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CIELE PRACE

Teoreticka cast’

Vypracovanie literarnej reserSe na tému vyznamu prospesnych mikroorganizmov v
odpovedi rastlin na abiotické stresy.

Prakticka cast’

1) Fenotypova analyza transgénnych linii lucerny (Medicago sativa) pocas
interakcie s prospesnymi mikroorganizmami rodu Enterobacter

2) Vplyv prospesnych mikroorganizmov pri reakcii lucerny na abioticky stres

3) Lokalizdcia MAPK a cytoskeletu u lucerny pocas interakcie s prospeSnymi

mikroorganizmami



1. UVOD

Lucerna siata (M. sativa L.) je trvala, dvojklicnolistova rastlina patriaca do celade
bobovité (Fabaceae). V symbiodze s hl'uzovitymi baktériami obohacuje pddu o dusik. M.
sativa ma taktiez schopnost’ odsol'ovat’ pody. Preto je lucerna dobrou predplodinou pre
mnoho pol'nohospodarskych plodin a vyuZiva sa tiez pri fytoremediacii, na kifmenie
zvierat, vyrobu  biopaliva  etanolu  aprodukciu  rekombinantnych  proteinov
s farmaceutickym vyuzitim (Bora a Sharma, 2011; Flajoulot et al., 2005; Fu et al., 2015;
Hrbackova et al., 2020).

V pdde sa nachadza mnoho mikroorganizmov schopnych interagovat’ s koreniovym
systémom vysSich rastlin. Tato interakcia je bud’ negativna, prospesna alebo neutralna.
Korene rastlin vypustaji exudaty, obsahujuce rozne latky vratane cukrov,
fytosideroforov, aminokyselin a vitaminov. Pomocou exudatov dokazu rastliny
manipulovat’ s mnozstvom a zlozenim mikroorganizmov v rizosfére (Badri et al., 2009;
Bakker etal., 2012). Prospesné mikroby (PGPR) dokazu nepriamo alebo priamo
podporovat’ vyvin a rast rastlin. Medzi mechanizmy podpory rastu rastlin patri napriklad
aktivacia rezistencie voc¢i fytopatogénom, znizovanie hladiny etylénu, produkcia
fytohormonov, sideroforov a antibiotik, odburavanie Skodlivych xenobiotik ako
aj bioremedidcia pdd znecistenych tazkymi kovmi (Ahemad a Malik, 2011; Braud et al.,
2009; Glick et al., 2007; Hayat et al., 2010; Rajkumar et al., 2010). Medzi PGPR patria
patria zastupcovia réznych rodov vratane Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter,
Burkholderia, Klebsiella, Variovorax, Azospirillum, Azotobacter, a Serratia.

Enterobacter je fakultativne anaerobna, gramnegativna, tyCinkovita baktéria. Niektoré
kmene Enterobacter si schopné podporovat’ rast rastlin ato napriklad solubilizaciou
fosfatu, fixaciou vzduSného dusika ¢i produkciou indol-3-octovej kyseliny,
antifungalnych zlucenin, sideroforov a fytohorménov. Jednym ztychto kmenov je
Enterobacter sp. SA187, ktory bol izolovany z koreiiovych hlizok pustnej rastliny
Indigofera argentea. Jedna sa o endofyticku baktériu schopnu prezit samostatne v
rizosfére, ale aj v spojeni s roznymi druhmi rastlin. Pocas r6znych abiotickych stresoch,
ako je sucho, salinita alebo vysoka teplota, Enterobacter sp. SA187 podporil rast
Arabidopsis thaliana. Enterobacter sp. SA187 dokaze produkovat’ siderofory a trehalozu
(Andrés-Barrao et al., 2017). TaktiezZ pomohol rastlindm A. thaliana prekonat’ sol'ny stres

produkciou kyselina 2-keto-4-metyltiomaslovej (de Zélicourt et al., 2018).

1



Rastlinny cytoskelet je tvoreny mikrotubulami, aktinovymi mikrofilamentami
a asociovanymi proteinmi. Cytoskelet sa ucastni bunkovych procesov ako je transport
vezikil a proteinov alebo delenie bunky. Mikrotubuly sa podiel'aji na raste rastlinnych
buniek, tvorbe preprofazneho zvézku, deliaceho vretienka ale aj fragmoplastu (Alberts et

al., 2015).



2. SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.2 Lucerna siata
Lucerna siata je dolezitd polnohospodarska plodina. Tato cudzoopeliva,
dvojkli¢nolistova rastlina patri do celade bobovité. Vdaka svojmu hlbokému
korenovému systému dokaze znaSat' vysoké teploty asucho. Lucerna v symbidze
s hl'uzkovymi baktériami je schopna viazat’ dusik. Preto na jej pestovanie nie je potrebné
pouzivat' dusikaté hnojiva. Lucerna ma tetraploidny genom. Pre svoj vysoky obsah
proteinov, vitaminov a mikroelementov je vyuzivana na kimenie dobytka. Okrem toho
sa moze primieSavat’ do kimnych zmesi repy ¢i kukurice ako lacna primes. Vyuzivana je
taktieZ na vyrobu etanolu a produkciu farmakologickych rekombinantnych proteinov (Fu

et al., 2015; McCoy a Bingham, 1988, Radovic et al., 2009).

2.3 Prospesné baktérie

Baktérie Zijuce v tesnom kontakte s rastlinami dokazu pomocou roznych mechanizmov
podporovat’ vyvoj arast rastlin ako aj zvySovat’ toleranciu stresu a odolnost’ voci
patogénom (Eida et al., 2019; Chakraborty, 2023; Liu et al., 2017; Zamioudis et al., 2013).
Rizobaktérie podporujuce rast rastlin (PGPR) preto zohravaji vyznamni ulohu
v pol'nohospodarstve. PGPR moézu slizit ako biohnojiva alebo biokontrolné
¢inidla. Vedia tak vyrazne zlepSovat’ vynos plodin vd’aka svojej schopnosti pomdct’
rastlindm prekonat’ abiotické stresy ako je napriklad vysoka salinita, sucho, ¢i extrémne
teploty (Backer et al., 2018; de Z¢&licourt et al., 2013; Cherif-Silini et al., 2019; Marasco
et al., 2012; Mukherjee et al., 2019; Tiwari et al., 2017).

Viacsina PGPR kolonizuje korene rastlin, pricom endofytické kmene obsadzuju
vnutorné pletiva rastlin, zatial' o epifytické kmene kolonizujii iba povrch korenov
(Bisseling et al., 2009; Liu et al., 2017). Mnohé kmene PGPR interaguju s pomerne
Sirokym spektrom hostitel'ov (Drogue et al., 2012). Medzi faktory, ktoré ovplyviiuju
vytvorenie prospeS$nych interakcii medzi baktériami a rastlinami patria klimatické
podmienky a vlastnosti pody (Berg a Smalla, 2009).

Rhizobaktérie su ku korenom rastlin pritahované korenovymi exudatmi, ktoré
ovplyviuju fyzikalno-chemické vlastnosti okolitej pddy. Koreniové exudaty su zlozené
z vitaminov, jednoduchych cukrov, polysacharidov, aminokyselin a organickych kyselin.
Niektoré rastliny vypustaju exudaty obsahujuce antimikrobidlne, nematocidne a

isekticidne metabolity. Korenové exudaty maju schopnost’ priamo ovplyviiovat’ kolobeh



dusika auhlika, ked’Ze vplyvaju na mikroorganizmy rozkladajice organicki hmotu
v pode. NavySe mozu spdsobovat’ inhibiciu nitrifikdcie pddnymi nitrifikacnymi
mikroorganizmami (Bais et al., 2006; Berg a Smalla, 2009; Haichar et al., 2014; Massalha
et al., 2017). Koretiovy sliz zlozeny z polysacharidov, proteinov a fosfolipidov sluzi ako
vyzivny substrat pre mikroorganizmy Zijuce v rizosfére. Popritom kizavym spésobom
ulahcuje predlZzovaci rast korefiov medzi Casticami pddy, zvySuje stabilitu pédneho
agregatu a chrani korenovy meristém pred toxickymi kovmi. Je produkovany bunkami
korenovej ¢iapocky a epidermalnymi bunkami korena. Koncentracia niektorych exudatov
nie je rovnaka v jednotlivych korenovych zoénach. To ma za nasledok odlisné zlozenie
bakteridlnej kolonizacie pozdiz koretia (Gamalero et al., 2004; Haichar et al., 2014). V
zavislosti od stresovych podmienok mozu rastliny kontrolovat’ bakteridlnu kolonizaciu
zloZenim svojich exsudatov (Haichar et al., 2008; Massalha et al., 2017).

Prvym krokom pri bakteridlnej kolonizacii koretiov rastlin je neSpecificke,
reverzibilné prichytenie baktérii na povrch koreiia pomocou bicika alebo pilli. Neskor sa
baktérie na povrch koreha viazu 3pecifickejsie. Specifické naviazanie baktérii je
sprostredkované adhezivnymi a extracelularnymi proteinmi (Wheatley a Poole, 2018).
Naslednym mnozenim prichytenych baktérii dochadza k tvorbe biofilmu (Synek et al.,
2021). Na vstup do vnutornych pletiv rastlin mézu PGPR vyuzivat' koreniové vlasky,
hydatédy, prieduchy, rany spésobené hmyzom a bylinozravcami a poskodené trichomy
(Hardoim et al., 2015). Na pasivny vstup do vnutornych pletiv korena rastlin niektoré
baktérie vyuzivaju taktiez otvory okolo miest vyrastania novych laterarnych koreiiov
(Synek et al., 2021). Mnohé¢ PGPR dokézu aktivne vstupovat do korenovych pletiv
uvol'novanim enzymov degradujicich bunkovi stenu. Medzi tieto enzymy patria hlavne
pektinazy, celuldzy, endo/exo-glukanazy a xylanazy (Compant et al., 2005; Reinhold-
Hurek et al., 2006; Sessitsch et al., 2012). Po vstupe do vnutornych pletiv rastlin je d’alSou
prekazkou v kolonizacii rastliny endodermis. Baktérie, ktoré nedokdzu prekonat’ tito
bariéru kolonizuji medzibunkové priestory lokalne, zatial’ o baktérie schopné preniknat
do endodermis, vyuzivaji xylém pre pohyb rastlinou a systémovi kolonizaciu

vnutornych kompartmentov celej rastliny (Frank et al., 2017; Hardoim et al., 2015).

2.3.1 Enterobacter

Celad Enterobacteriaceae obsahuje velké mnoZstvo rodov, Zijicich v réznych

environmentalnych podmienkach. Baktérie patriace do rodu Enterobacter sa pohybuju



pomocou bicikov, no patria sem aj nepohyblivé druhy. Su to fakultativne-anaerdbne
baktérie schopné fermentovat’ laktézu. Tento rod zahima 22 druhov, z ktorych niektoré
tvoria puzdra. Puzdra maji ochrannu funkciu. Chrania bunku pred faktormi vonkajsieho
prostredia, ako st napriklad dezinfekcéné prostriedky ¢i slnecné ziarenie. Baktérie patriace
do tohto rodu netvoria spory (Davin-Regli et al., 2019; Ristuccia a Cunha, 1985).

Mnohé druhy Enterobacter st zodpovedné za vel'a nozokomialnych infekcii. Okrem
toho mozu spdsobovat’ infekcie miékkych tkaniv, dychacich a mocovych ciest,
endokarditidy, osteomyelitidy a mnohé d’alSie ochorenia. Niektoré druhy tejto baktérie sa
moézu vyskytovat na povrchu [ludskej koze, v potravinach, vo vode, v pdde,
v odpadovych vodach alebo mézu byt sucastou mikroflory gastrointestinalneho traktu
cicavcov. Baktérie patriace do tohto rodu s bezne vyuzivané ako indikatory fekalneho
znecistenia vody (Némec et al., 2006; Ramirez a Giron, 2021).

Mnohé baktérie patriace do ¢elade Enterobacteriaceae maju vlastnosti PGPR vratane
schopnosti fixovat’" dusik, solubilizovat’ fosfat, produkovat antifugalne zluceniny,
siderofory, ¢i fytohormony (Melo et al., 2016). Kmene patriace do rodu Enterobacter
vykazovali napriklad schodnost’ degradovat’ glyfozat alebo tolerovat’ arzén (Azua-Bustos
a Gonzalez-Silva, 2014; Benslama a Boulahrouf, 2013).

Enterobacter agglomerans, Enterobacter oryzae OlaS1T alebo Enterobacter cloacae
STUPM20 dokazu fixovat' dusik (Kreutzer et al., 1991; Laili et al., 2017; Peng et al.,
2009). E. cloacae MSA4 produkuje biosurfaktant urychlujiici biodegradaciu
polycyklickych aromatickych uhlovodikov, ktoré su sucastou pod znecistenych
motorovym olejom (Diab et al., 2017). Enterobacter hormaechei dokaze solubilizovat
fosfat, produkovat’ draslik a IAA. Okrem toho je E. hormaechei schopny rast na platni
bez zdroja dusika, ¢o naznacuje jeho schopnost’ fixovat’ dusik (Ranawat et al., 2021).
Enterobacter sp. EnB1, ktory bol izolovany z polopustnej pddy v Mexiku, je schopny
solubilizovat’ fosfat (Delgado et al., 2014). Enterobacter sp. B6 vykazoval biopesticidne
vlastnosti proti nymfam Locusta migratoria L5 (Oulebsir-Mohandkaci et al., 2015).
NavySe E. cloacae CAL2, E. cloacae UW4 arizosfericky E. cloacae a Enterobacter
cancerogenus produkujii 1-aminocyklopropan-1-karboxylat (ACC) deamindzu, ktora
znizuje hladinu etylénu v rastlinach a ul'ah¢uje tak ich rast (Holguin a Glick, 2001; Glick,
2014; Loper et al., 2012; Shah et al., 1998; Shen et al., 2013). E. cloacae MSR1 vykazuje
viaceré vlastnosti PGPB ako je napriklad produkcia bioaktivnych zlucenin a fytohorménu
acetoinu, ¢i solubilizacia fosfatov. Jeho aplikacia viedla k podpore rastu rastlin Pisum

sativum (Khalifa et al, 2016). Dalej Enterobacter sp. 638 produkuje acetoin a 2,3-
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butandiol. Tieto prchavé organické zluceniny (VOC), st emitované mnohymi PGPB na
zlepsenie rastu rastlin (Ryu et al., 2003; Taghavi et al., 2010). Dal§im prikladom PGPB
patriacej do celade Enterobacteriaceae je E. cloacae UWS, ktory bol schopny
produkovat’ vysoké hladiny kyseliny indol-3-octovej (IAA), ale aj E. cloacae SBP-8,
ktory mal pozitivny vplyv na rast pSenice pocas pdsobenia sol'ného stresu (Coulson a
Patten, 2015; Singh et al., 2015, 2017). E. cloacae MSR1 podporil rast P. sativum .

Enterobacter sp. SA187 je tyCinkovita, gram-negativna endofytickd baktéria patriaca
do celade Enterobacteriaceae. Enterobacter sp. SA187 je schopny zit' v rizosfére ale aj
v asociacii s mnohymi druhmi jednokli¢nolistovych a dvojklicnolistovych rastlin. Jeho
gendm pozostava z jedného samostatného vel'kého chromozomu, ktory ma 4 429 597 bp.
SA187 bol prvy krat izolovany zkoreiiovych hlizok puStnej rastliny Indigofera
argentea. Enterobacter sp. SA197 je rezistentny na penicilin G ako aj na ampicilin. To
mu pravdepodobne poskytuje vyhodu v stiboji proti ostatnym hubam a baktériam
nachadzajucim sa v pustnej pode arizosfére. Tato baktéria dokdze dobre rast
v podmienkach sol'n¢ho, teplotného aj osmotického stresu. Betain aprolin st
osmoprotektanty poskytujuce mikroorganizmom odolnost’ voc¢i so'nému stresu. Geném
SA187 obsahuje kompletni drahu biosyntézy prolinu. SA187 nedokéaze syntetizovat
betain, jeho genom vsak koduje membranové transportéry zodpovedné za internalizaciu
osmoprotektantov z vonkajsieho prostredia (Andrés-Barrao et al., 2017). V gendome
SA187 su aj vSetky potrebné gény pre syntézu celuldzy, ktora baktérie vyuzivaju na
sprostredkovanie adhézie a kolonizacie korenov rastlin (Andrés-Barrao et al., 2017,
Romling a Galperin, 2015). Dalej genom SA187 koduje gény pre syntézu enzymov
umoziujucich transforméciu aminokyselin na polyaminy putrescin, spermin a spermidin
latky. Polyaminy su latky zlepSujuce kondiciu baktérii a produkuju ich viacer¢ PGPR
vratane Klebsiella sp. DSA alebo Bacillus subtilis OKB105 (Andrés-Barrao et al., 2017,
Liu et al., 2016; Xie et al., 2014).

Pre Enterobacter sp. SA187 su charakteristické viaceré vlastnosti PGPR. Dokaze
solubilizovat’ zinok a produkovat’ siderofori, nie je vSak schopny solubilizacie fosfatu
(Andrés-Barrao et al., 2017). Taktiez vie syntetizovat antibiotikd pdsobiace proti
rastlinnym patogénnym baktériam vratane fenazinu a 4-hydroxybenzoatu. SA187 dokaze
syntetizovat’ chitindzu (silny enzym proti hmyzu a hubam) a proteiny podiel’ajice sa na
rezistencii voci niekol’kym antimikrobialnym zluceninam ako je vankomycin, B-laktam a
kationovy antimikrobialny peptid (CAP). SA187 zvysil vynos M. sativa v polnych

podmienkach pocas pdsobenia solného stresu, preto by mohol byt jednoduchym
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biologickym rieSenim na pestovanie rastlin v extrémnych nepriaznivych podmienkach. U
Arabidopsis thaliana, SA187 zvysil toleranciu na sol'ny stres, sucho a vysoké teploty.
Pocas posobenia solného stresu SA187 vyrazne posilnil rast vyhonkov a korenov
a taktiez viedol k zvySenej hustote laterarnych koretiov a tym aj k zvécSeniu celkovej
plochy povrchu korena A. thaliana. SA187 dalej zvysil odolnost A. thaliana voci
solnému stresu znizenim pomeru Na'/K" aprodukciou bakteridlnej 2-keto-4-
metyltiomaslovej kyseliny, ktord spusta tvorbu etylénu a jeho signalizacnu drahu
(Andrés-Barrao et al., 2017; de Z¢élicourt et al., 2018).

SA187 kolonizuje rastliny endofyticky, ale aj epifyticky. Vie sa do koreiov rastlin
dostavat’ pasivne cez miesta poskodenia, alebo je schopny aktivneho prenikania do
korenovej epidermis. To mu umoziuje produkcia pektinaz a proteolyaz ktoré degraduji
komponenty bunkovej steny rastlin. SA187 prednostne kolonizuje primarne korene.
Rovnako ako k miestam poSkodenia je SA187 pritahovany na miesta vzniku buducich
laterarnych korenov, kde na pasivny vstup do vnutra korefiov vyuziva otvory v okoli
vzniku laterarnych korenov. Do tkaniv rastlin vie SA187 vstupovat cez prieduchy, tym
ze ich dokaze aktivne otvarat’ po ich pociatocnom zatvoreni . SA187 je pritahovany uz
ku hydratovanym semenam rastlin 4. thaliana.a akumuluje sa na nich v oblasti miesta
budiiceho klicenia koreniov. Po vykli¢eni semena kolonizuje mladé korene A. thaliana
(Synek et al., 2021).

Enterobacter takisto podporuje odolnost’ rastlin voci soI'nému stresu znizenim aktivity
signalnych drah spustanych kyselinou abscisovou. Tym rastline umozni zatvorit’
prieduchy v reakcii na osmoticky stres a predist’ tak nedostatku vody. Okrem toho
pomaha zachovat’ fotosyntézu a primarny metabolizmus, ktoré byvaji pdsobenim

sol'ného stresu utlmené (de Z¢licourt et al., 2018).

2.4 Abioticky stres
Rastliny, ked’ze majt prisadly sposob zivota, nedokazu opustit’ svoje stanoviste a unikntt
tak nepriaznivym podmienkach prostredia. Museli si preto vyvinat receptory a vzajomne
prepojené regulacné drahy, ktoré im umoznuju prispdsobit’ sa prostrediu. Medzi faktory
posobiace stresovo na rastliny patri sucho, chlad, vysoké teploty, UV Ziarenie, nadmerné
mnozstvo NaCl, extrémne svetelné podmienky a chemickeé faktory ako st napriklad tazké

kovy (Suzuki et al., 2014). Abioticky stres ovplyviiuje vynos, rozmnozovanie a rast



rastlin (Sinha et al., 2011; Zhang et al., 2018). Odhaduje sa, Ze nepriaznivé podmienky
prostredia sposobuju az 70% strat na trode (Vij a Tyagi, 2007; Zurbriggen et al., 2010).

Abioticky stres spdsobuje zmeny v bunkovych procesoch, z ktorych niektoré patria
medzi adaptivne a niektoré medzi neadaptivne procesy. Neadaptivne reakcie odrazaju
poskodenie sposobené stresom. Moze to byt napriklad naruSenie kinetiky enzymov
a molekularych interakcii sposobenych toxickymi i6nmi, ale aj poSkodenie Struktury
proteinov a fluidity membran sposobené stresom z vysokych alebo nizkych teplot.
Adaptivne reakcie vedu k zvysenej odolnosti rastliny voci stresu. Tieto procesy zahtiiaji
obnovenie rovnovahy bunkovej homeostazy, opravu poskodenia sposobeného stresom a
prisposobenie rastu na urovne vhodné pre konkrétny stresovy stav (Zhang et al., 2020;
Zhu, 2016).

Abioticky stres vyvolava viacuroviiové reakcie, iniciované v réznych bunkovych
Struktirach a kompartmentoch vratane plazmatickej membrany, bunkovej steny,
cytoplazmy, jadra, mitochondrii, chloroplastov, peroxizémov a endoplazmatického
retikula. Medzi tieto reakcie patri vnimanie stresu, prenos signalu, transkripcia,
spracovanie transkriptu, translacia a napokon postranslacné modifikacie proteinov.
K niektorym reakciam dochadza pri pdsobeni viacerych stresorov (napriklad detoxikacia
nadmerne akumulovanych reaktivnych foriem kyslika (ROS)), iné su Specifické pre

urcity stres (Zhu, 2016).

2.4.1 Solny stres
Sol'ny stres u rastlin nastava, v dosledku vysokej koncentracie soli v pdde. Moze vel'mi
nepriaznivo posobit’ na vyvoj a rast rastlin azniZovat' tak vynosy plodin. Preto
predstavuje pre pol'nohospodarstvo Coraz vacsi problém. Vysoka salinita sposobuje ako
hyperiontovy tak aj hyperosmoticky stres. Za zvySenie salinity pody moézu byt
zodpovedné viaceré faktory, vratanie zvetravania hornin, odlesiovania a vyparovania. Na
salinite pdd sa podiel’a aj zavlaZovanie (voda pouzivana pri zavlazovani obsahuje stopové
mnozstva NaCl) a morska voda (Flowers a Yeo, 1995; Mahajan a Tuteja, 2005; Tester
a Danvepot, 2005; Yadav et al., 2011).

Halofyty su rastliny pouZzivajuce Specializované stratégie, vd’aka ktorym dokazu zit
v podach obsahujlicich vysoké koncentracie soli (van Zelm et al., 2020). VicsSina
suchozemskych rastlin vratane plodin ako ryza (Oryza sativa), kukurica (Zea mays), s6ja

(Glycine max) a fazula (Phaseolus vulgaris) patri medzi glykofyty. Sodik je pre ne



toxicky, ked'ze nedokazu tolerovat koncentracie Na“ presahujuce 50 mM (Munns a
Tester, 2008). Vysoka koncentracia Na* v pdde moze viest’ k zniZeniu porovitosti pddy a
nasledne k zniZeniu vodivosti vody a prevzdusnenia pody. Prijatim vel'kého mnozstva
Na' a CI" koretimi dochadza k zniZeniu G¢innosti fotosyntézy a zhorSeniu metabolickych
procesov. Okrem toho zvySend koncentracia soli v pode vytvara zoénu s nizkym vodnym
potencialom, ¢o ma u rastlin za nasledok znizenie schopnosti prijimat’ ziviny a vodu
(Flowers a Yeo, 1995; Mahajan a Tuteja, 2005; Maser et al., 2002).

Rastliny sa voci salinite brania mechanizmami na zmiernenie straty vody. Obrana
rastlin proti salinite taktiez zahffla kompartmentalizaciu Na“ do vakuol cez NHXI
tonoplastovy antiportér a taktiez udrziavanie vysokych intracelularnych pomerov K*/Na*
transportérmi HKT (Munns a Tester, 2008). Okrem toho rastliny aktivne vylu¢uju Na*
z buniek prostrednictvom Na'/H" antiporetéra, salinity overly sensitive 1 (SOS1),
nachadzajuceho sa na plazmatickej membrane. SOS1 antiportér je sucastou
proteinkinazovej drahy zavislej od vapnika, zndmej ako drdha SOS (Obr.1). Tato draha
sa podiela na signalizacii so'ného stresu a tolerancii Na“. Na zaciatku tejto drahy je “EF-
hand“ protein viazuci vapnik SOS3. Po vzniku cytosolického vapnikového signalu
vyvolaného solnym stresom dochadza k spusteniu SOS3. Ten nasledne aktivuje
serin/treonin proteinkinazu SOS2, ktora fosforylaciou aktivuje SOS1. SOS3 je
prednostne exprimovany v koreni. Vo vyhonkoch funkciu SOS3 zastava jeho paralog —
protein SCaBP8/CBL10. SOS2 je inhibovany pomocou ABI2 (Quan et al., 2007; Zhu,
2002). 14-3-3 proteiny a SOS2-LIKE PROTEIN KINASES (PKS5) sprostredkavaju
d’al$iu dréhu, ktora aktivuje SOS2. Za kontrolnych podmienok méze PKS5 fosforylovat’
SOS2, potlacajuc SOS2 indukciou védzby s 14-3-3 proteinmi. Pocas sol'n¢ho stresu sa
vapnik viaze na proteiny 14-3-3 a dochéadza k potlaceniu aktivity PKS5 (van Zelm et al.,

2020).
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Obrazok 1. SOS draha. Vysoka koncentracia soli vedie k zvySeniu koncentracii Ca?" v cytozole,
ta aktivuje SOS3 / SCaBP8, ktory nasledne aktivuje SOS2 a ten napokon aktivuje SOS1. SOS2
je inhibovany proteinomABI2 a 14-3-3 (Upravené podl'a Ali et al., 2023)

Vysoka salinita nartiSa organizaciu bunkovej steny akumulaciou ROS a vytesiiovanim
vapenatych kationov. Vépenaté kationy st zodpovedné za zosietovanie pektinov.
Akumulacia ROS spdsobuje zosietovanie fenolov a glykoproteinov, ¢o vedie k stuhnutiu
bunkovej steny. U A. thaliana sa na snimani portich bunkovej steny vyvolanych vysokou
salinitou podiel'a modul LRX—RALF-FER (Zhang et al., 2022).

Hyperosmotickd expozicia a salinita, okrem inych skorych signalnych udalosti,
sposobuju aktivaciu syntézy kyseliny fosfatidovej sprostredkovanej fosfolipazou D
(PLD), tvorbu ROS, docasné zvysenie koncentracii Ca** v cytozole a nahromadenie
oxidu dusnatého (Smékalova et al., 2014). Tito sekundarny poslovia d’alej aktivuju rézne
signalne proteiny vratane MAPK. Vysoké koncentracie soli, kyselina abscisova a sucho
indukujt v ryzi aktivaciu DSM1 (mutant 1 hypersenzitivny na sucho) (Ning et al., 2010).

V Arabidopsis koncentracie soli, vyvolavajuce hyperosmoticku reakciu, aktivuju
MKKK?20. MKKK20 sa nachadza pred MPK6 (Kim et al., 2012a). Pocas soI'ného stresu
dochadza u 4. thaliana k aktivacii MEKK1 (MAP3K), ktory dalej aktivuje MKK2
(MAP2K) jeho fosforylacia spusta aktivaciu MPK4 aj MPK6. MEKK1 ma najskor dva
rezimy signalizacie: jeden cez MKK2, ktory prenasa fosfo-signal na MPK6 aj MPKA4,
a druhy cez MKKI1, ktory vyhradne prenasa fosfo-signal na MPK4 (Matsuoka et al.,
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2002; Teige et al., 2004). Nulové mutanty mkk2 st hypersenzitivne na sol’, ¢o naznacuje
pozitivahu ulohu MKK2 v odpovedi na stres vyvolany vysokou salinitou (Teige et al.,
2004). Naopak, u Arabidopsis negativnu ulohu v reakcii na sol’ pravdepodobne zohrava
MEKK1 a MKK®9 (Su et al., 2007). MKK9 aktivuje MPK3 a MPK6 (Zhao a Guo, 2011).
Knockout mutanty mkk9 vykazuji znizenu citlivost’ na sol’ (Xu et al., 2008). Tri hlavné
MPK, MPK3, MPK6 a MPK4, suvisiace so stresom u Arabidopsis, st rozdielne
aktivované salinitou a hyperosmotickym stresom (Smékalova et. al, 2014).

MPKG6 hra doélezita tlohu ako v skorych tak aj dlhodobych odpovediach rastliny na
sol'ny stres. Pocas pdsobenia solného stresu dochadza k zvySeniu hladiny kyseliny
fosfatidovej, ktora stimuluje kinazovu aktivitu MPK6. Aktivovana MPK6 sa nasledne
podiela na detoxikacii Na" a fosforylaciou SOS1. To vedie k efluxu sodika na tkor
okyslenia cytozolu. Dalej MPK6 fosforyluje transkripény faktor ZAT6, a tak reguluje
hyperosmoticky indukovanu transkripcnul transaktivaciu responzivnych génov (Yu et al.,

2010; Liu et al., 2013).

2.4.2 Teplotny stres

Rastliny st casto vystavené teplotdm, ktoré sa liSia od ich optimalneho teplotného
rozsahu. Zmeny teplot moézu mat’ negativny vplyv na urodu kedZe ovplyviuju
dozrievanie plodov, fyzioldgiu rastlin a reguldciu metabolizmu (Smékalova et. al, 2014;
Theocharis et al., 2012). Teplotné vykyvy maja vplyv na fluiditu fosfolipidovych
membran. Vysoké teploty zvysuju fluiditu plazmatickej membrany, zatial’ ¢o chlad vedie
k znizeniu fluidity. Teplotné vykyvy taktiez ovplyviiuju sekundarnu Struktaru RNA
a konformaciu proteinov (Mittler et al., 2012; Wang et al., 2003).

Mnohé rastliny, vratane soje (G. max), kukurice (Z. mays), baviny (Gossypium
hirsutum) a rajciaka (Lycopersicon esculentum), su citlivé na teploty pod 10 — 15 °C.
Stres z nizkych teplot moze mat’ za nasledok vadnutie, znizenu expanziu listov, chlorézu
(Zltnutie listov). Okrem toho mo6Ze branit’ reprodukénému vyvoju rastlin a viest’ k nekroze
(Mahajan a Tuteja, 2005).

Stres z chladu je pravdepodobne vnimany pomocou Ca?" kandlov umiestnenych v
plazmatickej membrane alebo regulatorov Ca?* kanalov. Napriklad cyklické nukleotidom
riadené¢ i6nové kandly (CNGC) lokalizované v membrane moézu snimat zmeny
fyzikalnych vlastnosti bunkovych membran. Mutantné rastliny so stratou funkcie v

OsCNGC140, OsCNGC9 a OsCNGC16 boli menej tolerantné voci teplotnému stresu.
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U tychto rastlin bolo takisto pozorované zhorSenie v Ca>" signalizacii (Cui et al., 2020;
Wang et al., 2021). U A4. thaliana, Ca*" transportér AtANN1 sprostredkuje chladom
indukované vykyvy Ca". Strata jeho funkcie vedie k zniZenej tolerancii vo¢i mrazu.
U ryze sa na prechodnom zvyseni hladiny véapenatych kationov spdsobenom chladom
podiela protein COLD1. Ako COLDI1 tak aj AtANN1 dokazu priamo snimat’ chladom
vyvolané zmeny v fluidite membranovych lipidov (Liu et al., 2021; Ma et al., 2015).

Teplotny stres taktiez sposobuje zmeny v stabilite proteinov. Mdze tak byt
zaznamenany vo vsetkych bunkovych kompartmentoch. U 4. thaliana pocas stresu
z nizkych tepldt dochadza k akumulécii CBF transkripénych faktorov, ktoré interaguju
s fytochrom-interagujicim proteinom PIF3. To vedie k stabilizacii termosenzora phyB.
Stabilizovany phyB nasledne podporuje toleranciu vo¢i mrazu riadenim expresie génov
stivisiacich s rastom a génov reagujucich na chlad (Jiang et al., 2020). Termosenzor phyB
hra ulohu aj v reakciach na vysoké teploty. Pri nich prechadza phyB z aktivneho do
neaktivneho stavu. Nasledne dochadza k uvolneniu phyB-sprostredkovanej inhibicie
transkripcného faktora PIF4, ¢o vedie k termomorfogenéze (Casal a Balasubramanian,
2019; Jung et al., 2016; Legris et al., 2016).

Tepelny stres mdze spdsobovat’ denaturaciu proteinov. Pri normalnych teplotach
Specifické proteiny tepelného Soku HSP bréania zvySovaniu transkripcie r6znych génov
kédujticich HSP a aktivacii expresie génov reagujucich na teplo vézbou na transkripéné
faktory tepelného stresu (HSF). Avsak pri vysokych teplotach dochadza k hromadeniu
nespravne poskladanych proteinov. Tie sa nasledne viazu na HSP, pricom uvol'iiuju HSF,
ktoré nasledne spustaju reakcie na tepelny stres (Scharf et al., 2012). Takisto varianta
histonu H2A.Z u A. thaliana, reaguje na zmeny teploty. Zvysené teploty pravdepodobne
vedu k disociacii H2A.Z od nukleozémov, ¢o zvySuje dostupnost DNA pre RNA
polymerazu Pol 1. Vd’aka tomu dochadza k zvySenej transkripcii génov kédujacich HSP
a inych génov reagujucich na teplo (Kumar et al., 2010).

Myc-podobny transkripny faktor znamy ako induktor expresie CBF 1 (ICEl), C-
repeat vizbové faktory (CBF/DREB) a myb-podobny transkripény faktor SNOW 1, ktory
interaguje s ICE1 pri regulacii expresie CBF/DREB, st vyznamnymi efektormi chladom
indukovanej reguléacie transkripcie. Export mRNA, zostrih pre-mRNA, a degradacia
mRNA st niektoré z posttranskripénych procesov, ktoré st ovplyvnené stresom z chladu
(Smeékalova et al., 2014).

Ulohu v reakciach na chlad zohravaju aj MAPK. Medzi MAPK, ktoré sa podiel’aju na
reakciach na solny stres patri MPK6 a MPK4. U A. thaliana aktivita MPK6 dosahuje
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vrchol do 10 minut od zniZenia teploty a aktivita MPK4 dosahuje vrchol 60 mintt po
znizeni teploty. MPK6 sa podiel’a aj na strese sposobenom vysokymi teplotami. MPK6
fosforyluje hlavny transkripcny faktor tepelného stresu, HsfA2. K fosforylacii dochadza
na zvysku T249 atato fosforylacia je zodpovedna za nukleo-cytoplazmaticky prenos

HsfA2 (Evrard et al., 2013).

2.4.3 Stres zo sucha

Dezertifikacia pdd a globalne zvySovanie teplot vedie v niektorych oblastiach k znizeniu
potencialu vody v pdde. Vacsina rastlin je nachylna na sucho, ¢o ma za nasledok znizenie
vynosu plodin. Sucho ma negativny dopad na bunkové membrany a proteiny. Vysusenie
membrany sposobi naruSenie normalnej dvojvrstvovej Struktiry. Membrana sa tak stava
vel'mi poréznou. Vytesnenie membranovych proteinov sposobené stresom v lipidovej
dvojvrstve prispieva k strate selektivity, integrity membrany, zniZenej enzymove;j aktivite
a naruSeniu bunkovej kompartmentalizacie. Dehydratacia moze viest' k znizenej aktivite
alebo dokonca tiplnej denaturacii organelovych a cytosolickych proteinov. Dehydratacia
protoplazmy je pri¢inou vysokej koncentracie bunkovych elektrolytov. Tie mozu
interferovat’ s bunkovym metabolizmom (Mahajan a Tuteja, 2005).

Sucho méa na rastliny aj fyziologické ucinky, ako je pokles rastu vyhonkov a
vegetativneho rastu vo vSeobecnosti. V podmienkach nedostatku vody zniZena aktivita
cyklin-dependentnej kinazy inhibuje rast a spomal’uje delenie buniek. Vo vSeobecnosti je
rast korefiov menej citlivy ako rast vyhonkov. V podmienkach nedostatku vody je pre
rastliny vyhodné znizit' expanziu listov atak aj transpiraciu. Z toho dévodu mnohé
dospelé rastliny vystavené suchu reaguju zrychlenim procesu starnutia a opadavanim
starsich listov. Prikladom takejto rastliny je bavlna. Rastliny dokdzu zosilnit rast korenov,
¢o im pomaha extrahovat’ vodu z hlbsich vrstiev pody (Mahajan a Tuteja, 2005).

Vysledkom stresu zo sucha st pocetné bunkové zmeny, vratane produkcie
molekularnych chaperonov, zmien v trovniach expresie génov typu dehydrin alebo late
embryogenesis abundant (LEA) ako aj odstraniovania denaturovanych a poskodenych
proteinov proteindzami. Tymto stresom sa aktivuji aj enzymy, ktoré sa podielaju na
tvorbe a odstraiovani ROS. Okrem toho dochadza produkcii kyseliny fosfatidove;
sprostredkovanej PLD (Bargmann et al., 2009; Hong et al., 2010; Choudhury et al., 2013;
Mahajan a Tuteja, 2005; Yao et al., 2013).
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Dlhodobé reakcie rastlin na stres zo sucha zvycajne zahfiiajii prestavbu génovej
expresie. Tieto procesy su sprostredkované transkripénymi faktormi, ktoré su
transkripne a posttranslacne regulované. Medzi tieto transkripcné faktory patria
zakladné faktory leucinového zipsu a WRKY (Shen et al., 2012; Tang et al., 2012).
Signalizacia MAPK riadi skoré az strednodobé reakcie rastlin na nizku dostupnost’ vody,
ako aj transkripénti transaktivaciu spésobent suchom (Sinha et al., 2011).

MPK9 a MPKI12 su primarne zodpovedné za kontrolu stomatidlnych pohybov
sposobenych stresom zo sucha. Tieto MAPK su spustané zvySenymi hladinami kyseliny
abscisovej (ABA). Ukazalo sa, ze tieto MAPK su prednostne exprimované v zatvaravych
bunkach prieduchov (Jammes et al., 2009; Jammes et al., 2011, Salam et al., 2012, Salam
et al., 2013). Dalsou MAPK u Arabidopsis, ktora sa aktivuje za sucha, je MPK6. Na
rozdiel od MPK12 a MPKO9 nie je MPK6 spustand vysokymi hladinami ABA, ale je
spustana akumulaciou kyseliny fosfatidovej (PA) a ROS (Tsugama et al., 2012; Yuetal.,
2010). Pozitivny vplyv na zvladanie stresu zo sucha méa aj MKK4 a jej nasledny ciel’
MPK3 (Kim et al., 2011). Sucho v poI'nohospodarsky dolezitych rastlinach aktivuje rozne
MAPK, ako napriklad GhMPK16 a GhMPK?2 v bavine, OsMPK3, 4, 7, 14, 20-4 a 20-5
v ryzi, ZmMPK3 v kukurici (Smékalova et al., 2014).

2.4.4 Oxidativny stres
ROS st ¢astymi vedlajsimi produktmi metabolizmu kyslika. Medzi ROS patria vol'né
radikaly (napr. superoxidovy, kyselina dusi¢nd, hydroxylovy) alebo neradikalové formy
(napr. peroxid vodika). ROS hrajii vyznamnu tlohu v bunkovej signalizacii a homeostaze
a su silne zapojené do signalizacie MAPK. Patogénne invazie ale aj abiotické stresy ako
vodny stres, genotoxické oziarenie, sucho a extrémne teploty mézu sposobit’ ich
produkciu (O'Brien et al., 2012; Suzuki et al., 2012). Nadmerné hromadenie ROS je vSak
Skodlivé. Antioxidacné enzymy ako superoxiddismutiza (SOD) a katalaza rychlo
neutralizuju ROS generované metabolizmom kyslika a tym zabrafiuji hromadeniu
Skodlivych hladin H>O> (Gill a Tuteja, 2010).

Zvysené hladiny ROS v Arabidopsis indukuju transkripciu OXI1 (oxidative signal-
inducible 1), ktory koduje serin/treonin kinazu. Protein OXI1 ma cely rad funkcii vratane
udrziavania normalneho rastu koreniovych vlaskov v stresovych podmienkach. Aktivacia

OXI1 je potrebna pre Gplnu aktivaciu MPK6 aj MPK3.
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Oxidativnym stresom je u Arabidopsis spustana MAPK fosfataza 2 (MKP2). MKP2
je lokalizovana prevazne v jadre. MKP2 podporuje toleranciu oxidativneho stresu

defosforylaciou MPK6 a MPK3 (Lee a Ellis, 2007).

2.4.5 Tazké kovy

Tazké kovy st prvky s vysokou atomovou hmotnost'ou a hustotou aspon 5x vi§ou ako
je hustota vody. Tazké kovy su prirodzenou su¢astou Zivotného prostredia. No kvoli
réznym antropogénnym aktivitam dochadza k nadmernému zvySovaniu ich koncentracie
(Tchounwou et al., 2012).

Niektoré tazké kovy su nevyhnutné pre rast rastlin. Napriklad zinok je nevyhnutnou
katalytickou a Struktirnou zlozkou hydrolytickych enzymov a proteinov viazucich DNA.
Nadmerné mnozstvo t'azkych kovov je vsak pre rastliny, ale aj iné organizmy Skodlivé.
Medzi najtoxickejSie tazké kovy patri olovo, ortut’, chrém, kadmium a arzén (Clemens
et al., 2002; Tchounwou et al, 2012). Khromadeniu tazkych kovov
v poI'nohospodarskych podach dochadza hlavne kvoli dlhodobej aplikacii komunalnych
splaskovych kalov, pouzivaniu agrochemikalii, spalovaniu odpadu, likvidacii
priemyselného odpadu a vyfukovym plynom z vozidiel (Mishra et al., 2017).

Tazké kovy mozu priamo aj nepriamo ovplyviiovat’ zdravie rastlin. Priamo tazké kovy
vplyvaji na rastliny poskodenim bunkovych Struktir v désledku indukcie oxidativneho
stresu a taktiez inhibiciou cytoplazmatickych enzymov (Jadia a Fulekar, 2009). K vzniku
oxidativneho stresu posobenim niektorych tazkych kovov moéze dojst’ aj nepriamo
inhibiciou antioxidacnych enzymov, indukciou enzymov produkujucich ROS, depléciou
glutationu ¢i vidzbou na sulthydrylové skupiny proteinov (Bielen et al., 2013; Valko et
al., 2005).

Stres z tazkych kovov spusta v rastlindch niekol’ko rdéznych signalnych drah. Medzi
signalne drahy iniciované stresom z tazkych kovov patria aj MAPK kaskady. U rastlin
Broussonetia papyrifera doslo po 3 hodinach pdsobenia stresu z kadmia (Cd) k znizeniu
transkripcie MAPK, no po 6 hodinach bola u rastlin pozorovana upregulacia MAPK
transkriptov. U rastlin paradajky viedla nadmerna expresia SIMAPK3 k zvysenej
tolerancii rastlin na Cd. Transgénne rastliny nadmerne exprimujuce SIMAPK3
vykazovali zvySeni korenovi aktivitu, zvySené hladiny chlorofylu v listoch a

nahromadenie korenovej biomasy (Li et al., 2022).
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Pri vystaveni semenacikov M. sativa zvySenym koncentraciam kadmia a medi doslo
k aktivacii 4 roznych MAPK vratane stresom indukovanej MAPK (SIMK), stresom
aktivovanej MAPK (SAMK), MMK3 a MMK2. K aktivacii SIMK, MMK3, MMK2
a SAMK i6nmi kadmia dochadza po dlhsej dobe ako k aktivacii MAPK i6nmi medi. V
protoplastoch SIMKK S$pecificky sprostredkovala aktivaciu SAMK a SIMK. Navyse
SIMKK aktivovala MAPK iba po aplikacii CuCl,, ale nie pri vystaveni rastlin CdCl»
(Jonak et al., 2004).

V koretioch kukurice doslo posobenim stresu z kadmia k ROS sprostredkovanej
aktivacii ZmMPK6-1 a ZmMPK3-1 (Liu et al.,, 2019). Osetrenie ryze arzénom
indukovalo transkripciu OsMPK4 a OsMPK3 v korenoch a transkripciu OsMPK3
v listoch. Taktiez doslo k indukcii transkripcie OsMKK4 ako v korenoch tak aj v listoch
(Raoetal.,2011). U 4. thaliana stres z kadmia indukuje akumulaciu ROS, ktoré nasledne
sprostredkovavaju aktivaciu MPK4, MPK3 a MPK6 (Liu et al., 2010; Smékalova et al.,
2014). Vystavenie rastlin vysokym koncentraciam kadmia taktiez spdsobuje zvySenu
expresiu transkripénych faktorov WRKY 25, WRKY?22 a WRKY29 (Opdenakker et al.,
2012; Smeets et al., 2013).

2.5 Uloha PGPR pocas posobenia abiotického stresu

PGPR dokézu réznymi spdsobmi pomoct’ rastlindm prekonat’ abiotické stresy. Maju
schopnost’ biologicky transformovat’ nutri¢né prvky z nedostupného stavu na dostupny
(Ma et al., 2011). Pocetné prirodné faktory vratane typu a vlastnosti pody, abiotického
stresu (ako je slanost’ a sucho) a kontaminacie kovmi maju vyznamny vplyv na ich
vykonnost.  Pseudomonas  alcaligenes PsAl15, Bacillus polymyxa BcP26
a Micobacterium phlei MbP18 odolné voci vysokym koncentracidm soli a teplotdm
pomohli prosperovat’ Z. mays v suchych a slanych podach. Toto zlepSenie rastu bolo
spdsobené stimulaénymi ti€¢inkami PGPR na prijem fosforu, dusika a draslika rastlinami
vo vapenatej pdde s nedostatkom Zivin (Egamberdiyeva et al., 2007).

Pocas pdsobenia soI'ného stresu dochadza k inhibicii rastu rastlin v dosledku zvysenej
koncentracie Na“ a nizkeho pomeru K'/Na“ v rastlinach. Niektoré PGPR brania
nadmernej akumuldcii Na" a udrZiavaji tak homeostizu i6nov pocas sol'ného stresu
(Bharti et al., 2014). Inokulécia rastlin Lactuca sativa baktériou Pseudomonas mendocina
viedla k zmierneniu negativnych G¢inkov sol'ného stresu zvySenim prijmu K™ a zniZenim

prijmu Na". To malo za nasledok vy$3i pomer K*/Na" (Kohler et al., 2009).
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Mikroby vylucuju extracelularne polyméme latky, ktoré napomahaju pri odstranovani
kovov zrizosféry prostrednictvom biosorpcie. Medzi tieto latky patria napriklad
lipopolysacharidy, glykoproteiny a polysacharidy. Tieto latky obsahuji mnoZzstvo
anionovych funkénych skupin aich produkcia v reakcii na expoziciu tazkymi kovmi
indukuje tvorbu biofilmu. Ten tvori ochranny obal a taktiez vedie k transformacii
toxickych kovovych i6nov na netoxické formy po adsorpcii (Ayangbenro a Babalola,
2017; Gupta a Diwan, 2017). PGPR tiez produkuju siderofory, ktoré znizuju dostupnost’
kovovych iénov a tym brania toxickému hromadeniu kovov v péde (Dimkpa et al., 2009).

Pocas pdsobenia abiotickych stresov dochadza v rastlinach k biosyntéze hormdnu
etylénu. Nadmerné mnozstvo etylénu ma za nésledok znizenie proliferacie koreiov
a potlacenie rastu rastlin. Niektoré PGPR produkuju enzym 1-aminocyklopropan-1-
karboxylat (ACC) deaminazu a vdaka nemu dokdzu znizovat' nadmerné mnozstvo
etylénu urastlin. AAC deaminaza hydrolyzuje rastlinny ACC na amoniak a o-
ketobutyrat, ¢im obmedzuje dostupnost’ substratu na vyrobu etylénu. Medzi PGPR
produkujuce ACC deaminazu patri napriklad Bacillus amyloliquefaciens, Pseudomonas
oryzihabitansa a Pseudomonas stutzeri. Aplikacia PGPR produkujucich ACC deaminazu
zlepsila napriklad rast pSenice, ryZe a repky pocas pdsobenia sol'ného stresu, rast rastlin
Rumex palustris poCas zaplav, ako aj rast ryze pocas pdsobenia stresu vyvolaného
tazkymi kovmi (Mellidou a Karamanoli, 2022; Mishra et al., 2017; Ravanbakhsh et al.,
2017). Taktiez aplikacia Achromobacter piechaudii viedla k vyraznému zvyseniu
cerstvej hmotnosti a hmotnosti susiny paradajky pocas posobenia sol'ného stresu (Mayak
et al., 2004).

PGPR su schopné ovplyviiovat’ expresiu génov zapojenych do odpovedi na abiotické
stresy. Napriklad aplikacia baktérie Pseudomonas putida MTCC5279 zlepsila rast rastlin
ciceru (Cicer arietinum) pocas pésobenia sol'ného stresu. U inokulovanych rastlin boli
pozorované¢ zmeny v expresii génov zapojenych do biosyntézy kyseliny salicylovej,
etylénu, aktivacie transkripcie jasmonatu (MYC2), CAT, SOD, DREBIA, NACI
(transkripcné faktory exprimované pri abiotickom strese), DHN (dehydriny) a LEA
(Tiwari et al., 2016). Taktiez aplikdcia B. subtilis na rastliny A4. thaliana viedla
k pletivovo Specifickym zmenam v expresii génu iénového transportéra HKT1 (Vysoko
affinitny K* transportér), ¢o malo za nasledok niz$iu akumulaciu Na* v celej rastline
(Zhang et al., 2008).

ZniZenie negativneho vplyvu stresu z nizkych teplot bolo pozorované po aplikacii

Burkholderia phytofirmans na rastliny vini¢a (Vitis vinifera) ale aj po aplikacii
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Pseudomonas vancouverensis OB155 a Pseudomonas frederiksbergensis OS261 na
rastliny rajCiaka (Solanum lycopersicum). Inokulacia B. phytofirmans viedla k zniZeniu
poskodenia vinica moduldciou metabolizmu uhl'ohydratov. U S. lycopersicum bola po
naockovani pozorovana zvysena expresia génov aklimatizacie na chlad a antioxidacna
aktivita v pletivach listov (Fernandez et al., 2012; Subramanian et al., 2015).

Aplikacia halotolerantnej baktérie Bacillus mesonae H20-5 zlepS$ila zdravie rastlin
paradajky pocas posobenia solného stresu. Rastliny oSetrené B. mesonae H20-5
akumulovali viac antioxida¢nych enzymovych, Ca**, prolinu a ABA ako neoSetrené
rastliny. U tychto rastlin bol taktiez pozorovany niz$i unik elektrolytov (Yoo etal., 2019).

Medzi mechanizmy, ktorymi PGPR pomahaju rastlinam prekonat’ abiotické stresy
patri mimo iné aj syntéza hormoénov ako kyselina abscisova (ABA), kyselina indoloctova
(IAA), gibereliny a cytokininy (Mellidou a Karamanolli, 2022). ABA sa u rastlin podiel'a
na zatvarani prieduchov. OSetrenie rastlin baktériami produkujucimi ABA méze zvysit
toleranciu rastlin vo¢i suchu indukciou uzavretia prieduchov a znizenim rychlosti
transpiracie listov (Aloo et al., 2012). Naockovanie rastlin ryze B. amyloliquefaciens,
ktory tvori ABA zvysilo toleranciu rastlin voci slanosti (Shahzad et al., 2017). ZvySenim
obsahu ABA zvysila PGPB Phyllobacterium brassicacearum STM196 schopnost’ A.
thaliana odolévat’ osmotickému stresu. Vysledkom vyssej koncentracie ABA v listoch
naockovanych rastlin bolo uzavretie prieduchov, ktoré viedlo k znizeniu rychlosti
transpiracie (Bresson et al., 2013). Podobny vysledok bol pozorovany po inokulacii
rastlin kukurice baktériou Azospirillum lipoferum. Inokulované rastliny boli odolnejsie
voci stresu zo sucha a boli u nich ndjdené zvysené hladiny ABA a giberelinov (Cohen et
al., 2009). Taktiez u sadenic Platycladus orientalis doslo k zvySeniu obsahu ABA
a k zvySeniu tolerancie voc¢i suchu po inokulacii PGPB B. subtilis (Liu et al., 2013). ABA
je tvorena B. lycheniformis, Achromobacter xylosoxidans, Azospirillium brasiliense a B.
pumilus (Mellidou a Karamanolli, 2022).

IAA urastlin podporuje bunkovu proliferaciu, diferencidciu a noduldciu koreiiov
(Aloo et al., 2023). PGPR produkujtce IAA stimuluju rast a vynos plodin v podmienkach
stresu sposobeného tazkymi kovmi, salinitou ale aj nedostatkom vody (Mellidou
a Karamanolli, 2022). Napriklad inokulacia rastlin Brassica juncea baktériou B. subtilis
SJ-101 produkujucou [AA viedla k stimulacii rastu v pdde kontaminovanej Ni (Zaidi et
al., 2006). Podobne rast a vyvoj Triticum aestivum, ako aj koncentracia P, N, Mn a Fe v
rastlinnych vyhonkoch v normalnej a zasolenej pode sa vyznamne zvysili inokuldciou

IAA produkujucou baktériou Streptomyces (Sadeghi et al. 2012). IAA je tvorena
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baktériami Bacillus, Pseudomonas, Bulkoderia, Aeromonas, Azotbacter, Sinorhizobium
a Rhizobium (Shah et al., 2021).

Gibereliny urastlin ovplyviiuji rast a diferencidciu organov (Heddden, 2020).
Gibereliny dokazu produkovat’ epifytické a rizosférické baktérie patriace do rodov
Pseudomonas, Arthrobacter, Azotobacter, Micrococcus, Azospirillum, Bacillus,
Acinetobacter, Agrobacterium, Flavobacterium, Xanthomonas, Rhizobium a Clostridium
(Tsavkelova et al., 2006). Rizobaktéria vylucujica gibberelin, Pseudomonas putida H-2-
3, zlepsila rast rastlin s6je v podmienkach stresu zo sucha a salinity (Kang et al., 2014;
Mellidou a Karamanoli, 2022). Taktiez bolo pozorované zlepSenie rastu papriky
(Capsicum annum) v podmienkach stresu znizkych teplot po aplikacii giberelin
produkujucej PGPR Serratia nematodiphila. Rastliny naockované S. nematodiphila
obsahovali menej kyseliny jasmonovej a salicilovej a viac ABA a giberelovej kyseliny
(Kang et al., 2015).

Cytokininy hraji kl'a¢ova ulohu pri vyvoji araste rastlin. Regulujii fyziologické
procesy podielajuce sa napriklad na deleni buniek, produkcii kvetov a plodov, apikalnej
dominancii ¢i raste koretiov a vyhonkov. Syntéza cytokininov bola zaznamenana u PGPR
ako Bacillus, Arthrobacter, Azospirillum a Pseudomonas (Shah et al., 2021). PGPR-
indukované zvySenie hladin cytokininov pomohlo tolerovat’ sucho u rastlin pSenice,
paradajky a lucerny (Mekureyaw et al., 2022; Xu et al., 2012; Zaheer et al., 2022). Taktiez
naocCkovanie rastlin Platycladus orientalis bakrériou B. subtilis viedlo k stimulacii rastu
korenov a znizeniu negativnych t¢inkov sucha (Liu et al., 2013).

Strukturalne a fyzikalno-chemické vlastnosti pddy mozu byt zmenené komplexnymi
dynamickymi interakciami, ktoré sa vyskytuju v rizosfére medzi koreiimi rastlin,
mikrobmi a pddou (Ma et al., 2016). P6dne mikroorganizmy produkuju extracelularne
polysacharidy (EPS), ktoré mézu viazat pddne castice a vytvarat mikro a/alebo
makroagregaty. Baktérie, hyfy hub a korene rastlin, zapadaju do poérov medzi
mikroagregaty a podiel'ajui sa tak na stabilizacii makroagregatov (Naseem et al., 2018).
EPS produkované baktériami mézu optimalizovat’ Struktaru pddy azvySovat tak
odolnost’ rastlin voci stresu zo slanosti a suchu (Naseem et al., 2018; Sandhya et al.,
2009). NavySe sa EPS moZu viazat’ na kationy (napr. Na®) a branit’ tak v ich absorpcii
v zasolenych pddach (Bano a Fatima, 2009). Napriklad EPS produkované PGPB zlepsili
obsah pddnej vlhkosti, ¢o viedlo k zlepSeniu tolerancie sucha a k lepSiemu rastu rastlin
pSenice (Khan a Bano 2019). Taktiez koinokulacia s Pseudomonas a Rhizobium znizila

urastlin Z. mays unik elektrolytov, zvysila syntézu prolinu aviedla k zachovaniu
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relativneho obsahu vody v listoch a selektivnej absorbeii K¥, ¢o v kone¢nom dosledku
zlepsilo schopnost’ Z. mays odolavat’ sol'nému stresu (Bano a Fatima, 2009).

Abioticky stres vyvolava nadprodukciu ROS, ¢o sposobuje znizent fluiditu membran,
inaktivaciu membranovo viazanych proteinov, inhibiciu syntézy proteinov a
enzymatickej aktivity a poSkodenie DNA. Niektoré PGPR mézu pomoct rastlinam
prekonat’ abiotické stresy manipulaciou antioxida¢nych enzymov. Napriklad aplikacia
endofytickej baktérie Pseudomonas azotoformans ASS1 stimulovala aktivitu SOD a CAT
u rastlin Trifolium arvense pocas stresu spoésobeného t'azkymi kovmi a suchom (Ma et
al., 2017).

Pocas posobenia stresu spdsobené¢ho suchom alebo vysokou salinitou mézu niektoré
PGPR napomadhat’ rastu rastlin produkciou osmolytov ako je trehaloza, prolin, ¢i
polyaminy (Paul et al., 2008). Prolin ma schopnost’ v podmienkach salinity a sucha,
stabilizovat’ proteiny a membrany a priamo zachytavat’ reaktivne formy kyslika (ROS)
¢im upravuje kyslost' cytozolu a znizuje peroxidaciu lipidov (Gill a Tuteja, 2010).
Vo viacerych pripadoch bolo pozorované zvySenie mnozstva prolinu u rastlin
vystavenych abiotickému stresu, ktoré boli naockované PGPR. Napriklad u rastlin
Mentha arvensis vystavenych soI'nému stresu bolo pozorované zvySené¢ mnozstvo prolinu
po aplikacii PGPR (Bharti et al., 2014). Stale vSak nie je jasné, Ci je to kvoli zvySenej
regulécii drahy biosyntézy prolinu alebo preto, Ze sa prolin absorbuje z rizosférickych

pod (Ma et al., 2020).

2.6 Cytoskelet rastlin

Rastlinny cytoskelet je vysoko dynamicka Struktara. Podiela sa na mnohych
fyziologickych procesoch, vratane transportu proteinov a vezikul, deleni buniek a pohybu
organel. Medzi jeho funkcie patri aj regulacia tolerancie rastlin voci abiotickym
a biotickym stresom, udrziavanie bunkovej morfologie a ochrana vo¢i mechanickému
stresu (He et al., 2020; Li a Staiger, 2018; Wang et al., 2021).

Cytoskelet je rozmiestneny vnutri celej bunky a je spojeny s organelami, jadrovou
a cytoplazmatickou membranou. Cytoskelet sa sklada zmikrofilamentov (MF) a
mikrotubul (MT). Kazdé z tychto troch typov vlakien ma na starosti rozne aspekty
mechanickych vlastnosti a priestorovej organizacie bunky. Mikrotubuly riadia
vnutrobunkovy transport a urcuju polohu membranou uzavretych organel (plastidy, jadro,

mitochondrie). NavySe tvoria mitotické vretienko, ktorého funkciou je oddelovanie
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chromozémov pocas delenia. Aktinové vlakna st nevyhnutné pre pohyb celej bunky a
tvaruji povrch bunky. Si zodpovedné za rozdelenie bunky pocas bunkového delenia.
Aktinové vlakna moézeme taktiez najst v plazmodezmatoch, kde sa podielaju na

intracelularnom prenose proteinov a inych molekul (Kost et Chua, 2002).

2.6.1 Mikrotubuly
Takmer vsetky eukaryotické bunky obsahuju MT. Mikrotubuly spolupracuji s inymi

proteinmi pri vytvarani zakladnych Struktir, ako je napriklad centriola, biciky
u zivo¢iSnych buniek a deliace vretienko rastlinnych aj zivociSnych buniek. MT su
nevyhnutné pre bunkové delenie, bunkovy cyklus, udrziavanie bunkovej morfologie,
prenos informacii, prenos signalu, vnutrobunkovy transport materialu a d’alSie procesy.
Dynamické vlastnosti MT zahtnaju delenie, nukleaciu, viazanie, polymerizaciu
a depolymerizaciu (Martinez et al., 2019; Yue et al., 2014) .

Mikrotubuly st duté 25 nm velké tubularne Struktury zvycajne zlozené z 13
profilamentov (Obr. 2). Profilamenty st tvorené z jednotiek alfa-tubulinu a beta-tubulinu.
Kazdy monomér je tvoreny jadrom dvoch B-listov obklopenych a-helixami a kyslym C-
koncom (Margolin et al., 2012). Alfa-tubuliny sa spajaju s beta-tubulinmi za vzniku
diméru. Aminokyselinova sekvencia alfa a beta tubulinu je zo 40% zhodna (Nogales et
al., 1998).

Obidve formy tubulinu existuju vo viacerych izoformach, ktoré st u Arabidopsis
nepretrzito exprimované v priebehu vyvoja. Vynimkou st proteiny TUB9 a TUA1, ktoré
su exprimované prevazne v reproduktivnych organoch. NavysSe u 4. thaliana je znamych
Sest’ izoforiem a-tubulinu (oznacené AtTUA1-AtTUAG6) a devat’ izoforiem [B-tubulinu
(oznacené¢ AtTUBI-AtTUBY). Okrem toho genom A. thaliana kéduje dve izoformi y-
tubulinu (Komis et al., 2015).

Tubuliny, ktoré presli réznymi posttranslacnymi modifikaciami, mézu tvorit’ r6zne
podtypy MT (Janke and Bulinski, 2011). Medzi hlavné postranslacné modifikacie
tubulinu wurastlin patri acetylacia a-tubulinu, karboxyterminalna tyrozinacia a
fosforylacia a-tubulinu. Okrem toho moéze byt a-tubulin pocas normalnej signalizacie
oxidu dusnatého alebo v podmienkach nitrozativneho stresu Specificky zacieleny

reaktivnymi druhmi dusika (Komis et al., 2015).
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Obrazok 2. Struktira mikrotubulov (upravené podl'a Hashimoto, 2015).

Na mikrotubulovom vlakne rozliSujeme plus a minus koniec. Koniec s exponovanym
B-tubulinom je plus koniec, zatial’ ¢o minus koniec je tvoreny a-tubulinom. Ako o-tubulin
tak aj B-tubulin viaze GTP. Tubulinové heterodiméry s prednostne pridavané na plus
koniec. Pri kontakte alfa-tubulinu nového heterodiméru s existujicim vldknom MT
dochéadza k hydrolyze GTP viazaného na B-tubulin na exponovanom plus konci MT.
Hydrolyza GTP na GDP nie je tak rychla ako prikladanie novych heterodimérov. Z toho
dovodu na plus konci vznikda GTP CiapocCka, ktora pomaha rastu mikrotubulov vd’aka
silnym lateralnym interakciam medzi jednotkami GTP (Hashimoto, 2015; Margolin et
al., 2012).

Hydrolyzou GTP-¢iapocky dochadza k odhaleniu labilnej vnutornej kostry s GDP-
tubulinom a naslednej depolymerizacii. Po obnoveni GTP-Ciapocky vSak moze faza
depolymerizacie opat’ prejst do fazy polymerizacie. Depolymerizacia MT moéze byt
navodena pomocou propyzamidu alebo oryzalinu. Naopak na stabilizaciu mikrotubulov
mdze byt’ pouzity taxol (Margolin et al., 2012).

Prefoldiny su nevyhnutné pre podporu spravneho skladania a- aj B-tubulinu v
podmienkach sol'ného stresu a taktiez ulahcuju skladanie vznikajucich tubulinovych
polypeptidovych retazcov. (Gu et al., 2008, Locascio et al., 2013; Rodriguez-Milla a
Salinas, 2009).
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Obrazok 3. Rast mikrotubulov (upravené podl'a Hashimoto, 2015).

Mikrotubuly interagujii s mnohymi asociovanymi proteinmi (MAP, microtubule
associated proteins). K rastlinnym MAP patria proteiny viazuce sa na plus koniec
mikrotubulov, = motorové proteiny, zosietovace  mikrotubulov, regulatory
zostavovania/dynamiky mikrotubulov a regulatory skladania tubulinu (Gardiner, 2013;
Gu et al., 2008; Rodrguez-Milla a Salinas, 2009).

Medzi mikrotubularne zosietovace patria proteiny rodiny MAP65 a proteiny rodiny
MAP70. U A. thaliana existuje 9 ¢lenov patriacich do rodiny MAP65 (AtMAP65-1 az
AtMAP65-9) a5 clenov patriacich do rodiny MAP70. MAP65-1 a MAP65-2 su
intracelularne lokalizované na rovnakych miestach a vykazuji rovnaké vzory pletivove;j
expresie (Lucas a Shaw, 2012). Ini ¢lenovia rodiny MAP65 vykazuju lokalizaciu zavisla
na bunkovom cykle (Komis et al., 2015).

Proteiny viazuce sa na koniec mikrotubulov (EB) ovplyviuju dynamiku mikrotubulov
(Van Damme et al., 2004). A. thaliana exprimuje tri gény EB1 (EBla, EB1b a EBIc;
Chan et al., 2003). EBla vykazuje vysokt homologiu s EB1b. Tieto dva proteiny su
funkéne redundantné pocas celého rastlinného bunkového cyklu (Chan et al., 2005).
Posobenie sol'ného stresu moze viest' k reorganizacii mikrotubulov. Prvou fazou pri
dlhotrvajiicom vystaveniu podmienkam stresu zo soli je depolymerizacia MT. Nasledne

dochadza a vytvaraniu novych sieti MT, ktoré st odolnejsie voci vysokej slanosti. Na
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reorganizacii mikrotubulov pocas sol'ného stresu sa podiela protein SKU6/SPIRALI1
(Shoji et al., 2006). Protein SKU6/SPIRALI je maly protein lokalizovany prevazne na
rasticich + koncoch MT. Jeho funkciou je stabilizacia MT. Pocas posobenia soI'ného
stresu dochadza k jeho degradacii zavislej od 26S proteazému. Tato degradacia ul'ahcuje
depolymerizaciu MT a podporuje toleranciu voci stresu zo soli (Wang et al., 2011)
Rastlinné motorické proteiny zavislé od mikrotubulov su sucast'ou rodiny kinezinov.
V gendme ryze mézeme najst’ 41génov kodujucich kinezin, zatial’ ¢o geném A. thaliana
kéduje najmenej 61 takychto génov (Li et al., 2012). Kineziny plnia mnoho funkcii pocas
intracelularneho transportu. Mimo to su vSadepritomne zapojené do organizacie
mikrotubulov, segregacie chromozémov, zostavovania mitotického vretienka a

cytokinézy, bunkového rastu a diferenciacie (Komis et al., 2015).

2.6.2 Aktin

Aktinové vlakna st rozptylené po celej bunke, no najviac koncentrované su tesne pod
plazmatickou membranou. Vlaknity aktin (F-aktin) tvori dvojvlaknovi S$piralovita
Struktaru. Ma priemer 5-7 nm. Je tvoreny podjednotkami globuldrneho aktinu (G-aktin).
G-aktin je 42-kDa protein s dvoma hlavnymi lalokmi, ktoré st rozdelené¢ hlbokou
Strbinou. G-aktin obsahuje véizobné miesta pre dvojmocné kationy (vapenaté a hore¢naté)
a nukleotidy. Tvorba nového aktinového vlakna prebicha v dvoch fazach (Obr. 4). Pocas
prvej fazy tzv. nukleédcii dochadza k tvorbe dimérov a neskor trimérov z aktinovych
monomérov. Po nukleacii nastava elogacna faza, pri ktorej sa na trimér pripojuju d’alSie
monomérne jednotky. Tak dochadza k postupnému predlzovaniu aktinového vlakna.
Elongacia je pohanana energiou ziskanou hydrolyzou ATP (Blanchoin et al., 2014; Li et
al., 2014).

Aktinové vlakna rovnako ako mikrotubuly obsahuju plus a minus koniec. Ku
skracovaniu retazca dochadza na pomalSie rasticom (minus) konci odstepovanim
monomérov s naviazanym ADP. Naopak aktinové vlakno rastie na plus konci. Tam
dochéadza k pridavaniu novych monomérov, ktoré maju na sebe naviazané¢ ATP. Po
pripojeni dojde k hydrolyze ATP na ADP-Pi anasledne k odpojeniu Pi. Naviazané
podjednotky preto obsahuju ADP (Li et al., 2014).
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Obrazok 4. Tvorba aktinového vladkna (upravené podl'a Blanchoin et al., 2014).

Aktin podlieha viacerym posttransla¢nym modifikaciam. Jednou z nich je napriklad
transglutaminazou katalyzovana adicia polyaminu. Okrem toho mdéze byt aktin pocas
oxidativneho stresu podrobeny oxidacii a tionitrozylacii (Komis et al., 2015).

Dynamika a architektira aktinovych filamentov je regulovand pomocou aktin-
viazucich proteinov (ABP, actin binding proteins). ABP zahiiiaju myozinové motorové
proteiny,  regulatory = F-aktinovej  polymerizacie/depolymerizacie,  aktinové
mikrofilamentové sietovacie ¢inidla (alebo F-aktin zvédzkujuce proteiny) a aktinové
monoméry viazuce a/alebo uzatvaracie proteiny (globularne alebo G-aktin viazuce
proteiny) ABP (Komis et al., 2015; Li et al., 2014).

ABP sa moZu viazat’ na F-aktin alebo G-aktin alebo oboje. Medzi proteiny viazuce
monoméry patri napr. profilin, aktindepolymerizacny faktor (ADF) a protein spojeny s
cyklazou (CAP, Li et al., 2014). Gendm A. thaliana kdduje 5 profilinov. Vsetky profiliny
A. thaliana indukuju depolymerizaciu F-aktinu sekvestraciou aktinovych monomérov
(Xue and Robinson, 2013). Na zostavovani aktinovych filamentov sa podielaju
nukleacné faktory vratane forminov a komplexu ARP2/3. Na tento proces nukleacné
faktory vyuzivanil monoméry G-aktinu alebo komplex profilin-aktin (Li et al., 2014).

Vilin, ADF/kofilin a niektoré forminy su prikladmi proteinov, ktoré skracuju aktinové
vlakna tym, Ze spdsobuju zlomy v kostre F-aktinu a vytvaraju nové konce na
polymerizéciu a depolymerizaciu. Krycie proteiny (napr. villin a CP) sa viazu na konce
vlakna a tak brania strate alebo pridavaniu podjednotiek (Li et al., 2014). Tropomyozin
sa viaze na Sest’ az sedem podjednotiek aktinového vlakna. Jeho funkciou je stabilizacia
mikrofilamentov. Okrem toho vsak jeho naviazanie moze branit’ interakcii aktinu s inymi

proteinmi (Alberts et al., 2015).
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Forminy, fimbriny a viliny si urastlin sicastou aktin zvédzkujicich proteinov

(Thomas et al., 2009). Fimbriny maji schopnost zosietovat susedné aktinové
mikrofilamenty a tak podporovat’ mnohé bunkové funkcie, vratane klicenia pel'u rastu
pelovych vrectisok (Kovar et al., 2000; Su et al., 2012, Wu et al., 2010). Zosietovanie
sprostredkované fimbrinom chrani mikrofilamenty pred depolymerizaciou vyvolanou
profilinom (Kovar et al., 2000).
Forminy sa dokézu viazat’ na mikrotubuly a aktinové mikrofilamenty. NavySe st niektoré
forminy transmembranovo pripojené k bunkovej stene prostrednictvom svojej
extracelularnej domény a viazané na kortikalny aktin pomocou svojej intracelularnej
Casti. Forminy teda pravdepodobne zohravajui tlohu pri prevode extracelularnych
stimulov na podmienenti remodelaciu aktinového cytoskeletu (Cheung et al., 2010;
Martiniére et al., 2011).

Myoziny su mechanochemické enzymy s konzervovanou hlavovou doménou
obsahujucou vdzobné miesto pre aktin a ATP. Hlavova doména ma ATPazovu aktivitu.
Na chvoste myozinu sa nachddza doména schopna viazat’ naklad. Myoziny pohanaji
pohyb membranovo viazanych vezikul a rdznych organel pozdiz aktinovych vlakien.
(Komis et al., 2015; Li et al., 2014).

Medzi inhibitory aktinového cytoskeletu patri cytochalasin a latrunculin. Jedna sa
o fungalne metabolity inhibujuce polymerizaciu aktinu. Cytochalasiny spomaluji fazu

elongacie aktinovych filamentov (Alberts et al., 2015).

2.6.3 Bunkové delenie

Bunkové delenie rastlinnych buniek je dynamicky proces, pri ktorom dochadza
k reorganizacii cytoskeletu. Rastlinné bunky sa delia v medialnej rovine (Kost a Chua,
2002). Za urCenie polohy fragmaplastu a roviny bunkového delenia je zodpovedny
preprofazny zvidzok (PPB). K tvorbe PPB okolo jadra dochadza esSte pred zaciatkom
mitozy po replikacii DNA v G2 faze bunkového cyklu. PPB je tvoreny z aktinovych
filamentov a z nahusto ulozenych kortikalnych mikrotubulov. K rozpadu PPB dochadza
v neskorej profaze po rozpusteni jadrovej membrany (Seagull, 2016).

V metafaze sa na centroméry Spiralizovanych chromozomov pripaja mitotické
vretienko. Pripojenie mitotického vretienka je sprostredkované proteinmi kinetochormi.

Mitotické vretienko je tvorené mikrotubulmi. Na rozdiel od ZivocisSnych buniek,
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mitotické vretienko rastlin neobsahuje centroméry a nema tak ani presne vymedzené poly
(Kost et Chua, 2002).

V anafaze postupnym skracovanim deliaceho vretienka dochadza k rozchodu
sesterskych chromatid na opa¢ny pol bunky. Po skonceni anafazy sa deliace vretienko
rozpada. Na konci telofazy medzi novovzniknutymi dcérskymi jadrami zacne vznikat’
fragmoplast. Fragmoplast je tvoreny dvoma sadami antiparalernych mikrotubulov,
aktinovymi filamentami a d’alSimi proteinmi. Mikrotubuly fragmoplastu sa prekryvaja
v centralnej rovine. Na tomto mieste zacina vnikat’ bunkova prepazka. Ta sa nasledne
rozSiruje smerom k bunkovej stene materskej bunky s ktorou sa nakoniec spoji. Kaldza
a d’alsie proteiny nevyhnutné pre rast bunkovej prepazky sa syntetizujii a dodavaji na
rasticu bunkova prepazku cielenou sekréciou (Otegui et al. 2001). Sekre¢né vezikuly
odvodené od Golgiho s transportované krasticej bunkovej prepazky pozdiz

mikrotubulov pomocou motorovych proteinov (Otegui et al., 2005).
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3. EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material
Medicago sativa L. - divoky typ, kultivar Regen SY (RSY)
Medicago sativa L. — transgénna linia exprimujiica SIMKK RNAi
Medicago sativa L. — transgénna linia exprimujuca SIMK RNAi
Medicago sativa L. — transgénna linia nadexprimujuca GFP-SIMK
Enterobacter sp. SA187

3.1.2 Chemikalie

Abcam: Alexa fluor 488 kozia protilatka voci kralicej protilatke

Alfa Aesar: Phytagel

Biorad: 4x Laemmli vzorkovaci pufor, Akrylamid/bis-akrylamid roztok 37,5:1, Clarity
TM Western ECL Substrate: Luminol/enhancer solution a Peroxide solution, Precision
Plus Protein TM Dual Color Standards, Protein Assay Dye Reagent Concentrate 5x,
krysia protilatka voci a-tubulinu

Cell signaling technology: myS$ia protilatka vo¢i pERK

Duchefa Biochemie: 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D), Nitsch & Nitsch zmes

vitaminov (1000x), Gamborg B5 médium zakladna zmes soli, Gamborg B5 zmes
vitaminov (1000x), Murashige & Skoog (MS) zékladna zmes soli, kinetin, L-Glutamin,
Myoinositol,

Ecolab: Incidur

Life technologies: Alexa fluor 546 kozia protilatka voci krysej protilatke

MO BIO laboratories: LB broth

Penta: 70% a 96% etanol

Roche: cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets, PhosSTOP

Sigma-Aldrich: sachardoza, ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), dusi¢nan
draselny (KNO3), heptahydrat siranu hore¢natého (MgSOs4 - 7H20), Tween 20, chlorid
sodny (NaCl), hydroxid draselny (KOH), chlorid vapenaty (CaClz), siran horecnaty
(MgSO04), DAPI, krélicia protilatka vo¢i MPK6, 2-Merkaptoethanol, BSA (hovidzi
sérovy albumin), Dithiothreitol (DTT), Dodecylsiran sodny (SDS), Glycerol,
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Isopropanol, L-glutathion, L-Prolin, L-Serin, metanol, N,N,N',N'-
Tetramethylethylendiamin (TEMED), Ponceau S, Tween ® 20, kyselina octova

3.1.3 Roztoky a média
Zasobny roztok kinetinu (0,1 mg/ml)
4 mg kinetin
80 pl 1 mol-1"! NaOH
39,92 ml  milliQ H2O, sterilizované filtraciou cez membranovy filter (velkost’ porov

0,22 pm)

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

40 mg 2,4-D

300 pl 1 mol‘1-1 NaOH

39,7ml  milliQ H»O sterilizovangé filtraciou cez membranovy filter (vel'kost’ porov

0,22 um)

Roztok aminokyselin (250 ml)
0,83 g L-serin
6,65¢g L-glutamin
0,004 ¢ adenin
0,083 ¢ L-glutation
milliQ H»O, sterilizované filtraciou cez membranovy filter (vel'kost’ porov

0,22 um)

Kalus indukujice BSH médium
3,1 g¢I'  Gamborg B5 zkladn4 zmes soli
0,25 ¢! MgSO4 - 7TH,0
0,5g1! KNOs
30 gt sachar6za
4,5¢g1!'  phytagel
0,5g1"  prolin
milliQ H,0O
pH 5,7 (upravené 1 moll! a 0,1 moll! KOH), sterilizované

autoklavovanim, po vychladnuti pridanie:

29



0,1 mg 1" kinetin (1,0 ml-1"" zasobného roztoku kinetinu 0,1 mg-ml™)

1,0 mg1" 2,4-D (1,0 mlI"! zdsobného roztoku 2,4-D 1,0 mg-ml™!)

30 ml'lI!  z4sobny roztok aminokyselin

1,0 mlI-I'" 1000x Gamborg B5 zmes vitaminov

B50 médium
3,1 g-l'l Gamborg B5 zakladna zmes soli
0,5gl1"  prolin
0,25g.1"  MgSOs4 - 7TH,0
0,5gl!  KNO;
30 g1 sachar6za
4,5g1!  phytagel
milliQ H20
pH 5,7 (upravené 1 moll! a 0,1

autoklavovanim, po vychladnuti pridanie:

1,0 mlI-I'" 1000x Gamborg B5 zmes vitaminov

30 ml'lI!  z4sobny roztok aminokyselin

MMS médium
43 gI'  MS zékladna zmes soli
0,1 gl myoinositol
30 g1t sachar6za
4,5g1"  phytagel
milliQ H0
pH 5,7 (upravené 1 moll! a 0,1

autoklavovanim, po vychladnuti pridanie:

1 ml-1*! 1000x Nitsch & Nitsch zmes vitaminov

MS médium
43 g1 MS zakladna zmes soli
30 g1 sacharoza
4,5g1"  phytagel
milliQ H20

mol-I’!

mol-1'!

KOH),

KOH),

sterilizované

sterilizované

pH 5,7 (upravené 1 mol-1" a 0,1 mol-1"! KOH), sterilizované autokldvovanim
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Tekuté Fahraeus médium bez dusiku
Maktonutrienty:

I ml- I KH2PO4(0,0953 g-ml™)

I ml-I" MgSO47H0 (0,1232 g'ml™)
2ml-l! Na,HPO42H>0 (0,0712 g-ml™)
2,5ml'l" Fe-EDTA

Mikronutrienty:

0,1 ml-I"" MnSO4-H20 (0,001g-ml™!)

0,1 ml'I""  CuSO4-5H20 (0,0015g-ml™")
0,1 ml-I"" H3BOs (0,001 g-ml™")

0,1 ml-I"" ZnSO4+-H0 (0,0017g-ml™)

0,1 ml-I'" NazMoO4-2H20 (0,0011g-ml ™)

pH 6,5 sterilizované autoklavovanim, po vychladnuti pridanie:

0,1 ml-1"" CaCl, (0,11098g-ml!)

Pevné Fahraeus médium bez N,

Zasobné roztoky:

Makro- a mikronutrienty viz. Tekuté Fahraeus médium bez N,
13 g.ml™ mikroagar

pH 6,5 (upravené pomocou

HCI),

autoklavovanim, po vychladnuti pridanie:

0,1 ml-I"! CaCl,

LB médium pre kultivaciu Enterobacter SA187Y
40 g LB Broth (Miller) s agarom

pH 7,2 (upravené pomocou
autoklavovanim

Roztoky na western-blot

Extrakény pufor E (100 ml)
1,19¢g HEPES, tprava pH na 7,5 (NaOH)
38 mg EGTA
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043 ¢ NaCl
100 pl IM MgCl»
10 ml 10% glycerol
4 mg NaF
Doplnené na 100 ml MiliQ H:O, sterilizacia bakteriologickym filtrom s

pormi o velkosti 0,22 pm, uchovavané pri -20 °C

Kompletny extrakény pufor (EB), tesne pred pouzitim pridanie (na 1ml E):

1 ul IM DTT (0,154 g-ul-1)
20 pl CompleteTM

100 pl PhoStopTM

Running pufor (RB)

144 g-1'! Glycin

30 g1t Tris

10 g1 SDS

Doplnené do 1 litra MiliQ H>O

Pracovny RB
100 ml RB

900 ml MilliQ H,0

Transfer pufor 10x (TB)
144 g-1'! Glycin
30 g1t Tris
Doplnené do 1 litra MiliQ H>O

Pracovny TB

100 ml 10x TB
100 ml 100% metanol
800 ml MilliQ H»O

Tris buffered saline 10x (TBS)
24,2 g1 Tris
87,8 g-I'! NaCl
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pH 7.4 (pomocou koncentrovanej HCI), doplnené do 1 litra MiliQ
H-»O,

Pracovny TBS-T pufor

1 ml Tween 20
100 ml TBS
900 ml MilliQ H,O

Ponceau S farbiaci roztok

lg Ponceau S
50 ml kyselina octova

950 ml MilliQ H,O

Roztoky pre sterilizaciu listov M. sativa
Roztok 1
70% (v/v) etanol

Roztok 2
0,1% (w/v) Tween
20 milliQ H20
sterilizacia filtraciou cez membranovy filter (vel'kost’ porov 0,22 um)
Roztok 3
0,05% (w/v) Tween 20
1% (v/v) hypochlorid sodny
milliQ H2O

sterilizacia filtraciou cez membranovy filter (vel'kost’ porov 0,22 um)

Chemikalie na fixaciu, natravenie bunkovej steny a permeabilizaciu koreniov M.

sativa

Fixacny roztok:

2% paraformaldehyd (PFA) (v/v)
0,2% glutaraldehyd (GA) (v/v)
10% DMSO (v/v)

0,3% Tween-20 (v/v)
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0,3%

v 2 MTSB
MTSB

5 mmol-1"!
50 mmol-1"!

5 mmol-1"!

EGTA
38¢g
10 ml

pH=28

Triton X-100 (v/v)

MgSO4 -7TH20 1,23 g

PIPES 15,1¢g

EGTA 10 ml 0,5 mol-1"' zasobného média

pH 6,9 (upravené pomocou KOH), kone¢ny objem 1000 ml,
zasobny roztok sterilizovany pomocou bakteriologického filtra a

skladovany pri izbovej teplote.

EGTA
milliQ H20, pridava sa tuhy KOH, kym nie je roztok ¢iry, doplneny

na 20 ml,

Enzymovy kokteil pre natravenie bunkovej steny

2% meicelaza 0,2g

2% macerozym R10 02¢g
2% celuldza R10 02¢g
0,5% celulaza RS 0,05¢g

0,5% pektolyaza Y23 0,05¢
0,1% hemicelulaza HP 0,01g

v PBS

Centrifugované 2 minuty pri 13 000 g, pouzity supernatant.

PBS
2,7 mmol-1"!
140 mmol-1!
1,5 mmol-1"!

6,5 mmol-1’!

KCI 02¢g
NaCl 8g
KH2P04 0,2
Na;HP04-4H>0 1,15¢

pH 7.3, doplnené dH>O na 1000 ml, sterilizované autoklavovanim

a skladované pri izbovej teplote

Permeabiliza¢ny pufor

10 %

DMSO (100 pl)
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2% Nonidet (20 pl na 1 ml PBS), kvapka Tween-20

Chemikalie na redukciu, blokovanie, farbenie jadra a zalievanie
Redukény roztok
0,05% (w/v) tetrahydridoboritan sodny (NaBH4) v PBS

Reduk¢ény roztok musi byt pripraveny bezprostredne pred pouzitim.
Blokovaci roztok

5% (w/v) hovédzi sérovy albumin (BSA) v PBS (0,05g/1 ml)

Roztoky na farbenie jadier a chromozémov

Zasobny roztok:

0,1 mg-ml! (w/v) 4'-6-diamidino-2-fenylindol (DAPI) v DMSO (0,004575g/ml)
Rozdeleny na alikvoty a skladovany pri -20 °C v tme.

Pracovny farbiaci roztok bol pripraveny bezprostredne pred pouzitim zriedenim

zasobného roztoku DAPI 1: 1000 pomocou PBS.

Zalievacie médium

0,1% parafenylendiamin
90% glycerol

10% PBS (pH= 8,3-8,5)
Protilatky

Protilatky pouZité na western-blot

Primarna afinitne izolovana krali¢ia polyklonalna protilatka anti-AtMPK6 (Sigma-
Aldrich)

Sekundarna kozia anti-kralicia protilatka s naviazanou chrenovou peroxidazou
(Horseradish peroxidase-linked IgG, Invitrogen)

Protilatky pouzité na imunohistochemické farbenie

Primarne protilatky

mysSia anti pERK

krali¢ia anti MPK6

potkania anti o-tubulin Roztok primarnej protilatky bol pripraveny bezprostredne
pred pouzitim v PBS obsahujucom 2,5% (w/v) BSA, riedenie pERK je 1:400, MPK6
je 1:750 a a-tubulinu je 1:350.
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Sekundarne protilatky

Kozia anti krali¢ia protilatka znacena AlexaFluor 555
Krali¢ia anti-mysia protilatka znacena AlexaFluor 647

Kozia anti-potkania_protilatka znacena AlexaFluor 488

Kozia anti krali¢ia protilatka znacena AlexaFluor 488
Kréli¢ia anti-mysSia protilatka znacena AlexaFluor 647

Kozia anti-potkania_protilatka znacena AlexaFluor 546

Roztok sekundarnych protilatok bol pripraveny bezprostredne pred pouzitim v PBS
obsahujucom 2,5% (w/v) BSA, riedenie 1:500. Vzorky boli inkubované s pracovnym

roztokom protilatky v tme.

3.1.1 Pristroje
Analytické vahy XA 110/2X (Radwag)
Aparatura na vyrobu gelov (Bio-Rad)
Aparatura na SDS-PAGE (Bio-Rad)
Aparatira na Western blot (Bio-Rad)
Autoklav Sterivap HP IL (MMM Group) 31
Automatické pipety (Eppendorf)
Centrifuga stolna chladena ScanSpeed 1730 MR (LaboGene)
Elektromagneticka mieSacka MSH-420 (Boeco)
Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)
Chladena centrifuga Allegra (Beckman Coulter)
Inkubator s nastavitelnou teplotou (Memmert)
Konfokalny laserovy skenovaci mikroskop LSM 710 (operacni program Zen Black
2012, Zeiss)
Laboratorna chladnicka LIE LCV 4010 (Schoeller)
Laboratorny digestor (M 1200, MERCI)
Laboratorne predvazky S1502 (BEL-Engineering)
Mikrocentrifuga s vortexom FVL-2400N (BioSan)
Mikrovinna traba MHE21 (HITACHI)
Mikroskop Axio Zoom.V16 (Zeiss)
Mraznicka LIE G 5216 513L (Comfort)
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Napitovy a pradovy zdroj Bio-Rad Power PacTM Basic (Bio-Rad)

pH meter stolny PC 2700 (Eutech instruments)

Skener Image Scaner III (Epson)

Spektrofotometer (Smart SpecTM plus, Bio-Rad)

Sterilny laminarny box (Merci)

Termoblok ThermoStat C (Eppendorf)

Trepacka s inkubaciou ES-20 (Biosan)

Vakum (Bachofer)

Vortex Genie - 2 (Scientific Industries)

Vyrobnik deionizovanej vody Simplicity water purification system (Millipore)
3.1.2 Software

Excel 365 (Microsoft Office)

Microplate Reader Software (Tecan)

PowerPoint 365 (Microsoft Office)

Zen Blue version 2.3 (Zeiss)

Zen Black 2.3 PS1 (Zeiss)

ImagelJ with Java 8

Image Lab (Bio-Rad)

i-control 2.0™ Microplate Reader Software (Tecan)

Cytospectre verzia 1.2

Oriana 4.02

3.2 Metody

3.2.1 Priprava kultivacnych médii
e Prislusné chemikalie boli navdzené anasledne postupne rozpustené v %
vysledného objemu milliQ H>O za stdleho mieSania na elektromagnetickej
mieSacke.
e Nasledne bolo pomocou roztoku KOH upravené pH roztoku.
e Potom bol roztok doplneny na pozadovany objem milliQ H>O.
e M¢édium bolo naliate do sklenenych flias a nasledne sterilizované v autoklave.

e Fytohormony, vitaminy, aminokyseliny a antibiotika boli sterilizované filtraciou
cez membranovy filter (velkost’ porov 0,22 um) a do médii pridané po jeho
autoklavovani a vychladnuti na 55 °C, aby nedoslo k ich degradacii.
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3.24

Sterilizacia listov Medicago sativa

Z nekvitnucich rastlin rasticich v in vivo boli odstrihnuté listy:

Listy boli nésledne vlozené do vody.

Listy z in vivo podmienok boli po dobu maximalne 10 s sterilizované v 70% (v/v)
etanole v laminarnom boxe.

Nasledne boli listy prenesené do 0,1% (w/v) roztoku Tween 20.

Potom boli listy sterilizované 1,5 min v roztoku 1% (v/v) chlornanu sodného s
0,05% (w/v) Tween 20.

Po sterilizacii boli listy trikrat premyté v sterilnej vode.

Premyté listy boli prenesené na sterilny filtracny papier a rozrezané na polovicu.

Somaticka embryogenéza

Vysterilizované rozrezané listy lucerny (vid’. 3.2.2 ) alebo listy z rastlin rastucich
v in vitro podmienkach boli prenesené na pripravené kalus-indukujuce B5H
médium v Petriho miske.

Petriho miska bola zalepena paskou a oznacena.

Explantaty boli kultivované 2 az 3 tyzdne vo fytotrone alebo klimakomore.
Vzniknuté kalusy boli za sterilnych podmienok prenesené na B50 médium
a nasledne kultivované minimalne d’alSie 3 tyzdne.

Embrya v torpédovitom Stadiu boli prenesené na MMS médium kde sa d’alej
vyvijali a zacali klicit’.

Po vytvoreni radikuly boli embrya prenesené na MS médium, kde sa postupne
vyvinuli v celd rastlinu.

Mladé¢ rastliny s dostatocne vyvinutym koreiovym systémom boli prenesené na
tuhé Fahraeus médiu bez N2, kde sa kultivovali 5 dni. V priebehu rastu sa rastlinky
skenovali kazdé 2-4 dni.

Petriho misky boli kultivované v kultiva¢nej miestnosti, pri teplote 21 °C, 71 %

vlhkosti a fotoperiode 16 hodin svetlo, 8 hodin tma.

Priprava bakterialnej kultury Enterobacter sp. SA187

Do 20 ml LB média bolo za sterilnych podmienok v laminarnom boxe pridany
Iml zésobnej kultary Enterobacter sp. SA187.

Kultara bola nasledne kultivovana v tme 2 dni na trepacke pri 28 °C a 200 RPM.
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3.25

Bakterialna kultara bola nasledne centrifugovana pri 6500 RPM po dobu 8 min
pri 18 °C.

Pelet bol resuspendovany v tekutom Fahraecus médiu bez N> a centrifugacia a
resuspendacia sa eSte raz opakovala.

Potom bola bakterialna kultira kultivovana d’alSie 4 h na trepacke pri 28 °C a 200
RPM.

Nasledne bolo zmerana absorbancia pri ODsoo.

Fenotypova analyza transgénnych linii M. sativa v podmienkach ex
Vitro

Naockované rastliny rastice v kvetinacoch v skleniku boli kazdych 30 az 90 dni
ostrihané.

Strihala sa nadzemna ¢ast’ rastlin 4-5 cm od koreniovej hlavy.

Odstrihnuté stonky boli odvazené, bola zmerana ich dizka a spoéitany pocet
nodusov a zmerana ich dizka.

Nasledne boli stonky susené v suSi¢ke po dobu 24 hod pri teplote 70 °C.

Po vysuseni boli stonky znovu odvazené.

3.2.6 Aplikacia bakterialnej kultry Enterobacter sp. SA187

3.2.7

e Na korenovy systém rastlin rastiicich v Petriho miskach v in vitro
podmienkach bolo v laminarnom boxe pomocou pipety aplikovanych 100 az
200 pl bakterialnej kultiry Enterobacter sp. SA187 zriedenej na ODgoo = 0,2
(vid’ 3.2.4).

e V pripade embryi bolo aplikovanych 10 az 50 pl bakterialnej kulttry.

e Ako kontrola sluzili rastliny, na ktoré bolo aplikované tekuté Fahraeus
médium.

Priprava tuhého Fahraecus média obsahujiceho FEnterobacter Sp.

SA187

e Fahraeus médium sa nechalo vysterilizovat’ v autoklave, nasledne vychladnat’
na 55 °C a v lamindrnom boxe bol pridany sterilny CaCl.

e Do sterilnej konickej skiimavky bolo v laminarnom boxe napipetovanych 50
pl bakterialnej suspenznej kultiry s ODgoo = 0,2 (vid. 3.2.4).

e Nasledne bolo pridanych 50 ml Fahraeus média.

o Konicka skimavka bola uzavreta vieckom a premiesana kriizivymi pohybmi.

e Nasledne bolo médium vyliate do Petriho misky.

e Po zatuhnuti média boli Petriho misky uzavreté a zalepené paskou.

e Petriho misky boli pre kultivaciu baktérii ponechané v tme po dobu 48 hodin
pri teplote 28 °C.
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Narast Enterobacter Sp. SA187 znaceného GFP bol skontrolovany pomocou
fluorescencného ZOOM mikroskopu. Na médium obsahujiice baktérie boli
prenesené rastliny M. sativa, ktoré rastli na Fahraeus médiu .

3.2.8 Fenotypové analyza transgénnych linii M. sativa kultivovanych in

Vitro

Fenotypovou analyzou bol pozorovany vplyv Enterobacter sp. SA187 na rast
korenového systému rastlin M. sativa RSY a transgénnych linii SIMKK RNA,
SIMK RNAi a GFP-SIMK.

Rastliny boli naockované po 5 dnoch po preneseni na tuhé Fahraeus médium
bakterialnou suspenznou kultarou Enterobacter sp. SA187 (vid 3.2.4).

Petriho misky boli skenované pred aplikaciou a potom na 3., 5., 7., 11. a 14.
denl po naockovani (DPI).
DiZka korefiovej stistavy rastlin bola merana zo skenov pomocou programu

Image]J. Namerané hodnoty boli Statisticky vyhodnotené pouzitim ANOVA

(analysis of variance) s Tukey HSD testom a Studentovho t-testu.

3.2.9 Vplyv Enterobacter sp. SA187Y na rast korenov M. sativa pocas

posobenia sol'ného stresu

Pat’ dni po aplikacii bakterialnej kultiry Enterobacter sp. SA187 alebo 6 dni
po preneseni rastlin na Fahraeus médium s Enterobacter sp. SA187 boli
rastliny za sterilnych podmienok prenesené na Fahraeus médium obsahujtce
100 mM NaCl.

Ako kontrola sluzili rastliny prenesené na tuhé Fahraeus médiu médium bez
NaCl.

Rastliny boli skenované kazdé 2-4 dni. Rast baktérii bol pozorovany pomocou
fluorescen¢ného ZOOM mikroskopu.

Dizka korefiového systému bola merana v programe Imagel. Vysledky boli
Statisticky spracované v programe Excel alebo pomocou ANOVA (analysis of
variance) s Tukey HSD testom

Petriho misky boli kultivované v kultivacnej miestnosti, pri teplote 21 °C, 71

% vlhkosti a fotoperiode 16 hodin svetlo, 8 hodin tma.

3.2.10 Priprava zalievacieho média

¢ Do kadi¢ky bolo navazenych 100 mg parafenylén diaminu v digestore. Nasledne

rozpustenych v 100 ul DMSO intenzivnym krazenim dna kadicky po pracovne;j

ploche digestora.

40



Potom bolo pridanych 10 ml 1 M Tris pufru (pH 8,8).
Roztok bol premieSany a bol doii pridany 100% glycerol (90 ml).
Roztok bol intenzivne premiesany pomocou sklenenej ty€inky.

Pripravené zalievacie médium bolo aliquotované ulozené v tme pri teplote -20 °C.

3.2.11 Fixacia korenov M. sativa

Rastliny M. sativa ziskané somatickou embryogenézou boli minimalne 5 dni pred
aplikaciou Enterobacter SA187Y prenesené na pevné Fahracus médium.

Na rastliny bolo aplikované samotné Fahraecus médium alebo bakteridlna
suspenzna kultura Enterobacter SA187Y.

Korenové spicky boli odobrané pred oSetrenim, po 1 a2 hodinach inkubacie
s baktériami alebo médiom.

Asi 1 ecm dlhé $picky lateralnych a primarnych koreniov boli odrezané a nasledne
prenesené¢ do fixacného roztoku nachadzajuceho sa v platnicke s jamkami
v digestore.

Vzorky boli 3 krat po dobu 30 sekiind podrobené vakuovej infiltracii. Nasledne
boli vzorky inkubované 1 hodinu v digestore pri izbovej teplote.

Vzorky boli po fixécii uchovavané v platnickach pri 4 °C.

3.2.12 Imunoznacenie SIMK

Prvé tri kroky imunoznacenia prebiehali v digestore.
Dosticka zo vzorkami bola vytiahnuta z chladni¢ky, vzorky boli presunuté do
plastovych kosickov a nasledne boli premyté 2 krat po dobu 10 minit v MTSB
a 2 krat po dobu 10 minut v PBS.
Na redukciu nezreagovanych aldehydovych skupin boli vzorky inkubované 3x po
dobu 5 minut v NaBH4 v PBS.
Potom boli vzorky premyté v PBS 3 krat po dobu 5 minut
Na natravenie bunkovej steny bol pouzity roztok enzymov. Vzorky v fiom boli
inkubované pri 37 °C po dobu 30 minut.
Po natraveni bunkovej steny boli vzorky 4 krat premyté v PBS po dobu 5 mintit.
Nésledne  boli  bunkové membrany  permeabilizované  prisluSnym
permeabilizaénym roztokom Bunkové membrany boli permeabilizované 30
minut pri 37 °C a nasledne d’alsich 10 minut pri izbovej teplote.
Vzorky boli 4 krat premyté v PBS po dobu 10 minut.
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Potom boli vzorky 2 krat 30 mintt blokované v PBS obsahujicom 5% BSA pri
izbovej teplote.

Nasledovalo prenesenie vzoriek do roztoku primarnej kralicej protilatky proti-
MPK6 amysej protilatky proti-pERK. Pre dosiahnutie lepSicho preniknutia
protilatok boli vzorky vystavené vakuu (3x 5 minuat). Dosticka bola zalepena
parafilmom a obalena alobalom. Vzorky boli v roztoku primarnych protilatok
inkubované cez noc pri 4 °C a nasledne rano 45 minut pri 37 °C.

Prebytocné primarne protilatky boli vymyté pouzitim PBS (5x 10 mintt).
Nasledovala blokacia v 5% BSA (w/v) v PBS pri izbovej teplote (2x 20 mint).
Po blokacii boli vzorky sekvencne inkubované so sekundarnymi protilatkami
v tme pri 37 °C pocas 2 hodin.

V pripade Ze, neboli pritomné vzorky z transgénnej linie GFP-SIMK, koreniové
Spicky sa najskor inkubovali so sekundarnou kozou protilatkou proti-myse;j
s fluoroforom Alexa Fluor 647. Potom sa vzorky premyli v PBS 5x po dobu 10
min. Nasledovala blokacia v PBS obsahujucom 5% (w/v) BSA pri izbovej teplote
po dobu 20 min. Nasledne sa tento postup inkubacie zopakoval sekundarnou
kozou protilatku proti-kralicej s fluoroforom Alexa Fluor 488.

V pripade, Ze boli pritomné vzorky z transgénnej linie GFP-SIMK, korenové
Spicky sa najskor inkubovali so sekundarnou kozou protilatkou proti-myse;j
s fluoroforom Alexa Fluor 647. Potom sa vzorky premyli v PBS 5x po dobu 10
min. Nasledovala blokacia v PBS obsahujucom 5% (w/v) BSA pri izbovej teplote
po dobu 20 min. Nasledne sa tento postup inkubacie zopakoval pre sekundarnu
koziu protilatku proti-kralicej s fluoroforom Alexa Fluor 555.

Vzorky sa premyli v PBS 5x po dobu 10 min a nasledne sa inkubovali s PBS
obsahujucim 5% (w/v) BSA pri izbovej teplote po dobu 20 min.

Nasledovalo prenesenie vzoriek do primarnej potkanej protilatky voci a-tubulinu.
Dosticka bola zalepena parafilmom a obalena alobalom. Vzorky boli v roztoku
primarnych protilatok inkubované cez noc pri 4 °C a nasledne rano 45 mintt pri
37 °C.

Vzorky boli premyté 5x po dobu 10 minut v PBS.

Nasledovala blokacia v 5% BSA (w/v) v PBS pri izbovej teplote (2x 20 minut).
Po blokacii boli vzorky inkubované so sekundarnou protilatkou voci potkanovi

znacenou bud’ Alexafluor 546 v pripade nepritomnosti vzoriek z linie GFP-SIMK
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alebo znacenou AlexaFluor 488 v pripade, Ze boli pritomné vzorky linie GFP-
SIMK.

Potom boli vzorky 3x po dobu 10 minut premyté v PBS.

Nasledovala inkubacia vzoriek v DAPI pri izbovej teplote po dobu 10 mintit
a premytie vzoriek v PBS (3x 10 min).

Nakoniec boli pripravené mikroskopické preparaty:

o 3-8 korenovych s$piciek bolo prenesenych do kvapky zalievacieho média
na podloznom sklicku.

o Vzorka bola zakryta krycim sklickom a okraje krycieho sklicka boli
zalakované priehl'adnym lakom na nechty.

3.2.13 Mikroskopické pozorovanie vzoriek

Vzorky boli mikroskopované konfokalnym laserovym skenovacim mikroskopom
LSM 710 s pouzitim laserov s vhodnou vinovou dizkou: na excitaciu AlexaFuor
488 bol pouzity laserom s vinovou dizkou 488 nm a filter 493-551 nm; pre
AlexaFuor 555 to bol laser s vinovou dizkou 555 nm a filter 561-639 nm a pre
AlexaFuor 647 bol pouzity laser s vinovou dizkou 647 nm a filter 638-755 nm.
Na excitaciu DAPI bol pouzity laser s vinovou dizkou 405 nm a filter 410-495
nm. Ziskany obrazovy material bol pouzity na dalSiu analyzu. Intenzita
fluorescencného signalu bola vyhodnocovana pomocou programu Zen 3.3
z obrazového materialu.

Statistické vyhodnotenie vysledkov bolo spracované v programe Excel

a ANOVA (analysis of variance) s Tukey HSD testom.

3.2.14 Odber a homogenizacia vzoriek

Korene a nadzemna Cast’ rastlin boli zvlast odobrané do vychladenej trecej misky
na 3 a 6 den po preneseni na médium obsahujuce Enterobacter sp. SA186. Ako
kontrola sluzili rastliny rastuce na ¢istom Fahraeus médiu.

Korene boli rozdrvené na jemny prasok pomocou tekutého dusiku a ti¢iku. Pragok
bol nasledne preneseny do oznacenej 2 ml mikroskiimavky typu Eppendorf.
Mikroskiimavky s odobranymi vzorkami boli hned’ zmrazené v tekutom dusiku
a uchovavané v mraznicke pri -80 °C.

Medzi homogenaciou jednotlivych vzoriek boli nastroje oCistené 96% etanolom.
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3.2.15 Extrakcia proteinov

Zhomogenizované vzorky boli zvazené na analytickych vahach anasledne
vloZené do l'adu.

Do pripraveného extrakéného pufru (EB) bol pred pouzitim pridany inhibitor
fosfatdz PhosSTOP™, inhibitor protedz cOmplete™ a ¢inidlo na rozruSenie
a redukciu disulfidickych vézieb DTT.

Ku vzorkam bolo pridanych 200 pl EB na 100 mg vzorky. Mikroskiimavky so
vzorkami a EB boli zvortexované a ponechané na extrakciu na 'ade po dobu 30
mintt.

Behom extrakcie boli mikroskimavky 3x pretrepané.

Nasledne boli mikroskumavky centrifugované pri teplote 4 °C a 13 000g po dobu
20 minut. Vzniknuty supernatant bol nasledne odpipetovany pomocou pipety so
sterilnou Spickou do Cistej mikroskiimavky typu Eppendorf.

Mikroskimavky so supernatantmi boli znovu vloZené do centrifugy na d’alSich 10
minut pri 4 °C a 13 000g. Vysledny supernatant bol preneseny do Cistych 1,5 ml
mikroskumaviek a ulozeny na l'ade. Vzorky boli znovu zcentrifugované, ak sa

v supernatante stale nachadzali pevné Castice.

3.2.16 Meranie koncentracie proteinov

e Na meranie koncentracie proteinov bola pouzitd metéda podl'a Bradforda
(Bradford, 1976).

e Najskor bol pripraveny roztok ¢inidla Protein Assay Dye Reagent Concentrate
5x, obsahujuci MilliQ vodu, a Coomassie Brilliant Blue G-250 v pomere 4:1.

e Do jednotlivych jamiek 96 jamkovej mikrotitracnej dosticky bolo
napipetovanych 299 pl pripraveného roztoku a nasledne bol pridany 1 pl
vzorky v podobe proteinového extraktu. Ako blank bol pouzity 1 pl EB.

e Obsah jamiek bol premieSany pomocou pipety so sterilnou Spickou
ainkubovany po dobu 10 min pri laboratérnej teplote. Nasledne bola
spektofotometricky zmerana absorbancia pri 595 nm za pomocou softwaru i-
control 2.0TM. Kazdé vzorka bola merana v troch technickych opakovaniach.

e Kuvantifikacia vzoriek bola spravena pomocou kalibracnej krivky zostrojenej

meranim absorbancie roztokov BSA o znamej koncentracii.
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Data boli spracované v programe Microsoft Excel 365. Pomocou kalibracne;j
krivky a nameranych absorbancii jednotlivych proteinov bolo vypocitané, aky

objem proteinu bude naneseny na gél.

3.2.17 Priprava vzoriek pre nanesenie na gél

e Najprv bol v digestory zmieSany 2- merkaptoetanol s 4x Laemmli pufrom

v pomere 1:4. 4x Laemmli pufru. Vysledny nanasajuci pufor bol a extrakt

proteinov bol nasledne napipetovany do ¢istych 1,5 ml mikroskimaviek v pomere

3:1.

e Zmes bola premie$ana na vortexe a povarena v termobloku pri 95 °C po dobu 5

minut.

3.2.18 Priprava polyakrylamidovych gélov

Pred samotnou vyrobou gélov boli sklicka ocistené 70% etanolom a zlozené
do aparatiury. Medzi sklicka v aparatre bola nanesena destilovana voda a jej
hladina bola pozorovana pre kontrolu tesnenia aparatury.

Potom bola voda vyliata a priestor medzi sklickami bol vysuseny plynnym
dusikom.

Najskor bol v digestory pre vyrobu deliaceho gélu zmiesany 40% roztok
akrylamidu/bis (37,5:1), 1,5M Tris pufru, SDS a MiliQ vody v kyvete. Pre
zahgjenie polymerizacie gélu bol nakoniec pridany TEMED a APS.

Roztok bol premieSany miernym virenim kyvety anasledne naneseny
Pasteurovou pipetou medzi skla, priblizne 0,5 — 1 cm pod spodnu cast’ zubou
hrebena. Pre vytvorenie anaerébneho prostredia k zaisteniu spravnej
polymerizacie a ustalenie vodorovnej hladiny bol gél zaliaty izopropanolom.
G¢l sa nechal polymerizovat’ minimalne 45 minut. Nasledne bol izopropanol
vyliaty a priestor ususeny pomocou filtracného papiera.

Potom bol v digestory podl'a protokolu pripraveny zaostrovaci gél. Ten bol
nasledne vyliaty do aparatary a bol donho vlozeny hrebeni. Zaostrovaci gél pol

ponechany na polymerizaciu po dobu 30 mintt.
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Tabulka 1: Priprava 1 mm 10% polyakrylamidového gélu

Separacny gél Zaostrovaci gél
40% roztok akrylamid/bis (37,5:1) 1,250 ml 40% roztok akrylamid/bis (37,5:1) 0,200 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8.8 1,250 ml 1,5 M Tris-HC], pH 6.8 0,504 ml
10% SDS 0,050 ml 10% SDS 0,020 ml
MiliQ 2,425 ml MiliQ 1,272 ml
TEMED 0,0025 ml TEMED 0,002 ml
APS 10% 0,025 ml APS 10% 0,010 ml

3.2.19 Priprava Bio-Rad TGX Stain-FreeTM FastCastTM gélov

e Sklicka boli ocistené 96% etanolom a zloZené do aparatury. Pre kontrolu
tesnenia aparatiry bola do priestoru medzi sklicka naliata destilovana voda
a bola pozorovana jej hladina.

e Pokial’ voda vytekala z aparatiry, aparatura bola znovu rozobrana a opitovne
poskladand. Pokial nedochadzalo k vytekaniu vody, vola bola vyliata
a priestor bol vysuseny plynnym dusikom a filtranym papierom.

e Roztoky pro rozdelovaci i zaostrovaci gél boli pripravené pouzitim sustavy
TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 10% podl’a pokynov vyrobcu (Tab.
1).

e Najskor bol asi 1,5 cm pod horny okraj pomocou Pasteurovej pipety naneseny
deliaci gél. Thned potom bol zvySny priestor vyplneny roztokom
zaostrovacieho gélu. Nakoniec bol pre vytvorenie jamiek navrch umiestneny
hrebienok.

e Polymerizacia gélu trvala priblizne 30-45 minut.

Tabulka 2. Priprava 1,5mm 10% Bio-Rad TGX Stain-Free™ FastCast™ gélu.

Separacny gél Zaostrovaci gél
Roztok separacného gélu A 4ml Roztok zaostrovacieho gélu A 1,5 ml
Roztok separa¢ného gélu B 4ml Roztok zaostrovacicho gélu B 1,5 ml
TEMED 4ul  TEMED 3l
APS 10% 40 ul - APS 10% 15l
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3.2.20 Gélova elektroforéza v pritomnosti dodecylsiranu sodného

Po zatuhnuti gélu bola poskladana elektroforeticka aparatura. Nasledne bola
aparattra vloZena do pripravenej vane.

Vana a aparatira boli zaliate running pufrom po risku. Potom bol z gélu
odstraneny hrebe.

Do prvej jamky boli napipetované 4 pl proteinového Standardu (Precision Plus
ProteinTM Dual Color Standards) a do ostatnych jamiek bolo nanesené predom
vypocitané mnozstvo proteinov.

Aparatura bola pripevnena k elektrickému zdroju a proteiny boli separované 10
minut pri 100 V, a potom priblizne 70 minut pri 150 V.

Po skonceni elektroforézy bol gél premyty v Milliq H2O anasledne
zdokumentovany pomocou dokumentacného pristroja ChemiDocTM MP
Imaging System s vyuzitim protokolu pro Stain-Free gély a programu Image Lab,

pre kontrolu nanesenia jednotnej koncentracie proteinov.

3.2.21 Prenos proteinov na membranu

Polyvinylidendifluoridova (PVDF) membrana o velkosti 8,5 x 6 cm bola
aktivovana v 100% metanole (30 s).

Styri filtraéné papiere, 2 plastové hubky a gél boli ponorené do transfer pufru.
Po inkubacii komponentov bola zostavena kazeta na prenos proteinov,
pozostavajuca s zvlhcenej plastovej hubky, 2 filtraénych papierov, gélu,
membrany, opét 2 filtracnych papierov a zvlhéenej plastovej hubky.

Vzduchové bubliny boli odstranené pomocou plastového valCeka a kazeta bola
zaistena proti otvaraniu. Potom bola kazeta s chladiacou vlozkou vlozena do
elektroforetickej vane. Vafia bola naplnena transfer pufrom po znacku a vlozena
do chladnicky.

Najprv prenos prebiehal 15 minut pri 100 V a nasledne cez noc (17 hodin) pri 24V
arano 15 minut pri 100V

Potom bola membrana zafarbena v roztoku 0,2% Ponceau S (30s) pre kontrolu
prenosu a nanesenie jednotnej koncentracie proteinov.

Membrana bola odfarbena trepanim v MilliQ vode po dobu 3x5 min, a nasledne

2x10 min v TBS-T pufry.
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3.2.22 Blokacia neSpecifickych vizieb a aplikacia protilatok

Po odfarbeni bola membrana pre zabranenie neSpecifického viazania primarnej
protilatky blokovand v roztoku 4% BSA a 4% odtu¢neného suSeného mlieka v
TBS-T po dobu 2 h za mierneho trepania (SRPM).

Nasledne bola 1x premyta v roztoku TBS-T a inkubovana v roztoku primarnej
protilatky na trepacke pri pomalom pohybu trepania 1,5 h. Protilatka bola riedena
1:15000 v 4% roztoku BSA v TBS-T.

Po skonceni inkubacie bol roztok primarnej protilatky odliaty a membrana bola
premyta 4x10 min v TBS-T na trepacke pri rychlom pohybe trepania (40-50
RPM).

Potom bola membrana inkubovana so sekundarnou protilatkou s konjugovanou
chrenovou peroxidazou po dobu 2 h za mierneho pohybu trepania pri laboratorne;j
teplote. Sekundarna protilatka bola riedena 1:5000 v 2% roztoku BSA v TBS-T.
Nakoniec bola membrana rychlym pohybom trepania premyta roztokom TBS-T

4x10 minut.

3.2.23 Detekcia proteinov

e Na detekciu a vizualizaciu proteinov bol vzdy tesne pred pouzitim podla
navodu vyrobcu pripraveny Cerstvy komercny roztok Clarity Western ECL
Substrate.

e Membrana bola inkubovana vroztoku po dobu 2 min anésledne bola
membrana polozend na dosku dokumenta¢ného pristroja Bio-Rad
ChemiDocTM MP.

e Membrana bola snimana s vyuzitim protokolu ,,Chemi high sensitivity* a
,,Colorimetric®.

e Ziskany obrazovy material bol spracovany v programoch Image Lab a Imagel.
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4. Vysledky

Tato kapitola popisuje vysledky ziskané v experimentalnej Casti tejto diplomovej prace.
Prva cCast’ je venovana fenotypovej charakterizacii nadzemnej Casti rastlin M. sativa
divokého typu a transgénnych linii GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi pocas interakcie
s prospesnou baktériou Enterobacter sp. SA187. GFP-SIMK linia nadexprimuje stresom
indukovani MAPK (SIMK) naopak linia SIMK produkuje znizené mnozstvo proteinu
SIMK pomocou RNA interferencie. U linie SIMKKi je taktiez pomocou RNA
interferencie zniZena expresia proteinu SIMKK a tym aj proteinu SIMK.

Druha cCast’ je zamerana na fenotypovu charakterizacia koretiového systému rastlin
divokého typu atransgénnych linii GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi pocas interakcie
s baktériou Enterobacter sp. SA187 rastacich in vitro. Fenotypova charakterizacia bola
uskutocnena za kontrolnych podmienok a pocas pdsobenia sol'ného stresu.

V tretej Casti bola uskutocnena imunolokalizacia SIMK, fosforylovanych MAPK a a-
tubulinu. Vzorky pripravené imunohistochemickym znacenim boli vyuzité na analyzu
orientacie kortikalnych mikrotubulov po aplikacii baktérie Enterobacter sp. SA187
a pocas posobenia sol'ného stresu. Taktiez boli pozorované zmeny v lokalizacii SIMK
a fosforylovanych MAPK po aplikacii Enterobacter sp. SA187. Okrem toho bola
prevedena analyza bunkového cyklu u kontrolnych rastlin a transgénnej linie SIMKKi.

Posledna Cast’ vysledkov je venovana western blot analyze proteinu SIMK a fuzneho
proteinu GFP-SIMK v korenoch rastlin M. sativa rastiicich na médiu inokulovanom

Enterobacter sp. SA187.

4.1 Vplyv Enterobacter sp. SA187 na fenotyp nadzemnej cCasti

rastlin M. sativa v ex vitro podmienkach
Fenotypova analyza vplyvu baktérii Enterobacter sp. SA187 na nadzemné Casti rastlin
M. sativa bola uskutoCnena na 9 transgénnych rastlinach exprimujiucich SIMKKi a 9
rastlinach divokého typu RSY, ktoré rastli 1 rok ex vitro v skleniku (Obr. 5). Zemina
v kvetinacoch 5 rastlin SIMKKi a 4 rastliny RSY bola inokulovana roztokom bakterialnej
kultary Enterobacter sp. SA187. Zvysné rastliny boli zaliate tekutym Fahraeus médiom
a sluzili ako kontrola. Takto oSetrené rastliny, ktoré boli pripravené v predchadzajucich
experimentoch (Hermanova, 2022), boli pouzit¢ na d’al§iu analyzu. Nadzemné casti
rastlin boli ostrihané a podrobené fenotypovej analyze 4., 5., 8. a 10. mesiac po

inokulécii. Fenotypova analyza bola zamerana na pocet stoniek na rastlinu, dizku stoniek,
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suchu a Cerstvi hmotnost’ a na podiel susiny. Podiel susiny bol vypocitany ako pomer

suchej a Cerstvej hmotnosti nadzemne;j Casti rastlin.

Kontrola

SA187

Obrazok 5. Rastliny M. sativa divokého typu RSY a transgénnej linie SIMKKi 4 mesiace po
inokulécii Enterobacter sp. SA187.
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4.1.1 Fenotyp nadzemnej Casti Styri mesiace od inokulacie

Ziskané udaje z fenotypovej analyzy nadzemnej Casti rastlin po oSetreni baktériami
Enterobacter sp. SA187 sa vyhodnotili metédou ANOVA (Analysis of variance) s Tukey
HSD testom. Vysledné udaje boli uvedené v podobe krabicovych grafov (Obr.6).

Po 4 mesiacoch od aplikacie baktérii mali rastliny divokého typu viacsiu Cerstva
hmotnost’ a hmotnost’ susiny ako rastliny RSY rastice za kontrolnych podmienok (Obr.
6A,B). Priemerna Cerstva hmotnost’ kontrolnych rastlin bola 4,906 g zatial’ o rastliny
RSY osetrené Enterobacterom dosiahli priemernt hmotnost’ 7,827 g. U transgénnej linie
SIMKKi neboli pozorované Statisticky vyznamné rozdiely v Cerstvej hmotnosti medzi
kontrolnymi a oSetrenymi rastlinami (Obr. 6A).

Transgénne rastliny linie SIMKKi oSetrené baktériami mali dlhSie stonky (18,22 cm)
ako kontrolné rastliny (13,35 cm) (Obr. 6C). U rastlin RSY a transgénnej linie SIMKK;,
na ktoré bola aplikovana bakteridlna suspenzna kultara, nebola v porovnani s rastlinami
rasticimi v kontrolnych podmienkach pozorovand zmena v pocte stoniek (Obr. 6D).
Transgénne rastliny SIMKKi rastice za kontrolnych podmienok mali mensi podiel susiny

ako kontrolné a oSetrené rastliny divokého typu (Obr. 6E).
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Obrazok 6. Fenotypova analyza nadzemnej Casti rastlin M. sativa divokého typu RSY a
transgénnej linie SIMKKi po 4 mesiacoch po inokulacii bakterialnou kultiirou Enterobacter sp.
SA187. Krabicovy graf &erstvej hmotnosti (A), hmotnosti susiny (B), priemernej dizky stoniek
(C), poctu stoniek (D) a podielu susiny (E). Odlisné pismend nad krabicami v grafoch indikuju
Statisticku preukaznost’ pri p<0,05.

4.1.2 Fenotyp nadzemnej Casti pat’ mesiacov od inokulacie

Po 5 mesiacoch od aplikacie baktérii na rastliny boli pozorované zmeny v Cerstvej
hmotnosti stoniek, hmotnosti susiny a v priemernom poéte a diZke stoniek (Obr. 7 A-D).
Rastliny naoc¢kované bakteridlnou suspenznou kultirou Enterobacter sp. SA187 mali
vysSie hodnoty Cerstvej hmotnosti a vacsi pocet stoniek ako kontrolné rastliny (Obr.
7A,B,D). Priemerna Cerstva hmotnost’ stoniek inokulovanych rastlin divokého typu bola
5.1 g, zatial' ¢o priemerna Cerstva hmotnost’ kontrolnych rastlin ¢inila 2,79 g. SuSina

stoniek kontrolnych rastlin RSY vazila priemerne 0,64 g a suSina inokulovanych rastlin
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1,24 g. Kontrolné transgénne rastliny SIMKKi mali priemernu ¢erstvi hmotnost’ 3,57 g
a priemernt hmotnost’ susiny 0,81 g. Inokulované rastliny SIMKKi dosiahli priemernt
cerstvi hmotnost’ 5,65 g a priemernt hmotnost’ susiny 1 g. Medzi ¢erstvou hmotnost'ou
ako aj hmotnost'ou susiny stoniek rastlin divokého typu a transgénnych rastlin SIMKKi
rastucich za kontrolnych podmienok neboli zaznamenané §tatisticky vyznamné rozdiely.

Transgénne rastliny oSetrené bakteridlnou kulturou mali dlhsie stonky (SIMKKi —
12,18 c¢cm, RSY - 10,91 cm) ako rastliny SIMKKi a RSY rastice za kontrolnych
podmienok (SIMKKi — 8,27 cm, RSY — 7,21 cm) (Obr. 7C). Najmensi pocet stoniek sa
vyskytoval u rastlin divokého typu oSetrenych cCistym Fahraeus médiom (Obr. 7C).
Kontrolné rastliny RSY mali od 5 do 8 stoniek, zatial’ ¢o u inokulovanych rastlin RSY sa
pocet stonick pohyboval vrozmedzi 9 az 20 stonieck na rastlinu. Pocet stoniek
kontrolnych rastlin linie SIMKKi bol v rozmedzi 12 az 18 a inokulovanych rastlin 15 az

23. U rastlin neboli pozorované §tatisticky vyznamné rozdiely v podiele susiny (Obr. 7E).

A Cerstvéd hmotnost stoniek B Hmotnost susiny stoniek

b
bc T

3 hmotnost

Cerstva
(g)
O = N W B U OO N O
| I
Hmotnost susiny
(e)

RSY SA187Y SIMKKi SA187Y RSY SA187Y SIMKKi SA187Y
RSY Kontrola SIMKKi Kontrola RSY Kontrola SIMKKi Kontrola
. 2 S . D ¢ i
¢ Priemerna dlzka stoniek Pocet stoniek c
25
16
= ab be be
£ 14 20 b
21 5 ab g -
o C .
10 . S 15
gw — g (=0
o -
a6 ’% 10 2
i ;| .
=,
0 0
RSY SA187Y SIMKKi SA187Y RSY SA187Y SIMKKi SA187Y
RSY Kontrola SIMKKi Kontrola RSY Kontrola SIMKKi Kontrola
Percentualny podiel susiny
E
& 027 a
= oas a a
= == a '
£ 023 — :
W
7 021
T 019 L
3
L 017
0.15
RSY SA187Y SIMKKi SA187Y
RSY Kontrola SIMKKi Kontrola

Obrazok 7. Fenotypova analyza nadzemnej Casti rastlin M. sativa divokého typu RSY a
transgénnej linie SIMKKi po 5 mesiacoch po inokulécii bakteridlnou kultirou Enterobacter sp.
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SA187. Krabicovy graf Gerstvej hmotnosti (A), hmotnosti susiny (B), priemernej dizky stoniek
(C), poctu stoniek (D) a podielu susiny (E). Odlisné pismena nad krabicami v grafoch indikuju
Statisticku preukaznost pri p<0,05.

4.1.3 Fenotyp nadzemnej €asti osem mesiacov od inokuléacie

Po 8 mesiacoch od aplikacie Enterobacter sp. SA187 mali rastliny divokého typu aj
trangénne rastliny SIMKKi vysSie hodnoty Cerstvej hmotnosti ako aj hmotnosti susiny
(Obr. 8 A-B). Transgénne rastliny SIMKKi mali oproti rastlindm divokého typu nizsi
podiel suginy (Obr. 8 C). Ziadny z danych vysledkov vak v §tatistickej analyze nevysiel

ako preukazny.
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Obrazok 8. Fenotypova analyza nadzemnej Casti rastlin M. sativa divokého typu RSY a
transgénnej linie SIMKKi po 8 mesiacoch po inokulacii bakteridlnou kultirou Enterobacter sp.
SA187. Krabicovy graf ¢erstvej hmotnosti (A), hmotnosti susiny (B), podielu susiny (C). Odlisné
pismena nad krabicami v grafoch indikuju $tatisticka preukaznost’ pri p<0,05.
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4.1.4 Fenotyp nadzemnej Casti desat’ mesiacov od inokulacie

Desat’ mesiacov po inokulacii rastlin bakteridlnou suspenznou kultirou mali kontrolné
rastliny RSY a SIMKKi nizsie hodnoty Cerstvej hmotnosti a hmotnosti suSiny ako rastliny
naockované SA187 (Obr. 9 A-B). Avsak tieto rozdiely nie su Statisticky preukazné.
Kontrolné rastliny SIMKKi mali vac¢siu Cerstvii hmotnost’ a hmotnost’ susiny (6,81 g a

1,67) ako kontrolné rastliny divokého typu (5,01 ga 1,33 g).
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Obrazok 9.Fenotypova analyza nadzemnej Casti rastlin M. sativa divokého typu RSY a
transgénnej linie SIMKKi po 11 mesiacoch po naoc¢kovani bakterialnou kultirou Enterobacter
sp. SA187. Krabicovy graf Cerstvej hmotnosti (A), hmotnosti susiny (B), podielu susiny (C).
Odlisné pismena nad krabicami v grafoch indikuj Statisticku preukaznost’ pri p<0,05.
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4.2 Fenotyp nadzemnej Casti rastlin M. sativa inokulovanych in

vitro s Enterobacter sp. SA187 po prenose do ex vitro
Rastliny M. sativa divokého typu a transgénne rastliny SIMKi, SIMKKi a GFP-SIMK
rastiice v in vitro podmienkach boli inokulované suspenznou kultarou Enterobacter sp.
SA187. Na kontrolné rastliny bolo aplikované Cisté Fahraeus médium. Na 21. den po
inokulécii boli rastliny presadené do kvetinacov s podou a d’alej pestované v skleniku.
Rastliny transgénnej linie GFP-SIMK boli inokulované a premiestnené do ex vitro
podmienok s mesacnym oneskorenim oproti ostatnym liniam, z dévodu vyskytu infekeii
vrannych Stadiach SE utejto linie. VSetky rastliny, ktoré boli pripravené v
predchadzajiacich experimentoch (Hermanova, 2022), boli nasledne podrobené
fenotypovej analyze. Nadzemna cCast’ rastlin bola v priebehu 6 mesiacov Styrikrat
odobrana pomocou zostrihania. U rastlin bola analyzovana Cerstva hmotnost’, hmotnost’
susiny, podiel sudiny, pocet stonick adiZka stoniek. Fenotypova analyza bola
uskutoCnend na 12 rastlinach divokého typu, 10 rastlinch transgénnej linie SIMKi, 12

rastlindch transgénnej linie SIMKKi a 11 rastlinach trasgénnej linie GFP-SIMK.

4.2.1 Fenotyp rastlin divokého typu a transgénnych rastlin SIMKi a SIMKKi

po 3 mesiacoch od prenesenia do ex vitro podmienok
Po 3 mesiacoch od prenesenia do ex vitro podmienok bol pozorovany pozitivny vplyv
Enterobacter sp. SA187 na rast rastlin iba u divokého typu RSY. Trasgénne rastliny
oboch linii SIMKi a SIMKKi, oSetrené bakteridlnou suspenznou kultirou, mali mensiu
cerstvi hmotnost’ a hmotnost’ suSiny nez inokulované rastliny divokého typu (Obr. 10 A,
B). Kontrolné rastliny RSY mali priemernti Cerstvi hmotnost’ 7.94 g a priemernu
hmotnost’ susiny 0.86 g, zatial' co inokulované rastliny mali Cerstvi hmotnost’ 13.9 g
a hmotnost’ sudiny 2.36 g. Statisticky preukazny rozdiel medzi podielom susiny bol
pozorovany iba medzi inokulovanymi rastlinami divokého typu a inokulovanymi

transgénnymi rastlinami SIMKKi, pricom vacsi podiel susiny mali rastliny divokého typu.
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Obrazok 10. . Fenotypova analyza nadzemne;j Casti rastlin divokého typu (RSY) a transgénnych
linii SIMKi a SIMKKi po 3 mesiacoch po preneseni do ex vitro podmienok. Krabicovy graf
Cerstvej hmotnosti (A), hmotnosti susiny (B), podielu susiny (C). Odlisné pismena nad krabicami
v grafoch indikuju statisticka preukaznost’ pri p<0,05.

4.2.2 Fenotyp rastlin divokého typu a transgénnych rastlin SIMKi a SIMKKi

po 4 mesiacoch od prenesenia do ex vitro podmienok
Druh¢é strihanie nadzemnej Casti rastlin divokého typu a transgénnych rastlin SIMKi
a SIMKK;i prebiehalo mesiac po prvom odbere nadzemnej Casti rastlin.
Po 4 mesiacoch od prenesenia do ex vitro podmienok bol pozitivny vplyv na rast
nadzemnej Casti rastlin podobne ako po prvom strihani pozorovany iba u rastlin divokého
typu RSY (Obr. 11). Inokulované rastliny divokého typu RSY mali vicsiu Cerstva
hmotnost’, hmotnost’ susiny a priemerny pocet stoniek ako kontrolné rastliny. Priemerna
cerstva hmotnost’ inokulovanych rastlin divokého typu RSY bola 6.9 g a priemerna
hmotnost’ suSiny 1.78 g, zatial’ ¢o kontrolné rastliny mali priemerna cerstvi hmotnost’

3.69 g a priemerni hmotnost’ susiny 0.93 g.

(Obr. 11 E). Ako vyplyva z grafu priemernej dizky stoniek ani jedna skupina nemala

Statisticky preukazny rozdiel v danom parametri (Obr. 11 C).
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Obrazok 11. Fenotypova analyza nadzemnej Casti rastlin divokého typu (RSY) a transgénnych
linii SIMKi a SIMKKi po 4 mesiacoch po preneseni do ex vitro podmienok. Krabicovy graf
Zerstvej hmotnosti (A), hmotnosti susiny (B), priemernej dizky stoniek (C), priemerného poétu
stoniek (D) a podielu susiny (E). Odlisné pismend nad krabicami v grafoch indikuju Statisticka
preukaznost’ pri p<0,05.

4.2.3 Fenotyp rastlin divokého typu a transgénnych rastlin SIMKi a SIMKKi

po 7 mesiacoch od prenesenia do ex vitro podmienok

Tretie strihanie a nasledna analyza nadzemnej Casti rastlin M. sativa divokého typu RSY
a transgénnej linie SIMKKi a SIMKi sa uskutocnilo po 7 mesiacoch od naockovania s
Enterobacter sp. SA187 Cize 4 mesiace po 2 strihani. Na rozdiel od vysledkov z 1. a 2.
strihania nebol pozorovany pozitivny vplyv na rast nadzemnej Casti ani u jednej linie.

Kontrolné rastliny SIMKKi mali mens$iu Cerstvu hmotnost’ a hmotnost’ suSiny ako
kontrolné rastliny SIMKi pricom rastliny SIMKKi dosiahli priemerna ¢erstvu hmotnost’
1,98 g a priemernt hmotnost’ susiny 0,27 g a rastliny SIMKi dosiahli priemernt erstva
hmotnost’ 5.08 g a priemernii hmotnost’ susiny 0,5 g (Obr. 12). V ostatnych pripadoch

nebol pozorovany Statisticky vyznamny rozdiel medzi jednotlivymi liniami.
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Obrazok 12. Fenotypova analyza nadzemnej Casti rastlin divokého typu (RSY) a transgénnych
linii SIMKi a SIMKKi po 7 mesiacoch po preneseni do ex vitro podmienok. Krabicovy graf
Cerstvej hmotnosti (A), hmotnosti susiny (B), podielu susiny (C). Odlisné pismena nad krabicami
v grafoch indikuju Statistickl preukaznost’ pri p<0,05.

4.2.4 Fenotyp rastlin divokého typu a transgénnych rastlin SIMKi a SIMKKi

po 9 mesiacoch od prenesenia do ex vitro podmienok
Posledné strihanie nadzemne;j Casti rastlin bolo robené 2 mesiacoch po tretom strihani,
teda 9 mesiacov po preneseni do ex vitro podmienok. Na rozdiel od prvych dvoch strihani,
ani rastliny transgénnych linii ani divokého typu RSY inokulované Enterobacter sp.
SA187 nevykazovala oproti kontrolnym rastlindm narast v sledovanych parametroch
(Obr. 13).

Statisticky preukazné rozdiely boli pozorované medzi Cerstvymi hmotnostami
inokulovanych rastlin divokého typu a inokulovanych rastlin transgénnej linie SIMKi
a SIMKKi (Obr. 13 A). Inokulované rastliny divokého typu mali oproti inokulovanym
trasgénnym rastlinam mensiu Gerstvi hmotnost’. CerstvdA hmotnost’ rastlin RSY
dosahovala 3,75 g, zatial’ Co rastliny SIMKi a SIMKKi mali priemernu Cerstvi hmotnost’
9.33ga 6.91g.

Statisticky preukazny rozdiel bol taktieZ pozorovany medzi hmotnost susiny
kontrolnych rastlin SIMKi a kontrolnych rastlin SIMKKi, pricom vic$ia hmotnost’ susiny
bola zaznamenana u linie SIMKi (Obr. 13 B).
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Ako vyplyva z krabicového grafu percentudlneho podielu susiny ani medzi jednou

skupinou rastlin nebol pozorovany Statisticky preukazny rozdiel (Obr. 13 C). Hodnoty

pozorovanych skupin sa pohybovali v rozmedzi od 0,04 do 0,28 %.
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Obrazok 13. Fenotypova analyza nadzemnej Casti rastlin divokého typu (RSY) a transgénnych
linii SIMKi a SIMKKi po 9 mesiacoch po preneseni do ex vitro podmienok. Krabicovy graf
Cerstvej hmotnosti (A), hmotnosti susiny (B), podielu susiny (C). Odlisné pismena nad krabicami
v grafoch indikuju Statistickt preukaznost’ pri p<0,05.
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4.2.5 Fenotyp nadzemnej Casti transgénnych rastlin GFP-SIMK

U transgénnych rastlin GFP-SIMK boli ich nadzemné Casti podrobené analyze Cerstvej
hmotnosti, hmotnosti susiny, podielu susiny, po¢tu a dizke stoniek. Avsak u Ziadneho z
odberov nadzemnych casti, ktoré boli robené 2, 3, 6 a 8 mesiacov po prenose do ex vitro
podmienok, neboli pozorované Statisticky preukazné rozdiely medzi kontrolnymi

rastlinami a rastlinami oSetrenymi bakterialnou suspenznou kultarou Enterobacter sp.

SA187 (Obr. 14-17).

A Cerstvd hmotnost B Hmotnost suiny
7 0.6
C) a =
e 4 2 o5 : a
g z
8 s 04
E ¢ G 03
w 0.
£ 5 8
O =
g, £ 0.2
51 E o1
] T
0 0
GFP-SIMK kontrola GFP-SIMK SA187 GFP-SIMK kontrola GFP-SIMK SA187
e Percentudlny podiel sudiny
0.16 a
5 o
< on a
£ 01
B
3 008
3 0.06
el
9 0.04
8 .02
0
GFP-SIMK kontrola GFP-SIMK SA187

Obrazok 14. Fenotypova analyza nadzemnej Casti rastlin transgénnej linie GFP-SIMK po 2
mesiacoch po preneseni do ex vitro podmienok. Krabicovy graf ¢erstvej hmotnosti (A), hmotnosti
susiny (B), podielu susiny (C). Rovnaké pismena nad krabicami v grafoch indikujt Statisticka
nepreukaznost’ pri p<0,05.
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Obrazok 15. Fenotypova analyza nadzemnej Casti rastlin transgénnej linie GFP-SIMK po 3
mesiacoch po preneseni do ex vitro podmienok. Krabicovy graf ¢erstvej hmotnosti (A), hmotnosti
susiny (B), priemernej dizky stoniek (C), priemerného poétu stoniek (D) a podielu susiny (E).
Rovnaké pismena nad krabicami v grafoch indikuja $tatisticku nepreukaznost’ pri p<0,05.
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Obrazok 16. Fenotypova analyza nadzemnej Casti rastlin transgénnej linie GFP-SIMK po 7
mesiacoch po preneseni do ex vitro podmienok. Krabicovy graf ¢erstvej hmotnosti (A), hmotnosti
susiny (B), podielu susiny (C). Rovnaké pismena nad krabicami v grafoch indikuju Statisticka
nepreukaznost’ pri p<0,05.
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Obrazok 17. Fenotypova analyza nadzemnej Casti rastlin transgénnej linie GFP-SIMK po 9
mesiacoch po preneseni do ex vitro podmienok. Krabicovy graf ¢erstvej hmotnosti (A), hmotnosti
susiny (B), podielu susiny (C). Rovnaké pismena nad krabicami v grafoch indikuju Statistickti
nepreukaznost’ pri p<0,05.
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4.3 Vplyv Enterobacter sp. SA187 na dynamiku rastu korenového

systému somatickych embryi M. sativa

Petriho misky so somatickymi embryami divokého typu RSY a transgénnych linii SIMKi
a GFP-SIMK kultivované 5 dni pred inokulaciou na Fahraeus médiu boli skenované
ihned’ po inokulacii (0. den) bakterialnou suspenznou kultarou Enterobacter sp. SA187
apotomna 3., 5., 7., 11., 14., 18., 21. a 25. den po inokulacii. Kontrolné embrya boli
osetrené tekutym Fahraeus médiom. Celkova dizka korefiového systému bola merana
pomocou programu ImageJ. Relativny prirastok (RP) dizky korefiového systému bol
vyhodnoteny v programe Microsoft Excel. Celkovej dizke koretiového systému rastlin
hned’ po inokulécii (0 DAI) bola priradena hodnota 1. V ostatnych diloch bol pocitany
RP ako podiel celkovej dizky korefiového systému rastliny v dany defi a celkovej dizky
koreniového systému rastliny v 0 DAI Ziskané data boli Statisticky vyhodnotené
pomocou ANOVA (Analysis of variance) programu s Tukey HSD testom.

Z troch linii najpomalSie rastol koretovy systém u linie GFP-SIMK (Obr. 18).
U embryi divokého typu RSY a transgénnej linie SIMKi bol RP po celi dobu experimentu
vacsi uneinokulovanych ako u inokulovanych. Naopak ulinie GFP-SIMK rastol
rychlejSie korenovy systém inokulovanych embryi. Najvacsi rozdiel v RP medzi
kontrolnymi a inokulovanymi koreilovymi systémami bol pozorovany u linie RSY na 25
denl po inokulacii. RP korenového systému u kontrolnych rastlin bol 10,12; zatial’ ¢o
u inokulovanych rastlin RP dosiahol 3,98. Od 18 dna najrychlejsie rastol korenovy
systém rastlin divokého typu. Statisticky preukazny rozdiel (p<0,05) v raste korefiového
systému bol vSak pozorovany iba medzi kontrolnymi a inokulovanymi rastlinami RSY

na 21 a25. den.
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Obrazok 18. Graf relativneho prirastku dizky koreniového systému embryi rastlin divokého typu
RSY a transgénnych rastlin SIMKi a GFP-SIMK na 3., 5., 7., 11., 14, 18., 21. a 25. den od
inokulacie bakterialnou suspenznou kulturou Enterobacter sp. SA187 (SA187) a Cistym Fahraeus
médiom (kontrola). Statisticky preukazny rozdiel (p<0,05) bol pozorovany len na 21 a 25. defi
medzi kontrolnymi a inokulovanymi rastlinami RSY.

4.4 Vplyv soIného stresu na rast korenového systému embryi M.

sativa inokulovanych Enterobacter sp. SA187

Somatické embrya rastlin M. sativa RSY a transgénnych linii SIMKKi a SIMKi rastice
v Petriho miskach na Fahraeus médiu po dobu 5 dni boli inokulované bakterialnou
suspenznou kultirou Enterobacter sp. SA187 alebo Cistym tekutym Fahracus médiom
(kontrola). Po 5 diioch bola polovica rastlin prenesena na Fahraeus médium obsahujiuce
100mM NaCl a zvy$né rastliny boli preloZzené na Fahraeus médium bez pridania soli.
Petriho misky boli naskenované tesne po preneseni na médium obsahujtce sol’ (0 DAT)
apotom na 3., 5, 7., 10, 13., a21. defi po preneseni. Dizka korefiového systému bola
merand pomocou programu ImageJ a nasledne spracovana rovnakym spdsobom ako
v Casti 4.2.

Spomedzi troch pozorovanych linii najrychlejSie rastol korenovy systém rastlin
divokého typu oSetrenych bakterialnou suspenznou kultirou na médiu bez soli (Obr. 19).
Na 13. deni bol RP inokulovanych rastlin RSY rasticich na médiu bez NaCl 22,4, zatial’
co RP kontrolnych rastlin rasticich na médiu bez NaCl bol 6,6. U linie RSY pritomnost’
NaCl v médiu vyrazne spomalila rast korefiov somatickych embryi. Inokulované rastliny
RSY rastiice na sol'nom médiu mali oproti kontrolnym rastlindim RSY rasticim na

solnom médiu vi¢si RP. Statisticky preukazny rozdiel medzi rastlinami bol vsak
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pozorovany len medzi inokulovanymi rastlinami RSY rasticimi na médiu bez NaCl
a ostatnymi rastlinami.

Embrya rastlin SIMKKi rastice na kontrolnom médiu oSetrené bakterialnou
suspenznou kultiarou rastli rychlejsie ako kontrolné rastliny rastice na médiu bez soli.
Statisticky preukazny rozdiel v RP korefiového systému tychto rastlin bol vak
pozorovany len na 7. deni, kedy RP kontrolnych rastlin bol 1,19 a RP inokulovanych
rastlin bol 1,66.
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Obrazok 19. Graf relativneho prirastku dizky korefiového systému embryi rastlin divokého typu
RSY (A) a transgénnych rastlin SIMKi (B) a SIMKKi (C) na 3., 5., 7., 11., 13. a 21. den od
prenesenia na Fahraeus médium obsahujice 100 mM NaCl. Hviezdi¢ka nad stipcami poukazuje
na $tatisticky preukazny rozdiel oproti ostatnym stipcom v dany def (p<0,05).

4.5 Dynamika rastu korenového systému rastlin M. sativa po

inokulacii Enterobacter sp. SA187

V dalSie experimenty boli zamerané na dynamiku rastu korefiového systému
kompletnych rastlin M. sativa divokého typu RSY a linii SIMKi, SIMKKi a GFP-SIMK
rastiicich na pevnom Fahraeus médiu. Na korefiovy systém rastlin bola aplikovana
baktérialna suspénzna kultura Enterobacter sp. SA187. Ako kontrola sluzili rastliny
oSetrené tekutym Fahraeus médiom. Petriho misky boli skenované na 3., 5., 7., 11. a 14.
defi po inokuléacii SA187 alebo Fahraeus médiom. Na meranie dizky korefiového systému
bol pouzity program ImagelJ. Spracovanie dat a vypogitanie prirastku dizky korefiového
systému bolo vykonané v programe Microsoft Excel rovnakym spésobom ako u embryi
(vid’. 4.2).

Najvacsi RP korenového systému bol pozorovany u rastlin divokého typu (Obr. 20).
RP korenového systému inokulovanych rastlin SIMKi bol mensi (1,21) nez u kontrolnych
rastlin oSetrenych Fahracus médiom (1,31). Korenovy systém linii GFP-SIMK, SIMKKi
a SIMKi mal konStantny prirastok v priebehu merania, kontrolné rastliny sa od
inokulovanych rastlin vo svojom prirastku takmer nelisili. AvSak ziaden z pozorovanych

rozdielov v raste korefiového systému nebol Statisticky preukazny.
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Obrazok 20. Graf relativneho prirastku dizky korefiového systému rastlin divokého typu RSY
a transgénnych rastlin SIMKi, SIMKKi a GFP-SIMK na 3., 5., 7. a 11. defi od inokulacie
bakterialnou suspenznou kultarou Enterobacter sp. SA187 (SA187) a Cistym Fahraeus médiom
(kontrola).
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4.6 Vplyv Enterobacter sp. SA187 na dynamiku rastu korenového

systému rastlin M. sativa po¢as posobenia so'ného stresu
U rastlin M. sativa divokého typu a transgénnych linii GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi bol
sledovany vplyv sposobu osetrenia korenového systému rastlin baktériou Enterobacter
sp. SA187 na dynamiku rastu korenového systému rastlin pocas sol'ného stresu. V prvom
experimente (4.6.1) bol korenovy systém rastlin rastacich na Fahraeus médiu priamo
inokulovany bakterialnou suspenznou kultirou Enterobacter sp. SA187. V druhom
experimente (4.6.2) boli rastliny rastice na MS médiu prenesené na tuhé médium
inokulované Enterobacter sp. SA187. Dizka korenového systému bola merana

v programe ImageJ a vyhodnotend spdsobom opisanym v kapitole 4.2.

4.6.1 Dynamika rastu koretiového systému inokulovaného Enterobacter sp.

SA187 u rastlin vystavenych so'nému stresu

Korenové systémy M. sativa divokého typu RSY a linii GFP-SIMK a SIMKKi boli po 5
diioch od prelozenia rastlin na Fahraeus médium inokulované bakteridlnou suspenznou
kultarou Enterobacter sp. SA187 alebo Cistym Fahraeus médiom. Petriho misky boli
oskenované hned’ po inokulacii (0 DAI) ana 3. a 5. deii po inokulacii.

U rastlin RSY a SIMKKi nebol pozorovany vyrazny rozdiel v raste korefiového systému
medzi kontrolnymi a inokulovanymi rastlinami (Obr. 21). U transgénnych rastlin GFP-
SIMK sa koretiovy systém inokulovanych rastlin rychlejsie predlzoval. Na 5. den po
inokulécii bol RP korenového systému u kontrolnych rastlin RSY 1,52 a SIMKKi 1,45
a u linie GFP-SIMK 1,32. RP inokulovanych rastlin RSY ¢inil 1,57, rastlin SIMKKi 1,56
a rastlin GFP-SIMK 1,73 . Rozdiely v RP vsak neboli Statisticky preukazné.
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Obrazok 21. Graf relativneho prirastku dizky korefiového systému rastlin divokého typu RSY a
transgénnych rastlin SIMKKi a GFP-SIMK na 3. a 5. deni od inokulacie bakterialnou suspenznou
kultarou Enterobacter sp. SA187.

Na 5. den od inokulacie boli rastliny prenesené bud’ na Fahraeus médium bez soli
(kontrola) alebo na Fahracus médium obsahujice 100 mM NaCl. Rastliny boli
oskenované hned’ po preneseni (0DAT) a potom na 3., 5. a 7. den.

U vsetkych linii mali ako kontrolné tak aj inokulované rastliny rastice na médiu
obsahujucom NaCl oproti rastlindm rastucim na médiu bez soli mensi RP korenového
systému (Obr. 22). Medzi jednotlivymi liniami neboli pozorované vyznamné rozdiely
v rychlosti rastu korefiového systému. Na 7. defi bol RP u neinokulovanych rastlin RSY
rastucich na kontrolnom médiu 1,63 a u rastlin inokulovanych bakterialnou suspenznou
kultarou 1,7; zatial Co rastliny rastice na médiu obsahujicom sol mali RP
neinokulovanych korenovych systémov 1,17 a 1,2 u inokulovanych. U linie GFP-SIMK
bol na 7. defi RP korenovych systémov rastlin rasticich na kontrolnom médiu 1,5
(neinokulované) a 1,42 (inokulované¢), zatial Co wurastlin rasticich na médiu
obsahujucom sol' dosiahol RP hodnotu 1,21 (neinokulované) a 1,22 (inokulovang).
U linie SIMKKi, RP korenovych systémov rastlin rastucich 7 dni na médiu bez soli bol
1,68 (neinokulované) a 1,46 (inokulované) a u rastlin rasticich na médiu so solou 1,15
(neinokulované) a 1,18 (inokulované).

Statisticky preukazny rozdiel bol pozorovany medzi neinokulovanymi rastlinami RSY
a SIMKKi rasticimi na médiu obsahujucom NaCl a neinokulovanymi rastlinami
rastucimi na médiu bez NaCl a inokulovanymi rastlinami RSY rastiucimi na kontrolnom

a NaCl obsahujucom médiu. U ziadnej z troch linii nebol pozorovany pozitivny vplyv
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aplikacie Enterobacter sp. SA187 na dynamiku rastu korefiového systému v kontrolnych
podmienkach a taktieZ pocas solného stresu (Obr. 24).
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Obrazok 22. Graf relativneho prirastku dizky korefiového systému rastlin divokého typu RSY a
transgénnych rastlin SIMKKi a GFP-SIMK na 3., 5. a 7. defi od prenesenia na Fahraeus médium
obsahujuce 100 mM NaCl. Hviezdic¢ka nad stlpcami poukazuje na Statisticky preukazny rozdiel
(p<0,05).

4.6.2 Vplyv soI'ného stresu na dynamiku rastu korefiového systému rastlin

kultivovanych na médiu inokulovanom s Enterobacter sp. SA187
Rastliny M. sativa divokého typu RSY a transgénnych linii GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi
boli prenesené na Fahraeus médium, ktoré bolo inokulované Enterobacter sp. SA187,
alebo na kontrolné médium bez baktérii. Petriho misky boli skenované v deni prenesenia
(0 DAI) a potom na 3. a 6. den po preneseni.

Na 5. deii po preneseni rastlin, na médium inokulované Enterobacter sp. SA187, bola
pomocou mikroskopu Axio ZOOM.V16 na povrchu korenov pozorovana pritomnost
baktérii a tvorba biofilmu (Obr. 23). K vytvoreniu biofilmu doslo na koretioch vsetkych

transgénnych linii a taktiez u divokého typu.
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Obrazok 23. Tvorba biofilmu na korenoch rastlin M.sativa divokého typu RSY a transgénnych
linii GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi na 5. defi po preneseni na Fahracus médiu s Enterobacer sp.
SA187. Pozorované v prechddzajiicom svetle (TL) a GFP kanaly (GFP). Nasnimané pomocou
mikroskopu Axio ZOOM.V16. Mierka 500 pm.

Spomedzi troch transgénnych linii rastol najrychlejSie koreniovy systém rastlin
SIMKKi (Obr. 24). Rastliny kultivované na inokulovanom médiu sa od kontrolnych
rastlin na neinokulovanom médiu v RP nelisili. Na 6. dent bol RP u naockovanych rastlin
priemerne 1,83 au kontrolnych rastlin 1,79. Podobne, koreniovy systém kontrolnych
rastlin divokého typu RSY rastol priblizne rovnako rychlo ako korenovy systém
inokulovanych rastlin, pricom RP kontrolnych rastlin na 6 deii bol 1,57 aRP
inokulovanych rastlin bol 1,53. U transgénnej linie SIMKi a GFP-SIMK sa naopak
predlzoval rychlejSie koreiiovy systém kontrolnych rastlin (RP = 1,73 u SIMKi a 1,65
u GFP-SIMK) nez inokulovanych rastlin (RP = 1,53 u SIMKi aj GFP-SIMK). Ani

u jednej linie vSak rozdiely v RP neboli statisticky preukazné.
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Obrazok 24. Graf relativneho prirastku dizky korefiového systému rastlin divokého typu RSY a
transgénnych rastlin SIMKi, SIMKKi a GFP-SIMK na 3. a 6. deil po preneseni na médium
obsahujlce Enterobacter sp. SA187.

Po Siestich diioch boli rastliny prenesené na nové Fahraeus médium. Polovica rastlin
bola prenesena na Cisté Fahraeus médium a druha Cast’ rastlin bola prenesena na Fahraeus
médium obsahujiice 100 mM NaCl. Korenovy systém rastlin bol skenovany ihned’ po
preneseni na nové médium (0 DAT) a potom na 2., 6., 12. a 14. deni po preneseni.

Pritomnost’ baktérii a biofilmu na povrchu koretiov bola mikroskopicky pozorovana
aj po preneseni rastlin na nové Fahraeus médium. Na 12. den od prenosu bolo u vSetkych
linii pozorované zvacSovanie biofilmu spolu s rastom koretiov (Obr. 25). Medzi liniami
neboli pozorované rozdiely v tvorbe biofilmu. K zvi¢Sovaniu biofilmu dochadzalo ako u
korenov rastlin rastiicich na kontrolnom médiu, tak aj u rastlin na médiu s NaCl. U kazde;j
linie bola pozorovana tvorba biofilmu aj na korefiovych vlaskoch rastiucich na kontrolnom
médiu. AvSak iba u linie GFP-SIMK a SIMKi bola pozorovana tvorba biofilmu na

koretiovych vlaskoch rastlin rasticich na médiu obsahujucom NaCl (Obr. 26).
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Obrazok 25. Tvorba biofilmu na korenioch rastlin M.sativa divokého typu RSY a transgénnych
linii GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi na 12. deni po preneseni na médium s alebo bez 100 mM NacCl.
Pozorované v prechadzajuicom svetle (TL) a GFP kanaly (GFP). Nasnimané pomocou
mikroskopu Axio ZOOM.V16. Mierka 500 pm.
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Obrazok 26. Tvorba biofilmu na korefiovych vlaskoch rastlin M. sativa, transgénnej linie GFP-
SIMK, SIMKi 14. deni po preneseni na médium s alebo bez NaCl. Pozorované v transmisnom
svetle (TL) a v GFP kanali. Sipky ukazuju na biofilm. Nasnimané pomocou mikroskopu Axio
ZOOM.V16. Mierka 500 pm

Spomedzi Styroch linii rastol za kontrolnych podmienok najrychlejSie korenovy
systém rastlin transgénnej linie SIMKKi (Obr. 27) anajpomalSie korenovy systém
transgénnej linie GFP-SIMK. Na 14. den bol RP u rastlin linie SIMKKi 3 a RP u rastlin
linie GFP-SIMK 1,67. U linie SIMKi, SIMKKi a RSY pritomnost’ NaCl v médiu vyrazne
zniZila rast koreniového systému. U linie GFP-SIMK bol pozorovany najmensi negativny

efekt sol'ného stresu na rast koretnov.
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Obrazok 27. Graf relativneho prirastku dizky korefiového systému rastlin divokého typu RSY a
transgénnych linii SIMKi, SIMKKi a GFP-SIMK na 2., 6., 12. a 14. den po preneseni na médium
bez alebo s 100 mM NaCl. . Hviezdicka nad stlpcami poukazuje na Statisticky preukazny rozdiel
(p<0,05).

Korenovy systém inokulovanych rastlin RSY a GFP-SIMK rastucich na kontrolnom
médiu rastol oproti neinokulovanym rastlindm rychlejSie. Na 14. den c¢inil RP rastlin
rasticich  na  kontrolnom médiu 2,44 uRSY al,67 uGFP-SIMK
a u inokulovanych rastlin 2,58 uRSY a2,16 u GFP-SIMK. U tychto linii taktiez
pritomnost’ Enterobacter sp. SA187 viedla k zniZeniu negativnych ucinkov sol'né¢ho
stresu. Kontrolné rastliny RSY rastice na médiu s NaCl mali priemerny RP na 14. deni
1,34 zatial’ ¢o u inokulovanych rastlin bol RP 1,66. Korenovy systém u transgénnej linie
GFP-SIMK sa predlzoval s priemernym RP na 14. den pri kontrolnych rastlinach 1,56 a
pri naockovanych rastlinach 1,77.

Korenovy systém rastlin SIMKKi rastiicich na kontrolnom médiu sa predlzoval
podobne rychlo ako korenovy systém inokulovanych rastlin (priemerny RP na 14. deii =
3,09 a2,97). Rovnako RP rastlin SIMKKi rasticich na médiu s NaCl bol rovnaky
u inokulovanych a kontrolnych rastlin (1,48).

Kontrolné rastliny SIMKi rastice na médiu s NaCl sa od inokulovanych rastlin vo
svojom prirastku takmer nelisili, s priemernym RP na 14 den pri kontrolnych rastlinach
1,54 a pri naockovanych rastlinach 1,5. Korenovy systém kontrolnych rastlin rastiicich
na médiu bez NaCl rastol rychlejsie (RP = 2,59) ako koreniovy systém inokulovanych

rastlin (priemerny RP = 1,82). Statisticky preukazné rozdiely boli pozorované medzi

75



rastlinami RSY, SIMKi a SIMKKi rastucimi na médiu bez soli a tymi ktoré rastli na médiu
s NaCl.

Oproti prvému experimentu neboli pozorované vyrazné zmeny v dynamike rychlosti
rastu korenového systému. V prvom experimente vSak mali rastliny na zaciatku dlhSie
korene. Po 7. dni korenovy systém dosiahol dno Petriho misky anebolo tak mozné

pokracovat’ v merani jeho dizky.

4.7 Analyza bunkového cyklu v korenioch rastlin divokého typu

a transgénnej linie SIMKKi
Pre analyzu bunkového cyklu u rastlin divokého typu RSY a u transgénnej linie SIMKKi
boli pouzité korenové Spicky, ktoré boli po odobrani ihned zafixované a nasledne
znacené pomocou imunolokalizacnej metddy whole mount. DNA bola v preparatoch
vizualizovand pomocou fluorescencného farbiva DAPI, zatial ¢o mikrotubuly boli
vizualizované pomocou primarnej anti-a-tubulinovej a sekundarnej Alexafluor 546
protilatky.

U vzoriek korenov bol analyzovany pocet buniek v jednotlivych fazach mitotického
delenia v meristematickej oblasti (Obr. 28). Vysledné data boli spracované v programe
Microsoft Excel avlozené do grafu (Obr. 29). VAcsi pocet deliacich sa buniek bol
pozorovany u transgénnej linie SIMKKi. U rastlin divokého typu bolo priemerne 57
deliacich sa buniek v koreiovom meristéme, zatial’ Co u transgénnej linie SIMKKi bolo
priemerne pozorovanych 74 deliacich sa buniek. U oboch linii bolo najviac buniek
v metafaze bunkového delenia, priCom u linie RSY bolo v metafize zaznamenanych
priemerne 27 buniek aulinie SIMKKi 35 buniek na korenovy meristtm. Druhou
najcastejSie vyskytujicou sa fazou delenia buniek korenovych meristémov bola telofaza.
V telofaze bolo pozorovanych priemerne 19 buniek u divokého typu RSY a 25 buniek
u transgénnej linie SIMKKi. Z pozorovanych vysledkov vSak bol Statisticky preukazny

len rozdiel v celkovom pocte deliacich sa buniek.
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Obrazok 28. Imunolokalizdcia mikrotubul v interfaznych a deliacich sa meristematickych
bunkach u M. sativa divokého typu RSY a transgénnej linie SIMKKi v kontrolnych podmienkach.
Sipka ukazuje na deliace vretienko, hviezdi¢ka ukazuje jadierko, hrot §ipky ukazuje na
fragmoplast. Nasnimané pomocou CLSM 710 mikroskopu. Mierka 5 pm.
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Obrazok 29. Krabicovy graf poctu jednotlivych faz mitdzy (profaza, metafaza, anafaza, telofaza)
a celkového poctu deliacich sa buniek v korefiovej Spicke rastlin divokého typu RSY
a transgénnych rastlin SIMKKi. Hviezdicka nad krabicami indukuje Statisticki preukaznost
p<0,05.
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4.8 Analyza orientacie kortikalnych mikrotubulov po aplikacii

Enterobacter sp. SA187

Pre analyzu orientacie M T u vSetkych linii, boli odobrané korenové Spicky pred oSetrenim
apo 1 a 2 hodinach po aplikacii bakterialnej suspenznej kultity Enterobacter sp. SA187
alebo tekutého Fahraecus média (mokra kontrola). Odobrané S$picky boli zafixované
a nasledne farbené pomocou whole mount metddy. Pre vizualizaciu MT bola pouzita
priméarna protilatka proti a-tubulinu a sekundarna protilatka AlexaFluor znacena zelenym
alebo Cervenym fluorescencnym farbivom. Na meranie priemernej orientdcie MT bol
pouzity program CytoSpectre. Vysledné hodnoty boli vlozené do ruZicovych grafov
pomocou programu Oriana.

Kontrolné rastliny RSY a GFP-SIMK mali priemerna hodnotu orientacie
mikrotubulov 45° (Obr. 30 A, B). Transgénne linie SIMKi a SIMKKi mali rozdielnu
primernu hodnotu orientacie MT, a to 65° u linie SIMKi a 16,26° u linie SIMKKi (Obr.
36 C, D).

Medzi kontrolnymi a inokulovanymi rastlinami RSY boli pozorované rozdiely
v orientacii kortikalnych MT po 1 hodine od aplikacie (Obr. 31 A, B). Rastliny oSetrené
Cistym Fahraeus médiom mali niz§iu priemernu hodnotu orientacie (16,9°) ako rastliny
osetrené baktériami (41°) (Obr. 31 A, B). Po dvoch hodinach od aplikacie neboli
pozorované vyrazné rozdiely v priemernej orientacii MT medzi kontrolnymi (22,83 °)
a inokulovanymi korefimi (21,12°). Oproti neoSetrenym kontrolnym RSY rastlinam
(sucha kontrola; Obr. 30 A) bola pozorovana niz$ia priemerna orientacia MT po jednej
hodine u mokrej kontroly a po 2 hodinach u mokrej kontroly a aj u rastlin oSetrenych
baktériami (Obr. 31).

U transgénnej linie GFP-SIMK bola priemerna hodnota orientacie MT po 1 ale aj po
2 hodinéch od osetrenia vysSia u rastlin oSetrenych baktériami ako u kontrolnych rastlin
osetrenych Fahraeus médiom (Obr. 32). Priemerna hodnota mokrej kontroly po 1 hodine
je 18°, po osetreni baktériami 49°. Po 2 hodinach bola priemerna hodnota orientacie MT
u mokrej kontroly 30,17° a po oSetreni baktériami 52,67°. Najvacsi rozdiel oproti suchej
kontrole GFP-SIMK (Obr. 30 B) bol pozorovany po 1 hodine u mokrej kontroly (Obr. 32
A).

U transgénnej linie SIMKi zdovodu nedostatku vzoriek nebola vyhodnotena

orientacia kortikalnych mikrotubulov po 1 hodine. Po dvoch hodinach od oSetrenia neboli
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pozorovan¢ vyrazné rozdiely v orientacii MT medzi mokrou kontrolou (54,57°)
a rastlinami oSetrenymi baktériami (56,87°) (Obr. 33).

Priemerna hodnota orientdcie MT u mokrej kontroly SIMKKi po 1 hodine bola 5°,
zatial’ Co u rastlin oSetrenych baktériami dosiahla priemerna orientacia hodnotu 56,11°
(Obr. 34). Rovnako po dvoch hodinach mali rastliny oSetrené baktériami vysSiu

priemernu hodnotu orientacie MT (66°) ako mokra kontrola (11°).
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Obrazok 30. Usporiadanie kortikalnych MT a ruzicovy graf zobrazujici orienticiu a rozlozenie
uhlov kortikalnych mikrotubulov v epidermalnych korefiovych bunkach suchych kontrol M.
sativa divokého typu RSY a transgénnych linii GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi. A — RSY; B —
GFP-SIMK; C — SIMKi; D — SIMKKi. Priemerny uhol orientacie MT (Cerveno): RSY — 45 °,
GFP-SIMK — 45 °SIMKi — 65 °, SIMKKi — 16,29 °. Mierka 10 um.
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Obrazok 31. Usporiadanie kortikalnych MT a ruzicovy graf zobrazujlci orientaciu a rozlozenie
uhlov kortikalnych mikrotubulov v epidermalnych koreniovych bunkach M. sativa divokého typu
RSY po 1 a2 hodinach od oSetrenia ¢istym Fahracus médiom alebo bakteridlnou suspenznou
kultirou Enterobacter sp. SA187 A — 1 h RSY kontrola; B — 1h RSY SA187; C — 2 h RSY
kontrola; D—2 h RSY SA187. Priemerny uhol orientacie MT (Cerveno) 1h RSY kontrola— 16,9
°, 1 h RSY SA187 —41°, 2 h RSY kontrola —22,83°, 2h RSY SA187 —21,12°. Mierka 5 um.
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Obrazok 32. Usporiadanie kortikalnych MT a ruzicovy graf zobrazujici orientdciu a rozlozenie
uhlov kortikalnych mikrotubulov v epidermalnych korefiovych bunkach M. sativa transgénnej
linie GFP-SIMK po 1 a 2 hodinach od oSetrenia Cistym Fahraeus médiom alebo bakteridlnou
suspenznou kultirou Enterobacter sp. SA187 . A — 1 h GFP-SIMK kontrola; B — 1Th GFP-SIMK
SA187; C -2 h GFP-SIMK kontrola; D—2 h GFP-SIMK SA187. Priemerny uhol orientacie MT
(¢erveno) 1h GFP-SIMK kontrola— 18 °, 1 h GFP-SIMK SA187 — 49°, 2 h GFP-SIMK kontrola
—30,17°, 2h GFP-SIMK SA187 — 52,67°. Mierka 5 um.
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Obrazok 33. Usporiadanie kortikalnych MT a ruzicovy graf zobrazujici orientaciu a rozloZenie
uhlov kortikalnych mikrotubulov v epidermalnych koretiovych bunkach M. sativa transgénnej
linie SIMKi po 2 hodinach od oSetrenia Cistym Fahraeus médiom alebo bakterialnou suspenznou
kultirou Enterobacter sp. SA187. A —2 h SIMKI kontrola, B —2h SIMKi SA187. Priemerny uhol
orientacie MT (Cerveno) 2 h SIMKi kontrola 54,57°, 2h SIMKi SA187 56,87°. Mierka 5 um.
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Obrazok 34. Usporiadanie kortikalnych MT a ruzicovy graf zobrazujici orienticiu a rozlozenie
uhlov kortikalnych mikrotubulov v epidermalnych korefiovych bunkach M. sativa transgénnej
linie SIMKKi po 1 a 2 hodinach od oSetrenia ¢istym Fahraeus médiom alebo bakteridlnou
suspenznou kultarou Enterobacter sp. SA187. 1 . A — 1 h SIMKKi kontrola; B — 1h SIMKKi
SA187; C — 2 h SIMKKi kontrola; D— 2 h SIMKKi SA187. Priemerny uhol orientacie MT
(¢erveno) 1h SIMKK:i kontrola —5°, 1 h SIMKKi SA187 — 56,11°, 2 h SIMKKi kontrola — 11°, 2h
SIMKKi SA187 — 66°. Mierka 10 um.
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4.9 Analyza orientacie kortikalnych mikrotubulov pocas posobenia

sol’'ného stresu

Na osemnasty den od prenesenia na kontrolné médium alebo médium obsahujice NaCl
boli rastlinam z Casti 4.6.2 odobrané koretiové Spicky, ktoré boli ihned’ zafixované.
Nasledne boli MT znacené pomocou imunohistochemickej metédy whole mount
pomocou primarnej protilatky proti a-tubulinu a sekundarnej protilatky AlexaFluor
oznacenej zelenou alebo ¢ervenou fluorescencnou farbou. Orientacia MT bola stanovena
pomocou programu Cytospectre a nasledne vlozena do ruzicovych grafov v programe
Oriana.

U linie RSY mali kontrolné rastliny rastuce na médiu bez soli priemernu orientaciu
MT 50°, zatial’ ¢o kontrolné rastliny rastuce na médiu s NaCl (RSY NaCl) mali orientaciu
MT 20,7 (Obr. 35 A, B). Priemerna orientacia mikrotubulov rastlin inokulovanych
Enterobacter sp. SA187 rastucich na kontrolnom médiu (RSY SA) bola mensia 16,1° ako
orientacia inokulovanych rastlin rasticich na médiu obsahujiicom NaCl, kde tato hodnota
bola 74,1° (Obr. 35 C, D).

Kontrolné rastliny transgénnej linie GFP-SIMK rastuice na médiu bez NaCl mali
vacsiu hodnotu priemernej orientacie MT ako kontrolné rastliny rastice na médiu
obsahujucom NaCl (Obr. 36 A, B). Priemerna hodnota orientacie MT u rastlin rasticich
na médiu bez soli bola 64,2° a u rastlin rasticich na médiu s NaCl 20,5°. Inokulované
rastliny GFP-SIMK (GFP-SIMK SA) rastuce na kontrolnom médiu mali priemernt
hodnotu orientacie MT 25,4° ainokulované rastliny GFP-SIMK rastuce na médiu
obsahujucom NaCl mali priemernt hodnotu orientacie MT 10, 4° (Obr. 36 C, D).

Kontrolné rastliny transgénnej linie SIMKKi rastice na médiu bez soli mali nizSiu
hodnotu priemernej orientacie MT (45,8°) ako kontrolné rastliny rastiice na médiu s NaCl
(SIMKKi NaCl, 60°) (Obr. 37 A, B). Naopak u rastlin inokulovanych Enterobacter sp.
SA187 bola pozorovana vyssia hodnota orientacie MT u rastlin rasticich na médiu bez
soli (SIMKKi SA) (Obr. 37 C, D). Priemerna hodnota u rastlin SIMKKi SA bola 67,5°
a u inokulovanych rastlin rasticich na médiu so sol'ou (SIMKKi SA + NaCl) 36,5°.
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80°

Obrazok 35. Usporiadanie kortikalnych mikrotubulov a ruzicovy graf zobrazujlci orientaciu a
rozlozenie uhlov kortikalnych mikrotubulov v epidermalnych koretiovych bunkach M. sativa
divokého typu RSY kultivovanych na cistych alebo s Enterobacter sp. SA187 inokulovanych
médiach po 18 diioch od prelozenia na médium obsahujice NaCl. A — RSY kontrola; B —RSY
NaCl; C — RSY SA187; D — RSY SA187 + NaCl. Priemerna hodnota orientacie mikrotubulov
(¢ervenou) RSY kontrola — 50°, RSY NaCl —20,7°, RSY SA187 — 16,1°, RSY SA187 + NaCl —
74,1°. Mierka 10 um.
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Obrazok 36. Usporiadanie kortikalnych mikrotubulov a ruzicovy graf zobrazujlici orientaciu a
rozlozenie uhlov kortikalnych mikrotubulov v epidermalnych korefiovych bunkach M. sativa
transgénnej linie GFP-SIMK kultivovanych na cistych alebo s Enterobacter sp. SA187
inokulovanych médiach po 18 diioch od prelozenia na médium obsahujuce NaCl. A — GFP-SIMK
kontrola; B — GFP-SIMK NaCl; C — GFP-SIMK SA; D — GFP-SIMK SA + NaCl. Priemerna
hodnota orientacie mikrotubulov (¢ervenou) GFP-SIMK kontrola — 64,2°, GFP-SIMK NaCl —
20,5°, GFP-SIMK SA —25,4°, GFP-SIMK SA + NaCl — 10,4°. Mierka 10 pm.
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Obrazok 37. Usporiadanie kortikalnych mikrotubulov a ruzicovy graf zobrazujuci orientaciu a
rozlozenie uhlov kortikalnych mikrotubulov v epidermalnych korenovych bunkach M. sativa
transgénnej linie SIMKKi kultivovanych na cistych alebo s Enterobacter sp. SA187
inokulovanych médiach po 18 dnoch od preloZenia na médium obsahujuce NaCl. A — SIMKKi
kontrola; B — SIMKKi NaCl;, C — SIMKKi SA; D — SIMKKi SA + NaCl. Priemernd hodnota
orientacie mikrotubulov (¢ervenou) SIMKKi kontrola—45,8°, SIMKKi NaCl — 60°, SIMKKi SA —
67,5°, SIMKKi SA NaCl — 36,5°. Mierka 10 pm.
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4.10 Vplyv Enterobacter sp. SA187 na lokalizaciu SIMK a

fosforylovanych MAPK u M. sativa
Na imunolokalizaciu SIMK a fosforylovanych MAPK boli pouzité korenové Spicky M.
sativa divokého typu RSY a transgénnych linii GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi (Obr. 38).
Na korene rastlin bola aplikovana bakterialna suspenzna kultura Enterobacter sp. SA187
alebo Cisté Fahraeus médium. Korenové $picky boli odobrané pred aplikaciou a 1 a2
hodiny po aplikacii baktérii.

Hned’ po odobrani boli koretiové Spicky zafixované a znacené pomocou whole mount
metody. Lokalizacia proteinov bola uskutocnend prostrednictvom primarnych protilatok
voci danym proteinom a sekundarnych protilatok s naviazanymi fluoroformi Alexa Fluor.
Fosforylované MAPK (,,pERK*) boli lokalizované pomocou kozej sekundarnej
protilatky so Zltym fluoroforom. SIMK bola vizualizovana bud’ kozou sekundarnou
protilatkou znacenou cervenym fluoroforom alebo kozou sekundarnou protilatkou
znacenou zelenym fluoroforom. Jadra boli zafarbené modrym fluorescenénym farbivom
DAPL

U rastlin divokého typu RSY bol za kontrolnych podmienok pozorovany rovnaky
signal SIMK v jadre aj v cytoplazme buniek (Obr. 38, 39). U transgénnych linii GFP-
SIMK, SIMKi aSIMKKi bola namerand vysSia intenzita fluorescencie SIMK
v cytoplazme buniek (Obr. 40-42). V jadierku bol u vSetkych linii pozorovany len
minimalny signal (Obr. 38-42).

U linie RSY bola po 1 aj 2 hodinach od aplikacie u kontrolnych tak aj u oSetrenych
rastlin pozorovana vyssia intenzita signalu SIMK v cytoplazme buniek (Obr. 43). pERK
po hodine od osetrenia vykazovala oproti SIMK ovela niz§iu intenzitu fluorescencie. Po
dvoch hodinach od oSetrenia u kontrolnych ale aj u oSetrenych rastlin nebol zaznamenany
vyznamny rozdiel medzi intenzitou signalu SIMK a pERK. Taktiez po dvoch hodinach
od osetrenia bol pozorovany takmer rovnaky profil fluorescenéného signalu SIMK
a pERK.

U linie GFP-SIMK bola SIMK u vsetkych vzoriek lokalizovana hlavne v cytoplazme
buniek (Obr. 44). Najvacsi rozdiel v intenzite florescenéného signalu SIMK medzi
jadrami a cytoplazmou bol po 1 hodine od oSetrenia bakteridlnou suspenznou kultirou

Enterobacter sp. SA187. Po jednej hodine bol u kontrolnych aj osetrenych vzoriek signal
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pERK v porovnani so SIMK ovel’a niz§i. Po dvoch hodinach od osetrenia vykazovali
SIMK a pERK podobnt mieru intenzity signalu.

U linie SIMKi sa SIMK vo vsetkych vzorkach nachadzala prevazne v cytoplazme
(Obr. 45). Po dvoch hodinach od oSetrenia bol pozorovany rovnaky profil intenzity
fluorescencie SIMK s pERK ako u kontrolnych tak aj u inokulovanych rastlin.

U linie SIMKKi bola po 1 hodine od oSetrenia u kontrolnych rastlin pozorovana
rovnaka intenzita fluorescencného signal v jadre aj v cytoplazme (Obr. 46). V ostatnych
pripadoch sa viac SIMK nachadzalo v cytoplazme. Po jednej hodine od oSetrenia
u inokulovanych rastlin a2 hodinach od oSetrenia u kontrolnych rastlin bola

zaznamenana podobnd miera intenzity signalu SIMK a pERK.

RSY

SIMKi GFP-SIMK

SIM’KK:’

Obrazok 38. Imunolokalizicia SIMK a fosforylovanych MAPK (pERK) v epidermalnych
meristematickych bunkach korena M. sativa divého typu RSY a transgénnych rastlin GFP-SIMK,

SIMKi a SIMKKi za kontrolnych podmienok. Nasnimané pomocou CLSM 710. Mierka 5 pm
(RSY), 2 um (GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi).
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Intenzita signalu SIMK

Intenzita fluorescencie (AU)
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Obrazok 39. Meranie intenzity fluorescenéného signdlu SIMK v epidermalnych
meristematickych bunkach korenia M.sativa divokého typu RSY za kontrolnych podmienok. Biela
Sipka ukazuje meranu oblast. Modra hviezdi¢ka (*) ukazuje oblast’ jadierka, ¢ierna hviezdicka
(*) oblast’ jadra a zelena hviezdicka (*) oblast’ cytoplazmy. Mierka 5 pm
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Obrazok 40. Meranie intenzity fluorescenéného signdlu SIMK v epidermalnych
meristematickych bunkach korena M.sativa transgénnej linie GFP-SIMK za kontrolnych
podmienok. Biela Sipka ukazuje meranu oblast’. Modra hviezdic¢ka (*) ukazuje oblast’ jadierka,
¢ierna hviezdicka (*) oblast jadra a zelend hviezdicka (*) oblast’ cytoplazmy. Mierka 5 pum
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Obrazok 41. Meranie intenzity fluorescenéného signalu SIMK v epidermalnych
meristematickych bunkéch koretia M.sativa transgénnej linie SIMKi za kontrolnych podmienok.
Biela sipka ukazuje meranii oblast. Modra hviezdicka (*) ukazuje oblast’ jadierka, Cierna
hviezdicka (*) oblast jadra a zelena hviezdicka (*) oblast’ cytoplazmy. Mierka 5 um
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Obrazok 42. Meranie intenzity fluorescencného signdlu SIMK v epidermalnych
meristematickych bunkach koretia M.sativa transgénnej linie SIMKKi za kontrolnych podmienok.
Biela Sipka ukazuje meran(i oblast. Modra hviezdi¢ka (*) ukazuje oblast’ jadierka, Cierna
hviezdicka (*) oblast’ jadra a zelena hviezdicka (*) oblast’ cytoplazmy. Mierka 5 pm
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Intenzita signalu po aplikacii Fahraeus média
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Obrazok 43. Intenzita fluorescencného signalu SIMK, pERK a DAPI v epidermalnych
meristematickych bunkach korena rastlin divokého typu RSY po 1 a 2 hodinach od inokulacie
Cistym Fahraeus médiom alebo Enterobacter sp. SA187. Biela Sipka ukazuje miesto merania
signalu. Mierka 5 um
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Obrazok 44. Intenzita fluorescen¢ného signalu SIMK, pERK a DAPI v epidermalnych bunkéch
korena M.sativa transgénnej linie GFP-SIMK po 1 a 2 hodinach od inokulacie ¢istym Fahraeus
médiom alebo Enterobacter sp. SA187. Biela Sipka ukazuje miesto merania signalu. Mierka 5
pm
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Obrazok 45. Intenzita fluorescencného signalu SIMK, pERK a DAPI v epidermalnych
meristematickych bunkach korena M.sativa transgénnej linie SIMKi po 1 a2 hodinach od
inokulécie ¢istym Fahraeus médiom alebo Enterobacter sp. SA187. Biela sipka ukazuje miesto
merania signalu. Mierka 5 pym
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Obrazok 46. Intenzita fluorescenéného signalu SIMK, pERK a DAPI v epidermalnych
meristematickych bunkach korenia M.sativa transgénnej linie SIMKKi po 1 a 2 hodinach od
inokulacie ¢istym Fahracus médiom alebo Enterobacter sp. SA187. Biela Sipka ukazuje miesto

merania signalu. Mierka 5 um

4.2 Analyza fluorescen¢ného signalu SIMK a pERK v deliacich sa

bunkach korenov M. sativa

Korenové Spicky rastlin rasticich na Fahraees médiu boli odobrané, zafixované

a zafarbené vyuzitim Whole mount metody. SIMK, pERK, a-tubulin boli znacené

rovnakym sposobom ako je popisané v Casti 4.2 a 4.3. U korenov rastlin divokého typu

RSY bola pozorovana lokalizacia SIMK a pERK v deliacich sa epidermalnych bunkach
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korenovej Spicky. V oblasti mitotického vretienka vykazovala SIMK rovnaki mieru
fluorescencie ako v cytoplazme (Obr. 47, 48). V oboch fazach mitdzy, intenzity
fluorescencného signalu pERK a SIMK dosahovali podobnu hodnotu. Rovnako v oblasti
fragmoplastu nebol oproti cytoplazme pozorovany rozdiel v intenzite SIMK a pERK

(Obr. 49). Najnizsia intenzita SIMK a pERK bola namerana v oblasti chromozémov.
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Obrazok 47. Meranie intenzity fluorescencné signdlu v metafdze bunkového delenia
v epidermalnych meristematickych bunkach korena M. sativa divokého typu RSY. Hrot Sipky
ukazuje na deliace sa vretienko. Sipka ukazuje merant oblast’. Mierka 5 pm.

Prekryv SIMK pERK a- tubulin DAPI

Intenzita fluorescencie SIMK a pERK

__ 140
120
100
80
60

ie (AU

7

Ukazka merania

20 DM Dol 4l

e I R ™ sk T

P2

S 00N WO T -
So-dNNNMmM
HANM SN O™~ 0O

=

n

A
-
)

10.39
11.43
12.47
15.59
16.63
17.67

18.71
20.79
21.83

19.75

—

Intenzita florescenci

Y
o
Y-

st

Pa

7

¥

9

s

Vzdialenost (um

——DAPI a-tubulin

SIMK PERK

Obrazok 48. Meranie intenzity fluorescenéného signalu v anafize bunkového delenia
v epidermalnych meristematickych bunkach korena M.sativa divokého typu RSY. Hrot Sipky
ukazuje na deliace sa vretienko. Sipka ukazuje merant oblast’. Mierka 5 um
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Ukazka merania
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Obrazok 49. Meranie intenzity fluorescencné signalu v telofaze bunkového delenia
v epidermalnych meristematickych bunkach korenia M. sativa divokého typu RSY. Hrot Sipky
ukazuje na fragmoplast. Sipka ukazuje merant oblast’. Mierka 2 pm

4.3 Imunoblotova analyza transgénnych rastlin M. sativa pocas

interakcie s Enterobacter sp. SA187

Rastliny M. sativa divého typu RSY a transgénnych linii GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi
boli prenesené na Cist¢ Fahracus médium (kontrola) alebo na Fahraecus médium
inokulované bakteridlnou bunecnou suspenziou Enferobacter sp. SA187. Po 3 apo 6
diioch od prenesenia bol koreovy systém rastlin odobraty a zhomogenizovany
anasledne podrobeny imunoblotovej analyze proteinov. Western blot analyza bola
zhotovena v dvoch biologickych opakovaniach. Na detekciu proteinu SIMK s
molekulovou hmotnostou 46 kDa a fizneho proteinu GFP-SIMK o velkosti 74 kDa bola
pouzité protilatka proti MPK6, ktora je mozné pouzit’ vd’aka vel'mi vysokej homoldgii s
proteinom SIMK (BekesSova et al., 2015). Intenzita pasov na membrane bola zmerana
v programe ImagelLab a vlozend do grafov ako relativna hodnota intenzity k hodnote
RSY, pre ktort bola priradena hodnota 1 (Obr. 52, 54). U linie GFP-SIMK bola merana
celkova abundancia proteinu SIMK (GFP-SIMK(c)), teda abundancia proteinu SIMK
spolu s abundanciou fizneho proteinu GFP-SIMK, a taktiez intenzita endogénnej SIMK
(GFP-SIMK(e)).

SIMK proteinu je u linie SIMKKi (Obr. 51, 53). NajvysSia miera abundancie proteinu
SIMK a fuzneho proteinu GFP-SIMK bola pozorovana u linie GFP-SIMK (Obr. 51- 54).
U linie GFP-SIMK a SIMKi bolo uinokulovanych rastlin po 3 dioch od prelozenia
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pozorované znizenie abundancie SIMK (Obr. 52). U linie SIMKKi bol na Siesty deni

pozorovany mierny narast signalu u inokulovanych rastlin oproti kontrolnym rastlindm
(Obr. 54).
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Obrazok 50. Detekcia abundancie proteinu SIMK a fuzneho proteinu GFP-SIMK pomocou
Western blot analyzy v korenoch rastlin divokého typu RSY a transgénnych linii GFP-SIMK,
SIMKi a SIMKKi 3 dni od prelozenia na kontrolné médium alebo médium inokulované
Enterobacter sp. SA187. (A) Imunodetekcia proteinu SIMK a fuzneho proteinu GFP-SIMK. M
= marker. Pas o velkosti 46 kDa odpoveda velkosti proteinu SIMK a 74 kDa je pre GFP-SIMK.
(B) Kontrola prenosu proteinov z 10 % polyakryamidového gélu na PVDF membranu pomocou
reverzibilného farbenia Ponceau S.

Abundancia proteinu SIMK a fizneho proteinu GFP-SIMK

Relativna intenzita pasu (AU)
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Obrazok 51. Semikvantitativne vyhodnotenie detekcie proteinu SIMK v korenoch M. sativa.
Relativna intenzita detegovanych pasov odpovedajucich proteinu SIMK o velkosti 46 kDa a
faznemu proteinu GFP-SIMK o velkosti 74 kDa v korenioch rastlin divokého typu RSY a
transgénnych linii GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi 3 dni od prenesenia na médium inokulované
Enterobacter sp. SA187.
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Obrazok 52. Detekcia abundancie proteinu SIMK a fuzneho proteinu GFP-SIMK pomocou
Western blot analyzy v korefioch rastlin divokého typu RSY a transgénnych linii GFP-SIMK,
SIMKi a SIMKKi 6 dni od preloZzenia na kontrolné médium alebo médium inokulované
Enterobacter sp. SA187. (A) Imunodetekcie proteinu SIMK a fuzneho proteinu GFP-SIMK. M
= marker. Pas o vel'kosti 46 kDa odpoveda velkosti proteinu SIMK a 74 kDa je pre GFP-SIMK.

(B) Kontrola prenosu proteinov z 10 % polyakryamidového gélu na PVDF membranu pomocou
reverzibilného farbenia Ponceau S.

Abundancia proteinu SIMK a fuzneho proteinu GFP-SIMK
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Obrazok 53. Semikvantitativne vyhodnotenie detekcie proteinu SIMK v korenoch M. sativa.
Relativna intenzita detekovanych pasov odpovedajicich proteinu SIMK o velkosti 46 kDa a
fuznemu proteinu GFP-SIMK o velkosti 74 kDa v korenoch rastlin divokého typu RSY a
transgénnych linii GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi 6 dni od prenesenia na médium inokulované
Enterobacter sp. SA187.
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5. DISKUSIA

Prakticka Cast’ tejto prace bola zamerana na fenotypovu charakterizaciu rastlin M. sativa
divokého typu a transgénnych linii GFP-SIMK, SIMKi a SIMKKi pocas interakcie
s prospesnou baktériou Enterobacter sp. SA187 za kontrolnych podmienok a pocas
posobenia sol'ného stresu. Okrem toho bol rastlinny cytoskelet, SIMK a fosforylované
MAPK imunolokalizované pomocou whole mount metéody anasledne podrobené
analyze orientacie cytoskeletu a lokalizacii SIMK a fosforylovanych MAPK
v korenovych $pickach rastlin.

Enterobacter sp. SA187 je prospesna baktéria izolovana z koretiovych hlizok
pustnej rastliny /. argentea (Andrés-Barrao et al., 2017). Enterobacter kolonizuje
korene rastlin a dokaze zlepSovat ich rast spristupiiovanim zivin (de Zélicourt et al.,
2018; Khalifa et al., 2016). Jeho aplikacia mala pozitivny vplyv na rast rastlin M. sativa
rasticich v polnych podmienkach (Andrés-Barrao et al., 2017). V tejto praci bol
pozorovany vplyv baktérie Enterobacter sp. SA 187 na rast nadzemnej casti rastlin
rasticich 1 rok pred inokulaciou v skleniku. U rastlin divokého typu aj u rastlin
transgénnej linie SIMKKi oSetrenych bakteridlnou suspenznou kultarou Enterobacter
sp. SA187 bol pozorovany pozitivny efekt na rast nadzemnej Casti. OSetrené rastliny
mali va&siu dizku stoniek, Eerstvii a sucht hmotnost.

Hrbackova et al. (2021) pozorovali pokles biomasy spdsobeny downregulaciou
SIMK a SIMKK. V tejto praci vSak nebol pozorovany rozdiel v biomase medzi
rastlinami divokého typu a transgénnymi rastlinami SIMKKi. Rastliny pouzité na
fenotypovu analyzu v tejto diplomovej praci rastli v skleniku, zatial’ o rastliny pouzité
v publikacii Hrbackova et al. (2021) rastli vo fytotrone za presne uréenych konstantnych
podmienok. V skleniku boli rastliny vystavené viacerym zmendm a stresovym
faktorom, ¢o mohlo byt pri¢inou rozdielnych vysledkov oproti publikovanym
vysledkom.

Dalej bol pozorovany fenotyp rastlin divokého typu a transgénnych rastlin GEP-
SIMK, SIMKi a SIMKKi oSetrenych bakteridlnou suspenznou kultirou v in vitro
podmienkach a nasledne prenesenych do skleniku do ex vitro podmienok. U tychto
rastlin bol pozorovany zlepSeny rast inokulovanych rastlin len pocas prvych dvoch
strihani u rastlin divokého typu. U ostatnych linii neboli pozorované Statisticky
vyznamné rozdiely medzi kontrolnymi a oSetrenymi rastlinami. To mohlo byt

spdsobené stresom vyvolanym prenosom do ex vitro podmienok a rozdielnou formou
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inokuléacie korenového systém rastlin, nez u rastlin inokulovanych ex vitro. Taktiez
u tychto rastlin neboli pozorované rozdiely v biomase medzi rastlinami divokého typu
a transgénnymi rastlinami SIMKi a SIMKKi.

V druhej cCasti tejto prace bol analyzovany vplyv baktérie Enterobacter sp. SA187 na
rast korenového systému M. sativa rastucich in vitro za kontrolnych podmienok a pocas
posobenia solného stresu. Inokulacia korefiového systému rastlin M. sativa za
kontrolnych podmienok nemala ziaden efekt na rast koreiiov. Tento vysledok je v zhode
s pozorovaniami u 4. thaliana, kde Enterobacter sp. SA187 nemal efekt na rast korenov
v kontrolnych podmienkach, ale len pocas sol'ného stresu (de Zelicourt et al., 2018).

U embryi inokulovanych Enterobacter sp. SA187 bol pozorovany Statisticky
preukazny rozdiel len na 21. a 25. deii u linie RSY, kedy mali kontrolné rastliny vacsi
RP korenového systému ako inokulované rastliny. U embryi vystavenych sol'nému
stresu nebol pozorovany Statisticky preukazny rozdiel medzi rastlinami oSetrenymi
Fahraeus médiom a rastlinami inokulovanymi Enterobacter sp. SA187. Inokulované
embrya kultivované na médiu bez soli rastli rychlejsie ako kontrolné embrya rastiice na
médiu bez soli. Tento vysledok je opa¢ny ako vysledok, ktory bol pozorovany v prvom
experimente s embryami. Z dovodu nedostatku rastlinného materialu nebolo mozné
experimenty so somatickymi embryami opakovat. U somatickych embryi dochadza k
variabilite v dosledku somaklonalnej variacie (Bobadilla Landey et al., 2013). Niektoré
embrya prestant rast’ kvoli mechanického stresu spdsobeného prekladanim. To mohlo
spdsobit’ rozdielne vysledky v dvoch experimentoch uskuto¢nenych na somatickych
embryach.

Sol'ny stres inhibuje rast a viabilitu rastlin. ZvySené mnozstvo iénov vedie k zmenam
v osmotickom tlaku. Okrem toho Na® sitazi s K' o membranovy transport a
enzymatické aktivity ¢o ma za vysledok toxicky efekt na bunkové membrany a
cytoplazmu (Munns a Tester, 2008). To sa potvrdilo aj pri vysledkoch tejto prace, kedy
koreniovy systém rastlin divokého typu RSY a trasgénnych linii SIMKi a SIMKKi
rastucich na médiu s NaCl rastol oproti kontrolnym rastlindm pomalSie. Enterobacter
sp. SA187 zvysil toleranciu rastlin A. thaliana voci sol'nému stresu produkciou kyseliny
2-keto-4-metyltiomaslovej (de Zelicourt et al., 2018). Takisto Andres-Barrao et al.,
(2021) zistila, ze solny stres u A. thaliana spdsobuje poruchy metabolizmu siry
v chloroplastoch a s tym spojent indukciu ROS. Aplikacia baktérie Enterobacter sp.
SA187 na rastliny 4. thaliana vystavené solnému stresu zvysila hladinu sulfatu

v korenoch a pomohla tak zmiernit’ negativny vplyv sol'ného stresu. V tejto praci nebol
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pozorovany pozitivny efekt inokulacie rastlin M. sativa po€as posobenia sol'ného stresu
ani pri jednom sposobe inokulacie koreniov. Ako vyplyva z vysledkov tejto prace,
spomedzi pozorovanych linii je linia GFP-SIMK najodolnejs$ia voci sol'nému stresu.
Protein SIMK sa u M. sativa podiel'a na odpovedi na sol'ny stres (Munnik et al., 1999).
Rastliny trangénnej linie GFP-SIMK maju oproti rastlinam divokého typu nadexpresiu
proteinu SIMK (Hrbackova et al. 2021). To m6Ze mat’ za nésledok vyssiu odolnost’ voci
sol'nému stresu.

Rastlinny cytoskelet je vysoko dynamicka Struktura, zloZzenad hlavne z aktinovych
filamentov a MT. Cytoskelet je nevyhnutny pre spravnu funkciu mnohych bunkovych
procesov vratane bunkového delenia, prenosu signalu, morfologie buniek, interakcii
s prospesnymi mikroorganizmami ale aj odpovedi na abiotické a biotické stresy (He et
al., 2020; Li a Staiger, 2018; Smidth a Panstruga 2007; Wang et al., 2021). Pocas
posobenia solného stresu dochadza k dynamickym zmenam v organizacii cytoskeletu.
Nizke aj vysoké koncentracie soli sposobuju depolymerizaciu a reorganizaciu MT.
Tieto procesy st nevyhnutné pre prekonanie stresu (Shoji et al., 2006). V tejto praci boli
zaznamenané zmeny Vv orientdcii MT pocas podsobenia sol'ného stresu a taktiez po
aplikacii Enterobacter ap. SA187. U linie RSY a GFP-SIMK boli u inokulovanych
rastlin oproti mokrej kontrole pozorované zmeny v orientacii mikrotubulov po jedne;j
hodine od oSetrenia. Inokulované rastliny mali va¢si priemerny uhol orientacie MT ako
kontrolné rastliny. U linie SIMKi bola robena analyza iba po 2 hodinach od oSetrenia.
Medzi kontrolnymi a inokulovanymi rastlinami neboli zaznamenané rozdiely
v orientacii MT. U linie SIMKKi doSlo k zmenam v orientacii mikrotubulov ako po 1
tak aj po 2 hodinéach od oSetrenia. V oboch pripadoch mali inokulované rastliny vacsi
priemerny uhol orientacie MT. Kontrolné rastliny rastice na médiu s NaCl a taktiez
inokulované rastliny rastice na kontrolnom médiu ale aj médiu s NaCl mali u vSetkych
linii rozdielny priemerny uhol orientdcie MT ako kontrolné rastliny rastice na médiu
bez NaCl.

Protein SIMK je lokalizovany v jadre a cytoplazme. Po jeho aktivacii dochadza
k jeho translokécii z jadra do cytoplazmy (Ovecka et al., 2014). SIMK vykazuje vysoku
sekvencnu a Strukturnu homolégiu s proteinom AtMPKG6 u A. thaliana. Je zname, Ze
AtMPKG6 interaguje s fragmoplastom a PPB (Miiller et al., 2010). V tejto diplomove;j
praci bola pozorovana lokalizacia SIMK v jadre a cytoplazme buniek korena a taktiez

v oblasti mitotického vretienka a fragmoplastu.
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V zaverecnej Casti experimentalnej prace bola uskutoCnend western blot analyza
abundancie SIMK a fuzneho proteinu GFP-SIMK po 3 a 6 dnoch od prenesenia na
meédium inokulované Enterobacter sp SA187. Je zname, Ze protein SIMK je aktivovany
réznymi stimulmi vratane sol'ného (Kiegerl et al., 2000) a oxidativneho stresu (Munnik
et al., 1999), vysokej koncentracie kovov (Jonak et al., 2004), po poésobeni elicitorov
htb a baktérii (Cardinale et al., 2000; Fernandez-Pascual et al., 2006), ale taktiez
v skorych fazach interakcie rastlin s rizobiami (Hrbackova et al., 2021). V tejto praci
bol pozorovany mierny narast abundancie SIMK iba u linie SIMKKi po 6 dinoch na
médiu inokulovanom baktériou. V ostatnych pripadoch nebola pozorovana zvysena
abundancia proteinu SIMK. U linie GFP-SIMK dokonca doslo k znizeniu mnozstva
SIMK a tiez GFP-SIMK po 3 diioch kultivacie na inokulovanom médiu. Podobne bolo
zistené, v pripade suspenznej kultiry buniek M. sativa, ze aktivacia SIMK nebola
sprevadzana zvysenou abundanciou tohto proteinu v odpovedi na elicitor (Cardinale et
al., 2000). K expresiii SIMK mo6ze dochadzat’ v inych ¢asovych bodoch. U 4. thaliana
pozoroval Kim et al. (2014) aktivaciu MPK6 po aplikacii Enterobacter sp. EJO1 uz po
Siestich hodinach od inokulacie. U Capsicum chinense bola pozorovand najvyssia
expresia MPK6 prevazne 7 dni po aplikacii PGPR na rastliny. Je pozoruhodné, ze
aplikacia PGPR navySe viedla k ovela nizSej indukcii expresie MPK6 ako aplikacia

patogénnych baktérii (Gogoi et al., 2024).
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6. ZAVER

Teoreticka Cast’ tejto diplomovej prace sa venovala reakcii a odpovedi rastlin na r6zne
abiotické stresy, charakterizacii rastliny M. sativa a tlohe prospesnych mikroorganizmov
v podpore rastu rastlin pocas podsobenia abiotickych stresov. Taktiez bola
charakterizovana baktéria Enterobacter sp. SA187. Ked'Ze prakticka Cast’ sa zaoberala aj
pozorovanim cytoskeletu pocas interakcie s prospesnymi baktériami, bola d’alsSia cast’
teoretického iivodu zamerana na cytoskelet a proteiny asociované s cytoskeletom.

Prakticka Cast’ tejto prace sa zaoberala fenotypovou charakterizaciou nadzemnej casti
rastlin M. sativa rasttcich v ex vitro podmienkach po oSetreni baktériou Enterobacter sp.
SA187. U rastlin rasticich v inokulovanej zemine, oSetrenej bakteridlnou suspenznou
kultarou, bol pozorovany pozitivny vplyv baktérie na rast nadzemnej Casti rastlin.
U rastlin oSetrenych baktériou vin vitro podmienkach aprenesenych do ex vitro
podmienok nebol pozorovany pozitivny efekt na rast nadzemnej Casti rastlin.

Taktiez bola uskutocnena fenotypova charakterizacia koreniového systému rastlin M.
sativa rastucich v in vitro podmienkach pocas interakcie s baktériou Enterobacter sp.
SA187. Korenovy systém rastlin bol pozorovany za kontrolnych podmienok ale aj pocas
pOsobenia sol'ného stresu.

Okrem toho bola pomocou mikroskopu Axio ZOOM.V16 pozorovana kolonizacia
korenového systému M. sativa baktériou Enterobacter sp. SA187. Rastlinny cytoskelet ,
SIMK a fosforylované MAPK boli imunolokalizované pomocou whole mount metody
a nasledne pozorované¢ CLMS. Nakoniec bol pomocou imunoblot analyzy pozorovany
rozdiel v abundancii SIMK a fizneho proteinu GFP-SIMK po aplikacii baktérie
Enterobacter sp. SA187.
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