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CIELE PRACE

Teoreticka cast’
Vypracovanie reSerSe zameranej na:

e charakteristiku lucerny ako modelového druhu pre geneticki modifikdciu, v
porovnani s druhom Medicago truncatula L.

e zakladné a pokroCilé metdody transgendzy lucerny k ziskavaniu geneticky
modifikovanych lini{

e cytoskelet rastlin, zdkladnd charakteristika a molekuldrny princip organizicie
cytoskeletu, védzobné a s cytoskeletom-asociované proteiny, molekuldrne principy
dynamiky a vzt'ah k signalnym procesom

e prehl'ad molekularnych markerov a zobrazovacich metdd k lokalizacii komponentov
cytoskeletu a k stadiu jeho dynamiky v rastlinach

e podiel cytoskeletu na reguldcii vyvojovych procesov lucerny a reakcidch na vonkajsie

stresové podmienky
Prakticka cast’

e realizdcia experimentov zameranych na transformdciu listovych explantitov k
indukcii transgénnych linii lucerny s produkciou molekularnych markerov pre
vizualizdciu mikrotubulov a aktinovych filamentov

e selekcia a validdcia transgénnych linii pomocou mikroskopickych metéd

e kvalitativne a kvantitativne vyhodnotenie usporiadania a organizdcie mikrotubulov a
aktinu v r6znych bunkdch, pletivich a orgdnoch lucerny a vyhodnotenie fenotypu
transgénnych rastlin

e Stidium reakcii transgénnych rastlin voci sol'nému stresu, so zamerom zmapovania

zmien v usporiadani a organizacii cytoskeletu v reakcii na vonkajsie abiotické faktory



1 UVOD

Lucerna siata (Medicago sativa L.) je celosvetovo rozsirena, viacrocna rastlina, ktora sa radi
do celade Fabaceae. Jej kultivovany typ je autotetraploid s 6smimi chromozémami
a velkostou genéomu 800-1000 Mb. Fenotypovo sa vyznacuje modro-fialovo sfarbenymi
kvetmi, rozsiahlou korenovou sustavou, trojpoCetnymi listami so ziubkovym okrajom
a mnohosemennym strukom (Hrabé€, 2004). Medicago sativa ma vd’aka vysokému obsahu
vyznamnych latok (napriklad esencidlne aminokyseliny, minerdly, vitaminy, vldknina)
a schopnosti symbiotického vztahu s prospesnymi symbiotickymi baktériami velky
polnohospodarsky vyznam (Hadidi et al., 2023).

V porovnani s jednoro¢nou, autogamnou strukovinou Medicago truncatula, ktora
ma relativne maly diploidny geném, ma M. sativa komplikovanejsi geneticky zaklad. Aj
z tohto dovodu je tak Medicago truncatula v si¢asnosti vyuzivana ako modelovy organizmus
pri Stadiu strukovin (Kang et al., 2016; Nandety et al., 2023).

V sucasnosti sa mnoho vyskumov zameriava na pripravu a stadium transgénnych rastlin.
Vyuzitie takychto organizmov je vSestranné a aplikdcie nachddzaji v biofortifikdcii,
fytoremediacii, v Stadiu rezistencie rastlin na abiotické a biotické stresy, ale aj v Stadiu
a rozvoji vyuzitia transgénnych rastlin na produkciu rekombinantnych proteinov a vakcin
(Cherian & Oliveira, 2005; Burnett & Burnett, 2020; Malik & Magbool, 2020; Ahmad et al.,
2021). Priprava transgénnych rastlin spo¢iva vo vyuziti procesu nazyvanom transgenoza.
Tato metodika zahrila viacero moznych sposobov. V pripade pripravy transgénnych rastlin
M. sativa sa najcastejSie uplatiuje transformacia sprostredkovana Agrobacterium
tumefaciens alebo Agrobacterium rhizogenes, bombardovanie cCasticami, mikroinjekcia
alebo elektropordcia (Vlahova et al., 2005).

Rastlinné bunky maju dynamicku trojrozmerna siet vzajomne prepojenych zloziek
nazyvanu cytoskelet. Dva hlavné komponenty, z ktorych pozostdva rastlinny cytoskelet su
aktinové filamenty (AF) a mikrotubuly (MT), tvoriace dve odlisné siete. Rastlinny cytoskelet
zohrava dolezita ulohu v mnohych bunkovych procesoch, ktoré si nevyhnutné pre
morfogenézu, organogenézu, rast a vyvoj rastlin (Seagull & Gunning, 1989). Usporiadanie
a dynamika aktinovych vldkien a mikrotubulov je ovplyvnend typom bunky, asociovanymi
proteinmi, procesmi, ktorych sa zicCastiiuju, ale aj externymi faktormi. Tieto externé faktory

zahtnaju abiotické faktory ako teplota, chlad, osmoticky stres, sol'ny stres, tazké kovy,



ultrafialové ziarenie (UV) ataktiez aj biotické faktory, kde je rastlina ovplyviiovana
prospesnymi (beneficialnymi) organizmami ale aj patogénmi ako su baktérie, huby, virusy,
hmyz (Song et al., 2019; Kaur et al., 2022).

Na stadium Struktiry a dynamiky cytoskeletu st vyuzivané molekularne markery. Radia
sa tam fluorescencné proteiny, falloidin, imunogold znacenie, stableMARK ale aj protilatky.
Vd'aka tymto markerom je mozné charakterizovat taktiez jeho vyznam v rdznych bunkovych
procesoch. Jedny z najviac rozSirenych su florescen¢né proteiny, ktorych translacna fizia
s komponentmi cytoskeletu zabezpecuje jeho kvalitni vizualizaciu. Je vyvinutych niekol'ko
variant fluorescencnych proteinov od modrych po Cervené (,,far-red”) s roznymi kvantovymi
vytazkami, fluorescenciou a fotochemickymi vlastnostami (Sample et al., 2009; Stepanenko
et al., 2013).

Diplomovd prica sa zameriava na transforméciu listovych explantitov k indukcii
transgénnych linii lucerny s produkciou molekuldrnych markerov pre vizualizaciu
mikrotubulov a aktinovych filamentov, ich selekciu a validdciu pomocou mikroskopickych
metéd. Dalej je vyhodnocované usporiadanie a organizdcia aktinovych filamentov a
mikrotubulov v roéznych bunkéich, pletivich a orgdnoch lucerny, a taktiez fenotyp
transgénnych rastlin pomocou kvalitativnych a kvantitativnych metéd. Druha Cast’ prace je
zacielend na Studium reakcii transgénnych rastlin vo¢i solnému stresu, so zamerom

zmapovania zmien v usporiadani a organizcii cytoskeletu.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Charakteristika druhu Medicago sativa L.

Lucerna siata (Medicago sativa L.) je viacroCna rastlina patriaca do celade bobovité
(Fabaceae). Napriek tomu, ze jej predpokladany pdvod je v stredomorskej oblasti,
v stcasnosti je celosvetovo rozsirena. Kultivovany typ lucerny je autotetraploidnd rastlina
(2n=4x=32) s 6smimi chromozémami a vel'kostou genomu 800-1000 Mb (Hawkins & Yu,
2018). Z fenotypového hladiska je to rastlina charakteristickd modro-fialovym sfarbenim
kvetov, rozsiahlou korenovou sustavou, trojpocCetnymi listami so zibkovym okrajom
a mnohosemennym strukom (Hrabé, 2004). Lucerna je bohatd na vyznamné litky, ako
esencidlne aminokyseliny, minerdly, vitaminy a vldkninu. Kombindcia tychto latok spolo¢ne
s vysokym mnozstvom obsiahnutych bielkovin, ktoré maji ziadice vlastnosti ako
udrziavanie tekutin a emulgovanie, podnecuje jej Siroké aplikdcie v polnohospodarstve
v podobe krmiva pre dobytok, ako aj vhodného modelového organizmu pre vyskumné tcely.
Pre vysoky obsah bielkovin by mohla najst’ uplatnenie aj v l'udskej strave pripadne ako
lieCivo pri niektorych ochoreniach. Avsak z dovodu pritomnosti aj neziaducich vlastnosti, je

tento sposob vyuzitia obmedzeny (Hadidi et al., 2023).

2.1.1 Modelovy organizmus Medicago truncatula v porovnani s Medicago
sativa

Medicago truncatula (M. truncatula) je jednoro¢na autogamnd strukovina patriaca do rodu
Medicago a cCelade Fabaceae. Pochadza z oblasti stredomoria a spoloc¢ne s oblastami
v Austrdlii, si dodnes jej komercne dostupné odrody pestované striedavo s roznymi
obilninami. Z genetického hladiska je to diploidnd rastlina (2n = 2x = 16) s 6smimi
chromozémami a s velkost'ou gendomu priblizne 430 Mb. Fenotyp je charakteristicky zltymi
kvetmi, malymi strukmi a trojpoCetnymi listami so zibkovym okrajom, so striedavou
velkost'ou zubkov (Kiister, 2013; Cui et al., 2022). V sucasnosti je M. truncatula vyuzivana
najmé ako modelovy organizmus pri Stadiu strukovin. Hlavnymi dovodmi je relativne maly
diploidny geném, ktory bol cely sekvenovany, autogamia, pomerne kratky regeneracny
cyklus, biparentalna dedi¢nost’ ¢i jednoduchost’ aplikovatel'nosti transformacnych metod
(Kang et al.,, 2016; Nandety et al.,, 2023). Na zdklade uvedenych charakteristik

a agronomického prinosu, je tento modelovy organizmus vyuzivany najmi v odvetviach



funkc¢nej genetiky a analyzy symbiotickej fixdcie dusika, vyvoja semien a tolerancie voci
abiotickému stresu (Kang et al., 2016). M. truncatula je tzko pribuznd s mnohymi
strukovinami, napriklad s hrachom (Pisum sativum), cicerom (Cicer arietinum), bobom
(Vicia faba), vratane lucerny siatej (M. sativa).

M. sativa je polymorfny druh s komplikovanou genetikou z dovodu pocetnej repetitivnej
DNA, a kvoli hybridizacii, polyploidii a domestikdcii (Kiister, 2013). Aj ked’ sa li§i v
mnohych fenotypovych a genetickych charakteristikdch od M. truncatula, vdaka uz vyssie
uvedenym vlastnostiam poskytuje M. truncatula vyznamné moznosti na rozSirenie suboru
genomickych ndstrojov lucerny (Schnurr et al., 2007). V ramci roznych studii boli vykonané
experimenty, kde porovnavali M. sativa s M. truncatula. V strucnosti st rozdiely najmi
v oblasti  vyuzitia, velkosti akomplexity genému, genomickych  zdrojov,
polnohospodarskeho vyznamu a symbiotickej fixacii dusika. M. sativa je
z pol'nohospodarskeho hl'adiska jedna z najvyznamnejSich krmnych plodin, zatial' o M.
truncatula nie je pestovand ako kfmna plodina, ale viac vyuzivana vo vyskumnej sfére.
Vd'aka tomu ma M. truncatula dobre rozvinuty sibor genomickych a proteomickych zdrojov
(Frugoli & Harris, 2001).

Z agronomického hladiska su dostupné studie, kde je ukazané, Ze stravitelnost bunkove;j
steny stonky M. sativa je nizka a na vyrieSenie tohto problému je nutny d’alsi vyskum. Avsak
kvoli zlozitejSim vlastnostiam lucerny a moznym komplikaciam pri vyskumnych analyzach
bola vytvorena stidia, kde je porovnavana stonka lucerny s M. truncatula, ktora by mohla
sluzit’ ako modelovy organizmus pre vyvoj bunkovej steny lucerny. Bolo dokdzané, Ze aj na
rozdiely, ktoré boli pozorované v morfoldgii, v zlozeni a stravitelnosti doslo k vzdjomnému
prekryvu tychto znakov, okrem obsahu bielkovin, ktory bol vyssi u lucerny. Preto je teda
mozné a vhodné pouzivat na Stadium modelovy organizmus M. truncatula (Schnurr et al.,
2007).

Porovnavacie stadie boli realizované aj z oblasti efektivity fixacie dusika. Bolo dokazané,
ze efektivita fixacie dusika je u M. truncatula v porovani s M. sativa nizka aj ked’ korenové
hl'izky M. truncatula vyzerali normdlne a dokonca dosahovali vacsiu velkost. Podla
dostupnych informacii, viacero aspektov ako nizka schopnost’ tvorby organickych kyselin

v hl'uzach, a teda nedostatocné mnozstvo uhlikového skeletu na asimilaciu dusika, ale aj



obmedzeny export dusika z hIizok si dosledkom nizkej efektivity (Sulieman & Schulze,
2010).

Daldim doélezitym porovnanim tychto dvoch druhov je ich reakcia na vplyv
environmentdlnych stresovych podmienok, ako napriklad sucha. V stadii podl'a Echeverria
et al. (2021) je uvadzané, ze M. truncatula v porovnani s M. sativa vykazuje odlisné
metabolické reakcie v korenoch v reakcii na sucho. KI'aiCovymi zisteniami bolo napriklad to,
ze katabolizmus sachardézy zohraval doleziti tulohu a sacharézovd syntdza (SUS)
a sacharézovd invertaza (INV) boli analyzované v oboch druhoch. PriCom prave sachar6zova
syntdza bola identifikovand ako primarny enzym degradujuici sacharézu v korenioch a vplyv
sucha vyvolal vyrazny pokles jej aktivity, zatial’ co u INV doslo k malému zvySeniu aktivity.
Z pohl'adu druhovo-sSpecifickych reakcii bolo odhalené, ze pri metabolickych reakciich
kl'icovy enzym pentézovo-fosfatovej drahy, glukézo-6-fosfat dehydrogendza, vykazoval
signifikantné rozdiely len v korefioch M. sativa. Stadiom rozdielnych odpovedi na stresové
faktory urdznych rastlinnych druhov je mozné rozsirit poznatky o komplexnych
regulacnych mechanizmoch vratane genetickych a fyziologickych, ¢o moéze vyznamne
prispiet’ k chapaniu adaptacnych mechanizmoch a rozvoji stratégii na vyvoj odolnejsich

plodin.

2.2 Metody transgenoézy Medicago sativa L.
Transgendza je ndstroj sliiziaci na zavadzanie cudzich génov do gendému hostitel'ského
organizmu. Transgénne rastliny su teda charakterizované ako rastliny, ktoré st geneticky
modifikované pomocou rekombinantnych technoldgii s expresiou exogénnych alebo
modifikovanou expresiou endogénnych génov (Gunarathne et al., 2020). Vyuzitie
transgendzy a transgénnych organizmov sa moze povazovat za vSestranné. Uplatnenie si
nachddza napriklad v biofortifikécii, fytoremedidcii, v $tadiu rezistencie rastlin na abiotické
a biotické stresy, ale aj v Stadiu arozvoji vyuzitia transgénnych rastlin na produkciu
rekombinantnych proteinov a vakcin (Cherian & Oliveira, 2005; Burnett & Burnett, 2020;
Malik & Magbool, 2020; Ahmad et al., 2021).

Na pripravu transgénnych rastlin lucerny sa da vyuzit viacero spdsobov transgendzy.
NajcastejSim je transformacia sprostredkovana Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens)

pripadne vyuzitie baktérie Agrobacterium rhizogenes (A. rhizogenes). Dal§imi G&innymi



spOsobmi sit bombardovanie ¢asticami, mikroinjekcia alebo elektroporacia (Vlahova et al.,

2005).

2.2.1 Transformacia lucerny pomocou Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je gramnegativna, fytopatogénna baktéria, vyskytujica sa
v pddach. A. tumefaciens je schopnd infekcia dvojklicnoslistovych rastlin, u ktorych
spOsobuje neoplastické nddorové ochorenie (neoplastic crown gall disease) (Yoneyama &
Natsume, 2010). V sedemdesiatych rokoch 20. storoCia bolo objavené timom vedcov
profesora Marca Van Montagu a profesora Jozefa Schella, ze tato baktéria je schopna
prenosu DNA do rastlin, ¢o viedlo k rozvoju vyuzitia A. tumefaciens v biotechnologicke;j
sfére (Heimann, 2018). Na zdklade tohto objavu bola A. tumefaciens ur€ena za modelovy
organizmus, ktory okrem vyuzitia pri transformdcidch sluzi aj na Stidium bakteridlneho
sekre¢ného systému typu IV a horizontdlneho transferu génov (Escobar & Dandekar, 2003).

Princip transformécie sprostredkovanou A. tumefaciens spociva v prenose definovaného
segmentu DNA z tumor-indukujticeho (Ti) plazmidu do hostitel'ského genomu. Molekuldrna
podstata prenosu a spracovania transferovej DNA (T-DNA) z Ti-plazmidu, je z vel'kej Casti
ovplyvnend aktivitou génov virulencie (vir), ktoré nesie Ti-plazmid a bakteridlnych
chromozomadlnych génov (chv). Okrem toho sa neskorsich Stadii tohto procesu zicastniuje aj
mnoho dalsich proteinov (Gelvin, 2003). Pri transformacii st pouzivané rekombinantné typy
A. tumefaciens, v ktorych je nativna T-DNA nahradzovand génmi zdujmu spolocCne
s reportérovymi génmi, ktoré slizia na identifikaciu a selekciu uspesSne transformovanych
organizmov (Tzfira & Citovsky, 2006). Samotny proces transformacie hostitel'skych buniek
pripravenym rekombinantnym A. fumefaciens zaCina percepciou hostitel'skych signdlov
pomocou dvojkomponentého senzorového systému VrA/VrG, Co je nasledované indukciou
virulentnych génov. Jednovldknova T-DNA je za pomoci VirD2 a VirD1 vystrihnutd z T-
oblasti Ti-plazmidu, za vzniku nukleoproteinového komplexu VirD2-T-DNA. Tento
komplex spolocne s ostatnymi efektorovymi proteinmi, vratane VirE2, VirF, VirD5 a VirE3
su transportované pomocou T4SS na vonkajSiu stranu cytoplazmatickej membrany a sd
endocytézou transportované do hostitel'skej bunky. Vo vnutri hostitel'skej bunky VirD2-T-
DNA je obalovana viacerymi VirE2 molekulami a transportovand do jadra s prispenim

endoplazmatického retikula a siete aktinovych filamentov (Guo et al., 2019).



V pripade vyuzitia transformacie sprostredkovanej A. tumefaciens v lucerne bola popisana
metdda stabilnej transformdcie listovych explantitov ain planta metéda transformdcie
semenacikov (Obr.1A). Transformdcia listovych explantitov je vysoko efektivna
a najCastejSie pouzivana metoda. Listové explantaty su kokultivované s A. tumefaciens,
a ndsledne procesom somatickej embryogenézy je indukovand tvorba embryogénnych
kalusov, znich somatickych embryi, a ndslednd regenerdcia rastlin, ktoré obsahuju
pozadovany gén. Pri tejto metdde su dosiahnuté transformované rastliny obvykle v priebehu
9-14 tyzdnov po kokultivacii, ktoré prinesd semena priblizne po siedmych mesiacoch
(Samac & Austin-Phillips, 2006). Pri druhej uvedenej metéde, sa semenaciky zrezané
o apikdlny meristém, vortexuju so suspenziou A. tumefaciens a sterilnym pieskom. Nasledne
su rastliny kultivované na médiu pre vyvoj semenacikov a potom su stabilne transformované
semenaciky prenesené do pody pre d’alsi rast a vyvoj. Tato metdda ukazuje niekol'ko vyhod
v podobe zniZenia Casovej narocnosti na zisk semien (cca 5 mesiacov), limitdcia pouzitych
materidlov a ndkladov, aplikacia na komerc¢nu odrodu ale aj ulahcCenie schvalovacich
procesov z dovodu absencie selekénych markerov, a teda potreby dalSieho vyskumu na

bezpecnost’ tychto génov (J. T. Weeks et al., 2008).

2.2.2 Transformacia lucerny pomocou Agrobacterium rhizogenes

Agrobacterium rhizogenes (A. rhizogenes) je gramnegativna pOdna baktéria, schopna
infikovat’ rastliny a sposobujiica ochorenie takzvanych chlpatych korenov u niektorych
druhov dvojkli¢nolistovych rastlin. Pri tejto infekcii dochddza k prenosu T-DNA, ktora
obsahuje lokusy medzi oblastami TR a LR bakterialneho Ri (koren indukujiceho) plazmidu
do hostitel'ského rastlinného genému. V dosledku toho dochddza k vyvoju rychlo rasticich
arozvetvenych adventivnych korenov bez pridanych fytohorménov. Na rozdiel od
neporusenych korenov su v tychto Casto produkované sekundarne metabolity po dlhi dobu
(Dubrovsky & Rost, 2003; Muranaka & Saito, 2010). Ako hostitel'ské Casti rastlin pouzivané
pre tvorbu transformovanych koreflov su vyuzivané stonky, zdsobné orgdny, hypokotyly
semenacikov, klicne listy a bunky odvodené od protoplastov (Golds et al., 1991).

Na transformdciu lucerny prostrednictvom A. rhizogenes su pouzivané dospelé 1-2
mesiace staré rastliny, ktorych stonky s inokulované bud’ po narezani alebo priamo

pomocou hypodermickej striekacky. Nasledne vytvorené adventivne korene st oddelené



a kultivované pre dalsi rast az po regeneraciu mladych rastliniek pomocou somaticke]
embryogenézy z vytvorenych transformovanych kalusov. Transformované rastliny sa
vyznaduju vyvinutej§im korefiovym systémom, modifikdciou listov a vicSou dizkou
internédii, aviak reprodukény aparat rastlin nie je ovplyvneny (Spand et al., 1987). Dalsou
pouzivanou moznostou produkcie cudzich génov v M. sativa je infekcia klicnych listov
semenacikov a indukcia ,,chlpatych korenov* na MS médiu. Tato moznost’ je preukazana u

lucerny ako efektivnejSia v porovnani s indukciou z fragmentov stonky (Lii et al., 2000).

2.2.3 Biolistika, bombardovanie ¢asticami

Transformdcia bombardovanim casticami, nazyvana aj biolistika, je metoda zalozena na
priamom doddvani DNA- alebo RNA-obalenych castic, do rastlinnych buniek. Priprava
tychto cCastic vyzaduje premytie zlatych pripadne volfrimovych castic zmieSanych
s plazmidovou DNA. Na naviazanie DNA na castice zlata a volfrdmu sd vyuzivané bud’
etanolové alebo CaCl; precipitacné metddy. Na ochranu proti degradécii alebo pripadnym
zmendm v konformacii méze byt pridavany spermidin (Finer et al., 2000). Tieto Castice su
pomocou génového dela vo vdkuu a pri héliu, vysokou rychlostou strielané na rastlinné
pletivo. Po preniknuti Castic dovnitra bunky sa DNA bud’ tranzientne exprimuje alebo sa
stabilne integruje do hostitel'ského genomu (Bhatia & Bera, 2015; Baltes et al., 2017).
Vyhodami tejto metddy je moznost transformacie buniek v réznych typoch rastlinného
pletiva, ako napriklad embryogénny kalus, embryd, meristém, ale aj v izolovanych
organeldch ako mitochondrie a chloroplasty. Taktiez nie je potreba bindrnych vektorov,
a tato metéda umoznuje kotransformdciu a integraciu velkych DNA fragmentov. Avsak
relativne nizka efektivita, vysoké vstupné ndklady aobsah komplexnych inzertov
nachylnych na rekombinéciu a umlCovanie sa ukazuji ako nevyhody biolistiky (Matsumoto
& Gonsalves, 2012; Baltes et al., 2017).

Bombardovanie casticami moze byt vyuzité aj ako jedna s alternativnych metéd
transformdcie lucerny (Obr.1B). Ako material su vyuzivané stopky z listov alebo pel. Pel
ma urcité vyhody, hlavne to, Ze je prirodzene produkovany rastlinou vo velkom mnozstve.
Na transformdciu s ztycCiniek kvetov odoberané pelové zrna, zktorych je vytvorena
suspenzia. T4 je nasledne bombardovana Casticami s obalenou DNA (Ramaiah & Skinner,

1997). V pripade pouzitia rastlinnych pletiv zlistovych stopiek, bombardovanych



volfraimovymi Casticami s obalenou DNA, efektivita nedosahuje vysoku uroven. Nizky pocet
transformovanych rastlin touto metédou moze byt zapri¢ineny nizkym poctom ziskanych
somatickych embryi, Co je pravdepodobne dosledok straty kapacity regeneracie kvoli stresu

z bombardovania (Pereira & Erickson, 1995).

2.2.4 Elektroporacia

Elektropordcia je jednoduchy proces, pri ktorom pomocou externych elektrickych impulzov
dochadza k tvorbe pérov, ¢im sa zvysi permeabilita plazmatickej membrany buniek (Golberg
& Rubinsky, 2013). U rastlinnych buniek sa vyuziva hlavne na transformaciu protoplastov
po odstraneni bunkovej steny. Vyuziva sa najmi v procesoch rekombinantych technolégit,
zavadzania proteinov, metabolitov a malych molekul do hostitel'skych buniek (Potter, 1993).
Dalej je elektroporaciou mozné $tudovat tranzientnd génovi expresiu, ale sluZi aj na
ziskavanie stabilne transformovanych jedincov (Terzaghi & Cashmore, 1997).
Elektropordcia pri spradvnych podmienkach je reverzibilny proces, kedy po skonceni
elektrickych impulzov ddjde k opdtovnému uzavretiu pérov. AvsSak pouzitie vysoko
intenzivneho elektrického pol'a moze viest' k nevratnému poskodeniu bunkovej membrany.
Na zaklade tohto faktu, intenzita elektrického impulzu ale aj mnohé d’alSie faktory, ako pocet
adizka impulzov, velkost buniek a celkovy &s ovplyviiuju vyslednd G&innost
elektroporécie (Tylewicz, 2020).

Tento biofyzikdlny proces je vyuzivany aj na transformdéciu M. sativa (Obr.1C). Aj ked’
nepatri medzi najCastejSie vyuzivané metddy, boli popisané protokoly transformacie

protoplastov a pelovych zn lucerny (Choudhary et al., 1990; Saunders et al., 1995).

2.2.5 Mikroinjekcia

Mikroinjekcia je efektivna technika, na priame zavadzanie DNA do cytoplazmy alebo jadra
buniek. Tdto mechanickd technika vyuziva sklenend mikrokapildrnu pipetu (sklenend
mikroinjekciu), polohovacie zariadenie, sliziace na kontrolu pohybu mikropipety
a mikroinjektor. Princip metody spocCiva v zavadzani tekutiny, obsahujicej geneticky
materidl cez mikropipetu za vyuzitia hydrostatického tlaku, pricom tento proces obvykle
prebieha s pouzitim mikroskopu (Jinturkar et al., 2011). Preciznost’ tejto techniky nachddza
vyuzitie aj mimo genetickej transformacie, napriklad v stddiu rastlinnych proteinov, funkcnej

organizdcie cytoplazmaticych komponentov v zivych bunkach, ale aj  bunkovej
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diferenciécie. Okrem preciznosti je mozné uviest aj mnohé vyhody, podporujice roznorodé
aplikdcie. Jednou z najvyznamnejSich vyhod je zacielenie Specifickych molekul
a supramolekularnych Struktir na konkrétnu bunku alebo jej kompartment. To sa vyuziva
v analyze intraceluldrnych a vnitrojadernych procesov, ako napriklad extrachromozomalna
replikdcia DNA. Taktiez G¢innost’ mikroinjekcie je vybornd a niekedy az lepsia v porovnani
s ostatnymi dostupnymi transformacnymi metodami (Miki et al., 1987).

Mikroinjekcia je dalsi z pristupov transformacnych technoldgii vyuzivanych u lucerny
(Obr.1D). Podobne ako pri inych metddach, aj tu su najCastejsSie vyuzivané protoplasty prave
vdaka chybajicej bunkovej stene. S touto technolégiou je mozné Studovat expresiu
genetického materialu uz kratko po zavedeni do rastliny, avsak je vel'mi dolezité spravne
odlisit’ tito expresiu od zmien v expresii génov hostitel'skej bunky spojenych s obnovou

protoplastu (Reich et al., 1986).
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Obrazok 1. Schéma zahriajuca metddy stabilnej transgendzy lucerny siatej: (A) transformacia
sprostredkovand Agrobaceriom tumefaciens, (B) Biolistika, transformdcia bombardovanim
casticami, (C) elektroporacia, (D) mikroinjekcia. Schéma vytvorena prostrednictvom BioRender.com
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2.3 Cytoskelet rastlin

Rastlinné bunky maju dynamicku trojrozmernt siet’ vzajomne prepojenych zloziek nazyvanu
cytoskelet. Dva hlavné komponenty, z ktorych pozostdva rastlinny cytoskelet su aktinové
filamenty (AF) a mikrotubuly (MT), tvoriace dve odlisné siete. Jednotlivé siete tychto
komponentov mozu vykazovat svoju funkciu simultanne, ako napriklad pri
cytoplazmatickom prideni alebo sekvencne, coho prikladom je spravna Cinnost’ vretienka
a fragmoplastu pri bunkovom deleni (Seagull & Gunning, 1989). Vo vSeobecnosti rastlinny
cytoskelet zohrava kl'acovi ulohu vo viacerych bunkovych procesoch, ktoré si nevyhnutné
pre morfogenézu, organogenézu, rast a vyvoj rastlin. Prikladmi tychto procesov je bunkové
delenie, bunkovd expanzia ¢i vnitrobunkovd organizdcia, polarita a transport. Okrem
spominanych zdkladnych procesov boli rastliny pocas evolucie nutené vyvinut aj
mechanizmy, ktoré slizia na obranu proti environmentdlnym faktorom, kde su radené
abiotické aj biotické vplyvy (Kost et al., 1999; Takemoto & Hardham, 2004). Mnohé
procesy, na ktorych sa podiel'aju aktinové vladkna a mikrotubuly si vykondvané s pomocou
interagujicich motorickych proteinov, signdlnych molekul alebo prvkov podporujicich

Struktiru aktinovych filamentov a mikrotubulov (Petrasek & Schwarzerova, 2009).

2.3.1 Aktinové filamenty a s nimi asociované proteiny

Aktin je vysoko konzervovany anajviac zastipeny protein vo vécSine eukaryotickych
buniek, zicCastiiujuci sa na vi¢Som pocte proteinovych interakcii, ako ktorykol'vek iny znamy
protein (Pollard, 2016). Aktin sa vyskytuje ako monomér, vo forme globuldrneho
Strukturneho proteinu (G-aktin) zlozeného z 375 alebo 374 aminokyselinovych zvyskov a
jeho molekulova hmotnost’ je stanovena na 42 kDa. Tento monomér je tvoreny 2 hlavnymi
doménami, kde kazda pozostdva z dvoch subdomén. Medzi dvoma hlavnymi doménami st
vytvorené dve vel'ké Strbiny, kde horna viaze nukleotid a spodna Strbina meni konformaciu
v zdvislosti od stavu nukleotidu a predstavuje vidzobné miesto pre vacSinu proteinov
viazucich aktin (Dominguez & Holmes, 2011). Pri zvySenej koncentracii katiénov alebo po
pridavku $pecifickych proteinov, méze dochadzat’ k medzimolekulovym interakcidam tychto
monomérnych foriem, ¢o vedie k vzniku vldknitej formy aktinu (F-aktin) (Glyakina &
Galzitskaya, 2020). V1dknit4 forma aktinu, je pravotoCiva Struktira s priemerom 7 nma s 13

— 14 podjednotkami na pol otacky. Polymerizacia je Casto prepojena s hydrolyzou ATP a je
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vyuzivana v mnohych bunkovych procesoch vriatane bunkovej pohyblivosti a udrziavania
tvaru a polarity buniek (Obr.2). Oneskorenie medzi ATP hydrolyzou a pridavkom
podjednotky dava aktinovym filamentom vyrazna funkcnt polaritu (Volkmann & Baluska,
1999). F-aktin je Strukturne a funkCne asymetricky a Casto podlieha procesu tzv.
,treadmilling®, kedy dochddza k sietovej asociacii ATP-aktinovych monomérov s ostnatym
koncom (C-koniec) a disocidcii ADP-aktinovych monomérov zo Spicatého konca (K-koniec)
(Dominguez, 2004).

Spravna organizicia a dynamika aktinovych Struktir je prisne regulovana aktin-viazucimi
proteinmi. Je mozné rozlisit’ dve hlavné skupiny aktin-viazucich proteinov, a to prvu skupinu
zahrnajucu proteiny, ktoré menia skladanie, pripadne dynamiku aktinovych podjednotiek
alebo filamentov a druhd skupinu, kde patria proteiny, ktoré organizuju aktinové vldkna do
Struktar vyssieho radu. Konkrétnymi ¢lenmi tychto proteinov su napriklad monomér viazuce
proteiny (profilin), ,severing and dynamizing proteins“ (aktin depolymerizujici
faktor/kofilin - ADF/kofilin) a postranne viazuce sa proteiny (villin, gelsolin, fimbrin)

(McCurdy et al., 2001; Higaki et al., 2007).
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Obrdzok 2. Schéma znazormujica Struktiru aktinovych filamentov a ich polymerizaciu
a depolymerizaciu. Schéma vytvorend prostrednictvom BioRender.com

2.3.1.1 Profilin

Profilin je maly aktin-viazici protein s molekulovou hmotnostou 14-17 kDa, exprimovany
v eukaryotickych bunkdch. Aj napriek tomu, Ze r6zne izoformy profilinu sa liSia v obsahu
aminokyselin v rozmedzi 100-131, jeho Struktira v odliSnych organizmoch vykazuje vysoku
podobnost’. Struktira u va&siny profilinov je tvorena $tyrmi hélixami a siedmimi beta
skladanymi listami (Krishnan & Moens, 2009). Profiliny zohravaju doleziti ulohu v
proliferdcii, diferencidcii, raste, motilite acytokinéze buniek. Taktiez prispievaju
k udrziavaniu bunkového aktinu v nepolymerizovanom stave a okrem toho predstavuju
hlavny zdroj monomérov pri zostavovani filamentov. Zabezpecuje to ich schopnost
katalyzacie vymeny ADP za ATP na aktine a inhibicia nukledcie filamentov. Okrem toho
aktinové monoméry viazané na aktin inhibujui nukleéciu a elongdciu na $picatych koncoch,
ale mozu predlzovat ostnaté konce vlakien priblizne na rovnakej urovni ako vol'né aktinové

monoméry. Ich afinita pre ATP-aktinové monoméry (Kd = 0,1 pM) a bunkovd koncentricia
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(50 — 100 uM), zapricinuje, ze vicSina nepolymerizovaného aktinu v cytoplazme buniek sa
viaze na profilin. AvSak vysoké koncentracie vol'ného profilinu spomal’'uju elongaciu a mézu
podporit’ disociaciu terminalnej pojednotky aktinovych filamentov (Krishnan & Moens,

2009; Dominguez & Holmes, 2011; Pollard, 2016).

2.3.1.2 ADF/Kofilin

Aktin-depolymerizujici faktor/kofilin, ako rodina proteinov, pozostdva z malych
globudrnych proteinov viazucich G-aktin aj F-aktin s molekulovou hmotnost'ou 13-19 kDa,
exprimovanych v takmer vSetkych doteraz preStudovanych eukaryotickych bunkach (Tanaka
et al., 2018; Garcia-Gonzdlez & van Gelderen, 2021). Je to vyznamnd skupina proteinov
podiel’ajuca sa na recyklacii aktinovych monomérov, najmé na depolymerizacii aktinovych
vlakien, pocas procesov zahrfnajtcich rychlu remodeldciu cytoskeletu, napr. pri cytokinéze.
V ramci tejto rodiny sa rozliSuje 11 ADF génov, ktoré st rozdelené do dvoch podrodin, a to
D-typ (ADFI1-4, ADF6-8, ADFI10-11) s depolymerizujicou aktivitou a B-typ (ADF5
a ADF9), dolezity pri tvorbe zvazkov (Dominguez & Holmes, 2011; Nan et al., 2017).
Jednotlivé typy sa mozu liSit najmd v poCte aminokyselin (v rozmedzi 113-168
aminokyselin), avSak napriek tomu je dokazané, ze zdiel'aju vyznamne konzervovanu cast
molekuly. Hlavnou aktin- viaziicou Struktirou ADF/kofilinov je dlhy alfa hélix, a vacSina
z nich tiez obsahuje v blizkosti aminotermindlneho konca aspon jeden jadrovy lokalizacny

signdl (Maciver & Hussey, 2002).

2.3.1.3 Gelsolin a Vilin
Gelsolin patri do rodiny aktin-viazucich sa proteinov, konkrétne do skupiny aktin- stiepiacich
a aktin-pokryvajicich (capping) proteinov. Rovnako ako profilin a ADF/kofilin, aj gelsolin
sa vyskytuje v eukaryotickych bunkéch. Do tejto rodiny taktiez patri vilin, advilin, supervilin,
adseverin a capG. Gelsolin je multifunkény protein regulovany Ca®*, pozostivajici zo
Siestich opakovani zo 120-150 aminokyselin (Krebs, 2004;Dominguez & Holmes, 2011).
Vilin je univerzédlny aktin-viazuci protein reagujuci na vapnik, ktory je povazovany za
hlavného reguldtora dynamiky aktinu v rastlindch. Tento protein je schopny modifikovat
dynamiku aktinu depolymerizdciou, uzatvaranim, oddel'ovanim a zvizovanim aktinovych

filamentov. Podl'a doterajSich studii bolo ukazané, ze VLN2, VLN3 a VLN4 su inicidtory
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remodelécie aktinu a jeho zvizkovania v epidermalnych bunkach korena (van der Honing et

al., 2012; Zou et al., 2019; Garcia-Gonzalez & van Gelderen, 2021).

2.3.2 Usporiadanie aktinovych filamentov v rastlinnych bunkach

V bunkdch su aktinové vldkna organizované do dvoch typoch Struktur takzvaného vyssieho
radu ato aktinovych zviézkov, kde su aktinové vldkna tesne usporiadané do paralelnych
zoskupeni, a do trojrozmernych aktinovych sieti, kde naopak su aktinové vldkna volne
zosietované do ortogonalnych zoskupeni. Kazda z tychto Struktir ma v bunke réznu tlohu.
Celd organizédcia, zostavovanie do tychto Struktir, ale aj prepdjanie vldken s inymi
bunkovymi Strukturami je regulované proteinmi asociovanymi s aktinom (Cooper, 2000).

V bunkdch v stadiu elongacie je usporiadanie aktinu vcelku ndhodne organizované
a primdrne obklopujui jadro a zvacSujucu sa vakuolu. V interfazovych bunkach moézu byt
pozorované najmi cytoplazmatické aktinové vldkna, ktoré obklopuju jadro, a kortikdlne AF
bez dominantnej orienticie. Je dokazané, ze aktinové vlakna su stcastou aj rdoznych
mitotickych Struktirach, avSak vacsinou snizkym obsahom. Vo fragmoplastoch s
charakteristické pocetné filamenty so zvySenou hustotou na bazdlnej a apikdlnej strane.
Taktiez aj v bunkach korena nadobudaju rozne usporiadanie. Zatial’ Co v periférnych bunkach
ciapocky a v predlzujtcich sa korenovych vlaskoch si zvizky aktinu dobre pozorovatel'né,
v kolumele ana vrchole korenovych vlaskov je vyskyt aktinovych filamentov nizky.
Pritomnost’ aktinu v epidermalnych bunkéch je popisovand ako ndhodne usporiadand husta
siet jemnych ahrubych aktinovych zvédzkov, obklopujica chloroplasty. V bunkich
hypokotylu a stopiek listov zasa prevazuju najmd hrubé pozdizne aktinové zvizky (Y.-S.

Wang et al., 2008C. Thomas et al., 2009).

2.3.3 Mikrotubuly a s nimi asociované proteiny

Mikrotubuly sd duté proteinové vldkna, obsiahnuté vo vsetkych eukaryotickych bunkach
s priemerom priblizne 24 nm a s variabilnou dizkou. Zakladnou zlozkou mikrotubulov si
primdrne heterodiméry proteinu tubulin. Skladd sa z dvoch podjednotiek a- tubulinu a -
tubulinu s molekulovou hmotnostou odhadovanou priblizne na 50 kDa (Audenaert et al.,
1989; Fosket & Morejohn, 1992). a- tubulin a B-tubulin su flexibilné, globuldrne proteiny,

ktoré sa takmer identicky zhoduji v molekularnej Struktire a maju priblizne 40% zhodu

15



v aminokyselinovej sekvencii. Obe podjednotky st tvorené z dvoch B- listov (cca 40%)
obklopenych a-helixom (cca 25%) a acidickym C-koncovym chvostom (Hashimoto, 2015).
Interakciou heterodimérov tubulinu vznikaju linedrne protofilamenty s priemerom 4-5 nm.
NajcCastejSie je uvadzané, ze mikrotubuly pozostavaji priblizne z 13 linedrnych
protofilamentov, ktoré si paralelne usporiadané a prepojené lateralnymi interakciami, ¢im
vznikne duta valcovita Struktura. Tento vysledny polymér mda plusovy rastici koniec
s exponovanymi [-tubulinovymi podjednotkami a minusovy pomaly rastici koniec
s exponovanymi a-tubulinovymi podjednotkami (Fosket & Morejohn, 1992; Goodson &
Jonasson, 2018). Oba typy uvedenych interakcii st vysledkom hydrofébnych vizieb medzi
tubulinovymi podjenotkami. Pri rozpade mikrotubulov z plusového konca st pozorované
stabilné prstence a Spiraly skritenych jednotlivych protofilamentov, ¢o naznacuje, Ze
laterdlne interakcie medzi protofilamentami su slabsie, ako interakcie medzi tubulinovymi
heterodimérmi v rdmci protofilamentu ( Sackett & Lippoldt, 1991; Hashimoto, 2015).

Vel'mi dolezitou sucastou mikrotubulového cytoskeletu v bunkdch rastlin si proteiny
oznacované ako MAP - Proteiny asociované s mikrotubulmi. MAP je skupina réznorodych
proteinov, ktoré su sucastou bunkového cytoskeletu a ktoré interaguji s mikrotubulmi
prostrednictvom MT- viazucej domény. Okrem toho, Ze je tato doména kl'uCova pre
prepojenie MAP s mikrotubulami, toto prepojenie taktiez umoznuje modulaciu dynamiky
a organizaciu mikrotubulov, ako aj zabezpeCenie funkcCnych a Strukturnych interakcii
mikrotubulov s inymi Struktarami (Kaloriti et al., 2007; Krtkova et al., 2016). Aktivita MAP
zavisi na ich vézbe k mikrotubulom. Na zaklade toho je mozné ich rozdelit’ do troch skupin,
na motoroveé proteiny (kinezin), Struktirne (Stiepiace) proteiny (MAPG6S, katanin) a proteiny
asociované s plus koncom mikrotubulov (CLASP, EB1) (Krtkovd et al., 2016; Novik et al.,
2016).
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Obrazok 3. Schéma znazorujica Struktiru mikrotubulov aukazku ich polymerizacie
a depolymerizacie. Schéma vytvorend prostrednictvom BioRender.com

2.3.3.1 Motorové MAP

Motorové typy MAP su proteiny dolezité pri procesoch ako pohyb, transport vezikil a
organel, delenie buniek, udrziavanie tvaru a mechanickd integrita. Patria sem napriklad
kineziny (Ali & Yang, 2020). Kineziny premienaju chemickl energiu na mechanicku silu
avdaka tomu sG schopné tahat bunkovy ,naklad“ pozdiZz mikrotubulu, presuvat
mikrotubuly alebo regulaciou dynamiky mikrotubulov prestavovat mikrotubularny
cytoskelet v bunke. RozliSujeme rozne druhy kinezinov s jedineCnymi mechano-chemickymi
vlastnostami. VSetky druhy maja sice rovnaké Strukturalne motivy, avsak sa liSia v ich
aminokyselinovych zvyskoch (Gilbert & Sardar, 2012). Struktirne su zlozené z vysoko
konzervovanej ATPdzovej domény na N-termindlnom konci, ktord zabezpecuje mechano-
chemicku aktivitu zalozen na mikrotubuloch, d’alej obsahujui C-termindlny koniec, ktory je

povazovany za doménu zodpovednu za uchytenie ,nakladu® (napr. vezikuly, organely)
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a nakoniec v strednej Casti je dlha doména so stoCenou Spiralou, dolezita pre protein-protein

interakcie (Mazumdar & Misteli, 2005).

2.3.3.2 Struktiirne MAP

Struktirne MAP, oznatované aj ako Stiepiace proteiny, maji tlohu v organizicii
mikrotubulov, pretoze su schopné ich Stiepit, zviazkovat a viazat. Do tejto skupiny sa radia
napriklad MAP65 alebo katanin (Krtkovad et al., 2016). Rastlinné MAP65 st podla
dostupnych zdrojov lokalizované vo fragmoplaste, kortikdlnych MT, mitotickom vretienku
ale, ako bolo preukdzané, mozu byt asociované aj s mitochondriami. Okrem lokalizacie sa
jednotlivi Clenovia liSia aj v pripade aktivity a funkcie (Caillaud et al., 2008). Katanin ako
Stiepiaci protein v rastlinich je dobre preskiimany. Je to heterodimericky protein, ktory na
vnutorné Stiepenie mikrotubulov vyuziva energiu z hydrolyzy ATP (Burk et al., 2007). Vo
vysSich rastlinach sa podiela na mnohych vyvojovych procesoch, ako bunkové delenie,

predlzovanie buniek a morfogenéza (Luptovciak et al., 2017).

2.3.3.3 MAP asociované s plus koncom mikrotubulov

MAP asociované s plus-koncom mikrotubulov prostrednictvom ich vézby a interakcii prave
na plus rasticom konci ovplyviiuyju dynamiku mikrotubulov. Celkovo je to réznoroda
skupina proteinov, ktoré sa okrem reguldcie dynamiky vyznacuji aj sprostredkovdvanim
interakcii medzi mikrotubulmi a vnitrobunkovymi komponentami, ako si bunkovy kortex,
organely a kinetochdr. Patria sem napriklad proteiny asociované s cytoplazmatickym
linkerom (CLASP), End binding1 (EB1) proteiny a SPIRAL1 (SPR1) (Kaloriti et al., 2007;
Krtkova et al., 2016; Novék et al., 2016). Proteiny EB1 sa viazu na forminy a pdsobia na
stabilizaciu mikrotubulov a migraciu buniek. Taktiez bolo dokazané, ze maji vplyv na
kortikalne zvézky mikrotubulov a aj na vyvoj rastlin, napriklad pri raste korenia (Molines et
al., 2018). SPR1 je rastlinny $pecificky protein pozostdvajici z opakujiceho sa motivu na
kazdom konci, ktory je oddeleny flexibilnym linkerom. Tento protein kolokalizuje
s kortikdlnymi MT a je dolezity pri kontrole expanzie buniek a na udrzanie anizotropie rastu
v predlzujucich sa bunkach (Nakajima et al., 2004). Poslednym z uvedenych prikladov tejto
skupiny proteinov je CLASP. Tento protein je zahrnuty vo viacerych bunkovych
mechanizmoch, no najmd v expanzii buniek, deleni a prepdjani plusovych koncov

mikrotubulov s kortexom buniek (Ambrose et al., 2007).
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2.3.4 Usporiadanie mikrotubulov v rastlinnych bunkach

Mikroskopicka analyza a zobrazovanie zivych buniek prispela k rozvoju §tiidie usporiadania
mikrotubulov v rastlinnych bunkach. Usporiadanie mikrotubulov v deliacich sa bunkéch je
velmi dynamické. Pocas urcitej fazy bunkového cyklu vykazuji jedno z piatich typov
usporiadania, ato kortikdlne usporiadanie, preprofdzny zvédzok, mitotické vretienko,
fragmoplast a radidlne usporiadanie. Jednotlivé typy sa v priebehu bunkového cyklu mézu
menit a si nahradené inym typom (Fosket & Morejohn, 1992).

Bunky v elongacnej faze, ktoré nepodliehaji deleniu, si charakteristické kortikdlnym
usporiadanim mikrotubulov. Toto usporiadanie je lokalizované v tesnej blizkosti
plazmatickej membrany, ku ktorej st laterdlne pripojené. Usporiadanie je Spiralovité a ich
prevazna orientacia je v pravom uhle k smeru elongicie. Avsak v bunkidch so zlozitym
tvarom (napr. bunky epidermy listov), su usporiadané v komplexnejSich vzoroch. Taktiez ich
naruSenie ma vplyv na usporiadanie a naslednu stratu polarity bunkového predlzovania
(Paradez et al., 2006; Elliott & Shaw, 2018).

Preprofdzny zvizok (preprophase band — PPB) je vyznamna intracelularna Struktura, ktord
sa vytvara pred zaCiatkom mitéozy v bunke. Skladd sa zprstenca usporiadanych
mikrotubulov, a mikrofilamentov lemujicich jadro, a je uloZeny v kortikdlnej cytoplazme.
Mikrotubuly a mikrofilamenty si husto koncentrované anavzdjom paralelné. PPB je
pritomny v deliacich sa bunkdch pocas predprofdzy a na zaCiatku profazy. Nahrddza tak
kortikdlne mikrotubuly a zanikd v prometafdze pri tvorbe mitotického vretienka (Fosket,
1994; Yabuuchi et al., 2015).

Mitotické vretienko je Struktura, ktora je sucastou mitotického aparatu. Sklada sa
z komplexného, vysoko organizovaného stiboru MT az AF, ktorého sucastou su aj
kinetochorové mikrotubuly. Tie vznikaji pocas bunkového delenia v centrozéme
polymerizaciou mikrotubulov z alfa a beta tubulinu a ako uz bolo skor uvedené, nahradzaji
preprofazny zvizok. NajhlavnejSiou funkciou mitotického vretienka je segregicia a transport
chromozémov do dvoch dcérskych jadier pocas mitézy (Hubbs et al., 2013; Seagull, 2016).

Po zéaniku mitotického vretienka sa v neskorej telofaze tvori Struktira nazyvana
fragmoplast, podiel’ajuca sa na tvorbe bunkovej platnicky, ktord oddeli dcérske bunky. Tato
Struktura sa sklada z dvoch setov antiparalelnych mikrotubulov s opacnou polaritou, ktoré si

orientované kolmo k deliacej rovine. Tieto dve sady sa centrifugalne rozsiruji smerom
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k periférii bunky. Ich minusové konce su blizko polov, zatial’ o plusové konce sa prekryvaju
v ekvatoridlnej rovine. Tato bipolarna Struktira mikrotubulov podporuje jednosmerny
transport Golgiho vezikil smerom k plusovym koncom v strednej zone, kde dochddza k fuzii
vezikil. Niektoré poldarne mikrotubuly mitotického vretienka mozu byt opat’ zapojené do
tvorby fragmoplastu a spolo¢ne s polymerizaciou d’alSich mikrotubulov tak vytvoria jeho
kompaktné usporiadanie (Fosket, 1994; Motta & Schnittger, 2021; Smertenko et al., 2018).
Dal3ou z moznosti usporiadania mikrotubulov v bunkéch je radidlne usporiadanie. Tento
typ je charakteristicky pre bunky s centralne umiestnenym jadrom, ktoré sa bud’ pripravuju
na delenie, alebo maju ukoncenu cytokinézu. Mikrotubuly pri tomto usporiadani vychadzaju
z jadrového obalu, pripadne z cytoplazmy, ktord je v bezprostrednej blizkosti jadrového

obalu a smeruju do okolitej cytoplazmy (Flanders et al., 1990; Fosket & Morejohn, 1992).

2.3.3 Dynamika a signalizacia rastlinného cytoskeletu

Dynamika rastlinného cytoskeletu zahrffia nepretrziti arychlu zmenu usporiadania
aktinovych filamentov a mikrotubulov v reakcii na r6zne podnety a signdly. Dynamika
aktinovych vldken sa prejavuje procesmi ako st polymerizdcia, depolymerizécia, Spontdnne
oscildcie, reorganizicia aktinovych sieti ale aj dynamikou kortikalnych sieti. Polymerizacia
a depolymerizdcia aktinovych filamentov je ddlezitd pre sprdvny tvar a motilitu buniek a
moze byt vyvolana vnatornymi ale aj vonkajSimi faktormi (Carlsson, 2010; Blanchoin et al.,
2014). Po externe indukovanej polymerizacii a naslednej depolymerizacii Casto nasleduje
proces takzvanej spontdnnej oscildcie periférie bunky. Tieto oscildcie pravdepodobne stvisia
so silou, ktorou posobi na bunkovi membranu polymerizdcia aktinovych filamentov a tento
proces moze mat’ vyznam pri Stadiu vplyvu extracelularneho prostredia (Carlsson, 2010).
Mnohé stadie ukazuju, ze vplyvom réznych environmentdlnych stresov na rastlinu dochddza
k reorganizécii aktinového cytoskeletu, ktora je potrebna na odolnost’ rastlin voci tymto
vplyvom. Prikladmi tychto stresovych faktorov spdsobujicich reorganizdciu si napriklad
mikrobidlne patogény (B. Wang et al., 2023).

Na druht stranu dynamika mikrotubulov zahrfiia procesy dynamickej nestability, rastu
a nukledcie, reorganizacie pocCas mitézy a skladania a rozkladania mikrotubulov. Avsak
hlavnym z nich je dynamickd nestabilita ¢o je proces, pri ktorom mikrotubuly podliehaji

nepretrzite] vymene medzi fAzami rastu a skracovania. Tento proces je regulovany viacerymi
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faktormi, avsak hlavnym je rychlost GTP hydrolyzy. Pri raste dochddza k priddvaniu
dimérov GTP-tubulinu na koniec mikrotubulu a stochastickej hydrolyzacii na GDP-tublin,
¢im sa vytvori stabilizatna GTP-Ciapocka, po jej zaniknuti dojde k rychlemu skrateniu,
oznacovanému ako katastrofa. Ak sa skracovanie rychlo zmeni spit’ na rast, tak nastane tzv.
zachrana mikrotubulu (Bowne-Anderson et al., 2013).

Cytoskelet zohrava dolezitu rolu aj pri signalizacii rastlin. M6ze ovplyviiovat signalizaciu
nepriamo, napriklad reguldciou vnitrobunkového pohybu vezikil, avSak mnohé Studie
a databazy naznaCuju interakcie cytoskeletdlnych proteinov s kindzami, fosfatdzami
a d’al$imi signalnymi komponentami, ¢im sa poukazuje na pocetné sietové prepojenie medzi
nimi. Cytoskelet spolocne so suvisiacimi proteinmi je teda sucast'ou roznych signalizacnych
kaskdd, ktoré su vyvolané najmé ako reakcia na environmentdlne vplyvy, ako napriklad
obrana proti biotickym a abiotickym faktorom. Vplyvom tychto faktorov dochddza
k remodel4cii rastlinného cytoskeletu, co ma zasadny vyznam pri vytvarani Strukturalnych
reakcif, napriklad pri tvorbe apoplastickej bariéry na zastavenie prieniku patogénov. Taktiez
koordinuje tvorbu mikrodoménovych imunitnych komplexov, pohyb a agregiciu organel,
transport obrannych zlu€enin a dynamiku receptorov rozpozndvajicich vzory (PRR) pri
reakcii na infekciu patogénmi. V ramci imunity rastlin sa podiela aj na spétnej regulacii
produkcie reaktivnych foriem kyslika (ROS) a spust’a signalizaciu kyseliny salicylovej (SA)
(Takemoto & Hardham, 2004; Moujaber & Stochaj, 2020; J. Wang et al., 2022).

2.3.4 Podiel cytoskeletu na vyvojovych a obrannych procesoch lucerny

Vyvoj rastlin je dennodenne ovplyviiovany roznymi externymi faktormi. Zarad’'uju sa sem
abiotické faktory ako teplota, chlad, osmoticky stres, sol'ny stres, tazké kovy, ultrafialové
ziarenie (UV) ataktiez aj biotické faktory, kde je rastlina ovplyviiovana prospesnymi
(beneficidlnymi) organizmami ale aj patogénmi ako su baktérie, huby, virusy, hmyz
a podobne. Ked'Ze rastliny, stt nemobilné eukaryotickée organizmy, v priebehu evoltcie doslo
k vyvoju morfologickych a fyziologickych obrannych mechanizmov, s cielom sa branit
a adaptovat’ na meniace sa podmienky, a tak o najviac zvysit' svoje Sance na prezitie. Do
tychto mechanizmov st okrem biochemickych a metabolickych zloziek zahrnuté aj rdzne
bunkové struktury, ktorych podiel na danych procesoch je neustdle skimany. Jednou

z dolezitych skimanych bunkovych Struktur je aj cytoskelet, ktory podlieha reorganizécii
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a zmendm dynamiky pod vplyvom vyssie uvedenych faktorov (Song et al., 2019; Kaur et al.,
2022).

Cytoskelet lucerny je ako aj uinych vysSich rastlin tvoreny primdrne aktinovymi
filamentami a mikrotubulmi. Z hl'adiska pol'nohospodarskeho vyznamu lucerny, najméi
z dovodu jej schopnosti interakcie s prospesnymi symbiotickymi baktériami, je hlavnym
cielom vyskumov zameranych na cytoskelet jeho analyza v nodulacnych procesoch
a v reakciach na stresové faktory. Aktinovy aj mikrotubulovy cytoskelet zohrava kl'acova
ulohu pri interakcidch so symbiotickymi baktériami, ktoré sposobuju noduldciu. Aktinové
filamenty prispievaji  k dynamickym procesom nevyhnutnych pri  nodulécii. Ich
usporiadanie sa v korenovych vlaskoch, ktoré su najdolezitejSim organom pre nodulaciu,
meni v zdvislosti na fidze vyvoja apriebehu infekcie. Vyznamnym faktorom je aj
mikrotubularny cytoskelet, ktory je dolezity pre udrzanie bunkovej Struktury. Jeho
reorganizicia je spojend uz so skorymi Stadiami infekcie aje zdvisld od rizébii. Celkova
organizdcia je v pripade symbidzy dost’ Specificka a liSi sa v jednotlivych vyvojovych
Stadiach v sdvislosti s typom buniek a pletiv (Timmers et al., 1998; Takemoto & Hardham,
2004; Hlavackova et al., 2023).

Samotny vyvoj ale aj produkcia lucerny je obmedzovand zmenami teploty, ale aj
zasolenim pdd. Rozne kultivary moézu nadobudat odlisnu uroven tolerancie voci tymto
stresovym faktorom, a preto je to zdujmom mnohych stadii. Napriklad vplyv chladu a tepla
je spojeny so Strukturalnymi zmenami v plazmatickej membrane, ktora prenasa signal
prostrednictvom cytoskeletu, tokov Ca®* a cyklin dependentych protein kindz (CDPK), ¢im
sa aktivuju rozne kaskady mitogén aktivovanych protein kindz (MAPK) (Song et al., 2019).
Inym prikladom je sol'ny stres. P6dy obsahujui roznu koncentraciu viacerych soli, ako NaCl,
Na>S04, MgS0O4, CaSO4, MgCla, KCI a NaxCOs. Kazda z nich prispieva k stresu zo soli, ale
najrozsirenejSou solou je NaCl (Xiong et al., 2017). Podl'a dostupnych studii je lucerna
tolerantnd na mierne zasolenie pdd, ak je elektricka vodivost 2,0 dS/m (1280 ppm) a prah
osmotického potencidlu pddy 1,5 baru (1 bar = 0,987 atm) pri pol'nej vodnej kapacite. Avsak
vysoké koncentracie soli vyrazne obmedzuju rast a znizuju Grodnost. Sol'ny stres ma okrem
iného dopad na celkovi fyziol6giu a metabolizmus rastlin, ¢o zahffia zmeny v enzymove;j
aktivite, osmotickej rovnovéhe, ibnovej homeostaze, prenose signdlov a relativnej expresii

génov. Tolerancia voci soli je tiez prepojena s modifikdciou morfologickych znakov, ako su
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zmeny v stavbe araste rastlin, zmeny v hribke listovej kutikuly, reguldcia prieduchov,

klicenie ¢i rychlost’ fotosyntézy (Li et al., 2014; Quan et al., 2016; Xiong et al., 2017).

2.4 Prehl’ad molekuldarnych markerov a zobrazovacich metéd cytoskeletu
Molekularny marker je mozné definovat’ ako fragment sekvencie DNA spojeny s genémom,
ktory sa vyuziva ako nastroj na identifikdciu konkrétnej sekvencie DNA alebo aj na
vizualiziciu konkrétnych Struktar a kompartmentov v bunkdch (W. Liu et al., 2012).
Molekularne markery sa vyuzivaju aj pri Stadiu cytoskeletu. Medzi takéto markery sa radia
fluorescencné proteiny, falloidin, imunogold znacenie, stableMARK ale aj protilatky. Tieto
markery umoziuju Studovat’ Struktaru a dynamiku cytoskeletu v bunkach, a tak je mozné

charakterizovat’ jeho vyznam v ré6znych bunkovych procesoch.

2.4.1 Fluorescen¢né proteiny

Fluorescencné proteiny st molekuly, vyuzivané v oblastiach bunkovej biol6gie, biochémie
a biotechnolégie, ako proby na Studium urovne expresie proteinov a ich lokalizicie,
dynamiky a interakcii, ale aj ako biosenzory na skiimanie enzymovych aktivit a koncentricie
metabolitov (Niu & Guo, 2017). Su uCinnym nastrojom aj pri biologickom zobrazovani
jednotlivych molekil, neporusenych organel, zivych buniek aaj celych organizmov.
V sucasnosti je vyvinutych mnoho variant fluorescencnych proteinov od modrych po ,,far-
red” s roznymi kvantovymi vytazkami, fluorescenciou a fotochemickymi vlastnostami.
Z hladiska Struktiry vSetky tieto proteiny obsahuji B-barelovu Struktiru, vo vnutri ktorej je
ulozeny chromofor. Niektoré varianty maji menej ako 25% aminokyselinovi podobnost
s proteinmi divokého typu. Zmenené aminokyseliny sa podielaju na mnozstve vylepsenych
funkcii, ako napriklad syntéza chromoféru, uprava spektroskopickych vlastnosti
fluorescencnych proteinov ale aj ich Strukturalnej stability. Vo vSeobecnosti je dokazané, ze
existencia a vlastnosti jedine¢ného chromoforu fluorescenéného proteinu zavisia od B-barelu
a okolitej proteinovej matrice. Schopnost fluorescencie ale aj celkovo spektralna skala tychto
proteinov je taktiez determinovana B-barelovou kostrou a chemickou struktirou chromoféru.
Je mozné to popisat systémom n-konjugovanych elektrénov, priCom ¢im je tento systém
rozSirenejsi tym je emisia viac posunuta do Cervenej oblasti. Chromof6r sa tvori samocinne

bez ucasti kofaktorov a enzymatickych zloziek z vnitorného tripeptidu (Ser65-Tyr66-Gly67)
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prostrednictvom reakcii zahrnajucich cyklizaciu, dehydrataciu, oxidaciu a pripadne aj
hydrolyzu (Sample et al., 2009; Stepanenko et al., 2013).

Jednym z najpouzivanejSich fluorescencnych proteinov a zaroven prvym, ktory bol
mutacnou analyzou upravovany, je zeleny fluorescencny protein (GFP) pochddzajici
z bioluminiscentnej medizy Aequorea victoria. GFP je tvoreny 238 aminokyselinami a jeho
vel'kost je stanovena na 26,9 kDa. Protein ma krystalovu Struktiru a je zlozeny z B-barelu,
ktory ma valcovity tvar a pozostdva z 11 retazcov B-listu na vonkajSej strane a s a-hélixom
na vnutornej strane. GFP je vyuzivany ako reportérovy gén pri §tudii génovej expresie,
proteinovej lokalizécii a protein-proteinovych interakciach (Yang et al., 1996; Tsien, 1998).
Pocas stadii GFP bolo vytvorenych niekol’ko modifikacii, ktoré mali prispiet’ k efektivite
jeho vyuzivania. Takymito modifikaciami je napriklad uprava povodnych dvoch excitacnych
pikov s vinovymi dizkami 395 a 475 nm na jeden excitaény pik s vinovou dizkou 488 nm,
ktory je vo viditePnom rozsahu modrého svetla. Dalsou modifikaciou bol vyvoj novych
variant tohto proteinu pre roznorodejSie vyuzitie. V dneSnej dobre rozliSujeme zelenu
(EGFP), cydnovu (ECFP) a zltd (EYFP) variantu (E. Liu et al., 2011).

Vyuzitie fluorescenénych proteinov je znaCne rozSirené aj pri analyze cytoskeletu
v bunkéch. Fuzia tychto proteinov s cytoskeletalnymi komponentami zabezpecuje kvalitni
vizualizaciu Struktar ale aj dynamiky. V pripade aktinu je ako Standard pre vizualizaciu
aktinovych filamentov vyuzivana fuzia fluorescencnych proteinov s tzv. aktin viazicou
doménou €. 2 proteinu Fimbrinu (FABD2). AvSak je nutné vyuzivat prométory s nizkou
alebo miernou uGroviou expresie z dovodu, ze vysokad expresia reportéra GFP-FABD2-GFP
ma inhibicné UcCinky na rast buniek a orgdnov (Ketelaar et al., 2004; Colin et al., 2022).
Podobne aj v pripade mikrotubulového cytoskeletu je vizualizacia zalozena na konjugacii
fluoroforu s mikrotubuldrnym proteinom. Typickymi reportérmi pouzivanymi na
vizualizaciu je mikrotubulova vdazbova doména (MBD) ale aj priame oznacenie podjednotiek
tubulinu alfa 6 (TUAG6) a beta 6 (TUB6) fluorescencnym proteinom. MBD a uvedené TUA
podjednotky mozu byt’ fizované s roznymi fluorescencnymi proteinmi, ¢o sa uplatiuje pri
analyze organizdcie a dynamiky mikrotubulov. AvSak pri vyuziti tohto typu vizualizicie by
mala byt’ kontrolovana troven expresie, pretoze podla dostupnych vyskumov je zrejmé, ze
vysokd expresia v pripade pouzitia MBD moze mat vplyv na polymerizaciu, nukleaciu,

zvizkovanie a stabilizaciu mikrotubulov, ale aj na samotny vyvoj, priCom hrozia vyvojové
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defekty. V pripade pouzitia podjednotick TUA6 a TUB6, sa mozu vyskytnut' problémy
s kvantifikdaciou v dosledku, ze fluorescencny signal sa javi viac cytoplazmaticky. Avsak
v porovnani s reportérmi zalozenymi na MBD, markery TUA6 a TUB6 vykazuji menej
vedl'ajSich ucinkov na vyvojovy fenotyp. Okrem tychto markerov, ktoré sa vyuzivaju na
vizualizaciu celych mirkotubulov je taktiez mozné pouzit markery na vizualizaciu len

urcitych subdomén mikrotubulov (Ueda et al., 1999; Fache et al., 2010; Colin et al., 2022).

2.4.2 Faloidin

Jednou z moznosti znacenia cytoskeletu pre jeho ndslednu vizualizéciu je aj cyklicky peptid
faloidin a jeho fluorescencné derivaty. Patri do skupiny falotoxinov, zlozenych zo siedmych
podobnych peptidovych kruhov, izolovanych z muchotravky zelenej (Amanita phalloides)
(Pollard et al., 2017). Faloidin sa prednostne viaze na F-aktin a pdsobi na stabilizéciu aktinu,
¢im zabranuje jeho depolymerizacii (Fujino et al., 2010). Fluorescencna forma faloidinu je
aplikovand do rastlinnych buniek obvykle mikroinjekcne, kde ddjde k okamzitému
naviazaniu na aktin. AvSak vo vSeobecnosti nie je az tak Casto vyuzivany primarne z dovodu
problémov s prenikanim cez cytoplazmaticki membranu a inhibi¢nej funkcie, ked’ze faloidin
inhibuje migraciu chromozémov a vytvara abnormdlne deliace roviny (Seagull & Gunning,

1989; Schmit & Lambert, 1990).

2.4.3 Imunogold znacenie

Imunogold znacenie je technika podobna imunofluorescencnym technikdm. Imunogold
znacCenie, ako uz vychadza z nazvu, vyuziva imunoreaktivne proteiny konjugované so zlatom
na oznacCenie Specifickych bunkovych komponentov, ktoré si predmetom zauymu. Této
technika je vyuzivana na identifikaciu a lokaliziciu proteinov, antigénov, ale aj inych
makromolekil a poskytuje moznost’ vizualizacie tychto Struktur pomocou elektronového
mikroskopu na ultrastrukturalnej Grovni. Immunogold technika je vyuzivana aj pri
vizualizdcii Struktir a usporiadania cytoskeletu. Obvykle su vzorky najskor fixované
napriklad glutaraldehydom a ndsledne je aplikovand primdrna protildtka. Po nej nasleduje
sekunddrna protilitka konjugovand s koloidnym zlatom. Toto znalenie v spojeni
s elektronovou mikroskopiou umoziuje vizualizaciu s vac¢Sou presnostou a Specifickost'ou
v porovnani s inymi svetelnymi technikami (De Mey et al., 1982; Golberg & Rubinsky,
2013; Svitkina, 2016).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

Autoklavova indikdtorovd pdska, bakteriologicky filter s pérmi s velkostou 0,22 um,

filtracny papier, forma na pripravu gélu, hlinikovad f6lia, chirurgicka paska, kadicky,

magnetické miesadla, mikroskimavky, noznice, odmerné valce, Pasteurove pipety, parafilm,

pinzety, skalpel, skimavky typu Falkon, sterilné Petriho misky okrihle, sterilné Petriho

misky hranaté, sterilné Spicky

3.1.1 Pouzité chemikalie

1000x Gamborg’s vitamin solution (Duchefa Biochemie)
1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution (Duchefa biochemie)
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (Duchefa Biochemie)
Adenin (Sigma-Aldrich)

Dihydrogenfosforecnan draselny (Sigma Aldrich)

Dusi¢nan amoénny (Biochemica)

Dusi¢nan draselny (Sigma Aldrich)

Ethanol 96% (Tereos TTD)

Heptahydrat siranu hore¢natého (Sigma Aldrich)

Chlorid draselny (Sigma Aldrich)

Kinetin (Duchefa Biochemie)

L-glutamin (Duchefa Biochemie)

L-glutathion (Sigma- Aldrich)

MilliQ voda

Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie)

Myo-inositol (Duchefa Biochemie)
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Phire Hot Start Il DNA Polymeraza

5x Phire reakény pufor

Prolin (Sigma Aldrich)

Sachar6za (Sigma Aldrich)

Siran draselny (Sigma Aldrich)

Tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého (Sigma Aldrich)
Tetrahydrét siranu manganatého

Thiamin hydrochlorid (Sigma Aldrich)

Tikarcilin (Duchefa Biochemie)

Tween ® 20 (Sigma-Aldrich)

Vodovodna voda

3.1.2 Roztoky a média

Steriliza¢ny roztok (100 ml)

1 ml chlérnan sodny
50 ul Tween

Doplnit’ MilliQ H20 do 100 ml. Sterilizicia cez bakteriologicky filter s pérmi s velkostou
0,22 pm.

Roztok 2.4-D

Rozpustit’ 10 mg 2,4-D v 50 ul etanolu, pridanie 800 ul H2O a 150 ul 1M NaOH, zvortexovat
a doplnit’ do 10 ml H20. Steriliz4cia cez bakteriologicky filter s pérmi s vel'kostou 0,22 pm.

Skladovanie pri teplote -20°C.

Roztok kinetinu

Rozpustit’ 1 mg kinetinu v 20 ul 1M NaOH, zvortexovat’, doplnit’ do 10 ml H20. Sterilizicia
cez bakteriologicky filter s pérmi s velkost'ou 0,22 um. Skladovanie pri teplote -20°C.
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Zmes aminokyselin

6,65 g glutamin
0,83 g serin

0,004 g adenin
0,083 g L-glatation

Doplnit’ MilliQ H>O do 250 ml. Sterilizicia cez bakteriologicky filter s pérmi s vel'kost'ou
0,22 um. Skladovanie pri teplote 4°C.

B5H médium

3,1 g.I'' Gamborg s BS basal salt mixture
0,5 g1 KNO3

0,25 g1 MgSO4. 7 H,0

0,5 g.I'! prolin

30 g.I'! sachar6za

4,5 g.I'! Gellan gum

Doplnit’ MilliQ H>O, dprava pH na 5,7. Sterilizicia pomocou autokldvu. Po sterilizécii

vychladit’ na cca 55 °C a cez bakteriologicky filter pridat’
30 mLI"' zmes Aminokyselin

1 mgl!'24-D

0,1 mg.l‘1 kinetin

1 mLI"' 1000x Gamborg’s vitamin

B50 médium

3,1 g.I'! Gamborg’s B5 basal salt mixture

0,5 g.I'" KNOs3

28



0,25 g1 MgSO4 . 7 Hy0
0,5 g.I'! prolin

30 g.I'" sachar6za

4,5 g.1"" Gellan gum

Doplnit’ MilliQ H>O, dprava pH na 5,7. Sterilizdcia pomocou autokldvu. Po sterilizécii

vychladit’ na cca 55 °C a cez bakteriologicky filter pridat’:
30 mlLI" zmes Aminokyselin

1 mL1" Gamborg’s vitamin

MMS médium

4,3 g.I'' MS basal salt mixture

0,1 g.I'' myo-inositol

30 g.I'! sachar6za

4,5 g.I'" Gellan gum

Doplnenie MilliQ H2O, tprava pH na 5,7. Sterilizdcia pomocou autokldvu. Po sterilizacii

vychladnutie na cca 55 °C a pridat’:

1 mLI"' 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution

MS médium

4,3 g.I'' MS basal salt mixture

0,1 g.I'' myo-inositol

30 g.I'! sachar6za

4,5 g.I'! Gellan gum

Doplnenie MilliQ H>O, tprava pH na 5,7. Sterilizdcia pomocou autoklavu.

Tekuté LB médium
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25 g.I'' LB broth
Doplnenie MilliQ H2O. Sterilizdcia pomocou autoklavu

Tuhé LB médium

40 g.I'' LB broth s agarom

Doplnenie MilliQ H2O. Sterilizdcia pomocou autoklavu.
SH médium

3,2 g.I'" Schenk and Hildebrant basal salt mixture

30 g.I'! sachar6za

0,5 g.I'' MES

Kokultivaéné médium

10 mM MES (pH 5,6)
150 uM acetosyringon
10 mM MgCl
Doplnenie MilliQ H2O.

Sol'ny roztok — 300 mM NaCl

0,876 g NaCl
50 ml tekutého MS média

50x Tris-acetatovy pufor (TAE)

121 g Tris baza

28,55 ml kyselina octova
50 ml EDTA

421, 45 ml MilliQ H>O

Upravenie pH na 7,8.
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1x TAE
20 ml 50x TAE
1980 ml MilliQ H»O

1% Agardzovy gél

1 g Agarosa
100 ml TAE pufor

1 pl Midori Green

3.1.3 Pouzité pristroje

Analytické vdhy XA 110/2X (Radwag)

Automatické pipety

Autoklav (Stervap, MMM Group)

Elektromagneticka miesacka IKA combimag REO (Drehzahl Electronic)
Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

Konfokdlni laserovy skenovaci mikroskop (CLSM; LSM 710, Axio Imager Z2, Carl Zeiss

Germany)

Laboratérne vahy S1 502 (BEL Engineering)
Chladnicka LIE LCV 4010 (Schoeller)
Mikrocentrifiga Microfugel6 (Beckman Coulter)
Mraznic¢ka LIE G 5216 513L (Comfort)

PCR cycler T100 Thermal Cycler (BioRad)

pH meter PC 2700 (Eutech Instruments)

Skener (Image Scanner 11II)

Stereomikroskop Axio Zoom.V16 (Carl Zeiss)

31



Sterilny lamindrny box (Merci)
Vyrobnik deionizovanej vody Simplicity water purification system (Millipore)

3.1.4 Software na spracovanie vysledkov
CytoSpectre

Imagel

Microsoft Office 365

GraphPad Prism

ZEN 2.3 SP1 — black edition (Carl Zeiss)

ZEN 3.5 —blue edition (Carl Zeiss)

Image Lab 4.0.1.

3.1.5 Rastlinny material
Rastliny M. sativa:
e tagRFP-TUAG6
e GFP-FABD2
e RSY

e tagRFP-TUAG6 in GFP-FABD2
e GFP-FABD?2 in tagRFP-TUA6

Rastliny Nicotiana benthamiana (N. benthamiana)
3.1.6 Bakterialny material

Agrobacterium tumefaciens nesuci konstrukty:

e 35S::tagRFP:TUAG
e 35S::GFP:FABD2

3.2 Metody

3.2.1 Priprava BSH média
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Do 1000 ml kadicky bolo pridanych 850 ml MilliQ vody aza stileho mieSania na
magnetickej mieSacke pomocou magnetického miesadla boli pridané Gamborg’s basal salt
mixture, KNO3, MgS0O4 . 7 H20. Nasledne bol pridany prolin, sacharéza, Gellan gum
a objem bol doplneny na 1000 ml MilliQ vodou. Po premiesani vSetkych zloziek bolo pH
upravené na 5,7 pomocou 1 M a 0,1 M KOH. Médium bolo rozliate do 1000 ml sklenenych
flia§ po 500 ml a sterilizované v autokldve. Po sterilizacii bolo médium ochladené na
priblizne 60°C a do takto vychladeného média bola v lamindrnom boxe (flowbox), za
sterilnych podmienok pridand zmes aminokyselin, hormény (2,4-D a kinetin), 1000x
Gamborg s vitamin a antibiotikum Tikarcilin (500 pg.ml™') na prevenciu proti bakteridlnym
infekciam. Uvedené zlozky pridavané az po sterilizacii v autoklave boli vopred prefiltrované
cez bakteriologicky filter s pérmi o vel'kosti 0,22 pm. 500 ml média so vSetkymi zlozkami
bolo rozliate po 25 ml do 20 sterilnych okrihlych Petriho misiek. Ak médium nebolo

okamzite pouzité, bolo sterilne skladované v chladnicke pri teplote 4°C.

3.2.2 Priprava B50 média
V 1000 ml kadicke bolo do 850 ml MilliQ vody pridané Gamborg’s basal salt mixture,

KNO3, MgSO4 . 7 H2O za staleho mieSania na magnetickej mieSacke. Po par mindtach
miesania bol pridany prolin, sachar6za, Gellan gum a objem bol doplneny do 1000 ml MilliQ
vodou. pH média bolo pomocou 1M a 0,1 M KOH upravené na hodnotu 5,7. Pripravené
médium bolo rozliate do 1000 ml sklenenych flias po 500 ml a sterilizované v autokldve. Po
sterilizdcii bolo vychladené na cca 60 °C a za sterilnych podmienok v lamindrnom boxe bol
pridany 1000x Gamborg’s vitamin, zmes aminokyselin a Tikarcilin (500 ug.ml!), ktoré boli
vopred prefiltrované cez bakteriologicky filter s pérmi o velkosti 0,22 um. Médium bolo
rozliate po 25 ml do sterilnych okrihlych Petriho misiek a skladované pre d’alSie pouzitie

v chladnicke pri teplote 4°C.

3.2.3 Priprava MMS média

Do 1000 ml kadi¢ky bolo pridanych 850 ml MilliQ vody, MS basalt salt mixture, myo-
inositol, sachar6za a nasledne Gellan gum, za staleho mieSania na magnetickej mieSacke.
Objem bol doplneny MilliQ vodou na 1000 ml a pH upravené na 5,7 pomocou 1M a 0,1 M
KOH. Nasledne bolo médium rozliate po 500 ml do 1000 ml sklenenych flias a sterilizované

v autoklave. Po sterilizacii a ochladeni média na cca 55°C bolo do média v sterilnych
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podmienkach v lamindrnom boxe pridané 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution a
Tikarcilin (500 ug.ml™). Pripravené médium bolo rozlievané do sterilnych hranatych Petriho

misiek po 50 ml a skladované pri teplote 4°C v chladnicke pre dalSie pouzitie.

3.2.4 Priprava MS média

V 1000 ml kadicke bolo zmiesanych 850 ml MilliQ vody za staleho mieSania na magnetickej
mieSacke spolu s MS basalt salt mixture, sachar6zou a Gellan gum. Nasledne bol objem
doplneny na 1000 ml a po rozmiesani vSetky zloziek bolo pH upravené pomocou 1M a 0,1
M KOH na hodnotu 5,7. Médium bolo rozliate do dvoch 1000 ml sklenenych flias po 500 ml
a sterilizované v autokldve. Po sterilizdcii bolo vychladené na cca 55°C a v sterilnych
podmienkach v lamindrnom boxe doplnené o antibiotikum Tikarcilin (500 pg.ml™).
Pripravené médium bolo rozliate do hranatych sterilnych Petriho misiek po 50 ml. Médium

bolo skladované v chladnicke pri teplote 4°C.

3.2.5 Priprava tekutého MS média
Do 600 ml kadicky bolo pridanych priblizne 400 ml MilliQ vody a za staleho mieSania

pomocou magnetického miesadla boli pridané MS basal salt mixture a sacharéza. Nésledne
bol objem doplneny pomocou odmerného valca MilliQ vodou na objem 500 ml a pH bolo
upravené na hodnotu 5,7 pomocou 1M a 0,1 M KOH. Pripravené médium bolo naliate do
sklenenej flase sobjemom 1000 ml a sterilizované v autokldve. Po steriliz4cii bolo

skladované vo flasi v chladnicke pri teplote 4°C.

3.2.6 Priprava tekutého MS média s pridavkom NaCl

Z vopred pripraveného tekutého MS podla kapitoly 3.2.5, bolo odobranych 50 mililitrov do
skimavky typu falkon. Bola vypocitand navazka NaCl na vyslednd koncentraciu
300 mmol.1 !, ktord bola pridan do 50 ml tekutého MS média. Nésledne to bolo premiesané

pomocou vortexu. Pripraveny sol'ny roztok bol skladovany v chladnicke pri teplote 4°C.

3.2.7 Priprava tekutého LB média

Do kadicky s 500 ml MilliQ vody bolo za staleho mieSania na magnetickej mieSacke pridané
zodpovedajice mnozstvo LB broth. Po premiesani bolo pH upravené na hodnotu 7,2

pomocou 1M a0,1 M KOH. Takto pripravené médium bolo v 1000 ml sklenenej fTasi
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sterilizované v autokldve a ndsledne ponechané na stole na ochladnutie a nakoniec

uskladnené v chladnicke pri 4°C na d’alSie pouzitie.

3.2.8 Priprava tuhého LB média
V kadicke s objemom 600 ml bolo pridanych 500 ml MilliQ vody a za staleho mieSania na

magnetickej mieSacke bolo pridanych 20 g LB broth s agarom. Takto pripravené médium
bolo preliate do sklenenej fTase a sterilizované v autoklave. Po ochladnuti na priblizne 60°C
bolo rozliate po 25 ml do okrihlych sterilnych Petriho misiek vo flowboxe. Na dalSie

pouzitie bolo skladované v chladnicke pri 4°C.

3.2.9 Priprava SH média

V 600 ml kadicke bolo zmieSanych na magnetickej mieSacke 400 ml MilliQ vody,
s navazkami na 500 ml, Schenk and Hildebrant basal salt mixture, sachar6za a MES. Po
premiesani bol za pomoci odmerného valca doplneny objem MilliQ vodou na 500 ml. pH
bolo upravené na 5,7 pomocou 1M KOH. Médium so spradvnym pH bolo v 1000 ml sklenenej
flas1 autoklaované. Po sterilizacii sa nechalo vychladnat na priblizne 55°C a v sterilnych
podmienkach sa pridalo 1000X Schenk and Hildebrant vitamin solution. Hotové médium

bolo skladované v chladnicke pri 4°C.

3.2.10 Priprava kokultivacného média

Boli pripravené zdsobné roztoky 100 mM MES s pH 5,6, 100 mM MgCl; a 150 mM
acetosyringon, ktoré boli sterilizované vo flowboxe pomocou bakteriologického filtra pérmi
s vel'kostou 0,22 pm. Z jednotlivych roztokov bolo odobrané vypocitané mnozstvo do falkon
skiimavky a nasledne bol objem doplneny na 50 ml sterilnou MilliQ vodou. Takto pripravené

médium bolo nasledne pouzivané pri tranzientnej transformacii listov tabaku.

3.2.11 Transformacia Medicago sativa

Na transformdciu boli zvolené dve linie M. sativa, GFP-FABD?2 linia a tagRFP-TUAG® linia,

ktoré boli pestované vo fytotrone v in vivo podmienkach.

3.2.11.1 Priprava baktérii Agrobacterium tumefaciens
Glycerolovy roztok s baktériami Agrobacterium tumefaciens, kmen GV3101 s prislusSnymi

vektormi je skladovany v mraznicke pri teplote — 80°C. Za sterilnych podmienok bolo z tohto
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roztoku sterilnou Spickou odobranych 30 pl a prenesenych aj so Spickou do 50 ml skimavky
typu Falcon s 10 ml LB média so selekénymi antibiotikami. 5 ml sterilného LB média bez
antibiotik bolo odlozené a pouzité neskor ako blank. Suspenzia bola ponechand v inkubétore
v tme, priblizne 24 hodin pri teplote 28°C a 180 otackach za mindtu. Po 24 hodinéch bola
kontrolovand optickd hustota za pomoci spektrofotometra. Po dosiahnuti optickej hustoty
baktérii pri 600 nm (ODeoo) medzi 0,8-1,5 boli bunky centrifugéciou pri 3000 g po dobu 5
minut pri laboratérnej teplote separované od média. Po separdcii bol supernatant odliaty do
odpadu a bakteridlne bunky boli resuspendované v ¢istom LB médiu pre dosiahnutie opticke;j

hustoty ODgoo = 0,7.

3.2.11.2 Sterilizacia listovych explantatov Medicago sativa

Na transformaciu boli pouzité rastliny dvoch linii M. sativa, rastice v in vivo podmienkach
vi fytotrone. Z vrchnej Casti rastlin boli odobraté zdravé mladé listy, do skimavky typu
Falcon (50 ml), ktord bola naplnend nesterilnou vodou. Po odobrati rastlinného materialu,
boli listy sterilizované v lamindrnom boxe najskor vo Falcon skiimavke so 70% etanolom po
dobu priblizne 10 sekund. Nésledne boli listy pomocou sterilnej pinzety presunuté do Falcon
skiumavky so sterilnym roztokom Tweenu na dobu 1 mintty. Poslednym krokom sterilizécie
bolo presunutie listov do sterilizacného roztoku (1% hypochlorid sodny + 0,05% tween),
v ktorom boli pretrepdvané 1,5 minudty. Po sterilizdcii boli listy trikrat prepldchnuté

v sterilnej MilliQ vode.

3.2.11.3 Transformacia listovych explantatov Medicago sativa

Na transformaciu boli pouzité pripravené sterilné listy, ktoré sa pomocou skalpelu rozrezali
na polovicu a vlozili sa do 12 ml SH média v 50 ml Falcon skiimavke. Do skimavky s SH
médiom a listovymi explantdtmi boli pridané 3 ml kultiry Agrobacterium tumefaciens.
Explantaty spoloc¢ne s bakterialnou kultirou boli dobre premiesané a potom nechané v pokoji
a tme po dobu 30 mintit. Nasledne boli explantaty prenesené na sterilny filtraCny papier pre
odstranenie nadbytocného média. Inokulované listy boli prenesené na okrihle Petriho misky
s BSH médiom. Pripravené misky s explantidtmi boli ponechané na kultiviciu vo fytotrone,
kde boli z dovodu znizenia intenzity svetla, prekryté jednou vrstvou filtracného papiera.

Kultivécia prebiehala 7 dni pri 24°C, fotoperidde 16 hodin svetlo, 8 hodin tma a pri intenzite
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svetla priblizne 30 pE-m2s?'. Po kultivicii boli explantity premyté na odstranenie

bakteridlnej kultdry v sterilnej vode.

3.2.11.4 Regeneracia rastlin procesom somatickej embryogenézy

Z premytych listovych explantatov bola odstranena prebyto¢na voda pomocou sterilného
filtracného papiera a nasledne boli prenesené na Petriho misky s BSH médiom so selekénymi
antibiotikami. Petriho misky s explantitmi boli kultivované vo fytotrone pri 24°C,
fotoperiéde 16 hodin svetlo, 8 hodin tma a pri intenzite svetla priblizne 30 uE-m2-s™! po dobu
troch tyzdiiov. Po indukcii kalogenézy boli dobre vyvinuté kalusy prenesené na B5S0 médium
so selekénymi antibiotikami, na vyvoj embryi, ktoré boli v torpédovitom §tadium prenesené
na hranaté Petriho misky s MMS médiom. Po vyvinuti korena boli mladé rastlinky prenesené
na hranaté Petriho misky s MS médiom pre dokoncenie vyvoja. Nasledne boli oznacCené a

udrzované v in vitro podmienkach na MS médiu.

3.2.12 Tranzientna transformacia Nicotiana benthamiana

Na tranzientnu transformdciu boli vyuzivané priblizne mesiac staré rastliny Nicothiana
benthamiana s dobre vyvinutymi listami. Jedna rastlina bola transformovana konstruktom
358::GFP::FABD?2 a druha konstruktom 35S::tagRFP:TUAG6. Cely postup je rozdeleny do
dvoch dni, pocas ktorych boli pripravované transformované rastliny a d’alSie dva dni bola

vykonana mikroskopickd analyza.

3.2.12.1 Priprava bakterialnych kultir

Cely postup prace bol vykondvany v sterilnom flowboxe. Do vopred oznacenych falkon
skimaviek s objemom 50 ml bolo pridanych 10 ml pripraveného LB média, spolocne so
selekénymi antibiotikami (vysledna koncentracia antibiotik: rifampicin 100 pg/ml,
kanamycin 25 pg/ml) a20 ul glycerolového inokula A. tumefaciens s prisluSnymi
konstruktami. Glycerolové inokulum bolo uskladnované v mraznicke pri teplote - 80°C. Pred
pouzitim sa nechalo rozmrazit na l'ade a nasledne bolo opat vratené do mraznicky po
zvortexovani a zmrazeni v tekutom dusiku. Skumavky s LB médiom a baktériami boli
umiestnené na trepacke a kultivované cez noc pri 28°C, 180 RPM. Cast LB média
s antibiotikami bola kultivovana bez baktérii a sluzila ako negativna kontrola a ndsledne ako

blank v d’alSom postupe.

37



3.2.12.2 Infiltracia listov Nicotiana benthamiana

Rastliny N. benthamiana boli prenesené z fytotronu a zaliate vodou dve hodiny pred
transformdciou, aby doslo k otvoreniu prieduchov na spodnej strane listov. V bakteridlnych
kultdrach, ktoré boli cez noc kultivované, bola zmerané opticka hustota pri vinovej dizke 600
nm (ODsoo) a ako blank bolo pouzitych 0,5 ml LB média s antibiotikami. Po namerani
absorbancie v rozsahu 0,5-1,5 bolo zo skimaviek vypocitané mnozstvo kultiry, ktoré bolo
odobrané a scentrifugované podla vzorca: (x . ODp)/ ODn, kde x je objem kokultiva¢ného
média, ktoré chceme pouzit' (2 ml), ODp je pozadované OD s hodnotou 0,5 a ODn je
namerané OD. Centrifugécia prebehla pri 4000 x g, 10 min, pri 4°C. Supernatant bol odliaty
a vzniknuty pelet bol rozsuspendovany v2 ml kokultivatného média. Nasledne bola
bakteridlna suspenzia inkubovand 2 hodiny v tme, pri pokojovej teplote (RT).

Po inkubdcii bola bakteridlna suspenzia infiltrované do listov N. benthamiana. Suspenzia
bola nasata do injekcnej striekacky, ktora bola prilozena k spodnej strane listu a pomaly pri
slabom tlaku bola suspenzia vtlacovana do listu. Ako negativna kontrola bolo rovnako
aplikované Cisté kokultivacné médium. Nasledne bola infiltrovana plocha listu oznaCena
fixkou a listy farebnou paskou na rozliSenie. Po infiltracii a oznaCeni boli rastliny prikryté
ciernym igelitovym sackom a ukryté na temné miesto v laboratériu. Na druhy den boli

rastliny prenesené do fytotronu.

3.2.12.3 Mikroskopicka analyza tranzientnej transformacie Nicotiana

benthamiana

Po 48 hodindch boli z listov vystrihnuté infiltrované plochy aznich boli pripravené
preparaty s pouzitim podlozného skla, krycieho skla a vody. Preparity boli pozorované
pomocou konfokdlneho laserovacieho skenovacieho mikroskopu LSM710 (Carl Zeiss)
s vyuzitim objektivu Plan-Apochromat 20x/0,8 NA, s fluorescencnou excitaciou pomocou
laseru 488 nm a detekciou fluorescencie v rozmedzi 500-560 nm a laseru 561 nm a detekciou
fluorescencie v rozmedzi 582-656 nm. Mikroskopicka analyza bola zopakovand rovnako po

72 hodinach od infiltracie.

3.2.13 Priprava mikroskopickych preparatov

Mikroskopické prepardty z rastlin M. sativa boli pripravované za sterilnych podmienok
v laminarnom boxe z in vitro linii. Na dlhsie okraje podlozného skla boli nalepené pruzky
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obojstrannej pasky a uprostred medzi pasky bolo nanesenych pomocou pipety priblizne
150 pl tekutého MS média. Nasledne bola z rastliny odrezana Cast’ korenia, listu alebo stonky,
ktora bola prenesend do média a prikryta opatrne krycim sklickom. Na takto pripravenych
prepardtoch bola vykonand mikroskopickd analyza s vyuzitim primarne objektivu Plan-
Achromat 20x/0,8 NA a ndsledne objektivu Plan-Apochromat 40x/1,4 Oil DIC M27
s fluorescencnou excitaciou pomocou laseru 488 nm a detekciou fluorescencie v rozmedzi

500-560 nm a laseru 561 nm a detekciou fluorescencie v rozmedzi 582-656 nm.

3.2.14 Sol'ny stres

Z rastlin jednotlivych linii boli odrezané nové korene, ktoré boli polozené na pripravené
podlozné sklicka s tekutym MS médiom a prikryté krycim sklickom. Takto pripravené
preparaty boli najskdr nasnimané pomocou konfokdlneho mikroskopu s vyuzitim objektivu
Plan-Achromat 20x/0,8 NA M27 s fluorescencnou excitaciou pomocou laseru 488 nm
a detekciou fluorescencie v rozmedzi 500-560 nm a laseru 561 nm a detekciou fluorescencie
v rozmedzi 582-656 nm. Nésledne bol perfuziou aplikovany solny roztok (300 mM NaCl)
priamo na prepardt v mikroskope. Po aplikdcii bola sledovand plazmolyza buniek v koreni
v meristematickej az elongacnej zoéne po dobu 30 minat v intervaloch 10 minit. Po 40
mindtach bol nasnimany detail buniek za pomoci objektivu Plan-Apochromat 40x/1,4 Oil

DIC M27 s rovnakou fluorescenc¢nou excitaciou, ako pri predchadzajucom objektive.

3.2.14 Colony PCR

Colony PCR (polymerazova retazova reakcia) je metoda na rychly skrining kolonii kvasiniek
alebo baktérii, ktoré rastli na selektivnych médidch po ich transformécii. Touto metddou je
mozné overit pritomnost’ pozadovaného konstruktu alebo amplifikovat’ Cast’ konstruktu. V
tejto praci colony PCR metdda sluzila prave na overenie pritomnosti dvoch konstruktov
(358::GFP::FABD2, 35S::tagRFP:TUA6) v baktéridch A. tumefaciens. Baktérie boli
kultivované na tuhom LB médiu so selek¢nymi antibiotikami po dobu 48 hodin. Z
narastenych kolonii bolo nahodne zvolenych niekolko, ktoré boli prenesené pomocou
plastovej sterilnej pipetovej Spicky do 10 ul PCR vody. Nasledne bola pripravena reakcna
PCR zmes podl’a tabulky ¢. 1. Na amplifikaciu boli pouzité priame a spitné primery uvedené
v tabul’ke ¢. 3. Pomocou automatickej pipety bolo do PCR skimaviek napipetovanych 9 ul

reakcnej zmesi a 1 pl vzorky z transformovanych kolonii. PCR reakcia prebiehala v PCR
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termocykleri s nastavenim podla tabulky ¢. 2. Vysledny PCR produkt bol overeny

prostrednictvom DNA agar6zovej elektroforézy.

Tab. 1: ZloZenie PCR reakénej zmesi pre Phire Hot Start I DNA polymerazu

Pouzité chemikalie Mnozstvo
PCR voda 4,6 ul
5x Phire reakény pufor 2ul
Priamy primer 1ul
Spétny primer 1 ul
Phire Hot Start II DNA Polymeraza 0,2

10 mM dNTP 0,2
Celkovy objem reakcie 9ul

Tab. 2: Teplotny program Colony PCR s pouzitim Phire Hot Start Il DNA polymerazy

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Vstupna Denaturacia 98°C 5 min 1
Denaturacia 98°C 5s
Nasadanie primerov 72°C/61,7°C 5s 40
Elongacia 72°C 15s
Finalna elongacia 72°C 1 min 1
Schladenie 4°C

Tab. 3: Pouzité primery pre amplifikaciu pozadovanych tisekov DNA.

Nazov primeru

5°-3” sekvencia

tagRFP70008-FN
tagRFP70008-RN
GFPfwlcomplemSeqReGFP1f
GFPrev2complemSeqFwGFP1

AAGAAGACTTCCATGAGCGAGCTGATTAAGGAGAAC
TTGAAGACAACATTCTTGTGCCCCAGTTTGCTAG
GAT GCC ACC TAC GGC AAG

GGG TGT TCT GCT GGT AGT G
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3.2.15 Agarézova gélova elektroforéza

Agar6zova gélova elektroforéza je metdéda pouzivana na rozliSenie fragmentov DNA na
zéklade ich molekulovej hmotnosti. Je dané, ze mensie fragmenty migruji v géle rychlejsSie
oproti vacsim. Na agardzovu gélovu elektroforézu bol vyuzivany 1% agardzovy gél s 15
jamkami. Do jednotlivych jamiek bolo nanesenych 10 pul PCR produktu a do prvej 10 ul
DNA ladderu. Elektroforéza prebiehala po dobu 30 mindt pri 400 mA a 100 V. Po 30

mindtach bol gél vyvolany.

3.2.16 Kvalitativna a kvantitativna analyza

Na kvalitativnu analyzu orientdcie mikrotubulov a aktinovych mikrofilamentov v r6znych
rastlinnych orgdnoch, ale aj na analyzu zmien ich orientdcie vplyvom stresu bol pouzity
program CytoSpectre. Kvantitativna analyza bola vykonana pouzitim programu Imagel
pomocou makra FibrilTool, podla publikacie Boudaoud et al. (2014). Nasledne bola
kvantitativna analyza Statisticky vyhodnotend v programoch GraphPad Prism a Microsoft

Excel.

3.2.16.1 Kvalitativna analyza v programe CytoSpectre

CytoSpectre je plne automatizovany néstroj, ktory umoznuje kvantifikovat’ orientaciu
Struktir na mikroskopickych snimkach. Tento program je zalozeny na spektralnej analyze
a Fourierovej transformécii (Kartasalo et al., 2015). Znasnimanych mikroskopickych
snimok, pomocou konfokdlneho laserového skenovacieho mikroskopu, objektivom Plan-
Apochromat 40x/1,4 Oil DIC M27 boli pripravené vyrezy samostatnych buniek, ktoré boli
orientované tak, aby bolo usporiadanie cytoskeletalnych komponentov vyhodnocované vzdy
vzhl'adom k najdlhsej osy danej bunky. Tato uprava bola aplikovana pred analyzou vo
vSetkych zahrnutych aktinovych aj mikrotubulovych transgénnych liniach. Vysledky analyzy

tohto programu su zobrazované ako kruhové grafy.

3.2.16.2 Kvantitativna analyza cytoskeletu

Vramci kvantitativnej analyzy bol hodnoteny stupeil usporiadania mikrotubulov
a aktinovych mikrofilamentov meranim anizotropie, ktord porovnava vyskyt dominantnych
mikrotubulov a aktinovych mikrofilamentov vzhladom na orientaciu hlavnej osy bunky.

Numericky vysledok anizotropie nadobtiida hodnoty od O (iplnd izotropia — rovnomerné
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rozlozenie bez prevladajiicej orientacie) po 1 (dokonala anizotropia — determinované
usporiadanie podla jednej orientacie). Na tuto analyzu bolo pouzité makro FibrilTool
v programe ImageJ. Vo vybranych bunkdch boli pomocou ndstroja Polygon zvolené oblasti
zdujmu (ROI), tak aby sa vynechali okraje buniek, kde casto byva signal saturovany.
Nasledne sa v tejto oblasti pouzil priamo nastroj FibrilTool, ktory stanovil numericka

hodnotu anizotropie. Tieto hodnoty boli prevedené do grafov v programe Microsoft Excel.

3.2.16.3 Statisticka analyza

Po kvantitativnej analyze stupiia usporiadania mikrotubulov a aktinovych mikrofilamentov
meranim anizotropie boli ziskané udaje z programu ImageJ Statisticky vyhodnotené
pomocou programu GraphPad Prism. V tomto programe bol zvoleny One-way ANOVA test
a Tukey’s multiple comparisons test (P < 0,05), priCom boli vzdy porovnavané vsetky
sledované skupiny medzi sebou. Po prevedeni uvedenych testov boli ziskané ciselné
hodnoty, ktoré urdovali StatistickG preukaznost. Statisticky vyznamné rozdiely boli
zaznaCené do vopred pripravenych grafov v programe Microsoft Excel pomocou malych
pismen. V pripade, Ze rozdiel medzi jednotlivymi skupinami nebol Statisticky vyznamny,

v grafe je to oznacCené rovnakymi pismenami.
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4 VYSLEDKY

Této kapitola je zamerand na vyhodnotenie vysledkov dosiahnutych v rdmci experimentélne;]
casti diplomovej prace. V prvej Casti kapitoly su uvedené vysledky z analyzy pouzivanych
konstruktov pomocou metdody Colony PCR, overenie tychto konsStruktov tranzientnou
transformdciou rastlin N. benthamiana, v druhej Casti je popisana priprava transgénnych linif
rastlin M. sativa procesom stabilnej transforméacie a ich mikroskopicka analyza. Tretia Cast’
sa venuje vplyvu abiotického faktora, konkrétne sol'ného stresu, na cytoskelet rastlin M.

sativa a N. benthamiana.

4.1 Colony PCR

Colony PCR metéda tspesne overila pritomnost’ 35S::GFP::FABD2, 35S::tagRFP:TUA6
konstruktov v baktéridch A. fumefaciens pouzivanych na d’alSiu tranzientni transforméciu
Nicotiana benthamiana a stabilnu transformdciu transgénnych linii M. sativa. Vysledny PCR

produkt tejto analyzy bol overeny prostrednictvom DNA agar6zovej elektroforézy (Obr. 4).

v ~ > g .: ;"’ b
- - > i g 5 & s
A S & & B s & & & §
Ny S N I ° L 9 &S
< < & . v
5000 bp 5.000:bp
1500 bp 1500 bp
500 bp 500 bp
35S::GFP::FABD2 35S::tagRFP:TUAG

Obrazok 4. Analyza overenia pritomnosti konStruktov 35S::GFP::FABD?2, 35S::tagRFP:TUA6
metdédou Colony PCR. (A) 35S5::GFP::FABD2, (B) 35S::tagRFP:TUA6. Modry ramik zobrazuje
znacky jednotlivych konstruktov na 1% agar6zovom gély.
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4.2 Tranzientna transformacia N. benthamiana

Na overenie pouzivanych konsStruktov (35S::GFP::FABD2, 35S::tagRFP:TUA6) bola
prevedend tranzientnd transformdcia N. benthamiana. Ako negativna kontrola sluzili listy,
ktoré boli infiltrované Cistym kokultivatnym médiom. Tieto listy, ako sa ocakavalo,
nevykazovali pri mikroskopickej analyze fluorescencny signal ani v jednom z dvoch
sledovanych fluorescenénych kanalov (Obr. 5). Dalej boli listy transformované najskor
konStruktami samostatne, kde boli uz po 48 hodinach viditelné epidermdlne bunky s
expresiou jednotlivych konstruktov (Obr. 6). Nasledne boli listy d’al$ej rastliny infiltrované
kokultivacnym médiom, obsahujucim oba konstrukty sticasne (Obr. 7). Opat’ bola uspesnost’
tranzientnej transformdcie aj v tomto pripade mikroskopicky potvrdena uz po 48 hodinach
od infiltracie. Boli pozorované epidermélne bunky, ktoré obsahovali iba jeden z konstruktov,

ale aj bunky, ktoré niesli obidva konstrukty.

Obrazok 5. Negativna kontrola tranzientnej transformécie listov Nicotiana benthamiana. (A-C) 48
hodin po infiltracii Cistym kokultivabnym médiom, (D-F) 72 hodin po infiltracii cCistym
kokultivacnym médiom. (A,D) fluorescencny kandl pre tagRFP, (B,E) fluorescencny kanal pre GFP,
(C,F) prechéadzajice svetlo. Mierka 20 pm.
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Obrazok 6. Mikroskopickd analyza tranzientnej transformacie listov Nicotiana benthamiana
konstruktmi samostatne. (A) 48 hodin po infiltracii kokultivatnym médiom s konstruktom
358::GFP::FABD2, (B) 48 hodin po infiltracii kokultivatnym médiom s konstruktom
358::tagRFP:TUA6. (C) 72 hodin po infiltracii kokultivatnym médiom s kon§truktom
358::GFP::FABD2, (D) 72 hodin po infiltracii kokultivatnym médiom s konstruktom
358::tagRFP:TUAG. (A.C) fluorescencny kanal pre GFP, (B,D) fluorescencny kanal pre tagRFP.
Mierka 20 pm.
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Obrazok 7. Mikroskopicka analyzy tranzientnej transformadcie listov Nicotiana benthamiana oboma
konstruktami sucasne. (A-C) 48 hodin po infiltracii kokultivatnym médiom s konsStruktami
358::tagRFP:TUA6 a 35S::GFP::FABD2, (D-F) 72 hodin po infiltracii kokultivacnym médiom
s konstruktami 35S8::tagRFP:TUAG a 35S::GFP::FABD?2. (A D) fluorescencny kanal pre GFP, (B.E)
fluorescencny kanal pre tagRFP, (C,F) prekryv oboch fluorescencnych kanalov. Mierka 20 um.

4.3 Stabilna transformacia listovych explantatov rastlin Medicago sativa
4.3.1 Kultivacia Agrobacterium tumefaciens

Z glycerolového roztoku s baktériami Agrobacterium tumefaciens, kmen GV3101
s prislusnymi vektormi (35S::tagRFP:TUAG6 a 35S::GFP::FABD?2) bolo odobraté mnozstvo
30 ul a prenesené do tekutého LB média s obsahom selekénych antibiotik v 50 ml skimavke
typu Falcon. Bakteridlna suspenzia bola kultivovana v inkubétore v tme priblizne 24 hodin
pri teplote 28°C a 180 otackach za minutu. Po 24 hodindch a dosiahnuti optickej hustoty
(OD60o) medzi 0,8-1,5 boli bunky separované od média centrifugdciou a vzniknuty
supernatant odliaty do odpadu. Bakteridlne bunky boli resuspendované v Cistom LB pre

dosiahnutie optickej hustoty ODggo = 0,7.
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4.3.2 Transformacia listovych explantatov Medicago sativa

Zrastlin M. sativa transgénnych linii GFP-FABD?2 a tagRFP-TUAG6 rastucich v in vivo
podmienkach boli odobraté listy, ktoré boli sterilizované. Sterilné listové explantity boli
inokulované kultirou A. tumefaciens s prislusSnym vektorom a ponechané 30 minit v tme. Po
naslednom osuseni listovych explantatov na sterilnom filtracnom papieri boli prenesené na
Petriho misky s BSH médiom a ponechané sedem dni vo fytotrone prekryté filtracnym
papierom (Obr. 8 A-E). Listové explantity na Petriho miskach boli sedem dni po inokuldcii
premyté od bakteridlnej kultiry v sterilnej MilliQ vode a prenesené na nové BSH médium
(Obr. 9 A-E). Na kontrolu procesu transformacie sluzili listové explantaty z kultivaru Regen-
SY (netransgénna kontrola, RSY), a z tagRFP-TUA6 a GFP-FABD?2 (kontrolné jednoduché
transgénne linie), kde listové explantaty boli prenesené po sterilizdcii na BSH médium
a kultivované za rovnakych podmienok. Cely proces bol dokumentovany pomocou Zoom

stereomikroskopu.

GFP-FABI)2 Y tagRFP-TUA6

7

GFP-FABD?2 in tagRFP-TUA6 ) tagRFP-TUA6 in GFP-FABD2
= | .

Obrazok 8. Transformécia listovych explantatov rastlin Medicago sativa — listové explantéty 1. den
inokulédcie kultirou Agrobacterium tumefaciens. (A) kontrolnd linia Regen-SY (RSY), (B)
transgénna linia GFP-FABD2, (C) transgénna linia tagRFP-TUAG6, (D) transgénna linia tagRFP-
TUAG6 transformovana konStruktom 35S::GFP::FABD2. (E) transgénna linia GFP-FABD?2
transformovana konstruktom 35S::tagRFP:TUA6. Mierka 2000 pum.
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Obrazok 9. Transformdcia listovych explantatov rastlin Medicago sativa — listové explantaty 7 dni po
inokulécii kultirou Agrobacterium tumefaciens. (A) kontrolnd linia Regen-SY (RSY), (B) transgénna
linia GFP-FABD2, (C) transgénna linia tagRFP-TUAG6, (D) transgénna linia tagRFP-TUAG6
transformovana konstruktom 35S::GFP::FABD2, (E) transgénna linia GFP-FABD2 transformovana
konstruktom 35S::tagRFP:TUA6 Mierka 2000 yum.

4.3.3 Regeneracia transgénnych rastlin z listovych explantatov Medicago
sativa po transformacii Agrobacteriom tumefaciens

Po priblizne troch tyzdioch od kultivacie listovych explantitov na B5SH médiu bola
indukovana kalogenéza u vsetkych linii. Vytvorené kalusy boli prenesené na Petriho misky
s B50 médiom, na vyvoj somatickych embryi (Obr. 10). Po d’alsich troch tyzdnoch bola
pozorovand tvorba somatickych embryi, ktoré boli v torpédovitom §tadiu vyvoja prenesené
na hranaté Petriho misky s MMS médiom (Obr. 11). Po inicidcii vyvoja nadzemnej
a korenovej Casti zo somatickych embryf, boli mladé rastlinky prenesené na hranaté Petriho
misky s MS médiom pre dokoncenie vyvoja a nasledny rast a udrziavanie tychto vyvinutych
rastlin v in vitro podmienkach (Obr. 12). Proces kalogenézy a somatickej embryogenézy bol
zaznamenany pomocou Zoom stereomikrokopu a vyvinuté mladé rastlinky na MS médiu boli

dokumentované pomocou Skenera (Image Scanner I1I) a Zoom stereomikrokopu.
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Obrazok 10. Kalogenéza transgénnych linii Medicago sativa — kalusy priblizne 3 tyzdne po
inokuldcii kultdrou Agrobacterium tumefaciens. (A) kontrolnd linia Regen-SY (RSY), (B)
transgénna linia GFP-FABD2, (C) transgénna linia tagRFP-TUA®G, (D) transgénna linia tagRFP-
TUAG6 transformovana konStruktom 35S::GFP::FABD2 (E) transgénna linia GFP-FABD2
transformovana konstruktom 35S.::tagRFP:TUA6 Mierka 2000 pum.

GFP-FABD2

Obrazok 11. Embryogénne kalusy a somatické embrya linii Medicago sativa. (A,B) kontrolna
linia Regen-SY (RSY), (C,D) transgénna linia GFP-FABD?2, (E,F) transgénna linia tagRFP-
TUAG, (G,H) transgénna linia tagRFP-TUAG transformovana konstruktom 35S::GFP::FABD2
(I,J) transgénna linia GFP-FABD?2 transformovana konstruktom 35S::tagRFP:TUA6 (A,C,E,G.I)
Mierka 2000 um, (B,D,F,H,J) mierka 1000 pm.
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GFP-FABD2

Obréazok 12. Mladé rastlinky linii Medicago sativa po regeneracii somatickou embryogenézou na MS
médiu. (A) transgénna linia tagRFP-TUAG6, (B) transgénna linia GFP-FABD?2, (C) transgénna linia
tagRFP-TUAG6 transformovana konStruktom 35S::GFP::FABD2 (D) transgénna linia GFP-FABD2
transformovana konstruktom 35::tagRFP:TUA6. Mierka 2 cm.
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4.4 Mikroskopicka selekcia transformovanych linii Medicago sativa

Mladé rastlinky boli ponechané po transformdcii a naslednej regenerdcii procesom
somatickej embryogenézy v in vitro podmienkach na MS médiu. Tieto rastliny boli
selektované pomocou mikroskopickej analyzy s vyuzitim konfokdlneho mikroskopu
s objektivom Plan-Achromat 20x/0,8 NA M27 s fluorescenc¢nou excitaciou pomocou laseru
488 nm a detekciou fluorescencie v rozmedzi 500-560 nm a laseru 561 nm a detekciou
fluorescencie v rozmedzi 582-656 nm. Z transgénnej linie tagRFP-TUA6 in GFP-FABD?2,
kde bol do transgénnej linie GFP-FABD2 transformovany konstrukt 35::tagRFP:TUAG6 bolo
ziskanych 34 regenerovanych rastlin. V tychto rastlinach nedoslo vobec k expresii vlozeného
konstruktu a pri mikroskopicke;j analyze vykazovali len pritomnost GFP-FABD?2, ktory bol
produkovany konstruktom 35S::GFP::FABD2. Prejavil sateda len pdvodny konstrukt
materskej transgénnej rastliny (Obr. 13). V pripade druhej dvojitej transgénnej linie GFP-
FABD2 in tagRFP-TUAG6 bolo ziskanych 24 regenerovanych rastlin. Z tychto rastlin
vykazovali 4 pritomnost tagRFP-TUA6 ako dodkaz expresie pdvodného konstruktu
358::tagRFP:TUA6 materskej transgénnej rastliny, ¢o sa prejavilo Specifickym Cervenym
signdlom oznacujucim mikrotubuly (Obr. 14B). Avsak vo fluorescencnom kanali pre GFP
bol pozorovany len neSpecificky signal (Obr. 14A). Vo zvySnych 20 rastlinich pri
mikroskopickej selekcii boli viditeIné zeleno znacené aktinové filamenty Co potvrdzuje
pritomnost GFP-FABD?2 ateda expresie vneseného konsStruktu 35S::GFP::FABD2 (Obr.
14C), avsak vo fluorescencnom kanali pre tagRFP nebol pozorovany ziaden signal

(Obr. 14D). Ani jedna z rastlin nevykazovala pritomnost” oboch konstruktov sicasne.

Obrazok 13. Mikroskopickd selekcia transgénne;j linie tagRFP-TUAG6 in GFP-FABD?2. (A) Korenova
$picka, fluorescencny kanal pre GFP, (B) fluorescenény kanal pre tagRFP. Mierka 50 pm.
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Obréazok 14. Mikroskopickd selekcia transgénnej linie GFP-FABD2 in tagRFP-TUA®6. (A) korenova
Spicka, fluorescencny kanal pre GFP, a (B) fluorescencny kanal pre tagRFP. (C) Korenova $picka,
fluorescencny kanal pre GFP a (D) fluorescencny kanal pre tagRFP. Mierka 100 pm.
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4.5 Mikroskopicka analyza cytoskeletu v roznych organoch a pletivach

rastlin transgénnych linii Medicago sativa

Z rastlin transgénnych linii GFP-FABD2, tagRFP-TUA6, GFP-FABD?2 in tagRFP-TUAG6 a
tagRFP-TUAG in GFP-FABD?2 boli odobraté orgédny, z ktorych boli pripravené preparédty na
mikroskopiu. Konkrétne boli preparaty pripravované z listov, stopiek, stoniek a korenov.
Tieto rastlinné organy boli najskor zdokumentované na Zoom stereomikroskope a ndsledne

pomocou konfokdlneho laserového skenovacieho mikroskopu bol analyzovany v bunkich

cytoskelet. Ked’ze po selekcii ,,dvojité” transgénne linie vykazovali vzdy pritomnost len
jedného cytoskeletdlneho markera, v linilch GFP-FABD2 (Obr. 15), GFP-FABD?2 in
tagRFP-TUAG (Obr. 17), tagRFP-TUAG6 in GFP-FABD?2 (Obr. 19) boli dokumentované len
aktinové mikrofilamenty, a v linidch tagRFP-TUAG6 (Obr. 16) a GFP-FABD?2 in tagRFP-
TUAG6 (Obr. 18) naopak len mikrotubuly.

Obrazok 15. Mikroskopicka analyza aktinovych mikrofilamentov u linie GFP-FABD?2. (A) list, (B)
epidermalne bunky listu, (C) cast’ listu a stopka, (D) bunky stopky, (E) stonka, (F) epidermélne bunky
stonky, (G) koren, (H) bunky korena. (A, C, E, G) Zoom stereomikroskop. (B, D, F, H) Konfokalny
laserovy mikroskop, fluorescencny kanal pre GFP. (A) Mierka 2000 um. (B, D, F) Mierka 20 pum.
(C, G) Mierka 200 pm. (E) Mierka 500 um. (H) Mierka 100 pm. gipky ukazuji na aktinové vlakna
v bunkach.
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Obrazok 16. Mikroskopickd analyza mikrotubulov u linie tagRFP-TUAG. (A) list, (B) epidermalne
bunky listu, (C) cast’ listu a stopka, (D) bunky stopky, (E) stonka, (F) epidermalne bunky stonky, (G)
koren, (H) bunky korena. (A, C, E, G) Zoom stereomikroskop. (B, D, F, H) Konfokalny laserovy
mikroskop, fluorescencny kanal pre tagRFP. (A) Mierka 2000 pm. (B, F) Mierka 20 um. (C, G)
Mierka 200 pm. (D, H) Mierka 500 pm. (E) Mierka 500 pum. Sipky ukazuji na mikrotubuly
v bunkach.

Obrazok 17. Mikroskopicka analyza aktinovych mikrofilamentov u linie GFP-FABD?2 in tagRFP-
TUAG. (A) list, (B) epidermalne bunky listu, (C) Cast’ listu a stopka, (D) bunky stopky, (E) stonka,
(F) epidermalne bunky stonky, (G) koren, (H) bunky korena. (A, C, E, G) Zoom stereomikroskop.
(B, D, F, H) Konfokalny laserovy mikroskop, fluorescen¢ny kanal pre GFP. (A) Mierka 2000 pum.
(B, D, F, H) Mierka 50 um. (C, G) Mierka 200 pm. (E) Mierka 500 um. Sipky ukazuju na aktinové
vldkna v bunkach.
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Obrazok 18. Mikroskopickd analyza mikrotubulov u linie GFP-FABD?2 in tagRFP-TUAG6. (A) list,
(B) epidermalne bunky listu, (C) Cast’ listu a stopka, (D) bunky stopky, (E) stonka, (F) epidermaélne
bunky stonky, (G) koren, (H) bunky korena. (A, C, E, G) Zoom stereomikroskop. (B, D, F, H)
Konfokalny laserovy mikroskop, fluorescencny kanal pre tagRFP. (A) Mierka 2000 um. (B, F)
Mierka 20 pm. (C, G) Mierka 200 pm. (D, H) Mierka 100 um (E) Mierka 500 pm. Sipky ukazuju na
mikrotubuly v bunkéch.

Obrazok 19. Mikroskopickd analyza aktinovych mikrofilamentov u linie tagRFP-TUA6 in GFP-
FABD?2. (A) list, (B) epidermalne bunky listu, (C) ¢ast’ listu a stopka, (D) epidermélne bunky stopky,
(E) stonka, (F) bunky stonky, (G) koren, (H) bunky korena. (A, C, E, G) Zoom stereomikroskop. (B,
D, F, H) Konfokalny laserovy mikroskop, fluorescencny kanal pre GFP. (A) Mierka 2000 um. (B, D,
F, H) Mierka 50 pm. (C, G) Mierka 200 um. (E) Mierka 500 pm. (H) Mierka 100 pum. Sipky ukazuju
na aktinové vldkna v bunkdch.
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4.6 Kvalitativna a kvantitativna analyza cytoskeletu v r6znych organoch a
pletivach rastlin transgénnych linii Medicago sativa

Po kvalitativnej mikroskopickej analyze jednotlivych rastlinnych orgdnov bola pomocou
programu CytoSpectre kvalitativne analyzovand organizicia cytoskeletu. Konkrétne bola
analyzovand organizécia aktinovych vldkien v linidch GFP-FABD2 (Obr. 20), GFP-FABD2
in tagRFP-TUAG6 (Obr. 22) a tagRFPTUA6 in GFPFABD2 (Obr. 24). V linidch tagRFP-
TUAG6 (Obr. 21) a GFP-FABD?2 in tagRFP-TUAG6 (Obr. 23) bola analyzovana organizicia
kortikdlnych mikrotubulov. Analyzované bunky boli orientované tak, aby bolo usporiadanie
cytoskeletalnych komponentov vyhodnocované vzdy vzhl'adom k najdlhsej osy danej bunky.
Tato dprava bola aplikovand pred analyzou vo vSetkych zahrnutych aktinovych aj
mikrotubulovych transgénnych linidch. Analyza pomocou CytoSpectre zobrazuje vysledky
ako kruhové grafy, ktoré ukazali, ze orientacia aktinovych filametov sa v linidch zhodovala
najmé v bunkdch stonky u vSetkych linii (Obr. 20, 22, 24 - C1). V ostatnych orgdnoch sa
usporiadanie aktinovych filametov v analyzovanych bunkach znacne lisSilo. V pripade
mikrotubulovych linif bola v organizicii kortikdlnych mikrotubulov meranych buniek vel’ka
podobnost hlavne v bunkéch stonky, korena a stopky, avSak v bunkdch listu boli

mikrotubuly usporiadané najmenej pravidelne.

Uhol (stupne) Uhol (stupne) Uhol (stupne) Uhol (stupne)

Obrézok 20. Organizacia aktinovych mikrofilamentov v bunkach listu, stopky, stonky a korena linie
GFP-FABD2. (A) bunky listu, (B) stopky, (C) stonky a (D) korenovej Spicky. (A1-D1) Grafy
organizacie aktinovych mikrofilamentov zodpovedajice ozna¢enym bunkam v (A-D). Mierka 50 um.
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Obrazok 21. Organizacia mikrotubulov v bunkdch listu, stopky, stonky a korena linie tagRFP-TUA®.
(A) bunky listu, (B) stopky, (C) stonky a (D) korenovej Spicky. (A1-D1) Grafy organizécie
mikortubulov zodpovedajice ozna¢enym bunkam v (A-D). Mierka 50 um.

Uhol (stupne) Uhol (stupne) Uhol (stupne) Uhol (stupne)

Obrazok 22. Organizécia aktinovych mikrofilamentov v bunkdch listu, stopky, stonky a korena linie
GFP-FABD?2 in tagRFP-TUAG. (A) bunky listu, (B) stopky, (C) stonky a (D) korenovej Spicky. (Al-
D1) Grafy organizicie aktinovych mikrofilamentov zodpovedajice oznacenym bunkam v (A-D).
Mierka 50 ym.
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Obrézok 23. Organizédcia mikrotubulov v bunkéch listu, stopky, stonky a korena liniec GFP-FABD2
tagRFP-TUAG6. (A) bunky listu, (B) stopky, (C) stonky a (D) korenovej Spicky. (A1-D1) Grafy
organizacie mikortubulov zodpovedajice oznatenym bunkam v (A-D). Mierka 50 um.

Uhol (stupne) Uhol (stupne) Utol (stupne) Uhol (stupne)

Obrézok 24. Organizacia aktinovych mikrofilamentov v bunkach listu, stopky, stonky a korena linie
tagRFP-TUAG in tagRFP-TUAG. (A) bunky listu, (B) stopky, (C) stonky a (D) korenovej Spicky.
(A1-D1) Grafy organizicie aktinovych mikrofilamentov zodpovedajiice oznacenym bunkam v (A-
D). Mierka 50 pm.
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4.6.1 Kvantitativne vyhodnotenie cytoskeletu stanovenim anizotropie

Po analyze orientdcie mikrotubulov a aktinovych mikrofilamentov v programe CytoSpectre
bol kvantitativne hodnoteny stupen ich usporiadania meranim anizotropie, ktord porovnava
vyskyt dominantnych mikrotubulov a aktinovych mikrofilamentov vzhladom na
orientdciu hlavnej osy bunky. Numericky vysledok anizotropie nadobida hodnoty od 0
(Gplnd izotropia — rovnomerné rozlozenie bez prevladajicej orientacie) po 1 (dokonald
anizotropia — determinované usporiadanie podla jednej orientacie). Celd analyza bola robena
v programe ImageJ pomocou makra FibrilTool, podl'a publikdcie Boudaoud et al. (2014). Vo
vybranych bunkdch boli v programe pomocou ndstroja Polygon zvolené najskor oblasti
zaujmu (ROI) tak aby sa vynechali okraje buniek, kde ¢asto byva signél saturovany. Ndsledne
sa v ROI pouzil nastroj FibrilTool, ktory stanovil numerickd hodnotu anizotropie danej
oblasti. V linidch GFP-FABD2, GFP-FABD2 in tagRFP-TUA6 atagRFPTUAG6 in
GFPFABD2 bola vyhodnotend priemernd anizotropia aktinovych mikrofilamentov
(Obr. 25). V linidch tagRFP-TUA6 a GFP-FABD2 in tagRFP-TUA6 bola analyzovand
priemernd anizotropia kortikdlnych mikrotubulov (Obr. 26). Z kazdej linie sa analyzovali
listy, stopky, stonky a korene, kde boli ndhodne zvolené tri bunky, z ktorych bola stanovend
anizotropia. Hodnoty anizotropie boli ndsledne spriemerované a vlozené do grafu, kde boli
Statisticky vzhodnotené. Vysledky ukazujli, Ze najvacsie hodnoty anizotropie aktinovych
mikrofilamentov aj mikrotubulov boli v bunkdch stonky a stopky u vsetkych linii. Medzi
liniami v pripade aktinovych mikrofilamentov neboli pozorované ziadne Statisticky
vyznamné rozdiely pri analyze v listoch a naopak najvacsie rozdiely sa ukazovali v stopke.
Mikrotubuly v jednotlivych linidch vykazovali najmensie rozdiely v stopke, kde boli ziskané
hodnoty anizotropie takmer totozné. V d’alsich rastlinnych organoch je uz vidiet Statisticky
vyznamné rozdiely. Celkové porovnanie hodnodt priemernej anizotropie u mikrotubulov aj
aktinovych mikrofilamentov medzi orgdnmi, vykazovalo Statisticky vyznamné rozdiely

v oboch pripadoch.
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Obrazok 25. Kvantitativna analyza stupna usporiadania aktinovych mikrofilamentov meranim
anizotropie u linii: GFP-FABD2, GFP-FABD?2 in tagRFP-TUA6 a tagRFPTUA6 in GFPFABD2.
Stipce znazorfiuju priemernd hodnotu anizotropie v bunkéch listu, stopky, stonky a korefia. Useka
oznacuje smerodatnu odchylku. Malé pismena indikuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi
rastlinnymi organmi jednotlivych linii podla One-way ANOVA testu a Tukey’s multiple
comparisons testu (P < 0,05). N=3.

Anizotropia mikrotubulov
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Obrézok 26. Kvantitativna analyza stupfia usporiadania mikrotubulov meranim anizotropie u linif:
GFP-FABD2, GFP-FABD?2 in tagRFP-TUA6 a tagRFPTUAG in GFPFABD2. Stipce znazoriuju
priemernd  hodnotu anizotropie v bunkdch listu, stopky, stonky a korefia. Usetka oznaluje
smerodatnii odchylku. Malé pismena indikuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi rastlinnymi
organmi jednotlivych linii podla One-way ANOVA testu a Tukey’s multiple comparisons testu
(P <0,05). N=3.
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4.7 Sol'ny stres aplikovany na korene transgénnych linii Medicago sativa

Na experiment so sol'nym stresom boli zvolené tri linie, a to kontrolna linia RSY (Obr. 27),
linia produkujica GFP-FABD?2 k vizualiz4cii aktinovych mikrofilamentov (Obr. 28) a linia
produkujica tagRFP-TUAG6 k vizualizdcii mikrotubulov (Obr. 29). Z rastlin tychto linii
rasticich v in vitro podmienkach boli pripravené preparaty, odrezané korene polozené na
podlozné sklicko s tekutym MS médiom. Takto pripravené prepardty boli nasnimané na
konfokdlnom laserovom skenovacom mikroskope pri s vyuzitim objektivu Plan-Achromat
20x/0,8 NA M27 s fluorescencnou excitaciou pomocou lasera 488 nm as detekciou
fluorescencie v rozmedzi 500-560 nm, alasera 561 nm a s detekciou fluorescencie
v rozmedzi 582-656 nm. Na snimanie bol pouzity aj kanal pri prechddzajicom svetle.
Nisledne bol perfiiziou aplikovany 300 mmol.l"! roztok NaCl. V 10 mintitovych intervaloch
bol preparat snimany po dobu 40 minut. Uz po 10 minutach od aplikacie sol'ného roztoku
bola u vSetkych analyzovanych linii pozorovana plazmolyza buniek, ¢o naznacovalo aktivnu
reakciu buniek na dobre zvolent koncentriciu soli. Po 40 mindtach boli preparity pre
detailnejSie zobrazenie buniek snimané objektivom Plan-Apochromat 40x/1,4 Oil DIC M27
s fluorescencnou excitaciou pomocou laseru 488 nm a detekciou fluorescencie v rozmedzi
500-560 nm a laseru 561 nm a detekciou fluorescencie v rozmedzi 582-656 nm (Obr. 30). Je
mozné vidiet, ze po 40 minutach aktinové mikrofilamenty boli stale velmi dobre
pozorovatelné (Obr. 30 B,D), zatial ¢o vyskyt kortikdlnych mikrotubulov sa vyrazne

zredukoval a v bunkéch bol pozorovany difizny signél (Obr. 30 A,C).

Obrazok 27. Solny stres aplikovany na bunky korena linie Regen-SY. (A) Bunky korena pred

" aplikdciou 300 mmol.I"" NaCl a (B) bunky koretia 10 minut po aplikacii 300 mM NaCl. Modry
ramik (B) znazoriiuje vyrez zvigseny na (C). Sipky ukazuju na miesta plazmolyzy v bunkach.
Mierka 100 pm.
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Obrazok 28. Solny stres aplikovany na bunky korena linie GFP-FABD2. (A-C) Bunky korena
pred aplikdciou 300 mmol.I'" NaCl a (D-F) bunky korefia 10 minut po aplikacii 300 mM NaCl.
(A.D) prechadzajuce svetlo, (B,E) fluorescencny kanal pre GFP, (C.F) prekryv oboch kanalov.
Modry ramik (F) znazoriuje vyrez zviéseny na (G). Sipky ukazuju na miesta plazmolyzy
v bunkach. Mierka 100 um.

Obrazok 29. Solny stres aplikovany na bunky korena linie tagRFP-TUA6. (A-C) Bunky korena
pred aplikdciou 300 mmol.I'! NaCl a (D-F) bunky koretia 10 minut po aplikacii 300 mM NaCl.
(A.D) prechadzajuce svetlo, (B.E) fluorescencny kanal pre tagRFP, (C.F) prekryv oboch kanalov.
Modry ramik (F) znézorfiuje vyrez zviéseny na (G). Sipky ukazuji na miesta plazmolyzy
v bunkach. Mierka 100 um.
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tagRFP-TUAG6 © 40 min e GFP-FABD2 40 min

Obrazok 30. Bunky koretia linii tagRFP-TUA6 a GFP-FABD2 40 miniit po aplikdcii 300 mmol.l"!
NaCl. (A,C) bunky korena linie tagRFP-TUAG6 a (B,D) bunky korena linic GFP-FABD2. (A) prekryv
fluorescencného kanalu pre RFP a prechadzajiceho svetla, (B) prekryv fluorescencného kanalu pre
GFP a prechadzajiceho svetla. Mierka 20 pm.

4.8.1 Analyza zmien v usporiadani a organizacii cytoskeletu v reakcii na
sol’ny stres

Po stanoveni vhodnej koncentricie roztoku NaCl na 300 mmolLl”, bol experiment
zopakovany, ale tentokrdt s pouzitim konfokalneho laserového skenovacieho mikroskopu s
objektivom Plan-Apochromat 40x/1,4 Oil DIC M27 s fluorescen¢nou excitaciou pomocou
lasera 488 nm a detekciou fluorescencie v rozmedzi 500-560 nm alasera 561 nm a
s detekciou fluorescencie v rozmedzi 582-656 nm. Ziskané mikroskopické data
z koreniovych buniek boli spracované v programe CytoSpektre na stanovenie zmien
v orientdcii kortikdlnych mikrotubulov a aktinovych mikrofilamentov vplyvom sol'ného
stresu. Vysledky v podobe kruhovych grafov naznacuju, ze aktinové mikrofilamenty st viac
tolerantné na solny stres ako kortikdlne mikrotubuly. Ich organizicia pocas 30 mintt
poOsobenia nebola nijako vyznamne zmenend (Obr. 31). Pri kruhovych grafoch zobrazujicich
orientdciu kortildlnych mikrotubulov je mozné pozorovat vyraznu horizontalnu elipsu, ktora
je avsak sposobena tym, Ze po aplikacii soli doslo v priebehu Casu k postupnému rozpadu
kortikdlnych mikrotubulov a najsilnejsi signal bol zachyteny na plazmatickej membrane

(Obr. 32). Dalej bola kvantitativne vyhodnotend troveii usporiadania kortikdlnych
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mikrotubulov a aktinovych mikrofilamentov stanovenim anizotropie po vplyve sol'ného
stresu. Ziskané vysledky ukazujt, Ze v pripade aktinovych mikrofilamentov v linii GFP-
FABD2 nedoslom vplyvom sol'ného stresu po dobu 30 miniit k Statisticky vyznamnému
rozdielu v hodnotdch anizotropie (Obr. 33). V pripade kortikdlnych mikrotubulov v linii
tagRFP-TUAG su Statisticky vyznamné rozdiely hlavne v porovnani hodndt anizotropie pred
aplikdciou soli a hodndt anizotropie po aplikécii, priCom najvacsi je po 30 minutach od

aplikdcie. Rozdiely v hodnotédch anizotropie medzi samotnymi ¢asovymi tsekmi po aplikacii

soli uz boli Statisticky vyznamné najmi v porovnani 10 a 30 mindty (Obr. 34).

B @B

Obrazok 31. Kvalitativna analyza vplyvu 300 mmol.I"' roztoku NaCl na aktinové mikrofilamenty
v bunkach korena linie GFP-FABD?2 (A) pred aplikaciou sol'ného roztoku, (B) 10 min po aplikacii
sol'ného roztoku, (C) 20 min po aplikacii sol'ného roztoku a (D) 30 min po aplikacii sol'ného roztoku.
(A1-D1) Grafy organizicie aktinovych filamentov buniek z (A-D). (A-D) Zeleny fluorescencného
kandl pre GFP. (A-F) Mierka 10 um.
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Obrazok 32. Kvalitativna analyza vplyvu 300 mmol.I"' roztoku NaCl na kortikdlne mikrotubuly
v bunkach korena linie tagRFP-TUAG (A) pred aplikaciou soI'ného roztoku, (B) 10 min po aplikacii
sol'ného roztoku, (C) 20 min po aplikacii sol'ného roztoku a (D) 30 min po aplikacii sol'ného roztoku.

(A1-D1) Grafy organizdcie kortikdlnych mikrotubulov buniek z (A-D). (A-D) Cerveny
fluorescencného kanal pre tagRFP. (A-F) Mierka 10 um.

Anizotropia aktinovych mikrofilamentov po aplikacii 300 mmol.I" NaCl
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Obrazok 33. Kvantitativne vyhodnotenie drovne usporiadania aktinovych mikrofilamentov na
zéklade merania anizotropie po aplikdcif 300 mmol.I"! roztoku NaCl v linii GFP-FABD2, (B) tagRFP-
TUAG6. Malé pismena indikuju Statisticky vyznamné rozdiely v ¢asovych intervaloch od aplikacie
roztoku NaCl podl'a One-way ANOVA testu a Tukey’s multiple comparisons testu (P < 0,05). N=4.
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Anizotropia mikrotubulov po aplikacii 300 mmol.l" NaCl
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Obrazok 34. Kvantitativne vyhodnotenie tirovne usporiadania mikrotubulov na zdklade merania
anizotropie po aplikdcii 300 mmol.lI"! roztoku NaCl v linii GFP-FABD2, (B) tagRFP-TUA6. Malé
pismena indikuju Statisticky vyznamné rozdiely v ¢asovych intervaloch od aplikacie roztoku NaCl
podl'a One-way ANOVA testu a Tukey’s multiple comparisons testu (P < 0,05). N=4.

4.8 SolI’'ny stres aplikovany na listy tranzientne transformovanych rastlin

Nicotiana benthamiana

Listy rastlin N. benthamiana boli tranzientne transformované baktériami A. tumefaciens
nestce konstrukty: 35S::GFP::FABD2, 35S::tagRFP:TUA6. Z tychto listov bola 72 hodin
po transformacii odobrata Cast, z ktorej bol pripraveny pomocou podlozného skla, krycieho
skla a kvapky vody mikroskopicky preparat. Listy, ktoré vykazovali pritomnost oboch
konstruktov boli nasnimané a nasledne d’alej pouzité na experiment so solnym roztokom
(Obr. 37). Na listy bola perftziou aplikovand rovnaka koncentracia roztoku NaCl, ako pri M.
sativa (300 mmol.1""). Na mikroskopicki analyzu bol pouzity konfokdlny mikroskop a
objektiv Plan-Achromat 20x/0,8 NA M27 s fluorescencnou excitaciou pri 488 nm
a detekciou fluorescencie v rozmedzi 500-560 nm a pri 561 nm a detekciou fluorescencie
v rozmedzi 582-656 nm, spolu s detekciou v prechddzajicom svetle. Prepardty boli snimané
v 10 mindtovych intervaloch po dobu 50 mintt. Vo fluorescen¢nom kanali pre GFP boli

analyzované aktinové mikrofilamenty v bunkdch aich wusporiadanie bolo dalej
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charakterizované pomocou programu CytoSpectre. Bolo mozné vidiet’, ze po 10 minttach
doslo k miernej zmene usporiadania aktinovych mikrofilametov, avsak po 40 minutach od
aplikacie sol'ného roztoku uz zmeny v organizacii boli minimédlne (Obr. 35). Vo
fluorescen¢nom kanali pre tagRFP boli naopak sledované mikrotubuly, ktoré po analyze v

programe Cytospektre nevykazovali vyrazné zmeny v organizdcii (Obr. 36). Pri analyze bol

analyzovany vzdy rovnaky vyrez v kazdom Case v oboch kanaloch.

Obrazok 35. Kvalitativna analyza vplyvu 300 mmol.I"! roztoku NaCl na aktinové mikrofilamenty
epidermélnych buniek listov Nicotiana benthamiana. (A) Pred aplikaciou sol'ného roztoku, (B) 10
min po aplikacii sol'ného roztoku, (C) 20 min po aplikacii sol'né¢ho roztoku, (D) 30 min po aplikacii
sol'ného roztoku, (E) 40 min po aplikacii sol'ného roztoku a (F) 50 min po aplikacii sol'ného roztoku.
(A1-F1) Grafy organizacie aktinovych mikrofilamentov zodpovedajiice ozna¢enym bunkam v (A-F).
(A-F) Zeleny fluorescencného kanal pre GFP. (A-F) Mierka 100 um.
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Obrézok 36. Kvalitativna analyza vplyvu 300 mmol.l"! roztoku NaCl na mikrotubuly epidermélnych
buniek listov Nicotiana benthamiana. (A) Pred aplikaciou sol'ného roztoku, (B) 10 min po aplikacii
sol'ného roztoku, (C) 20 min po aplikacii solného roztoku, (D) 30 min po aplikacii sol'ného roztoku,
(E) 40 min po aplikacii sol'ného roztoku a (F) 50 min po aplikacii sol'n¢ho roztoku. (A1-F1) Graty
organizacic mikrotubulov zodpovedajiice oznatenym bunkam v (A-F). (A-F) Cerveny
fluorescencného kanal pre tagRFP. (A-F) Mierka 100 pm.

Obrazok 37. Mikroskopicka analyza vplyvu 300 mmol.l"! roztoku NaCl na cytoskelet listov Nicotiana
benthamiana. (A) Pred aplikaciou sol'n¢ho roztoku, (B) 10 min po aplikacii sol'n¢ho roztoku, (C) 20
min po aplikacii sol'né¢ho roztoku, (D) 30 min po aplikacii sol'ného roztoku, (E) 40 min po aplikacii
sol'ného roztoku a (F) 50 min po aplikacii sol'n¢ho roztoku. (A-F) Prekryv zeleného fluorescencného
kandlu pre GFP a Cerveného fluorescen¢ného kanalu pre tagRFP. (A-F) Mierka 100 um.
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S DISKUSIA

Fluorescencné proteiny st vyuzivané v réznych oblastiach vratane biotechnoldgii, kde su
predovsetkym v bunkovej bioldgii vyznamnym nastrojom pri zobrazovani Struktur.
Translacna fuzia takychto proteinov s cytoskeletilnymi komponentami prispieva ku kvalitne]
analyze Struktury a dynamiky aktinovych mikrofilamentov a mikrotubulov v zivych bunkach
(Niu & Guo, 2017). U niekol'kych rastlinnych druhov, ako napriklad Arabidopsis thaliana,
M. truncatula, Zea mays, Gossypium spp. ale aj Oryza sativa, boli vyvinuté transgénne linie,
s fluorescencnym znacenim cytoskeletu (Z. Liu et al., 2022). Podl'a doterajSich stadii boli
vytvorené transgénne linie s mikrotubulovymi a aktinovymi fluorescenénymi markermi aj
u M. sativa. Fluorescencné proteiny ako napriklad GFP a tagRFP, boli fizované s MBD,
podjednotkami tubulinu alfa 6, tubulinu beta 6, a aktin-viazucou doménou ¢. 2 proteinu
Fimbrin (Buschmann et al., 2010; Colin et al., 2022). V tejto diplomovej préci bola snaha
o vytvorenie transgénnych linii M. sativa, ktoré by obsahovali fluorescencné cytoskeletalne
markre ako pre mikrotubuly, tak aj pre aktinové mikrofilamenty. Avsak nepodarilo sa ziskat
transgénne rastliny, ktoré by vykazovali aktivitu oboch konstruktov (35S::GFP::FABD?2,
358::tagRFP:TUA6) sucCasne. Expresia zvolenych markerov je riadend silnym
konstitutivnym promoétorom 35S virusu mozaiky karfiolu (Cauliflower Mosaic Virus —
CaMV). Je to najcCastejSie pouzivany promator v génovom inzinierstve u rastlin, vykazujici
vysoku a konstitutivnu transkripénti aktivitu (Kiselev et al., 2021). Zatial ¢o niektoré
vyskumy ukazuji jeho vysoku efektivitu pri transformacnych procesoch, iné naznacuju
mozné problémy s nim spojené. Nadmerna expresia moze viest' k spustaniu mechanizmov
zodpovednych za ko-supresiu a umlcanie génov (Grefen et al., 2010; Vyplelova et al., 2018;
Amack & Antunes, 2020). Toto by mohlo vysvetl'ovat preco snaha o vytvorenie dvojitych
lini{ s cytoskeletalnym znaCenim v M. sativa nebola uspesna. Aj Studia, ktord sa zaoberala
produkciou transgénnych linii O. sativa s fluorescenénymi cytoskeletdlnymi markermi
podporuje tito tedriu. V tejto Stidii autori poukazuji na G¢innost’ réznych prométorov (Ubil,
RUBQ2, 355) a potvrdzuju, ze prave 35S promdtor, aj napriek jeho moznej uzitoCnosti pre
studium prieduchov, indukuje umlcanie génov v mnohych orgénoch a pletivach ryze. Taktiez
odporucaju z testovanych prométorov vyuzit’ Ubil ako lepsiu alternativu k 355 (Z. Liu et al.,
2022). Aj vyskumy na modelovom organizme A. thaliana poskytuju d’alSie data, ktoré

popisuju problémy s fenotypom rastlin, stratou fluorescencie, a inhibi¢né GCinky spojené
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s pouzivanim 35S promoétoru. AvsSak tieto zalezitosti st okrem typu promdtora casto
prepojené s pouzitym variantom fluorescencného proteinu, s typom vidzobnej domény, ale aj
a tym, ¢1 je expresia tranzientna alebo stabilna. Aj v tychto pripadoch bolo navrhnuté pouzit
iny typ promotora, ako napriklad ubiquitin 10 (UBQ10), ktory by mohol minimalizovat
popisané problémy (Dyachok et al., 2014). Ubiquitinovy promoétor sa javi ako vhodnd
alternativa a cesta rieSenia problémov s 35S prométorom vo viacerych rastlinnych druhoch,
a tak by bolo vhodné experimentalne vyskusat’ tento spdsob aj v pripade rastlin M. sativa.
Vyuzitim ubiquitinového promotora by sa mohlo predist umlcovaniu génov a tym umoznit’
expresiu oboch fluorescencnych cytoskeletdlnych markerov v jednej transgénnej rastline
sucasne. Dalsimi faktormi, ktoré by bolo dobré zohl'adnit, je vol'ba vdzobnej domény, typu
fuzie ataktiez sprdvneho variantu fluorescencného proteinu. Vplyv na efektivitu
transformdcie by mohol mat aj vek donorovych rastlin, z ktorych boli odoberané listové
explantity. Ulohu moze zohravat’ aj fakt, Ze tieto rastliny uz boli transgénne, a teda efektivita
d’alsej transformacie sa mohla znizit'. Na preukdzanie skuto¢nych dévodov, ktoré zapriCinili
nedspech transformdcie a tiez nové metody, ktorymi by sa tomu dalo predist’, je potrebna
dalsia analyza.

Sol'ny stres je vyznamnym negativnym abiotickym faktorom, ktory vplyva na rast, kvalitu
a produktivitu rastlin. Z tohto dovodu je vel'a §tudii zameranych na toleranciu voc¢i tomuto
stresu. Doposial vykonané vyskumy poskytuji mnozstvo udajov, ktoré poukazuji na
dolezita tlohu rastlinného cytoskeletu v ramci tolerancie voci zasoleniu (C. Wang et al.,
2011). Pri analyze cytoskeletu rastlin A. thaliana a O. sativa pocas sol'ného stresu bolo
preukazané, ze mikrotubuly hraju doleziti ulohu v tolerancii voci tomuto stresu. V oboch
rastlinich bola zdokumentovand depolymerizicia a opdtovné zostavenie mikrotubulov
v reakcii na stres. Toto zostavovanie bolo viditelné po 6-8 hodindch od aplikécie soli.
Mikrotubuly sa zacali postupne obnovovat z vytvorenych ,,ohnisk®, ktoré zostali zachované
po ich rozpade. Aktinové vlakna sa preukazali ako viac tolerantné na sol'ny stres a neboli
charakterizované ziadne vyznamné depolymerizacné udalosti. Tieto tdaje naznacuju, ze
depolymerizicia a reorganizacia cytoskeletu je v rastlinach dolezita pre zvladanie so'ného
stresu (Chun et al., 2021; Z. Liu et al., 2022). V diplomovej préci pri analyze efektu sol'ného
stresu na linie M. sativa boli dosiahnuté podobné vysledky, ako v uvedenych publikdciach,

avsak s tym rozdielom, ze nedoslo k obnove mikrotubulov do stavu pred aplikdciou soli. To
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mohlo byt zapri¢inené tym, Ze mikroskopické pozorovanie bolo maximalne v dizke 40
minat, zatial' o obnova v uvedenych pracach nastala az po niekolkych hodinach. Dalsim
dolezitym faktorom, ktory treba zohl'adnit’, je aplikdcia soli. V diplomovej praci bol sol'ny
roztok aplikovany perfiiziou na odrezanych korenoch, zatial' ¢o v uvedenych publikdcidch
boli celé sadenice ryze inkubované v tekutom médiu s NaCl, arastliny A. thaliana boli
pestované v pdde, ktord bola zalievand raz tyzdenne vodou obsahujicou NaCl. Aj samotny
proces odrezania korenov je vSak mechanicky stres ¢o mohlo ovplyvnit usporiadanie
a organizdciu cytoskeletu aj v podmienkach pred aplikaciou sol'ného roztoku. Tomuto by sa
dalo predist mikroskopickou analyzou na korenoch intaktnych zivych rastlin napriklad
s pomocou light-sheet fluorescencnej mikroskopie (Ovecka et al., 2015; Vyplelova et al.,
2018). Taktiez mnohé publikdcie popisujui ucinky roéznych chemickych latok, ako napriklad
latrunculin b, oryzalin a propyzamid na cytoskelet pocas stresovych podmienok (C. Wang et
al., 2011; Z. Liu et al., 2022). Uvedené podnety by bolo vhodné zohl'adnit’ a experimentdlne
otestovat’ pri d’alSich vyskumoch zameranych na sol'ny stres u rastlin M. sativa.

Pre tplné potvrdenie alebo pripadné vyvrétenie dosiahnutych vysledkov tejto diplomove;j

prace by bolo potrebné jednotlivé experimenty zopakovat a doplnit’ viacero pozorovani.
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6 ZAVER

Diplomova prica bola rozdelend na teoretickd a prakticka cast. V teoretickej Casti bola
vypracovana reSer§ zamerand na charakteristiku lucerny ako modelového druhu pre
geneticki modifikdciu v porovnani s druhom Medicago truncatula apopis zédkladnych
a pokroCilych metéd transgendzy lucerny k ziskavaniu geneticky modifikovanych linif.
Druha cast teoretickej Casti sa venovala cytoskeletu rastlin, jeho zakladnej charakteristike,
proteinom asociovanym s cytoskeletom, principom dynamiky avztahu k signdlnym
procesom. Dalej bol objasneny podiel cytoskeletu rastlin na reguldcii vyvojovych procesov
lucerny a jeho reakcie na vonkajsie stresové podmienky. Posledna kapitola bola zamerand na
stru¢ny prehl'ad molekularnych markerov a zobrazovacich metdéd k lokalizécii komponentov
cytoskeletu.

Prakticka Cast’ diplomovej prace obsahovala dva celky. V prvom boli najskor vykonané
experimenty zamerané na overenie konsStruktov, pomocou Colony PCR a tranzientnej
transformdcie N. benthamiana. Tieto vysledky potvrdili pritomnost konstruktov v baktériach
A. tumefaciens. Taktiez sa uspeSne podarilo tranzientne natransformovat bunky N.
benthamiana obomi konstruktami simultdnne, o potvrdila mikroskopickd analyza. Dalej sa
tato Cast’ venovala produkcii, selekcii a néslednej analyze transgénnych linii M. sativa
obsahujucich fluorescencné cytoskeletalne markery. V rdmci produkcie bola snaha
o vytvorenie dvojitych linii M. sativa, kde sa do uz transgénnych linii tagRFP-TUA®G,
v ktorych st znaCené mikrotubuly, transformoval konstrukt 35S::GFP::FABD2.
Alternativne do  transgennej linie GFP-FABD2, vktorych su znacené aktinové
mikrofilamenty, sa transformoval konstrukt 35S::tagRFP:TUA6. Avsak dvojité linie neboli
uspesne vytvorené. Najpravdepodobnejsim ddvodom je pouzitie konstitutivneho 355
promotora pochéddzajuceho z rastlinného patogénu virusu mozaiky karfiolu u obidvoch
konstruktov, ktory podl'a viacerych dostupnych studii moze zapri¢init umlCovanie génov.
Rastliny ziskané pri transformacii vykazovali vzdy aktivitu len jedného konstruktu. U tychto
rastlin, spolo¢ne s jednoduchymi liniami, bola mikroskopicky analyzovand organizicia
a usporiadanie cytoskeletu v r6znych orgédnoch a pletiviach, ¢o bolo vyhodnotené pomocou
Specializovanych programov CytoSpecter a FibrinTool. Vysledky ukazali, ze organizacia sa
v jednotlivych linidch mierne 1iSi. NajmenSie rozdiely v organizicii cytoskeletu boli

zaznamenané v bunkéch stonky a naopak, najvacsie v bunkéch listov.
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Druhy celok prakticke; Casti diplomovej prace bol zacieleny na Stadium reakcii
transgénnych rastlin voci solnému stresu, so zamerom zmapovania zmien v usporiadani a
organizdcii cytoskeletu. Na korene rastlin vybranych linii M. sativa tagRFP-TUA6, GFP-
FABD2 aRSY bol aplikovany 300 mmol.I"" roztok NaCl. Z dosiahnutych vysledkov je
zrejmé, ze zvolena koncentracia mala vyrazny efekt na korenové bunky, v ktorych uz po 10
minutach od aplikdcie bola pozorovand plazmolyza. Taktiez analyza cytoskeletu ukazala, ze
doslo k postupnému miznutiu kortikdlnych mikrotubulov, zatial’ co aktinové mikrofilameny
boli tolerantnejSie voc€i solnému stresu. Na simultdnnu analyzu aktinovych vldkien
a mirkotubulov, bol experiment vykonany aj na tranzientne transformovanych listoch N.
benthamiana. V tomto pripade vysledky ukdazali, ze najvacSie zmeny v organizacii
aktinovych mikrofilametov boli v prvych 10 - 30 minudtach po aplikdcii soli. V pripade
mikrotubulov sa jednalo skor o ich postupné miznutie a zvySovanie difuzneho signalu v
cytoplazme. Celkovo dosiahnuté vysledky mozu prispiet’ k lepSiemu pochopeniu organizacie
cytoskeletu v roznych castiach rastlin M. sativa v prirodzenych, ale aj stresovych

podmienkach.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

2,4-D 2,4-dichlérfenoxyoctova kyselina
A. rhizogenes Agrobacterium rhizogenes

A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens

ADF aktin depolymerizujici faktor
ADP adenozin difosfat

AF aktinové flamenty

Atm atmosféra

ATP adenozin trifosfat

Ca% dvojmocny kation vdpnika
CaSOq4 siriitan vapenaty

CDPK cyklin dependentné kindzy
CLASP proteiny asociované s cytoplazmatickym linkerom
DNA deoxyribonukleova kyselina
dS/m jednotka elektrickej vodivosti
EB1 End binding1

ECFP cyan fluorescencny protein
EGFP zeleny fluorescencny protein
EYFP zIty fluorescencny protein
FABD2 aktin viazuca doména ¢. 2 proteinu Fimbrinu
F-aktin vldknity aktin

G-aktin globuldrny aktin

GDP guanozindifosfat
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GFP zeleny fluorescencny protein
GFP-FABD2 amino-terminalna fuzia zeleného fluorescencného proteinu

(GFP) na aktin-viazucu doménu 2 (ABD 2) proteinu Fimbrin 1

z Arabidopsis thaliana

GTP guanozintrifosfat
H:0 voda

H20:2 peroxid vodika

chy chromozomdlne gény
INV sachar6zova invertdza
KCl chlorid draselny
K-koniec Spicaty koniec
KNOs3 dusitan draselny
KOH hydroxid draselny
LB broth lysogeny broth

M. sativa Medicago sativa

M. truncatula

Medicago truncatula

MAP proteiny asociované s mikrotubulmi
MAPK mitogén aktivované protein kindzy
MBD mikrotubulové vizbovd doména
MES kyselina 2-(N-morfolin)etdnsulfénovi
MgCl: chlorid horecnaty

MgSO4 siran horeCnaty

MgSO04. 7 H20 heptahydrat siranu horecnatého
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MT

MT-viazuca doména
N. benthamiana
Na2COs

NazSO04

NaCl

NaOH

PCR

pH

PPB
Ppm
PRR
Ri-plazmid
ROS
RPM
RSY
SA
SPR1
SUS
TAE

tagRFP-TUA6

mikrotubuly

Mikrotubuly viazuca doména
Nicotiana benthamiana
uhli¢itan sodny

siri¢itan sodny

chlorid sodny

hydroxid sodny

polymerazova retazova reakcia

zaporny dekadicky logaritmus koncentracie vodikovych

katiénov

preprofazny zvizok

miliéntina

receptory rozpozndvajuice vzory
koren indukujuci plazmid
reaktivne formy kyslika

otacky za minatu

Regen-SY

kyselina salicylova

SPIRAL1

sachar6zova syntdza

tris-acetat EDTA
amino-terminalna fuzia Cerveného fluorescencného proteinu

(tagRFP) na tubulin a-6
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T-DNA
Ti-plazmid
TUAG6
TUBG6

Uv

transferovd DNA

tumor-indukujici plazmid
podjednotka tubulinu alfa
podjednotka tubulinu beta

ultrafialové ziarenie
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