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CIiLE PRACE

Cilem této prace bylo zvladnuti laboratornich metod kultivace rostlin vojtésky in vitro,

pfipravy bakteridlnich kultur, metod kokultivace bakterii s rostlinami a pfipravy rostlin

v interakci s bakteriemi k mikroskopické dokumentaci.

V ramci teoretické Casti byla vypracovana reSerSe zamétfena na problematiku:

zemédélského a biologického vyznamu druhu Medicago sativa

zemédélského a ekologického vyznamu pidnich bakterii druhti Sinorhizobium
signalnich, vyvojovych a strukturnich aspektl interakci rostlin Medicago
s bakteriemi rodu Sinorhizobium v procesu tvorby hlizek

modernich mikroskopickych metod neinvazivniho studia vyvojovych procest

rostlin na urovni bungk, pletiv a organti.

V praktické ¢asti byly realizovany experimenty zamétené na:

studium vyvojovych procesu rostlin Medicago sativa in vitro V kontrolnich
podminkéach

optimalizaci kultiva¢nich podminek rostlin Medicago sativa pro fizenou aplikaci
bakterii rodu Sinorhizobium

studium interakci rostlin Medicago sativa s bakteriemi rodu Sinorhizobium
mikroskopické sledovani prvotnich fazi symbiotického procesu s vizualizaci

bakterii rodu Sinorhizobium pomoci exprese fluorescen¢niho markeru.



1 UVvOoD

Tolice vojtéska (Medicago sativa L.) je jednou z nejvyznamnéjSich zemédélskych
rostlin. Ve velkém mnoZstvi je vyuzivana jako picnina pro vykrm hospodaiskych zvifat,
své misto dnes nachdzi také v potravinovém pramyslu. Velké uplatnéni ma v osevnim
postupu. Diky svému dlouhému kofenovému systému a schopnosti vstoupit do hlizkové
symbiozy s bakteriemi (rhizobia) vyskytujicimi se v pudé je velmi zurodnujici
pro zemédélskou pudu. Medicago sativa vstupuje do hlizkové symbidzy s bakteriemi
Sinorhizobium diky jejich schopnosti fixovat vzdusny dusik, kterého je ve vét$iné pid
nedostatek. Rostlina na oplatku bakteriim poskytuje Ziviny a anaerobni prostiedi.
Vysledkem je vznik kofenovych organti zvanych noduly, zndmych také jako hlizky.
Rostlina takto ziskany dusik u¢inné vyuziva, a navic pak piebytecnym akumulovanym
dusikem rostlina obohacuje okolni ptdu.

Pro uplné pochopeni procesu nodulace, stejné jako jinych biologickych procesii,
je zapotiebi vyvinout metody, pii kterych lze neinvazivné pozorovat biologické déje
probihajici v rostlin€ na mikroskopické trovni.

Cilem této prace bylo optimalizace metody pro efektivni pozorovani prvotnich fazi
interakci mezi rostlinou Medicago sativa a hlizkovymi bakteriemi Sinorhizobium
meliloti pomoci svételnych mikroskopickych metod. Zatimto ucelem byly
optimalizovany a testovany rizné zpusoby ptipravy mikroskopickych preparati. Cilem
bylo poskytnout rostliné v mikroskopickém preparatu optimalni podminky Kk rustu
ataké optimalni podminky ktomu, aby nastaly interakce s hlizkovymi bakteriemi.
Optimalni pfiprava mikroskopickych preparatti méla poslouzit k vyvojové dokumentaci
rostlin a k pozorovani prvotnich fazi procesu interakce se symbiotickymi bakteriemi
Vv Case.

V této praci byly studovany rostliny druhu Medicago sativa. Pro praci byl vyuzit
divoky typ, kultivar Europe, kontrolni linie kultivaru RSY a transgenni linie kultivaru
RSY s expresi konstruktu 35S::GFP:ABD2 (,actin-binding domain 2°). Pro studium
interakci byly rostliny kokultivovany s bakterialnim druhem Sinorhizobium meliloti
kodujici mRFP. Diky produkci ¢Eerveného fluorescenéniho proteinu bylo mozné
vizualizovat tyto bakterie a zdokumentovat pocate¢ni faze interakce s kofenovymi
vlasky Medicago sativa pomoci fluorescencniho mikroskopu a sledovat jejich postup

pii infekei az do kortikalnich vrstev kofene v procesu tvorby kotenovych hlizek.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Medicago sativa

2.1.1 Obecna charakteristika

Tolice vojtéska (Medicago sativa L.), bézné nazyvana vojtéska, je vytrvala jetelovina
patiici do ¢eledi bobovité (Fabacae). Jedna se 0 autotetraploid. Pochazi z oblasti kolem
Kaspického mofte, zapadni a stfedni Asie (Spohn a Golte-Bechtle, 2005). Vojtéska
32 milionech hektarech v mirnych podnebnych pasech severni i jizni polokoule (Bouton
2001; Irwin et al. 2001). Rozsitena je ptes celou Evropu, Stfedomoti, Stiedni vychod,
Cinu a Sibif. Je to plané rostouci rostlina vyskytujici se na Zivinami chudych loukach,
bézné roste 1 na vapnitych a vyhfevnych ptdach.

Rostlinné druhy z ¢eledi bobovité patii mezi dvoudé€lozné rostliny. Jejich kvét
je slozen z péti¢etného kalichu a koruny. Koruna je tvofena pavézou, kiidly a ¢lunkem.
Vojtéska vytvaii hlavkovité kvétenstvi s modrymi az fialovymi kvéty dlouhymi
asi 1 cm (Obr. 1). Plod je lusk, ktery je vétSinou nepukavy a hlemyzdovité svinuty
(Spohn a Spohn, 2007). Jeji listy jsou podlouhlé a trojCetné se zubovitymi nebo
pilovitymi okraji (Spohn a Golte-Bechtle, 2005).

Obr. 1: Rostlina vojtéska (Medicago sativa) (pfevzato od: Ivar Leideus,
https://cs.wikipedia.org/wiki/Tolice_vojt%C4%9B%C5%Alka#/media/File:Medicago_sativa_-
harilik_lutsern_Keilas.jpg)



2.1.2 Zemédélsky vyznam Medicago sativa

Vojtéska je hojné péstovana jako picnina. Slouzi pro vykrm hospodarskych zvifat.
Vyuziva se na seno i na silaz, vysazuje se také na pastvinach. Je bohatym zdrojem
proteinti, vitamin®, minerald a vlakniny. Slouzi také k produkci biomasy (O'Rourke
etal., 2015). Vyznamna byla jiz od dob rané antiky, kdy se vyuzivala pro vykrm koni
ve valkach. Dodnes patii k nasim nejvyznamnéjSim picninam, péstuje se v mnoha
kultivarech, pro hospodaiské ucely vsak ptredev§im jako kiizenec s tolici srpovitou
(Spohnetal., 2015). Své uplatnéni ma také ve stravovani Clovéka. Jeji vyhonky
se pouzivaji do salatli, narazime na ni také v doplncich stravy anebo v bylinnych
extraktech (Bouton, 1996).

Vyznamnou roli ma vojtéska 1 v zemé&delstvi pii uplatiovani osevnich postupt.
Viceleté jeteloviny jsou pro pudu velmi zarodiujici. Obohacuji ptidu o dusik diky jejich
symbidze s hlizkovymi bakteriemi, které maji schopnost fixovat vzdusny dusik.
Symbidza je velice efektivni, rostlina tak akumuluje vice dusiku, nez sama spotiebuje
a uvoliuje jej pak do okolni piidy. Obvykle se v osevnim postupu nepéstuje na vice nez
18-22 % plochy, maximalni zastoupeni je 30-35 %. Mezi opctovnym nasazenim
vojtésky do osevniho postupu musi byt téflety odstup (Sarapatka et al., 2010).

V soucasném zemédé@lstvi se ve velké mife vyuZzivaji synteticka hnojiva. Podle
FAO (2017) vroce 2020 mnozstvi celosvétoveé vyuzivanych hnojiv piekro¢i hranici
200 miliont tun za rok. Z pady se tak uvolnuji sklenikové plyny jako oxid dusny, které
jsou ptic¢inou sklenikového efektu. Vyuziti rostlin obohacujici piidu o Ziviny pfirozenou

cestou tak nese velky potencial do budoucna pro ochranu zivotniho prostiedi.

2.2 Symbioza Medicago sativa s pidnimi rhizobakteriemi

Vojtéska je rostlina nalezici do ¢eledi bobovitych (Fabacae). Pro rostliny této celedi
je charakteristicka symbidza s hlizkovymi bakteriemi obecné nazyvanymi rhizobia.
Piikladem téchto bakterii jsou bakterie z ¢eledi Rhizobiaceae, jako rody Rhizobium,
Sinorhizobium, Bradyrhizobium a Azorhizobium (Perret et al., 2000). Symbidza vede
K tvorbé hlizek neboli nodultl na kofenovém systému rostliny. Rhizobia jsou diazotrofni
bakterie, které fixuji vzduSny dusik a pfeménuji jej na amoniak. Ten nadéle rostlina
vyuziva jako zdroj dusiku (Timmers et al., 1999). Jednotlivé bakterialni druhy a kmeny

interaguji s ur€itou skupinou hostitelskych rostlin. Tolice vojtéska je efektivnim



symbiotickym hostitelem pro bakterialni druh Sinorhizobium meliloti (Fisher a Long,
1992). Sinorhizobium meliloti dale interaguje s rostlinou komonici (Melilotus) nebo

piskavici fecké seno (Trigonella) za vzniku symbiozy (Gibson et al., 2008).

2.2.1 Metabolismus dusiku v rostlinach

Dusik je ctvrty nejrozsifenéjsi biogenni prvek. Dostupnost dusiku v pidé je dana
celkovym mnozstvim vSech mineralnich zivin, jejich chemickym stavem a ptidnim pH.
Ve vétsing ptd je ho nedostatek (Schepers a Raun, 2008). Dusik je diilezity pro spravné
fungovani metabolismu artst rostliny. Je souCdsti mnoha riznych bunécnych
komponentti, vcetn¢ chlorofylu, aminokyselin a nukleovych kyselin. Jeho obsah
Vv bylinach je kolem 2-4 %. Pii jeho nedostatku listy zloutnou a opadavaji. Zakrslost
rostlin, malé bunky a ztloustlé bunééné stény jsou dalsi typické projevy jeho nedostatku
v rostliné (Taiz et al., 2015). Zelené rostliny jsou autotrofni a piijimaji dusik ve formé
anorganickych sloucenin, pfedevs§im jako amonné nebo dusi¢nanové ionty. Ve vétSiné
ptipadl je v pud¢ anorganicky dusik pfitomen ve formé dusi¢nanovych iontl, protoze
amonioveé ionty jsou oxidacné pfeménovany na dusi¢nany nitrifikaénimi bakteriemi
pritomnymi v pudé. Dusik ve formé€ amoniovych ionta pievlada v kyselych ptidach
a pudach s nizkym obsahem kysliku (Larcher, 1988).

Dusi¢nanové ionty piijaté rostlinou musi byt redukovany, aby mohly byt rostlinou
metabolicky vyuzity. Redukce dusi¢nand piijatych rostlinou je zprosttedkovana fadou
enzymi a kofaktori. Zasadni roli hraji enzym nitratreduktasa redukujici dusi¢nany
na dusitany a enzym nitritreduktasa redukujici dusitany na amoniové ionty. Tyto
enzymy jsou obsazeny piedevsim v listech. Pfitomnost dusi¢nand spousti jejich aktivitu.
Redukce téchto iontdl je energeticky naro¢na (Lustinec a Zarsky, 2005).

Pii nedostatku obsahu dusiku v ptd¢é vstupuji nékteré rostliny do symbidzy
s mikroorganismy fixujici vzdudni dusik. Tento typ symbidzy zvany hlizkova symbioza
je typicky predevSsim pro rostliny celedi bobovité, vyskytuje se ale také naptiklad
u sapanovitych nebo citlivkovitych. Symbiotické mikroorganismy fixujici dusik ziji
v bunikach hostitele. Jako hostitele voli autotrofni rostliny, u kterych je dostatek Zivin,
jako jsou sacharidy. Diky tomu jsou schopny fixovat vysoké mnozstvi dusiku, coz
je vyhodné 1 pro hostitelskou rostlinu. Fixace vzdus$ného dusiku zprostiedkovana
mikroorganismy zac¢ina redukénim S$t€penim molekuly N2. Tuto reakci katalyzuje

nitrogenasovy systém. Tento komplex je tvofen dvéma enzymy, z nichz jeden obsahuje
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zelezo a druhy molybden se zelezem jako aktivatory. Energii a elektrony potiebné
k redukci dodava respiracni systém. AKktivita nitrogenasy ma teplotni optimum mezi
20 °C a 30 °C (Larcher, 1988).

2.2.2 Iniciace symbiozy

Pii potieb& dusiku rostliny do okolniho prostfedi vylu€uji signdlni latky, které
koordinuji expresi bakteridlnich genli potfebnych pro zpusténi procesu nodulace. Jedna
se o fenolické latky ze skupiny flavonoidli produkované fenylpropanoidovou dréhou,
které se u jednotlivych rostlin lisi specifickymi modifikacemi kostry nebo postrannich
fetézeli (Long, 1989). Mezi tyto latky se fadi napfiklad luteolin, daidzein a genestin
(Gibson et al., 2008). Exprese nodulacnich (nod) gent v bakterii je kontrolovana
transkripcnimi faktory NodD, jejichz funkci reguluje pfitomnost signalnich latek
z rostlin, ale také dalsi bakterialni geny, jako napiiklad NoIR (Cren et al., 1995).
Nodulaéni geny jsou bud’ obecné, nebo urcuji specifitu k hostiteli. Obecné nodulacni
geny se vyskytuji u vSech rhizobii a jsou nezbytné pro indukci a pribéh nodulace
(Horvath et al., 1986). Piikladem je nodABC. Nodula¢ni geny urcujici specifitu
Kk hostiteli slouzi k determinaci hostitele a u raznych druhti rhizobii se lisi.
U Sinorhizobium meliloti je ptikladem téchto gent nodH a nodPG (Govers et al., 1987).
U rhizobii svice nez jednim moznym hostitelskym druhem se vyskytuje néckolik

raznorodych sett gent specifickych k hostiteli (Fisher a Long, 1992).

Luteolin

HO- 0.
Daidzein O |
0 l OH

HO 0.
Genestin O |
OH O O il

Obr. 2: Chemicka struktura luteolinu, daidzeinu a genestinu (podle Gibson et al., 2008)
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Nod geny koduji enzymy ucastnici se syntézy Nod faktorti. Nod faktory rozeznavaji
hostitele a zptsobuji morfologické zmény v kofenech rostlin. Nod faktory vSech
rhizobii jsou z chemického hlediska lipochitinové oligosacharidy. Jejich modifikace
determinuji specifitu jednotlivych druhii bakterii k hostiteli. Zasadni roli v rozeznani
Nod faktor kofenovymi epidermalnimi buiikami maji membranové LysM receptorim

podobné kinasy. Ty spousti symbiotickou signaliza¢ni drahu (Ibanez et al., 2016).

2.2.3 Bakterialni infekce a tvorba primordia hlizky

Pti tvorb¢ hlizky se spousti dva soucasn¢ probihajici koordinované procesy. Bakterialni
infekce probihajici v epidermalnich bunkach kotfene a tvorba primordia budouci hlizky
v kortexu kofene. Pro uspé$ny prubéh infekce musi rhizobia prorist epidermalni
vrstvou kofene a ptes kortikalni vrstvu se dostat az k rozvijejicimu se primordiu hlizky.
I kdyZ se rhizobia mohou dostat do kofenového pletiva prasklinami nebo mezerami
mezi epidermalnimi bunikami, zasadni zplsob internalizace rhizobii probihd pies
kofenové vlasky (Gage, 2004). Mechanismus bakterialni infekce se 1i§i u riznych druht
rostlin. U modelovych luskovin jako jsou Medicago truncatula nebo Medicago sativa
infekce bakterii probiha pies koienové vlasky za tvorby specializované intracelularni
struktury zvané infek¢ni vlakno.

Iniciace tvorby hlizkového primordia je prvnim morfologickym projevem interakce
mezi rhizobakteriemi a rostlinou na kofenu. Po rozeznani bakterii rostlinou dochazi
k aktivnimu bunéénému déleni ve vnitinim Kkortexu hostitelské rostliny. U vojtésky
byla pozorovana aktivace bun¢€k wvnitiniho kortexu jiz 18-24 hodin po inokulaci
s rhizobakteriemi. Tyto buiky nejprve prosly antiklindlnim bunéénym délenim
a nasledovné periklinalnim bunéénym délenim za vzniku nového primordia hlizky

(Timmers et al., 1999).

2.2.4 Infekéni vliakno

Po rozeznani specifickych Nod faktori rostlinou se bakterie pfichyti na povrch
kotenového vlasku. Aktivace signalizacni drdhy vede k lokalizované inhibici ristu
vrcholu kofenového vlasku a zptsobuje jeho deformaci. Ta se projevuje zkroucenim

kofenového vlasku, nafouknutim jeho vrcholu nebo jeho rozvétvenim.
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Obr. 3: Pocatecni faze interakce mezi koienovymi vlasky a rhizobakteriemi (podle Fisher
a Long, 1992)

Vrchol kofenového vlasku se nasledné kolem prichycené bakterie zacne stacet
(Jednotlivé faze deformace kotfenového vlasku jsou zndzornény na Obr. ¢. 3).
Tyto deformace slouzi jako morfologické indikatory pii identifikaci prvotnich fazi
interakce rostliny s bakteriemi rodu Sinorhizobium (Fisher a Long, 1992).

Rhizobia pronikaji do kotenového vlasku za lokalni hydrolyzy jeho bunécné stény,
pii¢emz se bunééna sténa a plasmatickd membrana invaginuji smérem dovnitt (Ibafiez
et al., 2016; Gage, 2004). Tvofi se apoplasticky prostor oznac¢ovany jako infek¢éni
kapsa, ve které se rhizobia dale mnozi. V infekéni kapse, ktera se vytvofila ve sto¢eném
vrcholu kofenového vlasku, vznikaji kolonie zvané fokalni infekce (Geurts et al., 2005).

Invaginovana bunécnd sténa se zacCind produkovat smérem dovnitt kofenového
vlasku a tvofi se tak infekéni vlakno. Infekéni vlakno je tubularni struktura, v jehoz
dutin€ se nachdzi glykoproteinovy matrix. Zde se nadale mnozi bakterie. Skrze infekcni
vlakno prostupuji bakterie ze stoceného vrcholu kofenového vlasku pletivem
az ke kortikalni vrstvé kofene (Timmers et al., 1999; Oldroyd et al., 2011).

Dalsim stézejnim krokem pro prodluzovani infekcniho vldkna je tvorba radialné
orientované kuzelovité struktury zvané cytoplazmaticky most. Cytoplazmaticky most
udava smér rastu infekéniho vlakna, které skrze néj proristd, z toho divodu je také
nazyvany pre-infekéni vlakno (Obr. 4 a). Cytoplazmaticky most je polarizovany
cytoplazmaticky shluk (van Brussel et al., 1992).

Rist infekéniho vldkna je spojen srozsahlou reorganizaci mikrotubulového
cytoskeletu a vyzaduje aktivni ptisun membranovych vezikult. Klicovou roli také hraje
pozice jadra v buinice kofenového vlasku. Cytoplasmaticky most spojuje bunécéné jadro
s rostoucim koncem infekéniho vldkna a migrace jadra smérem k bazalni ¢asti bunky

fidi postup infekéniho vlakna v kofenovém vlasku (Obr. 4 b-c) (Timmers et al., 1999).
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Obr. 4: Cytoplasmaticky most spojujici jadro s rostoucim infekénim vlaknem
v kofenovém vlasku (podle Fournier et al., 2008).

Kromé¢ cytoplasmatického mostu je na jadro vzdy napojeno také tenké
cytoplasmatické vlakno, které jej spojuje s bazélni casti bunky. KdyZ infekéni vldkno
prostoupi do bazélni ¢asti buiikky kofenového vlasku, jadro opusti pozici pred jeho
rostoucim vrcholem a ustoupi stranou (Obr. 4 d) (Fournier et al., 2008).

Kdyz se infek¢ni vldkno ptiblizi k nejblizsi kortikalni buiice, spusti se reorganizace
této sousedni bunky a cely proces se opakuje. Timto zpisobem infekéni vldkno
prostoupi do okolnich bunék a bakterialni infekce se rozsifuje az do kortexu (Oldroyd
etal., 2011).

2.2.5 Endocytdéza a vznik symbiozomii

Ve chvili, kdy infekéni vlakno dosédhne az K bufice vnitiniho kortexu, ktera ma byt
infikovana bakteriemi, se zafnou zjeho stény uvoliiovat kapicky, které obsahuji
bakterie obalené amorfni hmotou identickou s matrixem vypliujicim infekéni vlakno
(Rae et al., 1992). Rhizobialni buiiky se dostavaji do p¥imého kontaktu s membranou
hostitelské rostlinné buiikky. Nasledné dochdzi k endocytdze, rhizobiadlni bunka
se obaluje plasmatickou membranou a cytoplasmou hostitele a stava se z ni symbioticky
cytoplazmaticky kompartment neboli symbiozom (Brewin, 2004; Jones et al., 2007).
Kdyz je bakterie uzaviena v symbiozomu a je ji poskytnuto prostiedi bez kysliku,

je schopna diferenciovat se do formy zvané bakteroid, ktera je schopna fixovat vzdusny
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dusik (Vasse etal., 1990). Dochazi zde k biosyntéze enzymi nitrogenasového
komplexu zprostfedkovavajicich fixaci dusiku (Fischer, 1994). V rhizobiich se nachazi
regulacni kaskady citlivé na kyslik, které fidi expresi nitrogenasového komplexu
a mikroaerobnich respira¢nich enzymu potiebnych k poskytnuti energie a redukujicich
donort pro nitrogenasu. Tato kaskada je indukovana nizkou ptitomnosti kysliku, proto
je potieba poskytnout bakteriim prostiedi bez kysliku, to vnitini prostfedi v ramci hlizky

poskytuje (Witty et al., 1986; Jones et al., 2007).

2.2.6 Diferenciace hlizky

Bakteridlni infekce a tvorba hlizkového primordia jsou dva koordinované procesy
vedouci k tvorbé zralych hlizek tim, ze se mladé hlizkové primordium postupné
diferencuje. Jak jiz bylo zminéno, vnitini pletiva hlizek poskytuji anaerobni prostiedi
pro symbiotické bakterie (Franssen et al., 1992).

Hlizky se podle jejich morfologie dé&li do dvou tfid, na determinované
a nedeterminované. Determinované hlizky maji meristém odvozeny od bunék vnéjsiho
kortexu a nedeterminované hlizky maji meristém odvozeny od bunék vnitiniho kortexu.
Lisi se také v délce meristematické aktivity. VétSina rostlin mirného pasma vcetné
rostlin rodu Medicago tvofi nedeterminované hlizky. Nedeterminované hlizky se dale

vyskytuji u tropickych luskovin a u Lotus japonicus (Gibson et al., 2008).

2.3 Mikroskopie Zivych bunék (,.live cell imaging*)

Vyvoj multicelularnich organismu je dynamicky proces, pii kterém se bunky aktivné
déli (proliferuji), rostou, a nasledné diferencuji za tvorby specializovanych tkéani. Tyto
procesy, souhrnné zvané morfogeneze, jsou regulovany komplexnimi mechanismy,
zabezpecujicimi néslednost jednotlivych déji v pfesné stanoveném cCase a prostoru.
Zkoumani téchto procesit je zasadni pro pochopeni vyvoje a morfogeneze rostlin.
Podrobné studium té€chto procesii neni mozné pouze za vyuziti statickych analyz
na biochemické a genetické Urovni, ani za vyuziti statickych fixovanych preparati.
Ty ndm umoznuji pouze lokélni pozorovani rostlinnych tkani v konkrétni vyvojové fazi
(Sappl a Heisler, 2013). Proto jsou pro dynamické studium biologickych vyvojovych
procest, a to nejen u rostlin, neustale vyvijeny a zdokonalovany nové dokumenta¢ni

metody. Velky rozvoj zaznamenal i vyvoj takovych snimacich metod, které nam



umoznuji detailni pozorovani vyvoje celého organismu. Mikroskopie zivych bun¢k nam
poskytuje moznosti lepsiho pochopeni riznych molekularnich interakci probihajicich
na bunécné Grovni v mnohobunéénych komplexnich organismech. Mikroskopie Zivych
bun¢k je proto moderni a stale castéji vyuzivany soubor metod pro vyvojovou
mikroskopickou dokumentaci zivych organismt, coz umoziuje studium riznych
biologickych procest pii jejich vyvoji v realném Case (Berthet a Maizel, 2016).

Nejzasadnéjsi a zaroven nejvétsi vyzvou pro mikroskopii zivych bunék je zajisténi
optimalnich rlstovych podminek a co nejpfesné€j$i simulace pfirozeného prostiedi
pro studovany organismus. Rostliny jsou obzvlasté citlivé na vystaveni stresovym
podminkam, nacez se v jejich dusledku snazi fyziologicky se adaptovat. Jakykoliv
nepfirozeny zasah do optimalnich fyziologickych podminek pak znehodnoti vysledky
studia, které se snazi popsat biologické procesy rostlin v jejim pfirozeném stavu (Reddy
et al., 2007; Berthet a Maizel, 2016).

Prvnim krokem uspésného mikroskopického pozorovani je Kkultivace rostliny
a priprava rostlinného preparatu, ve kterém bude mit rostlina zajisténé optimalni rtistové
podminky a ve kterém bude mozné neinvazivné pozorovat pribéh studovanych
biologickych procest. Druhym krokem pro Uspésné pozorovani zivého organismu
je zvoleni vhodnych neinvazivnich zobrazovacich metod. U takovych metod musi byt
zabezpeCen dostate¢ny pozorovaci prostor pro zachovani optimalniho prostorového
a casového rozliSeni pfi snimani a neni potfeba zkoumané rostliny fyzikalné
ani chemicky stabilizovat (fixovat) (von Wangenheim et al., 2014; Maizel et al., 2011).

Omezenim pii pozorovani Zivych rostlin mizZe byt fakt, Ze nejsme schopni dosahnout
stejn¢ dobrého rozliSeni, jako pifi pozorovani fixovanych preparati. Divodem
je velikost atloustka pozorovaného organismu, neprihlednost jednotlivych pletiv
a organt, jako i pohyb riznych bunéfnych kompartmentii v dynamickém systému
studovaného Zivého organismu (Huisken a Stainier, 2009).

I pfes enormni rozvoj a zavadéni metod mikroskopie zivych bunék do praxe jsou
fixované preparaty tkani stale stéZejni pro rostlinou biologii. I kdyZ jsme schopni
zobrazovat rizné struktury v zivé rostliné pomoci rozlisSnych fluorescencnich znacent,
fixované preparity nam umoZiluji ovéfeni ziskanych vysledki a mnohdy vedou
K objevim V oblasti strukturnich detailt, které jsou v zivé rostliné kvili jejim
dynamickym procestim obtizné pozorovatelné. Mikroskopie zivych bun¢k je navic
obvykle limitovana hloubkou priniku paprsku jenom na bunky nachazejici

se na rostlinném povrchu, jako jsou epidermalni buiiky, trichomy a kotfenové vlasky
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(Dyachok et al., 2016). Vyjimku tvofi specializované mikroskopické metody, jako
napiiklad multifotonova fluorescen¢ni mikroskopie nebo ,,light-sheet” fluorescenéni

mikroskopie.

2.3.1 Neinvazivni mikroskopické zobrazovaci metody

Pro uspésné pozorovani zivych organismi je potieba zvolit takové metody, které
nenarusuji pfirozené biologické procesy a jsou schopné je zachytit v co nejlepSim
rozliSeni v redlném case a pii co nejmensi mozné mife fototoxicity. Vhodné jsou
mikroskopické metody s vysokym prostorovym rozliSenim. Prostorové rozliSeni zavisi
na objektivu, zvétSeni a numerické apertuie. Obecné plati, Ze CoCky s vyss$i numerickou
aperturou mohou poskytnout vétsi prostorové rozliSeni. Mezi takové metody se fadi
mikroskopie v Sirokém poli, konfokalni laserova skenovaci mikroskopie, konfokalni
mikroskopie s rotujicim diskem, multifotonova fluorescencni mikroskopie a,,light-
sheet™ fluorescencni mikroskopie (von Wangenheim et al., 2014; Komis et al., 2018).

Mikroskopie v Sirokém poli (,,wide-field“ mikroskopie) zahrnuje vSechny
mikroskopické techniky, pfi kterych je celé zorné pole na vzorku osvétleno soucasné
pouzitym svételnym zdrojem. Pii mikroskopii Sirokého pole miizeme zvysit Groven
prostorového rozliseni tak, ze k potlaceni piebytecného svételného signalu mimo rovinu
zaostfeni vyuzijeme pocitacovych metod dekonvoluce (von Wangenheim et al., 2014;
Komis et al., 2018).

Konfokalni laserovéa skenovaci mikroskopie je charakteristicka vysokym kontrastem
a rozliSenim. Pomoci této metody jsme schopni potladit signdl vychazejici z oblasti
mimo rovinu zaostfeni. Umoziuje také sniméni sérii optickych tezl, které lze poté
slozit za vzniku trojrozmérného obrazu (Pawley, 2006; Komis et al., 2018).

Konfokalni mikroskopie srotujicim diskem je specificky typ konfokalni
mikroskopie, pii které svétlo pro excitaci fluorescence v pozorovaném vzorku prochazi
nékolika clonami na rotujicich discich. Sniméani touto metodou je proto
vysokorychlostni (Komis et al., 2018).

Multifotonova mikroskopie vyuziva snimani pomoci svétla s nizkou energii, tudiz
fluorofory i hluboko ve snimanych pletivech nejsou dostate¢né excitovany. V bodé
zaostfeni vSak dochazi k excitaci fluoroforu dvéma nebo tfemi fotony, jejichz energie

se s¢ita a je tedy dostacujici pro excitaci fluoroforu (von Wangenheim et al., 2014).
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,Light-sheet“  fluorescenéni  mikroskopie je v souCasné dobé jedna
Z nejpokrokovéjSich metod pro studium biologickych procesi jak v rostlinnych
buiikach, tak v zZivociSnych. Pfi této metod¢ ziskavame jednotlivé optické fezy pomoci
tenkého listu laserového svétla, které osvétluje celou plochu zobrazovaného zorného
pole najednou. Signal je tak detekovan pouze v roviné ostrosti. Tato metoda je vhodna
pro mikroskopovani zivych organismi zejména proto, zZe zobrazovani je velice rychlé
anizké hodnoty zareni zplsobuji velice nizkou troven fototoxicity, protoze svétlo
pro excitaci dopadd do vzorku jenom v rovin¢ zaostieni (Berthret a Maizel, 2016;
Komis et al., 2018; Ovecka et al., 2018).

2.3.2 Mikroskopické pozorovani rostlinného rodu Medicago

Dulezitym ptfedpokladem pro dlouhodobé neinvazivni pozorovani Zivych organismi
je optimalizace ptipravy mikroskopickych preparati. Postupy piipravy jsou odlisné
Vv ptipad¢, ze rostlinu chceme snimat jednorazove, a odlisné v piipadé, kdy je nasim
cilem stejny vzorek pozorovat dlouhodobé. Preparat se zivou rostlinou musi byt
piipraven tak, aby byly zabezpeceny optimalni ristové podminky. Rostlina musi byt
ve stabilnim prostfedi napodobujicim ptirozené podminky, musi mit dostate¢ny piijem
Zivin a nesmi byt vystavena stresovym podminkam.

Rostlinny druh Medicago truncatula je modelova rostlina pro luskoviny vyuzivana
Vv biologickém vyzkumu. Jako modelovy organismus byla zvolena zejména diky svému
malému diploidnimu genomu, ktery je v soucasnosti pln€ sekvencovan. Je samosprasna,
rychle se regeneruje a velmi rychle plodi semena. M4 také blizky fylogeneticky vztah
s vétSinou druhti luskovin véetné vojtésky (Cook, 1999). Muze byt Gspésné kultivovana
na fad¢ nosicl a substratll, jako je vlhky papir, agar, tekuté médium, pida a inertni
substraty v odpovidajicich kultiva¢nich systémech (Barker et al., 2006).

Byla vytvoiena ftada protokoli pro pfipravu mikroskopickych preparati
pro pozorovani Medicago truncatula. Castym postupem je piiprava komirky
s meziprostorem s vyuzitim podlozniho a kryciho mikroskopického sklicka, ve které ma
studovany kotfen dostatecny prostor. Jednim z nich je protokol pro piipravu preparati
ze semenacku Medicago truncatula pro jednorazové snimani kofenového systému
(podle Dyachok et al., 2016). Rostliny staré 2-3 dny, které¢ dosahuji délky 3-4 cm, byly
umistény na podlozni sklicko, na kofeny bylo naneseno malé mnozstvi vody a poté

s pouzitim lepidla s vakuovou izolaci byla vytvofena komtirka uzaviend krycim sklem
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pfipravend k mikroskopickému pozorovani. Takovéto preparaty umoziuji studium
biologickych procesti v zivé rostlin€, ale pouze okamzit¢ po ptipravé preparatu.
Dlouhodoba kultivace a pozorovani rostliny v tomto systému nejsou mozné.

Pro mikroskopické pozorovani Medicago sativa je mozna obdobna pfiprava
preparatu s vyuzitim systému podlozni a kryci sklicko za tvorby ,.komurky*. Samotny
rust kofene a prubéh bunécného déleni byl u vojtésky uspésné studovan pomoci ,,light-
sheet“ mikroskopie (Vyplelova et al., 2017). Rada experimenti zabyvajicich
se symbidzou mezi Medicago sativa a rhizobakteriemi vsak vychazela z protokolu
ptipravy preparatu podle Gage et al. (1996). Pro dokumentaci infekéniho vlakna
po dobu 48 hodin vytvofili preparat s vyuzitim BNM média, do kterym zalili semenéacek
Medicago sativa na podloznim skli¢ku. Na médium inokulovali bakterie Sinorhizobium
a preparat prekryli dialyzaéni membranou. Stejného systému vyuzili naptiklad Cheng
a Walker (1998) s drobnymi modifikacemi, kdy nahradili BNM médium Jensenovym
agarem.

Pro studium interakci Medicago sativa a rhizobakterii pii hlizkové symbidze
je mozné vyuziti také fixovanych preparati. Ptikladem je experiment, ktery provedli
Jordan et al. (1963). Rostliny Medicago sativa kultivovali na pevném médiu
inokulovaném se Sinorhizobium meliloti. Po vytvofeni mladych hlizek byl z hlizek
vytvoien fixovany preparat, ktery umoznil pozorovani intracelularnich infekcnich

vlaken.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material
3.1.1 Pouzité chemikalie

e 1000X Gamborg’s vitamin (DUCHEFA BIOCHEMIE)
e 70 % etanol (PENTA)

e 96 % etanol (PENTA)

e Adenin (SIGMA-ALDRICH)

e Agaro6za s nizkou teplotou tani (SIGMA-ALDRICH)

e CaCl2 (SIGMA-ALDRICH)

e CuSOs.5H20 (SIGMA-ALDRICH)

e FeSOs. 7H20 (SIGMA-ALDRICH)

e Gamborg B5 medium - Basal salt mixture (DUCHEFA BIOCHEMIE)
e Gellan Gum (SIGMA-ALDRICH)

e H3BOs(DUCHEFA BIOCHEMIE)

e Hypochlorid sodny (SIGMA-ALDRICH)

e KH2PO4(SIGMA-ALDRICH)

¢ Kinetin (DUCHEFA BIOCHEMIE)

e KNOs (SIGMA-ALDRICH)

e KOH (SIGMA-ALDRICH)

e Kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova (DUCHEFA BIOCHEMIE)
e L-glutamin (SIGMA-ALDRICH)

e L-glutathion (SIGMA-ALDRICH)

e L-prolin (SIGMA-ALDRICH)

e L-serin (SIGMA-ALDRICH)

e MgSOs. 7H20 (SIGMA-ALDRICH)

e MnSOs. H20 (SIGMA-ALDRICH)

e Na2EDTA (SIGMA-ALDRICH)

e Na2HPOs.2H20 (SIGMA-ALDRICH)

e NazMoOs. 2H20 (SIGMA-ALDRICH)

¢ NaOH (SIGMA-ALDRICH)

e Sacharéza (SIGMA-ALDRICH)
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Sterilizovana destilovana voda

Sterilizovana kohoutkova voda
Tween 20 (SIGMA-ALDRICH)
ZnS04. H20 (SIGMA-ALDRICH)

3.1.2 PouZzité pristroje

e Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG, Waga Elektroniczen)

e Autoklav Sterivap HP IL (MMM Group)

e Digitalni fotoaparat (D5000, Nikon)

e Elektromagneticka michacka (MSH-420, BOECO, Germany)

e Epifluorescencny mikroskop (Axio Imager M2, ZEISS, operacni program ZEN Blue
2012)

e Fluorescenéni stereomikroskop s kontinudlnim zvétSenim Axio Zoom. V16
(operacni program Zen Blue 2011, Zeiss)

e Fytotron (WEISS Gallenkamp)

e (Chladnicky laboratorni (Electrolux, Space Plus, Gorenje, Liebherr)

e Laboratorni pfedvazky (S1502, BEL-Engineering)

e Laminarni box (MERCI)

e Mikrovinna trouba (MGE21, HITACHI)

e Orbitalni inkubator s tfepackou (Orbital Shaker-Incubator ES-20, Biosan)

e pH metr stolni (PC 2700)

e Spektrofotometr (SmartSpec Plus, BIORAD)

e Termoblok (ThermoStat C, Eppendorf)

e Vortex (MIXER, Labnet International, Inc.)
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3.1.3 Pouzité roztoky a média

Steriliza¢ni roztok pro povrchovou sterilizaci semen

6,6 ml 10% hypochlorid sodny
3,4ml 70% etanol
50 ul 0,05% Tween 20

Vse smichano ve sterilni 15 ml falkonce.

Zasobni roztok aminokyselin

6,65 g glutamin
0,83¢g serin

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

V kadince doplnéno do 250 ml dH20, poté sterilizovano filtraci ptes 0,2 pum
bakteriologicky filtr. Uchovéavéano v lednici pii teploté 4 °C.

Zasobni roztok kinetinu (0.1 mg.ml?)

1mg Kinetin

2ml 1 M NaOH

Pteneseno do 15 ml falkony, vortexovano, nasledné¢ doplnéno do 10 ml H20, opét
vortexovano. Sterilizovano filtraci pfes 0,2 pm bakteriologicky filtr. Uchovavano

V mrazicim boxu pfii -20 °C.

Zasobni roztok kyseliny 2,4-D (2,4-dichlorofenoxyoctové, 1.0 mg.ml™)

10 mg 2,4-D

8 ml H20

1,5 mi 1 M NaOH
0,5ml 70 % etanol

Pteneseno do 15 ml falkony, vortexovano, nasledné¢ doplnéno do 10 ml H20, opét
vortexovano. Sterilizovano filtraci pfes 0,2 pm bakteriologicky filtr. Uchovavano

V mrazicim boxu pfii -20 °C.
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Pevné BSH médium k indukci kalogenézy

3.1g.l? Gamborg’s BS5 basal salt mixture
1.0 mLI* 1000X Gamborg’s vitamin
0.5¢g.I1 prolin

05g.lt KNOs

0.25¢.I* MgSO4-7H20

30¢9.I* sachardza

45 g.lt Gellan Gum

MiliQ H20, pH 5,7 (upraveno pomoci 1 M KOH), sterilizovano autoklavovanim.
Po sterilizaci autoklavovanim bylo pfidano:

30 mLI? roztok aminokyselin

1.0 mg.I* 2,4-D (250 pl zasobniho roztoku 2,4-D na 250 ml média)

0.1 mg.I* kinetin (250 pl zasobniho roztoku kinetinu na 250 ml media)

Pevné B50 médium k indukci somatické embryogeneze

3.1g.l? Gamborg’s B5 basal salt mixture
1.0 mLI* 1000X Gamborg’s vitamin
0.5g.l prolin

0.5g.I? KNOs

0.25¢g.I" MgSO4-7H20

30g.I* sachar6za

45 g.l? Gellan Gum

MiliQ H20, pH 5,7 (upraveno pomoci 1 M KOH), sterilizovano autoklavovanim.
Po sterilizaci autoklavovanim bylo ptidano:

30 mLI?t roztok aminokyselin

Pevné Fahraeus médium bez N>

Makronutrienty Zasobni roztoky:  Z toho do pracovniho roztoku:
MgSos. 7H20 1,232 g/10ml (1 mif)
KH2PO4 0,953 g/10ml (1 mif)
NazHPOa4. 2H20 0,712 g/10ml (2 ml/n)
Fe-EDTA: FeSOas.7H20 0,056 g/10ml (2,5 mi/)
Na:EDTA 0,074 g/10ml (2,5 mi/)
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Mikronutrienty Zasobni roztoky:  Z toho do pracovniho roztoku:

MnSOa . H20 0,01 g/10 mi (100 pl/1)
CuSOs . 5H20 0,015 g/10 ml (100 pl/1)
ZnS04. H20 0,017 g/10 ml (100 pl/1)
HsBOs 0,01 g/10 ml (100 pl/1)
NazMoOs. 2H20 0,011 g/10 ml (100 pl/1)
Mikroagar 13 g/l

Uprava pH na 6,5 (upraveno pomoci 1 M a 0,1 M HCI), sterilizovano autoklavovanim.
Po sterilizaci autoklavovanim piidano:

CaCl: 1,1098 g/10 mi

Tekuté Fahraeus médium bez N>

Makronutrienty Zasobni roztoky:  Z toho do pracovniho roztoku:
MgSos. 7H20 1,232 g/10ml (1 mi/)

KH2PO4 0,953 g/10ml (1 mi/N)

NazHPO4. 2H20 0,712 g/10ml (2 mi/l)

Fe-EDTA: FeSOs. 7H20 0,056 g/10ml (2,5 mi/N)

Na:EDTA 0,074 g/10ml (2,5 mi/)
Mikronutrienty Zasobni roztoky:  Z toho do pracovniho roztoku:
MnSOa . H20 0,01 g/10 ml (100 pl/1)

CuSOs . 5H20 0,015 g/10 ml (100 pl/)

ZnSO4. H20 0,017 g/10 ml (100 pl/1)

H3BOs3 0,01 g/10 mi (100 pl/1)

NazMoOas . 2H20 0,011 g/10 ml (100 pl/1)

Pro ptipravu Fahraeus média bez dusiku jsou jako prvni pfipraveny zasobni roztoky,
ty slouzi jako zdroje pro pracovni roztoky. Uprava pH na 6,5 (upraveno pomoci
1Ma0,1 M HCI), sterilizovano autokldvovanim. Po sterilizaci autokldvovanim
pfidano:

CaCl2 1,1098 g/10 ml
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3.1.4 Rostlinny material

3.15

Medicago sativa divoky typ, kultivar Europe

Medicago sativa divoky typ, kultivar RSY, kontrolni linie, rostliny pochazejici
Ze semen

Medicago sativa divoky typ, kultivar RSY, kontrolni linie indukované in vitro
procesem somatické embryogeneze

Medicago sativa transgenni linie kultivaru RSY sexpresi konstruktu
35S::GFP:ABD2 (,,actin-binding domain 2), u niz jsou znacena aktinova
vlakna, rostliny pochazejici ze semen

Medicago sativa transgenni linie kultivaru RSY sexpresi konstruktu
35S::GFP:ABD2 (,actin-binding domain 2°), u niz jsou znacena aktinova

vlakna, indukované in vitro procesem somatické embryogeneze

Bakterialni material

Kmen Sinorhizobium meliloti Sm2011 obsahujici plazmid pHC60 (tetR),
kodujici mRFP
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava a povrchova sterilizace semen Medicago sativa

U semen Medicago sativa kontrolni linie kultivaru RSY a Medicago sativa transgenni
linie kultivaru RSY s expresi konstruktu 35S::GFP:ABD2 bylo pied sterilizaci semen
provedeno tfeni semen pomoci brusného papiru (skarifikace) pro pifekonani dormance

semen a zvyseni kli¢ivosti.

Obr. 5: Semena Medicago sativa kontrolni linie RSY. (A) Neopracované Semeno
V pfirozeném stavu, (B) semeno s povrchem narusenym pomoci brusného papiru. Méfitko je
500 pm.

Ve sterilnim laminarnim boxe jsme odebrali pozadovany pocet semen Medicago
sativa ze zasobni mikrozkumavky Eppendorf, ktera byla uchovavana v lednicce,
do nové mikrozkumavky. Pomoci pipety byl k semeniim pfenesen 1 ml 70 % etanolu
na dobu 30 sekund za mirného protfepavani. Etanol byl pipetou odebran a byl ptidan
1 ml steriliza¢niho roztoku (10 % hypochlorid sodny, 70 % etanol, kapka Tween 20).
Sterilizace steriliza¢nim roztokem probihala po dobu 3 minut za mirného protiepavani.
Poté byl sterilizacni roztok odebran. Nasledn¢ byla semena promyvana sterilni MiliQ
vodou 5x po dobu 2 minut za mirného protiepavani. Nakonec se k sementim piidal 1 ml

sterilni MiliQ vody a semena se nechala imbibovat v lednicce (4 °C) pies noc.

3.2.2 Povrchova sterilizace listii pro somatickou embryogenezi

Z rostlin Medicago sativa rostoucich v pudé ve fytotronech byly odebrany vitalni

a dobfe vyvinuté listy. Ve sterilnim laminarnim boxu byly listy pfeneseny do falkony
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sobsahem 0,1 % sterilniho roztoku Tween 20 na dobu 1 minutu za mirného
protfepavani. Poté byly listy pifeneseny do falkony se sterilizatnim roztokem
a promyvany po dobu 5 minut za mirného protiepavani. Nakonec byly listy pifeneseny
do falkony se 70 % etanolem a promyvany po dobu 1 minuty za mirného protfepavani.
V lamindrnim boxu se rozlozily tii sterilni Petriho misky a do kazdé byla nalita
sterilni MiliQ voda. Listy byly promyty v kazdé z nich, nakonec se umistily na sterilni
filtraéni papir a pomoci skalpelu pficn¢ roziezdny na polovinu. Natfezané listy byly

mistény na BSH médium.

3.2.3 Priprava BSH média pro indukci kalusu

Do plastové kadinky o objemu 1 litr byla pfidana smés vitamini (Gamborg's B5 basal
salt mixture al000x Gamborg vitaminy ze zasobniho roztoku), KNOs, MgSOas . 7H20,
prolin, sacharéza a Gellan Gum. Objem byl doplnény do 1 litru MiliQ vodou.
Do kadinky bylo vloZeno magnetické michatko a médium bylo michdno na elektronické
michacce. Nasledné bylo pH upraveno na 5,7.

Médium bylo rozlito do ¢tyt 500 ml sklenénych nadob po 250 ml. Bylo umisténo
do autoklavu s uvolnénymi uzavéry. Po autoklavovani se nadoby s médiem nechaly
vychladnout na teplotu kolem 50 °C. Do kazdé nadoby s 250 ml média byly pfidany
aminokyseliny a hormony (2,4-D a kinetin). Médium bylo ve sterilnim laminarnim boxu
rozlito do 10 Petriho misek a nechalo se vychladit. Explantaty byly na tomto médiu
kultivovany ptiblizné 3 tydny.

3.2.4 Priprava B50 média pro formovani somatickych embryi

Do plastové kadinky o objemu 1 litr byla pfiddna smés vitamin (Gamborg’s B5 basal
salt mixture al000x Gamborg vitaminy ze zdsobniho roztoku), KNOs, MgSOa . 7H20,
prolin, sachar6za a Gellan Gum. Objem byl doplnény do 1 litru MiliQ vodou.
Do kadinky bylo vloZeno magnetické michatko a médium bylo michano na elektronické
michacce. Nasledné bylo pH upraveno na 5,7.

Médium bylo rozlito do ¢tyf 500 ml sklenénych nadob po 250 ml. Bylo umisténo
do autoklavu s uvolnénymi uzavéry. Po autoklavovani se nadoby s médiem nechaly
vychladnout na teplotu kolem 50 °C. Do kazdé nadoby s 250 ml média byly ptidany

aminokyseliny. Médium bylo ve sterilnim laminarnim boxu rozlito do 10 Petriho misek
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a nechalo se vychladit. Embryogenni shluky byly na tomto médiu kultivovany 2-3
tydny.

3.2.5 Priprava MMS média pro kli¢eni somatickych embryi a vyvoj

rostlin

Do plastové kadinky o objemu 1 litr byla pfidana smés vitaminii (MS basal salt mixture
al000x Nitsch a Nitsch vitaminy ze zdsobniho roztoku), myoinositol, sachar6za
a Gellan Gum. Objem byl doplnény do 1 litru MiliQ vodou. Do kadinky bylo vloZeno
magnetické michatko a médium bylo michano na elektronické michacéce. Nasledné bylo
pH upraveno na 5,7.

Médium bylo rozlito do ¢tyt 500 ml sklenénych nadob po 250 ml. Bylo umisténo
do autoklavu s uvolnénymi uzavéry. Po autoklavovani se nadoby s médiem nechaly
vychladnout na teplotu kolem 50 °C. Médium bylo ve sterilnim lamindrnim boxu rozlito
do 10 Petriho misek a nechalo se vychladit. Somatickd embrya byla na tomto médiu

kultivovana po dobu 2-3 tydnii.

3.2.6 Priprava MS média pro udrZovani rostlin v in vitro podminkach

Do plastové kadinky o objemu 1 litr byla pfidana smés MS basal salt mixture, sachar6za
a Gellan Gum. Objem byl doplnény do 1 litru MiliQ vodou. Do kadinky bylo vlozeno
magnetické michatko a médium bylo michano na elektronické michacce. Nasledné bylo
pH upraveno na 5,7.

Médium bylo rozlito do ¢tyt 500 ml sklenénych nadob po 250 ml. Bylo umisténo
do autoklavu s uvolnénymi uzavéry. Po autoklavovani se média v nadobach nechaly
vychladnout na teplotu kolem 50 °C. Médium bylo ve sterilnim lamindrnim boxu rozlito
do 10 Petriho misek a nechalo se vychladit. Rostliny byly na toto médium pravidelné

piesazovany, aby pro né byl zajistén dostatecny piijem zivin.

3.2.7 Priprava tekutého Fahraeus média bez dusiku

Byly pfipraveny zasobni roztoky makronutrienti a mikronutrientd. Do plastové kadinky
o objemu 1 litr byly pipetou pfeneseny makronutrienty a mikronutrienty z ptredem

pripravenych zéasobnich roztokti v pozadovaném mnozstvi. Objem byl doplnény
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do 1 litru MiliQ vodou. Do kadinky bylo vlozeno magnetické michatko a médium bylo
michano na elektronické michacce. Nasledné bylo pH upraveno na 6,5.

M¢édium bylo rozlito do ¢ty 500 ml sklenénych nadob po 250 ml. Bylo umisténo
do autoklavu s uvolnénymi uzavéry. Po autoklavovani se tekutd média v nadobach

nechaly vychladnout a do kazdé nadoby s 250 ml média bylo ptidano 25 ul CaCla.

3.2.8 Priprava pevného Fahraeus média bez dusiku

Byly pfipraveny zasobni roztoky makronutrientd a mikronutrient. Do plastové kadinky
o objemu 1 litr byly pipetou pfeneseny makronutrienty a mikronutrienty z pfredem
pfipravenych zasobnich roztokli v poZadovaném mnozstvi. Poté byl ptfidan mikroagar.
Objem byl doplnény do 1 litru MiliQ vodou. Do kadinky bylo vlozeno magnetické
michatko a médium bylo michdno na elektronické michac¢ce. Nasledn¢ bylo pH
upraveno na 6,5.

Médium bylo rozlito do ¢tyf 500 ml sklenénych nadob po 250 ml. Bylo umisténo
do autoklavu s uvolnénymi uzavéry. Po autoklavovani se tekutd média v nadobach
nechaly vychladnout na teplotu kolem 50 °C a do kazdé nadoby s 250 ml média bylo
ptidano 25 ul CaClz. Médium bylo ve sterilnim laminarnim boxu rozlito do 10 Petriho

misek a nechalo se vychladit a ztuhnout.

3.2.9 Priprava TY média pro kultivaci Sinorhizobium meliloti

Do plastové kadinky o objemu 1 litr byl pfidan kvasnicovy extrakt a trypton. Objem byl
doplnén do 1 litru MiliQ vodou. Za stalého michani bylo pfidano 15 g agaru (pro
dosazeni kone¢né koncentrace 1,5 %). Poté se upravilo pH na 7,0.

Médium bylo rozlito do ¢tyt 500 ml sklenénych nadob po 250 ml. Bylo umisténo
do autoklavu s uvolnénymi uzavéry. Po autoklavovani se tekutd média v nadobach
nechaly vychladnout na teplotu kolem 50 °C a do kazdé nadoby s 250 ml média bylo
ptidano 250 pl tetracyklinu a streptomycinu (zasobni roztoky 50 pg/ml) a 25 pl CaClo.
Médium bylo ve sterilnim lamindrnim boxu rozlito do 10 Petriho misek a nechalo

se vychladit a ztuhnout.
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3.2.10 Kultivace kultury Sinorhizobium meliloti na TY médiu

Mikrozkumavky Eppendorf s kulturou S. meliloti byly uchovavany v mrazicim boxu
piiteplot¢ -80 °C. Odtud byly vyjmuté a v laminarnim boxu se nechaly mirné
rozmrazit. Poté byla sterilni bakteriologickou kli¢kou odebrana ¢ast kultury a rozetfena
na Petriho misku s ptipravenym TY selekénim médiem.

Naockovand miska se obalila alobalem a byla umisténa do orbitalni tfepacky
s inkubatorem za teploty 30 °C. Kultura byla kultivovana po dobu 48 hodin, poté byla
umisténa do lednicky (4 °C).

3.2.11 Priprava kultury Sinorhizobium meliloti v tekutém Fahraeus

médiu bez dusiku

Ve sterilnim laminarnim boxu bylo do 50 ml sterilni falkony pieneseno 20 ml tekutého
Fahraeus média bez obsahu dusiku. Pomoci bakteriologické kli¢ky byla pfenesena cast
z narostlé kultury S. meliloti kultivované na TY médiu na Petriho misce. Falkona byla
uzaviena Parafilmem a zabalené alobalem.

Piipravend falkona s kulturou byla umisténa do orbitalni tfepacky s inkubéatorem.
Teplota byla nastavena na 28 °C a rychlost tfepani 150 otacek za minutu. Kultura byla

kultivovana po dobu 18 hodin.

3.2.12 Kultivace semen Medicago sativa

Vysterilizovana semena po imbibici v ledniéce (4 °C) ptfes noc byly ve sterilnim
laminarnim boxu vysypany na sterilni filtra¢ni papir v Petriho misce. Pomoci sterilni
pinzety byly umistovany na hranatou Petriho misku s pevnym Fahraeus médiem
bez dusiku s rozestupem cca 1 cm. Misky byly uzaviené mikroporovou paskou a
umistény do fytotronu s fotoperiodou 16/8 pti 21 °C a relativni vzdus$ni vlhkosti 70 %

ve vertikalni poloze.
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3.3 Priprava rostlin k mikroskopickému pozorovani interakei

Medicago sativa a Sinorhizobium meliloti

3.3.1 Priprava preparatu s pevhym Fahraeus médiem bez dusiku

Pro ptipravu mikroskopického preparatu bylo vyuzito Fahraeus médium bez dusiku
s vyuzitim 0,5 % agardzy s nizkou teplotou tani jako ztuzovaciho cCinidla a 4-denni
semenacky rostliny Medicago sativa. Pro pozorovani byl vyuzit kultivar Europe,
kontrolni linie kultivaru RSY a transgenni linie kultivaru RSY s expresi konstruktu
35S:GFP-ABD?2 (,,actin-binding domain 2°).

Do 2ml mikrozkumavky Eppendorf bylo odvazeno 5 mg agarézy a v laminarnim
boxu byl doplnén 1 ml sterilniho Fahraeus média bez dusiku. Médium bylo vortexovano
a umisténo do termobloku za teploty 90 °C po dobu 15 minut. Médium bylo opét
vortexovano a umisténo do termobloku za teploty 40 °C po dobu 15 minut.

V laminarnim boxu bylo podlozni sklicko vydezinfikovano 70 % etanolem.
Zapomoci sterilni Pasteurovy pipety byla na podlozni mikroskopické sklicko
(76x26 mm) nanesena tenka vrstva pfipraveného vychladlého média na plochu
odpovidajici rozméru kryciho sklicka (24x50 mm). Pomoci sterilni pinzety byl
na podlozni sklicko pfenesen vhodny semenacek Medicago sativa kultivovany
na pevném Fahraeus médiu bez dusiku po dobu 4 dni. Na kofen rostliny byly naneseny
4 kapky média s obsahem S. meliloti ODsoo 0,1. Semenacek byl okamzité po preneseni
jemné prikryt krycim sklickem. Médium ve sklicku se nechalo zatuhnout. Toto
mnozstvi ptipraveného média odpovidalo piipravé dvou preparati.

Byla piipravena sklenéna kyveta, kterd byla vydezinfikovana 70 % etanolem.
Do kyvety bylo pfidano 5 ml média s obsahem S. meliloti ODeoo 0,05. Pfipraveny
preparat byl zasunut do kyvety. Do sklenéné kyvety byly vzdy umistény maximalné
3 preparaty. Sklenéna kyveta byla izolovana Parafilmem a po jejim obvodu zakryta
¢ernou paskou pro poskytnuti tmavého prostfedi. Sklenénd kyveta s preparaty byla

umisténa do fytotronu.
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Obr. 6: Piiprava mikroskopického preparatu M. sativa s pevnym Fahraeus médiem bez
obsahu dusiku pro sledovani kokultivace M. sativa a S. meliloti. (A) Semenacky M. sativa
kultivované na pevném Fahraeus médiu bez dusiku, (B) naneseni Fahraecus média bez dusiku
s 0,5 % agardzy na podlozni skli¢ko, (C) umisténi semenacku do vychladlého média a inokulace
médiem s obsahem S. meliloti, (D) ptikryti semenacku v médiu krycim sklickem.

3.3.2 Priprava preparatu s tekutym Fahraeus médiem bez dusiku

za vyuziti 1ékarské vazeliny

Pro ptipravu mikroskopickych preparatti byl vyuzit systém podlozniho sklicka a kryciho
sklicka spojeného materidlem, ktery vytvofil prostor pro rast kofenu rostliny,
tzv. ,komurku“. Bylo vyuzito tekuté Fahraeus médium bez dusiku s obsahem
S. meliloti. Rostlinny material ptedstavovaly 4-denni semenaCky Medicago sativa
kultivaru Europe, kontrolni linie kultivaru RSY a transgenni linie Kkultivaru RSY
s expresi konstruktu 35S:GFP-ABD2 (,,actin-binding domain 2%).

Jako prvni spojovaci material byla zvolena lékaiskd vazelina. V lamindrnim boxe
bylo vydezinfikovano podlozni skli¢ko (76x26 mm) pomoci 70 % etanolu. Poté bylo
po jeho krajich na ploSe odpovidajici velikosti kryciho sklicka (24x50 mm) vazelinou
pomoci sterilniho paratka vytvoreno 6 nosnych bodu. Do stfedu podlozniho sklicka bylo
naneseno nékolik kapek tekutého Fahraeus média bez dusiku obsahujici S. meliloti
ODsoo 0,05. Do média byl pomoci sterilni pinzety pfenesen semenacek M. sativa, ktery
byl pfedem kultivovany na pevném Fahraecus médiu bez dusiku po dobu 4 dni.
Semenacek M. sativa byl jemné piikryt krycim skliCkem a diky polotuhé povaze

vazeliny byla vytvofena komiirka odpovidajici tlouStce semenacku.
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V laminarnim boxu byla pfipravena hranatd sklenénd miska, kterd byla
vydezinfikovana pomoci 70 % etanolu. Byla podeptfena do thlu cca 45°. Preparat byl
vloZen do misky a bylo ptfiddno takové mnozstvi média, aby obklopovalo spodni ¢ast
kotenu rostliny. Miska byla pfikryta a izolovana Parafilmem. Jeji spodni ¢ast byla

obalena alobalem pro poskytnuti tmavého prosttedi a miska byla umisténa do fytotronu.

Obr. 7: Piiprava mikroskopického preparatu s komiirkou vytvorenou pomoci vazeliny
pro pozorovani kokultivace M. sativa se S. meliloti. (A) Semenacky M. sativa kontrolni linie
RSY kultivované na pevném Fahraeus médiu bez dusiku, (B) naneseni 6 nosnych bodu
vazeliny, (C) umisténi semenacku do kapky tekutého média, (D) pfikryti semenacku a vytvoreni
komdrky.

3.3.3 Priprava preparatu s tekutym Fahraeus médiem bez dusiku za

vyuziti oboustranné lepici pasky

Jako alternativni spojovaci material byla vyuzita oboustranna lepici paska. Bylo vyuzito
tekuté Fahraeus médium bez dusiku sobsahem S. meliloti. Rostlinny material
ptredstavovaly 4-denni semenacky Medicago sativa kultivaru Europe, kontrolni linie
kultivaru RSY a transgenni linie kultivaru RSY s expresi konstruktu 35S:GFP-ABD2
(,»actin-binding domain 2%).

V lamindrnim boxe bylo vydezinfikovano podlozni sklicko (76x26 mm) pomoci
70 % etanolu. Poté bylo po jeho krajich na plose odpovidajici velikosti kryciho sklicka
(24x50 mm) umisténo 6 nosnych boda tvofenych 5 vrstvami oboustranné lepici pasky.
Do stfedu podlozniho sklicka bylo naneseno nékolik kapek média obsahujiciho
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S. meliloti ODsoo 0,05. Do média byl pomoci sterilni pinzety pfenesen semenacek
M. sativa, ktery byl pfedem kultivovany na pevném Fahracus médiu bez dusiku po dobu
4 dni. Semenacek M. sativa byl prikryt krycim sklickem, které se prichytilo
oboustrannou lepici paskou.

V laminarnim boxu byla pfipravena hranata sklenénd miska, ktera byla
vydezinfikovana pomoci 70 % etanolu. Byla podeptena do thlu okolo 45°. Preparat byl
vlozen do misky a bylo pfidano takové mnozstvi média, aby obklopovalo spodni cast
kofenu rostliny. Miska byla pfikryta a izolovana Parafilmem. Jeji spodni ¢ast byla

obalena alobalem pro poskytnuti tmavého prostiedi a byla umisténa do fytotronu.

Obr. 8: Priprava mikroskopického preparatu s komirkou vytvoienou pomoci
oboustranné lepici pasky pro pozorovani kokultivace Medicago sativa se Sinorhizobium
meliloti . (A) Semenacky M. sativa kontrolni linie RSY kultivované na pevném Fahraeus médiu
bez dusiku, (B) naneseni 6 nosnych bodu oboustranné lepici pasky, (C) umisténi semenacku do
kapky tekutého média, (D) piikryti semenacku a vytvoieni komurky.
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4 VYSLEDKY

4.1 Optimalizace pripravy preparati s pevhym Fahraeus médiem

Pro uspésné kontinualni pozorovani interakci rostlin Medicago sativa a hlizkovych
bakterii Sinorhizobium meliloti bylo potfeba optimalizovat pfipravu mikroskopickych
preparatl, ve kterych by byly rostling poskytnuty optimalni riistové podminky. Prostfedi
V preparatu s pevnym Fahraeus médiem rostlin€é poskytuje vlhkost, prostor pro rist
a pottebné ziviny s vyjimkou dusiku. Jako médium bylo zvoleno Fahracus médium
bez obsahu dusiku z divodu primarniho cile danych experimentl, a to pozorovani
prvotnich interakci mezi rostlinou a bakteriemi Sinorhizobium meliloti v procesu
indukce hlizkové symbiozy. Nedostatek dusiku by mél indukovat zvySeny rust
rostlinného kofene pii snaze K jeho dosazeni a také zvysenou tvorbu kofenovych vlaski
a snahu rostliny pro vstup do symbidzy s hlizkovymi bakteriemi.
Preparat byl zaroven optimalizovan s cilem kvalitniho mikroskopického snimani,
proto byl zvolen systém podlozniho a kryciho mikroskopického sklicka, ktery umoziuje
kvalitni ziskavani snimkid pomoci svételného mikroskopu. Pevnost média musela byt
nastavena tak, aby neomezovala rist kofene rostlin a zarovenn musela byt dostate¢na
pro udrzeni integrity celého tohoto systému. Pfi pouZiti agardzy jako ztuZovaciho
¢inidla v koncentracich nizSich nez 0,5 % médium systémem podlozniho a kryciho
sklicka protékalo, rychle vysychalo a neposkytovalo rostliné podporu, kterou
Ji poskytuje pfirozeny substrat. Proto byla koncentrace 0,5 % zvolena jako vyhovujici.
Konec¢ny protokol pro piipravu preparatu s pevnym Fahraecus médiem byl testovan

na tfech rostlinnych liniich kokultivovanych se Sinorhizobium meliloti:

e Medicago sativa divoky typ, kultivar Europe, kontrolni linie, rostliny pochazejici
Ze semen

e Medicago sativa divoky typ, kultivar RSY, kontrolni linie, rostliny pochézejici
Ze semen

e Medicago sativa transgenni linie kultivaru RSY sexpresi konstruktu

35S::GFP:ABD?2 (,,actin-binding domain 2*), rostliny pochazejici ze semen

29



4.1.1 Zhodnoceni vyvoje rostlin Medicago sativa divokého typu,

kultivar Europe

Pro testovani Zivotaschopnosti rostlin v preparatu a jeho efektivity pro pozorovani
interakci mezi rostlinou a bakteriemi Sinorhizobium meliloti byly pouzity 4-denni
rostliny Medicago sativa divokého typu, kultivaru Europe. Tyto semenacky byly
pfedem kultivované na pevném Fahraeus médiu bez obsahu dusiku.

K samotnému experimentu byla pfipravena vzorova ftada 5 vzorkd rostlin
kokultivovanych se S. meliloti a 1 kontrolni vzorek bez pfidanych bakterii u kazdé linie.
Pro pfipravu preparatu byly voleny semenaCky srovnym kofenem a vyvinutymi
kotenovymi vlasky. Semenacky byly po vlozeni do pfipravovaného preparatu
kokultivovany s bakteriemi S. meliloti.

Rostliny pozitivné reagovaly na vytvorené prostiedi, coz se projevilo zaznamenanym
ristem kotene. Délka hlavnich kofenti vSech pozorovanych rostlin byla zméfena v den
pfipravy preparatli a poté méiena 4. a 8. den (Tab. 1). VSechny rostliny pokracovaly
ve vyvoji po dobu 8 dni od piipravy preparatu (Obr. 9). Poté byly preparaty ponechany
bez vné&jsiho zasahu s vyjimkou vymény média na 20. den kokultivace. Preparaty byly
zhodnoceny na konci experimentu, tedy na 30. den (Obr. 10). Byla zméfena kone¢na
délka hlavniho kofene a byl stanoven pocet vytvorenych hlizek (Tab. 1).

Vzorek ¢islo 5 pozastavil sviyj rlst 8 den po nariistu kotene o 1,1 cm, jako jediny
z testované tfady ale vytvofil hlizky a to celkové 4 (Obr. 10). Vzorek 4 a kontrolni
vzorek, ktery nebyl kokultivovany s bakteriemi Sinorhizobium meliloti, pozastavily sviij
rist po narustu o 2,5 cm (Obr. 10). Vzorkim 1-3 se v testovaném preparatu dafilo,
narust hlavniho kofene po 30 dnech byl viadu 7-10 cm anastalo u nich znacné

rozvétveni kofenového systému (Obr. 10).
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8.den

Obr 9: Vyvoj rostlin M. sativa divokého typu, kultivaru Europe. Rostliny ¢. 1-5 byly
kokultivovany se S. meliloti v preparatech s pevnym Fahracus médiem a zdokumentovany v 1.,
4. a 8. den kokultivace. Kontrolni experiment (KON) probihal bez ptitomnosti bakterii. Mé&titko

jevcem.

KON

Obr 10: Vyvej rostlin M. sativa divokého typu, kultivaru Europe. Rostliny &. 1-5 byly
kokultivovany se S. meliloti v preparatech s pevnym Fahraeus médiem a zdokumentovany
na 30. den kokultivace. Kontrolni experiment (KON) probihal bez pfitomnosti bakterii. Métitko

jevcem.
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Tabulka 1: Priristky délky kofeni rostlin Medicago sativa divokého typu, kultivaru
Europe (rostliny 1-5 a kontrolni rostlina). Se¢teni poc¢tu hlizek vytvorenych na rostlinach
po 30 dnech. Rostliny kokultivovany se S. meliloti.

Délka koi‘ene rostlin ve vzorcich ¢islo 1-5 (v cm)
1 2 3 4 5 KON
1. den 1,6 2,4 2,7 2,2 3,6 0,5
4. den 4,5 2,9 52 2,8 4,6 1
8. den 6,1 4 54 3,1 4,7 14
30. den 11,7 10 13,6 4,6 4,7 3,1
Celkowy 00 1 76 | 109 | 24 | 11 2,6
narust korene
Pocet hlizek
po 30 dnech 0 0 0 0 4 0

4.1.2 Zhodnoceni vyvoje rostlin Medicago sativa, kontrolni linie RSY

V tomto experimentu byly pro testovani zivotaschopnosti a rustu rostlin v preparatu
a jeho vhodnosti pro pozorovani interakci mezi rostlinou a bakteriemi Sinorhizobium
meliloti pouzity 4-denni rostliny Medicago sativa, kontrolni linie RSY. Tyto semenacky
byly pfedem kultivované na pevném Fahracus médiu bez obsahu dusiku. Byla
pfipravena vzorova fada 5 vzorkt rostlin kokultivovanych se S. meliloti a 1 kontrolni
vzorek bez ptidanych bakterii. Pro ptipravu preparatu byly voleny semenacky s rovnym
kofenem a vyvinutymi kofenovymi vlasky. Semenacky byly pii ptipravé preparatu
kokultivovany s bakteriemi Sinorhizobium meliloti.

V porovnanim s divokym typem kultivaru Europe reagovala kontrolni linie kultivaru
RSY znateln¢ hiif na nastavené podminky vtomto typu preparatu. Délka hlavnich
kofenli vSech pozorovanych rostlin byla zméfena v den pfipravy preparati a poté
méfena 4. a 8. den (Tab. 2). Vzorek ¢. 2 nevykazal zadny narust kofene a vzorek €. 1,
vzorek €. 4 a kontrolni vzorek, ktery nebyl kokultivovan se S. meliloti, projevily pouze
minimalni nardst v fadu 1-2 cm. Pouze vzorky €. 3 a 5 prokézaly znatelné&j$i nardst
kofene ato o 8 cma 5,7 cm (Obr. 11).

Od 8. dne po ptipravé byly preparaty ponechany bez vnéjsiho zasahu s vyjimkou

vymény média na 20 den kokultivace. Nasledné byl experiment ukonéen a preparaty
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byly zhodnoceny 30 den od zacatku kokultivace (Obr. 12). Byla zméfena konecna délka
hlavniho kofene a byl stanoven pocet vytvofenych hlizek (Tab. 2). Hlizky byly
vytvofeny u vzorkd €. 3, 4 a 5. U vzorku ¢. 3 a 4 byla vytvofena 1 hlizka (Obr. 12).
Hlizky se vytvoftily v mistech, kde se médium ve vzorku odpatilo, nebo v mistech, kde
kofenovy systém vyrostl z komuarky preparatd (Obr. 12). To vede k zavéru,
ze se V prostiedi preparatu, kde je pevné agarosové médium, k rostliné nedostava
dostatek vzdusného kysliku a dusiku. Ty jsou potiebné pro uspésné probéhnuti

interakce mezi rostlinou a hlizkovymi bakteriemi Sinorhizobium meliloti.

1.den :

4.den

8.den

Obr 11: Vyvoj rostlin Medicago sativa, kontrolni linie RSY, kokultivovanych se S. meliloti
Vv preparatech s pevnym Fahraeus médiem. Rostliny ¢. 1-5 kokultivovany se S. meliloti byly
zdokumentovany v 1., 4. a 8. den kokultivace. Kontrolni experiment (KON) probihal bez
pfitomnosti bakterii. Méritko je v cm.
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Obr 12: Vyvoj rostlin Medicago sativa, kontrolni linie RSY, kokultivovanych se S. meliloti
V preparatech s pevnym Fahraeus médiem zaznamenan na 30. den kokultivace. Kontrolni
experiment (KON) probihal bez pfitomnosti bakterii. Méfitko je v cm.

Tabulka 2: Priristky délky korfenid rostlin M. sativa, kontrolni linie RSY. Rostliny
kokultivovany se S. meliloti. Seé¢teni poétu hlizek vytvoienych na rostlinach po 30 dnech
V preparatu.

Délka korene rostlin ve vzorcich &islo 1-5 (v cm)
1 2 3 4 5 Kon
1. den 1,6 1 1 1 0,5 1
4. den 2,8 1 1,2 2 1 15
8. den 3 1 1,2 2 15 15
30. den 3,5 1 9 2,2 6,2 3,1
Celkovy 1,9 0 8 1,2 57 2.1
narust korene
Pocet hlizek
po 30 dnech 0 0 2 1 1 0
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4.1.3 Zhodnoceni vyvoje rostlin Medicago sativa transgenni linie
kultivaru RSY

Preparat s pevnym Fahracus médiem byl testovan i na transgenni linii kultivaru RSY
s produkci GFP-ABD2. Pro zhodnoceni riistu a zivotaschopnosti rostlin v preparatu
ajeho efektivity pro pozorovani interakci mezi rostlinou a bakteriemi Sinorhizobium
meliloti byly pouzity 4-denni semenacky. Tyto semenacky byly pfedem kultivované
na pevném Fahraeus médiu bez obsahu dusiku. Byla pfipravena vzorova fada 5 vzorkl
rostlin kokultivovanych se S. meliloti a 1 kontrolni vzorek. Pro pfipravu preparatu byly
voleny semenacky s rovnym kofenem a vyvinutymi kofenovymi vlasky.

Rostliny M. sativa transgenni linie RSY s produkci GFP-ABD2 v porovnani
S pfedchozimi testovanymi kontrolnimi liniemi reagovala na nastavené podminky
nejhtf. Rostliny vykazovaly jen minimalni nartst kotfent. Po 4. dni vSechny pozorované
rostliny zastavily svij rast (Obr. 13) a nebyla pozorovana zadna tvorba hlizek (Tab. 3).

To muze byt zpiisobeno tim, ze byly propagovany somatickou embryogenezi.

Obr 13: Vyvoj rostlin Medicago sativa, transgenni linie kultivaru RSY s produkci GFP-
ABD2. Rostliny €. 1-5 kokultivovany se S. meliloti v preparatech s pevnym Fahraeus médiem
byly zdokumentovany v 1. a 4. den kokultivace. Kontrolni experiment (KON) probihal
bez pfitomnosti bakterii. Méfitko je v cm.
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Tabulka 3: Priristky délky koieni rostlin M. sativa, kultivar RSY s produkci GFP-ABD2.
Rostliny kokultivovany se S. meliloti. Se¢teni po¢tu hlizek vytvoienych na rostlinach po 30
dnech v preparatu.

Délka koiene rostlin ve vzorcich ¢islo 1-5 (v cm)
1 2 3 4 5 Kon
1. den 1 1 0,6 1,4 0,8 0,8
4. den 1,4 1 0,7 1,7 1 1
 Celkovy 04 | 0 | 01 | 03 | 02 0,2
narust korene
Pocet hlizek
po 30 dnech 0 0 0 0 0 0

4.1.4 Porovnani vSech linii Medicago sativa

Po zhodnoceni preparati vSech tii testovanych linii bylo zjisténo, Ze nejlépe
se v nastavenych podminkach dafilo divokému typu kultivaru Europe. To se projevilo
nejvysSim prumérnym narastem kotent (Obr. 14). Primérny nardst hlavnich kofent
u tohoto kultivaru bylo 5,78 cm. U vzorku €. 1, €. 2 a €. 3 jsme také pozorovali mohutny
rozvoj kofenového systému. Divoky typ kultivaru RSY také prokazal schopnost ristu
V pfipraveném preparatu, primérny ndrast hlavniho kotene byl 3,15 cm. Pro kultivaci
transgenni linie kultivaru RSY s produkci GFP-ABD2 se preparat ukazal jako

nevhodny, primérny narast kofent byl 0,2 cm.

M Europe RSY MRSY s produkci GFP-ABD2

Obr. 14: Porovnani primérného naristu hlavniho kotfene M. sativa vSech testovanych
linii. Nartast méren v cm.
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4.1.5 Pozorovani interakci rostlin Medicago sativa se Sinorhizobium

meliloti v preparatech s pevnym Fahraeus médiem

Preparaty s tekutym Fahracus médiem se prokazaly jako vhodné pro studium
vyvojovych procesi kofene Medicago sativa divokého typu Kultivaru Europe
a kontrolni linie kultivaru RSY, nebyly vsak pfili§ vhodné pro pozorovani interakci
mezi rostlinami Medicago sativa a bakteriemi Sinorhizobium meliloti, coz bylo hlavnim
cilem tohoto experimentu. Byla vSak pozorovana tvorba hlizek na kofenovém systému
rostliny v ptipadech, kdy agarosové médium v komirce vytvoiené mezi krycim
sklickem a podloznim sklickem vyschlo, nebo ve chvili, kdy kofeny vyrostly ven
z preparatu (Obr. 15). To vede k zavéru, Ze rostlina a bakterie nemaji v testovaném
preparatu dostate¢ny prisun vzdusného dusiku a kysliku, coz je pottebné pro zahajeni
jejich interakce a spusténi procesu tvorby hlizek.

V téchto piipadech byly pozorovany prvotni faze interakci mezi Medicago sativa
a Sinorhizobium meliloti, jako jsou stofeni kotfenovych vlaskt (Obr. 16) a tvorba
infekéniho vlakna, které propagovalo Sinorhizobium meliloti produkujici mRFP
do kortikalni vrstvy kofene (Obr. 17). Nasledné byla pomoci mikroskopického snimani

pozorovana i tvorba hlizek (Obr. 18).

Obr 15: Hlizky (Sipka) vytvorené na rostlinach Medicago sativa v mistech, kde vyschnulo
agarosové médium z preparatu. Rostliny kokultivovany se S. meliloti v preparatech s pevnym
Fahraeus médiem. Méfitko v cm.
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Obr. 16: Staceni koienovych vlaski (Sipky) a tvorba infek¢nich vliken na koienu
M. sativa, kultivar Europe, po kokultivaci s bakteriemi Sinorhizobium meliloti
produkujicimi mRFP. Méfitko je 50 pm.

Obr 17: Stadeni kofenovych vlaski a tvorba infekénich vlaken na koienu M. sativa,
kultivar Europe po kokultivaci s bakteriemi Sinorhizobium meliloti produkujicimi mRFP.
(A) Muzeme pozorovat infekéni vlakno pronikajici do kortikalni vrstvy kofene, (C-D) na obou
snimcich je viditelny rostouci vrchol infekéniho vlakna. Méfitko je 50 pm.
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Obr 18: Hlizky vytvorené na rostlinach Medicago sativa v mistech, kde vyschnulo
agarosové médium z preparatu. Bakterie S. meliloti produkujici mRFP v bakterioidech hlizek
byly vizualizované pomoci fluorescenéni mikroskopie (¢erveny mRFP kanal). Méfitko je 1000
pm.

4.2 Pozorovani interakci rostlin Medicago sativa a Sinorhizobium

meliloti v preparatech s tekutym Fahraeus médiem

V prvnim experimentu byl testovan preparat piipraven pro pozorovani interakci mezi
rostlinou Medicago sativa a hlizkovymi bakteriemi Sinorhizobium meliloti v pevném
Fahraeus médiu bez obsahu dusiku. Prvotni faze interakce nebylo mozné pozorovat,
protoze v tomto typu preparatu probihaly predevSim v mistech, kde doslo k ubytku
média. Tvorba hlizek jenom na ¢astech kofene, které vyristaly z pevného média, vedla
k zavéru, ze interakce v tomto prostfedi na celém kofenovém systému neprobihaly
z diivodu nepftistupnosti vzdusného kysliku a dusiku.

Po vyhodnoceni tohoto experimentu jsme proto pfistoupili k vylepSeni metody
pozorovani interakci mezi rostlinou a bakteriemi Sinorhizobium meliloti takovym
zpusobem, ktery by kofentiim rostlin poskytnul potfebny piistup vzduchu. Z toho
divodu byla testovana piiprava preparatu, ktery byl zalozen na systému tvofeném
krycim a podloznim sklickem, které pii sobé drzely pomoci spojovaciho materialu,
ktery propoustél jak tekuté médium, tak i dostatek vzduchu ke kofentm rostlin.
Preparaty byly uchovavany v Sikmé poloze tak, aby médium zalévalo spodni cast

kotene a vrchni ¢ast byla ve styku se vzduchem.
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4.2.1 Preparaty pripravené s vyuzitim lékarské vazeliny

Jako spojovaci material byla zvolena lékai'sk4 vazelina. Preparat byl testovany na tfech

rostlinnych liniich kokultivovanych s bakteriemi Sinorhizobium meliloti:

Medicago sativa divoky typ, kultivar Europe, kontrolni linie, rostliny pochazejici
Ze semen

Medicago sativa divoky typ, kultivar RSY, kontrolni linie, indukované in vitro
procesem somatické embryogeneze, rostliny pochézejici ze somatickych embryi
Medicago sativa transgenni linie kultivaru RSY sexpresi konstruktu
35S::GFP:ABD2 indukované in vitro procesem somatické embryogeneze, rostliny

pochazejici ze somatickych embryi

24 h po pripravé preparati prob&hlo prvni mikroskopické snimani interakci mezi

bakteriemi Sinorhizobium meliloti s produkci mRFP a rostlinami Medicago sativa.

Po 48 hodinach byly pozorovany prvotni faze interakci. Ve stfedni Casti kofene byly

zaznamenany typické projevy prvotnich fazi téchto interakci, jako jsou deformace

a zakrucovani vrcholti kofenovych vlaska u kultivaru Europe (Obr. 19) a u kontrolni

linie kultivaru RSY (Obr. 20). Preparaty transgenni linie kultivaru RSY produkujici
ABD2-GFP nebyly reprodukovatelné.

Obr 19: Kofenové vlasky M. sativa divokého typu, kultivar Europe, v preparatu s tekutym
Fahraeus médiem po 48 h kokultivace. Rostliny byly kokultivovany se S. meliloti s produkci
mRFP. Kofenové vlasky se zacaly deformovat v disledku interakci s bakteriemi. Méfitka jsou
50 pm.
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Obr 20: Kofenové vlasky M. sativa kontrolni linie RSY v preparatu s tekutym Fahraeus
médiem po 48 h kokultivace. Rostliny byly kokultivovany se S. meliloti s produkci mRFP.
Kotenové vlasky se zacaly deformovat v dusledku interakei s bakteriemi. Méfitka jsou 50 um.

Pii mikroskopickém snimani 72 h po zahajeni kokultivace bylo zjisténo, ze 1ékaiska
vazelina neni vhodnym spojovacim materidlem, jelikoZ do média v prostiedi preparatu
nadmérné uvoliovala tukové kapicky (Obr. 21). Byla tim zdsadné ovlivnéna chemicka
a fyzikalni stabilita prostfedi, fyziologické procesy v rostlindich a v bakteriich
pritomnych v médiu. Protoze kotfenové prostfedi by mélo poskytovat co nejlepsi
podminky pro optimalni rdst nejen pro rostlinu a bakterie, ale ivhodné prostiedi

pro pribé¢h interakei, tato metoda piipravy preparatl se jevi jako nevhodna.

Obr 21: Korenové vlasky M. sativa v preparatu s tekutym Fahraeus médiem. (A) Zjevné
poskozené kofenové vlasky Medicago sativa kontrolni linie RSY po 72 h kokultivace
Vv preparatu. (B) Tukové kapicky uvolnéné z lékaiské vazeliny narusujici prostfedi preparatu.
Rostliny kokultivovany se S. meliloti s produkci mRFP. Métitka jsou 50 um.
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4.2.2 Preparaty pripravené s vyuzitim oboustranné lepici pasky

Vzhledem k tomu, Ze vazelina nebyla vhodna pro vyuziti k pfipravé preparatt, protoze

ovlivitovala fyziologické prostiedi rostliny uvolilovanim tukovych kapicek, musel byt

pro piipravu preparatu zvolen jiny spojovaci materidl. Oboustrannd lepici paska byla

vybrana diky tomu, Ze byla dostatecn¢ stabilni a Ze urcity pocet vrstev pasky umozioval

vytvoreni komitirky o riizné tloust’ce tak, aby vyhovovala velikosti kofenu rostliny.

Preparaty byly testované na tfech rostlinnych liniich kokultivovanych s bakteriemi

Sinorhizobium meliloti s produkci mRFP:

Medicago sativa divoky typ, kultivar Europe, kontrolni linie, rostliny pochazejici
Ze semen

Medicago sativa divoky typ, kultivar RSY, kontrolni linie, indukované in vitro
procesem somatické embryogeneze, rostliny pochéazejici ze somatickych embryi
Medicago sativa transgenni linie kultivaru RSY sexpresi konstruktu
35S::GFP:ABD?2 (,,actin-binding domain 2), u niz jsou znaCena aktinova vlakna,
indukované in vitro procesem somatické embryogeneze, rostliny pochazejici

zesomatickych embryi

Rostliny v preparatu byly snimany po dobu 5 dni. Podminky v preparatu

se neprojevily jako vhodné pro dlouhodobé sledovani vzhledem k minimalnimu naristu

kotfenti. UdrZel ale po dobu 5 dni rostlinu a jeji kotfenové vlasky vitalni. Vyvoj kotfene

V preparatu byl zdokumentovan 1. a 4. den od pfipravu preparatu (Obr. 22, 23, 24).
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Obr 22: Vyvoj rostlin Medicago sativa divokého typu, kultivaru Europe, v preparatech
s tekutym Fahraeus médiem. Rostliny byly kokultivovany se S. meliloti a dokumentovany
na 1. a 4. den kokultivace. M¢titko v cm.

Obr 23: Vyvoj rostlin Medicago sativa divokého typu, Kultivaru RSY, v preparatech
s tekutym Fahraeus médiem. Rostliny byly kokultivovany se S. meliloti a dokumentovany
na 1. a 4. den kokultivace. Métitko v cm.
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Obr 24: Vyvoj rostlin Medicago sativa transgenni linie kultivaru RSY s produkci GFP-
ABD?2 v preparatech s tekutym Fahraeus médiem. Rostliny byly kokultivovany se S. meliloti
a dokumentovany na 1. a 4. den kokultivace. Méftitko v cm.

Rostliny Medicago sativa kokultivovany s bakteriemi Sinorhizobium meliloti byly
poprvé pozorovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu po 24 h. Prvni interakce byly
pozorovany po 48 h u kontrolni linie RSY (Obr. 25) a u transgenni linie kultivaru RSY
(Obr. 27). Interakce se projevily typickymi deformacemi kofenovych hlavicek.
Vysledky z preparatu divokého typu kultivaru Europe nebyly reprodukovatelné.
Interakce byly opét pozorovany po 96 h od ptipravy preparatu (Obr. 26, 28). Bylo
pozorovano vyS$i mnoZstvi deformaci kofenovych vlaskli vreakci na ptfitomnost

bakterii. Zadna tvorba infekéniho vlakna nebyla pozorovana.
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Obr 25: Korenové vlasky Medicago sativa kontrolni linie RSY. Rostliny byly kokultivovany
se S. meliloti produkujicimi mMRFP po dobu 48 h. MiZzeme pozorovat deformace kofenovych
vlaskt zptsobené interakci s bakteriemi. (A-E) Kofenové vlasky snimané ve vrchni a stiedni
casti kotene, (F) kofenové vlasky snimané ve spodni ¢asti kofene vykazuji mens$i mnozstvi
deformaci zptsobenych interakcemi s bakteriemi. Métitko je 50 um.

Obr 26: Koienové vlasky Medicago sativa kontrolni linie RSY. Rostliny kokultivovany
se S. meliloti produkujicimi mRFP po dobu 96 h. Mtzeme pozorovat deformace kotfenovych
vlaskt zptsobené interakci s bakteriemi. (A-C) Kofenové vlasky snimané ve vrchni a stfedni
casti kotene, (D) kofenové vlasky snimané ve spodni ¢asti kofene vykazuji mens$i mnozstvi
deformaci zpusobenych interakcemi s bakteriemi. Méfitko je 50 um.
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Obr 27: Korenové vlasky Medicago sativa, transgenni linie kultivaru RSY s produkci
GFP-ABD?2. Rostliny kokultivovany se S. meliloti produkujicimi mRFP po dobu 48 h. Mizeme
pozorovat deformace kofenovych vlaska zptisobené interakcemi s bakteriemi. (A-B) Kofenové
vlasky snimané ve vrchni a stfedni Casti kotfene, ziejmy je vysoky pocet interagujicich vlask,
(C-D) kofenové vlasky snimané ve spodni ¢asti kofene vykazuji mensi mnozstvi deformaci
zpusobenych interakcemi s bakteriemi. Métitko je 50 um

Obr 28: Korenové vlasky Medicago sativa, transgenni linie kultivaru RSY s produkci
GFP-ABD?2. Rostliny kokultivovany se S. meliloti produkujicimi mRFP po dobu 96 h. Mtizeme
pozorovat deformace kotenovych vlaski zpisobené interakcemi s bakteriemi. (A-B) Kofenové
vlasky snimané ve vrchni a stfedni ¢asti kofene, (C-D) kotfenové vlasky snimané ve spodni Casti
kofene vykazuji men$i mnozstvi deformaci zptisobenych interakcemi s bakteriemi. Mgtitko
je 50 pum.
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3) DISKUZE

Tato bakalatfskd prace se zabyva optimalizaci pfipravy preparatl pro mikroskopické
pozorovani interakci mezi rostlinami Medicago sativa a hlizkovymi bakteriemi
Sinorhizobium meliloti vedouci k hlizkové symbidze. Preparaty byly testovany
za vyuziti rostlin divokého typu kultivaru Europe, kontrolni linie divokého typu
kultivaru RSY a transgenni linie kultivaru RSY s produkci GFP-ABD?2 (,,actin-binding
domain 2), u niZ jsou znac¢ena aktinova vlakna.

Byl optimalizovan postup pfipravy preparatii, pii kterych bylo vyuzito systému
podlozniho a kryciho sklicka s pevnym Fahracus médiem. Jednou z prvnich metod
pro pozorovani infekce rostlin rhizobidlnimi bakteriemi byla pfiprava preparatu podle
Fahraeus (1957). Pfi svém experimentu Fahraeus studoval interakci mezi jetelem
plazivym (Trifolium repens) a bakteriemi Rhizobium trifolii. Na podlozni skli¢ko nanesl
0,3-0,4% agar inokulovany bakteriemi. Semenacek jetele plazivého vlozil kofenem
na agar a piikryl krycim sklickem. Obdobnou pfipravu mikroskopického preparatu
pfi svém experimentu vyuzil Gage et al. (1998), kdyz na podlozni skli¢ko nanesl vrstvu
BNM média zpevnéné agarosou. Do média pienesl semenacek Medicago sativa
a na semenacek naockoval bakterialni kulturu Sinorhizobium meliloti. Preparat byl
prekryt dialyza¢ni membranou. Tento postup pro piipravu preparatu s drobnymi
modifikacemi vyuzili také napiiklad Cheng a Walker (1998).

V preparatech optimalizovanych Vv této praci byla mozna dlouhodobd kultivace
rostlin Medicago sativa divokého typu kultivaru Europe. Za ucelem pozorovani
interakci s bakteriemi Sinorhizobium meliloti produkujicimi MRFP byla bakterialni
kultura naockovana na semenacky rostlin a zhotoveny preparat byl kultivovan
ve sklenéné kyveté se zastinénou spodni ¢asti, na jejimz dné se také nachdzela
bakteridlni kultura. Pfedpokladem pfipravy tohoto prepardtu bylo kontinudlni
pozorovani vyvoje prvotnich fazi interakci v €ase. V tomto preparatu byly pozorovany
pouze reakce kofenovych vlaskli na ptfitomnost hlizkovych bakterii projevujici
se deformaci jejich hlavicek. Dalsi faze interakci, jako staceni hlavicek kofenovych
vlaski a tvorba infekénich vldken, byly pozorovany pouze v mistech, kde pevné
Fahracus médium vyschnulo, nebo v mistech, kde kofen vyrostl z preparatu. To vede
k zavéru, ze v testovaném preparatu nemél kotfen rostliny ptistup k vzdusnému dusiku

a kysliku, které jsou pro prubéh procesu tvorby hlizek nutné.
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Aby byl rostliné pfi jejim vyvoji v preparatu poskytnut pristup ke vzduchu
pro umoznéni procesu tvorby hlizek, byl zvolen odlisSny pfistup k ptiprave
mikroskopického preparatu. Bylo vyuZito systému podlozniho a kryciho sklicka, ktery
vytvoril tzv. ,komurku® za pomoci spojovaciho materialu. V tomto preparatu bylo
pritomné tekuté Fahraecus médium, které zaplavovalo spodni ¢ast kotfenu rostliny,
aby byla rostliné poskytnuta vlaha a ziviny. Vrchni ¢ast kofene méla pfistup
ke vzduchu, zaroven vsak byl kofen v preparatu chranén vuci nadmérnému vysychani.
Obdobnou piipravu vzorku pouzila ve své diplomové praci Kovalcikova (2017).
Mikroskopické snimani bylo provadéno kontinudln€ pro pozorovani vyvoje interakci
mezi Medicago sativa a hlizkovymi bakteriemi Sinorhizobium meliloti produkujicimi
MRFP. Byly pozorovany reakce rostlin na ptitomnost bakterii demonstrované typickymi
deformacemi kotfenovych vlaski. Bylo zji§téno, ze vy$$i mnoZzstvi reakci na pritomnost
bakterii probihalo ve vrchni ¢asti kofene, kterd byla béhem kultivace ve styku
se vzduchem. Pfi kontinudlni kokultivaci byl ofekavan vyskyt dalSich fazi interakci,
jako je stoCeni kofenovych vlaski a tvorba infek¢niho vldkna. Tyto faze v tomto
preparatu ovSem nebyly pozorovany. Diivodem miZze byt stile sub-optimalni prostiedi
poskytnuté rostlindm, u takto mladych rostlin je navic indukce interakci vedouci

k procesu tvorby hlizek obtizna.
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6  ZAVER

V teoretické Casti této bakalarské prace byla charakterizovana rostlina Medicago sativa
a byly nastinény oblasti jejiho vyuziti. Byl zdlraznén jeji vyznam Vv zemédélstvi,
kde se vyuziva v osevnim postupu diky jeji schopnosti vstoupit do hlizkové symbiozy
s rhizobakteriemi. Tyto bakterie poskytuji rostliné dusik, ktery fixuji ze vzduchu.
Akumulovany dusik vyuzivaji pro metabolické procesy a také jim obohacuji i okolni
pidu. Byl popsan kompletni proces vstupu rostliny a bakterii do této symbidzy
od prvotnich fazi interakce az po tvorbu hlizek, ve kterych bakterie v ramci rostliny
piebyvaji. Teoreticka Cast také pojednava o rozvijejicich se metoddch mikroskopie
zivych organismil a popisuje neinvazivni mikroskopické zobrazovaci metody.

V experimentalni Casti byly popsany metody kultivace rostlin Medicago sativa
ametody kultivace bakteridlniho druhu Sinorhizobium meliloti. Prace se zabyvala
optimalizaci dvou typi mikroskopickych preparati pro pozorovani interakci rostlin
Medicago sativa a bakterii Sinorhizobium meliloti produkujici mRFP a jejich
naslednym testovanim. Preparaty byly vyhodnoceny z hlediska schopnosti rostliny
optimaln¢ se vyvijet vramci poskytnutych ristovych podminek a také z hlediska
efektivity pozorovani téchto interakci.

Preparat pfipraveny za vyuziti pevného Fahraeus média byl vyhodnocen jako
nevhodny pro pozorovani interakci mezi rostlinou a hlizkovymi bakteriemi, prokazal
vSak potencial pro vyuziti pfi jinych experimentech spojenych se studiem biologickych
procest Medicago sativa. Preparat pripraveny za vyuziti tekutého Fahracus média nam
umoznil pozorovani deformaci kofenovych vlaskl v reakci na ptitomnost hlizkovych
bakterii. Bylo pozorovano vétsi mnozstvi interakci na vrchni ¢asti kotfene, ktera byla
ve styku se vzduchem. Preparat pfipraveny za vyuziti tekutého Fahraeus média se vSak
také prokazal jako neefektivni pro pokrocCilé pozorovani prvotnich fazi interakci

s bakteriemi rhizobia, jako jsou stoc¢eni kofenového vlasku a tvorba infek¢niho vlakna.
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8 SEZNAM ZKRATEK

pm
2,4-D

BSH médium
B50 médium
BNM médium
cm

FAO
GFP-ABD2

h

kon

LysM receptor
M. sativa

mg

ml

MMS médium
MRFP

MS médium
NF/Nod faktor
Nod gen
NodABC
NodD

nodH

nodPG

NolIR

Obr.

ODsoo

pH

S. meliloti

SE

Tab.

tetR

TY médium

mikrometr

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
indukce kalusu

indukce somatické embryogeneze
Bourgin and Nitsch médium
centimetr

Organizace pro vyZzivu a zemédélstvi
»aktin vazebna doména 2 se zelenym fluorescencnim proteinem
hodiny

kontrola

receptor Lysin Motif domény
Medicago sativa

miligram

mililitr

médium pro indukci vyvoje kotfenil
monomerni ¢erveny fluorescencni protein
Murashige and Skoog médium
nodulac¢ni faktor

nodula¢ni gen

nodula¢ni gen ABC

nodulacni faktor D

nodula¢ni gen H

nodula¢ni gen PG

nodula¢ni gen IR

obrazek

opticka hustota

vodikovy exponent

Sinorhizobium meliloti

somaticka embryogeneze

tabulka

tetracyklin rezistentni

Tryptone and yeast extract médium
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