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1 UVOD

Tolice vojtéska (Medicago sativa L.) je autotetraploidni kvetouci rostlina patfici do
Celedi bobovité (Fabaceae). Je to jedna znejproduktivnéjSich a nejpéstovanéjsich
lusténin s vysokym obsahem bilkovin. Zrala rostlina se vyznacuje silnym kalovym
kofenem, ktery vytvafi vhodné prostiedi pro rust mikroorganismi diky produkci
chemickych exsudatt. Vojtéska ma pfirozené vysoky obsah vitamint, proteinti a enzymu.
Proto se péstuje jako krmivo pro zvirata, jako 1écivo, surovina pro vyrobu biopaliva a
ethanolu a za Gcelem zlepSovani vlastnosti pudy.

Somatickd embryogeneze je morfogeneticky déj, ve kterém jakakoli somaticka burika
ma schopnost produkovat celou rostlinu bez splynuti gamet. Rostliny vzniklé somatickou
embryogenezi (SE) se péstuji na kultivacnich médiich obohacenych o ristové hormony,
aminokyseliny, vitaminy, makro- a mikro-elementy. Rozlisuji se dva druhy SE, pfimé a
nepiima. Rostlinné explantaty u nepifimé SE prochazeji dediferenciaCnim stadiem a
naslednou tvorbou kalusu, na nichz se nasledn¢ zacinaji tvofit embrya. U pfimé SE se
embrya indukuji ze somatickych bunék v organizovaném pletivu, které ma embryonalni
schopnost, nevznika stadium kalusu.

Mikroorganismy podporujici rist rostlin maji vliv na kliceni semen, vyzivu, choroby
a produktivitu rostlin. Rostliny jsou neustale vystaveny pusobeni abiotického a biotického
stresu, a proto jejich preziti zavisi na jejich schopnosti rychle upravit svou fyziologii,
vyvoj a rust. Vtom jim pomahaji prospésné mikroorganismy, které prostiednictvim
biochemickych procest zlepsuji dostupnost nékterych zivin z pudy, které nejsou pro
biofilmu okolo kofenovych systémua v misté produkce kofenovych exsudati rostlinou.
Pomahaji tolerovat stres pomoci riznych ptimych ¢i neptfimych mechanismu a zarover
brani rostliny pied patogeny a nemocemi.

Pseudomonas jsou aerobni, gramnegativni vsSudypiitomné bakterie patfici do
tfidy proteobakterii. Produkuji fytohormony (kyselinu indol-3-octovou, cytokininy,
gibereliny, ethylen), které jsou povazovany za jeden z hlavnich mechanismt podpory
rastu rostlin. Pasobi jako biokontrolni ¢inidlo a navozuji systémovou rezistenci vuci
rostlinnym onemocnénim.

Pseudomonas fluorescens je saprofyticka nepatogenni rhizobakterie podporujici rist
rostlin, potlacujici choroby rostlin produkci sideroforti a sekundarnich metabolitl, véetné

antibiotik a kyanovodiku. Vyskytuji se v pud€, ve vodé i na povrchu rostlin. Detekovat je



lze diky fluorescencni slouceniné pyoverdinu, ktery bakterie vylucuji a slouzi jako
siderofor.

Cytoskelet rostlinnych bunék je organizovan do trojrozmérné dynamické sité slozené
z aktinovych mikrofilament, mikrotubul a asociovanymi proteiny. Podili se na zakladnich
bunécnych procesech. Mikrotubuly jsou hlavni dutou slozkou cytoskeletu. Hraji klicovou
roli v bunééném cyklu, pii bunééném déleni a prenosu informace. V délicich se burikach
miktotubuly pfimo pfispivaji k tvorbé mitotického vieténka, preprofazniho svazku a
fragmoplastu. Podileji se také na rastu rostlinnych buné€k, od toho se pak odviji jejich
usporadani.

Imunohistochemické metody jsou metody, pomoci kterych lze lokalizovat rizné
proteiny béhem vyvoje rostlin. Imunofluorescencni znaceni je jednou z pouzivanych
metod fluorescenéniho zobrazeni bunéénych struktur. Principem je afinitni vazba

sekundarnich protilatek znacenych fluoroforem na primarni protilatku na ur¢itém epitopu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Tolice vojtéska

Tolice vojtéska (Medicago sativa L.), znama také pod nazvem alfalfa“, je
autotetraploidni viceleta kvetouci modelova rostlina pochéazejici z Asie a patfici do Celedi
bobovité¢ (Fabaceae) (Blondon et al, 1994; Kim et al, 2012). Je to jedna
z nejproduktivnéjsich a nejpéstovanéjsich lusténin s vysokym obsahem bilkovin
(Telekalo et al., 2020). Péstuje se celosvétoveé ve vice nez 80 zemich o celkové rozloze
~32 milionu hektart (Bouton 2012; Havananda et al., 2011). Roste na riznych typech
pud, nejcastéji vSak na dobfe odvodnéné hlinité pidé. V nékterych Castech svéta jsou
nekteré jeji druhy zafazeny mezi ohrozené rostliny diky tomu, ze se nevyskytuje na
kyselych a premokienych pudach (Rhodes, L. 2016).

Zrala rostlina se vyznacuje silnym kalovym kofenem, ktery saha do pidy mnohem
hloubégji nez u jinych plodin, a to vétsinou 3—5 metrd, coz je vyhodné mimo jiné i pro
zpeviiovani pudy. V pudé se diky kofenovému systému tvoii mnoho kanald, které
podporuji vstiebavani vody, zlepSeni kolobéhu zivin, a to nasledné ovliviiuje rast plodin.
Kofeny vojtésky vytvareji také vhodné prostiedi pro rist mikroorganismt diky
chemickym exsudatim vyluCovanych kofeny. VyluCovany exsudat na bazi polysacharida
pusobi také jako lubrikant pro lepsi klouzani kofenti mezi Casticemi v pudé a diky svému
slozeni poskytuje vyzivu pro rhizobakterie (Synek ef al., 2021; Zhang et al., 2014).

Tolice vojtéska kvete v obdobi od Cervna do zafi a barva kvéta se lisi od druhu. Kvéty
mohou byt fialové, zluté, krémové ¢i bilé (Bora & Sharma, 2011). Vyska rostliny
dosahuje od 30 cm az do 1 metru. Listy nejsou pfeménény, na stonku jsou usporadany
stiidavé a jejich tvar je slozeny trojCetny. Kvéty, s jednou rovinou soumérnosti, maji
volné srostlé kvétni obaly tvorené kalichem a korunou. Typem kvétenstvi u vojtésky je
hrozen Citajici 12-15 kvéta. Plody jsou suché lusky s hnédou nebo Sedou barvou, které se
Sifi autochorii (Chytry ef al., 2021; Pladias — databdze ceské flory a vegetace,

www.pladias.cz).

Vojtéska je vyznamna i fixovanim vzdusného dusiku. Dusik je jednim ze zékladnich
stavebnich prvki pro stavbu rostlinnych bilkovin i pro stavbu lidskych proteint. Fixace
dusiku muaze byt uskuteCnéna napiiklad symbidzou mezi vojtéskou a bakterii
Sinorhizobium meliloti, ktera se nachazi v hlizkach korend. Diky vlastni fixaci dusiku
vojtéska nevyzaduje zadné dusikaté hnojivo pro sviij optimalni rast (Baldacci-Cresp et

al., 2012; Triboi & Triboi-Blondel, 2014).


http://www.pladias.cz

Vojtéska je cenna pro prirozen€ vysoky obsah vitamint. Z vitamind to jsou B, A, D,
E, Ka z minerald vapnik, kyselina listova, Zelezo, hoicik, draslik. Vyznacuje se i
vysokym obsahem proteini, enzymu (amylaza, koagulaza, peroxidaza, lipaza)
antioxidantu a fytofarmaceutickych latek (Bora & Sharma, 2010).

Péstuje se za uCelem zlepSovani pudy, diky mohutnym kofenim nedochazi k
astym erozim, jak jiz bylo zmin&no. Siroce se také pouziva jako surovina pro vyrobu
biopaliv a ethanolu (Fu ez al., 2015; Bora & Sharma, 2011). Dale se pouziva jako krmivo
pro zvifata a ma i lécebné pouziti. Jak vypliva ze studie Jogezai a et al. (2019), vojtéska
by mohla mit pfimou souvislost se snizovanim cholesterolu. V 1écbé se podava ve forme
extrakt z klickua, listd a kofent. Klicky vojtésky se Casto konzumuji se zeleninou jako
zeleninovy salat. Jeji listy a semena se zpracuji a prodavaji se jako kapsle, tablety nebo
Caje v obchodech se zdravou vyzivou (Hong efr al., 2009). Vojtéska se tadi i mezi
homeopatika podavané pii poruchach centralniho nervového a traviciho systému. Je
(Bora & Sharma, 2011; Jogezai et al., 2019).

Genom vojtésky ma velikosti 800-1000 Mb a neni zatim kompletné osekvenovany.
Vojtéska je autotetraploid, ktery ma 32 (2n) chromozomu (Blondon et al., 1994).
V poslednich letech bylo vyvinuto zaclenéni transgennich znaka do genomu vojtésky, ve
snaze zlepSit produktivitu a kvalitu plodin. Naptiklad transgenni linie vojtéSky se
snizenym obsahem ligninu pfi vyuziti pro krmné tcely zvirat zlepSuji stravitelnost této
cenné biomasy (Barros ef al., 2019). Nejcastéji pouzivané transgenni linie pro védecké
ucely jsou SIMKKIi (solnym stresem indukovana mitogenem aktivovana kindza kinaza)
a SIMKi (solnym stresem indukovand mitogenem aktivovana kinaza). Vznikaji
potlacenim exprese SIMK nebo SIMKK metodou RNAi. Pro porovnani s RNAi liniemi se
vyuziva také linie GFP-SIMK nadexprimujici SIMK, u které je také mozné pozorovat
lokalizaci a distribuci SIMK pomoci mikroskopie zivych bunék (Hrbackova et al., 2021).

V roce 1989 byl predstaven hybrid M. sativa Regen-SY, ktery vznikl kfizenim rostlin
prvni generace kultivari Regen-S (M. sativa) a Regen-Y (Medicago falcata). Tento
hybrid se vyznacuje zlepSenymi regenera¢nimi vlastnostmi (Seiler, 1991).

Medicago truncatula je soucasti rodu Medicago. Pouziva se jako modelovy
organismus, diky svému malému (550 kb,) diploidnimu (2n=16) a kompletné
osekvenovanému genomu. Rostlina pochazi ze Stfedozemi a v zimé predstavuje rostouci
autogamni jednolety druh plevelnych druhti Medicago. Jeji kvéty jsou zluté barvy, lusky

jsou malé, stoCené a ostnaté. Zoubkovani okraju listd je charakteristické a zoubky jsou



stiidavé velké. V Australii a oblasti Stfedomofii slouzi jako dilezita krmna lusténina

(Kuster, 2013).

2.2. Somaticka embryogeneze
Somatickd embryogeneze (SE) je morfogeneticky déj, ve kterém jakakoli somaticka
buiikka ma schopnost produkovat celou rostlinu bez splynuti gamet (Fehér et al. 2003).
Schopnost rostlinné buriky produkovat embrya zavisi na jeji totipotenci, pficemz rostlinné
bunky maji schopnost vytvaret nové kompletni rostliny (Germana a Lambardi 2016). SE
zahrnuje vyvoj somatického embrya, jako bipolarni struktury, ze somatickych bunék bez

taze gamet a oplodnéni v in vitro podminkach (Kim ez al., 2012). SE tedy umoziuje

pohled na model raného vyvoje rostlin experimentalni cestou (Obr. 1) (Zimmerman,

1993).

Obrazek 1: Schematické znazornéni postupu nepiimé somatické embryogeneze v in
vitro podminkach u Tolice vojtésky (M. sativa).
Proces zacina vybérem a rozfezanim mladych listi umisténych na vhodné médium indukujici
tvorbu kalusu (A), masivni déleni bun¢k a tvorba kalusu na listovém explantatu na médiu
obsahujici hormony (B), tvorba somatickych embryi na kalusu na médiu bez hormont (C).
V dalSich krocich je pak vyzadovano médium bohaté na vitaminy a aminokyseliny
podporujici kliceni a vyvin somatickych embryi (D), ktera mohou byt dale regenerovana na
kompletni rostliny na Murashige a Skoog médiu (MS) (E) a nasledn¢ jsou rostliny preneseny
do pudy, nebo zachovany v in vitro podminkach pro dalsi cyklus nebo dalsi experiment (F).



Somatickd embrya jsou tedy geneticky totozna s rodiCovskou rostlinou (Ausubel,
2005), ptipominaji zygoticka embrya a prochazeji podobnymi stadii (Fras ez al., 2008;
Winkelmann, 2016). Mezi tyto stadia se fadi: globularni, srd¢ité, torpédovité, v piipade
dvoudéloznych rostlin 1 kotyledonarni. Jakmile se embrya dostanou do kotyledonarni
faze, zahajuje se tvorba vyhonkil z meristému a zacCina rust semenackt (Yang & Zhang,
2010).

Pfi dalsim porovnani somatického a zygotického vyvojového stadia embrya,
rozliSujeme dvé hlavni faze. Prvni probihd na morfogenetické trovni, kdy se spousti
aktivita meristémd, je zahajen proces rustu a zrani. Druha faze je na irovni metabolické,
coz je charakterizovano biochemickymi aktivitami a pfipravou tvorby semen. Somatické
bunky obsahuji cely soubor informaci, dualezitych a podstatnych pro vytvofeni a
dokonceni celé funkéni rostliny. DalSim rozdilem mezi zygotickymi a somatickymi
embryi, je pfitomnost endospermu, ktery zygotickym embryim poskytuje ziviny a ristoveé
regulatory. Somaticka embrya vSak endosperm neobsahuji. Proto je u SE nutné do
kultivaénich médii pridavat ristové hormony a aminokyseliny pro podporu rastu a
spravného vyvoje rostlin (Méndez-Hernandez ef al., 2019; Amini et al., 2016; Merkle et
al., 1995; Sangra, Shahin & Dhir, 2019).

Do kultivacnich médii se mohou piidat aminokyseliny, vitaminy, ristové regulatory,
makro— a mikro-elementy a také zpevujici slozky. Jejich pfitomnost v médiu zvysuje
ucinnost SE (Amini et al., 2016).

Auxin je fytohormon indukujici SE. Jeho vysoké koncentrace vedou k rozvoji
korenového primordia, coz vede k vyvoji kofent. Syntetickym auxinem pouzivanym pro
SE je pak 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D). Cytokininy indukuji tvorbu
embryogenniho kalusu a podporuji tvorbu sekundarnich embryi na bo€nich stranach
primarniho embrya. Mezi pfirodni cytokininy patii zeatin, mezi syntetické analogy patii
kinetin (KIN) a benzyladenin (BA). Kyselina abscisova (ABA) je hormon regulujici
syntézu a ukladani zasobnich proteini u SE. Mechanismus regulace genové exprese
pomoci ABA zahrnuje translacni kontrolu, zpracovani transkriptu a stabilitu mRNA. Bylo
zjisténo, ze kyselina giberelova (GA) indukuje prodluzovani buné€k bunééného délent,
syntézu fotosyntetickych pigmentd ve vyvijejicich se embryi. Tim se zlepSuje
fotosyntetickd schopnost rostliny, pomaha skladovat sacharidy a podporuje kliceni in

vitro (Joshi & Kumar, 2013).



Schopnost tvorby embryi pfimé nebo neptfimé SE zavisi na faktorech jako jsou
napiiklad vySe zminéné fytohormony, dale proteiny a transkripcni faktory (Joshi &
Kumar, 2013).

Rostliny dokazi diky diferenciaci somaticky bunék optimalizovat svij rist a vyvoj
v zavislosti na vnitinich a vnéjSich podminkach. Zejména riizné zpasoby regenerace, jako
jenapriklad reparace tkani, de novo organogeneze a SE, které zahrnuji tvorbu proliferujici
pluripotentni bunécné hmoty, tzv. kalusu (Sugimoto ez al., 2011). Mezi epigenetické
faktory ovliviiujici regeneraci rostlin se fadi kondenzace chromatinu, methylace DNA a
post-translacni modifikace histont. Kazdé somatické embryo je vytvoreno z jedné buriky
(totipotentni buriky), ale mohou se odvozovat atvofit 1 sekundarni embrya na jiz
vytvorenych primarnich embryich (Henderson & Jacobsen, 2007).

V in vitro podminkéch existuji dva typy SE, pfima a nepifima. U nepiimé SE se
explantaty kultivuji na pevném médiu v Petriho miskach. Buiky explantatu prochéazeji
dediferenciacnim stadiem a naslednou tvorbou kalusu, nez jsou schopné produkovat
samostatna somaticka embrya. Indukce embryogennich kalusi a tvorba somatickych
embryi se navodi kultivaci na mediich bez hormond. Pfima SE se indukuje
ze somatickych bunék v organizovaném pletivé, které maji embryonalni schopnost.
Explantaty, z kterych se odvodi suspenzni kultura se nechavaji kultivovat v tekutém
médiu v Erlenmeyrovych barikach a embrya se indukuji z organizovaného pletiva bez
faze kalusu (Fowler ez al., 1998; Ticha et al., 2020; Ausubel, 2005). Proces indukce pfimé
SE z listd vojtésky se da zkratit pfidanim polyetylenglykolu (PEG) do kultivaéniho média
a tim se vynecha stadium kalusu (Denchev ef al., 1991).

U vojtésky, na rozdil od jinych rostlin, maze byt SE indukovana ze vSech ¢asti rostliny,
protoze embryogenni potencial regenerovatelnych genotypl neni zavisly na typech
explantatd. SE vojtésky zaCina vybérem a izolaci explantatu, napfiklad povrchové
sterilizovanym listem nebo stonkem z rostlin péstovanych in vivo, nebo také stonkem a
listem zin vitro péstovanych rostlin, které jsou rozfezany na malé Casti a nasledné
umistény na/do vhodného média (Kao & Michayluk, 1980; Lu ef al., 1982; Dijak &
Brown, 1987).

Obecné plati, ze pomalejsi rast a regenerace rostlin odvozenych pomoci SE souvisi
s niz§im mnozstvim uvolnénych zasobnich proteini a AMK u vyvinutych embryi (Lai,
Lecouteux & McKersie, 1995; Lai & McKersie, 1994).

V roce 1984 Antassov a Brown popsali indukci kalusu z kotyledont, hypokotylt a

explantata listi z vojtésky na B5 médiu doplnéného regulatory rastu. Je zjisténo, ze kalus



vojtésky po dvou az tfech subkultivacich dale jiz netvofi embrya. K prodlouzeni SE
vojtesky se pouziva sekundarni SE (Sangra, Shahin & Dhir, 2019). Béhem sekundarni SE
jsou nova somaticka embrya tvorena z puvodnich primarnich somatickych embryi. Ve
srovnani s primarni SE je ucinnost explantati v sekundarni embryogenezi vyssi
(Raemakers et al., 1995).

Nevyhodou nepifimé SE vojtésky je vznik somaklonalni variability a také nutnost
pokazdé odvozovat kalus z nového explantatu (Garcia et al., 2019). Tento proces je
Casové velmi naroCny, pracny, ale i nakladny. Navic béhem kultivace vin vitro
podminkach muze u explantati vojtésky dojit ke kontaminaci mikroorganismy, a to dale
snizuje ucinnost indukce SE novych kultur (Tian, Brown & Watson, 2002; Pereira &

Erickson, 1995).

2.3. Mikroorganismy podporujici rust rostlin
Mikrobialni spoleCenstva maji kliCovy vliv na fungovani rostlin, ovliviiuji jejich
fyziologii a vyvoj. Maji vliv na kli¢eni semen, vyzivu, choroby a produktivitu rostlin
(Mendes ef al., 2013). Na rostliny pusobi abioticky (sucho, horko, salinita) a bioticky
stres (bylozravci, patogeny), a proto preziti rostlin zavisi na jejich schopnosti rychle
upravit svou fyziologii, vyvoj a rust (Saad ez al., 2020).

Mikroorganismy podporujici rist rostlin (PGPM), podporuyji jejich rist tim, ze zlepsSuji
dostupnost urcitych zivin z pudy, které nejsou pro rostlinu volné a snadno pfistupné.
Dostupnost zlepSuji prostfednictvim biochemickych procest, jako jsou rozpustnost,
mineralizace, oxidacni a reduk¢ni reakce. Tyto procesy, které se odehravaji v rhizosfére,
kde je vyssi dostupnost fosforu, drasliku, zinku, selenu a zeleza rostlinam (Koskey et al.,
2021).

Pouze 1-2 % bakterii jsou schopny podporovat rist rostlin v rhizosféfe a nazyvaji se
rhizobakterie podporuyjici rust rostlin (PGPR) (Patten & Glick, 2002). V rhizosfére
dochazi k vyzivé a zaroven obrané rostliny. PGPR podporuji rust rostlin a pomahaji
tolerovat stres pomoci riznych piimych ¢i nepfimych mechanismu (Glick, 2012; Kaushal
& Wani, 2016, Timmusk ef al., 2017). Rhizobakterie se nejcastéji vyskytuji u rostlin
vyluc€ujicich kofenové exsudaty, které ovliviuji fyzikalné-chemické vlastnosti okolni
pudy. Exsudaty jsou slozené prevazné z organickych kyselin, vitamina, jednoduchych

cukrt, polysacharidi a také mineralnich latek, jako je dusik a uhlik z mrtvych nebo



odumirajicich kofenovych vlaskt (Bora & Sharma, 2011; Baldacci-Cresp ef al., 2012;
Synek et al., 2021).

Kofenové exsudaty rostlin neslouzi pouze jako zdroj uhliku pro putdni
mikroorganismy, ale puisobi také jako signal k pritahovani nebo odpuzovani mikrobi.
Slozeni kofenovych exsudati je druhoveé specifické a zavisi na pud€, ve které se rostlina
vyskytuje a také od vyskytu a ristu hub a mikroorganismt v jejim okoli. Kofenova
soustava rostlin nevylucuje exsudat vSude stejn¢ koncentrovany, coz vede k odliSnosti
kolonizace bakterii podél kotene (Synek ef al., 2021; Zhang et al., 2014; Rudrappa et al.,
2008).

Poté, co se PGPR dostanou ke kofenovému systému mohou kompetentni kmeny
bakterii vytvorit biofilm na povrchu kofenu rostlin a nasledné zacit kolonizovat kofeny
(Wheatley & Poole, 2018). Biofilmy umoziuji bakteriim odolavat drsnym podminkam
véetné vysychani a vysokym koncentracim toxickych slouCenin (Danhorn &
Fugua,2007). Butiky bakterii se nejprve nespecificky a reverzibilné piichyti na povrch
kotene nejcastéji pomoci biciku nebo pili. V pozdé;si fazi se zacnou vazat specificky, a
diky produkci kofenovych polysacharidi nebo adhezivnich proteind, také irreverzibilné
(Wheatley & Poole, 2018). Po pfichyceni se bakterialni buiikky zaCnou mnozit a vytvaret
kolonie. Bakterie se do rostliny dostavaji pomoci pfirozenych , otvori“ na rostlinném téle
(naptiklad v mistech pferistani bo¢nich kofent, pruduchy, anebo hydatodami) i pres
kofenové vlasky, trichomy nebo rany zplisobené patogeny, bylozravci ¢i hmyzem.
Mnoho druht PGPR produkuji enzymy rozvoliiujici bunéénou sténu rostlin tak, aby se
do kotfenovych pletiv dostali aktivni cestou pres epidermis. Z enzymi PGPR vyuzivaji
napiiklad celulazy, xylanazy, pektinazy a endo/exo-glukanazy. Nekteré druhy PGPR pak
dokédzi prochazet endodermis a kolonizovat celé rostlinné télo prostiednictvim
rostlinnych vodivych pletiv (Synek ez al., 2021).

Mezi prevladajici rody PGPR patfi Pseudomonas spp. a Bacillus spp (Podile &
Kishore, 20006).

2.3.1. Vyuziti PGPM a PGPR
Bakterie produkuji metabolity, které mohou pfimo zlepsit rast rostlin, nebo nepfimo
minimalizuji G€inky padnich rostlinnych patogent, tzn. ze slouzi jako biokontrola (Patten
& Glick, 2002). Mimo to snizuji negativni dopady razného pisobeni metabolickych a
fyziologickych procest, jako je bioremediace tézkych kovi (Oves ef al, 2017),



degradace/tolerance pesticidii a tolerance sucha a zasoleni (Dubey & Fulekar, 2013;
Daffonchio et al., 2015). Interakce rostlinnych mikrobt s rostlinou mize byt variabilni
vucéi zménam v ekosystému, fyzikalné-chemickym vlastnostem pady, odpoveédi hostitele,
adaptaci a fyziologickému stavu bakterii (Eida et al., 2017; Zhou et al., 2016, You et al.,
2016). Rozmanitost a vysoka koncentrace bakterii hraje dilezitou roli pro podporu zdravi
a vyvoje rostliny pfi abiotickém stresu (Soussi ef al., 2016).

Narust lidské populace mize mit negativni dopad v zemédélstvi a mize byt divodem
globalnich problému. Jako je napfiklad sklenikovy efekt, nadmérné pouzivani fosilnich
paliv, neustalé odlesiiovani, zvySovani globalnich teplot, nedostatek sladkovodnich
zdroji. (Mgbemene et al., 2016). VSechny tyto problémy svym zpisobem ovliviiuji
atmosféru i pudu a tim i péstovani a rust rostlin. Prospésné mikroby mohou slouzit k
podpore ristu rostlin v dnesnich podminkach klimatickych zmén (Saad e# al., 2020).

Bakterialni a exogenni aplikace prospéSnych chemickych latek se pouziva ke zlepseni
odolnosti, vynosu a tolerance rostlin vii¢i toxicité a stresovych podminek. Naptiklad
aplikace kyseliny jasminové, chitosanu, kyseliny huminové, kyseliny giberelové a dalSich
hormont (Khan et al., 2017; Bistgani ef al., 2017; Kasmani et al., 2013; Shaddad ez al.,
2013). I tyto chemikalie napomahaji dobrému fyziologickému stavu a adaptaci rostlin ve

stresovych podminkéach (Enebe & Babalola, 2018).

2.3.2. Pseudomonas
Pseudomonas  jsou aerobni, gramnegativni vSudypfitomné bakterie. Patfi
k proteobakteriim do podtfidy gama (Selvakumar et al, 2015). Hojn¢€ se vyskytuji
v pudach a vodnim prostiedi, kolonizuji kofeny rostlin. Mnoho kment podporuje rist
rostlin a slouzi jako biologicka kontrola proti riiznym rostlinnym patogentim. Diky jejich
schopnosti metabolizovat Ziviny, jejich rychlost a snadnost ristu v rizném prostiedi
rostlin a pudy, z nich ¢ini slibné organismy pro vyvoj komerénich produktt biologické
kontroly a biohnojiv (Roquigny ez al., 2017). Ty kmeny Pseudomonas, které se vyskytuji
v hojném mnozstvi v rhizosféfe, podporuji rast rostliny, napiiklad lepsi kolonizaci
kofentl, produkci enzymt a metabolitli, solubilizaci zivin, kyseliny indoloctové (IAA)
(Obr. 2). Pasobi jako biokontrolni ¢inidlo a navozuji systémovou rezistenci vuci
nemocem (Podile & Kishore, 2006).

Bakterie Pseudomonas produkuji fytohormony, které jsou povazovany za jeden

z hlavnich mechanisma podpory rastu rostlin (Egamberdieva, 2005).
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Obrazek 2: Vliv PGPR na kofenovy systém, ziskavani zivin a fungovani kofent
PGPR miiZze modulovat vyvoj a riist kofent produkei fytohormonti, sekundarich metabolitii a
enzymil. Nejcastéji pozorovanymi ucinky PGPR je snizeni rychlosti ristu primarniho kofene a
zvySeni pocétu a délky postrannich kofent a kofenovych vlaska. Rhizobakterie také ovliviiuji
vyzivu rostlin prostfednictvim fixace dusiku, solubilizace fosforu nebo produkce sideroforu a
modifikuji fyziologii kofenli zménou genové transkripce a biosyntézy metaboliti v rostlinnych
bunkach (Upraveno podle Vacheron et al., 2013).

2.3.2.1. Produkce hormonu
Rostlinné hormony neboli fytohormony jsou chemickymi posly, ktefi ovliviiuji schopnost
rostliny reagovat na n€ ve svém zivotnim prostiedi. Jsou to pfirodni organické slouceniny
ucinné pii velmi nizké koncentraci, stimulujici nebo inhibujici rast rostlin. Syntetizuji se
vétsinou v urcitych Castech rostliny a transportuji se do jinych mist v rostlingé. Ovliviiuji
fyziologické procesy v nizkych koncentracich jako je rast, diferenciace a vyvoj nebo i
stomatalni pohyb (Davies, 2013). Oznacuji se také jako regulatory ristu rostlin, které se
vytvaii z PGPR (Obr 2). Mezi nejvice projevované rostlinné hormony se fadi auxiny,
ethylen, gibereliny, kyselina abscisova (ABA) a cytokininy mohou dobfe regulovat rust
avyvoj rostlin (Kende ef al., 1997; Taiz & Zeiger, 2002). Rostlinné fytohormony mohou

byt produkovany i rhizobakteriemi, které tim podporuji riist a vyvoj rostlin.

2.3.2.1.1. Kyselina indol-3-octova
Fytohormon auxin hraje roli v regulaci rustu rostlin a je produkovany samotnymi
rostlinami. Bylo zji§téno, ze vétSina bakterii zijici v rhizosféfe, je schopna produkovat
auxin indol-3-octovou kyselinu (IAA). Auxiny mohou mit jak prospésné, tak Skodlivé
G&inky na rdst rostlin (Patten & Glick, 1996). Uginnost zavisi na hladiné TAA, kterou

vyprodukuje rostlina samotna. JestliZe je hladina IAA nizka, mtze byt pfidani bakterialni
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IAA pro koteny rostlin prospésné. Bakterialni IAA totiz podporuje tvorbu kofenovych
vlaskti a zvySuje pocCet a délku postrannich a primarnich kotfend. Pokud vSak rostlina
produkuje sama osob€ vysoké mnozstvi IAA, ptidani bakterialni IAA muze mit skodlivé
ucinky na délku kofene a inhibici ristu primarniho kofene (Davies 1995; Persello-

Cartiaux et al.,2003).

2.3.2.1.2. Cytokininy
Cytokininy jsou N6-substituované aminopuriny slouzici jako regulatory ristu rostlin a
ovlivilyjici mnoho fyziologickych a vyvojovych procesu, jako napiiklad déleni bunék,
kliceni semen, vyvoj kofenového systému, akumulaci chlorofylu, expanzi listd a
zpomaleni starnuti listd a chloroplastd. Tyto fytohormony jsou syntetizovany v kofenech
rostlin a jsou transportovany pies xylém do vyhonkd, kde plni své funkce (Chernyadev
v tésné blizkosti kofene rostlin a ovliviiuji tak jejich rist a vyvoj (De Salamone ef al.,
2001). Po naockovani rostlin bakteriemi produkujici cytokininy, se stimuluje rast
vyhonku a snizuje se pomér kofen/vyhon u rostlin vystavenych suchu (Arkipova et al.,

2007).

2.3.2.1.3. Gibereliny
Gibereliny (GA) jsou tetracyklické diterpenoidni kyseliny produkované rostlinami.
Ovliviiuji vyvojové procesy v rostlinach v¢etné€ prodluzovani stonku, kli¢eni semen, rust
kvéta a plodu (King & Evans, 2003). Produkce GA byla pozorovana také u raznych
kment Pseudomonas spp. Napiiklad u P. putida, ktery diky produkci GA zvySuje rast
ryze a deficitem GA, pomaha také rostlin€ tolerovat sucho a u sdji inhibuje stres ze soli

(Kang et al., 2014).

2.3.2.1.4. Ethylen
Ethylen je plynny fytohormon (identifikovan také jako stresovy hormon), ktery v nizké
koncentraci reguluje rist, vyvoj a starnuti rostliny (Saleem ef al., 2007). Vysoké
koncentrace mohou byt pro rostliny Skodlivé, mohou zpusobit defoliaci, predCasné
starnuti a inhibovat rust stonkd a kofenu tim, Ze ovliviluji bunécné procesy (Li et al.,

2005).

2.3.2.1.5. Siderofor
Zelezo patii mezi mineraly volng& pfitomné na povrchu Zemé, aviak v ptidé je nedostupné
pro rostliny. V pfirodé se b&zné vyskytuje ve formé& Fe**, ktera je vysoce nerozpustna pro

rostliny. Problém s nerozpustnosti Zeleza fes§i PGPR vylucujici siderofor. Siderofory jsou
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nizkomolekularni proteiny vazajici zelezo, zapojuji se do procesu chelatace zelezitého
zeleza z prostiedi (Obr. 2) (Vejan ef al., 2016). Mezi nejvice studované kmeny bakterii
produkuyjici siderofory patii Pseudomonas spp. Nejhojnéjsi siderofor u Pseudomonas sp.
je pyoverdin. Roquiny et al., (2017) uvadi, Ze po inokulaci vojtésky (M. sativa L.)
Pseudomonas sp. v podminkach omezeného pifistupu zeleza zvySila kli¢ivost a vétsi

hmotnost susiny kofene a stonku u naockovanych semen.

2.3.2.2. Fluorescenéni pseudomonady

Fluorescenéni pseudomonady jsou funkéni skupinou, ktera zahrnuje druhy Pseudomonas,
které se vyznaCuji produkci zelené fluorescencni slouCeniny znamé pod nazvem
pyoverdin, coz je siderofor (Cézard et al., 2015). Pyoverdiny zachycuji a dodavaji zelezo
do bunék rostliny. Mikrobialni siderofory tedy mohou zvysit pfijem Zzeleza rostlinami
(Masalha et al., 2000). Mezi fluorescencni pseudomonady patii fytopatogenni druhy
pozitivni na cytochrom c oxidazu (Pseudomonas cichorii, Pseudomonad marginalis a
Pseudomonas tolaasii), nefytopatogenni kmeny, které nezpusobuji nekrozu rostlin
(Pseudomonas  fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas chlororaphis a
Pseudomonas aeruginosa) a fytopatogenni kmeny zplsobujici nekrozu, neobsahuji
cytochrom c oxidazu (Pseudomonas syringae a Pseudomonas viridiflava) (Choudhary et
al., 2009).

Fluorescenéni pseudomonady soutézi s rostlinnymi patogeny o prostor a ziviny, coZ
snizuje onemocnéni rostlin (Haas & Défago, 2005). Jednou z hlavnich zivin, ktera vede
ke konkurenci je zelezo, kvtli jeho omezené dostupnosti v pude. Pseudomonady soutézi
o zelezo produkci sideroforu, pyoverdinu, coz by mohlo vést ke snizeni zeleza pro
patogenni organismy. Studie ukazaly, ze siderofory maji schopnost biologické kontroly
patogennich hub a podobnych organismt véetné Pythium spp. a Fusarium spp. v in vitro

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

2.3.3. Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens je saprofyticka nepatogenni rhizobakterie podporujici rist
rostlin a potlacujici choroby rostlin. Vyskytuje se v pud€, ve vodé i na povrchu rostlin. Je
to gramnegativni tyCinkovita bakterie, ktera vyluCuje jiz zminénou fluorescencni
slouceninu pyoverdin (Cézard et al., 2015). VétSina jsou obligatnimi aeroby, nékteré
kmeny piijimaji NOs misto Oz. P. fluorescens produkuje siderofor a sekundarni

metabolity, vCetn€¢ antibiotik a kyanovodiku (Roquiny ef al., 2017). Hlavnim
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mechanismem uc¢inku P. fluorescens je rychla kolonizace prostfednictvim kompetitivniho
vylouceni patogend, tim inhibuje patogeny v rhizosféie (Haas & Défago, 2005). Bakterie
také plisobi jako prostiedek biologické kontroly (Mohan ez al., 2023).

2.4. Cytoskelet rostlin

Cytoskelet rostlinnych bun¢k je organizovan do trojrozmérné dynamické sit€. Podili se
na zakladnich bunécnych procesech, jako je bunécné de€leni, expanze a diferenciace,
bunéény transport, cytoplazmatické proudéni, mezibunéfny transport, komunikace,
prenos signalt a také odpoveédi na podnéty prichazejici z vnéjsiho prostiedi (Staiger,
2000; PetraSek a Schwarzerova, 2009; Komis et al., 2015). Rostlinny cytoskelet se
nachazi ve vnitinim prostoru celé buriky a maze byt ve spojeni s cytoplazmatickou
membranou, jadernou membranou a organelami.

Cytoskelet slouzi jako wvnitini podpurna struktura bunék, udrzuje bunécnou
architekturu, vnitini usporadani organel a omezuje difiizi membranovych proteint. (Obr.
3) (Shaw, 2013). Cytoskelet sehrava dilezitou roli ve vezikularnim transportu, napomaha
prenosu vezikul a organel a podili se na tvorbé mitotického a cytokinetického aparatu
(Obr. 4) (Takeuchi et al., 2017; Petrasek a Schwarzerova, 2009).

Cytoskelet rostlinnych bunék je reprezentovany aktinovymi mikrofilamenty,
mikrotubuly a asociovanymi proteiny. Mikrotubuly a aktinovad mikrofilamenta tvori
bohaté rozsirené, nekovalentni, filamentdzni polymery, které se vyznacuji vyrazné
odlisSnymi velikostmi a zfetelnou intracelularni dynamikou (Komis et al., 2015).
Spojenim jednotlivych vlaken mikrotubulti nebo aktinovych mikrofilamenti vznikaji
struktury vys§iho fadu, jako napftiklad svazky a ortogonalni sité. Svazky a sité
mikrovlaken a mikrotubul se v butice neustale dynamicky meéni, tvoii se nebo rozpadaji,
v zavislosti na reakci na vnitini a vné&j$i podnéty (Nick, 2013; Li ef al., 2015; Wang &
Mao, 2019). Vytvaii se mechanismem, kdy se z pomalu rostouciho konce (- konec)
odstranuji monomery a k rychle rostoucimu konci (+ konec) se nové monomery pridavaji

(Fletcher & Mullins, 2010; Li et al., 2015).
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Obrazek 3: Schéma rostlinného cytoskeletu béhem profaze a interfaze
Rostlinna burika obsahujici mikrotubuly a aktinova vlakna jak v cytoplasmatickych
oblastech, tak v jadfe. A — cytoskelet v profazi; B — cytoskelet v interfazi (Upraveno podle
Kost & Chua, 2002).

2.4.1. Mikrotubuly
Mikrotubuly (MT) jsou hlavni dutou slozkou cytoskeletu (Defeu Soufo & Graumann,
2004). Maji ustfedni roli v mnoha biologickych procesech, naptiklad jsou soucasti
bunécné signalizace, morfologie, pohybu a déleni bunek (Dustin, 1978). MT organizuji
sité, poskytujici oporu pro vezikularni transport a umisténi organel (Bonifacino &
Neefjes, 2017). Klicovou roli hraji v bunééném cyklu, pfi bunéném déleni, prenosu
informace a intracelularnim transportu (Yue ef al., 2014). V délicich se buikdach MT
pfimo pfispivaji k tvorbé mitotického vieténka zajistujici stejné rozdéleni chromozomi,
také k tvorbé preprofazniho svazku (PPB) a fragmoplastu (Rieder & Salmon, 1998). MT
jsou slozeny z 13 polarizovanych protofilamentti (a/ f-tubulinovych dimera) (Obr. 4A).
Polymerace MT spociva v piidavani a/ f-tubulinovych dimert na MT koncich (Obr. 4B)
(Waterman-Storer &Salmon, 1997). Dulezitou roli pro prostorovou a ¢asovou regulaci
dynamiky MT je mnozstvi MT-vazebnych proteint (Zhou &Giannakakou, 2005).

MT se podileji na rustu rostlinnych buné€k. Usporadani kortikalnich MT v rychle
rostoucich bunkéch je horizontalni, v pomalu rostoucich je §ikmé nebo nahodné a
v burikach, které ukoncili riist je vertikalni. Orientaci MT ovliviiuje mnoho faktort jako
jsou napf. svétlo, pusobeni depolymerizacnich Cinidel (pf. oryzalin, propyzamid) a

stabilizatoru (taxol) (Porter & Day, 2016).
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Obrazek 4: Schématické znazornéni funkéni role mikrotubula (MT)

A — Struktura MT protofilamentu, a- a B-tubulinové podjednotky se skladaji do heterodimeru.
B — Pii polymeraci protofilament se pfidavaji tubulinové dimery na rostouci + konec MT, kde
je rychlejsi dynamika ve srovnani s — koncem (Upraveno podle Eli ef al.,2022).

Na rustu rostlin se zaroveni s MT podileji rastové hormony, jako jsou auxiny a
gibereliny. MT a giberelin reguluji rust hypokotyld a MT s ABA reguluji otevirani a
zavirani pruducha (Porter & Day, 2016).
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2.4.1.1.Proteiny asociované s miktotubuly
Rostlinné mikrotubuly interaguji s riznymi proteiny asociovanymi s MT (MAPs). Lze je
rozdelit na MT-sitovadla, MT + koncové vazebné proteiny (EB), regulatory dynamiky
MT, motorické proteiny (Gardiner, 2013) a regulatory skladani tubulinu (Rodriguez-
Milla & Salinas, 2009). Jejich funkeci je napiiklad sitovani interfaznich a cytokinetickych
MT v bunééném cyklu (MAP65-1 a 2) (Smertenko ez al., 2008), reguluji organizaci
paralelnich kortikdlnich MT v rostoucich a diferencujicich se rostlinnych burikach
(MAP65-1) (Lucas & Shaw, 2012), dale reguluji anizotropni bunécny rist (MAP70)
(Korolev et al., 2007). Mezi nejduilezitéjsi funkce EB patii regulace spiralniho ristu a

reorganizace MT (Wang et al., 2011).

2.4.2. Aktinovy cytoskelet
Eukaryoticky aktinovy cytoskelet je dynamicka sit, jehoz aktivita je fizena pfisné
regulovanymi prostorovymi a organizacnimi zménami v monomernim globularnim (G)-
a vlaknitém (F)-aktinu (Obr. 5) (Porter & Day, 2016). Aktinovy cytoskelet je nezbytny
pro funkci fady bunécnych procest, jako je napiiklad bunééné dé€leni, prodluzovani
bunky, stanoveni bunécné polarity a pohybu, endocytodza, prenos vezikul a imunity, dale
pak udrzuji morfologii bunék, transportuji material, zajistuji apikalni rGst a prenos

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

2.4.2.1. Aktin vazajici proteiny

Proteiny vazajici aktin (ABP) mohou byt klasifikovany jako aktin monomer vazajici
a/nebo uzavirajici proteiny (globularni G-aktin vazajici proteiny), regulatory F-aktin
polymerace nebo depolymerace, aktinové mikrofilamentni sitovadla (F-aktin svazkujici
proteiny) a myozinové motorické proteiny (McCurdy et al., 2001). Nejznaméjsim
proteinem vazajicim aktinovy monomer je profilin. Indukuje depolymerizaci F-aktinu
(Xue & Robinson, 2013). Bylo zjisténo, ze jednou z jejich funkci je prodluzovani bunék
(Fan et al., 2013).

Nékteré proteiny maji dualni funkce pro obé skupiny proteind. Napfiklad v jednom
ptipadé jeden protein vykazuje afinitu jak pro MT, tak pro mikrovlakna a vykonava dualni
regulacni funkce pro oba typy cytoskeletalnich polymert. V druhém piipadé jeden
protein remodeluje stejny typ polymeru cytoskeletu, ale vykazuje rizné aktivity

ovliviiyjici cytoskelet. Rozmanitost proteinovych aktivit odrazi komplexni, riznorodé
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Obrazek 5: Schéma aktinového filamentu

Aktinova vlakna se zacnou tvofit, jestlize se tfi G-aktinové proteiny samy spoji a vytvori
trimer, ktery se vaze na + konec F-aktinu. Zdrojem energie pro proces skladani je
adenosintrifosfat (ATP), ktery se hydrolyzou méni na adenosinmonofosfat (ADP). Molekuly
ADP zuistavaji zachyceny v aktinovém vlaknu a nemohou se vyménovat s ATP, dokud se
monomer aktinu, ktery je nese, z vlakna neodstrani (Upraveno podle Alberts ef al., 2004).

mechanismy, které reguluji cytoskelet v reakci na intracelularni a extracelularni signaly
(Lian et al., 2021).

Mezi spole¢né funkce MAP a ABP patii kontrola organizace, dynamiky a funkce
cytoskeletu. MAP a ABP meéni své aktivity vreakci na signalni molekuly nebo
prostfednictvim post-translacni modifikace k zajiS§téni spravné prostorové a Casové

regulace dynamiky cytoskeletu (Lian ef al., 2021).

2.4.3. Bunécné déleni
Buriky rostlinnych pletiv se déli antiklinaln€ (kolmo k povrchu organu) v medialni roviné
(Obr. 6). Kontrolu polohy rovin bunécného déleni zprostiedkovava cytoskelet (Kost &
Chua, 2002). Kortikalni MT se na zacatku mitézy shlukuji do uzkého prstence kolem
jadra a vytvari se PPB, ktery urCuje rovinu bunééného déleni. Aktinovy cytoskelet fidi
polohu jadra, kolem kterého se vytvaii PPB. PPB zcela mizi béhem karyokineze, ktera je
zprostiedkovana mitotickym vieténkem, tvoreném MT. Vieténko se rozpada po anafazi
a vznika fragmoplast, tvoreny paralelnimi MT, ktery je zapojen do tvorby bunécné stény
(bunécné desticky) mezi nové vznikajicimi dcefinymi jadry beéhem cytokineze
(Nebenfuehr ez al., 2000). Bunécna desticka dozrava a od stfedu k rodicovské bunécné

sténé se rozpada, a nakonec s ni splyva. Pozd¢ji v cytokinezi ziskava fragmoplast tvar
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Obrazek 6: Schéma mitozy a interfaze rostlinnych bunék

Mikrotubulova pole bé¢hem bunécného cyklu u vysSich rostlin. Béhem interfaze jsou
mikrotubuly sestaveny v kortikalni oblasti a jaderném obalu. V G2 fazi se tvori preprofazni
pas, zatimco pocet jadernych mikrotubula se zvySuje. Béhem mitozy se sestavi vieténka a
separuji se chromozomy a nasleduje tvorba fragmoplastovych mikrotubult v telofaze
(Upraveno podle Canaday ef al., 2004).

kruhovitého prstence, ktery je spojen s okrajem expandujici bunééné desticky (Kost &

Chua, 2002).

2.4.4. Zobrazeni mikrotubul a mikrovliken

Snadné zobrazeni mikrotubul a filamentdzniho aktinu (F-aktin) v zivych rostlinnych
burikach lze nyni docilit pomoci fady konstrukti zeleného fluorescencniho proteinu
(GFP) s vyuzitim laserového konfokalniho mikroskopu. Casto se zobrazovani Zivych
bunék provadi na vzorcich, které jsou upevnény na podloznim sklicku piekryty krycim
sklickem. Tato metoda mikroskopovani mize vést k poskozeni bun€k, protoze se mohou
béhem piipravy mikroskopického preparatu buriky v dasledku tlaku rozbit nebo béhem
dlouhodobého zobrazovani mohou vzorky vyschnout (Chai, Chin & Blancaflor, 2022).

2.5. Imunohistochemické a histochemické metody
Imunohistochemické a histochemické metody jsou metody, pomoci kterych Ize
lokalizovat rizné proteiny nebo jiné chemické latky beéhem vyvoje rostlin. Analyza na
histologické, bunéné a subcelularni trovni by mohla pomoci objasnit proteinovou
funkci, interakci a aktivitu v metabolismu a déjich v riznych tkanich v rostlinnych

strukturach (Molero ez al., 2019).
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Imunofluorescencni znaceni je metoda fluorescenéniho zobrazeni bunécnych struktur
pomoci afinitni vazby sekundarnich protilatek znaCenych fluoroforem na primérni
protilatku na uréitém epitopu (Samajova et al, 2014). Tato metoda umoziiuje lepsi
prostorové rozliSeni, je relativné rychla a umoziuje vysoké rozliSeni pii mikroskopovani

vzorkd bez nutnosti nativnich preparatt (Komis ef al., 2018).

2.5.1. ,,Whole mount* metoda
Technika imunofluorescen¢niho znaceni whole mount byla vytvotfena predevsim pro
lokalizaci epitopi komplexnich rostlinnych tkani a organt (Pasternak ez al., 2015;
Samajova et al., 2014). Pracuje se sfixovanymi vzorky, které jsou dal§imi kroky
upraveny. Mezi zasadni kroky patii chemicka fixace, traveni bunécné stény, membranova
permeabilizace, blokovani a inkubace s primarnimi a sekundarnimi protilatkami (Ticha
et al.,2020).

Spravna fixace se vyznacuje vhodnym slozenim fixac¢niho roztoku a rychlou penetraci
vakuovou infiltraci vzorku. K fixaci se pouziva roztok paraformaldehydu nebo
glutaraldehydu. Glutaraldehyd vsak muze zpisobovat nezadouci autofluorescenci
(Collins & Goldsmith, 1981). K natraveni bunénych stén se pouzivaji enzymy, které
umoziuji degradaci bunécné stény a proniknuti protilatek do pletiv a bunck.
Membranovou permeabilizaci zajiStuji neiontové detergenty, vytvarfejici pory
v membran€. Nespecifickd vazba protilatek je zamezena zablokovanim vzorku pred
inkubaci primarni protilatkou, napfiklad roztokem hovéziho sérového albuminu (BSA).
Vzorky jsou nasledné preneseny na sklicko a jsou z nich pfipraveny trvalé preparaty

pouzitim zalévaciho média (Pasternak ef al., 2015; Samajova et al., 2014).

2.5.2. ,,ClearSee“ metoda
Jednou z pouzivanych metod pro histochemické znacCeni rostlinnych organti je metoda
"clearing". Tato metoda se pouziva ke zprihlednéni pletiv pro zkoumani buné€k in situ.
Mezi clearing metody patii metoda ClearSee, ktera odstrariuje barvy, vcetné chlorofyl
(Hasegawa et al., 2016). Metoda dokaze zviditelnit fluorescencni proteiny v listech,
korenech, pesticich a kvétech. Po inkubaci pii 37 °C po dobu 10 dni az 3 tydnu jsou
preparaty dostatecné "Cisté" pro aplikaci barviv a analyzu rostlinnych struktur a organel
(Nagaki, Yamaji & Murata, 2017). Pro vizualizaci bunéénych struktur uvnitf rostlinnych

organu lze pouzit fluorescencni barviva rozpustna v clearsee roztoku (Ursache, 2018).

Barvivo calcofluor white se selektivné vaze na bunécné stény slozené z celulozy nebo
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jinych f-1,4-vazanych sacharidi a vizualizuje primarni bunécné stény nelignifikovanych
a nesuberizovanych bun€k (Snow, 2016; Mitra & Loque, 2014; Sexauer et al., 2021).
Excita¢ni a emisni maxima vyzaduji dvou fotonovou excitaci nebo 405 nm laser
(Ursache, 2018). Dals§i vhodna barviva rozpustna v clearsee roztoku pro znaceni
bunécnych stén jsou Direct Yellow 96, Direct Red 23 a bazicky fuchsin. Direct Red 23
vyzatuje fluorescencni signal v pfitomnosti celulozy (Mravec et al., 2017), Direct Yellow
96 v pritomnosti xyloglukanu (Wallace & Anderson, 2012), bazicky fuchsin vizualizuje
lignin (Kalmbach ez al., 2017). Bylo zjisténo, ze barviva pouzita s clearsee roztokem
zachovavaji subcelularni struktury a daji se navzajem kombinovat pro leps§i a

komplexnéjsi vizualizaci (Ursache, 2018).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
Medicago sativa L. — divoky typ kultivar RSY
Medicagi sativa L. — transgenni linie:
e SIMKi — RNAI linie s potlacenou expresi SIMK
e SIMKK:Ii — RNAI linie s potlacenou expresi SIMKK
e GFP-SIMK - linie nadexprimujici SIMK

Pseudomonas fluorescens

3.1.2 Chemikalie
Alfa Aesar:
e Phytagel
Duchefa Biochemie:
e 2 4-dichlorfenyloctova kyselina (2,4-D)
Nitsch & Nitsch smés vitamind (1000x)

Gamborg B5 médium zakladni smeés soli

Gamborg B5 smés vitamina (1000x)
Murashige & Skoog (MS) zékladni smes soli

e Kinetin
Penta:

e 70% a 96% ethanol
Sigma-Aldrich:

e Sachardza

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
Dusi¢nan draselny (KNO3)

Heptahydrat siranu hore¢natého (MgSOs4 - 7TH,0)
Tween 20

Chlorid sodny (NaCl)

Hydroxid draselny (KOH)

Chlorid vapenaty (CaCl,)

Siran hotec¢naty (MgSO4)
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e DAPI

3.1.3 Roztoky a média
Kalus indukujici BSH médium

Gamborg B5 zakladni smés soli 3,1gl!
KNO; 0,5 g 1!
MgSO0s - 7H,0 0,25 g 1!
sachar6za 34,30 g-I'!
phytagel 45 gl!
milliQ H,O

pH 5,7 (Gprava 1 mol-I"t a 0,1 mol-1-1 KOH)

sterilizovano autoklavovanim, po vychladnuti pfidano:

kinetin 0,1 mg-1-!
2.4-D 1,0 mgI'!
zasobni roztok aminokyselin 30 ml-1!
1000x Gamborg B5 smés vitamina 1,0 ml-1*!
prolin 0,5 g1!

Zasobni roztok kinetinu (0,1 mg/ml)

kinetin 4 mg
1 mol-1I"! NaOH 80 ul
milliQ H,O 39,92 ml

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

2,4-D 40 mg
1 mol-1I"! NaOH 300 pl
milliQ H,O 39,7 ml

Zasobni roztok aminokyselin (250 ml)

L-serin 0,83 ¢
L-glutamin 6,65 ¢
adenin 0,004 g
L-glutation 0,083 g
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milliQ H,0 250 ml

B50 médium

Gamborg B5 zakladni smés soli 3,1gl!
KNO; 0,5 g 1!
MgSO0s - 7H,0 0,25 g 1!
Sachar6za 30 gl
phytagel 45 gl!
milliQ H,O

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

sterilizovano autoklavovanim, po vychladnuti pfidano:

zasobni roztok aminokyselin 30 ml-1!
1000x Gamborg B5 smés vitamina 1,0 ml-1'!
Tekuté BSM médium

Gamborg B5 zakladni smés soli 3,1gl!
KNOs 0,5 g 1!
MgSO; - 7TH,0 0,25 g.I'!
maltoza 30 g1
milliQ H,O

pH 5,7 (Gprava 1 mol-1"t a 0,1 mol-1-1 KOH)
sterilizovano autoklavovanim, po vychladnuti pfidano (na 500 ml):

zasobni roztok aminokyselin 1,5 ml

2,5% PEG prefiltrovat pfes bakteriologicky filtr 1,25 ml

MS médium s ABA

MS zakladni smés soli 43 g1t
sachar6za 30 gl
phytagel 45 gl!
milliQ H,O

pH 5,7 (Gprava 1 mol-1"t a 0,1 mol-1-1 KOH)
sterilizovano autoklavovanim, po vychladnuti pfidano (na 500 ml):

ABA 3,4 ul
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MMS médium

MS zakladni smés soli 43 g1t
myoinositol 0,1gl!
sachar6za 30 gl
Phytagel 30 g1
milliQ H,O

pH 5,7 (uprava 1 mol-I"t a 0,1 mol-1"' KOH)
sterilizovano autoklavovanim, po vychladnuti pfidano (na 500 ml):

1000x Nitsch & Nitsch smés vitamind 1 ml-1!

Tekuté Fihreovo médium bez dusiku

Makronutrienty:
KH,PO4 1,0 mg-1! (0,0953 g-ml!)
MgSOs - TH20 1,0 mg-1! (0,1232 g-ml!)
Na;HPO, - 2H,0 2 mlI! (0,0712 g-ml™)
Fe-EDTA 2.5 ml1-!

Mikronutrienty:
CuSOs - 5 H,0 0,1 ml-1" (0,0015 g-ml!)
MnSOs - H,O 0,1 ml-1" (0,001 g-ml!
H3;BOs3 0,1 ml-1" (0,001 g-mlh)
ZnSOs - H,O 0,1 ml-1" (00017 g:ml™t)
Na;MoOy - 2H,0 0,1 ml-1" (0,0011 g-ml!)
Na;HPO, - 2H,0 30mllt (0,0712 gml)
pH 6,5

sterilizovano autoklavovanim, po vychladnuti pfidano:

CaCl, 0,1 mi!  (0,11098 g-mll)
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Pevné Fihreus médium bez dusiku
Zasobni roztoky:
Makro- a mikronutrienty byly pouzity stejné jako u pfipravy tekutého Fahreus média bez
dusiku
mikroagar 13 g'ml!
pH 6,5 (upraveno pomoci HCI)
sterilizovano autoklavovanim, po vychladnuti pfidano:

CaCl, 0,11 g'ml!

LB médium pro kultivaci P. fluorescens
LB Broth (Miller) s agarem 40 g-ml!
pH 7,2 (upraveno pomoci HCI)

sterilizovano autoklavovanim, po vychladnuti pfidano:

tetracyklin 50 g:ml!
nebo
streptomycin 400 g-ml!

ClearSee roztok

xylitol 10% (w/v)
deoxycholat sodny 15% (w/v)
Urea 25% (w/v)

doplnéno H>O na 1000 ml

Rozmichéano 45 minut na magnetické michacce.

Chemikalie na fixaci, natraveni buiikkové stény a permeabilizaci korena M. sativa

Fixacéni roztok: (na 1 ml)

16% paraformaldehyd (PFA) 125 pl
25% glutaraldehyd (GA) 8 ul
10% DMSO
0,3% Tween-20
0,3% Triton X-100

v 2 MTSB 500 ul
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MTSB

5mmollIt  MgSO4 - 7H,0 1,23 g

50 mmol- It  PIPES 151¢g

5mmol-1?  EGTA 10 ml (0,5 mol-I"!  zasobniho
média)

pH 6,9 (upravené pomoci KOH)
sterilizovano pres bakteriologicky filtr a je skladovan pii pokojové teploté
EGTA
EGTA 38¢
H>O 10 ml
Pridava se tuhy KOH, dokud neni roztok ciry, poté se doplni na objem 20 ml
pH 8

Enzymova smés pro natraveni bunéénvch stén

2% meicelaza 02¢g

2% macerozym R10 02¢g

2% celulaza R10 02¢g

0,5% celulaza RS 0,05¢g

0,5% pektolyaza Y23 0,05¢

0,1% hemicelulaza HP 0,0l g
v PBS

Centrifugovano 2 minuty pii 13 000 g, pouzity supernatant

PBS

2,7 mmol-1""  KCI 02¢g
140 mmol-1"! NaCl 8¢g
1,5 mmol-1""  KH,PO, 02¢g
6,5 mmol-1"!  Na,HPO, - 4H,0 1,15¢g

pH 7,3, doplnéno MilliQ H,O na 1000 ml
sterilizovano autoklavovanim a je skladovan pii pokojové teploté
Permeabilizacni pufr

10% DMSO 100 pl
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2% Nonidet 20 pl na 1 ml PBS
Kapka Tween-20

Protilatky

Priméarni protilatky

Krysi anti a-tubulinu
- Roztok primarni protilatky byl pfipraveny téSné pred pouzitim, roziedénim v PBS
obsahujici 2,5 % (w/v) BSA
- Redéni a-tubulinu je 1:350

Sekundarni protilatky

Kozi anti-krysi protilatka zna¢ena AlexaFluor 488
Kozi anti-krali¢i protilatka znaceni AlexaFluor 647 pro GFP-SIMK a suché rostliny
- Roztok sekundarni protilatky byl pfipraveny tésné pred pouzitim, roziedénim
v PBS obsahujici 2,5% (w/v) BSA.
- Redéni protilatek 1:500
- Vzorky byly inkubovéany ve tmé.

3.1.4 Pristroje
e Analytické vahy XA 110/2X (Radwag)
e Autoklav Sterivap HP IL (MMM Group) 31
e Automatické pipety (Eppendorf)
e Centrifuga
o Elektromagnetickd michacka MSH-420 (Boeco)
e Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)
e Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop LSM 710 (operatni program Zen
Black 2012, Zeiss)
e Laboratorni ledni¢ka LIE LCV 4010 (Schoeller)
e Laboratorni pfedvazky S1502 (BEL-Engineering)
e Mikroskop Axio Zomm.V16 (Zeiss)
e Stolni pH metr PC 2700 (Eutech instruments)
e Skener Image Scaner III (Epson)
e Sterilni laminarni box (Merci)

e Vyrobnik deionizované vody Simplicity water purification systém (Millipore)
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3.1.5 Software
e PowerPoint 365 (Microsoft Office)
e Microsoft Excel
e Zen Blue version 2.3 (Zeiss)
e Imagel bundles with Java 8
e Cytospectre version 1.2

e QOriana version 4.02

3.2 Metody

3.2.1 Priprava kultiva¢nich médii

e Na elektromagnetickou michacku byla umisténa kadinka s magnetickym
michadlem a s pfiblizné % vysledného objemu milliQ H>O.

e Na predvazkach byly navazené prislusné chemikalie, které byly néasledné
postupné rozpustény v kadince s milliQ H,O za stalého michani.

e Poté bylo pomoci pfislusnych roztoki upraveno pH pfipraveného roztoku na
hodnotu asi o 2 desetiny nizsi, nez byla pozadovana hodnota. pH roztoku bylo
upraveno na kone¢nou hodnotu po pfidani milliQ H20O na pozadovany objem.

e Médium bylo nalito do sklenénych flaSek a nasledné bylo sterilizovano
v autoklavu.

e Po autoklavovani a vychladnuti na 55 °C, aby nedosla k jejich degradaci, byla

pfidana antibiotika, fytohormony, vitaminy a aminokyseliny.

3.2.2 Somaticka embryogeneze

3.2.2.1 Prima

e Nejprve byly odstfihnuty mladé listy z M. sativa vypéstované ve sterilnich in
vitro podminkach.

e Listy byly rozstfihany na mensi ¢asti. Nejprve byly kultivovany v kalus-
indukujicim tekutém BSH nebo B5SM (maltéza misto sachardzy) médiu
obsahujicim  fytohormony  kinetin  (cytokinin) a kyselinu 2,4-
dichlorfenoxyoctovou  (2,4-D;  synteticky auxin) ve  sterilnich

Erlenmeyerovych barikach.
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e Po 20. dnech kultivace byla suspenze centrifugovana a k peletu bylo pfidano
cerstvé BSM médium s 2,5 % PEG, ktery indukuje tvorbu somatickych
embryi.

e Vytvorena embrya byla pfenesena na pevné MS médium s ABA.

3.2.2.2 Neprima

e Nejprve byly odstfihnuty mladé listy z M. sativa vypéstované ve sterilnich in
vitro podminkach.

e Listy byly rozstfihdny na mensi ¢asti a byly kultivovany na pevném BSH
médiu obsahujicim fytohormony kinetin a 2,4-D v Petriho miskach.

e Explantaty byly kultivovany 3 tydny ve fytotronu.

e Poté byly vytvorené kalusy preneseny na B50 médium bez hormont, které
indukovalo tvorbu somatickych embryi.

e Izolovana embrya byla prenesena na MMS médium.

e Po 2 tydnech byla embrya uz s viditelnymi primarnimi kofeny pfenesena na
MS médium a nasledné na pevné Fahreus médium bez dusiku.

e VsSechny Petriho misky byli kultivovany ve fytotronu pii teploté 21 °C, 71 %

vlhkosti a fotoperiodé 16 hodin svétlo, 8 hodin tma.

3.2.3 Priprava bakterii Pseudomonas fluorescens

Bakterialni konzervy byly vytazeny z mrazéku a nechaly se rozmrznout na ledu.
Do 19 ml LB média bylo aplikovano 500 pl bakterii P. fluorescens za sterilnich
podminek ve flowboxu.

Falkonova zkumavka s pfipravenymi bakteriemi byla dana na tfepacku do tmy pfi
28 °C, 180 RP.

Kultura byla kultivovana 48 hod.

V den aplikace bakterii na kotfeny M. sativa bylo zméfeno ODeoo, bakterialni
kultura byla 2x centrifugovana (8 min, 18 °C, 6500 RP) a promyta ve Fahreus
médiu, znovu zmeéreno ODeo.

Namétené ODeoo bylo zfedéno pomoci Fahreus média na ODgo=0,9.
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3.2.4 Fixace kofenu M. sativa

Rostliny byly inokulovany bakterialni kulturou P. fluorescens ve Fahreus médiu
nebo samotnym Fahreus médiem jako mock kontrola.

Kofenové Spicky byly odebrany pied osSetfenim, po 20 a 120 min inkubace
s bakteriemi nebo médiem.

Priblizn€ 1 cm dlouhé $picky primarnich i laterarnich kofenti byly odfezany a
preneseny do fixa¢niho roztoku v destiCce s jamkami v digestofi.

Na vzorky bylo ttikrat po dobu 30 sekund aplikovano vakuum pomoci vakuové
pumpy a exikatoru.

Po vakuové infiltraci byly explantaty ponechany po dobu 1 hod v digestofi pfi
pokojové teploté.

Nasledné byla desticka uzaviena parafilmem, zabalena do alobalu a uchovéana pii

4°C.

3.2.5 Imunoznaceni,,Whole mount*

Prvni 3 kroky probihaly v digestofi.

Desticka se vzorky byla vytazena zlednicky a vzorky byly pfemistény do
plastovych kosickt a byly dvakrat promyty v MTSB po dobu 10 min a poté
dvakrat v PBS po dobu 10 min.

Nasledné byly redukované nezreagované aldehydové skupiny tfikrat po dobu 5
minut v NaBH4 v PBS.

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

K natraveni bunécné stény byl pouzit roztok enzyma a vzorky se nechaly
inkubovat pii 37 °C, 30 min.

Po inkubaci byly vzorky ¢tyfikrat po 5 min promyty v PBS.

Nasledovala permeabilizace buiikovych stén, provedena byla pfisluSnym
permeabilizaénim roztokem pii 37 °C, 30 min a dal§ich 10 min pii pokojové
teploté.

Vzorky byly ¢Etyfikrat promyty v PBS po dobu 10 min.

Poté byly vzorky dvakrat inkubovany v 5% BSA (0,05 g/1 ml) v PBS, 30 min pfi
pokojové teploté.

Nasledné byly vzorky pfeneseny do roztoku primarnich protilatek. Pro lep$i

proniknuti protilatek do bunky byla pouzita vakuova pumpa (tfikrat, 5 min).
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Desticka byla uzaviena parafilmem, zabalena do alobalu a uchovana pti 4 °C pres
noc.
Réno byly vzorky inkubovany 45 min pii 37 °C.
Priméarni latky byly vymyty 5x po 10 min v PBS a nasledovala blokace 2x po 20
minutach v 5% BSA (0,05g/ 1 ml) v PBS.
Poté byla aplikovana sekundarni protilatka, inkubace ve tmé pti 37 °C po dobu 2
hod.
Po inkubaci byla sekundarni latka vymyta v PBS (3x10 min).
Promyté vzorky byly inkubovany s DAPI pii pokojové teploté¢ 10 min a poté
promyty 3x10 min v PBS.
Poté byly pfipraveny mikroskopické preparaty:

o (3-8) kotenovych $picek bylo preneseno do kapky zalévaciho média na

podloznim sklicku.
o Spigky byly pod lupou upraveny a vzorek byl piikryt krycim sklickem.
o Okraje kryciho skla byly zalakovany tenkou vrstvou laku na nehty.

3.2.6 Priprava zalévaciho média

Pracovalo se v digestofi, kde bylo nejprve do kadinky nasypano 100 mg
parafenylendiaminu.

Poté se pridalo 100 ul DMSO, ve kterém byl parafenylendiamin rozpustén
jemnym krouzenim kadinky.

Do kédinky se postupné pfidalo 10 ml 1 M Tris pufru (pH 8,8), roztok se
krouzenim promichal a po ¢astech za rychlého michani sklenénou tyc¢inkou bylo

ptidano 90 ml 100% glycerolu.

3.2.7 Mikroskopické pozorovani vzorek

Vzorky byly mikroskopovany na konfokalnim laserovym skenovacim
mikroskopu LSM 710 s pouzitim lasert s vhodnou vlnovou délkou.

Z filtrt a laser byly pouzity vinové délky:

- naexcitaci AlexaFluor 488 laser s vinovou délkou 488 nm a filtr 493-551 nm
- pro AlexaFluor 647 laser s vinovou délkou 647 a filtr 638-755 nm

- pro DAPI laser s vinovou délkou 405 nm a filtr 410-495 nm.
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Mikroskopovani vzorkt znacenych Calcofluor white:

- excitace 405 nm, detekce pii 425-475 nm.

3.2.8 Fenotypova analyza korenovych Spic¢ek M. sativa pomoci ClearSee
metody

Pomoci nepiimé somatické embryogeneze (viz 3.2.2.2.) byly ziskéany rostliny M.
sativa.

Zhruba mésic staré rostliny s vyvinutym kofenovym systémem a nadzemni Casti
byly pfeneseny z MS média na Fdhreus médium bez dusiku.

Po 5 dnech kultivace byly pomoci skalpelu odfezané kotenové §picky hlavnich
kofend a byly pfeneseny do fixa¢niho roztoku obsahujiciho 16% paraformaldehyd
v PBS, bylo aplikovano vakuum 3x3 min a poté vakuum na 1 h.

Nasledné byly vzorky promyty 3x5 min v PBS roztoku.

Byl ptipraven roztok ClearSee.

Zafixované a promyté kofenové Spicky byly pfeneseny do PBS roztoku a poté do
clearsee roztoku.

Vzorky v roztoku byly inkubovany 12 dni, kazdé 2-3 dny se roztok ménil za
cerstve.

V den mikroskopovani byly vzorky prfeneseny do barviva calcofluor white barvici
primarni bunééné stény po dobu 4 h.

Poté byly 2x promyty v roztoku clearsee, pfeneseny na podlozni sklicko s kapkou
clearsee roztoku, prikryty krycim sklickem a mikroskopovany na konfokalnim

mikroskopu.

3.2.9 Fenotypova analyza M. sativa po inokulaci P. fluorescens

Pomoci nepiimé somatické embryogeneze (viz 3.2.2.2.) byly ziskéany rostliny M.
sativa.

Zhruba mésic staré rostliny s vyvinutym kofenovym systémem a nadzemni Casti
byly pfeneseny z MS média na Fahreus médium bez dusiku.

Byla piipravena bakterialni kultura P. fluorescens (viz 3.2.3.).

Kontrolni misky byly oSetfeny tekutym Fahreus médiem bez dusiku.

K jednotlivym kofenovym Spickam bylo aplikovano 10 pl na 3 kotfenové §picky

pfipravenych bakterii nebo €istého média.
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3. den po inokulaci byly rostliny pfeneseny na €isté Fahreus médium bez dusiku.
Misky byly skenovany 1.,3..4.,6.,8., a 10. den po inokulaci (DAI).

Délky kotenového systému se méfily pomoci programu ImagelJ.

Zpracovani dat a vypocitani prirtstku délky kofenového systému bylo provedeno
v programu Microsoft excel, tak ze se 1., 3., 4., 6., 8. a 10. DAI odecetl od 0 DAL

Zaroveii byl pozorovan vznik bakterialniho biofilmu na ZOOM mikroskopu.
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4 VYSLEDKY

Tato kapitola vysledku je rozdélena do tfi Casti. Prvni Cast se zabyva vysledky somatické
embryogeneze. Detailné je zamétena na pripravu rostlin M. sativa L. divokého typu RSY
a transgennich linii SIMKi, SIMKKi a GFP-SIMK pomoci piimé SE. Jedna podkapitola
je vénovana i klasické pfipraveé somatickych embryi nepifimou cestou. Druha cast kapitoly
je tvorena vysledky imunohistochemické metody Whole mount, konkrétné byly znacené
mikrotubuly a DNA zminénych linii M. sativa po interakci s bakterii Pseudomonas
Sfluorescens. Tato Cast zahrnuje také analyzu orientace kortikalnich mikrotubuli po
interakci s bakteriemi. Posledni, tfeti Cast vysledkii je vénovana fenotypové analyze
kofenového systému v odpovédi na inkubaci s bakteriemi P. fluorescens. V ramci této
podkapitoly jsou uvedeny i vysledky histochemického znaCeni pomoci fluorescencni
barvicky calcofluor white, ktera znaci celulozu v primarnich bunéénych sténach, coz se

vyuzilo pro porovnani fenotypu kotfenovych Spi¢ek pouzitych linii vojtésky.

4.1 Somaticka embryogeneze
4.1.1 Prima SE
Explantaty listovych Cepeli a fapiki odebranych z rostlin vojtésky divokého typu RSY a
transgennich linii SIMKi, SIMKKi a GFP-SIMK péstovanych in vitro se pouzily na
indukci pfimé SE v tekutém B5 médiu s maltdézou misto sacharozy (BSM). Toto médium
obsahuje cytokinin kinetin a synteticky auxin 2,4-D. Po 20 dnech kultivace se na feznych
plochach listovych explantati zacaly tvorfit globularni Gtvary, pfipominajici pro-embrya
(Obr. 7A). Nasledné byly explantaty preneseny do Cerstvého bezhormonalniho BSM
média obsahujiciho 2,5% PEG, ktery indukuje tvorbu somatickych embryi.

Po 20 dnech kultivace v médiu s 2,5% PEG se zacaly u linie SIMKK:i tvofit kofeny
zteznych ploch listovych fapiki (Obr. 7B). Polovina explantatd byla pfenesena do
Cerstvého B5SM média obsahujiciho PEG. Druha polovina explantat byla prenesena na
pevné MS médium s ABA indukujici tvorbu somatickych embryi.

Po tydnu kultivace explantat na pevném MS mediu s ABA byly na povrchu listovych
explantati pozorovany somaticka embrya (Obr. 7C a D). Embrya byla nasledné
separovana a prenesena na Cerstvé pevné MS médium s ABA. Po 2 tydnech kultivace
byly pozorovany embrya v kotyledonarnim stadiu (Obr. 7E a F). Embrya se prestala dal
vyvijet, a tak byl experiment po 49 dnech od pfenosu somatickych embryi na MS medium
ukoncen (Obr. 8).
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Na listovych explantatech, které byly dlouhodobé (3 mésice) kultivovany v tekutém
B5M médiu s 2,5% PEG, se zacaly tvorit somatickd embrya, ktera se samovolné
uvolfiovala do média. Separovana somatickd embrya byla pfenesena na pevné MS
médium s ABA. U vSech pfenesenych somatickych embryi na MS médiu byla
pozorovana houbova infekce, tudiz vyvoj somatickych embryi nepokracoval.

Indukce pfimé somatické embryogeneze u ostatnich transgennich linii (GFP-SIMK a
SIMKi) a divokého typu RSY byla provedena stejnym zptiisobem jako u linie SIMKKji,
avSak tyto linie zastavily vyvoj somatickych embryi v globularnim stadiu po 6 tydnech
kultivace v BSM obsahujicim 2,5% PEG. Na Obr. 9A — D lze vidét listové explantaty
jednotlivych linii, u kterych se na povrchu a na feznych plochach vytvofily globularni

somaticka embrya, ktera se dal nevyvijela.

Obrazek 7: Pfima somaticka embryogeneze M. sativa u transgenni linie SIMKKi
A - listovy explantat 20. den kultivace v BSH médiu, ¢ervenymi Sipkami jsou naznaena mista
vyskytu globulamich ttvari, pfipominajici pro-embrya; B — explantat listového fapiku s kofeny
(Cervené Sipky) indukovanymi z fezné plochy na 20. den kultivace v BSM médiu s 2.5 % PEG;
C, D - listové explantaty s vytvofenymi embryi (¢ervené Sipky); E, F—separovana kotyledonarni
embrya kultivovana 2 tydny na MS médiu s ABA s kotfenem (bily hrot Sipky) a kotyledony (Cemy
hrot Sipky). Mérka: A, E=500 um, B=2000 pm, C, D, F=1000 pm. Snimky pofizeny na ZOOM
mikroskopu.
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Obrazek 8: Izolovana somaticka embrya M. sativa transgenni linie SIMKKi kultivované
na pevném MS mediu obsahujicim ABA

A — embrya kultivované 14 dnti na MS mediu s ABA; B — embrya kultivovana 49 dnti na MS
mediu s ABA.

Obrazek 9: Prima somaticka embryogeneze M. sativa u RSY a transgenni linie SIMKi a
GFP-SIMK
Listové explantaty kultivované 38 dni v BSM médiu s 2,5% PEG. A — RSY; B — SIMKi; C -
SIMKi; D — GFP-SIMK; sipky znaci globulami embrya indukovana na povrchu a na feznych
plochach explantatd. Mérka: B=500 pm, A,C.D=1000 pm. Snimky pofizeny na ZOOM
mikroskopu.
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Navozeni indukce pfimé somatické embryogenezi jsme znovu zopakovali ve druhém
experimentu. Listy ze sterilnich rostlin byly rozstiihany na mensi ¢asti a byly umistény
do tekutého BSH média s kinetinem a 2,4-D. U linie GFP-SIMK byla pozorovana infekce
pfi kultivaci v BSH indukénim mediu, proto se tato linie v této casti vysledku
nevyskytuje.

Explantaty byly prelozeny do BSM média s 2,5% PEG. Po 2 tydnech kultivace
v médiu u RSY bylo mozné na feznych plochach pozorovat zménu struktury okraji
explantatu (Obr. 10A), nasledné byly explantaty preneseny na pevné MS medium
obsahujici ABA. Po 7 dnech kultivace bylo mozné sledovat zménu barvy listového
explantatu a zvysSenou tvorbu globularnich atvart, predevsim na feznych plochach (Obr.
10B).

Rostlinné explantaty linii SIMKi (Obr. 10C) a SIMKKIi (Obr. 10E) byly z média BSH
prelozeny do B5SM média s 2,5% PEG. Explantaty SIMKi v BSM médiu s 2,5% PEG
zménily barvu degradaci chlorofylu na zluto-bilou (Obr. 10C). Po 65 dnech kultivace
byly explantaty prelozeny na pevné MS médium s ABA (Obr. 10 D, F). Na explantatt
SIMKKI je patrna chloréza (Obr. 10F).

Tento experiment nebyl dan udrzovan, po 120. dnech kultivace byly explantaty stale ve

stejném stavu, bez zadného znaku dalsiho vyvoje.
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Obrazek 10: Piima somaticka embryogeneze M. sativa u RSY a transgennich linii
SIMKKI a SIMKi

A - explantat listu RSY v B5M médiu s 2,5% PEG; B — explantat RSY 42. den na pevném
MS médiu s ABA; C - explantat SIMKi pielozeny z BSH média do B5SM média s pfidanym
2,5% PEG; D - explantat SIMKina MS médius ABA; E —listovy explantat SIMKK:i pielozen
do BSM média s 2.5% PEG; F — explantat SIMKKi na pevném MS médiu s ABA. Mista
oznacena Sipkami znazoriuji zménu feznych ploch explantatu. Mérka: 500 pm. Snimky

4.1.2 Neprima SE
Zdrojem explantatt pro indukci nepiimé SE byly listy vojtésky péstované v in vitro
podminkach. Obdobné jako u pfimé SE, byl pouzit divoky typ RSY a transgenni linie
SIMKi, SIMKKi a GFP-SIMK. Povrchové vysterilizované listové explantaty byly
rozfezany na polovinu a nasledné€ umistény na pevné BSH médium obsahujici kinetin a
2,4 D, indukujici tvorbu kalusu (Obr. 11A). Po 3 tydnech kultivace byly explantaty
s vytvorenymi kompaktnimi kalusy pfeneseny na B50 médium, které neobsahuje ristové
latky (Obr. 11B). Po piiblizné tfech tydnech se na explantatech zacaly tvofit somaticka
embrya (Obr. 11C), ktera byla nasledné separovana a prenesena na MMS kultivacni

médium podporuyjici kli¢eni a vyvin rostlin (Obr. 11D). Po 2 tydnech kultivace byly
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embrya pfenesena na MS médium, kde se vyvinul kofenovy systém rostlin. Poté byly

rostlin s vyvinutym kotfenovych systémem pieneseny na Fahreus médium.

Obrazek 11: Nepfima somaticka embryogeneze M. sativa linie SIMKKi

A - listovy explantat na BSH médiu; B — listovy explantat s vytvofenym kalusem pfenesen
na B50 médium; C - tvorba embryi na kalusu na B50 médiu 3 tydny po kultivaci; D — kli¢ici
embryo se zadinajicim vyvinem kofene na MMS médiu. Cervena Sipka sméfuje na tvorbu
kalusu na listovém explantatu; bila na vytvofena embrya globularniho a srd¢itého stadia;
¢erna Sipka na zacinajici tvorbu kofene. Mérka: A,B,C=1000 pm, D=500 pm. Snimky
potizeny na ZOOM mikroskopu.
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4.2 Imunohistochemické znac¢eni mikrotubul u M. sativa

4.2.1 Whole mount metoda

Pro imunochemické znaceni mikrotubul byly pouzity kotfenové $picky rostlin M. sativa
divokého typu RSY a transgennich linii SIMKi, SIMKKi a GFP-SIMK kultivovanych 5
dni na Féhreus médiu. Kofeny byly inokulovany bakteriemi P. fluorescens a jako mock
kontrola bylo pouzito Cisté Fiahreus médium. Kofenové Spicky byly odebrany ptred
inokulaci (sucha kontrola) a po 20 a 120 min inkubace s bakteriemi. Odebrané kotfenové
Spicky byly =zafixovany a nasledné¢ byly mikrotubuly lokalizovany pomoci
imunohistochemické metody whole mount. Zde jsou uvedeny ilustracni fotografie
pofizeny konfokalnim mikroskopem.

Mikrotubuly jsou zelené znaCené pomoci primarni protilatky anti o-tubulin a
sekundarni protilatky znacené AlexaFluor 488. Modfe znacend DNA v jadrech bun¢k
byla vizualizovana pomoci DAPI. V pripadé linie GFP-SIMK a suchych kontrol (Obr.18-
21) byla pro vizualizaci mikrotubul (Cervené) pouzita sekundarni protilatka znacena
AlexaFluor 647. Na obrazcich nize je mozné pozorovat mikrotubuly u jednotlivych linii.

Pozorovani ukazalo, ze divoky typ RSY ma pted (Obr. 20A) 1 po aplikaci bakterii nebo
Cistého média (Obr. 12) pravidelné velké buriky bez zadnych modifikaci. U transgenni
linie SIMKi (Obr. 14) jsou buriky v porovnani s aplikaci bakterii a mock kontrolou vétsi
a maji pravidelngjsi tvar. Suché kontrola SIMKi (Obr. 20B) ma oproti oSetfenym burikam
nepravidelné usporadani, buiky jsou mensi a jadra maji nepravidelné tvary. Buiky
SIMKKI (Obr. 16) se po aplikaci bakterii oproti mock kontrole vyrazn€ zmensili a maji
nepravidelny prodlouzeny tvar, tak je to i u suché kontroly (Obr. 20C). Posledni
zkoumanou transgenni linii je GFP-SIMK (Obr. 18), zde jsou pouzity pouze snimky po
120 min po aplikaci bakterii a mock kontroly, kvili nedostatku rostlinného materialu.
Buriky této linie maji po oSetfeni bakteriemi pravidelnéjsi tvar a vice se déli. Sucha
kontrola ma deformované nepravidelné velké buiiky s jadry nepravidelného tvaru (Obr.
20D).

Zam¢tily jsme se také na vyskyt PPB (oznaCeny pomoci bilych hroti Sipek),
fragmoplastu (znacen bilou hvézdickou) a mitotickych fazi (nejCastéji vyskytujici se
profaze, metafaze a anafaze) (znaCeny bilym ctvercem). U vSech linii byla zaznamenana

tvorba PPB 1 po 120 min inkubace s bakteriemi.
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4.2.2 Orientace kortikalnich mikrotubuli u M. sativa

Pro analyzu orientace mikrotubul (MT) u vSech zminénych linii, byly nasnimany
kortikalni MT kotenovych Spicek pred oSetfenim a 120 min po oSetfeni bakteriemi a
kontrolou. Priméma orientace MT byla zméfena pomoci programu CytoSpectre,
nasledné byly hodnoty zpracovany do razicovych grafii v programu Oriana. Pramérna
hodnota orientace MT u RSY mock kontroly (Obr. 13) je 17°, oproti rostlinam oSetifenych
bakteriemi, kdy primérna hodnota je 4,8°. Mock kontrola u linie SIMKi (Obr. 15) ma
niz§i pramérnou hodnotu orientace — 12°, vyssi hodnota je po oSetfeni bakteriemi — 40°.
Taktéz rozdilnou hodnotu vykazuje linie SIMKKi (Obr. 17), primérna hodnota mock
kontroly je 31°, po oSetfeni bakteriemi 4,9°. Niz§i primérna hodnota orientace MT u
mock kontroly byla zaznamenana i u linie GFP-SIMK (Obr. 19), jejich hodnota jsou 3° a
hodnota po oSetieni bakterii je 4,5°. Rovnéz byly vyhodnoceny suché (DRY) kontroly
(Obr. 21), které byly odebrany pied naockovanim. Priméma hodnota orientace MT
divokého typu RSY je 11°, transgennich linii SIMKi — 3°, SIMKKi — 4°, GFP-SIMK —
15°.

Ze ziskanych vysledk vidime, ze nejvétsi rozdil v orientaci MT mezi suchou
kontrolou, mock kontrolou a po inokulaci s bakteriemi P. fluorescens je u transgenni linie
SIMKi. Nejmensi rozdil je u linie GFP-SIMK. V§echny primérné hodnoty orientace MT
jsou v horizontalni nebo Sikmé rovin€ k ose bun€k, coz znamena ze riist kotfene nebyl

bakteriemi zastaven.
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Obrazek 12: Imunohistochemicka lokalizace mikrotubul a jader divokého typu RSY u M.
sativa

Rostliny osSetfeny Fahreus médiem a bakteriemi P. fluorescens, odebrany 20 a 120 min od
aplikace. Hrot Sipky ukazuje na PPB, hvézdicka na fragmoplast, ¢tverec na mitotické faze.
Meérka 10 pm. Snimky pofizeny na konfokalnim mikroskopu.
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Obrazek 13: Analyza orientace kortikalnich mikrotubulii divokého typu RSY u M. sativa.
Priklad usporadani kortikalnich MT a razicovy graf zndzorujici rozlozeni a orientaci uhli
kortikalnich mikrotubuld. A — RSY mock kontroly; B — RSY po 120 min oSetfeni s bakteriemi
P. fluorescens. Modré pole na grafu znazomuje rozlozeni a hodnotu prumémé orientaci

(Cervené) MT u mock kontroly. Prumémy uhel orientace MT mock kontroly je 17°, po oSetfeni
bakteriemi je 4,8°.
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Obrazek 14: Imunohistochemicka lokalizace mikrotubul a jader linie SIMKi u M. sativa
Rostliny oSetfeny Féhreus médiem a bakteriemi P. fluorescens, odebrany 20 a 120 min od
aplikace. Hrot Sipky ukazuje na PPB, hvézdicka na fragmoplast, ¢tverec na mitotické faze.
Meérka 10 pm. Snimky pofizeny na konfokalnim mikroskopu.
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Obrazek 15: Analyza orientace kortikalnich mikrotubuli linie SIMKi u M. sativa.

Priklad usporadani kortikalnich MT a rizicovy graf znazorujici rozlozeni a orientaci uhla
kortikalnich mikrotubuli. A — SIMKIi mock kontroly; B — SIMKi po 120 min oSetfeni
s bakteriemi P. fluorescens. Modré pole na grafu znazomiuje rozlozeni a hodnotu primérmé

orientaci (ervené) MT u mock kontroly. Prumé&rny uhel orientace MT mock kontroly je 12°,

po oSetfeni bakteriemi je 40°.
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Obrazek 16: Imunohistochemicka lokalizace mikrotubul a jader linie SIMKKi u M.
sativa

Rostliny oSetfeny Fahreus médiem a bakteriemi P. fluorescens, odebrany 20 a 120 min od
aplikace. Hrot Sipky ukazuje na PPB, hvézdicka na fragmoplast, ctverec na mitotické faze.
Meérka 10 pm. Snimky pofizeny na konfokalnim mikroskopu.
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Obrazek 17: Analyza orientace kortikalnich mikrotubuli linie SIMKKi u M. sativa.

Priklad usporadani kortikalnich MT a rizicovy graf znazomujici rozloZeni a orientaci uhla
kortikalnich mikrotubuli. A — SIMKKi mock kontroly; B — SIMKKi po 120 min oSetfeni
s bakteriemi P. fluorescens. Modré pole na grafu znazomuje rozloZeni a hodnotu praimémeé
orientaci (Cervené) MT u mock kontroly. Prumé&my tuhel orientace MT mock kontroly je 31°,

po oSetteni bakteriemi je 4,9°.
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Obrazek 18: Imunohistochemicka lokalizace mikrotubul a jader linie GFP-SIMK u M.
sativa

Rostliny osetfeny Fahreus médiem a bakteriemi P. fluorescens, odebrany 20 a 120 min od
aplikace. Hrot Sipky ukazuje na PPB, hvézdicka na fragmoplast, ctverec na mitotické faze.
Meérka 10 pm. Snimky pofizeny na konfokalnim mikroskopu.
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Obrazek 19: Analyza orientace kortikalnich mikrotubulua linie GFP-SIMK u M.
sativa.

Priklad usporadani kortikalnich MT a rizicovy graf znazomujici rozloZeni a orientaci
uhli kortikalnich mikrotubula. A — GFP-SIMK mock kontroly; B — GFP-SIMK po 120
min oSetfeni s bakteriemi P. fluorescens. Modré pole na grafu znazoriuje rozlozeni a
hodnotu primémé orientaci (¢ervené) MT u mock kontroly. Primémy uthel orientace

MT mock kontroly je 3°, po oSetfeni bakteriemi je 4,5°.
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Obrazek 20: Imunohistochemicka lokalizace mikrotubul a jader suchych kontrol

M. sativa
Rostliny odebrany pred aplikaci bakterii a ¢ist¢ho Fahreus média. Hrot Sipky ukazuje na
PPB, hvézdicka na fragmoplast, ctverec na mitotické faze. Mérka 10 pm. Snimky

portizeny na konfokalnim mikroskopu.
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Obrazek 21: Analyza orientace kortikalnich mikrotubulii suchych (DRY) kontrol u
M. sativa.

Priklad usporadani kortikalnich MT a raZicovy graf znazomiujici rozlozeni a orientaci
uhlu kortikalnich mikrotubuli u suchych kontrol. A - RSY; B — SIMKi; C — SIMKKi;
D — GFP-SIMK. Modré pole na grafu znazoriiuje rozlozeni a hodnotu primémé
orientaci (Gervené) MT u DRY kontrol. RSY - 11°, SIMKi - 3°, SIMKKi - 4°, GFP-

simk -15°.



4.3 Fenotypova analyza
4.3.1 Porovnani fenotypu korenovych Spicek

Kotenové Spicky M. sativa divokého typu a transgennich linii SIMKi1, SIMKKi a GFP-
SIMK byly po zafixovani ve fixacnim roztoku inkubovany 12 dni v ClearSee roztoku.
Nasledné bylo aplikovano fluorescencni barvivo calcofluor white a vzorky byly
pozorovany pomoci konfokalniho mikroskopu.

Z obrazku 22 nejsou patrné zadné odchylky v anatomii kofenovych §pic¢ek divokého typu
RSY a transgennich linii SIMKi, SIMKKi a GFP-SIMK. Pouze u transgenni linie SIMKi
(Obr. 22B) jsou vidét kofenové vlasky na zacatku diferenciacni zony a kratsi
meristematicka a pfechodna zéna oproti ostatnim transgennim liniim a divokému typu
RSY. U vsech zkoumanych linii a divokého typu byly pozorovany kotfenové apikalni
meristémy vcetné Q-centra (znacen bilym kruhem). Nejdal postavené Q-centrum je u

linie SIMKKi (Obr. 22C).

200pm

Obrazek 22: Znaceni bunécnych stén Calcofluor white

A —RSY; B - SIMKi (bilé¢ Sipky znaci kofenové vlasky); C — SIMKKi; D — GFP-SIMK. Mista
oznacend bilymi kruhy znazoriuji klidové centrum korene. Mérka 200 um. Snimky pofizeny
na konfokalnim mikroskopu.
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4.3.2 Porovnani korenového systému po desetidenni inkubaci s bakteriemi
P. fluorescens

Rostliny M. sativa divokého typu RSY a transgenni linie SIMKKi, SIMKi a GFP-SIMK
na Petriho miskach na Fahreus médiu byly skenovany pred naockovanim a poté 1., 3., 4.,
6., 8. a 10. den po naockovani (DAI). Na méteni délky kofenového systému byl pouzit
program Imagel. Zpracovani dat a vypocitani prirastku délky kofenového systému bylo
provedeno v programu Microsoft excel. Na zakladé ziskanych dat byl pak vytvoren graf
(Obr. 23).

Jak vyplyva z grafu, vSechny pouzité linie v¢etné€ divokého typu RSY M. sativa mély
kontinualni prirastek délky kofenového systému v prabehu kultivace (Obr. 23). Kofenové
systémy divokého typu RSY oSetfeny bakteriemi P. fluorescens rostly pomaleji
(primérny prirGstek = 7,73) nez kontrolni rostliny oSetfeny Cistym Fahreus médiem
(primérny prirastek = 17,74). Transgenni linie SIMKKi a SIMKi naoCkované bakteriemi
pak rostly rychleji nez jejich kontroly. Primérny pfirastek v celém prubéhu kultivace
SIMKKi po naoCkovani bakteriemi je 14,87, u kontrolnich rostlin je praimémy pfirastek
9,55. Bakteriemi oSetfena SIMKi méla pramérny pfirtstek 6,65 a kontrolni rostliny
SIMKi 2,52. Kofenovy systém linie GFP-SIMK rostl stabilné a primérné hodnoty
piirastku se mezi naoCkovanymi a kontrolnimi moc neliSily, pramérny pfirtustek u
naoCkovanych rostlin byl 11,51 a u kontrolnich 10,04.

Z pozorovanych linii M. sativa vyplyva, ze jen transgenni linie SIMKKIi vykazovala
rozdilné hodnoty pfirastki délky kofenového systému naockovanych a kontrolnich

rostlin.

Zaroven byla na ZOOM mikroskopu pozorovana tvorba biofilmu bakteriemi
v priubéhu kultivace na kofenovych $pickach divokého typu RSY a transgennich linii M.
sativa. Na obrazku 24 je zobrazena transgenni linie SIMKi. Bakterie byly aplikovany
té$né ke kofenovym $pickam a nasledné byly dokumentovany: 1. den po aplikaci bakterii
(Obr. 24A), 3. den po aplikace (Obr. 24B) kdy se rostouci kotenové Spicky dostaly do
kontaktu s bakteriemi a lze pozorovat zeleny signal 1 na ¢asti kotfenové Spicky, a potom
7. den po aplikaci (Obr. 24C), kdy se bakterie rozrostly dal po kotfeni a vytvareji biofilm

s charakteristickym silnym zelenym signalem v oblasti kofenovych vlaska.
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Obrazek 23: Sloupcovy graf prirastku délky korenového systému rostlin M. sativa po
desetidenni inkubaci s bakteriemi P. fluorescens

Rostliny M. sativa divokého typu RSY a transgenni linie SIMKKIi, SIMKi a GFP-SIMK byly
naockované bakterialni kulturou P. fluorescens a oSetfeny Cistym Féhreus médiem jako kontrola
v jednotlivych dnech.

Obrazek 24: Tvorba biofilmu bakterie P. fluorescens na korenovych spickach M.
sativa transgenni linie SIMKi

A - IDAI; B - 3DAI; C - 7DAL Zeleny signal je vytvoren fluorescencni slouceninou
pyoverdinem, ktery produkuji bakterie. Mérka: 500 um. Snimky pofizeny na ZOOM
mikroskopu.
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S DISKUSE

Cilem této bakalafské prace bylo vyprodukovat v in vitro podminkach rostliny tolice
vojtésky pomoci pfimé 1 nepfimé SE. Dale navodit podminky interakce rostlin vojtésky
s prospeSnymi mikroorganismy P. fluorescens a nasledné sledovat zmény fenotypu,
relativniho pfirastku délky kofenového systému a organizace mikrotubul oproti
kontrolnim podminkam. Mikrotubuly byly znafeny pomoci whole mount metody a
mikroskopovany na konfokalnim mikroskopu. Déale byla pozorovana odliSnost
usporadani bunék divokého typu RSY a transgennich linii SIMKi, SIMKKi a GFP-SIMK
pomoci histochemického znaceni fluorescencnim barvivem calcofluor white.

K pfipraveé indukce pifimé SE transgennich linii a divokého typu M. sativa, byl pouzit
protokol publikovany Denchev et. al. (1991). Pfimou cestou se vSak nepodafilo ziskat
rostliny pro pokraovani experimentu. Denchev et al. (1991) uvadi, ze tvorba embryi byla
indukovana jiz po dvou tydnech kultivace a nejvétsi pocet embryi byl po 25 dnech
indukce. V nasi experimentalni praci k indukci embryi doslo pouze v jednom opakovani,
a to u transgenni linie SIMMK(, jenomze po pielozeni na pevné MS médium s ABA,
embrya se prestala vyvijet. Proces SE vyzaduje kultivaci explantatu na vhodném médiu
s piidavkem hormond, ktery vyvola stresovou reakci a nasledné spusténi SE (Rose et al.,
2010; Tkeda-Iwai et al., 2003). Uspé&ch regenerace pomoci SE zavisi na genotypu rostliny,
protoze geneticka variabilita mize zabranit samotné regeneraci (Vasil, 1987). Kromé
podminek péstovani darcovské rostliny, zdroje pouzitého explantatu a slozeni média, je
genotyp kultivaru kliCovym faktorem ovliviiujicim uspésnost SE (Popelka et al., 2003).
Piimou SE jsme tedy zalozily z toho diivodu, nebot’ u neptimé SE je zvySena moznost
vyskytu somaklonalni variability (Joshi & Kumar, 2013).

Rhizobakterie z rodu Pseudomonas jsou schopny podporovat rust rostlin tim, ze
potlacuji nemoci rostlin schopnosti produkovat zelezo, vyvolaji systémovou rezistenci
rostlin anebo antibioézu, pomoci které inhibuji rust jinych mikroorganismu (Berg, 2009;
Bakker ef al., 2007; Raaijmakers et al., 2002). Tyto bakterie se pfichycuji na mista
produkce kotfenovych exsudatli diky adheznim proteinim rostlin a vytvareji biofilm
(Hinsa ef al., 2003). Pfima podpora rustu rostlin spoc¢iva v produkci fytohormont (napf.
auxiny, gibereliny, ethylen) a také spusténim mechanismi zabezpecujicich zvyseni
dostupnosti zivin pro rostliny (napf. zvyseni ptijmu fosfatu, produkce siderofort a fixace
dusiku) (Roquigny et al., 2017). NaSe experimenty jasn¢ nepotvrdily pozitivni vliv

Pseudomonas na rust kofenového systému a na tvorbu biofilmu. K lepsi verifikaci by
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bylo potieba zopakovat experiment s vétSim pocCtem rostlin v kazdé linii, které nebylo
mozné z Casovych divodi provést v ramci této prace. Ziskani rostlinného materialu se
pfipravuje Casové narocnou cestou nepiimé SE a zarovenl je problematické ziskat
dostateCny pocet rostlin ze vSech 4 pouzitych linii ve stejny Cas.

Narust délky kofenového systému byl pozorovan po dobu 10 dnti od aplikace bakterii
oproti kontrolnim rostlinam oSetfenych Cistym Féhreus médiem. Pozitivni vliv bakterii se
projevil 1 v burikach kotenovych spi¢ek debranych po 20 a 120 minutach od aplikace
bakterii, znaCené metodou whole mount. Byla pozorovana zvysena tvorba PPB u vzorku
po 120 minutach inkubace s bakteriemi. To naznacuje zvySenou cytokinetickou aktivitu
a rostliny tedy nebyly stresované pusobenim bakterii. Pozorovana byla také zména
orientace mikrotubul po 120 minutach od aplikace bakterii nebo Cistého Fahreus média,
zejména u transgenni linie SIMK1 byla pozorovana nejvétsi zména v orientaci.

V této praci byla doplikové zkoumaéana odliSnost tvaru a hustoty bunék
mezi jednotlivymi transgennimi liniemi a divokym typem M. sativa. Pro mikroskopickou
analyzu bunéCnych struktur bylo pouzito fluorescencni barvivo calcofluor white ve
spojeni s clearsee odbarvovaci metodou, jelikoz prostupnost bézné pouzivaného vitalniho
fluorescen¢niho barviva FM 4-64 byla u kofent vojtésky nedostatecna. Calcofluor white
se selektivné vaze na primarni bunééné stény slozené z celuldzy nebo jinych f-1,4-
vazanych sacharidii a tim umoziuje jejich vizualizaci (Snow, 2016; Mitra & Loque,

2014).
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6 ZAVER
Teoreticka Cast této prace se zabyva charakteristikou rostliny M. sativa, jejim vyuzitim a
regeneraci v in vitro podminkach pomoci somatické embryogeneze. Dale byl popsan
mechanismus vlivu PGPM na rist rostlin. Konkrétné pak byla charakterizovana
rhizobakterie P. fluorescens a jeji produkce hormont ovliviiujici rast rostlin. Predevsim
kyselina indol-3-octova, cytokininy, gibereliny, produkce ethylenu a sideroforu.
Mikroorganismy ovliviiuji organizaci cytoskeletu rostlin, kterému byla vénovéana jedna
z podkapitol. Podrobné byly popsany mikrotubuly, aktinovy cytoskelet a proteiny s nimi
asociované a jejich vizualizace pomoci imunohistochemické metody whole mount.

Prakticka Cast se vénuje vysledkiim indukce pfimé i nepfimé somatické embryogeneze
rostlin divokého typu RSY a transgennich linii SIMKi, SIMKKi a GFP-SIMK M. sativa.
Ziskané rostliny znepfimé somatické embryogeneze byly naockovany prospésnou
bakterii P. fluorescens a byl pozorovan jejich vliv na rast korenového systému.

Rostlinné kofenové Spicky byly naockovany bakteriemi P. fluorescens nebo Cistym
Féhreus médiem jako kontrolou a poté byly po 20 a 120 min inkubace odebrany.
K imunolokalizaci mikrotubul byla pouzita priméarni protilatka anti a-tubulin a
sekundarni protilatky znacené AlexaFluor 488 a 647. Vzorky byly zmikroskopovany
pomoci konfokalniho mikroskopu. Dale se vyhodnotily délky a prirastek délky
kofenovych systému po interakci s bakteriemi po dobu deseti dnd, kdy nejvyssi hodnoty
byly zaznamenany u transgenni linie SIMKKi.

Zavérem muzeme konstatovat, ze aplikace rhizobakterie P. fluorescens méla pozitivni
vliv na rast zejména transgenni linie SIMKKi a SIMKi M. sativa ziskané nepiimou

somatickou embryogenezi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,4-D

BSA
DAI
DAPI
DBI
EB
GA
GFP
IAA
KIN
MAP
MAPK
MAPs
MS
MT
PBS
PEG
PGPM
PGPR
PPB

RSY
SE
SIMK

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

kyselina abcisova

proteiny vazajici aktin

aminokyselina

adenosinmonofosfat

adenosintrifosfat

benzyladenin
N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamide/hovézi sérovy albumin
,,day after inoculation“/den po inokulaci
4°-6-diamidino-2-fenylindol

,,day before inoculation“/den pted inokulaci
,,ending binding proteins*/koncové vazebné proteiny
gibereliny

zeleny fluorescencni protein

kyselina indol-3-octova

kinetin

mitogenem-aktivovany protein
mitogenem-aktivované protein kinazy
proteiny asociované s mikrotubuly
Murashige a Skoog médium

mikrotubuly

fosfatovy pufr

polyethylenglykol

mikroorganismy podporujici rast rostlin
rhizobakterie podporujici rust rostlin
preprofazni svazek

relativni pfirtstek

kultivar Regen SY

somaticka embryogeneze

stresem aktivovana MAPK
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