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vyhodnocení růstových parametrů. 

   

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 



11 
 

1 Úvod 

Kaskády mitogenem aktivovaných proteinkinas (MAPK) tvořící signální soustavy, jsou 

součástí všech eukaryotních organismů. U rostlin MAPK sehrávají důležitou roli 

v regulaci růstu a vývoje, jsou také zapojeny do imunitních a stresových odpovědí 

(Rodriguez et al., 2010; Bigeard a Hirt, 2018; Komis et al., 2018). Nástroje reverzní 

genetiky byly při pokusech o odhalení abnormálních fenotypů u rostlin nesoucích mutaci 

v genech kódujících MAPK ve většině případů neúspěšné. Reverzní genetická analýza u 

Arabidopsis obecně zahrnuje analýzu mutantní linie, ve které gen zájmu nese známou 

mutaci (Bolle et al., 2011). Mutantní linie Arabidopsis je možné získat skrz veřejně 

dostupné T-DNA kolekce nebo tzv. TILLING populace (Alonso et al., 2003; Till et al., 

2003). Následně dochází k pozorování mutantní linie za účelem zjištění, zda daná 

mutantní linie vykazuje fenotypové odlišnosti od rostliny divokého typu. Povaha 

abnormálního fenotypu může poskytnout důležité informace nezbytné pro pochopení 

funkce mutantního genu. Nicméně je poměrně běžné, že linie jednoduchých mutantů 

nevykazují zjevné fenotypové odlišnosti ve srovnání s rostlinami divokého typu. 

Provedené analýzy indikují, že pouze 2400 genů u Arabidopsis vykazuje abnormální 

fenotyp v případě, že je narušena jejich sekvence (Lloyd a Meinke, 2012), což je méně 

než 10 % z asi 27 000 genů kódujících proteiny v genomu Arabidopsis (Swarbreck et al., 

2008). Jednou ze strategií pro odhalení funkce genu v případech, kdy se u jednoduchého 

mutanta neprojevuje abnormální fenotyp, je provedení systematického screeningu 

případných genových interakcí, kterému předchází vytvoření dvojitých mutantů z velké 

sbírky linií jednoduchých mutantů (Su a Krysan, 2016). Následně se hledají možné 

genetické interakce, které jsou definovány jako případy, kdy dvojitý mutant nese fenotyp, 

který nemůže být jednoduše vysvětlen fenotypy jednoduchých mutantů, jež tvoří 

dvojitého mutanta (Boone et al., 2007; Phillips, 2008; Gao et al., 2010).  Jak již bylo 

zmíněno, většina genů u Arabidopsis nevykazuje v případě mutace abnormální fenotyp. 

Pro takto malá množství abnormálních fenotypů existují různá vysvětlení, 

pravděpodobným důvodem je funkční redundance (více genů ovlivňuje stejné znaky, a 

tak případná nefunkčnost jednoho z genů není znát) nebo překrývající se signální dráhy 

(geny patřící do signálních drah regulují stejný biologický proces). Dalším důvodem 

může být i skutečnost, že abnormální fenotypy se projeví až v situaci, kdy je rostlina 

pěstována za specifických podmínek (abiotické stresy) (Lloyd a Meinke, 2012).  
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2 Současný stav řešené problematiky 

2.1 Arabidopsis thaliana – Huseníček rolní 

A. thaliana je malá dvouděložná rostlina, která patří do čeledi Brassicaceae a je rozšířena 

na několika kontinentech – v Evropě, Asii a Severní Americe. Jedná se o nejvíce 

studovanou kvetoucí rostlinu a jednu z nejdůležitějších modelových rostlin v biologii 

rostlin (Meinke et al., 1998).        

 A.thaliana byla původně zvolena jako modelový organismus z důvodu užitečnosti pro 

genetické experimenty, identifikaci genů a determinace jejich funkce. Důležitými 

vlastnostmi této rostliny je krátká generační doba, malá velikost, poměrně snadné 

podmínky pro její pěstování a produkce semen samoopylením (Koornneef a Meinke, 

2010). Životní cyklus této rostliny zahrnující klíčení semen, vytvoření růžice, vybíhání 

hlavního stonku a zrání semen trvá asi 6 týdnů. Jedna rostlina je schopna vyprodukovat 

až 5000 semen. Semena jsou asi 0,5 mm dlouhá a jsou uložena v pukavých šešulích, listy 

rostou v přízemní růžici a jsou pokryty trichomy (Meinke et al., 1998). 

 Sekvenování genomu Arabidopsis bylo ukončeno v roce 2000. Analýzou genové 

sekvence bylo zjištěno, že velikost genomu Arabidopsis činí 5 chromozomů, 125 Mb, 

obsahuje 25 948 genů kódujících proteiny z 11 000 různých rodin. V průběhu evoluce 

genomu došlo k duplikaci celého genomu, ke ztrátám genů a také k rozsáhlým lokálním 

genovým duplikacím (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). The Arabidopsis 

Information Resource (TAIR) je databáze obsahující genetická a molekulárně biologická 

data pro tento modelový organismus. Databáze obsahuje kompletní genomovou sekvenci 

společně se strukturou jednotlivých genů nebo genomové mapy (arabidopsis.org – 

TAIR).           

 Od doby zveřejnění celého genomu Arabidopsis dochází k jeho podrobným, 

zpřesňujícím studiím (Swarbreck et al., 2008). Nejnovější analýzou sekvence genomu 

bylo zjištěno, že obsahuje 27 655 genů kódujících proteiny (Cheng et al., 2017).  
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2.2 Mitogenem aktivované proteinkinasy 

Komunikace u eukaryot mezi buňkami navzájem a mezi buňkou a prostředím zahrnuje 

receptory na povrchu buněk. Receptorová vazba ligandů nebo vnímání podnětu 

z prostředí spouští fosforylaci proteinů, univerzální signální mechanismus zapojený do 

téměř všech fundamentálních buněčných procesů (Pawson a Scott, 2005; Wang et al., 

2007b).           

 MAPK signální dráhy jsou multienzymové komplexy, které jsou u eukaryot vysoce 

konzervovány. U rostlin, které jsou sesilními organismy, hrají tyto signální dráhy 

důležitou roli při adaptaci (Colcombert a Hirt, 2008; Rodriguez et al., 2010). Každá 

MAPK kaskáda je složena ze souboru tří sekvenčně působících proteinkinas. Obecné 

fungování MAPK je popsáno tak, že receptory na plasmatické membráně aktivují MAP 

kinasy kinasy kinasy (MAP3K, MAPKKK nebo MEKK). Probíhá sekvenční fosforylace, 

aktivované MAP3K aktivují MAP kinasy kinasy (MAP2K, MAPKK nebo MKK), které 

aktivují MAP kinasy (MAPK nebo MPK). MAPK se poté zaměřují na různé efektorové 

proteiny v cytoplasmě nebo jádře, což mohou být další kinasy, enzymy nebo transkripční 

faktory (Khokhlatchev et al., 1998; Rodriguez et al., 2010; Šamajová et al., 2013b) 

(Obr. 1). MAP3K jsou serinové nebo threoninové kinasy, které fosforylují MAP2K na 

konzervovaném S/T-X3-5-S/T (serin/threonin-X-serin/threonin; X je jakákoliv jiná 

aminokyselina) motivu (Chang a Karin, 2001). MAPK jsou aktivovány dvojí fosforylací 

threonin-X-tyrosinového (TXY) motivu v rámci svého aktivačního místa, které má dvojí 

specificitu (Rodriguez et al., 2010). Formace a integrita specifické MAPK kaskády může 

být zprostředkována kosterními proteiny nebo sdílenými „docking“ doménami 

(Whitmarsh a Davis, 1998; Takekawa et al., 2005; Šamajová et al., 2013b).   

 Interakce mezi MAPK a MAP2K vyžaduje takzvanou D-doménu nebo kinásový 

interakční motiv proximální k N-konci MAP2K a komplementární CD-doménu 

k příbuzné MAPK (Dóczi et al., 2012). D-domény je také možno nalézt u dalších 

interakčních partnerů MAPK jako jsou kosterní proteiny, substráty MAPK, protein 

tyrosinové fosfatasy a 2C fosfatasy (Bhattacharyya et al., 2006).  
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Obrázek 1 – Schématické zobrazení MAPK kaskády tvořené MAP3K, MAP2K a MAPK. Po 

zachycení stimulu z extracelulárního prostoru na cytoplazmatické membráně dochází k aktivaci 

jednotlivých složek MAPK kaskády pomocí fosforylace (P), hydrolýzou ATP. MAP3K a 

MAP2K jsou fosforylovány na serinových nebo threoninových zbytcích (S/T), MAPK jsou 

aktivovány dvojitou fosforylací na T-X-Y motivu (threonin-X-tyrosin; X je jakákoliv jiná 

aminokyselina), na konci tohoto procesu je buněčná odpověď.  

 

Deaktivace a regulace MAPK aktivity je řízena tyrosin- a serin/threonin- specifickými 

fosfatasami (Luan, 2003; Bartels et al., 2010). Dvě třídy enzymů z první skupiny – tyrosin 

specifické fosfatasy (PTPs) a fosfatasy s duální specificitou (DSPs) regulují intenzitu a 

trvání signálů skrz MAPK kaskády (Luan, 2003). U rostlin je fosforylace threoninu nutná 

pro aktivaci MPK4 u Arabidopsis a inaktivace je řízena PTP1 (Huang et al., 2000). DSP 

MKP1 je negativní regulátor MAPK v odpovědi na vystavení UV záření a genotoxický 

stres a pletiva vegetativních orgánů mkp1 mutanta jsou více rezistentní k zasolení (Ulm 

et al., 2002). PP2C fosfatasy jsou podskupinou serin/threonin- specifických fosfatas 

(Rodriguez et al., 2010).        

 V genomu Arabidopsis thaliana se nachází přibližně 80 genů kódujících MAP3K, 10 

genů kódujících MAP2K a 20 genů kódujících MAPK (arabidopsis.org - TAIR). Tyto 

MAPK mohou potenciálně tvořit velké množství kombinací MAPK kaskád, které mohou 

vykonávat řadu různých funkcí. Nicméně fenotypy jednoduchých mutantů (např. mpk4), 

dvojitých mutantů (např. mpk3mpk6, mkk4mkk5) a trojitých mutantů (např. 

anp1anp2anp3) naznačují, že komponenty v každé úrovni kaskády jsou velmi specifické 
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a nemohou být nahrazeny jinými homology (Xu a Zhang, 2015).   

 MAPK kaskády jsou zapojeny do hormonálních odpovědi a odpovědí na stres (Sinha 

et al., 2011; Liu, 2012; Smékalová et al., 2014a), do regulace buněčného dělení, růstu, 

diferenciace a programované buněčné smrti (Franklin-Tong a Gourlay, 2008; Müller et 

al., 2010; Sasabe a Machida, 2012). MAPK kaskády jsou také zapojeny do 

gametogeneze, embryogeneze a oplodnění (Xu a Zhang, 2015; Komis et al., 2018). 

ANP1/ANP2/ANP3 (MAP3K) – ortologové NPK1 u tabáku jsou u Arabidopsis vysoce 

exprimovaní v pletivech s probíhajícím buněčným dělením a jsou také zapojeni do 

cytokineze spolu s MKK6/ANQ1 a MPK4 (Krysan et al., 2002; Takahashi et al., 2010; 

Kosetsu et al., 2010; Zeng et al., 2011). MAPK hrají také nezbytnou roli ve vývoji 

prašníků (Bush a Krysan, 2007; Hord et al., 2008), pylu (Chaiwongsar et al., 2006; Zeng 

et al., 2011; Guan et al., 2014) a vývoji semen (Duan et al., 2014; López-Bucio et al., 

2014). Signalizace v důsledku aktivace MAPK může vést k přímým subcelulárním 

změnám, jako remodelace cytoskeletu fosforylovanými substráty asociovanými 

s cytoskeletem (Limmongkon et al., 2004; Chang a Nick, 2012; Šamajová et al., 2013b). 

Aktivovaná MAPK může fosforylovat různé cytoplazmatické a jaderné cíle jakými jsou 

iontové transportéry, cytoskeletální proteiny a transkripční faktory (Beck et al., 2010; Yu 

et al., 2010; Beck et al., 2011; Sasabe et al., 2011; Ishihama a Yoshioka, 2012).  

 Použití moderních metod molekulární biologie (např. dvouhybridní kvasinkový 

screening) a proteomiky (např. fosfoproteomika) umožnilo identifikovat mnoho 

potenciálních substrátů MAPK, z nichž mnozí hrají důležitou roli právě při růstu a vývoji 

rostlin (Komis et al., 2018).  Příkladem může být protein 65 asociovaný s mikrotubuly 

(MAP65), který je nezbytný pro stabilitu anafázového dělícího vřeténka v průběhu 

cytokineze. MAP65 je cílovým proteinem kaskády NPK1-NQK1-NRK1 u tabáku 

(Sasabe et al., 2006b; Smertenko et al., 2006).     

 Z detailních studií vyplynulo, že multifunkčnost a různá lokalizace MAPK signalizace 

umožňují MAPK interagovat s mnoha proteiny, vyměňovat MAP3K a MAP2K partnery 

(Mok et al., 2010; Dóczi et al., 2012; Singh et al., 2012; Sörensson et al., 2012) a 

selektivně vybírat substráty (Sörensson et al., 2012; Garai et al., 2012).  

2.2.1 MAPK a vývoj rostlin 

Bylo zjištěno, že několik stresem aktivovaných MAPK a jejich aktivátorů z řad MAP2K 

a MAP3K je také zároveň zapojeno do regulace různých rostlinných vývojových procesů. 

Například SIMK (stresem indukovaná MAPK) u Medicago sativa je nejen aktivována 
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různými biotickými a abiotickými stresy (Jonak et al., 1996; Bögre et al., 1997), ale 

společně s aktinovým cytoskeletem je zapojena do formace a vývoje kořenových vlásků 

(Šamaj et al., 2002). U Arabidopsis jsou MAP3K – ANP2/3 zapojeny do posledního 

stádia buněčného dělení, cytokineze (Krysan et al., 2002). U MPK4, jejímž aktivátorem 

je ANP2/3 bylo zjištěno, že je esenciální pro rostlinnou cytokinezi (Kosetsu et al., 2010; 

Beck et al., 2011). Dobrým příkladem vývojového procesu, který je kontrolován MAPK 

dráhami je vývoj průduchů. U Arabidopsis se tato kaskáda skládá z YODA, 

MKK4/MKK5 a MPK3/MPK6 (Bergmann et al., 2004; Wang et al., 2007a; Lampard et 

al., 2009). YODA mutantní rostliny (yda1, ΔNyda1) mají zvýšenou hladinu auxinu a 

vykazují abnormální buněčné dělení v primárních a laterálních kořenech a také odlišnou 

subcelulární lokalizaci MPK6 a MAP65-1. MPK6 mutant mpk6-4 má fenotyp kořene 

podobný yda1, což demonstruje důležitost MPK6 v napojení na YODA. YODA a 

MAPK6 jsou zapojeny do postembryonálního vývoje kořene skrz mechanismus 

regulující buněčné dělení a organizaci mitotických mikrotubulů, tento mechanismus je 

závislý na auxinu (Smékalová et al., 2014b). Specifická aktivace rostlinných MAPK je 

koordinována se specifickými stádii během buněčného dělení. Například MMK3 u 

vojtěšky a Ntf6 u tabáku jsou lokalizovány v rovině buněčného dělení a stávají se 

aktivními během mitózy (Calderini et al., 1998; Bogre et al., 1999).  

2.2.2 MAPK a hormony 

MAPK kaskády hrají také důležitou roli nejen v odpovědích na stres a vývoj rostlin, ale 

také v signalizaci hormonů u rostlin (Jonak et al., 2002; Nakagami et al., 2005). Rostlinné 

hormony zprostředkovávají odpovědi na stres společně se signálními molekulami (Fujita 

et al., 2006; Santner a Estelle, 2009). Mezi stresovými hormony jsou ethylen a kyselina 

jasmonová (JA) esenciální pro determinaci rostlinného obranného mechanismu proti 

různým stresovým podmínkám a patogenům. U Arabidopsis je známo, že JA aktivuje 

MKK3-MPK6 kaskádu. Genetická analýza využila mutanty MKK3-MPK6 kaskády a 

bylo zjištěno, že aktivace této dráhy JA negativně regulovala transkripční faktor AtMYC 

(pozitivní regulátor JA indukované genové exprese), tím pádem došlo k ovlivnění JA-

závislé genové exprese a zároveň k inhibici růstu kořene (Takahashi et al., 2007). Bylo 

také zjištěno, že MAPK fosfatasa AP2C1 u Arabidopsis reguluje aktivitu MAPK a 

zároveň množství JA. AP2C1 regulovala přenos signálu (vzniklého poraněním rostliny) 

skrz defosforylaci MPK4 a MPK6 (Schweighofer et al., 2007). Studie odhalily, že 

auxinová signalizace je zprostředkován MAPK dráhami zahrnujícími NPK1 (MAP3K) 
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v tabáku (Kovtun et al., 1998) a ANP1 (ortholog NPK1) u Arabidopsis (Kovtun et al., 

2000). V nedávné době byl také identifikován nový negativní regulátor auxinové 

signalizace – MPK12, která zároveň slouží jako substrát MAPK fosfatase zvané IBR5 

(Lee et al., 2009b). Ethylen hraje důležitou roli nejen při odpovědi rostlin na různé 

biotické a abiotické stimuly, ale také v růstu a vývoji rostlin (Wang et al., 2002). Je to 

důležitý hormon, který je rychle indukován v odpovědi na různé stresové podněty jako je 

ozón, poranění rostliny nebo útok býložravců. Rostliny v takovýchto případech produkují 

vyšší hladiny ethylenu, což ovlivňuje expresi genů, které jsou ethylenem regulovány a 

také je ovlivněna fyziologie rostliny (Broekaert et al., 2006; van Loon et al., 2006; War 

et al., 2012; Xu a Zhang, 2014). Li et al. (2018) uvádí, že indukce produkce ethylenu 

v odpovědi na poranění je regulována MAPK a také na vápníku závislými 

proteinkinasami (CPK). Již dříve bylo publikováno, že MPK3/MPK6 jsou zapojeny do 

patogeny indukované biosyntézy ethylenu (Han et al., 2010; Li et al., 2012). Z těchto 

experimentů vyplývá, že produkce ethylenu v reakci na poranění je závislá nejen na 

MPK3/MPK6, ale také na MKK4 a MKK5, protože u dvojitého mutanta mkk4mkk5 

docházelo k více než 80% redukci syntetizovaného ethylenu (Li et al., 2018). 

2.2.3 MAPK a rostlinná imunita 

Vrozený imunitní systém v rostlinách zahrnuje dvě obranné linie proti mikrobiálním 

patogenům (Jones a Dangl, 2006). První linie je složena z transmembránových receptorů 

– vzor rozeznávající receptory (PRRs), které detekují konzervované s patogenem 

asociované molekulární vzory (PAMPs), jenž iniciují obranné odpovědi, zahrnující 

změnu genové exprese a produkci antimikrobiálních sloučenin. Tato obranná linie je 

známá jako PAMP-spouštěná imunita (PTI). Příkladem PAMP jsou bakteriální elicitory 

flagellin, harpin a lipopolysacharidy (Rodriguez et al., 2010). K potlačení PTI mohou 

patogeny přenášet efektorové proteiny do hostitelských buněk, aby potlačili aktivitu PTI 

signálních sloučenin (Boller a Felix, 2009). Rostliny se brání tím, že si vyvinuly 

mechanismus, který detekuje mikrobiální efektory skrz imunitní receptory, které se 

nazývají jako proteiny rezistence (R). Tyto proteiny rezistence spouštějí jednu z forem 

lokalní smrti buněk, která se nazývá hypersenzitivní odpověď (HR). Tato obranná vrstva 

je označována jako efektory spouštěná imunita (ETI) (Rodriguez et al, 2010). Množství 

studií označuje MAPK kaskády jako hlavní mechanismus v obraně vůči patogenům u 

Arabidopsis (Zhang et al., 2007; Rasmussen et al., 2012; Zhang et al., 2012). 
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2.2.4 MPK4 a ANP2/3 

Neznámou byla v minulosti dráha, která kontrolovala cytokinezi u rostlin. Krysan et al. 

(2002) zjistili, že MAP3K hrají roli v kontrole buněčného dělení. ANP geny Arabidopsis 

byly identifikovány na základě jejich homologie s NPK1 genem tabáku (Banno et al., 

1993; Nishihama et al., 1997; Machida et al., 1998; Nakashima et al., 1998). Ve studii 

Nishihama et al. (2001) bylo demonstrováno, že NPK1 gen je zapojen do regulace 

cytokineze u tabáku a NPK1 protein byl lokalizován během cytokineze ve fragmoplastu.       

 Krysan et al. (2002) studovali ANP, které měly T-DNA inzerční mutaci. U 

jednoduchých homozygotních mutantů ANP1, ANP2 a ANP3 nebyl pozorován 

abnormální fenotyp. Dále také proběhla fenotypová analýza dvojitého mutanta anp2anp3. 

Dvojitý mutant měl čerstvou váhu přibližně třikrát menší než divoký typ (wild type, WT). 

Čerstvá váha jednoduchých mutantů nebyla signifikantně odlišná od WT. Při měření 

délky hypokotylu bylo také zjištěno, že délka u dvojitého mutanta byla asi o 40 % menší 

ve srovnání s WT. Pomocí skenovací elektronové mikroskopie bylo odhaleno, že dvojitý 

mutant anp2anp3 má ve srovnání s WT nepravidelně tvarované buňky hypokotylu, 

sníženou elongaci a buňky byly nafouklé. Stejné defekty buněk byly pozorovány i u 

květů. Tyto výsledky demonstrují, že funkční redundance není u ANP rodiny neznámým 

fenoménem. Například anp1anp2 rostliny se jevily jako normální, anp1anp3 vykazovaly 

defekty u květů, ale jinak byly normální, nicméně mutant anp2anp3 byl ovlivněn ve všech 

studovaných vývojových fázích. I když měl dvojitý mutant anp2anp3 kratší hypokotyl, 

šířka hypokotylu byla v porovnání s WT větší. Takováto kombinace redukované délky a 

větší šířky byla dokumentována i pro jiné mutanty Arabidopsis, u genů ovlivňujících 

dělení buněk a jejich růst (Assaad et al., 1996; Arioli et al., 1998; Nicol et al., 1998). 

V práci Krysan et al. (2002) byly taktéž v epidermální vrstvě pozorovány nezvykle velké 

nafouknuté buňky. Všechny tři zkoumané MAP3K byly shledány nepostradatelnými, 

protože trojitý mutant nebyl životaschopný, i když jednoduchá mutace jakéhokoliv 

z ANP genů neprojevovala abnormální fenotyp zřejmě jako důsledek funkční redundace 

a mutantní fenotypy se projevily až u dvojitých mutantů. Dvojitý mutant anp2anp3 byl 

dále studován v dalších pracích.        

 Beck et al. (2010) provedli analýzu postcytokinetických epidermálních fenotypů a 

regulace organizace kortikálních mikrotubulů u anp2anp3 a mpk4 mutantů. Jejich 

výsledky indikují, že ANP2/ANP3, MPK4 a MAP-65-1 jsou zapojeny do mechanismu 

růstu buněk závislého na mikrotubulech.                           
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Regulace růstu rostlin a tvar orgánů jsou úzce spojeny s růstem buněk a cytomorfogenezí 

(Smith, 2001). Obě tyto funkce jsou asociovány s regulací organizace a dynamiky 

mikrotubulů (Sieberer et al., 2005; Sedbrook a Kaloriti, 2008). Mikrotubuly jsou 

polymery složené z dimerových jednotek alfa a beta tubulinu s vlastností se 

samoorganizovat do komplexních struktur (Desai a Mitchison, 1997). Na stavbě a 

fungování mikrotubulů se podílejí proteiny asociované s mikrotubuly a regulační 

proteiny, které regulují afinitu MAP k povrchu mikrotubulů (Cassimeris a Spittle, 2001) 

nebo dynamickou organizaci velkých populací mikrotubulů (Wasteneys, 2002; Sedbrook, 

2004; Sedbrook a Kaloriti, 2008; Krtková et al., 2016).      

 Při práci s dvojitý mutantem anp2anp3 a mutantem mpk4 v publikaci Beck et al. 

(2010) vyplynulo, že zakrslá velikost mpk4 a cytokinetické defekty v epidermálních 

buňkách listu byly podobné s fenotypem, který byl již dříve pozorován u mutanta 

anp2anp3 (Krysan et al., 2002). Oba mutanti byli menšího vzrůstu a měli významně kratší 

kořeny ve srovnání s WT. Detailní mikroskopické zkoumání odhalilo, že na kořenech se 

u obou mutantů nacházely rozvětvené kořenové vlásky ve srovnání s WT (Obr. 2). 
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Obrázek 2 – Srovnání fenotypů kořene mezi mutanty anp2anp3, mpk4 a jejich WT (A, B, F, G). 

Černé šipky na obrázcích (C, D, E, H, I, J) značí nafouknuté epidermální buňky a rozvětvené 

kořenové vlásky (převzato z Beck et al., 2010). 

 

Statistická analýza ukázala, že ektopické kořenové vlásky tvořily 48 % všech kořenových 

vlásků u anp2anp3 mutanta a 75 % u mpk4 mutanta. Epidermální buňky kořene u obou 

mutantů vykazovaly také radiální expanzi, což indikuje defekt v regulaci kortikálních 

mikrotubulů (MT). Analýza exprese MPK4 pomocí GUS reportérového genu ukázala, že 

promotor MPK4 byl aktivní jak v prvních stádiích vývoje kořenových vlásků, tak 

v rostoucích vláscích, což potvrzuje roli MPK4 ve vývoji kořene, včetně vývoje a růstu 

kořenových vlásků a epidermálních buněk. Analýza organizace MT ukázala, že ve 

srovnání s WT se MT u obou mutantů jevily silně svazkovité a vykazovaly náhodné 

uspořádání v nafouknutých buňkách. Kortikální mikrotubuly mpk4 a anp2anp3 mutantů 

byly také více rezistentní na Oryzalin, látku způsobující depolymerizaci mikrotubulů.  

 Použitím styrylových barviv FM4-64 a FM4-65 Beck et al. (2010) zjistili, že zatímco 

kořeny WT rostlin měly řádné uspořádání buněk ve sloupcích, u mutantů mpk4 a 

anp2anp3 bylo toto uspořádání buněk narušeno. Bližším pozorování bylo zjištěno, že se 
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v kořenech obou mutantů vyskytovaly neúplné buněčné přepážky. Dále bylo odhaleno, 

že většina zvětšených buněk měla dvě nebo více jader.    

 MAP65-1 je zapojen do sdružování mikrotubulů během expanze fragmoplastu 

v průběhu cytokineze (Sasabe a Machida, 2012; Smertenko et al., 2006). Předešlé studie 

asociovaly členy MAP65 rodiny s MAPK signalizací (Sasabe et al., 2006a; Smertenko et 

al., 2006). MAP65-1 u Arabidopsis je fosforylována MPK4 a MPK6 (Smertenko et al., 

2006). Homolog MAP65-1 u tabáku je fosforylován NRK1 (Sasabe a Machida, 2006) a 

je zapojen do regulace MT během expanze fragmoplastu. Živá pozorování mitotických 

vřetének a fragmoplastů ukázala, že pozorované defekty byly závislé na organizaci a 

dynamice MT a ve studii bylo dokázáno, že MPK4 je zapojena do regulace mitózy a 

cytokineze skrz modulaci buněčné přepážky a průběhu cytokineze (Beck et al., 2011). 

 Z dosud uveřejněných prací vyplývá, že existuje určitá funkční souhra mezi ANP 

proteiny a MPK4. Jak anp2anp3 tak mpk4 mají podobné transkriptomické profily a 

vykazují zvýšenou aktivitu genů reagujících na patogeny jako je chitinasa, beta-1,3-

glukanasa a glutathion-S-transferasa (Petersen et al., 2000; Krysan et al., 2002). ANP1 a 

MPK4 jsou také zapojeny v reakci na oxidativní stres (Kovtun et al., 2000; Nakagami et 

al., 2006). Podle Beck et al. (2010) ANP2, ANP3 a MPK4 pravděpodobně fungují ve 

společné dráze, která reguluje morfogenezi buněk, tvar a svazkování kortikálních MT. 

Nicméně nemůže být vyloučena ani druhá možnost, že ANP2/ANP3 a MPK4 mohou 

fungovat v oddělených synergických dráhách.  

2.3 Abiotický stres 

Rostliny jsou sesilní organismy, které jsou ve venkovním prostředí neustále vystaveny 

množství biotických a abiotických stresů. K tomu, aby přežily, si vyvinuly mechanismy 

pro rychlé vnímání signálů z vnějšího prostředí, mechanismy pro přenos těchto signálů a 

také pro specifické adaptivní nebo obranné odpovědi. MAPK jsou esenciální a 

konzervovanou složkou signálních drah u eukaryot a hrají důležitou roli v různých 

signálních odpovědích (Šamajová et al., 2013a; Smékalová et al., 2014a) 

 Z mnoha signálních drah, které jsou zapojeny do odpovědi na abiotický stres jsou 

MAPK kaskády jednou z hlavních drah (Jonak et al., 2002; Rodriguez et al., 2010; 

Bigeard a Hirt, 2018). MAPK dráhy jsou spouštěny různými abiotickými stresy jako je 

chlad, vysoká koncentrace soli, vysoké teploty, sucho, poranění, UV záření, ozón nebo 

intoxikace těžkými kovy (Šamajová et al., 2013a). Hlavními MAPK u Arabidopsis, které 

jsou takovými abiotickými stresy aktivovány jsou MPK4 a MPK6 (Ichimura et al., 2000; 
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Teige et al., 2004).         

 Jednou z nejběžnějších stresových situací, které je rostlina vystavena je poranění. To 

může být způsobeno hmyzem nebo různými abiotickými faktory jako je chlad nebo 

horko. Poranění spouští produkci rostlinný hormonů (např. JA), zvyšování množství 

reaktivních kyslíkových radikálů (ROS), přechodně také Ca2+ a fosforylaci proteinů 

(Takahashi et al., 2011). Ca2+ interaguje přímo s některými transkripčními faktory a může 

regulovat aktivitu proteinkinas a fosfatas (Das a Pandey, 2010). 

2.3.1 Soli 

Solnému stresu jsou rostliny vystaveny v případě, že se v půdě vyskytují velké 

koncentrace NaCl. Velké množství soli může mít velmi nepříznivé účinky na růst a vývoj 

rostlin (Yadav et al., 2011). Solný stres je primárně způsoben toxicitou sodíku, obrana 

rostliny spočívá v odstraňování Na+ z buněk (Munns a Tester, 2008). Vystavení většímu 

množství soli spouští několik signalizačních dějů, jako je formace ROS (Miller et al., 

2010), přechodné zvýšení koncentrace Ca2+ v cytosolu (Laohavisit et al., 2012) a 

akumulace oxidu dusnatého (Khan et al., 2012). Tito sekundární poslové aktivují 

různorodé signální proteiny včetně MAPK, které hrají stěžejní roli v odpovědích rostlin 

(Smékalová et al., 2014a). U Arabidopsis je aktivována MKKK20, která se nachází ve 

stejné signalizační kaskádě jako MPK6 (Kim et al., 2012). Je zajímavé, že mekk1 mutanti 

u Arabidopsis vykazují zlepšený růst za podmínek vyšší koncentrace soli, což naznačuje, 

že v kontrastu s MKKK20, může být MEKK1 negativním regulátorem v odpovědi na 

solný stres (Su et al., 2007). Vedle již zmíněné MPK6 je aktivována také MPK4, hlavním 

aktivátorem těchto MAPK je MKK2. Mutanti mkk2 s poškozenou funkcí MKK2 jsou na 

sůl hypersensitivní (Teige et al., 2004). MKK9 aktivuje MPK3 a MPK6 (Zhao a Guo, 

2011), a mkk9 knockout mutanti vykazují sníženou citlivost na sůl (Xu et al., 2008). 

Zvýšené hladiny NaCl slabě aktivují MKK1, která naopak fosforyluje MPK4 (Matsuoka 

et al., 2002). MPK6 hraje u Arabidopsis klíčovou roli v toleranci solného stresu 

způsobeného NaCl. V práci Han et al. (2014) bylo zjištěno, že růst kořene u mpk6 mutanta 

byl méně citlivý na NaCl než WT, což bylo způsobeno tím, že mpk6 mutant zmírňoval 

akumulaci Na+ v kořenových buňkách. 

2.3.2 Těžké kovy 

Vodní zdroje a půdy na celém světě jsou stále více kontaminovány toxickými těžkými 

kovy, které mají nepříznivé účinky na růst a vývoj rostlin a představují vážné ohrožení 

pro zdraví lidí (Sarma et al., 2011; D’Emilio et al., 2013; Mahmood et al., 2013). Měď, 



23 
 

zinek, železo, kobalt a nikl jsou esenciální pro normální růst a vývoj rostliny, nicméně při 

vyšších koncentracích se stávají toxickými. Již bylo prokázáno, že MAPK kaskády jsou 

aktivní v reakci na vysoké koncentrace těžkých kovů u několika druhů rostlin (Yeh et al., 

2004; Yeh et al., 2007; Huang a Huang, 2008; Wang et al., 2010; Rao et al., 2011; Ye et 

al., 2013).  Použití kadmia a mědi indukovalo aktivitu OsMAPK3 a OsMAPK6 v rýži 

(Yeh et al., 2007). Tento výsledek naznačuje, že MAPK kaskáda může fungovat i 

v takovýchto signálních dráhách. Vystavení přemíře kadmiových a měďnatých iontů 

aktivuje čtyři rozdílné MAPK jako SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK u Medicago sativa 

(Jonak et al., 2004). U Arabidopsis kadmium způsobuje akumulaci ROS a tím indukuje 

aktivaci MPK3 a MPK6, zejména v kořenech (Liu et al., 2010). 

2.3.3 Sucho 

Zvyšující se teploty po celém světě a desertifikace půd vede ke snížené hladině půdní 

vody v mnohých regionech, což pro rostliny v takovýchto oblastech znamená stres ze 

sucha. S výjimkou některých tolerantních rostlin (Maia et al., 2011) je většina rostlin 

vysoce citlivá na dostupnost vody a jakákoliv změna ve vlhkosti půdy vyvolá řadu 

reaktivních a adaptačních mechanismů, které zmírňují škodlivé účinky nedostatku vody 

(Smékalová et al., 2014a). Z množství abiotických stresů je stres ze sucha hlavním 

environmentálním faktorem, který limituje produktivitu a distribuci rostlin (Mahajan a 

Tuteja, 2005; Zhang et al., 2018). Bylo identifikováno několik genů reagujících na sucho 

a jejich exprese hraje významnou roli v toleranci sucha (Zhu, 2002; Li et al., 2008; Lee 

et al., 2009a). Sucho rapidně indukuje fosfolipasou D (PLD) řízenou produkci kyseliny 

fosfatidové (Bargmann et al., 2009; Hong et al., 2010) a ROS (Choudhury et al., 2013; 

Yao et al., 2013). ROS jsou spojovány se zavíráním průduchů v důsledku deficitu vody 

(Miura et al., 2013; Zhou et al., 2013), což je důležitý mechanismus snižující ztrátu vody. 

Pohyby průduchů indukované stresem ze sucha, jsou převážně regulovány MPK9 a 

MPK12, které také reagují na změny v hladinách kyseliny abscisové (ABA). Tyto MAPK 

jsou přednostně exprimovány ve svěracích buňkách průduchů (Jammes et al., 2009) a 

jejich aktivita je také spojena se zavíráním průduchů, které je řízeno elicitory (Salam et 

al., 2012; Salam et al., 2013) což naznačuje, že hrají významnou roli při pohybu 

průduchů. Další MAPK, která je aktivována u Arabidopsis za podmínek sucha je MPK6. 

V porovnání s MPK9 a MPK12 je MPK6 aktivována skrz akumulaci ROS (v reakci na 

sucho) a akumulaci fosfatidové kyseliny (Yu et al., 2010). V minulosti bylo uvedeno, že 

nadexprese MKK4 se projevuje ztrátou menšího množství vody ve srovnání s WT 
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v podmínkách velkého sucha (Kim et al., 2011). Tento výsledek naznačuje, že MPK3 – 

aktivována MKK4 by také mohla reagovat na sucho. U významných zemědělských 

plodin sucho indukuje různé MAPK – OsMPK3,4,7,14,20-4 a 20-5 v rýži (Shen et al., 

2012), ZmMPK3 v kukuřici (Wang et al., 2010).  

2.3.4 Reaktivní kyslíkové radikály 

Reaktivní kyslíkové radikály jsou běžnými produkty aerobního metabolismu (Suzuki et 

al., 2011). Produkce ROS může být také indukována abiotickým stresem – vysokými 

teplotami, nedostatkem/nadbytkem vody (Suzuki et al., 2012), intoxikací těžkými kovy 

(Liu et al., 2010) a osmotickým stresem (Kim et al., 2011). ROS jsou rychle potlačovány 

antioxidativními enzymy, jakými jsou katalasa a superoxid dismutasa (SOD), které brání 

akumulaci škodlivého H2O2 (Gill a Tuteja, 2010). Nicméně před samotnou detoxifikací 

hrají ROS důležitou roli v buněčné signalizaci a homeostáze, jsou také zapojeny do 

MAPK signalizace (Smékalová et al., 2014a). Zvýšená hladina ROS způsobuje aktivaci 

MPK3 a MPK6 (Lumbreras et al., 2010), aktivována je i MPK4 skrz MEKK1-MKK1/2 

dráhu (Pitzschke et al., 2009). Dalším signálním proteinem, jehož aktivita je spuštěna 

oxidativním stresem je MAPK fosfatasa 2 (MKP2), která interaguje s MPK3 a MPK6 u 

Arabidopsis. MKP2 defosforyluje MPK3 a MPK6 a tím podporuje toleranci vůči 

oxidativnímu stresu.  (Lee a Ellis, 2007; Lumbreras et al., 2010).   

 Vystavení rostlin škodlivým hladinám ozónu vyvolává aktivitu MAPK kaskády u 

tabáku, vystavení ozónu také spouští akumulaci ROS, superoxidových aniontů a 

hydroxylových radikálů, které způsobí oxidaci v buňkách (Samuel a Ellis, 2002). U 

Arabidopsis jsou ozónem aktivovány MPK3 a MPK6 a rostliny, u nichž nejsou tyto 

kinasy aktivní, jsou na ozón hypersenzitivní (Miles et al., 2005).     

2.3.5 Teplota 

Většina rostlinných druhů, jejichž přirozeným místem výskytu jsou oblasti s mírným 

klimatem, se občas musí vypořádat s náhlou přechodnou změnou teploty, která se 

vymyká obvyklému rozpětí teplot. Extrémní změny teplot indukují fyziologické 

odpovědi, které umožňují rostlinám přežít a adaptovat se (Theocharis et al., 2012). 

Vystavení rostlin nízkým teplotám evokuje změny genové exprese aktivací MAPK 

(Mishra et al., 2006; Huang et al., 2012). Mechanismy percepce chladu ještě nejsou zcela 

odhaleny, ale zřejmě zahrnují ztuhnutí plasmatické membrány (Sangwan et al., 2002), 

mobilizaci Ca2+ (Zhu et al., 2013), aktivaci histidin kinas (Nongpiur et al., 2012) a 

generaci bioaktivní kyseliny fosfatidové (Arisz et al., 2013). Signální dráhy aktivované 
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těmito různými sekundárními posly se rychle sbíhají a spouští aktivaci CPK (Ludwig et 

al., 2004) a MAPK (Solanke a Sharma, 2008). MPK4 a MPK6 hrají důležitou roli 

v odpovědi na chlad u Arabidopsis a stávají se aktivními během 2 minut po vystavení 

nízké teplotě (Ichimura et al., 2000; Teige et al., 2004). K aktivaci MAPK nevede jen 

nízká teplota, ale také vysoké teploty. Náhlý nárůst maximální teploty během několika 

dní o 5-7 °C s odpovídajícím zvýšením minimální teploty způsobuje tepelné namáhání 

rostliny. To ovlivňuje fyziologii rostliny a zároveň je urychlen růst rostliny (Sinha et al., 

2011). Při vlnách horka v roce 2003 v Evropě došlo ke snížení rostlinné produkce o 

zhruba 30 %. (Ciais et al., 2005). Kvůli globální změně klimatu se očekává zvýšení 

frekvence podobných situací v různých částech světa.     

 Ve studii Du et al. (2017) byl zkoumán vztah mezi sulfanem a mírou exprese MAPK 

za podmínek chladu u Arabidopsis. Bylo zjištěno, že sulfan zvyšoval expresi MAPK a 

byl také zapojen do regulace genové exprese v důsledku stresu z chladu. Nejvíce 

ovlivněnou expresi sulfanem měla MPK4 a při dalším zkoumání bylo zjištěno, že 

schopnost sulfanu zmírnit účinky chladu vyžadovala přítomnost MPK4. Sulfan inhiboval 

otevírání průduchů při chladu, což opět vyžadovalo participaci MPK4. MPK4 tedy hraje 

roli v rezistenci rostliny na chlad, je aktivována sulfanem a spolu s ním reguluje geny 

reagující na nízkou teplotu a také pohyb průduchů v reakci na chlad.  

2.4 Dvojití mutanti         

Generace kolekce dvojitých mutantů  je jednou ze strategií k odhalení funkce genu 

v případě, kdy jednoduší mutanti nemají žádné zjevné fenotypové odlišnosti od divokého 

typu. Tento přístup byl použit u Sacharomyces cerevisiae (Tong et al., 2001; Kuzmin et 

al., 2014). Proces generace dvojitých mutantů zahrnuje práci s neletální mutací genu 

zájmu, takový gen se kříží s každým členem určitého souboru jednoduchých mutantů – 

taktéž se jedná o neletální mutace. Tímto dojde k vytvoření kolekce dvojitých mutantů, 

kteří jsou následně zkoumáni. (Obr. 3) 
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Obrázek 3 - Postup při generaci dvojitých mutantů. Dva jednoduší mutanti jsou kříženi za účelem 

produkce F1 dvojitě mutantních heterozygotních rostlin. F1 rostliny jsou samoopylovány a vzniká 

F2 populace, ve které dochází k segregaci mutantní alel, dále proběhne genotyping F2 semenáčků, 

za účelem selekce dvojitých mutantů homozygotních v obou genech – tyto rostliny jsou 

přeneseny do půdy a pěstovány. Semena výsledné F3 generace dvojitě homozygotního mutanta 

jsou použita pro fenotypovou analýzu. V případě, že jeden ze dvojice mutantních genů je 

v homozygotní konstituci sterilní (např. mpk4), jsou použity F2 rostliny nesoucí tento gen 

v heterozygotní konstituci (upraveno podle Su a Krysan, 2016). 

 

Tvorba velkého počtu linií dvojitých mutantů je technicky realizovatelná v případě, kdy 

pracujeme s jednobuněčnými organismy jako je například S.cerevisiae, v případě 

mnohobuněčných organismů je tento proces obtížnější (Kuzmin et al., 2014). Zjištění, že 

pár genů vykazuje genetickou interakci neznamená, že kódované proteiny jsou i partnery 

v protein-proteinových interakcích. Může se jednat o případ, kdy geny patří do 

paralelních drah, které regulují stejný biologický proces. I když jednoduší mutanti nemusí 

nutně měnit biologický proces který regulují, je možné, že dvojití mutanti částečně nebo 

zcela blokují příslušné dráhy (Boone et al., 2007). Dalším případem může být situace, 

kdy dva geny patří do stejné signální dráhy, ale vykazují funkční redundanci (Cutler a 

McCourt, 2005), kdy jeden gen substituuje funkci toho druhého, což znamená, že 
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jednoduší mutanti nebudou vykazovat abnormální fenotyp, zatímco dvojití mutanti budou 

mít fenotyp pozměněný. Nicméně práce s rostlinami klade technické nároky, které činí 

studie genových interakcí na úrovni genomu nepraktickými – regenerace rostliny, nutnost 

produkce desítek tisíc specifických kombinací dvojitých mutantů. Proto je dobré vybrat 

jen určitou skupinu genů, na kterou se zaměří pozornost. U Arabidopsis jsou atraktivní 

skupinou geny kódující MAPK, které jsou zapojeny do široké škály procesů v rostlinách 

(Colcombet a Hirt, 2008; Rodriguez et al., 2010; Komis et al., 2011; Rasmussen et al., 

2012; Sasabe a Machida, 2012; Xu a Zhang, 2015). 

2.4.1 Dvojití mutanti MAPK 

U Arabidopsis existuje poměrně málo abnormálních fenotypů, které by byly asociovány 

s MAPK (Lloyd a Meinke, 2012). Několik případů genetických interakcí mezi MAPK je 

však známých, většina z nich jsou páry genů v rámci jedné genové rodiny (Su a Krysan, 

2016).           

 Například jednoduší mutanti mpk3 a mpk6 jsou zcela životaschopní, ale u mpk3mpk6 

dvojitého mutanta se projevuje letalita embrya (Wang et al., 2007b). Jednoduchý mutant 

mpk4 má silně zakrslý fenotyp, mpk4mpk11 dvojitý mutant vykazuje ještě více zakrslý 

fenotyp než jednoduchý mutant mpk4 (Kosetsu et al., 2010). Dalším příkladem může být 

mpk9mpk12 dvojitý mutant, který je necitlivý na ošetření ABA, zatímco oba jednoduší 

mutanti mají normální odezvu na tuto kyselinu (Jammes et al., 2009). Dvojití mutanti 

mkk1mkk2 mají silně zakrslý fenotyp, který není pozorován u jejich jednoduchých 

mutantů (Qiu et al., 2008). Dvojití mutanti anp1anp3 a anp2anp3 vykazují defekty 

v buněčném dělení a růstu, jejich jednoduší mutanti se jeví normálními (Krysan et al., 

2002).           

 V nedávné době byla vyprodukována sbírka dvojitých mutantů MAPK, a následně byl 

proveden fenotypový screening ve formě měření délky kořenů a na základě toho byly 

identifikovány linie těch mutantních genů, které měly signifikantně rozdílné hodnoty od 

hodnot obou jednoduchých mutantů (Su a Krysan, 2016). Takto identifikovanými geny 

byly ANP2 a ANP3 v kombinaci s MPK4. Na základě předchozího výzkumu bylo 

zjištěno, že tyto dva MAP3K geny jsou zapojeny do cytokineze (Krysan, 2002; Takahashi 

et al., 2010), dvojitý mutant anp2anp3 má zakrslý fenotyp (Krysan et al., 2002). 

Z provedených experimentů vyplynulo, že hodnoty délky kořenů mpk4anp2 a mpk4anp3 

dvojitých mutantů vykazují 35% a 45% redukci ve srovnání s mpk4. Jednoduší mutanti 

anp2 a anp3 nevykázali signifikantní rozdíl v hodnotách délky kořene ve srovnání 
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s divokým typem Col-0. V minulosti byla navrhnuta signální dráha, kde ANP2 a ANP3 

fungovaly jako aktivátory MPK4 za účelem regulace cytokineze (Kosetsu et al., 2010; 

Takahashi et al., 2010; Beck et al., 2011). Zjištění, že anp2 a anp3 jednoduší mutanti 

zvyšují růstový defekt mpk4 naznačuje, že mpk4 poskytuje senzibilní prostředí pro 

detekci fenotypových defektů, které by jinak nebyly zřetelné (Su a Krysan, 2016).  

Dalšími dvojitými mutanty, kteří vykazovali signifikantní rozdíl v délkách kořenů byli 

mutanti mpk4mpk5 a mpk4mpk13.       

 Studium genetických interakcí je důležitým přístupem v mnoha modelových 

organismech, existující genetická interakce může přinést nové informace vedoucí nejen 

k pochopení funkce individuálních genů, ale také k pochopení vztahů mezi geny 

v různých signálních dráhách kontrolujících biologický proces (Tong et al., 2004; Lin et 

al., 2008; Costanzo et al., 2010).  
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3 Experimentální část 

3.1 Materiál 

3.1.1 Rostlinný materiál 

V provedených experimentech byla použita semena rostliny Arabidopsis thaliana, ekotyp 

Columbia-0 (Col-0, divoký typ), jednoduší mutanti mpk4 (SALK 056245), anp3 (SALK 

081990) a dvojitý mutant mpk4anp3 (Su a Krysan, 2016). Semena byla před samotným 

použitím povrchově sterilizována ve flowboxu pomocí ethanolu (etOH). Postup 

sterilizace byl následující:  

1) Promytí semen v 70% ethanolu po dobu 5 min. 

2) Promytí semen v 96% ethanolu po dobu 2-3 min. 

3) Promytí semen 3x v destilované vodě po dobu 5 min. 

Takto vysterilizovaná semena byla nanesena na filtrační papír v Petriho miskách, po 

vysušení byly misky uzavřeny parafilmem a semena byla skladována v chladu při 4°C. 

3.1.2 Chemikálie 

Alfa Aesar: Gellan Gum 

Duchefa Biochemie: Murashige & Skoog Medium Basal Salt Mixture 

Invitrogen: FMTM 4-64 Dye (N-(3-ethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(diethylamino) fenyl) 

hexatrienyl) pyridinium dibromid) 

Penta: 70% a 96% ethanol 

Sigma Aldrich: glycerol, chlorid sodný (NaCl), chlorid draselný (KCl), kyselina octová 

(CH3COOH), sacharóza, hydroxid draselný (KOH), MES 

3.1.3 Roztoky a média 

Tekuté ½ MS médium 

2,15 g.l-1 Murashige & Skoog Medium Basal Salt Mixture                 

10 g.l-1  sacharóza                  

1 l  dH2O                      

  pH 5,8; sterilizováno autoklávováním 
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Pevné kultivační ½ MS médium 

2,15 g.l-1 Murashige & Skoog Medium Basal Salt Mixture                 

10 g.l-1  sacharóza                        

1 g.l-1  MES           

6 g.l-1  Gellan Gum                             

1 l  dH2O                      

  pH 5,8; sterilizováno autoklávováním 

Fixační roztok 

90 ml  96% ethanol                                                                                                           

30 ml  CH3COOH                                

30 ml  glycerol 

3.1.4 Přístroje 

Sterilní laminární box (Merci), binokulární lupa M165FC s CCD kamerou (Leica), 

fytotronová komora (Weiss Gallenkamp), analytické váhy XA110/2X (Radwag), 

elektromagnetická míchačka MSH-420 (BOECO), pH metr PC 2700 (Eutech 

Instruments), stereolupa MSZ5000 (Krüss), laboratorní předvážky S1502 (BEL-

Engineering), digestoř (Merci), Image Scanner III (Epson), epifluorescenční mikroskop 

Axio Imager M2 (ZEISS), konfokální laserový skenovací mikroskop LSM 710 (ZEISS), 

fotoaparát (Nikon) 

3.1.5 Software 

LAS V40 (Leica), ZEN Blue (ZEISS), ZEN Black (ZEISS), EPSON Scan, ImageJ 

(https://imagej.net/Welcome), Microsoft Office Excel 2007, Microsoft Office 

PowerPoint 2007 

3.2 Metody  

3.2.1 Příprava médií pro kultivaci rostlin in vitro 

U všech experimentů bylo použito pevné ½ MS médium, jehož příprava byla následující: 

v 1 l destilované vody bylo pomocí elektromagnetického míchadla rozpuštěno 2,15 g MS 

(makro- a mikroelementy bez vitamínů), 10 g sacharózy a 1 g MES. Následně došlo 

k upravení pH na 5,8 pomocí KOH (1 M KOH, 10 M KOH dle potřeby). Do 4 termolahví 

o objemu 500 ml bylo přidáno po 1,5 g Gellan Gum a následně došlo k přilití 250 ml 

připraveného média. Médium v termoláhvích bylo následně sterilizováno 
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autoklávováním.        

 Studium vlivu solného stresu na rostliny bylo provedeno kultivací na pevném ½ MS 

médiu s různou koncentrací KCl nebo NaCl. K přidání příslušného množství KCl nebo 

NaCl do ½ MS média došlo vždy před upravením pH a autoklávováním. Navážky KCl a 

NaCl jsou uvedeny v Tab. 1. 

Koncentrace Množství navážené soli 

25 mM KCl 1,86 g.l-1 KCl 

50 mM KCl 3,73 g.l-1 KCl 

100 mM KCl 7,46 g.l-1 KCl 

125 mM KCl 9,31 g.l-1 KCl 

50 mM NaCl 2,92 g.l-1 NaCl 

75 mM NaCl 4,38 g.l-1 NaCl 

100 mM NaCl 5,84 g.l-1 NaCl 

Tabulka 1 – Použité koncentrace solí a navážky pro přípravu médií. 

 

3.2.2 Optimalizace podmínek kultivace rostlin in vitro ve stresových 

podmínkách 

Vysterilizovaná semena Arabidopsis thaliana Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3 byla 

vysazena na Petriho misky s pevným ½ MS médiem. Práce probíhala ve sterilním 

laminárním boxu. Petriho misky s nasazenými semeny byly následně uzavřeny pomocí 

parafilmu a umístěny na 48 h do lednice při 4 °C z důvodu stratifikace. Po 48 h byly 

misky přemístěny do fytotronové komory, kde byly kultivovány ve vertikální poloze za 

konstantních podmínek (21 °C, vlhkost 71%, denní režim 16/8 h). Po 3 dnech kultivace 

bylo nutné vyselektovat mpk4 mutantní rostliny homozygotní v MPK4 a mpk4anp3 

mutantní rostliny homozygotní v obou genech (MPK4 a ANP3). Selekce probíhala pod 

stereomikroskopem na základě viditelného zakrslého fenotypu semenáčků. 

Následně byly semenáčky přeneseny ve sterilním laminárním boxu na Petriho misky 

s pevným ½ MS médiem s přídavkem KCl nebo NaCl (viz Tab. 1). 

3.2.2.1 Studium vlivu solného stresu na kořen rostlin 

Třídenní semenáčky Col-0, mpk4, mpk4anp3 a anp3 byly přeneseny na čtvercové Petriho 

misky obsahující pevné ½ MS médium (jako kontrola), pevné ½ MS médium obsahující 

25, 50 anebo 100 mM KCl. Petriho misky byly vloženy do černých fóliových obalů tak, 
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aby byly zakryty kořeny semenáčků (tzv. shadow systém) a vytvořily se co nejvíce 

fyziologické podmínky kultivace. Misky byly poté přeneseny do fytotronové komory, 

kde byly kultivovány ve vertikální poloze po dobu 10 dnů za konstantních podmínek 

(21 °C, vlhkost 71%, denní režim 16/8 h). Ve dnech 0, 1 ,3, 4, 7, 8, 10 došlo ke skenování 

misek. Na základě skenů poté došlo k vyhodnocení délky kořene v jednotlivých dnech 

v programu ImageJ. Třetí den po přenosu došlo k detailnímu pozorování semenáčků pod 

binokulární lupou se zaměřením na oblast kořenové špičky. Získaný obrazový materiál 

byl použit k měření vzdálenosti mezi kořenovou špičkou a prvním kořenovým vláskem 

v programu ImageJ. Sedmý den po přenosu došlo k analýze laterálních kořenů pod 

stereomikroskopem. Jednotlivé růstové parametry byly poté vyhodnoceny v programu 

Microsoft Excel. 

3.2.2.2 Studium vlivu solného stresu na nadzemní část rostlin 

Semenáčky Col-0, mpk4, mpk4anp3 a anp3 byly přeneseny na kulaté Petriho misky s 

pevným ½ MS médiem (jako kontrola), pevné ½ MS médium obsahující 50, 100 nebo 

125 mM KCl a 50, 75 anebo 100 mM NaCl. Petriho misky byly poté přeneseny do 

fytotronové komory, kde byly kultivovány v horizontální poloze po dobu 2 týdnů za 

konstantních podmínek (21 °C, vlhkost 71%, denní režim 16/8 h). V 0.,7. a 14. den byly 

Petriho misky s rostlinami ve sterilním laminárním boxu vyfoceny fotoaparátem. Získaný 

obrazový materiál zpracovaný v programu PowerPoint byl následně použit k hodnocení 

růstu a viability rostlin po působení solného stresu. 

3.2.3 Měření délky průduchů na děložních a pravých listech 

Děložní listy byly odebrány z desetidenních semenáčků Col-0, mpk4, anp3 a mpk4anp3 

kultivovaných na Petriho miskách s kontrolním médiem. Odběr pravých listů proběhl 13. 

den kultivace, vždy byl odebírán třetí pravý list. Po odběru byly listy ponořeny do 

fixačního roztoku složeného z kyseliny octové, ethanolu a glycerolu v poměru 1:3:1, 

který zároveň sloužil k odstranění chlorofylu z listového pletiva. Roztok byl vždy po asi 

20 minutách měněn do doby, kdy došlo k úplnému odbarvení listů.   

 Následně byly děložní a pravé listy opatrně osušeny pomocí papírového ubrousku, 

položeny abaxiální stranou nahoru na podložní sklíčko s kapkou glycerolu a přikryty 

krycím sklíčkem. Takto připravené preparáty byly následně pozorovány pod 

epifluorescenčním mikroskopem. Získaný obrazový materiál byl použit k analýze 

průduchů. Měření jejich délky proběhlo v programu ZEN Blue, získaná data byla 

zpracována v programu Microsoft Excel. 
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3.2.4 Pozorování anatomie kořenové špičky 

K pozorování anatomie kořenové špičky byly použity 6 dní staré semenáčky Col-0, 

mpk4anp3, mpk4 a anp3. Nejdříve byl připraven 4 μM roztok vitálního fluorescenčního 

barviva FM4-64 v tekutém ½ MS médiu. Poté byl připraven preparát. Na podložní 

sklíčko bylo přidáno takové množství barviva, aby došlo k ponoření celého semenáčku a 

následně došlo k překrytí krycím sklíčkem. Barvivo působilo asi 20 minut ve tmě, poté 

byly preparáty pozorovány pomocí konfokálního laserového skenovacího mikroskopu 

LSM 710 (laser: 514 nm, filtr: 680-759 nm) s operačním systémem ZEN Black. 

3.2.5 Pozorování a analýza průduchů pravých listů barvených vitálním 

barvivem 

Třetí pravé listy čtrnáctidenních rostlin Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3 byly odebrány a 

přeneseny na podložní sklíčko abaxiální stranou nahoru a následně ponořeny do 50 µl 

kapky 4 μM roztoku barviva FM4-64 v tekutém ½ MS médiu a překryty krycím sklíčkem. 

Po 10 minutách inkubace ve tmě byly preparáty pozorovány pomocí konfokálního 

laserového skenovacího mikroskopu LSM 710 (laser: 514 nm, filtr: 680-759 nm) s 

operačním programem ZEN Black. Ze získaného obrazového materiálu byla provedena 

analýza průduchů. U průduchů byla následně změřena jejich šířka a délka v programu 

ZEN Blue. V tomto programu došlo také k počítání počtu průduchů na plochu listu. 

Získaná data byla zpracována v programu Microsoft Excel. 

3.2.6 Statistické metody 

Pomocí Studentova t-testu bylo zhodnoceno, zda existují statisticky průkazné rozdíly 

mezi soubory dat mpk4 a mpk4anp3 a také mezi anp3 a mpk4anp3. Tento test byl 

proveden při hodnocení počtu, šířky a délky průduchů, dále při počtu laterálních kořenů, 

vzdáleností mezi kořenovou špičkou a kořenovým vláskem a při délkách kořenů. 
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4 Výsledky 

V následující kapitole jsou představeny výsledky experimentální části bakalářské práce, 

kterou jsou rozděleny do dvou částí. V první části je charakterizován fenotyp dvojitého 

mutanta mpk4anp3 ve srovnání s divokým typem Col-0 a příslušnými jednoduchými 

mutanty mpk4 a anp3. Druhá část je zaměřená na studium vlivu solného stresu na fenotyp 

dvojitého mutanta mpk4anp3. 

4.1 Fenotypová charakterizace dvojitého mutanta mpk4anp3 

Na studium fenotypu byly použity šestidenní semenáčky Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3, 

které byly pozorovány pod stereomikroskopem. Fenotyp semenáčků dvojitého mutanta 

se výrazně odlišoval od fenotypu Col-0 a také mutanta anp3 (Obr. 4). Dvojitý mutant 

mpk4anp3 a mutant mpk4 měli na rozdíl od Col-0 a anp3 viditelně zakrslý fenotyp. 

Dvojitý mutant měl společně s mpk4 menší listové růžice než Col-0, čím byly semenáčky 

starší, tím byl tento rozdíl znatelnější. Jednoduchý mutant anp3 měl velikost listové růžice 

shodnou s Col-0. S postupným růstem mutantů mpk4anp3 a mpk4 u nich bylo možno 

pozorovat svinuté listy. U pozorovaných šestidenních semenáčků všech rostlin se začaly 

objevovat první laterální kořeny.  

Col-0 

 

mpk4anp3 

 

mpk4 

 

anp3 

 

Obrázek 4 – Fotografie šestidenních semenáčků Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3 na kontrolním 

médiu. Měřítko odpovídá 1 cm. 
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4.1.1 Pozorování fenotypu kořene 

Růstové parametry jsou uvedeny v další části výsledků.   

 Fenotyp kořene dvojitého mutanta se výrazně odlišoval od fenotypu Col-0. U 

dvojítého mutanta byl na rozdíl od Col-0 (Obr. 5 A) pozorován jasný zakrslý fenotyp, 

jeho kořen byl zduřelý (Obr. 5 C). Zatímco u Col-0 vyrůstaly kořenové vlásky ve 

sloupcích (Obr. 5 B), u dvojitého mutanta byl viditelný jejich ektopický růst (Obr. 5 C). 

Při bližším pozorování se zaměřením na kořenové vlásky bylo možno pozorovat i 

abnormality v jejich růstu v porovnání s divokým typem, u dvojitého mutanta docházelo 

k větvení kořenových vlásků (Obr. 5 D).       

 Při porovnání dvojitého mutanta s jednoduchým mutantem mpk4 nebyly odhaleny 

žádné viditelné odlišnosti od dvojitého mutanta. Mutant mpk4 má taktéž zakrslý fenotyp 

(Obr. 5 E), jeho kořenové vlásky rostou ektopicky, kořen je zduřelý a dochází k větvení 

kořenových vlásků, některé kořenové vlásky měly také ztloustlou bázi kořenového vlásku 

(Obr. 5 F).          

 Ve srovnání s fenotypem mutanta anp3 vykazoval dvojitý mutant taktéž zakrslý růst 

(Obr. 5 C a G). Kořen jednoduchého mutanta anp3 se jevil podobný Col-0, kořenové 

vlásky vyrůstaly stejně jako u Col-0 ve sloupcích (Obr. 5 A a G). Při bližším pozorování 

kořenových vlásků bylo odhaleno, že u mutanta anp3 taktéž dochází k větvení 

kořenových vlásků (Obr. 5 H).  
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Col-0 

A          B 

 

     

mpk4anp3 

C          D 

 

mpk4 

E            F 

 

anp3 

G           H 

 

Obrázek 5 – Fenotypy kořenů 6 dní starých semenáčků Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3 rostoucích 

na kontrolním médiu.        

A – kořenová špička Col-0, B – detail kořene Col-0 s kořenovými vlásky; C – kořenová špička 

mpk4anp3, D – detail kořene mpk4anp3 s kořenovými vlásky, šipka ukazuje na rozvětvený 

kořenový vlásek; E – kořenová špička mpk4, F – detail kořene mpk4 s kořenovými vlásky, šipky 

ukazují na rozvětvené kořenové vlásky a ztloustou bázi vlásku; G – kořenová špička anp3, H – 

detail kořene anp3 s kořenovými vlásky, šipky ukazují na rozvětvené kořenové vlásky 

Měřítko: 500 μm (A, C, E a G), 200 μm (B, D, F a H).                                                   
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4.1.2 Pozorování anatomie kořenové špičky 

Anatomie kořenové špičky byla pozorována u všech studovaných mutantů a divokého 

typu. Kořeny šestidenních rostlin byly barveny vitálním fluorescenčním barvivem 

FM4-64 a pozorovány pomocí konfokálního laserového skenovacího mikroskopu. 

 U semenáčků Col-0 byl dobře pozorovatelný kořenový apikální meristém včetně Q-

centra, které je u Arabidopsis typicky tvořeno dvěma buňkami (Obr. 6 A). Buňky kořene 

měly pravidelné uspořádání ve sloupcích, buněčné stěny zcela oddělovaly sousedící 

buňky, příčné buněčné stěny byly orientovány kolmo na podélnou osu kořene. Dobře byla 

pozorovatelná také kořenová špička tvořená 4 vrstvami buněk (Obr. 6 A). 

 Kořenová špička dvojitého mutanta mpk4anp3 se v anatomickém srovnání s divokým 

typem Col-0 značně odlišovala. Buňky kořenové špičky měly nepravidelný tvar, 

abnormálně velké buňky zejména v oblasti centrálního válce, což bylo způsobeno tím, že 

značná část pozorovaných buněk neměla dokončenou buněčnou stěnu. To naznačuje, že 

u dvojitého mutanta dochází k defektům v cytokinezi. Q-centrum bylo nepravidelné, byla 

rozeznatelná kořenová špička tvořená 4 vrstvami buněk (Obr. 6 B).   

 Anatomie kořene mutantní rostliny mpk4 se podobala stavbě mpk4anp3. I zde se 

nacházely různě velké buňky, z nichž některé měly nedokončené příčné buněčné stěny, 

Q-centrum bylo organizováno podobně jako u dvojitého mutanta, byla rozeznatelná 

kořenová špička (Obr. 6 C).        

 Stavba kořenové špičky mutanta anp3 byla podobná jako u divokého typu Col-0. 

Buňky měly pravidelný tvar a uspořádání, Q-centrum a kořenová špička byly 

organizovány shodně s Col-0 (Obr. 6 D). 
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Obrázek 6 – Anatomie kořenové špičky, barveno FM4-46. A – Col-0, kruh značí Q-centrum; B – 

mpk4anp3, kruh značí Q-centrum a šipky ukazují na nedokončené buněčné stěny; C – mpk4, kruh 

značí Q-centrum a šipky ukazují na nedokončené buněčné stěny; D – anp3, kruh značí Q-centrum. 

Měřítko odpovídá 50 μm.         
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4.1.3 Pozorování a měření délky průduchů u děložních a pravých listů 

V rámci fenotypové charakterizace došlo také k pozorování a následnému měření délky 

průduchů u Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3 v kontrolních podmínkách. K odebrání 

děložních listů došlo 10. den kultivace, třetí pravý list byl odebrán 13. den kultivace. Na 

Obrázku 8 jsou reprezentativní fotografie průduchů děložních a pravých listů 

hodnocených rostlin.       

 Z provedených experimentů vyplynulo, že průměrné hodnoty délky průduchů 

děložních listů byly u všech analyzovaných rostlin větší než délky průduchů u pravých 

listů (Obr. 7). U děložních listů Col-0 byla průměrná délka průduchů 27,10 μm (Obr. 7 a 

Obr. 8 A), u dvojitého mutanta mpk4anp3 to bylo 25,74 μm (Obr. 7 a 8 C), rostliny mpk4 

měly průměrnou délku průduchů 25,35 μm (Obr. 7 a 8 E) a anp3 26,74 μm (Obr. 7 a 8 

G). Provedený Studentův t-test neodhalil statisticky průkazné rozdíly mezi naměřenými 

soubory dat mpk4 ve srovnání s mpk4anp3 a anp3 ve srovnání s mpk4anp3. 

 Jak bylo již zmíněno, průduchy pravých listů dosahovaly průměrně menší délky než 

průduchy děložních listů. Rostliny Col-0 měly průměrnou délku 22,22 μm (Obr. 7 a 8 B), 

mpk4anp3 21,20 μm (Obr. 7 a 8 D), u rostlin mpk4 to bylo 21,78 μm (Obr. 7 a 8 F) a u 

anp3 20,65 μm (Obr. 7 a 8 H). Ani v tomto případě neodhalil Studentův t-test statisticky 

průkazné rozdíly mezi hodnocenými daty.  

  

Obrázek 7 – Délka průduchů děložních a pravých listů rostlin Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3 

v kontrolních podmínkách. Děložní listy byly odebrány 10. den, třetí pravé listy 13. den kultivace.
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Col-0                                                           

 A                                                                  B 

 

mpk4anp3 

 C                                                                  D 

 

mpk4 

 E                                                                  F                                                                                                                                                                                                                         

 

anp3                                                                                                                                                                                                               

 G                                                                 H 

 

Obrázek 8 – Průduchy na děložmích a pravých listech rostlin Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3: A 

– děložní list Col-0, B – pravý list Col-0; C – děložní líst mpk4anp3, D – pravý list mpk4anp3; E 

– děložní líst mpk4, F – pravý list mpk4; G – děložní list anp3, H – pravý list anp3 Měřítko 

odpovídá 20 μm. 
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4.1.4 Pozorování a měření průduchů pravých listů barvených vitálním 

barvivem 

K pozorování byly odebrány 14 dní staré třetí pravé listy rostlin Col-0, mpk4anp3, mpk4 

a anp3. Po přípravě nativního preparátu byly pozovány průduchy na listech a epidermální 

buňky listu. U průduchů byla také měřena jejich délka a šířka. Dále byl vypočítan 

průměrný počet průduchů na plochu listu. Pro každý z těchto parametrů byl také proveden 

Studentův t-test, byly srovnány soubory dat mpk4 s mpk4anp3 a anp3 s mpk4anp3. 

 Průměrná délka průduchů u Col-0 byla 26,24 μm, průduchy se vizuálně jevily jako 

homogenní, epidermální buňky měly typický puzzlovitý tvar (Obr. 9 A a 11 A). Průměrná 

šířka průduchů byla 18,09 μm, což byla nejnižší hodnota ze všech testovaných rostlin 

(Obr. 9 B). Listy Col-0 obsahovaly průměrně 122,6 průduchů na 1 mm2 listu (Obr. 10). 

 Při porování listů dvojitého mutanta mpk4anp3 byly viditelné změny od divokého typu 

Col-0. Populace průduchů byla ve srovnání s Col-0 viditelně heterogenní. Na listu 

dvojitého mutanta se vyskytovaly průduchy jak velikosti srovnatelné s průduchy Col-0, 

tak průduchy nadměrné velikosti, které dosahovaly i dvojnásobku ve srovnání s Col-0, 

viditelné byly i deformované průduchy. Změny byly viditelné také u epidermálních 

buněk, několik z nich nemělo dokončenou buněčnou stěnu (Obr. 11 B). Průměrná 

naměřená délka průduchů byla 25,86 μm (Obr. 9 A), průměrná šířka 23,05 μm (Obr. 9 B) 

a průměrný počet průduchů na 1 mm2 byl 93,59 (Obr. 10), což byl nejmenší počet ze 

všech testovaných rostlin.          

 I listy mutanta mpk4 se vyznačovaly heterogenními průduchy různé velikosti a také 

zde byly pozorovány nedokončené buněčné stěny epidermálních buněk, včetně 

deformovaných průduchů, jako v případě mpk4anp3 (Obr. 11 C). Průměrné délka byla 

25,87 μm (Obr. 9 A), průměrná šířka 23,74 μm (Obr. 9 B) a průměrný počet průduchů na 

1 mm2 byl 133,6 (Obr. 10). Studentovým t-testem byl zjištěn průkazný rozdíl mezi 

počtem průduchů, mpk4anp3 jich měl znatelně méně než mpk4, u šířky ani délky rozdíly 

nebyly zjištěny.          

 Průduchy mutanta anp3 byly homogenní podobně jako u divokého typu Col-0 (Obr. 

11 D). Epidermální buňky měly dokončené buněčné stěny, průměrná délka dosahovala 

24,75 μm (Obr. 9 A), průměrná šířka 20,78 μm (Obr. 9 B). Průměrný počet průduchů na 

1 mm2 byl 152,78, což představovalo nejvyšší počet ze všech testovaných rostlin 

(Obr. 10). Provedením Studentova t-testu byl odhalen statisticky průkazný rozdíl u šířky 

průduchů mezi anp3 a mpk4anp3. Průduchy anp3 měly znatelně tenčí šířku než průduchy 
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mpk4anp3 (Obr. 9 B).  Rozdíl byl zjištěn také u počtu průduchů na plochu listu, dvojitý 

mutant mpk4anp3 jich měl méně než anp3. 

 

Obrázek 9 – Průměrná délka a šířka průduchů pravých listů rostlin Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3 

v kontrolních podmínkách. Odebrány byly 14 dnů staré třetí pravé listy. A – délka průduchů; B – 

šířka průduchů, dvě hvězdičky značí statisticky průkazný rozdíl mezi anp3 a mpk4anp3 dle 

Studentova t-testu (p <0,05). 

 

 

Obrázek 10 – Průměrný počet průduchů na 1 mm2 listu u rostlin Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3 

v kontrolních podmínkách. Odebrány byly 14 dnů staré třetí pravé listy, dvě hvězdičky značí 

průkazný rozdíl mezi mpk4 a mpk4anp3 a také mezi anp3 a mpk4anp3 dle Studentova t-testu         

(p <0,05). 
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Obrázek 11 -  Reprezentativní fotografie průduchů pravých listů barvených FM4-46 a 

pozorovaných konfokálím laserovým skenovacím mikroskopem. A – epidermální buňky 

s průduchy u Col-0; B – epidermální buňky s průduchy u mpk4anp3 šipky ukazují na neúplné 

bunečné stěny, hvězdička značí deformovaný průduch; C – epidermální buňky s průduchy u 

mpk4, šipky ukazují na neúplné buněčné stěny, hvězdička značí deformovaný průduch; D – 

epidermální buňky s průduchy u anp3. Měřítko odpovídá 50 μm. 
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4.2 Vliv solného stresu na fenotyp dvojitého mutanta mpk4anp3 

4.2.1 Studium vlivu solného stresu na kořen rostlin 

Testování vlivu solného stresu na kořen rostlin spočívalo ve vysazení semen Col-0, 

mpk4anp3, mpk4 a anp3 na ½ MS médium a následné přenesení 3 dny starých semenáčků 

na média s různý obsahem KCl. V experimentech byly použity následující koncentrace 

KCl: 0 mM (kontrola, základní ½ MS médium), 25 mM, 50 mM a 100 mM. Petriho misky 

byly následně skenovány po dobu 10 dnů a poté došlo k měření hlavního kořene 

v programu ImageJ.         

 Na kontrolním médiu dosahovaly 10.den po přenosu největší délku kořeny Col-0, 

průměrná délka byla 10,65 cm, druhé největší délky hlavních kořenů dosahovaly rostliny 

anp3, jejichž průměrná délka byla 8,55 cm (Obr. 12 A). Jak již bylo zmíněno 

v předcházejícím textu, mpk4 a mpk4anp3 mají viditelně zakrslý fenotyp, čemuž 

odpovídaly i délky kořenů na kontrolním médiu. Pro mpk4 byla 10.den kultivace 

průměrná délka kořene 1,46 cm, u mpk4anp3 to bylo 1,20 cm (Obr. 12 A). Po provedení 

Studentova t-testu vyplynulo, že od 3. dne měření až do konce měření se od sebe průkazně 

lišily hodnoty délky kořenů mpk4 v porovnání s mpk4anp3, zatímco hodnoty anp3 

v porovnání s mpk4anp3 se lišily po celou dobu měření. (Obr. 12 A).  

 Solný stres inhiboval růst kořenů u všech testovaných rostlin. Inhibice byla znatelná 

již při nejnižší použité koncentraci KCl – 25 mM. Na tomto médiu byla 10.den po přenosu 

průměrná délka kořenů Col-0 10,03 cm, u anp3 byla průměrná hodnota 7,95 cm. Hlavní 

kořeny mpk4 dosahovaly průměrné délky 1,18 cm, u mpk4anp3 to byl 1 cm. Studentův t-

test ukázal, že již od 1. dne po přenosu se délky kořenů mpk4anp3 průkazně lišily od 

mpk4. Průkazný rozdíl byl po celou dobu měření také mezi anp3 a mpk4anp3 (Obr. 12 B). 

 Při koncentraci 50 mM KCl docházelo k výraznější inhibici než u koncentrace 25 mM. 

Průměrné délky kořenů u všech rostlin dosahovaly 10.den po přenesení na médium se 

solí nižších hodnot než v případě 25 mM. Vyšší koncentrace soli tedy vedla k vyšší 

inhibici růstu kořenů. U Col-0 byla průměrná délka 7,22 cm, u anp3 6,33 cm, hlavní 

kořeny mpk4 měly průměrnou délku 0,90 cm a pro mpk4anp3 to bylo 0,72 cm. Podle 

Studentova t-testu se hodnoty mpk4 a mpk4anp3 průkazně lišily v 8. a 10. den po přenosu, 

hodnoty anp3 a mpk4anp3 se lišily po celou dobu měření (Obr. 12 C).  

 U nejvyšší použité koncentrace 100 mM KCl dosahovaly délky kořenů všech rostlin 

nejnižších průměrných hodnot ze všech použitých koncentrací, tedy koncentrace 100 mM 

KCl inhibovala růst kořenů nejvíce. Na tomto médiu 10.den po přenosu dosahovala 
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průměrná délka Col-0 3,30 cm, u anp3 to bylo 2,45 cm, mpk4 dosahovaly délky 0,62 cm 

a mpk4anp3 0,58 cm. Průkazně odlišné hodnoty mezi mpk4 a mpk4anp3 byly zjištěny 

pouze 4.den po přenosu, hodnoty anp3 v porovnání s mpk4anp3 se lišily po celou dobu 

měření (Obr. 12 D). Dvojitý mutant mpk4anp3 tedy u všech použitých koncentrací 

dosahoval nejnižší délky hlavního kořene.  
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Obrázek 12 – Porovnání průměrných délek primárních kořenů Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3 

v podmínkách solného stresu. Délka kořenů byla měřena v průběhu 10 dní, k přenosu došlo u 3 

dny starých semenáčků na kontrolní médium (A), médium s obsahem 25 mM KCl (B), 50 mM 

KCl (C) a 100 mM KCl (D). Dvě hvězdičky označují statisticky průkazný rozdíl mezi mpk4 a 

mpk4anp3 a také mezi anp3 a mpk4anp3 dle Studentova t-testu (p <0,05). 
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4.2.2 Míra inhibice délky kořene v podmínkách solného stresu 

Stanovení míry inhibice v délce hlavního kořene v podmínkách solného stresu proběhlo 

10. den po přenosu na médium s různou koncentrací KCl. Průměrné hodnoty délky 

kořenů při jednotlivých koncentracích KCl byly porovnány s kontrolními podmínkami a 

byla vypočtena procentuální míra inhibice.       

 Při koncentraci 25 mM KCl byla míra inhibice u Col-0 5,8 %, u dvojitého mutanta 

mpk4anp3 byla 16,9 %, mpk4 měl 19,2 % míru inhibice a u anp3 byla 6,9 % míra inhibice 

(Obr. 13). Při nejnižší použité koncentraci soli byly tedy nejvíce inhibovány kořeny mpk4.

 Se zvětšující se koncentrací soli se zvětšovala i míra inhibice u jednotlivých linií. Při 

koncentraci 50 mM KCl vykazovaly kořeny Col-0 32,2 % míru inhibice, dvojitý mutant 

mpk4anp3 byl při této koncentraci ze všech linií inhibován nejvíce, míra inhibice byla 

40,5 %. Kořeny mpk4 byly v porovnání s kontrolou inhibovány o 38,8 % a kořeny anp3 

o 25,9 % (Obr. 13).          

 U nejvyšší použité koncentrace 100 mM byla pozorován nejvyšší míra inhibice u všech 

linií rostlin. Kořeny Col-0 vykazovaly 69 % míru inhibice, dvojitý mutant mpk4anp3 měl 

52 % míru inhibice, kořeny mpk4 byly inhibovány o 57,9 % a nejvíce byly inhibovány 

kořeny anp3 – 71,3 % (Obr. 13). Z uvedených dat lze usoudit, že zvyšující se koncentrace 

soli vede k větší míře inhibice délky kořene. 

  

Obrázek 13 – Míra inhibice délky primárního kořene v podmínkách solného stresu u Col-0, 

mpk4anp3, mpk4 a anp3. Jednotlivé sloupce grafu znázorňují procentuální míru inhibice při dané 

koncentraci ve srovnání s kontrolními podmínkami, ke srovnání došlo 10. den po přenesení. 
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4.2.3 Vliv solného stresu na počet laterálních kořenů 

V rámci studia vlivu solného stresu na kořen rostlin byl také stanoven počet laterálních 

kořenů v závislosti na koncentraci KCl. K počítání laterálních kořenů u všech 

testovaných rostlin pomocí stereomikroskopu došlo 7. den po přenesení na média se solí. 

Přehled fotografií kořenů rostlin, na kterých byly laterální kořeny počítány jsou na 

Obrázku 15.         

 V kontrolních podmínkách měly největší počet laterálních kořenů rostliny Col-0. 

Průměrný počet byl 20,9, druhý největší počet laterálních kořenů měly rostliny anp3, 

jejichž průměrný počet byl 18,5, rostliny mpk4 měly průměrně 7,2 laterálních kořenů a 

nejmenšího počtu dosahovaly rostliny dvojitého mutanta mpk4anp3 – 4,89 (Obr. 14 a 15 

A). Studentův t-test ukázal, že se od sebe průkazně lišilo množství laterálních kořenů 

mpk4 a mpk4anp3 i anp3 v porovnání s mpk4anp3 (Obr. 14).    

 Solný stres měl vliv na počet laterálních kořenů, již při nejmenší použité koncentraci 

(25 mM KCl) došlo k redukci jejich počtu. Rostliny Col-0 měly průměrný počet 17,51 

kořenů, u rostlin anp3 to bylo 13,92 kořenů, mpk4 měly v průměru 6,46 kořenů a 

mpk4anp3 5,33 kořenů (Obr. 14 a 15 B). I v tomto případě se od sebe průkazně lišily 

hodnoty mpk4 a mpk4anp3 a také anp3 v porovnání s mpk4anp3 (Obr. 14).   

 Se zvyšující se koncentrací KCl docházelo k vyšší redukci počtu laterálních kořenů ve 

srovnání s kontrolními podmínkami. U Col-0 byl při koncentraci 50 mM KCl průměrný 

počet 15,07 kořenů, u rostlin anp3 to bylo 11,72, mpk4 rostliny měly průměrně 5,91 

laterálních kořenů a dvojitý mutant mpk4anp3 5,32 kořenů. Při koncentraci 50 mM byly 

průkazné rozdíly zjištěny při porovnání anp3 a mpk4anp3 (Obr. 14 a 15 C).  

 U nejvyšší testované koncentrace 100 mM KCl dosahovaly všechny testované rostliny 

nejmenšího počtu lateriálních kořenů. Koncentrace 100 mM KCl měla tedy největší 

inhibiční účinek na počet laterálních kořenů. Rostliny Col-0 měly průměrně 8,59 kořenů, 

anp3 5,07 kořenů, u mpk4 to byly 3 kořeny a mpk4anp3 4,34 kořenů. Při nejvyšší 

koncentraci KCl měly tedy rostliny mpk4 nejmenší počet laterálních kořenů (Obr. 14 a 

15 D). Podle Studentova t-testu se od sebe průkazně lišily počty kořenů mpk4 v porovnání 

s mpk4anp3, u souboru dat anp3 v porovnání s mpk4anp3 nebyl zjištěn statisticky 

průkazný rozdíl (Obr. 14). 
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Obrázek 14 – Závislost počtu laterálních kořenů na koncentraci KCl u rostlin Col-0, mpk4anp3, 

mpk4 a anp3. Laterální kořeny byly počítány 7.den po přenesení. Dvě hvězdičky označují 

statisticky průkazný rozdíl mezi mpk4 a mpk4anp3, a také mezi anp3 a mpk4anp3 dle Studentova 

t-testu (p <0,05). 
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Obrázek 15 – Přehled kořenů rostlin Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3 7. den po přenosu na 

kontrolní médium (A), médium obsahující 25 mM (B), 50 mM (C) a (D) 100 mM KCl. Měřítko 

odpovídá 1 cm. 
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4.2.4 Vliv solného stresu na vzdálenost kořenové špičky od kořenového vlásku 

Vzdálenost mezi kořenovou špičkou a prvním kořenovým vláskem byla měřena 3. den 

po přenesení na média u všech testovaných rostlin – Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3. 

 V kontrolních podmínkách měly rostliny Col-0 vzdálenost mezi kořenovou špičkou a 

kořenovým vláskem nejdelší, průměrná vzdálenost byla 2,28 mm, u dvojitého mutanta 

0,77 mm, mpk4 0,96 mm a rostliny anp3 měly průměrnou vzdálenost 1,78 mm. Studentův 

t-test odhalil, že v kontrolních podmínkách byly statisticky průkazné rozdíly jak mezi 

mpk4 a mpk4anp3, tak mezi anp3 a mpk4anp3 (Obr. 16).    

 Působení solného stresu měřenou vzdálenost snižovalo již při nejnižší použité 

koncentraci. U koncentrace 25 mM KCl byla průměrná vzdálenost rostlin Col-0 2,25 mm, 

mpk4anp3 0,74 mm, rostliny mpk4 měly průměrnou vzdálenost 0,82 mm a anp3 0,97 

mm. Studentův t-test neodhalil statisticky průkazně rozdíly mezi srovnávanými soubory 

dat (Obr. 16).         

 Koncentrace 50 mM KCl vedla k další redukci měřené vzdálenosti. Při této 

koncentraci měly rostliny Col-0 průměrnou vzdálenost 1,82 mm, dvojitý mutant 

mpk4anp3 0,63 mm, rostliny mpk4 0,67 a anp3 0,59 mm. Ani při této koncentraci 

neodhalil Studentův t-test statisticky průkazné rozdíly mezi hodnocenými soubory dat 

(Obr.16).         

 Nejvyšší použitá koncentrace - 100 mM KCl nejvíce inhibovala vzdálenost mezi 

kořenvou špičkou a prvním kořenovým vláskem. U rostlin Col-0 byla průměrná 

vzdálenost 1,37 mm, mpk4anp3 0,46 mm, u rostlin mpk4 to bylo 0,52 mm a anp3 0,42 

mm. Studentovým t-testem nebyly odhaleny statisticky průkazné rozdíly mezi 

hodnocenými daty (Obr.16).       

 Nejmenší naměřenou vzdálenost tedy vykazoval ve všech případech dvojitý mutant 

mpk4anp3. 
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Obrázek 16 – Vliv solného stresu na vzdálenost kořenové špičky od kořenového vlásku u rostlin 

Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3. Hodnocená vzdálenost byla měřena 3. den po přenesení na média. 

Dvě hvězdičky označují statisticky průkazný rozdíl mezi mpk4 a mpk4anp3 a také mezi anp3 a 

mpk4anp3 dle Studentova t-testu (p <0,05). 

 

4.2.5 Vliv solného stresu na nadzemní část roslin 

Pro studium změn fenotypů a viability rostliny působením dlouhodobého solného stresu 

byly vysazeny všechny testované rostliny (Col-0, mpk4anp3, mpk4, anp3) na Petriho 

misku. Třetí den byly semenáčky přeneseny na média obsahující různé koncentrace KCl 

a NaCl. Zvolené koncentrace KCl byly 50, 100 a 125 mM, u NaCl to byly koncentrace 

50, 75 a 100 mM. Miska s ½ MS médiem sloužila jako kontrola, Petriho misky byly 

vyfotografovány 0., 7. a 14. den po přenosu.      

 Po 7 dnech bylo možné na kontrolní misce pozorovat stejnou velikost listové růžice u 

Col-0 a anp3. Rostliny mpk4 měly zase srovnatelnou velikost listové růžice s rostlinami 

mpk4anp3 (Obr. 17, kontrola). Na médiích s různými koncentracemi KCl byla ve 

srovnání s kontrolou pozorovatelná redukce velikosti listové růžice u všech testovaných 

linií. Po 7 dnech na miskách s koncentrací 50 a 100 mM KCl všechny rostliny přežívaly 

(Obr. 17, 50 a 100 mM KCl), nekrotizované rostliny se nacházely na misce s koncentrací 

125 mM KCl – přežívalo 90,9 % rostlin mpk4anp3 a 90 % mpk4, rostliny Col-0 a anp3 

přežívaly všechny (Obr. 17, 125 mM KCl).       

 Na miskách s různou koncentrací NaCl byla také pozorována redukce velikosti listové 

růžice u všech rostlin.  Na miskách s koncentracemi 50 a 75 mM NaCl přežívaly všechny 

rostliny (Obr. 17, 50 a 75 mM NaCl). U nejvyšší použité koncentrace NaCl – 100 mM 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

0 25 50 100

D
él

ka
 v

zd
ál

en
o

st
i [

m
m

]

Koncentrace soli [mM]

Vliv solného stresu na vzdálenost kořenové špičky od 
kořenového vlásku

Col-0 mpk4anp3 mpk4 anp3

** 
** 



53 
 

byly pozorovány nekrotizované rostliny. Přežívalo 70 % rostlin dvojitého mutanta 

mpk4anp3 i mutanta mpk4, rostliny Co-0 a anp3 přežívaly všechny (Obr. 17, 100 mM 

NaCl).           

 Po 14 dnech kultivace byly na miskách obou použitých solí viditelné rozdíly. Na misce 

s koncentrací 50 mM KCl byly u rostlin mpk4 a mpk4anp3 pozorovatelné žloutnoucí 

listové růžice, u Col-0 a anp3 byly všechny listové růžice zelené a normálně rostly. 

Všechny testované linie rostlin při této koncentraci přežívaly (Obr. 18, 50 mM KCl). U 

koncentrace 100 mM KCl byly listové růžice mutantů mpk4anp3 a mpk4 světlejší ve 

srovnání s kontrolou. Při této koncentraci přežívalo 90,9 % rostlin mpk4anp3, z ostatních 

testovaných rostlin přežívaly všechny (Obr. 18, 100 mM KCl). Na misce s největší 

koncentrací KCl – 125 mM byly u rostlin mpk4 a mpk4anp3 pozorovatelné světlé listové 

růžice a u obou linií se na misce nacházely nekrotizované rostliny. Viabilita u mpk4 

dosahovala 70 % a u mpk4anp3 72,7 % (Obr. 18, 125 mM KCl).   

 Na misce s koncentrací 50 mM NaCl byly ve srovnání s kontrolou pozorované 

žloutnoucí listové růžice rostlin mpk4 a mpk4anp3 a všechny testované rostliny přežívaly 

(Obr. 18, 50 mM NaCl). U koncentrace 75 mM NaCl přežívalo 72,7 % rostlin mpk4anp3, 

rostliny Col-0, mpk4 a anp3 přežívaly všechny (Obr. 18, 75 mM NaCl). Také na misce 

s nejvyšší použitou koncentrací NaCl – 100 mM byly pozorovány nekrotizované rostliny, 

u mpk4 dosahovala viabilita 70 % a u mpk4anp3 60 % (Obr. 18, 100 mM NaCl). 

 Z experimentu vyplývá, že mutantní rostliny mpk4anp3 a mpk4 jsou citlivější na 

působení solného stresu než divoký typ Col-0 a mutant anp3. U těchto rostliny nemělo 

působení dvoutýdenního stresu vliv na viabilitu, docházelo ale k redukci velikost listové 

růžice. Účinek solného stresu způsobeného KCl na viabilitu rostlin mpk4 a mpk4anp3 byl 

zhruba srovnatelný, solný stres způsobený NaCl byl toxičtější pro dvojitého mutanta 

mpk4anp3.  
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Obrázek 17 – Vliv solného stresu KCl a NaCl na rostliny Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3 po 7 

dnech kultivace: kontrola, 50 mM KCl, 100 mM KCl, 125 mM KCl, 50 mM NaCl, 75 mM NaCl, 

100 mM NaCl. Červené kruhy značí nekrotizované rostliny mpk4, modré kruhy značí uhynulé 

rostliny mpk4anp3. 
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Obrázek 18 – Vliv solného stresu KCl a NaCl na rostliny Col-0, mpk4anp3, mpk4 a anp3 po 14 

dnech kultivace: kontrola, 50 mM KCl, 100 mM KCl, 125 mM KCl, 50 mM NaCl, 75 mM NaCl, 

100 mM NaCl. Červené kruhy značí nekrotizované rostliny mpk4, modré kruhy značí uhynulé 

rostliny mpk4anp3. 
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5 Diskuze 

Cílem této bakalářské práce byla fenotypová charakterizace dvojitého mutanta 

mpk4anp3. Nejdříve byla provedena obecná charakterizace dvojitého mutanta 

v kontrolních podmínkách a následně byl aplikován solný stres. V průběhu experimentů 

byl použit divoký typ Col-0 jako kontrola, vybraný dvojitý mutant – mpk4anp3 a jemu 

přislušní jednoduší mutanti mpk4 a anp3 pro srovnání.     

 Dvojitý mutant mpk4anp3 se vyznačoval zakrslým růstem ve srovnání s Col-0, stejně 

jako jednoduchý mutant mpk4. Při mikroskopickém pozorování byly zjištěny další 

podobnosti s mpk4. Obě rostliny měly podobný fenotyp kořene, ektopický růst 

kořenových vlásků, docházelo také k větvení kořenových vlásků u obou rostlin (Obr. 5 

C, D, E, F). Mutanti mpk4 a anp2anp3 vykazují nedostatky v celkové organizaci 

mikrotubulů, což vede k abnormálnímu růstu buněk, mimojiné i k větvení kořenových 

vlásků, které mají často ztluštělou bázi vlásku (Beck et al., 2010), všechny tyto aberace 

byly pozorovány i v této práci. Jednoduchý mutant anp3 se jevil podobný Col-0, neměl 

redukovaný růst, kořenové vlásky rostly stejně jako u divokého typu ve sloupcích, 

nicméně při bližším mikroskopickém pozorování kořene bylo také odhaleno větvení 

kořenových vlásků jako u mpk4anp3 a mpk4 (Obr. 5 G, H).     

 Délka kořene mpk4anp3 byla v kontrolních podmínkách kratší než u příšlušných 

jednoduchých mutantů. Délka kořene mpk4anp3 se v kontrolních podmínkách průkazně 

odlišovala dle Studentova t-testu od mpk4 a to od 3.dne měření až po 10. den (Obr. 12 A). 

Ve srovnání s anp3 dle Studentova t-testu byly významné rozdíly ve všech měřených 

dnech (Obr. 12 A). Tato pozorování odpovídají práci, kde dvojitý mutant mpk4anp3 

vykazoval redukci oproti mpk4 a mutant anp3 byl podobný divokému typu Col-0 (Su a 

Krysan, 2016).          

 Dalším sledovaným parametrem byl počet laterálních kořenů u všech testovaných 

rostlin. V tomto případě bylo zjištěno, že dvojitý mutant má průkazně menší počet 

laterálních kořenů než jemu odpovídající jednoduší mutanti mpk4 a anp3 v kontrolních 

podmínkách (Obr. 14). Studium vzdálenosti od kořenové špičky po první kořenový 

vlásek odhalilo, že i tato vzdálenost je ve srovnání s jednoduchými mutanty mpk4 a anp3 

v kontrolních podmínkách významně kratší u dvojitého mutanta (Obr. 16).   

 Proběhlo také pozorování anatomie kořenové špičky pomocí barvení vitálním 

fluorescenčním barvivem FM4-46. Zde byly odhaleny rozdíly mezi anatomií Col-0 a 

dvojitého mutanta mpk4anp3. Zatímco u Col-0 měly buňky pravidelný tvar a byly 
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přehledně uspořádany, tak u mpk4anp3 byly pozorovány buňky nepravidelného tvaru a 

nedokončené buněčné stěny. Dvojitý mutant se opět podobal jednoduchému mutantovi 

mpk4, mutant anp3 nevykazoval žádné odlišnosti ve srovnání s Col-0 (Obr. 6). 

Nedokončené buněčné stěny souvisí s defekty v cytokinezi, pozorování zde uvedená 

korelují prací s Beck et al. (2011), kde byly takéž u mutanta mpk4 po nabarvení FM4-46 

pozorovány stejné aberace, Col-0 měla v této práci normální uspořádání, po barvení 

pomocí DAPI bylo zjištěno že většina zvětšených buněk u mpk4, včetně těch, které měly 

nedokončené buněčné stěny, měly dvě a více jader      

 Při pozorování průduchů pod epifluorescenčním mikroskopem nebyly odhaleny 

významné rozdíly mezi testovanými rostlinami. Délka průduchů u kotyledonů byla u 

všech rostlin delší než délka průduchů na pravých listech (Obr. 7). Průduchy byly také 

pozorovány pomocí barvení vitálním fluorescenčním barvivem FM4-64 a hodnocenými 

parametry byly délka, šířka a počet průduchů na plochu listu. Při hodnocení délky 

průduchů nebyly odhaleny průkazné rozdíly mezi rostlinami mpk4 v porovnání s 

mpk4anp3 a anp3 v porovnání s mpk4anp3 (Obr. 9 A). Naopak u šířky průduchů existoval 

průkazný rozdíl podle Studentova t-testu mezi mpk4anp3 a anp3 (Obr. 9 B). Průměrná 

šířka průduchů anp3 byla menší než u mpk4anp3. Stanovením počtu průduchů na plochu 

listu vyplynulo, že dvojitý mutant má průkazně menší počet průduchů na plochu ve 

srovnání s jednoduchými mutanty mpk4 a anp3 (Obr. 10).     

 Další částí práce bylo působení solného stresu na testované rostliny. I v tomto případě 

byla měřena délka kořenů, vzdálenost od kořenové špičky po první kořenový vlásek, 

počítání laterálních kořenů. Solný stres měl inhibiční účinek na testované rostliny.   

Působení solného stresu na rostliny způsobuje redukci růstu, redukci celkové plochy listů, 

kořenového systému a má také vliv na viabilitu rostlin (Yadav et al., 2011; Carillo et al., 

2011; Chartzoulakis a Klapaki, 2000), ionty Na+ a Cl-  ve zvýšené koncentraci toxicky 

ovlivňují buněčné membrány a také metabolismus (Kader a Lindberg, 2010).   

 Se zvyšující se koncentrací se snižovala délka kořenů, počet laterálních kořenů a také 

vzdálenost od kořenové špičky po kořenový vlásek (Obr. 12 B, C, D, Obr. 14, Obr. 16). 

Z těchto experimentů ale není možné určit, zdali byl dvojitý mutant mpk4anp3 citlivější 

na sůl než mpk4. I když dvojitý mutant dosahoval při všech koncentracích ve všech 

měřených dnech nižších délek kořenů než mpk4, provedením Studentova t-testu byly 

zjištěny statisticky průkazné rozdíly při koncentraci 25 mM od 1. po 10. den měření, u 

koncentrace 50 mM v 8. a 10. dnu měření a při 100 mM pouze u 4. dne měření. Při 

srovnání dvojitého mutanta s anp3 byly zjištěny průkazné rozdíly po celou dobu měření 
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u všech použitých kocentrací (Obr. 12 B, C, D). Stanovení míry inhibice růstu kořene 

neukázalo jasný trend, při každé měřené koncentraci došlo k největší inhibici jiné 

testované rostliny (Obr. 13).          

 Byl tedy sledován vliv solného stresu na nadzemní část rostlin, proběhlo stanovení 

viability. Byla použita média s různými koncentracemi KCl a NaCl. Po 2 týdnech 

kultivace neměly ani nejvyšší použité koncentrace KCl (125 mM) a NaCl (100 mM) 

zásadní vliv na rostliny Col-0 a anp3, viditelná byla pouze redukce listové růžice 

(Obr. 18). Nekrotizované rostliny mpk4 a mpk4anp3 byly pozorovány po 7 dnech na 

miskách s koncentracemi 125 mM KCl a 100 mM NaCl (Obr. 17). Po dvou týdnech se 

nacházely nekrotizované rostliny mpk4anp3 na miskách s koncentracemi 100 a 125 mM 

KCl, 75 a 100 mM NaCl, nekróza mpk4 byla pozorována pouze na nejvyšších použitých 

koncentracích KCl (125 mM) a NaCl (100 mM) (Obr. 18). Solný stres způsobil kromě 

nekrózy také úbytek chlorofylu (Li et al., 2016). Solný stres způsobený NaCl byl ve 

srovnání mpk4anp3 s mpk4 toxičtější pro dvojitého mutanta, vliv KCl byl zhruba 

srovnatelný. 
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6 Závěr 

Tato bakalářská práce byla rozdělena na teoretickou na experimentální část, v teoretické 

části byla popsána modelová rostlina Arabidopsis thaliana, která slouží jako modelový 

organismus v buněčné a molekulární biologii. Byl popsán mechanismus fungování 

MAPK, které představují důležitou součást rostlinné signalizace. Hlavní část byla 

věnována zapojení MAPK do odpovědí rostlin na různorodý abiotický stres. Další 

kapitola teoretické části byla věnována dvojitým mutantům, kteří mohou sloužit při 

odhalování funkce genů. Zmíněn je také proces produkce dvojitých mutantů.  

 Experimentální část se nejdříve věnovala obecné charakterizaci dvojtého mutanta 

mpk4anp3, proběhlo srovnání s divokým typem Col-0 a příslušnými jednoduchými 

mutanty mpk4 a anp3. Dvojitý mutant mpk4anp3 se projevoval zakrslým růstem, 

ektopickým růstem kořenových vlásků, které byly mnohdy rozvětvené. Při hodnocení 

délky kořenů, počtu laterálních kořenů, vzdálenosti od kořenové špičky po první 

kořenový vlásek dosahoval dvojitý mutant ze všech testovaných rostlin nejmenších 

hodnot. Ve srovnání s ostatními rostlinami měl také menší počet průduchů na plochu 

listu, část průduchů byla různě deformovaná. V oblasti kořenové špičky byly pozorovány 

nedokončené buněčné stěny a chaotické uspořádání buněk.    

 Další část byla zaměřena na studium působení solného stresu na dvojitého mutanta 

mpk4anp3. Solný stres měl inhibiční účinek, docházelo ke snižování hodnot měřených 

parametrů – délky kořenů, vzdálenosti kořenové špičky po první kořenový vlásek, počtu 

laterálních kořenů. Dlouhodobé působení solného stresu způsobovalo všem testovaným 

rostlinám redukci velikosti listové růžice, u mpk4anp3 a mpk4 docházelo také k nekróze 

části rostlin. Solný stres navozený NaCl snížil viabilitu dvojitého mutanta mpk4anp3 ve 

srovnání s mpk4.   
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8 Seznam použitých zkratek 

   ABA kyselina abscisová 

   Col-0 ekotyp Columbia  

   

   CPK na vápníku závislé proteinkinasy 

   DSPs fosfatasy s duální specifitou 

   etOH ethanol 

   HR hypersensitivní odpověď 

   JA kyselina jasmonová 

   MAP65 protein 65 asociovaný s mikrotubuly 

   MAPK, MPK mitogenem aktivované protein kinasy 

   MAPKK, MAP2K, MKK mitogenem aktivované protein kinasy kinasy 

   MAPKKK, MAP3K, MEKK, ANP mitogenem aktvované protein kinasy kinasy kinasy 

   MS Murashige & Skoog

   MT mikrotubuly 

   PAMPs s patogenem asociované molekulární vzory 

   PLD fosfolipasa D 

   PRRs vzor rozeznávající receptory 

   PSPs tyrosin- specifické fosfatasy 

   PTI PAMP spouštěná imunita 

   ROS reaktivní kyslíkové radikály 

   SIMK stresem indukovaná MAPK 

   SOD superoxid dismutasa 

   TAIR The Arabidopsis Information Resource 

   T-DNA inzerční DNA  

   WT wild type, divoký typ 

 

 

 

 

 

 

 


