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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

Vypracovani reSerSe zamérené na:

vyznam druhu Medicago sativa L. a shrnuti jeho zemé&délského a biologického
potencialu

zemé&délsky a ekologicky vyznam pidnich bakterii rodu Rhizobium

podil signalnich proteint ze skupiny MAP kinas na regulaci vyvojovych procest
rostlin a jejich reakci na vnéjsi stresové podminky

signalni, vyvojové a strukturni aspekty interakci rostlin vojtésky

se Sinorhizobium meliloti v procesu tvorby hlizek

metody stabilni transformace Medicago sativa za uc¢elem vnaseni nebo
umlcovani gent a selekce pozitivnich transgenti pomoci genotypovani

transformovanych rostlin

Prakticka ¢ast

Realizovat experimenty zamétené na studium vyvojovych procesti kontrolnich a

transgennich rostlin vojtésky in vitro v kontrolnich podminkach, vyhodnocovat

kvalitativni a kvantitativni znaky fenotypu a indukovat interakci rostlin vojtésky

s bakteriemi rodu Rhizobium. Konkrétni cile jsou:

kultivace a mnozeni rostlin vojtésky v podminkach in vitro

charakterizace transgennich linii vojtésky pomoci analyzy fenotypu kofenového
systéemu

aplikace bakterialni kultury Sinorhizobium meliloti k indukeci tvorby hlizek
vyhodnoceni efektivity procesu tvorby hlizek u kontrolnich rostlin a u rostlin se

snizenou expresi mitogenem-aktivovanych protein kinaz



1. UVOD

Medicago sativa je vytrvala, modrofialové kvetouci luskovina z Celedi bobovitych
(Fabaceae; Randuska, 1983). Diky vysokému obsahu bilkovin, vitamint, enzymu a
Bora a Sharma, 2011). Jeji vyznamnou vlastnosti je také schopnost vytvaret symbioticky
vztah s pudnimi bakteriemi rodu Rhizobium fixujicimi atmosféricky dusik. Do této
skupiny fadime mimo jiné také kmen gram-negativnich, aerobnich bakterii
Sinorhizobium meliloti (Galibert, 2001; Gibson et al., 2008). Diky této mimofadné
schopnosti nevyzaduje M. sativa pro svij rist téméf zadné mnozstvi dusikatého hnojiva
a sama pfiznivé ovliviluje urodnost plidy. Samotnd interakce se projevuje vytvorenim
specializovanych orgdnu, tzv. hlizek, na kofenech rostlin, v nichZz probiha postupna
redukce atmosférického dusiku na amoniak (Randuska, 1983; Ebert, 2007; Triboi a
Triboi-Blondel, 2014; Roy et al., 2019).

Pro zahdjeni interakce a vytvofeni symbiotického vztahu mezi rostlinou a bakterii
je kliCova signalizace prostfednictvim mitogenem-aktivovanych proteinkinasovych
(MAPK) kaskad. Ty se u rostlin podili na pfenosu signalii z vné¢jSiho prostiedi, na
obrannych reakcich, vyvojovych procesech, ¢i hormonalni regulaci (Kiegerl et al., 2000;
Jonak et al., 2002; Fujita et al., 2006; Samajova et al., 2013; Xu a Zhang, 2015). Mezi
nejvyznamnéj$i MAPK u M. sativa fadime SIMK neboli stresem indukovanou MAPK.
Jeji role se projevuje zejména pii ovliviilovani stavu a dynamiky aktinového cytoskeletu
a bylo zjisténo, Ze nadmérné exprese proteinu SIMK vede u rostlin ke zvySené tvorbé
kofenovych vlaski (Samaj et al., 2002; Ovecka et al., 2014), coz mize mit dale vliv na
tvorbu hlizek u M. sativa béhem interakce s pidnimi bakteriemi rodu Rhizobium
(Hrbackova et al., 2020b).

Piedkladana bakalaiska prace se vénuje regeneraci kontrolnich rostlin M. sativa,
kultivar Regen-SY a transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI procesem somatické
embryogeneze. V dalsi casti se prace vénuje fenotypické charakterizaci a srovnani
kontrolnich a transgennich rostlin prostfednictvim métfeni délky kotfenové soustavy a
pocitanim vytvofenych boc¢nich (lateralnich) kotfend. Posledni Cast prace se vénuje
sledovani a vyhodnocovani efektivity procesu tvorby hlizek po aplikaci bakteridlni

kultury Sinorhizobium meliloti na kofenovy systém rostlin.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Tolice vojtéska (Medicago sativa L.)
2.1.1 Charakteristika

Medicago sativa L. (¢esky Tolice vojtéska, mezinarodné alfalfa) je viceleta luskovina
fazena do Celedi bobovitych (Fabaceae). Je vysoka 30-80 cm a kvete od kvétna do fijna
(Randuska, 1983). Jeji prvné kultivovana forma pochazi s nejvétsi pravdépodobnosti ze
zapadni Persie, poté se rozsifila do mnoha oblasti Asie, Ameriky a Evropy (Hrbackova et
al., 2020a). Jeji biologicky a ekologicky vyznam spociva zejména ve schopnosti

ptizpusobit se riznym typtim pudy a klimatickym podminkam (Desgagnés et al., 1995).

2.1.2 Koren
Pro M. sativa je typicky silny hlavni kiilovy koten, ktery se vétvi a dosahuje hloubky 1,5

5 m, coz ji umoziuje efektivné vyhledavat a ziskavat ziviny (Hrabé et al., 2004;
Santriigek et al., 2007). Boéni kofeny dale vytvaii hustou sit tenkych kofinki
nachdzejicich se zejména ve vrchnich vrstvach puidy. Na tenkych kofincich se vytvari
hlizky, specialni organy, ve kterych s rostlinou koexistuji endosymbiotické bakterie
schopné fixovat vzdusny dusik. Kofenovy kréek neboli odnozovaci uzel, je spodni ¢ast
lodyhy, kterd bezprostfedné priléha ke kofeni. Na tomto misté se zakladaji pupeny, z
nichz se nasledné utvaii bo¢ni lodyhy, diky kterym se nadzemni ¢ast rostliny rozvétvuje.
Kofenovy kréek je s postupnym starnutim M. sativa vtahovan do pidy o zhruba 30-50
mm. Hlubsi zatazeni kofenového kr¢ku do pldy souvisi s vyssi odolnosti viici

vyzimovani, zasychani pupend a odolnosti vic¢i skiidcim (Hrabé et al., 2004).

2.1.3 Stonek a listy

v e

na kofenovém krcku ¢i v pazdi listd (pfi pokoseni). Pocet lodyh na jedné rostliné se
pohybuje od 2—3 do nékolika desitek a je zavisly na podminkach rstu a také na celkovém
vzrastu rostliny. Lodyhy jsou vzpfimené ¢i polovzpiimené, nejCastéji lys€, na prifezu
kruhovitého nebo ¢tyfhranného tvaru a zelené barvy, ve spodni ¢asti mize byt barva
et al., 2004). Listy jsou stfidavé, trojcetné, slozené z obvejCitych, v horni tfetiné
nepravideln¢ zubatych listka. Prostiedni listek je dlouze fapikaty, postranni jsou piisedlé.

Palisty jsou kopinaté a srostlé s fapikem (Randuska, 1983). V ,niz§im patie* rostliny



byvaji listky okrouhlé, naopak Vv horni Casti rostlin byva tvar listh uzsi. Barva listka je

svétle az tmav¢ zelena (Hrabé et al., 2004).

2.1.4 Kvét

Kvéty vyrtstaji na dlouhych stopkach v uzlabi podpirnych nitkovych listent a vytvareji
mnohokvitkové hrozny dlouhé 10-30 mm. Kalich je pétizuby a na zilkach chlupaty,
koruna je modrofialova a je sloZena z péti platk. Dva srostlé platky vytvareji ¢lunek a
dva volné se nazyvaji vesla ¢i kiidla, pavéza (nejvétsi okvétni list) je tmavé fialove
zbarvena (Randuska, 1983; Hrabé et al., 2004). Kvét M. sativa je oboupohlavni —
obsahuje pestik a deset tyCinek, devét je srostlych v sloupecek a desata je volna. Jedna se

o cizosprasnou rostlinu, coz zajist'uje vysokou biologickou hodnotu semen (Hrabé¢ et al.,

2004).

2.1.5 Plody a semena

Plodem je lusk s 1-3 fidkymi zavity, sit'naté zilkovany a pfitiskle chlupaty (Randuska,
1983). V lusku se tvoii semena, obvykle ve tvaru ledvin, sloZzena z embrya, endospermu
a osemeni (testa, plast’ semene). Cela testa je pokryta kutikulou, ta se sklada z kutinu,
komplexni smési mastnych kyselin a voskil. Zrald semena jsou dlouhd pfiblizné 2 mm a
Siroka ptiblizné 1 mm (Teuber a Brick, 1988). Barva semen byva zlutohnéda az hnéda,
postupnym starnutim semen barva tmavne a stava se matnou. Obal semene je velmi tvrdy,
semena proto nejsou schopna dlouhou dobu nabobtnat a kli¢i nestejnomérné. Tato
vlastnost se nazyva tvrdosemennost. Pfi¢inou nabobtnani je velké mnozstvi vysoce
hydrofilnich bilkovin, semena pfijimaji pfiblizné tolik vody, kolik ¢ini hmotnost jejich
susiny. Po nabobtnani semen dochazi ke kliceni, riistu a prodluzovani kofinku a na povrch

postupné prorustaji délozni listky (Hrab¢ et al., 2004).

2.1.6 Zemédélské a ekonomické vyuziti

Vojtéska se fadi mezi vyzivné a nejvice péstované picniny, jelikoz slouzi jako hlavni a
nejlevnéjsi zdroj rostlinnych bilkovin, pfirozeny zdroj vapniku, Zeleza a vitamini.
Vykazuje vysoky obsah enzymul (amylazy, koagulazy, peroxidazy, erepsinu, lipazy,
invertazy a pektinazy), antioxidantii, minerall a také cennych fytofarmaceutickych slozek
(Bora a Sharma, 2011). M. sativa je dale vyuzitelna také ve fytoremediaci (Lopez et al.,
2005; Nirola et al., 2016) a pti vyrobé rekombinantnich farmaceutickych proteint (Fu et
al., 2015).



Jeji biologicky a agronomicky potencial je mimotadny také proto, ze diky
schopnosti vytvaret symbioticky vztah s ptidnimi bakteriemi rodu Rhizobium, které
dokazou fixovat vzdusny dusik, vyzaduje pro sviij optimalni riist malé nebo zadné
mnozstvi dusikatého hnojiva a zaroven sama obohacuje pidu o dusik, ktery je tak
dostupny i jinym plodinam. Je tedy velmi vyznamna pro udrzitelné hospodaistvi na celém
svété (Ebert, 2007; Triboi a Triboi-Blondel, 2014; Roy et al., 2020, Ticha et al., 2020).

Vzhledem k autotetraploidnimu genomu a cizosprasnému zptisobu rozmnozovani

je vyzkum vojtésky velmi naro¢ny (Ticha et al., 2020).

2.2 Indukce a regenerace rostlin v in vitro podminkach

Schopnost regenerace rostlin vin vitro podminkach, a piedev§im morfogenni
kompetence jednotlivych typli bunck a rostlinnych pletiv, je obecné fizena slozitymi
genetickymi, ale i epigenetickymi faktory, jako je methylace DNA, posttranslacni
modifikace histont,, drahy mikro RNA (miRNA) ¢i troven kondenzace chromatinu.
Nékteré z téchto faktord (napf. methylace DNA) jsou dédi¢né a lze je béhem mitdzy
konzervovat (Henderson et al., 2007; Ticha et al., 2020). Rostliny M. sativa lze
regenerovat vin vitro podminkach ztkané kalusu (Saunders a Bingham, 1972),
z bunéénych suspenznich kultur (McCoy a Bingham, 1977) i z protoplastt (Mezentsev,
1979; Kao a Michayluk, 1980; Dos Santos et al., 1980).

2.2.1 Somaticka embryogeneze

Propagace a regenerace rostlin pomoci somatické embryogeneze neni vhodna pro
vSechny druhy rostlin, mize se lisit jak mezi jednotlivymi kultivary, tak i mezi genotypy
kultivaru (Kao a Michayluk, 1981). Kazdé somatické embryo se vyviji z jedné bunky,
zaroven se vSak mohou indukovat a formovat také sekundarni embrya (nova somaticka
embrya iniciovdna z bun€k somatickych embryi), je tedy dllezité nahlizet na geneticky
puvod a vyvoj somatickych embryi jako na nezavislé regenera¢ni udalosti (Saunders a
Bingham, 1972; Ticha et al., 2020).

Somaticka embryogeneze u M. sativa muze byt, na rozdil od jinych druht rostlin,
indukovana ze vsech c¢asti rostliny, jelikoz jeji embryogenni potencial neni zavisly na
typu explantatu (Ticha et al., 2020). Bylo ale zjisténo, Ze vhodny vybér primarniho
explantatu ovliviuje rychlost ristu bun€k a je tak dulezity pro u¢innou indukci somatické
embryogeneze a naslednou regeneraci rostlin in vitro. Nejvyssi efektivita indukce

somatické embryogeneze byla zaznamenana z explantatl rtznych ¢asti rostlin, které
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muzeme sefadit v nasledujicim pofadi: délohy > fapik > hypokotyl > stonek > list (Novak
a Konec¢na, 1982; Ticha et al., 2020). Somaticka embryogeneze muze probihat cestou

pfimou ¢i nepfimou.

2.2.2 Nepriima somaticka embryogeneze

Experimentalni postup pfi indukci nepfimé somatické embryogeneze u vojtésky zacina
odebranim a povrchovou sterilizaci explantatu (napf. list) roziezaného na mensi ¢asti.
Nasledné se tyto ¢asti umisti na kultivaéni médium s obsahem piidanych rostlinnych
hormonti (oznacovano jako BSH médium), které slouzi k vyvolani tvorby kalusu (ke
kalogenezi; Ticha et al., 2020). Nejcastéji se jedna o kombinaci syntetického auxinu 2,4-
D (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova) a cytokininu KIN (kinetin). Tato kombinace
zvysuje proliferaci bun¢k kalusu béhem pocate¢niho ristového obdobi kultury, ovsem
manipulaci koncentrace a poméru téchto hormont lze ucinné fidit nasledny vyvoj
somatickych embryi (Novak a Kone¢na, 1982). Po pielozeni na kultivaéni médium bez
hormont (ozna¢ovéano jako B50 médium) jiz probihd indukce embryogenniho kalusu a
nasledné tvorba somatickych embryi. PIné vyvinuta somaticka embrya se dale vyviji po
pieloZzeni na médium bohatém na vitaminy a aminokyseliny (oznacovano jako MMS
médium). Zde se u somatickych embryi formuji a vyviji vyhonky a koteny (Ticha et al.,
2020). PIn¢ vyvinuté rostliny ze somatickych embryi lze udrZovat in vitro po ptelozeni
na MS médium, ze kterého je mozné dobte vyvinuté rostliny pfenést do in vivo podminek.
Rostliny ziskané procesem somatické embryogeneze a nasledné péstované v in Vvivo
podminkéach jsou plodné, schopné kvést a produkovat semena k propagaci dalsi generace
rostlin (Ticha et al., 2020).

Vhodné mnozstvi vitamind, aminokyselin a ristovych regulatorii v kultiva¢nich
médiich je kliové pro spravny vyvoj somatickych embryi a naslednou regeneraci rostlin
(Amini et al., 2016). Jednotlivé rustové regulatory se od sebe lisi svym a¢inkem. Kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) a kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T)
stimuluji u rostlin M. sativa tvorbu jak kalusu, tak i somatickych embryi, naopak kyselina
indol-3-octova (IAA) je pro tvorbu kalusu i embryi netacinna. Jiné ristové regulatory pak
stimuluji pouze tvorbu kalusu, mezi takové patii kyselina 4-chlorfenoxyoctova (CPA) a
kyselina alfa-naftalenacetatova (NAA,; Ticha et al., 2020).

2.2.3 Prima somaticka embryogeneze
K pfimé somatické embryogenezi dochédzi zrtiznych tkdni, a indukovana je

nejéastéji z protoplastd, jejichz zdrojem jsou piedevsim kotyledony, kotfeny a mladé listy.
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K ziskani protoplastii ze starSich listi je obvykle nutné delSi enzymatické oSetfeni
k odbourani bunééné stény (Kao a Michayluk, 1980; Lu et al., 1983). Schopnost izolovat
protoplasty z co nejSirSi Skdly rostlinnych tkdni a nésledné z téchto protoplastt
regenerovat rostliny je zasadni pro efektivni vyuziti této techniky pifi somatické
hybridizaci a genetické transformaci (Lu et al.,1983).

Béhem piimé somatické embryogeneze je vynechano stadium kalusu a je tak
umoznénO zkratit proces somatické embryogeneze u vojtésky 0 3540 dni. Tato cesta
také umoznuje vyhnout se sekundarnim zméndm (somaklonalni variabilita), ke kterym

dochazi béhem procesu dediferenciace (Denchev et al., 1991).

2.3 Transgenoze a stabilni transformace rostlin

Transformaci objevil F. Griffith koncem 20. let 20. stoleti. Klicovou roli pro transformaci
rostlin hraje schopnost zavadét do jejich genomu cizi geny (transgeny) z jinych druhti
rostlin, ale i hub, virt, bakterii ¢i zvitat (Ow et al., 1986; Luciano et al., 1987; Onouchi
etal., 1991; Sporlein et al., 1991; Huang et al., 2002; Wang et al., 2009). Do této skupiny
technik zahrnujeme i moznost delece ¢i umlceni (,,vypnuti®) specifického genu. Z
transformovanych rostlinnych bunék se nasledné regeneruji celé rostliny pomoci
pletivovych kultur in vitro a u regenerovanych rostlin se transgeny nasledné stabilné
ptenasi (dédi) na dalsi generace (Rivera et al., 2012). Pfechodna exprese transgenu nebo
jeho stabilni integrace do bunééného jadra ma za cil zvysit produktivitu rostlin (Bhat,
2010; Dhar et al., 2011), zlepsit vyzivné vlastnosti rostlin (Vasil, 1994; Collins a
Shepherd, 1996; Vain, 2007), biosyntetické procesy (Comai et al., 1985; Davey et al.,
1989), dale také zlepsit mechanismy rezistence vuci biotickym stresovym faktorim, jako
je napadeni hmyzem ¢i viry (Vaeck et al., 1987; Palukaitis a Zaitlin, 1997) a abiotickym
stresovym faktoriim, mezi které fadime herbicidy, antibiotika, sucho, zasoleni, zmény
teploty a také UV zafeni (Bevan et al.,1983, Koes et al., 1989; Meer, 1993; Zaragoza et
al., 2004; Bartels a Sunkar, 2005; Wahid et al., 2007; Ashraf, 2010).

Metody genetické transformace, tedy dopravy cizorodého genetického materialu
do hostitelskych bun€k, se d€li na nepfimé, vyuzivajici biologické metody prenosu
pomoci bakterii, a pfimé (Casto fyzikalni), zalozené na mechanické penetraci bunécéné
stény a plazmatické membrany pii pfenosu (Rivera et al., 2012). Metody nepiimé
transformace funguji na principu zavedeni plazmidu (tj. nezavisla cirkularni molekula

DNA oddélena od bakterialniho chromozomu, schopna autonomni replikace v hostiteli)



do cilové buiky prostfednictvim bakterii schopnych pfenaset geny do vyssich rostlin.
Nejcastéji vyuzivané jsou pudni bakterie Agrobacterium tumefaciens a Agrobacterium
rhizogenes. Velikost plazmidu pouzitého pro transformaci se pohybuje nejcastéji mezi 5
12 kbp (,.kilobase pairs*; Zambryski et al., 1983; Zupan a Zambryski, 1997; Broothaerts
et al., 2005; Rivera et al., 2012).

2.3.1 Transformace zprostiredkovana bakterii Agrobacterium
Transformace zprostiedkovana A. tumefaciens patii mezi nejbéznéj$i a nejucinnéjsi
metody transformace (Ticha et al., 2020). A. tumefaciens je gramnegativni pudni
fytopatogenni bakterie schopna pienaset Casti rezidentniho Ti-plazmidu, T-DNA, do
rostliny. Integrace pienesené (transferované) DNA (T-DNA) do jaderného genomu
rostliny vyvolava tvorbu nadori. Této schopnosti bylo vyuzito k uplatnéni plazmidu
jakozto biologického vektoru pro genetickou transformaci rostlin, geny indukujici tvorbu
nadort vSak byly z vektort odstranény (Gelvin, 2000; Mayers et al., 2010; Rivera et al.,
2012). Interakce bakterii A. tumefaciens (a ptibuznych druha A. rhizogenes, A. rubi a A.
vitis) s rostlinami je zajisténa komplexni sérii chemickych signali slouzicich ke
komunikaci mezi patogenem a hostitelem. Jedna se zejména o fenolické slouceniny
z poskozenych rostlinnych bun¢k slouzici jako induktory ¢i ko-induktory bakterialnich
Vir (virulence) gent. K aktivaci transkripce Vir genu vede autofosforylace proteinu VirA
a nasledna transfosforylace proteinu VirG. Vétsina indukovanych Vir proteind se pfimo
ucastni zpracovani T-DNA z Ti-plazmidu i nasledného ptenosu T-DNA z bakterie do
rostliny (Jin et al., 1990a,b; Gelvin, 2000).

U M. sativa byla tato metoda transformace s vyuzitim kmene A. tumefaciens
LBA4404 poprvé prokazana v publikaci Shahin et al. (1989) a vyznamné tak doplnila
snahy o klasické Slechténi vojtésky. Tato nova metoda nabidla novou pfileZitost studia a
vyuziti rostlinnych gent podilejicich se na symbioze, kvalité¢ produkénich parametrti
rostlin, jako i pfi obrannych faktorech vici neptiznivym biotickym a abiotickym vlivim.

Uspéch transformace je podminén zejména pouzitim spravné kombinace
bakterialniho kmene, genotypu rostlin a délkou ko-kultivace (Ticha et al., 2020). Béhem
popsaného experimentu (Desgangnés et al., 1995) bylo dokazano, ze kombinace
bakterialniho kmene LBA4404 A. tumefaciens obsahujici vektor pGA482 a genotypu
vojtésky 11.9 vykazuje nejvyssi ucinnost transformace (60 %). Jako spole¢ny selekéni
marker se pii transformaci vojtésky pouziva gen Bialaphos resistance (gen BARr), ktery

vykazuje rezistenci na fosfinotricin, nebo rezistenci na antibiotikum hygromycin



(D'Halluin et al., 1990; Tabe et al., 1995). Cast&ji se pak pouziva gen Neomycin
fosfotranferasa Il (NPTII), ktery vykazuje rezistenci na kanamycin. Kanamycin slouzi
pro selekci transgennich linii a jeho koncentrace hraje pfi transformaci vojtésky klicovou
roli, protoze koncentrace vy$$i nez 100 mg-I" zpGsobuje inhibici kritickych stadii
transformace, mezi které se fadi vyvoj kalusu, indukce somatickych embryi a nasledna
rhizogeneze (Chabaud et al., 1988; Ticha et al., 2020). Transgenni rostliny vojtésky lze
vyprodukovat béhem 9-14 tydnii po ko-kultivaci s bakteriemi (Samac a Austin-Phillips,
2006; Ticha et al., 2020).

2.3.2 Transformace metodou elektroporace

Elektroporace je jednoduch4, rychla a vysoce u¢inné technika genetické transformace pro
Sirokou Skalu rostlinnych pletiv, nejcastéji se vSak pouziva k transformaci rostlinnych
protoplastti (tj. bunka zbavend bunécéné stény). Bézné je vyuzivana k pienosu
biochemickych latek, jako jsou proteiny, lipidy, RNA ¢i DNA do vnitiku hostitelské
buniky. Metoda je zaloZena na principu zvySené tvorby port na povrchu bunék, tedy
plazmatické membrany (zvySena permeabilizace bunék) v disledku zmény polarity na
membrané zpisobené elektrickym polem (Bates et al., 1983; Saulis et al., 1991; Rivera
et al, 2012). Genetickda transformace metodou elektroporace se provadi
Vv elektroporatoru, jenZ se sklada ze zasobniku o objemu 80 az 800 pl a Stérbiny, ve které
se nachdzi dvé rovnobézné umisténé elektrody z hliniku. Elektrody jsou v kontaktu s
vodnym elektrolytem, ten obsahuje intaktni bunky v suspenzi a DNA, ktera ma byt
zaclenéna do bunky (Okada et al., 1986; Spayer, 1990; Rivera et al., 2012). Rozhodujici
vliv na G¢innost transformace ma zejména typ, pocet, délka a trvani pulzu, ale také mira
permeace membrany ¢i forma a koncentrace DNA (Kubiniec et al., 1990; Kosturkova,
1993; Hui, 1995).

Podminky elektroporace pro absorpci a expresi chimérickych genti Vv
protoplastech M. sativa zkoumali Choundary et al. (1990). Béhem tohoto experimentu
byly metodou elektroporace v prostiedi polyethylenglykolu zavedeny do izolovanych
protoplastii konstrukty obsahujici bakterialni reportérovy gen kodujici chloramfenikol
acetyltransferazu (CAT) pod kontrolou konstitutivniho promotoru 35S z viru kvétakové
mozaiky, nebo promotoru chalkon-syntazy z fazole (CHS; Choundary et al., 1990). Dalsi
experimenty k identifikaci vhodnych parametru elektroporace u vojtésky byly provedeny
transformaci mezofylovych protoplastl izolovanych z mladych listd a protoplastt z déloh

7-8 dni starych semenacku. Po elektroporaci jednim pulzem (1,5 ms p#i 750 V/cm) bylo
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uspésné transformovano 34 % regenerovanych rostlin a transformované rostliny zstaly
i po selekci na kanamyciné zelené a zdravé. Zachovaly si tak odolnost vici selekénimu
antibiotiku (Kosturkova, 1993).

2.3.3 Biolisticka metoda transformace

V rostlinném vyzkumu slouZzi biolistickd metoda zejména ke studiu piechodné genové
exprese, produkci transgennich rostlin a inokulaci rostlin virovymi patogeny
(Briddon et al., 1998; Taylor a Fauquet, 2002). Biolosticka metoda transformace, znama
také jako technika ,,gene gun, mikroprojektilovy pfenos DNA ¢i metoda bombardovani
Casticemi, je zaloZzena na zrychleni (vystfeleni) nosnych ¢astic (mikronosi¢t) platiny,
zlata ¢i wolframu o vysoké hustoté a s primérem 0,5-2 um pokrytych DNA, kterd ma
byt pfenesena, jejich prichodu skrz bunky rostlinného explantatu a ponechani nesené
DNA uvniti bunék (Sanford et al., 1993; Riveraet al., 2012). Tyto ¢astice mohou pronikat
bunécnymi st€énami a membranami a vstupovat do bun¢k zpiisobem, ktery buiiky vyrazné
neposkozuje a ponechava je zivé. Vyhodou této metody je, Ze 1ze soucasné transformovat
velké mnozstvi bun€k v cilovych tkanich (Sanford et al., 1987).

Touto metodou lze transformovat ¢asti listd, bunééné suspenze, nezrala i zrala
embrya, kalus, meristémy, ale i mikrospory a pyl. Vyuziva se zejména u rostlinnych
druhd, u nichz je transformace jinou metodou velmi obtizna ¢i nemozna (Sanford et al.,
1993). Mezi hlavni vyhody biolostické metody transformace se fadi jeji rychlost,
jednoduchost a schopnost zavedeni vice gent ¢i chimérické DNA do explantatu, a dale i
moznost jejiho vyuziti u velmi malych typa bunék. Lze ji tedy pouZit i pro transformaci
riznych mikrobialnich druhi, jako jsou napft. vlaknité houby, kvasinky (Armaleo et al.,
1990), fasy (Zumbrunn et al., 1989) ale i prokaryotni organismy jako jsou bakterie (Smith
et al., 1992; Sanford et al., 1993). Negativnim faktorem omezujicim vyuziti této metody
je mozna ptitomnost vice kopii zavedenych genti, ktera mize vést az k umlceni genu ¢i
zménéné genoveé exprese, nizkd ucinnost transformace a také vysoké naklady na
jednotliva ptislusenstvi (Rakoczy-Trojanowska, 2002; Rivera et al., 2012).

Zatizeni pro transformaci (gene gun) se sklada z vysokotlaké a nizkotlaké komory
s trhacim diskem uprostfed. Zdrojem hélia je tlakova nédoba s reguldtorem piipojena
k vysokotlaké vakuové komote. Pii postupném zvySovani tlaku, dochazi K protrzeni
trhaciho disku v dasledku pretlaku hélia a uvolnéni silné razové viny plynu. Ta pohani
makronosi¢, pokryty mikroskopickymi kovovymi ¢asticemi (nazyvanymi mikronosice)

s DNA smérem ke stopovacimu situ. Po narazu jsou mikrocastice uvolnény smérem k



cilové tkani umisténé na Petriho misce, mikro¢astice zasdhnou bunky a transgeny se
uvolni z cytoplazmy. Nasledn¢ dochazi k jejich zaclenéni do chromozomalni DNA.
(Kikkert, 1993; Sanford et al., 1993; Brown et al., 1994; Rivera et al., 2012). Hélium je
upiednostiiovano pied jinymi konvenénimi lahvovymi plyny, hlavné proto, ze se velmi
rychle rozpina a dodava tak mikronosi¢iim vyssi rychlost (Kikkert, 1993). Mikronosi¢e
fungujici jako transportéry DNA se vyuzivaji zejména kvuli jejich snadné dostupnosti a
minimalni bunécné toxicité, jedna se nejcastéji o Castice zlata, které jsou biologicky
inertni (Sanford et al., 1993; Rivera et al., 2012).

U M. sativa byla tato metoda pouzita naptiklad pro transformaci pylu (Ramaiah a
Skinner, 1997), kalusu (Pereira a Erickson, 1995) ¢i chloroplastu (Wei et al., 2011).
Obvykle ale neni tato metoda transformace upfednostiiovana, nepomérné Castéji se

vyuziva metoda transformace pomoci A. tumefaciens (Ticha et al., 2020).

2.3.4 Mikroinjekce

Metoda mikroinjekce se fadi mezi velmi ucinné metody genetické transformace
zivocisnych 1 rostlinnych bunék. Je zaloZzena na ptimém a ptesném transportu DNA do
vnitiku buiiky bez jejiho poskozeni, prostfednictvim sklenéné mikrokapilarni injekéni
pipety pod mikroskopickou kontrolou (Morikawa a Yamada, 1985; Crossway et al.,
1986; Neuhaus a Spangenberg, 1990). U rostlin se vyuziva zejména k transformaci
protoplastti, kdy jsou molekuly DNA mikroinjektovany do jejich intracytoplazmatického
¢i intranuklearniho kompartmentu, ale vzhledem Kk pfitomnosti velkych centralnich
vakuol, které funguji jako lysozomalni kompartmenty, je provadéni této metody velice
obtizné. Ke zvyseni presnosti mikroinjekce lze vyuzit tzv. pfidrzovaci (,,holding™) pipety,
S jejiz pomoci lze cytoplazmu ¢i jadro protoplastil naorientovat ke Spicce injekéni pipety
(Morikawa a Yamada, 1985; Crossway et al., 1986). Tato technika je velmi pomala a
Casove naro¢na, na druhou stranu je ale velice piesna a efektivni. Mezi jeji hlavni vyhody
patii také moznost zavedeni nejen plazmidi, ale také celych chromozomt do rostlinné

bunky (Griesbach, 1987; Rivera et al., 2012).

2.3.5 ,,Gene-targeting“ technologie

Jedna se o metody editace genomu. Prvni ,,gene-targenting” experiment provedli
Paszkowski et al. v roce 1988 na protoplastech tabaku (Nicotiana tabacum). Pozdéji se
zjistilo, ze ucinnost této metody muze byt vylepSena pomoci indukce DSBs (zlomy
dvoutetézcové DNA) na specifickych, predem zvolenych mistech (lokusech) rostlinného

genomu. Tato mista pak slouzi kK zacileni gend, jejich adici, deleci ¢i inaktivaci (Puchta
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etal., 1993; Mahfouz et al., 2011). DSBS jsou pro buriku vaznou hrozbou a pokud nejsou
opraveny, vedou k mutacim a buné¢né smrti. Jsou znamy dva hlavni systémy na opravu
DNA. Prvnim je homologné fizena oprava (HDR; pouziti homologniho templatu),
druhym je pak u¢inngjsi, avSak méné piesné nehomologni spojovani konctt (NHEJ), které
muze v nékterych piipadech vést k inzerci ¢i deleci nukleotidl, coz vyvolava mutaci
posunu ¢teciho ramce. Dusledkem muze byt pred¢asné vytvoreni stop kodonu, gen se
stava nefunkénim a vznika geneticky ,,knock-out®, tedy vyrazeni genu (Kanaar et al.,
1998; Pastwa a Blasiak, 2003; Li et al., 2011; Hrbackova et al., 2020a).

Mezi hlavni technologie slouZici k zacileni genu patii napi. nukleazy zinkového
prstu (ZFNs), meganukleazy, efektorové nukledzy podobné transkripcnim aktivatorim
(TALENs) a CRISPR/Cas9 (,clustered regularly interspaced short palindromic
repeat/CRISPR—associated protein 9%). Tyto metody jsou vyuzivany pro genetické
zlepsSeni vynosu, kvality a odolnosti rostlin viici biotickym a abiotickym strestim, ale také
k eliminaci nezadoucich nebo naopak nadexpresi zadoucich gent a k cilené tpravé

pozadovanych vlastnosti u elitnich odrid (Chen et al., 2019; Hrbackova et al., 2020a).

2.3.5.1 Technologie TALENS

TAL efektorové nukleazy (TALENS) jsou vytvofeny fuzi TAL efektord na nukleazovou
doménu Fok1 (Li et al., 2011; Hrbackova et al., 2020a). Protein Fok 1 se fadi mezi
restrikéni endonukleazy typu Il a je produkovan bakterii Flavobacterium okeanokoites
(Li a Chandrasegaran, 1993). Ve struktufe TALE se nachazi centralni opakujici se
doména rozpoznavajici DNA a specifické cilové baze (Miller et al., 2011). Technologie
je tedy zalozena na schopnosti generované hybridni TALE nukleazy vazat se in vitro na
svou cilovou sekvenci DNA, plnit funkci tzv. ,,molekularnich nizek* a vytvaret zlomy
(DSBs), ty jsou nasledné opraveny systémem NHEJ (Mahfouz et al., 2011). Lze ji tedy
efektivné aplikovat pro cilenou regulaci a modifikaci endogennich gent (Miller et al.,
oproti ZFNs. Na druhou stranu, maji i fadu nevyhod jako napf. finan¢ni a Casovou
naroc¢nost, Vysokou variabilitu u¢innosti (u kazdého konstruktu), ¢i neschopnost zacilit
na methylovanou DNA (Malzahn et al., 2017; Hrbackova et al., 2020a). Experimenty
zamé&fené na cilenou mutagenezi prosttednictvim TALENs byly provedeny na lusténiné
s6ji (Haun et al., 2014; Du et al., 2016), avsak Gspésna aplikace této technologie na M.

sativa doposud zvetejnéna nebyla.
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2.3.5.2 Technologie CRISPR/Cas9
Mezi dalsi alternativy k ZFNs a TALENs fadime systém CRISPR/Cas9. CRISPR a Cas9

jsou zékladni komponenty adaptivniho imunitniho systému bakterii z archea, tedy
rozsahlé skupiny prokaryotickych jednobunécénych organismd, a spole¢né se podili na
degradaci fagové DNA ¢i virQ, zalozené na systému navadéjici RNA (sgRNA). SgRNA
dokaze rozpoznat cilové lokusy na zakladé parovani nukleobazi a vytvaii spolu
s proteinem Cas9 komplex Cas9/sgRNA. Kombinace proteinu Cas9 a SgRNA v jednom
vektoru zlepsuje tucCinnost transformace rostlin. Endonukleaza Cas9 je velky
charakteristicky protein CRISPR/Cas systému typu II a je slozen z endonukleazové
domény podobné RuvC a HNH, z nichz kazda $tépi jedno vlakno DNA (Wiedenheft
etal., 2012; Graham a Root, 2015; Du et al., 2016; Gao et al., 2019; Chen et al., 2019;
Meng et al., 2019; Hrbackova et al., 2020a). Inaktivace obou domén vytvari deaktivovany
protein Cas9 (dCas9), ten lze fuzovat s jinymi proteiny jako jsou napft. fluorescencni
proteiny, transkripéni aktivatory a epigenetické efektrory, které slouzi k zobrazovani
DNA, regulaci genti, genomovému znaceni ¢i editaci genomu. Slozky CRISPR/Cas9 lze
transformovat do rostlinnych bun¢k prostiednictvim bakterii Agrobacterium (T-DNA) ¢i
metodou ,,gene gun® (Chen et al., 2019). Mezi hlavni nevyhody této metody patii vysoky
potencial mimo-cilovych (off-target) zasahii v genomu. CRISPR-Cas9, ve srovnani
s TALENSs (rozpoznavaji sekvence DNA o velikosti 30 ¢i vice part bazi (bp)),
rozpoznava sekvence DNA o velikosti ~ 20 bp a ma tak pravdépodobné nizsi specificitu
zacileni (tzv. targeting specificity; Malzahn et al., 2017). Na druhou stranu, mezi vyhody
této metody, oproti TALENS, fadime schopnost zacilit methylovanou DNA a zejména
pak schopnost vytvaret multiplexy, které umoznuji upravovat (mutovat) soucasné velké
mnozstvi cilovych mist vjedné rostlinné bunce (napf. cilena delece velkych
chromozomalnich segmenti obsahujicich velky pocet geni, tzv. multigenni knockout).
Celkové je tedy technologie CRISPR/Cas9 piimé&jsi a dostupnéjsi metodou upravy
genomu (Du et al., 2016; Malzahn et al., 2017; Chen et al., 2019) a jeji Gsp€sna aplikace
u rostlin s komplexnim genomem, jako je napi. M. sativa, muze vést kK vyznamnému
pokroku ve zdokonalovani jejich vlastnosti (Gao et al., 2018).

Pfi porovnani celkové efektivity editace genomu s piisluSnymi udaji u jinych
méné komplexnich genomu rostlin, byla u vojtésky po pouziti této metody prokazana
niz$i ucinnost. To pravdépodobné souvisi s jejim pomérné slozitym autotetraploidnim
genomem, ktery obsahuje vysoky podil casto se opakujicich klastra (highly repeated
clusters; Meng et al., 2017; Gao et al., 2018). Slozity autotetraploidni genom M. sativa a
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S nim spojené omezeni genomové analyzy vyrazné brzdi objev genii zodpovédnych za
kontrolu dulezitych zeméd¢€lskych vlastnosti, a tim také moznost genetickych vylepSeni
této plodiny (Gao et al., 2019). Kupravé genomu rostlin M. sativa byla technika
CRISPR/Cas 9 tspésné pouzita pomérné nedavno, kdy se jednalo o cilenou mutaci genu
SPL9 (SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN LIKE-9). Nasledna sekvenéni
analyza genomu vojtésky neukazala zadné ,,off-target™ ucinky a prokazala tak u SgRNA
vysokou specificitu rozpoznani cilového mista (Gao et al., 2018). Nedavno byla vyvinuta
optimalizovana metoda systému CRISPR/Cas9 s pouzitim transformace zprostfedkované
A. tumefaciens, ktera byla isp&sné pouzita na editaci genu FYTOEN DESATURAZY
(MtPDS) u Medicago trancatula. Tato strategie umoznuje editaci genomu ve vyrazné
Sir§Sim rozsahu a mohla by usnadnit studium genovych funkci (Meng et al., 2019).
M. trancatula je blizce ptibuzna M. sativa, ma kratky zivotni cyklus a diploidni, plné
sekvenovany genom. Slouzi tedy jako idealni druh pro studium genetiky a genomiky
lusténin (Young et al., 2011; Meng et al., 2019).

2.4 Signalizace u rostlin

2.4.1 Mitogenem — aktivované protein kinazy (MAPK)
Mitogenem aktivované protein kinazy jsou fosfotransferazy schopné aktivovat substrat
pomoci fosforylace. Jsou soucasti signalnich drah pii aktivaci vyvojovych a obrannych
reakci, které si rostliny vyvinuly vic¢i neustalému plsobeni biotickych a abiotickych
faktorti vnéjsiho prostiedi. Podileji se na regulaci rustu, diferenciaci, proliferaci a smrti
bunék, jako i na obrannych reakcich rostlin vié¢i riznym typim stresi. Mimotadna
komplexita téchto signalnich drah byla odhalena po dokonceni sekvenace genomu
Arabidopsis thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Nové ziskané
informace poskytly ramec pro jednotnou nomenklaturu a stanoveni funkci MAPK
v signalnich drahach rostlin (Jonak et al., 2002; Samajova et al., 2013).

Obrovsky vyznam pro spravnou funkci MAPK ma jejich subceluldrni lokalizace.
Kazdy specificky funkéni modul MAPK by se mél nachdzet v blizkosti mista
zaznamenavani signalu, tedy v blizkosti receptorti. Tato mista jsou vSak odliSna od mist
jejich pisobeni, a proto moduly disponuji ur€itymi mechanismy relokalizace
(pfemisténi), které slouzi k navedeni MAPK k cilovym substratim (Komis et al., 2018).
Extracelularni signaly jsou nejcastéji zachyceny receptory na plazmatické membrané a

nasledné pieneseny bud’ piimo, prostfednictvim interakci, nebo nepiimo prosttednictvim
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napf. heterotrimernich GTPas ¢i jinych sekundéarnich posli na specifické moduly MAPK
(Miiller et al., 2010; Cheng et al., 2015; Komis et al., 2018). MAPK jsou Vv signalnich
dréhach uspordadany do tiistupniovych moduli slozenych z MAPK kinazy kindzy
(MAPKKK, MAP3K ¢i MEKK), MAPK kindzy (MAPKK, MAP2K ¢i MEK) a MAPK
a jsou drzeny pohromadé pomoci tzv. ,,scaffold* proteinti (Jonak et al., 2002; Samajova
etal., 2013; Ovecka et al., 2014).

Transdukce signdlu zacind aktivaci MAP3K, které dale aktivuji MAP2K
fosforylaci dvou serinovych/threoninovych zbytkii v konzervovaném motivu S/T-X3 s-
SIT (SP motivy). To nasledné vede k dualni fosforylaci a aktivaci MAPK na
threoninovych a tyrosinovych zbytcich v motivu T-X-Y. Takto aktivované MAPK
fosforyluji a reguluji rizné substraty, véetné transkripénich faktort, jinych proteinovych
kindz, enzymd a proteint lokalizovanych v jadre, cytosolu ¢i cytoskeletu (Obr. 1; Jonak
et al., 2002; éamajové et al., 2013; Ovecka et al., 2014). Diky své schopnosti cilit
pfednostné na SP motivy, fadime MAPK spolu s cyklin-dependentnimi kinazami
(CDKs), kinazami glykogen syntazy 3 (GSK3s) a kindzami podobnymi CDK (CLKs) do
skupiny CGMC (Komis et al., 2018).

Vyvojové podnéty
Abioticky stres \ Bioticky stres
CRLK PM
o Ektu l Ktivni
/ , neaktivni aktivni
Q PKKK MAPKKK
| ( vm —_— a%m
MAPKK
Cytosol
S 1/
roieln neaktivhi aktivni
MAPK MAPK
Endomembrany.? > cytosoalické substraty
kinazy, enzymy
(metabolicka preména)
Cytoskeletalni substraty Jadro

MAPG65 (mikrotubuly)
profilin? (aktinovafilamenta)

(remodelace cytoskeletu) Jadernésubstraty '

transkripénifaktory
(aktivace genti)

Obrazek 1. Schéma zobrazujici subcelularni organizaci moduld mitogenem-aktivovanych
protein kinaz (MAPK) a jejich cild. Upraveno podle Samajova et al., 2013.
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2.4.2 Podil signalnich drah MAPK na regulaci vyvojovych procesi,
hormonalni regulace a pri biotickych a abiotickych interakcich rostlin
S prostredim

2.4.2.1 Regulace vyvojovych procesi prostiednictvim MAPK

Aby se rostliny pfizpisobily podminkam vnéjsiho prostfedi, mize byt jejich morfologie
béhem vyvoje a V reakci na vnéjsi podnéty do jisté miry modifikovana. MAPK jsou
zapojeny do vyvoje gametofytl a nasledné produkce gamet, specifikace vyvojového
vzoru béhem embryogeneze, dale v regulaci ristu vegetativnich organt, a hraji klicovou
roli i béhem bunécné proliferace a diferenciace. Lze tedy fict, ze MAPK svym zapojenim
do signalnich drah do jisté miry kontroluji celkovy vyvoj rostlin (Xu a Zhang, 2015;
Komis et al., 2018).

Komplexnim studiem s vyuzitim technik jako je fluorescenéni mikroskopie a
transmisni elektronova mikroskopie (TEM), a naslednych proteomickych a
fosfoproteomickych studii bylo zjisténo, Ze aktivované MAPK lokalizuji v jadie
vyvijejiciho se a klic¢iciho pylu, jsou zapojeny do vyvoje saméich a samicich gamet,
ucastni se i jejich fize béhem oplodnéni, a dulezité role zastavaji také pii vyvoji embrya
a semene. Jejich lokalizace v jadfe je charakteristickda béhem signalizace spojené s
transaktivaci transkripce. MAPK rovnéz fidi ontogenezi priducht a jejich spravnou
funkci. Jejich signalni drahy jsou aktivni také béhem vyvoje kvéti a zapojuji se do fizeni
jejich velikosti a opadavani (Coronado et al., 2002; Lukowitz et al., 2004; Coronado
et al., 2007; Hord et al., 2008; Lampard et al., 2014; Chen et al., 2016; Lee et al., 2016;
Komis et al., 2018). Na spravném vyvoji, velikosti a tvaru vegetativnich organa rostlin,
mezi které fadime listy, kotyledony, hypokotyl, primarni, laterdlni a adventivni koteny,
se MAPK podili ovliviiovanim orientace roviny buné¢ného déleni v proliferaci bunék pfi
tvorb€ primordii rGznych organt prostiednictvim  fosforylace pfislusnych
cytoskeletalnich substratd (Lukowitz et al., 2004; Zeng et al., 2011; Smékalova et al.,
2014; Komis et al., 2018). Signaliza¢ni drahy MAPK dale fosforyluji auxinovy
transportér PINFORMED1 (PIN1), maji vliv na smér a prubéh transmembranového
transportu auxinid na kratké vzdalenosti, a spolec¢né jsou tak zapojeny do vyvoje a vétveni
vyhonkt, morfologie listt, ale i jejich senescence (Zhou et al., 2009; Jia et al., 2016).
Dale je dokazano, ze MAPK jsou zapojeny do signalizace béhem vyvoje a ristu
kofenovych vlaski a hraji vyznamnou roli béhem procesu tvorby hlizek (nodulace), a to
prostiednictvim jak pozitivni, tak i negativni regulace (Beck et al., 2010; Ryu et al., 2017;
Komis et al., 2018).
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2.4.2.2 Abiotické stresové faktory spoustéjici aktivitu MAPK

Signalni drahy MAPK pienasi signaly z povrchu bun¢k do jadra, jsou aktivovany celou
fadou abiotickych faktorti, mezi které fadime sucho, nizké ¢i vysoké teploty, zasoleni,
osmoticky Sok, UV zifeni, intoxikaci ozonem a tézkymi kovy. Pfenos signala
prostiednictvim MAPK nasledné reguluje biochemické, fyziologické a morfologické
zmény rostlin pfi obranné reakci (Koes et al., 1989; Ichimura et al., 2000; Bartels a
Sunkar, 2005; Wahid et al., 2007; Ashraf, 2010). Odezvy na stres zpisobeny abiotickymi
faktory lze rozdélit do dvou skupin: odezvy regulujici signalni transdukci vedouci
k aktivaci genové exprese, a odezvy chranici pfed stresem prostiednictvim
preprogramovani metabolismu (Teige et al., 2004). Mezi hlavni MAPK v rostlinach A.
thaliana fadime MPK3, MPK4 a MPK®6, které jsou aktivovany béhem odezvy na
zasoleni, sniZzenou teplotou, sucho ¢i poranéni (Ichimura et al., 2000).

Pii ptisobeni nizkych teplot a solného stresu byla v rostlinach A. thaliana
identifikovana kompletni signalni kaskdda slozenda z MEKK1 (MAP3K1) aktivujici
MKK?2, ktera nasledn¢ fosforyluje a aktivuje MPK4 a MPKG6 v in vitro i in vivo
podminkach. Nadprodukce MKK?2 u rostlin zvySuje aktivitu MPK4 a MPK6 a ovliviiuje
expresi mnoha dalSich gent (152), zapojenych do signalni transdukce a bunééné obrany.
Tato signalizace zvySuje toleranci rostlin a jejich rezistenci k mrazu a zasoleni (Zhu,
2001; Fowler a Thomashow, 2002; Xiong et al., 2002; Teige et al., 2004). Do signalizace
béhem abiotického stresu v A. thaliana je zapojena také MEKI1 (MAP2KI1), a to
prostiednictvim fosforylace a aktivace MPK4 pfti zasoleni, poranéni, suchu a chladu
(Matsuoka et al., 2002). Vede to k regulaci exprese CAT1 gent (kodujicich enzymy
antioxida¢niho systému) pifi odezveé na zasoleni a sucho (Xing et al., 2007).

Pti vystaveni rostlin ozonu, ktery vyvolava zvySenou tvorbu ROS (reaktivni
formy kysliku), dochazi k rychlé, ale prechodné aktivaci MPK3 a MPK6 (Ahlfors et al.,
2004). Pozdéji bylo zjisténo ze na MPK3 a MPK6 negativné ptisobi MKP2 (MAPK
fosfataza 2), kterd ovliviiuje jejich aktivacni stav a slouzi tak jako pozitivni reguldtor
bunééné odezvy na intoxikaci ozonem. Umlceni této fosfatdzy vede u rostlin
k prodlouzené (neregulované) aktivaci MPK3 a MPK6 a k precitlivélosti na oxidativni
stres (Lee a Elis, 2007). Dalsim vyznamnym zastupcem ROS je také peroxid vodiku
(H20>), pii jehoz pisobeni dochazi v rostlinach opét k aktivaci MPK3 a MPK®6, ale také
MPK1 a MPK2, MPK4 ¢i MPK7. Lze tedy fict, Ze ROS obecné indikuji u A. thaliana
odezvy riznych MAPK kaskad (Kovtun et al., 2000; Nakagami et al., 2006; Doczi et al.,
2007; Ortiz-Masia et al., 2007).
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Rust rostlin je silné€ ovlivnén také toxickymi koncentracemi tézkych kovi, které u
vysSich rostlin rovnéz aktivuji nékolik typt MAPK. Pfi charakterizaci téchto signdlnich
drah v rostlinach Oryza sativa bylo zjisténo, ze vystaveni rostlin vlivu kadmia (CdCl.) a
médi (CuCly) vede k aktivaci MPK3 a MPKG6 (Yeh et al., 2007). V rostlinach M. sativa
doslo vlivem zvySenych koncentraci médi a kadmia k aktivaci ¢tyt riznych MAPK a to
SIMK, MMK?2, MMK3 a SAMK, jejich signalni drahy se vSak navzajem lisi (Jonak et
al., 2004). Kadmium je toxicky kov inhibujici kliceni semen a rust kofent, mize zpusobit
také chromozomalni aberace, Sedozelenou barvu a opadavani listi (Chakravarty a
Srivastava, 1992; Liu et al., 1992; Czuba a Kraszewski, 1994; Zhang a Xiao, 1998). M¢d’
jako biogenni prvek je sice pro spravny rust a vyvoj rostlin nezbytna, ale jeji vyssi

koncentrace mohou rovnéz vést k inhibici ristu a piiznaktim toxicity (Hall, 2002).

2.4.2.3 Biotické stresové faktory spoustéjici aktivitu MAPK

Rostliny maji viici biotickym faktorim, jako jsou patogeny, vyvinuty vrozeny imunitni
systém sestavajici ze dvou urovni. Prvni z nich je tzv. PTI imunita (,,PAMP-triggered
immunity*), kterd je zalozena na specifické detekci molekularnich vzora asociovanych
s patogeny (PAMP), rozpoznanych transmembranovymi PRR (,,pattern recognition
receptors®) receptory, a ktera spousti ptislusné obranné reakce jako je pfeprogramovani
genové exprese, zména enzymatické aktivity a produkce antimikrobialnich sloucenin,
vedouci k pferuseni kolonizace rostliny patogenem. Patogeny si v§ak vyvinuly schopnost
produkovat efektorové proteiny schopné tuto PTI piekonat a U¢inné zastavit. Druhou
urovni obrany rostlin je proto tzv. ETI (efektorem vyvoland) imunita, zalozend na
rozpoznani patogennich efektort prostfednictvim proteint rezistence (PR, pathogenesis-
related proteins). Ty funguji jako imunitni receptory spoustéjici hypersenzitivni odpovéd’
(HR) v podobé usmrceni bunék lokalizovanych v misté infekce, ¢imz dojde k zamezeni
Siteni patogenu. Jedna se o zrychlenou a zesilenou reakci vedouci k rezistenci vici
biotickym faktorum (Dangl a Jones, 2001; Jones a Dangl, 2006).

Do této vrozené imunity rostlin je zapojena rozsahla sit MAPK kaskad, které
sehravaji béhem odpoveédi na molekularni mechanismy patogent a jejich efektora v
celkové odolnosti vaci nim klicovou roli. U rostlin A. thaliana patii mezi nejlépe
charakterizované MAPK aktivované béhem interakce s patogeny MPK3, MPK4 a MPK6
(Desikan et al., 2001; Nuhse et al., 2000; Samajova et al., 2013). Rychlou a silnou
aktivaci téchto MAPK spousti napt. flg22 (peptid odvozeny od bakterialniho elicitoru

flagellinu). Zachyceni signalu flagellinu je zprostiedkovano komplexem receptoru FLS2
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a BAKI1 (BRIl asociovand kinaza), lokalizovanym na plazmatické membran¢, ktery
nasledné spousti dvé soubézné signalni MAPK kaskady (Asai et al., 2002; Chinchilla
etal., 2007). Prvni kaskada je slozena z MEKK1 (MAP3K), dvou MAP2K (MKK4,
MKKS5) a dvou MAPK (MPK3 a MPK®6), které fosforyluji a tim aktivuji transkripéni
faktory WRKY22, WRKY?29 a FRK1 (,,flg22-induced receptor kinase 1°) a indukuji
expresi gent WRKY29, FRK1 a GST1. Rostliny exprimujici tyto geny pak vykazuji
zvySenou rezistenci vi¢i patogentim (Asai et al., 2002; Ichimura et al., 2006). Druhou
kaskadu tvoii MEKK 1-MKK1/MKK2-MPK4, pficemz MPK4 negativné reguluje expresi
obrannych genti a ovliviiuje systémové ziskanou rezistenci (Peterson et al., 2000;
Ichimura et al., 2006). Ackoliv tyto kaskady pusobi antagonisticky, jsou vzajemné
propojeny a ob¢ hraji kli¢ové role béhem imunitni odpovédi a pii ziskavani rezistence
rostlin vii¢i patogentim (Mészéros et al., 2006; Samajova et al., 2013).

Mezi PAMP fadime nejen flg22, ale i napt. harpin, chitin, NLP (,,Nepl-like
protein“) nebo EF-Tu (,,elongation factor thermo-unstable), které miZzou obdobné
aktivovat MPK3, MPK6 ¢i MPK4 a regulovat expresi obrannych gend (Desikan et al.,
1999; Desikan et al., 2001; Kunze et al., 2004; Qutob et al., 2006; Miya et al., 2007).

2.4.2.4 Hormonalni regulace zprostredkované MAPK
Rostlinné hormony jsou endogenni nizkomolekularni latky podilejici se na regulaci
velkého mnozstvi d&ji v rostlinach. Mimo jiné zprostiedkovavaji komunikaci mezi
signalizaci pii abiotickém a pfi biotickém stresu a jsou nezbytné pro regulaci a ur¢eni
spravného mechanismu obrany rostlin. Mezi hlavni tzv. stresové hormony fadime ethylen
(ET), kyselinu abscisovou (ABA), kyselinu salicylovou (SA) a kyselinu jasmonovou
(JA), jejichz biosyntéza je indukovéana prostfednictvim aktivovanych MAPK kaskad
(Fujita et al., 2006; Samajova et al., 2013). Kyselina jasmonova je dilezita zejména pii
regulaci odpovédi na stresové faktory pochézejici z prostiedi, jako je dehydratace, vliv
ozonu, UV zafeni ¢i poranéni, a jeji vy$$i hladiny vedou u rostlin k rezistenci vuci
napadeni patogeny a sktdci (Creelman a Mullet, 1997; Berger, 2002; Devoto a Turner,
2003). Ethylen je plynny hormon, ktery ma u rostlin vyznamny vliv zejména pii kliceni
semen, zrani plodu, starnuti, opadavani (abscise) plodi, listd €1 jinych organt a vyvolani
urcitych obrannych reakci pfi stresu z poranéni a napadeni patogeny (Abeles, 1992;
Schweighofer et al., 2007).

Zapojeni MAPK kaskad do hormonalni signalizace bylo prokazéano izolaci CTR1
kinazy (CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1; patiici do rodiny Raf-like MAP3K),
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ktera ve spojeni s ethylenovym receptorem ETR1 plisobi jako negativni regulator
signalizace ethylenu (Kieber et al., 1993; Clark et al., 1998; Hua a Meyerowitz, 1998;
Jonak et al., 2002). Dale se ukazalo, ze pii ptisobeni piimého prekurzoru syntézy ethylenu
(ACC; 1-aminocyklopropan-1-karboxylové kyseliny) dochazi k inaktivaci drahy CTR1,
ale zaroven k aktivaci signalni kaskady MKK9-MPK3/6. Princip této kaskady spociva
v piemisténi aktivované MKK9 z cytoplazmy do jadra, kde aktivuje jaderné MPK3 a
MPKG®. Ty pak fosforyluji a stabilizuji transkrip¢ni faktor EIN3 (ethylene-insensitive 3),
nachazejici se rovnéz v jadie, ¢cimz aktivuji primarni transkripci (Chao et al., 1997; Yoo
et al., 2008). Mezi dalsi aktivatory MPKG6 patii také flg22. Takto aktivovana MPKG6 se
dale podili na regulaci syntézy ethylenu, ktera je indukovana PAMP, a to prostiednictvim
fosforylace a stabilizace biosyntetickych enzymii ethylenu, jako jsou napi. ACS2 a ACS6
(Liu a Zhang, 2004). MAPK ovsem v signalnich soustavach, které jsou spojeny s funkci
ethylenu vykazuji jak pozitivni, tak i negativni roli (Kieber et al., 1993; Yoo et al., 2008).

Pii studiu kyseliny jasmonové bylo dokazano, Ze V rostlinnach A. thaliana
aktivuje kaskadu MKK3-MPKG6 vV reakci na stresové faktory. Tato kaskada negativné
reguluje transkripcni faktor AtMYC2, ¢imz ovliviiuje expresi genti, které¢ jsou JA
regulovany. Transkripéni faktor AtMYC2 je zahrnut do inhibice rastu kotent, a je tedy
dulezitou soucasti signalni drahy JA (Takahashi et al., 2007). U A. thaliana byla
identifikovana také AP2C1 fosfataza, ktera reguluje pfenos signali béhem poranéni
rostliny, a to prostiednictvim defosforylace a inaktivace na stres reagujicich MPK4 a
MPK®6. Fosfataza AP2C1 reguluje mnozstvi JA, ethylenu a aktivitu MAPK, a jeji zvySena

hladina narusuje u rostlin vrozenou imunitni odpovéd’ (Schweighofer et al., 2007).

2.4.3 MAPK u M. sativa

U M. sativa byla v ramci popsanych MAPK identifikovana SIMK (stresem indukovana
MAPK), ktera je indukovana solnym stresem, poranénim, vysokou koncentraci t¢Zkych
kovi a riznymi houbovymi elicitory (Munnik et al., 1999; Cardinale et al., 2000; Jonak
et al., 2004). V dalsi studii metodou ,,Yeast twohybrid screening byla identifikovana
SIMK kindza (SIMKK) jakozto specificky aktivator SIMK, prostfednictvim duélni
fosforylace threoninovych a tyrosinovych residui TEY motivu, v reakci na solny stres
(Kiegerl et al., 2000; Ovecka et al., 2014).

SIMKK ma velikost 42 kDa a lze ji oznacit jako homolog k MKK4 a MKK5
z A. thaliana (Kiegerl et al., 2000; Komis et al., 2018). Za normalnich podminek je

lokalizovana v jadie a cytoplazmé bunék, pii pusobeni solného stresu se vSak spolu se
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SIMK pfesouva a lokalizuje do cytoplazmatickych vezikularnich kompartmentt.
Rostliny nadmérn¢ exprimujici SIMKK vykazuji zvy$enou senzitivitu viéi soli a SIMKK
se tak jevi jako mozny negativni regulator tolerance rostlin k zasoleni (Ovecka et al.,
2014; Komis et al., 2018). SIMK je protein o velikosti 46 kDa vykazujici vysokou
homologii k MPK6 z A. thaliana (Samaj et al., 2002; Komis et al., 2018). V
epidermalnich bunkach kotfene je SIMK lokalizovana zejména v jadrech, avSak béhem
vytvareni a vyvoje kofenovych vlaski dochazi k jejimu pfemisténi z jadra do cytoplazmy
rostoucich Spicek kofenovych vlaskl tvofenych hustou siti F-aktinovych vlaken. Bylo
dokazéano, Ze jeji nadmérnd exprese vede ke zvySenému prodluZzovani téchto vlaskl
(Samaj et al., 2002; Ovecka et al., 2014). Specifické premisténi SIMK je pravdépodobné
zajiStovano prostfednictvim aktinovych mikrofilament, protoze pfi jejich depolymerizaci
ptsobenim latrunkulinu B dochazi k presunu SIMK zpét do jadra (Samaj et al., 2002;
Komis et al., 2018). SIMK dokaze fosforylovat a regulovat n¢které z proteind vazicich
se na aktin (actin-binding proteins) a tim ovliviiovat stav a dynamiku aktinového
cytoskeletu. Hraje tedy kli¢ovou roli v riistu a vyvoji kofenovych vlaski (Samaj et al.,
2002), coz muze ovlivnit také tvorbu hlizek u M. sativa pfi interakci s ptidnimi bakteriemi
rodu Rhizobium (Hrbackova et al., 2020b).

Dale byly u M. sativa identifikovany také dvé MAPK aktivované zménou teploty
neboli tzv. teplotnim sokem — HAMK a SAMK (Sangwan a Dhindsa, 2002). K aktivaci
SAMK dochazi spolecné se SIMK, MMK2 a MMK3 také béhem vystaveni rostlin
zvysené koncentraci té€zkych kovi, konkrétné Cd a Cu (Jonak et al., 2004). Pti pusobeni
oxidativniho stresu prostfednictvim zvySené koncentrace ROS byla u M. sativa
identifikovana OMTK1 (MAP3K1) nasledné aktivujici MMK3 (Nakagami et al., 2004).

2.4.4 Interakce rostlin M. sativa s bakteriemi rodu Rhizobium
Mnoho lusténin, véetné M. sativa, dokaze interagovat a vytvafet symbioticky vztah
s pudnimi bakteriemi rodu Rhizobium, které jako endosymbionty ve specializovanych
kotenovych organech, hlizkach, redukuji atmosféricky dusik na amoniak. Cely proces
vsak doprovazi velka spotieba ATP, a rostlina jej proto zahajuje jen v piipadé silného
nedostatku dusiku (tzv. hladovéni; Roy et al., 2019; Ticha et al., 2020). Tyto podminky
Ize vin vitro prostfedi vyvolat pii kultivaci rostlin na Fiahreové médiu bez dusiku
(Fahraeus, 1957).

Invaze bakterii do hostitelské rostliny zacina na Spicce kotenovych vlaskd.

Kofenové vlasky produkuji fadu fenolickych sloucenin jako jsou flavonoidy a
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isoflavonoidy. Tyto slouceniny indukuji u bakterii expresi Nod genti pro naslednou
syntézu nodula¢nich (Nod) faktort. Nod faktory mohou vyvolat prodlouzeni a deformaci
buné¢k kofenového vlasku, ktery se obtoc¢i kolem shluku bakterii. Timto zptisobem je tedy
zajiSténa komunikace a prvotni interakce mezi bakteriemi a hostitelskou rostlinou.
(Fournier et al., 2008; Suzaki et al., 2015; Ticha et al., 2020). Po deformaci kofenovych
vlaskti dojde k internalizaci bakterii a k vytvofeni specializované tubularni struktury
zvané infek¢ni vlakno (infection thread, IT) a k deformaci bunééné stény kotenovych
vlaskt. IT se prodluzuje a vétvi, ¢imz je umoznén pohyb bakterii n€kolika bunécnymi
vrstvami kofene az do aktivovanych kortikdlnich bunck, kde se formuji primordia
kotenovych hlizek. Bakterie opousti IT a vytvaii intraceluldrni specializované organely
zvané ,,symbiosomy*, z nichZ kazda obsahuje jeden nebo vice bakteroidd, které jsou
metabolicky aktivni a ucastni se fixace dusiku (Tian et al., 2012; Suzaki et al., 2015; Roy
et al., 2019; Ticha et al., 2020). Postupny rust IT 1ze oznacit jako diskontinualni, jelikoz
dochazi ke sttidani fazi rychlého a pozastaveného prodluzovani. Primérnd rychlost ristu
IT byla odhadnuta na 2-12 pm-h (Fournier et al., 2008). Samotny proces fixace se
sklada ze tii kroku: nejprve dochazi k redukci N2 na N2H2 (didimin), nasledné na N2H4
(hydrazin) a ten je nakonec pfeveden na dvé molekuly amoniaku (NH3) ¢i amonnych
iontd (NH4"). Aby se zabranilo akumulaci amoniaku, ktery je pfi vysSich koncentracich
pro rostlinu toxicky, dochazi k jeho zabudovani do aminokyselin, nejcastéji do glutaminu
prostiednictvim glutaminsyntetazy (GS; Udvardi a Poole, 2013; Vega-Mas et al., 2017,
Ticha et al., 2020).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

kadinky, odmérné valce, pinzety, nizky, skalpel, Pasteurovy pipety, filtraéni papir,
centrifugaéni kyvety, mikrozkumavky, zkumavky typu Falcon, magneticka michadla,
sterilni $picky, sterilni Petriho misky, plastové boxy, ¢erné igelitové obaly, Parafilm,

chirurgicka paska, bakteriologicky filtr s pory o velikosti 0,22 um.

3.1.1 Pouzité chemikalie

1000x Gamborg’s vitamin (Duchefa Biochemie)

1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution (Duchefa Biochemie)
2,2'2" 2""-(ethan-1,2-diyldinitrilo)tetraoctova kyselina pH 8 (EDTA, PanReac
AppliChem)

2,4-dichlorfenoxyoctovéa kyselina (Duchefa Biochemie)
Adenin (Sigma-Aldrich)

Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného (Sigma-Aldrich)
Dihydrat molybdenanu sodného (Sigma-Aldrich)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich)
Dusi¢nan draselny (Sigma-Aldrich)

Ethanol denaturovany (96%, PENTA)

Gamborg’s BS basal salt mixture (Duchefa Biochemie)
Gellan gum powder (Alfa Aesar)

Glycerol (Sigma-Aldrich)

Heptahydrat siranu hofe¢natého (Sigma-Aldrich)
Heptahydrat siranu zeleznatého (Sigma-Aldrich)

Hydroxid draselny (Sigma-Aldrich)

Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)

Chlorid vapenaty (Sigma-Aldrich)

Chlornan sodny (Sigma-Aldrich)

Kinetin (Duchefa Biochemie)

Kyselina borita (Duchefa Biochemie)

LB broth (MO BIO laboratories)

L-Glutamin (Duchefa Biochemie)

L-glutathion (Sigma-Aldrich)
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L-Prolin (Sigma-Aldrich)

L-Serin (Sigma-Aldrich)

Monohydrat siranu manganatého (Sigma-Aldrich)
Monohydrat siranu zine¢natého (Sigma-Aldrich)
Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie)
Myoinositol (Duchefa Biochemie)

MilliQ voda

Phyto agar (Duchefa Biochemie)

Pentahydrat siranu méd’natého (Duchefa Biochemie)
Sacharosa (Sigma-Aldrich)

Tikarcilin (Duchefa Biochemie)

Tween ® 20 (Sigma-Aldrich)

Voda (Sigma-Aldrich)

Vodovodni voda

3.1.2 Roztoky a média
Steriliza¢ni roztok na sterilizaci listd M. sativa (100 ml):
+  70% ethanol
* 1 ml chlornan sodny
* 50 ul Tween
«  MilliQ H20
B5H médium
+ 3,1 g'1"t Gamborg’s B5 basal salt mixture
+ 0,5g11KNO;3
+ 0,25 g'1t MgS0O4-7H,0
« 0,5g1%prolin
+ 30 g-1"t sacharosa
« 4,5g1" Gellan gum
» Doplnéni MilliQ H20
«  Uprava pH na 5,7 (1M KOH)
» Sterilizace autoklavem
* Po autoklavovani — vychladnuti na ptiblizn¢ 55 °C a nasledné ptidani:
+ 30 ml-1"' smé&si aminokyselin

- 1,0mg1t2,4-D
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« 0,1 mg-1" kinetin
+ 1,0 ml-1"t 1000X Gamborg’s vitamin
Smés aminokyselin:
* 6,65 g glutamin
+ 0,83 gserin
* 0,004 g adenin
+ 0,083 g L-glutathion
+ Doplnéni MilliQ H20 do 250 ml
+ Sterilizace bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 um
* Uchovavani pti 4 °C
Roztok 2,4-D (1,0 mg-ml™?):
* Rozpusténi 50 mg 2,4-D v 5 ml 1M NaOH
» Doplnéni do 50 ml MilliQ H.O
+ Sterilizace bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 um
* Uchovavani pti -20 °C
Roztok kinetinu (0,1 mg-ml™?):
* Rozpusténi 10 mg kinetin v 0,1 ml 0,1M NaOH
« Doplnéni do 10 ml MilliQ H.O
+ Sterilizace bakteriologickym filtrem s pory o velikosti 0,22 um
* Uchovavani pii -20 °C
B50 médium
+ 3,1 g’ Gamborg’s B5 basal salt mixture
+ 0,5g1'KNO;3
+ 0,25 g1 MgSO4-7H20
« 0,5g1prolin
+ 30 g1t sacharosa
« 4,5g1" Gellan gum
+ Doplnéni MilliQ H20
« Uprava pH na 5,7 (1M KOH)
+ Sterilizace autoklavem
* Po autoklavovani — vychladnuti na ptiblizn¢ 55 °C a nasledné ptidani:
+ 30 ml-I? smési aminokyselin

+ 1,0 ml-1"t 1000X Gamborg’s vitamin
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MMS médium

4,3 g-I't Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)
0,1 g-1"t myoinositol

30 g-1" sacharosa

4,5 g-1"t Gellan gum

Doplnéni MilliQ H20

Uprava pH na 5,7 (IM KOH)

Sterilizace autoklavem

Po autoklavovani — vychladnuti na ptiblizné 55 °C a nasledné ptidani:

« 1 ml-1? 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution

Pevné MS médium

4,3 g-1"t Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture
30 g-1" sacharosa

4,5 g-1"t Gellan gum

Doplnéni MilliQ Hz0

Uprava pH na 5,7 (IM KOH)

Sterilizace autoklavem

Pevné Fiahreovo médium bez dusiku

1 ml-1t MgSO4-7H20 (0,1232 g-ml™)

1 ml-1"t KH,PO: (0,0953 g-ml™?)

2 ml-1"t NazHPO4-2H,0 (0,0712 g-ml™)
2,5 ml-1* Fe-EDTA

0,1 ml-I"t MnSO4-H,0 (0,001g-ml™?)

0,1 ml-1" CuSO4-5H20 (0,0015g-ml?)
0,1 ml-I' ZnSO4-H20 (0,0017g-mlY)

0,1 ml-I" H3BO3 (0,001 g-ml™)

0,1 ml-1"t Naz2M00Q4-2H20 (0,0011g-ml™)
13 g-1"t Microagar

Uprava pH na 6,5 (IM a 0,1M HCI)
Sterilizace autoklavem

Po autoklavovani — vychladnuti na pfiblizn€ 55 °C a nasledné pridani:

+ 0,1 ml-1t CaClz (0,11098g-ml™)

Roztok Fe-EDTA (10 ml):

0,056g FeSO4-7H0
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+ 0,074 g Na;EDTA

* Doplnéni MilliQ H20 do 10 ml

* Rozpustit za stdlého michéani pti 50 °C
Tekuté Fadhreovo médium bez dusiku

« 1 ml-1? MgSO4-7H20 (0,1232 g-ml™?)

« 1 ml1? KH2PO4 (0,0953 g-ml?)

«  2mlI"t NazHPO4-2H,0 (0,0712 g-ml™?)
2,5 ml-I* Fe—-EDTA
0,1 ml-1"t MnSO4-H20 (0,001g-ml™Y)
0,1 ml-1"* CuSO4-5H20 (0,0015g-ml™)
0,1 ml-1" ZnSO4-H20 (0,0017g-ml™)
0,1 ml-I" H3BOs3 (0,001 g-ml™)
0,1 ml-1"* NazMoQ4-2H20 (0,0011g-ml™)
+  Uprava pH na 6,5 (IM a 0,1M HCI)

» Sterilizace autoklavem
* Po autoklavovani — vychladnuti na piiblizné 55 °C a nasledné piidani:
+ 0,1 ml-I'* CaCl2 (0,11098g-ml™)
LB médium
« 25g- 1t LB broth
« UpravapHna 7,2

» Sterilizace autoklavem

3.1.3 Pouzité pristroje

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAGQG)

Automatické pipety (Eppendorf)

Autoklav — parni sterilizator (Stervap, MMM Group)

Box laminarni Biohazard (Merci)

Centrifuga stolni chlazena ScanSpeed 1730 MR (LaboGene)
Elektromagneticka michacka IKA Combimag REO (Drehzahl Electronic)
Fotoaparat Nikon 7000 (Nikon)

Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

Inkubator s nastavitelnou teplotou (Memmert)

Laboratorni chladni¢ka LIE LCV 4010 (Schoeller)
Mikrovinna trouba MHE21 (HITACHI)
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pH metr PC 2700 (Eutech Instruments)

Skener (Image Scanner I11)

Spektrofotometer (Smart SpecTM plus, Bio-Rad)

Ttepacka s inkubaci ES-20 (Biosan)

Vyrobnik deionizované vody Simplicity water purification system (Millipore)

Fluorescenc¢ni stereomikroskop (Axio Zoom.V16 Carl Zeiss)

3.1.4 Software pro zpracovani vysledku
Excel 365 (Microsoft Office)

ImageJ (NIH)

PowerPoint 365 (Microsoft Office)

Statistica 14.0.0

Zen Blue 2014 ver. 3.2 (Carl Zeiss)

3.1.5 Rostlinny material
* Medicago sativa L. divoky typ, kultivar Regen SY
* Medicago sativa L. transgenni linie SIMK RNAI s relativnim snizenim urovné

exprese SIMK (mRNA transkriptu) 0 60 % v porovnani s divokym typem

3.1.6 Bakterialni material

« kmen Sinorhizobium meliloti Sm2011 obsahujici plazmid pHC60 (tetR), kodujici
mRFP

3.2 Metody

3.2.1 Priprava BSH média

B5H médium je kultivaéni médium s obsahem ptidanych rostlinnych hormonti slouzicich
k vyvolani kalogeneze. Jednotlivé explantaty se na tomto médiu kultivuji po dobu zhruba
tii tydnt.

V jedné laboratorni kadince byla smichana smés Gamborg’s B5 basal salt mixture
spolu s KNO3, MgSO4-7H20, poté byl piidan prolin, sacharosa a nakonec Gellan gum,
pro ztuhnuti média. Za stalého michani na elektromagnetické michacce byl MilliQ vodou
doplnén objem na 1 1 a pomoci 1M KOH upraveno pH na 5,7. Médium bylo po 250 ml
rozlito do Ctyf uzaviratelnych sklenénych lahvi o objemu 500 ml a sterilizovano

v autoklavu. Po sterilizaci a vychladnuti média na asi 55 °C byla v sterilnim laminarnim
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boxu a ptes sterilni membranové filtry pfidana do objemu 250 ml smés aminokyselin,
hormony (kinetin a 2,4-D) vitaminy (1000X Gamborg’s vitamin) a antibiotikum ticarcilin
(500 pg-ml™?) k potlageni riistu bakterii. Médium bylo nasledné rovnomérné rozlito do 10

Petriho misek a voln€ ochlazeno na laboratorni teplotu.

3.2.2 Priprava B50 média

B50 médium je kultivacni médium bez ptidanych rostlinnych hormont. Slouzi k indukci
embryogenniho kalusu a nasledné tvorbé somatickych embryi, ktera nastava po asi 2—3
tydnech kultivace.

Do jedné laboratorni kadinky byla ptidana smés Gamborg’s B5 basal salt mixture
spolu s KNO3 a MgSO4-7H20, nasledné byl pfidan prolin, sacharosa a nakonec Gellan
gum, pro ztuhnuti média. Za stdlého michéani na elektromagnetické michacce byl MilliQ
vodou doplnén objem na 1 1 a pomoci 1M KOH upraveno pH na 5,7. Médium bylo po
250 ml rozlito do ¢tyt uzaviratelnych sklenénych lahvi o objemu 500 ml a sterilizovano
Vv autoklavu. Po sterilizaci a vychladnuti média na asi 55 °C byla v sterilnim laminarnim
boxu a pies sterilni membranové filtry ptidana do objemu 250 ml smés aminokyselin,
vitaminy (1000X Gamborg’s vitamin) a antibiotikum ticarcilin (500 pg-ml?). Médium

bylo rovnomérné rozlito do 10 Petriho misek a voln€ ochlazeno na laboratorni teplotu.

3.2.3 Priprava MMS média
MMS médium je kultiva¢ni médium slouZici k spravnému vyvoji somatickych embryi,
jejich vyhonki a kofent. Somatickd embrya se na MMS médiu kultivuji opét po dobu asi
3 tydnt.

V jedné laboratorni kadince byla smichana smés MS basal salt mixture spolu
s myoinositolem a sacharosou a poté byly pridan Gellan gum, jakozto ztuzovaci slozka.
Za stalého michani na elektromagnetické michacce byl objem doplnén MilliQ vodou na
1 1 a pomoci 1M KOH upraveno pH na 5,7. Médium bylo po 250 ml rozlito do ctyt
uzaviratelnych sklenénych lahvi o objemu 500 ml a sterilizovano V autoklavu. Po
sterilizaci a vychladnuti média na asi 55 °C byla Vv sterilnim lamindrnim boxu a ptes
sterilni membranové filtry ptfidana do objemu 250 ml smés vitamint (1000x Nitsch and
Nitsch vitamin solution) a antibiotikum ticarcilin (500 pg-ml™). Médium bylo nasledné

rovnomeérné rozlito do 10 Petriho misek a voln€ ochlazeno na laboratorni teplotu.
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3.2.4 Priprava MS média
MS médium je kultivacni médium slouzici k dokonceni spravného vyvoje mladych
rostlin a Kk jejich udrzovani v in vitro podminkach.

Do jedné kadinky byla postupné ptidana smés MS basal salt mixture, sacharosa a
Gellan gum. Za stalého michani na elektromagnetické michaéce byl objem doplnén
MilliQ vodou na 1 1 a pH bylo upraveno pomoci 1M KOH na hodnotu 5,7. Médium bylo
po 250 ml rozlito do ¢tyt uzaviratelnych sklenénych lahvi o objemu 500 ml a sterilizovano
Vv autoklavu. Po sterilizaci a vychladnuti média na asi 55 °C bylo ve sterilnim lamindrnim
boxu a pies sterilni membranové filtry ptidano do objemu 250 ml atibiotikum ticarcilin
(500 pg-ml™). Takto ptipravené médium bylo rovnomérné rozlito do 10 Petriho misek a

voln¢ ochlazeno na laboratorni teplotu.

3.2.5 Priprava tekutého Fihreova média bez dusiku

Do jedné laboratorni kadinky byly postupné napipetovany jednotlivé makroelementy
(MgSO4-7H20; KH2POs; NaaHPO4-2H,0; Fe—-EDTA) a mikroelementy (MnSO4-H20;
CuSO4-5H20; 2ZnS04-H20; H3BO3; Na:Mo0O4-2H2O). Za stalého michani na
elektromagnetické michacce byl MilliQ vodou doplnén objem do 1 1a pH bylo upraveno
pomoci 1M a 0,5M HCI na hodnotu 6,5. Médium bylo po 250 ml rozlito do ¢&tyf
uzaviratelnych sklenénych lahvi o objemu 500 ml a sterilizovano v autoklavu. Po
sterilizaci a vychladnuti média na asi 55 °C byl ve sterilnim laminarnim boxu a pfes
sterilni membranovy filtr piidan do objemu 250 ml CaCl, (Fahraeus, 1957). Nasledné
bylo médium rovnomérné rozlito do Petriho misek. K pfipravé ztuzeného Fihreova

média bez dusiku byl do tekutého roztoku pred autoklavovanim pfidan Microagar.

3.2.6 Povrchova sterilizace listi

Zdravé zelené a nepoSkozené listy byly odebrany piiblizn¢ ze stiedni Casti rostliny M.
sativa, kultivaru Regen-SY rostouci v pidé ve fytotronu (v in vivo podminkach).
Jednotlivé listy byly po odebrani vloZzeny do zkumavky typu Falcon naplnéné vodou
z vodovodniho tadu a pteneseny do laminarniho boxu. Zde nasledovala sterilizace listi
70% ethanolem po dobu 10 vtefin, nasledn¢ se listy ptenesly do 50 ml zkumavky typu
Falcon obsahujici sterilni MilliQ vodu, 1% chlornan sodny a 0,05% Tween a byly
protiepavany po dobu 5 minut. Poté byly listy promyty sterilni destilovanou vodou a
preneseny na sterilni filtracni papir, kde byly sterilnim skalpelem v pllce pretiznuty.
Jednotlivé ¢asti listti byly pfenaSeny na BSH médium s piidavkem antibiotika (ticarcilin
500 pg-ml™) v kulatych Petriho miskach. Podobné jako i u ostatnich médii pro kultivaci
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rostlinného materialu, antibiotikum ticarcilin bylo pifidano jako prevence sekundarni
bakteridlni kontaminace.

Rostliny transgenni linie SIMK RNAI rostouci na MS médiu v plastovych boxech
(v in vitro podminkach) byly ptfeneseny do sterilnich podminek laminarniho boxu a po
odstfizeni byly listové explantaty opét pieneseny na sterilni filtratni papir a roziiznuty
napul pomoci skalpelu. Jednotlivé ¢asti listt byly pfeneseny na BSH médium s ptidavkem

selekéniho antibiotika (ticarcilin 500 pg-ml™?) v kulatych Petriho miskéch.

3.2.7 Regenerace rostlin procesem somatické embryogeneze

Jednotlivé Petriho misky s listovymi explantaty byly oznaceny a kultivovany ve fytotronu
pfi teploté 24 °C, intenzité svétla 60-80 uE-m™2-s™* a fotoperiodé 16 hodin svétlo, 8 hodin
tma po dobu ti tydnt pro indukci kalusu (kalogeneze). Jednotlivé spravné vyvinuté
kalusy pak byly pfeneseny na BS0 médium s ptidavkem ticarcilinu a kultivovany po dobu
tii tydnt pro indukci embryogenniho kalusu a tvorbu somatickych embryi. PIné vyvinuta
somaticka embrya byla pfenesena na MMS médium s ticarcilinem, po dobu asi tii tydnt
K spravnému formovani a vyvoji vyhonki a kofent. Mladé rostlinky vyvinuté ze
somatickych embryi byly nakonec pteneseny a udrzovany na MS médiu v podminkach

in vitro.

3.2.8 Priprava kultury Sinorhizobium meliloti
Za pomoci pipety se sterilni $pi¢kou bylo odebrano pfiblizn¢ 30 ul kultury ze zmrzlého
glycerolového roztoku s bakteriemi Shinorhizobium meliloti, kmen Sm2011, a pfeneseno
do 50 ml kyvety s 10 ml LB média. Suspenze byla inkubovana ve tmé, na tfepacce pfi
180 otackach za minutu a 28 °C po dobu 48 hodin, do dosazeni ODeoo (opticka hustota
pti 600 nm) mezi 0,8-1,5. Jako kontrola (blank) bylo pouzito sterilni LB médium a
kontrola optické hustoty byla provadéna na spektrofotometru.

Bunky byly nasledné¢ od LB média oddéleny centrifugaci po dobu 5 minut, pii
3000 g a laboratorni teploté. Supernatant byl odlit do odpadu a pelet bakterialnich bunék

byl resuspendovan v tekutém Fahreové médiu bez dusiku pro dosazeni ODgoo = 0,5.

3.2.9 Aplikace Sinorhizobium meliloti

Jednotlivé plné vyvinuté rostliny M. sativa kultivar Regen-SY a M. sativa SIMK RNAI
kultivované na MS médiu byly pieloZzeny na pevné Fidhreovo médium bez dusiku —
jednalo se vzdy o tii rostliny na jednu Petriho misku. Dolni ¢ast Petriho misek, kde se

nachazel jejich kofenovy systém, byla nasledné zakryta ¢ernou plastovou folii, aby
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nedochazelo k vystaveni kofent pfimému svétlu. Po 7 dnech bylo na jejich kofenovy
systém pipetou aplikovano 5 ml piipravené kultury Sinorhizobium meliloti s hodnotou
ODsoo = 0,5 a takto piipravené Petrino misky byly kultivovany v kultiva¢ni komoie po
dobu 30 dni.

3.2.10 Méreni délky korenové soustavy a pocitani bocnich korent
kontrolnich a transgennich rostlin Medicago sativa

Pro méfeni délky kofenové soustavy a pocitani bocnich kofent bylo vybrano 10
reprezentativnich kontrolnich rostlin M. sativa kultivar Regen-SY a 10 reprezentativnich
transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI rozmnoZenych in vitro procesem somatické
embryogeneze. Koteny rostlin byly snimany 14 dni po ptekladu a kultivaci na MS médiu,
pomoci skeneru a jejich délka byla méfena piimo z potizenych fotografii v programu

ImageJ.

3.2.11 Vyhodnocovani efektivity procesu tvorby hlizek u kontrolnich a
transgennich rostlin Medicago sativa

Pro vyhodnoceni efektivity procesu tvorby hlizek (nodulace) bylo vybrano 5 kontrolnich
rostlin M. sativa Regen-SY a 5 transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAi. Vyhodnoceni
probé&hlo prostfednictvim pocitani vSech vytvofenych hlizek po 30 dnech od aplikace
bakterialni kultury Sinorhizobium meliloti na kofenovy systém kontrolnich a transgennich
rostlin. U jednotlivych hlizek bylo dale rozliseno, zda se jedna o zdravé (funkéni) ¢i

senescentni noduly.

3.2.12 Analyza a zpracovani dat

Jednotliva stadia procesu somatické embryogeneze byla postupné snimana na Petriho
miskach pomoci Zoom stereomikroskopu a takto ziskané snimky byly dale zpracovany
v programu Zen Blue 3.2 a Microsoft Power Point 365. Rostliny na hranatych Petriho
miskach byly snimany pomoci skeneru Image Scanner 11, po 14 dnech kultivace na MS
médiu a jednotlivé snimky byly nasledné pouzity pro méfeni délky kofenové soustavy a
pocitani boc¢nich kofend kontrolnich a transgennich rostlin v programu ImageJ. Po 30
dnech od aplikace bakterialni kultury byly kofeny rostlin s vytvofenymi hlizkami
snimany Zoom stereomikroskopem a snimky nasledné zpracovany v programu Zen Blue
3.2 a Microsoft Power Point 365. Veskera data a z nich vytvorené grafy byla zpracovana

a vyhodnocena v programu Microsoft Excel 365 a Statistica 14.0.0.
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4. VYSLEDKY

Prvni ¢ast této kapitoly prezentuje vysledky regenerace rostlin Medicago sativa procesem
somatické embryogeneze. Jedna se o kontrolni linii kultivaru Regen-SY a transgenni linii
SIMK RNAI, se snizenou expresi a produkci proteinu SIMK. Druha ¢ast je zamétena na
¢aste¢nou fenotypickou charakterizaci a srovnani kontrolni a transgenni linie M. sativa
méienim délky kofenové soustavy a pocitanim boc¢nich kofeni. Posledni ¢ast zahrnuje
vyhodnocovani a srovnani efektivity procesu tvorby hlizek u kontrolnich a transgennich
rostlin M. sativa prostfednictvim pocitani vytvotenych noduld, po aplikaci symbiotickych

pudnich bakterii Sinorhizobium meliloti na kofenovy systém rostlin.

4.1 Regenerace rostlin procesem somatické embryogeneze

Regenerace rostlin M. sativa procesem somatické embryogeneze byla indukovana
z listovych explantati kontrolni linie Regen-SY a transgenni linie SIMK RNAI
pienesenych na sterilni BSH médium s piidavkem antibiotika (ticarcilin - 500 pg-ml™).
Kultivace explantati na BSH médiu obsahujicim rostlinné hormony probihala po dobu tii
tydnt a vedla u somatickych bun¢k ke kalogenezi (Obr. 2). Jednotlivé kalusy byly
nasledné preneseny na médium s obsahem antibiotika, avSak bez obsahu hormont
(oznacovano jako B50 médium). Béhem tii tydnd kultivace dochazelo na kalusech k
indukci (Obr. 3 A, B) a postupnému vyvoji somatickych embryi (Obr. 3 C, D). Vyvinuta
somaticka embrya byla poté jednotlivé pfenesena na MMS médium s ticarcilinem, které
je bohaté na vitaminy a aminokyseliny (Obr. 4). Na MMS médiu dochéazelo u
somatickych embryi k postupnému vyvoji kofenti a vyhonka (Obr. 5). Nakonec byla
embrya pfenesena na MS médium, kde doSlo k dokonceni vyvoje celé rostliny. Takto
vyvinuté rostliny byly na MS médiu dale kultivovany a udrzovany v in vitro podminkach
(Obr. 6). Cely proces regenerace rostlin M. sativa somatickou embryogenezi byl sniman
pomoci mikrosnimkd ze Zoom stereomikroskopu, nebo makrosnimku z fotoaparatu. Pti

srovnani kontrolni a transgenni linie nebyl pozorovan Zadny vyznamny rozdil.
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Obrazek 2: Indukce kalusu u listovych explantati M. sativa po 12 dnech kultivace na BSH médiu.
(A) Kultivar Regen-SY, (B) transgenni linie SIMK RNAi. Mé&titko — 2 mm.

Obrazek 3: Indukce embryogenniho kalusu a somatickych embryi M. sativa z kalusu 5 dni po
ptelozeni na B50 médium. (A) Kultivar Regen-SY, méfitko — 2 mm, (B) transgenni linie SIMK
RNAI, méfitko — 0,5 mm. Vyvoj somatickych embryi na kalusech M. sativa po 15 dnech kultivace
na B50 médiu. (C) Kultivar Regen-SY, métitko — 2 mm, (D) transgenni linie SIMK RNAI,
meéftitko — 0,5 mm.
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Obrazek 4: Jednotliva vyvinuta somaticka embrya M. sativa pielozena na MMS médium. (A,
B) Kultivar Regen-SY, (C, D) transgenni linie SIMK RNAI. M¢titko — 1 mm.

Obriazek 5: Vyvoj kofenti ze somatickych embryi M. sativa 5 dni po pfelozeni na MMS
médium. (A, B, C) Kultivar Regen-SY, (D, E, F) transgenni linie SIMK RNAI.
Meéfitko — 1 mm.
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Obrazek 6: Kultivace kompletné vyvinutych rostlin M. sativa na MS médiu. (A) Kultivar Regen-
SY na svétlém pozadi (vlevo), na tmavém pozadi (vpravo), (B) transgenni linie SIMK RNAI na
svétlém pozadi (vlevo), na tmavém pozadi (vpravo).

4.2 Méreni délky korenové soustavy a pocitani bocénich Kkoreni
kontrolnich a transgennich rostlin Medicago sativa

Pro vyhodnoceni a srovnani fenotypu kontrolnich rostlin M. sativa Regen-SY a
transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI bylo provedeno méfeni kofenové soustavy a
nasledné pocitani bocnich kotent. Pro tento experiment bylo u obou linii vybrano 10
zdravych rostlin, vyhodnocenych 14 dni po pfenosu na MS médiu v hranatych Petriho
miskach (Obr. 7). Kofeny byly snimany pomoci skeneru vzdy v prochazejicim svétle
(Obr. 7 vpravo) a odrazeném svétle (Obr. 7 vlevo) a jejich délka byla méfena v programu
ImageJ.

U kontrolnich rostlin M. sativa byla namétena primérna délka kofenové soustavy
349,793 mm (Obr. 8) a rostliny mély vytvofeny primérné 14,8 bocnich kotenti (Obr. 9).
Primérna délka kofenové soustavy transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI ¢inila
431,708 mm (Obr. 8) a z hlavniho kofene vyristalo praimérné 16,1 boc¢nich kofent

(Obr.9). Zvysledkt je patrné, Zze transgenni rostliny M. sativa SIMK RNAI maji
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vytvoienou kofenovou soustavu delsi v praméru priblizné 0 82 mm néz kontrolni rostliny
M. sativa (Obr. 8). V poctu vytvoienych lateralnich kofent se v§ak kontrolni a transgenni
rostliny od sebe témét nelisi (Obr. 9).

A4 121

Obrazek 7: Fenotyp kofenové soustavy rostlin M. sativa rostoucich na MS médiu 14 dni po
prenosu. (A) Kontrolni linie Regen-SY v prochazejicim svétle (vpravo), v odrazeném svétle
(vlevo). (B) Transgenni linie SIMK RNAI v prochéazejicim svétle (vpravo), v odrazeném svétle
(vlevo).
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Obrazek 8: Délka kotenové soustavy kontrolnich rostlin M. sativa kultivar Regen-SY a
transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI kultivovanych na MS médiu 14 dni po ptenosu. N=10;
odli$na pismena nad sloupci znaci statisticky vyznamny rozdil pfi p<0,05 stanoveny One-Way
ANOVA testem a naslednym Fisher LSD testem.
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Obrazek 9: Pocet bocnich kofeni kontrolnich rostlin M. sativa kultivar Regen-SY a
transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI kultivovanych 14 dni po ptenosu. N=10; pismena nad
sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil pii p<0,05 stanoveny One-Way ANOVA testem a
naslednym Fisher LSD testem.
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4.3 Vyhodnocovani efektivity procesu tvorby hlizek u kontrolnich a
transgennich rostlin Medicago sativa

Srovnani efektivity procesu tvorby hlizek u kontrolnich rostlin M. sativa Regen-SY a
transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAi bylo vyhodnoceno z fotografii potizenych
zoom stereomikroskopem (Obr. 10). Rostliny byly 7 dni kultivovany na Fahreové médiu
bez dusiku k navozeni stavu ,.hladovéni* a nasledné byla na jejich kofenovy systém
aplikovana kultura Sinorhizobium meliloti v koncentraci s hodnotou ODsoo = 0,5. Po 30
dnech od ko-kultivace rostlin s bakteriemi, bylo u obou linii vybrano 5 zdravych rostlin,
vytvofené hlizky byly spoCitiny a rozliSeny na zdravé, vzhledem Kk obsahu
leghemoglobinu pravdépodobné pIné¢ funkéni, a na senescentni, vzhledem Kk zastaveni
ristu tedy nefunkéni. Senescentni hlizky lze poznat na zéklad¢ tmavé hnédé barvy a
mensi velikosti (Obr. 10 A, D). Zdravé a funkéni hlizky jsou naopak vétsi a svétle riizove
zbarvené (Obr. 10 B, C, E, F).

U kontrolnich rostlin M. sativa Regen-SY se béhem 30 dni primérné tvofilo 12,2
hlizek na rostlinu, kdezto u transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI se za stejnou dobu
vytvofilo praimérné 22,6 hlizek na rostlinu (Obr. 11). Celkovy pocet vytvotenych hlizek
u péti kontrolnich rostlin byl 61, z toho pouze 12 bylo plné funkénich (Obr 12 A). U péti
transgennich rostlin byl celkovy pocet vytvorenych hlizek 113, z nichz 46 bylo funk¢nich
(Obr. 12 B). Z vysledku je patrné, Ze na kofenech transgennich rostlin M. sativa SIMK

RNAI se vytvofilo skoro 2x vice hlizek nez u kontrolnich rostlin M. sativa.

Obrazek 10: Hlizky vytvofené na kotenech rostlin M. sativa po 30 dnech od ko-kultivace s
bakteriemi Sinorhizobium meliloti. (A, B, C) Kontrolni linie Regen-SY, (D, E, F) transgenni linie
SIMK RNAI. Sipky ukazuji na senescentni hlizky, hroty Sipek znadi zdravé hlizky. (A-E)
Mgétitko — 1 mm. (F) Méftitko — 0,5 mm.
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Obrazek 11: Primérny pocet vytvorenych hlizek na kotfenech kontrolnich rostlin M. sativa
Regen-SY a transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI po 30 dnech od ko-kultivace s bakteriemi
Sinorhizobium meliloti. N=5; pismena nad sloupci znadi statisticky vyznamny rozdil pii p<0,05

stanoveny One-Way ANOVA testem a naslednym Fisher LSD testem.
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Obrazek 12: Podil funkénich a senescentnich hlizek vytvofenych na kofenech rostlin M.
sativa po 30 dnech od ko-kultivace s bakteriemi Sinorhizobium meliloti. (A) Kontrolni rostliny

M. sativa Regen-SY (B) transgenni rostliny M. sativa SIMK RNAI.

39




5. DISKUSE

Je dobfe znamo, Ze zakladnim mechanismem signalizace u rostlin je kaskadovity pfenos
signall, na ¢em se podili i MAPK kaskady. Ty jsou zapojeny v hormonalni regulaci,
vyvojovych procesech a obrannych reakcich vic¢i biotickému i abiotickému stresu
(Kiegerl et al., 2000; Jonak et al., 2002; Fujita et al., 2006; Samajova et al., 2013; Xu a
Zhang, 2015). U Medicago sativa v ramci popsanych MAPK, hraje kli¢ovou roli stresem
indukovana MAPK (SIMK). SIMK vykazuje vysokou homologii k MPK6 z Arabidopis
thaliana (AtMPK6) a je indukovana solnym stresem, poranénim, vysokou koncentraci
tézkych kovi a riznymi houbovymi elicitory (Munnik et al., 1999; Cardinale et al., 2000;
Jonak et al., 2004). Bylo dokazano, ze béhem ristu kofenovych vlaskt dochazi k jeji
aktivaci a premisténi z jadra do cytoplazmy rostoucich Spicek kotfenovych vlaskd.
Nadmérna exprese této kindzy vede u rostlin ke zvySené mife prodluzovani téchto
kofenovych vlaskt (Samaj et al., 2002; Ovecka et al., 2014; Hrbackova et al., 2020b).
Pii vzajemném porovnani transgennich rostlin M. sativa SIMKK RNAI se sniZenou
expresi proteinu SIMKK (a zaroven se snizenou expresi i s nim spojen¢ho proteinu
SIMK) metodou RNA interference, a transgennich rostlin M. sativa s nadexpresi proteinu
SIMK znaéeného GFP (GFP-tagged SIMK) bylo dokazano, ze transgenni linie SIMKK
RNAI vykazuji sniZzeny rust kofenovych vlaskd a poskytuji tedy mensi kapacitu pro
vytvofeni kofenovych hlizek pti infekci bakteriemi Sinorhizobium meliloti. U rostlin se
snizenou expresi proteint SIMKK a SIMK dochazi také ke zpomaleni rastu a tvorbé
nizsiho podilu biomasy u nadzemni ¢asti (Hrbackova et al., 2020Db).

Je zajimavé, Ze po zméteni a porovndni celkové kofenové soustavy kontrolnich a
transgennich rostlin bylo zjisténo, Ze transgenni rostliny se sniZenou expresi proteinu
SIMK procesem RNA interference, maji vytvorenou kofenovou soustavu delsi v praiméru
asi 0 82 mm. To miize byt zplisobeno urcitou snahou rostliny vykompenzovat sniZzeny
obsah dillezitého signalniho proteinu a zvétsit si tak povrch pro efektivngjsi piijem Zivin
a vody z ptdy. V poctu vytvotrenych boc¢nich kotend u kontrolnich a transgennich rostlin
vSak nejsou zadné signifikantni rozdily. Zajimavy je také fakt, ze po aplikaci pidni
bakterie Sinorhizobium meliloti, dochézelo u transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI
k tvorbé vétsiho mnozstvi hlizek, a to skoro dvojnasobné ve srovnani s kontrolnimi
liniemi. Z divodu relativné vysoké miry variability, a také vzhledem k vétsi celkové
délce kofenového systému SIMK RNAI linii, nebyl ovSem tento rozdil statisticky
signifikantn¢ rozdilny. Diulezitym faktem ovSem je, ze z celkového poctu 113

vytvoienych hlizek u transgennich rostlin, bylo 46 zcela funk¢nich. U kontrolnich rostlin
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bylo ale funk¢nich pouze 12 z celkového poctu 61. Je mozné, Ze u rostlin se snizenou
expresi proteinu SIMK dochézi ke kompenzaci prostfednictvim zvyseni aktivity proteinu
SIMK, a tedy i k udrZeni jeho funkce.

Ziskana data z téchto experimentii naznacuji, Ze cilend manipulace prostfednictvim
snizeni exprese SIMK muize u rostlin ovlivnit rist kofent, interakci s ptidnimi bakteriemi
a také nasledny proces nodulace. Pro potvrzeni ¢i vyvraceni téchto vysledkt vsak bude

nutné experimenty opakovat.
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6. ZAVER

V teoretické Casti této bakalaiské prace byla popsana zakladni charakteristika rostliny
Medicago sativa, jeji zeméd¢lské a ekonomické vyuziti a moznost indukce a regenerace
rostlin procesem piimé a nepiimé somatické embryogeneze. V dalsi ¢asti byla popséna
transgenoze a ptimé a nepiimé metody transformace rostlin. Protoze se v praktické ¢asti
pracovalo s transgenni linii M. sativa SIMK RNAI, byla v posledni ¢asti teoretického
uvodu popsana signalizace prostiednictvim MAPK a jejich zapojeni do vyvojovych
procest, hormonalni regulace a obrannych reakci rostlin, se zaméfenim na M. sativa,
v¢etné mechanismu interakce rostlin s ptidnimi bakteriemi Sinorhizobium meliloti.

V praktické ¢asti je popsana prace S kontrolnimi rostlinami M. sativa Regen-SY a
transgennimi rostlinami M. sativa SIMK RNAIi, mnozenymi procesem somatické
embryogeneze. Nejprve byla provedena fotodokumentace celkového pribéhu regenerace
kontrolnich a transgennich rostlin. Dale byla provedena Ccastecna fenotypicka
charakterizace kontrolnich i transgennich rostlin prostiednictvim méteni celkové délky
kofenové soustavy a po€itanim vytvoienych laterdlnich kofent. Naméfend data slouzila
Kk porovnani vysledkti u obou linii. Ukazalo se, Ze transgenni rostliny M. sativa SIMK
RNAI maji vytvofenou kofenovou soustavu v pruméru 0 82 mm delsi nez kontrolni
rostliny M. sativa Regen-SY, ovSem v poctu lateralnich kofenid se od sebe kontrolni a
transgenni rostliny téméf neliSi. Nakonec byla pfipravena bakteridlni kultura
Sinorhizobium meliloti a byla aplikovana na kotfenovy systém kontrolnich i transgennich
rostlin pro nasledné vyhodnocovani interakce a efektivity procesu tvorby hlizek
(nodulace). Ziskana data slouzila opét k porovnani vysledki u obou linii. Ukazalo se, ze
na kofenech transgennich rostlin M. sativa SIMK RNAI se vytvofilo primérné 2x vice
hlizek nez u kontrolnich rostlin M. sativa Regen-SY. Vysledky prace piispély
k charakterizaci originalni transgenni linie M. sativa, vytvotené v nasi laboratofi, a budou

vyuzity pii dalSich experimentech s touto linii.
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8. SEZNAM ZKRATEK

2,4-D

2,45-T

A. thaliana

A. tumefaciens
ABA

ACS

ANOVA

ATP

bp

CAT

CDKs

CdCl2

CHS

CLKs

CPA
CRISPR/Cas9

CTR1
CuCl2
DNA
DSBs
EDTA
EF-Tu
EIN
ET
ETI
ETR1
FRK1
GS
GSKs
GTP
H202

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
2,4,5-trichlorfenoxyoctova

Arabidopsis thaliana

Agrobacterium tumefaciens

kyselina abscisova

z angl. aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase
analyza rozptylu (z angl. Analysis of variance)
adenosintrifosfat

par bazi (z angl. base pair)

chloramfenikol acetyltransferaza

cyklin-dependentni kinazy

chlorid kademnaty

chalkon-syntaza

kinazy podobné CDK (z angl. CDK-like kinases)
kyselina 4-chlorfenoxyoctova

zangl. clustered regularly interspaced short palindromic
repeat/CRISPR-associated protein 9

MAP3 kinaza (z angl. Constitutive triple response)
chlorid méd’naty

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
zlomy dvoufetézcové DNA (z angl. Double—strand breaks)
kyselina 2,2',2",2""-(ethan-1,2-diyldinitrilo)tetraoctova
z angl. elongation factor thermo-unstable

z angl. ethylene-insensitive

ethylen

z angl. effector-triggered immunity

zangl. ETHYLENE RESPONSE1

z angl. flg22-induced receptor kinase 1
glutaminsyntetaza

kindzy glykogen syntazy 3

guanosintrifosfat

peroxid vodiku
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HAMK

HDR
HR
I1AA
IT
JA
KIN
LB
LSD

M. sativa

M. trancatula

MAP2K
MAP3K
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MEK
MEKK
MilliQ H20

MKK
MKP
MMK
MPK
MRNA

MS
MtPDS
N2H2
N2H4
NAA
NHs
NH4*

tepelnym  Sokem  aktivovand  mitogenem-aktivovana
proteinkinassa (z angl. heat shock-activated MAPK)
homologné fizena oprava (z angl. homology directed repair)
hypersenzitivni odpovéd’

kyselina indol-3-octova

infekéni vlakno

kyselina jasmonova

Kinetin

médium pro kultivaci bakterii (z angl. Lysogeny broth)

z angl. least significant difference

Medicago sativa L ssp.

Medicago trancatula Gaether

mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasa
mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasakinasa
mitogenem-aktivovana proteinkinasa
mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasa
mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasakinasa
mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasa
mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasakinasa
purifikovand voda technologii spolec¢nosti  Millipore
Corporation

mitogenem-aktivovana proteinkinasakinasa

MAPK fosfatasa

mitogenem-aktivovana proteinkinasa z Medicago sativa
mitogenem-aktivovana proteinkinasa

medidtorova ribonukleova kyselina (z angl. messenger
ribonucleic acid)

Murashige and Skoog médium

gen FYTOEN DESATURAZY u Medicago trancatula

diimin

hydrazin

kyselina alfa-naftalenacetatova

amoniak

amonny ion

53



NHEJ

NLP
Nod
NPTII
Obr.
ODsoo
OMTK1
pH

PAMP
PIN1
PR
PRR
PTI
RNA
RNAI
ROS

S. meliloti
SA
SAMK
sgRNA
SIMK

SIMKK

SPL9

T-DNA

TALENS

TEM

TEY
Ti

nehomologni spojovani koncii (z angl. Non-homologous end
joining)

z angl. Nepl-like protein

faktor nodulace

Neomycin fosfotranferasa Il

obrazek

optickd hustota pii 600 nm

z angl. oxidative stress-activated MAP triple-kinase 1

zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych
kationta

z angl. pathogen-associated molecular patterns

z angl. PINFORMED1

proteiny rezistence (z angl. pathogenesis-related proteins)

z angl. pattern recognition receptors

z angl. PAMP-triggered immunity

ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

RNA interference

reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
Sinorhizobium meliloti

kyselina salicylova

stresem aktivovana mitogenem aktivovana proteinkinasa

z angl. single guide RNA

solnym  stresem indukovand mitogenem aktivovana
proteinkinasa

stresem indukovana mitogenem aktivovana
proteinkinasakinasa

z angl. SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN LIKE-
9

transferova deoxyribonukleova kyselina (z angl. transfer
deoxyribonucleic acid)

z angl. Transcription Activator-Like Effector Nucleases
transmisni elektronova mikroskopie

motiv threonin-kyselina glutamova-tyrozin

tumor indukujici (z angl. tumor inducing)
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uv ultrafialové zateni (z angl. ultraviolet)

Vir faktory virulence

WRKY transkripéni faktory (ndzev odvozen od sekvence heptapeptidu
WRKYGQK N-terminalniho konce TF)

ZFNs nukledzy zinkového prstu
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