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CÍLE PRÁCE 
Teoretická část 
1. Vypracování literární rešerše na téma cytoskelet rostlin, mechanismy vl ivu 

prospěšných mikroorganismů na růst rostlin, imunohistochemické metody. 

Praktická část 

1. Fenotypová analýza transgenních linií vojtěšky (Medicago sativa L . ) při interakci s 

prospěšnými mikroorganismy rodu Pseudomonas v in vitro podmínkách. 

2. Imunohistochemické studium lokalizace cytoskeletu u vojtěšky při interakci s 

Pseudomonas. 



1 ÚVOD 
Tolice vojtěška {Medicago sativa L . ) je autotetraploidní kvetoucí rostlina patřící do 

čeledi bobovité (Fabaceae). Je to jedna z nej produktivnějších a nej pěstovanějších 

luštěnin s vysokým obsahem bílkovin. Zralá rostlina se vyznačuje silným kůlovým 

kořenem, který vytváří vhodné prostředí pro růst mikroorganismů díky produkci 

chemických exsudátů. Vojtěška má přirozeně vysoký obsah vitamínů, proteinů a enzymů. 

Proto se pěstuje jako krmivo pro zvířata, jako léčivo, surovina pro výrobu biopaliva a 

ethanolu a za účelem zlepšování vlastností půdy. 

Somatická embryogenéze je morfogenetický děj, ve kterém jakákoli somatická buňka 

má schopnost produkovat celou rostlinu bez splynutí gamet. Rostliny vzniklé somatickou 

embryogenezí (SE) se pěstují na kultivačních médiích obohacených o růstové hormony, 

aminokyseliny, vitamíny, makro- a mikro-elementy. Rozlišují se dva druhy SE, přímá a 

nepřímá. Rostlinné explantáty u nepřímé SE procházejí dediferenciačním stádiem a 

následnou tvorbou kalusu, na nichž se následně začínají tvořit embrya. U přímé SE se 

embrya indukují ze somatických buněk v organizovaném pletivu, které má embryonální 

schopnost, nevzniká stádium kalusu. 

Mikroorganismy podporující růst rostlin mají v l iv na klíčení semen, výživu, choroby 

a produktivitu rostlin. Rostliny j sou neustále vystaveny působení abiotického a biotického 

stresu, a proto jejich přežití závisí na jejich schopnosti rychle upravit svou fyziologii, 

vývoj a růst. V t o m j im pomáhají prospěšné mikroorganismy, které prostřednictvím 

biochemických procesů zlepšují dostupnost některých živin z půdy, které nejsou pro 

rostlinu volně a snadno přístupné. Bakterie žijící vrhizosféře se vyznačují tvorbou 

biofilmu okolo kořenových systémů v místě produkce kořenových exsudátů rostlinou. 

Pomáhají tolerovat stres pomocí různých přímých či nepřímých mechanismů a zároveň 

brání rostliny před patogeny a nemocemi. 

Pseudomonas jsou aerobní, gramnegativní všudypří tomné bakterie patřící do 

třídy proteobakterií. Produkují fytohormony (kyselinu indol-3-octovou, cytokininy, 

gibereliny, ethylen), které jsou považovány zajeden z hlavních mechanismů podpory 

růstu rostlin. Působí jako biokontrolní činidlo a navozují systémovou rezistenci vůči 

rostlinným onemocněním. 

Pseudomonas fluorescens je saprofytická nepatogenní rhizobakterie podporující růst 

rostlin, potlačující choroby rostlin produkcí sideroforů a sekundárních metabolitů, včetně 

antibiotik a kyanovodíku. Vyskytují se v půdě, ve vodě i na povrchu rostlin. Detekovat je 
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lze díky fluorescenční sloučenině pyoverdinu, který bakterie vylučují a slouží jako 

siderofor. 

Cytoskelet rostlinných buněk je organizován do trojrozměrné dynamické sítě složené 

z aktinových mikrofilament, mikrotubul a asociovanými proteiny. Podílí se na základních 

buněčných procesech. Mikrotubuly j sou hlavní dutou složkou cytoskeletu. Hrají klíčovou 

roli v buněčném cyklu, při buněčném dělení a přenosu informace. V dělících se buňkách 

miktotubuly přímo přispívají k tvorbě mitotického vřeténka, preprofázního svazku a 

fragmoplastu. Podílejí se také na růstu rostlinných buněk, od toho se pak odvíjí jejich 

uspořádání. 

Imunohistochemické metody jsou metody, pomocí kterých lze lokalizovat různé 

proteiny během vývoje rostlin. Imunofluorescenční značení je jednou z používaných 

metod fluorescenčního zobrazení buněčných struktur. Principem je afinitní vazba 

sekundárních protilátek značených fluoroforem na primární protilátku na určitém epitopu. 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1. Tolice vojtěška 

Tolice vojtěška {Medicago sativa L ) , známá také pod názvem „alfalfa", je 

autotetraploidní víceletá kvetoucí modelová rostlina pocházející z Asie a patřící do čeledi 

bobovité (Fabaceae) (Blondon et al., 1994; K i m et al, 2012). Je to jedna 

z nej produktivnějších a nej pěstovanějších luštěnin s vysokým obsahem bílkovin 

(Telekalo et al, 2020). Pěstuje se celosvětově ve více než 80 zemích o celkové rozloze 

-32 milionů hektarů (Bouton 2012; Havananda et al, 2011). Roste na různých typech 

půd, nejčastěji však na dobře odvodněné hlinité půdě. V některých částech světa jsou 

některé její druhy zařazeny mezi ohrožené rostliny díky tomu, že se nevyskytuje na 

kyselých a přemokřených půdách (Rhodes, L . 2016). 

Zralá rostlina se vyznačuje silným kůlovým kořenem, který sahá do půdy mnohem 

hlouběji než u j iných plodin, a to většinou 3-5 metrů, což je výhodné mimo j iné i pro 

zpevňování půdy. V půdě se díky kořenovému systému tvoří mnoho kanálů, které 

podporují vstřebávání vody, zlepšení koloběhu živin, a to následně ovlivňuje růst plodin. 

Kořeny vojtěšky vytvářejí také vhodné prostředí pro růst mikroorganismů díky 

chemickým exsudátům vylučovaných kořeny. Vylučovaný exsudát na bázi polysacharidu 

působí také jako lubrikant pro lepší klouzání kořenů mezi částicemi v půdě a díky svému 

složení poskytuje výživu pro rhizobakterie (Synek et al., 2021; Zhang et al., 2014). 

Tolice vojtěška kvete v období od června do září a barva květů se liší od druhu. Květy 

mohou být fialové, žluté, krémové či bílé (Bora & Sharma, 2011). Výška rostliny 

dosahuje od 30 cm až do 1 metru. Listy nejsou přeměněny, na stonku jsou uspořádány 

střídavě a jejich tvar je složený trojčetný. Květy, s jednou rovinou souměrnosti, mají 

volně srostlé květní obaly tvořené kalichem a korunou. Typem květenství u vojtěšky je 

hrozen čítající 12-15 květů. Plody jsou suché lusky s hnědou nebo šedou barvou, které se 

šíří autochorií (Chytrý et al, 2021; Pladias - databáze české flóry a vegetace, 

www.pladias.cz). 

Vojtěška je významná i fixováním vzdušného dusíku. Dusík je jedním ze základních 

stavebních prvků pro stavbu rostlinných bílkovin i pro stavbu lidských proteinů. Fixace 

dusíku může být uskutečněna například symbiózou mezi vojtěškou a bakterií 

Sinorhizobium meliloti, která se nachází v hlízkách kořenů. Díky vlastní fixaci dusíku 

vojtěška nevyžaduje žádné dusíkaté hnojivo pro svůj optimální růst (Baldacci-Cresp et 

al, 2012; Triboi & Triboi-Blondel, 2014). 
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Vojtěška je cenná pro přirozeně vysoký obsah vitamínů. Z vitamínů to jsou B , A , D , 

E , K a z minerálů vápník, kyselina listová, železo, hořčík, draslík. Vyznačuje se i 

vysokým obsahem proteinů, enzymů (amyláza, koaguláza, peroxidáza, lipáza) 

antioxidantů a fytofarmaceutických látek (Bora & Sharma, 2010). 

Pěstuje se za účelem zlepšování půdy, díky mohutným kořenům nedochází k 

častým erozím, jak j iž bylo zmíněno. Široce se také používá jako surovina pro výrobu 

biopaliv a ethanolu (Fu et al, 2015; Bora & Sharma, 2011). Dále se používá jako krmivo 

pro zvířata a má i léčebné použití. Jak vyplívá ze studie Jogezai a et al. (2019), vojtěška 

by mohla mít přímou souvislost se snižováním cholesterolu. V léčbě se podává ve formě 

extraktů z klíčků, listů a kořenů. Klíčky vojtěšky se často konzumují se zeleninou jako 

zeleninový salát. Její listy a semena se zpracují a prodávají se jako kapsle, tablety nebo 

čaje v obchodech se zdravou výživou (Hong et al, 2009). Vojtěška se řadí i mezi 

homeopatika podávané při poruchách centrálního nervového a trávícího systému. Je 

protizánětlivá a její další využití má i na zlepšení paměti, kašle, bolesti ledvin a svalů 

(Bora & Sharma, 2011; Jogezai etal, 2019). 

Genom vojtěšky má velikosti 800-1000 M b a není zatím kompletně osekvenovaný. 

Vojtěška je autotetraploid, který má 32 (2n) chromozomů (Blondon et al, 1994). 

V posledních letech bylo vyvinuto začlenění transgenních znaků do genomu vojtěšky, ve 

snaze zlepšit produktivitu a kvalitu plodin. Například transgenní linie vojtěšky se 

sníženým obsahem ligninu při využití pro krmné účely zvířat zlepšují stravitelnost této 

cenné biomasy (Barros et al, 2019). Nejčastěji používané transgenní linie pro vědecké 

účely j sou SJJVIKKi (solným stresem indukovaná mitogenem aktivovaná kináza kináza) 

a S I M K i (solným stresem indukovaná mitogenem aktivovaná kináza). Vznikají 

potlačením exprese SIMK nebo SIMKK metodou RNAi. Pro porovnání s RNAi liniemi se 

využívá také linie G F P - S I M K nadexprimující S I M K , u které je také možné pozorovat 

lokalizaci a distribuci S I M K pomocí mikroskopie živých buněk (Hrbáčková etal, 2021). 

V roce 1989 byl představen hybrid M sativa Regen-SY, který vznikl křížením rostlin 

první generace kultivarů Regen-S ( M sativa) a Regen-Y (Medicago falcata). Tento 

hybrid se vyznačuje zlepšenými regeneračními vlastnostmi (Seiler, 1991). 

Medicago truncatula je součástí rodu Medicago. Používá se jako modelový 

organismus, díky svému malému (550 kb,) diploidnímu (2n=16) a kompletně 

osekvenovanému genomu. Rostlina pochází ze Středozemí a v zimě představuje rostoucí 

autogamní jednoletý druh plevelných druhů Medicago. Její květy jsou žluté barvy, lusky 

jsou malé, stočené a ostnaté. Zoubkování okrajů listuje charakteristické a zoubky jsou 
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střídavě velké. V Austrálii a oblasti Středomoří slouží jako důležitá krmná luštěnina 

(Küster, 2013). 

2.2. Somatická embryogenéze 

Somatická embryogenéze (SE) je morfogenetický děj, ve kterém jakákoli somatická 

buňka má schopnost produkovat celou rostlinu bez splynutí gamet (Fehér et al. 2003). 

Schopnost rostlinné buňky produkovat embrya závisí na její totipotenci, přičemž rostlinné 

buňky mají schopnost vytvářet nové kompletní rostliny (Germána a Lambardi 2016). SE 

zahrnuje vývoj somatického embrya, jako bipolární struktury, ze somatických buněk bez 

fáze gamet a oplodnění v in vitro podmínkách ( K im et al, 2012). SE tedy umožňuje 

pohled na model raného vývoje rostlin experimentální cestou (Obr. 1) (Zimmerman, 

1993). 

Obrázek 1: Schematické znázornění postupu nepřímé somatické embryogenéze v in 
vitro podmínkách u Tolice vojtěšky (M. sativa). 
Proces začíná výběrem a rozřezáním mladých listů umístěných na vhodné médium indukující 
tvorbu kalusu (A), masivní dělení buněk a tvorba kalusu na listovém explantátu na médiu 
obsahující hormony (B), tvorba somatických embryí na kalusu na médiu bez hormonů (C). 
V dalších krocích je pak vyžadováno médium bohaté na vitamíny a aminokyseliny 
podporující klíčení a vývin somatických embryí (D), která mohou být dále regenerována na 
kompletní rostliny na Murashige a Skoog médiu (MS) (E) a následně jsou rostliny přeneseny 
do půdy, nebo zachovány v in vitro podmínkách pro další cyklus nebo další experiment (F). 
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Somatická embrya jsou tedy geneticky totožná s rodičovskou rostlinou (Ausubel, 

2005), připomínají zygotická embrya a procházejí podobnými stádii (Fras et al, 2008; 

Winkelmann, 2016). Mez i tyto stádia se řadí: globulární, srdčité, torpédovité, v případě 

dvouděložných rostlin i kotyledonární. Jakmile se embrya dostanou do kotyledonární 

fáze, zahajuje se tvorba výhonků z meristému a začíná růst semenáčků (Yang & Zhang, 

2010). 

Při dalším porovnání somatického a zygotického vývojového stádia embrya, 

rozlišujeme dvě hlavní fáze. První probíhá na morfogenetické úrovni, kdy se spouští 

aktivita meristému, je zahájen proces růstu a zrání. Druhá fáze je na úrovni metabolické, 

což je charakterizováno biochemickými aktivitami a přípravou tvorby semen. Somatické 

buňky obsahují celý soubor informací, důležitých a podstatných pro vytvoření a 

dokončení celé funkční rostliny. Dalším rozdílem mezi zygotickými a somatickými 

embryi, je přítomnost endospermu, který zygotickým embryím poskytuje živiny a růstové 

regulátory. Somatická embrya však endosperm neobsahují. Proto je u SE nutné do 

kultivačních médií přidávat růstové hormony a aminokyseliny pro podporu růstu a 

správného vývoje rostlin (Méndez-Hernández etal., 2019; Amin i et al., 2016; Merkle et 

al, 1995; Sangra, Shahin & Dhir, 2019). 

Do kultivačních médií se mohou přidat aminokyseliny, vitamíny, růstové regulátory, 

makro- a mikro-elementy a také zpevňující složky. Jejich přítomnost v médiu zvyšuje 

účinnost SE (Amini etal, 2016). 

Aux in je fytohormon indukující SE. Jeho vysoké koncentrace vedou k rozvoji 

kořenového primordia, což vede k vývoji kořenů. Syntetickým auxinem používaným pro 

SE je pak 2,4-dichlorfenoxyoctová kyselina (2,4-D). Cytokininy indukují tvorbu 

embryogenního kalusu a podporují tvorbu sekundárních embryí na bočních stranách 

primárního embrya. M e z i přírodní cytokininy patří zeatin, mezi syntetické analogy patří 

kinetin (KIN) a benzyladenin (BA) . Kyselina abscisová ( A B A ) je hormon regulující 

syntézu a ukládání zásobních proteinů u SE. Mechanismus regulace genové exprese 

pomocí A B A zahrnuje translační kontrolu, zpracování transkriptu a stabilitu m R N A . B y l o 

zjištěno, že kyselina giberelová (GA) indukuje prodlužování buněk buněčného dělení, 

syntézu fotosyntetických pigmentů ve vyvíjejících se embryí. Tím se zlepšuje 

fotosyntetická schopnost rostliny, pomáhá skladovat sacharidy a podporuje klíčení in 

vitro (Joshi & Kumar, 2013). 
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Schopnost tvorby embryí přímé nebo nepřímé SE závisí na faktorech jako jsou 

například výše zmíněné fytohormony, dále proteiny a transkripční faktory (Joshi & 

Kumar, 2013). 

Rostliny dokáží díky diferenciaci somatický buněk optimalizovat svůj růst a vývoj 

v závislosti na vnitřních a vnějších podmínkách. Zejména různé způsoby regenerace, jako 

je například reparace tkání, de novo organogeneze a SE, které zahrnují tvorbu proliferující 

pluripotentní buněčné hmoty, tzv. kalusu (Sugimoto et al, 2011). M e z i epigenetické 

faktory ovlivňující regeneraci rostlin se řadí kondenzace chromatinu, methylace D N A a 

post-translační modifikace histonů. Každé somatické embryo je vytvořeno z jedné buňky 

(totipotentní buňky), ale mohou se odvozovat a tvořit i sekundární embrya na již 

vytvořených primárních embryích (Henderson & Jacobsen, 2007). 

Y in vitro podmínkách existují dva typy SE, přímá a nepřímá. U nepřímé SE se 

explantáty kultivují na pevném médiu vPetriho miskách. Buňky explantátu procházejí 

dediferenciačním stádiem a následnou tvorbou kalusu, než jsou schopné produkovat 

samostatná somatická embrya. Indukce embryogenních kalusů a tvorba somatických 

embryí se navodí kultivací na mediích bez hormonů. Přímá SE se indukuje 

ze somatických buněk v organizovaném pletivě, které mají embryonální schopnost. 

Explantáty, z kterých se odvodí suspenzní kultura se nechávají kultivovat v tekutém 

médiu v Erlenmeyrových baňkách a embrya se indukují z organizovaného pletiva bez 

fáze kalusu (Fowler etal., 1998; Tichá etal., 2020; Ausubel, 2005). Proces indukce přímé 

SE z listů vojtěšky se dá zkrátit přidáním polyetylenglykolu (PEG) do kultivačního média 

a tím se vynechá stadium kalusu (Denchev etal., 1991). 

U vojtěšky, na rozdíl od j iných rostlin, může být SE indukována ze všech částí rostliny, 

protože embryogenní potenciál regenerovatelných genotypů není závislý na typech 

explantátu. SE vojtěšky začíná výběrem a izolací explantátu, například povrchově 

sterilizovaným listem nebo stonkem z rostlin pěstovaných in vivo, nebo také stonkem a 

listem z in vitro pěstovaných rostlin, které jsou rozřezány na malé části a následně 

umístěny na/do vhodného média (Kao & Michayluk, 1980; L u et al, 1982; Dijak & 

Brown, 1987). 

Obecně platí, že pomalejší růst a regenerace rostlin odvozených pomocí SE souvisí 

s nižším množstvím uvolněných zásobních proteinů a A M K u vyvinutých embryí (Lai, 

Lecouteux & McKersie , 1995; L a i & McKersie , 1994). 

V roce 1984 Antassov a Brown popsali indukci kalusu z kotyledonů, hypokotylů a 

explantátu listů z vojtěšky na B5 médiu doplněného regulátory růstu. Je zjištěno, že kalus 
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vojtěšky po dvou až třech subkultivacích dále j iž netvoří embrya. K prodloužení SE 

vojtěšky se používá sekundární SE (Sangra, Shahin & Dhir, 2019). Během sekundární SE 

jsou nová somatická embrya tvořena z původních primárních somatických embryí. V e 

srovnání s primární SE je účinnost explantátů v sekundární embryogenezi vyšší 

(Raemakers etal., 1995). 

Nevýhodou nepřímé SE vojtěšky je vznik somaklonální variability a také nutnost 

pokaždé odvozovat kalus z nového explantátů (Garcia et al, 2019). Tento proces je 

časově velmi náročný, pracný, ale i nákladný. Navíc během kultivace v in vitro 

podmínkách může u explantátů vojtěšky dojít ke kontaminaci mikroorganismy, a to dále 

snižuje účinnost indukce SE nových kultur (Tian, Brown & Watson, 2002; Pereira & 

Erickson, 1995). 

2.3. Mikroorganismy podporující růst rostlin 

Mikrobiální společenstva mají klíčový v l iv na fungování rostlin, ovlivňují jejich 

fyziologii a vývoj. Mají v l iv na klíčení semen, výživu, choroby a produktivitu rostlin 

(Mendes et al, 2013). N a rostliny působí abioticky (sucho, horko, salinita) a biotický 

stres (býložravci, patogeny), a proto přežití rostlin závisí na jejich schopnosti rychle 

upravit svou fyziologii, vývoj a růst (Saad etal, 2020). 

Mikroorganismy podporující růst rostlin (PGPM), podporují jejich růst tím, že zlepšují 

dostupnost určitých živin z půdy, které nejsou pro rostlinu volně a snadno přístupné. 

Dostupnost zlepšují prostřednictvím biochemických procesů, jako jsou rozpustnost, 

mineralizace, oxidační a redukční reakce. Tyto procesy, které se odehrávají v rhizosféře, 

kde je vyšší dostupnost fosforu, draslíku, zinku, selenu a železa rostlinám (Koskey et al, 

2021). 

Pouze 1-2 % bakterií jsou schopny podporovat růst rostlin v rhizosféře a nazývají se 

rhizobakterie podporující růst rostlin (PGPR) (Patten & Glick, 2002). V rhizosféře 

dochází k výživě a zároveň obraně rostliny. P G P R podporují růst rostlin a pomáhají 

tolerovat stres pomocí různých přímých či nepřímých mechanismů (Glick, 2012; Kaushal 

& Wani, 2016; Timmusk et al, 2017). Rhizobakterie se nejčastěji vyskytují u rostlin 

vylučujících kořenové exsudáty, které ovlivňují fyzikálně-chemické vlastnosti okolní 

půdy. Exsudáty jsou složené převážně z organických kyselin, vitamínů, jednoduchých 

cukrů, polysacharidu a také minerálních látek, jako je dusík a uhlík z mrtvých nebo 
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odumírajících kořenových vlásků (Bora & Sharma, 2011; Baldacci-Cresp et al, 2012; 

Synek etal, 2021). 

Kořenové exsudáty rostlin neslouží pouze jako zdroj uhlíku pro půdní 

mikroorganismy, ale působí také jako signál k přitahování nebo odpuzování mikrobů. 

Složení kořenových exsudátů je druhově specifické a závisí na půdě, ve které se rostlina 

vyskytuje a také od výskytu a růstu hub a mikroorganismů v je j ím okolí. Kořenová 

soustava rostlin nevylučuje exsudát všude stejně koncentrovaný, což vede k odlišnosti 

kolonizace bakterií podél kořene (Synek et al, 2021; Zhang et al, 2014; Rudrappa et al., 

2008). 

Poté, co se P G P R dostanou ke kořenovému systému mohou kompetentní kmeny 

bakterií vytvořit biofilm na povrchu kořenů rostlin a následně začít kolonizovat kořeny 

(Wheatley & Poole, 2018). Biofi lmy umožňují bakteriím odolávat drsným podmínkám 

včetně vysychání a vysokým koncentracím toxických sloučenin (Danhorn & 

Fugua,2007). Buňky bakterií se nejprve nespecificky a reverzibilně přichytí na povrch 

kořene nejčastěji pomocí bičíku nebo pílí. V pozdější fázi se začnou vázat specificky, a 

díky produkci kořenových polysacharidu nebo adhezivních proteinů, také irreverzibilně 

(Wheatley & Poole, 2018). Po přichycení se bakteriální buňky začnou množit a vytvářet 

kolonie. Bakterie se do rostliny dostávají pomocí přirozených „otvorů" na rostlinném těle 

(například v místech přerůstání bočních kořenů, průduchy, anebo hydatodami) i přes 

kořenové vlásky, trichomy nebo rány způsobené patogeny, býložravci či hmyzem. 

Mnoho druhů P G P R produkují enzymy rozvolňující buněčnou stěnu rostlin tak, aby se 

do kořenových pletiv dostali aktivní cestou přes epidermis. Z enzymů P G P R využívají 

například celulázy, xylanázy, pektinázy a endo/exo-glukanázy. Některé druhy P G P R pak 

dokáží procházet endodermis a kolonizovat celé rostlinné tělo prostřednictvím 

rostlinných vodivých pletiv (Synek et al, 2021). 

M e z i převládající rody P G P R patří Pseudomonas spp. a Bacillus spp (Podile & 

Kishore, 2006). 

2.3.1. Využití P G P M a PGPR 

Bakterie produkují metabolity, které mohou přímo zlepšit růst rostlin, nebo nepřímo 

minimalizují účinky půdních rostlinných patogenů, tzn. že slouží jako biokontrola (Patten 

& Glick, 2002). M i m o to snižují negativní dopady různého působení metabolických a 

fyziologických procesů, jako je bioremediace těžkých kovů (Oves et al, 2017), 
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degradace/tolerance pesticidů a tolerance sucha a zasolení (Dubey & Fulekar, 2013; 

Daffonchio et al, 2015). Interakce rostlinných mikrobů s rostlinou může být variabilní 

vůči změnám v ekosystému, fyzikálně-chemickým vlastnostem půdy, odpovědí hostitele, 

adaptaci a fyziologickému stavu bakterií (Eida et al, 2017; Zhou et al, 2016; Y o u et al, 

2016). Rozmanitost a vysoká koncentrace bakterií hraje důležitou roli pro podporu zdraví 

a vývoje rostliny při abiotickém stresu (Soussi etal, 2016). 

Nárůst lidské populace může mít negativní dopad v zemědělství a může být důvodem 

globálních problémů. Jako je například skleníkový efekt, nadměrné používání fosilních 

paliv, neustálé odlesňovaní, zvyšování globálních teplot, nedostatek sladkovodních 

zdrojů. (Mgbemene et al, 2016). Všechny tyto problémy svým způsobem ovlivňují 

atmosféru i půdu a tím i pěstování a růst rostlin. Prospěšné mikroby mohou sloužit k 

podpoře růstu rostlin v dnešních podmínkách klimatických změn (Saad et al, 2020). 

Bakteriální a exogénni aplikace prospěšných chemických látek se používá ke zlepšení 

odolnosti, výnosu a tolerance rostlin vůči toxicitě a stresových podmínek. Například 

aplikace kyseliny jasmínové, chitosanu, kyseliny huminové, kyseliny giberelové a dalších 

hormonů (Khan et al, 2017; Bistgani et al, 2017; Kasmani et al, 2013; Shaddad et al, 

2013). I tyto chemikálie napomáhají dobrému fyziologickému stavu a adaptaci rostlin ve 

stresových podmínkách (Enebe & Babalola, 2018). 

2.3.2. Pseudomonas 

Pseudomonas jsou aerobní, gramnegativní všudypřítomné bakterie. Patří 

k proteobakteriím do podtřídy gama (Selvakumar et al, 2015). Hojně se vyskytují 

v půdách a vodním prostředí, kolonizují kořeny rostlin. Mnoho kmenů podporuje růst 

rostlin a slouží jako biologická kontrola proti různým rostlinným patogenům. Díky jejich 

schopnosti metabolizovat živiny, jejich rychlost a snadnost růstu v různém prostředí 

rostlin a půdy, z nich činí slibné organismy pro vývoj komerčních produktů biologické 

kontroly a biohnojiv (Roquigny et al, 2017). Ty kmeny Pseudomonas, které se vyskytují 

v hojném množství vrhizosféře , podporují růst rostliny, například lepší kolonizací 

kořenů, produkcí enzymů a metabolitů, solubilizací živin, kyseliny indoloctové ( IAA) 

(Obr. 2). Působí jako biokontrolní činidlo a navozují systémovou rezistenci vůči 

nemocem (Podile & Kishore, 2006). 

Bakterie Pseudomonas produkují fýtohormony, které jsou považovány za jeden 

z hlavních mechanismů podpory růstu rostlin (Egamberdieva, 2005). 
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Obrázek 2: Vliv PGPR na kořenový systém, získávání živin a fungování kořenů 
PGPR může modulovat vývoj a růst kořenů produkcí fytohormonů, sekundárních metabolitů a 
enzymů. Nejčastěji pozorovanými účinky PGPR je snížení rychlosti růstu primárního kořene a 
zvýšení počtu a délky postranních kořenů a kořenových vlásků. Rhizobakterie také ovlivňují 
výživu rostlin prostřednictvím fixace dusíku, solubilizace fosforu nebo produkce sideroforu a 
modifikují fyziologii kořenů změnou genové transkripce a biosyntézy metabolitů v rostlinných 
buňkách (Upraveno podle Vacheron etal, 2013). 

2.3.2.1. Produkce hormonů 

Rostlinné hormony neboli fytohorm ony jsou chemickými posly, kteří ovlivňují schopnost 

rostliny reagovat na ně ve svém životním prostředí. Jsou to přírodní organické sloučeniny 

účinné při velmi nízké koncentraci, stimulující nebo inhibující růst rostlin. Syntetizují se 

většinou v určitých částech rostliny a transportují se do j iných míst v rostlině. Ovlivňují 

fyziologické procesy v nízkých koncentracích jako je růst, diferenciace a vývoj nebo i 

stomatální pohyb (Davies, 2013). Označují se také jako regulátory růstu rostlin, které se 

vytváří z P G P R (Obr 2). Mez i nejvíce projevované rostlinné hormony se řadí auxiny, 

ethylen, gibereliny, kyselina abscisová ( A B A ) a cytokininy mohou dobře regulovat růst 

a vývoj rostlin (Kende etal, 1997; Taiz & Zeiger, 2002). Rostlinné fytohormony mohou 

být produkovány i rhizobakteriemi, které tím podporují růst a vývoj rostlin. 

2.3.2.1.1. Kyselina indol-3-octová 

Fytohorm on auxin hraje roli v regulaci růstu rostlin a je produkovaný samotnými 

rostlinami. B y l o zjištěno, že většina bakterií žijící vrhizosféře , je schopna produkovat 

auxin indol-3-octovou kyselinu ( IAA) . Auxiny mohou mít jak prospěšné, tak škodlivé 

účinky na růst rostlin (Patten & Glick, 1996). Účinnost závisí na hladině I A A , kterou 

vyprodukuje rostlina samotná. Jestliže je hladina I A A nízká, může být přidání bakteriální 
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I A A pro kořeny rostlin prospěšné. Bakteriální I A A totiž podporuje tvorbu kořenových 

vlásků a zvyšuje počet a délku postranních a primárních kořenů. Pokud však rostlina 

produkuje sama osobě vysoké množství I A A , přidání bakteriální I A A může mít škodlivé 

účinky na délku kořene a inhibici růstu primárního kořene (Davies 1995; Persello-

Cartiauxe/a/.,2003). 

2.3.2.1.2. Cytokininy 

Cytokininy jsou N6-substi tuované aminopuriny sloužící jako regulátory růstu rostlin a 

ovlivňující mnoho fyziologických a vývojových procesů, jako například dělení buněk, 

klíčení semen, vývoj kořenového systému, akumulaci chlorofylu, expanzi listů a 

zpomalení stárnutí listů a chloroplastů. Tyto fytohormony j sou syntetizovány v kořenech 

rostlin a jsou transponovány přes xylém do výhonků, kde plní své funkce (Chernyaďev 

II, 2009). Cytokininy mohou být produkovány i rhizosférickými mikroorganismy žijící 

v těsné blízkosti kořene rostlin a ovlivňují tak jejich růst a vývoj (De Salámone et al, 

2001). Po naočkování rostlin bakteriemi produkující cytokininy, se stimuluje růst 

výhonků a snižuje se poměr kořen/výhon u rostlin vystavených suchu (Arkipova et al, 

2007). 

2.3.2.1.3. Gibereliny 

Gibereliny (GA) jsou tetracyklické diterpenoidní kyseliny produkované rostlinami. 

Ovlivňují vývojové procesy v rostlinách včetně prodlužování stonku, klíčení semen, růst 

květů a plodů (King & Evans, 2003). Produkce G A byla pozorována také u různých 

kmenů Pseudomonas spp. Například u P. putida, který díky produkci G A zvyšuje růst 

rýže a deficitem G A , pomáhá také rostlině tolerovat sucho a u sóji inhibuje stres ze soli 

(Kang etal, 2014). 

2.3.2.1.4. Ethylen 

Ethylen je plynný fytohormon (identifikován také jako stresový hormon), který v nízké 

koncentraci reguluje růst, vývoj a stárnutí rostliny (Saleem et al, 2007). Vysoké 

koncentrace mohou být pro rostliny škodlivé, mohou způsobit defoliaci, předčasné 

stárnutí a inhibovat růst stonků a kořenů tím, že ovlivňují buněčné procesy (Li et al, 

2005). 

2.3.2.1.5. Siderofor 

Železo patří mezi minerály volně přítomné na povrchu Země, avšak v půdě je nedostupné 

pro rostliny. V přírodě se běžně vyskytuje ve formě F e 3 + , která je vysoce nerozpustná pro 

rostliny. Problém s nerozpustností železa řeší P G P R vylučující siderofor. Siderofory jsou 
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nízkomolekulární proteiny vázající železo, zapojují se do procesu chelatace železitého 

železa z prostředí (Obr. 2) (Vejan et al, 2016). Mez i nejvíce studované kmeny bakterií 

produkující siderofory patří Pseudomonas spp. Nejhojnější siderofor u Pseudomonas sp. 

je pyoverdin. Roquiny et al., (2017) uvádí, že po inokulaci vojtěšky (M. sativa L . ) 

Pseudomonas sp. v podmínkách omezeného přístupu železa zvýšila klíčivost a větší 

hmotnost sušiny kořene a stonku u naočkovaných semen. 

2.3.2.2. Fluorescenčnípseudomonady 

Fluorescenční pseudomonady jsou funkční skupinou, která zahrnuje druhy Pseudomonas, 

které se vyznačují produkcí zelené fluorescenční sloučeniny známé pod názvem 

pyoverdin, což je siderofor (Cézard etal., 2015). Pyoverdiny zachycují a dodávají železo 

do buněk rostliny. Mikrobiální siderofory tedy mohou zvýšit příjem železa rostlinami 

(Masalha et al., 2000). M e z i fluorescenční pseudomonady patří fytopatogenní druhy 

pozitivní na cytochrom c oxidázu (Pseudomonas cichorii, Pseudomonad marginalis a 

Pseudomonas tolaasií), nefýtopatogenní kmeny, které nezpůsobují nekrózu rostlin 

(Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas chlororaphis a 

Pseudomonas aeruginosa) a fytopatogenní kmeny způsobující nekrózu, neobsahují 

cytochrom c oxidázu (Pseudomonas syringae a Pseudomonas viridiflava) (Choudhary et 

al, 2009). 

Fluorescenční pseudomonady soutěží s rostlinnými patogeny o prostor a živiny, což 

snižuje onemocnění rostlin (Haas & Défago, 2005). Jednou z hlavních živin, která vede 

ke konkurenci je železo, kvůli jeho omezené dostupnosti v půdě. Pseudomonady soutěží 

o železo produkcí sideroforu, pyoverdinu, což by mohlo vést ke snížení železa pro 

patogenní organismy. Studie ukázaly, že siderofory mají schopnost biologické kontroly 

patogenních hub a podobných organismů včetně Pythium spp. ^Fusarium spp. v in vitro 

a in vivo podmínkách (Leon et al, 2009; Sen et al, 2009). 

2.3.3. Pseudomonas fluorescens 

Pseudomonas fluorescens je saprofýtická nepatogenní rhizobakterie podporující růst 

rostlin a potlačující choroby rostlin. Vyskytuje se v půdě, ve vodě i na povrchu rostlin. Je 

to gramnegativní tyčinkovitá bakterie, která vylučuje j iž zmíněnou fluorescenční 

sloučeninu pyoverdin (Cézard et al, 2015). Většina jsou obligátními aeroby, některé 

kmeny přijímají NO3 místo O2. P. fluorescens produkuje siderofor a sekundární 

metabolity, včetně antibiotik a kyanovodíku (Roquiny et al, 2017). Hlavním 
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mechanismem účinku P.fluorescens je rychlá kolonizace prostřednictvím kompetitivního 

vyloučení patogenů, tím inhibuje patogeny v rhizosféře (Haas & Défago, 2005). Bakterie 

také působí jako prostředek biologické kontroly (Mohan et al, 2023). 

2.4. Cytoskelet rostlin 

Cytoskelet rostlinných buněk je organizován do trojrozměrné dynamické sítě. Podílí se 

na základních buněčných procesech, jako je buněčné dělení, expanze a diferenciace, 

buněčný transport, cytoplazmatické proudění, mezibuněčný transport, komunikace, 

přenos signálů a také odpovědí na podněty přicházející z vnějšího prostředí (Staiger, 

2000; Petrásek a Schwarzerová, 2009; Komis et al., 2015). Rostlinný cytoskelet se 

nachází ve vnitřním prostoru celé buňky a může být ve spojení s cytoplazmatickou 

membránou, jadernou membránou a organelami. 

Cytoskelet slouží jako vnitřní podpůrná struktura buněk, udržuje buněčnou 

architekturu, vnitřní uspořádání organel a omezuje difúzi membránových proteinů. (Obr. 

3) (Shaw, 2013). Cytoskelet sehrává důležitou roli ve vezikulárním transportu, napomáhá 

přenosu vezikul a organel a podílí se na tvorbě mitotického a cytokinetického aparátu 

(Obr. 4) (Takeuchi et al., 2017; Petrásek a Schwarzerová, 2009). 

Cytoskelet rostlinných buněk je reprezentovaný aktinovými mikrofilamenty, 

mikrotubuly a asociovanými proteiny. Mikrotubuly a aktinová mikrofilamenta tvoří 

bohatě rozšířené, nekovalentní, filamentózní polymery, které se vyznačují výrazně 

odlišnými velikostmi a zřetelnou intracelulární dynamikou (Komis et al., 2015). 

Spojením jednotlivých vláken mikrotubulů nebo aktinových mikrofilamentů vznikají 

struktury vyššího řádu, jako například svazky a ortogonální sítě. Svazky a sítě 

mikrovláken a mikrotubul se v buňce neustále dynamicky mění, tvoří se nebo rozpadají, 

v závislosti na reakci na vnitřní a vnější podněty (Nick, 2013; L i et al, 2015; Wang & 

Mao, 2019). Vytváří se mechanismem, kdy se z pomalu rostoucího konce (- konec) 

odstraňují monomery a k rychle rostoucímu konci (+ konec) se nové monomery přidávají 

(Fletcher & Mull ins , 2010; L i et al, 2015). 
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Mikrotubuly 
Aktinová ťilamcnta 

jádro 
cytoplasma 
buněčná stěna 

Obrázek 3: Schéma rostlinného cytoskeletu během profáze a interfáze 
Rostlinná buňka obsahující mikrotubuly a aktinová vlákna jak v cytoplasmatických 
oblastech, tak v jádře. A - cytoskelet v profázi; B - cytoskelet v interfázi (Upraveno podle 
Kost & Chua, 2002). 

2.4.1. Mikrotubuly 

Mikrotubuly (MT) jsou hlavní dutou složkou cytoskeletu (Defeu Soufo & Graumann, 

2004). Mají ústřední roli v mnoha biologických procesech, například jsou součástí 

buněčné signalizace, morfologie, pohybu a dělení buněk (Dustin, 1978). M T organizují 

sítě, poskytující oporu pro vezikulární transport a umístění organel (Bonifacino & 

Neefjes, 2017). Klíčovou roli hrají v buněčném cyklu, při buněčném dělení, přenosu 

informace a intracelulárním transportu (Yue et al, 2014). V dělících se buňkách M T 

přímo přispívají k tvorbě mitotického vřeténka zajišťující stejné rozdělení chromozomů, 

také k tvorbě preprofázního svazku (PPB) a fragmoplastu (Rieder & Salmon, 1998). M T 

jsou složeny z 13 polarizovaných protofilamentů {al /?-tubulinových dimerů) (Obr. 4A). 

Polymerace M T spočívá v přidávání al /?-tubulinových dimerů na M T koncích (Obr. 4B) 

(Waterman-Storer &Salmon, 1997). Důležitou roli pro prostorovou a časovou regulaci 

dynamiky M T je množství MT-vazebných proteinů (Zhou &Giannakakou, 2005). 

M T se podílejí na růstu rostlinných buněk. Uspořádání kortikálních M T v rychle 

rostoucích buňkách je horizontální, v pomalu rostoucích je šikmé nebo náhodné a 

v buňkách, které ukončili růst je vertikální. Orientaci M T ovlivňuje mnoho faktorů jako 

jsou např. světlo, působení depolymerizačních činidel (př. oryzalin, propyzamid) a 

stabilizátorů (taxol) (Porter & Day, 2016). 
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Obrázek 4: Schématické znázornění funkční role mikrotubulů (MT) 

A - Struktura M T protofilamentu, a- a (B-tubulinové podjednotky se skládají do heterodimeru. 
B - Při polymeraci protofílament se přidávají tubulinové dimery na rostoucí + konec MT, kde 
je rychlejší dynamika ve srovnání s - koncem (Upraveno podle El i et a/.,2022). 

N a růstu rostlin se zároveň s M T podílejí růstové hormony, jako jsou auxiny a 

gibereliny. M T a giberelin regulují růst hypokotylů a M T s A B A regulují otevírání a 

zavírání průduchů (Porter & Day, 2016). 
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2.4.1.l.Proteiny asociované s miktotubuly 

Rostlinné mikrotubuly interagují s různými proteiny asociovanými s M T (MAPs) . Lze je 

rozdělit na MT-síťovadla, M T + koncové vazebné proteiny (EB), regulátory dynamiky 

M T , motorické proteiny (Gardiner, 2013) a regulátory skládání tubulinu (Rodríguez-

M i l l a & Salinas, 2009). Jejich funkcí je například síťování interfázních a cytokinetických 

M T v buněčném cyklu (MAP65-1 a 2) (Smertenko et al, 2008), regulují organizaci 

paralelních kortikálních M T v rostoucích a diferencujících se rostlinných buňkách 

(MAP65-1) (Lucas & Shaw, 2012), dále regulují anizotropní buněčný růst (MAP70) 

(Korolev et al, 2007). M e z i nej důležitější funkce E B patří regulace spirálního růstu a 

reorganizace M T (Wang et al, 2011). 

2.4.2. Aktinový cytoskelet 

Eukaryotický aktinový cytoskelet je dynamická síť, jehož aktivita je řízena přísně 

regulovanými prostorovými a organizačními změnami v monomerním globulárním (G)-

a vláknitém (F)-aktinu (Obr. 5) (Porter & Day, 2016). Aktinový cytoskelet je nezbytný 

pro funkci řady buněčných procesů, jako je například buněčné dělení, prodlužování 

buňky, stanovení buněčné polarity a pohybu, endocytóza, přenos vezikul a imunity, dále 

pak udržují morfologii buněk, transportují materiál, zajišťují apikální růst a přenos 

signálu (Porter & Day, 2016; He, Chen & Han, 2020). 

2.4.2.1. Aktin vázající proteiny 

Proteiny vázající aktin (ABP) mohou být klasifikovány jako aktin monomer vázající 

a/nebo uzavírající proteiny (globulární G-aktin vázající proteiny), regulátory F-aktin 

polymerace nebo depolymerace, aktinové mikrofilamentní síťovadla (F-aktin svazkující 

proteiny) a myozinové motorické proteiny (McCurdy et al, 2001). Nejznámějsím 

proteinem vázajícím aktinový monomer je profilin. Indukuje depolymerizaci F-aktinu 

(Xue & Robinson, 2013). B y l o zjištěno, že jednou z jejich funkcí je prodlužování buněk 

(Vmetal, 2013). 

Některé proteiny mají duální funkce pro obě skupiny proteinů. Například v jednom 

případě j eden protein vykazuj e afinitu j ak pro M T , tak pro mikrovlákna a vykonává duální 

regulační funkce pro oba typy cytoskeletálních polymerů. V druhém případě jeden 

protein remodeluje stejný typ polymeru cytoskeletu, ale vykazuje různé aktivity 

ovlivňující cytoskelet. Rozmanitost proteinových aktivit odráží komplexní, různorodé 
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Vláknitý aktin (F-aktin) 

Obrázek 5: Schéma aktinového filamentu 

Aktinová vlákna se začnou tvořit, jestliže se tři G-aktinové proteiny samy spojí a vytvoří 
trimer, který se váže na + konec F-aktinu. Zdrojem energie pro proces skládání je 
adenosintrifosfát (ATP), který se hydrolýzou mění na adenosinmonofosfát (ADP). Molekuly 
ADP zůstávají zachyceny v aktinovém vláknu a nemohou se vyměňovat s ATP, dokud se 
monomer aktinu, který je nese, z vlákna neodstraní (Upraveno podle Alberts et al., 2004). 

mechanismy, které regulují cytoskelet v reakci na intracelulární a extracelulární signály 

(Lian etal, 2021). 

M e z i společné funkce M A P a A B P patří kontrola organizace, dynamiky a funkce 

cytoskeletu. M A P a A B P mění své aktivity v reakci na signální molekuly nebo 

prostřednictvím post-translační modifikace k zajištění správné prostorové a časové 

regulace dynamiky cytoskeletu (Lian etal., 2021). 

2.4.3. Buněčné dělení 

Buňky rostlinných pletiv se dělí antiklinálně (kolmo k povrchu orgánu) v mediální rovině 

(Obr. 6). Kontrolu polohy rovin buněčného dělení zprostředkovává cytoskelet (Kost & 

Chua, 2002). Kortikální M T se na začátku mitózy shlukují do úzkého prstence kolem 

jádra a vytváří se P P B , který určuje rovinu buněčného dělení. Aktinový cytoskelet řídí 

polohu jádra, kolem kterého se vytváří P P B . P P B zcela mizí během karyokineze, která je 

zprostředkována mitotickým vřeténkem, tvořeném M T . Vřeténko se rozpadá po anafázi 

a vzniká fragmoplast, tvořený paralelními M T , který je zapojen do tvorby buněčné stěny 

(buněčné destičky) mezi nově vznikajícími dceřinými jádry během cytokineze 

(Nebenfuehr et al, 2000). Buněčná destička dozrává a od středu k rodičovské buněčné 

stěně se rozpadá, a nakonec s ní splývá. Později v cytokinezi získává fragmoplast tvar 
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Obrázek 6: Schéma mitózy a interfáze rostlinných buněk 

Mikrotubulová pole během buněčného cyklu u vyšších rostlin. Během interfáze jsou 
mikrotubuly sestaveny v kortikální oblasti a jaderném obalu. V G2 fázi se tvoří preprofázní 
pás, zatímco počet jaderných mikrotubulů se zvyšuje. Během mitózy se sestaví vřeténka a 
separují se chromozomy a následuje tvorba fragmoplastových mikrotubulů vtelofáze 
(Upraveno podle Canaday et al, 2004). 

kruhovitého prstence, který je spojen s okrajem expandující buněčné destičky (Kost & 

Chua, 2002). 

2.4.4. Zobrazení mikrotubul a mikrovláken 

Snadné zobrazení mikrotubul a filamentózního aktinu (F-aktin) v živých rostlinných 

buňkách lze nyní docílit pomocí řady konstruktů zeleného fluorescenčního proteinu 

(GFP) s využitím laserového konfokálního mikroskopu. Často se zobrazování živých 

buněk provádí na vzorcích, které jsou upevněny na podložním sklíčku překryty krycím 

sklíčkem. Tato metoda mikroskopování může vést k poškození buněk, protože se mohou 

během přípravy mikroskopického preparátu buňky v důsledku tlaku rozbít nebo během 

dlouhodobého zobrazování mohou vzorky vyschnout (Chai, Chin & Blancaflor, 2022). 

2.5. Imunohistochemické a histochemické metody 

Imunohistochemické a histochemické metody jsou metody, pomocí kterých lze 

lokalizovat různé proteiny nebo j iné chemické látky během vývoje rostlin. Analýza na 

histologické, buněčné a subcelulární úrovni by mohla pomoci objasnit proteinovou 

funkci, interakci a aktivitu v metabolismu a dějích v různých tkáních v rostlinných 

strukturách (Molero etal., 2019). 
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Imunofluorescenční značení je metoda fluorescenčního zobrazení buněčných struktur 

pomocí afinitní vazby sekundárních protilátek značených fluoroforem na primární 

protilátku na určitém epitopu (Samajová et al, 2014). Tato metoda umožňuje lepší 

prostorové rozlišení, je relativně rychlá a umožňuje vysoké rozlišení při mikroskopování 

vzorků bez nutnosti nativních preparátů (Komis etal., 2018). 

2.5.1. „Whole mount" metoda 

Technika imunofluorescenčního značení whole mount byla vytvořena především pro 

lokalizaci epitopů komplexních rostlinných tkání a orgánů (Pasternak et al, 2015; 

Samajová et al, 2014). Pracuje se s fixovanými vzorky, které jsou dalšími kroky 

upraveny. M e z i zásadní kroky patří chemická fixace, trávení buněčné stěny, membránová 

permeabilizace, blokování a inkubace s primárními a sekundárními protilátkami (Tichá 

et al,2020). 

Správná fixace se vyznačuje vhodným složením fixačního roztoku a rychlou penetrací 

vakuovou infiltrací vzorku. K fixaci se používá roztok paraformaldehydu nebo 

glutaraldehydu. Glutaraldehyd však může způsobovat nežádoucí autofluorescenci 

(Collins & Goldsmith, 1981). K natrávení buněčných stěn se používají enzymy, které 

umožňují degradaci buněčné stěny a proniknutí protilátek do pletiv a buněk. 

Membránovou permeabilizaci zajišťují neiontové detergenty, vytvářející póry 

v membráně. Nespecifická vazba protilátek je zamezena zablokováním vzorku před 

inkubací primární protilátkou, například roztokem hovězího sérového albuminu (BSA). 

Vzorky jsou následně přeneseny na sklíčko a jsou z nich připraveny trvalé preparáty 

použitím zalévacího média (Pasternak et al, 2015; Samajová et al, 2014). 

2.5.2. „ClearSee" metoda 

Jednou z používaných metod pro histochemické značení rostlinných orgánů je metoda 

"clearing". Tato metoda se používá ke zprůhlednění pletiv pro zkoumání buněk in situ. 

M e z i clearing metody patří metoda ClearSee, která odstraňuje barvy, včetně chlorofylů 

(Hasegawa et al, 2016). Metoda dokáže zviditelnit fluorescenční proteiny v listech, 

kořenech, pěstících a květech. Po inkubaci při 37 °C po dobu 10 dnů až 3 týdnů jsou 

preparáty dostatečně "čisté" pro aplikaci barviv a analýzu rostlinných struktur a organel 

(Nagaki, Yamaji & Murata, 2017). Pro vizualizaci buněčných struktur uvnitř rostlinných 

orgánů lze použít fluorescenční barviva rozpustná v clearsee roztoku (Ursache, 2018). 

Barvivo calcofluor white se selektivně váže na buněčné stěny složené z celulózy nebo 
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j iných /?-l ,4-vázaných sacharidů a vizualizuje primární buněčné stěny nelignifikovaných 

a nesuberizovaných buněk (Snow, 2016; Mit ra & Loque, 2014; Sexauer et al, 2021). 

Excitační a emisní maxima vyžadují dvou fotonovou excitaci nebo 405 nm laser 

(Ursache, 2018). Další vhodná barviva rozpustná v clearsee roztoku pro značení 

buněčných stěn jsou Direct Ye l low 96, Direct Red 23 a bazický fuchsin. Direct Red 23 

vyzařuje fluorescenční signál v přítomnosti celulózy (Mravec et al, 2017), Direct Ye l low 

96 v přítomnosti xyloglukanu (Wallace & Anderson, 2012), bazický fuchsin vizualizuj e 

lignin (Kalmbach et al., 2017). By lo zjištěno, že barviva použita s clearsee roztokem 

zachovávají subcelulární struktury a dají se navzájem kombinovat pro lepší a 

komplexnější vizualizaci (Ursache, 2018). 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Materiál 

3.1.1 Biologický materiál 

Medicago sativa L . - divoký typ kultivar RS Y 

Medicagi sativa L . - transgenní linie: 

• S I M K i - R N A i linie s potlačenou expresí S I M K 

• S I M K K i - R N A i linie s potlačenou expresí S I M K K 

• G F P - S I M K - linie nadexprimující S I M K 

Pseudomonas fluorescens 

3.1.2 Chemikálie 

Alfa Aesar: 

• Phytagel 

Duchefa Biochemie: 

• 2,4-dichlorfenyloctová kyselina (2,4-D) 

• Nitsch & Nitsch směs vitamínů (lOOOx) 

• Gamborg B5 médium základní směs solí 

• Gamborg B5 směs vitamínů (lOOOx) 

• Murashige & Skoog (MS) základní směs solí 

• Kinetin 

Penta: 

• 70% a 96% ethanol 

Sigma-Aldrich: 

• Sacharóza 

• Ethylendiamintetraoctová kyselina ( E D T A ) 

• Dusičnan draselný (KNO3) 

• Heptahydrát síranu horečnatého (MgSCu • 7H2O) 

• Tween 20 

• Chlorid sodný (NaCl) 

• Hydroxid draselný ( K O H ) 

• Chlorid vápenatý (CaCb) 

• Síran horečnatý (MgSCu) 
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• D A P I 

3.1.3 Roztoky a média 

Kalus indukující B5H médium 

Gamborg B5 základní směs solí 3,1 g-1"1 

K N 0 3 0,5 g-1"1 

MgSCU • 7 H 2 0 0,25 g-1"1 

sacharóza 34,30 g-1"1 

phytagel 4,5 g-1"1 

mil l iQ H 2 0 

p H 5,7 (úprava 1 mol-1"1 a 0,1 mol-1-1 K O H ) 

sterilizováno autoklávováním, po vychladnutí přidáno: 

kinetin 0,1 mg-ľ 1 

2,4-D LOmg-l" 1 

zásobní roztok aminokyselin 30 ml-1"1 

lOOOx Gamborg B5 směs vitamínů 1,0 ml-1"1 

prolin 0,5 g-1"1 

Zásobní roztok kinetinu (0,1 mg/ml) 

kinetin 4 mg 

1 mol-1"1 N a O H 80 jíl 

mi l l iQ H 2 0 39,92 ml 

Zásobní roztok 2,4-D (1 mg/ml) 

2,4-D 40 mg 

1 mol-1"1 N a O H 300 \ů 

mil l iQ H 2 0 39,7 ml 

Zásobní roztok aminokyselin (250 ml) 

L-serin 0,83 g 

L-glutamin 6,65 g 

adenin 0,004 g 

L-glutation 0,083 g 
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mil l iQ H 2 0 250 ml 

B50 médium 

Gamborg B5 základní směs solí 3,1 g-1"1 

K N O 3 0,5 g-1"1 

M g S 0 4 • 7 H 2 0 0,25 g-1"1 

Sacharóza 30 g-1"1 

phytagel 4,5 g-1"1 

mil l iQ H 2 0 

p H 5,7 (úprava 1 mol-1"1 a 0,1 mol-1-1 K O H ) 

sterilizováno autoklávováním, po vychladnutí přidáno: 

zásobní roztok aminokyselin 30 ml-1"1 

lOOOx Gamborg B5 směs vitamínů 1,0 ml-1"1 

Tekuté B5M médium 

Gamborg B5 základní směs solí 3,1 g-1"1 

K N O 3 0,5 g-1"1 

M g S 0 4 • 7 H 2 0 0,25 g-1"1 

maltóza 30 g-1"1 

mil l iQ H 2 0 

p H 5,7 (úprava 1 mol-1"1 a 0,1 mol-1-1 K O H ) 

sterilizováno autoklávováním, po vychladnutí přidáno (na 500 ml): 

zásobní roztok aminokyselin 1,5 ml 

2,5% P E G přefiltrovat přes bakteriologický filtr 1,25 ml 

MS médium s A B A 

M S základní směs soli 4,3 g-1"1 

sacharóza 30 g-1"1 

phytagel 4,5 g-1"1 

mil l iQ H 2 0 

p H 5,7 (úprava 1 mol-1"1 a 0,1 mol-1-1 K O H ) 

sterilizováno autoklávováním, po vychladnutí přidáno (na 500 ml): 

A B A 3,4 pí 
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M M S médium 

M S základní směs solí 4,3 g-1"1 

myoinositol 0,1 g-1"1 

sacharóza 30 g-1"1 

Phytagel 30 g-1"1 

mil l iQ H 2 0 

p H 5,7 (úprava 1 mol-1"1 a 0,1 mol-1"1 K O H ) 

sterilizováno autoklávováním, po vychladnutí přidáno (na 500 ml): 

lOOOx Nitsch & Nitsch směs vitamínů 1 ml-1"1 

Tekuté Fähreovo médium bez dusíku 

Makronutrienty: 

KH2PO4 

M g S 0 4 • 7 H 2 0 

N a 2 H P 0 4 • 2 H 2 0 

F e - E D T A 

1,0 mg-1"1 (0,0953 g-ml"1) 

1,0 mg-1"1 (0,1232 g-ml"1) 

2 ml-1"1 (0,0712 g-ml"1) 

2,5 ml-1"1 

Mikronutrienty: 

C u S 0 4 • 5 H 2 0 0,1 ml-1"1 (0,0015 g-ml"1) 

MnSCU • H 2 0 0,1 ml-1"1 (0,001 g-ml"1 

H 3 B O 3 0,1 ml-1"1 (0,001 g-ml"1) 

Z n S 0 4 • H 2 0 0,1 ml-1"1 (00017 g-ml"1) 

N a 2 M o 0 4 • 2 H 2 0 0,1 ml-1"1 (0,0011 g-ml"1) 

N a 2 H P 0 4 • 2 H 2 0 30 ml-1"1 (0,0712 g-ml"1) 

p H 6,5 

sterilizováno autoklávováním, po vychladnutí přidáno: 

C a C l 2 0,1 ml-1"1 (0,11098 g-ml"1) 
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Pevné Fähreus médium bez dusíku 

Zásobní roztoky: 

Makro- a mikronutrienty byly použity stejné jako u přípravy tekutého Fähreus média bez 

dusíku 

mikroagar 13 g-ml"1 

p H 6,5 (upraveno pomocí HC1) 

sterilizováno autoklávováním, po vychladnutí přidáno: 

C a C b 0,11 g-ml"1 

L B médium pro kultivaci P. fluorescens 

L B Broth (Miller) s agarem 40 g-ml"1 

p H 7,2 (upraveno pomocí HC1) 

sterilizováno autoklávováním, po vychladnutí přidáno: 

tetracyklín 50 g-ml - 1 

nebo 

streptomycin 400 g-ml 

ClearSee roztok 

xylitol 10% (w/v) 

deoxycholát sodný 15% (w/v) 

Urea 25% (w/v) 

doplněno FhO na 1000 ml 

Rozmícháno 45 minut na magnetické míchačce. 

Chemikálie na fixaci, natrávení buňkové stěny a permeabilizaci kořenů M. sativa 

Fixační roztok: (na 1 ml) 

16% paraformaldehyd (PFA) 125 pl 

25% glutaraldehyd (GA) 8 pl 

10% D M S O 

0,3% Tween-20 

0,3% Triton X-100 

v V2 M T S B 500 pl 

26 



M T S B 

5 mmol-1-1 M g S 0 4 • 7 H 2 0 1,23 g 

SOmmol-l" 1 PIPES 15,1 g 

5 mmol-1"1 E G T A 10 ml (0,5 mol-1"1 zásobního 

média) 

p H 6,9 (upravené pomocí K O H ) 

sterilizováno přes bakteriologický filtr a je skladován při pokojové teplotě 

E G T A 

E G T A 3,8 g 

H 2 0 10 ml 

Přidává se tuhý K O H , dokud není roztok čirý, poté se doplní na objem 20 ml 

p H 8 

Enzymová směs pro natrávení buněčných stěn  

2% meiceláza 0,2 g 

2% macerozym R10 0,2 g 

2% ce lu lázaRlO 0,2 g 

0,5% celuláza RS 0,05 g 

0,5% pektolyáza Y23 0,05 g 

0,1% hemiceluláza H P 0,01 g 

v P B S 

Centrifugováno 2 minuty při 13 000 g, použitý supernatant 

P B S 

2,7 mmol-l" 1 KC1 0,2 g 

140 mmol-l" 1 N a C l 8 g 

1,5 mmol-l" 1 KH2PO4 0,2 g 

6,5 mmol-1"1 N a 2 H P 0 4 • 4 H 2 0 1,15 g 

p H 7,3, doplněno M i l l i Q H 2 0 na 1000 ml 

sterilizováno autoklávováním a je skladován při pokojové teplotě 

Permeabilizační pufr 

10% D M S O 100 pl 
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2% Nonidet 

Kapka Tween-20 

20 \ú na 1 ml P B S 

Protilátky 

Primární protilátky 

Krysí anti a-tubulinu 

- Roztok primární protilátky byl připravený těšně před použitím, rozředěním v P B S 

obsahující 2,5 % (w/v) B S A 

Ředění a-tubulinu je 1:350 

Sekundární protilátky 

Kozí anti-krysí protilátka značená AlexaFluor 488 

Kozí anti-králičí protilátka značení AlexaFluor 647 pro G F P - S I M K a suché rostliny 

- Roztok sekundární protilátky byl připravený těšně před použitím, rozředěním 

v P B S obsahující 2,5% (w/v) B S A . 

Ředění protilátek 1:500 

Vzorky byly inkubovány ve tmě. 

3.1.4 Přístroje 

• Analytické váhy X A 110/2X (Radwag) 

• Autokláv Sterivap H P IL ( M M M Group) 31 

• Automatické pipety (Eppendorf) 

• Centrifuga 

• Elektromagnetická míchačka MSH-420 (Boeco) 

• Fytotronová komora (Weiss Gallenkamp) 

• Konfokální laserový skenovací mikroskop L S M 710 (operační program Zen 

Black 2012, Zeiss) 

• Laboratorní lednička L I E L C V 4010 (Schoeller) 

• Laboratorní předvážky S1502 (BEL-Engineering) 

• Mikroskop A x i o Z o m m . V l ó (Zeiss) 

• Stolní p H metr P C 2700 (Eutech instruments) 

• Skener Image Scaner III (Epson) 

• Sterilní laminární box (Merci) 

• Výrobník deionizované vody Simplicity water purification systém (Millipore) 
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3.1.5 Software 

PowerPoint 365 (Microsoft Office) 

Microsoft Excel 

Zen Blue version 2.3 (Zeiss) 

ImageJ bundles with Java 8 

Cytospectre version 1.2 

Oriana version 4.02 

3.2 Metody 

3.2.1 Příprava kultivačních médií 

N a elektromagnetickou míchačku byla umístěna kádinka s magnetickým 

míchadlem a s přibližně 3/4 výsledného objemu mi l l iQ H2O. 

N a předvážkách byly navážené příslušné chemikálie, které byly následně 

postupně rozpuštěny v kádince s mi l l iQ H2O za stálého míchání. 

Poté bylo pomocí příslušných roztoků upraveno p H připraveného roztoku na 

hodnotu asi o 2 desetiny nižší, než byla požadovaná hodnota. p H roztoku bylo 

upraveno na konečnou hodnotu po přidání mi l l iQ H2O na požadovaný objem. 

Médium bylo nalito do skleněných flašek a následně bylo sterilizováno 

v autoklávu. 

Po autoklávování a vychladnutí na 55 °C, aby nedošla kjejich degradaci, byla 

přidána antibiotika, fýtohormony, vitamíny a aminokyseliny. 

3.2.2 Somatická embryogenéze 

3.2.2.1 Přímá 

• Nejprve byly odstřihnuty mladé listy z M. sativa vypěstované ve sterilních in 

vitro podmínkách. 

• Listy byly rozstříhány na menší části. Nejprve byly kultivovány vkalus-

indukujícím tekutém B 5 H nebo B 5 M (maltóza místo sacharózy) médiu 

obsahujícím fýtohormony kinetin (cytokinin) a kyselinu 2,4-

dichlorfenoxyoctovou (2,4-D; syntetický auxin) ve sterilních 

Erlenmeyerových baňkách. 
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• Po 20. dnech kultivace byla suspenze centrifugována a k peletu bylo přidáno 

čerstvé B 5 M médium s 2,5 % P E G , který indukuje tvorbu somatických 

embryí. 

• Vytvořená embrya byla přenesena na pevné M S médium s A B A . 

3.2.2.2 Nepřímá 

• Nejprve byly odstřihnuty mladé listy z M sativa vypěstované ve sterilních in 

vitro podmínkách. 

• Listy byly rozstříhány na menší části a byly kultivovány na pevném B 5 H 

médiu obsahujícím fytohormony kinetin a 2,4-D v Petriho miskách. 

• Explantáty byly kultivovány 3 týdny ve fytotronu. 

• Poté byly vytvořené kalusy přeneseny na B50 médium bez hormonů, které 

indukovalo tvorbu somatických embryí. 

• Izolovaná embrya byla přenesena na M M S médium. 

• Po 2 týdnech byla embrya už s viditelnými primárními kořeny přenesena na 

M S médium a následně na pevné Fáhreus médium bez dusíku. 

• Všechny Petriho misky byli kultivovány ve fytotronu při teplotě 21 °C, 71 % 

vlhkosti a fotoperiodě 16 hodin světlo, 8 hodin tma. 

3.2.3 Příprava bakterií Pseudomonas fluorescens 

Bakteriální konzervy byly vytaženy z mrazáku a nechaly se rozmrznout na ledu. 

Do 19 ml L B média bylo aplikováno 500 pl bakterií P. fluorescens za sterilních 

podmínek ve flowboxu. 

Falkonová zkumavka s připravenými bakteriemi byla dána na třepačku do tmy při 

28 °C, 180 RP. 

Kultura byla kultivována 48 hod. 

V den aplikace bakterií na kořeny M. sativa bylo změřeno O D ď o o , bakteriální 

kultura byla 2x centrifugována (8 min, 18 °C, 6500 RP) a promyta ve Fáhreus 

médiu, znovu změřeno ODeoo. 

Naměřené ODeoo bylo zředěno pomocí Fáhreus média na ODeoo=0,9. 
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3.2.4 Fixace kořenů M . sativa 

Rostliny byly inokulovány bakteriální kulturou P. fluorescens ve Fáhreus médiu 

nebo samotným Fáhreus médiem jako mock kontrola. 

Kořenové špičky byly odebrány před ošetřením, po 20 a 120 min inkubace 

s bakteriemi nebo médiem. 

Přibližně 1 cm dlouhé špičky primárních i laterárních kořenů byly odřezány a 

přeneseny do fixačního roztoku v destičce s jamkami v digestoři. 

N a vzorky bylo třikrát po dobu 30 sekund aplikováno vákuum pomocí vakuové 

pumpy a exikátoru. 

Po vakuové infiltraci byly explantáty ponechány po dobu 1 hod v digestoři při 

pokojové teplotě. 

Následně byla destička uzavřena parafilmem, zabalena do alobalu a uchována při 

4°C. 

3.2.5 Imunoznačení „Whole mount" 

První 3 kroky probíhaly v digestoři. 

Destička se vzorky byla vytažena z ledničky a vzorky byly přemístěny do 

plastových košíčků a byly dvakrát promyty v M T S B po dobu 10 min a poté 

dvakrát v P B S po dobu 10 min. 

Následně byly redukované nezreagované aldehydové skupiny třikrát po dobu 5 

m i n u t v N a B H 4 v P B S . 

Po redukci byly vzorky třikrát po dobu 5 min promyty v PBS. 

K natrávení buněčné stěny byl použit roztok enzymů a vzorky se nechaly 

inkubovat při 37 °C, 30 min. 

Po inkubaci byly vzorky čtyřikrát po 5 min promyty v PBS . 

Následovala permeabilizace buňkových stěn, provedena byla příslušným 

permeabilizačním roztokem při 37 °C, 30 min a dalších 10 min při pokojové 

teplotě. 

Vzorky byly čtyřikrát promyty v P B S po dobu 10 min. 

Poté byly vzorky dvakrát inkubovány v 5% B S A (0,05 g / l ml) v PBS , 30 min při 

pokojové teplotě. 

Následně byly vzorky přeneseny do roztoku primárních protilátek. Pro lepší 

proniknutí protilátek do buňky byla použita vakuová pumpa (třikrát, 5 min). 
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Destička byla uzavřena parafilmem, zabalena do alobalu a uchována při 4 °C přes 

noc. 

Ráno byly vzorky inkubovány 45 min při 37 °C. 

Primární látky byly vymyly 5x po 10 min v P B S a následovala blokace 2x po 20 

minutách v 5% B S A (0,05g/ 1 ml) v PBS . 

Poté byla aplikována sekundární protilátka, inkubace ve tmě při 37 °C po dobu 2 

hod. 

Po inkubaci byla sekundární látka vymyta v P B S (3x10 min). 

Promyté vzorky byly inkubovány s D A P I při pokojové teplotě 10 min a poté 

promyty 3x10 min v PBS . 

Poté byly připraveny mikroskopické preparáty: 

o (3-8) kořenových špiček bylo přeneseno do kapky zalévacího média na 

podložním sklíčku. 

o Špičky byly pod lupou upraveny a vzorek byl přikryt krycím sklíčkem. 

o Okraje krycího skla byly zalakovány tenkou vrstvou laku na nehty. 

3.2.6 Příprava zalévacího média 

Pracovalo se v digestoři, kde bylo nejprve do kádinky nasypáno 100 mg 

parafenylendiaminu. 

Poté se přidalo 100 pl D M S O , ve kterém byl parafenylendiamin rozpuštěn 

j emným kroužením kádinky. 

Do kádinky se postupně přidalo 10 ml 1 M Tris pufru (pH 8,8), roztok se 

kroužením promíchal a po částech za rychlého míchání skleněnou tyčinkou bylo 

přidáno 90 ml 100% glycerolu. 

3.2.7 Mikroskopické pozorování vzorek 

Vzorky byly mikroskopovány na konfokálním laserovým skenovacím 

mikroskopu L S M 710 s použitím laserů s vhodnou vlnovou délkou. 

Z filtrů a laserů byly použily vlnové délky: 

na excitaci AlexaFluor 488 laser s vlnovou délkou 488 nm a filtr 493-551 nm 

pro AlexaFluor 647 laser s vlnovou délkou 647 a filtr 638-755 nm 

pro DAPI laser s vlnovou délkou 405 nm a filtr 410-495 nm. 
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Mikroskopování vzorků značených Calcofluor white: 

excitace 405 nm, detekce při 425-475 nm. 

3.2.8 Fenotypová analýza kořenových špiček M sativa pomocí ClearSee 
metody 

Pomocí nepřímé somatické embryogenéze (viz 3.2.2.2.) byly získány rostliny M 

sativa. 

Zhruba měsíc staré rostliny s vyvinutým kořenovým systémem a nadzemní částí 

byly přeneseny z M S média na Fáhreus médium bez dusíku. 

Po 5 dnech kultivace byly pomocí skalpelu odřezané kořenové špičky hlavních 

kořenů a byly přeneseny do fixačního roztoku obsahujícího 16% paraformaldehyd 

v P B S , bylo aplikováno vakuum 3x3 min a poté vakuum na 1 h. 

Následně byly vzorky promyty 3x5 min v P B S roztoku. 

B y l připraven roztok ClearSee. 

Zafixované a promyté kořenové špičky byly přeneseny do P B S roztoku a poté do 

clearsee roztoku. 

Vzorky v roztoku byly inkubovány 12 dní, každé 2-3 dny se roztok měnil za 

čerstvé. 

V den mikroskopování byly vzorky přeneseny do barviva calcofluor white barvící 

primární buněčné stěny po dobu 4 h. 

Poté byly 2x promyty v roztoku clearsee, přeneseny na podložní sklíčko s kapkou 

clearsee roztoku, přikryty krycím sklíčkem a mikroskopovány na konfokálním 

mikroskopu. 

3.2.9 Fenotypová analýza M. sativa po inokulaci P. fluorescens 

Pomocí nepřímé somatické embryogenéze (viz 3.2.2.2.) byly získány rostliny M 

sativa. 

Zhruba měsíc staré rostliny s vyvinutým kořenovým systémem a nadzemní částí 

byly přeneseny z M S média na Fáhreus médium bez dusíku. 

B y l a připravena bakteriální kultura P. fluorescens (viz 3.2.3.). 

Kontrolní misky byly ošetřeny tekutým Fáhreus médiem bez dusíku. 

K jednotl ivým kořenovým špičkám bylo aplikováno 10 | i l na 3 kořenové špičky 

připravených bakterií nebo čistého média. 
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3. den po inokulaci byly rostliny přeneseny na čisté Fähreus médium bez dusíku. 

Misky byly skenovány l.,3.,4.,6.,8., a 10. den po inokulaci (DAI). 

Délky kořenového systému se měřily pomocí programu ImageJ. 

Zpracování dat a vypočítání přírůstku délky kořenového systému bylo provedeno 

v programu Microsoft excel, tak že se 1., 3., 4., 6., 8. a 10. D A I odečetl od 0 D A L 

Zároveň byl pozorován vznik bakteriálního biofilmu na Z O O M mikroskopu. 
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4 VÝSLEDKY 

Tato kapitola výsledku je rozdělena do tří částí. První část se zabývá výsledky somatické 

embryogenéze. Detailně j e zaměřena na přípravu rostlin M. sativa L . divokého typu R S Y 

a transgenních linií S F M K i , S I M K K i a G F P - S I M K pomocí přímé SE. Jedna podkapitola 

je věnována i klasické přípravě somatických embryí nepřímou cestou. Druhá část kapitoly 

je tvořena výsledky imunohistochemické metody Whole mount, konkrétně byly značené 

mikrotubuly a D N A zmíněných linií M. sativa po interakci s bakterií Pseudomonas 

fluorescens. Tato část zahrnuje také analýzu orientace kortikálních mikrotubulů po 

interakci s bakteriemi. Poslední, třetí část výsledků je věnovaná fenotypové analýze 

kořenového systému v odpovědi na inkubaci s bakteriemi P. fluorescens. V rámci této 

podkapitoly jsou uvedeny i výsledky histochemického značení pomocí fluorescenční 

barvičky calcofluor white, která značí celulózu v primárních buněčných stěnách, což se 

využilo pro porovnání fenotypu kořenových špiček použitých linií vojtěšky. 

4.1 Somatická embryogenéze 

4.1.1 Přímá SE 

Explantáty listových čepelí a řapíků odebraných z rostlin vojtěšky divokého typu R S Y a 

transgenních linií S I M K i , S F M K K i a G F P - S I M K pěstovaných in vitro se použily na 

indukci přímé SE v tekutém B5 médiu s maltózou místo sacharózy (B5M). Toto médium 

obsahuje cytokinin kinetin a syntetický auxin 2,4-D. Po 20 dnech kultivace se na řezných 

plochách listových explantátů začaly tvořit globulární útvary, připomínající pro-embrya 

(Obr. 7A). Následně byly explantáty přeneseny do čerstvého bezhormonálního B 5 M 

média obsahujícího 2,5% P E G , který indukuje tvorbu somatických embryí. 

Po 20 dnech kultivace v médiu s 2,5% P E G se začaly u linie S F M K K i tvořit kořeny 

z řezných ploch listových řapíků (Obr. 7B). Polovina explantátů byla přenesená do 

čerstvého B 5 M média obsahujícího P E G . Druhá polovina explantátů byla přenesena na 

pevné M S médium s A B A indukující tvorbu somatických embryí. 

Po týdnu kultivace explantátů na pevném M S mediu s A B A byly na povrchu listových 

explantátů pozorovány somatická embrya (Obr. 7C a D). Embrya byla následně 

separována a přenesena na čerstvé pevné M S médium s A B A . Po 2 týdnech kultivace 

byly pozorovány embrya v kotyledonárním stadiu (Obr. 7E a F). Embrya se přestala dál 

vyvíjet, a tak byl experiment po 49 dnech od přenosu somatických embryí na M S medium 

ukončen (Obr. 8). 
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N a listových explantátech, které byly dlouhodobě (3 měsíce) kultivovány v tekutém 

B 5 M médiu s 2,5% P E G , se začaly tvořit somatická embrya, která se samovolně 

uvolňovala do média. Separovaná somatická embrya byla přenesena na pevné M S 

médium s A B A . U všech přenesených somatických embryí na M S médiu byla 

pozorována houbová infekce, tudíž vývoj somatických embryí nepokračoval. 

Indukce přímé somatické embryogenéze u ostatních transgenních linií ( G F P - S I M K a 

SEVIKi) a divokého typu R S Y byla provedena stejným způsobem jako u linie S I M K K i , 

avšak tyto linie zastavily vývoj somatických embryí v globulárním stadiu po 6 týdnech 

kultivace v B 5 M obsahujícím 2,5% P E G . N a Obr. 9 A - D lze vidět listové explantáty 

jednotlivých linií, u kterých se na povrchu a na řezných plochách vytvořily globulární 

somatická embrya, která se dál nevyvíjela. 

-

JE ; 
Obrázek 7: Přímá somatická embryogenéze M. sativa u transgenní linie SIMKKi 
A - listový explantát 20. den kultivace v B5H médiu, červenými šipkami jsou naznačená místa 
výskytu globulárních útvarů, připomínající pro-embrya; B - explantát listového řapíku s kořeny 
(červené šipky) indukovanými z řezné plochy na 20. den kultivace v B 5 M médiu s 2,5 % PEG; 
C, D - listové explantáty s vytvořenými embryi (červené šipky); E , F-separovaná kotyledonární 
embrya kultivována 2 týdny na MS médiu s A B A s kořenem (bílý hrot šipky) a kotyledony (černý 
hrot šipky). Měrka: A , E=500 |im, B=2000 |im, C, D, F=1000 um. Snímky pořízeny na Z O O M 
mikroskopu. 
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Obrázek 8: Izolovaná somatická embrya M. sativa transgenní linie SIMKKi kultivované 
na pevném MS mediu obsahujícím ABA 
A - embrya kultivované 14 dnů na MS mediu s A B A ; B - embrya kultivovaná 49 dnů na MS 
mediu s A B A . 
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Obrázek 9: Přímá somatická embryogenéze M. sativa u RSY a transgenní linie SIMKi a 
GFP-SIMK 
Listové explantáty kultivované 38 dnů v B 5 M médiu s 2,5% PEG. A - RSY; B - SIMKi; C -
SIMKi; D - GFP-SIMK; šipky značí globulární embrya indukována na povrchu a na řezných 
plochách explantátů. Měrka: B=500 |im, A,C,D=1000 |im. Snímky pořízeny na Z O O M 
mikroskopu. 
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Navození indukce přímé somatické embryogenezi jsme znovu zopakovali ve druhém 

experimentu. Listy ze sterilních rostlin byly rozstříhány na menší části a byly umístěny 

do tekutého B 5 H média s kinetinem a 2,4-D. U linie G F P - S L M K byla pozorována infekce 

při kultivaci v B 5 H indukčním mediu, proto se tato linie v této části výsledků 

nevyskytuje. 

Explantáty byly přeloženy do B 5 M média s 2,5% P E G . Po 2 týdnech kultivace 

v médiu u R S Y bylo možné na řezných plochách pozorovat změnu struktury okrajů 

explantátu (Obr. 10A), následně byly explantáty přeneseny na pevné M S medium 

obsahující A B A . Po 7 dnech kultivace bylo možné sledovat změnu barvy listového 

explantátu a zvýšenou tvorbu globulárních útvarů, především na řezných plochách (Obr. 

10B). 

Rostlinné explantáty linií S I M K i (Obr. 10C) a S I M K K i (Obr. 10E) byly z média B 5 H 

přeloženy do B 5 M média s 2,5% P E G . Explantáty S I M K i v B 5 M médiu s 2,5% P E G 

změnily barvu degradací chlorofylu na žluto-bílou (Obr. 10C). Po 65 dnech kultivace 

byly explantáty přeloženy na pevné M S médium s A B A (Obr. 10 D , F). N a explantátu 

S L M K K i je patrná chloróza (Obr. 10F). 

Tento experiment nebyl dán udržován, po 120. dnech kultivace byly explantáty stále ve 

stejném stavu, bez žádného znaku dalšího vývoje. 
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Obrázek 10: Přímá somatická embryogenéze M. sativa u RSY a transgenních linií 
SIMKKI a SIMKi 
A - explantát listu RSY v B 5 M médiu s 2,5% PEG; B - explantát RSY 42. den na pevném 
MS médiu s A B A ; C - explantát SIMKi přeložený z B5H média do B 5 M média s přidaným 
2,5% PEG; D - explantát SIMKi na MS médiu s A B A ; E - listový explantát S I M K K i přeložen 
do B 5 M média s 2,5% PEG; F - explantát S I M K K i na pevném MS médiu s A B A . Místa 
označená šipkami znázorňují změnu řezných ploch explantátu. Měrka: 500 |im. Snímky 

4.1.2 Nepřímá SE 

Zdrojem explantátu pro indukci nepřímé SE byly listy vojtěšky pěstované v in vitro 

podmínkách. Obdobně jako u přímé SE, byl použit divoký typ R S Y a transgenní linie 

S I M K i , S I M K K i a GFP-SĽVIK. Povrchově vysterilizované listové explantáty byly 

rozřezány na polovinu a následně umístěny na pevné B 5 H médium obsahující kinetin a 

2,4 D , indukující tvorbu kalusu (Obr. 11 A ) . Po 3 týdnech kultivace byly explantáty 

s vytvořenými kompaktními kalusy přeneseny na B50 médium, které neobsahuje růstové 

látky (Obr. 11B). Po přibližně třech týdnech se na explantátech začaly tvořit somatická 

embrya (Obr. 11C), která byla následně separována a přenesena na M M S kultivační 

médium podporující klíčení a vývin rostlin (Obr. 11D). Po 2 týdnech kultivace byly 
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embrya přenesena na M S médium, kde se vyvinul kořenový systém rostlin. Poté byly 

rostlin s vyvinutým kořenových systémem přeneseny na Fähreus médium. 

Obrázek 11: Nepřímá somatická embryogenéze M. sativa linie SIMKKi 
A - listový explantát na B5H médiu; B - listový explantát s vytvořeným kalusem přenesen 
na B50 médium; C - tvorba embryí na kalusu na B50 médiu 3 týdny po kultivaci; D - klíčící 
embryo se začínajícím vývinem kořene na M M S médiu. Červená šipka směřuje na tvorbu 
kalusu na listovém explantátu; bílá na vytvořená embrya globulárního a srdčitého stádia; 
černá šipka na začínající tvorbu kořene. Měrka: A,B,C=1000 |im, D=500 |im. Snímky 
pořízeny na Z O O M mikroskopu. 
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4.2 Imunohistochemické značení mikrotubul u M. sativa 

4.2.1 Whole mount metoda 

Pro imunochemické značení mikrotubul byly použity kořenové špičky rostlin M. sativa 

divokého typu R S Y a transgenních linií S I M K i , S I M K K i a G F P - S P M K kultivovaných 5 

dní na Fähreus médiu. Kořeny byly inokulovány bakteriemi P. fluorescens a jako mock 

kontrola bylo použito čisté Fähreus médium. Kořenové špičky byly odebrány před 

inokulací (suchá kontrola) a po 20 a 120 min inkubace s bakteriemi. Odebrané kořenové 

špičky byly zafixovány a následně byly mikrotubuly lokalizovány pomocí 

imunohistochemické metody whole mount. Zde jsou uvedeny ilustrační fotografie 

pořízeny konfokálním mikroskopem. 

Mikrotubuly jsou zeleně značené pomocí primární protilátky anti a-tubulin a 

sekundární protilátky značené AlexaFluor 488. Modře značená D N A v jádrech buněk 

byla vizualizována pomocí D A P I . V případě linie G F P - S I M K a suchých kontrol (Obr. 18-

21) byla pro vizualizaci mikrotubul (červeně) použita sekundární protilátka značená 

AlexaFluor 647. N a obrázcích níže je možné pozorovat mikrotubuly u jednotlivých linií. 

Pozorování ukázalo, že divoký typ R S Y má před (Obr. 20A) i po aplikaci bakterií nebo 

čistého média (Obr. 12) pravidelně velké buňky bez žádných modifikací. U transgenní 

linie S I M K i (Obr. 14) jsou buňky v porovnání s aplikaci bakterií a mock kontrolou větší 

a mají pravidelnější tvar. Suchá kontrola S I M K i (Obr. 20B) má oproti ošetřeným buňkám 

nepravidelné uspořádání, buňky jsou menší a jádra mají nepravidelné tvary. Buňky 

S I M K K i (Obr. 16) se po aplikaci bakterií oproti mock kontrole výrazně zmenšili a mají 

nepravidelný prodloužený tvar, tak je to i u suché kontroly (Obr. 20C). Poslední 

zkoumanou transgenní linií je G F P - S I M K (Obr. 18), zde jsou použity pouze snímky po 

120 min po aplikaci bakterií a mock kontroly, kvůli nedostatku rostlinného materiálu. 

Buňky této linie mají po ošetření bakteriemi pravidelnější tvar a více se dělí. Suchá 

kontrola má deformované nepravidelně velké buňky s jádry nepravidelného tvaru (Obr. 

20D). 

Zaměřily jsme se také na výskyt P P B (označeny pomocí bílých hrotů šipek), 

fragmoplastu (značen bílou hvězdičkou) a mitotických fází (nejčastěji vyskytující se 

profáze, metafáze a anafáze) (značeny bílým čtvercem). U všech linií byla zaznamenána 

tvorba P P B i po 120 min inkubace s bakteriemi. 
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4.2.2 Orientace kortikálních mikrotubulů u M. sativa 

Pro analýzu orientace mikrotubul (MT) u všech zmíněných linií, byly nasnímány 

kortikální M T kořenových špiček před ošetřením a 120 min po ošetření bakteriemi a 

kontrolou. Průměrná orientace M T byla změřena pomocí programu CytoSpectre, 

následně byly hodnoty zpracovány do růžicových grafů v programu Oriana. Průměrná 

hodnota orientace M T u KSY mock kontroly (Obr. 13) j e 17°, oproti rostlinám ošetřených 

bakteriemi, kdy průměrná hodnota je 4,8°. Mock kontrola u linie S I M K i (Obr. 15) má 

nižší průměrnou hodnotu orientace - 12°, vyšší hodnota je po ošetření bakteriemi - 40°. 

Taktéž rozdílnou hodnotu vykazuje linie S I M K K i (Obr. 17), průměrná hodnota mock 

kontroly je 31°, po ošetření bakteriemi 4,9°. Nižší průměrná hodnota orientace M T u 

mock kontroly byla zaznamenána i u linie G F P - S I M K (Obr. 19), jejich hodnota jsou 3° a 

hodnota po ošetření bakterií je 4,5°. Rovněž byly vyhodnoceny suché (DRY) kontroly 

(Obr. 21), které byly odebrány před naočkováním. Průměrná hodnota orientace M T 

divokého typu R S Y je 11°, transgenních linií S I M K i - 3°, S I M K K i - 4°, G F P - S I M K -

15°. 

Ze získaných výsledků vidíme, že největší rozdíl v orientaci M T mezi suchou 

kontrolou, mock kontrolou a po inokulaci s bakteriemi P. fluorescens je u transgenní linie 

S I M K i . Nejmenší rozdíl je u linie G F P - S I M K . Všechny průměrné hodnoty orientace M T 

jsou v horizontální nebo šikmé rovině kose buněk, což znamená že růst kořene nebyl 

bakteriemi zastaven. 
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Obrázek 12: Imunohistochemická lokalizace mikrotubul a jader divokého typu RSY u M. 
sativa 
Rostliny ošetřeny Fähreus médiem a bakteriemi P. fluorescens, odebrány 20 a 120 min od 
aplikace. Hrot šipky ukazuje na PPB, hvězdička na fragmoplast, čtverec na mitotické fáze. 
Měrka 10 |im. Snímky pořízeny na konfokálním mikroskopu. 

A ; t í 
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0" 

Obrázek 13: Analýza orientace kortikálních mikrotubulů divokého typu RSY uM. sativa. 
Příklad uspořádaní kortikálních M T a růžicový graf znázorňující rozložení a orientaci uhlů 
kortikálních mikrotubulů. A - RSY mock kontroly; B - R S Y po 120 min ošetření s bakteriemi 
P. fluore scens. Modré pole na grafu znázorňuje rozložení a hodnotu průměrné orientaci 
(červeně) M T u mock kontroly. Průměrný úhel orientace M T mock kontroly je 17°, po ošetření 
bakteriemi je 4,8°. 
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Obrázek 14: Imunohistochemická lokalizace mikrotubul a jader linie SIMKi u M. sativa 
Rostliny ošetřeny Fähreus médiem a bakteriemi P. fluorescens, odebrány 20 a 120 min od 
aplikace. Hrot šipky ukazuje na PPB, hvězdička na fragmoplast, čtverec na mitotické fáze. 
Měrka 10 |im. Snímky pořízeny na konfokálním mikroskopu. 

Obrázek 15: Analýza orientace kortikálních mikrotubulů linie SIMKi u M. sativa. 
Příklad uspořádaní kortikálních M T a růžicový graf znázorňující rozložení a orientaci uhlů 
kortikálních mikrotubulů. A - SIMKi mock kontroly; B - SIMKi po 120 min ošetření 
s bakteriemi P. fluorescens. Modré pole na grafu znázorňuje rozložení a hodnotu průměrné 
orientaci (červeně) M T u mock kontroly. Průměrný úhel orientace M T mock kontroly je 12°, 
po ošetření bakteriemi je 40°. 
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Obrázek 16: Imunohistochemická lokalizace mikrotubul a jader linie SIMKKi u M. 
sativa 
Rostliny ošetřeny Fähreus médiem a bakteriemi P. fluorescens, odebrány 20 a 120 min od 
aplikace. Hrot šipky ukazuje na PPB, hvězdička na fragmoplast, čtverec na mitotické fáze. 
Měrka 10 |im. Snímky pořízeny na konfokálním mikroskopu. 
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Obrázek 17: Analýza orientace kortikálních mikrotubulii linie SIMKKi u M. sativa. 
Príklad uspořádaní kortikálních M T a růžicový graf znázorňující rozložení a orientaci uhlů 
kortikálních mikrotubulů. A - S I M K K i mock kontroly; B - S I M K K i po 120 min ošetření 
s bakteriemi P. fluorescens. Modré pole na grafů znázorňuje rozložení a hodnotu průměrné 
orientaci (červeně) M T u mock kontroly. Průměrný úhel orientace M T mock kontroly je 31°, 
po ošetření bakteriemi je 4,9°. 
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Obrázek 18: Imunohistochemická lokalizace mikrotubul a jader linie GFP-SIMK u M. 
sativa 
Rostliny ošetřeny Fähreus médiem a bakteriemi P. fluorescens, odebrány 20 a 120 min od 
aplikace. Hrot šipky ukazuje na PPB, hvězdička na fragmoplast, čtverec na mitotické fáze. 
Měrka 10 |im. Snímky pořízeny na konfokálním mikroskopu. 

Obrázek 19: Analýza orientace kortikálních mikrotubulů linie GFP-SIMK u M. 
sativa. 
Příklad uspořádaní kortikálních M T a růžicový graf znázorňující rozložení a orientaci 
uhlů kortikálních mikrotubulů. A - GFP-SIMK mock kontroly; B - GFP-SIMK po 120 
min ošetření s bakteriemi P. fluor escens. Modré pole na grafů znázorňuje rozložení a 
hodnotu průměrné orientaci (červeně) M T u mock kontroly. Průměrný úhel orientace 
M T mock kontroly je 3°, po ošetření bakteriemi je 4,5°. 
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Obrázek 20: Imunohistochemická lokalizace mikrotubul a jader suchých kontrol 
M. sativa 
Rostliny odebrány před aplikací bakterií a čistého Fähreus média. Hrot šipky ukazuje na 
PPB, hvězdička na fragmoplast, čtverec na mitotické fáze. Měrka 10 pm. Snímky 
pořízeny na konfokálním mikroskopu. 
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Obrázek 21: Analýza orientace kortikálních mikrotubulů suchých (DRY) kontrol u 
M. sativa. 
Příklad uspořádaní kortikálních M T a růžicový graf znázorňující rozložení a orientaci 
uhlů kortikálních mikrotubulů u suchých kontrol. A - RSY; B - SĽVIKi; C - S I M K K i ; 
D - G F P - S I M K . Modré pole na grafů znázorňuje rozložení a hodnotu průměrné 
orientaci (červeně) M T u DRY kontrol. RSY - 11°, S I M K i - 3°, S I M K K i - 4°, G F P -
s imk-15° . 
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4.3 Fenotypová analýza 

4.3.1 Porovnání fenotypu kořenových špiček 

Kořenové špičky M. sativa divokého typu a transgenních linií SĽVIKi, S I M K K i a G F P -

SĽVIK byly po zafixování ve fixačním roztoku inkubovány 12 dní v ClearSee roztoku. 

Následně bylo aplikováno fluorescenční barvivo calcofluor white a vzorky byly 

pozorovány pomocí konfokálního mikroskopu. 

Z obrázku 22 nejsou patrné žádné odchylky v anatomii kořenových špiček divokého typu 

R S Y a transgenních linií S I M K i , S F M K K i a G F P - S I M K . Pouze u transgenní linie S I M K i 

(Obr. 22B) jsou vidět kořenové vlásky na začátku diferenciační zóny a kratší 

meristematická a přechodná zóna oproti ostatním transgenním liniím a divokému typu 

R S Y . U všech zkoumaných linií a divokého typu byly pozorovány kořenové apikální 

meristémy včetně Q-centra (značen bílým kruhem). Nejdál postavené Q-centrum je u 

linie S F M K K i (Obr. 22C). 

Obrázek 22: Značení buněčných stěn Calcofluor white 
A - RSY; B - SIMKi (bílé šipky značí kořenové vlásky); C - S I M K K i ; D - GFP-SIMK. Místa 
označená bílými kruhy znázorňují klidové centrum kořene. Měrka 200 pm. Snímky pořízeny 
na konfokálním mikroskopu. 
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4.3.2 Porovnání kořenového systému po desetidenní inkubaci s bakteriemi 
P. fluorescens 

Rostliny M sativa divokého typu R S Y a transgenní linie S I M K K i , S I M K i a GFP-SĽVIK 

na Petriho miskách na Fáhreus médiu byly skenovány před naočkováním a poté 1., 3., 4., 

6., 8. a 10. den po naočkování (DAI). N a měření délky kořenového systému byl použit 

program ImageJ. Zpracování dat a vypočítání přírůstku délky kořenového systému bylo 

provedeno v programu Microsoft excel. N a základě získaných dat byl pak vytvořen graf 

(Obr. 23). 

Jak vyplývá z grafu, všechny použité linie včetně divokého typu R S Y M sativa měly 

kontinuální přírůstek délky kořenového systému v průběhu kultivace (Obr. 23). Kořenové 

systémy divokého typu R S Y ošetřeny bakteriemi P. fluorescens rostly pomaleji 

(průměrný přírůstek = 7,73) než kontrolní rostliny ošetřeny čistým Fáhreus médiem 

(průměrný přírůstek = 17,74). Transgenní linie S I M K K i a S I M K i naočkované bakteriemi 

pak rostly rychleji než jejich kontroly. Průměrný přírůstek v celém průběhu kultivace 

S I M K K i po naočkování bakteriemi je 14,87, u kontrolních rostlin je průměrný přírůstek 

9,55. Bakteriemi ošetřená SPMKi měla průměrný přírůstek 6,65 a kontrolní rostliny 

SPMKi 2,52. Kořenový systém linie G F P - S I M K rostl stabilně a průměrné hodnoty 

přírůstku se mezi naočkovanými a kontrolními moc nelišily, průměrný přírůstek u 

naočkovaných rostlin byl 11,51 a u kontrolních 10,04. 

Z pozorovaných linií M. sativa vyplývá, že jen transgenní linie S I M K K i vykazovala 

rozdílné hodnoty přírůstků délky kořenového systému naočkovaných a kontrolních 

rostlin. 

Zároveň byla na Z O O M mikroskopu pozorovaná tvorba biofilmu bakteriemi 

v průběhu kultivace na kořenových špičkách divokého typu R S Y a transgenních linií M. 

sativa. N a obrázku 24 je zobrazená transgenní linie SPMKi . Bakterie byly aplikovány 

těšně ke kořenovým špičkám a následně byly dokumentovány: 1. den po aplikaci bakterií 

(Obr. 24A), 3. den po aplikace (Obr. 24B) kdy se rostoucí kořenové špičky dostaly do 

kontaktu s bakteriemi a lze pozorovat zelený signál i na části kořenové špičky, a potom 

7. den po aplikaci (Obr. 24C), kdy se bakterie rozrostly dál po kořeni a vytvářejí biofilm 

s charakteristickým silným zeleným signálem v oblasti kořenových vlásků. 
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Obrázek 23: Sloupcový graf přírůstku délky kořenového systému rostlin M. sativa po 
desetidenní inkubaci s bakteriemi P. fluorescens 
Rostliny M. sativa divokého typu RSY a transgenní linie S I M K K i , SIMKi a GFP-SIMK byly 
naočkované bakteriální kulturou P. fluorescens a ošetřeny čistým Fähreus médiem jako kontrola 
v jednotlivých dnech. 

Obrázek 24: Tvorba biofilmu bakterie P. fluorescens na kořenových špičkách M. 
sativa transgenní linie SIMKi 
A - 1DAI; B - 3DAI; C - 7DAI. Zelený signál je vytvořen fluorescenční sloučeninou 
pyoverdinem, který produkují bakterie. Měrka: 500 |im. Snímky pořízeny na Z O O M 
mikroskopu. 
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5 DISKUSE 

Cílem této bakalářské práce bylo vyprodukovat v in vitro podmínkách rostliny tolice 

vojtěšky pomocí přímé i nepřímé SE. Dále navodit podmínky interakce rostlin vojtěšky 

s prospěšnými mikroorganismy P. fluorescens a následně sledovat změny fenotypu, 

relativního přírůstku délky kořenového systému a organizace mikrotubul oproti 

kontrolním podmínkám. Mikrotubuly byly značeny pomocí whole mount metody a 

mikroskopovány na konfokálním mikroskopu. Dále byla pozorována odlišnost 

uspořádání buněk divokého typu R S Y a transgenních linií SJJVIKi, SĽVIKKi a GFP-SJJVIK 

pomocí histochemického značení fluorescenčním barvivem calcofluor white. 

K přípravě indukce přímé SE transgenních linií a divokého typu M. sativa, byl použit 

protokol publikovaný Denchev et. al. (1991). Přímou cestou se však nepodařilo získat 

rostliny pro pokračování experimentu. Denchev et al. (1991) uvádí, že tvorba embryí byla 

indukována j iž po dvou týdnech kultivace a nej větší počet embryí byl po 25 dnech 

indukce. V naší experimentální práci k indukci embryí došlo pouze v jednom opakování, 

a to u transgenní linie S P M M K i , j enomže po přeložení na pevné M S médium s A B A , 

embrya se přestala vyvíjet. Proces SE vyžaduje kultivaci explantátu na vhodném médiu 

s přídavkem hormonů, který vyvolá stresovou reakci a následné spuštění SE (Rose et al., 

2010; Ikeda-Iwai et al., 2003). Úspěch regenerace pomocí SE závisí na genotypu rostliny, 

protože genetická variabilita může zabránit samotné regeneraci (Vasil, 1987). Kromě 

podmínek pěstování dárcovské rostliny, zdroje použitého explantátu a složení média, je 

genotyp kultivaru klíčovým faktorem ovlivňujícím úspěšnost SE (Popelka et al., 2003). 

Přímou SE jsme tedy založily z toho důvodu, neboť u nepřímé SE je zvýšená možnost 

výskytu somaklonální variability (Joshi & Kumar, 2013). 

Rhizobakterie z rodu Pseudomonas jsou schopny podporovat růst rostlin tím, že 

potlačují nemoci rostlin schopností produkovat železo, vyvolají systémovou rezistenci 

rostlin anebo antibiózu, pomocí které inhibují růst j iných mikroorganismů (Berg, 2009; 

Bakker et al, 2007; Raaijmakers et al, 2002). Tyto bakterie se přichycují na místa 

produkce kořenových exsudátů díky adhezním proteinům rostlin a vytvářejí biofilm 

(Hinsa et al, 2003). Přímá podpora růstu rostlin spočívá v produkci fytohormonů (např. 

auxiny, gibereliny, ethylen) a také spuštěním mechanismů zabezpečujících zvýšení 

dostupnosti živin pro rostliny (např. zvýšení příjmu fosfátu, produkce sideroforů a fixace 

dusíku) (Roquigny et al, 2017). Naše experimenty jasně nepotvrdily pozitivní v l iv 

Pseudomonas na růst kořenového systému a na tvorbu biofilmu. K lepší verifikaci by 
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bylo potřeba zopakovat experiment s větším počtem rostlin v každé l ini i , které nebylo 

možné z časových důvodů provést v rámci této práce. Získání rostlinného materiálu se 

připravuje časově náročnou cestou nepřímé SE a zároveň je problematické získat 

dostatečný počet rostlin ze všech 4 použitých linií ve stejný čas. 

Nárůst délky kořenového systému byl pozorován po dobu 10 dnů od aplikace bakterií 

oproti kontrolním rostlinám ošetřených čistým Fáhreus médiem. Pozitivní v l iv bakterií se 

projevil i v buňkách kořenových špiček debraných po 20 a 120 minutách od aplikace 

bakterií, značené metodou whole mount. B y l a pozorována zvýšená tvorba P P B u vzorků 

po 120 minutách inkubace s bakteriemi. To naznačuje zvýšenou cytokinetickou aktivitu 

a rostliny tedy nebyly stresované působením bakterií. Pozorována byla také změna 

orientace mikrotubul po 120 minutách od aplikace bakterií nebo čistého Fáhreus média, 

zejména u transgenní linie S F M K i byla pozorována nej větší změna v orientaci. 

V této práci byla doplňkově zkoumána odlišnost tvaru a hustoty buněk 

mezi jednotlivými transgenními liniemi a divokým typem M sativa. Pro mikroskopickou 

analýzu buněčných struktur bylo použito fluorescenční barvivo calcofluor white ve 

spojení s clearsee odbarvovací metodou, jelikož prostupnost běžně používaného vitálního 

fluorescenčního barviva F M 4-64 byla u kořenů vojtěšky nedostatečná. Calcofluor white 

se selektivně váže na primární buněčné stěny složené z celulózy nebo j iných /?-l ,4-

vázaných sacharidů a tím umožňuje jejich vizualizaci (Snow, 2016; Mitra & Loque, 

2014). 
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6 ZÁVĚR 

Teoretická část této práce se zabývá charakteristikou rostliny M. sativa, jejím využitím a 

regenerací v in vitro podmínkách pomocí somatické embryogenéze. Dále byl popsán 

mechanismus v l ivu P G P M na růst rostlin. Konkrétně pak byla charakterizována 

rhizobakterie P. fluorescens a její produkce hormonů ovlivňující růst rostlin. Především 

kyselina indol-3-octová, cytokininy, gibereliny, produkce ethylenu a sideroforu. 

Mikroorganismy ovlivňují organizaci cytoskeletu rostlin, kterému byla věnována jedna 

z podkapitol. Podrobně byly popsány mikrotubuly, aktinový cytoskelet a proteiny s nimi 

asociované a jejich vizualizace pomocí imunohistochemické metody whole mount. 

Praktická část se věnuje výsledkům indukce přímé i nepřímé somatické embryogenéze 

rostlin divokého typu R S Y a transgenních linií S I M K i , SĽVIKKi a G F P - S I M K M sativa. 

Získané rostliny z nepřímé somatické embryogenéze byly naočkovány prospěšnou 

bakterií P. fluorescens a byl pozorován jejich v l iv na růst kořenového systému. 

Rostlinné kořenové špičky byly naočkovány bakteriemi P. fluorescens nebo čistým 

Fáhreus médiem jako kontrolou a poté byly po 20 a 120 min inkubace odebrány. 

K imunolokalizaci mikrotubul byla použita primární protilátka anti a-tubulin a 

sekundární protilátky značené AlexaFluor 488 a 647. Vzorky byly zmikroskopovány 

pomocí konfokálního mikroskopu. Dále se vyhodnotily délky a přírůstek délky 

kořenových systémů po interakci s bakteriemi po dobu deseti dnů, kdy nejvyšší hodnoty 

byly zaznamenány u transgenní linie S I M K K i . 

Závěrem můžeme konstatovat, že aplikace rhizobakterie P. fluorescens měla pozitivní 

v l iv na růst zejména transgenní linie S I M K K i a S I M K i M. sativa získané nepřímou 

somatickou embryogenezí. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

2,4-D kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová 

A B A kyselina abcisová 

A B P proteiny vázající aktin 

A M K aminokyselina 

A M P adenosinmonofosfát 

A T P adenosintrifosfát 

B A benzyladenin 

B S A N,0-Bis(trímethylsilyl)acetamide/hovězí sérový albumin 

D A I „day after inoculation'Vden po inokulaci 

D A P I 4'-6-diamidino-2-fenylindol 

D B I „day before inoculation'Vden před inokulaci 

E B „ ending binding proteins'Vkoncové vazebné proteiny 

G A gibereliny 

G F P zelený fluorescenční protein 

I A A kyselina indol-3-octová 

K I N kinetin 

M A P mitogenem-aktivovaný protein 

M A P K mitogenem-aktivované protein kinázy 

M A P s proteiny asociované s mikrotubuly 

M S Murashige a Skoog médium 

M T mikrotubuly 

P B S fosfátový pufir 

P E G polyethylenglykol 

P G P M mikroorganismy podporující růst rostlin 

P G P R rhizobakterie podporující růst rostlin 

P P B preprofázní svazek 

R P relativní přírůstek 

R S Y kultivar Regen S Y 

SE somatická embryogenéze 

SPMK stresem aktivovaná M A P K 
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