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Abstrakt
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byly oveéfeny pomoci tranzientni transformace listd Nicotiana benthamiana.
Naslednou statistickou analyzou byla zji§téna mnohem vyssi intenzita fluorescence

novych markert oproti dfive pfipravenym markerim s genem GFP.
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Medicago sativa is an important agricultural crop that can symbiotically interact with
soil bacteria called rhizobia. This interaction is very useful mainly due to the potential
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CILE PRACE

Teoreticka Cast:

Vypracovani literarni reSerSe na témata:

1.
2.
3.

Indukce tvorby adventivnich kofent.

Transgenoze rostlin se zaméfenim na Medicago sativa.

Vseobecny popis promotort gend. Promotory vyuzivané pro pripravu transgennich
rostlin.

Promotory pii studiu symbiotickych interakci luSténin se symbiotickymi
bakteriemi.

Organizace cytoskeletu béhem symbiotickych interakci M. sativa s bakteriemi rodu
Sinorhizobium.

Metody kvantitativni analyzy mikrotubuld.

Experimentalni ¢ast:

1.

Ovéteni metody zakofenéni stonkovych odiezkit M. sativa pro indukci tvorby
adventivnich kofent.

Mikroskopicka analyza adventivnich kofent transgennich linii M. sativa
s tubulinovymi markery a studium organizace mikrotubul.

Mikroskopie adventivnich kofeni M. sativa béhem symbiotické interakce
se Sinorhizobiem meliloti.

Ptiprava fluorescencnich markerti pro tubulin alfa s eGFP pod kontrolou 3 riiznych
typu konstitutivnich promotoru.

Tranzientni transformace rostlin Nicotiana benthamiana pro ovéfeni novych
fluorescen¢nich markerti pro tubulin alfa s eGFP pod kontrolou 3 riznych typu

konstitutivnich promotoru.



1 UVOD

Adventivni kofeny rostlinam poskytuji znacné vyhody. Mohou se vyvijet v prubéhu
bézného rustu nebo pomahaji pii vystaveni stresu. Proces jejich tvorby je zavisly
na zménach ve fytohormonech (Druege et al., 2016). V zahradnictvi a rostlinné produkci
je schopnosti rostlin tvofit adventivni kofeny vyuzivano pro jejich vegetativni propagaci.
Jedna se predevsim o zakoferiovani stonkovych odfezkl, ¢imz se daji pomérné rychle
a snadno mnozit razné druhy rostlin. Tato metoda by mohla usnadnit proces propagace
vyznamné plodiny M. sativa pro vyzkumné ucely, protoze pro svou reprodukci vyzaduje
opylovani hmyzem. V laboratornich podminkach byva M. sativa nejCastéji mnozena
a regenerovana pomoci ¢asoveé naro¢né a pracné metody somatické embryogeneze (Ticha
et al., 2020; Abarca, 2021).

M. sativa symbioticky interaguje s bakteriemi rodu Rhizobium ¢i Sinorhizobium.
Béhem symbiotické interakce dochazi k internalizaci bakterii pfes kofenové vlasky
do kortikalnich bun€k kotene, ze kterych se vytvaii symbiotické hlizky. V téchto
specializovanych organech bakterie fixuji vzdusny dusik a pfeménuji jej na vyuzitelnou
formu dusiku pro rostlinu. M. sativa diky této interakci mize obohacovat pudu o dusik,
coz zlepSuje kvalitu pady dalsim péstovanym plodinam (Jhu & Oldroyd, 2023). Pro cely
proces symbiotické interakce je nezbytna reorganizace rostlinného cytoskeletu. Ten
se sklada z aktinovych filament a mikrotubull, s nimiz interaguji asociované proteiny
(Timmers, 2008). Studium cytoskeletu béhem symbiotickych interakci muze byt
uskuteCnéno na fixovanych nebo zivych preparatech, které navic umoziuji studium
dynamiky cytoskeletu. Pro vizualizaci cytoskeletu v zivych butikach jsou vyuzivany
predevSim cytoskeletalni molekularni markery, jimiz jsou fuzni proteiny. Ty byvaji
sestaveny z domény proteinu vazici se na cytoskelet ¢i pfimo z cytoskeletalniho proteinu
(tubulin nebo aktin), ktery je fuzovan s fluorescencnim proteinem, jez zprostiedkuje
vizualizaci cytoskeletu ve fluorescenénim mikroskopu (Yoon et al., 2002). Tyto markery,
vytvofené pomoci genového inzenyrstvi, mohou byt exprimovany pod riznymi typy
promotoru. Nejcastéji jsou vyuzivany promotory konstitutivni kvuli jejich neustalé
aktivité, coz umoziuje vizualizaci cytoskeletu v celé rostlin€ pii vSech fazich jejiho
vyvoje (Park et al., 2010).

Jednim z cilt této diplomové prace bylo ovéfeni metody zakofenovani stonkovych
odrezkl pro snadné a rychlé rozmnozeni transgennich rostlin M. sativa exprimujicich

markery cytoskeletu. Vytvorené adventivni kotfeny u rostlin s fluorescencnim markerem
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pro mikrotubuly ,,GREEN FLUORESCENT PROTEIN-MICROTUBULE-BINDING
DOMAIN*“ (GFP-MBD) byly pouzity pro mikroskopickou analyzu, kde bylo provedeno
studium organizace a dynamiky mikrotubuld. Tento molekularni marker se sklada
z domény vazici se na mikrotubuly pochazejici ze savciho proteinu ,, MICRTOTUBULE
ASSOCIATED PROTEIN 4“ (MAP4), ktera je fuzovana se zelenym fluorescenénim
proteinem (Marc et al., 1998). Adventivni kofeny byly také inokulovany symbiotickymi
bakteriemi S. meliloti pro ovéreni, zda tyto kofeny dokazi s bakteriemi interagovat stejné,
jako kofeny primarni.

Dalsim cilem prace byla pfiprava novych markera pro tubulinovy cytoskelet s genem
koédujici ,,enhanced GREEN FLUORESCENT PROTEIN“ (eGFP) namisto dfive
pouzitého genu kodujici star§i verzi GFP pro zadané zvySeni intenzity fluorescence
markerti. Markery byly pfipraveny se tfemi konstitutivnimi promotory, a s to promotorem
358 (p35S), promotorem genu ,,ELONGATION FACTOR lof (pEFla) a promotorem
genu UBIQUITIN 10“, (pUBQI10). Exprese markeri byla ovéfena tranzientni
transformaci listd Nicotiana benthamiana. Intenzita fluorescence markera byla nasledné
porovnana a statisticky vyhodnocena. Markery vykazujici ocekavanou lokalizaci

a nejvySsi intenzitu fluorescence byly stabilné transformovany do M. sativa.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Indukce tvorby adventivnich koienu

Pojem adventivni kofeny zahrnuje vSechny kofeny rostliny, které vznikaji
z nekofenovych pletiv. Kjejich tvorbé dochdzi béhem bézného vyvoje rostliny
i ve stresovych podminkach, nejCastéji pti poranéni, zaplaveni ¢i nedostatku nutrientd.
Indukce tvorby adventivnich kofent ze stonkovych odiezkii je Casto vyuzivana
pro vegetativni rozmnozovani rostlin. (Steffens & Rasmussen, 2016; Druege, 2020).

Vyvoj adventivnich kofenli zaCina piiblizné 24h dlouhou indukéni fazi. V prvnich
hodinach dochazi k prechodnym zménam v koncentracich riznych hormond.
U stonkovych ¢i hypokotylovych odfezkti dochazi v reakci na poranéni k rychlému
pfechodnému zvySeni mnozstvi jasmonové kyseliny a ethylenu (Druege et al., 2016).
Také dochazi ke zvySeni hladiny reaktivnich forem kysliku (,,reactive oxygen species®,
ROS), které jsou dulezitymi signalnimi molekulami (Quan et al., 2008). U nékterych
druht rostlin byla popsana rychla indukce tvorby kalusu (Iwase et al., 2011). Jako
odpoveéd’ na signalizaci pomoci jasmonové kyseliny a ethylenu dochéazi ke zméné
v transkripci gent pro biosyntézu auxinu, coz vede k lokalnimu zvyseni jeho koncentrace.
(Druege et al., 2014). Jelikoz u odfezktu dojde k preruseni polarniho transportu auxinu
do kotfene, hromadi se auxin z vyhonku u zakladny odiezku (Druege, 2020; Jing et al.,
2020). Hladina cytokinint je naopak postupné snizena, ¢imz dochazi k iniciaci rastu
adventivnich kofent. Tyto procesy spolu s metabolickymi zménami jsou vysledkem
ztraty vody a minerald bézné dodavanych kofeny a slouzi k podpore zahajeni déleni
bunék pro tvorbu adventivnich kofent a zaroven zajistuji uzavieni rany. (Ahkami et al.,
2009; Abarca, 2021).

Zdrojem adventivnich kofent jsou bunky lokalizované vedle cévnich svazku ¢i pfimo
v nich. Dle typu explantatu se maze jednat o bunky podobné pericyklu, (pro)kambium
¢i vodivé parenchymatické buiiky, které maji schopnost obnovit prolifera¢ni kapacitu
v reakci na specifické podnéty (Jing et al., 2020). Buriky, jez jsou zdrojem budouciho
adventivniho kofene podstoupi proces reprogramovani, ktery je kontrolovan faktory
zavislymi na auxinu. Prvni déleni bunék je typicky antiklindlni, jez formuje zakladajici
bunky meristému (Abarca, 2021). Orientace roviny bunécného déleni nasledné zavisi
na piedchozi polarizaci buriky fizené cytoskeletem (Diaz-Sala, 2019; Druege et al., 2019).

.....

Kompetentni butiky reaguji na zvysenou koncentraci auxinu produkovaného endogenné



¢i aplikovaného exogenné. Bunéénym délenim vzniknou meristematické centra zvané
meristemoidy ¢i kofenové inicialy (Roberts & Schum, 2003; Abarca, 2021).

V dalsi fazi vyvoje adventivnich kofent vznikaji kofenova primordia a potieba auxinu
se snizuje. Nakonec adventivni kofeny prorustaji kortexem a epidermis a stanou se z nich
funkéni koteny, jez mohou nahradit kofen primarni (Roberts & Schum, 2003).

Proces tvorby adventivnich kofenti muze trvat par dni az n€kolik tydnt v zavislosti
na typu explantatu, fyziologickém a vyvojovém stadiu donorové rostliny a okolnich
podminkach. Pfi formovani pletiv kofene se signalni drahy meéni a dochazi ku ptikladu
k obnoveni produkce vétsiho mnozstvi cytokinini (Xu, 2018; Druege 2020; Abarca,
2021).

2.2  Techniky pletivovych kultur a transformacni techniky rostlin

Tolice vojtéska (Medicago sativa L.), znama také jako vojtéska nebo narecné lucerka,
je jednou z nejvice péstovanych plodin s velkym vyznamem v udrzitelném zemédélstvi
predevsim diky jeji nutriéni hodnoté. Jedna se o viceletou dvoudéloznou rostlinu, ktera
se fadi do Celedi bobovité (Fabaceae). Jelikoz ma vojtéska tetraploidni genom a zaroven
je cizosprasna, neni jeji vyzkum snadny. Jako modelova rostlina proto byva vyuzivana
predevsim piibuzna lusténina Medicago truncatula s diploidnim genomem, kterd vSak
v zemé&dé€lstvi nema tak velky vyznam. Zavedeni prospéSnych gent do rostlin vojtésky
vyzaduje biotechnologické metody, vcetné genetické transformace a techniky

pletivovych kultur (Ticha et al., 2020).

2.2.1 Techniky pletivovych kultur vojtéSky pro biotechnologické aplikace
Jednou z velmi uspéSnych metod pro propagaci a regeneraci rostlin je somaticka
embryogeneze. Tato metoda vSak neni vhodna pro vSechny druhy rostlin a jeji u€innost
se muze lisit mezi kultivary (Bingham et al., 1975; Atanassov & Brown, 1984; Vasil,
1988). Pro vojtésku byla prvni GspéSna somaticka embryogeneze popsana v publikaci
Saunders & Bingham (1972). Diky totipotenci rostlinnych bunék je mozné indukovat
tvorbu somatickych embryi z riiznych &asti rostliny. Casto se jako explantaty vyuzivaji
Casti listt, jejichz povrch je sterilizovan (Ticha et al., 2020). Vznikla somaticka embrya
jsou podobna zygotickym, avSak postradaji suspenzor a nektera vyvojova stadia, ktera
jsou charakteristicka pro embrya zygoticka (Fras et al., 2008).

Nepiima somatickd embryogeneze probiha pres indukci kalusu, ve kterém se buiky

dediferencuji a neorganizované deli. Tvorba kalusu byva indukovana aplikaci exogennich
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rostlinnych hormont, nejCastéji se jedna o kombinaci auxinu, napiiklad 2,4-D
(2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina) a cytokininu, ku ptikladu kinetin. Kombinace téchto
hormont zvySuje proliferaci (hojné mnozeni) bunék kalusu (Novak & Konecna, 1982;
Kepczynska & Kepczynski, 2023). Tvorba somatickych embryi z kalusu je nésledné
indukovana na kultivacnim médiu bez ptidavku hormont. Kazdé primarni somatické
embryo vznika z jedné buiky explantatu. Mohou vSak vznikat také embrya sekundarni,
ktera vznikaji zjiz vytvofenych embryi (Raemakers et al., 1995). U plné€ vyvinutych
somatickych embryi je nejdiive indukovan rast kofene a nasledné se vyviji stonek s listy
na médiu s obsahem vitamini a aminokyselin. Cela rostlina je regenerovana v in vitro
podminkach a po dosazeni urcité velikosti mize byt presunuta do in vivo podminek.
Dospélé rostliny jsou plné schopny vytvaret kvéty, produkovat semena a dalsi generace
rostlin (Ticha et al., 2020).

Regenerace rostlin pomoci piimé somatické embryogeneze se 1iSi od nepfimé
vynechanim stadia kalusu, tudiz je méné Casové narocna. U vojtésky se tak muaze cely
proces somatické embryogeneze zkratit az o 40 dni (Denchev et al., 1991). Tvorba
embryoidd (shluki bunék, ze kterych vznikaji somaticka embrya) muze byt také
iniciovana z mezofylovych protoplastd vojtésky, idealné izolovanych z mladych listi
kvali rychlejsimu déleni bunek (Kao & Michayluk, 1980).

Nejvétsi problém spojovany s efektivitou somatické embryogeneze u fady druhd
z rodu Medicago je nedostatek plné vyvinutych somatickych embryi a jejich schopnost
produkovat vitalni rostliny. Pomalej§i regenerace a rust rostlin, které pochazi
ze somatickych embryi, jsou zpusobeny niz§im mnozstvim zasobnich proteint
a aminokyselin v téchto embryich (Lai & McKersie, 1994; Ticha et al., 2020).
Nepritomnost endospermu musi byt vhodné kompenzovana slozenim kultiva¢nich médii,
coz hraje klicovou roli pfi GspeSnosti somatické embryogeneze (Amini et al., 2016).
Vyznamnou roli v tomto procesu ma také svétlo, pficemz je potiebné celé spektrum

pro spravny vyvoj somatickych embryi (Anandarajah & McKersie, 1992).

2.2.2 Transformacni techniky vojtésky

Geneticka transformace je proces prenosu cizorodé DNA do hostitelské buiiky, jez mtuze
byt zprostiedkovan biologickymi ¢i fyzikdlnimi metodami. Pomoci regenerace
je nasledné vytvoren transgenni organismus, ktery méa nové vlastnosti. Cely proces
transformace se tudiz sklada ze dvou hlavnich krokt: doruceni biomolekul do bunék

a nasledna regenerace transgennich rostlin (Xu et al., 2022). U rostlin, konkrétné
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zemédélskych plodin mize byt geneticka transformace vyuzita predevsim pro zlepSeni
odolnosti vici abiotickému a biotickému stresu nebo zvyseni urody. Metody vyuzivané
pro doruceni pozadovaného transgenu ¢i jiné molekuly do bunék se rozdé€luji na piimé
a nepfimé. U metod ptimych je transgen pfimo vnesen do buiikky pomoci mikroinjekce,
elektroporace ¢i biolistiky. U metod nepfimych je transgen do buiiky doru¢en pomoci
vektoru, naptiklad byva vyuzivan Ti plazmid Agrobactrium tumefaciens nebo Ri plazmid
A. rhizogenes. ACkoliv jiz bylo vyvinuto mnoho transformacnich metod, neexistuje jedna
univerzalni metoda pro vSechny druhy rostlin a G€innad transformace a regenerace
nékterych druhti rostlin zistava stale velkou vyzvou (Ramkumar et al., 2020; Su et al.,
2023).

Pro transformaci vojtésky je nejCastéji vyuzivana nepiima transformacni metoda
s vyuzitim A. tumefaciens (Samac & Austin-Phillips, 2006; Weeks et al., 2008).
Pro uspésnou transformaci je nutné zvolit vhodny genotyp, ktery ma dobré regeneracni
vlastnosti jako je Regen SY nebo Regen S (Kirti, 2008). Tyto genotypy ale nemaji velké
Siroké vyuziti v zemédé€lstvi kvuli slabsimu vynosu (Weeks et al., 2008). Vojtéska byla
jiz také uspésné transformovana s vyuzitim elektroporace (Harrison et al., 1991) nebo

biolistické metody (Huang & Zhang, 1999).

2.2.2.1 Transformace rostlin pomoci Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens je pudni bakterie, ktera ptirozené napada kofenovy systém dvoudéloznych
rostlin a zpisobuje tvorbu tumort (Smith & Townsend, 1907). Do genomu hostitelskych
rostlin dokéaze vlozit ¢ast svého tumor-indukujiciho (Ti) plazmidu nazyvanou T-DNA
oblast, zobrazenou na Obrazku (Obr.) 1. Tato ¢ast plazmidu obsahuje onkogeny kodujici
enzymy pro syntézu cytokininll a auxint, které zpisobuji rychlé déleni buné€k, coz vede
k tvorbé tumort. Také se zde nachazi geny kodujici opinovou syntazu, kli¢ového enzymu
pro biosyntézu nizkomolekularnich latek opini. Vytvorené opiny jsou nasledné
v Agrobacterium katabolizovany a slouzi bakterii jako zdroj uhliku a dusiku (Matveeva
& Otten, 2021). T-DNA je ohranicena 25 bp dlouhymi repetitivnimi sekvencemi zvanymi
prava hranice (,right border, RB) a leva hranice (,left border, LB) (Zupan
& Zambryski, 1995; Gelvin, 2003; Christie & Gordon, 2014).

Na Ti plazmidu se mimo T-DNA také nachazi geny virulence (Vir), které nejsou
prenaseny do genomu hostitelské rostliny, ale koduji enzymy zodpovédné za prenos
T-DNA do rostlinnych bunék (Obr. 1) (Stachel et al., 1985, 1986; Sheng & Citovsky,
1996).
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Obrazek 1. Schéma rozloZzeni genu pro biosyntézu hormond a opinu na Ti plazmidu
A. tumefaciens.

V genovém inzenyrstvi se mezi hrani¢ni sekvence v Ti plasmidu vklada gen z&jmu.
Pivodni T-DNA oblast je pro toto pouziti upravena tak, aby neobsahovala geny
pro syntézu auxini a cytokinind, tudiz aby pfi pouziti plazmidu nedochazelo k tvorbé
nadort. Takto upraveny vektor se nazyva odzbrojeny (Zambryski et al., 1983; Wood
et al., 2001). Jeho vyuziti je vSak omezené kvuli jeho nadmérné velikosti a nemoznosti
se replikovat v Escherichia coli, proto z néj byly vyvinuty kointegracni klonovaci vektory
a binarni vektory (Lee & Gelvin, 2008). Kointegra¢ni vektory funguji na bazi
rekombinace homolognich tisekil klonovaciho vektoru namnozeného v E. coli obsahujici
gen zajmu, pocatek replikace a selekéni markery spolu s odzbrojenym Ti plazmidem
v Agrobacteriu. Diky homolognim usekiim je klonovaci vektor zaclenén do Ti plazmidu
za vzniku kointegra¢niho plazmidu (Fraley et al., 1985; Lee & Gelvin, 2008). Binarni
vektorovy systém vznikl vytvorenim dvou menSich vektord z Ti plazmidu, pficemz
pomocny plazmid obsahuje geny virulence a binarni vektor obsahuje T-DNA usek, kam
je mozné vlozit geny urcené k prenosu (Hoekema et al., 1983). Soucasti binarniho vektoru
jsou dale mnohonasobna klonovaci oblast (,,multiple cloning site”, MCS), pocatek
replikace pro E. coli a A. tumefaciens, rostlinny a bakterialni selek¢ni marker, reporterové
geny a komponenty pro regulaci genové exprese v rostlinach. Binarni vektory poskytuji
mnoho vyhod oproti vektorim kointegraCnim, proto jsou Vv soucasnosti hojnéji
vyuzivany. Jejich aplikace jsou rozmanité, vyuzivaji se pro tranzientni a permanentni

expresi genu (Spiegel et al., 2022; Azizi-Dargahlou et al., 2023), mRNA uml¢eni



(,,silencing™) cilovych geni pomoci RNA interference (Yan et al., 2012) a editaci
rostlinného genomu pomoci metody CRISPR/Cas9 (Xing et al., 2014). Pro vyssi
efektivitu byly pozdéji vytvoreny superbinarni vektory, jez obsahuji dalsi geny virulence
a slouzi pro zvyseni efektivity transformace plodin odolnych vici Agrobacterium, jako
jsou obilniny (Jin et al., 1987; Komari, 1990; Hiei et al., 1994; Ishida et al., 1996).
Metoda pro uspéSnou transformaci vojtésky pomoci A. tumefaciens vyuziva
somatickou embryogenezi. Ze somatickych embryi lze ziskat az 80-100 %
transformovanych rostlin obsahujicich T-DNA z A. tumefaciens. Transformované
rostliny zregeneruji za 9—14 tydna po kultivaci spolu (ko-kultivaci) s bakteriemi. Cely
proces transformace pomoci Agrobacteria zahrnuje nékolik krokl, jako je pfiprava
explantatl, pfiprava inokula, infekce explantatd, ko-kultivace, eliminace Agrobacteria,
selekce transgennich rostlin a jejich analyza (Samac & Austin-Phillips, 2006;

Azizi-Dargahlou & Pouresmaeil, 2023).

2.2.2.2 Transformace protoplastu elektroporaci

Elektroporace je rychla a jednoducha metoda, kterd funguje na principu aplikace
vysokého napéti do suspenze rostlinnych bunék, coz vede k depolarizaci membrany
a nasledné tvorbé pord. Ty umoziiuji transport nepropustnych molekul napiiklad DNA,
RNA ¢i proteint. Pfi pouziti optimalni délky pulsu se membrana poté opét navrati
do puvodniho stavu (Kotnik et al., 2019; Ozyigit, 2020).

Efektivita metody je zavisla predev§im na délce elektrického impulsu. Aby nedoslo
k pfiliz rychlému obnoveni integrity cytoplazmatické membrany, mél by impuls byt delsi
nez 100 pus (Turgut-Kara et al., 2010). Uginnost ovliviiuje také podet pulsd, sila napéti,
slozeni pufru pro elektroporaci ¢i koncentrace plazmidu pouzitého pfi transformaci
(Kosturkova, 1993). Mezi vyhody metody se fadi nizka cena a velky pocet
transformovanych buné¢k, pficemz vétSinou dojde k prenosu pouze jednoho plazmidu
do buriky (Bates, 1999; Kar et al., 2018).

Metoda elektroporace byla v roce 1993 vyuzita na uspéSnou transformaci protoplastt
M. sativa a protoplastd odvozenych z meristému M. varia. Pii pouziti jednoho pulsu
s délkou 1500 ps a intenzité elektrického pole 750 V-cm™ bylo ziskano 34 % tsp&sné
stabiln¢ transformovanych regenerovanych rostlin, které i po selekci zastaly vitalni

(Kosturkova, 1993).



2.2.2.3 Transformace bunék bombardovanim ¢astic

Transformace bunék bombardovanim ¢astic ¢i biolistickd metoda se vyuziva pro studium
prechodné exprese genu, produkci transgennich rostlin i1 inokulaci rostlinnych bunék
virovymi patogeny (Briddon et al., 1998; Taylor & Fauquet, 2002). Cely proces
se uskuteCiluje v zafizeni zvaném genova pistole, jez obsahuje vysokotlakou
a nizkotlakou komoru a uprostied trhaci disk. Pii postupném zvySovani tlaku je trhaci
disk protrzen jako nasledek pretlaku hélia, coz vede k uvolnéni viny plynu. Ta pohéni
makronosi¢, na kterém se nachazi kovové nosné Castice o pruméru do 1,5 pm tvorené
platinou, zlatem nebo wolframem. Tyto mikrocastice jsou pokryty DNA, jez je urena
pro transformaci rostlinnych bunék. Makronosi¢ kvuli tlakové viné narazi na stopovaci
sito a mikrocastice jsou uvolnény smérem k cilovému pletivu, které je umisténo
na Petriho misce ve vakuu. Mikrocastice pronikaji do bunék bez vétsiho poskozeni
a v cytoplazme nasledné dochazi k uvolnéni transgent (Sanford et al., 1993; Rivera et al.,
2012).

S vyuzitim této metody je mozné transformovat listy, suspenze bunék, embrya, kalus,
meristémy, a dokonce 1 pyl a mikrospory. Metoda se vyuziva hlavné u rostlin odolnych
k jinym metodam transformace, pfedevsim u obilnin. Mimo rostliny je také mozné
transformovat bakterie, houby 1 zivocisné bunky (Sanford et al., 1993; Rivera et al,,
2012). U vojtésky byla transformace bombardovanim c¢astic vyuzita pro transformaci
pylu, kdy byl sam¢i sterilni kvét opylovan pfipravenym transgennim pylem pro produkci
fertilnich semen. Usp&snost byla 30 % po vykli¢eni semen (Ramaiah & Skinner, 1997).
Dale byl transformovan kalus (Pereira & Erickson, 1995) a chloroplasty vojtésky (Wei
et al., 2011), efektivita transformace byla vSak ve vSech pfipadech mala.

Jelikoz je vyuzivano velky pocetnych nosnych Castic s DNA, tato metoda umoziiuje
soucasnou transformaci velkého mnozstvi bunék najednou (Sanford et al., 1987). S tim
vSak prichazi komplikace spojené s moznym dodanim vice kopii gent do jedné bunky,
coz muze vést k umlCeni genu nebo zméné genove exprese (Rakoczy-Trojanowska, 2002;
Kohli et al., 2003; Rivera et al., 2012). V nékterych pfipadech muze nastat také poskozeni
bunék (Demirer et al., 2019). Mezi dalsi nevyhody metody patfi vyssi cena a nemoznost
prenosu DNA vétsi nez 10 kb kvuli zvySenému riziku zniCeni vétSich molekul béhem

nastfeleni (Anami et al., 2013; Keshavareddy et al., 2018).



2.2.2.4 Transformace in planta

Produkce transformovanych rostlin na bazi pletivovych kultur je pomérné velka prekazka
pro uspéSnou transformaci mnoha odolnych plodin. Pfi metod€ transformace in planta
pletivové kultury nejsou vyuzivany, coz naznaCuje samotny pojem ,in planta“, jez
v prekladu znamena v rostliné“ (Ahmad Jan et al., 2016). Velmi Casto vyuzivanou
in planta metodou je technika namaceni nezralych kvétnych pupent ,,floral dip“, jez byva
Casto vyuzivana pro stabilni transformaci Arabidopsis thaliana (Bent, 2006). Nezralé
kvétné pupeny A. thaliana jsou maceny do suspenze A. tumfaciens s cilem transformovat
vyvijejici se gyneceum (Desfeux et al., 2000).

U M. sativa byvaji nafezavany tfi dny staré semenacky v oblasti apikalniho meristému
stonku, které jsou nasledné inkubovany v suspenzi A. tumefaciens nesouci gen urceny
pro transformaci za souCasného vortexovani. Semenacky se nasledné prenasi
na ko-kultiva¢ni médium obsahujici DMSO a poté na médium podporujici jejich rust.
Uspé&snost této metody je pomémé nizka, piiblizné 7 % transformantd v T1 generaci

(Weeks et al., 2008).

2.3 Promotory genu

Promotor je DNA sekvence, ktera kontroluje iniciaci transkripce a podili se na regulaci
exprese gend. Nachazi se v blizkosti mista zacatku transkripce genu a poskytuje vazebna
mista pro RNA polymerazu a transkripéni faktory (Porto et al., 2014). U eukaryotickych
organismu je znamo nekolik typi RNA polymeraz. RNA polymeraza I slouzi pro syntézu
prekurzoru rRNA, RNA polymerdaza II syntetizuje prekurzory pro mRNA, RNA
polymeraza III tvoii prekurzory tRNA, 5S-rRNA a miRNA (Lodish et al., 2000). U rostlin
se také nachazi RNA polymeraza IV a V, jejichz produkty jsou zapojeny v uml€ovani

genu (Haag & Pikaard, 2011).

2.3.1 Zakladni charakteristika promotoru genu eukaryotickych organismu

Promotor je strukturné rozdélen na proximalni a distalni regiony, které obsahuji
cis elementy, na néz se vazi proteiny znamé jako trans faktory (Klug & Cummings, 2003;
Peremarti et al., 2010; Porto et al., 2014). Proximalni oblast se nachazi blizko mista
zacatku transkripce (,,transcription start site”, TSS) a jeji rozsah je pfiblizné od -250
do +250 nukleotidd. Soucasti této oblasti je jadrovy promotor, ktery je lokalizovan
piiblizné v rozsahu -50 az +50 nukleotidi od TSS a zprostfedkovava iniciaci transkripce

(Butler & Kadonaga, 2002; Haberle & Stark, 2018). V tomto regionu je pfitomen
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iniciator, ktery pokryva oblast TSS, pfi¢emz od adeninu v jeho sekvenci (A+1) jsou
uréovany polohy ostatnich elementi. Elementy se mohou nachazet pred TSS, coz
je oznaovano ,,-X“ €1 ,,upstream®, nebo za TSS, oznaCované jako ,,+X“, ¢i ,,downstream*
(Juven-Gershon & Kadonaga, 2010; Bitas et al., 2016). DalSim elementem jadrového
promotoru je TATA box, ktery se nachazi ptiblizn¢€ 25-30 bp ,,upstream” od TSS a jeho
konsensualni sekvence o délce priblizné 8 bp sestava z A a T nukleotidt (Lewin, 2000).
,2Downstream“ promotorovy element (DPE) je element vyskytujici se predev§im
v promotorech bez TATA boxu s ptesnou polohou 28—32 bp ,, downstream* od TSS.
Soucésti proximalni oblasti mohou byt také napiiklad element rozpoznavan
transkripcnim faktorem IIB, B rozpoznavaci element (BRE), CAAT a GC box. Elementy
jsou obvykle konzervované, avSak neexistuji zadné univerzalni, jez by byly pfitomny
u v8ech organismu (Griffiths et al., 2000; Butler & Kadonaga, 2002; Juven-Gershon &
Kadonaga 2010; Porto et al., 2014; Bitas et al., 2016).

Mira transkripce urcitého genu muze byt zvySena Ci sniZzena v zavislosti na ovlivnéni
promotoru elementy lokalizovanymi ve vétsi vzdalenosti od jadrového promotoru.
Obvykle se jedna o vzdalenost stovky az tisice bp ,,upstream* ¢i ,,downstream® od TSS
a mohou se také nachazet v intronech (Peremarti et al., 2010). Tyto elementy se nazyvaji
distalni a nemusi mit fixovanou pozici ve vztahu k promotoru (Lodish et al., 2000; He
et al.,, 2010; Bulger & Groudine, 2011). Do distalnich elementi se fadi aktivatory
(,,enhancery*) a represory (,silencery”), pfiCemz aktivatory byvaji vice zastoupeny.
Proteiny pusobici na tyto elementy jsou kombinovany tak, aby exprese probihala pouze
na pozadovanych mistech a ve specifickém casovém ramci (Riethoven, 2010; Kolovos et

al., 2012).

2.3.2 Promotory genu vyuzivané pro pripravu transgennich rostlin

Promotory gent vyuzivané v rostlinné biotechnologii se mohou lisit svou efektivitou,
mistem a Casovym obdobim pusobeni. Konstitutivni promotory byvaji aktivni béhem
vSech vyvojovych stadii ve vSech pletivech rostliny. Pletivové-specifické promotory jsou
aktivni pouze v urCitych pletivech rostliny nebo urcitych vyvojovych stadiich
a promotory inducibilni vyzaduji specificky stimul pro jejich aktivaci (Porto et al., 2014;
Bilas et al., 2016).
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2.3.2.1 Konstitutivni promotory

Geny pod kontrolou konstitutivnich promotora se aktivné piepisuji béhem celého vyvoje
organismu (Park et al., 2010), proto byvaji tyto promotory velmi Casto vyuzivany
v genovém inzZenyrstvi u rostlin pro expresi transgent (Potenza et al., 2004). Konstitutivni
promotory jsou vhodné predevsim pro expresi selekénich markerovych gend, naptiklad
genu pro rezistenci na herbicidy. Jejich pouziti je vSak omezené pomérné nizkym poctem
pouzitelnych konstitutivnich promotort pro expresi transgenu v rostlinach. Casto se jedna
o promotory zjinych zdroji nez zrostlin, jako je promotor genu , NOPALINE
SYNTHASE®“ (NOS) z A. tumefaciens (Bevan et al., 1983) nebo 35S promotor viru
mozaiky kvétaku (,,Cauliflower Mosaic Virus®, CaMV) (Odell et al., 1985; Benfey
& Chua, 1990). Jejich neustala aktivita je zajiSténa absenci represoru v rostlinach
pro cizorody typ promotoru. U nékterych rostlinnych druht je vSak jejich efektivita nizsi
(Christensen et al., 1992; Park et al., 2010), proto se alternativné vyuzivaji konstitutivni
promotory pfimo z rostlin. V tomto piipadé se jedna o promotory tzv. , housekeeping™
neboli esencialnich gent, které jsou neustale exprimovany v kazdé burice a koduji
proteiny pro jeji bézné fungovani (Han et al., 2015). Ptikladem mohou byt konstitutivni
promotory polyubikvitinovych gent (Lu et al., 2008) a aktinu 2 z ryze (He et al., 2009),
beta-karoten hydroxylasy z A. thaliana (Liang et al., 2009), ¢i histonu H2B z kukufice
(Rasco-Gaunt et al., 2003). Nevyhoda pouziti konstitutivnich promotort spoc¢iva vétsinou
ve stalé expresi genu, coz muze interferovat s ostatnimi procesy v burikach (Misra

& Ganesan, 2021).

2.3.2.2 Inducibilni promotory

Promotory inducibilni poskytuji vyhodu v regulaci exprese gent. Obsahuji sekvenci,
ktera je identifikovana stres-responzivnimi transkripCnimi faktory pro aktivaci genové
exprese (Jaglo et al, 2001). Zpusobuji tedy prechodnou expresi genu zaloZenou
na urcitém stimulu. Vyuzivany byvaji pro expresi genu, které zvysuji toleranci rostliny
na stres pii pusobeni abiotického i biotického stresu (Rai et al., 2009; van Essen et al.,

2010).

2.3.2.3 Pletivové specifické promotory
Nékteré typy virovych, mikrobialnich ¢i rostlinnych promotorii jsou aktivni pfi expresi
genu pouze v urcCitych organech ¢i pletivech. Jelikoz jsou vSak regulacni systémy

u jednotlivych druhi rostlin jedinecné, jsou zadanéjsi pletivove specifické promotory ze
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stejného Ci fylogeneticky pifibuzného rostlinného druhu (Tyagi, 2001; Lim et al., 2012;
Misra & Ganesan, 2021).

Mnoho stresovych faktorti, kam se fadi sucho, osmoticky stres, slanost pudy,
akumulace té€zkych kovli nebo nedostatek Zivin, je nejdifive vnimano kofeny rostlin.
Jelikoz je zdravy kotfenovy systém kliCovy pro spravny rast a vyvoj celé rostliny,
je mnoho studii zaméfeno pravé na nadexpresi genii v kofenech rostlin za pouZiti
kofenové specifickych promotord za tcelem zlepSeni rustu a odolnosti vici stresovym
podminkam (Misra & Ganesan, 2021). Pro vyvoj rostlin tolerantnich na choroby byvaji
Casto vyuzivany listové specifické promotory. ZvySeni produkce, nutricni kvality ¢i
fortifikace farmaceutickych latek zajistuji promotory, které jsou aktivni v semenech
rostlin. Ku pfikladu promotor f-conglycininu ze so6ji je vyuzivan pro zvySeni obsahu

aminokyselin obsahujicich siru v s6jovych bobech (Kim et al., 2014).

2.3.3 Promotory vyuzivané pro studium symbiotickych interakci mezi rostlinami
a mikroby

Pro studium symbiotickych interakci mezi rostlinami a mikroby jsou hojné vyuzivany
fluorescen¢ni markery, které umoziiuji vizualizaci molekul v zivych burikach. Jelikoz
pfi interakcich bobovitych rostlin s hlizkovymi bakteriemi dochazi k tvorbé novych
specializovanych organu (hlizek), aktivita promotord vyuzivanych pro expresi markeru
se v nich muze lisit.

V publikaci Auriac a Timmers (2007) byla porovnana aktivita dvou konstitutivnich
promotort, p35S a pEF la pti symbiotické interakci M. truncatula se S. meliloti. Aktivita
promotora byla porovnana za pouziti reportérového genu p-glukuronidazy (GUS)
a lokalizace fluorescence z GFP, jehoz gen byl pod kontrolou zminénych promotort
(Auriac & Timmers, 2007).

Promotor 35S je aktivni ve vSech pletivech kofene M. truncatula 1 pti symbiotické
interakci. U bunék hlizky se vSak jeho aktivita v nékterych zonach vyrazn€ snizuje.
V meristematické zon€ hlizky nebyla zji§téna zadna aktivita promotoru 35S a velmi slaba
aktivita byla pozorovana v zén€ infekéni. 35S promotor je pravdépodobné v téchto
castech hlizky umlcovan rhizobiélni infekci. Naopak silnou expresi poskytoval promotor
35S v zéné fixace dusiku a ve vodivych pletivech hlizky (Auriac & Timmers, 2007).
Podobné vysledky byly také popsany u M. sativa, kde 35S promotor vykazuje velmi

malou nebo zadnou aktivitu v symbiotickych hlizkach (Samac et al., 2004).
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Promotor EFlo z A. thaliana byl charakterizovan jako silny konstitutivni promotor
(Axelos et al., 1989). Jeho aktivita v kofenech M. truncatula je srovnatelna s 35S
promotorem, jelikoz poskytuje pomérné silnou expresi gent ve vSech pletivech. Rozdilna
aktivita oproti 35S promotoru se vSak ukazuje v symbiotickych hlizkach. Bylo zjisténo,
ze promotor EF /o vykazuje vysokou aktivitu ve vSech zonach hlizky. Z tohoto divodu
se jevi jako velmi vhodny pro studium symbiotickych interakci a procesu tvorby hlizek
(Auriac & Timmers, 2007).

Ve vicerych vyzkumnych pracich bylo ukazano, ze konstitutivni promotor UBQ10
z A. thaliana poskytuje uniformni expresi v celé rostliné (Geldner et al., 2009; Grefen
et al.,, 2010; Dyachok et al., 2014). Promotor UBQI0 je aktivni pii symbiotickych
interakcich v kofenech 1 symbiotickych hlizkach u M. truncatula (Limpens et al., 2009;
Ivanov & Harrison, 2014). Diky aktivité v hlizkach je tedy pravdépodobné, ze protein
exprimovany pod timto promotorem fuzovany s fluorescencnim proteinem bude dobie

pozorovan béhem symbiotickych interakci mezi rostlinami a pidnimi bakteriemi.

2.4 Rostlinny cytoskelet

Rostlinny cytoskelet je dynamicka sit’ proteinovych filament, ktera je nedilnou soucasti
vSech rostlinnych bunék. Podili se na esencialnich procesech v buiikach, mezi které patti
udrzovani tvaru buiky, intracelularni transport ¢i bunécné déleni (Staiger, 2000;
Wasteneys & Galway, 2003). Cytoskelet rostlin se sklada ze dvou hlavnich strukturnich
polymert, mikrotubulll a aktinovych filamentkteré béhem bunécného cyklu méni svou

organizaci (Timmers, 2008).

2.4.1 Charakterizace mikrotubulu

Mikrotubulus je duty valec o priméru pfiblizné 24 nm, ktery je ve vétsine eukaryotickych
bunék tvofen 13 linedrnimi protofilamentami slozenych z pomylerizovanych
heterodimert a- a - tubulinu (Ledbetter & Porter, 1964). K polymerizaci, tudiz sestaveni
mikrotubulu dochéazi v pfitomnosti Mg** a GTP v mikrotubulovych organizaénich
centrech, pficemz cely proces je regulovan proteiny asociovanymi s mikrotubuly (Lian
et al., 2021). Mikrotubuly byvaji obvykle vice dynamické na ,plus® konci, ktery
je zakoncen B podjednotkou tubulinu. Tento konec je preferovan pro polymerizaci
1 depolymerizaci. Druhy, tzv. , minus“ konec je zakoncen a podjednotkou a byva méné

dynamicky. Dynamika mikrotubull je popisovana na zakladé Ctyt kritérii: mira ristu
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a zkracovani, frekvence zachrany (pfechod ze zkracovani do rustu) a frekvence katastrofy
(pfechod z rastu do rychlé depolymerizace) (Timmers, 2008; Hashimoto, 2015).

Mikrotubuly se ucastni predev§im bunécného déleni a rastu bunék. Kortikalni
mikrotubuly se podili na udrzovani tvaru bunék, jelikoz udavaji paralelni smér depozice
mikrofibril celulozy, z nichz je sestavovana bunécna sténa (Paredez et al., 2006; Li et al.,
2015c¢). Mikrotubuly jsou také pritomny v kofenovych vlascich, kde maji dulezitou roli
pfi jejich rastu, vyvoji a interakcich s okolnim prostfedim (Sieberer et al., 2002).

V rostlinnych bunkach existuje pét zakladnich seskupeni mikrotubuli. Jedna se
o interfazni seskupeni sestavajici z kortikalnich mikrotubulii, pre-profazni svazek, délici
vieténko, fragmoplast a perinuklearni seskupeni. Pre-profazni svazek se tvori t€sné pred
zacCatkem déleni bunky a jeho pozice urcuje budouci rovinu déleni. Po jeho rozpadu
nasleduje tvorba deliciho vieténka, které slouzi k pfipojeni chromozomi, jejich rozdéleni
a presunuti k opacnym koncim bunky (karyokineze). Ke konci déleni bunky se mezi
dvéma nové tvorenymi jadry vytvari fragmoplast, ktery napomaha sestaveni bunécné
prepazky (cytokineze) (Motta & Schnittger, 2021). Kortikalni mikrotubuly mivaji
v prodluzujicich se burikach pfic¢nou orientaci a v dospélych diferencovanych buikach
byva usporadani spiSe Sikmé ¢i podélné. Jejich usporadani maze byt vSak i nahodné,
napiiklad na rozhrani M/G1 faze v meristematickych burikach. Perinuklearni mikrotubuly
se vyskytuji pfed a na konci déleni butiky (Cyr & Palevitz, 1995; Kost & Chua, 2002).

V kotenovych vlascich u lusténin se organizace kortikalnich mikrotubulti lisi
u ruznych druhd. Kortikalni mikrotubuly v rostoucich kofenovych vlascich mohou byt
usporadany ndhodné a dosahovat az do Spicky vlasku (Vassileva et al., 2005) nebo mohou
vykazovat riizné orientace v jednotlivych ¢astech vlasku. U M. sativa byla u rostoucich
vlaski pozorovana podélna orientace kortikalnich mikrotubulti v bazalni casti vlasku,
sitove axialni usporadani v subapikalni ¢asti a ve Spicce vlasku se vibec nevyskytuji
(Weerasinghe et al., 2003). U vlaskt, které dokonCuji rist vykazuji kortikalni
mikrotubuly sitovou axialni organizaci a dosahuji az do Spicky vlasku. V dospélych
kofenovych vlascich se kortikalni mikrotubuly vyskytuji jako dlouhé podélné svazky,
shromazd'ujici se ve Spicce vlasku (Sieberer et al., 2002; Vassileva et al., 2005;
Perrine-Walker et al., 2014).

Endoplazmatické mikrotubuly jsou nezbytné pro rostouci kofenové vlasky, kde se
nachazi v husté cytoplazmé mezi jadrem a Spickou kotenového vlasku. U M. truncatula

a Lotus japonicus byly endoplazmatické mikrotubuly pozorovany v hustém seskupeni
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kolem jadra. Pfi ukonCeni rustu vlasku postupné uplné€ mizi (Sieberer et al., 2002;
Weerasinghe et al., 2003; Perrine-Walker et al., 2014).

V buiikéach pericyklu jsou kortikalni mikrotubuly orientovany paralelné€ a Sikmo k ose
prodluzovani burnky. Jsou propojeny s perinuklearni siti kortikalnich mikrotubuld.
V bunkach kortexu kofene byvaji mikrotubuly orientovany paralelné, kolmo ¢i Sikmo

k ose prodluzovani buriky (Timmers et al., 1999; Blancaflor et al., 2001).

2.4.2 Charakterizace aktinovych filament

Aktin se v rostlinnych burikach vyskytuje ve formé monomert (globularni G-aktin),
oligomerti a aktinovych filament (filamentovy F-aktin; Volkmann & Baluska, 1999).
Pramér aktinové filamenty je pfiblizn€ 7 nm a je tvofena ze dvou vlaken, pri¢emz kazdé
je tvoreno z aktinovych monomert. Vlakna jsou uspotradana do pravotoCivé helikalni
struktury. Dynamika aktinu je na obou koncich odlisna. Na ,plus® ¢i ,,ostnatém* konci
dochazi k rychlejsi polymerizaci aktinu, zatimco na , minus“ neboli ,$pi¢atém* konci
dochéazi k pomalej§i polymerizaci a rychlejsi depolymerizaci aktinu. Pfi sestaveni
filamenty dochazi nejdfive ke spojeni tii monomeri G-aktinu (nukleaci) a nasledné
dochazi k elongaci filamenty. Rychlost elongace je zavisla na koncentraci dostupnych
monomertt v burice. Polymerizace filament probiha na zakladé hydrolyzy ATP.
Dynamiku aktinu reguluji aktin-vazajici proteiny, které fidi aktivitu podjednotek, pocet
mist pro nukleaci, rychlost tvorby filament a organizaci mikrofilament do struktur vyssiho
radu (Wegner & Engel, 1975; Staiger, 2000; Lian et al., 2021). Aktinové filamenty byvaji
nejcCastéji sestavovany do svazka ¢i siti, tyto seskupeni jsou velmi dynamické a podléhaji
stale reorganizaci (Li et al., 2015a).

Dynamika aktinu je velmi dilezita v mnoha bunéénych procesech, jako je déleni
bunky, proudéni cytoplazmy, vezikularni transport a pohyb organel. Také hraje
vyznamnou roli pii ristu kofend a kofenovych vlaskd (Baluska et al., 2000; Samaj et al.,
2004; Garcia-Gonzalez & van Gelderen, 2021).

Aktinové filamenty v korenovych vlascich u lusténin vykazuji typickou organizaci.
Béhem ristu kofenového vlasku byvaji v bazalni a subapikalni ¢asti pozorovany tlusté
svazky aktinovych filament v podélné orientaci. Smérem ke Spicce vlasku vytvareji
filamenty jemné svazky nebo se vyskytuji jako jednotliva vlakna. V samotné Spicce
rostouciho vlasku se vétsinou aktinové filamenty nenachazi. U kofenovych vlasku, které
ukoncuji rust naopak dosahuji svazky aktinovych filament az ke $picce vlasku (Miller et

al., 1999). V dospélych kotenovych vlascich byvaji typicky aktinové filamenty sestaveny
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do svazku, které prochazeji podélné az ke Spicce vlasku. Jadra byvaji ve vlascich
obklopena tenkymi vlakny aktinu, které se spojuji se siln€jSimi svazky vychéazejicimi
radialn€ od jadra (Allen et al., 1994; Allen & Bennett, 1996; Cardenas et al., 1998; Miller
et al., 1999; Yokota et al., 2009).

V epidermalnich burikach kofene se aktinové filamenty nachazi v podobé jemné sit¢,
lemujici plazmatickou membranu. Jemna vlakna protinaji silnéjsi svazky obklopujici
jadro. V kortikéalnich burkéach se jemna sit' aktinovych filamentpropojuje s tlustSimi

svazky filament (Genre & Bonfante, 2002).

2.5 Organizace cytoskeletu béhem symbiotické interakce

Mezi jednu znejvice studovanych symbiotickych procest patii interakce mezi
bobovitymi rostlinami a bakteriemi rodu Sinorhizobium. Tato interakce je zkoumana
predevs§im kvili jejimu potencialu zvysit vytézky plodin s niz§i potiebou aplikace
syntetickych hnojiv (Jhu & Oldroyd, 2023). Pfi symbiodze dochéazi ke wvzniku
specializovanych organa v kofenech rostliny, tzv. hlizek ¢i noduld. Bakterie v hlizkach
ziskavaji energii rozkladem produkti fotosyntézy rostliny a zarovei premeénuji
atmosféricky dusik na amoniak, redukovanou formu dusiku, ktery je asimilovan
rostlinou. Tvorba hlizek (nodulace) zacind molekularnim dialogem mezi symbiotickymi
partnery, coz ma za nasledek deleni buné€k pericyklu a kortexu kotene, kde je pozdéji
formovéano primordium hlizky. V reakci na symbiotické bakterie se také meéni tvar
korenovych vlaski a dochazi k jejich zataCeni pro zachyceni rhizobii. Ty se dostavaji pres
kofenovy vlasek do primordidlnich bunék hlizek pomoci infekéniho vlédkna, kde jsou
nasledné uvolnény a po internalizaci do bun¢k se méni v symbiozomy. Rostouci hlizky
vytvari meristém, ktery zajistuje dé€leni a rust bunék, které se postupné diferencuji
v infek¢ni a fixacni zon€ hlizky a odumiraji v senescen¢ni zon€. Rhizobia se postupné
diferenciuji na dusik-fixujici bakteroidy (Timmers et al., 1999; Timmers, 2000; Brewin,
2004; Roy et al., 2020; Gao et al., 2024).

Tato symbioticka interakce je plné€ zavisla na dynamice cytoskeletu v burikach. K jeho
reorganizaci dochazi ve vSech fazich symbidzy (Sutton et al., 2011). Cytoskelet
zprostredkovava zatoCeni kofenového vlasku, pomaha pii tvorbé infekéniho vlakna a také
se ucastni pfi diferenciaci bunék a vyvoji symbiotické hlizky (Timmers, 2008).
Reorganizace cytoskeletu je studovana po aplikaci rhizobii anebo nodulacnich (nod)

faktorti, coz jsou latky (lipochitooligosacharidy), produkované rhizobiemi, které jsou
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vnimany rostlinnymi receptory. Samotné nod faktory spousti morfologické zmeény
v kotenovych vlascich, proto se vyuzivaji pro studium zmén v organizaci cytoskeletu

v zacatcich symbiotické interakce (Heidstra et al., 1994).

2.5.1 Reorganizace cytoskeletu v brzkych fazich symbiotické interakce

2.5.1.1 Reorganizace mikrotubulu
Ke zménam v organizaci mikrotubula typicky dochazi ve vSech brzkych stadiich
symbiotické interakce. Pfi interakci Medicago se Sinorhizobium dochazi ke zménam
v organizaci mikrotubulti v bunkach pericyklu a vnitfnim kortexu, kde je formovano
primordium hlizky. Nejvétsi zmény v organizaci mikrotubuli vSak nastavaji
v kotfenovych vlascich béhem formovani infekéniho vlakna. Husté svazky
endoplazmatickych mikrotubuld se podili na zatoceni vlasku kolem bakterii. Nasledné
dochazi k tvorbé pre-infekcniho vlakna, kdy se orientace endoplazmatickych mikrotubult
meéni z paralelni na nahodnou a kortikalni mikrotubuly se zacinaji rozpadat.
Endoplazmatické mikrotubuly maji pfi infekci v kofenovém vlasku nepostradatelny
vyznam, jelikoz spojuji jadro se Spickou kotenového vlasku a zaroveti se akumuluji podél
mikrokolonii bakterii nachazejici se v zatoCeném vlasku a pomahaji s ristem infekéniho
vlakna. Mikrotubuly jsou pozdéji organizovany do podélné sité obklopuyjici infek¢ni
vlakno (Timmers et al., 1999, Sieberer et al., 2005; Perrine-Walker et al., 2014).

U kofenovych vlaski M. sativa depolymerizuji kortikalni  mikrotubuly
i endoplazmatické mikrotubuly jiz béhem 10 minut po aplikaci nod faktort. K jejich
regeneraci nasledn€ dochazi piiblizné po 1 hodiné (Weerasinghe et al., 2003). Vyzkum
Sieberer et al. (2005) ukazuje mirné odlisné procesy u M. truncatula, kde aplikace nod
faktora zpisobuje zkraceni subapikalnich endoplazmatickych mikrotubulll v rostoucich
kofenovych vlascich, a naopak u kortikalnich mikrotubuld nedochazi k viditelnym
zménam (Sieberer et al., 2005). V kotenovych vlascich L. japonicus dochazi po aplikaci
nod faktori ke zkraceni a zméné€ orientace kortikalnich mikrotubuli z paralelni podél
vlaskti na nahodnou, a zaroven se stavaji méné dynamické (Vassileva et al., 2005,

Hlavackova et al., 2023).

2.5.1.2 Reorganizace aktinovych filament
Aktinovy cytoskelet se pii symbiotické interakci podili na tvorbé pre-infekcniho vlakna,

indukci déleni bunék v kortexu kofene a pomaha s internalizaci bakterii do bunék
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(Bakhuizen, 1988; Timmers et al., 1999). V zatoCeném kotrenovém vlasku u Vicia hirsuta
dochéazi k fragmentaci aktinovych filament a nahromadéni aktinu v misté zatoCeni
a vstupu bakterii (Ridge, 1992). U M. sativa a Phaseolus vulgaris je po 15 minutach
od aplikace nod faktora u rhizobii pozorovan rychly rozpad podélnych svazki aktinovych
filament. Tento rozpad doprovazi snizeni poctu a délky aktinovych filament, akumulace
aktinu v urCitych mistech na Spicce kofenového vlasku a jeji deformace. Aktinovy
cytoskelet se obnovuje piiblizn€ po 1 hodin€ od aplikace nod faktora (Allen & Bennett,
1996; Cardenas et al., 1998). Naopak u kofenovych vlaska Vicia sativa oSettenych nod
faktory dochazi ke dvojnasobnému navyseni poctu aktinovych filament a zméné v jejich
usporadani (De Ruijter et al., 1999).

Deformace spojené s aplikaci nod faktor zahrnuji bobtnani a reorientaci Spicek
kofenovych vlaskt. V bobtnajicich Spickach vlaska V. sativa je orientace aktinovych
filament ndhodna (Miller et al., 1999). U druhu P. vulgaris dochazi po aplikaci nod
faktora ke zvysSeni poctu plus koncl aktinovych filament na Spicce kofenovych vlasku
tam, kde dochazi k uchyceni rhizobii a zahajeni tvorby infekcniho vlakna. U vlasku s jiz
iniciovanym infekénim vldknem jsou plus konce aktinovych filament lokalizovany

v oblasti této iniciace (Zepeda et al., 2014; Hlavackova et al., 2023).

2.5.2 Role cytoskeletu pri tvorbé hlizek
Hlizky lusténin lze rozdélit na zakladé rozdilu ve vaskularizaci a perzistenci jejich
meristému na determinované a nedeterminované (Obr. 2) (Lodwig & Poole, 2003).
Determinované hlizky se vyskytuji u L. japonicus, Glycine max ¢i P. vulgaris. Jejich tvar
byva sféricky a vznikaji z bunék vnéjsiho kortexu kotene. Tento typ hlizek ma omezenou
zivotnost, hlizky C¢asem ztraci schopnost byt neustdle infikovany bakteriemi
a po doséhnuti zralosti ztraci meristematickou aktivitu. V symbiozomu téchto hlizek
se nachazi nékolik bakteroidu, které jsou velmi zivotaschopné (Ferguson et al., 2010;
Oldroyd et al., 2011; Tejada-Jiménez et al., 2015). Hlizky nedetminované jsou typické
pro M. sativa, M. truncatula ¢i P. sativum. Jejich tvar je ovalny nebo vétveny a maji
puvod z bunék vnitiniho kortexu kotene, které pfiléhaji k endodermis. Jsou neustale
infikovany pivodnimi bakteriemi a maji trvaly meristém. Bakteroidy v téchto hlizkach
jsou mén¢ zivotaschopné a v symbiozomu se nachazi vzdy pouze jeden (Ferguson et al.,
2010; Popp & Ott, 2011; Tejada-Jiménez et al., 2015).

Aktivita meristému nedeterminované hlizky vede k vyvoji ovalného tvaru hlizky. Tato

muize byt rozdé€lena az na 5 zon diferenciovanych od distalni ¢asti (vrcholu) po proximalni
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Cast (baze hlizky v korenu, ze kterého vyrista) (Obr. 2). Jedna se o zony: meristematicka
kde probiha bunécné déleni (I), infekeni, kde zacina diferenciace bunek a jejich interakce
s thizobiemi v infekénich vlaknech (II), fixaéni, kde probiha fixce dusiku
v internalizovanych bakteroidech (III), senescentni, jez vznika pfiblizné po péti tydnech
od pocatku infekce a dochazi v ni k degradaci bakteroidi spolu s buiikami hostitele (IV).
Posledni je zona saprofytni (V), ve které se nachazi odumftelé buriky hostitelské rostliny,

jez jsou kolonizovany rhizobiemi z apoplastu hlizek (Timmers et al., 2000).

Nedeterminovana hlizka

Determinovana hlizka

Meristematicka zona (I)

Periferni pletivo

g

Infekéni zona (1)

Zo6na fixace
dusiku (III)

Senescen¢ni zoéna (IV)

Vodiva pletiva

/

Fixace

Saprofytni zona (V) dusiku

e Koren

Obrazek 2. Model a popis nedeterminované a determinované hlizky. Upraveno podle Terpolilli
(2009).
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2.5.2.1 Cytoskelet v determinovanych hlizkach

Pii vyvoji hlizky vétSinou aktinové filamenty nezaujimaji specifickou orientaci a jsou
orientovany nahodné svyjimkou infikovanych buné€k zralych hlizek, kde jsou
orientovany paralelné a pii¢né k podélné ose buriky. Mikrotubuly jsou béhem brzkého
vyvoje hlizky organizovany paralelné a pii¢n€, v pozdéjSich fazich je orientace spiSe
nahodna. V meristematickych buitkdch mladych hlizek se nachazi nahodné orientované
kortikalni mikrotubuly, které tvori hustou sit. Endoplazmatické mikrotubuly
se akumuluji kolem infekénich vldken a obklopuji infekéni kapky s bakteriemi
(Whitehead et al., 1998; Kitaeva et al., 2022).

Rozdil v organizaci mikrotubult u raznych druht lusténin byva patrny v oblasti, kde
je fixovan dusik a u neinfikovanych bunék. U L. japonicus a P. vulgaris jsou neinfikované
bunky podlouhlé s pravidelné usporadanymi kortikalnimi mikrotubuly, neinfikované
buinky G. max a G. soja jsou sférické a kortikalni mikrotubuly zde nejsou pravidelné
usporadany. Dusik fixujici butiky obsahuji paralelné orientované kortikalni mikrotubuly,
které jsou kolmé k podélné ose buiiky. Endoplazmatické mikrotubuly byvaji uspofadany
do siti podél symbiozomt a sméfuji od stiedu k periferii bunék (Whitehead et al., 1998;

Kitaeva et al., 2022).

2.5.2.2 Cytoskelet v nedeterminovanych hlizkach
V meristematickych buikéach hlizky byvaji aktinové filamenty organizovany jako
perinuklearni sit asociovana s cytoplazmatickymi vlakny a kortexem burtiky. V infekéni
zoné probiha fragmentace aktinovych filament na kratsi vlakna az Castice a v zoné€ fixace
dusiku jsou aktinové filamenty velmi fragmentovany. Fragmenty a Castice aktinovych
filament jsou typické pro infikované bunky, kde jsou pfilehlé ke zralym symbiozomim
a spolu se siti aktinovych filament obklopuji uvolnéné bakterie (Zhang et al., 2019).
Fedorova et al. (2007) zjistili, ze se v burikdch nachazi také sit’ tenkych aktinovych
filament, které obklopuji jadro a asociuji se symbiozomy (Fedorova et al., 2007).
Kortikalni mikrotubuly byvaji v meristematickych burikach hlizky organizovany do
neusporadanych svazkli. Perinuklearni mikrotubuly zde obklopuji jadro a sméiuji
k periferii buniky (Obr. 3). U neinfikovanych bunék hlizky zistava v infekéni zoné
nahodna orientace mikrotubull, zatimco v zoné fixace dusiku se zde nachazi dlouhé
paralelni svazky kortikalnich mikrotubuld, které jsou kolmé k podélné ose burky.

Endoplazmatické mikrotubuly se v neinfikovanych buikach nenachazi, protoze jejich
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predpokladana role je pfi internalizaci rhizobii (Kitaeva et al., 2016, Kitaeva et al., 2021;
Tsyganova et al., 2021; Hlavackova et al., 2023).

U nové infikovanych bunék se v infekéni zoné kortikalni mikrotubuly vyskytuji ve
formé tlustych svazkt, které jsou nepravidelné usporadany. Endoplazmatické
mikrotubuly u infikovanych bunék obklopuji infek¢ni vlakna spolu s jeho vyrustky, tzv.
infek¢nimi kapkami. Jedna se o struktury, ze kterych jsou uvoliiovany bakterie do bunék
hlizky, kde se diferenciuji na bakteroidy fixujici dusik. U bunék obsahujici symbiozomy
jsou mikrotubuly lokalizovany podél nich (Obr. 3) (Kitaeva et al., 2016; Kitaeva et al.,
2021; Tsyganova et al., 2021; Hlavackova et al., 2023).

V zo6né fixyjici dusik mohou byt nalezeny rozdily ve velikosti a tvaru bakteroid
u ruznych druht lusténin. V kolonizovanych burikach je organizace kotikalnich
mikrotubulG paralelni, stejné jako u neinfikovanych bunék. Endoplazmatické
mikrotubuly stale obklopuji infek¢ni vlakna a infekéni kapky. V buiikach infikovanych,
kde dochazi k opétovnému uvolnéni bakterii, méni kortikdlni mikrotubuly svou
organizaci na nepravidelnou. Sit’ endoplazmatickych mikrotubulii se nachazi v buiice
béhem diferenciace bakteroid a byva s nimi asociovana (Obr. 3) (Kitaecva & Tsyganov,

2019; Kitaeva et al., 2021; Hlavackova et al., 2023).
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Obrazek 3. Organizace mikrotubuli v jednotlivych zonach infikovanych i neinfikovanych bunék
hlizky u M. truncatula. Upraveno podle Kitaeva et al. (2015). Endoplazmatické mikrotubuly jsou
znazornény modre, kortikalni mikrotubuly zelené, symbiotické struktury (infekéni vlakna, kapky
a symbiozomy) ¢erveng.

2.6 Metody kvantitativni analyzy mikrotubuli

Pred objevem fluorescencnich proteint byla pro vizualizaci cytoskeletu ¢asto vyuzivana
metoda imunoznaleni pomoci specifickych protilatek proti aktinu nebo tubulinu
(Hasezawa et al., 1988, 1991; Hasezawa & Nagata, 1991; Eun & Lee, 1997; Fukuda
et al., 1998; Hasezawa & Nozaki, 1999), jez nevyzaduje transformaci rostlin. Velkym
problémem pfi vyuziti této metody je vSak velmi Casty rozpad struktury cytoskeletu
pfi fixaci ¢i samotném znaceni. Je proto pomérné obtizné ziskat touto metodou spolehlivé
vysledky pfi vizualizaci cytoskeletu (Higaki, 2017). Ztohoto davodu objev
fluorescencnich proteinl vyrazné usnadiuje lokalizaci rostlinného cytoskeletu

a poskytuje jeho spolehlivou mikroskopickou vizualizaci v zivych buiikach. S pomoci
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fluorescencnich proteind Ize velmi efektivné studovat organizaci cytoskeletu i jeho
dynamiku (Higaki et al., 2007; Ma et al., 2016). Diky pokrokim v mikroskopickych
metodach lze ziskat a studovat mnoho snimku cytoskeletu v relativné kratkém case
(Higaki et al., 2010a).

Kvantitativni analyza organizace cytoskeletu je zakladni vyzkumna metoda,
pfispivajici predev§im k objasnéni jeho funkce v rlznych typech rostlinnych
i zivo¢isnych bunék. Vyuzita byla naptiklad pfi studiu pohybu praducht (Higaki et al.,
2010a; Zhao et al., 2011), rastu pylové lacky (Zhao et al., 2011; Su et al., 2014), odpoveédi
bunék na rostlinné hormony (Lanza et al., 2012; Scheuring et al., 2016), patogeny (Li et
al., 2015b; Inada et al., 2016) nebo mechanicky stres (Louveaux et al., 2016).

Pomoci analyzy obrazu lze ziskat nékolik riznych informaci =z jediného
mikroskopického snimku. V prvni fade je ale nutné urcit, jaky druh charakteristiky se ma
ze snimku méfit. Dle Higaki (2017) je vyhodné meéfit Ctyfi zakladni vlastnosti, jez
vystizné popisuji cytoskelet: orientaci, rovnobéznost, svazkovani a hustotu.

Smér orientace cytoskeletu je zakladni charakteristika. Jelikoz je velmi
nepravdépodobné, Ze vSechny vladkna cytoskeletu budou orientovany stejnym smeérem,
méfi se pii analyze vSechny uhly na jednotku délky a ze ziskané distribuce uhlu
je nasledn€ vypocitana pramérna hodnota. Orientace mize byt hodnocena rozdilem mezi
prumérnym uhlem vlaken a bunéfnym referencnim uhlem, ktery se lisi podle ucelu
vyzkumu. Muze jim byt napriklad podélna osa bunky (Kimata et al., 2016; Ueda et al.,
2010). Mefeni rozdila v primérnych uhlech poskytuje také informaci dulezitou
pro zkoumani vlastnosti rovnobé&znosti mezi dvéma druhy struktur (naptiklad kortikalni
mikrotubuly a celul6zové mikrofibrily) (Yoneda et al., 2007).

Rovnobéznost ¢i paralelnost je uzce spjatd s orientaci. Jedna se o index, jez ukazuje
variace v rozlozeni thlu cytoskeletu na jednotku délky. Pii tomto méfeni neni potfeba
referencni smér. Méfeni rovnobéznosti vlaken cytoskeletu je uziteCné pro spravnou
interpretaci stfednich thlovych dat. Nizké hodnoty rovnobéznosti ukazuji nahodnost
orientace cytoskeletu (Higaki, 2017).

Svazkovani cytoskeletu byva casto regulovano proteiny vazicimi se na cytoskelet
(Higaki et al., 2010b). Pro kvantifikaci urovné svazkovani se vyuziva koeficient Sikmosti
(skewness) intenzity distribuce ziskané ze sond s fluorescencnimi proteiny (Higaki et al.,
2010a,b). Jedna se o statisticky parametr, ktery ukazuje asymetrii distribuce.
Pti svazkovani cytoskeletu se intenzita fluorescence ziskana z fuznich fluorescencnich

proteint v misté svazku zvySuje, dochazi tedy ke zvyseni jasu pixelt. Vyssi hodnoty jasu
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posouvaji distribuci intenzity do leva na horizontalni ose (osa zobrazuje intenzitu
fluorescence) a dochazi ke zvyseni hodnot Sikmosti. Tato metoda byva vyuzivana hlavné
pro vyhodnoceni svazkovani aktinovych filament (Lanza et al., 2012; Qin et al., 2014;
Su et al., 2014; Li et al., 2015b; Inada et al., 2016; Kimata et al., 2016; Scheuring et al.,
2016), ale vyla vyuzita i pro analyzu mikrotubult (Louveaux et al., 2016; Ma et al., 2016).

Hustota cytoskeletu znamena mnozstvi cytoskeletu na jednotku plochy vybrané oblasti
buriky. Jeji méfeni byva vyuzivano piedev§im pii potencidlnim naruSeni organizace
cytoskeletu v burice (Higaki et al., 2010a; Takahashi et al., 2017).

V soucasné dob& je fluorescencni mikroskopie a fotomikrografie vyuzivana
pro zobrazovani a popis morfologie bunécnych struktur, véetné mikrotubulti. Vzhledem
k subjektivité¢ popisného jazyka vSak pfi popisu vykazuji tyto metody nevyhody, jako
je mozna zaujatost pozorovatele a nepfesnost pii uvadéni detaild. Matematické
a pocitatem simulované metody mohou poskytnout kvalitn€j§i informace
z fluorescencnich snimka obsahujicich zna¢ené mikrotubuly, jako je intenzita zbarveni,
tvar a prostorové usporadani (Nazeran et al., 1995).

Metoda analyzy mikrotubuld popsana Lan et al (2015) je zaloZena
na imunofluorescen¢nim znaCeni mikrotubulii a jeji analyze. Kombinuje zpracovani
obrazu se Ctyimi metodami obrazové analyzy pii studiu morfologie mikrotubuli:
histogramy na urovni Sedé (,,gray-level histograms®) poskytujici informace o intenzité
znaceni (I), algoritmus matice Sedé urovné spolecného vyskytu (,,gray-level
co-occurrence matrix™), udavajici informace o texture (II) a Eulerovo cislo (,,Euler
number®) (IIT) s analyzou energie vinovych paketd (,,wavelet packet energy analysis™)
(IV), popisyjici tvar. Tyto komponenty jsou zkombinovany a vyhodnoceni nasledné
probiha pomoci analyzy hlavnich komponent (,,principal component analysis®). Uvedeny
postup vede k efektivnimu pfistupu pro kvantitativni vyhodnoceni fluorescenéné
znaCenych mikrotubultl (Lan et al., 2015).

Program pro analyzu mikrotubuld plusTipTracker také poskytuje analyzu
fluorescen¢né znaCenych mikrotubulti a mikrotubuli-vazebnych proteind na ,,plus“
(dynamickém) konci mikrotubul. Software dokaze provadét rekonstrukce trajektorii
mikrotubuld, a tudiz umoziuje odvodit jejich dynamiku, ktera mize byt analyzovana
u tisici mikrotubuli béhem nékolika minut (Applegate et al., 2011). Dynamiku
mikrotubula l1ze také studovat pomoci kymografii. Jedna se o Casoprostorové grafy,
zobrazujici hodnoty intenzity fluorescence podél definované drahy v urcitém Case. Tato

analyza vyuziva data ze série Casosbérnych snimku, které zachycuji rast a zkracovani
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jednotlivych mikrotubulti znaenych pomoci fluorescencnich proteina (Zwetsloot et al.,
2018; Zhou et al., 2020).

Pokrocilé mikroskopické zobrazovani (konfokalni, super-rezolu¢ni nebo , Airyscan‘
technologie) pomoci laseru a geneticky kodovanych fluorescencnich markert
je v kombinaci s automatizovanou analyzou obrazu velmi U¢inny nastroj pro vyzkum
bunécnych struktur a mechanismii. Program ,,CellArchitect” provadi segmentaci bun¢k
ze snimku zlaserové konfokalni mikroskopie a zaroveni detekuje mikrotubuly
v kombinaci s jejich kvantifikaci. Tento program byl vyzkouSen na mikrotubulech
vizualizovanych pomoci fuznich proteini GFP-MBD a TUB6-GFP v A. thaliana, kdy
s jeho pomoci bylo vyhodnoceno pusobeni fady herbicidi na organizaci mikrotubuld.
Program dokaze kvantifikovat vzory mikrotubuli podle souvisejicich vlastnosti
zahrnujici délku, §itku a hustotu (Faulkner et al., 2017).

Pro analyzu mikroskopickych snimkl nejen mikrotubuld, ale jakychkoliv bunécnych
struktur 1ze vyuzit také program , CytoSpectre, ktery je zalozen na spektralni analyze,
coz umoziuje kvantifikaci orientace a distribuce struktur. Program vyuziva Fourierovu
transformaci pro odhad sily spektra obrazu a na zékladé zjiSténého spektra vypocitava

hodnoty, napfiklad primérnou orientaci a distribuci struktur (Kartasalo et al., 2015).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie
Bio-Rad: iProof™ HF Buffer, iProof™ High-Fidelity DNA Polymerase, Phire Buffer,
Phire Hot Start Il DNA Polymerase.

Duchefa Biochemie: ampicilin, fosfinoticin, kanamycin, rifampicin, spektinomycin,

tikarcilin, tetracyklin, 1000x Gamborg vitamin solution, 1000x Nitsch & Nitsch vitamin
solution, 100x Schenk & Hildebrandt vitamin solution, 2,4-D (2,4-dichlor-fenoxy octova
kyselina), adenin, Gamborg’'s B5 vitamin mixture, Gamborg's B5 basal salt mixture,
kinetin, L-glutamin, L-glutation, L-serin, Murashige Skoog's salt mixture, myoinositol,

Nitsch & Nitsch vitamin mixture, Schenk & Hildebrandt basal salt mixture.

Sigma-Aldrich: 2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina monohydrat (MES), aceto-
syringon, agardza, D-glukoéza, dimethylsulfoxid (DMSO), dodecylsiran sodny (SDS),
dusicnan draselny (KNO3), ethylendiamintetraoctovoa kyselina (EDTA), ethanol 70%,
ethanol 96%, glycerol, heptahydrat siranu hote¢natého (MgSO4. 7H20), hydroxid sodny
(NaOH), hypochlorid sodny (NaClO), chlorid draselny (KCl), kvasni¢ny extrakt, Lauria
Bertani (LB) broth médium, LB broth médium s agarem, MES, prolin, sacharéza, trypton,
Tween 20.

ThermoFisher Scientific: 10 mmol-1"' dNTPs, 10x Fast Digest Green Buffer, 10x T4 DNA
ligase buffer, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-galaktopyranosid (X-Gal), 6x DNA
loading dye, GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder, isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid
(IPTG), T4 DNA ligase.

Ostatni: Gellan Gum (Afa Aesar), Midori Green (Nippon Genetics).

3.1.2 Roztoky a média
Roztoky pro izolaci plazmidové DNA

Roztok P1
50 mM Tris/HCI, pH = 8,0
10 mM EDTA
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Roztok P2

02M NaOH

1% SDS

Roztok P3

3M octan draselny/kyselina octova, pH = 5,5

Roztoky pro sterilizaci lista M. sativa

Roztok 1
70% (v/v) ethanol
Roztok 2
0,1% (w/v) Tween 20
MilliQ H.O
Sterilizace roztoku filtraci pres 0,22 pm membranovy filtr.
Roztok 3

0,05% (w/v) Tween 20
1% (v/v) hypochlorid sodny
MilliQ H.O

Sterilizace roztoku filtraci pfes 0,22 pym membranovy filtr.

50x TAE pufr
121 ¢g Tris
28,55 ml kyselina octova
50 ml EDTA (0,5 mol 1)
421,45 ml dH>0O
pH=28,0
1x TAE pufr
10 ml 50x TAE pufr
490 ml dH20O

28



Z4sobni roztok kinetinu (0,1 mg-ml™?)

I mg
20 wl
10 ml

kinetin
1 mol-1"' NaOH
MilliQ H>O

Sterilizace roztoku filtraci ptes 0,22 pum membranovy filtr.

Zasobni roztok 2,4-D (1 mg-ml™)

10 mg
50 ul

150 wl
10 ml

2,4-D

ethanol

1 mol-I"" NaOH
MilliQ H>O

Sterilizace roztoku filtraci pres 0,22 pm membranovy filtr.

Roztok aminokyselin

6,065¢g
0,83 g
0,004 g
0,083 g
250 ml

L-glutamin
L-serin
adenin
L-glutation
MilliQ H>O

Sterilizace roztoku filtraci ptes 0,22 pum membranovy filtr.

LB (Lauria Bertani) tekuté médium

25 g

LB broth médium
MilliQ HxO

pH =72 (1 mol-I" a 0,1 mol-I"" KOH), sterilizace média
autoklavovanim

LB (Lauria Bertani) tuhé médium

40 g1t

LB broth médium s agarem

MilliQ H20

sterilizace média autoklavovanim
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S.0.C. médium

2% (wlv) trypton

0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt

10 mmol-l™ NaCl

2.5 mmol-1"! KCl
MilliQ H.O
pH = 7.5 (1 mmollI"" NaOH), sterilizace média autoklavovanim, po
vychlazeni piidani:

20 mmol-1”! D-gluko6za

10 mmol-1"! MgCl,

Sterilizace média filtraci pres 0,22 pm membranovy filtr.

Ko-kultiva¢ni médium pro tranzientni transformaci
10 mmol-1™! MES (pH = 5,6)
10 mmol-1"! MgCl,
150 pmol-l™! acetoysringon
MilliQ H>O

sterilizace média filtraci pres 0,22 pm membranovy filtr.

SH médium pro stabilni transformaci

3,2 gl! Schenk & Hildebrandt zakladni smés soli
30 g1t sachardza
0.5 gl MES

milliQ H.O

pH =57 (1 mol-I"" a 0,1 mol-1I"" KOH), sterilizace média
autoklavovanim, po vychlazeni pfidani:

10 ml-1*! 100x Schenk & Hildebrandt smés vitamind

Médium B5SH k indukci tvorby kalusi

3,1 gl Gamborg B5 zakladni smés soli
0,5 gl KNOs

0,25 g’ MgSO4 - TH20

0,5 gl prolin
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30 gl
4,5 g-l']

1 ml-1"!
1,0 mg1!
0,1 mgl’!
30 ml-1"!

sacharoza
Gellan Gum
MilliQ H>O

pH = 5,7 (1 mol-I" a 0,1 mol-1I"" KOH), sterilizace média
autoklavovanim, po vychlazeni pfidani:

1000x Gamborg vitaminy
2,4-D (1,0 ml1"" zasobniho roztoku 2,4-D 1,0 mg'ml™)
kinetin (1,0 ml-I"" zasobniho roztoku kinetinu 0,1 mg-ml™")

zasobni roztok aminokyselin

Médium BS0 k indukci tvorby embryi

3,1 gl!
0,5 g1t
0,25 g1’
0,5 g'l'!
30 gl
4,5 g'l’!

1 ml-1*
30 ml-l™!

Gamborg BS5 zakladni smés soli
KNOs3

MgSOs- TH20

prolin

sacharoza

Gellan gum

MilliQ H20

pH = 5,7 (1 mol-I" a 0,1 mol-I"" KOH), sterilizace média
autoklavovanim, po vychlazeni pridani:

1000x Gamborg vitaminy

zasobni roztok aminokyselin

MMS pevné kultivaéni médium

43 gl
30 gl
0,1 gl!
45 gl

1 ml-l™!

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
sacharoza

myoinositol

Gellan gum

MilliQ H.0

pH =5,7 (1 mol-I" a 0,1 mol-1I"" KOH), sterilizace média
autoklavovanim, po vychlazeni pridani:

1000x Nitsch & Nitsch smés vitamina
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MS pevné kultiva¢ni médium

43 gl Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
30 gl sachar6za
4,5 g’ Gellan Gum

MilliQ H>0

pH=5,7 (1 mol-I" a 0,1 mol-1"" KOH), sterilizace média
autoklavovanim.

Tekuté %2 MS médium

2,2 gl Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
10 g.I'! sachar6za
milliQ H0

pH = 5,8, sterilizace média autoklavovanim.

Tekuté Fahrieus médium bez N2

Makronutrienty: Zasobni roztok: Pracovni roztok:
MgSOs - 7 H,O 123,2 gI'! 1 ml-l"!
KH>PO;4 95,3 g-1'! 1 ml-I"!
Na,HPOy - 2 H,O 71,2 g1t 2 mll!
Fe-EDTA: 2,5 ml-l"!
FeSOs-7H.0 5,6 g'l’!
Na,EDTA 7,4 gl
Mikronutrienty: Zasobni roztok: Pracovni roztok:
MnSO; - HO 1gl! 100 pl-1"!
CuSOs - 5H20 1,5 gl’! 100 pl-1"!
ZnSOy4 - HO 1,7 g1’ 100 pl-1”!
H;BO; 1gl! 100 pl-1”!
NaxMoOs - 2 H,0 1,1 gl 100 pl-1!

pH=6,5 (1 mol-I" a 0,1 mol-1"" HCI), sterilizace média autoklavovanim, po vychlazeni
pridani:

CaCl, 0,11098 g-ml”! 100 -1

32



3.1.3 Restrikéni endonukleazy
Bpil, Bsal, EcoRI, Pvull

3.1.4 Primery

Pouzité primery v Tabulce (Tab.) 1 a 2 byly navrZzeny pomoci programu Geneious Prime
a syntetizovany firmou Eurofins Genomics. Primery byly doruceny v lyofilizovaném
stavu. Po dodani byly rozpustény v daném objemu MilliQ H>O dle manualu tak, aby
finalni koncentrace zasobniho roztoku byla 100 pmol-pl™! (100 pmol-1"). Tyto roztoky
byly nasledné fedény 10x na pracovni roztoky o vysledné koncentraci 10 pmol-ul! (10

umol-1'"). Primery byly skladovany pii -20 °C.

Tabulka 1: Seznam primerti pouZzitych pro amplifikaci eGFP.

Nazev 5" — 3’sekvence

EGFP_GC-F AAGAAGACTTTTCGatggtgagcaagggcgag
EGFP_GC-R TTGAAGACAAAAGCttacttgtacagctcgteca
EGFP_GC-Fn AAGAAGACTTCCATatggtgagcaagggcgag
EGFP_GC-Rn TTGAAGACAACATTcttgtacagctcgtccatge

EGFP = enhanced GREEN FLUORESCENT PROTEIN; F = forward primer; n = verze pro N-koncovou
fizi; R = reverse primer. Cervené je zndzornéno rozpoznavaci misto pro enzym Bpil, modie jsou
znazornény 4-nukleotidové piesahy pro zaklonovani do akceptoru a zelen¢ je zndzornén stop kodon.
Malymi pismeny je znaena sekvence, ktera je komplementarni k cilové DNA sekvenci.

Tabulka 2: Seznam primeru pouzitych pro ,.Colony PCR*.

Nazev 5" — 3" sekvence
TUA6_F ATGAGAGAGTGCATTTCGATCCA
TUA6x_R GTATTCCTCTCCTTCATCATCCTCA

F = forward primer; R = reverse primer; TUA6 = TUBULIN ALPHA 6; x = absence stop kodonu.
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3.1.5 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag; Polsko)

Aparatura pro elektroforézu nukleovych kyselin Sub-Cell® GT Cell (Bio-Rad; USA)
Autoklav Sterivap HP IL (MMM Group; Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf; Némecko)

Centrifuga ROTANTA 460R (Schoeller Instruments; Cesko)

Centrifuga Scan Speed 1730 MR (Scala Scientific; Holandsko)

Elektroforeticka vana (Bio-Rad; USA)

Elektromagnetickd michacka MSH-420 (Boeco; Némecko)

Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp; UK)

Inkubator s nastavitelnou teplotou (Verkon; Cesko)

Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM 710 (Zeiss, Némecko)

Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM 880 s Airyscan (Zeiss; Némecko)
Laboratorni pfedvazky S1502 (BEL-Engineering; Némecko)

Magneticka michacka MSH-420 (Boeco; Némecko)

Mikrocentrifuga Microfugel16 (Beckman Coulter; USA)

NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific; USA)

PCR termocyklér T100 Thermal Cycler (Bio-Rad; USA)

pH metr stolni PC 2700 (Eutech instruments; Singapur)

Predvazky S1502 (BEL Engineering; Italie)

Spektrofotometr Smart Spec™ plus (Bio-Rad; USA)

Sterilni laminarni box (Merci; Cesko)

Termoblok ThermoStat C (Eppendorf; Némecko)

Termocycler StepOnePlus Real Time PCR systém (Applied BiosystemsTM; USA)
Termocycler TI00TM Thermal cycler (Bio-Rad; USA)

Ttepacka s nastavitelnou teplotou ES-20 (Biosan; LotySsko)

UV transiluminator Gel Doc™ EZ Imager (program Image Lab 4.0.1., Bio-Rad; USA)
Vortex Microspin FV2400 (Labnet; USA)

Zdroj napéti PowerPac™ HC High-Current Power Supply (Bio-Rad; USA)

Zdroj napéti PowerPacTM Basic (Bio-Rad; USA)

Zoomovaci fluorescencni stereomikroskop Axio Zoom.V16 (Zeiss; Némecko)
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3.1.6 Software
CytoSpectre

Geneious Prime 2023.2
ImagelJ 1.54i

Imagelab 4.0.1 a 6.0.1
Microsoft Office 365

Zeiss Zen 2012 (Cerna edice)

Zeiss Zen 3.6 (modra edice)

3.1.7 Kity
Thermo Scientific: GeneJET Gel Extraction Kit
Qiagen: QIAprep® Spin Miniprep Kit

3.1.8 Biologicky material
Rostlinny material
e N. benthamiana L.
e M. sativa kultivar Regen SY (RSY)
e Transgenni rostliny M. sativa RSY stabilné exprimujici markery tubulinového
cytoskeletu p35S::GFP:MBD (dale GFP-MBD) a p35S::tagRFP:TUA6 (déle
tagRFP-TUA6)

Rostliny v ex vitro podminkach byly péstovany v kvétinaCich s padnim substratem
smichanym s perlitem ve fytotronu s nastavenou teplotou na 21 °C, vlhkosti 71 %

a fotoperiodou 16 h svétlo a 8 h tma.

Bakterialni material
e FE. coli DH5a (chemokompetentni buriky)
e E. coli TOP10 (chemokompetentni buiiky)
o A. tumefaciens GV3101 (chemokompetentni buiiky)
e S. meliloti Rm2011 obsahuji plazmid pHC60 kodujici mRFP
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Pouzité plazmidy
Seznam pouzitych plazmidi se zaklonovanymi inzerty se nachazi v Tab. 3 a seznam
akceptorovych vektort je uveden v Tab. 4. Bakterie E. coli DH50 nesouci plazmidy jsou

uchovavany ve formé bakterialnich konzerv pti -80 °C.

Tabulka 3: Seznam pouzitych plazmidu se zaklonovaym inzertem.

Nazev Popis plazmidu Typ modulu l({lf;ll(s tt:;:z;
pICSL13001  Uroveii 0 akceptor nesouci CaMV p35S Pro + 5U (f) spe
pAGMI1251  Urovei 0 akceptor nesouci pUBQI0 Pro + 5U spe
pAGMI1251  Uroved 0 akceptor nesouci pEFla Pro + 5U spe
pICH41308 Uroveii 0 akceptor nesouci TUA6 (f) CDS spe
pICH41414  Uroven 0 akceptor nesouci 3U + 135S 3U + Ter spe
pICH47802  Uroveii 1 akceptor nesouci pNOS::BAR:tNOS amp
pICH41744  Koncovy linker 2 EL-2 spe
pSB90-

pAGM4723_  Uroveii 2 akceptor nesouci p35S::GFP:TUAG kan
virGN 45D

pSB90-

pAGM4723_  Uroven 2 akc. nesouci pEFla::GFP:TUA6 kan
virGN 45D

pSB90-

pAGM4723_  Urovei 2 akc. nesouci pUBQI10::GFP:TUAG kan
virGN 45D

3U = 3’ nepieklddana oblast; SU = 5’ nepieklddana oblast; (f) = fuze s N-koncovym modulem, amp =
ampicilin; BAR = BIALAPHOS RESISTANCE; CaMV p35S = promotor CaMV 35S, CDS = kodujici
sekvence; EFla = ELONGATION FACTOR 1 ALPHA; GFP = GREEN FLUORESCENT PROTEIN; kan =
kanamycin; NOS = NOPALINE SYNTHASE; p/Pro = protomotor; spe = spektinomycin; #/Ter = terminator;
TUA6 = TUBULIN ALPHA 6; UBQI0 = UBIQUITIN 10; virGN4sD = gen VirG s mutaci asparaginu
na kyselinu asparagovou v pozici 54.

Tabulka 4: Seznam pouzitych akceptorovych vektoru

Nazev Popis plazmidu Rezistence
(bakterie)
pPAGM1276 Uroveii 0 akceptor pro eGFP (NT) spe
pAGM1301 Uroveii 0 akceptor pro eGFP (CT) spe
pICH47742 Uroveii 1 akceptor, pozice 2, pfima orientace amp
MOB2155 Uroveii 2 akceptor s modifikovanou rezistenci spe
pSB90- )
pAGM4723_  Uroven 2 akceptor pro zvySenou virulenci A. fumefaciens kan
virGN 45])>I<

amp = ampicilin; CT = C-termindlni fuze; eGFP = enhanced GREEN FLUORESCENT PROTEIN; kan =
kanamycin; NT = N-terminalni fize; spe = spektinomycin; virGNysD = gen VirG s mutaci asparaginu
na kyselinu asparagovou v pozici 54.
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Pouzita antibiotika
Seznam pouzitych antibiotik a herbicidd a jejich zasobni a pouzita koncentrace se nachazi

v Tab. 5.

Tabulka 5: Seznam pouzitych antibiotik a herbicidu.

Antibiotikum Zasobni koncentrace Pozadovana
(mg-ml™") koncentrace (ug-ml™)

ampicilin 100 50
kanamycin 50 25%/50
rifampicin 50 50
spektinomycin 100 100
tikarcilin 500 500
tetracyklin 50 20
fosfinotricin 50 10

* koncentrace pouzita pro selekci transformovanych bakterii A. tumefaciens
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava kultivacnich médii

Chemikalie potfebné pro pfipravu médii byly navazeny na predvazkach a laboratornich
vahach. Za pouziti elektromagnetické michacky byly chemikalie rozpustény v piiblizné
% konec¢ného objemu MilliQ vody. Kyselinami ¢i zasadami bylo upraveno pH a objem
média byl poté doplnén MilliQ vodou na finalni hodnotu. Pfipravené médium bylo rozlito
do sklenénych lahvi a sterilizovano autoklavovanim. Po jeho vychladnuti pfiblizné€ na 60
°C byly pfidany chemikalie, které by mohly byt autoklavovanim degradovany. Tuha

média byla rozlévana do sterilnich Petriho misek.

3.2.2 Rozmnozovani rostlin M. sativa metodou zakorenéni stonkovych odrezku

Z donorovych rostlin M. sativa RSY a také z rostlin stabiln€ exprimujicich GFP-MBD
a tagRFP-TUAG6 (Obr. 4 A-C) byly ustfihnuty jednotlivé stonky, které obsahovaly 2-3
nody, ze kterych vyrustaly listy (Obr. 4 D). Ze spodni Casti stonku byly listy odstranény
a kousek stonku byl obalen v prasku na zakofeniovani (STIMULAX I) (Obr. 4 EF).
Stonek byl umistén do sterilniho perlitu, ktery byl pfedem navlhCen vysterilizovanou
vodou (Obr. 4 G,H). Plastové péstebni kybliky ¢i Falcon zkumavky s perlitem a odfezky
byly uzavieny a umistény do fytotronu, kde byly nastaveny podminky: 21 °C, vlhkost
71 % a fotoperioda 16 h svétlo a 8 h tma. Po cca 10-14 dnech se zacaly na konci stonku
tvorit adventivni kofeny. Pro delsi rust rostlin v perlitu bylo nasledné piidano tekuté
Fahrdeus médium bez N». Po 3—4 tydnech byly rostliny dale analyzovany nebo presazeny

z perlitu do hliny a kultivovany ve fytotronu (Obr. 4 I).
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Obrazek 4. Postup pfi zakofefiovani odfezkii M. sativa. Donorové rostliny pouzité
pro experiment (A—C), ustfihnuta ¢ast rostliny pro zakofenéni (D), prasek s obsahem hormonu
pro indukci tvorby adventivnich kofent (E), obaleni spodni casti odfezku v zakofefiovacim
prasku (F), odfezky umisténé v perlitu v 50ml Falcon zkumavkach (G) ¢i v kybliku (H), rostlina
v hlin€ rozmnoZena zakofenénim odfezku po pfiblizné 2 mésicich (I). Méfitka: 10 cm (A-C),
1 cm (D,F), 2 cm (G-1).

3.2.3 Inokulace adventivnich kofenu bakteriemi S. meliloti

Bakterialni konzervy S. meliloti kmen Rm2011 byly kultivovany 48 hodin v tekutém LB
médiu pii 28 °C a 180 otacek za minutu (RPM) ve tm¢, jelikoZ se jedna o pudni bakterie.
Po kultivaci byly bakterie centrifugovany 10 min pii 2000 g, LB médium bylo odlito
a pelet byl rozsuspendovan v tekutém Fahraeus médiu bez dusiku. Nasledné byly bakterie
kultivovany 2—4 hodiny a poté byla méfena hodnota optické hustoty vzorku pfi vinové
délce 600 nm (ODsoo). Kultura byla nafedéna tak, aby finalni ODgoo odpovidalo hodnoté
0,5. Zakotenéné odiezky rostlin po 3—4 tydnech byly inokulovany bakteriemi pomoci
sterilni pipety, kterou byla bakterialni suspenze nanesena na kofeny v perlitu. Rostliny
byly ponechany ve fytotronu a proces symbiotické interakce byl prubézné

mikroskopovan.
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3.2.4 ,,Golden Gate* klonovani
3.24.1 Amplifikace genu eGFP

Sekvence genu eGFP byla amplifikovana pomoci polymerazové fetézové reakce
(,,Polymerase chain reaction”, PCR) s vyuzitim iProof DNA polymerazy. Pro amplifikaci
byly wvyuzity primery v Tab. 1 sobsahy rozpoznavacich mist pro enzym Bpil
a 4-nukleotidovymi piesahy pro pfislusny akceptorovy vektor urovné 0. Komponenty
v Tab. 6 byly smichany v mikrozkumavce a reakce byla umisténa do termocykléru
s nastavenym programem (Tab. 7). Teplota nasedani primert byla zjisténa pomoci

webové aplikace https://tmcalculator.neb.com/#!/main.

Tabulka 6: Slozeni PCR reakce pro amplifikaci eGFP (objem 50 pl).

Slozka reak¢ni smési Vysledna koncentrace Mnozstvi (ul)
templat (DNA) 100 ng X

5x iProof pufr 1x 10

10 mmol-dm™ dNTP 200 pmol-dm™ 1

10 pmol-dm™ Forward primer 0,5 pmol-dm™ 2,5

10 |,lmol~dm‘3 Reverse primer 0,5 |,Lmol'dm'3 2,5
iProof polymeraza 1U 0,5
MilliQ H,O - doplnéni do 50

Tabulka 7: Teplotni program PCR reakce vyuzivajici iProof DNA polymerazu.

Krok Teplota (°C) Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s

Nasedani primera - 30s 35
Elongace 72 30 s/kb

Finalni elongace 72 5 min 1
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3.2.4.2 Plan klonovani transkrip¢nich jednotek urovné 1

Pro piipravu molekularnich markerG tubulinu do urovné 1 byly vyuzity tii typy
konstitutivnich promotort, a to p35S, pEF 1o a pUBQI10. Promotory byly jiz pfipraveny
v akceptorovych vektorech arovné 0 (pICSL13001 pro p35S, pAGM1251 pro pUBQ10
a pEFla). Jako fluorescen¢ni znacka byl zvolen nové amplifikovany a ovéfeny gen eGFP
v akceptoru urovn€ 0 pro N-termindlni fuzi (pAGMI1276). Déle byl pouzit gen
~,TUBULIN ALPHA 6“ (TUAG6, zA. thaliana, At4gl14960.2), jez se nachazel
v akceptorovém vektoru urovné O pro N-terminalni fuzi (pICH41308). Pro ukonceni
transkripce byl pouzit 3° UTR polyadenylaéni signal/terminator z CaMV 35S
(v pICH41414). Transkrip¢ni jednotky arovné 1 vznikly spojenim konstrukt irovné 0
spolu s akceptorem urovné 1 (pICH47742), jez zajistil jejich budouci pozici 2 a pfimou
orientaci ve finalnim akceptorovém vektoru urovné 2. Byly pfipraveny nasledujici
transkripcni  jednotky  arovné 1: p35S::eGFP:TUA6, pEFlo::eGFP:TUA6
apUBQI10::eGFP:TUAG.

3.2.4.3 Plan klonovani konstruktii trovné 2

Do akceptoru urovné 2 byly klonovany dvé transkripéni jednotky, a to vzdy jedna
z variant nové piipravenych konstrukt urovné 1 obsahujici transkripcni jednotku s TUA6
(pfimé orientace, pozice 2) spolu s transkripéni jednotkou obsahujici gen kodujici
rezistenci na fosfinotricin (PPT) (reverzni orientace, pozice 1). Jako akceptorovy vektor
byl pouzit MOB2155 a pSB90-pAGM4723_virGNssD. Pro uzavieni akceptorového
vektoru byl pouzit koncovy linker 2 (pICH41744). Ukazka mapy finalniho konstruktu
urovné 2 s transkripéni jednotkou pUBQI10::eGFP:TUA6 a rezistenci na PPT

v akceptorovém vektoru MOB2155 se nachéazi na Obr. 5.
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INOS

l pUBQI0::eGFP:TUA6 + PPTE
v MOB2155

9078 bp

Obrazek 5. Mapa multigenového konstruktu trovné 2 obsahujici transkripéni jednotky
pUBQI10::eGFP:TUA6 (pozice 2, pfima orientace) a pNOS::BAR:tNOS (pozice 1, reverzni
orientace) v akceptorovém vektoru MOB2155. BAR = BIALAPHOS RESISTANCE;
eGFP = enhanced GREEN FLUORESCENT PROTEIN; LB = leva hranice; NOS = NOPALINE
SYNTHASE; ORI = replikaéni pocatek bakterii; p = promotor; PPT® = rezistence na fosfinotricin;
RB = prava hranice; Spec® = rezistence na spektinomycin; ¢ = terminator; TUA6 =
TUBULIN ALPHA 6, UBQ10 = UBIQUITIN 10.

3.2.4.4 Priprava konstrukti irovné 0,1 a2

Markery tubulinového cytoskeletu byly nejdfive navrzeny in silico v programu
,Geneious Prime“. Pro reakci byl nejdfive vypocitan pomér inzerti k akceptoru 2:1,
pficemz koncentrace inzert byla stanovena na 80 fmol a akceptoru 40 fmol. Jednotlivé
komponenty (Tab. 8) byly smichany v mikrozkumavce a reakce byla umisténa
do termocykléru nastaveného na program o ruznych teplotach (Tab. 9). Pro pfipravu
konstruktii urovné 1 byl vyuzit restrikéni enzym Bsal a pro uroveri 0 a 2 byl pouzit enzym
Bpil. Tyto enzymy tvoti 4-nukleotidové presahy, které jsou nasledné pomoci T4 DNA

ligazy spojeny do akceptorového vektoru.
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Tabulka 8: Slozeni ,,Golden Gate* klonovaci reakce (celkovy objem 20 pl).

Slozka reakéni

v . Vysledna koncentrace Mnozstvi (ul)
smési
10x T4 pufr 1x 2
0,1% BSA 2
Akceptor 20-40 fmol X
Inzert(y) 40-100 fmol X
T4 DNA ligaza 200 U 1
Bpil/Bsal enzym 5U 1
MilliQ H,O - doplnéni do 20

Tabulka 9: Teplotni program ,,Golden Gate* klonovaci reakce.

Krok cyklu Teplota (°C) Cas Pocet cykla
Aktivace Sté€peni 37 20s 1
Stépeni 37 3 min

2
Ligace 16 4 min X
Inaktivace enzymu 50 10 min
Inaktivace ligazy 80 5 min

3.2.5 Transformace chemokompetentnich bakterii E. coli

Zkumavky s 50ul alikvoty chemokompetentnich bakterii E. coli byly vytazeny z mrazaku
na -80 °C a ponechany na ledu 10 minut pro rozmrazeni. Nasledné bylo k bakteriim
pridano 1-5 ul reakce a smés byla inkubovana 15-30 min na ledu. Vzorky byly poté
umistény do termobloku nastaveném na 42 °C po dobu 30 s (pro kmen TOP10) anebo 45
s (pro kmen DH5a). Po uplynuti ¢asu byly zkumavky ihned umistény na led a inkubovany
2 min. Nasledn¢ bylo pfidano 300 pl sterilniho S.0.C. média a bakterie byly inkubovany
horizontaln€ na tfepacce 1,5 h pii 37 °C a 200 RPM.

3.2.6 Kaultivace bakterii E. coli a selekce kolonii nesoucich pozadovany konstrukt
Na sterilni Petriho misky bylo nalito tuhé LB médium s pfislusnym selekénim
antibiotikem (Tab. 4) o pozadované koncentraci (Tab. 5) pro selekci bakterii E. coli
obsahujicich transformovany konstrukt. Pro rozliSeni prazdnych vektort od vektort
se zaklonovanym inzertem u konstruktt arovné 0 a 1 byla vyuzita modrobila selekce,
proto bylo na LB médium pted rozetfenim bakterii sterilni hokejkou naneseno 40 ul IPTG
a 120 pl X-gal. Pro konstrukty trovné 2 byla vyuzita Cervenobila selekce, jez nevyzaduje
pridani induktoru a substratu na médium. Na pfipravené LB médium bylo nasledné
rozetfeno 150 pl transformacni smeési bakterii pomoci hokejky. Misky byly inkubovany

pii 37 °C pies noc. Druhy den bylo do sterilnich Falcon zkumavek pfipraveno 5-10 ml
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tekutého LB média se stejnym selekénim antibiotikem. Do kazdé Falcon zkumavky byla
prenesena jedna bila kolonie E. coli pomoci sterilniho paratka. Odpichnuté kolonie
ve Falcon zkumavkach byly inkubovany pies noc na tfepacce pii 37 °C a 200 RPM.

Druhy den bylo odpipetovano 500 pl kultury do sterilnich 2ml Eppendorf zkumavek
spolu s 500 ul kultury 50% (v/v) glycerolu. Smés byla rozsuspendovana a zamrazena
v tekutém dusiku. Bakterialni konzervy byly uloZzeny do mrazaku na -80 °C. Ze zbytku
kultury byla izolovana plazmidova DNA (pDNA).

3.2.7 Izolace plazmidové DNA z bakterii E. coli
3.2.7.1 Izolace pomoci roztoku P1, P2, P3

Z ptipravenych kultur ve Falcon zkumavkach bylo do Eppendorf zkumavek pfeneseno
2 ml kultury. Zkumavky byly centrifugovany pii pokojové teploté 3 minuty pii 3000 g.
Nasledné byl odlit supernatant a pelet byl rozsuspendovan v 250 ul roztoku P1, do néhoz
byl pted pouzitim pfidan 1 ul RNAsy H na 1 ml roztoku. Nasledné bylo ptidano 250 ul
P2 roztoku, zajistujici lyzi bunek a poté bylo pfidano 250 ul P3 roztoku, jez slouzi
k neutralizaci a vysrazeni bunéCnych stén. Zkumavky byly centrifugovany pii pokojové
teploté po dobu 10 min pii 15000 g. Po dokonceni centrifugace bylo pfidano 750 pl
isopropanolu pro vysrazeni DNA a zkumavky byly ponechéany stat pfi pokojové teploté
na 5 min. Poté byly zkumavky opét centrifugovany 10 min pii 15000 g. Supernatant byl
odlit, pelet byl rozsuspendovan v 1 ml pfedchlazeného 75% ethanolu a nasledné byly
zkumavky centrifugovany pii pokojové teploté 5 min pii 5200 g. Supernatant byl odlit
a zkumavky byly ponechany oteviené pro odpafeni zbytka ethanolu. Ke vzorkim bylo
pfidano 50 ul H>O bez obsahu DNAsy/RNAsy. Po dokonceni izolace byla zmétrena
koncentrace pDNA pomoci NanoDrop-u. Nasledné byla ovéfena pDNA pomoci
restrikéniho §tépeni a pripadné sekvenovanim. Vzorky byly skladovany v mrazaku

pfi -20 °C.

3.2.7.2 Izolace pomoci ,,QIAprep Spin Miniprep* kitu

Z kultur ve Falcon zkumavkach byla izolovana pDNA za pouziti komercniho kitu, ktery
obsahuje chemikalie a postup k izolaci. Zkumavky byly centrifugovany pii pokojové
teploté 3 minuty pii 3000 g. Supernatant byl odlit a pelet byl rozsuspendovan v 250 ul P1
roztoku obsahujici RNAsu H. Nasledné bylo pfidano 250 pl roztoku P2 a nakonec 350 ul
roztoku N3. Zkumavky byly centrifugovany pii pokojové teploté po dobu 10 min
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pfi 15000 g. Supernatant byl poté pienesen do kolonek urcenych k zachyceni pDNA,
které byly nasledné centrifugovany 1 min ptfi 5000 g. ProteCena tekutina ve spodni ¢ast
kolonek byla odlita. Do kolonky bylo pfidano 750 ul roztoku PE a kolonky byly opét
centrifugovany 1 min pfi 5000 g a proteCena tekutina byla opét odlita. Zbytky PE pufru
byly odstranény dalsi centrifugaci. Kolonky obsahujici pPDNA byly preneseny do cCisté
zkumavky, kde byla provedena eluce pDNA pomoci 50 ul PCR H>O pii centrifugaci
I min a 5000 g. Po dokonceni izolace byla zméfena koncentrace pDNA pomoci
NanoDrop-u. Nasledné byla ovéfena pDNA pomoci restrikéniho §tépeni a pfipadné

sekvenovanim. Vzorky byly skladovany v mrazaku pti -20 °C.

3.2.8 Restrikeni Stépeni a agarozova elektroforéza

Pripravené konstrukty, které byly izolovany z E. coli byly ovéfeny pomoci Stépeni
restrikénimi enzymy, navrhnuté v programu Geneious Prime. Komponenty reakéni smési
(Tab. 10) byly smichany v mikrozkumavce a nésledné byla smés inkubovana 1 hod

pfi 37 °C.

Tabulka 10: SloZeni reakéni smési restrikéniho $tépeni pPDNA izolované z E. coli (celkovy objem
20 pl).

Slozka reakéni Vysledna Mnozstvi (ul)
smési koncentrace

pDNA 200-300 ng X
enzym 0,5

10x pufr 1x 2
MilliQ H,O doplnéni do 20
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V mikrovinné troubé byl pfipraven 1% agarézovy gel. 1 g agardzy byl rozpustén
v 100 ml 1x TAE pufru a do rozpusténé agarozy byl pfidan 1 pl interkala¢niho barviva
Midori Green po pozd¢€jsi vizualizaci DNA. Agardza byla nalita do pfipravené formy
na gel obsahujici hiebinek pro vytvoreni pozadovaného poctu jamek a byla ponechana
asi 20 min ve formé&, aby Upln¢ zatuhla. Po zatuhnuti byl gel pfenesen do elektroforetické
vany a zalit 1x TAE pufrem. Na konec byl z gelu opatrné vytahnut hebinek.

Po uplynuti ¢asu restrik¢niho Stépeni bylo k reakcim pfidano barvivo 6x DNA loading
dye (2 pl barviva/10 ul vzorku). Do prvni jamky byl nanesen marker GeneRuler™ 1 kb
Plus DNA Ladder. Nasledn¢ byly do dalSich jamek pipetovany pfipravené reakce.
Elektrické napéti pro separaci DNA bylo nastaveno na 80-100 V s délkou separace
pfiblizn€ 40 min. Po dokonceni separace byly fragmenty DNA vizualizovany pomoci UV

transiluminatoru GelDoc™ EZ Imager.

3.2.9 Transformace chemokompetentnich bunék A. tumefaciens

Zkumavky s 100ul alikvoty chemokompetentnich bakterii A. tumefaciens (kmen
GV3101) byly vybrany z mrazaku na -80 °C a ponechany na ledu 10 minut na rozmrazeni.
Nasledné bylo k bakteriim pridano 5-10 ul pDNA a smés byla inkubovana 30-40 min
na ledu. Vzorky byly poté vymrazovany tekutym dusikem po dobu 5 min. Poté byly
vzorky ponechany 15 minut pfi pokojové teploté. Nasledné bylo k buiikdm pipetovano
400 wl sterilniho S.0.C. média a bakterie byly inkubovany horizontalné na tfepacce 2 h
pii 28 °C a 200 RPM ve tme¢. Na sterilni Petriho misky bylo nalito tuhé LB médium
s ptislusnym selekénim antibiotikem (Tab. 4) o pozadované koncentraci (Tab. 5)
a rifampicinem o koncentraci 50 pg-ml'. Na médium bylo rozetfeno 150 ul bakterii

sterilni hokejkou. Misky byly inkubovany 2 dny pii 28 °C ve tmé.

3.2.10 Ovéreni uspésnosti transformace pomoci ,,Colony PCR*

Pro ovéfeni uspésnosti transformace pDNA do A. tumefaciens byla pouzita ,,Colony
PCR*. Komponenty reakéni smeési byly (Tab. 11) smichany v mikrozkumavce. Pro
ovéfeni pfitomnosti transformovaného konstruktu do A. tumefaciens byly pouzity pimery
pro amplifikaci genu TUAG6 (z A. thaliana) (Tab. 2). Do reakéni smési bylo pfidano malé
mnozstvi bakterii z jedné kolonie pomoci sterilni §picky pipety. U negativni kontroly byla
pouzita reakéni smés bez kolonie. Pfipravena reakce byla umisténa do termocykléru

s programem uvedenym v Tab. 12. Teplota nasedani primert byla zjisténa individualné.
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Tabulka 11: SloZeni reakce pro ,,Colony PCR* (celkovy objem 10 ul).

Slozka reakéni smési Mnozstvi (ul)
MilliQ H,O 5,6

5x Phire pufr 2

10 mmol-dm™ dNTPs 0,2

10 umol-dm™ Forward primer
10 umol-dm™ Reverse primer
Phire polymeraza 0,2

Tabulka 12: Teplotni program termocykléru pro ,,Colony PCR* s vyuzitim Phire polymerazy.

Krok cyklu Teplota (°C) Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 5s

Nasedani primera X 5s 35x
Prodluzovani 72 1 min

Konecné prodluzovani 72 1 min 1

3.2.11 Tranzientni transformace listu N. benthamiana

Po ovéteni kolonii pomoci ,,Colony PCR* byly kolonie obsahujici gen TUA6 pieneseny
do Falcon zkumavek s 10 ml tekutého LB média s piisluSnym selekénim antibiotikem
(Tab. 3 a 4) o pozadované koncentraci (Tab. 5) a rifampicinem o koncentraci
50 pg-ml™”. Kultury byly umistény na tfepacku a kultivovany pii 28 °C, 180 RPM pies noc
ve tmeé spolu s malym mnozstvim média s antibiotiky bez bakterii, které nasledné slouzilo
jako ,blank“. Druhy den bylo méfeno ODeoo bakterii, pficemz pozadovana hodnota
absorbance byla v rozsahu 0,5-1. Po dosazeni optimalni absorbance byly pfipraveny
bakterialni konzervy dle postupu v kapitole 3.2.6 a zbytek byl pouzit na tranzientni
transformaci listd N. benthamiana.

Minimalné 2 h pfed samotnou transformaci listi N. benthamiaia byly rostliny zality,
aby doslo k otevieni praducht v listech. U pfipravenych kultur bylo pocitano mnoZzstvi
kultury tak, aby ve vysledném objemu 2 ml bylo ODeoo 0,5. Vypocitané mnozstvi kultury
bylo pipetovano do sterilni 2ml zkumavky. Vzorky byly nasledné centrifugovany po dobu
6 min pii 3000 g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a pelet byl rozsuspendovan ve 2 ml
kokultiva¢niho média. Pfipravena bakterialni suspenze byla inkubovéana 2 hod ve tmé
pfi pokojové teploté.

Po skonceni doby inkubace byla suspenze bakterii infiltrovana do abaxialni strany listt

N. benthamiana. Jako negativni kontrola bylo pouzito ¢isté kokultivacni médium.
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Rostliny byly ponechany ve tmé a druhy den rano byly preneseny do fytotronu. Po 48 h

od transformace byly listy mikroskopovany.

3.2.12 Pozorovani a kvantitativni analyza intenzity fluorescence v mikroskopu

Pro pozorovani a kvantitativni vyhodnoceni intenzity fluorescence byly pouzity snimky
tranzientné€ transformovanych listd N. benthamiana potizené na CLSM. Porovnavany
byly piipravené TUAG6 konstrukty Grovng 2 pro vizualizaci mikrotubulli obsahujici GFP
a eGFP pod kontrolou promotora p35S, pEFlo a pUBQI10. U kazdé varianty bylo
analyzovano 5 epidermalnich bunék. Jejich plocha a intenzita fluorescence byla
vypocitana pomoci softwaru ZEN blue. Ze ziskanych hodnot byla provedena statisticka

analyza pomoci Studentova T-testu a ANOVA s Tukey HSD testu.

3.2.13 Sterilizace lista M. sativa

Zdravé listy, které pochazely z 2—5 nodu rostliny M. sativa RSY v ex vitro podminkach
byly ustfizeny a dany do Falcon zkumavky s vodou. Listy byly pfeneseny do Falcon
zkumavky obsahujici 70% ethanol na 5—10 sekund. Nasledné byly listy dany do Falcon
zkumavky se sterilnim 0,1% roztokem (w/v) Tweenu 20, kde byly ponechany asi 5 minut
za neustalého protfepavani. Poté byly listy pfesunuty do Falcon zkumavky s 0,05%
Tween 20 a 1% (v/v) chlornanem sodnym. Listy byly v roztoku protfepavany po dobu
1,5 min a po uplynuti doby byly opatrn€ vyjmuty, 3x promyty ve sterilni destilované vodé

a nasledné vysuseny na sterilnim filtra¢nim papiru.

3.2.14 Somaticka embryogeneze M. sativa

Listy osusené na filtracnim papiru byly pomoci sterilnich nizek odstfihnuty od fapiku
a nastithany na polovinu. Casti listd byly pomoci sterilni pinzety pfeneseny na Petriho
misky s nalitym kalus-indukujicim B5SH médiem. Misky byly zalepeny paskou
a kultivovany pfiblizné mésic v kultivacni komore. Priblizn€ po mésici se z listi vytvorily
kalusy, které byly nasledné pfenaSeny na embryogenni B50 médium. Po cca 3 tydnech
se na kalusech zacCaly postupné tvorit somaticka embrya, ktera byla v kotyledonarnim
stadiu prenaSena na MMS médium. Zde byla embrya ponechana pfiblizné 5—7 dni, aby
doslo k indukci ristu primarniho kofene. Nasledné byla embrya s kofeny prenasena

na MS médium, kde byly dale kultivovany.
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3.2.15 Transformace listovych explantatu M. sativa

Do Falcon zkumavek s tekutym LB médiem obsahujici pfislusné selekcni antibiotikum
(Tab. 4) o pozadované koncentraci (Tab. 5) a rifampicin o koncentraci 50 pg-ml" bylo
pfidano 30 ul z hluboce zmrazenych glycerolovych konzerv A. tumefaciens GV3101
nesoucich pfipravené plazmidy s molekularnimi markery pro mikrotubuly. Kultury byly
inkubovany pies noc na tfepacce pii 28 °C, 180 RPM ve tmé€. Druhy den bylo méfeno
ODeoo bakterii a nasledné byly kultury natfedény tak, aby v celkovych 15 ml SH roztoku
bylo ODgoo 0,7. Kultury byly centrifugovany pii 3 000 g po dobu 5 min. Poté byl odlit
supernatant a pelet byl jemné rozsuspendovan v 3 ml LB média. Bakterialni suspenze
byly smichany s 12 ml SH média ve sterilnich Falcon zkumavkach.

Vysterilizované a nastfihané listy M. sativa RSY byly pieneseny do SH média
s bakteriemi a nasledné byly inkubovany vodorovné za stalého kyvani na tfepacce
(20 RPM) pii pokojové teploté 30 min ve tmé&. Nasledné byly listy z SH média osuSeny
na sterilnim filtra¢nim papiru a pfeneseny na médium B5H bez pfidavku antibiotik pro
uspéSnou ko-kultivaci s bakteriemi. Petriho misky byly zapaskovany a preneseny
do kultivaéni komory, kde byly zakryty filtranim papirem tak, aby nebyly vystaveny
pfimému svétlu.

Po 7 dnech ko-kultivace listi s bakteriemi byly explantaty promyty ve sterilni dH>O,
osuseny na sterilnim filtranim papiru a umistény na médium BS5H s fosfinotrinicem
pro selekci transgennich bunék a tikarcilinem pro zamezeni rustu A. tumefaciens
o prislusnych koncentracich (Tab. 5). Petriho misky byly uzavieny paskou a kultivovany
3-4 tydny, kdy dochazelo ktvorbé kalusi. Kalusy byly nasledné pielozeny
na embryogenni B50 médium s fosfinotricinem a tikarcilinem. Po tfech a vice tydnech
doslo k vytvoreni somatickych embryich, které byly prekladany na MMS médium
a nasledné¢ na MS médium. PfenaSeni na Cerstvé MS médium bude nasledné probihat
pfiblizn€ kazdé 2 tydny pro zajisténi dostupnosti zivin. VSechny Petriho misky byly
kultivovany pti 21 °C, 71 % vlhkosti a fotoperiod€ 16 h svétlo, 8 h tma. Nasledna selekce
transformovanych rostlin bude provedena pomoci pozorovani fluorescence a mikrotubulti

v CLSM.

3.2.16 Priprava preparatu pro mikroskopii
Pti mikroskopickém pozorovani tranzientné transformovanych listd N. benthamiana byla
inokulovana ¢ast listu ustfizena a polozena do par kapek vody na podlozni sklicko
a prikryta krycim sklickem.
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Pti pozorovani kofenti M. sativa byl kofen ustfizen a poloZzen do par kapek sterilniho
tekutého 2 MS média ¢i vody a opatrné zakryt krycim sklickem. Pro lepsi stabilitu
preparatu byla vytvorena mikroskopicka komurka, kdy byly na kraje podlozniho sklicka
nalepeny pasky oboustranné lepici pasky a po prekryti krycim sklickem byly okraje
zafixovany kousky parafilmu. Bylo tak také zabranéno rozmacknuti kofene a zarovein

prebytecnému vysychani média.

3.2.17 Podminky snimani

Pro sniméani v CLSM byly pouzity nésledujici lasery: laser pro mRFP a tagRFP: 561 nm
a pro GFP: 488 nm. Pouzity byly nasledujici filtry: filtr pro mRFP a tagRFP: 581-639
nm, GFP: 493-549 nm.
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4 VYSLEDKY

Kapitola Vysledky je rozdélena na dvé Casti. Prvni Cast je zaméfena na ovéfeni metody
pro vegetativni rozmnozovani transgennich rostlin M. sativa, které exprimuji molekularni
markery tubulinového cytoskeletu. Zde jsou prezentovany vysledky mikroskopické
analyzy adventivnich kofend, pii které byla zkoumana organizace a dynamika
mikrotubulad vizualizovanych markerem GFP-MBD. V této Casti jsou také zahrnuty
vysledky z mikroskopie adventivnich kofenti pii interakci se S. meliloti. Druha cast
je vénovana pripravé a ovéfeni novych markert tubulinu s genem kodujicim eGFP
pod kontrolou tfech riznych konstitutivnich promotori pomoci metody klonovani
,,Golden Gate®. Tato Cast zahrnuje také statistické porovnani intenzity fluorescence dfive
piipravenych markerd s GFP snové piipravenymi markery seGFP. Cast vénujici
se piipraveé markert je zakoncCena stabilni transformaci nove pripravenych markerti do M.

sativa.

4.1 Mikroskopicka analyza adventivnich kofenu M. sativa

4.1.1 Potvrzeni fluorescence u adventivnich korena M. sativa s markery
pro mikrotubuly

Adventivni kofeny ze stonkovych odiezka M. sativa byly po 14 dnech od indukce jejich
tvorby mikroskopovany pomoci mikroskopu Axio Zoom.V16 pro potvrzeni fluorescence
u jednotlivych linii stabilné exprimujicich molekularni fluorescenéni markery
pro mikrotubuly. Obr. 6 predstavuje piehled reprezentativnich snimka adventivnich
kofent u linii GFP-MBD, tagRFP-TUAG6 a porovnani s kontrolni rostlinou. U rostlin
exprimujicich marker GFP-MBD byl potvrzen zeleny fluorescencni signal a u rostlin

exprimujici marker tagRFP-TUAG byl potvrzen Cerveny fluorescencni signal.
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Obrazek 6. Adventivni kofeny na zakofenénych stonkovych odfezcich M. sativa po 14 dnech
v perlitu snimany pomoci Zoom mikroskopu. Rostlina exprimujici marker GFP-MBD (A-C),
rostlina exprimujici marker tagRFP-TUA6 (D-F), kontrolni rostlina RSY (G-I). Rostliny byly
foceny v prochazejicim svétle (A,D,G), v GFP kanalu (B,E,H) a v RFP kanalu (C,F,I). Méfitka:
2 mm.
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4.1.2 Mikroskopicka analyza orientace mikrotubulii v adventivnich kofenech

Adventivni kotfeny rostlin exprimujici molekularni markery pro mikrotubuly byly dale
mikroskopovany pomoci konfokalniho mikroskopu LSM 710, pfi¢emz byla zkouména
distribuce a orientace mikrotubulti ve vSech vyvojovych zonach adventivnich kofend.
Jelikoz signal u tagRFP-TUAG linie byl velmi slaby a difuzni, byla pro analyzu pouzita
pouze linie exprimujici marker GFP-MBD. Pro ptehlednou ukazku orientace mikrotubulti
v jednotlivych  bunkach byly vytvofeny grafy v programu  CytoSpectre®.
Na povrchu kotenové S$picky, konkrétn€ v burikach lateralni kofenové cepicky byla
pozorovana paralelni organizace kortikalnich mikrotubult, které byly orientovany kolmo
k ose prodluzovani buiky (Obr. 7 A). V meristematické zoné kotfene bylo mozné
pozorovat délici se bunky (Obr. 7 B) diky vizualizaci mikrotubulti v jednotlivych stadiich
déleni: zacatek vyvoje pre-profazniho svazku (Obr. 7 C), pre-profazni svazek (Obr.
7 D), metafazni délici vieténko (Obr. 7 E), anafazni délici vieténko (Obr. 7 F)

a fragmoplast v anafazi (Obr. 7 G).

Obrazek 7. Snimky ze $picky adventivniho kofene M. sativa exprimujiciho marker GFP-MBD
potizené pomoci CLSM. Buiiky lateralni kofenové cepicky s grafem orientace mikrotubulii (A),
prehled meristematické zony (B), mikrotubuly v délicich se burikach ve fazi: pre-profazni svazek
(C, D), metafazni délici vieténko (E), anafazni délici vieténko (F), fragmoplast v telofazi (G).
Buriky byly snimany v GFP kanalu. Graf vedle obrazku znazomiuje orientaci kortikalnich
mikrotubula. Pouzity objektiv: Plan-Apochromat 40x/1.4 Oil DIC M27 (A,C-G), Plan-
Apochromat 20x/0,8 M27 (B); méfitka: 10 pm (A,B), 5 um (C-G).
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U bunék v interfazi v meristematické zoné a také u bunék v prechodné zoné
adventivnich kofent byla pozorovana nepravidelna organizace kortikalnich mikrotubulti
(Obr. 8 A-D). U prodluzyjicich se bun€k na zacatku elonga¢ni zony adventivnich kofent
byly pozorovany kortikalni mikrotubuly v paralelni organizaci, orientovany prevazné
kolmo k ose prodluzovani buriky (Obr. 8 E,F). U konce elongacni zony byly kortikalni
mikrotubuly orientovany spise Sikmo (Obr. 8 G). V zon¢ diferenciacni se u atrichoblastli
(buriky, které nevytvarejici kotfenovy vlasek) kortikalni mikrotubuly organizovaly
paralelné a Sikmo (Obr. 8 H), zatimco u trichoblasti (buriky, které vytvareji kofenovy
vlasek) byla pozorovana orientace kortikalnich mikrotubulti kolmo k dlouhé ose buiiky
a zarover se tvorily paprsky mikrotubulti v misté, kde se zaCinal vytvaret kofenovy vlasek
(Obr. 8 I). Z pozorovani bylo také zjisténo, ze u adventivnich kofenti M. sativa vyrustaji

korenové vlasky priblizn€ ze stfedu trichoblastt.
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Obrazek 8. Prehledové snimky orientace kortikalnich mikrotubuli v jednotlivych zoénach
adventivniho kofene M. sativa exprimujiciho marker GFP-MBD pofizené pomoci CLSM.
Epidermalni buriky meristematické zony (A,B), prechodné zony (C,D), elongacni zony (E,F,G)
a diferenciacni zony (atrichoblast v H, trichoblast v I, hvézdi¢ka oznacuje misto iniciace
kofenového vlasku). Buriky byly snimany v GFP kanalu a v prochazejicim svétle. Grafy vedle
obrazku znazormiuji orientaci kortikalnich mikrotubuld. Pouzity objektiv: Plan-Apochromat
40x/1.4 Oil DIC M27; méfitka: 10 um.
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Na =zakladé porizenych snimkd bylo vytvoreno piehledné schéma orientace
kortikalnich mikrotubuld v jednotlivych vyvojovych zoénach adventivniho kofene
M. sativa (Obr. 9). Vyvojové zony adventivniho kofene na Obr. 9 jsou odliSeny barevné
pro lepsi orientaci. Buiiky kofenové cCepiCky jsou zobrazeny zlutou barvou,
meristematickd zéna je znazornéna zelené, zona elongaCni je zobrazena modie
a diferenciacni fialové. Z jednotlivych zon vede Sipka k jednotlivym butikam, ve kterych

je Cern€ znazornéna orientace kortikalnich mikrotubuld.

Prechodna
Meristém zbéna Elongacni zéna

W7
A

Koi‘enova N

-
llin=gSull—

Trichoblast Diferencia¢ni zéna Atrichoblast N

Obrazek 9. Schéma organizace mikrotubulti v adventivnich kofenech M. sativa sestavené
na zaklad¢ pofizenych snimku v jednotlivych vyvojovych zonach kofene. Obrazek byl vytvoren
v BioRender.com.
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Nasledné byla zkoumana organizace mikrotubulti v kofenovych vlascich adventivnich
kofenti. Usporadani kortikalnich mikrotubuld v rostoucich kofenovych vlascich
je zobrazeno na Obr. 10. Na zacatku rustu vlasku (Obr. 10 A) byly mikrotubuly
orientovany pievazné kolmo k ose prodluzovani trichoblastu. U rostoucich kotfenovych
vlaskii (Obr. 10 B) byly kortikalni mikrotubuly v bazalni Casti vlasku orientovany

paralelné ve sméru jeho rastu a ve Spicce vykazovaly spiSe sitové a nepravidelné

usporadani.

Obrazek 10. Snimky kortikalnich mikrotubuli v kofenovych vlascich adventivniho kofene
M. sativa exprimujiciho marker GFP-MBD pofizené pomoci CLSM. Zacatek rustu kofenového
vlasku (A), rostouci kofenovy vlasek (B). Buiiky byly snimany v GFP kanalu a v prochazejicim
svétle. Grafy vedle obrazki znazomuji orientaci kortikalnich mikrotubuld. Pouzity objektiv: Plan-
Apochromat 40x/1.4 Oil DIC M27; méritka: 10 um (A), 20 um (B).
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4.1.3 Dynamika Kkortikalnich mikrotubuli v adventivnich Kkorenech linie
GFP-MBD

Pro dokumentaci dynamiky kortikalnich mikrotubulti v adventivnich kotfenech M. sativa
exprimujici marker GFP-MBD byly snimany buiky ze zaCatku diferenciaéni zony
adventivniho kofene v riznych ¢asech pomoci konfokalniho mikroskopu LSM 710. Obr.
11 A a 11 C zobrazuji jednotlivé mikrotubuly v burikach adventivnich kofent M. sativa,
pficemz jejich vice dynamicky ,,plus® konec je oznacen bilym trojahelnikem. Ze snimk
byly nasledné v programu Imagel] za pouziti pluginu ,,MultipleKymograph* sestaveny
kymografy (Obr. 11 B a 11 C), jez nazorné ukazuji rast a zkracovani mikrotubula
na jejich ,,plus® konci. Pfiblizna rychlost rustu kortikalnich mikrotubula v adventivnich

kotfenech u této linie byla 4 pm/min.

Obriazek 11. Casosbémé 2-D snimky kortikalnich mikrotubuli v adventivnich kofenech
M. sativa exprimujicich marker GFP-MBD pofizené¢ pomoci CLSM a pfislusné kymografy
zobrazujici jejich dynamicky rust a zkracovani. Snimky jednotlivych mikrotubulu v urcitych
Casech (s) zobrazujici dynamiku na jejich ,plus® konci (bily trojahelnik) (A,C), kymograty
s anotacemi ,,plus® a ,minus* konct mikrotubult. (D,B). Buikky byly snimany v GFP kanalu.
Pouzity objektiv: alpha Plan-Apochromat 63x/1.46 Oil Korr M27; métitka: 1 pm.
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4.1.4 Mikroskopické pozorovani adventivnich kofenu pri symbiotické interakci
se S. meliloti

Pro studium brzkych fazi symbiotické interakce byla provedena mikroskopicka
pozorovani v urCitych ¢asovych intervalech po inokulaci adventivnich kofent M. sativa
exprimujicich marker GFP-MBD fluorescencné-znaCenymi bakteriemi S. meliloti.
Bakterie byly pfidany v tekutém Fahrdeus médiu do perlitu, ve kterém se nachazely
adventivni kofeny ze zakofenenych stonkovych odfezku. Cilem bylo zjistit, zda
adventivni kofeny interaguji s bakteriemi S. meliloti podobné jako kofeny primarni nebo
lateralni. Pro vizualizaci bakterii byl pouzit kmen S. meliloti fluorescenéné-znaceny
pomoci mRFP. Bakterie jsou na obrazcich zobrazeny fialovou barvou.

Adventivni kofeny byly snimany pomoci konfokalniho mikroskopu LSM 710. Jiz
jeden den po inokulaci byly bakterie pfichyceny na povrch korene (Obr. 12 A). Druhy
den byly pozorovatelné zmény u kofenovych vlaska, které se zvlnily a zatacely,
pravdépodobné v disledku produkce nod faktorti bakteriemi (Obr. 12 B,C). Paty den
od inokulace bylo mozné pozorovat zachycené bakterie v infek¢éni kapse zatoCenych
kofenovych vlaskti a jejich mnozeni za vzniku bakterialnich kolonii (Obr. 12 D).
Po deviti dnech od aplikace bakterii se v kofenovych vlascich nachazely infekéni vlakna
s bakteriemi, ktera jsou oznacena bilymi Sipkami (Obr. 12 E). Bohuzel u kofenovych
vlaskti obsahujicich bakterie jiz nebylo mozné pozorovat jednotlivé fluorescencné-

znacené mikrotubuly.
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Obrazek 12. Brzké faze symbiotické interakce adventivnich kofenti M. sativa exprimujicich
marker GFP-MBD s bakteriemi S. meliloti znaCenymi pomoci mRFP. Bakterie pfichycené
na povrch kofene 1 den po inokulaci (A), zatocené kofenové vlasky 2 dny po inokulaci (B,C),
zatoCeny kofenovy vlasek kolem kolonie S. meliloti (Sipka) 5 dni po inokulaci (D), infekcni
vlakna obsahujici bakterie (Sipky) v kofenovych vlascich 9 dni po inokulaci (E). Buiiky byly
snimany v GFP a mRFP kanalu. PouZity objektiv: Plan-Apochromat 40x/1.4 Oil DIC M27;
m¢fitka: 20 um (ALE), 10 um (B,C,D).

Adventivni kofeny byly nasledné zkoumany z hlediska vyskytu symbiotickych
kofenovych hlizek. Po pfiblizn€ 10 dnech od inokulace S. meliloti bylo mozné
na kotenech v perlitu pozorovat vytvarejici se hlizky. Po 14 dnech byly tyto hlizky
mikroskopovany na konfokalnim mikroskopu LSM 710 pro potvrzeni exprese markeru
GFP-MBD. Hlizky byly rizové, coz poukazuje na piitomnost leg-hemoglobinu. Vyskyt
bakterii S. meliloti byl potvrzen mikroskopicky na podélném fezu hlizkou (Obr.
13 A-D). Na Obr. 13 A jsou vyznaCeny jednotlivé zony symbiotické kofenové hlizky:
meristematicka (I), infekéni (II) a fixa¢ni (III). Na obrézcich lze pozorovat expresi
markeru GFP-MBD, ke které dochazi pouze v meristému a neinfikovanych buikach
(Obr. 13 B), coz je pravdépodobné zptsobeno pouzitim promotoru 35S v tomto markeru.
Infikované buriky jsou vizualizovany diky fluorescencné-znacenym bakteriim S. meliloti

pomoci mRFP. Bakterie jsou na obrazcich zobrazeny fialové (Obr. 13 C).
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Obrazek 13. Prehledovy obrazek fezu symbiotické kofenové hlizky na adventivnim kofeni
M. sativa exprimujici marker GFP-MBD 14 dni po inokulaci bakteriemi, nasnimany pomoci
funkce dlazdicového skenovani na CLSM. Rez kofenovou hlizkou v prochazejicim svétle
s oznacenim jednotlivych zon (I, II a III) (A), v kanalu pro GFP (B), v kanalu pro mRFP (C)
a sloucen¢ kanaly (D). Pouzity objektiv: Plan-Apochromat 40x/1.4 Oil DIC M27; méritko: 200

pum.



4.1.5 Mikroskopie symbiotickych kofenovych hlizek prFi spontinni symbiéze
v pudé

Zakotenéné stonkové odiezky M. sativa bez ptidavku fluorescencné znacenych rhizobii
byly pteneseny z perlitu do piady. Pro mikroskopii byl pouzit kofenovy systém rostlin
exprimuyjici markery GFP-MBD a tagRFP-TUAG stary piiblizn€ 2 mésice spolu
s kontrolni rostlinou RSY starou piiblizné 4 mésice. Kofeny byly opatrné¢ promyty
od hliny ve vodé a nasledné mikroskopovany. Na kofenech se nachazely ruzové
symbiotické hlizky v riznych stadiich vyvoje, které vznikly pti symbiotické interakci

M. sativa s thizobiemi volné Zijicimi v padeé (Obr. 14).

GFP-MBD tagRFP-TUAG6 RSY
I

Obrazek 14. Kofenové soustavy rostlin M. sativa exprimujici markery GFP-MBD, tagRFP-
TUAG a kontrolni rostliny RSY vybrané z pudy a po promyti ve vodé. Kofenové systémy po 2
meésicich (A,B) a po 4 mésicich (C) ristu zakofenenych stonkovych odfezku v pud¢. Priblizené
symbiotické kotfenové hlizky rostliny s markerem GFP-MBD (D), tagRFP-TUAG6 (E) a kontrolni
rostliny (F). Méfitko: 1 cm (A-C), 2 mm (D-F).
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Symbiotické hlizky na adventivnich kofenech v hliné€ byly nasledné mikroskopovany
pomoci mikroskopu Axio Zoom.V16 pro potvrzeni fluorescencniho signalu u linii
s fluorescencnimi markery mikrotubulti. Na Obr. 15 se nachazi prehled reprezentativnich
snimka symbiotickych hlizek linii GFP-MBD, tagRFP-TUA6 a porovnani s kontrolni
rostlinou RSY. U rostliny exprimujici marker GFP-MBD byl potvrzen zeleny
fluorescencni signal a u rostliny exprimujici marker tagRFP-TUAG byl potvrzen Cerveny

fluorescencni signal v hlizkach.

Prochazejici svétlo GFP RFP

tagRFP-TUAG GFP-MBD

RSY

Obrazek 15. Hlizky na kofenech M. sativa po 2 mésicich v hliné (A—F) a po 4 mésicich v hlin¢
(G-I) snimany na Zoom mikroskopu. Rostlina exprimujici marker GFP-MBD (A—C), tagRFP-
TUA6 (D-F), a kontrolni rostlina RSY (G—I). Hlizky foceny v prochazejicim svétle (A,D,G),
v GFP kanalu (B,E,H), a v RFP kanalu (C,F.I). M¢fitka: 0,5 mm.
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Hlizky na adventivnich kofenech z hliny byly podélné fezany a sniméany pomoci
mikroskopu LSM 880 s modulem ,,Airyscan“. U linii GFP-MBD i tagRFP-TUAG6 byla
opé€t pozorovana exprese markerd pro mikrotubuly pouze v neinfikovanych bunkach
(Obr. 16 A,D). Pro potvrzeni specifity signalu na mikrotubuly byly pofizeny detailni
snimky hlizek u rostliny exprimujici marker GFP-MBD (Obr. 16 B,C) a tagRFP-TUA6
(Obr. 16 E F). Kortikalni mikrotubuly v parenchymatickych buiikach blizko periferie

hlizky jsou oznaceny bilymi Sipkami.

GFP-MBD tagRFP-TUA6

-

Obrazek 16. Symbiotické hlizky spontanné vytvorené na adventivnich kofenech rostlin M. sativa
sniman¢ pomoci CLSM s modulem ,,Airyscan®. Pfehledovy obrazek hlizky u rostliny exprimujici
marker GFP-MBD (A), detailni obrazek s kortikalnimi mikrotubuly (B,C). Piehledovy obrazek
hlizky u rostliny exprimujici marker tagRFP-TUA6 (D), detailni obrazek s kortikalnimi
mikrotubuly (E,F). Hlizky a buiiky byly snimany v pfechazejim svétle, GFP a tagRFP kanalu.
Mikrotubuly jsou oznaceny bilymi Sipkami. Pouzity objektiv: Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC
M27; métitka: 50 um (A,D), 5 um (B,C,E,F).
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4.2 Priprava fluorescencnich markerua tubulinu alfa

4.2.1 PCR amplifikace genu eGFP a klonovani do urovné 0

Sekvence eGFP byla amplifikovana pomoci PCR ztemplatu p35S::eGFP:TUB6.
Vysledkem byly produkty ohrani¢ené rozpoznavacimi misty pro enzym Bpil
a 4-nukleotidové presahy, jez jsou komplementarni k pfesahim v akceptoru. Velikost
produktu byla ovétrena pomoci agardzové elektroforézy (Obr. 17) a porovnana s in silico
predikci. Fragmenty o pozadované velikosti byly nasledné izolovany z gelu pomoci
Genelet Gel Extraction kitu.

eGFP pro eGFP pro

C-terminalni  N-terminalni
fuzi fuzi

M 1 2 3 4

[

L
1000 bp —»

700 bp —» - - -

Obrazek 17. Elektroforetogram zobrazujici amplikony eGFP pro C- i N-terminalni fizi ziskané
pomoci PCR. Oc¢ekavany vysledek: 1-4 = 725 bp. M = marker.
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Ovérené a vyizolované PCR produkty byly pomoci ,,Golden Gate“ klonovani
zaClenény do akceptorovych vektora urovné O diky komplementarnim piesahim. Gen
eGFP pro C-terminalni fuzi byl klonovan do akceptorového vektoru pAGM1301 a pro
N-termindlni fuzi do pAGMI1276. Nasledné byly konstrukty transformovany
do chemokompetentnich E. coli. Buiiky byly kultivovany a pozitivni kolonie s obsahem
inzertu byly ockovany do tekutého LB média se spektinomycinem o pfislusné koncentraci
(Tab. 5). pDNA byla namnoZzena v bakteriich a poté byla izolovana a GspéSné ovérena

pomoci restrikéniho §tépeni a sekvenovani.

4.2.2 Ovéreni transkrip¢nich jednotek irovné 1
Transkripéni jednotky urovné 1 obsahujici eGFP byly sestaveny spojenim ovéfenych
konstruktd urovné O s akceptorovym vektorem urovné 1, pICH47742. Prehled

pfipravenych konstruktt tirovné 1 se nachazi v Tab. 13.

Tabulka 13: Piehled nové pfipravenych transkripénich jednotek urovné 1.

Transkrip¢ni jednotka Inzerty
(trover 1) (trover 0)
pICSL13001 (dlouhy p35S)

PAGM1276 (eGFP)
pICH41308 (TUAG6)
pICH41414 (1355)
pAGM1I1251 (pEFla)
PAGM1276 (eGFP)
pICH41308 (TUAG6)
pICH41414 (1355)

PAGM 1251 (pUBQ10)
PAGM1276 (eGFP)
pICH41308 (TUAG6)
pICH41414 (1355)

EFlo = ELONGATION FACTOR 1 ALPHA; eGFP = enhanced GREEN FLUORESCENT PROTEIN; p =
promotor; p35S = promotor CaMV 35S; ¢t = termindtor;, TUA6 = TUBULIN ALPHA 6; UBQI0 =
UBIQUITIN 10.

Akceptor

p358::eGFP:TUA6

pEFla::eGFP:TUAG pICH47742

pUBQI10::TUA6:EGFP
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Transkripéni jednotky urovné 1 byly transformovany do chemokompetentnich bunék
E. coli a pozitivni kolonie byly nasledujici den ockovany do tekutého LB média
s ampicilinem o pfislu§né koncentraci (Tab. 5). pPDNA byla nasledné izolovana a ovéfena
pomoci restrikénich enzymu. Pro ovéreni transkripcni jednotky p35S::eGFP:TUA6 byl
pouzit enzym EcoRI (Obr. 18 A) a pro ovéfeni transkripnich jednotek
pEFlo::eGFP:TUA6 a pUBQ10:eGFP:TUAG6 byl pouzit enzym Bpil (Obr. 18 B).

Lo Qb
A B é\e;{'gﬁ“ RO
Q &Q A e@ﬁ

p355::eGFP:TUAG
M 1 2 3 M 1 2 3 4

Obrazek 18. Elektroforetogram ovéteni tspésnosti klonovani transkripcnich jednotek trovné 1
pro N-terminalni fuzi eGFP:TUA6 v pICH47742 s p35S (A), pEFla a pUBQ10 (B). Restrikéni
Stépeni bylo uskuteénéno za pouziti enzymu EcoRI (A) a Bpil (B) s ocekavanymi vysledky: 1-3
=4673, 3308 bp (A); 1 = 4352, 3463 bp, 2—4 = 4352, 2940 (B). M = marker.
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4.2.3 Ovéreni multigenovych konstruktiui irovné 2 restrikénim Stépenim

Multigenové konstrukty urovné 2 byly sestaveny spojenim ovéfenych transkripcnich
jednotek urovné 1 s akceptorovym vektorem urovné 2. Byly vyuZzity dva rizné akceptory
urovné 2: pSB90-pAGM4723_virGNssD a MOB2155. Prehled pripravenych konstrukta

urovné 2 se nachazi v Tab. 14.

Tabulka 14: Piehled nov¢ pfipravenych multigenovych konstruktt arovng 2.

PNOS::BAR:tNOS
p35S::eGFP:TUA6 + PPT? dlouhy p35S::eGFP:TUAG
pICH41744 koncovy linker 2
PNOS::BAR:tNOS
pEFla::eGFP:TUAG + PPTR pEF]la::eGFP:TUAG MOB2155
pICH41744 koncovy linker 2
PNOS::BAR:tNOS
pUBQI10::eGFP:TUA6 + PPT® pUBQI0::eGFP:TUA6
pICH41744 koncovy linker 2
PNOS::BAR:tNOS
p35S::eGFP:TUA6 + PPT? dlouhy p35S::eGFP:TUA6
pICH41744 koncovy linker 2
PNOS::BAR:tNOS
pEFla::eGFP:TUAG + PPTR pEF1a::eGFP:TUA6
pICH41744 koncovy linker 2
PNOS::BAR:tNOS
pUBQI10::eGFP:TUA6 + PPT® pUBQI0::eGFP:TUA6
pICH41744 koncovy linker 2
BAR = BIALAPHOS RESISTANCE; EFla = ELONGATION FACTOR 1 ALPHA; eGFP = enhanced
GREEN FLUORESCENT PROTEIN; NOS = NOPALINE SYNTHASE; p = promotor; p35S = promotor
CaMV 35S; PPTR = rezistence na fosfinotricin; ¢t = terminator, TUA6 = TUBULIN ALPHA 6; UBQI0 =
UBIQUITIN 10.

pSBY0-pAGM4723
_Vi T GN 54D
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Konstrukty urovné 2 byly transformovany do chemokompetentnich bunek E. coli
a pozitivni kolonie byly nasledujici den oCkovany do tekutého LB média s obsahem
kanamycinu (pro verzi s pSB90-pAGM4723_virGNssD) ¢i spektinomycinu (pro verzi
s MOB2155) o pfislusnych koncentracich (Tab. 5). pDNA byla nasledn€ izolovana
a ovefena pomoci restrikénich enzymu. Pro ovéfeni konstrukta v akceptorovém vektoru

pSB90-pAGM4723_virGNssD i v MOB2155 byl pouzit enzym Pvull (Obr. 19 a 20).

A B PEFla::eGFP: pUBQI0::eGFP:
P35S::eGFP:TUAG + PPTR TUAG+PPTR  TUAG + PPT®
M 1 2 3 M 1 2 3 4
7000 bp 7000 bp
5000 bp 5000 bp
4000 bp
4000
3000 ‘6}3 3000 bp
1500 bp
1000 bp

Obrazek 19. Elektroforetogram ovéreni uspésnosti klonovani multigenovych konstrukta urovné
2 v akceptoru pSB90-pAGM4723_virGNssD s p35S (A), pEFla a pUBQI0 (B). Restrikéni
Stépeni bylo uskute¢néno v obou pripadech za pouziti enzymu Pvull s oéekavanymi vysledky: 1-
3=6192, 3418, 1082 bp (A); 1,2 =7093, 3418 bp, 3,4 = 6570, 3418 (B). M = marker.

pEFla::eGFP: pUBQI0::eGFP:  p35S::eGFP:
TUA6+PPTR  TUAG + PPTR TUAG6 + PPTR

M 1 2 3 4 5 6 7 8

7000 bp
5000 bp
3000 bp
2000 bp
1500 bp
1000 bp

Obrazek 20. Elektroforetogram ovéreni uspésnosti klonovani multigenovych konstrukta urovné
2 v akceptoru MOB2155. Restrikéni S$tépeni bylo uskuteénéno za pouziti enzymu Pvull
s ocekavanymi vysledky: 1,2 = 7121, 2480 bp, 3-5 = 6598, 2480 bp, 6-8 = 6220, 2480, 1082. M
= marker.
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4.2.4 Ovéreni uspésnosti transformace konstruktu tdrovné 2 do A. fumefaciens
pomoci ,,Colony PCR*

Konstrukty urovné 2, které byly ovéfeny restrikénim §tépenim, byly transformovany
do chemkompetentnich bakterii A. tumefaciens (kmen GV3101). Po transformaci byly
bunky rozetfeny na tuhé LB médium s obsahem kanamycinu (pro verzi s pSB90-
pAGM4723_virGNssD) €1 spektinomycinu (pro verzi s MOB2155) a rifampicinu
o prislusnych koncentracich (Tab. 5). Po kultivaci byla z vybranych kolonii provedena
,,Colony PCR* (Obr. 21 a 22) pro amplifikaci genu TUA6. V ptipadé€ negativni kontroly

byla pouzita reakéni smés bez kolonie.

p355::eGFP:TUA6 pEFla::eGFP:TUA6 pUBQI10::eGFP:TUA6
M +PPTR +PPTR +PPTR

1500 bp
1000 bp

e e ee = o= -

Obrazek 21. Elektroforetogram vzorku z ,,Colony PCR* pro ovéfeni uspésSnosti transformace
multigenovych  konstrukti  urovn¢ 2 v akceptoru  pSB90-pAGM4723_virGNssD
do A. tumefaciens. Oéekavany vysledek: 1368 bp. M = marker, NK = negativni kontrola.

M P35S::eGFP:TUA6 + PPTR pEFla::eGFP:TUAG6 +PPTR  pUBQI0::eGFP:TUA6 + PPTR M NK

- v
o =
1000 bp — W wWewew ."..'.U"..:‘

y -

e . - %!-

Obrazek 22. Elektroforetogram vzorku z ,,Colony PCR* pro ovéfeni uspésSnosti transformace
multigenovych konstrukti urovné 2 v akceptoru MOB2155 do A. tumefaciens. Ocekavany
vysledek: 1368 bp. M = marker, NK = negativni kontrola.
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4.2.5 Ovéreni exprese konstruktu tranzientni transformaci listi N. benthamiana
a porovnani intenzity fluorescence

Kolonie A. tumefaciens, u kterych byla ovéfena pfitomnost genu TUA6 byly pouzity
pro tranzientni transformaci listd N. benthamiana, ¢imz byla otestovana exprese
pfipravenych konstrukta. Listy byly snimany 36 h po transformaci pomoci konfokalniho
mikroskopu LSM 710. Exprese vSech nové piipravenych konstrukti urovné 2 byla
uspésné oveérena.

Nasledné byla pro porovnani konstrukti provedena tranzientni transformace noveé
pfipravenych konstrukti wrovné 2 obsahujici eGFP v akceptorovém vektoru
PAGM4723_virGNs4D spolu s diive pfipravenymi konstrukty obsahujici GFP ve stejném
vektoru. Epidermalni bunky listd N. benthamiana byly snimany pomoci CLSM po 36 h
od transformace za stejnych podminek pfi snimani. Na Obr. 23 se nachéazi piehled
analyzovanych epidermalnich bunék, pficemz z kazdé varianty byl vybran jeden
reprezentativni obrazek. Pod obrazky z CLSM se nachazi grafy vytvorené programem

,,CytoSpectre”, jez zobrazuji orientaci kortikalnich mikrotubult v téchto burkach.
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pUBQI10:GFP:TUA6 pEF1a:GFP:TUA6 p358:GFP:TUA6

pUBQI10:eGFP:TUA6 PEFla:eGFP:TUA6 Pp358:eGFP:TUA6

Obrazek 23. Tranzientn¢ transformované epidermalni bunky listu N. benthamiana exprimujici
multigenové konstrukty urovné 2 snimané pomoci CLSM spolu s grafy zobrazujicimi orientaci
mikrotubulu. Konstrukt pUBQ10::GFP:TUAG6 (A), pEFlo.::GFP:TUA6 (B), p35S::GFP:TUA6
(C), pUBQ10::eGFP:TUAG6 (D), pEFl0.::eGFP:TUAG6 (E), p35S::eGFP:TUAG6 (F). Bunky byly
snimany v GFP kanalu. PouzZity objektiv: Plan-Apochromat 20x/0,8 M27; méfitka: 10 pm.
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Intenzita fluorescence byla porovnana a statisticky vyhodnocena u jednotlivych
variant konstruktti. U vSech tfech variant konstrukt byl potvrzen statisticky signifikantni
rozdil mezi verzi s GFP a s eGFP (Obr. 24), konstrukty s eGFP tedy poskytuji
prokazatelné vyssi intenzitu fluorescence. U konstruktii s eGFP byla zjisténa 9,2x vyssi
intenzita fluorescence u varianty s pUBQI0, 3,2x vysSsi intenzita u varianty s pEFlo

a 4,6x vyssi intenzita u varianty s p35S v porovnani s verzemi obsahujicimi GFP.

Porovnani intenzity fluorescence: GFP versus eGFP
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pUBQI0 PEFla p3ss

Obrazek 24. Graf porovnavajici intenzitu fluorescence GFP oproti eGFP u konstruktd Grovngé 2,
obsahujicich GFP:TUA6 a eGFP:TUA6 pod kontrolou promotori pUBQI0/pEF1a/p35S.
Hvézdicky znaci signifikantni rozdily v intenzit¢ fluorescence (p < 0.001). Pro statistické
hodnoceni byl vyuzit Studentiv T-test.
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Také byl analyzovan rozdil intenzity fluorescence u vsech konstrukt mezi sebou.
(Obr. 25). U verzi seGFP byly zistény signifikantni rozdily mezi vSemi tfemi
variantami. V porovnani s verzemi obsahujici GFP byl také zjistén signifikantni rozdil.
U nové pripravenych markeri s eGFP byla nejvyssi intenzita fluorescence u konstruktu

s pUBQ10 a nejnizsi u konstruktu s 35S.

Porovnani intenzity fluorescence: VSsechny konstrukty
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pPUBQI0 pEFIa P33 pUBQI0 pEFIa P35S
GFP ¢GFP

Obrazek 25. Graf porovnavajici intenzitu fluorescence u konstruktii urovné 2, obsahujicich
GFP:TUA6 a eGFP:TUA6 pod kontrolou promotora pUBQI0/pEF10/p35S. Pismena indikuji
statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi verzemi (p < 0.05). Pro statistické hodnoceni byl
vyuzit ANOVA s Tukey HSD test.
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4.2.6 Transformace M. sativa a regenerace transgennich rostlin

Bakterialni kultury A. fumefaciens nesouci pripravené konstrukty urovné 2 ovéfené
tranzientni expresi, byly pouzity pro stabilni transformaci M. sativa genotypu RSY dle
protokolu Samac & Austin-Phillips (2006).

Pro transformaci byly pouzity listy rostliny M. sativa RSY (Obr. 26 A). Piiblizné
3 dny po inokulaci listi bakteriemi bylo mozné pozorovat bakterialni infekci zptisobenou
A. tumefaciens na BSH médiu bez pridavku antibiotik. Po 7 dnech kultivace (Obr. 26 B)
byly listy od bakterii promyty a umistény na BSH médium s antibiotiky (Obr. 26 C).
Kalus u transformovanych listd se zacal tvofit po 3—4 tydnech po odmyti bakterii (Obr.
26 D). U kontrolnich explantata, které transformovany nebyly se kalus zacal tvofit dfive,
jiz ptiblizné po 2 tydnech po umisténi na BSH médium.

Po preneseni transformovanych i kontrolnich kalusti na B50 médium indukujici tvorbu
somatickych embryi dochazelo k tvorbé prvnich somatickych embryi pfiblizn€ 3 tydny
po prenosu (Obr. 26 EF). Somaticka embrya byla v kotyledonarnim stadiu (Obr. 26 G)
pfenesena na pevné MMS médium, které podporuje tvorbu kofent a vyvoj embryi (Obr.
26 H). Po vytvoreni kofenli budou nasledné klicici rostliny pfeneseny na MS médium,

kde budou udrzovany. Starsi rostliny budou selektovany pomoci konfokalni mikroskopie.

Obrazek 26. Proces transformace M. sativa a regenerace rostlin somatickou embryogenezi. List
M. sativa pouzity pro inokulaci A. tumefaciens (A), listovy explantat 7 dni po inokulaci
A. tumefaciens (B), listovy explantat po promyti od bakterii (C), vyvijejici se kalus na BSH médiu
(D), embryogenni kalus na B50 médiu se somatickymi embryi v globularnim stadiu (E, Sipky)
somatické embryo v pozdnim srd¢itém (F) a v kotyledonarim stadiu (G), somatické embryo
s vyvijejicim se kofenem na MMS médiu (H). M¢ritka: 0,5 cm (A), 2 mm (B-H).
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S DISKUSE

Cilem prvni ulohy v experimentalni ¢asti diplomové prace bylo ovéfit novou metodu pro
rozmnozovani transgennich rostlin M. sativa zakotenénim stonkovych odfezkti. Tvorba
adventivnich kofend byla indukovana obalenim konce stonkovych odfezku
v zakofeniovacim prasku STIMULAX 1 snasledyjicim slozenim: Kkyselina
B-indolyloctova (indol-3-octova, IAA) 0,06%, kyselina a-naftyloctova (1-naftyloctova,
NAA) 0,06% a kyselina B-indolyl-méselna (indol-3-maselna, IBA) 0,05%. Jedna se
0 auxiny, jejichz zvysena koncentrace pii poranéni rostliny indukuje tvorbu adventivnich
korentl. Auxiny jsou také nezbytné pro regulaci rustu kofenil a tvorbu kofend lateralnich
(Druege et al., 2014; Roychoudhry & Kepinski, 2022). Konkrétn¢ IAA byla potvrzena
jako vyznamny regulator tvorby adventivnich kofent ve vSech vyvojovych fazich rostlin
(Pacurar et al., 2014; Guan et al., 2015).

Metoda zakofenéni stonkovych odfezk(i byla pouzita pro vegetativni rozmnozeni
rostlin M. sativa, které stabilné exprimovaly markery pro mikrotubuly: GFP-MBD
a tagRFP-TUAG a pro kontrolni rostlinu RSY. Adventivni kofeny vytvorené piimo
z vnitinich pletiv stonku vykazovaly fluorescencni signal o podobné intenzité€ a lokalizaci
jako u donorovych rostlin, jez byly ziskané pomoci somatické embryogeneze. Bylo tak
potvrzeno, ze se i v indukovanych adventivnich kofenech markery pro mikrotubuly dale
exprimuji a transgenni rostliny tak neztraci pozadované vlastnosti. V porovnani
s rozmnozovanim M. sativa pomoci somatické embryogeneze je tento proces velmi
rychly a snadny. Ziskani plné vyvinuté rostliny pomoci somatické embryogeneze trva
pfiblizné 2-3 mésice (Sangra et al., 2019), zatimco zakotfenéni stonkovych odiezku trvalo
pfiblizn€ 14 dni. Vyhodou této metody kromé kratkého Casu je také velka efektivita,
jelikoz ze 40 zakofenénych stonkovych odiezkli nevytvotily kofeny pouze 3 rostliny.
Pfi praci navic neni nutné dodrzovat plné sterilni podminky, pfitom ani po mésici
kultivace rostlin v perlitu nebyla pozorovana zadna nezadouci infekce nebo jina
kontaminace rostlinného materialu.

Rostliny v perlitu pouze s vodou vydrzely plné€ vitalni pfiblizn€ 2 tydny. Pro zajisténi
dostupnosti zivin v perlitu bylo pfidano sterilni tekuté Fahraeus médium do perlitu misto
vody, coz vyrazné zlepSilo vitalitu rostlin. Pii tvorbé adventivnich kofenti ze stonku
M. sativa nebyla pozorovana zadnéd tvorba kalusu, na rozdil od A. thaliana, kde
se adventivni kofeny vétSinou vyviji z tzv. mikrokalusu (Gonin et al., 2019). Primordia

adventivnich kofena jsou tvoreny de-diferenciaci buné€k pericyklu, (pro)kambia nebo
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parenchymatickych bunék vodivych pletiv (zalezi na druhu rostliny a stafi odiezku),
po kterém nasleduje dé€leni bunék a jejich diferenciace na jednotlivé pletiva kofent (Guan
et al., 2019; Jing et al., 2020).

Pro ptehled usporadani mikrotubult u adventivnich kofentt M. sativa byla provedena
mikroskopicka analyza v jednotlivych vyvojovych zénach, ptfiCemz bylo v kazdé zoné
kotene nasnimano nékolik bunék s fluorescenéné zna¢enymi mikrotubuly diky markeru
GFP-MBD. Mitotické mikrotubuly v meristematické zoné kotene (pre-profazni svazek,
délici vieténko a fragmoplast) vykazovaly charakteristickou organizaci a orientaci, coz
zajistuje spravny rust kotfene (Vyplelova, 2017). Kortikalni mikrotubuly v elongacni
zOon& pomahaji pri prodluzovani bungk, jelikoz reguluji dopravu podjednotek celuldozové
syntazy do plazmatické membrany a udavaji smér orientace celulozovych mikrofibril,
z nichz je sestavovana bunécna sténa (Li et al., 2015c¢).

Ugast mikrotubuld v iniciaci ristu kofenového vlasku potvrzuje vyzkum A. thaliana
linii se snizenou expresi a-tubulinu (Bao et al., 2001). Na adventivnich kotfenech
M. sativa bylo misto iniciace kofenovych vlaskt pozorovano ve stiedu buiky na rozdil
od A. thaliana, kde vyrustaji polarn€ na spodni strané buriky (Ryan et al., 2001). Jeste
pfed samotnym vytvorenim kofenového vlasku bylo diky specifické paprskovité
organizaci mikrotubuld mozné pozorovat, kde se vlasek vytvofi. Pfi zaCatku tvorby
vlasku byly mikrotubuly orientovany kolmo k dlouhé ose buriky, coz bylo pozorovano
iu M. truncatula v publikaci od Sieberer et al. (2002).

U adventivnich kofent M. sativa s markerem GFP-MBD byla zjisténa rychlost rastu
mikrotubuld na ,,plus“ konci pfiblizné 4 pm/min. U A. thaliana s GFP-TUA6 markerem
byla v praci Komis et al. (2017) pozorovana rychlost rustu mikrotubula na ,,plus“ konci
7,4 pum/min. MBD z MAP4 proteinu obsahuje oblast bohatou na prolin a oblast bohatou
na serin a prolin, které se spolecné silné vazou na mikrotubuly a indukuji jejich
svazkovani. Zbytek domény je tvoren repeticemi, jez zvySuji silu vazby na mikrotubuly
pravdépodobné stabilizaci heterodimert tubulinu (Marc et al., 1998). Nejspi§ kvuli
stabilizanim vlastnostem pouzit¢ domény mohlo dochédzet ke zpomaleni dynamiky
mikrotubula v adventivnich kofenech M. sativa s markerem GFP-MBD.

Pfi inokulaci adventivnich kofeni M. sativa byla potvrzena jejich schopnost
symbioticky interagovat s bakteriemi S. meliloti. Na zacatku symbiotické interakce
M. sativa se S. meliloti bylo mozné pozorovat reorganizaci mikrotubuli v kofenovych
vlascich. Z predchozich vyzkum je jiz znamo, ze mikrotubuly pomahaji se zataCenim

vlasku a obklopeni bakterie pfi po€atku interakce (Sieberer et al., 2005, Hlavackova et
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al., 2023). Na adventivnich kofenech bylo mimo deformace kofenovych vlasku
pozorované také zachyceni bakterii na vlascich, rist infek¢nich vlaken, a kofeny byly
schopny vytvaret symbiotické hlizky. Na primarnich kofenech se primordia
symbiotickych hlizek zacinaji vytvaret jiz kolem patého dne po inokulaci. Po pfiblizné
7 dnech od inokulace je jiz v hlizkach plné vyvinutd meristematicka a infekéni zéna
a vyviji se zona, kde pozdéji dochazi k fixaci dusiku (Arrighi et al., 2008). Bilé vyvijejici
se hlizky byly pozorovany i1 na adventivnich kofenech. Po 10-14 dnech od inokulace
by se jiz v hlizkach mély nachéazet plné diferenciované bakteroidy a dochazi k fixaci
dusiku (Maunoury et al., 2010). Na adventivnich kotfenech byly po 14 dnech pozorovany
razové hlizky, jejichz barva je zpusobena pfitomnosti leghemoglobinu. Jedna se o
molekulu, kterd vaze a pufruje koncentraci kysliku v hlizkach, coz je nezbytné pro
spravné fungovani nitrogenasy, enzymu ucastnici se fixace dusiku (Soupéne et al., 1995,
Gibson et al., 2008). U fezu hlizky na adventivnim kotenu snimaného 14 dni po inokulaci
byla jiz pozorovana plné vyvinuta zona fixace dusiku. U adventivnich kofent byly tedy
pozorovany stejné faze symbiotické interakce, jako u primarnich kofenti bobovitych
rostlin. Symbiotickd interakce navic probéhla piimo v perlitu, kam byly pfidany
fluorescencné-znacené bakterie S. meliloti. Zaroven byla tvorba hlizek pozorovana
i vpude, kde adventivni kofeny M. sativa interagovaly s pfirozené se vyskytujicimi
rhizobiemi.

Natezech hlizkek vytvofenych po inkubaci s fluorescen¢nimi bakteriemi
i s bakteriemi pfirozené se vyskytujicimi v pudé€ byla pozorovana exprese markeru
GFP-MBD a tagRFP-TUAG6 v meristému a v buiikach, jez nebyly infikovany bakteriemi.
Pravdépodobné je to zpusobeno umlfenim promotoru 35S, pod kterym byl marker
exprimovan, v burikach hlizek, které obsahuji symbiotické bakterie. Velmi podobné
vysledky exprese za pouziti 35S promotoru byly jiz pozorovany u M. sativa (Samac et
al., 2004) a M. truncatula (Auriac & Timmers, 2007). Vzhledem k t€émto poznatkim byly
nasledné ptipraveny markery tubulinového cytoskeletu s dalsimi dvéma konstitutivnimi
promotory, pEFla a pUBQI0, u kterych byla v pfedchozich studiich potvrzena aktivita
v symbiotickych hlizkach (Auriac & Timmers, 2007; Limpens et al., 2009; Ivanov
& Harrison, 2014). Jelikoz se u pEF o a pUBQ10 jedna o promotory esencialnich gena
pochézejicich z rostlin, na rozdil od p35S, nemusely by tyto promotory byt uml¢ovany
v bakteriemi-infikovanych butikach hlizky, kde dochézi k velkym transkripénim zmé&nam
a exprese mnoha genu je aktivovana ¢i utlumena (Mergaert et al., 2020). Pro expresi

markerti pouze v symbiotickych hlizkach by se také daly pouzit pletivové-specifické

78



promotory, které jsou aktivovany pii vyvoji hlizky, jako jsou napiiklad promotory gent
nékterych proteind podobnych kalmodulinu, promotor genu kodujici NODULIN-22 (Liu
et al., 2006) ¢i ,,EARLY NODULE-SPECIFIC PROTEIN 8“ (ENODS) (Dickstein et al.,
2002; Mergaert et al., 2020).

Nov¢ pripravené markery s TUA6 a eGFP byly klonovany pomoci ,,Golden Gate*
klonovani, které vyuziva restrikéni enzymy typu Il charakteristické st€penim mimo jejich
rozpoznavaci misto (Engler et al., 2008). V ramci bakalatské prace byly markery s TUA6
ptipraveny, avSak v kombinaci s GFP. Tyto markery bohuzel vykazovaly pomérné
nizkou intenzitu fluorescence kvili pouzité sekvenci GFP z ,,Golden Gate® kitu. Z tohoto
divodu byly markery klonovany znova, tentokrat s genem pro eGFP, jez muze
poskytnout az 35x vyssi intenzitu fluorescence (Li et al., 1997). Geny eGFP a GFP se lisi
dvéma bodovymi mutacemi Phe64—Leu a Ser65—Thr (Heim, & Tsien, 1996; Brejc et
al., 1997). Pti statistickém porovnani intenzity fluorescence dvou verzi markert byla
zjisténa az 9,2x vySsi intenzita fluorescence u fuzniho proteinu eGFP s TUA6. Jako
nejvice efektivni promotor se u noveé piipravenych markert ukazal pUBQ10.

Pii pfipravé finalnich konstruktd trovné 2 obsahujicich jednu z transkripénich
jednotek p35S::eGFP:TUAG6, pEFla::eGFP:TUA6 a pUBQI0::eGFP:TUAG6 spolu
s konstruktem pro rezistenci na fosfinotricin byly vyuzity dva akceptorové vektory, a to
MOB2155 a pSB90-pAGM4723_virGNs4D, ktery obsahuje bodovou mutaci asparaginu
na kyselinu asparagovou v pozici 54. Tato mutace by méla zvysit expresi konstruktu
2-10x (Mortensen et al., 2019). Pfi tranzientni expresi konstrukti v obou pouzitych
akceptorech urovné 2 vSak nebyl pozorovan rozdil intenzity fluorescence u chimerniho
proteinu obsahujiciho eGFP.

Usp&ing ovéfené fluorescenéni markery s fuznim proteinem eGFP-TUA6 byly
stabilné transformované do M. sativa a po regeneraci budou rostliny selektovany pomoci
média s pfidavkem herbidicu fosfinotricin. Selekci poskytuje klonované transkripcni
jednotka pNOS::BAR:tNOS. Jelikoz selekce nemusi vzdy prob&hnout se stoprocentni
spolehlivosti, budou rostliny selektovany také pomoci konfokalni fluorescencni
mikroskopie, kde budou pomoci markeru eGFP-TUA6 vizualizovany mikrotubuly.
Rostliny stabiln€ exprimujici tyto markery budou vyuzity pfedev§im pro studium
symbiotickych interakci a bude v nich porovnana exprese markeri pod ruznymi

promotory.
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6 ZAVER

V teoretické Casti diplomové prace byl popsan vznik adventivnich kofent u rostlin, diky
kterym lze rychle a Gcinn€ vegetativné propagovat ruzné rostlinné druhy. Dale byly
predstaveny techniky pletivovych kultur rostlin se zaméfenim na M. sativa
pro biotechnologické aplikace a metody transformace rostlin. Popsana byla také struktura
promotort gend spolu s uvedenim riznych typ promotord, jez se vyuzivaji pro piipravu
transgennich rostlin a studium symbiotickych interakci. Dalsim tématem byl rostlinny
cytoskelet, kde byly charakterizovany jeho soucasti a popsana organizace b&hem
symbiotické interakce bobovitych rostlin s bakteriemi rodu Sinorhizobium. V posledni
Casti byly zminény metody pro kvantitativni analyzu mikrotubuld.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na mikrotubuly v M. sativa a skladala se ze dvou
hlavnich ¢asti. V ¢asti prvni byla optimalizovana a ovéfend metoda pro rozmnozovani
transgennich rostlin M. sativa pomoci zakofenéni stonkovych odfezki. U vytvorenych
adventivnich kofenti M. sativa exprimujicich markery GFP-MBD a tagRFP-TUAG6 byl
potvrzen fluorescencni signal pochazejici z fluorescencnich proteint, jez jsou soucasti
téchto markerd. Nasledné byla podrobné analyzovana organizace mikrotubula
v adventivnich kofenech linie GFP-MBD za pouziti konfokalni fluorescencni
mikroskopie. Pro studium dynamiky mikrotubull v této linii byly vytvoreny kymografy,
ze kterych byla zjisténa snizena dynamika mikrotubult, pravdépodobné kvuli
stabiliza¢nimu uc¢inku pouzité domény proteinu MAP4 v markeru. Jelikoz adventivni
kotfeny vykazuji mirné€ odliSnou morfologii nez kotfeny primarni, byly také inokulovany
symbiotickymi bakteriemi S. meliloti pro testovani, zda dokazi symbioticky interagovat.
Bylo zjisténo, Zze symbioticka interakce probiha stejné jako u kofend primarnich.
Pozorovany byly vSechny stadia interakce v¢etné tvorby symbiotickych hlizek. Interakce
byly navic pozorovany piimo v petlitu, jez byl pouzit jako zakofeniovaci substrat. Také
byly pozorovany spontanni symbiotické interakce adventivnich korenti v pudeé, kde
se nachazely pouze ptirozené se vyskytujici rhizobia. V fezech symbiotickych hlizek byl
nalezen charakteristicky vzor exprese markeri GFP-MBD a tagRFP-TUA6 pod
kontrolou 35S promotoru. Markery byly exprimovany pouze v meristému
a neinfikovanych bunkach hlizky, pravdépodobné z divodu umlceni p35S bakterialni
infekci.

Z divodu nerovnomérné exprese markerd pii pouziti 35S promotoru bylo ve druhé

Casti cilem pfipravit nové markery tubulinu pod dvéma dalSimi konstitutivnimi
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promotory, pEFlo. a pUBQIO, které jsou dle predchozich vyzkumi aktivni
v specializovanych symbiotickych organech. Markery byly pfipraveny pomoci ,,Golden
Gate“ klonovani a obsahovaly konstitutivni promotory p35S/pEF 1o/pUBQ10 fizované
s eGFP a TUA6 geny. Konstrukty byly klonovany do urovné 2, pficemz do finalniho
akceptoru byla pridana také transkripcni jednotka pro rezistenci na fosfinotricin. Exprese
markerti byla ovéfena tranzientni transformaci listd N. benthamiana. Nakonec byla
provedena porovnavaci statistickd analyza intenzity fluorescence u nové pripravenych
markeri s eGFP a markert pripravenymi v ramci bakalarské prace, kde byl pouzit gen
GFP z ,,Golden Gate* kitu. U markerti obsahujici eGFP byla zjisténa prokazatelné vyssi
intenzita fluorescence, proto byly tyto markery stabilné transformovany do M. sativa.
V budoucnu bude provedena selekce transgennich rostlin nesoucich pfipraveny marker
eGFP-TUAG6 pod kontrolou tii ruznych promotort a tyto linie budou analyzovany

pii symbotickych interakcich se S.meliloti.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2,4-D

3U (UTR)
S5U (UTR)
Amp

BAR

BRE
CaMV
CDS
CLSM
CRISPR

dNTP
eGFP
F-aktin
G-aktin
GFP
GMO
GTP
IBA
IAA
JA

Kan
LB

M
MAP4
MBD
MCS
mRFP
mRNA
NAA
NK
Nod faktor
NOS
ODs0o
p/Pro
PCR
pDNA
pEF 1o
PPT
PPTR
pUBQI0
RB
RFP
ROS
RPM
rRNA
Spe
t/Ter

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

3" neptekladana oblast

5" neptekladana oblast

ampicilin

gen BIALAPHOS RESISTANCE

B rozpoznévaci element

Cauliflower mosaic virus

kodujici sekvence

konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
segmenty nahromadénych pravidelné
palindromickych repetic
deoxynukleotidtrifosfat

vylepSeny zeleny fluorescenc¢ni protein
filamentarni aktin

aktin v podob€& monomert

zeleny fluorescencni protein

geneticky modifikovany organismus
guanosintrifosfat

indol-3-méaselna kyselina
indol-3-octova kyselina

jasmonova kyselina

kanamycin

leva hranice

marker

Protein asociovany s mikrotubuly 4
doména vazici mikrotubuly
mnohonasobna klonovaci oblast
monomerni ¢erveny fluorescencni protein
messenger RNA

1-naftyloctova kyselina

negativni kontrola

nodulacni faktor

gen NOPALINE SYNTHASE

opticka hustota vzorku meéfeného pti vinové délce 600 nm
promotor

polymerazova retézova reakce

plazmidova DNA

promotor ELONGACNIHO FAKTORU 1 ALFA
fosfinotricin

rezistence na fosfinotricin

promotor UBIKVITINU 10

prava hranice

cerveny fluorescencni protein

reaktivni formy kysliku

otacky za minutu

ribozomalni RNA

spektinomycin

terminator

rozmisténych
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kratkych



T-DNA
tRNA
TSS
TUAG6
TUBG6
Vir
virGNysD

transferova DNA

transferova RNA

misto zacatku transkripce

Tubulin alfa 6

Tubulin beta 6

geny virulence

gen VirG, s mutaci asparaginu na kyselinu asparagovou v pozici 54
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