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CÍLE  

Teoretická část 

1. Zpracování literární rešerše na téma Medicago sativa a somatická 

embryogeneze, doplněné o mitogen-aktivované protein kinasy (MAPKs), 

zaměřené především na solným stresem aktivovanou MAPK u Medicago 

sativa – SIMK. 

Praktická část 

1. Optimalizace povrchové sterilizace listů Medicago sativa kultivovaných v 

in vitro podmínkách 

2. Optimalizace složení jednotlivých kultivačních médií a délky kultivace u 

Medicago sativa 

3. Obrazová dokumentace průběhu somatické embryogeneze u Medicago sativa 

pomocí binokulární lupy a fotoaparátu 

4. Ověření propagace rostlin se stejnou genetickou informací pomocí Western blot 

analýzy 
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1 ÚVOD 

In vitro somatická embryogeneze je proces, při kterém se ze somatických buněk, jako 

jsou například listy, vyvíjejí embrya a následně i celé nové rostliny. Tato metoda byla 

objevena již téměř před 60 lety. V současné době patří mezi nejrozšířenější laboratorní 

metody pletivových kultur. Hlavním cílem pletivových kultur je snadná a rychlá 

regenerace nových rostlin. Somatická embryogeneze prováděna in vitro umožnuje 

manipulaci se složením růstového média i vnějších podmínek k zajištění vysoké 

frekvence regenerace. Díky této metodě jsme schopni za sterilních podmínek a bez 

potřeby kultivace v hlíně reprodukovat velké množství rostlin z jediného listu mateřské 

rostliny. Somatická embryogeneze může být prováděna dvěma způsoby – přímou a 

nepřímou metodou. U nepřímé metody, která využívá k regeneraci rostlin kalus, může 

docházet k tzv. somaklonální variabilitě. Ta reprezentuje genetické variace u rostlin, 

které vznikají technikou pletivových kultur. Změny se mohou projevit jako genotypové 

nebo fenotypové variace. Během kultivace prostřednictvím somatické embryogeneze 

mohou vznikat různé mutace, které naruší nebo dokonce zastaví normální vývoj rostliny 

během regenerace. V experimentální části této práce bude představeno šest somatických 

embryogenezí, z nichž první bude probíhat podle původního protokolu a u ostatních pěti 

bude protokol (právě za cílem předejít případným mutacím) v některých částech 

experimentu pozměněn.  
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

 Rod Medicago 

Rod Medicago (česky Tolice) patří do čeledi bobovité (Fabaceae), řádu bobotvaré 

(Fabales), třídy vyšších dvouděložných rostlin (Rosopsida). Medicago je také někdy 

zastarale zařazováno do čeledi Leguminosae (luštěniny), která je ale nyní součástí 

čeledě bobovité (Steele et al., 2010; Hájková, 2015). 

Zástupci rodu Medicago jsou převážně bíle, žlutě, modře nebo fialově kvetoucí 

rostliny, které dorůstají výšky od 8 cm do 100 cm. Jedná se o jednoleté i trvalé rostliny 

či keře, které rostou v mnoha odlišných biotypech (Monteiro, 2003; Mu Xu, 2010). 

Původem Medicago pochází ze Středního východu, pravděpodobně z oblasti 

dnešního Íránu. Během starověku se rozšířila do Evropy a odtud na další kontinenty. 

Nejvíce druhů najdeme převážně v oblasti Středomoří, ale nachází se téměř po celém 

světě (Monteiro, 2003; Cibulka, 2007; Steele et al., 2010). 

Rod Medicago zahrnuje přes 80 druhů bylin a keřů včetně významné pícniny 

Medicago sativa, nebo Medicago truncatula, která se využívá jako modelová luštěnina 

pro genetický výzkum (Steele et al., 2010). 

 Medicago sativa 

Medicago sativa (Obr. 1) (česky Tolice vojtěška, vojtěška setá nebo jen vojtěška, 

mezinárodně Alfalfa) je fialově kvetoucí rostlina, která patří do rodu tolice (Medicago), 

čeleď bobovité (Fabaceae) (Hájková, 2015). 

Jedná se o vytrvalou rostlinu, která kvete od května do října. Dorůstá do výšky 

30 cm až 100 cm. Její lodyha je vzpřímená, tupě hranatá, větvená. Listy jsou řapíkaté, 

trojčlenné s prostředním listem, který má nejdelší řapík. Listy jsou obvejčité, tj. listy ve 

tvaru vejce, které jsou nejširší v horní třetině; a obkopinaté, tj. listy jednoduché s čepelí, 

které jsou nejširší v horní třetině. Konce listů jsou mělce zubaté. Květenství je 

jednoduché hroznovité ve tvaru hlávky (též strboulu), tj. květenství se zkráceným 

vřetenem a přisedlými květy, obvykle polokruhovitého až oválného tvaru. Květenství 

vytváří 12 až 15 květů od bílé do sytě fialové barvy (Cibulka, 2007; Hájková, 2015; 

Holubová et al., 2016; Pazdera et al., 2016). 
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M. sativa roste na mnoha různých typech půd, ale obecně upřednostňuje dobře 

odvodněné hlinité půdy s vysokým obsahem alkalických kovů. Vojtěšku můžeme nalézt 

jak v nížinách, tak v horských oblastech. Vyskytuje se také ve stepích, na skalnatých a 

travnatých svazích nebo v písečných dunách. V pobřežních oblastech se vojtěška 

vyskytuje na písčitých a písčito-hlinitých půdách, zatímco v horských oblastech má 

tendenci růst na těžších jílovitých typech půd. V České republice ji můžeme volně 

nalézt především na loukách, mezích, podél cest nebo na rumištích ve městech 

(Duke, 1981; Bennett et al., 1998; Cibulka, 2007). 

Vojtěšce se nedaří v zamokřených půdách, toleruje průměrné roční srážky až do 

1 030 mm (v New Yorku, USA). Snese teploty od 4,3 °C až 28,5 °C a pH půdy mezi 4,3 

až 8,7, ideálně však roste v teplejších oblastech s neutrálním pH půdy (Duke, 1981; 

Hájková, 2015). 

Hlavní regiony, ve kterých se pěstuje vojtěška, jsou Severní Amerika 

(41 % z celosvětové výroby), Evropa (25 %), Jižní Amerika (23 %), Asie (8 %). 

Největšími producenty (v milionech ha) je USA (9), Argentina (6,9), Kanada (2), Rusko 

Obr. 1 – Medicago sativa (vojtěška). Její lodyha je vzpřímená, tupě hranatá, větvená. Listy jsou 

řapíkaté, obvejčité a obkopinaté. Květenství je jednoduché hroznovité ve tvaru hlávky, obvykle 

polokruhovitého až oválného tvaru. Květenství vytváří 12 až 15 květů fialové barvy. Převzato 

z en.wikipedia.org; originální ilustrace (Masclef, 1891). 
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(1,8), Itálie (1,3) a Čína (1,3). Celosvětová produkce vojtěšky byla v roce 2006 okolo 

436 milionu tun, a byla tak nejvíce pěstovaná pícnina na světě (Yuegao a Cash, 2009; 

Reddy et al., 2014). 

Vojtěška se pěstuje především jako krmivo. Pro hospodářská zvířata má vysokou 

výživovou hodnotu, protože obsahuje velké množství bílkovin, vitamínů a minerálů. 

Vojtěška produkuje více bílkovin na hektar než obilí, a je tak vysoce žádoucí rostlina na 

produkci sena a pastvy pro zvířata. Její další významnou vlastností je schopnost fixovat 

atmosférický dusík, a tím zvyšovat úrodnost půdy. Proto slouží jako základ pro 

udržitelné zemědělství, kde se používá jako podsev při pěstování obilovin. Pomáhá proti 

snižování podzemní hladiny vody, redukuje slanost suchých půd a poskytuje ochranu 

proti plevelu a onemocněním obilovin. Slouží také jako modelový organismus pro 

genetické studie (Hanson et al., 1988; Bouton, 2001; Monteiro, 2003). 

 Medicago truncatula 

Medicago truncatula (anglicky barrelclover či barrel medic) je žlutě kvetoucí rostlina. 

Dorůstá do výšky 10 cm až 60 cm. Listy jsou podobné jako u M. sativa, tj. řapíkaté 

trojčlenné, ale celkově širší. Listy jsou taktéž obvejčité a obkopinaté. Konce listů jsou 

mělce zubaté. Květenství je opět jednoduché hroznovité ve tvaru hlávky (Young a 

Udvardi, 2009; Holubová et al., 2016).  

M. truncatula se vyskytuje v subtropických oblastech, především ve Středomoří, 

v Asii či v Austrálii. Hojně se pěstuje ale i v mírném podnebném pásu například ve 

Francii nebo v Severní Americe (Rhodes, 2016). 

M. truncatula se využívá při krmení hospodářských zvířat především kvůli 

vysokému obsah bílkovin. Pro schopnost fixovat dusík se používá i jako podsev při 

pěstování obilovin (Loi et al., 2000; Rose, 2008). 

Na rozdíl od M. sativa, které je cizosprašný tetraploid, je M. truncatula samosprašná 

diploidní rostlina. M. truncatula má oproti M. sativa malou velikost genomu a vyvinutí 

rostliny do dospělosti trvá jen asi tři měsíce. M. truncatula je tak ideální rostlina, která 

slouží jako modelová luštěnina genetických studií (Barker et al., 1990; Somers a Samac, 

2003). 

Nejvíce pěstovaný a prozkoumaný kultivar M. truncatula je Jemalong. Jeho největší 

výhoda oproti jiným druhům je jeho dobrá regenerační schopnost, která je mezi 

ostatními luštěninami poměrně vzácná. Využívá se tak například k analýze fixace 

dusíku pomocí symbiózy s bakteriemi rodu Rhizobium, analýze genové exprese, analýze 
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funkce promotoru nebo k T-DNA mutagenesi. Během posledních 15 let byla 

M. truncatula využita jako modelová rostlina u nespočtu experimentů. Jedním z těchto 

experimentů je například výzkum španělských vědců, kde u rostlin M. truncatula 

nesoucí kořeny transformované pomocí Agrobacterium rhizogenes byl nadexprimován 

transkripční faktor MtZpt2-1. Během tohoto experimentu bylo pozorováno, že tyto 

upravené rostliny byly schopné normálního vývoje kořenů i v zasolené půdě (Merchan 

et al., 2007; Rose, 2008). 

Tolerance proti suchu je jeden z dalších oblastí výzkumů, kde bylo využito rostliny 

M. truncatula. Například Zhang et al. (2005) nadexprimovali transkripční faktor WXP1. 

U rostlin došlo ke zvětšení kutikulárního vosku, a tím ke zvýšené toleranci proti 

vysušení (Rose, 2008). 

 Somatická embryogeneze 

Somatická embryogeneze je vývojový proces, který umožnuje ze somatických buněk 

vytvořit embrya, a nakonec i celé nové rostliny. Tento proces zahrnuje dediferenciaci 

somatických buněk a následnou rediferenciaci, což má za následek vytvoření nové 

rostliny. Jako zdroje somatických buněk se nejčastěji využívají listy nebo kořeny. 

Somatická embryogeneze je opak pro zygotickou embryogenezi, která využívá oplozené 

buňky –zygoty, které vznikají splynutím dvou pohlavních gamet (Pierik, 1997; Rose et 

al., 2010; Harada et al., 2010). 

Proces produkce somatických embryí byl poprvé popsán před téměř 60 lety. V roce 

1958 vědci F. C. Steward a J. Reinert provedli in vitro somatickou embryogenezi ze 

suspenzní kultury Daucus carota (mrkve obecné) za přídavku růstového regulátoru 

kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové a kokosového mléka, které sloužilo jako živná půda. 

Reinert zanedlouho objevil, že embryogeneze může probíhat i na syntetickém médiu. 

Steward následně popsal, že při izolaci jednotlivých buněk i buněčných seskupení 

dochází ke vzniku totipotence, díky které může být dosaženo regenerace celé rostliny 

(Steward et al., 1958; Pierik, 1997). 

V roce 1968 se M.C. Benbadis pokusil o regeneraci Daucus carota (mrkev obecná) 

pouze z jediné buňky suspendované v kapce vody na mikroskopickém sklíčku. 

Experiment ale nebyl příliš úspěšný, a byl tak nahrazen kultivací skupiny buněk v tzv. 

mikro-komůrkách. V těchto mikro-komůrkách byla buněčná kultura naočkována na agar 

vedle již naočkovaného mateřského kalusu, který pomohl stimulovat buněčné dělení 

(Nag a Street, 1973; Pierik, 1997). 
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Somatická embryogeneze se dnes dělí na metodu přímou a nepřímou. Přímá 

somatická embryogeneze je proces vytváření somatických embryí přímo z explantátu 

bez formování kalusu. Proces vychází z tzv. PEDC (pro-embryonic determined cells) 

buněk, neboli předem definovaných embryonálních buněk. Tyto buňky jsou již předem 

naprogramované k indukci embryí. Takovými buňkami můžou být například buňky 

listového mezofylu či meristému. U nepřímé metody dochází nejprve ke vzniku kalusu 

a teprve následnou kultivací kalusu se formují embrya. Vychází se z tzv. IED (induced 

embryogenic determined cells) buněk, neboli indukovaných embryonálních buněk. 

Takové buňky získáme například kultivací rozřízlých listů na specifickém médiu 

(Conger et al., 1983; Finer, 1995). 



7 

 

 Somatická embryogeneze u Medicago sativa 

S ohledem na masovou produkci a krmnou hodnotu, je M. sativa jedna 

z nejdůležitějších pícnin. Efektivní regenerační schopnost z jedné nebo více buněk, je 

jeden z nejdůležitějších faktorů úspěšné aplikace technik pletivových kultur rostlin na 

zdokonalení genetickou modifikací. Somatická embrya postrádají endosperm, který je 

přírodním zdrojem rostlinných růstových regulátorů a živin. Rostlinné médium pro 

kultivaci je proto obohaceno o aminokyseliny, vitamíny a rostlinné růstové regulátory. 

Pro lepší somatickou embryogenezi a dozrávání embryí může pomoci přidání například 

kvasnic, kasein hydrolyzátu, kokosové vody nebo cyanobakteriálního extraktu. 

Schopnost produkce kvalitních somatických embryí nezáleží pouze na nutričních 

hodnotách kultivačního média, ale také na abiotickém stresu. Světlo a teplota nemusí 

ovlivnit jen růst rostliny, ale můžou změnit i chemické složení médií, především u 

rostlinných růstových regulátorů (Bender a Neumann, 1978; Dunlap et al., 1986; 

Dunlap a Robacker, 1988; Anandarajah a McKersie, 1992; Rao a Suprasanna, 1999; 

Nirmal et al., 2007; Palíková et al., 2007; Ahmed et al., 2011; Amini et al., 2016). 

 Fytohormony 

Růst, morfologii i zdraví rostlin ovlivňují rostlinné hormony neboli fytohormony. 

Pokud jsou tyto fytohormony uměle syntetizovány, hovoříme o rostlinných růstových 

regulátorech, které jsou důležitou součástí kultivačních médií nejen při somatické 

embryogenezi. Mezi hlavní zástupce rostlinných hormonů patří auxiny, cytokininy, 

gibereliny, ethylen a kyselina abscisová (Eckardt, 2015). 

Auxiny jsou nízkomolekulární organické kyseliny obsahující ve své struktuře 

heterocykl a karboxylovou skupinu. Nejběžnějším přirozeně se vyskytujícím se 

auxinem v přírodě je indol-3-octová kyselina (IAA). Mezi typické syntetické auxiny 

patří kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová (2,4-D). 2,4-D je účinná především na podporu 

tvorby embryonálních kultur, protože je obvykle méně metabolizována buňkami než 

jiné auxiny. Auxiny u rostlin stimulují růst stonku, hlavního kořene a postranních 

kořínků. Dále mohou v rostlinách ovlivňovat i gravitropismus, fototropismus, 

formování listů či apikální dominanci. Auxiny jsou velmi široce používány 

v pletivových kulturách a tvoří obvykle nedílnou součást živného média (Leopold, 
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1955; von Arnold et al., 2002; Woodward a Bartel 2005; George, 2007; Sauer et al., 

2013). 

Cytokininy jsou deriváty N6-substituovaného purinu, které jsou schopné buněčného 

dělení. Miller et al. (1995) objevili, že cytokininy jsou přírodní rostlinné hormony, které 

ovlivňují normální rostlinný vývoj. Cytokininy v rostlinách regulují buněčný cyklus, 

stimulují dělení buněk, inhibují růst kořene a ovlivňují i vývoj chloroplastů. Mezi 

nejběžnější zástupce patří zeatin a kinetin (Mok, 1994; Mok a Mok, 2001; Eckardt, 

2003). 

V pletivových kulturách rostlin hraje obsah auxinů a cytokininů důležitou roli při 

morfogenezi. Při vysokém obsahu auxinů a cytokininů dochází k embryogenezi, vzniku 

kalusu a růstu kořene. Při nízkém obsahu těchto regulátotů dochází k bujení nadzemní 

části rostliny (George, 2007; Su et al., 2011). 

Gibereliny jsou metabolické produkty houby Gibberella fujikuroi. Je známo, že 

gibereliny jsou přítomny v cévnatých rostlinách, u některých hub a bakterií. Mezi 

zástupce patří kyselina giberelinová (C19H22O6), giberelin A1 (C19H24O6) a giberelin A2 

(C19H26O6). V rostlinách způsobují především intenzivnější růst listů a zvýšenou 

apikální dominanci. Gibereliny pomáhají také překonat dormanci semen, internodií a 

pupenů (Brian, 1959; Hedden a Sponsel, 2015). 

Ethylen patří mezi nejjednodušší alkenové plyny. K jeho syntéze dochází během 

určitých fází vývoje rostliny v souvislosti s abiotickým a biotickým stresem. Ethylen 

ovlivňuje několik aspektů růstu rostliny, od vývoje rostliny až po jeho dopad na životní 

prostředí. Již v roce 1901 Dimitry Neljubow prokázal, že ethylen je aktivní součástí 

svítivých plynů, které ovlivňují rostliny. V 80. letech minulého století došlo díky 

přichodu nových molekulárně-biologických technik k výraznému průlomu v oblasti 

výzkumu ethylenu. Znalosti získané během tohoto výzkumu na modelové rostlině 

Arabidopsis thaliana jsou dnes aplikovány na mnoho dalších rostliných druhů. V 

současné době došlo k detailnímu popsání regulace biosyntézy ethylenu a signální 

transdukce ethylenu. Ethylen stimuluje vývoj květů, dozrávání plodů, stárnutí a 

opadávání listů u mnoha různých druhů rostlin. Ethylen akumulovaný v pletivech může 

inhibovat růst a vývoj rostliny (McAfee a Page, 1971; Mayak a Halevy, 1972; 

Aharoni et al., 1979; Chaves a de Mello-Farias, 2006; George, 2007; Bakshi et al., 

2015). 

Pozorování ukázala, že ethylen a auxin můžou regulovat aktivitu toho druhého. 

Například auxin může snižovat schopnost ethylenu urychlovat procesy spojené se 
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stárnutím jako je dozrávání nebo opadávání listů. Vyšší koncentrace auxinu vede také 

k větší produkci ethylenu (George, 2007; Lin et al., 2009). 

Kyselina abscisová (ABA) je zapojena do mnoha různých fyziologických procesů u 

roslin.  Během růstu rostlin má ABA velmi důležitou roli v souvislosti s abiotickým 

stresem jako je sucho, chlad nebo vysoká slanost půdy. Při vývoji semen ABA zvyšuje 

toleranci proti vysušení  a inhibuje předčasné klíčení. Kyselina abscisová také zlepšuje 

vývoj a dozrávání somatickýh embryí (Oliver a Bewley, 1997; Frey et al., 1999; Blöchl 

et al., 2005; Vahdati et al., 2008; Amini et al., 2016). 

Vzhledem k relativně snadné manipulaci s fytohormony u kultivačních médií, jsme 

schopni se pokusit o optimalizaci kultivačních procesů, včetně somatické 

embryogeneze. 

 Antibiotika 

Během kultivace také často dochází ke kontaminaci explantátů. To může být 

zapříčiněno nedodržením aseptických podmínek, špatnou sterilizací listu již před 

samotou kultivací nebo nedůslednou manipulací během přenášení na médium. Na 

snížení tohoto rizika a zamezení růstu nežádoucí kontaminace se do médií přidávají 

různá antibiotika, například carbenicillin či ticarcillin. Jednou z nejvyužívanějších směsí 

antibiotik je ticarcillin (ticarcillin disodium) spolu s amoxicilin/klavulanátem 

(klavulanová kyselina; clavulanate potassium), prodávaný také pod obchodním názvem 

Timentin™. Ticarcillin je derivát penicilinu, který patří do skupiny β-laktamových 

antibiotik. Ty inhibují syntézu bakteriální buněčné stěny. Klavulanová kyselina je 

β-laktamasový inhibitor. β-laktamasa je enzym, produkovaný bakteriemi, který brání 

účinnost laktamového antibiotika. Klavulanová kyselina inhibuje tuto schopnost 

bakterie se bránit, a zvyšuje tak rozsah účinnosti antibiotik o další původně resistentní 

druhy. Timentin™ je vysoce efektivní při eliminaci Agrobacteria a gram-negativních 

bakterií. Vykazuje také stimulační efekty při organogenezi. Oproti další používané 

směsi antibiotik – carbenicillinu a cefotaximu, je Timentin™ stabilnější a rezistentní 

proti inaktivaci β-laktamasou (Saxon et al., 1987; Nauerby et al., 1997; Ling et al., 

1998; Costa et al., 2000; Liras a Martín, 2009; Gentry et al., 1985; Shaikh et al., 2015).  
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 Mitogen-aktivované protein kinasy 

Mitogen-aktivované protein kinasy (MAPKs nebo MAP kinasy) jsou enzymy ze 

skupiny serin/threonin protein kinas. Reprezentují jednu z největších skupin enzymů, 

tvoří přibližně 2 % všech eukaryotických proteinů. MAPKs jsou hlavní součástí procesů 

jakými jsou kontrola embryogeneze, buněčná diferenciace, proliferace i buněčná smrt. 

Hlavní funkcí MAPKs je regulace genové exprese u eukaryot v reakci na extracelulární 

signály. MAP kinasy přímo regulují genovou expresi pomocí fosforylačních 

transkripčních faktorů (Pearson et al., 2001; Yang et al., 2003; Kobe a Kemp, 2010). 

MAP kinasy jsou regulovány fosforylační kaskádou (Obr. 2). MAPK kaskáda se 

skládá z modulu složeného z MAPK kinasy kinasy (MAPKKK), MAPK kinasy 

(MAPKK) a MAPK. Tento modul protein kinas je napojen na síť různých receptorů, 

které jsou stimulovány vnějšími podněty. Signál je skrz MAPK kaskádu šířen tak, že 

dochází k postupné fosforylaci a aktivaci jednotlivých kinas. To následně může vést až 

k aktivaci cílových regulátorových proteinů, transkripčních faktorů nebo proteinů 

zapojených do cytoskeletu (Nakagami et al., 2005; Plotnikov et al., 2011). 

Inaktivace MAPK kaskády může zabránit napadení určitými patogeny, nebo zvýšit 

toleranci proti stresovým podmínkám (Lewis et al., 1998; Yang et al., 2003; Shapiro 

et al., 2004).  
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 Mitogen-aktivované protein kinasy kinasy kinasy 

Mitogen-aktivované protein kinasy kinasy kinasy (MAPKKK, MAP3K nebo MEKK) 

jsou největší skupinou protein kinas patřící do MAPK kaskády. Ačkoliv skupina 

MAPKKK tvoří největší a nejvíce homologní skupinu MAPK kaskády, ukázalo se, že 

pouze v některých případech jsou tyto MAPKKK aktivátory MAPKK. I když jsou 

všechny MAPKKK velmi příbuzné, můžou být rozděleny do dvou hlavních 

podskupin – MEKK a Raf. Podskupina MEKK je tvořena kinasami, u kterých bylo 

ověřeno, že jsou zapojeny do MAPK kaskády. Tyto kinasy aktivují MAPKK pomocí 

fosforylace serinového nebo threoninového residua. MEKK kinasy zahrnují OMTK1 u 

Medicaga; ANP1, ANP2, ANP3, MEKK1 a YODA u Arabidopsis. Podskupina Raf jsou 

kinasy, u kterých nebylo zatím dokázáno, že fungují jako aktivní MAPKKK v MAPK 

kaskádě. Mezi Raf kinasy patří například CTR1 u Medicago nebo EDR1 u Arabidopsis. 

Obr. 2 – MAPK kaskáda a přenos signálu. MAPKKK je pomocí fosforylace aktivována 

receptorem, který reaguje na vnější podnět. MAPKKK fosforyluje MAPKK, a ta duálně 

fosforyluje MAPK na obou koncích residua. Aktivovaná MAPK může dále aktivovat další 

kinasy, jako MSK nebo MAPKAP, transkripční faktory nebo strukturní proteiny. 
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EDR1 hraje roli při resistenci proti patogenu, jeho funkce jako MAPKKK je ale zatím 

nejasná (Nakagami et al., 2005; Li et al., 2015). 

Aktivace MAPKKK může docházet prostřednictvím MAPKKK kinas (MAP4K) 

nebo extracelulárním stimulem prostřednictvím membránových receptorů (Nakagami 

et al., 2005). 

 Mitogen-aktivované protein kinasy kinasy 

Mitogen-aktivované protein kinasy kinasy (MAPKKs, MAP2K nebo MKK) mají 

dvojitou specificitu. To znamená, že mohou být aktivovány na serinovém nebo 

threoninovém residuu v konzervovaném S/T-X3-5-S/T motivu. MAPKKs je 

několikanásobně menší počet než MAPKs. To naznačuje, že MAPKK pravděpodobně 

aktivuje několik MAPKs zároveň. MAPKK aktivují MAPK fosforylací threoninového i 

tyrosinového residua na T-X-Y residuu (Ichimura et al., 2002; Nakagami et al., 2005). 

U Arabidopsis bylo popsáno několik MAPKKs, například MKK1 nebo MKK2. 

MKK2 je aktivovnána pomocí MEKK1 při abiotickém stresu. U MKK1, která je také 

aktivována abiotickýcm stresem, ale zatím není známá nadřažená MAPKKK (Nakagami 

et al., 2005). 

 Mitogen-aktivované protein kinasy 

MAPK jsou aktivovány dvojitou fosforylací threoninového i tyrosinového residua 

pomocí MAPKK. Aktivovaná MAPK může fosforylací aktivovat další protein kinasy, 

například ribosomální S6 kinasu (RSK), MAPK-interagující kinasu (MNK), MAPK-

aktivovanou protein kinasu (MAPKAP) nebo protein kinasu aktivovanou mitogenem 

nebo stresem (MSK), kde mnohé z nich regulují genovou expresi fosforylací histonů a 

transkripčních regulačních proteinů (Lewis et al., 1998; Yang et al., 2003; Shapiro et 

al., 2004).  

U Arabidopsis nalezneme několik MAPK, například MPK3, MKP4 a MPK6. 

Všechny tyto tři MAPKs mohou být aktivované biotickým i abiotickým stresem 

(Nakagami et al., 2005). 

 Mitogen-aktivované protein kinasy u M. sativa 

Mezi známé MAPKK kinasy u M. sativa patří constitutive triple response 1 (CTR1) a 

oxidačním stresem aktivovaná MAPKKK 1 (OMTK1). CTR1, která patří do skupiny 
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Raf MAPKK kinas, negativně reguluje reakce na ethylen. OMTK1 patří mezi MEKK 

MAPKK kinasy. Během experimentu s rostlinnými protoplasty OMTK1 prokázala 

kinasovou aktivitu, která způsobuje buněčnou smrt. Zvýšenou míru úmrtnosti buněk 

v rostlině způsobuje MMK3, která je aktivována OMTK1. Ta může být ale aktivována 

pouze peroxidem vodíku (H2O2) (Chang, 2003; Nakagami et al., 2004; Pareek et al., 

2010).  

U Medicago byly identifikovány dvě MAPKKs – stresem indukovaná MAPKK 

(SIMKK) a patogen-reagující MAPKK (PRKK). SIMKK může být aktivována jak 

salinitou, tedy abiotickým stresem, tak stresem biotickým. SIMKK může aktivovat 

stresem indukovanou MAPK (SIMK). PRKK vyžaduje aktivaci nadřazenou MAPKKK, 

která je stimulována například houbovou infekcí. PRKK aktivuje tři MAPK – SIMK, 

Medicago MAPK 3 (MMK3) a stresem aktivovanou MAPK (SAMK) (Cardinale et al., 

2002; Nakagami et al., 2005). 

U M. sativa byly doposud identifikovány čtyři významné stresem indukované 

MAPKs – Medicago MAPK 2 (MMK2), MMK3, SAMK a SIMK. Tyto protein kinasy 

napomáhají vojtěšce při obraně proti napadení patogenem a mimo jiné ovlivňují 

toleranci při stresových podmínkách. MAPKs mohou být aktivované buď biotickým 

stresem, jako je houbová či bakteriální infekce, nebo stresem abiotickým, což je 

například sucho, vlhkost, teplota, poranění nebo přítomnost těžkých kovů v půdě 

(Cardinale et al., 2000; Ichimura et al., 2002; Jonak et al., 2004). 

MMK3 není aktivována solným stresem přímo, ale pouze prostřednictvím SIMKK 

nebo PRKK. Naopak SIMK může být aktivována přímo působením solného stresu, 

nebo pomocí SIMKK či PRKK. Aktivace exprese SIMK solným stresem probíhá 

zejména v kořenovém meristému vojtěšky, kde dochází k přemísťování komponentů 

buněčného dělení jako preprofázního svazku (PPB) nebo fragmoplastu. Aktivace SIMK 

tak může bránit v normálním vývoji buňky. V současné době se proto začíná využívat 

metody zvané RNA interference (RNAi), díky které můžeme potlačit expresi SIMKK 

(Cardinale et al., 2000; Baluška et al., 2000; Cardinale et al., 2002; Blume et al., 2008). 
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 RNA interference 

RNA interference je přirozený regulátorový mechanismus většiny eukaryotických 

buněk zapojený do obrany proti virům nebo genomickému zadržování 

retrotranspozomů. RNAi je jednoduchá a rychlá metoda umlčení genové exprese v řadě 

organismů. Využívá dvouvláknovou RNA (dsRNA), která reguluje genovou expresi. 

Umlčení genů je důsledkem degradace dsRNA pomocí enzymu dicer, ribonukleáza ze 

skupiny RNAas III. Ten ji štěpí do malých 21-22 párů bází dlouhých interferujících 

molekul (siRNA). siRNA tvoří multiproteinový RNA-Induced Silencing Complex 

(RISC), který využívá siRNA nebo miRNA (mikroRNA) jako templát pro rozpoznání 

komplementární mRNA. Při navázání komplementárního vlákna, RISC aktivuje RNAsu 

a degraduje cílenou RNA. RNA umlčující sekvence jsou obvykle dopraveny jako 

transgeny nebo jako část virusového vektoru. RNAi může umlčet specifické geny 

vytvořením knockdown fenotypů, pomocí stabilní transformace nebo pomocí infekce 

prostřednictvím rekombinantního RNA viru, který nese cílový gen. Výsledný fenotyp je 

buď identický ke geneticky nulovým mutantům nebo připomíná alelické série mutantů. 

Někdy je tato metoda nesprávně nazývána tzv. knockout technikou – vyřazení exprese 

genu. Protože ale RNAi úplně nezruší genovou expresi, jedná se tzv. knockdown 

techniku – potlačení genové exprese (Agrawal et al., 2003; Burch-Smith et al., 2004; 

Yin et al., 2005; Kim a Rossi, 2008; Zhang, 2013). 

Objevení techniky RNAi představuje jedno z nejnadějnějších oblastí funkční 

genomiky při zlepšení vlastností obilovin díky vylepšení metabolismu. V současné době 

se RNAi ukazuje jako slibná metoda na redukci aktivity specifických genů u rostlin, 

protože rostliny na rozdíl od zvířat nejsou citlivé na mutagenezi způsobenou umlčením 

specifického genu. RNA interference se tak velmi hojně využívá v experimentální 

biologii ke studiu funkce genů in vivo v různých modelových organismech. Technika 

RNAi byla úspěšně zavedena u několika rostlinných druhů, kde došlo ke zlepšení jejich 

nutričních hodnot, celkové kvality a odolnosti proti patogenům a chorobám (Chuang a 

Meyerowitz, 2000; Kerschen et al., 2004; Ali et al., 2010).  
RNA interference nachází uplatnění i v medicíně. První klinická aplikace byla 

zaměřena proti makulární degeneraci, která způsobuje slepotu nebo omezené vidění 

především u starších lidí. V současné době se pracuje na léčebných aplikacích proti viru 

HIV, hepatitidě B i C nebo rakovině (Fattal a Bochot, 2006; Kim a Rossi, 2008). 
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 Western blot analýza 

Western blot je důležitá technika využívána především v buněčné a molekulární 

biologii, pomocí které jsme schopni oddělit a identifikovat specifické proteiny od 

ostatních proteinů získaných během extrakce buněk. Tato metoda využívá tři základní 

kroky – separace proteinů podle molekulové hmotnosti, jejich přenos na membránu a 

vizualizace zájmových proteinů pomocí primární a sekundární protilátky (Mahmood a 

Yang, 2012). 

K separaci proteinů podle molekulové hmotnosti se využívá gelová elektroforéza, 

kde se separační gel skládá ze dvou části. V prvním, zaostřovacím gelu se vzorky po 

nanesení rovnoměrně srovnají do jednoho proužku, takže migrace probíhá všude ve 

stejném čase. V druhém, rozdělovacím gelu se proteiny separují podle  

molekulové hmotnosti – menší proteiny migrují gelem snadněji a výrazně rychleji. Po 

denaturaci mají proteiny negativní náboj, proto migrují směrem k pozitivní elektrodě 

(Mahmood a Yang, 2012). 

Při blotování dochází k přenesení proteinů z gelu na nitrocelulózovou membránu. 

Dalším důležitým krokem Western blotu je blokování. To zamezuje navázání primární 

protilátky na nespecifické proteiny. Výběr protilátky záleží na antigenu, který má být 

detekován a také na tom, jaké protilátky jsou dostupné pro daný antigen. Primární 

protilátka není přímo detekovatelná. Na konečnou detekci se využívá protilátky 

sekundární. Obě protilátky se získávají imunizací laboratorních zvířat antigenem, kdy 

hostitelé primární i sekundární protilátky by měli být různí (Mahmood a Yang, 2012; 

Bass et al., 2017).  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 Rostlinný materiál 

Jako rostlinný materiál pro somatickou embryogenezi byly v mé bakalářské práci 

použity rostliny vojtěšky seté – Medicago sativa pěstované v hlíně a kultivovány v 

kultivační místnosti (Weiss Gallenkamp) při teplotě 21 °C, s fotoperiodou 16 h světlo a 

8 h tma a intenzitou světla 60 až 80 µE.m-2.s-1. K Western blot analýze byly potom 

použity kořeny přibližně 20 týdnů starých rostlin M. sativa vzniklých prostřednictvím 

somatické embryogeneze kultivovaných in vitro na Murashige and Skoog médiu 

v kultivační místnosti (Weiss Gallenkamp) při teplotě 21 °C, s fotoperiodou 16 h světlo 

a 8 h tma a intenzitou světla 60 až 80 µE.m-2.s-1. V obou případech byla jako kontrolní 

rostlina použita Medicago sativa, kultivar Regen SY (RSY). Z transgenních linií 

M. sativa byla použita linie se sníženou expresí SIMKK (SIMKK RNAi 1D/49). 

 Materiál a metody 

 Přístroje a zařízení 

Analytické váhy (XA 110/2X, Radwag, Polsko) 

Aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA) 

Aparatura pro transfer proteinů Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad, USA) 

Automatické pipety (Eppendorf, Německo) 

Binokulární lupa (Leica, Německo) 

Dokumentační zařízení ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad, USA) 

Chlazená centrifuga (Beckman, USA) 

Inkubátor IN55 (Memmert, Německo) 

Kultivační místnost (Weiss Gallenkamp, Velká Británie) 

Kývačka Mr-12 Rocker-Shaker (Biosan, Lotyšsko) 

Laboratorní digestoř M 1200 (Merci, Brno) 

Laminární box (Merci, Brno) 

Magnetická míchačka (MSH-420, Boeco, Německo) 

pH metr PC 2700 (Eutech Instruments, USA) 

Předvážky S1502 (BEL Engineering, Itálie) 

Spektrofotometr DU® 730 UV/VIS (Beckman Coulter, USA) 
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Termoblok ThermoCell Cooling & Heating Block (Bioer, Čína) 

Třepačka (Labnet, USA) 

Vortex-Genie 1 (Scientific Industries, USA) 

Zdroj napětí PowerPac™ HC High-Current Power Supply (Bio-Rad, USA) 

 Chemikálie 

Alfa Aesar 

• Gellan Gum Pouder (Německo) 

AppliChem 

• MgSO4 × 7H2O (Španělsko) 

Bio-Rad 

• Protein dual colour (USA), ECL substrát (Clarity™ Western ELC Substrat; 

USA), 4x Laemmli Sample Buffer, Blotting-Grade Blocker (odtučněné sušené 

mléko; Bio-Rad, USA) 

Duchefa Biochemie 

• Ticarcillin 2Na & Clavulanate K, 15:1 (Nizozemí), Gamborg‘s B5 basal salt 

mixture (Nizozemí), Gamborg‘s B5 vitamin mixture (Nizozemí); Murashige-

Skoog‘s salt mixture (Nizozemí), Nitsch and Nitsch vitamin mixture 

(Nizozemí); 2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl]ethanesulfonová kyselina 

(HEPES; Nizozemí) 

GE Healthcare 

• Amersham™ Hybond™ P 0.45 PVDF Blottig Membrane (Německo) 

GenScript 

• Primární králičí polyklonální MMK3 protilátka (USA) 

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific  

• Goat anti-rabbit IgG F(ab‘)2 sekundární protilátka HRP (USA) 

Roche 

• cOmplete™ (USA) 

• PhoSTOP™ (Švýcarsko) 

Serva 

• Bradfordovo činidlo (Německo) 
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Sigma 

• Adenin (Čína), dithiotreitol (DTT; Kanada), dodecylsíran sodný (SDS; USA), 

dusičnan draselný (KNO3; Japonsko), 2-[2-[2-[2-[bis(karboxymethyl)amino]-

ethoxy]ethoxy]ethyl-(karboxymethyl)amino]octová kyselina (EGTA, USA), 

ethanol 96% (Německo), ethanol 70% (Německo), fluorid sodný (NaF; USA), 

glutamin (USA), glycerol (USA), hovězí sérový albumin (Bovine serum 

albumin, BSA, USA), hydroxid sodný (NaOH; Švýcarsko), hypochlorid sodný 

(Německo), chlorid hořečnatý (MgCl2; Německo), chlorid sodný (NaCl; 

Dánsko), L-glutation (Japonsko), L-prolin (Francie), L-serin (Čína), methanol 

(Francie), sacharosa (Německo), Tris (USA), Tween 20 (USA), 

β-merkaptoethanol (Německo) 
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 Roztoky a média 

1% hypochlorid sodný 

• 1 ml 10% hypochlorid sodný 

• 9 ml dH2O 

Sterilizační roztok 

• 10 ml 1% hypochlorid sodný 

• 10 µ Tween 20 

1000x Gamborg’s vitamin solution 

• 112 g Gamborg‘s B5 vitamin mixture 

• 1 l dH2O 

Roztok aminokyselin 

• 6,65 g.1-1 glutamin 

• 0,83 g.1-1 serin 

• 0,004 g.1-1 adenin 

• 0,0083 g.1-1 L-glutation 

• 1 l dH2O 

B5H médium 

• 3,1 g.1-1 Gamborg‘s B5 basal salt mixture 

• 1,0 ml.1-1 1000x Gamborg’s vitamin solution 

• 0,5 g.1-1 KNO3 

• 0,25 g.1-1 MgSO4×7 H2O 

• 0,5 g.1-1 prolin 

• 30 g.1-1 sacharosa 

• 4,5 g.1-1 Gellan Gum Pouder 

• 999 ml dH2O 

• pH 5,7 

Po autoklávování a vychladnutí média přibližně na 55 °C bylo přidáno 30 ml roztoku 

aminokyselin, 1 mg.l-1 2,4-D a 0,1 mg.l-1 kinetinu.  
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B50 médium 

• 3,1 g.1-1 Gamborg‘s B5 basal salt mixture 

• 1,0 ml.1-1 1000x Gamborg’s vitamin solution 

• 0,5 g.1-1 KNO3 

• 0,25 g.1-1 MgSO4*7 H2O 

• 0,5 g.1-1 prolin 

• 30 g.1-1 sacharosa 

• 4,5 g.1-1 Gellan Gum Pouder 

• 999 ml dH2O 

• pH 5,7 

Po autoklávování a vychladnutí média přibližně na 55 °C bylo přidáno 30 ml roztoku 

aminokyselin. 

1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution 

• 108,73 g Nitsch vitamin mixture 

• 1 l dH2O 

MMS médium 

• 4,3 g.1-1 MS basal salt mixture 

• 1,0 ml.1-1 1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution 

• 30 g.1-1 sacharosa 

• 4,5 g.1-1 Gellan Gum Pouder 

• 999 ml dH2O 

• pH 5,7 

MS médium 

• 4,3 g.1-1 MS basal salt mixture 

• 30 g.1-1 sacharosa 

• 4,5 g.1-1 Gellan Gum Pouder 

• 1 l dH2O 

• pH 5,7 
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Extrakční pufr E 

• 1,19 g HEPES 

• 0,43 g NaCl 

• 0,038 g EGTA 

• 100 µl 1M MgCl2 

• 0,004 g NaF 

• 10 ml glycerol 

• 100 ml dH2O 

10x elektroforetický pufr (zásobní roztok) 

• 30 g Tris 

• 144 g glycin 

• 10 g SDS 

• 1 l dH2O 

1x elektroforetický pufr (pracovní roztok) 

• 100 ml 10x elektroforetický pufr 

• 900 ml dH2O 

10x transferový pufr (zásobní roztok) 

• 24,2 g Tris 

• 112,6 g glycin 

• 1 l dH2O 

1x transferový pufr (pracovní roztok) 

• 100 ml 10x transferový pufr 

• 50 ml methanol 

• 850 ml dH2O 

10x TBS (zásobní roztok) 

• 24,2 g Tris 

• 87,8 g NaCl 

• 1 l dH2O 
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1x TBS-T (pracovní roztok) 

• 100 ml TBS 

• 0,1% Tween 20 

• 900 ml dH2O 

5% BSA 

• 0,5 g BSA 

• 10 ml TBS-T 

4% BSA 

• 0,4 g BSA 

• 10 ml TBS-T 

3% BSA 

• 0,3 g BSA 

• 10 ml TBS-T 

1% BSA 

• 0,1g BSA 

• 10 ml TBS-T 

5% Blotting-Grade Blocker (odtučněné sušené mléko) 

• 0,5 g Blotting-Grade Blocker 

• 10 ml TBS-T 

4% Blotting-Grade Blocker (odtučněné sušené mléko) 

• 0,4 g Blotting-Grade Blocker 

• 10 ml TBS-T 

3% Blotting-Grade Blocker (odtučněné sušené mléko) 

• 0,3 g Blotting-Grade Blocker 

• 10 ml TBS-T 

1% Blotting-Grade Blocker (odtučněné sušené mléko) 

• 0,1 g Blotting-Grade Blocker 

• 10 ml TBS-T 
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 Metody 

 Somatická embryogeneze Medicago sativa – původní protokol 

3.3.1.1 Povrchová sterilizace listů Medicago sativa 

Při první somatické embryogenezi (SE 1) se postupovalo dle původního protokolu 

(Samac a Austin-Phillips, 2006). Z rostlin Medicago sativa, které byly pěstovány 

v hlíně v kultivační místnosti (Weiss Gallenkamp; 21 °C, 16/8 fotoperioda, intenzita 

světla 60 až 80 µE.m-2.s-1) byly opatrně odstřihnuty listy a vloženy do 50 ml kónické 

zkumavky s kohoutkovou vodou. Sterilizace byla provedena nejprve v 70% ethanolu po 

dobu 10 s, poté v roztoku 1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) po 

dobu 1,5 min. Listy byly nakonec 3x promyty destilovanou vodou. Celý proces 

sterilizace byl proveden v laminárním boxu (Merci). 

3.3.1.2 Průběh somatické embryogeneze 

Listy kontrolních i transgenních rostlin M. sativa byly přemístěny na sterilní filtrační 

papír a pomocí skalpelu rozříznuty na dvě poloviny. Ty byly přeloženy na Petriho 

misku s B5H médiem pro iniciaci kalusu. Po 3 týdnech byly kalusy přeloženy na B50 

médium, které iniciuje tvorbu embryí. Po 2-3 týdnech byla jednotlivá embrya ze 2/3 

jejich délky vertikálně vložena do MMS média pro iniciaci růstu kořene. Po zhruba 

1 týdnu byla embrya s viditelnými malými kořínky přeložena na MS médium pro 

dokončení a udržování nové rostliny in vitro. Do všech výše použitých médií byl vždy 

přidán ticarcillin (1 ml.1-1) pro zamezení kontaminace a kultivace probíhala v kultivační 

místnosti (Weiss Gallenkamp) s konstantní teplotou 21 °C, fotoperiodou 16/8 a 

intenzitou světla 60 až 80 µE.m-2.s-1. 

 Somatická embryogeneze Medicago sativa – optimalizovaný 

protokol 

3.3.2.1 Modifikace ve sterilizaci 

Druhá somatická embryogeneze (SE 2) probíhala podle původního protokolu, ale s tím 

rozdílem, že při sterilizaci listů bylo vynecháno promývání v 70% ethanolu. Listy byly 

tedy sterilizovány pouze v roztoku 1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 

(Sigma) po dobu 1,5 min. 
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3.3.2.2 Modifikace ve sterilizaci a absence MMS média 

Během somatické embryogeneze číslo 3 (SE 3) byly listy sterilizovány 5 min v roztoku 

1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma). Zároveň bylo při kultivaci 

explantátů vynecháno MMS médium. Kalusy byly tedy z B50 média rovnou přeneseny 

na MS médium. 

3.3.2.3 Modifikace ve sterilizaci a zvýšení koncentrace růstových 

regulátorů u B5H média 

Sterilizace v této somatické embryogenezi číslo 4 (SE 4) byla provedena v roztoku 

1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) po dobu 2,5 min. Bylo 

pozměněno i složení B5H média, do kterého byla přidána 4x vyšší koncentrace 2,4-D a 

kinetinu (4 mg.l-1 2,4-D; 0,4 mg.l-1 kinetinu). Z několika testovaných koncentrací těchto 

regulátorů, je podle Amini et al. (2016) nejvhodnější právě tato. 

3.3.2.4 Modifikace ve sterilizaci a absence ticarcillinu 

Během somatické embryogeneze číslo 5 (SE 5) byla sterilizace opět provedena 

v roztoku 1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) po dobu 2,5 min. 

Během kultivace nebyl přidán ticarcillin (1 ml.l-1) do žádného z použitých médií. 

3.3.2.5 Modifikace ve sterilizaci a snížení koncentrace růstových 

regulátorů u B5H média 

Sterilizace u somatické embryogeneze číslo 6 (SE 6) byla opět provedena v roztoku 

1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) po dobu 2,5 min. Do B5H 

média byla přidána 4x nižší koncentrace 2,4-D a kinetinu (0,25 mg.l-1 2,4-D; 0,025 

mg.l-1 kinetinu). 
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 Western blot 

 Příprava vzorků 

Proteiny byly z kontrolních i transgenních kořenů M. sativa izolovány extrakčním 

pufrem E. Před samotnou izolací proteinů byly vzorky rostlinného materiálu 

homogenizovány za neustálého chlazení tekutým dusíkem tak, aby neroztály. Extrakční 

pufr E byl skladován při teplotě -20 °C a před jeho použitím do něj bylo přidáno DTT 

(1 µl.ml-1), PhoSTOP™ (20 µl.ml-1) a cOmplete™ (20 µl.ml-1). Připravený extrakční 

pufr E byl napipetován ke každému vzorku zhomogenizovaného rostlinného materiálu 

(na 1 g vzorku byl přidán 1 ml pufru). Vzorky byly řádně zvortexovány a umístěny na 

led po dobu 30 min. Poté byly zcentrifugovány v předem předchlazené centrifuze 

(Backman, 20 min, 8000 g, 4 °C). Vzniklý supernatant obsahující vyizolované proteiny 

byl přepipetován do nových tub a skladován při teplotě -20 °C. 

 Měření koncentrace proteinů 

Absorbance vyizolovaných proteinů byla měřena metodou podle Bradfordové pomocí 

spektrofotometru (Beckman Coulter). Do 198 µl dH2O byly přidány vždy 2 µl 

z každého vzorku proteinu. Do referenčního vzorku byly namísto vyizolovaného 

proteinu přidány 2 µl extrakčního pufru E. Nakonec bylo do všech vzorků připipetováno 

800 µl Bradfordova činidla, které bylo nejdříve naředěno 1:10 s dH2O. Vzorky byly 

důkladně promíchány a inkubovány 10 min při laboratorní teplotě. Poté bylo vždy 100 

µl z každého vzorku napipetováno do kyvety a ta byla následně vložena do 

spektrofotometru (Beckman Coulter). Absorbance byla měřena při vlnové délce 595 nm 

a výsledná koncentrace byla vypočítána z kalibrační křivky roztoku albuminu. 

 Příprava gelů 

Po sestavení aparatury na přípravu gelů bylo mezi skla napipetováno 5 ml 

rozdělovacího gelu a pro srovnání hladiny i tenká vrstva isopropanolu. Poté, co byly 

vzorky odstaveny na cca 45 min, aby gel ztuhnul, byl isopropanol pomocí filtračního 

papíru odsán a místo něho napipetován zaostřovací gel. 
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 SDS gelová elektroforéza 

Do vzorků byl přidán 4x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad) s 5% β-merkaptoethanolem 

(Sigma). Vzorky byly denaturovány v termobloku (Bioer) při 95 ºC po dobu 5 min. 

Připravený gel byl vložen do elektroforetické vany a ta byla doplněna po rysku 

1x elektroforetickým pufrem. Po odstranění hřebínku byl do první jamky napipetován 

standard (Protein dual colour, Bio-Rad) a do ostatních jamek postupně všechny vzorky 

vyizolovaných proteinů o stejné koncentraci. Nádoba s aparaturou byla přikryta víkem a 

zapojena do elektrického zdroje (PowerPac™ HC High-Current Power Supply, Bio-

Rad). Separace proteinů na SDS gelu probíhala při konstantním proudu (10 mA na 

1 gel) po dobu cca 3 h při 4°C. 

 Western blot 

Po rozdělení proteinů podle jejich molekulové hmotnosti byl gel promyt v 

1x transferovém pufru (10 min). Amersham™ Hybond™ P 0.45 polyvinyliden difluorid 

(PVDF) membrána (GE Healthcare) byla nejprve aktivována 30 s v methanolu a poté 

promyta v 1x transferovém pufru (10 min). Sestavená Mini-PROTEAN Tetra Cell 

aparatura (Bio-Rad), naplněná 1x transferovým pufrem po rysku, byla uzavřena víkem a 

napojena na zdroj napětí. Transfer proteinů z gelu na membránu probíhal buď 1,5 h 

(100 V, 4 °C) nebo 16 h (16 V, 4 °C). Přeblotované membrány byly nejdříve promyty 

v 1x TBS-T pufru (10 min) a poté blokovány v roztoku 5% BSA (Sigma) a 

5% Blotting-Grade Blocker (odtučněné sušené mléko; Bio-Rad) po dobu 2 h při 

laboratorní teplotě. Poté byly promyty v 1x TBS-T (1 min) a následně byly inkubovány 

s primární protilátkou. V této bakalářské práci byla použita specifická polyklonální 

králičí protilátka proti MMK3 u M. sativa (MsMMK3; GenScript, USA). Tato primární 

protilátka byla naředěna v poměru 1:5000 v 3% Blotting-Grade Blocker (odtučněné 

sušené mléko; Bio-Rad). Inkubace probíhala po dobu 2 h při laboratorní teplotě. Poté 

byly membrány promyty v 1x TBS-T (3x10 min) a dále inkubovány se sekundární 

protilátkou Goat anti-rabbit IgG HRP (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, USA) 

ředěnou v poměru 1:5000 v 1% BSA po dobu 1,5 h při laboratorní teplotě. Nakonec 

byly opět promyty v 1x TBS-T (5x10 min). Pro detekci proteinů byl na membránu 

aplikován Clarity™ Western ELC Substrat (Bio-Rad). Po 2 min inkubace vykazovaly 

hledané proteiny na membráně luminiscenci, která byla detekována dokumentačním 

zařízením ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad).  
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4 VYHODNOCENÍ A DISKUZE 

V následující kapitole jsou shrnuty výsledky, které byly cílem této bakalářské práce. 

Kapitola výsledků je rozdělená na dvě části. V první části jsou představeny výsledky 

jednotlivých protokolů, které měly za cíl optimalizovat podmínky kultivace 

somatických embryogenezí provedených u M. sativa. V této části je také zachycen 

průběh vývoje explantátů na fotografiích, které byly pořízeny pomocí binokulární lupy 

(Leica, Německo) a fotoaparátu. Na snímcích lze spatřit původní sterilizovaný list M. 

sativa a jeho následný vývoj přes kalus, embryo až po dospělou rostlinu. 

Ve druhé části jsou zobrazeny výsledky Western blot analýzy, která byla provedena 

pro potvrzení, zda se u transgenních linií zachovává MMK3 protein. Vyhodnocení 

Western blot analýzy bylo provedeno pomocí softwaru Image Lab™ (Bio-Rad). 

 Somatická embryogeneze 

Jak již bylo zmíněno, M. sativa je jednou z nejdůležitějších pícnin, a tak je porozumění 

a optimalizace regeneračních schopností jedním z nejdůležitějších faktorů pro úspěšnou 

aplikaci technik pletivových kultur. Schopnost produkce somatických embryí záleží na 

chemickém složení médií i na abiotickém stresu. Zatímco v tomto experimentu byla 

teplota i světlo konstantní (21 °C, 16/8 h fotoperioda, intenzita světla 60-80 µE.m-2.s-1), 

chemické složení médií a doba kultivace byla v každé somatické embryogenezi 

pozměněna.   

Prvním krokem somatické embryogeneze je sterilizace listů. Následuje kultivace na 

B5H médiu, které iniciuje tvorbu kalusu. Úspěšnost kultivace explantátů na B5H médiu 

u různých postupů sterilizací je zobrazena v tabulce 1 (Tab. 1). Nejlépe se dařilo 

rostlinám vzniklým v průběhu SE 6 – listy kontrolních i transgenních rostlin M. sativa 

byly sterilizovány po dobu 2,5 min v hypochloridu sodném spolu s 0,1% Tweenem 20 

(Sigma) a k iniciaci kalusu sloužilo B5H médium se 4x menší koncentrací 2,4-D a 

kinetinu.  

Naopak nejhůře dopadla SE 3, při které byly explantáty sterilizovány 5 min 

v hypochloridu sodném spolu s 0,1% Tweenem 20 (Sigma). Úspěšnost regenerace 

transgenní rostliny M. sativa byla pouze 3 %. Tento špatný výsledek se dá vysvětlit 

sterilizací v hypochloridu sodném spolu s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) po dobu 5 min, 

při které listy zbělaly. Přes dobrou úspěšnost SE 1 jsme i zde pozorovali větší množství 
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Tab. 1 – Úspěšnost kultivace explantátů na B5H médiu z kontrolních i transgenních listů 

M. sativa na B5H médiu po 2,5 týdnech kultivace. 

 

bělejších listu. Tento stav byl pravděpodobně způsoben použitím ethanolu při sterilizaci 

listů.  

Číslo 

SE 
Linie 

Počet 

explantátů 

Počet explantátů 

po 2,5 týdnech 

kultivace na B5H 

Úspěšnost 

(počet explantátů po 2,5 

týdnech kultivace na 

B5H/počet původních 

explantátů) 

1 Kontrolní rostlina 63 52 83 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 63 42 67 % 

2 Kontrolní rostlina 63 51 81 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 63 27 43 % 

3 Kontrolní rostlina 63 36 57 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 63 2 3 % 

4 Kontrolní rostlina 63 45 71 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 63 33 52 % 

5 Kontrolní rostlina 63 37 59 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 63 54 86 % 

6 Kontrolní rostlina 63 44 70 % 

 SIMKK RNAi 1D/49 63 58 92 % 

 

U SE 1 a 3 byl pozorován mnohem větší počet sušších a bělejších listů v průběhu 

kultivace něž u ostatních somatických embryogenezí. Jednalo se zejména o listy 

transgenních rostlin SIMKK RNAi 1D/49, kde především u SE 3 nebyla většina listů 

schopna dalšího růstu, nebo rostla jen velmi omezeně (Obr. 3 a Obr. 4). U listů 

kontrolních rostlin kultivaru Regen SY bylo pozorováno zbělení v podstatně menší míře 

(Obr. 5 a Obr. 6). Vysušení listů bylo pravděpodobně způsobeno použitím 70% 

ethanolu při sterilizaci v případě SE 1 nebo sterilizací 5 min v roztoku 1% hypochloridu 

sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) u SE 3. U ostatních somatických embryogenezí 

byla sterilizace ethanolem vynechána a v případě použití roztoku 1% hypochloridu 

sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) byla doba sterilizace maximálně 2,5 min. 

U těchto somatických embryogenezí (SE 2, 4, 5 a 6) nebyly takto vysušené listy 

pozorovány (Obr. 7 a Obr. 8). 
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Obr. 3 – Transgenní rostlina SIMKK RNAi 1D/49 u SE 1; A – list, 1. týden kultivace, B5H 

médium; B – kalus, 3. týden kultivace, B5H médium. 

Obr. 4 – Transgenní rostlina SIMKK RNAi 1D/49 u SE 3; A – list, 1. týden kultivace, B5H 

médium; B – kalus, 3. týden kultivace, B5H médium. 
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Obr. 5 – Kontrolní rostlina kultivaru Regen SY u SE 1; A – list, 1. týden kultivace, B5H 

médium; B – kalus, 3. týden kultivace, B5H médium. 

Obr. 6 – Kontrolní rostlina kultivaru Regen SY u SE 3; A – list, 1. týden kultivace, B5H 

médium; B – kalus, 3. týden kultivace, B5H médium. 
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V prvním kroku SE 2 byly listy kontrolních rostlin kultivaru Regen SY (Obr. 7) i 

transgenních rostlin SIMKK RNAi 1D/49 (Obr. 8) velmi podobné. Listy a následně 

vzniklé kalusy byly oproti SE 1 a SE 3 zelenější, zdravější a měly mazlavější strukturu. 

SE 4, 5 a 6 zde nebyly zobrazeny, protože byly téměř identické k SE 2. 

Obr. 7 – Kontrolní rostlina kultivaru Regen SY u SE 2; A – list, 1. týden kultivace, B5H 

médium; B – kalus, 3. týden kultivace, B5H médium. 

Obr. 8 – Transgenní rostlina SIMKK RNAi 1D/49 u SE 2; A – list, 1. týden kultivace, B5H 

médium; B – dediferenciace listu, 2. týden kultivace, B5H médium; C – kalus, 3. týden 

kultivace, B5H médium. 
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Tab. 2 – Počet vzniklých embryí po 2 týdnech kultivace kontrolních i transgenních explantátů 

M. sativa na B50 médiu. 

 

Po 3 týdnech kultivace na B5H médiu byly explantáty přeneseny na B50 médium, 

kde dochází k tvorbě embryí na kalusu (Obr. 9). Počet takto vzniklých embryí byl po 

2 týdnech zaznamenán v tabulce 2 (Tab. 2). Zároveň lze v tabulce nalézt výtěžek – 

počet vzniklých embryí ku počtu explantátů po 2,5 týdnech na B5H médiu (Tab. 2). 

Největší počet embryí získaných z explantátů jsme zaznamenali v průběhu SE 5 a to u 

transgenních rostlin M. sativa, jejichž kultivace probíhala bez použití ticarcillinu. 

Enormní procentuální výtěžek, až 1600 %, jsme zaznamenali u SE 3, kde z pouhých 

dvou explantátů transgenní rostliny vzniklo 32 transgenních embryí. Naopak nejmenší 

počet embryí byl formován v průběhu SE 2, kde z 51 explantátů kontrolní rostliny 

nevznikla žádná embrya. 

Číslo 

SE 

 

Linie 

Počet explantátů 

po 2,5 týdnech 

kultivace na B5H 

Počet jednotlivých 

embryí po 2 

týdnech kultivace 

na B50 

Výtěžek 

(počet embryí/počet 

explantátů po 2,5 

týdnech na B5H) 

1 Kontrolní rostlina 52 34 65 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 42 30 75 % 

2 Kontrolní rostlina 51 0 0 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 27 8 30 % 

3 Kontrolní rostlina 36 18 50 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 2 32 1600 % 

4 Kontrolní rostlina 45 46 102 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 33 68 206 % 

5 Kontrolní rostlina 37 23 62 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 54 136 251 % 

6 Kontrolní rostlina 44 15 34 % 

 SIMKK RNAi 1D/49 58 47 81 % 
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Obr. 9 – Kalus s embryi, 5. týden kultivace, B50 médium; A – Kontrolní rostlina kultivaru 

Regen SY u SE 1; B – Transgenní rostlina SIMKK RNAi 1D/49 u SE 1; C – Kontrolní rostlina 

kultivaru Regen SY u SE 2; D – Transgenní rostlina SIMKK RNAi 1D/49 u SE 2; E – Kontrolní 

rostlina kultivaru Regen SY u SE 3; kalus obsahující embrya uvnitř; F – Transgenní rostlina 

SIMKK RNAi 1D/49 u SE 3. 
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Tab. 3 – Počet kontrolních i transgenních M. sativa embryí s kořeny po 1 týdnu kultivace na 

MMS médiu. 

 

Následujícím krokem somatické embryogeneze je přenesení jednotlivých embryí na 

MMS médium, kde dochází k jejich dalšímu vývoji a k iniciaci kořenů (Obr. 10 a 

Obr. 11). Počet embryí, u kterých se vytvořil kořen během kultivace na MMS médiu, 

byl zaznamenán v následující tabulce 3 (Tab. 3). Nejvíce úspěšnou byla SE 1, která byla 

provedena na základě původního protokolu (Samac a Austin-Phillips, 2006). Zde jsme 

pozorovali iniciaci kořenů u 2 transgenních embryí a 1 kořene u embrya kontrolní 

rostliny. SE 5 byla jedinou další embryogenezí, u které jsme zaznamenali iniciaci 

kořene u kontrolního i transgenního embrya. U SE 2, 4 a 6 jsme nezaznamenali iniciaci 

kořenů ani u kontrolních, ani u transgenních embryí. Při SE 3 byla vynechána fáze 

kultivace na MMS médiu za cílem zjištění jeho vlivu na indukci kořenů. V předchozích 

experimentech se explantátům v této fázi kultivace příliš nedařilo. Při kultivaci embryí 

na MMS médiu delším než 1 týden začala embrya v průběhu experimentu černat a zdálo 

se, že odumírají. Na základě předchozího pozorování jsme se rozhodli postup SE 3 

pozměnit. Jednotlivá embrya byla přenesena z B50 média přímo na MS médium. 

Číslo 

SE 
Linie 

Počet jednotlivých 

embryí po 2 

týdnech kultivace 

na B50 

Počet jednotlivých 

embryí s kořenem 

po 1 týdnu 

kultivace na MMS 

Úspěšnost 

(počet embryí s 

kořenem/počet 

embryí na B50) 

1 Kontrolní rostlina 34 1 3 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 30 2 7 % 

2 Kontrolní rostlina 0 0 0 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 8 0 0 % 

3 Kontrolní rostlina 18 - - 

 
SIMKK RNAi 1D/49 32 - - 

4 Kontrolní rostlina 46 0 0 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 68 0 0 % 

5 Kontrolní rostlina 23 1 4 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 136 1 1 % 

6 Kontrolní rostlina 15 0 0 % 

 SIMKK RNAi 1D/49 47 0 0 % 
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Následující stádia vývoje kontrolních i transgenních rostlin M. sativa byla u všech 

somatických embryogenezí totožná, proto je zde demonstrována pouze kontrolní 

rostlina kultivaru Regen SY propagovaná v průběhu SE 1. 

Zde je zobrazen postupný vývoj embrya od globulárního stádia (Obr. 10A) přes 

torpédovité (Obr. 10B), srdcovité (Obr. 10C) až po kotyledonární stádium (Obr. 10D). 

Obr. 10 – Stádia vývoje embrya kontrolní rostliny kultivaru Regen SY u SE 1; A – globulární 

embryo, 5. týden kultivace, MMS médium; B – torpédovité embryo, 5. týden kultivace, MMS 

médium; C – srdcovité embryo, 5. týden kultivace, MMS médium; D – kotyledonární embryo, 

6. týden kultivace, MS médium. 
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Obr. 11 – Stádia vývoje embrya kontrolní rostliny kultivaru Regen SY u SE 1; A – embryo, 7. 

týden kultivace, MS médium; B – embryo, 8. týden kultivace, MS médium; C – embryo 

s děložními listy, 9. týden kultivace, MMS médium. 



37 

 

Tab. 4 – Počet kontrolních i transgenních embryí M. sativa po 4 týdnech kultivace na MS 

médiu. 

Jak bylo zmíněno výše, embrya kontrolní i transgenní rostliny M. sativa u SE 3 byly 

přeneseny z B50 média přímo na MS médium. Embrya ostatních SE byla po týdnu 

kultivace na MMS médiu přenesena na MS médium, kde pokračoval jejich další vývoj. 

Po čtyřech týdnech kultivace byl zaznamenán celkový počet embryí, tedy jak těch, u 

kterých kořen vyrostl, tak i těch, u kterých k jeho vývoji nedošlo (Tab. 4). Transgenním 

rostlinám se nejlépe dařilo v průběhu SE 1. Po 4 týdnech kultivace na MS médiu došlo 

k indukci kořene u 19 ze 27 transgenních embryí a u 4 ze 7 kontrolních embryí. 

Úspěšný výsledek jsme zaznamenali také u SE 5, kde byl pozorován nárůst kořene u 23 

z 69 transgenních embryí a v případě SE 6, jsme kořeny pozorovali u 10 ze 30 

transgenních embryí. Kromě transgenních rostlin SE 1, 5 a 6 jsme nepozorovali příliš 

velké množství embryí s kořenem. U rostlin propagovaných v průběhu SE 3 došlo 

k indukci kořene jen u zhruba čtvrtiny embryí a u rostlin SE 4 dosahoval tento počet 

19 %. Jednoznačně nejhorší výsledek jsme zaznamenali u SE 2, konkrétně u kontrolní 

rostliny, kde již v předchozí fázi nevznikla žádná embrya. 

Číslo 

SE 
Linie 

Počet 

jednotlivých 

embryí po 2 

týdnech 

kultivace na 

B50 

Celkový počet 

embryí na MS 

po 4 týdnech 

(s kořenem) 

Úspěšnost kultivace 

(celkový počet embryí na 

MS/počet embryí na B50), 

Úspěšnost indukce kořene 

(počet embryí 

s kořenem/počet embryí na 

MS po 4 týdnech 

1 Kontrolní rostlina 34 7 (4) 21 % (57 %) 

 
SIMKK RNAi 1D/49 30 27 (19) 90 % (70 %) 

2 Kontrolní rostlina 0 0 (0) 0 % (0 %) 

 
SIMKK RNAi 1D/49 8 4 (0) 50 % (0 %) 

3 Kontrolní rostlina 18 14 (3) 78 % (21 %) 

 
SIMKK RNAi 1D/49 32 15 (4) 47 % (26 %) 

4 Kontrolní rostlina 46 25 (3) 54 % (12 %) 

 
SIMKK RNAi 1D/49 68 27 (5) 40 % (19 %) 

5 Kontrolní rostlina 23 23 (3) 100 % (13 %) 

 
SIMKK RNAi 1D/49 136 69 (23) 51 % (33 %) 

6 Kontrolní rostlina 15 2 (1) 13 % (50 %) 

 SIMKK RNAi 1D/49 47 30 (10) 64 % (33 %) 
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Tab. 5 – Počet nově vzniklých kontrolních i transgenních rostlin M. sativa na MS médiu. 

Na konci tohoto experimentu byla embrya, u kterých došlo k úspěšnému vývoji 

podzemní i nadzemní části rostliny, přenesena do krabic s MS médiem (Obr. 12). 

Z porovnání počtu embryí po čtyřtýdenní kultivaci na MS médiu a z nich vzniklých 

rostlin (Tab. 5) vyplývá, že nejvyšší úspěšnosti bylo dosaženo u kontrolní rostliny 

propagované v SE 1, která probíhala na základě původního protokolu (Samac a Austin-

Phillips, 2006). Zde se podařilo z celkových 7 embryí vykultivovat 7 nových rostlin M. 

sativa. Bohužel pro transgenní explantáty nebyl tento protokol příliš vhodný. 

Nejhoršího výsledku bylo dosaženo u SE 4, kde byly explantáty zpočátku kultivovány 

na B5H médiu se čtyřnásobně vyšší koncentrací 2,4-D a kinetinu a zároveň u SE 6, kde 

byly explantáty zpočátku kultivovány na B5H médiu se čtyřnásobně nižší koncentrací 

2,4-D a kinetinu. V obou případech, jak u kontrolních, tak i transgenních embryí 

nedošlo ke vzniku žádných nových rostlin. Naopak u transgenní rostliny při SE 2 byla 

pozorována nejvyšší úspěšnost ze všech transgenních rostlin – 50 %. V průběhu SE 2 

byla pozměněna sterilizace, u které byl vynechán krok použití 70% ethanolu, a tak 

sterilizace probíhala pouze v roztoku 1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 

(Sigma) po dobu 1,5 min. Ačkoliv u SE 3 byla úspěšnost u transgenní rostliny pouze 13 

%, zpozorovali jsme zde ale nejrychlejší regeneraci. Nová rostlina se z embrya vyvinula 

i přesto, že byla přeskočena fáze kultivace na MMS médium. Z toho nám vyplývá, že 

vynechání MMS média nemělo při kultivaci SIMKK RNAi 1D/49 transgenní linie 

M. sativa na konečné výsledky žádný negativní vliv. 

Číslo 

SE 
Linie 

Počet embryí 

na MS po 4 

týdnech 

Počet 

nových 

rostlin 

Úspešnost 

(počet nových rostlin/počet 

embryí na MS po 4 týdnech) 

1 Kontrolní rostlina 7 7 100 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 27 0 0 % 

2 Kontrolní rostlina 0 0 0 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 4 2 50 % 

3 Kontrolní rostlina 14 0 0 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 15 2 13 % 

4 Kontrolní rostlina 25 0 0 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 27 0 0 % 

5 Kontrolní rostlina 23 0 0 % 

 
SIMKK RNAi 1D/49 69 2 3 % 

6 Kontrolní rostlina 15 0 0 % 

 SIMKK RNAi 1D/49 30 0 0 % 
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Obr. 12 – Dospívající kontrolní rostlina M. sativa kultivaru Regen SY u SE 1 na MS médiu; 

A – 12. týden kultivace; B – 15. týden kultivace; C – 18. týden kultivace; D – 21. týden 

kultivace. 
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Obr. 13 – Celková úspěšnost somatických embryogenezí – počet nově vzniklých rostlin/počet 

původních explantátů (63). K – kontrolní rostliny kultivaru Regen SY, T – transgenní rostliny 

SIMKK RNAi 1D/49. 

Na základě poměru počtu nově vzniklých rostlin a všech původních explantátů byl 

sestaven graf (Obr. 13), ve kterém jsou zobrazeny úspěšnosti všech šesti somatických 

embryogenezí. Z grafu je patrné, že největší úspěšnost měla kultivace kontrolní rostliny 

v průběhu SE 1, která probíhala podle původního protokolu (Samac a Austin-Phillips, 

2006). Naopak transgenním rostlinám se více dařilo při kultivaci podle pozměněných 

protokolů, konkrétně u SE 2, 3 a 5. V případě SE 2 bylo při sterilizaci listů vynecháno 

promývání v 70% ethanolu, a listy tak byly sterilizovány pouze v roztoku 

1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) po dobu 1,5 min. Během SE 3 

byly listy sterilizovány 5 min v roztoku 1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 

(Sigma). Zároveň bylo při kultivaci explantátů vynecháno MMS médium. Kalusy byly 

z B50 média přeneseny rovnou na MS médium. U SE 5 byla sterilizace opět provedena 

v roztoku 1% hypochloridu sodného s 0,1% Tweenem 20 (Sigma) avšak tentokrát po 

dobu 2,5 min. Během kultivace nebyl přidán ticarcillin (1 ml.l-1) do žádného z 

použitých médií. Nejhorší výsledek jsme zaznamenali při kultivaci kontrolních i 

transgenních rostlin u SE 4 a 6, u kterých byl pozměněn, jak postup při sterilizaci listů, 

tak i složení B5H média. 
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Z dílčích výsledků jsme se pokusili sestavit optimální protokol pro nejefektivnější 

regeneraci M. sativa: 

• Sterilizace listů pouze hypochloridem sodným spolu s 0,1% Tweenem 20 

(Sigma) po dobu 2,5 min 

• Kultivace bez ticarcillinu 

• B5H médium bez změny koncentrace růstových hormonů (původní 

koncentrace: 1 mg.l-1 2,4-D a 0,1 mg.l-1 kinetinu) 

• Kultivace bez MMS média 

 

Regenerace M. sativa je ale závislá především na genotypu rostliny a jen pár 

genotypů u některých kultivarů může být použito na regeneraci prostřednictvím právě 

somatické embryogeneze (Arcioni et al., 1990; Crea et al., 1995). Při nepřímé 

somatické embryogenezi, kterou jsme využívali v průběhu této práce, může navíc dojít 

k tzv. somaklonální variabilitě, která představuje genetické změny u rostlin, které 

vznikají technikou pletivových kultur. Jsou to například mutace, které naruší nebo 

zastaví normální vývoj rostliny během regenerace. Z tohoto důvodu, všechny naše 

výsledky dosažené během pokusu optimalizovat kultivační protokol u kontrolní rostliny 

M. sativa kultivar Regen SY a transgenní rostliny M. sativa SIMKK RNAi 1D/49 nemusí 

platit v případě použití jiného genotypu či kultivaru této rostliny. 

 Western blot 

Pro ověření skutečnosti, že propagace prostřednictvím somatické embryogeneze nemění 

a/nebo neovlivňuje genetické vlastnosti nově vzniklých transgenních rostlin, byla 

využita specifická de novo připravená polyklonální primární protilátka proti Medicago 

MAP kinase 3 (MMK3). Tento protein je v ethylenové signální kaskádě u M. sativa 

aktivován pomocí SIMKK, což je jeho nadřazená MAP kinasa kinasa (Nakagami et al., 

2004). V transgenních rostlinách M. sativa vzniklých v průběhu experimentální práce 

byla snížená exprese právě výše zmíněného genu SIMKK. Cílem bylo zjištění 

přítomnosti a případné abundance podřazeného proteinu MMK3. Pomocí metody 

Western blot byl jak v kontrolních, tak i v transgenních rostlinách M. sativa detekován 

proužek o velikosti přibližně 44 kDa, což odpovídá molekulové hmotnosti MMK3 

proteinu (Obr. 14A). Před samotnou inkubací membrány s primární protilátkou byla 

provedena i kontrola nanesení přibližně stejného množství všech vzorků pomocí 
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Obr. 14 – Detekce proteinu MMK3 u kontrolních i transgenních rostlin M. sativa.  

A – Membrána inkubovaná s primární králičí polyklonální MMK3 protilátkou ředěnou 

v poměru 1:5000. S – standard; 1,2 – kontrolní rostliny M. sativa kultivar Regen SY; 3-8 

trangenní rostliny M. sativa linie SIMKK RNAi 1D/49; dlouhá černá šipka znázorňuje proužek 

představující protein MMK3; B – Gel, sloužící jako kontrola nanesení vzorků po SDS gelové 

elektroforéze. 

dokumentačního zařízení ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad) (Obr. 14B). Již 

pouhým okem je zřejmé, že intenzita signálu je v kontrolních rostlinách vyšší než u 

rostlin transgenních. Pro ověření této skutečnosti byla v programu Image Lab™ (Bio-

Rad) přesná intenzita signálu, tzn. abundance MMK3 proteinu změřena (Obr. 15). 

Původní předpoklad, že z důvodu snížené exprese SIMKK pomocí RNAi bude 

v transgenních rostlinách SIMKK RNAi 1D/49 linie i snížené množství podřazeného 

MMK3 proteinu se potvrdil (Obr. 15). 
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Obr. 15 – Měření intenzity abundance MMK3 proteinu u kontrolních rostlin 1-2; a transgenních 

rostlin 3-8. 
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5 ZÁVĚR 

Tato bakalářská práce se zabývala především somatickou embryogenezí a optimalizací 

kultivačních podmínek in vitro u kontrolních i transgenních rostlin Medicago sativa. 

V teoretické části byly vysvětleny základní pojmy a principy, jako například somatická 

embryogeneze, RNA interference nebo metoda Western blot.  

V experimentální části jsme tyto principy reálně vyzkoušeli v praxi a pokusili se o 

zlepšení regenerační schopnosti rostlin pomocí změn v původním protokolu somatické 

embryogeneze. V rámci těchto změn jsme se snažili zdokonalit proces sterilizace a 

kultivace, a navrhnout ideální protokol. V rámci šesti somatických embryogenezí jsme 

sledovali regenerační schopnosti a průběh kultivace u kontrolní rostliny M. sativa 

kultivar Regen SY a transgenní rostliny M. sativa se sníženou expresí SIMKK genu 

(linie SIMKK RNAi 1D/49). K našemu překvapení se kontrolním rostlinám dařilo lépe 

při kultivaci dle původního protokolu. Naopak transgenní rostliny dosáhly lepších 

výsledků u protokolu pozměněných. Celková schopnost regenerace skrze nepřímou 

somatickou embryogenezi byla velmi malá, proto byl pro možné budoucí studie navržen 

nový optimální protokol, podle kterého by mohla být regenerace M. sativa úspěšnější. 

Během celé práce byla provedena fotodokumentace, která mapovala celý průběh 

somatické embryogeneze a jednotlivá stádia vývoje M. sativa. 

Na závěr byla provedena analytická metoda Western blot, díky které jsme zjistili 

přítomnost proteinu MMK3 a zároveň nám potvrdila, že z důvodu snížené exprese 

SIMKK pomocí RNAi je snížené i množství tohoto proteinu u transgenních rostlin 

SIMKK RNAi 1D/49 linie. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

ABA   kysela abscisová

CTR1  constitutive triple response1 

dsRNA     dvouvláknová RNA 

DTT      dithiotreitol 

EDR1  enhanced disease resistence 1 

EDTA      kyselina ethylendiamintetraoctová 

EGTA  2-[2-[2-[2-[bis(karboxymethyl) 

amino]ethoxy]ethoxy]ethyl-

(karboxymethyl)amino]octová kyselina 

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl] 

ethanesulfonová kyselina 

IED      induced embryogenic determined cells 

IgG       imunoglobulin G 

MAP4K  mitogen-aktivovaná protein kinasa kinasa 

kinasa kinasa 

MAPK      mitogen-aktivovaná protein kinasa 

MAPKAP  mitogen-aktivovaná protein kinasa 

aktivovanou protein kinasou 

MAPKK, MAP2K     mitogen-aktivovaná protein kinasa kinasa 

MAPKKK, MAP3K, MEKK  mitogen-aktivovaná protein kinasa kinasa 

kinasa 

MgCl2       chlorid hořečnatý 

MgSO4 x 7H2O     heptahydrát síranu hořečnatého 

miRNA      mikroRNA 

MMK2      Medicago MAP kinasa 2 

MMK3      Medicago MAP kinasa 3 

MNK       MAPK-interagující kinasa 

MPK3, MKP4 a MPK6  mitogen-aktivovaná protein kinasa 3, 4, 6 

MS Murashige & Skoog médium 

MSK  protein kinasa aktivovaná mitogenem nebo 

stresem 

NaF       fluorid sodný 
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NaOH       hydroxid sodný 

OMTK1      oxidačním stresem aktivovaná MAPKKK1 

PEDC       pro-embryonic determined cells 

PVDF       polyvinyliden difluorid 

Raf  transformující gen u mitogen-aktivovaná 

protein kinasa kinasa kinasa 

RISC   multiproteinový RNA-Induced Silencing 

Complex 

RNAi       RNA interference 

RSK       ribosomální S6 kinasa 

SAMK      stresem aktivovaná MAPK 

SDS       dodecylsíran sodný 

SE      somatická embryogeneze 

SIMK  solným stresem aktivovaná mitogen-

aktivovaná protein kinasa 

SIMKK  solným stresem aktivovaná mitogen-

aktivovaná protein kinasa kinasa 

siRNA      malá interferující RNA 


