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CIELE PRACE

Teoreticka Cast’

Vypracovanie reserSe zameranej na:

zakladny popis lucerny, Stadia ontogenetického vyvoja a vyznam lucerny v
pol'nohospodarstve

podiel signalnych drah a signalnych proteinov na regulacii vyvojovych procesov
lucerny a reakcii na stresové podmienky

metody transgenozy u lucerny k ziskavaniu geneticky modifikovanych linii
sposoby indukcie a ziskavanie rastlin lucerny in vitro, vyznam zlozenia
kultivacného média, typ explantatov a modifikacia kultivaénych podmienok

metody vyhodnocovania regeneraéného potencialu kultar lucerny in vitro

Prakticka cast’

experimenty zamerané na indukciu kontrolnych a transgénnych rastlin lucerny v
podmienkach in vitro prostrednictvom modifikacie kultivanych podmienok
a s vyuzitim alternativneho zlozenia kultivaénych médii

kvalitativne a kvantitativne vyhodnotenie embryogénneho a regeneracného

potencialu indukovanych kontrolnych a transgénnych kultar lucerny in vitro



1 UVOD

Lucerna siata (Medicago sativa L.) je viacroCna tetraploidna rastlina, ktora sa radi do
oddelenia magnoliorasty, triedy dvojklicnolistové, Celade bdbovité arodu lucerna
(Rashmi et al., 1997). Vyskytuje sa vo vlhkejSich aj suchSich oblastiach, vd’aka hlbokému
zakoreneniu, ktoré zvacSuje absorpCny povrch korefia, vytvara podmienky na interakcie
s podnymi symbiotickymi baktériami. Morfologia lucerny je charakteristicka polo-
vzpriamenou stonkou, z ktorej vyrastaju trojpoCetné listy s perovitou zilnatinou
a zubkovanym okrajom. Kvet lucerny je obojpohlavny, sfarbeny do modro-fialova
(Radovi¢ et al., 2009).

Lucerna ma dolezity vyznam v polnohospodarstve aje povazovana za jednu
z najdolezitejSich celosvetovo rozsirenych plodin a krmovin, vd’aka vysokému obsahu
vitaminov, proteinov, mineralov a enzymov. Dal§i déleZity vyznam tohto druhu je dany
schopnostou vytvarat symbioticky vztah s podnymi baktériami schopnymi fixovat
vzdusny dusik. Tento vztah zabezpecCuje zdroj dusika pre samostatnu rastlinu, ale ma aj
meliorany vyznam pre kvalitu pddy a ostatné rastliny (Ebert, 2007; Radovi¢ et al., 2009).

Vyznamnym spdsobom regeneracie amnozenia rastlin je somaticka
embryogenéza, teda proces dediferencidcie somatickych buniek aich nasledna
diferenciacia na somatické embrya, ktoré su bipolarne a morfologicky podobné
zygotickym embryam (Fehér, 2019, Méndez-Hernandez et al., 2019). Somaticka
embryogenéza sa vo vSeobecnosti rozliSuje na priamu a nepriamu, a vyuzitie nachadza
pri rozmnozovani rastlin, skimani réznych vyvojovych procesov, ¢i v genetickom
inzinierstve (Iantcheva et al., 2005; Zhou et al., 2016). KIti¢ovymi faktormi indukcie
somatickej embryogenézy su kultivacné prostredie, fyziologické stadium rastlin a taktiez
vek a vel'kost explantatov (Iantcheva et al., 2005).

Rastliny pestované v in vitro podmienkach pre optimalny rast potrebuju kultiva¢né
média obsahujuce potrebné ziviny, ¢o kompenzuje nepritomnost endospermu. Medzi
hlavné zlozky kultivaénych médii patria anorganické latky, organické latky, zdroj uhlika,
vitaminy, rastové regulatory (Gamborg et al., 1976; Ticha et al., 2020).

Vplyvom meniacich sa podmienok prostredia, ktoré negativne ovplyviiuji vyvoj
a produkcné parametre rastlin, je snaha o ich vylepSenie v oblasti rezistencie, kvality a
produktivity formou transformacnych metod. Pri tychto metddach dochadza k vkladaniu
cudzich rekombinantnych génov do rastlin, ktorych expresia poskytni rastline

pozadované vlastnosti (Ahmad et al., 2012; Jhansi Rani & Usha, 2013). Rastliny st ale



voCi urCitym meniacim sa podmienkam a vonkaj§im vplyvom schopné vyvolavat
obranné reakcie aj pomocou mitogén-aktivovanych proteinkinaz (MAPK), ¢o st moduly
signalnych drah, schopné sprostredkovat tieto signaly (Ligterink & Hirt, 2001; Samajova
et al., 2013).

Bakalarska praca sa zameriava na produkciu kontrolnych rastlin M. sativa
kontrolného genotypu RSY a transgénnych rastlin M. sativa liniit GFP-FABD2 a SIMKK
RNAi v podmienkach in vitro pomocou nepriamej somatickej embryogenézy pri
modifikaciach kultivaénych podmienok a zlozenia kultivacnych médii. V druhej Casti sa
bakalarska praca venuje kvantitativnemu a kvalitativnemu vyhodnoteniu embryogénneho
a regeneracného potencialu tychto rastlin pomocou metdd analyzy fenotypu a vhodného

pocitaCového spracovania vysledkov.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Zakladny popis druhu Medicago sativa L.

Lucerna siata (Medicago sativa L.), znama aj ako alfalfa, sa zarad'uje do oddelenia
magnoliorasty (Magnoliophyta), triedy dvojklicnolistové (Dicotyledonae), celade
bobovité (Fabaceae) a rodu Lucerna (Medicago). Rod Lucerna zahriiuje jednorocné aj
viacro¢né druhy. Konkrétny druh Medicago sativa L. je viacro¢na rastlina. Predpoklada
sa, 7e kultivovana forma lucerny sa rozsirila do jednotlivych krajin Azie, Eurépy a
Ameriky zo zépadnej Perzie (Rashmi et al., 1997). Vd’aka hlbokému zakoreneniu rastie
vo vlhkejsich aj v suchSich oblastiach, vo viac ako 80 krajinach sveta, ¢o zodpoveda
rozlohe viacSej ako 35 miliénov ha (Radovic et al., 2009). Lucerna siata je tetraploidna
(2n = 4n = 32) rastlina s 8 chromozomami a s velkostou genomu 800 — 1000 Mbp

(Hawkins and Yu, 2018).

2.1.1 Koren

Pre lucernu je typicka rozsiahla korefiova ststava, ktora moze siahat’ do hibky 2 — 4 metre
¢o umoziiuje dobry prisun zivin (Kizekova, 2020). Apikalny meristém radikuly dava
zaklad anatomickej Strukture primarneho koreila, ktora pozostava z epidermis, kortexu
a stély. Z hlavného korena vyrastaju bocné korene, ktoré d’alej vytvaraju tenSie bocné
korene vysSieho radu, nachadzajice sa prevazne vo vrchnych vrstvach pody (Hrabé,
2004). Délezitou sucastou korenia su korefiové vlasky vyrastajuce z epidermalnych
buniek. Maju funkciu v zviacSovani absorpcného povrchu korena a taktiez sluzia na

prichytenie symbiotickych baktérii (Teuber & Brick, 1988).

2.1.2 Stonka

Stonka rastie predovSetkym meristematickou aktivitou vyhonkového vrcholu
a naslednym predlzovanim buniek, pricom delenie, predizovanie a diferenciacia buniek
v tejto oblasti dava vznik epidermalnym, kortikalnym a vaskularnym pletivam. Iniciacia
rastu stonky zacina aj v pucikoch na koreniovom krcku, €o je bazalna Cast’ stonky priamo
priliehajuca ku koretiu. Longitudinélne je stonka tvorena z ndédov (stonkové uzly) a z
z internddii (stonkové Clanky). Internodia su Casti stonky medzi dvomi uzlami a nody
(uzly) st oblasti, z ktorych vyrastaju listy, bocné vetvy, alebo kvety (Zobel, 1989).
Anatomickou sucast’ou stonky su cievne zvazky, ktoré su v pripade lucerny kolateralne
(Teuber & Brick, 1988). Mlada stonka ma na priecnom priereze takmer §tvorcovy tvar.
Na jednej rastline sa moze vyvijat az niekol'ko byl’, ktoré si vzpriamené alebo polo-

vzpriamené a dorastaju do dizky az 1 metra (Hrabg, 2004).
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2.1.3 List

Listy lucerny su stopkaté a trojpocetné, pricom stredny list je najdlhsi. Avsak prvé listy
vyrastajuce z epikotylu su jednopocetné s ovalnym tvarom a palistami na listove] baze.
Jednotlivé Cepele listkov mo6zu mat’ okruhly, elipsovity ¢i vajcovity tvar, kde horna
polovica listu je zvyCajne uz§ia. Charakteristickym znakom listkov je zabkovany okraj
v ich hornej Casti a tmavozelené sfarbenie (Hrab&, 2004). Listy sa vyznacuji perovitou

zilnatinou.

2.14 Kvet

Kvet lucerny je obojpohlavny a je v nom pritomny jeden piestik a desat’ tyCiniek, kde
jedna z nich je volna a zvySnych devéat je zrastenych. K zaisteniu vysokej biologickej
hodnoty potomstva je u druhu M. sativa preferované cudzoopelenie. Kvet je tvoreny
kalichom s kalisnymi listkami a korunou, ktora sa sklada z piatich platkov. Dva platky su
zrastené a vytvaraju ¢lnok, dva vol'né tvoria kridla a posledny, a zaroven najvacsi, je
vrchny korunny platok (Hrabé, 2004). Okvetie lucerny je tvorené 12 — 15 modro-
fialovymi kvietkami (Hajkova, 2015).

2.1.5 Plod a semeno

Plodom lucerny je mnohosemenny struk, v ktorom sa vyvijaji semena. Mnozstvo semien
vo vnutri struku, jeho tvar, vel'kost a Struktura sa lisi v zavislosti od druhu lucerny (Hrabé,
2004). Tvar semien je nepravidelny, skoro oblickovity, ovplyvneny strukom a d’al§imi
vonkaj§imi vplyvmi, ktoré posobia polas dozrievania. Co sa tyka velkosti, tak zrelé
semena su 1 —2 mm dlhé, 1 — 2 mm S§iroké a hrubé priblizne 1 mm priCom plati, ze
obvykle st dvakrat viac dlhé ako Siroké. Farba semien je v Skéle Zltej, olivovo zelenej az
hnedej. Na povrchu semena sa nachadza osemenie (testa) pozostavajuca z palisadovych
buniek a obalena kutikulou tvorenou kutinom (Teuber & Brick, 1988). Obal semena byva
tvrdy, ¢o modze sposobit’ fyzicki dormanciu semien, atak skomplikovat' schopnost
semien napucat’ pocas hydratacie a rovnomerne vyklic¢it. Mnozstvo takychto semien
moze dosahovat’ az 60-70%. Stav dormancie sposobenej tvrdosemennostou sa da narusit
stratifikdciou semien, Co je proces pripravy semien pred vykliCenim simulovanim
prirodnych podmienok. Tento proces je zamerany primarne na zmenu teploty alebo
vlhkosti. Starnutie semena ovplyviiuje jeho farbu, pre mladé semena je typicka zltohneda

az svetlohneda, zatial’ Co starSie semend si tmavsie a matnejSie (Hrab¢, 2004).



2.2 Vyznam Lucerny siatej v pol'nohospodarstve
Na zaklade vysokého obsahu vitaminov, proteinov, mineralov a enzymov je lucerna jedna
z najdolezitejSich celosvetovo rozsirenych plodin a krmovin. Obsah vitaminov zahfiia
hlavne vitaminy A, E a C. Vyuziva sa najmi ako potrava pre prezuvavce, napr. pre
hoviadzi dobytok, kone, ovce, vtaky, ale aj pre iné druhy zvierat. Vd'aka obsahu zivin tak
podporuje ich spravny rozvoj a rast (Radovic et al., 2009).

Dalsi vyznam tejto plodiny spo&iva v schopnosti tvorit symbioticky vztah
s podnymi baktériami, schopnymi fixovat' vzdusny dusik. Baktérie spolu s korenimi
vytvaraju hlazky, v ktorych menia vzdu$ny dusik na formu, ktora je rastlina schopna
spracovat. Tento symbioticky vztah zabezpeCuje zdroj dusika pre hostitel'sku rastlinu
lucerny, av§ak ma aj meliora¢ny vyznam, pretoze dochadza aj k obohateniu okolitej pody
dusikom, Co je prospesné pre ostatné rastliny (Ebert, 2007). To vedie k zlepSeniu rastu a
zvySeniu ich uzitkovosti a urodnosti. Toto je vyuzitelné ako agrotechnicky postup pri
striedani vysadby réznych druhov rastlin na rovnaké miesto. Pri kultivacii iného druhu
rastlin na mieste, kde bola predtym pestovana lucerna, je nutnost’ hnojenia chemickymi
hnojivami vyrazne nizSia prave vd’aka spominanému symbiotickému vztahu lucerny,

ktory dané miesto obohatil o dusik v dostupnej forme.

2.3 Embryogenéza

Embryogenéza rastlin je proces inicidcie avyvoja zrelého embrya (zarodku)
z prekurzorovej bunky (de Vries & Weijers, 2017). Prekurzorovou bunkou moéze byt
zygota, tento proces vS§ak moze byt iniciovany aj z inych buniek reprodukcného aparatu,
alebo zo somatickych buniek (Méndez-Hernandez et al., 2019). K zygotickej
embryogenéze prirodzene dochadza po oplodneni vajcovej bunky spermatickou bunkou
pochadzajucou z pelu (de Vries & Weijers, 2017; Radoeva & Weijers, 2014). Tento
proces spusta preprogramovanie vzniknutej zygoty, co vedie k zacatiu d’alSich krokov
vyvoja embrya. Naopak, pri somatickej embryogenéze vznikaju asexualne somatické
embrya, morfologicky podobné zygotickym, avSak povodom z vegetativnych
(somatickych) buniek rastliny (Loyola-Vargas & Ochoa-Alejo, 2016). Proces
embryogenézy moze pozostavat’ z troch samostatnych faz. Prvou fazou je morfogenéza,
pri ktorej dochadza k vzniku embryonalnych buniek a pletiv, zaklada sa vzor buduceho
vyvoja a organizacie organov. V druhej faze embryo dozrieva a akumuluju sa v klicnych

listoch embrya, alebo v endosperme semena, zasobné latky. Pocas poslednej fazy embryo



vstupuje do metabolicky pokojového stavu, dochadza k zastaveniu vyvoja, vysuseniu a

dormancii (West & Harada, 1993).

2.3.1 Somaticka embryogenéza

Historia indukcie somatickej embryogenézy u rastlin siaha do patdesiatych rokov 20.
storocia, kedy bola prvykrat popisana produkcia somatickych embryi z kalusu mrkvy. To
viedlo k burlivému vyvoju celej vednej oblasti regeneracie rastlin z bunkovych kultur in
vitro (Zimmerman, 1993). Klucovym faktorom k uskutoneniu somaticke;j
embryogenézy je totipotencia somatickych rastlinnych buniek, ktord predstavuje
schopnost’ re-iniciacie bunkového delenia z diferencovaného stavu, co postupne vedie k
moznosti vytvorit Uplne novu rastlinu (Fehér, 2019). Za vhodnych podmienok
predstavuje somaticka embryogenéza ucinny nastroj na rozmnozovanie rastlin
v kombinacii s genetickym inzinierstvom, a taktiez umoziuje skiimanie regulacnych
mechanizmov a morfogénnych procesov (Zhou et al., 2016). Somatickd embryogenéza
moze prebiehat prirodzene in vivo, kedy sa tvoria somatické embryd priamo
na vegetativnych organoch rastliny. Podstatne vacsi vyznam vSak ma somaticka
embryogenéza in vitro z Casti vegetativnych organov, alebo aj z jednotlivych somatickych
buniek po zabezpeceni potrebnych podmienok (Radoeva & Weijers, 2014). Prikladom in
vivo typu somatickej embryogenézy je sukulentnd rastlina Kalanchoé daigremontiana,
u ktorej sa somatické embrya tvoria pozdiz okrajov listov, a po vytvoreni koretiového
systému sa oddelia od materského listu a pokracuju v raste uz ako samostatna rastlina
(Garcés & Sinha, 2009). Efektivita aj samotnd schopnost’ somatickej embrogenézy je
druhovo-$pecifickd, teda sa 1isi v zavislosti od rastlinnych druhov aich jednotlivych
kultivarov. Zatial' ¢o u niektorych inych rastlinnych druhov je indukcia somaticke;
embryogenézy zavisla na type explantatu, somaticki embryogenézu lucerny je mozné
indukovat’ zo vSetkych cCasti rastliny (Ticha et al., 2020). Vo vSeobecnosti sa rozlisuje
priama anepriama somaticka embryogenéza. Kultivatné prostredie, fyziologické
Stadium rastlin, a taktiez vek a vel'kost’ explantatov, su kItiCovymi faktormi pre indukciu

a efektivitu somatickej embryogenézy (Iantcheva et al., 2005).

2.3.1.1 Priama somatickd embryogenéza

V priamej somatickej embryogenéze su somatické embrya tvorené priamo z buniek
explantatu, s vynechanim faze tvorby nediferencovaného kalusu (Merkle et al., 1990). Vo
vSeobecnosti je tento sposob l'ahSie indukovatelny zo somatickych buniek, ktoré nie su

az tak ontogeneticky vzdialené od embryonalneho Stadia, alebo su oproti vysoko
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diferencovanym vegetativnym bunkam, ktoré na tuto zmenu vyzaduju vel'ké epigenetické

zmeny, stale eSte v meristematicky-aktivhom stave (Brown & Atanassov, 1985).

2.3.1.2 Nepriama somaticka embryogenéza

Nepriama somaticka embryogenéza (Obr.1) je viacstupiiovy proces zahrfiiajuci tvorbu
neorganizovanej a nediferencovanej bunkovej Struktury (kalusu), z ktorej sa postupne
vytvaraju somatické embrya (Von Arnold et al., 2002). Proces somatickej embryogenézy
vzdy zacina vyberom vhodného typu explantatu, ktory musi byt oSetreny vhodnou
sterilizaciou. V pripade lucerny su ako explantaty najCastejSie vyuzivané horizontalne
narezané segmenty mladych listov. Sterilna kultivacia zafina na médiu indukujucom
kalogenézu (BSH, SH4K), ktoré je obohatené o hormoény. Po indukeii kalusu su kultary
prenasané na médium indukujice tvorbu somatickych embryi bez obsahu hormoénov
(B50, BOi2Y). Vyvinuté somatické embrya su nasledne presunuté na médium
podporujuce tvorbu korefiov (MMS), a nakoniec na médium urcené na vyvoj mladych
rastlin (MS). Kompletne vyvinuté rastliny moézu byt dalej pestované v in vitro
podmienkach alebo presunuté do vhodného substratu na aklimatizaciu do in vivo

podmienok (Ticha et al., 2020).
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Obrazok 1. Schematické znazornenie nepriamej somatickej embryogenézy u Medicago sativa.
Donorova rastlina pochadzajuca z in vitro podmienok (A), explantat z mladého listu (B),
umiestneny na Petriho misku s BSH/SH4K médiom (C), indukcia kalogenézy (D), Petriho miska
s médiom B50/B0Oi2Y, obsahujuca embryogénny kalus so somatickymi embryami (E), vyvoj
mladych rastlinieck na MMS médiu (F), udrziavanie komplexnych mladych rastlinieck na MS
médiu (G), a dospela rastlina v in vivo podmienkach (H).



2.3.2 Somatické embryo

Somatické embryé su bipolarne Struktury morfologicky podobné zygotickym embryam,
avSak lisiace sa od nich pévodom vzniku aaj samotnym vyvojom. Na rozdiel od
zygotickych embryi, ktoré su vyzivované prostrednictvom vodivych pletim materského
organizmu, somatické embryéd vyuzivaji exogénny prisun zivin z kultivaéného média

(Méndez-Hernandez et  al. 2019).  Somatické  embrya  vznikajui = zo

somatickych rastlinnych buniek, ktoré sa bezne nepodiel’aju na vyvoji embryi. Somatické
embryo sa moze vytvorit' z jednej somatickej bunky procesom priamej somatickej
embryogenézy, alebo zo skupiny embryogénnych buniek procesom nepriamej somatickej
embryogenézy (Sahoo, 2018). Vramci vyvoja prechadzaju somatické embrya
globularnym, srdcovitym, torpédovitym a kotyledonarnym S$tadiom (Obr.2), ktoré st

podobné vyvojovym Stadiam zygotickej embryogenézy (Sangra et al., 2019).

Vyvojové stadia rastlinného somatického embrya

@—@—V~

Globularne Srdcovité Torpédovité Kotyledonarne
stadium Stadium Stadium Stadium

Obrazok 2. Schéma vyvojovych stadii rastlinného somatického embrya: globularne Stadium,
srdcovité Stadium, torpédovité stadium, kotyledonarne stadium.



2.4 Zlozky kultiva¢nych médii

Rastliny, ich pletiva a organy pestované v in vitro podmienkach potrebuji Specialne
média, ktoré im dodavaju ziviny potrebné pre ich vyvoj a rast. Charakter jednotlivych
kultivacnych médii vyrazne ovplyviiuje uspesny rast a mnozenie rastlin kultivovanych in
vitro (George et al., 2008). Zakladnymi zlozkami kultivaénych médii pre optimalny rast
a efektivnu indukciu somatickej embryogenézy su anorganické latky, organické latky,
zdroj uhlika, vitaminy a rastové regulatory. V pripade lucerny je vhodné zlozenie
kultivatnych médii determinujucim faktorom, ktory kompenzuje nepritomnost
endospermu, hlavného zdroja zivin a rastovych regulatorov v zygotickych semenéach

(Gamborg et al., 1976; Ticha et al., 2020).

2.4.1 Anorganické latky

Rastliny pre svoj rast a vyvoj vyzaduju 17 esencialnych latok. Na zaklade vyzadovaného
mnozstva sa tieto latky delia na mikro- a makroziviny (mikro- a makroelementy).
Makroziviny su zlozky potrebné pre rastliny vo vysokych koncentraciach (véacsich ako
0,5 gramu na liter), zatial ¢o mikroziviny rastliny prijimaju v koncentraciach mensich

ako 0,5 gramu na liter (Chimdessa Emiru, 2020).

2.4.1.1 Makroziviny

Makroziviny zahrfiiaja 6 hlavnych zloziek: dusik (N), fosfor (P), draslik (K), vapnik (Ca),
horcik (Mg) a siru (S). Dusik je sacast'ou nukleotidov tvoriacich nukleové kyseliny, a je
hlavnym donorom aminoskupin k syntéze aminokyselin. Taktiez je potrebny
v metabolizme mnohych nebielkovinovych zlucenin (Maathuis, 2009). Fosfor, ako jedna
z esencialnych makrozivin, ma zasadnu ulohu v bunkovom metabolizme, pri vyvoji
embrya, kliCeni a raste semenacikov (Maathuis, 2009). Draslik patri spolu s vapnikom
medzi hlavné kationy v rastlinach. Draslik ma vyznamnu rolu kofaktoru viacerych
proteinov, zatial ¢o vapnik, ktory nie je az taky pohyblivy, je zahrnuty vo vytvarani
véazieb, bunkovej Strukture a fyziologickych vlastnostiach buniek (George et al., 2008).
Horcik je sucCastou fotosyntetického aparatu, ako element zodpovedny za Struktiru
a formaciu chlorofylu. Okrem toho je znamy ako aktivator mnohych enzymov, napriklad
fosforylaz a kinaz (Yan & Hou, 2018). Sira je vyuzivana rastlinami pri syntéze lipidov
a pri regulacii Struktury bielkovin tvorbou disulfidickych mostikov. Sluzi aj ako ligand

spajajuci 16ny niektorych kovov (George et al., 2008).



2.4.1.2 Mikroziviny

Esencialna tloha mikrozivin bola oproti makrozivinam objavena neskor. Potrebny obsah
konkrétnych mikrozivin sa lisi v zavislosti od rastlinného druhu, a ma vplyv na rast,
geneticky aparat, metabolizmus a na aktivitu rastovych regulatorov (George et al., 2008;
Saad & Elshahed, 2012). Bolo dokazané, ze z velkého mnozstva tychto zivin s najviac
prospesné a vyuzivané zelezo (Fe), bor (B), mangan (Mn), zinok (Zn), med’ (Cu), kobalt
(Co), molybdén (Mo). Mangan (Mn), ako jeden z najddlezitej§ich mikrozivin, je
vyzadovany najmé pre spravnu aktivitu niekol’kych enzymov, aje sucastou procesov
fotosyntézy a dychania (Clarkson & Hanson, 1980). Zinok je sucastou stabilnych
metaloenzymov s rozlicnymi funkciami, a zohrava ulohu v Sirokom spektre procesov,
ako napriklad aktivacia enzymov, syntéza proteinov a tvorba chlorofylu (Bloodnick Ed,
2021; George et al., 2008). Bor je element podiel'ajuci sa na integrite a udrzani Struktary
a funkcie plazmatickej membrany, metabolizme fenolovych kyselin a biosyntéze ligninu
(George et al., 2008). Med’ je esencialna mikrozivina aj napriek jej nizkemu obsahu
v rastlinach. Podiela sa na mnohych fyziologickych procesoch, aje kofaktor
metaloproteinov. AvSak jej nadbytok je pre rastlinu toxicky, ¢o moze narusit’ dolezité
bunkové procesy (Yruela, 2005). Molybdén je komponent niekolkych rastlinnych
enzymov, a je zasadny pre vyuzitie dusika (George et al., 2008). Kobalt je dolezity pre
rastové procesy, pre zdravy vyvoj pucikov a dosiahnutie zrelosti (Minz et al., 2018).
Zelezo sluzi ako chelatové ¢&inidlo, av rastlinach nachadza funkciu predovietkym
v chloroplastoch, mitochondriach a peroxizémoch pri oxida¢no-redukénych reakciach

(George et al., 2008).

2.4.2 Organické latky

Medzi organické zlozky sa radia vitaminy, uhl'ohydraty a aminokyseliny. Vitaminy su
esencidlne zluCeniny syntetizované v rastlinach, atak ich pridavok do médii nie je
natol’ko bezny ako v pripade inych latok. Ukazuje sa, ze vitaminy maja vplyv na tvorbu
kalusu, korenov ¢i na embryonalny vyvoj. Vitaminy ako biotin, riboflavin hraju ulohu
préave pri vyvoji kalusu. Na delenie meristematickych buniek, ich elongaciu, a na podporu
rastu vyhonkov a korefiov st vyuzivané vitaminy D a C (Abrahamian et al., 2011).
Jednym z bezne pridavanych vitaminov do médii je thiamin. Thiamin oznacovany ako
vitamin B| ma v rastlinach ulohu ako kofaktor pre dolezité metabolické aktivity, a taktiez

je vyznamny v regula¢nych systémoch a odpovediach rastlin na stres (Subki et al., 2018).

10



Ako zdroj uhlika je pouzivana sacharoza, ktord je preferovana vacsinou buniek, no
moze byt v urcitych pripadoch nahradena aj glukozou pripadne fruktézou. AvSak ostatné
jednoduché cukry su pomerne nevhodny zdrojom uhl'ohydratov (Gamborg et al., 1976).

Viacsina potrebnych aminokyselin pre rast rastliny si rastlina dokdze sama
syntetizovat, ale pri zakladani bunkovych kultir je pridavok urcitych aminokyselin
obzvlast ddlezity. Hlavnou funkciou aminokyselin je poskytovanie zdroja dusika, ktory
je l'ahSie a rychlejsSie asimilovany rastlinami oproti anorganickym zdrojom. V médiach sa
vyuzivaji zmesi aminokyselin, ako napriklad hydrolyzat kazeinu, L-glutamin,
L- asparagin a glycin (Saad & Elshahed, 2012).

Myo-inositol (inositol) je latka podobna vitaminom, ktord ma rolu v bunkovom delent,
vyvoji araste, vdaka rozkladu na kyselinu askorbova apektin, atiez z dovodu
inkorporacie do fosfoinozitidov a fosfatidyl-inozitolu (Loewus & Murthy, 2000; Saad &
Elshahed, 2012).

2.4.3 Rastové regulatory

Na podporu iniciacie tvorby kalusu pri nepriamej somatickej embryogenéze st média
doplnené rastlinnymi horménmi, ako su auxiny, zvycajne 2,4-dichlérfenoxyoctova
kyselina (2,4-D) acytokininy, ako napriklad kinetin. AvSak konkrétne 2,4-D ma
inhibujuci ucinok na vyvoj embrya, a tak pokracovanie somatickej embryogenézy po jej
indukecii prebieha uz na médiach bez hormonov (Dudits & Gyorgyey, 1991). Prave auxiny
a cytokininy su povazované za dve najdolezitejSie triedy rastlinnych hormoénov pri
regulacii rastu a vyvoja v rastlinnych pletivach a organovych kulturach. Avsak spolo¢ne
aj s kyselinou abscisovou, etylénom a giberelinmi si vSeobecne uznavané ako pat
hlavnych tried rastlinnych hormonov. Aj napriek tomu, ze kyselinu abscisovu, etylén
a gibereliny nie je nutné pridavat do kultivacnych médii, a su syntetizované priamo
v pletivach, tiez zohravaju dolezité ulohy pri regulacii vyvojovych procesov pri kultivacii

in vitro (Gaspar et al., 1996).

2.5 Transgendza u rastlin a vyuzivané transformacné techniky u M. sativa

Transgénne rastliny su geneticky modifikované pomocou technolédgie rekombinantnej
DNA s cielom iniciovat’ expresiu vlozenych exogénnych génov, alebo modifikovat
expresiu endogénnych génov (Key et al., 2008). Prakticky to znamena, ze transgénne
rastliny obsahuju umelo vlozeny gén alebo viacero génov, nazyvané transgény. Tieto
gény mozu pochadzat z nepribuznej rastliny alebo z iného druhu, pricom koduju proteiny

poskytujuce rastline urcité nové vlastnosti a charakteristiku (Jhansi Rani & Usha, 2013;
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Key et al., 2008). Rastliny vd’aka tejto technologii mozu ziskat mnoho vyhod, ako je
rezistencia na rozne druhy stresu, zlepSenie produkénych parametrov, kvality

a skladovatel'nosti, ¢i vyssia uroda (Ahmad et al., 2012; Jhansi Rani & Usha, 2013).

2.5.1 Transformacia sprostredkovana Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je vSeobecne znama fytopatogénna pddna baktéria,
vyuzivana pre geneticka transformaciu rastlinnych buniek. Spdsobuje tvorbu nadorovych
utvarov v dvojkli¢nolistovych rastlindch, ¢im je umozneny prenos T-DNA do gendému
buniek hostitel'skej rastliny (Yoneyama & Natsume, 2010; Ahmed et al., 2022).
Transformacie M. sativa sprostredkovana A. tumefaciens je v ramci mnohych znamych
transformaénych metdd povazovana za najviac efektivnu, a preto sa aj najcCastejSie
vyuziva (Ticha et al., 2020). Velky vplyv na GCinnost transformécie maju interakcie
zvoleného genotypu rastliny s konkrétnym bakteridlnym kmetiom, pricom u niektorych
bakteridlnych kmefiov bola dokonca zistena minimalna efektivita pri tejto metode
transformacie (Samac, 1995). Na zaklade doterajSich testov a pri preukazanej vysokej
efektivite az 60%, a pri zachovani vysokého embryogénneho potencialu, sa ¢asto pouziva
kmen LBA4404 obsahujuci vektor pGA482 (Desgagnés et al., 1995). Pri tejto metdde
transformacie bol ako najefektivnej§i postup popisany s vyuzitim dostatocne velkych
listov z nekvitnucich rastlin ako donorovych explantatov, ktoré boli kokultivované
s vhodnym kmeniom A. tumefaciens po dobu 7 az 8 dni. Nasledne dos§lo k eliminacii A.
tumefaciens na selekcnom médiu, k tvorbe kalusu a samotnému vyvoju somatickych
embryi, z ktorych sa postupne vytvorili nové regenerované rastlinky. Efektivita tvorby
somatickych embryi z explantatov dosahovala 60-80%, pricom u 80-100% somatickych

embryi iSlo o transformované rastliny (Samac & Austin-Phillips, 2006).

2.5.2 Transformacia metédou elektroporacie

Elektroporacia je jednoduchd, rychla a efektivna metoda transformacie rastlinnych pletiv,
ktora sa vyuziva aj na internalizaciu takych latok do buniek, ako su lipidy, proteiny, RNA
a DNA. Metdda spociva v pouziti kratkych elektrickych Sokov s vysokym napétim na
permeabilizaciu plazmatickej membrany buniek, vtomto pripade predovsetkym
pripravenych protoplastov. Ide o bunky zbavené bunkovej steny, ktora je inak ddlezitou
bariérou pre prechod makromolekal do bunky (Bates, 1995; Rivera et al., 2012).
V désledku tychto Sokov sa v bunkovej membrane tvoria poéry, ktoré prepustaju
exogénne molekuly do vnutra bunky. Elektroporacia je vykonavana pomocou zariadenia

nazyvaného elektroporator. Elektroporator pozostava z dvoch paralelnych elektrod, ktoré
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suv kontakte s kvapalnym elektrolytom obsahujucim bunkovi suspenziu s pozadovanou
DNA. Pocas procesu dochadza kjednému alebo viacerym elektrickym impulzom
k inkorporacii DNA, po ktorych sa néasledne obnovi bunkova membrana a postupne sa
izoluju transformované bunky (Rivera et al., 2012). VSeobecne je efektivita prenosu DNA
do bunky ovplyvnena koncentraciou DNA, po&tom, dizkou a silou elektrickych impulzov

(Nickoloff & Reynolds, 1992; Sukharev et al., 1992; Hui, 1995).

2.5.3 Transformacia metédou bombardovania mikrocasticami

Metoda bombardovania mikrocasticami, nazyvana aj biolisticka, je jednou z beznych
transformacnych metod. V rastlinne;j risi je zalozend na priamom prenose DNA pomocou
zlatych alebo volframovych castic do rastlinnych buniek. Tieto castice o velkosti
priblizne 2 um obalené DNA st vysokou rychlost'ou nastrelované do rastlinnych buniek,
v ktorych sa DNA uvol'ni z Castic, pricom mdze dojst’ k transientnej expresii, alebo sa
vnesena DNA stabilne integruje do genomu hostitel'skej bunky (Riveraet al., 2012; Baltes
et al., 2017). Biolistickd metoda je po transformacii prostrednictvom A. tumefaciens
druhou najpouzivanejSou transformacnou metodou. AvSak vramci priamych
transformaénych metdd, je najrozsirenejSia vdaka Sirokému spektru vyuzitia,
jednoduchosti aplikacie, nizkej Casovej naro€nosti a cene (Matsumoto & Gonsalves,
2012; Rivera et al., 2012). V pripade M. sativa bola metdéda bombardovania ¢asticami
vyuzitd na ziskanie stabilne transformovanej lucerny ostrelovanim kalusu (Pereira &
Erickson, 1995). Dalsim prikladom je ziskanie transgénnych rastlin schopnych produkcie
fertilnych semien. Principom metddy bolo opelenie androgénne-sterilnych kvetov
fertilnym transformovanym pelom, ktory obsahoval plazmid nesuci GUS reportérovy
gén. Tento transformovany pel bol pripraveny biolistickou metodou (Ramaiah &
Skinner, 1997). Biolisticka metoda transformacie nachadza vyuzitie aj pri transformacii
bunkovych organel, napriklad chloroplastov, ¢o ma velky agronomicky vyznam pre
mnohé druhy vysSich rastlin. Vyuzitie tejto transformacnej technologie u M. sativa
poskytlo zvySenie produkénych parametrov tejto plodiny, ¢o bolo vyuzitelné
v komer¢nej aj agronomickej sfére. Chloroplasty lucerny boli transformované
biolistickou metodou, vektorom nesucim aadA a gfp gény. Efektivita tejto transformacie
sa pohybovala v rozmedzi 1,3% pre kalusové explantaty, az 2,79% pre listové explantaty

(Weietal., 2011).
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2.6 Signalne procesy v rastlinach

Rastliny st v neustalom kontakte s mnozstvom vonkajsich signalov a vplyvov, ktoré musi
rastlinny organizmus zachytit, prijat a spracovat. Tieto signdly si vo vsetkych
eukaryotoch prenasané a sprostredkované pomocou signalnych modulov, ktoré tvoria
mitogén-aktivované proteinkinazy (MAPK). Podiel’aju sa na prenose signalov, pomocou
ktorych je v rastline vyvolana Specificka obranna alebo adaptacna bunkova reakcia na
vonkajsie vplyvy (Ligterink & Hirt, 2001; Samajova et al., 2013). Moduly mitogén-
aktivovanych proteinkinaz mézu byt definované ako signalizacné kaskady pozostavajiace
z troch sekven¢ne pdsobiacich proteinkinaz (MAPKKK, MAPKK, MAPK), ktoré moézu
byt uvedené do protein-proteinovych interakcii pomocou kotviacich a vizbovych
,scaffold“ proteinov. Tieto interakcie, spolu so Specifickou subcelularnou
kompartmentalizaciou signalnych komplexov aich zloziek, maju Specificky vplyv na
aktivaciu signalnych drah. Jednotlivé sucasti tychto modulov su aktivované reverzibilnou
fosforylaciou, pri ktorej je MAPK aktivovana svojou nadradenou MAPK kinazou
(MAPKK, MKK, alebo MEK) prostrednictvom fosforylacie konzervovanych
treoninovych atyrozinovych zvyskov, pricom aktivita MAPKK je regulovana
fosforylaciou najvyssieho postaveného clena daného signalneho modulu, MAPKK
kinazy (MAPKKK alebo MEKK) fosforylaciou serinovych a serin-treoninovych zvyskov
(Obr. 3) (éamajové et al., 2013; Wang et al., 2015; Xu & Zhang, 2015; Komis et al.,
2018). MAPK kaskddy maju dodleziti rolu v rastlinnom organizme a st sucastou
procesov regulacie rastlinného vyvoja zahfiiajiceho morfogenézu, gametogenézu,
embryogenézu, oplodnenie, tvorbu semien, dozrievanie plodov, a zaroven sa podiel’aju
na stresovych reakciach (Samajové et al., 2013; Xu & Zhang, 2015). Rast a vyvoj plodin
je vyrazne ovplyviiovany réznymi stresmi vratane abiotickych a biotickych stresov, ktoré
maju dopad na kvalitu aurodu. Z tohto dévodu je mechanizmus odolavania tymto
nepriaznivym podmienkam pomocou sofistikovanych signalnych drah MAPK znacne
vyznamny (He et al., 2020).

Na stadium signalnych drah vratane subcelularnej lokalizacie jednotlivych
komponentov MAPK modulov su vyuzivané rozne metody, ako je transientnd a stabilna
expresia translacne-fuzovanych MAPK s fluorescenénymi proteinmi sprostredkovana
bud’ konstitutivnymi alebo nativnymi promotormi, detekcia aktivity promoétorov a
produkcie mediatorovej RNA pomocou in situ hybridizacie, ako aj vyuzitie
imunofluorescencnej detekcie MAPK. Pre stanovovanie promoétorovej aktivity génov

koédujucich MAPK proteiny je vhodna metdda vyuzivajuca reportérové gény. Na priklade
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expresnych profilov génu MPK6 z Arabidopsis thaliana, ktory je aktivny v celom tele
rastliny, avSak vykazuje zvySenu expresiu napriklad v kvetnych organoch, je mozné
dokumentovat’ pletivovo-§pecificku aktivitu expresie génov kodujucich MAPK (Komis

et al., 2018).

stres

/v Abioticky
Vyvojové podnety / stresové podmienky

Bioticky
stres

// Receptor //

4
MAPKKK | — | MAPKKK
neaktivne i aktivne
—
' MAPKK | MAPKK |
neaktivhe i aktivne
v
MAPK MAPK
neaktivne ‘ aktivne
cytoskeletdlna remodeldcia cytozolické substraty
metabolické zmeny — cytoskeletdlne substraty
génova expresia transkripcné faktory

Obrazok 3. Schéma znazoriiuje drahu signalnych modulov mitogén-aktivovanych
proteinkinaz (MAPK), ktoré sluzia v rastlinach ako dolezité signalne prenasace, spustané
vyvojovymi podnetmi alebo stresovymi podmienkami. Pozostavaju z troch sekvencne
posobiacich proteinkinaz, ktoré su postupne fosforylované na serinovych zvyskoch (S)
u MAPKKK a MAPKK, a v pripade MAPK dualne fosforylované na treoninovych (T)
a tyrozinovych zvyskoch (Y). Po aktivacii moézu byt premiestiiované v bunkéch,
fosforyluju Specifické substraty a vyvolavaju bunkovu odpoved'.
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2.6.1 Utast MAPK v regulicii vyvojovych procesov

Charakteristické znaky ako tvar a vzor budice] organizacie organov rastliny su stanovené
uz v embryu, no vplyvom vonkajsich podnetov a signalizacnych drah mo6ze dochadzat’
k urCitym zmenam. MAPK sa v rastlinach podielaju na takmer vSetkych vyvojovych
procesoch, zac¢astiuju sa ale aj signalizacie pri hormonalnych regulaciach. Tieto procesy
zahrfiaja napriklad delenie buniek, embryonalny a postembryonalny vyvoj, moduléaciu
prieduchov (Shi et al., 2010; Komis et al., 2018). Bola identifikovana MAP3K
oznacovana ANP2/3 u A. thaliana zapajajuca sa do regulacie procesu cytokinézy, ako aj
konkrétne MAPK u lucerny a tabaku s definovanymi funkciami v procese bunkového
cyklu. V ramci subcelularnej regulacie cytoskeletu si zname MPK18, MPK6 a MPK4,
interagujuce s kortikalnymi mikrotubulmi (Beck et al., 2011; Samajova et al., 2013).
Nevyhnutnost’ regulacnej funkcie MAPK kaskad pri cytokinéze bola dokumentovana
indukciou delecnych mutacii génov MAPKKK, ¢o viedlo k naruSeniu celého procesu,
konkrétne spravnej tvorby bunkovej platnicky v deliacich sa bunkach tabaku (Zhang et
al., 2000).

Asymetrické bunkové delenie je jednym z dolezitych regulacnych mechanizmov
bunkovej morfogenézy a diferenciacie. Jednou zo znamych MAPKK kinéaz, ktorda ma
ulohu v skorom morfogénnom vyvoji a ovplyviiuje spravne asymetrické bunkové delenie
je YODA. Ma nezastupitelny vyznam pre spravny vyvoj embryi, ale aj prieduchov
(Zhang et al., 2006; Taj et al., 2010).

2.6.2 Utast MAPK v reakciich na abiotické stresové faktory

Rastliny sa ako imobilné organizmy musia prispdsobovat’ meniacim sa podmienkam
prostredia, ktoré mo6zu mat’ negativny vplyv vo forme stresu na ich rast a vyvoj. Zmeny
prostredia vyvolané suchom, nizkymi a vysokymi teplotami, zasolenim, UV radiaciou
pripadne toxickymi kovmi, je mozné zhrnit' pod pojem abioticky stres (He et al., 2020;
Zhu, 2016). Ako odpoved’ na stres si rastliny vyvinuli obranné mechanizmy, ktorych
aktivaciu sprostredkuju signalne drahy. V pripade A. thaliana boli identifikované viaceré
MAPK, ktorych aktivacia sprostredkuva toleranciu voci chladu, soli, dotykom, alebo
poraneniam. Medzi najdolezitejSie patria MAPK3, MAPK4 a MAPKG6. Pri reakcii na
chladovy a sol'ny stres bola u A. thaliana charakterizovana kompletna kaskada prenosu
signalu, ktord pozostava z MEKKI1, ktora Specificky aktivuje MKK2, co vedie
k naslednej aktivacii MPK4 a MPK6 (Ichimura et al., 2000; Teige et al., 2004; éamaj ova
et al., 2013).
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Ozo6n (0O3) je toxicky plyn, ktorého molekulu tvoria tri atdomy kysliku. Tato latka je
vyznamny znecistujuci faktor bezne sa vyskytujici v prostredi. Ozon tvori v apoplaste
rastlinnych buniek reaktivne formy kyslika (ROS), zahfiiajice superoxidovy anion
a peroxid vodika. Produkciou ROS, a akumuléciou kyseliny jasménovej (JA) a kyseliny
salicylovej (SA) ozon aktivuje signalne drahy MAPK, ¢o mdze viest' nielen k zmenam v
expresii génov, ale az k lokalnej bunkovej smrti (Ahlfors et al., 2004; Samajova et al.,
2013; Batakliev et al., 2014). Signalne drahy MAPK st indukované stresom z ROS, ale
zohravaju aj vyznamnu ulohu aj pri regulécii ich odburavania (Pitzschke & Hirt, 2009).
V tabaku ozo6n indukuje SIPK, MAPK indukovanu kyselinou salicylovou, ktorej d’alSou
vyznamnou ulohou pri regulacii ROS je kontrola inaktivacie d'alSejf MAPK oznacovane;j
ako WIPK (MAPK indukovana poranenim) (Samuel & Ellis, 2002). Podobne ako
v pripade tabaku, bola dokazana indukcia najmenej dvoch MAPK vplyvom ozonu aj v
rastlinach A. thaliana. Primarne ide o MPK3 a MPK©6, ktoré su popri aktivacii presivané
do jadra, aich aktivacia je kvantitativne zéavisla od signalizacie kyseliny salicylovej
(Ahlfors et al., 2004).

Tazké kovy, ako kadmium (Cd), med’ (Cu), olovo (Pb), zinok (Zn) a nikel (Ni) st
prirodzene sa vyskytujuce zlozky v zemskej kore, avSak vplyvom ludskej Cinnosti sa
zmenila ich prirodzené rovnovaha a geochemické cykly. Z tohto dovodu dochadza k ich
akumulécii v rastlinach, ¢o vedie k poSkodeniu buniek a naruSeniu bunkovej i6novej
homeostazy (Singh et al., 2011). Rastliny reaguji na toxické hladiny tazkych kovov
aktivaciou MAPK. Priklad zapdajania signalnych drah MAPK sposobeny pritomnost’ou
medi a kadmia v prostredi bol preukdzany v rastline Oryza sativa L., kde bola

zaznamenana aktivacia OsMAPK3 a OsMPKG6 ( Yeh et al., 2007; éamaj ovaetal., 2013).

2.6.3 Utast MAPK v reakcidch na biotické stresové faktory

Rastliny st pocas ich zivota napadané baktériami, hubami a virusmi. Infekcie a ochorenia
sposobené tymito druhmi organizmov sa suborne oznacuju ako bioticky stres (He et al.,
2020). Pocas evolucie sa urastlin vyvinul rad obrannych mechanizmov v podobe
imunitného systému, vdaka ktorému su schopné branit’ sa proti patogénom. Rastliny
reaguji pomocou modularneho vrodeného imunitného systému, zlozeného z dvoch
urovni. Prva aroven S$pecificky deteguje molekuly spolo¢né pre mnoho mikrobov,
patogénov ako aj nepatogénov pomocou transmembranovych receptorov, a spusta
obranné mechanizmy. Druha trieda je zalozena na priamych, alebo nepriamych reakciach

voci virulentnym faktorom patogénov, na zaklade rozpoznania efektorovych proteinov
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patogénu za pomoci proteinov rezistencie (Jones & Dangl, 2006; Samajova et al., 2013;
He et al., 2020). V obrannych reakciach vrodenej imunity zohravaju dolezitu ulohy
MAPK (Samajova et al., 2013).

Dolezitu rolu signalnych drah vo vrodenom imunitnom systéme A. thaliana zohrava
modul MEKK1-MKK1/MKK2-MPK4. Ukéazalo sa, ze pozitivne reguluje obranné
mechanizmy proti nekrotrofnym hubam, a zarover negativne reguluje obranné reakcie
voci biotrofnym patogénom (Wang et al., 2015).

Dalsim dokazom vyznamu MAPK je priklad kaskady NPK1-MEK1-Ntf6 u tabaku,
ktora reguluje odolnost voci virusu tabakovej mozaiky sprostredkovanu proteinom
rezistencie N (Liu et al., 2004; Wang et al., 2015).

Rastliny si vyvinuli obranné mechanizmy aj proti najrozSirenejSej skupine
herbivornych organizmov, hmyzu. Prvou priméarnou ochranou rastlin je fyzicka obrana
zahfiajaca trne, trichomy a kutikulu. Druhym spdsobom je vyuzitie sekundarnych
metabolitov, ktoré tvoria konstitutivnu, alebo indukovatel'nii obranu. Pri utoku herbivora
su aktivované MAPK, ktorych signalizacia ma vplyv na zmenu hladiny fytohormoénov,
¢o spdsobuje zmenu na urovni transkriptomu a protedmu, ako sucast aktivnej obrany

rastlin (Hettenhausen et al., 2015).

2.6.4 Transdukcia signalov v rastlinach M. sativa L.

Podobne ako u inych eukaryotickych organizmov, aj u M. sativa boli identifikované
signalne moduly MAPK, zicastiiujice sa vyvojovych procesov a reakcii na stresoveé
faktory. Jednou z hlavnych znamych MAPK u lucerny je SIMK, indukovana stresom zo
zasolenia aelicitormi (Cardinale et al., 2000). SIMK je prevazne lokalizovana
v cytoplazme a jadrach, odkial je pocas tvorby korefiovych vlaskov redistribuovana
v aktivnej forme do ich rasticej Spicky, ¢o ukazuje ulohu SIMK pri ich vyvoji a raste
(Samaj et al., 2002). Po aktivacii solnym stresom dochadza k premiestneniu &asti
SIMKK-SIMK modulu zjadra do cytoplazmatickych kompartmentov, zatial co
v neaktivnhom stave su SIMK a jej nadradena kinaza SIMKK lokalizované vol'ne v jadre
a cytoplazme (OvecCka et al., 2014). K aktivacii znamych MAPK (SIMK, MMK?2,
MMK3, SAMK) v semenacikoch lucerny dochadza vplyvom stresu z tazkych kovov,
sposobeného i6nmi kadmia alebo medi (Taj et al., 2010). Z inych objavenych MAPK
v M. sativa je mozné zmienit OMTKI, ¢o je MAPKKKI aktivovana oxidativhym

stresom. V nestresovanych rastlinnych protoplastoch vykazovala len bazalnu kinazova
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aktivitu, po aktivacii vSak bola schopna viazat’ a aktivovat MMK3. Aktivacia OTMK1
pomocou H>O> zapricifiuje indukciu bunkovej smrti (Nakagami et al., 2004).
Transgénna linia M. sativa oznaCovana SIMKK RNA! je linia so znizenym obsahom
mRNA pre SIMKK (uml¢anim expresie SIMKK). Tato linia bola ziskana stabilnou
transforméaciou mladych listov rastlin M. sativa kultivaru RSY, pomocou kmena
GV3101::Pmp90 A. tumefaciens, ktory nesie plazmid pHellsgate12-SIMKKi. Po uml¢ani
expresie SIMKK bolo u tejto linie zistené vyrazné znizenie produkcie SIMK (BekeSova

et al., 2015; Hrbackova et al., 2021).

2.7 Metédy vyhodnocovania regeneracného potencialu u kultar in vitro
Regeneracia kompletnych rastlin je vyslednym krokom procesov ako somaticka
embryogenéza a organogenéza, pocas ktorej sa tvoria jednotlivé organy pomocou rdznej
kombinacie horménov v in vitro podmienkach (Bhatia, 2015). Rastliny vel'mi citlivo
vnimaju vplyv okolitého prostredia ¢o ma dopad na ich rast a vyvoj. Z tohto dévodu aj
zaznamenavanie vyvoja, rastu a v§eobecne regeneraéného potencialu kultar in vitro je
dolezitym predpokladom pre lepSie pochopenie molekularnych, fyziologickych
a bunkovych procesov v rastlinach (Ticha et al., 2020).

Embryogénny a regeneracny potencial in vitro mdze byt vyhodnocovany viacerymi
metodami. Prvym spdsobom je kvantitativne vyhodnotenie embryogénneho potencialu,
¢o je vyhodnotenie poCtu somatickych embryi vytvorenych na dany pocet pouzitych
explantatov (Piccioni et al., 1996; Sangra et al., 2019). Ako d’alSie kvantitativne sposoby
stanovenia regeneracného a embryogénneho potencialu, sa bezne vyuziva percentualne
stanovenie poCtu explantatov tvoriacich kalus, pocet kalusov produkujiacich somatické
embrya po urcite] dobe na regeneranom médiu, alebo stanovenie poctu somatickych
embryi schopnych konverzie na kompletnu rastlinu (Varga & Badea, 1992; Zare et al.,
2009)

K vyhodnoteniu kvantitativnymi sposobmi sa embryogénny potencial dokumentuje
aj vyhodnotenim kvalitativnym. Na kvalitativne vyhodnotenie sa vyuzivaju najméi
mikroskopické, fotografické ardozne iné skriningové metddy. Skrining sa vyuziva
napriklad na identifikdciou genotypov rastlin lucerny schopnych regenerovat celé
rastliny z kalusu a bunkovych suspenzii (Varga & Badea, 1992). Na vyhodnotenie
embryogénneho potencialu suspenzii sa da pouzit analyza textiry makroskopickej
snimky, na zaklade rozdielov vo vizualnom vzhlade medzi embryogénnymi

a neembryogénnymi suspenziami (Ibaraki et al., 1998). Na S§tadium a skimanie
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jednotlivych vyvojovych procesov a fyziologie rastlin sa vyuzivaju nayméa mikroskopické
metody (Reddy et al.,, 2007). Mdze byt pouzitd konfokalna laserova skenovacia
mikroskopia, €o je neinvazivna vizualizacna technika s vysokym kontrastom, zalozena
na principe laseru, ako zdroja svetla (Diirrenberger et al., 2001; Teng et al., 2020). Dalgou
vyuzivanou mikroskopickou technikou je moderna light-sheet® fluorescencna
mikroskopia, zaloZzend na osvetleni preparatu tenkym svetelnym IGCom v tvare listu,
a naslednej detekcii obrazu kolmo na rovinu osvetlenia (Ovecka et al., 2018). Tento typ
vizualizacie je mozné vyuzivat pri Studiu réznych procesov v rastlinach, ako napriklad
na dokumentaciu dynamiky rastu, pohybu jadier ¢i analyzu bunkového delenia (Berthet

& Maizel, 2016).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

Autoklavova indikatorova paska, bakteriologicky filter s pérmi s vel'kostou 0,22 pm,
filtracny papier, hlinikova folia, chirurgickd paska, kadicky, magnetické mieSadla,
mikroskimavky, noznice, odmerné valce, Pasteurove pipety, parafilm, pinzety, skalpel,
skumavky typu Falkon, sterilné Petriho misky okruhle, sterilné Petriho misky hranaté,

sterilné Spicky.

3.1.1 Pouzité 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)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma Aldrich)
Dusi¢nan amoénny (Biochemica)

Dusi¢nan draselny (Sigma Aldrich)

Ethanol 96% (Tereos TTD)

FeNaEDTA

Glycin (Sigma Aldrich)

Heptahydrat siranu hore¢natého (Sigma Aldrich)
Heptahydrat siranu zino¢natého (Sigma Aldrich)

Chlorid draselny (Sigma Aldrich)

Iodid draselny (Sigma Aldrich)

Kinetin (Duchefa Biochemie)

Kvasnic¢ny extrakt (Sigma Aldrich)

Kyselina borita (Sigma Aldrich)

L-glutamin (Duchefa Biochemie)
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L-glutathion (Sigma- Aldrich)

MilliQ voda

Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie)
Myo-inositol (Duchefa Biochemie)

Prolin (Sigma Aldrich)

Sacharoza (Sigma Aldrich)

Schenkk and Hildebrant zmes vitaminov (Duchefa Biochemie)
Siran draselny (Sigma Aldrich)

Tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého (Sigma Aldrich)
Tetrahydrat siranu manganatého

Thiamin hydrochlorid (Sigma Aldrich)

Thioprolin (Sigma Aldrich)

Tikarcilin (Duchefa Biochemie)

Tween ® 20 (Sigma-Aldrich)

Vodovodna voda

3.1.2 Roztoky a média

Sterilizaény roztok na sterilizaciu listov M. sativa (100 ml)

1 ml chlérnan sodny
50 pl Tween

Doplnit MilliQ H20 do 100 ml. Sterilizacia cez bakteriologicky filter s pormi

s velkost'ou 0,22 um.

Roztok 2.4-D

10 mg 2,4-D rozpustit v 50 ul Et-OH, pridat 800 pl H>O a 150 ul 1M NaOH,
zvortexovat, doplnit do 10 ml H>O. Sterilizdcia cez bakteriologicky filter s pormi

s vel'kost'ou 0,22 um. Skladovanie pri teplote -20°C.
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Roztok kinetinu

1 mg kinetinu rozpustit v 20 ul 1M NaOH, zvortexovat’, doplnit do 10 ml H>O.
Sterilizacia cez bakteriologicky filter s pormi s velkostou 0,22 um. Skladovanie pri

teplote -20°C.

Zmes aminokyselin (pre BSH)

6,65 g glutamin
0,83 g serin

0,004 g adenin
0,083 g L-glatation

Doplnit MilliQ H20 do 250 ml. Sterilizacia cez bakteriologicky filter s pormi
s vel'kost'ou 0,22 um. Skladovanie pri teplote 4°C.

BSH médium

3,1 g.I'" Gamborg's B5 basal salt mixture
0,5 g.I't KNO;

0,25 g.1"' MgS0s4 . 7 H>0

0,5 g.I'! prolin

30 g.I'! sacharoza

4,5 g.I'" Gellan gum

Doplnit MilliQ H>O, uprava pH na 5,7. Sterilizacia pomocou autoklavu. Po sterilizacii

vychladit’ na cca 55 °C a cez bakteriologicky filter pridat’:
30 mLI"' zmes Aminokyselin

1 mgl!24-D

0,1 mg.l'1 kinetin

1 ml1"! 1000x Gamborg's vitamin

B50 médium

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

0,25 g.I'' MgSO4 . 7 H20
0,5 g.I'! prolin

30 g.I'! sacharoza

4,5 g.1'! Gellan gum

Doplnit MilliQ H20, tGprava pH na 5,7. Sterilizacia pomocou autoklavu. Po sterilizacii

vychladit na cca 55 °C a cez bakteriologicky filter pridat’:
30 mLI"' zmes Aminokyselin

1 ml1"! Gamborg's vitamin

MMS médium

4,3 g.I'! MS basal salt mixture

0,1 g.I'' myo-inositol

30 g.I'! sacharoza

4,5 g.1'! Gellan gum

Doplnenie MilliQ H»>O, uprava pH na 5,7. Sterilizacia pomocou autoklavu. Po sterilizacii

vychladnutie na cca 55 °C a pridat’:

1 mLI"' 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution

MS médium

4.3 g.l'1 MS basal salt mixture

0,1 g.I'! myo-inositol

30 g.I'! sacharoza

4,5 g.I'" Gellan gum

Doplnenie MilliQ H>O, tprava pH na 5,7. Sterilizacia pomocou autoklavu

SH4K médium

3,2 g.I'! Schenk and Hildebrandt
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25 mM prolin

0,4 mM thioprolin

50 mM K>SOq4

2 g.I'! kvasniény extrakt
100 mg.I"! myo-inositol
30 g.I'! sacharoza

4,5 g.1"! Gellan gum

Doplnenie MilliQ H>O, tprava pH na 5,7. Sterilizacia pomocou autoklavu. Po sterilizacii

vychladit’ na cc 55 °C a cez bakteriologicky filter pridat’:
1 mgl!24-D
0,1 mg.l'1 kinetin

BOi2Y médium

0,2 mg.I'! glycin

0,1 mg.I"! Thiamin hydrochlorid
30 g.I'! sacharoza

36,7 mg.l"' FeNaEDTA

100 mg.1"' myo-inositol

2 g.I'! kvasniény extrakt

4,5 g.1"! Gellan gum
Makroelementy

300 mg.1I"! KH,PO4

100 mg.I'! KNOs

1 g1 NH4sNOs3

347 mg.I"! Ca(NOs), . 4 H,0
35 mg.I"! MgS04. 7 H,0
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65 mg.1"! KCI
Mikroelementy

0,8 mg.1'' KI

1,5 mg.l'1 ZnS0O4 . 7 HO
1,6 mg.1"! H3BOs

4,4 mg.I'' MnSOs . H,O

3.1.2 Pouzité pristroje
Analytické vahy

Automatické pipety

Autoklav (Stervap, MMM Group)

Box laminarny Biohazard (Merci)

Elektromagnetickd mieSacka IKA combimag REO (Drehzahl Electronic)
Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

Laboratorne vahy S1 502 (BEL Engineering)

Chladni¢ka LIE LCV 4010 (Schoeller)

Mraznic¢ka LIE G 5216 513L (Comfort)

pH meter PC 2700 (Eutech Instruments)

Skener (Image Scanner III)

Stereomikroskop Axio Zoom.V16 (Carl Zeiss)

Vyrobnik deionizovanej vody Simplicity water purification system (Millipore)
3.1.4 Software na spracovanie vysledkov

Excel (Microsoft Office)

PowerPoint (Microsoft Office)

ImageJ (NIH)

ZEN 3.5 — blue edition (Carl Zeiss)
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Inkscape 1.1.2

3.1.5 Rastlinny material

Ako rastlinny materiél boli vybrané tri linie Medicago sativa L.:

Regen SY (RSY) — kontrolna linia

SIMKK RNAi — transgénna linia s potlaCenym prejavom expresie génu SIMKK

GFP-FABD?2 — transgénna linia produkujuca aktin-védzobnou doménu ¢.2 proteinu fibrinu

z Arabidopsis thaliana, translac¢ne fizovanu so zelenym fluoroscencnym proteinom, GFP

3.2 Metédy

3.2.1 Priprava BSH média

Do kadi¢ky s objemom 1000 ml bolo pridanych 850 ml MilliQ vody. Za staleho mieSania
na magnetickej mieSacke pomocou magnetického mieSadla bolo do MilliQ vody pridané
Gamborg's basal salt mixture, KNO3, MgSO4 . 7 H2O. Nasledne bol postupne pridany
prolin, sachar6za a Gellan gum a objem bol doplneny na 1000 ml MilliQ vodou. Po
dokladnom premiesani zloziek bolo pH upravené na 5,7 pomocou 1 M alebo 0,1 M KOH.
Médium bolo rozliate po 500 ml do 1000 ml sklenenych flias a sterilizované v autoklave.
Po sterilizacii bolo médium ochladené na priblizne 55°C. Do vychladeného média za
sterilnych podmienok v lamindrnom boxe (flowbox) bola pridanad zmes aminokyselin,
hormony (2,4-D, kinetin), 1000x Gamborg’'s vitamin a antibiotikum Tikarcilin (500
ug.ml') na prevenciu proti bakteridlnym infekciam. Zlozky pridavané po sterilizacii
v autoklave boli vopred prefiltrované cez bakteriologicky filter s pormi o velkosti
0,22 um. Nakoniec bolo rozliatych 500 ml média po 25 ml do 20 sterilnych okrahlych
Petriho misiek. Médium v Petriho miskach bolo na dalSie pouzitie skladované

v chladnicke pri teplote 4 °C.

3.2.2 Priprava BS0 média

V 1000 ml kadicke bolo do 850 ml MilliQ vody pridané Gamborg's basal salt mixture,
KNO3, MgSOs4 . 7 H>O za staleho mie§ania na magnetickej miesacke. Dalej bol pridany
prolin, sacharéza, Gellan gum a objem bol doplneny do 1000 ml MilliQ vodou. Po
dokladnom premieSani bolo pomocou 1M/ 0,1 M KOH upravené pH na 5,7. Médium bolo
rozliate do 1000 ml sklenenych flia§ po 500 ml a sterilizované v autoklave. Po sterilizacii
bolo vychladené na cca 55 °C a za sterilnych podmienok v laminarnom boxe bol pridany

Tikarcilin (500 pg.ml'), zmes aminokyselin a 1000x Gamborg's vitamin, ktoré boli
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vopred prefiltrované cez bakteriologicky filter s pérmi o vel'kosti 0,22 um. Médium bolo
rozliate po 25 ml do sterilnych okrihlych Petriho misiek a skladované v chladnicke pri

teplote 4°C pre d’alSie pouzitie.

3.2.3 Priprava MMS média

V 1000 ml kadic¢ke bolo zmieSanych 850 ml MilliQ vody, MS basalt salt mixture, myo-
inositol, sachar6za a nakoniec Gellan gum. Vsetky zlozky boli pridavané do MilliQ vody
za staleho mieSania na magnetickej miesacke. Objem bol doplneny MilliQQ vodou na 1000
ml a pH upravené na 5,7 pomocou 1M/0,1 M KOH. Nasledne bolo médium rozliate do
1000 ml sklenenych flia§ po 500 ml a sterilizované autoklavom. Po sterilizicii
a ochladeni média na cca 55°C bolo do média v sterilnych podmienkach v laminarnom
boxe pridané 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution. Médium bolo rozliate po 50 ml
do sterilnych hranatych Petriho misiek a skladované v chladnic¢ke pri teplote 4°C pre

d’alsie pouzitie.

3.2.4 Priprava MS média

Do 1000 ml kadi¢ky bolo pridanych 850 ml MilliQ vody, MS basalt salt mixture, myo-
inositol, sachar6za a Gellan gum. VSetky zlozky boli pridavané za staleho miesania na
magnetickej mieSaCke. Po pridani a rozmieSani vSetkych zloziek bol objem doplneny
MilliQ vodou na 1000 ml a pH upravené na 5,7 pomocou 1 M/0,1 M KOH. Médium bolo
rozliate po 500 ml do dvoch 1000 ml sklenenych flia$ a sterilizované pomocou autoklavu.
Po sterilizacii bolo vychladené na cca 55°C a v sterilnych podmienkach v laminarnom
boxe doplnené o antibiotikum Tikarcilin (500 pg.ml ™). Pripravené médium bolo rozliate
do hranatych sterilnych Petriho misiek po 50 ml. Médium bolo skladované v chladnicke

pri teplote 4°C.

3.2.5 Priprava SH4K média

V 1000 ml bolo zmieSané za staleho mieSania na magnetickej mieSacke 850 ml MilliQ
vody, Schenk and Hildebrandt, siran draselny, kvasnicny extrakt, myo-inositol, roztok
prolinu s thioprolinom, sachar6zu a nakoniec Gellan gum. Objem bol na 1000 ml
doplneny MilliQ vodou a pH bolo upravené 1 M/0,1 M KOH na 5,7. Médium bolo
rozliate po 500 ml do dvoch 1000 ml sklenenych flia§ a sterilizované v autoklave. Po
sterilizacii bolo médium ochladené na priblizne 55°C. Do vychladeného média za
sterilnych podmienok v laminarnom boxe boli pridané hormony (2,4 — D, kinetin)

a antibiotikum Tikarcilin (500 pg.ml') na prevenciu proti bakteridlnym infekciam.
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Zlozky pridavané po sterilizacii v autoklave boli vopred prefiltrované cez bakteriologicky
filter s pormi o velkosti 0,22 pm. Médium bolo rozliate do sterilnych okruhlych Petriho

misiek po 25 ml a pre d’alSie pouzitie skladované v chladnicke pri teplote 4°C.

3.2.6 Priprava BOi2Y média

Do kadi¢ky s objemom 1000 ml bolo za stileho mieSania na magnetickej mieSacke
pridanych 850 ml MilliQQ vody, do ktorej postupne boli pridané zo zadsobnych roztokov
makroziviny (KH2POs4, KNO3, NH4NO3, Ca(NO3)2 . 4 H20, MgSO4 . 7 H20, KCI),
glycin, thiamin hydrochlorid, kvasni¢ny extrakt, sachar6za, FeNaEDTA a Gellan gum.
Objem bol doplneny MilliQ vodou na 1000 ml a pH bolo upravené 1 M/0,1 M KOH na
5,7. Nasledne médium bolo rozliate po 500 ml do dvoch 1000 ml sklenenych flias
a sterilizované v autoklave. Po sterilizacii bolo médium ochladené na priblizne 55°C
a doplnené zasobnym roztokom mikrozivin (KI, ZnSO4 . 7 H2O, H3BO3, MnSO4 . H>0)
prefiltrovanymi cez bakteriologicky filter s velkostou pérov 0,22 pm a antibiotikom
Tikarcilin (500 pg.ml ™). Médium bolo rozliate do sterilnych okruhlych Petriho misiek po

25 ml a pre d’alsie pouzitie skladované v chladnicke pri teplote 4°C.

3.2.7 Indukcia nepriamej somatickej embryogenézy M. sativa

3.2.7.1 Sterilizacia listov M. sativa

Z rastlin M. sativa rastacich v in vitro podmienkach vo fytotrone boli odobraté listy. Na
jednu Petriho misku boli odobrané dva listy z hornej €asti vyhonkov nekvitnucej rastliny.
Pri prvom prevedeni somatickej embryogenézy boli za sterilnych podmienok
v laminarnom boxe listy prenesené do skimavky typu Falcon (50 ml) so 70% etanolom
a sterilizované po dobu 3 s. Nasledne boli presunuté do skumavky typu Falcon (50 ml) so
sterilizatnym roztokom (1% hypochlorit sodny + 0,05% tween), v ktorom boli
sterilizované 1,5 min za staleho pretrepavania. Po sterilizacii boli listy 3x preplachnuté
v sterilnej vode. Pri druhom prevedeni somatickej embryogenézy boli listy rovnako
odobrané zrastlin pestovanych v in vitro podmienkach, ale boli len preplachnuté

v sterilnej vode s vynechanim procesu sterilizacie.

3.2.7.2 Priprava explantatov

Po sterilizacii (pripadne len preplachovani sterilnou vodou) boli listy pomocou pinzety
presunuté zo skimavky typu Falcon na navlhceny sterilny filtracny papier v Petriho
miske. Jednotlivé listy boli skalpelom horizontalne prerezané na polovicu. Tieto Casti boli

nasledne ulozené abaxialnou stranou na kalus-indukujuce médium (B5SH médium, SH4K
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médium) v Petriho miskach. VSetky kroky boli robené v sterilnych podmienkach

laminarneho boxu.

3.2.7.3 Regeneracia rastlin a ich udrziavanie v in vitro podmienkach

Jedna Petriho miska z kazdej linie bola ndhodne zvolena a zabalena do alobalu a ulozena
do fytotronu na kultivaciu v tme. Ostatné Petriho misky boli oznacené a kultivované vo
fytotrone pri fotoperiode 16 hodin svetlo, 8 hodin tma, intenzite svetla 60-80 uE.m?2.s™! a
teplote 24°C. Kultivacia na kalus-indukujucom médiu prebiehala po dobu 3 tyzdriov az
do vytvorenia embryogénnych kalusov. Kalusy boli prelozené na médium indukujtce
tvorbu somatickych embryi (B50 médium, alternativhe BOi2Y médium) na dobu
priblizne troch tyzdioch az do vytvorenia vyvinutych somatickych embryi vhodnych na
prelozenie na médium podporujuce tvorbu korefiov (MMS médium). Petriho misky
zabalené v alobale v prvej faze somaticke] embryogenézy zostali v alobale zabalené aj
v priebehu prvych 6 dni po prelozeni na B50 a BOi2Y médium. Nasledne dalSia
kultivacia prebiehala rovnako, ako v pripade zvysnych vzoriek, teda na svetle. Po
vytvoreni koretiov boli rastlinky prenesené na MS médium, uréené na vyvoj

a uchovavanie mladych rastlin.

3.2.8 Vyhodnocovanie a spracovanie vysledkov

Proces nepriamej somatickej embryogenézy v ramci praktickej ¢asti bol vyhodnocovany
kvalitativne a kvantitativne. Na kvalitativhu dokumentéciu a kvantitativne vyhodnotenie
formovania kalusov, vytvorenych na BSH a SH4K médiu na Petriho miskach, bola
pouzita obrazova dokumentacia pomocou skenera (Image scanner III). Po presunuti na
B50 aBOi2Y médium boli jednotlivé kalusy a proces tvorby somatickych embryi
fotograficky dokumentované na Zoom mikroskope, a vyhodnotené pomocou softvéru
ZEN 3.5 blue edition. Tato analyza bola vykonana po 22 diioch kultivacie kultir na
zmienenych médiach.

Vysledky ziskané zobrazovej dokumentacie pomocou skenera a mikroskopu,
pouzité na kvalitativne vyhodnotenie, boli spracované v programe Power Point 365, a
kvantitativne vyhodnotené pomocou programu Image J a Microsoft Excel 365. Statisticka
analyza ziskanych dat bola spracovand v programe GraphPad Prism 9.3.1
prostrednictvom One-way ANOVA testu a nasledného Turkey’s multiple comparisons

testu.
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4 VYSLEDKY

Tato kapitola je zamerana na vyhodnotenie ziskanych vysledkov z experimentalnej Casti
prace. Prva cast' tejto kapitoly sa zameriava na kvalitativnu charakteristiku
embryogénneho a regeneracného procesu in vitro u kontrolnych a transgénnych kultar M.
sativa, a druha Cast sa venuje kvantitativnemu vyhodnoteniu embryogénneho potencialu

tychto kultur.

4.1 Kvalitativna dokumentacia procesu kalogenézy

Nepriama somatickd embryogenéza u vSetkych Studovanych linii M. sativa (kontrolny
genotyp RSY, atransgénne linie GFP-FABD2 a SIMKK RNAi) bola indukovana na
okruhlych Petriho miskach s dvomi alternativnymi médiami, BSH a SH4K. Tieto média
by mali indukovat kalogenézu na primarnych explantatoch. Z celkového poctu troch
Petriho misiek na kazda sledovanu liniu a verziu kultivaéného média, vzdy jedna bola
nahodne vybrand a kultivovana pocas celého obdobia indukcie kalogenézy na tychto
médiach vtme. Zvysné dve misky z kazdej linie boli kultivované za Standardnych
podmienok striedania svetla a tmy vo fytotronovej komore. Po troch tyzdnoch kultivacie
na tychto médiach boli vytvorené kalusy prelozené na B50 a BOi2Y média bez
hormoénov. Preklad prebiehal vzdy podla stanoveného protokolu, teda kalusy z BSH
média boli prelozené na B50 médium, a kalusy z SH4K média na BOi2Y médium.
Bezprostredne po prelozeni kalusov boli Petriho misky skenované pomocou skenera, aby
bolo mozné zo ziskanych obrazkov charakterizovat kalusy, liSiace sa farebne
a morfologicky, a korelovat’ to s vplyvom odlisnych podmienok kultivacie (Obr. 4,5, 6).
Kalus na BSH médiu za §tandardnych svetlenych podmienok bol sfarbeny do zelena (Obr.
4B, 4C, 5B, 5C, 6B, 6C), avsak kalus vytvoreny pri modifikovanych podmienkach (v
tme) bol v pripade BSH média (Obr. 4A, 5A, 6A) aj SH4K média (Obr. 4D, 5D, 6D)
krémovo-biely. Kalus vytvoreny na SH4K médium za Standardnych svetelnych
podmienok bol vysuSeny, nekroticky, a mal bielo-zltu az hnedua farbu (Obr. 4E, 4F, SE,
SF, 6E, 6F).
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Obrazok 4. Kalusy linie RSY na B50 a BOi2Y médiu nasnimané po prelozeni
z B5H a SH4K médii, na ktorych prebichala kultivacia 3 tyzdne: B50 médium,
modifikované podmienky (tma; A), B50 médium, Standardné svetelné
podmienky (B, C), BOi2Y médium, modifikované¢ podmienky (tma; D),
BOi12Y médium, Standardné svetelné podmienky (E, F). Mierka — 1 cm.

Obrazok 5. Kalusy linie GFP-FABD2 na B50 a BOi2Y médiu nasnimané po
prelozeni z B5SH a SH4K médii, na ktorych prebichala kultivacia 3 tyzdne:
B50 médium, modifikované podmienky (tma; A), B50 médium, Standardné
svetelné podmienky (B, C), BOi2Y médium, modifikované podmienky (tma;
D), BOi2Y médium, Standardné sveteln¢ podmienky (E, F). Mierka — 1 cm.
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Obrazok 4. Kalusy linie SIMKK RNAi na B50 a BOi2Y médiu nasnimané po
prelozeni z B5SH a SH4K médii, na ktorych prebichala kultivacia 3 tyzdne:
B50 médium, modifikované podmienky (tma; A), B50 médium, Standardné
svetelné podmienky (B, C), BOi2Y médium, modifikované podmienky (tma;
D), BOi2Y médium, Standardné¢ sveteln¢ podmienky (E, F). Mierka — 1 cm.

4.2 Kvalitativne vyhodnotenie embryogénneho potenciilu

Po troch tyzdnioch kultivacie na B5S0 a BOi12Y médiu sa na embryogénnych kalusoch
vytvorili somatické embrya, ktoré boli v réznych vyvojovych stadiach. Z pozorovani bolo
zrejmé, ze somatické embryd vytvorené pri modifikovanych podmienkach (tma) na
médiu BOi2Y boli lokalizované hlavne na okrajoch kalusov (Obr. 7 D, 8D, 9D). V
pripade Standardnych svetelnych podmienok nedoSlo na BOi2Y médiu k vytvoreniu
diferencovanych somatickych embryi (Obr. 7 C, 8C, 9C), s vynimkou jedného explantatu
u linie RSY, kde bola pozorovana pociato¢na faza ich tvorby (Obr. 10). Somatické
embrya vytvorené na B50 médiu za Standardnych svetelnych podmienok (Obr. 7A, 8A,
9A), ale aj za modifikovanych podmienok (tma; Obr. 7B, 8B, 9B) sa tvorili na celom
povrchu kalusu. Avsak v pripade Standardnych svetelnych podmienok vécSina
somatickych embryi bola zaznamenana v skorych vyvojovych stadidch (globularne a
srdcovité §tadium), priCom v pripade modifikovanych podmienok (tma) bol zjavny
vyskyt somatickych embryi prevazne v neskorSich vyvojovych Stadiach (torpédovité

a kotyledonarne Stadium). Kalusy, ktoré boli kultivované v tme pocas prvej fazy indukcie
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(na médiach s obsahom hormonov), a aj d’alSich 6 dni po preneseni na bezhormonalne
média, mali stale bledSie zafarbenie oproti kalusom produkovanych za Standardnych
svetelnych podmienok, s vynimkou kalusov na BOi2Y médiu za Standardnych svetelnych

podmienok, ktoré mali vyrazne tmavsi odtiefi hnedej farby.

Obrazok 5. Kalusy a somatické embrya linie RSY vytvorené po 3 tyzdiioch
kultivacie na B50 a BOi2Y médiu: B50 médium, Standardné svetelné
podmienky (A), B50 médium, modifikované podmienky (tma; B), BOi2Y
médium, Standardné  svetelné podmienky (C), BOi2Y médium,
modifikované podmienky (tma; D). Mierka — 2000 um.
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2000 ym

Obrazok 6. Kalusy a somatické embrya linie GFP-FABD?2 vytvorené po 3
tyzdiioch kultivacie na B50 a BOi2Y médiu: B50 médium, Standardné
svetelné podmienky (A), BS0 médium, modifikované podmienky (tma; B),
BOi2Y médium, Standardné svetelné podmienky (C), BOi2Y médium,
modifikované podmienky (tma; D). Mierka — 2000 pm.

35



Obrazok 7. Kalusy a somatické embrya linie SIMKK RNAi vytvorené po 3
tyzdnoch kultivacie na B50 a BOi2Y médiu: B5S0 médium, Standardné
svetelné podmienky (A), B5S0 médium, modifikované podmienky (tma; B),
BOi2Y médium, Standardné svetelné podmienky (C), BOi2Y médium,
modifikované podmienky (tma; D). Mierka — 2000 pum.
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2000 pm

Obrazok 8. Kalus linie RSY vytvoreny na BOi2Y médiu pri
Standardnych svetelnych podmienkach. Sipky oznacuju
inicia¢nu fazu tvorbu somatickych embryi. Mierka - 2000 pm.

4.3 Kbvalitativne vyhodnotenie regeneracného potencialu

Somatické embrya boli z B50 a BOi2Y médii presunuté na MMS médium, podporujice
tvorbu korefiov. Po indukcii korenia boli rastliny presunuté na MS médium, uréeného na
d’alsi vyvoj a udrziavanie mladych rastlin. Na MS médiu doslo k rastu aj nadzemnej, a aj

koreriove] Casti regenerovanych rastlin (Obr. 11).
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Obrazok 9. Vyvoj rastlin M. sativa na MS médiu: RSY linia v prechadzajucom svetle (A), RSY
linia vo fluorescenénom svetle k vizualizacii GFP (B), GFP-FABD2 linia v prechadzajucom
svetle (C), GFP-FABD?2 linia vo fluorescenénom svetle k vizualizacii GFP (D), SIMKK RNAi
linia v prechadzajicom svetle (E), SIMKK RNAi vo fluorescencnom svetle k vizualizacii GFP
(F). Mierka — 2000 pm.
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4.4 Kvantitativne vyhodnotenie embryogénneho potenciilu

Kvalitativne vysledky pozorovani boli doplnené o kvantitativne vyhodnotenia
embryogénneho potencidlu in vitro kultir M. sativa. Na zaklade tychto analyz bolo
zistené, ze embryogénny potencial sa li§il v zavislosti od linie, ale aj od spdsobu
kultivacie a indukcie somatickej embryogenézy. Kvantitativne vyhodnotenie potvrdilo,
ze svynimkou ojedinelych (celkovo Styroch) somatickych embryi u linie RSY
kultivovanej na BOi2Y médiu za Standardnych svetelnych podmienok, u ostatnych
sledovanych linii za tychto podmienok k tvorbe somatickych embryi vobec nedoslo.
Tento kultivacny variant tym padom vykazuje aj najvacsi statisticky signifikantny rozdiel
v porovnani s d’al§imi tromi sposobmi kultivacie (Obr. 12, 13, 14). V pripade kontrolne;j
linie RSY sa vykazovala kultivaicia na B50 médiu pri Standardnych svetelnych
podmienkach, ana BOi2Y médiu pri modifikovanych podmienkach (tma)
najoptimalnejsie vysledky (Obr. 12). Linia GFP-FABD2 vykazovala najvys§iu mieru
tvorby somatickych embryi na B50 médiu v Standardnych svetelnych podmienkach a aj
za tmy, pricom vSak alternativny sposob kultivacie na BOi2Y médiu ukazoval nizsiu
efektivitu tvorby somatickych embryi (Obr. 13). U linie SIMKK RNAi nevykazovala
efektivita tvorby somatickych embryi na takmer vSetkych typoch kultivaénych médii, za
roznych kultivacnych podmienok, ziadne Statisticky signifikantné rozdiely, pravdaze
s vynimkou média BOi2Y pri kultivéacii za Standardnych svetelnych podmienok (Obr.
14).
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Obrazok 10. Graf zobrazujuci porovnanie priememého poctu vytvorenych
somatickych embryi v prepoéte na explantat u linie RSY pri r6znych kultiva¢nych
podmienkach - modifikovan¢ podmienky (tma; T), Standardné svetelné podmienky
(S). ,,ns* znamena bez rozdielu, Statisticky vyznamny rozdiel oznacuju hviezdicky pri
p<0,05, ktory bol stanoveny One-way ANOVA testom a Turkey's multiple
comparisons testom. N=12.
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Obrazok 13. Graf zobrazujuci porovnanie priememcého poctu vytvorenych
somatickych embryi v prepocte na explantat u liniec GFP-FABD2 pri r6znych
kultivaénych podmienkach - modifikované podmienky (tma; T), Standardné svetelné
podmienky (S). ,,ns* znamena bez rozdielu, Statisticky vyznamny rozdiel oznacuju
hviezdicky pri p<0,05, ktory bol stanoveny One-way ANOVA testom a Turkey’s
multiple comparisons testom. N=12.
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Obrazok 14. Graf zobrazujuci porovnanie priememého poctu vytvorenych
somatickych embryi v prepocte na explantat u linie SIMKK RNAi pri réznych
kultivaénych podmienkach - modifikované podmienky (tma; T), Standardné svetelné
podmienky (S). ,,ns* znamena bez rozdielu, Statisticky vyznamny rozdiel oznacuju
hviezdicky pri p<0,05, ktory bol stanoveny One-way ANOVA testom a Turkey’s
multiple comparisons testom. N=12.
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S DISKUSIA

Somatickd embryogenéza, ako proces tvorby somatickych embryi zo somatickych
buniek, je Siroko vyuzivanad na regeneraciu a mnozenie roznych rastlinnych druhov in
vitro, vratane M. sativa (Sangra et al., 2019). Na uspe$nu indukciu somaticke]
embryogenézy su zasadnymi faktormi kultivatné médium, fyziologicky stav rastliny
a explantatov (Iantcheva et al., 2005). V publikovanych studiach bolo dokazané, ze
kombinacia roznych kultivacnych médii ma vplyv na rychlost kalogenézy, morfologiu
kalusov a aj pocet vytvorenych somatickych embryi. Za najvyhodnej§iu kombinaciu
indukénych a kultivacnych médii na tvorbu somatickych embryi u M. sativa sa javi
kombinacia BSH média spolo¢ne s BSO médiom, a pouzitie SH4K média, ktoré je
nasledované BOi2Y médiom (Tian et al., 2002; Sangra et al., 2019). Dalsie média
vyuzite[né pre somaticki embryogenézu u M. sativa st SH médium, alebo MS2D
médium (Fujii et al., 1990; Sangra et al., 2019). V predlozenej bakalarskej praci boli
testované prave vyssie uvedené dve kombinacie, teda kombinacia BSH a BS0 média, a
kombinacia SH4K a BOi2Y meédia. Pri tychto experimentoch bolo zistené, ze dolezity
vplyv na priebeh somatickej embryogenézy okrem pouzitych kultivaénych médii mali aj
kultivaéné podmienky, pri ktorych boli explantaty na tychto médiach kultivované.
Médium SH4K a BOi2Y nebolo vhodné na kultivaciu za Standardnych podmienok pri
striedani svetla a tmy, pretoze s vynimkou jediného explantatu linie RSY, na ktorom sa
vytvorilo malé mnozstvo somatickych embryi, pri transgénnych liniach GFP-FABD2
a SIMKK RNAi nedoslo k tvorbe somatickych embryi, a ani embryogénneho kalusu. Na
zaklade Studie, kde iniciovali somatickii embryogenézu na kultivaénych médiach SH4K
a BOi2Y v tme, pricom tato indukcia bola uspesna (Sangra et al., 2019), sme otestovali
modifikované podmienky aj v bakalarskej praci. Vysledky preukazali znacny rozdiel
v efektivite tvorby somatickych embryi. Ako pripadna nahrada za SH4K médium sa zda
byt vhodné vyuzitie SH média, pri pouziti ktorého je mozna kultivacia za Standardnych
svetelnych podmienok (Brown & Atanassov, 1985; Fujii et al., 1990).

Jednotlivé kroky somatickej embryogenézy, jej celkova uspesnost, a optimalizacia
kultivaénych podmienok mézu byt vyhodnocované roznymi metdédami. Vo viacerych
studiach boli vyuzité kvalitativne metdody vyhodnocovania v podobe mikroskopickych,
fotografickych a d’alSich skriningovych metod, ktoré boli nésledne kombinované
s kvantitativnym vyhodnotenim (Varga & Badea, 1992; Sangra et al., 2019). V ramci

kvalitativnych metod je mozné vyhodnotit’ morfologiu, farbu a Struktaru indukovaného
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embryogénneho kalusu a aj samotnych somatickych embryi (Tian et al., 2002). Dalsou
moznostou je vyuzitie fenotypovych charakteristik uz vyvinutych rastlin. Kvantitativne
metody nachadzaju vyuzitie najmé pri zistovani embryogénneho potencialu, kde sa v
spojeni so Statistickymi analyzami urcuje pocet vytvorenych somatickych embryi na
explantat, pripadne sa porovnava pocet somatickych embryi v rdéznych §tadiach vyvoja
v rovnakom cCase (Shetty & McKersie, 1993; Piccioni et al., 1996) . Vdaka tymto
metoédam je mozné vyhodnotit’ linie jednotlivo, a zaroven ich porovnat’ medzi sebou. Aj
ked kazda zvyhodnocovacich technik samostatne sprostredkuva doélezité poznatky,
vyuzitie kombinacie kvantitativnych a kvalitativnych metod prinaSa presnejsSie
a objektivnejSie spracovanie vysledkov. Spomedzi metdod zmienenych v doteraz
prevedenych studiach boli preto pri rieSeni uloh predkladanej bakalarskej prace zvolené
najoptimalnejsie kvalitativne aj kvantitativne metody, ktoré boli vyuzité k charakteristike
embryogénneho potencialu Studovanych linii. Ziskané vysledky mozu byt vyuzité pri
optimalizacii kultivaénych technik a k d’alSim experimentom zameranych na somaticka
embryogenézu M. sativa, avSak bude nutné potrebné experimenty zopakovat’ a vysledky

overit pri d’al§ich analyzach.
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6 ZAVER

Bakalarska praca bola rozdelena na teoreticku a prakticka Cast’. V teoretickej Casti bola
vypracovana reser§ zamerana na zakladny popis Medicago sativa L., jej vyvoj a dolezité
spOsoby vyuzitia tejto vyznamnej plodiny v polnohospodarstve. V d'alSej Ccasti
teoretického tivodu boli popisané transformacné metody k ziskavaniu modifikovanych
linii, ako aj signalne drahy podiel'ajuce sa na regulécii vyvojovych procesov a v reakciach
na stresové podmienky u rastlin, so §pecialnym zameranim na lucernu. Dalej boli
objasnené sposoby indukcie a ziskavania rastlin in vitro prostrednictvom procesu
somatickej embryogenézy, vyznam vhodného vyberu explantatov a zlozenia
kultivacného média. V poslednej kapitole v ramci teoretickej Casti boli popisané metody
vyhodnocovania regeneratného potencialu pri regeneracii rastlin in vitro procesom
somatickej embryogenézy.

V prvej faze praktickej Casti boli vykonané experimenty zamerané na indukciu
somatickej embryogenézy u kontrolnych rastlin lucerny genotypu RSY, au dvoch
linii transgénnych rastlin lucerny, GFP-FABD2 a SIMKK RNAi. Tieto experimenty boli
prevadzané vin vitro podmienkach prostrednictvom somatickej embryogenézy
indukovanej bud’ pri Standardnych svetelnych podmienkach bezne vyuzivanych
v laboratoriach, ana médiach k indukcii somatickej embryogenézy u lucerny bezne
vyuzivanych, alebo v tme sindukciou somatickej embryogenézy s vyuzitim
alternativneho zlozenia kultivacnych médii. Nasledne boli pozorované vysledky
kvantitativne a kvalitativne vyhodnotené, priCom bol stanoveny embryogénny
a regeneracny potencial uvedenych kontrolnych a transgénnych linii lucerny v tychto
experimentalnych podmienkach. Z dosiahnutych vysledkov je zrejmé, ze modifikované
svetelné podmienky a alternativne zlozenie indukénych médii ma vplyv nielen na
morfologiu kalusov, ale aj na embryogénny a regeneracny potencial testovanych linii in
vitro. Ked'ze sa embryogénny potencial u jednotlivych linii lisil, ziskané vysledky mozu
vyrazne prispiet’ k optimalizacii a k zefektivneniu regeneracnych metod vyuzivanych na
indukciu somatickej embryogenézy u kontrolnych aj transgénnych linii rastlin M. sativa

na nasom pracovisku.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK
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