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1 ÚVOD 

Omezená dostupnost dusíkatých sloučenin v půdě je často hlavní limitací růstu  

a produktivity rostlin. Rostlinám z čeledi bobovitých se daří tento problém řešit 

vytvořením symbiotického vztahu s půdními bakteriemi, patřícími do rodu Rhizobium.  

Rhizobia jsou schopna pro rostliny fixovat dusík. K fixaci dusíku a výměně živin potom 

dochází ve specializovaných kořenových orgánech, hlízkách (nodulech). Hlízky jsou 

tvořeny koordinovaným a kontrolovaným procesem, který kombinuje bakteriální infekci  

a organogenezi hlízek (Oldroyd a Downie, 2008; Mortier et al., 2012). Signály  

z prostředí jsou v buňkách přenášeny prostřednictvím signálních transdukčních drah,  

ve kterých hrají jako signální molekuly důležitou roli také mitogen- aktivované protein 

kinázy (MAPKs), (Ovečka et al., 2014). Několik MAPKs je zapojeno do buněčných 

odpovědí na abiotický nebo biotický stres (Moustafa et al., 2014). Tyto stresy negativně 

ovlivňují tvorbu hlízek, které vznikají jako výsledek symbiotické interakce  

(Lopez- Gomez et al., 2012; Ryu et al., 2012). Na druhou stranu, rhizobiální infekce 

aktivuje MAPK signalizační kaskády a reakce spojené s obranou nebo stresem během 

raných fází infekce (Lopez- Gomez et al., 2012). Při kontaktu rostlin s některými 

mikroorganismy, představující jejich potencionální partnery nebo naopak patogeny, 

hraje rostlinný cytoskelet velmi důležitou roli. Při vzniku symbiotického vztahu 

s rhizobiemi se objevují změny v cytoskeletu u kořenových vlásků a kortikálních buněk. 

Mikrotubuly a aktinová filamenta jsou zapojena do zatočení kořenových vlásků, růstu 

infekčního vlákna a vývoje kořenových hlízek (Takemoto a Hardham, 2004). 

Reorganizace rostlinného cytoskeletu tedy pravděpodobně hraje během ontogeneze 

hlízek důležitou roli (Timmers et al., 1998). 

Prvním cílem experimentální části mé diplomové práce byla optimalizace 

imunolokalizační metody „whole- mount“ tak, aby bylo možné pomocí této metody 

lokalizovat u vojtěšky proteiny nejen v semenáčcích, ale také v různých typech pletiv  

a orgánů. Imunolokalizační metoda „whole- mount“ byla poté použita na zjištění 

subcelulární lokalizace SIMK v kořenech M. sativa. Byl také sledován vliv 

krátkodobého působení abiotických stresů a inhibitoru MAPKKs na organizaci 

cytoskeletu, lokalizaci proteinu SIMK a úroveň fosforylace. Druhým cílem byla 

imunohistochemická kolokalizace tubulinu a SIMK u vojtěšky v interakci s bakteriemi 

rodu Rhizobium na voskových řezech hlízek ve Steedmanovém vosku. Posledním cílem 

bylo odvození transgenní linie SIMKK RNAi in vitro procesem somatické 
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embryogeneze a využití těchto regenerovaných rostlin na Western blot analýzu, která 

byla využita na detekci proteinů SIMK a MMK3, které jsou součástí signální dráhy,  

do které je SIMKK zapojena a to jak u rostlin kultivovaných v kontrolních podmínkách, 

tak u rostlin inokulovaných rhizobiální tekutou kulturou Sinorhizobium meliloti.  
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2 Současný stav řešené problematiky 

2.1 Medicago sativa 

Tolice vojtěška (Medicago sativa L.) zvaná také jako alfalfa je jednou z nejdůležitějších 

pícnin, která je rozsáhle pěstována především v oblasti Středomoří (Barbulova et al., 

2002; Molero et al., 2019). Na rozdíl od Medicago truncatula, která je diploidní  

a autogamní s poměrně malým genomem, je alfalfa tetraploidní rostlinou (Barker et al., 

1990). Jedná se o cizosprašnou rostlinu, pro kterou je typická nekompatibilita vlastního 

pylu (Chen et al., 2016). Kromě toho, že je M. sativa nejrozšířenější pícninou na světě, 

hraje také klíčovou roli v řadě oblastí, včetně ochrany vodních a půdních zdrojů, 

zvyšování úrodnosti půdy a sekvestraci půdního uhlíku. Alfalfa má mnoho výhodných 

vlastností, které ji činí vhodnou surovinou na výrobu biopaliv, včetně vysokého výnosu 

biomasy. Díky schopnosti biologické fixace dusíku nepotřebuje alfalfa žádná dusíkatá 

hnojiva a je tak schopna poskytovat veškerý potřebný dusík (Samac et al., 2015). 

Semena pícnin jsou bohatá na bílkoviny a jsou proto důležitá nejen pro výživu lidí,  

ale také zvířat (Oldroyd et al., 2011).  

2.2 Symbióza 

Na základě potřeby udržitelných zemědělských postupů roste zájem o biologickou 

fixaci dusíku a symbiózu mezi bakteriemi rodu Rhizobium a rostlinami čeledi 

bobovitých (Laranjo et al., 2014). Tyto symbiotické půdní bakterie také bývají 

kolektivně nazývány rhizobia (Kitaeva et al., 2015). Jako rhizobia byly původně 

označovány bakterie spadající především do rodu Rhizobium, avšak dnes k tomuto rodu 

patří už jen několik bakterií. Později byly identifikovány další rody jako 

Bradyrhizobium (Jordan, 1982), Sinorhizobium (Chen et al., 1988) a Mesorhizobium 

(Jarvis et al., 1997). Přestože je symbióza prospěšná pro oba partnery symbiotického 

vztahu, je řízena přísnými pravidly ze strany rostliny (Oldroyd et al., 2011). 

Symbiotická fixace dusíku je energeticky náročným procesem a v případě, že jsou  

k dispozici dostatečné hladiny fixovaného dusíku, dochází k její silné inhibici  

(Lin et al., 2018). Důležitá je symbióza, která se týká hospodářsky významných plodin, 

využívaných v potravinářství nebo jako krmivo (Laranjo et al., 2014). 

V rostlinné biologii se jako modelová rostlina z čeledi bobovitých využívá  

M. truncatula. Bylo zjištěno, že schopnost účinně fixovat dusík je u M. truncatula  

ve srovnání s jejím geneticky blízce příbuzným druhem M. sativa výrazně nižší. Nízká 
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účinnost symbiotického systému u M. truncatula souvisí se sníženou specifickou 

aktivitou hlízek, sníženou schopností tvořit organické kyseliny a omezeným výdejem 

dusíku z hlízek (Sulieman a Schulze, 2010).  

Výsledkem symbiózy je vznik hlízek na kořenech rostlin (Wang et al., 2018). Jedná 

se o nové rostlinné laterální orgány, které rhizobiím poskytují ekologickou niku  

pro jejich přežití (Minchin et al., 2008). V hlízkách bakterie převádí atmosférický dusík 

na amoniak, který může rostlina využívat. Pro dokonalou symbiózu je nutné, aby byli 

oba symbionti vzájemně kompatibilní v průběhu celého procesu vývoje symbiotického 

vztahu (Wang et al., 2018). Tvorba symbiotických hlízek fixujících N2 vyžaduje dva 

vývojové procesy, a to organogenezi hlízek a bakteriální infekci. Aby došlo  

k organogenezi hlízek v místě bakteriální infekce, je nutné, aby byly tyto dva procesy 

prostorově i časově koordinovány (Oldroyd a Downie, 2008).  

Kromě této koordinace musí dojít k rozpoznání signálních molekul, tzv. Nod faktorů 

(NFs), rostlinou (Oldroyd a Downie, 2004). Z kořenů leguminóz se do rhizosféry 

vylučují flavonoidy, které jsou vnímány rhizobiemi a které jsou schopny utvářet 

mikroflóru rhizosféry tím, že zvyšují chemotaktickou povrchovou pohyblivost 

prospěšných mikroorganismů (Mortier et al., 2012; Kelly et al., 2017; Singla a Garg, 

2017). Flavonoidy potenciálně regulují transkripční aktivitu některých mikrobiálních 

genů (např. nod genů), které iniciují tvorbu NFs (Singla a Garg, 2017). NFs jsou 

produkovány rhizobiemi a jedná se o lipochito- oligosacharidy, obvykle se čtyřmi  

až pěti zbytky 1,4- propojeného N-acetyl-glukosaminu (Dénarié et al., 1996). 

Epidermální buňky u M. truncatula rozpoznávají NFs prostřednictvím receptorům 

podobným kinázám (RLKs) NFP/LYK3/LYK4, které se vážou na extracelulární  

LysM doménu (Amor et al., 2003; Limpens et al., 2003; Arrighi et al., 2006; Smit  

et al., 2007). Po rozpoznání NFs dochází k přívalu Ca
2+ 

do špičky kořenových vlásků, 

což je doprovázeno současným odtokem Cl
-
 a K

+
. Takové toky iontů potom indukují 

deformace a zatočení kořenových vlásků, aby v nich mohlo dojít k zachycení 

bakteriálních kolonií (Kijne et al. 1992; Emons a Mulder, 2000). Skupinou proteinů je 

aktivována oscilace vápníku, do které je zapojena také vápníkem- aktivovaná kináza 

CCaMK (Oldroyd et al., 2011). CCaMK přímo interaguje a fosforyluje CYCLOPS 

protein, čímž dochází k aktivaci symbiotických transkripčních regulátorů  

(Kelly et al., 2017). CCaMK společně s některými transkripčními faktory aktivuje 

genovou expresi (Oldroyd et al., 2011). Tyto transkripční faktory jsou zahrnuty 

v aktivaci ENOD genů (EARLY NODULATION), jejichž funkcí je iniciace infekce  
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a tvorba hlízkového primordia (Mortier et al., 2012). Aktivace CCaMK má tedy v této 

signalizační dráze důležitou úlohu vedoucí k morfogenezi hlízek (Oldroyd et al., 2011). 

Mezi transkripční faktory, které se podílejí na rhizobiální infekci patří například 

ERN1 (Required for Nodulation 1). U rostlin M. truncatula, defektních v ERN1, 

nedochází k procesu tvorby hlízek, ale přesto vykazují časné symbiotické odpovědi. 

ERN1 má blízký homolog ERN2, který vykazuje částečně podobnou expresi. 

ERN1/ERN2 hrají důležitou roli v indukci rhizobiální infekce a organogenezi hlízek, 

tedy během velmi raných stádií vývoje kořenových hlízek (Cerri et al., 2016).  

Transkripční faktor NIN (Nodule inception), který patří do rodiny NIN podobným 

proteinům (NIN-like-proteins; NLPs), je pro proces tvorby hlízek nezbytně nutný. 

Mutace nebo snížená regulace NLP genů zabraňuje nitrátové inhibici infekce, tvorbě 

hlízek a fixaci dusíku. Bylo zjištěno, že NIN a NLPs spolu fyzicky interagují 

prostřednictvím jejich PB1 (Phox a Bem1) domén. NLP1 může potlačit aktivaci CRE1 

genu (Cytokinin Response1- gen nezbytný pro vývoj hlízek) prostřednictvím NIN  

(Lin et al., 2018). 

2.2.1 Organogeneze hlízek 

Hlízky se u leguminóz obecně dělí na dva základní typy, tzv. determinované  

a nedeterminované (Gage, 2004). Příkladem rostlin, u kterých dochází ke vzniku 

nedeterminovaných hlízek, jsou M. sativa, M. truncatula, Vicia sativa a Pisum sativum 

(Maróti a Kondorosi, 2014). U M. truncatula a P. sativum je proces tvorby hlízek 

v obou případech velmi podobný a jeho výsledkem je vznik nedeterminovaných hlízek 

s trvalým apikálním meristémem a charakteristickými jednotlivými zónami  

(Vasse et al., 1990). Nedeterminované hlízky vznikají z vnitřních kortikálních buněk 

přiléhajících k endodermis (Oldroyd et al., 2011). Mají trvalý meristém, jsou neustále 

infikovány půdními bakteriemi a dají se rozdělit na 4-5 základních zón (Obr. 1).  

Mezi charakteristické zóny nedeterminovaných hlízek patří zóna meristematická, 

infekční, fixace dusíku, senescence a saprofytní (Popp a Ott, 2011).  

Naopak determinované hlízky (např. u Lotus japonicus a Glycine max) se vyvíjejí ze 

středního kortexu, mají definovanou životnost a postrádají střední meristém, stejně jako 

schopnost být během svého dozrávání kontinuálně infikovány půdními bakteriemi 

(Oldroyd et al., 2011; Popp a Ott, 2011). 
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Jelikož se v případě procesu tvorby hlízek i fixace dusíku jedná o energeticky 

náročné procesy, vzniká u leguminóz minimální množství hlízek, které jsou potřebné 

pro zajištění optimálního růstu (Mortier et al., 2012). Počet hlízek na kořenech 

kontrolují pozitivní a negativní regulační dráhy. Mezi pozitivní regulátory patří 

cytokininy a auxiny, které jsou pro organogenezi hlízek velmi důležité  

(Frugier et al., 2008; Suzaki et al., 2013). Organogeneze hlízek je iniciována 

rozpoznáním rhizobií na povrchu kořene, což zahrnuje aktivaci cytokininové 

signalizace, ke které dochází ve velmi raném stádiu iniciace hlízkového meristému 

(Oldroyd et al., 2011; Plet et al., 2011). Fytohormony cytokininy mají důležitou úlohu 

v různých aspektech raných symbiotických fází (Gamas et al., 2017). Primárními cíli 

cytokininové signalizace jsou regulátory odpovědi (Lohar et al., 2004). U M. truncatula 

dochází k nejčasnější indukci těchto regulátorů odpovědi ve vnitřních kortikálních 

buňkách a buňkách pericyklu, ve kterých na začátku tvorby hlízek dochází 

k buněčnému dělení (Timmers et al., 1999, Plet et al., 2011). V důsledku této 

signalizace se změní polární transport auxinu závislý na CRE1, který je potlačován jak 

rhizobii, tak NFs (van Noorden et al., 2006; Grunewald et al., 2009; Plet et al., 2011). 

Inhibitory auxinového transportu mohou indukovat organogenezi hlízek, a proto jsou 

indukované změny polárního transportu auxinu velmi významné (Hirsch et al., 1989). 

Bylo zjištěno, že u rhizobií, u kterých není proces nodulace závislý na NFs, není 

produkce bakteriálních cytokininů dostatečná pro zahájení tvorby hlízek  

(Kisiala et al., 2013; Podlešáková et al., 2013). Naopak do negativní regulace jsou 

zapojeny kyseliny salicylová, jasmonová, abscisová nebo ethylen, které negativně 

kontrolují signalizaci NFs nebo infekci (Ryu et al., 2012). 

Rostliny využívají RLKs ke sledování enviromentálních změn a k přenosu signálu  

do rostlinných buněk. Jako koreceptor rhizobiálních signálů k zahájení vývoje hlízek  

a rhizobiální infekce během symbiózy funguje u M. truncatula protein DMI2  

(DOES NOT MAKE INFECTIONS2), jehož množství se během fixace dusíku mění. 

DMI2 se akumuluje v hlízkách a jeho indukce není závislá na rozpoznání NFs 

vylučovaných rhizobiemi. Modulací DMI2 je u leguminóz kontrolován vývoj hlízek 

(Pan et al., 2018). 
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2.2.2 Rhizobiální infekce 

Poté, co rostlina rozpozná NFs vylučované rhizobiemi, dochází k iniciaci několika 

preinfekčních procesů. Mezi ty patří reorganizace cytoskeletu, zatočení špičky 

kořenového vlásku a vznik preinfekčních vláken (preinfection threads; PITs)  

ve vnějších kortikálních buňkách kořene (Murray, 2011). 

U leguminóz začíná tvorba hlízek obvykle po připojení rhizobií k rostoucí buňce 

kořenového vlásku (Murray, 2011). U M. truncatula pronikají rhizobia do kořene 

hostitele epidermálními kořenovými vlásky, což následně vede ke vzniku infekčních 

vláken (infection threads- ITs), (Fournier et al., 2008; Oldroyd et al., 2011). Ta mají 

tubulární strukturu a jsou ohraničena membránou, která se nachází mezi  plazmatickou 

membránou a buněčnou stěnou kořenového vlásku. Tím jsou rhizobia izolována  

od cytoplazmy hostitelské buňky (Gage, 2004). ITs jsou navíc konstruována tak,  

aby byla schopna doručit bakteriálního symbionta z povrchu kořene do jeho vnitřních 

buněk a vyvíjející se hlízky (Monahan-Giovanelli et al., 2006). Aby se rhizobia  

do vyvíjejícího hlízkového primordia dostala, musí projít přes epidermis a kortex 

kořene. V buňkách hlízkového primordia poté dojde k uvolnění bakterií do buněk 

hlízky, ve kterých fixují N2 (Gage, 2004).  

Obr. 1: Anatomie nedeterminovaného nodulu rostlin čeledi bobovitých. I- meristém nodulu,  

II- infekční zóna, II/III- přechodná zóna, III- zóna fixace dusíku, IV- zóna senescence,  

V- saprofytní zóna. OC- parenchymatický vnější kortex, CE- kortikální endodermis, IC- vnitřní 

kortex, NVB- vaskulární svazky vnitřního kortexu, NVT- vaskulární pletivo, VE- vaskulární 

endodermis (Upravené podle Łotocka et al., 2012). 
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Po zachycení bakterií v zatočeném kořenovém vlásku dochází k iniciaci IT, které 

postupně prorůstá až do trichoblastu a začne se přibližovat k jádru přilehlé kortikální 

buňky. Poté se začínají vytvářet PITs, což jsou cytoplazmatické subdomény propojené 

s cytoskeletem, které určují směr růstu ITs (Timmers et al., 1999). Následně prorůstá IT 

do další buněčné vrstvy, což vyžaduje lokalizovanou degradaci rostlinné buněčné stěny. 

Enzymy pro degradaci rostlinné buněčné stěny mohou být rostlinného  

nebo bakteriálního původu. Mezi takové enzymy, které jsou indukovány během infekce 

rhizobiemi, patří pektinmethylesteráza nebo polygalakturonáza. Enzymy degradující 

rostlinnou buněčnou stěnu jsou vylučovány do lokalizovaného místa na membráně,  

a tím dojde k lokalizovanému uvolnění nebo degradaci buněčné stěny (Munoz et al., 

1998; Vissenberg et al., 2001; Lievens et al., 2002). K této degradaci dochází 

opakovaně, což umožňuje šíření infekce až do vnitřního kortexu, ve kterém vzniká 

prostřednictvím několika buněčných dělení hlízkové primordium (Timmers et al., 1999; 

Oldroyd et al., 2011). Z těchto rozdělených buněk následně vzniká nodulový meristém 

(Obr. 2), (Timmers et al., 1999). 

Podle Newman- Griffis et al. (2019) jsou LINC komplexy (Linker of Nucleoskeleton 

and Cytoskeleton), které řídí jaderný pohyb v mnoha buněčných a vývojových 

procesech, nezbytné také pro správné tvarování jádra a pro jeho pohyb v kořenových 

vláscích M. truncatula. Tyto komplexy jsou důležité také pro iniciaci ITs a tvorbu 

hlízek. LINC komplexy se skládají z proteinů vnitřní (Sad1/UNC-84= SUN proteiny)  

a vnější (Klarsicht/ANC-1/Syne Homology= KASH proteiny) jaderné membrány.  

Bylo zjištěno, že jádra kořenových vlásků M. truncatula exprimující dominantně 

negativní SUN proteiny (SUNDN) se pohybují rychleji a různými směry. Kromě 

jaderného pohybu je ovlivněna také rhizobiální symbióza. Na kořenech exprimujících 

SUNDN se po inokulaci Sinorhizobium meliloti vytváří výrazně méně hlízek. Nicméně 

vzniklé ITs postupují přes vrstvu epidermálních buněk až do kortexu normálně  

a nevykazují žádné deformace (Newman- Griffis et al., 2019). 
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2.2.3 Intracelulární osídlování rostlinných buněk rhizobiemi 

Vnitrobuněčné osídlování rhizobiemi, spojené s vývojem bakteroidů fixujících N2 je  

časo- prostorový vývojový proces (Fournier et al., 2008).  

Rhizobia nejdříve jako volně žijící bakterie rostou směrem dolů po ITs, přičemž  

k dělení bakteriálních buněk dochází v oblasti za rostoucím vrcholem ITs. To nakonec 

vede ke vzniku mikrosymbiotů obklopených membránou rostlinného původu  

(Fournier et al., 2008). Během růstu po ITs dochází k redoxnímu stresu a k možné 

akumulaci polyhydroxybutyrátu, který je využíván v metabolismu uhlíku v průběhu 

tvorby bakteroidu (Jamet et al., 2003; Lodwig et al., 2005). Růst v ITs představuje 

kontrolní bod, jelikož bakterie, u kterých dochází k mutaci v některých komponentech 

buněčného povrchu (např. lipopolysacharidy, exopolysacharidy), postrádají schopnost 

být uvolněny z ITs nebo vytvořit zralý symbiozóm (Gibson et al., 2008).  

Symbiozómy z nedeterminovaných hlízek u M. truncatula obsahují obvykle jeden 

bakteroid, který může mít pleomorfní tvar (Lodwig et al., 2005; Oono et al., 2010).  

V hlízkách M. truncatula dochází během diferenciace bakterioidů S. meliloti  

k endorepulikaci, čímž se počet jejich chromozómů zvýší na 24. Naopak, volně žijící 

bakterie vlastní obvykle jen 1 nebo 2 chromozómy (Mergaert et al., 2006). V tomto 

ohledu vykazují bakteroidy podobnost s hostitelskými kortikálními buňkami, ve kterých 

taktéž dochází k procesu endoreduplikace. Tím mají rostliny z čeledi bobovitých 

kontrolu nad bakteriálním buněčným cyklem a určují tak endoreduplikační stav 

bakteroidů. Kromě toho je endoreduplikace důležitá pro zajištění normálního vývoje 

hlízek. Bylo zjištěno, že snížením regulace genu ccs52A docházelo u transgenních linií 

Obr. 2: Proces nodulace (Upraveno podle Oldroyd et al., 2011). 
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M. truncatula k výraznému ovlivnění vývoje hlízek. To se projevilo nižší ploidií, 

sníženou velikostí buněk, neefektivní invazí rhizobiemi a zráním symbiotických buněk, 

což bylo doprovázeno časným stárnutím a nakonec smrtí bakterií i rostlinných buněk. 

(Vinardell et al., 2003) 

Transkriptomovou analýzou hlízek M. truncatula byla zjištěna indukce více než  

400 specifických peptidů bohatých na cystein, které jsou indukovány také v jiných, 

blízce příbuzných druzích vytvářejících nedeterminované hlízky. Naopak, u druhů 

vytvářejících determinované hlízky (např. L. japonicus) tyto peptidy bohaté na cystein 

přítomny nejsou (Mergaert et al., 2003; Alunni et al., 2007; Kereszt et al., 2011). 

2.3 Mitogen- aktivované protein kinázy 

Kaskády mitogen- aktivovaných protein kináz (MAPKs) představují univerzální 

signální moduly přítomné u kvasinek, zvířat i rostlin (Chen et al., 2017). MAPKs 

překládají informace z prostředí na příslušnou odpověď tím, že fosforylují své 

substrátové proteiny (Pitzschke, 2015). Kromě toho jsou MAPKs zapojeny do odpovědí 

na různé biotické a abiotické stresy, hormony nebo vývojové procesy  

(Smékalová et al., 2014; Chen et al., 2017; Komis et al., 2018). Hrají důležitou úlohu 

také při regulaci buněčného dělení, růstu, diferenciaci nebo programované buněčné 

smrti (Franklin- Tong a Gourlay, 2008; Müller et al., 2010; Beck et al., 2011; Sasabe  

a Machida, 2012).  

Každá MAPK kaskáda se skládá ze tří sekvenčně působících protein kináz. Nejvýše 

umístěným členem MAPK kaskády je MAPK kináza kináza (MAPKKK nebo MEKK). 

MAPKKK přijímá přímo nebo nepřímo signál z receptorů a fosforylací MAPKKK je 

regulována aktivita MAPK kinázy (MAPKK, MKK nebo MEK). MAPKK potom 

fosforyluje a tím aktivuje MAPK (MPK), (Xu a Zhang, 2015). Tyrosin a serin/threonin 

specifické fosfatázy řídí aktivaci i deaktivaci MAPKs (Rodriguez et al., 2010). Úloha 

těchto kináz ve vývojových a fyziologických procesech byla intenzivně studována  

u různých organismů (Chen et al., 2017). Kontrola transkripční, post- transkripční  

a translační regulace, buněčná lokalizace a re-kompartmentalizace proteinů na místo 

jejich aktivace nebo působení je také kontrolní funkcí MAPKs (Lee et al., 2015). 

MAPK signalizace je mimo jiné zahrnuta také v rostlinné imunitě  

(Rodriguez et al., 2010). Konkrétně je známo zapojení MAPK kaskády do interakcí 

mezi rostlinou a patogenem (Meng a Zhang, 2013). Transmembránové receptory, které 
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bývají označovány jako rozpoznávací receptory (pattern recognition receptors- PRRs), 

zaznamenávají patogenem asociované molekulární vzory (patogen- associated 

molecular patterns- PAMPs) a tím vyvolávají obrannou odpověď, která spočívá  

v přeprogramování genové exprese hostitele a vytvoření sloučenin antimikrobiální 

povahy (Rodriguez et al., 2010). 

Mezi dobře prostudované MAPKs patří zejména MPK3 a MPK6, k jejichž aktivaci 

dochází při abiotickém stresu nebo v přítomnosti patogenů (Ren et al., 2008; 

Rasmussen et al., 2012). U Arabidopsis thaliana jsou mitogen- aktivované protein 

kinázy MPK3, MPK4 a MPK6 důležité při buněčném dělení, vývoji a vrozené imunitě 

(Rayapuram et al., 2018). MPK3 a MPK6 jsou lokalizovány zejména v jádře, zatímco 

MPK4 a MPK6 jsou přítomny v cytoskeletu (Šamajová et al., 2013). MPK6 interaguje 

s preprofázními svazky (pre- prophase band; PPB) a fragmoplasty a podílí se tedy  

na determinaci roviny buněčného dělení (Müller et al., 2010; Komis et al., 2017). 

Funkci plní ale také při signalizaci rostlinného růstu nebo při odpovědi na působení 

různých abiotických či biotických stresů (Meng a Zhang, 2013; Xu a Zhang, 2015; 

Komis et al., 2017). 

Aktivované MAPKs lze detekovat pomocí anti- pERK (Phospho-p44/p42 MAPK, 

ERK1/2, Thr202/Tyr204) protilátky. Anti- pERK specificky rozpoznává aktivované 

MAPKs fosforylované na threoninových (T) nebo tyrozinových (Y) zbytcích  

ve specifickém TEY fosforylačním motivu (Bequette et al., 2018). 

2.3.1 Mitogen- aktivované protein kinázy u M. truncatula a M. sativa 

Ačkoliv je fosforylační kaskáda zprostředkovaná MAPKs pro rostlinnou buněčnou 

signalizaci nepostradatelná, ví se o nich u leguminóz podstatně méně informací.  

Na základě fylogenomické analýzy bylo u M. truncatula identifikováno celkem  

73 MAPKKKs, 7 MAPKKs a 25 MAPKs (Li et al., 2016; Purayannur et al., 2017). 

Podle Neupane et al. (2013) je MAPK signalizační kaskáda u M. truncatula důležitá  

pro vývoj listů, kořene i hlízek.  

Stresem indukovaná MAPK (SIMK) je u M. sativa zapojena do signalizace  

při působení solného stresu nebo patogenních elicitorů (Munnik et al., 1999; Cardinale 

et al., 2000). Její aktivace může být spuštěna také v přítomnosti sorbitolu, oxidativního 

stresu nebo při poranění, přičemž ve všech případech je stresem indukovaná MAPKK 

(SIMKK) nejsilnějším aktivátorem SIMK (Kiergerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002). 
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SIMK o molekulové hmotnosti 46 kDa představuje vysoce konzervovaný homolog 

MPK6 z A. thaliana s identickou karboxyterminální oblastí (Ovečka et al., 2014). Bylo 

zjištěno, že při působení elicitorů SIMKK aktivuje SIMK a MMK3  

(mitogen- aktivovaná protein kináza z M. sativa), (Cardinale et al., 2002). MMK3 je 

lokalizována k rovině buněčného dělení a k její aktivaci dochází během mitózy 

(Rodriguez et al., 2010). Při solném stresu však aktivuje SIMKK pouze SIMK, přičemž 

k této aktivaci dochází poměrně rychle v závislosti na koncentraci  

(Cardinale et al., 2002; Ovečka et al., 2014). V neaktivním stavu spolu SIMKK a SIMK 

kolokalizují v jádře a cytoplazmě. Bylo však prokázáno, že při působení solného stresu 

dochází k částečné relokalizaci SIMKK i SIMK z jádra do bodových cytoplazmatických 

kompartmentů (Ovečka et al., 2014). SIMK má také spolu s aktinovým cytoskeletem 

významnou úlohu při růstu kořenových vlásků (Šamaj et al., 2002). 

Využitím metod reverzní genetiky byl u M. truncatula identifikován MtMAPKK4 

mutant. Exprese MtMAPKK4 byla detekována v kořenech, stoncích, listech, ale také 

v hlízkách nebo květech. U heterozygotních mapkk4/+ rostlin docházelo k růstovým 

anomáliím a chlorózám. Alelická mutace MtMAPKK4 by byla pro rostliny letální,  

a proto je MtMAPKK4 důležitá pro růst a vývoj M. truncatula. Metodou bimolekulární 

fluorescenční komplementace byla prokázána fyzická interakce mezi MtMAPKK4, 

MtMPK6 a MtMPK3, které jsou subcelulárně lokalizovány v plazmatické membráně, 

cytoplazmě a v jádře (Chen et al., 2017).  

Dále bylo zjištěno, že protein MtMKK5 z M. truncatula má pravděpodobně podobné 

funkce jako AtMKK4/5 a SIMKK, jelikož je z 69,2% identický s AtMKK4,  

ze 72% s AtMKK5 a z 95% se SIMKK. MtMKK5 aktivuje MtMPK3/6, které jsou tedy 

pravděpodobně zahrnuty v signalizačních dráhách aktivovaných MtMKK5. Později 

bylo prokázáno, že při solném stresu dochází v kořenech M. truncatula k silnější 

aktivaci MtMPK6 než v případě MtMPK3 (Ryu et al., 2017). 

2.3.2 Signalizace MAPKs při symbiotické interakci  

Do buněčných odpovědí na abiotický nebo biotický stres je zapojeno několik MAPKs 

(Moustafa et al., 2014). Tyto stresy potom negativně ovlivňují tvorbu hlízek, které 

vznikají jako výsledek symbiotické interakce (Lopez- Gomez et al., 2012; Ryu et al., 

2012). Na druhou stranu, rhizobiální infekce vede k aktivaci MAPK signalizačních 
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kaskád a reakcí spojených s obranou nebo stresem během raných fází infekce  

(Lopez- Gomez et al., 2012).  

Například LjSIP2 (MAPKK) u L. japonicus interaguje se 

symbiotickou  receptorovou kinázou SymRK a hraje v brzkých stádiích symbiózy  

a organogeneze hlízek důležitou roli (Chen et al., 2012). Kromě toho, že je 

MtMAPKK4 nezbytná pro růst a vývoj M. truncatula (viz výše), plní pravděpodobně 

úlohu také při symbiotické interakci. U heterozygotních mapkk4/+ rostlin bylo 

pozorováno menší množství ITs i vytvořených hlízek (Chen et al., 2017). 

U M. truncatula reguluje signalizační kaskáda MtMKK5-MPK3/MPK6 negativně 

tvorbu hlízek. Bylo zjištěno, že po aktivaci MtMPK3 a MtMPK6 solným stresem 

vzniká menší počet hlízek. MtMPK3 a MtMPK6 v jádře fyzicky interagují se dvěma 

transkripčními faktory, MtERN1 a MtNSP1 (Nod factor Signaling Pathway 1),  

které jsou při tvorbě hlízek zapojeny do raných stádií. MtMPK6 aktivovaná MtMKK5 

navíc fosforyluje MtERN1, přičemž k potlačení této fosforylace dochází záměnou 

serinu za alanin na pozici 93. MAPK kaskády jsou tedy pravděpodobně zahrnuty 

v regulaci transkripčních procesů nutných pro rozpoznání symbionta, rhizobiální infekci 

nebo organogenezi hlízek (Ryu et al., 2017). 

2.4 Rostlinný cytoskelet 

Rostlinný cytoskelet funguje jako velmi dynamická a univerzální intracelulární podpora 

rostlin, která je zahrnuta v mnoha důležitých aspektech, včetně růstu rostlinných buněk, 

vývoje, buněčného dělení, buněčné expanze, intracelulární organizace nebo pohybu 

(Staiger, 2000; Wasteneys a Galway, 2003). Cytoskelet je tvořen propojenou sítí 

polymerů a regulačních proteinů a mimo jiné poskytuje eukaryotickým buňkám 

schopnost odolávat deformacím, přepravovat mezibuněčný náklad nebo během pohybu 

uzpůsobovat tvar buněk (Fletcher a Mullins, 2010). Úlohou motorových proteinů, které 

jsou součástí cytoskeletu, je transport buněčných organel a molekul  

(Kost a Chua, 2002). Kromě toho je cytoskelet důležitý také pro správný průběh mitózy 

a meiózy (Staiger a Lloyd, 1991). Pro morfogenezi rostlinných orgánů je důležitá 

kontrola polarity, směru polárního růstu a roviny buněčného dělení (Kropf et al., 1998, 

Smith, 1999).  

Mezi dvě hlavní dynamicky propojené komponenty rostlinného cytoskeletu patří 

mikrotubuly (MT) a aktinová filamenta (AF), (Smertenko a Franklin- Tong, 2011). 
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Aktinová filamenta se skládají ze dvou navzájem propojených aktinových řetězců, 

zatímco mikrotubuly představují duté supramolekulární struktury sestávající 

z protofilament (Schmidt a Panstruga, 2007). MT i AF jsou zapojeny do organizace 

intracelulárních procesů a usnadňují jejich rychlou reorganizaci. V rostlinných buňkách 

jsou důležité pro buněčný růst a morfogenezi (Sampathkumar et al., 2011; Huber et al., 

2013). Mikrotubulární i aktinový cytoskelet mění během buněčného cyklu své 

uspořádání, hustotu i distribuci (Timmers, 2008). Mezi nejvýznamnější rozdíly hlavních 

typů cytoskeletálních polymerů patří mechanická pevnost, dynamika jejich 

seskupování, polarita a motorové proteiny, se kterými asociují (Fletcher a Mullins, 

2010). 

Studium symbiotických interakcí mezi rhizobiemi a rostlinami z čeledi bobovitých 

představuje v rostlinné biologii velké téma. Různá vývojová stádia během ontogeneze 

hlízek zahrnují procesy významné z hlediska rostlinného cytoskeletu (Timmers, 2008). 

Při kontaktu s patogenními nebo symbiotickými mikroby dochází k rychlým změnám 

v pravidelném uspořádání cytoskeletu. V případě patogenů se předpokládá,  

že polarizované přeskupení cytoskeletu umožňuje doručení nákladu potřebného  

na obranu rostlin. Zatímco v případě symbiotické interakce může reorganizace 

cytoskeletu předcházet vytvoření symbiotického vztahu (Schmidt a Panstruga, 2007). 

2.4.1 Aktin 

Aktin, o molekulové hmotnosti 42 kDa, je globulárním a nukleotid- vázajícím 

proteinem, představující jeden z hlavních cytoskeletálních proteinů  

(Staiger a Blanchoin, 2006; Li et al., 2015).  

Filamentární aktin (F-aktin) je složen z monomerních nebo globulárních aktinových 

(G-aktinových) podjednotek do dvouvláknové a spirálovité struktury o průměru  

5 až 7 nm (Pollard et al., 1986; Pollard et al., 2000; Blanchoin et al., 2014). Aktinový 

cytoskelet je tvořen neustále se měnící sítí jednotlivých vláken a struktur, označovaných 

jako aktinové svazky. U rostlin je úlohou těchto aktinových svazků zajišťování pohybu 

a umísťování organel jako chloroplastů, mitochondrií nebo Golgiho aparátu  

(Henty- Ridilla et al., 2013). Aktinové svazky jsou orientovány převážně k ose buňky  

a oproti jednotlivým aktinovým vláknům jsou zářivější, mají rovnější tvar a delší 

životnost (Staiger et al., 2009). Síť jednotlivých aktinových vláken a aktinových svazků 

se neustále reorganizuje a odpovídá na různé buněčné stresy (Li et al., 2015). Rostlinný 
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aktin se dělí na vegetativní a reproduktivní třídu, přičemž každá z nich obsahuje několik 

aktinových isoforem. Zatímco geny reproduktivní třídy se nacházejí především  

ve zralém pylu a pylových láčkách, geny patřící do vegetativní třídy jsou přítomny 

téměř ve všech vegetativních orgánech (Kandasamy et al., 2002). 

Nová vlákna aktinu mohou vznikat různými způsoby. Prvním z nich je vznik de novo 

v cytoplazmě, druhým způsobem je vznik z jiného aktinového vlákna či svazku  

a poslední způsob představuje vznik aktinového vlákna z konce pre- existujícího vlákna 

nebo fragmentu (Staiger et al., 2010). Vznik nového vlákna aktinu řídí tři podjednotky 

na obou koncích. Polarita aktinových vláken je dána asymetrickými podjednotkami  

AF a rozdíly nukleotidů v monomerech, které jsou orientovány podél vláken  

(Li et al., 2015). Aktinová vlákna mají (+) a (-) konec. Bylo zjištěno, že k prodlužování 

(+) konce dochází rychleji než v případě (-) konce (Chou a Pollard, 2019). Monomery 

obsahující adenozintrifosfát (ATP) jsou rychle přidávány na rostoucí (+) konec AF, 

zatímco monomery obsahující adenozindifosfát (ADP) jsou rozkládány na pomalu 

rostoucím (-) konci. Po připojení podjednotky k (+) konci dochází k hydrolýze ATP  

za vzniku ADP a fosfátu. Fosfát je po určité době z aktinu uvolněn. Pro rovnováhu 

aktinu in vitro je důležitá jedna z jeho vlastností, označována jako treadmilling. Tato 

rovnováha je potom zajišťována zkracováním aktinového vlákna na (-) konci současně 

během růstu na (+) konci AF (Li et al., 2015). Kromě toho treadmilling koordinuje 

změny aktinu a kontroluje velikost aktinových sítí (Carlier a Shekhar, 2017). 

Aktinová filamenta poskytují buňkám mechanickou oporu a hnací síly potřebné  

pro pohyb (Pollard a Cooper, 2009). Jsou nezbytné také pro doručení proteinů  

a sekretorických vezikul obsahujících polysacharidy na plazmatickou membránu a mají 

ústřední úlohu v endocytóze (Henty- Ridilla et al., 2013). Rostlinné buňky využívají  

pro transport na delší vzdálenosti spíše aktinová vlákna než mikrotubuly. Aktinová 

filamenta jsou důležitá také v odpovědi na abiotický a biotický stres, například  

při vrozené imunitní reakci proti patogenům, ale také při vytváření polarity, při buněčné 

morfogenezi nebo vzniku buněčné stěny (Henty- Ridilla et al., 2013; Li et al., 2015). 

2.4.2 Mikrotubuly 

MT jsou vysoce konzervované polární polymery a velmi důležité komponenty 

eukaryotického cytoskeletu, které mají zásadní úlohu v různých buněčných funkcích 

(Hashimoto, 2015). Jedná se o polymery, složené z heterodimerů  
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α- a β- tubulinu. Dimery tubulinu jsou podélně uspořádány tak, aby vytvářely 

protofilamenta, z nichž 12-15 bočními interakcemi vytváří tubus o průměru 25 nm 

(Nogales et al., 1999).  

Základní stavební jednotkou MT je heterodimer, obsahující jeden strukturní a jeden 

hydrolyzovatelný a výměnný guanozintrifosfát (GTP), který je tvořený sekvenčním 

působením několika molekulárních chaperonů (Hashimoto, 2015). Bylo zjištěno,  

že α- tubulin a β- tubulin mají ze 40% stejnou aminokyselinovou sekvenci a jejich 

molekulární struktura je v podstatě identická (Nogales et al., 1998). Každý monomer je 

tvořen dvěma β- listy obklopenými α- helixy a kyselým C- terminálním koncem  

(Kopczak et al., 1992). Uspořádáním tubulinových dimerů v MT jsou  

α- tubulin a β- tubulin vystaveny na opačných koncích, což mikrotubulům uděluje 

vlastnost označovanou jako vnitřní strukturní polarita (Nogales et al., 1999). 

Heterodimery α- a β-tubulinu se na sebe tedy skládají vždy pravidelně, a to α-tubulin  

s β-tubulinem a obráceně. MT obsahují (+) a (-) konec a výsledkem takového skládání 

je přítomnost β-tubulinu na (+) konci MT, zatímco α-tubulin se nachází na (-) konci MT 

(Nogales et al., 1999; Wade, 2009). Přednostně dochází k přidávání heterodimerů 

tubulinu na (+) konec (Hashimoto, 2015). Dimery tubulinu depolymerizují  

a polymerizují a tak mohou mikrotubuly procházet rychlými cykly vzniku a zániku. Jak 

α- tubulin, tak β- tubulin vážou GTP, které reguluje polymerizaci (Cooper, 2000). 

Polymerizace mikrotubulů začíná ve specifických místech, označovaných jako 

mikrotubuly organizující centra (MTOCs), se kterými asociuje (-) konec každého MT 

(Goddard et al., 1994). Během nebo krátce po polymerizaci hydrolyzuje GTP navázané  

na β-tubulinu na guanozindifosfát (GDP). Podobně jako aktinová filamenta, procházejí i 

MT dynamickým procesem, označovaným jako „treadmilling“. Při něm dochází 

k neustálému zániku tubulinu navázaného na GDP z (-) konce a naopak přidáváním 

tubulinu navázaného na GTP na (+) konec stejného MT (Cooper, 2000). 

Hydrolýza GTP také mění konformaci tubulinu, a tím je zodpovědná za složitou 

dynamiku mikrotubulů, které tak mohou na volném (+) konci náhodně přepínat mezi 

dvěma stavy - jejich stálým růstem a rychlým zkracováním (Fletcher a Mullins, 2010; 

Horio a Murata, 2014). Tento stav bývá označován jako dynamická nestabilita MT a je 

regulován s mikrotubuly- asociovanými proteiny včetně rodiny EB proteinů  

(plus-end tracking end-binding protein). Bylo zjištěno, že EB proteiny modulují změny 

na rostoucích koncích MT rozpoznáním a podporou přechodného stavu, vytvářeného 

během hydrolýzy GTP (Zhang et al., 2015). To, zda mikrotubuly rostou nebo dochází 
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k jejich zkracování, je určeno rychlostí přidávání tubulinu vzhledem k rychlosti 

hydrolýzy GTP (Cooper, 2000). 

U vyšších rostlin je známá celá řada proteinů asociovaných s MT  

(microtubule- associated- proteins, MAP), (Hamada, 2007). Některé proteiny interagují 

s MT prostřednictvím domény vázající MT a modulují jak dynamiku, tak organizaci 

MT (Buschmann a Lloyd, 2008; Krtková et al., 2016). Kromě toho zprostředkovávají 

jejich strukturní a funkční interakci s jinými buněčnými strukturami. Konkrétně  

u A. thaliana je známých několik MAP, například MAP65- 1, MAP65- 2, MAP65- 3 

nebo MAP65-6 (Krtková et al., 2016). Přítomnost nebo absence MAPs může modulovat 

stabilitu mikrotubulů, vytváření svazků, případně jejich schopnost samoorganizace 

(Zhang et al., 2014). 

De novo tvorba MT v buňkách vyžaduje komplex obsahující γ- tubulin a cílené nebo 

aktivované regulační proteiny, které přispívají ke struktuře MT. Dynamika a organizace 

MT během buněčného cyklu a odpovědí na vývojové a environmentální signály je 

kontrolována regulátory MT a prostřednictvím modifikace tubulinu (Hashimoto, 2015). 

Síť mikrotubulů je vysoce dynamická a je schopna během několika minut změnit svůj 

tvar (Mirabet et al., 2018). 

Mikrotubuly jako takové jsou zahrnuty v klíčových procesech rostlinných buněk, 

jakými jsou buněčné dělení, růst nebo vývoj (Krtková et al., 2016). Mnoho buněčných 

funkcí závisí na schopnosti samoorganizace MT do komplexních sítí. U rostlin jsou  

pro determinaci tvaru buněk nezbytné kortikální mikrotubuly, které řídí ukládání 

celulózových mikrofibril, a tím kontrolují mechanickou anizotropii buněčné stěny 

(Mirabet et al., 2018).  

U rostlin vytvářejí mikrotubuly specifické struktury před, během a po buněčném 

dělení (Ledbetter, 1963). Nejvýznamnějšími z nich jsou interfázní kortikální MT, PPB, 

mitotické vřeténko a fragmoplast. Během preprofáze a cytokineze existují kromě PPB  

a fragmoplastu ještě soubory MT, které jsou spojené s obvodem jádra. Všechny tyto 

struktury, kromě mitotického vřeténka, jsou jedinečné výhradně pro rostlinné buňky 

(Goddard et al., 1994). Rostlinné mikrotubuly vytvářejí během interfáze na obvodu 

buňky husté a uspořádané soubory označované jako kortikální mikrotubuly (Ledbetter, 

1963; Brandizzi a Wasteneys, 2013). Když buňka vstoupí do buněčného dělení, mění 

mikrotubuly své uspořádání na základě toho, jakou fází buněčného cyklu aktuálně 

procházejí (Goddard et al., 1994).  



 

29 

V nedělících se, interfázních buňkách se mikrotubuly obvykle nacházejí  

pod plazmatickou membránou (Ledbetter, 1963). Během interfáze jsou kortikální 

mikrotubuly navzájem orientovány paralelně a uspořádány kolmo na primární osu 

buněčné expanze (Williamson, 1991). Kortikální mikrotubuly jsou zahrnuty v orientaci 

celulózových mikrofibril během syntézy nové buněčné stěny a hrají tak velmi důležitou 

roli při vytváření primární osy buněčné elongace (Giddings a Staehelin, 1991;  

Hush a Overall; 1992).  

Před mitózou jsou kortikální mikrotubuly postupně nahrazovány PPB, který ve svém 

nejrozvinutějším stádiu představuje hustý kruh kortikálních mikrotubulů, obklopující 

jádro a přesně předpovídá místo vzniku buněčné přepážky během cytokineze  

(Wick, 1991; Rasmussen et al., 2011; Smertenko et al., 2018). PPB se skládá z prstence 

kortikálních MT, AF, organel (endoplazmatické retikulum) a z několika proteinů, které 

asociují s cytoskeletem a dalšími organelami (Smertenko et al., 2018). Při symetrickém 

buněčném dělení se PPB vytváří u středové roviny buňky, zatímco u asymetrického 

dělení je PPB orientován v nakloněném úhlu (Rasmussen et al., 2011).  

PPB se pravděpodobně vyvinul pro kontrolu přesné orientace buněčného dělení,  

ke kterému dochází během tvorby komplexních pletiv u vyšších rostlin  

(Rasmussen et al., 2013; Smertenko et al., 2018).  

K zániku PPB dochází ke konci profáze a postupně dochází k jeho nahrazení 

mitotickým vřeténkem. Mitotické vřeténko je komplexní, vysoce organizované a skládá 

se z kinetochorových mikrotubulů, stejně jako z jiných mikrotubulů. Ty mohou,  

ale nemusí končit na jednom nebo druhém pólu vřeténka. V rostlinných buňkách nejsou 

přítomny centrioly, vřeténka u rostlin jsou tedy širší a tvořena několika MT. Mitotická 

vřeténka jsou zodpovědná za přenos kompletních sad chromozómu do somatických 

buněk zralé rostliny, proto je jejich význam velmi důležitý (Lambert et al., 1991; 

Smirnova a Bajer, 1992; van Damme, 2009; Smertenko et al., 2018). MT vřeténka 

zanikají v pozdní anafázi a na pomezí anafáze a telofáze se v jeho středu vytvářejí 

bipolární struktury MT. Ty od sebe potom oddělují dceřiné chromozómy k pólům 

vřeténka (Lee a Liu, 2013). 

Když se od sebe oddělí dceřiné chromozómy a zaniknou kinetochorové svazky 

mikrotubulů, začínají se vytvářet MT tvořící fragmoplast na nebo v blízkosti středové 

roviny vřeténka. Fragmoplast se skládá z dvojitého prstence mikrotubulů. MT jednoho 

prstence jsou antiparalelní  k MT druhého prstence (Vantard et al., 1990;  
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Smertenko et al., 2018). Fragmoplast, vznikající v telofázi, slouží k syntéze buněčné 

přepážky (Lee a Liu, 2013; Smertenko et al., 2018). 

2.5 Rostlinný cytoskelet během symbiotické interakce 

Během evoluce si rostliny vyvinuly mechanismy jak využít, přežít nebo minimalizovat 

negativní dopady různých enviromentálních faktorů, přičemž právě rostlinný cytoskelet 

zprostředkovává v mnoha případech odpověď rostlin na tyto faktory. Rostliny  

se dostávají do kontaktu také s řadou mikroorganismů, které představují jejich 

potencionální partnery nebo naopak patogeny. I v tomto případě hraje rostlinný 

cytoskelet velmi důležitou roli. Při vzniku symbiotického vztahu s rhizobiemi  

se objevují změny v cytoskeletu u kořenových vlásků a kortikálních buněk. MT a AF 

jsou zapojeny do zatočení kořenových vlásků, růstu infekčního vlákna a vývoje 

kořenových hlízek (Takemoto a Hardham, 2004). 

Před kontaktem rostlinných buněk s bakteriemi nebo aplikací NFs, vykazují MT i AF 

v kortikální i endoplazmatické cytoplazmě kořenových vlásků typické paralelní  

nebo helikální uspořádání (Miller et al., 1997; Timmers et al., 1999;  

Geitmann a Emons, 2000; Sieberer et al., 2002; Ditengou et al., 2003;  

Weerasinghe et al., 2003). Během několika minut v přítomnosti rhizobií nebo NFs 

dochází ve špičce kořenových vlásků k lokalizované depolymerizaci jak MT, tak AF 

(Cárdenas et al., 1998; Cárdenas et al., 2003; Weerasinghe et al., 2003). Ve vnějším 

kortexu leguminóz, vytvářejících nedeterminované typy hlízek, jsou MT v PITs 

uspořádány paralelně a vytvářejí antiklinální řadu. IT je během růstu kortikálními 

buňkami obklopeno AF a sítí mikrotubulů, které jej spojují s jádrem hostitelské buňky 

(Timmers et al., 1999). Když dosáhne infekční vlákno nodulového primordia, jsou 

bakterie, obklopené rostlinnou plazmatickou membránou, uvolněny do hostitelské 

cytoplazmy a tvoří symbiozómy. Uspořádání MT a AF v těchto buňkách je spojené 

s jejich úlohou při určování architektury buněk uvnitř hlízek (Takemoto a Hardham, 

2004). 

Předpokládá se tedy, že reorganizace rostlinného cytoskeletu hraje během 

ontogeneze hlízek důležitou roli (Timmers et al., 1998). U rostlinných mikrotubulů 

dochází v reakci na symbiotické a patogenní organismy k rozsáhlé reorganizaci 

(Hardham, 2013). In situ imunolokalizací tubulinu bylo zjištěno,  

že v determinovaných i nedeterminovaných nodulech dochází ke změnám cytoskeletu. 
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Tyto změny zahrnují dočasnou dezorganizaci a následně vytvoření nového vzoru 

cytoskeletální reorganizace. Změny cytoskeletu v  hlízkách vojtěšky jsou doprovázeny 

znaky symbiotické diferenciace, spojených s infekcí buněk, uvolněním bakterií, 

endopolyploidizací, zvětšováním buněk nebo organizací buněčného prostoru  

(Timmers et al., 1998). Změny v organizaci cytoskeletu mohou být vyvolány také NFs 

nebo inokulací bakteriemi (Timmers, 2008). 

2.5.1 Reorganizace aktinového cytoskeletu uvnitř hlízek 

U rostlin hraje aktinový cytoskelet důležitou roli především v intracelulárním transportu 

a v endomembránovém systému. Předpokládá se, že aktinový cytoskelet řídí několik 

buněčných procesů zapojených do vývoje hlízek fixujících dusík (Zhang et al., 2018). 

Při tvorbě hlízek má F- aktin funkci v přeprogramování růstu kořenových vlásků, 

a tím řízení růstu infekčního vlákna směrem dovnitř a migrace jader kořenových vlásků 

(Timmers et al., 1999; Sielberer et al., 2005). Při percepci NFs uvolňovaných 

rhizobiemi prochází F- aktin v kořenových vláscích reorganizací jěště před indukcí 

deformace kořenových vlásků, jejich zatočením a vznikem infekčního vlákna (Cárdenas 

et al., 1998; Yokota et al., 2009; Hossain et al., 2012; Zepeda et al., 2014).  

Mezi tři hlavní zóny hlízek patří zóna I (meristém), zóna II (infekční zóna) a zóna III 

(zóna fixace dusíku), přičemž infikované buňky jsou obvykle přítomny zejména 

v zónách II a III. Mikroskopií živých buněk bylo zjištěno, že meristematické buňky 

hlízky jsou malé a obsahují perinukleární síť aktinu. Aktinová síť meristematických 

buněk je asociována s cytoplazmatickými proudy a buněčným kortexem. V buňkách 

zóny II jsou přítomny krátké fragmenty aktinu, zatímco v zóně III dochází k silné 

fragmentaci aktinu (Zhang et al., 2018). Navíc buňky zóny II a III jsou viditelně větší  

se zvětšenými jádry (Truchet, 1978; Cebolla et al., 1999; Vinardell, 2003). Během 

vývoje hlízek tedy aktinový cytoskelet prochází dynamickou reorganizací (Zhang et al., 

2018). 

Vývoj nedeterminovaných hlízek u Medicago se dá rozdělit na pět po sobě 

následujících fází, charakterizovaných specifickou organizací aktinového cytoskeletu  

a úrovní diferenciace rhizobií. Během první fáze připomíná aktinový cytoskelet jemnou 

síť s hustými perinukleárními soubory aktinu. Ve druhé fází dochází k fragmentaci  

F- aktinu na okrajích infikovaných buněk. Ve třetí fázi se obvykle zvyšuje hustota 

dlouhých fragmentů F- aktinu, přičemž některé z nich se mohou rozpadnout na kratší 
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nebo vytvářet bodové struktury aktinu. Pro čtvrtou fázi jsou typické krátké fragmenty  

a bodové struktury aktinu především v infikovaných buňkách. Naopak pátá fáze je 

charakterizována pouze přítomností aktinu v bodových strukturách (Zhang et al., 2018). 

2.5.2 Reorganizace mikrotubulového cytoskeletu uvnitř hlízek 

Vzhledem k významu tubulinového cytoskeletu při buněčném dělení, diferenciaci  

a fungování rostlinných buněk je zřejmé, že změna v jeho uspořádání má  

pro organogenezi a funkci hlízek zásadní roli. Struktura a organizace cytoskeletu  

se neustále přizpůsobuje funkci, kterou rostlinný cytoskelet na daném místě a v daném 

čase vykonává (Kitaeva et al., 2015). 

Typické uspořádání MT v meristematických buňkách sestává z perinukleárních MT 

obklopujících buněčné jádro, které spojují s obvodem buňky. Kortikální MT v těchto 

buňkách vykazují nepravidelné uspořádání (Kitaeva et al., 2015). Stejné uspořádání MT 

je také v meristematické oblasti kořenových buněk (Baluška et al., 1992).  

V zóně II se vyvíjejí a začínají větvit infekční vlákna. V kolonizovaných 

buňkách zóny II je infekční vlákno obklopeno endoplazmatickými mikrotubuly  

a kortikální mikrotubuly vykazují nepravidelné uspořádání. Ve vzdálenější oblasti zóny 

II jsou MT v neinfikovaných buňkách, stejně jako v případě meristematických buněk, 

uspořádány nepravidelně. To se ale v oblasti, která je blíže středu mění a kortikální MT 

přecházejí do paralelního uspořádání, které u neinfikovaných buněk přetrvává i v zóně 

III (Kitaeva et al., 2015). 

V mnoha buňkách vznikají infekční kapénky („infection droplets“), ze kterých jsou 

bakterie uvolňovány do rostlinných buněk a diferenciovány do bakteroidů fixujících 

dusík. V zóně III jsou v kolonizovaných buňkách infekční vlákna a infekční kapénky 

obklopeny endoplazmatickými mikrotubuly a kortikální mikrotubuly vykazují paralelní 

uspořádání, stejně jako v případě neinfikovaných buněk. Z toho vyplývá, že organizace 

kortikálních MT v hlízkách není závislá na přítomnosti struktur, jako jsou infekční 

vlákna nebo infekční kapénky. Naopak v infikovaných buňkách v zónách II a III  

si kortikální MT zachovávají nepravidelné uspořádání. Navíc, v zóně III může dojít 

k opětovnému uvolnění bakterií, které je spojeno s reorganizací MT, které při uvolnění 

bakterií přecházejí z paralelního do nepravidelného uspořádání (Obr. 3), (Kitaeva et al., 

2015). 
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Na základě toho se předpokládá, že uvolnění bakterií v mladých infikovaných 

buňkách zóny III inhibuje kortikální MT, což vede k jejich paralelnímu uspořádání. 

Když potom později dojde k uvolnění bakterií, dojde k reorganizaci MT, které 

přecházejí z paralelního do nepravidelného uspořádání (Kitaeva et al., 2015). 
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Obr. 3: Reorganizace MT při uvolnění bakterií v hlízkách M. truncatula (Upraveno podle 

Kitaeva et al., 2015). 
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2.6 Imunolokalizační metody 

Rychlý pokrok v oblasti mikroskopie posílil výzkum buněčné biologie. Hlavní výzvu 

imunolokalizačních metod představuje příprava vzorků umožňující vynikající  

a reprodukovatelné zachování pletiv a značení buněk, které umožňuje analýzu vnitřních 

buněčných vrstev (Pasternak et al., 2015). Více násobné imunolokalizace se v rostlinné 

biologii využívají například pro analýzu lokalizace proteinů, studium interakce mezi 

proteiny, sledování anatomie buněk, vizualizaci pletiv nebo buněčné distribuce 

některých nízkomolekulárních molekul (Sauer et al., 2006; Fukao, 2012;  

Bustos- Sanmamed et al., 2013; Forestan a Varotto, 2013; Šamajová et al., 2014). 

Imunolokalizační metodu „whole- mount“ je možné aplikovat u širokého spektra 

rostlinných druhů. Za nejdůležitější krok je považována fixace pletiv, jejímž cílem je 

zachovat buněčnou strukturu co nejvíce intaktní. Efektivní a rychlá penetrace fixačního 

roztoku do vnitřních buněčných vrstev má primární význam pro všechny následující 

kroky imunolokalizačního protokolu. Proto je pro úspěšnou fixaci rostlinného materiálu 

rozhodující vhodná kombinace vakua a fixačního roztoku (Pasternak et al., 2015). 

V případě, že se při fixaci používá glutaraldehyd je zapotřebí redukovat nezreagované 

aldehydové skupiny, které by mohly způsobit autofluorescenci. Jelikož jsou rostlinné 

buňky obklopeny tuhou buněčnou stěnou, je potřeba ji alespoň částečně natrávit  

pro zajištění účinné penetrace protilátek. Proto se provádí inkubace pletiv enzymy 

degradujícími buněčnou stěnu. Po částečném natrávení buněčných stěn musí být 

permeabilizovány buněčné membrány. Membránová permeabilizace vytváří 

v membránách póry, které umožňují lepší pronikání protilátek. Poté následuje krok 

blokování, jehož hlavním cílem je minimalizovat nespecifické vazby protilátek  

a následně je provedena inkubace konkrétními protilátkami. Nakonec jsou vzorky 

umístěny mezi podložní a krycí sklíčko do zalévacího média, které zachovává 

fluorescenci vzorku. Doporučuje se používat zalévací médium s velmi podobným 

refrakčním indexem imerzního oleje, který se používá pro mikroskopické pozorování. 

Tím se předchází optickým artefaktům, silné emisi fluorescence nebo ztrátě signálu 

(Pasternak et al., 2015). 

Jednoduchým a účinným způsobem subcelulární lokalizace různých proteinů, včetně 

MAPKs, je imunolokalizace na zafixovaných řezech rostlinných vzorků, na které  

pro jejich velikost není možné použít „whole- mount“ metodu. Tato immunolokalizační 

metoda je založená na zalití rostlinného materiálu do Steedmanova vosku, 
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polyesterového vosku s nízkou teplotou tání, který udržuje vysokou antigenicitu 

studovaných proteinů. Odvoskované řezy navíc umožňují účinnou penetraci protilátek 

(Ovečka et al., 2014). Steedmanův vosk byl v histochemii zaveden roku 1957  

a představuje vynikající způsob nepřímé imunofluorescenční detekce proteinů 

(Steedman, 1957; Vitha et al., 1997; Ovečka et al., 2014). Výhodou Steedmanova vosku 

je především schopnost excelentní penetrace protilátek a zachování antigenicity 

proteinů (Ovečka et al., 2014).  

Imunocytochemické techniky v kombinaci s voskovými řezy lze aplikovat téměř  

na všechny buňky, pletiva a orgány rostlin pro vizualizaci širokého spektra proteinů 

s vysokým rozlišením a specifitou. Zejména je vhodné jejich využití u rostlin 

s komplexní architekturou pletiv a orgánů, jako jsou například kořenové hlízky  

nebo apikální meristém (Sauer et al., 2006). 
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3 MATERIÁL A METODY 

3.1 Materiál 

3.1.1 Bakteriální materiál 

S. meliloti divého typu, kmen Rm2011 (tetR) a S. meliloti, kmen Rm2011 obsahující 

plazmid pHC60 (strR) kódující mRFP. 

3.1.2 Rostlinný materiál 

V experimentech na imunolokalizaci byla použita: 

 semena divého typu M. sativa L., kultivar Europe 

 hlízky M. sativa, transgenní linie SIMKK RNAi s potlačenou expresí proteinu 

SIMKK metodou RNA interference a hlízky divého typu M. sativa L., kultivaru 

Regen SY (RSY) inokulované rhizobiální tekutou kulturou S. meliloti, kmen 

Rm2011 obsahující plazmid pHC60 (strR) kódující mRFP (OD600= 0,5), 

transgenní linie i divý typ byly odvozeny in vitro procesem somatické 

embryogeneze  

Pro Western blot analýzu byly použity: 

 rostliny transgenní linie SIMKK RNAi s potlačenou expresí proteinu SIMKK 

metodou RNA interference a kořeny divého typu M. sativa L., kultivaru RSY 

inokulované rhizobiální tekutou kulturou S. meliloti divého typu (OD600= 0,5); 

transgenní linie i divý typ M. sativa L. byly odvozeny in vitro procesem 

somatické embryogeneze 

Semena i listy byly nejdříve vysterilizovány následujícím způsobem: 

Postup sterilizace semen: 

1) promytí semen po dobu 30 s v 70% ethanolu  

2) promytí semen po dobu 10 min. ve sterilizačním roztoku (70% ethanol,  

10% hypochlorid sodný a 0,1% Tween) 

3) promytí semen 5x po dobu 2 min. v destilované vodě, mezi jednotlivým 

promýváním byla vždy napipetována čistá destilovaná voda. 
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Vysterilizovaná semena byla přenesena do čisté miliQ vody v Eppendorf zkumavce  

a uložena na 6 h do lednice při teplotě 4°C pro zajištění homogenního klíčení semen. 

Semena byla poté nasazena na pevné MS médium a kultivována za konstatních 

podmínek (21°C, vlhkost 71%, denní režim 16/8 h). 

Postup sterilizace listů na indukci somatické embryogeneze: 

1) promytí listů po dobu 5 s v 70% ethanolu 

2) promytí listů po dobu 2 min. ve sterilizačním roztoku (1% hypochlorid sodný  

a 0,05% Tween) 

3)  promytí listů 3x po dobu 5 min v destilované vodě, mezi jednotlivým 

promýváním byla vždy napipetována čistá destilovaná voda. 

Vysterilizované listy byly přeneseny na Petriho misku s filtračním papírem  

a pomocí skalpelu rozřezány na polovinu. Takto připravené listové explantáty byly 

umístěny na B5H médium, které indukuje tvorbu kalusu. 

3.1.3 Chemikálie 

Abcam: 

Alexa Fluor 555 

Alexa Fluor 647 

 

Alfa Aesar: 

Gellun Gum 

 

BioRad: 

4x Laemmli vzorkový pufr 

Protein Assay Dye Reagent Concentrate 

standard: Precision Plus Protein TM Dual Color Standards 

 

Desert Biologicals: 

celuláza R10 

macerozym 
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meiceláza 

 

Duchefa Biochemie: 

1000x Gamborg vitamíny 

1000x Nitsch & Nitsch vitamíny 

2,4-D (2,4- dichlor- fenoxy octová kyselina) 

4-(2- hydroxyethyl)- 1-piperazinethansulfonová kyselina (HEPES) 

Gamborg B5 základní směs solí 

kinetin 

kyselina boritá 

mikroagar 

Murashige & Skoog základní směs solí (MS salts) 

myoinositol 

 

Roche: 

cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets 

PhosSTOP 

 

Invitrogen: 

Alexa Fluor 488  

 

Sigma Aldrich: 

1- hexadekanol 

2- merkaptoethanol 

agaróza 

DAPI (4',6- diamidin-2- fenylindol) 

dihydrát hydrogenfosforečnanu sodného (Na2HPO4 . 2H20)  

dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4) 

dihydrát molybdenanu sodného (Na2MoO4.2H2O) 

dilaktát (DAPI) 

dimethylsulfoxid (DMSO) 

ditiotreitol (DTT) 

dodecylsíran sodný (SDS) 
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dusičnan draselný (KNO3) 

fluorid sodný (NaF) 

glycin 

glutaraldehyd 

glycerol 

heptahydrát síranu hořečnatého (MgSO4 . 7H2O) 

hovězí sérový albumin (BSA) 

hydroxid draselný (KOH) 

hydroxid sodný (NaOH) 

hypochlorid sodný 

chlorid draselný (KCl) 

chlorid hořečnatý (MgCl2) 

chlorid sodný (NaCl) 

kyselina ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N‘,N‘-tetraoctová (EGTA) 

kyselina chlorovodíková (37%) 

kyselina octová 

LB Broth (Miller) 

L- prolin 

methanol 

N, N, N, N- Tetramethylethylendiamin (TEMED) 

Nonidet P40 

parafenylendiamin 

paraformaldehyd 

penta hydrát síranu měďnatého (CuSO4.5H2O) 

peroxodisíran amonný (APS) 

PD98059 

PIPES 

polyethylenglykol 400 (PEG 400) 

polyethylenimin (PEI)  

Ponceau S 

sacharosa 

síran zinečnatý (ZnSO4.H2O) 

tetrahydridoboritan sodný (NaBH4) 
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3.1.4 Roztoky a média 

Médium B50 

3,1 g.l
-1

  Gamborg B5 základní směs solí 

0,5 g.l
-1  

KNO3 

0,25 g.l
-1

  MgSO4.7H2O 

0,5 g.l
-1  

prolin 

30 g.l
-1

   sacharóza 

4,5 g.l
-1

  Gellan Gum 

1 ml. l
-1

  1000x Gamborg vitamíny (přidává se po autoklávování) 

30 ml. l
-1  

roztok aminokyselin (přidává se po autoklávování) 

1000 ml  miliQ voda 

   pH 5,7; sterilizace média byla provedena autoklávováním 

Médium B5H 

3,1 g.l
-1

  Gamborg základní směs solí 

0,5 g.l
-1  

KNO3 

0,25 g.l
-1

  MgSO4.7H2O 

0,5 g.l
-1  

prolin 

30 g.l
-1

   sacharóza 

4,5 g.l
-1

  Gellan Gum 

1 ml. l
-1

  1000x Gamborg vitamíny (přidává se po autoklávování) 

30 ml. l
-1

  roztok aminokyselin (přidává se po autoklávování) 

1 ml. l
-1

  2,4-D (přidává se po autoklávování) 

1 ml. l
-1

  kinetin (přidává se po autoklávování) 

1000 ml   miliQ voda 

   pH 5,7; sterilizace média byla provedena autoklávováním 

toluidinová modř 

Tris báze 

Triton X-100 

Tween 20 
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MMS médium 

4,3 g.l
-1  

Murashige & Skoog základní směs solí (MS salts) 

0,1 g. l
-1  

myoinositol 

30 g. l
-1  

sacharóza 

4,5 g. l
-1

  Gellan Gum 

1 ml. l
-1  

Nitsch & Nitsch vitamíny (přidává se po autoklávování) 

1000 ml  miliQ voda 

   pH 5,7; sterilizace média byla provedena autoklávováním 

MS médium 

4,3 g.l
-1  

Murashige & Skoog základní směs solí (MS salts) 

30 g. l
-1  

sacharóza 

4,5 g. l
-1

  Gellan Gum 

1000 ml  miliQ voda 

   pH 5,7; sterilizace média byla provedena autoklávováním 

Roztok aminokyselin 

6,65 g    glutamine 

0,83 g   serine 

0,004 g   adenine 

0,083 g   L-glutathione 

250 ml   miliQ voda 

sterilizace roztoku přes bakteriální filtr, uchováváno v lednici  

při teplotě 4°C  

Roztok 2,4-D 

10 mg   2,4-D 

50 µl   ethanol 

150 µl   1M NaOH 

10 ml   miliQ voda 

sterilizace roztoku přes bakteriologický filtr, uchováváno  

v mrazáku při teplotě -20°C  
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Roztok kinetinu 

1 mg   kinetin 

20 µl   1M NaOH 

10 ml   miliQ voda 

sterilizace roztoku přes bakteriologický filtr, uchováváno  

v mrazáku při teplotě -20°C 

Tekuté ½ MS médium 

2,2 g.l
-1

  Murashige & Skoog základní směs solí (MS salts) 

10 g.l
-1

   sacharosa 

1000 ml  dH2O 

   pH 5,8; sterilizace média probíhala autoklávováním 

Tekuté ½ MS médium s obsahem 250 mmol.l
-1

 NaCl 

0,219 g  NaCl 

15 ml   tekuté ½ MS médium 

Tekuté ½ MS médium s obsahem 15 mmol.l
-1

 H2O2 

23 µl   H2O2 

14 977 µl  tekuté ½ MS médium 

Tekuté ½ MS médium s obsahem 20 µmol.l
-1

 PD98059 

6 µl   PD98059 

14994 µl  tekuté ½ MS 

Tekuté Fahreus médium bez N2 

Zásobní roztoky: 

Makronutrienty: 

do pracovního roztoku bylo přidáno: 

0,1232 g.ml
-1

  MgSO4 . 7H2O   (1 ml. l
-1

) 

0,00953 g.ml
-1

  KH2PO4     (1 ml. l
-1

) 
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0,00712 g.ml
-1

  Na2HPO4. 2H2O   (2 ml. l
-1

) 

0,0013 g.ml
-1

  Fe-EDTA   (2,5 ml. l
-1

) 

Mikronutrienty: 

do pracovního roztoku bylo přidáno:  

0,001 g.ml
-1

  MnSO4 . H2O    (100 µl. l
-1

) 

0,0015 g.ml
-1

  CuSO4 . 5H2O   (100 µl. l
-1

) 

0,0017 g.ml
-1

  ZnSO4 . H2O   (100 µl. l
-1

) 

0,001 g.ml
-1

  H3BO3     (100 µl. l
-1

) 

0,0011 g.ml
-1

  Na2MoO4 . 2H2O  (100 µl. l
-1

) 

 

0,11 g.ml
-1  

CaCl2 (přidáno po autoklávování) 

pH 6,5 pomocí HCl, sterilizováno autoklávováním  

Pevné Fahreus médium bez N2 

Zásobní roztoky: 

Makro- a mikronutrienty viz Tekuté Fahreus médium bez N2 

13 g.ml
-1  

mikroagar 

0,11 g.ml
-1

  CaCl2 (přidáno po autoklávování) 

   pH 6,5 pomocí Hcl, sterilizováno autoklávováním 

LB médium pro kultivaci S. meliloti 

40 g.l
-1

   LB Broth (Miller) s agarem 

   pH 7,2 pomocí HCl, sterilizováno autoklávováním 

50 mg.l
-1

  tetracyklin 

   nebo 

400 mg.l
-1

  streptomycin 

Mikrotubuly stabilizující pufr (1x MTSB) 

15,1 g.l
-1

  PIPES 

   pevný KOH 

1,23 g.l
-1  

MgSO4.7H2O 
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10 ml.l
-1

  EGTA 

1000 ml  miliQ voda 

   pH 6,9 pomocí KOH; sterilizace přes bakteriologický filtr 

EGTA (0,5 M zásobí roztok) 

3,8 g   EGTA 

10 ml   miliQ voda 

   pH 8 pomocí pevného KOH; sterilizace přes bakteriologický filtr 

Fosfátový pufr (10x PBS ) 

80 g.l
-1   

NaCl 

2 g.l
-1   

KCl 

11,5 g.l
-1

  Na2HPO4.2H2O 

2 g.l
-1

   KH2PO4 

1000 ml  miliQ voda 

   pH 7,3 pomocí HCl 

Fixační roztok- kořeny (2% paraformaldehyd; 0,2% glutaraldehyd; ½ MTSB, 

Tween) 

500 µl   1x MTSB 

125 µl   16 % paraformaldehyd 

8 µl   25 % glutaraldehyd 

367 µl   miliQ voda 

3 µl   Tween 20 

Fixační roztok- hlízky (3% paraformaldehyd; 0,25% glutaraldehyd; 0,3% Tween; 

0,3% Triton X-100; 1/6 MTSB s 10% DMSO) 

167 µl   1x MTSB 

100 µl   DMSO 

187,5 µl  16% paraformaldehyd 

10 µl   25 % glutaraldehyd 

3 µl   Tween 20 
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3 µl   Triton X-100 

529,5 µl  miliQ voda 

Redukční roztok 

50 mg   NaBH4 

50 ml   PBS 

Extrakční pufr 

0,6 g   50 mM HEPES (pH 7,5 pomocí NaOH) 

0,22 g   75 mM NaCl 

0,019 g  1 mM EGTA 

50 µl   1 mM MgCl2 

0,002 g  1 mM NaF 

5 ml   10 % glycerol 

45 ml   miliQ voda 

Před použitím se na 1 ml extrakčního pufru přidává: 

1 µl   1 mM DTT 

20 µl   cOmplete (inhibitor proteáz) 

100 µl   PhoStop (inhibitor fosfatáz) 

10x elektroforetický pufr (Running buffer- RB) 

30 g.l
-1   

Tris 

144 g.l
-1  

Glycin 

10 g.l
-1

   SDS 

1000 ml  miliQ voda 

Pracovní RB pufr 

100 ml   RB 

900 ml   miliQ voda 

10x Přenosový pufr (Transfer buffer- TB) 

30 g.l
-1   

Tris 
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144 g.l
-1  

Glycin 

1000 ml  miliQ voda 

Pracovní TB pufr 

100 ml   10x TB 

100 ml   methanol 

800 ml   miliQ voda 

10x TBS pufr 

24,2 g.l
-1

  Tris 

87,8 g.l
-1  

NaCl 

1000 ml  miliQ voda 

   pH 7,4 pomocí koncentrované HCl 

1x TBST pufr 

100 ml   TBS 

899 ml   miliQ voda 

1 ml   Tween 20 

Ponceau S barvící roztok 

1 g   Ponceau S 

50 ml   kyselina octová 

950 ml   miliQ voda 

0,01% Toluidinová modř 

0,01 g   Toluidinová modř 

100 ml   96% ethanol 

Zalévací médium 

0,1%    parafenylendiamin 
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90%   glycerol 

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

Steedmanův vosk 

450 g   PEG 400 

50 g   1- hexadekanol 

3.1.5 Přístroje 

analytické váhy XA110/2X Radwag 

aparatura na přípravu gelů BioRad 

aparatura na SDS-PAGE a Western Blot BioRad 

centrifuga Allegra 64R BECKMAN COULTER 

digestoř Merci 

dokumentační systém ChemiDoc
TM

 MP BioRad 

elektromagnetická míchačka MSH- 420 BOECO 

fotoaparát  Nikon 

fytotronová komora Weiss Gallenkamp 

inkubátor s nastavitelnou teplotou Memmert 

konfokální laserový skenovací mikroskop LSM 710 Zeiss 

laboratorní předvážky S1502 BEL- Engineering 

laserový skenovací mikroskop s Airyscan Zeiss 

membránová vývěva Fisher scientific 

mikrocentrifuga Model 16K  BioRad 

mikroskop AXIO Zoom V.16 Zeiss 

mikrotom HYRAX M 40 Zeiss 

orbitální třepačka s inkubací ES- 20 Biosan 

pH metr PC 2700 Eutech Instruments 

stereolupa MSZ5000 Krüss 

sterilní laminární box Merci 

vakuum Bachofer 
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3.1.6 Software 

Office PowerPoint 2007, ZEN Blue 2011, ZEN Black 2011, ImageLab (BioRad),  

i-control™ Microplate Reader Software (Tecan). 
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3.2 Metody 

3.2.1 Příprava médií pro kultivaci rostlin in vitro 

3.2.1.1 B5H médium indukující tvorbu kalusů 

V 1 l miliQ vody byla za stálého míchání na elektromagnetické míchačce rozpuštěna 

základní směs solí Gamborg, KNO3, MgSO4.7H2O, prolin, sacharóza  

a Gellan Gum. Pomocí KOH se upravilo pH média na hodnotu 5,7. Do každé  

ze 4 lahví o objemu 500 ml se odměřilo 250 ml připraveného média. Médium bylo 

sterilizováno autoklávováním.  

Po autoklávování byl ke sterilnímu a vychladlému médiu ve sterilním laminárním 

boxu přidán roztok aminokyselin, hormony (2,4-D a kinetin) a ze zásobního roztoku 

1000x Gamborg vitamíny. Médium bylo rozlito na Petriho misky. Kultivace listových 

explantátů na tomto médiu trvala 2 týdny a probíhala ve fytotronové komoře  

za konstantních podmínek (21°C, vlhkost 71%, denní režim 16/8 h). 

3.2.1.2 B50 médium indukující tvorbu embryí 

V 1 l miliQ vody byla za stálého míchání na elektromagnetické míchačce rozpuštěna 

základní směs solí Gamborg, KNO3, MgSO4.7H2O, prolin, sacharóza  

a Gellan Gum. Pomocí KOH se upravilo pH média na hodnotu 5,7. Do každé  

ze 4 lahví o objemu 500 ml se odměřilo 250 ml připraveného média. Médium bylo 

sterilizováno autoklávováním. 

Po autoklávování bylo ke sterilnímu a vychladlému médiu ve sterilním laminárním 

boxu přidán roztok aminokyselin a ze zásobního roztoku 1000x Gamborg vitamíny. 

Médium bylo rozlito na Petriho misky. Kultivace kalusů na tomto médiu probíhala  

ve fytotronové komoře za konstantních podmínek (viz výše) a trvala 3 týdny. 

3.2.1.3 MMS médium indukující klíčení a vývoj rostlin 

V 1 l miliQ vody byla za stálého míchání na elektromagnetické míchačce rozpuštěna 

základní směs solí MS salts, myoinositol, sacharóza a Gellan Gum. Pomocí KOH  

se upravilo pH média na hodnotu 5,7. Do každé ze 4 lahví o objemu 500 ml se odměřilo 

250 ml připraveného média. Médium bylo sterilizováno autoklávováním.  

Po autoklávování byly ke sterilnímu a vychladlému médiu ve sterilním laminárním 

boxu přidány Nitsch & Nitsch vitamíny. Médium bylo rozlito na Petriho misky. 
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Kultivace embryí na tomto médiu probíhala ve fytotronové komoře za konstantních 

podmínek (viz výše) a trvala 2-3 týdny. 

3.2.1.4 MS médium na kultivaci rostlin v in vitro podmínkách 

V 1 l miliQ vody byla za stálého míchání na elektromagnetické míchačce rozpuštěna 

základní směs solí MS salts, sacharóza a Gellan Gum. Pomocí KOH se upravilo 

pH média na hodnotu 5,7. Do každé ze 4 lahví o objemu 500 ml se odměřilo 250 ml 

připraveného média. Médium bylo sterilizováno autoklávováním.  

Po autoklávování bylo médium rozlito na Petriho misky, na které byly přeneseny 

rostliny z MMS média pro jejich další kultivaci v in vitro podmínkách. 

3.2.1.5 Pevné Fahreus médium bez N2 

V 1 l miliQ vody byly za stálého míchání na elektromagnetické míchačce rozpuštěny 

makro- a mikronutrienty ze zásobních roztoků a mikroagar. Pomocí HCl se upravilo 

pH média na hodnotu 6,5. Do každé ze 4 lahví o objemu 500 ml se odměřilo 250 ml 

připraveného média. Médium bylo sterilizováno autoklávováním.  

Po autoklávování byl ke sterilnímu a vychladlému médiu ve sterilním laminárním 

boxu přidán roztok CaCl2. Na tomto médiu byly kultivovány rostliny, u kterých byla 

později indukována symbiotická interakce s bakteriemi S. meliloti. 

3.2.2 Příprava médií pro kultivaci S. meliloti 

3.2.2.1 Tekuté Fahreus médium bez N2 

V 1 l miliQ vody byly za stálého míchání na elektromagnetické míchačce rozpuštěny 

makro- a mikronutrienty ze zásobních roztoků. Pomocí HCl se upravilo pH média  

na hodnotu 6,5. Do každé ze 4 lahví o objemu 500 ml se odměřilo 250 ml připraveného 

média. Médium bylo sterilizováno autoklávováním.  

Po autoklávování byl ke sterilnímu a vychladlému médiu ve sterilním laminárním 

boxu přidán roztok CaCl2. 

3.2.2.2 LB médium pro kultivaci S. meliloti 

V 1 l miliQ vody byly za stálého míchání na elektromagnetické míchačce rozpuštěn  

LB Broth agar (Miller). Pomocí HCl se upravilo pH média na hodnotu 7,2. Do každé  
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ze 4 lahví o objemu 500 ml se odměřilo 250 ml připraveného média. Médium bylo 

sterilizováno autoklávováním.  

Po autoklávování bylo médium rozlito na nízké kulaté Petriho misky. Na jednu 

Petriho misku bylo odměřeno 20 ml média, do kterého se přidalo 20 µl tetracyklinu 

nebo streptomycinu. 

3.2.3 Příprava kultury S. meliloti 

Ve sterilním laminárním boxu byla sterilní bakteriologickou kličkou odebrána část 

kultury S. meliloti a rozetřena na Petriho misku s pevným LB médiem. Jelikož je  

S. meliloti bakterie žijící ve tmě, byla miska pro zajištění těchto podmínek obalena 

alobalem. Takto připravená miska s bakteriemi byla přenesena do inkubátoru, kde byly 

bakterie kultivovány při 30 °C po dobu 48 hodin. Po nárůstu bakteriálních kolonií byla 

Petriho miska přenesena do chladničky (4 °C), aby došlo ke zpomalení růstu bakterií. 

3.2.4 Kultivace bakterií S. meliloti v tekutém Fahreus médiu bez N2 

Do sterilní zkumavky s 20 ml tekutého Fahreus média byla sterilním párátkem 

naočkovaná část narostlé kultury S. meliloti z LB média na Petriho misce. Zkumavka 

byla utěsněna parafilmem a obalena alobalem, aby se zamezilo průniku světla  

do zkumavky s  bakteriemi. Takto připravené zkumavky byly přeneseny na orbitální 

třepačku s inkubací, kde byly suspenzní kultury kultivovány přes noc při teplotě 30 °C  

a rychlosti třepání 150 otáček/min. 

3.2.5 Indukce symbiotické interakce mezi kořeny M. sativa a 

bakteriemi S. meliloti 

Inokulace rostlin M. sativa kultivovaných na pevném Fahreus médiu bez dusíku 

kulturou S. meliloti probíhala ve sterilním laminárním boxu. Na povrch kořenů 14 dní 

starých rostlin transgenní linie SIMKK RNAi a divého typu M. sativa L., kultivaru RSY 

byla automatickou pipetou nanesena kultura S. meliloti (2 ml, OD600= 0,5). Misky byly 

uzavřeny parafilmem, a poté obaleny černou folií tak, aby byly kořeny kultivovány  

ve tmě. Rostliny inokulované bakteriemi S. meliloti byly později použity  

pro imunolokalizaci a Western blot analýzu.  
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Na imunolokalizaci byly použity rostliny s vytvořenými hlízkami 28 dní po inokulaci 

rhizobiální tekutou kulturou S. meliloti. Na Western blot analýzu byly použity kořeny 

rostlin 15 dní po inokulaci rhizobiální tekutou kulturou S. meliloti. 

3.2.6 Optimalizace imunolokalizační metody „whole- mount“ 

Pro modifikaci imunolokalizační „whole- mount“ metody u M. sativa byly použity 

kořenové špičky 4 dny starých semenáčků divého typu M. sativa L., kultivar Europe, 

které byly kultivovány ve vertikální poloze na pevném MS médiu. Kultivace pobíhala 

ve fytotronové komoře při konstantních podmínkách (viz výše). 

U jednotlivých semenáčků byly ve fixačním roztoku odřezány kořenové špičky, které 

byly umístěny do 12 jamkových destiček s čerstvým fixačním roztokem a fixovány  

v digestoři 1 h při pokojové teplotě. Na začátku fixace bylo aplikováno vakuum  

4x3 min. Destičky se zafixovanými vzorky byly přes noc uloženy do lednice při teplotě 

4°C. Ráno byly vzorky promyty po dobu 3x5 min ½ MTSB pufrem, a následně 4x5 min 

PBS pufrem.  

Redukce aldehydových skupin byla provedena použitím NaBH4 v PBS  

(1 mg. ml
-1

) po dobu 3x5min. Následně byly vzorky promyty 3x5 min PBS pufrem. 

Pro natrávení buněčných stěn byl ke vzorkům přidán enzymatický roztok  

(1% (w/v) meiceláza, 1% (w/v) celuláza a 1% (w/v) macerozym v PBS pufru). Vzorky 

byly inkubovány 25 min při teplotě 30°C, a poté promyty 4x5 min PBS pufrem. 

Permeabilizace plazmatické membrány byla provedena použitím 10% (v/v) DMSO  

a 2% (v/v) Nonidet P-40 v PBS. Vzorky byly inkubovány v permeabilizačním roztoku  

1 h při pokojové teplotě, a poté promyty 4x10 min PBS pufrem. 

Pro blokaci bylo použito 5% (w/v) BSA v PBS. Vzorky se nechaly inkubovat  

1 hodinu při pokojové teplotě.  

Vzorky byly inkubovány s primární protilátkou krysí anti- tubulin α v 2,5% (w/v) 

BSA v PBS v odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). Na začátku inkubace bylo 

aplikováno vakuum 4x3 min. Inkubace poté probíhala přes noc při teplotě 4°C. Ráno 

byly vzorky vloženy na 45 min do inkubátoru při teplotě 37°C, a poté byly promyty  

3% (w/v) BSA v PBS (6x10 min). 

Následovala inkubace vzorků se sekundární protilátkou Alexa Fluor 488  

kozí anti- krysí v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). 
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Inkubace probíhala 2 h při teplotě 37°C. Poté byly vzorky promyty PBS pufrem 

(6x10min). 

Pro barvení DNA a jader bylo použito DAPI (10 mmol.l
-1

) v PBS pufru v poměru 

1:1000. Inkubace probíhala 15 min při pokojové teplotě. Poté byly vzorky 3x10 min 

promyty PBS pufrem. 

Na jedno podložní sklíčko byly do zalévacího média umístěny 2-3 kořenové špičky, 

které byly zakryty krycím sklíčkem. Takto připravený preparát byl kolem krycího 

sklíčka uzavřen lakem na nehty. Vzorky byly umístěny do složky na mikroskopické 

preparáty a uloženy při -20°C. 

Jednotlivé preparáty byly nasnímány s přednastavenými parametry konfokálním 

laserovým skenovacím mikroskopem LSM 710 pomocí programu Zen 2011  

a laserovým skenovacím mikroskopem LSM s Airyscan. Před snímáním byly nastaveny 

jednotlivé parametry (laser pro DAPI: 405 nm, Alexa Fluor 488: 488 nm; filtr pro 

DAPI: 410-495 nm, Alexa Fluor 488: 493-551 nm). 

3.2.7 Imunolokalizace tubulinu a SIMK 

Pro imunolokalizaci tubulinu a SIMK byly použity kořenové špičky čtyřdenních 

semenáčků divého typu M. sativa L., kultivar Europe. Semenáčky byly kultivovány  

ve vertikální poloze na pevném MS médiu ve fytotronové komoře při konstantních 

podmínkách (viz výše). 

Fixace i následná imunolokalizace byla provedena podle modifikovaného protokolu 

(viz kapitola 3.2.2 Optimalizace imunolokalizační metody „whole- mount“).  

Vzorky byly nejdříve inkubovány s primární protilátkou krysí anti- tubulin α  

v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). Na začátku 

inkubace bylo aplikováno vakuum 4x3 min. Inkubace poté probíhala přes noc  

při teplotě 4°C. Ráno byly vzorky vloženy na 45 min do inkubátoru při teplotě 37°C, 

 a poté byly promyty 3% (w/v) BSA v PBS (6x10 min). 

Následovala inkubace vzorků se sekundární protilátkou Alexa Fluor 488 kozí  

anti- krysí v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). Inkubace 

probíhala 2 h při teplotě 37°C. Poté byly vzorky promyty 3% (w/v) BSA v PBS 

(6x10min). 

Následně byly vzorky inkubovány s primární protilátkou králičí anti- MPK6  

v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). Inkubace probíhala 
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nejprve 30 min při pokojové teplotě, poté 1 h při 36°C, a poté opět 1 h při pokojové 

teplotě. Vzorky byly promyty v 3% (w/v) BSA v PBS (6x10 min). 

Následovala inkubace vzorků se sekundární protilátkou Alexa Fluor 647 kozí  

anti- králičí v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). 

Inkubace probíhala 2 h při teplotě 37°C. Poté byly vzorky promyty PBS pufrem 

(6x10min). 

Pro barvení DNA a jader bylo použito DAPI (10 mmol.l
-1

) v PBS pufru v poměru 

1:1000. Inkubace probíhala 15 min při pokojové teplotě. Poté byly vzorky po dobu  

3x10 min promyty PBS pufrem. 

Na jedno podložní sklíčko byly do zalévacího média umístěny 2-3 kořenové špičky, 

které byly zakryty krycím sklíčkem. Takto připravený preparát byl kolem krycího 

sklíčka uzavřen lakem na nehty. Vzorky byly umístěny do složky na mikroskopické 

preparáty a uloženy při -20°C. 

Jednotlivé preparáty byly nasnímány konfokálním laserovým skenovacím 

mikroskopem LSM 710 pomocí programu Zen 2011. Před snímáním byly nastaveny 

jednotlivé parametry (laser pro DAPI: 405 nm, Alexa Fluor 488: 488 nm, Alexa Fluor 

647: 633 nm; filtr pro DAPI: 410-495 nm, Alexa Fluor 488: 493-551 nm; Alexa Fluor 

647: 638-755 nm). Intenzita fluorescence byla změřena v programu Zen Black 2011 

využitím funkce „Profil“. 

3.2.8 Imunolokalizace tubulinu, SIMK a fosforylovaných MAPKs  

po působení stresů a inhibitoru MAPKKs 

Pro imunolokalizaci tubulinu, SIMK a fosforylovaných MAPKs  

(Phospho-p44/42 MAPK= pERK) po působení solného stresu, oxidativního stresu  

a inhibitoru MAPKKs byly použity kořenové špičky čtyřdenních semenáčků M. sativa 

L., kultivar Europe. Semenáčky byly kultivovány ve vertikální poloze na pevném MS 

médiu ve fytotronové komoře při konstantních podmínkách (viz výše). 

Před samotnou fixací byly 4 dny staré semenáčky vystaveny po dobu 2 h působení  

20 µmol.l
-1

 inhibitoru MAPKKs PD98059. Jedná se o selektivní inhibitor, který brání 

aktivaci MEK1 a MAPK kaskády. Po dobu 30 min byly 4 dny staré semenáčky 

vystaveny působení 250 mmol.l
-1

 NaCl a 15 mmol.l
-1

 H2O2. Část semenáčků byla 

použita jako kontrola. Fixace i následná imunolokalizace byla provedena podle 

modifikovaného protokolu (viz kapitola 3.2.2 Optimalizace imunolokalizační metody 

„whole- mount“).  
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Vzorky byly inkubovány s primárními protilátkami myší anti- pERK  

a králičí anti- MPK6 v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovídajícím poměru  

(viz Tabulka 1). Na začátku inkubace bylo aplikováno vakuum 4x3 min. Inkubace poté 

probíhala přes noc při teplotě 4°C. Ráno byly vzorky vloženy na 45 min do inkubátoru 

při teplotě 37°C, a poté byly promyty 5% (w/v) BSA v PBS (6x10 min). 

Následovala sekvenční inkubace vzorků, nejprve se sekundární protilátkou Alexa 

Fluor 647 králičí anti- myší v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovídajícím poměru  

(viz Tabulka 1). Vzorky byly promyty 5% BSA (w/v) v PBS a následovala inkubace  

se sekundární protilátkou Alexa Fluor 555 kozí anti- králičí v 2,5% (w/v) BSA v PBS 

v odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). Inkubace probíhala 2 h při teplotě 37°C.  

Poté byly vzorky promyty 5% (w/v) BSA v PBS (6x10min). 

Následně byly vzorky inkubovány s primární protilátkou krysí anti- tubulin α  

v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). Inkubace s primární 

protilátkou probíhala přes noc při teplotě 4°C. Ráno byly vzorky vloženy na 45 min  

do inkubátoru při teplotě 37°C, a poté byly promyty 5% (w/v) BSA v PBS (6x10 min). 

Následovala inkubace vzorků se sekundární protilátkou Alexa Fluor 488 kozí  

anti- krysí v 2,5% (w/v) BSA v PBS v odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). Inkubace 

probíhala 2 h při teplotě 37°C. Poté byly vzorky promyty PBS pufrem (6x10min). 

Pro barvení DNA a jader bylo použito DAPI (10 mmol.l
-1

) v PBS pufru v poměru 

1:1000. Inkubace probíhala 15 min při pokojové teplotě. Poté byly vzorky po 3x10 min 

promyty PBS pufrem.  

Na jedno podložní sklíčko byly do zalévacího média umístěny 2-3 kořenové špičky, 

které byly zakryty krycím sklíčkem. Takto připravený preparát byl kolem krycího 

sklíčka uzavřen lakem na nehty. Vzorky byly umístěny do složky na mikroskopické 

preparáty a uloženy při -20°C. 

Jednotlivé preparáty byly nasnímány konfokálním laserovým skenovacím 

mikroskopem LSM 710 pomocí programu Zen 2011. Před snímáním byly nastaveny 

jednotlivé parametry (laser pro DAPI: 405 nm, Alexa Fluor 488: 488 nm, Alexa Fluor 

555: 561 nm, Alexa Fluor 647: 633 nm; filtr pro DAPI: 410-495 nm, Alexa Fluor 488: 

493-551 nm, Alexa Fluor 555: 561-639 nm, Alexa Fluor 647: 638-755 nm). Intenzita 

fluorescence byla změřena v programu Zen Black 2011 využitím funkce „Profil“  

a kolokalizace mezi SIMK a pERK prostřednictvím funkce „Kolokalizace“. Intenzita 

fluorescence pERK byla měřena u každého ošetření v 10 rizodermálních buňkách 

kořene. 



 

57 

3.2.9 Imunolokalizace tubulinu, MAPKs a fosforylovaných MAPKs na 

zafixovaných řezech ve Steedmanovém vosku 

3.2.9.1 Příprava vzorků a zalévání do Steedmanova vosku 

Pro imunolokalizaci tubulinu, SIMK a pERK byly použity hlízky transgenní linie 

SIMKK RNAi a rostliny divého typu M. sativa L., kultivar RSY, které byly inokulovány 

rhizobiální tekutou kulturou S. meliloti (OD600= 0,5). Hlízky byly odebrány 28 dní  

po inokulaci. 

Před fixací byly z rostlin odřezány hlízky, které byly zafixovány  

ve fixačním roztoku. Hlízky byly fixovány 1,5 h při pokojové teplotě v digestoři  

a každých 10 minut bylo na dobu 5 min aplikováno vakuum. Vialky se zafixovanými 

vzorky byly přes noc uloženy do lednice při teplotě 4°C. Ráno byly vzorky promyty 

3x10 min MTSB pufrem, a následně 3x10 min PBS pufrem.  

Redukce aldehydových skupin byla provedena použitím NaBH4 v PBS  

(1 mg.ml
-1

) po dobu 3x5min. Následně byly vzorky promyty (3x5 min) PBS pufrem. 

Vzorky byly dehydratovány pomocí vzestupné ethanolové řady v PBS, následujícím 

způsobem: 30%, 50%, 70%, 90% (v/v) ethanol v PBS a nakonec 97% (v/v) ethanol. 

V každém kroku probíhala dehydratace 30 min při teplotě 4°C. Po posledním 

dehydratačním kroku v 97% (v/v) ethanolu byly vzorky obarveny 0,01% (w/v) 

toluidinovou modří po dobu 10 min. Po obarvení byla toluidinová modř nahrazena  

97% (v/v) ethanolem a vialky byly vloženy na 10 min do inkubátoru při teplotě 37°C 

pro jejich zahřátí.  

Poté byla ke vzorkům při teplotě 37°C přidána směs ethanolu a Steedmanova vosku 

pro postupné a úplné vytěsnení ethanolu ze vzorků a jeho nahrazení  

100% Steedmanovým voskem. Do vialek se vzorky byl proto nejprve na 3h přidán 

ethanol a Steedmanův vosk v poměru 2:1. Vzorky byly přes noc ponechány v ethanolu  

a Steedmanovém vosku v poměru 1:1 a na druhý den byla tato směs nahrazena  

na 3 h etanolem a Steedmanovým voskem v poměru 1:2. Ve finálním kroku byl ke 

vzorkům 3x na 2 h přidán 100% Steedmanův vosk.  

Do silikonových zalévacích formiček umístěných v inkubátoru na 37°C byl přidán 

100% Steedmanův vosk, do kterého byly opatrně pomocí pinzety a preparační jehly 

přemístěny vzorky z vialek. Nakonec se přidal znovu 100% Steedmanův vosk tak, aby 

byly všechny vzorky zality Steedmanovým voskem a došlo k vyplnění celého prostoru 
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jednotlivých zalévacích bloků ve formičkách. Vzorky ve Steedmanovém vosku  

se nechaly na suchém místě při pokojové teplotě ztuhnout.  

Po vyjmutí voskových bloků se vzorky ze zalévacích formiček byl u každého bloku 

pomocí skalpelu odstraněn přebytečný vosk a takto připravené voskové bloky se vzorky 

byly skladovány při teplotě 4°C.  

3.2.9.2 Řezání vzorků zalitých ve Steedmanovém vosku 

Před samotným řezáním na mikrotomu byly voskové bloky připevněny na dřevěný 

bloček pomocí čistého Steedmanova vosku. Zahřátým skalpelem byl na povrchu 

dřevěného bločku rozpuštěn čistý Steedmanův vosk a jakmile začal vosk tuhnout, byl 

do něj umístěn voskový blok se vzorkem a ponechal se zcela ztuhnout. Po stranách 

voskového bločku byl ještě přidán Steedmanův vosk pro lepší fixaci na dřevěném bloku 

(Obr. 4B,C). Velikost voskového bloku byla dle potřeby upravena pomocí žiletky. 

Dřevěný bloček s připevněným voskovým blokem se vzorkem byl umístěn do držáku  

na mikrotomu tak, aby byl voskový blok k noži na mikrotomu paralelní (Obr. 4A). 

Tloušťka řezů byla nastavena na 8 µm. Při řezání se na hraně nože začala vyvíjet páska 

jednotlivých řezů, která byla poté pomocí štětců oddělena od nože a umístěna na čistý 

nelepivý povrch, např. dostatečně dlouhý kus kartonu (Obr. 4D). Mezitím byla 

připravena podložní sklíčka, jejichž povrch byl pokrytý polyethyleniminem (PEI). 

Vosková páska byla žiletkou rozdělena na části tak, aby byly jednotlivé řezy seřazeny 

za sebou, a poté byly umístěny pomocí štětců na podložní sklíčko pokryté s PEI.  

K boční straně pásky bylo přidáno pár kapek vody tak, aby došlo k postupnému 

roztažení a narovnání jednotlivých řezů na podložním sklíčku (Obr. 4E, F).  

Takto připravena sklíčka s jednotlivými řezy se nejprve ponechala zcela uschnout,  

a poté umístila přes noc do lednice při teplotě 4°C. 
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3.2.9.3 Odvoskování a rehydratace řezů  

Aby byla umožněna penetrace protilátek pro následnou imunolokalizaci, musí být 

jednotlivé řezy nejdříve odvoskovány a rehydratovány (Ovečka et al., 2014).  

Odvoskování probíhalo ve skleněných kyvetách. Do těch byla umístěna podložní 

sklíčka s řezy, ke kterým byl nejdříve na dobu 3x10 min přidán 97% (v/v) ethanol, poté  

na 10 min 90% (v/v) ethanol v PBS, na 10 min 70% (v/v) ethanol v PBS a nakonec byl 

přidán čistý PBS pufr na 2x10 min. Po promytí byla sklíčka ze skleněné kyvety vyjmuta 

a následná imunolokalizace probíhala už na jednotlivých podložních sklíčkách s řezy. 

Po celou dobu byla sklíčka se vzorky uchovávána v horizontální poloze ve vlhké 

komůrce, aby se zamezilo jejich vysychání. Takto byla sklíčka se vzorky připravena  

na imunolokalizaci. 

3.2.9.4 Imunolokalizace tubulinu a MAPKs 

Pro zablokování nespecifické vazby protilátek bylo použito 5% (w/v) BSA v PBS. 

Inkubace probíhala 1 h při pokojové teplotě.  

Následně byly vzorky inkubovány s primární protilátkou krysí anti- tubulin α  

v 5% (w/v) BSA v PBS v odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). Inkubace probíhala 

Obr 4: Příprava a řezaní vzorků na mikrotomu. Dřevěný bloček 

s voskovým blokem v držáku mikrotomu (A), dřevěné bločky 

s voskovými bloky (B, C), páska jednotlivých řezů (D), podložní sklíčka 

s voskovými řezy (E, F).  
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přes noc při teplotě 4°C. Ráno byla sklíčka se vzorky vložena na 30 min do inkubátoru 

při teplotě 25°C, a poté promyta po dobu 3x10 min 2% (w/v) BSA v PBS. 

Následovala inkubace vzorků se sekundární protilátkou Alexa Fluor 488 kozí  

anti- krysí v 5% (w/v) BSA v PBS odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). Inkubace 

probíhala po dobu 2 h při teplotě 37°C .Vzorky byly poté 3x10 min promyty 2% (w/v) 

BSA v PBS. 

Následovala inkubace vzorků s primárními protilátkami myší anti-pERK a králičí 

anti- MPK6 v 5% (w/v) BSA v PBS v odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1).  

Po inkubaci, která probíhala 1 h při pokojové teplotě, následovalo promytí vzorků  

3x10 min 2% (w/v) BSA v PBS a inkubace se sekundárními protilátkami. Nejprve  

se sekundární protilátkou Alexa Fluor 647 králičí anti- myší v 5% (w/v) BSA v PBS 

odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). Inkubace probíhala 2 h při teplotě 37°C,  

a poté  následovalo promytí vzorků 3x10 min 2% (w/v) BSA v PBS a inkubace  

se sekundární protilátkou Alexa Fluor 555 kozí anti- králičí v 5% (w/v) BSA v PBS 

v odpovídajícím poměru (viz Tabulka 1). Inkubace probíhala 2 h při teplotě 37°C. 

Násedně byly vzorky 3x10 min promyty PBS pufrem. 

Pro barvení DNA a jader bylo použito DAPI (10 mmol.l
-1

) v PBS pufru v poměru 

1:1000. Inkubace probíhala 15 min při pokojové teplotě. Poté byly vzorky po dobu 2x10 

min promyty PBS pufrem. 

Na podložní sklíčka bylo přidáno zalévací médium a ta byla následně zakryta krycím 

sklíčkem. Takto připravený preparát byl kolem krycího sklíčka uzavřen lakem na nehty. 

Vzorky byly umístěny do složky na mikroskopické preparáty a uloženy při -20°C. 

Jednotlivé preparáty byly nasnímány konfokálním laserovým skenovacím 

mikroskopem LSM 710 použitím programu Zen 2011. Před snímáním byly nastaveny 

jednotlivé parametry (laser pro DAPI: 405 nm, Alexa Fluor 488: 488 nm, Alexa Fluor 

555: 561 nm, Alexa Fluor 647: 633 nm; filtr pro DAPI: 410-495 nm, Alexa Fluor 488: 

493-551 nm, Alexa Fluor 555: 561-639 nm, Alexa Fluor 647: 638-755 nm). 
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Tabulka 1: Přehled použitých primárních a sekundárních protilátek a jejich ředění 

Primární protilátka Ředění 

Krysí anti- tubulin α 1:300 

Myší anti-pERK 1:400 

Králičí anti-MPK6 1:750 

Sekundární protilátka Ředění 

Alexa Fluor 488 kozí anti-krysí 

1:500 Alexa Fluor 555 kozí anti-králičí 

Alexa Fluor 647 králičí anti-myší 

 

3.2.10 Indukce transgenní linie in vitro procesem somatické 

embryogeneze 

Procesem somatické embryogeneze byla odvozena transgenní linie SIMKK RNAi  

se sníženou expresí proteinu SIMKK metodou RNA interference. 

Po sterilizaci listů byly připraveny listové explantáty tak, že každý list byl pomocí 

skalpelu rozdělen na dvě poloviny. Takto připravené listové explantáty byly umístěny 

na B5H médium, jehož hlavními složkami jsou syntetický auxinový růstový regulátor  

2,4-D a cytokinin kinetin. Na B5H médiu byly listové explantáty kultivovány  

ve fytotronové komoře při konstantních podmínkách 2 týdny, během kterých došlo 

k indukci kalusů.  

Vytvořené kalusy byly po 2 týdnech přeneseny na B50 médium, které obsahuje 

roztok aminokyselin a indukuje tvorbu somatických embryí. Na B50 médiu byly kalusy 

kultivovány ve fytotronové komoře při konstantních podmínkách 3 týdny, během 

kterých došlo k tvorbě embryí. 

Jednotlivá somatická embrya byla poté umístěna na MMS médium, které obsahuje 

Nitsch & Nitsch vitamíny a je důležité pro klíčení a vývoj rostlin. Na MMS médiu byla 

somatická embrya kultivována ve fytotronové komoře při konstantních podmínkách  

2-3 týdny, během kterých došlo k růstu kořenů. 

Rostliny s kořeny byly následně přeneseny na MS médium pro jejich udržování  

v in vitro podmínkách a dále kultivovány ve fytotronové komoře při konstantních 

podmínkách. 
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Jednotlivá stádia somatické embryogeneze byla zdokumentována mikroskopem 

AXIO Zoom.V16 pomocí programu Zen 2011 a nově regenerované rostliny byly 

následně použity pro Western blot analýzu. 

3.2.11 Western blot 

Western blot analýzou byla provedena detekce proteinů SIMK a MMK3. Byly použity 

kořeny 14 dní starých rostlin transgenní linie SIMKK RNAi odvozené ze somatické 

embryogeneze a jako kontrola byly použity kořeny rostlin 14 dní starých rostlin divého 

typu M. sativa L., kultivar RSY, které byly taktéž indukovány somatickou 

embryogenezí. Část rostlin transgenní linie SIMKK RNAi a kultivaru RSY byla 

kultivována v kontrolních podmínkách na Fahreus médiu bez dusíku. Druhá část rostlin 

transgenní linie SIMKK RNAi a kultivaru RSY byla inokulována rhizobiální tekutou 

kulturou S. meliloti divého typu (OD600= 0,5) a kultivována na Fahreus médiu bez 

dusíku. Pro Western blot analýzu byly použity kořeny rostlin 15 dní po inokulaci. 

Kořeny a listy byly zmraženy v tekutém dusíku, následně homogenizovány  

a přeneseny do mikrozkumavek. Proteiny z rostlinného materiálu byly extrahovány 

pomocí extrakčního pufru E, do kterého byly těsně před použitím přidány inhibitory 

proteáz a fosfatáz. Proteiny byly extrahovány po dobu 30 min na ledu. Vzorky byly 

centrifugovány při 13 000 g, 20 min, při teplotě 4°C a získaný supernatant  

byl odpipetován do čisté mikrozkumavky. 

Koncentrace proteinů byla stanovena použitím mikrodestičkového spektrofotometru 

pomocí softwaru i-control
TM

. Koncentrace proteinů byla měřena při vlnové délce  

595 nm a obsah proteinů byl vypočítán z rovnice lineární regrese. Bylo vypočítáno 

potřebné množství proteinu a MiliQ do 75 µl vzorku, pro docílení stejné koncentrace 

(30 µg/µl) proteinů ve všech vzorcích. K těmto 75 µl vzorku bylo v digestoři 

napipetováno 20 µl 4x Laemmli pufru, a poté 5 µl 2-merkaptoethanolu. Vzorky byly 

následně denaturovány po dobu 10 min při teplotě 95°C a následně naneseny na gel. 

Pro SDS-PAGE byl připraven podle instrukcí výrobce „stain- free“ gel  

(viz Tabulka 2). Připravený gel byl vložen do elektroforetického aparátu  

a elektroforetické vany, která byla stejně jako vnitřní cela naplněna 1x elektrodovým 

pufrem. Do první jamky bylo napipetováno 5 µl proteinového standardu (Precision Plus 

Protein
TM

 Dual Color Standards) a do každé následující jamky bylo naneseno  

15 µl proteinového vzorku. SDS-PAGE elektroforéza probíhala při 160V po dobu 1 h.  
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Pro Western blot byly použity PVDF membrány, které bylo nutné předem aktivovat 

ponořením do 100% methanolu po dobu 30 sekund, následně byly ekvilibrovány  

v 1x transferovém pufru bez methanolu po dobu 10 min. Přenos proteinů probíhal přes 

noc při teplotě 4°C. Do tanku byl vložen chladicí box, celý tank byl naplněn transfer 

pufrem s methanolem, vložen do lednice a zapojen do zdroje napětí na 24 V.  

Po přenosu se membrány nechaly uschnout. Úspěšnost přenosu byla ověřena obarvením 

membrány barvivem Ponceau S v 5% kyselině octové po dobu 1 min. Membrány byly 

následně několikrát promyty 1x TBS-T pufrem až do úplného vymytí barviva. 

Poté byly membrány blokovány pomocí 5% (w/v) BSA a 5% (w/v) sušeného mléka  

v 1x TBS-T pufru. Blokování probíhalo 7h při pokojové teplotě na třepačce. Následně 

byly membrány 2x5min promyty v 1x TBS-T pufru. Pro inkubaci s primární protilátkou 

bylo připraveno 1 % (w/v) BSA v 1x TBS-T, do kterého byla přidána protilátka  

králičí anti- MPK6 (1:15000) a 3% (w/v) sušené mléko v 1x TBS-T pufru, do kterého 

byla přidána protilátka králičí anti- MMK3 (1:3000). Inkubace s primárními 

protilátkami probíhala přes noc na třepačce při teplotě 4°C. 

Následovalo promytí membrán 5x10 min v 1x TBS-T pufru. Nakonec byly 

membrány inkubovány se sekundární protilátkou kozí anti-králičí konjugovanou  

s křenovou peroxidasou (HPR). Sekundární protilátka byla ředěna v roztoku 1% (w/v) 

BSA v TBS-T v poměru 1:5000. Po inkubaci se sekundární protilátkou, která probíhala 

1,5 h při pokojové teplotě na třepačce, následovalo opět promytí membrán v 1x TBS-T 

pufru po dobu 5x10 min. Detekce membrán byla zprostředkována reakcí křenové 

peroxidasy s chemiluminescenčním substrátem (ECL, inkubace 1 min). 

Chemiluminiscenční signál byl získán pomocí dokumentačního zařízení Chemidoc
TM

 

MP systém a programu ImageLab. 

Tabulka 2: Příprava „stain- free“ gelu 

Separační gel Zaostřovací gel 

„Resolver A“ 3 ml „Stacker A“ 1 ml 

„Resolver B“ 3 ml „Stacker B“ 1 ml 

10% APS 30 µl 10% APS 10 µl 

TEMED 3 µl TEMED 1 µl 
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4 VÝSLEDKY 

V této kapitole jsou představeny výsledky, které byly získány během  experimentální 

části diplomové práce. 

V první části této kapitoly je popsána modifikace a optimalizace imunolokalizační 

metody „whole-mount“ pro M. sativa. Tato immunolokalizační metoda byla použita  

ke studiu organizace a uspořádání mikrotubulárního cytoskeletu, subcelulární lokalizace 

SIMK a pERK v kořenových špičkách M. sativa v  kontrolních podmínkách  

a po působení abiotických stresů a inhibitoru MAPKKs. Další část diplomové práce 

byla zaměřena na imunolokalizaci tubulinu, SIMK a pERK na voskových řezech hlízek 

M. sativa při symbiotické interakci s bakteriemi rodu Rhizobium. Závěr této kapitoly je 

věnován procesu in vitro somatické embryogeneze u M. sativa, kterým byla odvozena 

transgenní linie SIMKK RNAi, která byla následně použita pro ověření přítomnosti 

proteinů SIMK, MMK3 analýzou Western blot. 

4.1 Optimalizace imunolokalizační metody„whole- mount“ 

Pro optimalizaci „whole-mount“ metody byly použity kořenové špičky čtyřdenních 

semenáčků M. sativa, kultivar Europe. Bylo vyzkoušeno několik protokolů  

(Sauer et al., 2006; Šamajová et al., 2014; Pasternak et al., 2015), několik koncentrací 

jednotlivých komponentů fixačního roztoku (1,5% PFA a 0,5% GA; 2% PFA  

a 0,5% GA; 2% PFA a 0,2% GA; 4% PFA a 0,1% GA) a doby aplikace vakua  

(3x2 min, 3x3 min, 4x3 min). Bylo také změněno několik parametrů 

imunolokalizačního protokolu. Při odběru rostlinného materiálu byly celé semenáčky 

přeneseny do fixačního roztoku, ve kterém byly pomocí skalpelu odřezány kořenové 

špičky, které byly následně přeneseny do čersvého fixačního roztoku a zafixovány. 

Doba fixace byla prodloužena z 1h při RT na 1h při RT a následně 24-72h při teplotě 

4°C. Nakonec se podařilo „whole- mount“ metodu úspěšně modifikovat tak, aby ji bylo 

možné využívat u M. sativa pro lokalizaci proteinů.  

Tubulin byl vizualizován pomocí primární protilátky proti tubulinu α a DNA 

v jádrech byla vizualizována pomocí DAPI. Bylo pozorováno paralelní uspořádání 

kortikálních mikrotubulů v  rizodermálních buňkách kořene a v buňkách boční 

kořenové čepičky (Obr. 5). Bylo také možné zachytit mitoticky a cytokineticky aktivní 

buňky a pozorovat tak organizaci mikrotubulů během jednotlivých fází buněčného 

dělení (Obr. 6, 7, 8). Využitím LSM s Airyscan byly pozorovány mikrotubuly tvořící 
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PPB (Obr. 6B), organizace mikrotubulů během profáze (Obr. 6E) a tvořící se mitotické 

vřeténko (Obr. 6E, hlavičky šipek) a mikrotubuly tvořící strukturu  mitotických 

vřetének (Obr. 6H). Během anafáze byly zaznamenány rozestoupené sesterské 

chromatidy podél jednotlivých vláken vřeténka (Obr. 7B) a dvě skupiny chromozómů, 

které dosáhly opačných pólů buňky v telofázi a byly oddělené raným fragmoplastem 

(Obr. 7F). Pomocí LSM s Airyscan bylo dosaženo většího rozlišení snímaných 

zafixovaných preparátů a na základě toho bylo možné pozorovat jednotlivé 

chromozómy a jednotlivá vlákna MT (Obr. 6, 7; červené šipky). Byly pozorovány  

i mikrotubuly vytvářející raný fragmoplast mezi dceřinými jádry, uvnitř fragmoplastu 

začíná vznikat buněčná přepážka (Obr. 8B; bílá šipka; Obr. 8E; bílá hlavička šipky). 

Podařilo se také imunolokalizovat mikrotubuly v kořenových vláscích  

M. sativa. V tomto případě byly pozorovány endoplazmatické mikrotubuly uspořádané 

do sítí v cytoplazmaticky husté subapikální části kořenových vlásků (Obr. 9A-C). 

Obr. 5: Imunolokalizace MT. Paralelní uspořádání kortikálních mikrotubulů v rizodermálních 

buňkách kořene M. sativa (B, F) a v  buňkách boční kořenové čepičky (D, E), barvení DNA  

a jader (A), sloučený obrázek (C). Měřítka odpovídají 10 µm.  
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Obr. 6: Imunolokalizace MT v rizodermálních buňkách kořene M. sativa. Barvení DNA  

a jader (A, D, G), dva PPB (B), profáze a začátek tvorby mitotického vřeténka (E, bílé 

hlavičky šipek), mitotická vřeténka (H), sloučený obrázek (C, F, I). Jednotlivá vlákna MT 

jsou označena červenými šipkami. Měřítko odpovídá 10 µm. 

Obr. 7: Imunolokalizace MT v rizodermálních buňkách kořene M. sativa. Barvení DNA  

a jader (A, D), uspořádání MT během anafáze (B) a telofáze (E), sloučený obrázek (C, F). 

Jednotlivá vlákna MT jsou označena červenými šipkami. Měřítko odpovídá 5 µm. 
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Obr. 8: Imunolokalizace MT v rizodermálních buňkách kořene M. sativa. Uspořádání 

mikrotubulů tvořících raný fragmoplast (B, šipka; E, hlavička šipky). Barvení DNA  

a jader (A, D), sloučený obrázek (C, F). Měřítko odpovídá 10 µm (A-C) a 20 µm (D-F). 

Obr. 9: Imunolokalizace MT v subapikální oblasti kořenových vlásků M. sativa. Měřítko 

odpovídá 10 µm (B, C) a 50 µm (A). 
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4.2 Subcelulární lokalizace SIMK 

Pro zjištění subcelulární lokalizace SIMK byly použity kořenové špičky čtyřdenních 

semenáčků M. sativa, kultivar Europe. Imunolokalizace SIMK byla provedena metodou 

„whole- mount“ použitím primární protilátky proti MPK6. Tubulin byl vizualizován 

primární protilátkou proti tubulinu α a DNA použitím DAPI. 

Jelikož je SIMK vysoce konzervovaným homologem MPK6 z A. thaliana, byla 

pozorována typická subcelulární lokalizace, a to zejména v jádrech (Obr. 10C; bílé 

šipky) a raných fragmoplastech (Obr. 10C; bílá hlavička šipky). Přičemž z měření 

intenzity fluorescence SIMK bylo zjištěno, že signál v raném fragmoplastu  

a interfázních jádrech je silnější než v cytoplazmě (Obr. 11, 12). Naopak v mitotickém 

vřeténku a pozdním fragmoplastu byla intenzita fluorescence SIMK srovnatelná 

s intenzitou fluorescence naměřenou v cytoplazmě (Obr. 13- 16). 

 

Obr. 10: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v rizodermálních buňkách kořene 

M. sativa. Subcelulární lokalizace SIMK v cytoplazmě, raném fragmoplastu  

a jádrech (C), barvení DNA a jader (A), MT (B), SIMK (C), sloučený obrázek 

(D). Měřítko odpovídá 10 µm. 
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Obr. 11: Intenzita fluorescence SIMK v raném fragmoplastu. Hlavička šipky označuje 

fragmoplast. Bílá šipka označuje oblast, ve které byla intenzita fluorescence měřena. Symboly * 

a * odpovídají ranému fragmoplastu a cytoplazmě, ve kterých je intenzita fluorescence SIMK 

oproti jádrům (*) zvýšena. 

Obr. 12: Intenzita fluorescence SIMK v interfázním jádře. Bílá šipka označuje oblast, ve které 

byla intenzita fluorescence měřena. Symbol * odpovídá interfáznímu jádru, ve kterém je 

intenzita fluorescence SIMK oproti jadérku (*) a cytoplazmě (*) zvýšena. 
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Obr. 13: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v rizodermálních buňkách 

kořene M. sativa. Subcelulární lokalizace SIMK v jádrech (C), šipka 

označuje mitotické vřeténko (C), barvení DNA a jader (A), MT (B), SIMK 

(C), sloučený obrázek (D). Měřítko odpovídá 10 µm. 

Obr. 14: Intenzita fluorescence SIMK v mitotickém vřeténku. Bílá šipka označuje oblast,  

ve které byla intenzita fluorescence měřena. Hlavička šipky označuje oblast mitotického 

vřeténka. Červená datová řada reprezentuje intenzitu fluorescence SIMK, jejíž hodnota je 

v mitotickém vřeténku a v cytoplazmě srovnatelná. 
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Obr. 16: Intenzita fluorescence SIMK v pozdních fragmoplastech. Bílá šipka označuje 

oblast, ve které byla intenzita fluorescence měřena. Hlavičky šipek označují pozdní 

fragmoplasty. Červená datová řada reprezentuje intenzitu fluorescence SIMK, jejíž 

hodnota je v pozdních fragmoplastech a v cytoplazmě srovnatelná.  

Obr. 15: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v rizodermálních buňkách kořene M. sativa. 

Hlavičky šipek označují pozdní fragmoplasty (C), barvení DNA a jader (A), MT (B), SIMK 

(C), sloučený obrázek (D). Měřítko odpovídá 10 µm. 
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4.3 Vliv působení abiotických stresů a inhibitoru MAPKKs na 

organizaci cytoskeletu, lokalizaci SIMK a úroveň fosforylace 

Pro otestování vlivu působení solného a oxidativního stresu a též inhibitoru MAPKKs 

na organizaci cytoskeletu, lokalizaci či případnou relokalizaci SIMK a taktéž fosforylaci 

MAPKs byly použity kořenové špičky čtyřdenních semenáčků M. sativa, kultivar 

Europe. MAPKs byly u rostlin aktivovány solným stresem použitím NaCl  

(250 mmol.l
-1

) a oxidativním stresem pomocí H2O2 (15 mmol.l
-1

). Naopak aktivace 

MAPK byla potlačena inhibitorem MAPKKs PD98059 (20 µmol.l
-1

). Tubulin byl 

vizualizován pomocí primární protilátky proti tubulinu α, SIMK použitím primární 

protilátky proti MPK6, fosforylované MAPKs primární protilátkou proti pERK a DNA 

byla vizualizována použitím DAPI.  

V kontrolních podmínkách byla pozorována typická subcelulární lokalizace SIMK 

v jádrech a cytoplazmě rizodermálních buněk kořene (Obr. 17). pERK vykazuje 

identický vzor lokalizace jako SIMK (Obr. 17). Intenzita fluorescence SIMK i pERK 

v kontrolních podmínkách byla v jádrech ve srovnání s cytoplazmou vyšší (Obr. 18). 

Nebyly pozorovány změny v cytoskeletu a kortikální mikrotubuly v rizodermálních 

buňkách kořene vykazovaly paralelní uspořádání (Obr. 19A). Bylo také možné zachytit 

mitoticky a cytokineticky aktivní buňky a pozorovat tak organizaci mikrotubulů během 

jednotlivých fází buněčného dělení. Konkrétně bylo pozorováno uspořádání 

mikrotubulů tvořících mitotické vřeténko (Obr. 20E), rozestoupené chromatidy podél 

jednotlivých vláken vřeténka během anafáze (Obr. 20J) a rané fragmoplasty oddělující 

dvě skupiny chromozómů, které dosáhly opačných pólů buňky v telofázi (Obr. 20O, T). 

Po 30 minutách působení solného stresu byla SIMK lokalizována v cytoplazmě  

(Obr. 21C, bílé šipky) a byla pozorována změna tvaru jader (Obr. 21A). SIMK 

vykazovala také typickou subcelulární lokalizaci v jádře, pozorována byla také 

její částečná relokalizace do cytoplazmatických kompartmentů okolo jader  

(Obr. 22B a F, bílé šipky). Stejný vzor lokalizace vykazovala i pERK a bylo zjištěno,  

že SIMK a pERK v těchto cytoplazmatických kompartmentech kolokalizují (Obr. 23). 

Oproti kontrolním podmínkám byla po působení solného stresu intenzita fluorescence 

SIMK a pERK v jádře srovnatelná s jejich intenzitou fluorescence v cytoplazmě  

(Obr. 24). Po působení solného stresu byla navíc pozorována lokalizace SIMK také 

v mitotickém vřeténku (Obr. 25B), ve kterém byla intenzita fluorescence SIMK oproti 

cytoplazmě zvýšená (Obr. 26). Působení solného stresu ovlivnilo také uspořádání 
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cytoskeletu. V rizodermálních buňkách kořene došlo ke svazkování kortikálních 

mikrotubulů (Obr. 19B) a byl pozorován výrazně nižší počet mitoticky a cytokineticky 

aktivních buněk. 

 

  

Obr. 17: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK v rizodermálních buňkách kořene  

M. sativa v kontrolních podmínkách. Subcelulární lokalizace SIMK a pERK v jádrech  

a cytoplazmě (C, D), barvení DNA a jader (A), MT (B), sloučený obrázek (E). Měřítko 

odpovídá 10 µm. 
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Obr. 18: Intenzita fluorescence DAPI, SIMK a pERK v interfázním jádře v kontrolních 

podmínkách. Bílá šipka označuje oblast, ve které byla intenzita fluorescence měřena. 

Červená a žlutá datová řada představuje SIMK a pERK, jejichž intenzita fluorescence je 

v jádře oproti cytoplazmě zvýšená. Barvení DNA a jader (A), SIMK (B), pERK (C), 

sloučený obrázek (D). Měřítko odpovídá 10 µm. 

Obr. 19: Uspořádání kortikálních MT v rizodermálních buňkách kořene M. sativa 

po působení abiotických stresů a inhibitoru MAPKKs. Paralelní uspořádání MT 

v kontrolních podmínkách (A), svazkování kortikálních MT po působení solného 

stresu (B), nepravidelné uspořádání a částečná depolymerizace kortikálních MT  

po působení oxidativního stresu (C) a paralelní uspořádání kortikálních MT  

po působení inhibitoru PD98059 (D). Měřítko odpovídá 10 µm.  
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Obr. 20: Mitoticky a cytokineticky aktivní meristematické buňky kořene M. sativa 

v kontrolních podmínkách. MT tvořící mitotické vřeténko (E), rozestoupené 

chromatidy podél jednotlivých vláken vřeténka během anafáze (J) a rané fragmoplasty 

oddělující dvě skupiny chromozómů, které dosáhly opačných pólů buňky v telofázi 

(O, T). Barvení Dna a jader (A, F, K, P), MT (B, G, L, Q), SIMK (C, H, M, R), pERK 

(D, I, N, S), sloučený obrázek (E, J, O, T). Měřítko odpovídá 10 µm. 

Obr. 21: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK v rizodermálních buňkách 

kořene M. sativa po působení solného stresu. Subcelulární lokalizace SIMK  

a pERK v cytoplazmě (C a D, bílé šipky), barvení DNA a jader (A), MT (B), 

sloučený obrázek (E). Měřítko odpovídá 10 µm. 
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Obr. 22: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK v rizodermálních buňkách kořene  

M. sativa po působení solného stresu. Subcelulární lokalizace SIMK v jádrech a relokalizace 

SIMK do cytoplazmatických kompartmentů okolo jader (B, F, bílé šipky), barvení DNA  

a jader (A), pERK (C, G), sloučený obrázek (D, H). Měřítko odpovídá 10 µm. 

Obr. 23: Bodový diagram ukazuje kolokalizaci SIMK a pERK v cytoplazmatických 

kompartmentech okolo jader (označeno) v rizodermálních buňkách kořene. 

Cytoplazmatické kompartmenty (Obr. 22D a H, bílé šipky) charakterizují hodnoty 

bodového grafu v poli 1, 2 a 3. Pole 1 a 2 představují prahové hodnoty, které 

označují nepřítomnost kolokalizace dvou kanálů. Kolokalizace se vyskytuje v poli 3, 

kde jsou modře označeny pixely vyjadřující shodu žlutého a červeného kanálu. 
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Obr. 24: Intenzita fluorescence DAPI, SIMK a pERK v interfázním jádře po působení solného 

stresu. Bílá šipka označuje oblast, ve které byla intenzita fluorescence měřena. Červená  

a žlutá datová řada představuje SIMK a pERK, jejichž intenzita fluorescence v jádře je 

srovnatelná s intenzitou fluorescence v cytoplazmě. Barvení DNA a jader (A), SIMK (B), 

pERK (C), sloučený obrázek (D). Měřítko odpovídá 10 µm. 

Obr. 25: Subcelulární lokalizace SIMK v mitotickém vřeténku  

v rizodermálních buňkách kořene M. sativa po působení solného stresu, 

hlavička šipky označuje mitotické vřeténko (B-D ). Barvení DNA a jader 

(A), SIMK (B), MT (C), sloučený obrázek (D). Měřítko odpovídá 10 µm. 



 

78 

  

Obr. 26: Intenzita fluorescence SIMK v mitotickém vřeténku po působení solného stresu. Bílá 

šipka označuje oblast, ve které byla intenzita fluorescence měřena. Hlavička šipky označuje 

oblast mitotického vřeténka. Červená datová řada reprezentuje intenzitu fluorescence SIMK, 

jejíž hodnota je v mitotickém vřeténku ve srovnání s cytoplazmou zvýšená. 
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Po 30 minutách působení oxidativního stresu vykazovala SIMK typickou lokalizaci 

v jádrech, byla však pozorována přítomnost kompartmentů bodové struktury především 

na buněčných membránách (Obr. 27B, bílé šipky). I v těchto kompartmentech byla 

zjištěna kolokalizace mezi SIMK a pERK (Obr. 28). Stejně jako v kontrolních 

podmínkách vykazovala pERK i po působení oxidativního stresu identickou lokalizaci 

jako SIMK, přičemž intenzita fluorescence SIMK byla v jádře ve srovnání 

s cytoplazmou vyšší (Obr. 29) Naopak intenzita fluorescence pERK byla v jádře  

a v cytoplazmě srovnatelná (Obr. 29). Oxidativní stres ovlivnil i  organizaci kortikálních 

mikrotubulů v rizodermálních buňkách kořene, které oproti kontrolním podmínkám 

byly nepravidelné uspořádané a částečně depolymerizované (Obr. 19C). Byly také 

pozorovány cytokineticky aktivní buňky, ve kterých byly fragmoplasty orientovány 

šikmo na osu růstu kořene (Obr. 30, bílé šipky).  

Sledoval se také vliv působení MAPKKs inhibitoru PD98059 po dobu 2 h. Tento 

selektivní inhibitor brání aktivaci MEK1 a MAPK kaskády. SIMK jeho vlivem 

vykazovala typickou lokalizaci v jádře a v cytoplazmě bylo viditelné velké množství 

kompartmentů bodové struktury (Obr. 31B). Intenzita fluorescence SIMK a pERK byla 

v jádře oproti cytoplazmě zvýšená (Obr. 31). Po působení inhibitoru nebyly pozorovány 

změny v cytoskeletu a kortikální mikrotubuly byly v rizodermálních buňkách kořene 

uspořádány paralelně (Obr. 19D). Bylo také možné zachytit mitoticky a cytokineticky 

aktivní buňky a pozorovat tak organizaci mikrotubulů během jednotlivých fází 

buněčného dělení. Bylo pozorováno uspořádání mikrotubulů tvořících PPB (Obr. 32B), 

mitotické vřeténko (Obr. 32B) a pozdní fragmoplasty (Obr. 32G). 

Úroveň fosforylace byla vyhodnocena naměřením intenzity fluorescence pERK 

v rizodermálních buňkách kořene. MAPKs byly aktivovány ošetřením rostlin solným  

a oxidativním stresem, a proto byla u rostlin po působení těchto stresů pozorována 

oproti kontrole zvýšená intenzita fluorescence pERK (Obr. 33). Působení inhibitoru 

PD98059 výrazně neovlivnilo intenzitu fluorescence, která byla srovnatelná s intenzitou 

fluorescence pERK naměřenou u kontroly (Obr. 33).  
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Obr. 27: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK po působení oxidativního stresu. 

Kompartmenty bodové struktury v buněčných membránách (B a C, bílé šipky), barvení 

DNA a jader (A), SIMK (B), pERK (C), sloučený obrázek (D). Měřítko odpovídá  

10 µm. 

Obr. 28: Bodový diagram ukazuje kolokalizaci SIMK a pERK v cytoplazmatických 

kompartmentech bodové struktury v rizodermálních buňkách kořene (označeno). 

Kompartmenty bodové struktury (Obr. 27D, bílé šipky) charakterizují hodnoty bodového grafu 

v poli 1, 2 a 3. Pole 1 a 2 představují prahové hodnoty, které označují nepřítomnost 

kolokalizace dvou kanálů. Kolokalizace se vyskytuje v poli 3, kde jsou modře označeny pixely 

vyjadřující shodu žlutého a červeného kanálu. 
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Obr. 29: Intenzita fluorescence DAPI, SIMK a pERK v interfázním jádře po působení 

oxidativního stresu. Bílá šipka označuje oblast, ve které byla intenzita fluorescence 

měřena. Červená datová řada představuje SIMK, jejíž intenzita fluorescence v jádře je 

vyšší než intenzita fluorescence v cytoplazmě. Žlutá datová řada představuje pERK, jejíž 

intenzita fluorescence je v jádře a v cytoplazmě srovnatelná. Barvení DNA  

a jader (A), SIMK (B), pERK (C), sloučený obrázek (D). Měřítko odpovídá 10 µm. 

Obr. 30: Cytokineticky aktivní buňky kořenového meristému M. sativa,  

ve kterých jsou fragmoplasty po působení oxidativního stresu orientovány 

šikmo na osu růstu kořene (bílé šipky). Měřítko odpovídá 10 µm. 
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Obr. 31: Intenzita fluorescence DAPI, SIMK a pERK v interfázním jádře po působení 

inhibitoru PD98059. Bílá šipka označuje oblast, ve které byla intenzita fluorescence měřena. 

Červená a žlutá datová řada představuje SIMK a pERK, jejichž intenzita fluorescence 

v jádře je vyšší než intenzita fluorescence v cytoplazmě. Barvení DNA a jader (A), SIMK 

(B), pERK (C), sloučený obrázek (D). Měřítko odpovídá 10 µm. 

Obr. 32: Mitoticky a cytokineticky aktivní buňky v rizodermálních buňkách kořene  

M. sativa po působení inhibitoru PD98059. MT tvořící PPB (B), mitotické vřeténko 

(B) a fragmoplasty (G). Barvení DNA a jader (A, F), MT (B, G), SIMK (C, H), 

pERK (D, I) a sloučený obrázek (E, J). Měřítko odpovídá 10 µm. 
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Obr. 33: Naměřená intenzita fluorescence pERK v rizodermálních buňkách kořene  

M. sativa v kontrolních podmínkách, po působení solného a oxidativního stresu  

a inhibitoru PD98059. Hvězdičky označují rozdíly v průkaznosti vyhodnocené 

Studentovým t- testem (solný stres p<0,001; oxidativní stres p<0,01). 
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4.4 Imunohistochemická kolokalizace cytoskeletu a MAPKs  

u vojtěšky v interakci s Rhizobiem 

Pro sledování imunohistochemické kolokalizace tubulinu a SIMK byly použity voskové 

řezy hlízkek transgenní linie SIMKK RNAi a divého typu M. sativa L., kultivar RSY 

odebrané po 28 dnech od inokulace tekutou rhizobiální kulturou S. meliloti. Tubulin byl 

vizualizován pomocí primární protilátky proti tubulinu α, SIMK použitím primární 

protilátky proti MPK6, fosforylované MAPKs primární protilátkou proti pERK a DNA 

byla vizualizována použitím DAPI. 

U hlízek divého typu M. sativa L., kultivaru RSY byla pozorována meristematická 

zóna (I) v apikální oblasti hlízky, infekční zóna (II) a zóna fixace dusíku (III),  

(Obr. 34A). V meristematické zóně hlízky byly pozorovány malé a aktivně se dělící 

buňky, které zajišťují kontinuální růst a prodloužený tvar hlízky (Obr. 35). V hlízkovém 

meristému byl v cytokineticky aktivní buňce viditelný fragmoplast a lokalizace SIMK 

v jádře (Obr. 36). pERK vykazovala stejný lokalizační vzor jako SIMK (Obr. 35C-D,  

36 B-C). Intenzita fluorescence pERK v meristematických buňkách divého typu byla  

ve srovnání s intenzitou fluorescence pERK transgenní linie vyšší (Obr. 35D a 40D). 

V submeristematických buňkách  infekční zóny bylo možné pozorovat organizaci 

mikrotubulů a lokalizaci SIMK. SIMK  byla v těchto buňkách infekční zóny hlízek 

lokalizována v cytoplazmě (Obr. 37B). Mikrotubuly byly uspořádány spíše paralelně  

a v dlouhých svazcích (Obr. 37C, bílé šipky). V zóně fixace dusíku byly mikrotubuly 

orientovány nepravidelně u obvodu symbiotických buněk (Obr. 38-39C). SIMK 

vykazovala stejný vzor lokalizace v jádře a cytoplazmě jako v meristematické a infekční 

zóně (Obr. 38-39B). 
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Obr. 34: Hlízky divého typu M. sativa L., kultivaru RSY (A) a transgenní linie SIMKK 

RNAi (B) s rozdělením na jednotlivé zóny. I- meristematická zóna, II- infekční zóna,  

III- zóna fixace dusíku. Měřítko odpovídá 200 µm.  

Obr. 35: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK v hlízkách divého typu M. sativa L., 

kultivaru RSY. Barvení DNA a jader (A), MT (B), SIMK (C) a pERK (D) a sloučený 

obrázek (E). Měřítko odpovídá 20 µm. 
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Obr. 36: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK v hlízkách divého typu M. sativa L., 

kultivaru RSY. Fragmoplast v meristematické zóně hlízky (bílá šipka). Tubulin + DAPI (A), 

SIMK + DAPI (B), pERK + DAPI (C). Měřítko odpovídá 20 µm. 

Obr. 37: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v submeristematických buňkách infekční 

zóny hlízky divého typu M. sativa L., kultivaru RSY. MT (A; C, bílé hlavičky 

šipky), SIMK + DAPI (B), sloučený obrázek (C). Měřítko odpovídá 20 µm. 
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Obr. 38: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v symbiotických buňkách zóny 

fixace dusíku u hlízek divého typu M. sativa L., kultivaru RSY. MT (A; C, bílé 

hlavičky šipky), SIMK + DAPI (B), sloučený obrázek (C). Měřítko odpovídá  

20 µm. 

Obr. 39: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v symbiotických buňkách zóny fixace 

dusíku u hlízek divého typu M. sativa L., kultivaru RSY. MT (A; C, bílé 

hlavičky), SIMK + DAPI (B), sloučený obrázek (C). Měřítko odpovídá 50 µm. 
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U hlízek transgenní linie SIMKK RNAi byla taktéž pozorována meristematická zóna 

(I) v apikální oblasti hlízky, infekční zóna (II) a zóna fixace dusíku (III), (Obr. 34B). 

V meristematické zóně hlízky byly pozorovány malé a aktivně se dělící buňky  

(Obr. 40). pERK vykazovala stejný vzor lokalizace jako SIMK (Obr. 40 C a D). 

Konkrétně byly viditelné mitotické vřeténka (Obr. 41A). V submeristematických 

buňkách  infekční zóny bylo možné pozorovat organizaci mikrotubulů a lokalizaci 

SIMK. SIMK  byla v těchto buňkách infekční zóny hlízek transgenní linie SIMKK RNAi 

lokalizována v především v  jádře a potom také cytoplazmě (Obr. 42-44B). Mikrotubuly 

byly uspořádány nepravidelně (Obr. 42-44C, bílé hlavičky šipek).  V zóně fixace dusíku 

byly mikrotubuly orientovány paralelně od okrajů buněk směrem k jejich středu  

(Obr. 45C). SIMK vykazovala stejný vzor lokalizace v jádře a cytoplazmě jako 

v meristematické a infekční zóně (Obr. 45B). 
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Obr. 41: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v hlízkách transgenní linie SIMKK RNAi. 

Barvení DNA a jader, struktura mitotických vřetének (A), MT (B), SIMK (C)  

a sloučený obrázek (D). Měřítko odpovídá 20 µm. 

Obr. 40: Imunolokalizace tubulinu, SIMK a pERK v hlízkách transgenní linie  

SIMKK RNAi. Barvení DNA a jader (A), MT (B), SIMK (C) a pERK (D) a sloučený 

obrázek (E). Měřítko odpovídá 20 µm. 
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Obr. 42: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v submeristematických buňkách infekční 

zóny hlízek transgenní linie SIMKK RNAi. MT (A; C, bílé hlavičky šipek),  

SIMK + DAPI (B), sloučený obrázek (C). Měřítko odpovídá 50 µm. 

Obr. 43: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v submeristematických 

buňkách infekční zóny hlízek transgenní linie SIMKK RNAi. MT  

(A; C, bílé hlavičky šipek), SIMK + DAPI (B), sloučený obrázek (C). 

Měřítko odpovídá 50 µm. 
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Obr. 44: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v submeristematických buňkách infekční 

zóny hlízek transgenní linie SIMKK RNAi. MT (A; C, bílé hlavičky šipek),  

SIMK + DAPI (B), sloučený obrázek (C). Měřítko odpovídá 50 µm. 
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Obr. 45: Imunolokalizace tubulinu a SIMK v symbiotických buňkách zóny fixace dusíku  

u hlízek transgenní linie SIMKK RNAi. MT (A; B bílé hlavičky šipek), SIMK + DAPI 

(C), sloučený obrázek (B). Měřítko odpovídá 50 µm. 
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4.5 Odvození transgenní linie in vitro procesem somatické 

embryogeneze 

Regenerace rostlin in vitro procesem somatické embryogeneze byla indukována  

u transgenní linie SIMKK RNAi. Z mateřských rostlin byly odebrány listy, ze kterých se 

připravily listové explantáty (Obr. 46A). Ty byly dále kultivovány na jednotlivých 

kultivačních médiích. 

Nejdříve byly připravené listové explantáty kultivovány na B5H médiu obsahujícím 

syntetický auxin a cytokinin. Vývoj embryí probíhal přes stádium kalusů, které se  

na tomto médiu začaly z listových explantátů vytvářet po 2 týdenní kultivaci  

(Obr. 46B). Po přenesení kalusů na B50 médiu docházelo po 3 týdnech kultivace 

k tvorbě embryí. Ta byla zdokumentována v jednotlivých stádiích vývoje- globulární 

stádium (Obr. 46C), přechodné stádium mezi globulárním a srdčitým (Obr. 46D) srdčité 

stádium (Obr. 46E), torpédovité stádium (Obr. 46F, G) a zralé somatické embryo  

(Obr. 46H). Zralá embrya byla přenesena a dále kultivována na MMS médiu, na kterém 

se u embryí začaly po 7- 14 dnech kultivace formovat kořeny (Obr. 47). Nakonec byla 

tato embrya přeložena na MS médium, na kterém se postupně vyvíjela celá 

regenerovaná rostlina (Obr. 48). 

 

  

Obr. 46: Indukce transgenní linie SIMKK RNAi procesem 

somatické embryogeneze. Listový explantát (A), stádium kalusu 

(B), globulární embryo (C), embryo přecházející z globulárního 

 na srdčité stádium (D), srdčité embryo (E), torpédovité embryo 

(F, G), zralé embryo (H). Měřítko odpovídá 5 mm (A, B)  

a 1 mm (C-G). 
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Obr. 47: Regenerované rostliny transgenní linie 

SIMKK RNAi vyvíjející se ze zralých 

somatických embryí. Rostliny s vytvářejícími  

se kořeny 7 dní (A, B) a 14 dní (C, D) po přenosu 

na MMS médium. Měřítko odpovídá 2 mm (A, B) 

a 5 mm (C, D). 

Obr. 48: Rostliny transgenní linie SIMKK RNAi indukované 

procesem somatické embryogeneze 20 dní (A, B, C) a 44 dní (D, E) 

po přenosu na MS médium.  
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4.6 Detekce proteinů analýzou Western blot 

V kořenech rostlin transgenní linie SIMKK RNAi a divého typu  

M. sativa L., kultivaru RSY byla 15 dní po inokulaci rhizobiální tekutou kulturou  

S. melioti ověřena přítomnost proteinů SIMK a MMK3. Kvantitativně byla také 

vyhodnocena intenzita detekovaných proužků u rostlin kultivovaných v kontrolních 

podmínkách (vzorky RSY a SIMKK RNAi) a u rostlin inokulovaných rhizobiální 

tekutou kulturou S. meliloti (rostliny kultivaru RSY s vytvořenými hlízkami a rostliny 

transgenní linie SIMKK RNAi s vytvořenými hlízkami). Proteinové extrakty byly 

separovány pomocí SDS-PAGE elektroforézy a přeneseny na PVDF membránu. 

Membrána byla reverzibilně obarvena Ponceau S pro ověření správnosti nanesení 

proteinů (Obr. 49A, 51A). Následně byla membrána inkubována s primárními, a poté se 

sekundárními protilátkami, konjugovanými s křenovou peroxidázou, díky které byl 

získán chemiluminiscenční signál.  

Ve všech vzorcích byl detekován proužek o velikostí 46 kDa odpovídající velikosti 

proteinu SIMK (Obr. 49B), který je vysoce konzervovaným homologem proteinu 

MPK6 z A. thaliana. Měřením intenzity detekovaných proužků bylo zjištěno,  

že abundance proteinu SIMK v obou vzorcích transgenní linie SIMKK RNAi byla  

ve srovnání s abundancí proteinu SIMK v obou vzorcích divého typu M. sativa L., 

kultivaru RSY výrazně nižší (Obr. 50). Přičemž u rostlin inokulovaných rhizobiální 

tekutou kulturou S. meliloti byla abundance proteinu SIMK ve srovnání s rostlinami 

kultivovanými v kontrolních podmínkách zvýšená (Obr. 50). 

Ve všech vzorcích byl detekován také proužek o velikostí 43 kDa, který odpovídá 

velikosti proteinu MMK3 (Obr. 51B). Měřením intenzity jednotlivých proužků bylo 

zjištěno, že abundance proteinu MMK3 u rostlin transgenní linie SIMKK RNAi 

kultivovaných v kontrolních podmínkách byla ve srovnání s divým typem, taktéž 

kultivovaným v kontrolních podmínkách, výrazně zvýšená (Obr. 52). Mezi rostlinami 

transgenní linie a divého typu s vytvořenými hlízkami nebyl v abundanci proteinu 

MMK3 výrazný rozdíl (Obr. 52). 
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Obr. 49: Kontrola přenosu proteinů ze „Stain free“ gelu  

na PVDF membránu pomocí reverzibilního barvení Ponceau S,  

M= marker (A). Detekce proteinu SIMK pomocí Western blot analýzy 

v kořenech rostlin transgenní linie SIMKK RNAi a rostlin divého typu 

M. sativa L., kultivar RSY. Proužek o velikosti 46 kDa odpovídá 

velikosti proteinu SIMK (B). 

Obr. 50: Naměřená intenzita detekovaných proužků odpovídajících 

proteinu SIMK o velikosti 46 kDa u rostlin transgenní linie SIMKK 

RNAi a divého typu M. sativa L., kultivaru RSY kultivovaných 

v kontrolních podmínkách a u rostlin transgenní linie SIMKK RNAi  

a divého typu M. sativa L., kultivaru RSY inokulovaných rhizobiální 

tekutou kulturou S. meliloti. 
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Obr. 51: Kontrola přenosu proteinů ze „Stain free“ gelu  

na PVDF membránu pomocí reverzibilního barvení Ponceau S,  

M= marker (A). Detekce proteinu MMK3 pomocí Western blot 

analýzy v kořenech rostlin transgenní linie SIMKK RNAi a rostlin 

divého typu M. sativa L., kultivar RSY. Proužek o velikosti 43 kDa 

odpovídá velikosti proteinu MMK3 (B). 

Obr. 52: Naměřená intenzita detekovaných proužků odpovídajících 

proteinu MMK3 o velikosti 43 kDa u rostlin transgenní linie SIMKK RNAi 

a divého typu M. sativa L., kultivaru RSY kultivovaných v kontrolních 

podmínkách a u rostlin transgenní linie SIMKK RNAi a divého typu  

M. sativa L., kultivaru RSY inokulovaných rhizobiální tekutou kulturou  

S. meliloti. 
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5 DISKUZE 

 První úlohou experimentální části byla optimalizace imunolokalizační „whole- 

mount“ metody pro její využití k lokalizaci cytoskeletálních proteinů a MAPKs 

v kořenech a hlízkách M. sativa. Bylo vyzkoušeno několik imunolokalizačních 

protokolů a změněny jejich jednotlivé parametry. Protože se lokalizace proteinů pomocí 

„whole- mount“ metody prováděla na kořenech a hlízkách M. sativa a architektura 

pletiv a orgánů u těchto rostlin je poměrně komplexní, byla zásadním krokem celé 

optimalizace fixace. Jen vhodná kombinace vakua a fixačního roztoku zajistí rychlou  

a efektivní penetraci fixačního roztoku do vnitřních buněčných vrstev a zachová 

buněčnou strukturu intaktní (Pasternak et al., 2015). I v tomto experimentu bylo 

vyzkoušeno několik koncentrací jednotlivých komponentů fixačního roztoku a délky 

aplikace vakua a nakonec se metodu „whole- mount“ podařilo pro M. sativa úspěšně 

optimalizovat.  

Dále byla touto optimalizovanou imunolokalizační metodou zjištěna subcelulární 

lokalizace SIMK v kořenech M. sativa. Je známo, že SIMK vykazuje vysokou 

strukturní a sekvenční homologii k již dobře prostudované AtMPK6 z A. thaliana 

(Bekešová et al., 2015). AtMPK6 je lokalizována zejména v jádře a interaguje s PPB  

a fragmoplasty, čímž se podílí na determinaci roviny buněčného dělení  

(Müller et al., 2010; Šamajová et al., 2013;  Komis et al., 2017). Ze získaných výsledků 

vyplývá, že SIMK, jako vysoce konzervovaný homolog AtMPK6, vykazuje u M. sativa 

stejnou subcelulární lokalizaci, a to v jádře, PPB a raných fragmoplastech.  

Byl také sledován vliv krátkodobého působení abiotických stresů a inhibitoru 

MAPKKs na organizaci cytoskeletu, lokalizaci SIMK a fosforylovaných MAPKs. Bylo 

prokázáno, že SIMKK aktivuje SIMK při odpovědi na solný stres  

(Kiergerl et al., 2000). Po aktivaci solným stresem se část SIMKK 

 i SIMK relokalizuje z jádra do cytoplazmy, kde spolu kolokalizují ve specifických 

cytoplazmatických kompartmentech (Ovečka et al. 2014). Z výsledků této diplomové 

práce je patrné, že po působení solného stresu (250 mmol.l
-1

), došlo v rizodermálních 

buňkách kořene M. sativa k částečné relokalizaci SIMK z jádra do cytoplazmy v podobě 

cytoplazmatických kompartmentů okolo jader. Navíc bylo zjištěno, že SIMK v těchto 

cytoplazmatických kompartmentech kolokalizuje s pERK. Je známé, že u semenáčků  

A. thaliana dochází při solném stresu k depolymerizaci MT (Wang et al., 2011). 

Kortikální mikrotubuly jsou rozhodující pro determinaci osy růstu rostlinných buněk  
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a během buněčného cyklu jsou organizovány do specifických struktur (Shoji et al., 

2006). Po krátkodobém působení solného stresu došlo v rizodermálních buňkách kořene  

M. sativa ke svazkování mikrotubulů a tím i podstatně nižšímu počtu aktivně se dělících 

buněk. Navíc bylo po solném stresu možné lokalizovat SIMK také v mitotickém 

vřeténku. K oxidativnímu stresu a tvorbě ROS dochází při narušení redoxní homeostáze 

(Asada, 1994). MPK3 a MPK6 jsou zahrnuty v několika procesech tykajících se ROS  

a podílejí se například na regulaci odpovědi vůči patogenům nebo vývoji průduchů 

(Pitzschke a Hirt, 2009). Oxidativní stres (15 mmol.l
-1

H2O2) ovlivnil subcelulární 

lokalizaci SIMK a organizaci cytoskeletu. Po krátkodobém působení oxidativního stresu 

byla patrná lokalizace SIMK v bodových kompartmentech především na plazmatických 

membránách, ve kterých byla potvrzena kolokalizace SIMK a pERK. Oxidativní stres 

také způsobil částečnou depolymerizaci kortikálních mikrotubulů v rizodermálních 

buňkách kořene M. sativa a ovlivnil také polohu  fragmoplastů, které byly orientovány 

šikmo na osu růstu kořene. Působením těchto abiotických stresů došlo k aktivaci 

MAPKs, které je možné detekovat pomocí pERK protilátky (Bequette et al., 2018).  

U A. thaliana je na rozdíl od M. sativa známé, že lze pomocí této protilátky detekovat 

aktivitu u MPK3 a MPK6. V tomto experimentu byla vyhodnocena intenzita 

fluorescence pERK a tím i aktivita MAPKs. Mezi dobře prostudované MAPKs patří 

zejména MPK3 a MPK6, k jejichž aktivaci dochází při abiotickém stresu  

nebo v přítomnosti patogenů (Ren et al., 2008; Rasmussen et al., 2012). To odpovídá  

i výsledkům získaných během tohoto experimentu, jelikož intenzita fluorescence pERK 

a tím i aktivita MAPKs byla po působení solného a oxidativního stresu zvýšená.  

Jako poslední byl sledován vliv působení inhibitoru MAPKKs PD98059. Tento 

inhibitor neovlivnil výrazně lokalizaci SIMK ani organizaci cytoskeletu. Po působení 

inhibitoru PD98059 byla intenzita fluorescence pERK přibližně stejná jako u kontroly. 

To je způsobeno pravděpodobně tím, že se jedná o selektivní inhibitor, který neinhibuje 

všechny MAPKs. 

Předpokládá se, že reorganizace rostlinného cytoskeletu hraje během ontogeneze 

hlízek důležitou roli (Timmers et al., 1998). Vzhledem k významu tubulinového 

cytoskeletu při buněčném dělení, diferenciaci a fungování rostlinných buněk je zřejmé, 

že změna v jeho uspořádání má pro organogenezi a funkci hlízek zásadní roli. Podle 

Kitaeva et al., (2015) vykazují kortikální mikrotubuly v infekční zóně nepravidelné 

uspořádání. To se ale v oblasti, která je blíže středu mění a kortikální MT přecházejí  

do paralelního uspořádání, které u neinfikovaných buněk přetrvává i v zóně III  
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(Kitaeva et al., 2015). U transgenní linie SIMKK RNAi bylo pozorovno nepravidelné 

uspořádání MT infekční zóně. Paralelně byly mikrotubuly uspořádány v zóně fixace 

dusíku a směrovaly od obvodu buněk směrem do jejich středu. SIMK byla v hlízkách 

této transgenní linie lokalizována především v jádře a v cytoplazmě. V infekční zóně 

hlízek divého typu M. sativa L., kultivaru RSY byly mikrotubuly uspořádány paralelně 

v dlouhých svazcích a SIMK byla lokalizována v cytoplazmě. V zóně fixace dusíku 

byly mikrotubuly uspořádány nepravidelně a SIMK byla lokalizována v jádře. Z toho 

vyplývá, že mezi transgenní linií a kontrolními rostlinami je pravděpodobně rozdíl 

v organizaci cytoskeletu a lokalizaci SIMK při symbiotické interakci. 

Nakonec byly u regenerovaných rostlin transgenní linie SIMKK RNAi se sníženou 

expresí proteinu SIMKK metodou RNA interference detekovány proteiny SIMK a 

MMK3, které jsou zapojeny do signální dráhy, které se SIMKK účastní. Byla 

vyhodnocena intenzita detekovaných proužků u rostlin kultivovaných v kontrolních 

podmínkách i u rostlin, které byly kokultivovány s půdními bakteriemi S: meliloti. 

Nízká abundance proteinu SIMK u transgenní linie SIMKK RNAi je způsobena 

potlačením exprese proteinu SIMKK, který funguje jako hlavní aktivátor SIMK. 

Naopak abundance proteinu MMK3 byla u této transgenní linie kultivované 

v kontrolních podmínkách výrazně zvýšená, který může v rostlině nahrazovat částečně 

chybějící SIMK. 

. 
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6  ZÁVĚR 

Diplomová práce byla rozdělena na teoretickou a experimentální část. V teoretické části 

byla představena modelová rostlina M. sativa, která se využívá ke studiu symbiotické 

interakce mezi rostlinami z čeledi bobovitých a půdními bakteriemi. Dále byl 

vypracovaný literární přehled na téma úlohy MAPK signalizace a cytoskeletu  

u vojtěšky v interakci s prospěšnými mikroorganismy rodu Rhizobium. V poslední části 

byl zmíněn význam a využití imunolokalizačních metod v rostlinné biologii pro 

lokalizaci proteinů. 

Experimentální část byla zaměřena na imunolokalizaci tubulinu a SIMK a to jak 

v kontrolních podmínkách, tak při symbiotické interakci s bakteriemi S. meliloti. 

Podařilo se úspěšně modifikovat imunolokalizační „whole- mount“ metodu  

a vizualizovat cytoskeletální proteiny včetně jednotlivých fází buněčného dělení 

v mitoticky a cytokineticky aktivních buňkách. Modifikovanou „whole- mount“ 

metodou byla také určena subcelulární lokalizace proteinu SIMK, který je u M. sativa 

přítomný v cytoplazmě, jádrech, PPB a fragmoplastech. Byl také sledován vliv 

krátkodobého působení abiotických stresů (solný, oxidativní) a inhibitoru MAPKKs  

na organizaci cytoskeletu, lokalizaci SIMK a fosforylaci MAPKs. Po působení solného 

stresu docházelo ke svazkování mikrotubulů a částečné relokalizaci proteinu SIMK 

z jádra do cytoplazmatických kompartmentů okolo jader, ve kterých byla potvrzena 

kolokalizace SIMK a pERK. Byla také pozorována lokalizace SIMK v mitotickém 

vřeténku. Oxidativní stres způsobil nepravidelné uspořádání mikrotubulů a jejich 

částečnou depolymerizaci. Kromě jaderné lokalizace proteinu SIMK byly pozorovány 

kompartmenty bodové struktury především na plazmatických membránách, ve kterých 

SIMK a pERK kolokalizují. Po solném a oxidativním stresu byla hladina 

fosforylovaných MAPKs oproti kontrole a inhibitoru PD98059 zvýšená. Inhibitor 

PD98059 nezpůsobil změny v organizaci cytoskeletu, SIMK jeho vlivem vykazovala 

typickou lokalizaci v jádře a v cytoplazmě bylo viditelné velké množství kompartmentů 

bodové struktury. 

Podařilo se také imunolokalizovat tubulin a SIMK v hlízkách transgenní linie SIMKK 

RNAi. U transgenní linie SIMKK RNAi bylo pozorovno nepravidelné uspořádání MT 

infekční zóně a paralelní uspořádání mikrotubulů v zóně fixace dusíku, kde směřovaly 

od obvodu buněk směrem do jejich středu. SIMK byla v hlízkách této transgenní linie 

lokalizována především v jádře a v cytoplazmě. V infekční zóně hlízek divého typu  
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M. sativa L., kultivaru RSY byly mikrotubuly uspořádány paralelně v dlouhých 

svazcích a SIMK byla lokalizována v cytoplazmě. V zóně fixace dusíku byly 

mikrotubuly uspořádány nepravidelně a SIMK byla lokalizována v jádře. Z toho 

vyplývá, že mezi transgenní linií a kontrolními rostlinami je pravděpodobně rozdíl 

v organizaci cytoskeletu a lokalizaci SIMK při symbiotické interakci. 

U rostlin transgenní linie SIMKK RNAi a taktéž divého typu kultivaru RSY, 

odvozených somatickou embryogenezí byly analýzou Western blot detekovány proteiny 

SIMK a MMK3 v kontrolních podmínkách i v podmínkách symbiotické interakce  

s S. meliloti. Abundance proteinu SIMK byla u transgenní linie SIMKK RNAi 

v  případech obou podmínek nižší. U rostlin transgenní linie i divého typu 

s vytvořenými hlízkami byla abundance proteinu SIMK ve srovnání s rostlinami 

trasnsgenní linie i divého typu kultivovaných v kontrolních podmínkách zvýšená. 

Abundance proteinu MMK3 u rostlin transgenní linie SIMKK RNAi kultivovaných 

v kontrolních podmínkách byla ve srovnání s divým typem, taktéž kultivovaným 

v kontrolních podmínkách, výrazně zvýšená. Mezi rostlinami transgenní linie a divého 

typu s vytvořenými hlízkami nebyl v abundanci proteinu MMK3 výrazný rozdíl. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

AF      aktinová filamenta 

CCaMK    vápníkem aktivovaná kináza 

CE     kortikální endodermis 

CRE1     Cytokinin Response 1 

DMI2     DOES NOT MAKE INFECTIONS 2 

ENOD     EARLY NODULATION 

ERN1     ERF Required for Nodulation 1 

ERN2     ERF Required for Nodulation 2 

F- aktin    filamentární aktin 

G- aktin    globulární aktin 

IC     vnitřní kortex 

ITs     infekční vlákna 

KASH     Klarsicht/ANC-1/Syne Homology 

L. japonicus    Lotus japonicus 

LINC     komplex jaderného skeletu a cytoskeletu 

LjSIP2     MAPKK z L. japonicus 

M. sativa    Medicago sativa 

M. truncatula    Medicago truncatula 

MAPK, MPK    mitogen- aktivovaná protein kináza 

MAPKK, MKK, MEK  mitogen- aktivovaná protein kináza kináza 

MAPKKK, MEKK   mitogen- aktivovaná protein kináza kináza kináza 

MAPs     s mikrotubuly asociované proteiny 

MMK3    mitogen- aktivovaná protein kináza 3 z M. sativa 

MPK3     mitogen- aktivovaná protein kináza 3 

MPK4     mitogen- aktivovaná protein kináza 4 

MPK6     mitogen- aktivovaná protein kináza 6 

MT     mikrotubuly 

MTOCs    mikrotubuly organizující centra 

NF     nod faktor 

NIN     NODULE INCEPTION 

NLPs     NIN podobné proteiny 

NSP1     Nod Factor Signaling Pathway 1 

NVB     vaskulární svazky vnitřního kortexu 

NVT     vaskulární pletivo 
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OC     vnější kortex 

P. sativum    Pisum sativum 

PAMPs    s patogeny asociované molekulární vzory 

PB1     Phox and Bem1 

PITs     preinfekční vlákna 

PPB     preprofázní svazek 

PRR     receptory rozpoznávající vzory 

RLKs     receptorům podobné kinázy 

RSY     kultivar Regen SY 

S. meliloti    Sinorhizobium meliloti 

SIMK     stresem indukovaná MAPK 

SIMKK RNAi    transgenní linie stresem indukované MAPKK s  

     potlačenou expresí proteinu SIMKK metodou  

     RNA interference 

SIMKK    stresem indukovaná MAPKK 

SUN     Sad1/UNC-84 

SUNDN    dominantně negativní SUN proteiny 

SymRK    symbiotická receptorová kináza 

VE     vaskulární endodermis 

 

 

 

 

 


