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CÍLE P R Á C E 

Vypracování rešerše na téma: 

• Reaktivní formy kyslíku a jejich detoxifikace pomocí anti oxidační obrany rostlin 

se zaměřením na superoxiddismutasy (SOD). 

• Popsání závislosti a regulace SODs skrze dostupnost mědi a zapojení 

S Q U A M O S A promoter-binding protein-like7 transkripčního faktoru do jejich 

regulace. 

• Proces nodulace u rostlin Medicago truncatula a Medicago sativa L. a možné 

zapojení SOD v tomto procesu. 

Experimentální cíle: 

• Získání praktických zkušeností v práci s rostlinami a v základních molekulárně-

biologických a biochemických metodách. 

• Ověření v l ivu různých koncentrací mědi v růstovém médiu na abundanci a 

aktivitu SOD u divokého typu M truncatula. Definování jednotlivých izoenzymů 

SOD pomocí inhibiční analýzy u M. truncatula. 

• Příprava konstruktu (35S::MtCSD2:GFP) pro fluorescenčně značenou MtCSD2 

pod kontrolou nadexpresního promotoru pomocí metody. 

• Ověření funkčnosti připraveného konstruktu pomocí transientní transformace s 

následnou mikroskopií. 



1 Úvod 
Veškeré aerobní organismy jsou závislé na přítomnosti kyslíku v atmosféře. Jeho 

odhadovaný obsah v atmosféře je v současné době ~ 20,95 %. Kyslík byl hybnou silou 

pohánějcící evoluci biosféry na planetě Zemi (Mil ls et al., 2023) a je akceptorem 

elektronů v řadě biologických procesů. Tato reakce však může však vést ke vzniku 

reaktivních forem kyslíku (ROS). Pro rostliny je gradient R O S důležitý pro určité 

vývojové procesy, nicméně v buňkách musí být R O S udržovány homeostáze, protože 

jejich nadměrná akumulace vede k oxidativnímu poškození buněčných struktur (Dreyer 

& Schippers, 2019). Oxidatívni stres vzniká v důsledku působení biotických i abioticky ch 

stresorů na organismus. Vzhledem k sesilnímu způsobu života došlo právě u rostlin 

k vývoji propracovaného a účinného systému antioxidační obrany (Janků et al., 2019). 

Superoxiddismutasy (SOD) jsou primárními antioxidačními enzymy přítomnými u 

organismů (Dreyer & Schippers, 2019). 

Exprese Cu/ZnSOD a FeSODl je u modelové rostliny Arabidopsis thaliana závislá na 

dostupnosti mědi, přičemž regulace exprese je řízena prostřednictvím transkripčního 

faktoru S Q U A M O S A promotér binding protein-like7 (SPL7) (Yamasaki et al., 2009). 

B y l o zjištěno, že regulace exprese FeSOD prostřednictvím SPL7 byla narušena u 

hospodářsky významné plodiny Medicago sativa (Hanáková, 2022). Předmětem této 

práce je stanovení v l ivu dostupnosti mědi na aktivitu a abundanci SOD u příbuzné rostliny 

Medicago truncatula. K tomuto stanovení byly použity biochemické metody N A T I V E 

P A G E s následným specifickým barvením aktivity SOD a Western-blot. Cílem této části 

práce bylo především ověřit, zda u M truncatula byla rovněž v průběhu evoluce narušena 

regulace exprese FeSOD řízená transkripčním faktorem SPL7. 

Skupina SOD genů se vyznačuje mezi druhovou konzervovaností, avšak u M. sativa a 

M. truncatula došlo k vývoji CSD2, který se zdá být pro tyto rostliny unikátní, u 

A. thaliana není pravděpodobně v genomu obsažen ortologní gen. Pro C S D 2 byla 

porovnáním proteinových sekvencí u M. truncatula predikována chloroplastická 

lokalizace proteinu (Hanáková, 2022). Za účelem potvrzení predikované lokalizace 

C S D 2 u M. truncatula byla část této práce zaměřené na genové inženýrství. Pomocí 

technologií MultiSite Gateway® byl připraven konstrukt 35S::MtCSD2:GFP jako 

osučást vektoru pB7m34GW a byla provedena validace funkčnosti konstruktu pomocí 

transientní transformace Nicotiana benthamiana s následnou mikroskopickou analýzou. 

1 



2 Současný stav řešené problematiky 
2.1 Reaktivní formy kyslíku 
Přítomnost kyslíku v atmosféře je nezbytná pro život veškerých aerobních organismů, 

které získávají energii při procesu oxidatívni fosforylace. Aerobní metabolismus 

umožňuje organismům efektivnější tvorbu energie, což umožnilo organismům vyvinout 

se v složitější formy života. Kyslík hraje klíčovou roli v elektronovém transportním 

řetězci, kde je koncovým příjemcem elektronů. Paradoxně je však kyslík pro aerobní 

organismy toxický. Při vystavení organismů zvýšené koncentraci kyslíku dochází 

oxidativnímu poškození buněk. K oxidativnímu poškození však dochází i při normální 

koncentraci kyslíku. Superoxidová teorie toxicity kyslíku označuje jako příčinu toxicity 

kyslíku nadměrnou tvorbu superoxidových radikálů, který vzniká redukcí molekuly 

kyslíku (Obrázek 1) (Halliwell, 2006). 

Ze superoxidového radikálu mohou být generováni další zástupci reaktivních forem 

kyslíku (ROS). R O S se vyznačují vysokou reaktivitou, díky přítomnosti nespárovaných 

elektronů a nestabilní elektronové konfiguraci. Hlavními zástupci R O S v buňkách rostlin 

jsou superoxidový radikál (O2"), peroxid vodíku (H2O2), hydroxylový radikál (OH) , 

singletní kyslík (^2) (Halliwell, 2006). Jednotliví zástupci R O S jsou dále 

charakterizování v kapitole (2.1.1). 

0 2 — — (H)02" 
2 (H+) (H+) 

Superoxidový 
radikál 

Obrázek 1: Produkce reaktivních formem kyslíku prostřednictvím vícestupňové redukce 
molekuly kyslíku. Převzato z (Gechev et a l , 2006). 

Většina R O S vzniká při aktivaci kyslíku v elektronových transportních řetězcích. R O S 

jsou generovány v řadě buněčných struktur - v chloroplastech, mitochondriích, 

peroxisomech, apoplastu a částečně i v cytosolu. U rostlin je hlavním místem produkce 

právě chloroplast (Alscher et al., 2002). 

R O S jsou přítomny v rostlinných i živočišných buňkách při běžných fyziologických 

podmínkách. Problém však nastává, když jsou R O S nadměrně generovány, a to například 

během působení biotického a abiotického stresu. Zvýšená akumulace R O S vyvolává 

v buňkách oxidatívni stres (He et al., 2018). Během oxidativního stresu R O S narušují 

6 " G" 

• H
2 0 2 * OH' • H 2 0 

(H+) 2 

Peroxid Hydroxylový 
vodíku radikál 
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strukturu biomolekul (lipidů, proteinů, nukleových kyselin) a dochází tak k poškození 

buněčných struktur, například membránových systémů, což negativně ovlivňuje 

fyziologické procesy (Alscher et al., 2002). Vzhledem k tomu že rostliny žijí přisedle, 

musely si během evoluce vytvořit systém adaptací, aby mohly růst a prospívat i za 

nepříznivých podmínek okolí (He et al., 2018). Adaptací rostlin na oxidační stres je 

propracovaný systém enzymatické a neenzymatické antioxidační obrany (Alscher et al., 

2002), která je detailněji probíraná v kapitole 2.2. 

Jak j iž bylo zmíněno, R O S jsou sice při vyšší koncentraci toxické, ale současně je jejich 

přítomnost v buňkách nezbytná. R O S figurují během působení stresu jako převaděče 

signálu (sekundární poslové) v signalizačních drahách a jsou zapojeny do řady 

fyziologických a vývojových procesů rostlin (Del Río & López-Huertas, 2016). R O S 

aktivují odpověď rostliny na stres a spouštějí fyziologické změny nezbytné pro adaptaci 

rostliny, čímž zvyšují toleranci rostlin vůči stresu (Del Río & López-Huertas, 2016; He 

et al., 2018). Pro plné pohopení funkcí R O S je neprve nutné vysvětlich jejich původ 

vzniku v rostlině a jejich chemické vlastnosti. 

2.1.1 Charakterizace zástupců reaktivních forem kyslíku 
Jednotlivé R O S se vzájemně odlišují mírou reaktivity a poločasem rozpadu, které jsou 

závislé na jejich struktuře a elektronovém uspořádání. Rada R O S existuje ve formě 

volných radikálů. Radíme mezi ně O H , O2", peroxylový radikál ( R O O ) , 

hydroxyperoxylový radikál (HO2 ). Volný radikál je molekula, která se vyskytuje volně a 

ve svém orbitalu obsahuje nespárovaný elektron, díky čemuž se molekula vyznačuje 

zvýšenou reaktivitou. I molekula O2 je ve své podstatě volným radikálem, protože 

obsahuje dva nespárované elektrony (Halliwell, 2006). 

Obecně lze říci, že nebezpečnost radikálů pro buňky spočívá v tom, že mohou spustit 

řetězovou reakci kterou je například peroxidace lipidů. Během peroxidace lipidů dochází 

k poškození membránových proteinů, kanálů a receptoru. Může dojít k narušení integrity 

membrán kvůli fragmentaci řetězce mastných kyselin. Membrána se může stát 

propustnější pro sloučeniny, které jí běžně prochází přes specifické iontové kanály. 

Můžou být vytvářeny sloučenin, které mají schopnost ničit tkáně a pletiva jako jsou např. 

isoprostany a kyselina eikosapentaenová. Rozkladem lipidových peroxidů vznikají 

toxické sloučeniny, které narušují molekuly D N A a jsou potenciálními mutageny -

nasycené a nenasycené aldehydy, ketony, epoxidy (Halliwell, 2006). 

3 



Nejvíce reaktivním zástupcem R O S je právě O H . , zároveň má však tato molekula 

nej nižší životnost a je nejméně stabilní ze všech R O S (ti/2= 1 ns), též má nej kratší 

migrační vzdálenost - 1 nm (Mittler, 2017). O H má silné destrukční účinky vůči 

biomolekulám (nukleovým kyselinám, proteinům a lipidům). Organismy nemají 

antioxidační obranu přímo cílenou na tuto formu R O S , jejich taktikou je zabránit formaci 

O H . Ten vzniká interakci j iných R O S (Haber-Weissova reakce), nebo při reakci R O S a 

iontů kovů, proto je cílem eliminovat množství těchto faktorů přispívajících k tvorbě O H 

(Gechev et al., 2006). Místem vzniku O H uvnitř buněk jsou chloroplasty, peroxisomy a 

mitochondrie (Mittler, 2017). K Produkci O H dochází taktéž v buněčné stěně a 

cytoplazmatické membráně (Richards et al., 2015). O H vzniká Fentonovou reakcí 

(Obrázek 2), kdy ve vodě rozpustný F e 2 + reaguje s H2O2. K této reakci může docházet 

v živých organismech, proto je v nich limitováno množství dostupného F e 2 + a H2O2 

(Halliwell, 2006). 

Fe2+ + H202 - » přechodný komplex -> Fe(III) + OH + OH~ 

Obrázek 2: Vznik hydroxylového radikálu Fentonovou reakcí (Halliwell, 2006). 

Dále může O H vznikat působením U V záření na molekulu H2O2, kdy dochází k rozpadu 

vazby mezi atomy kyslíku (Obrázek 3). 

UV záření 
H202 > OH + OH 

Obrázek 3: Vznik hydroxylového radikálu působením U V záření na molekulu peroxidu vodíku 
(Halliwell, 2006). 

Navzdory svým ničivým účinkům a krátkému poločasu rozpadu figuruje O H jako 

signalizační molekula (Richards et al., 2015) (viz. kapitola 2.1.2). 

Dalším poměrně reaktivním zástupcem R O S je 1Oi (ti/2= 1-4 us, migrační vzdálenost -

30 nm) (Mittler, 2017), který vzniká při excitaci O2, během níž dochází ke změně 

konfigurace elektronů v orbitalech, což zvyšuje oxidační schopnosti O2. V chloroplastech 

vzniká 1Oi během fotosyntézy ve fotosystému II (PSU) při nedostatečné disipaci energie. 

Excitací vzniká tripletní chlorofyl, z něhož může dojít k přenosu energie na O2 za vzniku 
lOi, který poškozuje fotosyntetický aparát v chloroplastu (Halliwell, 2006). 1 02může být 

generován i v peroxisomech, mitochondriích a v jádře (Del Río & López-Huertas, 2016). 
lOi vzniká v přítomnosti iontu kovu v Haber-Weissové reakci (Obrázek 4), kdy spolu 

reagují O2" a H2O2. Vzniká taktéž vysoce reaktivní O H (Mor et al., 2014). 
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H 2 0 2 + 0 2 " *- OH" + O H + [ 0 2 

Obrázek 4: Vznik singletního kyslíku během Haber-Weissovy reakce (Khan & Kasha, 1994). 

Cílem 1Oi jsou proteiny (konkrétně aminokyselinové zbytky cysteinu, histidinu, 

tryptofanu a tyrosinu), taktéž *02 může přenést svou energii na nenasycené mastné 

kyseliny, dochází k jejich peroxidaci (Gechev et al., 2006; Mittler, 2017). I přestože je 
lOi toxický, je signální molekulou viz. kapitola 2.1.2 (Halliwell, 2006). K zhášení *02 

dochází zejména působením malých lipofilních antioxidantů, kterými jsou tokoferoly a 

karotenoidy. Potenciálními zhášeni 1 02Jsou plastochinon a D l protein P S U (Janků et al., 

2019). 

Méně reaktivním zástupcem R O S je O2". V porovnání s O H a 1Oi, má nicméně podobný 

poločas rozpadu jako 1Oi (tm= 1-4 us, migrační vzdálenost - 30 nm). V případě když O2 

přijme elektron, který obsadí orbital 71*, vzniká O2" (Halliwell, 2006). Místy vzniku O2 " 

v rostlinných buňkách jsou chloroplast, mitochondrie, peroxisomy, cytoplazma a apoplast 

(Janků et al., 2019). V chloroplastech je generován 02"jak ve fotosystému I (PSI), tak i 

ve P S U , v P S U může dojít k úniku elektronů, což vede k redukci O2 (Janků et al., 2019). 

Během světelné fáze fotosyntézy je na akceptorové straně PSI generován O2" Mehlerovou 

reakcí, která je dependentní na nízké hladině N A D P + a na přítomnosti redukovaných 

proteinů thioredoxinu a ferredoxinu (Waszczak et al., 2018). V mitochondriích je O2" 

běžně produkován v elektronovém transportním řetězci během respirace. V nadmíře je 

produkován v případě, kdy je limitována rychlost respirace dostupností A D P (Janků et 

al., 2019). Vperoxisomu je O2" generován jak v membráně, tak i v matrix. V matrix 

peroxisomu je O2" generován systémem xantinoxidasy (XO), který katalyzuje oxidaci 

xantinu a hypoxantinu na kyselinu močovou. Dále O2" vzniká v membráně peroxisomu 

jako produkt elektron transportního řetězce do nějž jsou zapojeny enzymy flavoprotein 

NADH:ferrikyanidreduktasa a cytochrom b (Del Río & López-Huertas, 2016). Tvorba 

O2•" v apoplastu aktivitou N A D P H oxidas je samostatně popsána v kapitole 2.1.2.1. 

Cílem O2 "jsou proteiny, kdy má schopnost inaktivovat enzymy a mění jejich katalytickou 

aktivitu, zejména pokud obsahují Fe-S klastr (Halliwell, 2006). Díky negativnímu náboji 

není O2" schopen průchodu přes buněčné membrány, avšak v kyselém prostředí se 

vyskytuje vpro tonované formě H O 2 . Protonovaná forma je schopná procházet přes 

buněčné membrány, spouští oxidaci lipidů (Halliwell, 2006). Hodnota pHtedy ovlivňuje 
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distribuci O2" v buněčných strukturách, až 16 % O2" se vyskytuje právě v protonované 

formě (Janků et al., 2019). 

Nejméně reaktivní R O S je molekula H2O2, současně má však H2O2 nejdelší životnost 

v porovnání s ostatními R O S a je nej stabilnej ší molekulou R O S . M á nicméně poměrně 

velkou migrační vzdálenost (ti/2> 1 ms, migrační vzdálenost > 1 um) (Mittler, 2017). 

Stabilita a nízká reaktivita H2O2 souvisejí se zapojením této molekuly do buněčné 

signalizace. Toto zapojení je nicméně podmíněno efektivním průchodem molekul přes 

buněčné membrány. H2O2 nemůže volně difundovat z místa vzniku do okolních buněk, 

pohyb této molekuly přes membrány je zprostředkován kanály v membráně - aquaporiny 

(Bienert et al., 2006; Henzler & Steudle, 2000). By lo zjištěno že aquaporiny mají 

chopnost regulovat intracelulární a intercelulární výměnu H2O2, díky čemuž se tyto 

kanály částečně podílejí na regulaci signalizace (Bienert & Chaumont, 2014). 

K tvorbě H2O2 v rostlinných buňkách dochází v peroxisomech, chloroplastech, 

mitochondriích, cytoplazmě, apoplastu (Mittler, 2017). Pravděpodobně velká část H2O2 

v buňkách má původ v peroxisomech, kde vzniká aktivitou glykolát oxidasy, acyl-Co-A-

oxidasy, flavinoxidasy a dismutací O2" (Del Río & López-Huertas, 2016). H202Je 

generován v mitochondriích v elektronovém transportním řetězci a dismutací O2", rovněž 

vzniká v elektronovém transportním řetězci lokalizovaném v membránách 

endoplazmatického retikula. V P S U H2O2 vzniká při neúplné oxidaci molekuly vody, 

taktéž je H2O2 v chloroplastech generován dismutací (Janků et al., 2019). I přes nižší 

reaktivitu H2O2 oproti ostatním R O S narušuje H2O2 stukturu biomolekul, tyto atakuje 

cySteinové a methioninové zbytky proteinů, rovněž negativně interagují s molekulami 

D N A (Mittler, 2017). 

Z a zmínku taktéž stojí, že R O S radikálové povahy mohou indukovat tvorbu reaktivních 

forem dusíku (RNS), což jsou taktéž výzmané molekuly pro buněčnou signalizaci 

(Farnese et al., 2016). Například reakcí O2" s radikálem oxidu dusnatého (NO) vzniká 

peroxynitrit (ONOO"). Protonovaná forma peroxynitritu - kyselina peroxydusitá 

(ONOOH) je silným oxidantem (Halliwell, 2006). 

2.1.2 Signalizační a vývojová role ROS 
V minulosti byly R O S vnímány pouze jako cytotoxické molekuly, v současnosti však 

došlo k změně pohledu na tuto skupinu molekul, které jsou nezbytnou součástí buněčné 
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signalizace, regulují řadu buněčných procesů a ovlivňují genovou expresi (Shapiguzov et 

al., 2012). 

R O S v signalizaci figurují jako sekundární poslové - redoxně působí na signalizační 

molekuly, čímž modulují jejich aktivitu. R O S interagují s proteiny, které mají ve své 

struktuře určité motivy senzitivní vůči oxidaci (vázané atomy kovů, zbytky cysteinu, 

methioninu), právě oxidací může být ovlivněna biologická aktivit těchto proteinů. 

Prostřednictvím R O S mohou být aktivovány reverzibilní oxidací redoxně senzitivní 

proteiny - thioredoxiny, glutaredoxiny, peroxiredoxiny. R O S mohou měnit redoxní stav 

transkripčních faktorů a tím je aktivovat (Waszczak et al., 2018). Prostřednictvím R O S 

mohou být aktivovány M A P K kaskády („MITOGEN A C T I V A T E D P R O T E I N 

K I N A S E " ) (Jalmi & Sinha, 2015). R O S mohou rovněž interagovat s fytohormony, R N S , 

C a 2 + (Janků et al., 2019). Nejlépe je popsána signalizační role H2O2, ten interaguje s řadou 

molekul - A B A (kyselina abscisová), E T (ethylen), J A (kyselina j asmonová), S A (kyselina 

salicylová), N O (oxid dusnatý), C a 2 + ( H e et al., 2018). 

2.1.2.1 Vznik ROS v apoplastu a šíření signálu 
Pro signalizaci jsou klíčové R O S produkovány v apoplastu rostlinných buněk řadou 

enzymů - aminooxidasami, peroxidasami buněčných stěn (peroxidasy třídy III) a N A D P H 

oxidasami (Francoz et al., 2015; Qi et al., 2017). Zcela zásadním producentem O2" 

(následně ihned dismutovaný na H2O2) v apoplastu jsou enzymy známe jako N A D P H 

oxidasy, které jsou u rostlin nazvývané jako R B O H („RESPIRATORY B U R S T 

O X I D A S E H O M O L O G " ) . Tyto enzymy jsou lokalizovány v cytoplazmatické membráně 

a mají cytosolickou, t ransmembránovou a apoplastickou část. R B O H enzymy katalyzují 

redukci O2 na O2", přičemž donorem elektronu v této reakci je N A D P H (Chapman et al., 

2019). Genom A. thaliana kóduje 10 genů R B O H , přičemž dvě isoformy R B O H D a 

R B O H F jsou aktivní při odpovědi na stres způsobený biotickými a abiotickými stimuly. 

Produkce R O S v apoplastu, buněčné stěně a cytoplazmatické membráně zprostředkovaná 

přechodným oxidativním vzplanutím je esenciální pro imunitní obranou reakci rostlin 

vůči patogenům. Během působení abiotického i biotického stresu dochází k propagaci 

signálu mezi buňkami prostřednictvím tzv. R O S vlny („ROS waves"). Aktivovaný 

R B O H D produkuje O2", který je dismutován na H2O2, ten prostřednictvím akvaporinů 

difunduje do okolních buněk. H2O2 má schopnost aktivovat kanály pro transport vápníku 

lokalizované na cytoplazmatické membráně. Zásadní pro detekci extracelulárního H2O2 

je H P C A 1 („H2O2-INDUCED C a 2 + I N C R E A S E S 1"). H P C A 1 během buněčné 
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signalizace detekuje apoplastický H2O2. H P C A 1 je element propojující R O S signalizaci 

a C a 2 + signalizaci, je nezbytný pro aklimatizaci buněk na stres. H P C A 1 má schopnost 

regulovat kanály pro transport vápníku. Po detekci apoplastický ch ROS/H2O2 indukuje 

H P C A 1 akumulaci vápnníhu v buněčném cytosolu. V důsledku akumulace vápníku 

dochází ke spuštění vápník-dependentní protein kinasových kaskád, vysoká hladina 

vápníku je detekována proteinem, který má schopnost vázat vápník - C B L 4 

(„CALCINEURIN B - L I K E C A L C I U M S E N S O R 4"). Po navázání vápníku na C B L 4 

dojde ke změně konformace tohoto proteinu, ten následně aktivuje proteinkinasu CIPK26 

(„CBL4-INTERACTING P R O T E I N K l N A S E 26"), která prostřednictvím interakce 

může aktivovat proteinkinasu OSTÍ („OPEN S T O M A T A 1"). CIPK26 a OSTÍ 

fosforylací aktivují R B O H D , což vede ke zvýšení produkce R O S a následné propagaci 

R O S vlny, jejímž prostřednictvím je signál šířen do rostlinných buněk, které nejsou přímo 

stresu vystaveny a dochází ke spuštění adaptačních mechanismů potřebných pro přežití 

rostliny (Fichman & Mittler, 2020; H u et al., 2020). 

2.1.2.2 Zapojení ROS do fyziologických procesů rostlin 
R O S regulují řadu fyziologických procesů esenciálních pro vývoj rostlin. Ovlivňují růst 

a prodlužování kořenových vlásků, růst pylové láčky, vývoj trichomů, zrání tracheálních 

elementů, apikální dominanci, růst a tvar listů (Gechev et al., 2006). Jedním z důvodů, 

proč R O S ovlivňují tyto vývojové procesy je to, že mají značný v l iv na extenzi buněčné 

stěny během buněčného růstu. Například O H podporuje elongaci buněčné stěny, tím že 

buněčnou stěnu rozvolňuje oxidativním štěpením pektinů a xyloglukanů. Naopak H2O2 

iniciuje tvorbu příčných vazeb mezi polysacharidy buněčné stěny, formaci disulfidických 

vazeb a dalo by se říci, že H2O2 spíše limituje expanzi buněčné stěny. (Janků et al., 2019) 

V kořenech dochází k relativně vysoké akumulaci R O S , které regulují míru proliferace a 

diferenciace buněk. Produkce R O S je zcela ztěžejní pří správném vývoji kořenových 

vlásků a zakladaní a růstu laterálních kořenů (přidejte vhodné citace). R O S jsou taktéž 

zapojeny do procesu regulace apertury průduchů (Kimura et al., 2017). 

Dalším fyziologickým procesem řízem skrze R O S je programovaná buněčná smrt (BS), 

kdy dochází k akumulaci R O S v pletivech, které mají být odstraněny (Kimura et al., 

2017). B S může nastat v určité vývojové fázi rostliny (např. během senescence listů, B S 

buněk aleuronové vrstvy semen), anebo je B S vyvolána nepříznivými podmínkami 

vnějšího prostředí, jako je například hypersenzitivní odpovědí rostlin na patogeny. 
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V tomto případě je zpuštěna B S napadených buněk, čímž může být zabráněno šíření 

patogenních organismů do okolních buněk pletiva (Janků et al., 2019). 

2.2 Antioxidační obrana 
Oxidační stres je faktor, který ovlivňuje různé aspekty růstu a vývoje rostlin (viz. 

kapitola 2.1.2). Oxidační stres vzniká tehdy, když je narušena rovnováha mezi produkcí 

R O S a schopností buněk tyto R O S neutralizovat. Během evoluce došlo k vývoji 

sofistikovaných obranných systémů, které pomáhají rostlinám vyrovnávat se s oxidačním 

stresem. Systém antioxidační obrany rostlin je komplexní a mnohoúrovňový. 

Antioxidační obranu rostlin je možno rozdělit na dvě hlavní kategorie - na 

neenzymatickou a enzymatickou (Dumanovič et al., 2021). 

2.2.1 Neenzymatická antioxidační obrana 
Rostliny produkují řadu antioxidačních metabolitů - karotenoidy, flavonoidy, tokoferoly, 

betalainová barviva, askorbát Tyto metabolity jsou oxidovány R O S , oxidací vznikají 

nepříliš aktivní molekuly, díky přenosu energie dochází ke zhášení R O S a je eliminováno 

riziko poškození biomolekul reaktivními formami kyslíku. (Halliwell, 2006; He et al., 

2018). 

2.2.1.1 Askorbát 
Askorbát neboli vitamín C je metabolit přítomný v široké řadě rostlinných pletiv a je 

jedním z hlavních rostlinných antioxidantů. V buňkách se vyskytuje v redukované formě. 

Je syntetizován v mitochondriích a jeho distribuce probíhá pomocí difúze a 

elektrochemického gradientu (Ahmad et al., 2010). Je redukčním činidlem pro řadu 

reaktivních molekul, podílí se na detoxifikaci zejména peroxidu H2O2 a přímo deaktivuje 
lOi, 0 2 " , O H , R O O a kyselinu peroxodusitou (HNO3) (Ahmad et al., 2010; Hal l iwel l , 

2006). Askorbát nelze striktně označit pouze jako prvek neenzymatické antioxidační 

obrany, vzhledem k tomu, že je askorbát zapojen i do enzymatické antioxidační obrany, 

díky tomu, že je enzymatickým kofaktorem a je zapojen do askorbát-glutathionového 

cyku, který je podrobněji popsán v kapitole 2.2.2.3. Redukovaný askorbát figuruje jako 

kofaktor enzymu violaxanthin de-epoxidasy (VDE) , který je zapojen do procesu 

nefotochemického zhášení (NPQ). 

2.2.1.2 Tokoferoly 
Tokoferoly jsou v tucích rozpustné molekuly, které jsou syntetizovány pouze 

fotoheterotrofními organismy. Jedná se o antioxidanty, které hrají protektivní roli při 

oxidativním stresu v chloroplastech rostlin. Dále mohou být u rostlin lokalozovány 

9 



v amyloplastech, leukoplastech a chromoplastech ( A l i et al., 2022). Jsou to protektanty 

vůči peroxidaci lipidů v membránách, deaktivují zejména R O O (Halliwell, 2006). 

Tokoferoly mají schopnost zhášet *02 (Janků et al., 2019). Jedná se o strukturně 

různorodou skupinu látek, kterou můžeme rozdělit na jednotlivé formy na základě počtu 

a polohy methylových skupin na chromanolovém kruhu. Tokoferoly dělíme do čtyř 

skupin (a, P, y, 5), přičemž u rostlin je dominantní formou a-tokoferol (Muňoz & Munné-

Bosch, 2019). Lokalizace a-tokoferolu je ve vnitřní membráně plastidů a plastoglobul 

( A l i et al., 2022). Tyto čtyři formy se vzájemně odlišují různou biologickou aktivitou, 

nejvyšší biologickou aktivitu vykazuje a-tokoferol (Ahmad et al., 2010). 

2.2.1.3 Glutathion 
Glutathion (GSH) je tripeptid (y-glutamylcysteinglycin) esenciální pro metabolismus 

rostlin. Je zdrojem nízkomolekulárních thiolů (Noctor et al., 2012). Syntéza G S H je u 

rostlin a živočichů velmi podobná a probíhá ve dvou krocích. Do první reakce vstupuje 

glutamát a cystein a reakce je katalyzována enzymem y-glutamylcysteinsyntetasou (y-

ECS) . Během druhé reakce katalyzováné glutathionsyntetasou vzniká G S H z y-

glutamylcySteinu a glycinu Nejvyšší koncentrace G S H u rostlin je v chloroplastech, 

přičemž redukovaná forma převažuje nad oxidovanou. G S H je zapojen do askorbát-

glutathionového cyklu, viz. kapitola 2.2.2.3 (Ahmad et al., 2010). 

G S H je také zapojen do thiol-disulfidických interakcí. G S H je oxidován na disulfidickou 

formu glutathionu (GSSG). G S S G může být zpětně redukován na G S H enzymem 

glutathionreduktasou (GR). Oxidované formy G S H mohou tvořit s proteiny a thioly 

smíšené disulfidy (Noctor et al., 2012). G S H je součástí antioxidační obrany. Je oxidován 

R O S na G S S G , který může být zpětně redukován G R na G S H . Detoxifikuje H2O2, 1Oi, 

0 2 O H (Ahmad et al., 2010). 

2.2.1.4 Karotenoidy 
Karotenoidy j sou antioxidačními protektanty syntetizované rostlinami a mikroorganismy. 

Struktura karotenoidů j i m umožňuje delokalizovat nespárované elektrony (Ahmad et al., 

2010). Jedná se o polynenasycené isoprenoidní sloučeniny syntetizované v plastidech. Je 

pro ně charakteristické žluté, oranžové, až červené zabarvení, a protojsou využívány jako 

přírodní pigmenty. Syntéza karotenoidů probíhá zejména ve fotosynteticky aktivních 

pletivech, jsou však též syntetizovány v plodech, v zásobních kořenech, v květech a 

v semenech. Mají schopnost zhášet 1Oi, O H , R O O , O2". Akumulace karotenoidů chrání 

lipidy membrán před peroxidaci (Ahmad et al., 2010). U rostlin během fotosyntézy, 
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zhášejí jak tripletní chlorofyl, tak i O2, chrání chloroplasty před poškozením. (Halliwell, 

2006). Během zhášení *02 dochází k excitaci karotenoidů, přičemž elektrony karotenoidů 

se dostávají do excitovaného tripletního stavu. Návrat na standardní energetickou hladinu 

je zajištěn vyzářením tepla. Nejj efektívnej i 1Oi odbourává P-karoten (Janků et al., 2019). 

2.2.2 Enzymatická antioxidační obrana 
Enzymatická antioxidační obrana rostlin je klíčová pro překonání stresových podmínek. 

Jedněmi z nej významnějších enzymů zapojených do antioxidační obrany rostlin jsou 

superoxiddismutasy, kterým je věnovaná značná část této práce. Dále důležitou roli 

v antioxidační obraně rostlin hrají peroxidasy, katalasy a enzymy askorbát-

glutathionového cyklu (Rajput et al., 2021), které jsou níže krátce charekterizovány. Jako 

součást antioxidační obrany by měly být zmíněny taktéž peroxiredoxiny (thioredoxin-

dependentní peroxidasy), jsou klasifikovány do čtyř podskupin. Redukují peroxidy, 

včetně H2O2 a organických hydroperoxidů, pomocí thiolových skupin cysteinu. Tyto 

enzymy jsou aktivní v peroxisomech (Del Río & López-Huertas, 2016; Navrot et al., 

2006) 

2.2.2.1 Katalasa 
Katalasa (CAT) je enzym katalyzující reakci, během níž dochází k odstranění H2O2 jeho 

rozpadem na H2O a na O2 (Obrázek 5). U rostlin je katalasa přítomna především 

v peroxisomech (Halliwell, 2006). Katalasa může být v peroxisomech přítomna v podobě 

inkluzí, které jsou tvořeny krystaly, mohou mít také amorfní charakter. Peroxisomální 

katalasa však není účinná v odbourávání cytoplazmatického H2O2. U A. thaliana jsou 

kódovány tři geny pro katalasu, C ATI je spojena s P-oxidací mastných kyselin, CAT2 je 

aktivní při fotorespiraci, CAT3 hraje roli při senescenci (Del Río & López-Huertas, 2016). 

2H202 -^2H20 + 02 

Obrázek 5: Rozpad molekuly peroxidu vodíku katalyzovaný katalasou (Halliwell, 2006). 

2.2.2.2 Peroxidasy 
Rostlinné peroxidasy (POX) můžeme rozdělit do 3 tříd. Příkladem P O X třídy I je askorbát 

peroxidasa, mezi P O X třídy II patří ligninasa. P O X třídy III (POX; E C 1.11.1.7) jsou 

jediným typem rostlinných P O X , které odbourávají u rostlin extracelulární H2O2, ten je 

redukován za oxidace kosubstrátu. Pro redukci H2O2 využívají P O X jako kosubstrát 

fenolické sloučeniny. (Halliwell, 2006; Rajput et al., 2021). P O X mají strukturu 

glykoproteinů, jsou produkovány v endoplaszmatické retikulu a Golgiho aparátu. Jsou 
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vylučovány do mezibuněčných prostor nebo uchovávány ve vakuolách. Co se týče jejich 

zapojení do odbourávání H2O2, jedná se spíše o pomocný mechanismus a jsou spíše 

součástí druhé obranné linie, Klíčový pro odbourávání IHhChje akorbát-glutathionový 

cyklus (kapitola 2.2.2.3). P O X jsou vyjma odbourávání R O S důležité i pro buněčné 

procesy - zesíťování rostlinných buněčných stěn, rozvolňování buněčných stěn, 

katabolismus auxinů, suberinizaci (Rajput et al., 2021). 

2.2.2.3 Askorbát-glutahionový cyklus 
Významným komponentnem enzymatické anti oxidační obrany je askorbát-glutathionový 

cyklus (Foyer-Halliwell-Asadův cyklus), který probíhá v peroxisomech, chloroplastech, 

mitochondriích a v cytoplazmě. Tento mechanismus pomáhá detoxifikovat R O S na 

molekuly s nižší reaktivitou, zejména dochází k odbourávání H2O2. Tento mechanismus 

je esenciální pro udržení redoxní homeostáze. Součástí cyklu je sled enzymatických 

reakcí, které jsou katalyzovány enzymy askorbát peroxidasou ( A P X ) a glutathion 

peroxidasou (GPX) . V reakci figurují antioxidanty askorbát a G S H (Del Río & López-

Huertas, 2016). 

V tomto cyklu jsou dvě redukované molekuly askorbátu využity A P X jako donory 

elektronu pro redukci H2O2 na H2O. Touto reakcí vzniká monodehydroaskorbát ( M D A ) , 

z nějž dismutací může vznikat dehydroaskorbát ( D H A ) a molekula redukovaného 

askorbátu (AsA) . Též je možný přímý vznik A s A z M D A pomocí monodehydroaskorbát 

reduktázy ( M D A R ) , donorem elektronu je N A D P H . D H A může být redukován zpět na 

askorbát pomocí enzymu dehydroaskorbátreduktasy ( D H A R ) . Tato reakce využívá G S H 

jako elektronový donor, což vede k oxidaci G S H na G S S G , který aktivitou 

glutathionreduktasy (GR), může být regenerován na G S H . Regenerace G S H pomocí G R 

je dependentní na přítomnosti N A D P H (Ahmad et al., 2010). 

2.2.3 Superoxiddismutasy 
Superoxiddismutasy (SOD, E C 1.15.1.1) jsou skupinou metaloenzymů, které jsou 

zapojeny do řady fyziologických procesů u rostlin. Zejména je však tato skupina enzymů 

zapojena do antioxidační obrany (Pilon et al., 2011; Song et al., 2018). Jejich primární 

funkcí je katalýza dismutace O2" na méně toxický H2O2 a na O2 (Obrázek 6) (McCord & 

Fridovich, 1969). Dismutace probíhá prostřednictvím oxidace a redukce atomu kovu 

vázaného ve struktuře SOD. Dochází k pozměnění redoxního potenciálu ve struktuře 

vázaného kovu na hladinu potřebnou pro dismutaci O2" (Perry et al., 2010). 
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202 + 2H+ -> 02 + H202 

Obrázek 6: Dismutace superoxidového radikálu katalyzovaná SOD (Halliwell, 2006). 

SOD j sou přítomny j ak u rostlin, tak i živočichů. Dismutace O2" byla popsána McCordem 

a Fridovichem v roce 1969, nicméně tyto proteiny byly izolovány už v roce 1939 

Mannem a Keil inem z hovězích erytrocytu. 

SOD můžeme rozdělit do čtyř skupin podle navázaného kofaktoru, kterým může být 

kationt měďi a zinku (Cu/ZnSOD), železa (FeSOD), manganu (MnSOD), nebo niklu 

(NiSOD). N i S O D u rostlin nejsou přítomny (Pilon et al., 2011) a nahcází se pouze u 

bakterií (Peny et al., 2010). 

Evoluce SOD je spojena s vývojem zemské atmosféry. Tato skupina enzymů vznikla 

s nej vyšší pravděpodobností jako odpověď na selekční tlak - zvyšující se koncentraci 

kyslíku v atmosféře. Vzn ik a vývoj SOD skupin je úzce propojen s příslušnými kofaktory 

vázanými ve struktuře jednotlivých skupin. Evolučně nej starší skupinou SOD jsou 

FeSOD. Vyvinuly se jako první skupina, neboť železo bylo nej dostupnějším přechodným 

kovem v biosféře (Bannister et al., 1991; Ochiai, 1983). Vzhledem k tomu, že FeSOD 

nejsou přítomny u živočichů, existuje teorie, že se původně vyvinuly v chloroplastu a až 

později bylajejich genetická informace zabudována do jaderného genomu (Alscher et al., 

2002). Skupiny FeSOD a MnSOD jsou evolučně starší a zdá se, že jsou si i více vývojově 

bližší. Je možné, že se FeSOD a MnSOD vyvinuly z jednoho původního genu. Díky 

nárůstu tlaku kyslíku v atmosféře došlo k oxidaci C u + na rozpustnou formu mědi C u 2 + a 

vývoji prvnícch Cu/ZnSOD. Cu /ZnSOD mají kvůli vázanému atomu mědi odlišné 

elektrochemické vlastnosti než FeSOD a M n S O D a liší se více od nich svou strukturou 

(Bannister et al., 1991). 

SOD bývají primárně lokalizovány v organelách, v nichž dochází ke zvýšené produkci 

O2"", který není schopen volně procházet přes fosfolipidové membrány. Právě proto aby 

nedošlo k poškození buňky, dochází v těchto subcelulárních strukturách k akumulaci 

SOD (Alscher et al., 2002). Regulace exprese SOD je úzce spjatá s vývojovým stádiem, 

v němž se rostliny nacházejí, abundance jednotl ivým isoforem je v průběhu životního 

cyklu rostlin různá. U A. thaliona jsou nejvíce exprimovány FSD1, CSD1, CSD2, MSD1 

(Pilon et al., 2011). U A. thaliona je exprese CSD a FSD1 regulována prostřednictvím 

transkripčního faktoru SPL7 (Yamasaki et al., 2009). Tato regulace je podrobněji popsána 

v kapitole 2.2.3.4. Aktivita SOD může být regulována prostřednictvím posstranslačních 
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modifikací (PTM) - glykace, glutathionylace, nitrace, fosforylace (Yamakura & 

Kawasaki, 2010). 

2.2.3.1 Cu/Zn superoxiddismutasy 
Cu/ZnSOD bývají v buňce lokalizovány v chloroplastech, cytosolu a peroxisomech. 

Častěji jsou zastoupeny u eukaryotických organismů než u prokaryot, avšak byly 

nalezeny i v prokaryotických organismech - u Photobacterium leiognathi, pseudomonád 

a u Caulobacter crescentus (Alscher et al., 2002). Cu /ZnSOD mají strukturu homodimeru 

nebo tetrameru. Homodimerní formy jsou lokalizovány cytoplazmě nebo v periplazmě. 

Jako homotetramer jsou přítomny extracelulárně či v chloroplastech. Jednotlivé 

podjednotky enzymu jsou schopny samostatně fungovat nezávisle na zbylých 

podjednotkách. N a každou podjednotku se vážou jedna molekula mědi a jedna molekula 

zinku (Alscher et al., 2002). U A. thaliana byly identifikovány tři geny Cu/ZnSOD: 

CSD1, CSD2, CSD3 (Kliebenstein et al., 1998). 

CSD1 je lokalizován v cytoplazmě a v jádře (Dreyer & Schippers, 2019; X u et al., 2010). 

CSD1 v jádře a v cytosolu interaguje s proteinem D J - l a , který má schopnost vázat měď 

a podílí se na aktivaci enzymu prostřednictvím transportu mědi. Rodina DJ-1 rozšířená u 

savců a bakterií má ve struktuře obsažený pouze jeden typ domény DJ-1. U rostlin (u 

A. thaliana) došlo k vývoji tří variant DJ-1, které nesou označení D J - l a , D J - l b a D J - l c 

(Xue ta l . , 2010). 

C S D 2 je lokalizován ve stromatu chloroplastu (obsahuje N-terminální peptid cílící na 

chloroplasty) (Bindschedler et al., 2008; Rutschow et al., 2008). CSD3 je peroxisomální 

varianta enzymu (obsahuje C-terminální peptid cílící na peroxisomy). By lo zjištěno, že 

pokud dojde k deleci N-terminální cílící sekvence C S D 2 a nebo C-terminální cílící 

sekvence C S D 3 , dochází chybnému umístění isoforem (Dreyer & Schippers, 2019). 

C S D jsou aktivovány prostřednictvím chaperonu pro mědnaté SOD (Cu chaperon for 

SOD; CCS) , jehož exprese je je taktéž regulována prostřednictvím SPL7. Jejich hlavní 

funkce je doručené a aktivace skrze inkorporaci mědi do aktivního místa C S D (Cohu et 

al., 2009). U mutantních linií A. thaliana, kde došlo k inaktivaci CCS prostřednictvím 

„knock out" nebyla naměřena detekovatelná aktivita SOD v chloroplastech a v cytosolu, 

nicméně tyto rostliny nevykazovaly žádné viditelné změny fenotypu. Z toho lze usoudit, 

že rostlinám pro růst stačí velmi nízké hladiny aktivit SOD a pro jejich normální růst je 

dostatečná aktivita C C S nezávisle aktivovaných C S D . Existuje teorie, že jsou CSD 
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exprimovány v nadmíře, aby do své struktury vázaly C u , které j sou pro rostliny ve vyšší 

koncentraci toxické (Cohu et al., 2009; Huang et al., 2012). U mutantních linií csdl, csd2, 

ccs rosliny A. thaliana byla pozorována zvýšená termotolerance (Guan et al., 2013). 

2.2.3.2 FeSOD 
FeSOD se nacházejí u prokaryotních i eukaryotních organismů, kde jsou především 

akumulovány v chloroplastech. U A. thaliana byly identifikovány tři různé formy 

FeSOD: FSD1, FSD2 aFSD3. Protein FSD3 je vývojově odlišný od ostatních FeSODs u 

A. thaliana, patří do j iného klastru a je lokalizován v chloroplastech (Kliebenstein et al., 

1998). FSD3 se akumuluje v plastidovém nukleoidu, F S D 2 je přítomen v celé struktuře 

chloroplastu. F S D 2 a FSD3 hrají klíčovou roli ve vývoji časných chloroplastů. Utvářejí 

dohromady heteromer lokalizovaný v plastidovém nukleoidu, který eliminuje vznikající 

R O S , díky čemuž je chloroplast chráněn v č a s n ý c h fázích vývoje. U jednoduchých 

mutantů fsd2 a fsd3 byl detekován vybělený („pale green") fenotypový projev a byl 

pozorován pokles v obsahu chlorofylu. U dvojitý fsd2/fsd3 mutant byl narušen vývoj 

chloroplastů, vykazoval albinoidní fenotyp a docházelo k nadměrné akumulaci R O S . 

Naopak u transgenních rostlin, u nichž docházelo k nadexpresi obou genů, byla 

pozorována zvýšená odolnost vůči R O S . V práci Myouga et al., 2008 nebyl detekován 

fenotypový projev u fsdl mutantní linie, na základě čehož bylo shledáno, že FSD1 

nejspíše nehraje důležitou roli ve vývoji rostliny při normálních podmínkách. Nicméně u 

„knock out" mutantů fsdl v práci Dvořák et al., 2021 byl detekován pokles míry tvorby 

laterálních kořenů a bylo zjištěno, že aktivita a abundce FSD1 je u A. thaliana závislá na 

vývojové fázi rostliny. Taktéž, že FSD1 hraje důležitou roli při osmotickém stresu a při 

ochraně chloroplastu po ošetření s methyl viologenem, který je známý jako herbicid 

indukující oxidatívni stres v chloroplastu. 

Regulace aktivity FeSOD probíhá prostřednictvím mediátoru co-chaperoninu 

C H A P E R O N I N 20 (CPN20). CPN20 interaguje s FeSOD v chloroplastu a zabudovává 

železo do aktivního místa, čímž je aktivuje. CPN20 má lokalizaci v chloroplastu a podílí 

se společně s CPN60s na procesu skládání proteinů. U rostlin, kde došlo k umlčení genu 

CPN20 byl detekován pokles aktivity FSD1 a byl narušen vývoj chloroplastů. CPN20 

může hrát roli během vývoje semen a je potenciálně spojován s aborcí semen (Kuo et al., 

2013). 
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2.2.3.3 MnSOD 
Místem lokalizace M n S O D jsou mitochondrie a peroxizomy. Podobně jako FeSOD tvoří 

i M n S O D homodimery nebo homotetramery. M n S O D se vyskytují jak u prokaryot, tak i 

u eukaryot. Rostlinné M n S O D vykazují značnou podobnost v sekvencích. Mají sice 

podobnou strukturu jako FeSOD, nicméně tyto dvě skupiny enzymů mají odlišné funkce, 

které jsou vzájemně nezaměnitelné (Alscher et al., 2002). U rostlin skupina M n S O D 

vykazuje vysokou konzervovanost sekvencí (Martin et al., 2013).V genomu A thaliana 

jsou kódované dvě isoformy MnSOD: MSD1 aMSD2 (Chen et al., 2022; Kliebenstein et 

al., 1998). 

Aktivita M S D 1 je nezbytná pro samicí gametogenezi a pro proces oplození, protože 

M S D 1 reguluje homeostázi R O S v gametofytu. (Martin et al., 2013). Naopak M S D 2 byla 

jako první SOD izoforma lokalizována v apoplastu. Potenciálně tato isoforma může být 

součástí systému extracelulární mezibuněčné signalizace R O S (Chen et al., 2022). 

2.2.3.4 Regulace exprese superoxiddismutas řízená SPL7 
Transkripční faktor SPL7 ( S Q U A M O S A promotér binding protein- like7) je součástí 

proteinové rodiny SPL. Rodina SPL genů je u A. thaliana tvořena 16 geny, které mají 

schopnost vázat se na G T A C motivy v promotoru, čímž mohou regulovat expresi j iných 

genů. Gen SPL7 se skládá z 10 exonů a 9 intronů. Protein SPL7 má ve své struktuře 

zinkový prst typu C4 a ve své struktuře obsahuje SBP doménu. Pomocí SBP domény se 

váže na G T A C motivy (Yamasaki et al., 2009). 

SPL7 je centrálním regulátorem homeostáze mědi u rostliny A. thaliana. Při nízké 

abundanci mědi je spuštěna exprese SPL7. SPL7 při podmínkách nízké dostupnosti mědi 

přímo i nepřímo reguluje expresi řady genů. Aby rostlina kompenzovala nedostatečné 

množství mědi, dochází během deficience ke zvýšení exprese genů, které kódují 

přenašeče mědi a genů zapojených do příjmu mědi. SPL7 zvyšuje expresi transportérů 

mědi - COPT1 (Copper transportér 1), COPT2, ZIP2 (ZRT, IRT-like proteins), YSL2 

(metal-nicotianamine transportér). SPL7 rovněž zvyšuje při nedostatku mědi expresi 

chaperonu mědi CCH, který se podílí na mobilizaci mědi v pletivech během senescence. 

Zvýšení exprese přenašečů mědi během jejího nedostatku může hrát roli v 

rovnoměrné distribuci mědi v rostlině. Naopak při dostatku mědi SPL7 snižuje expresi 

FR03 (Ferric chelate reductase). F R 0 3 se podílí na redukci C u 2 + na C u + . Exprese 

COPT1, COPT2, ZIP2, YSL2 a CCH je regulována SPL7 přímo. FR03 neobsahuje 

v promotorové oblasti G T A C motivy, je regulován SPL7 nepřímo (Yamasaki et al., 2009). 

16 



Exprese Cu/ZnSOD a FSD1 je u A. thaliana regulována prostřednictvím SPL7 (Obrázek 

7). SPL7 při podmínkách deficience mědi indukuje expresi m i k r o R N A miR398. A. 

thaliana má v genomu kódované 3 geny pro miR398 - miR398a, miR398b, miR398c, 

přičemž miR398b a miR398c reagují velice podobně na deficit mědi a jejich exprese je 

řízena SPL7 - obě ve své promotorové oblasti (-300 až -1) obsahují 8 G T A C motivů. 

Oproti tomu promotorova oblast miR398a neobsahuje G T A C motivy. miR398 se přímo 

váže na transkripty CSD1 a CSD2, dochází ke štěpení a degradaci jejich m R N A , čímž je 

snížena exprese těchto genů. Zatímco při nedostatku mědi dochází ke snížení exprese 

CSD1 a CSD2, současně je prostřednictvím vazby SPL7 na G T A C motivy v promotorové 

oblasti FSD1 aktivována zvýšená exprese této SOD (Yamasaki et al., 2009). 

v y s o k á 
e x p r e s e 
CSD1, 
C S D 2 

K o n c e n t r a c e C u 

n ízká S P L 7 [ n í zká 
w 
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m i R 3 9 8 
d e g r a d a c e 

C S D 1 , C S D 2 
m R N A 

e x p r e s e 
F S D 1 

F S D 1 

Obrázek 7: Schéma regulace exprese SOD u A. thaliana prostřednictvím transkripčního faktoru 
SPL7. Zdroj: (Yamasaki et al., 2009), autor diagramu: (Kristýna Pokorná). 

Hladina akumulace miR398 se u A. thaliana při působení různých druhů stresu mění. 

Nárůst akumulace miR398 je spojen s růstovými podmínkami nadměrné koncentrace 

sacharosy v růstovém médiu. Pokles hladiny miR398 byl zaznamenán při abiotickém 

stresu vyvolaném fumigací ozónem, při stresu z nadměrného zasolení a při ošetření 

rostlin paraquatem, při nadměrném působení světla a při vysoké koncentraci mědi. Pokles 

abundance miR398 pozitivně koreluje s nárůstem akumulace CSD1 a C S D 2 

(Jagadeeswaran et al., 2009). 

SPL7 aktivuje při nízké abundaci mědi i expresi dalších m i R N A : miR397, miR408 a 

miR857. Tyto m i R N A snižují expresi genů, které kódují proteiny obsahující měď 

(Yamasaki et al., 2009). 

2.2.3.5 Rodina superoxiddismitas u M truncatula a M. sativa 
Medicago truncatula je diploidní modelový organismus ave srovnání sMedicago sativa 

disponuje menší genomem (1,08 pg D N A / 2 C ) , který byl j iž plně sekvencován (Fyad-

Lameche et al., 2016; Tang et al., 2014). M. truncatula vykazuje syntenii s řadou 

ekonomicky důležitých luskovin (Young & Udvardi, 2009). 
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Genová rodina SOD je u rostliny M. truncatula tvořena 7 geny. Je menší než genová 

rodina SOD u A. thaliana, které je tvořena 8 geny. Prozatím jsou v g e n o m u M truncatula 

anotovány 4 Cu/ZnSOD, 2 FeSOD a 1 MnSOD. Jednotlivým M t S O D byly predikovány 

tyto lokalizace: M t C S D l (chloroplast), M t C S D 2 (chloroplast), M t C S D 3 (cytoplazma), 

M t C S D 4 (cytoplazma), M t F S D l (chloroplast), M t F S D 2 (cytoplazma), M t M S D 

(mitochondrie) (Song et al., 2018). Ve všeobecnosti lze ale říci, že současná literatura 

neposkytuje mnoho informací o funkčních rolích jednotlivých M t S O D . 

Při in silico analýze vzorů exprese SOD u M. truncatula bylo zjištěno, že CSD1, CSD2, 

CSD4 a MSD pravděpodobně hrají úlohu při vývoji semen, protože právě v semenech 

byla zaznamenána jejich zvýšená exprese. Primární funkcí isoforem C S D 3 , FSD1 a FSD2 

je pravděpodobně deaktivace R O S , protože jsou nejsilněji exprimovány v listech. Geny 

jednotlivých isoforem SOD jsou během odlišných druhů stresu exprimovány různě, což 

indikuje, že stěžejní rolí SOD u M truncatula je adaptace na stresové podmínky. Během 

působení stresu ze zasolení na kořen M. truncatula byl pozorován nárůst exprese CSD1, 

CSD2, CSD4, po 6 h a 12 h od ošetření byl detekován pokles exprese těchto genů. U 

ostatních SOD byl během stresu ze zasolení pozorován pokles exprese. Během působení 

stresu ze sucha byl v rané fázi (Při působení chladu na rostlinu došlo k poklesu exprese 

všech SOD isoforem (Song et al., 2018). 

Rostlina Medicago sativa je taxonomicky řazena do čeledi Fabaceae, někdy taktéž 

v literatuře označované jako Leguminosae. M. sativa je tetrasomní tetraploid s velikostí 

genomu 800 - 1000 M b p (3,4 pg D N A / 2 C ; 1,6x109 párů bazí na haploidní genom). 

Doposud nebyla publikována kompletní sekvence genomu M sativa, což ztěžuje studium 

genů u této rostliny (Bora & Sharma, 2011; Fyad-Lameche et al., 2016). Tato luštěninaje 

hospodářsky významnou plodinou, která se využívá především jako krmivo pro 

hospodářská zvířata, především protože má vysoký obsah proteinů. Výhodou kultivace 

této pícniny je schopnost zvyšovat kvalitu půdy díky symbiotickým vztahům s dusík 

fixujícími bakteriemi, což je podrobněji popsáno v kapitole 2.3 (Bacenetti et al., 2018). 

Pro optimální růst M. sativa je vhodný rozsah koncentrace mědi 300nM - 3 u M . Při 

kultivaci v podmínkách s nižší koncentrací mědi vykazují rostliny známky deficience 

minerálních látek, dochází k chlorózám listů a předčasné senescenci listů. Naopak při 

vyšších koncentracích může být měď pro rostliny toxická. By lo zjištěno, že při zvýšené 

koncentraci mědi ( lOuM) dochází ke snížení příjmu železa u M sativa a u rostlin dochází 
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k poklesu obsahu ferritinu a jsou pozorovány symptomy typické při podmínkách 

deficience železa (Printz et al., 2016). 

Přesný počet SOD kódovaných v genomu M. sativa není doposud znám, nicméně na 

základě sekvenční homologie bylo detekováno stejné množství SOD jako u M truncatula 

(Hanáková, 2022). Geny SOD jsou u různých druhů vysoce konzervované (Song et al., 

2018). Zdá se být zajímavé, že CSD2 u M. truncatuly a M sativy jsou pravděpodobně 

vývojově unikátní. Během evoluce prošly vlastní vývojovou dráhou a u A. thaliana není 

pravděpodobně kódován ortologní gen pro tuto SOD isoformu (Obrázek 8) (Hanáková, 

2022). Proteinová sekvence M t C S D 2 neobsahuje dvě konzervované signatury 

charakteristické pro Cu/ZnSOD, avšak obsahuje dva motivy pro vazbu kovů, což 

napovídá tomu, že by tato SOD mohla být homologem chaperonu mědi (Song et al., 

2018). Pro protein C S D 2 M truncatuly byla na základě porovnání proteinových sekvencí 

predikována lokalizace v chloroplastech. N a počátku proteinové sekvence M t C S D 2 byl 

identifikován signální peptid, který j e zodpovědný za lokalizaci proteinu v chloroplastech 

(Hanáková, 2022). Podvětev M t F S D l a M t F S D 2 vykazuje příbuznost s A t F S D l a 

zároveň s A t F S D 2 {Obrázek 8). N á základě biochemických výsledků získaných v práci 

Hanáková, 2022 je asi pravděpodobné, že homologní gen pro A t F S D l u M. sativa není 

přítomen neboje narušena jeho regulace skrze SPL7. 
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Obrázek 8: Fylogenetická analýza proteinových sekvencí superoxiddismutas u rostlin 
A. thaliana, M. truncatula, M. sativa. Jednotlivé isoformy byly na základě predikované 
příbuznosti s A. thaliana rozděleny do 7 skupin. Červeně byla zvýrazněna izolovaná vývojová 
větev zahrnující MtCSD2 a MsCSD2 modře byla zvýrazněna vývojová větev M t F S D l , 
M s F S D l , žluté větvení odpovídá - A. thaliana, zelené větvení -M. truncatula, modré větvení -
M. sativa. Tato analýza byla převzata z bakalářské práce (Hanáková, 2022). 

2.3 Nodulace u rostlin Medicago sativa aMedicago truncatula 
Nodulace je pro řadu rostlin významný fyziologický proces, který j i m umožňuje získávat 

biologicky fixovaný dusík prostřednictvím symbiotického vztahu s bakteriemi. Některé 

mikroorganismy mají schopnost konvertovat atmosférický dusík na formy dusíku, které 

jsou pro rostliny využitelné (např. amoniak). Dusík je jedna z živin esenciálních pro růst 

rostlin. Symbiotický vztah rostlin s dusík fixujícími bakteriemi těmto rostlinám dodává 

kompetiční výhodu oproti rostlinám, které tento vztah nejsou schopny navázat. Nodulace 

zvyšuje produktivitu rostlin v půdách s nízkým obsahem dusíku. Studium symbiotických 

vztahů mezi rostlinami a dusík fixujícími bakteriemi má potenciál, protože by v budoucnu 

díky využití tohoto procesu mohla být snížena spotřeba dusíkatých hnojiv v zemědělství 
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(Roy et al., 2020). N a druhou stranu pro bakterie je tento symbiotický vztah výhodný díky 

tomu, že jsou j i m rostlinou dodávány asimiláty vzniklé během fotosyntézy. Nodulující 

rostliny floémem transportuj i do nodulů sacharózu, která je zdrojem energie a uhlíku 

potřebných pro aktivitu enzymatického komplexu nitrogenasy (Aranjuelo et al., 2015). 

Tato interakce rostlin s dusík fixujícími mikroorganismy je typická pro čeleď 

Leguminosae (luštinaté), do níž j sou řazeny např. M. sativa, M. truncatula, Pisum sativum 

(hrách setý), Glycine max (sója luštinatá). Rada prokaryotických organismů má schopnost 

podílet se na procesu fixace atmosférického dusíku. Tato schopnost je typická pro 

bakteriální rody: Mesorhizobium, Rhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium a 

Bradyrhizobium. Schopnost fixovat dusík má rovněž rod aktinomycet Frankia. Dusík 

fixující mikroorganismy mohou žít jak v symbiotickém vztahu s rostlinami tak i volně 

v půdě (Gage, 2004). 

Většina rhizobií navazuje symbiotický vztah pouze s omezeným množstvím hostitelských 

druhů rostlin nebo pouze s jedním druhem. Fixace atmosférického dusíku 

prostřednictvím bakterií je katalyzována nitrogenasovým komplexem. Nitrogenasa je 

dvoukomponentový enzym, skládá se z FeP proteinu (homodimer) a MoFeP proteinu 

(heterotetramer) (Rutledge et al., 2022). Tento komplex je aktivní pouze při anoxygenních 

podmínkách. Aby byly zajištěny anoxygenní podmínky potřebné pro funkčnost komplexu 

nitrogenasy rhizobií, dochází u některých druhů rostlin na povrchu kořenů k formaci 

hlízek (nodul). Rhizobia jsou lokalizována uvnitř nodul, díky čemuž je enzymatický 

komplex nitrogenasa izolována od aerobního prostředí (Gage, 2004). Anoxygenní 

podmínky v nodulech pomáhá udržovat hemoprotein leghemoglobin. Leghemoglobin má 

schopnost vázat kyslík, což podporuje funkčnost enzymatického komplexu nitrogenasy, 

zároveň leghemoglobin zajišťuje dostatečné množství kyslíku pro respiraci rostlinných 

buněk a bakterií (Appleby, 1984). Rostliny mají schopnost regulovat množství nodul 

prostřednictvím signalizační smyčky autoregulace nodulace A O N (autoregulation of 

nodulation). Tato signalizační dráha probíhá mezi kořenem a nazenmní části v obouch 

směrech (Roy et al., 2020). 

N a počátku procesu nodulace bakterie rozpoznají přítomnost kořene hostitelského druhu 

rostliny prostřednictvím detekce flavonoidů a betainu, které jsou kořenem vylučovány do 

půdy. Detekce těchto látek bakteriemi spouští expresi genů pro zahájení nodulace. Dále 

je spuštěna syntéza a transport signalizačních molekul - nodulačních faktorů, které 

21 



indukují fyziologické změny u kořenů hostitelských rostlin (Gage, 2004). Nodulační 

faktory se vážou na R L K , které jsou lokalizovány v epidermálních buňkách kořene. U 

M. truncatula je za rozponaní nodfaktorů zodpovědný komplex M t L Y K 3 / M t L Y K 4 and 

M t N F P (Limpens et al., 2005). Po navázání nodulačních faktorů na receptory jsou 

spuštěny fyziologické změny provázející iniciaci procesu nodulace. Tyto změny dávají 

vzniknout primordiu nodul - dochází k deformaci kořenových vlásků, membrány buněk 

jsou depolarizovány, je iniciováno dělení buněk kortexu kořene a osciluje koncentrace 

vápníku uvnitř buněk kořene (Obrázek 9) (Gage, 2004). 

Kořenové vlásky jsou cílem rhizobií pravděpodobně díky tomu, že mají tenkou buněčnou 

stěnu. Jejich buněčná stěna má nižší intenzitu zesíťování, což umožňuje změnu 

organizace mikrotublů. Tyto vlastnosti buněk kořenových vlásků usnadňují průchod 

rhizobií do nitra kořene. Rhizobia mohou do kořene dále snadno procházet místy v nichž 

došlo k mechanickému porušení rhizodermy (Ferguson et al., 2010). Při zakřivování 

kořenových vlásků dochází k uvěznění bakterií na povrchu kořene. Kolonie obklopené 

buněčnými stěnami kořene produkují enzymy štěpící buněčnou stěnu a produkují taktéž 

nodulační faktory. Opakovaně dochází k narušení buněčné stěny a k její opětovné 

syntéze. Kolonie jsou obaleny extracelulární matrix. Těmito procesy je iniciována 

formace infekčního vlákna. Prostřednictvím infekčního vlákna bakterie pronikají 

z vnějšího povrchu kořene přes kořenové vlásky do jeho kortexu. Uvnitř infekčního 

vlákna dochází k buněčnému dělení bakterií. Infekční vlákno se větví, dochází k 

apikálnímu růstu a postupně prorůstá mezibuněčnými prostory. Bakterie se přesunou 

z infekčního vlákna do cytoplazmy buněk primordia nodulu. Prostorová orientace dělení 

buněk primordia nodulu je řízena prostorovým gradientem fytohormonů. Jedním z těchto 

fytohormonů je ethylen. V primordiu nodulu dochází k buněčnému dělení, k diferenciaci 

bakterií a k následné syntéze aparátu pro fixaci dusíku (Gage, 2004; Roy et al., 2020). 

Bakterie jsou při procesu podobnému endocytóze obaleny membránou rostlinného 

původu a vzniká peribakteroidní membrána. Bakterie se zformují do útvarů zvaných 

symbiosomy. Uvnitř symbiosomů probíhá buněčné dělení. Symbiosomy se diferenciují 

na bakteroidy, které pozbývají schopnost reprodukovat se. Mez i bakteroidy a rostlinnými 

buňkami dochází k výměně živin (Becker, 2017; Ferguson et al., 2010). 
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Obrázek 9: Schématické znázornění všech fází procesu procesu nodulace. Výsledkem infekce je 
formace nedeterminovaných nodul v kořenovém systému rostliny. Po rozpoznání dusík-
fixujících bakterií dochází k exkreci flavonoidů buňkami kořene. Rhizobia uvolňují nodulační 
faktory, které jsou rozpoznány rostlinou. Bakterie vstupují do nitra kořene přes zakřivující se 
kořenové vlásky, dochází k formaci infekčního vlákna. Zralý nedeterminovaný nodul je složen 
z meristematické zóny (I), infekční zóny (II), interzóny (IZ), zóny fixující dusík (III) a zóny 
senescence (IV). Obrázek byl převzat a upraven z (Wang et al., 2018). 

Během procesu fixace atmosférického dusíku vzniká v bakteroidech amoniak. Ten je 

uvnitř rostlinného pletiva převeden enzymem glutaminsynthasou na glutamin, který je 

glutamátsynthasou konvertován na glutamát (Ferguson et al., 2010). 

2.3.1 Zapoj ení superoxiddismutas do procesu nodulace 
Fixace dusíku v nodulech může vést ke vzniku zvýšeného množství R O S a R N S , což 

vyžaduje existenci antioxidační obrany nodul. N a antioxidační obraně se podílejí oba 

symbiotičtí partneři - rostlina i bakterie (Becana et al., 2010). Bakteroidy mají vlastní 

systém antioxidační obrany, do nějž jsou zapojeny j imi produkované metabolity a enzymy 

(např. C AT, G R , peroxiredoxiny a M n S O D ) (Becana et al., 2010). 

B y l o zjištěno, že R O S jsou v různé míře akumulovány v nodulech v závislosti na 

vývojovém stádiu nodulu. O2" je akumulován v oblastech, kde došlo k infekci a je 

přítomen v infekčním vlákně. K akumulaci O2" dochází v meristématicky aktivních 

zónách kořene. Dále je O2" akumulován v primordiích nodulu a uvnitř mladých nodulu, 

které ještě nejsou schopny fixovat dusík. V mladých nodulech dochází k vysoké 

akumulaci O2". U nodul fixujících dusík byla v oblastech, kde je dusík fixován, 
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pozorována nízká akumulace O2". H2O2 je akumulován v buňkách, které byly infikovány, 

aby došlo k zesílení buněčné stěny v místech infekce. Nodul je členěn na oblast 

s akumulací O2", oblast s akumulací H2O2 a na přechodnou oblast a oblast s nízkou 

koncentrací O2, kde dochází k fixaci dusíku (Yu et al., 2019). 

V nodulech přítomných u M. truncatula dochází ve vysoké míře k expresi isoforem 

MtCu/ZnSOD a MtMnSOD, oproti tomu MtFeSOD nejsou exprimovány v takové míře. 

MtCu/ZnSOD jsou nejsilněji exprimovány v invázni a meristematické zóně. 

M t C u / Z n S O D jsou zapojeny do růstu infekčního vlákna. Jejich aktivitou je tvořen H2O2, 

který je zapojen do procesu zesíťování extensinů uvnitř a v extracelulární matrix 

infekčního vlákna, což je nezbytné pro tvorbu buněčné stěny infekčního vlákna. 

Abundance H2O2 může být rovněž řízena aktivitou CAT. Je pravděpodobné, že 

M t C u / Z n S O D jsou přítomny v periplazmatických prostorách bakteroidů. Př ímo v 

bakteroidech nodulů byly lokalizovány M t F e S O D a mitochondriální M t M n S O D . 

Nejvyšší míra exprese MtMnSOD je v infekční zóně. (Becana et al., 2010). 

Během procesu nodulace u M. truncatula byla v r a n é fází vývoje nodul pozorována 

zvýšená exprese MtMSD, MtFSD2, MtCSDl, MtCSD2, MtCSD4 (Obrázek 10). U 

MtCSD2, MtCSD4 v průběhu vývoje nodul došlo k poklesu exprese. U MtCSDl, 

MtFSD2, MtMSD byl zaznamenán 10 dpi (dní po inokulaci) pokles exprese, nicméně u 

těchto genů byla zaznamenána zvýšená exprese 28 dpi. MtCSD3 byl rovněž exprimován 

v 28 dpi, tyto isoformy jsou pravděpodobně zapojeny do pozdního vývoje nodul. Naopak 

během nodulace byla zaznamenána velmi slabá exprese MtFSDl, nebyla téměř 

detekována (Song et al., 2018). 
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Obrázek 10: Profil exprese genů superoxiddismutas M. truncatula (MtSOD) během procesu 
vývoje nodul. Průměrné hodnoty log signálů MtSOD byly získány z M truncatula atlasu genové 
exprese (MtGEA). Databáze projektu (https://mtgea .noble.org/v3/). Barevná škála 
reperezentuje hodnoty log signálů. Dpi = počet dní po inokulaci bakteriemi rhizobium, Root = 
kořen, Nod = nodul. 

SOD jsou aktivní během procesu nodulace jak u rostliny, tak i u symbiotických bakterií. 

U volně žijících bakterií rodu Rhizobium byla detekována zvýšená aktivita SOD oproti 

bakteriím žijícím v symbiotickém vztahu s rostlinami ve formě bakteroidu. Nej vyšší 

aktivita SOD a nitrogenasy byla detekována ve stejné vývojové fázi. Zvýšené hladiny 

SOD korelují se zvýšenou akumulací O2", který může být generován respirací nebo 

metabolismem dusík fixujících bakterií (Puppo & Rigaud, 1986). Bakteriální SOD nehrají 

roli pouze při protekci nitrogenasy, jsou esenciální pro navázání symbiotického vztahu 

mezi kořenem rostliny a bakterií. Volně žijící mutantní bakterie s absencí genu sodA 

vykazovala pouze nízkou senzitivitu vůči oxidačnímu stresu a jejich fyziologické funkce 

se zdály být normální. Avšak u S. melioti v symbióze s M sativa došlo k negativnímu 

ovlivnění vývoje nodul. Mutantní bakterie ve velké míře nedosáhly stádia diferenciace, 

nedošlo k formaci bakteroidu schopných fixovat dusík. U takto postižených bakterií došlo 

k předčasné senescenci. Absence genu sodA S. melioti měla negativní v l iv na formaci 

nodul. U mutantní ch bakterií byla pozorována snížená úspěšnost infekce kořenů, protože 

došlo k přerušení vývoje infekčních vláken (Santos et al., 2000). 
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3 Experimentální část 
3.1 Biologický materiál 

• Agrobacterium tumfaciens (kmen GV3101; kmen GV3101 p 19) 

• divoký typ Arabidopsis thaliana (Col-0) 

• divoký typ Medicago sativa (Regen-S Y ) 

• divoký typ Medicago truncatula (Jemalong A17) 

• Escherichia coli (One Shot TOP 10) 

3.2 Přístroje a pomůcky 
• Allegra 64R, chlazená centrifuga (Beckman Coulter) 

• Automatické pipety s rozsahem 2,5; 10; 100; 200; 1000 ul (Eppendorf) 

• Centrifugační zkumavky B l u C A P P 50 ml (Capp) 

• Digestoř ( M E R C I ) 

• Elektromagnetické míchadlo (Boeco) 

• Fytotronová komora (WEISS Gallenkamp) 

• Gel Doc E Z Imager (Bio-Rad) 

• Injekční stříkačka ( O M N I F I X ) 

• Laminární box ( M E R C I ) 

• L S M 710, A x i o Imager 2, konfokální laserový skenovací mikroskop (Carl ZEISS) 

• Membránový filtr P E S Syringe Filter, velikost pórů 0.22 um (filtraTECH) 

• Mikrotitrační 96jamková destička 

• Mikrozkumavka (Eppendorf) 

• NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific) 

• Pasteurovy pipety 

• p H metr (Eutech Instruments) 

• Plastové mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a 2 ml (Eppendorf) 

• Spektrofotometru s monochromátorem Infinite M Nano ( T E C A N ) 

• Suchý blok s ohřevem ThermoCell Mix ingBlock (Bioer) 

• Špičky (Eppendorf) 

• T100 Thermal Cycler, P C R termocykler (Bio-Rad) 

• Vortex Genie 2, vortex (Scientific Industries) 

• X A 110/2X, analytické váhy (Radwag) 
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3.3 Seznam použitých programů a databází 
• A plasmid editor (ApE; v2.0.61) 

• E P S O N Scan (3.49E; Seiko Epson Corporation) 

• Image Lab (BioRad; verze 4.0.1 build 6) 

• Microsoft Excel (Microsoft) 

• Microssoft Powerpoint (Microsoft) 

• The Arabidopsis Information Resource (TAIR; https://www.arabidopsis.org/) 

• Z E N Blue (Carl ZEISS) 

3.4 Chemikálie 
• l-bromo-3-chloropropan (BCP; Sigma A l dri ch) 

• ß-merkaptoethanol (Sigma A l dri ch) 

• Akrylamid - N,N-methylenbisakrylamid, 40%, 37,5:1 (BioRad) 

• Činidlo Bradfordové - Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad) 

• Deoxyribonukleotidy (dNTP; 10 m M ) 

• Dihydrát molybdenanu sodného (Na2Mo04*2H20; Sigma Aldrich) 

• Dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4; Sigma Aldrich) 

• Dihydrogenfosforečnan sodný (NaFLPO^ Sigma Aldrich) 

• D N A Gel Loading Dye, 6 X (Thermo Scientific) 

• DNasa I (Invitrogen) 

• Dodecylsíran sodný (SDS; Sigma Aldrich) 

• Draselná sůl kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové ( M E S ; Duchefa 

Biochemie) 

• Dusičnan amonný (NH4NO3; Sigma Aldrich) 

• Dusičnan draselný (KNO3; Sigma Aldrich) 

• E D T A (kyselina ethylendiamintetraoctová; Sigma Aldrich) 

• Ethanol o koncentracích 70 % a 96 % (Lach:ner) 

• Fe E D T A (Sigma Aldrich) 

• First Strand Buffer (Thermo Scientific) 

• Gateway™ B P Clonase™ II Enzyme mix (Thermo Scientific) 

• Gateway™ pDONR™221 Vector (Thermo Scientific) 

• Gellan gum (Sigma Aldrich) 

• GenElute™ Plasmid Miniprep K i t (Sigma Aldrich) 
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• GeneRuler 1 kb Plus D N A Ladder (Thermo Scientific) 

• Hexahydrát chloridu kobaltnatého (CoCh*6H20; Sigma A l dri ch) 

• Heptahydrát síranu zinečnatého (ZnS04*7H20; Sigma Aldrich) 

• Hydrogenfosforečnan sodný (Na2HP04; Sigma Aldrich) 

• Hypochlorid sodný (NaClO; Honeywell Fluka) 

• Chlorid nitrotetrazoliové modři (NBT; Sigma Aldrich) 

• Chlorid vápenatý (CaCh; Sigma Aldrich) 

• P I pufir ( Q I A G E N ) 

• P2 pufr ( Q I A G E N ) 

• P3 pufr ( Q I A G E N ) 

• iProof H F Buffer (5x koncentroavný; BioRad) 

• iProof High Fidelity D N A Polymerase (BioRad) 

• Protilátka - primární, anti C S D 2 chloroplastic Cu/ZnSOD 

(rabbit; Agrisera, kat. č. AS06 170) 

• Protilátka - primární, anti FeSOD chloroplastic Fe-dependent SOD 

(rabbit; Agrisera, kat. č. AS06 125) 

• Protilátka - sekundární, anti rabbit (Thermo-Fischer, kat. č. 31460) 

• Jodid draselný (KI; Sigma Aldrich) 

• Kanamycin (Duchefa Biochemie) 

• Kyanid draselný ( K C N ; Sigma Aldrich) 

• Kyselina boritá (H3BO3; Sigma Aldrich) 

• Kyselina chlorovodíková ( H C l ; Sigma Aldrich) 

• Kyselina L-askorbová (Sigma Aldrich) 

• Kyselina sírová (H2SO4; Sigma Aldrich) 

• Laemliho pufr, 4 X (BioRad) 

• L B Broth (Miller; Sigma Aldrich) 

• L B Broth s agarem (Miller; Sigma Aldrich) 

• M - M L V reverzní transkriptasa (Invitrogen) 

• Midor i Green Advance D N A / R N A stain (Nippon Genetics) 

• Monohydrát síranu manganatého (MnS04*H20; Sigma Aldrich) 

• Ndel (Thermo Scientific; ER0581) 

• N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin ( T E M E D ; Sigma Aldrich) 

28 



• NucleoSpin Gel and P C R Clean-up kit ( M A C H E R E Y - N A G E L ) 

• Odtučnené sušené mléko, Blotting Grade Blocker (BioRad) 

• Oligo(dT) 18 primer (Sigma Aldrich) 

• pB7m34GW (VIB, Gent, Belgie; Karími et al., 2005) 

• Pentahydrát síranu meďnatého (CuS04*5H20; Duchefa Biochemie) 

• Peroxid vodíku (H2O2; Sigma-Aldrich) 

• Peroxodisíran amonný (APS; Sigma Aldrich) 

• Primery (Eurofins Genomics) 

• Proteinase K , recombinant, P C R grade (Thermo Scientific) 

• Pvull (Thermo Scientific; ER0631) 

• Reakční pufr s M g C h pro DNasu I, 10X (Thermo Scientific) 

• Riboflavin (Applichem) 

• RNasin Ribonuclease inhibitor (Promega) 

• Sacharosa (Penta Chemicals) 

• Síran horečnatý (MgS04 ; Sigma Aldrich) 

• SOC médium (Invitrogen) 

• Spektinomycin (Duchefa Biochemie) 

• T E buffer (Invitrogen™) 

• Tris Acetát E D T A (TAE), 1 OX (Sigma Aldrich) 

• Tris(hydoxymetyl)aminomethan (Tris; Sigma-Aldrich) 

• TRIzol Reagent (Invitrogen) 

• Tween 20 (Sigma Aldrich) 

• UltraPure DNase/RNase-Free destilovaná voda (Invitrogen) 
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3.5 Složení roztoků a médií 
Složení zásobních roztoků pro přípravu M S média s modifikovaným obsahem mědi byla 

popsána v (Tabulka 1, Tabulka 2). 

Tabulka 1: Složení 1000 x koncentrovaného zásobníko roztoku mikroelementu pro přípravu 
MS média. Uvedené navážky jsou pro objem 1000 ml. 

lOOOx koncentrovaný zásobní roztok mikroelementu 
Mikroelementy Navážka (g) 

H3BO3 6,2 
CoCi2*6H 20 0,025 

Na2Mo0 4 *2H 2 0 0,25 
ZnS0 4 *7H 2 0 8,6 

KI 0,83 
M n S 0 4 * H 2 0 16,9 

Objem zásobního roztoku byl doplněn deionizovanou vodou do 1000 ml. 

Tabulka 2: Složení 10 x koncentrovaného zásobníko roztoku makroelementů pro přípravu 
MS média. Uvedené navážky jsou pro objem 1000 ml. 

lOx koncentrovaný zásobní roztok makroelementů 
Makroelementy Navážka (g) 

CaCl 2 3,32 
K H 2 P 0 4 U 

K N O 3 19,0 
M g S 0 4 1,81 

N H 4 N 0 3 16,5 
Objem zásobního roztoku byl doplněn deionizovanou vodou do 1000 ml. 

1000 x koncentrovaný zásobní roztok železa (100 ml) 

• 3,67 g F e E D T A b y l o rozpuštěno v 100 ml deionizované vody. 

Zásobní roztok 2mM mědi (100 ml) 

• 0,05 g CuS04*5H20 bylo rozpuštěno v 100 ml deionizované vody. 
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MS médium s modifikovaným obsahem mědi (1000 ml) 

• 10 g sacharosy 

• 0 , 5 g M E S 

• 6,5 g Gellan gum 

• 100 ml zásobního roztoku makroelementů 

• 1 ml zásobního roztoku mikroelementu 

• 1 ml zásobního roztoku železa 

• 2 m M zásobní roztok mědi 

o Pro 0,01 u M koncentraci mědi - 5 ul/1 

o Pro 0,1 u M koncentraci mědi - 50 ul/1 

o Pro 2 u M koncentraci mědi - 1 ml/ l 

p H bylo upraveno na hodnotu 5,8 pomocí 10M a I M K O H . Objem byl doplněn 

deionizovanou vodou do 1000 ml. Sterilizace byla provedena autoklávováním 

Sterilizační roztok pro sterilizaci M. sativa 

• 66 ml 10% (v/v) hypochloridu sodného 

• 34 ml 70% (v/v) ethanolu 

• 1 ml smáčedla Tween 20 

Extrakční NaP pufr (200 ml) 

• 1,1998 g N a H 2 P 0 4 

• 35,2 mg kyselina L-askorbová 

• 20 ml glycerolu 

p H bylo pomocí 1 M N a O H upraveno na hodnotu 7,8 a objem byl deionizovanou 

vodou doplněn do 200 ml. 

Činidlo Bradfordové - Protein Assay Dye Reagent Concentrate 

• Činidlo je ředěno deionizovanou vodou v poměru 1:4. 

10% roztok APS (w/v) 

• 80 mg A P S bylo rozpuštěno v 800 ul deionizované vody 
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10 % roztok SDS (w/v) 

• 10 g SDS bylo rozpuštěno v 100 ml deionizované vody. 

Tris-Cl 0,5M pufr (pH=6,8) (400 ml): 

• 24 g Tris 

p H bylo pomocí HC1 upraveno na hodnotu 6,8. Objem roztoku byl deionizovanou vodou 

doplněn do objemu 400 ml. 

Tris-Cl, 1,5M (pH 8,8) (300 ml): 

• • 54,45 g Tris 

p H 8,8 byl pomocí HC1 upraveno na hodnotu 8.8. Objem roztoku byl deionizovanou 

vodou doplněn do objemu 300 ml. 

Transferový Tris-glycinový pufr (1000 ml): 

• 3 g Tris 

• 14,4 g glycin 

Objem byl deionizovanou vodou doplněn do objemu 1000 ml. 

12% separační gel o tloušťce 1 mm 

• 3 ml akry 1 amidu 

• 2,5 ml Tr is -HCl pufru (pH=8,8) 

• 4,35 ml deionizované vody 

• 5 ul T E M E D 

• 50 ul 10% (w/v) A P S 

• Při S D S - P A G E bylo pro přípravu gelu použito 0,1 ml 10% (w/v) SDS 

4% zaostřovací gel 

• 0,5 ml akrylamidu 

• 1,26 ml Tr is -HCl pufru (pH=6,8) 

• 3,18 ml deionizované vody 

• 5 ul T E M E D 

• 25 ul 10% (w/v) A P S 

• Při S D S - P A G E bylo pro přípravu gelu použito 0,05 ml 10% (w/v) SDS 
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200mM roztok K C N 

• 0,025 g K C N bylo rozpuštěno v 1,9 ml 50mM roztoku N a H 2 P 0 4 (pH=7,8) 

50mM roztok NaH 2P04 (pH=7,8) (300 ml) 

• 2,67 g Na2HP04*2H20 bylo rozpuštěno v 250 ml deionizované vody. 

p H bylo upraveno na hodnotu 7,8 a objem byl doplněn do 300ml. 

• Inhibiční analýza H2O2 - k 50 ml roztoku NaPhPCu bylo přidáno 24 ul 35% (v/v) 

• Inhibiční analýza K C N - k 50 ml roztoku NaPbPCu bylo přidáno 0,5 ml 200mM 

roztoku K C N 

Roztok NBT (50 ml) 

• 24,4 mg N B T bylo rozpuštěno v 50 ml 50mM roztoku N a H 2 P 0 4 (pH=7,8). 

Roztok E D T A (50 ml) 

• 92 mg N a 2 E D T A bylo rozpuštěno v 50 ml 50mM roztoku N a H 2 P 0 4 (pH=7,8). 

• 2 minuty před počátkem inkubace bylo přidáno 162 ul T E M E D 

• 2 minuty před počátkem inkubace bylo přidáno 6 ul roztoku riboflavinu, který byl 

připraven rozpuštěním 7,2 mg riboflavinu v 500 ul 96% (v/v) ethanolu. 

Pufr pro SDS-PAGE (Running buffer) (1000 ml) 

• 3 g Tris 

• 14,4 g glycin 

• 1 g SDS 

Objem byl doplněn deionizovanou vodou do 1000 ml. 

TBS-T pufr (1000 ml) 

• 2,42 g Tris 

• 8 . 7 8 g N a C l 

• 1 ml Tween 20 

p H je pomocí HC1 upraveno na hodnotu 7,4 a objem je doplněn deionizovanou vodou do 

1000 ml. 
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Roztoky mléka 

• 5% (w/v) roztok mléka - 5g mléka na 100 ml T B S - T 

• 2% (w/v) roztok mléka - l ,5g mléka na 50 ml T B S - T 

1% agarosový gel pro horizontální elektroforetickou separaci (100 ml) 

• 1 g agarosy 

• l O O m l l x T A E 

• 1 ul/ml Midor i 

Tekuté L B médium (500 ml) 

• 12,5 g L B Broth bylo rozpuštěno v deionizované vodě. 

p H bylo upraveno na hodnotu 7,2 a objem byl doplněn do 500 ml. Proběhla sterilizace 

autoklávováním. 

Tuhé L B médium (250 ml) 

• 10 g L B Broth s agarem bylo umístěno do 500ml skleněné lahve a zalito 250 ml 

deionizované vody. Sterilizace proběhla autoklávováním. 

3.6 Metody 
3.6.1 Příprava kultivačního MS média s modifikovaným obsahem mědi 
Příprava kultivačního média vychází z postupu přípravy M S média (Murashige a Skoog 

médium-DUCHEFA). V 700 ml deionizované (Mi l l iQ) vody bylo rozpuštěno 10 g 

sacharosy a 0,5 g M E S . Do roztoku bylo přidáno 100 ml zásobního roztoku 

makroelementů a 1 ml zásobního roztoku železa (zásobní roztoky viz. kapitola 3.5). 

Pomocí 10M a 1 M roztoku K O H bylo upraveno p H na hodnotu 5,8. Objem média byl 

doplněn deionizovanou vodou na 1000 ml. Médium bylo rozděleno po 500 ml do dvou 

litrových lahví. Do obou lahví bylo přidáno 3,25 g ztužovače Gellan gumu a obsah 

uzavřené lahve byl promíchán krouživými pohyby. Médium bylo sterilizováno 

v autoklávu. Po sterilizaci byl do média přidán v laminárním boxu 1 ml sterilního roztoku 

mikroelementu. Mikroelementy byly sterilizovaný prostřednictvím filtrace přes 

membránový filtr. D o média dále bylo přidáno příslušné množství sterilního roztoku 

2 m M mědi, který byl rovněž sterilizován filtrací. B y l a připravována média 

s koncentracemi mědi: 0,01 u M ; 0,1 u M ; 2 u M . Média s přidanými komponenty byla 

rozlita přibližně po 50 ml do hranatých Petriho misek. 

34 



3.6.2 Sterilizace semen Arabidopsis thaliana 
Sterilizace semen byla prováděna ve sterilních podmínkách laminárního boxu. Do 2ml 

Eppendorf mikrozkumavky obsahující semena byl pipetován 1 ml 70% ethanolu (v/v). 

Semena byla v 70% (v/v) ethanolu inkubována po dobu 5 minut za stálého protřepávání. 

Po uběhnutí 5 minut byl pomocí pipety odstraněn co nej větší objem ethanolu. Do 

mikrozkumavky byl následně pipetován 96% (v/v) ethanol, v němž byla semena 

inkubována 1 minutu. V tomto kroku je třeba dodržet dobu inkubace, neboť delší 

inkubační doba může negativně ovlivnit klíčivost semen. Po 1 minutě byl pipetou 

odstraněn podíl ethanolu. Semena byla dále promývána ve sterilní deionizované vodě. Do 

mikrozkumavky byl přidán 1 ml deionizované sterilní vody, který byl po 5 minutách 

promývání odstraněn. Promývání deionizovanou vodou probíhá celkem dvakrát po dobu 

5 minut. Po druhém promývání jsou semena ponechána ve vodě. Pomocí automatické 

pipety se sterilní špičkou byl rozvířen obsah mikrozkumavky. Následně byl obsah nabrán 

do špičky pipety. Pomocí pipety byla nasátá semena rovnoměrně rozprostřena na povrch 

filtračního papíru, který byl položen do nitra zaoblené Petriho misky. Semena byla 

ponechána v laminárním boxu v otevřené Petriho misce, tak aby došlo k odpaření vody 

z filtračního papíru. Po odpaření vody byl obsah Petriho misky uzavřen pomocí parafilmu 

a papírové lepicí pásky, tak aby nedošlo ke kontaminaci semen po vyjmutí misky 

z laminárního boxu. 

3.6.3 Chemické narušení testy a sterilizace semen Medicago truncatula 
K semenům umístěným v 50ml Eppendorf zkumavce bylo v digestoři přidáno 25 ml 96% 

(v/v) kyseliny sírové. Z a stálého protřepávání byla semena inkubována v kyselině po 

dobu 10 minut. Po 10 minutách byla kyselina sírová ze zkumavky odstraněna pomocí 

Pasteurovy pipety. Semena byla šestkrát promyta v 40 ml destilované vody. 

V laminárním boxu byla semena inkubována v roztoku 4% (v/v) hypochloridu sodného 

po dobu 10 minut za stálého protřepávání obsahu zkumavky. Po odstranění roztoku 

hypochloridu sodného byla semena sedmkrát promyta v 25 ml sterilní deionizované vody. 

Po posledním promývání byla semena ponechána v 25 ml sterilní deionizované vody. 

Ústí zkumavky bylo obaleno parafilmem, aby nedošlo ke kontaminaci jejího obsahu. 

Semena byla ponechána v lednici ve vodě po dobu minimálně 24 h před jejich samotnou 

kultivací. 
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3.6.4 Narušení testy a sterilizace semenMedicago sativa 
Pro kultivaci semen M sativa je esenciální porušit testu semene. Porušení testy zlepšuje 

klíčivost semen. Semena M. sativa mají testu o větší tloušťce než M. truncatula. U 

M. sativy byl vyzkoušen protokol při němž je těsta narušena pomocí smirkového papíru. 

B y l o taktéž vyzkoušeno chemické narušení testy pomocí kyseliny sírové, které bývá 

využíváno u M truncatula (viz. kapitola 3.6.3). B y l a rovněž provedena kombinace obou 

protokolů, kdy bylo nejprve provedeno mechanické narušení testy a sterilizace 

sterilizačním roztokem a poté bylo provedeno chemické narušení testy a sterilizace 

roztokem hypochloridu. Kombinace těchto dvou protokolů se neosvědčila a nej lepší 

klíčivost byla zaznamenána u protokolu využívající chemické narušení testy. 

Při mechanickém narušení testy byl do zaoblené Petriho misky položen vystřižený kruh 

smirkového papíru, na nějž byla rozprostřena semena. Semena byla přikryta dalším 

kruhem smirkového papíru. Petriho miska byla uzavřena pomocí papírové lepicí pásky. 

Pomocí lepicí pásky byla Petriho miska i s jejím obsahem připevněna na vortex. Semena 

byla t ímto způsobem mechanicky obrušována po dobu 8 minut. Po ukončení broušení 

semen byla semena přenesena do 50ml Eppendorf zkumavky a byla sterilizovaná 

v laminárním boxu. K semenům bylo přidáno 25 ml 70% (v/v) ethanolu, v němž byla 

inkubována 1 minulu. Po odstranění ethanolu pomocí pipety bylo k semenům přilito 

25 ml sterilizačního roztoku pro sterilizaci M. sativa (viz. kapitola 3.5) a semena byla 

v roztoku za protřepávání ponechána po dobu 3 minut. Po 3 minutách byl sterilizační 

roztok odstraněn pomocí pipety a semena byla dvakrát promyta ve sterilní deionizované 

vodě. Stejně jako M. trunactula byla semena M. sativa po dobu 24 hodin ponechána 

v lednici v sterilně uzavřené zkumavce obsahující vodu, aby došlo k nabobtnání semen. 

3.6.5 Kultivace rostlin v in vitro podmínkách 
Sterilizovaná semena A. thaliana byla pomocí sterilního párátka přenesena z filtračního 

papíru na povrch kultivačního média v hranaté Petriho misce. Semena A. thaliana byla 

před kultivací ve fytotronové komoře stratifikována 1-2 dny při teplotě 4°C. 

Sterilní semena M. truncatula a M. sativa byla v Eppendorf zkumavce rozvířena a byla 

přelita společně s vodou do sterilní prázdné Petriho misky. Pomocí sterilní pinzety byla 

semena umisťována na povrch kultivačního média. M e z i jednotlivými miskami byla 

pinzeta namáčena do 96% (v/v) ethanolu a byla žíhána v přístroji pro sterilizaci nástrojů, 

aby bylo eliminováno riziko kontaminace. 
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Semena byla kultivována ve fytotronové komoře za podmínek: teplota 22°C, při denním 

režimu: 16 hodin světlo, 8 hodin tma, 70% vlhkosti a intenzitě osvětlení 

150 umol m 2 s _ 1 . 

3.6.6 Homogenizace rostlinného materiálu 
Semenáčky M. sativa a M . truncatula byly homogenizovaný ve stáří 28 dní, A thaliana 

ve stáří 19 dní. Rostlinný materiál byl homogenizován v třecí misce, která byla předem 

vychlazena tekutým dusíkem. Do třecí misky obsahující tekutý dusík byl pomocí pinzety 

ponořen semenáček. Následně byl t loučkem semenáček rozdrcen n á j e m n ý homogenát. 

Homogenát byl špachtlí přenesen do 2ml mikrozkumavky Eppendorf. Mikrozkumavka 

obsahující homogenát byla ponořena do tekutého dusíku, čímž byl vzorek rychle 

zamražen, aby bylo eliminováno riziko denaturace biomakromolekul. Takto připravené 

vzorky byly skladovány v mrazícím boxu při teplotě -80°C. 

3.6.7 Extrakce proteinů 
Do mikrozkumavky obsahující homogenát byl pipetován extrakční NaP pufr. N a přibližně 

1 ml homogenitu bylo pipetováno 400 ul extrakčního pufru. Homogenát s extrakčním 

pufrem byl mírně vortexován a ponechán na ledu po dobu 35 minut, přičemž každých 

přibližně 10 minut byl vzorek j emně vortexován. Vzorek byl 15 minut centrifugován 

v centrifuze při 13 000 g a teplotě 4°C. Po centrifugaci byl pipetou ze zkumavek odebrán 

supernatant. Supernatant byl přenesen do sterilních mikrozkumavek a byl znovu 

centrifugován po dobu 5 minut při 13 000 g a teplotě 4°C, aby došlo k odstranění 

veškerých znečišťujících pevných částic. Po druhé centrifugaci byl opět pipetou odebraný 

supernatant přenesen do sterilních mikrozkumavek. Takto získaný extrakt byl zmražen 

v tekutém dusíku a dále byl skladován v mrazícím boxu při teplotě -80°C. 

3.6.8 Kvantifikace celkového obsahu proteinů metodou Bradfordové 
Principem kolorimetrické metody stanovení celkové koncentrace proteinů Marion M . 

Bradfordové je navázání barviva Coomassie brilliant blue G-250 na bazické 

aminokyseliny a zbytky aromatických aminokyselin proteinů. Po navázání barviva na 

proteiny dochází ke změně zabarvení roztoku a posunu absorpčního maxima z 465 nm na 

595 nm (Bradford, 1976). Nejprve musí být činidlo Bradfordové naředěno deionizovanou 

vodou v poměru (1:4). Měření absorbance jednotlivých vzorků je prováděnou 

spektrofotometricky v 9 6 j a m k o v é mikrotitrační destičce. Měření každého vzorku je 

prováděno ve 3 replikátech, a kromě vzorků musí být též změřen slepý vzorek (tzv. 

blank), jehož absorbance je odčítána od absorbancí jednotlivých vzorků. Do 3 jamek 
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destičky bylo napipetováno jako blank 300 ul zředěného činidla. Pro každý vzorek je do 

3 jamek napipetováno 299 ul zředěného činidla a 1 ul daného vzorku. Pomocí pipety byly 

extrakt a činidlo promíchány. Před měřením absorbance je třeba vzorky s činidlem 

alespoň 15 minut inkubovat při laboratorní teplotě. V jamkách nesmí být přítomny 

vzduchové bubliny, které by mohly ovlivnit měření. Po inkubaci je možno vložit 

mikrotitrační destičku do spektrofotometru (Infinite M Nano) a změřit absorbance. 

Koncentrace byly zjištěny z j iž známe kalibrační křivky hovězího sérového albuminu 

(BSA) . Výsledky byly zpracovány v programu M S Excel. 

3.6.9 Stanovení aktivit superoxiddismutas metodou NATIVE-PAGE 
Elektroforetická separace proběhla za nedenaturujících podmínek. B y l y použity l m m 

polyakrylamidové gely. Hustota rozdělovacího gelu byla 12 %. Vrstva zaostřovacího gelu 

měla hustotu 4 %. Skla pro přípravu gelů byla řádně vyčištěna 96% (v/v) ethanolem a 

následně byla vysušena dusíkem. B y l a sestavena aparatura pro přípravu gelů. Nejprve byl 

připraven rozdělovači gel (viz. kapitola 3.5). M e z i skla byla pomocí Pasteurovy pipety 

napipetována vrstva rozdělovacího gelu. Hladina rozdělovacího gelu nesahala až po horní 

hranu skla, byl ponechán prostor pro vrstvu zaostřovacího gelu a pro vložení hřebínku 

(přibližně 2 cm). Nepolymerizovaný gel byl převrstven vrstvou isopropanolu, aby bylo 

zabráněno odpaření vody z gelu. Gel byl ponechán k tuhnutí 45 minut. Po ztuhnutí byla 

slita ochranná vrstva isopropanolu, gel byl lOx promyt destilovanou vodou. Přebytečná 

voda byla z gelu odstraněna pomocí filtračního papíru. Rozdělovači gel byl převrstven 

4% zaostřovacím gelem (viz. kapitola 3.5) a mezi skla byl vložen lOjamkový hřebínek. 

Gel byl ponechán k tuhnutí 30 minut. Po ztuhnutí byl před použitím gel zabalen do čiré 

potravinářské folie, aby bylo zabráněno vysychání gelu. Pro experiment byl použit 

proteinový extrakt v N a P pufru (viz. kapitola 3.6.7). Pro stanovení aktivit SOD u 

A. thaliana byla použita nanáška 20 mg proteinů. Pro stanovení aktivit u M. sativa a 

M. truncatula byla použita nanáška 30 mg proteinů. Během separace byla 

elektroforetická vana naplněna transferovým tris-glycínovým pufrem. Do jamek gelu 

byly pipetovány objemy extraktu odpovídající požadované nanášce proteinů. Do jedné 

z jamek bylo naneseno 3,5 ul markeru Precision Plus Protein Duál Color Standards. 

Aparatura byla během separace chlazena ledem. Při separaci proteinů na jednom gelu byl 

aplikován konstantní proud 20 m A a proměnlivým napětím s maxime při 270 V. Separace 

probíhala 1,5 hodiny. 
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Po ukončení separace byl gel vyjmut ze skel. Nejprve byl za stálého třepání 10 minut 

inkubován v 50mM roztoku NaFTiPCu o p H 7,8. Poté byl gel za stálého třepání inkubován 

20 minut ve tmě v roztoku N B T (viz. kapitola 3.5). Následně byl gel umístěn na 15 minut 

do roztoku E D T A (viz. kapitola 3.5). Inkubace v roztoku E D T A probíhala ve tmě za 

stálého třepání. Po 15 minutách byl gel s roztokem E D T A vystaven světelnému záření o 

intenzitě 150 u m o l m ^ s " 1 . Po 5 minutách byl roztok E D T A odstraněn a nahrazen 

destilovanou vodou. Gel v destilované vodě byl dále alespoň 1 hodinu ponechán na 

světle, aby došlo k vývoji zabarvení. Gel byl zdokumentován na zařízeních Image 

Scanner III ( G E Healthcare) a ChemiDoc M P Imaging System (Bio-Rad). B y l y použity 

programy P S O N Scan (3.49E; Seiko Epson Corporation) a Image 47 Lab (Bio-Rad). 

Pro provedení inhibičních analýz byly do roztoku 50mM NaHoPCu o p H 7,8 přidány 

inhibitory H2O2 (výsledná c = 5mM), a K C N (výsledná c = 2mM). 

3.6.10 Příprava vzorků pro SDS-PAGE 
Pro přípravu vzorků se používá Laemliho pufr, který se ředí P-merkaptoethanolem 

v poměru 9:1 (900 ul Laemliho pufru bylo smíšeno s 100 ul P-merkaptoethanolu). 

Proteinové extrakty v NaP pufru byly smíšeny se zředěným Laemliho pufirem v poměru 

3:1 (90 ul proteinového extraktu na 30 ul zředěného Laemliho pufru). Následně byly 

extrakty zahřátý inkubovány v suchém bloku s ohřevem při teplotě 96°C po dobu 

5 minut. 

3.6.11 SDS-PAGE 
Gely byly připraveny stejným způsobem jako u metody N A T I V E - P A G E (viz. 

kapitola 3.6.9), avšak do separačního a zaostřovacího gelu byl navíc přidán roztok 10% 

SDS. Elektroforetická vana byla naplněna pufirem pro S D S - P A G E (viz. kapitola 3.5). Do 

jamek byly pipetovány proteinové extrakty obsahující Laemliho pufr. Samotná 

el ektrofor etická separace probíhala nejprve 15 minut při napětí 150 V, poté bylo napětí 

zvýšeno na 100 V. Separace probíhala 90 minut. 

3.6.12 Transfer proteinů na PVDF membránu 
B y l a připravena P V D F membrána o rozměrech 6 x 8,5 cm. Membrána byla aktivována 

v methanolu (přibližně 30 s). Filtrační papír a houby byly hydrátovány v transferovém 

pufru. Taktéž membrána byla promyta v transferovém pufru. Do kazety byly navrstvený 

v následujícím pořadí: houba, 3 filtrační papíry, polyakrylamidový gel, membrána, 3 

filtrační papíry, houba. N a jednotlivé vrstvy byl aplikován válečkem přiměřený tlak, aby 

došlo k vypuzení vzduchových bublin. Kazeta byla vložena do vany naplněné 
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transferovým pufrem a byla chlazena chladícím blokem. B y l zvolen pomalý transfer, 

který probíhal přes noc (přibližně 17 h). Vana byla během transferu chlazena v lednici a 

bylo zvoleno napětí 24 V. Po ukončení transferu byla membrána promyta v deionizované 

vodě. Proteiny na membráně byly obarveny roztokem Ponceau S. pro ověření transferu. 

Membrána byla zbavena přebytečného barviva promytím v deionizované vodě a byla 

fotograficky zdokumentována. Membrána byla třikrát (pokaždé po dobu 10 minut) 

promyta v T B S - T pufru. 

3.6.13 Imunolokalizaceproteinů 
Membrána byla 2 hodiny blokována v roztoku 5% (w/v) sušeného mléka rozpuštěného 

v T B S - T pufru. Blokace probíhala za pokojové teploty na třepacím zařízení. Primární 

protilátky (anti FeSOD, anti CSD2) byly zředěny v 5% roztoku sušeného mléka v T B S -

T pufru v poměru 1:2000. Membrána byla v roztoku obsahujícím primární protilátku 

inkubována přes noc, na třepacím zařízení při teplotě 4 °C. Po ukončení inkubace 

v roztoku s primární protilátkou byla membrána 4x promyta v T B S - T pufru (každé 

promývání trvalo 8 minut). Následně byl připraven roztok sekundární protilátky (1:5000) 

v 2% (w/v) roztoku sušeného mléka v TBS-T. Inkubace membrány probíhala 1,5 h za 

pomalých kývavých pohybů za pokojové teploty. Po ukončení inkubace byla membrána 

3x promyta v T B S - T (každé promytí probíhalo 5 minut). Pro vizualizaci byl připraven 

roztok luminolu a H2O2 v poměru 1:1, v němž byla membrána inkubována 2 minuty. 

Membrána byla vizualizována v přístroji ChemiDoc M P Imaging Systém (Bio-Rad), byl 

využit program Image Lab. 

3.6.14 Izolace celkové RNAMedicago truncatula 
Pro izolaci celkové R N A byly použity homogenáty rostlinného materiálu M. truncatula 

(viz. kapitola 3.6.6), které byly kultivovány na M S médiu o koncentracích mědi: 0,01 u M ; 

0,1 u M ; 2 u M . 

Zmrazený homogenát v 2ml mikrozkumavce byl převrstven 800 ul TRIzol Reagentu. 

S Reagentem byl homogenát 5 minut inkubovanán při laboratorní teplotě. Suspenze byla 

centrifugována při 12000 g, 10 minut, při teplotě 4°C. Po centrifugaci byl odebrán 

supernatant, který byl přenesen do sterilní 2ml mikrozkumavky a byl převrstven 80ul 

B C P Vzorek s B C P byl třepáním (20 s) promíchán a následně tato směs byla inkubována 

10 minut při laboratorní teplotě. Vzorek byl centrifugován při 12000 g, 15 minut, při 

teplotě 4 °C. Po centrifugaci vzniklo rozhraní fází, byla odebrána vodná fáze, byla 

přenesena do sterilní 2ml mikrozkumavky a převrstvena 100% (v/v) isopropanolem 
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v poměru 2:1. Pomocí vortexu byla směs řádně promísena. Následovala inkubace 5 minut 

při laboratorní teplotě, po ukončení inkubace byl vzorek centrifugován při 12000 g, 

8 minut, při teplotě 4 °C. Supernatant byl pomocí pipety odstraněn a získaný pelet byl 

převrstven 1 ml 75% (v/v) ethanolu. Proběhla centrifugace při 7500 g, 5 minut, při teplotě 

4°C. Pomocí pipety byl odstraněn ze vzorku ethanol a pelet byl následně vysušen (5 minut 

při laboratorní teplotě). Vysušený pelet byl rozpuštěn v 50 ul destilované vody s nulovou 

aktivitou RNas (UltraPure DNase/RNase-Free destilovaná voda). Pelet s destilovanou 

vodou byl inkubován na ledu 30 minut. 

Pomocí NanoDrop Lite spektrofotometru byla změřena absorbance vzorku R N A . 

Koncentrace vzorku R N A byla pomocí destilované vody s nulovou aktivitou RNas 

upravena na hodnotu 200 ng/ul. 

3.6.15 Odstranění kontaminující D N A se vzorku izolované RNA 
Ze vzorku R N A bylo nutno odstranit kontaminující g D N A pomocí enzymu DNasa I. 

Celkový objem enzymatické reakce byl 20 ul. Do mikrozkumavky bylo pipetováno 2 ul 

reakčního pufru s obsahem M g C h (pufirje lOx koncentrovaný, jeho výsledná koncentrace 

je lx ) , 2 ul DNasy I, 10 ul vzorku izolované R N A (2000 ng izolátu R N A v reakční 

směsi). Objem byl do 20 ul doplněn 6 ul destilované vody s nulovou aktivitou RNas. 

Reakční směs byla inkubována v termocycleru (40 minut, při 37 °C). Pro zastavení 

aktivity enzymu DNasa I byly do reakční směsi byly přidány 2 ul 50mM roztoku E D T A . 

Reakční směs byla s E D T A inkubována 10 minut při 70 °C. Purifikovaný izolát R N A byl 

umístěn na led. B y l a odebrána část izolátu R N A pro zhodnocení čistoty a kvality izolátu 

pomocí horizontální elektroforetické separace (viz. kapitola 3.6.18) v 1% (w/v) 

agarosovém gelu. 

3.6.16 Reverzní transkripce 
Pro přípravu konstruktu bylo nutno získat z purifikovaného izolátu R N A pomocí reverzní 

transktiptasy komplementrání c D N A . Reakce byla provedena v 0,2ml mikrozkumavkách. 

Celkový objem reakční směsi byl 20 ul, tato reakce však byla složena ze dvou reakční ch 

směsí (reakční směs I, reakční směs II), přičemž obě reakční směsi měly objem 10 ul. 

Do reakční směsi I bylo pipetováno: 4,5 ul destilované vody s nulovou aktivitou RNas, 

0,5 ul 01igo(dT)18 primer ( lOuM), 5 ul purifikovaného izolátu R N A . Proběhla inkubace 

reakční směsi I v termocycleru (10 minut, 70 °C, teplota víka 75 °C). Po ukončení 

inkubace byla reakční směs I umístěna na led a byla následně přidána reakční směs II. 
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Reakční směs II obsahovala: 4,2 ul destilované vody s nulovou aktivitou RNas, 4 ul First 

Strand Pufr (5x koncentrovaného, výsledná koncentrace lx) , 0,4 ul RNasin Ribonuclease 

inhibitoru, 0,4 ul M - M L V reverzní transkriptázy, 1 ul l O m M dNTP (výsledná 

koncentrace 0,5mM). Reakční směs obsahující reakční směsi I a II byla v termocycleru 

inkubována 3 hodiny, při 42 °C, teplota vika 45 °C. Deaktivace reverzní transkriptasy je 

provedena pomocí působení zvýšené teploty na vzorek. Pro deaktivaci byl vzorek vložen 

do termocycleru a byl 10 minut inkubován při teplotě 70 °C, teplotě víka 75 °C. 

3.6.17 PCRreakce 
Pro P C R reakci byla jako templát použita izolovaná c D N A z M truncatula kultivované 

na M S médiu s 2 u M koncentrací mědi. B y l použit tento izolát vzhledem k tomu, že cílem 

bylo amplifikovat c D N A CSD2, přičemž exprese Cu/ZnSOD je silně závislá na 

abundanci mědi. Během přípravy reakční směsi byly jednotlivé komponenty chlazeny na 

ledu, enzym byl chlazen v chladicím stojanu a se směsí bylo opatrně zacházeno, aby 

nedošlo k degradaci c D N A a enzymu, a nebo ke kontaminaci reakční směsi. 

B y l a provedena P C R o objemu 200 ul. Do l ,5ml mikrozkumavky bylo pipetováno: 40 ul 

pufru 5 X iProof H F Buffer (výsledná koncentrace lx ) , 4 ul dNTP (výsledná koncentrace 

200uM), 10 ul pracovního roztoku forward příměru a 10 ul pracovního roztoku reverse 

primeru (koncentrace pracovního roztoku 10uM; výsledná koncentrace obou primerů 

0,5uM), 134 ul destilované vody s nulovou aktivitou RNas/DNas, 2 ul D N A polymerasy 

(iProof High Fidelity D N A Polymerase; výsledná koncentrace 0,02 U/ul) , 1 ul 

templátové c D N A . Připravená 200ul reakce byla j emně promíchána pomocí vortexu a 

byla stočena ve stolní mikrocentrifuze. Směs byla po 50 ul rozpipetována do 4 

mikrozkumavek o objemu 0,2 ml. Připravená reakční směs byla vložena do termocycleru, 

teplota annealingu byla nastavena na 72 °C, teplota víka na 105 °C, reakce byla nastavená 

na opakování 35 cyklů. Po ukončení polymerasové reakce byla provedena horizontální 

elektroforetická separace. 

Pro amplifikaci genu MtCSD2 byly navrženy primery tak, aby byl úsek ohraničen attBl 

a attB2 rekmobinačními místy: 

Forward primer: 

G G G G A C A A G T T T G T A C A A A A A A G C A G G C T G G A T G G C A T T T C T A A G G T C A A T A 

G C 
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Reverse primer: 

G G G G A C C A C T T T G T A C A A G A A A G C T G G G T C G A A C T T G C T A G G A A C A A A A T C 

T G 

3.6.18 Horizontální elektroforetická separace 
B y l a nachystána aparatura na přípravu agarosového gelu a následně byl připraven 1% 

agarosový gel (viz. kapitola 3.5). Agarosa byla za působení tepla rozpuštěna v l x T A E . 

Po zchladnutí na přibližně 45 °C bylo přidáno Midor i , aby nedošlo k degradaci barviva. 

Tekutý agarosový gel byl vli t do aparatury pro přípravu gelu, do neztuhnutého gelu byl 

vložen lOjamkový hřebínek a gel byl ponechán k tuhnutí 30 minut. K vzorku bylo 

přidáno 6x Loading Dye (výsledná koncentrace lx ) . Gel byl vložen do elektroforetické 

vany naplněné l x T A E . Do první jamky byly pipetovány 4 ul markeru GeneRuler 1 kb 

Plus D N A Ladder. Do zbytku jamek byl pipetován vzorek smíšený s Loading Dye. N a 

zdroji bylo nastaveno elektrické napětí 100 V, elektroforetická separace probíhala 30 

minut. Gel byl vizualizován v přístroji Gel Doc E Z Imager a pro zpracování byl využit 

program Image Lab. 

3.6.19 Izolace PCR produktu z gelu a jeho purifikace 
Po ukončení horizontální elektroforézy byla část gelu obsahující amplifikovaný P C R 

produkt vyříznuta z gelu pomocí skalpelu. Pro vizualizaci P C R produktu byl použit U V 

transiluminátor. 

Pro purifikaci P C R produktu byla použita sada NucleoSpin Gel and P C R Clean-up. 

Vyříznutý gel byl umístěn do mikrozkumavky a převrstven N T I pufrem. N a 800 mg 1% 

(w/v) agarosového gelu bylo použito 1,6 ml N T I pufru. Vzorek byl zahříván v suchém 

bloku s ohřevem při teplotě 50 °C do úplného rozpuštění gelu, aby nedošlo k ucpání pórů 

purifikační kolonky. Vzorek byl v průběhu rozpouštění gelové matrice třikrát promíchán 

pomocí vortexu. Do purifikační kolonky bylo naneseno 700 ul vzorku. Kolonka byla 

centrifugována při 11000 g po dobu 46 s. Eluát, který prošel kolonkou, byl znovu 

napipetován do kolonky a opět centrifugován. To bylo opakováno ještě jednou, aby bylo 

dosaženo co nejvyššího výtěžku. Do kolonky bylo pipetováno 700 ul NT3 pufru a 

následně byla centrifugována po dobu 30 s při 11 000 g. Eluaát byl odstraněn a prázdná 

kolonka byla opět centrifugována (1 minutu při 11000 g), aby byla zbavena reziduí pufru. 

Kolonka byla v suchém bloku s ohřevem 5 minut zahřívána při teplotě 70 °C, aby došlo 

k vysušení kolonky. Do kolonky bylo pipetováno 34 ul destilované vody s nulovou 

aktivitou RNas/DNas a kolonka byla 1 minutu centrifugována při 11000 g. Eluát 
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obsahující c D N A byl dvakrát znovu pipetován do kolonky a centrifugován, aby bylo 

uvolněno z matrice maximální množství c D N A . Následně byla na NanoDrop Lite 

spektrofotometru změřena absorbance vzorku c D N A . Purifikovaný izolát c D N A byl 

dlouhodobě uchován při teplotě -20 °C. 

3.6.20 BP rekombinační reakce 
Do mikrozkumavky byl pipetován 1 ul c D N A P C R produktu, 1 ul donorového vektoru 

(150 ng/ul) a objem reakce byl doplněn do 8 ul T E pufirem (pH=8). Do reakční směsi 

bylo pipetováno 8 ul enzymu B P Clonase™ II enzyme mix. Reakční směs byla mírně 

vortexována. Reakční směs byla inkubována přes noc při teplotě 25 °C. Do reakční směsi 

byl přidán 1 ul Proteinasy K , směs byla j emně promíchána pomocí vortexu a inkubována 

10 minut při teplotě 37 °C. 

3.6.21 Transformace konstruktu do bakteriální kultury Escherichia coli 
Do mikrozkumavky bylo ke kultuře Escherichia coli pipetováno 10 ul vektoru. Bakterie 

byly vystaven teplotnímu šoku. Kultura s vektorem byla 30 minut ponechána na ledové 

tříšti. Poté byla kultura na 1 minutu umístěna do suchého bloku s ohřevem, který byl 

předem zahřát na teplotu 42 °C. Kultura byla opět inkubována na ledu, a to po dobu 

3 minut. K e kultuře bylo přidáno 200 ul SOC média. Pro regeneraci byla kultura 1 h 

inkubována na třepačce v inkubátoru při teplotě 37 °C. 

Tuhé L B médium bylo rozehřáto v mikrovlnné troubě. K e kapalnému L B médiu bylo 

přidáno po zchladnutí antibiotikum, aby nedošlo k jeho degradaci. Vektor pDONR™221 

nese gen pro rezistenci vůči kanamycinu. K 25 ml L B média bylo přidáno 25 ul 

kanamycinu (koncentrace zásobního roztoku 50 mg/ml; výsledná koncentrace v médiu 

50 ug/ml). VektorpB7m34GWobsahuje gen pro rezistenci vůči spektinomycinu. K 25 ml 

L B média bylo přidáno 12,5 ul spektinomycinu (koncentrace zásobního roztoku 

100 mg/ml; výsledná koncentrace v médiu 50 ug/ml). 200 ul bakteriální kultury bylo 

v laminárním boxu pomocí očkovací hokejky rozetřeno na povrch tuhého L B média 

s obsahem selekčního antibiotika. Bakteriální kultura byla na L B médiu přes noc 

kultivována při teplotě 37 °C. Kultury vPetriho misce kultivované na L B médiu byly 

skladovány v lednici při teplotě 4 °C. 

Pomocí sterilního párátka bylo jednotlivými koloniemi inokulováno sterilní tekuté L B 

médium obsahující daná selekční antibiotika v koncentraci 50 ug/ml (z každé kolonie 

byla založena nová kultura v tekutém L B médiu). Takto vytvořené suspenzní kultury bly 
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kultivovány do druhého dne v inkubátoru při teplotě 37 °C. Z jednotlivých kultur byla 

izolována plasmidová D N A . Transformované kultury byly uchovány v 25% (v/v) 

glycerolu v mrazícím boxu při teplotě -80 °C. 

3.6.22 Izolace plasmidové D N A 
Bakteriální suspenzní kultura (viz. 3.5.21) byla přenesena do 2ml mikrozkumavky a 

centrifugována (3000-6000 g; 4 minuty). B y l odstraněn supernatant, t ímto způsobem byl 

centrifugován celý objem bakteriální kultury. K peletu bylo v dalším kroku přidáno 

250 ul P i pufru. Pomocí vortexu byla kultura v pufru suspendována. By lo přidáno 250 ul 

P2 pufru. Vzorek byl lOx promíchán kývavým pohybem a inkubován 5 minut při 

laboratorní teplotě. K e vzorku bylo napipetováno 300 ul P 3 pufru, vzorek byl 5 minut 

inkubován na ledu. Poté proběhla centrifugace vzorku (14000-15000 g, 15 minut, 4 °C). 

Krátce před koncem centrifugace bylo do sterilní l ,5ml mikrozkumavky pipetováno 

600 ul 100% (v/v) isopropanolu. Po ukončení centrifugace byl odebrán supernatant, ten 

byl následně přidán do mikrozkumavky obsahující isopropanol. Proběhla centrifugace 

(16000g, 20 minut, za pokojové teploty). Po ukončení centrifugace byl odstraněn 

isopropanol a pelet byl promyt 750 ul vychlazeného ethanolu 75% (v/v). Proběhla 

centrifugace (16000 g, 5 minut, při pokojové teplotě). Pomocí pipety byl odstraněn 

ethanol. Vzorek byl opět centifugován (16000 g, 2 minuty, při pokojové teplotě) a byly 

odstraněny zbytky ethanolu. Pelet byl vysušen v laminárním boxu. 

Po vysušení byl pelet rozpuštěn v 50 ul destilované vody s nulovou aktivitou 

RNas/DNas. N a NanoDrop Lite spektrofotometru byla změřena absorbance vzorku při 

programu měření d sDNA. Vzorek byl uchován v mrazícím boxu při teplotě -20 °C. 

3.6.23 Reštrikční štěpení 
Pro reštrikční štěpení entryklonu i expresního vektoru byl použit enzym Pvull. Expresní 

vektor byl podruhé štěpen endonukleasou Ndel. Reštrikční štěpení bylo provedeno pro 

ověření správnosti připraveného konstruktu. N a 1 reakci bylo pipetováno: 14,8 ul 

destilované vody s nulovou aktivitou RNas/DNas, 2 ul pufru, 0,2 ul enzymu Pvull, 3 ul 

D N A . Reakce byla inkubována 45 minut při teplotě 37 °C. Po ukončení inkubace byla 

provedena horizontální elektroforetická separace vzorku (viz. kapitola 3.6.18). 

3.6.24 Purifikace plasmidové DNA 
Pro purikaci plasmidové D N A byla použita sada GenElute™ Plasmid Miniprep Ki t . Do 

kolonky bylo pipetováno 500 ul promývacího pufru Column Preparation Buffer. Kolonka 

naplněná promývacím pufrem byla 1,5 minuty centrifugována při 12800 R P M . K e vzorku 
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bylo přidáno 200 ul Optional Wash Solution. Veškerý objem vzorku byl pipetován do 

promyté kolonky a následně centrifugován (12800 R P M , 1,5 minuly, laboratorní teplota). 

Pro zvýšení výtěžku, byl eluát dvakrát opětovně nanesen do nitra kolonky a centrifugován 

(centrifugace proběhne celkem třikrát). Eluát byl odstraněn a do kolonky bylo pipetováno 

750 ul Wash Solution. Proběhla centrifugace (12800 R P M , 2 minuty, laboratorní teplota). 

Eluát byl odstraněn a centrifugace byla opakována, aby došlo k odstranění zbytků roztoku 

z kolonky. Kolonka byla sušena 5 minut v suchém bloku s ohřevem při teplotě 65 °C. Do 

kolonky bylo přidáno 35 ul destilované vody s nulovou aktivitou RNas/DNas a proběhla 

centrifugace (12800 R P M , 2 minuty, laboratorní teplota). Pro zvýšení výtěžku purifikace 

byl eluát opětovně pipetován do kolonky a centrifugován. V přístroji NanoDrop Lite 

spektrofotometr byla změřena absorbance vzorku při programu měření dsDNA. 

3.6.25 Transformace bakteriální kultury Agrobacter tumefaciens 
K 50 ul bakteriální kultury A tumefaciens v l ,5ml mikrozkumavce bylo pipetováno 5 ul 

purifikované plasmidové D N A . Bakteriální kultura byla umístěna na led a proběhla 

inkubace kultury po dobu 30 minut. Kultura byla zmrazená tekutým dusíkem a v dusíku 

byla ponechána 5 minut. Následně proběhla 15minutová inkubace kultury při laboratorní 

teplotě. Pro regeneraci buněk v kultuře bylo přidáno 400 ul SOC média. Kultura byla 

inkubována (180 R P M , 25 °C, po dobu dvou hodin). 

3.6.26 Transientní transformace Nicotiana benthaminana 
Do 20 ml tekutého L B média byl přidán spektinomycin (výsledná koncentrace 50 ug/ml). 

Médium bylo inokulováno 50 ul bakteriální kultury A. tumefaciens nesoucí konstrukt 

35S::MtCSD2:GFP. Rovněž bylo inokulováno 20 ml L B média s kanamycinem 

(výsledná koncentrace kanamycinu 50 ug/ml) 50 ul kultury pl9. Kultury byly uchovány 

v 25% (v/v) glycerolu při -80 °C. Proběhla kultivace přes noc (180 R P M , 25 °C, ve tmě). 

Druhého dne byly kultury centrifugovány (3200 g, 10 minut, při laboratorní teplotě). 

Supernatant byl odstraněn. K peletu bylo přidáno 10 ml infiltračního média. Pelet 

s infiltračním médiem byl centrifugován, aby došlo k jeho promytí (3200 g, 5 minut, při 

laboratorní teplotě) a supernatant byl následně odstraněn. K peletu bylo přidáno 10 ml 

infiltračního média. Pelet byl suspendován kývavými pohyby a byla změřena optická 

hustota kultury při vlnové délce záření 600 nm. V případě že se ODÔOO U kultury nesoucí 

35S::MtCSD2:GFP pohybovalo v rozmezí 0,7-0,8, kultura měla vhodnou hustotu. Pokud 

bylo ODĎOO vyšší než 0,9, kultura byla zředěna infiltračním médiem. Vhodné ODĎOO pro 

kulturu p 19 bylo 1. Následně proběhla inkubace bakteriálních kultur 2 h ve tmě při 
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pokojové teplotě. Dvě hodiny před transformací byly z fytotronu přeneseny do laboratoře 

rostliny Nicotiana benthamiana, aby byly aklimatizovány na laboratorní podmínky a byly 

zality vodou, aby došlo k otevření průduchů v listech. 

B y l y smíšeny bakteriální kultury 35S::MtCSD2:GFP a p 19 v poměru 1:1. Bakteriální 

kultury byly pomocí 2ml injekční stříkačky vpraveny do listů Nicotiana benthamiana. 

Rostliny byly do druhého dne ponechány v laboratoři přikryté tmavými sáčky, aby bylo 

eliminováno působení světla na bakteriální kulturu v listech. Druhého dne byly rostliny 

přeneseny do fytotronu (22 °C, denní režim: 16 hodin světlo, 8 hodin tma, 70% vlhkost, 

intenzita osvětlení: 150 umolm" 2 s 

3.6.27 Mikroskopická analýza listů po transientní transformaci 
Tři dny od provedení transientní transformace byla provedena mikroskopická analýza. 

Vzorek byl připraven následujícím způsobem: N a podložní sklíčko byly proti sobě 

horizontálně nalepeny dva tenké proužky oboustranné lepicí pásky. N a podložní sklíčko 

bylo Pasteurovou pipetou naneseno přiměřené množství vody. B y l ustřižen segment listu 

v okolí vpichu, kam pronikla kultura během infiltrace. List byl položen do kapky vody na 

podložní sklíčko abaxiální stranou vzhůru. List byl přikryt krycím sklíčkem. Volné okraje 

krycího sklíčka byly obaleny parafilmem, aby bylo zabráněno odpařování vody z prostoru 

mezi skly. 

Pro mikroskopickou analýzu byl použit konfokální laserový mikroskop L S M 710, A x i o 

Imager 2. Zvětšení okuláru tohoto mikroskopuje lOx. Během pozorování byl nejprve 

použit objektiv s lOx zvětšením (EC Plan-Neofluar 10x/0.30 M27), poté byl použit 

objektiv s 20x zvětšením (Plan-Apochromat 20x/0.8 M27). Pro excitaci zeleného 

fluorescenčního proteinu byl využit laser o vlnové délce 488 nm a 2% intenzitě. Chlorofyl 

byl excitován laserem o vlnové délce 633 nm a 2% intenzitě. Emisní spektrum zeleného 

fluorescenčního proteinu bylo detekováno v rozmezí 493-598 nm, emisní spektrum 

chlorofylu bylo detekováno v rozhraní 638-721 nm. Fotografie byly zpracovány 

v programu Z E N Blue. 
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4 Výsledky 
4.1.1 Stanovení aktivit superoxiddismutas u M. truncatula v závislosti na 

různé dostupnosti mědi 
Pro stanovení aktivit SOD u M truncatula a M sativa byly použily rostliny kultivované 

na M S médiu, které bylo připravováno ze zásobních roztoků, aby byla modifikována 

koncentrace mědi v médiu. Pro kultivaci bylo použito M S médium s třemi koncentracemi 

mědi (0,01 u M ; 0,1 u M ; 2uM). U rostlin nebyla pozorována významná změna fenotypu 

v souvislosti s modifikací dostupnosti mědi v médiích (Obrázek 11; Obrázek 12). Rostliny 

kultivované v podmínka s deficiencí mědi neměly v tomto stádiu růstu výrazně menší 

vzrůst oproti rostlinám v podmínkách s dostatkem mědi. Roslinný materiál M. sativa a 

M. truncatula byl sesbírán a homogenizován ve stáří 28 dní, A. thaliana ve stáří 19 dní. 

V návaznosti na to byla provedena extrakce a kvantifikace proteinů pro účely 

následujících biochemický analýz. 

Obrázek 11: Dvanáctidenní semenáčky Medicago sativa kultivované na MS médiu 
připravovaném ze zásobních roztoků s modifikovaným obsahem mědi. A - MS médium s 0,0 l u M 
koncentrací mědi; B - MS médium s 0,1 u M koncentrací mědi; C - MS médium s 2\xM 
koncentrací mědi. Velikost měřítka je 1 cm. 
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Obrázek 12: Dvanáctičlenní semenáčky Medicago truncatula kultivované na MS médiu 
připravovaném ze zásobních roztoků s modifikovaným obsahem mědi. A - MS médium s 0 ,0 luM 
koncentrací mědi; B - MS médium s 0,1 (iM koncentrací mědi; C - MS médium s 2uJVI 
koncentrací mědi. Velikost měřítka je 1 cm. 

Dále byla provedena elektroforetická separace v polyakrilamidovém gelu za nativních 

podmínek pro porovnání aktivit SOD u A. thaliana, M. truncatula, M. sativa v závislosti 

na podmínky různé dostupnost mědi během kultivace rostlin (Obrázek 13). U rosliny A. 

thalina, která byla k experimnetu přidána jako kontrolní modelový organismus, nedošlo 

k úplné separaci Cu/ZnSOD pásů, což je j iž známý a popsaný jev. Aktivita M n S O D při 

různých koncentracích mědi zůstává u všech třech rostlin neměnná. Exprese MnSOD není 

regulována transkripričním faktorem SPL7, proto pásy odpovídající M n S O D mohou 

figurovat jako kontrola rovnoměrného nanesení vzorků proteinového extraktu. U 

A. thaliana je s rostoucí koncentrací mědi možno sledovat trend poklesu intenzit pásů 

odpovídajích aktivitě F S D 1 . Současně se zvyšující se koncentrací mědi dochází k nárůstu 

aktivit C S D isoforem (Obrázek 13). Regulace exprese FSD1 je u A. thaliana 

zprostředkována transkripčním faktorem SPL7 (Yamasaki et al., 2009). U M truncatula 

a M sativa na měnící se dostupnost mědi reagovaly pouze aktivity Cu/ZnSOD isoforem 

(Obrázek 13). S nárůstem koncentrace mědi je možno s l edova tuM truncatula a M sativa 

zvyšující se gradient aktivit Cu/ZnSOD isoforem. Naopak nedochází k poklesu aktivit 

FeSOD s nárůstem dostupnosti mědi, s měnící se koncentrací mědi zůstává intenzita pásů 
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odpovídající aktivitě FeSOD konstantní. U M. truncatula a M. sativa byla regulace 

exprese C S D isoforem řízená SPL7 zachována, regulace exprese FSD1 řízená SPL7 

zachována nebyla (Obrázek 13). 

AT MT MS 

|iMCu 0,01 0,1 0,01 0.1 0,01 0.1 

MiiSOD 
FeSOD 

Cii/ZnSOD 
Cii/ZnSOD 

Obrázek 13: Porovnání aktivit isoforem superoxiddismutas u rostlina. thaliana,M. truncatula, 
M. sativa v závislosti na různé dostupnosti mědi (0,01(iM; 0,1 \xM; 2\xM) v MS médiu během 
kultivace. 

Pro povržení totožnosti jednotlivých pásů u M. truncatula a M. sativa byly po 

elektroforetické separaci provedeny inhibiční analýzy (Obrázek 14). H2O2 má schopnost 

inhibovat veškeré FeSOD a Cu/ZnSOD isoformy (Beyer & Fridovich, 1987; Bray et al., 

1974), přičemž aktivní zůstávají pouze M n S O D isoformy (Obrázek 14B). K C N inhibuje 

Cu/ZnSOD isoformy (Asada et al., 1974) (Obrázek 14C). Při inhibici K C N je patrné, že 

nedošlo k úplné inhibici aktivit Cu/ZnSOD, nicméně došlo k poklesu intenzit pásů, které 

odpovídají aktivitě Cu/ZnSOD isoforem. Popis pásů SOD isoforem u M. truncatula je 

v souladu s identifikací pásů v publikované práci (Esteban et al., 2016). Získané výsledky 

zadefinovaly přítomnost j ednolivých SOD izoenzymů u rostlin M sativa a M truncatula 

a potvrdily nepřítomnost nebo narušení regulace FeSOD v závyslosti na měnící se 

koncentrace mědi skrze SPL7. 
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MT MS 
A u M C u 0,01 0,1 2 0,01 0,1 2 

MiiSOD -

FeSOD -

Cu/ZnSOD [ 

Cu/ZnSOD 

MT MS 
B 

j ,M Cu 0,01 0,1 2 0,01 OJ 2 

MiiSOD 

MT MS 

| i M C u 0,01 0,1 2 0,01 0.1 2 

MiiSOD —I 

FeSOD —I 

Cu/ZnSOD [ 

Cu/ZiiSOD I 

Obrázek 14: Inhibiční analýzy aktivit superoxiddismutas u M. truncatula a M. sativa. 
A - Analýza aktivit SOD bez použití inhibitorů; B - Inhibice aktivit FeSOD a Cu/ZnSOD pomocí 
H2O2; C - Inhibice aktivit Cu/ZnSOD isoforem pomocí K C N . 

4.1.2 Imunolokalizace SOD izoenzymů u M truncatula 
Pro detekci abundance Cu/ZnSOD byla použita primární protilátka anti-CSD2, která 

rozpoznává C S D 2 a CSD1 u A. thaliana (Obrázek 15). Jako kontrola specificity protilátek 

byl použit proteinový extrakt z A. thaliana kultivované na médiu se zvýšenou dostupností 

mědi. U extraktů z M truncatula a M sativa byla zaznamenána zvyšující se abundance 

proteinů Cu/ZnSOD se zvyšující se koncentrací mědi. Díky znalosti velikosti 

jednotlivých pásů použitého markeru Precision Plus Protein Duál Color Standards byly 

popsány pásy Cu/ZnSOD isoforem A. thaliana jako proteiny CSD1 (15 kDa), C S D 2 (22 

kDa). U M. truncatula byly bioinformaticky predikovány 4 Cu/ZnSOD isoformy o 

molekulových hmotnostech: M t C S D l - 21,24 kDa; M t C S D 2 - 33,63 kDa; M t C S D 3 -

16,42 kDa; M t C S D 4 - 15,23 kDa (Song et al., 2018), nicméně však nelze na základě této 

analýzy přesně definovat identitu jednotlivých proteinů u M. sativa a M. truncatula. 

Z výsledků je zde patrný trend zvyšující se abundance neznáme C S D izoformy jak u M. 

sativa tak u M truncatula, což naznačuje zachovné regulace v závyslosti na dostupnosti 

mědi na úrovni abundance C S D . M t C S D l je možným homologem C S D 2 A. thaliana, 

vzhledem k tomu, že tyto proteiny mají podobnou velikost a vykazují podobnost 
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proteinových sekvencí (Hanáková, 2022). Je tedy možné, že nej silnější pásy M t C S D l , 

nicméně jedná se pouze o spekulace, které by musely být dále experimentálně povrženy. 

B M S M T AT 
M S M T AT o .Ol 0.1 2 0.01 0,1 2 2 C u (yiM) 

M w ( k D ) 0,01 0,1 2 0.01 0,1 2 2 C u ( j i M ) 

Obrázek 15: Imunolokalizace Cu/ZnSOD isoforem u M sativa a M truncatula v závislosti na 
měnící se dostupnosti mědi v kultivačním MS médiu. A - Imunoblot Cu/ZnSOD isoforem. Pro 
detekci proteinů byla použita primární protilátka AS06 170- anti-CSD2 Chloroplastic Cu/ZnSOD. 
Pro určení molekulových hmotností odpovídající jednotlivým pásům byl použit marker Precision 
Plus Protein Duál Color Standards. B - Kontrola nanášky proteinů pomocí vizualizace proteinů 
barvivem Ponceau S. 

Pro detekci FeSOD byla použita anti-FeSOD primární protilátka (Obrázek 16), která 

rozpoznává FSD1 izoenzym u A. thaliana. Jako kontrola byl použit proteinový extrakt 

z A. thaliana kultivované v podmínkách s nízkou abundancí mědi. Při použití markeru 

v kombinaci s touto protilátkou může docházet k nežádoucím nespecifickým interakcím, 

proto marker nebyl použit při této analýze. Avšak na základě předešlých experimentů 

(Dvořák et al., 2021) byl identifikován pás odpovídající proteinu FSD1 A. thaliana, jehož 

velikost je 23,8 kDa. N a základě této analýzy nelze přesně popsat jednotlivé detekované 

pásy odpovídající FeSOD. Z výsledku experimentu je však patrné, že v obou případech u 

M. sativa i u M truncatula je při měnící se koncentraci mědi intenzita jednotlivých pásů 

odpovídající abundanci FeSOD neměnná. Regulace exprese FeSOD není u M sativa i u 

M. truncatula závislá na dostupnosti mědi, což bylo dokázáno i na úrovni abundndace 

FeSOD. 
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B MS MT AT 
0.01 0,1 2 0,01 0,1 2 0.01 Cu(jiM) 

MS MT AT 

0.01 0,1 2 0,01 0,1 2 0,01 Cu (fiM) 

Obrázek 16: Imunolokalizace FeSOD isoforem u M sativa a M truncatula v závislosti na měnící 
se dostupnosti mědi v kultivačním MS médiu. A - Imunoblot FeSOD isoforem. Pro detekci 
proteinů byla použita primární protilátka AS06 125 - anti FeSOD Chloroplastic Fe-dependent 
superoxide dismutase. B - Kontrola nanášky proteinů pomocí vizualizace proteinů barvivem 
Ponceau S. 

4.1.3 Příprava konstruktu 35S: :MtCSD2: GFP 
4.1.3.1 Izolace c D N A z M . truncatula 
Pro přípravu konstruktu 35S::MtCSD2:GFP bylo třeba izolovat c D N A z M truncatula. 

B y l a izolována c D N A z rostlin kultivovaných na M S médiu při koncentracích mědi 

0,01 u M ; 0,1 u M ; 2 u M . 

Prvním krokem byla izolace celkové R N A z rostliny. Izolovaná R N A byla následně 

pomocí enzymu D N A s a I zbavena kontaminující g D N A (genomické D N A ) . Pro 

potvrzení čistoty a kvality štěpených vzorků byla provedena horizontální elektroforetická 

separace na 1% agarosovém gelu (Obrázek 17). lako kontrola byly použity neštěpené 

vzorky. U kontrolních vzorků je možno vidět pásy odpovídající g D N A v oblasti pod 

jamkami. U g D N A vzhledem k jej i velikosti téměř nebyla pozorována migrace. 

Přítomnost intenzivních pásů v oblasti 2000-1000 bp, které odpovídají r R N A , značí 

doubrou kvalitu izolované R N A (Obrázek 17). Po izolaci a přečištění R N A byla provedena 

reverzní transkripce pomocí enzymu M - M L V reverzní transkriptasy, čímž byla získána 

odpovídající c D N A . 

53 



Kontrolní vzorky Vzorky štěpené DNAsou 

Obrázek 17: Kontrola purifikace R N A pomocí enzymu DNAsal. R N A byla separována 
v 1% agarosovém gelu. Jako marker byl použit GeneRuler 1 kb Plus D N A Ladder. 
Vzorky č. 1,2,7,8 - izoláty R N A z rostlin kultivovaných při 0,01(iM koncentraci mědi. 
Vzorky č. 3, 4, 9, 10 - izoláty R N A z rostlin kultivovaných při 0 , l ( iM koncentraci mědi. 
Vzorky č. 5, 6, 11, 12 - izoláty R N A z rostlin kultivovaných při 2\iM koncentraci mědi. 

Dalším cílem bylo připravit konstrukt nesoucí gen MtCSD2, přičemž při zvýšené 

koncentraci mědi přirozeně dochází u M. truncatula ke zvýšené expresi tohoto genu. 

Proto byla provedena amplifikace cílového genu pomocí P C R s navrženými primery pro 

M t C S D 2 a izolátem c D N A z M. truncatula kultivované v podmínkách se zvýšenou 

koncentrací mědi ( 2 u M koncentrace mědi). Primery pro tuto reakci byly navrženy tak, 

aby byl P C R produkt ohraničen attBl a attB2 rekombinačními místy, jejichž přítomnost 

je nutná při syntéze konstruktu MultiSite Gateway® technologií. 

Po amplifikaci genu zájmu byla provedena horizontální elektroforetická separace v 1% 

agarosovém gelu (Obrázek 18). Separace P C R produktu proběhla ve čtyřech jamkách. 

V gelu byl detekován pás c D N A MtCSD2 v přibližní poloze okolo 1000 bp, přičemž 

velikost cílového genu s att přesahy je 987 bp. Z přítomosti jednoho pásu a jeho velikosti 

lze usoudit, že byl reakcí amplifikován gen zájmu. Po ukončení separace byl z gelu P C R 

produkt vyříznut a purifikován pomocí komerčně dostupné soupravy NucleoSpin Gel and 

P C R Clean-up. 
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Obrázek 18: Produkt amplifikace genuMtCSD2 pomocí PCR s primery navrženými pro 
inkorporaci attBl a attB2 rekombinačních míst. Jako templát byla použita izolovaná cDNA. 
Velikost cílového genu s att přesahy je 987 bp. 

4.1.3.2 Rekombinační reakce: MultiSite Gateway® Technology 
Z a účelem potvrzení predikované lokalizace M t C S D 2 v chloroplastu rostliny 

M. truncatula byl připraven konstrukt 35S::MtCSD2:GFP. Konstrukt byl připraven 

pomocí technologie MultiSite Gateway®, jejíž princip je založen na rekombinačních 

reakcích. Třífragmentový expresní vektor byl vytvořen pomocí dvou rekombinačních 

reakcích. 

Nejprve byla s amplifikovanou D N A M t C S D 2 provedena B P rekombinační reakce, 

během níž byl P C R produkt ohraničený at tBl a attB2 rekombinačními místy 

rekombinován do donorového vektoru pDONR™221 nesoucího attPl a attP2 

rekombinační místa. Následně byla rekční směs transformována do bakteriální kultury 

E. coli (One Shot TOP 10). Transformovaná kultura byla selektována na pevném L B 

médiu obsahujícím antibiotikum kanamycin. Po ukončení kultivace bylo detekováno 11 

potenciálně transformovaných kolonií. Pro účely validace skrze reštrikční štěpení bylo 

vypíchnuto a kultivováno 11 kolonií. 

Z kultur byla izolována plasmidová D N A , která byla purifikována pomocí komerčně 

dostupné soupravy GenElute™ Plasmid Miniprep Ki t . Reštrikční analýza byla provedena 

pomocí enzymu pvull (Obrázek 19). Endonukleasa pvull štěpí prázdný donorový vektor 

ve třech specifických místech za vzniku tří fragmentů o velikostech: 2217 bp, 1942 bp, 

602 bp; pozitivní klon obsahující gen zájmu je endonukleasou štěpen rovněž ve třech 

místech za vzniku fragmentů o velikostech: 1942 bp, 965 bp, 576 bp. Po restrikčním 
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štěpení byla provedena elektroforetická separace. Všech 11 kolonií bylo pozitivních. Jako 

kontrola byl štěpen prázdný donorový vektor. 

Obrázek 19: Reštrikční štěpení produktu BP rekombinační reakce endonukleasoupvull. D N A 
izolovaná z pozitivních kolonií byla enzymem štěpena na tři fragmenty o velikostech 1942 bp, 
965 bp, 576 bp. Jako kontrola byl reštrikčné štěpen prázdný donorový vektorpDONR™221 za 
vzniku tří fragmentů o velikostech 2217 bp, 1942 bp, 602 bp. 

Dalším krokem byla příprava finálního vektoru pomocí tř íkomponentové rekombinační 

reakci mezi destinačním vektorem pB7m34GW a třemi vektory: pDONR221 P1-P4 

nesoucím promotor 35S C-MV, B P reakcí připraveným pDONR221: :MtCSD2 a vektorem 

pDONR221 P3-P2 nesoucím eGFP se stopkodonem. Po rekombinaci byla provedena 

transformace reakční směsy do kultury E. coli (One Shot TOP 10). 

Opět byla provedena selekce na pevném L B médiu, tentokrát obsahujícím antibiotikum 

spektinomycin. By lo detekováno 11 kolonií, které byly dále kultivovány v tekutém L B 

médiu. Z kultur byla izolována a purifikována plasmidová D N A . 

Pro reštrikční štěpení byl nejprve zvolen taktéž enzym pvull (Obrázek 20), jako kontrola 

byl použit nerekombinovaný destinační vektor. Tato endonukleasa štěpí destinační vektor 

i expresní vektor na dva fragmenty mající velice podobné velikost (velikost fragmentů 

destinační ho vektoru: 8464 bp, 1481 bp; velikost fragmentů expresního vektoru: 8745 bp, 

2370 bp). B y l a zavržena možnost přítomnosti buněk transformovaných 

nerekombinovaným destinačním vektorem, vzhledem k tomu, že nerekombinovaný 

destinační vektor obsahuje gen ccdB pro negativní selekci. Jako pozitivní byly 

selektovány 3 vzorky označené čísly 2, 5, 11. 
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Obrázek 20: Reštrikční štěpení produktu L R rekombinační reakce endonukleasou pvull. D N A 
izolovaná z pozitivních kolonií by měla být enzymem štěpena ve dvou pozicích za vzniku 
fragmentů o velikostech 8745 bp, 2370 bp. Jako kontrola byl enzymem pvull štěpen prázdný 
destinační vektor pB7m34GW za vzniku dvou fragmentů o velikostech 8464 bp, 1481 bp. Jako 
pozitivní byly vyhodnoceny 4 vzorky - 2,4,5,11. 

Pro verifikaci rekombinace bylo provedeno druhé reštrikční štěpení (Obrázek 21). B y l a 

zvolena endonukleasa Ndel štěpící destinační vektor na 3 fragmenty o velkostech: 

3807 bp, 3649 bp, 2489 bp; expresní vektor na 5 fragmentů o velikostech: 3649 bp, 

2489 bp, 1982 bp, 1866 bp 1126 bp. B y l y štěpeny pouze 3 dříve selektované pozitivní 

vzorky a jako kontrola byl štěpen prázdný destinační vektor. Vzhledem k tomu, že 

velikost fragmentů 1982 bp a 1866 bp je velmi podobná, nebylo možno během 

elektroforetické separace v 1% agarosovém gelů rozlišit pásy odpovídající těmto dvěma 

fragmentům, tyto pásy splynuly a jeví se jako jeden pás. Pomocí druhého restrikčního 

štěpení byla potvrzena správnost přípravy konstruktu 35S::MtCSD2:GFP. Pro úplné 

ověření byl výsledný konstrukt odeslán k sekvencování v komerční firmě. Výsledky 

potvrdily přítomnost připravovaného konstruktu. 

Obrázek 21: Reštrikční štěpení produktu L R rekombinační reakce endonukleasou Ndel. D N A 
izolovaná z pozitivních kolonií by měla být enzymem štěpena v pěti pozicích za vzniku fragmentů 
o velikostech 3649 bp, 2489 bp, 1982 bp, 1866 bp 1126 bp. Jako kontrola byl enzymem Ndel 
štěpen prázdný destinační vektor pB7m34GW za vzniku tří fragmentů o velikostech 3807 bp, 
3649 bp, 2489 bp. Bylo potvrzeno, že 3 vzorky - 2,4,5 jsou pozitivní. 
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Připravený konstrukt 35S::MtCSD2:GFP byl transformován do bakteriální kultury 

A. tumefaciens (kmen GV3101). 

4.1.3.3 Mikroskopická analýza konstruktu 35S::MtCSD2:GFP 
Pro validaci funkčnosti konstruktu byla provedena transientní transformace listů 

N. benthamiana pomocí získané bakteriální kultury A. tumefaciens (kmen GV3101) 

nesoucí 35S::MtCSD2:GFP konstrukt. Připravená bakteriální kultura byla pomocí 

injektáže infiltrovaná do listů N. benthamiana a přítomnost flurescence M t C S D 2 - G F P 

proteinu byla detekována pomocí konfokální mikroskopu (Obrázek 22). Nejvyšší 

akumulace transgenního proteinu během mikroskopické analýzy byla zaznamenána třetí 

den od provedení injektáže. 

Obrázek 22: Mikroskopická analýza konstruktu 35S::Mt:CSD2:GFP transformovaného 
transientní transformací do listu Nicotiana benthamiana. A - zelený fluorescenční signál 
konstruktu; B - snímek zachycující kolokalizaci signálů zeleného fluorescenčního proteinu a 
autofluorescence chlorofylu; C - signál autofluorescence chlorofylu v chloroplastech. Zvětšení 
použitého objektivu - lOx. Velikost měřítka 20 \xm. 
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Fluorescenční signál byl detekován v cytoplazmě, v okolí plazmatické membrány a v 

chloroplastech. Silný signál byl přítomenv okolí jaderné membrány. Slabší signál byl 

detekován v jádře, nebyla pozorována přítomnost signálu v jadérku . By lo možné 

pozorovat překryv zeleného fluorescenčního signálu s červeným fluorescenčním 

signálem chlorofylu, který je součástí fotosyntetického aparátu chloroplastů (Obrázek 23), 

což povrzuje chloroplstovou lokalizaci proteinu. Z výřezu je patrné, že transgenní protein 

je akumulován ve stromulech chloroplastu (Obrázek 23D). Jedná se o dynamickou 

strukturu chloroplastu, tubuly jejichž obsah je vyplněn stromou. Z tohoto je možno 

usoudit, že transgen je exprimován konkrétně ve stromatu chloroplastů, nikoliv 

v thylakoidní membráně. 

Obrázek 23: Mikroskopická analýza konstruktu 35S::Mt:CSD2:GFP se zaměřením na detail 
ve stromě chloroplastu. A - zelený fluorescenční signál konstruktu; B - snímek zachycující 
kolokalizaci signálů zeleného fluorescenčního proteinu a signálu autofluorescence chlorofylu 
v chloroplastech; C - signál autofluorescence chlorofylu; D - detail kolokalizace signálů 
konstruktu a signálu chlorofylu, na detailu jsou stromuli označeny šipkou. Zvětšení použitého 
objektivu - 20x. Velikost měřítka 20 wn. 

N a fotografii je patrný zelený fluorescenční signál v buněčném jádře, silná akumulace 

signálu byla v okolí jaderné membrány (Obrázek 24). Okolo buněčného jádra je možno 

pozorovat kolokalizaci zeleného a červeného fluorescenčního signálu v chloroplastech 

(Obrázek 24D). 
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Obrázek 24: Mikroskopická analýza konstruktu 35 S::Mt:CSD2:GFP se zaměřením na lokalizaci 
v jádře a ve stromě chloroplastu. A - zelený fluorescenční signál konstruktu; B - snímek 
zachycující kolokalizaci signálů zeleného fluorescenčního proteinu a signálu autofluorescence 
chlorofylu v chloroplastech; C - signál autofluorescence chlorofylu; D - detail zachycující 
lokalizaci signálu konstruktu v jádře, jádro je obklopeno chloroplasty, v nichž je pozorována 
kolokalizace signálů. Zvětšení použitého objektivu - 20x. Velikost měřítka 20 \xm. 

Výsledky mikroskopické analýzy potvrdily predikovanou lokalizaci M t C S D 2 

v chloroplastu. Překvěpivě byl tento protein lokalizován i okolí jaderné membrány a 

v samotném jádře. 
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5 Diskuse 
5 nárůstem lidské populace se zvyšují nároky na množství vyprodukované potravy a 

zároveň se zvyšují nároky na životní prostor na úkor zemědělské půdy. Klimatické změny 

negativně ovlivňují kvalitu úrody hospodářských plodin. Abychom však mohli zvýšit 

odolnost rostlin vůči stresu a produkci hospodářských plodin, je třeba nejprve popsat 

genetickou výbavu rostlin a porozumět fungování rostlin na buněčné úrovni. Moderní 

biotechnologické postupy a genové inženýrtsví by mohly být v budoucnu použity 

k vylepšení vlastností stávajících polnohospodářsky využívaných odrůd nebo pro tvorbu 

odrůd zcela nových. Z těchto důvodů je studium mechanismů funkce rostlinných buněk 

a genů důležité pro budoucnost lidstva (Varshney et al., 2011). Systém antioxidační 

obrany rostlin je jedním z nepostradatelných mechanismů, které rostlinám umožňují 

vyrovnávat se s buněčným stresem, doposud však existují aspekty fungování tohoto 

systému, které nebyly objasněny (Dreyer & Schippers, 2019). Jedním z ne zcela 

objasněných témat je enzymatická antioxidační obrana rostlin M truncatula a M sativa 

a to především samotné SOD. 

SOD jsou skupinou antioxidačních enzymů, jejichž hlavní funkcí je katalýza 

dismutace - chemické reakce během níž je vysoce reaktivní O2" přeměněn na méně 

reaktivní a méně cytotoxickou molekulu H2O2 (Pilon et al., 2011). O2" je jednou 

z nejčastěji produkovaných R O S (Landis & Tower, 2005). U rostlin je O2" produkován 

zejména během světelné fáze fotosyntézy fotosystémem I (Asada et al., 1974). O2" a 

ostatní molekuly R O S jsou zapojeny do buněčné signalizace, zároveň při zvýšené 

akumulaci poškozují celulární struktury, což vede k buněčnému stárnutí. Enzymatická 

rodina SOD byla evolučně konzervována je přítomna, jak u primitivních organismů jako 

jsou bakterie, tak je i přítomna u vyšších organismů jakými jsou živočichové a rostliny. 

Je rozšířen názor, že SOD jsou přítomny ve všech buňkách, které mají schopnost aerobně 

metabolizovat. SOD jsou centrálními regulátory rezistence vůči oxidativnímu stresu, 

který je u rostlin vyvolán působením abiotických stresorů (Bannister et al., 1991; Dreyer 

6 Schippers, 2019). 

M ě ď je esenciálním mikronutrientem pro vývoj a růst rostlin, z důvodu toho že je vázána 

ve formě kofaktoru ve struktuře řady metaloproteinů, nicméně ve zvýšeném množství je 

měď pro rostlinné buňky taktéž toxická. Při nadměrné akumulaci mědi dochází k narušení 

elektronového transportu v průběhu fotosyntézy (Yruela, 2005). Udržování homeostáze 

mědi v rostlinných buňkách je u A. thaliana zprostředkováno mimo j iné i prostřednictvím 
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transkripčního faktoru SPL7. V minulosti byla prokázána regulace exprese SOD u A. 

thaliana v závislosti na dostupnosti mědi, transkripčním faktorem SPL7, který je 

exprimován v podmínkách nedostatku mědi. SPL7 se u A. thaliana váže do promotorové 

oblasti miR398 a isoformy FSD1, čímž je spuštěna exprese těchto genů. Tato miR398 

degraduje mRNAplas t idových i cytosolických C S D , díky čemuž dochází postranskripčně 

k snížení míry exprese těchto isoforem. Při podmínkách nedostatku mědi dochází ke 

zvýšení exprese FSD1 a naopak k potlačení exprese CSD izoforem u A. thaliana 

(Yamasaki et al., 2009). 

Předmětem biochemické části mé bakalářské práce bylo popsat vztah mezi dostupností 

mědi a aktivitou a abundancí isoforem SOD u M truncatula a popsat jednotlivé isoformy 

na základě inhibičních analýz. Pro tuto část práce byla klíčovým krokem optimalizace 

přípravy M S média ze zásobních roztoků, které měly stejné složení makroelementů a 

mikroelementu jako komerčně dostupné M S soli. M S médium bylo připravováno ručně 

ze zásobních roztoků zejména z toho důvodu, aby mohla být regulována úroveň 

dostupnosti mědi v kultivačních médiích. Pomocí inhibičních analýz za využití dvou 

inhibitorů - H2O2 a K C N byly identifikovány během analýzy aktivit SOD metodou 

N A T I V E P A G E pásy odpovídající jednotl ivým SOD isoformám u M. truncatula a 

M. sativa. Identifikace isoforem M. truncatula touto metodou byla v souladu 

s identifikací, která byla provedena v práci (Esteban et al., 2016). 

V minulosti bylo zjištěno, že u M. sativa došlo k narušení regulace exprese FSD1 

prostřednictvím SPL7 v závislosti na dostupnost mědi (Hanáková, 2022). V této 

předložené práci byla porovnána abundance a aktivita SOD u A. thaliana, M. sativa, 

M. truncatula v podmínkách různé dostupnosti mědi ( 0 , 0 l u M ; 0,1 u M ; 2uM). 

Prostřednictvím biochemických metod bylo zjištěno, že u M truncatula, stejně jako u 

M. sativa, zůstává aktivita a abundance FeSOD s měnící se koncentrací mědi konstantní. 

U M truncatula rovněž došlo k narušení regulace exprese FSD1 transkripčním faktorem 

SPL7. Bioinformatickou analýzou byly charakterizovány v genomu M. truncatula dva 

geny proFeSOD (Song et al., 2018), jetedy pravděpodobné že ortologní gen odpovídající 

FSD1 z A. thaliana nebyl v genomech M. sativa a M. truncatula zachován, čímž byla 

narušena tato regulace. Z analýz bylo nicméně patrné, že regulace exprese Cu/ZnSOD 

prostřednictvím SPL7 narušena nebyla, neboť byl u těchto isoforem pozorován gradient 

zvyšující se aktivity a abundance v souladu se zvyšující se koncentrací mědi. 
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Pro ověření predikce subcelulární lokalizace proteinu M t C S D 2 byl připraven konstrukt 

35S::MtCSD2:GFP, j ehož funkčnost byla ověřena pomocí transientní transformace do 

mezofylních buněk listů N. benthamiana. Během mikroskopické analýzy byl G F P signál 

detekován v cytoplazmě, ve stromatu chloroplastu a taktéž v jádře a v okolí jaderné 

membrány. Lokalizace tohoto proteinu v jádře bylo zajímavým zjištěním. Ve 

všeobecnosti se o jaderné funkci SOD ví velmi málo. Nicméně u lidské a kvasinokové 

Cu/ZnSOD byla její role v regulaci genů v odpovědi na indukovaný stres (Tsang et al., 

2014). Pro potvrzení přesné lokalizace a role M t C S D 2 bude připravený konstrukt použit 

pro stabilní transformaci M. truncatula. Tato získaná linie by mohla následně sloužit jako 

základ pro pochopení role M t C S D 2 u této rostliny. 
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6 Závěr 
Z a účelem pochopení regulace SOD u M truncatula a M sativabyly kultivovány rostliny 

M. truncatula a M. sativa na M S médiu manuálně připravovaném ze zásobních roztoků 

s modifikovaným obsahem mědi ( 0 , 0 l u M ; 0,1 u M ; 2 u M koncentrace C u 2 + ) . Za účelem 

biochemické analýzy byly získaný proteinové extrakty z rostlin kultivovaných při 

podmínkách různé dostupnosti mědi a metodou N A T I V E P A G E byla provedena analýza 

stanovení aktivit j ednolivých SOD. By lo zjištěno, ž e u M truncatula není aktivita FeSOD 

ovlivňována dostupností mědi, stejně jako u M. sativa. Naopak u M. truncatula a 

M. sativa byl pozorován trend nárůstu aktivit Cu /ZnSOD s rostoucí dostupností mědi. Pro 

identifikaci jednotlivých pásů SOD byla provedena analýza stanovení aktivit SOD 

s využitím inhibitorů K C N a H2O2. Díky této analýze byly popsány pásy odpovídající 

jednotl ivým SOD isoformám u M. truncatula. Dále byla pomocí imunolokalizace 

metodou Western-blot detekována abundance FeSOD a Cu/ZnSOD u rostlin 

M. truncatula a M sativa. Při detekci FeSOD u M truncatula bylo zjištěno, že s měnící 

se dostupností mědi zůstává abundance těchto isoenzymů konstatní, stejně jako je tomu 

u M. sativa. Během detekce Cu/ZnSOD M. truncatula byl pozorován gradient rostoucí 

abundance Cu/ZnSOD s rostoucí koncentrací mědi. Z biochemických analýz vyplývá, že 

během evoluce u M truncatula došlo pravděpodobně ke ztrátě genu homolognímui^SDi 

z A. thaliana a kvůli tomu tedy došlo k narušení regulace exprese FeSOD transkripčním 

faktorem SPL7. Narušení této regulace u M. sativa bylo j iž dřivě popsáno v práci 

(Hanáková, 2022). Regulace exprese Cu/ZnSOD prostřednictvím SPL7 byla u rostlin 

M. truncatula a M sativa zachována. 

V části práce zaměřené na genové inženýrství byl pomocí technologie MultiSite 

Gateway® připraven konstruktu 35S::MtCSD2:GFP. Tento konstrukt byl připraven za 

účel potvrzení predikované lokalizace proteinu M t C S D 2 v chloroplastech buněk. Pro 

přípravu tohoto konstruktu bylo však třeba nejprve izolovat c D N A rostliny M. truncatula. 

Správnost rekombinačních reakcí byla potvrzena restrikčními štěpeními a sekvenací. 

Připravený konstrukt byl transientně transformován do listu N. benthamiana. Během 

mikroskopické analýzy byl zelený fluorescenční signál detekován v stromě chloroplastu, 

cytoplazmě, v okolí cytoplazmatické membrány, v buněčném jádře a okolo buněčné 

membrány. B y l a tedy povržena predikovaná lokalizace M t C S D 2 v chloroplastech pomocí 

experimentálních přístupů. 
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8 Seznam použitých zkratek 
O2 singletní kyslík 

A B A kyselina abscisová 

A P X akorbát peroxidasa 

B S programovaná buněčná smrt 

C A T katalasa 

C B L 4 C A L C I N E U R I N B - L I K E C A L C I U M S E N S O R 4 

C C S C u chaperon for SOD; C C S 

CIPK26 C B L 4 - I N T E R A C T I N G P R O T E I N K I N A S E 26 

COPT1 Copper transporter 1 

Col-0 Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia 

CPN20 C H A P E R O N I N 2 0 

CSD1-4 superoxiddismutasa 1-4 obsahující měď a zinek 

Cu/ZnSOD superoxiddismutasa obsahující měď a zinek 

D H A dehydroaskorbát 

D H A R dehydroaskorbátreduktasa 

Dpi dny po inokulaci 

E T ethylen 

FeSOD superoxiddismutasa obsahující železo 

F R 0 3 Ferric chelate reductase 

F S D l - 3 superoxiddismutasa 1-3 obsahující železo 

G F P Zelený fluorescenční protein 

G P X glutathion peroxidasa 

G R glutathionreduktasa 

G S H glutathion 

G S S G disulfidická forma glutathionu 

H2O2 peroxid vodíku 

HO2 hydroxyperoxylový radikál 

H P C A 1 H2O2-1NDUCED C a 2 + I N C R E A S E S 1 

J A kyselina jasmonová 

M A P K M I T O G E N A C T I V A T E D P R O T E I N K I N A S E 

M D A monodehydroaskorbát 
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M E S Draselná sůl kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové 

M n S O D superoxiddismutasa obsahující mangan 

M S Murashige a Skoog médium 

M S D 1 - 2 superoxiddismutasa 1-2 obsahující mangan 

N A T I V E - P A G E elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za nativních podmínek 

N B T Chlorid nitrotetrazoliové modři 

N i S O D superoxiddismutasa obsahující nikl 

N P Q nefotochemické zhášení 

O H hydroxylový radikál 

ONOO" peroxynitrit 

O N O O H kyselina peroxydusitá 

OSTÍ O P E N S T O M A T A 1 

P O X peroxidasy 

PSI fotosystém I 

P S U fotosystém II 

P T M posttranslační modifikace 

P V D F polyvinyliden difluoridová membrána 

R B O H R E S P I R A T O R Y B U R S T O X I D A S E H O M O L O G 

R N S reaktivní forma dusíku 

R O O Peroxylový radikál 

R O S reaktivní formy kyslíku 

S A kyselina salicylová 

SDS Dodecylsíran sodný 

S D S - P A G E elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za přítomnosti 

dodecylsíranu sodného 

SOD superoxiddismutasa 

sodA cytoplazmatická superoxiddismutasa Sinorhizobium meliloti 

SPL S Q U A M O S A promoter-binding protein-like 

SPL7 S Q U A M O S A promoter-binding protein-like7 

ti/2 poločas rozpadu 

T B S - T Tris buffer saline s přídavkem Tween 20 

T E M E D N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin 
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V D E violaxanthin de-epoxidasa 

X O xanthinoxidasa 

Y S L 2 metal-nicotianamine transporter 

ZIP2 ZRT, IRT-like proteins 
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