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CÍLE PRÁCE 

Teoretická část 

Vypracování rešerše zaměřené na: 

• téma transgenoze u rostlin, se speciálním zaměřením na vojtěšku 

• reakce a odpovědi rostlin na abiotický stres 

• souhrn poznatků o fenotypových projevech rostlin vojtěšky na úrovni pletiv, 

orgánů a celých rostlin při interakci se symbiotickými bakteriemi 

• význam MAPK-MAPKK signálních modulů při kompartmentalizaci přenosu 

signálů v buňce 

Praktická část 

• zvládnutí přípravy klonů Agrobacterium s konstrukty pro cílenou transformaci 

vojtěšky 

• praktická transformace listových segmentů vojtěšky s cílem regenerace 

transgenních stabilních linií se sníženou expresí vybraných mitogenem-

aktivovaných proteinkinas (MAPK) 

• nastavení kultivačních podmínek in vitro a in vivo pro regeneraci, selekci a 

úspěšný růst transformovaných linií vojtěšky 

• kvalitativní a kvantitativní determinace změn v úrovni exprese, produkce 

proteinů a aktivitě vybraných MAPK v geneticky modifikovaných rostlinách s 

potlačením jejich exprese 

• charakteristika fenotypových změn rostlin transgenních linií se sníženou expresí 

vybraných MAPK 
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1. ÚVOD 

Tolice vojtěška (Medicago sativa L.) je vytrvalá rostlina z čeledi bobovitých (Fabaceae), 

která je v zemědělství využívána především jako potrava pro dobytek. Díky symbióze s 

půdními hlízkovými bakteriemi rodu Rhizobium, fixujícími dusík, obohacuje půdu v okolí 

kořenů o dusíkaté látky, a tak produkuje velké množství proteinů (Yacoubi et al., 2011). 

Proto je i využívána jako modelová rostlina pro interakci s půdními mikroorganismy 

(Bouton, 2012). Jelikož je vojtěška tetraploidní allogamní rostlina, je tedy její transformace 

relativně obtížná (Trinh et al., 1998).  

Významným faktorem pro vznik symbiotického vztahu mezi rostlinou a bakterií je 

signalizace prostřednictvím mitogenem-aktivovaných proteinkinasových (MAPK) kaskád, 

které jsou nezbytné pro přenos signálu z vnějšího prostředí, a tak se podílí na regulaci 

buněčného dělení, exprese genů, diferenciace buněk a na odpovědích na biotické a 

abiotické stresové faktory (Kiegerl et al., 2000). V Medicago sativa byla popsána solným 

stresem-indukovaná mitogenem-aktivovaná proteinkinasa (SIMK), která má vliv na 

dynamiku aktinového cytoskeletu, a tedy i na růst kořenových vlásků (Šamaj et al., 2002; 

Ovečka et al., 2014; Komis et al., 2018). K aktivaci SIMK dochází, přenosem signálu 

z nadřazené SIMKK, také po působení elicitorů bakterií a hub (Cardinale et al., 2000; 

Fernandez-Pascual et al., 2006).  

Předkládaná diplomová práce se věnuje produkci transgenních rostlin M. sativa SIMK 

RNAi a M. sativa SIMKK RNAi v expresní linii FABD2-GFP, stabilně exprimující fúzní 

protein FABD2-GFP. Součástí diplomové práce byla dokumentace průběhu regenerace 

transgenních rostlin procesem somatické embryogeneze. Poté byla provedena kvalitativní a 

semikvantitativní determinace změn v úrovni exprese a produkce vybraných MAPK, čímž 

byly vyselektovány rostliny s nejnižší hladinou produkce SIMK a SIMKK. U rostlin M. 

sativa SIMK RNAi byla pozorována délka kořenových vlásků a po aplikaci půdní bakterie 

Sinorhizobium meliloti byly pozorovány změny v aktivaci MAPK. Nakonec byla 

zdokumentována struktura a uspořádání aktinového cytoskeletu u SIMKK RNAi FABD2-GFP. 
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2. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Metody transgenoze u rostlin 

Transgenoze rostlin je proces genetické manipulace pro vnesení exogenního genetického 

materiálu do rostlin pro jejich genetickou modifikaci. Metody vnášení genů do rostlin se 

dělí na přenos přímý, a tedy bez využití jiného organismu, a nepřímý, tedy vektorem 

zprostředkovaný přenos genů (Rakoczy-Trojanowska, 2002). Nejčastěji dochází k 

nepřímému přenosu genetické informace pomocí bakterií Agrobacterium tumefaciens a 

Agrobacterium rhizogenes (Zupan et al., 2000; Lessard et al., 2002; Rakoczy-

Trojanowska, 2002; Hwang et al., 2017). Další dělení metod transformace rostlin závisí na 

integraci cizorodé genetické informace. Rozlišujeme metody, které jsou určené pro 

transientní (dočasnou) transformaci rostlin a metody pro transformaci stabilní a trvalou 

(Ingelbrecht et al., 1989; Lessard et al., 2002).  

Při transientní transformaci dochází k přenosu genů, ale nedochází k integraci vnesené 

DNA do genomové DNA. V transientně transformované buňce probíhá dočasná 

proteosyntéza vnesených genů, ale vnesená DNA postupně vymizí. Tato metoda se 

využívá především k předběžnému testování exprese vnesených genů a ke studiu 

promotorů (Lessard et al., 2002).  

Při stabilní transformaci dochází k integraci exogenní DNA do genomu příjemce, a tedy 

k změně genetické informace, která má potenciál se přenést na potomstvo. Stabilně 

transformované plodiny mají široké spektrum využití. Vnesením transgenu lze docílit 

změny různých vlastností rostlin, jako je rezistence k herbicidům, odolnost vůči 

patogenům, a také zvýšení výnosu, například zvýšením obsahu živin, oddálením dozrávání 

plodů, tolerancí vůči biotickému a abiotickému stresu. Dále je možné vnášet do rostlin 

geny z evolučně vzdálených druhů rostlin, ale i evolučně vzdálených organismů, jako jsou 

živočichové, houby, bakterie a viry (Rivera et al., 2012) a jejich využití v molekulárním 

farmaření pro produkci biopolymerů, rekombinantních proteinů a jiných terapeutik 

a jedlých vakcín (Lessard et al., 2002; Fischer et al., 2004; Cebadera a Camara, 2007; 

Yang et al., 2008). V neposlední řadě je transgenoze využíváno ve vědě a výzkumu pro 
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studium rostlinného genomu, metabolismu a signálních drah (Barcelo et al., 1994; Lessard 

et al., 2002; Davey et al., 2005). 

2.1.1 Přímé metody transgenoze 

2.1.1.1 Elektroporace 

Princip této metody spočívá v přenosu genetické informace, která se nachází v roztoku, do 

buňky po vystavení krátkému elektrickému impulzu o vysokém napětí (Lindsey a 

Jones, 1987; Dekeyser et al., 1990; D'Halluin et al., 1992; Fennell a Hauptmann, 1992; 

Kloti et al., 1993; Songstad et al., 1993; Yadava et al., 2017). Impulz vytvoří v 

cytoplazmatické membráně reverzibilní póry, přes které se DNA dostane do buňky. 

Účinnost této metody je závislá na koncentraci DNA, přítomnosti či absence buněčné 

stěny, toleranci buňky k vysokému napětí a tvorbě pórů v cytoplasmatické membráně 

(Shimamoto et al., 1989).  

Hlavní výhoda elektroporace spočívá v rychlosti a jednoduchosti. Metoda je z hlediska 

nákladů nenáročná a po provedení zanechává buňky neporušené. Elektroporaci je možné 

využít také k transientní transformaci jednoděložných rostlin (Terzaghi a Cashmore, 1997; 

Newell, 2000; Sorokin et al., 2000; Lessard et al., 2002). Mezi omezení této metody patří 

velmi nízké množství vložené DNA do rostlinných buněk, nebo naopak četné vložení 

transgenu, které může znamenat jeho nižší expresi (Hansen a Chilton, 1996; Lessard et 

al., 2002). Hlavní nevýhodou elektroporace je ovšem obtížná regenerace rostlin po 

transformaci protoplastů a vysoce variabilní (nestandartní) účinnost, která je velmi závislá 

na rostlinném materiálu. 

2.1.1.2 Mikroinjekce 

Mikroinjekce je metoda přímého fyzického vložení transgenu do jádra nebo cytoplazmy 

buněk (Morikawa a Yamada, 1985; Crossway et al., 1986; Rakoczy-Trojanowska, 2002). 

Metoda spočívá v imobilizaci cílové buňky přisáté v agarose pomocnou pipetou. Za použití 

mikroskopu je transgen vpraven do buňky speciální skleněnou kapilární mikropipetou. 

Mikroinjekce se využívá především k transformaci savčích buněk a rostlinných 

protoplastů. Při transformaci rostlinných buněk je velkou nevýhodou bariéra tvořená 

buněčnou stěnou a riziko porušení vakuol a uvolnění jejich obsahu do buňky. Zároveň 
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regenerace rostliny z protoplastů je velmi obtížná (Lörz et al., 1981; Crossway et al., 1986; 

Rakoczy-Trojanowska 2002). Hlavním omezením této metody je nákladné technické 

vybavení a časová náročnost. Naopak výhodou je možnost přenosu buněčných organel a 

manipulaci s chromosomy (Griesbach et al., 1987; Jones-Villeneuve et al., 1995; Rakoczy-

Trojanowska, 2002). 

2.1.1.3 Biolistická metoda 

Mezi nejefektivnější metody přímé transformace patří mikroprojektilová biolistická 

metoda, také známá jako genové dělo (Sanford et al., 1987; Becker et al., 1994; 

Yadava et al., 2017). Využívá se především pro transientní transformaci rostlinných pletiv 

(Stanford, 1990; Koziel et al., 1993; Barcelo et al., 1994; Becker et al., 1994; 

Lessard et al., 2002; Agrawal et al., 2005; Yadava et al., 2017) a ke studiu a analýze 

promotorů a regulace exprese genů (Matzke et al., 1989; Rocha-Sosa et al., 1989; 

Knusen a Müller, 1991; Becker et al., 1994).  

Metoda spočívá v pokrytí mikročástic (0,6 - 1 µm) zlata (Barcelo et al., 1994; 

Lessard et al., 2002 Agrawal et al., 2005; Kikkert et al., 2005) nebo wolframu (Gan, 1989; 

Lessard et al., 2002; Kikkert et al., 2005) roztokem plazmidové DNA s vneseným 

transgenem a následné odpaření na kruhovém plastovém nosiči. Nosič je poté umístěn do 

komory pod průrazový disk, nad síto, které slouží k propuštění a nasměrování mikročástic 

na cíl, který je umístěn ve spodní části komory (Obr. 1). Po sestavení genového děla je v 

celé komoře vytvořeno vakuum. Prostor pro zrychlení plynu je naplněn heliem, dokud není 

dosaženo maximálního tlaku pro průrazový disk. Když se disk roztrhne, následná heliová 

rázová vlna vypustí nosič, na kterém jsou mikronosiče pokryté DNA. Nosič letí dál, dokud 

nenarazí na zastavovací síto, zatímco mikročástice jsou vypuštěny a pokračují vysokou 

rychlostí dál, dokud neproniknou do cílových buněk (Barcelo et al., 1994; Kikkert et 

al., 2005). Rychlost mikročástic je závislá na tlaku helia v plynové zrychlovací trubici, 

vzdálenosti od průrazového disku k nosiči (Obr. 1 - A), vzdálenosti dráhy nosiče k 

zastavovací síti (Obr. 1 - B), vzdálenosti mezi sítí a cílovými buňkami (Obr. 1 - C) a 

množství vakua v prostoru pro akceleraci plynu (Kikkert et al., 2005). 

Výhodou bombardování mikročásticemi je efektivní přenos genů na celá pletiva a 

úspěšná transgenoze jednoděložných rostlin, u kterých je značně limitovaná transformace 
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zprostředkovaná bakterií Agrobacterium (Sanford et al., 1992; Becker et al., 1994; 

Breitler et al., 2002). Nespornou výhodou je tedy i velká variabilita ve výběru druhů 

rostlin, které je možné použít pro transformaci. Další výhodou je možnost přenosu velkých 

fragmentů DNA (Van Eck et al., 1995; Breitler et al., 2002; Agrawal et al., 2005), a také 

přenosu genů a jejich integraci do genomu mitochondrií a plastidů (Lessard et al., 2002; 

Kikkert et al., 2005). 

Hlavními nevýhodami genového děla je, podobně jako u elektroporace, velmi nízká 

účinnost transformace v důsledku použití malého množství genetické informace, a zároveň 

umlčení genů, způsobené velkým množstvím kopií vloženého transgenu 

(Hunold et al., 1994; Hansen a Chilton, 1996; Clark et al., 1997; Breitler et al., 2002; 

Lessard et al., 2002; Taylor a Fauquet, 2002; Agrawal et al., 2005; Yadava et al., 2017). 

V důsledku nesprávného nastavení vakua, tlaku a následné rychlosti bombardování dochází 

často k poškození rostlinných pletiv, zejména pokud jsou použity příliš velké mikročástice, 

které mají vliv na zrychlení, a tedy i na hloubku průniku do pletiva a míru jeho poškození 

(Taylor a Fauquet, 2002; Kikkert et al., 2005). 

 

 

Obr. 1 Proces transformace rostlinných buněk pomocí bombardování genovým dělem. (Upraveno 

podle Kikkert et al., 2005). 
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2.1.1.4 Transgenoze zprostředkovaná polyethylenglykolem 

Další metodou tvorby transgenních rostlin je využití polyethylenglykolu (PEG) v 

přítomnosti Ca2+ kationtů, což způsobí reverzibilní destabilizaci a vznik pórů v 

plazmatické membráně, která je dočasně schopná propustit do buňky cizí DNA 

(De Filipps et al., 2000). Metoda je velmi jednoduchá, ovšem vyžaduje degradaci buněčné 

stěny rostlinných buněk a přípravu protoplastů. Výhodou této metody je možnost 

transformace velkého počtu protoplastů a variabilita ve výběru druhů rostlin, které je 

možné transformovat. Metoda je opět limitována obtížnou regenerací transformovaných 

rostlin a náhodnou inzercí transgenu. DNA, určená k přenosu, je při této metodě velmi 

náchylná na degradaci (Davey et al., 2005). 

2.1.1.5 Transgenoze zprostředkovaná liposomy (lipofekce) 

Lipofekce je metoda, při které jsou makromolekuly DNA obaleny vrstvou synteticky 

připravených lipidů, zvanými liposomy (Gad et al., 1990). Liposomy jsou malé kulaté 

vezikuly tvořené dvěma vrstvami fosfolipidů, které vytvářejí na povrchu vezikul kladný 

náboj, čímž na sebe vážou záporně nabitou DNA, a jsou zároveň schopné navázat se na 

plazmatickou membránu a endocytosou proniknout dovnitř buňky (Deshayes et al., 1985). 

Nejprve dojde k adhezi liposomů s DNA k povrchu plasmatické membrány buňky, poté 

dojde k fúzi a následně k uvolnění genetické informace do cytoplasmy.  

Výhodou lipofekce je synergický efekt s metodou transformace s polyethylenglykolem 

a částečná ochrana DNA navázané na liposomy. Omezením této metody je vysoká 

náročnost a nízká účinnost (Gad et al., 1990), spojená s obtížnou regenerací 

transformovaných rostlin z protoplastů. 

2.1.1.6 Transgenoze zprostředkovaná vlákny z karbidu křemíku 

Jednou z méně známých metod tvorby transgenních rostlin je využití malých krystalů 

(průměr 0,5 – 0,6 µm; délka 5 až 80 µm) karbidu křemíku (SiC). Krystaly karbidu křemíku 

jsou velmi pevné, pružné, mají velmi dobrou odolnost vůči degradaci (Choi, 1997; Arshad 

a Asad, 2011) a jejich ostré hrany umožňují penetraci do buňky (Kaeppler et al., 1990; 

Kaeppler et al., 1992; Bronwyn et al., 1994; Wang et al., 1995; Arshad a Asad, 2011). 

Používají se k transformaci embryí, buněčných suspenzních kultur jednoděložných i 
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dvouděložných rostlin. Krystaly se smíchají s vektorem s vneseným transgenem a 

buňkami. Směs se intenzivně promíchá použitím vortexu (Asano et al., 1990; Kaepler et 

al., 1990; Dunahay, 1992; Dunahay, 1993; Arshad a Asad, 2011). DNA se dostává do 

buňky v místech poranění (Frame et al., 1994; Arshad a Asad, 2011). Metoda je tedy velmi 

jednoduchá, ale závislá na době míchání a velikostí krystalů. Nevýhodou metody je 

poškození buněk, nízká účinnost transformace a náročná regenerace rostlin po 

transformaci. Zároveň zde hrozí nebezpečí inhalace vláken karbidu křemíku při manipulaci 

(Kaeppler et al., 1992; Songstad et al., 1995; Arshad a Asad, 2011). 

2.1.2 Metody transgenoze zprostředkované bakterií Agrobacterium  

Agrobacterium tumefaciens je půdní gram-negativní bakterie řádu Rhizobiales, způsobující 

na rostlinách tvorbu nádorovitých útvarů (Zupan et al., 2000; Gelvin, 2003; 

Bourras et al., 2015; Yadava et al., 2017). Řadí se mezi biotrofní, genetické parazity, 

neboť je schopná přenosu a integrace T-DNA (transferové DNA) z tumor-indukujícího (Ti) 

plazmidu (Obr. 2) do jader rostlinných buněk, a tak stabilně změnit jejich genetickou 

informaci (Chilton a Drummond, 1978; Shell et al., 1979; Howard a Citovsky, 1990; van 

Wordragen a Dons, 1992; Gelvin, 2003; Tzfira a Citovsky, 2006; Yadava et al., 2017). 

Bakterie přirozeně nese v T-DNA 2 typy genů: onkogeny, které jsou zodpovědné za 

syntézu auxinů a cytokininů (Shell et al., 1979; Akyioshi et al., 1984; Lessard et al., 2002), 

a tedy tvorbu nádoru, a geny pro syntézu opinů, které jsou syntetizovány rostlinou v 

nádorových buňkách a slouží bakterii jako zdroj uhlíku a dusíku (Chilton a Drummond, 

1978; Kalogeraki a Winans, 1995; Zhu et al., 2000). Agrobacterium vyhledává rostliny, 

které vlivem poranění uvolňují fenolické látky (acetosyringon), jež působí pro bakterii jako 

chemoatraktant (Stachel et al., 1985; Bolton et al., 1986; Stachel et al., 1986; Specncer a 

Towers, 1988; Usami et al., 1988; Melchers et al., 1989; Morris a Morris, 1990; 

Song et al., 1990; Lee et al., 1992; Hooykaas a Beijersbergen, 1994; Lee et al., 1995; 

Dye et al., 1997; Baker et al., 2005; Hwang et al., 2017).  
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Obr. 2 Ti plazmid Agrobacterium tumefaciens. (Upraveno podle Alkuddsi et al., 2014). 

 

Pomocí proteinů VirA a VirG dochází k rozpoznávání fenolických látek (Obr. 3; 

Stachel a Zambryski, 1986; Albright et al., 1989; Winans, 1991; Jin et al., 1993; Mclean 

et al., 1994; Turk et al., 1994; Lee et al., 1995; Doty et al., 1996; Gelvin, 2000; 

van Kregten et al., 2009; Lee et al., 2009;) a následně protein VirG funguje jako 

transkripční faktor a indukuje expresi ostatních vir genů (Jin et al., 1990; Winans, 1992; 

Sheng a Citovsky, 1996; Christie, 1997; Akiyoshi et al., 2004;). Po navázání bakterie k 

povrchu buněčné stěny hostitelské buňky Agrobacterium syntetizuje celulosu. Celulosová 

vlákna pevně vážou bakterii k povrchu buňky (Matthysse et al., 1981; 

Matthysse et al., 1982; Matthysse, 1983; Deasey a Matthysse, 1984; Matthysse, 1986; 

Matthysse, 1987; Matthysse, 1995; Matthysse et al., 1995; Gelvin, 2000; Escobar a 

Dandekar, 2003). Proteiny VirD1 a VirD2 vyštěpí jednořetězcovou molekulu T-DNA 

(Obr. 3; De Vos a Zambryski, 1989; Winans, 1992; Scheiffele et al., 1995; Christie, 1997). 

VirD2 protein, který obsahuje dva jaderné lokalizační signály, se kovalentně naváže na 

5’ konec řetězce nukleové kyseliny (Herrera-Estrella, 1988; Ward a Barnes, 1988; Young a 
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Nester, 1988; Durenberger et al., 1989; Howard et al., 1989; Herrera-Estrella et al., 1996; 

Filichkin a Gelvin, 1993; Howard et al., 1992; Shurvinton et al., 1992; Gelvin, 2000; 

Mysore et al., 2000; Zupan et al., 2000; Ziemienowicz et al., 2001; Gelvin, 2003) a VirE2 

proteiny pokrývají T-DNA a chrání ji před nukleasami v cytoplasmě hostitelské buňky 

(Obr. 3; Gietl et al., 1987; Citovsky et al., 1988; Das et al., 1988; Herrera-

Estrella et al., 1988; Christie et al., 1988; Citovsky et al., 1989; Sen et al., 1989; 

Rossi et al., 1996; Gelvin, 2000; Zupan et al., 2000; Gelvin, 2003; Lacroix a Citovsky, 

2013).  

Pomocí VirD2 a VirE2 proteinů je T-DNA transportována do jádra (Zambryski, 1992). 

Celý komplex je přenesen i s dalšími Vir proteiny do hostitelské buňky. VirE3 a VirF hrají 

důležitou úlohu v integraci T-DNA (Vergunst et al., 2003). Po přenosu do jádra dojde k 

odštěpení VirD2 a VirE2 proteinů a začlenění T-DNA do genomu hostitelské buňky 

(Winans et al., 1986; Winans, 1992; Sheng a Citovsky, 1996; Christie, 1997; Zambryski, 

1997; Zupan et al., 2000). VirE2 protein interaguje s proteinem VIP1 a VIP2 

(Tzfira et al., 2001; Gelvin, 2003; Anand et al., 2007), které transportují komplex do jádra 

(Tzfira et al., 2001). Následně dojde k vytvoření komplexu VIP1-VirE2-VirF, který 

způsobí odštěpení VirE2 od T-DNA. Poté VirF protein způsobí degradaci obou proteinů 

VIP1 a VirE2 (Tzfira et al., 2004; Tzfira a Citovsky, 2006; Zaltsman et al., 2010a, 2010b; 

Hwang et al., 2017). Integrace transferové genetické informace probíhá na základě 

nehomologní rekombinace.  
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Obr. 3 Model procesu transformace zprostředkované Agrobacterium. (Upraveno podle Gelvin, 

2003). 

 

Velkou výhodou je využití A. tumefaciens s vhodným binárním vektorem. Binární 

vektory jsou konstruovány rozdělením velkého Ti plazmidu na dva menší plazmidy 

k oddělení úseku pro geny virulence a T-DNA (Hoekema et al., 1983; Bevan, 1984; 

Lessard et al., 2002). Další výhodou je možnost vkládání definovaného počtu kopií, 

případně velkého insertu transgenu (Hiei et al., 1994; Samac a Austin-Phillips, 2006) s 

přesně definovanými konci, a tím zajistit, aby nedocházelo k umlčování genů (Samac a 

Austin-Phillips, 2006; Yadava et al., 2017). Metoda je vhodná pro jednoděložné i 

dvouděložné rostliny (Graves a Goldman, 1986; Bytebier et al., 1987; 

Grimsey et al., 1987; Gould et al., 1991; Hiei et al., 1994; Ishida et al., 1996; 

Cheng et al., 2004; Zhang-Hua et al., 2005; Yadava et al., 2017) a je možné ji použít jak 

pro transientní, tak pro stabilní a in planta transformaci (Clough a Bent, 1998; 

Yadava et al., 2017). Jde o přirozený způsob přenosu genů (Lessard et al., 2002), při 

kterém je možné transformovat různé typy explantátů (buňky, pletiva, orgány) a dochází k 

efektivní regeneraci transgenních rostlin (Ishida et al., 1996; Zhao et al., 1998; Gordon-
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Kamm et al., 2002; Miller et al., 2002; Huang et al., 2004; Chumakov et al., 2006; Samac 

a Austin-Phillips, 2006; Vladimir et al., 2006; Vega et al., 2008; Abhishek et al., 2014; 

Hwang et al., 2017; Yadava et al., 2017).  

Limitací Agrobacterium zprostředkované metody transgenoze je omezení pro použití u 

určitých druhů jednoděložných rostlin (Hiei et al., 1994; Hwang et al., 2017), u kterých 

nedochází k přirozenému infikování. Často také dochází vlivem nehomologní rekombinace 

k náhodné deleci části hostitelské DNA (Hiei et al., 1994; Brunaud et al., 2002).  

2.2 Transgenoze tolice vojtěšky (Medicago sativa) 

Tolice vojtěška (Medicago sativa L.) je trvalá rostlina, která má mnoho způsobů využití 

(Randuška, 1986; Schauer, 2007). Díky symbióze s půdními hlízkovými bakteriemi 

fixujícími dusík obohacuje půdu v okolí kořenů o dusíkaté látky, a zároveň produkuje 

velké množství proteinů (Yacoubi et al., 2011). Jelikož je vojtěška tetraploidní allogamní 

rostlina, její transformace je relativně obtížná (Blondon et al., 1994; Trinh et al., 1998).  

Jedním z potenciálních způsobů, jak obejít kroky tkáňové kultury, a tím snížit čas a 

práci související s vytvářením transgenních rostlin, je bombardování pylu mikročásticemi 

(Ramaiah a Skinner, 1997; Trinh et al., 1998). Transformovaná pylová zrna jsou poté 

použita k opylování samičích sterilních květů. Bohužel, pouze 27 % získaných rostlin 

vykazovalo integraci T-DNA do genomu. Pereira a Erickson (1995) popsali stabilní 

jadernou transformaci vojtěšky bombardováním mikročásticemi. 

Nejúčinnějšími metodami získání transgenních rostlin vojtěšky se však staly metody 

transformace zprostředkované Agrobacterium tumefaciens (Samac a Temple, 2004). 

2.2.1 Metoda transformace listových explantátů vojtěšky podle Samac a 

Austin-Phillips 

Jednou z nejpoužívanějších metod transgenoze vojtěšky je metoda podle Samac a Austin-

Phillips, upravena Wangem z roku 2006. Principem této vysoce účinné a rychlé metody je 

kokultivace listových explantátů vojtěšky s Agrobacterium tumefaciens nesoucí 

požadovaný vektor T-DNA (Hiei et al., 1994; Samac a Austin-Phillips, 2006) a následná 

regenerace transgenních rostlin procesem somatické embryogeneze (Obr. 4, Brown a 
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Atanassov, 1985, Barbulova et al., 2002). Protokol využívá vysoce regenerativní genotyp 

Regen-SY (Bingham, 1991; Trepp et al., 1997; Samac, 2004; Samac a Austin-Phillips, 

2006; Wang, 2006). Explantáty jsou odvozeny z povrchově sterilizovaných listů a jsou 

spolu se suspenzí bakterií Agrobacterium tumefaciens smíchány v tekutém kokultivačním 

médiu. Následně jsou explantáty přeneseny na pevné kokultivační médium. Pro 

nejefektivnější výsledek transformace jsou explantáty ponechány na kokultivačním médiu 

7 až 8 dní (Du et al., 1994; Austin et al., 1995; Samac, 1995; Samac, 2004; Samac a 

Austin-Phillips, 2006; Wang, 2006).  

Poté se bakterie odstraňují oplachováním explantátů ve sterilní destilované vodě a 

kultivací na regeneračním médiu s rostlinnými hormony (auxin, cytokinin) a selekčními 

antibiotiky (Parrott et al., 1995; Tabe et al., 1995; Barbulova et al., 2002; Samac a Austin-

Phillips, 2006; Zhang et al., 2010; Nofouzi et al., 2019). Tvorba kalusu vyžaduje 2 až 3 

týdny. Somatická embrya jsou indukována kultivací kalusu na médiu bez regulátorů růstu. 

Na netransformovaných částech explantátu se při selekci vytvoří malé množství 

kalusového pletiva, ale embrya se netvoří (Samac a Temple, 2004; Samac a Austin-

Phillips, 2006). Zralá embrya kotyledonárního stádia se tvoří po 2 až 3 týdnech. Následně 

jsou přenesena na médium pro indukci vývoje kořenů, a poté jsou přenesena na MS 

(Murashige a Skoog, 1962) médium pro vývoj výhonků. Transformované rostliny je 

možné získat 9 až 14 týdnů po kokultivaci a mohou být přeneseny do půdy (Samac a 

Temple, 2004; Samac a Austin-Phillips, 2006). 

Průměrně 60 až 80 % naočkovaných explantátů vede k selekci somatických embryí, z 

nichž se vyvíjí 80 až 100 % rostlin, které obsahují T-DNA (Samac a Austin-Phillips, 

2006). Metoda byla použita u tolice vojtěšky (Medicago sativa) pro produkci 

průmyslových enzymů (Austin et al., 1995; Austin a Bingham, 1997; Austin-Phillips et al., 

1999a, 1999b; Zeigelhoffer et al., 1999; Austin a Zeigelhoffer, 2001; Ullah et al., 2002; 

Samac a Austin-Phillips, 2006), výrobu vysoce hodnotných sloučenin (Saruul, 2002; 

Samac a Austin-Phillips, 2006), zvýšení tolerance vůči patogenům (Samac a Smigocki, 

2003; Samac et al., 2004; Samac a Austin-Phillips, 2006 Tohidfar et al., 2012; Nofouzi 

et al., 2019), abiotickému stresu (Tesfaye et al., 2001; Samac a Austin-Phillips, 2006; Jin 

et al., 2010; Zhang a Wang, 2015; Nofouzi et al., 2019) a pro studium promotorů genů 



 

13 

(Pathirana et al., 1997; Shi et al., 1997; Trepp et al., 1997; Yoshioka et al., 1999; Samac a 

Austin-Phillips, 2006). 

 

 

Obr. 4 Schéma procesu somatické embryogeneze. 

 

2.2.2 Metoda transformace vojtěšky infiltrací semenáčků podle 

Weeks et al., 2008 

Tato metoda spočívá v infiltraci semenáčků, které byly předem asepticky seříznuty v 

apikálním meristému, suspenzí Agrobacterium tumefaciens. Seřízlé semenáčky jsou 

umístěny do zkumavky se suspenzí A. tumefaciens, nesoucí plazmid s požadovaným 

transgenem, sterilním bílým křemenným pískem, případně acetosyringonem. Celá směs ve 

zkumavce je třepána, případně je zároveň, pro maximalizaci infiltrované oblasti, vytvořeno 

vakuum (Weeks et al., 2008). Poté jsou semenáčky umístěny svisle do kultivačního média 

pro vývoj rostlin. Po přibližně 14 dnech jsou rostliny stabilně transformované a je možné je 

přenést do půdy.  

Transformované rostliny jsou schopné dobře produkovat semena T1 generace 

obsahující přenášenou T-DNA (Trieu et al., 2000; Weeks et al., 2008). S využitím dvou 

různých T-DNA je možné eliminovat integrovaný selekční gen. Jedna T-DNA obsahuje 

požadovaný transgen, zatímco druhá nese selekční markerový gen. Použitím 

indukovatelného rekombinačního systému dochází k segregaci genu zájmu od 
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markerového genu (Zuo et al., 2001; Miller et al., 2002; Weeks et al., 2008). Tato metoda 

poskytuje možnost získat rostliny obsahující pouze požadovanou T-DNA asi v 29 % 

(Rommens et al., 2004; Weeks et al., 2008). Metoda bohužel není široce používána, 

protože je obtížné ji reprodukovat (Somers et al., 2003; Bent 2006; Weeks et al., 2008).  

2.3 Mitogenem-aktivované proteinkinasy (MAPK) 

2.3.1 Základní charakteristika MAPK 

Signalizace prostřednictvím mitogenem-aktivovaných proteinkinasových (MAPK) kaskád 

je jednou z hlavních drah pro přenos signálu z vnějšího prostředí pro indukci buněčných 

odpovědí v eukaryotických buňkách (Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002; 

Fernandez-Pascual et al., 2006; Komis a Šamaj, 2014). Mitogenem-aktivované 

proteinkinasy tvoří rozsáhlou rodinu serin/threonin kinas. MAPK dráha přenosu signálu se 

skládá ze tří hlavních komponent (Obr. 5; Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002; 

Fernandez-Pascual et al., 2006). Mitogenem-aktivované proteinkinasykinasykinasy 

(MAPKKK, MAP3K, MEKK), které aktivují duálně specifické mitogenem-aktivované 

proteinkinasykinasy (MAPKK, MAP2K, MEK, MKK) v serin/threonin-X3-5-serin/threonin 

motivu. MAPKK následně aktivují mitogenem-aktivované proteinkinasy (MAPK, MPK) 

duální fosforylací threoninu a tyrosinu v T-E-Y nebo T-D-Y motivu (Fernandez-Pascual 

et al., 2006; Rodriguez et al., 2010; Komis et al., 2011; Sinha et al., 2011; Šamajová et al., 

2013a; Ovečka et al., 2014; Komis et al., 2018).  

V genomu Arabidopsis thalinana se nachází 60 genů pro MAPKKK, 10 genů pro 

MAPKK a 20 genů pro MAPK (Ichimura et al., 2002; Komis et al., 2018). Integrita 

kaskád, jejich uspořádání a kompartmentalizace může být zprostředkována pomocí 

integračních (“scaffold”) proteinů, kotvících a adaptorových proteinů (Whitmarsh a Davis, 

1998; Bradwell et al., 2001; Takekawa et al., 2005; Sinha et al., 2011). Tyto kaskády 

mohou být aktivovány transmembránovými receptory (Lee et al., 2012; Komis et al., 

2018), RLK (receptor-like kinasy, Hord et al., 2008; Komis et al., 2018), 

heterotrimerickými GTPasami (Guo et al., 2009; Cheng et al., 2015; Su et al., 2015; 

Komis et al., 2018) a jinými proteinkinasami (Kim et al., 2015; Komis et al., 2018).  
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Obr. 5 Schematické znázornění MAPK kaskády (zeleně) a příklad stresem indukované signální 
dráhy u Medicago sativa (oranžově). Upraveno podle Smékalová et al., 2014. 

 

 

Časově závislá deaktivace MAPK po signalizaci je způsobená duální specifitou MAPK 

fosfatas (MKP; Teige et al., 2004; Bartels et al., 2010; Umbrasaite et al., 2010; Sinha 

et al., 2011; Komis et al., 2018). Obecně jsou MAPK popisovány jako proteinkinasy, které 

jsou po aktivaci schopny dále aktivovat transkripční faktory, cytoskeletální proteiny, 

proteiny vezikulárního transportu a jiné kinasy (Cargnello a Roux, 2011; Komis et al., 

2011; Šamajová et al., 2013a; Ovečka et al., 2014), což může vést ke změnám v aktivaci 

exprese genů (Whitmarsh a Davis, 1998; Fernandez-Pascual et al., 2006). MAPK hrají 

významnou roli v buněčné diferenciaci, dělení (Whitmarsh a Davis, 1998; Fernandez-

Pascual et al., 2006; Komis et al., 2011; Sasabe a Machida, 2012; Šamajová et al., 2013a; 

Ovečka et al., 2014) a odpovědím na biotické (Ligterink et al., 1997; Kiegerl et al., 2000; 

Zhang a Klessig, 2001; Asai et al., 2002; Cardinale et al., 2002; Fernandez-Pascual et al., 

2006; Pitzschke et al., 2009b; Rasmussen et al., 2012; Ovečka et al., 2014) a abiotické 
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stresové faktory, jako je chlad a sucho (Jonak et al., 1996; Kiegerl et al., 2000; Fernandez-

Pascual et al., 2006), poranění (Seo et al., 1995; Bögre et al., 1997; Zhang a Klessig, 1998; 

Kiegerl et al., 2000; Fernandez-Pascual et al., 2006), a zvýšená koncentrace soli 

(Rodriguez et al., 2010; Sinha et al., 2011; Šamajová et al., 2013a; Ovečka et al., 2014).  

2.3.2 Stresem-indukovaná mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasa 

(SIMKK) 

Kiegerl et al., v roce 2000 popsali duálně specifickou mitogenem-aktivovanou 

proteinkinasukinasu SIMKK (stresem-indukovaná mitogenem-aktivovaná 

proteinkinasakinasa) nacházející se v tolici vojtěšce (Medicago sativa). Test pomocí 

kvasinkového dvouhybridního systému potvrdil, že SIMKK protein specificky interaguje 

se SIMK (solným stresem-indukovaná mitogenem-aktivovaná proteinkinasa) a aktivuje ji 

fosforylací residuí threoninu a tyrosinu v aktivační smyčce v podmínkách in vitro a in vivo 

(Obr. 5; Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002; Sinha et al., 2011; Ovečka et al., 

2014). SIMKK má velikost přibližně 42 kDa a vykazuje vysokou sekvenční homologii k 

MKK4 a MKK5 z Arabidopsis thaliana (Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002; 

Komis et al., 2018).  

Při růstu kořenových vlásků dochází k akumulaci SIMKK a pravděpodobně i k regulaci 

růstu kořenových vlásků (Berson et al., 2014; Ovečka et al., 2014; Komis et al., 2018). 

Dále byla prokázána aktivace SIMKK, zprostředkovaná ionty mědi, ale zároveň 

nedocházelo k aktivaci po působení iontů kadmia (Gupta et al., 2009; Jonak et al., 2004; 

Sinha et al., 2011). Na buněčné úrovni je SIMKK lokalizována v jádře a cytoplasmě, po 

působení solného stresu dochází k relokalizaci SIMKK a SIMK do cytoplasmatických 

kompartmentů (Ovečka et al., 2014; Komis et al., 2018). Rostliny s nadexpresí SIMKK 

také vykazovaly vyšší citlivost vůči soli (Ovečka et al., 2014).  

2.3.3 Solným stresem-indukovaná mitogenem-aktivovaná proteinkinasa 

(SIMK) 

V tolici vojtěšce (Medicago sativa) byla, po působení solného stresu, způsobeného 

125 mM roztokem NaCl, objevena MAPK o přibližné velikosti 46 kDa, popsána původně 

jako MsK7 (Jonak et al., 1993; Munnik et al., 1999). Po působení hyperosmotického stresu 
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(750 mM roztoku NaCl) však došlo k aktivaci jiného proteinu o velikosti 38 kDa, a proto 

byl protein o velikosti 46 kDa přejmenován na solným stresem-indukovaná mitogenem-

aktivovaná proteinkinasa (SIMK). K nejvyšším aktivitám SIMK docházelo mezi 8 a 16 

minutami od aplikace solného roztoku. SIMK může být dále aktivována vlivem 

mechanického poranění (Bögre et al., 1997; Cardinale et al., 2000; Fernandez-Pascual 

et al., 2006), vlivem oxidativního stresu (Munnik et al., 1999; Fernandez-Pascual et al., 

2006), vysoké koncentrace těžkých kovů (Jonak et al., 2004; Sinha et al., 2011), 

působením prekurzoru ethylenu (aminocyklopropan-1-karboxylová kyselina; Ouaked 

et al., 2003; Jonak et al., 2004) a po působení elicitorů bakterií a hub (Cardinale et al., 

2000; Fernandez-Pascual et al., 2006).  

SIMK vykazuje velmi vysokou sekvenční homologii, s absolutní identitou 

v karboxyterminálním regionu, k MPK6 z Arabidopsis thaliana (Šamaj et al., 2002; 

Bekešová et al., 2015). Na buněčné úrovni je SIMK lokalizována v jádře a cytoplasmě. Po 

působení biotického nebo abiotického stresového faktoru dochází ke kompartmentalizaci 

a relokalizaci do cytoplasmy. V epidermálních a rhizodermálních buňkách se SIMK 

nachází především v jádře, ale během růstu kořenových vlásků dochází k relokalizaci 

SIMK do cytoplasmy prodlužující se špičky kořenového vlásku pomocí sítě aktinových 

mikrofilamentů. Depolymerizace aktinu, způsobená aplikací lantrunkulinu B, měla za 

následek relokalizaci SIMK do jádra. Naproti tomu stabilizace aktinu, způsobená aplikací 

jasplakinolidu, způsobila ko-lokalizaci SIMK a fragmentů aktinových vláken 

v cytoplasmě. Tyto výsledky naznačují, že SIMK má vliv na dynamiku aktinového 

cytoskeletu, a tedy i na růst kořenových vlásků (Šamaj et al., 2002; Šamajová et al., 2013b; 

Ovečka et al., 2014; Komis et al., 2018). 

2.4 Reakce rostlin na abiotický stres 

Jelikož rostliny nemohou aktivně opustit své stanoviště a uniknout před nepříznivými 

podmínkami neustále se měnícího vnějšího prostředí (Manik et al., 2015; Zhang et al., 

2018), byly u nich vyvinuty receptory a signální dráhy, indukované touto enviromentální 

zátěží. Abiotický stres je nejdůležitějším faktorem ovlivňujícím růst, rozmnožování a 

výnos rostlin (Sinha et al., 2011; Zhang et al., 2018). Receptory pro signalizaci abiotického 
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stresu reagují na změny ve vnějším prostředí, které zahrnují chlad, vysokou teplotu, 

zvýšenou koncentraci solí, těžkých kovů, poranění, sucho a UV záření (Sinha et al., 2011; 

Zhang et al., 2018). Jednotlivé signální dráhy pro různé druhy abiotického stresu se mohou 

překrývat, a tak jeden vnější podnět může aktivovat více drah. Signál je přenášen a 

amplifikován kaskádami mitogenem-aktivovaných proteinkinas (MAPK; Sinha et al., 

2011; Smékalová et al., 2014). Nejvýznamnějšími stresem indukovanými MAPK v 

Arabidopsis jsou MPK3, MPK4 a MPK6 (Colcombet a Hirt, 2008). 

2.4.1 Teplotní stres 

Změna teploty je jednou z nejčastějších stresových faktorů u rostlin, které pocházejí 

z mírného podnebného pásu (Sinha et al., 2011; Smékalová et al., 2014). Rostliny se musí 

během celého svého životního cyklu vyrovnávat s měnícími se teplotními podmínkami, 

lišícími se od jejich optimálních teplotních podmínek. Výkyvy teplot mají vliv na 

fyziologii rostlin, regulaci metabolismu a zrání plodů, čímž mohou způsobovat ztráty na 

úrodě v zemědělství (Sinha et al., 2011; Theocharis et al., 2012). Bylo prokázáno, že 

teplotní výkyvy mění vlastnosti plasmatické membrány. Vysoká teplota způsobila 

zvýšenou fluiditu membrány, zatímco snížená teplota ji činila nepohyblivou a málo 

pružnou (Mittler et al., 2012; Wang et al., 2003).  

Při přechodném vystavení teplotním změnám, vyvolávajícím fyziologické reakce, při 

kterých dochází k aktivaci MAPK, dochází ke změnám v genové expresi (Huang et al., 

2012; Mishra et al., 2006). Aktivace MAPK může dále vyvolat změny, zahrnující 

stabilizaci plazmatické membrány (Sangwan et al., 2002b; Smékalová et al., 2014), 

aktivaci histidinkinas (Nongpiur et al., 2012) a akumulaci vápenatých kationtů (Zhu et al., 

2013). Teplotní stres dále spouští aktivaci Ca2+-dependentních proteinkinas (CDPK; 

Ludwig et al., 2004) a MAPK (Solanke a Sharma, 2008). Stres, způsobený chladem, také 

ovlivňuje různé post-transkripční modifikace, včetně sestřihu pre-mRNA, exportu mRNA 

z jádra a její degradaci (Chinnusamy et al., 2007; Zhu et al., 2007).  

V Arabidopsis thaliana bylo prokázáno, že MPK4 a MPK6 jsou aktivovány stresem, 

způsobeným nízkou teplotou (Ichimura et al., 2000; Teige et al., 2004). Aktivita MPK4 

dosahuje vrcholu při 60 minutách od začátku expozice chladem, zatímco aktivita MPK6 

vrcholí už během 10 minut. MPK4 interaguje s N-terminální doménou MEKK1, zatímco 
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MKK1 interaguje s jeho C-terminální kinasovou doménou (Mizoguchi et al., 1996; 

Ichimura et al., 1998; Sinha et al., 2011). Po reakci na sníženou teplotu byl také aktivován 

signální protein AtMKK2 (Mizoguchi et al., 2000; Teige et al., 2004). MEKK1 aktivuje 

MKK2 a jeho fosforylace vyvolává aktivaci MPK4 a MPK6 (Pitzschke et al., 2009a; Teige 

et al., 2004). U vojtěšky byla identifikována teplotním šokem aktivovaná MAPK (HAMK; 

Sangwan a Dhindsa, 2002). 

2.4.2 Solný stres 

Solný stres je nejčastěji způsobený zvýšenou koncentrací chloridu sodného v půdě, a je 

úzce spojen i s následným osmotickým stresem (Sinha et al., 2011; Smékalová et al., 

2014). Za toxicitou NaCl jsou primárně zodpovědné sodné kationty (Na+), které jsou při 

koncentraci nad 50 mM pro většinu rostlin toxické (Munns a Tester, 2008). Na koncentraci 

NaCl v půdě má vliv odpařování a srážení vody, a také zvětrávání hornin (Mahajan a 

Tuteja, 2005). Vysoká koncentrace Na+ může tedy mít velmi nepříznivé účinky na růst a 

vývoj rostlin, a tak snižovat výnos plodin v zemědělství (Yadav et al., 2011). Rostliny se 

mohou proti zvýšené koncentraci soli bránit aktivním odstraněním sodných kationtů 

z buněk přes Na+/H+ antiportér SOS1 (salinity overly sensitive 1). Dále udržováním 

vysokých intracelulárních poměrů K+/Na+ kationtů pomocí HKT transportérů a 

transportem Na+ kationtů prostřednictvím tonoplastového antiportéru NHX1 (Munns a 

Tester, 2008; Smékalová et al., 2014).  

V Arabidopsis byla prokázána akumulace mRNA MEKK1 v reakci na zasolení 

(Mizoguchi et al., 1996; Sinha et al., 2011) a mutanti mekk1 vykazují výrazně lepší růst při 

zasolení než divý typ (Su et al., 2007). Dvouhybridní analýza potvrdila proteinové 

interakce mezi MEKK1 a MKK2/MEK1, mezi MKK2/MEK1 a MPK4 a mezi MPK4 a 

MEKK1 (Ichimura et al., 1998). Dále bylo prokázáno, že signály stresu, způsobené 

vysokou koncentrací soli, jsou přenášeny na dvě MAPK kaskády. Jednou z nich je kaskáda 

MPK4 (MEKK1-MEK1/MKK2-MPK4) a druhou kaskádou je MPK6 (Ichimura et al., 

2000). Při solném stresu je součástí MAPK dráhy MEKK1 jako nadřazený (“upstream“) 

aktivátor MKK2 a podřazený (“downstream“) MPK4 a MPK6 (Teige et al., 2004; Sinha 

et al., 2011). Mutanti Arabidopsis thaliana mkk2 vykazují zvýšenou citlivost k zasolení 

(Teige et al., 2004; Smékalová et al., 2014). MKP1 (MAPK fosfatasa 1) funguje jako 
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negativní regulátor signalizace stresu ze zasolení prostřednictvím MAPK (MPK6 a MPK4; 

Ulm et al., 2002). Zároveň bylo prokázáno, že MKK9, která aktivuje MPK3 a MPK6 

(Zhao a Guo, 2011), má negativní vliv na toleranci rostlin vůči zvýšené koncentraci soli, 

protože mutanti mkk9 vykazují sníženou citlivost na zasolení (Xu et al., 2008). MPK6 se 

uplatňuje především v ranných stádiích aktivního vylučování sodíku fosforylací SOS1 

Na+/H+ antiportéru, čímž indukuje vylučování sodíku na úkor snížení pH v cytosolu (Yu et 

al., 2010; Smékalová et al., 2014).  

U tolice vojtěšky byla identifikována stresem indukovaná MAPK (SIMK) aktivována 

působením soli (Munnik et al., 1999; Sinha et al., 2011). Dále byla, pomocí dvouhybridní 

analýzy, identifikována SIMKK (MAPKK) jako nadřazený (“upstream“) aktivátor SIMK. 

SIMKK specificky interaguje se SIMK a zvyšuje solí indukovanou aktivaci SIMK (Kiegerl 

et al., 2000). 

2.4.3 Stres ze sucha 

Většina rostlin je vysoce citlivá na nedostatek vody (Maia et al., 2011; Smékalová et al., 

2014), a tak sucho patří mezi hlavní faktory životního prostředí, negativně ovlivňující 

výnosy plodin (Boyer, 1982; Mahajan a Tuteja, 2005; Sinha et al., 2011). Je-li půdní 

vlhkost trvale nízká, dochází ke snížení příjmu vody kořenovou soustavou a rozvádění 

vody v pletivech rostlin. Změny vlhkosti půdy vyvolávají aktivaci různých mechanismů 

pro přizpůsobení a zmírnění škodlivých účinků sucha. Stres ze sucha také zvyšuje produkci 

reaktivních forem kyslíku (ROS; Reactive oxygen species; Choudhury et al., 2013; Yao 

et al., 2013), které jsou spojeny s uzavíráním průduchů, což má za následek snížení ztrát 

vody (Miura et al., 2013; Zhou et al., 2013). Pokud tyto negativní podmínky vnějšího 

prostředí přetrvávají, dochází ke změnám genové exprese (Zhu, 2002; Li et al., 2008; Lee 

et al., 2009).  

Při odpovědi na stres ze sucha se uplatňují transkripční faktory (WRKY; Shen et al., 

2012) a signalizace prostřednictvím MAPK, které regulují suchem indukovanou 

transkripční aktivaci (Sinha et al., 2011; Smékalová et al., 2014). Zavírání průduchů je 

regulováno MPK9 a MPK12, které pozitivně reagují na změny v hladině kyseliny 

abscisové (ABA) a jsou ve velké míře exprimovány právě ve svěracích buňkách průduchů 

(Jammes et al., 2009). Další MAPK, která je aktivována stresem ze sucha je MPK6. 



 

21 

Aktivita MPK6 je indukována akumulací ROS (Yu et al., 2010), ale nezávislá na zvýšené 

hladině kyseliny abscisové (ABA; Tsugama et al., 2012; Smékalová et al., 2014). 

2.4.4 Oxidativní stres 

Většina typů abiotických stresových faktorů, jako je vysoká teplota, chlad, sucho a salinita, 

způsobují produkci reaktivních forem kyslíku (ROS), což vede v buňce k oxidativnímu 

stresu (Mittler, 2002; Suzuki et al., 2012). Reaktivní formy kyslíku jsou ale zároveň běžné 

vedlejší produkty aerobního metabolismu (Suzuki et al., 2011; Smékalová et al., 2014). 

Oxidativní stres je tedy termín používaný při přesáhnutí abnormální úrovně ROS, kam 

patří volné radikály (např. hydroxylový, kyselina dusičná, superoxidový) nebo 

neradikálové formy (např. peroxid vodíku). Nadměrná produkce ROS může vést k 

poškození specifických molekul s následným poškozením membrán buněk a pletiv (Gill a 

Tuteja, 2010). K utlumení ROS, tvořených metabolismem, buňka produkuje enzymy 

(katalasa, superoxid dismutasa), které zabraňují hromadění H2O2 (Gill a Tuteja, 2010; 

Sinha et al., 2011; Smékalová et al., 2014). Zároveň však ROS hrají důležitou roli v 

buněčné signalizaci MAPK. 

Reaktivní formy kyslíku způsobují aktivaci MPK3 a MPK6 u Arabidopsis thaliana 

(Kovtun et al., 2000; Lumbreras et al., 2010). Dále bylo prokázáno, že dochází k MKK5-

zprostředkované zvýšené regulaci exprese superoxid dismutas, na úrovni transkripce, v 

odpovědi na tvorbu ROS. MKK5 přenáší signál jak na MPK6, tak na MPK3 (Miles et al., 

2009; Xing et al., 2013). Dalším signálním proteinem, u něhož dochází k aktivaci vlivem 

oxidativního stresu, je MAPK fosfatasa 2 (MKP2), která defosforyluje MPK3 i MPK6, a 

tak zvyšuje toleranci buňky vůči oxidativnímu stresu (Lee a Ellis, 2007; Lumbreras et al., 

2010). 

U tolice vojtěšky byla identifikována MAPKKK, OMTK1 (oxidativním stresem 

aktivovaná MAP3K1), která aktivuje, v reakci na zvýšenou koncentraci ROS, MAPK 

MMK3 (Kovtun et al., 2000; Sinha et al., 2011). 

2.4.5 Stres z poranění 

Dalším z velmi častých faktorů, způsobující stres u rostlin, je mechanické poškození pletiv. 

Zranění mohou být způsobena bioticky, útokem býložravých živočichů, hmyzu a aktivitou 
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lidí, ale i abiotickými stresovými faktory, jako je chlad a vysoká teplota (Sinha et al., 2011; 

Smékalová et al., 2014). Po poranění dochází u rostliny k percepci signálu a k následné 

expresi genů souvisejících s obranou, které se podílejí na hojení poškozených pletiv a 

obraně proti následnému napadení hmyzem nebo potenciální infekci patogenem (Lawton a 

Lamb, 1987; Sinha et al., 2011). Po rozpoznání mechanického stresu dochází ke zvýšení 

hladiny ROS, zvýšení koncentrace intracelulárních Ca2+ kationtů v cytosolu, produkci 

některých rostlinných hormonů a fosforylaci signálních proteinů (Takahashi et al., 2011; 

Smékalová et al., 2014). Produkce ROS v reakci na poranění je spojena se signalizací Ca2 + 

kationtů, které přímo interagují s některými transkripčními faktory, čímž ovlivňují aktivitu 

některých MAPK ale i fosfatas (Das a Pandey, 2010; Smékalová et al., 2014). Následně 

dochází k aktivaci exprese obranných genů. 

V tabáku byla popsána první zraněním-indukovaná MAPK (WIPK; Seo et al., 1995). 

Následně Ichimura et al., (2000) popsali, že AtMPK4 a AtMPK6 se rychle aktivují po 

poranění. NtMPK4, homolog AtMPK4, byl spolu s SIPK aktivován zraněním v Nicothiana 

tabacum (Gomi et al., 2005; Sinha et al., 2011). Ko-imunoprecipitační metodou byla 

odhalena interakce mezi MEKK1 a MKK1 po poranění rostliny, ale k žádné interakci mezi 

těmito proteiny nedošlo u kontrolních nezraněných rostlin (Hadiarto et al., 2006; 

Smékalová et al., 2014). Dále bylo prokázáno, že MEKK1 interagovala přímo s MPK4, 

MPK5 a MPK13 (Nakagami et al., 2004; Smékalová et al., 2014). Bogre et al., 1997 

prokázali, že zranění listů u vojtěšky vyvolalo aktivaci MMK4. Bekešová et al., 2015 

prokázali, že zranění listů u vojtěšky vyvolalo aktivaci SIMK. 

2.4.6 Stres způsobený těžkými kovy 

Ionty kovů jsou v nízkých koncentracích pro rostliny nezbytné, protože se podílejí na 

fyziologických a vývojových procesech. Mezi tyto ionty biogenních kovů patří měď (Cu), 

zinek (Zn), železo (Fe), kobalt (Co) a nikl (Ni). Vysoké koncentrace těžkých kovů jsou 

však toxické a negativně ovlivňují růst a vývoj rostlin (Sinha et al., 2011; Smékalová et al., 

2014). Kromě výše zmíněných zde patří také některé neesenciální kovy, jako je hliník (Al), 

kadmium (Cd) a olovo (Pb), které způsobují závažné poruchy fyziologických procesů 

rostlin (Illes et al., 2006; Shanmugaraj et al., 2013). Těžké kovy způsobují výkyvy 

v hladině a tvorbě ROS (Smeets et al., 2009; Smékalová et al., 2014). Zvýšená produkce 
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ROS ovlivňuje distribuci Ca2+ kationtů a aktivaci MAPK (Jonak et al., 2004; Opdenakker 

et al., 2012). 

Zvýšená koncentrace těžkých kovů vedla v rostlinách k aktivaci MAPK, především 

v rýži došlo k aktivaci OsMPK3, OsMPK4 a OsMKK4 (Huang a Huang, 2008; Rao et al., 

2009; Wang et al., 2010; Rao et al., 2011; Ye et al., 2013; Yeh et al., 2004, 2007). 

V Arabidopsis způsobuje kadmium akumulaci ROS, a tím aktivaci MPK3, MPK4 a MPK6 

(Liu et al., 2010; Smékalová et al., 2014). Po vystavení rostlin vysoké koncentraci kadmia 

došlo ke zvýšené expresi transkripčních faktorů WRKY22; WRKY 25 (aktivován MPK4) 

a WRKY29 (Opdenakker et al., 2012; Smeets et al., 2013). 

V Medicago sativa došlo, při vystavení zvýšené koncentraci Cd a Cu, k aktivaci čtyř 

různých MAPK: SAMK, SIMK, MMK2 a MMK3 (Jonak et al., 2004; Sinha et al., 2011). 

Dále došlo v protoplastech tolice vojtěšky, vlivem měďnatých kationtů, k SIMKK 

zprostředkované aktivaci SIMK a SAMK, ale ne MMK2 a MMK3. 

2.5 Fenotypový projev rostlin při interakci se symbiotickými hlízkovými 

bakteriemi 

Kořeny rostlin jsou neustále vystaveny mnoha druhům půdních mikroorganismů. Buněčná 

stěna rhizodermálních buněk proto vytváří ochranou bariéru proti patogenním druhům. 

Aby však prospěšné symbiotické hlízkové bakterie mohly být v kontaktu s danou rostlinou, 

musí mezi oběma organismy proběhnout výměna signálů, které bakterii umožní vstup do 

rostliny skrz kořenové vlásky (Jones et al., 2007). 

2.5.1 Iniciace invaze kořenového systému rostlin 

Bobovité rostliny nejprve produkují flavonoidní sloučeniny (deriváty 2-fenyl-1,4-

benzopyronu), které se navážou k bakteriálním NodD transkripčním faktorům 

(Perret et al., 2000; Barnett a Fisher, 2006), aktivují je, a tím indukují transkripci nod genů 

(Perret et al., 2000; Jones et al., 2007). Peck et al., v roce 2006 prokázali, že flavonoidy 

nehostitelských rostlin mohou u Sinorhizobium meliloti inhibovat transkripci nod genů, 

které kódují enzymy syntézy lipochitooligosacharidových Nod faktorů, produkovaných 

bakterií, a které u rostlin vyvolávají fenotypové změny (Dénarié et al., 1996; Long et al., 
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1996; Mylona et al., 1995; Schultze a Kondorosi, 1998; Spaink, 1996; Timmers et al., 

1999; Oldroyd a Downie, 2004). Nod faktory se skládají z několika 

residuí β-1,4-N-acetyl-D-glukosaminů, jejichž počet je závislý na druhu půdní bakterie 

(Perret et al., 2000; Jones et al., 2007). Nod faktor je navázán na extracelulární LysM 

doménu rostlinného receptoru s intracelulární kinasovou doménou, a poté dochází 

k přenosu signálů, které spouští v buňce řadu dějů (Limpens et al., 2003; Madsen et al., 

2003; Ivanov et al., 2010).  

Jednou z prvních reakcí rostlin k daným Nod faktorům je zvýšení úrovně 

vnitrobuněčných Ca2+ kationtů v kořenovém vlásku, což vede k jejich oscilaci a změnám 

uspořádání cytoskeletu (de Ruijter et al., 1999; Timmer et al., 1999; Cardenas et al., 2003; 

Sieberer et al., 2005b). Přechodná fragmentace aktinu po působení Nod faktorů 

ze Sinorhizobium meliloti byla potvrzena v Medicago sativa (Allen et al., 1994; Cardenas 

et al., 1998; Timmers et al., 1999), změny v konfiguraci aktinových vláknech u Vicia 

sativa a přeskupení mikrotubulů v primární kůře Vicia hirsuta (Bakhuizen, 1988, van 

Spronsen et al., 1995; Miller et al., 1999; Timmers et al., 1999). Reorganizace cytoskeletu, 

regulovaná ROP GTPasami, způsobí stáčení při růstu kořenového vlásku kolem Rhizobia, 

které je zde zachyceno (Obr. 6; Kijne, 1992, Esseling et al., 2003; Esseling a Emons, 2004; 

Gage, 2004; Sieberer et al., 2005a; Vassileva et al., 2005).  

Následně dochází, vlivem změn v dynamice cytoskeletu, k agregaci cytoplasmy, 

relokalizaci jádra, endoplasmatického retikula a Golgiho aparátu pro usnadnění transportu 

vezikul do místa proniknutí bakterií do kořenového vlásku (Ivanov et al., 2010). Nod 

faktory zároveň, inhibicí transportu auxinu, stimulují buňky primární kůry kořene k mitose 

(Dudley et al., 1987; Libbenga a Harkes, 1973; Yang et al., 1994, Heidstra et al., 1997; 

Foucher a Kondorosi, 2000; Wasson et al., 2006). Tímto indukovaným dělením vznikají 

buňky, které později formují primordium hlízky (Foucher a Kondorosi, 2000).  

2.5.2 Vývoj infekčního vlákna 

Než může docházet k fixaci dusíku, musí dojít k transportu bakterií do buněk primární 

kůry kořene (Perret et al., 2000; Jones et al., 2007). Aby hlízková bakterie byla schopna se 

přemístit z kolonizovaného kořenového vlásku do primární kůry kořene, vytváří infekční 

vlákno (Obr. 6). Účinkem Nod faktorů a bakteriálních exopolysacharidů (sukcinoglykan, 
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galaktoglukan, Glazebrook a Walker, 1989; Pellock et al., 2000) dochází k reorganizaci 

buněčné polarity (van Brussel et al., 1992; Timmers et al., 1999) a k indukci tvorby 

plasmatické membrány a buněčné stěny v místě vrcholu nově se vyvíjející struktury 

(Brewin, 2004; Gage, 2004; Jones et al., 2007). Pouze u bakterií, které se nacházejí 

v tomto vrcholu infekčního vlákna, dochází k dělení (Gage, 2002).  

Během růstu infekčního vlákna dochází k relokalizaci jádra buňky kořenového 

vlásku, spojením vrcholu infekčního vlákna k jádru sítí mikrotubulů, které obklopují celé 

infekční vlákno (Timmers et al., 1999; Ivanov et al., 2010). Jakmile vlákno proroste 

buňkou kořenového vlásku, bakterie indukují tvorbu infekčního vlákna do další buňky, 

dokud vlákno neproroste do buněk primární kůry kořene (Jones et al., 2007). Po proniknutí 

do hlubších oblastí primární kůry kořene, dojde k vytvoření výběžku (kapky) cytoplasmy 

infekčního vlákna, které už není ohraničeno buněčnou stěnou, ale pouze cytoplasmatickou 

membránou (Ivanov et al., 2010). 

 

 

 

Obr. 6 Schéma vývoje kořenové hlízky. (1 - Tvorba infekčního vlákna, 2 - Tvorba primordia 
kořenové hlízky a vznik bakteroidů, 3 - Odtržení kořenového vlásku vlivem růstu hlízky, 

4 - Tvorba vodivého pletiva, 5 - Vyvinutá kořenová hlízka; Upraveno podle 

https://www.liberaldictionary.com/wp-content/uploads/2018/12/root-nodule.jpg). 

https://www.liberaldictionary.com/wp-content/uploads/2018/12/root-nodule.jpg
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2.5.3 Vývoj hlízky a výměna živin 

Bakterie se dostane do cytoplasmy buňky endocytosou (Jones et al., 2007 ; Ivanov et al., 

2010; Leborgne-Castel a Bouhidel, 2014). Každá bakterie je obklopena cytoplasmatickou 

membránou hostitelské buňky a vytváří symbiosom (Brewin, 2004; Jones et al., 2007). 

Symbiosom se může dále dělit, dokud nedojde k diferenciaci bakterie v dusík-fixující 

bakteroid, obklopený peribakteroidní membránou (Robertson a Lyttleton, 1984; 

Jones et al., 2007). Bakteroidy se dále dělí a diferencují, čímž vzniká nedeterminované 

primordium hlízky (Obr. 6; Prell a Poole, 2006). Jde o meristematické pletivo s cévními 

svazky pro výživu orgánu (Obr. 7; Rose, 2008; Kouchi et al., 2010).  

Bakteroidy v primordiu zvyšují obsah své DNA a velikost buňky pro dosažení vyšší 

metabolické aktivity pro podporu fixace dusíku (Galitski et al., 1999; Mergaert et al., 

2006). Uvnitř symbiosomu je udržována nízká hladina kyslíku pomocí, rostlinou 

vytvořeného, kyslík-vázajícího proteinu leghemoglobinu (Ott et al., 2005; Jones et al., 

2007). Dokončením diferenciace bakteroidů dochází k expresi enzymů nitrogenasového 

komplexu, nezbytného pro fixaci dusíku (Fischer, 1994; Oldroyd 2007).  

Nitrogenasový komplex se skládá z enzymu nitrogenasy, obsahující ionty železa, síry a 

molybdenu, a enzymu nitrátreduktasy, obsahující ionty železa a síry (Burgess a Lowe, 

1996). Respirační aktivita bakteroidu poskytuje komplexu 16 molekul ATP a 8 elektronů, 

které jsou nutné k redukci 1 molekuly N2 na 2 molekuly NH4
+ (Poole a Allaway, 2000). 

Amonné kationty mohou být sekretovány do NH4
+ kanálů peribakteroidní membrány, 

asimilovány a distribuovány rostlinou (de Bruijn et al., 1989; Poole a Allaway, 2000; 

Lodwig et al., 2003; Prell a Poole, 2006). Asimilace NH4
+ rostlinnými buňkami probíhá 

skrz glutamin a asparagin syntetasy, kdy dochází v tvorbě glutaminu z kyseliny glutamové 

a NH4
+, asparaginu z kyseliny asparagové a NH4

+ (Kahn et al., 1998; Harrison et al., 2003; 

Barsch et al., 2006). Pro fixaci dusíku je potřebná výměna produktů metabolismů rostlin a 

bakterií. Rostlina bakterii poskytuje substrát pro oxidativní fosforylaci (dikarboxylové 

kyseliny – malát, sukcinát; Ronson et al., 1981; Poole a Allaway, 2000) a prvky, potřebné 

k tvorbě nitrogenasového komplexu (Dos Santos et al., 2004).  

Truchet et al., v roce 1991 prokázal, že k vývoji hlízek může docházet i při absenci 

hlízkových bakterií, aplikací purifikovaných Nod faktorů. Kořenovou hlízku lze rozdělit do 

několika zón. Zóna I obsahuje meristematické buňky bez hlízkových bakterií. Následuje 
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centrální pletivo tvořené infekčními zónami symbiotickými: brzkou II a pozdní (fixační) 

III, oddělené interzónou II-III. Zóna IV je tvořená senescenčními buňkami, které postupem 

času vytvoří poslední saprofytickou zónu V (Obr. 7; Vasse et al., 1990; Timmers et al., 

1999; Popp a Ott; 2011; Łotocka et al., 2012). 

 

 

 

Obr. 7 Rozdělení jednotlivých zón v průběhu růstu kořenové hlízky. I – meristematická zóna, II – 

brzká symbiotická zóna, II-III interzóna, III – pozdní (fixační) symbiotická zóna, IV – senescenční 
zóna, V – saprofytická zóna. (Upraveno podle Łotocka et al., 2012). 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Materiál 

P 0.45 PVDF Blotting Membrane Amersham TM Hybond TM (GE Healthcare Life 

science), PVDC fólie (Sarogold), kádinky, odměrné válce, pinzety, nůžky, Pasteurovy 

pipety, filtrační papír, hliníková fólie, skleněné nádoby na membrány, hrubší a tenčí skla 

na gely, centrifugační kyvety, mikrozkumavky, celulosové ubrousky, magnetická 

míchadla, sterilní špičky, sterilní Petriho misky, černé igelitové obaly, parafilm, 

chirurgická páska, bakteriologický filtr s póry o velikosti 0,22 µm, stojan na zkumavky, 

Centrifugační mikrozkumavky, Amicon®Ultra – 0,5 ml centrifugační filtry Ultracel® – 

10K, laboratorní jednorázové roušky, 96-jamková destička MicroAmp® Fast (Applied 

Biosystems), sterilní párátka 

3.1.1 Použité chemikálie 

1000x Gamborg’s vitamin (Duchefa Biochemie) 

1000x Nitsch and Nitsch vitamin solution (Duchefa Biochemie) 

10x Reakční pufr pro DNasu I (s MgCl2, Thermo Scientific) 

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

AppliChem) 

2,4-dichlorfenoxyoctová kyselina (Duchefa Biochemie) 

2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin]ethansulfonová kyselina (HEPES, Duchefa Biochemie) 

2-Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich) 

4x Laemmli vzorkovací pufr (Bio-Rad) 

6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific) 

Aboslutní ethanol (Penta) 

Acetát sodný (Sigma-Aldrich) 

Adenin (Sigma-Aldrich) 

Agarosa (Sigma-Aldrich) 

Akrylamid/bis-akrylamid roztok 37,5:1 (40%, Bio-Rad) 
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Aktin Primery (Eurofins Genomics) 

Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad) 

BSA (hovězí sérový albumin; Sigma-Aldrich) 

Clarity TM Western ECL Substrate: Luminol/enhancer solution a Peroxide solution (Bio-

Rad) 

cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche) 

Dihydrát hydrogenfosforečnanu disodného (Sigma-Aldrich) 

Dihydrát molybdenanu sodného (Sigma-Aldrich) 

Dihydrogenfosforečnan draselný (Sigma-Aldrich) 

Dithiothreitol (DTT, Sigma-Aldrich) 

DNasa I (Thermo Scientific) 

dNTP mix (10 mM, Thermo Scientific) 

Dodecylsíran sodný (SDS, Sigma-Aldrich) 

DreamTaq DNA Polymerasa (Thermo Scientific) 

Dusičnan draselný (Sigma-Aldrich) 

Ethanol denaturovaný (96%, Lihovar Kojetín) 

Ethylenglykol-bis (2-aminoethylether) – N, N, N ', N ' tetraoctové kyseliny (EGTA, 

Sigma-Aldrich) 

Fenol – chloroform – isoamylalkohol (25:24:1, Sigma-Aldrich) 

Fenol (Sigma-Aldrich) 

Fluorid sodný (Sigma-Aldrich) 

Gamborg’s B5 basal salt mixture (Duchefa Biochemie) 

Gellan gum powder (Alfa Aesar) 

GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) 

Glycerol (Sigma-Aldrich) 

Glycin (Sigma-Aldrich) 

Heptahydrát síranu hořečnatého (Sigma-Aldrich) 

Hydroxid sodný (Sigma-Aldrich) 

Chlorid hořečnatý (Sigma-Aldrich) 

Chlorid sodný (Sigma-Aldrich) 

Chlornan sodný (Sigma-Aldrich) 
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Chloroform: isoamylalkohol (24:1, Sigma-Aldrich) 

ImmoMixTM (Bioline) 

Incidur (Ecolab) 

Isopropanol (Sigma-Aldrich) 

Kinetin (Duchefa Biochemie) 

Kyselina boritá (Duchefa Biochemie) 

Kyselina chlorovodíková (37%, Sigma-Aldrich) 

LB broth (MO BIO laboratories) 

Ledová kyselina octová (34%, Sigma-Aldrich) 

L-Glutamin (Duchefa Biochemie) 

L-glutathion (Sigma-Aldrich) 

L-Prolin (Sigma-Aldrich) 

L-Serin (Sigma-Aldrich) 

MES (Duchefa Biochemie) 

Methanol (Sigma-Aldrich) 

Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics) 

M-MLV Reverzní transkriptasa (Promega) 

M-MLV RT 5x buffer (Promega) 

Monohydrát síranu hořečnatého (Sigma-Aldrich) 

Monohydrát síranu zinečnatého (Sigma-Aldrich) 

Monosulfát kanamycinu (Duchefa Biochemie) 

Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie) 

Myoinositol (Duchefa Biochemie) 

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma-Aldrich) 

OligodT (100 µM, Promega) 

Pentahydrát dihydrochlorid spectinomycinu (Duchefa Biochemie) 

Pentahydrát síranu měďnatého (Duchefa Biochemie) 

Peroxosíran amonný (Sigma-Aldrich) 

PhosSTOP (Roche) 

Phyto agar (Duchefa Biochemie) 

Ponceau S (Sigma-Aldrich) 



 

31 

Precision Plus Protein TM Dual Color Standards (Bio-Rad) 

Protein Assay Dye Reagent Concentrate 5x (Bio-Rad) 

Rifampicin (Duchefa Biochemie) 

RNAsin® inhibitor ribonukleas (Promega) 

ROX Reference Dye (Invitrogen) 

Sacharosa (Sigma-Aldrich) 

Schenk & Hildebrant (100x) vitamin solution (Duchefa Biochemie) 

Schenk & Hildebrant basal salt mixture (Duchefa Biochemie) 

SIMK Primery (Eurofins Genomics) 

Sterilní destilovaná voda 

SYBRTM Green I nucleic acid gel stain (Thermo Fisher Scientific) 

Tikarcilin (Duchefa Biochemie) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich) 

Tween ® 20 (Sigma-Aldrich) 

Voda (Sigma-Aldrich) 

Vodovodní voda 

3.1.2 Použité protilátky 

Primární afinitně přečištěná králičí polyklonální protilátka anti-MMK3 (GenScript) 

Primární afinitně izolovaná králičí polyklonální protilátka anti-AtMPK6 (Sigma-Aldrich) 

Primární králičí anti-Phospo-p44/42 MAP kinase (thr202/tyr204) protilátka (Cell Signaling 

Technologies) 

Primární myší monoklonální protilátka anti-Actin (Sigma-Aldrich) 

Primární myší monoklonální protilátka anti-GFP (Sigma-Aldrich) 

Sekundární kozí anti-myší protilátka s navázanou křenovou peroxidasou (Horseradish 

peroxidase-linked IgG, Invitrogen) 

Sekundární kozí anti-králičí protilátka s navázanou křenovou peroxidasou (Horseradish 

peroxidase-linked IgG, Invitrogen) 
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3.1.3 Roztoky a média 

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

• 1 ml chlornan sodný 

• 50 µl Tween 

• Doplnit MiliQ H2O 

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

LB médium 

• 25 g·l-1 LB broth 

• Upravit pH na 7,2, sterilizace autoklávem 

SH médium 

• 3,2 g·l-1 Schenk and Hildebrant basal salt mixture 

• 30 g·l-1 sacharosa 

• 0,5 g·l-1 MES 

• Upravit pH na 5,7 (1M KOH) 

• Sterilizace autoklávem 

• Po autoklávování nechat vychladnout na přibližně 55 °C, poté přidat: 

• 10 ml·l-1 100X Schenk and Hildebrant vitamin solution (1g/10 ml MiliQ 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/10 g·l-1 phyto agar 

• Upravit pH na 5,7 (1M KOH) 

• Sterilizace autoklávem 
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• Po autoklávování nechat vychladnout na přibližně 55 °C, poté přidat: 

• 30 ml·l-1 směsi aminokyselin 

• 1 ml·l-1 2,4-D (1,0 mg·l-1) 

• 1 ml·l-1 kinetin (0.1 mg·l-1) 

• 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 

• Doplnit MiliQ 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) 

• 50 mg 2,4-D 

• Rozpustit v 5 ml 1M NaOH 

• Doplnit do 50 ml MiliQ H2O 

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

• Uchovávání při -20 °C 

Roztok kinetinu (0,1 mg·ml-1) 

• 10 mg kinetin 

• Rozpustit v 0,1 ml 0,1M NaOH 

• Doplnit do 10 ml MiliQ 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 
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• 30 g·l-1 sacharosa 

• 4,5 g·l-1 gellan gum/10 g·l-1 phyto agar 

• Upravit pH na 5,7 (1M KOH) 

• Sterilizace autoklávem 

• Po autoklávování nechat vychladnout na přibližně 55 °C, poté přidat: 

• 30 ml·l-1 směsi aminokyselin 

• 1,0 ml·l-1 1000X Gamborg’s vitamin 

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/10 g·l-1 phyto agar 

• Upravit pH na 5,7 (1M KOH) 

• Sterilizace autoklávem 

• Po autoklávování nechat vychladnout na přibližně 55 °C, poté přidat: 

• 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 

• Doplnit MiliQ H2O 

• Upravit pH na 5,7 pomocí 1M KOH, sterilizace autoklávem 

Pevné ½ MS médium 

• 2,15 g·l-1 Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture  

• 10 g·l-1 sacharosa 

• 1 g MES 

• Doplnit MiliQ H2O 

• Upravit pH na 5,7 pomocí 1M KOH, sterilizace autoklávem 
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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) 

• Upravit pH na 6,5 

• Sterilizace autoklávem 

• Po autoklávování nechat vychladnout na přibližně 55 °C, poté přidat: 

• 0,1 ml·l-1 CaCl2 (0,11098g·ml-1) 

Roztok Fe-EDTA (10 ml) 

• 0,056g FeSO4·7H2O 

• 0,074 g Na2EDTA  

• Doplnit do 10 ml MiliQ H2O 

• Rozpustit za stálého míchání při 50 °C 

Transfer pufr 10x (TB) 

• 30 g·l-1 Tris 

• 144 g·l-1 Glycin 

• Doplnit MiliQ H2O do 1 litru 

Pracovní TB:  

• 100 ml 10x TB 

• 100 ml 100% methanolu 

• 800 ml MiliQ H2O 

Tris buffered saline 10x (TBS) pufr 

• 24,2 g·l-1 Tris 

• 87,8 g·l-1 NaCl 
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• Doplnit MiliQ H2O do 1 litru 

• Upravit pH na 7,4 pomocí koncentrované HCL 

TBS-T pufr 

• 100 ml TBS 

• 899 ml MiliQ H2O 

• 1 ml Tween 20 

Running pufr (RB) 

• 30 g·l-1 Tris 

• 144 g·l-1 Glycin 

• 10 g·l-1 SDS 

• Doplnit MiliQ H2O do 1 litru 

Pracovní RB: 

• 100 ml RB 

• 900 ml MiliQ H2O 

Ponceau S barvicí roztok 

• 1 g Ponceau S 

• 50 ml Kyselina octová 

• 950 ml MiliQ H2O  

Extrakční pufr E (do 100 ml) 

• 1,19 g HEPES, pH 7,5 (NaOH) 

• 0,43 g NaCl 

• 38 mg EGTA 

• 100 µl 1M MgCl2 

• 4 mg NaF 

• 10 ml 10% glycerolu 

• Doplnit MiliQ H2O do 100 ml 

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

• Uchovávání při -20 °C 
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Extrakční pufr 

• Těsně před použitím přidány inhibitory proteas a fosfatas (na 1 ml extrakčního 

pufru E) 

• 1 µl 1M DTT (0,154 g·µl-1) 

• 20 µl CompleteTM 

• 100 µl PhoStopTM 

0,5 M Tris-HCl pH 6,8 (100 ml) 

• 6 g Tris 

• 60 ml MiliQ 

• Upravit pH na 6,8 s 1M HCl 

• Doplnit MiliQ do 100 ml 

1,5 M Tris-HCl pH 8,8 

• 54,45 g Tris 

• 150 ml MiliQ 

• Upravit pH na 8,8 s 1M HCl 

• Doplnit MiliQ do 300 ml 

1% agarosový gel 

• 10 g agarosa 

• Doplnit MiliQ H2O do 100 ml 

• Rozpustit agarosu ve vodě pomocí mikrovlnné trouby 

• 1 µl Midori Green Advance DNA stain 

Štěpící směs s DNasou (90 µl) 

• 1 µl RNAsin 

• 2 µl DNasa I 

• 10 µl 10x buffer 

• 77 µl H2O 

PCR mix (49 µl) 

• 37,5 µl H2O 

• 5 µl 10x buffer 

• 1 µl dNTP mix (10mM) 
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• 2,5 µl Forward primer (10µM) 

• 2,5 µl Reverse primer (10µM) 

• 0,25 µl Dream Taq polymerasa 

2x SYBR mix (2 ml) 

• 1 ml 2x Immomix 

• 50 µl 25µM ROX 

• 3,2 µl 100x SYBR Green 

• 946,8 µl H2O 

Mix s primery (7,5 µl) 

• 5 µl 2x SYBR mix 

• 0,5 µl Forward primer (10µM) 

• 0,5 µl Reverse primer (10µM) 

• 1,5 µl H2O 

3.1.4 Použité přístroje 

Analytické váhy (XA 110/2X, RADWAG) 

Aparatura na SDS-PAGE a Western blot (Bio-Rad) 

Aparatura na výrobu gelů (Bio-Rad) 

Automatické pipety (Eppendorf) 

Binokulární fluorescenční stereomikroskop (Leica) 

Box laminární Biohazard (Merci) 

Centrifuga stolní chlazená ScanSpeed 1730 MR (LaboGene) 

Dokumentační systém ChemiDocTM MP (Bio-Rad) 

Elektromagnetická míchačka IKA Combimag REO (Drehzahl Electronic) 

Fotoaparát Nikon 7000 (Nikon) 

Fytotronová komora (Weiss Gallenkamp) 

Hluboko mrazící box (Panasonic) 

Chlazená centrifuga Allegra (Beckman Coulter) 

Inkubátor s nastavitelnou teplotou (Memmert) 

Laboratorní centrifuga na PCR mikrodestičky NF 400 (Nüve) 

Laboratorní digestoř (M 1200, MERCI) 
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Laboratorní chladnička LIE LCV 4010 (Schoeller) 

Laboratorní váhy S1502 (BEL Engineering) 

Laserový mikroskop s rotujícím diskem (Zeiss) 

Mikrocentrifuga s vortexem FVL-2400N (BioSan) 

Mikrocentrifuga SpectrafugeTM 24D (Labnet) 

Mikroobjemový spektrofotometr NanodropTM Lite (Thermo Scientific) 

Mikrovlnná trouba MHE21 (HITACHI) 

Mraznička LIE G 5216 513L (Comfort) 

Napěťový a proudový zdroj Bio-Rad Power PacTM Basic (Bio-Rad) 

pH metr PC 2700 (Eutech Instruments) 

Spektrofotometer (Smart SpecTM plus, Bio-Rad) 

Spektrofotometr Infinite M Nano (Tecan) 

T100 Thermal Cycler (Bio-Rad) 

Termoblok Thermocell Cooling&Heating Block CHB-202 (Bioer) 

Termocyklér kvantitativní – StepOnePlus Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems) 

Třepačka Rocker Shaker MR - 12 (BioSan) 

Třepačka s inkubací ES-20 (Biosan) 

Vortex Genie - 2 (Scientific Industries) 

Výrobník deionizované vody Simplicity water purification system (Millipore) 

Zoomovací stereo mikroskop (Zeiss) 

3.1.5 Software pro zpracování výsledků 

ApE 2.0.49 A plasmid editor (M. Wayne Davis) 

Excel 365 (Microsoft Office) 

i-control 2.0™ Microplate Reader Software (Tecan) 

ImageLab (Bio-Rad) 

ImageJ (NIH) 

Inkscape (0.92.3) 

PowerPoint 365 (Microsoft Office) 

StepOne v2.3 (Applied Biosystems) 

Zen Blue version 2.3 (Zeiss) 



 

40 

3.1.6 Rostlinný materiál 

Medicago sativa L. divoký typ, kultivar Regen-SY 

Medicago sativa L. transgenní linie 35S::FABD2-GFP 

Medicago sativa L. transgenní linie SIMK RNAi 

Medicago sativa L. transgenní linie SIMKK RNAi v FABD2-GFP (označeno v práci jako 

SIMKK RNAi FABD2-GFP) 

Arabidopsis thaliana L. transgenní linie pMAT, stabilně exprimující protein GFP 

(35S::sGFP) 

 

Transgenní rostliny byly připraveny stabilní transformací listových explantátů z 

kontrolních dospělých rostlin M. sativa kultivaru Regen-SY nebo FABD-GFP pomocí 

Agrobacterium tumefaciens (Bekešová et al., 2015). Transformované rostliny byly 

regenerovány procesem somatické embryogeneze. Kontrolní rostliny byly také 

regenerovány procesem somatické embryogeneze, ale s vynecháním kroku transformace. 

Rostliny byly pěstovány ve fytotronu při teplotě 21 °C přes den a 18 °C přes noc. Při 

fotoperiodě 16 hodin světlo, 8 hodin tma a relativní vlhkosti 60 % ve dne, 70 % v noci. 

3.1.7 Bakteriální materiál 

• Agrobacterium tumefaciens kmen GV3101 nesoucí konstrukt: 

• pHellsgate12 SIMKi 

• pHellsgate12 SIMKKi 

• Sinorhizobium meliloti kmen Sm2011 

3.2 Metody 

3.2.1 Příprava bakterií Agrobacterium tumefaciens 

Ze zmrzlého glycerolového roztoku s bakteriemi Agrobacterium tumefaciens, kmen 

GV3101, s příslušnými vektory bylo odebráno sterilní špičkou 30 µl a přeneseno i se 

špičkou do 10 ml LB média se selekčními antibiotiky (spectinomycin – 100 µg·ml-1, 

rifampicin - 100 µg·ml-1) v 50ml kyvetě. Sterilní LB médium se selekčními antibiotiky 

bylo použito jako blank. Suspenze byla ponechána v inkubátoru ve tmě, přibližně 24 hodin 
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při 180 otáčkách za minutu a teplotě 28 °C, do dosažení optické hustoty bakterií při 

600 nm (OD600) mezi 0,8 – 1,5. Optická hustota při 600 nm byla kontrolována na 

spektrofotometru. Poté byly buňky separovány od média centrifugací při 3000 g po dobu 

5 minut, při laboratorní teplotě a supernatant byl odlit do odpadu. Bakteriální buňky byly 

resuspendovány v čistém LB médiu pro dosažení optické hustoty OD600 = 0,7. 

3.2.2 Sterilizace listů 

Listy (trojlístky) byly odebrány z větví nekvetoucích rostlin tolice vojtěšky (Medicago 

sativa), buď kultivaru Regen-SY nebo transgenní linie FABD2-GFP, mezi druhou a pátou 

uzlinou. Zdravé zelené listy byly vloženy do 50ml kyvety s vodou z vodovodního řádu o 

laboratorní teplotě. Pokud byly odebrány listy z rostlin pěstovaných v květináči, byly listy 

sterilizovány v 70% ethanolu po dobu 10 sekund. Pokud byly odebrány listy z rostlin 

pěstovaných in vitro, byly listy vloženy do 0,1% roztoku Tween v MiliQ vodě po dobu 5 

minut. V druhém kroku sterilizace byly listy přeneseny do 50ml kyvety s 1% chlornanem 

sodným v MiliQ vodě s 0,05% Tween. Následně byly listy pětkrát promyty sterilní vodou, 

a poté položeny na sterilní filtrační papír. Listy byly přibližně v polovině rozřezány 

skalpelem a ihned vloženy do 12 ml SH média v 50ml kyvetě. 

3.2.3 Transformace listových explantátů vojtěšky 

K explantátům v SH médiu v 50ml kyvetě byly přidány 3 ml kultury Agrobacterium 

tumefaciens. Explantáty s bakteriální kulturou byly dobře promíchány, a poté ponechány 

30 minut v klidu ve tmě. Následně byly explantáty přeneseny na sterilní filtrační papír pro 

odstranění přebytečného média. Inokulované listové explantáty byly přeneseny na Petriho 

misky s B5H médiem, které byly zalepeny páskou a přeneseny do fytotronu. Zde byly 

misky překryty jednou vrstvou filtračního papíru pro snížení intenzity světla. Petriho misky 

s explantáty a bakteriemi byly kultivovány při 24 °C, fotoperiodě 16 hodin světlo, 8 hodin 

tma a při intenzitě světla přibližně 30 µE·m-2·s-1. Sedm dní po inokulaci byly explantáty 

odděleny od bakteriální kultury a přeneseny do 50ml kyvety se sterilní vodou. Listové 

explantáty byly pětkrát promyty. 
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3.2.4 Regenerace rostlin procesem somatické embryogeneze 

Promyté listové explantáty byly položeny na sterilní filtrační papír pro odstranění 

přebytečné vody, a poté přeneseny na B5H médium se selekčními antibiotiky (ticarcilin - 

500 µg·ml-1, kanamycin – 50µg·ml-1). Petriho misky byly kultivovány při 24 °C, 

fotoperiodě 16 hodin světlo, 8 hodin tma a intenzitě světla 60-80 µE·m-2·s-1 po dobu třech 

týdnů pro indukci kalogeneze. Vyvinuté kalusy byly přeneseny na B50 médium se 

selekčními antibiotiky po dobu třech týdnů pro vývoj embryí, která byla následně 

přenesena na MMS médium se selekčními antibiotiky, po dobu přibližně třech týdnů pro 

vývin kořenové části embryí. Zakořenělá embrya a mladé rostlinky byly přeneseny na MS 

médium pro dokončení vývinu celé rostliny a udržování rostliny in vitro. Poté byly 

samostatné rostliny číselně označeny. Vzrostlé rostliny byly následně přesazeny do půdy. 

Rostliny v půdě byly kultivovány při 21 °C ve dne a 19 °C v noci, fotoperiodě 16 hodin 

světlo, 8 hodin tma a intenzitě světla 300 µE·m-2·s-1. 

3.2.5 Povrchová sterilizace a výsev semen Arabidopsis thaliana pMAT 

Semena Arabidopsis thaliana pMAT byla vložena do jedné mikrozkumavky a byla 

sterilizována v laminárním boxu. K semenům byl pipetou přidán 1 ml 70% ethanolu a po 

dobu 2 minut byla směs mírně protřepávána. Poté byla mikrozkumavka ponechána v klidu, 

aby semena klesla ke dnu mikrozkumavky a ethanol byl odsát pipetou. Následně byl do 

mikrozkumavky pipetou přidán 1 ml 1% chlornanu sodného a po dobu 8 minut byla směs 

mírně protřepávána. Poté byla mikrozkumavka ponechána v klidu, aby semena klesla ke 

dnu mikrozkumavky a chlornan sodný byl odsát pipetou. Po sterilizaci byla semena 3x 

promyta sterilní MiliQ vodou, a poté vysypána na sterilní filtrační papír pro odstranění 

přebytečné vody. Následně byla semena přenesena sterilním párátkem na povrch ½ MS 

média ve sterilních Petriho miskách. Misky byly ponechány v horizontální poloze v lednici 

při 4 °C přes noc. Druhý den byly misky se semeny přeneseny do fytotronu a položeny do 

vertikální polohy. Rostliny byly kultivovány při teplotě 24 °C, fotoperiodě 16 hodin světlo, 

8 hodin tma a intenzitě světla 60-80 µE·m-2·s-1 po dobu dvou týdnů. 
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3.2.6 Odběr vzorků 

Z každé zdravé rostliny po transformaci bylo odebíráno do dvou označených a v ledu 

vychlazených mikrozkumavek 5-8 listů. Z transgenních rostlin Arabidopsis thaliana pMAT 

byly zvlášť odebrány kořeny a zvlášť nadzemní části. Pro testování kinasové aktivity po 

působení bakterie Sinorhizobium meliloti byly odebírány kořeny M. sativa SIMK RNAi, 

před aplikací bakterie (suchá kontrola), a dále po aplikaci suspenze Sinorhizobium meliloti, 

a pouze ty kořeny, které byly v kontaktu s půdní bakterií. Mikrozkumavky s odebranými 

vzorky byly ihned zmraženy v tekutém dusíku a uloženy do mrazničky na -80 °C. 

3.2.7 Homogenizace vzorků 

Rostlinný materiál byl vysypán do třecí misky a rozdrcen na jemný prášek pomocí tloučku 

a tekutého dusíku. Třecí miska a tlouček byly před samotnou homogenizací vychlazeny 

v mrazáku na -20 °C. Prášek byl přenesen do předem vychlazené a popsané 

mikrozkumavky, která byla ihned vložena do tekutého dusíku. Po homogenizaci daného 

vzorku byly použité nástroje očištěny 96% ethanolem. 

3.2.8 Extrakce proteinů 

Homogenizované vzorky v mikrozkumavkách byly vloženy do ledu. K vzorkům byl přidán 

extrakční pufr, který byl připraven podle protokolu. Do extrakčního pufru bylo přidáno 

redukční činidlo DTT, inhibitor proteas cOmpleteTM a inhibitor fosfatas PhosSTOPTM. 

Homogenáty jednotlivých vzorků byly předem odváženy na analytických vahách, a poté 

k nim bylo přidáno dané množství extrakčního pufru v poměru, kdy do 1 g homogenátu byl 

přidán 1 ml extrakčního pufru. Vzniklá směs byla promíchána na vortexu a ponechána 

30 minut extrahovat. Následně byly vzorky v mikrozkumavkách vloženy do předchlazené 

centrifugy na 20 minut při 13 000 g a 4 °C. Poté byl supernatant přenesen pipetou se 

sterilní špičkou do přečišťovací kolonky, která byla vložena do označené 2ml centrifugační 

mikrozkumavky. Přečišťovací kolonka zakoncentrovala vzorek. Mikrozkumavky se 

supernatanty v kolonkách byly poté vloženy do centrifugy na 10 minutu při 14 000 g 

a 4 °C. Poté byly kolonky vloženy do čistých centrifugačních mikrozkumavek obráceně a 

znovu vloženy do centrifugy na 2 minuty při 1000 g a 4 °C. Supernatant byl přenesen do 

popsané 0,6ml mikrozkumavky a uložen do ledu. 



 

44 

3.2.9 Měření koncentrace proteinů 

Koncentrace proteinů byla měřena metodou podle Bradforda (Bradford, 1976). Pro měření 

absorbance byl použit mikrodestičkový spektrofotometr. Nejprve byl připraven 1% roztok 

bovinního sérového albuminu (BSA) pro následné vytvoření kalibrační křivky, kdy do 

1 ml extrakčního pufru bylo přidáno 10 mg BSA. Do sedmi v ledu uložených 0,6ml 

mikrozkumavek byl připraven roztok společně s extrakčním pufrem podle tabulky 1. 

 

Tab. 1 Příprava roztoku albuminu (BSA) se zvyšující se koncentrací. 
 

 

 

Pro měření byla využita čistá destička s 96 jamkami. Všechny jamky, ve kterých bylo 

provedeno měření, byly nejprve naplněny pipetou 239 µl MiliQ vodou, poté byl do jamek 

pipetou přenesen 1 µl vzorku nebo roztoku BSA. Nakonec bylo přidáno 60 µl činidla 

Protein Assay Reagent Concentrate 5x, které obsahuje Coomassie Brilliant Blue G-250. 

Vzorky byly nanášeny vždy minimálně ve třech opakováních (Obr. 8). Nakonec byly 

všechny jamky důkladně promíchány pipetou se sterilní špičkou a ponechány při pokojové 

teplotě 10 minut reagovat. Absorbance byla měřena na spektrofotometru při 595 nm za 

pomoci softwaru i-control 2.0TM. Koncentrace proteinů byla vypočítána z rovnice lineární 

regrese kalibrační křivky. 

 

Obr. 8 Mikrotitrační destička pro měření koncentrace proteinů. Jamky 1-12 A (červené) byly 
použity pro napipetování 1 µl roztoku BSA ve vzrůstající koncentraci, jamky 1 A-H (zelené) byly 

použity jako blank (1 µl extrakčního pufru), žluté jamky byly použity k nanesení vzorků.  
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3.2.10 Příprava vzorků pro nanesení na gel 

Ze zjištěné koncentrace proteinů v extraktech bylo ze vzorků odebráno dané množství 

extraktu a k němu přidáno dané množství čistého extrakčního pufru, aby byla koncentrace 

ve všech vzorcích stejná. K těmto vzorkům byl v digestoři přidán nanášecí pufr 

v poměru 3:1. Nanášecí pufr byl připraven smícháním 4x Laemmli pufru a 

2-merkaptoethanolu v poměru 4:1. Vzniklá směs byla promíchána na vortexu a vložena do 

termoboxu v digestoři na 95 °C po dobu 7 minut. Poté byly vzorky aplikovány na již 

připravený gel. 

3.2.11 Výroba polyakrylamidových gelů 

Před samotnou výrobou polyakrylamidových gelů byly jednotlivé skla očištěna 70% 

ethanolem a sestaveny do aparatury. Mezi skla v aparatuře byla střičkou nanesena vrstva 

destilované vody až po okraj skla. Hladina vody byla pozorována po dobu 5 minut, pro 

kontrolu těsnění aparatury. Následně byla voda odlita a prostor mezi skly vysušen plynným 

dusíkem. Nejdříve byl v digestoři vytvořen dělící gel smícháním 40% roztoku 

akrylamidu/bis (37,5:1), 1,5M Tris pufru, SDS a MiliQ vody v kyvetě (Tab. 2). Poté byl do 

směsi přidán TEMED a nakonec APS, protože zahajují polymeraci gelu. Mírným vířením 

byl obsah kyvety promíchán tak, aby nedocházelo inkorporaci vzduchu do směsi roztoku, 

protože gel polymerizuje v anaerobním prostředí. Roztok byl nanesen Pasteurovou pipetou 

mezi skla, přibližně 0,5 – 1 cm pod spodní část zubů hřebenu. Dělící gel byl následně 

převrstven isopropanolem, pro ustálení vodorovné hladiny a vytvoření anaerobního 

prostředí k zajištění správné polymerizace. Gel byl ponechán polymerizovat 45 minut. Poté 

byl odstraněn všechen isopropanol a prostor důkladně promyt destilovanou vodou. Podle 

protokolu byl vytvořen a nanesen zaostřovací gel, do kterého byl vložen plastový hřeben. 

Zaostřovací gel byl ponechán polymerizovat 30 minut. 

  



 

46 

Tab. 2 Příprava 10% polyakrylamidového gelu. 

 

Separační gel (5 ml) Zaostřovací gel (2 ml) 

12% objem [ml] 4% objem [ml] 

40% roztok akrylamid/bis (37,5:1) 1,250 40% roztok akrylamid/bis (37,5:1) 0,200 

1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 1,250 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 0,504 

10% SDS 0,050 10% SDS 0,020 

MiliQ 2,425 MiliQ 1,272 

TEMED 0,0025 TEMED 0,002 

APS 10% 0,025 APS 10% 0,010 

 

3.2.12 Výroba Bio-Rad TGX Stain-FreeTM FastCastTM gelů 

Bio-Rad TGX Stain-FreeTM FastCastTM gely byly připravovány především pro kontrolu 

nanesení stejného množství proteinů. Aparatura pro výrobu gelů byla připravena stejně 

jako v kapitole 3.2.10. Následně byly připraveny roztoky pro dělící i zaostřovací gel 

(Tab. 3). Mírným vířením byl obsah kyvety promíchán. Roztok byl nanesen Pasteurovou 

pipetou mezi skla, přibližně 0,5 – 1 cm pod spodní část zubů hřebenu. Bezprostředně po 

nanesení roztoku pro dělící gel byl nanesen i roztok pro zaostřovací gel. Oba gely se od 

sebe, na základě rozdílné hustoty, separovaly a celý gel byl ponechán polymerizovat 

přibližně 30 minut. 

 

Tab. 3 Příprava 10% Bio-Rad TGX Stain-FreeTM FastCastTM gelů. 

 

Separační gel (6 ml) Zaostřovací gel (2 ml) 

12% objem [ml] 4% objem [ml] 

Roztok dělícího gelu A 3 Roztok zaostřovacího gelu A 1 

Roztok dělícího gelu B 3 Roztok zaostřovacího gelu B 1 

TEMED 0,003 TEMED 0,002 

APS 10% 0,03 APS 10% 0,01 

 

3.2.13 Gelová elektroforéza v prostředí dodecylsíranu sodného 

Před samotnou elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu 

sodného byla připravena vana pro elektroforetickou aparaturu s vloženým gelem. Dále byla 

aparatura naplněna po okraj připraveným running pufrem, kterým byla naplněna i vana. Z 



 

47 

gelu byl opatrně vytažen hřeben a jamky byly naplněny pufrem. Do první jamky gelu bylo 

napipetováno 5 µl proteinového standardu. Do ostatních jamek bylo napipetováno 20 µl 

vzorku. Po nanesení všech vzorků byla aparatura připojena ke zdroji elektrického proudu 

na 100 V na 10 minut, a poté na 180 V přibližně na 60 minut, v závislosti na molekulové 

hmotnosti hledaných proteinů. SIMK má molekulovou hmotnost přibližně 46 kDa (Sinha 

et al., 2011), SIMKK 42 kDa (Kiegerl et al., 2000), MMK3 44 kDa (Bögre et al., 1999) a 

fúzní protein FABD2-GFP přibližně 68 kDa (Voigt et al., 2004). 

3.2.14 Přenos proteinů na membránu 

Po dokončení separace proteinů, byly proteiny z polyakrylamidového gelu přeneseny na 

polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membránu. Nejprve byla aparatura pro proteinový 

přenos vložena do prázdné elektroforetické vany. Následně byla vyříznuta membrána o 

velikosti 9x8,5 cm. Poté byl připraven transfer pufr, zvlášť s methanolem a zvlášť bez 

methanolu. Gel byl opatrně vložen do transfer pufru bez methanolu, kde se ekvilibroval po 

dobu minimálně 10 minut. Do transfer pufru s methanolem byly na 10 minut vloženy dvě 

plastové houby a čtyři silnější filtrační papíry.  

Membrána byla aktivována ponořením do 100% methanolu po dobu 30 sekund, a poté 

ponechána inkubovat 10 minut v čistém transfer pufru s methanolem. Po inkubaci všech 

komponent byla sestavena celá kazeta, určená pro přenos proteinů, skládající se z plastové 

kazety, položené černou stranou dolů = negativní pól, zvlhčené plastové houby a dvou 

zvlhčených silnějších filtračních papírů. Na ně byl položen gel, otočený horní stranou dolů, 

a na něj membrána. Za pomocí plastového válečku byly odstraněny vzduchové bubliny 

mezi filtračními papíry a gelem, a mezi gelem a membránou. Na membránu byly položeny 

dva zvlhčené silnější filtrační papíry a bubliny byly znovu odstraněny plastovým 

válečkem. Na filtrační papíry byla položena plastová houba a kazeta byla přiklopena 

druhou průhlednou stranou a zajištěna proti otevření.  

Kompletní kazeta byla vložena do aparatury, určené pro přenos proteinů, 

v elektroforetické vaně. K aparatuře byl vložen chladicí box a celá vana byla naplněna 

transfer pufrem s methanolem. Vana byla uložena do lednice a zapojena do zdroje napětí 

na 100 V po dobu 10 minut, poté přes noc na 16 V a nakonec na 100 V po dobu 30 minut 

pro dokončení přenosu. Po přenosu byla membrána položena na čistý filtrační papír a 
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ponechána zcela uschnout. Následně byla ponořena do 100% methanolu pro lepší fixaci 

přenesených proteinů na membránu. Nakonec byla membrána barvena 1 minutu v 0,1% 

roztoku Ponceau S v 5% kyselině octové pro kontrolu přenosu proteinů na membránu a 

přibližně jednotné koncentrace proteinů. Poté byla membrána promyta a odbarvena 

třepáním membrány na třepačce ve skleněné nádobě s destilovanou vodou po dobu 

10 minut, a následně 3x10 minut v TBS-T pufru. Při použití Bio-Rad TGX Stain-FreeTM 

FastCastTM gelů, byly tyto gely hned po elektroforéze nasnímány v dokumentačním 

přístroji Bio-Rad ChemiDocTM MP a programu Image lab pro kontrolu nanesení jednotné 

koncentrace proteinů. 

3.2.15 Blokování nespecifických vazeb a aplikace protilátek 

Po promytí byly membrány vloženy do blokovacího roztoku pro zabránění pozdějšímu 

nespecifickému navázání protilátky. Jako blokovací roztok byl použit roztok 4% BSA a 

4% odtučněné mléko (Blotting-Grade Blocker) v 1% TBS-T. Pokud byla jako první 

protilátka použita fosfospecifická protilátka, byl použit roztok 6% BSA v 1% TBS-T, 

protože tato protilátka se váže i na kasein, obsažený v mléce. Membrány byly ponechány 

v lednici v blokovacím roztoku přes noc na třepačce při mírném pohybu třepání. Poté 

následovalo promývání 2x5 minut v 1% TBS-T na třepačce při rychlém pohybu třepání. 

Následovala aplikace primární protilátky a její inkubace na třepačce při pomalém pohybu 

třepání.  

Doba inkubace závisela na použité primární protilátce. Fosfospecifická protilátka byla 

ředěna 1:1000 v 5% BSA v 1% TBS-T a inkubovala se v chladničce při 4°C přes noc. 

Protilátka proti MMK3 byla ředěna 1:5000 v 3% odtučněném mléku (Blotting-Grade 

Blocker) v 1% TBS-T a inkubovala se v chladničce při 4°C přes noc. Protilátka proti 

MPK6 byla ředěna 1:15000 v 1% BSA v 1% TBS-T a inkubovala se 2 hodiny při 

laboratorní teplotě. Protilátka proti GFP byla ředěna 1:1000 v 1% BSA v 1% TBS-T a 

inkubovala se 1 hodinu při laboratorní teplotě. Protilátka proti aktinu byla ředěna 1:5000 v 

1% BSA v 1% TBS-T a inkubovala se 2 hodiny při laboratorní teplotě. Poté byly 

membrány promyty 6x10 minut v 1% TBS-T na třepačce při rychlém pohybu třepání. 

Následně byla na membrány aplikována sekundární protilátka, konjugovaná s křenovou 

peroxidasou, při pomalém pohybu třepání. Sekundární protilátka byla ředěna 1:5000 v 
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1% BSA v 1% TBS-T 1,5 hodiny při laboratorní teplotě. Nakonec byly membrány 

promyty 6x10 minut v 1% TBS-T na třepačce při pomalém pohybu třepání. 

3.2.16 Detekce proteinů 

Detekce protilátek, navázaných na proteiny zájmu, byla provedena inkubací membrán 

s vyvolávacím roztokem. Elektro-chemiluminiscenční činidlo (ECL) bylo připraveno, 

podle pokynů výrobce, smícháním roztoku luminolu s roztokem peroxidu vodíku. Ihned po 

smíchání obou roztoků byl výsledný roztok uchováván ve tmě, protože je velmi citlivý na 

UV záření a byl připravován vždy čerstvý a bezprostředně před detekcí. Membrána byla 

položena na prázdnou čtverhrannou Petriho misku a ECL roztok byl nanesen Pasteurovou 

pipetou na celý povrch membrány, která byla vložena na třepačku při rychlém pohybu 

třepání po dobu dvou minut. Poté byla membrána z misky vyjmuta a položena na povrch 

skleněné desky do dokumentačního přístroje Bio-Rad ChemiDocTM MP pro následné 

snímání. 

3.2.17 Odstranění navázaných protilátek z membrán 

Pokud bylo potřeba použít membrány pro detekci jiných proteinů, navázáním jiných 

primárních protilátek, bylo nutné rozrušit vazbu předešlých protilátek. Membrány byly 

mezitím uchovávány v lednici při 4 °C v 1% TBS-T pufru. Vazby mezi proteiny a 

protilátkami byly odstraněny promýváním membrán v 0,5M NaOH 3x10 minut, dále 

promýváním membrány v MiliQ vodě 2x10 minut, a nakonec promývání v 1% TBS-T 

3x15 minut. Nakonec byly membrány uloženy do lednice v čistém 1% TBS-T nebo byly 

membrány vloženy do blokovacího roztoku pro opakovanou imunodetekci s dalšími 

protilátkami. 

3.2.18 Vyhodnocování imunoblotové analýzy 

Ke snímání membrán byl použit dokumentační přístroj Bio-Rad ChemiDocTM MP. Poloha 

a intenzita pásů byla vyhodnocována v programu Image lab. 

3.2.19 Izolace RNA a gDNA fenolovou extrakcí 

Pro izolaci RNA bylo vytvořeno 5 sad mikrozkumavek o rozdílném obsahu. Odebraný 

homogenizovaný zmražený materiál byl vložen do první sady mikrozkumavek 
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s 500 µl RNA extrakčního pufru a 500 µl fenolu. Směs v první sadě mikrozkumavek byla 

řádně promíchána pomocí vortexu, a poté centrifugována 10 minut při 13 000 g a 

laboratorní teplotě. Následně byl supernatant přenesen do druhé sady mikrozkumavek 

s 500 µl směsi fenol – chloroform - isoamylalkohol. Druhá sada mikrozkumavek byla 

protřepána a centrifugována 8 minut při 13 000 g a laboratorní teplotě. Supernatant z druhé 

sady mikrozkumavek byl přenesen do třetí sady mikrozkumavek s 500 µl směsi 

chloroform : isoamylalkohol (24:1). 

Směs ve třetí sadě mikrozkumavek byla opět protřepána a centrifugována 6 minut při 

13000 g a laboratorní teplotě. Čtvrtá sada obsahovala, stejně jako třetí sada, směs 500 µl 

chloroform : isoamylalkohol (24:1). Po přenesení supernatantu do čtvrté sady a 

protřepáním se směs centrifugovala 4 minuty při 13 000 g a pokojové teplotě. Třetí a čtvrtá 

sada se směsí chloroform : isoamylalkohol (24:1) slouží k odstranění zbylého fenolu. Pátá 

sada mikrozkumavek obsahovala směs 1 ml absolutního ethanolu a 48 µl 3M roztoku 

octanu sodného (pH 4,8). Mikrozkumavky se směsí byly předem vychlazené v mrazáku 

na -89 °C. Po přenesení supernatantu do směsi v páté sadě mikrozkumavek, byly 

mikrozkumavky vloženy do mrazáku na -89 °C přes noc pro precipitaci. 

3.2.20 Aplikace DNasy 

Druhý den byly vzorky vytaženy z mrazáku a centrifugovány 40 minut při 13 000 g a 4 °C. 

Většina supernatantu byla odlita do odpadu, zbylý supernatant byl odebrán pipetou s 

tenkou špičkou. Mikrozkumavka se sedimentem byla ponechána 40 minut na ledu pro 

odpaření zbylého ethanolu. Poté bylo do mikrozkumavek přidáno 20 µl H2O. Směs byla 

řádně protřepána na vortexu a ponechána v klidu 30 minut při 4 °C. Ze směsi bylo 

odebráno 10 µl do nových sterilních mikrozkumavek pro následnou aplikaci DNasy. 

Koncentrace nukleových kyselin byla měřena pomocí přístroje nanodrop. Poté byla 

provedena gelová elektroforéza pro kontrolu přítomnosti nukleových kyselin na 

1% agarosovém gelu. Nejdříve byla na parafilm nanesena směs 4 µl H2O, 1 µl barviva 

6x LD a 1 µl vzorku. Směs byla promíchána pipetou a nanesena do jamky gelu. 

Zdroj elektroforetické aparatury byl zapojen na 120 V po dobu 40 minut. Snímání gelu 

probíhalo vždy po 20 minutách. Následně bylo k 10 µl vzorku přidáno podle protokolu 

90 µl štěpící směsi s DNasou. Směs byla promíchána pipetou, a poté vložena do inkubátoru 
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na 37 °C po dobu 2 hodin. Po štěpení byla provedena gelová elektroforéza pro kontrolu 

účinnosti štěpení. K 10 µl vzorku na parafilmu byly přidány 2 µl barviva 6x LD. Zdroj 

elektroforetické aparatury byl zapojen na 120 V po dobu 40 minut. 

3.2.21 Izolace RNA fenolovou extrakcí 

Pro fenolovou extrakci bylo znovu vytvořeno 5 sad v mikrozkumavkách o rozdílném 

obsahu. Ke vzorkům bylo přidáno 400 µl H2O a 500 µl fenolu. Směs v první sadě 

mikrozkumavek byla řádně protřepána, a poté centrifugována 10 minut při 13 000 g a 

laboratorní teplotě. Následně byl supernatant přenesen do druhé sady mikrozkumavek 

s 500 µl směsi fenol – chloroform - isoamylalkohol. Druhá sada mikrozkumavek byla 

protřepána a centrifugována 8 minut při 13 000 g a laboratorní teplotě. Supernatant z druhé 

sady mikrozkumavek byl přenesen do třetí sady mikrozkumavek s 500 µl směsi 

chloroform : isoamylalkohol (24:1).  

Směs ve třetí sadě mikrozkumavek byla opět protřepána a centrifugována 6 minut při 

13 000 g a laboratorní teplotě. Čtvrtá sada obsahovala, stejně jako třetí sada, směs 500 µl 

chloroform : isoamylalkohol (24:1). Po přenesení supernatantu do čtvrté sady a 

protřepáním se směs centrifugovala 4 minuty při 13 000 g a pokojové teplotě. Třetí a čtvrtá 

sada se směsí chloroform : isoamylalkohol (24:1) slouží k odstranění zbylého fenolu. Pátá 

sada mikrozkumavek obsahovala směs 1 ml absolutního ethanolu a 48 µl 3M roztoku 

octanu sodného (pH 4,8). Mikrozkumavky se směsí byly předem vychlazené v mrazáku na 

-89 °C. Po přenesení supernatantu do směsi v páté sadě mikrozkumavek byly 

mikrozkumavky vloženy do mrazáku na -89 °C přes noc pro precipitaci RNA. 

3.2.22 Reverzní transkripce 

Druhý den byla směs centrifugována 40 minut při 13 000 g a 4 °C. Většina supernatantu 

byla odlita do odpadu. Zbylý supernatant byl odebrán pipetou s tenkou špičkou. 

Mikrozkumavka se sedimentem byla ponechána 40 minut na ledu pro odpaření zbylého 

ethanolu. Poté bylo do mikrozkumavek přidáno 20 µl H2O. Směs byla řádně protřepána na 

vortexu a ponechána v klidu 30 minut při 4 °C. Ze směsi bylo odebráno 10 µl do nových 

sterilních mikrozkumavek. Koncentrace RNA byla měřena pomocí přístroje nanodrop. 

Poté byla provedena gelová elektroforéza pro kontrolu přítomnosti RNA a absence gDNA 
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na 1% agarosovém gelu. Nejdříve byla na parafilm nanesena směs 4 µl H2O, 1 µl barviva 

6x LD a 1 µl vzorku. Směs byla promíchána pipetou a nanesena do jamky gelu. Zdroj 

elektroforetické aparatury byl zapojen na 120 V po dobu 40 minut.  

Následně byl proveden přepis RNA do komplementární DNA reverzní transkripcí. 

Nejprve bylo nutné ze všech vzorků vytvořit směs obsahující vzorek a H2O do objemu 

11 µl, aby koncentrace RNA byla 700 ng·µl-1. Dále byla vytvořena směs 2 µl 10mM dNTP 

a 1 µl 100µM oligodT1. Směs byla vložena do termocykleru na 65 °C po dobu 5 minut pro 

navázání primerů. Poté byla směs ponechána přibližně 1 minutu na ledu. Následně byla ke 

směsi přidána další směs, obsahující 1 µl reverzní transkriptasy, 1 µl RNAsinu a 4 µl 

M-MLV 5x pufru2. Směs byla vložena do termocykleru na 42 °C po dobu 50 minut pro 

DNA polymerizaci.  

Pro inaktivaci reverzní transkriptasy byla směs ponechána v termocykleru na 70 °C po 

dobu 15 minut. Poté bylo k 20 µl vzorku cDNA přidáno 60 µl H2O a směs byla řádně 

promíchána na vortexu. Do čistých mikrozkumavek bylo rozpipetováno 49 µl PCR mixu s 

danými primery (pro SIMK nebo SIMKK a ACTIN – jako referenční gen) a následně byl 

přidán 1 µl vzorku. Mikrozkumavky byly vloženy do termocykleru nastaveného na první 

denaturaci 3 minuty při 95 °C, následně 40 cyklů sestávajících se z denaturace při 95 °C po 

dobu 30 sekund, navázání primerů při 60 °C po dobu 30 sekund a polymerizace řetězce při 

72 °C po dobu 1 minuty. Syntéza byla zakončena nastavením termocykleru na 72 °C po 

dobu 15 minut pro inaktivaci enzymu. 

  

 
1 Vynásobeno počtem vzorků. 
2 Vynásobeno počtem vzorků. 
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3.2.23 Primer Efficiency 

Po PCR byla provedena gelová elektroforéza. K 10 µl vzorku na parafilmu byly přidány 

2 µl barviva 6x LD a výsledná směs byla promíchána pipetou. Zdroj elektroforetické 

aparatury byl zapojen na 120 V po dobu 40 minut. Poté byl proveden test efektivity 

navázání primerů. Nejprve bylo nutné z cDNA kontrolního vzorku vytvořit ředící sadu 

podle vzoru: 

 

1x (10 µl cDNA + 490 µl H2O) 

2x (250 µl 1x + 250 µl H2O) 

4x (250 µl 2x + 250 µl H2O) 

8x (250 µl 4x + 250 µl H2O) 

16x (250 µl 8x + 250 µl H2O) 

32x (250 µl 16x + 250 µl H2O) 

 

Jednotlivé sady byly naneseny na 96 jamkovou PCR destičku (minimálně ve třech 

opakováních (Obr. 9). Následně byly podle protokolu vytvořeny mixy s primery. Mix byl 

vždy napipetován na dno jamky destičky a na okraj jamek bylo napipetováno 2,5 µl cDNA 

(jako negativní kontrola byla použita H2O). Poté byla destička překryta folií a vložena na 3 

sekundy do centrifugy. Následně byla destička vložena do kvantitativního termocykleru 

StepOnePlus™ Real Time PCR System od Applied Biosystems™. 

 

 

 

 

Obr. 9 Schéma rozložení vzorků v PCR destičce (96 jamek).  
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3.2.24 Kvantitativní PCR 

Po pozitivní kontrole efektivity primerů byla cDNA 50x naředěna. Následně byly podle 

protokolu vytvořeny mixy s primery (pro SIMK nebo SIMKK, a pro ACTIN jako referenční 

gen). Mixy byly vždy napipetovány na dno jamky destičky. Na okraj jamek bylo 

napipetováno 2,5 µl cDNA, vždy ve třech opakováních (jako negativní kontrola byla 

použita H2O). Destička byla překryta folií a vložena na 3 sekundy do centrifugy pro PCR 

destičky. Následně byla destička vložena do kvantitativního termocykleru StepOnePlus™ 

Real Time PCR System od Applied Biosystems™, celkově ve třech opakováních. 

3.2.25 Statistické vyhodnocení 

Vyhodnocení výsledků relativní genové exprese bylo provedeno pomocí software 

StepOne v2.3 metodou 2
(-ΔΔC

T
)
. Naměřené výsledky byly vztaženy k příslušným hodnotám 

referenčního genu (ACTIN). Výsledné hodnoty relativní exprese mRNA byly následně 

vloženy do grafu, ve kterém byly porovnávány výsledky pro jednotlivé rostliny s relativní 

odchylkou. 

3.2.26 Příprava kultury Sinorhizobium meliloti 

Ze zmrzlého glycerolového roztoku s bakteriemi Sinorhizobium meliloti, kmen Sm2011, 

bylo odebráno sterilní špičkou 30 µl kultury a přeneseno i se špičkou do 10 ml LB média 

v 50ml kyvetě. Sterilní LB médium bylo použito jako blank. Suspenze byla ponechána 

v inkubátoru ve tmě, přibližně 48 hodin při 180 otáčkách za minutu a teplotě 28 °C, do 

dosažení optické hustoty při 600 nm (OD600) mezi 0,8 – 1,5. Optická hustota při 600 nm 

byla kontrolována na spektrofotometru. 

Poté byly buňky separovány od média centrifugací při 3000 g po dobu 5 minut, při 

laboratorní teplotě a supernatant byl odlit do odpadu. Bakteriální buňky byly 

resuspendovány v čistém Fähreově médiu s přídavkem dusíku pro dosažení optické hustoty 

OD600 = 0,5. 

3.2.27 Mikroskopická analýza struktury a uspořádání aktinového cytoskeletu 

Na podložní skla bylo napipetováno 30 μl tekutého ½ MS média. Do média na podložní 

sklo byl položen list (abaxiální stranou nahoru). List byl překryt krycím sklíčkem a mezi 
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skla bylo přidáno tekuté ½ MS médium, případně odebráno nadbytečné médium. Pro 

mikroskopování byly použity listy kontrolních rostlin M. sativa Regen-SY, M. sativa linie 

FABD2-GFP a transgenní linie M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP (rostlina 18). Snímky 

mikroskopických preparátů byly pořízeny pomocí laserového mikroskopu s rotujícím 

diskem. 

3.2.28 Aplikace Sinorhizobium meliloti 

Kultura Sinorhizobium meliloti byla aplikována na kořenový systém 14 dní starých 

kontrolních rostlin Medicago sativa kultivaru Regen-SY a rostlin Medicago sativa SIMK 

RNAi (rostlina 5), rozmnožených procesem somatické embryogeneze. Na Petriho miskách 

s Fähreovým médiem bez obsahu dusíku se nacházely vždy tři rostliny, na jejichž kořeny 

byla pipetou nanesena kultura (5 ml) v tekutém Fähreově médiu bez obsahu dusíku o 

optické hustotě při 600 nm (OD600) 0,5. Petriho misky byly vloženy na třepačku a po dobu 

inkubace ponechány při mírné rychlosti třepání.  

Pro test aktivace mitogenem aktivovaných proteinkinas byly provedeny odběry kořenů, 

které byly v kontaktu s kulturou, před aplikací (suchá kontrola), 20 minut po aplikaci 

a 60 minut po aplikaci kultury. Jako mokrá kontrola bylo použito čisté tekuté Fähreovo 

médium bez obsahu dusíku. 

3.2.29 Měření délky kořenových vlásků Medicago sativa SIMK RNAi 

Pro měření délky kořenových vlásků bylo vybráno 15 kontrolních rostlin Medicago sativa 

kultivaru Regen-SY a 15 transgenních rostlin Medicago sativa SIMK RNAi (somatickou 

embryogenezí rozmnožená rostlina 5) starých 14 dní. Kořenové vlásky byly snímány 

pomocí zoomovacího stereomikroskopu. Pro měření byly vybírány zdravé kořenové 

vlásky, které už dosáhly svojí konečnou délku u takových kořenů, které rostly na povrchu 

média. Délka kořenových vlásků byla měřena v programu ImageJ. 
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4. VÝSLEDKY 

Výsledky dosažené v průběhu experimentální části této diplomové práce jsou uvedeny 

v této kapitole a jsou rozděleny do dvou hlavních částí. První část představuje kultivaci 

Agrobacterium tumefaciens pro cílenou transformaci listových explantátů rostlin tolice 

vojtěšky (Medicago sativa) s cílem získání a regenerace stabilních transgenních linií se 

sníženou expresí mitogenem-aktivovaných proteinkinas (MAPK), kvalitativní a 

kvantitativní determinaci změn v úrovni exprese a produkce proteinů vybraných MAPK 

v transgenních rostlinách, a pro selekci transgenních rostlin s nejnižší expresí vybraných 

MAPK.  

V druhé části byla vybraná linie Medicago sativa SIMK RNAi s nejnižší produkcí 

proteinu SIMK, která byla rozmnožena procesem somatické embryogeneze. Dále byla 

provedena částečná charakteristika fenotypových změn rostlin transgenních linií SIMK 

RNAi se sníženou expresí a produkcí proteinu SIMK, měřením délky kořenových vlásků a 

aplikací symbiotických půdních bakterií Sinorhizobium meliloti. Následně proběhla 

mikroskopická analýza vybrané linie SIMKK RNAi FABD2-GFP s nejnižší expresí a produkcí 

proteinu SIMKK. 

4.1 Transformace listových explantátů tolice vojtěšky (Medicago sativa) 

kokultivací s Agrobacterium tumefaciens 

4.1.1 Kultivace Agrobacterium tumefaciens 

Bakterie Agrobacterium tumefaciens, kmen GV3101 s vektory pHellsgate12 SIMKi (Obr. 

10A), nebo pHellsgate12 SIMKKi (Obr. 10B), určené pro cílenou transformaci vojtěšky, 

byly odebrány ze zmrzlého glycerolového roztoku a přeneseny do LB média se selekčními 

antibiotiky (spectinomycin – 100 µg·ml-1, rifampicin - 100 µg·ml-1) v 50ml kyvetě. 

Suspenze byla ponechána v inkubátoru ve tmě, přibližně 24 hodin při 180 otáčkách za 

minutu a teplotě 28 °C, do dosažení optické hustoty (OD600) mezi 0,8 – 1,5. Po separování 

buněk bakterií od média centrifugací, byl supernatant odlit do odpadu a bakteriální buňky 

byly resuspendovány v čistém LB médiu pro dosažení optické hustoty OD600 = 0,7. 
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Obr. 10 Vektororové mapy pHellsgate12 SIMKi (A) a pHellsgate12 SIMKKi (B) Agrobacterium 

tumefaciens, kmen GV3101. 
 

4.1.2 Transformace listových explantátů tolice vojtěšky (Medicago sativa) 

Předem vysterilizované listové segmenty M. sativa Regen-SY nebo stabilní expresní linie 

FABD2-GFP byly inokulovány kulturou Agrobacterium tumefaciens s příslušnými 

vektory, promíchány a ponechány půl hodiny v klidu ve tmě. Poté byly explantáty 

přeneseny na Petriho misky s B5H médiem (Obr. 11A, B). Petriho misky byly přeneseny 

do fytotronu a překryty filtračním papírem pro snížení intenzity světla. Explantáty s 

bakteriemi byly kokultivovány při 24 °C, fotoperiodě 16 hodin světlo, 8 hodin tma a při 

intenzitě světla přibližně 30 µE·m-2·s-1. Sedm dní po inokulaci (Obr. 11C, D) byly 

explantáty odděleny od bakteriální kultury a promyty sterilní destilovanou vodou. Proces 

kokultivace byl dokumentován pomocí binokulárního fluorescenčního stereomikroskopu. 
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Obr. 11 Transformace listových explantátů M. sativa. Explantáty M. sativa na B5H médiu 1. den 

kokultivace (A, B; měřítko – 2 mm). Explantáty na B5H médiu 7. den kokultivace (C, D; měřítko – 

5 mm). 
 

4.1.3. Regenerace rostlin somatickou embryogenezí 

Promyté listové explantáty byly zbaveny přebytečné vody a přeneseny na sterilní B5H 

médium se selekčními antibiotiky (Obr. 12A, B; ticarcilin - 500 µg·ml-1, kanamycin - 

50µg·ml-1). B5H médium s obsahem rostlinných hormonů auxinu a cytokininu indukovalo 

kalogenezi somatických buněk explantátů (Obr. 12C, D, 13 a 14). Po třech týdnech byly 

vyvinuté kalusy přeneseny na B50 médium se selekčními antibiotiky, ale bez obsahu 

hormonů. Snížená koncentrace hormonů v kalusu indukovala, v průběhu třech týdnů, 

tvorbu somatických embryí (Obr. 15A, B a 16).  

Zelená embrya srdcovitého (Obr. 15 C, D) a torpédovitého stádia (Obr. 17, 18) byla 

jednotlivě přenesena na MMS médium se selekčními antibiotiky, pro vývin embryí (Obr. 

19, 20). Bledě zelená a bílá embrya pocházejí z buněk, které unikly transformačnímu 

procesu (Obr. 16A, B a 18A, B). V průběhu selekce však nedocházelo k dokončení jejich 

vývinu. Takto uniklá bílá embrya po transformaci expresní linie M. sativa FABD2-GFP 

vektorem pro SIMKK RNAi zároveň vykazovala velmi silnou expresi fúzního proteinu 
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FABD2-GFP (Obr. 16E, F a 18E, F) a těchto bílých embryí se v případě této transformace 

nacházelo nejvíce (Obr. 16A, B a 18A, B). 

Následně byla klíčící embrya přenesena na MS medium bez selekčních antibiotik pro 

dokončení vývinu celé rostliny a udržování rostliny in vitro (Obr. 21). Vzrostlé rostliny 

byly následně přesazeny do půdy. Rostliny v půdě byly kultivovány při 21 °C ve dne 

a 19 °C v noci, fotoperiodě 16 hodin světlo, 8 hodin tma a intenzitě světla 300 µE·m-2·s-1. 

Proces regenerace rostlin procesem somatické embryogeneze byl dokumentován pomocí 

binokulárního fluorescenčního stereomikroskopu a zoomovacího stereomikroskopu. 

 

 

 

Obr. 12 Počátek somatické embryogeneze listových explantátů M. sativa SIMK RNAi. Explantáty 

na B5H médiu po odmytí kultury A. tumefaciens (A, B). Indukce kalusu na B5H médiu po 3 
týdnech kultivace (C, D). Měřítko – 2 mm.  
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Obr. 13 Produkce kalusu na listech kontrolních rostlin M. sativa FABD2-GFP na B5H médiu po 3 

týdnech kultivace. A, B – kalusy pod bílým světlem; C, D – kalusy pod modrým světlem (excitace 

488 nm). Měřítko – 5 mm. 
 

 

 

 
Obr. 14 Produkce kalusu na listech M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP na B5H médiu po 3 týdnech 

kultivace. A, B – kalusy pod bílým světlem; C, D – kalusy pod modrým světlem (excitace 488 nm). 

Měřítko – 5 mm. 
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Obr. 15 Tvorba somatických embryí M. sativa SIMK RNAi z kalusů na B50 médiu. Globulární (A, 

B; měřítko – 1 mm u A; měřítko – 500 µm u B) a srdcovitá stadia somatických embryí (C, D; 

měřítko – 500 µm). 
 

 

 

 

Obr. 16 Embrya v globulárním stadiu na kalusech M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP na B50 médiu. 

A, B, C, D – kalusy a embrya pod bílým světlem; E, F, G, H – kalusy a embrya pod modrým 
světlem (excitace 488 nm) Měřítko – 1000 µm. 
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Obr. 17 Vývin torpédovitých stádií u somatických embryí M. sativa SIMK RNAi z kalusů na B50 
médiu (A, B). Měřítko – 500 µm. 

 

 

 

 

Obr. 18 Somatická embrya v torpédovitém stadiu na kalusech M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP na 
B50 médiu. A, B, C, D – kalusy a embrya pod bílým světlem; E, F, G, H – kalusy a embrya pod 

modrým světlem (excitace 488 nm). Měřítko – 1000 µm. 
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Obr. 19 Vývoj kořenů ze somatických embryí M. sativa SIMK RNAi na MMS médiu. Měřítko – 
2 mm. 

 

 

 

 

Obr. 20 Vývoj kořenů ze somatických embryí M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP na MMS médiu. 
A - embrya pod bílým světlem; B - embrya pod modrým světlem (excitace 488 nm). Měřítko – 

1000 µm. 
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Obr. 21 In vitro kultivace rostlin M. sativa SIMK RNAi na MS médiu v Petriho miskách (A, B) a 

plastových boxech (C, D).  
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4.2 Kvalitativní a kvantitativní determinace změn v úrovni exprese a 

produkce proteinů vybraných MAPK v transgenních rostlinách 

Rostliny M. sativa kultivaru Regen-SY, po transformaci A. tumefaciens nesoucí konstrukt 

pro SIMK RNAi/SIMKK RNAi, které měly dostatek biologického materiálu pro odběr, 

byly vybrány pro determinaci změn v úrovni exprese genu pro SIMK/SIMKK a k detekci 

relativního množství proteinu SIMK a MMK3, jelikož je tento protein také součástí 

signalizační kaskády a jehož nadřazeným aktivátorem je SIMKK (Cardinale et al., 2002).   

4.2.1 Imunoblotová analýza transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi 

Kvalitativní a kvantitativní determinace změn v úrovni produkce proteinů SIMK byla 

provedena imunoblotovou analýzou vzorků listů 17 transgenních rostlin SIMK RNAi 

(rostliny nesly označení 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 18, 27, 29, 30, 31, 33). Jako 

kontrolní rostliny byly použity rostliny M. sativa kultivar Regen-SY, množeny pomocí 

somatické embryogeneze. Pro kontrolu vlivu somaklonální variability na výsledky 

imunoblotu bylo na začátku experimentu použito 7 kontrolních rostlin (rostliny nesly 

označení 1, 2, 3, 4, 5, 6, 16). Ukázalo se, že kontrolní rostliny M. sativa kultivar Regen-SY 

vykazují minimální vliv somaklonální variability na produkci proteinu SIMK (Obr. 22 a 

23). Ze snímků membrán s navázanou protilátkou anti-MPK6, kterou lze použít díky velmi 

vysoké homologii se SIMK (Bekešová et al., 2015), byl vytvořen graf závislosti relativní 

intenzity pásů u konkrétní rostliny (Obr. 23). Z výsledků vyplývá, že nejnižší produkci 

proteinu SIMK vykazovaly transgenní rostliny SIMK RNAi (vzestupně): 5, 6, 12, 1, 13, 2 

a 7 (Obr. 22 a 23). Avšak u kontrolní rostliny 4 bylo naneseno menší množství proteinů na 

gel a u transgenní rostliny 4 bylo naneseno větší množství proteinů na gel (Obr. 22 – 

Ponceau S, Stain-free gel).  

Proto byla imunoblotová analýza znovu provedena s optimalizovanou koncentrací 

proteinů se třemi kontrolními rostlinami a transgenními rostlinami 5, 12, 13, 4 a dalšími 

sedmi transgenními rostlinami SIMK RNAi, které nebyly součástí minulé analýzy (11, 18, 

27, 29, 30, 31, 33; Obr. 24). Nejnižší produkci proteinu SIMK vykazovaly transgenní 

rostliny SIMK RNAi: 5, 29, 30, 31 a 33 (Obr. 24 a 25). U transgenních rostlin SIMK RNAi 
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5, 29, 30, 31 a 33 také docházelo k mírnému zvýšení produkce proteinu MMK3 oproti 

snížené produkci SIMK (Obr. 25). 

 

 
 

Obr. 22 Detekce produkce proteinu SIMK u vzorků z listů kontrolních (1, 2, 3, 4, 5, 6) a 
transgenních SIMK RNAi (1, 2, 4, 5, 6, 7, 12, 13) rostlin M. sativa kultivaru Regen-SY rostoucích 

in vitro. Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce proteinu SIMK. K nejnižší úrovni 

produkce SIMK docházelo u transgenní rostliny 5. Snímek membrány nabarvené Ponceau S a 
snímek stain-free gelu slouží pro kontrolu nanesení proteinů. 

 

 

 
 

Obr. 23 Relativní intenzita pásů u jednotlivých rostlin. Semikvantitativní vyhodnocení detekce 
SIMK.  K nejnižší úrovni produkce SIMK docházelo u transgenní rostliny 5. U transgenní rostliny 

4 bylo naneseno větší množství proteinů na gel (hvězdička). K – kontrolní rostliny Medicago sativa 

kultivar Regen-SY; T – transgenní rostliny M. sativa SIMK RNAi. 
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Obr. 24 Detekce produkce proteinu SIMK u vzorků z listů kontrolních (3, 6, 16) a transgenních 

SIMK RNAi (5, 12, 13, 4, 11, 18, 27, 29, 30, 31, 33) rostlin M. sativa kultivaru Regen-SY 

rostoucích in vitro. Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce proteinu SIMK. K nejnižší 

úrovni produkce SIMK docházelo u transgenních rostlin 30, 33, 31, 29 a 5. U těchto transgenních 
rostlin byla zároveň detekovatelná zvýšená produkce proteinu MMK3 oproti proteinu SIMK. 

Snímek membrány nabarvené Ponceau S a snímek stain-free gelu slouží pro kontrolu nanesení 

proteinů. 
 

 

 
 

Obr. 25 Relativní intenzita pásů u jednotlivých rostlin. Semikvantitativní vyhodnocení detekce 
SIMK (modrá) a MMK3 (červená). K nejnižší úrovni produkce SIMK docházelo u transgenních 

rostlin 30, 33, 31, 29 a 5. U těchto transgenních rostlin byla zároveň detekovatelná zvýšená 

produkce proteinu MMK3 oproti proteinu SIMK. K – kontrolní rostliny Medicago sativa kultivar 
Regen-SY; T – transgenní rostliny M. sativa SIMK RNAi.  
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4.2.2 Semikvantitativní PCR analýza v reálném čase transgenních rostlin M. 

sativa SIMK RNAi 

Semikvantitativní determinace změn v úrovni exprese SIMK byla provedena metodou 

semikvantitativní polymerázové řetězové reakce (PCR) v reálném čase ze vzorků listů 10 

transgenních rostlin Medicago sativa SIMK RNAi (rostliny 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 13). 

Jako kontrolní rostliny byly použity rostliny M. sativa kultivar Regen-SY, množeny 

pomocí somatické embryogeneze. 

Nejprve byla provedena fenolová extrakce nukleových kyselin (Obr. 26), které byly 

následně podrobeny působení DNasy a druhé fenolové extrakci (Obr. 27). Ze snímku gelu 

je patrné, že po působení DNasy, zmizel pás, který velikostí odpovídá gDNA (Obr. 27). Na 

vzorky byla poté aplikována reverzní transkriptasa pro převedení mRNA do 

komplementární DNA (cDNA), která byla následně amplifikována (Obr. 28). Nakonec 

proběhla samotná analýza semikvantitativní PCR (qPCR; Obr. 29). 

Z výsledků qPCR byl vytvořen graf závislosti relativní úrovně mRNA transkriptu pro 

SIMK u konkrétní rostliny (Obr. 29). Z vyhodnocení výsledků vyplývá, že nejnižší 

relativní úrovně mRNA transkriptu pro SIMK vykazovaly transgenní rostliny (vzestupně): 

9, 5, 13, 12, 4, 2, 1, 8, 7 a 6 (Obr. 29).  

 

 

 
Obr. 26 Snímek gelu po první fenolové extrakci vzorků listů kontrolních rostlin Medicago sativa 

(K) a transgenních rostlin (T) Medicago sativa SIMK RNAi. M - GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder. 
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Obr. 27 Snímek gelu po aplikaci DNasy a druhé fenolové extrakci vzorků z listů kontrolních (K) a 

transgenních rostlin (T) Medicago sativa SIMK RNAi. M - GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder. 

 
 

 
 

Obr. 28 Snímek gelu po reverzní transkripci a amplifikaci SIMK (100 bp) u vzorků z listů 
kontrolních (K) a transgenních rostlin (T) Medicago sativa SIMK RNAi. M - GeneRuler 1kb Plus 

DNA Ladder. 
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Obr. 29 Relativní exprese SIMK v transgenních liniích M. sativa SIMK RNAi.  Semikvantitativní 

vyhodnocení relativní úrovně transkriptu SIMK.  K nejnižší úrovni exprese SIMK docházelo u 

transgenní rostliny 9 a 5. K – kontrolní rostliny Medicago sativa kultivar Regen-SY; T - transgenní 
rostliny Medicago sativa SIMK RNAi. 

 

V průběhu experimentální části této diplomové práce bylo také zjištěno, že u rostlin 

pěstovaných in vitro, a které vykazovaly nejnižší expresi a produkci proteinu SIMK, 

dochází velmi brzy k opadávání listů a zastavená růstu nadzemní části (SIMK RNAi 9, 30, 

31, 33, 29, atd.). Proto byla, pro další část experimentů, vybrána, a ihned rozmnožena 

somatickou embryogenezí, transgenní rostlina SIMK RNAi 5. 
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4.2.3 Imunoblotová analýza Medicago sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP 

Kvalitativní a kvantitativní determinace změn v úrovni produkce proteinů byla provedena 

imunoblotovou analýzou vzorků listů 26 transgenních rostlin SIMKK RNAi FABD2-GFP 

(rostliny nesly označení 2, 3, 5, 15, 18, 21, 22, 23, 27, 37, 39, 44, 76, 77, 78, 80, 82, 86, 90, 

91, 94, 95, 96, 97, 99, 100; Obr. 30, 31). Jako kontrolní rostliny byly použity rostliny 

M. sativa FABD2-GFP, množené pomocí somatické embryogeneze.  

Z výsledků vyplývá, že nejnižší produkci proteinu SIMK vykazovaly transgenní 

rostliny: 5, 18, 22, 27, 37, 39, 80, 82, 90, 91, 94, 95 a 99 (Obr. 30, 31, 32). U transgenních 

rostlin 2, 21, 23, 44, 78, 97 a 100 došlo také k částečnému snížení produkce SIMK a zbylé 

transgenní rostliny vykazovaly produkci proteinu SIMK porovnatelnou s kontrolními 

rostlinami, nebo jen málo sníženou produkci SIMK (Obr. 30, 31, 32). 

 

 

 

Obr. 30 Detekce produkce proteinu SIMK u vzorků z listů kontrolní rostliny M. sativa 
FABD2-GFP a transgenních rostlin M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP (2, 3, 5, 15, 18, 21, 22, 23, 27, 

37, 39, 44, 76) rostoucích in vitro. Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce proteinu SIMK. 

K nejnižší úrovni produkce SIMK docházelo u transgenních rostlin 5, 18, 22, 27, 37 a 39. Snímek 
membrány nabarvené Ponceau S slouží pro kontrolu nanesení proteinů. 



 

72 

 
 
Obr. 31 Detekce produkce proteinu SIMK u vzorků z listů kontrolní rostliny M. sativa 

FABD2-GFP a transgenních rostlin M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP (77, 78, 80, 82, 86, 90, 91, 94, 

95, 96, 97, 99, 100) rostoucích in vitro. Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce proteinu 
SIMK. K nejnižší úrovni produkce SIMK docházelo u transgenních rostlin 80, 82, 90, 91, 94, 95 a 

99. Snímek membrány nabarvené Ponceau S slouží pro kontrolu nanesení proteinů. 

 

 

Kvůli pozdějším masivním kontaminacím, které zapříčinily vyhynutí téměř všech 

kontrolních a transgenních rostlin, zůstala pouze jedna kontrolní rostlina M. sativa 

FABD2-GFP a tři transgenní rostliny SIMKK RNAi FABD2-GFP (18, 76 a 77). 

Následně byla provedena imunoblotová analýza na přítomnost fúzního proteinu 

FABD2-GFP, o molekulové hmotnosti přibližně 68 kDa, ze vzorků listů kontrolních rostlin 

M. sativa kultivaru Regen-SY (negativní kontrola), M. sativa FABD2-GFP, transgenních 

rostlin SIMKK RNAi FABD2-GFP (18, 76 a 77) a vzorků listů a kořenů Arabidopsis thaliana 

transgenní linie pMAT, stabilně exprimující GFP (pozitivní kontrola; Obr. 32). 

Z výsledků analýzy imunoblotu a použití protilátky proti GFP vyplývá, že k expresi 

fúzního proteinu FABD2-GFP docházelo u kontrolní rostliny M. sativa FABD2-GFP a 

transgenních rostlin SIMKK RNAi FABD2-GFP (18, 76 a 77; Obr. 32). Výsledky imunoblotu 

s protilátkou proti GFP však byly velmi slabě detekovatelné a protilátka opakovaně 
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vykazovala velkou nespecifitu. Zároveň bohužel nedocházelo ke stejnému výsledku po 

aplikaci protilátky proti aktinu (Obr. 32). 

 

 

 

Obr. 32 Detekce produkce proteinů u vzorků z listů kontrolní rostliny M. sativa kultivaru Regen-

SY (RSY), M. sativa FABD2-GFP, transgenních rostlin M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP (18, 76 a 

77) a vzorků z listů a kořenů Arabidopsis thaliana transgenní linie pMAT, stabilně exprimující 
GFP, rostoucích in vitro. K nejnižší úrovni produkce SIMK docházelo u transgenní rostliny 18. 

Velikost fúzního proteinu FABD2-GFP je přibližně 68 kDa. Snímek membrány nabarvené Ponceau 

S a snímek stain-free gelu slouží pro kontrolu nanesení proteinů. 
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4.2.4 Semikvantitativní PCR analýza v reálném čase transgenních rostlin 

M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP 

Semikvantitativní determinace změn v úrovni exprese SIMKK byla provedena metodou 

semikvantitativní polymerázové řetězové reakce (PCR) v reálném čase ze vzorků listů 3 

transgenních rostlin SIMKK RNAi v FABD2-GFP (číselně 18, 76 a 77). Jako kontrolní 

rostliny byly použity rostliny M. sativa FABD2-GFP, množené pomocí somatické 

embryogeneze. 

Nejprve byla provedena fenolová extrakce nukleových kyselin (Obr. 33A), které byly 

následně podrobeny působení DNasy a druhé fenolové extrakci (Obr. 33B). Ze snímku 

gelu je patrné, že po působení DNasy, zmizel pás, který velikostí odpovídá gDNA (Obr. 

33B). Na vzorky byla poté aplikována reverzní transkriptasa pro převedení mRNA do 

komplementární DNA (cDNA), která byla následně amplifikována (Obr. 34). Nakonec 

proběhla samotná analýza semikvantitativní PCR (qPCR; Obr. 34). 

Z výsledků qPCR byl vytvořen graf závislosti relativní úrovně mRNA transkriptu pro 

SIMKK u konkrétní rostliny (Obr. 35). Z výsledků vyplývá, že nejnižší relativní úrovně 

mRNA transkriptu pro SIMKK vykazovaly transgenní rostliny (vzestupně): 18, 76 a 77 

(Obr. 35).  

 

 

 
Obr. 33 Snímek gelu po první fenolové extrakci (A) a snímek gelu po aplikaci DNasy a druhé 

fenolové extrakci (B) vzorků listů kontrolních (K) a transgenních rostlin (T) Medicago sativa 

SIMKK RNAi FABD2-GFP. M - GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder. 
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Obr. 34 Snímek gelu po reverzní transkripci a amplifikaci SIMKK u vzorků z listů kontrolních (K) 

a transgenních rostlin (T) Medicago sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP. M - GeneRuler 1kb Plus DNA 

Ladder. X – chybný vzorek. 
 

 

 
 

Obr. 35 Relativní úroveň exprese SIMKK v transgenních liniích SIMKK RNAi FABD2-GFP.  

Semikvantitativní vyhodnocení relativní úrovně transkriptu SIMKK.  K nejnižší úrovni exprese 
SIMKK docházelo u transgenní rostliny 18. K – kontrolní rostlina Medicago sativa FABD2-GFP; 

T – transgenní rostliny Medicago sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP. 
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4.3 Mikroskopická analýza aktinového cytoskeletu rostlin M. sativa 

SIMKK RNAi FABD2-GFP 

Pro dokumentaci struktury a uspořádání aktinového cytoskeletu byly použity tři rostliny: 

kontrolní rostlina M. sativa Regen-SY, M. sativa linie FABD2-GFP, stabilně exprimující 

fúzní protein FABD2-GFP (fúze N-terminálního konce GFP k C-terminálnímu konci 

AtFim1, zahrnující druhou aktin-vázající doménu; Voigt et al., 2004) a transgenní linii 

M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP (rostlina 18; Obr. 36). Připravené preparáty byly 

sledovány pomocí laserového mikroskopu s rotujícím diskem. Byl použit laser pro detekci 

GFP (excitace 488 nm, emisní filtr BP 525/50). Pro detekci autofluorescence chloroplastů 

byl použit laser pro detekci mRFP; excitace 561 nm, emisní filtr BP 629/62). 

Mikroskopickou analýzou rostlin SIMKK RNAi FABD2-GFP byla zdokumentována 

struktura a uspořádání aktinového cytoskeletu (Obr. 38). Avšak nebyl pozorován žádný 

rozdíl ve struktuře a uspořádání aktinového cytoskeletu mezi rostlinami M. sativa linie 

FABD2-GFP a transgenní linii M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP (rostlina 18, Obr. 37, 38). 
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Obr. 36 Celkový přehled jednotlivých vzorků pro pozorování struktury a uspořádání aktinového 

cytoskeletu rostlin: M. sativa Regen-SY (A - C), M. sativa linie FABD2-GFP (D - E) a transgenní 

linie M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP (rostlina 18; G - H). Zelená fluorescence FABD2-GFP (A, D, 

G), mRFP – autofluorescence chloroplastů (B, E, H) a překryv obou kanálů (C, F, I). Měřítko: 50 
µm. 
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Obr. 37 Pozorování struktury a uspořádání aktinového cytoskeletu M. sativa linie FABD2-GFP. 

Zelená fluorescence FABD2-GFP (A, D, G), mRFP – autofluorescence chloroplastů (B, E, H) a 

překryv obou kanálů (C, F, I). Měřítko: 50 µm. 
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Obr. 38 Pozorování struktury a uspořádání aktinového cytoskeletu transgenní linie M. sativa 
SIMKK RNAi FABD2-GFP (rostlina 18). Zelená fluorescence FABD2-GFP (A, D, G), mRFP – 

autofluorescence chloroplastů (B, E, H) a překryv obou kanálů (C, F, I). Měřítko: 50 µm. 
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4.4 Aplikace symbiotických bakterií Sinorhizobium meliloti na SIMK 

RNAi linii 5 

Kvantitativní determinace změn v produkci proteinů a aktivitě fosforylovaných MAPK ve 

vzorcích z kořenů kontrolních a transgenních SIMK RNAi (5) rostlin Medicago sativa po 

aplikaci půdní bakterie Sinorhizobium meliloti, byla analyzována metodou imunoblot s 

použitím fosfospecifické anti-pTEpY protilátky (pERK). Půdní bakterie byla aplikována na 

kořeny kontrolních a transgenních rostlin a ponechána při mírném třepání po dobu 

1 hodiny. Vzorky kořenů, které byly v kontaktu se suspenzí půdních bakterií, byly 

odebírány před aplikací (suchá kontrola), 20 minut a 60 minut po aplikaci suspenze půdní 

bakterie S. meliloti v tekutém Fähreově médiu bez dusíku (Obr. 39, 40). Jako mokrá 

kontrola bylo použito čisté Fähreovo medium bez obsahu dusíku. Snímek membrány 

nabarvené Ponceau S a snímek stain-free gelu sloužily jako kontrola nanesení stejné 

koncentrace proteinů (Obr. 39). U vzorku SIMK RNAi (suchá kontrola) bylo naneseno větší 

množství proteinů na gel (Obr. 39, 40).  

Ze snímků membrán s navázanou fosfospecifickou protilátkou vyplývá, že 

k největší aktivaci SIMK po působení půdní bakterie dochází u rostlin SIMK RNAi po 20 

minutách od aplikace Sinorhizobium meliloti (Obr. 39, 40). U kontrolních rostlin došlo k 

méně výraznému zvýšení aktivity SIMK (46 kDa) po aplikaci Sinorhizobium meliloti (Obr. 

40). Z výsledků je také patrné, že u rostlin SIMK RNAi dochází vlivem aplikace půdní 

bakterie, ale i Fähreova média bez dusíku, k zvýšené aktivaci MMK3 (44 kDa) oproti 

kontrolním rostlinám (Obr. 40). 
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Obr. 39 Detekce fosforylovaných MAPK pomocí fosfospecifické protilátky ze vzorků z kořenů 

kontrolních a transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi, na které byla aplikována půdní bakterie 
S. meliloti po dobu 60 minut. Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce fosforylovaných 

MAPK pomocí anti-pTEpY protilátky (pERK). Jsou vidět dva pruhy, z nichž horní svou velikostí 

odpovídá fosforylované SIMK a spodní fosforylované MMK3. K největší aktivaci MAPK 
docházelo při 20 minutách po aplikaci S. meliloti.  
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Obr. 40 Závislost relativní intenzity pásů na čase. Semikvantitativní vyhodnocení detekce 

fosforylované SIMK (modrá) a MMK3 (červená) pomocí fosfospecifické protilátky ze vzorků z 

kořenů kontrolních a transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi, na které byla aplikována půdní 
bakterie S. meliloti (SM) po dobu 60 minut. K největší aktivaci MAPK docházelo při 20 minutách 

po aplikaci S. meliloti. Hvězdičkou je označen vzorek, ve kterém byla nanesena větší koncentrace 

proteinů na gel. 
 

4.5 Měření délky kořenových vlásků kontrolních a SIMK RNAi rostlin 

Pro determinaci fenotypu transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi bylo provedeno 

měření délky kořenových vlásků. Pro experiment bylo vybráno 15 kontrolních rostlin 

Regen-SY a 15 transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi starých 14 dní (Obr. 41, 42, 43). 

Kořenové vlásky byly snímány pomocí zoomovacího stereomikroskopu (Obr. 41). Pro 

měření byly vybírány jen zdravé kořenové vlásky, které už dosáhly své konečné délky u 

takových kořenů, které rostly na povrchu média (Obr. 41). Délka kořenových vlásků byla 

měřena v programu ImageJ.  

Na kořenech kontrolních rostlin M. sativa byla změřena délka 5215 kořenových vlásků 

a na kořenech transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi byla měřena délka 3821 

kořenových vlásků. Průměrná délka kořenových vlásků kontrolních rostlin M. sativa byla 

467,279 µm (Obr. 44). Průměrná délka kořenových vlásků transgenních rostlin 
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M. sativa SIMK RNAi byla 536,454 µm (Obr. 44). Z výsledků vyplývá, že transgenní 

rostliny M. sativa SIMK RNAi mají v průměru přibližně o 69 µm delší kořenové vlásky než 

kontrolní rostliny M. sativa. 

 

 

 
Obr. 41 Fenotyp kořenových vlásků kontrolních (A, B) a transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi 

(C, D) starých 14 dní. Měřítko – 200 µm. 
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Obr. 42 Délka kořenových vlásků kontrolních rostlin M. sativa starých 14 dní. 
 

 

 
 

 
 

Obr. 43 Délka kořenových vlásků transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi starých 14 dní. 
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Obr. 44 Délka kořenových vlásků kontrolních (modře) a transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi 
(oranžově) starých 14 dní. Průměrná délka kořenových vlásků kontrolních rostlin M. sativa byla 

467,279 µm. Průměrná délka kořenových vlásků transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi byla 

536,454 µm. 
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5. DISKUZE 

Stresem indukovaná MAPK v M. sativa (SIMK) může být aktivována solným stresem 

(Kiegerl et al., 2000), vlivem mechanického poranění (Bögre et al., 1997; Fernandez-

Pascual et al., 2006), oxidativního stresu (Munnik et al., 1999), vysoké koncentrace 

těžkých kovů (Jonak et al., 2004; Sinha et al., 2011), působením ethylenu (Ouaked et al., 

2003; Jonak et al., 2004) a po působení elicitorů bakterií a hub (Cardinale et al., 2000; 

Fernandez-Pascual et al., 2006). SIMK vykazuje velmi vysokou sekvenční homologii 

k AtMPK6 (Bekešová et al., 2015).  

Při semikvantitativní analýze produkce proteinů SIMK a MMK3 bylo zjištěno, že 

transgenní rostliny M. sativa SIMK RNAi s nejnižší úrovní produkce SIMK vykazují 

částečně zvýšenou produkci proteinu MMK3. To může být způsobeno nutností transgenní 

rostliny SIMK RNAi využít jinou MAPK při přenosu signálu ze SIMKK na méně 

abundantní SIMK, jelikož MMK3 je také součástí signalizační kaskády, jejímž 

nadřazeným aktivátorem je SIMKK (Cardinale et al., 2002). Tento předpoklad bude ale 

nutné ještě ověřit. Bude také nutné optimalizovat metodický postup, především blokovací 

roztok pro membrány, pufr, ve kterém je protilátka aplikována a samotnou dobu aplikace 

protilátky proti MMK3, která se často navazovala nespecificky (Obr. 30, 31 a 32).  

Po aplikaci symbiotické půdní bakterie Sinorhizobium meliloti docházelo k nejvyšší 

aktivaci SIMK po 20 minutách jak u kontrolních, tak u transgenních rostlin M. sativa 

SIMK RNAi. Zajímavé je, že u transgenních rostlin, u nichž byla snížená exprese SIMK 

procesem RNA interference, docházelo ve větší míře k aktivaci SIMK než u kontrolních 

rostlin. Naproti tomu po aplikaci solného stresu docházelo u transgenních rostlin M. sativa 

SIMKK RNAi k nižší úrovni aktivace SIMK než u kontrolních rostlin M. sativa (Urbiš, 

2018). U tohoto experimentu byla bohužel, z důvodu karanténních opatření v souvislosti 

s pandemií Covid-19, provedena pouze tři technická opakování, bez biologického 

opakování. Pro potvrzení nebo vyvrácení výsledků bude tudíž nutné tyto experimenty 

opakovat. 

Jelikož je AtMPK6 zapojena do mnoha dějů, jako je dělení buněk (Müller et al., 2010), 

vývoj kořenů a regulace růstu kořenového meristému (Müller et al., 2010; Smékalová et 
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al., 2014; Li et al., 2017), regulace genové exprese (Gaudet et al., 2011) i senescence listů 

(Zhou et al., 2009), mohla by snížená produkce proteinu SIMK u transgenních rostlin 

M. sativa SIMK RNAi vysvětlit příčinu zastavení růstu nadzemních části (listů a stonků), 

ale pokračování růstu kořenů in vitro u těch transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi, 

které vykazovaly nejvyšší míru snížení produkce SIMK. Jediná rostlina M. sativa SIMK 

RNAi, kterou se podařilo pro následující experiment měření délky kořenových vlásků 

zachránit a rozmnožit, byla rostlina č. 5. Jak se později ukázalo, mateřská rostlina M. sativa 

SIMK RNAi 5 i somatičtí kloni, z ní odvození, vykazovali stejný fenotyp a do několika 

měsíců došlo k zastavení růstu nadzemní části, a proto byla rostlina č. 5 dále 

rozmnožována jen somatickou embryogenezí. 

V buňce je SIMK lokalizována v jádře a cytoplasmě. Po působení stresového faktoru 

dochází k transportu do cytoplasmy a ke specifické kompartmentalizaci (Ovečka et al., 

2014). Při růstu kořenových vlásků dochází k relokalizaci SIMK z jádra do cytoplasmy 

prodlužující se špičky kořenového vlásku pomocí sítě aktinových mikrofilamentů (Šamaj 

et al., 2002). SIMK má vliv na dynamiku aktinového cytoskeletu, a tedy i na růst 

kořenových vlásků. Inhibicí MAPK aktivity dochází ke změnám v distribuci aktinu a 

SIMK, způsobující inhibici růstu kořenových vlásků a změnu jejich morfologie (Šamaj et 

al., 2002; Šamajová et al., 2013b; Ovečka et al., 2014; Komis et al., 2018). U transgenních 

rostlin M. sativa SIMK RNAi docházelo k prodlužování kořenových vlásků oproti 

kontrolním rostlinám (Obr. 44).  

Z tohoto důvodu byly v průběhu experimentální části práce transformovány rostliny 

M. sativa FABD2-GFP také pomocí A. tumefaciens nesoucí konstrukt pro SIMK RNAi. 

Bohužel u vyprodukovaných transgenních rostlin nebyly z důvodu karanténních opatření 

dokončeny analýzy pro determinaci míry snížení exprese a produkce proteinů, a proto 

nejsou součástí této diplomové práce. Další experiment s transgenními rostlinami M. sativa 

SIMK RNAi, který byl naplánován, ale nedošlo k jeho uskutečnění, byl experiment na 

tvorbu hlízek po dobu 20 dní od aplikace S. meliloti. U rostlin M. sativa SIMKK RNAi 

docházelo, oproti kontrolním rostlinám, k velmi nízké efektivitě tvorby hlízek 

(Kovalčíková, 2017). 

SIMKK, která patří mezi MAPKK, vykazuje vysokou sekvenční homologii k MKK4 a 

MKK5 z Arabidopsis thaliana (Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002; Komis et al., 
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2018). Kvasinkovým dvouhybridním systémem bylo prokázáno, že SIMKK protein 

interaguje se SIMK a fosforyluje SIMK po působení solného stresu (Obr. 5; Kiegerl et al., 

2000; Cardinale et al., 2002; Sinha et al., 2011; Ovečka et al., 2014). U transgenních 

rostlin M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP tak docházelo k nižší produkci SIMK oproti 

kontrolním rostlinám. Zároveň docházelo u těchto transgenních rostlin k mírnému zvýšení 

produkce MMK3. Při aplikaci protilátky proti GFP, došlo k jejímu navázání na protein o 

velikosti přibližně 68 kDa, který koresponduje s fúzním proteinem FABD2-GFP, pás byl 

ale velmi slabý a protilátka byla navázána i nespecificky, a proto byl navržen experiment 

pro otestování několika protilátek proti proteinu GFP od různých výrobců. K experimentu 

byly využity vzorky kořenů z rostlin: A. thaliana ekotyp Columbia-0, A. thaliana pMAT, 

A. thaliana FABD2-GFP a M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP, ale tento test nebyl kvůli 

karanténním opatřením dokončen. Bohužel se nepodařil prokázat ani žádný rozdíl 

v dynamice a struktuře aktinového cytoskeletu mezi kontrolními rostlinami a M. sativa 

SIMKK RNAi FABD2-GFP linii 18, pomocí laserového mikroskopu s rotujícím diskem. 
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6. ZÁVĚR 

V teoretické části této diplomové práce byla vypracována rešerše zaměřená na transgenozi 

rostlin, se speciálním zaměřením na tolici vojtěšku, reakce a odpovědi rostlin na stres, 

způsobený abiotickými stresovými faktory, význam MAPK signálních proteinů při přenosu 

signálů v buňce, se speciálním zaměřením na SIMK a SIMKK, a souhrn poznatků o 

fenotypových projevech rostlin při interakci se symbiotickými hlízkovými bakteriemi. 

V praktické části byla provedena transformace listových explantátů tolice vojtěšky 

(M. sativa) kultivaru Regen-SY, prostřednictvím kultury Agrobacterium tumefaciens 

nesoucí konstrukt pro potlačení exprese SIMK procesem RNA interference, a explantátů 

rostlin M. sativa se značenou aktin-vázající doménou 2 fimbrinu z A. thaliana pomocí GFP 

(FABD2-GFP), prostřednictvím kultury Agrobacterium tumefaciens nesoucí konstrukt pro 

potlačení exprese SIMKK procesem RNA interference, s cílem regenerace stabilních 

transgenních linií se sníženou expresí daných MAPK procesem somatické embryogeneze. 

Snížená úroveň exprese a produkce proteinů SIMK a SIMKK byla ověřena kvalitativně a 

semikvantitativně metodami imunoblot a RT-qPCR pro selekci rostlin s nejnižší úrovní 

produkce daných MAPK. 

Pro dokumentaci struktury a uspořádání aktinového cytoskeletu byly preparáty 

sledovány pomocí laserového mikroskopu s rotujícím diskem. Mikroskopickou analýzou 

rostlin SIMKK RNAi FABD2-GFP byla zdokumentována struktura a uspořádání aktinového 

cytoskeletu, ale nebyl pozorován žádný významný rozdíl ve struktuře a uspořádání 

aktinového cytoskeletu mezi kontrolními rostlinami M. sativa linie FABD2-GFP a 

transgenní linii M. sativa SIMKK RNAi FABD2-GFP. 

Aplikací půdní hlízkové bakterie Sinorhizobium meliloti na transgenní rostliny SIMK 

RNAi byla, metodou imunoblot a použitím fosfospecifické protilátky, pozorována zvýšená 

aktivace proteinů SIMK a MMK3 po 20 minutách. 

Pro determinaci fenotypu transgenních rostlin M. sativa SIMK RNAi bylo provedeno 

měření délky kořenových vlásků a z výsledků bylo zjištěno, že transgenní rostliny 

M. sativa SIMK RNAi mají v průměru přibližně o 69 µm delší kořenové vlásky než 

kontrolní rostliny M. sativa kultivaru Regen-SY.  
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

A. thaliana Arabidopsis thaliana 

A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens 

ABA kyselina abscisová (z angl. abscisic acid) 

APS peroxodisíran amonný (z angl. ammonium persulfate) 

bp pár bází (z angl. base pair)  

BSA hovězí (bovinní) sérový albumin 

cDNA komplementární deoxyribonukleová kyselina (z angl. 

complementary deoxyribonucleic acid)  

dH2O destilovaná voda  

DNA deoxyribonukleová kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)  

dNTP 2'-deoxynukleosid 5'-trifosfáty  

DTT dithiotreitol  

ECL elektro-chemiluminiscenční substrát  

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

EGTA kyselina ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-

tetraoctová  

FABD2-GFP fúzní protein – fúze N-terminálního konce GFP 

k C-terminálnímu konci AtFim1, zahrnující druhou aktin-

vázající doménu (z angl. actin-binding domain 2) 

gDNA genomová deoxyribonukleová kyselina (z angl. genomic 

deoxyribonucleic acid) 

GFP zelený fluorescenční protein (z angl. green fluorescent 

protein) 

HAMK tepelným šokem aktivovaná mitogenem-aktivovaná 

proteinkinasa (z angl. heat shock-activated MAPK) 

HEPES kyselina 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin]ethansulfonová  

HKT z angl. high-affinity potassium transporter 

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

LysM doména (z angl. lysine motif) 

M. sativa Medicago sativa L ssp.  

MAP2K mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasa  

MAP3K mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasakinasa  

MAPK mitogenem-aktivovaná proteinkinasa  

MAPKK mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasa  

MAPKKK mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasakinasa  

MEKK mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasakinasa  

MiliQ H2O purifikovaná voda technologií společnosti Millipore 

Corporation 

MKK mitogenem-aktivovaná proteinkinasakinasa 

MKP MAPK fosfatasa  

MMK mitogenem-aktivovaná proteinkinasa z Medicago sativa  

M-MLV virus myší leukémie (z angl. moloney murine leukemia virus) 

MPK mitogenem-aktivovaná proteinkinasa  

mRFP červený fluorescenční protein monomer (z angl. red 

fluorescent protein monomer) 

mRNA mediátorová ribonukleová kyselina (z angl. messenger 

ribonucleic acid) 

MS Murashige and Skoog médium  

NHX1 antiportér (z angl. sodium/hydrogen exchanger 1) 

Nod faktor nodulace 

Obr. obrázek 

OD600 optická hustota při 600 nm 

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

P fosfát 

PAGE polyakrylamidová gelová elektroforéza  

PCR polymerázová řetězová reakce (z angl. polymerase chain 

reaction)  

PEG polyethylenglykol 
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pERK fosfospecifická anti-pTEpY protilátka 

pH záporný dekadický logaritmus koncentrace vodíkových 

kationtů  

pMAT linie A. thaliana stabilně exprimující protein GFP 

pTEpY duální fosforylace Thr/Glu/Tyr regionu 

PVDF polyvinylidendifluorid 

qPCR kvantitativní polymerázová řetězová reakce (z angl. 

quantitative polymerase chain reaction) 

RB elektrodový pufr (z angl. running buffer)  

RLK receptorová kinasa (z angl. receptor-like kinase) 

RNA ribonukleová kyselina (z angl. ribonucleic acid)  

RNAi RNA interference  

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

RT reverzní transkriptasa 

S. meliloti Sinorhizobium meliloti 

SAMK stresem aktivovaná mitogenem aktivovaná proteinkinasa 

SDS dodecylsíran sodný  

SH Schenk and Hildebrant médium 

SIMK solným stresem indukovaná mitogenem aktivovaná 

proteinkinasa  

SIMKK stresem indukovaná mitogenem aktivovaná 

proteinkinasakinasa  

SIPK z angl. salicylic acid-induced protein kinase 

SOS1 antiportér (z angl. salt overly sensitive 1) 

T1 první generace po transformačním procesu 

Tab. tabulka 

TBS-T Tris-HCl solný pufr s přídavkem Tween 20 (z angl. tris 

buffered saline + Tween 20) 

T-DNA transferová deoxyribonukleová kyselina (z angl. transfer 

deoxyribonucleic acid) 

T-D-Y motiv threonin-asparagin-tyrozin 
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TEMED N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin 

T-E-Y motiv threonin-kyselina glutamová-tyrozin 

Ti tumor indukující (z angl. tumor inducing) 

UV ultrafialové záření (z angl. ultraviolet) 

VIP z angl. VirE2 interacting protein 

Vir faktory virulence 

WRKY transkripční faktory (název odvozen od sekvence 

heptapeptidu WRKYGQK N-terminálního konce TF)  


