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CIELE PRACE

Teoreticka ¢ast’

Vypracovanie reSerSe zameranej na problematiku:

symbiotickych interakcii rastlin lucerny s baktériami Sinorhizobium meliloti v
procese tvorby korenovych hlizok, vratane charakteristiky signalnych,

vyvojovych a Struktirnych aspektov
metod transgendzy u rastlin a transformacnych technik u lucerny

metdd vizualizacie cytoskeletu u plodin a lucerny so zameranim na aktinovy

cytoskelet

modernych neinvazivnych mikroskopickych metod

Prakticka ¢ast’

Optimalizécia kultivaénych podmienok in vitro pre regeneraciu, selekciu a

uspesny rast transformovanych linii lucerny.

Priprava Dbakteridlnych kultir a kokultivacia baktérii s rastlinami v

optimalizovanych podmienkach.

Fenotypova dokumenticia interakcii rastlin s mikrobmi a vyhodnocovanie

efektivity hl'izkovania.

Sledovanie jednotlivych faz interakcii v priebehu symbiotického procesu u rastlin
lucerny s expresiou fluorescenéného markeru aktinového cytoskeletu a
fluorescenéne znalenych baktérii Sinorhizobium meliloti mikroskopickymi

metodami.

Kvalitativna a kvantitativna analyza ziskanych udajov so zretelom na zmeny v
Struktirnej organizacii aktinového cytoskeletu v bunkach zapojenych do

symbiotického procesu.



1 UVOD

Medicago sativa L., je jednou z najviac rozsirenych a najvyznamnejsich strukovin vo
svete patriaca do celade bobovitych (Fabaceae). Jej vyznam v udrzatelnom
pol'nohospodarstve a konvenénom chove dobytka spoc¢iva najmi v jej mimoriadnych
vlastnostiach a v nizkych nakladov na pestovanie. Dolezitou charakteristikou M. sativa,
tak ako uinych strukovin, je schopnost interagovat s pddnymi symbiotickymi
baktériami, nazyvanymi rhizobia, ktoré su schopné premienat’ atmosféricky dusik na
aktivnu formu dusika pristupni pre rastliny. Symbiotickd fixacia dusika prebieha
v $pecializovanych korenovych orgénoch, nazyvanych korenové hlizky, ktorych tvorba
vyzaduje koordinaciu rhizobidlnej infekcie v korenovych vlaskoch s iniciaciou delenia
buniek v kore korena. Tieto procesy su riadené pocetnymi signdlnymi molekulami
a Strukturdlnymi a vyvojovymi dejmi. V reakcii na r6zne vyvojové a vonkajsie stimuly,
ako su aj interakcie so symbiotickymi rhizoébiami, sa rastlinny cytoskelet rychlo meni.
Proteiny, ktoré su spojené s cytoskeletom, kontroluji tieto dynamické zmeny
modifik4ciami cytoskeletu na zdklade signalnej transdukcie pri vnimani tychto zmien
(Radovi¢ et al., 2009; Roy et al., 2020, Yang et al., 2022; Hlavackova et al., 2023a).
Rastliny M. sativa obohacuju pddu o biologicky fixovany dusik ¢o ma ohromny
vyznam v ekologickom pol'nohospodarstve. Klasické metody Slachtenia st u M. sativa
zdihavé a pokrok pri vylepSeni vlastnosti a odolnosti voéi abiotickym a biotickym
stresom a zvySovani vynosu je pomaly. Preto si¢asné transformacné a genetické techniky
poskytuju ldkavejsiu a vyhodnej$iu ndhradu. (Radovi¢ ef al., 2009; Ticha et al., 2020).
Predkladand diplomovd priaca sa venuje symbiotickym interakcidm medzi
transgénnymi rastlinami M. sativa s produkciou fluorescenéného markeru GFP-FABD2
na vizualizaciu aktinového cytoskeletu a baktériami Sinorhizobium meliloti s produkciou
fluorescenéného markeru mRFP. Sucast'ou prace je kultivacia transformovanych rastlin
a priprava bakterialnych kultir na kokultivaciu s rastlinami. Dalej bola kvantitativne
vyhodnotena ucinnost’ tvorby infekénych vldkien akorefiovych hltzok medzi
transgénymi liniami. Pomocou mikroskopickych metdd boli pozorované jednotlivé stadia
symbiotického vztahu a ziskané udaje boli kvalitativne a kvantitativne analyzované vo
vztahu k zmendm v organizacii a usporiadani aktinového cytoskeletu v bunkach

zucCastiiujucich sa symbiotického procesu.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Lucerna siata (Medicago sativa L.)

2.1.1 Vseobecna charakteristika

Lucerna siata (Medicago sativa L.) je trvaca kvitnlica rastlina s autotetraploidnym
gendmom (2n = 4x = 32), patriaca do ¢el'adi bobovitych (Fabaceae). Rozsiahla geneticka
variabilita lucerny umoziuje rast v Sirokom spektre regionov a dobru adaptabilitu na
rozne podmienky prostredia. Ma hlboko rastici korenovy systém, vd’aka ktorému dobre
odolava voc¢i suchym podmienkam a vysokym teplotdm. V sGcCasnosti je to
najvyznamnejsi druh strukovin a jednou z najviac pestovanych krmovin hospodarskych
zvierat vo svete (Armstrong, 1954; Michaud et al., 1988; Radovi¢ et al., 2009;
Annicchiarico et al., 2015). Vyskum na lucerne je relativne naro¢ny, a to hlavne kvdli jej
autotetraploidnému gendému a rozmnozovaniu cudzoopelenim. Ovela CastejSie sa ako
modelova strukovina pouziva pribuzny samoopelivy, diploidny druh Medicago
truncatula, s krat§im zivotnym cyklom a menSim genémom. AvSak tento druh nema
velkti agronomicki hodnotu (Zhou et al., 2011; Tichd et al., 2020). Pouzitie
biotechnologickych postupov na zlepSenie mnohych vlastnosti lucerny, ako je napriklad
zlepSeny vynos, moZze urychlit’ vyskum v porovnani s tradiénym Sl'achtenim (Singer et

al., 2018).

2.1.2 Vyuzitie

Rozlicné fyziologické a morfologické vlastnosti lucerny, ktoré prispievaju k jej stabilnej
a vel'kej trode, podporuju jej agronomicky a environmentidlny vyznam. Lucerna sa
uprednostiiuje pred ostatnymi krmovinami pre jej vysokl nutriéni hodnotu. Je dobre
stravitelna a obsahuje vel'ké mnozstvo rozpustnych bielkovin, vitaminy A, C, E a K,
minerdly, ataktiez S$iroké spektrum chemickych =zla€enin s fytofarmakologickym
potencialom. NajcastejSia poddvana forma lucerny na kimenie dobytka je seno, ale taktiez
je pouzivana aj vo forme senaze, silaze, brikiet a pastvin (Radovi¢ et al., 2009; Bora a
Sharma, 2010). M4 vynikajacu ulohu pri predchddzani vodnej a veternej erézie pody a
vyZaduje menej aplikacii pesticidov a herbicidov (Karlen ef al., 2007; Annicchiarico et
al., 2015). Lucerna, podobne ako iné druhy strukovin, sa moze prisposobit’ nedostatku
dusika naviazanim symbiotickych vzt'ahov s podnymi rhizobidlnymi baktériami, ktoré
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dokazu premenit’ atmosféricky dusik (N2) na amoniak (NH3). Pocas pestovania lucerny
je biologicky fixovany dusik ukladany do podzemnych organov a po rozpadnuti fytomasy
je dostupny pre nasledujice plodiny. Kvoli tejto vlastnosti nie je na poliach potrebné
pouzivanie dusikatych hnojiv, ktoré su drahé a nebezpecné. Priemerne lucerna fixuje 200
kg dusika na hektar rocne, o je ovela viacSie mnozstvo oproti vacsSine strukovin. Polia so
striedanim plodin, ktoré zahfiiaju pestovanie lucerny, maja lepsiu tirodnost’ pody a taktiez
zvysené vynosy plodin v nasledujucich rokoch (Radovi¢ et al., 2009; Sutton et al., 2011;
Roy et al., 2020). Lucerna ma taktiez potencial byt vyuzivana ako dvojucelova plodina,
pri¢om listy by sa mohli pouzit’ ako krmivo s vysokym obsahom bielkovin a stonky by
mohli byt spracované na vyrobu bioetanolu fermentaciou alebo na vyrobu elektriny

spalovanim (Delong et al., 1995; Lamb et al., 2007).

2.2 Symbiotické interakcie Rhizobii s rastlinami Medicago sativa

2.2.1 VSeobecna charakteristika

Strukoviny (Fabaceae) su doblezité druhy plodin pre polnohospodarsky vyuzivané
a prirodné ekosystémy, pretoze maju prirodzent schopnost’ obohacovat’ pddu o fixovany
dusik. M6zu prosperovat’ v pédach bez minerdlneho a organického dusika vd’aka vzt'ahu
s podnymi baktériami, nazyvanymi rhizobia (hlavne rodu Rhizobium, Bradyrhizobium, a
Sinorhizobium). S to gram-negativne baktérie patriace do kmena Proteobacteria,
schopné transformovat pre rastliny nedostupny atmosféricky dusik (N2) na fyziologicky
aktivnu formu dusika, amoniak (NHs), ktory je pristupny rastlindm. Vd’aka symbioze
strukovin a rhizobii sa vytvaraju korefiové hlizky, v ktorych je idedlne prostredie na
fixaciu dusika. Pochopenie tychto komplexnych mechanizmov medzi strukovinami
a kompatibilnymi rhizébiami, ako su signalne procesy veduce k naviazaniu baktérie,
zakrutenie korenového vlasku, tvorba infekéného vldkna (IT) a spustenie procesu tvorby
koreniovych hlizok, je ddlezité na zvySenie produktivity strukovin (Roy et al., 2020;

Hlavackova et al., 2023a; Shumilina et al., 2023).



2.2.2 Prvotna signalizacia a vzajomné naviazanie partnerov

2.2.2.1 Flavonoidy ako signalne molekuly pre rhizobia a signalizacia

Nod faktorov

V pddach s obmedzenym obsahom dusika strukoviny zvyc¢ajne vylucuju skupinu zlucenin
nazyvanych flavonoidy, ktoré su dolezité pri zaciatku interakcie medzi strukovinami a
rhizébiami. Flavonoidy st nizkomolekularne sekunddrne metabolity biosyntetizované
fenylpropanoidovou cestou, posobiace ako chemotaktické signaly pre rhizobia. Iniciujua
tak ich migraciu smerom ku korefiom hostitel'a (Subramanian et al., 2007; Liu a Murray,
2016). Prostrednictvom S$pecifickych enzymov fenylpropanoidovej cesty, strukoviny
produkuju isoflavonoidy. Pre kazdy druh strukovin len niektoré konkrétne flavonoidy
maji ulohu v indukcii rhizoébidlnych nodula¢nych (NOD) génov (Wang, 2011; Liu a
Murray, 2016).

Vylucené flavonoidy st rozpoznané baktériami pomocou nodulacnych proteinov D
(NodD), ktoré sluzia ako transkripéné regulatory. Tie sa podielaji na regulacii
transkripcie rhizobidlnych NOD génov, ktoré vedi k syntéze a uvolfiovaniu
lipochitooligosacharidov (LCOs), nazyvanymi Nod faktory (NFs) (Lerouge ef al., 1990;
van Rhijn a Vanderleyden, 1995; Perret et al., 2000). Ich Struktira pozostava z 3-1,4-N-
acetyl-D-glukozaminovych zvySkov, v ktorych r6zne molekuly modifikuja redukujuci
koniec, zatial' ¢o neredukujici koniec oligosacharidu je N-acylovany. Modifikacie
hlavného retazca, pocet gluk6zaminovych zvyskov a dizka acylového retazca sa medzi
roznymi rhizébialnymi druhmi liSia a tym prispievaju k ich Specifite (Dénarié et al., 1996;
Perret et al., 2000). Indukcia deformacie korefiovych vlaskov, vyvoj infekénych vldkien,
a proliferacia buniek kory korena s funkénymi vplyvmi Nod faktorov (Oldroyd et al.,

2011).

2.2.2.2 Rozpoznanie bakterialnych signalov

Pomocou §tudii na rastlinnych mutantoch, ktoré nie si schopné vnimat’ Nod faktory, boli
identifikované v roznych druhoch strukovin LysM receptorové kindzy (LysM-RLKs)
nazyvané Nod faktor receptory (NF receptory; Kouchi et al., 2010) . U M. truncatula boli
objavené receptory NFP (Arrighi ef al., 2006) a LYK3 (Limpens et al., 2003), u Lotus
Jjaponicus au Glycine max receptory NFR1 a NFRS (Madsen et al. 2003, Radutoiu et al.,
2003; Indrasumunar et al., 2011), a u Pisum sativum receptory SYM37 and SYM10


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975023001702?via%3Dihub#bb0635

(Zhukov et al., 2008). LysM-receptorovd doména, ktord rozpoznava Nod faktory, je
lokalizovana v extracelularnom priestore a je prepojend transmembranovou doménou ku
intracelularnej kinazovej doméne. V M. truncatula NFP receptor zohrava kriticku rolu
v naviazani NFs zo Sinorhizobium meliloti. Mutanty nfp su uplne necitlivé na NFs
a nedochadza u nich k indukcii deformdcie koretiovych vlaskov a k transmembranovym
oscilaciam v koncentracii vapenatych idnov (Ca*"; Amor et al., 2003 Arrighi et al., 2006).
U mutantov /yk3 avSak v reakcii na S. meliloti a NFs nastava deformécia korenovych
vlaskov a dochadza u nich k oscilacidm v koncentracii Ca®*, ale nevytvaraji infek&né
vlakna. Predpoklada sa teda, Ze NFP je potrebny na zvysenie koncentracie vapnika a
génovu expresiu a LYK3 je dolezity na vstup baktérii do korenovych vlaskov (Limpens

et al.,2003; Smit et al., 2007).

2.2.2.3 VSeobecna symbioticka signalna draha a kontrola transkripcie
symbiotickych génov

Po $pecifickom rozpoznani Nod faktorov receptormi dochadza k aktivacii signalizacne;j
kaskady nazyvanej vSeobecna symbioticka signalna draha (z angl. CSSP). Niektoré gény
potrebné pre rhizobidlnu symbidzu su taktiez zodpovedné za interakcie s arbuskularnymi
mykoriznymi hubami (Kouchi et al., 2010). CSSP zafina po rozpoznani NFs
depolariziciou plazmatickej membrany anéslednej oscilacii v koncentracii Ca**
v jadrach buniek koretovych vlaskov. Tieto zmeny v koncentraciach Ca** s indukované
cez LRR-receptorovll kindzu (LRR-RLKSs), ¢o je SymRK v L. japonicus, DMI2 v M.
truncatula, a NORK v M. sativa (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002; Charpentier a
Oldroyd, 2013). SymRK/DMI2/NORK st lokalizované na plazmatickej membrane
buniek, a predpoklada sa, Ze tvoria heteroméry s NFRS5/NFP receptormi (Limpens ef al.,
2005; Antolin-Llovera et al., 2014). Medzi signalne komponenty LRR-RLKs patri
negativny regulator noduldcie MtPUBI, ¢o je E3 ubikvitin ligaza, ktora je fosforylovana
prostrednictvom DMI2 a receptorom LYK3 (Vernié et al., 2016). Kratko po rhizobiélnej
infekcii sa mitogénom aktivované proteinkindzy (MAPKs) v ramci tejto komplexne;j
symbiotickej signalnej drahy aktivuja. Sucastou MAPK kaskady st 3 proteinkinazy,
MAPK kindza kindza (MAPKKK), MAPK kindza (MAPKK) a MAPK, ktoré funguji
sekventne na prenos signalu poc¢as mnohych bunkovych a vyvojovych procesov av
reakciach na bioticky a abioticky stres (Lopez-Gomez et al., 2012; Zhang a Zhang, 2022).
SymRK-interagujuci protein (LjSIP2), ktory reprezentuje mitogénom aktivovanu

proteinkinasu kindzu (MAPKK), mé pravdepodobne zdsadnt tlohu v skorej signalizacii
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symbidzy a organogenéze korenovych hlizok (Chen et al., 2012). U M. sativa
nadexpresia stresom indukovanej mitogénom aktivovanej proteinkinazy (SIMK)
podporila rast korefiovych vlaskov, tvorbu infekénych vlakien a zhlukovanie korenovych
hlaizok (Hrbackova et al., 2021). Predpoklada sa, ze enzym 3-hydroxy-3-metylglutaryl
CoA reduktaza 1 (HMGRI), podielajuci sa na syntéze signalnych izoprenoidnych
zlic¢enin mevalonatovej drahy ma doleziti tlohu pocas symbiotickej signalizicie a
v diferenciacii koreniovych hltizok. Tento enzym interaguje s DMI2 ajeho znizena
expresia vedie k poklesu tvorby korenovych hl'azok (Kevei et al., 2007).

Pomocou s$tadii na mutantoch defektnych v oscilacidch koncentracii vapnika sa
podarilo najst’ rézne proteiny, ktoré pomdhaju vytvarat tento signdl. Za oscilacie
v koncentraciach Ca*" je zodpovedny idnovy kanal prepustajici draslik MtDMII,
vapnikovy kanidl MtCNGCI15 aich homology LjCASTOR a LjPOLLUX (Ané et al.,
2004; Charpentier et al., 2008; Kim et al., 2019). Predpoklada sa, ze i6nové kanaly DMI1
a CNGC15 st vjednom komplexe na jadrovom obale, ¢o moze vysvetlovat ich
synchrénnu aktivaciu a modulaciu Ca®* signalu (Charpentier et al., 2016). Ddlezitt tlohu
v prenose signalov do jadra maju taktiez komponenty jadrového poru, vratane
nukleoporinov NUP133 a NUPS85 a proteinu NENA (Kanamori et al., 2006; Saito et al.,
2007; Groth et al., 2010). Oscilacie v koncentraciach Ca®" v jadre vyvolané iénovymi
kandlmi aktivujii Ca®’-kalmodulin dependentnti proteinkindsu (CCaMK) v L. japonicus
aDMI3 v M. truncatula, ktoré st dolezit¢é na indukciu jadrovych transkripénych
regulatorov nevyhnutnych na kontrolovanie expresie génov spojenych s rhizobidlnou
infekciou (Singh a Parniske, 2012; Fonouni-Farde ef al., 2016). LjCCaMK/MtDMI3
fosforyluje transkripény aktivator LjCY CLOPS/MtIPD3, ktory reguluje génovu expresiu
nodulacnych génov (Singh et al., 2014). Medzi transkrip¢né faktory, ktoré interaguji
s CCaMK/CYCLOPS (DMI3/IPD3) atvoria transkripcny aktivaény komplex, patria
NSP1, NSP2 a DELLA proteiny (Kalo ef al., 2005; Smit et al., 2005; Fonouni-Farde et
al.,2016). Po fosforylacii LjCY CLOPS/MtIPD3 sa aktivuje expresia symbiotického génu
NIN ddlezitého v procese inicidcie tvorby infekéného vldkna a organogenézy korenovych
hl'izok. Transkripény faktor NIN spusta tvorbu infekéného vldkna expresiou LjNPL
proteinu, potrebného na degradaciu bunkovych stien buniek pocas infekcie, a
podjednotky A-1 jadrového transkripéného faktora Y (MtNF-YAI, Xie et al., 2012;
Laporte et al., 2014). MtNF-YA1 je tiez kriticky v génovej expresii pre iniciaciu
hlazkového meristému a tvorbu korefiovych hluzok (Laporte et al., 2014). Dalsimi

dolezitymi transkripénymi faktormi u M. truncatula sa ERN1 a homologny ERN2, ktoré
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zohréavaju doélezitu ulohu v rhizobidlnej infekcii a organogenéze korenovych hluzok.
ERNT1 a ERN2 sa viazu a aktivuju transkripciu ENOD1I a ENOD]2, ktoré su potrené pre
tvorbu IT. Transkripny faktor NIN pdsobi v epiderme korena ako antagonista ERNI a
tym negativne reguluje transkripciu ENOD1, ¢im kontroluje rozsah rhizobialnej infekcie

(Andriankaja et al., 2007; Cerri et al., 2012; Vernié et al., 2015 Cerri et al., 2016).

2.2.3 Rhizobialna infekcia a tvorba infek¢ného vlakna

Rozpoznanie NF a prichytenie rhizobii na koreiiové vlasky a epidermu korena je prvym
priamym krokom v spojeni rhizobii s rastlinnym hostitelom. Nésledne st zachytené
pomocou zakrutenia koreniovych vlaskov v takzvanych infekénych vackoch, v ktorych sa
rhizobie delia. K infekcii korefiov strukovin rizobiami dochadza najCastejSie cez
tubularnu $truktiru rastacu v korenovych vlaskoch, nazyvanu infekéné vlakno (IT, Obr.
1A). Rhizébia st schopné taktiez infikovat’ strukoviny intercelularnou cestou cez trhliny
na povrchu korea (Roy er al, 2020). Okrem Nod faktorov su bakteridlne
exopolysacharidy (EPS) taktieZ nevyhnutné pre rhizobidlnu infekciu. Pri symbidze medzi
M. sativa a S. meliloti, je produkovany sukcinoglykan, ktory je nevyhnutny pre iniciaciu
a predlzovanie IT a jeho zvySena syntéza zvysuje kapacitu hl'aizkovania (Cheng a Walker,
1998; Jones, 2012). Na vstup rhizébii do koreniového vlasku je potrebnd degradacia
bunkovej steny enzymami, po ktorej dochadza k invagindcii IT membrany do vnutra
bunky (Suzaki et al., 2015). K tomuto procesu prispievaju membranové proteiny, vratane
MtFLOT2, MtFLOT4, a MtSYMREMI. Predpoklada sa, Ze flotiliny spolupracuji pri
invaginacii IT do korenovych vlaskov a MtFLOT4 ma spolu s MtSYMREMI1 ddlezita
ulohu v predlZovani IT cez korenovy vlasok (Haney a Long, 2010; Lefebvre et al., 2010).
Premiestiiovanie jadra, reorganizacia mikrotubulov a aktinového cytoskeletu reguluje
vyvoj a orientaciu IT. Podobne ako cytoplazmatické vldkna vytvarajuce sa cez vakuolu
pocas delenia vakuolizovanych buniek, predinfek¢né vldkna, tiez zname ako
cytoplazmatické mostiky, slizia na prerastanie IT cez epidermélnu bunku a cez bunky
primarnej kory korena (van Brussel et al., 1992; Gage, 2004). Predpoklada sa, ze na
Spicke IT sa nachadza exocyst komplex, nazyvany ,,infektozom*, ktory zarucuje polarny
rast IT smerom do buniek kory korenia v mieste vznikajicej korenovej hlizky. Jeho
sticastou je symbioticky protein MtVPY, podjednotka exocystového komplexu
MtEXO70 H4 a MtLIN (Murray, 2011; Liu et al., 2019). Aby sa rhizébia dostali

k primordiu korenovej hl'izky, musia opakovane prechddzat' cez bunkové steny a



cytoplazmatické membrany buniek korena. SyPMEl a NPL priestorovo
sprostredkovavaji modifikacie pektinu, ktoré veddi k vytvoreniu apoplastického
kompartmentu a k uspeSnému intraceluldrnemu postupu IT (Su ef al., 2023). K tvorbe
primordia koretiovej hlizky buneénym delenim v primarnej kore dochddza zaroven
s v¢asnou infekciou korenovych vlaskov (van Brussel et al., 1992; Timmers et al., 1999).

C. Nedeterminovana Determinovana
korefova hlizka korefova hlizka

v
4-5dpi 3-5tpi
Rhizobium »\ Infekéné vlakno 5 Primordium korefiovej hfizky
[ Bunka fixujica dusik [ Senescenéna bunka -3 Smer narastu senescencného pletiva

Obrazok 1. Schematické znazornenie vzniku a vyvoja symbidzy medzi rhizobiami a strukovinou.
A - Prichytenie rhizobii na korefiové vlasky a tvorba infekéného vlédkna. B — Tvorba primordia
koretiovej hlizky. C - Struktura zrelych nedeterminovanych a determinovanych koretiovych
hlizok. Ep - epidermis En - endoderma; Ko — korenova kora; Cz - cievny zvéazok; dpi - den po
inokulacii; tpi - tyzden po inokulacii. Upravené podl'a Kazmierczak et al. (2020).



2.2.4 Organogenéza korenovych hlizok a tvorba bakteroidov

Korenové hlazky st klasifikované bud’ ako determinované alebo nedeterminované (Obr.
1C). Strukoviny ako M. sativa, M. truncatula, P. sativum a Vicia sativa vytvarajiu
predizené nedeterminované korenové hltizky rastice z perzistentného hltizkového
meristému, zatial’ ¢o vacSinou gul'até determinované koreniové hl'izky, ako u druhoch L.
japonicus, Glycine max a Phaseolus vulgaris, st tvorené prechodne aktivnymi
meristémami. Produkcia primordia korenovych hlizok a vaskularizacia sa spuastaja po
rozpoznani Nod faktorov delenim buniek koreniového pericyklu a korenovej kory. I ked’
nedeterminové aj determinované hlizky vyzaduju na organogenézu zaciatok bunkového
delenia v pericykle, determinované hl'izky pochddzaju zo strednej a vonkajsej koreiove;j
kory, zatial' ¢o nedeterminované hltzky pochddzaju z vnutornej korenovej kory
(Obr. 1 B, C; Hadri et al., 1998; Maunoury ef al., 2008; Oldroyd et al., 2011; Guan et al.,
2013). Pomer auxinov a cytokininov a ich koncentracia ovplyviiuje delenie buniek a ich
diferenciaciu pocas organogenézy korenovej hl'izky. Cytokininovy receptor MtCRE1 je
primdrnym receptorom pre cytokininy, ktoré kontroluji bunkové delenie a vedi k
vytvoreniu primordia korenovej hltzky. Inhibicia poldrneho transportu auxinu je
nevyhnutnd pre vyvoj nedeterminovanych korenovych hlizok, ale nie pre vyvoj
determinovanych koreniovych hl'izok, aj ked’ gény auxinovej odpovede st stimulované v
mieste zaciatku oboch typov hluzok (Oldroyd et al., 2011; Ng a Mathesius, 2018).

Ked sa IT dostane k primarnej kore vyvijajicej sa koretiovej hltzky, zacne sa
rozvetvovat’ auvolfiovat’ rhizobid pomocou sekrecnej/exocytoticke; drahy, ktora
dorucuje membranové vezikuly, nazyvané infekéné kvapdcky, do plazmatickej
membrany. Tieto infekéné kvapocky sa pocas exocytézy zli¢ia s membranou bunky
pomocou dvoch foriem komplexov v-SNAREs at-SNAREs (Ivanov et al., 2012).
Uvolnovanim rhizobii do buniek vznikd organela nazyvana symbiozém. Predpoklada sa,
ze endocytotické draha tieZ zohrava rolu pri uvolfiovani baktérii do hostitel'skych buniek
a pri tvorbe symbiozomov, a to pomocou dvoch endocytotickych proteinov MtFLOT2/4
a MtSYMREM 1, n3jdenych v membrane symbiozoémov (Haney a Long, 2010; Lefebvre
etal.,2010). Delenim a diferencidciou rhizobii v infikovanych bunkach korefiovej hI'izky
vznikaju tisicky symbiozémov, v ktorych kazdy nesie jeden alebo viac bakteroidov (Roth
a Stacey, 1989). Bakteroidy katalyzuju redukciu atmosférického dusika na amoniak
pomocou enzymu nitrogenaza, ¢o je proces bezne oznacovany ako ,,symbioticka fixacia

dusika®. Amoniak je nésledne asimilovany do rastliny premenenim na glutamin
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a glutamat vymenou za redukovany C pochéadzajuci z fotosyntézy rastlin. Tento proces je
energeticky naro¢ny, pri¢om sa spotrebuje vel'ké mnozstvo ATP (Ferguson et al., 2010;
Udvardi a Poole, 2013). Moznej inhibicii nitrogenazy kyslikom sa predchadza poklesom
koncentracie voI'ného kyslika v infikovanych bunkach pomocou leghemoglobinu, ktory
viaze a transportuje kyslik (Ott ef al., 2005).

Nedeterminované korenové hl'izky rasta ako vysledok expanzie infikovanych buniek
a prebiehajucej bunkovej proliferacie. Kora korenovej hI'izky obklopuje centralne pletiva
a obsahuje cievne zvizky, ktoré su prepojené s cievnymi zvidzkami korena. Centralne
pletivo sa v dosledku vyvoja nedeterminovanych koretlovych hlizok dé rozdelit' do
viacerych zon. Distalna ¢ast’ primordia a hI"izky udrzuje aktivitu bunkového delenia a
vytvara apikdlny meristém (zona I), ktory ma kons$tantnt velkost’ a je aktivny pocas celej
zivotnosti korefiovej hlizky. V infekénej zone (II) st novo vytvorené bunky infikované
pomocou IT, ktoré¢ sa po infekcii za¢nu diferencovat. Iba bunky, ktoré su schopné
endoreduplikacie, st infikované rhizobiami. Endoreduplikacia produkuje polyploidné
bunky so zvySenym poctom kopii kazdého chromozému zahrnutim jedného alebo
viacerych kol replikdcie DNA bez mitdzy. Zona fixéacie dusika (III) obsahuje zvacsené
infikované bunky s diferencovanymi bakteroidmi fixujice N». V senescentnej zone (IV)
starSie fixujuce bunky stracaju aktivitu a organely spolu s bakteroidmi degraduju (Hadri
et al., 1998; Manouri et al., 2007).

Posledné faza existencie a rastu korenovej hl'izky pocas symbidzy s rhizobiami sa
nazyva senescencia. Je to biochemicky riadeny proces, ktory umoziuje recyklaciu Zivin
a moze byt vyvolany v dosledku prirodzeného starnutia ale aj environmentalnymi
podnetmi, ako je sucho a vysoka hladina dusi¢nanov. Senescencia je najprv v dosledku
degradacie leghemoglobulinu sprevddzand zmenami farby korenovej hl'izky, ktord sa
meni z ruzovej na zelenl. Pocas senescencie dochddza degradacii symbiozomaélnej
membrany, ¢im vznikaju poc€etné vezikuly v cytosole infikovanych buniek. Vo finalnej
faze senescencie dochadza k degradécii bakteroidov a k tmrtiu buniek koreniovej hI'izky
Senescencia je normalne sprostredkovand transkripénymi faktory a zahfia tvorbu lipaz
a proteaz rozkladajuce lipidy a proteiny, ako aj transportéry, ktoré exportuji vyuzitel'né
makromolekuly (Van de Velde et al., 2006; Kazmierczak et al., 2020; Shumilina et al.,
2023).
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2.3 Rastlinny cytoskelet

Rastlinné bunky obsahuju komplexnl, vysoko dynamickl trojrozmernu siet’ tvorenu
z aktinovych vlakien, mikrotubulov a asociovanych proteinov, ktord sa spolo¢ne
oznacuje ako cytoskelet. Tieto Struktiry sa mézu rychle zmensovat, fragmentovat, rast’
a prepajat’ medzi sebou do sieti alebo zvézkov rdznej polarity reakciou na r6zne vyvojové
podnety, abiotick¢ a biotické¢ signdly. Rastlinny cytoskelet zohrava doleziti ulohu
v mnohych bunkovych procesoch. Pocas cytoplazmatického prudenia sa rastlinné
organely pohybuji pozdiz aktinovych filamentov pomocou motorovych proteinov
myosinov (Wasteneys a Galway, 2003; Schmidt a Panstruga, 2007; Peremyslov, 2008).
Aktinovy cytoskelet je dalej nevyhnutny pri tvorbe plazmatickej platnicky pocas
cytokinézy, separacii dcérskych buniek pocas bunkového delenia (Valster et al., 2007),
modulécii otvarania prieduchov (Hwang et al., 1997), transdukcii gravitropickych
signalov v koreniovych bunkach (Braun et al., 2004), pri raste korena (Baluska et al.,
2000), a pravdepodobne pri medzibunkovej komunikécii prostrednictvom plazmodesmat
(Diao et al., 2018). Mikrotubuly maja délezitu tlohu pri biosyntéze primarnej bunkovej
steny, transporte vezikal, v ur€eni tvaru bunky (Paradez et al., 2006), pocCas celého
bunkového cyklu rastliny ako je determindcia roviny bunkového delenia, segregacia
chromozémov, a tvorba plazmatickej platni¢ky pocas cytokinézy (Vantard et al., 2000).
Ked’ rastlinné bunky pridu do kontaktu so symbiotickymi organizmami ale aj patogénmi,
spoOsobi to rychle zmeny v usporiadani cytoskeletu. Zatial' Co prestavba cytoskeletu je
u rastlin spojena s obrannymi reakciami pri interakciach s patogénom, pri symbiotickych
interakcidch je reorganizicia cytoskeletu dolezitd pre vytvorenie uspeSného vztahu

(Schmidt a Panstruga, 2007).

2.3.1 Aktinovy cytoskelet

Aktin je vysoko konzervovany a najhojnejsi protein vo vicSine eukaryotickych buniek a
vykonava Siroku Skalu funkcii. Aktinové monoméry su globularne proteiny (nazyvané
taktiez G-aktin) priblizne o vel'kosti 42 kDa, ktoré obsahuji pevne spojent molekulu ATP
alebo ADP. Tieto podjednotky polymerizuju do dlhych vlakien nazyvanych filamentozny
aktin (F-aktin). Dve paralelné aktinové vlakna vytvéraji pravotoCivi dvojzavitnicu
s priemerom okolo 8 nm, nazyvané mikrofilamenty, ktoré obsahuju 13—14 podjednotiek
G-aktinu na pol otacky. Proces vytvarania nového vlakna (nukleécia) a jeho predlzovania,

je mozny po stabilizovani podjednotiek zostavenych v pociato¢nom agregate. Aktinové
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filamenty maju Strukturne odliSné konce, pretoze ich asymetrické aktinové monoméry
smeruju rovnakym smerom. Priddvanie a odstrafiovanie aktinovych monomérov je na
tychto koncoch odlisné. Rychlo rasttci plus (+) koniec, taktiez oznacovany ako ostnaty
(,,barbed*) a pomaly rastuci minus koniec (-), nazyvany taktiez ako Spicaty (,,pointed*)
fungujii ako miesta pre rast a skracovanie vldkna v rovnovdznom stave. Jednym z
primarnych mechanizmov kontrolujucich zmenu medzi G-aktinom a F-aktinom je
hydrolyza ATP vo vnutri vlakna a nasledne odstiepenie fosfatovej skupiny z podjednotky.
Aktinové filamenty mézu byt’ tym padom v dvoch stavoch. Filament v T-konformacii ma
v podjednotkach naviazané ATP, ktory po hydrolyze na ADP zostava vo vnutri filamentu
a vznika tym D konformadcia. V porovnani s filamentom v D-forme, je T-forma viazuca
ATP stabilnejSia. V rovnovaznej koncentracii aktinovych podjednotiek sa aktinové
monoméry s ATP pripédjaju na rychlo sa predlzujtci plus koniec vlakna, pricom aktinové
monoméry s ADP sti¢asne disociuju z minus konca. Pri tychto podmienkach je rast vlakna
na plus konci a zmr$t'ovanie vldkna na minus konci v rovnovahe (Staiger et al., 2000;

Dominguez a Holmes, 2011; Alberts ef al., 2015).

2.3.2 Rastlinné proteiny viaZzuce sa s aktinom

Dynamika a organizacia aktinového cytoskeletu je regulovand mnohymi aktin-
viazucimi proteinmi (ABPs). KonkrétnejSie, tieto polypeptidy riadia rozvetvenie,
stabilizaciu a usporiadanie aktinovych filamentov, rychlost’ a smer polymerizacie a proces
nukledcie filamentov. Jeden znajviac zastipenych (abundantnych) proteinov z tejto
skupiny je profilin, protein viaZzuci sa na aktinové monoméry, ktory zohrava dolezita rolu
pri zostavovani aktinovych filamentov. Vdzbou na monoméry G-aktinu katalyzuje
vymenu ADP za ATP vo vizobnom mieste a zaroven inhibuje nukledciu a hydrolyzu ATP,
¢im ich udrzuje v stave s vysokou afinitou ku plus koncu vldkna. Aktinové monoméry
naviazan€ s profilinom su schopné sa zlc€astnit’ elongacie iba na plus konci filamentu.
Vd’aka svojej vicsej afinite k aktinu, profilin sutazi s d’al$imi aktin-viazucimi proteinmi
o vizbu na jednotlivé aktinové monoméry. Na polymerizaciu aktinu, okrem proteinov
ovplyviiujice dostupnost’ aktinovych monomérov, su dolezité aktin-nuklea¢né proteiny,
ku ktorym patri Arp2/3 komplex a forminy. Tvorba nového aktinového vldkna je
iniciovana komplexom Arp2/3 od minusového konca, o umoziuje rychle predizenie na
plusovom konci. Arp2/3 komplex je jediny nukleany protein tvoriaci rozvetvené

aktinové vldkna. Forminy vytvaraju nerozvetvené aktinové filamenty a zostavaja spojené
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s rastuicim plusovym koncom vldkna, ¢im poskytuji ochranu proti tzv. ,.capping™
proteinom (CP). CP sa pevne viazu na plus konce aktinovych filamentov, ¢im ucinne
zabranuju ich elongacii alebo depolymerizacii (Dominguez a Holmes, 2011; Alberts et
al., 2015).

Dalsia dolezitd skupina proteinov st aktin-oddelujuce proteiny (,,actin-severing
proteins®), ku ktorym patri rodina aktin-depolymerizujucich faktorov (ADFs)/kofilinov.
ADFs/kofiliny mézu zmenit’ dynamiku aktinu a sprostredkovat’ depolymerizaciu aktinu
vidzbou na G-aktin alebo F-aktin. ADFs/kofiliny sa viazu na ADP-aktin s vi¢Sou afinitou
nez ATP-aktin, ¢im maji tendenciu sa viazat’ na starSie filamenty v bunke. Po naviazani
sa aktinovy filament zaCne tesnejSie skrucat, o spdsobuje jeho pretrhnutie na kratSie
fragmenty a zvySenu disocidciu G-aktinu od minusovych koncov (Dos Remedios et al.,
2003; Dregbak et al., 2004; Dominguez a Holmes, 2011; Alberts et al., 2015). Dalsou
dolezitou skupinou proteinov je vilin/gelsolin/fragmin superrodina proteinov zavisla od
Ca®", ktoré ma vSestranné funkcie v dynamike aktinovyh filamentov. Viliny su
nevyhnutné pre zosietovanie aktinovych filamentov. U Arabidopsis thaliana bolo
identifikovanych 5 foriem vilinov, ktoré okrem zosietovania su schopné nukledcie,
oddel'ovania aktinovych filamentov a stabilizovania plus konca v zéavislosti od
koncentracie Ca?" (Su et al., 2007; Khurana et al., 2010; van der Honing et al., 2012;
Yuan et al., 2023). K dolezitym aktin-zosiet'ujucim proteinom patria taktiez fimbriny,
ktoré s schopné zosiet'ovat aktinové filamenty do Struktir vysokého radu. Okrem toho
je cytoplazmatické prudenie ulahCené silnymi zvdzkami mikrofilamentov, ktoré su

tvorené zosietovanim zavislym od fimbrinu (Alberts et al., 2015; Yuan et al., 2023).

2.3.3 Vizualizacia aktinového cytoskeletu

Zobrazovanie aktinovych Struktur bez zasahovania do procesu polymerizacie a
depolymerizacie aktinu, ktoré umoziuji dynamiku aktinu v bunkach, je nevyhnutné pre
vyskum aktinového cytoskeletu a funkcii stvisiacich s aktinom. Vizualizacia
Specifickych aktinovych Struktlr a s nimi spojenych tloh bola a zostava problémom, a to
najméi v Zivych bunkach, a v realnom Case. V dosledku toho sa v priebehu rokov vytvorila
a vylepsila Siroka skala metdd a sond na sledovanie dynamiky aktinovych filamentov v
réznych modelovych organizmoch (Melak et al., 2017).

Stadie na zobrazovanie F-aktinu v rastlinnych bunkéch boli prevazne zavislé od

chemicky fixovanych rastlinnych vzoriek, ktoré boli oznacené pomocou
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imunofluorescenéného  znacenia alebo fluorescenéne znaCenym faloidinom.
Imunolokaliza¢né techniky pouzivaju fluorescencne znacené protilatky, ktoré sa viazu na
fixované aktinové Struktary. Faloidin patri do skupiny falotoxinov pochadzajucich z
Amanita phalloides, ktoré sa viazu na F-aktin s vysokou afinitou. Medzi pouzivané
fluorescencné farby konjugované s faloidinom patri napr. rodamin a fluorescein
izotiokyanat (FITC). Immunocytochémia spolu s fluorescencne zna¢enym faloidinom ma
svoje vyhody a stale patri k vyuzivanym metoédam na vizualizaciu aktinového cytoskeletu
v rastlinnych pletivach. Nevyhodou protildtok oproti faloidinu je, Ze znacia okrem F-
aktinu aj G-aktin, o sposobuje vysoky Sum na pozadi poc€as snimania (Lazarides a Weber,
1974; Wulf et al., 1979; Melak et al., 2017). Protokoly chemickej fixacie musia byt’
Castokrat prispdsobené a optimalizované, pretoze moézu viest’ k artefaktom a chybnej
interpretacii vysledkov. Na rozdiel od mikrotubulov méze byt narocné zachovat’ rastlinny
aktinovy cytoskelet prostrednictvom konvenénych metdd chemickej fixacie. Znacenie
aktinu faloidinom nie je vhodné po chemickej fixacie metanolom, pretoze poskodzuje
prirodzeni konformdaciu F-aktinu a sposobuje oznaenie artefaktov. Faloidin taktiez
nefarbi vldknity aktin vo vzorkach, ktoré presli rychlou fix4dciou zmrazenim. Jeho
pripajanie k F-aktinu je mozné iba v pritomnosti najmenej siedmich aktinovych
monomérov, ¢o brani faloidinu oznacovat’ kratke F-aktinové polyméry (Vitha et al., 2000;
Ketelaar a Emons, 2009; Pasternak et al., 2015; Kristo et al., 2016; Melak et al., 2017).
Na pochopenie a $tadium mnohych dejov, stvisiacich s dynamickou reorganizaciou
aktinového cytoskeletu, je zobrazovanie Zivych buniek doleZitym experimentalnym
postupom. Popisanych bolo niekol'ko metdéd na mikroskopické zobrazenie aktinového
cytoskeletu v Zivych bunkach. Jednou z nich je mikroinjekcia fluorescencne znacenym
faloidinom. Hoci tato metdda v Zivych rastlinnych bunkach priniesla novy pohl'ad na
dynamiku aktinového cytoskeletu in vivo, nie je to velmi efektivna technika, pretoZe
moZe stabilizovat’ dynamiku aktinu, je toxicka pre bunky, ¢asovo naro¢na, a nie je
aplikovatel'na pre vac¢sinu typov buniek (Sheahan et al., 2004; Wang et al., 2008; Ketelaar
a Emons, 2009). Najvyznamnej$imi fluoroférmi pre zobrazenie Specifickych rastlinnych
proteinov a Struktir je dnes zeleny fluorescenény protein (GFP) a jeho homology a
derivaty. Objavenie GFP z meduzy Aequorea victoria a vyvoj novych fluorescencnych
fznych proteinov vyrazne pomohli k vizualizicii dynamiky aktinového cytoskeletu
v zivych rastlinnych bunkach (Chalfie et al., 1994; Wang et al., 2008). Prvy
skonStruovany fuzny protein bola fuzia GFP s C-termindlnym koncom aktin-viazucej

domény (ABD) mySacieho talinu (GFP-mTalin; Kost et al., 1998), ktory je Siroko

14



pouzivany na zobrazovanie organizacie F-aktinu v roznych rastlinnych pletivach. AvSak
GFP-mTalin nemusi presne vizualizovat' organizaciu aktinu a moéze ovplyvnit
morfologiu a rast rastlin a interakcie ABPs s aktinom (Ketelaar et al., 2004; Sheahan et
al.,, 2004). Medzi d’alSie vyvinuté flzne proteiny patria translacné fuzie medzi GFP
a aktin-viazucimi doménami (ABDs) z aktin-zosietujliceho proteinu FIMBRINI
pochadzajuceho z A. thaliana. Ako najlepsie sa preukazal fuzny konstrukt GFP s aktin-
viazucou doménou 2 fimbrinu (fABD2). Flzny protein GFP-fABD2 umoznil znacenie
vysoko dynamického aktinového cytoskeletu v roznych typoch buniek réznych
rastlinnych druhov. Jeho expresia neovplyvnila rast rastlin, iba mierne znizila pohyb
organél v bunkach 4. thaliana. GFP-fABD2 v sucasnosti poskytuje najlepsi dostupny
fuzny protein s GFP na vizualizaciu organizicie a dynamiky aktinovych filamentov v
rastlinnych bunkéch (Sheahan ef al., 2004; Wang et al., 2004; Voigt et al., 2005; Holweg,
2007).

2.3.4 Rola aktinového cytoskeletu v procese rhizobialnej symbiozy

2.3.4.1 Organizacia aktinového cytoskeletu v bunkach Kkorenov

strukovin

Aktinové mikrofilamenty vytvaraju rozmaniti vnitrobunkovl architektiru v zavislosti
od druhu rastlinnej bunky a Stadia jej vyvoja a diferenciacie. Korenové vlasky st prvym
typom buniek, ktoré prichadzaji do kontaktu s rhizobiami a st nevyhnutné na naviazanie
symbiotickych interakcii. Aktinovy cytoskelet spolu s cytoplazmatickym Ca®"
gradientom a vezikuldrnym transportom su kl'icovymi zloZkami vrcholového rastu
koretiovych vlaskov (Gage, 2004; Samaj et al., 2004). V rasticich koretiovych vlaskoch
sa organizacia aktinového cytoskeletu 1isi v zavislosti od vyvoja, ako bolo ukéazané
napriklad u ¥/ sativa. Hrubé zvizky aktinovych mikrofilamentov s pozdiznou orientaciou
su viditeI'né v cytoplazmatickych vldknach v bazalnych oblastiach aktivne rastacich
koretiovych vlaskov. V subapikélnej oblasti sa zvizky aktinovych vlakien stencuju do
jemnych zvizkov alebo sa vyskytujii aj ako jednotlivé vlakna, zatial’ ¢o v Spicke dlhé
aktinové vldkna uplne chybaji. Takato konfiguracia aktinovych zvézkov sa
v subapikalnej oblasti koreniovych vlaskov oznacuje ako sietovo-axialne jemné zvizky
aktinovych filamentov (FB-aktin). V korenovych vlaskoch ukoncujucich rast sa

v subapikdlnej oblasti vytvaraju cytoplazmatické vldkna vyplnené aktinovymi zvizkami,
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ktoré sa dostavaju az ku Spicke korenového vldsku. V dospelych nerasticich koreiiovych
vlaskoch sa hrubé zvizky aktinovych vldkien nachadzajii v cytoplazme na periférii
a prechadzaji celou Spickou koretiového vlasku (Miller et al., 1999). Ako bolo
pozorované v koreilovych vlaskoch u P. vulgaris a M. sativa, tenké a dobre definované
aktinové mikrofilamenty obklopuji oblast’ jadier (Allen a Bennett, 1996; Cardenas et al.,
1998). V epidermalnych bunkach korena L. japonicus aktinové mikrofilamenty obklopuja
jadro atenké aktinové vlakna vytvéaraju siet s hrubSimi zvidzkami, ktoré lemuju
plazmatickti membranu. V bunkach korenovej kory sa nachadza siet’ jemnych aktinovych

vlakien prepojenych s hrubSimi aktinovymi zvidzkami (Genre a Bonfante, 2002).
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Obrazok 2. Schematické znazornenie organizacie aktinového cytoskeletu v korenovych bunkach
strukovin. Usporiadanie aktinovych filamentov (AFs, fialova farba) v rasticich korenovych
vlaskoch, v korenovych vlaskoch, ktoré ukoncuju rast $picky, a v dospelych korenovych vlaskoch
spolu s organizaciou AF v korefiovych epidermalnych a kortikalnych bunkach. Upravené podla
Hlavackova et al. (2023a).
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2.3.4.2 Organizacia aktinového cytoskeletu v korenovych bunkach

strukovin pocas symbiotickych interakcii

Po rozpoznani Nod faktorov produkovanych rhizobiami dochédza v korenovych
vlaskoch k zmenam a reorganizécii aktinového cytoskeletu. Mnozstvo stadii vyuzivalo
bud’ ¢isté Nod faktory alebo rhizobia ako induktory na pozorovanie tejto organizacie
a reakcii aktinového cytoskeletu pocas rhizobialnej infekcie (Hlavackova et al., 2023a).
Po aplikacii rhizébii na koretiové vlasky u Vicia hirsula bola pozorovana fragmentacia
aktinovych mikrofilamentov a akumuladcia vezikil v mieste stoCeného korenového
vlasku (Ridge, 1992). Aplikaciou Nod faktorov z Rhizobium meliloti alebo Rhizobium etli
na korenové vlasky M. sativa a P. vulgaris sa po€as 15 min zaznamenal rychly rozpad
pozdiznych aktinovych mikrofilamentov. Tato fragmentacia bola sprevadzana znizenim
mnozstva a dizky aktinovych zvizkov, akumulaciou difizneho signalu v odlisnych
oblastiach Spicky koretiového vlasku, a deformaciami korefiového vlasu. Asi hodinu po
aplikovani Nod faktorov sa aktinovy cytoskelet ciasto¢ne obnovil a nadobudol
organizaciu charakteristicki pre spravne sa vyvijajuce korenové vlasky (Allen et al.,
1994; Allen a Bennett, 1996, Cardenas et al., 1998). Oproti tomu boli u V. sativa po
aplikécii NFs pozorované vicsie pocty aktinovych zvdzkov a FB-aktinu v subapikélnej
oblasti koretiovych vlaskov. U koreniovych vlaskov ukoncujucich rast sa oproti kontrole
zdvojnasobnil pocet zvizkov aktinovych vldkien a doSlo opdtovnému zahdjeniu rastu
korenovej Spicky. Predpokladé sa, Ze toto zvySenie aktinovych zvizkov je ddlezité na
dopravu novych Golgiho vezikul, ¢o vedie k deformacii koretiového vlasku (De Ruijter
et al., 1999). Deformdcia korenovych vlaskov je najprv sprevaddzana rozSirenim Spicky
korenového vlasku, v ktorej dochddza k zmenam orientacie aktinovych vlakien a k strate
polarneho rastu. Po urcitej dobe sa vo vyrastkoch z rozsirenej $picky obnovi polarny rast
a orientacia aktinového cytoskeletu zacne pripominat’ tii v rastacich korenovych vlaskoch
(Miller et al., 1999). Aktinovy cytoskelet je pravdepodobne d’alej potrebny na prijem
rhizoébii do koretiovych vlaskov, pri pohybe jadra pocCas vyvoja IT, pri tvorbe
predinfekénych vlakien, a na indukciu bunkového delenia v bunkach korenovej kory
(Oldroyd et al., 2011). Ked sa Nod faktory z R. etli aplikovali na Zivé koreiiové vlasky P.
vulgaris, pocet plus koncov F-aktinu sa zvysil v blizkosti $pi¢ky koreniového vlasku, ¢o
podporuje aktinovi polymerizaciu. V tomto mieste sa rhizobia prichytavaja a spdsobuju

invagindciu bunkovej steny a cytoplazmatickej] membrany, aby sa zacala ich
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internalizacia a tvorba IT. Plus konce F-aktinu boli lokalizované taktiez v mieste skorej
iniciacie IT (Zepeda et al., 2014).

Stadie na nedeterminovanych korefiovych hlizkach u P sativum a M. truncatula
naznacuju, ze aktinovy cytoskelet hra rozhodujticu tlohu pri vyvoji korenovych hliziek,
ako je usmeriiovanie rastu IT, uvolnovanie infekénych kvapocok s rhizébiami do
cytoplazmy hostiteI'skych buniek, a pri vyvoji a dozrievani symbiozomov v bunkach
koretiovych hl'iziek (Davidson a Newcomb, 2001; Zhang et al., 2019; Hlavackova et al.,
2023a). V neinfikovanych bunkach apikalneho meristému korefiovych hluziek P,
sativum si nahodne usporiadané dlhé zvézky aktinovych mikrofilamentov, ktoré
obopinajii jadro a rozprestierajii sa pozdiZz cytoplazmatickych vlékien a plazmatickej
membrany. V infikovanych bunkach v skorych fazach maji aktinové zvizky podobnu
organizaciu ako v neinfikovanych bunkach, avSak v mieste prieniku IT do bunky a v okoli
miesta symbiozémov sa nachddzala difuzna akumulacia aktinu. V starSich infikovanych
bunkach prevlada v cytosole siet’ tenkych zvlnenych aktinovych zvéizkov, ktoré
prebiehaju mnohymi smermi a mézu uréovat’ rozmiestnenie symbiozémov (Davidson a
Newcomb, 2001). U korenovych hl'izok M. truncatula bolo identifikovanych pét’ po sebe
nasledujucich $tadii vyvoja, ktoré sa vyznacuju jedinecnou Strukturou aktinového
cytoskeletu. Meristematické bunky vykazovali typicku meristematicki organizaciu
aktinového cytoskeletu ako je perinukledarna siet’ aktinovych vlakien spojena s
cytoplazmatickymi vlaknami a kortikdlnou castou buniek. Na periférii infikovanych
buniek sa F-aktin fragmentoval na kratSie aktinové vlakna. S vyvojom infikovanych
buniek sa v zone fixacie dusika zvysila hustota fragmentov F-aktinu a aktinovych bodiek.
Pritomnost’ tychto kratkych fragmentov F-aktinu a aktinovych bodiek v okoli
symbiozémov je vylucne spozorovand v infikovanych bunkach. Neinfikované bunky
susediace s infikovanymi bunkami vykazovali intaktnu siet’ aktinového cytoskeletu.
Oblast’ predlzujucich sa infekénych vlakien bola obklopena hustou sietou aktinovych
vlakien, ktord usmeriiovala ich rast a ndsledné uvolfiovanie rhizobii vo forme infekénych

kvapdcok (Zhang et al. 2019).
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Obrazok 3. Schematické znazornenie organizacie aktinového cytoskeletu v korenovych bunkach
pocas roznych Stadii symbiotickych interakcii. (A) Organizacia aktinovych filamentov (AF;
fialovd) v reakcii na Nod faktory v korenovych vlaskoch bez viditeInych deformacii, v
rozsirenych korenovych vlaskoch, pocas tvorby novych vyrastkov, v korenovych vlaskoch s
novovytvorenym vyrastkom a pocas interakcie s prospesnymi rhizobiami (ruzova). (B)
Organizacia aktinovych vlakien v infikovanych a neinfikovanych bunkach nedeterminovane;
korenovej hl'izky meristematickej zony, infekénej zony a zony fixujicej dusik. Upravené podla
Hlavackova et al. (2023a).

2.4 Moderné neinvazivne techniky mikroskopovania

Na pochopenie molekularnej a Struktirnej organizacie rastlinnych pletiv, organov
alebo celej rastliny, a dynamického procesu vyvoja rastlin, nie st biochemické
a genetické analyzy dostatocné. Je taktiez nutné presne urCit miesto a Cas tychto
Specifickych procesov s primeranym ¢asovym a priestorovym rozliSenim. Po vyvoji
mnohych fluorescenénych proteinov a pokrocilych technik fluorescencnej mikroskopie

je teraz mozné monitorovat’ Struktiru a aktivitu vacSiny organel a subcelularnych
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kompartmentov v zivych rastlinnych bunkach. Hlavnym cielom zobrazovania Zivych
buniek je najst’ najmenej invazivnu mikroskopicku techniku, ktord méze dosiahnut’
potrebnu citlivost na ziskanie dostatocné¢ho priestorového a c¢asového rozliSenia
biologickych procesov. Pre zobrazovanie fixovanych alebo zivych rastlinnych buniek po
dlhtt dobu poskytla najlepSiu moznost' vSeobecne zauzivand konfokalna laserova
skenovacia mikroskopia (CLSM) a jej modifikécie, vratane mikroskopov s rotujucim
diskom a dvoj- a viacfotonovych systémov (Reddy et al., 2007; Sappl a Heisler, 2013;
Ovecka et al., 2018).

Konfokalne systémy st na zalozené skenovani vzorky laserovym zobrazovacim la¢om
a clony (,,pinhole®), ktord zabrafiuje prechaddzaniu fluorescencie z nezaostrenych rovin,
¢o obmedzuje rychlost’ snimania na niekol'ko desiatok optickych rezov za sekundu.
V désledku toho je snimanie optickych rezov na ziskanie trojrozmerného obrazu nutné
zopakovat’ v roznych hibkach vzorky. Tento proces je zdihavy, &im je trojrozmerné
zobrazovanie dynamickych procesov ¢asto nemozné. Pri dlhodobom zobrazovani vzorky
dochadza k vypalovaniu fluoroforu a ku fototoxickym procesom v ddsledku excitaéného
svetla osvetl'ujiceho velku cast’ vzorky. Konfokdlna mikroskopia s rotujucim diskom
vyuziva sériu dierok na disku, ktory rotuje vysokou rychlostou. Oproti CLSM vyrazne
zvysuje rychlost’ snimania vzorky a vd’aka znizenej hodnote excitacnej energie redukuje
fototoxicitu na vzorke a vypalovanie fluoroforu. Dal§imi nevyhodami CLSM je horsie
snimanie vel’kostne objemnych rastlinnych organov kvéli obmedzenej hibke zobrazenia
arozliSenia v Z-rovine. Pre rastice rastliny je uzky priestor medzi podloZznym a krycim
sklom a snimanie v horizontalnej polohe vaznym obmedzenim prirodzenych podmienok
pocas snimania. Pokrok v metddach ,,light-sheet* fluorescencnej mikroskopie a super-
rozliSovacej mikroskopie sposobil zasadny prevrat v subcelularnom a vyvojovom
zobrazovani mnohobunkovych Zivych organizmov (Stehbens et al., 2012; Girkin

a Carvalho, 2018; Ticha et al., 2020).

2.4.1 ,Light-sheet“ fluorescen¢na mikroskopia

V stucasnosti su pokrocilé mikroskopické metédy potrebné na neinvazivne Studium
rastlinnych buniek, pletiv, orgdnov a celych rastlin s cielom zdokumentovat’ ich rast
avyvoj. Metody ,light-sheet” fluorescencnej mikroskopie (LSFM) st novym
ainovativnhym nastrojom na dokumenticiu vyvojovych abunkovych procesov.

Principom LSFM je postupné osvetlenie vzorky tenkou vrstvou svetla pomocou lasera
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s nizkym vykonom, ¢im je osvetlend iba jedna optickd rovina preparatu v danom case.
Vyziarena fluorescencnéd emisia z osvetlenej optickej roviny je detekovana objektivom
orientovanym kolmo na rovinu osi osvetlenia. Excitované su iba molekuly v ramci
zobrazovacej roviny, ¢im sa minimalizuje vypalovanie fluroforov azmierni sa
fototoxicita. Rychlost’ a citlivost’ snimania optickych rezov bola zna¢ne zlepSena
pomocou kamier s EMCCD senzormi (z angl. ,.electron-multiplying charge-coupled
device®) alebo s sCMOS senzormi (z angl. ,,scientific Complementary Metal Oxide
Semiconductors), ¢o umoznilo zobrazovanie rychlych dynamickych biologickych
procesov v zivych bunkach (Girkin a Carvalho, 2018; Ovecka et al., 2018; Ovecka et al.,
2022).

LSFM sa stala popularnou neinvazivnou mikroskopickou technikou vd’aka rychle;j
viacrozmernej vizualizacii a moznosti takmer fyziologického dlhodobého zobrazovania
robustnych biologickych vzoriek. Osvetl'ovacie a detekéné objektivy st vo vacsine LSFM
systémov umiestnené horizontalne, ¢im je mozné zavedenie rastlinnych vzoriek do
mikroskopu vo vertikalnej polohe. V tomto pripade sa intaktné rastliny moézu snimat’ v
prirodzenej orientdcii v smere rastu, ¢o je velkou vyhodou oproti CLSM metddam.
Nastavenie LSFM moze byt upravené na dlhodobé zivé a vyvojové zobrazovanie rastlin
v takmer prirodzenych podmienkach. Na udrzanie fyziologickych podmienok mézu byt
zelené Casti rastlin osvetlené pomocou svetelnych zdrojov, ktoré kontrolovane simulujt
striedanie dila a noci. Aby sa zarucil prisun Zivin pre pozorovanl rastlinu, pomocou
perfuzneho systému je mozna kontinudlna vymena dcerstvého tekutého média a
odstranenie vyuzit¢ho a odpadového média (Maizel et al., 2011; Ovecka et al., 2015;
Ovecka et al., 2018). V rastlinnej biologii bola pre vicSinu aplikacii LSFM pouZita
modelova rastlina 4. thaliana. Vd'aka jej malému vzrastu a tenkym, takmer priechl'adnym
korefiom je vhodnou rastlinou na $tudium rastu a vyvojovych procesov, predovsetkym v
koreni. Narastd vSak potreba porozumiet’ aj vyvoju inych rastlin na biotechnologickeé
moznosti zlepSenia ich vlastnosti. Nedavny pokrok v LSMS technikach a pri priprave
vzoriek umoznil zobrazovanie objemnejsich plodin ako je M. sativa, Hordeum vulgare
a Oryza sativa. Systémy LSFM pontikaju vSestrannost’, ktoré umoziuju prispésobenie na
rozne experimentalne konfiguracie. To umoziuje skimat’ vplyvy urcitych chemickych
zliCenin, simulované stresové podmienky a interakcie medzi mikroorganizmami
a rastlinami ako st symbiotické interakcie medzi strukovinami a rhizébiami (Ovecka et

al., 2018; Ticha et al.,2020; Ovecka et al., 2022).
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2.4.2 Super-rozliSovacia mikroskopia

Super-rozliSovacia mikroskopia (SRM) oznacuje skupinu mikroskopickych technik
prekonavajucich difrakéné obmedzenia a prekracujucich limity rozliSenia konvenénych
mikroskopickych metéd. Medzi SRM techniky, ktoré vyuzivaji osvetlenie vzoriek
pomocou Strukturovaného svetla, patri linedrna anelinedrna mikroskopia so
Struktarovanym  osvetlenim (SIM) a mikroskopia so stimulovanou redukciou
fluorescencnej stimulovanou emisie (STED) (Komis et al., 2018a). Principom SIM je
vyuzitie Struktarovaného svetla na osvetlenie vzorky, ktoré vznika kontrolovatelnymi
rotaciami a fadzovymi posunmi mriezky. Pocitacovym spracovanim sa jednotlivé obrazy
skombinuju a dekonvuluji za t¢elom rekonstrukcie obrazu s lateralnym rozliSenim okolo
100 nm. SIM je aplikovateI'na ako na 2D Struktury, tak aj na 3D Struktury a je ju mozno
pouzit’ na snimanie zivych buniek (Gustafsson, 2000; Komis et al., 2018a). Mikroskopia
so stimulovanou redukciou fluorescencénej emisie (STED) je jednoducha metdda
vyuzivajuca dva laserové lice na osvetlenie vzorky. Jeden z li€ov sa pouziva na excitaciu
vzorky a d’alsi 1G¢ s vy3Sou vinovou diZkou sa vyuziva na vratenie excitovanych
fluoroforov do zadkladného stavu okrem tych, ktoré st v strede excitatného ohniska.
Oproti SIM ma& STED mikroskopia lepSie rozliSenie ataktiez je pouzitelnd na
zobrazovanie Zivych buniek. AvSak kvoli vysokej fototoxicite nie je vhodnéa na dlhodobé
pozorovania zivych rastlinny vzoriek, ¢im si tdto metdda nenaSla Siroké uplatnenie
v zobrazovani rastlin (Dyba a Hell, 2003; Komis et al., 2018a). K d’alsim SRM metoédam
zaloZzenych na lokalizacii jednotlivych molekul, ktoré umoziuju skimat’ polohu
jednotlivych fluoroforov s vysokou presnostou, patri fotoaktivaéna lokaliza¢na
mikroskopia (PALM) a stochastickd optickd rekonstrukénd mikroskopia (STORM).
PALM je zaloZena na pouziti fotoaktivovatelnych fluorescen¢nych proteinov, zatial’ Co
STORM vyuziva organické farbiva s foto-prepinatelnou fluorescenciou. Tieto metody su
schopné dosiahnut’ rozliSenie niekol’ko desat nanometrov, ale na dosiahnutie dobrej
kvality obrazu vSak musia byt’ vzorky pevne imobilizované, ¢o ich robi malo vhodné na
dlhodobé zobrazovanie zivych rastlinnych buniek (Betzig et al., 2006; Rust et al., 2006;
Komis et al., 2018a; Ovecka et al., 2022).

Pre budici vyskum vyvojovych procesov rastlin ma velké opodstatnenie
komercializacia hybridnych systémov. K takymto systémom patri CLSM s pouzitim
Airyscan modulu (ACLSM), ktory umoziuje zlepSené rozliSenie az do 120 nm a rychle

zobrazovanie. Deterktor Airyscan je zloZeny z 32 Sest'uholnikovych podjednotiek na baze
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fosfidovej zliatiny arzenidu galia usporiadanych do kruhu. Kazda jednotka ma apertiru
pinhole o velkosti 0,25 AU, pricom sa ocakava ze celkova citlivost’ systému sa bude
rovnat’ konfokalnemu nastaveniu pri 1,25 AU. Pouzitim dekonvolucie pri rekonstrukcii
obrazu je mozné ziskat’ vysSie rozliSenie. S kompromisom v rozliSeni, Airyscan systém
je schopny v rychlom zobrazovacom rezime zachytit’ az 27 snimok za sekundu. Aplikacia
ACLSM je mozna ako na fixované bunky, tak aj na zobrazovanie zivych buniek. ACLSM
je vhodna na snimanie imunofluorescenne znaceného cytoskeletu v korenovych
epidermalnych bunkéch lucerny na trovni super-rozliSenia. Neddvno bola tato technika
pouzita pri $tadiu symbiotickych interakcii medzi M. truncatula a rhizobialnym druhom
S. meliloti. Optimalizovanim pripravy vzorky a namontovanim ACLSM systému do
vertikdlnej polohy je mozné dynamické intaktnych rastlin vo fyziologickych
podmienkach (Korobchevskaya et al., 2017; Komis et al., 2018a; Liang et al., 2018; Ticha
et al., 2020; Ovecka et al., 2022).

2.5 Transformacia rastlin M. sativa

KTliacovou stratégiou na zvysenie kvality rastlin, vynosov plodin a tolerancie k biotickym
a abiotickym stresovym faktorom je geneticka transformacia rastlin. Geneticka
transformécia je riadend modifikacia organizmu, ktorej vysledkom je vloZenie a nasledna
integracia zavedenej DNA do hostitel'ského genému, ¢im sa transgén stava trvalou
stiCastou genomu nového transgénneho organizmu. Pocetné fyzikalne (priame) alebo
biologické (nepriame) techniky transformacie rastlin, vdc¢Sinou zahfiiajiice transport
exogeénnych génov a regeneraciu transformovanych rastlin, boli neustale zdokonal'ované
pre vysoku ucinnost, aplikaciu a pohodlnt manipuléciu. Aj napriek viac ako 30 rokom
technologického pokroku v tejto oblasti je efektivna transformdcia a regeneracia pre
mnohé plodiny stile vyzvou (Keshavareddy et al., 2018; Ramkumar et al., 2020;
Steinwand a Ronald, 2020).

K priamym metdédam genetickej transformacie, ktoré vyuZzivaji chemické alebo
fyzikélne sily na prenos cielovych génov do rastlinnych buniek, patri bombardovanie
Casticami (,,gene-gun®), elektroporacia, mikroinjekcia, transformacia sprostredkovana
polyetylénglykolom (PEP), karbidom kremika, ¢i lipozomy. Na rozdiel od toho, nepriama
geneticka transformacia vyuZiva organizmy ako vektor, ako je prenos génov
sprostredkovany pomocou baktérii Agrobacterium tumefaciens a Agrobacterium
rhizogenes. Transformacia  prostrednictvom  Agrobacterium je  najuinnejsia

a najbeznejSia metdda pre ziskanie stabilnych transgénnych rastlin M. sativa, avSak je
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mozné v ur¢itych pripadoch vyuzit aj transformaciu metddou elektroporécie alebo ,,gene-

gun‘ (Keshavareddy et al., 2018; Ticha et al., 2020).

2.5.1 Transformacia  prostrednictvom  baktérii  Agrobacterium

tumafaciens

Agrobacterium tumefaciens je fytopatogénna gramnegativna baktéria obsahujiica tumor
indukujuci (Ti) plazmid, ktora sposobuje u rastlin vznik naddorov. Sucast’ou Ti plazmidu
je virulentna DNA molekula (T-DNA), ktora sa prirodzene prendsa do rastlinnych buniek,
kde sa stabilne integruje do rastlinného genomu. T-DNA obsahuje gény pre syntézu
opinov, ktoré sluzia ako zdroj energie a dusika, a gény podielajice sa na syntéze
rastlinnych hormoénov spdsobujuce tvorbu nadorov. Na transport a integraciu T-DNA su
potrebné virulentné proteiny (Vir proteiny), ktoré si kodované siedmimi lokusmi (vir4,
virB, virC, virD, virE, virF a virG) nachadzajucimi sa na vir regione Ti plazmidu. Ciel'ovy
gén moze byt umiestneny medzi hranice T-DNA a integrovany do rastlinného genomu.
Vyvoj stcasného binarneho vektorového systému, ktorého principom je rozdelenie T-
DNA a vir regidénov z Ti plazmidu do dvoch mensich plazmidov, zlepsila transformacny
mechanizmus  sprostredkovany  baktériami  Agrobacterium. Region T-DNA
s multiklonovacim miestom, do ktorého sa mo6zu vlozit' pozadované gény, je sticast'ou
I'ahko manipulovatel'ného binarneho vektoru. Pomocny vir plazmid obsahujuci vir gény
pozostava z odzbrojené¢ho Ti plazmidu, z ktorého bola odstranena oblast’ T-DNA (Chilton
et al., 1977; Zupan a Zambryski, 1995; Gelvin, 2003; Yildiz ef al., 2016).

Geneticka transformacia rastlin sprostredkovana Agrobacterium sa mdze pouZit' na
geneticki modifikaciu zmenu vacSiny dvojkli¢nolistovych rastlin a malého poctu
jednokli¢nolistovych rastlin. Medzi jej vyhody patri vysoka ucinnost’, nizke naklady,
jednoduché aplikacia a geneticka stabilita. Na produkciu stabilnych transgénnych rastlin
M. sativa prostrednictvom baktérii Agrobacterium sa najCastejSie pouzivaju listové
explantaty, ktoré st nasledne po infekcii stimulované k regeneracii transgénnych rastlin
pomocou somatickej embryogenézy. Protokol podl'a Samac a Austin-Phillips popisuje
tato vysoko ucinnu transformaciu M. sativa, kde typicky 80—100 % transformovanych
rastlin po UspesSnej regeneracii obsahovalo inkorporovani T-DNA (Samac a Austin-

Phillips, 2006; Yan et al., 2022).
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2.5.2 Transformacia metodou ,,gene-gun*

Transformacia metédou ,,gene-gun®, taktiez zndma ako metdda bombardovania ¢asticami
alebo biolistickd metdda, je fyzikédlna transformac¢nd metdda zavadzania cielovej DNA
priamo do rastlinnych buniek. Metdda zavisi od nastrelenia Castic s povlakom DNA do
cielovych rastlinnych buniek. Mikroprojektily su Casto tvorené inertnym kovovym
materidlom, ako je zlato alebo volfram, s priemerom od 0,2 do 4,0 um. Na zrychlenie
Castic potiahnutych s DNA sa pouzivaji vysokotlakové impulzy hélia. Mikroprojektily
potiahnut¢ DNA sa nalozia na makronosi¢, zktorého st vystrelené v smere
k perforovanému zastavovaciemu situ. Zastavovacie sito zachytdva makronosi¢, ¢o
umoznuje mikroprojektilom postupovat’ do cielového tkaniva vysokou rychlostou. DNA
sa po uvolneni z mikroprojektilov vo vnutri cielovych buniek zacleni do gendomovej
DNA rastlin. Tato metdda je pouzitelna pre Siroku Skélu rastlinnych druhov a vacsinu
typov pletiv. Transformovanie M. sativa metédou bombardovania ¢asticami ma oproti
transformécii sprostredkovanou A. tumefaciens nevyhody ako je menSia u€innost
transformécie a vysSie naklady. Na druhej strane, vlozenie DNA priamo do buniek
lucerny na produkciu transgénnych rastlin méze usetrit’ vel'a Casu a prace (Babaoglu et
al., 2000; Rivera et al., 2012; Keshavareddy et al. 2018; Lacroix et al., 2020; Ramkumar
et al.,2020).

2.5.3 Transformacia metodou elektroporacie

Elektroporacia je metoda genetickej transformacie, ktord vyuziva kratke elektrické
impulzy spOsobujuce zmenu polarity v plazmatickej membrane cielovych buniek na
vytvorenie prechodnych pérov, ¢im sa zvySuje permeabilita membrany hostitel'skej
bunky. Biologické latky ako RNA, DNA, proteiny a lipidy su casto transportované do
vnuatra buniek protoplastov tymto sposobom. Transformacia rastlin sprostredkovana
elektroporaciou je v porovnani s transformdciou sprostredkovanou Agrobacterium
a biolistickou metddou rychla, jednoducha metdda s nizkymi nakladmi a vysokou
efektivitou. Hlavnou nevyhodou elektroporacie je narocnost’ transformacie rastlinnych
buniek s hrubymi bunkovymi stenami, a preto je hlavne pouzivana pre transforméciu

protoplastov (Rivera et al., 2012; Kar et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

Autoklavova indikatorova paska, bakteriologicky filter s pérmi o velkosti 0,22 pm, ¢ierna
plastova folia, filtracny papier, hlinikova folia, chirurgickd paska, kadicky, magnetické
mieSadla, mikroskimavky typu Eppendorf, noznice, odmerné valce, Pasteurove pipety,
Parafilm, pinzety, plastové nddoby, sterilné Sparadla, skimavky typu Falcon, sterilné

Spicky, sterilné Petriho misky, sterilné hranaté Petriho misky.

3.1.1Pouzité chemikalie

1000X Gamborg’s vitamin solution (Duchefa Biochemie)
1000X Nitsch and Nitsch vitamin solution (Duchefa Biochemie)
Adenin (Sigma-Aldrich)

Dihydrat hydrogénfosfore¢nanu disodného (Sigma-Aldrich)
Dihydrat molybdenanu sodného (Sigma-Aldrich)
Dihydrogénfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich)

Dusi¢nan draselny (Sigma-Aldrich)

Etanol denaturovany (96%, Lihovar Kojetin)

Gamborg’s BS basal salt mixture (Duchefa Biochemie)

Gellan gum powder (Alfa Aesar)

Glycerol (Sigma-Aldrich)

Heptahydrat siranu hore¢natého (Sigma-Aldrich)

Heptahydrat siranu Zeleznatého (Sigma-Aldrich)

Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)

Chlorid véapenaty (Sigma-Aldrich)

Chlérnan sodny (Sigma-Aldrich)

Incidur (Ecolab)

Kinetin (Duchefa Biochemie)

Kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova (2,4-D) (Duchefa Biochemie)
Kyselina boritd (Duchefa Biochemie)

Kyselina chlorovodikovéa (37%, Sigma-Aldrich)
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LB broth (MO BIO laboratories)

L-glutamin (Duchefa Biochemie)

L-glutation (Sigma-Aldrich)

L-prolin (Sigma-Aldrich)

L-serin (Sigma-Aldrich)

MES (Duchefa Biochemie)

Micro agar alebo Phyto agar (Duchefa Biochemie)
Monohydrat siranu manganatého (Sigma-Aldrich)
Monohydrat siranu zino¢natého (Sigma-Aldrich)
Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie)
Myoinozitol (Duchefa Biochemie)

Na;EDTA (Sigma-Aldrich)

Pentahydrat siranu med’natého (Duchefa Biochemie)
Propidium jodid (PI, Sigma-Aldrich)

Sacharéza (Sigma-Aldrich)

Sterilnd destilovana voda

Streptomycin (Duchefa Biochemie)

SYTO 9 (Sigma-Aldrich)

Tetracyklin (Duchefa Biochemie)

Tikarcilin (Duchefa Biochemie)
Tris(hydroxymetyl)aminometan (Sigma-Aldrich)
Tween® 20 (Sigma-Aldrich)

Vodovodna voda
3.1.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy (XA 110/2X, RADWAG)

Automatické pipety (Eppendorf)

Autoklav — parni sterilizator (Stervap, MMM Group)

Box laminarny Biohazard (Merci)

Centrifuga stolna chladend ScanSpeed 1730 MR (LaboGene)
Elektromagnetickd mieSacka IKA Combimag REO (Drehzahl Electronic)

Flourescen¢ny stereomikroskop Axio Zoom.V16 (Carl Zeiss)
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Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)
Hlboko mraziaci box (Panasonic)
Inkubator s nastavitel'nou teplotou (Memmert)

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

Laboratorna chladnicka LIE LCV 4010 (Schoeller)
Laboratorne vahy S1502 (BEL Engineering)
Mraznic¢ka LIE G 5216 513L (Comfort)
Laboratérny digestor (M 1200, MERCI)
Mikrocentrifiiga s vortexom FVL-2400N (BioSan)
Mikrovinna rira MHE21 (HITACHI)

pH meter PC 2700 (Eutech Instruments)

Skener (Image Scanner 1)

Spektrofotometer (Smart SpecTM plus, Bio-Rad)
Trepacka s inkubaciou ES-20 (Biosan)

Vortex Genie - 2 (Scientific Industries)

Vyrobnik deionizovanej vody Simplicity water purification system (Millipore)
3.1.2 Roztoky a média

Steriliza¢nv roztok na sterilizaciu listov M. sativa (100 ml)

* 1 ml chlérnan sodny
* 50 ul Tween
*  Doplnit MilliQ H20 do 100 ml

+ Sterilizacia cez bakteriologicky filter s pormi o velkosti 0,22 um
B5H médium

+ 3,1 g'I'" Gamborg’s B5 basal salt mixture
+ 0,5g1"'KNO;

+ 025 g1 MgSO4-7H,0

+ 0,5 gl prolin

+ 30 g-1"! sacharoza

+ 4,5g1" gellan gum

*  Doplnit MilliQ HoO do 11
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* Upravit pHna 5,7 (1M KOH)

» Sterilizacia autoklavom

» Po sterilizacii autoklavom vychladit’ na 55 °C a nasledne pridat’:
+ 30 ml-I"! zmes aminokyselin
« 1mll'24-D (1 mglh
+ 1 ml- 1" kinetinu (0,1 mg-1")

+ 1,0 ml-I"' 1000X Gamborg’s vitamin solution

Zmes aminokyselin

* 6,65 g glutamin

* 0,83 g serin

* 0,004 g adenin

* 0,083 g L-glutation

*  Doplnit’ MilliQ H20 do 250 ml

» Steriliz4cia cez bakteriologicky filter s pormi o velkosti 0,22 um

» Skladovat pri 4 °C

Zasobny roztok 2.4-D (1,0 mg-ml™!)

* 10 mg 2,4-D rozpustit’ v 50 ul Et-OH

« 800 pl MilliQ H20

* 150 pl 1M NaOH

* ZmieSat’ vo vortexe

*  Doplnit MilliQ H20 do 10 ml

+ Sterilizacia cez bakteriologicky filter s pormi o velkosti 0,22 um

+ Skladovat’ pri -20 °C

Zasobny roztok kinetinu (0,1 mg-ml™")

* 1 mg kinetinu rozpustit’ v 20 ul 1M NaOH

* ZmieSat’ vo vortexe

*  Doplnit’ MilliQ H20 do 10 ml

» Sterilizacia cez bakteriologicky filter s pormi o velkosti 0,22 um

+ Skladovat’ pri -20 °C
B50 médium

+ 3,1 g-I' Gamborg’s BS basal salt mixture
29



+ 0,5g1"'KNO;

+ 025g1"! MgSO4-7H,0

+ 0,5 g1 prolin

» 30 g1 sacharéza

+ 4,5 g1" gellan gum

*  Doplnit MilliQ HO do 1 1

* Upravit pHna 5,7 (1IM KOH)

» Sterilizacia autoklavom

» Po sterilizacii autoklavom vychladit na 55 °C a nasledne pridat’:
+ 30 ml'I'" zmes aminokyselin

« 1,0 ml-I"! 1000X Gamborg’s vitamin solution
MMS médium

+ 4,3 g-I'" Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)
+ 0,1 g'I' myoinozitol

+ 30 g1 sacharéza

+ 4,5 g1" gellan gum

*  Doplnit MilliQ HoO do 1 1

* Upravit pHna 5,7 (1M KOH)

» Steriliz4cia autoklavom

» Po sterilizacii autoklavom vychladit’ na 55 °C a nésledne pridat’:

« 1,0 ml-I"" 1000X Nitsch and Nitsch vitamin solution
MS médium

+ 4,3 g-I'" Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)
+ 30 g1 sacharéza

+ 4,5 g1" gellan gum

*  Doplnit MilliQ H2O do 1 1

e Upravit pHna 5,7 (1M KOH)

¢ Sterilizacia autoklavom

Tekuté LB médium

+ 25g- 1" LB broth
*  Doplnit MilliQ HoO do 11
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* Upravit pHna 7,2 (1M KOH)

* Sterilizacia autoklavom

Tekuté Fahrdeus médium bez obsahu dusika

Mnozstvo pouzitych zasobnych roztokov do média: w/v
Makroelementy:

1 ml-1"! MgSOy4 - 7TH20
1 ml-1"" KH2PO4
2 ml-1"" Na;HPOy4 - 2H,0

2,5ml-I' Fe-EDTA
Mikroelementy:

100 pl-1"! - MnSOs - H,0
100 ul-I'" - CuSO4 - 5H,0
100 ul-I" ZnSOs4 - HO
100 pl-1" H3BOs3

100 pl-1"" Na;MoOs - 2H,0

*  Doplnit’ MilliQ H,O
* Upravit pHna 6,5 (1M a 0,1M HCI)

zasobnych

0,1232 g'ml’!
0,0953 g'ml’!
0,0712 g'ml’!

0,001 g'ml!
0,0015 g-ml’!
0,0017 g-ml’!
0,001 g'ml!
0,0011 g-ml’!

* Po sterilizacii autoklavom vychladit na 55 °C a nasledne pridat’:

100 pl-1! - CaCly

Pevné Fahrieus médium bez obsahu dusika

MnozZstvo zasobnych roztokov pouzitych do média: w/v
Makroelementy:

1 ml-1I"" MgSOs - 7H,0
lml-l'l KH;PO4
2 ml-I"" NaaHPOyq - 2H,0

2,5ml-I"" Fe-EDTA

13 g-1'! Microagar
Mikroelementy:

100 pl-1"" - MnSOs4 - H,0
100 pl-1"" CuSO4 - SH20
100 ul-I"" ZnSOs4 - HO
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0,11098 g-ml"!

zasobnych

0,1232 g'ml’!
0,0953 g-ml’!
0,0712 g-ml!

0,001 g-ml’!
0,0015 g-ml"!
0,0017 g-ml!

roztokov:

roztokov:



100 pl-1"! H3BOs
100 ul-I"" - Na;MoOs - 2H,0
*  Doplnit MilliQ H>O
* Upravit pHna 6,5 (1M a 0,1M HCI)

0,001 g-ml!
0,0011 g-ml’!

» Po sterilizacii autoklavom vychladit na 55 °C a nasledne pridat’:

100 pl-1"" CaCl,

Roztok Fe-EDTA (10 ml)

* 0,056 g FeSO4 - TH20
* 0,074 g Na,EDTA
*  Doplnit’ MilliQ H20 do 10 ml

* Rozpustit’ pri 50 °C za staleho mieSania

50 mM Tris-HCI pufor, pH 7

* 0,6 gTris

e 60 ml MilliQ vody

e Upravit pHna7s 1M a 0,1M HCI
*  Doplnit’ MilliQ vodou do 100 ml

Farbiaci roztok SYTO9/PI

* 5uMSYTO9
* 30uMPI
* 100 ml 50 mM Tris-HCI pufor, pH 7

* Uschovat’ do mraziaceho boxu pri - 20 °C

3.1.3 Software na spracovanie vysledkov

Excel 365 (Microsoft Office)

Imagel (NIH)

PowerPoint 365 (Microsoft Office)
Statistica 13.4.0 (TIBCO Software Inc.)
Zen Black 2.3 PS1 (Carl Zeiss

Zen Blue 2014 ver. 2.3 (Carl Zeiss)
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Zen Lite 3.3 (Carl Zeiss)
3.1.4 Rastlinny material

Medicago sativa L. divoky typ, kultivar Regen-SY (RSY)

Medicago sativa L. transgénna linia s vlozenym konsStruktom 35S::GFP:FABD?2
(oznacované v praci ako GFP-FABD2, Ovecka et al., 2022)

Medicago sativa L. transgénna linia s vlozenym konstruktom SIMKK-RNAi (BekeSova et
al.,2015; Hrbackova et al., 2021)

Medicago sativa L. transgénna linia GFP-FABD2 s vlozenym kons$truktom SIMKK-RNAi
(oznadované v praci ako SIMKK-RNAi SFPFABD2 Urbig, 2020)

Pred zaciatkom rieSenia diplomovej prace boli transgenné linie GFP-FABD2 a SIMKK-
RNAi vytvorené stabilnou transformdciou listovych explantitov prostrednictvom A.
tumafaciens z rastlin M. sativa kontrolnej linie RSY. Dvojitd transgénna linia SIMKK-
RNAi SFPFABD2 g4 7nizenou produkciu proteinu SIMK bola pripravend stabilnou
transforméciou listovych explantatov z donorovych rastlin M. sativa transgénnej linie
GFP-FABD2 pomocou 4. tumafaciens (Urbis, 2020). Ako kontrola pre transgénnu liniu
SIMKK-RNAi STPFABD2 luzila transgénna linia SIMKK-RNAi, so silne down-
regulovanymi proteinmi SIMKK (stresom indukovand mitogénom aktivovana
proteinkindza kindza) a SIMK. Spomenuté kontrolné a transgénne rastliny M. sativa boli
regenerované procesom nepriamej somatickej embryogenézy a kultivované vo fytotrone
pri teplote 24 °C, relativnej vlhkosti 70 %, intenzite svetla 60-80 uE-m™-s! a fotoperidde
16 hodin svetlo/ 8 hodin tma.

3.1.5 Bakterialni material

Kmen Sinorhizobium meliloti Sm2011 obsahujici plazmid pHC60 (tet®), kodujici
fluorescen¢ny protein mRFP (Boivin ef al., 1990; Wang et al., 2016). Tento kmeni bol

dodany prof. Dr. Karstenom Niehausom, Univerzita Bielefeld, Nemecko.

3.2 Metody

3.2.1 Priprava BSH média

Do 1 1 kadi€ky bola pridana MilliQ voda, ktord bola zmieSana spolu s Gamborg’s B5
basal salt mixture, MgSQOs4-7H,0, KNO3, sachardzou, prolinom a s gellan gum. Objem
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bol pomocou odmerného valca doplneny MilliQ vodou do 1000 ml a pH bolo upravené
pomocou 1M KOH na 5,7 za stdleho mieSania na elektromagnetickej miesacke. Médium
bolo rozdelené do dvoch 1 1 sklenenych flia§ po 500 ml a sterilizované pomocou
autoklavu. Po sterilizacii autoklavom a vychladnuti média na priblizne 55 °C bola v
sterilnom prostredi laminarneho boxu pridana do objemu 500 ml zmes vitaminov (1000X
Gamborg’s vitamin solution), hormény (kinetin a 2,4-D), zmes aminokyselin a
antibiotikum tikarcilin (TIC) v riedeni 1000x (500 pl TIC na 500 ml média). Médium
bolo rozliate v lamindrnom boxe do 40 sterilnych Petriho misiek po 25 ml a ulozené do

chladnicky na d’alSie pouzitie.

3.2.2 Priprava B50 média

Do 1 1 kadicky bola pridana MilliQ voda, ktord bola zmieSana spolu s Gamborg’s B5
basal salt mixture, MgSQO4 - 7TH>0, KNOs3, sacharéza, prolin a s gellan gum. Objem bol
pomocou odmerného valca doplneny MilliQ vodou do 1000 ml a pH bolo upravené
pomocou 1 M KOH na 5,7 za staleho mieSania na elektromagnetickej mieSacke. Médium
bolo rozdelené¢ do dvoch 1 1 sklenenych flia§ po 500 ml a sterilizované pomocou
autoklavu. Po sterilizacii autoklavom a vychladnuti média na priblizne na 55 °C bola v
sterilnom prostredi laminarneho boxu pridana do objemu 500 ml zmes vitaminov (1000X
Gamborg’s vitamin solution), zmes aminokyselin a antibiotikum tikarcilin (TIC) v riedeni
1000x (500 pl TIC na 500 ml média). Médium bolo rozliate v laminarnom boxe do 40

sterilnych Petriho misiek po 25 ml a ulozené do chladnic¢ky na d’alSie pouZitie.

3.2.3 Priprava MMS média

Do 1 1 kadi€ky bola pridand MilliQ voda, ktord bola zmieSand spolu s MS basal salt
mixture, sachar6zou, myoinozitolom, a s gellan gum. Objem bol pomocou odmerné¢ho
valca doplneny MilliQ vodou do 1000 ml a pH bolo upravené pomocou 1 M KOH na 5,7
za staleho mieSania na elektromagnetickej mieSacke. Médium bolo rozdelené do dvoch 1
1 sklenenych flia§ po 500 ml a sterilizované pomocou autoklavu. Po sterilizacii
autoklavom a vychladnuti média na priblizne 55 °C bola v sterilnom prostredi
laminarneho boxu pridanad do objemu 500 ml zmes vitaminov (1000X Nitsch and Nitsch

vitamin solution) a antibiotikum tikarcilin (TIC) v riedeni 1000x (500 pl TIC na 500 ml
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média). Médium bolo rozliate v laminarnom boxe do 20 sterilnych hranatych Petriho

misiek po 50 ml a ulozené do chladni¢ky na d’alSie pouzitie.

3.2.4 Priprava MS média

Do 1 I kadi¢ky bola pridana MilliQ voda, ktord bola zmieSana spolu s MS basal salt
mixture, sachardézou as gellan gum. Objem bol pomocou odmerného valca doplneny
MilliQ vodou do 1000 ml a pH bolo upravené¢ pomocou 1 M KOH na 5,7 za staleho
mieSania na elektromagnetickej mieSacke. Médium bolo rozdelené do dvoch 1 1
sklenenych flia§ po 500 ml a sterilizované pomocou autoklavu. Po sterilizacii autoklavom
a vychladnuti média na priblizne 55 °C bolo rozdelené za sterilnych podmienok v
lamindrnom boxe do 20 sterilnych hranatych Petriho misiek po 50 ml a ulozené do

chladnicky na d’alSie pouZitie.

3.2.5 Priprava pevného Fahrieus média bez obsahu dusika

Do 1 1 kadicky bola pridana MilliQ voda, ktord bola zmieSand spolu s makro- a
mikroelementami zo zasobnych roztokov a s Mikroagarom (Fahraeus, 1957, upravené).
Objem bol pomocou odmerného valca doplneny MilliQ vodou do 1000 ml a pH bolo
upravené pomocou 1 M HCl na 6,5 za stadleho mieSania na elektromagnetickej mieSacke.
Médium bolo rozdelené do dvoch 1 | sklenenych flia§ po 500 ml a sterilizované pomocou
autoklavu. Po sterilizacii autokldvom a vychladnuti média na priblizne 55 °C bolo v
sterilnom prostredi laminarneho boxu pridané do objemu 500 ml 50 pl CaCl,. Médium
bolo rozliate v lamindrnom boxe do 20 sterilnych hranatych Petriho misiek po 50 ml a

ulozené do chladni¢ky na d’alSie pouzitie.

3.2.6 Priprava tekutého Fahrieus média bez obsahu dusika

Do 1 1 kadicky bola pridand MilliQ voda, ktord bola zmieSand spolu s makro- a
mikroelementami zo zasobnych roztokov (Fahraeus, 1957, upravené). Objem bol
pomocou odmerného valca doplneny MilliQ vodou do 500 ml a pH bolo upravené
pomocou 1 M HCl na 6,5 za staleho mieSania na elektromagnetickej miesacke. Médium
bolo rozdelené do dvoch 500 ml sklenenych flia§ po 250 ml a sterilizované pomocou

autoklavu. Po sterilizcii autoklavom a vychladnuti média na priblizne 55 °C bolo v
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sterilnom prostredi lamindrneho boxu pridané do objemu 250 ml 25 pl CaCl; a ulozené

do ukladacieho priestoru na d’alSie pouzitie.

3.2.7 Priprava LB média

Do 1 1kadicky bola pridand MilliQ voda, ktora bola zmieSana spolu so zmesou LB broth.
Objem bol pomocou odmerného valca doplneny MilliQ vodou do 1000 ml a pH bolo
upravené pomocou 1 M KOH na 7,2 za staleho mieSania na elektromagnetickej miesacke.
Médium bolo rozdelené do dvoch 500 ml sklenenych flia§ po 250 ml a sterilizované
pomocou autoklavu. Po sterilizacii autokladvom a vychladnuti 55 °C bolo uloZené do

ukladacieho priestoru na d’alSie pouzitie.

3.2.8 Odobranie a povrchova sterilizacia listov z donorovych rastlin

Zdravé, dobre vyvinuté a neposkodené listy boli odobrané z kontrolnych a transgénnych
rastlin M. sativa rasttcich v pdde vo fytotrone do 50 ml skiimavky Falcon s vodovodnou
vodou. Sterilizcia listov bola prevedend v sterilnom prostredi laminarneho boxu
pomocou 70 % etanolu po dobu 5 az 10 sekund. Nasledne boli listy vlozené do
sterilizacného roztoku (1 % chlérnan sodny + 0,05 % Tween) vo Falcon skumavke a
pretrepavané po dobu 1,5 mintty. Nakoniec boli listy 3x preplachnuté sterilnou MilliQ
vodou a umiestnené na sterilny filtra¢ny papier na Petriho miske, kde boli pomocou
sterilného skalpela prieCne prerezané na polovicu a nasledne takto pripravené listové
explantaty boli premiestnené na ozna¢ené BSH médium s tikarcilinom v gulatych Petriho

miskach na indukciu kalogenézy.

3.2.9 Regeneracia rastlin procesom somatickej embryogenézy

Sterilné listové explantaty kontrolnych a transgénnych rastlin M. sativa prenesené na
B5H médium s pridavkom tikarcilinu na indukciu kalogenézy boli kultivované vo
fytotrone pri teplote 24 °C, relativnej vlhkosti 70 %, intenzite svetla 60-80 pE-m2-s™!
a fotoperidde 16 hodin svetlo/ 8 hodin tma po dobu troch tyzdnov. Nasledne boli vyvinuté
kalusy prenesené¢ na B50 médium s pridanym tikarcilinom na indukciu a vyvoj
somatickych embryi za rovnakych podmienok po dobu troch tyzdiov. Zrelé¢ somatické
embrya boli d’alej prenesené na MMS médium s tikarcilinom a kultivované po dobu

jedného az dvoch tyZzdnov za rovnakych podmienok na spravny vyvin korenovej Casti
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a vyhonkov. Na dokonc¢enie vyvinu celych rastlin a ich udrziavanie boli nakoniec mladé
rastliny prenesené na MS médium, kde boli nad’alej kultivované v in vitro podmienkach.
Jednotlivé Stddia nepriamej somatickej embryogenézy boli pozorované pri
prechadzajucom svetle a cez fluorescencny kanal pre GFP signal (excitacia pri 488 nm,
emisné spektrum 500-550 nm) priamo na Petriho miskdch pomocou fluorescenéného

stereomikroskopu Axio Zoom.V16 v réznych ¢asovych intervaloch.

3.2.10 Priprava kultary S. meliloti zo zasobného roztoku

Kultara baktérii S. meliloti Sm2011 produkujuca fluorescenény protein mRFP bola
pripravend zo zasobného roztoku s glycerolom, ktory bol uschovany v mraziacom boxe
pri teplote -80 °C. V sterilnom prostredi laminarneho boxu boli do 10 ml LB média
v skimavke Falcon pridané selekéné antibiotikd tetracyklin (20 pl) a streptomycin (4 pl)
vo vyslednej koncentracii 20 pg-ml™! a 500 ul bakteridlnej kultiry zo zadsobného roztoku.
Bakterialna kultura v skimavke Falcon s LB médiom bola inkubovana na trepacke v
uplnej tme pri teplote 28 °C a pri 200 otackach za minttu poc¢as dvoch dni. Pomocou
spektrometra bola kontrolovana optické hustota pri 600 nm (ODsoo), kde LB médium so
selekénymi antibiotikami bez bakteridlnej kultiry sluzil ako kontrola (blank). Po
dosiahnuti ODeoo nad 0,5 sa separovali bakteridlne kultury od LB média pomocou
centrifugy pri 3500 otaCok za minutu (rpm) po dobu 20 minut a pri laboratdrnej teplote.
Supernatant bol vyliaty do odpadu a pelet s bakteridlnymi bunkami bol resuspendovany
v Cistom tekutom Fahrdeus médiu bez dusika v takom mnozstve aby vysledna ODsoo sa
rovnala 0,5. Bakteridlna kultira v skimavke Falcon s tekutym Fahrdeus médiom bez
dusika bola inkubovana na trepacke pocas troch hodin pri teplote 28 °C a pri 200 otackach

za minutu.

3.2.11 Kokultivacia rastlin M. sativa s baktériami S. meliloti

Kontrolné a transgénne rastliny M. sativa rastice na MS médiu boli preloZené na Petriho
misky s pevnym Fahrideus médiom bez obsahu dusika. Po 8 diioch boli na koreiiové
systémy rastlin aplikované predom pripravené bakterialne kultary S. meliloti produkujuce
mRFP z tekutého Fahriaeus média bez obsahu dusika (2 ml na rastlinu, ODsoo = 0,5).
Rastliny M. sativa, na ktoré bolo aplikované €isté tekuté Fahrdeus médium bez dusika,

sluzili ako ,,mokra* kontrola. Spodné Cast’ Petriho misiek bola zakrytd pomocou ¢iernych
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plastovych folii, aby korefiové systémy rastlin mali podobné svetelné podmienky ako
v pode. Rastliny M. sativa spolu so S. meliloti produkujuce mRFP boli kultivované vo
fytotrone pri teplote 24 °C, relativnej vlhkosti 70 %, intenzite svetla 60—80 pE-m™-s!
a fotoperidde 16 hodin svetlo/ 8 hodin tma. Pocitanie infekénych vlakien prebiehalo v 6.
a 11. dent po inokulacii pomocou fluorescencného stereomikroskopu Axio Zoom.V16
a pocitanie korenovych hltazok prebiehalo v 20. a25. den po inkolacii v tom istom
mikroskope. Rastliny na Petriho miskdch boli skenované pomocou skeneru Image

Scanner I1I a dizky korefiovych systémov boli merané pomocou programu Image].

3.2.12 Mikroskopicka analyza symbiotickych interakcii v korefiovych
bunkach M. sativa

Priprava mikroskopickych preparatov prebichala tak, ze na okraj podlozného sklicka
boli prilepené pésiky obojstrannej lepiacej pasky a do stredu bolo napipetovanych 30 pl
tekutého Fahrdeus média bez obsahu dusika. Odrezana cCast’ korefla z rastlin M. sativa
kokultivovanymi so S. meliloti bola prenesend do média na podloznom skli¢ku. Preparat
bol zakryty krycim sklickom a priestor okolo preparatu vo vytvorenej komorke bol
doplneny s tekutym médiom. Na stabilizdciu prepardtu a zabraneniu vyschnutia média
bol pouzity parafilm. Na mikroskopiu boli vyuzité rastliny s najvy$Sou intenzitou
fluorescencného signalu GFP atie Casti korefiov, ktoré reagovali na pritomnost’ S.
meliloti. Transgénne linie GFP-FABD2 a SIMKK-RNAi SFP-FABD2 ¢ flyorescenéne
znacenym aktinovym cytoskeletom boli pouZité na analyzu zmien Struktiry aktinového
cytoskeletu. Ako kontrola reakcie na aplikované baktérie bola pouzita RSY linia
a transgénna linia SIMKK-RNAi. Okrem rastlin M. sativa po inokulacii so S. meliloti boli
pouzité rastliny z,mokrej kontroly na urcenie Struktiry, organizacie a dynamiky
aktinového cytoskeletu v korenovych vlaskoch transgénnych linii GFP-FABD2
a SIMKK-RNAi SFP-FABD2 y kontrolnych podmienkach, teda bez baktérii. Snimky boli
vytvorené¢ pomocou konfokélneho mikroskopu s rotujiicim diskom Axio Observer.Z1
s objektivom EC Plan-Neofluar 40x/1.30 Oil DIC M27. Preparaty boli snimané pri
prechaddzajucom svetle, vo fluorescencnom kanali pre GFP signal na dokumentaciu
organizacie aktinového cytoskeletu (excitacia pri 488 nm, emisné maximum pri 509 nm)
a vo fluorescen¢nom kanali pre mRFP na dokumentéciu baktérii S. meliloti v priebehu

symbiotického procesu (exciticia pri 561 nm, emisné maximum pri 612 nm).
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Mikroskopické snimky boli d’alej spracované pomocou programov Zen Blue 3.2, Zen

Lite 3.3, Microsoft Power Point 365 a Imagel.

3.2.13Kvantitativna analyza distribucie intenzity fluorescencie

Udaje zo snimania symbiotickych interakcii z konfokalneho mikroskopu s rotujucim
diskom boli kvantitativne vyhodnotené pomocou merani priemernej intenzity
fluorescencie GFP-FABD?2 v S$pecifickych oblastiach zaujmu v skorych symbiotickych
Stadiach okolo infekénych vackov a IT (10 — 13 dpi) u kontrolnych a transgénnych linii
rastlin M. sativa. Zmerana plocha a intenzity Spiciek koreniovych vlaskov rastlin M. sativa
transgénnych linii GFP-FABD2 a SIMKK-RNAi FP-FABD2 v interakcii s rhizobiami slazili
ako kontrola. Namerané plochy a intenzity v oblastiach infekénych véackov, IT a Spiciek
korenovych vlaskov boli vybrané azmerané zkonfokalnych rezov jednej roviny

manuélne pomocou nastroja na kreslenie softvéru ZEN na zéklade velkosti.

3.2.14 Mikroskopicka analyza Struktiry aktinového cytoskeletu v

korenovych hPazkach

Na mikroskopicku analyzu boli odobrané funkéné korenové hl'izky vytvorené 25-27 dni
po inokulécii so S. meliloti z rastlin M. sativa kultivaru RSY, a transgénnych linii GFP-
FABD2, SIMKK-RNAi a SIMKK-RNAi SFPFABD2 - Funk¢éné koretové hltzky boli
selektované podl'a ich velkosti a ruZzovej farby na rozdiel od nefunkénych (senescetnych),
ktoré boli menSie a mali hnedu farbu. Na podlozné sklicko bola pridand MilliQ voda
a odrezena Cast’ korenia s funkénou koreniovou hl'aizkou. Pomocou Ziletky a pinzety boli
korefiové hI'izky pozdizne narezané na tenké rezy, ktoré sa preniesli na podlozné skli¢ko
s prilepenymi pasikmi obojstrannej lepiacej pasky a 30 ul MilliQ vody. Preparat bol
zakryty krycim sklickom a priestor vo vytvorenej komorke bol doplneny MilliQ vodou.
Na zabrdneniu vyschnutia bol preparat prelepeny parafilmom. Snimky boli vyhotovené
pomocou konfokalneho mikroskopu LSM 710, Axio Imager 2 s objektivmi EC Plan
Neofluar 10x/0.30 M27 a Plan Apochromat 40x/1.4 Oil DIC M27. Snimky preparatov
boli zachytené pri prechddzajicom svetle, vo fluorescencnom kanali pre GFP signal na
dokumentaciu organizacie aktinového cytoskeletu (excitacia pri 488 nm, emisné
spektrum pri 491-551 nm) a vo fluorescenénom kanali pre mRFP na dokumentaciu

baktérii S. meliloti v infikovanych bunkach koretiovej hluzky (excitacia pri 561 nm,

39



emisné spektrum pri 582-677). Mikroskopické snimky boli d’alej spracované pomocou

programov Zen Black 2.3, Zen Lite 3.3, Microsoft Power Point 365 a Imagel.

3.2.15 Histochemické znacenie Zivych a mrtvych buniek v korenovych

hl’azkach

Na histochemické znacenie zivych a mitvych buniek boli pouzité korenové hluzky
odobrat¢ 25 dni po inokuldcii so S. meliloti zrastlin M. sativa kultivaru RSY,
a transgénnych linii GFP-FABD2, SIMKK-RNAi a SIMKK-RNAi SFP-FABD2 - Pomocou
ziletky a pinzety boli korefiové hlizky pozdiZne narezané na tenké rezy a vlozené do 20
ml farbiaceho roztoku, ktory obsahoval zmes SYTO9 a PI. Tenké rezy korenovych
hlizok boli farbené za tmy po dobu 20 min. Po uplynuti 20 min boli rezy korenovych
hl'izok vlozené na podlozné sklicko s 30 ul MilliQ vody as prilepenymi pasikmi
obojstrannej lepiacej pasky. Preparat bol zakryty krycim sklickom, doplneny MilliQ
vodou a zalepeny parafilmom. Snimky boli vyhotovené pomocou konfokalneho
mikroskopu LSM 710, Axio Imager 2 s objektivmi EC Plan Neofluar 10x/0.30 M27
a Plan Apochromat 40x/1.4 Oil DIC M27. Preparat bol snimany pri prechadzajicom
svetle, vo fluorescencnom kanély pre SYTOO (excitacia pri 488 nm, emisné maximum
pri 504 nm) a vo fluorescencnom kanaly pre PI (excitdcia pri 535 nm, emisné maximum
pri 617 nm). Mikroskopické snimky boli d’alej spracované pomocou programov Zen

Black 2.3, Zen Lite 3.3, Microsoft PowerPoint 365 a ImageJ.

3.2.16 Statisticka analyza

Na Statistické vyhodnotenie nameranych hodnét bol pouzity program Statistica 13.4
a Statistickd preukaznost’ (P < 0,05) bola stanovena jednosmernou ANOVA analyzou
a naslednym post-hoc Tukey HSD testom. Grafy boli pripravené v programe Microsoft
Excel 365 a finalizované pomocou programu Microsoft PowerPoint 365. Pocet vzoriek

(N) a typ Statistického testu su zahrnuté v legendach obrazkov.
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4 VYSLEDKY

4.1 Regeneracia rastlin M. sativa pomocou somatickej embryogenézy

Priprava rastlinného materidlu M. sativa u vSetkych linii (kultivar Regen-SY, GFP-
FABD2, SIMKK-RNAi CFPFABDZ - SINKK-RNAG) prebiehala in vitro prostrednictvom
nepriamej somatickej embryogenézy z listovych explantatov. Listové explantaty boli po
sterilizacii a preneseni na BSH médium (Obr. 4) s tikarcilinom (+ TIC) a obsahujuce
rastlinné hormoény 2,4-D a kinetin, kultivované po dobu troch tyzdnov, ¢o viedlo indukcii
tvorby kalusu zo somatickych buniek (Obr. 5). Po tejto dobe boli jednotlivé kalusy
prenesené na B5S0 médium (+ TIC) bez pridavku hormoénov a kultivované po dobu d’alsich
troch tyzdiov na tvorbu somatickych embryi (Obr. 5SA-D a 6A-D). Zrel¢ somatické
embrya torpédovitého tvaru boli prenasané na MMS médium (+ TIC) obohatené
o vitaminy. Rastice somatické embrya s vyvinutym korefiom aklicnymi listami
(kotyledonmi) sa preniesli na MS médium na dokoncenie vyvinu rastlin ana ich
udrzovanie v in vitro podmienkach. Pocas jednotlivych $tadii regeneracie boli rastliny M.
sativa kultivované vo fytotrone pri teplote 24 °C, relativnej vlhkosti 70 %, intenzite svetla
60-80 pE-m?-s™! a fotoperiéde 16 hodin svetlo/ 8 hodin tma. U transgénnych linii M.
sativa GFP-FABD2 a SIMKK-RNAi SFPFABD2 produkujicich fluorescenény marker
aktinového cytoskeletu bol detekovany fluorescen¢ny signal GFP, zatial’ ¢o kultivar RSY
a transgénna linia SIMKK-RNAi sluziace ako kontrola tento Specificky fluorescencny
signal GFP nevykazovali (Obr. 5E-H a 6 E-H). U kontrolnych linii bola zaznamena len
slaba miera autofluorescencie. Regenerované rastliny M. sativa boli pouzité v rdmci

nasledujucich experimentov s inokulaciou so S. meliloti.

GFP-FABD2 Regen-SY SIMKK RNA; GFP-FABD2 SIMKK RNAi

Obrazok 4. Listové explantaty rastlin M. sativa transgénnej linie (A) GFP-FABD2, (C) SIMKK-
RNAi CFPFABD2 (D) SIMKK-RNAi, a (B) kultivar Regen-SY po 8 diioch na BSH médiu (+ TIC).
Snimky su zobrazené prechadzajucom svetle (BF). Mierka = 1 mm.
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GFP-FABD2 Regen-SY SIMKK-RNA; SFP-FABD2 SIMKK-RNAi

Obrazok 5. Indukcia kalogenézy listovych explantatov rastlin M. sativa transgénnej linie (A, E)
GFP-FABD?2, (C, G) SIMKK-RNAi S*PFABD2 (D, H) SIMKK-RNAi a (B, F) kultivar Regen-SY po

21 dnoch na BSH médiu (+ TIC). (A-D) prechadzajtce svetlo (BF); (E-H) fluorescen¢ny kanal
pre GFP. Mierka = 2 mm.

GFP-FABD2 Regen-SY SIMKK-RNAi GFP-FABD2 SIMKK-RNAi

Obrazok 6. Tvorba somatickych embryi z kalusov u transgénne;j linie (A,E) GFP-FABD2, (C,G)
SIMKK-RNAi STPFABD2 (D H) SIMKK-RNAi a (B,F) kultivar Regen-SY po 21 ditoch na B50
médiu (+ TIC). (A-D) prechadzajuce svetlo (BF); (E-H) fluorescencny kanal pre GFP. Mierka =
1 mm (A-D), 2 mm (E-H).
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4.2 Kokultivacia rastlin M. sativa s baktériami S. meliloti

Regenerované kontrolné a transgénne rastliny M. sativa prostrednictvom somatickej
embryogenézy a kultivované na MS médiu, boli prenesené na Fahrieus médium bez
obsahu dusika, ktoré indukovalo podmienky potrebné na spustenie symbiotického
procesu. Po 8 diloch bola na rastliny M. sativa aplikovanéd predom pripravena bakterialna
kultara S. meliloti produkujtica fluorescen¢ny protein mRFP (Obr. 7). Pocas celej doby
kokultivacie boli rastliny M. sativa kultivované vo fytotrone pri teplote 24 °C, relativnej
vlhkosti 70 %, intenzite svetla 60—-80 pE-m?-s™! a fotoperidde 16 hodin svetlo/ 8 hodin
tma (Obr. 8). Kontrolné aj transgénne rastliny M. sativa reagovali na pritomnost’ S.
meliloti deformaciou korenovych vlaskov, internalizdciou baktérii, vytvaranim
infekénych vackov a tvorbou infekénych vldkien. Tieto skoré Stadia symbiotického
procesu boli pozorované u kontrolnych aj u transgénnych rastlinach M. sativa priamo na
Petriho miskach pomocou fluorescenc¢ného stereomikroskopu (Obr. 9). Na rastlinach M.
sativa kokultivovanych so S. meliloti sa po Case zalali aj vytvarat funkcné, ale aj
senescentné koretiové hlizky, ktoré su od seba farebne a tvarovo odlisiteI'né. Funkéné
koreniové hl'uzky, v ktorych prebieha asimilécia dusika, maji ruzova farbu a ovalny tvar,
zatial’ ¢o senescentné neaktivne korenové hl'izky su tmavohnedé, gulaté a d’alej nerast
(Obr. 10). V priebehu kokultivacie bola vyhodnotena efektivita tvorby infekénych vlakien
a koreniovych hl'izok u rastlin M. sativa kultivaru RSY, au transgénnych linii GFP-

FABD2, SIMKK-RNAi SFP-FABD2 3 SIMKK-RNAi s baktériami S. meliloti.
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Obréazok 7. Rastliny M. sativa (A) GFP-FABD2 linie, (B) RSY linie, (C) SIMKK-RNAi SFP-FABD2
linie a (D) SIMKK-RNAi linie na Fahrdeus médiu bez dusika v den aplikacie S. meliloti
s produkciou mRFP. Mierka =1 cm.

Obrazok 8. Rastliny M. sativa (A) GFP-FABD?2 linie, (B) RSY linie, (C) SIMKK-RNAi SFP-FABD2
linie a (D) SIMKK-RNAi linie kokultivované so S. meliloti s produkciou mRFP na Fahrdeus médiu
bez dusika 25 dni po aplikacii. Mierka =1 cm.
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GFP-FABD2 Regen-SY
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Obrazok 9. Tvorba infekénych vlakien v korefiovych vlaskoch u rastlin M. sativa (A) GFP-
FABD?2 linie, (B) RSY linie, (C) SIMKK-RNAi FPFABD? Jinie a (D) SIMKK-RNAi linie 6 dni po
inokulacii so S. meliloti na Fahrdeus médiu bez obsahu dusika. Snimky st zobrazené ako prekryv
prechadzajuceho svetla (BF) a fluorescenéného kanalu pre mRFP. Sipkami st oznatené infekéné
vlakna a hviezdicky oznacuju zakritené koreniové vlasky s infekénymi vackami. Mierky = 100
pm.

GFP-FABD2 RSY

Obrazok 10. Koreniové hl'izky u rastlin M. sativa (A) GFP-FABD?2 linie a (B) kultivaru RSY 20
dni po inkulaci so S. meliloti na Fahrdeus médiu bez obsahu dusika. Snimky su zobrazené
v prechadzajucom svetle. Hviezdicky oznacuju funkéné korenové hlizky a Sipky oznacuju
senescentné korenové hlizky. Mierka = 2 cm.
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4.3 Kbvantitativne vyhodnotenie efektivity tvorby infekénych vlikien a

korenovych hluzok

Tvorba infekénych vlakien bola kvantitativne vyhodnotena v 6. a 11. deii po inokulécii
(dpi) so S. meliloti na Fahrieus médiu bez dusika ako po¢et infekénych vlakien na dizku
celého koretiového systému (Obr. 11). Dizka korefiovych systémov jednotlivych rastlin
bola zmerana v programe Imagel zo snimok rastlin na Petriho miskach snimanych
pomocou stolového skenera v del pocitania infekénych vlakien. Na kvantitativnu analyzu
tvorby infekénych vlakien ujednotlivych linii M. sativa bolo pouzitych 9-11
biologickych replik v 6. dpi so S. meliloti (N=9 pre RSY; N=10 pre GFP-FABD?2 liniu;
N=9 pre SIMKK-RNAi SFF-FABD2 Jinjy, N=11 pre SIMKK-RNAi liniu) a 8-12 biologickych
replik v 11. dpi (N=9 pre RSY; N=10 pre GFP-FABD2 liniu; N=12 pre SIMKK-RNAi "
FABD2 1iniu; N=8 pre SIMKK-RNAi liniu). Kvoli ¢asovo naroénému poéitaniu infekénych
vlakien a rychlemu prirastku dizky korefiovych systémov rastlin nebolo mozné spoditat’
infek¢né vlakna u rovnakych rastlinach pri 6. a 11. dpi so S. meliloti. Transgénna linia
SIMKK-RNAi STPFABD2 mala podas 6. a 11. dpi so S. meliloti najmensiu priemernt dizku
korenovej systému, ale tento rozdiel nebol Statisticky vyznamny oproti ostatnym liniam
(Obr. 11A, B). Podet infekénych vlakien na diZku korefiového systému bol v priebehu

1781 GFP-FABDZ 56 snizenou expresiou
proteinu SIMK a SIMKK, ktord oproti transgénnej liniit GFP-FABD2 ukézala Statisticky
signifikantny rozdiel (P < 0,05) pri 6. dpi so S. meliloti (Obr. 11C). Transgénna linia
SIMKK-RNAi mala oproti liniam RSY a GFP-FABD2 v priebehu kokultivacie so S.
meliloti taktiez znizeny pocet infekénych vlakien na dizku koretiového systému, ale
Statisticky vyznamny rozdiel nebol preukazany. Pocet infekénych vlakien na dizku
koretiového systému v 6. a 11. dpi so S. meliloti medzi liniami RSY a GFP-FABD?2 bol
relativne podobny (Obr. 11C, D).

Efektivnost tvorby korenovych hl'izok bola kvantitativne vyhodnotend v 20. a 25. dent
po inokulécii so S. meliloti ako celkovy pocet korenovych hlizok a aj ako pocet
funkénych korefiovych hluzok na dizku korefiového systému (Obr. 12). Dizka
koreniovych systémov jednotlivych rastlin bola zmerand v programe ImageJ zo snimok
rastlin na Petriho miskdch snimanych pomocou stolového skenera v deil pocitania
koretiovych hlizok. Na kvantitativnu analyzu tvorby korenovych hl'izok u jednotlivych
linii M. sativa bolo pouzitych 12-21 biologickych replik v 20. dpi so S. meliloti
(N=18 pre RSY; N=21 pre GFP-FABD2 liniu; N=20 pre SIMKK-RNAi S**FABD Jinjy,
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N=12 pre SIMKK-RNAi liniu) a 9-20 biologickych replik v 11. dpi (N=20 pre RSY; N=16
pre GFP-FABD2 liniu; N=19 pre SIMKK-RNAi SFPFABD2 Jiniu; N=9 pre SIMKK-RNAi
liniu). Nebol pozorovany Ziadny vyznamny rozdiel v priemernej dizke koretiového
systému medzi Styrmi prislusnymi liniami pri 20. a 25 dpi. so S. meliloti. V priebehu
kokultivacie rastlin M. sativa vykazovala transgénna linia SIMKK-RNAi najmensi
celkovy pocet korenovych hl'izok, ktory bol oproti liniim GFP-FABD2 a SIMKK-RNAi
GFP-FABD2 gionifikantne rozdielny (P < 0,05) pri 20. dpi (Obr. 12C). Pozoruhodnym

zistenim je, Ze dvojitd transgénna linia SIMKK-RNAi ©FP-FABD2

vytvarala podobné
mnoZstvo korefiovych hlizok na dizku korefiového systému ako linia GFP-FABD?2 pri
20. a 25. dpi (Obr. C,D). Kontrolna linia RSY mala oproti transgénnym linidm najvacsi
pocet funkénych koretiovych hlazok, ale tento rozdiel nebol signifikantne preukazany
(Obr. 12E, F). U transgénnych linii SIMKK-RNAi a SIMKK-RNAi SFP-FABD2 ol pocet

cvwvr

nevytvorilo ziadne funk&né koreniové hl'azky pri 20. dpi (Obr. 12E).
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Obrazok 11. Efektivnost’ tvorby infekénych vldkien (ITs) u kontrolnych a transgénnych rastlin M.
sativa 6. a 11. defi po inokulacii (dpi) so S. meliloti. (A, B) Priemerna dizka koreniov a (C, D)
podet ITs na dizku celého korenového systému (A, C) 6. dpi so S. meliloti u M. sativa kontrolnej
linie RSY (N=9) a u transgénnych linii GFP-FABD2 (N=10), SIMKK-RNAi S*-FABD2 (SIMKKi
GFP-FABD2 " N=9), SIMKK-RNAi (SIMKKi, N=11) a (B, D) 11. dpi so S. meliloti u M. sativa
kontrolnej linie RSY (N=9) a u transgénnych linii GFP-FABD2 (N=10), SIMKK-RNAi SFP-FABD2
(N=12), SIMKK-RNAi (N=8). Krabicov¢ grafy zobrazuju prvy a treti kvartil, ktoré s rozdelené
podl'a medianu. Kriziky oznacuji priemerné hodnoty a flizy zahfiiaji maximalne a minimalne
hodnoty. R6zne malé pismena indikuju Statisticku preukaznost’ rozdielov medzi liniami podla
jednosmernej ANOVA analyzy a nasledného post-hoc Tukey HSD testu (P < 0,05). Chybové
usecky zobrazuju + SD.

48



A B 100 a
o
120 ‘s %0 a
— - o
& a n 80
o 100 a o~ a a
3 a a 3 70
2 ° S
= 80 g 60
2 S -
o __ =E
sz @ S 50
© 60 T~ X
o =) N
N ~— T 40 X X X
° X X ~O
o 40 £ 30 l
X o
o T
g T § o I
@ 20 T = J_
= J_ e 10
a
0 0
RSY GFP-FABD2 SIMKKi GFP-FABD2 SiMIKKi RSY GFP-FABD2 SIMKKi SFP-FABD2 SINIKK|
C 1,2
D
— a 16
= 2 a
- 1 ‘a a
£ o £E °
o ';‘ ; m
»
52 o8 25 M. 2
] o2
< =T ab 55 1
%= E o6 - 2
K W =< E 08
2 ﬁ b W om O
N 0 x ~
3 0,4 X o N 0,6
o X oy x X 3¢ a
= 9 X o x 0,4
T 5 x © "’
o = 0.2 T3 T
< J_ l o % 0.2 T 1
Y 0
RSY GFP-FABD2 SIMKKi GFF-FABDZ SIVMIKKi RSY GFP-FABD2 SIMKK] GFP-FABD2 SIpKK|
F
E 025 0,35 .
S = o
o N 0,3
o a T
Bl > B
£ £ E 025
=R = RCA -
= E 0,15 T a = a g3 3
23 | a s 0
2o 3 wn
e N €D o
23 o1 23" a
R Sc a
w 2 w £ o1 T
L5 X T 2g O X T
8 X 05 g =X
= " x = %% X
E l X 5 0,05 X
0 0 J_ J_ =
RSY GFP-FABD2 SIMKKi GFP-FABD2 SINIKK RSY GFP-FABD2 SIMKKi GFP-FABDZ SIpMKKi

Obrazok 12. Efektivnost’ tvorby koreiiovych hl'uizok u kontrolnych a transgénnych rastlin M.
sativa 20. a 25. defi po inokulacii (dpi) so S. meliloti. (A, B) Priemerna diZka koretiov, (C, D)
celkovy pocet koretiovych hl'izok a (E, F) pocet funkénych korefiovych hl'azok na dizku celého
korenového systému (A, C, E) 20. dpi so S. meliloti v M. sativa kontrolnej linie RSY (N=18) au
transgénnych linii GFP-FABD2 (N=21), SIMKK-RNAi S*-FABD2 (SIMKK; CFPFABD2 S N=22),
SIMKK-RNAi (SIMKKi, N=12) a (B, D, F) 25. dpi so S. meliloti u M. sativa kontrolnej linie RSY
(N=20) a v transgénnych linii GFP-FABD2 (N=16), SIMKK-RNAi SFPFABD2 (N=19), SIMKK-
RNAi (N=9). Krabicové grafy zobrazuju prvy a treti kvartil, ktoré su rozdelené podl'a medidnu.
Kriziky oznacuju priemerné hodnoty a fuzy zahiiiaji maximalne a minimalne hodnoty. Rézne
malé pismena indikuji Statisticki preukaznost’ rozdielov medzi liniami podla jednosmernej
ANOVA analyzy a nasledného post-hoc Tukey HSD testu (P < 0,05). Chybové usecky zobrazuju
+ SD.
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4.4 Mikroskopickd analyza aktinového cytoskeletu v korenovych

vlaskoch rastlin M. sativa
Na mikroskopicki dokumenticiu organizédcie, Struktary adynamiky aktinového
cytoskeletu v korenovych vlaskoch boli vybraté rastliny M. sativa transgénnej linie GFP-
FABD2 a SIMKK-RNAi SFPFABD2 ¢ flyorescenéne znadenym aktinovym cytoskeletom
z ,,mokrej“ kontroly, rastice na Fahrdeus médiu bez dusika. Tieto rastliny teda
reprezentovali kontrolné podmienky bez baktérii S. meliloti. Rastliny M. sativa
transgénnej linie GFP-FABD?2 sluzili ako kontrola ku dvojitej transgénnej linii SIMKK-
RNAi CFP-FABD2 - Na pripravu preparatov boli vybraté korene rastlin s najvyssim
fluorescenénym signdlom GFP. Pripravené preparaty boli snimané pomocou
konfokalneho mikroskopu s rotujucim diskom s vyuzitim 488 laseru na detekciu GFP
signalu (excitacia pri 488 nm, emisné¢ maximum pri 509 nm). Na mikroskopickt analyzu
boli vybrané aj rastuce, ale aj dospelé nerastiice koretiové vlasky. Pre stanovenie a
vyhodnotenie dynamiky aktinového cytoskeletu boli vyuzité casové useky zo snimania u
rasticich korenovych vlaskov na zaciatku (0 min), v strede (3 min/5 min) a pri konci
snimania (6 min/10 min) a u dospelych koretiovych vlaskov na zaciatku (0 min), v strede
(5 min/3:30 min) a pri konci snimania (10 min/7 min). Pre kazdy ¢asovy interval bol
fluorescencny signal aktinového cytoskeletu oznaceny inou farbou (magenta pre zaciatok,
cyanova pre stred a ZItd pre koniec snimania). Snimky boli pomocou programu ImageJ
prekryté a spojené do jedného obrazku. Aktinové vldkna, ktoré su na spojenom obrazku
oznacené roznou farbou, sa neprekryvaji, ¢o jednoznac¢ne naznacuje, ze boli dynamické
(na obrazku vyznacené Sipkami). Aktinové vlakna, ktoré boli statické, sa na spojenom
obrazku v dosledku prekrytia farieb javili ako biele (na obrdzku vyznacené hrotmi).
Medzi transgénnymi liniami GFP-FABD2 a SIMKK-RNAi SFPFABD2 ga ykazali malé
rozdiely v Struktare a dynamike aktinového cytoskeletu. V rasticich korenovych
vlaskoch u obidvoch linii M. sativa sa nachadzali dobre definované aktinové zvizky
okolo jadier, zaistujuce pohyb jadra v korenovych vlaskoch. Hrubé aktinové zvizky
vychadzajuce z pozicie jadra boli statické u obidvoch linii. Pozdizne dynamické zvizky
aktinovych vlakien smerujuce ku Spicke korenového vlasku boli u linie GFP-FABD2
v subapikélnej oblasti malo viditel'né, pricom v Spicke rastuceho korefiového vlasku dlhé
zvizky chybali a nachadzal sa v iom difuzny signal. Oproti tomu u linie SIMKK-RNAi
GFP-FABD2 qvnamické pozdizne aktinové vldkna prechadzali korefiovym vlaskom aZ ku

Spicke. V dospelych nerastiicich koreniovych vlaskoch sa nachadzali dynamické aktinové
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zvizky s pozdiznou orientaciou u obidvoch linii, ktoré prechadzali perifériou koretiového
vlasku a celou $pi¢kou koretového vlasku. U transgénnej linii SIMKK-RNAi GFP-FABD?
boli viditeIné hrubé aktinové zviazky vychadzajice z oblasti jadra, ktoré boli menej

dynamické.

GFP-FABD2 SIMKK-RNA | GFP-FABD2

Obrazok 13. Casové intervaly aich prekryv pri snimani aktinového cytoskeletu rastiicich
korenovych vlaskov M. sativa (A, C, E, G) transgénnej linie GFP-FABD2 a (B, D, F, H) dvojitej
transgénne;j linie SIMKK-RNAi S*PFABD2 (A B) Zaciatok snimania, (C, D) stred snimania, (E, F)
koniec snimania, (G, H) prekryv asovych snimok. Sipky ukazuju dynamické aktinové vldkna
a hroty oznacuju statické aktinové vlakna. Mierky = 20 pum.
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Obrazok 14. Casové intervaly aich prekryv pri snimani aktinového cytoskeletu v dospelych
nerastucich korenovych vlaskoch M. sativa (A, C, E, G) transgénnej linie GFP-FABD2 a (B, D,
F, H) dvojitej transgénnej linie SIMKK-RNAi SFPFABP2 Sipky ukazujii dynamické aktinové vldkna
a hroty oznacuju statické aktinové vlakna. (A, B) Zaciatok snimania, (C, D) stred snimania, (E,
F) koniec snimania, (G, H) prekryv ¢asovych snimok. Mierky =20 pm.
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4.5 Mikroskopicka dokumentacia symbiotickych interakcii rastlin M.

sativa so S. meliloti

Na mikroskopicku dokumentéaciu symbiotickych procesov v koreniovych bunkéch rastlin
M. sativa po aplikacii S. meliloti s produkciou fluorescenéného proteinu mRFP boli
pouzité transgénne linie GFP-FABD2, SIMKK RNAi ©FP-FABD2 SIMKK-RNAi a kontrolna
linia RSY. Transgénne linie s produkciou fluorescenéného markeru GFP-FABD?2 sluzili
na charakterizaciu Strukturnych zmien, organizacie a dynamiky aktinového cytoskeletu
pocas skorych symbiotickych procesov. Priprava preparatov z odrezkov korenov a
sledovanie symbiotickych interakcii prebiehalo v rozmedzi 3 az 18 dni po aplikécii S.
meliloti. Snimanie pripravenych preparatov prebiechalo pomocou konfokalneho
mikroskopu s rotujucim diskom s vyuzitim laseru 488 nm na detekciu signalu GFP
(excitacia pri 488 nm, emisné maximum pri 509 nm) alaseru 561 nm na detekciu
fluorescenéne znacenych baktérii S. meliloti (excitacia pri 561 nm, emisné maximum
pri 612 nm) a pri pouziti objektivu so zviéienim 40x. Cerveny signdl mRFP baktérii S.
meliloti bol pocas vyhotovenia snimok konvertovany na fialova farbu. Reprezentativne
snimky a boli doplnené zobrazené spojenim Z roviny pomocou funkcie ortolognej
projekcie, a zobrazenim X-Z a Y-Z pohl'adov. Priprava a vyhodnotenie tychto tdajov
prebehla podla postupu publikovaného v Hlavackova et al. (2023b). Ziskané udaje boli
taktiez vyhodnotené pomocou profilovych merani na Studium linearnej distribucie
signalu fluorescencie GFP-FABD?2. Pre stanovenie dynamiky aktinového cytoskeletu
boli pouzité casové tseky zo snimania korenovych vlaskov v interakcii s rhizobiami na
zaciatku, v strede a pri konci snimania. V kazdom ¢asovom intervale bol fluorescencny
signal GFP oznaCeny inou farbou (magenta pre za¢iatok, cyanova pre stred a zlta pre
koniec snimania), Z ktorych bol vytvoreny prekryv ¢asovych snimok.

Rastliny M. sativa reagovali na pritomnost’ prichytenych baktérii S. meliloti zmenou
orientacie rastu a deformdciou korenovych vlaskov. V zakratenom koretlovom vlasku
transgénne;j linie GFP-FABD?2 v ¢ase 3 dni po aplikacii S. meliloti, teda ked’ boli baktérie
prichytené bunkovou stenou v mieste zatoCenia, boli viditelné cytoplazmatické vlakna
vyplnené aktinovymi zviazkami, ktoré prechadzali az ku $picke korenového vlasku (Obr.
15 A-E). Pomocou prekryvu ¢asovych snimok bolo mozné urcit, Ze tato siet’ aktinovych
zvizkov bola dynamicka (Obr. 16). U transgénnej linie GFP-FABD?2 bol v zakratenom
koreniovom vlasku 7 dni po aplikacii S. meliloti viditeI'ny pohyb jadra k smerom k miestu

prichytenia rhizobii (Obr. 17A-E; Video 1, Prilohy). V tomto zakratenom vlasku boli
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viditelné pozdizne aktinové vlakna, hrubgie aktinové zvizky obklopujiice oblast’ jadra
a zvyseny fluorescenény signal GFP-FABD2 v mieste internalizacie rhizobii. Profilové
meranie distribacie intenzity fluorescencie GFP-FABD2 ukazalo zvySenu intenzitu
signalu GFP-FABD?2 v miestach blizkeho kontaktu prichytenych rhizobii (Obr. 15F, G;
17F, G). Okrem toho, vd’aka X-Z a Y-Z pohl'adom bolo mozné vidiet’ koloniu rhizobii
v kontakte s korenovym vlaskom a miesto iniciacie tvorby infekéného vacku (Obr. 15H,
I; 17H, 1).
Pozdizne aktinové zvizky boli taktieZ pozorované v zakrutenom koreflovom vlasku
u transgénne;j linii SIMKK-RNAi 6FPFABDZ g prichytenymi rhizébiami 7 dni po aplikcii.
Pomocou prekryvu ¢asovych snimok bola porovnana dynamika aktinového cytoskeletu
v zakratenych koretiovych vlaskov transgénnych linii GFP-FABD2 a SIMKK-RNAi 6F
FABDZ (Obr. 19). U obydvoch linii boli aktinové vlikna prechadzajuce zakritenymi
koreniovymi vlaskami dynamické.

Po iniciacii tvorby infekénych vackov sa rhizobia vo vnutri tychto Struktar delili
a vytvarali kolonie, z ktorych po ¢ase dochadzalo k tvorbe infekénych vlakien. Tvorba
infek¢éného vlakna bola pozorovana u transgénne;j linii GFP-FABD2 uz 4 dni po aplikacii
S. meliloti (Obr. 20 A-E). Pomocou distribucie intenzity fluorescencie bola viditel'na
zvysena intenzita signalu GFP-FABD2 v mieste prieniku rhizobii do infekéného vldkna
a v mieste tvoriaceho sa infek¢ného vlakna (Obr. 20 F, G, J, K). Pohl'ady z X-Z a Y-Z
rovin zobrazujl vytvarajlce sa infekéné vlakno a miesto vstupu rhizébii do infekéného
vlakna (Obr. 20H, I, L, M). Infekéné vlakna sa d’alej predlzovali korenovymi vlaskami
smerom ku zakladni epidermalnej bunky (trichoblastu). U transgénnych linii GFP-
FABD2 a SIMKK-RNAi CFP-FABDZ holi pozorované dynamické aktinové zvizky pozdiz
predlzujucich sa infekénych vlakien (Obr. 21, 22; Video 2, 3, Prilohy). V oblasti
infekéného vlakna sa pomocou distribucie intenzity fluorescencie zistila zvysena
intenzita GFP-FABD?2 signalu. Pomocou pohl'adu z X-Z roviny je mozny vidiet’ prierez
infek¢ného vlakna, okolo ktorého sa nachadzali aktinové vlakna (Obr. 21, 22). Infek¢éné
vlakna nésledne prerastali epidermalnymi bunkami do korenovej kory (Obr. 23). Kvoli
slabej rozlisSovacej schopnosti mikroskopu v hlbsich vrstvach hrubych korenov M. sativa
aslabsej intenzite fluorescencného signalu nebola zistena Struktara a usporiadanie
aktinového cytoskeletu Vv kortikalnych bunkach a preto nebolo vykonané porovnanie

tohto parametru medzi transgénnymi liniami s produkciou GFP-FABD2 proteinu.
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Obrazok 15. Zakrateny korenovy vlasok rastliny M. sativa transgénnej linie GFP-FABD?2, 3 dni
po aplikacii S. meliloti s produkciou mRFP. Snimky su zobrazené (A) v prechadzajiicom svetle
(BF), (B) vo fluorescen¢nom kanali pre GFP, (C) vo fluorescenénom kanali pre mRFP, (D, F)
ako prekryv fluorescencnych kanalov pre GFP a mRFP, a (E) ako prekryv prechadzajiceho svetla
(BF) a fluorescenc¢nych kanalov pre GFP a mRFP. (F, G) Distribucia intenzity fluorescencie (G)
v smere prerusovanej Sipky na (F). (H) Y-Z a (I) X-Z pohl'ady. Biele sipky (C-E) oznacuju miesto
prichytenia rhizobii. Cierne $ipky (G) oznaduju zvysenu intenzitu GFP-FABD2 signalu. Mierky
=10 um.

0 min 2:30 min 5 min

Obrazok 16. Casové intervaly a ich prekryv pri snimani aktinového cytoskeletu v zakritenom
koreniovom vlasku M. sativa transgénnej linie GFP-FABD?2 v ¢ase 3 dni po aplikacii S. meliloti.
(A) Zaciatok snimania, (C) stred snimania, (E) koniec snimania, (G) prekryv ¢asovych snimok.
Sipky oznaéuju dynamické aktinové vlakna. Mierky = 10 um.
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Obrazok 17. Zakrateny korenovy vlasok rastliny M. sativa transgénnej linie GFP-FABD?2, 7 dni
po aplikacii S. meliloti s produkciou mRFP. Snimky su zobrazené (A) v prechadzajucom svetle
(BF), (B) vo fluorescenc¢nom kanali pre GFP, (C) vo florescencnom kanali pre mRFP, (D, F) ako
prekryv fluorescenénych kanalov pre GFP a mRFP a (E) ako prekryv prechadzajuceho svetla (BF)
a fluorescencnych kanalov pre GFP a mRFP. (G) Distriblcia intenzity fluorescencie v smere
prerusovanej Sipky v (F). (H) Y-Z a (I) X-Z pohlady. Biele Sipky (A-E) oznacuji miesto
prichytenia rhizobii. Cierne $ipky (G) oznaduju zvySenii intenzitu GFP-FABD2 signalu.
Hviezdi¢kou je oznacené jadro (A-E). Mierky = 10 um.
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GFP + mRFP

Obrazok 18. Zakrtteny korefiovy vlasok rastliny M. sativa transgénnej linie SIMKK-RNAi
FABD2 7 dni po aplikacii S. meliloti s produkciou mRFP. Snimky si zobrazené (A) v
prechadzajicom svetle (BF), (B) vo florescencnom kandli pre mRFP, (C) vo fluorescenénom

kanali pre GFP a (D) ako prekryv fluorescencnych kanalov pre GFP a mRFP. Biele $ipky (B, D)
ukazuji na miesto prichytenia rhizobii. Mierka = 5 um.
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Obrazok 19. Casové intervaly a ich prekryv pri snimani aktinového cytoskeletu v zakritenom
korefiovom vlasku M. sativa transgénnej linie GFP-FABD2 a SIMKK-RNAi “FPFABD2 3 dni po
aplikacii S. meliloti. (A, B) Zaciatok snimania, (C, D) stred snimania, (E, F) koniec snimania a
(G, H) prekryv &asovych snimok. Sipky ukazuju dynamické aktinové vlakna. Mierky = 10 um.
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Obrazok 20. Tvorba infekéného vlakna v koretiovom vlasku rastliny M. sativa transgénne;j linie
GFP-FABD?2, 4 dni po aplikacii S. meliloti s produkciou mRFP. Snimky su zobrazené (A) v
prechadzajucom svetle (BF), (B) vo fluorescenénom kanali pre GFP, (C) vo florescenénom
kanali pre mRFP, (D, F, J) ako prekryv fluorescen¢nych kanalov pre GFP a mRFP a (E) ako
prekryv prechadzajiceho svetla (BF) a fluorescenénych kanalov pre GFP a mRFP. (G, K)
Distribticia intenzity fluorescencie v smere prerusovanej Sipky v (F, J). (H, L) Y-Z a (I, M) X-Z
pohlady. Biela $ipka (A - E) oznacuje infekény vacok. Hroty (A - E) oznacuju tvoriace sa infek¢né
vlakno. Cierne $ipky (G, K) oznaduju zvysent intenzitu GFP-FABD2 signalu. Mierky = 5 pm.
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Obrazok. 21 Predlzujtice sa infekéné vlakno v korefiovom vlasku rastliny M. sativa transgénnej
linii GFP-FABD2, 10 dni po aplikacii S. meliloti s produkciou mRFP. Snimky st zobrazené (A,
D) vo fluorescen¢nom kanali pre GFP, (B, E) vo florescenénom kanali pre mRFP, a (C, F) ako
prekryv fluorescentnych kandlov pre GFP a mRFP. (H) Distribtcia intenzity fluorescencie
v smere prerusovanej Sipky v (G). (I) X-Z pohl'ad. Biele Sipky (A-C) oznacuju infekény vacok.
Hroty (A, B, C, D, E, F) oznaduju predlzujice sa infekéné vlakno. Cierne $ipky (H) oznaduju
zvySenu intenzitu GFP-FABD?2 signdlu. (A, B, C, D, E, F) Mierky = 5 um; (G) Mierka = 10 pm.
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Obrazok 22. Predlzujtce sa infekéné vlakno v korenovom vlasku rastliny M. sativa transgénnej
linie SIMKK-RNAi S*PFABD2 10 dni po aplikacii S. meliloti s produkciou mRFP. Snimky sa
zobrazené (A) v prechadzajucom svetle (BF), (B) vo fluorescenénom kanali pre GFP, (C)
vo florescencnom kanali pre mRFP, a (D, E) ako prekryv fluorescencnych kanalov pre GFP
amRFP. (F) Distriblicia intenzity fluorescencie v smere prerusovanej Sipky v (E). (G) X-Z
pohl'ad. Biele Sipky (A-D) oznacuju infekény vacok. Hroty (A-D) oznacuju predlzujice sa
infekéné vlakno. Hviezdi¢ka (A-D) oznaduje novo vytvérajice sa infekéné vldkno. Cierne §ipky
(F) oznacuju zvysenu intenzitu GFP-FABD?2 signalu. Mierky = 10 um.
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Obrazok 23. Infek¢éné vlakna prerastajice epidermalnymi bunkami rastlin M. sativa u kontrolnej
linie RSY (12 dpi), transgénnych linii GFP-FABD2 (10dpi), SIMKK-RNAi SFP-FABD2 (SIMKKi SFP-
FABD2 " 10dpi) a SIMKK-RNAi (SIMKKi, 8 dpi). Snimky su zobrazené (A, F, K, P) v
prechadzajucom svetle (BF), (B, G, L, R) vo fluorescenénom kanali pre GFP, (C, H, M, S) vo
florescencnom kanali pre mRFP, (D, I, N, T) ako prekryv fluorescen¢nych kandlov pre GFP a
mRFP (E, J, O, U) a ako prekryv prechadzajuceho svetla (BF) a fluorescen¢nych kanalov pre GFP
a mRFP. Sipky oznacuju infekéné vlakna. Mierky = 5 um; (A-E, K-U) Mierky = 20 um.
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4.5.1 Kvantitativna analyza distribucie intenzity fluorescencie GFP-

FABD2

Na vyhodnotenie distribucie fluorescencnej intenzity GFP-FABD2 signalu sa
kvantitativne vyhodnotili priemerné intenziy fluorescencie intenzity v Specifickych
oblastiach zaujmu v skorych symbiotickych stadiach okolo infek¢nych vackov a IT (10 —
13 dpi). Vyhotovené snimky zkonfokalneho mikroskopu s rotujicim diskom boli
vyhotovené za rovnakych podmienok a priemerné intenzity boli merané z jednej
konfokalnej roviny. Na kvantitativnu analyzu distribicie priemernej intenzity
fluorescencie v oblasti infekénych vackov u jednotlivych linii M. sativa bolo pouzitych
9-10 biologickych replik pre linie GFP-FABD2 a RSY (N=9 pre infek¢né vacky u RSY;
N=10 pre infek¢né vacky u GFP-FABD?2 linie; N=10 pre Spicky korenovych vlaskov linie
GFP-FABD?2 v interakcii so S. meliloti) a 10-12 biologickych replik pre linie SIMKK-
RNAi CFP-FABD2 5 SIMKK-RNAi (N=12 pre infek&né vacky u SIMKK-RNAi SFPFABD? Jinij,
N=10 infekénych vackov u SIMKK-RNAi linii, N=10 pre $picky korenovych vlaskov linie
SIMKK-RNAi SFPFABD2 v interakcii so S. meliloti). Na kvantitativnu analyzu distribicie
priemernej intenzity fluorescencie v oblasti infekénych vlakien u jednotlivych linii M.
sativa bolo pouzitych 10-12 biologickych replik (N=11 u RSY; N=10 u GFP-FABD2
linie; N=11 SIMKK-RNAi S*PFABDZ linie; N=12 u SIMKK-RNAi linie). Linie RSY a
SIMKK-RNAi boli do merani zahrnuté ako hodnoty neSpecifického prahového signalu
(,,background®), ked’Ze Ziadny protein oznaceny s GFP neprodukovali.

Priemerné intenzity fluorescencie GFP-FABD2 v $pecifickych oblastiach zaujmu
okolo infekénych vackov u GFP-FABD2 linie a S$piciek korenovych vlaskov u GFP-
FABD2 vykazovali podobné intenzity (Obr. 24E). Oproti tomu priemerné intenzity
fluorescencie v oblasti infekénych vackov u kontrolnej linie RSY mali znizené hodnoty
intenzit GFP signdlu, ¢o bolo taktiez Statisticky preukazné (P < 0,05) (Obr. 24E).
U transgénnej linie SIMKK-RNAi “FPFABD2 boli priemerné intenzity fluorescencie GFP
infekénych vackov a $pi¢iek korefiovych vlaskov v podobnych hodnotach. Statisticky
preukazny rozdiel (P < 0,05) bol zisteny oproti linii SIMKK-RNAi, ktora mala zniZzené
priemerné intenzity fluorescencie GFP (Obr. 24F). Priemerné intenzity fluorescencie GFP
signalu boli v oblasti infekénych vlakien u linie GFP-FABD2 oproti RSY linii zvySené, a
boli signifikantne rozdielne (P < 0,05). U transgénnej linie SIMKK-RNAi STPFABD2 ol
priemerné intenzity fluorescencie GFP signifikantne vysSie nez u SIMKK-RNAi linie (P

< 0,05). Obidve transgénne linie produkujuce fluorescencny protein GFP-FABD2
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znaciaci aktinovy cytoskelet mali v tomto pripade zvySené intenzity fluorescencie GFP

v oblastiach infekénych vldkien a infekénych vackov oproti kontrolnym liniam.
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Obrazok 24. Kvantitativna analyza priemernych intenzit fluorescencie GFP-FABD2 v oblasti
infekénych vackov a $piciek korenovych vlaskov u kontrolnych a transgénnych rastlin M. sativa.
(A) GFP-FABD? linia (N=10 pre infek¢né vacky; N=10 pre $picky korenovych vlaskov); (B)
RSY linia (N=10); SIMKK-RNAi FPFABD2 [inia (N=10 pre infekéné vacky; N=12 pre korefiové
vlasky); (D) SIMKK-RNAi (N=10). (E, F) Krabicové¢ grafy zobrazuju prvy a treti kvartil, ktoré
su rozdelené podl'a medianu. Kriziky oznacuju priemerné hodnoty a fuzy zahiiiaji maximalne a
minimalne hodnoty. Rozne malé pismena indikuju Statisticki preukaznost’ rozdielov medzi
liniami podl'a jednosmernej ANOVA analyzy a nasledného post-hoc Tukey HSD testu (P < 0,05).
Chybové tsecky zobrazuju + SD. (A-D) Mierka = 10 um.
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Obrazok 25. Kvantitativna analyza priemernych intenzit fluorescencie GFP-FABD2 v oblasti IT
u kontrolnych a transgénnych rastlin M. sativa 10. az 13 dei po inokulécii so S. meliloti. (A) GFP-
FABD?2 linia (N=10); (B) RSY (N=11); SIMKK-RNAi F*FABD2 (N=11); u SIMKK-RNAi (N=12).
(E, F) Krabicové grafy zobrazuju prvy a treti kvartil, ktoré su rozdelené podl'a medianu. Kriziky
oznacuju priemerné hodnoty a flzy zahffiaji maximalne a minimalne hodnoty. R6zne malé
pismend indikuju Statisticktl preukaznost’ rozdielov medzi liniami podl'a jednosmernej ANOVA

analyzy a nasledného post-hoc Tukey HSD testu (P < 0,05). Chybové ise¢ky zobrazuja + SD. (A-
D) Mierky = 10 um.
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4.6 Mikroskopicka analyza oganizacie aktinového cytoskeletu v

korenovych hluzkach rastlin M. sativa

Na mikroskopickt dokumentéaciu funkénych koreiiovych hl'izok u rastlin M. sativa po
aplikacii S. meliloti s produkciou fluorescen¢ného proteinu mRFP boli pouzité transgénne
linie GFP-FABD2, SIMKK-RNAi SFPFABD2 - GIMKK-RNAi a kontrolna linia RSY.
Transgénne linie rastlin M. sativa s produkciou fluorescenéného markeru GFP-FABD2
boli pouzité na charakterizaciu Struktiry a organizécie aktinového cytoskeletu v bunkach
funkcnych koretiovych hlizok. Priprava preparatov z prierezov korenovych hl'izok a ich
sledovanie prebichala v rozmedzi 23. az 27. dna po aplikacii S. meliloti. Snimanie
pripravenych preparatov prebiehalo pomocou konfokalneho mikroskopu s vyuzitim
laseru 488 nm na detekciu signalu GFP (excitacia pri 488 nm, emisné spektrum 493-551
nm) a laseru 561 nm na detekciu baktérii S. meliloti produkujtcich fluorescencny protein
mRFP (excitacia pri 561 nm, emisné maximum 582-754 nm), a pomocou objektivov so
zvacenim 10x a 40x. Cerveny signal mRFP baktérii S. meliloti bol poéas vyhotovenia
snimok konvertovany na fialova farbu, kvoli lepsej viditelnosti. Snimky st zobrazené
spojenim Z rovin pomocou funkcie ortogonalnej projekcie a zobrazenim X-Z a Y-Z
pohl'adov. Ziskané¢ udaje boli semi-kvantitativne vyhodnotené pomocou funkcie
profilovych merani v jednej optickej rovine k stidiu lineanej distribucie intenzity
fluorescencie GFP-FABD2.

Proces tvorby korenovych hltzok bol pozorovany uvsetkych kontrolnych a
transgénnych linii rastlin M. sativa. Na prierezoch korefiovych hl'izok bolo mozné ur¢it’
jednotlivé histologické zony, aj v strednej Casti (Obr. 26). Najvyssi fluorescencny signal
mRFP bol viditeIny v infikovanych bunkéch infek¢nej zony koretiovej hI'izky a v mieste
medzi prechodom zinfekénej zony do zony fixacie dusika. V zoéne fixacie dusika
a v senescentnej zone bol fluorescenény signal mRFP v infikovanych bunkach podstatne
znizeny. Transgénne linie produkujlice fluorescencny protein GFP-FABD2 mali
najvacsiu mieru GFP signélu v apikdlnom meristéme a v bunkéch kory koretiovej hl'azky.
Bunky apikalneho meristému v transgénnych liniach GFP-FABD2 a SIMKK-RNAi ¢
FABDZ  yykazovali siet aktinovych vlakien Vv okoli jadier, ktord bola spojena
s cytoplazmatickymi vlaknami a kortikalnou ¢astou buniek (Obr. 27). Medzi liniami
neboli pozorované rozdiely. Delenim buniek apikalneho meristému vznikaji nové bunky,
ktoré su postupne infikované prerastajucimi infek¢nymi vlaknami pomocou infekénych

kvapiek s rhizobiami. Infikovanie buniek rhizébiami bolo pozorované v infek¢nej zéne
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u vsetkych linii (Obr. 28, 29, 30, 31). Infikované bunky st rozlisiteI'né od neinfikovanych
buniek pritomnostou bakteroidov, ktoré vypliali infikované bunky. V zéne fixacie
dusika boli infikované bunky zvacsené a iplne vyplnené bakteroidmi (Obr. 28, 29, 32,
33). Fluorescenény signal mRFP bol pozorovany v infekénych vlaknach. Intenzita
fluorescen¢ného signalu MRFP bola znizena v infikovanych bunkach fixujucich dusik
oproti bunkam infek¢nej zony a infekénym vlaknam. Neinfikované bunky u transgénnej
linie GFP-FABD2 vykazovali v infekénej zone a v zéne fixacie dusika neporusent
aktinova siet (Obr. 30). U transgénnej linie SIMKK-RNAi CFP-FABDZ  npehola
Vv neinfikovanych bunkach, ktoré¢ sa nachadzali v infekénej zone a v zone fixacie dusika,
pozorovana aktinova organizacia. Fluorescenény signal GFP bol u dvojitej transgénnej
linie SIMKK-RNAi CGFP-FABDZ gproti GFP-FABD2 linii znizeny. V senescentnej zone,
Vv ktorej infikované bunky fixujuce dusik su neaktivne, sa v infikovanych bunkach okrem
infekénych vldkien takmer nenachadzal ziadny fluorescenény signal mRFP.
Fluorescencny signal GFP v neinfikovanych bunkach taktiez nebol V tejto zone
pozorovany (Obr. 34)

V blizkosti apikalneho meristému bolo u transgénnej linie GFP-FABD2 pozorované
prerastanie infekénych vlakien do vnuatra buniek. V tomto skorom §tadiu infekcie mali
bunky podobnu aktinovi Struktaru ako neinfikované bunky. V oblasti infekénych vldkien
prerastajucich do buniek sa nachadzala hust4 siet” hrubych aktinovych zvdzkov, ktora ich
obklopovala (Obr. 35 A, B, C; Video 4, 5, 6, Prilohy). Pomocou merania profilu intenzity
fluorescencie GFP-FABD2 bolo mozné vidiet' zvySené intenzity v oblasti prerastajucich
infekénych vlakien (Obr. 35 B, I, M). Pohl'ady z X-Z a Y-Y rovin zobrazovali okolo
prerastajucich infekénych vlakien organizaciu aktinového cytoskeletu (Obr. 35 F, G, J,
K, O, P). Po infekcii bol v infikovanych bunkach fluorescenény signal GFP oproti
neinfikovanym bunkam potlaceny. Napriek tomu boli u transgénnej linie GFP-FABD2
v blizkosti infek¢énej zony pozorované V infikovanych bunkédch fixujicich dusik
fragmenty F-aktinu a tenké aktinové vlakna v kortikalnej ¢asti infikovanych buniek (Obr.
36). U dvojitej transgénnej linie SIMKK-RNAi CFPFABD2 nehola v infikovanych bunkach

pozorovana ziadna aktinova organizacia.
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GFP-FABD2

GFP + mRFP + BF
Ao

GFP + mRFP

Obrazok 26. Funkéné koretiové hl'izky u rastlin M. sativa (A-D) transgénnej linie GFP-FABD2,
(E-H) transgénnej linie SIMKK-RNAi SFPFABD2 (1 J) kontrolnej linie RSY a (K, L) transgénne;j
linie SIMKK-RNAi. Snimky su zobrazené (A, E) vo fluorescencnom kanali pre mRFP, (B, F)
vo fluorescencnom kanali pre GFP, (C, G, I, K) ako prekryv fluorescencnych kandlov mRFP
a GFP a (D, H, J, L) ako prekryv fluorescenc¢nych kanalov pre mRFP, GFP a prechadzajuceho
svetla (BF). (I) Apikalny meristém, (II) infekéna zona, (I11) zona fixacie dusika, (IV) senescentna
zona. Prerusovana Ciara rozdel'uje infekéntl zonu a zonu fixacie dusika. Mierky = 100 um.
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mRFP GFP + mRFP

SIMKKi GFP-FABD2 RSY GFP-FABD2

SIMKK-RNAI

& &

Obrazok 27. Apikalny meristém koreniovych hliizok u rastlin M. sativa (A-D) transgénnej linie
GFP-FABD?2, (E-H) transgénne;j linie SIMKK-RNAi SFP-FABD2 (I-L) kontrolnej linie RSY a (M-P)
transgénnej linie SIMKK-RNAi. Snimky su zobrazené (A, E, I, M) vo fluorescencnom kanali pre
GFP, (B, F, J, N) vo fluorescen¢nom kanali pre mRFP, (C, G, K, O) ako prekryv fluorescenénych
kanalov mRFP a GFP, a (D, H, L, P) ako prekryv fluorescencnych kanalov pre mRFP, GFP
a prechadzajuceho svetla (BF). Hviezdicky (A, C, I, K) oznacuju jadra. Mierky = 10 um.
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BF GFP + mRFP GFP + mRFP + BF

Obrazok 28. Infek¢na zona (II) a zona fixacie dusika (III) v koreniovych hlizkach u rastlin M.
sativa kontrolnej linie RSY. Snimky st zobrazené (A, D) v prechadzajucom svetle (BF); (B, E)
ako prekryv fluorescenénych kanalov mRFP a GFP, a (C, F) ako prekryv fluorescenénych kanalov
pre mRFP, GFP a prechadzajuceho svetla (BF). Sipky oznacuju infekéné vlakna a hroty infek&né
kvapdcky. (ib) infikovana bunka; (nb) neinfikovana bunka. Mierka = 10 um.
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BF GFP + mRFP GFP + mRFP + BF

Obrazok 29. Infek¢éna zona (II) a zona fixacie dusika (III) v korenovych hlizkach u rastlin M.
sativa transgénnej linii SIMKK-RNAi. Snimky st zobrazené (A, D) v prechddzajiicom svetle (BF);
(B, E) ako prekryv fluorescencnych kanalov mRFP a GFP, (C, F) ako prekryv fluorescenénych
kanalov pre mRFP, GFP a prechadzajuceho svetla (BF). Sipky oznaduju infekéné vlakna. (ib)
infikovana bunka; (nb) neinfikovana bunka. Mierka 20 = um.
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GFP + mRFP | D

Obrazok 30 Infekéné zona (II) ) v koretiovej hl'izke u rastliny M. sativa transgénnej linie GFP-
FABD2. Snimky st zobrazené (A) vo fluorescenénom kanali pre GFP, (B) vo fluorescencnom
kanali pre mRFP, (C) ako prekryv fluorescenénych kanalov mRFP a GFP, a (D) ako prekryv
fluorescenénych kanalov pre mRFP, GFP a prechadzajticeho svetla (BF). Sipky oznaduju infekéné
vlakna a hroty infek¢né kvapocky. (ib) infikovana bunka; (nb) neinfikovana bunka. Mierka = 10
pm.
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GFP + mRFP | D _. ' GFP + mRFP +BF

Obrazok 31. Infek¢na zona (I1I) v koretiovej hI'izke u rastliny M. sativa transgénnej linie SIMKK-
RNAi CFPFABD2Z - Qnimky su zobrazené (A) vo fluorescenénom kanali pre GFP, (B) vo
fluorescencnom kanali pre mRFP (C) ako prekryv fluorescenénych kanalov mRFP a GFP, a (D)
ako prekryv fluorescenénych kanalov pre mRFP, GFP a prechadzajiiceho svetla (BF). Sipky
oznacuju infek¢éné vldkna. (ib) infikovana bunka; (nb) neinfikovana bunka. Mierky = 20 pm.
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GFP + mRFP | D" R

Obrazok 32. Zona fixacie dusika (IIT) ) v korenovej hl'izke u rastliny M. sativa transgénnej linie
GFP-FABD2. Snimky st zobrazené¢ (A) vo fluorescencnom kanali pre GFP, (B) vo
fluorescencnom kanali pre mRFP (C) ako prekryv fluorescenénych kanalov mRFP a GFP, a (D)
ako prekryv fluorescenénych kanalov pre mRFP, GFP a prechadzajiiceho svetla (BF). Sipky
oznacuju infekéné vlakna. (ib) infikovana bunka; (nb) neinfikovana bunka. Mierky = 20 pm.
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Obrazok 33. Zona fixacie dusika (III) v koreniovej hI'izke u rastliny M. sativa transgénnej linie
SIMKK-RNAi STP-FABD2 - Snimky st zobrazené (A) vo fluorescencnom kanali pre GFP, (B) vo
fluorescencnom kanali pre mRFP (C) ako prekryv fluorescencnych kanalov mRFP a GFP, a (D)
ako prekryv fluorescenénych kanalov pre mRFP, GFP a prechadzajiiceho svetla (BF). Sipky
oznacuju infek¢né vlakna. (ib) infikovana bunka; (nb) neinfikovana bunka. Mierky =20 um.
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GFP + mRFP

SIMKKi RSY GFP-FABD2

SIMKKi GFP-FABD2

Obrazok 34. Senescentna zéna korenovych hluzok u rastlin M. sativa (A-C) transgénnej linie
GFP-FABD2, (D-F) kontrolnej linie RSY, (J-L) transgénnej linie SIMKK-RNAi a (G-I)
transgénnej linie SIMKK-RNAi SFP-FABD2 Snimky su zobrazené (A, D, G, J) v prechadzajucom
svetle (BF); (B, E, H, K) ako prekryv fluorescen¢nych kanalov mRFP a GFP, a (C, F, I, L) ako
prekryv fluorescenénych kanalov pre mRFP, GFP a prechadzajiiceho svetla (BF). Sipky ozna¢uji
infekEné vlakna. (ib) infikovana bunka; (nb) neinfikovand bunka. Mierky = 20 um.
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Vzdialesnost (um)

Intenzita fluorescencie (AU) g

Obrazok 35. Aktinovy cytoskelet v skorom $tadiu infekcie buniek. Snimky s zobrazené ako
prekryv fluorescencnych kanalov pre GFP a mRFP. (E, I, M) Distribticia intenzity fluorescencie
v smere prerusovanej Sipky v (D, H, L). (F, J, N) Y-Z pohl'ad. (G, K, O) X-Z pohl'ad. Biele Sipky
(A-C) oznaduju infekéné vlakno. Cierne sipky (E, I, M) ozna¢ujii zvysent intenzitu GFP-FABD2
signalu. Mierky = 5 um.
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mRFP + GFP

Obrazok 36. Detaily infikovanych buniek s bakteroidmi v blizkosti infekénej zony v koreniovych
hlizkach rastlin M. sativa transgénnej linie GFP-FABD2. Snimky st zobrazené (A, D, H) vo
fluorescencnom kanali pre GFP, (B, E, I) vo fluorescen¢nom kanali pre mRFP, a (C, F, G, J, K)
ako prekryv fluorescencnych kanalov mRFP a GFP. (D, E, F) Detail z jednej roviny z (C). (K)
Detail z (J). (G) Infikovana bunka kontrolnej linie RSY. Hroty (D-F) oznacuju aktinové fragmenty
a §ipky (K) aktinové vlakna. (A-C, G, H-K) Mierky = 10 pm; (D-F) Mierky = 5 pm.
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4.6.1 Mikroskopické pozorovanie histochemicky znacenych

korenovych hluzok

Na mikroskopické pozorovanie vitality bakteroidov vo vnutri infikovanych buniek
funkcénych korenovych hlizok u rastlin M. sativa kontrolnej linie RSY a transgénnych
linii GFP-FABD2, SIMKK-RNAi, SIMKK-RNAi S**FABD2 25 dni po aplikacii S. meliloti
produkujuceho fluorescencny protein mRFP, bolo pouzité histochemické znacenie
pomocou zmesy fluorescencnych farbiv SYTO9 a propidium jodid (PI). SYTO9
prestupuje cez plazmaticki membranu zivych prokaryotickych a eukaryotickych buniek,
pricom vyzaruje zeleni emisiu. PI prenikd cez poSkodené plazmatické membrany
mitvych buniek, zna¢i DNA v jadrach a vyzaruje ¢ervenu fluorescenciu. U zivych buniek
funkénou cytoplazmatickou membranou neprenika, zna¢i teda len povrch buniek
(bunkovi stenu u rastlinnych buniek). PozdiZne prierezy korefiovych hluziek boli
znaceni zmesou SYTO9Y a PI, a snimané pomocou konfokélneho mikroskopu s vyuzitim
laseru 488 nm na detekciu signadlu SYTO9 (excitacia pri 488 nm, emisné maximum pri
503 nm) a na detekciu signalu PI (excitacia pri 535 nm, emisné maximum pri 617)
a pomocou objektivov so zva¢Senim 10x a 40x.

Z prehl'adnych snimok z koretiovych hl'izok u kontrolnych a transgénnych rastlin M.
sativa sa najsilnejsia intenzita fluorescencie SYTO9 nachadzala v infekcnej zone a v zone
fixacie dusika (Obr. 37). Fluorescen¢ny signal SYTO9 sa smerom ku senescentnej zone
znizoval. Najsilnej$ia intenzita signalu PI sa nachddzala v infek¢nej zone u vsetkych linii,
to vSak mozZe byt do znacnej miery spdsobené aj Ciastoénym zachytenim emisného
signalu fluorescen¢ného proteinu mRFP zo S. meliloti. V zone fixacie dusika SYTOO9
zafarbilo infikované bunky u vSetkych linii, pricom boli pozorované zivé bakteroidy
svietiace na zeleno (Obr. 38). SYTOO taktiez zafarbila infek¢né vldkna. PI zafarbilo jadra
infikovanych buniek a mftve bakeroidy. Rozdiely vo vitalite bakteroidov vo vnutri
infikovanych buniek korefiovych hl'izok zrdéznych porovnavanych linii neboli

pozorované.
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SYTO9 SYTO9 + PI

RSY GFP-FABD2

SIMKK-RNAI GFP-FABD2

SIMKK-RNAi

Obrazok 37. Funk¢né korenové hlizky znacené zmesou SYTOY/PI u rastlin M. sativa (A-C)
transgénnej linie GFP-FABD2, (D-F) kontrolnej linie RSY, (G-I) transgénnej linie SIMKK-RNAi
GFP-FABD2 3 (J-L) transgénnej linie SIMKK-RNAi. Snimky su zobrazené (A, D, G, J)
vo fluorescen¢nom kanali pre PI; (B, E, H, K) vo fluorescenénom kanali pre SYTO9, a (C, F, I,

L) ako prekryv fluorescenénych kanalov Pl a SYTO9. (II) infekéna zona, (I11) zona fixacie dusika.
Mierky = 100 um.
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GFP-FABD2

SIMKK-RNA; GFP-FABD2
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Obrazok 38. Infikované bunky v zone fixacie dusika korenovych hl'azok rastlin M. sativa (A-C)
kontrolnej linie RSY, (D-F) transgénnej linie GFP-FABD2, (G-I) transgénnej linie SIMKK-RNAi
GFP-FABD2 3 (J-L) transgénnej linie SIMKK-RNAi. Snimky st zobrazené (A, D, G, J)
vo fluorescencnom kanali pre SYTO9; (B, E, H, K) vo fluorescen¢nom kanali pre PI, a (C, F, I,
L) ako prekryv fluorescenénych kandlov PI a SYTO9. Sipkami s oznadené infekéné vlakna.
Mierka =20 um.
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5 DISKUSIA

Symbioticka fixacia dusika je dolezitym procesom pre udrzate'né pol'nohospodarstvo,
ktora spoc¢iva vo vzdjomnom partnerstve medzi strukovinami a prospesnymi baktériami
fixujuce atmosféricky dusik. Aktivacia signalizanej drahy je nevyhnutna pre pociatocné
aj neskorSie interakcie medzi strukovinami a rizébiami. Vo vSeobecnosti jednym z
hlavnych mechanizmov prenosu signalu, ktory riadi reakciu buniek na vonkajsie podnety,
je fosforylacia proteinov. Konkrétne niekol’ko fyziologickych a vyvojovych procesov v
rastlinach je regulovanych signalnymi kaskddami zavislymi od MAPK. Taktiez mnohé
proteinkindzy sa podiel'aji aj na symbiotickych interakciach a vyvoji koreiovych hlizok
(Grimsrud et al., 2010; Komis et al., 2018b; Roy et al., 2020). Zatial’ ¢o u modelovych
druhov strukovin, ako je M. truncatula a L. japonicus, boli extenzivne skiimané procesy
symbiotickej fixacie dusika, o regulacii symbiotickych interakcii a tvorbe korenovych
hl'izok u M. sativa je znamych relativne malo informacii (Roy et al., 2020).

Jednou z identifikovanych MAPK u M. sativa je SIMK a jej Specificky aktivator
SIMKK, u ktorych bolo preukdzané, Ze s aktivované pdsobenim elicitorov a sol'ného
stresu (Cardinale et al., 2000; Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002). LjSIP2, ktora
zdiela 88% podobnost’ aminokyselin so SIMKK, interaguje s receptorovou kinazou
SymRK a jej cielom fosforylacie je LiMPK®6. U L. japonicus je tento signalizaény modul
potrebny na organogenézu a tvorbu koreniovych hl'azok (Chen et al., 2012; Yin et al.,
2019). Trangénna linia SIMKK-RNAi s potlacenou expresiou SIMKK a SIMK sa
vyznacuje tvorbou kratSich korenovych vlaskov a niz§im poctom infekénych vldkien
a korenovych hl'aizok (Hrbackova et al., 2021; Hlavackova et al., 2023b). Z vysledkov
fenotypovej analyzy v predkladanej praci bolo zistené, Ze obidve transgénne linie
SIMKK-RNAi STPFABDZ 5 SIMKK-RNAi maju znizeny pocet infekénych vlakien.
Av3ak $tatisticky preukazny rozdiel bol iba u linie SIMKK-RNAi SFPFABD2 oproti
transgénnej linit GFP-FABD?2 v 6. dni po aplikacii S. meliloti. Celkovy pocet korenovych
hlaizok bol u transgénnej linie SIMKK-RNAi znizeny, zatial’ Co prekvapivo u transgénnej
linie SIMKK-RNAi SFP-FABD2 bo] celkovy podet koretiovych hlizok spolu s transgénnou
liniou GFP-FABD2 vacsi oproti kultivaru RSY. Oproti tomu pocet funkénych koreiovych
hlizok bol najniz§i u transgénnych linii SIMKK-RNAi STPFABD2  SIMKK-RNAi.
Moznym vysvetlenim vicsieho celkového poctu koreiovych hlizok u SIMKK-RNAi S

FABD2 je ovplyvnenie fenotypu produkciou fluorescenéného proteinu GFP-FABD2. D4 sa
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teda predpokladat, Ze zniZena expresia SIMKK a SIMK ma negativny efekt na tvorbu
infekénych vlakien a korenovych hlizok. Na Statisticky preukazné overenie efektivity
tvorby infekénych vlakien a koreniovych hlizok je nutné pridat’ do kvantitativnej analyzy
vacsie mnozstvo biologickych replik.

SIMK je prevazne lokalizovana v jadrach epidermdlnych buniek korena, pricom pri
vyvoji koretiovych vlaskov dochddza k jej aktivacii a presune do Spiciek rastiicich
koretiovych vlaskov. Tento presun suvisi susporiadanim vlakien aktinovych
mikrofilamentov, typickym pre vrcholovy rast koreiiovych vlaskov. SIMK prispieva k
rastu a vyvoju korenovych vlaskov moznou fosforylaciou a kontrolou niektorych
proteinov viazucich aktin, ¢o ovplyviiuje dynamiku a Struktiru aktinového cytoskeletu
(Baluska er al, 2000; Samaj et al., 2002). Mikroskopickym snimanim korefiov
transgénnych linii GFP-FABD2 a SIMKK-RNAi SFFABDZ 7 mokrej kontroly* boli
pozorované malé zmeny v usporiadani a dynamike aktinového cytoskeletu v korenovych
vlaskoch. Z vysledkov vyplyva, Ze znizend produkcia proteinu SIMK, by mohla mat’
vplyv na dynamiku aktinovych vlakien.

Aktinovy cytoskelet zohrava dolezit rolu v symbiotickych interakciach, pri ktorych
pocas skorych stadii rhizobialnej infekcie dochadza k jeho zmene organizacie a k rychlej
prestavbe. Tato reorganizicia je riadend pomocou mnohych aktin-viazucich proteinov
(Hlavackova et al., 2023a). Pomocou konfokalneho mikroskopu s rotujucim diskom boli
v koretlovych vlaskoch po inokulédcii so S. meliloti, pozorované typické S$tadia
rhizobialnej infekcie. U GFP-FABD2 linie bola v mieste zachytenia rhizobii, ich
internalizacie a tvorby nového infek¢ného vlakna sledovana zvySena intenzita signalu
GFP-FABD?2. U obidvoch transgénnych linii bola kvantitativne vyhodnotena distribucia
intenzity fluorescencie na overenie GFP-FABD?2 signalu v oblasti infekénych vackov
a infekénych vlakien. V oblasti tvoriacich sa infekénych vackov sa nachadzal najmi
difuzny signal, pricom infekéné vlakna obklopovali aktinové vldkna. Z vysledkov
vychédza, Ze aktinovy cytoskelet je nevyhnutnym komponentom rhizobidlnej infekcie.
Taktiez ma rolu vo vezikularnom transporte, ktory je potrebny na tvorbu infekéného
vlakna a k usmeriiovaniu jeho rastu. Medzi transgénnymi liniami s produkciou
fluorescenéného proteinu GFP-FABD?2 nebol pozorovany rozdiel v dynamike aktinového
cytoskeletu. Je potrebné taktiez zobrat’ do uvahy, Ze preparaty na sledovanie rhiozobialnej
infekcie v korenovych vlaskoch boli pripravené z odrezanych casti koretiov a boli
pozorované v horizontalnej polohe v uzkom priestore medzi podloznym a krycim

sklickom. Kvoli tomu by bolo potrebné zopakovat” mikroskopické analyzy pomocou
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neinvazivnych mikroskopickych metdéd ako je napr. ,light-sheet® fluorescencna
mikroskopia, ktorou je mozné dlhodobé snimanie intaktnych rastlin pri takmer
prirodzenych podmienkach.

Na pochopenie tlohy aktinového cytoskeletu vo vyvoji korenovych hl'izok M. sativa
je potrebné odhalenie presnej organizacie aktinu spojenej s kI"icovymi udalostami, ako
je predlzovanie avetvenie infekénych vldkien, tvorba infekénych kvapocok
a uvolnovanie rhizobii vo vnutri infikovanych buniek. U M. fruncatula bola Struktira
aktinového cytoskeletu s vekom infikovanych buniek sprevadzana fragmentaciou F-
aktinu na malé fragmenty a aktinové bodky (Zhang et al., 2019). Nase mikroskopické
pozorovanie rezov koreniovych hlazok transgénnych rastlin M. sativa linie GFP-FABD2
preukéazalo rolu aktinového cytoskeletu v skorych §tadiach infikovanych buniek, kedy
boli pozorované tesne usporiadané aktinové vlakna v oblasti predlZzujtcich sa infekénych
vlakien. Oproti neinfikovanym bunkém, v ktorych sa nachédzala neporusena aktinova
siet’, bola intenzita GFP-FABD?2 signalu v infikovanych bunkich potlacena. Napriek
tomu boli pozorované fragmenty F-aktinu v infikovanych bunkach s bakteroidmi
a v niektorych infikovanych bunkach v kortikalnej oblasti tenké aktinové vldkna.
U transgénnej linii SIMKK-RNAi SFPFABD2 bola intenzita signdlu GFP-FABD2 natolko
potlacend, ze nebola pozorovana aktinova organizéacia ani v neinfikovanych bunkach.
Pravdepodobnym dovodom preco intenzita fluorescencie GFP-FABD2 bola
v infikovanych bunkach natolko potlacend je pouzitie CaMV35S promotoru. U M.
truncatula sa ukézalo, Ze intenzita fluorescenénych proteinov bola v infikovanych
bunkach pod kontrolou CaMV35S promotoru utlmena, pripadne tiez pravdepodobne v
dosledku fluorescencného zhaSania neznamou bunkovou zloZkou. Ako alternativa
CaMV35 promotora by mohol byt pouZzity konstitutivny EF/o promotor alebo pUBQ10
promotor (Auriac a Timmers, 2007).

Mikroskopickou analyzou histochemického znagenia pozdiznych rezov v koretiovych
hlaizkach u vSetkych linii rastlin M. sativa boli pozorované zivé infikované bunky s
bakteroidmi v zone fixacie dusika. Medzi liniami neboli vidite'né rozdiely vo vitalite
bakteroidov, ¢o mdze naznacovat, Ze transgénne linie s potlacenou expresiou SIMKK
a SIMK nemusia mat’ efekt na znizenu Zivotnost’ bakteroidov v infikovanych bunkach.
V praktickej Casti mala byt taktiez zaradena imunoblotova analyza na ur€enie pritomnosti
aturovne produkcie fuzneho proteinu GFP-FABD2 aproteinu SIMK a aktivite
fosforylovanych  MAPK  vo funkénych  korefiovych  hltizkach  u kontrolnych

a transgénnych rastlin M. sativa. AvSak kvoli nizkemu poctu vytvorenych funkénych
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koretovych hlizok u linii SIMKK-RNAi STPFABD2 4 SIMKK-RNAi nebolo mozné tuto

analyzu zrealizovat’.
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6 ZAVER

V predkladanej diplomovej praci bola vypracovana teoreticka ¢ast’ zamerana na sucasny
stav literatary na signalne, morfologické a vyvojové aspekty skorych symbiotickych
procesov a tvorby koreniovych hl'izok medzi baktériami rodu Rhizobium a strukovinami
so zameranim na rastlinny druh M. sativa. Nakol'ko v praktickej Casti tejto prace boli
pouzité transgénne linie s produkciou fluorescencného proteinu GFP-FABD2, bol
v dalSej kapitole teoretickej Casti popisany aktinovy cytoskelet rastlinnych buniek
vratane proteinov viazucich sa na aktin, vizualizacie aktinového cytoskeletu v rastlinnych
bunkach a Strukturdlnych zmien aktinového cytoskeletu pocas symbiotickych interakcii.
V dalSej casti teoretického uvodu bol popisany pokrok v modernych mikroskopickych
metddach a transformacénych technikdch u M. sativa.

V praktickej Casti tejto praci boli pripravené kontrolné a transgénne rastliny M. sativa
prostrednictvom somatickej embryogenézy na kokultivaciu s bakteriami S. meliloti. Pre
determinovanie fenotypu pocas kokultivacie rastlin M. sativa s baktériami S. meliloti bola
kvantitativne a Statisticky vyhodnotena efektivita tvorby infekénych vldkien a tvorby
korefiovych hl'izok. Z vysledkov bolo zistené, Ze transgénne linie SIMKK-RNAi GFP-FABD?
a SIMKK-RNAi maju znizeny pocet infekénych vlakien a funkénych korenovych hlazok,
ale celkovy pocet koreniovych hI'izok bol zniZeny iba u linie SIMKK-RNAi.

Na dokumentaciu usporiadania a dynamiky aktinového cytoskeletu pocas rhizobidlne;
infekcie korenovych vlaskov boli preparaty snimané pomocou konfokalneho mikroskopu
s rotujiicim diskom. Mikroskopickou analyzou transgénnych linii s produkciou GFP-
FABD?2 bola zdokumentovana organizécia a dynamika aktinového cytoskeletu v skorych
Stadiach rhizobidlnej infekcie. U obidvoch linii bola pozorovand akumuldcia GFP-
FABD?2 signélu v oblasti infekénych vackov a infekénych vladkien, pri ktorych sa taktiez
nachadzali aktinové filamenty, ale rozdiely v Strukture a dynamike aktinového
cytoskeletu neboli pozorované.

Mikroskopickou dokumentdciou organizacie aktinového cytoskeletu pomocou
konfokalneho mikroskopu boli v infikovanych bunkéch korenovych hl'izok transgénnej
linie GFP-FABD2 pocas skorych §tadii pozorované aktinové vldkna usporiadané okolo
predlzujicich sa infekénych vlakien. V zone fixéacie dusika boli v infikovanych bunkach
s bakteroidmi pozorované fragmenty F-aktinu a tenké aktinové vlakna.

Histochemickym znacenim koreniovych hl'uziek bola overend vitalita bakteroidov v

infikovanych bunkéch, pricom nebol pozorovany Ziadny rozdiel medzi liniami.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

2,4-D

A. thaliana
A. tumefaciens
ABD
ABPs
ACLSM
ADFs
ADP

AFs
ARP2/3
AtFiml
ATP

AU

B50 médium
BSH médium
Ca?*
CCAMK
CLSM
CNGC15
CoA

CSSp
DELLA

DMI1
DMI2
DMI3
EMCCD
ENODI1
ENODI2

2,4-dichlérfenoxyoctova kyselina
Arabidopsis thaliana (Af)
Agrobacterium tumefaciens
aktin-viazuca doména
aktin-viazuce proteiny

CLSM s pouzitim Airyscan modulu
aktin-depolymerizujtce faktory
adenozindifosfat

aktinové¢ filamenty

aktinovy proteinovy komplex 2/3
fimbrin 1 z Arabidopsis thaliana
adenozintrifosfat

jednotka intenzity fluorescencie; jednotka priemeru apertury pinhole
(,,Airy unit®)

médium indukujtce tvorbu somatickych embryi
médium indukujtice kalogenézu

vapenaty kation

proteinkinaza zavisld od Ca**-kalmodulinu
konfokalna laserova skenovacia mikroskopia

z angl. cyclic nucleotide-gated ion channel protein 15
koenzym A

vSeobecna symbioticka signalna drdhar

proteiny z rodiny transkripénych faktorov GRAS (D - kyselina
asparagova, E - kyselina glutamova, L — leucin, L — leucin, A —
alanin)

i6novy kandl (z angl. oes not make infections protein 1)
z angl. Does not make infections protein 2

z angl. Does not make infections protein 3

z angl. ,,electron-multiplying charge-coupled device*

gén kodujuci protein ,,Early nodulin-11¢

gén kodujuci protein ,,Early nodulin-12
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EPS
ERN1
ERN2
Et-OH
F-aktin

FITC

g1

g-ml!
G-aktin
GFP
GFP-FABD2
GRAS

HMGR1
IPD3
ISR

IT

L. japonicus
LB médium
LCOs
LjCASTOR
LjCYCLOPS
LjMPK6
LjNPL
LjPOLLUX
LjSIP2

LRR

LSFM

LYK3

LysM doména

exopolysacharidy

transkripény faktor reagujici na etylén ERN1

transkripény faktor reagujici na etylén ERN1

etanol

aktinové mikrofilamenty

fimbrinu 1 z Arabidopsis thaliana (AtFiml)

fluorescein izotiokyanat

gram na liter

gram na mililiter

globularny aktin

zeleny fluorescencény protein (z angl. green fluorescent protein)
fazni protein - fiizia C-terminalneho konca GFP k N-terminalnemu

z angl. GIBBERELIC ACID INSENSITIVE REPRESSOR OF gal-
3 SCARECROW

3-hydroxy-3-metylglutaryl-CoA reduktaza 1
DMI3-interagujtci protein IPD3

indukovana systémova rezistencia

infek¢né vlakno

koncu aktin-viazucej doménu 2 (z angl. actin binding domain 2) z
Lotus japonicus (Lj)

médium pre kultivaciu baktérii (z angl. Lysogeny broth)
lipochitooligosacharidy

16novy kanal

protein CYCLOPS

mitogénom aktivovana proteinkindza kindza 6

pektat lyaza

16novy kanal

MEK mitogénom aktivovana proteinkindza kindza
repetica bohata na leucin

,Light-sheet* fluorescencnd mikroskopia

LysM receptoru-podobna kinédza 3

z angl. lysin motif domain
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LysM-RLKSs

M. sativa
M. truncatula

MAPK
MAPKK

MAPKKK
MAPKSs
MCAS8

mE-m2-s1

mg-1!
mg-ml!

min

ml

ml-1!

mm

MMS médium
mRFP

MS médium
MtCRE1
MtEXO70 H4
MtFLOT2
MtFLOT4
MtLIN
MtNF-YA1
MtPUBI1
MtRIPI
MtSYMREM1
MtVPY
Na2EDTA
NAA

LysM receptoru-podobné kinazy (z angl. LysM receptor-like

kinases)
Medicago sativa L ssp. (Ms)
Medicago truncatula (Mf)

mitogénom-aktivovana proteinkinaza
mitogénom-aktivovana proteinkinaza kindza

mitogénom-aktivovana proteinkinaza kinaza kinaza
mitogénom-aktivované proteinkinazy

vapnikova ATP-aza typu I1A

hodnota svetelného toku; fotosynteticky aktivne ziarenie (spektralny

rozsah slnecného ziarenia je od 400 do 700 nm)
miligram na liter

miligram na mililiter

minuta

mililiter

mililiter na liter

milimeter

médium indukujlice vyvoj korenov a vyhonkov
cerveny fluorescencny protein

Murashige and Skoog médium

z angl. Cytokinin Response 1 receptor
podjednotka EXO70 proteinového komplexu exocysty
Flotilinu-podobny protein 2

Flotilinu-podobny protein 4

z angl. putative E3 ubiquitin-protein ligase LIN
podjednotka A-1 jadrového transkripéného faktora Y
protein obsahujici doménu U-box

gén u Medicago truncatula kddujiaci peroxidazu
symbioticky remorin 1

vapyrin

disodna sol’ kyseliny etyléndiamintetraoctove;j

1-naftyloctova kyselina
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NENA

NF receptor
NF

NFP

NFR1
NFRS5
NIF
NIN
NIN
NOD
Nod faktory
NodD
NORK
NPTII
NSP1
NSP2
NUP133

NUPS85
Obr.
OD600

P. sativum
P. vulgaris
PALM
pH

R. etli
RLK
RNA
RNAi
rpm

RSY

S. meliloti

z angl. WD40 repeat nucleoporin similar to SEH1
receptory rozpoznavajuce Nod faktory

Nod faktor

serin/treoninovému receptoru-podobna kindza NFP (alternativny
nazov z angl. Nod factor preception protein)

Nod faktor receptor 1

Nod faktor receptor 5

gény zapojené v fixacii atmosférického dusika

z angl. nodule inception protein

gén kodujuci transkripény faktor NIN

nodulacné gény

nodula¢né faktory

nodulaény protein D

receptorova kindza hl'izkovania

gén kodujuci neomycin fosfotransferasu

z angl. protein NODULATION SIGNALING PATHWAY 1
z angl. protein NODULATION SIGNALING PATHWAY 2

nukleoporinu 133 podobny nukleoporin (z angl. Nupl33-like
nucleoporin)

nukleoporin 85 (z angl. nuclear pore complex protein Nup85)
obrazok

optickd hustota pri 600 nm

Pisum sativum

Phaseolus vulgaris

fotoaktivacna lokaliza¢na mikroskopia

zaporny dekadicky logaritmus koncentracie vodikovych katidnov
Rhizobium etli

receptoru podobnd kindza

ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

RNA interference

otacky za minutu

M. sativa L . divoky typ, kultivar Regen SY

Sinorhizobium meliloti
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sCMOS
SIM
SIMK
SIMKK

ssp.

STED
STORM
SYM10
SYM37
SymRK
SyPME1
T-DNA
TIC
t-SNARESs
V. sativa
v-SNARESs
w/v

pl

pl-1-1

pm

z angl. ,.scientific Complementary Metal Oxide Semiconductors*
mikroskopia so Strukturovanym osvetlenim
sol'nym stresom indukovand mitogénom aktivovana proteininaza

solnym stresom indukovana mitogénom aktivovana proteinindza
kinaza

poddruh

mikroskopia so stimulovanou redukciou fluorescencnej emisie
stochastickd optické rekonstrukéné mikroskopia

protein rozpoznéavajici Nod faktor

z angl. nodule inception protein

kinaza podobna-receptoru symbidzy

pektinesteraza 1

transferovéa deoxyribonukleova kyselina

tikarcilin

cielové transportné protéiny SNARE (SNAP receptor)
Vicia sativa

vezikularné transportné proteiny SNARE (SNAP receptor)
hmotnost’ na objem

mikroliter

mikroliter na liter

mikrometer
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9 PRILOHY

Video 1. Casozberné snimanie aktinového cytoskeletu okolo jadra v korefiovom vlasku u linie

GFP-FABD?2, 7 dni po aplikacii S. meliloti z obrazku 17. Mierka = 10 pm.

Video 2. Casozberné snimanie aktinového cytoskeletu okolo rastiiceho infekéného vldkna
v korenovom vlasku u linie GFP-FABD?2, 10 dni po aplikacii S. meliloti z obrazku 21F. Mierka =
10 pm.

Video 3. Casozberné snimanie aktinového cytoskeletu okolo rastuceho infekéného vldkna
v koretiovom vlasku u linie SIMKK-RNAi S**FABD2 10 dni po aplikacii S. meliloti z obrazku 22D.
Mierka =10 um.

Video 4. Ortogonalna projekcia infikovanej bunky v koreniovej hl'izke u linie GFP-FABD?2
v pohl'ade X-Y z obrazku 35A. Mierka = 5 pm.

Video 5. Ortogonalna projekcia infikovanej bunky v koretiovej hluzke u linie GFP-FABD?2
v pohlade X-Y z obrazku 35B. Mierka =5 pm.

Video 6. Ortogonalna projekcia infikovanej bunky v koreniovej hl'izke u linie GFP-FABD?2
v pohl'ade X-Y z obrazku 35C. Mierka = 10 pm.
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