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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

Vypracovani literarni reSerSe zamétené na odpovéd’ rostlinnych bunck na bioticky
stres a pfi biotickych interakcich. Souhrn poznatkii o fenotypovych projevech
stresovanych rostlin na urovni pletiv, organti a celych rostlin pfi aktivaci signalnich
drah v podminkach stresu a vyznam MAPK-MAPKK signalnich modula pii

kompartmentalizaci pfenosu signalii v bufice.

Experimentalni ¢ast

Optimalizace kultiva¢nich podminek in vivo a in vitro pro fizenou aplikaci bakterii
rodu Rhizobium, ke sledovani symbiotického procesu a k vyhodnocovani reakci
rostlin.

Charakteristika fenotypovych zmén rostlin v symbidze s bakteriemi rodu Rhizobium,
kvalitativni a kvantitativni vyhodnocovani vyvojovych parametrti.

Mikroskopické studium interakci rostlin s bakteriemi rodu Rhizobium, prubéhu
symbiotického procesu a zmén dynamickych procesii v Zivych buikach kofene se
zaméfenim na cytoskelet.

Kvalitativni a kvantitativni determinace zmén v zastoupeni a aktivit¢ MAPK

v geneticky modifikovanych rostlinaich v pribéhu symbiotického procesu.



1 UVOD

Rostliny si béhem evoluce vyvinuly specifické mechanismy, kterymi se ptizpusobuji
slozitym stresovym podminkam, ¢imz minimalizuji Skody pfi zachovani cennych zdrojt
pro rust a reprodukci. Pro tento ucel jsou schopny vyuzit specifickou a jedine¢nou
stresovou odezvu, i pfi pusobeni vice stresovych faktorti soucasné (Rizhsky et al.,
2004). Interakce rostlin s patogennimi bakteriemi muzZe probihat v extracelularnim
prostoru (apoplastu), nebo mohou mikroorganismy pifimo napadat rostlinné bunky
a jejich funkce. Jednim z dulezitych ochrannych prvka rostlin proti patogeniim jsou
bunééné povrchy, jako je bunécna sténa ¢i plazmatickd membrana. Diulezitou roli
v ochrannych mechanizmech hraji také rostlinné hormony. Napiiklad kyselina
abscisova (ABA) hraje dulezitou tulohu v mnoha aspektech rozvoje rostlin
a v adaptivnich reakcich na rizné environmentalni podminky (Shinozaki et al., 2003).
Rostlinné hormony kyselina salicylova (SA), kyselina jasmonova (JA) a ethylen (ET)
hraji hlavni roli v rezistenci vici chorobam. Tyto biotické stresové hormony jsou
soucasti komplexni sité synergickych a antagonistickych interakci (Thomma et al.,
2001; Turner et al., 2002). Dalsim charakteristickym znakem uspé&$ného rozpoznani
rostlinnych patogenti je také rychla a prechodna produkce reaktivnich forem kysliku
(ROS) nazvana "oxidativni hoteni" (Lamb a Dixon 1997, Torres et al., 2006).

Pii prospéSné symbiotické interakci mezi kofeny bobovitych rostlin a bakteriemi
rodu Rhizobium dochazi k tvorb& Gtvari na kofenech rostlin, zvanych hlizky, v nichz
jsou diferenciované formy bakterii schopny vzdusny dusik pfeménovat na organické
dusikaté slouceniny vyuzitelné rostlinami. Tento proces se nazyva fixace dusiku a je
velmi dilezity 1 z hlediska zeméd¢lstvi, jelikoZ se bobovitych rostlin vyuZziva jako
zelenych hnojiv k obohaceni pudy dusikatymi slou¢eninami.

Tato diplomové prace se zamétuje predevSsim na mikroskopickou analyzu interakei
mezi rostlinami Medicago sativa a rhizobialnimi bakteriemi Sinorhizobium meliloti.
Transgenni rostliny pouzité v této praci nesou ve svém genomu stabilné zaclenén
konstrukt 35S::ABD2:GFP. Diky produkci fluorescencné znac¢eného proteinu ABD2-
GFP je mozné sledovat aktinovy cytoskelet v zivych bunkach pomoci rozli¢nych
mikroskopickych metod. Vyuziti bakterii s expresi fluorescen¢nich proteint, GFP nebo
MRFP, umozni pozorovani pocatkli symbiotickych interakei s rostlinnymi kofenovymi
vlasky a naslednou tvorbu kotenovych hlizek. Je vSak nutné vzit v Gvahu skutecnost, ze

pfi pfiliSném zatiZeni rostlin 1 bakterii vysokymi ddvkami excitacniho svétla, mize



indukovana fototoxicita zastavit pribé¢h symbiotického procesu. Tyto symbiotické
procesy budou pozorovany, jak pii ristu na pevném kultivaénim médiu v miskach
pomoci klasickych mikroskopickych metod, tak i pomoci light-sheet fluorescenéni
mikroskopie, ktera dovoluje sledovat Zivé organismy v téméf piirozenych podminkach
(Ovecka et al., 2015). Taktéz budou vyhodnoceny zmény v zastoupeni proteinii SIMK
a MMK3 mezi riznymi liniemi M. sativa a taktéz bude porovnana aktivita MAPK
V téchto rostlinach za kontrolnich podminek a v podminkéach po inokulaci bakterialni

kulturou S. meliloti.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Rostliny, vzhledem ke svému pfisedlému zplsobu Zivota, jsou neustale vystavovany
Sirokému spektru stresovych faktorii. Mezi tyto faktory patii napiiklad sucho, zvySena
teplota, vysoka slanost pudy, chlad, nedostatek zivin, nebo napadeni a infekce
rostlinnymi patogeny. Tyto faktory mohou mit velmi nepfiznivy vliv na rdst a vynos
rostlin v polnich podminkach (Chinnusamy a Zhu, 2009; Suzuki et al., 2014). Rostliny
si béhem evoluce vyvinuly specifické mechanismy, které je ochranuji vici slozitym
stresovym podminkam, minimalizuji mozné poSkozeni a napomahaji pii zachovavani
cennych zdroji nutnych pro rist a reprodukci. Rostliny jsou schopny aktivovat
i specifické a jedinetné obranné reakce, kdyz jsou pod vlivem kombinace vice
stresovych faktor souc¢asné (Rizhsky et al., 2004). Soucasné pusobeni riznych faktort
vede k indukci slozitych reakei rostlin, jelikoZ odezvy na kombinaci riznych stresovych
faktorti jsou z velké Casti fizeny aktivaci a kombinaci ruznych signalnich drah. Tyto
drahy se mohou navzajem pozitivné, ale i negativné ovliviiovat. To je typické zejména
pii kombinaci biotickych a abiotickych stresit pusobicich na rostliny, jelikoz
signalizaéni drahy aktivované témito odliSnymi stresy mohou plsobit vzajemné
antagonisticky (Asselbergh et al., 2008; Suzuki et al., 2014).

V dnesni dobé je dulezité zaméfit vyzkum reakci rostlin vici stresim takovym
smérem, aby bylo mozné komplexné porozumét indukci a sledu reakci rostliny na
stresové faktory a vypracovat metody pro fizené upravy rostlin k tomu, aby byly vice
odolné proti stresim pii udrzeni schopnosti dosahovat vysoké vynosy (Suzuki et al.,
ve vyzkumu samotného onemocnéni rostlin, ale je klicové také pro pochopeni disledki
novych epidemii v ramci ochrany rostlinnych spoleéenstev, pro regulaci invazivnich
plevelu, ale také i pro bezpecné zavadéni metod biologické kontroly (Parker a Gilbert,
2004).

2.1 Bioticky stres
2.1.1 Obrana rostlin proti patogeniim

Rostliny jsou neustale vystaveny Sirokému spektru mikroorganismt, jako jsou bakterie,
houby ¢i oomycety. Cilem mikroorganismli je ziskat piistup k Zzivindm rostlin

anasledné¢ se mnozit. Interakce muze probihat jenom v extracelularnim prostoru



(apoplastu), nebo mohou mikroorganismy napadat rostlinné bunky, vnikat do nich
a inhibovat jejich funkce. Pokud jsou tyto mikroorganismy patogenni, jejich vzajemna
interakce s rostlinami muze byt kompatibilni, nebo nekompatibilni. Kompatibilni vztah
je interakce, ktera vede u rostliny ke vzniku onemocnéni. Nekompatibilni vztah se
projevuje rezistenci rostliny vici patogenovi (Leborgne-Castel et al., 2010).

Vzhledem k tomu, Ze rostlindm chybi sit’ cirkulujicich bun¢k v rdmci imunitniho
systému, jejich obrana zavisi na vrozené imunité kazdé¢ builkky a na systémovych
signalech, které se do celé rostliny §ifi z infek¢nich mist. Lokalni a systémové imunitni
odpovédi jsou znamé jako hypersenzitivni odpovéd’ (HR), ktera je charakterizovana
rychlou bunéénou smrti v misté infekce (Mur et al., 2008) a také systémové ziskanou
rezistenci, ktera poskytuje dlouhodobou ochranu celému organismu (Durrant a Dong,
2004).

Imunitni systémy v rostlinach zahrnuji dva druhy obrany proti mikrobidlnim
patogenim (Jones a Dangl, 2006). Prvni druh obrany je tvofen transmembranovymi
receptory, nazyvanymi receptory rozpoznavani vzoru (PRR). Ty detekuji konzervativni
mikrobialni epitopy znamé jako molekularni vzorce asociované s patogenem (PAMP)
ainiciuji obranné reakce, které zahrnuji preprogramovani exprese hostitelského
genu a tvorbu antimikrobialnich sloucenin. Tyto PAMP jsou rozpoznavany odliSnymi
receptory pro rozpoznavani konzervovanych vzori bungk, které aktivuji bazalni nebo
vrozené imunitni odpovédi, coZ se nazyva PAMP-vyvoland imunita (PTI). N&kterymi
ptiklady PAMP jsou bakterialni povrchové elicitory flagellin (flg22), harpin
a lipopolysacharidy a komponenty houbovych bunéénych stén chitin, chitosan ¢i
ergosterol (Boller a Felix, 2009; Rodriguez et al., 2010).

K potlaceni hostitelské PTI mohou patogeny pienaset efektorové proteiny do
hostitelskych bunék, aby potlacily aktivity signaliza¢nich komponent PTI. Rostliny
tento postup zvratily vyvojem mechanismii pro detekci mikrobidlnich efektorti
prostfednictvim imunitnich receptori, nazyvanych proteiny rezistence (R), které
vyvolavaji lokalni buné&tnou smrt hostitelské bunky (hypersenzitivni reakci). Tento
zpusob rostlinné obrany je oznacovan jako efektorem spousténa imunita (ETI) (Jones a
Dangl, 2006). Cetné studie podporuji centralni roli signalnich kaskad mitogenem
aktivovanych protein kinas (MAPK) v obrané vici patogenim, kuptikladu

u Arabidopsis, tabaku, ryze a rajcete (Frye et al., 1998; Rodriguez et al., 2010).



2.2 Mechanismy zapojené do obrannych reakci proti biotickému
stresu

2.2.1 Bunéc¢na sténa

Rostlinna bunééna sténa je exoskeleton (extracelularni matrix) obklopujici bunécny
protoplast a je tvofena vysoce integrovanou a strukturdlné slozitou siti proteind
a polysacharidu véetné celuldzy, hemiceluloz a pektinu (Crosgrove, 2005). Pii vyvoji
v procesu morfogeneze poskytuje strukturalni podporu bunék, pletiv a organu
aspolecné s kutikulou predstavuji prvni fazi obrany pied biotickym i abiotickym
stresem (Hamann, 2012). Napiiklad pii napadeni patogeny jsou rostliny schopny
V oblasti pokusu o penetraci patogenu ukladat a ménit slozeni komponentt a strukturu
buné¢né stény V reakci na infekci. Takova bunécna sténa je bohata na kalozu, akumuluji
se tu fenolické slouceniny a rGzné toxiny a syntetizuji Se ligninové polymery pro
zpevnéni stény (Hiickelhoven, 2007; Dong et al., 2008).

Patogeny na bunécné sténé rostlin uvoliiuji PAMP bud’ neimysln€, nebo jako
dusledek ¢innosti enzymi pro rozklad rostlinnych bunéénych stén. Rostliny naopak
rozpoznaji tyto PAMP a aktivuji fadu obrannych mechanizmt, vcetné tvorby
reaktivnich forem kysliku (ROS), syntézy a exportu antimikrobidlnich sloucenin
azpevnéni bunéénych stén. Navic, PAMP také mohou aktivovat intracelularni
odpovéd, jako je aktivace biosyntézy kyseliny salicylové, coZ pozitivné piipravi
rostlinu na dalsi fazi boje. Bunécné odpovédi na PAMP, jako je napi. flg22 nebo chitin,
a naruseni bunééné stény jsou velmi podobné (napt. indukce ROS, nadprodukce kalozy
a ligninu). Mechanizmus PAMP signalizace slouzi ke studiu dulezitého procesu
znamého jako signalizace integrity bunécné stény. PoSkozeni bunécéné stény
(indukované napf. v mutantech s poskozenim bunéénych stén nebo po ptisobeni ¢inidly
naru$ujicimi bunécnou sténu) muize byt spojeno se zvysenou produkci obrannych
hormonti rostlin, jako je kyselina salicylova, etylen nebo kyselina jasmonova. Jednim
z disledkid signalizace integrity bunécné stény je aktivace ochrany rostlinné bunky

k omezeni priniku patogeni v mistech penetrace (Hématy et al., 2009).

2.2.2 Plazmaticka membrana a endocytoza

Rostlinnd plazmatickda membrana (PM) také slouzi jako dulezitd bariéra, kterd
interaguje s mikroorganismy a umoziuje jejich rozpoznavani. Také ma schopnost vazat
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pomoci receptord mikrobidlni molekuly. Endocytéza je proces, pfi kterém se PM
invaginuje dovniti buniky a nasledné¢ odstépuje. Dochazi k internalizaci plasmatickych
membranovych proteind a lipidd, extracelularnich molekul, tekutin, ¢astic, exosomu, ale
také vird a bakterii (Samaj et al., 2004). Endocytické drahy zahrnuji napiiklad
clathrinem zprostfedkovanou endocytozu, na clathrinu nezavislou endocytozu,
endocytézu v kapalné fazi, fagocytézu a dal$i. Endocytéza zavisla na clathrinu je
nejlépe studovanou formou endocytické internalizace. Je vysoce regulovana
strukturnimi, adapta¢nimi, regulaénimi a signaliza¢nimi proteiny, které se podileji na
tvorbé endocytickych vezikul, jako i1 jejich odstépovani od plazmatické membrany
(Samaj et al., 2004). Tato internalizace je konzervovany proces, ktery zprostiedkovava
mnoho bunéénych biologickych procest, véetné vyhledavani a desenzibilizaci
receptoru, rozptyleni signala v bunice (Sorkin a von Zastrow, 2002; Murphy et al., 2005;

Lin a Guttman, 2010) a také v boji proti patogeniim.

2.2.3 Methylace cytosinu

Metylace cytosinu je stabilni a dédi€na modifikace DNA, kterd zprosttedkovava
epigenetickou kontrolu v celém genomu. V mnoha eukaryotnich organismech je
regulace genové exprese metylaci DNA klicova pro diferenciaci bun¢k a formovani
pletiv. Na molekularni urovni je metylace DNA spojena s polohovanim nukleosomd,
specifickymi histonovymi modifikacemi a transkripéni aktivitou (Zilberman et al.,
2007; Bernatavichute et al., 2008; Chodavarapu et al., 2010). V rostlinach modulace
metylace DNA v reakci na podminky prostiedi predstavuje potencidlné robustni
mechanismus pro regulaci genové exprese. Ve vyzkumu Dowena et al. (2012) bylo
zjisténo, Ze DNA metylace kontroluje obranné odpovédi Arabidopsis proti biotrofnimu
patogenu Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst). Profilovani DNA
methylomil rostlin Arabidopsis vystavenych bakteridlnim patogenim, avirulentnim
bakteriim nebo hormonu kyseliné salicylové (SA), odhalilo mnoho diferencialné
metylovanych oblasti vyvolanych stresem, z nichz mnohé byly tzce spojeny se
selektivni aktivaci genové exprese.

Regulovana degradace proteint zprostfedkovana ubiquitinem a proteazomem (UPS =
ubiquitin proteasome system) hraje zésadni roli v tom, Ze umoziiuje rostlindm meénit

jejich proteom, ¢imz rostliny zvysuji své Sance na pieziti za mnoha ruznych podminek.



UPS se podili na regulaci téméf vSech vyvojovych procesi v rostlinach, od
embryogeneze az po produkei rostlinnych organti, pravdépodobné diky své usttedni roli
v mnoha hormondlnich cestach. Nedavné dikazy pomahaji pochopit molekularni
mechanismy, pfii kterych dochazi k propojovani systému UPS s biotickymi obrannymi

reakcemi prostiednictvim hormonalni regulace (Dreher a Callis, 2006).

2.2.4 Rostlinné hormony

Soucasné ditkkazy naznacuji, Ze rostlinny hormon kyselina abscisova (ABA) hraje
dilezitou tlohu v mnoha aspektech vyvoje rostlin a v adaptivnich reakcich na rtzné
environmentalni podminky (Shinozaki et al., 2003). Role ABA v odolnosti vuci
chorobam rostlin vSak neni Upln¢ definovana. Naproti tomu rostlinné hormony kyselina
salicylova (SA), kyselina jasmonova (JA) a ethylén (ET) hraji hlavni roli v rezistenci
vici chorobam. Tyto biotické stresové hormony jsou soucéasti komplexni sité
synergickych a antagonistickych interakci (Thomma et al., 2001; Turner et al., 2002).
Na zaklad¢ experimentl s exogenni aplikaci ABA, inhibici biosyntézy ABA, ¢i pouZziti
mutantll S deficienci ABA bylo prokézdno, Ze zvySené hladiny ABA koreluji se
zvysenou citlivosti rostlin vii¢i patogentiim. Pozorované zmény v koncentraci ABA byly
vSak mirné ve srovnani s dramatickymi zménami v produkci SA, JA nebo ET pii
patogenezi (Audenaert et al., 2002; Mohr a Cahill, 2003; Thaler a Bostock,
2004). U rostlin Arabidopsis pii oSetfeni ABA nebo stimulaci stresem, coz vedlo k
velkému zvySeni koncentrace ABA, doslo ke zvySeni nachylnost k avirulentnim
bakteriim (Mohr a Cahill, 2003). Bylo zjisténo, ze koncentrace ABA je dulezita pro
vyvoj nachylnosti K onemocnéni u Arabidopsis. ABA negativné ovliviiuje rezistenci na
chorobu hlavné tim, Ze interferuje na rliznych Grovnich se signalizaci biotickych strest.
Rychla tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) je ustfedni soucasti odpovédi na

odolnost viuci chorobam a signalizaci ABA (Laloi et al., 2004).

2.2.5 Tvorba reaktivnich forem kysliku

DalSim charakteristickym znakem uspé$ného rozpoznani rostlinnych patogenu je také
rychla a prechodna produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) nazvana "oxidativni
hoteni" (Lamb a Dixon 1997, Torres et al., 2006). Tato produkce ROS je typicky
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apoplasticka a dvoufazova (Levine et al., 1994). Prvni je nespecificka pifechodna faze,
ktera obvykle probiha béhem nékolika minut po interakci s patogenem. Druha faze je
trvald, nastdva po nékolika hodinach po ttoku patogena a je obvykle spojena se
vznikem obrany a hypersenzitivni reakci (HR) (Piedras et al., 1998; Grant a Loake,
2000). Produkce ROS se objevuje vzdy béhem aktivace jak PTI, tak ETI. Nicmén¢,
rozpoznavani faktorti avirulence z bakteridlnich, houbovych nebo virovych patogenti
prostiednictvim odpovidajicich R proteini také indukuje silné oxidativni hofeni
(Piedras et al., 1998, Torres et al., 2002). ROS maji, podle nékolika experimentu, také
signaliza¢ni funkci. Pomahaji zprostfedkovat aktivaci obrannych gent a vytvéiet dalsi
obranné prostredky, kontroluji transkripéni faktory nebo interaguji s jinymi
signaliza¢nimi slozkami, jako jsou fosforyla¢ni kaskady (Kovtun et al., 2000; Mou
etal., 2003). ROS mohou také zprostifedkovat syntézu fytoalexini a sekundarnich
metaboliti, které potlacuji rist patogent (Thoma et al., 2003). Jsou vsak nejcastéji
spojeny s HR, ktera ptispiva k omezeni Sifeni patogenti a mize byt zdrojem signall pro

vytvoreni dalSich obrannych prostiedkt (Mur et al., 2008).

2.2.6 Stresem indukované mitogen aktivované protein kinasy

Rostliny reaguji na napadeni patogenem tim zptisoben, ze aktivuji vicestupiiové obranné
reakce, které zahrnuji rychlou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), posilenim
bunécnych stén a hypersenzitivni reakci, kterou piedstavuje lokalizovand buné¢na smrt
v mistech infekce (Jonak et al., 2002). Tyto reakce zabezpecu;ji signalni drahy spojené
s kaskadami Mitogenem aktivovanych proteinovych kinas. O nich je znamo, Ze reguluji
bunécny rist a smrt, diferenciaci, bunéény cyklus a reakce na stresové faktory (Tanoue
et al., 2001). Eukaryotické mitogenem aktivované protein Kinasové (MAPK, také
nazyvané MPK) kaskady prenasSeji environmentdlni a vyvojové podnéty do
intracelularnich odpovédi. MAPK kaskady se skladaji minimalné ze tii kinasovych
komponent (MAPKKK, MAPKK a MAPK) v signalnim modulu. Obecné¢ membranové
receptory stimuluji MAP kinasy kinasy kinasy (MAP3K, také nazyvané MAPKKK
nebo MEKK) (Dan et al., 2001; Tanoue et al., 2001). Nasledné pokracuje sekvencni
fosforylace, kdy MAP3K aktivuji podiizené MAP kinasy kinasy (MAP2K, také
nazyvané MAPKK, MKK nebo MEK), které nasledné aktivuji MAPK. MAPK pak

cilen¢ aktivuji prostiednictvim fosforylace rizné efektorové proteiny v cytoplazmé nebo



jadru, mezi které patii jiné protein Kinasy, enzymy, cytoskeletdlni proteiny nebo
transkrip¢ni faktory (Khokhlatchev et al., 1998).

MAPK jsou promiskuitni serin/threonin protein Kkinasy, které fosforyluji rtzné
substraty, véetné transkripcnich faktorti, proteinovych kinas a cytoskeletalnich proteint.
Specificnost MAPK kaskad fungujicich uvnité stejné buniky zdvisi na piitomnosti
dokovacich domén, které se nachazeji v rtznych slozkiach moduli MAPK a také
prostiednictvim proteinti, které mohou fyzicky integrovat vice proteinti, které se musi
pro aktivaci dostat do vzajemného kontaktu (Tanoue et al., 2001).

Rostlinné MAPK rozdélujeme do Ctyf podskupin (A-D). VétSina znamych clent
rodiny rostlinnych MAPK patii do podskupin A a B. Modelova rostlina, hiisenic¢ek rolni
(Arabidopsis thaliana), obsahuje 12 MAPK ftadicich se do podskupin A-C. Ty maji ve
svém aktivacnim misté¢ aminokyselinovy fosforyla¢ni motiv TEY, zatimco osm MAPK
patiicich do podskupiny D ma na odpovidajici pozici motiv TDY (Jonak et al., 2002).
U vojtésky (Medicago sativa) byly popsany MAPK indukovana stresem (SIMK),
MAPK2 (MMK?2), MMKS3 a stresem aktivovana MAPK (SAMK) (Tena et al., 2001).

Nekolik MAPK kaskad je spojeno s indukci riznych obrannych reakci. U vojtésky
ruzné patogenni elicitory aktivuji rizné kombinace az ¢tyi MAPK, identifikovanych
jako SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK (Cardinale et al., 2000; Jonak et al., 2002).
SIMK a SAMK jsou aktivovany riznym pusobenim stresi (Cardinale et al., 2002).
V ramci signalnich modultt SIMKK jako nadiazena MAPKK, aktivuje SIMK a MMK3,
zatimco PRKK jako nadfazena MAPKK aktivuje SIMK, MMK3 a SAMK (Jonak et al.,
2002).

2.3 Bakterie a jejich interakce s rostlinami

Je zndmo, Ze mnohé bakterie jsou schopné stimulovat rlst rostlin pfimou nebo
neptfimou interakci s kofeny rostlin. Tyto bakterie byly klasifikovany jako rhizobakterie
podporujici rast rostlin (plant growth promoting rhizobacteria = PGPR). Navic velka
cast kotfenového systému rostlin je kolonizovana mykorhizélnimi houbami a jejich

ptitomnost také obecné stimuluje rust rostlin (Artursson et al, 2006).



2.3.1 Symbioticka interakce rostlin rodu Medicago s rhizobialnimi
bakteriemi

Rostliny z ¢eledi bobovitych tvofi prostfednictvim svych kofenovych systémi
vzajemnou symbidzu s bakteriemi rodu Rhizobium a Badyrhizobium. Tyto bakterialni
rody jsou schopny fixovat vzdusni dusik ve specialnich kofenovych organech hostitele,
tzv. hlizkach (nodulech) (Gage et al., 1996). Tento symbioticky vztah zavisi na
vzajemném rozpoznani, které je zaloZzeno na vyméné signilu mezi obéma partnery.
Flavonoidni slouceniny produkované kofeny rostlin jsou prvnimi signaly, které jsou
vyménény mezi hostitelem a jeho rhizobialnim symbiontem (Perret et al., 2000). Jsou
uvolnovany do rhizosféry a rozpoznavany bakterialnimi NodD proteiny, transkripénimi
regulatory, které se vazou piimo na signalni molekulu a jsou schopny aktivovat expresi
adekvatnich gentd k produkci specifickych Nod faktort (NF) (Mulligan a Long, 1985).
Dochazi k syntéze a sekreci rhizobialnich lipochitooligosacharidl, nazvanych nodulacni
(Nod) faktory (NF), které aktivuji fetézec udalosti, jez vede k invazi kofenovych bun¢k
(Obr. 1A, Esseling et al., 2004; Geurts et al., 2005). NF jsou bakteriemi uvolfiovany do
prostfedi. Chemicka struktura NF je dilezitd pro rozpoznani mezi symbiotickymi
partnery. NF jsou rozpoznany membranovymi kinasami podobnymi receptorim LysM
(LysM-RLK) kofenovych epidermalnich bunék. Tim se spousti signalizacni cesta,
kterou tvofi signaliza¢ni modul nazvany spolecna symbioticka cesta (Oldroyd, 2001).

Po interakci kofenovych vlask a NF dochazi ke zméndm v uspotadéani aktinu béhem
3 az 5 minut (Weerasinghe et al., 2003). Prvni deformace kofenovych vlasku se
objevuji po 1 az 3 hodinach (Sieberer et al., 2009). Odpovédi na NF ve vnitinich
pletivech kofene jsou pomalejsi. Reorganizace mikrotubulti a relokace jadra se objevuje
po 16 az 18 hodinach v bunikach pericyklu a podobné udalosti probihaji v kortexu po
18 az 24 hodinach (Timmers et al., 1999). Vysledkem toho je synchronizace tvorby
primordia hlizky ve vnitini vrstvé kortexu s iniciaci tvorby infekéniho vlakna (IT)
v kofenovych vlascich epidermalnich bungk. Zadna z téchto udalosti se neobjevi, pokud
neprobéhne signalizace indukovana NF (Murray et al., 2011).

Prinik bakterii do jednotlivych bunéénych vrstev kofene zacina v epidermalni vrstveé
ptes kofenové vlasky. Zde jsou rhizobakterie zachyceny a nasledné internalizovany
v utésnéné infekéni kapse (Geurts et al., 2005). Prvni pozorovatelnou udalosti v tomto
infekénim procesu je zatoCeni kofend vlaskt (tzv. ,,curling®), pfi némz dochazi

k lokalizované inhibici polarizovaného vrcholového rustu na Spic¢ce kotfenovych vlaski
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a k naslednému postupnému pieorientovani (Obr. 1B, Gage, 2004; Stacey et al., 2006).
Bakterie se uzaviou uvnitt zato¢ené ¢asti kotrenovych vlast, kde rostlinnd buné¢na sténa
degraduje, bunéénd membrana se postupné invaginuje, vznika zde bakteridlni
mikrokolonie, tvofici tzv. infekéni kapsu. V tomto okamziku kofenové vlasky zastavuji
rust smérem ven a zacinaji rist smérem dovniti a vytvareji apoplasticky tubularni utvar,
nazyvany infekéni vlakno (IT), ve kterém se bakterie reprodukuji a postupuji za jeho
rostoucim vrcholem (Obr. 1C, Fournier et al., 2008).

Degradace bunécné stény, aniz by doslo k prasknuti bun€k, je nezbytna pro iniciaci
IT (Ridge a Rolfe, 1985). Enzymy degradujici bunéénou sténu kofenovych vlaska, které
jsou indukovany béhem infekce rhizobii, jsou piedev§im pektinmethylesterdza
a polygalakturonaza (Munoz et al., 1998; Lievens et al., 2002). Enzymy degradujici
sténu rostlinnych bunék jsou vyluCovany na lokalizované misto na membrang, aby
mistné uvolnily nebo degradovaly bunécnou sténu (Vissenberg et al., 2001). IT roste
smérem k délicim se bunkam hlizkového primordia v kortexu kofene (Leborgne-Castel
et al., 2010). Jeste piedtim, nez IT pieroste epidermalni vrstvu kotfene, jsou kortikalni
buniky indukovany k dediferenciaci a k iniciaci bunééného déleni. Kromé kortikalnich
bun¢k se také aktivuji bunky pericyklu. Kdyz infekéni vlakno dosahne bunék
vyvijejicitho se hlizkového primordia, dochazi k jeho vétveni, bakterie se uvoliuji do
bunék prostiednictvim endocytdzy, pticemz vytvateji struktury obalené plasmatickou
membranou nazyvané peribakteridlni nebo symbiosomalni membrana. Peribakteridlni
membrana U¢inné izoluje bakterie od cytoplazmy hostitelskych bunék pii kontrole
transportu vybranych metabolitt v obou smérech (Puppo et al., 2005).

Tyto procesy zaviseji na degradaci bunéénych stén rostlinnych bunck, na syntéze
sloZzek bunécné stény infekéniho vldkna a na reorganizaci cytoskeletdlnich komponent
tvoticich preinfekéni vlakno. Nasledné se rhizobakterie v infikovanych bunkach déli

a diferencuji na bakterioidy (van Brussel et al., 1992; Stacey et al., 2006).
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Obr. 1: Schéma interakce mezi kofenovymi vlasky a rhizobiemi, tvorba infekéniho
vlakna a nodulace (upraveno podle Oldroy, 2013)

Soubézné s rhizobialni infekei, kortikalni bunky iniciuji meristematickou aktivitu,
¢imz vytvareji hlizkova primordia (Obr. 1D). Ve hlizkovém primordiu se bakterioidy
oddéli od cytoplazmy hostitelské buiiky peribakteridlni membranou a vytvoii se
specificka struktura s charakteristikou organely, nazyvana symbiosom. Bakterioidy,
uzaviené ve funk¢ni symbidzni membrané maji peclivé regulovany zdroj kysliku a
uhliku, ktery umoziuje bakteriim U¢inné redukovat dusik uvnitf rostlinnych pletiv. Po
dokonceni diferenciace bun¢k a bakterioidl, bakterie zadinaji exprimovat geny pro
enzymy komplexu nitrogenasy a tim mohou zacit s fixaci atmosférického dusiku (N>)
pticemz se vytvaii amonium (NHs), ktery je nasledné asimilovan hostitelskou rostlinou
(Stacey et al., 2006). Tvorba hlizek je iniciovana mitotickou aktivaci bun¢k vnitiniho
kortexu kofene. Podrobna analyza bunék kotfene Medicago sativa (Timmers et al.,
1999) ukazala, Ze vnitini a stfedni kortikalni bunky, stejné jako bunky pericyklu, jsou
mitoticky aktivovany po inokulaci rhizobialni bakterialni kulturou. Bylo také dokazano,
ze bunky stfedni vrstvy kortexu kotene tvoii meristém zakladajici se hlizky.

Hlizky u rostlin se obecné dé€li na dva druhy, na nedeterminované a determinované.
Maximalni doba fixace dusiku u determinovanych i nedeterminovanych hlizek je
omezena na 3 az 5 tydnt po infekci (Puppo et al., 2005). Nedeterminované hlizky maji
protahly tvar a pochazeji z distdlniho ristu z trvalého meristému; zatimco
determinované hlizky jsou sférické a vyvijeji se z prechodného meristému (Hirsch,
1992). Determinované hlizky ztraci sviij meristém jiz v rané fazi vyvoje. Naproti tomu
nedeterminované hlizky maji trvaly apikalni meristém, aktivita vede k tvorbé riznych
z6n piedstavujicich postupné vyvojové stavy (Vasse et al., 1990; Hadri et al., 1998).

Modelovy rod Medicago tvoii nedeterminované hlizky. Jsou slozeny z pletiv

S odstupniovanym stafim, kde nejmlad$i buiikky se nachazi v blizkosti meristému.
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Centrélni pletivo hlizek se skladd ze dvou bunétnych typl. Prvni typ reprezentuji
infikované bunky, které obsahuji rhizobia, a jsou rozptylené mezi specializovanymi
neinfikovanymi bunikami. Toto centralni pletivo je obklopeno tfemi neinfikovanymi
perifernimi pletivy: parenchymem, endodermis a kortexem. Neinfikovana pletiva jsou
také pritomna v bazalni ¢asti hlizek (Brewin, 1991). Celkovée jsou takové hlizky slozeny
z n¢kolika zoén (Obr. 2). Zona I obsahuje meristém bez bakterii, ktery je tvofen
nediferencovanymi délicimi se bunikami. Zoéna II, neboli zona infekce, obsahuje ve své
distalni casti neinfikované diferencia¢ni burniky (oblast pied infekci) a bunky, kde jsou
bakterie uvoliiovany z IT; v proximalni ¢asti zony II se rostlinné a bakterialni bunky
postupné zveétsuji a diferencuji prostiednictvim fady endoreduplikacnich cykli (Cebolla
et al., 1999). Zoéna III obsahuje symbizémy, v nichz dochazi k fixaci dusiku bakterialni
nitrogenasou. Symbiozémy se skladaji z diferencovanych bakterii obklopenych
peribakterialni membranou rostlinného ptvodu. Oblast mezi zénami II a III je oblasti
nékolika Sirokych bunéénych vrstev, nazyvanych interzéna. Po né€kolika tydnech
postupné zesiluje zona IV, které se vyviji z proximalni ¢asti hlizky (Perez Guerra et al.,
2010).

Prvnimi pfiznaky starnuti hlizky je snizeni hladiny legemoglobinu, coz vede
k rizové az zelené barvé hlizky a ke ztraté turgidity u starSich hlizek (Perez Guerra
etal., 2010). Ve zralych nedeterminovanych hlizkach za¢ind senescence bunék v zoné
IV. Pii starnuti hlizek se tato senescencni zona postupné posouva v proximalnim
distalnim sméru, dokud nedosahne apikalni ¢asti, coz vede k celkové degeneraci hlizek
(Puppo etal., 2005, Van de Velde et al., 2006). Pfi pouziti transmisni elektronové
mikroskopie byly béhem senescence rozliSeny dvé po sobé jdouct stadia: prvni stadium,
charakterizované degradaci bakterii s n€kolika malo umirajicimi rostlinnymi butikami
a pokrocilejsi stadium senescence hlizek, béhem které buiky uplné resorbuji jejich

symbizomy a zacinaji se rozpadat (Van de Velde et al., 2006).
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Obr. 2: Schéma hlizky a jejich zon. A) podélny a B) pfi¢ny fez (upraveno podle Dunpot et al.,
2012)

2.4 Zmény aktinového cytoskeletu béhem symbiotické reakce rostlin
S rhizobialnimi bakteriemi

vvvvvv

Zobrazovani takovéto jemné struktury aktinového cytoskeletu je mimo moZnosti
klasické konfokalni mikroskopie a vyzaduje nové mikroskopické techniky, které
umoznuji vyssi rychlost snimani a vys$i rozliSeni (Genre a Timmers, 2019).
V rostlinach ma aktinovy cytoskelet dtlezitou roli v regulaci intracelularniho transportu,
v morfogenezi, v dynamice endomembranového systému a je klicovym regulatorem
polarity a rastu bun¢k (Staiger, 2000; Braun et al., 2004; Pollard a Cooper, 2009).
Aktinovy cytoskelet je nevyhnutelny i pro rist kofent (Ringli et al., 2002).
V kofenovych vlascich je aktin uspofadan v podélnych svazcich, které se rozprostiraji
podél bunky az ke Spicce (Miller et al., 1999, Lhuissier et al., 2001).

Vlaknity, tzv. F-aktin je nutny i pro pfeprogramovani rustu kofenovych vlaskd,
k jejich deformaci vyvolanou NF a také pro pohyb jadra v kofenovych vlascich (Miller
et al., 1999; Timmers et al., 1999; Sielberer et al., 2005). Reorganizace aktinového
cytoskeletu probiha prostfednictvim polymerace monomerd G-aktinu a nukleaci novych
vlaken pusobenim komplexu ARP2/3 (Smith a Oppenheimer, 2005). Aktivace
komplexu ARP2/3 vyzaduje komplex SCAR/WAVE. Tyto proteiny jsou dulezité pro
rust kofenovych vlaski a jsou jednim z komponentii umoziujicich infekci rhizobialnimi

bakteriemi (Yokota et al., 2009; Miyahara et al., 2010). Nékolik studii ukazalo, ze
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jednou z nejrychlejsich reakci na rhizobidlni NF je pfeskupeni F-aktinu v rostoucich
kofenovych vlascich pied jejich deformaci a zatoCenim (Cardenas et al., 1998;
Vassileva et al., 2005; Weerasinghe et al., 2003). Ve $pi¢kach kofenovych vlasku
vystavenych ptisobeni NF podélné Siroké aktinové svazky rychle prochéazeji fragmentaci
a reorganizaci, také dochazi k vys$si akumulaci difuzniho G-aktinu (Cardenas et al.,
1998, Weerasinghe et al., 2003). Aktinové mikrofilamenty tedy hraji dulezitou roli
behem interakce bobovitych rostlin a rhizobialnich bakterii takovym zptisobem, Ze pre-
programuji rast kofenovych bunék, aby umoznily zacatek a prabéh symbiotickych
interakci. Dulezitym faktem je, Ze intracelularni pohyb jadra k apexu kofenového vlasku
vyzaduje aktin, nikoli v8ak mikrotubuly (Chytilova et al., 2000). Také pohyb jadra
k bazi kotenovych vlasku, ke kterému dochazi po skonceni ristu kotenovych vlaskd,
vyzaduje aktin (Ketelaar et al., 2002).

Nejnovejsi vyzkumy naznacuji, ze rostlinny aktinovy cytoskelet hraje zasadni roli
také pti vyvoji hlizek. Pozorovani dynamiky F-aktinu v zivych bunkach vyvijejicich se
hlizek je vSak omezeno, protoze infikované bunky se nachazeji v jejich vnitinich
pletivech. Ve studii Zhang et al. (2019) byly popsany stabilné transformované rostliny
Medicago truncatula produkujici fazni fluorescenéni protein ABD2-GFP vazici se na
aktinovy cytoskelet. Diky tomu bylo moZné pozorovat organizaci a dynamiku
aktinového cytoskeletu béhem produkce hlizek. Zobrazovani zivych bunék v hlizkach
V tomto experimentu ukazalo, Ze buiiky v oblasti meristému hlizek (zoéna I) jsou malé a
je Vv nich pfitomna perinuklearni aktinova sit’ s typickym uspofadanim (obr. 3a). Sit
aktinovych vldken kolem jadra v meristemickych bunkach je spojena prostfednictvim
cytoplazmatickych provazli s aktinovou siti v kortikalni ¢asti bunék. V bunkéch
infekéni zony (zo6na 11, obr. 3b) dosahla reorganizace aktinu svého maxima, pticemz sit’
aktinovych vlaken se rozkladala od perivacuolarniho prostoru smérem k bakterioidim.
Infek¢éni vlakna jsou zde obklopena hustou siti aktinovych svazku. Také objevili
vyrazné krat§i fragmenty aktinovych svazki, které formou hustych svazk obklopuji
infekéni vlakna. Ve fixacni zoné (zona III, obr. 3c) byla pozorovana silnd fragmentace
aktinu na kratké az bodové struktury. Navic builky v zondch II a III byl zvétSené
s vyrazné zvétSenymi jadry (obr. 3b, c).

Tyto nové vysledky dopliuji piedchozi poznatky o organizaci mikrotubull
v hlizkach M. truncatula (Kitaeva et al., 2016). Diky tomu je mozné podrobné&ji popsat
roli cytoskeletu v diferenciaci bunek hlizek a v procesu uvoliiovani rhizobii z infek¢nich

vlaken. Svazky mikrotubulti podél infekénich vlaken a kolem infekénich kapicek jsou
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uspotradany podél aktinovych filamentd, co potvrzuje, Zze dvé hlavni slozky rostlinného
cytoskeletu (aktin a mikrotubuly) ptsobi synergicky béhem ¢asné kolonizace bunék
kofene rhizobialnimi bakteriemi (Genre a Timmers, 2019). Velky rozdil je v rozlozeni
mikrotubularniho a aktinového cytoskeletu v diferencovanych bunkach hlizek. Bylo
prokazano, ze mikrotubuly jsou usporadany ve svazcich, které vedou podél bakterioidi,

obklopujici vakuolu (Kitaeva et al., 2016). Tento vzor je jen ¢asteéné pozorovan

u aktinovych mikrofilament, které se organizuji do komplexné&jsi sité (Genre a Timmers,
2019).

aktin S. meliloti mRFP jadra sloucené kanaly

Obr. 3: Struktura hlizek u transgennich rostlin Medicago truncatula indukovanych
rhizobiemi S. meliloti kmenu Rm2011 s expresi mRFP. Organizace aktinového cytoskeletu
v riznych zonach hlizek. Organizace F-aktinu oznaceného markerem ABD2-GFP v zoné 1 (A),
z6né 11 (B) a zon& I (D). Ic = infikovana buiika; n = jadro; Sipky oznaduji infekéni vlakna.
Mefitko - 20 um (upraveno podle Zhang et al, 2019).

16



2.5 Vizualizace rostlinného cytoskeletu v zivych bunkach

Abychom dobie pochopili dynamiku ristu rostlin, je dilezité pozorovat a kvantitativné
analyzovat jejich vyvoj neinvazivnim zptsobem V Case. Dulezitym pozadavkem pro
vyzkum rostlinného cytoskeletu je schopnost jednoduse a spolehlivé zobrazovat jeho
organizaci a dynamiku Vv zivych bunikach. Toto je umoznéno z velké ¢&asti diky
pokrokiim ve vyvoji novych pokrocilych metod fluorescencni mikroskopie a uspésnym
zavedenim metod znaceni ¢asti rostlinného cytoskeletu in vivo (Rocchetti et al., 2014;
Lietal., 2015).

Mikrotubuly a aktinové filamenty (F-aktin), které jsou dvéma hlavnimi slozkami
cytoskeletu, 1ze nyni snadno zobrazit v Zivych rostlinnych buitkach pomoci translaéni
fuze s fluorescen¢nimi proteiny (napf. Marc et al., 1998; Vidali et al., 2009).
Zobrazovani cytoskeletu v zivych buiikach pomoci fluorescenéni mikroskopie je z velké
¢asti omezeno na bunky lokalizované na povrchu rostliny, jako jsou epidermalni buiiky,
trichomy a kofenové vlasky (Dyachok et al.,, 2008). Pro zobrazovani cytoskeletu
Vv bunikach umisténych ve vnitinich pletivech rostlin, je nutné pouzit konvenéni metody
fixace, imunolokalizace, fezani ¢i permeabilizace, aby byl umozZnén vstup
cytoskeletalnich fluorescenénich znacek do bun¢k a jejich nasledné efektivni zobrazeni
(napt. Blancaflor a Hasenstein, 2000).

Pokrok ve vyvoji optické mikroskopie zahrnujici rychlejsi metody snimani, vyuziti
citlivgjsich kamer, zavadéni specializovanych imerznich objektivi a optimalizace
napiiklad konfokalni ¢i multifotonové mikroskopie vyrazné prispél K efektivnimu
pozorovani dynamickych procestt V zivych preparatech. V kombinaci s pfimym
znacenim cilovych proteini pomoci exprese fluorescencnich proteinti se tak
zobrazovani zivych bun¢k stava silnym nastrojem pro zkoumani dynamickych procest
v rostlinach (Chalfie et al., 1994; Shaw, 2006; Shaw 2013). Konfokalni laserova
fluorescen¢ni mikroskopie ma omezeni v hloubce pronikani do zkoumaného vzorku (asi
500 um), coz je zpusobeno rozptylem svétla. Dale je znamo, Ze tyto zobrazovaci
piistupy zplsobuji poskozovani Zivych bunék vysokou intenzitou svétla (tzv.
,fototoxicita“), co mize vyrazn¢ omezovat vyuziti této metody pii analyze velkych
objemnych objekti. Fluorescenéni mikroskopie S vyuzitim tenkého listu svétla (light-
sheet fluorescence microscopy, LSFM) je naopak atraktivni volbou. Detekce
vyzafovaného signalu se u této metody provadi kolmo k roviné osvétleni (Abadie et al.,
2018).

17



Fototoxicita pfi mikroskopickém pozorovani vyrazné limituje délku pozorovani
bunéénych a vyvojovych procest v rostlinach (Sena et al., 2011). Technicky pokrok
V tomto sméru nastal pravé zavedenim metody Light-sheet fluorescen¢ni mikroskopie
(LSFM). Principem LSFM je plosné osvétlovani jedné optické roviny vzorku pomoci
svételného paprsku ve tvaru tenkého listu svétla. Toto osvétleni je kolmé na rovinu
detekéni drahy, kterou zabezpeCuje nezavisly objektiv (Maizel et al., 2011; Becker
et al., 2013). Mira fototoxicity je vyrazné redukovana a pokud se vyskytne, postihuje
bunky a fluorofory pouze v rovin¢ osvétleni a jenom v zo6né ohniskové roviny
detekéniho objektivu (Reynaud et al., 2008). Tato konfigurace osvétlovani
azobrazovani vyrazné¢ omezuje i vypalovani fluorescenénich znacek (tzv.
,fotobleaching®), minimalizuje tim energetické zatizeni vzorku. Rychlé zobrazovani
soucasnym nasnimdnim celé roviny na €ip kamery nésledné¢ umoziiuje velice rychlé
ziskavani volumetrickych dat celého vzorku v riiznych hloubkach (z-rovinach), ¢ehoz se

nasledné vyuziva k 3D rekonstrukci obrazu celého vzorku (Becker et al., 2013).

2.5.1 Vyuziti Light-sheet mikroskopie v rostlinné vyvojové biologii

Technologie LSFM poskytuje mimo jiné i jedinecné uspofadani osvétlovacich
a zobrazovacich prvkd, které je vhodné pro mikroskopovani rostlin. Vzorek je ke
snimani nainstalovan vertikaln€, coz umoznuje, aby kofeny rostly pfirozené dolit ve
sméru gravitace. Konstrukce LSFM také umoziuje pohyb a rotaci vzorku kolem svislé
0sy, je tedy mozné tvotit obraz z riznych hla a vytvofit trojrozmérny model (Reynaud
et al., 2008). Vybuzena fluorescence je detekovana nezavislym objektivem a
detekovana CCD kamerou. Vicebarevné a vicekanalové snimani je dosaZzeno pomoci
kombinace riznych laserovych excitacnich vinovych délek, emisnich fluorescencnich
filtrit a dualniho kamerového systému (Ovecka et al., 2015, Maizel et al., 2011).
Sniméni Zivych vzorkli na kratkou dobu pomoci klasickych fluorescencnich
mikroskopickych metod je pomérné snadné. Také jejich ptiprava je tak jednoducha, ze
sta¢i pouze rostlinu umistit na sklicku ve vhodném médiu s krycim sklem nahote
(Calder et al., 2015). Usp&iné zobrazovani Zivych rostlin s vysokym rozlisenim po
Nevyhnutelnosti je udrzovat stalé prostfedi, které obklopuje vzorek, fyziologické

podminky, a dale musi byt vzorek ve stabilni poloze pfi sniméani. V naprosté¢ vétSing
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ptipadt sledovani vzorki po dlouhou dobu je nutné vyuzit specialni zpusob jejich
ptipravy, nékdy s nutnosti pfipravy specialnich pozorovacich komor (Chan et al., 2007).

I kdyz je rostlinny material relativné odolny viéi ur€itym zménam v prostiedi, jsou
rostliny vyrazné citlivé na snizeni hladin Zivin a kysliku béhem mikroskopickych
experimentll. Bylo prokazéno, Ze napiiklad nedostatek kysliku md vliv na zmény
v lokalizaci urcitych jadernych proteintl, pficemz se objevuje abnormalni skvrnity vzor
jejich distribuce (Koroleva et al., 2009). Proto musi byt pozorovaci komurky pro
dlouhodobé snimani rostlin navrzeny tak, aby udrzovaly vhodné prostiedi, idealné aby
vzorek vydrzel byt vitalni po dobu az nékolika hodin a dnti. Pokud rostou rostliny ve
statickych systémech, ziviny v médiu se po né&jaké dobé zcela vycerpaji, co vyrazné
redukuje jejich viabilitu. Proto se stale Cast&ji vyuZivaji perfuzni systémy, Které jsou
schopny vyménovat ochuzené médium kolem vzorku za erstvé médium, ¢imz je
kontinualné zajisténa stabilita prostiedi, ve kterém rostliny rostou, a to po celou dobu

trvani experimentu (Calder et al., 2015).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie

e 1000x Gamborg’s vitamin (DUCHEFA BIOCHEMIE)

e 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution (DUCHEFA BIOCHEMIE)

e 37% Kyselina chlorovodikova (Sigma-Aldrich)

e 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova  kyselina ~ (HEPES,  Duchefa
Biochemie)

e 4x Laemli Sample buffer (BioRad)

e 70 % a 96 % etanol (PENTA)

e Adenin (SIGMA-ALDRICH)

e Agarosa s nizkou teplotou tani (SIGMA-ALDRICH)

e Blotting-Grade Blocker (BioRad)

e BSA (hovézi sérovy albumin; Sigma-Aldrich)

e CaCl, (SIGMA-ALDRICH)

e Clarity TM Western ECL Substrate (BioRad): Luminol/enhancer solution a
Peroxide solution

e cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)

e CuSO;4.5H0 (SIGMA-ALDRICH)

e DL-Dithiothreitol (DTT, Sigma-Aldrich)

e Dodecylsiran sodny (SDS, Sigma-Aldrich)

e Egtakova kyselina (EGTA, Sigma-Aldrich)

e FeSOs. 7H20 (SIGMA-ALDRICH)

e Gamborg B5 medium - Basal salt mixture (DUCHEFA BIOCHEMIE)

e Gellan gum powder (Alfa Aesar)

e Sachar6za (SIGMA-ALDRICH)

e Glycin (Sigma-Aldrich)

e H3BO3(DUCHEFA BIOCHEMIE)

e Hypochlorid sodny (SIGMA-ALDRICH)

e Isopropanol (Sigma-Aldrich)

e KH2PO4 (SIGMA-ALDRICH)
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¢ Kinetin (DUCHEFA BIOCHEMIE)

e KOH (SIGMA-ALDRICH)

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

e L-glutathion (SIGMA-ALDRICH)

e L-prolin (SIGMA-ALDRICH)

e L-serin (SIGMA-ALDRICH)

e LB Broth s agarem (Miller) (SIGMA-ALDRICH)

e MgSOs. 7H,0 (SIGMA-ALDRICH)

e Micro agar (DUCHEFA BIOCHEMIE)

e MnSO; . H0 (SIGMA-ALDRICH)

e Murashige and Skoog medium - Basal salt mixture (DUCHEFA BIOCHEMIE)
e Myoinositol (DUCHEFA BIOCHEMIE)

¢ N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma-Aldrich)
e NaEDTA (SIGMA-ALDRICH)

e NaHPO4. 2H,0 (SIGMA-ALDRICH)

e Na;M004. 2H20 (SIGMA-ALDRICH)

e Peroxosiran amonny (Sigma-Aldrich)

e PhosSTOP (Roche)

e Ponceau S (Sigma-Aldrich)

e Precision Plus Protein TM Dual Color Standards (BioRad)

e Protein Assay Dye Reagent Concentrate 5x (BioRad)

e Sterilizovana destilovana voda

e Ticarcilin disodium/clavulanate potassium (DUCHEFA BIOCHEMIE)
e Tryptone (SIGMA-ALDRICH)

e Tween ® 20 (SIGMA-ALDRICH)

e Yeast extract (SIGMA-ALDRICH)

e 7ZnS0O4. H20 (SIGMA-ALDRICH)

3.1.2 Pouzité protilatky
e Primarni afinitné precisténa mysi polyklonalni protilatka anti-Actin (Sigma Aldrich)

e Primarni afinitné precisténa krali¢i polyklonalni protilatka anti-MMK3 (GenScript)
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Primarni afinitné izolovana krali¢i polyklonalni protilatka anti-AtMPKG6 (Sigma-
Aldrich)
Primatni krali¢i Phospo-p44/42 MAP kinase (thr202/tyr204) polyklonalni protilatka

(Cell Signaling Technologies)

Sekundéarni kozi anti-krdli¢i protilatka s navazanou kienovou peroxidasou

(Horseradish peroxidase-linked 1gG, Invitrogen)

Sekundarni kozi anti-mySi protilatka s navdzanou kienovou peroxidasou

(Horseradish peroxidase-linked 1gG, Invitrogen)

3.1.3 Pouzité pristroje

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

e Aparatura na SDS-PAGE a Western blot (BioRad)

e Aparatura na vyrobu gell (BioRad)

e Autoklav Sterivap HP IL (MMM Group)

e Automatické pipety (Eppendorf)

o Centrifuga stolni chlazend ScanSpeed 1730 MR (LaboGene)

e Dokumentaéni syst¢ém ChemiDocTM MP (BioRad)

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

o Epifluorescen¢ni mikroskop se systémem Apotom (Axio Imager M2, Apotome.2,
ZEISS, operaéni program ZEN Blue)

e Epifluorescenéni mikroskop (Axio Imager M2, ZEISS, opera¢ni program ZEN
Blue)

e Fotoaparat Nikon 7000 (Nikon)

e Fytotron (WEISS Gallenkamp)

e Hlubokomrazici box (Panasonic)

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

e (Chlazena centrifuga Allegra (Beckman Coulter)

e ImageScanner™ III (GE Healthcare)

e Laboratorni predvazky (S1502, BEL-Engineering)

e Laminarni box (MERCI)

e Lightsheet mikroskop (Lightsheet Z1, ZEISS, operacni program ZEN Black)

e Mikrocentrifuga s vortexem FVL-2400N (BioSan)

22



e Mikrovinna trouba (MGE21, HITACHI)

e pH metr stolni (PC 2700)

e Spektrofotometr Infinite M Nano (Tecan)

e Stereomikroskop s kontinualnim zvétSenim (Axio Zoom.V16, ZEISS, opera¢ni
program ZEN Blue)

e Termoblok (Bioer)

e Tiepacka Rocker Shaker MR - 12 (BioSan)

e Vortex (MIXER, Labnet International, Inc.)

3.1.4 Pouzité roztoky a média

Steriliza¢ni roztok pro povrchovou sterilizaci semen

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

Zasobni roztok aminokyselin

6,65 g glutamin

0,83¢g serin

0,004 g adenin

0,083 g L-glutathion

Doplnéno do 250 ml dH20, sterilizovano ptes 0,2 pm bakteriologicky filtr, uchovavano

pfi teploté 4°C.

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

10 mg 2,4-D

0,5ml 70 % etanol

8 ml H20

1,5ml 1 M NaOH

Vortexovano, doplnéno 10 ml H20, sterilizovano ptes 0,2 um bakteriologicky filtr,

uchovévano pii -20°C.
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Zasobni roztok kinetinu (0.1 mg.ml )

1 mg Kinetin

2ml 1 M NaOH

Vortexovano, doplnéno 10 ml H20, sterilizovano ptes 0,2 um bakteriologicky filtr,

uchovévano pii -20°C.

Pevné kultivaéni MS médium

43¢l Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)
30g.I? sachar6za

45911 Gellan gum

MiliQ H20, pH 5,7 (upraveno 1 M KOH)), sterilizovano autoklavovanim.

Pevné kultivaéni MMS médium

43¢l Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)
1 mlI? 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution

0.1g.l? myoinositol

30g.I7 sachardza

4,5¢9.I" Gellan gum

MiliQ H20, pH 5,7 (upraveno 1 M KOH)), sterilizovano autoklavovanim.

Pevné BSH médium k indukci kalogenézy

3.1¢g.l? Gamborg’s BS5 basal salt mixture

1.0mLIT  1000X Gamborg’s vitamin

0.5¢g.I? KNOs3

0.25¢g.I"  MgSO4-7H,0

0.5g9.I7  prolin

30g.I? sachar6za

45 g.l? phytagel

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

30 mlIT  roztoku aminokyselin

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

0.1 mg.I"Y  kinetinu (250 pl zasobniho roztoku kinetinu na 250 ml media).
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Pevné B50 médium k indukci somatické embryogeneze

3.1g.0'  Gamborg’s BS basal salt mixture

1.0 mLIY  1000X Gamborg’s vitamin

0.5¢g.I1 KNOs

0.25¢9.IY  MgSO4-7H.0

0.5g9.17  prolin

30g.It sachardza

45917 phytagel

MiliQ H2O, pH 5,7 (upraveno 1 M KOH), sterilizovano autoklavovanim. Po
autoklavovani bylo ptidano:

30 mLI*  roztok aminokyselin

Tekuté Fahraeus médium bez No:
Zasobni roztoky:
Makronutrienty

do pracovniho roztoku pouzito:

1,232 g/10 ml MgS0s . 7H20 (1 mi/)
0,953 g/10 ml KH2PO, (1 mi/)
0,712 g/10 ml NaHPOs. 2H,0 (2 mi/l)
0,13 g/10 ml Fe-EDTA (2,5 mi/l)

Mikronutrienty

do pracovniho roztoku pouzito:

0,01 g/10 ml MnSOs . H20 (100 pl/1)
0,015 g/10 ml CuSO4 . 5H,0 (100 pl/l)
0,017 g/10 ml ZnS04. H,0 (100 pl/l)
0,01 g/10 ml H3BOs (100 pl/l)
0,011 g/10 ml NazM00s. 2H,0 (100 pl/l)

pH 6,5 (upraveno 1 M a 0,1 M HCI), sterilizovano autoklavovanim

pfidano po autoklavovani: 1,1098 g/10 ml  CaCl;

Pevné Fahraeus médium bez No:
Makronutrienty a mikronutrienty viz ,,Tekuté Fahraeus médium bez N»*

Piiddno: 13 g.It mikroagar
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pH 6,5 (upraveno 1 M a 0,1 M HCI), sterilizovano autoklavovanim

Pfidano po autoklavovani: 1,1098 g/10 ml  CaCl>

Tekuté TY médium pro kultivaci S. meliloti

5.09.1% bacto—tryptone

3.0g.l yeast extract

MiliQ H20, pH 7,2 (upraveno 1 M HCI), sterilizovano autoklavovanim.
autoklavovani bylo pfidano:

0,665¢g.l1-1 CaCl,

Pevné TY médium pro kultivaci S. meliloti

5.0 g.I" bacto—tryptone

3.0g.l yeast extract

15g.I"t mikroagar

MiliQ H2O, pH 7,2 (upraveno 1 M HCI), sterilizovano autoklavovanim.
autoklavovani bylo ptidano:

0,665g.l1-1 CacCl,

LB médium pro kultivaci S. meliloti
40 g.I" LB Broth s agarem (Miller)
MiliQ H20, pH 7,2 (upraveno 1 M HCI), sterilizovano autoklavovanim.

Extrakéni pufr E (do 100 ml)
1,19¢ HEPES, pH 7,5 (NaOH)

043¢ NaCl

38 mg EGTA

100 pl 1M MgCl,

4 mg NaF

10 ml 10 % glycerol

Doplnéno: MiliQ H20 do 100 ml. Sterilizovano pomoci filtru s velikosti port 22 um
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Kompletni Extrakéni pufr E

+ 1M DDT lul/lml
Complete  1tableta/ Iml MiliQ > 20 ul/1 ml
Phostop 1 tableta/ 1 ml MiliQ > 100 ul/1 ml

Pi'enosovy pufr 10x (TB)

30g.It Tris
144 g1t Glycin
Doplnéno MiliQ H20

Pracovni TB:

100 ml 10x TB

100 ml 100 % methanolu
800 ml MiliQ H.O

Tris buffered saline 10x (TBS) pufr

242 9.0 Tris

87,89.17  NaCl

MiliQ H20, pH 7,4 (upraveno koncentrovanou HCI)

1x TBST pufr

100 ml TBS

899 ml MiliQ H20
1ml Tween 20
Elektrodovy pufr (RB)
30g.lt Tris

144 g1t Glycin

10 g.I* SDS

MiliQ H.0

Pracovni RB:
100 ml RB
900 mi MiliQ H20

27



Ponceau S barvici roztok

19

Ponceau S

50 ml Kyselina octova
950 ml MiliQ H20

0,5M Tris-HCI pH 6,8

6g

Tris

60 ml MiliQ H20
Doplnéno MiliQ do 100 ml, pH 6,8 (upraveno 1 M HCI)

1,5M Tris-HCI pH 8,8

54,45 g Tris

150 ml MiliQ

Doplnit MiliQ do 300 ml, pH 8,8 (upraveno 1 M HCI)

3.1.5 Rostlinny material

Medicago sativa divoky typ, kultivar Europe, rostliny pochazejici ze semen
Medicago sativa transgenni linie kultivaru RSY sexpresi konstruktu
35S::ABD2:GFP (,,actin-binding domain 2%), u niZ jsou znacena aktinova vlakna,
rostliny pochézejici ze semen

Medicago sativa kontrolni linie kultivaru RSY, rostliny pochazejici ze semen
Medicago sativa transgenni linie kultivaru RSY s expresi konstruktu
35S::ABD2:GFP (,,actin-binding domain 2), u niZ jsou znafena aktinova vldkna
indukované in vitro procesem somatické embryogeneze

Medicago sativa kontrolni linie kultivaru RSY indukované in vitro procesem
somatické embryogeneze

Medicago sativa transgenni linie kultivaru RSY s expresi konstruktu SIMKK-
RNAI, u niz doslo k umléeni exprese SIMKK, genu pro nadfazenou kinasu k SIMK,

indukované in vitro procesem somatické embryogeneze
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3.1.6 Bakterialni material

Kmeny Sinorhizobium meliloti Rm2011 divokého typu a kmeny Rm2011 obsahujici
plazmid pHC60 (tetR, strR), kodujici mRFP nebo obsahujici plazmid pHC60 (tetR)
kodujici GFP (Boivin et al., 1990; Wang et al., 2016).

3.2 Metody

3.2.1 Piiprava médii pro indukci somatické embryogeneze Medicago
sativa v in vitro podminkach

Pro indukci somatickych embryi bylo ptfipraveno ne€kolik rtiznych druht pevnych médii,
které¢ se li§i slozenim Zivin a hormond. Médium k indukci somatickych embryi
obsahovalo komer¢né vyrabénou Gamborgovu B5 smés elementi, komeréné vyrabénou
smés vitaminl, sacharézu, podpurné latky (aminokyseliny, kinetin, KNOs3
a MgSOs - 7H20) a auxin (2,4-D). Pro zpevnéni média byl pouzit 0,45 % Gellan gum
Médium bylo ztedéno na pozadovany objem sterilni destilovanou MiliQ vodou.

Kultiva¢ni médium k indukci kalusu obsahovalo komeréné vyrabénou Gamborgovu
B5 smés elementli, komeréné vyrabénou smés vitaminl, sacharézu, podpirné latky
(aminokyseliny, KNOs a MgSOgs - 7H20). V tomto médiu uz chybél kinetin a 2,4-D. Pro
zpevnéni média byl pouZzit Gellan gum o koncentraci 0,45 %. Médium bylo zfedéno na
poZadovany objem sterilni destilovanou MiliQ vodou.

Zrala somaticka embrya byla kultivovdna na médiu obsahujici komeréni kompletni
MS médium bez vitamini, dale komercni Nitch a Nitch smés vitaminid a sacharozu. Pro
zpevnéni média byl pfiddn Gellan gum (0,45 %). Médium bylo zfedéno do
poZadovaného objemu sterilni destilovanou MiliQ vodou.

Pro indukci zelenych c¢asti a pozd¢jsi kultivaci rostlin ze somatickych embryi bylo
pouzito médium obsahujici komeréni kompletni MS médium bez vitamind, doplnéné
sachardzou. Pro zpevnéni média byl ptidan Gellan gum (0,45 %). Médium bylo zfedéno
do pozadovaného objemu sterilni destilovanou MiliQ vodou.

Vsechna média byla pfipravena v objemu 1 1. Smés potiebnych latek byla doplnéna
na 800 ml sterilni destilovanou vodou a promichana magnetickym michadlem. Po
rozpusténi vSech latek bylo zméteno pH a upraveno pomoci 1 M KOH na hodnotu 5,7.
Poté byl objem doplnén do 1 I sterilni destilovanou vodou a médium rozdé€leno do Ctyt

lahvi o objemu 250 ml. Takto pifipravené médium se sterilizovalo v autoklavu.
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3.2.2 Priprava pevného MS média pro kultivaci Medicago sativa ze
semen

Pro kultivaci rostlin ze semen bylo pouZzito médium obsahujici komeréni kompletni MS
médium bez vitaminii, doplnéné sachar6zou. Pii piipravé kultivacniho MS média pro
Medicago bylo nutné pouzit vétSi mnozstvi sachardzy jako zdroje uhliku (30 g/l), nez
pti kultivaci jinych rostlin (napt. 3x vice, nez je pouzito pii kultivaci Arabidopsis
thaliana). Pouziva se komeréni kompletni MS médium bez vitamind, které slouzi jako
zdroj makro- a mikroelementd. Pro zpevnéni média byl pouzit Gellan gum
0 koncentraci 0,45 % (4,5 g/l). Smé&s potiebnych latek byla doplnéna na 800 ml sterilni
destilovanou vodou a promichana magnetickym michadlem. Po rozpusténi vSech latek
bylo zméteno pH a upraveno pomoci 1 M KOH na hodnotu 5,7. Poté byl objem doplnén
do 1 1 sterilni destilovanou vodou a médium rozdéleno do ¢ty lahvi o objemu 250 ml.

Takto ptipravené médium bylo sterilizovano v autoklavu.

3.2.3 Priprava pevného Fahraeus média bez obsahu dusiku

Fahraeus médium, na rozdil od MS média neobsahuje sachardzu jako zdroj zivin, je
sloZzeno pouze z makroelementi a mikroelement. Do plastové nadoby byly pomoci
automatické pipety pfidany makroelementy a mikroelementy z pfedem pfipravenych
zasobnich roztokl. Pro zpevnéni média byl pouzit Mikroagar o koncentraci 1,3 %
(13 g/l). Smeés roztokt byla doplnéna na 800 ml sterilni destilovanou vodou
a promichana magnetickym michadlem. Bylo zméfeno pH a upraveno pomoci 1 M HCI
na hodnotu 6,5. Poté byl objem doplnén do 1 1 sterilni destilovanou vodou a médium
rozdéleno do ¢tyt lahvi o objemu 250 ml. Takto pfipravené médium bylo sterilizovano
v autoklavu. Po autoklavovani byl do ochlazeného média pfidan zasobni roztok CaClz

v poméru 100 pl/l (upraveno podle Fahraeus, 1957).

3.2.4 Priprava tekutého Fahraeus média bez obsahu dusiku

Do plastové nadoby byly pomoci automatické pipety piiddny makroelementy
a mikroelementy z ptedem prfipravenych zasobnich roztoki. Smeés roztokd byla
doplnéna na 800 ml sterilni destilovanou vodou a promichana magnetickym michadlem.

Bylo zméteno pH a upraveno pomoci 1 M HCI na hodnotu 6,5. Poté byl objem doplnén
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do 1 | sterilni destilovanou vodou a médium rozdéleno do ¢ty lahvi o objemu 250 ml.
Takto pfipravené médium bylo sterilizovano v autoklavu. Po sterilizaci byl do
ochlazeného média ptidan zasobni roztok CaClz v poméru 100 pl/l (upraveno podle

Fahraeus, 1957).

3.2.5 Priprava TY média pro kultivaci S. meliloti

Toto kultivacni médium obsahuje trypton a kvasnicovy extrakt. Pro zpevnéni média byl
pouzit Mikroagar o koncentraci 1,5 % (15 g/l). Smés potiebnych latek byla doplnéna na
800 ml sterilni destilovanou vodou a promichana magnetickym michadlem. Po
rozpus$téni vSech latek bylo zméfeno pH a upraveno pomoci 1 M KOH na hodnotu 5,7.
Poté byl objem doplnén do 1 1 sterilni destilovanou vodou a médium rozdé¢leno do ¢tyr
lahvi o objemu 250 ml. Takto pfipravené médium bylo sterilizovano v autoklavu. PO
sterilizaci v autoklavu byl do ochlazeného média pfidan zasobni roztok CaCl. poméru
100 pl/l. Pokud bylo pottebné pfipravit pevné TY médium, byl pied sterilizaci
v autoklavu pro zpevnéni média pouzit mikroagar o koncentraci 1,5 % (15 g/1). Médium

0 objemu 250 ml bylo poté rozdéleno do deseti kulatych Petriho misek.

3.2.6 Priprava LB média pro kultivaci S. meliloti

M¢édium bylo pfipraveno navazenim piislusného mnozstvi smési latek v 800 ml sterilni
destilované vody a promichdno magnetickym michadlem. Po rozpusSténi vSech latek
bylo zméfeno pH a upraveno pomoci 1 M KOH na hodnotu 7,2. Poté byl objem doplnén
do 1 1 sterilni destilovanou vodou. Médium bylo rozdéleno do ¢tyf lahvi o objemu

250 ml. Takto piipravené médium se potom sterilizovalo v autoklavu.

3.2.7 Priprava kultury Sinorhizobium meliloti ze zasobniho roztoku

Z mraziciho boxu (-80 °C) byly mikrozkumavky Eppendorf s kulturou S. meliloti
pfeneseny do laminarniho boxu, kde byla ¢ast roztoku rozmrazena. Sterilni
bakteriologickou klickou byla odebrana ¢ast kultury rozetiena na Petriho misku
spevnym TY médiem nebo LB médiem, do kterého byla piedem ptfidana piislusna
antibiotika (tetracyklin 50 mg/l, streptomycin 400 mg/l) v poméru 1:1000. Miska byla

cey

obalena alobalem, jelikoz bakterie S. meliloti jsou ptudni bakterie zijici ve tmé. Takto
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pfipravend miska s bakteriemi byla pfenesena do inkubatoru, kde se bakterie kultivovaly
pfi 30 °C. Kultivace trvala pfiblizn¢ 48 hodin. Po ndrGstu bakteridlnich kolonii se

Petriho miska ptenesla do chladnicky (4 °C), aby se rust bakterii zpomalil.

3.2.8 Priprava a kultivace kultur S. meliloti ve Fahraeus médiu bez
obsahu dusiku

Do sterilni zkumavky Falcon, s pfipravenym tekutym Fahraeus médiem (20 ml), byla
sterilnim paratkem naocCkovana ¢ast narostlé kultury S. meliloti z TY (LB) média na
Petriho misce. Zkumavka se utésnila Parafilmem a obalila aluminiovou folii z dtivodu
pruniku svétla k bakteriim. Takto ptipravené zkumavky se pienesly do inkubatoru
s trepaCkou, ve kterém byly suspenzni kultury kultivovany pfi teploté 30 °C a rychlosti

tiepani 150 otacek/min. Kultura se takto kultivovala ptes noc.

3.2.9 Povrchova sterilizace semen M. sativa

Semena divokého typu i transgennich a kontrolnich linii Medicago byla skladovana
v lednici v mikrozkumavkach Eppendorf.

V laminarnim boxu Se semena sterilizovala ve sterilni mikrozkumavce Eppendorf.
K semeniim piidan 1 ml 70 % etanolu, a za stalého protiepavani se nechal ptisobit po
dobu 30 sekund. Nasledné¢ bse etanol vyménil za 1 ml steriliza¢niho roztoku. Semena
byla za stalého protiepavani v roztoku sterilizovana 3 minuty. Po sterilizaci se semena
promyla 5 x po 2 minutach sterilni destilovanou MiliQ vodou. Po poslednim promyti
byla semena imbibovana pies noc v lednici (pii 4 °C) v téZe mikrozkumavce v 1 ml

Cisté sterilni destilované MiliQ vody.

3.2.10 Kaultivace semen divokého typu kultivaru Europe

V prvnim experimentu byla pouzita semena M. sativa divokého typu kultivaru Europe.
Po imbibici ve vodé (24 hodin, pfes noc) byla semena vyseta jak na pevné kultivaéni
MS médium, tak na pevné kultivacni Fahraeus médium bez No. Pevné MS médium
slouzilo ke kultivaci v kontrolnich podminkach za pfistupu plného spektra zivin. Pevné

Fahraeus médium bez Nz bylo potiebné ke kultivaci v podminkach S minimalnim
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obsahem zivin bez pfistupu dusiku. Dale slouzilo k pozdéjsimu studiu interakce rostlin

s bakteriemi S. meliloti.

3.2.11 Kultivace semen M. sativa kontrolni linie RSY a transgenni
linie s produkci ABD2-GFP

V dal$im experimentu byla pouzita semena M. sativa kontrolni linie RSY a transgenni
linie produkujici ABD2-GFP. Slo o semena rostlin, ktera prosla procesem
samospraSeni. Jelikoz se druh Medicago rozmnozuje predev§im cizosprasné, doslo
U téchto semen k urcité inbredni depresi, kterd zamezovala volnému kli¢eni. Bylo tedy
nutné mechanicky naruSit osement, a tim umoznit kotinku vyklicit.

Experiment s narusenim osemeni probihal dvojim zptisobem:

1. Nafezanim osemeni po imbibici ve sterilni destilované vodée
2. Skarifikace semen pomoci smirkového papiru

Prvni postup zahrnoval sterilizaci semen a jejich imbibici ve sterilni destilované
vod¢ MiliQ v lednici (4 °C) po dobu 24 hodin. Druhy den bylo sterilnim skalpelem
nafezano osemeni v mistech kliceni. V§e probihalo za sterilnich podminek v laminédrnim
boxu se sterilnimi nastroji, aby nedoslo k infekci naruseného osemeni. Poté se semena
vysela na pevné kultivaéni MS médium na pevné kultivaéni Fahracus médium bez No.
Pevné MS médium slouzilo ke kultivaci v kontrolnich podminkach za pfistupu Zivin.
Pevné Fahraeus médium bez N2 bylo potfebné ke kultivaci v podminkéch bez ptistupu
dusiku, a k pozdéjsimu studiu interakce rostlin s bakteriemi S. meliloti.

Druhym zptisobem pfipravy téchto semen byla jejich skarifikace. Semena kontrolni
RSY linie a ABD2-GFP byla v poétu 10-15 nasypana do kulaté Petriho misky, ktera
byla vyloZena smirkovym papirem o hrubosti zrn 150. Pfilozenim druhého kousku
smirkového papiru a jemnymi pohyby po seminkach doslo k obrouseni a poSkozeni
jejich osemeni. Poté byla semena standardné vysterilizovana (viz vySe) a imbibovana ve
sterilni destilované MiliQ vodé¢ v lednici (4 °C) po dobu 24 hodin. Druhy den byla
semena vyseta na pevné kultivatni MS médium, nebo na pevné kultiva¢ni Fahraeus
médium bez N2. Pevné MS médium slouZzilo ke kultivaci v kontrolnich podminkéch za
pfistupu Zzivin. Pevné Fahraeus médium bez Nz bylo potiebné ke kultivaci
vV podminkach bez ptistupu dusiku, a k pozdéjsimu studiu interakce rostlin s bakteriemi
S. meliloti.

Vsechna semena byla kultivovana pii 21 °C ve fytotronu pii 70 % relativni vzdusné

vlhkosti a fotoperiodé 16h svétlo — 8h tma.
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3.2.12 Somaticka embryogeneze M. sativa

Pro somatickou embryogenezi byly pouzity mladé neposkozené listy rostlin Medicago
sativa (transgenni linie ABD2-GFP a kontrolni linie RSY) rostoucich ve fytotronu v in
Vivo podminkach. Byly odebirany listy z druhého az patého nodu nekvetouci rostliny
a preneseny v kohoutkové vod¢ v 50 ml koénické zkumavce Falcon do lamindrniho
boxu, v némz se listy sterilizovaly a pfipravily ke kultivaci.

Troj¢lenné listy byly sterilizovany v 50 ml koénické zkumavce Falcon. Nejprve byly
listy promyty 1 minutu roztokem 0,1 % Tweenu 20 a poté pfemistény do 50 ml konické
zkumavky Falcon s 1 % hypochloridem sodnym a 0,05 % Tweenem 20 a sterilizovany
po dobu 5 minut za mirného téepani. Poté byly listy proplachnuty 3x v Petriho misce
v Cisté sterilni vodé.

Po sterilizaci byl kazdy list rozdélen na dvé poloviny pomoci sterilniho skalpelu.
Takto vytvofené explantaty byly pielozeny abaxidlni stranou doli do Petriho misky na
pevné BSH médium k indukci kalusu. Po dvou az tfech tydnech byly kalusy pielozeny
na B50 médium k indukci somatické embryogeneze. Vyvinuta somaticka embrya byla
posléze preloZzena na MMS médium indukujici tvorbu kofenti a vyhonkd, a nasledné na
MS médium pro dlouhodobou kultivaci kompletnich rostlin in vitro.

Kultivace probihala pii 21 °C ve fytotronu pii 70 % relativni vzdu$né vlhkosti
a fotoperiod¢ 16 h svétlo — 8 h tma.

3.2.13 Indukce symbiotické interakce mezi koieny M. sativa a
bakteriemi S. meliloti

Kultura S. meliloti z tfepacky byla piemisténa do lanimarniho boxu, soucasné
s rostlinkami M. sativa kultivovanymi na pevném Fahraeus médiu bez dusiku. Na
povrch kofenti rostliny byla pomoci automatické pipety nanesena kultura S. meliloti
(2 ml, ODeoo 0,05). Miska byla uzaviena pomoci Parafilmu a ptelepena paskou. Timto
se zabranilo trhani Parafilmu. Miska byla poté obalena Cernou folii tak, aby kofeny

zustaly ve tmé.
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3.2.14 Dokumentace a vyhodnocovani Kkli¢ivosti semen a procesu
tvorby hlizek

Kli¢ivost semen byla vyhodnocovand u kultivaru Europe, kontrolni linie RSY
a transgenni line FABD2-GFP. Po 24 hodinové imbibici byla semena pielozena na
hranaté Petriho misky s pevnym MS médiem, nebo pevnym Fahraeus médium bez No.
Po aplikaci bakterii na kofeny rostlin, byl pribéh symbiotickych interakci sledovan
pomoci digitalniho fotoaparatu Nikon, skeneru, Stereomikroskopu s kontinualnim
zvétSenim, Epifluorescencniho mikroskopu a Epifluoresce¢niho mikroskopu se
systtmem Apotom. Stddia téchto interakci, pocty hlizek a také vzhled kotenového
systému byla timto zpisobem dokumentovéana. Ziskani data o délkach kotenového
systtmu a poctu hlizek byla vyhodnocena v programu Image]l a zpracovana

v programech Microsoft Office Excel a MatLab.

3.2.15 Dokumentace a vyhodnocovani pribéhu somatické
embryogeneze

Pribéh somatické embryogeneze v jednotlivych stadiich u kontrolni i transgenni linie
byl pozorovan pomoci Stereomikroskopu s kontinualnim zvétSenim. Snimky byly
pofizeny pifimo na Petriho miskach pii viditelném svétle, a pfi fluorescenéni iluminaci.
Pii této iluminaci byla zjiStovana pfitomnost fluorescence GFP u transgennich linii

FABD2-GFP ptimo na Petriho miskach.

3.2.16 Priprava pii¢nych a podélnych Fezi hlizek M. sativa

Kofenové hlizky 21 dni po inokulaci bakterialni suspenzi S. meliloti byly pomoci
skalpelu odiezany z kofene M. sativa. K vytvoreni tenkych fezl byla pouzita podélné
nafiznuta bezova duse, a do zafezu vlozena hlizka. Poté se pomoci ziletky vytvoftil co
nejtenci fez. Takto vytvofené fezy byly poté poloZzeny na podlozni mikroskopické
sklicko, zakapnuty destilovanou vodou a piiklopeny krycim sklickem. Vyvtofené
vzorky bylo mozné pozorovat pomoci Epifluorescencniho mikroskopu jak

Vv prochdzejicim, tak i fluorescen¢nim svétle.
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3.2.17 Priprava rostlin M. sativa pro vitalni mikroskopické
pozorovani

K mikroskopickému pozorovani byly pouzity 3 az 4 dny staré semenacky po vykliceni
amalé rostlinky ziskané ze somatické embryogeneze. Rostlinky opatrné vyjmuly
z pevného kultivacniho média. Transgenni rostliny obsahujici proteiny znacené¢ s GFP
byly pfimo pfipraveny pro sniméni v Light-sheet mikroskopu bez specifického barveni

(podle Ovecka et al., 2015).

3.2.18 Piiprava rostlin M. sativa pro mikroskopii v FEP tubicce

Pied pozorovanim se rostlinka upevnila v trubicce z FEP materialu (Fluorinated
ethylene propylene) o pruméru 2,4 mm a 2,8 mm (vnitini a vnéjsi primér) pomoci 1 %
agarosy, kterda ma bod tani pfi nizkych teplotich mezi 28 °C a 32 °C. Pouziva se
z diivodu, Ze ostatni ztuzovaci latky maji bod tani pii vyssich teplotach, coz by vyvolalo
tepelny stres u rostliny zalévané agarosou. Agarosa byla pfipravena smichanim 0,1 mg
agarosového prasku v mikrozkumavce Eppendorf s 1 ml tekutého Fahraeus média bez
dusiku. Obsah mikrozkumavky byl promichan na vortexu a poté se mikrozkumavka
umistila do termobloku a zahtivana na teplotu 70 °C po dobu 30 minut s pravidelnym
promichavanim, aby se agarosovy prasek rozpustil v médiu. Po 30 minutach byla
teplota snizena na 30 °C. Pti teploté mensi nez 28 °C zacina agarosa tuhnout. Timto je z
vlozené rostlinky pfipraven vhodny preparat k mikroskopovani v Light sheet
mikroskopu (JaroSova, 2017).

Rostlina byla opatrné vlozena do mikrozkumavky s agarosou. Poté se seshora na
rostlinku nasunula FEP trubicka. Po ¢asteéném ztuhnuti agarosy se trubicka nasunula do
1 ml stfika¢ky s odstranénym hrotem. Tibicka byla spolecné s rostlinkou vyjmuta z
mikrozkumavky Po vyjmuti se nechala agarosa v trubi¢ce na vzduchu ztuhnout. Takto

pfipraveny vzorek uz bylo mozné okamzité pozorovat v Light-sheet mikroskopu.

3.2.19 Priprava rostlin M. sativa pro mikroskopii v FEP tubicce bez
pritomnosti agarosy

Pied pozorovanim byla rostlinka upevnéna v tubicce s FEP materialu (Fluorinated

ethylene propylene) o priméru 2,4 mm a 2,8 mm (vnitini a vnéjsi primér). Do bo¢ni
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stény tubic¢ky byl pfedem vyiezan otvor, pomoci které¢ho se rostlinka vlozila dovnitf tak,
ze délozni listy zlstaly vné tubicky a diky tomu méla rostlina dostatek mista na vyvoj
nadzemni ¢asti a nemohla vypadnout ztubicky (Obr. 4A). Bylo OvSem nutné
postupovat rychle, aby nedoslo k zaschnuti kofene, a tim i1 ke zniCeni rostlinného
vzorku. Takto pfipraveny vzorek uz bylo mozné okamzité pozorovat v Light-sheet
mikroskopu. Podle ptedpokladt, diky absenci agarosy a volné pfistupnosti koiene
v médiu v komtirce, byla rostlina vhodné&jsi pro mikroskopii symbiotickych procesi
s thizobialnimi bakteriemi (detailn¢ na Obr. 4B). V Case mezi piipravou rostliny pro
mikroskopovani a jeji instalaci do pozorovaci komulrky mikroskopu, byl vzorek
V tubi¢ce ponofen v tekutém kultivaénim médiu, aby nedoslo k zaschnuti kotfene

(Obr. 4C),

Mikroskopicky
drzdk —

otvoru FEP
tubicky

Obr. 4: Priprava rostliny M. sativa pro Light-sheet mikroskopii v plastové trubicce bez
pouZiti agarosy. A) Schéma instalace rostliny bo¢nim otvorem do FEP tubic¢ky, B) Detailni
pohled na rostlinku M. sativa v FEP tubicce. C) Rostlinky v FEP tubicce v tekutém médiu
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3.2.20 Priprava rostlin M. sativa pro mikroskopii na plastovém
drzaku
Kwvili velikosti pouzitych rostlin, které byli pfili§ rozméiné, a aby bylo mozné je umistit
do FEP tubicky, bylo nutné pouzit jiny protokol k piipravé rostlin pro Light-sheet
mikroskopii.  Rostlina stale rostouci na bloc¢ku pevného kultivaéniho média se
pfipevnila na plastovy drzak vyrobeny 3D tiskarnou (podle von Wangenheim et al.,
2017). Rostlina rostla na pevném médiu bez dusiku ve svislé poloze (Obr 5A). Pred
samotnym snimanim Serostlina vyfizla skalpelem, i s blockem média kolem ni (Obr
5B). Pfedem se pfipravila a rozehtata 1,5 % agarosa s nizkou teplotou tani v tekutém
médiu bez dusiku. Agarosa rozpusténa pii teploté¢ 80 °C byla po dobu 30 minut
temperovana na 33 °C. Plastovy drzdk byl sterilizovan 70 % ethanolem. Otvory
Vv plastovém drzaku se utésnily pomoci malého prouzku lepici pasky. Poté se agarosa
pomoci automatické pipety aplikovala v tenké vrstvé na plastovy drzak. Nez stacila
agarosa na drzaku ztuhnout, byl na ni polozen blocek tuhého média s rostlinou
(Obr. 5C). Rostlina se na drzaku upevnéila par kapkami agarosy v misté¢ hypokotylu.

(Obr. 5D). Cely proces ptipravy se omezil na co nejkratsi dobu, aby nedoslo k zaschnuti

a umrti rostliny.

Obr. 5: Priprava rostliny M. sativa s expresi ABD2-GFP a jeji pfipevnéni na platovy drzak
pro Light-sheet mikroskopii. A) Detail rostliny indukované somatickou embryogenezi, B)
rostlina v Petriho misce a jeji vyfezani skalpelem v blocku pevného kultiva¢niho média, C)
schéma instalace blocku média s rostlinkou na vrstvu agarosy na plastovy drzak, D) upevnéni
rostliny na drzaku pomoci malého mnozstvi agarosy.
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3.2.21 Priprava rostlin M. sativa pro sledovani interakce s bakteriemi
S. meliloti v Light-sheet mikroskopu

Pro pozorovani interakci mezi kofeny M. sativa a bakteriemi S. meliloti v Light-sheet
mikroskopu Vv ¢ase byly vyuzity dva postupy. V prvnim ptipadé byly pozorovany
rostliny, na jejichz koteny se jesté pti kultivaci na Petriho misce na pevném médiu bez
dusiku aplikovaly bakterie v tekuté kultufe. Na tyto rostliny byl 48 — 72 h pied
snimanim pfidan 1 ml tekuté bakteridlni kultury v tekutém médiu bez dusiku pfi
ODs00=0,05. Ke snimani pak se rostlinky piipravily dle protokolu upevnéni na plastovy
drzak a snimany v Light-sheet mikroskopu pii aktivni perfizi média s pratokem
1 ml/min. Pfi druhém postupu byla tekuta bakterialni kultura (ODsgo=0,05) ptidana az
do tekutého média v pozorovaci komdrce Light-sheet mikroskopu. Rostlina z pevného
kultivaéniho média byla podle protokolu upevnéna na plastovy drzdk a vlozena do
pozorovaci komirky s tekutym médiem bez dusiku. Po kratké adaptaci se do pozorovaci
komurky pomoci stfikacky pridala tekuta bakterialni kultura, ktera se opét nechala po
dobu 30-60 min adaptovat bez perfiize média. Po stabilizacni dob¢ se perfizni systém
nastavil na prutok 1 ml/min a bylo spuSténo pozorovani interakci mezi kofenem

vojtésky a rhizobidlnimi bakteriemi.

3.2.22 Light-sheet mikroskopie

Pozorovani kofene pripravenych rostlin bylo provedeno pomoci Light-sheet
fluorescenéniho mikroskopu, ktery je vybaven detekénim objektivem WPlan-
Apochromat 20x/1,0 NA s vodni imerzi a dvéma osvétlovacimi objektivy LSFM 10x /
0,2 NA.

Rostlinky se snimaly pomoci osvétleni ze dvou bo¢nich stran. JelikoZ jsou kofinky
Medicago pomérové velké a objemné k velikosti zorného pole snimaciho objektivu,
nebylo mozZzné rhst kotfenové Spicky sledovat pouze v jednom zorném poli. Tento
problém se vyfesil nastavenim ¢asového snimani kofene ve dvou a vice zornych polich,
které byly ve snimacich parametrech nastaveny nasledné po sobé vose Y (tzv.
multiview rezim).

Komirka mikroskopu k pozorovani se naplnila tekutym Fahraeus médiem bez

dusiku, které zajiStovalo pro rostlinku vyzivu po celou dobu sniméani a brénilo pied
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vyschnutim. Pied samotnym snimdnim bylo nutné nechat mikroskopickou komirku
alespoil 30 min stabilizovat k dosazeni stabilni teploty 22 °C.

Rostlina upevnéna pomoci agarosy a fixovana v FEP trubi¢ce byla po ustaleni
teploty vloZzena do mikroskopické komurky pomoci drzaku, ktery vzorek uchycuje
shora. Rostlinku v trubi¢ce bylo poté mozno v komurce otaet a posouvat ve smérech
X, Y a Z s moznosti rotace v rozsahu 360° k optimalnimu nastaveni parametrd snimani.

Pozorovani rostliny probihalo Vv tzv. otevieném systému. Kofen upevnény v FEP
tubi¢ce rostl nejprve v agarose, pozdéji prorostl z FEP trubicky ven. V tu chvili rostl
pfimo v tekutém Fahraeus médiu v mikroskopické komtrce. Stejné tak pii upevéni
rosliny na plastovém drzaku byl kofen v kontaktu piimo s tekutym médiem. Zelena Cast
rostliny méla volny pfistup ke vzduchu. Pouzity systém umoznil ptistup kysliku,
prodlouzil zivotaschopnost rostlinky a umoznil del$i a neinvazivni snimani ristu.
Dulezitd pro dlouhodobé snimani bez kontaminaci byla také sterilni prace ve vSech
ptedchozich krocich.

Umistnéni rostliny k pozorovani bylo provedeno pomoci kontrolovaného polohovéni
a otaCeni vzorku v X, Z a Z ose. Poté bylo nutné zaostfit na koten a ujistit se, ze nedoslo
kjeho poskozeni pii umistovani do mikroskopu. Osvétleni k nastaveni pozice
poskytovalo piedni LED svétlo a zobrazovaci kamera na piedni strané pozorovaciho
prostoru mikroskopu.

Dale bylo nutné nastavit dilezité parametry pro snimani, tedy vhodné lasery, emisni
filtry, vycentrované osvétleni z obou stran, zvétSeni, dobu sniméani, velikost snimaného
prostoru v Z dimenzi a podle potieby rezim Multiview. Pokud se snimala fluorescence
dvou fluorofort, bylo nutné nastavit dualni snimani ve dvou kanalech a nastavit
rozdéleni fluorescen¢nich emisnich spekter vybérem piislusného dichroického zrcatka

a emisnich filtra.

3.2.23 Snimani transgennich rostlin M. sativa s expresi 35S::ABD2-
GFP a bakterii S. meliloti s expresi mRFP

Pro pozorovani kofend transgennich rostlin s produkci GFP-znacenych proteini byl
pouzit excitacni laser o vlnové délce 488 nm a emisni filtr BP 505-545. Snimani
probihalo v rezimu optickych fezli v Z roving, v ¢asovych intervalech snimani kazdych
5 minut po dobu 15 hodin. Rozliseni obrazu snimani v X, Y a Z dimenzich bylo 0,228 x

0,228 x 0.477 um/pixel. Zabéry byly ziskany ve tfech po sob¢ nasledujicich zobrazenich
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v rezimu Multiview. Pro pozorovani kofenli transgennich rostlin a také bakterii
znacenych mRFP bylo pouzito kromé excita¢niho laseru pro GFP o vinové délce
488 nm a emisniho filtru BP 505-545 i nastaveni pro snimani mRFP s pouzitim

excitacéniho laseru o vlnové délce 561 nm a emisniho filtru BP 560-585.

3.2.24 Zpracovani dat

Statistické idaje klicivosti semen a rustu kotfenl byly zpracovany do grafi pomoci
programtt MatLab a Microsoft Excel. Ze snimkid celého kofene, ziskanych pomoci
softwaru ZEN 2014 (Zeiss), byly vytvofeny snimky s definovanym rozmérem Vv ose X,
Y a Z. Pomoci tohoto softwaru byly vytvofeny 3D snimky a videa, zobrazujici rust
v ¢ase. U nékterych dat byla vyuzita metoda dekonvoluce snimkil pouzitim algoritmil
,Nearest Neighbour” nebo ,,Constrained Iterative* piimo v softvérové aplikaci ZEN

2014 (Zeiss).

3.2.25 Imunobloting

3.2.25.1 Odbér vzorki a jejich homogenizace

Na tuto analyzu byly pouZity vzorky kofeni a nadzemnich ¢asti rostlin, indukovanych
somatickou embryogenezi a kultivovanych in vitro. Pouzity byly rostliny v kontrolnich
podminkach a rostliny s indukovanym procesem tvorby hlizek po 15 dnech od
inokulace rhizobialni tekutou kulturou. VSechny rostliny se kultivovaly na Fahraeus
médiu bez dusiku.

Vzorky kofeny a nadzemnich ¢asti byly homogenizovany v pfedem vychlazené tfeci
misce s tlou¢kem. Béhem homogenizace Se do misky nalévalo malé mnozstvi tekutého
dusiku. Nasledné byly vzorky bud® zmrazeny tekutym dusikem ve vychlazené

mikrozkumavce a ulozené na -80 °C, nebo byly proteiny rovnou extrahovany.

3.2.25.2 Extrakce proteini

Vzorky byly extrahovany v kompletnim EB. Do Cerstvé ptipraveného extrakéniho pufru
E bylo pfidano ¢inidlo DTT (podle protokolu) pro redukci a rozruseni disulfidickych
vazeb, které stabilizuji terciarni a kvartérni strukturu proteinti. Dale se do extrakéniho

pufru pfidalo dané mnozstvi inhibitoru proteas cOmplete™, aby v pribéhu extrakce
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nedochézelo k rozkladu proteinii. Byl piidn také inhibitor fosfatas PhosSTOP™ pro
zabranéni defosforylace fosforylovanych proteini. Vzorky bylo nutné udrzovat
nachladu v boxu sledem. Po zméfeni hmotnosti homogenizovaného vzorku bylo
piidano prislusné mnozstvi Kompletniho EB (do 1 g homogenatu byl napipetovan

1 ml). Vznikla smés byla vortexovana a ponechéna 15 minut extrahovat.

3.2.25.3 Centrifugace

V mezicase extrakce proteini se centrifuga predchladila na 4 °C. Po 15 minutach
extrakce byly mikrozkumavky vlozeny do centrifugy na dobu 20 minut p#i 13 000 g
a4 °C. Po odstfedéni na centrifuze byl vznikly supernatant pfenesen pipetou se sterilni
Spi¢kou do Cisté a oznacené¢ 2 ml mikrozkumavky. Mikrozkumavky se supernatanty
byly poté centrifugovany na mikrocentrifuze po dobu asi 1 minutu. Obsah byl poté

pomoci pipety ptenesen do 0,6 ml popsanych mikrozkumavek a ulozen na ledu.

3.2.25.4 Meéreni koncentrace proteinti podle Bradforda

Jako prvni se pfipravil roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) pro vytvoreni
kalibra¢ni kiivky. Do 1 ml extrakéniho pufru E bylo pfidano 10 mg BSA. Z tohoto
roztoku se v kombinaci s Extrakénim pufrem (viz Tab.) vytvofily pracovni roztoky se
zvySujici se koncentraci BSA pro tvorbu kalibra¢ni kiivky. Kazdy z téchto pracovnich
roztoki BSA byl smichan v jamkach mikrodesti¢ky v poméru 1pl pracovniho roztoku
BSA 5239 pl MiliQ vody a 60 ul Protein Assay Reagent Concentrate 5x. Vzorky
proteinti byly smichany v jamkach mikrodesticky v poméru 1ul vzorku s 239 ul MiliQ
vody a 60 pl Protein Assay Reagent Concentrate 5x. Prvni jamka mikrodesti¢ky slouZila
jako referen¢ni vzorek, tudiZ neobsahovala vzorek proteinu.

Pipetou se sterilni Spickou byl postupné kazdy vzorek v jamkach dikladné
promichan a ponecha pfin pokojové teploté 10 minut reagovat. Béhem doby reakce byl
na pocitaci spustén program i-controlTM a také spektrofotometr. Méfeni vzorkil na
mikrodesticce probihalo pfi 595 nm. Obsah proteinii se vypocital z rovnice linearni

regrese kalibracni kiivky.
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Tab. 1: priprava roztokii BSA se zvySujici se koncentraci pro vytvoreni kalibracni krivky

MnoZstvi Blank O pg) | 0Spg | 1,0pg | 1,5pg | 2,0pg | 25png | 3,0pg | 40png | 5,0 pg
proteini

Roztok 0 5 10 15 20 25 30 40 50
BSA (ul)
Extrakéni 100 95 90 85 80 75 70 60 50
pufr (ul)

3.2.25.5 Priprava vzorki pro naneseni na gel

Ze 7jisténé koncentrace proteinil v extraktech se vypocitalo potfebné mnozstvi proteinu
a MiliQ vody do 75 pl vzorku pro docileni stejné koncentrace proteinli ve vSech
vzorcich. K témto 75 pl vzorku bylo v digestofi napipetovano 20 pl 4x Laemmli pufru
a5 ul 2-merkaptoethanolu. Vznikl tedy smésny roztok o objemu 100 ul. Smés byla
zahtata v termobloku v digestofi na teplotu 95 °C po dobu 5 minut. Poté byla smés
aplikovana na gel. Nevyuzitou smés bylo mozné ulozit do mrazni¢ky na -20 °C, byli ji

vSak nutné ji pfed nanesenim na gel znovu zahtét.

3.2.25.6 Vyroba gelu

Pied samotnou elektroforézou bylo tieba pfipravit ,,Stain-Free* akrylamidové gely. Tyto
gely maji velkou vyhodu v tom, Ze je lIze po gelové elektroforéze snimat skenerem
a zjistit, zda je ve vSech drahéch stejné mnozstvi proteint. Poté je mozné kvantitativné
vyhodnotit a porovnat mnozstvi daného proteinu ve vzorcich. Ze vSeho nejdiive bylo
nutné vycistit spodni 1,0 mm a horni tenka skla destilovanou vodou a 70 % ethanolem,
aby se na nich nezadrzovaly necCistoty. Tyto by mohly interferovat s vysledky. Po
vysuseni se skla nasadila do aparatury pro vyrobu gelii. Nasledné po sestaveni aparatury
byla mezera mezi skly naplnéna destilovanou vodou podobu piiblizné 5 minut pro
zjisténi tésnosti aparatury. Po odstranéni vody byla skla opatrn€ vysuSena.

Nejdiive se dle ptilozeného navodu (viz Tab. 2) pro délici gel (tzv. ,,Resolving gel®)
ve zkumavce Falcon smichal roztok ,,Resolver A“ s roztokem ,,Resolver B“. TEMED
al0 % APS byly pfidany az nakonec, protoze zahajuji polymeraci gelu. Lehkym
vifenim se promichal obsah kyvety. Pasteurovou pipetou byl nanesen roztok mezi skla
asi 1,5 cm pod horni hranu kratsiho skla.

Na povrch déliciho gelu byl okamzité pfidan zaosttovaci gel (tzv. ,,Staking gel®),
ktery vznikl ve zkumavce Falcon smichanim roztoku ,,Resolver A* s roztokem

»Resolver B“. TEMED a 10 % APS, avsak v jiném poméru nez u rozdélovaciho gelu.
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Do Zaostfovaciho gelu se vlozil plastovy hieben. Oba gely se nechaly soucasné

polymerizovat 30 minut. Hotovy gel byl bud’ ihned pouzit, nebo bylo mozné jej zabalit

do folie potiisnéné dH>O a ulozit do lednice.

Tab. 2: sloZeni Stain-free gelu (na 1 gel tloustky 1 mm)

Roztok ,,Resolver“ | Resolver A | Resolver B | 10% APS TEMED
(6 ml) 3ml 3mi 30 ul 3ul
Roztok ,,Stacker* Resolver A | Resolver B | 10% APS TEMED
(2 ml) 1ml 1ml 10 u1 2 ul

3.2.25.7 Gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Nejdiive byly vzorky umistény do ledu a piipravena elektroforeticka vana a aparatura.
Gely byly vlozeny do aparatury, ktera se pak naplnila elektrodovym pufrem, a z gelt
byly vyjmuty hiebinky. Do prvni jamky na gelu bylo napipetovano 5 pl proteinového
standardu a do zbylych jamek 15 pl vzorku. Jakmile byly vSechny vzorky napipetovany,
cely se tank naplnil elektrodovym pufrem, ptipojil ke zdroji na 100 V po dobu 10 minut

a poté na 140 V. Samotna gelova elektroforéza trvala piiblizné 2 hodiny.

3.2.25.8 Prenos proteinii na membranu

Pro pieneseni proteinti z gelu na PVDF membranu bylo zapotiebi sestavit aparaturu pro
proteinovy transfer, vystiihnout dostate¢né velkou membranu a vyrobit pienosovy pufr.
Po gelové elektroforéze se odpojil elektroforeticky tank od zdroje napéti. Byla
rozlozena elektroforeticka aparatura a pomoci plastovych nastroji oddélena skla od
sebe. Gel byl poté opatrné vloZen do pfenosového pufru bez methanolu. V tomto pufru
se ekvilibroval po dobu 10 minut. Dvé plastové houby a Ctyfi silngjsi filtracni papiry,
které byly ponofeny Vv pifenosovém pufru s methanolem, v ném byly ponechany po dobu
10 minut. Nastiihada membrana se nejprve aktivovala v 100% menthanolu po dobu
30 sekund a poté byla ponechana 10 minut ekvilibrovat v pienosovém pufru bez
methanolu. Po ekvilibraci byl sloZen tzv. sendvi¢, ktery se skladal z kazety polozené
cernou stranou dolti (= negativni pol), zvlhcené plastové houby a dvou zvlhéenych
siln€jSich filtracnich papir. Na filtra¢ni papiry byl poloZen ekvilibrovany gel otoceny
horni stranou dolti a na né pfedem inkubovand membrana, kterd byla nckolikrat

rolovana plastovym véleCkem pro odstranéni bublin. Na membranu byly poloZeny dalsi
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dva zvlhéené papiry a na n¢ polozena plastovd houba. Kazeta byla ptiklopena druhou
prihlednou stranou a uzaviena. Kompletni kazeta byla vloZzena do komory v tanku pro
ptenos proteint. Ke komoie do tanku se vlozil chladici box. Cely tank byl poté naplnén
pfenosovym pufrem s methanolem. Nasledné by vlozen do lednice a zapojen do zdroje
napéti na 24 V pies noc a naslednujici den na 100 V po dobu 30 minut pro dokonceni
pfenosu.

Po pienosu byla membrana ponechana zcela oschnout. Poté se ponotila do 100 %
methanolu pro zafixovani proteini z divodu pozdéjsiho restripovani membrany.
Nasledné byla membrana obarvena 3 % roztokem Ponceau S v 5 % kyseliné octové po
dobu 1 minuty a promyta destilovanou vodou pro zji§téni uspéSnosti pienosu. Byl
vytvofen snimek obarvené membrany. Odbarveni membrany probihalo tfepanim
membrany na tiepacce ve sklenéné nadobé po dobu 10 minut v destilované vodé a poté

3x10 minut v TBS-T pufru.

3.2.25.9 Blokovani nespecifickych vazeb a aplikace protilatek

Pro blokovani nespecifickych vazeb proteini na membrané byl pouzit roztok BSA
amléka v TBS-T o riiznych koncentracich. Fosfospecifickd protilatka vyzadovala pro
zablokovani pouze roztok 6 % BSA v 15 ml TBS-T, nebot’ se vaze také na kasein
obsazeny v mléce. Blokace probihala po dobu 2 hodin na pomalé tfepacce pii
laboratorni teploté. Nasledovalo promyvani 2x 5 minut v TBS-T na rychlé
tiepacce a poté byla aplikovana primarni protilatka a inkubovana na pomalé téepacce.
Fosfospecificka protilatka byla fedéna v poméru 1:1000 s5 % BSA v 15 ml TBS-T
a inkubovana v chladni¢ce pii 4 °C ptes noc.

Pro ostatni protilatky byl pro blokaci pouzit roztok 5 % BSA a 5 % mléka v 15 ml
TBS-T. Protilatka proti MMK3 byla fedéna v poméru 1:3000 v roztoku 3 % mléka
v 15 ml TBS-T a inkubovana dvé hodiny pfi laboratorni teplote. Protilatka proti MPK6
byla fedéna v poméru 1:15000 v roztoku 1 % BSA v 15 ml TBS-T a inkubovana dvé
hodiny pii laboratorni teploté. Protilatka proti aktinu byla fedéna v poméru 1:5000
v roztoku 1 % BSA v 12 ml TBS-T a byla inkubovana také dvé hodiny pfi laboratorni
teploté.

Roztoky primarnich protilatek mohly byt po pouziti zamrazeny pro dal§i vyuZiti.
Nésledovalo promyvani 6x10 minut v TBS-T na rychlé tfepacce, dale byla aplikovana

prislusnd sekundarni protilatka, konjugovana s kienovou peroxiddzou pii pomalém

45



tiepani. Sekundarni protilatka byla fedéna v poméru 1:5000 v roztoku 1 % BSA v 15 ml
TBS-T a inkubovana hodinu a pul pfi laboratorni teploté. Po odliti sekundarni protilatky
se membrany promyvaly 5x10 minut v TBS-T.

3.2.25.10 Detekce proteinu

Pro detekci proteini na membrané bylo ptipraveno ECL ¢inidlo dle pokyni vyrobce.
Detekéni roztok vznikl smichanim luminolu s peroxidem vodiku. Po promichani byl
roztok uchovan zabaleny v alobalu z divodu citlivosti na UV zafeni. ECL ¢inidlo se
tedy musi pfipravovat vzdy Cerstvé té€sné pied detekci. PVDF membrana se polozila na
prazdnou Petriho misku a roztok ECL byl napipetovdn na cely povrch membrany
a ponechan na ni reagovat jednu minutu. PrebyteCny substrat byl poté odpipetovan
a membrana se vlozila na sniméni do dokumenta¢niho pfistroje BioRad ChemiDocTM

MP.

3.2.25.11 Odstranéni navazanych protilitek z membran

Membrany mohou byt znovu pouzity pro navazani dalsich protilatek, pokud jsou z nich
predeslé protilatky odstranény. Membrana byla do dalsi aplikace protilatek uchovavana
v lednici pti 4 °C v TBS-T pufru. Odstranéni protilatek spocivalo v promyvani
membrany v 0,5 M NaOH 2x15 minut, ddle v promyvani membrany v MiliQ
3x10 minut a nakonec promyvani v TBS-T 3x15 minut. Membrany se ulozily v ¢istém

TBS-T do lednice. Poté bylo mozné opakovat imunodetekei s dal§imi protilatkami.

3.2.25.12 Vyhodnocovani

Snimani a dokumentace membran prob&hlo v dokumenta¢nim pfistroji BioRad
ChemiDocTM MP a programu Image lab. Nejdifive na vysokou citlivost pro
vyhodnoceni imunoblotingu, a poté pro kolorimetrické stanoveni snimani membrany

s vyznaCenym markerem.
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4 VYSLEDKY

4.1 Kli¢ivost semen M. sativa

V prvni fazi experimentu byla pozorovana a métena kli¢ivost semen rostlin M. sativa
kontrolni RSY linie a linie produkujici ABD2-GFP fizni protein. U semen bylo nutné
pouzit mechanické naruSeni obalu semen (skarifikace), jelikoz $lo o semena z rostlin
ziskanych procesem samoopyleni. Samoopyleni u cizosprasnych rostlin, jako je prave
vojtéska, mize vést k inbredni depresi. Ta se mize projevovat tvrdym osemenim, které
zabranuje kli¢eni. Kli¢ivost téchto semen byla porovnana s kli¢ivosti semen divokého
typu kultivaru Europe, u nichZ nebylo nutné provadét skarifikaci. Semena kultivaru
Europe byla ziskana normélnim procesem opyleni hmyzem. Kli¢ivost byla sledovéana po
ttech dnech od zacatku kultivace.

Na Obr. 6A je zobrazen rozdil mezi semeny kultivaru Europe transgennimi semeny
ABD2-GFP po skarifikaci . Je mozné sleodvat (Obr. 6B), jak po 24 hodinové imbibici
dochazi k prasknuti osemeni a semeno mohlo vykli¢it. Vykli¢ena tfidenni roslinka je
zobrazena na Obr. 6C. U semene divokého typu kultiavru Europe nebyla skarifikace
nutnd (Obr. 6D). Po 24 hodinové imbibici doslo k praskuti osemeni (Obr. 6E). Na
Obr. 6F je zobrazena tfideni vykli¢ena rostlinka.

Kli¢ivost semen z kontrolnich rostlin, ziskanych metodou samoopyleni po skarifikaci
pomoci smirkového papiru, po 24 hodinové imbibici ve vod¢ pii 4 °C, cinila 76 %.
Kli¢ivost semen rostlin s expresi ABD2-GFP, u nichz bylo také nutné pouzit skarifikaci
K navozeni kli¢eni, ¢inila 71 %. U semen z rostlin M. sativa divokého typu Kkultivaru
Europe po 24 hodinové imbibici ve vodé Cinila kli¢ivost 70 %. Porovnani kli¢ivosti

jednotlivych linii je ukazan v grafu na Obr. 7.
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ABD2-GFP

EUROPE

Obr. 6: Porovnani kli¢eni skarifikovaného semene M. sativa transgenni linie a semen
divokého typu Europe. A) Semeno transgenni linie ABD2-GFP, které bylo skarifikovano
pomoci smirkového papiru. B) Skarifikované transgenni semeno po 24 hodinové imbibici. C)
Transgenni rostlinka ze skarifikovaného semene po 3 dnech kultivace. D) Semeno divokého
typu kultivaru Europe, u né&jz nebyla skarifikace nutna. E) Semeno kultivaru Europe po 24
hodinové imbibici. F) Rostlina ze semene kultivaru Europe po 3 dnech kultivace. Méfitko A),
B),D)aE)je0,5mm,C)aF)je2mm.

Klicivost semen M. sativa
90%

85%
80%
75%

70%

KLICIVOST

65%

60%

55%

50%
Europe RSY ABD2-GFP

Obr. 7: Porovnani kli¢ivosti semen linii M. sativa. Porovnavana je kli¢ivost semen divokého
typu kultivaru Europe a kultivaru RSY u kontrolni linie a transgenni linie produkujici ABD2-
GFP.
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4.2 Somatickd embryogeneze Kkontrolnich a transgennich linii
M. sativa

Explantaty byly pfipraveny z vysterilizovanych listl a pfeneseny na BSH médium, které
indukovalo tvorbu kalusu. Po 14 dnech se explantaty s vytvorenym kalusem pienesly na
B50 médium, na némz doslo k vyvoji somatickych embryi. Béhem 14 az 21 dni byla
zrald somatickd embrya samostatné¢ prenesena na MMS médium, na némz pokracoval
vyvoj embryi v rostliny. Po vytvofeni kofinkl Vv rozmezi 14 az 30 dni, byly rostlinky
pfeneseny na MS médium, na némz doslo k dal§imu riistu kofene a vyvoji zelené ¢asti.
Nachylnost celého procesu indukce somatické embryogeneze M. sativa na bakterialni
i houbové infekce vyzadovala piisné sterilni prostiedi. Jednotliva stadia somatické
embryogeneze jsou ukazana na Obr. 8. U transgenni linie s expresi ABD2-GFP byla
prokézana produkce fuzniho chimérického proteinu ABD2-GFP ve vSech stadiich
somatické embryogeneze pomoci fluorescen¢niho stereomikroskopu s fluorescenénim

filtrem pro GFP.
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Obr. 8: Jednotlivé faze somatické embryogeneze M. sativa transgenni linie ABD2-GFP. A)
Explantat listu na BSH médiu prvni den kultivace. (B) Embryogenni kalus po 14 dnech od
pocatku somatické embryogeneze na B50 médiu. (C) a (D). Embryogenni kalus s vyvijejicimi
se somatickymi embryi po 14 dnech kultivace na B50 médiu, (D) GFP fluorescence. (E) a (F)
Razné vyvojové faze embryi kultivované na MMS médiu, (F) GFP fluorescence. (G) a (H)
Rostlinka kultivovand 7 dni na MS médiu, (H) GFP fluorescence. Méfitko je 1 mm.

4.3 Pozorovani symbiotického procesu mezi M. sativa a S. meliloti

K optimalizaci studia symbiotickych interakci mezi kofeny M. sativa a rhizobialnimi
bakteriemi S. meliloti byly vyuzity 10 dnQ staré rostliny divokého typu kultivaru
Europe, které poslouzily k optimalizaci jak pfipravy rostlin a inokulace bakteriemi, tak
i ke zkoumani ¢asového prubéhu procesu tvorby hlizek od poéatecnich fazi az po vyvin
hlizky. K interakci byly vyuzity bakterie S. meliloti s expresi GFP. Interakce probihaly
na Petriho miskéch na pevném Fahraeus médiu bez dusiku. Pravé nepiitomnost tohoto
prvku byla dilezitd pro zahajeni a postup symbiotického procesu. Suspenzni kultura
byla kultivovana v tekutém Fahraeus médiu bez dusiku do konecné optické hustoty
ODe¢00=0,05.

Na Obr. 9 je ukazano, jak se zménila morfologie kofenovych vlaskd 3 dny po
inokulaci (Obr. 9B) oproti stavu pied inokulaci (Obr. 9A). Pii snimani pomoci
epifluorescenéniho mikroskopu bylo mozné pozorovat vSechny inicialni faze interakce
mezi kofenovymi vlasky M. sativa a bakteriemi S. meliloti produkujicimi GFP. Na
Obr. 10 jsou zobrazeny vSechny pocateéni symbiotické faze. Po piichyceni bakterii
S. meliloti na $picku kotenového vlasku (Obr. 10A) se jeho $picka zatocCila kolem
bakterie (Obr. 10B), a poté doslo k zakrouceni vlasku (Obr. 10C). Piiblizn¢ po dvou
dnech od zatoceni $picky kotfenového vlasku doslo k tvorbé kompletniho infekéniho
vlakna, které prorostlo az k buitkdm kortexu kotene (Obr. 10D).

Po dvou tydnech bylo na kofenech M. sativa kultivaru Europe mozné pozorovat
pocet hlizek indukovanych rhizobakteriemi S. meliloti. Tyto hlizky byly zkoumany
pomoci stereomikroskopu s kontinudlnim zvétSenim. Na Obr. 11A a 11B jsou
zachyceny hlizky na koteni M. sativa, a je zde jasné zfetelny zeleny fluorescencni signal
patiici rhizobakteriim S. meliloti, které produkuji GFP. Pro pozorovani vnitini struktury
byly u hlizek provedeny fezy. Na Obr. 11C je zobrazen pfi¢ny fez hlizkou rostliny
M. sativa kultivaru Europe, ktera byla indukovana S. meliloti s produkci GFP. Zeleny
signal ve stiedni ¢asti hlizky vymezuje fixacni zonu hlizky s bakterioidy produkujicimi

GFP fluorescenc¢ni signal.
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Obr. 9: Kofenové vlasky M. sativa kultivaru Europe A) pied inokulaci a B) 3 dny po
inokulaci se S. melilotis produkci GFP. MéFitko je 50 um.

Obr. 10: Pocatecni interakce mezi S. meliloti a kofenovymi vlasky M. sativa a tvorba
infekéniho vlakna. A) Pfisednuti bakterii na Spicce kofenového vlasku, B) kofenovy vlasek se
zacind kroutit, C) zakrouceny kofenovy vlasek, D) infekéni vlakno uvniti kofenového vlasku.
Metitko je 20 um.
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Obr. 11: Korenové hlizky na koienech M. sativa kultivaru Europe indukované
rhizobakteriemi S. meliloti produkujicimi GFP. A) Hlizky na kofeni rostliny M. sativa 21 dni
po inokulaci. B) Detail hlizky na rostliné M. sativa 14 dni po inokulaci. C) pfi¢ny fez Zivou
hlizkou M. sativa indukované S. meliloti GFP 21 dni po inokulaci. Méfitko je A) 500 pm, B) a
C) 200pm.

4.3.1 Casosbérné snimani interakci mezi kofenovymi vlasky M. sativa a
rhizobialnimi bakteriemi S. meliloti

Pro neinvazivni pozorovani interakci mezi kotfenovymi vlasky M. sativa s bakteriemi
S. meliloti byly vyuzity 10 dni staré rostliny M. sativa kultivaru Europe inokulované
bakterialni suspenzi S. meliloti s produkci GFP nebo mRFP v tekutém Fahraeus médiu
bez dusiku (ODesgo = 0,5). Snimky byly potizeny epifluorescenénim mikroskopem.

Prvni série snimka na Obr. 12 (Video 1) ukazuje kofenové vlasky M. sativa kultivaru
Europe jeden den po inokulaci suspenzi S. meliloti mRFP. Pro snimani prtchoziho
svétla byl pouzit expozicni €as 15 ms, pro emisi mRFP expozic¢ni ¢as 1000 ms. Snimani
probihalo kazdych 30 minut po dobu 13 hodin. Bylo zde viditelné zataceni kotenovych
vlaskl kolem bakterii (zluta Sipka). Po 5 hodinach od zacatku snimani vSak kotfenové
vlasky prestaly rist, proto je zobrazeno pouze prvnich 7 hodin od poc¢atku snimani.
Pfi¢inou zastaveni rastu kofenovych vlaski byl pravdépodobné stres rostliny

z nadmérného osvétleni prichozim svétlem a svétlem pro excitaci mRFP bakterii.
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Dalsi série snimkt na Obr. 13 (Video 2) ukazuje kofenové vlasky M. sativa kultivaru
Europe tieti den po inokulaci suspenzi S. meliloti s produkci GFP. Pro sniméani
prachoziho svétla byl pouzit niz$i expozi¢ni ¢as 7 ms, pro emisi GFP taktéz nizsi
expozi¢ni ¢as 500 ms. Snimani probihalo kazdych 30 minut po dobu 13 hodin, na
snimcich jsou zobrazena stadia kazdou hodinu. Krat$i délky expozi¢nich Casti nemély
negativni vliv na rust a vitalitu rostliny, kofenové vlasky rostly po celou dobu snimani.

Bylo zde viditeln¢ zataceni kotfenovych vlaskt kolem bakterii (Zluta Sipka).
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Obr. 12: Casosbérna série snimki koFenovych vlaski M. sativa kultivaru Europe
v interakci se S. meliloti mRFP druhy den po inokulaci bakterialni suspenzi. Mé&fitko je
50 um.
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Obr. 13: Casosbérna série snimkii koienovych vlaska M. sativa Kkultivaru Europe
v interakci se S. meliloti GFP tieti den po inokulaci bakterialni suspenzi. Méfitko je 20 um
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4.4 Pozorovani procesu symbiozy u kontrolnich a transgennich rostlin
M. sativa s rhizobakteriemi S. meliloti

Jednou z hlavnich ¢asti prace bylo porovnani rastovych parametra M. sativa kontrolni
atransgenni linie a analyza symbiotickych procesi mezi témito rostlinami
a rhizobialnimi bakteriemi S. meliloti. Ke studiu symbiotickych interakci mezi kofeny
M. sativa a S. meliloti byly vyuzity 14 dni staré rostliny M. sativa kontrolni linie RSY
a transgenni linie ABD2-GFP. K porovnani riistu a vyvojovych zmén koiene a také
morfologie kofenovych vlaskli byly rostliny sledovany ve tfech experimentalnich
variantach. V prvnim piipad¢ rostliny rostly nijak neovlivnéné pouze na pevném
Farhaeus médiu bez dusiku: V druhém piipadé byly oSetfeny 2 ml Cistého tekutého
Farhaeus média bez dusiku. Tieti ¢ast rostlin byla inokulovana suspenzi bakterii
S. meliloti produkujicich mRFP.

V prvni den experimentu bylo nutné ovétit, zda maji kotfeny rostliny dobte vyvinuté
kofenové vlasky, a zda neni mezi liniemi i jednotlivymi rostlinami rozdil v morfologii
vlaskti. Na Obr. 14 je piehled obou pozorovanych linii ve tfech riistovych podminkach.
Kofenové vlasky vykazovaly ve vSech ptfipadech dobry vyvoj, rostliny tedy byly
vhodné k pozorovani.

Zmény v rustu a morfologii kofenovych vlaskd u rostlin bylo moZzné pozorovat uz
tieti den po inokulaci suspenzi S. meliloti mRFP. Na kotenovych vlascich kontrolni
| transgenni linie, které nebyly ovlivnény, jakoz i na vlascich rostlin osetfenych tekutym
Fahraeus médiem bez dusiku, nebyly zaznamenany zadné zmény v riistu ani morfologii
(Obr. 15). Avsak kofenové vlasky rostlin, které byly inokulovany rhizobakterialni
suspenzi, zmé&nily vlivem plsobeni Nod faktord tvar a vykazovaly typickd zakrouceni:
Doslo tedy ke zménam v cytoskeletu, které naruSily apikalni rust vlaskd (Obr. 15,

inokulace S. meliloti mMRFP).
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Bez ovlivnéni Ovlivnéni Fahraeus (-N,) Inokulace S. meliloti mRFP

Obr. 14: Korenové vlasky rostlin M. sativa Vv riznych podminkach rastu prvni den
experimentu. A) Transgenni linie ABD2-GFP, B) kontrolni linie RSY. Méfitko je 500 um.

Inokulace S. meliloti mRFP

" -

Obr. 15: Detail koi'enti M. sativa s koFenovymi vlasky po 3 dnech od za¢atku experimentu.
A) Transgenni linie ABD2-GFP, B) kontrolni linie RSY. M¢fitko je 50 um. Zeleny signal
predstavuje ABD2-GFP, Cerveny signal piedstavuje S. meliloti mRFP.

57



U obou linii, kontrolni i transgenni, byl priitbéh symbiotického procesu pozorovan 1.,
3.,5.,7.,9., 14. a 21. den od zacatku experimentu. Pribéh symbiotickych interakci je
zde prezentovan pouze na linii ABD2-GFP z diuvodu ptfitomnosti fluorescen¢niho
signalu rostliny. U kontrolni linie byl ¢asovy postup tvorby infekénich vlaken
a kofenovych hlizek stejny. Snimky byly potizeny epifluorescenénim mikroskopem
(Axio Imager M2, ZEISS, opera¢ni program ZEN Blue 2012) a epifluorescencnim
mikroskopem se systémem Apotom (Apotome.2, ZEISS).

Jak jiz bylo zminéno, prvni reakce kofenovych vlaska se u rostlin objevily zhruba
tieti den po inokulaci rhizobialni kulturou (Obr. 16A). Béhem dalSich dvou dnt jiz bylo
mozné pozorovat v kofenovych vlascich prvni stadia tvorby infekénich vlaken, ktera se
prodluzovala spolu s délicimi se bakteriemi S. meliloti mRFP (Obr. 16B, 17A Sipka
ukazuje konec infekéniho vldkna). Prvni kompletni infekéni vldkna byla
pozorovana paty den od inokulace, jak je vidét na Obr. 16C a 17B. Pii snimani
Vv pruchozim svétle bylo mozné sledovat membranu obklopujici infekéni vlakno
vyplnéné délicimi se rhizobakteriemi (Sipky na Obr. 17). V této fazi néktera infekéni
vlakna ukongila vyvoj. Cast z nich pokradovala v riistu a pfi dosazeni kortexu kofene
doslo kuvolnéni bakterii S. meliloti do dé€licich se kortikalnich bunék hlizkového
primordia (Obr. 16D). Uvolnéni bakterii bylo pozorovatelné jako Cerveny signal
Vv kofteni rostliny, jak ukazuji hlavicky Sipek na Obr. 16D.

Po tydnu od inokulace bylo mozné na kotfenech rostlin kontrolni i transgenni linie
pozorovat vytvorené kofenové hlizky. Vzhledem k tomu, ze ke studiu symbiotického
procesu byly pouzity rhizobakterie produkujici mMRFP, bylo moZné¢ jejich Cerveny signal
pozorovat uvnitf hlizek ve fixa¢ni zon€ (Obr. 16E). Na podélném ftezu hlizky po 14
dnech od inokulace je mozné vidét Cerveny signal rhizobakterii ve stfedni ¢asti hlizky
I zeleny signal ABD2-GFP v hlizce a v cévnich svazcich (Obr. 18).

58



Obr. 16: Detail koienovych vlaski M. sativa transgenni linie ABD2-GFP v interakci se
S. meliloti MRFP. A) Zakrouceni kofenového vlasku po zachyceni rhizobakterii, B) netplné
infek¢ni vlakno, C) Gplné infekeni vlakno. D) Infekéni vldkno, které dosahlo kortexu kotene a u
kterého doslo k uvolnéni rhizobakterii. Mé&fitko je 20 um. E) detail fluorescenéniho signalu
kotfenové hlizky. Méfitko je 100 um. Zeleny signal predstavuje ABD2-GFP, Cerveny signal
ptedstavuje S. meliloti mRFP.
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Obr. 17: Detail kofenovych vlaskid M. sativa transgenni linie FABD2-GFP s infekénim
vlaknem tvoienym S. meliloti mRFP. A) Netplné infekéni vlakno B) tplné infekéni vlakno.
Meéftitko je 50 um. Zeleny signal predstavuje ABD2-GFP, ¢erveny signal predstavuje S. meliloti
mRFP.

S. meliloti mRFP ABD2-GFP

Priichozi svétlo

Cl

Sloucdeni

Obr. 18: Korenova hlizka kolonizovana S. meliloti mRFP 21 dni po inokulaci na rostliné
M. sativa produkujici ABD2-GFP. M¢fitko je 100 pm.

60



4.4.1 Vyhodnoceni rustovych parametri rostlin M. sativa

U rostlin kontrolni i transgenni linie byla v danych ¢asovych bodech métena celkova
délka kotenového systému a ze ziskanych dat sestavena rastova kiivka. Ristova kiivka
je prumérem délek kofenovych systémi rostlin ze tfi opakovani. Rust kofenového
systtmu ve tfech kultivacnich podminkach obou studovanych linii nevykazoval
V zadném z piipadi vyrazné zmény ani odchylky. Vlozeny konstrukt 35:ABD2-GFP
tedy nema na rust transgenni linie vyrazné&jsi vliv. Pouze v piipadé rostlin ovlivnénych
tekutym Fahracus médiem byl rozdil v délce kotfenovych systém mezi liniemi
vyrazng€j$i (Obr. 19), coz bylo caste¢né zpisobeno rozdilnymi délkami kotfenovych

systémi mezi jednotlivymi rostlinami.
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Obr. 19: Ristova kiivka koienu rostlin M. sativa kontrolni linie a transgenni linie ABD2-

GFP v podminkach bez ovlivnéni, pfi ovlivnéni tekutym Fahreaus médiem bez dusiku a po
inokulaci tekutou bakterialni suspenzi S. meiloti mRFP.
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4.4.2 Porovnani tvorby korienovych hlizek u rostlin M. sativa mezi
kontrolni a transgenni linii

Rostliny kontrolni RSY linie a transgenni ABD2-GFP linie byly vz4jemné porovnany
v efektivité tvorby kofenovych hlizek. Po 14 a 21 dnech od inokulace rostlin bakteriemi
byly pomoci skeneru poiizeny snimky Petriho misek s rostlinami (Obr. 20A). Pomoci
stereomikroskopu s kontinualnim zvétSenim byly pofizeny detailni snimky kofenovych
hlizek (Obr. 20B). Vizualn¢ byly odliSeny Zzivé hlizky aktivné fixujici dusik od
senescentnich. Zatimco zivé hlizky jsou bilé az biloruzové barvy (Obr. 21A a 21C),
senescentni hlizky piechazi do nahnédlé barvy (Obr. 21B a 21D). Diky vyuziti
fluorescencné¢ znacenych rhizobakterii bylo mozné prokdzat, ze u senescentnich
kotfenovych hlizek dochazi ke ztraté fluorescence.

Hlizky byly pocitany na jednotlivych rostlindch a poté byl jejich pocet zprimérovan
pro celou linii. Jak je vidét na grafu v Obr. 22, po 14 dnech od inokulace se primérny
pocet zivych i senescentnich hlizek u obou linii nelisil. Po 21 dnech doslo k nartstu jak
zivych, tak i senescentnich hlizek. Mezi liniemi vSak nebyl pozorovan vétsi rozdil. Na
grafu jsou viditelné¢ vyrazné odchylky v poctech hlizek mezi rostlinami. Pocet hlizek
zavisel na velikosti kofenového systému. Bylo tedy nutné piepocitat pocet hlizek na
celkovou velikost kotenového systému dané rostliny, jak ukazuje graf na Obr. 23.
Z grafu lze vycist, Ze po 14 1 21 dnech od inokulace rhizobialni suspenzi byla ¢etnost
hlizek vys$si u transgennich rostlin. Rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné. Potvrdila
se timto domnénka, Ze exprese konstruktu 35S:ABD2-GFP pravdépodobné nema

znacny vliv ani na rust, ani na tvorbu kofenovych hlizek.
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Obr 20.: Rostliny M. sativa na pevném Fahraeus médiu fez dusiku. A) Rostliny jsou
nasnimany skenerem 14 dni po inokulaci S. meliloti mRFP. B) Detail kofenovych hlizek na
kofteni.

v v

richozi svétlo fluorescence richozi svétlo fluorescence

RSY kontrola

ABD2-GFP

Obr. 21: Detail kotfenovych hlizek M. sativa indukovanych S. meliloti mRFP po 14 dnech
od inokulace. A) Zivé hlizky na koteni kontrolni linie RSY, B) senescentni hlizky na koteni
kontrolni linie RSY. C) Zivé hlizky na kofeni transgenni linie ABD2-GFP, D) senescentni
hlizky na kofeni transgenni linie ABD2-GFP. Cerveny signal piedstavuje S. meliloti mRFP,
zeleny signal ptedstavuje ABD2-GFP. M¢titko je 500 pum.
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Obr. 22: Porovnani poctu Zivych a senescentnich koFenovych hlizek mezi kontrolni RSY
linii a transgenni ABD2-GFP lini po 14 a 21 dnech od inokulace tekutou kulturou
S. meliloti MRFP.
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Obr. 23: Porovnani po¢tu Zivych a senescentnich koFenovych hlizek mezi kontrolni RSY
linii a transgenni ABD2-GFP lini po 14 a 21 dnech od inokulace tekutou Kkulturou
S. meliloti MRFP. Celkovy pocet hlizek je vztazen na délku korenového sysému jednotlivych
roslin.
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4.4.3 Kvalitativni a kvantitativni determinace zmén v zastoupeni a
aktivité MAPK v rostlinach v priubéhu symbiotického procesu

V dalsi casti experimentalni prace byla provedena imunoblotova analyza pro detekci
relativniho mnozstvi proteinu SIMK, coz je ,,Stress Induced MAP Kinase“ (u Medicago
sativa specificky detekovana pomoci protilatky proti MPK6) a proteinu MMK3, coz je
»Medicago MAP Kinase 3“. Oba tyto proteiny jsou kinasy exprimované v M. sativa,
jako soucast signaliza¢ni kaskady spolu se SIMKK. Tato analyza poskytla také Groven
fosforylace kinas pomoci specifické pERK protilatky, ktera specificky rozpoznava
dvojit¢ fosforylovany TEY motiv MAP kinas. Pfitomnost navazanych proteinii na
PVDF membranu byla potvrzovana po pienosu proteinli z gelu na membranu pomoci
barviva Ponceau S v5 % kyselin€ octové (Obr. 24A, 25A, 26A, 27A, 28A a 29A).
Analyza byla provedena na rostlinach kontrolni RSY linie, na rostlinach linie
S posttranskripéné potlacenou expresi proteinu SIMKK (SIMKK RNAi) a na
transgennich rostlinach produkujicich ABD2-GFP. Prvni ¢ast rostlin byla kultivovana
Vv kontrolnich podminkach a druha cast rostlin byla inokulovdna rhizobidlni tekutou
kulturou S. meliloti divokého typu (ODeoo = 0,5). Rostliny byly posbirany
a analyzovany 15 dni od zacatku experimentu, tedy i 15 dni po inokulaci kulturou
S. meliloti.

Mnozstvi SIMK (detekovano pomoci MPK6 protilatky) o molekulové hmotnosti
46 kDa v kotenech se zvysilo u rostlin, u nichz se tvofily hlizky (Obr. 24). Pfitomnost
rhizobidlnich bakterii a nasledné symbiotické interakce koncici tvorbou kofenovych
hlizek maji tedy vliv na zvySeni mnozstvi SIMK. U rostlin SIMKK RNAi vsak bylo
detekovano viditeln¢ snizené mnozstvi SIMK. U téchto rostlin je potlatend exprese
SIMKK. Diusledkem toho je snizené¢ mnozstvi SIMK v téchto rostlinaich (BekeSova
et al., 2015). Snizené mnozstvi SIMK bylo pozorovano i u listi rostlin SIMKK RNAi
(Obr. 25).

Pti imunodetekci proteinu MMK3 o molekulové hmotnosti 43 kDa nebyl zjistén
rozdil v jeho mnozZstvi u jednotlivych vzorkd jak u kofent, tak u listt (Obr. 26). Graf
intenzity pasi sice v pfipadé¢ vzorkd z kofenili ukazuje na vy$§i mnozstvi proteinu
MMK3 u rostliny SIMKK RNAI Vv kontrolnich podminkach, toto mnozstvi vsak
koreluje s vys$sim mnozstvim prenesené¢ho vzorku na membranu, jak ukazuje Obr. 26A.
V ptipad€ vzorka listli bylo mnoZstvi proteinu MMK3 velmi podobné u vSech vzorkt
(Obr. 27) a opét vyssi hodnoty intenzity na Obr. 27C koreluji s mnozstvim proteint

ptrenesenych na membranu (Obr. 27A).
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Obr. 24: Detekce obsahu proteini SIMK ze vzorki kofeni rostlin M. sativa v kontrolnich
podminkach a s kofenovymi hlizkami. A) PVDF membrany s proteiny obarvenymi roztokem
Ponceau S v 5 % kyseliné octové. B) Imunodetekce SIMK proteinu o velikosti 46 kDa. C) Graf
zobrazujici intenzity pasi pro jednotlivé rostlinné linie v kontrolnich podminkach a s hlizkami.
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Obr. 25: Detekce obsahu proteini SIMK ze vzorku lista rostlin M. sativa v kontrolnich
podminkach a s kofenovymi hlizkami. A) PVDF membrany s proteiny obarvenymi roztokem
Ponceau S v 5 % kyseliné octové. B) Imunodetekce SIMK proteinu o velikosti 46 kDa. C) Graf
zobrazujici intenzity past pro jednotlivé rostlinné linie v kontrolnich podminkach a s hlizkami.
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Obr. 26: Detekce obsahu proteinii MMK3 ze vzorkii koieni rostlin M. sativa v kontrolnich
podminkach a s kofenovymi hlizkami. A) PVDF membrany s proteiny obarvenymi roztokem
Ponceau S v5 % kyseliné octové. B) Imunodetekce MMK3 proteinu o velikosti 43 kDa. C)
Graf zobrazujici intenzity past pro jednotlivé rostlinné linie v kontrolnich podminkach a
S hlizkami.
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Obr. 27: Detekce obsahu proteini MMKS3 ze vzorki listi rostlin M. sativa v kontrolnich
podminkach a s kofenovymi hlizkami. A) PVDF membrany s proteiny obarvenymi roztokem
Ponceau S v5 % kyseliné octové. B) Imunodetekce MMKS proteinu o velikosti 43 kDa. C)
Graf zobrazujici intenzity pasti pro jednotlivé rostlinné linie v kontrolnich podminkach a
S hlizkami.
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Pfi imunoblotové analyze aktivace kinas pfi tvorbé hlizek na rostlinach M. sativa
bylo zjisténo, ze ve vzorcich kotfenti doslo u vsech linii k aktivaci kinas pravé diky
interakcim se rhizobialnimi bakteriemi S. meliloti a nasledné tvorbé hlizek po 15 dnech
od inokulace bakterialni suspenzi. Tato aktivace kinas byla nejsilnéjsi u kontrolni RSY
linie (Obr. 28B a 28C). U vzorki listi byla taktéz pozorovana aktivace kinas u rostlin
béhem procesu tvorby hlizek. Nejslabsi aktivaci kinas pfi tvorbé hlizek vykazovaly

rostliny SIMKK RNA. linie (Obr. 29B a 29C).
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Obr. 28: Detekce fosforylovanych MAPK pomoci anti-pTEpY protilitky (pERK) ze
vzorki kofentu rostlin M. sativa v kontrolnich podminkach a s kofenovymi hlizkami. A)
PVDF membrany s proteiny obarvenymi roztokem Ponceau S v5 % kyseliné octové. B)
Imunodetekce pERK protilatky, a tedy i aktivace kinas. C) Graf zobrazujici intenzity past pro
jednotlivé rostlinné linie v kontrolnich podminkach a s hlizkami.
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Obr. 29: Detekce fosforylovanych MAPK pomoci anti-pTEpY protilatky (pERK) ze
vzorki lista rostlin M. sativa v kontrolnich podminkach a s kofenovymi hlizkami. A)
PVDF membrany s proteiny obarvenymi roztokem Ponceau S v5 % kyseliné octové. B)
Imunodetekce pERK protilatky, a tedy i aktivace kinas. C) Graf zobrazujici intenzity pasi pro
jednotlivé rostlinné linie v kontrolnich podminkach a s hlizkami.
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4.5 Rist kofene M. sativa pri snimani Light—sheet mikroskopem

Dalsi dulezitou ¢asti diplomové prace bylo pozorovani kofent rostlin M. sativa a jejich
interakce s rhizobidlnimi bakteriemi S. meliloti v redlném case pomoci Light-sheet
mikroskopu. Ke snimani Light-sheet mikroskopem byly pouzity 2-4 dny staré
semenacky kultivované ze semen na pevném MS médiu, nebo pevném Farhaeus médiu
bez dusiku. Také byly pouzity rostlinky indukované somatickou embryogenezi, které
byly kultivované na pevném MS médiu, nebo pevném Farhaecus médiu bez dusiku.
Mikroskopicka dokumentace byla zaméfena na snimani ristu kofene a kotfenovych
vlaskd. U vSech pozorovanych rostlin byl béhem sniméni Gspésné sledovan jak rtst
kofene, tak rust kofenovych vlaski (Obr. 30). Na studovanych kofenech se tvofily
kotenové vlasky (Obr. 30B a 30D), coz je dilezité pro dalsi pouziti této metody ke
studiu symbidzy kofenti Medicago S rhizogenimi bakteriemi.

Tekut¢ médium v pozorovaci komirce dodavalo rostlindm potiebné Zziviny
a otevieny systém v mikroskopické komurce jim poskytoval dostateény piisun kysliku.
Pro dlouhodobé snimani po dobu nékolika hodin a dnti byla nutna vymeéna tekutého
média v komirce za nové a sterilni médium. Timto zpiisobem mozné simulovat pfi
snimani podminky, které jsou co nejvice podobné tém piirozenym. Diky vSem témto
optimalizacim bylo mozné neinvazivné sledovat rist kofene po dobu 12 hodin a déle.
Schéma délky kotene rostliny na pocatku sniméani a po 20 hodinidch snimdéni je

zobrazeno na Obr. 31.
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Obr. 30: Piehled koiene M. sativa v Light-sheet mikroskopu na pocatku snimani a po 20
hodinach snimani. A) Kotfenova $picka pred snimanim, B) kofen s ranymi kofenovymi vlasky
pfed snimanim, C) kofenova $picka po 20 hodinach snimani, D) tvorba kofenovych vlaskt po
20 hodinach snimani. Méftitko je 50 um.

Na zacatku Poz2oh

Obr. 31: Naért délky koiene M. sativa v Light-sheet mikroskopu na poc¢atku snimani a po
20 hodinach snimani.
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Prvni pokusy o snimani rostlin M. sativa a jejich interakce s rhizobakteriemi S. meliloti
v Light-sheet mikroskopu zahrnovaly pfipravu, kdy rostlina, jiz pfedem inokulovana
bakterialni suspenzi S. meliloti mMRFP (ODsgo= 0,05), byla vlozena s agarosou do FEP
trubicky. Na sérii snimku na Obr. 32 (Video 3) je vidét ¢asovy prubéh snimani kofene
M. sativa po dobu 6 hodin. Pfi tomto snimani nebyl vyuzit perfuzni systém vymény
tekutého média v pozorovaci komtrce. Vzhledem k tomuto omezeni a diky tomu, ze
kotfen rostliny i s interagujicimi rhziobakteriemi byly ,uzavieny* v agarose Vv FEP
tubicce, doslo k silnému pfemnozeni rhizobakterii v okoli kofene, coz znemoznilo dalsi
pozorovani. K velmi silnému pfemnozeni rhizobakterii doslo asi po 3 hodindch od
zacatku snimani. Pozorovani del$i nez 12 hodin bylo také kvili nedostatku zivin pro

rostlinu stresujici.

Obr. 32: Casovy pribéh snimani koieme M. sativa transgenni linie FABD2-GFP
v interakci s rhizobakteriemi S. meliloti mMRFP po dobu 6 hodin. Snimky jsou pofizeny
kazdych 30 minut po dobu 6 hodin. Mé&fitko je 50 pm.
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Vzhledem k tomu, ze rist kofene rostliny M. sativa v FEP tubi¢ce omezuje pouziti
rhizobakterii S. meliloti a nasledné pozorovani interakci mezi kofenovymi vlasky
rostliny s bakteriemi, bylo nutné optimalizovat pfipravu rostliny k pozorovani v Light-
sheet mikroskopu a také upravit a vylepSit podminky snimani. Obr. 33 ukazuje rast
kofenové $picky rostliny M. sativa produkujici ABD2-GFP po dobu 6 hodin. Tato
rostlina byla indukovana procesem somatické embryogeneze a pred snimanim byla
kultivovana na pevném MS médiu. Poté byla pfipravena ke sniméni pfipevnénim na
plastovy drzak pomoci agarosy s nizkym bodem tuhnuti. Jako kultivatni médium
V pozorovaci komtrce bylo pouzito tekut¢ MS médium. Toto médium obsahuje velké
mnozstvi sachardzy, proto bylo nutné pouzit perfizni systém pro vyménu média.
Kofenova $picka v komurce byla snimana po dobu 16 hodin. Podminky ristu byly
optimalni, coz se prokazalo tim, ze kofenova Spicka rostla po celou dobu snimani bez
zjevného poskozeni uspotadani aktinového cytoskeletu. Rozdil mezi délkou kofene na
zaatku snimani a po 16 hodinach je znazornén na Obr. 34. Sipky ukazuji na $picku

kotene.

Obr. 33: Rust koienové $pi¢ky transgenni rostliny M. sativa produkujici ABD2-GFP.
Snimky jsou pofizeny po dobu 5 hodin kazdou hodinu. Méftitko je 50 um.
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Obr. 34: Narust kofene transgenni rostliny M. sativa produkujici ABD2-GFP na
plastovém drZiku v porozovaci komiirce Light-sheet mikroskopu na za¢atku snimani a po
16 hodinach snimani.

Dalsim dukazem toho, ze ptiprava rostliny M. sativa produkujici ABD2-GFP
a nastaveni celého experimentu je optimalni, je i fakt, Ze bunky si zachovavaly normalni
uspofadani a dynamiku aktinového cytoskeletu. Kortikalni i perinukléarni sit’
aktinového cytoskeletu epidermalnich bunék kofene M. sativa V transgenni linii
produkujici ABD2-GFP ukazuje Obr. 35 (Video 4). Perinuklearni aktinovy cytoskelet
(oznacen Sipkami na Obr. 35) je zodpovédny za pozici a pohyb jadra v ramci bunky a je
taktéz zapojen do relokace jadra béhem symbiotickych interakci mezi kofenovymi
vlasky M. sativa a rhizobialnimi bakteriemi S. meliloti. Na Obr. 36 je ukazéana série
snimki pofizenych béhem 12 hodin kazdou hodinu (Video 5). Pfedev§im v kotfenovych
vlascich je jasné vidét zmény v uspofadani, coz dokumentuje dynamiku kortikalniho
I perinukléarniho aktinového cytoskeletu. Kofen a kofenové vlasky této rostliny byly
snimany po dobu 48 hodin, aby bylo mozné otestovat, zda rostlina dokaze v pozorovaci
komurce mikroskopu ptezit bez poskozeni déle nez 12 hodin. Snimani delsi nez jeden
den je totiz nezbytné pro pozorovani interakci mezi kofenovymi vlasky M. sativa

a rhizobialnimi bakteriemi S. meliloti.
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Obr. 35: Usporadani aktinového cytoskeletu v epidermalnich buiikach rostliny M. sativa
produkujici ABD2-GFP. Perinuklearni aktinovy cytoskelet je oznacen Sipkami. Méfitko je
20 um.
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Obr. 36: Zmény v usporadani a dynamika aktinového cytoskeletu v kofenovych vlascich
rostliny M. sativa produkujici ABD2-GFP. Snimky jsou pofizeny kazdou hodinu po dobu 12
hodin. Méfitko je 20 pm.

4.5.1 Optimalizované pozorovani interakci mezi korenovymi vlasky
M. sativa a rhizobialnimi bakteriemi S. meliloti v Light-sheet
mikroskopu

Po ovéteni efektivity pouziti plastového drzaku K piipravé preparati a ke snimani

kofene M. sativa bylo nasledn¢ mozné vyuzit tento protokol ke studiu interakci mezi
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kofenovymi vlasky M. sativa s bakteriemi S. meliloti. Ke zkoumani byly pouzity
rostliny produkujici ABD2-GFP a bakterie S. meliloti produkujici mRFP. K docileni co
nejidealnéjSich podminek pro iniciaci interakci bylo v pozorovaci komurce pouzito
tekut¢ Fahracus médium bez obsahu dusiku, které bylo postupné vymeénovano za
Cerstvé diky perfuznimu systému. To umoznilo nejen procistovani a dopliovani
kultivaéniho média, ale také byly timto zpisobem odplavovany mnozici se bakterie
S. meliloti. Diky tomu nedochazelo k jejich pfemnozovani v okoli kofene rostliny.

Na Obr. 37 je ukazan kofen M. sativa transgenni linie produkujici ABD2-GFP
s bakteriemi S. meliloti mRFP zachycenymi na jeho povrchu a na kofenovych vlascich
v ¢asech 0 h, 4 h, 8 h a 12 h od inokulace béhem snimani. Série snimkt na Obr. 38
ukazuje piichyceni bakterie S. meliloti na rany kofenovy vlasek. Bakterie zlstala
pfichycena na Spicce kotenového vlasku po dobu 12 hodin, avSak nedoslo k zadnym
zménam v aktinovém cytoskeletu, které by byly podminény vyménou rhizobidlnich
a rostlinnych signali. Nedoslo ke zméné tvaru vlasku a vlasek po celou dobu prichyceni
bakterie nevykazoval riist. Bylo vSak vidét dynamiku aktinového cytoskeletu vlasku.

Série snimkd na Obr. 39 ukazuje ptichyceni bakterie S. meliloti na jiz delsi kofenovy
vlasek. Bakterie zlstala ptichycena na Spi¢ce kotenového vlasku po dobu 4 az 16 hodin
snimani, avSak nedoSlo k Zadnym zménam v aktinovém cytoskeletu, které by byly
podminény vyménou rhizobialnich a rostlinnych signalti (Video 6). Nedoslo ke zméné
tvaru vlasku a vlasek po celou dobu pfichyceni bakterie nevykazoval rist. Bylo vSak
vidét dynamiku aktinového cytoskeletu vlasku. Po 16 hodinach snimani doslo k rozpadu
aktinového cytoskeletu a rostlina prestala rast. Del$i sniméani nez 16 hodin tedy nebylo
pro rostlinu vhodné. Postupné odumirani rostliny béhem sniméani mize byt zapti¢inéné
nedostateénym piisunem kysliku do média a také neptitomnosti svétla pro zelené ¢asti

rostlin.
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Obr. 37: Série snimki z ¢asosbérného snimani interakcikoiene M. sativa produkujiciho
ABD2-GFP s bakteriemi S. meliloti RFP po dobu 12 h. Mé&fitko je 20 um.
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Obr. 38: Kofenovy vlisek rostliny M. sativa produkujici ABD2-GFP v interakci
s rhizobialni bakterii S. meliloti produkujici mRFP (Sipka). Snimky jsou pofizeny kazdou
hodinu po dobu 12 hodin. Méfitko je 2 um.
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Obr. 39: Kofenové vlasky rostliny M. sativa produkujici ABD2-GFP v interakci
s rhizobialni bakterii S. meliloti produkujici mRFP (Sipka). Snimky jsou pofizeny v ¢asech
2,5 hodiny, 3,5 hodiny, 4 hodiny a 16 hodin po inokulaci bakterii. Méfitko je 20 pm.
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5 DISKUZE

Pro praktickou ¢ast této diplomové prace byla vyuzita semena M. sativa kontrolni linie
RSY a transgenni linie s expresi ABD2-GFP pro znaceni aktinového cytoskeletu.
Semena téchto linii byla produkovéna procesem samospraSeni. Jelikoz se druh
Medicago prirozen¢ rozmnozuje pouze cizosprasné, po umélém samospraseni dochazi
k inbredni depresi, ktera se projevuje slabou kli¢ivosti semen. Pfi pokusu pfekonat tento
problém byly vyuzity dva zplisoby naruseni osemeni. Pii nafezdni osemeni semen
v misté kliceni doslo v nékterych ptipadech k poruSeni embrya. Vyklicené rostliny
vykazovaly morfologicka poskozeni a nestandartni rist kofene. Z tohoto divodu byla
nove vyuzita metoda poruseni osemeni semen s vyuzitim smirkového papiru. Tento
postup se ukézal daleko efektivnéjsi v kli¢ivosti. Také nedoslo k ovlivnéni ristu kotenit
proti pfedchozi metod¢, ktera byla vice invazivni. Jelikoz samotna produkce semen
pomoci samoopyleni byla v naSem piipadé malo efektivni, bylo nutné vyuzit rostliny
produkované procesem somatické embryogeneze. Rostliny indukované procesem
somatick¢ embryogeneze byly taktéz nejCastéji pouzivany pro pozorovani pomoci
Light-sheet mikroskopie.

V soucasné dob¢ je pozornost védct ¢im dal vice zamétena na proces fixace dusiku
mezi rostlinami rodu Medicago a rhzobidlnimi bakteriemi rodu Sinorhizobium
pfedevSim pro zemédélské ucely. Zkoumani téchto interakénich procesit je daleko
Castgjsi u druhu Medicago truncatula, jelikoz tento druh je diploidni a jiz doslo
k osekvenovani celého genomu. Naptiklad v praci Fourniera et al. (2008) byl pomoci
konfokalni mikroskopie pozorovan proces tvorby infekénich vlaken pii symbidze
M. truncatula a S. meliloti. V tomto pfipadé byly kofeny rostlin pokryty specialni
transparentni plastickou vrstvou propustnou pro vzduch, ktera méla stejny opticky index
lomu jako voda. To jim umoZnilo co nejmensi ovlivnéni rostliny pfi snimani. | kdyz Slo
o velmi pfinosnou studii, rist kofene i infekéniho vlakna béhem sniméni probihal
V horizontalni poloze a v malém prostoru mezi mikroskopickymi sklicky, coz zcela
nenapodobuje redlné podminky v pidé. Oproti tomu postup v této praci zahrnuje
snimani infek¢niho procesu na kultivacnim médiu v Petriho misce. Tento postup je pro
rostlinu i symbioticky proces ptiznivéjsi. Lze pozorovat i kotfeny vétSich rostlin v ¢ase
bez jakéhokoliv naruseni. Ja to vSask na ukor rozliSeni, které poskytuje konfokalni

mikroskopie.
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Jako nejvhodnéjsi a nejpfirozenéjsi technologie zkoumdni dynamiky rlstu
rostlinnych organi se v soucasné dobé jevi light-sheet mikroskopie. Prvni pokusy
0 zobrazeni dynamiky rastu kofene Medicago v trojrozmérném rezimu provedl
Silverberg et al. (2012). Zkoumali rast kofentt M. truncatula divokého typu
Vv heterogennich prostedich pomoci vlastni sestavené zobrazovaci techniky a aparatury
vyvinuté pro 3D casosbérné zobrazeni rostoucich kofent (,,3D time-lapse imaging of
growing roots®“, 3D-TIGR). Diky této nové technologii, vyuZzivajici laserovy paprsek
tvaru listu, bylo mozné studovat spiralovité stoeni kofenti Medicago zpusobené
fyzickou bariérou v rastovém médiu. Cim dal vétsi vyuziti ke studiu dynamiky
rostlinného ristu maji komeréné dostupné systémy light-sheet mikroskopie. Prvni studie
byly zaméfeny na vyvojovou biologii modelové rostliny Arabidopsis thaliana. Diky
tomu bylo mozné pozorovat jak dynamiku cytoskeletu, tak lokalizaci rdznych
znacenych proteind a bunéénych struktur (Maizel et al., 2011).

Hlavnim cilem predlozené diplomové prace bylo provést a optimalizovat
mikroskopické studium rostliny M. sativa v realném c¢ase a pii interakci
s rhizobakteriemi. Kofen této rostliny je nékolikanasobné vétsi nez u modelové rostliny
A. thaliana, ktera je daleko lépe prozkoumana. Je vhodnéjsi na ptipravu vzorku
k mikroskopovani, jako i k samotnému snimani pomoci light-sheet mikroskopu (napf.
Ovecka et al., 2015; Sena et al., 2011). Bylo velmi dulezité optimalizovat postup
pfipravy vzorku i podminky snimani v mikroskopické komtrce pro dlouhodobé
fpozorovani. Tyto parametry bylo nutné optimalizovat jak pro snimani rustu kotene, tak
1 pro snimani interakénich procesii s rhizobidlnimi bakteriemi. JelikoZ tyto symbiotické
interakce trvaji 1 nékolik desitek hodin, bylo nezbytné zamezit sekundarnim infekcim
kultiva¢niho média. Dale bylo také nutné zamezit pfemnozeni rhizobidlnich bakterii
V pozorovaci komirce. Vzhledem k tomu, Ze se pfi neruseném ristu kofenové Spicky
velice rychle dostala mimo zorného pole, bylo nutné vyuzit rezim ,,multiview*. Pomoci
tohoto rezimu bylo mozné nastavit nékolik snimanych zornych poli posunutych v ose Y,
tedy v ose riistu kofene a zachytit tak rist kofenové Spicky po celou dobu snimani.
Timto zptsobem bylo mozné, obzvlasté u pozorovani interakci kotfenovych vlaskl
s rhizobialnimi bakteriemi, nastavit zornd pole na n¢kolik vybranych c¢asti kotene. Tyto
¢asti bylo mozné snimat nezavisle, ovSem ve Stejném case.

Pii prvnich pokusech bylo vyuZzito upraveného protokolu ptipravy vzorku podle
Ovecka et al. (2015), kdy byla pfedem inokulovana rostlina rostouci kolmo do média

velmi opatrné ,,vyfiznuta® 1 s pevnym kultivaénim médiem okolo kofene do plastové
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FEP trubicky. Takto vytvoteny vzorek bylo mozné okamzité premistnit do mikroskopu
a snimat. V tomto piipad¢ dochazelo nejen k silnému premnozeni rhizobidlnich bakterii,
ale 1 samotné pevné kultivatni médium snizovalo rozliSeni sniméni. Dal§i moznosti, jak
pozorovat interakce mezi kofenovymi vlasky a rhizobiadlnimi bakteriemi, byla inokulace
kotene bakteridlni suspenzi pfimo V pozorovaci komirce. V tomto piipadé bylo
nezbytné zabezpecit kontinualni vyménu kultivacniho média v komtrce pomoci
perfuzniho sytému. Toto vylepSeni zabrani v budoucnu kontaminacim média a bude
mozné pridavat rizné chemikalie s cilem studovat jejich vliv na rust kofene. Dulezité
pro nase pozorovani bylo, aby se bakterie pfidané do kultivacniho média dostaly ke
kotfenovym vlasktim rostliny. Z tohoto diivodu nebylo mozné pouzit jiz zminény postup,
kdy je cely kotfen obklopen pevnym kultivacnim médiem ¢i agarosou. Jako nejvhodnéjsi
se ukazal postup upraveny podle von Wangenheim et al. (2017) s pouzitim specialniho
plastového drzéku. Diky tomu, Ze je kofen rostliny fixovan pouze z jedné strany na
vrstvé agarosy, jsou v podstaté vSechny jeho kotenové vlasky voln¢ v médiu, predevsim
na nové vytvoreném segmentu kofene piimo v mikroskopu. Bakterie tak maji vétsi
moznost se na kofenové vlasky pfichytit. V kombinaci s perfuznim systémem vymény
média se tato optimalizace jevi jako nejvhodnéjsi pro studium interakénich procest
mezi kofenovymi vlasky a bakteriemi.

Jedinym problémem omezujicim pozorovani ristu po dobu del§i neZz 24 hodin je
nedostatek svétla pro nadzemni Casti rostlinya také omezeny piistup kysliku. Tento
nedostatek by mélo v budoucnu vyfeSit LED osvétleni horni casti rostliny
Vv pravidelnych intervalech, které simuluji normalni svételni reZim, tedy 16 hodin svétlo
a 8 hodin tma. Soucasné bude kofen rostliny od osvétlené ¢asti oddélen neprihlednym
materidlem na hladiné kultivaéniho média v pozorovaci komirce. Okysliceni média
muze byt zabezpeceno jeho sterilnim probublavanim v zasobni lahvi v ramci perfuzniho

systému.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace v teoretické ¢asti popisuje biotické interakce rostlin
s mikroorganismy. V ¢asti popisujici bioticky stres je shrnuto, jak tento stres pusobi na
rostliny. Jsou popsany zpusoby, jakymi se rostliny proti tomuto druhu stresu, konkrétné
proti patogentim, mohou branit. Mechanismy obrany rostlin zahrnuji jak mechanické
bariéry bunécéné stény a plazmatické membrany, tak obranu na molekularni Grovni.
Mezi takové zplisoby obrannych reakci pak patii napiiklad methylace cytosinu,
produkce rostlinnych hormont, tvorba reaktivnich forem kysliku a pfedevSim série
obrannych reakci, do nichz jsou zapojeny stresem indukované mitogen aktivované
protein kinasy (SIMK a SIMKK u vojtésky). V dalsi ¢asti je také popsan symbioticky
vztah mezi bobovitymi rostlinami rodu Medicago a rhizobialnimi bakteriemi
Sinorhizobium. V dalsi ¢asti teoretického tvodu jsou popsany zmény aktinového
cytoskeletu béhem interakci kotfenovych vlaskl s rhizobidlnimi bakteriemi, jelikoz byly
Vv experimentalni ¢asti prace pouzity transgenni linie M. sativa se znacenim aktinového
cytoskeletu.

Prakticka ¢ast prace na zacatku popisuje experimentalni optimalizaci protokolu na
pfipravu semena také pfipravu rostlin procesem somatické embryogeneze. Pomoci
téchto metod byly produkovany rostliny pro praktické experimenty s kokultivaci
I mikroskopickou dokumentaci symbiotického procesu. V dalsi ¢asti se prace zaméfuje
na kokultivaci rostlin M. sativa s bakteriemi S. meliloti na tekutém médiu bez dusiku.
Mikroskopicka pozorovani rostlin na Petriho miskach byla zaméfena na identifikaci
a charakterizaci jednotlivych stadii interakci mezi kofenovymi vlasky M. sativa,
kontrolnich i transgenni linie ABD2-GFP a rhizobialnimi bakteriemi S. meliloti.
Pocatecni interakéni procesy byly také pozorovany v ¢ase nékolika hodin na rostlinach
kultivaru Europe pomoci neinvazivni mikroskopie na Petriho miskach. Taktéz byly
kofeny transgennich rostlin pozorovany pomoci neinvazivni light-sheet mikroskopie.
Kcelu dlouhodobého pozorovani byly optimalizovany techniky piipravy rostlin
k mikroskopii a také nastaveni podminek snimani tak, aby poskytovaly rostlinam co
nejptirozenéjsi prostiedi pro rist.

Byla taktéz kvantitativné vyhodnocena efektivita procesu tvorby hlizek u kontrolni
a transgenni linie M. sativa. Pocty vyvinutych hlizek u téchto linii nevykazovaly
vyrazngj$i rozdily mezi kontrolni a transgenni linii. Produkce ABD2-GFP proteint tedy

nema vyrazny vliv na tvorbu a zivotaschopnost kotfenovych hlizek. V posledni ¢asti
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prace byla kvalitativné a kvantitativné¢ vyhodnocena pfitomnost kinas SIMK a MMK3
u rostlin kontrolni linie, linie s potlacenou expresi kinasy SIMKK a transgenni linie
produkujici ABD2-GFP. Byly analyzovany rostliny rostouci v kontrolnich podminkach
i rostliny s vyvinutymi hlizkami. Timto zpusobem bylo prokdzano vyrazné snizené
mnozstvi SIMK u linie s potlacenou expresi SIMKK, jelikoz exprese a aktivita SIMK je
ovliviiovana pravé kinasou SIMKK. Taktéz byla prokézana aktivace kinas 15 dni od

inokulace rhizobialni suspenzi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A. thaliana
ABD2

BS médium
DMSO
DSLM

GFP
protein

IT

M. sativa

M. truncatula
MMK3
MPK6
MmRFP

MS médium
MT

NodD

Obr.

PAMP

PRR

PT

ROS

S. meliloti
SIMK
SIMKK
Tab.

Arabidopsis thaliana

z angl. ,,Actin binding domain 2*, Aktin vazebna doména 2
Gamborgovo médium

Dimethylsulfoxid

Digitalni skenovaci light-sheet fluorescencni mikroskop

Z angl., ,,Green fluorescent protein®, Zeleny fluorescencni

Z angl. ,Infection thread*, Infek¢ni vlakno

Medicago sativa

Medicago truncatula

Mitogen aktivovana protein kKinasa 3 u vojtésky
Mitogen aktivovana protein kinasa 6

Monomerni forma ¢erveného fluorescencniho proteinu
Murashige and Skoog médium

Mikrotubul

Nodulaéni faktor D

Obrazek

Z angl. ,,pathogen-associated molecular patterns®,
molekularni vzorce asociované s patogenem

Z angl. ,,Pattern recognition receptors®, receptory
rozpoznavajici patogena

Z angl. ,,PAMP triggered immunity*“, PAMP-vyvolana
imunita

Reaktivni formy kysliku
Sinorhizobium meliloti

Solnym stresem indukovana MAPK
SIMK kinasa

Tabulka
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9 PRILOHY

Video 1
Video 2
Video 3
Video 4
Video 5
Video 6

Videa jsou k dispozici na ptilozeném CD ve slozce ,,Ptilohy*.
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