. SA ma dulezitou roli u rostlin pfi jejich rustu, vyvoji a v jejich obrannych
mechanismech, a to nejen pii poranéni rostliny ale také v reakci na abiotické stresy. U A.
thaliana kyselina salycilova reguluje MPK3 a EDR1. AtMPK3, mitogen aktivovana
protein kinaza 3, je stejné jako jiné MPK3 z jinych rostlinnych druhd, je dulezity regulator
pii sekundarnich imunitnich odpovédich, coz je dulezité pii odolnosti rostlin vici
chorobam, ale také mize fungovat jako negativni regulator signali indukovanych

bakterialnim elicitorem flg22, indukujici akumulaci SA (Jagodzi et al., 2018).

2.5.3 MAPK kaskady v biotickém stresu

Existuji dvé cesty, jak se mohou rostliny branit proti patogenim. Prvni cestou je vyuziti
tzv. ,pathogen-associated molecular pattern“ (PAMP). PAMP obnasi konzervované
molekularni vzory, jez jsou asociovany s patogeny. Tyto PAMP jsou spolecné
s ,,pathogenesis-related proteins“ (PRR), a transmembranovymi receptory pro
rozpoznavani téchto vzoru, schopny spoustét obranné reakce rostlinnych bunék.
Moznymi obrannymi reakcemi jsou napiiklad zmény v enzymatické aktivité, zmény
v genové expresi ¢1 produkce antimikrobidlnich latek. Tyto procesy vedou k aktivaci

imunity zprostiedkované PAMP, kterou jsou vSak mnohé patogeny schopné potlacit.
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Z téchto divodd maji rostliny k dispozici i dalsi moznosti obrany, jako je sekundarni

rostlinnd imunita, nazyvana efektorem spusténa imunita, tzv. ETI (Jones et al., 2006).

MAPK kaskady hraji dilezitou roli v obrané proti stresu u rostlin. Pfi primarni
imunitni odpoveédi v reakci na patogen dochazi v rostlinach k aktivaci MPK3, MPK4 a
MPKG6, ty jsou nasledné schopny regulovat odolnost rostlin. Odolnost rostlin lze
regulovat biosyntézu fytohormontu a fytoalexind, popf. aktivaci jejich substrati.
Fytoalexiny jsou antimikrobialni latky produkované rostlinami (Lin et al., 2021). Rostliny
A. thaliana produkuji fytoalexin zvany kamalexin, pro jehoz produkci jsou dulezité

AtMPK3 a AtMPK6 (Ren et al., 2008).

2.5.4 MAPK kaskady v abiotickém stresu

Rostliny se jako pfisedlé organismy musi branit vii¢i velkému mnozstvi strest, a to od
stresu teplotnich (stres vyvolany vysokymi, ale i nizkymi teplotami), pies stres ze sucha
a tézkych kova az po stres osmoticky Ci stres vyvolany poranénim, popt. UV zafenim
(Jones et al., 2006). U rostlin se signalizace prostiednictvim MAPK signalnich modult
podili na regulaci reakci na abioticky stres, a to v¢etné reakci na sucho, vysokou salinitu

a nizké teploty (Jalmi et al., 2015).

Jednim z primarnich abiotickych stresti, kterym rostliny celi, je sucho, které je
zpusobeno nedostatkem vody. Signalizace MAPK se napiiklad podili na regulaci
stresovych reakci rostlin na sucho. U ryze se ukazalo, ze aktivace signalizace MAPK
reguluje expresi genu reagujicich na sucho, a to vCetné téch, které se podileji na

biosyntéze a signalizaci ABA (Takahashi et al., 2011).

U rostliny A. thanliana je akumulovana MEKK1 mRNA v reakci na environmentalni
stres, a to vcetné stresu solného. Metodou dvouhybridové kvasinkové analyzy byly
prokazany interakce mezi MEKK1 a MKK2/MEKI1 a také interakce mezi MEKKI,
MKK?2 a MPK4. Nasledné studie prokazaly prenos signali vzniklych v reakci na
environmentalni stres nejméné do dvou MAPK kaskad, které vedou k aktivaci MPK4 a
MPKG6 (Sinha et al., 2011). V ptipadé hyperosmolarity jsou aktivovany MPK3, MPK4,
MPKG6 v rostlinkach i v bunécnych suspenzich. MPK4 a MPKG6 jsou dale aktivovany i pfi
nizkych teplotach, nizké vlhkosti a pti dotyku ¢i poranéni rostlin A. thaliana (Tena et al.,

2001; Samajova et al., 2013).

Dalsim dulezitym abiotickym stresem, kterému rostliny Celi, je vysoka salinita.

Vysoké koncentrace soli mohou vést k iontové nerovnovaze a osmotickému stresu, coz
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vede ke snizeni rustu rostlin a produktivity. MAPK signalizace se podili na regulaci
stresovych reakci rostlin na okolni zasoleni. Napfiklad u rostlin rajcat se ukazalo, ze
aktivace signalizace MAPK reguluje expresi gent pro proteiny zapojené do transportu
iontl a reakci na osmoticky stres, coz vede ke zvysené toleranci k solim. V ptipade bun¢k
rostliny M. sativa dochazi k aktivaci SIMK, soli indukované MAPK, jako reakci na
vysokou koncentraci NaCl, popt. vlivem hyperosmotickych podminek. K podobné reakci
pak dochazi 1 u bunék tabaku. Zde je aktivovana SIPK neboli protein kindza indukovana
kyselinou salicylovou (Tena et al., 2001; Sinha et al., 2011; Zhang & Zhang, 2022).

Nizké teploty jsou dal§im abiotickym stresem a mohou vést k riznym fyziologickym
a biochemickym zménam, vCetné zmén fluidity membran, akumulace ROS a exprese
genu reagujicich na chlad. Signalizace MAPK se také podili na regulaci reakci na
chladovy stres u rostlin. Napfiklad u ryze se ukazalo, ze aktivace signalizace MAPK
reguluje expresi genu zapojenych do chladové aklimatizace, coz vede ke zvySené
toleranci chladu (Chen et al., 2021).

I pfes znacnou variabilitu mechanismu reakci na abiotickych stres se vyskytuji jisté
spolecné znaky jako je vyuziti MAPK kaskad nebo napiiklad produkce sekundarnich
signalnich molekul, jako je véapnik a H20O. Existence propojeni mezi b&znym
sekundarnim prenaseCem H»0, a aktivaci MAPK kaskad v reakci na razné abiotické
stresy byla prokéazana pfi provedeni testu transientni exprese u protoplastd A. thaliana

(Tena et al., 2001).
2.6 Metody hodnoceni fenotypu rostlin po aplikaci abiotickych
stresovych faktoru

V reakci na prostiedi se u rostlin vyviji rizné fenotypy. Pochopeni procest, které rostliny
vyuzivaji je nezbytné nejen pro Slechténi a praci s plodinami v zeméd¢lstvi, ale také pfi
védeckém vyzkumu rostlin. Fenotypy je mozné uréovat u samotnych rostlin a jejich ¢asti,
ale i vramci celého porostu, coz je vhodné pro pochopeni zakladnich procest
probihajicich v rostlinach, k hodnoceni produktivity rostlin, ¢i pro praktické aplikace ve
Slechténi, pestovani €i zpracovani plodin. Fenotypizacni technologie a protokoly jsou
proto dulezité nastroje k posouzeni struktury a funkce semen, kofenti a kofenovych
systému, zasobnich organt, a to nad a pod zemi, dale pak listt, plodd a kvéta (Pieruschka

& Schurr, 2019).

15



2.6.1. Méreni rustovych parametra rostlin

Parametry rustu rostlin, jako je vyska rostlin, plocha listdi, biomasa a délka kotenu, 1ze
pouzit k hodnoceni vlivu abiotickych stresi na rast rostlin. Tyto parametry lze méfit
pomoci ruznych technik, jako je zobrazovani rostlin, analyza biomasy a skenovani
kofent. Zobrazovani rostlin 1ze napfiklad pouzit k méfeni vysky rostlin, plochy listd a
biomasy, zatimco skenovani kofenu 1ze pouzit k méfeni délky a hustoty kofent.

Plocha listt je dalezitym ukazatelem rustu rostlin a fotosyntetické kapacity. Listovou
plochu rostlin 1ze méfit pomoci riznych metod, vCetné listovych skenert, analyzy obrazu
a ru¢niho méfeni pomoci méfice listové plochy. Biomasa vyhonkt je bézn€ pouzivanym
ukazatelem riistu a produktivity rostlin. Cerstvou biomasu vyhonkd rostlin 1ze mé&fit tak,
ze se sklidi nadzemni ¢asti rostliny a poté se zvazi. Kofenova biomasa vypovida o rastu
rostliny a vyvoje jejiho kotfenového systému. Kofenovou Cerstvou biomasu rostlin Ize
méfit tak ze je nejprve sklizena podzemnich Cast rostliny, ktera je nasledné zvazena. Jako
dalsi bézné uzivany indikator rastu a vyvoje rostliny také slouzi vyska rostliny. Vysku
rostlin 1ze méfit pomoci pravitka nebo meéfici pasky (Erickson, 1976; Wuyts et al., 2015).
2.6.2 Zobrazovani fluorescence chlorofylu
Zobrazovani fluorescence chlorofylu je neinvazivni technika, kterou lze pouzit k
hodnoceni vykonu fotosyntézy rostlin. Tato technika méfi fluorescenci emitovanou
molekulami chlorofylu v reakci na svételnou excitaci. Abiotické stresy, jako je sucho a
salinita, mohou ovlivnit vykon fotosyntézy rostlin, a proto lze k hodnoceni uc¢inku
abiotickych stresti na fotosyntézu rostlin pouzit fluorescen¢ni zobrazovani chlorofylu.

Diky zobrazovani fluorescence lze urcit nékolik parametrd, které souviseji s
fotosyntetickym vykonem. Pfikladem takového parametru je maximalni kvantova
ucinnost PSII (Fv/Fm). Fv/Fm je méfitkem Gcinnosti fotosystému II (PSII) pii preméné
svételné energie na chemickou béhem fotosyntézy, pfiCemz Fv/Fm je §iroce pouzivany
parametr pro hodnoceni fotosyntetického vykonu rostlin ve stresovych podminkach.
Dals§im parametrem je efektivni kvantovy vytézek PSII (OPSII). ®PSII je méfitkem
skute¢né ucinnosti PSII pii pfeméne absorbované svételné energie na chemickou energii.
®PSIT je citlivy indikator zmén fotosyntetického vykonu vyvolanych stresem.
Parametrem souvisejicim s fotosyntetickym vykonem je také nefotochemické zhaseni
(NPQ). NPQ je meéfitkem schopnosti rostlin rozptylit prebyteCnou absorbovanou
svételnou energii formou tepla, ¢imz chrani PSII pfed poskozenim svétlem. NPQ je
klicovou soucasti fotoprotektivnich mechanismt rostlin a lze jej pouzit k posouzeni

reakce rostlin na stresové podminky (Gorbe & Calatayud, 2012; Yao et al., 2018).
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Fluorescencni zobrazovani chlorofylu 1ze provadét pomoci riznych zafizeni, vCetné
ruCnich zafizeni a zobrazovacich systémt. Rucni zafizeni jsou pienosna a snadno se
pouzivaji, ale obvykle poskytuji méné podrobné informace nez laboratorni zobrazovaci
systémy. Rucni zafizeni tedy mohou byt pouzity v terénu nebo v laboratofi a ¢asto se
dodavaji se softwarem, ktery umoziluje analyzu a vizualizaci dat. Néktera oblibena rucni
zafizeni pro zobrazovani fluorescence chlorofylu zahrnuji Handy PEA (Analyzator
fotosyntetické ucinnosti rostlin) a Pocket PEA od Hansatech Instruments. Laboratorni
zobrazovaci systémy mohou poskytovat obrazy fluorescence chlorofylu s vysokym
rozliSenim, coz umoziuje podrobnou analyzu fotosyntetického vykonu. Jsou obvykle
drazsi nez rucni zafizeni a vyzaduji vice technickych znalosti k provozu. Zobrazovaci
systémy lze pouzit ke studiu velkych oblasti rostlinné tkan¢€ nebo dokonce celych rostlin
a mohou poskytnout prostorové a casové informace o fluorescenci chlorofylu. Nekteré
popularni zobrazovaci systémy pro fluorescencni zobrazovani chlorofylu zahrnuji
FluorCam a Imaging-PAM od Heinz Walz GmbH (Gorbe & Calatayud, 2012; Yao et al.,
2018).

2.6.3 Metabolomika

Metabolomika je nastroj pro komplexni analyzu endogennich metaboliti v biologickych
vzorcich, pficemz slouzi nejen k jejich identifikaci, ale také k jejich kvantifikaci.
Metabolity jsou malé molekuly, které se ti¢astni riznych metabolickych drah v bunkach
a mohou byt ovlivnény podminkami abiotického a biotického stresu. Metabolity jsou
razné nizkomolekularni latky at uz napf. lipidy, aminokyseliny, peptidy, nukleové
kyseliny, organické kyseliny, vitaminy, thioly, ¢i napf. uhlohydraty. Analyza metabolitt
nam poskytuje informace o biochemickych drahach a fyziologickych procesech, které
jsou ovlivnény stresem a muze tak pomoci pii identifikaci potencialnich cilt pro Slechténi
rostlin tolerantnich vii¢i danym stresim.

Metabolomika zahrnuje pouziti vysoce vykonnych analytickych technik, jako je
hmotnostni  spektrometrie (MS) a nuklearni magnetickd rezonanéni (NMR)
spektroskopie, k detekci a kvantifikaci metaboliti v biologickych vzorcich. Spolu
s témito technika uziva i chemometrické statistické nastroje, jako je analyza hlavnich
slozek (PCA) a ¢aste¢né nejmensi ¢tverce (PLS) (Zhang et al., 2012).

Metabolomiku Ize pouzit k hodnoceni vlivu abiotickych strest na rostliny porovnanim
profild metabolitd stresovanych a nestresovanych rostlin. Identifikaci metabolitl, které
jsou specificky ovlivnény stresem, je pak mozné zjistit, které metabolické drahy jsou

stresem zménény. Kromé toho 1ze metabolomiku pouzit k identifikaci biomarkera, tedy
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metaboliti, které jsou spojeny s toleranci vuci stresu, coz je nasledné mozné vyuzit pfi
vybéru rostlin se zlepSenou toleranci vici stresu (Kumar et al., 2017).
2.6.4 Transkriptomika
Transkriptomika je definovéna jako studium transkriptomu — kompletni sady RNA,
znamé také jako profilovani exprese genu. Je to studium trovné exprese mRNA v dané
bunécné populaci. Transkriptom je dynamicky, jelikoZ je to odraz genu, které jsou
exprimovany v jakémkoliv daném cCase a za rtiznych podminek. UrCuje vzorec zmén
genové exprese v dusledku vnitinich a vnéjSich faktort, mezi které patii i bioticky a
abioticky stres. Transkriptomika poskytuje informace o specifickych genech a
molekularnich drahach, které se podileji na reakci rostlin na stres, a mize tak pomoci pri
identifikaci potencialnich cila pro Slechténi tolerance vici stresu (Van Emon, 2016).
Transkriptomika typicky zahrnuje pouziti mikroCipu (popt. bioCipi) nebo vysoce
vykonnych sekvencnich technik, jako je sekvenovani RNA (RNA-seq). Mikrocipy se
skladaji z kratkych nukleotidovych oligomert, znamych jako ,sondy“ které jsou
usporadany na pevném substratu (napf. skle). Mnozstvi transkripti je urCovano
hybridizaci fluorescen¢né znacenych transkriptd k témto sondam. Intenzita fluorescence
pak indikuje mnozstvi transkripti pro danou sekvenci sondy. RNA-Seq oznacuje
kombinaci vysoce vykonné sekvenacni techniky s vypocetnimi metodami pro zachyceni
a kvantifikaci transkripti ptitomnych v extraktu RNA. RNA-seq se uziva k detekci a
kvantifikaci exprese gend v biologickych vzorcich a umoziuje analyzu celého
transkriptomu rostliny, pficemz ji 1ze pouzit k identifikaci odlisné€ exprimovanych gent
(DEG) mezi stresovanymi a nestresovanymi rostlinami. Identifikace DEG mize
poskytnout cenné informace o specifickych genech a molekularnich drahéach, které se
podileji na reakci rostlin na stres. Transkriptomika muze proto byt také pouzita
k identifikaci regulacnich drah zapojené do odpovédich rostlin na stres (Lowe et al.,
2017).
2.6.5 Proteomika
Proteomika je systematicka analyza, ktera charakterizuje proteom a to véetné pritomnosti,
struktury, funk¢ni podobnosti a modifikaci proteini béhem riznych fazi. Proteomika
slouzi k identifikaci proteinti zapojenych do bunécnych procest a lze ji vyuzit naptiklad
pro studium proteini v biosyntetickych drahach vedoucich k produkci sekundarnich

metaboliti (Jacobs et al., 2000; Aslam et al., 2016).
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Pro separaci proteinovych smési je nejucinnéjsi dostupnou technikou dvourozmeérna
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (2D-PAGE). Proteiny jsou separovany podle
svého izoelektrického bodu a dale dle jejich molekulové hmotnosti pomoci izoelektrické
fokusace (IEF) a pomoci dodecylsulfatu sodného (SDS)-PAGE. Po separaci lze proteiny
nasledné identifikovat hmotnostni spektrometrii (MS). Pomoci MS je mozné
identifikovat proteiny ve femtomolarnich mnozstvich. (Jacobs et al., 2000).

Proteomika neni dilezita jen pro mapovani kompletnich proteomd, ale predevsim pro
jejich srovnavani za ucelem identifikace rizné zastoupenych proteint a lze ji tedy
napftiklad vyuzit pro porovnavani proteomu rostlin rezistentnich a citlivych rostlinnych
tkani a k nasledné identifikaci proteini souvisejicich s odolnosti viéi stresim. Tato
metoda muze slouzit ke sledovani zmén v produkci proteind u rostlin po vystaveni
abiotickému stresu a pro ziskavani novych poznatka v oblasti molekularnich mechanismu
spojenych s témito stresy. Tyto informace je pak mozné vyuzit ve Slechténi za ucelem
ziskani rostlin s vyssi produktivitou a odolnosti vii¢i ménicim se podminkam (Eldakak et

al., 2013).
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1. Material

Kadinky, odmérné valce, plastové misky na vazeni, 1zicky, magneticka michadla, nadoby
na médium, autoklavova indikatorova paska, nizky, skalpel, pinzety, Pasteurovy pipety,
filtra¢ni papir, mikrozkumavky, zkumavky typu Falcon, sterilni Spicky, sterilni okrouhlé
a hranaté Petriho misky, chirurgicka paska, bakteriologicky filtr s pory o velikosti 0,22
um, kryci sklicka 40 mm, podlozni sklicka, Parafilm

3.1.1. Chemikalie

1000x Gamborg's vitamin solution (Duchefa Biochemie)
1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution (Duchefa biochemie)
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (Duchefa Biochemie)
Adenin (Sigma-Aldrich)

Dusi¢nan draselny (Sigma-Aldrich)

Ethanol denaturovany (96 %, PENTA)

Heptahydrat siranu hotecnatého (Sigma-Aldrich)
Hydroxid draselny (Sigma-Aldrich)

Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)

Gamborg’s B5 basal salt mixture (Duchefa Biochemie)
Gellan gum powder (Alfa Aesar)

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich)

Kinetin (Duchefa Biochemie)

L-Glutamin (Duchefa Biochemie)

L-glutathion (Sigma-Aldrich)

L-Prolin (Sigma-Aldrich)

L-Serin (Sigma-Aldrich)

Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie)
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Myoinositol (Duchefa Biochemie)
MilliQ voda

Sacharosa (Sigma-Aldrich)
Vodovodni voda

3.1.2. Roztoky a média
B5H médium
e 3.1 g1" Gamborg’s B5 basal salt mixture
e 0,5g1"KNO;
e 025g1!'MgSO47H,0O
e 0,5g1" prolin
e 30 g1 sacharosa
e 45 g1" Gellan gum
e Nasleduje doplnéni MilliQ H20 a uprava pHna 5,7 (pomoci 1M KOH, popt. 0,1M
KOH).
e Takto piipravené médium je sterilizovano autoklavem.
e Po autoklavovani a vychladnuti na pfiblizn€ 55 °C a nasleduje pfidani:
+ 30 ml-I"! smé&si aminokyselin
« 10 mgl'l 2.4-D
+ 0,1 mg1" kinetin
« 1,0 ml'I'' 1000X Gamborg’s vitamin

Smeés aminokyselin byla pfipravena:

e 0,65 g glutamin

e 0,83 gserin

e (0,004 g adenin

e 0,083 g L-glutathion

e Nasledovalo doplnéni MilliQ H20O do 250 ml a sterilizace bakteriologickym
filtrem s pory o velikosti 0,22 pm.

e Takto piipravenou smés je nutné uchovavat pii 4 °C.
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Roztok 2,4-D (1,0 mg-ml™) byl pfipraven:

e 50mg24-D

e 5ml 1M NaOH

e Takto prfipravena smés byla doplnéna do 50 ml MilliQ H>O

e Roztok byl sterilizovan bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 um.

e Uchovavani pfi -20 °C
Roztok kinetinu (0,1 mg-ml™") byl pfipraven:

e 10 mg kinetinu

e 0,1 ml0,1M NaOH

e Doplnéni do 10 ml MilliQ H20

e Roztok byl sterilizovan bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 pum.

e Uchovavani pii -20 °C
B50 médium

e 3.1 g1" Gamborg’s B5 basal salt mixture
0,5 g KNO3
0,25 g1 MgSO4 7H>0

0,5 g-1"" prolin

e 30 g1 sacharosa

e 45 gl Gellan gum

e Doplnéni MilliQ H>O a uprava pH na 5,7 (1M KOH, popi. 0,1M KOH)
e Sterilizace autoklavem

e Po autoklavovani a vychladnuti na pfiblizné 55 °C nasledné ptidavame:
« 30 mlI" smési aminokyselin

+ 1,0 ml-1"' 1000X Gamborg’s vitamin
MMS médium

e 43 g 1" Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture

0,1 g-1"" myoinositol

30 g-1I'! sacharosa

4,5 g-1"" Gellan gum
Doplnéni MilliQ H20 a tprava pH na 5,7 (1M KOH, popt. 0,1M KOH)
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e Sterilizace autoklavem

e Po autoklavovani — vychladnuti na ptiblizné 55 °C a nasledné ptidani:
+ 1 ml-1I"! 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution
Pevné MS médium

e 43 g 1! Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture

e 30 g1 sacharosa

e 45 gl'Gellan gum

e Doplnéni MilliQ H>O a tprava pH na 5,7 (1M KOH, popt. 0,1M KOH)

e Sterilizace autoklavem
Pevné MS médiu s ptidavkem NaCl (200 mM)

e 43 g 1! Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture

e 30 g1 sacharosa

e 45 g1 Gellan gum

e Doplnéni MilliQ H>O a tprava pH na 5,7 (1M KOH, popt. 0,1M KOH)
e 11,688 g1 NaCl

Tekuté MS médium

e 43 g 1! Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture
e 30 g1 sacharosa
e Doplnéni MilliQ H>O a tprava pH na 5,7 (1M KOH, popt. 0,1M KOH)

e Me¢édium bylo sterilizovano bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 pum.
Tekuté MS médiu s pfidavkem NaCl (200 mM)

e 43 g 1! Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture

e 30 g1 sacharosa

e Doplnéni MilliQ H>O a tprava pH na 5,7 (1M KOH, popt. 0,1M KOH)
e 11,688 g1 NaCl

e Me¢édium bylo sterilizovano bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 pum.
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3.1.3. Pouzité pristroje

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG)

Laboratorni vahy S1 502 (BEL Engineering)

Automatické pipety (Eppendorf)

Autoklav — parni sterilizator (Stervap, MMM Group)

Elektromagnetickd michacka IKA Combimag REO (Drehzahl Electronic)
pH metr PC 2700 (Eutech Instruments)

Laminarni box Biohazard (Merci)

Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

Skener (Image Scanner III)

Vyrobnik deionizované vody Simplicity water purification system (Millipore)
Fluorescencni stereomikroskop (Axio Zoom.V16, Carl Zeiss)

Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM710 (Carl Zeiss)

3.1.4. Software na zpracovani vysledku

Excel 365 (Microsoft Office)
PowerPoint 365 (Microsoft Office)
ImageJ (NIH)

Statistika 14.0.0

ZEN 3.5 — blue edition (Carl Zeiss)

ZEN 2.3 PS1 — black edition (Carl Zeiss)

3.1.5. Rostlinny material
Medicago sativa L. - divoky typ, kultivar Regen SY

Medicago sativa L. SIMKKi — transgenni linie SIMKK RNAi s relativnim snizenim

urovné exprese genu SIMKK (na urovni mRNA transkriptu)
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Medicago sativa L. GFP-FABD2 — transgenni linie, jez produkuje aktin-vazebnou
doménu ¢.2 proteinu fibrinu z Arabidopsis thaliana, translacné fuzovanou so zelenym

fluorescen¢nim proteinem, GFP

Medicago sativa L. SIMKKIi in GFP-FABD2 — transgenni linie s potlaenym projevem
exprese genu SIMKK a zaroven produkujici aktin-vazebni doménu €. 2 proteinu fibrin
z Arabidopsis  thaliana, translaén€é fizovanou se zelenym fluorescenénim

proteinem, GFP

3.2 Metody

3.2.1 Priprava média BSH
B5H médium je kultivacni médium, které obsahuje pfidané hormony. Toto médium
slouzi pro navozeni tvorby kalusu procesem zvanym kalogeneze. Doba kultivace

explantat na tomto médiu je priblizné 3 tydny.

Byla pfipravena laboratorni kadinka, do niz byly nalita MiliQ voda +£800 ml, do niz
byly nasledné pridavany dalsi slozky média. Pfidavané slozky zahrnovaly smés
Gamborg’s BS5 basal salt mixture, KNO3, MgSO4 7H20, dale byl pfidan prolin a
sachardza, a nakonec Gellan gum slouzici na ztuzeni. Tato smés byly za neustalého
michani na elektromagnetické michacce doplnéna na objem 1 1. Bylo zméteno pH této
smési, které bylo nasledné upraveno na 5,7 pomoci KOH (1M, popt. 0,1M). Takto
ptipravené médium bylo rozlito do dvou uzaviratelnych sklenénych lahvi s obsahem 1 1,
a to vzdy po 500 ml. Nasledné byly tyto lahve dany na sterilizaci do autoklavu. Po
sterilizaci bylo médium ponechano vychladnout na 55 °C. Po vychladnuti byla do média
v lamindrnim boxu pfidana smés aminokyselin, hormony (kinetin a 2,4-D) a vitaminy
(1000X Gamborg’s vitamin). Smes aminokyselin, hormony a vitaminy byly pred
pfidanim do média vysterilizovany prichodem pfes membranové filtry. Médium bylo
rozlito do kulatych Petriho misek po 50 ml a ponechano vychladnout do jeho ztuhnuti pii

laboratorni teploté.

3.2.2. Priprava média BS50
B50 médium je kultivacni médium, které neobsahuje pfidané rostlinné hormony. Toto
médium je ur¢eno pro indukci embryogenniho kalusu a nasledné tvorby somatickych

embryi. Doba kultivace na tomto médiu se pohybuje v rozmezi 2-3 tydna.
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Do piipravené laboratorni kadinky byla nalita MiliQ voda +800 ml, do niz byly
pridavany dalsi slozky média. Smichany byly tyto slozky: smés Gamborg’s B5 basal salt
mixture, KNO3, MgSOs4-7H>0, v neposledni fad€ byl pridan prolin a sacharéza, a nakonec
Gellan gum, jako ztuzovaci slozka. Pfipravend smés byla za neustalého michani na
elektromagnetické michac¢ce doplnéna na objem 1 1. Nasledné bylo zméteno pH, jez bylo
nasledné upraveno na 5,7 pomoci KOH (1M, popt. 0,1M). Takto pfipravené médium bylo
rozlito do dvou 1 1 uzaviratelnych sklenénych lahvi po 500 ml. Lahve byly poté
sterilizovany v autoklavu. Po sterilizaci bylo médium ponechano vychladnout na 55 °C.
Po vychladnuti byla do média v laminarnim boxu pfidana smés aminokyselin a vitaminy
(1000X Gamborg’s vitamin). Smeés aminokyselin, hormony a vitaminy bylo pred
pfidanim do média nutné vysterilizovat. Sterilizace probihala prichodem pres
membranové filtry. Médium bylo rozlito do 10 kulatych Petriho misek po 50 ml a

ponechano vychladnout do jeho ztuhnuti pfi laboratorni teplot€.

3.2.3. Priprava média MMS
MMS médium je kultivacni médium vyuzivané pii vyvoji somatickych embryi, a to
predevsim pro vyvoj kofent ale také i vyhonkti. Doba kultivace somatickych embryi na

médiu MMS se pohybuje v rozmezi 2 az 3 tydna.

Do laboratorni kadinky byly nalita MiliQ voda +800 ml zde byly nasledn€ smichany
dalsi slozky média. Smichana byla smés MS basal salt mixture (Murashige and Skoog
médium-Basal salt mixture), myoinsitol, sachardza a nasledné Gelan gum pro ztuzeni.
Jednotlivé slozky byla pridavany za stalého michani a pro dosazeni vysledného objemu
1 1 byla pridana MiliQ voda. Upraveni pH na 5,7 probihalo pomoci KOH (1M popf.
0,1M). Pfipravené médium bylo rozlito do sklenénych uzaviratelnych lahvi po 500 ml,
pfiCemz objem lahvi byl 1 . Lahve s médiem byl vysterilizovany v autoklavu. Po
sterilizaci a vychladnuti média na teplotu pfiblizn€ 55 °C byla pfidana do objemu 500 ml
smés vitamina (1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution). Pfidani smési probihalo stejné
jako jeji sterilizace, provedena prichodem smési pifes membranové filtry, ve sterilnim
laminarnim boxu. Médium bylo rovnomémé rozlito do 10 hranatych Petriho misek a

ponechano ochladit a ztuhnout pfi laboratorni teplotg.
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3.2.4. Priprava média MS
MS médium je kultiva¢ni médiu uréené pro dokonceni vyvoje kultivovanych mladych
rostlin a jejich udrzovani v in vitro podminkéach. Kultivace neni ¢asov€é omezena, ale je

nutna vymeéna meédia v intervalu 3 tydnt za uCelem zamezeni vycCerpani zZivin.

Do laboratorni kadinky byla nalita MiliQ voda +800 ml do které byly nésledné
pfimichavany dalsi slozky média. Smichana byla smés MS basal salt mixture (Murashige
and Skoog médium-Basal salt mixture), sachar6za a nasledné¢ Gelan gum pro ztuzeni.
Jednotlivé slozky byla pridavany za stalého michéani a pro dosazeni vysledného objemu
1 1 byla pridana MiliQ voda. Nasledovalo upraveni pH na 5,7 pomoci KOH (1M popt.
0,1M) a rozliti média do dvou 1 1 lahvi po 500 ml. Lahve s médiem byly vysterilizovany
v autoklavu. Po sterilizaci a vychladnuti na 55 °C bylo médium rozlito rovhomérné do 10

Petriho misek a nechano vychladit do ztuhnuti pfi laboratorni teploté.

3.2.5. Priprava média MS s pridavkem NaCl
MS médiu s pifidavkem NaCl bylo ur€eno pro pokus €. 1, kdy byla testovana odolnost 3
linii Medicago sativa L. vici solnému stresu. Kultivace na tomto médiu probihala po

dobu dvou tydna.

Do laboratorni kadinky byly nalita MiliQ voda £800 ml do které byly nasledné
pfimichavany dalsi slozky média. Smichana byla smés MS basal salt mixture (Murashige
and Skoog médium-Basal salt mixture), sachar6za a nasledné¢ Gelan gum pro ztuzeni.
Jednotlivé slozky byla pridavany za stalého michéani a pro dosazeni vysledného objemu
1 1 byla ptridana MiliQ voda. Nasledovalo upraveni pH na 5,7 pomoci KOH (1M popf.
0,1M). Poté bylo do takto pripraveného média pfidano NaCl ke konecné koncentraci 200
mM a médium bylo rozlito do dvou 1 1 lahvi po 500 ml. Lahve s médiem byly
vysterilizovany v autoklavu. Po sterilizaci a vychladnuti na 55 °C bylo médium rozlito
rovnomeérné do 10 Petriho misek a bylo ponechano zchladnout do ztuhnuti pfi laboratorni

teploté.

3.2.6. Priprava tekutého média MS a tekutého média MS s pridavkem NaCl
Tekuté médium MS, popt. MS + NaCl (200 mM) slouzi zejména pro tvorbu prostredi pro

rostliny, u nichz potfebujeme pozorovat procesy probihajici v rostlinach in vitro.

Do laboratorni kadinky byla nalita MiliQ voda +70 ml do které byly nésledné

pfimichavany dalsi slozky média. Smichana byla smés MS basal salt mixture (Murashige
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and Skoog médium-Basal salt mixture) a sachar6za. Jednotlivé slozky byly pfidavany za
stalého michani a pro dosazeni vysledného objemu 100 ml byla ptfidana MiliQ voda.
Nasledovalo upraveni pH na 5,7 pomoci KOH (1M popt. 0,1M). Médium o objemu 50
ml bylo odlito do zkumavky typu Falkon. Do zbylych 50 ml byla pfidana NaCl ke
konecné koncentraci 200 mM, nacez nasledovalo preliti zbylych 50 ml do druhé
Falkonovy zkumavky. Takto pfipravena média byla vysterilizovana priichodem pres

membranové filtry.

3.2.7. Regenerace rostlin M. sativa procesem somatické embryogeneze

K odbéru listovych explantatu byly pouzity rostliny rostouci v in vitro podminkéach, tj.
rostoucich na MS médiu v plastovych boxech. Z rostlin bylo ve sterilnich podminkéch
v laminarni boxu odstiizeno nékolik listl, které byly umistény do Petriho misky s MiliQ
vodou, z n¢j byly po jednom vzdy pieneseny na filtracni papir a rozfiznuty na pal pomoci
skalpelu, nacez byly jednotlivé umistény na BSH médium v kulatych Petriho miskéach.
Kazda Petriho misky byla oznacCena a umisténa do fytotronu kde probihala kultivace po
dobu tii tydnf pti teploté 24 °C, intenzité svétla 60-80 uE-m™ -s! a fotoperiodé 16 hodin
svétlo, 8 hodin tma za ucCelem indukce kalusu (kalogeneze). Kalusy vzniklé timto
procesem byly po tfech tydnech preneseny na B50 médium, kde byly kultivovany po dobu
3 tydnu za vzniku embryogenniho kalusu a somatickych embryi. PIn€ vyvinuta somaticka
embrya byla nasledné prenesena na MMS médium, kde byla kultivovana do vzniku
kofent a vyhonku, v zavislosti od rostliny se doba kultivace pohybovala v rozmezi 2-3
tydnd. Odtud byly mladé rostlinky preneseny na MS médium, kde byly dale udrzovany

v in vitro podminkéach.

3.2.8. Priprava preparatu pro mikroskopické pozorovani a mikroskopie

V laminarnim boxu bylo pfipraveno podlozni sklicko, na jehoz kraje delSich stran byly
na sebe nalepen tfi prouzky parafilmu (délky stran prouzku byly +0,5 cm a £3 cm) a
doprostfed bylo pomoci pipety naneseno malé mnozstvi tekutého MS média. Koten
rostliny byl nasledné€ polozen do média a prikryt krycim sklickem. Pomoci parafilmu byly
delsi okraje takto vytvorené komirky uzavieny parafilmem. Parafilmem byla také jemné
prekryta vyhonkova cast rostliny za ucelem zabranéni vysychani preparatu. Takto
vytvoreny preparat byl ponechan ve vlhké komiirce minimalné 3 h, aby se rostlina mohla
aklimatizovat na nové podminky. Pfed mikroskopovanim byl zkontrolovan obsah média,
které bylo v piipadé potieby doplnéno. Pro vyménu tekutého MS média za tekuté MS
médium s NaCl (200 mM) bylo MS médium vysavano pomoci nastfihanych prouzku
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filtracnich papirt z neuzaviené casti komlrky na stran€ umistnéni kofenu za soucasného
pipetovani média s NaCl v oblasti vyhonkové ¢asti rostliny. Mikroskopicka analyza byla
provedena na konfokalnim laserovém skenovacim mikroskopu LSM710 (Carl Zeiss),
s vyuzitim objektivu Plan-Apochromat 20x/0.8 NA, s fluorescen¢ni excitaci pomoci

laseru 488 nm a detekci fluorescence v rozmezi 495-590 nm.

3.2.9 Statistiska analyza

Statistické vyhodnoceni kvantitativnich dat bylo provedeno metodou jednofaktorové
analyzy rozptylu (one-way ANOVA) a nasledného Fisher Least Significant Difference
(LSD) testu na hlading vyznamnosti P < 0.05.
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4. VYSLEDKY

V prvni Casti této kapitoly bude prezentovan prubéh nepifimé somatické embryogeneze
nutné k ziskani rostlin pro dalsi experimenty. V druhé a tfeti ¢asti této kapitoly budou
prezentovany vysledky prvniho z provadénych experiment, pfesn€ji kvalitativni a
kvantitativni vyhodnoceni efektd vystaveni rostlin M. sativa dlouhodobému solnému
stresu. V prvnim experimentu byly rostliny tfi linii, RSY (kontrolni linie), SIMKKi
(SIMKK RNAI), transgenni linie se snizenou expresi a produkci proteinu SIMKK a
SIMK, a GFP — FABD2, transgenni linie obsahujici fluorescenné znaceny protein
FABD2. Nasledné budou prezentovany vysledky z druhého provadéného experimentu,
tedy vyhodnoceni efekti vystaveni rostlin kratkodobému solnému stresu. Druhy
experiment byl provadén na ¢tyfech liniich: RSY, SIMKKi, GFP — FABD2 a SIMKKi in
GFP-FABD?2.

4.1 Regenerace rostlin M. sativa pomoci neprimé somatické embryogeneze

Rostliny M. sativa byly regenerovany procesem nepiimé somatické embryogeneze.
Regenerace probihala z listovych explantatt rostlin kultivovanych v in vitro podminkach
(Obr. 2 A, B), a to z kontrolni linie RSY a transgennich linii SIMKKi, GFP-FABD?2 a
SIMKKi in GFP-FABD?2. Listové explantaty byl nejprve pfeneseny na BSH médium, kde
byly ve sterilnich podminkach kultivovany po dobu tfi tydna. U somatickych bunék byla
tedy takto vyvolana kalogeneze (Obr. 2 C, D). Vzniklé kalusy byly nésledné preneseny
na B50 médium, kde byly kultivovany ve sterilnich podminkach po dobu 3 tydnu za
indukce somatické embryogeneze (Obr. 2 E). Somatickd embrya, ktera byla takto ziskana
(Obr. 2 F), byla kultivovana na sterilnim MMS médiu po dobu 2-3 tydnd do vzniku
korent (Obr. 2 G) a vyhonkové Casti (Obr. 2 H).

Obrdzek 2. Priibéh nepfimé somatické embryogeneze linie RSY, listové explantdty (A, B), kalogenze (C,
D), somatickd embryogeneze (E), somatické embryo (F), embryo s kofenovou &dsti (G), mladd rostlina
(H), méritko 1 mm
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Mladé rostliny byly dale kultivovany na MS médiu. U mladych rostlin byl na MS
médiu dokoncen jejich vyvoj a nasledné zde byly udrzovany v in vitro podminkach. Pro

fotografickou dokumentaci celého procesu byl vyuzit Zoom stereomikroskop.

4.2 Kvalitativni vyhodnoceni vystaveni M. sativa dlouhodobému solnému stresu

Pfi tomto experimentu byly rostliny M. sativa linie RSY, SIMKKi a GFP — FABD2
vystaveny dlouhodobému solnému stresu po dobu dvou tydnu. Solného stresu bylo
dosazeno prenesenim rostlin kultivovanych na MS, na médium MS s ptidavkem chloridu
sodného u poloviny z pozorovany rostlin (Obr. 4, 5, 7, 8,10). Vysledna koncentrace NaCl
v médiu byla 200 mM. Druha polovina pozorovanych rostlin byla pfenesena na kontrolni
MS médium (Obr. 3, 6 a 9), za ucelem otestovani vlivu mozného mechanického stresu

zpusobeného prenosem.

U kontrolni linie RSY byly v pripadé rostlin na MS médiu pozorovany nejen prirtstky
v Casti kofenové, ale i stonkové. U rostlin bylo zachovano zeleného zbarveni listd, a i
v jejich pripad€ byl pozorovan pfirastek (Obr. 3). V pripadé rostlin prenesenych na MS
médium s piidavkem NaCl (200 mM) bylo pozorovano zhorSeni stavu rostlin. Prirastky
v kofenové Casti pozorovany nebyly, popt. byly minimalni. U téchto rostlin doslo ke
zloutnuti listd a dale bylo mozné pozorovat vznik bilych tGtvari na kofenech nékolika

rostlin, zptisobenych nejspise akumulaci soli v rostlinach (Obr. 4 a 5).

D as - LT

Obrdzek 3. Rostliny linie RSY na MS médiu, den 0 (A) a den 14 (B), méritko 1 cm
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Obrdzek 4 Rostliny linie RSY na médiu MS + NaCl (200mM), den 0 (A) a den 14 (B), méfitko 1 cm

A

Obrdzek 5. Detail z obrdzku 4, linie RSY po 14dennim
vystaveni NaCl (200mM), detail korenového systému (A),
detail nadzemni casti (B), méritko 1 cm

U rostlin transgenni linie SIMKKi na kontrolnim MS médiu byl pozorovan velky
prirustek zejména v kofenové i stonkové Casti, a v pripadé listd byl pfiristek méné
vyrazny (Obr. 6). U linie SIMKKi na MS médiu s pfidavkem NaCl (200 mM) nebyl
pozorovan prirustek v kofenové a stonkové Casti, popt. byl tento prirtustek minimalni. U
rostlin nastalo hnédnuti a bélani listd. U nékterych z pozorovanych rostlin doslo i k
hnédnuti kofenti (Obr. 7 a 8). Celkovy stav se v porovnani s linii kontrolni jevil jako horsi,
coz naznacuje mensi odolnost této transgenni linie. Stejné€ jako u linie kontrolni byla i zde

pozorovana tvorba zakrslych ttvart na kofenech.
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L gl - - '3
Obrdzek 7. Rostliny linie SIMKKi na MS médiu s pridavkem NaCl (200mM), den 0 (A), den
14 (B), méritko 1 cm

Obrdzek 8. Detail obrdzku 7, rostliny linie SIMKKi po
14dennim vystaveni NaCl (200mM), detail korenového
systému (A), detail nadzemni ¢dsti (B), méfitko 1 cm
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Tteti pozorovanou linii byla transgenni linie GFP — FABD?2. Stejné jako u predchozich
linii 1 u této linie byl u rostlin na MS médiu pozorovan vznik novych bocnich kotend,
kofenovych vlaski a celkovy nartst stavajiciho kofenového systému. Také bylo
zachovano zelené zbarveni stonku a listd rostlin (Obr. 9). Prirtstek v nadzemni Casti
nebyl pfili§ pozorovan. U rostlin na MS médiu s pfidavkem NaCl (200 mM) bylo
pozorovano hnédnuti a bélani listd. Hnédnuti kofenového systému, prodluzovani kotfenta
¢i tvorba novych boc¢nich kofent pozorovana nebyla, popt. byla velmi mala (Obr. 10).

Celkovy stav rostlin byl podobny stavu linie SIMKKIi a tedy horsi nez u linie kontrolni.

Obrdzek 10. Rostliny linie GFP-FABD2, na MS médiu s pfidavkem NaCl (200mM), den 0O
(A), den 14 (B), méritko 1 cm

Po dvou tydnech byly vSechny rostliny prelozeny na nové MS médium a nasledné byla
po dalSich tfech tydnech pozorovana jejich adaptace. Rostliny umisténé ptivodné na
kontrolnim MS médiu z linii RSY a SIMKKi (Obr. 11, 12) pokracovaly v intenzivni
rastu, a to hlavné v pfipadé kofenového systému. U rostlin linie RSY ptivodné na médiu

MS + NaCl (200 mM) byla adaptace lepsi nez u linie SIMKKi. U rostlin z linie GFP —
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FABD2 nebylo mozné zcela objektivné posoudit rast rostlin na MS ¢i MS+ NaCl (200
mM) z divodu rozsahlé infekce (Obr. 13, 14).

-
Obrdzek 11. Rostliny linie RSY na MS médiu, plvodné na MS (A), pivodné na MS + NaCl
(200mM) (B), méritko 1 cm

), A o L Vool -

Obrdzek 12. Rostliny SIMKKi na MS médiu, pivodné na MS (A), pivodné na MS+ NaCl
(200mM) (B), méritko 1 cm

Obrdzek 13. Rostliny GFP-FABD2 na MS Obrdzek 14. Rostlina GFP-FABD2, na MS+NaCl (200mM) médiu
médiu, piivodné na MS (A), piivodné na den 0 (A), na MS+NaCl (200mM) médiu den 14 (B), adaptace
MS+ NaCl (200mM) (B), méfitko 1 cm rostlin plivodné na MS+ NaCl (200mM) (C), méFitko 1 cm
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4.3 Kvantitativni vyhodnoceni reakci rostlin M. sativa na dlouhodoby solny stres
U experimentu, kdy byly rostliny M. sativa vystaveny dlouhodobému solnému stresu,
byly fotograficky zdokumentovany rostliny linii RSY, SIMKKi a GFP-FABD2 a

nasledné bylo provedeno méteni celého kofenového systému pomoci programu Image].

Byly méfeny pozorované rostliny umistény na kontrolnim MS médiu, v pfipad¢ linie
RSY a SIMKXK:i se jednalo o 6 rostlin a v ptipad¢ linie GFP-FABD2 se jednalo o 7 rostlin.
Druhé polovina rostlin byla umisténa na MS médium s pfidavkem NaCl (200 mM), u
kazdé linie bylo vyhodnoceno 6 rostlin. Celkova délka kofenového systému byla zméfena
prvni den na daném médiu a nasledné 14 den. Délka kofenového systému byla opét
zmeétena po prenosu vSech rostlin na kontrolni médium, kde probihala jejich adaptace po
dobu 3 tydna (Obr. 15). U linie GFP-FABD2 doslo ke kontaminaci, a z toho divodu bylo
mozné zméfit délku korenového systému pouze v pripadé jedné rostliny, umisténé
puvodné na kontrolnim MS médiu a jedné rostliny pivodné umisténé na MS médiu

s ptidavkem NaCl (200 mM).

V ramci kvantitativniho vyhodnoceni byl rovnéz vypocten prirastek délky kotfenového
systému. Prirustek délky korenového systému byl pozorovan u vSech hodnocenych
rostlin. V pripad¢ rostlin, jez byly umistény na kontrolnim MS médiu po dobu 14 dna
byly pfirastky vyssi, néz u rostlin na MS médiu s NaCl (200 mM). Nejvyssi prirastky na
MS médiu s NaCl (200 mM) vykazovali rostliny linie RSY, poté linie GFP-FABD2, a
nejmensi prirastky byly u linie SIMKKi. Po tritydenni adaptaci na kontrolnim MS médiu
byl pfirtstek u rostlin pivodné umisténych na MS médiu s NaCl (200 mM) nejvétsi u
linie RSY. U rostlin pivodn€ umisténych na kontrolnim MS médiu byl pfirastek nejvyssi
u linie SIMKKIi, poté u linie RSY, a nejmensi pfirtstek byl u linie GFP-FABD2 (Obr.
16).
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Porovnani délky kofenového systému v ramci linii

M. sativa
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B Primérna délka kofenového systému v ramci linie den 0
B Primérna délka kofenového systému v ramci linie den 14

H Primérna délka korfenového systému po 3 tydenni adaptaci

Obrdzek 15. Graf porovndni délky korfenového systému u linii RSY, SIMKKi a GFP-FABD2, pismena
nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil (pokud se lisi, jsou-li stejné tak nikoliv) pri <0,05
stanoveny One-Way ANOVA testem a ndslednym Fisher LSD testem
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Obrdzek 16. Graf porovndni pririistku korenového systému u linii RSY, SIMKKi a GFP-FABD?2,
pismena nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil (pokud se lisi, jsou-li stejné tak nikoliv) pri
<0,05 stanoveny One-Way ANOVA testem a ndslednym Fisher LSD testem
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4.4 Kvalitativni vyhodnoceni reakci rostlin M. sativa na kratkodoby solny stres

Pro experiment, kde byly sledovany rostliny M. sativa vystavené kratkodobému solnému
stresu, byly vyuzity linie: RSY, SIMKKi, GFP-FABD2 a SIMKKi in GFP-FABD2. Ke
sledovani reakci rostlin byla vyuzita mikroskopicka analyzy. Sledovana byla pfitomnost
plazmolyzy epidermalnich buné€k kotfene u vSech linii, a reakce aktinového cytoskeletu u
transgennich linii s produkci GFP-FABD2. Rostliny, kultivované na ztuzeném MS
médiu, byly umistény do pfipravené mikroskopické komurky obsahujici tekuté MS
meédium. Po zdokumentovani v kontrolnim MS médiu pomoci konfokalniho laserového
skenovaciho mikroskopu nasledovala vyména tohoto média za tekuté¢ MS médium
s obsahem NaCl (200 mM). V mikroskopické komdarce, obsahujici MS médium
s ptidavkem NaCl (200 mM) byly rostliny udrzovany po dobu 65 min, pficemz byly
mikroskopicky dokumentovany v 10 min intervalech v prochazejicim svétle a pfi
fluorescen¢ni excitaci. Samotna doba snimani jednotlivych Casosbérnych zabért v 3D

nepiesahla 5 minut.

U linie RSY (Obr. 17,18,19) byla reakce na stres mirn€j§i nez u linie SIMKKIi (Obr.
20,21,22). Linie GFP-FABD2 (Obr. 23,24,25,26) se také jevila odolnéjsi nez SIMKKi in
GFP-FABD2 (Obr.27,28,29). Zaznamenanou reakci na stres byla plazmolyza
epidermalnich bun¢k kotfene, zpomaleni pohybu aktinovych vlaken, ¢i jejich svazkovani.

Aktinova vlakna byla pozorovana jen u linii znaenych pomoci GFP-FABD2.

e N i . ol
Obrdzek 17. korenové buriky linie RSY, v tekutém MS Obrdzek 18. Kofenové buriky linie RSY, 60-65 minut v
médium tekutém MS + NaCl (200mM)
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Obrdzek 19. Detail kofenovych bunék linie RSY, po 65minutdch v tekutém MS+NaI (200mM), sipky oznacuji
mista plazmolyzy

Obrdzek 20. Kofenové buriky linie SIMKKi, v tekutém MS médiu

ol

e

Obrdzek 21. Korenové buriky linie SIMKKi, po 60-65 minutdch na MS+NaCl (200mM),
Sipky oznacuji mista plazmolyzy

Obrdzek 22. Kofenové buriky linie SIMKKi, po 65 minuta;ch na MS+NaCl, detail plazmolyzy,
Sipkami jsou oznacend mista plazmolyzy
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V ptipadé linie RSY doslo k plazmolyze az po uplynuti 65 minut (Obr.19) a jen u
malého mnozstvi bunék, pricemz vétsina kofenovych bunék plazmolyzovana nebyla. U
linie SIMKKi byla plazmolyza pozorovana jiz po 60 minutach (Obr.21) a po 65 minutach

(Obr.22) byla plazmolyza pozorovana u velkého mnozstvi bunék.

U linie GFP-FABD?2 byla také pozorovana plazmolyza u kotfenovych bunék, a to po
uplynuti 65 minut (Obr.25). Dale bylo u této linie pozorovano chovani aktinu pied

(Obr.24) a po vystaveni solnému stresu — 200 mM NaCl (Obr.26)

50 um

Obrdzek 24. Detail korenové buriky linie GFP-FABD2, pouze fluorescencni kandl, v tekuté MS
médiu

ok Lo e & 2 .m-...“%-._‘* AN
Obrdzek 25 Korenové buriky linie GFP-FABD2, po 65minutdch, v tekutém MS + NaCl
(200mM) médiu, Sipka oznacuje misto plazmolyzy

Obrdzek 26. Korenové buriky linie GFP-FABD2, reakce aktinu na solny stres po 65minutdch
pouze ve fluorescencnim kandlu, v tekutém MS + NaCl (200mM) médiu
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U linie SIMKKIi in GFP-FABD?2 byla pozorovana plazmolyza jiz po 50 minutach (Obr.
28). Intenzivni reakce aktinu na solny stres ale byla u této linie pozorovana az po 65

minutach (Obr. 29).

Obrdzek 27. Korenové buriky linie SIMKKi in GFP-FABD2, v tekutém MS médiu

Obrdzek 28. Korenové buriky linie SIMKKi in GFP-FABD2, po 50 minutdch v tekutém MS
+NaCl (200mM) médiu, Sipkami jsou oznaéena mista plazmolyzy

Obrdzek 29. Korenové buriky linie SIMKKi in GFP-FABD2, ve fluorescencnim kandlu po 65+ minutdch v
tekutém MS +NaCl (200mM) médiu
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S. DISKUSE

Rostliny jsou jak znamo prisedlé organismy, které jsou za svého zivota vystaveny
mnozstvi stresy, a to biotickych i abiotickych. Prikladem ¢asto studovaného abiotického
stresu je solny stres. U solného stresu je u rostlin vyvolan tzv. stres hyperosmoticky. Tento
stres ma na rostlinné buriky silny osmotoxicky vliv, coz znamen4, ze vyvolava u rostlin
hypo-osmoticky stav. Solny stres ma vSak 1 druhou slozku a tou je iontova toxicita (Zhu,
2016; Zhu, 2002). Pasobeni solného stresu pak mize vyvolavat mnozstvi sekundarnich
efektd jako je napf. snizeni fotosyntetické aktivity, tvorba reaktivnich forem kysliku a
snizeni pfijmu draselnych kationtd, které jsou dulezité pro uzavirani priduchi, dokonce

1 programovana bunécna smrt (Serrano et al., 1999).

Abiotické stresy, jako je 1 stres solny, jsou rostlinami vnimany skrze aktivacit MAPK.
Signalni kaskady prostifednictvim mitogen — aktivovanych protein kinaz (MAPK) u
eukaryotnich bunék tedy prevadéji environmentalni a vyvojové podnéty az k produkci
intracelularnich odpovédi. U vojtésky pak bylo zjisténo, ze praveé SIMK je soli a elicitory
aktivovana MAPK (Cardinale et al., 2002; Kyosseva, 2004; Cristina et al., 2010). Tato
MAPK je aktivovana pti odpovedi na solny stres prostfednictvim SIMKK, coz je jak
znamo stresem aktivovana MAPK (Kiegerl et al., 2000; Bekesova et al., 2015). SIMK se
nachazi v jadie a cytoplazmé kofenovych bunék, pfiCemz u kotfenovych vlasku byla
pozorovana jeji relokalizace do Spicky rostoucich kofenovych vlaski. SIMK pak
spole¢né s dynamickym aktinovym cytoskeletem reguluje u vojtésky rast korenovych
vlaskd (Samaj et al., 2002). Relokalizace SIMK a SIMKK pak byla vyvolana i solnym
stresem (Ovecka et al., 2014). V pfipadé nadmérné exprese SIMK dochézi k produkci
delsich kotenovych vlaska, zatimco u linii s potlacenou expresi (SIMKK RNAi) dochazi

k tvorbé kotenovych vlasku kratSich (Hrbackova et al., 2021).

V ramci této bakalarské prace bylo provedeno pozorovani linii s potlacenou expresi
SIMKK, a to bez i se znaCenym aktinem pomoci translaéni fuze FABD2 s GFP.
V prubéhu dlouhodobého experimentu se jevila odolnost rostlin téchto transgennich
rostlin vystavenych solnému stresu (200 mM NaCl) mensi u rostlin kontrolnich. Rovnéz
urostlin SIMKKi s 1 bez znaceni aktinu, byla béhem kratkodobého experimentu, kdy byly
tyto rostliny vystaveny 200 mM NaCl po dobu 65minut, pozorovana siln¢jsi reakce na
solny stres u rostlin transgennich nez u rostlin kontrolnich. Tyto data podporuji diive
diskutované informace o dulezitosti SIMKK pfi reakci na solny stres. Dale byla u rostlin

s vizualizaci aktinu SIMKKi in GFP-FABD2 a GFP-FABD2 provedena mikroskopicka
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analyza. Zejména u rostlin SIMKKi in GFP-FABD2 byla pak pozorovana zajimava
reakce aktinu na solny stres. Na rozdil od kontrolni linie GFP-FABD?2, dochazelo zde

k intenzivnimu zpomaleni pohybu aktinu ale i k velmi intenzivnimu svazkovani.

V ramci dlouhodobého experimentu byla také sledovana adaptace rostlin kontrolnich
(RSY) 1 rostlin transgennich (SIMKKi, GFP-FABD2 a SIMKKi in GFP-FABD?2),
pfi¢emz adaptace rostlin kontrolnich se jevila jako tspésnéjsi. Tuto informaci by ale bylo
vhodné potvrdit dal§imi experimenty, a to zejména z divodu pomérné malého poctu
pozorovanych rostlin, zpusobeného kontaminaci u jedné z linii (GFP-FABD?2) a také

nutnosti doplnéni vice dat z linie SIMKKi in GFP-FABD2.
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6. ZAVER

Bakalafska prace byla rozdélena na Cast teoretickou a praktickou. Teoreticka Cast byla
zameéfena na problematiku vyvojovych a agronomicky zajimavych vlastnosti vojtésky
spoleCné sjejim zakladnim popisem. Popis vojtésky také zahrnoval stadia
ontogenetického vyvoje a ekologicky a zemédélsky vyznam vojtéSky. Nasledné byl
popsan proces somatické embryogeneze se zaméfenim na nepfimou somatickou
embryogenezi. Dale byly popisovany moderni metody a pfistupy, jako jsou genetické
upravy a transgenoza. Byly rovnéz popsany biotické a abiotické stresy a shrnuty znamé
reakce rostlin na tyto stresy. V neposledni fadé byly shrnuty informace o signalnich
drahach zprostfedkovanych mitogenem—aktivovanymi protein kindzami. Posledni
kapitola shrnuje metody hodnoceni fenotypu rostlin po aplikaci abiotickych stresovych

faktoru.

V praktické casti byly nejprve ziskany rostliny procesem nepfimé somatické
embryogeneze. Ziskany byly rostliny z linii RSY, SIMKKi, GFP-FABD2 a SIMKK:i in
GFP-FABD?2, pficemz byl tento proces fotograficky zdokumentovan. Rostliny z linii
RSY, SIMKKi a GFP-FABD2 byly pouzity pro dlouhodoby experiment, kdy byla
polovina rostlin vystavena solnému stresu v podobé pifidavku 200 mM NaCl do
kultivaéniho média po dobu 14 dnt, zatimco druha polovina rostlin byla kultivovana na
kontrolnim médiu. Z vysledk(i vyplyva, ze rostliny kontrolni linie RSY, vystavené
solnému stresu v podobé 200 mM NaCl, mély nejvyssi prirastky v ramci kofenového
systému 1 po 3tydenni adaptaci po odeznéni stresu. Linie SIMKKi a GFP-FABD2
vykazovala pfiristky kofeni mensi pii 14dennim vystaveni 200 mM NaCl, i v pripadé
3tydenni adaptace. U linie GFP-FABD2 béhem adaptace po odeznéni stresu vSak doslo
ke kontaminaci, a tak tyto vysledky nejsou zcela vypovidajici. Vysledky kratkodobého
experimentu podporili teorii vétsi odolnosti linii RSY a GFP-FABD2 oproti liniim
SIMKKi a SIMKKi in GFP-FABD2. U linii RSY a GFP-FABD?2 nastala plazmolyza
epidermalnich bunék kotfene pomaleji a v men§im métitku nez u linii SIMKKi a SIMKKi
in GFP-FABD?2. Zde byla pozorovana jiz po 50-60 minutach. Intenzivnéjsi svazkovani
aktinu bylo pozorovano u linie SIMKXKi in GFP-FABD2 v porovnani s linii GFP-FABD2.
Ziskané vysledky mohou piispét k podrobné&jsi charakterizaci téchto linii v nasi
laboratori, pfi¢emz bude nutné zopakovani experimentl s vétSim mnozstvim rostlinného

materialu pro ovéreni vysledki.
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8. SEZNAM ZKRATEK

2,4-D

A. thaliana
A. tumefaciens
ABA

DNA

ETI

H>O

H>0»

IAA

JA

KIN

M. sativa
MAP2K
MAP3K
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MEKK
MgSOs4 . 7H20
MilliQ H>O
mRNA

MS
pH
PAMP
PTI
RNA
RNAi
SA
SIMK

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

Arabidopsis thaliana

Agrobacterium tumefaciens

kyselina abscisova

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
z ang]. effector-triggered immunity

voda

peroxid vodiku

kyselina indol-3-octova

kyselina jasmonova

kinetin

Medicago sativa L.

mitogen-aktivovana protein kinaza kinaza
mitogen-aktivovana protein kinaza kinaza kinaza
mitogen-aktivovana protein kinaza

mitogen-aktivovana protein kinaza kinaza
mitogen-aktivovana protein kinaza kinaza kinaza
mitogen-aktivovana protein kinaza kinaza kinaza
heptahydrat siranu hore¢natého

purifikovana voda technologii spole¢nosti Millipore Corporation

mediatorova ribonukleova kyselina (z angl. messenger
ribonucleic acid)

Murashige and Skoog médium

zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych kationtt
z angl. pathogen-associated molecular patterns

z angl. PAMP-triggered immunity

ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

RNA interference

kyselina salicylova

solnym stresem indukovana mitogenem aktivovana protein
kinaza
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SIMKK stresem indukovana mitogenem aktivovana protein kinaza
kinaza

T-DNA transferova deoxyribonukleova kyselina (z angl. transfer
deoxyribonucleic acid)

Ti tumor indukujici (z angl. tumor inducing)

YDA YODA, mitogenem aktivovana protein kindza kinaza kinaza
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9. PRILOHY

ANOVA
Graf 1 Graf 2
GFP-FABD2 MS adaptace 3 tydny 5,74400‘ “““‘ ""“ SIMKKi - MS+NaCl 14. den|0,528833| ****
RSY MS 0.den| 6,47017|****

wrx ‘

| SIMKKi - MS+NaCl 3. tyden| 1,515333| === | | _Je]

GFP-FABD2 MS+NaCl adaptace 3 tydny| 10,21200 == *xxx| =) =eex

RSY MS+NaCl 0.den| 10,36500 | ****| ****| ****
SIMKKi MS+NaCl adaptace 3 tydny| 10,94867 | ****| ****| ***
RSY MS+NaCl 14.den| 10,99550( ****| ****|=+*

| GFP-FABD2 - MS 14. den|2658000] =]+~ | f]

2o oo o e e

GFP-FABD2 MS+NaCl 0.den| 12,63383 | ***#| *x*# | *x+x RSY - MS 3. tyden| 3,843000 b g
SIMKKi MS 0.den| 12,71450) ****| =+ = SIMKKi - MS 14. den|7,110500 e h
GFP-FABD2 MS+NaCl 14.den| 13,22117|**** SIMKKi - MS 3. tyden| 9,442333 i

GFP-FABD2 MS 14.den|16,93314 f
SIMKKi MS 14.den| 19,82500 i g
SIMKKi MS adaptace 3 tydny|29,26733 = h

Priloha 1. Vystup z ANOVA analyzy pouZité pro grafy 1 a 2 v kapitole vysledky (oznaceni Obrdzek 15 a 16), graf 1 -
méreni korenového systému rostlin M.sativa — linie RSY, SIMKKi a GFP-FABD2, graf 2- priristek kofenového
systému po experimentu — 14. den a po 3.tydenni adaptaci.
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