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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast
1. Vypracovani literdrni reSerSe na téma signalizace pomoci mitogenem-
aktivovanych protein kindz (MAPK) u vojtésky a jeji zapojeni do symbiotickych
interakci s prospéSnymi mikroorganismy rodu Rhizobium.
Experimentalni ¢ast
2. Piiprava rostlinného materialu cestou SE u divokého typu a transgennich linii
vojtésky exprimujicich GFP-MMK2.

3. Fenotypova analyza transgennich linii v kontrolnich podminkéach (délka
kotenového systému, rychlost rlstu, tvorba kotfenovych vlaskl; velikost

a morfologie listi1).

4. Fenotypova analyza transgennich linii po oSetfeni se Sinorhizobium meliloti

(tvorba infekénich vldken, pocet, morfologie a velikost hlizek).



1 UVOD

Vojtéska setd (Medicago sativa L.) je povazovana za celosvétové nejvyznamnéjsi
rostlinu. Nalezi mezi bobovité dvoudélozné rostliny. M. sativa je pomoci symbiotickych
bakterii schopna fixovat vzdu$ny dusik, a tim piekonat jeden z hlavnich faktorti omezujici
rust rostlin - nedostatek dusiku v pudé.

Nejznaméjsi rody bakterii fixujici vzdusny dusik jsou Rhizobium, Bradyrhizobium
a Sinorhizobium. Rhizobia tvofi na kofenech rostlin specializované organy — hlizky
(noduly), ve kterych dochazi k preméné atmosférického dusiku na amoniak. Bakterie tedy
poskytuji rostling slouceniny bohaté na dusik, a naopak rostlina dodava bakteriim zdroje
uhliku a energie ve formé sacharidi. Vznik symbiotického vztahu zahrnuje vyménu
signalnich molekul mezi rostlinou a bakterii, a aktivaci signalnich transduk¢nich drah.
Pfi tomto procesu hraji roli i mitogenem aktivované protein kindzy (MAPK), které jsou
aktivovany brzy po rhizobialni infekci.

MAPK drahy ptedstavuji evolucné konzervovany signalni mechanismus u eukaryot.
Prostfednictvim tii typll reverzibiln¢ fosforylovanych kindz: MAPK kindzy kindzy
(MAPKKK), MAPK kinazy (MAPKK) a MAP kinazy (MAPK), pfenaseji a zesiluji
signaly, které vedou k fosforylaci substratovych proteint. Signalizace pomoci MAPK
kaskad tak mtze vést k riznym bunéénym odpovédim, jako je diferenciace, bunécéné
déleni nebo stresové odpovédi. U rostlin hraji MAPK roli ve vyvoji, déleni a piisobeni
hormontl. Podileji se také na signalizaci biotickych a abiotickych stresii, véetné chladu,
sucha a poranéni a pfi interakcich rostliny s patogenem.

Cil experimentalni ¢asti bakalaiské prace zahrnoval piipravu rostlin divého typu
a transgennich linii M. sativa nepfimou somatickou embryogenezi. Ziskané rostliny byly
v dalSich ¢astech prace vyuzity na fenotypovou charakterizaci. Porovnan byl vyvoj
jednotlivych linii v kontrolnich podminkach, nasledné byly sledovany interakce téchto
linii se symbiotickymi bakteriemi S. meliloti. Diky expresi GFP-MMK2 bylo také

pozorovano zapojeni této MAPK do vyvoje infekénich vldken a hlizek.
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2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 Vojtéska seta

Vojtéska setd neboli alfalfa, latinsky Medicago sativa L., je nejvyznamnéjsi
a nejrozsifenéjsi lusténinou po celém svété. Nalezi mezi bobovité dvoud€lozné rostliny.
Mezi jeji hlavni charakteristiky patii cizosprasnost a tetraploidni genom. Pravé kvuli
témto vlastnostem je jeji vyzkum naroény. Proto se jako modelova rostlina pro éeled’
bobovité vyuziva blizce ptibuzna Medicago truncatula, ktera je samosprasna a diploidni
(Ticha et al., 2020; Kuster, 2013). Vyznam vojtésky spociva zejména v jeji genetické
variabilit¢ a nasledné schopnosti piizpisobit se riznym podminkam prostiedi. Hluboky
siln¢ vyvinuty kofen umoziuje vojtéSce odolavat suchu avysokym teplotdm. Diky
vysokym vynosim biomasy hraje dulezitou roli pii produkci biopaliv. Vzhledem
K vysokému obsahu proteintl, vitamini a mikroprvki, nezbytnych pro spravny rust
avyvoj, je zakladni slozkou krmiv pro hospodaiska zvifata (Radovic et al., 2009).
M. sativa je pomoci symbiotickych bakterii schopna fixovat vzdu$ny dusik, a tim
ptekonat jeden z hlavnich faktord omezujici rust rostlin - nedostatek dusiku v pudé
(Checcucci et al., 2016). Zaroven se eliminuje potfeba vyuzivat chemické dopliiky dusiku
(Radovic et al., 2009).

2.2 Mitogenem aktivované protein kinazy

Mitogenem aktivované protein kindzové (MAPKS) drahy piedstavuji evolu¢né
konzervovany signalni mechanismus u eukaryot (Ichimura et al., 2002). Prostiednictvim
ti typt reverzibilné fosforylovanych kinaz, MAPK kaskady ptenaseji a zesiluji signaly,
které vedou k fosforylaci substratovych proteinti (Rodriguez et al., 2010). Signalizace
pomoci MAPK kaskad tak mulze vést k riznym bunéénym odpovédim, jako je
diferenciace, bunééné déleni nebo stresové odpovédi. U rostlin hraji MAPK roli
ve vyvoji, déleni a plisobeni hormont. Podileji se také na signalizaci biotickych
a abiotickych stresti, v€etné chladu, sucha a poranéni a pfi interakcich rostliny
s patogenem (Samajova et al., 2013a, b).

MAPKSs jsou soucéasti fosforylacni kaskady, kterd se sklada ze tfi postupné
aktivovanych kindz: MAPK kinazy kindzy (MAPKKK), MAPK kindzy (MAPKK)
a MAP kinazy (MAPK) (Rodriguez et al. 2010; Samajova et al. 2013a, b; Komis et al.

2018). Signalizace zacina u receptorti na plazmatické membrané, které po reakci na vngjsi
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podnét aktivuji serin/threonin proteinové kindzy - MAPKKK. Ty nasledné fosforyluji,
a tim aktivuji MAPKK, pro které je charakteristickd dualni specifita, ktera jim umoziuje
fosforylaci MAPK na threoninovych a tyrosinovych zbytcich TXY motivu. Aktivované
MAPK nasledn¢ reguluji rtizné efektorové proteiny, kinazy, enzymy nebo transkripéni
faktory. Deaktivace a regulace aktivity MAPK jsou zprostiedkovany tyrosin
a serin/threonin specifickymi fosfatdzami (Rodriguez et al., 2010; Kiegerl et al., 2000).

Dulezitou roli hraji MAPK také v imunité rostlin. Do obrany proti mikrobialnim
peptidim jsou zahrnuty transmembranové receptory (PRR — pattern recognition
receptors), které rozpoznéavaji molekularni vzory asociované s patogenem (PAMP —
pathogen-associated molecular patterns). PAMP spoustéji obranné reakce, mezi které
se fadi zména v genové expresi patogenu a produkce antimikrobialnich slou¢enin. Jednou
z nejlépe charakterizovanych PRR u rostlin je FLS2 — receptor na flagellin (flg22)
(Rodriguez et al., 2010).

Stanoveni aktivity kindz se provadi méfenim fosforylace urcitych substratovych
proteint, které obsahuji serin-prolin nebo threonin-prolin fosforyla¢ni mista. Nejéastéji
vyuzivanym substratem ve fosforylacnich reakcich je myelinovy bazicky protein (MBP).
MBP muze byt pouzit in vitro nebo zavedenim kindz do polyakrylamidové matrice.
Mnozstvi radioaktivné znac¢eného ATP, kvantifikovaného v opakovanych experimentech,
je mirou fosfotransferové aktivity kinazy. Pro zajisténi specificity testi muze byt
provedeno procisténi zajmové kindzy — imunoprecipitace (Rodriguez et al., 2010).

Aktivaci MAPK lze detekovat pomoci protilatek specifickych pro stav fosforylace.
Takové protilatky se mohou vyrabét napiiklad naockovanim kralikti syntetickym fosfo-
peptidem, ktery odpovida zbytkiim v okoli TXY motivu. Cilem je ziskat ¢inidlo, které
se bude vazat pouze na jeden fosfo-epitop, a nasledné bude detekovat, zda je dany protein
fosforylovan na urcitém zbytku (nebo zbytcich, za ptedpokladu, Ze jsou blizko sebe, jako
Tyr a Thr v aktiva¢ni smyéce MAPK). Piikladem jsou anti-fosfo-ERK protilatky,
konkrétné ,,Phospho-p44/p42 MAP kinase (Thr202/Tyr204) protilatka* a anti-fosfo-p38
protilatky ,,Phospho-p38 MAP kinase (Thr180/Tyr182) (Bardwell & Shah, 2006).

2.2.1 Signalizace mitogenem aktivovanych protein kinaz v interakci
se symbiotickymi bakteriemi
Mnohé bunécné reakce na vnéjSi podnéty jsou zpracovavany a fizeny fosforylaci

proteini. Nejvyznamnéj$imi regulatory bunécnych procesu v rostlinach jsou signalni
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kaskady zprostifedkované MAPK (Komis et al., 2018). Dale jsou proteinové kindzy
zapojené do interakci mezi lu§téninami a symbiotickymi bakteriemi, a také do vyvoje
kofenovych hlizek (Grimsrud et al., 2010; Roy et al., 2020). Tyto symbioticke interakce,
diky kterym dochazi k fixaci dusiku, jsou zkoumany u nékolika lu$ténin jako
M. truncatula, Lotus japonicus a M. sativa. U vojtésky je ovSem fizeni symbiotickych
reakci a zapojeni MAPK signalizace do vyvoje hlizek stale malo objasnéné.

Dulezitou roli v po¢atku symbiotické signalizace a tvorby hlizek u L. japonicus hraje
MAPK kindza SIP2, ktera interaguje s kindzou podobnou symbiotickému receptoru
(SymRK) (Chen et al., 2012). Bylo zjisténo, ze LiMPK®6 je cilem fosforylace SIP2,
a ze signalizaéni modul SymRK-SIP2-LjMPK®6 je nezbytny pro organogenezi hlizek
u L. japonicus (Yin et al., 2019). RNA interference (RNAI) v LjMPK6 zputsobila
snizenou tvorbu hlizkovych primordii, zatimco jeho nadexprese podpofila iniciaci
infek¢nich vldken, primordii i tvorbu hlizek. Dale byla pomoci histochemické analyzy
zjisténa aktivita LjMPK6 Vv kofenovych vlascich a hlizkovych primordii v brzkych
i pozdnich stadiich rhizobialni infekce.

Chen et al. (2017) identifikovali MtMAPKK4 u M. truncatula jako sekvencné
podobnou LjSIP2. MtMAPKK4 se podili na regulaci riznych vyvojovych procesi
anatvorbé kofenovych hlizek. Interaguje s downstream MtMAPK3 a MtMAPKG6
partnery, které jsou aktivovany MtMAPKKS5. Stresem aktivovany signaliza¢ni modul
MtMAPKK5-MtMAPK3/6 ma negativni vliv na ranou interakci M. truncatula
se symbiotickymi ptidnimi bakteriemi, coz zpusobuje snizeni tvorby hlizek (Chen et al.,
2017; Ryu et al., 2017).

Dalsi shodu v sekvenci aminokyselin s LjSIP2 vykazuje z 88 % SIMKK z M. sativa
(Chen et al., 2012). SIMKK (stresem indukovand MAPKK) je zodpovédna za aktivaci
SIMK pii solném stresu (Cardinale et al. 2000; Kiegerl et al., 2000). SIMK je aktivovana
také béhem tvorby kofenovych vlaski (Samaj et al., 2002) a ma schopnost ovlivnit
VYV0joVé procesy pii symbiotickych interakcich (Hrbackova et al., 2021). Pti nadexpresi
SIMK vznikaji delsi kofenové vlasky a je podpofena tvorba infekénich vlaken a hlizek,
zatimco po downregulaci dochazi k vyvoji kratsich kotenovych vlasku a ke snizeni poctu
infekénich vlaken i hlizek (Hrbackova et al., 2021). Pouzitim zobrazovaci metody
zaloZené na LSFM (light sheet fluorescence microscopy) bylo odhaleno spojeni SIMK
s rhizobialni internalizaci a akumulaci v infekénich kapsach a vlaknech. V prvnich fazich

symbiotickych interakci v§ak ztstava role SIMK neobjasnéna (Hlavackova et al., 2023).
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2.2.2 Mitogenem aktivované protein kinazy u M. sativa

Fosforylacni kaskada zprostfedkovand MAPKS hraje zasadni roli v buné¢né signalizaci
rostlin. Navzdory tomu signalni kaskada MAPK vSak zistdva v lusSténinach stale
nedostate¢né charakterizovana. MAPK aktivované patogennimi elicitory u vojtésky jsou
MMK3 a MMK2. Dalsimi MAPK, které se zapojuji do odpovédi na patogenni stimuly
a abiotické stresy, jsou SIMK a SAMK (Cardinale et al., 2000). Bylo zjisténo,
ze odpovéd’ na elicitory a solny stres zprostiedkovava SIMKK. V ptipadé solného stresu
SIMKK aktivuje SIMK a po oSetieni elicitorem aktivuje SIMK i MMK3. Naopak PRKK
(pathogen-responsive protein kinase kinase) pienasi pouze elicitorovy signal a aktivuje
tak SIMK, SAMK a MMK3. Avsak MAPKK, zodpovédna za aktivaci MMK2 vyvolanou
elicitorem, zatim nebyla identifikovana (Obr. 1) (Cardinale et al., 2002).

Analyzovana byla také role protein kinaz v kofenech vystavenych stresu z tézkych
kovli. Konkrétné byl testovan vliv vysoké hladiny méd’natych a kademnatych iontti. Méd’
je za optimalnich podminek dulezita pro rist a vyvoj rostlin, ale pii vyssich koncentracich
zpusobuje nadmérnou produkei reaktivnich forem kysliku (ROS) (Mir et al., 2021).
Kadmium, je z davodu své reaktivity a schopnosti inaktivovat rizné enzymatické reakce,
povazovano za toxické pro vSechny zivé bunky (Hussain et al., 2022). Pti zvySeném
mnozstvi méd’natych ionti doslo k aktivaci SIMK, SAMK, MMK3 a MMK?2. Zatimco
aktivace SIMK a SAMK byla zprostfedkovana SIMKK, aktivator MMK3 a MMK2 neby!I
odhalen. Ani v reakci na kademnaté ionty nebyla MAPKK zptisobujici aktivaci SIMK,
SAMK, MMK3 a MMK?2 identifikovana (Jonak et al., 2004).
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NaCl Pep13

SIMKK ? PRKK

SIMK MMK2 MMK3 SAMK

Obr. 1: Konvergence a divergence signali vyvolanych soli a elicitory na arovni MAPKK. Zdroj:
(Cardinale et al., 2002).

2.3 Symbioticke bakterie

Bakterie fixujici dusik symbidzou s lusténinami patii do riznych skupin o- a B-
proteobakterii souhrnné nazyvanych rhizobia. Mnoho a-proteobakterii dlouhodobé
interaguje s vy$$imi eukaryoty. Mize se jednat o kolonizaci na povrchu, fakultativni
symbiotické vztahy anebo vnitrobunétné patogeny a endosymbionty (Maro6ti
& Kondorosi, 2014). Ze vzajemnych interakci maji uréitym zptisobem prospéch mikroby
i rostlina. Prospésné bakterie pomahaji rostlinam vstiebavat ziviny dulezité
pro metabolismus a podporu obrannych reakci (Ticha et al., 2020). Jednim z takovychto
procesu je fixace dusiku pomoci hlizek (noduld), kterd se vyvinula u nékolika linif
lusténin, ale ne vSechny jsou schopny této symbiézy. Dodnes bylo objeveno 12 000
lusténin tvoficich hlizky, znichz kazda ma svého rhizobialniho partnera (Maroti
& Kondorosi, 2014). Jelikoz jsou lusténiny i rhizobidlni bakterie fylogeneticky
rozmanité, zadny z rhizobidlnich kmenii nemlZe symbiotizovat se vSemi luSténinami
a naopak. Specificita se vyskytuje jak na urovni druhu, tak na arovni genotypu. Miize
se projevit jiz v ranych fazich infekce, kdy stejné bakteridlni kmeny mohou infikovat
aspustit tvorbu hlizek u jedné hostitelské rostliny, ale u jiné ne. Casto,
se ale inkompatibilita projevi, az v pozdéjsi fazi vyvoje hlizek, tudiz se efektivita fixace
dusiku u rtiznych kombinaci rostliny a bakterie vyrazné lisi (Wang et al., 2012, 2017,
2018; Yang et al., 2017). Symbioticka specifita je vysledkem ménicich se signalt
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na strané¢ hostitelské rostliny i na stran¢ bakterii. V pribéhu adaptacnich procest
se tak zaroven museji vyvijet i rizné rozpozndvaci mechanismy. Znalost genetickych
a molekularnich zakladt symbiotické specificity je tak diilezitd pro vyvoj technik
genetické manipulace s cilem zvysit uc¢innost fixace dusiku (Wang et al., 2018).

Vzhledem k nedostatku dusiku v pudé¢ si lusténiny vybudovaly schopnost provadét
symbiotické interakce s ptidnimi bakteriemi fixujicimi dusik. Nej¢astéji jsou to bakterie
zrodu Rhizobium, Bradyrhizobium a Sinorhizobium, které mohou redukovat
atmosféricky dusik na amoniak ve specializovanych orgéanech, kofenovych hlizkéach.
Zabezpecuji tak az 60 % z celkové nutriéni spotieby dusiku hostitelskych rostlin. Zaroven
jsou poté lusténiny schopné zpét dodavat fixovany dusik do pudy s deficitem mineralniho
a organického dusiku. Diky tomu hraji lusténiny zasadni roli v piirodnich a zeméd¢€lskych
ekosystémech (Roy et al., 2020; Ticha et al., 2020).

2.3.1 Signalizace symbiotickych procesi

Interakce vojtésky a rhizobii je velmi citlivy a regulovany proces, ktery vyzaduje velké
mnozstvi energie. Symbiotické procesy jsou zahajeny rostlinou az pti deficitu dusiku.
Za téchto podminek kotfeny lusténin vylucuji do rhizosféry flavonoidni slouceniny.
Rhizobia je rozpoznavaji jako signaly, a po aktivaci exprese nodula¢nich gend (nod),
spousti syntézu lipochitooligosacharidového (LCO) signalu neboli nodula¢niho (Nod)
faktoru (Oldroyd et al., 2011; Wang et al., 2018). Nod faktory informuji rostlinu
o0 potencialnim prospésném symbiontovi. Nasledné jsou rozpoznany rostlinnymi
receptory a spousti sérii reakci vedoucich k vyvoji hlizek (Obr. 2) (D'Haeze & Holsters,
2002).

Exprese genu nod je indukovana NodD proteiny prostiednictvim jejich vazby na DNA
motivy (nod boxy) (Wang et al., 2018). Rhizobialni NodD proteiny jsou piizptsobeny
K rozpoznavani flavonoidid vyluCovanych riznymi lusténinami, coz slouzi ke v¢asné
kontrole symbidzy. Bylo prokazano, ze flavonoidy mohou stimulovat vazbu NodD

proteini na promotory nod geni u Sinorhizobium meliloti (Peck et al., 2006).
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Flavonoidy
Nod faktory

Obr. 2: Signalizace u symbiézy a rostlinnd imunita zapojena do rozpoznavani specifity
Vv interakcich lusténiny a rhizobii (oznac¢eno ¢ervenymi hvézdami). Upraveno dle: Wang et al.,
2018.

Flavonoidy vylucované kofeny rostlin funguji jako chemotaktické signaly pro rhizobia
v podminkéach nedostatku dusiku. Dosavadni znalosti o tom, jak mohou flavonoidy
ovlivilovat okruh hostitelti pochdzeji pfedevsim z bakterialni genetiky, zatimco rostlinné
geny jsou v tomto procesu mén¢ prozkoumané. Ze slozité smési flavonoidnich sloucenin,
se tak na determinaci rozsahu hostitelt (Liu & Murray, 2016). Luteolin byl prvnim
identifikovanym flavonoidem schopnym indukovat expresi nod genti v Sirokém spektru
rhizobialnich kment, ale neni specificky pro lusténiny. Naopak methoxychalkon je
jednim z nejsilngjsich infekénich signaltt u Medicaga a blizce ptibuznych lusténin. Cast
flavonoidnich slou¢enin muize také fungovat jako fytoalexiny a posilovat specificitu
symbidzy (Liu & Murray, 2016).

Nod faktory jsou lipochitooligosacharidy obsahujici B-1,4 vazany N-acetyl-d-
glukosaminovy hlavni fetézec, jehoz neredukujici cukerna ¢ast je substituovana
acylovym fetézcem (Dénarié et al., 1996). Jsou zakladni signalni slozkou pro rozvoj

symbidzy u vétSiny lusténin. Strukturni variace Nod faktort jsou kli€ové pro urceni
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rozsahu hostitelt, jelikoz tyto faktory musi byt hostitelem rozpoznany pro zahdjeni
infekce a nodulace (D'Haeze & Holsters, 2002). Nod faktory jsou rozpoznavany receptory
Nod-faktoru, coz jsou receptorové kinazy obsahujici doménu LysM. U M. truncatula byly
identifikovany dva receptory Nod-faktoru, MtLYK3 (LYSIN MOTIF KINASE)
a MtNFP (NOD FACTOR PERCEPTION) (Smit et al., 2007). Rostliny s absenci genu
LYK3 nebyly schopny vytvofit infekéni vlakna (IT), ¢imz byla potvrzena role této kinazy
jako vstupniho receptoru (Limpens et al., 2003).

Pro vytvoreni symbiotickych vztaht jsou kromé& Nod faktora dilezité 1 povrchové
rhizobialni polysacharidy, jako exopolysacharidy, lipopolysacharidy a kapsularni
polysacharidy. Predpoklada se, ze tyto povrchové slozky jsou schopny potlacit obranu
rostlin, ale jejich role v prib&hu bakterialni infekce zustava nejasna (Wang et al., 2018).
V nékterych piipadech se vsak ukazalo, Ze exopolysacharidy jsou v mnoha rhizobialnich
infekcich nezbytné. Naptiklad u symbiozy Sinorhizobium-Medicago je hlavnim
exopolysacharidem sukcinoglykan produkovany S. meliloti, ktery je vyzadovany pro
iniciaci a prodlouzeni infek¢nich vlaken (Cheng & Walker, 1998).

2.3.2 Organogeneze hlizek

Pfipojenim rhizobii ke kofenovym vlaskiim dochazi k jejich stoceni, diky kterému jsou
bakterie zachyceny v tzv. infekénich kapsach. Né&slednou invaginaci plazmatické
membrany vznika v téchto kapsach infekéni vlakno, které obsahuje mnozici se bakterie
(Roy et al., 2020). Soucasné déleni bunek v kite a pericyklu kofene zptisobi organogenezi
hlizek v uspésné infikovanych bunikach (Xiao et al., 2014). Organogeneze hlizek je fizena
ttemi odliSnymi procesy, které probihaji soucasné: kolonizace bakteriemi, vznik hlizek
a autoregulace poctu hlizek. Lusténiny jako M. truncatula a M. sativa maji trvalé
nodulové meristémy, které vytvareji protahlé, nékdy vicelalo¢né, nedeterminované
noduly. Naopak determinované noduly jsou kulovité a tvofené ptechodné aktivnimi
meristémy u druhtt Phaseolus vulgaris a L. japonicus (Roy et al., 2020; Maroti
& Kondorosi, 2014).

Kdyz se kofenové vlasky stoci, zachyti kompatibilni rhizobia a vytvoti se infek¢ni
vlakna pro transport bakterii do pletiv kotene. Kortikalni a pericyklové burniky se za¢inaji
znovu d¢lit a spousti tak tvorbu nodulovych primordii a vaskularizaci (Oldroyd et al.,
2011; Guan et al., 2013). Vyvoj determinovanych i nedeterminovanych typa noduli je

zahajen bunéénym délenim v pericyklu. Nedeterminované noduly ale nasledné vznikaji
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z vnitini kiry a noduly determinované ze stiedni a vné&jsi kury (Hadri et al., 1998). Pletivo
hlizek se sklada z vnéjsiho kortexu, kortikalni endodermis, cévnich svazk a vnitini ktry,
ktera obsahuje hlavni, vétsinou infekéni zonu. U zralych nedeterminovanych hlizek je
tato oblast rozClenéna do vyvojovych zon: meristém (zéna I), infekéni zéna (zéna II),
zb6na fixace dusiku (zéna Ill) a zona senescence (V). Zralé determinované hlizky
se skl&daji pouze ze zény fixace dusiku a piipadné zony senescence. Tvorba jednotlivych
pletiv a zon u hlizek je vysledkem postupnych antiklinalnich a periklinalnich déleni

v pericyklu, endodermis a kortikalnich vrstvach (Xiao et al., 2014).

2.3.3 Regulace vyvoje hlizek

Dlouho zndmymi regulatory organogeneze hlizek jsou rostlinné hormony, zejména
auxiny a cytokininy. Jejich koncentrace a pomér uréuji, kde a kdy se bunky dé&li.
Cytokininy reguluji déleni bunék, které vede k tvorbé nodulovych primordii a jejich
signaly jsou vnimany piedevsim cytokininovym receptorem MtCREI (Gonzalez-Rizzo
et al., 2006; Murray et al., 2007; Tirichine et al., 2007). Mezi ptimé cile cytokininové
signalizace patii MtNSP2 a MtbHLH476, oba pozitivné regulujici organogenezi hlizek
(Ariel et al., 2012). Biosyntéza cytokinint je zprostiedkovana isopentenyltrasnferazou
a homeostazu béhem vyvoje nodulti zajistuje cytokininem aktivovany enzym ribosid
5 - monofosfat fosforibohydrolasa (Mortier et al., 2014; Reid et al., 2016).

Pfestoze jsou geny auxinové odpovédi indukovany v mistech iniciace
determinovanych 1 nedeterminovanych hlizek, inhibice polarniho transportu je dilezita
pouze pro vyvoj nedeterminovanych hlizek (Ng & Mathesius, 2018). Auxinové exportéry
PINFORMED u Medicaga: PIN2, PIN3 a PIN4 a auxinovy importni pienase¢ LIKE
AUXIN (LAX2) podporuji organogenezi hlizek (Huo et al., 2006; Roy et al., 2017).
Transkripéni regulace vyvoje nodulii vyvolana auxinem je také fizena transkripénim
faktorem MtbHLH1 (Godiard et al., 2011). Na auxinové signalizaci se u M. truncatula
podili MtCDC16 (CELL DIVISION CYCLE). Kofeny transformované konstruktem
CDC16 RNAIi vykazovaly snizenou citlivost k auxinu, defektni rdst primarnich kotend
amens$i pocet postrannich kotent. V reakci na S. meliloti poté vykazovaly kofeny
Mtcdcl6i témét Ctyinasobny nardst poctu noduld, coz naznacuje, Ze snizena citlivost
na auxin vede k fenotypu hypernodulace (Kuppusamy et al., 2009).

Organogeneze nodulti je mimo jiné kontrolovana i transkripénimi faktory. Nékteré

mohou byt aktivovany protein kinazou zavislou na vapniku (CCaMK). Jeji stimulace je
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zavisla na oscilaci koncentrace vapenatych ionti (Ca?"), které reaguji na signalizaci Nod
faktory. Katalyticka aktivita CCaMK je fizena volnymi nebo na kalmodulin (CaM)
vazanymi ionty Ca?*, ¢imz mize prevadst osciladéni signal Ca®" na fosforylaci proteint
(Yano et al., 2008). CCaMK u L. japonicus, jejiz ortologem je DMI3 (DOES NOT
MAKE INFECTION) u M. truncatula, fosforyluje LJCYCLOPS a vV ptipadé
M. truncatula IPD3. Tim je aktivovana exprese transkripéniho faktoru NIN (Nodule
Inception), coz vede k tvorbé infekénich vlaken a vzniku hlizek (Yano et al., 2008).
Tvorba IT a vyvoj nodulti u Medicaga je zavisla také na ethylenovém faktoru ERN1
(REQUIRED FOR NODULATION 1). Bylo zjisténo, ze mutanti Mternl, tvofili infek¢ni
kapsy s omezenou schopnosti bunék se délit, a nasledné tak produkovali prazdné
nodulové vybézky (Middleton et al., 2007). ERN1 je podobné jako NIN aktivovan
komplexem CCaMK/CYCLOPS (Cerri et al., 2017; Kawaharada et al., 2017) a reguluje
expresi ENOD11 a ENOD12 (EARLY NODULATION), které asociuji s buné¢nou
sténou a jsou klicové pro vyvoj IT (Andriankaja et al., 2007). Blizkym homologem ERN1
je ERN2, po jehoz mutaci dochazi k tvorbé nodult, avSak se znamkami pied¢asného
starnuti. Dvojiti mutanti ern1-1 a ern2-1 nebyli schopni iniciovat infekci ani vyvoj hlizek.
ERN1 a ERN2 spolec¢né pisobi v epidermis kofene, ale pouze ERN1 umoziuje vyvoj
zralych noduld. Oba tyto faktory tedy hraji klicové role v nejranéjSich fazich vyvoje

hlizek (Cerri et al., 2016).

2.3.4 Tvorba symbiozomi

KdyZ se IT dostane do kortexu vyvijejiciho nodulu, rozvétvi se a uvolni bakterie
do rostlinnych bun¢k prostiednictvim infekénich ,,kapi¢ek bez bunééné stény, coz vede
ke vzniku jedine¢né ,,organely* zvané symbiozom. Bakterie uvniti symbiozomi rostou
a deli se, dokud nezaplni rostlinnou butiku tisicem symbiozomil obsahujicich n€kolik
bakterii (Roth & Stacey, 1989).

Ptedpokladalo se, ze ktvorbé symbiozomu dochazi endocytickym procesem,
avSak neddvné genetické studie ukazaly, Ze se na tomto procesu podili i exocytoticka
(sekre¢ni) draha, ktera dopravuje membranové vezikuly do cytoplazmatické membrany
(Limpens et al., 2009). Fizi membran béhem exocytozy zajistuji komplexy SNARE
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor), které se déli
na dva typy: v-SNARE (lokalizované na membrané vezikul) a t-SNARE (lokalizované
Vv cilové membran¢). Downregulace dvou geni v-SNARE u M. truncatula, MtVAMP721d
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a MtVAMP721e (VESICLE-ASSOCIATED MEMBRANE PROTEIN), zablokovala
uvolnovani bakterii z IT a tvorbu symbiozom, aniz by ovlivnila vyvoj nodulti. Oba tyto
geny jsou lokalizovany v mistech uvolinovani bakterii a na membrané symbiozomu
(lvanov etal., 2012). Dalsi z VAMP72 genu M. truncatula, MtVAMP721a, se muze
podilet na obran¢ rostlin, je potlacovan transkripénim faktorem MtRSD (REGULATOR
OF SYMBIOSOME DEVELOPMENT), a mutanti Mtrsd jsou defektni ve vyvoji
symbiozomd a fixaci dusiku (Sinharoy et al., 2013).

V membrané¢ symbiozomu se také nachazeji dva proteiny endocytické drahy,
MtFLOT2/4 a MtSYMREM1 (Haney & Long, 2010; Lefebvre et al., 2010). RNAI
MtFLOT2/4 zputisobila tvorbu malych bilych noduli se snizenou schopnosti fixace dusiku,
zatimco mutant Mtsymreml byl defektni v uvolfiovani bakterii. MtFLOT2/4,
MtSYMREML1 a endocyt6za se tedy mohou podilet na pfenosu signdlu a membranovém
transportu  souvisejicim s uvolfiovanim bakterii a vyvojem symbiozomu. Zrani
symbiozom mize byt naruSeno pii knockdownu endosomalni markerové GTPazy
MtRab7 (Ras-related protein in brain), coz vede k pied¢asné senescenci nodulu (Limpens
et al., 2009).

Do diferenciace symbiozomti je dale zapojen i cytoskelet, jehoz hlavni roli je
nitrobunéény transport. Béhem uvolnovani bakterii a diferenciace symbiozomd v
hlizkach prochazi aktin dynamickou ptestavbou (Zhang et al., 2019). RNAi MtARP3
(ACTIN RELATED PROTEIN), koédujici komponentu aktinového nukleacniho
komplexu pottebnou pro vétveni aktinovych vlaken, naruSila vyvoj symbiozomt, coz

mélo za nésledek tvorbu malych, nefunk¢nich symbiozoma (Gavrin et al., 2015).

2.4 Pletivova kultura

Pletivova kultura rostlin je technika, pfi niz se rizné izolované ¢asti rostlin (explantaty)
vyvijeji invitro za aseptickych podminek. Zahrnuje kultivaci explantatt (apikalni
stonkovy a kofenovy meristém, kalus, semeno, embryo, pylové zrno, vajicko
nebo dokonce jedna burika), izolovanych z matetské rostliny, na sterilnim zivném médiu,
coz vede ke mnozeni bun¢k a regeneraci rostlin. Prvni zminky o pletivovych kulturach
rostlin pochazeji z pocatku dvacatého stoleti, kdy Gottlieb Haberlandt (Haberlandt, 1902)
uskuteénil pokusy s kultivaci mezofylovych bunék na zakladé postulati o "totipotenci

rostlinnych bun¢k" (Hasnain et al., 2022). Za totipotentni se povazuji bunky, které
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se mohou za specifickych podminek vyvinout do vSech typt bun¢k organismu (Condic,
2014).

Rostlinné pletivové kultury hraji vyznamnou roli v zakladnim vyzkumu v oblastech
patologie rostlin fyziologie rostlin, metabolitti rostlin a ochrany pfirody. Kromé toho je
tato technika dulezitda pro zachovani biodiverzity rostlin vzhledem k rostoucim
problémum s biotickymi a abiotickymi stresy. V tomto ohledu umoziuji techniky in vitro
zlepSovat rizné znaky souvisejici s ristem a vynosem rostlin, které 1ze pozdéji vyuzit pro
jejich uchovani ex situ. U¢inné rostlinné sloudeniny ziskané ze vzacnych nebo
ohrozenych druhii 1ze vyrabét technikami in vitro bez nepfiznivych ucinkii na zivotni
prostiedi (Hasnain et al., 2022).

Vyvoj bunék a pletiv in vitro zavisi na riznych faktorech jako jsou: genotyp, rostlinny
typ, v€k a vyvojové stadium explantatu, fyziologicky stav rostliny a vné&jsi prostredi, které
zahrnuje slozeni média a fyzikalni podminky kultivace. Vzijemné ptlisobeni téchto
faktori vede k indukci a expresi specifického bunécného déleni a vyvoje (Gaj, 2004).

Bylo zjisténo, ze odpovéd’ vojtésky na in vitro kultivaci je vysoce zavisla na jejim
genotypu. Pfestoze je u vojtésky velmi dobfe prostudovany proces somatické
embryogeneze (SE), patfi mezi rostliny, u kterych je problém ziskat udrzitelnou
embryogenni kulturu (Sangra et al., 2019).

2.4.1 Somaticka embryogeneze u Medicago

Poprvé byla popsana somatickd embryogeneze (SE) u vojtésky a dalsich druhtt Medicago
Saundersem a Binghamem (1972). SE je regenera¢ni proces, pii kterém je v somatickych
bunikach vin vitro podminkach indukovadn embryogenni potencial. Jelikoz je
embryogenni potencial vojtésky nezavisly na typu explantatu, mize byt SE, na rozdil
od jinych druht, navozena ze vsech ¢asti rostliny.

Somatickd embrya jsou podobna zygotickym a prochazeji vyvojovymi stadii
charakteristickymi pro zygoticka embrya. Hlavnim rozdilem je absence endospermu
u somatickych embryi, ktery zygotickym embryim poskytuje ziviny a regulatory rustu.
Tuto nevyhodu je tedy nutné kompenzovat vhodnym slozenim kultivaénich médii
(Sangra et al., 2019; Tichéa et al., 2020).

Vznik somatickych embryi u Medicago v kulturach in vitro zahrnuje nékolik fazi,
Z nichz kazda je fizena souborem rtiznych vnittnich (genotyp, typ explantatu) a vnéjSich

faktort (fyzikalni — teplo, svétlo, pH; chemické — makro- a mikroziviny, regulatory ristu,
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cukry). Embrya mohou vznikat dvéma riznymi zpUsoby: pfimo z preembryogennich
determinovanych buné¢k (PEDC), naptf. embrya, nebo nepifimo z indukovanych
embryogennich determinovanych bunék (IEDC), které ptivodné embryogenni potencial
nemély (napf. listy, explantaty fapikll), a proto vyzaduji preprogramovani
prostfednictvim rastovych regulatorti (Kgpczynska & Kepezynski, 2023).

Proces SE vojtésky zpravidla za¢ina z explantatu jako je pln€ vyvinuty list (Obr. 3A,
B), ktery je nejprve povrchové sterilizovan a nasledné roziezan na mensi ¢asti (Obr. 3C).
Neptima SE zahrnuje tvorbu kalusu navozenou kombinaci exogennich rostlinnych
hormonut (Obr. 3D). Nasleduje indukce embryogennich kalust (Obr. 3E), a po jejich
pfenosu na kultivaéni média bez hormont, také tvorba somatickych embryi (Obr. 3F).
Kompletné vyvinuta embrya jsou stimulovana k vytvoifeni kotenti a vyhonkt (Obr. 3G),
coz vede k tvorbé celych rostlin kultivovanych in vitro (Obr. 3H), dokud nejsou vhodné
k ptenosu do in vivo podminek. Dospélé rostliny rostouci in vivo jsou schopné vyvijet
kvéty a produkovat semena, ktera davaji vzniknout dal$im generacim rostlin (Tichd et al.,
2020).
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Obr. 3: Schéma postupu nepiimé SE u M. sativa. Proces za¢ina vybérem mladych listt (A, B),
které jsou po povrchové sterilizaci nafezany a umistény na vhodné kultivaéni médium (C). Dal$im
korkem je tvorba kalusu na médiu obsahujicim hormony (D). Nasleduje indukce embryogenniho
potencialu kalusu (E) a samotna tvorba somatickych embryi (F) na médiu bez hormont. Na médiu
bohatém na vitaminy a aminokyseliny je indukovéano kli¢eni embryi (G), které se po pfenosu
na MS medium vyvinou v kompletni rostliny (H). Métitko = 1 cm (A, B, C, H), 2 mm (D, E),
1 mm (F, G).

Somatickd embrya lze mimo jiné ihned po jejich zisk&ni a vysuSeni pouzit
jako tzv. uméla semena (synseed; synteticka semena), ktera tvoii nezavadny a uniformni
semenny materidl, ktery lze dlouhodobé skladovat bez ztraty kli¢ivosti. Ziskavani téchto
semen se ukazalo jako nezavislé napf. na neptiznivych klimatickych podminkach, které
jsou ptekazkou pro ziskani plné Zivotaschopného semenného materialu; za vhodnych
podminek mohou takovd semena vyvinout funkcéni systémy vyhonkli a Kkofeni
(Kepczynska & Kepcezynski, 2023).

Studium regula¢nich mechanismu v SE je kli¢ovou Ulohou v biologii rostlin. Klonalni
mnozeni prostfednictvim SE je Siroce pouzivano pro rtizné rostliny agronomického

zajmu, jako je Coffea spp., Pinus spp., Theobroma cacao L. a dalsi druhy, protoze
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usnadiiuje mnoZzeni elitnich genotypli pomérné rychlym a G¢innym zpisobem. Kromé
toho se SE ve velké mife pouziva v protokolech pro genetickou transformaci téchto
agronomickych druht a jinych plodin, jako jsou ryze, s6ja, kukufice nebo pSenice.
ProtoZe ucinnost transformace souvisi s embryogenni aregenera¢ni schopnosti, je

pochopeni procest SE velmi dilezité (Salaun et al., 2021).

2.4.2 Kultiva¢ni média pro somatickou embryogenezi

Nedostatek pln¢ vyvinutych zralych somatickych embryi a nizka Gspésnost transformace
a vyvoje Vv rostlinky jsou hlavnimi problémy regenerace somatickych embryi u mnoha
druhtt Medicago. Vzhledem k tomu, ze somaticka embrya postradaji endosperm, je
dalezité zajistit pro n¢ ziviny a rastové regulatory vhodnym slozenim kultiva¢nich médii.
Kultivaéni média mohou byt obohacena o pfirodni organické latky s obsahem
aminokyselin, vitaminl a nékterych ristovych regulétori, které podporuji riist, regeneraci
a SE rostlin. Takovymi organickymi latkami mohou byt napiiklad extrakt z kvasnic,
hydrolyzat kaseinu, kokosové voda a extrakt ze sinic (Amini et al., 2016).

Indukce SE, stejné jako organogeneze a regenerace rostlin, zavisi na piidani
rostlinnych rastovych regulatort, jako jsou auxiny a cytokininy. Ackoli je dostupnych
mnoho protokold, 0 indukci SE, ptizptisobenych riznym druhtim a genotyptim, klicovym
prvkem pro tvorbu embryi je rozséhld variace v koncentracich regulatord rustu
ptidavanych do kultivaénich médii. Vétsina protokoll je zalozena na pouziti auxint,
samotnych nebo kombinovanych s cytokininy (Salaiin et al., 2021).

Obecné je znamo, ze predispozice k SE je geneticky fizena a je zprostiedkovana
skute¢nym ontogenetickym stavem vychozich explantati (cytologicky, fyziologicky,
biochemicky stav), které reaguji na specificky indukéni signal. U vétSiny rostlinnych
druhd, v¢etné¢ druhtt Medicago, je takovym signdlem auxin, piedevsim syntetickd
kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D). Mezi dal$i syntetické auxiny patii kyselina
1- naftalenoctovd (NAA), kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T) a kyselina 2-
(2,4-dichlorfenoxy)-propanova, u kterych bylo prokazano, ze jsou G¢inné pii indukci SE
u druhtt Medicago. V zavislosti na rostlinném systétmu mohou byt vyzadovany
také cytokininy, regulatory odpovédné za dé€leni rostlinnych bunék, pro uskute¢néni
embryogeneze v kulturach vojtésky, véetné M. sativa a M. truncatula. K indukci embryi
se spolu s auxiny pouzivaji pfedevSim syntetické cytokininy jako je kinetin, méné Casto

6-benzyladenin (BA) a 6-benzylaminopurin (BAP). Kinetin pouzivany béhem indukéni
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faze vyznamné zvySuje produkci embryi na médiu pro diferenciaci. K indukci SE
u M. truncatula se pouziva piedevs§im BAP nebo pfirozeny cytokinin, zeatin. Vyznam
exogennich stimulantt, jako jsou auxiny a cytokininy, bézné pouzivanych ve formé jejich
syntetickych analogi, byl pii indukci SE u Medicago jiz rozsahle prostudovan. Nicméné
znalosti o tloze endogennich rostlinnych ristovych fytohormont, jako jsou stimulatory
rustu gibereliny (GA) a IAA, a inhibitory ristu, jako je kyselina abscisova (ABA),
kyselina jasmonova (JA) a ethylen, ptitomnych ve vychozich explantatech a pletivech
béhem riznych fazi SE u Medicago byly popsany pouze v nékolika védeckych
publikacich (Meijer & Brown, 1987; Nolan et al., 1989; Brown et al., 1995; McKersie
& Brown, 1996; Araujo et al., 2004; lantcheva et al., 2014; Kepczynska & Kepcezynski,
2023).

OSetfeni neindukovanych kalusti vojtéS8ky rlznymi organickymi Kkyselinami,
pted indukci embryi pomoci 2,4-D, mélo za nasledek snizeni riistu a zménu morfologie
kalusu a zptsobilo zvyseni produkce embryi. Embrya, kterd vznikla z takto oSetfenych
kalusti, vykazovala pfirozenéjsi morfologii nez ta, pochazejici z neosetfenych kalusovych
bunck. Déle diky oSetieni organickymi kyselinami doslo k procentudlnimu zvySeni poctu
dospélych rostlin. Bylo zjisténo, Ze ucinek citratu draselného na stimulaci embryogeneze
Ize zvysit pfidanim aminokyselin, jako je prolin nebo glutamin, do média. Avsak
samostatné oSetfeni organickymi kyselinami nemtlZe nahradit silny auxinovy efekt

kyseliny 2,4-D nutny na indukci kalusu (Nichol et al., 1991).

2.4.3 Transgenni linie u rodu Medicago

Podobné jako u mnoha jinych plodin je genetické inZenyrstvi jednim z vyznamnych
procest pro Upravu a vylepSeni vlastnosti vojtésky. Dillezity je proto vyvoj ucinnych
metod genetické transformace pro rizné odridy vojtésky. M. sativa byla prikopnickym
rostlinnym druhem, u kterého byla vyvinuta SE, a také geneticka transformace.
Biotechnologicky vyzkum vojté$ky tak v poslednich letech zaznamenava vyznamny
pokrok (Liu et al., 2018; Hrbackova et al., 2020).

Pro zlepSeni vyuZziti organického fosfatu byly ve vojtésce nadmérné exprimovany dva
geny z Medicago truncatula, fytdza (MtPHY1) a purpurova kysela fosfataza (MtPAP1),
oba pod kontrolou konstitutivniho promotoru CaMV35S a promotoru MtPT1 specifického
pro kotfen. Exprese obou genu vedla k podobnym urovnim aktivit kyselé fosfatazy,

avSak nadmérna exprese genu MtPHY1 vyvolala vyssi troven fytazové aktivity nez
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nadmérna exprese genu MtPAP1. Rostliny s vysokymi hladinami exprese transgenu
vykazovaly zlepSeny rist ve srovnani s kontrolou (Ma et al., 2012).

Ve snaze zvysit toleranci vojtésky vuci suchu byl transformovan gen Arabidopsis
Enhanced Drought Tolerance 1 (AtEDT1) do vojtésky prostiednictvim transformace
zprostfedkované Agrobacterium. Ve srovnani s rostlinami divého typu vedlo pasobeni
stresu suchem k vys$Simu pfeziti, tvorbé biomasy a ke snizeni ztrat vody v transgennich
rostlinach. U transgennich rostlin vojtésky doslo ke zvétSeni pruduchi, a zaroven
ke snizeni jejich hustoty, coz vyrazné ptispélo ke snizeni ztraty vody z listd. Vyznamnym
zjisténim bylo, ze transgenni rostliny vojtésky vykazovaly vétsi kofenové systémy s veétsi
délkou kotenti, hmotnosti kofent a priméry kotent nez rostliny divého typu. Transgenni
rostliny mély snizenou membranovou permeabilitu a obsah malondialdehydu, ale vyssi
obsah rozpustného cukru a prolinu, vy$$i aktivitu superoxiddismutazy, vyssi obsah
chlorofylu a zvy$enou expresi gent reagujicich na sucho, ve srovnani s rostlinami divého
typu (Zheng et al., 2017).

Charakterizovany byly také produkéni parametry transgennich rostlin vojtésky
s geneticky modifikovanou SIMK po infekci S. meliloti. Linie SIMKK RNAI, zptisobujici
silnou downregulaci SIMKK i SIMK, vykazovaly sniZzeny rist kofenovych vlasku
a schopnost tvorby infekénich vlaken a hlizek. Naopak konstitutivni nadmérna exprese
SIMK znacené GFP podporovala rist kofenovych vlasku a shlukovani infekénich vlaken
a hlizek. Dale snizeni exprese SIMKK a SIMK vedlo ke snizeni biomasy nadzemnich
¢asti rostlin, zatimco nadmérna exprese GFP-SIMK vedla k jejimu zvySeni (Hrbackova
etal., 2021).

V praci Hlavackova et al. (2023) byly pro charakterizaci distribuce SIMK
Vv kotfenovych vlascich infikovanych S. meliloti také pouzity stabilni transgenni linie
vojtésky s geneticky upravenou abundanci a aktivitou kindzy SIMK. Bylo zjisténo,
ze narozdil od linie s nadmérnou expresi GFP-SIMK, kde byla aktivovand SIMK silné
akumulovana kolem infekénich kapes a IT, transgenni linie SIMKK RNAi vykazovala
vyrazné snizenou akumulaci. Pocet vytvofenych IT v transgenni linii SIMKK RNAI byl
tak vyznamné niz$i, coz naznacuje vyznam aktivované SIMK v infek¢nich kapsach. Ta je
dale nutna pro spravnou tvorbu IT (Hlavackova et al., 2023).

Ptedchozi studie prokazaly, ze nadmérna exprese gent souvisejicich se stresem vedla
ke zvysené toleranci vojtésky vici stresu ze soli. Li et al. (2014) Gspésn¢ vnesli cDNA

CHOLINE OXIDASE A (CODA) pochazejici z Agrobacterium globiformis
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do chloroplast vojtésky pod kontrolou silného stresem inducibilniho promotoru
SWEETPOTATO PEROXIDASE ANIONIC 2 (SWPA2). Tyto transgenni rostliny vojtésky
vykazovaly zvySenou toleranci vuci oxida¢nimu, solném stresu a taktéz stresu ze sucha.

Déle byly vytvoieny a charakterizovany transgenni rostliny vojtésky s heterologni
expresi AtNDPK2 (NUCLEOSIDE DIPHOSPHATE KINASE 2) pod kontrolou
stresového inducibilniho promotoru SWPA2. Tyto transgenni rostliny vykazovaly
zvysenou toleranci viici oxidacnimu stresu, vysokym teplotam, soli a suchu. Tato zvySena
tolerance byla zajisténa vychytdvanim reaktivnich forem kysliku (ROS), zvySenou
aktivitou enzymu NDPK2, zlepSenou ochranou integrity membrany a zvysSenou
akumulaci prolinu (Wang et al., 2014).

Pomoci genetického inZenyrstvi bylo ke zlepSeni riznych plodin vyuzito také nékolik
mikroRNA. Napiiklad nadmérna exprese mikroRNA156 (miR1560E) je nové
vznikajicim nastrojem pro zlepseni tolerance vojtésky k suchu, protoze umléuje protein
SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 13 (SPL13i), coz vede
ke snizenym ztratam vody, zlepSené vodivosti pruduchii a fotosyntetické asimilaci. Roli
by mohly miR1560E a SPL13i hrét i v toleranci vici teplotnimu stresu, protoze rostliny
nesouci tyto konstrukty vykazovaly zvySené hladiny antioxidanti (Matthews et al.,
2019). Rostliny s nadmérnou expresi MIR1560E podle NGS (next-generation
sequencing) vykazovaly rozsahlé zmény v expresi genu, véetné genl podilejicich

se na nodulaci, vyvoji kofent a biosyntéze fytohormont (Aung et al., 2017).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Rostlinny matrial

- Medicago sativa L. divy typ Regen SY (RSY)

- Medicago sativa L. transgenni linie s konstruktem proMMK2::GFP:MMK?2
- Medicago sativa L. transgenni linie s konstruktem 35S::GFP:MMK2

- Medicago sativa L. transgenni linie s konstruktem AtUBQ10::GFP:MMK2

3.1.2 Bakterialni material

- Sinorhizobium meliloti divy typ, kmen Sm2011 znaceny s mRFP (monomeric red

fluorescent protein)

3.1.3 Chemikalie

Alfa Aesar:

Gellan Gum

Duchefa Biochemie:

1000x Gamborg vitaminy

1000x Nitsch & Nitsch vitaminy

2,4-D (2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina)
Gamborg B5 zakladni smés soli

Kinetin

mikroagar

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)

myoinositol

Sigma Aldrich:

dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (NazHPO4 . 2H20)
dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PO4)

dihydrat molybdenanu sodného (Na,MoOQs . 2H,0)
dusi¢nan draselny (KNO3)

glycin

heptahydrat siranu hofe¢natého (MgSO4 . 7H20)
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heptahydrat siranu zeleznatého (FeSO4 . 7H20)
hydroxid draselny (KOH)

hydroxid sodny (NaOH)

hypochlorid sodny

chlorid véapenaty (CaCly)

kyselina borita (H3BO3)

LB Broth (Miller)

L- prolin

monohydrat siranu manganatého (MnSOs . H20)
monohydrat siranu zine¢natého (ZnSO4 . H20)
pentahydrat siranu méd’natého (CuSO4 . 5H20)
sacharoza

siran zine¢naty (ZnSOs . H20)

Tween 20

3.1.4 Roztoky a méedia

Médium B50

31g.It Gamborg B5 zékladni smés soli
05g.It KNO3

025g.11  MgSO4.7H,0

05g.I? prolin

30g.I* sacharéza

45¢g.1t Gellan Gum

iml. It 1000x Gamborg vitaminy (pfidava se po autoklavovani)
30ml. I? roztok aminokyselin (pfidava se po autoklavovani)
1000 ml milliQ voda

pH 5,7; sterilizace média byla provedena autoklavovanim
Médium B5H
31g.I7 Gamborg zakladni smés soli
05g.I* KNO3
0,259 .1% MgSOa. 7H20
05¢g.I? prolin

30g.1I1 sachar6za

30



45¢g.1t Gellan Gum

1ml. It 1000x Gamborg vitaminy (pfidava se po autoklavovani)
30ml. It roztok aminokyselin (pfidava se po autoklavovani)
1ml. It 2,4-D (ptidava se po autoklavovani)

1ml. It kinetin (pfiddva se po autoklavovani)

1000 ml milliQ voda

pH 5,7; sterilizace média byla provedena autoklavovanim
MMS médium

43¢g.It Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
01g.I? myoinositol
30¢g.1I* sachar6za
45¢g.1t Gellan Gum
1ml. It Nitsch & Nitsch vitaminy (pfidava se po autoklavovani)
1000 ml milliQ voda

pH 5,7; sterilizace média byla provedena autoklavovanim

MS médium

43¢g.I"t Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)

30g.1I* sachar6za
45¢g.I1 Gellan Gum
1000 ml milliQ voda

pH 5,7; sterilizace média byla provedena autoklavovanim

Roztok aminokyselin

6,65 g glutamine
0,83¢g serine

0,004 g adenine
0,083 g L-glutathione
250 ml milliQ voda

sterilizace roztoku ptes bakteriologicky filtr, uchovavano v lednici
pfti teploté 4 °C

Roztok 2,4-D

10 mg 2,4-D
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50 pl
150 pl
10 ml

ethanol

1M NaOH

milliQ voda

sterilizace roztoku ptes bakteriologicky filtr, uchovavano v mrazaku

pfi teploté -20 °C

Roztok kinetinu

1mg
20 ul
10 ml

Kinetin

1M NaOH

milliQ voda

sterilizace roztoku pies bakteriologicky filtr, uchovavano v mrazaku

pii teploté -20 °C

Roztoky pro sterilizaci lista M. sativa

Roztok 1:
70% (v/v)
Roztok 2:

ethanol

0,05% (w/v) Tween 20

1% (v/v)

sterilizace filtraci pfes membranovy filtr (velikost pori 0,22 um)

Roztok 3:

hypochlorid sodny

milliQ H20

sterilizace filtraci pfes membranovy filtr (velikost pori 0,22 um)

Tekuté Fahreus médium bez N2

Zasobni roztoky:

Makronutrienty:
0,1232¢g. ml*
0,00953 g . ml?
0,00712 g . ml*?
0,0013 g . ml*
Mikronutrienty:
0,001 g.ml?
0,0015g . ml*
0,0017 g. ml*

MgSOa. 7H,0
KH2PO,
NazHPO4. 2H,0
Fe-EDTA

MnSO4. H20
CuSO0Og. 5H,0
ZnS04. H,0O

ami. I
(Aml. I
2ml. I
(25ml. 1Y)
(100 pl . I
(100 pl . I
(100 pl . I
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0,001 g.ml" H3BO3 (100 ul . I'Y)
0,0011g.ml* NazMoO4. 2H20 (100 ul . I'Y)
0,11g.ml? CaCl; (ptidano po autoklavovani)

pH 6,5 pomoci HCI, sterilizovano autoklavovani

Pevné Fahreus médium bez N2

Zasobni roztoky:

Makro- a mikronutrienty viz Tekuté Fahreus médium bez N
13g.mlt mikroagar
0,11¢g.ml? CaCl, (ptidano po autoklavovani)
pH 6,5 pomoci HCI, sterilizovano autoklavovanim

LB médium pro kultivaci S. meliloti

40¢9. 1" LB Broth (Miller) s agarem
pH 7,2 pomoci HCI, sterilizovano autoklavovanim

3.1.5 Pristroje

analytické vahy XA110/2X Radwag

aparatura na ptipravu gelt BioRad

centrifuga Allegra 64R BECKMAN COULTER
digestor Merci
elektromagnetickd michacka MSH-  BOECO

420

fytotronova komora Weiss Gallenkamp
inkubator s nastavitelnou teplotou Memmert
konfokalni laserovy skenovaci Zeiss

mikroskop LSM 710

laboratorni predvazky S1502 BEL- Engineering
mikroskop AXIO Zoom V.16 Zeiss

orbitalni tfepacka s inkubaci ES- 20  Biosan

pH metr PC 2700 Eutech Instruments
stereolupa MSZ5000 Kriss

sterilni laminarni box Merci

33



3.1.6 Software

Microsoft Office 365, ImageJ, ZEN Blue 2011, ZEN Black 2011

3.2 Metody

3.2.1 Sterilizace listi pro indukci somatické embryogeneze
1. promyti listd v kohoutkové vodé s kapkou detergentu
2. promyti listii v 70% ethanolu po dobu 10 s

3. promyti listli ve sterilizacnim roztoku (1% hypochlorid sodny a 0,05% Tween)
po dobu 90 s

4. promyti listd ve sterilni destilované vodé 3x po dobu 5 min

Takto vysterilizované listy byly z destilované vody pfeneseny na filtra¢ni papir na Petriho
misce a pomoci skalpelu pficné nafezany na polovinu. Tyto listové explantaty byly

adaxialni stranou polozeny na B5SH médium pro indukci kalusu.

3.2.2 Priprava BSH média pro indukci kalusi

Ve % vysledného objemu milliQ vody byly za stalého michani rozpustény Gamborg
zakladni smés soli, KNO3z, MgSO4. 7H20, prolin, sacharéza a Gellan Gum. Po pftidani
pozadovaného objemu vody bylo upraveno pH na hodnotu 5,7 pomoci KOH. Médium
bylo sterilizovano v autoklavu. Po vychladnuti byl v laminarnim boxu k médiu pfidan
roztok aminokyselin, kinetin, 2,4-D a 1000x Gamborg vitaminy.

Kultivace explantatd probihala ve fytotronové komote za konstantnich podminek

(21 °C, vlhkost 71%, denni rezim 16/8 h).

3.2.3 Priprava B50 média pro indukci somatickych embryi

Ve % vysledného objemu milliQ vody byly za stdlého michani rozpustény Gamborg
zakladni smés soli, KNO3z, MgSO4. 7H20, prolin, sachar6za a Gellan Gum. Po ptidani
pozadovaného objemu vody bylo upraveno pH na hodnotu 5,7 pomoci KOH. Médium
bylo sterilizovano v autoklavu. Po vychladnuti byl v laminarnim boxu k médiu pfidan
roztok aminokyselin a 1000x Gamborg vitaminy.

Kultivace kalusti probihala ve fytotronové komote za konstantnich podminek (21 °C,
vlhkost 71%, denni rezim 16/8 h).
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3.2.4 Priprava MMS média k indukei kli¢eni

Ve % vysledného objemu milliQ vody byly za stalého michani rozpustény zakladni smés
soli MS salts, myoinositol, sachar6za a Gellan Gum. Po ptidani pozadovaného objemu
vody bylo upraveno pH na hodnotu 5,7 pomoci KOH. Médium bylo sterilizovano
v autoklavu. Po vychladnuti byly v laminarnim boxu k médiu pfidany Nitsch & Nitsch
vitaminy.

Kultivace embryi probihala ve fytotronové komoie za konstantnich podminek (21 °C,
vlhkost 71%, denni rezim 16/8 h).

3.2.5 Priprava MS média

Ve % vysledného objemu milliQ vody byly za stalého michani rozpustény zakladni smés
soli MS salts, sachar6za a Gellan Gum. Po pfidani pozadovaného objemu vody bylo

upraveno pH na hodnotu 5,7 pomoci KOH. Médium bylo sterilizovano v autoklavu.

3.2.6 Piiprava pevného Fahraeus média bez N2

Ve % vysledného objemu milliQ vody byly za stdlého michani pfidany makro-
a mikronutrienty ze zasobnich roztoki a mikroagar. Po ptidani pozadovaného objemu
vody bylo upraveno pH na hodnotu 6,5 pomoci HCI. Médium bylo sterilizovano

v autoklavu. Po vychladnuti byl v laminarnim boxu k médiu ptidan roztok CaClo.

3.2.7 Piiprava tekutého Fahraeus média bez N2

Ve ¥ vysledného objemu milliQ vody byly za stalého michani piidany makro-
a mikronutrienty ze zasobnich roztokt. Po ptidani pozadovaného objemu vody bylo
upraveno pH na hodnotu 6,5 pomoci HCI. Médium bylo sterilizovano v autoklavu.

Po vychladnuti byl v laminarnim boxu k médiu p¥idan roztok CaCls.

3.2.8 Priprava LB média pro kultivaci S. meliloti

Ve % vysledného objemu milliQ vody byl za stdlého michani rozpustén LB Broth agar
(Miller). Po pfidani pozadovaného objemu vody bylo upraveno pH na hodnotu 7,2
pomoci HCI. Médium bylo sterilizovano v autoklavu.

3.2.9 Kultivace kultury S. meliloti v LB médiu

Zkumavka s kulturou S. meliloti byla pifenesena zmrazaku na led k pomalému

rozmrazeni. Byly pfipraveny dvé sterilni zkumavky Falcon o objemu 50 ml, do kterych
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bylo nalito 20 ml tekutého LB média. K LB médiu bylo napipetovano 20 ul tetracyklinu
a streptomycinu. Do kazdé zkumavky byl nasledné ptidan 1 ml rozmrazené bakteridlni
konzervy S. meliloti. Zkumavky byly obaleny alobalem pro zamezeni pfistupu svétla
k bakteriim a pieneseny na orbitalni tfepacku k inkubaci (48 h, 180 RPM, 28 °C).

3.2.10 Kultivace kultury S. meliloti ve Fahraeus médiu

Po 48 hodinach kultivace v LB médiu byla zméfena opticka hustota kultury. Kultura byla
natedéna Fahraeus médiem (FAH), aby hodnota ODsoo 0dpovidala 0,5. Zkumavky byly
opét zabaleny alobalem a umistény na kyvacku (pod thlem 10°) k inkubaci (4 h, 5 RPM,
23 °C).

3.2.11 Inokulace rostlin kulturou S. meliloti

Po 4 hodinach kultivace v tekutéem FAH médiu byla kultura S. meliloti pouzita k inokulaci
rostlin M. sativa. Inokulovany byly rostliny rostouci 5 dnii na pevném FAH médiu.
Piiblizné 1 — 2 ml kultury, podle velikosti kofenového systému, bylo aplikovano pipetou
do té&sné blizkosti kofent. Petriho misky byly v oblasti kofenti obaleny ¢ernou folii, aby

se zabranilo pfimému pfistupu svétla.
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4 VYSLEDKY

V kapitole vysledky jsou popsana data ziskana v experimentalni ¢asti bakalaiské prace.
Prvni kapitola zahrnuje prabéh pfipravy rostlinného materidlu vSech pouzitych
transgennich linii M. sativa, jehoz ziskani bylo nezbytné pro navazujici experimenty.
Nasledujici ¢ast se vénuje fenotypové analyze rostlin v kontrolnich podminkéach.
Konkrétné je vyhodnocena délka kofenovych systému rostlin ziskanych cestou nepiimé
SE a kultivovanych in vitro, a dale morfologie lista rostlin péstovanych in vivo. Ve tieti
¢asti je popsan fenotyp kofenovych vlaska po prenosu na FAH médium a fenotypova
analyza rostlin po inokulaci S. meliloti. Nejprve jsou zhodnoceny délky kotenovych
systémi v prib&hu dvaceti (patnacti) dnti od inokulace bakteriemi, a nasledné vyvoj

infekénich vlaken a hlizek.

4.1 Priprava rostlinného materialu

Rostlinny material byl ptipraven cestou nepiimé SE. Jako explantaty byly pouZity plné
rozvinute listy M. sativa divého typu RSY a transgennich linii proMMK2::GFP:MMK?2,
35S::GFP:MMK?2, a AtUBQ10::GFP:MMK?2. Listy byly sterilizovany a pfeneseny
na B5H médium pro indukci kalust, na kterém byly kultivovany 3 tydny. Po této dobé
byly kalusy pozorovany mikroskopem azdokumentovany (Obr. 4). Bylo zjisténo,
7e u divého typu a 35S::GFP:MMK?2 se kalusy ve vét$iné piipadu tvofily po celé plose
listt (Obr. 4A, C). U linie proMMK2::GFP:MMK2 probihala tvorba kalusu ve vétsi mite
na postrannich ¢astech lista (Obr. 4B) a u linie AtUBQ10::GFP:MMK?2 pievazovala
tvorba na feznych plochéch listt (Obr. 4D).

Kalusy byly nasledné pfeneseny na médium B50 pro indukci tvorby somatickych
embryi. Embrya byla zdokumentovana po 2 tydnech kultivace na tomto médiu (Obr. 5,
6). Vyznamné rychlej§i a pocetnéjsi produkce embryi probihala u linii RSY
a AtUBQ10::GFP:MMK2 (Obr. 5, 6A, D). Zaroven byla tato embrya vétsi a podélného
tvaru, na rozdil od proMMK2::GFP:MMK2 a 35S::GFP:MMK?2, které produkovaly
embrya mensi, spiSe ovalného tvaru, a u kterych bylo pozorovano fialové zbarveni kalust
zpusobené tvorbou antokyanti (Obr. 5, 6B, C).

Nejvice vyvinuta embrya byla pfenesena po 2-3 tydnech z B50 na MMS média,
kde byla kultivovana 1-2 tydny do zacatku kliceni. Byl pofizen detail embrya RSY

po tydnu kultivace na MMS médiu pro zachyceni pocatecnich stadii vyvoje kotene a listi
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(Obr. 7A). Detaily embryi u transgennich linii byly vyfoceny pted pfenosem na MMS
médium pro potvrzeni GFP signélu (Obr. 7B, C, D).

Po tydenni kultivaci na MMS médiu byla pomoci stereolupy vyselektovana embrya,
ktera vykazovala kli¢eni kofene a vyvoj nadzemni Casti. Tato vykli¢end somaticka
embrya byla pifenesena na MS médium, na kterém se vyvinula v celé rostliny, které zde

byly uchovany pro dalsi experimenty.

Obr. 4: Kalusy vytvofené na listovych explantatech M. sativa po 3 tydnech kultivace na B5H
médiu: A - RSY, B - proMMK2::GFP:MMK2, C- 35S::GFP:MMK2, D -
AtUBQ10::GFP:MMK2. Métitko = 2 mm.

38



Obr. 5: Kalusy se somatickymi embryi M. sativa po 2 tydnech kultivace na B50 médiu: A — RSY,
B - proMMK2::GFP:MMK2, C- 35S::GFP:MMK2, D - AtUBQ10::GFP:MMK2.
Nejvyvinutéj$i embrya jsou oznacena Sipkami. Méfitko =2 mm.

Obr. 6: Detaily somatickych embryi M. sativa po 2 tydnech kultivace na B50 médiu: A — RSY,
B — proMMK2::GFP:MMK2, C — 35S::GFP:MMK2, D — AtUBQ10::GFP:MMK2. Embrya jsou
oznacena Sipkami. M¢éfitko = 500 pm.
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Obr. 7: Detaily somatickych embryi M. sativa po tydnu kultivace nha MMS médiu (A)
a po 2 tydnech kultivace na B50 médiu (B, C, D). A — RSY (TL), B — proMMK2::GFP:MMK2
(TL + GFP), C - 35S::GFP:MMK2 (TL + GFP), D — AtUBQ10::GFP:MMK2 (TL + GFP).
Mefitko = 1 mm (A), 200 um (B), 500 um (C, D).
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4.2 Fenotypové analyza transgennich linii v kontrolnich podminkach

4.2.1 Analyza délky korenového systému transgennich linii

Po 14-denni kultivaci na MS médiu byly vybrany rostliny s nejvice vyvinutym
kofenovym systémem a nadzemni Casti. Tyto rostliny byly pfeneseny na nové Petriho
misky s MS médiem. Z linii RSY a 35S::GFP:MMK2 bylo pteneseno 8 rostlin a z linii
proMMK2::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 celkem 11 rostlin. Nasledn¢ byly
Petriho misky s rostlinami skenovany 0, 2, 3, 7, 10 a 14 DAT (day after transfer) pro
nasledné vyhodnoceni ristu kofend.

Pro vysledné hodnoceni bylo vybrano 8 rostlin od kazdé linie. Méteni délky
kofenovych systémi pro jednotlivé rostliny bylo provedeno v programu ImageJ. Poté
byly vypocitany praméry délek kofenového systému V jednotlivych dnech pro kazdou
linii. Ze ziskanych hodnot byl vytvofen graf (Obr. 8).

Jak je vidét na obrazku 8, kofeny vSech linii do 3 DAT rostly velmi podobné.
Od sedmého dne po ptenosu, linie AtUBQL0::GFP:MMK2 vykazovala delsi kofenovy
systém nez zbylé tfi linie. Mezi liniemi vSak nebyly Zadny den zjistény statisticky

vyznamne rozdily.
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Obr. 8: Graf sprumérnymi délkami kofenovych systému M. sativa divého typu RSY
a transgennich linii proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2
naméfenych v priabéhu 14 dnt po ptenosu na MS médium. Analyza byla provedena pomoci
ANOVA a Tukey testu. Chybové usecky zobrazuji smérodatnou odchylku (£SD). Mala pismena
oznacuji statistickou vyznamnost (P < 0,05).
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Dale byly pro kazdou rostlinu vypocitany relativni pfirastky (RP) kofent za jednotlivé
dny. Z téchto hodnot byly vypocitany priméry a smérodatné odchylky (Obr. 9). Bylo
zjisténo, Zze 0. — 3. DAT se mezi liniemi nevyskytovaly statisticky vyznamné rozdily
v RP. Sedmy den vykazovaly linie proMMK2::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2
vyznamné vys$si RP kofenti nez linie RSY a 35S::GFP:MMK2. Desaty den uz vykazovala
statisticky vyznamny rozdil v RP pouze linie proMMK2::GFP:MMK?2, a to oproti liniim
RSY a 35S::GFP:MMK?2. Posledni den méfeni (14 DAT) nebyly zjistény vyznamné

rozdily mezi liniemi.
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Obr. 9: Graf s relativnimi pfirustky kofenovych systémi M. sativa divého typu RSY
atransgennich linii proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2
v prubéhu 14 dnt. Analyza byla provedena pomoci ANOVA a Tukey testu. Chybové tsecky
zobrazuji smeérodatnou odchylku (£SD). Mala pismena oznacuji statistickou vyznamnost
(P <0,05).
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4.2.2 Analyza listové plochy transgennich linii

Pro vyhodnoceni morfologie a plochy listd byly pouZity rostliny M. sativa divého typu
RSY a transgennich linii proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK?2,
a AtUBQ10::GFP:MMK2 rostouci in vivo ve fytotronu. Rostlinam byly zastfizeny
vyhonky pfiblizné do stejné vysky (10 cm). Po 14 dnech byly z obnovenych vyhonkt
odebrany vzdy prvni tfi trojlistky, umistény a zafixovany pomoci oboustranné lepici
pasky na papir v poradi od nejmladsiho K nejstar§Simu a naskenovany (Obr. 10). U divého
typu vykazovaly trojlistky $irsi tvar oproti ostatnim liniim. Dale byla u nékterych lista
divého typu pozorovana vykrojeni na Spicce listd (Obr. 10A — Sipky). U linie
proMMK2::GFP:MMK2 se tvorily také $irsi a kulaté&jsi listky, a to pfevazné u druhého
atrettho  trojlistu  (Obr. 10B). Transgenni linie 35S::GFP:MMK2
a AtUBQ10::GFP:MMK?2 vykazovaly podobné izké a $picaté listky (Obr. 10C, D).
Plocha jednotlivych trojlistka byla méfena v programu ImagelJ. Pro prvni, druhy i tieti
trojlist byly vypocitany pramérné hodnoty, ze kterych byl sestaven graf (Obr. 11).
U prvniho trojlistku byla zjisténa nejvétsi plocha u linie AtUBQ10::GFP:MMK2, pficemz
oproti divému typu byl tento rozdil statisticky vyznamny. Plocha druhého trojlistu byla
vyznamné mensi u linie 35S::GFP:MMK2 a nejvétsi plocha byla opét u linie
AtUBQ10::GFP:MMK?2. V piipadé tietiho trojlistu vykazovala linie 35S::GFP:MMK?2
opct nejmensi plochu oproti zbylym liniim. Nejvétsi plocha trojlistu byla zjisténa

u divého typu RSY.
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Obr. 10: Trojlistky M. sativa divého typu RSY a transgennich linii proMMK2::GFP:MMK2,
35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 rostoucich in vivo. A - RSY, B-
proMMK2::GFP:MMK?2, C — 35S::GFP:MMK2, D — AtUBQ10::GFP:MMK2. Méfitko =1 cm.
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Obr. 11: Graf s primé&rnymi plochami trojlistki M. sativa divého typu RSY a transgennich linii
proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 po 14 dnech
od zastiihnuti (N = 11 — 12). Analyza byla provedena pomoci ANOVA a Tukey testu. Chybové
usecky zobrazuji smérodatnou odchylku (=SD). Malé pismena oznacuji statistickou vyznamnost
(P <0,05).
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4.3 Fenotypovéa analyza transgennich linii po inokulaci S. meliloti

Pro vyhodnoceni fenotypu rostlin inokulovanych bakteriemi S. meliloti bylo vybrano
12 nejlépe vyvinutych rostlin od kazdé linie. Tyto rostliny byly pifeneseny z MS média
na pevné FAH médium bez obsahu dusiku. Zde byly kultivovany po dobu péti dni
pro aklimatizaci.

Po péti dnech na FAH meédiu byly pofizeny, a nasledné vybrany reprezentativni
snimky rostoucich kofent s kofenovymi vlasky u jednotlivych linii (Obr. 12 - 15).
V piipad¢ divého typu RSY, vykazovaly kotfenové vlasky podobnou délku i rozmisténi
po celém kofeni (Obr. 12). U transgenni linie proMMK2::GFP:MMK2 dochézelo
od pocatku kotfene k postupnému narustu délky kotenovych vlaskt (Obr. 13). Kofenové
vlasky u transgenni linie 35S::GFP:MMK2 tvotily stiidavé oblasti s hust$im a fidSim
zastoupenim. V hustsich oblastech se zaroven nachazely delsi vlasky, v fidSich naopak
krats$i vlasky (Obr. 14). Transgenni linie AtUBQ10::GFP:MMK2 vykazovala podobny
fenotyp kotfenovych vlaski jako proMMK2::GFP:MMK2, s rozdilem vétsiho poctu
vlaska. Dale bylo pozorovano, ze oproti ostatnim liniim linie AtUBQ10::GFP:MMK?2

vykazovala nejdelsi vzdalenost od $picky kofene k prvni kofenové vyduti (Obr. 15).

Obr. 13: Kofen M. sativa transgenni linie proMMK2::GFP:MMK2 na 5. DAT na FAH médiu.
Meftitko =200 pm.
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Obr. 14: Kotfen M. sativa transgenni linie 35S::GFP:MMK2 na 5. DAT na FAH médiu. Méfitko
=200 pum.

Obr. 15: Koten M. sativa transgenni linie AtUBQ10::GFP:MMK2 na 5. DAT na FAH médiu.
Metitko = 200 um.

Paty den kultivace na FAH médiu byly kofeny inokulovany piipravenou bakterialni
kulturou S. meliloti. Takto oSetfené rostliny byly skenovany 0, 5, 9, 12, 15 a 20 DAI (day
after inoculation) pro vyhodnoceni délky kotenovych systémd.

Délky kotenovych systémi byly méfeny Vv programu Imagel. Nasledné byly
vypocitany priméry délek kotfenového systému pro kazdou linii. Ze ziskanych hodnot byl
vytvoren graf (Obr. 16). Bylo zjisténo, ze linie AtUBQ10::GFP:MMK2 vykazovala oproti
ostatnim liniim delSi kofenovy systém ve vSech hodnocenych dnech. Mezi zbylymi
liniemi statisticky vyznamné rozdily nalezeny nebyly.

Pro kazdou rostlinu byly take vypocitany relativni ptirdstky (RP) kotfent za jednotlivé
dny. Z téchto hodnot byly vypocitany pruméry a smérodatné odchylky (Obr. 17). Nejvetsi
RP byly pozorovany u proMMK2::GFP:MMK2 a 35S::GFP:MMK2. Statisticky
vyznamné rozdily mezi liniemi se v§ak v zddném dni neprojevily.

Pii opakovaném experimentu byly kofenové systémy hodnoceny pouze v pribehu
patnacti dnt po inokulaci. Mezi liniemi byly zjistény velmi podobné priimérné délky i RP

kofenovych systémi bez vyznamnych statistickych rozdilt (Obr. 18 a 19).
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Obr. 16: Graf 1. experimentu s primérnymi délkami kofenovych systémut M. sativa divého typu
RSY a transgennich linii proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2
naméfenych v priabéhu 20 dnu po inokulaci S. meliloti. Analyza byla provedena pomoci ANOVA
a Tukey testu. Chybové usecky zobrazuji smérodatnou odchylku (=SD). Mala pismena oznacuji
statistickou vyznamnost (P < 0,05).
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Obr. 17: Graf 1. experimentu s vypoc¢itanymi relativnimi ptirastky kofenovych systémi M. sativa
divého typu RSY atransgennich linii proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2
a AtUBQ10::GFP:MMK2 v pribéhu 20 dni po inokulaci S. meliloti. Analyza byla provedena
pomoci ANOVA a Tukey testu. Chybové usecky zobrazuji smérodatnou odchylku (£SD). Mala
pismena oznacuji statistickou vyznamnost (P < 0,05).
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Obr. 18: Graf 2. experimentu s primérnymi délkami kofenovych systémt M. sativa divého typu
RSY a transgennich linii proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2
naméfenych v pribéhu 15 dnd po inokulaci bakteriemi. Analyza byla provedena pomoci ANOVA
a Tukey testu. Chybové usecky zobrazuji smérodatnou odchylku (=SD). Mala pismena oznacuji
statistickou vyznamnost (P < 0,05).
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Obr. 19: Graf 2. experimentu s vypo¢itanymi relativnimi ptirastky kofenovych systémi M. sativa
divého typu RSY atransgennich linii proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2
a AtUBQ10::GFP:MMK2 v pribéhu 15 dni po inokulaci bakteriemi. Analyza byla provedena
pomoci ANOVA a Tukey testu. Chybové usecky zobrazuji smérodatnou odchylku (£SD). Mala
pismena oznacuji statistickou vyznamnost (P < 0,05).

Pro studium interakci mezi rostlinami a S. meliloti byl 9., 12. a 15. DAI pozorovan
vyvoj infekénich vlaken (IT) a 12. a 15. DAI vyvoj hlizek pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu (Obr. 20 — 29). Cerveny signal bakterii byl pozorovan fluorescenénim
kanalem pro RFP a zeleny signdl MMK2 fluorescen¢nim kanalem pro GFP.
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IT nebyla devaty ani dvanacty den po inokulaci pozorovatelna. Viditelné byly pouze
zatacejici se Spi¢ky kotfenovych vlaska okolo bakterii. Podobné to bylo i 15. DAI,
kdy byly u linii RSY a proMMK2::GFP:MMK2 zdokumentovany pouze stofené
kofenové vlasky (Obr. 20, 22). Pouze u linie 35S::GFP:MMK2 bylo zdokumentovano
viditelné IT (Obr. 24). U stoc¢eného kotenového vlasku linie AtUBQ10::GFP:MMK2 byl
zaznamenan signal MMK?2 (Obr. 27).

Prvni vyvinuté hlizky byly u linii 35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2
pozorovany a vyfoceny jiz 12 DAI (Obr. 25 a 28). Patnacty den po inokulaci byly
pozorované hlizky u vSech linii (Obr. 21, 23, 26 a 29).

Obr. 20: Kofen s kotenovymi vlasky M. sativa divy typ RSY kultivovany na FAH médiu
na 15. DAI se S. meliloti. Zato¢eny kotenovy vlasek oznacen Sipkou. A—TL, B—mRFP,C-TL
+ mMRFP, D — mRFP + GFP. M¢titko = 100 pm.
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Obr. 21: Hlizky M. sativa divy typ RSY — 15 DAI na FAH médiu. Hlizky oznageny Sipkami. A —
TL, B — RFP, C — TL + mRFP, D — mRFP + GFP. Mé&fitko = 500 um.

Obr. 22: Kofen skofenovymi vlasky M. sativa transgenni linie proMMK2::GFP:MMK2

kultivovany na FAH médiu na 15 DAI se S. meliloti. Zatogeny kofenovy vlasek oznacen Sipkou.
A-TL, B-mRFP, C — GFP, D — mRFP + GFP. Méfitko = 100 pm.




Obr. 23: Hlizky M. sativa transgenni linie proMMK2::GFP:MMK2 — 15 DAI na FAH médiu.
Hlizky oznaceny sipkami. A —TL, B — mRFP, C — GFP, D — mRFP + GFP. Métitko = 500 pm.

Obr. 24: Kofen s kofenovymi vlasky M. sativa transgenni linie 35S::GFP:MMK2 kultivovany
na FAH médiu na 15 DAI se S. meliloti. Infekéni vlakna oznaéena Sipkou. A — TL, B—mRFP, C
— GFP, D —TL + mRFP + GFP. M¢fitko = 100 um.
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Na obrdzku 25 je zdokumentovan detail vyvijejici se hlizky u transgenni linie
35S::GFP:MMK2 dvanacty den po inokulaci. Diky pozorovéni této hlizky pomoci
fluorescenéniho mikroskopu v ruznych kandlech, bylo mozné zaznamenat rozdily
v signalech z bakterii a MMK2 (Obr. 25B, C, D). Cerveny signal bakterii (Obr. 25B)
i zeleny z MMK2 (Obr. 25C) se akumuloval ptedev§im ve stfedni ¢asti hlizky.

Kolokalizace téchto signalt byla potvrzena zlutym signalem na obrazku 25D.

A B

N

Obr. 25: Detail hlizky M. sativa transgenni linie 35S::GFP:MMK2 — 12 DAI na FAH médiu.
Hlizka oznacena sipkou. A—TL, B—mRFP, C—GFP, D — TL + mRFP + GFP. Mé&titko =100 pum.



Obr. 26: Hlizky M. sativa transgenni linie 35S::GFP:MMK2 — 15 DAI na FAH médiu. Hlizky
oznaceny Sipkami. A — TL, B— mRFP, C — GFP, D — TL + mRFP + GFP. Méritko = 500 pm.

Obr. 27: Kofen s kofenovymi vlasky M. sativa transgenni linie AtUBQ10::GFP:MMK2
kultivovany na FAH médiu na 15 DA se S. meliloti. Signdl MMK2 oznacen $ipkou. A —TL, B —
mRFP, C — GFP, D — TL + mRFP + GFP. M¢fitko = 100 um.
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Podobn¢ jako u linie 35S::GFP:MMK2, byl 12. den po inokulaci S. meliloti
zaznamenan detail hlizky i u transgenni linie AtUBQ10::GFP:MMK2 (Obr. 28). Tuto
hlizku se podatilo zachytit v brzkém stadiu vyvoje, tudiz nejvyssi signal bakterii i MMK2
byl pozorovan na rozhrani kotene a vyrtstajici hlizky (Obr. 28B, C, D — hvézdicky).
Vysoky signél bakterii se mimo jiné nachazel i na povrchu hlizky (Obr. 28B — Sipka).

Obr. 28: Detail hlizky M. sativa transgenni linie AtUBQ10::GFP:MMK2 — 12 DAI na FAH

médiu. Hlizka oznacena Sipkou. Nejintenzivngjsi signal oznacen hvézdi¢kou. A—TL, B — mRFP,
C — GFP, D - TL + mRFP + GFP. Méfitko = 100 pum.
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Obr. 29: Hlizky M. sativa transgenni linie AtUBQ10::GFP:MMK2 — 15 DAI na FAH médiu.
Hlizky oznaceny Sipkami. A — TL, B — mRFP, C — GFP, D — mRFP + GFP. M¢titko = 500 pum.

Hodnocen byl také pocet hlizek na 15. a 20. DAIL Byly vypocitany primérné pocty
hlizek na 10 cm délky kofenového systému pro kazdou transgenni linii a take pro divy
typ. Patnacty den po inokulaci vytvotily jednotlivé linie primérné 1 az 4 hlizky na 10 cm
délky kofenového systému bez vyznamného statistického rozdilu mezi liniemi (Obr. 30).
Dvacaty den po inokulaci bylo zjisténo, Zze linie RSY, 35S::GFP:MMK2
a AtUBQ10::GFP:MMK2 tvofily mezi dvéma az ctyimi hlizkami na 10 cm délky
kotenového systému. Vyznamny rozdil byl pozorovan u linie proMMK2::GFP:MMK2,
u které se primérny pocet hlizek pohyboval kolem sedmi.

Dale byl vyhodnocen celkovy pocet hlizek na jednu rostlin, a ndsledné pocet a pomér
rizovych a hnédych hlizek na jednu rostlinu (Obr. 31 a 32). Bylo zjisténo, ze 15. DAI
nejmensi celkovy pocet hlizek (8) na rostlinu tvofila linie proMMK2::GFP:MMK2.
U ostatnich linii se celkovy pocet hlizek pohyboval mezi 10 a 14, pfi¢emz linie
AtUBQ10::GFP:MMK2 vykazovala nejvyssi poc€et. Dvacaty den po inokulaci tvofila
nejméné hlizek linie 35S::GFP:MMK2, podobné pocty tvotfily linie RSY
a proMMK2::GFP:MMK2 a nejvice hlizek na jednu rostlinu opét vykazovala linie
AtUBQ10::GFP:MMK2. U vsech linii v obou hodnocenych dnech vyrazné ptevazoval
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pocet hnédych hlizek nad rizovymi. Avsak 15. DAI se u linie 35S::GFP:MMK2 poméry
ruzovych a hnédych hlizek téméf vyrovnaly.

V druhém experimentu bylo opé€t zjisténo, ze 15. DAI tvotily vSechny linie podobné
pocty hlizek na 10 cm kotfenové délky. Vzhledem k prvnimu experimentu vSak pramérny
pocet na 10 cm kotenové délky klesl na 1 az 2 hlizky (Obr. 33). Pfi hodnoceni poctu
hlizek na rostlinu byla 15. DAI nejvétsi hodnota zaznamenéna u linie 35S::GFP:MMK?2
(Obr. 34). V piipadé poméru razovych a hnédych hlizek opét pfevazovaly poéty hlizek
hnédych, a tedy neaktivnich (Obr. 34 a 35).

14 -

-
N
1

-
o
1

hlizky / 10 cm kofenové délky
D

RSY RSY proMMK2proMMK2 35S 35S  AtUBQ10 AtUBQ10
-2 4 15DAI 20DAI 15DAIlI 20DAI 15DAI 20DAI 15DAI 20 DAI

Obr. 30: Graf 1. experimentu s primérnymi poéty hlizek na 10 cm délky kofenového systému
u M. sativa divého typu RSY a transgennich linii proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2
a AtUBQ10::GFP:MMK2 hodnocenymi 15. a 20. den po inokulaci S. meliloti. Analyza byla
provedena pomoci ANOVA a Tukey testu. Chybové usecky zobrazuji smérodatnou odchylku
(£SD). Mala pismena oznacuji statistickou vyznamnost (P < 0,05).

56



= [ N N
o (6)] o (6]
1 1 1 )

pocet hlizek / rostlina

(621
1

1Ll

RSY RSY proMMK2proMMK2 35S 355  AtUBQI10 AtUBQ10
15DAlI 20DAlI 15DAI 20DAI 15DAI 20DAI 15DAI 20DAI

mrizové hlizky ™ hnédé hlizky

Obr. 31: Graf 1. experimentu s primérnymi pocty rtuzovych a hnédych hlizek na rostlinu
u M. sativa divého typu RSY a transgennich linii proMMK2::GFP:MMK?2, 35S::GFP:MMK2
a AtUBQ10::GFP:MMK2 hodnocenymi 15. a 20. den po inokulaci bakteriemi.
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Obr. 32: Graf 1. experimentu zobrazujici procentudlni poméry ruzovych a hnédych hlizek
narostlinu u M. sativa divého typu RSY atransgennich linii proMMK2::GFP:MMK2,
35S::GFP:MMK?2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 hodnocené 15. a 20. den po inokulaci S. meliloti.
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Obr. 33: Graf 2. experimentu s primérnymi pocty hlizek na 10 cm kofenové délky u M. sativa
divého typu RSY atransgennich linii proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2
a AtUBQ10::GFP:MMK2 hodnocenymi 15. den po inokulaci bakteriemi. Analyza byla
provedena pomoci ANOVA a Tukey testu. Chybové usecky zobrazuji smérodatnou odchylku
(£SD). Mala pismena oznacuji statistickou vyznamnost (P < 0,05).
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|

mrizové hlizky ™ hnédé hlizky

Obr. 34: Graf 2. experimentu s primérnymi pocty rtuzovych a hnédych hlizek na rostlinu
u M. sativa divého typu RSY a transgennich linii proMMK2::GFP:MMK?2, 35S::GFP:MMK2
a AtUBQ10::GFP:MMK2 hodnocenymi 15. den po inokulaci bakteriemi.
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Obr. 35: Graf 2. experimentu zobrazujici procentualni poméry ruzovych a hnédych hlizek
narostlinu U M. sativa divého typu RSY atransgennich linii proMMK2::GFP:MMK?2,
35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 hodnocené 15. den po inokulaci bakteriemi.

59



5 DISKUZE

Primarnim tkolem experimentalni ¢asti mé bakalaiské prace byla ptiprava rostlin divého
typu a transgennich linii M. sativa exprimujicich GFP:MMK2 pod nativnim, a také
konstitutivnimi promotory. Embryogenni potencidl se mezi jednotlivymi genotypy muze
lisit, pfesto se pomoci nepiimé SE podafilo ziskat rostliny vSech pozadovanych linii
(Sangra et al., 2019). SE lze u vojtésky indukovat ze vSech ¢asti rostliny (Ticha et al.,
2020). Pro tuto praci byly jako vychozi material pouzity pouze listy dospélych in vivo
rostoucich rostlin transgennich linii, a také divého typu.

U divého typu RSY a také transgenni linie AtUBQ10::GFP:MMK2 byla v priab&éhu SE
pozorovana zvySena produkce vétsich somatickych embryi. To se projevilo i v nasledném
vyvoji somatickych embryi v kompletni rostliny, kdy vzdy alespon jedna z téchto linii
vykazovala v kontrolnich podminkach delsi kofenovy systém nez transgenni linie
proMMK2::GFP:MMK?2 a 35S::GFP:MMK2.

V piipadé analyzy délky kofenového systému po oSetfeni kulturou S. meliloti, byly
zjistény nejvyssi pramérné hodnoty u linie AtUBQ10::GFP:MMK2. Na rozdil
od vysledkid ziskanych v kontrolnich podminkach, byl tento rozdil od ostatnich linii
statisticky vyznamny, a byl zaznamenan ve vSech dnech méfeni. Kofenovy systém
transgenni linie 35S::GFP:MMK2 pickvapivé vykazoval délky podobné divému typu
RSY.

V kontrastu s piedeslymi vysledky, byly zjistény hodnoty relativnich pfirtstka
kofenovych systémi mezi jednotlivymi dny po oSetieni se S. meliloti. Pfestoze nebyly
statisticky vyznamné, nejvy$§i RP byly zjiSteny u linii proMMK2::GFP:MMK2
a 35S::GFP:MMK2.

Pti opakovaném experimentu vychdzely hodnoty primérnych délek i RP kotenovych
systémt velmi podobné u viech linii a bez vyznamnych statistickych rozdilt. Udaje
vsak byly zpracovavany pouze 0, 5, 10 a 15 DAI oproti prvnimu experimentu.

Pro ziskani dalSich informaci tykajicich se fenotypu transgennich linii byly zméteny
plochy prvnich tfi trojlistkti na vyhonku. Pro tuto ¢ast byl pouZzit material z dospélych
rostlin. O¢ekavané vétsi plochy listt u linii 35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK?2,
podobn¢ jako u 35S::GFP:SIMK (Hrbackova et al., 2021), byly potvrzeny pouze
u prvniho z trojlistkd. U druhého a tietiho trojlistku pak byly zjistény velmi podobné
rozméry u linii RSY, proMMK2::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2, na rozdil
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od linie 35S::GFP:MMK2, jejiz listy vykazovaly az o 50 mm? mensi plochu oproti
ostatnim liniim.

Vzhledem k aktualnim pozadavkiim na zvySeni schopnosti rostlin rdst a vyvijet
se v puidach s nedostatkem dusiku za pouziti bakterii fixujicich vzdusny dusik, byly dale
sledovany interakce transgennich linii vojtésky a S. meliloti (Roy et al., 2020). Sto¢enim
kotenovych vlask dochazi k zachyceni bakterii a vytvofeni infekéniho vléka pro jejich
transport do kofene. Nasledné je spusténa samotna tvorba hlizek. Jelikoz symbiotické
procesy vyzaduji velké mnozstvi energie, jsou zahajeny pouze pii deficitu dusiku
(Oldroyd et al., 2011; Guan et al., 2013; Wang et al., 2018). Z tohoto divodu bylo
Vv experimentech pro indukci symbidzy pouzito FAH médium bez obsahu dusiku.

Analyzovan byl také pocet vytvoienych hlizek na 15. DAI a 20. DAI. V souladu
s ptedchozimi vysledky vykazovala linie AtUBQ10::GFP:MMK2 nejvyssi produkci
hlizek v obou zminénych dnech. Avsak pfti pfepoctu hlizek na 10 cm délky kofenového
systému, vzhledem k dlouhému kofenovému systému, vysly u této linie hodnoty nejnizsi.
Opacna situace nastala u linie proMMK2::GFP:MMK?2, kterd méla kofenovy systém
nejkratsi, zaroven vsak tvofila srovnatelny pocet hlizek s liniemi 35S::GFP:MMK2
(15 DAI) a RSY (20DAI).

Rostliny si z celkového poétu vytvorenych hlizek udrzovaly vétsi mnozstvi hnédych,
tedy neaktivnich hlizek. Mnozstvi aktivnich (rGzovych) hlizek se pohybovalo okolo
30 %, avsak u linie 35S::GFP:MMK2 se jednalo az o 40 % z celkového poctu hlizek.

Do interakci mezi vojtéSkou a symbiotickymi bakteriemi, a tedy i do vyvoje hlizek,
jsou mimo jiné zapojeny i MAPK (Grimsrud et al., 2010; Roy et al., 2020). Cilem této
prace tedy bylo pozorovat zapojeni MMK2 do symbiotickych vztahti M. sativa —
S. meliloti. Diky fdznimu proteinu GFP-MMK?2 a S. meliloti zna¢eného s Eervenym
fluorescenénim proteinem, bylo mozné sledovat tyto interakce fluorescenénim
mikroskopem.

Tvorba infekénich vlaken byla pozorovana jiz desaty den po inokulaci bakteriemi
u transgennich linii SIMK.GFP a SIMKKi (Hrbackova et al., 2021). V této praci vsak,
| pfes prokazatelny vyvoj hlizek jiz 12. DAI, zadna IT pozorovana nebyla. Kolem
stacejicich se kofenovych vlaskil bylo 15. DAI moZné pozorovat Cerveny signal bakterii.
Zaroven se na Spickéch téchto vlaski akumuloval signal GFP-MMK2, coZ dokazuje jeho
zapojeni do brzkych stadii interakci se S. meliloti. Zietelné IT bylo poté pozorovano

u 35S::GFP:MMK2, které vykazovalo signal MMK2 i S. meliloti, coz potvrzuje tcast
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této MAPK na tvorbé IT podobné jako u GFP-SIMK (Hrbackova et al., 2021).
Kolokalizace signaldt z MMK2 a bakterii pak byla pozorovana u vSech hodnocenych

hlizek, ¢imz se projevila asociace MMK2 s tvorbou hlizek.
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6 ZAVER

V teoretické Casti této bakalaiské prace byly popsany rostlinné MAPK, konkrétné MAPK
u M. sativa, a dale jejich zapojeni do interakci se symbiotickymi bakteriemi. Dalsi ¢ast
byla vénovana symbiotickym bakteriim, jejich interakcim s hostitelskymi organismy,
signalizaci v symbiotickych procesech a organogenezi hlizek. Posledni kapitola
teoretické ¢asti se zabyvala popisem somatické embryogeneze a transgennich linii rodu
Medicago.

V prvni Casti experimentalni prace byly pomoci nepifimé SE pfiipraveny rostliny
M. sativa divého typu a transgennich linii exprimujicich GFP-MMK2 pod nativnim,
ataké konstitutivnimi promotory. Rostliny byly kultivovany in vitro a pouzity
pro fenotypovou analyzu.

Nejprve byl hodnocen fenotyp jednotlivych linii v kontrolnich podminkéach.
Analyzovana byla délka a RP kotfenovych systému, vyvoj kofenovych vlaska a plocha
lista.

Nasledné byl hodnocen fenotyp rostlin po inokulaci S. meliloti. Opét byly zpracovany
udaje o délce a RP kotenovych systémt, a dale o priitbéhu organogeneze hlizek. Interakce
mezi S. meliloti a kofenovymi vlasky rostlin byly sledovany pomoci fluorescen¢niho

mikroskopu, a stejné¢ tak nasledna asociace bakterii a MMK2 pfi tvorb& IT a hlizek.
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Obr. 1: Konvergence a divergence signalii vyvolanych soli a elicitory na Urovni
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Obr. 2: Signalizace u symbio6zy a rostlinna imunita zapojena do rozpoznavani specifity
Vv interakcich luSténiny a rhizobii (oznaceno Cervenymi hvézdami). Upraveno dle: Wang

BLAL, 2008, ... 17

Obr. 3: Schéma postupu nepiimé SE u M. sativa. Proces zac¢ina vybérem mladych listt
(A, B), které jsou po povrchové sterilizaci nafezdny a umistény na vhodné kultivacni
médium (C). Dalsim korkem je tvorba kalusu na médiu obsahujicim hormony (D).
Nasleduje indukce embryogenniho potencialu kalusu (E) a samotna tvorba somatickych
embryi (F) na médiu bez hormonii. Na médiu bohatém na vitaminy a aminokyseliny je
indukovano kli¢eni embryi (G), které se po pienosu na MS médium vyvinou v kompletni
rostliny (H). Méfitko =1 cm (B, C, H), 2mm (D, E), 1 mm (F, G)...ceoevvvrriririrne 24

Obr. 4: Kalusy vytvotené na listovych explantatech M. sativa po 3 tydnech kultivace
na B5H meédiu: A — RSY, B — proMMK2::GFP:MMK2, C — 35S::GFP:MMK2, D —
AtUBQ10::GFP:MMK2. METItko = 2 MM, ..oivviiiiiiiiiiiiesiie et 38

Obr. 5: Kalusy se somatickymi embryi M. sativa po 2 tydnech kultivace na B50 médiu:
A - RSY, B - proMMK2::GFP:MMK2, C- 35S::GFP:MMK2, D -
AtUBQ10::GFP:MMK2. Nejvyvinutéjsi embrya jsou oznacena Sipkami. Mé&fitko = 2

1] 0 TSRS 39

Obr. 6: Detaily somatickych embryi M. sativa po 2 tydnech kultivace na B50 médiu:
A - RSY, B- proMMK2::GFP:MMK2, C- 35S::GFP:MMK2, D -
AtUBQ10::GFP:MMK2. Embrya jsou oznacena Sipkami. Métitko = 500 um. ............. 39

Obr. 7: Detaily somatickych embryi M. sativa po tydnu kultivace na MMS médiu (A)
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Obr. 8: Graf s primérnymi délkami kofenovych systémt M. sativa divého typu RSY

a transgennich linii proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2 a

AtUBQ10::GFP:MMK2 naméfenych v pribé¢hu 14 dnl po pfenosu na MS médium.
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Analyza byla provedena pomoci ANOVA a Tukey testu. Chybové usecky zobrazuji
smérodatnou odchylku (+SD). Malé pismena oznacuji statistickou vyznamnost (P <
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Obr. 9: Graf s relativnimi pfirtstky kofenovych systému M. sativa divého typu RSY
a transgennich linii proMMK2::GFP:MMKZ2, 35S::GFP:MMK?2 a
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Obr. 10: Trojlistky M. sativa divého typu RSY a transgennich linii
proMMK2::GFP:MMK?2, 35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 rostoucich in
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AtUBQ10::GFP:MMK2. MEFItKO = 1 CIML cvveviiverieiiiiesieieie et 44

Obr. 11: Graf s pramérnymi plochami trojlistki M. sativa divého typu RSY a
transgennich linii proMMK2::GFP:MMK?2, 35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK?2
po 14 dnech od zastiihnuti (N = 11 — 12). Analyza byla provedena pomoci ANOVA a
Tukey testu. Chybové usecky zobrazuji smérodatnou odchylku (+SD). Mala pismena

oznacuji statistickou vyznamnost (P < 0,05). ..o 44

Obr. 12: Kofen M. sativa divy typ RSY na 5. DAT na FAH médiu. Mé&fitko = 200 um.

Obr. 13: Kofen M. sativa transgenni linie proMMK2::GFP:MMK2 na 5. DAT na FAH
MEdIU. MEFItKO = 200 UM, ..eoiiiieiiiie et 45

Obr. 14: Kofen M. sativa transgenni linie 35S::GFP:MMK2 na 5. DAT na FAH médiu.
METItKO = 200 LN .eeiiviiiiiiiicii e 46

Obr. 15: Kofen M. sativa transgenni linie AtUBQ10::GFP:MMK2 na 5. DAT na FAH
MEdiu. METItKO = 200 LML c.viiiviiiiiiiiiiitee e 46

Obr. 16: Graf 1. experimentu s primérnymi délkami kofenovych systému M. sativa
divého typu RSY atransgennich linii proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2 a
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Obr. 17: Graf 1. experimentu s vypocitanymi relativnimi pfirGstky kofenovych
systétmi M. sativa divého typu RSY atransgennich linii proMMK2::GFP:MMK?2,
35S::GFP:MMK?2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 v prubéhu 20 dnt po inokulaci S. meliloti.
Analyza byla provedena pomoci ANOVA a Tukey testu. Chybové tsecky zobrazuji
smérodatnou odchylku (£SD). Mala pismena oznacuji statistickou vyznamnost
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Obr. 18: Graf 2. experimentu s prumérnymi délkami kofenovych systému M. sativa
divého typu RSY atransgennich linii proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2
a AtUBQ10::GFP:MMK2 namétfenych v priabéhu 15 dnG po inokulaci bakteriemi.
Analyza byla provedena pomoci ANOVA a Tukey testu. Chybové usecky zobrazuji
smérodatnou odchylku (£SD). Mal4 pismena oznacuji statistickou vyznamnost (P <

0013 T OO 48

Obr. 19: Graf 2. experimentu s vypocCitanymi relativnimi pfirastky kofenovych
systétmi M. sativa divého typu RSY a transgennich linii proMMK2::GFP:MMK?2,
35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 v pribehu 15 dnti po inokulaci bakteriemi.
Analyza byla provedena pomoci ANOVA a Tukey testu. Chybové Usecky zobrazuji
smérodatnou odchylku (£SD). Mala pismena oznacuji statistickou vyznamnost
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Obr. 20: Kofen s kofenovymi vlasky M. sativa divy typ RSY kultivovany na FAH
mediu na 15. DAI se S. meliloti. Zato¢eny kotenovy vlasek oznacen Sipkou. A — TL, B —
MRFP, C — TL + mRFP, D — mRFP + GFP. M¢étitko = 100 um. ......cccoeevveiiiniinnieeen. 49

Obr. 21: Hlizky M. sativa divy typ RSY — 15 DAI na FAH médiu. Hlizky oznaeny
Sipkami. A — TL, B—RFP, C — TL + mRFP, D — mRFP + GFP. M¢titko = 500 pm. ...50

Obr. 22: Kofen skofenovymi vlasky M. sativa transgenni linie
proMMK2::GFP:MMK2 kultivovany na FAH médiu na 15 DAI se S. meliloti. Zato¢eny
kotenovy vlasek oznacen Sipkou. A — TL, B — mRFP, C — GFP, D — mRFP + GFP.
MEHKO = 100 LI, ¢.vvoveoeeeeeeseeeeeseeee s seeeseses s s s s s s ese s seeneas 50

Obr. 23: Hlizky M. sativa transgenni linie proMMK2::GFP:MMK2 — 15 DAI na FAH
médiu. Hlizky oznaceny Sipkami. A — TL, B — mRFP, C — GFP, D — mRFP + GFP.
MEHKO = 500 LT 1..ocvocveveeeeeseesess s tes s eeseesees s sees et ens st en s nsanseseessesensen s senanees 51
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Obr. 24: Kofen s kofenovymi vlasky M. sativa transgenni linie 35S::GFP:MMK2
kultivovany na FAH médiu na 15 DAI se S. meliloti. Infek¢ni vlakna oznacena Sipkou. A
—TL, B-mRFP, C — GFP, D — TL + mRFP + GFP. M¢étitko = 100 pm.........c.cceruenee. 51

Obr. 25: Detail hlizky M. sativa transgenni linie 35S::GFP:MMK2 — 12 DAI na FAH
médiu. Hlizka oznacena Sipkou. A — TL, B — mRFP, C — GFP, D — TL + mRFP + GFP.
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Obr. 26: Hlizky M. sativa transgenni linie 35S::GFP:MMK2 — 15 DAI na FAH médiu.
Hlizky oznaceny Sipkami. A — TL, B—mRFP, C — GFP, D — TL + mRFP + GFP. M¢titko
00U o SRRSO 53

Obr. 27: Kofen skofenovymi vlasky M. sativa transgenni linie
AtUBQ10::GFP:MMK2 kultivovany na FAH médiu na 15 DAI se S. meliloti. Signél
MMK?2 oznacen Sipkou. A — TL, B — mRFP, C — GFP, D — TL + mRFP + GFP. M¢titko
e 00 o o SRS 53

Obr. 28: Detail hlizky M. sativa transgenni linie AtUBQ10::GFP:MMK2 — 12 DAI na

FAH médiu. Hlizka oznacena Sipkou. Nejintenzivnéjsi signal oznacen hvézdickou. A —

TL, B—mRFP, C — GFP, D — TL + mRFP + GFP. Mé&fitko = 100 pm.........cccceverrnnenns 54

Obr. 29: Hlizky M. sativa transgenni linie AtUBQ10::GFP:MMK2 — 15 DAI na FAH
médiu. Hlizky oznadeny Sipkami. A — TL, B — mRFP, C — GFP, D — mRFP + GFP.
METTKO = 500 LML .eeiviiiiiiiiciic e 55

Obr. 30: Graf 1. experimentu s primérnymi po¢ty hlizek na 10 cm délky kofenového
systému UMMK?2::GFP:MMKZ2, 35S::GFP:MMK2  a AtUBQ10::GFP:MMK2
hodnocenymi 15. a 20. den po inokulaci S. meliloti. Analyza byla provedena pomoci
ANOVA a Tukey testu. Chybové usecky zobrazuji smérodatnou odchylku (£SD). Mala

pismena oznacuji statistickou vyznamnost (P < 0,05). ......cccooeviiiiiiiiiniiicee 56

Obr. 31: Graf 1. experimentu s primérnymi pocty ruzovych a hnédych hlizek na
rostlinu u M. sativa divého typu RSY atransgennich linii proMMK2::GFP:MMK2,
35S::GFP:MMK?2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 hodnocenymi 15. a 20. den po inokulaci
DAKEEITEIMIEL 1. 57

Obr. 32: Graf 1. experimentu zobrazujici procentudlni poméry rizovych a hnédych

hlizek narostlinu uM. sativa divého typu RSY atransgennich linii
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proMMK2::GFP:MMKZ2, 35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 hodnocené 15. a
20. den po INOKUIACT S. METHOLE. ....ooveieiici e 57

Obr. 33: Graf 2. experimentu s praimérnymi pocty hlizek na 10 cm kofenové délky u
M. sativa divého typu RSY atransgennich linii proMMK2::GFP:MMK2,
35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 hodnocenymi 15. den po inokulaci
bakteriemi. Analyza byla provedena pomoci ANOVA a Tukey testu. Chybové tsecky
zobrazuji smérodatnou odchylku (£SD). Mala pismena oznacuji statistickou vyznamnost
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Obr. 34: Graf 2. experimentu s primérnymi pocty ruzovych a hnédych hlizek na
rostlinu u M. sativa diveho typu RSY a transgennich linii proMMK2::GFP:MMK?2,
35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 hodnocenymi 15. den po inokulaci
DAKEEITEIMIEL 1.ttt ettt bbbttt bbb 58

Obr. 35: Graf 2. experimentu zobrazujici procentudlni poméry rizovych a hnédych
hlizek  narostlinu  uM.sativa diveho typu RSY  atransgennich linii
proMMK2::GFP:MMK2, 35S::GFP:MMK2 a AtUBQ10::GFP:MMK2 hodnocené 15.

den po INOKUIACT DAKEEITEMI. .......oivieieeie e 59
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