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Abstrakt

Lucerna siata (Medicago sativa L.) je jednou z najdélezitejSich viacroénych plodin.
Radi sa k najrozsirenej$im kfmnym strukovindm, pretoze ma vysoku nutri¢nit hodnotu
a produkuje velké mnozstvo biomasy pre hospodarske zvierata. V poslednych rokoch sa
vyskum zamerany na tuto rastlinu dostdva na popredné miesta. Tento jav je sposobeny
schopnostou lucerny zlepSovat’ urodnost’ pody podzemnym prenosom dusika a
zabranovanim strate vody, fosforu a dusika z pody. Hlavnym ciel'om tejto bakalarskej
prace bolo navrhntt’ a pripravit’ konStrukt s GFP-fuznym proteinom ROPS pre funként
expresiu Vv tejto rastline. Tato skupina proteinov je na molekularnej tirovni pre rastlinu
vyznamnd, pretoZe sa podiela na riadeni organizacie a dynamiky cytoskeletu,
endocytdzy a exocytdzy, aktivacii NADPH oxidazy a intracelularnych kindzovych
kaskad, signalizacii a transporte ABA, auxinu a regulacii transkripcie mRNA a
translacie proteinov. Pracou je mozné prispiet’ k anotacii tohto proteinu a rozSireniu
poznatkov o gendome lucerny, ¢o ma vyznam pre rychlu manipuléciu prostrednictvom
genetickej transformacie. Pre skiimanie expresie génu priamo v tejto rastline, bola
pouzita metdda stabilnej transformacie, ktorej predchadzala tranzientna transformacia
rastliny N. benthamiana. Stabilna transformacia je nevyhnutnou metédou pre produkciu
transgénnych rastlin s dedicnymi vlastnost’ami, ktoré nas zaujimajt. Schopnost’
jednoduchej genetickej transformacie a regeneracie prostrednictvom pletivovych kultar
umoziuje pouzitie vo velkovyrobe transgénnych produktov a najnovsich metédach
genetického inzinierstva spojenymi so zvySenim pol'nohospodarskej produkcie
(zlepsenie nutri¢nej hodnoty, vynosu krmiva, schopnosti odoldvat’ abiotickému stresu,

Skodcom a herbicidom, ochoreniam).
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Alfalfa (Medicago sativa L.) is one of the most important perennial crops. It is one of
the most widespread fodder legumes because of high nutritional value and it produces a
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4. Vyhodnotenie ziskanych vysledkov a spisanie experimentalnej Casti bakalarskej

prace.



1 UVOD

V tejto praci boli vyuzivané rozne metddy génového inzinierstva pre Stidium lucerny
siatej (Medicago sativa L.). Tato rastlina je povazovana za vysoko kvalitnu krmovinu
Siroko pestovanu po celom svete (Fu et al., 2015). V ekologii alebo pri pestovani ma
vyznam, pretoze zlepsuje vlastnosti pody (Zemenchik et al., 1996, 2002). V poslednych
rokoch lucerna nie je iba vyznamnym zdrojom zivin pre hospodarske zvierata, ale aj
cennym objektom vyskumu pre pochopenie molekularnych mechanizmov, ktoré regulujua

jej rast a produktivitu.

Jednym takymto mechanizmom st ROP GTPazy. ROP maji vyznamu ulohu najmi
pre regulaciu polarneho rastu na rasticich Spickach apre dalSie vyvojové procesy
(Feiguelman et al., 2018). Klaster aktivnej GTPazy urcuje oblast’ rastiicej $picky (Jacobs
et al., 2019) korenovych vlaskov (Mendrinna & Persson, 2015) alebo pelového
vrectska, ktoré maja jeden rastaci vrchol (Fu, 2015). Efektory ROP sa taktiez podiel’aju
na regulacii cytoskeletu a véapnikového gradientu, takze druhotne prispievaja k
exocytoze alebo remodelacii bunkovej steny a bunkovému rastu (Feiguelman et al.,
2018). Prostrednictvom regulacie cytoskeletu je mozné zvysit' toleranciu rastlin
k abiotickému stresu, napriklad voci stresu z vysokej miery zasolenia je potrebna rychla
dvojfazova reorganizacia mikrotubulov (Li et al., 2017). Takymto spdsobom je napriklad

mozné zlepSovat vlastnosti pol'nohospodérskych plodin.

ROP GTPazy je mozné skimat aj priamo v rastlinach lucerny réznymi
transforma¢nymi metdodami, ktoré vykazuji stdle vySSiu UspeSnost. Prikladom je
transformacia Casticovym bombardovanim (Pereira & Erickson, 1995), elektroporaciou
(Quecini, 1999) alebo transformacia sprostredkovana Agrobacterium tumefaciens
(Kumar et al., 2018; Samac & Austin-Phillips, 2006).

Cielom bakalarskej prace bolo pripravit konstrukt GFP- fuzneho proteinu ROPS
a nasledne vniest’ metddou stabilnej transformacie do lucerny siatej. Tento protein ma
vyznam studovat, pretoze je napriklad sucastou signalnych drah, ktoré podporuju
autofagiu alebo je spajany s organizaciou F-aktinovych vlakien (Kawashima et al., 2014;
Linetal., 2021).



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY
2.1 Medicago sativa

Lucerna siata (Medicago sativa L.), je jednou znajddlezitejSich viacro¢nych
strukovinovych plodin. Schopnost’ vytvarat nové puciky pri opdtovnom raste listov
umoziuje jej zber nickolkokrat ro¢ne viacero rokov (D’Aoust, 2004; Min, 2016).
Taxonomicky je zaradena pod celad” bdobovité (Fabaceae). Hoci je lucerna bezne
kategorizovand ako cudzoopelovac¢ (alogamia), niektoré druhy su schopné si zrelé

semena vyrabat’ aj samooplodnenim. Miera samoopelenia v prirodzenom prostredi je od

9 do 47% (Riday et al., 2015; Viands et al., 2015).

Genom ma velkost 800-1000 Mbp (Blondon et al., 1994). Poétu chromozémov
zodpoveda zakladné chromozémové Cislo x = 8. Lucerna je geneticky klasifikovana ako
autotetraploid, ale existuje v dvoch trovniach ploidie (diploid, 2n = 2x = 16 a ako
dominujuci kultivar autotetraploid, 2n = 4x = 32, ktory ma 4 alely génu) (Li & Brummer,
2012; Quiros & Bauchan, 2015). U diploidov samoopelenie znizuje heterozygotnost
kazd(i generaciu o polovicu. Pokles je pomal$i uzvySujicej sa ploidie vdaka
multialelickym lokusom (Bartlett & Haldane, 1934; Busbice, 1969; Dewey, 1966).
Autotetraploidné druhy maju trvald alogamiu. Nie su po samoopeleni schopné
produkovat’ zygoty, nedochddza k samooplodneniu. Vd’aka silnej inbrednej depresii sa
znizuje miera pribuzenského krizenia (Blondon et al., 1994; X. Li & Brummer, 2009;
Rumbaugh et al., 2015)

Strukovina pochadza pravdepodobne z okolia polostrova Mald Azia (Turecko),
zakaukazskych §tatov (Iran) a zo strednej Azie (Turkménsko). Dnes sa pestuje po celom
svete ako krmovina (Bolton et al., 2015; S. Kumar, 2011; Russelle, 2001; Small, 2011).
Lucerna je Stvrtou najrozSirenejSou plodinou z hl'adiska produkcie a trodnej plochy,
ktorti zabera a tretou najrozSirenejSou plodinou po ekonomickej strdnke v Spojenych
Statoch. V ramci celého sveta sa komercne pestuje priblizne na 30 miliénoch ha pddy
(Acharya et al., 2020; Diatta et al., 2021; Long-Xi Y & Chittaranjan K, 2021). Jej trhova
hodnota je viac ako 9 miliard americkych dolarov ro¢ne (Baral et al., 2022; USDA-
NASS, 2022). Dopyt po lucerne stipa s rasticou svetovou populaciou a vysSim

dopytom po hovadzom maése (Dieterich et al., 2021; Singer et al., 2017). Pocas obdobia



rokov 2018 — 2023 bola odhadovana ro¢na miera narastu vo vyske 7,3 % (Research and
Markets, 2020).

2.1.1 Vyznam M. sativa pre vlastnosti pody

Viacro¢né kimne strukoviny vo vSeobecnosti zabranuju stratam vody, dusika a fosforu
z pddy krajiny (Zemenchik et al., 1996, 2002). Lucerna ma teda hlavne vyznam pre
celkovu stabilitu ekosystému (Angers, 1992; Perfect et al., 1990). Jej hlboky rozsiahly
koreniovy systém drzi podne Castice pohromade, ¢im zlepSuje sklon pddy a znizuje
eroziu az o 98% (Gyeryeong & Lee, 2021; Karlen et al., 1990; Q. Li et al., 2017). Erézia
zvySuje riziko odtoku zivotne dolezitych zivin, znizuje sa kvalita vody a
polnohospodarska produktivita (Zhang et al.,, 2016). ZvySenie urodnosti pody
pestovanim lucerny ainych viacroénych krmovin sa prejavuje typicky zvySenou
porovitostou (Angers et al., 1987), priepustnostou vzduchu (Jarrett & Hoover, 1985)
a stimulaciou tvorby organickej hmoty zvysenim populécie pddnych mikroorganizmov
(Gopinath et al.,, 2008; Gyeryeong & Lee, 2021). Trvace strukoviny nie su tak
prispdsobivé a maju tendenciu byt citlivejSie na hmyzich Skodcov, patogény, nadmernt

vlhkost’ pody a na kyslost’ pody ako travy (Marten, 2015).

Kedze je lucerna strukovina, ako hostitel'skd rastlina vytvara symbioticky vzt'ah s
gramnegativnou pddnou baktériou Sinorhizobium meliloti. Baktéria fixuje atmosféricky
dusik, poskytuje ho rastline a zvySuje urodnost’” pddy pre sprievodné alebo nasledne
pestované plodiny prostrednictvom podzemného prenosu dusika (Collins et al., 1986;
Gurich & Gonzalez, 2009; X. Li & Brummer, 2012; Walley et al., 1996). Korefiové
exsudaty vytvaraji bohatu rhizosféru a priaznivo drobiv pédnu Struktaru (Summers &

Putnam, 2008).

2.1.2 M. sativa ako kultirna rastlina (krmovina)

Ako krmovina s vysokou produkciou biomasy, ma lucerna pre hospodarske zvierata
vysokl nutri¢ént hodnotu, preto sa vyznacuje titulom "kral'ovna krmovin". Je sti¢astou
potravy dojnic a hoviddzieho dobytka vo forme sena, silaZe alebo je priamo spasana na
pastvinach. Cerstva vo forme kli¢kov, vysusenii na macku alebo ako stéast beznych
jedlach ju mozu konzumovat aj l'udia (Firdaous et al., 2010; Long-Xi Y & Chittaranjan
K, 2021; Michalczyk et al., 2019; Schasteen, 2024). Dalej ma vyznam pre jej dlhodobu

udrzatel'nost’, Sirokti adaptaciu na rézne prostredia a schopnost’ viazat' dusik. Splia



vhodny pomer vysokého obsahu bielkovin (15,2%) ku obsahu fermentovatelnych
sacharidov (Lei et al., 2017). Vysoka vyzivovu hodnotu krmiva urcuje d’alej vlaknina,
farbivo karotén, vitaminy (A, B, C, D, E aK) (Bora & Sharma, 2011; Kumar et al.,
2018). Vyvazeny obsah esencialnych aminokyselin a oneskorena postupna degradacia
proteinov v bachore domacich hospodarskych zvierat zodpovedaju vylepSenej plodine
lucerny (Barry & McNabb, 1999; Gawet et al., 2017; M. Kumar et al., 2022; Kumar et
al., 2018). Mineraly ako vapnik (1,5%), fosfor, med’ a draslik v mliekarenskom
priemysle napomahaji premene krmiva vtelach dojnic ainého dobytku na
pol'nohospodarske produkty zivo¢isneho pévodu, typickym prikladom je mlieko (Long-
Xi'Y & Chittaranjan K, 2021; Sangra et al., 2019; Summers & Putnam, 2008).

Ako rastlina dozrieva, zvySuje sa podiel menej kvalitného materialu a klesa vyzivova
hodnota strukovin. Spdsobuje to lignifikdcia, menSie mnozstvo celuldozy v bunkovych
stenach stonky a pokles celkového pomeru listov ku stonkdm. Listy strukovin maju
takmer vzdy vysSiu kvalitu krmiva ako stonky. Z tohto dovodu sa pre zisk vysoko
kvalitného sena lucerna kosi idealne v skorom $tadiu kvitnutia (Albrecht & Beauchemin,
2015; Marten et al., 2015). Na zber lucerny ma vplyv aj podna vlhkost’ a S tym spojena
pritomnost’ Clostridia spp., ktora spdsobuje nizsi podiel listov ku stonkam (Albrecht &
Beauchemin, 2015; P. W. Brown & Tanner, 1983).

V porovnani so senom sa sildZe vyznacuju mens§im obsahom suSiny (DM), vy$$im
podielom rozpustnych dusikatych latok, ich efektivnejSiu odburatelnost’ v bachore,
zvySeny obsah kyseliny octovej, mliecnej, menej vo vode rozpustnych sacharidov
a nizSie pH. Napriek niZSej kvalite proteinov, ma silaZ lucerny zvyc€ajne podobnt alebo
lepSiu roven produkcie mlieka ako seno lucerny vdaka rychlej a Gplnej fermentacii

(Broderick, 1985; Nelson & Satter, 1990, 1992; Wallentine, 1993).

Na vyrobu silaZe krmivo viidne na poli, aby sa ziskala vlhkost 500 az 700 g DM .kg™*
a rychlo sa vylucil kyslik na minimalizéciu aerébneho dychania, aby doSlo k fermentacii
(Rooke & Hatfield, 2015). Pred silazovanim musi byt zvddnuta na 300 az 500 g DM .kg"
! Nadmerne vlhké krmivo podporuje rast a aktivitu Clostridia spp., ktoré fermentuje
kyselinu mliecnu a sacharidy na kyselinu maslovu, co vedie k strate energie, bielkovin a

vyssiemu pH silaze (Albrecht & Beauchemin, 2015); (Pitt, 1990).



Evapotranspiracia a WUE Koreluje s vynosom krmiva lucerny (Y. Li & Su, 2017,
Lindenmayer et al., 2011). Potreba vody u lucerny je relativne vysoka, pretoze ma dlhé
vegetatné obdobie a hlboky korefiovy systém, aby dosiahol podzemnu vodu a prijal
ziviny. Ukladd si nim sacharidy ako energeticki rezervu pre zySenie vynosov a
odolnosti (Burezq, 2022; Suttie, 2008). Riadiace postupy a Sl'achtitel'ské usilie zlepsili
vynosy lucerny zvySenim transpiracie (Johnson & Tieszen, 1994).

Niekol’ko studii uvadza, ze so zvySujucim sa intervalom kosenia medzi zbermi sa
vynos susiny lucerny vo vSeobecnosti zvysil, zatial' ¢o kvalita krmoviny sa znizila (G.
Brink et al., 2010; G. E. Brink & Marten, 1989; Sheaffer & Marten, 1990); tento stav
modze byt vyhodny v podmienkach silného sucha (Brummer & Bouton, 1991, 1992).
Efektivnemu vyuzitiu lucerny brani zI¢ vyuzitie bielkovin a relativne vysoky obsah
ligninu. Vysoka rychla degradacia bielkovin predstavuje riziko nadivania bachora
U preziivavcov a vysoky obsah ligninu brani degradacii sacharidov v bachore (F. Chen &
Dixon, 2007; Lei et al., 2017; X. Li et al., 2008; Singer et al., 2017).

2.1.3 Genetické a biotechnologické pristupy modifikacie M. sativa

Pristupy génového inzinierstva a biotechnologické metddy boli pouZzité na prenos génov
a manipulaciu expresie génov zapojenych do doleZitych metabolickych drah. Ugelom
tychto metdd je zlepSenie nutricnej hodnoty, vynosu krmiva, schopnosti odolavat’
abiotickému stresu (chlad, osmoticky stres, sucho), posilnenie rezistencie voc¢i Skodcom

a herbicidom, ochoreniam a lepSej efektivnosti vyuzivania vody (WUE).

Lucerna ma vyznam v genetickom inzinierstve, pretoze ide o alogamného tetraploida,
ktory je vysoko citlivy na inbredni depresiu, neschopny prezit a zachovat’ si svoj
geneticky material (Armstrong, 1954; D’Halluin et al., 1990). Vdaka nenarocnej
genetickej transformacii a regeneracii pletivovymi kultare je povaZovana za idedlnu
rastlinu vo vel'kovyrobe komercnych transgénnych produktov. Pel’ moéze fungovat’ ako
nosi¢ na Sirenie zavedenych geneticky modifikovanych génov do celej rastlinnej
populacie alebo pribuzného druhu burin (Schasteen, 2024). Najnovsi vyvoj genetického
inZinierstva sa uplatiuje hlavne pri produkcii novych zlac¢enin, priemyselnych,
farmaceutickych bielkovin a obnovitelnych zdrojov energie. Technologia klastrovanych
pravidelne rozmiestnenych kratkych palindromickych opakovani (CRISPR) sa stidva

vyznamnym meni¢om lucerny (Kumar et al., 2018).



Jednym z hlavnych environmentalnych faktorov, ktoré obmedzuju rast a produktivitu
lucerny je stres zo sucha. Transgénne pristupy vedi k vytvoreniu linii s vy$§ou mierou
prezitia, vynosom biomasy, kvalitou krmiva, ku zvyseniu rychlosti fotosyntézy,

absorpcii vody a rozpustenych zivin (Diatta et al., 2021).

Z ekologického hladiska mé potencidl pre bioremedidciu, ochranu pddy, na vyrobu
biopaliv alebo novych farmaceutickych zlicenin a priemyselnych enzymov (celulazy)

(T. Kumar et al., 2018; L. Li & Yuan, 2013; Small, 2011, Tesfaye et al., 2005, 2006).

2.2 Metody stabilnej transformacie M. sativa

Stabilnd transformdcia predstavuje pomerne Casovo narocny proces, ktory vicSinou
vyzaduje znalosti zavedenych technik pletivovych kultir. Dochadza pri nej k indukcii a
podpore rastu celej dospelej rastliny z transformovanych buniek alebo pletiv, ktoré musia
mat’ schopnost’ sa in vitro regenerovat’. Transferova DNA (T-DNA) sa musi stabilne
integrovat’ do genému hostitel'skej bunky, aby bola cudzia geneticka informacia v tejto
podobe nasledne odovzdana d’al$ej generacii (Bent, 2006; Gelvin, 2006; H. D. Jones &
Sparks, 2009; Rivero et al., 2014; Tague & Mantis, 2006). Tri zakladné fazy
transformécie su: (1) vyber a priprava explantaéného tkaniva, (2) dodanie DNA, (3)

indukcia/ regeneracia kalusu a selekcia (H. D. Jones & Sparks, 2009).

Prva geneticka transformacia lucerny siatej bola hlasena v polovici 80-tych rokov
(Shahin et al., 1986). Za poslednych dvadsat rokov doslo k vyraznym zmenam v
metodologii a k porozumeniu techniky samotnej. Najnovsie protokoly, ktoré opisuju
prenos génov sprostredkovany Agrobacterium tumefaciens a inymi metédami, vykazuja
stale vysSiu uspesnost’ transformaénych technik lucerny (Kumar et al., 2018; Samac &
Austin-Phillips, 2006).

2.2.1 Transformacia rastlin sprostredkovana A. tumefaciens
Na transforméciu lucerny pomocou kokultivacie explantitov embryogénnych pletiv s A.

tumefaciens boli vyvinuté relativne rychle a ucinné metody (Somers et al., 2003).

K procesu stabilnej transformacie dochadza, ked kmene Agrobacterium prenasaju
jednovlaknova formu T-DNA (T-vldkna) a efektorové proteiny virulencie (Vir) do

rastlinnych buniek. Pravdepodobne sa tvoria komplexy T-vlakien s Vir a rastlinnymi
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proteinmi, ktoré vstupuju do jadra rastliny. T-vldkna sa mo6zu d’alej ndhodne integrovat’

do rastlinnych chromozémov a exprimovat’ transgény (Gelvin, 2017).

Selek¢ny markerovy gén neseny spolo¢ne konStruktom s génom zaujmu medzi T-
DNA hranicami, sluzi na obnovenie transformovanych buniek a regeneraciu transgénne;j
rastliny (D’Halluin et al., 1990). Typické selekéné gény, ktoré sposobuju rezistenciu voci
antibiotikdm kanamycinu, hygromycinu a herbicidu fosfinotricinu (PPT) (glufosinat
amonny), sa nptll, hpt a bar (H. D. Jones & Sparks, 2009). Limitujicim faktorom
pouzitia najbeznejSiecho antibiotika kanamycinu moze byt jeho vlastnost’ pri vysSich
koncentraciach inhibovat’ produkciu embryi (Desgagnés et al., 1995) a tvorbu korenov
(Austin et al., 1995). PPT v médiu znizuje pocet unikov netransformantov (D’Halluin et
al., 1990).

Mariotti et al. (1984) upozornil na $pecificitu bakterialneho kmena Agrobacterium
vzhl'adom na rézny genotyp hostitel'ského kultivaru lucerny. Tato skuto¢nost

komplikuje schopnost’ tvorby nadora a samotny priebeh transformacie (Desgagnés et al.,

1995; Du et al., 1994;Mariotti D et al., 1984).

LBA 4404 je kmen Agrobacterium poskytujuci najlepSie vysledky s vysoko
regenerovatelnym genotypom kultivaru Regen SY, preto sa pouzZiva pri vicSine
tranformdcii lucerny. Naviac je zbaveny divokého typu T-DNA z Ti plazmidu, ktora
sposobuje nadory a inhibuje regeneraciu rastliny (Hoekema et al., 1983; Samac &
Austin-Phillips, 2006). Niekol'’ko d’alsich kmenov bolo testovanych a ukazalo sa, Ze su
neu¢inné alebo maju nizsiu celkovu G¢innost’ transformacie (Samac, 1995). Ako priklad
kokultivacie lucerny s Agrobacterium uvadzam metodu transformacie listového disku,
ktora prvy zrealizoval Austin et al. (1995). Okraje sterilizovanych listov boli po
narezani umiestnené do kvapalného média B5h obsahujice A. tumefaciens s hustotou
buniek upravenou na 0.6-0.8 pri OD600. Po 30 minutach inokulacie boli explantaty

ulozené na B5SH médiu na 3 dni.

Zakladanie novych kultir komplikuje vysoka kontaminécia spdsobend pritomnost’ou
endogénnych mikroorganizmov v explantatoch lucerny ex vitro (Pereira & Erickson,
1995; Tian et al., 2002). Avsak bunky kalusu lucerny stracaju schopnost vytvarat
embrya po dvoch az troch subkultivaciach, o geneticky determinuju dominantné alely

dvoch génov (Crea et al., 1995; Hernandez-Fernandez & Christie, 1989; Kielly &



Bowley, 1992; Lai & McKersie, 1994; Wan et al., 1988). Na dlhodobu udrzatel'nost’
kontinualnej kultivacie embryogénnej kultary lucerny siatej, Sangra et al. (2019)
vyvinuli systém somatickej embryogenézy za pouzitia SH4K média. Kalus indukovany
na takomto médiu vytvaral somatické embryd po kazdom pasazovani bez vyznamnej

straty embryogénneho potencialu. U lucerny sa taktiez pouziva sekundarna somaticka

embryogenéza (Lai & McKersie, 1994; Ninkovi¢ et al., 1995).

2.2.1.1 Priprava rastlin na stabilni transformaciu procesom somatickej
embryogenézy prostrednictvom A. tumefaciens

Zdrojové rastliny pochadzaju ¢asto z in vitro klondlneho rozmnozovania odrezkami
vyhonkov (Samac & Austin-Phillips, 2006) alebo semien, ktoré boli po povrchovej
sterilizacii d’alej ulozené na kli¢enie na MS0 médiu a inkubované vo fytotrone (Sangra et
al., 2019). Pre zaloZenie kontinualnej somatickej embryogenézy Sangra et al. (2019)
pouzil genotyp M. sativa Regen-SY (RSY1) zarodo¢na plazma (PI 537440) (Samac &
Lamb, 2000) vo forme semien. Je to hybrid prvej generacie potomkov samooplodnenia,
z ktorych jeden pochadza z kultivaru Regen-S (M. sativa) a druhy z kultivaru Regen-Y
(Medicago falcata). Je zodpovedny za zlepSent regeneraciu a potencial somatickej
embryogenézy, optimalizuje izoldciu protoplastov aje vyselektovany na vysokua
odpoved’ a zvySenie poctu transgénov s frekvenciou 80-100% (Sangra et al., 2019;
Seiler, 1991; Ticha et al., 2020).

Treti aZ Siesty plne rozvinuty tmavozeleny trojpocetny list z troj- az Stvortyzdiiovych
rastlin je po povrchovej sterilizacii najvhodnejSim rastlinnym materidlom pre
transformaciu. Kvitnice rastliny lucerny uz ako vstupny material nie su vhodné. Ako
explantat pre regeneraciu lucerny mozu byt pouzité klicne listy, klicnolistové uzliny,
nezrelé prasniky, vajcovad bunka, vyizolovany protoplast listu alebo hypokotyly
semenaca (Bingham et al., 2015; Gao et al., 2024; Saunders & Bingham, 1972; H. Zhang
et al., 2010).

2.2.1.2 Indukcia embryogénneho kalusu

Embryogénny systém pozostava z troch médii: indukéného média pre tvorbu kalusu,
média na vyvoj a dozrievanie embryi (EDM) a média na kli¢enie embryi (Sangra et al.,
2019). Zlozenie ahladiny horménov indukéného média su podobne dolezitymi

parametrami ako genotyp donorovej rastliny, pretoze od nich zavisi schopnost’ kalusu



vznikat’ a diferencovat’ sa na semena¢ (Atanassov & Brown, 1984; Bingham et al., 1975;
Saunders & Bingham, 1972). Presné zlozenia médii na indukciu kalusu a regeneraciu
organov sa liSia. Obe su vSak vysoko zavislé od explantatu a musia byt optimalizované

pre presny typ rastliny (Jones & Sparks, 2009).

Média na indukciu kalusu a regeneraciu maju tri hlavné zlozky: zmes soli a
vitaminov, cukry (sachar6za, malt6za) a regulatory rastu rastlin - Specifické hormony a
selekéné cinidla, ktoré podporuju proliferaciu transformovanych buniek, produkciu
somatickych embryi a regeneraciu na celé rastliny (Samac & Austin-Phillips, 2006;
Weeks et al., 2008).

Auxin (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova, 2,4-D) v kombinacii s cytokininom
(kinetinom) boli pouzité na indukciu tvorby embryogénneho kalusu v systéme nepriame;j
somatickej embryogenézy. Vo vyssich koncentraciach moze sposobit’ 2,4-D genetické a
epigenetické zmeny v bunkéch, ako st mutacie a metylacia DNA a mozu sa tvorit

abnormalne embrya (Fehér, 2015; Fraga et al., 2012).

Explantaty sa prenesu do selektivneho média obsahujiceho selektivne Cinidlo (napr.
kanamycin), kde sa tvoria kalusy pocas 2 az 3 tyzdiiov. Antibiotikum ticarcilin (TicR) sa
moze pouzit' na zabranenie opatovného rastu A. tumefaciens (Samac & Austin-Phillips,
2006).

V ¢lanku Sangra et al. (2019) boli pouzité B5H, MS2D a SH4K média pre indukciu
embryogenného kalusu. Do troch dni sa od okraju explantatu prejavila zvlnenim tvorba
kalusu. Vznikol kalus roznych tvarov. Kalus lucerny indukovany na médiach MS2D a
B5H [(Gamborg et al., 1968) s pridavkom Gamborg vitaminov, aminokyselin S auxinom
a cytokininom] bol zelenkastej alebo Zltkastej farby, zatial’ ¢o kalus na SH4K médiu bol
Zltkastej alebo bielej farby a jemnejiej Struktary. Cas potrebny na tplné vytvorenie
kalusu sa tiez lisil na kazdom indukénom médiu kalusu (Sangraet al., 2019). Somaticka
embryogenéza bola indukovana na médiu BSH a SH4K (Schenk & Hildebrandt, 1972;
Shetty & McKersie, 1993).

2.2.1.3 Embryogenéza a maturacia (dozrievanie)
Kalus, ktory sa vytvoril v priebehu 3 tyzdnov, bol preneseny na EDM médium (Sangra et
al., 2019). Predosla podobna studia (Desgagnés et al., 1995) udava prenos kalusov na



EDM médium po 28 diioch. EDM médium je urené na stimuldciu tvorby embryi
s rovnakym zloZenim ako predchadzajuce indukéné médium, ale bez hormonov (B5, MS
a BOI2Y). Indukcia somatickych embryi sa zacala do troch az Styroch dni od transferu u
vSetkych systémov. Samotna tvorba somatickych embryi nastala po 10-tich az 20-tich
dioch vo vSetkych systémoch okrem SH4K-MS. Po indukcii embrya zomreli (Sangra et
al., 2019).

V ramci procesu embryogenézy, somatické embrya dalSie tri tyzdne dozrievali a
presli si vSetkymi Stadiami charakteristickymi pre zygotick¢é embryd. ViacsSina
embryogénnych kultar zacala ako asynchronna kulttra, ale dosiahli synchronizaciu, ked’
dovfsili stadium dozrievania (Sangra et al., 2019). Systém BSH-B5 ma najvyssi vytazok
embryi a mbze tvorit' zaklad pre sekundarnu somaticki embryogenézu po dozrievani
primarnych somatickych embryi na ich povrchu. M4 vyznam pre prediZenie

embryogenézy z kalusu explantatu (Sangra et al., 2019).

2.2.1.4 Kli¢enie embryi

Po 3-4 tyZdnoch, ked’ doslo k vzniku embryi, boli prenesené na regeneraciu do MMS
média [Murashige & Skoog soli (Murashige & Skoog, 1962) s pridavkom Nitsch &
Nitsch vitaminov (Nitsch & Nitsch, 1969), sacharézy a myoinozitolu obsahujice
antibiotika (Perhald et al., 2006)]. Médium spdsobuje kli¢enie, pricom v jednej Petriho
miske bolo vykli¢enych priblizne 15 somatickych embryi (Sangra et al., 2019).

Akonahle embrya dosiahli Stadium kli¢nych listov a vznikol korent a vyhonky (3-5
cm) na MMS médiu, klicence boli ithned’ prenesené do kultivacnej nadoby obsahujuce;j
MSO médium [(Murashige & Skoog, 1962) bez kanamycinu a regulatorov rastu].
Vitaminy a aminokyseliny v médiu slizia na udrzbu in vitro regenerovanych rastlin.
MSO0 médium zodpoveda za kli¢enie a vyvoj regenerovanej novej rastliny plne schopnej
sa rozmnozovat’ v podde. Stimuluje sa tu rast koretiov, popripade sa rastliny presadia do
pddy, kde sa korene vytvoria. Pre lepsi rast korena a stonky moZze byt do média pridana
kyselina giberelova. V tejto faze sa porovnavala miera klicenia medzi maturaénymi

médiami (Mohammadi-Nasab et al., 2011; Sangra et al., 2019).

2.2.1.5 Overenie Gcinnosti transformacie
Pre potvrdenie transformacie na molekuldrnej irovni sa vyuziva opitovna tvorba kalusu

(sekundarna embryogenéza) na selekénom agente (kanamycin), Southern-blot
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hybridizacia (pouzitim génovej proby markeru) alebo analyza polymerazovou retazovou
reakciou (PCR). PCR je uskutocnena pomocou Specifickych primerov pre transgén alebo
amplifikaciou selekéného markera viazaného na antibiotika (nptll) (Liu et al., 2013;
Saruul et al., 2002; Shao et al., 2000). Alternativne mozu byt selekéné markery viazané
na enzymy (Gough et al., 2001). Transformované rastliny d’alej podstapili skrining
cielenej mutagenézy s pouzitim napriklad PacBio amplikonového sekvena¢ného testu na

mutacie (Curtin et al., 2018, 2021).

V priemere zo 60 az 80 % naockovanych explantitov vznikaji somatické embrya
podstupujuce selekciu. Zvyc€ajne 80 az 100 % rastlin, ktoré sa z tychto embryi vyvinu,

obsahuju T-DNA (Shao et al., 2000).

2.2.1.6 Hodnotenie udrzatel’nosti somatickej embryogenézy

Systém dlhodobej kontinudlnej somatickej embryogenézy bol identifikovany na zaklade
dizky zachovania embryogénneho potencialu prostrednictvom subkultivaénych cyklov.
Po indukcii embryogénneho kalusu bol kalus subkultivovany kazdych 18 dni na
cerstvyych B5H, MS a SH4K médiach. Vramci subkultivacie bolo 500 mg
embryogénneho kalusu preneseného na B5, MS alebo BOi2Y médium. Vytvorené zrelé
embrya na EDM médiach po 21 dnoch si udrzali embryogénnost. U kalusu B5H
a MS2D bola tvorba embryi najvyssia po prvej subkultivacii. Kalus postupne stracal
s kazdou subkultirou embryogénny potencidl, hnedol a tvrdol a po Stvrtej stratil Gplne

embryogénny potencial a vznikla neembryogénna hmota kalusu (Sangra et al., 2019).

KonStantna embryogenéza udrzateIného SH4K kalusu bola stanovena indukciou
kalusu na SH4K médiu. Ziadne embrya sa nevytvorili, pokial’ bol kalus udrziavany na
médiu SH4K, az po preneseni do BOi2Y média sa zacali vyvijat. Je to regeneracné
médium na tvorbu a dal§i vyvoj embryi, ktoré pozostava z modifikovanych
Blaydesovych (Bingham et al., 1975) anorganickych a organickych zloziek, mezo-
inozitolu a extraktu z kvasnic agaru Bacto. Pocas subkultiva¢nych cyklov (aj po $tyroch
naslednych) si zachoval svoj embryogénny potencial bez vyznamnej straty vo vytazku.
SH4K kalus vykazoval minimdlne hnednutie v subkultarach a zachoval si svoju farbu

a makkost’ (Sangra et al., 2019).

Geneticka transformécia lucerny moéze byt inhibovand zlou regenerdciou z

pletivovych kultir a samotnou metddou transformacie. Potreba transformécie druhov,
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ktoré nie st citlivé na Agrobacterium a zbavenia sa zavislosti na genotype, viedla k
metodam priameho prenosu DNA na transfekciu lucerny bez zapojenia pletivovych
kultar (Potrykus, 1991). Patri sem napriklad ¢asticové bombardovania kalusu (Pereira &
Erickson, 1995) alebo elektroporacia (Kuchuk et al., 1990). Najnovsimi in planta
metodami stabilnej transformécie rastlin st napriklad manipuldcia s morfogénnymi
génmi, transformacia pomocou semenaca, ,,floral dip*“ (Kausch et al., 2019) alebo ,,cut

dip budding* (Cao et al., 2023).

2.2.2 Transformacia metodou elektroporacie

Elektroporacia umoziiuje zavedenie cudzich molekul DNA do vel'kého mnozstva buniek,
ak je DNA v priamom kontakte s membranou. Pre transformaciu rastlinnych buniek
tymto spdsobom je potrebné odstranit’ bunkova stenu, ktord predstavuje bariéru pre
diftiziu makromolekul (reportérovych farbiv, enzymovych substratov, nukleovych
kyselin, protilatok alebo virusov). v rastlinach sa elektroporacia pouziva predovsetkym
pre stabilnu a prechodnt geneticku transformaciu (Bates, 1995). Pouzitie protoplastov sa
ukéazalo ako rychla, jednoduchd a G¢innd metdda na expresiu Specifického cielového

génu bez pouzitia celej rastliny (Yoo et al., 2007).

Cerstvo izolované protoplasty (kline listy zo 7-8 -dennych sadenic) boli
suspendované v elektroporanom pufri -elektrolyte, obsahujicom plazmidovii DNA.
Zmes sa preniesla do elektropora¢nych kyviet s medzerou medzi elektrodami (Quecini,
1999). Tato metdoda priameho prenosu DNA zavisi od typu pouzitého elektrického
impulzu (Ozyigit, 2020). Vyboj kondenzatora naprie¢ populaciami buniek vedie k
prechodnym otvorom v plazmaléme, ak je DNA v priamom kontakte s membranou (M.
Fromm et al., 1987; M. E. Fromm et al., 1986; M. Fromm & Walbot, 1987; Shillito et al.,
1985). Transformované bunky sa moézu regenerovat’ na transformované rastliny v

zavislosti od G¢innosti regeneracie vyhonkov (Quecini, 1999).

Protokol podl'a Quecini et al. (2002) vykonany na tropickej kfmnej strukovine
Stylosanthes guianensis je mozné aplikovat’ aj na experimenty somatickej hybridizacie
druhov Medicago, pricom sa uvadza dosiahnutie eSte vyss$ej u¢innosti transformacie ako
vysokoucinnym biolistickym pristupom (Quecini, 1999; Quecini et al., 2002).
Ziskavame niekol’ko chimérickych jedincov z niekolkych desiatok elektroporovanych

rastlin, ktoré¢ ndm umoznuju identifikovat’ transgénnych jedincov molekularnou analyzou
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bez potreby selekcie (Chowrira et al., 1995). Jednotlivé vyhonky boli histochemicky
testované (Jefferson et al., 1987) na expresiu B-glukuronidazy (GUS). Pouzila sa aj
Specificka metéda polymerazovej retazovej reakcie (PCR) s amplifikaciou transgénov
(Quecini, 1999). Quecini et al. 2002 testovali in vivo tranzientni expresiu reportérového
génu s pouzitim génu kodujiceho GFP mgfp5 pohananého konstitutivnym promoétorom

CAMV35S.

2.2.3 Transformacia metodou bombardovania ¢asticami

Metoda bombardovania Casticami, nazyvana aj biolistickd metdda, opisuje prenos génov
zrychlenymi mikroc€asticami (zvyc€ajne zlata alebo volframu) obalenymi DNA. DNA sa
integruje do kazdého typu buniek a tkaniv stabilnou transforméciou viacndsobnym
zasahom na takmer T'ubovolnej pozadovanej pozicii v rastline (Klein et al., 1988;
Sanford, 1990). Uginnost’ transformacie touto metédou sa moze medzi genotypmi rastlin
znacne 1iSit’" (Du et al., 1994). Ked'Ze prenos génov sa povaZuje za menej zavisly od
genotypu, mohlo by sa jednat’ o alternativu pre rekalcitrantné genotypy (Christou, 1992).
Kroky stabilnej transformécie prostrednictvom bombardovania ¢asticami su konstrukcia
DNA, cielového tkaniva, systému pletivovych kultar a selekénej metody (Birch &
Franks, 1991; Christou, 1992).

Systém bombardovania ma mnoZzstvo vyhod z hladiska uplatnitelnosti, pretoze
nevyzaduje vyraznejSie manudlne usilie, prenos génov sa moze uskutoCnit’ naraz do
mnohych buniek, dokonca aj v hlbSich menej dostupnych vrstvach organov, metdda je
zavisla iba od fyzikalnych parametrov, atd’. VacSina organizovanych tkaniv méze byt
bombardovand, aj ked maji bunky tvrdi bunkovl stenu. Kapacita vacSiny tkaniv
lucerny na regeneraciu rastlin je vSak obmedzena a je potrebné zabezpecit', aby tkanivo,
ktoré sa ma bombardovat, bolo vhodné pre embryogenézu in vitro (Potrykus, 1991).
Technika bola dlhi dobu od zavedenia neefektivna pri poskytovani stabilnej
transformacie Spojenej S integraciou do genomu, najmd v rutinne pouzivanych
transformaénych systémov, napr. u embryogénnej suspenzie (D. E. Brown & Bingham,
1994; Goff et al., 1990).

Pereira & Erickson, (1995) v clanku popisuji protokol pre stabilni transformaciu
kalusov odvodenych z rezov stopky a stonky lucerny pomocou selekéného markera

nptll. Vsetky kontrolné a bombardované tkaniva podstipili somaticki embryogenézu.
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Kultivacia prebehla pocas troch tyzdiiov na SH médiu (Schenk & Hildebrandt, 1972),
pre tvorbu suspenzie v kvapalnom médiu BSG (D. C. W. Brown & Atanassov, 1985)
d’alsich sedem dni a naslednou selekciou s 50 mg/l kanamycinu na médiu BOi2Y
(Bingham et al., 1975) pre vyvoj embryi. Asi polovica embryi bola regenerovana na
potvrdené transgénne rastliny (Kikkert et al., 2005; Pereira & Erickson, 1995).

Biolisticka metéda sa pouzila na produkciu transgénnych rastlin lucerny
z transformovanych pelovych zfn prirodzenym procesom rozmnozovania rastlin.
Metoda bola opisand ako vysoko u¢inna, ale produkovala rastliny, ktoré nakoniec stratili
svoj transgénny znak. Cudzia DNA sa postupne stratila opakovanym delenim buniek a
sexudlnym krizenim. Zaclenenie génu GUS do pelovych zin bolo potvrdené analyzou

PCR a Southern blotom (Ramaiah a Skinner, 1997).

Bombardovanie bolo vykonané aj na nezrelych embryach, ¢o v spradvnom médiu
viedlo k polyembryogenéze (Buising a Tomes, 1995) alebo v chloroplastoch
transformaciou s GFP (Wei et al., 2011). Dokazalo sa, ze transgénne rastliny mozno

ziskat’ z vacsiny komerénych odrdod v uspokojivych mnozstvach.

2.3 ROP GTPazy
2.3.1 Zaradenie

Vsetky malé proteiny viaZzuce guaninovy nukleotid, teda malé monomérne GTPazy
s molekulovou hmotnostou v rozmedzi od 20 do 30 kDa, patria do nadrodiny Ras.
Pomenovanie je odvodené od jej prvych ¢lenov kdédovanych l'udskymi Ras génmi
povodne objavenymi ako bunkové homology virusového ras onkogénu (Parada et al.,
1982; Reiner, 2018; Wennerberg et al., 2005). V ich sekvencii musia byt pritomné
motivy charakteristické pre jednotlivé rodiny a konzervované motivy (G box), ktoré
spolu tvoria ~20 kDa G doménu, kde sa Specificky viazu a hydrolyzuji GTP. Dochadza
tu Kk interakciam s efektorovymi proteinmi a hypervariabilnymi doménami, ktoré
determinuju subcelularne zacielenie (Bourne et al., 1991; Kahn et al., 1992; Vetter &
Wittinghofer, 2001; Vigil et al., 2010). Biochemickou vlastnostou nadrodiny Ras
proteinov je ukoncenie vylu¢ne C-terminalnou tetrapeptidovou sekvenciou CAAX

(C=Cys, A=alifatické, X = akakol'vek aminokyselina) (Cox & Der, 2002).
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Nadrodina Ras sa sklada z piatich rodin: gén potkanicho sarkoému (Ras), Ras stvisiace s
mozgom (Rab), ADP-ribosyla¢ny faktor (Arf/Sar), Ras stvisiace s jadrom (Ran) a Ras
homolégy (Rho), ktoré su rozsirené o mitochondridlne proteiny. Rab a Arf/Sar rodina
GTPaz ma funkciu v intracelularnom vezikuldrnom transporte. Ran sa podiela na
jadrovom transporte, zatial ¢o GTPazy rodiny Ras a Rho reguluji prenos signalu z
plazmatickej membrany. V zelenych rastlinach (Viridiplantae) pravé Ras GTPazy neboli
pozorovang, i ked’ je po nich tato nadrodina pomenovana (Toma-Fukai & Shimizu, 2019;
Vernoud et al., 2003). Funkcie Ras GTPaz regulovanych G proteinom a spojenych s
vedtcou regulaciou prenosu signalu prebrala v rastlinach rodina Rho proteinov (Berken,

2006; Vernoud et al., 2003; Z. Yang, 2002).

Rodinu Rho mozno dalej organizovat do samostatnych tried podla S$pecifickych
signalizanych funkcii (Jaffe & Hall, 2005; Kjeller & Hall, 1999; Wherlock & Mellor,
2002). U eukaryotov vyskum Rho GTP4z venuje najvicsiu pozornost’ funkénému popisu
tried Rho, Rac a Cdc42 (Jaffe & Hall, 2005). Clenovia tychto tried reguluju
reorganizaciu atvorbu vlakien cytoskeletu, lamelipodii alebo filopddii. Z procesov
v bunke sa podiel'aju na bunkovom cykle, morfogenéze spojenej s bunkovou polaritou,
interakciami bunka-bunka a bunka-matrica, endo- aexocytozu a génovi expresiu.
Vyskytuj sa u zvierat a hub, avSak nie su pritomné v rastlinach (Boureux et al., 2007;
Ridley, 2001; Vernoud et al., 2003; Winge et al., 1997, 2000),

2.3.2 ROP struktira a charakteristika

Rastliny maju jedine¢nt triedu GTPaz typu Rho, ktord sa podl'a dnesnej prevladajucej
nomenklatiry oznacuje ako ,,Rho rastlin“ (Rho-pribuzna GTPaza rastlin alebo skratkou
ROP). Jej ¢lenovia sa Strukturne odlisuji od proteinov Rho inych eukaryotov a neboli
pozorované ziadne jasné homology ku nim (Toma-Fukai & Shimizu, 2019; Vernoud et
al., 2003; Yang et al., 2002; Zheng & Yang, 2000) Fylogenetické analyzy ukazali, Ze
ROP sa objavili evolu¢ne pred diverzifikaciou podrodin RAC a Cdc42, preto kombinuju
ich funkcie s funkciami inych Rho proteinov (Berken et al.,, 2005; Berken &
Wittinghofer, 2008).

ROP/RAC GTPéazy maji molekulovi hmotnost’ v rozmedzi od 21 do 24 kD a st zloZzené
z priblizne 200 aminokyselin. Ich jadro tvori Sest’ B-listov spojenych piatimi sluckami so

Styrmi a-helixmi. Sluc¢ky obsahuju pat’ vysokokonzervovanych motivov G-boxu (G1-
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Gb5) a rovnako ako GTP-viazuci motiv nesi aminokyselinové substittcie zodpovedné za
vizbu s GTP/Mg?" a hydrolyzu GTP (Berken & Wittinghofer, 2008; Bourne et al., 1991;
Sermo et al., 2006; Thomas et al., 2007; Vetter & Wittinghofer, 2001)

Rozdiel napriklad s 'udskym Racl génom okrem tychto substiticii je v tzv. ,,oblasti
inzertu® exponovanej slu¢ky zodpovedajicej reziduam 124-135. V tomto mieste maja
ROP deléciu dvoch az Styroch aminokyselin v porovnani so zvieracimi Rho GTPazami

(Brembu et al., 2006; Winge et al., 1997)

Postranslacné modifikacie (PTM) v sekvenciach tychto proteinov, konkrétne proteinové
lipidacie, reguluji funkcie cielenych proteinov pri signalizacii v reakcii na vonkajSie a
vnutorné podnety. PTM st uskutocnené zvySenim vézbovej afinity proteinov k
biologickym membranam, zmenou ich subcelularnych lokalizacii, schopnosti skladat’ sa,

stability a asociacie s inymi proteinmi (B. Chen et al., 2018).

Na zaklade réznych aminokyselinovych sekvencii na polybazickej hypervariabilnej
doméne, ktord sa u vSetkych ¢lenov ROP/RAC GTPaz nachadza na C-terminalnom
konci, boli RAC/ROP rozdelené do dvoch podskupin oznacenych ako typ I a typ II
(Bourne et al., 1991; Schiene et al., 2000; Winge et al., 2000).

ROP typu Imaji  hypervariabilnt doménu  tvoreni  zkonzervovaného
geranylgeranylovaného motivu Caal. boxu. Pripojenie k membrane je zabezpecené
prenylaciou CaalL geranylgeranyltransferazou-I a polybazickymi doménami (Sorek et al.,
2007, 2011). Prenylované cysteiny su stcastou konzervovaného motivu C-terminalnej
sekvencie oznafeného ako CAAX box. Dochadza tu k jeho proteolyze a metylacii v
endoplazmatickom retikule (ER) (Bracha-Drori et al., 2008; B. K. Nelson et al., 2007;
Schmidt et al., 1998).

ROP typu II kon¢ia motivom GC-CG boxu, preto na hypervariabilnej doméne
neobsahuju konzervovany geranylgeranylovany Caal. motiv. Usmernenie pripojenia
membrany je zabezpecené S-acylaciou na dvoch alebo troch C-koncovych cysteinoch.
Ked’Zze C-konce st palmitoylované nie prenylované, je pravdepodobné, ze ROP typu II
nie st regulované RhoGDI, ked’Ze maskuju modifikaciu prenylu a podporujt cytosolovu
sekvestraciu tychto GTPaz (M. C. Seabra & Wasmeier, 2004). (Ivanchenko et al., 2000;
Lavy et al., 2002; Lavy & Yalovsky, 2006). V dosledku toho by ROP typu II mohli mat’
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extrémnejSie rozdiely v chemickych vlastnostiach aktivnych a neaktivnych GTPaz

domén (Deinum & Jacobs, 2024).

ROP typu I maju zivocisne a hubové ortology, zatial’ co ROP typu II su Specifické pre
rastliny. Rodina ROP v modelovej rastline Arabidopsis pozostava z 11 ¢lenov (Winge et
al., 2000). Modelova rastlina A. thaliana ma osem ROP typu I (AtROP1-AtROP8) a tri
typu 1l (AtROP9, 10, a 11) (Fowler, 2010). Medicago truncatula ma sice takmer
identické zaradenie homologov, ale pocty ROP a pomer medzi typom I a II sa v rdmci

rastlinnej riSe podstatne lisia (Liu et al., 2010).

2.3.3 Cyklus

Maly monomérny cyklus GTP4z nastava v bunke medzi neaktivnymi stavmi viazanymi
na GDP a aktivnymi stavmi viazanymi na GTP (Obr. 1) (Bourne et al., 1991; Vetter &
Wittinghofer, 2001). V aktivnom stave sa protein GTPazy moze viazat' na efektorové
proteiny a regulovat’ tak rozne bunkové procesy (Aslani borj et al., 2022). Tato
interakcia moéze réznymi spOsobmi regulovat aktivitu komponentov signalizaénych
dréh, ako je zmena ich konformacie, aby sa umoznila vizba substratov, uvoliiovanie
alebo indukcia autoinhibi¢nych stavov alebo nabor tychto proteinov na Specifické
subcelularne miesto, cielové viacnasobné efektory. ovplyviujuce rozne systémy odozvy
Vv cytoplazme, vratane Ca2+, ROS, aktinu, mikrotubulov a dynamiky vezikularneho
transportu, ¢o s zakladné zlozky bunkovych aktivit (Berken, 2006; Y. Fu et al., 2005;
Gu et al., 2005).

Tento cyklus GTPazy je prisne regulovany tromi typmi reguldtorov. ROP guaninoveé
nukleotidové vymenné faktory (RopGEF) po naviazani katalyzuji vymenu GDP za GTP

a aktivuju protein, ktory vyvolava downstream signalizacie (Gu et al., 2005).

Druhd skupina regulacnych proteinov st ROP disociané inhibitory guaninovych
nukleotidov (RopGDI), ktoré inhibuju vymenu GDP/GTP a ul'ah¢uju cyklovanie Rho
GTPaz na membranach a mimo nich (Borg et al., 1999; DerMardirossian & Bokoch,
2005; H. Li et al., 1998). GDI odstraiiuje ROP viazané na neaktivne GDP z membrany a
stabilizuje ich v cytoplazme az do ich reaktivacie GEF (Boulter & Garcia-Mata, 2010).
V cytosole maskuju ich lipidové PTM, aby neboli aktivované (Zheng & Yang, 2000).

Predpoklada sa, Ze recyklacia vyvolana RhoGDI udrziava Rho proteiny v odliSnych
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doménach plazmatickej membrany a hra zasadni ulohu pri vytvérani a udrziavani

polarity buniek.

GTPazu aktivujice proteiny (GAP) vypinaju protein poskytnutim esencidlnych
aminokyselin do domény s naviazanym GTP, ktory sa vd’aka nim dramaticky rychlejsie
hydrolyzuje na GDP + Pi. VSetky doteraz identifikované RopGAP maju jedinecnu N-
terminalnu Cdc42/Rac-interagujicu vdzobnu (CRIB) doménu, ktora reguluje ich aktivitu
(Borg et al., 1999; H. Li et al., 1998; Zheng & Yang, 2000). Mutacie vo vysoko
konzervovanych GTPase doménach vedu k proteinom, ktoré su konstitutivne aktivne
(CA), konstitutivne neaktivne alebo dominantne negativne (DN) (D. Lin et al., 2012;
Zheng & Yang, 2000).

Ligand

Receptor

Adaptor
)

[ D D

Obrazok 1: Cyklus ROP GTPaz. Upravené podl'a Purves et al. (2018) Neuroscience. 6th Ed.
Oxford University Press pomocou softvéru BioRender

3

=

Signélne siete ROP pdsobia v Sirokej Skale signalov proti prudu a vyvolavaju nasledné
signaliza¢né kaskady na modulaciu vyvojovych procesov, ako je rast pelovych trubic
(Qin & Yang, 2011), vyvoj korenovych vlaskov (RH) (Jones et al., 2002; Molendijk,
2001), stanovenie bunkovej polarity (D. Lin et al., 2012), morfogenéza buniek (Y. Fu et
al., 2005), dynamiku cytoskeletu (Y. Fu et al., 2009; Kawashima et al., 2014b) receptor-
podobné kinazy (Duan et al., 2010), obrana pred patogénmi (Poraty-Gavra et al., 2013),

hormonalna signalizacia (auxin kyselina abscisova) (X. Li et al., 2017; Z. Li et al., 2012,
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Schepetilnikov et al., 2017; Xu et al., 2014), prenos transportnych vezikul (X. Chen et
al., 2012).

3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

3.1.1 Bakterialny material
e Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90 chemicky kompetentné bunky
e Escherichia coli One Shot™ TOP10 chemicky kompetentné bunky

3.1.2 Rastlinny material
¢ Nicotiana benthamiana L.
e Lucerna siata (M. sativa L.) kultivar (cv.) Regen-SY (RSY)

Rastlinny material bol kultivovany v kultivacnej miestnosti s konStantnymi nastaveniami
teplotoy 21 °C, 71 % vlhkosti, intenzity osvetlenia 80 pE.m™ . s, svetelnym cyklom 16
hodin svetlo/ 8 hodin tma. Rastliny v podmienkach in vitro boli kultivované na Zivnych
médiach v Petriho miskach. Rastliny v podmienkach ex vitro boli pestované v

kvetinaCoch s podnym substratom s perlitom.

3.1.3 Pouzité plazmidy pre Multisite Gateway® klonovaci systém

Pre pripravu fizneho konstruktu trojkomponentovym Multisite Gateway® vektorovym
konStrukénym kitom ako zvolenym klonovacim systémom boli pouzit¢ donorové
plazmidy: ako destina¢ny vektor bol pouzity pB7m34GW,0 so spektinomycinovou
(SpeR) rezistenciou pre baktérie a fosfinotricinovou (Ppt®) rezistenciou pre selekciu v
rastlinach kodujuci konstrukt 35S::GFP:ROP8. Vstupné vektory, ktoré boli sucastou
rekombina¢nych reakcii pre jeho skonstruovanie navrhnuté podl'a (Karimi et al., 2007):
PEN-L4-2R1™ plazmid nesuci p35S sekvenciu, PEN-L1-F-L2™ nesici eGFP
sekvenciu  and  pDONR™P2R-P3  kodujuici ROP8  c¢cDNA  sekvenciu

(https://www.thermofisher.com).

3.1.4 Chemikalie

Alfa Aesar/ Thermo Fisher Scientific: Gellan Gum

Bio-Rad Laboratories: iProofTM High-Fidelity DNA polymeraza
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Duchefa Biochemie: 1000x Gamborg vitaminy, 1000x Nitsch & Nitsch vitaminy,
ampicilin, fosfinotricin, Gamborg BS5 zakladnd zmes soli, kinetin, kyselina 2,4-
dichlorfenoxyoctova (2,4-D), Murashige & Skoog zdkladnd zmes soli, myoinozitol,

rifampicin, spektinomycin, tikarcilin

Thermo Fisher Scientific: 6x DNA Loading Dye, 10X FastDigest™ BufferdNTP Mix 2
mmol-1?, ApalLl (restrikéna endonukledza), Gateway® BP Clonase Il Enzyme mix,
Gateway® LR Clonase Il Enzyme mix, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Phire Hot
Start II DNA Polymeraza, Proteinkindza K, Pstl (restrikéna endonukleaza)

Nippon Genetics: Midori Green Advance

Sigma Aldrich: 2(N-morfolino)etansulféonova kyselina (MES), 1000X Schenk &
Hildebrant vitaminy, adenin, agardza, dodecylsulfat sodny, dusi¢nan draselny (KNO3),
etanol, etylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), glukéza, glutamin, glycerol,
heptahydrat siranu horecnatého (MgSO4:-7H20), hovddzi sérovy albumin (BSA),
hydroxid sodny (NaOH), hypochlorid sodny (NaClO), chlorid draselny (KCl), chlorid
hore¢naty (MgCl2), chlorid sodny (NaCl), chlorid vépenaty (CaCl2) kvasnicny extrakt,
kyselina octovd, L-glutatiéon, Luria Bertani (LB) Broth (Miller), LB Broth s agarom
(Miller), metanol, Na2EDTA-2H20, octan draselny, prolin, sachardza, Schenk &
Hildebrant zakladna zmes soli, serin, trypton, Tris(hydroxymetyl)amino-metan, Tris-

hydrochlorid, Tween-20

3.1.5 Kultiva¢cné média

Kokultivaéné médium

10 mmol-1' MgCl2 (pH 5,6)
10 mmol-1? MES
0,15 mmol-1? acetosyryngén

Luria Bertani (LB) pevné médium
40 g1t LB médium s agarom

milliQ H20

sterilizacia autoklavovanim
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Luria Bertani (LB) tekuté médium
25 g1 LB Broth

milliQ H20

pH 7,2, sterilizované autoklavovanim

B5H médium

3,1 gl Gamborg B5 zakladna zmes soli

0,5 g1t KNO3

0,25 g1t MgSO4-7H,0

0,5 g-I't prolin

30 g-I' sacharoza

45¢g1?t Gellan Gum

1 ml-1? 1000x Gamborg vitaminy (pridava sa po
autoklavovani)

30 ml-1*? roztok aminokyselin (pridava sa po autokldvovani)

1 mg-1* 2,4-D (pridava sa po autoklavovani)

0,1 mg-1? kinetin (pridava sa po autoklavovani)
milliQ H20

pH 5,7; sterilizované autoklavovanim

B5H médium + antibiotika

3,1 g1t Gamborg B5 zakladna zmes soli

0,5 g1? KNO3

0,25 g1t MgSO4-7H20

0,5 g1t prolin

30 g1 sacharoza

4,5 g1t Gellan Gum

1 ml-1? 1000x Gamborg vitaminy (pridava sa po
autoklavovani)

30 ml-1? roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)

1 mg-1*? 2,4-D (pridava sa po autoklavovani)
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0,1 mg-1?
15 mg-1?
500 mg-1?t

B50 médium
3,1 gl

0,5 g 1%
0,25 g-1*t
0,5 g1t
30 g-I'
45¢g1?t

1 ml-1?

30 ml-1?t

B50 médium + antibiotika

3,1 g1t
0,5 g1?
0,25 g1t
0,5 g1?
30 g1
4,5 g1t

1 ml-1?

30 ml-I*?
15 mg-1?
500 mg-1*t

kinetin (pridava sa po autoklavovani)
Fosfinotricin (pridava sa po autoklavovani
tikarcilin

milliQ H20

pH 5,7; sterilizované autokldvovanim

Gamborg B5 zakladna zmes soli

KNO3

MgSO4-7H20

prolin

sachar6za

Gellan Gum

1000x Gamborg vitaminy (pridava sa po
autoklavovani)

roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)
milliQ H20

pH 5,7; sterilizované autokldvovanim

Gamborg B5 zakladna zmes soli

KNO3

MgSO4-7H20

prolin

sachar6za

Gellan Gum

1000x Gamborg vitaminy (pridava sa po
autokldvovani)

roztok aminokyselin (pridava sa po autoklavovani)
fosfinotricin (pridava sa po autoklavovani)

tikarcilin (pridava sa po autoklavovani)
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milliQ H20

pH 5,7; sterilizované autoklavovanim

MMS médium + antibiotika

43 g1t
30 g1
0,1 g1"
4,5 g1*

1 ml-1?

15 mg-1*t
500 mg-1*t

SH médium
32 g1t

1 ml-1?

30 g1
0,5 g1t

SOC médium
5gl?t

20 g-1*t

0,584 g-l'1
0,186 g-1'

3,6 gl?

0,952 g-1*

Murashige & Skoog zakladna zmes soli
sachar6za

myoinozitol

Gellan Gum

1000x Nitsch & Nitsch vitaminy (pridava sa po
autoklavovani)

fosfinotricin (pridava sa po autoklavovani)
tikarcilin (pridava sa po autoklavovani)

milliQ H-O

pH 5,7; sterilizované autoklavovanim

Schenk & Hildebrant zakladné zmes soli

1000X Schenk & Hildebrant vitaminy (pridava sa po
autoklavovani)

sachar6za

2(N-morfolino)etansulfonova kyselina (MES)

milliQ voda

pH 5,7; sterilizované autokldvovanim

kvasnicny extrakt
trypton

NaCl

KCI

glukoza

MgCl,
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3.1.6 Roztoky a pufry

TE pufor
10 mmol-17

0,1 mmol-1?

Roztok spektinomycinu

0,59 ul
5ml

Roztok rifampicinu
0,259

5ml

Roztok fosfinotricinu
0,25¢g

5ml

Roztok kinetinu
1mg

20 ul
10 ml

Roztok aminokyselin
6,659

0,004 g
083g

milliQ H.0

pH 7,5; sterilizované autoklavovanim

Tris-HCI pH 8,0

EDTA

miliQ voda; sterilizované autoklavovanim

spektinomycin
milliQ H20

sterilizacia cez bakteriologicky filter

rifampicin
metanol

sterilizacia cez bakteriologicky filter

fosfinotricin
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

kinetin
1 mol-1* NaOH
milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

glutamin
adenin

serin
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0,083 ¢ L-glutation
250 ml milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

2,4-D roztok
10 mg 2,4-D
150 umol.I* 1 mol.I"* NaOH
50 ul etanol
10 ml milliQ voda

sterilizacia cez bakteriologicky filter

EDTA (0,5 mol.I'* zasobny roztok)

18,61 ¢ Na,EDTA - 2H,0O
80 ml milliQ voda
pH 8,0

50x koncentrovany TAE (Tris-Acetat EDTA) pufor

121 ¢ Tris
28,55 ml kyselina octova
50 ml 0,5 mol-IEDTA
421,45 ml milliQ voda

pH 8,0

1x koncentrovany TAE pufor
20 ml 50x TAE pufor

980 ml ddH20

1 % agardzovy gél
19 agaroza

100 ml 1x TAE pufor
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1 ul Midori Green Advance

3.1.7 Pristrojové vybavenie a komer¢né kity

Analytické vahy XA110/2X (RADWAG Vahy s.r.o.; Cesko), autoklav STERIVAP® HP
IL (MMM Group; Nemecko), automatické pipety (Eppendorf, Nemecko), centrifuga
Allegra 64 R (Beckaman Coulter; USA ), centrifigan ROTANTA 460R (Scholler
Instruments; Cesko), centrifiga Scan Speed 1730 MR (Scala Scientific; Holandsko),
elektroforetickd vana so zdrojom (Bio-Rad; USA), elektromagneticka mieSacka MSH-
420 (Boeco; Nemecko), GeneJET Gel Extraction Kit™ (Thermo Fisher Scientific;
USA), inkubator s nastavitelnou teplotou (Verkon; Cesko), Inkubator IN55 (Memmert;
Nemecko), konfokany laserovy skenovaci mikroskop LSM880 vybaveny Airyskenom
(Carl Zeiss; Nemecko), kultivacna komora (Weiss Gallenkamp; Nemecko), laboratorne
predvazky S1502 (BEL-Engineering; Taliansko), laminarny box Biohazard M 1200
(Merci; Cesko), Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up (Thermo
Fisher Scientific; USA), mikrocentrifiga MyFuge™ (Benchmark Scientific; USA),
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific; USA), orbitdlna inkubovana trepacka ES-20
(Biosan; Lotyssko), PCR termocyklér MyCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad; USA),
PCR termocyklér T100 Thermal Cycler (Bio-Rad; USA), pH meter stolny PC 2700
(Eurotech Instruments; Singapur), pristroj na deionizovani vodu Simplicity Water
Purification System (Merck Milipore; USA ), QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN;
Nemecko), spektrofotometer SmartSpec™ plus (Bio-Rad; USA), teplotny sterilizator
Solaris (Schuett-biotec; Nemecko), termoblok ThermoStat™ C (Eppendorf; Nemecko),
trepacka Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan; Loty$sko), UV transiluminator (Bio-Rad; USA),
UV vizualizator Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad; USA), vortex Micro-Spin FV2400
(Labnet; USA).

3.1.8 Software

ApE - A plasmid Editor, Image Lab™ (Bio-Rad; USA), Microsoft 365, SnapGene
(Insightful Science; USA), SnapGene Viewer (Insightful Science; USA); Zeiss Zen 3.5
(blue edition, Nemecko)
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3.2 Metodicky postup pri priprave vektorov pre klonovanie fizneho
proteinu

3.2.1 PCR reakcia s attB primermi

Metoda PCR bola pouzita pri amplifikacii tseku cDNA génu Rop8 ainych PCR
produktov v priecbehu klonovania. Pomocou navodu pre MultiSite Gateway®™
trojfragmentovy vektorovy konstrukény kit boli navrhnuté Specifické att primery na
zéklade ziskanej cDNA ROP8 zreferencnej databazy lucerny siatej, kultivaru
XinJianDaYe (MS.gene055764.t1; Chen et al., 2020). Na 5" konci zaéinali Styrmi
guaninovymi reziduami, d’alej ich tvorila ich 22 alebo 25 parov baz (bp) dlha sekvencia
attB Specifickych miest a nasledovala 18-25 bp dlha sekvencia templatovej CDNA. Pri
rekombinacnej reakcii st pre vznik PCR produktu nevyhnutné ohrani¢enia tymito att
rekombinaénymi miestami. Pre zachovanie spravneho c¢itacieho ramca bol pouzity
primer so STOP kodoénom. Sekvencie priameho a spatného primeru su zobrazené v
(Tab. 1). Teplota topenia primerov (Tm) rovnako ako cela reakcia bola overena
programom SnapGene. Zlozenie reakénej zmesi je podrobne rozpisané nizsie (Tab. 2).
Pre tato reakciu bol zvoleny program na termocykléri pre jednotlivé fazy PCR reakcie
(Tab. 3) s iProof™ High-Fidelity DNA polymerazou (Cat#1725301; Bio-Rad). Bol
pripraveny master mix, ktorého objem zodpovedal pre jednotlivé zlozky ich objemom

vynasobenym ich po¢tom + 1. Ako negativna kontrola bola pouzita PCR H2O.

Tab. 1: primery pouzité v PCR reakcii

Nazov primera Sekvencia primerov 5” - 3°

ROPS8 for (priamy) primer 5-GGGGACAGCTTTCTTG TACAAAGTG GTA
CAGCAAGATTCATCAA

ROPS8 rev (spitny) primer 5-GGGG ACAACTTT GTATAATAAAGT TGA

TCATTAAAGGAAAATACATGA
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Tab. 2: PCR reak¢éna zmes pre amplifikaciu génu

Pouzité chemikalie MnoZstvo
PCR voda 32,5 ul
5x iProof™ HF Buffer (pufor) 10 pl

2 mmol-1* dNTP Mix 1 ul

10 pl/10 mmol-1* priamy (For) primer 2,5 ul
10 pl/ 10 mmol-1"? spédtny (Rev) primer 2,5 ul
iProof™ High-FidelityDNA polymeraza 0,5 ul
DNA templat 1 ul
Celkové mnoZstvo reakcie 50 ul

Tab. 3: Nastavenie programu PCR reakcie pre iProof™ High-Fidelity DNA polymerazu

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Vstupna denaturacia 98 °C 30 1
Denaturacia 98 °C 10s
Nasadanie primerov 57 °C 30s 28
Elongicia 72°C 30s.
Finalna elongacia 72 °C 10 min. 1
Schladenie 4°C 0 -

3.2.2 DNA agaroézova elektroforéza

PCR reakciou amplifikovana sekvencia génu so STOP kodénom (Rop8_Sk) bola overena
pomocou DNA agarozovej elektroforézy. Metdda agardzovej elektroforézy sluzila pre
rozne analyzy, ale v jednoduchosti bola vyuZivand na kontrolu PCR produktov.
V zavislosti od potrieb experimentu bola rdzne prisposobend iba doba priebehu

a vel'kost’ napétia u konkrétne vykonavanej metody.

Pre pripravu agar6zového gélu bol do 250 ml Erlemayerovej banky pridany navazeny
1 g agardzy spolu s 100 ml 1x TAE pufru. Roztok bol zahriaty priblizne 2,5 min. do
uplnej homogenizacie rozpustenim agardzy v mikrovinnej rure a schladeny v nadobe s
vodou. Pre vizualizaciu DNA v géli bol pridany 1 pl fluorescencného farbiva Midori
Green Advance DNA Stain amierne vychladnuty tekuty gél bol naliaty do
elektroforetickej vanicky. Pred stuhnutim bol do gélu zalozeny hrebeni pre vytvorenie
jamiek na nanaSanie vzorky. Po priblizne 20 min. bol gél stuhnuty a preneseny do

elektroforetickej vanicky naplnenej 1x TAE pufrom. Ku kazdej vzorke bolo pridanych
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10 pl 6x Loading Dye (nanasaci pufor) a po odstraneni hrebefia boli vzorky nanesené do
jamiek gélu. Ako marker molekulovej hmotnosti sluzili 2 ul GeneRulerTM 1 kb Plus
DNA Ladder. Vana bola uzatvorena od vonkajSieho okolia a pripojena ku zdroju. Bolo
nastavené konStantné napétie 80 V, pripadne elektricky prud 400 mA po dobu 40 min
alebo odlisna doba v zavislosti od nastavenia potrieb experimentu. Po rozdeleni vzoriek
bol gél vyvolany v pristroji Gel Doc™ EZ Imager, a nasledne prebehlo vyhodnotenie v

programe ImageLab.

3.2.3 Wrezanie PCR produktu z agarozového gélu a purifikacia DNA

DNA extrakcia z agar6zového gélu bola prevedend pomocou komeréného kitu GeneJET
Gel Extraction Kit™, Za pouzitia transiluminatoru bol skalpelom vyrezany pas gélu
0 urcitej pozadovanej vel'kosti. Vyrez bol preneseny do predom odvazenej 2 ml plastove;j
skamavky Eppendorf a nésledne bola zvdZend jej hmotnost’ aj s obsahom. Objem
vizobného ,,Binding* pufru z kitu bol odvodeny z pomeru 1:1 k navazenej hmotnosti
gélu. V tomto pripade bol vypocitany objem 200 pl pufru ku 200 mg gélu. Prebehla
inkubécia pri 50 °C v termobloku, pokial nebol agardézovy gél uplne rozpusteny.
Prevratenim dna naopak akratkym mieSanim na vortexe doSlo k rychlejSiemu
rozpusteniu obsahu skimavky. 800 pl roztoku gélu bolo nanesenych na GenelJET
purifika¢nt kolonu s membranou oxidu kremicitého navrhnutou pre zachyt DNA. Obsah
kolonky bol nasledne scentrifugovany pri 11 000 g, 1 min. pri izbovej teplote.
Supernatant bol odstraneny a kolonka vratend spit’ do zbernej skimavky. Tento krok bol
zopakovany eSte dvakrat. Na purifikaéni koldénku bolo napipetovanych 700 pul
premyvacieho ,,Wash* pufru NT3 a prebehla nasledna centrifugécia pri 11 000 g po dobu
1 min. pri izbovej teplote. Podobne ako pri predchadzajicej centrifugacii, bola
odstranend nenaviazana tekutd zlozka a kolonka bola umiestnend spiat’ do zbernej
skaimavky. Po premyti pre Uplné odstranenie zostatkového premyvacieho pufru bola
kolénka vysuSend 3 min. centrifugaciou pri izbovej teplote a 11 000 g. GeneJET kolonka
bola premiestnend do 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky. Na stred kolonky bolo
nanesenych 20 pl milliQ vody a prebehla opakovanad rychla 1 min. centrifugacia

S odstranenim supernatantu. Obsah skimavky po druhom premyti nebol odstraneny,
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pretoze obsahoval purifikovanti dvojvlaknovi DNA (PCR produkt), s ktorou po

namerani vhodnej koncentracie na NanoDrope bolo mozné pracovat.

3.2.4 BP rekombinacna reakcia

BP rekombinacna reakcia prebehla medzi fragmentom DNA ohrani¢enom attB miestami
a prislusnym donorovym vektorom obsahujicim attP miesta na vytvorenie vstupného

klonu.

Do 1,5 ml mikrocentrifugacnej skumavky boli pri izbovej teplote pridané
komponenty reakénej zmesi (Tab. 4). K vysSie uvedenym komponentom v reakcnej

zmesi boli pridané 2 pl rozmrazenej BP Clonase® Il

a bolo nutné precizne premieSanie
na vortexe. Reakcia bola inkubovana pri teplote 25 °C pocas noci. Nasledne bol pridany

1 ul roztoku proteinazy K, ktory bol ponechany na inkubaciu pri teplote 37 °C 10 minut.

Tab. 4: Komponenty BP rekombina¢nej reakcie

Pouzité chemikalie Mnozstvo
attB PCR produkt (50 fmdlov) 5,2 ul
BP Clonase® Il 2 ul
pDONR™ vektor (150 ng/ul) 1 ul

TE pufor, pH 8.0 1,8 ul
Celkové mnoZstvo reakcie 10 pl

3.2.5 Transformacia do TOP10 chemokompetentnych buniek

K 50 pl chemokompetentnych buniek E. coli kmeia TOP10 bolo pridanych 5 pl
produktu BP reakcie. Pre naruSenie bunkovych stien baktérii prebehla inkubacia 50 pl
baktérii v skimavke na l'ade po dobu 30 minut a nasledne boli vystavené 50 sekind
teplote 42 °C. V naslednosti na to boli ihned’ prenesené na T'ad. Do sktimavky bolo
pridanych 250 pl SOC média. V d’alSom kroku sa uzavreté skimavky nechali inkubovat’
1,5 hodiny pri teplote 37 °C vo vodorovnej polohe na inkubovanej trepacke za staleho
mieSania pri 200 RPM. Na dve Petriho misky so stuhnutymi 20 ml LB média, do ktorych

bolo pridanych 20 ul selekéného antibiotika kanamycinu (Kan®), bolo nanesenych 150
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ul bakteridlnej kultary, ktora bola rozotretd pomocou sterilnych plastovych hokejok.

Takto naockované LB média boli inkubované cez noc pri 37 °C.

3.2.6 Metoda Colony PCR

Metoda colony PCR slazila na overenie ucinnosti transformécie do
chemokompetentnych buniek baktérii E. coli. Na ziskanie templatovej DNA pre
overenie vstupného vektoru Rop8_P2R-P3 v tejto reakcii boli vyuzité narastené kolonie

na pevnhom selekénom LB médiu.

V laminarnom boxe bola rozliata sterilnd voda po 10 ul do 6 mikroskimaviek
urenych pre PCR reakciu. Do kazdej zvlast bola vlozena sterilna Spicka pipety.
V lamindrnom boxe boli $pickami sterom z povrchu média prenesené vzorky kazdej
zo 6tich vybranych kolonii priamo do PCR vody a spolo¢ne premiesané. Kazda

bakterialna kolonia z LB média predstavovala templatovia DNA pre PCR reakciu.

Pre samotni PCR bol pripraveny do spolo¢nej skiimavky tzv. master mix.
V naslednosti bol do kazdej mikroskumavky napipetovany 1 pul pDNA z kolénii a 9 ul z
pripraveného PCR mixu doplnenim do vysledného objemu 10 ul (Tab. 5). Pre
amplifikaciu Gseku s inzertom bol vyuzity M13 priamy a spétny primer (M13_Fw —
GTAAAACGACGGCCAG; M13 Rev — CAGGAAACAGCTATGAC) anastaveny
program (Tab. 6) s DNA polymerazou (Cat#01-02-00500; Solis BioDyne OU). Obidva
primery nasadaju na konkrétnu sekvenciu vo vstupnom vektore, vd’aka comu je mozné
porovnat’ molekulovu vel'kost’ PCR produktu s teoretickou hodnotou v in silico vektore.

PCR produkt bol nasledne overeny pomocou 1 % DNA agar6zovej elektroforézy.
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Tab. 5: ZloZenie PCR reakénej zmesi

Pouzité chemikalie MnoZstvo
PCR voda 4,6 ul
5xBuffer (pufor) 2 ul

2 mmol-1* dNTP Mix 0,2 ul
10 mmol 1" M13 priamy primer 1ul

10 mmol-1"* M13 spitny primer 1ul
HOT FIREPol® DNA polymeréaza 0,2 ul
Templatova DNA 1ul
Celkové mnoZstvo reakcie 10 pl

Tab. 6: Nastavenie programu PCR reakcie pre HOT FIREPol® DNA polymerazu

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Vstupna denaturacia 95°C 12-15 min. 1
Denaturacia 95 °C 30-60 s
Nasadanie primerov 50-68 °C 30-60 s 26-35
Elongacia 72 °C 1-4 min.
Finalna elongécia 72 °C 5-10 minut 1
Schladenie 4°C 0 -

3.2.7 Kultivacia pozitivnych kolénii Escherichia coli so vstupnym vektorom

Po skonceni PCR reakcie boli PCR produkty overené pomocou DNA agarozovej
elektroforézy. U pozitivnych kolonii transformovanych buniek E. coli s inzertom nastal
prenos do 4 ml tekutého LB média so selekénym antibiotikom (Kan®) pomocou steru so
sterilnym paratkom. Tekuté¢ LB médium s bakteridlnymi kultirami bolo kultivované na
trepacke v 15 ml kyvetach cez noc pri teplote 37 °C za stileho trepania nastavenom na

200 RPM.
3.2.8 Izolacia plazmidovej DNA pomocou QIAprep® Spin Miniprep Kitu

Pre izolaciu pDNA bola pouzitd bakteridlna suspenzné kultira, ktorej narast cez noc sa
prejavil zakalenim. Do 2 ml plastovej skimavky boli preliate 2 ml bakteridlnej
suspenzie, ktora bola stocena v centrifiige pri izbovej teplote 3 min. a 8000 RPM. Po
odliati supernatantu bolo k sedimentu pridanych 250 pl vychladeného P1 roztoku.
Nésledne bolo pridanych 250 pl roztoku P2 a 350 ul N3 pufru. Po pridani P2 bol ihned’

roztok opakovane ru¢ne premiesany prevratenim dna, rovnako ako po pridani N3 eSte
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pred centrifugaciou. Vzniknuty obsah bol 15 minut centrifugovany pri 13000 RPM bez
chladenia pri izbovej teplote. Po stoceni zmesi bolo 800 ul supernatantu prenesenych do
QIAprep 2.0 spin kolonky a zmes bola stocend v centrifige 1,5 min. pri 10000 RPM.
Zostavajuci roztok, ktory sa nezachytil na kolonke bol odstraneny. Tento krok bol
opakovany so 750 ul PE pufru. Prazdne kolonky umiestnené v zbernej skimavke boli
nakoniec sto¢ené 3 min. pri rovnakym postupom, aby sa odstranil zostatkovy premyvaci
pufor. Na kolonky prelozené v 1,5 ml mikrocentrifugacnej skiimavke bolo nanesenych
20 pl miliQ vody a boli poslednykrat sto¢ené pri izbovej teplote 1 min. pri 10000 RPM.
Toto stoCenie bolo opakované za rovnakych podmienok sobjemom 15 pul. U
vyextrahovanej pDNA z kolonky bola zmerana koncentracia na NanoDrope. Izolovana
plazmidovd DNA bola uchovavana pri -20 °C. Overenie pDNA sa uskuto¢nilo

sekvenovanim.

3.2.9 Priprava glycerolovych bakterialnych zasobnych kultar

Z vyizolovanej pDNA pozitivnych bakterialnych kolonii boli pripravené glycerolové
zasobné bakterialne kultary. Zakladom pripravy tzv. bakteridlnych konzerv boli
narastené bakteridlne no¢né kultury a ich asepticky prenos. Ku 600 pl prenesenej kultiry
do sterilnej 2ml plastovej skimavky bolo pridanych 600 pl 50 % glycerolu. Zlozky
vzoriek boli nésledne precizne premiesané, zmrazené v tekutom dusiku a ulozené do

mraznicky na -80 °C.

3.2.10 Restrik¢né Stiepenie

Restrikéné Stiepenie sluzilo na otestovanie spravnosti vytvoreného vstupného
alebo destina¢ného vektora nesticeho konstrukt v podobe vyizolovanej plazmidove;j
DNA (pDNA) z chemokompetentnych buniek E. coli. Kontrolu véc¢Sinou predstavoval
rovnaky plazmid ale bez vneseného inzertu s génom zaujmu. Ku restrikénému Stiepeniu
preto v prazdnom vektore dochadzalo na rozdielnych miestach a v odliSnom pocte.
Vzniknuté fragmenty bolo mozné separovat agardézovou elektroforézou, pri¢om ich
dizka zodpovedala poétu parov nukleotidovych baz (bp). In silico navrh pre overenie

vysledku Stiepenia bol zhotoveny v programe ApE verzia 2.0.70.0 podl'a nukleotidovej
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sekvencie konkrétneho plazmidu. V programe SnapGene bola odvodena restrikéna mapa

pre zvoleny enzym.

Pre priebeh reakcie restrik¢éného Stiepenia boli jednotlivé zlozky reakénej zmesi
(Tab. 7) s vynimkou vzorky DNA spolo¢ne zmieSané. Objem zmesi (40 pl) bol
rozdeleny do piatich PCR skimavkovych stripov po 8 ul, pricom do kazdého boli
pridané 2 pul DNA vstupného vektora s inzertom. Samotné restrik¢né Stiepenie prebichalo
2 hodiny pri 37 °C. Bol pouzity enzym Pstl, ktory vytvaral kohézne (lepivé) konce na
DNA pri Stiepeni, ¢o umoziiuje sparovanie s inymi komplementdrnymi DNA
sekvenciami. Spravna velkost' rozstiepenych fragmentov vstupného vektora bola
overena gélovou elektroforézou na 1% agar6zovom géli s farbivom Midori Green pre
zviditelnenie DNA podl'a postupu opisaného v ¢asti 3.2.2. Do jednotlivych jamiek na
géli boli napipetované vzorky (10 pl) so 6x DNA nanéasacim farbivom (2 pl).

Tab. 7: Komponenty restrikéného $tiepenia vstupného klonu restrikénym enzymom Pstl

Pouzité chemikalie MnozZstvo
pDNA 2 ul

10X FastDigest Buffer 1ul
Restrikéna endonukleaza Pstl 0,2 ul
PCR voda 6,8 ul
Celkové mnoZstvo reakcie 10 pl
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3.2.11 Sekvenovanie

Sekvenovanie sluzilo na testovanie pozitivnych kolonii baktérii po vyizozlovani pDNA
QIAprep® Spin Miniprep Kitom v podkapitole 3.2.8. Vzorky pDNA s pozitivnymi
koldniami boli sekvenované firmou SEQme. Vysledky sekvenovania mali potvrdit,, ¢i sa
vo vstupnom vektore P2R-P3 nachadza inzert so spravne zaklonovanou sekvenciou.

Vystup bol porovnavany so sekvenciou v programe SnapGene.

3.2.12 LR rekombinaé¢na reakcia

Enzym Gateway® LR Clonase® II mal v LR reakcii vyznam pre zabezpeCenie
rekombinacie attL miest patriacich sekvencii génu ROP8 na vstupnom vektore s attR
miestami destinaéného vektora pB7m34GW,0 (Karimi et al., 2005). Tato reakcia
podniecuje vznik expresného klonu s konstruktom 35S::GFP:ROP8 nahradenim ccdB

génu za vstupny klon.

Do 1,5 ml mikrocentrifuga¢nej skimavky boli pri izbovej teplote pridané komponenty
reak¢nej zmesi (Tab. 8). K uvedenym komponentom boli pridané 2 pl rozmrazenej LR
Clonase® II Plus a bolo nutné precizne premieSanie na vortexe. Reakcia bola
inkubovana pri teplote 25 °C pocas noci. Nasledne bol pridany 1 pl roztoku

proteinkinazy K, ktory bol ponechany na inkubaciu pri teplote 37 °C 10 minft.

Tab. 8: Komponenty pre LR reak¢ént zmes

Pouzité chemikalie MnoZstvo
PEN-L4-2R1™ plazmid nesuci p35S sekvenciu 1 ul
PEN-L1-F-L2™ nestci eGFP sekvenciu 1 ul
pDONR™P2R-P3 kodujiici ROP8 cDNA sekvenciu 1 ul
pDEST™ vektor pB7m34GW,0 1 ul

LR Clonase® Il Plus 2 ul
TE pufor, pH 8.0 4 ul
Celkové mnoZstvo reakcie 10 pl
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3.2.13 Transformacia Escherichia coli destina¢nym vektorom s inzertom

K 50 pl chemokompetentnych buniek E. coli kmena TOP10 bolo pridanych 5 pl
produktu LR reakcie. Pre naruSenie bunkovych stien baktérii prebehla inkubacia 50 pl
baktérii v skimavke na 'ade po dobu 30 minut a ihned’ boli vystavené 50 sekund teplote
42°C. V naslednosti na to boli prenesené na I'ad. Do skiimavky bolo pridanych 250 ul
SOC média. V d’alSom kroku sa uzavreté skimavky nechali inkubovat’ 1,5 hodiny pri
teplote 37°C vo vodorovnej polohe na inkubovanej trepacke s nastavenymi 200 RPM.
Destinaény vektor nesie rezistenciu na spektinomycin (Spe®). Na dve Petriho misky so
stuhnutymi 20 ml LB média, do ktorych bolo pridanych 20 ul selekénych antibiotik
spektinomycinu (Spe®) a rifampicnu (RifR), bolo nanesenych 150 ul bakteridlnej kultiry,
ktorda bola rozotretd pomocou sterilnych plastovych hokejok. Takto naockované LB

média boli inkubované cez noc pri 37 °C.

3.2.14 Overenie destina¢ného vektoru restrikénym Stiepenim

Vyselektované kolonie boli testované na pritomnost pozadovaného konstruktu
35S::GFP:ROPS stiepenim s restrikénym enzymom ApaLl a d’alSimi zlozkami reakéne;j
zmesi (Tab. 9). Restrik¢éné Stiepenie prebiehalo 20 mintit v termocykléri pri nastavenej
teplote 37 °C. Po skonCeni restrikéného S$tiepenia destinaéného vektoru boli
k nastiepenym produktom pridané 2 ul 6x Loading Dye. V takejto podobe bola

plazmidova DNA bola nanesena na agarozovy gél.

Tab. 9: Restrikéné Stiepenie destinaéného plazmidu restrikénym enzymom Apall

Pouzité chemikalie MnoZstvo
pDNA 2 ul
Pufor 1ul
Restrikény enzym Apal 1 0,2 ul
PCR voda 6,8 ul
Celkové mnoZstvo reakcie 10 pl
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3.2.15 Sekvenovanie destinaéného vektoru

Sekvenovanie sluzilo na testovanie pozitivnych kolonii baktérii po vyizozlovani
plazmidovej DNA destinaéného vektora pomocou QIAprep® Spin Miniprep Kitom
opisané v podkapitole 3.2.8. Vzorka s pozitivnou koloniou bola sekvenovana firmou
SEQme. Vysledky sekvenovania mali potvrdit, Ze sa vV destinacnom vektore nachadza
spravne zaklonovany inzert s odpovedajicou sekvenciou. Vystup bol porovnany so

sekvenciou vytvorenou v programe SnapGene.

3.2.16 Transformacia do Agrobacterium tumefaciens a priprava no¢nej
kultiary

15 pl vzorky DNA s konstruktom 35S::GFP:ROP8 pripravenym klonovanim aplikujem
do 200 pul A. tumefaciens GV3101 ako zmrazené glycerolové inokulum. Bakterialne
bunky su transformované vdaka teplotnému Soku, pretoze bakteridlna kultura bola
uloZena 40 minut na l'ade, nasledne bola zmrazend 5 minat v tekutom dusiku a 15 min.
rozmrazovana pri izbovej teplote. Po pridani 400 ul SOC média bola kultura inkubovana
2 hodiny vtme pri 28 °C. Médium bolo potom rozliate do dvoch Petriho misiek.
Sterilnou plastovou hokejkou boli rovnomerne po povrchu rozotreté antibiotika.
NajcastejSim antibiotikom je spektinomycin (Speio) ale moze byt pouzity aj
v kombinacii s rifampicinom, aby bol znemozneny rast inych mikroorganizmov ako A.
tumefaciens (Rifso). Misky boli kultivované v tme pri teplote 28 °C. Den pred stabilnou
transformaciou lucerny boli narastené vyselektované kolonie A. tumefaciens
S destinacnym vektorom na pevnom LB médiu drevenou Spajdlou sterilne prenesené do
10 ml tekutétho LB média s prislusnymi antibiotikami (20 pl rifampicinu a 20 pl
spektinomycinu). Kultura sa nechala kultivovat’ cez noc v tme, pri 28 °C za staleho
mieSania pri 200 RPM.

3.2.17 Selekcia kolonii na zaklade colony PCR s M13 primermi
Zakladny postup pouzita colony PCR pri overovani je uvedeny v podkapitole 3.2.6. Na
overenie spravnosti transformacie destinatného vektora (templatova DNA) do

chemokompetentnych buniek A. tumefaciens bol pouzity pre amplifikdciu useku s
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konstruktom spatny a priamy primer M13. Komponenty PCR reakénej zmesi su uvedené
v Tab. 10. PCR reakcia prebehla s nastavenym programom (Tab. 11) pre Phire Hot Start
Il DNA polymerazu (Cat#F122L; Thermo Scientific™). PCR produkty boli overené
pomocou 1% DNA agarézovej elektroforézy podl'a postupu uvedenom v podkapitole
3.2.2. Pozitivne kolonie boli vypichnuté do tekutétho LB média so selekénymi

antibiotikami (SpeR a RifR) a kultivované podl'a postupu v podkapitole 3.2.7.

Tab. 10: Zlozenie PCR reakénej zmesi

Pouzité chemikalie MnoZstvo
PCR voda 4,6 ul
5xBuffer (pufor) 2 ul

2 mmol-1? dNTP Mix 0,2 ul
10 mmol -1 M13 priamy primer 1ul

10 mmol-I"* M13 spitny primer 1ul
Phire HS 1l DNA polymeraza 0,2 ul
Templatova DNA 1l
Celkové mnoZstvo reakcie 10 pl

Tab. 11: Program nastavenia priebehu faz PCR reakcie

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Vstupna denaturacia 98 °C 5 min. 1
Denaturacia 98 °C 5s
Nasadanie primerov 68,7 °C 5s 40
Elongacia 72 °C 20s
Finalna elongécia 72 °C 1 min. 1
Schladenie 4°C 0 -
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3.3 Tranzientna transformacia listov Nicotiana benthamiana

Na zaciatku bolo pripravené kokultivaéné médium obsahujuce 10 mM MgCl2, 10 mM

MES (pH 5,6) a 150 pM acetosyringonu.

Bakterialna kultira A. tumefaciens na tranzientnu transformaciu N. benthamiana bola
pripravena sterilne pridanymi 20 ul rifampicinu a 5 pl spectinomycinu. Rezistencia na ne
je obsiahnuta v sekvencii konstruktu. Do 5 ml tekutého LB média. 0,5 ml ¢istého LB
média s antibiotikami bolo odobraté, pretoze sluzilo ako slepa vzorka, tzv. "blank" pri
merani OD. Do zvy$ného média s antibiotikami bolo pridanych 30 pl vopred
pripraveného glycerolového inokula A. tumefaciens nestce konstrukt 35S:GFP::ROP8
V Casti 3.2.18. Takto pripravené médium bolo zabalené do alobalu a kultivované cez noc
pri teplote 28 °C a 180 RPM na trepacke. Na druhy den pri zistovani ODeoo Na
spektrofotometri bolo ako prvé zmerané odobraté médium z prvého dina s antibiotikami
bez bakterii ako referen¢na vzorka. Pri merani bolo vzdy odpipetovanych 50 pl do
sklenenej kyvety v laminarnom boxe. Bolo potrebné nariedit’ kultiru, aby mala ODegoo
vyslednt hodnotu 0,7 v 1 ml. Bol vypocitany objem, ktory bol centrifugovany pri 2000
g, 10 min. pri 4 °C. Supernatant bol odliaty pre nahradenie 2 ml kokultivacného média, v
ktorom sa pelet rozptylil na vortexe. Suspenzia sa potom inkubovala 2 hodiny v tme pri
izbovej teplote. Netransformované tabakové rastliny boli poliate asi 2 hodiny pred
infiltrdciou, aby sa im otvorili prieduchy. Po inkubécii sa suspenzia nasavala do
injekénej striekacky a bola opatrne zatlaend proti tlaku prstu na adaxialnej strane listu
V oblasti medzi Zilnatinou. Tato oblast’ bola oznacend fixou. Ako negativna kontrola bolo
pouzité¢ kokultivacné médium. Oznalené transformované rastliny boli prenesené do
fytotronu a prikryté cCiernym igelitovym vrecom a umiestnené do tmy pred

mikroskopickym pozorovanim, ktoré sa uskutocnilo na 3. den po transformacii.

Transformované epidermalne bunky boli pozorované Airyscan CSLM vybavenym
objektivom Plan-Apochromat 20x/0,8 (Carl Zeiss, Nemecko). V princpipe funguje ako
vylepSeny fluorescencny mikroskop. Nasledné digitdlne spracovanie pripravenych

preparatov prebiehalo pomocou softvéru Zen (modra verzia).
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3.4 Stabilna transformacia lucerny siatej s vyuzitim somatickej
embryogenézy
Na ziskanie stabilne transformovanej linie M. sativa s faziou GFP (eGFP) s ROP8
pohananym pod promotorom 35S boli listy zrelych rastlin transformované A.
tumefaciens GV3101 nestcim tento konstrukt (35S::GFP:ROP8) v destina¢nom vektore
pB7m34GW,0. K ziskaniu transgénnych linii lucerny siatej boli pouzité listové
explantaty z 2. az 5. stonkového uzlu nekvitnicich rastlin M. sativa. Po ich sterilizacii
nasledoval proces somatickej embryogenézy a nakoniec regeneracia trangénnej rastliny.
Postup transformacéného protokolu vychadzal z prace Samac & Austin-Phillips (2006)
pre ufinnu transformdaciu lucerny siatej. Podmienky kultivacie boli nemenné pocas
celého priebehu stabilnej transformacie v kultivaénej miestnosti. S rozpisané Vv

podkapitole 3.1.2.

3.4.1 Sterilizacia rastlinného materiilu

Z rastlin kultivovanych v in vivo podmienkach boli po odtrhnuti zdravé listy ponorené
do 50 ml flakony s nesterilnou vodou z kohutika. PouZivané roztoky boli sterilizované
cez bakterialny filter. Odtrhnuté listy boli sterilizované v 25 ml 70 % etanolu po dobu 10
s. Nasledne boli listy prenesené do 40 ml roztoku milliQ vody so 40 ul Tween-20. V
d’alSom kroku boli listy prenesené do roztoku milliQ vody (36 ml), hypochloridu
sodného (4 ml) s pridavkom Tween-20 (40 pl). Listy boli v tomto roztoku ponechané 1,5
min. Nakoniec boli sterilizované listy oplachnuté trikrat v Petriho miskach s milliQ

vodou.

3.4.2 Kaultivacia A. tumefaciens na LB médiu

Bola pripravena kultara baktérii s vnesenym konS$truktom podla postupu v 3.2.16.
Kolénie A. tumefaciens na pevnom LB médiu s pridavkom antibiotik (Rif? a Spe®) boli
zvlast’ prenesené do rozliateho tekutého LB média po 4 ml vo falkonach a boli
inkubované pri 28 °C s mieSanim podmienkach za tmy pocas noci. Pred pouzitim bolo
zistované ODeoo, ktorého hodnota by sa mala nachadzat’ v rozmedzi 0.6-0.8, inak bolo

potrebné zriedenie kultdry. Takto pripravend bakteridlna kultura bola stoCend v
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centrifuge 5 min. na 3000 g pri izbovej teplote. Supernatant bol zliaty a sediment bol

rozpusteny v ¢istom tekutom LB médiu bez pridavku antibiotik.

3.4.3 Prenos listovych explantatov M. sativa na SH médium s A. tumefaciens
Sterilizované listy boli rozrezané na polovicu pomocou sterilného skalpela a bola
oddelend ich spodné cast’ so stopkou. Tieto listové explantaty boli ulozené v plastovych
flakénoch s 12 ml SH média a 3 ml suspendovanej ,,Startér kultary A. tumefaciens
z predchadzajuceho kroku. Boli ponechané za mierneho miesania (20 RPM) 30 min.
V tme na trepacke pri 21 °C. Nasledne boli explantaty umiestnené na filtraCny papier,
osusené a prenesené na Cisté BSH médium. Negativnu kontrolu predstavovali listové

explantaty ulozené na ¢isté LB médium bez baktérii.

3.4.4 Kultivacia lucerny siatej na BSH médiu

Inokulované listové explantaty z SH média boli po osuseni prenesené na BSH médium
bez obsahu akychkol'vek antibiotik v pocte dvoch trojlistkov na misku, priCom bolo
pripravenych celkovo 12 misiek s médiom. Toto médium obsahovalo fytohormoény (2,4-

D a kinetin) pre indukciu tvorby kalusov.

3.4.5 Kultivacia lucerny siatej na BSH médiu s pridavkom antibiotik

Po 7 dnioch kultivacie sa na povrchu explantatov vytvoril povlak narastenych baktérii A.
tumefaciens. Takéto explantaty bolo nutné premyt’ 3-5krat v milliQ vode. Explantaty
omyté od A. tumefaciens a nasledne osusené boli prenesené na pripravené BSH médium

so selekénymi antibiotikami Ppt® a TicR.

3.4.6 Kultivacia lucerny siatej na BS0 médiu

Po troch tyzdnoch boli vytvorené kalusy sterilne prenesené na BS0 médium s obsahom
antibiotik (PptR a Tic®, ktoré uz neobsahovalo fytohormény. V takomto zloZeni médium
indukuje vznik embryi. Zapaskované Petriho misky s kalusmi boli prenesené do
fytotronu na kultivaciu. Kalusy boli opat’ kultivované zhruba 2-3 tyzdne, pokial

nenarastli somatické embrya.
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3.4.7 Kaultivacia lucerny siatej na MMS médiu

Vzniknuté somatické embryd, ktoré¢ dosiahli vyvinové Stadium kotyledonarnych listov,
boli jednotlivo sterilne prenesené z B50 média na kliciace MMS médium na konverziu
rastliny. Boli ulozené tak, aby malo embryo pristup k zivinam v médiu. MMS médium
bolo pripravené ako zakladné MS médium s pridavkom Ppt® a TicR. Na MMS médiu
dochddzalo ku kliceniu a vytvaraniu koreflovej ststavy. Zapaskované misky boli
umiestnené do fytotronu. Somatické embryd by mali byt kultivované zhruba 2-3 tyzdne,
pokial by nebol viditelny rast korefiov. Mala by nasledovat’ kultivacia kli¢encov
S najrozvinutej§imi korefimi na MS médiu pre vznik plne regenerovanej rastliny.
Z ¢asovych ddovodov nebolo mozné zrealizovat tato fazu, pretoze embryd pre
zakorenovanie potrebovali dlhsie ¢asové obdobie ako dva tyzdne. Nebolo preto mozné

zrealizovat’ kontrolu transformantov mikroskopickou analyzou ani PCR genotypovanim.

4 VYSLEDKY

Tato kapitola prace je venovand dosiahnutym vysledkom pocas experimentalnej Casti.
Jej obsah je tématicky rozdeleny do troch samostatnych podkapitol, ktoré na
seba nadvdzuji asu medzi sebou vzajomne prepojené. Vysledky st zoradené
chronologicky podl'a ¢asovej postupnosti, v akej prebiehali. V prvej Casti su popisané
vysledky z celého priebehu klonovania pomocou Gateway® technoldgie pre simultannu
pripravu niekol’kych DNA fragmentov. Druhd cast’ je zamerand na tranzientnu
transformaciu N. benthamiana a posledna cast’ opisuje stabilna transformaciu lucerny

siatej pripravenym konStruktom v prvej Casti.

4.1 Priprava klonovacich vektorov

V tejto Casti prace st popisané vysledky ziskané pri vytvarani konstruktu pre expresiu
GFP-fizneho proteinu ROP8 na principe molekularneho klonovania. Takmer cela in
silico analyza kopirujica priebeh klonovania spojena s vytvorenim vektorovych map
bola zhotovend v programe SnapGene. Pre vyhodnotenie restrikéného Stiepenie
a sekvenovania bol vyuzity plazmidovy editor ApE. Pre porovnanie homologie
sekvencie génu ziskanej sekvenovanim s dostupnymi sekvenciami v databazach a pre

overovanie prace v SnapGene, bol vyuzity program Geneious Prime.

42



4.1.1 PCR rekcia s attB primermi

Amplifikovana ¢cDNA sekvencia génu ROP8 so STOP kodénom o velkosti 594 bp
(Obr. 2) bola ziskana na zaklade zistenej sekvencie cDNA ROPS8 z referen¢nej databazy
lucerny siatej, kultivaru XinJianDaYe (MS.gene055764.t1; Chen et al., 2020) a pomocou
paru att primerov. Primery boli navrhnuté podl'a odporacania v MultiSite Gateway®
konstrukénom kite pre trojfragmentovy vektor a pomocou programu SnapGene. Jednym
z kritérii bol pocet parov baz zo sekvencie urCenej na amplifikaciu a teplota nasadania
primerov (Tm) v rozsahu 50-60 °C. Rozhodujucim bol aj vyber DNA polymerazy, ktora
bola stucast'ou reakénej PCR zmesi spolu s inymi zlozkami. Pre tito reakciu bola vybrata
iProof™ High-Fidelity DNA polymeraza. Ako negativna kontrola bola pouzitda PCR
H20.

(425) SaplI - BspQI
(423) PasL BStAPI (451)
(213} Stul (396) PfoI* Bsgl (473)
(0) Start Primer 1 (1 .. 29) (200) PsiL BseRI (242) (390) BelI* | BsmI (475) (594) End Primer 2 (559 .. 594)
| \

=
1007 2007 fm 4007 500"

ROP8_STOP kodén
594 bp

Obrazok 2: PCR produkt s attB primermi. Zhotovené pomocou SnapGene.

M NK 1

o]

5000 bp [
—

1500 bp

it -
500 bp «

Obrazok 3: PCR produkt cDNA ROP8 so STOP
kodonom. NK — PCR voda. M — marker GeneRuler 1kb
Plus DNA ladder.
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4.1.2 Priprava a overenie vstupného vektora pomocou restrikéného
Stiepenia

V tejto faze priebehu klonovania bol Stiepeny vstupny vektor so zaklonovanym génom
Rop8 v podobe vyizolovanej pDNA sMI13 miestami pre nasadanie Specifickych
primerov (Obr. 4). Pre Stiepenie v jednom mieste na vstupnom vektore bol pouzity
restrikény enzym Pstl, ¢im sa vytvoril fragment DNA s velkostou 3233 parov baz (bp).
Na prazdnom vektore tento enzym Stiepil na dvoch restrikénych miestach a bol
zodpovedny za vytvorenie dvoch fragmentov DNA s roznou dizkou retazca - 2923 bp

a 1850 bp (Obr. 5). Vysledok Stiepenia je zobrazeny na géli (Obr. 6.)

Pstl (572)

pDONR P2ZR-P3_ROPS
3233 bp

Obrazok 4: In silico zhotovena mapa vstupného vektora pDONR P2R-P3 s inzertom ROP8.
Zhotovené v programe SnapGene.
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Pstl (572)

prazdny P2R-P3
4773 bp

(2422) Pstl

Obrazok 5: In silico zhotovena mapa vstupného vektora pDONR P2R-P3 bez
inzertu. Zhotovené v programe SnapGene.

5000

3233 bp.
2925 b,
1850 bp.

1500 bp,

500 bp,

Obrazok 6: Restrikéné Stiepenie vstupného klonu génovej sekvencie ROPS v pEN-
P2R-P3 s restrikénym enzymom Pstl (572 bp) a prazdného vstupného vektora P2R-P3
s Pstl (2925 bp + 1850 bp). NK — PCR voda. M — marker GeneRuler 1kb Plus DNA
ladder.
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4.1.3 Overenie vstupného vektora pomocou colony PCR

PCR reakciou s M13 primermi vznikol PCR produkt o velkosti 978 bp. Tato hodnota
sthlasila s teoretickym predpokladom zistenym pomocou in silico klonovania
v SnapGene. V reakcii boli pouzité M13 primery. Vysledok restrikéného Stiepenia na 1%
agarozovom geli zobrazuje Obr. 7.

5000 bp

1500 bp

978 bp

500 bp

Obrazok 7: Snimok agar6ézového gélu po colony PCR. 1 a2 - nahodne vybraté koldnie
transformovanych chemokompetentych buniek A. tumefaciens GV3101 nestcich destina¢ny
vektor s inzertom GFP-ROP8, NK — negativna kontrola (PCR voda), M — marker GeneRuler
1kb Plus DNA ladder.

4.1.4 Sekvenovanie

Dalsim spdsobom overenia spravnosti prevedenia BP reakcie bolo sekvenovanie
destinacného vektora (Obr. 8). Porovnanim sekvencii v databazach bolo n4jdenych 100
homolégnych proteinov v inych rastlinach, ktoré dosahovali 87.6% homolégie. Z nich az
32 dosiahlo homolégiu nad 95%. U vicsiny sa vSak jednalo iba o predikované
sekvencie, ktoré neboli doteraz anotované. Zahrnutim tohto faktu sa pocet skutocnych

potvrdenych homologov proteinu znizil. Najvacsia zhoda bola zaznamena u rastliny
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Medicago truncatula ainych ¢lenov ¢elade bobovitych rastlin (Trifolium pratense).

Vysledky sekvenovania boli porovnané pomocou programu ApE.

JO1>ATTTATATCATT T T ACGT T P CTCG T P CARCT T T C T TG TACARAGTGGGHATGAGTACAGCARGATTCAT CARATGTGTTACTGTTGGAGATGGTGCTGTT 800
e R N R R NN R RN R N R R RN R R RN R RN AR R AR
133>AT T TATATCAT T T TACGT T TCTCGTTCAACT I TCTTGTACAAAGTGGGEATGAGTACAGCAAGATTCAT CAAATGTGT TACTGTTGGAGATGGTGCTGTTH232

GAAAGACTTGTATGCTTATCTCT TACACAAGCAATACATTCCCTACGGATTATGIGCCTACAGTTTTTGATAACTTCAGTGCAAATGTTGTGGTTGATGH 900
FERRRERRER R et e e bbb e rernertl

GGAAAGACTTGTATGCTTATCTCTTACACAAGCAATACATTCCCTACGGA

Obrazok 8: Vyznacena Cast’ sekvencie zodpoveda sekvencii cDNA ROPS8 od prvého kodonu.
Vysledok bol poskytnuty firmou Seqme.

4.1.5 Overenie destina¢ného vektora pomocou Colony PCR

Po overeni destinacného vektora so zaklonovanym inzertom (Obr. 9) pomocou
restrikéného Stiepenia a nasledného sekvenovania, bol konstrukt transformovany do
chemokompetentnych baktérii A. tumefaciens GV3101 znocnej kultary vo forme
bakteridlnych konzerv. Uspesnost’ transformacie A. tumefaciens bola overena pomocou
colony PCR. Velkost amplifikovaného PCR produktu (Obr. 10) sa zhodovala s in silico
linedrnou sekvenciou PCR produktu po LR reakcii (Obr. 11), ¢o naznacovalo, Ze dana
bakterialna kolonia obsahovala pozadovanu DNA sekvenciu. Pre amplifikovanie boli
pouzité M13 primery. Ako negativna kontrola bola pouzitda PCR voda. Pre porovnanie
sluzil aj destina¢ny vektor bez inzertu (Obr. 12). PCR a nasledna elektroforéza potvrdili
pritomnost’ konstruktu 35S::GFP:ROP8 v A. tumefaciens v troch ndhodne vybratych

koldniach zo Siestich v podobe ,,bandu* o vel'kosti 2583 bp.
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(304 .. 319) M13F

attB Fragment.REV (328 .. 390)

attB Fragment.FOR (912 .. 963)

(8704) Apall

pB7m34GW,0+355+GFP+ROP8
10 764 bp

|

(7612) Apall

9t_Camyzss F*

M13 R (2870 .. 2886)

(7114) Apall

Obrazok 9: In silico zhotovena mapa destinaéného vektora pPB7m34GW, 0 s konStruktom
35S:GFP:ROP8. Zhotovené v programe SnapGene.

5000 bp,
2583 bp,

1500 bp

500 bp

Obrazok 10: Reprezentativny elektroforeticky obrazok colony PCR nahodne vybratych kolonii
transformovanych chemokompetentych buniek E. coli TOP10 so vstupnym vektorom.
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M13F (1 .. 16)

(0) Start‘d/attﬂ Fragment.REV (25 .. 87) ‘attﬂ Fragment.FOR (609 .. 660) [New Feature (2583) End M13 R (2567 .. 2583)
L
5001 10007 15007 20007 2500
attB3 | | attB4
attB2 attR1
attR3 attl2 attB1 gt_CaMV355_Fw1 attR4
New Feature attL1
35S+GFP+ROP8
2583 bp

Obrazok 11: PCR produkt po colony PCR. Zhotovené v programe SnapGene.

M13F (304 ..319)

pB7m34GW,0

9945 bp

Obrazok 12: In silico zhotovena mapa destina¢ného vektora pB7m34GW, 0 bez inzertu.
Zhotovené v programe SnapGene.
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4.1.6 Overenie destina¢ného vektora pomocou restrikéného Stiepenia

V destina¢nom vektore pB7m34GW,0 s inzertom ROP8 dochadza k Stiepeniu na dvoch
miestach s troma o¢akdvanymi fragmentami DNA s vel'kostou 9174 bp, 1092 bp a 498
bp. Oc¢akavané velkosti usekov su znazornené na Obr. 5. Ako pozitivna kontrola boli
pouzité prazdné plazmidy, ktoré neniesli zaklonovany inzert a vykazovali restrikéné

Stiepenie na odlisSnych miestach (Obr. 13).

M 1 2 3 PK

9174 bp 4621 bp
5000 bp 3734 bp
1500 bp

1092 bp 1092 bp
500 bp 498 bp

498 bp

Obrazok 13: Restrik¢éné Stiepenie vstupného klonu génovej sekvencie ROP8 v pB7m34GW,0 s
restrikénym enzymom Apal (498 bp + 1092 bp + 9174 bp) a PK — prazdného vstupného
vektora pB7m34GW,0 s ApaL (498 bp + 1092 bp + 3734 + 4621 bp). M — marker GeneRuler
1kb Plus DNA ladder.

4.1.7 Sekvenovanie
Sekvenovanim  bola  potvrdena  pritomnost  gfp  sekvencie v konStrukte
35S::GFP:ROP8_pB7m34GW,0, ktora sa zhodovala s in silico predikciou vo vyznacenej
Casti retazca (Obr. 14).
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daatggtgagcaagggcgaggagectgttcaccggggtggtgcecccatcce gtcgagctggacggcgacgtaaacqq

GCAAG CTGTTCACCG

Obrazok 14: Vysledok sekvenovania casti pDNA pB7m34GW,0 s inzertom
35S::GFP:ROPS8, In silico pripravena sekvencia pB7m34GW,0 + 35S::GFP:ROP8 bola
porovnana v programe ApE so sekvenciou vyizolovanej pDNA. Oznacena oblast’ (Cerveny
obdiznik) predstavuje takmer identickii &ast sekvencie gfp, ktora sa nachadza na
destina¢nom vektore pB7m34GW,0. Vysledok poskytnuty firmou Seqme.

4.2 Tranzientna transformacia Nicotiana benthamiana

Tranzientna transformacia listov tabaku slizila na overenie funkcnosti konStruktu
35S::ROP8:GFP pred stabilnou transformaciou, ktord je narocnej$ia na prevedenie.
Potvrdenie funkénosti vychadza z predpokladu, Ze na treti den od agroinfiltracie listov
N. benthamiana, by mal byt pozorovatelny fluorescenény signal v listovych

epidermalnych bunkach, v ktorych bol konstrukt exprimovany.

Protein ROP8 znaceny zelenym fluorescenénym proteinom GFP bol pozorovany vo
vel'kej miere v jadrach (okrem jadierok). Fluorescenény signal bol d’alej pritomny
v cytoplazme (okolie organel) a v blizkosti plazmatickej membrany, av§ak neznamena to
okamzite aj lokalizadciu génu v tychto castiach bunky. Signal nie je rovnomerne
rozvrstveny v bunkdch, ale v niektorych miestach, napriklad v blizkosti plazmaticke;j
membrany bol signal pozorovany ako viac difundovany (Obr. 15 A a C). Mohlo dgjst’
K rozstiepeniu viazaného GFP na vol'né. Kontrola autofluorescencie je detekovana ako
modré svetlo (Obr. 15 B a C). Negativnu kontrolu predstavoval v tomto pripade
kokultivaény roztok (Obr. 16), kde nebol zachyteny Ziaden GFP signal. Vsetky obrazky
z tohto mikroskopovania boli vyhotovené na fluorescenénom mikroskope Airyscan

CLSM.
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Obr. 15: Lokalizacia fuzného konstruktu 35S::GFP:ROPS8 proteinu v tranzientne transformovanych
bunkach N. benthamiana. A protein ROP8 vizualizovany pomocou fizie s GFP, kanal pre emisiu
488 nm. B kanal pre chlorofyl ako kontrola autofluorescencie, C zlucené kanaly s prechadzajicim
svetlom, chlorofylom a GFP. Hroty bielych Sipok ukazuju na chloroplasty a ¢ervenych Sipok na
jadierka v cytoplazmatickych pasoch. Hviezdicky vyznacuju zhluky fluorescenénych
signalov na plazmatickych membranach. Mierka 50 um. Airyscan CLSM.

Obrazok 16: Negativna kontrola v zlu¢enych
kanaloch pre chlorofyl, GFP, prechadzajtce svetlo a
MRFP, Hroty bielych Sipok ukazuji na chlorofyl v
chloroplastoch Mierka 50 pm. Airyscan CLSM.
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4.3 Stabilna transformacia lucerny siatej

Po overeni bakterialnych kolonii A. tumefaciens, je mozné tvrdit’, ze obsahuju
destinany vektor s konStruktom génu Rop8. Bakterialne suspenzie Agrobacterium
s tymto konsStruktom boli pouzité k stabilnej transformacii lucerny siatej. Regeneracia
rastlin prebehla nepriamou somatickou embryogenézou (Obr. 17). Ako explantaty boli
pouzité sterilizované mladé listy lucerny siatej narezané na polovicu. Tie boli ko-
kultivované na BS5H médiu s transformovanymi A. tumefaciens obsahujicim
pozadovany vektor s inzertom (Obr. 17 A). A. tumefaciens po tyzdni kultivacie obrastlo
explantat listu (Obr. 17 A). Explantaty boli omyté vo vode a prenesené na BSH médium
so selekénym antibiotikom (Ppt®) a eliminaénym antibiotikom pre baktérie (TicR) (17
B). Doslo k indukcii tvorbe kalusu (Obr. 17 C). Kalus s bunkami bez funkcie bol
preneseny na BS50 PptR /TicR médium, kde na zéklade zloZenia média doslo
k diferenciacii a K vytvaraniu embryi (Obr. 17 D). Zrelé embrya boli prenesené na MMS
PptR /TicR médium, aby doslo k indukcii rastu koreiov. Dostato¢ne vyvinuté kli¢ence
nebolo mozné zcasovych doévodov preniest na MS médium pre ziskanie

regenerovanych stabilne transformovanych rastlin lucerny siatej.

| [

Obr. 17: Fazy priebehu stabilnej transformacie lucerny siatej. A. Listovy explantat obrasteny A.
tumefaciens na BSH médiu na 7. dei po transformacii, B. listovy explantat po premyti A.
tumefaciens po 7 diioch kultivacie na BSH médiu s obsahom selekénych antibiotik (TIC, PPT),
C. vytvoreny kalus po 14 diioch od transformacie na BSH médiu s antibiotikami (TIC, PPT), D.
kalus s tvoriacimi sa somatickymi embryami na B50 médiu s antibiotikami (TIC, PPT). Mierka
A 2000 um a C—D 1000 um (B-D). A— D AXIO Zoom.c
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5 DISKUSIA

Hlavnym vystupom tejto prace, v ktorom sa spdjali vSetky ciele, bolo pripravit
klonovanim fazny konStrukt nesuci fluorescencné znacenie. Pouzitd technologia
klonovania MultiSite Gateway sluzila na simultanne klonovanie viacerych fragmentov
DNA (Sasaki et al., 2004). Rovnako ako u klonovania zivocichov, aj pre rastlinné
binarne T- DNA vektory boli navrhnuté protokoly pre MultiSite Gateway klonovanie
(Karimi et al., 2005) zaloZzené na miestne Specifickej rekombinacii. Technologia
umoznovala pri priprave konstruktu zostavenie viacerych fragmentov DNA vo vopred

definovanom poradi, ¢i orientacii (Karimi et al., 2007).

V experimentalnej cCasti bakalarskej prace bola ako sucast jedného z cielov
uskuto¢nena in silico analyza kopirujiica priebeh experimentu. Bola ststredena hlavne
na vyhladavanie sekvencii génov a plazmidov v databazach, navrh primerov, pripravu
vektorov po BP a LR reakcii v samotnom procese klonovania a ich stiepenia pouzitymi
restrikénymi enzymami na Specifickych miestach v sekvencii (Elmayan & Vaucheret,
1996a). Na konci jednotlivych experimentov prebehlo overovanie spravnosti priebehu

klonovania porovnanim s in silico teoreticky pripravenymi vektormi.

Na zaciatku procesu klonovania bolo potrebné ziskat’ sekvenciu cDNA lucerny, ktora
kodovala maly protein viazuco GTP. Bola potrebna amplifikacia metodou PCR.
Degenerované oligonukleotidy zaloZzené na vysoko konzervovanych aminokyselinovych
sekvenciach GTPaz je mozné vyuzit’ ako primery (Yang & Watson, 1993). (Sorek et al.,
2007, 2010b; Poraty-Gavra a kol., 2013). Pre tento experiment boli navrhnuté att
primery pre BP a LR reakciu, ktoré vytvorili vsupny a destinaény vektor. Pritomnost’
pozadovaného konStruktu bola overena colony PCR alebo sekvenaciou (Seqme). Po
izolacii plazmidovej DNA prebehlo overovanie pritomnosti a funkénosti vytvoren¢ho
konstruktu v chemokompetentnych bunkach baktérii restrikénym Stiepenim. Stiepenie
restrikénymi enzymami moZe okrem iného ur€it’ aj pocet kopii trangénu vo vektore

(Elmayan & Vaucheret, 1996), ¢o ale v tomto pripade vyuzivané nebolo.

Tranzientnou transformaciou listov N. benthamiana bolo mozné potvrdit’ i€¢innost
konstruktu. Zavedené segmenty DNA su u tranzientnej transformacie exprimované v
omnoho vyssich trovniach ako u stabilnej. Pre kontrolu génovej expresie funkéného

konstruktu s ROP8 v listoch N. benthamiana musel protein niest' epitopovi znacku
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(GFP) (Chalfie et al., 1994; Klinkenberg, 2014). Tymto spésobom sa ur¢uje jeho funkciu
v rastlinach, subcelularnu lokalizaciu vratane analyzy UcCinnosti promodtorov alebo
interakcii protein-protein (Janssen & Gardner, 1990; Li et al., 2009; Sheludko, 2008;
Yang et al., 2000). GFP bolo mozné nahradit’ aj YFP (Lin et al., 2021). Expresia gfp
CDNA v hostitel'ovi mohla spdsobit mutaciu a produkciu proteinov s réznymi
fluorescenénymi vlastnost'ami (Chalfie, 1995), ¢o mohlo narusit’ spravnost’ vysledkov
pozorovania. V mojom preparate nebola vSade rovnaka intenzita fluorescenéného
signalu. Expresia transgénu nie vzdy koreluje s poctom kdpii transgénu a mdze sa vel'mi
lisit kvoli miestu integracie, preto sa rozdiely v expresii pripisuju ,,efektom polohy*
(Elmayan & Vaucheret, 1996; Mlynarova et al., 1996). Na dosiahnutie 2-3-nasobne
vysSej expresie génov, napriklad pre selekéné markery, nez ktora zabezpeuje
hostitel'sky gendm, bol pouzity silny promotor 35S virusu karfiolovej mozaiky (CaMV)
(Yoo et al., 2005).

ROPS bol lokalizovany v jadrach, pricom v jadierkach nevykazoval Ziadny signal.
Dvojity membranovy obal jadra umoziuje selektivny vstup proteinov cez Specializované
komplexy jadrovych porov do 60 kDa. Pre spolahlivy transport konstruktov
naklonovanych s GFP (29 kDa) do jadra musia mat proteiny V primarnej sekvencii
nuklearny lokaliza¢ny signal (NLS), pretoze by samy o sobe nepresli. Z ¢asovych
dovodov nebolo mozné overit' velkost’ konStruktu (Nigg, 1997). Velkost ROPS je
mozné odvodit’ od velkosti jeho homolognych proteinov, ktoré maju velkost’ od 21 do
24 kDa (Feiguelman et al., 2018). Teoreticky by mal byt v podobe konstruktu aj bez
NLS transportovany do jadra bez problémov.

Podla Lin et al., (2021) ROP8 vykazuje za normalnych podmienok vzory lokalizacie
na plazmatickej membrane spolu s cytoplazmatickou, jadrovou a perinukledrnou
lokalizaciou. Bodovy signal pri tomto pozorovani, ktory nebol zachyteny pri mojom
experimente, znacil intracelularnu lokalizaciu v bunkach. Jeho lokalizacia sa d’alej lisila
pri procese autofagie, na ktorom sa podiela. Za stresovych podmienok je ho mozné
identifikovat’ v aktivnej podobe na autofagozomalnych $trukturach alebo sa degraduje vo
vakuole (Lin et al., 2021). ROP typu | fuzované s GFP (GFP-ROP6), ku ktorym sa
ROP8 radi, exprimované pod 35S promotorom v rastlinach Arabidopsis, boli

lokalizované iba v plazmatickej membrane (Poraty-Gavra et al., 2013; Sorek et al.,
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2007). Vysledok sa nezhoduje s mojim pozorovanim. Mo6ze to naznacovat, ze ROP8
nema vel'klli podobnost’ s ostatnymi zastupcami tohto typu GTPaz. Je dolezité brat do
uvahy vyber pozorovaného pletiva, pretoze v imunolokalizacnych experimentoch s
polyklonalnymi antiROP protildtkami zévisela subceluldrna lokalizacia ROP prave od
tohto faktoru (Lin et al., 1996; Molendijk, 2001; Sorek et al., 2010). Napriklad v
epidermidis kli¢nych listov boli ROP najdené v plazmatickej membrane a vystupnych
miestach ER (Zhang et al., 2010).

Dal§im ciefom experimentalnej prace bolo navodenie somatickej embryogenézy
anasledna stabilna transformacia lucerny siatej s A. tumefaciens podla upraveného
protokolu Samac & Austin-Phillips (2006) pre kmen GV3101. Metoda bola prevedena
na listovych explantatov rastliny M. sativa kultivaru Regen SY (RSY). Sluzila na
zavedenie transgénneho konstruktu 35S::GFP:Rop8 do rastliny. Pri kultivacii na
rastlinnych explantatoch boli viaceré média obohatené o PPT. Miera rezistencie nai by
mala po urcCitej dobe (4 tyzdne) zostat’ u odolnejSich genotypov konStantna, ale
a u menej odolnych sa rezistencia vymizla uplne a rastliny neprezili (Wen et al., 2019).
PPT sa vyznaCuje tym, ze méze zmenit bunkovy metabolizmus u M. truncatula, ¢o
pravepodobne plati aj pre M. sativa. V pripade vyuzitia Selekcie s kanamycinom
a hygromycinom by v§ak mohlo dojst’ k nizkemu poctu transgénov, pripadne by bol
zrejme pozorovany vyskyt chimérickych transgénov (Seabra et al., 2012; Wen et al.,
2019).
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6 ZAVER

Teoreticka Cast’ bakalarskej prace bola venovana predstaveniu rastliny M. sativa — jej
vSeobecne] charakteristike, vyznamu v genetickom inzinierstve alebo v oblasti
pestovania pre zlepsSenie vlastnosti pody a jej vyuzitie ako kfmnej plodiny. Sucastou
reSerSe boli metody stabilnej transformadcie, ktoré mozno pouzit’ pri transformécii M.
sativa. Najvacsi priestor bol venovany transformacii prostrednictvom A. tumefaciens,
pretoze tato metdda bola vyuzivana aj pri tejto praci. Zaver teoretického uvodu do
problematiky bol venovany strucnému prehladu zakladnych informacii o
ROP GTPéazach. V tejto podkapitole bola spisand ich zakladnd charakteristika so
zaradenim, ich cyklus a vyznam pri signalizacii na stresové faktory a vytvaranie vzorov

v procese formovania Struktir poc¢as embryonalneho vyvoja, tzv. ,,patterning*.

Experimentalna Cast’ prace opisuje pripravu vektorov pre vytvorenie konstruktu GFP-
fazneho proteinu ROPS8. Pripraveny konstrukt bol po zaklonovani do vhodnych vektorov
transformovany do chemokompetentnych A. tumefaciens, ktoré sluzili pre tranzientna
transformaciu do N. benthamiana a stabilni transformaciu M. sativa. Pritomnost’
spravne zaklonovaného inzertu ROP8 do bakteridlnych plazmidov bola overena metodou

colony PCR, restrikénym §tiepenim a sekvenovanim.

Zrealizovana tranzientna transformadcia listov N. benthamiana sluzila pre testovanie
pritomnosti vytvoreného konStruktu. Vysledky prace z mikroskopovania listov
konstruktom 35S::GFP:ROP8 potvrdili expresiu génu v jadre. Na dalSie zvazenie
zostava potvrdenie subcelularna lokalizacie fizneho proteinu Vv cytoplazme a

plazmatickej membrane pomocou Specifickych markerov.

Ciel'om stabilnej transformacie bolo vniest’ pripraveny konstrukt 35S::GFP:ROPS8 aj
do M. sativa. Potvrdenie pritomnosti trangénu u selektantov stabilne transformovanej
lucerny nestcich konstrukt uz z casovych dovodov nebolo mozné. Takto overené
regenerované rastliny mohli byt prenesené do podmienok ex vitro a v tejto podobe
poskytovat’ material vyuzity v buducich experimentoch. Vyzkum v spojitosti s tymto
proteinom v lucerne by mohol byt zamerany na reguldciu autofagie symbiotickych
baktérii s korefimi alebo organizaciu cytoskeletu (kortikalneho, aktinovych filamentov)

spojenu s definovanim urcitého vzoru pri zakladani buniek, ureni tvaru a bunkovej
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polarity. Okrem toho vSetkého sa podiel’aju aj na prenose signalu ako stcast’ inych

signalnych dréh.

58



7 LITERATURA

A. R. Jarrett, & J. R. Hoover. (1985). Evaluating the Effect of Increased Concentrations
of CO2 on Infiltration Rate. Transactions of the ASAE, 28(1), 179-182.
https://doi.org/10.13031/2013.32224

Acharya, J. P., Lopez, Y., Gouveia, B. T., de Bem Oliveira, 1., Resende, M. F. R., Mufioz,
P.R., & Rios, E. F. (2020). Breeding Alfalfa (Medicago sativa L.) Adapted to
Subtropical Agroecosystems. Agronomy, 10(5), 742.
https://doi.org/10.3390/agronomy10050742

Albrecht, K. A., & Beauchemin, K. A. (2015). Alfalfa and Other Perennial Legume
Silage (pp. 633-664). https://doi.org/10.2134/agronmonogr42.c14

Angers, D. A. (1992). Changes in Soil Aggregation and Organic Carbon under Corn and
Alfalfa. Soil Science Society of America Journal, 56(4), 1244-1249.
https://doi.org/10.2136/sss5aj1992.03615995005600040039x

Angers, D. A., Kay, B. D., & Groenevelt, P. H. (1987). Compaction Characteristics of a
Soil Cropped to Corn and Bromegrass. Soil Science Society of America Journal,
51(3), 779-783. https://doi.org/10.2136/sssaj1987.03615995005100030037x

Armstrong, J. M. (1954). Cytological studies in Alfalfa polyploids. Canadian Journal of
Botany, 32(4), 531-542. https://doi.org/10.1139/b54-050

Aslani borj, M., Etesami, H., & Alikhani, H. A. (2022). Silicon improves the effect of
phosphate-solubilizing bacterium and arbuscular mycorrhizal fungus on phosphorus
concentration of salinity-stressed alfalfa (Medicago sativa L.). Rhizosphere, 24,
100619. https://doi.org/10.1016/j.rhisph.2022.100619

Atanassov, A., & Brown, D. C. W. (1984). Plant regeneration from suspension culture
and mesophyll protoplasts of Medicago sativa L. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, 3(2), 149-162. https://doi.org/10.1007/BF00033736

Austin, S., Bingham, E. T., Mathews, D. E., Shahan, M. N., Will, J., & Burgess, R. R.
(1995a). Production and field performance of transgenic alfalfa (Medicago sativa
L.) expressing alpha-amylase and manganese-dependent lignin peroxidase (pp.
381-393). https://doi.org/10.1007/978-94-011-0357-2_47

Austin, S., Bingham, E. T., Mathews, D. E., Shahan, M. N., Will, J., & Burgess, R. R.
(1995b). Production and field performance of transgenic alfalfa (Medicago sativa
L.) expressing alpha-amylase and manganese-dependent lignin peroxidase.
Euphytica, 85(1-3), 381-393. https://doi.org/10.1007/BF00023971

Baral, R., Lollato, R. P., Bhandari, K., & Min, D. (2022). Yield gap analysis of rainfed
alfalfa in the United States. Frontiers in Plant Science, 13.
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.931403

59



Barry, T. N., & McNabb, W. C. (1999). The implications of condensed tannins on the
nutritive value of temperate forages fed to ruminants. The British Journal of
Nutrition, 81(4), 263-272.

Bartlett, M. S., & Haldane, J. B. S. (1934). The theory of inbreeding in autotetraploids.
Journal of Genetics, 29(2), 175-180. https://doi.org/10.1007/BF02982194

Bates, G. W. (1995). Chapter 26 Electroporation of Plant Protoplasts and Tissues (pp.
363-373). https://doi.org/10.1016/S0091-679X(08)61043-2

Bent, A. (2006). &It;i&gt;Arabidopsis thaliana&lIt;/i&gt; Floral Dip Transformation
Method. In Agrobacterium Protocols (Vol. 343, pp. 87-104). Humana Press.
https://doi.org/10.1385/1-59745-130-4:87

Berken, A. (2006). ROPs in the spotlight of plant signal transduction. Cellular and
Molecular Life Sciences, 63(21), 2446-2459. https://doi.org/10.1007/s00018-006-
6197-1

Berken, A., Thomas, C., & Wittinghofer, A. (2005). A new family of RhoGEFs activates
the Rop molecular switch in plants. Nature, 436(7054), 1176-1180.
https://doi.org/10.1038/nature03883

Berken, A., & Wittinghofer, A. (2008). Structure and function of Rho-type molecular
switches in plants. Plant Physiology and Biochemistry, 46(3), 380-393.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2007.12.008

Bingham, E. T., Hurley, L. V., Kaatz, D. M., & Saunders, J. W. (1975). Breeding Alfalfa
Which Regenerates from Callus Tissue in Culture *. Crop Science, 15(5), 719-721.
https://doi.org/10.2135/cropscil975.0011183X001500050032x

Bingham, E. T., McCoy, T. J., & Walker, K. A. (2015). Alfalfa Tissue Culture (pp. 903—
929). https://doi.org/10.2134/agronmonogr29.c29

Birch, R., & Franks, T. (1991). Development and Optimisation of Microprojectile
Systems for Plant Genetic Transformation. Functional Plant Biology, 18(5), 453.
https://doi.org/10.1071/PP9910453

Blondon, F., Marie, D., Brown, S., & Kondorosi, A. (1994). Genome size and base
composition in Medicago sativa and M . truncatula species. Genome, 37(2), 264—
270. https://doi.org/10.1139/994-037

Bolton, J. L., Goplen, B. P., & Baenziger, H. (2015). World Distribution and Historical
Developments (pp. 1-34). https://doi.org/10.2134/agronmonogrl5.cl

Bora, K. S., & Sharma, A. (2011). Phytochemical and pharmacological potential of
Medicago sativa : A review. Pharmaceutical Biology, 49(2), 211-220.
https://doi.org/10.3109/13880209.2010.504732

60



Borg, S., Padenphant, L., Jensen, T. J., & Poulsen, C. (1999). Plant cell growth and
differentiation may involve GAP regulation of Rac activity. FEBS Letters, 453(3),
341-345. https://doi.org/10.1016/S0014-5793(99)00750-4

Boulter, E., & Garcia-Mata, R. (2010). RhoGDI:A rheostat for the Rho switch. Small
GTPases, 1(1), 65-68. https://doi.org/10.4161/sgtp.1.1.12990

Boureux, A., Vignal, E., Faure, S., & Fort, P. (2007). Evolution of the Rho Family of
Ras-Like GTPases in Eukaryotes. Molecular Biology and Evolution, 24(1), 203—
216. https://doi.org/10.1093/molbev/msl145

Bourne, H. R., Sanders, D. A., & McCormick, F. (1991a). The GTPase superfamily:
conserved structure and molecular mechanism. Nature, 349(6305), 117-127.
https://doi.org/10.1038/349117a0

Bourne, H. R., Sanders, D. A., & McCormick, F. (1991b). The GTPase superfamily:
conserved structure and molecular mechanism. Nature, 349(6305), 117-127.
https://doi.org/10.1038/349117a0

Bracha-Drori, K., Shichrur, K., Lubetzky, T. C., & Yalovsky, S. (2008). Functional
Analysis of Arabidopsis Postprenylation CaaX Processing Enzymes and Their
Function in Subcellular Protein Targeting . Plant Physiology, 148(1), 119-131.
https://doi.org/10.1104/pp.108.120477

Brembu, T., Winge, P., Bones, A. M., & Yang, Z. (2006a). A RHOse by any other name:
a comparative analysis of animal and plant Rho GTPases. Cell Research, 16(5),
435-445. https://doi.org/10.1038/sj.cr.7310055

Brembu, T., Winge, P., Bones, A. M., & Yang, Z. (2006b). A RHOse by any other name:
a comparative analysis of animal and plant Rho GTPases. Cell Research, 16(5),
435-445. https://doi.org/10.1038/sj.cr.7310055

Brink, G. E., & Marten, G. C. (1989). Harvest Management of Alfalfa-Nutrient Yield vs.
Forage Quality, and Relationship to Persistence. Journal of Production Agriculture,
2(1), 32-36. https://doi.org/10.2134/jpa1989.0032

Brink, G., Hall, M., Shewmaker, G., Undersander, D., Martin, N., & Walgenbach, R.
(2010). Changes in Alfalfa Yield and Nutritive Value within Individual Harvest
Periods. Agronomy Journal, 102(4), 1274-1282.
https://doi.org/10.2134/agronj2010.0080

Broderick, G. A. (1985). Alfalfa Silage or Hay Versus Corn Silage as the Sole Forage for
Lactating Dairy Cows. Journal of Dairy Science, 68(12), 3262—-3271.
https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(85)81235-2

61



Brown, D. C. W., & Atanassov, A. (1985). Role of genetic background in somatic
embryogenesis in Medicago. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 4(2), 111-122.
https://doi.org/10.1007/BF00042269

Brown, D. E., & Bingham, E. T. (1994). Selfing in an Alfalfa Seed Production Field.
Crop Science, 34(4), 1110-1112.
https://doi.org/10.2135/cropsci1994.0011183X003400040050x

Brown, P. W., & Tanner, C. B. (1983). Alfalfa Stem and Leaf Growth during Water
Stress 1. Agronomy Journal, 75(5), 799-805.
https://doi.org/10.2134/agronj1983.00021962007500050017x

Brummer, E. C., & Bouton, J. H. (1991). Plant Traits Associated with Grazing-Tolerant
Alfalfa. Agronomy Journal, 83(6), 996—-1000.
https://doi.org/10.2134/agronj1991.00021962008300060014x

Brummer, E. C., & Bouton, J. H. (1992). Physiological Traits Associated with
Grazing-Tolerant Alfalfa. Agronomy Journal, 84(2), 138-143.
https://doi.org/10.2134/agronj1992.00021962008400020003x

Burezq, H. (2022). Reproductive Ecology of Forage Alfalfa ( Medicago sativa L.):
Recent Advances. In Plant Reproductive Ecology - Recent Advances. IntechOpen.
https://doi.org/10.5772/intechopen.100640

Busbice, T. H. (1969). Inbreeding in Synthetic Varieties 1. Crop Science, 9(5), 601-604.
https://doi.org/10.2135/cropsci1969.0011183X000900050026x

Cao, X., Xie, H., Song, M., Lu, J., Ma, P., Huang, B., Wang, M., Tian, Y., Chen, F., Peng,
J., Lang, Z., Li, G., & Zhu, J.-K. (2023). Cut-dip—budding delivery system enables
genetic modifications in plants without tissue culture. The Innovation, 4(1), 100345.
https://doi.org/10.1016/j.xinn.2022.100345

Chalfie, M. (1995). GREEN FLUORESCENT PROTEIN. Photochemistry and
Photobiology, 62(4), 651-656. https://doi.org/10.1111/j.1751-1097.1995.tb08712.x

Chalfie, M., Tu, Y., Euskirchen, G., Ward, W. W., & Prasher, D. C. (1994). Green
Fluorescent Protein as a Marker for Gene Expression. Science, 263(5148), 802—
805. https://doi.org/10.1126/science.8303295

Chen, B., Sun, Y., Niu, J., Jarugumilli, G. K., & Wu, X. (2018). Protein Lipidation in
Cell Signaling and Diseases: Function, Regulation, and Therapeutic Opportunities.
Cell Chemical Biology, 25(7), 817-831.
https://doi.org/10.1016/j.chembiol.2018.05.003

Chen, F., & Dixon, R. A. (2007). Lignin modification improves fermentable sugar yields
for biofuel production. Nature Biotechnology, 25(7), 759-761.
https://doi.org/10.1038/nbt1316

62



Chen, H., Zeng, Y., Yang, Y., Huang, L., Tang, B., Zhang, H., Hao, F,, Liu, W,, Li, Y.,
Liu, Y., Zhang, X., Zhang, R., Zhang, Y., Li, Y., Wang, K., He, H., Wang, Z., Fan,
G., Yang, H., ... Qiu, Q. (2020). Allele-aware chromosome-level genome assembly
and efficient transgene-free genome editing for the autotetraploid cultivated alfalfa.
Nature Communications, 11(1), 2494. https://doi.org/10.1038/s41467-020-16338-x

Chen, X., Naramoto, S., Robert, S., Tejos, R., Loftke, C., Lin, D., Yang, Z., & Friml, J.
(2012). ABP1 and ROP6 GTPase Signaling Regulate Clathrin-Mediated
Endocytosis in Arabidopsis Roots. Current Biology, 22(14), 1326-1332.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2012.05.020

Chowrira, G. M., Akella, V., & Lurquin, P. F. (1995). Electroporation-mediated gene
transfer into intact nodal meristemsin planta. Molecular Biotechnology, 3(1), 17—
23. https://doi.org/10.1007/BF02821331

Christou, P. (1992). Genetic transformation of crop plants using microprojectile
bombardment. The Plant Journal, 2(3), 275-281. https://doi.org/10.1111/j.1365-
313X.1992.00275.x

Collins, M., Lang, D. J., & Kelling, K. A. (1986). Effects of Phosphorus, Potassium, and
Sulfur on Alfalfa Nitrogen-Fixation under Field Conditions 2. Agronomy Journal,
78(6), 959-963. https://doi.org/10.2134/agronj1986.00021962007800060005x

Cox, A. D., & Der, C. J. (2002). Ras Family Signaling: Therapeutic Targeting. Cancer
Biology & Therapy, 1(6), 599-606. https://doi.org/10.4161/cht.306

Crea, F., Bellucci, M., Damiani, F., & Arcioni, S. (1995). Genetic control of somatic
embryogenesis in alfalfa (Medicago sativa L. cv. Adriana). Euphytica, 81(2), 151
155. https://doi.org/10.1007/BF00025427

Curtin, S. J., Miller, S. S., Dornbusch, M. R., Farmer, A. D., & Gutierrez-Gonzalez, J.
(2021). Targeted Mutagenesis of Alfalfa (pp. 271-283). https://doi.org/10.1007/978-
3-030-74466-3 16

Curtin, S. J., Xiong, Y., Michno, J., Campbell, B. W., Stec, A. O., Cermak, T., Starker,
C., Voytas, D. F., Eamens, A. L., & Stupar, R. M. (2018). <scp>CRISPR</scp>
/Cas9 and <scp>TALEN</scp> s generate heritable mutations for genes involved in
small <scp>RNA</scp> processing of Glycine max and Medicago truncatula. Plant
Biotechnology Journal, 16(6), 1125-1137. https://doi.org/10.1111/pbi.12857

D’Aoust, M. (2004). Efficient and reliable production of pharmaceuticals in alfalfa.

Molecular Farming: Plant-Made Pharmaceuticals and Technical Proteins (R.
Fischer & S. Schillberg, Eds.). Wiley. https://doi.org/10.1002/3527603638

Deinum, E. E., & Jacobs, B. (2024). Rho of Plants patterning: linking mathematical
models and molecular diversity. Journal of Experimental Botany, 75(5), 1274—
1288. https://doi.org/10.1093/jxb/erad447

63



DerMardirossian, C., & Bokoch, G. M. (2005). GDIs: central regulatory molecules in
Rho GTPase activation. Trends in Cell Biology, 15(7), 356-363.
https://doi.org/10.1016/j.tch.2005.05.001

Desgagnés, R., Laberge, S., Allard, G., Khoudi, H., Castonguay, Y., Lapointe, J.,
Michaud, R., & Vézina, L.-P. (1995). Genetic transformation of commercial
breeding lines of alfalfa (Medicago sativa). Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
42(2), 129-140. https://doi.org/10.1007/BF00034229

Dewey, D. R. (1966). Inbreeding Depression in Diploid, Tetraploid, and Hexaploid
Crested Wheatgrass *. Crop Science, 6(2), 144-147.
https://doi.org/10.2135/cropscil1966.0011183X000600020011x

D’Halluin, K., Botterman, J., & De Greef, W. (1990). Engineering of
Herbicide-Resistant Alfalfa and Evaluation under Field Conditions. Crop Science,
30(4), 866-871. https://doi.org/10.2135/cropsci1990.0011183X003000040020x

Diatta, A. A., Min, D., & Jagadish, S. V. K. (2021). Drought stress responses in non-
transgenic and transgenic alfalfa—Current status and future research directions
(pp. 35-100). https://doi.org/10.1016/bs.agron.2021.06.002

Dieterich Mabin, M. E., Brunet, J., Riday, H., & Lehmann, L. (2021). Self-Fertilization,
Inbreeding, and Yield in Alfalfa Seed Production. Frontiers in Plant Science, 12.
https://doi.org/10.3389/fpls.2021.700708

Du, S., Erickson, L., & Bowley, S. (1994a). Effect of plant genotype on the
transformation of cultivated alfalfa (Medicago sativa) by Agrobacterium
tumefaciens. Plant Cell Reports, 13(6). https://doi.org/10.1007/BF00232631

Du, S., Erickson, L., & Bowley, S. (1994b). Effect of plant genotype on the
transformation of cultivated alfalfa (Medicago sativa) by Agrobacterium
tumefaciens. Plant Cell Reports, 13(6). https://doi.org/10.1007/BF00232631

Duan, Q., Kita, D., Li, C., Cheung, A. Y., & Wu, H.-M. (2010). FERONIA receptor-like
kinase regulates RHO GTPase signaling of root hair development. Proceedings of
the National Academy of Sciences, 107(41), 17821-17826.
https://doi.org/10.1073/pnas.1005366107

Elmayan, T., & Vaucheret, H. (1996a). Expression of single copies of a strongly
expressed 35S transgene can be silenced post-transcriptionally. The Plant Journal,
9(6), 787—797. https://doi.org/10.1046/j.1365-313X.1996.9060787.x

Elmayan, T., & Vaucheret, H. (1996b). Expression of single copies of a strongly
expressed 35S transgene can be silenced post-transcriptionally. The Plant Journal,
9(6), 787—797. https://doi.org/10.1046/].1365-313X.1996.9060787.x

64



Fehér, A. (2015). Somatic embryogenesis — Stress-induced remodeling of plant cell
fate. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Gene Regulatory Mechanisms,
1849(4), 385-402. https://doi.org/10.1016/j.bbagrm.2014.07.005

Feiguelman, G., Fu, Y., & Yalovsky, S. (2018). ROP GTPases Structure-Function and
Signaling Pathways. Plant Physiology, 176(1), 57—79.
https://doi.org/10.1104/pp.17.01415

Firdaous, L., Dhulster, P., Amiot, J., Doyen, A., Lutin, F., Vézina, L.-P., & Bazinet, L.
(2010). Investigation of the large-scale bioseparation of an antihypertensive peptide
from alfalfa white protein hydrolysate by an electromembrane process. Journal of
Membrane Science, 355(1-2), 175-181.
https://doi.org/10.1016/j.memsci.2010.03.018

Fowler, J. E. (2010). Integrated G Proteins Signaling in Plants (S. Yalovsky, F. Baluska,
& A. Jones, Eds.). Springer Berlin Heidelberg. https://doi.org/10.1007/978-3-642-
03524-1

Fraga, H. P. F., Vieira, L. N., Caprestano, C. A., Steinmacher, D. A., Micke, G. A.,
Spudeit, D. A., Pescador, R., & Guerra, M. P. (2012). 5-Azacytidine combined with
2,4-D improves somatic embryogenesis of Acca sellowiana (O. Berg) Burret by
means of changes in global DNA methylation levels. Plant Cell Reports, 31(12),
2165-2176. https://doi.org/10.1007/s00299-012-1327-8

Fromm, M., Callis, J., Taylor, L. P., & Walbot, V. (1987). Electroporation of DNA and
RNA into plant protoplasts (pp. 351-366). https://doi.org/10.1016/0076-
6879(87)53064-6

Fromm, M. E., Taylor, L. P., & Walbot, V. (1986). Stable transformation of maize after
gene transfer by electroporation. Nature, 319(6056), 791-793.
https://doi.org/10.1038/319791a0

Fromm, M., & Walbot, V. (1987). Transient Expression of DNA in Plant Cells (pp. 303—
310). https://doi.org/10.1007/978-3-7091-6977-3_13

Fu, C., Hernandez, T., Zhou, C., & Wang, Z.-Y. (2015). Alfalfa (Medicago sativa L.) (pp.
213-221). https://doi.org/10.1007/978-1-4939-1695-5_17

Fu, Y. (2015). The cytoskeleton in the pollen tube. Current Opinion in Plant Biology, 28,
111-119. https://doi.org/10.1016/j.pbi.2015.10.004

Fu, Y., Gu, Y., Zheng, Z., Wasteneys, G., & Yang, Z. (2005). Arabidopsis Interdigitating
Cell Growth Requires Two Antagonistic Pathways with Opposing Action on Cell
Morphogenesis. Cell, 120(5), 687—700. https://doi.org/10.1016/j.cell.2004.12.026

65



Fu, Y., Xu, T., Zhu, L., Wen, M., & Yang, Z. (2009). A ROP GTPase Signaling Pathway
Controls Cortical Microtubule Ordering and Cell Expansion in Arabidopsis.
Current Biology, 19(21), 1827-1832. https://doi.org/10.1016/j.cub.2009.08.052

Gamborg, O. L., Miller, R. A., & Ojima, K. (1968). Nutrient requirements of suspension
cultures of soybean root cells. Experimental Cell Research, 50(1), 151-158.
https://doi.org/10.1016/0014-4827(68)90403-5

Gao, Y., Zhang, Y., Wu, H.-Z., Min, X., Zhang, B., Kim, D.-S., Yan, X., & Zhang, C.-J.
(2024). Optimization and establishment of Agrobacterium-mediated transformation
in alfalfa (Medicago sativa L.) using eGFP as a visual reporter. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture (PCTOC), 156(1), 7. https://doi.org/10.1007/s11240-023-02659-
4

Gawel, E., Grzelak, M., & Janyszek, M. (2017). Lucerne ( Medicago sativa L.) in the
human diet—Case reports and short reports. Journal of Herbal Medicine, 10, 8-16.
https://doi.org/10.1016/j.hermed.2017.07.002

Gelvin, S. B. (2006). &It;i&gt;Agrobacterium&lt;/i&gt; Transformation of
&It;i&gt;Arabidopsis thaliana&lt;/i&gt; Roots: A Quantitative Assay. In
Agrobacterium Protocols (pp. 105-114). Humana Press. https://doi.org/10.1385/1-
59745-130-4:105

Gelvin, S. B. (2017). Integration of Agrobacterium T-DNA into the Plant Genome.
Annual Review of Genetics, 51(1), 195-217. https://doi.org/10.1146/annurev-genet-
120215-035320

Goff, S. A,, Klein, T. M., Roth, B. A., Fromm, M. E., Cone, K. C., Radicella, J. P., &
Chandler, V. L. (1990). Transactivation of anthocyanin biosynthetic genes following
transfer of B regulatory genes into maize tissues. The EMBO Journal, 9(8), 2517—
2522. https://doi.org/10.1002/j.1460-2075.1990.tb07431.x

Gopinath, K. A, Saha, S., Mina, B. L., Pande, H., Kundu, S., & Gupta, H. S. (2008).
Influence of organic amendments on growth, yield and quality of wheat and on soil
properties during transition to organic production. Nutrient Cycling in
Agroecosystems, 82(1), 51-60. https://doi.org/10.1007/s10705-008-9168-0

Gough, K. C., Hawes, W. S., Kilpatrick, J., & Whitelam, G. C. (2001). Cyanobacterial
GR6 glutamate-1-semialdehyde aminotransferase: a novel enzyme-based selectable
marker for plant transformation. Plant Cell Reports, 20(4), 296-300.
https://doi.org/10.1007/s002990100337

Gu, Y., Fu, Y., Dowd, P, Li, S., Vernoud, V., Gilroy, S., & Yang, Z. (2005). A Rho family
GTPase controls actin dynamics and tip growth via two counteracting downstream
pathways in pollen tubes. The Journal of Cell Biology, 169(1), 127-138.
https://doi.org/10.1083/jcb.200409140

66



Gurich, N., & Gonzalez, J. E. (2009). Role of Quorum Sensing in Sinorhizobium meliloti
-Alfalfa Symbiosis. Journal of Bacteriology, 191(13), 4372-4382.
https://doi.org/10.1128/JB.00376-09

Gyeryeong, B., & Lee, J.-T. (2021). Effects of Alfalfa Cultivation on Soil Erosion and
Maize Production in Highland Agriculture. Journal of Environmental Science
International, 30(2), 145-152. https://doi.org/10.5322/JES1.2021.30.2.145

Hernandez-Fernandez, M. M., & Christie, B. R. (1989). Inheritance of somatic
embryogenesis in alfalfa ( Medicago sativa L.). Genome, 32(2), 318-321.
https://doi.org/10.1139/989-447

Hoekema, A., Hirsch, P. R., Hooykaas, P. J. J., & Schilperoort, R. A. (1983). A binary
plant vector strategy based on separation of vir- and T-region of the Agrobacterium
tumefaciens Ti-plasmid. Nature, 303(5913), 179-180.
https://doi.org/10.1038/303179a0

Ivanchenko, M., Vejlupkova, Z., Quatrano, R. S., & Fowler, J. E. (2000). Maize ROP7
GTPase contains a unique, CaaX box-independent plasma membrane targeting
signal. The Plant Journal, 24(1), 79-90. https://doi.org/10.1046/].1365-
313x.2000.00855.x

Jacobs, B., Molenaar, J., & Deinum, E. E. (2019). Small GTPase patterning: How to
stabilise cluster coexistence. PLOS ONE, 14(3), e0213188.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0213188

Jaffe, A. B., & Hall, A. (2005). RHO GTPASES: Biochemistry and Biology. Annual
Review of Cell and Developmental Biology, 21(1), 247-2609.
https://doi.org/10.1146/annurev.cellbio.21.020604.150721

Janssen, B.-J., & Gardner, R. C. (1990). Localized transient expression of GUS in leaf
discs following cocultivation with Agrobacterium. Plant Molecular Biology, 14(1),
61-72. https://doi.org/10.1007/BF00015655

Jefferson, R. A., Kavanagh, T. A., & Bevan, M. W. (1987). GUS fusions: beta-
glucuronidase as a sensitive and versatile gene fusion marker in higher plants. The
EMBO Journal, 6(13), 3901-3907. https://doi.org/10.1002/j.1460-
2075.1987.tb02730.x

Johnson, R. C., & Tieszen, L. L. (1994). Variation for Water-Use Efficiency in Alfalfa
Germplasm. Crop Science, 34(2), 452—458.
https://doi.org/10.2135/cropscil994.0011183X003400020027x

Jones, H. D., & Sparks, C. A. (2009). Stable Transformation of Plants (pp. 111-130).
https://doi.org/10.1007/978-1-59745-427-8 7

67



Jones, M. A, Shen, J.-J., Fu, Y., Li, H., Yang, Z., & Grierson, C. S. (2002). The
Arabidopsis Rop2 GTPase Is a Positive Regulator of Both Root Hair Initiation and
Tip Growth. The Plant Cell, 14(4), 763-776. https://doi.org/10.1105/tpc.010359

Kahn, R. A., Der, C. J., & Bokoch, G. M. (1992). The ras superfamily of GTP-binding
proteins: guidelines on nomenclature. The FASEB Journal, 6(8), 2512-2513.
https://doi.org/10.1096/fasebj.6.8.1592203

Karimi, M., Bleys, A., Vanderhaeghen, R., & Hilson, P. (2007). Building Blocks for
Plant Gene Assembly. Plant Physiology, 145(4), 1183-1191.
https://doi.org/10.1104/pp.107.110411

Karimi, M., De Meyer, B., & Hilson, P. (2005). Modular cloning in plant cells. Trends in
Plant Science, 10(3), 103-105. https://doi.org/10.1016/j.tplants.2005.01.008

Karlen, D. L., Erbach, D. C., Kaspar, T. C., Colvin, T. S., Berry, E. C., & Timmons, D.
R. (1990). Soil Tilth: A Review of Past Perceptions and Future Needs. Soil Science
Society of America Journal, 54(1), 153-161.
https://doi.org/10.2136/sss5aj1990.03615995005400010024x

Kausch, A. P., Nelson-Vasilchik, K., Hague, J., Mookkan, M., Quemada, H., Dellaporta,
S., Fragoso, C., & Zhang, Z. J. (2019). Edit at will: Genotype independent plant
transformation in the era of advanced genomics and genome editing. Plant Science,
281, 186-205. https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2019.01.006

Kawashima, T., Maruyama, D., Shagirov, M., Li, J., Hamamura, Y., Yelagandula, R.,
Toyama, Y., & Berger, F. (2014a). Dynamic F-actin movement is essential for
fertilization in Arabidopsis thaliana. ELife, 3. https://doi.org/10.7554/eLife.04501

Kawashima, T., Maruyama, D., Shagirov, M., Li, J., Hamamura, Y., Yelagandula, R.,
Toyama, Y., & Berger, F. (2014b). Dynamic F-actin movement is essential for
fertilization in Arabidopsis thaliana. ELife, 3. https://doi.org/10.7554/eLife.04501

Kielly, G. A., & Bowley, S. R. (1992). Genetic control of somatic embryogenesis in
alfalfa. Genome, 35(3), 474-477. https://doi.org/10.1139/992-070

Kikkert, J. R., Vidal, J. R., & Reisch, B. 1. (2005). Stable Transformation of Plant Cells
by Particle Bombardment/Biolistics. In Transgenic Plants (Vol. 286, pp. 061-078).
Humana Press. https://doi.org/10.1385/1-59259-827-7:061

Kineman, B. D., Brummer, E. C., Paiva, N. L., & Birt, D. F. (2010). Resveratrol From
Transgenic Alfalfa for Prevention of Aberrant Crypt Foci in Mice. Nutrition and
Cancer, 62(3), 351-361. https://doi.org/10.1080/01635580903407213

Kjoller, L., & Hall, A. (1999). Signaling to Rho GTPases. Experimental Cell Research,
253(1), 166-179. https://doi.org/10.1006/excr.1999.4674

68



Klein, T. M., Gradziel, T., Fromm, M. E., & Sanford, J. C. (1988). Factors Influencing
Gene Delivery into Zea Mays Cells by High—\elocity Microprojectiles. Nature
Biotechnology, 6(5), 559-563. https://doi.org/10.1038/nbt0588-559

Klinkenberg, J. (2014). Extraction of Chloroplast Proteins from Transiently Transformed
Nicotiana benthamiana Leaves. BIO-PROTOCOL, 4(18).
https://doi.org/10.21769/BioProtoc.1238

Kuchuk, N., Komarnitski, I., Shakhovsky, A., & Gleba, Y. (1990). Genetic
transformation of Medicago species by Agrobacterium tumefaciens and
electroporation of protoplasts. Plant Cell Reports, 8(11), 660—663.
https://doi.org/10.1007/BF00269987

Kumar, M., Tomar, M., Potkule, J., Reetu, Punia, S., Dhakane-Lad, J., Singh, S.,
Dhumal, S., Chandra Pradhan, P., Bhushan, B., Anitha, T., Alajil, O., Alhariri, A.,
Amarowicz, R., & Kennedy, J. F. (2022). Functional characterization of plant-based
protein to determine its quality for food applications. Food Hydrocolloids, 123,
106986. https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2021.106986

Kumar, S. (2011). Biotechnological advancements in alfalfa improvement. Journal of
Applied Genetics, 52(2), 111-124. https://doi.org/10.1007/s13353-011-0028-2

Kumar, T., Bao, A.-K., Bao, Z., Wang, F., Gao, L., & Wang, S.-M. (2018a). The progress
of genetic improvement in alfalfa (Medicago sativa L.). Czech Journal of Genetics
and Plant Breeding, 54(2), 41-51. https://doi.org/10.17221/46/2017-CJGPB

Kumar, T., Bao, A.-K., Bao, Z., Wang, F., Gao, L., & Wang, S.-M. (2018b). The progress
of genetic improvement in alfalfa (Medicago sativa L.). Czech Journal of Genetics
and Plant Breeding, 54(2), 41-51. https://doi.org/10.17221/46/2017-CJGPB

Kumar, T., Bao, A.-K., Bao, Z., Wang, F., Gao, L., & Wang, S.-M. (2018c). The progress
of genetic improvement in alfalfa (Medicago sativa L.). Czech Journal of Genetics
and Plant Breeding, 54(2), 41-51. https://doi.org/10.17221/46/2017-CJGPB

Lai, F.-M., & McKersie, B. D. (1994a). Scale-up of somatic embryogenesis in alfalfa
(Medicago sativa L.) | subculture and indirect secondary somatic embryogenisis.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 37(2), 151-158.
https://doi.org/10.1007/BF00043609

Lai, F.-M., & McKersie, B. D. (1994b). Scale-up of somatic embryogenesis in alfalfa
(Medicago sativa L.) I subculture and indirect secondary somatic embryogenisis.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 37(2), 151-158.
https://doi.org/10.1007/BF00043609

Lavy, M., Bracha-Drori, K., Sternberg, H., & Yalovsky, S. (2002). A Cell-Specific,
Prenylation-Independent Mechanism Regulates Targeting of Type Il RACs. The
Plant Cell, 14(10), 2431-2450. https://doi.org/10.1105/tpc.005561

69



Lavy, M., & Yalovsky, S. (2006). Association of Arabidopsis type-II ROPs with the
plasma membrane requires a conserved C-terminal sequence motif and a proximal
polybasic domain. The Plant Journal, 46(6), 934-947.
https://doi.org/10.1111/j.1365-313X.2006.02749.x

Lei, Y., Hannoufa, A., & Yu, P. (2017a). The Use of Gene Modification and Advanced

Molecular Structure Analyses towards Improving Alfalfa Forage. International
Journal of Molecular Sciences, 18(2), 298. https://doi.org/10.3390/ijms18020298

Lei, Y., Hannoufa, A., & Yu, P. (2017b). The Use of Gene Modification and Advanced
Molecular Structure Analyses towards Improving Alfalfa Forage. International

Journal of Molecular Sciences, 18(2), 298. https://doi.org/10.3390/ijms18020298
Li, C., Lu, H., Li, W,, Yuan, M., & Fu, Y. (2017). A ROP2-RIC1 pathway fine-tunes
microtubule reorganization for salt tolerance in Arabidopsis. Plant, Cell &
Environment, 40(7), 1127-1142. https://doi.org/10.1111/pce.12905
Li, H., Wu, G., Ware, D., Davis, K. R., & Yang, Z. (1998). Arabidopsis Rho-Related
GTPases: Differential Gene Expression in Pollen and Polar Localization in Fission
Yeast. Plant Physiology, 118(2), 407-417. https://doi.org/10.1104/pp.118.2.407
Li, J.-F., Park, E., von Arnim, A. G., & Nebenfiihr, A. (2009). The FAST technique: a

simplified Agrobacterium-based transformation method for transient gene
expression analysis in seedlings of Arabidopsis and other plant species. Plant

Methods, 5(1), 6. https://doi.org/10.1186/1746-4811-5-6
Li, L., & Yuan, H. (2013). Chromoplast biogenesis and carotenoid accumulation.
Archives of Biochemistry and Biophysics, 539(2), 102-109.
https://doi.org/10.1016/j.abb.2013.07.002
Li, Q., Liu, G.-B., Zhang, Z., Tuo, D.-F,, Bai, R., & Qiao, F. (2017). Relative
contribution of root physical enlacing and biochemistrical exudates to soil erosion
resistance in the Loess soil. CATENA, 153, 61-65.
https://doi.org/10.1016/j.catena.2017.01.037

Li, X., & Brummer, E. C. (2009). Inbreeding Depression for Fertility and Biomass in
Advanced Generations of Inter- and Intrasubspecific Hybrids of Tetraploid Alfalfa

Crop Science, 49(1), 13-19. https://doi.org/10.2135/cropsci2008.04.0205

Li, X., & Brummer, E. C. (2012). Applied Genetics and Genomics in Alfalfa Breeding.
Agronomy, 2(1), 40-61. https://doi.org/10.3390/agronomy2010040

Li, X., Cai, W, Liu, Y., Li, H., Fu, L., Liu, Z., Xu, L., Liu, H., Xu, T., & Xiong, Y.
(2017). Differential TOR activation and cell proliferation in Arabidopsis root and
shoot apexes. Proceedings of the National Academy of Sciences, 114(10), 2765—

2770. https://doi.org/10.1073/pnas.1618782114

70



Li, X., Weng, J., & Chapple, C. (2008). Improvement of biomass through lignin
modification. The Plant Journal, 54(4), 569-581. https://doi.org/10.1111/j.1365-
313X.2008.03457.x

Li, Y., & Su, D. (2017). Alfalfa Water Use and Yield under Different Sprinkler Irrigation
Regimes in North Arid Regions of China. Sustainability, 9(8), 1380.
https://doi.org/10.3390/su9081380

Li, Z., Li, Z., Gao, X., Chinnusamy, V., Bressan, R., Wang, Z., Zhu, J., Wu, J., & Liu, D.
(2012). ROP11 GTPase Negatively Regulates ABA Signaling by Protecting ABI1
Phosphatase Activity from Inhibition by the ABA Receptor RCAR1/PYLY in
Arabidopsis. Journal of Integrative Plant Biology, 54(3), 180-188.
https://doi.org/10.1111/§.1744-7909.2012.01101.x

Lin, D., Nagawa, S., Chen, J.,, Cao, L., Chen, X., Xu, T., Li, H., Dhonukshe, P.,
Yamamuro, C., Friml, J., Scheres, B., Fu, Y., & Yang, Z. (2012). AROP GTPase-
Dependent Auxin Signaling Pathway Regulates the Subcellular Distribution of
PINZ2 in Arabidopsis Roots. Current Biology, 22(14), 1319-1325.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2012.05.019

Lin, Y., Wang, Y., Zhu, J. K., & Yang, Z. (1996). Localization of a Rho GTPase Implies a
Role in Tip Growth and Movement of the Generative Cell in Pollen Tubes. The
Plant Cell, 293-303. https://doi.org/10.1105/tpc.8.2.293

Lin, Y., Zeng, Y., Zhu, Y., Shen, J., Ye, H., & Jiang, L. (2021). Plant Rho GTPase
signaling promotes autophagy. Molecular Plant, 14(6), 905-920.
https://doi.org/10.1016/j.molp.2021.03.021

Lindenmayer, R. B., Hansen, N. C., Brummer, J., & Pritchett, J. G. (2011). Deficit
Irrigation of Alfalfa for Water-Savings in the Great Plains and Intermountain West:
A Review and Analysis of the Literature. Agronomy Journal, 103(1), 45-50.
https://doi.org/10.2134/agronj2010.0224

Liu, W,, Chen, A, Luo, L., Sun, J., Cao, L., Yu, G., Zhu, J., & Wang, Y. (2010).
Characterization and Expression Analysis of Medicago truncatula ROP GTPase
Family during the Early Stage of Symbiosis. Journal of Integrative Plant Biology,
52(7), 639-652. https://doi.org/10.1111/j.1744-7909.2010.00944.x

Liu, W,, Liang, Z., Shan, C., Marsolais, F., & Tian, L. (2013). Genetic transformation
and full recovery of alfalfa plants via secondary somatic embryogenesis. In Vitro
Cellular & Developmental Biology - Plant, 49(1), 17-23.
https://doi.org/10.1007/s11627-012-9463-y

Long-Xi Y, & Chittaranjan K. (2021). The Alfalfa Genome (L.-X. Yu & C. Kole, Eds.).
Springer International Publishing. https://doi.org/10.1007/978-3-030-74466-3

71



Mariotti D, Davey M. R., Draper J, Freeman J. P., & Cocking E. C. (1984). Crown Gall
Tumorigenesis in the Forage Legume & Medicago sativa L. Plant and Cell
Physiology. https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.pcp.a076736

Marten, G. C. (2015). Breeding Forage Grasses to Maximize Animal Performance (pp.
71-104). https://doi.org/10.2135/cssaspecpubl5.c6

Marten, G. C., Buxton, D. R., & Barnes, R. F. (2015). Feeding Value (Forage Quality)
(pp. 463-491). https://doi.org/10.2134/agronmonogr29.c14

Mendrinna, A., & Persson, S. (2015). Root hair growth: it’s a one way street.
F1000Prime Reports, 7. https://doi.org/10.12703/P7-23

Michalczyk, M., Fiutak, G., & Tarko, T. (2019). Effect of hot water treatment of seeds on
quality indicators of alfalfa sprouts. LWT, 113, 108270.
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2019.108270

Min, D. (2016). Effects of Cutting Interval between Harvests on Dry Matter Yield and
Nutritive Value in Alfalfa. American Journal of Plant Sciences, 07(08), 1226-1231.
https://doi.org/10.4236/ajps.2016.78118

Mlynarova, L., Keizer, LCP., Stiekema, W. J., & Nap, J. P. (1996). Approaching the
Lower Limits of Transgene Variability. The Plant Cell, 1589-1599.
https://doi.org/10.1105/tpc.8.9.1589

Mohammadi-Nasab, A., Motallebi-Azar, A., Movafeghi, A., & Dadpour, M. (2011).
Callus induction and embryogenesis of alfalfa (Medicago sativa L.) using hypocotyl
thin cell layer culture. Russian Agricultural Sciences, 37(4), 303-306.
https://doi.org/10.3103/S1068367411040148

Molendijk, A. J. (2001). Arabidopsis thaliana Rop GTPases are localized to tips of root
hairs and control polar growth. The EMBO Journal, 20(11), 2779-2788.
https://doi.org/10.1093/emb0j/20.11.2779

Murashige, T., & Skoog, F. (1962). A Revised Medium for Rapid Growth and Bio
Assays with Tobacco Tissue Cultures. Physiologia Plantarum, 15(3), 473-497.
https://doi.org/10.1111/j.1399-3054.1962.th08052.x

Nelson, B. K., Cai, X., & Nebenfiihr, A. (2007). A multicolored set of in  vivo organelle
markers for co-localization studies in Arabidopsis and other plants. The Plant
Journal, 51(6), 1126-1136. https://doi.org/10.1111/j.1365-313X.2007.03212.x

Nelson, W. F., & Satter, L. D. (1990). Effect of Stage of Maturity and Method of
Preservation of Alfalfa on Production by Lactating Dairy Cows. Journal of Dairy
Science, 73(7), 1800-1811. https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(90)78860-1

72



Nelson, W. F., & Satter, L. D. (1992). Impact of Alfalfa Maturity and Preservation
Method on Milk Production by Cows in Early Lactation. Journal of Dairy Science,
75(6), 1562-1570. https://doi.org/10.3168/jds.S0022-0302(92)77913-2

Nigg, E. A. (1997). Nucleocytoplasmic transport: signals, mechanisms and regulation.
Nature, 386(6627), 779—787. https://doi.org/10.1038/386779a0

Ninkovi¢, S., Miljus-Djuki¢, J., & Neskovi¢, M. (1995). Genetic transformation of
alfalfa somatic embryos and their clonal propagation through repetitive somatic
embryogenesis. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 42(3), 255-260.
https://doi.org/10.1007/BF00029996

Nitsch, J. P., & Nitsch, C. (1969). Haploid Plants from Pollen Grains. Science,
163(3862), 85-87. https://doi.org/10.1126/science.163.3862.85

Ozyigit, 1. 1. (2020). Gene transfer to plants by electroporation: methods and
applications. Molecular Biology Reports, 47(4), 3195-3210.
https://doi.org/10.1007/s11033-020-05343-4

Parada, L. F., Tabin, C. J., Shih, C., & Weinberg, R. A. (1982). Human EJ bladder
carcinoma oncogene is homologue of Harvey sarcoma virus ras gene. Nature,
297(5866), 474-478. https://doi.org/10.1038/297474a0

Pereira, L. F., & Erickson, L. (1995a). Stable transformation of alfalfa (Medicago sativa
L.) by particle bombardment. Plant Cell Reports, 14(5).
https://doi.org/10.1007/BF00232030

Pereira, L. F., & Erickson, L. (1995b). Stable transformation of alfalfa (Medicago sativa
L.) by particle bombardment. Plant Cell Reports, 14(5).
https://doi.org/10.1007/BF00232030

Perfect, E., Kay, B. D., van Loon, W. K. P,, Sheard, R. W., & Pojasok, T. (1990). Rates of
Change in Soil Structural Stability under Forages and Corn. Soil Science Society of
America Journal, 54(1), 179-186.
https://doi.org/10.2136/sss5aj1990.03615995005400010028x%

Perhald, A., Endre, G., Kevei, Z., Kiss, G. B., & Kereszt, A. (2006). Strategies to obtain
stable transgenic plants from non-embryogenic lines: complementation of the nn 1
mutation of the NORK gene in Medicago sativa MN1008. Plant Cell Reports,
25(8), 799-806. https://doi.org/10.1007/s00299-006-0117-6

Poraty-Gavra, L., Zimmermann, P., Haigis, S., Bednarek, P., Hazak, O., Stelmakh, O. R.,
Sadot, E., Schulze-Lefert, P., Gruissem, W., & Yalovsky, S. (2013). The Arabidopsis
Rho of Plants GTPase AtROP6 Functions in Developmental and Pathogen
Response Pathways . Plant Physiology, 161(3), 1172-1188.
https://doi.org/10.1104/pp.112.213165

73



Potrykus, 1. (1991). Gene Transfer to Plants: Assessment of Published Approaches and
Results. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 42(1),
205-225. https://doi.org/10.1146/annurev.pp.42.060191.001225

Qin, Y., & Yang, Z. (2011). Rapid tip growth: Insights from pollen tubes. Seminars in
Cell & Developmental Biology, 22(8), 816-824.
https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2011.06.004

Quecini, V. M. (1999). Transferéncia direta de genes para plantas de
&gt;i&It;Stylosanthes guianensis&gt;/i&It; (Aubl.) Sw. [Universidade de Sdo
Paulo]. https://doi.org/10.11606/T.11.1999.tde-20210104-194445

Quecini, V. M., Oliveira, C. A. de, Alves, A. C., & Vieira, M. L. C. (2002). Factors
influencing electroporation-mediated gene transfer to Stylosanthes guianensis
(Aubl.) Sw. protoplasts. Genetics and Molecular Biology, 25(1), 73-80.
https://doi.org/10.1590/S1415-47572002000100014

Quiros, C. F., & Bauchan, G. R. (2015). The Genus Medicago and the Origin of the
Medicago sativa Comp (pp. 93-124). https://doi.org/10.2134/agronmonogr29.c3

Reiner, D. J. (2018). Small GTPases. WormBook, 1-65.
https://doi.org/10.1895/wormbook.1.67.2

Riday, H., Reisen, P., Raasch, J. A., Santa-Martinez, E., & Brunet, J. (2015). Selfing Rate
in an Alfalfa Seed Production Field Pollinated with Leafcutter Bees. Crop Science,
55(3), 1087—-1095. https://doi.org/10.2135/cropsci2014.04.0295

Ridley, A. J. (2001). Rho family proteins: coordinating cell responses. Trends in Cell
Biology, 11(12), 471-477. https://doi.org/10.1016/S0962-8924(01)02153-5

Rivero, L., Scholl, R., Holomuzki, N., Crist, D., Grotewold, E., & Brkljacic, J. (2014).
Handling Arabidopsis Plants: Growth, Preservation of Seeds, Transformation, and
Genetic Crosses (pp. 3-25). https://doi.org/10.1007/978-1-62703-580-4 1

Rooke, J. A., & Hatfield, R. D. (2015). Biochemistry of Ensiling (pp. 95-139).
https://doi.org/10.2134/agronmonogr42.c3

Rumbaugh, M. D., Caddel, J. L., & Rowe, D. E. (2015). Breeding and Quantitative
Genetics (pp. 777-808). https://doi.org/10.2134/agronmonogr29.c25

Russelle, M. (2001). Alfalfa. American Scientist, 89(3), 252.
https://doi.org/10.1511/2001.3.252

Samac, D. A. (1995). Strain specificity in transformation of alfalfa by Agrobacterium
tumefaciens. Plant Cell Tissue and Organ Culture (PCTOC), 43(3), 271-277.
https://doi.org/10.1007/BF00039955

74



Samac, D. A., & Austin-Phillips, S. (2006). Alfalfa (Medicago sativa L.). In
Agrobacterium Protocols (Vol. 343, pp. 301-312). Humana Press.
https://doi.org/10.1385/1-59745-130-4:301

Samac, D. A., & Lamb, J. F. S. (2000). REGISTRATIONS OF GERMPLASM. Crop
Science, 40(3), 863-863. https://doi.org/10.2135/cropsci2000.403863x

Sanford, J. C. (1990). Biolistic plant transformation. Physiologia Plantarum, 79(1), 206—
209. https://doi.org/10.1034/j.1399-3054.1990.790131.x

Sangra, A., Shahin, L., & Dhir, S. K. (2019a). Long-Term Maintainable Somatic
Embryogenesis System in Alfalfa (Medicago sativa) Using Leaf Explants:
Embryogenic Sustainability Approach. Plants, 8(8), 278.
https://doi.org/10.3390/plants8080278

Sangra, A., Shahin, L., & Dhir, S. K. (2019b). Optimization of Isolation and Culture of
Protoplasts in Alfalfa (Medicago sativa) Cultivar Regen-SY. American Journal of
Plant Sciences, 10(07), 1206-1219. https://doi.org/10.4236/ajps.2019.107086

Saruul, P., Srienc, F., Somers, D. A., & Samac, D. A. (2002). Production of a
Biodegradable Plastic Polymer, Poly-B-Hydroxybutyrate, in Transgenic Alfalfa.
Crop Science, 42(3), 919-927. https://doi.org/10.2135/cropsci2002.9190

Sasaki, Y., Sone, T., Yoshida, S., Yahata, K., Hotta, J., Chesnut, J. D., Honda, T., &
Imamoto, F. (2004). Evidence for high specificity and efficiency of multiple
recombination signals in mixed DNA cloning by the Multisite Gateway system.
Journal of Biotechnology, 107(3), 233-243.
https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2003.10.001

Saunders, J. W., & Bingham, E. T. (1972). Production of Alfalfa Plants from Callus
Tissue *. Crop Science, 12(6), 804—-808.
https://doi.org/10.2135/cropscil972.0011183X001200060026x

Schasteen, C. S. (2024). Oilseeds, Legumes and Derived Products. In Encyclopedia of
Food Safety (pp. 33-45). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-822521-
9.00159-3

Schenk, R. U., & Hildebrandt, A. C. (1972a). Medium and techniques for induction and
growth of monocotyledonous and dicotyledonous plant cell cultures. Canadian
Journal of Botany, 50(1), 199-204. https://doi.org/10.1139/b72-026

Schenk, R. U., & Hildebrandt, A. C. (1972b). Medium and techniques for induction and
growth of monocotyledonous and dicotyledonous plant cell cultures. Canadian
Journal of Botany, 50(1), 199-204. https://doi.org/10.1139/b72-026

Schepetilnikov, M., Makarian, J., Srour, O., Geldreich, A., Yang, Z., Chicher, J.,
Hammann, P., & Ryabova, L. A. (2017). <scp>GTP</scp> ase <scp>ROP</scp> 2

75



binds and promotes activation of target of rapamycin, <scp>TOR</scp>, in
response to auxin. The EMBO Journal, 36(7), 886—903.
https://doi.org/10.15252/embj.201694816

Schiene, K., Piihler, A., & Niehaus, K. (2000). Transgenic tobacco plants that express an
antisense construct derived from a Medicago sativa cONA encoding a Rac-related
small GTP-binding protein fail to develop necrotic lesions upon elicitor infiltration.
Molecular and General Genetics MGG, 263(5), 761-770.
https://doi.org/10.1007/s004380000248

Schmidt, W. K., Tam, A., Fujimura-Kamada, K., & Michaelis, S. (1998). Endoplasmic
reticulum membrane localization of Rcelp and Ste24p, yeast proteases involved in
carboxyl-terminal CAAX protein processing and amino-terminal a-factor cleavage.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 95(19), 11175-11180.
https://doi.org/10.1073/pnas.95.19.11175

Seabra, A. R., Pereira, P. A., Becker, J. D., & Carvalho, H. G. (2012). Inhibition of
Glutamine Synthetase by Phosphinothricin Leads to Transcriptome Reprograming
in Root Nodules of Medicago truncatula. Molecular Plant-Microbe Interactions®,
25(7), 976-992. https://doi.org/10.1094/MPMI-12-11-0322

Seabra, M. C., & Wasmeier, C. (2004). Controlling the location and activation of Rab
GTPases. Current Opinion in Cell Biology, 16(4), 451-457.
https://doi.org/10.1016/j.ceb.2004.06.014

Seiler, G. J. (1991). Registration of Alfalfa Hybrid Regen-Sy Germplasm for Tissue
Culture and Transformation Research. Crop Science, 31(4), 1098-1098.
https://doi.org/10.2135/cropsci1991.0011183X003100040075x

Shahin, E. A., Spielmann, A., Sukhapinda, K., Simpson, R. B., & Yashar, M. (1986).
Transformation of Cultivated Alfalfa Using Disarmed Agrobacterium tumefaciens 1.
Crop Science, 26(6), 1235-1239.
https://doi.org/10.2135/cropsci1986.0011183X002600060033x

Shao, C.-Y., Russinova, E., lantcheva, A., Atanassov, A., McCormac, A., Chen, D.-F.,
Elliott, M. C., & Slater, A. (2000a). Rapid transformation and regeneration of
alfalfa (Medicago falcata L.) via direct somatic embryogenesis. Plant Growth
Regulation, 31(3), 155-166. https://doi.org/10.1023/A:1006306909722

Shao, C.-Y., Russinova, E., lantcheva, A., Atanassov, A., McCormac, A., Chen, D.-F.,
Elliott, M. C., & Slater, A. (2000b). Rapid transformation and regeneration of
alfalfa (Medicago falcata L.) via direct somatic embryogenesis. Plant Growth
Regulation, 31(3), 155-166. https://doi.org/10.1023/A:1006306909722

76



Sheaffer, C. C., & Marten, G. C. (1990). Alfalfa Cutting Frequency and Date of Fall
Cutting. Journal of Production Agriculture, 3(4), 486-491.
https://doi.org/10.2134/jpal1990.0486

Sheludko, Y. (2008). Agrobacterium-Mediated Transient Expression as an Approach to
Production of Recombinant Proteins in Plants. Recent Patents on Biotechnology,
2(3), 198-208. https://doi.org/10.2174/187220808786241033

Shetty, K., & McKersie, B. D. (1993). Proline, thioproline and potassium mediated
stimulation of somatic embryogenesis in alfalfa (Medicago sativa L.). Plant
Science, 88(2), 185-193. https://doi.org/10.1016/0168-9452(93)90090-M

Shillito, R. D., Saul, M. W., Paszkowski, J., Miiller, M., & Potrykus, 1. (1985). High
Efficiency Direct Gene Transfer to Plants. Nature Biotechnology, 3(12), 1099-1103.
https://doi.org/10.1038/nbt1285-1099

Singer, S. D., Hannoufa, A., & Acharya, S. (2017). Molecular improvement of alfalfa for
enhanced productivity and adaptability in a changing environment. Plant, Cell &
Environment. https://doi.org/10.1111/pce.13090

Small, E. (2011). Alfalfa and Relatives. NRC Research Press CABI.
https://doi.org/10.1079/9781845937508.0000

Somers, D. A., Samac, D. A., & Olhoft, P. M. (2003). Recent Advances in Legume
Transformation. Plant Physiology, 131(3), 892—899.
https://doi.org/10.1104/pp.102.017681

Sorek, N., Gutman, O., Bar, E., Abu-Abied, M., Feng, X., Running, M. P., Lewinsohn,
E., Ori, N., Sadot, E., Henis, Y. I., & Yalovsky, S. (2011). Differential Effects of
Prenylation and S -Acylation on Type | and Il ROPS Membrane Interaction and
Function . Plant Physiology, 155(2), 706-720.
https://doi.org/10.1104/pp.110.166850

Sorek, N., Poraty, L., Sternberg, H., Bar, E., Lewinsohn, E., & Yalovsky, S. (2007).
Activation Status-Coupled Transient S Acylation Determines
MembranePartitioning of a Plant Rho-Related GTPase. Molecular and Cellular
Biology, 27(6), 2144-2154. https://doi.org/10.1128/MCB.02347-06

Sorek, N., Segev, O., Gutman, O., Bar, E., Richter, S., Poraty, L., Hirsch, J. A., Henis, Y.
I., Lewinsohn, E., Jirrgens, G., & Yalovsky, S. (2010). An S-Acylation Switch of
Conserved G Domain Cysteines Is Required for Polarity Signaling by ROP
GTPases. Current Biology, 20(10), 914-920.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2010.03.057

Sermo, C. G., Leiros, 1., Brembu, T., Winge, P., Os, V., & Bones, A. M. (2006). The
crystal structure of Arabidopsis thaliana RAC7/ROP9: The first RAS superfamily

77



GTPase from the plant kingdom. Phytochemistry, 67(21), 2332-2340.
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2006.08.011

Suttie, J. M. (2008). Forages, The Science of Grassland Agriculture; Volume I1; 6 ™
Edition. Edited by R.F Barnes, C J. Nelson, K. J Moore and M. Collins. Ames,
Iowa and Oxford: Blackwell Publishing (2007). pp. 790, £90.00. ISBN 978-
081304217. Experimental Agriculture, 44(1), 130-131.
https://doi.org/10.1017/S0014479707005686

Tague, B. W., & Mantis, J. (2006). &It;i&gt;In Planta Agrobacterium&lt;/i&gt;-Mediated
Transformation by Vacuum Infiltration. In Arabidopsis Protocols (Mol. 323, pp.
215-224). Humana Press. https://doi.org/10.1385/1-59745-003-0:215

Tesfaye, M., Denton, M. D., Samac, D. A., & Vance, C. P. (2005). Transgenic alfalfa
secretes a fungal endochitinase protein to the rhizosphere. Plant and Soil, 269(1-2),
233-243. https://doi.org/10.1007/s11104-004-0520-0

Tesfaye, M., Silverstein, K. A. T., Bucciarelli, B., Samac, D. A., & Vance, C. P. (2006).
The Affymetrix Medicago GeneChip® array is applicable for transcript analysis of
alfalfa (Medicago sativa). Functional Plant Biology, 33(8), 783.
https://doi.org/10.1071/FP06065

Thomas, C., Fricke, 1., Scrima, A., Berken, A., & Wittinghofer, A. (2007). Structural
Evidence for a Common Intermediate in Small G Protein-GEF Reactions.
Molecular Cell, 25(1), 141-149. https://doi.org/10.1016/j.molcel.2006.11.023

Tian, L., Brown, D. C. W., & Watson, E. (2002). Continuous long-term somatic
embryogenesis in alfalfa. In Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant, 38(3),
279-284. https://doi.org/10.1079/1\VP2001286

Ticha, M., Illésova, P., Hrbackova, M., Basheer, J., Novak, D., Hlavackova, K.,
gamajové, O., Niehaus, K., Ovecka, M., & gamaj, J. (2020). Tissue culture, genetic
transformation, interaction with beneficial microbes, and modern bio-imaging
techniques in alfalfa research. Critical Reviews in Biotechnology, 40(8), 1265—
1280. https://doi.org/10.1080/07388551.2020.1814689

Toma-Fukai, & Shimizu. (2019). Structural Insights into the Regulation Mechanism of
Small GTPases by GEFs. Molecules, 24(18), 3308.
https://doi.org/10.3390/molecules24183308

Vernoud, V., Horton, A. C., Yang, Z., & Nielsen, E. (2003). Analysis of the Small
GTPase Gene Superfamily of Arabidopsis. Plant Physiology, 131(3), 1191-1208.
https://doi.org/10.1104/pp.013052

Vetter, I. R., & Wittinghofer, A. (2001). The Guanine Nucleotide-Binding Switch in
Three Dimensions. Science, 294(5545), 1299-1304.
https://doi.org/10.1126/science.1062023

78



Viands, D. R., Sun, P., & Barnes, D. K. (2015). Pollination Control: Mechanical and
Sterility (pp. 931-960). https://doi.org/10.2134/agronmonogr29.c30

Vigil, D., Cherfils, J., Rossman, K. L., & Der, C. J. (2010). Ras superfamily GEFs and
GAPs: validated and tractable targets for cancer therapy? Nature Reviews Cancer,
10(12), 842—-857. https://doi.org/10.1038/nrc2960

Walley, F. L., Tomm, G. O., Matus, A., Slinkard, A. E., & van Kessel, C. (1996).
Allocation and Cycling of Nitrogen in an Alfalfa-Bromegrass Sward. Agronomy
Journal, 88(5), 834-843.
https://doi.org/10.2134/agronj1996.00021962008800050025x

Wan, Y., Sorensen, E. L., & Liang, G. H. (1988). Genetic control of in vitro regeneration
in alfalfa (Medicago sativa L.). Euphytica, 39(1), 3-9.
https://doi.org/10.1007/BF00025103

Weeks, J. T., Ye, J., & Rommens, C. M. (2008). Development of an in planta method for
transformation of alfalfa (Medicago sativa). Transgenic Research, 17(4), 587-597.
https://doi.org/10.1007/s11248-007-9132-9

Wei, Z., Liu, Y., Lin, C., Wang, Y., Cai, Q., Dong, Y., & Xing, S. (2011). Transformation
of alfalfa chloroplasts and expression of green fluorescent protein in a forage crop.
Biotechnology Letters, 33(12), 2487—-2494. https://doi.org/10.1007/s10529-011-
0709-2

Wen, L., Chen, Y., Schnabel, E., Crook, A., & Frugoli, J. (2019). Comparison of
efficiency and time to regeneration of Agrobacterium-mediated transformation
methods in Medicago truncatula. Plant Methods, 15(1), 20.
https://doi.org/10.1186/s13007-019-0404-1

Wennerberg, K., Rossman, K. L., & Der, C. J. (2005). The Ras superfamily at a glance.
Journal of Cell Science, 118(5), 843-846. https://doi.org/10.1242/jcs.01660

Wherlock, M., & Mellor, H. (2002). The Rho GTPase family: a Racs to Wrchs story.
Journal of Cell Science, 115(2), 239-240. https://doi.org/10.1242/jcs.115.2.239

Winge, P., Brembu, T., & Bones*, A. M. (1997). Cloning and characterization of rac-like
cDNAs from Arabidopsis thaliana. Plant Molecular Biology, 35(4), 483-495.
https://doi.org/10.1023/A:1005804508902

Winge, P., Brembu, T., Kristensen, R., & Bones, A. M. (2000). Genetic Structure and
Evolution of RAC-GTPases in Arabidopsis thaliana. Genetics, 156(4), 1959-1971.
https://doi.org/10.1093/genetics/156.4.1959

Xu, T., Dai, N., Chen, J., Nagawa, S., Cao, M., Li, H., Zhou, Z., Chen, X., De Rycke, R.,
Rakusova, H., Wang, W., Jones, A. M., Friml, J., Patterson, S. E., Bleecker, A. B., &
Yang, Z. (2014). Cell Surface ABP1-TMK Auxin-Sensing Complex Activates ROP

79



GTPase Signaling. Science, 343(6174), 1025-1028.
https://doi.org/10.1126/science.1245125

Yang, Y., Li, R., & Qi, M. (2000). In vivo analysis of plant promoters and transcription
factors by agroinfiltration of tobacco leaves. The Plant Journal, 22(6), 543-551.
https://doi.org/10.1046/j.1365-313x.2000.00760.x

Yang, Z. (2002). Small GTPases. The Plant Cell, 14(suppl 1), S375-S388.
https://doi.org/10.1105/tpc.001065

Yang, Z., & Watson, J. C. (1993). Molecular cloning and characterization of rho, a ras-
related small GTP-binding protein from the garden pea. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 90(18), 8732-8736.
https://doi.org/10.1073/pnas.90.18.8732

Yoo, S. Y., Bomblies, K., Yoo, S. K., Yang, J. W., Choi, M. S,, Lee, J. S., Weigel, D., &
Ahn, J. H. (2005). The 35S promoter used in a selectable marker gene of a plant
transformation vector affects the expression of the transgene. Planta, 221(4), 523—
530. https://doi.org/10.1007/s00425-004-1466-4

Yoo, S.-D., Cho, Y.-H., & Sheen, J. (2007). Arabidopsis mesophyll protoplasts: a
versatile cell system for transient gene expression analysis. Nature Protocols, 2(7),
1565-1572. https://doi.org/10.1038/nprot.2007.199

Zemenchik, R. A., Wollenhaupt, N. C., & Albrecht, K. A. (2002). Bioavailable
Phosphorus in Runoff from Alfalfa, Smooth Bromegrass, and Alfalfa—Smooth
Bromegrass. Journal of Environment Quality, 31(1), 280.
https://doi.org/10.2134/jeq2002.0280

Zemenchik, R. A., Wollenhaupt, N. C., Albrecht, K. A., & Bosworth, A. H. (1996).
Runoff, Erosion, and Forage Production from Established Alfalfa and Smooth
Bromegrass. Agronomy Journal, 88(3), 461-466.
https://doi.org/10.2134/agronj1996.00021962008800030017x

Zhang, B., He, C., Burnham, M., & Zhang, L. (2016). Evaluating the coupling effects of
climate aridity and vegetation restoration on soil erosion over the Loess Plateau in
China. Science of The Total Environment, 539, 436-449.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2015.08.132

Zhang, C., Kotchoni, S. O., Samuels, A. L., & Szymanski, D. B. (2010). SPIKEL Signals
Originate from and Assemble Specialized Domains of the Endoplasmic Reticulum.
Current Biology, 20(23), 2144-2149. https://doi.org/10.1016/j.cub.2010.11.016

Zhang, H., Huang, Q., & Su, J. (2010). Development of Alfalfa (Medicago sativa L.)
Regeneration System and Agrobacterium-Mediated Genetic Transformation.
Agricultural Sciences in China, 9(2), 170-178. https://doi.org/10.1016/S1671-
2927(09)60081-X

80



Zheng, Z.-L., & Yang, Z. (2000). The Rop GTPase: an emerging signaling switch in
plants. Plant Molecular Biology, 44(1), 1-9.
https://doi.org/10.1023/A:1006402628948

Research and Markets. https://www.globenewswire.com/news-
release/2018/11/07/1647183/0/en/Global-Alfalfa-Hay-Market-Trends-and-Forecasts-
Report-2018-2023-China-UAE-and-Saudi-Arabia-are-Major-Importers-of-US-Exports-
with-the-US-and-Spain-Being-the-Major-Exporters-Globall.html (23.12.2023)

Global Alfalfa Hay Market 2018-2023: Saudi Arabia imports is Projected to Grow at a
Maximum Rate, Due to the Country's Banning of Forage Crops Production in 2019.
(2018, November 8). PR Newswire.
https://link.gale.com/apps/doc/A561465153/AONE?u=anon~caf3aca4&sid=sitemap&xi
d=9881642a

Putnam D. (2019). The Good, Bad, and Ugly for Hay Exports. Hay Forage Grow.
Available at: https://hayandforage.com/article-2420-the-good-bad-and-ugly-for-hay-
exports.html (Accessed March 05, 2021). March 2019 issue of Hay & Forage Grower
30-31.

Putnam, D. H., Summers, C. G., & Orloff, S. B. (2007). Alfalfa production systems in
California. Irrigated alfalfa management for Mediterranean and desert zones. 1-19. (Vol.
3512). UCANR Publications. Available at: https://alfalfa.ucdavis.edu/irrigatedalfalfa/
(Accessed February 10, 2022).

Summers, C. G., & Putnam, D. H. (Eds.). (2008). Irrigated alfalfa management for
Mediterranean and desert zones (Vol. 3512). UCANR Publications.

(Qinghua, Y. (2007). Advances in alfalfa diseases in China. PLANT PROTECTION-
BENING-, 33(1), 6.).

Pitt, R. E. (1990). Silage and hay preservation (Northeast Regional Agricultural
Engineering Service). 5th edition, Ithaca, New York, 53 stran.

Wallentine, M. V. (1993). Silage storage systems in the arid west. Silage Production
from Seed to Animal, 124-133.

USDA-NASS (2022). Data and statistics. United States Department of Agriculture,
National Agricultural Statistics Service. Available at:
https://www.nass.usda.gov/Data_and_Statistics/index.php (Accessed March 10, 2022).

Erdman, R. (1993). Silage fermentation characteristics affecting feed intake. In Silage
production from seed to animal. NRAES-67. (Northeast Regional Agricultural
Engineering Service). Ithaca, New York, (210-219).

81



Ramaiah S. M., Daniel Skinner D. Z.. (1997). Particle bombardment: A simple and
efficient method of alfalfa (Medicago sativa L.) pollen transformation. Current Science,
\ol. 73, No. 8, 674-682 (9 pages)

8 ZOZNAM SKRATIEK

2,4-D

A. thaliana

A. tumefaciens
ABA

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
Arabidopsis thaliana
Agrobacterium tumefaciens
kyselina abscisova

AmpR ampicilin

ApE A plasmid Editor

bar herbicid bialaphos

bp pary nukleotidovych baz

CAMV virus karfiolovej mozaiky

CDPK Ca?*-zavisla proteinkinaza (Ca®*-dependent protein kinase)

CPK kalmodulinu podobna doménova proteinkindza (Calmodulin like
domain protein kinase)

CRIB Cdc42/Rac-interagujucu vazobni doména

CRISPR klastrované pravidelne rozmiestnené kratke palindromické
opakovania

E. coli Escherichia coli

EDTA ethylendiaminotetraoctova kyselina

eGFP zosilneny zeleny fluorescencny protein

ER endoplazmatické retikulum

G. max Glycine max

GAP GTPazu aktivujlce proteiny

GDP guanozindifostat

GEF guaninové nukleotidové vymenné faktory

GFP zeleny fluorescenény protein

GTP guanozintrifosfat

GUS B-glukuronidaza

hpt hygromycin fosfotransferaza

Kan® kanamycin

M. sativa Medicago sativa

M. truncatula
NLS

Medicago truncatula
Jadrovy lokaliza¢ny signal

nptll gén pre neomycin fosfotransferazu
PCR polymerazova retazova reakcia
PPT (Ppt®) fosfinotricin

PTM postranslacné modifikacie

Ras gén potkanieho sarkomu

RifR rifampicin

ROP Rho rastlin
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RopGDI
SpeR
TicR

Vir
WUE

ROP disociacné inhibitory guaninovych nukleotidov
spektinomycin

tikarcilin

efektorové proteiny virulencie

lepsia efektivnost’ vyuzitia vody
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