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CÍLE PRÁCE 

Teoretická část 

Vypracování rešerše zaměřené na: 

• význam druhu Medicago sativa L. a shrnutí jeho zemědělského a biologického 

potenciálu  

• zemědělský a ekologický význam půdních bakterií rodu Rhizobium  

• podíl signálních proteinů ze skupiny MAP kinas na regulaci vývojových procesů 

rostlin a jejich reakcí na vnější stresové podmínky  

• signální, vývojové a strukturní aspekty interakcí rostlin vojtěšky 

se Sinorhizobium meliloti v procesu tvorby hlízek  

• metody stabilní transformace Medicago sativa za účelem vnášení nebo 

umlčování genů a selekce pozitivních transgenů pomocí genotypování 

transformovaných rostlin 

Praktická část 

 Realizovat experimenty zaměřené na studium vývojových procesů kontrolních a 

transgenních rostlin vojtěšky in vitro v kontrolních podmínkách, vyhodnocovat 

kvalitativní a kvantitativní znaky fenotypu a indukovat interakci rostlin vojtěšky 

s bakteriemi rodu Rhizobium. Konkrétní cíle jsou: 

• kultivace a množení rostlin vojtěšky v podmínkách in vitro 

• charakterizace transgenních linií vojtěšky pomocí analýzy fenotypu kořenového 

systému 

• aplikace bakteriální kultury Sinorhizobium meliloti k indukci tvorby hlízek 

• vyhodnocení efektivity procesu tvorby hlízek u kontrolních rostlin a u rostlin se 

sníženou expresí mitogenem-aktivovaných protein kináz 
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1. ÚVOD 

Medicago sativa je vytrvalá, modrofialově kvetoucí luskovina z čeledi bobovitých 

(Fabaceae; Randuška, 1983). Díky vysokému obsahu bílkovin, vitamínů, enzymů a 

minerálů patří mezi nejdůležitější a nejvíce pěstované luštěniny světa (Bouton, 2001; 

Bora a Sharma, 2011). Její významnou vlastností je také schopnost vytvářet symbiotický 

vztah s půdními bakteriemi rodu Rhizobium fixujícími atmosférický dusík. Do této 

skupiny řadíme mimo jiné také kmen gram-negativních, aerobních bakterií 

Sinorhizobium meliloti (Galibert, 2001; Gibson et al., 2008). Díky této mimořádné 

schopnosti nevyžaduje M. sativa pro svůj růst téměř žádné množství dusíkatého hnojiva 

a sama příznivě ovlivňuje úrodnost půdy. Samotná interakce se projevuje vytvořením 

specializovaných orgánu, tzv. hlízek, na kořenech rostlin, v nichž probíhá postupná 

redukce atmosférického dusíku na amoniak (Randuška, 1983; Ebert, 2007; Triboi a 

Triboi-Blondel, 2014; Roy et al., 2019).  

Pro zahájení interakce a vytvoření symbiotického vztahu mezi rostlinou a bakterií 

je klíčová signalizace prostřednictvím mitogenem-aktivovaných proteinkinasových 

(MAPK) kaskád. Ty se u rostlin podílí na přenosu signálů z vnějšího prostředí, na 

obranných reakcích, vývojových procesech, či hormonální regulaci (Kiegerl et al., 2000; 

Jonak et al., 2002; Fujita et al., 2006; Šamajová et al., 2013; Xu a Zhang, 2015). Mezi 

nejvýznamnější MAPK u M. sativa řadíme SIMK neboli stresem indukovanou MAPK. 

Její role se projevuje zejména při ovlivňování stavu a dynamiky aktinového cytoskeletu 

a bylo zjištěno, že nadměrná exprese proteinu SIMK vede u rostlin ke zvýšené tvorbě 

kořenových vlásků (Šamaj et al., 2002; Ovečka et al., 2014), což může mít dále vliv na 

tvorbu hlízek u M. sativa během interakce s půdními bakteriemi rodu Rhizobium 

(Hrbáčková et al., 2020b). 

Předkládaná bakalářská práce se věnuje regeneraci kontrolních rostlin M. sativa, 

kultivar Regen-SY a transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi procesem somatické 

embryogeneze. V další části se práce věnuje fenotypické charakterizaci a srovnání 

kontrolních a transgenních rostlin prostřednictvím měření délky kořenové soustavy a 

počítáním vytvořených bočních (laterálních) kořenů. Poslední část práce se věnuje 

sledování a vyhodnocování efektivity procesu tvorby hlízek po aplikaci bakteriální 

kultury Sinorhizobium meliloti na kořenový systém rostlin.   
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2. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Tolice vojtěška (Medicago sativa L.) 

2.1.1 Charakteristika 

Medicago sativa L. (česky Tolice vojtěška, mezinárodně alfalfa) je víceletá luskovina 

řazena do čeledi bobovitých (Fabaceae). Je vysoká 30–80 cm a kvete od května do října 

(Randuška, 1983). Její prvně kultivovaná forma pochází s největší pravděpodobností ze 

západní Persie, poté se rozšířila do mnoha oblastí Asie, Ameriky a Evropy (Hrbáčková et 

al., 2020a). Její biologický a ekologický význam spočívá zejména ve schopnosti 

přizpůsobit se různým typům půdy a klimatickým podmínkám (Desgagnés et al., 1995). 

2.1.2 Kořen 

Pro M. sativa je typický silný hlavní kůlový kořen, který se větví a dosahuje hloubky 1,5–

5 m, což ji umožňuje efektivně vyhledávat a získávat živiny (Hrabě et al., 2004; 

Šantrůček et al., 2007). Boční kořeny dále vytváří hustou síť tenkých kořínků 

nacházejících se zejména ve vrchních vrstvách půdy. Na tenkých koříncích se vytváří 

hlízky, speciální orgány, ve kterých s rostlinou koexistují endosymbiotické bakterie 

schopné fixovat vzdušný dusík. Kořenový krček neboli odnožovací uzel, je spodní část 

lodyhy, která bezprostředně přiléhá ke kořeni. Na tomto místě se zakládají pupeny, z 

nichž se následně utváří boční lodyhy, díky kterým se nadzemní část rostliny rozvětvuje. 

Kořenový krček je s postupným stárnutím M. sativa vtahován do půdy o zhruba 30–50 

mm. Hlubší zatažení kořenového krčku do půdy souvisí s vyšší odolností vůči 

vyzimování, zasychání pupenů a odolnosti vůči škůdcům (Hrabě et al., 2004). 

2.1.3 Stonek a listy 

První lodyha vyrůstá ze semene a postupně mohutní, zatímco další již vyrůstají z pupenů 

na kořenovém krčku či v paždí listů (při pokosení). Počet lodyh na jedné rostlině se 

pohybuje od 2–3 do několika desítek a je závislý na podmínkách růstu a také na celkovém 

vzrůstu rostliny. Lodyhy jsou vzpřímené či polovzpřímené, nejčastěji lysé, na průřezu 

kruhovitého nebo čtyřhranného tvaru a zelené barvy, ve spodní části může být barva 

nafialovělá. Tato skutečnost je zapříčiněna výskytem antokyanů (Randuška, 1983; Hrabě 

et al., 2004). Listy jsou střídavé, trojčetné, složené z obvejčitých, v horní třetině 

nepravidelně zubatých lístků. Prostřední lístek je dlouze řapíkatý, postranní jsou přisedlé. 

Palisty jsou kopinaté a srostlé s řapíkem (Randuška, 1983). V „nižším patře“ rostliny 
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bývají lístky okrouhlé, naopak v horní části rostlin bývá tvar listů užší. Barva lístků je 

světle až tmavě zelená (Hrabě et al., 2004). 

2.1.4 Květ 

Květy vyrůstají na dlouhých stopkách v úžlabí podpůrných nitkových listenů a vytvářejí 

mnohokvítkové hrozny dlouhé 10–30 mm. Kalich je pětizubý a na žilkách chlupatý, 

koruna je modrofialová a je složena z pěti plátků. Dva srostlé plátky vytvářejí člunek a 

dva volné se nazývají vesla či křídla, pavéza (největší okvětní list) je tmavě fialově 

zbarvená (Randuška, 1983; Hrabě et al., 2004). Květ M. sativa je oboupohlavní – 

obsahuje pestík a deset tyčinek, devět je srostlých v sloupeček a desátá je volná. Jedná se 

o cizosprašnou rostlinu, což zajišťuje vysokou biologickou hodnotu semen (Hrabě et al., 

2004). 

2.1.5 Plody a semena  

Plodem je lusk s 1–3 řídkými závity, síťnatě žilkovaný a přitiskle chlupatý (Randuška, 

1983). V lusku se tvoří semena, obvykle ve tvaru ledvin, složená z embrya, endospermu 

a osemení (testa, plášť semene). Celá testa je pokryta kutikulou, ta se skládá z kutinu, 

komplexní směsi mastných kyselin a vosků. Zralá semena jsou dlouhá přibližně 2 mm a 

široká přibližně 1 mm (Teuber a Brick, 1988). Barva semen bývá žlutohnědá až hnědá, 

postupným stárnutím semen barva tmavne a stává se matnou. Obal semene je velmi tvrdý, 

semena proto nejsou schopna dlouhou dobu nabobtnat a klíčí nestejnoměrně. Tato 

vlastnost se nazývá tvrdosemennost. Příčinou nabobtnání je velké množství vysoce 

hydrofilních bílkovin, semena přijímají přibližně tolik vody, kolik činí hmotnost jejich 

sušiny. Po nabobtnání semen dochází ke klíčení, růstu a prodlužování kořínku a na povrch 

postupně prorůstají děložní lístky (Hrabě et al., 2004). 

2.1.6 Zemědělské a ekonomické využití 

Vojtěška se řadí mezi výživné a nejvíce pěstované pícniny, jelikož slouží jako hlavní a 

nejlevnější zdroj rostlinných bílkovin, přirozený zdroj vápníku, železa a vitamínů. 

Vykazuje vysoký obsah enzymů (amylázy, koagulázy, peroxidázy, erepsinu, lipázy, 

invertázy a pektinázy), antioxidantů, minerálů a také cenných fytofarmaceutických složek 

(Bora a Sharma, 2011). M. sativa je dále využitelná také ve fytoremediaci (López et al., 

2005; Nirola et al., 2016) a při výrobě rekombinantních farmaceutických proteinů (Fu et 

al., 2015).  
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Její biologický a agronomický potenciál je mimořádný také proto, že díky 

schopnosti vytvářet symbiotický vztah s půdními bakteriemi rodu Rhizobium, které 

dokážou fixovat vzdušný dusík, vyžaduje pro svůj optimální růst malé nebo žádné 

množství dusíkatého hnojiva a zároveň sama obohacuje půdu o dusík, který je tak 

dostupný i jiným plodinám. Je tedy velmi významná pro udržitelné hospodářství na celém 

světě (Ebert, 2007; Triboi a Triboi-Blondel, 2014; Roy et al., 2020, Tichá et al., 2020). 

Vzhledem k autotetraploidnímu genomu a cizosprašnému způsobu rozmnožování 

je výzkum vojtěšky velmi náročný (Tichá et al., 2020). 

2.2 Indukce a regenerace rostlin v in vitro podmínkách 

Schopnost regenerace rostlin v in vitro podmínkách, a především morfogenní 

kompetence jednotlivých typů buněk a rostlinných pletiv, je obecně řízena složitými 

genetickými, ale i epigenetickými faktory, jako je methylace DNA, posttranslační 

modifikace histonů, dráhy mikro RNA (miRNA) či úroveň kondenzace chromatinu. 

Některé z těchto faktorů (např. methylace DNA) jsou dědičné a lze je během mitózy 

konzervovat (Henderson et al., 2007; Tichá et al., 2020). Rostliny M. sativa lze 

regenerovat v in vitro podmínkách z tkáně kalusu (Saunders a Bingham, 1972), 

z buněčných suspenzních kultur (McCoy a Bingham, 1977) i z protoplastů (Mezentsev, 

1979; Kao a Michayluk, 1980; Dos Santos et al., 1980). 

2.2.1 Somatická embryogeneze 

Propagace a regenerace rostlin pomocí somatické embryogeneze není vhodná pro 

všechny druhy rostlin, může se lišit jak mezi jednotlivými kultivary, tak i mezi genotypy 

kultivaru (Kao a Michayluk, 1981). Každé somatické embryo se vyvíjí z jedné buňky, 

zároveň se však mohou indukovat a formovat také sekundární embrya (nová somatická 

embrya iniciována z buněk somatických embryí), je tedy důležité nahlížet na genetický 

původ a vývoj somatických embryí jako na nezávislé regenerační události (Saunders a 

Bingham, 1972; Tichá et al., 2020). 

Somatická embryogeneze u M. sativa může být, na rozdíl od jiných druhů rostlin, 

indukována ze všech částí rostliny, jelikož její embryogenní potenciál není závislý na 

typu explantátu (Tichá et al., 2020). Bylo ale zjištěno, že vhodný výběr primárního 

explantátu ovlivňuje rychlost růstu buněk a je tak důležitý pro účinnou indukci somatické 

embryogeneze a následnou regeneraci rostlin in vitro. Nejvyšší efektivita indukce 

somatické embryogeneze byla zaznamenána z explantátů různých částí rostlin, které 



5 

 

můžeme seřadit v následujícím pořadí: dělohy > řapík > hypokotyl > stonek > list (Novák 

a Konečná, 1982; Tichá et al., 2020). Somatická embryogeneze může probíhat cestou 

přímou či nepřímou.  

2.2.2 Nepřímá somatická embryogeneze 

Experimentální postup při indukci nepřímé somatické embryogeneze u vojtěšky začíná 

odebráním a povrchovou sterilizací explantátu (např. list) rozřezaného na menší části. 

Následně se tyto části umístí na kultivační médium s obsahem přidaných rostlinných 

hormonů (označováno jako B5H médium), které slouží k vyvolání tvorby kalusu (ke 

kalogenezi; Tichá et al., 2020). Nejčastěji se jedná o kombinaci syntetického auxinu 2,4-

D (kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová) a cytokininu KIN (kinetin). Tato kombinace 

zvyšuje proliferaci buněk kalusu během počátečního růstového období kultury, ovšem 

manipulací koncentrace a poměru těchto hormonů lze účinně řídit následný vývoj 

somatických embryí (Novák a Konečná, 1982). Po přeložení na kultivační médium bez 

hormonů (označováno jako B50 médium) již probíhá indukce embryogenního kalusu a 

následně tvorba somatických embryí. Plně vyvinutá somatická embrya se dále vyvíjí po 

přeložení na médium bohatém na vitamíny a aminokyseliny (označováno jako MMS 

médium). Zde se u somatických embryí formují a vyvíjí výhonky a kořeny (Tichá et al., 

2020). Plně vyvinuté rostliny ze somatických embryí lze udržovat in vitro po přeložení 

na MS médium, ze kterého je možné dobře vyvinuté rostliny přenést do in vivo podmínek. 

Rostliny získané procesem somatické embryogeneze a následně pěstované v in vivo 

podmínkách jsou plodné, schopné kvést a produkovat semena k propagaci další generace 

rostlin (Tichá et al., 2020).  

 Vhodné množství vitaminů, aminokyselin a růstových regulátorů v kultivačních 

médiích je klíčové pro správný vývoj somatických embryí a následnou regeneraci rostlin 

(Amini et al., 2016). Jednotlivé růstové regulátory se od sebe liší svým účinkem. Kyselina 

2,4-dichlorfenoxyoctová (2,4-D) a kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctová (2,4,5-T) 

stimulují u rostlin M. sativa tvorbu jak kalusu, tak i somatických embryí, naopak kyselina 

indol-3-octová (IAA) je pro tvorbu kalusu i embryí neúčinná. Jiné růstové regulátory pak 

stimulují pouze tvorbu kalusu, mezi takové patří kyselina 4-chlorfenoxyoctová (CPA) a 

kyselina alfa-naftalenacetátová (NAA; Tichá et al., 2020).  

2.2.3 Přímá somatická embryogeneze 

K přímé somatické embryogenezi dochází z různých tkání, a indukována je 

nejčastěji z protoplastů, jejichž zdrojem jsou především kotyledony, kořeny a mladé listy. 
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K získání protoplastů ze starších listů je obvykle nutné delší enzymatické ošetření 

k odbourání buněčné stěny (Kao a Michayluk, 1980; Lu et al., 1983). Schopnost izolovat 

protoplasty z co nejširší škály rostlinných tkání a následně z těchto protoplastů 

regenerovat rostliny je zásadní pro efektivní využití této techniky při somatické 

hybridizaci a genetické transformaci (Lu et al.,1983). 

Během přímé somatické embryogeneze je vynecháno stádium kalusu a je tak 

umožněno zkrátit proces somatické embryogeneze u vojtěšky o 35–40 dní. Tato cesta 

také umožňuje vyhnout se sekundárním změnám (somaklonální variabilita), ke kterým 

dochází během procesu dediferenciace (Denchev et al., 1991). 

2.3 Transgenoze a stabilní transformace rostlin 

Transformaci objevil F. Griffith koncem 20. let 20. století. Klíčovou roli pro transformaci 

rostlin hraje schopnost zavádět do jejich genomu cizí geny (transgeny) z jiných druhů 

rostlin, ale i hub, virů, bakterií či zvířat (Ow et al., 1986; Luciano et al., 1987; Onouchi 

et al., 1991; Spörlein et al., 1991; Huang et al., 2002; Wang et al., 2009). Do této skupiny 

technik zahrnujeme i možnost delece či umlčení („vypnutí“) specifického genu. Z 

transformovaných rostlinných buněk se následně regenerují celé rostliny pomocí 

pletivových kultur in vitro a u regenerovaných rostlin se transgeny následně stabilně 

přenáší (dědí) na další generace (Rivera et al., 2012). Přechodná exprese transgenu nebo 

jeho stabilní integrace do buněčného jádra má za cíl zvýšit produktivitu rostlin (Bhat, 

2010; Dhar et al., 2011), zlepšit výživné vlastnosti rostlin (Vasil, 1994; Collins a 

Shepherd, 1996; Vain, 2007), biosyntetické procesy (Comai et al., 1985; Davey et al., 

1989), dále také zlepšit mechanismy rezistence vůči biotickým stresovým faktorům, jako 

je napadení hmyzem či viry (Vaeck et al., 1987; Palukaitis a Zaitlin, 1997) a abiotickým 

stresovým faktorům, mezi které řadíme herbicidy, antibiotika, sucho, zasolení, změny 

teploty a také UV záření (Bevan et al.,1983, Koes et al., 1989; Meer, 1993; Zaragozá et 

al., 2004; Bartels a Sunkar, 2005; Wahid et al., 2007; Ashraf, 2010). 

 Metody genetické transformace, tedy dopravy cizorodého genetického materiálu 

do hostitelských buněk, se dělí na nepřímé, využívající biologické metody přenosu 

pomocí bakterií, a přímé (často fyzikální), založené na mechanické penetraci buněčné 

stěny a plazmatické membrány při přenosu (Rivera et al., 2012). Metody nepřímé 

transformace fungují na principu zavedení plazmidu (tj. nezávislá cirkulární molekula 

DNA oddělená od bakteriálního chromozomu, schopná autonomní replikace v hostiteli) 
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do cílové buňky prostřednictvím bakterií schopných přenášet geny do vyšších rostlin. 

Nejčastěji využívané jsou půdní bakterie Agrobacterium tumefaciens a Agrobacterium 

rhizogenes. Velikost plazmidu použitého pro transformaci se pohybuje nejčastěji mezi 5–

12 kbp („kilobase pairs“; Zambryski et al., 1983; Zupan a Zambryski, 1997; Broothaerts 

et al., 2005; Rivera et al., 2012). 

2.3.1 Transformace zprostředkovaná bakterií Agrobacterium  

Transformace zprostředkovaná A. tumefaciens patří mezi nejběžnější a nejúčinnější 

metody transformace (Tichá et al., 2020). A. tumefaciens je gramnegativní půdní 

fytopatogenní bakterie schopná přenášet části rezidentního Ti-plazmidu, T-DNA, do 

rostliny. Integrace přenesené (transferované) DNA (T-DNA) do jaderného genomu 

rostliny vyvolává tvorbu nádorů. Této schopnosti bylo využito k uplatnění plazmidu 

jakožto biologického vektoru pro genetickou transformaci rostlin, geny indukující tvorbu 

nádorů však byly z vektorů odstraněny (Gelvin, 2000; Mayers et al., 2010; Rivera et al., 

2012). Interakce bakterií A. tumefaciens (a příbuzných druhů A. rhizogenes, A. rubi a A. 

vitis) s rostlinami je zajištěna komplexní sérii chemických signálů sloužících ke 

komunikaci mezi patogenem a hostitelem. Jedná se zejména o fenolické sloučeniny 

z poškozených rostlinných buněk sloužící jako induktory či ko-induktory bakteriálních 

Vir (virulence) genů. K aktivaci transkripce Vir genu vede autofosforylace proteinu VirA 

a následná transfosforylace proteinu VirG. Většina indukovaných Vir proteinů se přímo 

účastní zpracování T-DNA z Ti-plazmidu i následného přenosu T-DNA z bakterie do 

rostliny (Jin et al., 1990a,b; Gelvin, 2000). 

U M. sativa byla tato metoda transformace s využitím kmene A. tumefaciens 

LBA4404 poprvé prokázána v publikaci Shahin et al. (1989) a významně tak doplnila 

snahy o klasické šlechtění vojtěšky. Tato nová metoda nabídla novou příležitost studia a 

využití rostlinných genů podílejících se na symbióze, kvalitě produkčních parametrů 

rostlin, jako i při obranných faktorech vůči nepříznivým biotickým a abiotickým vlivům. 

Úspěch transformace je podmíněn zejména použitím správné kombinace 

bakteriálního kmene, genotypu rostlin a délkou ko-kultivace (Tichá et al., 2020). Během 

popsaného experimentu (Desgangnés et al., 1995) bylo dokázáno, že kombinace 

bakteriálního kmene LBA4404 A. tumefaciens obsahující vektor pGA482 a genotypu 

vojtěšky 11.9 vykazuje nejvyšší účinnost transformace (60 %). Jako společný selekční 

marker se při transformaci vojtěšky používá gen Bialaphos resistance (gen BARr), který 

vykazuje rezistenci na fosfinotricin, nebo rezistenci na antibiotikum hygromycin 
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(D´Halluin et al., 1990; Tabe et al., 1995). Častěji se pak používá gen Neomycin 

fosfotranferasa II (NPTII), který vykazuje rezistenci na kanamycin. Kanamycin slouží 

pro selekci transgenních linií a jeho koncentrace hraje při transformaci vojtěšky klíčovou 

roli, protože koncentrace vyšší než 100 mg·l-1 způsobuje inhibici kritických stádií 

transformace, mezi které se řadí vývoj kalusu, indukce somatických embryí a následná 

rhizogeneze (Chabaud et al., 1988; Tichá et al., 2020). Transgenní rostliny vojtěšky lze 

vyprodukovat během 9–14 týdnů po ko-kultivaci s bakteriemi (Samac a Austin-Phillips, 

2006; Tichá et al., 2020). 

2.3.2 Transformace metodou elektroporace 

Elektroporace je jednoduchá, rychlá a vysoce účinná technika genetické transformace pro 

širokou škálu rostlinných pletiv, nejčastěji se však používá k transformaci rostlinných 

protoplastů (tj. buňka zbavená buněčné stěny). Běžně je využívána k přenosu 

biochemických látek, jako jsou proteiny, lipidy, RNA či DNA do vnitřku hostitelské 

buňky. Metoda je založena na principu zvýšené tvorby pórů na povrchu buněk, tedy 

plazmatické membrány (zvýšená permeabilizace buněk) v důsledku změny polarity na 

membráně způsobené elektrickým polem (Bates et al., 1983; Saulis et al., 1991; Rivera 

et al., 2012). Genetická transformace metodou elektroporace se provádí 

v elektroporátoru, jenž se skládá ze zásobníku o objemu 80 až 800 μl a štěrbiny, ve které 

se nachází dvě rovnoběžně umístěné elektrody z hliníku. Elektrody jsou v kontaktu s 

vodným elektrolytem, ten obsahuje intaktní buňky v suspenzi a DNA, která má být 

začleněna do buňky (Okada et al., 1986; Spayer, 1990; Rivera et al., 2012). Rozhodující 

vliv na účinnost transformace má zejména typ, počet, délka a trvání pulzu, ale také míra 

permeace membrány či forma a koncentrace DNA (Kubiniec et al., 1990; Kosturkova, 

1993; Hui, 1995). 

 Podmínky elektroporace pro absorpci a expresi chimérických genů v 

protoplastech M. sativa zkoumali Choundary et al. (1990). Během tohoto experimentu 

byly metodou elektroporace v prostředí polyethylenglykolu zavedeny do izolovaných 

protoplastů konstrukty obsahující bakteriální reportérový gen kódující chloramfenikol 

acetyltransferázu (CAT) pod kontrolou konstitutivního promotoru 35S z viru květákové 

mozaiky, nebo promotoru chalkon-syntázy z fazole (CHS; Choundary et al., 1990). Další 

experimenty k identifikaci vhodných parametrů elektroporace u vojtěšky byly provedeny 

transformací mezofylových protoplastů izolovaných z mladých listů a protoplastů z děloh 

7–8 dní starých semenáčků. Po elektroporaci jedním pulzem (1,5 ms při 750 V/cm) bylo 
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úspěšně transformováno 34 % regenerovaných rostlin a transformované rostliny zůstaly 

i po selekci na kanamycině zelené a zdravé. Zachovaly si tak odolnost vůči selekčnímu 

antibiotiku (Kosturkova, 1993). 

2.3.3 Biolistická metoda transformace 

V rostlinném výzkumu slouží biolistická metoda zejména ke studiu přechodné genové 

exprese, produkci transgenních rostlin a inokulaci rostlin virovými patogeny 

(Briddon et al., 1998; Taylor a Fauquet, 2002). Biolostická metoda transformace, známá 

také jako technika „gene gun“, mikroprojektilový přenos DNA či metoda bombardování 

částicemi, je založena na zrychlení (vystřelení) nosných částic (mikronosičů) platiny, 

zlata či wolframu o vysoké hustotě a s průměrem 0,5–2 µm pokrytých DNA, která má 

být přenesena, jejich průchodu skrz buňky rostlinného explantátu a ponechání nesené 

DNA uvnitř buněk (Sanford et al., 1993; Rivera et al., 2012). Tyto částice mohou pronikat 

buněčnými stěnami a membránami a vstupovat do buněk způsobem, který buňky výrazně 

nepoškozuje a ponechává je živé. Výhodou této metody je, že lze současně transformovat 

velké množství buněk v cílových tkáních (Sanford et al., 1987).  

Touto metodou lze transformovat části listů, buněčné suspenze, nezralá i zralá 

embrya, kalus, meristémy, ale i mikrospory a pyl. Využívá se zejména u rostlinných 

druhů, u nichž je transformace jinou metodou velmi obtížná či nemožná (Sanford et al., 

1993). Mezi hlavní výhody biolostické metody transformace se řadí její rychlost, 

jednoduchost a schopnost zavedení více genů či chimérické DNA do explantátu, a dále i 

možnost jejího využití u velmi malých typů buněk. Lze ji tedy použít i pro transformaci 

různých mikrobiálních druhů, jako jsou např. vláknité houby, kvasinky (Armaleo et al., 

1990), řasy (Zumbrunn et al., 1989) ale i prokaryotní organismy jako jsou bakterie (Smith 

et al., 1992; Sanford et al., 1993). Negativním faktorem omezujícím využití této metody 

je možná přítomnost více kopií zavedených genů, která může vést až k umlčení genu či 

změněné genové exprese, nízká účinnost transformace a také vysoké náklady na 

jednotlivá příslušenství (Rakoczy-Trojanowska, 2002; Rivera et al., 2012). 

Zařízení pro transformaci (gene gun) se skládá z vysokotlaké a nízkotlaké komory 

s trhacím diskem uprostřed. Zdrojem hélia je tlaková nádoba s regulátorem připojená 

k vysokotlaké vakuové komoře. Při postupném zvyšování tlaku, dochází k protržení 

trhacího disku v důsledku přetlaku hélia a uvolnění silné rázové vlny plynu. Ta pohání 

makronosič, pokrytý mikroskopickými kovovými částicemi (nazývanými mikronosiče) 

s DNA směrem ke stopovacímu sítu. Po nárazu jsou mikročástice uvolněny směrem k 
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cílové tkáni umístěné na Petriho misce, mikročástice zasáhnou buňky a transgeny se 

uvolní z cytoplazmy. Následně dochází k jejich začlenění do chromozomální DNA. 

(Kikkert, 1993; Sanford et al., 1993; Brown et al., 1994; Rivera et al., 2012). Hélium je 

upřednostňováno před jinými konvenčními lahvovými plyny, hlavně proto, že se velmi 

rychle rozpíná a dodává tak mikronosičům vyšší rychlost (Kikkert, 1993). Mikronosiče 

fungující jako transportéry DNA se využívají zejména kvůli jejich snadné dostupnosti a 

minimální buněčné toxicitě, jedná se nejčastěji o částice zlata, které jsou biologicky 

inertní (Sanford et al., 1993; Rivera et al., 2012). 

U M. sativa byla tato metoda použita například pro transformaci pylu (Ramaiah a 

Skinner, 1997), kalusu (Pereira a Erickson, 1995) či chloroplastů (Wei et al., 2011). 

Obvykle ale není tato metoda transformace upřednostňována, nepoměrně častěji se 

využívá metoda transformace pomocí A. tumefaciens (Tichá et al., 2020). 

2.3.4 Mikroinjekce 

Metoda mikroinjekce se řadí mezi velmi účinné metody genetické transformace 

živočišných i rostlinných buněk. Je založena na přímém a přesném transportu DNA do 

vnitřku buňky bez jejího poškození, prostřednictvím skleněné mikrokapilární injekční 

pipety pod mikroskopickou kontrolou (Morikawa a Yamada, 1985; Crossway et al., 

1986; Neuhaus a Spangenberg, 1990). U rostlin se využívá zejména k transformaci 

protoplastů, kdy jsou molekuly DNA mikroinjektovány do jejich intracytoplazmatického 

či intranukleárního kompartmentu, ale vzhledem k přítomnosti velkých centrálních 

vakuol, které fungují jako lysozomální kompartmenty, je provádění této metody velice 

obtížné. Ke zvýšení přesnosti mikroinjekce lze využít tzv. přidržovací („holding“) pipety, 

s jejíž pomocí lze cytoplazmu či jádro protoplastů naorientovat ke špičce injekční pipety 

(Morikawa a Yamada, 1985; Crossway et al., 1986). Tato technika je velmi pomalá a 

časově náročná, na druhou stranu je ale velice přesná a efektivní. Mezi její hlavní výhody 

patří také možnost zavedení nejen plazmidů, ale také celých chromozomů do rostlinné 

buňky (Griesbach, 1987; Rivera et al., 2012). 

2.3.5 „Gene-targeting“ technologie 

Jedná se o metody editace genomu. První „gene-targenting“ experiment provedli 

Paszkowski et al. v roce 1988 na protoplastech tabáku (Nicotiana tabacum). Později se 

zjistilo, že účinnost této metody může být vylepšena pomocí indukce DSBs (zlomy 

dvouřetězcové DNA) na specifických, předem zvolených místech (lokusech) rostlinného 

genomu. Tato místa pak slouží k zacílení genů, jejich adici, deleci či inaktivaci (Puchta 
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et al., 1993; Mahfouz et al., 2011). DSBs jsou pro buňku vážnou hrozbou a pokud nejsou 

opraveny, vedou k mutacím a buněčné smrti. Jsou známy dva hlavní systémy na opravu 

DNA. Prvním je homologně řízená oprava (HDR; použití homologního templátu), 

druhým je pak účinnější, avšak méně přesné nehomologní spojování konců (NHEJ), které 

může v některých případech vést k inzerci či deleci nukleotidů, což vyvolává mutaci 

posunu čtecího rámce. Důsledkem může být předčasné vytvoření stop kodonu, gen se 

stává nefunkčním a vzniká genetický „knock-out“, tedy vyřazení genu (Kanaar et al., 

1998; Pastwa a Blasiak, 2003; Li et al., 2011; Hrbáčková et al., 2020a).  

 Mezi hlavní technologie sloužící k zacílení genu patří např. nukleázy zinkového 

prstu (ZFNs), meganukleázy, efektorové nukleázy podobné transkripčním aktivátorům 

(TALENs) a CRISPR/Cas9 („clustered regularly interspaced short palindromic 

repeat/CRISPR–associated protein 9“). Tyto metody jsou využívány pro genetické 

zlepšení výnosu, kvality a odolnosti rostlin vůči biotickým a abiotickým stresům, ale také 

k eliminaci nežádoucích nebo naopak nadexpresi žádoucích genů a k cílené úpravě 

požadovaných vlastností u elitních odrůd (Chen et al., 2019; Hrbáčková et al., 2020a). 

2.3.5.1 Technologie TALENs 

TAL efektorové nukleázy (TALENs) jsou vytvořeny fúzí TAL efektorů na nukleázovou 

doménu Fok1 (Li et al., 2011; Hrbáčková et al., 2020a). Protein Fok 1 se řadí mezi 

restrikční endonukleázy typu II a je produkován bakterií Flavobacterium okeanokoites 

(Li a Chandrasegaran, 1993). Ve struktuře TALE se nachází centrální opakující se 

doména rozpoznávající DNA a specifické cílové báze (Miller et al., 2011). Technologie 

je tedy založena na schopnosti generované hybridní TALE nukleázy vázat se in vitro na 

svou cílovou sekvenci DNA, plnit funkci tzv. „molekulárních nůžek“ a vytvářet zlomy 

(DSBs), ty jsou následně opraveny systémem NHEJ (Mahfouz et al., 2011). Lze ji tedy 

efektivně aplikovat pro cílenou regulaci a modifikaci endogenních genů (Miller et al., 

2011). Mezi hlavní výhody TALENs lze zařadit jejich nižší toxicitu a jednodušší přípravu 

oproti ZFNs. Na druhou stranu, mají i řadu nevýhod jako např. finanční a časovou 

náročnost, vysokou variabilitu účinnosti (u každého konstruktu), či neschopnost zacílit 

na methylovanou DNA (Malzahn et al., 2017; Hrbáčková et al., 2020a). Experimenty 

zaměřené na cílenou mutagenezi prostřednictvím TALENs byly provedeny na luštěnině 

sóji (Haun et al., 2014; Du et al., 2016), avšak úspěšná aplikace této technologie na M. 

sativa doposud zveřejněna nebyla.  
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2.3.5.2 Technologie CRISPR/Cas9 

Mezi další alternativy k ZFNs a TALENs řadíme systém CRISPR/Cas9. CRISPR a Cas9 

jsou základní komponenty adaptivního imunitního systému bakterií z archea, tedy 

rozsáhlé skupiny prokaryotických jednobuněčných organismů, a společně se podílí na 

degradaci fágové DNA či virů, založené na systému navádějící RNA (sgRNA). SgRNA 

dokáže rozpoznat cílové lokusy na základě párování nukleobází a vytváří spolu 

s proteinem Cas9 komplex Cas9/sgRNA. Kombinace proteinu Cas9 a sgRNA v jednom 

vektoru zlepšuje účinnost transformace rostlin. Endonukleáza Cas9 je velký 

charakteristický protein CRISPR/Cas systému typu II a je složen z endonukleázové 

domény podobné RuvC a HNH, z nichž každá štěpí jedno vlákno DNA (Wiedenheft 

et al., 2012; Graham a Root, 2015; Du et al., 2016; Gao et al., 2019; Chen et al., 2019; 

Meng et al., 2019; Hrbáčková et al., 2020a). Inaktivace obou domén vytváří deaktivovaný 

protein Cas9 (dCas9), ten lze fúzovat s jinými proteiny jako jsou např. fluorescenční 

proteiny, transkripční aktivátory a epigenetické efektrory, které slouží k zobrazování 

DNA, regulaci genů, genomovému značení či editaci genomu. Složky CRISPR/Cas9 lze 

transformovat do rostlinných buněk prostřednictvím bakterií Agrobacterium (T-DNA) či 

metodou „gene gun“ (Chen et al., 2019). Mezi hlavní nevýhody této metody patří vysoký 

potenciál mimo-cílových (off-target) zásahů v genomu. CRISPR-Cas9, ve srovnání 

s TALENs (rozpoznávají sekvence DNA o velikosti 30 či více párů bází (bp)), 

rozpoznává sekvence DNA o velikosti ~ 20 bp a má tak pravděpodobně nižší specificitu 

zacílení (tzv. targeting specificity; Malzahn et al., 2017). Na druhou stranu, mezi výhody 

této metody, oproti TALENs, řadíme schopnost zacílit methylovanou DNA a zejména 

pak schopnost vytvářet multiplexy, které umožňují upravovat (mutovat) současně velké 

množství cílových míst v jedné rostlinné buňce (např. cílená delece velkých 

chromozomálních segmentů obsahujících velký počet genů, tzv. multigenní knockout). 

Celkově je tedy technologie CRISPR/Cas9 přímější a dostupnější metodou úpravy 

genomu (Du et al., 2016; Malzahn et al., 2017; Chen et al., 2019) a její úspěšná aplikace 

u rostlin s komplexním genomem, jako je např. M. sativa, může vést k významnému 

pokroku ve zdokonalování jejich vlastností (Gao et al., 2018).  

 Při porovnání celkové efektivity editace genomu s příslušnými údaji u jiných 

méně komplexních genomů rostlin, byla u vojtěšky po použití této metody prokázána 

nižší účinnost. To pravděpodobně souvisí s jejím poměrně složitým autotetraploidním 

genomem, který obsahuje vysoký podíl často se opakujících klastrů (highly repeated 

clusters; Meng et al., 2017; Gao et al., 2018). Složitý autotetraploidní genom M. sativa a 
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s ním spojené omezení genomové analýzy výrazně brzdí objev genů zodpovědných za 

kontrolu důležitých zemědělských vlastností, a tím také možnost genetických vylepšení 

této plodiny (Gao et al., 2019). K úpravě genomu rostlin M. sativa byla technika 

CRISPR/Cas 9 úspěšně použita poměrně nedávno, kdy se jednalo o cílenou mutaci genu 

SPL9 (SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN LIKE-9). Následná sekvenční 

analýza genomu vojtěšky neukázala žádné „off-target“ účinky a prokázala tak u sgRNA 

vysokou specificitu rozpoznání cílového místa (Gao et al., 2018). Nedávno byla vyvinuta 

optimalizovaná metoda systému CRISPR/Cas9 s použitím transformace zprostředkované 

A. tumefaciens, která byla úspěšně použita na editaci genu FYTOEN DESATURÁZY 

(MtPDS) u Medicago trancatula. Tato strategie umožňuje editaci genomu ve výrazně 

širším rozsahu a mohla by usnadnit studium genových funkcí (Meng et al., 2019). 

M. trancatula je blízce příbuzná M. sativa, má krátký životní cyklus a diploidní, plně 

sekvenovaný genom. Slouží tedy jako ideální druh pro studium genetiky a genomiky 

luštěnin (Young et al., 2011; Meng et al., 2019). 

2.4 Signalizace u rostlin 

2.4.1 Mitogenem – aktivované protein kinázy (MAPK) 

Mitogenem aktivované protein kinázy jsou fosfotransferázy schopné aktivovat substrát 

pomocí fosforylace. Jsou součástí signálních drah při aktivaci vývojových a obranných 

reakcí, které si rostliny vyvinuly vůči neustálému působení biotických a abiotických 

faktorů vnějšího prostředí. Podílejí se na regulaci růstu, diferenciaci, proliferaci a smrti 

buněk, jako i na obranných reakcích rostlin vůči různým typům stresů. Mimořádná 

komplexita těchto signálních drah byla odhalena po dokončení sekvenace genomu 

Arabidopsis thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Nově získané 

informace poskytly rámec pro jednotnou nomenklaturu a stanovení funkcí MAPK 

v signálních dráhách rostlin (Jonak et al., 2002; Šamajová et al., 2013). 

Obrovský význam pro správnou funkci MAPK má jejich subcelulární lokalizace. 

Každý specifický funkční modul MAPK by se měl nacházet v blízkosti místa 

zaznamenávání signálu, tedy v blízkosti receptorů. Tato místa jsou však odlišná od míst 

jejich působení, a proto moduly disponují určitými mechanismy relokalizace 

(přemístění), které slouží k navedení MAPK k cílovým substrátům (Komis et al., 2018). 

Extracelulární signály jsou nejčastěji zachyceny receptory na plazmatické membráně a 

následně přeneseny buď přímo, prostřednictvím interakcí, nebo nepřímo prostřednictvím 
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např. heterotrimerních GTPas či jiných sekundárních poslů na specifické moduly MAPK 

(Müller et al., 2010; Cheng et al., 2015; Komis et al., 2018). MAPK jsou v signálních 

dráhách uspořádány do třístupňových modulů složených z MAPK kinázy kinázy 

(MAPKKK, MAP3K či MEKK), MAPK kinázy (MAPKK, MAP2K či MEK) a MAPK 

a jsou drženy pohromadě pomocí tzv. „scaffold“ proteinů (Jonak et al., 2002; Šamajová 

et al., 2013; Ovečka et al., 2014). 

Transdukce signálu začíná aktivací MAP3K, které dále aktivují MAP2K 

fosforylací dvou serinových/threoninových zbytků v konzervovaném motivu S/T-X3–5-

S/T (SP motivy). To následně vede k duální fosforylaci a aktivaci MAPK na 

threoninových a tyrosinových zbytcích v motivu T-X-Y. Takto aktivované MAPK 

fosforylují a regulují různé substráty, včetně transkripčních faktorů, jiných proteinových 

kináz, enzymů a proteinů lokalizovaných v jádře, cytosolu či cytoskeletu (Obr. 1; Jonak 

et al., 2002; Šamajová et al., 2013; Ovečka et al., 2014). Díky své schopnosti cílit 

přednostně na SP motivy, řadíme MAPK spolu s cyklin-dependentními kinázami 

(CDKs), kinázami glykogen syntázy 3 (GSK3s) a kinázami podobnými CDK (CLKs) do 

skupiny CGMC (Komis et al., 2018). 

 

Obrázek 1: Schéma zobrazující subcelulární organizaci modulů mitogenem-aktivovaných 

protein kináz (MAPK) a jejich cílů. Upraveno podle Šamajová et al., 2013. 
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2.4.2 Podíl signálních drah MAPK na regulaci vývojových procesů, 

hormonální regulace a při biotických a abiotických interakcích rostlin 

s prostředím 

2.4.2.1 Regulace vývojových procesů prostřednictvím MAPK 

Aby se rostliny přizpůsobily podmínkám vnějšího prostředí, může být jejich morfologie 

během vývoje a v reakci na vnější podněty do jisté míry modifikována. MAPK jsou 

zapojeny do vývoje gametofytů a následné produkce gamet, specifikace vývojového 

vzoru během embryogeneze, dále v regulaci růstu vegetativních orgánů, a hrají klíčovou 

roli i během buněčné proliferace a diferenciace. Lze tedy říct, že MAPK svým zapojením 

do signálních drah do jisté míry kontrolují celkový vývoj rostlin (Xu a Zhang, 2015; 

Komis et al., 2018). 

 Komplexním studiem s využitím technik jako je fluorescenční mikroskopie a 

transmisní elektronová mikroskopie (TEM), a následných proteomických a 

fosfoproteomických studií bylo zjištěno, že aktivované MAPK lokalizují v jádře 

vyvíjejícího se a klíčícího pylu, jsou zapojeny do vývoje samčích a samičích gamet, 

účastní se i jejich fúze během oplodnění, a důležité role zastávají také při vývoji embrya 

a semene. Jejich lokalizace v jádře je charakteristická během signalizace spojené s 

transaktivací transkripce. MAPK rovněž řídí ontogenezi průduchů a jejich správnou 

funkci. Jejich signální dráhy jsou aktivní také během vývoje květů a zapojují se do řízení 

jejich velikosti a opadávání (Coronado et al., 2002; Lukowitz et al., 2004; Coronado 

et al., 2007; Hord et al., 2008; Lampard et al., 2014; Chen et al., 2016; Lee et al., 2016; 

Komis et al., 2018). Na správném vývoji, velikosti a tvaru vegetativních orgánů rostlin, 

mezi které řadíme listy, kotyledony, hypokotyl, primární, laterální a adventivní kořeny, 

se MAPK podílí ovlivňováním orientace roviny buněčného dělení v proliferaci buněk při 

tvorbě primordií různých orgánů prostřednictvím fosforylace příslušných 

cytoskeletálních substrátů (Lukowitz et al., 2004; Zeng et al., 2011; Smékalová et al., 

2014; Komis et al., 2018). Signalizační dráhy MAPK dále fosforylují auxinový 

transportér PINFORMED1 (PIN1), mají vliv na směr a průběh transmembránového 

transportu auxinů na krátké vzdálenosti, a společně jsou tak zapojeny do vývoje a větvení 

výhonků, morfologie listů, ale i jejich senescence (Zhou et al., 2009; Jia et al., 2016). 

Dále je dokázáno, že MAPK jsou zapojeny do signalizace během vývoje a růstu 

kořenových vlásků a hrají významnou roli během procesu tvorby hlízek (nodulace), a to 

prostřednictvím jak pozitivní, tak i negativní regulace (Beck et al., 2010; Ryu et al., 2017; 

Komis et al., 2018). 
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2.4.2.2 Abiotické stresové faktory spouštějící aktivitu MAPK 

Signální dráhy MAPK přenáší signály z povrchu buněk do jádra, jsou aktivovány celou 

řadou abiotických faktorů, mezi které řadíme sucho, nízké či vysoké teploty, zasolení, 

osmotický šok, UV záření, intoxikaci ozonem a těžkými kovy. Přenos signálů 

prostřednictvím MAPK následně reguluje biochemické, fyziologické a morfologické 

změny rostlin při obranné reakci (Koes et al., 1989; Ichimura et al., 2000; Bartels a 

Sunkar, 2005; Wahid et al., 2007; Ashraf, 2010). Odezvy na stres způsobený abiotickými 

faktory lze rozdělit do dvou skupin: odezvy regulující signální transdukci vedoucí 

k aktivaci genové exprese, a odezvy chránící před stresem prostřednictvím 

přeprogramování metabolismu (Teige et al., 2004). Mezi hlavní MAPK v rostlinách A. 

thaliana řadíme MPK3, MPK4 a MPK6, které jsou aktivovány během odezvy na 

zasolení, sníženou teplotou, sucho či poranění (Ichimura et al., 2000). 

Při působení nízkých teplot a solného stresu byla v rostlinách A. thaliana 

identifikována kompletní signální kaskáda složená z MEKK1 (MAP3K1) aktivující 

MKK2, která následně fosforyluje a aktivuje MPK4 a MPK6 v in vitro i in vivo 

podmínkách. Nadprodukce MKK2 u rostlin zvyšuje aktivitu MPK4 a MPK6 a ovlivňuje 

expresi mnoha dalších genů (152), zapojených do signální transdukce a buněčné obrany. 

Tato signalizace zvyšuje toleranci rostlin a jejich rezistenci k mrazu a zasolení (Zhu, 

2001; Fowler a Thomashow, 2002; Xiong et al., 2002; Teige et al., 2004). Do signalizace 

během abiotického stresu v A. thaliana je zapojena také MEK1 (MAP2K1), a to 

prostřednictvím fosforylace a aktivace MPK4 při zasolení, poranění, suchu a chladu 

(Matsuoka et al., 2002). Vede to k regulaci exprese CAT1 genů (kódujících enzymy 

antioxidačního systému) při odezvě na zasolení a sucho (Xing et al., 2007).  

Při vystavení rostlin ozonu, který vyvolává zvýšenou tvorbu ROS (reaktivní 

formy kyslíku), dochází k rychlé, ale přechodné aktivaci MPK3 a MPK6 (Ahlfors et al., 

2004). Později bylo zjištěno že na MPK3 a MPK6 negativně působí MKP2 (MAPK 

fosfatáza 2), která ovlivňuje jejich aktivační stav a slouží tak jako pozitivní regulátor 

buněčné odezvy na intoxikaci ozonem. Umlčení této fosfatázy vede u rostlin 

k prodloužené (neregulované) aktivaci MPK3 a MPK6 a k přecitlivělosti na oxidativní 

stres (Lee a Elis, 2007). Dalším významným zástupcem ROS je také peroxid vodíku 

(H2O2), při jehož působení dochází v rostlinách opět k aktivaci MPK3 a MPK6, ale také 

MPK1 a MPK2, MPK4 či MPK7. Lze tedy říct, že ROS obecně indikují u A. thaliana 

odezvy různých MAPK kaskád (Kovtun et al., 2000; Nakagami et al., 2006; Doczi et al., 

2007; Ortiz-Masia et al., 2007). 
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Růst rostlin je silně ovlivněn také toxickými koncentracemi těžkých kovů, které u 

vyšších rostlin rovněž aktivují několik typů MAPK. Při charakterizaci těchto signálních 

drah v rostlinách Oryza sativa bylo zjištěno, že vystavení rostlin vlivu kadmia (CdCl2) a 

mědi (CuCl2) vede k aktivaci MPK3 a MPK6 (Yeh et al., 2007). V rostlinách M. sativa 

došlo vlivem zvýšených koncentrací mědi a kadmia k aktivaci čtyř různých MAPK a to 

SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK, jejich signální dráhy se však navzájem liší (Jonak et 

al., 2004). Kadmium je toxický kov inhibující klíčení semen a růst kořenů, může způsobit 

také chromozomální aberace, šedozelenou barvu a opadávání listů (Chakravarty a 

Srivastava, 1992; Liu et al., 1992; Czuba a Kraszewski, 1994; Zhang a Xiao, 1998). Měď 

jako biogenní prvek je sice pro správný růst a vývoj rostlin nezbytná, ale její vyšší 

koncentrace mohou rovněž vést k inhibici růstu a příznakům toxicity (Hall, 2002). 

2.4.2.3 Biotické stresové faktory spouštějící aktivitu MAPK 

Rostliny mají vůči biotickým faktorům, jako jsou patogeny, vyvinutý vrozený imunitní 

systém sestávající ze dvou úrovní. První z nich je tzv. PTI imunita („PAMP-triggered 

immunity“), která je založena na specifické detekci molekulárních vzorů asociovaných 

s patogeny (PAMP), rozpoznaných transmembránovými PRR („pattern recognition 

receptors“) receptory, a která spouští příslušné obranné reakce jako je přeprogramovaní 

genové exprese, změna enzymatické aktivity a produkce antimikrobiálních sloučenin, 

vedoucí k přerušení kolonizace rostliny patogenem. Patogeny si však vyvinuly schopnost 

produkovat efektorové proteiny schopné tuto PTI překonat a účinně zastavit. Druhou 

úrovní obrany rostlin je proto tzv. ETI (efektorem vyvolaná) imunita, založená na 

rozpoznání patogenních efektorů prostřednictvím proteinů rezistence (PR, pathogenesis-

related proteins). Ty fungují jako imunitní receptory spouštějící hypersenzitivní odpověď 

(HR) v podobě usmrcení buněk lokalizovaných v místě infekce, čímž dojde k zamezení 

šíření patogenu. Jedná se o zrychlenou a zesílenou reakci vedoucí k rezistenci vůči 

biotickým faktorům (Dangl a Jones, 2001; Jones a Dangl, 2006). 

 Do této vrozené imunity rostlin je zapojena rozsáhlá síť MAPK kaskád, které 

sehrávají během odpovědi na molekulární mechanismy patogenů a jejich efektorů v 

celkové odolnosti vůči nim klíčovou roli. U rostlin A. thaliana patří mezi nejlépe 

charakterizované MAPK aktivované během interakce s patogeny MPK3, MPK4 a MPK6 

(Desikan et al., 2001; Nuhse et al., 2000; Šamajová et al., 2013). Rychlou a silnou 

aktivaci těchto MAPK spouští např. flg22 (peptid odvozený od bakteriálního elicitoru 

flagellinu). Zachycení signálu flagellinu je zprostředkováno komplexem receptoru FLS2 
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a BAK1 (BRI1 asociovaná kináza), lokalizovaným na plazmatické membráně, který 

následně spouští dvě souběžné signální MAPK kaskády (Asai et al., 2002; Chinchilla 

et al., 2007). První kaskáda je složena z MEKK1 (MAP3K), dvou MAP2K (MKK4, 

MKK5) a dvou MAPK (MPK3 a MPK6), které fosforylují a tím aktivují transkripční 

faktory WRKY22, WRKY29 a FRK1 („flg22-induced receptor kinase 1“) a indukují 

expresi genů WRKY29, FRK1 a GST1. Rostliny exprimující tyto geny pak vykazují 

zvýšenou rezistenci vůči patogenům (Asai et al., 2002; Ichimura et al., 2006). Druhou 

kaskádu tvoří MEKK1-MKK1/MKK2-MPK4, přičemž MPK4 negativně reguluje expresi 

obranných genů a ovlivňuje systémově získanou rezistenci (Peterson et al., 2000; 

Ichimura et al., 2006). Ačkoliv tyto kaskády působí antagonisticky, jsou vzájemně 

propojeny a obě hrají klíčové role během imunitní odpovědi a při získávání rezistence 

rostlin vůči patogenům (Mészáros et al., 2006; Šamajová et al., 2013). 

 Mezi PAMP řadíme nejen flg22, ale i např. harpin, chitin, NLP („Nep1-like 

protein“) nebo EF-Tu („elongation factor thermo-unstable“), které můžou obdobně 

aktivovat MPK3, MPK6 či MPK4 a regulovat expresi obranných genů (Desikan et al., 

1999; Desikan et al., 2001; Kunze et al., 2004; Qutob et al., 2006; Miya et al., 2007). 

2.4.2.4 Hormonální regulace zprostředkované MAPK 

Rostlinné hormony jsou endogenní nízkomolekulární látky podílející se na regulaci 

velkého množství dějů v rostlinách. Mimo jiné zprostředkovávají komunikaci mezi 

signalizací při abiotickém a při biotickém stresu a jsou nezbytné pro regulaci a určení 

správného mechanismu obrany rostlin. Mezi hlavní tzv. stresové hormony řadíme ethylen 

(ET), kyselinu abscisovou (ABA), kyselinu salicylovou (SA) a kyselinu jasmonovou 

(JA), jejichž biosyntéza je indukována prostřednictvím aktivovaných MAPK kaskád 

(Fujita et al., 2006; Šamajová et al., 2013). Kyselina jasmonová je důležitá zejména při 

regulaci odpovědí na stresové faktory pocházející z prostředí, jako je dehydratace, vliv 

ozonu, UV záření či poranění, a její vyšší hladiny vedou u rostlin k rezistenci vůči 

napadení patogeny a škůdci (Creelman a Mullet, 1997; Berger, 2002; Devoto a Turner, 

2003). Ethylen je plynný hormon, který má u rostlin významný vliv zejména při klíčení 

semen, zrání plodů, stárnutí, opadávání (abscise) plodů, listů či jiných orgánů a vyvolání 

určitých obranných reakcí při stresu z poranění a napadení patogeny (Abeles, 1992; 

Schweighofer et al., 2007).  

 Zapojení MAPK kaskád do hormonální signalizace bylo prokázáno izolací CTR1 

kinázy (CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1; patřící do rodiny Raf-like MAP3K), 
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která ve spojení s ethylenovým receptorem ETR1 působí jako negativní regulátor 

signalizace ethylenu (Kieber et al., 1993; Clark et al., 1998; Hua a Meyerowitz, 1998; 

Jonak et al., 2002). Dále se ukázalo, že při působení přímého prekurzoru syntézy ethylenu 

(ACC; 1-aminocyklopropan-1-karboxylové kyseliny) dochází k inaktivaci dráhy CTR1, 

ale zároveň k aktivaci signální kaskády MKK9-MPK3/6. Princip této kaskády spočívá 

v přemístění aktivované MKK9 z cytoplazmy do jádra, kde aktivuje jaderné MPK3 a 

MPK6. Ty pak fosforylují a stabilizují transkripční faktor EIN3 (ethylene-insensitive 3), 

nacházející se rovněž v jádře, čímž aktivují primární transkripci (Chao et al., 1997; Yoo 

et al., 2008). Mezi další aktivátory MPK6 patří také flg22. Takto aktivovaná MPK6 se 

dále podílí na regulaci syntézy ethylenu, která je indukovaná PAMP, a to prostřednictvím 

fosforylace a stabilizace biosyntetických enzymů ethylenu, jako jsou např. ACS2 a ACS6 

(Liu a Zhang, 2004). MAPK ovšem v signálních soustavách, které jsou spojeny s funkcí 

ethylenu vykazují jak pozitivní, tak i negativní roli (Kieber et al., 1993; Yoo et al., 2008). 

 Při studiu kyseliny jasmonové bylo dokázáno, že v rostlinnách A. thaliana 

aktivuje kaskádu MKK3-MPK6 v reakci na stresové faktory. Tato kaskáda negativně 

reguluje transkripční faktor AtMYC2, čímž ovlivňuje expresi genů, které jsou JA 

regulovány. Transkripční faktor AtMYC2 je zahrnut do inhibice růstu kořenů, a je tedy 

důležitou součástí signální dráhy JA (Takahashi et al., 2007). U A. thaliana byla 

identifikována také AP2C1 fosfatáza, která reguluje přenos signálů během poranění 

rostliny, a to prostřednictvím defosforylace a inaktivace na stres reagujících MPK4 a 

MPK6. Fosfatáza AP2C1 reguluje množství JA, ethylenu a aktivitu MAPK, a její zvýšená 

hladina narušuje u rostlin vrozenou imunitní odpověď (Schweighofer et al., 2007). 

2.4.3 MAPK u M. sativa 

U M. sativa byla v rámci popsaných MAPK identifikována SIMK (stresem indukována 

MAPK), která je indukována solným stresem, poraněním, vysokou koncentrací těžkých 

kovů a různými houbovými elicitory (Munnik et al., 1999; Cardinale et al., 2000; Jonak 

et al., 2004). V další studii metodou „Yeast twohybrid screening“ byla identifikována 

SIMK kináza (SIMKK) jakožto specifický aktivátor SIMK, prostřednictvím duální 

fosforylace threoninových a tyrosinových residuí TEY motivu, v reakci na solný stres 

(Kiegerl et al., 2000; Ovečka et al., 2014).  

 SIMKK má velikost 42 kDa a lze ji označit jako homolog k MKK4 a MKK5 

z A. thaliana (Kiegerl et al., 2000; Komis et al., 2018). Za normálních podmínek je 

lokalizována v jádře a cytoplazmě buněk, při působení solného stresu se však spolu se 
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SIMK přesouvá a lokalizuje do cytoplazmatických vezikulárních kompartmentů. 

Rostliny nadměrně exprimující SIMKK vykazují zvýšenou senzitivitu vůči soli a SIMKK 

se tak jeví jako možný negativní regulátor tolerance rostlin k zasolení (Ovečka et al., 

2014; Komis et al., 2018). SIMK je protein o velikosti 46 kDa vykazující vysokou 

homologii k MPK6 z A. thaliana (Šamaj et al., 2002; Komis et al., 2018). V 

epidermálních buňkách kořene je SIMK lokalizována zejména v jádrech, avšak během 

vytváření a vývoje kořenových vlásků dochází k jejímu přemístění z jádra do cytoplazmy 

rostoucích špiček kořenových vlásků tvořených hustou sítí F-aktinových vláken. Bylo 

dokázáno, že její nadměrná exprese vede ke zvýšenému prodlužování těchto vlásků 

(Šamaj et al., 2002; Ovečka et al., 2014). Specifické přemístění SIMK je pravděpodobně 

zajišťováno prostřednictvím aktinových mikrofilament, protože při jejich depolymerizaci 

působením latrunkulinu B dochází k přesunu SIMK zpět do jádra (Šamaj et al., 2002; 

Komis et al., 2018). SIMK dokáže fosforylovat a regulovat některé z proteinů vážících 

se na aktin (actin-binding proteins) a tím ovlivňovat stav a dynamiku aktinového 

cytoskeletu. Hraje tedy klíčovou roli v růstu a vývoji kořenových vlásků (Šamaj et al., 

2002), což může ovlivnit také tvorbu hlízek u M. sativa při interakci s půdními bakteriemi 

rodu Rhizobium (Hrbáčková et al., 2020b). 

 Dále byly u M. sativa identifikovány také dvě MAPK aktivované změnou teploty 

neboli tzv. teplotním šokem – HAMK a SAMK (Sangwan a Dhindsa, 2002). K aktivaci 

SAMK dochází společně se SIMK, MMK2 a MMK3 také během vystavení rostlin 

zvýšené koncentraci těžkých kovů, konkrétně Cd a Cu (Jonak et al., 2004). Při působení 

oxidativního stresu prostřednictvím zvýšené koncentrace ROS byla u M. sativa 

identifikována OMTK1 (MAP3K1) následně aktivující MMK3 (Nakagami et al., 2004).  

2.4.4 Interakce rostlin M. sativa s bakteriemi rodu Rhizobium 

Mnoho luštěnin, včetně M. sativa, dokáže interagovat a vytvářet symbiotický vztah 

s půdními bakteriemi rodu Rhizobium, které jako endosymbionty ve specializovaných 

kořenových orgánech, hlízkách, redukují atmosférický dusík na amoniak. Celý proces 

však doprovází velká spotřeba ATP, a rostlina jej proto zahajuje jen v případě silného 

nedostatku dusíku (tzv. hladovění; Roy et al., 2019; Tichá et al., 2020). Tyto podmínky 

lze v in vitro prostředí vyvolat při kultivaci rostlin na Fähreově médiu bez dusíku 

(Fähraeus, 1957). 

Invaze bakterií do hostitelské rostliny začíná na špičce kořenových vlásků. 

Kořenové vlásky produkují řadu fenolických sloučenin jako jsou flavonoidy a 
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isoflavonoidy. Tyto sloučeniny indukují u bakterií expresi Nod genů pro následnou 

syntézu nodulačních (Nod) faktorů. Nod faktory mohou vyvolat prodloužení a deformaci 

buněk kořenového vlásku, který se obtočí kolem shluku bakterií. Tímto způsobem je tedy 

zajištěna komunikace a prvotní interakce mezi bakteriemi a hostitelskou rostlinou. 

(Fournier et al., 2008; Suzaki et al., 2015; Tichá et al., 2020). Po deformaci kořenových 

vlásků dojde k internalizaci bakterií a k vytvoření specializované tubulární struktury 

zvané infekční vlákno (infection thread, IT) a k deformaci buněčné stěny kořenových 

vlásků. IT se prodlužuje a větví, čímž je umožněn pohyb bakterií několika buněčnými 

vrstvami kořene až do aktivovaných kortikálních buněk, kde se formují primordia 

kořenových hlízek. Bakterie opouští IT a vytváří intracelulární specializované organely 

zvané „symbiosomy“, z nichž každá obsahuje jeden nebo více bakteroidů, které jsou 

metabolicky aktivní a účastní se fixace dusíku (Tian et al., 2012; Suzaki et al., 2015; Roy 

et al., 2019; Tichá et al., 2020). Postupný růst IT lze označit jako diskontinuální, jelikož 

dochází ke střídání fází rychlého a pozastaveného prodlužování. Průměrná rychlost růstu 

IT byla odhadnuta na 2–12 µm·h-1 (Fournier et al., 2008). Samotný proces fixace se 

skládá ze tří kroků: nejprve dochází k redukci N2 na N2H2 (didimin), následně na N2H4 

(hydrazin) a ten je nakonec převeden na dvě molekuly amoniaku (NH3) či amonných 

iontů (NH4
+). Aby se zabránilo akumulaci amoniaku, který je při vyšších koncentracích 

pro rostlinu toxický, dochází k jeho zabudování do aminokyselin, nejčastěji do glutaminu 

prostřednictvím glutaminsyntetázy (GS; Udvardi a Poole, 2013; Vega-Mas et al., 2017, 

Tichá et al., 2020). 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Materiál 

kádinky, odměrné válce, pinzety, nůžky, skalpel, Pasteurovy pipety, filtrační papír, 

centrifugační kyvety, mikrozkumavky, zkumavky typu Falcon, magnetická míchadla, 

sterilní špičky, sterilní Petriho misky, plastové boxy, černé igelitové obaly, Parafilm, 

chirurgická páska, bakteriologický filtr s póry o velikosti 0,22 μm.  

3.1.1 Použité chemikálie 

1000x Gamborg’s vitamin (Duchefa Biochemie) 

1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution (Duchefa Biochemie) 

2,2′,2′′,2′′′-(ethan-1,2-diyldinitrilo)tetraoctová kyselina pH 8 (EDTA, PanReac 

AppliChem) 

2,4-dichlorfenoxyoctová kyselina (Duchefa Biochemie) 

Adenin (Sigma-Aldrich) 

Dihydrát hydrogenfosforečnanu disodného (Sigma-Aldrich) 

Dihydrát molybdenanu sodného (Sigma-Aldrich) 

Dihydrogenfosforečnan draselný (Sigma-Aldrich) 

Dusičnan draselný (Sigma-Aldrich) 

Ethanol denaturovaný (96%, PENTA) 

Gamborg’s B5 basal salt mixture (Duchefa Biochemie) 

Gellan gum powder (Alfa Aesar) 

Glycerol (Sigma-Aldrich) 

Heptahydrát síranu hořečnatého (Sigma-Aldrich) 

Heptahydrát síranu železnatého (Sigma-Aldrich) 

Hydroxid draselný (Sigma-Aldrich) 

Hydroxid sodný (Sigma-Aldrich) 

Chlorid vápenatý (Sigma-Aldrich) 

Chlornan sodný (Sigma-Aldrich) 

Kinetin (Duchefa Biochemie) 

Kyselina boritá (Duchefa Biochemie) 

LB broth (MO BIO laboratories) 

L-Glutamin (Duchefa Biochemie) 

L-glutathion (Sigma-Aldrich) 
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L-Prolin (Sigma-Aldrich) 

L-Serin (Sigma-Aldrich) 

Monohydrát síranu manganatého (Sigma-Aldrich) 

Monohydrát síranu zinečnatého (Sigma-Aldrich) 

Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie) 

Myoinositol (Duchefa Biochemie) 

MilliQ voda 

Phyto agar (Duchefa Biochemie) 

Pentahydrát síranu měďnatého (Duchefa Biochemie) 

Sacharosa (Sigma-Aldrich) 

Tikarcilin (Duchefa Biochemie) 

Tween ® 20 (Sigma-Aldrich) 

Voda (Sigma-Aldrich) 

Vodovodní voda 

3.1.2 Roztoky a média 

Sterilizační roztok na sterilizaci listů M. sativa (100 ml): 

• 70% ethanol 

• 1 ml chlornan sodný 

• 50 µl Tween 

• MilliQ H2O 

B5H médium 

• 3,1 g·l-1 Gamborg’s B5 basal salt mixture 

• 0,5 g·l-1 KNO3 

• 0,25 g·l-1 MgSO4·7H2O 

• 0,5 g·l-1 prolin 

• 30 g·l-1 sacharosa 

• 4,5 g·l-1 Gellan gum 

• Doplnění MilliQ H2O 

• Úprava pH na 5,7 (1M KOH) 

• Sterilizace autoklávem 

• Po autoklávování – vychladnutí na přibližně 55 °C a následné přidání:  

• 30 ml·l-1 směsi aminokyselin  

• 1,0 mg·l-1 2,4-D   
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• 0,1 mg·l-1 kinetin  

• 1,0 ml·l-1 1000X Gamborg’s vitamin  

Směs aminokyselin: 

• 6,65 g glutamin 

• 0,83 g serin 

• 0,004 g adenin 

• 0,083 g L-glutathion 

• Doplnění MilliQ H2O do 250 ml 

• Sterilizace bakteriologickým filtrem s póry o velikosti 0,22 μm 

• Uchovávání při 4 °C 

Roztok 2,4-D (1,0 mg·ml-1): 

• Rozpuštění 50 mg 2,4-D v 5 ml 1M NaOH 

• Doplnění do 50 ml MilliQ H2O 

• Sterilizace bakteriologickým filtrem s póry o velikosti 0,22 μm 

• Uchovávání při -20 °C 

Roztok kinetinu (0,1 mg·ml-1): 

• Rozpuštění 10 mg kinetin v 0,1 ml 0,1M NaOH 

• Doplnění do 10 ml MilliQ H2O 

• Sterilizace bakteriologickým filtrem s póry o velikosti 0,22 μm 

• Uchovávání při -20 °C 

B50 médium  

• 3,1 g·l-1 Gamborg’s B5 basal salt mixture  

• 0,5 g·l-1 KNO3  

• 0,25 g·l-1 MgSO4·7H2O  

• 0,5 g·l-1 prolin  

• 30 g·l-1 sacharosa  

• 4,5 g·l-1 Gellan gum  

• Doplnění MilliQ H2O 

• Úprava pH na 5,7 (1M KOH)  

• Sterilizace autoklávem  

• Po autoklávování – vychladnutí na přibližně 55 °C a následné přidání:  

• 30 ml·l-1 směsi aminokyselin  

• 1,0 ml·l-1 1000X Gamborg’s vitamin  
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MMS médium 

• 4,3 g·l-1 Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221) 

• 0,1 g·l-1 myoinositol 

• 30 g·l-1 sacharosa 

• 4,5 g·l-1 Gellan gum 

• Doplnění MilliQ H2O 

• Úprava pH na 5,7 (1M KOH) 

• Sterilizace autoklávem 

• Po autoklávování – vychladnutí na přibližně 55 °C a následné přidání: 

• 1 ml·l-1 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution 

Pevné MS médium 

• 4,3 g·l-1 Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture 

• 30 g·l-1 sacharosa 

• 4,5 g·l-1 Gellan gum 

• Doplnění MilliQ H2O 

• Úprava pH na 5,7 (1M KOH) 

• Sterilizace autoklávem 

Pevné Fähreovo médium bez dusíku  

• 1 ml·l-1 MgSO4·7H2O (0,1232 g·ml-1) 

• 1 ml·l-1 KH2PO4 (0,0953 g·ml-1) 

• 2 ml·l-1 Na2HPO4·2H2O (0,0712 g·ml-1) 

• 2,5 ml·l-1 Fe-EDTA 

• 0,1 ml·l-1 MnSO4·H2O (0,001g·ml-1) 

• 0,1 ml·l-1 CuSO4·5H2O (0,0015g·ml-1) 

• 0,1 ml·l-1 ZnSO4·H2O (0,0017g·ml-1) 

• 0,1 ml·l-1 H3BO3 (0,001 g·ml-1) 

• 0,1 ml·l-1 Na2MoO4·2H2O (0,0011g·ml-1) 

• 13 g·l-1 Microagar 

• Úprava pH na 6,5 (1M a 0,1M HCl) 

• Sterilizace autoklávem 

• Po autoklávování – vychladnutí na přibližně 55 °C a následné přidání: 

• 0,1 ml·l-1 CaCl2 (0,11098g·ml-1) 

Roztok Fe-EDTA (10 ml): 

• 0,056g FeSO4·7H2O 
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• 0,074 g Na2EDTA 

• Doplnění MilliQ H2O do 10 ml  

• Rozpustit za stálého míchání při 50 °C 

Tekuté Fähreovo médium bez dusíku  

• 1 ml·l-1 MgSO4·7H2O (0,1232 g·ml-1) 

• 1 ml·l-1 KH2PO4 (0,0953 g·ml-1) 

• 2 ml·l-1 Na2HPO4·2H2O (0,0712 g·ml-1) 

• 2,5 ml·l-1 Fe–EDTA  

• 0,1 ml·l-1 MnSO4·H2O (0,001g·ml-1) 

• 0,1 ml·l-1 CuSO4·5H2O (0,0015g·ml-1) 

• 0,1 ml·l-1 ZnSO4·H2O (0,0017g·ml-1) 

• 0,1 ml·l-1 H3BO3 (0,001 g·ml-1) 

• 0,1 ml·l-1 Na2MoO4·2H2O (0,0011g·ml-1) 

• Úprava pH na 6,5 (1M a 0,1M HCl) 

• Sterilizace autoklávem 

• Po autoklávování – vychladnutí na přibližně 55 °C a následné přidání: 

• 0,1 ml·l-1 CaCl2 (0,11098g·ml-1) 

LB médium 

• 25 g·l-1 LB broth 

• Úprava pH na 7,2 

• Sterilizace autoklávem 

3.1.3 Použité přístroje 

Analytické váhy (XA 110/2X, RADWAG) 

Automatické pipety (Eppendorf) 

Autokláv – parní sterilizátor (Stervap, MMM Group) 

Box laminární Biohazard (Merci) 

Centrifuga stolní chlazená ScanSpeed 1730 MR (LaboGene) 

Elektromagnetická míchačka IKA Combimag REO (Drehzahl Electronic) 

Fotoaparát Nikon 7000 (Nikon) 

Fytotronová komora (Weiss Gallenkamp) 

Inkubátor s nastavitelnou teplotou (Memmert) 

Laboratorní chladnička LIE LCV 4010 (Schoeller) 

Mikrovlnná trouba MHE21 (HITACHI) 
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pH metr PC 2700 (Eutech Instruments) 

Skener (Image Scanner III) 

Spektrofotometer (Smart SpecTM plus, Bio-Rad)  

Třepačka s inkubací ES-20 (Biosan) 

Výrobník deionizované vody Simplicity water purification system (Millipore) 

Fluorescenční stereomikroskop (Axio Zoom.V16 Carl Zeiss) 

3.1.4 Software pro zpracování výsledků 

Excel 365 (Microsoft Office) 

ImageJ (NIH) 

PowerPoint 365 (Microsoft Office) 

Statistica 14.0.0 

Zen Blue 2014 ver. 3.2 (Carl Zeiss) 

3.1.5 Rostlinný materiál 

• Medicago sativa L. divoký typ, kultivar Regen SY 

• Medicago sativa L. transgenní linie SIMK RNAi s relativním snížením úrovně 

exprese SIMK (mRNA transkriptu) o 60 % v porovnání s divokým typem 

3.1.6 Bakteriální materiál 

• kmen Sinorhizobium meliloti Sm2011 obsahující plazmid pHC60 (tetR), kódující 

mRFP 

3.2 Metody 

3.2.1 Příprava B5H média 

B5H médium je kultivační médium s obsahem přidaných rostlinných hormonů sloužících 

k vyvolání kalogeneze. Jednotlivé explantáty se na tomto médiu kultivují po dobu zhruba 

tří týdnů. 

V jedné laboratorní kádince byla smíchána směs Gamborg’s B5 basal salt mixture 

spolu s KNO3, MgSO4·7H2O, poté byl přidán prolin, sacharosa a nakonec Gellan gum, 

pro ztuhnutí média. Za stálého míchání na elektromagnetické míchačce byl MilliQ vodou 

doplněn objem na 1 l a pomocí 1M KOH upraveno pH na 5,7. Médium bylo po 250 ml 

rozlito do čtyř uzavíratelných skleněných lahví o objemu 500 ml a sterilizováno 

v autoklávu. Po sterilizaci a vychladnutí média na asi 55 °C byla v sterilním laminárním 
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boxu a přes sterilní membránové filtry přidána do objemu 250 ml směs aminokyselin, 

hormony (kinetin a 2,4-D) vitamíny (1000X Gamborg’s vitamin) a antibiotikum ticarcilin 

(500 μg·ml-1) k potlačení růstu bakterií. Médium bylo následně rovnoměrně rozlito do 10 

Petriho misek a volně ochlazeno na laboratorní teplotu. 

3.2.2 Příprava B50 média 

B50 médium je kultivační médium bez přidaných rostlinných hormonů. Slouží k indukci 

embryogenního kalusu a následné tvorbě somatických embryí, která nastává po asi 2–3 

týdnech kultivace. 

Do jedné laboratorní kádinky byla přidána směs Gamborg’s B5 basal salt mixture 

spolu s KNO3 a MgSO4·7H2O, následně byl přidán prolin, sacharosa a nakonec Gellan 

gum, pro ztuhnutí média. Za stálého míchání na elektromagnetické míchačce byl MilliQ 

vodou doplněn objem na 1 l a pomocí 1M KOH upraveno pH na 5,7. Médium bylo po 

250 ml rozlito do čtyř uzavíratelných skleněných lahví o objemu 500 ml a sterilizováno 

v autoklávu. Po sterilizaci a vychladnutí média na asi 55 °C byla v sterilním laminárním 

boxu a přes sterilní membránové filtry přidána do objemu 250 ml směs aminokyselin, 

vitamíny (1000X Gamborg’s vitamin) a antibiotikum ticarcilin (500 μg·ml-1).  Médium 

bylo rovnoměrně rozlito do 10 Petriho misek a volně ochlazeno na laboratorní teplotu. 

3.2.3 Příprava MMS média 

MMS médium je kultivační médium sloužící k správnému vývoji somatických embryí, 

jejich výhonků a kořenů. Somatická embrya se na MMS médiu kultivují opět po dobu asi 

3 týdnů. 

V jedné laboratorní kádince byla smíchána směs MS basal salt mixture spolu 

s myoinositolem a sacharosou a poté byly přidán Gellan gum, jakožto ztužovací složka. 

Za stálého míchání na elektromagnetické míchačce byl objem doplněn MilliQ vodou na 

1 l a pomocí 1M KOH upraveno pH na 5,7. Médium bylo po 250 ml rozlito do čtyř 

uzavíratelných skleněných lahví o objemu 500 ml a sterilizováno v autoklávu. Po 

sterilizaci a vychladnutí média na asi 55 °C byla v sterilním laminárním boxu a přes 

sterilní membránové filtry přidána do objemu 250 ml směs vitamínů (1000x Nitsch and 

Nitsch vitamin solution) a antibiotikum ticarcilin (500 μg·ml-1).  Médium bylo následně 

rovnoměrně rozlito do 10 Petriho misek a volně ochlazeno na laboratorní teplotu. 
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3.2.4 Příprava MS média  

MS médium je kultivační médium sloužící k dokončení správného vývoje mladých 

rostlin a k jejich udržování v in vitro podmínkách. 

Do jedné kádinky byla postupně přidána směs MS basal salt mixture, sacharosa a 

Gellan gum. Za stálého míchání na elektromagnetické míchačce byl objem doplněn 

MilliQ vodou na 1 l a pH bylo upraveno pomocí 1M KOH na hodnotu 5,7. Médium bylo 

po 250 ml rozlito do čtyř uzavíratelných skleněných lahví o objemu 500 ml a sterilizováno 

v autoklávu. Po sterilizaci a vychladnutí média na asi 55 °C bylo ve sterilním laminárním 

boxu a přes sterilní membránové filtry přidáno do objemu 250 ml atibiotikum ticarcilin 

(500 μg·ml-1). Takto připravené médium bylo rovnoměrně rozlito do 10 Petriho misek a 

volně ochlazeno na laboratorní teplotu. 

3.2.5 Příprava tekutého Fähreova média bez dusíku 

Do jedné laboratorní kádinky byly postupně napipetovány jednotlivé makroelementy 

(MgSO4·7H2O; KH2PO4; Na2HPO4·2H2O; Fe–EDTA) a mikroelementy (MnSO4·H2O; 

CuSO4·5H2O; ZnSO4·H2O; H3BO3; Na2MoO4·2H2O). Za stálého míchání na 

elektromagnetické míchačce byl MilliQ vodou doplněn objem do 1 l a pH bylo upraveno 

pomocí 1M a 0,5M HCl na hodnotu 6,5. Médium bylo po 250 ml rozlito do čtyř 

uzavíratelných skleněných lahví o objemu 500 ml a sterilizováno v autoklávu. Po 

sterilizaci a vychladnutí média na asi 55 °C byl ve sterilním laminárním boxu a přes 

sterilní membránový filtr přidán do objemu 250 ml CaCl2 (Fähraeus, 1957). Následně 

bylo médium rovnoměrně rozlito do Petriho misek. K přípravě ztuženého Fähreova 

média bez dusíku byl do tekutého roztoku před autoklávováním přidán Microagar. 

3.2.6 Povrchová sterilizace listů 

Zdravé zelené a nepoškozené listy byly odebrány přibližně ze střední části rostliny M. 

sativa, kultivaru Regen-SY rostoucí v půdě ve fytotronu (v in vivo podmínkách). 

Jednotlivé listy byly po odebrání vloženy do zkumavky typu Falcon naplněné vodou 

z vodovodního řádu a přeneseny do laminárního boxu. Zde následovala sterilizace listů 

70% ethanolem po dobu 10 vteřin, následně se listy přenesly do 50 ml zkumavky typu 

Falcon obsahující sterilní MilliQ vodu, 1% chlornan sodný a 0,05% Tween a byly 

protřepávány po dobu 5 minut. Poté byly listy promyty sterilní destilovanou vodou a 

přeneseny na sterilní filtrační papír, kde byly sterilním skalpelem v půlce přeříznuty. 

Jednotlivé části listů byly přenášeny na B5H médium s přídavkem antibiotika (ticarcilin 

500 μg·ml-1) v kulatých Petriho miskách. Podobně jako i u ostatních médií pro kultivaci 
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rostlinného materiálu, antibiotikum ticarcilin bylo přidáno jako prevence sekundární 

bakteriální kontaminace. 

Rostliny transgenní linie SIMK RNAi rostoucí na MS médiu v plastových boxech 

(v in vitro podmínkách) byly přeneseny do sterilních podmínek laminárního boxu a po 

odstřižení byly listové explantáty opět přeneseny na sterilní filtrační papír a rozříznuty 

napůl pomocí skalpelu. Jednotlivé části listů byly přeneseny na B5H médium s přídavkem 

selekčního antibiotika (ticarcilin 500 μg·ml-1) v kulatých Petriho miskách. 

3.2.7 Regenerace rostlin procesem somatické embryogeneze 

Jednotlivé Petriho misky s listovými explantáty byly označeny a kultivovány ve fytotronu 

při teplotě 24 °C, intenzitě světla 60–80 μE·m-2·s-1 a fotoperiodě 16 hodin světlo, 8 hodin 

tma po dobu tří týdnů pro indukci kalusu (kalogeneze). Jednotlivé správně vyvinuté 

kalusy pak byly přeneseny na B50 médium s přídavkem ticarcilinu a kultivovány po dobu 

tří týdnů pro indukci embryogenního kalusu a tvorbu somatických embryí. Plně vyvinutá 

somatická embrya byla přenesena na MMS médium s ticarcilinem, po dobu asi tří týdnů 

k správnému formování a vývoji výhonků a kořenů. Mladé rostlinky vyvinuté ze 

somatických embryí byly nakonec přeneseny a udržovány na MS médiu v podmínkách 

in vitro. 

3.2.8 Příprava kultury Sinorhizobium meliloti 

Za pomoci pipety se sterilní špičkou bylo odebráno přibližně 30 µl kultury ze zmrzlého 

glycerolového roztoku s bakteriemi Shinorhizobium meliloti, kmen Sm2011, a přeneseno 

do 50 ml kyvety s 10 ml LB média. Suspenze byla inkubována ve tmě, na třepačce při 

180 otáčkách za minutu a 28 °C po dobu 48 hodin, do dosažení OD600 (optická hustota 

při 600 nm) mezi 0,8–1,5. Jako kontrola (blank) bylo použito sterilní LB médium a 

kontrola optické hustoty byla prováděna na spektrofotometru.  

Buňky byly následně od LB média odděleny centrifugací po dobu 5 minut, při 

3000 g a laboratorní teplotě. Supernatant byl odlit do odpadu a pelet bakteriálních buněk 

byl resuspendován v tekutém Fähreově médiu bez dusíku pro dosažení OD600 = 0,5.  

3.2.9 Aplikace Sinorhizobium meliloti 

Jednotlivé plně vyvinuté rostliny M. sativa kultivar Regen-SY a M. sativa SIMK RNAi 

kultivované na MS médiu byly přeloženy na pevné Fähreovo médium bez dusíku – 

jednalo se vždy o tři rostliny na jednu Petriho misku. Dolní část Petriho misek, kde se 

nacházel jejich kořenový systém, byla následně zakryta černou plastovou fólií, aby 
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nedocházelo k vystavení kořenů přímému světlu. Po 7 dnech bylo na jejich kořenový 

systém pipetou aplikováno 5 ml připravené kultury Sinorhizobium meliloti s hodnotou 

OD600 = 0,5 a takto připravené Petriho misky byly kultivovány v kultivační komoře po 

dobu 30 dní.  

3.2.10 Měření délky kořenové soustavy a počítaní bočních kořenů 

kontrolních a transgenních rostlin Medicago sativa 

Pro měření délky kořenové soustavy a počítání bočních kořenů bylo vybráno 10 

reprezentativních kontrolních rostlin M. sativa kultivar Regen-SY a 10 reprezentativních 

transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi rozmnožených in vitro procesem somatické 

embryogeneze. Kořeny rostlin byly snímány 14 dní po překladu a kultivaci na MS médiu, 

pomocí skeneru a jejich délka byla měřena přímo z pořízených fotografií v programu 

ImageJ. 

3.2.11 Vyhodnocování efektivity procesu tvorby hlízek u kontrolních a 

transgenních rostlin Medicago sativa 

Pro vyhodnocení efektivity procesu tvorby hlízek (nodulace) bylo vybráno 5 kontrolních 

rostlin M. sativa Regen-SY a 5 transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi. Vyhodnocení 

proběhlo prostřednictvím počítání všech vytvořených hlízek po 30 dnech od aplikace 

bakteriální kultury Sinorhizobium meliloti na kořenový systém kontrolních a transgenních 

rostlin. U jednotlivých hlízek bylo dále rozlišeno, zda se jedná o zdravé (funkční) či 

senescentní noduly.  

3.2.12 Analýza a zpracování dat 

Jednotlivá stádia procesu somatické embryogeneze byla postupně snímána na Petriho 

miskách pomocí Zoom stereomikroskopu a takto získané snímky byly dále zpracovány 

v programu Zen Blue 3.2 a Microsoft Power Point 365. Rostliny na hranatých Petriho 

miskách byly snímány pomocí skeneru Image Scanner III, po 14 dnech kultivace na MS 

médiu a jednotlivé snímky byly následně použity pro měření délky kořenové soustavy a 

počítání bočních kořenů kontrolních a transgenních rostlin v programu ImageJ. Po 30 

dnech od aplikace bakteriální kultury byly kořeny rostlin s vytvořenými hlízkami 

snímány Zoom stereomikroskopem a snímky následně zpracovány v programu Zen Blue 

3.2 a Microsoft Power Point 365. Veškerá data a z nich vytvořené grafy byla zpracována 

a vyhodnocena v programu Microsoft Excel 365 a Statistica 14.0.0. 
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4. VÝSLEDKY 

První část této kapitoly prezentuje výsledky regenerace rostlin Medicago sativa procesem 

somatické embryogeneze. Jedná se o kontrolní linii kultivaru Regen-SY a transgenní linii 

SIMK RNAi, se sníženou expresí a produkcí proteinu SIMK. Druhá část je zaměřena na 

částečnou fenotypickou charakterizaci a srovnání kontrolní a transgenní linie M. sativa 

měřením délky kořenové soustavy a počítáním bočních kořenů. Poslední část zahrnuje 

vyhodnocování a srovnání efektivity procesu tvorby hlízek u kontrolních a transgenních 

rostlin M. sativa prostřednictvím počítání vytvořených nodulů, po aplikaci symbiotických 

půdních bakterií Sinorhizobium meliloti na kořenový systém rostlin. 

4.1 Regenerace rostlin procesem somatické embryogeneze 

Regenerace rostlin M. sativa procesem somatické embryogeneze byla indukována 

z listových explantátů kontrolní linie Regen-SY a transgenní linie SIMK RNAi 

přenesených na sterilní B5H médium s přídavkem antibiotika (ticarcilin - 500 μg·ml-1). 

Kultivace explantátů na B5H médiu obsahujícím rostlinné hormony probíhala po dobu tří 

týdnů a vedla u somatických buněk ke kalogenezi (Obr. 2). Jednotlivé kalusy byly 

následně přeneseny na médium s obsahem antibiotika, avšak bez obsahu hormonů 

(označováno jako B50 médium). Během tří týdnů kultivace docházelo na kalusech k 

indukci (Obr. 3 A, B) a postupnému vývoji somatických embryí (Obr. 3 C, D). Vyvinutá 

somatická embrya byla poté jednotlivě přenesena na MMS médium s ticarcilinem, které 

je bohaté na vitamíny a aminokyseliny (Obr. 4). Na MMS médiu docházelo u 

somatických embryí k postupnému vývoji kořenů a výhonků (Obr. 5). Nakonec byla 

embrya přenesena na MS médium, kde došlo k dokončení vývoje celé rostliny. Takto 

vyvinuté rostliny byly na MS médiu dále kultivovány a udržovány v in vitro podmínkách 

(Obr. 6). Celý proces regenerace rostlin M. sativa somatickou embryogenezí byl snímán 

pomocí mikrosnímků ze Zoom stereomikroskopu, nebo makrosnímků z fotoaparátu. Při 

srovnání kontrolní a transgenní linie nebyl pozorován žádný významný rozdíl. 
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Obrázek 2: Indukce kalusu u listových explantátů M. sativa po 12 dnech kultivace na B5H médiu. 

(A) Kultivar Regen-SY, (B) transgenní linie SIMK RNAi. Měřítko – 2 mm. 

A B 

C D 

Obrázek 3: Indukce embryogenního kalusu a somatických embryí M. sativa z kalusu 5 dní po 

přeložení na B50 médium. (A) Kultivar Regen-SY, měřítko – 2 mm, (B) transgenní linie SIMK 

RNAi, měřítko – 0,5 mm. Vývoj somatických embryí na kalusech M. sativa po 15 dnech kultivace 

na B50 médiu. (C) Kultivar Regen-SY, měřítko – 2 mm, (D) transgenní linie SIMK RNAi, 

měřítko – 0,5 mm. 
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C D 

Obrázek 4: Jednotlivá vyvinutá somatická embrya M. sativa přeložená na MMS médium. (A, 

B) Kultivar Regen-SY, (C, D) transgenní linie SIMK RNAi. Měřítko – 1 mm. 

A B C 

D E F 

Obrázek 5: Vývoj kořenů ze somatických embryí M. sativa 5 dní po přeložení na MMS 

médium. (A, B, C) Kultivar Regen-SY, (D, E, F) transgenní linie SIMK RNAi. 

Měřítko – 1 mm. 
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4.2 Měření délky kořenové soustavy a počítání bočních kořenů 

kontrolních a transgenních rostlin Medicago sativa 

Pro vyhodnocení a srovnání fenotypu kontrolních rostlin M. sativa Regen-SY a 

transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi bylo provedeno měření kořenové soustavy a 

následné počítání bočních kořenů. Pro tento experiment bylo u obou linií vybráno 10 

zdravých rostlin, vyhodnocených 14 dní po přenosu na MS médiu v hranatých Petriho 

miskách (Obr. 7). Kořeny byly snímány pomocí skeneru vždy v procházejícím světle 

(Obr. 7 vpravo) a odraženém světle (Obr. 7 vlevo) a jejich délka byla měřena v programu 

ImageJ.  

 U kontrolních rostlin M. sativa byla naměřena průměrná délka kořenové soustavy 

349,793 mm (Obr. 8) a rostliny měly vytvořeny průměrně 14,8 bočních kořenů (Obr. 9). 

Průměrná délka kořenové soustavy transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi činila 

431,708 mm (Obr. 8) a z hlavního kořene vyrůstalo průměrně 16,1 bočních kořenů 

(Obr. 9). Z výsledků je patrné, že transgenní rostliny M. sativa SIMK RNAi mají 

B 

A 

Obrázek 6: Kultivace kompletně vyvinutých rostlin M. sativa na MS médiu. (A) Kultivar Regen-

SY na světlém pozadí (vlevo), na tmavém pozadí (vpravo), (B) transgenní linie SIMK RNAi na 

světlém pozadí (vlevo), na tmavém pozadí (vpravo). 
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vytvořenou kořenovou soustavu delší v průměru přibližně o 82 mm něž kontrolní rostliny 

M. sativa (Obr. 8). V počtu vytvořených laterálních kořenů se však kontrolní a transgenní 

rostliny od sebe téměř neliší (Obr. 9). 

  

B 

A 

Obrázek 7: Fenotyp kořenové soustavy rostlin M. sativa rostoucích na MS médiu 14 dní po 

přenosu. (A) Kontrolní linie Regen-SY v procházejícím světle (vpravo), v odraženém světle 

(vlevo). (B) Transgenní linie SIMK RNAi v procházejícím světle (vpravo), v odraženém světle 

(vlevo). 
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Obrázek 8: Délka kořenové soustavy kontrolních rostlin M. sativa kultivar Regen-SY a 

transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi kultivovaných na MS médiu 14 dní po přenosu. N=10; 

odlišná písmena nad sloupci značí statisticky významný rozdíl při p<0,05 stanovený One-Way 

ANOVA testem a následným Fisher LSD testem. 

Obrázek 9: Počet bočních kořenů kontrolních rostlin M. sativa kultivar Regen-SY a 

transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi kultivovaných 14 dní po přenosu. N=10; písmena nad 

sloupci značí statisticky významný rozdíl při p<0,05 stanovený One-Way ANOVA testem a 

následným Fisher LSD testem. 
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4.3 Vyhodnocování efektivity procesu tvorby hlízek u kontrolních a 

transgenních rostlin Medicago sativa 

Srovnání efektivity procesu tvorby hlízek u kontrolních rostlin M. sativa Regen-SY a 

transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi bylo vyhodnoceno z fotografií pořízených 

zoom stereomikroskopem (Obr. 10). Rostliny byly 7 dní kultivovány na Fähreově médiu 

bez dusíku k navození stavu „hladovění“ a následně byla na jejich kořenový systém 

aplikována kultura Sinorhizobium meliloti v koncentraci s hodnotou OD600 = 0,5. Po 30 

dnech od ko-kultivace rostlin s bakteriemi, bylo u obou linií vybráno 5 zdravých rostlin, 

vytvořené hlízky byly spočítány a rozlišeny na zdravé, vzhledem k obsahu 

leghemoglobinu pravděpodobně plně funkční, a na senescentní, vzhledem k zastavení 

růstu tedy nefunkční. Senescentní hlízky lze poznat na základě tmavé hnědé barvy a 

menší velikosti (Obr. 10 A, D). Zdravé a funkční hlízky jsou naopak větší a světle růžově 

zbarvené (Obr. 10 B, C, E, F). 

U kontrolních rostlin M. sativa Regen-SY se během 30 dní průměrně tvořilo 12,2 

hlízek na rostlinu, kdežto u transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi se za stejnou dobu 

vytvořilo průměrně 22,6 hlízek na rostlinu (Obr. 11). Celkový počet vytvořených hlízek 

u pěti kontrolních rostlin byl 61, z toho pouze 12 bylo plně funkčních (Obr 12 A). U pěti 

transgenních rostlin byl celkový počet vytvořených hlízek 113, z nichž 46 bylo funkčních 

(Obr. 12 B). Z výsledků je patrné, že na kořenech transgenních rostlin M. sativa SIMK 

RNAi se vytvořilo skoro 2x více hlízek než u kontrolních rostlin M. sativa.    

Obrázek 10: Hlízky vytvořené na kořenech rostlin M. sativa po 30 dnech od ko-kultivace s 

bakteriemi Sinorhizobium meliloti. (A, B, C) Kontrolní linie Regen-SY, (D, E, F) transgenní linie 

SIMK RNAi. Šipky ukazují na senescentní hlízky, hroty šipek značí zdravé hlízky. (A-E) 

Měřítko – 1 mm. (F) Měřítko – 0,5 mm. 

A B C 

D E F 
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Obrázek 12: Podíl funkčních a senescentních hlízek vytvořených na kořenech rostlin M. 

sativa po 30 dnech od ko-kultivace s bakteriemi Sinorhizobium meliloti. (A) Kontrolní rostliny 

M. sativa Regen-SY (B) transgenní rostliny M. sativa SIMK RNAi.  

A B 

Obrázek 11: Průměrný počet vytvořených hlízek na kořenech kontrolních rostlin M. sativa 

Regen-SY a transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi po 30 dnech od ko-kultivace s bakteriemi 

Sinorhizobium meliloti. N=5; písmena nad sloupci značí statisticky významný rozdíl při p<0,05 

stanovený One-Way ANOVA testem a následným Fisher LSD testem. 
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5. DISKUSE 

Je dobře známo, že základním mechanismem signalizace u rostlin je kaskádovitý přenos 

signálů, na čem se podílí i MAPK kaskády. Ty jsou zapojeny v hormonální regulaci, 

vývojových procesech a obranných reakcích vůči biotickému i abiotickému stresu 

(Kiegerl et al., 2000; Jonak et al., 2002; Fujita et al., 2006; Šamajová et al., 2013; Xu a 

Zhang, 2015). U Medicago sativa v rámci popsaných MAPK, hraje klíčovou roli stresem 

indukována MAPK (SIMK). SIMK vykazuje vysokou homologii k MPK6 z Arabidopis 

thaliana (AtMPK6) a je indukována solným stresem, poraněním, vysokou koncentrací 

těžkých kovů a různými houbovými elicitory (Munnik et al., 1999; Cardinale et al., 2000; 

Jonak et al., 2004). Bylo dokázáno, že během růstu kořenových vlásků dochází k její 

aktivaci a přemístění z jádra do cytoplazmy rostoucích špiček kořenových vlásků.  

Nadměrná exprese této kinázy vede u rostlin ke zvýšené míře prodlužování těchto 

kořenových vlásků (Šamaj et al., 2002; Ovečka et al., 2014; Hrbáčková et al., 2020b). 

Při vzájemném porovnání transgenních rostlin M. sativa SIMKK RNAi se sníženou 

expresí proteinu SIMKK (a zároveň se sníženou expresí i s ním spojeného proteinu 

SIMK) metodou RNA interference, a transgenních rostlin M. sativa s nadexpresí proteinu 

SIMK značeného GFP (GFP-tagged SIMK) bylo dokázáno, že transgenní linie SIMKK 

RNAi vykazují snížený růst kořenových vlásků a poskytují tedy menší kapacitu pro 

vytvoření kořenových hlízek při infekci bakteriemi Sinorhizobium meliloti. U rostlin se 

sníženou expresí proteinů SIMKK a SIMK dochází také ke zpomalení růstu a tvorbě 

nižšího podílu biomasy u nadzemní části (Hrbáčková et al., 2020b).  

 Je zajímavé, že po změření a porovnání celkové kořenové soustavy kontrolních a 

transgenních rostlin bylo zjištěno, že transgenní rostliny se sníženou expresí proteinu 

SIMK procesem RNA interference, mají vytvořenou kořenovou soustavu delší v průměru 

asi o 82 mm. To může být způsobeno určitou snahou rostliny vykompenzovat snížený 

obsah důležitého signálního proteinu a zvětšit si tak povrch pro efektivnější příjem živin 

a vody z půdy. V počtu vytvořených bočních kořenů u kontrolních a transgenních rostlin 

však nejsou žádné signifikantní rozdíly. Zajímavý je také fakt, že po aplikaci půdní 

bakterie Sinorhizobium meliloti, docházelo u transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi 

k tvorbě většího množství hlízek, a to skoro dvojnásobně ve srovnání s kontrolními 

liniemi. Z důvodu relativně vysoké míry variability, a také vzhledem k větší celkové 

délce kořenového systému SIMK RNAi linií, nebyl ovšem tento rozdíl statisticky 

signifikantně rozdílný. Důležitým faktem ovšem je, že z celkového počtu 113 

vytvořených hlízek u transgenních rostlin, bylo 46 zcela funkčních. U kontrolních rostlin 
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bylo ale funkčních pouze 12 z celkového počtu 61. Je možné, že u rostlin se sníženou 

expresí proteinu SIMK dochází ke kompenzaci prostřednictvím zvýšení aktivity proteinu 

SIMK, a tedy i k udržení jeho funkce. 

Získaná data z těchto experimentů naznačují, že cílená manipulace prostřednictvím 

snížení exprese SIMK může u rostlin ovlivnit růst kořenů, interakci s půdními bakteriemi 

a také následný proces nodulace. Pro potvrzení či vyvrácení těchto výsledků však bude 

nutné experimenty opakovat. 
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6. ZÁVĚR 

V teoretické části této bakalářské práce byla popsána základní charakteristika rostliny 

Medicago sativa, její zemědělské a ekonomické využití a možnost indukce a regenerace 

rostlin procesem přímé a nepřímé somatické embryogeneze. V další části byla popsána 

transgenoze a přímé a nepřímé metody transformace rostlin. Protože se v praktické části 

pracovalo s transgenní linií M. sativa SIMK RNAi, byla v poslední části teoretického 

úvodu popsána signalizace prostřednictvím MAPK a jejich zapojení do vývojových 

procesů, hormonální regulace a obranných reakcí rostlin, se zaměřením na M. sativa, 

včetně mechanismu interakce rostlin s půdními bakteriemi Sinorhizobium meliloti. 

 V praktické části je popsána práce s kontrolními rostlinami M. sativa Regen-SY a 

transgenními rostlinami M. sativa SIMK RNAi, množenými procesem somatické 

embryogeneze. Nejprve byla provedena fotodokumentace celkového průběhu regenerace 

kontrolních a transgenních rostlin. Dále byla provedena částečná fenotypická 

charakterizace kontrolních i transgenních rostlin prostřednictvím měření celkové délky 

kořenové soustavy a počítáním vytvořených laterálních kořenů. Naměřená data sloužila 

k porovnání výsledků u obou linií. Ukázalo se, že transgenní rostliny M. sativa SIMK 

RNAi mají vytvořenou kořenovou soustavu v průměru o 82 mm delší než kontrolní 

rostliny M. sativa Regen-SY, ovšem v počtu laterálních kořenů se od sebe kontrolní a 

transgenní rostliny téměř neliší. Nakonec byla připravena bakteriální kultura 

Sinorhizobium meliloti a byla aplikována na kořenový systém kontrolních i transgenních 

rostlin pro následné vyhodnocování interakce a efektivity procesu tvorby hlízek 

(nodulace). Získaná data sloužila opět k porovnání výsledků u obou linií. Ukázalo se, že 

na kořenech transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi se vytvořilo průměrně 2x více 

hlízek než u kontrolních rostlin M. sativa Regen-SY. Výsledky práce přispěly 

k charakterizaci originální transgenní linie M. sativa, vytvořené v naší laboratoři, a budou 

využity při dalších experimentech s touto linií. 
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8. SEZNAM ZKRATEK 

2,4-D kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová 

2,4,5-T 2,4,5-trichlorfenoxyoctová  

A. thaliana Arabidopsis thaliana 

A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens 

ABA kyselina abscisová 

ACS z angl. aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase 

ANOVA analýza rozptylu (z angl. Analysis of variance) 

ATP adenosintrifosfát  

bp pár bází (z angl. base pair) 

CAT chloramfenikol acetyltransferáza 

CDKs cyklin-dependentní kinázy 

CdCl2 chlorid kademnatý 

CHS chalkon-syntáza 

CLKs kinázy podobné CDK (z angl. CDK-like kinases) 

CPA kyselina 4-chlorfenoxyoctová 

CRISPR/Cas9 z angl. clustered regularly interspaced short palindromic 

repeat/CRISPR–associated protein 9 

CTR 1  MAP3 kináza (z angl. Constitutive triple response) 

CuCl2 chlorid měďnatý 

DNA deoxyribonukleová kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid) 

DSBs zlomy dvouřetězcové DNA (z angl. Double–strand breaks)  

EDTA kyselina 2,2′,2′′,2′′′-(ethan-1,2-diyldinitrilo)tetraoctová 

EF-Tu z angl. elongation factor thermo-unstable 

EIN z angl. ethylene-insensitive 

ET ethylen 

ETI z angl. effector-triggered immunity 

ETR1 z angl. ETHYLENE RESPONSE1 

FRK1 z angl. flg22-induced receptor kinase 1 

GS glutaminsyntetáza 

GSKs kinázy glykogen syntázy 3 

GTP guanosintrifosfát 

H2O2 peroxid vodíku 
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HAMK tepelným šokem aktivovaná mitogenem-aktivovaná 

proteinkinassa (z angl. heat shock-activated MAPK) 

HDR homologně řízená oprava (z angl. homology directed repair) 

HR hypersenzitivní odpověď  

IAA kyselina indol-3-octová 

IT  infekční vlákno 

JA kyselina jasmonová 

KIN kinetin 

LB médium pro kultivaci bakterií (z angl. Lysogeny broth) 

LSD z angl. least significant difference 

M. sativa Medicago sativa L ssp. 

M. trancatula Medicago trancatula Gaether 

MAP2K mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasa 

MAP3K mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasakinasa 

MAPK mitogenem-aktivovaná proteinkinasa 

MAPKK mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasa 

MAPKKK mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasakinasa 

MEK mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasa 

MEKK mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasakinasa 

MilliQ H2O purifikovaná voda technologií společnosti Millipore 

Corporation 

MKK mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasa 

MKP MAPK fosfatasa 

MMK mitogenem-aktivovaná proteinkinasa z Medicago sativa 

MPK mitogenem-aktivovaná proteinkinasa 

mRNA mediátorová ribonukleová kyselina (z angl. messenger 

ribonucleic acid) 

MS Murashige and Skoog médium 

MtPDS gen FYTOEN DESATURÁZY u Medicago trancatula 

N2H2 diimin 

N2H4 hydrazin 

NAA kyselina alfa-naftalenacetátová 

NH3 amoniak 

NH4
+ amonný ion 
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NHEJ nehomologní spojování konců (z angl. Non-homologous end 

joining) 

NLP z angl. Nep1-like protein 

Nod faktor nodulace 

NPTII Neomycin fosfotranferasa II 

Obr. obrázek 

OD600 optická hustota při 600 nm 

OMTK1 z angl. oxidative stress-activated MAP triple-kinase 1 

pH záporný dekadický logaritmus koncentrace vodíkových 

kationtů 

PAMP z angl. pathogen-associated molecular patterns 

PIN1 z angl. PINFORMED1 

PR proteiny rezistence (z angl. pathogenesis-related proteins) 

PRR z angl. pattern recognition receptors 

PTI z angl. PAMP-triggered immunity 

RNA ribonukleová kyselina (z angl. ribonucleic acid) 

RNAi RNA interference 

ROS reaktivní formy kyslíku (z angl. reactive oxygen species) 

S. meliloti Sinorhizobium meliloti 

SA kyselina salicylová 

SAMK stresem aktivovaná mitogenem aktivovaná proteinkinasa 

sgRNA z angl. single guide RNA 

SIMK  solným stresem indukovaná mitogenem aktivovaná 

proteinkinasa 

SIMKK  stresem indukovaná mitogenem aktivovaná 

proteinkinasakinasa 

SPL9 z angl. SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN LIKE-

9 

T-DNA  transferová deoxyribonukleová kyselina (z angl. transfer 

deoxyribonucleic acid) 

TALENs z angl. Transcription Activator-Like Effector Nucleases 

TEM transmisní elektronová mikroskopie 

TEY motiv threonin-kyselina glutamová-tyrozin 

Ti  tumor indukující (z angl. tumor inducing) 
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UV  ultrafialové záření (z angl. ultraviolet) 

Vir  faktory virulence 

WRKY  transkripční faktory (název odvozen od sekvence heptapeptidu 

WRKYGQK N-terminálního konce TF) 

ZFNs nukleázy zinkového prstu  

 

 


