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Abstrakt

Rostlinny cytoskelet plni v bufice rostliny nezastupitelnou tlohu. Tvoii oporu
buiky, ucastni se bunééného déleni, svou roli hraje pii transportu vesikul nebo
organel. Rostlinny cytoskelet reaguje na vnéj$i podminky, kdy pti biotickém a
abiotickém stresu dochdzi ke zméndm v uspofddani aktinovych filament a
mikrotubuli. Ke zménam Vv usporadani cytoskeletu dochazi také bé&hem
symbiotickych procesii. Medicago sativa je rostlina spadajici do ¢eledi bobovitych
rostlin a vyznacuje se mimo jiné symbiozou s bakteriemi fixujicimi vzdusny dusik.
Aby bylo mozné tyto procesy detailné studovat v zivych rostlinnych buikach, je
nutné rostlinny cytoskelet vizualizovat, a to nejlépe tak, aby nedoslo k naruseni jeho
dynamiky. Pro vizualizaci cytoskeletu pomoci fluorescen¢ni nebo konfokalni
laserové mikroskopie se vyzivaji fuzni fluorescencni proteiny, které slouZzi jako
markery cytoskeletu.

Cilem této bakalaiské prace byla piiprava Agrobacterium tumefaciens nesouci
konstrukty pro jednotlivé markery cytoskeletu jako lifeact:mCherry, tagRFP:TUAG,
MRFPL:TUB6 a MAP4:GFP, a nasledn¢ jimi stabiln¢ transformovat listové
explantaty M. sativa. Transformované rostliny byly regenerovany procesem
somatické embryogeneze. V piipadé konstuktt lifeact:mCherry, tagRFP:TUAG a
MAP4:GFP byla ovéfena jejich uc¢innost v M. sativa.

Dale byla indukovéna somatickd embryogeneze z listovych explantatl transgenni
rostliny, kterd jiz stabiln€ exprimovala konstrukt tagRFP:TUAG6. V kotenech
regenerovanych rostlin byla pozorovana organizace kortikdlnich a mitotickych

mikrotubulu.
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Abstract

The plant cytoskeleton plays an irreplaceable role in the plant cell. It forms the backbone
of the cell, participates in cell division and in the transport of vesicles or organelles. The
plant cytoskeleton reacts on enviromental conditions. Biotic and abiotic stresses are
responsible for rearrangement of actin filaments and microtubules. Changes in
cytoskeleton organization can be also observed during symbiotic processes. Medicago
sativa belongs to Leguminosae family and it is characterised by a symbiosis with
nitrogen fixing bacteria. Visualization of the plant cytoskeleton without affecting it’s
dynamics during in vivo observation is necessary for detail study of symbiotic processes.

Cytoskeletal markers as a fusion proteins are used for visualization of the cytoskeleton

by fluorescence or confocal laser microscopy.
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1. Vypracovani literarni reSerSe na téma cytoskeletu a transformacnich technik u
vojtesky.

2. Priprava A. tumefaciens nesouci konstrukty fluorescenéné znacenych
cytoskeletalnich markert.
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p35S::tagRFP:TUAG.

5. Odvozeni transgennich linii stabilné¢ exprimujicich fluorescenéné znacené

cytoskeletalni markery.



1 UVOD

Medicago sativa je dvoudélozna rostlina, kterd ma vysokou nutri¢ni hodnotu. Diky tomu
se v zem&délstvi vyuziva jako krmivo, naptiklad ve form¢ silaze. Protoze je M. sativa
dalezitd zemédélskd plodina, je u ni snaha o tvorbu ucinného transformacniho a
regeneraCniho protokolu, aby bylo mozné co nejefektivnéji a nejrychleji vyvinout
transgenni linie nesouci pozadované geny zajmu.

Pod pojmem transformace se rozumi pienos cizi genetické informace do genomu
hostitele. V ptipadé M. sativa je nejpouzivangjsi transformacni metodou praveé
transformace zprostiedkovana gramnegativni bakterii A. tumefaciens. Tato bakterie
obyva pludni stanovis$té¢ a je pfirozené schopnd pienést Cast genetické informace ze
svého Ti plasmidu do jadra rostlinnych bun¢k. Geny zabudované do rostlinného genomu
pak pomahaji bakteriim zajistit vhodné podminky pro jejich pteziti a mnozeni.

Schopnosti pfenosu genetické informace u této bakterie se vyuziva v oblasti
genetického inzenyrstvi pfi tvorbé geneticky modifikovanych rostlin. Bakterie A.
tumefaciens je schopna pfijmout geneticky upraveny plasmid s genem zajmu. Mezi geny
zajmu nejcastéji patii geny rezistence vici chorobam a sktidcim nebo geny zvySujici
odolnost vici abiotickému stresu.

Pro studium rostlinného cytoskeletu, naptiklad b&hem mitézy a cytokineze se
vyuZzivaji cytoskeletalni markery, coz jsou nejcastéji flizni proteiny aktinu nebo tubulinu
znacené fluorescenénim proteinem. Pro vizualizaci cytoskeletu mohou byt vyuZity 1
proteinové domény z aktin nebo tubulin vazicich proteint, jako je naptiklad aktin-vazici
doména z proteinu FIMBRINT1 pochazejici z rostliny Arabidpsis thaliana nebo tubulin-
vazici doména ze savéiho proteinu MAP4 (Ivanov et Harrison, 2014).

Mezi nejcastéji pouzivané fluorescencni proteiny patii GFP (green fluorescent protein)
a RFP (red fluorescent protein). Modifikaci nékolika aminokyselin téchto proteint
vznikaji rizné barevné varianty, napiiklad BFP (blue fluorescent protein), CFP (cyan
fluorescent protein) nebo tagRFP a mCherry, coz jsou Cervené fluorescenéni proteiny
(Day et Davidson, 2009). Vyvinutim vice barevnych variant je mozné kolokalizovat
neékolik bunéénych struktur najednou, coz je zadouci pfi studiu vzdjemnych interakci

jednotlivych bunéénych komponent.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Charakterizace vojtésky seté

Vojtéska seta (Medicago sativa L.), také znama jako ,,alfalfa* patii do ¢eledi bobovitych
rostlin a je dilezitou zemédélskou plodinou. Jedna se o cizospraSnou dvoudéloznou
rostlinu. Vyuziva se predevsim jako krmivo pro hospodaiska zvifata, protoze obsahuje
velké mnozstvi vitaminti a proteinti (Monteiro et al., 2003). M. sativa ma pomérné
hluboky kotenovy systém, ktery v druhém roce zZivota dosahuje hloubky 3,6 m (Johnson
etal., 1998). Diky tomu je odolna vuéi suchu a snese vysoké teploty az do 45 °C (Rashmi
etal., 1997).

Vojtéska a obecné lusténiny ziji v symbidze s bakteriemi, které jsou schopné vazat
vzdusny dusik. M. sativa stejné jako M. truncatula zije v symbidze s bakterii
Sinorhizobium meliloti. Bakterie interaguji s rostlinou poté, co zachyti flavonoidy
uvolnéné rostlinou. Jako odpovéd’ bakterie produkuji Nod faktor. Bakterie pronikaji pies
kotenové vlasky do kotend, ve kterych se nasledné za¢ne formovat struktura zvana nodul.
Bakterie zacnou exprimovat geny pro tvorbu nitrogenasy, které jsou zodpovédné za fixaci
dusiku. Rostliny, které¢ ziji v symbidze s bakteriemi fixujicimi dusik ziskdvaji v ptidach
s nizkym obsahem dusiku vyhodu (Checcucci et al., 2016).

Vojtéska setd ma slozity genom, je tetraploidni (4n=32) (Hawkins et Yu, 2018).
Genom M. sativa nebyl do dnesni doby pIn¢ osekvenovan, ale jako modelovy organismus
pro bobovité rostliny se vyuziva M. truncatula, ktera je s M. sativa blizce piibuzna.
Vyuziva se jako model pro studium fixace vzdusného dusiku predevSim proto, ze ma
oproti M. sativa diploidni genom. Dalsi vyhody jsou napiiklad kratky Zivotni cyklus nebo

moznost pomérné snadné transformace (Krishnakumar et al., 2015).

2.2 Cytoskelet rostlin

Cytoskelet rostlinnych bunék piedstavuje komplexni vnitrobunéénou strukturu, ktera je
sloZena z aktinovych filament a mikrotubulii. Mikrotubuly a aktinova filamenta navzajem
spolupracuji a tvofi spolu dynamicky systém. Cytoskelet se ti€astni bunécného déleni,
morfogeneze, intracelularniho transportu, signalizace a také odpovédi na rozli¢né stresy.

(Komis et al., 2015; Seagull, 2016).
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2.2.1 Mikrotubuly

Mikrotubuly se skladaji z heterodimert, které obsahuji alfa-tubulin a beta-tubulin
(Obr. 1). Alfa a beta tubulin maji aminokyselinovou sekvenci shodnou ze 40 % a oba
proteiny existuji v nékolika isoformach (Nogales et al., 1998). Genom A. thaliana koduje
Vv ptipad¢ alfa tubulinu 6 isoforem: TUA1 — TUAG (Kopczak et al., 1992). Isoforem beta
tubulinu v A. thaliana existuje celkem 9: TUB1 — TUB9 (Snustad et al., 1992). Vétsina
téchto tubulinovych isoforem je nepietrzité exprimovana. Existuji ale vyjimky, a to
isoformy TUA1 a TUB9Y, které jsou exprimovany pievazné v reprodukcnich organech
(Cheng et al., 2001). Mimo isoformy alfa a beta existuji také dveé isoformy gama (Liu et
al., 1994).

Heterodimery se k sob¢ piipojuji a tvofi tak linearni protofilamenty, kterych je vétSinou
13. Protofilamenty linearné asociuji a tvoii tak duté vldkno, které mé v praiméeru 24 nm
(Seagull, 2016).

Na mikrotubulovém vlakné rozliSujeme plus a minus konec, kde minus konec je tvofen
alfa-tubulinem, zatimco plus konec je tvofen beta-tubulinem. Nové heterodimery se
ptrednostné piipojuji na plus konec, kde se na beta-tubulinu nachazi navazané GTP. Kdyz
dojde ke kontaktu alfa-tubulinu nového heterodimeru se stavajicim vlaknem, GTP

hydrolyzuje na GDP. Hydrolyza GTP je pomalejsi nez ptikladani novych heterodimert,

B tubulin

o tubulin

G

Minus konec

Obr. 1 Struktura mikrotubulu (upraveno podle Hashimoto, 2015).
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a proto na plus konci vznika GTP Eepicka. GTP Eepicka poméaha mikrotubulim rast diky
silnym lateralnim interakcim mezi GTP jednotkami (Margolin et al., 2012; Hashimoto,
2015).

Polymerizace mtze n¢kdy piejit do faze depolymerizace, kdy dojde k hydrolyze GTP
Cepicky a dalsi heterodimery se na tubulinové vlakno nemohou vazat. Dojde k zakiiveni
protofilament, protoze podjednotky véazajici GDP maji ptirozen¢ zakiivenou konformaci,
a nasleduje depolymerizace heterodimeri (Margolin et al., 2012). Po obnoveni GTP
Cepicky muize depolymerizace opét piejit do polymeracni faze (Seagull, 2016).

Depolymerizaci a destabilizaci mikrotubulli lze pfivodit nékterymi chemickymi
latkami, jako je oryzalin nebo propyzamid, které se pro své ucinky vyuzivaji jako
herbicidy (Nakamura et al., 2004).

Mikrotubuly jsou také citlivé na nékteré abitotické stresy, naptiklad solny stres.
Vlivem zvySené koncentrace soli dochazi ke svazkovani a depolymerizaci mikrotubulti
(Dou et al., 2018). Zvyseny obsah soli v prostiedi také negativné ovliviuje kliceni, rist a
schopnost reprodukce rostlin. Dale ovliviiuje fyziologické procesy, jako fotosyntézu,
respiraci nebo enzymatickou aktivitu (Hasanuzzaman et al., 2012).

Depolymerizace mikrotubuld miize nastat i pii pusobeni nizkych teplot (Nick et al.,
2013).

2.2.2 Aktinova filamenta

Filamentarni aktin (F-aktin) je tvofen podjednotkami globuldrniho aktinu (G-aktin), ktery
ma velikost 42 kDa. Vznikly F-aktin tvofi dvouvlaknovou helikélni strukturu, kterd ma
v pruméru 5-7 nm (Li et al., 2015). Tvorba nového aktinového vlakna ma 2 faze: nukleaci

a elongaci. Pfi nukleaci se z aktinovych monomert tvoii aktinovy dimer a pozdé&ji trimer.

Nukleace Elongace
- _ ot )

g
ﬂ;ﬁpu;ﬁ;dnotw

e

Podjednotky vésici  vézici ATP
ADP+P. nebo ADP

Obr. 2 Schéma tvorby aktinového filamentu (upravené podle Blanchoin et al., 2014) Nukleace
je formace dimerd a trimerd z aktinovych monomerd. Po nukleaci nastava elongace, kdy se
tetézec prodluzuje za hydrolyzy ATP.



Pii elongacni fazi se na trimer pfipojuji dals$i monomerni jednotky a dochazi
k prodluzovani fetézce (Obr. 2) (Blanchoin et al., 2014). Také na aktinovém vlakné
rozliSujeme plus a minus konec. Nové monomery, které maji navazané ATP, se ptidavaji
k rychle rostoucimu (+) konci. Po piipojeni dojde k hydrolyze nukleotidu a podjednotka
tak obsahuje ADP-Pi. Nakonec je Pj uvolnéno a navazané podjednotky obsahuji ADP.
Monomery s navazanym ADP se z pomalu rostouciho (-) konce odpojuji a dochézi tak ke
zkracovani fetézce (Li et al., 2015).

Mezi inhibitory aktinového cytoskeletu se fadi slouceniny jako latrunculin nebo
chytochalasin, které plsobi na F-aktin. Cytochalasiny jsou fungalni metabolity, které
vyrazn¢ zpomaluji polymeraci F-aktinu tim, Ze inhibuji fazi elongace (Bonder et
Mooseker, 1986). Inhibice je zplsobena silnou afinitou cytochalasint k rostoucimu (+)
konci, tim padem se G-aktin nemiiZze navazat a postupné dochazi k depolymerizaci
(Hussey et al., 2006).

Ptikladem latrunkulinu je latrunculin A, ktery je izolovan z moiské ¢ervené houby
Latrunculia magnifica (Spector et al., 1983).

Na druhou stranu existuji latky, které F-aktin stabilizuji a napomdhaji jeho polymeraci.
Mezi tyto latky fadime naptiklad jasplakinolidy, které byly ptivodn€ izolovany z motské
houby Jaspis johnstoni (Braekman et al., 1987). Tato chemicka latka snadno prostupuje
cytoplasmatickou membranou a pozitivné piisobi na nukleaci aktinového cytoskeletu
(Waldmann et al., 2008).

Genom A. thaliana obsahuje mnoho isoforem aktinu. Ve vegetativnich ¢astech rostliny
jsou exprimovany isoformy ACT2, ACT7 a ACT8 (Gilliland et al., 2003).
V reprodukénich ¢astech se exprimuji isoformy ACT1, ACT3, ACT4, ACT11 a ACT12
(Huang et al., 1997).

2.2.3 Transport vesikul a organel v rostlinné buiice pomoci cytoskeletu

Rostlinné buriky, na rozdil od ZivociSnych, vyuZivaji pfedevSim aktinové filamenty pro
transport a pohyb organel. Zivo¢isné buiiky pro transport vyuZivaji mikrotubuly a s
mikrotubuly-asociované motorové proteiny jako je dynein a kinesin (Grebe et al., 2003;
Brandizzi et al., 2013).

V rostlinnych buiikach se také nachazeji geny kodujici kinesiny, napiiklad v genomu
A. thaliana se nachazi konkrétné 61 genu kodujicich tyto motorové proteiny. Geny pro
kinesiny transportujici organely na dlouhou vzdalenost se v genomu nevyskytuji. Nejvice

zastoupeny jsou rodiny kinesinti 7 a 14 (Zhu et Dixit, 2012). Usuzuje se, ze mikrotubuly
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a mikrotubuly-asociované motorové proteiny se v rostlinnych buikach specializuji na
ukotveni a zpomaleni organel, aby byly spravné nasmérovany na své cilové misto (Cai et
Cresti, 2012; Zhu et Dixit, 2012).

Kinesiny jsou také dilezité pfi cytokinezi a pienosu signalu (Lee et Liu, 2004; Li et
al., 2012). Cytokineze se mimo jiné Ucastni kinesin AtPAKRP2, ktery transportuje
vesikuly z Golgiho aparatu do fragmoplastu (Lee et al., 2001).

Mezi dal$i motorové proteiny Ucastnici se transportu vesikul a organel v rostlinnych
bunikach fadime myosiny. Myosiny se pohybuji na rozdil od kinesinii podél aktinového
vlakna. V A. thaliana se nachazi 17 gent kodujicih myosin. Tyto geny jsou rozdéleny do
dvou kategorii — myosin VIl obsahujici 4 ¢leny a myosin XI se 13 ¢leny (Reddy et Day,
2001). Imunocytochemicka analyza kli¢nich rostlin A. thaliana ukazala, Ze mysoin je
lokalizovany v okoli kortikalniho ER (Ueda et al., 2011). Aktin-mysoinovy komplex
zajiStuje distribuci vesikul a organel na dlouhou vzdélenost.

Z dtivodu jejich blizkého spojeni nejsou pro transport vesikul mezi ER a GA
bezprostfedné¢ nutnd aktinova vldkna, coz bylo dok4zano inhibitorem transportu
brefeldinem A (Brandizzi et al., 2002). Transport vesikul je ovSem v pfitomnosti
aktinovych vldken mnohem efektivnéj$i. Také vesikuly z post-Golgi nemohou byt

efektivné presunuty do vakuoly bez piitomnosti aktinovych vlaken (Kim et al., 2005).

2.2.4 Cytoskelet béhem bunécéného déleni

Mitotické déleni rostlinné bunky je dynamicky proces, ktery zahrnuje reorganizaci
cytoskeletu. V interfazni bufice jsou aktinova vlakna nahodné rozmisténa v kortikalni
cytoplasmé a okolo jadra. Nachazi se také v plasmodesmatech, kde se tucastni
intercelularniho transportu proteinti a jinych makromolekul (Kost et Chua, 2002).

Mikrotubuly se také nachéazi v kortikalni cytoplasmé a pied délenim bunky formuji
kolem jadra tzv. preprofazovy prstenec (PPB), ktery urcuje rovinu bunééného déleni a
polohu fragmoplastu. PPB také obsahuje aktinova vlakna. KdyZ v pozdni profazi dojde
Kk rozpusténi jaderné membrany, mizi i samotné PPB (Seagull, 2016).

V dalsi fazi bunéEného déleni (metafdze) mikrotubuly tvoii délici vieténko, které nema
pfesné¢ vymezené poly, protoze oproti zivo¢iSnym bunikdm rostlinnd buiika neobsahuje
centrozomy (Kost et Chua, 2002). Na centromery spiralizovanych chromosomu se
pomoci bilkoviny kinetochoru pfipojuje délici vieténko. Behem anaféze je délici vieténko

zodpovédné za rozchod sesterskych chromatid na opa¢ny pol buiiky.
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V prubehu cytokinese se z mikrotubularniho cytoskeletu tvoii fragmoplast. V blizkosti
fragmoplastu se nachazi Golgiho aparat, od kterého se odpojuji vesikuly a ty putuji do
sttedu fragmoplastu. Dochazi ke splyvani vesikul a smérem od stfedu se tvoii bunécna
piepazka, ktera je tvoiena kal6zou. Pozd¢ji kalozu nahrazuje pektin a z bunécné prepazky
se stava stfedni lamela. V kone¢né fazi se na stfedni lamelu pfipojuje primarni sténa, ktera

obsahuje celulézu a dochazi k cytokinesi (Votrubova, 2010).

2.2.5 Markery cytoskeletu

Pro studium cytoskeletu rostlinnych bunék se vyuziva vizualizace pomoci
fluorescencniho znaceni. Fluorescencni proteiny jsou Siroce vyuzivany, protoze jejich
expresi mizeme pozorovat in Vivo nebo in vitro pomoci fluorescenéni mikroskopie.
Mizeme tak pozorovat strukturu a dynamické procesy probihajici v cytoskeletu
(Chudakov et al., 2010).

Jako prvni byl objeven GFP (green flourescent protein) a to v meduze Aequorea
victoria. GFP je 27 kDa protein, ktery emituje zelené svétlo (Johnson et Shimomura,
1978). Postupné vznikaly riizné modifikace GFP, jako naptiklad YFP (yellow flourescent
protein), ktery emituje zluté zareni. DalSim fluorescen¢nim proteinem je RFP, ktery byl
izolovan z koralnatct a je znam také pod zkratkou DsRed (Roh et al., 2013). DsRed je
tetramerni protein a jeho modifikaci na monomer se vyvinul novy fluorescen¢ni protein
znamy jako mCherry, ktery je v soucasné dob¢ Siroce vyuzivan (Shen et al., 2017).

Pro vizualizaci aktinu se vyuziva fluorescenéni protein spojeny s aktin vazebnou
doménou, ktera se vaze na aktin. Sestroji se vektor, ktery musi obsahovat promotor, gen
markeru, reportérovy gen a terminator (Ivanov et Harrison, 2014). Vektor se transformuje
do rostliny nejcastéji pomoci bakterie Agrobacterium.

Prvnim markerem pro vizualizace F aktinu se stal GFP spojeny s aktin vazebnou
doménou mysiho talinu 1 (Kost et al., 1998), ktery ovSem nedokazal oznadit vS§echna
aktinova vlakna v rostlinné bunce (El-Assal et al., 2004). Dalsim ptikladem aktin
vazebného proteinu je Fimbrin 1 z A. thaliana a spojenim s fluorescen¢nim proteinem
mCherry vznika konstrukt FIM1-ABD2-mCherry (Kijima et al., 2018). Sheahan et al.
(2004) dokazal, ze konstrukt GFP-fABD2 poskytuje detailni vizualizaci aktinovych
vlaken v riznych rostlinnych druzich, a to v A. thaliana, Nicotiana tabacum a M.
truncatula.

Dnes je pro pozorovani aktinovych filament vyuzivan LifeAct, coz je 17 aminokyselin

dlouhy peptid, ktery byl izolovan z kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Tento peptid se
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vyskytuje pouze u ptibuznych kvasinky S. cerevisiae a vyssi eukaryota ho neobsahuji.
Spojenim LifeActu s fluorescenénim proteinem vzniké spolehlivy marker aktinového
cytoskeletu (Riedl et al., 2008).

Mikrotubuly se také znac¢i fuzi fluorescen¢niho proteinu s vazebnymi doménami
mikrotubulin-asociovanych proteintl. Casto vyuZivana je tubulin-vazici doména ze
sav¢iho proteinu MAP4 (Marc et al., 1998).

Pro vizualizaci a lokalizaci bunécnych struktur je také mozné vyuzit
imunocytochemické metody zahrnujici tvorbu tenkych fezt a pouziti protilatek (Dyachok
et al., 2016). Protilatky mohou byt znacené naptiklad fluorescencéné, radioaktivné nebo
enzymaticky. Tvorba specifickych protilatek je ovSem Casové a financné narocna a
Vv ptipadé ptitomnosti blizce piibuznych gent se mlize vazat nespecificky (Dangol et al.,

2017).
2.3 Transformaé¢ni techniky M. sativa

Transformace genetické informace znamena pienos cizorodé DNA do hostitelské buriky.
Prichod transgenu pies bunécnou sténu rostlinné buiiky je umoznén biologickymi nebo
fyzikalnimi metodami. Tvofi se tak transgenni organismy, které maji pozadované
vlastnosti. U rostlin, ptredev§im zemédélskych plodin, se upravuji jejich nutricni
vlastnosti, zvySuje se jejich trodnost a odolnost viic¢i suchu, UV zafeni, solnému stresu
nebo herbicidim. Také se tvofi rostliny odolné proti hmyzu, bakteriim a virusiim (Rivera
etal., 2012).

Transformacni techniky miZeme rozdé€lit na pfimé a nepiimé. U pfimych metod
dochazi k fyzikalnimu naruSeni bun&cné stény buniky. Mezi pfimé metody patii napiiklad
mikroinjekce, elektroporace, nebo biolistickd metoda. Do neptimych technik fadime
transformaci za pomoci plasmidu bakterie A. tumefaciens a A. rhizogenes (Rao et al.,
2009, Rivera et al., 2012).

Pro transformaci M. sativa bylo vyuzito mnoho metod. Nejéastéji se vyuziva
transformace za vyuziti Agrobacteria (Samac et Austin-Phillips, 2006). Jako zdroj
explantatu pro transformaci se mohou vyuzit kotyledony, nody kotyledonti, hypokotyl
nebo listy (Zhang et al., 2010). Pro transformaci je nutné pouzit genotyp, ktery ma dobré
regeneracni vlastnosti. Takovym genotypen je Regen SY nebo Regen S (Kirti, 2008).
Ovsem tyto genotypy nemaji v zemedélstvi Siroké vyuziti, protoze nejsou dostatecné
odolné vic¢i nemocem a hmyzim Skidcim a nemaji dostatecny vynos (Weeks et al.,

2008).
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Dale byla M. sativa transformovana metodou elektroporace (Harrison et al., 1991),
biolistickou metodou (Huang et Zhang, 1999) nebo metodou in planta (Weeks et al.,
2008).

2.3.1 Transformace pomoci Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens je gram negativni pidni bakterie, ktera napada kofenovy systém
predevs§im dvoudéloznych rostlin (Bourras et al., 2015). Tato bakterie je schopna
ptirozené vlozit uréitou ¢ast své DNA z Ti (tumor inducing) plasmidu do genomu
hostitele. Onkogeny z Ti plasmidu zapfi¢inuji neorganizovany rist infikované rostliny,
protoze koduji proteiny zapojené do syntézy rostlinnych riistovych hormonti. Zptsobuji
tak onemocnéni zvané Crown gall (Zhu et al., 2000, Valentine, 2003).

Ruzné kmeny Agrobacterium mohou infikovat Siroké spektrum organismi. Kromé
transformace dvoudéloznych rostlin jsou zndmé piipady uspéSné transformace
jednodéloznych rostlin, kvasinek, askomycet a basidiomycet (Gelvin, 2003).

Diky schopnosti vlozit genetickou informaci do rostlinné DNA se tato bakterie stala

biotechnologickym néstrojem pro tvorbu geneticky modifikovanych plodin.

2.3.1.1 Mechanismus transformace

Ti plasmid ma velikost od 200 do 800 kbp a jsou na ném umistény geny spojené
s replikaci plasmidu, virulenci a katabolismem opint. Také kazdy Ti plasmid obsahuje
T-DNA (transferovou DNA), kterou bakterie integruje do genomu hostitele. T-DNA je
od zbytku Ti plasmidu oddélena levou a pravou hrani¢ni sekvenci, které maji velikost 25
bp. T-DNA ma velikost od 10 do 30 kbp a tvofi tak méné nez 10 % z Ti plasmidu (Gelvin,
2003). T-DNA koduje geny rostlinnych hormoni (auxiny a cytokininy), které jsou
zapotiebi ke tvorbé nadort a také koduje enzymy zodpovédné za produkei opint. Opiny
jsou derivaty aminokyselin a sacharidl a jsou tvofeny v transformované rostlinné burice.
Tam mohou byt katabolyzovany bakteriemi, kterym slouzi jako zdroj energie pfi infekci
rostliny (Christie et Gordon, 2014).

Cely proces pienosu T-DNA z A. tumefaciens do rostlinnych bunék zavisi na aktivité
vir gend, které se také nachazi na Ti plasmidu. Vir region Ti plasmidu octopinového typu
se sklada ze sedmi operonti: VirA, VirB, VirC, VirD, VirE, VirF a VirG, které kodu;i
enzymy zodpovédné za prenos transferové DNA do rostlinné bunky (Sheng et Citovsky,
1996).

Poranéna rostlina produkuje fenolické latky, jako je acetosyringon, a monosacharidové

komponenty z bunééné stény. Monosacharidy se v bakterii vazi na periplasmovy

19



sacharid-vazici protein ChvE, ktery poté interaguje s VirA proteinem. VirA také slouzi
jako receptor fenolickych latek. Dochazi k autofosforylaci VirA proteinu a nasledné VirA
fosforyluje VirG protein. Nefosforylovany VirG je nefunk¢ni, fosforylaci tohoto proteinu
dochazi k aktivaci transkripce vir gend. (Kemner et al., 1997; Gelvin, 2003).

Pro spravné vystépeni T-DNA z Ti plasmidu jsou dilezité¢ endonukleasy, jako jsou
proteiny VirD1 a VirD2. T-DNA je vystépena jako jednovladknova DNA Vv mistech
hrani¢nich sekvenci. Protein VirD2 se navic kovalentné¢ vaze pouze na 5° konec pravé
hrani¢ni sekvence T-DNA, a tim udava polaritu transferového vlakna. VirD2 je pienasen
spolu s T-DNA do rostlinné buriky, protoze obsahuje jadro-lokalizujici sekvenci, ktera
pomaha transferové vlakno navadét do jadra rostlinné bunky (Mysore et al., 1998).

Po celé délce je na T-DNA navazany protein VirE2 (Obr. 3), ktery se vaze pouze na
jednovldknovou DNA. Tento protein chrani transferovou DNA pied 3 a 5 exonukleasami
a také pred endonukleasami. Zabranuji tak degradaci T-DNA vV rostlinné buiice. Stejné
jako VirD2, tak i VirE2 obsahuje jadro-lokalizujici sekvenci (Zupan et al., 2000).

T-vldkno a virulentni proteiny se z bakterie do rostlinné buiiky pfenesou pomoci
sekre¢niho systému typu 4, ktery je charakteristicky pro bakterie rodu Agrobacterium.
Tento sekrecni systém je tvofen predevsim operonem VirB a je nezbytny pro virulenci.
Dale se na tvorbé sekre¢niho systému typu 4 podili VirD4 protein (Zupan et al., 2000).

VétSina VirB proteind vytvaii kanal nebo slouzi jako ATPasy, které vytvaii energii
potiebnou pfi tvorbé kandlu a pro pienos transferové DNA. Proteiny VirB2, VirBS a
nejspi§ 1 VirB7 tvoii T-pilus, pficemz protein VirB2 je jeho hlavni slozkou
(Gelvin, 2003). T-pilus je zanofeny ve vnitini membrané bakterie a prochazi pies vné&jsi
membranu. ATPasovou aktivitu plni proteiny VirB4 a VirB11, které maji hexamerni
strukturu a jsou uloZeny okolo T-pilusu (Middleton et al., 2005).

Funkce T-pilusu neni Gplné jasna. Pfedpoklada se, ze T-pilus mize slouzit jako pfimy
kanal, ktery ,,injektuje T-DNA do cytosolu rostlinné buriky. Nebo T-pilus mize slouzit
jako ,hak®, ktery zajisti kontakt mezi bakterialni a hostitelskou buiitkou. Dojde

k vytvofeni poru a transferova DNA je pfenesena do hostitelské bunky (Kado, 2000).
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Obr. 3 Pienos T-DNA do genomu rostlin (upravené podle Gelvin, 2017). T-DNA je pomoci
VirD2 proteinu vyStépena z Ti plasmidu ve formé jednovlaknové DNA. Na jednovldknovou T-
DNA se vazou VirE1/E2 proteiny zajiStujici ochranu pfed rostlinnymi nukleasami. T-DNA
prostupuje do rostlinného jadra ptes jaderny por a v misté vzniku jedno/dvouvldknového zlomu
je zaclenéna do genomu rostliny.

Poslednim krokem ptenosu T-DNA je jeho zaclenéni do rostlinného chromosomu. Jak
jiz bylo zminéno vyse, T-DNA je translokovana z cytoplasmy do jadra buiiky pomoci
jadro-lokalizujici sekvence, ktera se nachazi na proteinech VirD2 a VirE2. T-DNA vnika
do jadra ptes jaderny por. V jadie proteiny VirE2 z T-DNA disociuji, ov§em neni znamo,
zda disociuje 1 VirD2, nebo je vlozen spole¢né s transferovou DNA do rostlinného
genomu. T-DNA se také pred integraci pfeméni z jednovldknové DNA na dvojvlaknovou
(dsDNA) (Gelvin, 2017).

Pro integraci je diilezitd aktivita fady bakteridlnich a také rostlinnych faktorti (Li et
Pan, 2017). V genomové DNA rostliny vznikne na nahodném misté dvojietézcovy zlom
(double strand break), kde se poté v€leni T-DNA. Nasledné dojde k ligaci mezi

genomovou DNA rostliny a transferovou DNA pomoci opravnych mechanisml

dvojtetézcovych zloml. Mezi takové opravné mechanismy patii naptiklad nehomologni
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spojovani volnych konct (non-homologous end joining), které mize hrat roli v integraci
T-DNA (Nicolia et al., 2017).

2.3.1.2 Vyuziti Agrobacterium tumefaciens v biotechnologiich

Pojem biotechnologie miize byt definovan jako vyuziti zivych organisma a jejich
metabolickych drah pro potfeby cloveéka, predevsim v zemédé€lstvi, medicing,
potravinaistvi nebo farmacii. Biotechnologie jsou vyuzivany jiz velice dlouhou dobu, kdy
lidé jiz v davné minulosti dokézali vyrobit vino, pivo, syry a dalsi produkty (Chawla,
2002).

Velkym tspéchem v rostlinnych biotechnologiich byl objev a pochopeni mechanismu
transformace pomoci Agrobacteria. Pro vyuziti Agrobacteria pro genové inzenyrstvi je
tteba upravit Ti plasmid tak, aby neobsahoval geny pro syntézu auxinl a cytokinind a
nedochézelo tak pii agroinfiltraci k tvorbé nadord. Do mist mezi hrani¢ni sekvence miize
byt misto genli pro auxiny a cytokininy inkorporovan gen zajmu. Takovému plasmidu,
ktery nezpusobuje tumory, se fika ,,odzbrojeny* (disarmed) Ti plasmid. Piikladem
odzbrojeného plasmidu je pGV3850 (Zambryski et al., 1983, Wood et al., 2001).

Odzbrojené Ti plasmidy se ovSem jako klonovaci vektory nepouzivaji, a to kvili jejich
nadmérné velikosti, Spatné manipulaci in vitro a také proto, Ze se nedokazi replikovat v E.
coli. Také tyto plasmidy neobsahuji dostatek restrikénich mist, které jsou dulezité pro
vlozeni pozadovaného genu zajmu pii klasickém klonovani za vyuziti restrikénich
endonukledz. Proto byly vyvinuty jiné metody, jako kointegra¢ni klonovaci vektory nebo
binarni vektorovy systém. (Lee et Gelvin, 2008).

Princip kointegracnich klonovacich vektorli spocivd v rekombinaci homolognich
usekt klonovaciho vektoru, ktery je namnozen v E. coli a obsahuje gen zajmu, pocatek
replikace a selekéni markery, a odzbrojeného Ti plasmidu nachéazejiciho se
v Agrobacteriu. Dojde ke konjugaci a klonovaci vektor je diky homolognim tsekiim
zaClenén do Ti plasmidu. Vznikne kointegracni plasmid, ktery je schopen infikovat
rostlinu (Fraley et al., 1985; Lee et Gelvin, 2008).

Binarni vektorovy systém sestava ze dvou oddélenych plasmida — binarniho vektoru a
pomocného Ti plasmidu. Binarni vektor obsahuje pozadovany gen, ktery se nachazi mezi
hrani¢nimi sekvencemi, pocatek replikace pro E. coli i Agrobacterium, selek¢ni marker
pro rostlinou 1 bakterialni selekci. Pomocny plasmid obsahuje vir oblast potiebnou pro
pfenos transgenu nachazejicim se na binarnim vektoru (Bevan, 1984; Chawla, 2002).

Ve srovnani s kointegracnimi klonovacimi vektory ma binarni vektorovy systém

nékolik vyhod (Chawla, 2002, Lee and Gelvin 2008):
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1. nedochazi k rekombinaci mezi plasmidy,
2. binarni plasmid je mensi, a proto je vyssi uc¢innost transformace,

3. transformacni proces je pfi pouziti binarniho vektoru mnohem rychlejsi.

2.3.2 Elektroporace

Elektroporace je G¢inna transformacni technika, kdy se pro vneseni cizorodé DNA do
rostliny pouziva vysoké napéti, které vytvoii pory v cytoplasmatické membranég, pies
kter¢ mize DNA proniknout. Vyuziva se také pro ptenos lipidl, proteini nebo RNA
dovnitt buiiky. Velice Casto pouzivana technika je elektroporace protoplastli, coz jsou
bunky zbavené bunécné stény pomoci celulaz a pektinaz (Rivera et al., 2012). Délka
elektrického impulsu vyrazné ovliviiuje Uc¢innost transformace. Pokud je elektricky
impuls krat§i 100 ps, tak se integrita cytoplasmatické membrany dokaze obnovit
(Djuzenova et al., 1996; Tugrut-Kara et Ari, 2010). Dalsi aspekty, které mohou ovlivnit
uspésnost elektroporace jsou: sila napéti, pocet pulst, slozeni elektropora¢niho pufru
nebo koncentrace plasmidu (Kosturkova, 1993).

Po elektroporaci protoplastil je nutné regenerovat celou novou rostlinu. To se déje ptes
somatickou embryogenezi, kdy se slozenim kultivaéniho média indukuje tvorba kalusu.
Zménou pomeru fytohormontl poté dochazi k indukei somatickych embryi.

Kosturkova (1993) uspé&sné transformovala protoplasty ziskané z hypokotylu M.
sativa a protoplasty odvozené z meristematického pletiva M. varia. Nejvice stabilné
transformovanych rostlin bylo ziskano pfi pouziti jednoho pulsu o intenzité elektrického
pole 750 V-cm? a délce pulsu 1,5 ms. Konkrétné 34 % rostlin regenerovanych
Z hypokotylovych a meristematickych protoplasti bylo stabilné transformovanych.

Mimo Medicago je pomoci elektroporace mozné transformovat dalsi plodiny, jako
je kukuftice (Pescitelli et Sukhapinda, 1995), ryze (Xu et Li, 1994) nebo pSenice (He et
al., 1994).

2.3.3 Biolisticka metoda

Biolistickd metoda je také znama pod nazvem mirkoprojektilové bomboradovani. Princip
této metody spoc¢iva v urychleni nosné ¢astice, ktera je na povrchu pokrytd pozadovanou
DNA. Castice s DNA jsou nastfelovany do rostlinné buiiky a DNA tak muize byt
zabudovano do genomu rostlin (Castellanos-Hernandez et al., 2009; Sood et al., 2011).
Nosna ¢astice je tvofena nejcastéji kovem, a to zlatem, wolframem nebo platinou, a je
mensi nez rostlinnd bunka. V priméru mé okolo 0,45-1,5 um. Pies cytoplasmatickou

membranu rostlin pronikaji diky urychleni plynnym heliem (Fang et Trewyn, 2012).
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Helium se upiednostiiuje pred dusikem, protoze je leh¢i, inertni a expanduje rychleji,
¢imz umoznuje rychlejsi pohyb ¢astic (Carlson et al., 2001).

Zatizeni, které se vyuziva pii biolistické metod¢ se nazyva genova pistole (Obr. 4).
Sklada se z komory, ktera je naplnéna plynem, a z hlavné, ve které je plyn urychlovan.
Plyn narazi na membranu (rupture disc), ktera praskne a dojde tak k urychleni nosice
(macrocarrier), ktery nese zlaté Castice s navdzanou DNA. Nosi¢ narazi na poérovitou
desticku (stopping plate) a dojde k uvolnéni jednotlivych mikrocastic, které zasdhnou
cilené pletivo. Pletivo se béhem transformace nachazi ve vakuu (Sanford et al., 1993).

Biolistickou metodou mohou byt transformovany jednotlivé bunky, protoplasty,
meristémy, embrya nebo kalusy (Sanford et al., 1993). Pivodné byla tato metoda
vyvinuta pro transformaci jednodéloznych rostlin, piedevS§im obilnin, protoze
jednod€lozné rostliny je naroéné transformovat s vyuzitim  Agrobacteria.
Nicmén¢ s vyuzitim této metody je mozné transformovat i dvoudélozné rostliny, bakterie,

houby, a dokonce zivocisné bunky (Rakoczy-Trojanowka, 2002, Rivera et al., 2012).
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Obr. 4 Schéma genové pistole (upraveno podle Rivera et al., 2012).
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Mezi vyhody biolistické metody také patii kratky cas transformace, neni nutné tvofit
protoplasty, protoze urychlené Céstice zlata s navazanou DNA snadno prostupuji pies
bunécnou sténu a uspésnost transformace nezavisi na elektrofyziologickych vlastnostech
bunék (Sanford et al., 1993).

Nevyhodou této metody je, Ze na povrchu nosné ¢astice se pozadovana DNA vyskytuje
v mnoha kopiich, coz v buice mize zptsobit umlceni genu nebo zmeénu genové exprese
(Kohli et al., 2003).

Uspé$nost transformace miize ovlivnit nékolik faktordi, naptiklad cilova tkaf, teplota
pfi transformaci, mnozstvi nosnych ¢astic s navazanou DNA a také mnozstvi navazané
DNA na jednom nosi¢i (Christou, 1992; Altpeter et al., 2005).

Periera a Erickson (1992) uspésné provedli biolistickou metodou transformaci kalust
M. sativa. Vnasena DNA obsahovala NTPIIl gen zajist'ujici rezistenci vici antibiotiku
kanamycinu. Podatilo se jim vypéstovat nékolik transgennich rostlin, které byly vici

tomuto antibiotiku rezistentni.

2.3.4 Transformace in planta

Tradi¢ni metoda transformace M. sativa, jako je transformace explantati pomoci
Agrobacteria, zahrnuje vyuziti pouze snadno regenerujicich genotypid a kultivaci pies
tkanoveé kultury. Tato kultivace je zdlouhava a na material finanén€ narocna. Do
kultiva¢nich médii je nutné pfidavat fytohormony a také selekéni agenty, nejcastéji
antibiotika. Selek¢ni agenty jsou dilezité v ranych fazich vyvoje transgennich rostlin pro
jejich identifikaci. OvSem pro vyuziti v zemédélstvi neni Zadouci, aby rostliny
obsahovaly geny na rezistenci vi¢i antibiotiku, kvili jejich moznému enviromentalnimu
dopadu (Koning, 2003; Weeks et al., 2008).

Termin in planta znamena v piekladu v rostlin€. Jedna se o transformaci, u které neni
tieba vyuzivat tkanové kultury (Jan et al., 2016). Transformace in planta ma mnoho
vyhod oproti tradiénim transforma¢nim metoddm, napiiklad neni tfeba vyuZivat jen
genotypy, které maji dobrou regeneraci a je Casoveé a materialné méné naro€na. K tvorbé
transformovanych semen dochazi jiz po 5 mésicich od pocatku transformace, coz je o 2
mésice méné oproti tradi¢ni metod¢ (Samac et Austin-Philips, 2006; Weeks et al., 2008).
ProtoZe nedochazi k indukci kalusu, snizuje se tak i riziko somaklondlni variability
(Cheng et al., 1992). Pfi transformaci neni potfebna pritomnost selekéniho antibiotika
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prostiedi a schvalovani ptipadné GMO odrudy je pravné jednodussi (Weeks et al., 2008).
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Princip metody in planta transformace v ptipadé¢ M. sativa spociva v nafiznuti
tiidennich semenackd v oblasti apikalniho meristému a jejich inkubaci v roztoku A.
tumefaciens pii sou¢asném vortexovani za vysokych otacek s piidavkem sterilniho pisku.
Osetfené semenacky se prenesou na kokultivacni médium s ptidavkem DMSO a nésledné
na médium podporujici rist semenackd. Piiblizné u 7 % oSetfenych semenackl je
sledovan vyskyt transgenu i v generaci T1 (Weeks et al., 2008).

U M. truncatula byl také vyvinut in planta transformaéni protokol. Semenacky nebo
kvéty byly infiltrovany v roztoku A. tumefaciens a semena ziskana z téchto rostlin byla
poté testovana na piitomnost transgenu (Trieu et al., 2000).

Mezi in planta metodu transformace se tadi i technika floral dip, ktera se pouziva pro
transformaci A. thaliana a jeji blizce ptibuzné druhy (Liu et al., 1998; Inan et al., 2004).
Pii transformaci floral dip se v roztoku Agrobacteria namaci nezralé pupeny a cilem je
vyvijejici se gynoecium (Desfeux et al., 2000). Naopak in planta metoda vyvinuta pro M.
sativa cili na infiltraci Agrobacteria do meristematickych bunék mladych semenacku
(Weeks et al., 2008).

Mezi nevyhody této metody se fadi pfedevSim nedostatek stabilné transformovanych
rostlin v T1 a nasledujicich generacich a také ¢asta tvorba chimérnich rostlin (Jan et al.,

2016).
2.4 Kultivace Medicago sativa v in vitro podminkach

Kultivace v in vitro podminkach se pouziva pro védecké ucely, kdy je potiebné mit
kontrolované podminky prostiedi, ve kterych se rostliny vyviji. V in vitro podminkach je
mozné zajistit sterilni prostiedi a kontrolovat sloZeni kultiva¢nich médii, fotoperiodu
nebo teplotu.

Pro M. sativa bylo vyvinuto né€kolik u¢innych regeneracni protokolt v in vitro
podminkach (Bingham et al., 1975; Mitten et al., 1984; Shetty et McKersie, 1993).
Praktickd cast této bakalarské prace je zalozena predevS§im na transformacnim a

regenerac¢nim protokolu podle Samac et Austin-Phillips (2006).

2.4.1 Somaticka embryogeneze u Medicago sativa

Navozeni nepifimé somatické embryogeneze je jednou z hlavnich technik, kterd se
vyuziva pro regeneraci transformovanych rostlin. Jinak tomu neni ani u transformace M.
sativa zprostfedkované bakterii A. tumefaciens. Je nezbytné, aby z explantati doslo
k indukci kalusu a z n¢j nasledné ke vzniku somatickych embryi, ze kterych pfi vhodnych
podminkach regeneruje cela nova rostlina. Prvni zminka o uspésné regeneraci M. sativa
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pfes proces somatické embryogeneze pochdzi z pocatku 70. let 20. stoleti (Saunders et
Bingham, 1972). Vyhodou je, Ze z kalusu je mozné ziskat velky pocet somatickych
embryi a pii pravidelném piekladani na Cerstvé selekéni médium kalus vydrZzi v in vitro
podminkach delsi dobu (Tian et al., 2002).

Somaticka embrya nejsou spojena cévnimi svazky s pletivem, na kterém se vytvareji.
Také somatickd embrya oproti zygotickym akumuluji méné zésobnich latek, které jsou
dilezité pro jejich maturaci (Krochko et al., 1992). Dalsim rozdilem je nepiitomnost
endospermu, ktery zygotickému embryu dodava vsechny potiebné ziviny. Nedostatecny
vyvoj somatickych embryi je Casty problém pfi regeneraci M. sativa po transformaci.
Proto je nutné do kultivaénich médii pridat riizné organické nutrienty a ristové regulatory
(Massoume et al., 2016).

Zivné médium se miiZze obohatit organickym extraktem, ktery obsahuje vitaminy a
aminokyseliny. Zlepsit u¢innost somatické embryogeneze lze napriklad ptridavkem
kokosové vody (Ahmed et al., 2011), kvasnicnym extraktem nebo kaseinovym
hydrolyzatem do kultiva¢niho média (Joshee et al., 2007).

Bylo dokazano, Ze extrakt z Cuscuta campestris urychluje dozravani somatickych
embryi M. sativa, pricemz duilezitou roli hraje pouzita koncentrace extraktu. Podle Amini
et al. (2016), je nejoptimalnéjsi koncentrace tohoto extraktu 50 mg-I"t. Na druhou stranu,
pfrili§ vysoka koncentrace extraktu regeneraci inhibuje. Velikost somatickych embryi je
také ovlivnéna koncentraci extraktu. Pfi jiz zminéné koncentraci 50 mg-1? dochazi
Kk tvorbé nejvétsich embryi.

Do Zivnych médii se pridavaji aminokyseliny 1 samostatné. MnoZstvi pfidanych
aminokyselin mé vliv na tvorbu a velikost somatickych embryi. Nejpozitivngj$i vliv na
tvorbu somatickych embryi u M. sativa maji aminokyseliny L-prolin, L-alanin,
L- glutamin, L-serin a L-asparagin. L-glutamin byva ze vSech aminokyselin v zivnych
médiich nejvice zastoupen a slouzi rostliné predevSim jako organicky zdroj dusiku
(Franklin et Dixon, 1994). Piidavek 50 mM L-glutaminu do embryogenniho média
zvySuje pocet embryi na kalusu, velikost embryi a také se zvySuje konverze embryi na
semenacky (Lai et McKersie, 1993). Optimalni koncentrace L-prolinu je 100 mM, kdy se
pfi této koncentraci tvofi nejvice somatickych embryi (Stuart et Stricklad, 1984).

2.4.2 Ristové regulatory, hormony a selekéni reagenty v kultiva¢nich médiich
Je znamo, Ze exogenni piidavek fytohormonl do kultivacnich médii a jejich vzajemny

pomér vyrazné ovliviluje organogenezi. Somatickd embryogeneze je ovlivnénd
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pfedevSim mnozstvim auxintl a cytokininil. Pro tvorbu kalusu z explantatl je nutné zvolit
vhodné koncentrace téchto fytohormontl v zavislosti na péstovaném druhu a kultivaru
rostliny (Litz, 1993).

V piipadé M. sativa je pro navozeni tvorby kalusu na explantatech nutna pfitomnost
jak auxint, tak i cytokininii v kultivacnim médiu. Bylo dokazano, Ze pfitomnost pouze
auxint, konkrétné IAA, neni dostacujici pro indukci tvorby kalusu (Nolan et Rose, 1998).
Pro indukci kalusu je mozné pouzit napiiklad kombinaci 2,4-dichlorofenoxyoctové
kyseliny (2,4-D, synteticky auxin) a kinetinu (synteticky cytokinin), 2,4-D a zeatinu
(ptfirodni cytokinin) nebo kombinaci 2,4- D, kinetinu a zeatinu (Zhang et al., 2010).

Tvorba somatickych embryi u M. sativa je indukovana pienosem na médium, které je
bez obsahu rstovych regulatort (Cao et al., 1992; Charest et al., 1996, Samac et Austin-
Phillips, 2006).

Dalsim fytohormonem, ktery ovliviiuje prib¢h somatické embryogeneze je kyselina
abcisovd (ABA), ktera reguluje dozravani somatickych embryi, zvySuje ukladani
zasobnich latek a zabranuje pfed¢asnému kliceni. V ptipadé kultivace M. sativa zvySuje
ptidavek ABA hladinu Skrobu a mastnych kyselin v somatickych embryich, ¢imz zvySuje
jejich vitalitu a schopnost kliceni (Fujii et al., 1990).

Pti transformacnich technikach se ¢asto vyuzivaji antibiotika jako selekéni markery.
Casto pouzivanym selekénim antibiotikem je kanamycin, ktery ma oviem pii vyssich
koncentracich negativni vliv na indukci a vyvoj kalusu, tvorbu somatickych embryi a také
na rust kofentl. Z tohoto diivodu je nutné zrald embrya kultivovat na médiich bez obsahu
kanamycinu. Obecné koncentrace kanamycinu 10 mg-I! nema vyrazny vliv na rist a
vyvin rostlin (Zhang et al., 2001).

Pro selekcei transformovaného rostlinného materidlu se miZze také pouzit systém na
bazi toxinu gabaculinu, coZ je inhibitor glutamat 1-semialdehyd aminotransferasy (GSA)
a je pro vetsinu rostlin toxicky. Z M. sativa byl izolovan gen pro GSA obsahujici bodovou
mutaci zajist'ujici rezistenci vici tomuto toxinu (Ferradini et al., 2011). Protoze gen pro
GSA je ptitomen ve vSech rostlinach, predpoklada se, ze mlize byt pouzit pro selekci ve
vice rostlinnych druzich, jako napiiklad pii transformaci pSenice nebo tabaku

(Giancaspro et al., 2012; Ferradini et al., 2016).

2.4.3 Transgenni Medicago sativa
Bylo vytvoieno n¢kolik transgennich linii M. sativa, které jsou odolné viéi riznym typim

biotického nebo abiotického stresu. Do M. sativa byl transformovan gen pro fytocystatin.
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Jedna se polypeptidy, které funguji jako inhibitory proteas a maji protifungalni aktivitu.
Pusobi predevsim proti fytopatogennim houbam rodu Claviceps, Alternaria nebo
Fusarium (Joshi et al., 1998). Jsou aktivni také proti nematodtim (Samac et Smigocki,
2003). Fytocystatiny ptisobi na patogeny tim, ze inhibuji jejich travici enzymy, predev§im
amylasu nebo trypsin (Hefmanova et al., 2006).

U M. sativa byly dale vyvinuty transgenni linie odolné vuci solnému stresu.
Transkripéni faktor DREBI z rostliny Glycine max nebo gen NHX2 kédujici Na*/H*
vakuolarni antiportér pochazejici z rostliny Triticum aestivum byl transformovan do M.
sativa (Jin et al., 2010; Zhang et al., 2012).

Pro toleranci na sucho byly vyvinuty transgenni linie nadexprimujici transkripéni
faktor WXP1 (Jiang et al., 2009). Tento transkripéni faktor spousti n¢kolik gend, které
souvisi s tvorbou kutikuly. Rostliny nadexprimujici transkripéni faktor WXP1 mayji
posilenou kutikulu a tim padem jsou odolné&jsi ke stresu suchem. Listy s posilenou
kutikulou dokazi zadrzet vice vody (Zhang et al., 2005).

V dnesni dobé je ¢innosti ¢lovéka produkovano nadmérné mnozstvi tézkych kovi,
které unikaji do Zivotniho prosttedi. Pii vysoké koncentraci tézkych kovl v prostiedi
dochdzi v rostlin¢ k naruseni funkce nékterych enzymii a dochazi k tvorbé reaktivnich
kyslikovych radikald. Pro zvySeni tolerance M. sativa k tézkym koviim byla diky Zhang
et Liu (2011) vyvinuta linie exprimujici souc¢asné gen GST kodujici enzym glutathion-S-
transferasu a gen CYP2EI1, ktery koduje cytochrom P450 2E1. Tento cytochrom se
vyskutuje Vv lidském organismu, kde hraje dilezitou roli pfi metabolismu 1éCiv a

xenobiotik (Zhang et al., 2015).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie

Alfa Aesar:

Duchefa Biochemie:

Fermentas:

Honeywell Fluka:

Nippon Genetics:

Penta:
Qiagen:
Sigma-Aldrich:

Thermo Scientific:

3.1.2 Pristroje

Phytagel

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D), fosfinotricin, Gamborg
B5 médium zakladni smés soli, Gamborg B5 smés vitamini
(1000x), glutamin, kanamycin, kinetin, Murashige & Skoog (MS)
zékladni smés soli, Nitsch & Nitsch smés vitamint (1000x),
rifampicin, Shenk & Hildebrant smés vitamint (100x), Shenk &
Hildebrant zékladni smés soli, spectinomycin, ticarcillin disodny
RNasa A

chlornan sodny (NaClO)

Midori Green

70% a 96% ecthanol, absolutni ethanol

QIAprep® Spin Miniprep Kit

2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina monohydrat (MES),
4'- hydroxy-3',5’-dimethoxyacetophenonadenin  (Acetosyringon),
agarosa, D-glukosa, dusi¢nan draselny (KNOg),
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), glycerol, heptahydrat
siranu hore¢natého (MgSO4 - 7H20), hydroxid draselny (KOH),
hydroxid sodny (NaOH), chlorid hote¢naty (MgCly), chlorid sodny
(NaCl), chlorid vapenaty (CaClz), kvasni¢ny extrakt, kyselina
chlorovodikova (HCI), kyselina octova, L-glutation, L-prolin, L-
serin, Luria Bertani (LB) broth médium, LB broth médium s
agarem, myo-inositol, sachar6za, siran hofe¢naty (MgSOa),
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris baze), trypton, Tween 20,
octan draselny (CH3COOK)

6x DNA loading dye, Bsp119l, GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder, Hindlll, Ndel, Nhel, Pvull, Xbal, Xhol

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag)
Autoklav Sterivap HP IL (MMM Group)
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Centrifuga ROTANA 460R (Schoeller Instruments)

Centrifuga Scan Speed 1730 MR (Scala Scientific)

Elektromagneticka michacka MSH-420 (Boeco)

Fluorescen¢ni binokularni stereomikroskop Leica M165FC (opera¢ni program
LASV 4.0, Leica)

Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

Laboratorni ptredvazky S1502 (BEL-Engineering)

Mikrocentrifuga Microfugel6 (Beckman Coulter)

NanoDrop Lite (Thermo Scientific)

pH metr stolni PC 2700 (Eutech instruments)

Skener Image Scaner 111 (Epson)

Spektrofotometr Smart Spec™ plus (Bio-Rad)

Sterilni laminéarni box (Merci)

Termoblok ThermoStat C (Eppendorf)

Trepacka Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan)

Trepacka s nastavitelnou teplotou a ¢asem ES-20 (Biosan)

Vizualizator Gel Doc™ EZ Imager (operaéni program Image Lab 4.0.1., Bio-Rad)
Vortex Microspin FV2400 (Biosan)

Konfokalni laserovy mikroskop LSM 710 (operacni program Zen Black 2012, Zeiss)
Zoomovaci fluorescencni stereomikroskop Axio Zoom.V16 (operacni program Zen Blue

2011, Zeiss)

3.1.3 Software
ApE - A plasmid editor v2.0.37, EPSON scan, LAS V 4.0, Image Lab 4.0.1 a 6.0.1,
Microsoft Office PowerPoint 365, Zeiss Zen 2012 Black software, Zeiss Zen 2011 Blue

software.

3.1.4 Roztoky a média

LB tuhé médium
40 g1t LB médium s agarem
milliQ H20

sterilizace autoklavovanim
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LB tekuté médium
25 g1t LB médium
milliQ H20

pH 7,2 (iprava pomoci 1 mol-1" KOH), sterilizace autoklavovanim

SOC médium

20% (w/v) trypton

0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt

10 mmol-1?t NaCl

2,5mmol 1t  KCI
milliQ H20
pH 7,5 (3 mol-1* a 1 mol1? NaOH), sterilizace autoklavovanim, po
vychlazeni ptidani:

20 mmol-1t  D-glukosa

10 mmol-1* MgCl;

sterilizace filtraci pfes membranovy filtr (velikost pora 0,22 pm)

Roztoky pro sterilizaci lista M. sativa
Roztok 1
70% (V/v) ethanol

Roztok 2
0,1% (w/v) Tween 20
milliQ H20
sterilizace filtraci pfes membranovy filtr (velikost port 0,22 pm)
Roztok 3
0,05% (w/v)  Tween 20
1% (viv) hypochlorid sodny

milliQ H20

sterilizace filtraci pfes membranovy filtr (velikost pora 0,22 pm)
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SH médium
32¢glt
30 g1
0,5 g1t

10 ml-1t

Shenk & Hildebrant zakladni smés soli

sacharosa

MES

milliQ H-O

pH 5,7 (1 moll? a 0,1 moll* KOH), sterilizace autokldvovanim
a po vychlazeni média (55 °C) ptidéni:

100x Schenk and Hildebrant smés vitaminu

Zasobni roztok kinetinu (0,1 mg/ml)

4 mg
80 ul
39,92 ml

kinetin
1 mol-1"t NaOH
milliQ H,O

sterilizace filtraci pfes membranovy filtr (velikost port 0,22 pm)

Zasobni roztok 2,4-D (1 mg/ml)

40 mg
300 pl
39,7 ml

2,4-D
1 molI't NaOH
milliQ H20

sterilizace filtraci pfes membranovy filtr (velikost port 0,22 pm)

Roztok aminokyselin (250 ml)

6,65
083¢g

0,004 g
0,083 g

L-glutamin
L-serin
adenin
L-glutation
milliQ H.0

sterilizace filtraci pfes membranovy filtr (velikost porti 0,22 pm)

B5H médium k indukci tvorby kalusi

3,1 gl
0,5 g1t
0,25 g1t
0,5 g1

Gamborg B5 zékladni smés soli
KNOs
MgSOs - 7H20

prolin
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30 g1t
4,5g1?t

1,0 mg-1?
0,1 mg-1?
1,0 ml1™
30 ml1?

sacharosa

phytagel

milliQ H20

pH 57 (1 mol I* a 0,1 moll* KOH), sterilizace autoklavovanim,
po vychlazeni ptidani:

2,4-D (1,0 ml-1*t zasobniho roztoku 2,4-D 1,0 mg-ml™?)

kinetin (1,0 ml-1*! zasobniho roztoku kinetinu 0,1 mg-ml™)

1000x Gamborg B5 sm¢s vitamina

zasobni roztok aminokyselin

B5SH médium k selekci transformovanych rostlinnych pletiv

3,1 g1t
0,5 g1t
0,25 g1t
0,5 g1t
30 g1t
45¢gl1?t

1,0 mg-1?t
0,1 mg-1?
500 pg-ml?

1,0 ml-1*?
30 ml-1*?

Gamborg B5 zékladni smés soli

KNOs3

MgSQO4 - 7H20

prolin

sacharosa

phytagel

milliQ H20

pH 5,7 (1 moll? a 0,1 mol1? KOH), sterilizace autoklavovanim,
po vychlazeni pfidani:

2,4-D (1,0 ml-1*t zasobniho roztoku 1,0 mg-ml™)

kinetin (1,0 ml-1* zasobniho roztoku 0,1 mg-1?)

ticarcillin disodny (1 ml-1*! zasobniho roztoku 500 mg-ml™)
selekéni antibiotikum v pozadované koncentraci

1000x Gamborg B5 smés vitamint

zasobni roztok aminokyselin

B50 embryogenni médium

3,1 gl
0,5 gl
0,25g-1"
0,5 gl
30 g1t

Gamborg B5 zékladni smés soli
KNOs3

MgSQOg4 - 7H20

prolin

sacharosa
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4,5 g-l'1

500 pg-ml

30 ml-1t
1,0 ml-1?t

phytagel

milliQ H2O

pH 5,7 (1 moll? a 0,1 mol1? KOH), sterilizace autoklavovanim,
po vychlazeni pfidani:

ticarcillin disodny (1 ml-1*! zasobniho roztoku 500 mg-ml™)

selekéni antibiotikum v pozadované koncentraci

zéasobni roztok aminokyselin

1000x Gamborg B5 sm¢s vitamina

MMS pevné kultivaéni médium

43 g1t
30 g1
0,1 g1t
4,5g1?

1 ml-1?

MS zakladni smés soli

sacharoza

myoinositol

phytagel

milliQ H20

pH 57 (1 mol1t! a 0,1 moll? KOH), sterilizace autoklavovanim,
po vychlazeni ptidani:

1000x Nitsch & Nitsch smés vitaminQ

MS pevné kultivaéni médium

43 g1t
30 g1
4,5 g-l'1

MS zakladni smés soli
sacharosa

phytagel

milliQ H20

pH 5,7 (1 mol-1t a 0,1 mol-1"t KOH), sterilizace autokldvovanim

Kokultivacni roztok pro tranzientni transformaci

10 mmol-1?
10 mmol-1?

150 umol-1*?

MES (pH 5,6)
MgCl,
acetosyringon
milliQ H20

sterilizace filtraci pfes membranovy filtr (velikost porti 0,22 pm)
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1 mol-I"* Tris-HCI

1219
100 ml

Tris baze
milliQ H20
pH 7,6 (1 mol-1t a 0,1 mol-1"t HCI)

sterilizace filtraci pfes membranovy filtr (velikost port 0,22 pm)

10 mol‘1! Tris-HCI

1mi
99 ml

1 mol-1"t Tris-HCI
milliQ H2O

sterilizace filtraci pfes membranovy filtr (velikost porti 0,22 pm)

Roztoky pro pripravu chemokompetentnich bunék E. coli

Roztok A
20 ml
0,199
Roztok B
20 ml
0,22 g
Roztok C
17 ml
0,22 g
3ml

10 mmol-1? Tris-HCI (pH 7,6)
MgCl;

10 mmol-1? Tris-HCI (pH 7,6)
CaCl;

10 mmol-1* Tris-HCI (pH 7,6)

CaCl;

100% (v/v) glycerol

sterilizace roztokll A,B a C filtraci pfes membranovy filtr (velikost port

0,22 pm)

Tris-acetatovy pufr (TAE, 50x koncentrovany zasobni roztok)

12149
28,55 ml
50 ml
421,45 ml

Tris baze
kyselina octova
EDTA

milliQ H2O

pH 7,8

1% (w/v) agarosovy gel

08¢

agarosa
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80 ml 1x TAE pufr

3ul Midori Green

P1 pufr

2ml 0,5 mol'I EDTA
5 ml 1 mol-1* Tris-HCI pH 8
1 ml 10 mg'ml™* RNasa
92 ml milliQ H20

P2 pufr

5ml 20% (w/v) SDS

2 mi 10 mol-I'* NaOH
93 ml milliQ H20

P3 pufr

3 mol-1? octan draselny

3 mol-1? kyselina octova

3.1.5 Rostlinny material a jeho kultivace
Medicago sativa L. divoky typ Regen SY (RSY): kultivar s vysokou schopnosti
regenerace, vyuzit pro stabilni transformaci pomoci Agrobacterium tumefaciens nesouci

markery cytoskeletu.

Medicago sativa L. transgenni linie nesouci konstrukt p35S::tagRFP-AtTUAG (dale
tagRFP:TUAG): linie byla pfipravena transformaci listti divého typu RSY pomoci bakterii
A. tumefaciens nesouci konstrukt tagRFP:TUAG. Procesem somatické embryogeneze
byly z transformovanych listovych explantati regenerovany transgenni rostliny, které
stabilné exprimovaly tento konstrukt. Jejich listy byly pouzity pro indukci somatické

embryogeneze pro ziskani dalsich transgennich rostlin.

Nicotiana benthamiana L.: tranzientni transformace epidermalnich bunék listt pomoci A.

tumefaciens pro ovéteni funkcnosti markert cytoskeletu.
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Rostlinny materidl byl kultivovan v kultivani mistnosti, kde byla nastavena
konstantni teplota 21 °C, 71 % vlhkost a fotoperioda 16 hodin svétlo, 8 hodin tma.
Rostliny v in vitro podminkach byly kultivovany na zivnych médiich v Petriho miskach.
Rostliny v ex vitro podminkach byly péstovany v kvétina¢ich obsahujici ptidni substrat s

perlitem.

3.1.6 Bakterialni material

Escherichia coli TOP10: tento kmen je vyuZzivan pro propagaci vektorti (pDNOR, pDEST
pro Gateway® systém) s prerusenym genem ccdB, jehoZ produkt je toxicky pro standardni
kmeny. Ptipravené konstrukty byly namnozené v chemicky kompetentnich bunikéach E.
coli a nasledné ovéfené. Expresni klony byly potom pouzity pro transformaci

A. tumefaciens.

A. tumefaciens kmen GV3101 (pMP90): nese pomocny plasmid pMP90 s rezistenci
k antibiotiku gentamycinu. V genomové DNA obsahuje gen pro rezistenci k antibiotiku

rifampicinu. Tento kmen byl pouzit pro tranzietni a stabilni transformaci.

A. tumefaciens kmen GV3101 (pMP90) nesouci marker cytoskeletu p35S::GFP-MBD
(dale jen MAP4:GFP), funk¢nost kterého jiz byla ovéfena (Vyplelova et al., 2018).

Slouzil jako kontrola tranzientni a stabilni transformace.

3.1.7 Pouzité plasmidy

Pro shrnuti je seznam vS$ech plasmidi a jejich resistence uveden v Tab. 1.

Plasmid pPCMU-ACTLr (pAtUBQ10::LifeAct-mCherry) byl pfipraven Vv laboratoti Maria
Harrison vice-komponentovym Gateway® klonovanim (Invitrogen) a poiizen od firmy
Addgene (Ivanov et al., 2014).

Dalsi plasmidy pouzity v této praci jiz byly pfipraveny klasickym (restrikénim)
klonovanim (dostupné na OBB, CRH): tagRFP:TUAG v binarnim vektoru pBI121Hm,
p35S::mRFPL-TUB6 (dale mMRFPL:TUBG) v binarnim vektoru pPCAMBIA 1300.

Jako pozitivni kontrola tranzientni transformace se ve vSech piipadech pouzil ovéfeny

konstrukt MAP4:GFP naklonovany Vv binarnim vektoru pCB302.
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Tab. 1 Seznam pouzitych plasmidi (expresnich klont) a jejich antibiotické rezistence.

Nazev konstruktu Rezistence Koncentrace Rezistence Koncentrace
(bakterie) antibiotik (png/ml) (rostliny) antibiotik (ug/ml)
lifeact:mCherry Spe 100 Kan 50
tagRFP:TUAG Kan/Hyg 50/30 Kan/Hyg 25/30
mRFPL:TUBG6 Kan/Hyg 50/30 Hyg 30
MAP4:.GFP Kan 50 Fos 10

Legenda: Fos — fosfinotricin, Hyg — hygromycin, Kan — kanamycin, Spe — spectinomycin.
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3.2 Metody

3.21

3.2.2

Priprava kultiva¢nich médii

Ptiblizn¢ % vysledného objemu milliQ H20 bylo umisténo na elektromagnetickou
michacku.

PfiSlusné navazené chemikalie byly postupné rozpustény za stalého michani
v milliQ H20.

Nasledné bylo upraveno pH roztoku, a to nejdiive na hodnotu asi o 2 desetiny
nizsi, nez je pozadovana hodnota.

Po ptidani milliQ H2O na pozadovany objem se pH roztoku se upravilo na
kone¢nou hodnotu.

M¢édium bylo rozlito do sklenénych lahvi a bylo sterilizovdno autoklavovanim.
Antibiotika, vitaminy, fytohormony a aminokyseliny byly pfidavany do médii az

po autoklavovani a vychlazeni na 55 °C, aby se zamezilo jejich degradaci.

Priprava chemokompetentnich bunék E. coli

Do 3 ml tekutého LB média bylo pfidano 15 pl bakterialni kultury E. coli TOP10.
Startovni kultura se nechala kultivovat pfes noc na tfepacce (200 RPM, 37 °C).
Do 100 ml LB média bylo inokulovano 1,5 ml no¢ni kultury. Kultivace probihala
na ttepacce (200 RPM, 2 h, 37 °C).

Bakterialni kultura s ODeoo V rozmezi od 0,3 do 0,5 se rozlila do 50 ml konickych
zkumavek (falkon) a nechala inkubovat na ledu 10 min.

Poté se kultura centrifugovala (3220 RCF, 20 min, 4 °C).

Supernatant byl odstranén, pelet nasledné resuspendovan v 1250 ul vychlazeného
roztoku A. Smés se nechala inkubovat na led¢ 30 min a nasledné¢ byla
centrifugovana (3220 RCF, 20 min, 4 °C).

Supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan Vv 1250 pl
vychlazeného roztoku B, inkubovan 30 min na led¢ a centrifugovan (3220 RCF,
20 min, 4 °C).

Pelet byl resuspendovan v 2 ml vychlazeného roztoku C.

Do vychlazenych (-80 °C) mikrozkumavek bylo pipetovano po 50 pl
chemokompetentnich bun¢k, které byly zmraZeny v tekutém dusiku a poté
ulozeny v hluboko mrazicim boxu (-80 °C).
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3.2.3

3.24

3.25

Transformace chemokompetentnich bunék E. coli TOP10

50 ul chemokompetentnich bunék E. coli bylo ponechdno rozmrznout na ledu.

K bakteriim bylo ptidano 3 pl plasmidu, smés se opatrné promichala a inkubovala
30 min na ledg.

Nasledovala inkubace vzorkt v termobloku pii 42 °C po dobu 60 s.

Vzorky byly schlazeny na ledu 2 min, a potom jemn¢ resuspendovany s 300 pl
SOC média.

Smés byla inkubovana na tfepacce (180 RPM, 1 h, 37 °C).

Bakterialni kultury byly rozetfeny na LB agarové plotny s obsahem pfislusného
antibiotika pomoci sterilnich hokejek.

Plotny byly kultivovany ptes noc pii 37 °C.

Piiprava no¢ni kultury z bakteridlnich kolonii a pFiprava konzerv

Po 24 (E. coli) nebo 48 hod kultivace (A. tumefaciens) byly pomoci sterilniho
paratka pteneseny jednotlivé kolonie do 6 ml tekut¢ého LB se selekénim
antibiotikem. V piipad¢ kultivace A. tumefaciens se vzdy pridavalo i antibiotikum
rifampicin s vyslednou koncentraci 100 pg-mi™.

Bakterialni kultury byly kultivovany pies noc na tiepacéce pii 37 °C (E. coli) nebo
28 °C (A. tumefaciens) a pii 180 — 200 RPM.

Dalsi den bylo 500 pl no¢ni kultury smichano s 500 pl 50% (v/v) sterilniho
glycerolu.

Smés byla opatrné promichana pipetou a zamraZena v tekutém dusiku.

Bakterialni konzervy se uchovavaji v hluboko mrazicim boxu.

Izolace plasmidové DNA pomoci QIAprep® Spin Miniprep Kit

Néavod a chemikalie potiebné pro izolaci plasmidové DNA jsou soucdsti
QIAprep® Spin Miniprep Kitu.

Koncentrace plasmidové DNA byla zméfena na nanodropu a byla ovéfena
restrikénim Stépenim.

1zolovana plasmidovd DNA je uchovavana pii -20 °C.
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3.2.6

Izolace plasmidové DNA (za pouziti pufra P1, P2, P3)

Cely objem no¢ni kultury byl postupné po 2 ml centrifugovan (16000 RCF, 2 min,
21 °C). Supernatant byl po kazdé centrifugaci odstranén.

K peletu bylo pfidano 250 pl P1 pufru s obsahem RNasy A a smés byla
resuspendovana. V tomto kroku doslo ke stépeni RNA a K naruseni struktury
bunécné stény chelataci dvojmocnych kationti.

Ke smési bylo ptidano 250 ul lyza¢niho P2 pufru a vzorky se kyvavym pohybem
promichaly a byly inkubovany 5 min pii 21 °C.

Nasledné bylo piidano 250 ul P3 pufru a kyvavym pohybem byla smés
promichéana. Doslo k vysrdzeni genomické DNA a proteinli ve vzorcich.

Vzorky byly po dobu 5 min inkubovany na ledu a poté byly centrifugovany
(16000 RCF, 15 min, 4 °C).

Supernatant byl pipetovan do novych 1,5 ml eppendorfek a doslo k vysrazeni
plasmidové DNA smichdnim s vymraZenym absolutnim ethanolem. Smés byla
jemn¢ promichana.

Vzorky byly inkubovany 30 min — 12 h pfti -20 °C.

Probéhla centrifugace (16000 RCF, 20 min, 20 °C), supernatant byl odstranén.
Vzorky byly centrifugovany (16000 RCF, 10 min, 20 °C) a ethanol byl
odpipetovan.

Pelety byly suSeny ve flowboxu 10 — 20 min a nasledné byly resuspendovany
ve 30 pl sterilni milliQ H20.

Koncentrace plasmidové DNA byla zmétfena na nanodropu.

Izolovana plasmidovd DNA byla ovéfena restrikénim Stépenim.

Restrikéni Stépeni a agarosova elektroforéza

Restrikéni Stépeni bylo navrzeno v programu ApE v2.0.37 podle pfislusné
nukleotidové sekvence pouzitych plasmidu.

Jednotlivé slozky restrikéniho Stépeni (Tab. 2 — 3) byly smichany
v mikrozkumavce.

Restrikéni $té€peni probihalo 2 hod (E. coli) nebo ptes noc (A. tumefaciens) pii
37 °C.

Ptitomnost spravnych velikosti fragmenti byla ovéfovana gelovou

elektroforézou.
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e 1% agarosovy gel byl rozpusStén v mikrovinné troub¢ a po jeho zchladnuti bylo
piidano barvivo Midori Green pro zviditelnéni DNA.

e Po promichani byl roztok agarosy nalit do elektroforetické formy a nechal
ztuhnout pti 21 °C.

e Forma s gelem byla poté pienesena do elektroforetické vany a gel byl zalit 1x TAE
pufrem.

e Do prvni a posledni jamky byl nanesen marker GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder.

e Do ostatnich jamek byly pipetovany vzorky (10 pl) s nandSecim pufrem 6x DNA
loading dye (2 ul) .

e Elektroforéza probihala pii konstantnim elektrickém napéti 80 V po dobu 60 — 90
min.

e Gel se poté vizualizoval kazdych 30 min pomoci transluminatoru Gel Doc™ EZ

Imager a vyhodnocoval za pouziti softwaru Image Lab.

Tab. 2 Slozeni reakéni smési restrikéniho §tépeni plasmidové DNA izolované z E. coli

Slozka MnoZstvi (ul)
pDNA 1
10x pufr 2,5
enzym 0,5
dH20 21
celkem 25

Tab. 3 Slozeni reakéni smési restrikéniho $tépeni plasmidové DNA izolované z A. tumefaciens

Slozka MnoZstvi (ul)
pDNA 6
10x pufr 1
enzym 0,4
dH20 2,6
celkem 10

43



3.2.8

3.2.9

Transformace chemokompetentnich bunék A. tumefaciens kmen GV3101
200 pl chemokopetentnich bunék bylo rozpusténo na ledu.

Bylo ptidano 15 pl plasmidové DNA a smés byla opatrné promichdna pipetou.
Nasledovalo vymrazovani v tekutém dusiku po dobu 5 min.

Vzorky byly z tekutého dusiku vytazeny a ponechany 15 min pii pokojové teploté.
Bylo pfidano po 400 pul SOC média a vzorky byly inkubovany na tfepacce
(200 RPM, 2 hod, 28 °C).

K agarovému LB médiu byl pfidan rifampicin 100 pg/ml (zasobni roztok
50 mg/ml) a pozadované mnozstvi selekéniho antibiotika. Médium bylo nalito po
20 ml do sterilnich Petriho misek.

Bakterialni suspenze byla rozetiena sterilni hokejkou na plotny.

Petriho misky byly kultivovany 48 hodin pti 28°C.

Jednotlivé kolonie byly pieneseny do tekutého LB média s rifampicinem

a selekénim antibiotikem a byly kultivovany na tfepacce pii 28 °C pfes noc.

Tranzientni transformace listi Nicotiana benthamiana

Rostliny N. benthamiana byly nékolik hodin pfed planovanou transformaci zality
vodou, aby se oteviely praduchy v listech.

U no¢ni kultury obsahujici A. tumefaciens s pozadovanym konstruktem byla
zmétena optickd hustota pi1 vinové délce 600 nm.

Noéni kultura byla nafedéna, aby ODsgo bylo rovno 0,5. Vysledny objem byl
centrifugovan (2000 RCF, 10 min, 4 °C) a poté byl resuspendovan v 2 ml
kokultivaéniho média.

Bakterialni suspenze byla nasata do injekéni stiikacky bez jehly a byla opatrné
vtla¢ena do spodni strany listt.

Jako negativni kontrola se do listii jedné rostliny vpravilo kokultiva¢ni médium
bez bakterii.

Rostliny byly po dobu jednoho dne uchovavany ve tm¢, poté byly pfemistény do
fytotronu.

Druhy a tieti den po infiltraci A. tumefaciens byly listy (abaxialni strana)
pozorovany konfokalnim mikroskopem ZEISS LSM 710.
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3.2.10

3.2.11

Sterilizace listi Medicago sativa

Z nekvetoucich rostlin byly opatrné ustiizeny listy a byly uchovavény ve sterilni
vodg.

Listy z ex vitro podminek byly promyty v 70% (v/v) ethanolu po dobu maximalné
10 s.
Nésledné byly listy pfeneseny do 0,1% (w/v) roztoku Tween 20.

Poté byly listy sterilizovany v roztoku 1% (v/v) chlornanu sodného s 0,05% (w/v)
Tween 20, kde byly promyvany 1,5 min.

Listy byly tiikrat promyty ve sterilni destilované vodé a poté byly opatrné osuseny
na sterilnim filtraénim papiru.

Z vysusenych listd byly odiezany fapiky a kazdy list byl roziezan na polovinu.
V ptipadé¢ transformace byly jesté nafezany zlehka po povrchu, aby do nich mohly

vstoupit bakterie.

Stabilni transformace listovych explantati Medicago sativa

Do tekutého LB média s rifampicinem a piislusnym selekénim antibiotikem bylo
pfidino 30 pl z rdznych hluboce zmrazenych glycerolovych inokulta A.
tumefaciens GV3101 nesoucich geny pro markery cytoskeletu.

Kultury se nechaly pies noc inkubovat (200 RPM , 28 °C).

Pomoci spektofotometru byla zméfena optickd denzita pii vinové délce 600 nm
(ODeoo). Bakterialni suspenze byly nafedény tak, aby v celkovych 15 ml SH
roztoku bylo ODego V rozmezi 0,6 — 0,8. Natedéné kultury byly centrifugovany
(1811 RCF, 5 min, 20 °C).

Supernatanty byly odebrany a k peletim byly pfidany 3 ml LB média, nasledné
byly pelety jemné resuspendovany pipetou.

Kazda bakteridlni suspenze byla smichané s 12 ml SH média.

V ptipadé€ negativni kontroly bylo namisto bakterii pfidano ¢isté LB médium.
Vysterilizované a nafezané listy M. sativa RSY byly pfeneseny do SH média s
obsahem bakterii a inkubované ve tm¢ 30 min, pti 21 °C, ve vodorovné poloze a
za stalého kyvani na tfepacce (20 RPM).

Listy z SH média byly zlehka osuSeny a ulozeny na BSH médium bez ptidavku
antibiotik pro indukci tvorby kalust a kokultivaci s bakteriemi. Petriho misky

byly zakryty filtraénim papirem, aby nebyly vystaveny ptimému svétlu.
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3.2.12

Po 6 dnech byly explantaty né€kolikrat promyty ve sterilni dH20, poté byly
osuSeny na sterilnim filtracnim papiru a nasledna kultivace probihala na BSH
médiu s pfislusSnymi selekénimi antibiotiky a ticarcillinem pro eliminaci rastu
A. tumefaciens.

Vytvorené kalusy (po 3 — 4 tydnech kultivace) byly pfesunuty na embryogenni
B50 médium, které také obsahovalo selek¢ni antibiotikum a ticarcillin.

Zrala embrya, kterd se vytvoftila na kalusech zhruba po 3 a vice tydnech kultivace,
se prenesla na MMS médium a nasledn¢ na MS médium.

Embrya se postupné vyvinula v semenacek a nasledné v celou rostlinu. PfenaSeni
na Cerstvé MS médium probihalo pfiblizné kazdé 2 — 3 tydny.

Vsechny Petriho misky byly kultivovany v kultivaéni mistnosti, kde byla
nastavena konstantni teplota 21 °C, 71 % vlhkost a fotoperioda 16 hodin svétlo,
8 hodin tma.

Transformované rostliny byly selektovany pomoci mikroskopu ZEIS Axio
Zoom.V16.

Konfokalnim mikroskopem ZEISS LSM 710 byla pozorovana lokalizace a
organizace cytoskeletu v kotfenech transformovanych rostlin.

Rostliny stabilné exprimujici markery cytoskeletu byly pieneseny do ex vitro

podminek.

Somaticka embryogeneze

U rostlin stabiln¢ exprimujicich konstrukt tagRFP:TUA6 byla provedena
somatickd embryogeneze.

Listy byly sterilizovany a nafezany stejnym zptisobem, jako je zminéno v kapitole
3.2.10.

Explantaty byly uloZeny na kalus-indukujici BSH médium bez antibiotik.
Vytvoteny kalus byl kultivovan na embryogenni B50 médium a zrald embrya na
MMS a nasledn€ na MS médium.

Po selekci byly vzorky pozorovany konfokalnim mikroskopem ZEISS LSM 710.
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3.2.13

3.2.14

Piiprava mikroskopickych preparatii a mikroskopické pozorovani

Pro pozorovani tranzientné¢ transformovanych lista N. benthamiana byla
infikovana cast listu ustfizena a uloZena do par kapek sterilni vody na podlozni
sklicko a zakryta krycim sklickem.

Pro pozorovani cytoskeletu v stabiln¢ transformované M. sativa byly pfipraveny
preparaty z koteni.

Ve flowboxu byla ¢ast kofene sterilnimi niizkami ustfiZena a prenesena sterilni
pinzetou do mikroskopické komiirky do par kapek sterilni vody a piekryta krycim
sklickem.

Okraje kryciho sklicka byly zafixovany pomoci parafilmu.

Podminky snimani

Pii mikroskopovani preparati na konfokdlnim laserovém skenovacim
mikroskopu (CLSM) byly pouzity nasledujici lasery — laser pro mRFP: 561 nm,
GFP: 488 nm, Chlorofyl a: 633 nm.

Byly pouzity nasledujici filtry — filtr pro mRFP: 581 — 639 nm, GFP: 493 — 549
nm, Chlorofyl a: 653 — 729 nm, dsRED: 558 — 583.
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4 VYSLEDKY

V nésledujici kapitole jsou prezentovany vysledky dosazeny experimentdlni praci.
Kapitola pozlstava ze ¢tyf na sebe navazujicich ¢asti. Prvni ¢ast se zabyva ovéfenim
pfitomnosti a spravnosti plasmidi nesoucich tubulinové geny znaCeny Cervenymi
fluorescenénimi proteiny mRFPL (mRFPL:TUBG6) a tagRFP (tagRFP:TUAG) a taktéz
konstrukt lifeact:mCherry. VSechny tubulinové markery byly jiz pfipraveny restrikénim
klonovanim, ato pod konstitutivnim promotorem 35S odvozenym z viru tabakové
mozaiky. Fluorescenéni reportér aktinu lifeact:mCherry pod kontrolou ubiquitinového
promotoru 10 z A. thaliana byl pofizen od firmy Addgene. V nasledujici ¢asti
experimentalni prace byla ovéfena funkcénost vSech konstruktli pomoci tranzientni
transformace listd N. benthamiana. Treti ¢ast popisuje stabilni transformaci lista M.
sativa a nasledné¢ proces somatické embryogeneze vedouci k regeneraci stabilné
transformovanych rostlin ze somatickych embryi. Posléze byly transgenni rostliny
vyselektovany a dalsi podkapitola je vénovana analyze cytoskeletu v kofenech pomoci
CLSM. Na zavér je popsan proces somatické embryogeneze vojtésky uz stabilné

exprimujici 35S::tagRFP-TUAG a opét mikroskopicka analyza cytoskeletu.

4.1 Ovéreni konstruktii nesoucich markery cytoskeletu restrikéni

analyzou

Jednotlivé plasmidy nesouci konstrukty 35S::tagRFP-TUAG6, 35S::mRFPL-TUBG6
a UBQ10::lifeact-mCherry byly transformovany tepelnym Sokem
do chemokompetentnich bunék E. coli TOP10. Po hodinové inkubaci pti 37 °C a tfepani
byly bakteridlni suspenze roztirany na plotny s tuhym LB médiem s obsahem ptislusného
selekéniho antibiotika vzhledem na rezistenci kdédované v daném konstruktu (Tab. 1). Po
24 hodinach kultivace pfi stejné teploté se vytvoftily bakteridlni kolonie. Pozitivni selekce
vedla k ristu hlavné rekombinantnich transformantd, které byly tak separovany od
nerekombinantnich. Individudlni kolonie byli pfeneseny do tekutého LB média se
selek¢nim antibiotikem a opét inkubovany na ttepacéce pii 37 °C pies noc. Nasledné byla
izolovana plasmidova DNA pomoci komer¢niho kitu.

Na zakladé dostupnych schémat (Obr. 5, 8) a map prazdnych vektora (Obr. 6, 9) byly
v programu ApE navrzeny kompletni mapy jednotlivych konstruktti in silico. Kompletni

mapa lifeact:mCherry je kdispozici na webovych strankach dodavatele:
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https://www.addgene.org/61193/sequences/. Finalni mapy byly vyuzity pro navrhovani
restrikéniho Stépeni pro urceni pritomnosti a spravnosti pozadovanych konstruktu.

Dle schémata (Obr. 5) konstrukt tagRFP:TUAG6 pozlstava z genu kodujiciho alfa
tubulin izoformu 6 (TUAG) a genu pro ¢erveny fluorescenéni protein tagRFP. Konstrukt
byl vlozen do binarniho plasmidu pBI121Hm pies restrikéni mista Xbal a EcoRI. Pted
mistem Xbal je soucasti vektoru 35S promoter, ktery zajistil konstitutivni expresi genu.
V transferové DNA je gen NPTII kodujici neomycin fosfotransferasu a HPT, jehoz
expresi vznikd hygromycin fosfotransferaza. Tyto enzymy zajiStuji rezistenci
k antibiotikim  kanamycinu  ahygromycinu, a tak je mozné odlisit

transformované bakterie a rostliny od netransformovanych.
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Obr. 5 Schéma konstruktu 35S::tagRFP-TUAG v binarnim vektoru pBI121Hm.
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Obr. 6 Mapa prazdného binarniho vektoru pBI121Hm o velikosti 18 135 bp. Gen gusA byl béhem
klonovani nahrazen konstruktem tagRRP:TUAG.
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Pro ovéfeni pritomnosti konstruktu tagRFP:TUA6 v pBI121Hm v plasmidech
izolovanych z E. coli byly zvoleny restrikéni enzymy HindIII a Xhol (Obr. 7). Vektor
s konstruktem obsahuje ve své sekvenci po jednom restrikénim misté pro oba enzymy.
Ve vysledku by mél byt na agarosovém gelu viditelny jeden fragment o velikosti
odpovidajici predikci in silico (~18 800 bp). Pusobenim enzymu HindIIl doslo
k linearizaci konstruktu a velikost vizualizovaného framentu odpovidala. V piipadé
enzymu Xhol nedoslo k Gplnému $tépeni v obou vzorcich a to i v ptipadé prodlouzeni

casu restrikéniho Sté€peni a navySeni mnozstvi enzymu.

20 000 bp

Obr. 7 Elektroforetogram na ovéfeni pritomnosti konstruktu tagRFP:TUAG ve vektoru
pBI121Hm plasmidové DNA izolované z E. coli. Ovéfeny byly dva nezavislé vzorky (vzorek 1
a2). M —marker, restrikce enzymem HindIII odpovidala pfedpokladané velikosti linearizovaného
plasmidu (~18 800 bp), restrikce enzymem Xhol nebyla dostateéna.
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Na zaklad¢ schémata (Obr. 8) bylo usuzeno, ze konstrukt mMRFPL:TUBG byl klonovan
do binarniho plasmidu pCAMBIA 1300 pies restrikéni mista EcoRI a HindIII
v multiklonovacim misté. V tomto piipadé plasmid obsahoval gen, kodujici B tubulin
izoformu 6, gen kodujici fluorescenéni monomerni protein mRFPL, silny protomor 35S
a silny transkrip¢ni terminator Nos. Soucasti plasmidu jsou také geny zodpovédné za
rezistenci vuci hygromycinu a kanamycinu. Pro selekci v bakteriich bylo vyuzito

antibiotikum kanamycin, pro selekci transgenich rostlin hygromycin.
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Obr. 8 Schéma konstruktu mRFPL:TUB6 po jeho naklonovani do binarniho vektoru pPCAMBIA
1300.
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Obr. 9 Mapa prazdného binarniho vektoru pCAMBIA 1300. Konstrukt mRFPL:TUBG byl véetné
promotoru i terminatoru klonovan do MCS mista.
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Pro ovéfeni ptitomnosti konstrukt mRFPL:TUB6 v plasmidové DNA pomoci
restrikéniho Stépeni byly pouzity enzymy Xbal a Nhel (Obr. 10). Ve vektoru
s konstruktem se nachazi dvé Stepna mista pro endonukleasu Xbal. Po digesci byly
na agarosovém gelu viditelné dva fragmenty jejichz velikost odpovidala predikci in silico
(~10 091 bp a 2 809 bp). Enzym Nhel §tépil v jednom misté, velikost fragmentu
odpovidala (~12 900 bp).

~ N
g 8
N2

M

20 000 bp
10 000 bp

3000 bp

2 000 bp

Obr. 10 Elektroforetogram na ovéteni pfitomnosti konstruktu mRFPL:TUBG6 v plasmidové DNA
izolované z E. coli. M — marker, restrikce enzymem Xbal (~10 091 bp, 2 809 bp), restrikce
enzymem Nhel (~12 900 bp).
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Plasmid pCMU-ACTLr (lvanov et al., 2014) je tvofen binarnim plasmidem
pKm43GW, do kterého byl vice-komponentovym Gateway® klonovanim zrekombinovan
gen kodujici proteinovou doménu lifeact a reportérovy gen pro mCherry. Konstitutivni
expresi transgenu zajiStuje promotor AtUBQIO (Obr. 11). Na zaklad¢ selek¢inho
markeru v destina¢nim vektoru (rezistence na spectinomycin) byly selektovany bakterie
nesouci rekombinantni DNA. Soucasti transferové DNA je 1 gen NPTII zajist'ujici
rezistenci k antibiotiku kanamycinu, které slouZi k selekci transformovanych rostlin.

Pii restrikénim Stépeni byly pouzity enzymy Pvull, Bspl1191, Ndel a kombinace
enzymi Bsp1191 a Ndel (Obr. 12). Vysledky se shodovaly s designem restrikéniho
Stépeni v programu ApE.

LifeAct UBQ10 terminator
KGRI UBQ10 promotor | hﬁ
LB mCherry RB

Obr. 11 Upravené schéma konstruktu lifeact:mCherry rekombinovaného v destinaénim vektoru
pKm43GW (https://www.addgene.org/61193/sequences/).
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Obr. 12 Elektroforetogram na ovéfeni pfitomnosti konstruktu lifeact:mCherry v plasmidové
DNA izolované z E. coli. M — marker, restrikce enzymem Pvull (8 636 bp, 3 284 bp), Bsp119I
(11 920 bp), Ndel (9 431 bp, 2 489 bp), dvojité st€peni endonukleazami Ndel a Bsp119I (6
040 bp, 3 391 bp, 2 489 bp).
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4.2 Ovéreni transfromace A. tumefaciens restrikéni analyzou

Po transformaci kompetentnich bunék A. tumefaciens GV3101 plasmidovou DNA
izolovanou z E. coli bylo provedeno ovéfeni pfitomnosti plasmidi s pozadovanymi
konstrukty pouzitim restrik¢niho $tépeni plasmidové DNA, ktera byla izolovana P1, P2,
P3 pufry. Protoze je bakterie A. tumefaciens nizkokopiova, izolovana plasmidova DNA
nem¢la vysokou koncentraci a z tohoto diivodu jsou fragmenty na gelu hiif viditelné.

Pro ovéfeni ptitomnosti konstruktu tagRFP:TUAG byly pouzity enzymy HindIIl a
Xhol (Obr. 13) a pro konstrukt lifeact:mCherry byly pouzity restrikéni enzymy Bsp1191
aNdel (Obr. 14). V piipadé ovéieni konstruktu mRFPL:TUBG6 byly pouzity endonukleazy
Xbal a Nhel. Na gelu bylo mozné vidét fragmenty v oblasti 20 000 bp, které odpovidaji
velikosti pomocného plasmidu pMP90 (Obr. 15). Vysledky vSech restrikénich $tépeni se

shodovaly s navrhy in silico.

~N
N
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M vzorek1 vzorek 2
20 000 bp :

M

Obr. 13 Elektroforetogram na ovéieni piitomnosti konstruktu tagRFP:TUAG v plasmidové DNA
izolované z A. tumefaciens ve dvou nezavislych vzorcich (vzorek 1 a 2). M — marker, restrikce
enzymem Hindlll (~18 800 bp), restrikce enzymem Xhol (~18 800 bp).
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Obr. 14 Elektroforetogram na ovéfeni ptitomnosti konstruktu lifeact:mCherry v plasmidové

DNA izolované z A. tumefaciens. M — marker, dvojité §t€peni endonukleazami Ndel a Bsp1191
(6 040 bp, 3391 bp, 2 489 bp), Ndel (9 431 bp, 2 489 bp).
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Obr. 15 Elektroforetogram na ovéreni ptitomnosti konstruktu mRFPL:TUBG v plasmidové DNA
izolované z A. tumefaciens M — marker, restrikce enzymem Xbal (~10 091 bp, 2 809 bp),
restrikce enzymem Nhel (~12 900 bp). V oblasti 20 000 bp se nachazi fragment odpovidajici
pomocnému plasmidu pMP90.
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Jako pozitivni kontrola pro tranzientni a stabilni transformace byl pouzit konstrukt
MAP4:GFP, jehoz funkénost jiz byla v M. sativa ovétena (Vyplelova et al., 2017). Fuzni
protein pozustava z mikrotubuly vazici domény (MBD) sav¢iho proteinu MAP4 a taktéz
ze zeleného fluorescenc¢niho proteinu GFP. Pro selekci transformovanych bakterii bylo
pouzito antibiotikum kanamycin a pro selekci transformovanych rostlin herbicid
fosfinotricin, jehoz gen rezistence (bar) se nachazi mezi levou a pravou hrani¢ni sekvenci

transferové DNA.

4.3 Ovéreni funkénosti konstrukti pomoci agroinfiltrace listi

Nicotiana benthamiana

Ovétené kultury A. tumefaciens nesouci vySe zminéné konstrukty pro markery
cytoskeletu byly pouzity pro tranzientni transformaci listd N. benthamiana, ktera se
pouziva pro predbézné otestovani funkc¢nosti transgenu Vv rostlinnych butikach.

VSechny pouzité Kkonstrukty byly v transformovanych listech exprimovany a
vykazovaly fluorescenéni signal, ktery byl pozorovan pomoci CLSM 2. a 3. den po
transformaci. Tim byla funkénost jednotlivych konstruktl v rostlinnych buitkach
potvrzena. V epidermalnich bunkach listd N. benthamiana byly v pfipadé pozitivni
kontroly (konstrukt MAP4:GFP) pozorovany mikrotubuly pomoci fizniho proteinu
MBD-GFP (Obr. 16).

Pii pozorovani epidermalnich bunék listd transformovanych konstruktem
tagRFP:TUA6 byly pozorovany alfa mikrotubuly znac¢ené Cervenym fluorescenénim
proteinem tagRFP (Obr. 17) a v piipadé konstruktu mRFPL:TUB6 vlakna beta tubulinu
znacena fluorescen¢nim proteinem mRFPL (Obr. 18).

V transformovanych epidermalnich buiikach, které byly transformovany bakterii A.
tumefaciens nesouci konstrukt lifeact:mCherry bylo mozné pozorovat aktinové filamenty
znacené cervenym fluorescenénim proteinem mCherry (Obr. 19).

Pro kontrolu autofluorescence byl nastaven kanal pro chlorofyl a.
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Obr. 16 Tranzientn¢ transformované epidermalni bunky listd N. benthamiana bakterii A.
tumefaciens nesouci konstrukt MAP4:GFP. A prochazejici svétlo, B tubulinova vlakna
vizualizovana pomoci fazniho proteinu MBD-GFP, C kontrola autofluorescence, D sloucené

kanaly. Me¢titko 20 pm.

Chlorofyl a Chlorofyl a + mRFP

Obr. 17 Tranzientn¢ transformované epidermalni bunky listd N. benthamiana bakterii A.
tumefaciens nesouci konstrukt tagRFP:TUAG. A prochazejici svétlo, B alfa tubulinova vladkna
vizualizovana pomoci fuzniho proteinu tagRFP-TUAG, C kontrola autofluorescence, D sloucené

kanaly. M¢titko 20 pm.
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Chlorofyl Chlorofyl a + mRFP

Obr. 18 Tranzientné¢ transformované epidermalni bunky listd N. benthamiana bakterii A.
tumefaciens nesouci konstrukt MRFPL:TUBG6. A prochazejici svétlo, B beta tubulinova vlakna
vizualizovana pomoci fuzniho proteinu MRFPL-TUBG, C kontrola autofluorescence, D slou¢ené
kanaly. Méfitko 20 um.

Chlorofyla |-D Chlorofyl a + mRFP

Obr. 19 Tranzientné transformované epidermalni buniky listd N. benthamiana bakterii
A. tumefaciens nesouci konstrukt lifeact:mCherry. A prochézejici svétlo, B aktinova
vlakna vizualizovana pomoci fazniho proteinu lifeact-mCherry, C kontrola
autofluorescence, D slouc¢ené kanaly. Métitko 20 um.
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4.4 Stabilni transformace listi Medicago sativa a regenerace

transgennich rostlin

Ovéiené bakterialni kultury A. tumefaciens nesouci konstrukty pro markery cytoskeletu
byly pouzity pro stabilni transformaci M. sativa genotyp RSY podle protokolu Samac et
Austin-Phillips (2006). Transformace listt konstruktem lifeact:mCherry byla vybrana pro
ukazku jednotlivych stadii transformace (Obr. 20 A).

U transformovanych listd kultivovanych 7 dni na kalus-indukujicim médiu bylo
mozné pozorovat bakterialni infekci zpusobenou bakterii A. tumefaciens (Obr. 20 A). U
kontrolnich explantat, kde bylo pouzito na transformaci jenom LB médium se
bakteridlni infekce neprojevily (Obr. 21 A). Transformované kalusy se vytvofily po
piiblizné 4 tydnech od stabilni transformace listovych explantata (Obr. 20 B). Kalusy z
kontrolnich explantatd se tvofily uz diive, a to 3 tydny po uloZeni na kalus-indukujici
B5H médium (Obr. 21 B). Delsi doba kultivace pro tvorbu kalusi u transformovanych
explantatt je dana pritomnosti antibiotik, které nebyly v piipadé kontrolnich explantatt
piidané do BSH média.

Po pteneseni transgennich i kontrolnich (netransgennich) kalusi na médium B50
indukujici somatickou embryogenezi bylo mozné pozorovat tvorbu prvnich somatickych
embryi na obou typech kalusi, a to 3. — 4. tyden po pienosu (Obr. 20 C, 21 C). Somaticka
embrya Vv kotyledonarni fazi byla pfenesena na pevné kultivatni MMS médium
podporujici kli¢eni a vyvin rostlin (Obr. 20 D, 21 D). Po 2 tydnech byly zakofenéné kli¢ni

rostliny pfenesené na MS médium.
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Obr. 20 Proces transformace a nasledné regenerace somatickych embryi z listovych explantati
transformovanych konstruktem lifeact:mCherry. A listové explantaty obristané A. tumefaciens
na BSH médiu 7 dni po transformaci, B kalusy na BSH médiu 4 tydny od transformace, C kalusy
na embryogennim B50 médiu 9 tydnti po transformaci, D izolovana somaticka embrya pfenesena
na MMS médiu. Méfitko 1 cm.

Obr. 21 Proces regenerace somatickych embryi z kontrolnich listovych explantati. A listové
explantaty na BSH médiu po 7 dnech kultivace, B kalus na BSH médiu po 4 tydnech kultivace, C
kalusy na embryogennim B50 médiu po 9 tydnech kultivace, D izolovana somatickd embrya a
vyvijejici se rostlina (bila $ipka) kultivovana na MMS médiu. Métitko 1 cm.
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4.4.1 Selekce rostlin exprimujicich markery cytoskeletu
Selekce rostlin stabilné exprimujici markery cytoskeletu probihala pomoci zoomovaciho
fluorescen¢niho mikroskopu.

Fluorescence fuznich cytoskeletalnich proteint byla v pfipadé transformace vSech
konstruktii pozorovana jiz ve stadiu somatického embrya (Obr. 22). Dale byla
fluorescence sledovana v kofenech transgennich rostlin (Obr. 23). Pfi pozorovani kotenti
rostliny stabiln¢ exprimujici konstrukt lifeact:mCherry byla fluorescence lokalizovana
predevsim v kofenové Spicce. Fluorescenéni signal fuzniho proteinu tagRFP-TUAG byl
lokalizovan v kofenové Spicce a ve stfednim valci. Fluorescence byla ovéfena také
Vv ptipadé pozitivni kontroly stabilné¢ exprimujici konstrukt MAP4:GFP, kdy byl
pozorovan silny signal v celém koteni. Transformace konstruktem mRFPL:TUBG je ve
stadiu somatické embryogeneze a nebyly dosud ziskany zakotenéné rostliny.

Pro kontrolu autofluorescence byl v piipadé konstruktd lifeact:mCherry,
tagRFP:TUA6 a mRFPL:TUB6 pouzity kandl pro GFP a v pfipadé konstruktu
MAP4:GFP to byl kanal dsRED.
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Obr. 22 Fluorescencni mikroskopie transformovanych somatickych embryi stabilné
exprimujicich markery cytoskeletu. Métitko 500 um.

MAP4-GFP




tagRFP-TUAG

lifeact-mCherry

f

MAP4-GFP

Obr. 23 Fluorescenéni mikroskopie kofent transformovanych rostlin stabilné exprimujicich
markery. Métitko 200 um.

4.4.2 Mikroskpicka analyza kofenu rostlin stabilné exprimujicich cytoskeletarni
markery

Zelené nebo Cervené fluorescenéni proteiny jsou v transformovanych liniich soucasti

faznich proteini, které slouzi jako markery cytoskeletu. Vyuzitim CLSM byla

Vv jednotlivych liniich zkoumana lokalizace a distribuce mikrotubulii a aktinu v kofenech

M. sativa. Moznost studia dynamiky jednotlivych slozek cytoskeletu piedstavuje

uzite¢nou aplikaci v riznych oblastech vyzkumu, jako jsou napfiklad symbiotické

interakce s bakteriemi.
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Byly pozorovéany zivé preparaty piipravené z kotenli vyvijejicich se somatickych
embryi a mladych rostlin. V ptipad¢ stabilni transformace konstruktem MAP4:GFP,
ktery byl pouzit jako pozitivni kontrola transformace, byly ziskany 4 somaticka embrya,
ktera stabilné exprimovala tento konstrukt. V epidermalnich burikach kotene (Obr. 24 A)
a v bunkach kotenové Cepicky (Obr. 24 B) byly pozorovany kortikalni mikrotubuly
orientované kolmo na osu prodluzovani buiniky. Byly pozorovany také mitotické
mikrotubuly (Obr. 24 C — F) vytvarejici preprofazni svazek, ktery urCuje rovinu déleni
(Obr. 24 C, D), d¢lici vieténko zodpovédné za rozchod chromozomu k opaénym polim
bunky (Obr. 24 C, E) a fragmoplast (Obr. 24 C, E, F). Kortikalni mikrotubuly byly

pozorovany také v kotfenovych vlascich (Obr. 24 G).
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Obr. 24 Lokalizace mikrotubul pomoci fizniho proteinu MBD-GFP v kofenu transgenni
rostliny M. sativa stabiln¢ exprimujici konstrukt MAP4:GFP. A kortikalni mikrotubuly
v rhizodermalnich buinikdch kotene (Sipky), B kortikalni mikrotubuly v buiikach kotfenové
Cepicky, C mitotické mikrotubuly vytvaiejici délici vieténka (hvézdi¢ka) a fragmoplasty
(trojuhelnik), D preprofazni svazek (kosoctverec), E délici vieténko, pozdni fragmoplast, F
pozdni fragmoplast, G kortikalni mikrotubuly v kofenovych vlascich. Méfitko 50 pm (A, B, C),
20 um (G), 10 um (D, E, F).

65



V piipad¢  transformace za  pouziti  konstruktu tagRFP:TUAG6  byly
Vv rhizordermalnich bunkach kofene pozorovany kortikalni mikrotubuly orientované
kolmo na osu prodluzovani bunky (Obr. 25 A, B). Byly pozorovany i mitotické
mikrotubuly ucastnici se bunécného dé¢leni. Konkrétné bylo mozné pozorovat
fragmoplast (Obr. 25 C, trojuhelnik), ktery je dalezity pro transport vezikul pii tvorbé
bunécné stény béhem cytokineze. Vlivem dlouhého mikroskopického snimani dochazelo
k rozpadu mikrotubulii, jak je mozné vidét na obrazku 25 C. Bylo ziskéno jedno

somatické embryo stabilné exprimujici tento konstrukt.

Obr. 25 Lokalizace fizniho proteinu tagRFP-TUAG u stabilné transformované rostliny M. sativa.
A, B kortikalni mikrotubuly v rhizodermalnich buikach kotenové $pic¢ky (Sipky), C mitotické
mikrotubuly vytvarejici fragmoplast (trojihelnik); v okolnich bunikach dochazelo k rozpadu
mikrotubult vlivem del$iho mikroskopického snimani. Métitko 50 um (A), 20 um (B, C).

Z asovych divodi nebylo mozné odvodit stabilni transgenni linii exprimujici
konstrukt mRFPL:TUBG6. Transformace se nachazi ve stadiu indukce somatické
embryogeneze. Je tieba pockat na vyvinuti kofene, ktery bude mozné mikroskopicky
analyzovat. Dosavadni vysledky z tranzientni transformace a pozorovani somatickych
embryi transformovanych konstruktem mRFPL:TUBG naznacuji, Ze stabilni transformace

prob&hla Uspésné.
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Stabilni transformace konstruktem lifeact:mCherry byla tispésna. V bunkach kofenové
Cepicky (Obr. 26 A, B) a v rhizodermalnich bunikach kofene byly pozorovany aktinova
vlakna znacena fluorescen¢nim proteinem mCherry (Obr. 26 C, D). Kolem jadra
odlupujicich se bunék kalyptry byla pozorovana husta sit’ aktinovych filament (Obr. 26
B, trojihelnik). Aktinova vlakna byla také pozorovana v kofenovych vlascich (Obr. 26
E), dilezitych pro prinik symbiotickych bakterii do kofene. V nekterych vlascich byl
aktin lokalizovany v cytoplasmé ve formé spotli, coz mohlo byt zplisobeno vysokou
citlivosti aktinu na pusobeni laseru béhem mikroskopického snimani (Obr. 26 E,
kosoctverec). Bylo vyselektovano celkem 5 zralych embryi, které stabilné exprimovaly

konstrukt lifeact:mCherry.

Obr. 26 Lokalizace fuzniho proteinu lifeact-mCherry u stabilné transformované rostliny M.
sativa. A, B aktinova vlakna v buiikach kofenové Cepicky (Sipky), B sit’ aktinovych vlaken okolo
jédra (trojuhelnik). C, D aktinova vlakna v rhizodermalnich bunkach kofene, E aktinova vlakna
v kotenovych vlascich (Sipka), v n€kterych vlascich distribuce aktinu ve formé bodovych struktur
(kosoctverec). Méritko 20 pm.
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4.5 Somaticka embryogeneze M. sativa stabilné exprimujici konstrukt

p35S::tagRFP-TUAG

Rostliny M. sativa péstovany v rustovych komorach se bez piitomnosti hmyzich
opylovacii (entomogamie) rozmnozovat nedokazi. Navic ru¢ni opylovani je pracné
a malo efektivni, coZ znamena, ze jiny zpiisob mnozeni je nevyhnutelny. Pro propagaci
transgennich linii in vitro je mozné vyuzit proces somatické embryogeneze. V tomto
ptipad¢ byla zvolena rostlina péstovana vex vitro podminkach, ktera jiz stabilné
exprimovala konstrukt 35S::tagRFP-TUAG. Pro indukci somatické embryogeneze byly
pouzity listy, které byly po sterilizaci nafezany a uloZeny na kalus-indukujici BSH
médium s obsahem 0,1 mg:I kinetinu a 1 mg-1" 2,4-D (Obr. 27 A).

Po 3 tydnech kultivace na BSH médiu byla po celém povrchu listii pozorovadna tvorba
masy neorganizované délicich se bunék (Obr. 27 B). Vytvotené kalusy byly pfeneseny
na embryogenni B50 médium bez obsahu fytohormont. Po uplynuti 4 tydnii na
embryogennim médiu bylo mozné na kalusech pozorovat somatickd embrya, ktera
pfechazela jednotlivymi fazemi embryogeneze témet identicky, jako u zygotickych
embryi (Obr. 27 C). Vytvofena embrya s odlisitelnym apikélnim a bazalnim pélem byla
presunuta na MMS médium podporujici vyvin rostlin. Zakofenénd somatickd embrya
byla po pfiblizné¢ dvou tydnech pfenesena na MS médium (Obr. 27 D). Transgenni
rostliny byly selektovany pomoci zoomovaciho fluorescenéniho mikroskopu. Do ex vitro
podminek bylo pieneseno celkem 7 rostlin stabilné exprimujicich uvedeny konstrukt.
V budoucnu bude mozné tyto rostliny vyuzit pro pozorovani interakce symbiotickych

bakterii s kofeny M. sativa.
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A Listovy explantat

Obr. 27 Jednotliva stadia somatické embryogeneze M. sativa stabilné exprimujici konstrukt
tagRFP:TUAG. A listovy explantat po sterilizaci na BSH médiu, B kalus na BSH médiu,
C somatickd embrya v riznych stadiich vyvoje na embryogennim B50 médiu: globularni stadium
(trojuhelniky), srdcité stadium (Sipky), kotyledonarni stadium (hvézdicky), D mlada rostlina
na MMS médiu. Méfitko 200 pum.

Ve vyselektovanych rostlinach bylo mozné vyuzitim CLSM pozorovat kortikdlni
mikrotubuly v rhizodermalnich buinkach kotene (Obr. 28 A) a v burikach lateralni
kotenové cepicky (Obr. 28 C, Sipky), které byly uspofadané zhruba paralelné. V
epidermis tranzientni zoény byly mikrotubuly uspofadané méné pravidelné a utvarely
slabsi svazky (Obr. 28 B, Sipky). Fluorescen¢ni signal tagRFP znalici mikrotubuly
kopiroval i mitotické mikrotubuly - dé€lici vieténko (Obr. 28 D, hvézdicka) a fragmoplast
(Obr. 28 E, trojuhelniky).

Pritomnost funk¢niho transgenu byla zachovéna a ziskal se dostatek rostlinného
materidlu pro vyuziti v dalSich experimentech. Prostfednictvim somatické embryogeneze
je mozné se vyhnout opétovnym transformacim pro ziskani novych rostlin obsahujici gen
z4jmu, které proces prodluzuji a navic nemusi byt vzdy uspésné.

Prehled poctu ziskanych rostlin stabiln€ exprimujicich markery cytoskeletu je uveden

v Tab. 4.
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Obr. 28 Lokalizace fizniho proteinu tagRFP-TUA6 u rostliny ziskané procesem
somatické embryogeneze z rostliny jiz stabilné exprimujici konstrukt tagRFP:TUAG. A,
B kortikalni mikrotubuly v rhizodermalnich butikach kotene a v C bunkach lateralni
kofenové cCepicky (Sipky), D mitotické vieténko (hvézdicka), E fragmoplasty
(trojuhelniky). Métitko 50 pm (A), 20 um (B, C), 10 um (D, E).

Tab. 4 Shrnujici tabulka udavajici pocet ziskanych rostlin stabilné exprimujicich jednotlivé
markery cytoskeletu.

Pocet stabilné

Konstrukt transformovanych rostlin
MAP4:GFP 4
tagRFP: TUA6 g
mRFPL:TUBG6 )
lifeact:mCherry 5

*V poctu stabilné transformovanych rostlin konstruktem tagRFP:TUAG jsou zapocitany rostliny
ze somatické embryogeneze.
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5 DISKUZE

Cilem mé bakalarské prace byla transformace listovych explantati rostliny M. sativa
pomoci A. tumefaciens nesoucim konstrukty pro fluorescen¢né znacené cytoskeletalni
markery a taktéz odvozeni transgennich linii stabilné exprimujici tyto markery.

Transformace prostfednictvim A. tumefaciens a nasledna regenerace transgennich
rostlin procesem somatické embryogeneze je nejcastéji pouzivanou technikou pro stabilni
zainkorporovani cizorodé genetické informace do genomu M. sativa (Schroeder et al.
1991; Hill et al. 1991). Pro transformaci byl pouzit kultivar Regen SY, ktery se vyznacuje
vysokou schopnosti regenerace, coz bylo v této bakalarské praci potvrzeno. Jednotlivé
kultivary M. sativa maji riznou regeneracni schopnost, a ne u vSech je mozné navodit
indukci nepfimé somatické embryogeneze a regenerovat tak novou rostlinu (Moltrasio et
al., 2004).

M. sativa, stejné jako M. truncatula se vyznaCuje symbidzou s hlizkovitymi
bakteriemi. Béhem tohoto procesu dochazi v rostlinach ke zménam na organové,
pletivové i1 bunééné trovni. V rostlinnych buitkdch byla pozorovdna reorganizace
cytoskeletu, zmény velikosti jddra a modifikace jinych organel (Bonfante et Genre, 2010;
Harrison, 2012; Gutjahr et Parniske, 2013).

Pro pozorovani téchto zmén béhem arbuskularni mikhorizi v M. truncatula je mozné
vyuzit specializované markery, které vyuzivaji promotor MtBCP1. Tento promotor
zajiStuje expresi genid béhem penetrace symbiotickych bakterii, v kolonizovanych
bunkach, kde jiz doslo k vytvofeni arbuskuly, a také v sousednich nekolonizovanych
buiikdch. Pfi vyuziti ubiqutinového protomotoru mohou byt tyto markery vyuZity pro
pozorovani bunécnych struktur i v jinych jednodéloznych a dvoud€loznych rostlinach
(lvanov et al., 2014).

Plasmid pCMU-ACTLYr, ktery vyuziva pro vizualizaci aktinu kratky peptid LifeAct
izolovany z kvasinky S. cerevisiae schopny vazat se na aktin vysSich eukaryot, byl
pomoci A. rhizogenes transformovan do M. truncatula, kde byly nasledné pozorovany
aktinové filamenty v primarni kaie kofene (Ivanov et al., 2014). V piipadé mé
experimentalni prace byl tento konstrukt vyuzit na transformaci M. sativa, u které bylo
mozné pozorovat aktinové filamenty spiSe v buitkach kotenové cepicky (Obr. 26 A, B) a

také v rizodermalnich bunikach (Obr. 26 C, D). Také byly pozorovany aktinové vlakna
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Vv kotenovych vlascich (Obr. 26 E), které jsou dilezité pro kontakt se symbiotickymi
bakteriemi a slouzi pro jejich prinik do primarni kiry.

vhodnéjsi vyuzit konstrukt lifeact:mCherry (Riedl et al., 2008), protoze ve srovnani s
konstruktem FIM1-ABD2:mCherry (Sheahan et al., 2004) poskytuje lep$i signal.
Hlavnim divodem je schopnost tohoto markeru vazat se na siln¢jsi aktinovéa vlakna
(Dyachok et al., 2014).

Pro vizualizaci tubulinu byly vtéto praci vyuzity konstrukty: MAP4:GFP,
tagRFP:TUA6 a mRFPL:TUBG.

Mikrotubuly-vazici doména znacend fluorescenénim proteinem se vyuziva pro
studium dynamiky, organizace mikrotubulll a studium bunééného déleni (Marc et al.,
1998). Konstrukt MAP4:GFP (Vyplelova et al., 2017) byl uspésné transformovan do M.
sativa a pomoci light sheet fluorescenéni mikroskopie byla studovana rychlost rustu
kotene a také délka trvani jednotlivych fazi bunééného déleni.

Vysledky mé bakalatské prace také potvrzuji expresi tohoto konstruktu a lokalizaci
fuzniho proteinu MBD-GFP. Ve stabiln¢ transformované M. sativa byly pozorovany
kortikélni mikrotubuly v kofenové cepicce (Obr. 24 B), rhizodermalnich buiikach kofene
(Obr. 24 A) a kotenovych vléascich (Obr. 24 G). Byly také pozorovany mitotické
mikrotubuly v jednotlivych stadiich mitozy a cytokineze (Obr. 24 C—F). Rostliny stabilné
exprimujici tento konstrukt mohou byt vyuZity v dalSim vyzkumu, pfedevs§im ve studiu
interakce symbiotickych bakterii s kofeny M. sativa.

Konstrukt mRFPL:TUBG6 byl Gispésné vyuzit pro vizualizaci mikrotubuld v modelové
rostliné A. thaliana (Fujita et al., 2011). Z ¢asovych divoda nebylo mozné ziskat
zakofenéna somatickd embrya exprimujici konstrukt mMRFPL:TUBG, ktera by byla moZna
pozorovat pomoci konfokélniho mikroskopu. Z tohoto divodu neni mozné hodnotit
ucéinnost tohoto konstruktu v M. sativa.

Konstrukt tagRFP:TUAG stabilné transformovany v rostlin¢ A. thaliana byl vyuzit ve
studii zabyvajici se mechanismem tvorby cytokinetického fragmoplastu (Murata et al.,
2013). Pti stabilni transformaci M. sativa timto konstruktem bylo taktéz mozné pozorovat
mitotické a cytokinetické mikrotubuly, konkrétné¢ rany fragmoplast (Obr. 25 C).
Pozorovany byly také kortikalni mikrotubuly v rhizodermalnich buiikéch kotene (Obr. 25
A, B).

Dal8im cilem experimentalni prace byla indukce somatické embryogeneze z listovych

explantati rostliny, kterd jiz stabilné exprimovala konstrukt tagRFP:TUAG. Listové
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explantaty byly péstovany na kultiva¢nich médiich bez ptitomnosti selek¢nich antibiotik,
coz se projevilo v rychlosti tvorby kalusu. Nepfitomnost antibiotik ovSem ztizila selekci
jednotlivych somatickych embryi, ktera zavisela pouze na pozorovani fluorescenénim
mikroskopem.

Pomoci CLSM byly pozorovany mikrotubuly v bunikdch kotfenové ¢epicky (Obr. 28
D) a v rhizodermis kotfene (28 A, B). Byly pozorovany mitotické mikrotubuly tvofici
délici vieténko (Obr. 28 D) a fragmoplasty (Obr. 28 E). Bylo ziskano 7 kompletnich
rostlin, které tento konstrukt stabiln¢ exprimovalo. Tyto rostliny byly pfeneseny do ex

vitro podminek a mohou byt vyuzity pro budouci experimenty.
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6 ZAVER

Teoreticka ¢ast této bakalaiské prace byla vénovana rostlinnému cytoskeletu — aktinovym
filamentim a mikrotubulim a jejich uloze ptfi bunééném dé€leni. Dale byly popsany
techniky piimé i nepiimé transformace, které je mozné vyuzit pfi transformaci M. sativa.
Zavér teoretické Casti byl vénovan somatické embryogenezi M. sativa.

V prvni ¢asti experimentalni prace byly transformovany jednotlivé plasmidy nesouci
konstrukty lifeact:mCherry, tagRFP:TUA6 a mRFPL:TUBG do E. coli TOP10. Po izolaci
plasmidové DNA a jejim ovéfeni restrikénim Stépenim nésledovala transformace A.
tumefaciens GV3101 jednotlivymi plasmidy. PO opétovné izolaci plasmidové DNA
probéhlo restrikéni S$tépeni pro ovéfeni pritomnosti pozadovanych konstrukti v
plasmidech.

Funk¢nost vSech konstruktl byla také ovéfena tranzientni transformaci listd N.
benthamiana, ktera potvrdila G¢innost vSech konstruktu.

Konstrukty lifeact:mCherry, tagRFP:TUA6, mRFPL:TUB6 a MAP4:GFP byly
prostfednictvim A. tumefaciens stabilné¢ transformovany do M. sativa. Regeneraci
transformovanych listovych explantatt bylo ziskano celkem 5 zakofenénych somatickych
embryi stabilné exprimujicih konstrukt lifeact:mCherry, 4 zakofenéna somaticka embrya
stabiln€ exprimujici konstrukt MAP4:GFP a 1 zakotfenéné somatické embryo exprimujici
konstrukt tagRFP:TUAG. Rostliny regenerované z té€chto somatickych embryi mohou byt
vyuzity pro dal$i studium, naptiklad interakce symbiotickych bakterii s kofeny M. sativa.
Transgenni rostliny exprimujici konstrukt mRFPL:TUB6 nebylo z ¢asovych divoda
mozné ziskat. Regenerace se nachazi ve stadiu somatick¢é embryogeneze a u 4
somatickych embryi byl pozorovan fluorescencni signal fuzniho proteinu mRFPL-TUBSG.

Posledni ¢ast byla vénovana indukci somatické embryogeneze z listovych explantati
rostliny M. sativa, ktera jiz stabilné exprimovala konstrukt tagRFP:TUAG. Ze ziskanych
somatickych embryi se podafilo vypéstovat 7 kompletnich rostlin, u kterych byly pomoci
CLSM pozorovany kortikalni, mitotické i cytokinetické mikrotubuly v rhizodermalnich

burikach kofene.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,4-D
ABA
ABD2
ADP
ATP
bar
BFP
CFP
CLSM
DMSO
DNA
DREB1
EDTA
ER
F-aktin
GA
G-aktin
GDP
GSA
GST
GTP

H*
HPT
Chve
LB médium
MAP4
MBD
MES
MS médium

Na*

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

abcisova kyselina

aktin-vazici doména 2

adenosindifostat

adenosintrifosfat

fosfinotricin N-acetyltransferasa

modry fluorescencni protein

modro-zeleny fluorescenéni protein
konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

dehydration-responsive element-binding protein

kyselina ethylendiamintetraoctova
ednoplasmatické retikulum

filamentalni aktin

Golgiho aparat

globularni aktin

guanosindifosfat

glutamat-1-semialdehyd aminotransferasa
glutathion-S-transferasa

guanosintrifosfat

vodikovy kation
hygromycinfosfotransferasa

cukr-vazici periplasmovy receptor
lysogen broth médium

mitogen aktivovany protein 4
mikrotubuly-vazici doména

kyselina 2-(N-morpholino)ethanesulfonova
Murashige a Skoog médium

sodny kation
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NHX2
NPTII

OD

Pi

PPB

RFP

RNasa A
RSY

SH médium
SOC médium
T-DNA

Ti plasmid
uv

YFP

Na*/H" exchanger 2
neomycinfosfotransferasa Il
opticka denzita

anorganicky fosfat
preprofazni svazek

cerveny fluorescencni protein
ribonukleasa A

kultivar Regen SY

Shenk a Hildebrant médium
super optimal broth médium s glukosou
transferovda DNA

tumor indkujici plasmid
ultrafialové zafeni

zluty fluorescenéni protein
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