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Abstrakt

Teoretickd ¢ast diplomové prace se zabyvd symbiotickou interakci mezi rostlinami
z ¢eledi bobovitych a bakteriemi rodu Rhizobium. Jsou popsany rostliny M. sativa
a M. truncatula jako modelové organismy pro studium symbiotického vztahu, v¢etné
jeho jednotlivych procest. Dalsi ¢ast je vénovana MAPKs identifikovanych u M. sativa
a M. truncatula a také roli MAPK signalni kaskady béhem symbidzy. Pozornost je
vénovana také obecné rostlinnému cytoskeletu, konkrétné aktinu a mikrotubultim, stejné
jako jeho reorganizaci v hlizkach béhem symbiotické interakce. Nakonec jsou popsany
imunolokaliza¢ni metody, jejich vyznam a vyuziti v bunécné biologii. Prvnim cilem
experimentalni ¢asti bylo optimalizovat imunolokaliza¢ni metodu “whole- mount* tak,
aby ji bylo mozné vyuzivat u vojtésky k lokalizaci proteini. Optimalizovana
,»whole- mount“ metoda byla nasledn¢ vyuzita pro zjisténi subcelularni lokalizace
SIMK a sledovani vlivu abiotickych stresi a inhibitoru MAPKKs na organizaci
cytoskeletu, lokalizaci SIMK a fosforylaci MAPKs. Druhym cilem byla
imunohistochemickd kolokalizace cytoskeletu a MAPKs u vojtésky v hlizkach
pii symbiotické interakci s bakteriemi rodu Rhizobium. Poslednim cilem bylo odvozeni
transgenni linie SIMK RNAI in vitro procesem somatické embryogeneze a jeji nasledné
vyuziti pro Western blot analyzu, pfi které byla ovéfovana ptitomnost proteini SIMK
a MMK3 a vyhodnocena abundance proteini v kontrolnich podminkach

a v podminkach béhem symbiotické interakce.
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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma uloha MAPK signalingu a cytoskeletu

u vojtésky v interakci s prospé$nymi mikroorganismy rodu Rhizobium

r wr

Experimentalni ¢ast

1. Modifikace imunolokaliza¢nich technik pro lokalizaci proteind v riiznych typech

pletiv, organii a semenackil vojtésky

2. Imunohistochemicka kolokalizace MAPKs a cytoskeletu u vojtésky v interakci

s Rhizobiem

3. Odvozeni somatické embryogeneze z transgenni linie SIMKK RNAI



1 UVOD

Omezend dostupnost dusikatych sloucenin v padé je c¢asto hlavni limitaci rustu
a produktivity rostlin. Rostlindm z ¢eledi bobovitych se dafi tento problém fesit
vytvoienim symbiotického vztahu s pidnimi bakteriemi, patiicimi do rodu Rhizobium.
Rhizobia jsou schopna pro rostliny fixovat dusik. K fixaci dusiku a vymeén¢ zivin potom
dochazi ve specializovanych kofenovych organech, hlizkach (nodulech). Hlizky jsou
tvofeny koordinovanym a kontrolovanym procesem, ktery kombinuje bakteridlni infekci
a organogenezi hlizek (Oldroyd a Downie, 2008; Mortier et al., 2012). Signaly
z prostiedi jsou v buiikach prenaseny prostiednictvim signalnich transduk¢nich drah,
ve kterych hraji jako signalni molekuly dtlezitou roli také mitogen- aktivované protein
kinazy (MAPKs), (Ovecka et al., 2014). Nékolik MAPKS je zapojeno do bunéénych
odpovédi na abioticky nebo bioticky stres (Moustafa et al., 2014). Tyto stresy negativné
ovliviiuji tvorbu hlizek, které vznikaji jako vysledek symbiotické interakce
(Lopez- Gomez et al., 2012; Ryu et al., 2012). Na druhou stranu, rhizobialni infekce
aktivuje MAPK signaliza¢ni kaskady a reakce spojené s obranou nebo stresem béhem
ranych fazi infekce (Lopez- Gomez et al., 2012). Pii kontaktu rostlin s nékterymi
mikroorganismy, predstavujici jejich potencionalni partnery nebo naopak patogeny,
hraje rostlinny cytoskelet velmi dulezitou roli. Pfi vzniku symbiotického vztahu
s rhizobiemi se objevuji zmény v cytoskeletu u kofenovych vlaskt a kortikalnich bunék.
Mikrotubuly a aktinova filamenta jsou zapojena do zatoc¢eni kotfenovych vlasku, rustu
infekéniho vldkna a vyvoje kofenovych hlizek (Takemoto a Hardham, 2004).
Reorganizace rostlinného cytoskeletu tedy pravdépodobné hraje béhem ontogeneze
hlizek dulezitou roli (Timmers et al., 1998).

Prvnim cilem experimentalni ¢asti mé diplomové prace byla optimalizace
imunolokaliza¢ni metody ,,whole- mount* tak, aby bylo mozné pomoci této metody
lokalizovat u vojtéSky proteiny nejen v semenaccich, ale také v rtiznych typech pletiv
a organil. Imunolokalizaéni metoda ,,whole- mount” byla poté pouZita na zjiSténi
subcelularni lokalizace SIMK v kotfenech M. sativa. Byl také sledovan vliv
kratkodobého ptisobeni abiotickych stresii a inhibitoru MAPKKS na organizaci
cytoskeletu, lokalizaci proteinu SIMK a troven fosforylace. Druhym cilem byla
imunohistochemicka kolokalizace tubulinu a SIMK u vojtésky v interakci s bakteriemi
rodu Rhizobium na voskovych fezech hlizek ve Steedmanovém vosku. Poslednim cilem

bylo odvozeni transgenni linie SIMKK RNAi in vitro procesem somatické
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embryogeneze a vyuziti téchto regenerovanych rostlin na Western blot analyzu, ktera
byla vyuzita na detekci proteini SIMK a MMK3, které jsou soucasti signdlni drahy,
do které je SIMKK zapojena a to jak u rostlin kultivovanych v kontrolnich podminkach,

tak u rostlin inokulovanych rhizobialni tekutou kulturou Sinorhizobium meliloti.
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2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Medicago sativa

vvvvvv

picnin, ktera je rozsahle péstovana piedevSim v oblasti Stiedomoti (Barbulova et al.,
2002; Molero et al., 2019). Na rozdil od Medicago truncatula, ktera je diploidni
a autogamni s pomérné malym genomem, je alfalfa tetraploidni rostlinou (Barker et al.,
1990). Jedna se o cizosprasnou rostlinu, pro kterou je typicka nekompatibilita vlastniho
pylu (Chen et al., 2016). Krom¢ toho, Ze je M. sativa nejrozsifenéjsi picninou na svéte,
hraje také klicovou roli v fad¢ oblasti, v€etné¢ ochrany vodnich a ptdnich zdroji,
zvySovani trodnosti pudy a sekvestraci pudniho uhliku. Alfalfa m& mnoho vyhodnych
vlastnosti, které ji ¢ini vhodnou surovinou na vyrobu biopaliv, véetné vysokého vynosu
biomasy. Diky schopnosti biologické fixace dusiku nepotiebuje alfalfa Zadna dusikata
hnojiva a je tak schopna poskytovat veskery potiebny dusik (Samac et al., 2015).
Semena picnin jsou bohatd na bilkoviny a jsou proto dulezita nejen pro vyzivu lidi,
ale také zvitat (Oldroyd et al., 2011).

2.2 Symbibza

Na zaklad¢ potteby udrzitelnych zemédélskych postupti roste zdjem o biologickou
fixaci dusiku a symbidzu mezi bakteriemi rodu Rhizobium a rostlinami ¢eledi
bobovitych (Laranjo et al., 2014). Tyto symbiotické pidni bakterie také byvaji
kolektivné nazyvany rhizobia (Kitaeva et al., 2015). Jako rhizobia byly puvodné
oznaCovany bakterie spadajici predevsim do rodu Rhizobium, avsak dnes k tomuto rodu
patii uz jen né&kolik bakterii. Pozd¢ji byly identifikovany dalS$i rody jako
Bradyrhizobium (Jordan, 1982), Sinorhizobium (Chen et al., 1988) a Mesorhizobium
(Jarvis et al., 1997). Prestoze je symbidza prospé$na pro oba partnery symbiotického
vztahu, je fizena pfisnymi pravidly ze strany rostliny (Oldroyd et al., 2011).
Symbioticka fixace dusiku je energeticky narocnym procesem a V pfipadé, ze jsou
k dispozici dostate¢né hladiny fixovaného dusiku, dochazi k jeji silné inhibici
(Lin et al., 2018). Dilezita je symbidza, ktera se tyka hospodaisky vyznamnych plodin,
vyuzivanych v potravinaistvi nebo jako krmivo (Laranjo et al., 2014).

V rostlinné biologii se jako modelova rostlina z ¢eledi bobovitych vyuziva
M. truncatula. Bylo zjisténo, ze schopnost ucinné fixovat dusik je u M. truncatula

ve srovnani s jejim geneticky blizce pfibuznym druhem M. sativa vyrazné nizsi. Nizka
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ucinnost symbiotického systému u M. truncatula souvisi se snizenou specifickou
aktivitou hlizek, snizenou schopnosti tvofit organické kyseliny a omezenym vydejem
dusiku z hlizek (Sulieman a Schulze, 2010).

Vysledkem symbidzy je vznik hlizek na kofenech rostlin (Wang et al., 2018). Jedna
se 0 nové rostlinne laterdlni organy, které rhizobiim poskytuji ekologickou niku
pro jejich pteziti (Minchin et al., 2008). V hlizkach bakterie pievadi atmosféricky dusik
na amoniak, ktery miuze rostlina vyuzivat. Pro dokonalou symbidzu je nutné, aby byli
oba symbionti vzajemné kompatibilni v prub&hu celého procesu vyvoje symbiotického
vztahu (Wang et al., 2018). Tvorba symbiotickych hlizek fixujicich N, vyzaduje dva
vyvojove procesy, a to organogenezi hlizek a bakteridlni infekci. Aby doslo
k organogenezi hlizek v misté bakterialni infekce, je nutné, aby byly tyto dva procesy
prostoroveé i ¢asove koordinovany (Oldroyd a Downie, 2008).

Kromé této koordinace musi dojit k rozpoznani signalnich molekul, tzv. Nod faktort
(NFs), rostlinou (Oldroyd a Downie, 2004). Z kotenu leguminéz se do rhizosféry
vylucuji flavonoidy, které jsou vnimany rhizobiemi a které jsou schopny utvaret
mikrofléru rhizosféry tim, ze zvySuji chemotaktickou povrchovou pohyblivost
prospésnych mikroorganismia (Mortier et al., 2012; Kelly et al., 2017; Singla a Garg,
2017). Flavonoidy potencialné reguluji transkripéni aktivitu nékterych mikrobialnich
genu (napf. nod gend), které iniciuji tvorbu NFs (Singla a Garg, 2017). NFs jsou
produkovany rhizobiemi a jedna se o lipochito- oligosacharidy, obvykle se ¢tyimi
az péti zbytky 1,4- propojeného N-acetyl-glukosaminu (Dénarié et al., 1996).
Epidermalni buiiky u M. truncatula rozpoznavaji NFs prostiednictvim receptorim
podobnym kindzam (RLKs) NFP/LYK3/LYK4, které se vazou na extracelularni
LysM doménu (Amor et al., 2003; Limpens et al., 2003; Arrighi et al., 2006; Smit
et al., 2007). Po rozpoznani NFs dochézi k privalu Ca?* do $picky kofenovych vlaska,
coz je doprovazeno soucasnym odtokem C1” a K*. Takové toky iontii potom indukuji
deformace a zatoCeni kofenovych vlask, aby v nich mohlo dojit k zachyceni
bakterialnich kolonii (Kijne et al. 1992; Emons a Mulder, 2000). Skupinou proteinu je
aktivovana oscilace vapniku, do které je zapojena také vapnikem- aktivovana kindza
CCaMK (Oldroyd et al., 2011). CCaMK piimo interaguje a fosforyluje CYCLOPS
protein, ¢imz dochdzi kaktivaci  symbiotickych  transkripénich  regulatort
(Kelly et al., 2017). CCaMK spole¢n¢ s ne¢kterymi transkripénimi faktory aktivuje
genovou expresi (Oldroyd et al., 2011). Tyto transkripéni faktory jsou zahrnuty
v aktivaci ENOD genti (EARLY NODULATION), jejichz funkci je iniciace infekce
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a tvorba hlizkového primordia (Mortier et al., 2012). Aktivace CCaMK ma tedy v této
signaliza¢ni draze dulezitou Ulohu vedouci k morfogenezi hlizek (Oldroyd et al., 2011).

Mezi transkripéni faktory, které se podileji na rhizobialni infekci patii napiiklad
ERN1 (Required for Nodulation 1). U rostlin M. truncatula, defektnich v ERN1,
nedochézi k procesu tvorby hlizek, ale piesto vykazuji ¢asné symbiotické odpovédi.
ERN1 ma blizky homolog ERN2, ktery vykazuje caste¢né¢ podobnou expresi.
ERN1/ERN2 hraji dulezitou roli v indukci rhizobialni infekce a organogenezi hlizek,
tedy béhem velmi ranych stadii vyvoje kofenovych hlizek (Cerri et al., 2016).

Transkripcni faktor NIN (Nodule inception), ktery patii do rodiny NIN podobnym
proteinim (NIN-like-proteins; NLPs), je pro proces tvorby hlizek nezbytné nutny.
Mutace nebo sniZzend regulace NLP gent zabrafiuje nitrdtové inhibici infekce, tvorbé
hlizek a fixaci dusiku. Bylo zjisténo, ze NIN a NLPs spolu fyzicky interaguji
prostiednictvim jejich PB1 (Phox a Bem1) domén. NLP1 muze potladit aktivaci CRE1
genu (Cytokinin Responsel- gen nezbytny pro vyvoj hlizek) prostfednictvim NIN
(Lin et al., 2018).

2.2.1 Organogeneze hlizek

Hlizky se u legumin6z obecné¢ déli na dva zakladni typy, tzv. determinované
a nedeterminované (Gage, 2004). Piikladem rostlin, u kterych dochazi ke vzniku
nedeterminovanych hlizek, jsou M. sativa, M. truncatula, Vicia sativa a Pisum sativum
(Maréti a Kondorosi, 2014). U M. truncatula a P. sativum je proces tvorby hlizek
v obou ptipadech velmi podobny a jeho vysledkem je vznik nedeterminovanych hlizek
strvalym apikdlnim meristtmem a charakteristickymi jednotlivymi z6nami
(Vasse et al., 1990). Nedeterminované hlizky vznikaji z vnitinich kortikalnich bun¢k
ptiléhajicich k endodermis (Oldroyd et al., 2011). Maji trvaly meristém, jsou neustéle
infikovany ptadnimi bakteriemi a daji se rozdélit na 4-5 z&kladnich z6n (Obr. 1).
Mezi charakteristické zony nedeterminovanych hlizek patii zO6na meristematicka,
infekéni, fixace dusiku, senescence a saprofytni (Popp a Ott, 2011).
Naopak determinované hlizky (napf. u Lotus japonicus a Glycine max) se vyvijeji ze
sttedniho kortexu, maji definovanou Zivotnost a postradaji stfedni meristém, stejné jako
schopnost byt béhem svého dozravani kontinualn¢ infikovany padnimi bakteriemi

(Oldroyd et al., 2011; Popp a Ott, 2011).
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Jelikoz se v piipadé procesu tvorby hlizek i fixace dusiku jednd o energeticky
naro¢né procesy, vznika u legumin6z minimalni mnozstvi hlizek, které jsou potiebné
pro zajisténi optimalniho rastu (Mortier et al.,, 2012). Pocet hlizek na kotfenech
kontroluji pozitivni a negativni regula¢ni drdhy. Mezi pozitivni regulatory patii
cytokininy a auxiny, které jsou pro organogenezi hlizek velmi dulezité
(Frugier et al., 2008; Suzaki et al., 2013). Organogeneze hlizek je iniciovana
rozpoznanim rhizobii na povrchu kofene, coz zahrnuje aktivaci cytokininové
signalizace, ke které dochazi ve velmi raném stadiu iniciace hlizkového meristému
(Oldroyd et al., 2011; Plet et al., 2011). Fytohormony cytokininy maji dilezitou tlohu
Vv riznych aspektech ranych symbiotickych fazi (Gamas et al., 2017). Primarnimi cili
cytokininové signalizace jsou regulatory odpovédi (Lohar et al., 2004). U M. truncatula
dochazi k nejéasnéjsi indukci téchto regulatord odpovédi ve wvnitinich kortikalnich
bunikach a bunkach pericyklu, ve kterych na zaatku tvorby hlizek dochazi
K bunéénému déleni (Timmers et al., 1999, Plet et al., 2011). V dasledku této
signalizace se zméni polarni transport auxinu zavisly na CREI, ktery je potlatovan jak
rhizobii, tak NFs (van Noorden et al., 2006; Grunewald et al., 2009; Plet et al., 2011).
Inhibitory auxinového transportu mohou indukovat organogenezi hlizek, a proto jsou
indukované zmény polarniho transportu auxinu velmi vyznamné (Hirsch et al., 1989).
Bylo zjisténo, Ze u rhizobii, u kterych neni proces nodulace zavisly na NFs, neni
produkce bakterialnich cytokininG  dostate¢na pro zahajeni tvorby hlizek
(Kisiala et al., 2013; Podlesakova et al., 2013). Naopak do negativni regulace jsou
zapojeny kyseliny salicylova, jasmonova, abscisova nebo ethylen, které negativné
kontroluji signalizaci NFs nebo infekci (Ryu et al., 2012).

Rostliny vyuzivaji RLKS ke sledovani enviromentédlnich zmén a k pfenosu signalu
do rostlinnych bunék. Jako koreceptor rhizobialnich signali k zahdjeni vyvoje hlizek
a rhizobialni infekce béhem symbidzy funguje u M. truncatula protein DMI2
(DOES NOT MAKE INFECTIONS2), jehoz mnozstvi se béhem fixace dusiku méni.
DMI2 se akumuluje v hlizkdch a jeho indukce neni zavisla na rozpoznani NFs
vyluc¢ovanych rhizobiemi. Modulaci DMI2 je u legumin6z kontrolovan vyvoj hlizek
(Pan et al., 2018).
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Obr. 1: Anatomie nedeterminovaného nodulu rostlin ¢eledi bobovitych. I- meristém nodulu,
IlI- infek¢éni zona, II/III- piechodna zona, III- zéna fixace dusiku, IV- zOna senescence,
V- saprofytni zona. OC- parenchymaticky vnéjsi kortex, CE- Kortikalni endodermis, IC- vnitini
kortex, NVB- vaskularni svazky vnitiniho kortexu, NVT- vaskul&rni pletivo, VE- vaskularni
endodermis (Upravené podle Lotocka et al., 2012).

2.2.2 Rhizobialni infekce

Poté, co rostlina rozpozna NFs vylu¢ované rhizobiemi, dochazi K iniciaci nékolika
preinfekénich procesti. Mezi ty patfi reorganizace cytoskeletu, zatoceni Spicky
kofenového vlasku a vznik preinfekénich vlaken (preinfection threads; PITS)
ve vnéjsich kortikalnich bunkach kotene (Murray, 2011).

U legumindz zac¢ina tvorba hlizek obvykle po pfipojeni rhizobii k rostouci burice
kotenového vlasku (Murray, 2011). U M. truncatula pronikaji rhizobia do kofene
hostitele epidermalnimi kofenovymi vlasky, coz nasledné vede ke vzniku infekénich
vlaken (infection threads- ITs), (Fournier et al., 2008; Oldroyd et al., 2011). Ta maji
tubularni strukturu a jsou ohrani¢ena membranou, ktera se nachazi mezi plazmatickou
membranou a bunéénou sténou kotfenového vlasku. Tim jsou rhizobia izolovéana
od cytoplazmy hostitelské bunky (Gage, 2004). ITs jsou navic konstruovana tak,
aby byla schopna dorucit bakteridlniho symbionta z povrchu kofene do jeho vnitinich
bunék a vyvijejici se hlizky (Monahan-Giovanelli et al., 2006). Aby se rhizobia
do vyvijejiciho hlizkového primordia dostala, musi projit pies epidermis a kortex
kofene. V burnikach hlizkového primordia poté dojde k uvolnéni bakterii do bunék
hlizky, ve kterych fixuji N, (Gage, 2004).
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Po zachyceni bakterii v zato¢eném kofenovém vlasku dochazi k iniciaci IT, které
postupné prorusta az do trichoblastu a za¢ne se ptiblizovat k jadru ptilehlé kortikalni
bunky. Poté se zaCinaji vytvaiet PITS, coz jsou cytoplazmatické subdomeény propojené
s cytoskeletem, které urcuji smér rustu ITs (Timmers et al., 1999). Nasledn¢ prorasta IT
do dalsi bunécné vrstvy, coz vyzaduje lokalizovanou degradaci rostlinné bunécéné stény.
Enzymy pro degradaci rostlinné bunééné stény mohou byt rostlinného
nebo bakterialniho pivodu. Mezi takové enzymy, které jsou indukovany béhem infekce
rhizobiemi, patii pektinmethylesteraza nebo polygalakturondza. Enzymy degradujici
rostlinnou bunécnou sténu jsou vylucovany do lokalizovaného mista na membrang,
a tim dojde k lokalizovanému uvolnéni nebo degradaci buné¢né stény (Munoz et al.,
1998; Vissenberg et al., 2001; Lievens et al.,, 2002). Ktéto degradaci dochazi
opakované, coz umoziuje Sifeni infekce az do vnitiniho kortexu, ve kterém vznika
prostfednictvim nékolika bunéénych déleni hlizkové primordium (Timmers et al., 1999;
Oldroyd et al., 2011). Z téchto rozdélenych bunék nasledné vznik& nodulovy meristém
(Obr. 2), (Timmers et al., 1999).

Podle Newman- Griffis et al. (2019) jsou LINC komplexy (Linker of Nucleoskeleton
and Cytoskeleton), které tidi jaderny pohyb v mnoha bunécnych a vyvojovych
procesech, nezbytné také pro spravné tvarovani jadra a pro jeho pohyb v kotenovych
vlascich M. truncatula. Tyto komplexy jsou dilezité také pro iniciaci ITs a tvorbu
hlizek. LINC komplexy se skladaji z proteinti vnitini (Sad1/UNC-84= SUN proteiny)
a vn&jsi (Klarsicht/ANC-1/Syne Homology= KASH proteiny) jaderné membrany.
Bylo zjisténo, ze jadra kofenovych vlaski M. truncatula exprimujici dominantné
negativni SUN proteiny (SUNDN) se pohybuji rychleji a riznymi sméry. Kromé
jaderného pohybu je ovlivnéna také rhizobidlni symbidza. Na kofenech exprimujicich
SUNDN se po inokulaci Sinorhizobium meliloti vytvafi vyrazné méné hlizek. Nicméné
vzniklé ITs postupuji pies vrstvu epidermalnich bunék az do kortexu normalné

a nevykazuji zadné deformace (Newman- Griffis et al., 2019).
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Obr. 2: Proces nodulace (Upraveno podle Oldroyd et al., 2011).

2.2.3 Intracelularni osidlovani rostlinnych bunék rhizobiemi

Vnitrobunéné osidlovani rhizobiemi, spojené s vyvojem bakteroidd fixujicich N, je
Caso- prostorovy vyvojovy proces (Fournier et al., 2008).

Rhizobia nejdiive jako volné Zijici bakterie rostou smérem dolt po ITs, pficemz
k déleni bakterialnich bunék dochazi v oblasti za rostoucim vrcholem ITs. To nakonec
vede ke vzniku mikrosymbioti obklopenych membranou rostlinného ptvodu
(Fournier et al., 2008). Béhem rastu po ITs dochazi k redoxnimu stresu a k mozné
akumulaci polyhydroxybutyratu, ktery je vyuZivan v metabolismu uhliku v prib¢hu
tvorby bakteroidu (Jamet et al., 2003; Lodwig et al., 2005). Rist v ITs piedstavuje
kontrolni bod, jelikoz bakterie, u kterych dochéazi k mutaci v nékterych komponentech
buné&¢ného povrchu (napt. lipopolysacharidy, exopolysacharidy), postradaji schopnost
byt uvolnény z ITS nebo vytvotit zraly symbiozém (Gibson et al., 2008).

Symbiozémy z nedeterminovanych hlizek u M. truncatula obsahuji obvykle jeden
bakteroid, ktery mize mit pleomorfni tvar (Lodwig et al., 2005; Oono et al., 2010).
V hlizkdch M. truncatula dochdzi béhem diferenciace bakterioida S. meliloti
k endorepulikaci, ¢imz se pocet jejich chromozomu zvysi na 24. Naopak, voln¢ zijici
bakterie vlastni obvykle jen 1 nebo 2 chromozémy (Mergaert et al., 2006). V tomto
ohledu vykazuji bakteroidy podobnost s hostitelskymi kortikalnimi buikami, ve kterych
taktéz dochazi k procesu endoreduplikace. Tim maji rostliny z ¢eledi bobovitych
kontrolu nad bakteridlnim bunéénym cyklem a urcuji tak endoreduplikacni stav
bakteroidi. Kromé toho je endoreduplikace dtlezita pro zajisténi normalniho vyvoje

hlizek. Bylo zjisténo, Ze snizenim regulace genu ccs52A dochazelo u transgennich linii
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M. truncatula k vyraznému ovlivnéni vyvoje hlizek. To se projevilo nizsi ploidii,
snizenou velikosti buné€k, neefektivni invazi rhizobiemi a zranim symbiotickych bungk,
coz bylo doprovazeno ¢asnym starnutim a nakonec smrti bakterii i rostlinnych bunék.
(Vinardell et al., 2003)

Transkriptomovou analyzou hlizek M. truncatula byla zjisténa indukce vice nez
400 specifickych peptidii bohatych na cystein, které jsou indukovany také v jinych,
blizce piibuznych druzich vytvarejicich nedeterminované hlizky. Naopak, u druhu
vytvakejicich determinované hlizky (napt. L. japonicus) tyto peptidy bohaté na cystein

piitomny nejsou (Mergaert et al., 2003; Alunni et al., 2007; Kereszt et al., 2011).

2.3 Mitogen- aktivované protein kinazy

Kaskady mitogen- aktivovanych protein kindz (MAPKS) piedstavuji univerzalni
signalni moduly pfitomné u kvasinek, zvifat i rostlin (Chen et al., 2017). MAPKSs
ptekladaji informace z prostfedi na pfislusSnou odpovéd tim, ze fosforyluji své
substratové proteiny (Pitzschke, 2015). Kromé toho jsou MAPKS zapojeny do odpoveédi
na razné biotické a abiotické stresy, hormony nebo vyvojové procesy
(Smékalova et al., 2014; Chen et al., 2017; Komis et al., 2018). Hraji dalezitou Glohu
také pii regulaci bunécného déleni, rustu, diferenciaci nebo programované bunééné
smrti (Franklin- Tong a Gourlay, 2008; Miller et al., 2010; Beck et al., 2011; Sasabe
a Machida, 2012).

Kazda MAPK kaskada se sklada ze tii sekven¢né pusobicich protein kinaz. Nejvyse
umisténym ¢lenem MAPK kaskady je MAPK kinaza kinaza (MAPKKK nebo MEKK).
MAPKKK pfijiméa pfimo nebo nepiimo signal z receptor a fosforylaci MAPKKK je
regulovana aktivita MAPK kinazy (MAPKK, MKK nebo MEK). MAPKK potom
fosforyluje a tim aktivuje MAPK (MPK), (Xu a Zhang, 2015). Tyrosin a serin/threonin
specifické fosfatazy tidi aktivaci i deaktivaci MAPKS (Rodriguez et al., 2010). Uloha
téchto kinaz ve vyvojovych a fyziologickych procesech byla intenzivné studovdna
u riznych organismi (Chen et al., 2017). Kontrola transkripéni, post- transkrip¢éni
a translacni regulace, bunécna lokalizace a re-kompartmentalizace proteinii na misto
jejich aktivace nebo pusobeni je také kontrolni funkci MAPKs (Lee et al., 2015).
MAPK  signalizace je mimo jiné zahrnuta také vrostlinné imunité
(Rodriguez et al., 2010). Konkrétné je znamo zapojeni MAPK kaskady do interakci

mezi rostlinou a patogenem (Meng a Zhang, 2013). Transmembranove receptory, které
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byvaji oznacovany jako rozpozndvaci receptory (pattern recognition receptors- PRRS),
zaznamendvaji patogenem asociované molekularni vzory (patogen- associated
molecular patterns- PAMPS) a tim vyvolavaji obrannou odpovéd, kterd spociva
V pieprogramovani genové exprese hostitele a vytvofeni sloucenin antimikrobialni
povahy (Rodriguez et al., 2010).

Mezi dobie prostudované MAPKs patii zejména MPK3 a MPKG6, K jejichz aktivaci
dochazi pii abiotickém stresu nebo v pfitomnosti patogeni (Ren et al., 2008;
Rasmussen et al., 2012). U Arabidopsis thaliana jsou mitogen- aktivované protein
kindzy MPK3, MPK4 a MPK6 dilezité pti bunééném déleni, vyvoji a vrozené imunité
(Rayapuram et al., 2018). MPK3 a MPKG® jsou lokalizovany zejména v jadfe, zatimco
MPK4 a MPKG® jsou piitomny v cytoskeletu (Samajova et al., 2013). MPK6 interaguje
s preprofaznimi svazky (pre- prophase band; PPB) a fragmoplasty a podili se tedy
na determinaci roviny bunééného déleni (Miiller et al., 2010; Komis et al., 2017).
Funkci plni ale také pii signalizaci rostlinného ristu nebo pii odpovédi na ptisobeni
riznych abiotickych ¢i biotickych stresti (Meng a Zhang, 2013; Xu a Zhang, 2015;
Komis et al., 2017).

Aktivované MAPKs lze detekovat pomoci anti- pERK (Phospho-p44/p42 MAPK,
ERK1/2, Thr202/Tyr204) protilatky. Anti- pERK specificky rozpoznavé aktivované
MAPKs fosforylované na threoninovych (T) nebo tyrozinovych (Y) zbytcich
ve specifickém TEY fosforylaénim motivu (Bequette et al., 2018).

2.3.1 Mitogen- aktivované protein kinazy u M. truncatula a M. sativa

Ackoliv je fosforylaéni kaskada zprostfedkovana MAPKS pro rostlinnou bunécnou
signalizaci nepostradatelna, vi se o nich u leguminéz podstatné méné informaci.
Na zakladé fylogenomické analyzy bylo u M. truncatula identifikovano celkem
73 MAPKKKSs, 7 MAPKKs a 25 MAPKs (Li et al., 2016; Purayannur et al., 2017).
Podle Neupane et al. (2013) je MAPK signaliza¢ni kaskada u M. truncatula dulezita
pro vyvoj listi, kofene 1 hlizek.

Stresem indukovand MAPK (SIMK) je u M. sativa zapojena do signalizace
pii plsobeni solného stresu nebo patogennich elicitor (Munnik et al., 1999; Cardinale
et al., 2000). Jeji aktivace mize byt spusténa také v pfitomnosti sorbitolu, oxidativniho
stresu nebo pfi poranéni, pficemz ve vSech piipadech je stresem indukovana MAPKK

(SIMKK) nejsilngjsim aktivatorem SIMK (Kiergerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002).
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SIMK o molekulové hmotnosti 46 kDa piedstavuje vysoce konzervovany homolog
MPKG6 z A. thaliana s identickou karboxyterminalni oblasti (Ovecka et al., 2014). Bylo
zjisténo, Ze pii pusobeni elicitori SIMKK aktivuje SIMK a MMK3
(mitogen- aktivovana protein kindza z M. sativa), (Cardinale et al., 2002). MMK3 je
lokalizovana k roviné bunééného déleni a kjeji aktivaci dochazi béhem mitdzy
(Rodriguez et al., 2010). Pti solném stresu vsak aktivuje SIMKK pouze SIMK, pfi¢emz
ktéto aktivaci dochazi pomérmé rychle v zavislosti na  koncentraci
(Cardinale et al., 2002; Ovecka et al., 2014). V neaktivnim stavu spolu SIMKK a SIMK
kolokalizuji v jadfe a cytoplazmé. Bylo vSak prokazano, ze pii ptisobeni solného stresu
dochézi k ¢aste¢né relokalizaci SIMKK i SIMK z jadra do bodovych cytoplazmatickych
kompartmenti (Ovecka et al., 2014). SIMK ma také spolu s aktinovym cytoskeletem
vyznamnou tlohu pii riistu kofenovych vlaski (Samaj et al., 2002).

Vyuzitim metod reverzni genetiky byl u M. truncatula identifikovan MtMAPKK4
mutant. Exprese MtMAPKK4 byla detekovana v kofenech, stoncich, listech, ale také
v hlizkadch nebo kvétech. U heterozygotnich mapkk4/+ rostlin dochazelo k ristovym
anomaliim a chlor6zam. Alelickd mutace MtMAPKK4 by byla pro rostliny letélni,
a proto je MtMAPKK4 dulezita pro rist a vyvoj M. truncatula. Metodou bimolekularni
fluorescenéni komplementace byla prokazana fyzicka interakce mezi MtMAPKKA4,
MtMPK6 a MtMPK3, které jsou subcelularné lokalizovany v plazmatické membrané,
cytoplazmé a v jadie (Chen et al., 2017).

Dale bylo zjisténo, ze protein MtMKKS z M. truncatula ma pravdépodobné podobné
funkce jako AtMKK4/5 a SIMKK, jelikoz je z 69,2% identicky sAtMKK4,
ze 72% s AtMKKS5 a z 95% se SIMKK. MtMKKS5 aktivuje MtMPK3/6, které jsou tedy
pravdépodobné zahrnuty v signalizacnich drahach aktivovanych MtMKKS. Pozdégji
bylo prokazano, ze pii solném stresu dochazi v kofenech M. truncatula k siln&;si

aktivaci MtMPK6 nez v piipadé MtMPK3 (Ryu et al., 2017).

2.3.2 Signalizace MAPKSs pFi symbiotické interakci

Do bunéénych odpovédi na abioticky nebo bioticky stres je zapojeno nékolik MAPKSs
(Moustafa et al., 2014). Tyto stresy potom negativné¢ ovliviwji tvorbu hlizek, které
vznikaji jako vysledek symbiotické interakce (Lopez- Gomez et al., 2012; Ryu et al.,

2012). Na druhou stranu, rhizobialni infekce vede k aktivaci MAPK signaliza¢nich
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kaskdd a reakci spojenych sobranou nebo stresem béhem ranych fazi infekce
(Lopez- Gomez et al., 2012).

Naptiklad LjSIP2 (MAPKK) u L. japonicus interaguje se
symbiotickou receptorovou kindzou SymRK a hraje v brzkych stadiich symbidzy
a organogeneze hlizek dulezitou roli (Chen et al., 2012). Krom¢ toho, Ze je
MtMAPKK4 nezbytna pro rust a vyvoj M. truncatula (viz vyse), plni pravdépodobné
ulohu také pii symbiotické interakci. U heterozygotnich mapkk4/+ rostlin bylo
pozorovano mensi mnozstvi ITs i vytvofenych hlizek (Chen et al., 2017).

U M. truncatula reguluje signaliza¢ni kaskada MtMKKS-MPK3/MPK6 negativné
tvorbu hlizek. Bylo zjisténo, ze po aktivaci MtMPK3 a MtMPK6 solnym stresem
vznikd mensi pocet hlizek. MtIMPK3 a MtMPKG6 v jadie fyzicky interaguji se dvéma
transkripénimi faktory, MtERN1 a MtNSP1 (Nod factor Signaling Pathway 1),
které jsou pii tvorbé hlizek zapojeny do ranych stadii. MtMPKG6 aktivovana MtMKK5
navic fosforyluje MtERN1, pficemz Kk potlaceni této fosforylace dochédzi zaménou
serinu za alanin na pozici 93. MAPK kaskady jsou tedy pravdépodobné zahrnuty
Vv regulaci transkripcnich procesli nutnych pro rozpoznani symbionta, rhizobidlni infekci

nebo organogenezi hlizek (Ryu et al., 2017).

2.4 Rostlinny cytoskelet

Rostlinny cytoskelet funguje jako velmi dynamicka a univerzalni intracelularni podpora
rostlin, kterd je zahrnuta v mnoha dulezitych aspektech, v¢etné rustu rostlinnych bunék,
vyvoje, bunétného déleni, bunétné expanze, intracelularni organizace nebo pohybu
(Staiger, 2000; Wasteneys a Galway, 2003). Cytoskelet je tvofen propojenou siti
polymerti a regulacnich proteini a mimo jiné poskytuje eukaryotickym bunkam
schopnost odolavat deformacim, pfepravovat mezibunéény naklad nebo béhem pohybu
uzptisobovat tvar bunék (Fletcher a Mullins, 2010). Ulohou motorovych proteint, které
jsou soucasti cytoskeletu, je transport bunéfnych organel a molekul
(Kost a Chua, 2002). Kromé¢ toho je cytoskelet dilezity také pro spravny prib&h mitozy
a meiozy (Staiger a Lloyd, 1991). Pro morfogenezi rostlinnych organt je dulezita
kontrola polarity, sméru polarniho ristu a roviny bunééného déleni (Kropf et al., 1998,
Smith, 1999).

Mezi dvé hlavni dynamicky propojené¢ komponenty rostlinného cytoskeletu patii

mikrotubuly (MT) a aktinova filamenta (AF), (Smertenko a Franklin- Tong, 2011).
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Aktinova filamenta se skladaji ze dvou navzajem propojenych aktinovych fetézci,
zatimco mikrotubuly pfedstavuji duté supramolekuldrni struktury sestavajici
z protofilament (Schmidt a Panstruga, 2007). MT i AF jsou zapojeny do organizace
intracelularnich procest a usnadnuji jejich rychlou reorganizaci. V rostlinnych buiikach
jsou dulezité pro bunécny rust a morfogenezi (Sampathkumar et al., 2011; Huber et al.,
2013). Mikrotubulérni i aktinovy cytoskelet méni b&hem bunétného cyklu své
uspofadani, hustotu i distribuci (Timmers, 2008). Mezi nejvyznamnéjsi rozdily hlavnich
typti cytoskeletalnich polymert patii mechanickd pevnost, dynamika jejich
seskupovani, polarita a motorové proteiny, se kterymi asociuji (Fletcher a Mullins,
2010).

Studium symbiotickych interakci mezi rhizobiemi a rostlinami z ¢eledi bobovitych
ptedstavuje v rostlinné biologii velké téma. Rizna vyvojova stadia béhem ontogeneze
hlizek zahrnuji procesy vyznamné z hlediska rostlinného cytoskeletu (Timmers, 2008).
Pti kontaktu s patogennimi nebo symbiotickymi mikroby dochéazi k rychlym zméndm
v pravidelném uspotfadani cytoskeletu. V pfipadé patogenli se piredpoklada,
ze polarizované pteskupeni cytoskeletu umoziuje doruceni ndkladu potiebného
na obranu rostlin. Zatimco v piipadé symbiotické interakce muze reorganizace

cytoskeletu predchazet vytvoieni symbiotického vztahu (Schmidt a Panstruga, 2007).

2.4.1 Aktin

Aktin, o molekulové hmotnosti 42 kDa, je globularnim a nukleotid- vazajicim
proteinem, predstavujici jeden z hlavnich cytoskeletalnich proteinti
(Staiger a Blanchoin, 2006; Li et al., 2015).

Filamentarni aktin (F-aktin) je sloZzen z monomernich nebo globularnich aktinovych
(G-aktinovych) podjednotek do dvouvlaknové a spirdlovité struktury o pruméru
5 az 7 nm (Pollard et al., 1986; Pollard et al., 2000; Blanchoin et al., 2014). Aktinovy
cytoskelet je tvofen neustale se ménici siti jednotlivych vldken a struktur, oznacovanych
jako aktinoveé svazky. U rostlin je ulohou téchto aktinovych svazki zajistovani pohybu
a umistovani organel jako chloroplasti, mitochondrii nebo Golgiho aparatu
(Henty- Ridilla et al., 2013). Aktinové svazky jsou orientovany pievazné k ose bunky
zivotnost (Staiger et al., 2009). Sit’ jednotlivych aktinovych vlaken a aktinovych svazka

se neustale reorganizuje a odpovida na rizné bunééné stresy (Li et al., 2015). Rostlinny
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aktin se déli na vegetativni a reproduktivni tfidu, pfi¢emz kazda z nich obsahuje né¢kolik
aktinovych isoforem. Zatimco geny reproduktivni tfidy se nachazeji piedevsim
ve zralém pylu a pylovych lackach, geny patfici do vegetativni tfidy jsou pfitomny
téméf ve vSech vegetativnich organech (Kandasamy et al., 2002).

Nova vlakna aktinu mohou vznikat riznymi zptisoby. Prvnim z nich je vznik de novo
V cytoplazmé, druhym zplisobem je vznik z jiného aktinového vldkna ¢i svazku
a posledni zpusob piedstavuje vznik aktinového vlakna z konce pre- existujiciho vlakna
nebo fragmentu (Staiger et al., 2010). Vznik nového vlakna aktinu fidi tfi podjednotky
na obou koncich. Polarita aktinovych vldken je dana asymetrickymi podjednotkami
AF a rozdily nukleotidi v monomerech, které jsou orientovany podél vlaken
(Li et al., 2015). Aktinova vlakna maji (+) a (-) konec. Bylo zjisténo, ze k prodluzovani
(+) konce dochazi rychleji nez v ptipadé (-) konce (Chou a Pollard, 2019). Monomery
obsahujici adenozintrifosfat (ATP) jsou rychle pfidavany na rostouci (+) konec AF,
zatimco monomery obsahujici adenozindifosfat (ADP) jsou rozkladany na pomalu
rostoucim (-) konci. Po pfipojeni podjednotky k (+) konci dochazi k hydrolyze ATP
za vzniku ADP a fosfatu. Fosfat je po ur¢ité dobé z aktinu uvolnén. Pro rovnovahu
aktinu in vitro je dualezita jedna z jeho vlastnosti, oznacovana jako treadmilling. Tato
rovnovaha je potom zajistovana zkracovanim aktinového vlakna na (-) konci soucasné
béhem rastu na (+) konci AF (Li et al., 2015). Kromé toho treadmilling koordinuje
zmény aktinu a kontroluje velikost aktinovych siti (Carlier a Shekhar, 2017).

Aktinova filamenta poskytuji bunkdm mechanickou oporu a hnaci sily potifebné
pro pohyb (Pollard a Cooper, 2009). Jsou nezbytné také pro doruceni proteini
a sekretorickych vezikul obsahujicich polysacharidy na plazmatickou membranu a maji
ustfedni ulohu v endocytéze (Henty- Ridilla et al., 2013). Rostlinné bunky vyuZzivaji
pro transport na del$i vzdalenosti spiSe aktinova vlakna nez mikrotubuly. Aktinova
filamenta jsou dulezitd také v odpovédi na abioticky a bioticky stres, naptiklad
pii vrozené imunitni reakci proti patogentim, ale také pii vytvareni polarity, pfi bunécné

morfogenezi nebo vzniku bunééné stény (Henty- Ridilla et al., 2013; Li et al., 2015).

2.4.2 Mikrotubuly

MT jsou vysoce konzervované polarni polymery a velmi dulezité komponenty
eukaryotického cytoskeletu, které maji zasadni Ulohu v raznych bunéénych funkcich

(Hashimoto, 2015). Jedna se o polymery, slozené  zheterodimerd
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a- a B- tubulinu. Dimery tubulinu jsou podéln¢ usporadany tak, aby vytvarely
protofilamenta, z nichz 12-15 boc¢nimi interakcemi vytvafi tubus o priméru 25 nm
(Nogales et al., 1999).

Zakladni stavebni jednotkou MT je heterodimer, obsahujici jeden strukturni a jeden
hydrolyzovatelny a vyménny guanozintrifosfat (GTP), ktery je tvofeny sekvenénim
pasobenim né¢kolika molekularnich chaperonti (Hashimoto, 2015). Bylo zjisténo,
ze o- tubulin a B- tubulin maji ze 40% stejnou aminokyselinovou sekvenci a jejich
molekularni struktura je v podstaté identicka (Nogales et al., 1998). Kazdy monomer je
tvofen dvéma - listy obklopenymi a- helixy a kyselym C- terminalnim koncem
(Kopczak et al., 1992). Uspofadanim tubulinovych dimert v MT jsou
a- tubulin a B- tubulin vystaveny na opacnych koncich, coz mikrotubulim udéluje
vlastnost oznacovanou jako wvnitini strukturni polarita (Nogales et al., 1999).
Heterodimery a- a B-tubulinu se na sebe tedy skladaji vzdy pravidelné, a to a-tubulin
s B-tubulinem a obracené. MT obsahuji (+) a (-) konec a vysledkem takového skladani
je ptitomnost B-tubulinu na (+) konci MT, zatimco a-tubulin se nachazi na (-) konci MT
(Nogales et al., 1999; Wade, 2009). Piednostné¢ dochazi k pfidavani heterodimert
tubulinu na (+) konec (Hashimoto, 2015). Dimery tubulinu depolymerizuji
a polymerizuji a tak mohou mikrotubuly prochazet rychlymi cykly vzniku a zaniku. Jak
a- tubulin, tak B- tubulin vazou GTP, které reguluje polymerizaci (Cooper, 2000).
Polymerizace mikrotubuli zacind ve specifickych mistech, oznacovanych jako
mikrotubuly organizujici centra (MTOCS), se kterymi asociuje (-) konec kazdého MT
(Goddard et al., 1994). Béhem nebo kratce po polymerizaci hydrolyzuje GTP navazané
na B-tubulinu na guanozindifosfat (GDP). Podobné jako aktinova filamenta, prochazeji i
MT dynamickym procesem, oznacovanym jako ,treadmilling”. Pfi ném dochazi
K neustalému zaniku tubulinu navdzaného na GDP z (-) konce a naopak ptidavanim
tubulinu navdzaneého na GTP na (+) konec stejneho MT (Cooper, 2000).

Hydrolyza GTP také méni konformaci tubulinu, a tim je zodpovédna za slozitou
dynamiku mikrotubuld, které tak mohou na volném (+) konci nahodné piepinat mezi
dvéma stavy - jejich stalym rastem a rychlym zkracovanim (Fletcher a Mullins, 2010;
Horio a Murata, 2014). Tento stav byva oznacovan jako dynamicka nestabilita MT a je
regulovan s mikrotubuly- asociovanymi proteiny véetné rodiny EB proteind
(plus-end tracking end-binding protein). Bylo zjisténo, ze EB proteiny moduluji zmény
na rostoucich koncich MT rozpoznanim a podporou prechodného stavu, vytvareného
béhem hydrolyzy GTP (Zhang et al., 2015). To, zda mikrotubuly rostou nebo dochazi
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k jejich zkracovani, je urCeno rychlosti pfidavani tubulinu vzhledem k rychlosti
hydrolyzy GTP (Cooper, 2000).

U wvyssich rostlin je znama celd fada protein asociovanych s MT
(microtubule- associated- proteins, MAP), (Hamada, 2007). Nékteré proteiny interaguji
S MT prostfednictvim domény vazajici MT a moduluji jak dynamiku, tak organizaci
MT (Buschmann a Lloyd, 2008; Krtkova et al., 2016). Kromé toho zprostiedkovavaji
jejich strukturni a funk¢ni interakci Sjinymi bunéénymi strukturami. Konkrétné
u A. thaliana je znamych n€kolik MAP, naptiklad MAP65- 1, MAP65- 2, MAP65- 3
nebo MAP65-6 (Krtkova et al., 2016). Pfitomnost nebo absence MAPs mtize modulovat
stabilitu mikrotubuldi, vytvareni svazkl, pifipadné jejich schopnost samoorganizace
(Zhang et al., 2014).

De novo tvorba MT v bunikach vyzaduje komplex obsahujici y- tubulin a cilené nebo
aktivované regulacni proteiny, které ptispivaji ke struktute MT. Dynamika a organizace
MT béhem bunééného cyklu a odpovédi na vyvojové a environmentalni signaly je
kontrolovana regulatory MT a prostfednictvim modifikace tubulinu (Hashimoto, 2015).
Sit’ mikrotubuli je vysoce dynamicka a je schopna béhem né€kolika minut zménit svij
tvar (Mirabet et al., 2018).

Mikrotubuly jako takové jsou zahrnuty v kli¢ovych procesech rostlinnych bunék,
jakymi jsou bunécné déleni, rist nebo vyvoj (Krtkova et al., 2016). Mnoho bunénych
funkci zavisi na schopnosti samoorganizace MT do komplexnich siti. U rostlin jsou
pro determinaci tvaru bunék nezbytné kortikalni mikrotubuly, které fidi ukladani
celulézovych mikrofibril, a tim kontroluji mechanickou anizotropii bunéné stény
(Mirabet et al., 2018).

U rostlin vytvaieji mikrotubuly specifické struktury pfed, béhem a po bunéném
déleni (Ledbetter, 1963). Nejvyznamnéjsimi z nich jsou interfazni kortikalni MT, PPB,
mitotické vieténko a fragmoplast. Behem preprofaze a cytokineze existuji kromé PPB
a fragmoplastu jesté soubory MT, které jsou spojené s obvodem jadra. VSechny tyto
struktury, kromé mitotického vieténka, jsou jedine¢né vyhradné pro rostlinné bunky
(Goddard et al., 1994). Rostlinné mikrotubuly vytvareji béhem interfaze na obvodu
buiiky husté a uspotadané soubory oznacované jako kortikalni mikrotubuly (Ledbetter,
1963; Brandizzi a Wasteneys, 2013). Kdyz buiika vstoupi do buné¢ného déleni, méni
mikrotubuly své usporaddni na zakladé toho, jakou fazi bunétného cyklu aktudlné

prochazeji (Goddard et al., 1994).
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V nedélicich se, interfaznich bunikach se mikrotubuly obvykle nachdzeji
pod plazmatickou membranou (Ledbetter, 1963). Béhem interfaze jsou kortikalni
mikrotubuly navzajem orientovany paraleln¢ a uspofadany kolmo na primarni osu
bunééné expanze (Williamson, 1991). Kortikalni mikrotubuly jsou zahrnuty v orientaci
celulézovych mikrofibril béhem syntézy nové bunééné stény a hraji tak velmi dulezitou
roli pfi vytvafeni priméarni osy bunétné elongace (Giddings a Staechelin, 1991,
Hush a Overall; 1992).

Pted mitozou jsou kortikdlni mikrotubuly postupné nahrazovany PPB, ktery ve svém
nejrozvinutéj$im stadiu predstavuje husty kruh kortikalnich mikrotubuli, obklopujici
jadro a piesné predpovidd misto vzniku bunééné prepazky béhem cytokineze
(Wick, 1991; Rasmussen et al., 2011; Smertenko et al., 2018). PPB se sklada z prstence
kortikalnich MT, AF, organel (endoplazmatické retikulum) a z nékolika proteint, které
asociuji s cytoskeletem a dal$imi organelami (Smertenko et al., 2018). Pti symetrickém
bunééném dé€leni se PPB vytvafi u stfedové roviny buriky, zatimco u asymetrického
déleni je PPB orientovdn Vv naklonéném thlu (Rasmussen et al., 2011).
PPB se pravdépodobné vyvinul pro kontrolu piesné orientace bunééného déleni,
ke kterému dochazi béhem tvorby komplexnich pletiv. u vysSich rostlin
(Rasmussen et al., 2013; Smertenko et al., 2018).

K zéniku PPB dochazi ke konci profaze a postupné dochazi k jeho nahrazeni
mitotickym vieténkem. Mitotické vieténko je komplexni, vysoce organizované a sklada
se z kinetochorovych mikrotubulli, stejné¢ jako zjinych mikrotubula. Ty mohou,
ale nemusi kon¢it na jednom nebo druhém polu vieténka. V rostlinnych bunkach nejsou
pfitomny centrioly, vieténka u rostlin jsou tedy $ir$i a tvofena n¢kolika MT. Mitoticka
vieténka jsou zodpovédnd za ptenos kompletnich sad chromozému do somatickych
bunék zralé rostliny, proto je jejich vyznam velmi dilezity (Lambert et al., 1991;
Smirnova a Bajer, 1992; van Damme, 2009; Smertenko et al., 2018). MT vieténka
zanikaji v pozdni anafézi a na pomezi anafaze a telofaze se v jeho stfedu vytvareji
bipolarni struktury MT. Ty od sebe potom oddé€luji dcefiné chromozomy k polim
vieténka (Lee a Liu, 2013).

Kdyz se od sebe oddéli dcefiné chromozdémy a zaniknou kinetochorové svazky
mikrotubull, zacéinaji se vytvaret MT tvofici fragmoplast na nebo v blizkosti stfedové
roviny vieténka. Fragmoplast se sklada z dvojitého prstence mikrotubulii. MT jednoho

prstence jsou antiparalelni k MT druhého prstence (Vantard et al., 1990;
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Smertenko et al., 2018). Fragmoplast, vznikajici v telofazi, slouzi k syntéze bunééné
prepazky (Lee a Liu, 2013; Smertenko et al., 2018).

2.5 Rostlinny cytoskelet béhem symbiotické interakce

Béhem evoluce si rostliny vyvinuly mechanismy jak vyuzit, pfezit nebo minimalizovat
negativni dopady rtiznych enviromentalnich faktorl, pfi¢emz prave rostlinny cytoskelet
zprostfedkovava v mnoha pfipadech odpovéd rostlin na tyto faktory. Rostliny
se dostavaji do kontaktu také stadou mikroorganismu, které predstavuji jejich
potenciondlni partnery nebo naopak patogeny. | vtomto piipadé hraje rostlinny
cytoskelet velmi dulezitou roli. Pii vzniku symbiotického vztahu s rhizobiemi
se objevuji zmény v cytoskeletu u kofenovych vlaski a kortikalnich bunék. MT a AF
jsou zapojeny do zatoCeni kofenovych vlaskl, rustu infekéniho vlakna a vyvoje
kotenovych hlizek (Takemoto a Hardham, 2004).

Pied kontaktem rostlinnych bunék s bakteriemi nebo aplikaci NFs, vykazuji MT i AF
Vv kortikdlni 1 endoplazmatické cytoplazmé kotfenovych vlaskt typické paralelni
nebo helikalni uspofadani (Miller et al., 1997; Timmers et al., 1999;
Geitmann a Emons, 2000; Sieberer et al.,, 2002; Ditengou et al., 2003;
Weerasinghe et al., 2003). Béhem nékolika minut v pfitomnosti rhizobii nebo NFs
dochazi ve $pic¢ce kofenovych vlaskd k lokalizované depolymerizaci jak MT, tak AF
(Cérdenas et al., 1998; Céardenas et al., 2003; Weerasinghe et al., 2003). Ve vné&jsim
kortexu leguminéz, vytvaiejicich nedeterminované typy hlizek, jsou MT v PITs
uspofadany paralelné a vytvareji antiklindlni fadu. IT je béhem rlstu kortikalnimi
bunikami obklopeno AF a siti mikrotubulli, které jej spojuji s jadrem hostitelské buiiky
(Timmers et al., 1999). Kdyz dosahne infekéni vldkno nodulového primordia, jsou
bakterie, obklopené rostlinnou plazmatickou membranou, uvolnény do hostitelské
cytoplazmy a tvofi symbiozomy. Uspofadani MT a AF v téchto burikach je spojené
s jejich ulohou pfi urcovani architektury bunék uvniti hlizek (Takemoto a Hardham,
2004).

Piedpoklada se tedy, Ze reorganizace rostlinného cytoskeletu hraje bé&hem
ontogeneze hlizek dulezitou roli (Timmers et al., 1998). U rostlinnych mikrotubult
dochazi v reakci na symbiotické a patogenni organismy k rozsahlé reorganizaci
(Hardham,  2013). In  situ  imunolokalizaci  tubulinu  bylo  zjisténo,

ze v determinovanych i nedeterminovanych nodulech dochazi ke zménam cytoskeletu.
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Tyto zmény zahrnuji doCasnou dezorganizaci a nasledné¢ vytvofeni nového vzoru
cytoskeletélni reorganizace. Zmény cytoskeletu v hlizkach vojtésky jsou doprovazeny
znaky symbiotické diferenciace, spojenych sinfekci bunék, uvolnénim bakterii,
endopolyploidizaci, zvétSovanim bunék nebo organizaci bunééného prostoru
(Timmers et al., 1998). Zmény v organizaci cytoskeletu mohou byt vyvolany také NFs
nebo inokulaci bakteriemi (Timmers, 2008).

2.5.1 Reorganizace aktinoveho cytoskeletu uvnitf hlizek

U rostlin hraje aktinovy cytoskelet dulezitou roli predev$im v intracelularnim transportu
a v endomembranovém systému. Piedpoklada se, ze aktinovy cytoskelet fidi n¢kolik
buné&¢nych procest zapojenych do vyvoje hlizek fixujicich dusik (Zhang et al., 2018).

Pfi tvorbé hlizek ma F- aktin funkci v pieprogramovani ristu kofenovych vlaskd,
a tim fizeni ristu infekéniho vldkna smérem dovniti a migrace jader kofenovych vlaskl
(Timmers et al., 1999; Sielberer et al., 2005). Pii percepci NFs uvoliiovanych
rhizobiemi prochazi F- aktin v kofenovych vlascich reorganizaci jésté pied indukci
deformace kotenovych vlask, jejich zato¢enim a vznikem infek¢éniho vlakna (Cardenas
et al., 1998; Yokota et al., 2009; Hossain et al., 2012; Zepeda et al., 2014).

Mezi tfi hlavni zony hlizek patii zéna I (meristém), zona II (infekéni zona) a zéna 111
(zona fixace dusiku), pficemz infikované bunky jsou obvykle pfitomny zejména
v zénéch 1l a Ill. Mikroskopii zivych bunék bylo zjisténo, Ze meristematické bunky
hlizky jsou malé a obsahuji perinuklearni sit’ aktinu. Aktinova sit’ meristematickych
bunék je asociovana s cytoplazmatickymi proudy a bunéénym kortexem. V bunkéach
zony Il jsou ptitomny kratké fragmenty aktinu, zatimco v zoné III dochazi k silné
fragmentaci aktinu (Zhang et al., 2018). Navic buiiky zony II a III jsou viditelné vétsi
se zvétSenymi jadry (Truchet, 1978; Cebolla et al., 1999; Vinardell, 2003). Béhem
vyvoje hlizek tedy aktinovy cytoskelet prochazi dynamickou reorganizaci (Zhang et al.,
2018).

Vyvoj nedeterminovanych hlizek u Medicago se da rozdé€lit na pét po sobé
nasledujicich fazi, charakterizovanych specifickou organizaci aktinového cytoskeletu
a urovni diferenciace rhizobii. Béhem prvni faze ptipomina aktinovy cytoskelet jemnou
sit’ s hustymi perinukledrnimi soubory aktinu. Ve druhé fazi dochézi k fragmentaci
F- aktinu na okrajich infikovanych bunék. Ve tieti fazi se obvykle zvySuje hustota

dlouhych fragmentti F- aktinu, pficemz nékteré z nich se mohou rozpadnout na kratsi
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nebo vytvaret bodové struktury aktinu. Pro ¢tvrtou fazi jsou typické kratké fragmenty
a bodové struktury aktinu pfedevSim v infikovanych bunikdch. Naopak patd faze je

charakterizovana pouze ptitomnosti aktinu v bodovych strukturach (Zhang et al., 2018).

2.5.2 Reorganizace mikrotubulového cytoskeletu uvniti hlizek

Vzhledem kvyznamu tubulinového cytoskeletu pii bunééném déleni, diferenciaci
a fungovani rostlinnych bun¢k je ziejmé, ze zmeéna Vjeho uspofddani ma
pro organogenezi a funkci hlizek zasadni roli. Struktura a organizace cytoskeletu
se neustale piizpusobuje funkci, kterou rostlinny cytoskelet na daném misté a v daném
Case vykonava (Kitaeva et al., 2015).

Typické uspoiadani MT v meristematickych buiikach sestava z perinuklearnich MT
obklopujicich bunécné jadro, které spojuji s obvodem bunky. Kortikdlni MT v téchto
bunkach vykazuji nepravidelné usporadani (Kitaeva et al., 2015). Stejné usporadani MT
je také v meristematické oblasti kofenovych bunék (Baluska et al., 1992).

Vzong¢ 11 se vyvijeji a =zaCinaji vé&tvit infekéni vlakna. V kolonizovanych
buiikdch zony II je infekéni vladkno obklopeno endoplazmatickymi mikrotubuly
a kortikéalni mikrotubuly vykazuji nepravidelné usporadani. Ve vzdalené;jsi oblasti zony
Il jsou MT v neinfikovanych burikach, stejné jako v ptipadé meristematickych bunék,
usporadany nepravidelné. To se ale v oblasti, kterd je blize sttedu méni a kortikalni MT
pfechazeji do paralelniho uspofadéni, které u neinfikovanych bunék pfetrvava i v zoné
Il (Kitaeva et al., 2015).

V mnoha bunkach vznikaji infek¢éni kapénky (,,infection droplets®), ze kterych jsou
bakterie uvoliiovany do rostlinnych bun€k a diferenciovany do bakteroidi fixujicich
dusik. V zon¢ III jsou v kolonizovanych bunkach infekéni vlakna a infekéni kapénky
obklopeny endoplazmatickymi mikrotubuly a kortiké&lni mikrotubuly vykazuji paralelni
usporadani, stejné jako v ptipad€ neinfikovanych bunék. Z toho vyplyvé, Ze organizace
kortikalnich MT v hlizkach neni zavislad na pfitomnosti struktur, jako jsou infekéni
vlakna nebo infekéni kapénky. Naopak v infikovanych bunkach v zonach Il a Ili
st kortikalni MT zachovavaji nepravidelné uspotfadani. Navic, v zon¢ III mizZe dojit
k opétovnému uvolnéni bakterii, které je spojeno s reorganizaci MT, které pii uvolnéni
bakterii pfechazeji z paralelniho do nepravidelného uspotradani (Obr. 3), (Kitaeva et al.,

2015).
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Na zékladé toho se predpoklada, ze uvolnéni bakterii v mladych infikovanych
bunkach zony III inhibuje kortikalni MT, coz vede K jejich paralelnimu uspoiadani.
KdyZz potom pozdéji dojde k uvolnéni bakterii, dojde k reorganizaci MT, Kkteré

ptechazeji z paralelniho do nepravidelného uspofadani (Kitaeva et al., 2015).
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Obr. 3: Reorganizace MT pii uvolnéni bakterii v hlizkdch M. truncatula (Upraveno podle
Kitaeva et al., 2015).
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2.6 Imunolokaliza¢ni metody

Rychly pokrok v oblasti mikroskopie posilil vyzkum bunééné biologie. Hlavni vyzvu
imunolokalizaénich metod predstavuje piiprava vzorkih umoznujici vynikajici
a reprodukovatelné zachovani pletiv a znaceni bunc¢k, které umoznuje analyzu vnitinich
bunéénych vrstev (Pasternak et al., 2015). Vice nasobné imunolokalizace se v rostlinné
biologii vyuzivaji napiiklad pro analyzu lokalizace proteind, studium interakce mezi
proteiny, sledovani anatomie buné¢k, vizualizaci pletiv nebo bunétné distribuce
nékterych nizkomolekularnich molekul (Sauer et al.,, 2006; Fukao, 2012,
Bustos- Sanmamed et al., 2013; Forestan a Varotto, 2013; Samajova et al., 2014).

Imunolokaliza¢ni metodu ,,whole- mount je mozné aplikovat u Sirokého spektra
rostlinnych druhti. Za nejdulezitéjsi krok je povazovana fixace pletiv, jejimz cilem je
zachovat buné¢nou strukturu co nejvice intaktni. Efektivni a rychla penetrace fixacniho
roztoku do vnitinich bunécnych vrstev ma priméarni vyznam pro vSechny nésledujici
kroky imunolokaliza¢niho protokolu. Proto je pro uspé&snou fixaci rostlinného materialu
rozhodujici vhodna kombinace vakua a fixaéniho roztoku (Pasternak et al., 2015).
V piipadé, Ze se pii fixaci pouziva glutaraldehyd je zapotiebi redukovat nezreagované
aldehydove skupiny, které by mohly zpusobit autofluorescenci. Jelikoz jsou rostlinné
buniky obklopeny tuhou bunéénou sténou, je potfeba ji alespont Castecné natrdvit
pro zajisténi uéinné penetrace protilatek. Proto se provadi inkubace pletiv enzymy
degradujicimi bunécnou sténu. Po CasteCném natrdveni bunécénych stén musi byt
permeabilizovany bunééné membrany. Membranova permeabilizace vytvaii
v membranach pory, které umoziuji lepsi pronikani protilatek. Poté nasleduje krok
blokovani, jehoz hlavnim cilem je minimalizovat nespecifické vazby protilatek
a nasledné je provedena inkubace konkrétnimi protilatkami. Nakonec jsou vzorky
umistény mezi podlozni a kryci sklicko do zalévaciho média, které zachovava
fluorescenci vzorku. Doporucuje se pouzivat zalévaci medium s velmi podobnym
refrakénim indexem imerzniho oleje, ktery se pouziva pro mikroskopické pozorovani.
Tim se ptedchazi optickym artefaktim, silné emisi fluorescence nebo ztraté signalu
(Pasternak et al., 2015).

Jednoduchym a u¢innym zptisobem subcelularni lokalizace rtiznych proteinti, véetné
MAPKSs, je imunolokalizace na zafixovanych fezech rostlinnych vzorkid, na které
pro jejich velikost neni mozné pouzit ,,whole- mount* metodu. Tato immunolokaliza¢ni

metoda je zalozena na zaliti rostlinného materidlu do Steedmanova vosku,
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polyesterového vosku s nizkou teplotou tani, ktery udrZzuje vysokou antigenicitu
studovanych proteind. Odvoskované fezy navic umoziiuji u¢innou penetraci protilatek
(Ovecka et al.,, 2014). Steedmaniv vosk byl v histochemii zaveden roku 1957
a predstavuje vynikajici zplsob nepiimé imunofluorescencni detekce proteini
(Steedman, 1957; Vitha et al., 1997; Ovecka et al., 2014). Vyhodou Steedmanova vosku
je predev8im schopnost excelentni penetrace protilatek a zachovani antigenicity
proteinti (Ovecka et al., 2014).

Imunocytochemické techniky v kombinaci s voskovymi fezy lze aplikovat témér
na vSechny bunky, pletiva a organy rostlin pro vizualizaci Sirokého spektra proteini
s vysokym rozliSenim a specifitou. Zejména je vhodné jejich vyuziti u rostlin
S komplexni architekturou pletiv a organti, jako jsou napfiklad kofenové hlizky

nebo apikalni meristém (Sauer et al., 2006).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Bakterialni material

S. meliloti divého typu, kmen Rm2011 (tetR) a S. meliloti, kmen Rm2011 obsahujici
plazmid pHCG60 (strR) kodujici mRFP.

3.1.2 Rostlinny material

V experimentech na imunolokalizaci byla pouzita:

semena diveho typu M. sativa L., kultivar Europe

hlizky M. sativa, transgenni linie SIMKK RNAI s potladenou expresi proteinu
SIMKK metodou RNA interference a hlizky divého typu M. sativa L., kultivaru
Regen SY (RSY) inokulované rhizobialni tekutou kulturou S. meliloti, kmen
Rm2011 obsahujici plazmid pHC60 (strR) kddujici mRFP (ODgy= 0,5),
transgenni linie i divy typ byly odvozeny in vitro procesem somatické
embryogeneze

Pro Western blot analyzu byly pouZity:

rostliny transgenni linie SIMKK RNAI s potladenou expresi proteinu SIMKK
metodou RNA interference a kofeny divého typu M. sativa L., kultivaru RSY
inokulované rhizobialni tekutou kulturou S. meliloti divého typu (ODggo= 0,5);
transgenni linie i divy typ M. sativa L. byly odvozeny in vitro procesem

somatické embryogeneze

Semena i listy byly nejdiive vysterilizovany nasledujicim zptisobem:

Postup sterilizace semen:

1) promyti semen po dobu 30 s v 70% ethanolu

2) promyti semen po dobu 10 min. ve sterilizatnim roztoku (70% ethanol,

10% hypochlorid sodny a 0,1% Tween)

3) promyti semen 5x po dobu 2 min. v destilované vodé, mezi jednotlivym

promyvanim byla vZzdy napipetovana Cista destilovana voda.
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Vysterilizovand semena byla pienesena do ¢isté miliQ vody v Eppendorf zkumavce
a uloZzena na 6 h do lednice pfi teploté 4°C pro zajisténi homogenniho kliceni semen.
Semena byla poté nasazena na pevné MS médium a kultivovana za konstatnich
podminek (21°C, vlhkost 71%, denni rezim 16/8 h).

Postup sterilizace listi na indukci somatické embryogeneze:
1) promyti listt po dobu 5 s v 70% ethanolu

2) promyti listd po dobu 2 min. ve sterilizaénim roztoku (1% hypochlorid sodny

a 0,05% Tween)

3) promyti lista 3x po dobu 5 min v destilované vodé, mezi jednotlivym

promyvanim byla vzdy napipetovana Cista destilovana voda.

Vysterilizované listy byly pfeneseny na Petriho misku s filtraénim papirem
a pomoci skalpelu rozifezany na polovinu. Takto pfipravené listové explantaty byly

umistény na BSH médium, které indukuje tvorbu kalusu.

3.1.3 Chemikalie

Abcam:

Alexa Fluor 555

Alexa Fluor 647

Alfa Aesar:

Gellun Gum

BioRad:

4x Laemmli vzorkovy pufr

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

standard: Precision Plus Protein TM Dual Color Standards

Desert Biologicals:

celulaza R10

macerozym
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meicelaza

Duchefa Biochemie:

1000x Gamborg vitaminy

1000x Nitsch & Nitsch vitaminy

2,4-D (2,4- dichlor- fenoxy octova kyselina)

4-(2- hydroxyethyl)- 1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES)

Gamborg B5 zakladni smés soli

kinetin

kyselina borita

mikroagar

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)

myoinositol

Roche:

cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets

PhosSTOP

Invitrogen:

Alexa Fluor 488

Sigma Aldrich:

1- hexadekanol

2- merkaptoethanol

agaréza

DAPI (4',6- diamidin-2- fenylindol)

dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na;HPO, . 2H,0)

dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,POy,)

dihydrat molybdenanu sodného (Na,Mo0QO,4.2H,0)

dilaktat (DAPI)

dimethylsulfoxid (DMSO)

ditiotreitol (DTT)

dodecylsiran sodny (SDS)
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dusi¢nan draselny (KNO3)

fluorid sodny (NaF)

glycin

glutaraldehyd

glycerol

heptahydrat siranu hofe¢natého (MgSQO, . 7H,0)

hovézi sérovy albumin (BSA)

hydroxid draselny (KOH)

hydroxid sodny (NaOH)

hypochlorid sodny

chlorid draselny (KCI)

chlorid hotec¢naty (MgCly)

chlorid sodny (NaCl)

kyselina ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N‘,N*-tetraoctovd (EGTA)

kyselina chlorovodikova (37%)

kyselina octova

LB Broth (Miller)

L- prolin

methanol

N, N, N, N- Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Nonidet P40

parafenylendiamin

paraformaldehyd

penta hydrat siranu méd’natého (CuSO4.5H,0)

peroxodisiran amonny (APS)

PD98059

PIPES

polyethylenglykol 400 (PEG 400)

polyethylenimin (PEI)

Ponceau S

sacharosa

siran zine¢naty (ZnSO4H,0)

tetrahydridoboritan sodny (NaBH,)
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toluidinova modf

Tris baze

Triton X-100

Tween 20

3.1.4 Roztoky a média

Médium B50

31g.l?
0,5g.l"
0,25 g.I"
05g.*
30 g.I"
45 qg.1"
1ml It
30ml. I
1000 ml

Médium B5H

31g.l?
05g.*
0,25 g.I"
0,5g.l"
30g.I"
459l
1ml I*
30ml. I
1ml I*
imlI?

1000 ml

Gamborg B5 zakladni smés soli

KNO;

MgSQO,.7H,0

prolin

sacharoza

Gellan Gum

1000x Gamborg vitaminy (ptidava se po autoklavovani)
roztok aminokyselin (pfidava se po autoklavovani)
miliQ voda

pH 5,7; sterilizace média byla provedena autoklavovanim

Gamborg zakladni smés soli

KNO;

MgS0O,.7H,0

prolin

sacharoza

Gellan Gum

1000x Gamborg vitaminy (pfidava se po autoklavovani)
roztok aminokyselin (pfidava se po autoklavovani)
2,4-D (ptidava se po autoklavovani)

Kinetin (ptidava se po autoklavovani)

miliQ voda

pH 5,7; sterilizace média byla provedena autoklavovanim

41




MMS médium

43g.l*
01g.I"
30g. 1"
454g. 1"
1ml I*

1000 ml

MS médium

43g.l"
30g. 1"
45¢g. 1"
1000 ml

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
myoinositol

sachardza

Gellan Gum

Nitsch & Nitsch vitaminy (pfidava se po autoklavovani)
miliQ voda

pH 5,7; sterilizace média byla provedena autoklavovanim

Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
sacharoza

Gellan Gum

miliQ voda

pH 5,7; sterilizace média byla provedena autoklavovanim

Roztok aminokyselin

6,65
083 g

0,004 g
0,083 g
250 ml

Roztok 2,4-D

10 mg
50 pl

150 pl
10 ml

glutamine
serine
adenine
L-glutathione

miliQ voda

sterilizace roztoku pies bakterialni filtr, uchovdvano v lednici

pti teploté 4°C

2,4-D
ethanol
1M NaOH

miliQ voda

sterilizace roztoku pies bakteriologicky filtr, uchovavano

v mrazéku pii teploté -20°C
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Roztok kinetinu

1 mg Kinetin
20 pl 1M NaOH
10 ml miliQ voda

sterilizace roztoku pies bakteriologicky filtr,

v mrazéku pii teploté -20°C

Tekuté %2 MS médium

2,29l Murashige & Skoog zakladni smés soli (MS salts)
10 g.I" sacharosa
1000 ml dH,O

pH 5,8; sterilizace média probihala autoklavovanim

Tekuté % MS médium s obsahem 250 mmol.I** NaCl

0,219¢ NaCl
15 mi tekuté ¥2 MS médium

Tekuté ¥ MS médium s obsahem 15 mmol.I"* H,0,

23 ul H20:

14 977 ul tekuté ¥2 MS médium

Tekuté ¥%» MS médium s obsahem 20 pmol.I* PD98059

6 pl PD98059
14994 p tekuté % MS

Tekuté Fahreus médium bez N»

Zasobni roztoky:

Makronutrienty:

do pracovniho roztoku bylo ptidano:

0,1232 g.ml* MgSO, . 7H,0 (A ml 1Y
0,00953 g.ml* KH,PO, @ ml 1%
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0,00712 g.ml* Na;HPO,. 2H,0 2ml 1Y
0,0013 g.ml* Fe-EDTA 2,5ml. 17

Mikronutrienty:

do pracovniho roztoku bylo ptidano:

0,001 g.ml™ MnSO, . H,0 (100 pl. 'Y
0,0015 g.ml™* CuSQ, . 5H,0 (100 pl. I'
0,0017 g.ml™ ZnSO, . H,0 (100 pl. I'
0,001 g.ml™ H3BO3 (100 pl. I
0,0011 g.ml* Na;MoO, . 2H,0 (100 pl. I
0,11 g.ml* CaCl, (ptidano po autoklavovani)

pH 6,5 pomoci HCI, sterilizovano autoklavovanim

Pevné Fahreus médium bez N,

Zasobni roztoky:
Makro- a mikronutrienty viz Tekuté Fahreus médium bez N,

13 g.ml™* mikroagar
0,11 g.ml'1 CaCl; (ptidano po autoklavovani)

pH 6,5 pomoci Hcl, sterilizovano autoklavovanim

LB médium pro kultivaci S. meliloti

40 g.I"* LB Broth (Miller) s agarem

pH 7,2 pomoci HCI, sterilizovano autoklavovanim
50 mg.I™* tetracyklin

nebo
400 mg.I"* streptomycin

Mikrotubuly stabilizujici pufr (1x MTSB)

15,1 g.I" PIPES
pevny KOH
1,23 g.I" MgS0,.7H,0
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10 mlI* EGTA
1000 ml miliQ voda
pH 6,9 pomoci KOH; sterilizace ptes bakteriologicky filtr

EGTA (0,5 M zasobi roztok)

3,890 EGTA
10 ml miliQ voda
pH 8 pomoci pevného KOH; sterilizace pies bakteriologicky filtr

Fosfatovy pufr (10x PBS)

80 g.I" NaCl

291" KClI

115g.l* Na,HPO4.2H,0
29It KH2PO,

1000 ml miliQ voda

pH 7,3 pomoci HCI

Fixacni roztok- koreny (2% paraformaldehyd; 0,2% glutaraldehyd; %> MTSB,

Tween)

500 pl 1x MTSB

125 pl 16 % paraformaldehyd
8 ul 25 % glutaraldehyd
367 ul miliQ voda

3ul Tween 20

Fixaéni roztok- hlizky (3% paraformaldehyd; 0,25% glutaraldehyd; 0,3% Tween;
0,3% Triton X-100; 1/6 MTSB s 10% DMSO)

167 pl 1x MTSB

100 pl DMSO

187,5 ul 16% paraformaldehyd
10 pl 25 % glutaraldehyd
3ul Tween 20
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3ul Triton X-100
529,5 ul miliQ voda

Redukéni roztok

50 mg NaBH,4
50 ml PBS

Extraké¢ni pufr

0,6¢g 50 mM HEPES (pH 7,5 pomoci NaOH)
0,22 g 75 mM NaCl

0,019 g 1 mM EGTA

50 pl 1 mM MgCl,

0,002 g 1 mM NaF

5ml 10 % glycerol

45 ml miliQ voda

Pied pouzitim se na 1 ml extrak¢niho pufru ptidava:
1yl 1 mMDTT

20 pl cOmplete (inhibitor proteéaz)
100 pl PhoStop (inhibitor fosfataz)

10x elektroforeticky pufr (Running buffer- RB)

30g.I" Tris

144 g.I" Glycin

10 g.I" SDS

1000 ml miliQ voda

Pracovni RB pufr

100 ml RB
900 ml miliQ voda

10x Pienosovy pufr (Transfer buffer- TB)

30g.I" Tris
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144 g.I"
1000 ml

Pracovni TB pufr

100 ml
100 ml
800 ml

10x TBS pufr

24,2 g.I"
87,8 g.I"
1000 ml

1x TBST pufr

100 mi
899 ml

1mi

Glycin
miliQ voda

10x TB
methanol

miliQ voda

Tris
NaCl
miliQ voda

pH 7,4 pomoci koncentrované HCI

TBS
miliQ voda

Tween 20

Ponceau S barvici roztok

19
50 ml
950 ml

Ponceau S
kyselina octova

miliQ voda

0,01% Toluidinova modr

0,01g
100 ml

Zalévaci médium

0,1%

Toluidinova modf

96% ethanol

parafenylendiamin
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90% glycerol
10% PBS (pH=8,3-8,5)

Steedmaniuv vosk

450 g PEG 400
509 1- hexadekanol

3.1.5 Pristroje

analytické vahy XA110/2X Radwag

aparatura na pripravu gelt BioRad

aparatura na SDS-PAGE a Western Blot BioRad

centrifuga Allegra 64R BECKMAN COULTER
digestot Merci

dokumenta&ni systém ChemiDoc'™ MP BioRad
elektromagnetickd michacka MSH- 420 BOECO

fotoaparat Nikon

fytotronova komora

Weiss Gallenkamp

inkubator s nastavitelnou teplotou

Memmert

konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM 710

Zeiss

laboratorni predvazky S1502

BEL- Engineering

laserovy skenovaci mikroskop s Airyscan

Zeiss

membranova vyvéva

Fisher scientific

mikrocentrifuga Model 16K BioRad
mikroskop AXIO Zoom V.16 Zeiss
mikrotom HYRAX M 40 Zeiss
orbitalni tfepacka s inkubaci ES- 20 Biosan

pH metr PC 2700

Eutech Instruments

stereolupa MSZ5000 Kriiss
sterilni laminarni box Merci
vakuum Bachofer
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3.1.6 Software

Office PowerPoint 2007, ZEN Blue 2011, ZEN Black 2011, ImageLab (BioRad),
I-control™ Microplate Reader Software (Tecan).
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3.2 Metody
3.2.1 Priprava médii pro kultivaci rostlin in vitro

3.2.1.1 B5H medium indukujici tvorbu kalusu

V 1 | miliQ vody byla za stalého michani na elektromagnetické michacce rozpusténa
zakladni smés soli Gamborg, KNOjz, MgSO,.7H,O, prolin, sachar6za
a Gellan Gum. Pomoci KOH se upravilo pH média na hodnotu 5,7. Do kazdé
ze 4 lahvi o objemu 500 ml se odméfilo 250 ml ptipraveného média. Médium bylo
sterilizovano autoklavovanim.

Po autoklavovani byl ke sterilnimu a vychladlému médiu ve sterilnim laminarnim
boxu pfidan roztok aminokyselin, hormony (2,4-D a Kinetin) a ze zasobniho roztoku
1000x Gamborg vitaminy. Médium bylo rozlito na Petriho misky. Kultivace listovych
explantatit na tomto médiu trvala 2 tydny a probihala ve fytotronové komoie

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

3.2.1.2 B50 medium indukujici tvorbu embryi

V 1 | miliQ vody byla za stalého michani na elektromagnetické michacce rozpusténa
zakladni smés soli Gamborg, KNOz;, MgS0,.7H,O, prolin, sacharéza
a Gellan Gum. Pomoci KOH se upravilo pH média na hodnotu 5,7. Do kazdé
ze 4 lahvi o objemu 500 ml se odméfilo 250 ml pfipraveného média. Médium bylo
sterilizovano autoklavovanim.

Po autoklavovani bylo ke sterilnimu a vychladlému médiu ve sterilnim laminarnim
boxu ptidan roztok aminokyselin a ze zasobniho roztoku 1000x Gamborg vitaminy.
Médium bylo rozlito na Petriho misky. Kultivace kalusi na tomto médiu probihala

ve fytotronové komote za konstantnich podminek (viz vyse) a trvala 3 tydny.

3.2.1.3 MMS médium indukujici kli¢eni a vyvoj rostlin

V 1 | miliQ vody byla za stalého michani na elektromagnetické michacce rozpusténa
zékladni smés soli MS salts, myoinositol, sachar6za a Gellan Gum. Pomoci KOH
se upravilo pH média na hodnotu 5,7. Do kazdé ze 4 lahvi o objemu 500 ml se odmétilo
250 ml ptipraveného média. Médium bylo sterilizovano autoklavovanim.

Po autoklavovani byly ke sterilnimu a vychladlému médiu ve sterilnim laminarnim

boxu piidany Nitsch & Nitsch vitaminy. Médium bylo rozlito na Petriho misky.
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Kultivace embryi na tomto médiu probihala ve fytotronové komote za konstantnich

podminek (viz vyse) a trvala 2-3 tydny.

3.2.1.4 MS médium na kultivaci rostlin v in vitro podminkach

V 1 | miliQ vody byla za stalého michani na elektromagnetické michacce rozpusténa
zakladni smés soli MS salts, sachar6za a Gellan Gum. Pomoci KOH se upravilo
pH média na hodnotu 5,7. Do kazdé ze 4 lahvi o objemu 500 ml se odmétilo 250 ml
pfipravené¢ho média. Médium bylo sterilizovano autoklavovanim.

Po autokldvovani bylo médium rozlito na Petriho misky, na které byly pteneseny

rostliny z MMS média pro jejich dalsi kultivaci v in vitro podminkach.

3.2.1.5 Pevné Fahreus médium bez N,

V 1| miliQ vody byly za stalého michani na elektromagnetické michacce rozpustény
makro- a mikronutrienty ze zasobnich roztok a mikroagar. Pomoci HCI se upravilo
pH média na hodnotu 6,5. Do kazdé ze 4 lahvi o objemu 500 ml se odmétilo 250 ml
piipraveného média. Médium bylo sterilizovano autoklavovanim.

Po autoklavovani byl ke sterilnimu a vychladlému médiu ve sterilnim laminarnim
boxu ptidan roztok CaCl,. Na tomto meédiu byly kultivovany rostliny, u kterych byla

pozdéji indukovana symbioticka interakce s bakteriemi S. meliloti.

3.2.2 Priprava médii pro kultivaci S. meliloti

3.2.2.1 Tekuté Fahreus médium bez N,

V 1| miliQ vody byly za stadlého michani na elektromagnetické michacce rozpustény
makro- a mikronutrienty ze zasobnich roztokd. Pomoci HCI se upravilo pH média
na hodnotu 6,5. Do kazdé ze 4 lahvi o objemu 500 ml se odméfilo 250 ml ptipraveného
média. Médium bylo sterilizovano autoklavovanim.

Po autoklavovani byl ke sterilnimu a vychladlému médiu ve sterilnim laminarnim

boxu piidén roztok CaCls.

3.2.2.2 LB médium pro kultivaci S. meliloti

V 1 | miliQ vody byly za stalého michani na elektromagnetické michacce rozpustén

LB Broth agar (Miller). Pomoci HCI se upravilo pH média na hodnotu 7,2. Do kazdé
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ze 4 lahvi o objemu 500 ml se odméfilo 250 ml piipraveného média. Médium bylo
sterilizovano autokldvovanim.

Po autoklavovani bylo médium rozlito na nizké kulaté Petriho misky. Na jednu
Petriho misku bylo odméfeno 20 ml média, do kterého se ptidalo 20 pl tetracyklinu

nebo streptomycinu.

3.2.3 Priprava kultury S. meliloti

Ve sterilnim laminarnim boxu byla sterilni bakteriologickou klickou odebrdna cast
kultury S. meliloti a rozetfena na Petriho misku s pevnym LB médiem. JelikoZ je
S. meliloti bakterie Zijici ve tm¢&, byla miska pro zajisténi téchto podminek obalena
alobalem. Takto piipravena miska s bakteriemi byla ptenesena do inkubatoru, kde byly
bakterie kultivovany pti 30 °C po dobu 48 hodin. Po naristu bakterialnich kolonii byla

Petriho miska pfenesena do chladni¢ky (4 °C), aby doslo ke zpomaleni ristu bakterii.

3.2.4 Kultivace bakterii S. meliloti v tekutém Fahreus médiu bez N,

Do sterilni zkumavky s 20 ml tekutého Fahreus média byla sterilnim pératkem
naockovana Cast narostlé kultury S. meliloti z LB média na Petriho misce. Zkumavka
byla utésnéna parafilmem a obalena alobalem, aby se zamezilo priniku svétla
do zkumavky s bakteriemi. Takto ptipravené zkumavky byly pieneseny na orbitalni
tiepacku s inkubaci, kde byly suspenzni kultury kultivovany pies noc pii teploté 30 °C

a rychlosti tfepani 150 otacek/min.

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

Inokulace rostlin M. sativa kultivovanych na pevném Fahreus médiu bez dusiku
kulturou S. meliloti probihala ve sterilnim laminarnim boxu. Na povrch kotent 14 dni
starych rostlin transgenni linie SIMKK RNAI a diveho typu M. sativa L., kultivaru RSY
byla automatickou pipetou nanesena kultura S. meliloti (2 ml, ODggo= 0,5). Misky byly
uzavieny parafilmem, a poté obaleny cernou folii tak, aby byly kotfeny kultivovany
ve tmé. Rostliny inokulované bakteriemi S. meliloti byly pozdé&ji pouzity

pro imunolokalizaci a Western blot analyzu.
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Na imunolokalizaci byly pouZity rostliny s vytvofenymi hlizkami 28 dni po inokulaci
rhizobidlni tekutou kulturou S. meliloti. Na Western blot analyzu byly pouzity kofeny

rostlin 15 dni po inokulaci rhizobialni tekutou kulturou S. meliloti.

3.2.6 Optimalizace imunolokaliza¢ni metody ,,whole- mount*

Pro modifikaci imunolokaliza¢ni ,,whole- mount“ metody u M. sativa byly pouzity
kofenové $pi¢ky 4 dny starych semenacka divého typu M. sativa L., kultivar Europe,
které byly kultivovany ve vertikalni poloze na pevném MS médiu. Kultivace pobihala
ve fytotronové komofte pii konstantnich podminkéch (viz vyse).

U jednotlivych semenacki byly ve fixa¢nim roztoku odiezany kofenové $picky, které
byly umistény do 12 jamkovych desticek s Cerstvym fixaénim roztokem a fixovany
v digestofi 1 h pii pokojové teploté. Na zacatku fixace bylo aplikovano vakuum
4x3 min. Desti¢ky se zafixovanymi vzorky byly pfes noc ulozeny do lednice pfi teploté
4°C. Rano byly vzorky promyty po dobu 3x5 min 2 MTSB pufrem, a nasledn€ 4x5 min
PBS pufrem.

Redukce aldehydovych skupin byla provedena pouzitim NaBH,; v PBS
(1 mg. mI™) po dobu 3x5min. Nasledn& byly vzorky promyty 3x5 min PBS pufrem.

Pro natraveni bunéfnych stén byl ke vzorkim pfiddn enzymaticky roztok
(1% (w/v) meiceladza, 1% (w/v) celulaza a 1% (w/v) macerozym v PBS pufru). Vzorky
byly inkubovéany 25 min pii teploté 30°C, a poté promyty 4x5 min PBS pufrem.

Permeabilizace plazmatické membrany byla provedena pouzitim 10% (v/v) DMSO
a 2% (v/v) Nonidet P-40 v PBS. Vzorky byly inkubovany v permeabiliza¢nim roztoku
1 h pti pokojové teploté, a poté promyty 4x10 min PBS pufrem.

Pro blokaci bylo pouzito 5% (w/v) BSA v PBS. Vzorky se nechaly inkubovat
1 hodinu pfi pokojové teploté.

Vzorky byly inkubovéany s primarni protilatkou krysi anti- tubulin a v 2,5% (wi/v)
BSA v PBS v odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1). Na zacatku inkubace bylo
aplikovano vakuum 4x3 min. Inkubace poté probihala pies noc pii teploté¢ 4°C. Rano
byly vzorky vlozeny na 45 min do inkubatoru pfi teploté¢ 37°C, a poté byly promyty
3% (w/v) BSA v PBS (6x10 min).

Nasledovala inkubace vzorkli se sekundarni protilatkou Alexa Fluor 488

kozi anti- krysi v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1).
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Inkubace probihala 2 h pii teplot¢ 37°C. Poté byly vzorky promyty PBS pufrem
(6x10min).

Pro barveni DNA a jader bylo pouzito DAPI (10 mmol.I"Y) v PBS pufru v poméru
1:1000. Inkubace probihala 15 min p#i pokojové teploté. Poté byly vzorky 3x10 min
promyty PBS pufrem.

Na jedno podlozni sklicko byly do zalévaciho média umistény 2-3 kofenové $picky,
které byly zakryty krycim skliCkem. Takto piipraveny preparat byl kolem kryciho
sklicka uzavien lakem na nehty. Vzorky byly umistény do slozky na mikroskopické
preparaty a ulozeny pii -20°C.

Jednotlivé preparaty byly nasnimény s pifednastavenymi parametry konfokalnim
laserovym skenovacim mikroskopem LSM 710 pomoci programu Zen 2011
a laserovym skenovacim mikroskopem LSM s Airyscan. Pied snimanim byly nastaveny
jednotlivé parametry (laser pro DAPI: 405 nm, Alexa Fluor 488: 488 nm; filtr pro
DAPI: 410-495 nm, Alexa Fluor 488: 493-551 nm).

3.2.7 Imunolokalizace tubulinu a SIMK

Pro imunolokalizaci tubulinu a SIMK byly pouzity kofenové S$pi¢ky ¢Etyfdennich
semenacku divého typu M. sativa L., kultivar Europe. Semenacky byly kultivovany
ve vertikalni poloze na pevném MS médiu ve fytotronové komote pii konstantnich
podminkéch (viz vyse).

Fixace i nasledna imunolokalizace byla provedena podle modifikovaného protokolu
(viz kapitola 3.2.2 Optimalizace imunolokaliza¢ni metody ,,whole- mount).

Vzorky byly nejdiive inkubovany sprimarni protilatkou krysi anti- tubulin «
v 25% (w/v) BSA v PBS v odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1). Na zacatku
inkubace bylo aplikovano vakuum 4x3 min. Inkubace poté probihala pfes noc
pfi teploté 4°C. Rano byly vzorky vloZeny na 45 min do inkubétoru pfti teploté 37°C,
a poté byly promyty 3% (w/v) BSA v PBS (6x10 min).

Nasledovala inkubace vzorkd se sekundarni protilatkou Alexa Fluor 488 kozi
anti- krysi v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1). Inkubace
probihala 2 h pfi teplot¢ 37°C. Poté byly vzorky promyty 3% (w/v) BSA v PBS
(6x10min).

Nasledn¢ byly vzorky inkubovany s priméarni protilatkou krali¢ci anti- MPK6
v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1). Inkubace probihala
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nejprve 30 min pii pokojové teploté, poté 1 h pii 36°C, a poté opét 1 h pii pokojové
teploté. Vzorky byly promyty v 3% (w/v) BSA v PBS (6x10 min).

Nasledovala inkubace vzorkti se sekundarni protilatkou Alexa Fluor 647 kozi
anti- krali¢ci v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1).
Inkubace probihala 2 h pii teploté¢ 37°C. Poté byly vzorky promyty PBS pufrem
(6x10min).

Pro barveni DNA a jader bylo pouzito DAPI (10 mmol.I"Y) v PBS pufru v poméru
1:1000. Inkubace probihala 15 min pii pokojové teploté. Poté byly vzorky po dobu
3x10 min promyty PBS pufrem.

Na jedno podlozni skli¢ko byly do zalévaciho média umistény 2-3 kotenové Spicky,
které byly zakryty krycim sklickem. Takto pfipraveny preparat byl kolem kryciho
sklicka uzavien lakem na nehty. Vzorky byly umistény do slozky na mikroskopické
preparaty a ulozeny pii -20°C.

Jednotlive preparaty byly nasnimany konfokalnim laserovym skenovacim
mikroskopem LSM 710 pomoci programu Zen 2011. Pied snimanim byly nastaveny
jednotlivé parametry (laser pro DAPI: 405 nm, Alexa Fluor 488: 488 nm, Alexa Fluor
647: 633 nm; filtr pro DAPI: 410-495 nm, Alexa Fluor 488: 493-551 nm; Alexa Fluor
647: 638-755 nm). Intenzita fluorescence byla zméfena v programu Zen Black 2011

vyuzitim funkce ,,Profil®.

3.2.8 Imunolokalizace tubulinu, SIMK a fosforylovanych MAPKSs
po puisobeni strest a inhibitoru MAPKKSs

Pro imunolokalizaci tubulinu, SIMK a  fosforylovanych MAPKSs
(Phospho-p44/42 MAPK= pERK) po pusobeni solného stresu, oxidativniho stresu
a inhibitoru MAPKKS byly pouzity kofenové $picky ¢tyfdennich semenackt M. sativa
L., kultivar Europe. Semenacky byly kultivovany ve vertikalni poloze na pevném MS
meédiu ve fytotronové komote pii konstantnich podminkach (viz vyse).

Pied samotnou fixaci byly 4 dny staré semenacky vystaveny po dobu 2 h ptsobeni
20 umol.I™* inhibitoru MAPKKs PD98059. Jedné se o selektivni inhibitor, ktery bréni
aktivaci MEK1 a MAPK kaskady. Po dobu 30 min byly 4 dny staré semenacky
vystaveny piisobeni 250 mmol.I* NaCl a 15 mmol.I"* H,0,. Cast semenacki byla
pouzita jako kontrola. Fixace i nésledna imunolokalizace byla provedena podle
modifikovaného protokolu (viz kapitola 3.2.2 Optimalizace imunolokaliza¢ni metody

,whole- mount®).
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Vzorky byly inkubovany s primarnimi protilastkami mysi anti- pERK
a kralici anti- MPK6 v 25% (w/v) BSA v PBS vV odpovidajicim poméru
(viz Tabulka 1). Na zacatku inkubace bylo aplikovano vakuum 4x3 min. Inkubace poté
probihala pies noc pii teploté 4°C. Rano byly vzorky vlozeny na 45 min do inkubatoru
pii teploté 37°C, a poté byly promyty 5% (w/v) BSA v PBS (6x10 min).

Nasledovala sekven¢ni inkubace vzorkd, nejprve se sekundarni protildtkou Alexa
Fluor 647 krali¢i anti- mysi v 2,5% (w/v) BSA vPBS v odpovidajicim poméru
(viz Tabulka 1). Vzorky byly promyty 5% BSA (w/v) v PBS a nasledovala inkubace
se sekundarni protilatkou Alexa Fluor 555 kozi anti- krali¢i v 2,5% (w/v) BSA v PBS
V odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1). Inkubace probihala 2 h pfi teploté 37°C.
Poté byly vzorky promyty 5% (w/v) BSA v PBS (6x10min).

Nasledné byly vzorky inkubovany s primarni protilatkou krysi anti- tubulin «
v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1). Inkubace s primarni
protiladtkou probihala pies noc pii teploté 4°C. Rano byly vzorky vloZeny na 45 min
do inkubatoru pii teploté 37°C, a poté byly promyty 5% (w/v) BSA v PBS (6x10 min).

Nasledovala inkubace vzorku se sekundarni protilatkou Alexa Fluor 488 kozi
anti- krysi v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1). Inkubace
probihala 2 h pfi teploté 37°C. Poté byly vzorky promyty PBS pufrem (6x10min).

Pro barveni DNA a jader bylo pouzito DAPI (10 mmol.I") v PBS pufru v poméru
1:1000. Inkubace probihala 15 min pfi pokojové teploté. Poté byly vzorky po 3x10 min
promyty PBS pufrem.

Na jedno podlozni sklicko byly do zalévaciho média umistény 2-3 kotfenové Spicky,
které byly zakryty krycim sklickem. Takto pfipraveny prepardt byl kolem kryciho
sklicka uzavien lakem na nehty. Vzorky byly umistény do slozky na mikroskopické
preparaty a uloZeny pii -20°C.

Jednotlivé preparaty byly nasnimany konfokalnim laserovym skenovacim
mikroskopem LSM 710 pomoci programu Zen 2011. Pied snimanim byly nastaveny
jednotlivé parametry (laser pro DAPI: 405 nm, Alexa Fluor 488: 488 nm, Alexa Fluor
555: 561 nm, Alexa Fluor 647: 633 nm; filtr pro DAPI: 410-495 nm, Alexa Fluor 488:
493-551 nm, Alexa Fluor 555: 561-639 nm, Alexa Fluor 647: 638-755 nm). Intenzita
fluorescence byla zméfena v programu Zen Black 2011 vyuzitim funkce ,,Profil®
a kolokalizace mezi SIMK a pERK prostiednictvim funkce ,,Kolokalizace. Intenzita
fluorescence pERK byla méfena u kazdého oSetfeni v 10 rizodermalnich bunkéch

kofene.
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3.2.9 Imunolokalizace tubulinu, MAPKSs a fosforylovanych MAPKSs na
zafixovanych fezech ve Steedmanovém vosku

3.2.9.1 Priprava vzorku a zalévani do Steedmanova vosku

Pro imunolokalizaci tubulinu, SIMK a pERK byly pouzity hlizky transgenni linie
SIMKK RNAi a rostliny divého typu M. sativa L., kultivar RSY, které byly inokulovany
rhizobialni tekutou kulturou S. meliloti (ODgyo= 0,5). Hlizky byly odebrény 28 dni
po inokulaci.

Pied fixaci byly zrostlin odiezany hlizky, které byly zafixovany
ve fixaénim roztoku. Hlizky byly fixovany 1,5 h pii pokojové teploté v digestofi
a kazdych 10 minut bylo na dobu 5 min aplikovano vakuum. Vialky se zafixovanymi
vzorky byly pfes noc ulozeny do lednice pii teploté 4°C. Rano byly vzorky promyty
3x10 min MTSB pufrem, a nasledné 3x10 min PBS pufrem.

Redukce aldehydovych skupin byla provedena pouzitim NaBH, v PBS
(1 mg.ml™) po dobu 3x5min. Nésledn& byly vzorky promyty (3x5 min) PBS pufrem.

Vzorky byly dehydratovany pomoci vzestupné ethanolové fady v PBS, nasledujicim
zpusobem: 30%, 50%, 70%, 90% (v/v) ethanol v PBS a nakonec 97% (v/v) ethanol.
V kazdém kroku probihala dehydratace 30 min pii teploté 4°C. Po poslednim
dehydrata¢nim kroku v 97% (v/v) ethanolu byly vzorky obarveny 0,01% (w/v)
toluidinovou modii po dobu 10 min. Po obarveni byla toluidinova modi nahrazena
97% (v/v) ethanolem a vialky byly vlozeny na 10 min do inkubatoru pfi teploté 37°C
pro jejich zahtati.

Poté byla ke vzorkim pfi teploté 37°C piidana smés ethanolu a Steedmanova vosku
pro postupné a Uplné vytésneni ethanolu ze vzorki a jeho nahrazeni
100% Steedmanovym voskem. Do vialek se vzorky byl proto nejprve na 3h pfidan
ethanol a Steedmantiv vosk v poméru 2:1. Vzorky byly pies noc ponechany v ethanolu
a Steedmanovém vosku v poméru 1:1 a na druhy den byla tato smés nahrazena
na 3 h etanolem a Steedmanovym voskem v poméru 1:2. Ve finalnim kroku byl ke
vzorklim 3x na 2 h ptidan 100% Steedmaniv vosk.

Do silikonovych zalévacich formi¢ek umisténych v inkubatoru na 37°C byl pfidan
100% Steedmantiv vosk, do kter¢ho byly opatrné pomoci pinzety a preparacni jehly
premistény vzorky z vialek. Nakonec se ptidal znovu 100% Steedmantiv vosk tak, aby

byly vSechny vzorky zality Steedmanovym voskem a doslo k vyplnéni celého prostoru
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jednotlivych zalévacich blokti ve formic¢kach. Vzorky ve Steedmanovém vosku
se nechaly na suchém misté pti pokojové teploté ztuhnout.

Po vyjmuti voskovych blokl se vzorky ze zalévacich formicek byl u kazdého bloku
pomoci skalpelu odstranén piebyte¢ny vosk a takto pripravené voskové bloky se vzorky

byly skladovany pfi teploté 4°C.

3.2.9.2 Rezani vzorki zalitych ve Steedmanovém vosku

Pted samotnym fezdnim na mikrotomu byly voskové bloky pfipevnény na dievény
blocek pomoci Cistého Steedmanova vosku. Zahtatym skalpelem byl na povrchu
dfevéného blocku rozpustén Cisty Steedmantv vosk a jakmile zacal vosk tuhnout, byl
do né&j umistén voskovy blok se vzorkem a ponechal se zcela ztuhnout. Po stranach
voskového bloc¢ku byl jesté pridan Steedmantiv vosk pro lepsi fixaci na dievéném bloku
(Obr. 4B,C). Velikost voskového bloku byla dle potieby upravena pomoci Ziletky.
Dfievény blocek s pripevnénym voskovym blokem se vzorkem byl umistén do drzaku
na mikrotomu tak, aby byl voskovy blok k nozi na mikrotomu paralelni (Obr. 4A).
Tloust’ka ezt byla nastavena na 8 um. Pfi fezani se na hran¢ noze zacala vyvijet paska
jednotlivych fezi, ktera byla poté pomoci Stétci oddélena od noze a umisténa na Cisty
nelepivy povrch, napf. dostate¢né dlouhy kus kartonu (Obr. 4D). Mezitim byla
pfipravena podlozni sklicka, jejichz povrch byl pokryty polyethyleniminem (PEI).
VVoskova péska byla ziletkou rozdélena na Casti tak, aby byly jednotlivé fezy sefazeny
za sebou, a poté byly umistény pomoci §tétci na podlozni sklicko pokryté s PEL.
K bo¢ni strané pasky bylo ptidano par kapek vody tak, aby doslo k postupnému
roztazeni a narovnani jednotlivych fezti na podloznim sklicku (Obr. 4E, F).
Takto pfipravena sklicka s jednotlivymi fezy se nejprve ponechala zcela uschnout,

a poté umistila ptes noc do lednice pfi teploté 4°C.
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Obr 4: Priprava a fezani vzorkl na mikrotomu. Dfevény blocek
svoskovym blokem v drzdku mikrotomu (A), dievéné blocky
s voskovymi bloky (B, C), paska jednotlivych fezti (D), podlozni sklicka
s voskovymi fezy (E, F).

3.2.9.3 Odvoskovani a rehydratace iezi

Aby byla umoznéna penetrace protilatek pro naslednou imunolokalizaci, musi byt
jednotlivé fezy nejdiive odvoskovany a rehydratovany (Ovecka et al., 2014).
Odvoskovani probihalo ve sklenénych kyvetdch. Do téch byla umisténa podlozni
sklicka s fezy, ke kterym byl nejdiive na dobu 3x10 min pfidan 97% (v/v) ethanol, poté
na 10 min 90% (v/v) ethanol v PBS, na 10 min 70% (v/v) ethanol v PBS a nakonec byl
ptidan ¢isty PBS pufr na 2x10 min. Po promyti byla sklicka ze sklenéné kyvety vyjmuta
a nasledna imunolokalizace probihala uz na jednotlivych podloznich sklickach s fezy.
Po celou dobu byla sklicka se vzorky uchovavana v horizontalni poloze ve vihké
komurce, aby se zamezilo jejich vysychani. Takto byla skli¢ka se vzorky pfipravena

na imunolokalizaci.

3.2.9.4 Imunolokalizace tubulinu a MAPKs

Pro zablokovani nespecifické vazby protilatek bylo pouzito 5% (w/v) BSA v PBS.
Inkubace probihala 1 h pii pokojové teploté.

Nasledné byly vzorky inkubovany s primarni protilatkou krysi anti- tubulin «
v 5% (w/v) BSA v PBS v odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1). Inkubace probihala
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pfes noc pii teploté 4°C. Réno byla sklicka se vzorky vlozena na 30 min do inkubétoru
pti teploté 25°C, a poté promyta po dobu 3x10 min 2% (w/v) BSA v PBS.

Nasledovala inkubace vzorkt se sekundarni protilditkou Alexa Fluor 488 kozi
anti- krysi v 5% (w/v) BSA v PBS odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1). Inkubace
probihala po dobu 2 h pfi teploté 37°C .Vzorky byly poté 3x10 min promyty 2% (w/v)
BSA v PBS.

Néasledovala inkubace vzorku s primarnimi protilatkami mysi anti-pERK a krali¢i
anti- MPK6 v 5% (w/v) BSA vPBS vodpovidajicim poméru (viz Tabulka 1).
Po inkubaci, kterd probihala 1 h pfi pokojové teploté, néasledovalo promyti vzorkl
3x10 min 2% (w/v) BSA v PBS a inkubace se sekundarnimi protilatkami. Nejprve
se sekundarni protilatkou Alexa Fluor 647 krali¢i anti- mys$i v 5% (w/v) BSA v PBS
odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1). Inkubace probihala 2 h pfi teplote 37°C,
a poté nasledovalo promyti vzorkt 3x10 min 2% (w/v) BSA v PBS a inkubace
se sekundarni protilatkou Alexa Fluor 555 kozi anti- krali¢i v 5% (w/v) BSA v PBS
v odpovidajicim poméru (viz Tabulka 1). Inkubace probihala 2 h pfii teplot¢ 37°C.
Nasedné byly vzorky 3x10 min promyty PBS pufrem.

Pro barveni DNA a jader bylo pouzito DAPI (10 mmol.I") v PBS pufru v poméru
1:1000. Inkubace probihala 15 min pii pokojové teploté. Poté byly vzorky po dobu 2x10
min promyty PBS pufrem.

Na podlozni skli¢ka bylo ptidano zalévaci médium a ta byla nasledné zakryta krycim
sklickem. Takto pfipraveny preparat byl kolem kryciho sklicka uzavien lakem na nehty.
Vzorky byly umistény do slozky na mikroskopické preparaty a ulozeny pii -20°C.

Jednotlivé preparaty byly nasnimany konfokalnim laserovym skenovacim
mikroskopem LSM 710 pouzitim programu Zen 2011. Pied sniméanim byly nastaveny
jednotlivé parametry (laser pro DAPI: 405 nm, Alexa Fluor 488: 488 nm, Alexa Fluor
555: 561 nm, Alexa Fluor 647: 633 nm; filtr pro DAPI: 410-495 nm, Alexa Fluor 488:
493-551 nm, Alexa Fluor 555: 561-639 nm, Alexa Fluor 647: 638-755 nm).
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Tabulka 1: Pfehled pouzitych primarnich a sekundarnich protilatek a jejich fedéni

Primarni protilatka Redéni
Krysi anti- tubulin « 1:300
My3i anti-pERK 1:400
Krali¢i anti-MPK6 1:750

Sekundarni protilatka Redéni

Alexa Fluor 488 kozi anti-krysi

Alexa Fluor 555 kozi anti-krali¢i 1:500

Alexa Fluor 647 krali¢i anti-mysSi

3.2.10 Indukce transgenni linie in vitro procesem somatickeé
embryogeneze

Procesem somatické embryogeneze byla odvozena transgenni linie SIMKK RNAI
se snizenou expresi proteinu SIMKK metodou RNA interference.

Po sterilizaci listli byly pfipraveny listové explantaty tak, Ze kazdy list byl pomoci
skalpelu rozdélen na dvé poloviny. Takto pfipravené listové explantaty byly umistény
na BSH médium, jehoz hlavnimi slozkami jsou synteticky auxinovy rustovy regulator
2,4-D a cytokinin kinetin. Na B5H médiu byly listové explantaty kultivovany
ve fytotronové komote pii konstantnich podminkach 2 tydny, b&hem kterych doslo
k indukci kalust.

Vytvofené kalusy byly po 2 tydnech pfeneseny na B50 médium, které obsahuje
roztok aminokyselin a indukuje tvorbu somatickych embryi. Na B50 médiu byly kalusy
kultivovany ve fytotronové komofe pii konstantnich podminkach 3 tydny, béhem
kterych doslo k tvorb& embryi.

Jednotliva somaticka embrya byla poté umisténa na MMS médium, které obsahuje
Nitsch & Nitsch vitaminy a je dtlezité pro kli¢eni a vyvoj rostlin. Na MMS médiu byla
somatickd embrya kultivovana ve fytotronové komoie pii konstantnich podminkach
2-3 tydny, béhem kterych doslo k rastu kofeni.

Rostliny s kofeny byly nasledné pieneseny na MS médium pro jejich udrzovani
vin vitro podminkach a dale kultivovany ve fytotronové komofie pii konstantnich

podminkach.
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Jednotliva staddia somatické embryogeneze byla zdokumentovana mikroskopem
AXIO Zoom.V16 pomoci programu Zen 2011 a nové regenerované rostliny byly

nasledn¢ pouzity pro Western blot analyzu.

3.2.11 Western blot

Western blot analyzou byla provedena detekce proteintt SIMK a MMK3. Byly pouzity
kofeny 14 dni starych rostlin transgenni linie SIMKK RNAIi odvozené ze somatické
embryogeneze a jako kontrola byly pouzity kofeny rostlin 14 dni starych rostlin divého
typu M. sativa L., kultivar RSY, které byly taktéz indukovany somatickou
embryogenezi. Cast rostlin transgenni linie SIMKK RNAi a kultivaru RSY byla
kultivovana v kontrolnich podminkach na Fahreus médiu bez dusiku. Druha ¢ast rostlin
transgenni linie SIMKK RNAI a kultivaru RSY byla inokulovéna rhizobiélni tekutou
kulturou S. meliloti divého typu (ODggo= 0,5) a kultivovana na Fahreus meédiu bez
dusiku. Pro Western blot analyzu byly pouzity kofeny rostlin 15 dni po inokulaci.

Kofeny a listy byly zmraZeny v tekutém dusiku, nasledn¢ homogenizovéany
a pfeneseny do mikrozkumavek. Proteiny z rostlinného materidlu byly extrahovany
pomoci extrakéniho pufru E, do kterého byly té€sné pied pouZitim ptidany inhibitory
protedz a fosfatdz. Proteiny byly extrahovany po dobu 30 min na ledu. Vzorky byly
centrifugovany pii 13000 g, 20 min, pii teplot¢ 4°C a ziskany supernatant
byl odpipetovan do ¢isté mikrozkumavky.

Koncentrace proteint byla stanovena pouzitim mikrodestickového spektrofotometru

pomoci softwaru i-control™

. Koncentrace proteinli byla méfena pii vinové délce
595 nm a obsah proteini byl vypocitan z rovnice linearni regrese. Bylo vypocitano
potfebné mnozstvi proteinu a MiliQ do 75 ul vzorku, pro docileni stejné koncentrace
(30 pg/ul) proteintt ve vSech vzorcich. K témto 75 ul vzorku bylo v digestofi
napipetovano 20 pl 4x Laemmli pufru, a poté 5 pl 2-merkaptoethanolu. VVzorky byly
nasledné denaturovany po dobu 10 min pfi teploté 95°C a nasledné naneseny na gel.

Pro SDS-PAGE byl pfipraven podle instrukci vyrobce ,,stain- free® gel
(viz Tabulka 2). Pripraveny gel byl vlozen do elektroforetického aparatu
a elektroforetické vany, kterd byla stejn¢ jako vnitini cela naplnéna 1x elektrodovym
pufrem. Do prvni jamky bylo napipetovano 5 pl proteinového standardu (Precision Plus
Protein™ Dual Color Standards) a do kazdé nasledujici jamky bylo naneseno

15 ul proteinového vzorku. SDS-PAGE elektroforéza probihala pii 160V po dobu 1 h.
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Pro Western blot byly pouzity PVDF membrany, které bylo nutné pfedem aktivovat
ponofenim do 100% methanolu po dobu 30 sekund, nasledné byly ekvilibrovany
v 1x transferovem pufru bez methanolu po dobu 10 min. Pfenos proteinti probihal pies
noc pii teploté 4°C. Do tanku byl vlozen chladici box, cely tank byl naplnén transfer
pufrem s methanolem, vlozen do lednice a zapojen do zdroje napéti na 24 V.
Po pienosu se membrany nechaly uschnout. Usp&snost pienosu byla ovéfena obarvenim
membrany barvivem Ponceau S v 5% kyseliné octové po dobu 1 min. Membrany byly
nasledné nékolikrat promyty 1x TBS-T pufrem az do Gplného vymyti barviva.

Poté byly membrany blokovany pomoci 5% (w/v) BSA a 5% (w/v) suseného mléka
v 1x TBS-T pufru. Blokovani probihalo 7h pfi pokojové teploté na tiepacce. Nasledné
byly membrany 2x5min promyty v 1x TBS-T pufru. Pro inkubaci s primarni protilatkou
bylo ptipraveno 1 % (w/v) BSA v 1x TBS-T, do kterého byla piidana protilatka
krali¢i anti- MPK6 (1:15000) a 3% (w/v) suSené mléko v 1x TBS-T pufru, do kterého
byla ptidana protilatka kralici anti- MMK3 (1:3000). Inkubace s primarnimi
protilatkami probihala pies noc na tiepacce pii teploté 4°C.

Néasledovalo promyti membran 5x10 min v 1x TBS-T pufru. Nakonec byly
membrény inkubovany se sekundarni protildtkou kozi anti-krali¢i konjugovanou
s kienovou peroxidasou (HPR). Sekundarni protilatka byla fedéna v roztoku 1% (w/v)
BSA v TBS-T v poméru 1:5000. Po inkubaci se sekundarni protilatkou, ktera probihala
1,5 h pti pokojové teploté na tiepacce, nasledovalo opét promyti membran v 1x TBS-T
pufru po dobu 5x10 min. Detekce membran byla zprostfedkovana reakci kienové
peroxidasy s chemiluminescenénim substratem (ECL, inkubace 1 min).
Chemiluminiscenéni signal byl ziskan pomoci dokumenta¢niho zatizeni Chemidoc™

MP systém a programu ImageLab.

Tabulka 2: Pfiprava ,,stain- free* gelu

Separacni gel Zaostiovaci gel
,,Resolver A 3mi .Stacker A“ 1ml
,,Resolver B 3ml »Stacker B 1ml
10% APS 30 pl 10% APS 10 pl
TEMED 3ul TEMED 1yl
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4 VYSLEDKY

V této kapitole jsou piedstaveny vysledky, které byly ziskany béhem experimentalni
¢asti diplomové prace.

V prvni ¢asti této kapitoly je popsédna modifikace a optimalizace imunolokalizaéni
metody ,,whole-mount” pro M. sativa. Tato immunolokaliza¢ni metoda byla pouzita
ke studiu organizace a uspoifadani mikrotubularniho cytoskeletu, subcelularni lokalizace
SIMK a pERK v kofenovych $pickach M. sativa v kontrolnich podminkéach
a po pusobeni abiotickych strest a inhibitoru MAPKKS. Dalsi ¢ast diplomové prace
byla zaméfena na imunolokalizaci tubulinu, SIMK a pERK na voskovych fezech hlizek
M. sativa pti symbiotické interakci s bakteriemi rodu Rhizobium. Zavér této kapitoly je
vénovan procesu in vitro somatické embryogeneze u M. sativa, kterym byla odvozena
transgenni linie SIMKK RNAI, kterd byla nasledné pouzita pro ovéfeni piitomnosti
proteini SIMK, MMK3 analyzou Western blot.

4.1 Optimalizace imunolokaliza¢ni metody,,whole- mount*

Pro optimalizaci ,,whole-mount* metody byly pouzity kofenové $pi¢ky Ctyfdennich
semenacka M. sativa, kultivar Europe. Bylo vyzkouSeno né&kolik protokold
(Sauer et al., 2006; Samajova et al., 2014; Pasternak et al., 2015), n&kolik koncentraci
jednotlivych komponentt fixa¢niho roztoku (1,5% PFA a 0,5% GA; 2% PFA
a 0,5% GA; 2% PFA a 0,2% GA; 4% PFA a 0,1% GA) a doby aplikace vakua
(3x2 min, 3x3 min, 4x3 min). Bylo také zménéno nékolik parametra
imunolokaliza¢niho protokolu. Pii odbéru rostlinného materialu byly celé semenacky
preneseny do fixa¢niho roztoku, ve kterém byly pomoci skalpelu odiezany kotfenové
Spicky, které byly nasledné preneseny do Cersvého fixacniho roztoku a zafixovany.
Doba fixace byla prodlouzena z 1h pfi RT na lh pfi RT a nasledné 24-72h pfi teploté
4°C. Nakonec se podafilo ,,whole- mount™ metodu tspésné modifikovat tak, aby ji bylo
mozné vyuzivat U M. sativa pro lokalizaci proteint.

Tubulin byl vizualizovdn pomoci primarni protilatky proti tubulinu o a DNA
V jadrech byla vizualizovana pomoci DAPI. Bylo pozorovano paralelni uspofadani
kortikalnich mikrotubult v rizodermalnich bunkach kofene a v bunkach boc¢ni
kofenové Cepicky (Obr. 5). Bylo také mozné zachytit mitoticky a cytokineticky aktivni
buiikky a pozorovat tak organizaci mikrotubulli béhem jednotlivych fazi bunééného

déleni (Obr. 6, 7, 8). Vyuzitim LSM s Airyscan byly pozorovany mikrotubuly tvofici
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PPB (Obr. 6B), organizace mikrotubulti béhem profaze (Obr. 6E) a tvofici se mitotické
vieténko (Obr. 6E, hlavicky Sipek) a mikrotubuly tvofici strukturu mitotickych
vietének (Obr. 6H). B¢hem anafaze byly zaznamenany rozestoupené sesterské
chromatidy podél jednotlivych vlaken vieténka (Obr. 7B) a dvé skupiny chromozomu,
které dosahly opac¢nych polu bunky v telofazi a byly oddélené ranym fragmoplastem
(Obr. 7F). Pomoci LSM s Airyscan bylo dosazeno vétsiho rozliSeni snimanych
zafixovanych preparati a na zakladé toho bylo moZné pozorovat jednotlivé
chromozomy a jednotliva vlakna MT (Obr. 6, 7; ¢ervené Sipky). Byly pozorovany
1 mikrotubuly vytvafejici rany fragmoplast mezi dcefinymi jadry, uvnitt fragmoplastu
zadina vznikat buné¢na prepazka (Obr. 8B; bild Sipka; Obr. 8E; bila hlavicka Sipky).
Podafilo se také imunolokalizovat mikrotubuly v kofenovych  vldscich
M. sativa. V tomto ptipadé byly pozorovany endoplazmatické mikrotubuly uspofadané

do siti v cytoplazmaticky husté subapikalni ¢asti kofenovych vlaskt (Obr. 9A-C).

DAPI Tubulin Slouceny obrazek

Obr. 5: Imunolokalizace MT. Paralelni uspofadani kortikalnich mikrotubult v rizodermalnich
burikach kofene M. sativa (B, F) a v bufikach bo¢ni kofenové &epicky (D, E), barveni DNA
a jader (A), slouc¢eny obrazek (C). Méfitka odpovidaji 10 um.
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DAPI Tubulin Slouceny obrazek

Obr. 6: Imunolokalizace MT v rizoderméalnich buikach kotene M. sativa. Barveni DNA
a jader (A, D, G), dva PPB (B), profaze a zacatek tvorby mitotického vieténka (E, bilé
hlavicky Sipek), mitotickd vieténka (H), slouceny obrazek (C, F, I). Jednotliva vlakna MT
jsou oznacena ¢ervenymi Sipkami. Métitko odpovida 10 pm.

DAPI Tubulin Slouceny obrazek

Obr. 7: Imunolokalizace MT v rizodermalnich buiikach kofene M. sativa. Barveni DNA
a jader (A, D), uspotadani MT béhem anafaze (B) a telofaze (E), slouceny obrazek (C, F).
Jednotliva vlakna MT jsou oznacena cervenymi Sipkami. Métitko odpovida 5 pm.
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DAPI Tubulin Slouceny obrazek

Obr. 8: Imunolokalizace MT v rizodermalnich buiikach kotene M. sativa. Uspofadani
mikrotubuli tvoficich rany fragmoplast (B, Sipka; E, hlavicka Sipky). Barveni DNA
a jader (A, D), slouéeny obrazek (C, F). M¢titko odpovida 10 um (A-C) a 20 um (D-F).

Obr. 9: Imunolokalizace MT v subapikalni oblasti kofenovych vlaski M. sativa. Mé&fitko
odpovida 10 um (B, C) a 50 um (A).
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4.2 Subcelularni lokalizace SIMK

Pro zjisténi subcelularni lokalizace SIMK byly pouzity kotenové Spicky ctyrdennich
semenackd M. sativa, kultivar Europe. Imunolokalizace SIMK byla provedena metodou
,whole- mount* pouzitim primarni protilatky proti MPK6. Tubulin byl vizualizovan
primarni protilatkou proti tubulinu oo a DNA pouzitim DAPIL.

Jelikoz je SIMK vysoce konzervovanym homologem MPK6 z A. thaliana, byla
pozorovéna typicka subceluldrni lokalizace, a to zejména v jadrech (Obr. 10C; bilé
Sipky) a ranych fragmoplastech (Obr. 10C; bild hlavi¢ka Sipky). Pficemz z méfeni
intenzity fluorescence SIMK bylo zjisténo, ze signal vraném fragmoplastu
a interfaznich jadrech je silnéjsi nez v cytoplazmé (Obr. 11, 12). Naopak v mitotickém
vieténku a pozdnim fragmoplastu byla intenzita fluorescence SIMK srovnatelna

s intenzitou fluorescence namétenou Vv cytoplazmé (Obr. 13- 16).

DAPI

Tubulin

SIMK Slouceny obrazek

Obr. 10: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v rizodermalnich burikach kofene
M. sativa. Subcelularni lokalizace SIMK v cytoplazmé, raném fragmoplastu
a jadrech (C), barveni DNA a jader (A), MT (B), SIMK (C), slouc¢eny obrazek
(D). Meftitko odpovida 10 pm.
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Intenzita fluorescence SIMK v raném fragmoplastu
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Obr. 11: Intenzita fluorescence SIMK vraném fragmoplastu. Hlavicka Sipky oznacuje
fragmoplast. Bila Sipka oznacuje oblast, ve které byla intenzita fluorescence métena. Symboly *
a * odpovidaji ranému fragmoplastu a cytoplazmé, ve kterych je intenzita fluorescence SIMK
oproti jadram (*) zvysena.
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Obr. 12: Intenzita fluorescence SIMK v interfaznim jadie. Bila Sipka oznacuje oblast, ve které
byla intenzita fluorescence métena. Symbol * odpovidad interfaznimu jadru, ve kterém je
intenzita fluorescence SIMK oproti jadérku (*) a cytoplazmé (*) zvySena.
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DAPI Tubulin

SIMK Slouceny obrazek

Obr. 13: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v rizodermalnich bunkach
kotene M. sativa. Subceluldrni lokalizace SIMK v jadrech (C), Sipka
oznacuje mitotické vieténko (C), barveni DNA a jader (A), MT (B), SIMK
(C), slouceny obrazek (D). Méfitko odpovida 10 um.

Intenzita fluorescence SIMK v mitotickém vreténku
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Obr. 14: Intenzita fluorescence SIMK v mitotickém vieténku. Bila Sipka oznacuje oblast,
ve které byla intenzita fluorescence méfena. Hlavicka Sipky oznacuje oblast mitotického
vieténka. Cervena datova fada reprezentuje intenzitu fluorescence SIMK, jejiz hodnota je
v mitotickém vieténku a v cytoplazmé srovnatelna.
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DAPI Tubulin

SIMK Slouceny obrazek

Obr. 15: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v rizodermalnich bunkach kotene M. sativa.
Hlavicky Sipek oznacuji pozdni fragmoplasty (C), barveni DNA a jader (A), MT (B), SIMK
(C), slouceny obrazek (D). M¢titko odpovida 10 um.

Intenzita fluorescence SIMK v pozdnich fragmoplastech
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Obr. 16: Intenzita fluorescence SIMK v pozdnich fragmoplastech. Bila Sipka oznacuje
oblast, ve které byla intenzita fluorescence méfena. Hlavicky Sipek oznacuji pozdni
fragmoplasty. Cervena datovad fada reprezentuje intenzitu fluorescence SIMK, jejiz
hodnota je v pozdnich fragmoplastech a v cytoplazmé srovnatelna.
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4.3 Vliv piisobeni abiotickych stresii a inhibitoru MAPKKS na
organizaci cytoskeletu, lokalizaci SIMK a troven fosforylace

Pro otestovani vlivu ptisobeni solné¢ho a oxidativniho stresu a téz inhibitoru MAPKKS
na organizaci cytoskeletu, lokalizaci ¢i ptipadnou relokalizaci SIMK a taktéz fosforylaci
MAPKSs byly pouzity kofenové $picky c¢tyfdennich semenackd M. sativa, kultivar
Europe. MAPKs byly u rostlin aktivovany solnym stresem pouzitim NaCl
(250 mmol.I") a oxidativnim stresem pomoci H,0, (15 mmol.I""). Naopak aktivace
MAPK byla potlagena inhibitorem MAPKKs PD98059 (20 umol.I"). Tubulin byl
vizualizovan pomoci primarni protilatky proti tubulinu a, SIMK pouzitim primarni
protilatky proti MPK®6, fosforylované MAPKSs primarni protilatkou proti pPERK a DNA
byla vizualizovana pouzitim DAPIL

V kontrolnich podminkach byla pozorovéana typicka subcelularni lokalizace SIMK
Vjadrech a cytoplazmé rizodermalnich bunék kofene (Obr. 17). pERK vykazuje
identicky vzor lokalizace jako SIMK (Obr. 17). Intenzita fluorescence SIMK i pERK
v kontrolnich podminkéch byla v jadrech ve srovnani s cytoplazmou vyssi (Obr. 18).
Nebyly pozorovany zmény v cytoskeletu a kortikalni mikrotubuly v rizodermalnich
burikach kofene vykazovaly paralelni uspofadani (Obr. 19A). Bylo také mozné zachytit
mitoticky a cytokineticky aktivni buiiky a pozorovat tak organizaci mikrotubulti béhem
jednotlivych fazi bunééného déleni. Konkrétné bylo pozorovano usporadani
mikrotubuld tvoficich mitotické vieténko (Obr. 20E), rozestoupené chromatidy podél
jednotlivych vldken vieténka béhem anafaze (Obr. 20J) a rané fragmoplasty oddélujici
dvé skupiny chromozomt, které dosahly opa¢nych poli bunky v telofazi (Obr. 200, T).

Po 30 minutach plsobeni solné¢ho stresu byla SIMK lokalizovana v cytoplazmé
(Obr. 21C, bilé Sipky) a byla pozorovana zména tvaru jader (Obr. 21A). SIMK
vykazovala také typickou subcelularni lokalizaci v jadfe, pozorovana byla také
jeji casteéna relokalizace do cytoplazmatickych kompartmenti okolo jader
(Obr. 22B a F, bilé sipky). Stejny vzor lokalizace vykazovala i pERK a bylo zjisténo,
ze SIMK a pERK v téchto cytoplazmatickych kompartmentech kolokalizuji (Obr. 23).
Oproti kontrolnim podminkdm byla po plsobeni solného stresu intenzita fluorescence
SIMK a pERK v jadfe srovnatelna s jejich intenzitou fluorescence v cytoplazmeé
(Obr. 24). Po pusobeni solné¢ho stresu byla navic pozorovana lokalizace SIMK také
v mitotickém vieténku (Obr. 25B), ve kterém byla intenzita fluorescence SIMK oproti

cytoplazmé zvySend (Obr. 26). Plsobeni solného stresu ovlivnilo také uspotradéani
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cytoskeletu. V rizodermalnich buikach kofene doslo ke svazkovani kortikélnich
mikrotubulti (Obr. 19B) a byl pozorovan vyrazn€ nizsi pocet mitoticky a cytokineticky
aktivnich bunék.

Slouceny obrazek

Obr. 17: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK vV rizodermalnich bunkach kotene
M. sativa v kontrolnich podminkach. Subcelularni lokalizace SIMK a pERK v jadrech
a cytoplazmé (C, D), barveni DNA a jader (A), MT (B), slouc¢eny obrazek (E). Méfitko
odpovida 10 pm.
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Obr. 18: Intenzita fluorescence DAPI, SIMK a pERK v interfaznim jadie v kontrolnich
podminkach. Bila Sipka oznacuje oblast, ve které byla intenzita fluorescence méiena.
Cervena a zluta datové fada predstavuje SIMK a pERK, jejichz intenzita fluorescence je
Vv jadfe oproti cytoplazmé zvySena. Barveni DNA a jader (A), SIMK (B), pERK (C),
slou¢eny obrazek (D). Méfitko odpovida 10 pum.

Kontrola Nacl

H,0, ' PD98059

Obr. 19: Uspotadani kortikalnich MT v rizodermalnich bufikach kofene M. sativa
po pusobeni abiotickych stresti a inhibitoru MAPKKSs. Paralelni uspofadani MT
Vv kontrolnich podminkach (A), svazkovani kortikalnich MT po plisobeni soln¢ho
stresu (B), nepravidelné uspotfadani a ¢aste¢na depolymerizace kortikalnich MT
po pusobeni oxidativniho stresu (C) a paralelni usporadani kortikalnich MT
po piisobeni inhibitoru PD98059 (D). Métitko odpovida 10 pm.
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Tubulin

Obr. 20: Mitoticky a cytokineticky aktivni meristematické bunky kofene M. sativa
v kontrolnich podminkach. MT tvofici mitotické vieténko (E), rozestoupené
chromatidy podél jednotlivych vlaken vieténka béhem anafaze (J) a rané fragmoplasty
odd¢lujici dvé skupiny chromozomi, které dosahly opaénych pola burnky v telofazi
(O, T). Barveni Dna a jader (A, F, K, P), MT (B, G, L, Q), SIMK (C, H, M, R), pERK
(D, I, N, S), slou¢eny obrazek (E, J, O, T). Méfitko odpovida 10 pum.
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Obr. 21: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK v rizodermalnich butikach
kofene M. sativa po plsobeni solného stresu. Subcelularni lokalizace SIMK
a pPERK v cytoplazmé (C a D, bilé Sipky), barveni DNA a jader (A), MT (B),
slouceny obréazek (E). Méfitko odpovida 10 um.
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Obr. 22: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK v rizodermalnich bufikach koiene
M. sativa po pusobeni solného stresu. Subcelularni lokalizace SIMK v jadrech a relokalizace
SIMK do cytoplazmatickych kompartmenti okolo jader (B, F, bilé Sipky), barveni DNA
a jader (A), pERK (C, G), slouc¢eny obrazek (D, H). Mé&titko odpovida 10 um.

N Kolokalizace mezi SIMK a pERK

prumérny koeficient prekryvu= 0,94

Obr. 23: Bodovy diagram ukazuje kolokalizaci SIMK a pERK v cytoplazmatickych
kompartmentech okolo jader (oznaceno) Vrizodermalnich buikach kofene.
Cytoplazmatické kompartmenty (Obr. 22D a H, bilé Sipky) charakterizuji hodnoty
bodového grafu v poli 1, 2 a 3. Pole 1 a 2 pfedstavuji prahové hodnoty, které
oznacuji nepfitomnost kolokalizace dvou kanali. Kolokalizace se vyskytuje v poli 3,
kde jsou modie oznaceny pixely vyjadiujici shodu Zlutého a ¢erveného kanalu.
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Obr. 24: Intenzita fluorescence DAPI, SIMK a pERK vV interfaznim jadie po pisobeni solného
stresu. Bild Sipka oznaluje oblast, ve které byla intenzita fluorescence méfena. Cervena
a zlutd datova fada predstavuje SIMK a pERK, jejichz intenzita fluorescence v jadie je
srovnatelnd s intenzitou fluorescence v cytoplazmé. Barveni DNA a jader (A), SIMK (B),
pERK (C), slou¢eny obrézek (D). Méfitko odpovida 10 pum.

DAPI SIMK

Tubulin Slouceny obrazek

Obr. 25: Subcelularni lokalizace SIMK v mitotickém  vieténku
v rizodermalnich buiikach kotfene M. sativa po pasobeni solného stresu,
hlavic¢ka Sipky oznacuje mitotické vieténko (B-D ). Barveni DNA a jader
(A), SIMK (B), MT (C), slou¢eny obrazek (D). Méfitko odpovida 10 pm.
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Intenzita fluorescence SIMK v mitotickém vieténku po pusobeni solného stresu
80

60
50
40

30

——Intenzita fluorescence tubulinu

Intenzita fluorescence

10 —Intenzita fluorescence SIMK

0 2 4 6 8 10
Vzdilenost [pm]

Obr. 26: Intenzita fluorescence SIMK v mitotickém vieténku po puisobeni solné¢ho stresu. Bila
Sipka oznacuje oblast, ve které byla intenzita fluorescence méfena. Hlavi¢ka Sipky oznacuje
oblast mitotického vieténka. Cervend datova fada reprezentuje intenzitu fluorescence SIMK,
jejiz hodnota je v mitotickém vieténku ve srovnani s cytoplazmou zvysena.
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Po 30 minutach plsobeni oxidativniho stresu vykazovala SIMK typickou lokalizaci
V jadrech, byla vSak pozorovana pifitomnost kompartmentti bodové struktury predevsim
na buné¢nych membranach (Obr. 27B, bilé Sipky). I v téchto kompartmentech byla
zjiSténa kolokalizace mezi SIMK a pERK (Obr. 28). Stejné¢ jako v kontrolnich
podminkach vykazovala pERK i po ptisobeni oxidativniho stresu identickou lokalizaci
jako SIMK, pficemz intenzita fluorescence SIMK byla vjadie ve srovnani
s cytoplazmou vys$si (Obr. 29) Naopak intenzita fluorescence pERK byla v jadie
a v cytoplazmé srovnatelna (Obr. 29). Oxidativni stres ovlivnil i organizaci kortikalnich
mikrotubuli v rizodermalnich bufikach kotene, které oproti kontrolnim podminkam
byly nepravidelné uspofadané a Caste¢né depolymerizované (Obr. 19C). Byly také
pozorovany cytokineticky aktivni buiky, ve kterych byly fragmoplasty orientovany
Sikmo na osu rustu kotene (Obr. 30, bilé Sipky).

Sledoval se také vliv pusobeni MAPKKS inhibitoru PD98059 po dobu 2 h. Tento
selektivni inhibitor brani aktivaci MEK1 a MAPK kaskady. SIMK jeho vlivem
vykazovala typickou lokalizaci v jadie a v cytoplazmé bylo viditelné velké mnozstvi
kompartmentt bodové struktury (Obr. 31B). Intenzita fluorescence SIMK a pERK byla
Vv jadie oproti cytoplazmé zvysena (Obr. 31). Po ptisobeni inhibitoru nebyly pozorovany
zmény v cytoskeletu a kortikalni mikrotubuly byly v rizodermalnich buitkach kotene
usporadany paralelné (Obr. 19D). Bylo také mozné zachytit mitoticky a cytokineticky
aktivni buiiky a pozorovat tak organizaci mikrotubulli béhem jednotlivych fazi
bunééného déleni. Bylo pozorovano uspofadani mikrotubult tvoticich PPB (Obr. 32B),
mitotické vieténko (Obr. 32B) a pozdni fragmoplasty (Obr. 32G).

Uroveti fosforylace byla vyhodnocena naméfenim intenzity fluorescence pERK
Vv rizodermalnich bunikach kotfene. MAPKS byly aktivovany oSetfenim rostlin solnym
a oxidativnim stresem, a proto byla u rostlin po pisobeni téchto stresii pozorovana
oproti kontrole zvySena intenzita fluorescence pERK (Obr. 33). Plusobeni inhibitoru
PD98059 vyrazné neovlivnilo intenzitu fluorescence, ktera byla srovnatelna s intenzitou

fluorescence pERK namétenou u kontroly (Obr. 33).
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Obr. 27: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK po plsobeni oxidativniho stresu.
Kompartmenty bodové struktury v bunéénych membranach (B a C, bilé Sipky), barveni
DNA a jader (A), SIMK (B), pERK (C), slou¢eny obrazek (D). Méfitko odpovida
10 pm.

__Kolokalizace mezi SIMK a

prumérny koeficient prekryvu= 0,9

Obr. 28: Bodovy diagram ukazuje kolokalizaci SIMK a pERK v cytoplazmatickych
kompartmentech  bodové struktury v rizodermalnich buikach kofene (oznaceno).
Kompartmenty bodové struktury (Obr. 27D, bilé Sipky) charakterizuji hodnoty bodového grafu
v poli 1, 2 a 3. Pole 1 a 2 pfedstavuji prahové hodnoty, které oznacuji nepfitomnost
kolokalizace dvou kanalii. Kolokalizace se vyskytuje v poli 3, kde jsou modie oznaceny pixely
vyjadtujici shodu Zlutého a ¢erveného kanalu.
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Obr. 29: Intenzita fluorescence DAPI, SIMK a pERK v interfaznim jadie po pusobeni
oxidativniho stresu. Bila Sipka oznaCuje oblast, ve které byla intenzita fluorescence
méfena. Cervena datova fada piedstavuje SIMK, jejiz intenzita fluorescence v jadie je
vy$§i nez intenzita fluorescence v cytoplazmé. Zluta datové fada predstavuje pERK, jejiz
intenzita fluorescence je vjadie a v cytoplazmé srovnatelna. Barveni DNA
a jader (A), SIMK (B), pERK (C), slou¢eny obréazek (D). Métitko odpovida 10 pum.

Obr. 30: Cytokineticky aktivni builky kofenového meristému M. sativa,
ve kterych jsou fragmoplasty po plsobeni oxidativniho stresu orientovany
Sikmo na osu riistu kotene (bilé Sipky). Méritko odpovida 10 um.
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Obr. 31: Intenzita fluorescence DAPI, SIMK a pERK v interfaznim jadfe po pusobeni
inhibitoru PD98059. Bila Sipka oznacuje oblast, ve které byla intenzita fluorescence méfena.
Cervena a zluta datova fada piedstavuje SIMK a pERK, jejichZ intenzita fluorescence
v jadie je vyssi nez intenzita fluorescence v cytoplazmé. Barveni DNA a jader (A), SIMK
(B), pERK (C), slouc¢eny obrazek (D). Métitko odpovida 10 pum.

DAPI Tubulin SIMK ERK Slouceny obrazek

Obr. 32: Mitoticky a cytokineticky aktivni buniky v rizodermalnich bunkach kofene
M. sativa po pusobeni inhibitoru PD98059. MT tvotici PPB (B), mitotické vieténko
(B) a fragmoplasty (G). Barveni DNA a jader (A, F), MT (B, G), SIMK (C, H),
pERK (D, I) a slouceny obrazek (E, J). Méftitko odpovida 10 um.
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Intenzita fluorescence pERK v rizodermalnich buiikach koiene
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Obr. 33: Nameéfena intenzita fluorescence pERK v rizodermalnich bunkach kotfene
M. sativa v kontrolnich podminkach, po pulsobeni solného a oxidativniho stresu
a inhibitoru PD98059. Hvézdicky oznacuji rozdily v prikaznosti vyhodnocené
Studentovym t- testem (solny stres p<0,001; oxidativni stres p<0,01).
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4.4 Imunohistochemicka kolokalizace cytoskeletu a MAPKSs
u vojtésKky v interakci s Rhizobiem

Pro sledovani imunohistochemické kolokalizace tubulinu a SIMK byly pouzity voskové
fezy hlizkek transgenni linie SIMKK RNAI a divého typu M. sativa L., kultivar RSY
odebrané po 28 dnech od inokulace tekutou rhizobialni kulturou S. meliloti. Tubulin byl
vizualizovan pomoci primarni protilatky proti tubulinu o, SIMK pouzitim primarni
protilatky proti MPK®6, fosforylované MAPKSs priméarni protilatkou proti pERK a DNA
byla vizualizovana pouzitim DAPIL

U hlizek divého typu M. sativa L., kultivaru RSY byla pozorovana meristematicka
z6na (I) v apikalni oblasti hlizky, infekéni zona (II) a zona fixace dusiku (III),
(Obr. 34A). V meristematické z6né hlizky byly pozorovany malé a aktivné se délici
bunky, které¢ zajistuji kontinudlni rast a prodlouzeny tvar hlizky (Obr. 35). V hlizkovém
meristému byl v cytokineticky aktivni buiice viditelny fragmoplast a lokalizace SIMK
v jadre (Obr. 36). pERK vykazovala stejny lokalizacni vzor jako SIMK (Obr. 35C-D,
36 B-C). Intenzita fluorescence pERK v meristematickych bunkach divého typu byla
ve srovnani s intenzitou fluorescence pERK transgenni linie vys$i (Obr. 35D a 40D).
V submeristematickych buiikdch infekéni zény bylo mozné pozorovat organizaci
mikrotubulil a lokalizaci SIMK. SIMK byla v téchto buikach infekéni zony hlizek
lokalizovéana v cytoplazmé (Obr. 37B). Mikrotubuly byly uspotadany spiSe paralelné
a v dlouhych svazcich (Obr. 37C, bilé Sipky). V zoéné fixace dusiku byly mikrotubuly
orientovany nepravidelné u obvodu symbiotickych bun€k (Obr. 38-39C). SIMK
vykazovala stejny vzor lokalizace v jadie a cytoplazmé jako v meristematické a infekéni
z6né (Obr. 38-39B).
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Obr. 34: Hlizky divého typu M. sativa L., kultivaru RSY (A) a transgenni linie SIMKK
RNAI (B) s rozdélenim na jednotlivé zony. I- meristematicka zona, l- infekéni zona,
I11- zoéna fixace dusiku. Méfitko odpovida 200 um.
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Obr. 35: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK v hlizkach divého typu M. sativa L.,
kultivaru RSY. Barveni DNA a jader (A), MT (B), SIMK (C) a pERK (D) a slou¢eny
obrazek (E). Méiitko odpovida 20 um.
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Obr. 36: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK v hlizkach divého typu M. sativa L.,
kultivaru RSY. Fragmoplast v meristematické zoné hlizky (bila Sipka). Tubulin + DAPI (A),
SIMK + DAPI (B), pERK + DAPI (C). M¢titko odpovida 20 um.
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Obr. 37: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v submeristematickych bunkach infekéni
z6ny hlizky divého typu M. sativa L., kultivaru RSY. MT (A; C, bilé hlavi¢ky
Sipky), SIMK + DAPI (B), slouceny obrazek (C). Méritko odpovida 20 pm.
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Obr. 38: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v symbiotickych bunkach zony
fixace dusiku u hlizek divého typu M. sativa L., kultivaru RSY. MT (A; C, bilé
hlavicky Sipky), SIMK + DAPI (B), slouceny obrazek (C). Métitko odpovida
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Obr. 39: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v symbiotickych bunkach zony fixace
dusiku u hlizek divého typu M. sativa L., kultivaru RSY. MT (A; C, bilé
hlavi¢ky), SIMK + DAPI (B), slou¢eny obrazek (C). Métitko odpovida 50 pm.
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U hlizek transgenni linie SIMKK RNAI byla taktéZ pozorovana meristematicka zona
(I) v apikalni oblasti hlizky, infekéni zona (II) a zéna fixace dusiku (III), (Obr. 34B).
V meristematické zo6né hlizky byly pozorovany malé a aktivné se délici bunky
(Obr. 40). pERK vykazovala stejny vzor lokalizace jako SIMK (Obr. 40 C a D).
Konkrétn¢ byly viditelné mitotické vieténka (Obr. 41A). V submeristematickych
bunkach infekéni zény bylo mozné pozorovat organizaci mikrotubulid a lokalizaci
SIMK. SIMK byla v téchto bunkach infekéni zony hlizek transgenni linie SIMKK RNAI
lokalizovéna v predevsim v jadfe a potom také cytoplazmé (Obr. 42-44B). Mikrotubuly
byly uspotadany nepravidelné (Obr. 42-44C, bilé hlavicky Sipek). V zoné fixace dusiku
byly mikrotubuly orientovany paralelné od okraji bunék smérem k jejich stfedu
(Obr. 45C). SIMK vykazovala stejny vzor lokalizace v jadie a cytoplazmé jako

V meristematické a infek¢ni zoné (Obr. 45B).
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Obr. 40: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK v hlizkach transgenni linie
SIMKK RNAI. Barveni DNA a jader (A), MT (B), SIMK (C) a pERK (D) a slou¢eny
obrézek (E). Méfitko odpovida 20 um.
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Obr. 41: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v hlizkach transgenni linie SIMKK RNAI.
Barveni DNA a jader, struktura mitotickych vietének (A), MT (B), SIMK (C)
a slouceny obrazek (D). M¢étitko odpovida 20 pum.
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Obr. 42: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v submeristematickych buiikach infekéni
zony hlizek transgenni linie SIMKK RNAi. MT (A; C, bilé hlavicky Sipek),
SIMK + DAPI (B), slou¢eny obrazek (C). Méfitko odpovida 50 pum.

Tubulin SIMK + DAPI
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Obr. 43: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v submeristematickych
burikach infekéni zony hlizek transgenni linie SIMKK RNAi. MT
(A; C, bilé hlaviéky Sipek), SIMK + DAPI (B), slouc¢eny obrazek (C).
Metitko odpovida 50 pm.

90



Tubulin SIMK + DAPI

Slouceny obrazek

Obr. 44: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v submeristematickych buiikach infekéni
z6ny hlizek transgenni linie SIMKK RNAi. MT (A; C, bilé hlavicky Sipek),
SIMK + DAPI (B), slouceny obrazek (C). Métitko odpovida 50 pm.
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Obr. 45: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v symbiotickych buinikach zény fixace dusiku
u hlizek transgenni linie SIMKK RNAi. MT (A; B bilé hlavi¢ky Sipek), SIMK + DAPI
(C), slouceny obrazek (B). Métitko odpovida 50 pum.
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4.5 Odvozeni transgenni linie in vitro procesem somatické
embryogeneze

Regenerace rostlin in vitro procesem somatické embryogeneze byla indukovana
u transgenni linie SIMKK RNAI. Z mateiskych rostlin byly odebrany listy, ze kterych se
ptipravily listové explantaty (Obr. 46A). Ty byly dale kultivovany na jednotlivych
kultivaénich médiich.

Nejdiive byly ptipravené listové explantaty kultivovany na BSH médiu obsahujicim
synteticky auxin a cytokinin. Vyvoj embryi probihal pies stddium kalusi, které se
na tomto médiu zacaly z listovych explantati vytvatet po 2 tydenni kultivaci
(Obr. 46B). Po pfeneseni kalust na B50 médiu dochazelo po 3 tydnech kultivace
Kk tvorbé embryi. Ta byla zdokumentovéana v jednotlivych stadiich vyvoje- globularni
stadium (Obr. 46C), ptechodné stadium mezi globularnim a srd¢itym (Obr. 46D) srd¢ité
staddium (Obr. 46E), torpédovité stadium (Obr. 46F, G) a zralé somatické embryo
(Obr. 46H). Zrala embrya byla pfenesena a dale kultivovana na MMS médiu, na kterém
se u embryi zacaly po 7- 14 dnech kultivace formovat koteny (Obr. 47). Nakonec byla
tato embrya pfelozena na MS médium, na kterém se postupné vyvijela cela

regenerovana rostlina (Obr. 48).

Obr. 46: Indukce transgenni linie SIMKK RNAi procesem
somatické embryogeneze. Listovy explantat (A), stadium kalusu
(B), globularni embryo (C), embryo ptechazejici z globularniho
na srd¢ité stadium (D), srdCité embryo (E), torpédovité embryo
(F, G), zralé embryo (H). M¢titko odpovidd 5 mm (A, B)
almm(C-G).
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Obr. 47: Regenerované rostliny transgenni linie
SIMKK  RNAi vyvijejici se ze zralych
somatickych embryi. Rostliny s vytvarejicimi
se koteny 7 dni (A, B) a 14 dni (C, D) po pfenosu
na MMS médium. Mé&titko odpovida 2 mm (A, B)
a5mm (C, D).

Obr. 48: Rostliny transgenni linie SIMKK RNAI indukované
procesem somatické embryogeneze 20 dni (A, B, C) a 44 dni (D, E)
po pfenosu na MS médium.
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4.6 Detekce proteinii analyzou Western blot

V kotenech  rostlin  transgenni  linie SIMKK RNAi a divého typu
M. sativa L., kultivaru RSY byla 15 dni po inokulaci rhizobidlni tekutou kulturou
S. melioti ovéfena pfitomnost proteini SIMK a MMK3. Kvantitativné byla také
vyhodnocena intenzita detekovanych prouzka u rostlin kultivovanych v kontrolnich
podminkach (vzorky RSY a SIMKK RNAI) a u rostlin inokulovanych rhizobialni
tekutou kulturou S. meliloti (rostliny kultivaru RSY s vytvofenymi hlizkami a rostliny
transgenni linie SIMKK RNAI s vytvofenymi hlizkami). Proteinové extrakty byly
separovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy a pieneseny na PVDF membranu.
Membrana byla reverzibilné obarvena Ponceau S pro ovéfeni spravnosti naneseni
proteinti (Obr. 49A, 51A). Nasledn¢ byla membrana inkubovana s primarnimi, a poté se
sekundarnimi protilatkami, konjugovanymi s kienovou peroxidazou, diky které byl
ziskan chemiluminiscen¢ni signal.

Ve vsech vzorcich byl detekovan prouzek o velikosti 46 kDa odpovidajici velikosti
proteinu SIMK (Obr. 49B), ktery je vysoce konzervovanym homologem proteinu
MPK6 z A. thaliana. M¢fenim intenzity detekovanych prouzkd bylo zjisténo,
7e abundance proteinu SIMK v obou vzorcich transgenni linie SIMKK RNAI byla
ve srovnani s abundanci proteinu SIMK v obou vzorcich divého typu M. sativa L.,
kultivaru RSY vyrazné nizsi (Obr. 50). Pfi¢emz u rostlin inokulovanych rhizobidlni
tekutou kulturou S. meliloti byla abundance proteinu SIMK ve srovnani s rostlinami
kultivovanymi v kontrolnich podminkach zvy$ena (Obr. 50).

Ve vSech vzorcich byl detekovan také prouzek o velikosti 43 kDa, ktery odpovida
velikosti proteinu MMK3 (Obr. 51B). Méfenim intenzity jednotlivych prouzka bylo
zjisténo, ze abundance proteinu MMK3 u rostlin transgenni linie SIMKK RNAi
kultivovanych v kontrolnich podminkach byla ve srovnani s divym typem, taktéz
kultivovanym v kontrolnich podminkach, vyrazn¢ zvySena (Obr. 52). Mezi rostlinami
transgenni linie a divého typu s vytvofenymi hlizkami nebyl v abundanci proteinu
MMKS3 vyrazny rozdil (Obr. 52).
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Obr. 49: Kontrola pfenosu proteint ze ,Stain free”“ gelu
na PVDF membranu pomoci reverzibilniho barveni Ponceau S,
M= marker (A). Detekce proteinu SIMK pomoci Western blot analyzy
v kofenech rostlin transgenni linie SIMKK RNAI a rostlin divého typu
M. sativa L., kultivar RSY. Prouzek o velikosti 46 kDa odpovida
velikosti proteinu SIMK (B).
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Obr. 50: Naméfena intenzita detekovanych prouzkd odpovidajicich
proteinu SIMK o velikosti 46 kDa u rostlin transgenni linie SIMKK
RNAi a divého typu M. sativa L., kultivaru RSY kultivovanych
v kontrolnich podminkach a u rostlin transgenni linie SIMKK RNAi
a divého typu M. sativa L., kultivaru RSY inokulovanych rhizobialni
tekutou kulturou S. meliloti.
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Obr. 51: Kontrola pfenosu proteinn ze ,Stain free” gelu
na PVDF membranu pomoci reverzibilniho barveni Ponceau S,
M= marker (A). Detekce proteinu MMK3 pomoci Western blot
analyzy v kofenech rostlin transgenni linie SIMKK RNAi a rostlin
divého typu M. sativa L., kultivar RSY. Prouzek o velikosti 43 kDa
odpovida velikosti proteinu MMK3 (B).
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Obr. 52: Naméfena intenzita detekovanych prouzkt odpovidajicich
proteinu MMK3 o velikosti 43 kDa u rostlin transgenni linie SIMKK RNAI
a divého typu M. sativa L., kultivaru RSY kultivovanych v kontrolnich
podminkach a u rostlin transgenni linie SIMKK RNAi a divého typu
M. sativa L., kultivaru RSY inokulovanych rhizobiélni tekutou kulturou
S. meliloti.
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5 DISKUZE

Prvni ulohou experimentalni ¢asti byla optimalizace imunolokaliza¢ni ,,whole-
mount” metody pro jeji vyuziti k lokalizaci cytoskeletalnich proteint a MAPKs
v kofenech a hlizkach M. sativa. Bylo vyzkouSeno nékolik imunolokaliza¢nich
protokold a zménény jejich jednotlivé parametry. Protoze se lokalizace proteini pomoci
,whole- mount” metody provadéla na kofenech a hlizkach M. sativa a architektura
pletiv a organti u téchto rostlin je pomérné komplexni, byla zasadnim krokem celé
optimalizace fixace. Jen vhodnd kombinace vakua a fixa¢niho roztoku zajisti rychlou
a efektivni penetraci fixacniho roztoku do vnitinich bunéénych vrstev a zachova
bunéénou strukturu intaktni (Pasternak et al., 2015). | vtomto experimentu bylo
vyzkouSeno né¢kolik koncentraci jednotlivych komponentli fixa¢niho roztoku a délky
aplikace vakua a nakonec se metodu ,,whole- mount” podafilo pro M. sativa tspésné
optimalizovat.

Déle byla touto optimalizovanou imunolokalizaéni metodou zjisténa subcelularni
lokalizace SIMK v kofenech M. sativa. Je znamo, ze SIMK vykazuje vysokou
strukturni a sekvenc¢ni homologii k jiz dobife prostudované AtMPK6 z A. thaliana
(Bekesova et al., 2015). AtMPKG6 je lokalizovana zejména v jadie a interaguje s PPB
a fragmoplasty, ¢imZz se podili na determinaci roviny bunéné¢ho dé¢leni
(Miiller et al., 2010; Samajova et al., 2013; Komis et al., 2017). Ze ziskanych vysledka
vyplyva, ze SIMK, jako vysoce konzervovany homolog AtMPKG®6, vykazuje u M. sativa
stejnou subcelularni lokalizaci, a to v jadie, PPB a ranych fragmoplastech.

Byl také sledovan vliv kratkodobého pisobeni abiotickych stresii a inhibitoru
MAPKKSs na organizaci cytoskeletu, lokalizaci SIMK a fosforylovanych MAPKSs. Bylo
prokazano, ze SIMKK aktivuje SIMK pifi  odpovédi na solny stres
(Kiergerl et al., 2000). Po aktivaci solnym stresem se c¢ast SIMKK
i SIMK relokalizuje z jadra do cytoplazmy, kde spolu kolokalizuji ve specifickych
cytoplazmatickych kompartmentech (Ovecka et al. 2014). Z vysledka této diplomové
prace je patrné, e po pisobeni solného stresu (250 mmol.I""), doslo v rizodermalnich
bunkach kotene M. sativa k ¢aste¢né relokalizaci SIMK z jadra do cytoplazmy v podobé
cytoplazmatickych kompartmenti okolo jader. Navic bylo zjisténo, ze SIMK v téchto
cytoplazmatickych kompartmentech kolokalizuje s pERK. Je znamé, ze u semenackt
A. thaliana dochazi pti solném stresu k depolymerizaci MT (Wang et al., 2011).

Kortikalni mikrotubuly jsou rozhodujici pro determinaci osy rastu rostlinnych bunék
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a béhem buné¢ného cyklu jsou organizovany do specifickych struktur (Shoji et al.,
20006). Po kratkodobém piisobeni solného stresu doslo v rizodermalnich bunkach kotene
M. sativa ke svazkovani mikrotubulii a tim i podstatné niz§imu poctu aktivné se délicich
bunék. Navic bylo po solném stresu mozné lokalizovat SIMK také v mitotickém
vieténku. K oxidativnimu stresu a tvorbé ROS dochazi pii naruseni redoxni homeostaze
(Asada, 1994). MPK3 a MPKG®6 jsou zahrnuty v nékolika procesech tykajicich se ROS
a podileji se naptiklad na regulaci odpovédi vici patogeniim nebo vyvoji praducht
(Pitzschke a Hirt, 2009). Oxidativni stres (15 mmol.I"*H,0,) ovlivnil subcelularni
lokalizaci SIMK a organizaci cytoskeletu. Po kratkodobém ptsobeni oxidativniho stresu
byla patrna lokalizace SIMK v bodovych kompartmentech pfedev§im na plazmatickych
membranach, ve kterych byla potvrzena kolokalizace SIMK a pERK. Oxidativni stres
také zpusobil ¢asteCnou depolymerizaci kortikalnich mikrotubulti v rizodermalnich
bunkach kotene M. sativa a ovlivnil také polohu fragmoplastl, které byly orientovany
Sikmo na osu rustu kofene. Pusobenim téchto abiotickych strestit doslo k aktivaci
MAPKSs, které je mozné detekovat pomoci pERK protilatky (Bequette et al., 2018).
U A. thaliana je na rozdil od M. sativa znamé, ze lze pomoci této protilatky detekovat
aktivitu u MPK3 a MPKG6. Vtomto experimentu byla vyhodnocena intenzita
fluorescence pERK a tim 1 aktivita MAPKs. Mezi dobfe prostudované MAPKs patii
zejména MPK3 a MPKG6, K jejichz aktivaci dochazi pii abiotickém stresu
nebo Vv pfitomnosti patogenti (Ren et al., 2008; Rasmussen et al., 2012). To odpovida
1 vysledkim ziskanych béhem tohoto experimentu, jelikoZ intenzita fluorescence pERK
a tim i aktivita MAPKs byla po pusobeni solného a oxidativniho stresu zvysena.
Jako posledni byl sledovan vliv plisobeni inhibitoru MAPKKs PD98059. Tento
inhibitor neovlivnil vyrazn¢ lokalizaci SIMK ani organizaci cytoskeletu. Po plisobeni
inhibitoru PD98059 byla intenzita fluorescence pERK pfiblizné stejné jako u kontroly.
To je zplisobeno pravdépodobné tim, Ze se jedna o selektivni inhibitor, ktery neinhibuje
vSechny MAPKs.

Predpoklada se, ze reorganizace rostlinného cytoskeletu hraje béhem ontogeneze
hlizek dulezitou roli (Timmers et al., 1998). Vzhledem k vyznamu tubulinového
cytoskeletu pti bunééném deleni, diferenciaci a fungovani rostlinnych bunék je ziejmé,
Zze zména v jeho uspotfadani méa pro organogenezi a funkci hlizek zasadni roli. Podle
Kitaeva et al., (2015) vykazuji kortikalni mikrotubuly v infekéni zoné nepravidelné
uspotfadani. To se ale v oblasti, kterd je blize sttedu méni a kortikalni MT prechazeji

do paralelniho uspofadani, které u neinfikovanych bunck pietrvava 1 v zoné III
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(Kitaeva et al., 2015). U transgenni linie SIMKK RNAI bylo pozorovno nepravidelné
usporddani MT infekéni zon€. Paralelné byly mikrotubuly usporadany v zoné fixace
dusiku a smérovaly od obvodu bunék smérem do jejich sttedu. SIMK byla v hlizkach
této transgenni linie lokalizovana piedev$im v jadfe a v cytoplazmé. V infekéni zoné
hlizek divého typu M. sativa L., kultivaru RSY byly mikrotubuly uspofadany paralelné
v dlouhych svazcich a SIMK byla lokalizovana v cytoplazmé. V zéné fixace dusiku
byly mikrotubuly uspotfadany nepravidelné¢ a SIMK byla lokalizovana v jadfe. Z toho
vyplyva, ze mezi transgenni linii a kontrolnimi rostlinami je pravdépodobné rozdil
Vv organizaci cytoskeletu a lokalizaci SIMK pii symbiotické interakci.

Nakonec byly u regenerovanych rostlin transgenni linie SIMKK RNAI se sniZenou
expresi proteinu SIMKK metodou RNA interference detekovany proteiny SIMK a
MMK3, které jsou zapojeny do signalni drahy, které se SIMKK ucastni. Byla
vyhodnocena intenzita detekovanych prouzkti u rostlin kultivovanych v kontrolnich
podminkach i u rostlin, které byly kokultivovany s padnimi bakteriemi S: meliloti.
Nizk4 abundance proteinu SIMK u transgenni linie SIMKK RNAi je zptsobena
potla¢enim exprese proteinu SIMKK, ktery funguje jako hlavni aktivator SIMK.
Naopak abundance proteinu MMK3 byla u této transgenni linie Kkultivované
Vv kontrolnich podminkach vyrazné zvysena, ktery miZe v rostlin€ nahrazovat ¢astecné

chybéjici SIMK.
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6 ZAVER

Diplomova prace byla rozdélena na teoretickou a experimentalni ¢ast. V teoretické ¢asti
byla pfedstavena modelova rostlina M. sativa, kterd se vyuziva ke studiu symbiotické
interakce mezi rostlinami z ¢eledi bobovitych a pladnimi bakteriemi. Dale byl
vypracovany literarni piehled na téma ulohy MAPK signalizace a cytoskeletu
u vojtésky v interakci s prospéSnymi mikroorganismy rodu Rhizobium. V posledni ¢asti
byl zminén vyznam a vyuziti imunolokalizaénich metod v rostlinné biologii pro
lokalizaci proteint.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na imunolokalizaci tubulinu a SIMK a to jak
Vv kontrolnich podminkach, tak pii symbiotické interakci s bakteriemi S. meliloti.
Podatilo se uspésn¢ modifikovat imunolokalizaéni ,,whole- mount“ metodu
a vizualizovat cytoskeletalni proteiny vcetné¢ jednotlivych fazi bunééného de€leni
Vv mitoticky a cytokineticky aktivnich buitkkdch. Modifikovanou ,,whole- mount®
metodou byla také uréena subcelularni lokalizace proteinu SIMK, ktery je u M. sativa
pfitomny v cytoplazmé, jadrech, PPB a fragmoplastech. Byl také sledovan vliv
kratkodobého ptisobeni abiotickych stresti (solny, oxidativni) a inhibitoru MAPKKS
na organizaci cytoskeletu, lokalizaci SIMK a fosforylaci MAPKS. Po pusobeni solného
stresu dochéazelo ke svazkovani mikrotubulli a castecné relokalizaci proteinu SIMK
Z jaddra do cytoplazmatickych kompartmentii okolo jader, ve kterych byla potvrzena
kolokalizace SIMK a pERK. Byla také pozorovana lokalizace SIMK v mitotickém
vieténku. Oxidativni stres zpusobil nepravidelné uspofadani mikrotubuld a jejich
¢astecnou depolymerizaci. Kromé jaderné lokalizace proteinu SIMK byly pozorovany
kompartmenty bodové struktury pifedevS§im na plazmatickych membranach, ve kterych
SIMK a pERK kolokalizuji. Po solném a oxidativnim stresu byla hladina
fosforylovanych MAPKSs oproti kontrole a inhibitoru PD98059 zvySena. Inhibitor
PD98059 nezpisobil zmény v organizaci cytoskeletu, SIMK jeho vlivem vykazovala
typickou lokalizaci v jadre a v cytoplazmé bylo viditelné velké mnozstvi kompartmentti
bodove struktury.

Podatilo se také imunolokalizovat tubulin a SIMK v hlizkéch transgenni linie SIMKK
RNAI. U transgenni linie SIMKK RNAI bylo pozorovno nepravidelné usporadani MT
infekéni zoné a paralelni usporadani mikrotubulti v zon¢ fixace dusiku, kde smérovaly
od obvodu bunék smérem do jejich sttedu. SIMK byla v hlizkach této transgenni linie

lokalizovéna ptfedevSim v jadie a v cytoplazmé. V infekéni zoné€ hlizek divého typu
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M. sativa L., kultivaru RSY byly mikrotubuly uspotfaddany paralelné¢ v dlouhych
svazcich a SIMK byla lokalizovana v cytoplazmé. V zoné fixace dusiku byly
mikrotubuly uspofadany nepravidelné a SIMK byla lokalizovana v jadfe. Z toho
vyplyva, ze mezi transgenni linii a kontrolnimi rostlinami je pravdépodobné rozdil
Vv organizaci cytoskeletu a lokalizaci SIMK pii symbiotické interakci.

U rostlin transgenni linie SIMKK RNAi a taktéz divého typu kultivaru RSY,
odvozenych somatickou embryogenezi byly analyzou Western blot detekovany proteiny
SIMK a MMK3 v kontrolnich podminkéach i v podminkach symbiotické interakce
s S. meliloti. Abundance proteinu SIMK byla u transgenni linie SIMKK RNAI
v ptipadech obou podminek niz§i. U rostlin transgenni linie i divého typu
s vytvofenymi hlizkami byla abundance proteinu SIMK ve srovnani s rostlinami
trasnsgenni linie i divého typu kultivovanych v kontrolnich podminkach zvysena.
Abundance proteinu MMK3 u rostlin transgenni linie SIMKK RNAi kultivovanych
v kontrolnich podminkach byla ve srovnéni s divym typem, taktéz kultivovanym
Vv kontrolnich podminkach, vyrazné zvySena. Mezi rostlinami transgenni linie a divého

typu s vytvofenymi hlizkami nebyl v abundanci proteinu MMKS3 vyrazny rozdil.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AF

CCaMK

CE

CRE1

DMI2

ENOD

ERN1

ERN2

F- aktin

G- aktin

IC

ITs

KASH

L. japonicus
LINC

LjSIP2

M. sativa

M. truncatula
MAPK, MPK

MAPKK, MKK, MEK
MAPKKK, MEKK

MAPs
MMK3
MPK3
MPK4
MPK6
MT
MTOCs
NF
NIN
NLPs
NSP1
NVB
NVT

aktinova filamenta

vapnikem aktivovana kinaza

kortikalni endodermis

Cytokinin Response 1

DOES NOT MAKE INFECTIONS 2
EARLY NODULATION

ERF Required for Nodulation 1

ERF Required for Nodulation 2
filamentarni aktin

globularni aktin

vnitini kortex

infek¢ni vlakna

Klarsicht/ANC-1/Syne Homology

Lotus japonicus

komplex jaderného skeletu a cytoskeletu
MAPKK z L. japonicus

Medicago sativa

Medicago truncatula

mitogen- aktivovana protein kindza
mitogen- aktivovana protein kindza kindza
mitogen- aktivovana protein kindza kindza kinaza
s mikrotubuly asociované proteiny
mitogen- aktivovana protein kindza 3 z M. sativa
mitogen- aktivovand protein kinaza 3
mitogen- aktivovana protein kindza 4
mitogen- aktivovana protein kinaza 6
mikrotubuly

mikrotubuly organizujici centra

nod faktor

NODULE INCEPTION

NIN podobné proteiny

Nod Factor Signaling Pathway 1
vaskularni svazky vnitiniho kortexu

vaskularni pletivo
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oC

P. sativum
PAMPs
PB1

PITs

PPB

PRR
RLKSs
RSY

S. meliloti
SIMK
SIMKK RNAI

SIMKK
SUN
SUNDN
SymRK
VE

vnéjsi kortex

Pisum sativum

s patogeny asociované molekularni vzory
Phox and Bem1

preinfek¢éni vlakna

preprofazni svazek

receptory rozpoznavajici vzory
receptorim podobné kinazy
kultivar Regen SY
Sinorhizobium meliloti

stresem indukovana MAPK

transgenni linie stresem indukované MAPKK s
potlacenou expresi proteinu SIMKK metodou
RNA interference

stresem indukovana MAPKK
Sad1/UNC-84

dominantné negativni SUN proteiny
symbioticka receptorova kinadza
vaskularni endodermis
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