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Súhrn 

Stres je definovaný ako činiteľ životného prostredia, ktorý môže vyvolať potenciálne 

poškodenie v rastlinách. Rastliny sú sesilné organizmy vystavované biotickým a abiotickým 

stresom. Nemajú schopnosť fyzicky uniknúť pred nepriaznivými vplyvmi prostredia, a preto si 

vyvinuli zložité biochemické, molekulárne a genetické mechanizmy, aby zabránili stresu. 

V reakcii na vonkajšie prostredie sú rastliny schopné spustiť obrannú reakciu. V dnešnej dobe 

je hlavným problémom sucho a s tým spojené zasolenie pôdy, ale aj osmotický stres, či 

oxidatívne poškodenie rastlín. Cieľom tejto bakalárskej práce bolo sledovanie zmien pri klíčení 

a raste koreňov Arabidopsis thaliana a porovnanie divokého typu Col-0 s transgénnymi líniami 

pMAT-GFP (cytoplasmatický fúzny proteín s GFP) a  Ann1-GFP (annexin 1 značený s GFP 

pod kontrolou vlastného promótora) v podmienkach soľného a oxidatívneho stresu. Na soľný 

stres najcitlivejšie reagovala transgénna línia Ann1-GFP. Naproti tomu na oxidatívny stres bola 

transgénna línia Ann1-GFP najrezistentnejšia.  

Ďalším cieľom bolo štúdium  zmien v expresii Ann1-GFP po pôsobení soľného stresu  a 

inhibítorov mikrotubulov s použitím konfokálnej laserovej mikroskopie na in vivo lokalizácie. 

Aplikácia soľného stresu zvyšovala a aplikácia inhibítorov znižovala intenzitu fluorescencie 

Ann1-GFP. Výsledky z in vivo lokalizácie po pôsobení soľného stresu boli potvrdené pomocou 

biochemickej immunoblotovej analýzy. 

Pomocou imunofluorescenčného značenia tubulínu metódou „whole mount“ bola sledovaná 

organizácia mikrotubulov v koreňoch klíčencov línie Ann1-GFP. V meristematických bunkách 

bola pozorovaná normálna organizácia mitotických mikrotubulov a bunkových delení. 

  



Summary 

Stress is defined as a factor that can cause potential damage to the plants. Plants are sessile 

organisms exposed to biotic and abiotic stresses. They lack the ability to physically escape these 

adverse environmental challenges, thus they have developed complex biochemical, molecular 

and genetic mechanisms to prevent stress. Plants developed defense reaction in response to 

surrounding environment. Nowadays, the main problem is drought and associated soil salinity, 

but also osmotic and oxidative stress. The main aim of my bachelor thesis was monitoring 

changes in germination and root growth of Arabidopsis thaliana and comparison of wild type 

Col-0 with transgenic lines pMAT-GFP (cytoplasmic fusion protein with GFP) and Ann1-GFP 

(annexin 1 labeled with GFP under the control of its own promoter) under conditions of salt 

and oxidative stresses. Transgenic line Ann1-GFP responded most sensitively to the salt stress. 

On the other hand, it was the most resistant to the oxidative stress. 

Another goal was to study changes in the expression of Ann1-GFP after application of salt 

stress and microtubule inhibitors, using confocal laser microscopy for in vivo localization. Salt 

application increased fluorescent intensity while microtubule inhibitors decreased fluorescence 

intensity of Ann1-GFP. Moreover, overexpression of annexin 1 was detected in the transgenic 

line using biochemical immunoblot analysis. 

Organization of microtubules was studied in roots of Ann1-GFP line employing “whole mount” 

immunofluorescent labeling of tubulin. Normal organization of mitotic microtubules and cell 

divisions was observed in meristematic cells. 
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1. Úvod 

Rastliny predstavujú sesilnú skupinu organizmov, ktorá sa neustále musí prispôsobovať 

meniacim sa podmienkam životného prostredia. V snahe chrániť sa, si rastliny vyvinuli zložité 

biochemické, molekulárne a genetické mechanizmy na rýchle zachytávanie a prenos signálov 

z prostredia, ktoré vedú k odpovediam. Vedomosti získané v priebehu posledných 15 rokov 

poukazujú na to, že rastlinné annexíny sa môžu podieľať na obranných mechanizmoch pri 

stresových reakciách. Ide o Ca2+-viažuce proteíny, ktoré sa nachádzajú v živočíšnych, 

rastlinných bunkách a v hubách. Štrukturálne sú annexíny charakterizované dvoma doménami. 

Prvá z nich predstavuje vysoko konzervovanú α-helikálnu proteínovú doménu a druhá zahŕňa 

NH2-terminálne jadro, ktoré je špecifické pre každého člena rodiny annexínov. Prvá 

doména pozostáva zo štyroch opakovaní (I - IV) zložených zo sekvencií asi 70 aminokyselín. 

Obsahujú unikátne väzbové miesto pre Ca2+ v prvom a štvrtom opakovaní (Gerk et Moss, 2002; 

Moss et Morgan, 2004; Konopka-Postupolska, 2007; Konopka-Postupolska et al., 2011). 

Predpokladá sa ich úloha pri regulácii dôležitých procesov, ako sú rast a vývoj rastlín (Clark et 

al., 2001, 2012). Annexíny sú rôznorodá skupina proteínov, ktoré majú spoločnú funkciu 

združovania membrán, ale odlišné molekulárne mechanizmy (Konopka-Postupolska et al., 

2011). V genóme A. thaliana sa nachádza osem členov z rodiny annexínov. Všetkých 8 génov 

kóduje proteíny a majú molekulovú hmotnosť okolo 36 kDa (Monastyrskaya et al., 2009). 

Najviac zastúpený annexín z radu tejto multigénnej rodiny je annexín 1 (AnnAt1). Je 

exprimovaný hlavne v koreni na cytoplazmatickej membráne a v cytoplazme, kde sa zapája do 

stresových odpovedí (Lee, 2004). 
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2. Ciele práce 

Teoretická časť 

1. Spracovanie literárnej rešerše so zameraním na problematiku vápnikový signaling a 

cytoskelet rastlín a odpovede rastlinných buniek na stres. 

Praktická časť 

1. Otestovanie a nastavenie optimálnych kultivačných podmienkok in vitro na 

pozorovanie vývinu a rastu rastlín (soľný a oxidatívny stres). 

2. Charakteristika fenotypových zmien rastlín kultivovaných v stresových podmienkach. 

Kvalitatívne a kvantitatívne vyhodnotenie rastových parametrov koreňov. 

3. Mikroskopická dokumentácia annexínu 1 po pôsobení inhibítorov a soľného stresu. 

4. Imunolokalizácia cytoskeletu metódou „whole mount“. 
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3. Súčasný stav riešenej problematiky 

3.1. Arabidopsis thaliana (Arábovka thalova) 

A. thaliana je malá rastlina z čeľade kapustovitých (Brassicaceae). Stala sa jedným 

z najdôležitejších výskumných modelov v rastlinnej biológii (Meinke et al., 1998). Pre 

výskumné účely bola prvýkrát použitá v 40-tych rokoch 20. storočia. Spočiatku sa jednalo 

o genetické výskumy, pretože táto rastlina ľahko tvorila mutanty. Od 80-tych rokov 20. storočia 

sa začala využívať ako modelová rastlina v rastlinnej fyziológii a biochémii. Genóm A. thaliana 

(5 chromozómov, 25 500 génov) je celý osekvenovaný (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). 

Arabidopsis thaliana sa využíva ako modelová rastlina hlavne pre:   

1. Krátky životný cyklus. 

2. Malú veľkosť rastliny. 

3. Veľké množstvo potomstva a relatívne malý genóm. 

4. Existencia rozsiahlych genetických máp všetkých piatich chromozómov. 

5. Ľahko transformovaná pomocou baktérie Agrobacterium tumefaciens, ktorá slúži na 

vloženie nových génov do rastlinných buniek (Koornneef et Meinke, 2010). 

3.2. Annexíny 

Annexíny sú homologická, štruktúrne príbuzná multigénna rodina proteínov zapojených do 

membránovej organizácie, vezikulárneho transportu a do bunkových procesov ako sú rast, 

diferenciácia či opravy (Clark et Roux, 1995; Clark et al., 2012). Charakteristickou vlastnosťou 

týchto proteínov je, že sa môžu reverzibilne viazať na membránové fosfolipidy. Ich génová, 

proteomická a transkriptomická analýza poskytla údaje o ich rozmanitosti (Clark et al., 2012). 

3.2.1. História annexínov 

Annexíny boli identifikované u viac než 65 druhov, vrátane prvokov, húb, rastlín a stavovcov. 

Živočíšne annexíny sú známe už dlhú dobu. Naproti tomu, rastlinné annexíny boli objavené až 

v roku 1989 u rajčiaka (Lycopersicon esculentum). Boli identifikované použitím protilátok voči 

živočíšnym annexínom (Boustead et al., 1989) a dodnes sú predmetom intenzívneho vedeckého 

štúdia (Laohavisit et Davies, 2011; Zhang et al., 2015). Názov „annexín“ bol navrhnutý ako 

pomenovanie pre veľkú skupinu príbuzných proteínov v roku 1990 a je odvodený z gréckeho 

slova „priviesť/ držať pohromade“. Názov bol vybratý, aby popisoval hlavné vlastnosti 

všetkých alebo aspoň takmer všetkých annexínov. Jednou z ich vlastností je schopnosť viazať 

sa na niektoré biologické štruktúry, najmä membrány alebo udržiavať ich spolu.  
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Prvým popísaným annexínom bol izolovaný, purifikovaný proteín, ľudský annexín A7, neskôr 

známy ako synexin (Creutz et al, 1978). Annexíny sa riadia určitou nomenklatúrou a sú 

rozdelené do 4 skupín (rodín, A – E). U stavovcov patria do skupiny A a sú značené A1 – A13 

(alebo ANXA1 – ANXA13), až na A12, ktorý nepatrí do oficiálneho názvoslovia. Ľudských 12 

annexínov má veľkosť od 15 kb do 96 kb a sú rozptýlené v celom genóme na chromozómoch 

1, 2, 4, 5, 8, 9, 10 a 15. U bezstavovcov (prvoústovce aj druhoústovce) sú annexíny zaradené 

do rodiny B. Genómy členov tejto rodiny prešli mnohými duplikáciami, čo viedlo k rôznym 

usporiadaniam génov, proteínových štruktúr a chromozomálnych máp. U niektorých 

jednobunkových organizmov ako sú huby, hlenky a skupina chromalveolata, sú annexíny 

radené do rodiny C. V prípade rastlín ide o annexínovú rodinu D a rodina E bola popísaná u 

jednobunkovcov.  

Rastlinné annexíny (rodina D) tvoria monofyletické klastrá, ktorých členovia väčšinou 

postrádajú amino-terminálne domény a funkčné väzbové miesta pre vápnik v druhom a treťom 

opakovaní. Tie vznikali zhruba pred tisíc miliónmi rokov z jedného z troch základných členov 

z čeľade machov, papradí a nahosemenných rastlín. Ďalších 17 podčeľadí objavili v kvitnúcich 

krytosemenných rastlinách v dôsledku génovej duplikácie. Osem annexínových génov u A. 

thaliana a deväť u ryže zahŕňajú len dva hlavné ortology, zvyšok sú špecifické produkty 

duplikátov v oddelení dvojklíčnolistových a jednoklíčnolistových rastlín (Gerke et Moss, 2002; 

Moss et Morgan, 2004).   

3.2.2. Štruktúra annexínov 

Annexíny sú rozpustné hydrofilné proteíny, viažuce sa na negatívne nabité fosfolipidy 

v závislosti na vápniku. Vyznačujú sa komplexnou sadou funkcií (Gupta, 2012; Jami et al., 

2012; Kodavali et al., 2013; Lizarbe et al., 2013). Bolo identifikovaných viac než tisíc proteínov 

zo skupiny annexínov, a to hlavne u eukaryot, prokaryot, ale aj u kvasiniek či húb. Annexíny 

interagujú s rôznymi zložkami bunkovej membrány (napríklad kyselina fosfatidová, 

fosfatidylserín, fosfatidylinozitol), a tak sa podieľajú na štruktúrnej organizácii bunky, na 

intracelulárnej signalizácii prostredníctvom enzýmov, ale riadia aj rast a taktiež môžu slúžiť 

ako samotné atypické vápnikové kanály (Gerke et Moss, 2002; Moss et Morgan, 2004).  

3.2.2.1. Charakteristické štrukturálne rysy 

Na úrovni primárnej štruktúry sa živočíšne annexíny vyznačujú tetrádou (I – IV) opakujúcich 

sa sekvencií 70 aminokyselín, čo však neplatí pre annexín VI, ktorý obsahuje osem domén 

(Hofmann et al., 1997). Opakujúce sa tetrády tvoria C-koncovú doménu (Hofmann, 2004). 
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Každé opakovanie tvorí päť charakteristických helix slučiek (A – E) a tieto sekvencie sa 

zhodujú v 25 – 35% medzi sebou a v 45 – 50% medzi rôznymi annexínmi (Smith et Moss, 

1994). Na opačnej strane molekuly sa nachádza veľmi variabilná NH2-terminálna oblasť, ktorá 

je typická pre rôzne typy annexínov (Gerke et Moss, 2002; Moss et Morgan, 2004; Konopka-

Postupolska, 2007; Konopka-Postupolska et al, 2011). Táto oblasť sa líši v dĺžke, v poradí 

aminokyselín a mnohí predpokladajú, že stanovuje individualitu funkcií daných annexínov 

(Clark et Roux, 1995). Annexínová doména pozostávajúca zo 70 aminokyselín obsahuje 

konzervovaný endonexínový záhyb (K-G-X-G-T-{38}-D/E), ktorý je schopný viazať Ca2+ 

(Mortimer et al., 2008). Každá doména má tvar zakriveného disku. Konvexná strana obsahuje 

väzbové miesta pre katióny vápnika - Ca2+ (označované ako typ II a typ III) a smeruje k povrchu 

membrány, kde je annexín asociovaný s lipidmi (Gerke et Moss, 2002). Ióny Ca2+ tvoria most 

medzi annexínom a záporne nabitými membránovými fosfolipidmi. Konkávna strana smeruje 

k cytosolu, kde môže interagovať s ostatnými časťami proteínu alebo s inými cytosolickými 

molekulami (Lizarbe et al., 2013). 

Rastlinné annexíny sa aj napriek spoločnému evolučnému predkovi líšia od živočíšnych 

annexínov a tvoria oddelenú monofyletickú skupinu, ako to vyplýva zo spoločného 

fylogenetického stromu živočíšnych a rastlinných annexínov (Mortimer et al., 2008). Annexíny 

u rastlín majú taktiež evolučne konzervovanú štruktúru, ktorá sa skladá z C-terminálneho jadra, 

ktoré obsahuje 4 domény (I – IV) (Obr. 1). Každá doména obsahuje štyri helix slučky (A, B, D, 

E) a piatu skrutkovicu (C), ktorá je takmer kolmá na ostatné slučky (Gerke et Moss, 2002; 

Gerke et al., 2005; Talukdar et al., 2009). Charakteristickú endonexínovú sekvenciu (Kourie et 

Wood, 2000) obsahuje len v prvej a štvrtej doméne. Bola popísaná jej kryštálová štruktúra 

(Hofmann et al., 2000, 2003). V tretej doméne sa nachádza dvojväzbový zvyšok v 39. polohe 

a štvrtá doména je bohatá na sekvencie G-T. V druhej doméne nie je zachovaná endonexínová 

sekvencia a vysoko konzervovaný zvyšok histidínu nahrádza dvojväzbový zvyšok v 39. polohe 

(Hofmann, 2004). Rastlinné annexíny majú v priemere väčší povrch ako annexíny u cicavcov 

(Clark et al., 2001). N-terminálna oblasť všetkých rastlinných annexínov je krátka (~ 10 

aminokyselín). Každá annexínová doména má tvar mierne zakriveného disku. Konvexná strana 

záhybu obsahuje 17 aminokyselín s charakteristickým motívom KGhGTDEXXIOpILApR 

(H = hydrofóbny zvyšok, X = akýkoľvek zvyšok, p = polárny zvyšok) a obsahuje väzbové 

miesto pre Ca2+ typu II, obsahujúce sekvenciu GXGTD (de Carvalho-Niebel et al., 1998; Clark 

et al., 2001; Mortimer, 2008). Konkávna strana interaguje s NH2-terminálnou doménou alebo 

inými cytoplazmatickými molekulami. Annexín môže byť asociovaný s membránou alebo 
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dokonca vložený do membrány. Pri experimentoch s použitím umelých lipidových dvojvrstiev 

sa zistilo, že interakcia annexínov s membránou závisí na zložení fosfolipidovovej dvojvrstvy, 

koncentrácii annexínov, koncentrácii Ca2+ a na transmembránovom napätí (Gerke et Moss, 

2002; Mortimer et al., 2008; Laohavisit et Davies, 2011). Väčšina annexínových proteínov sa 

nachádza v cytosole, ale niektoré môžeme nájsť aj na cytoplazmatickej membráne, na 

endomembránach alebo na jadrovej membráne (de Carvalho-Niebel et al., 2002). U Medicaga 

trunculata bol annexín nájdený v koreni (de Carvalho-Niebel et al., 1998). Annexíny môžu byť 

spojené s membránovými vačkami (vezikuly) alebo v Golgi aparáte, zapojené do vezikulárneho 

transportu (Carter et al., 2004).  

 

Obr. 1 Štruktúra annexínov, ilustrovaná na základe Ca2+-viažucej štruktúry annexínu Gh1 

z bavlny. Farebná schéma zdôrazňuje N-terminálnu doménu (tmavomodrá), doménu I 

(svetlomodrá), doménu II (zelená), doménu III (žltá), doménu IV (červená) a linker (šedá). 

Vápnikové ióny viazané na doméne I/IV sú zobrazené ako oranžové gule. Obrázok predstavuje 

čelnú plochu proteínu (vľavo) a konvexnú stranu proteínu (vpravo) (prevzaté z Konopka-

Postupolska et al., 2011). 

3.2.2.2. Annexíny u Arabidopsis thaliana 

Sekvenovanie genómu u Arabidopsis thaliana ukázalo, že rastlinné annexíny predstavujú 

osemčlennú multigénnu rodinu (Clark et al.,2001; Jami et al., 2012). Vysoko konzervatívna 

štruktúra annexínov predstavuje jedno z kritérií pri vyhodnocovaní údajov. Génové analýzy 

Arabidopsis (Gidrol et al., 1996) a aj iných rastlín (Proust et al., 1999) ukázali, že annexínová 

génová rodina je relatívne jednoduchá. A. thaliana má 8 rôznych annexínových génov, Annexín 

Arabidopsis1-8 (AnnAt1-AnnAt8; Clark et Roux, 1995; Clark et al., 2001). Všetkých 8 génov 

kóduje proteíny s molekulovou hmotnosťou v oblastiach 32 až 42 kDa. AnnAt1 sa nachádza na 

chromozóme 1, AnnAt3 a AnnAt4 sa nachádzajú na chromozóme 2, AnnAt6 a AnnAt7 na 

chromozóme 5 v tandemovom usporiadaní. AnnAt3 a AnnAt4 zdieľajú 5' oblasť promótora, čo 

má za následok ich dvojitú reguláciu transkripcie. Zaujímavým postrehom je aj fakt, že AnnAt3, 
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AnnAt4, AnnAt5 a AnnAt8 majú zhodnú génovú štruktúru, ktorá obsahuje 6 exónov. Naproti 

tomu, analýza zvyšných štyroch annexínov (AnnAt1, AnnAt2, AnnAt6 a AnnAt7) ukázala, že sa 

zhodujú v strate intrónov. AnnAt1 stratil posledné tri intróny, AnnAt2 postráda posledný intrón 

a annexíny AnnAt6, AnnAt7 prišli o posledné dva intróny (Cantero et al., 2006). Všeobecne 

platí, že rastlinné annexíny majú primárnu sekvenciu od seba odlišnú. AnnAt2, AnnAt6 a AnnAt7 

sú navzájom najviac podobné, bola zistená 80 – 86% identita na úrovni nukleotidov a 76 – 83% 

zhoda na úrovni aminokyselín. AnnAt3 a AnnAt4 sa zdajú byť na úrovni aminokyselín odlišné. 

Keď sú porovnávané všetky opakujúce sa domény 8 annexínov u Arabidopsis s inými 

rastlinnými annexínmi (Barton et al.,1991), je zrejmé, že tieto štruktúrne opakovania pomáhajú 

definovať annexíny u A. thaliana. Celkovo je známe, že prvá a štvrtá doména vykazujú 

najvyššiu úroveň konzervatívnosti, zatiaľ čo druhá a tretia doména sú najviac odlišné (Cantero 

et al., 2006). 

Hlavným znakom všetkých annexínov je schopnosť viazať sa na negatívne nabité fosfolipidy 

v závislosti od iónov vápnika (Ca2+). Väzbové miesto pre Ca2+, označované ako typ II, 

pozostáva zo sekvencie GXGTD, ktorá sa nachádza v endonexínovom záhybe a je nasledovaná 

42 aminokyselinami, kedy prvou aminokyslinou je glycín a zvyšok kyseliny glutámovej (Gly, 

E) alebo kyseliny asparagovej (Asp, D). Nachádza sa tu aj tryptofánový zvyšok (Trp, W) 

umiestnený v prvej doméne u väčšiny rastlinných annexínov, ktoré môžu byť dôležité pri 

fosfolipidovej väzbe. Pri štúdiu výskytu väzbových miest pre Ca2+ typu II sa zistilo, že AnnAt1, 

AnnAt2, AnnAt6 a AnnAt7 majú konzervované väzbové miesto pre ión vápnika (substitúcia 

jednej aminokyseliny) v prvej a štvrtej doméne. AnnAt3 má konzervované väzbové miesto tiež 

v prvej aj štvrtej doméne, zatiaľ čo AnnAt5 má väzbové miesto konzervované len vo štvrtej 

doméne. AnnAt4 má iba jednu potenciálne viažucu slučku, ktorá sa nachádza v prvej doméne 

(Clark et al., 2001).  

Okrem väzbových miest pre Ca2+, existujú aj iné sekvencie, ktoré boli navrhnuté ako dôležité 

pre funkciu annexínov. Jednou  z nich je napríklad sekvencia 30 aminokyselín viažucich hem-

sekvenciu, ktorá sa nachádza v rastlinných peroxidázach. Ďalšou potenciálne dôležitou 

sekvenciou je aj motív viažuci GTP (označený CXXXXGKT a DXXG) alebo motív viažuci F–

aktín (označený IRI) (Clark et al., 2001). 
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3.2.2.3. Annexín 1 (AnnAt1) 

Annexín 1 je prvý z 8 annexínových proteínov nachádzajúcich sa u A. thaliana. AnnAt1 má 

molekulovú hmotnosť 36 kDa a patrí do rodiny membránových proteínov viažucich Ca2+. 

Expresia týchto 8 génov je diferenciálne regulovaná rôznymi abiotickými stresmi (Cantero et 

al., 2006; Laohavisit et al., 2008; Monastyrskaya et al., 2009). Na základe analýz proteómu, 

imunolokalizácie, rádioaktívneho značenia a GFP štúdií, sa ukázalo, že AnnAt1 sa nachádza na 

plazmatickej membráne (ako integrálny proteín), na endoplazmatickom retikule, na tonoplaste 

vakuoly, na vonkajšej membráne mitochodrií a chloroplastov a v bunkovej stene (Obr. 2) 

(Guelette et al., 2012; Laohavisit et Davies, 2011; Obata et al., 2011). Proteín sa nachádza vo 

forme monomeru alebo homodimeru. AnnAt1 je exprimovaný hlavne v koreni, zriedka 

v kvetnom pletive (Lee et al., 2004). 

 

Obr. 2 Subcelulárna lokalizácia annexínu 1 (ružové kruhy, A) v idealizovanej rastlinnej bunke 

(upravené podľa Mortimer et al., 2008). Lokalizácia závisí na mnohých faktoroch, vrátane 

rastlinného druhu, typu tkaniva a prítomnosti cytosolického Ca2+. Lokalizácia annexínu 1 (A) 

v cytoplazme (C), bunkovej stene (BS), na cytoplazmatickej membráne (CM), na membráne 

vakuoly (V), chloroplastu (CH), mitochondrie (M), v asociácii s hladkým ER (H-ER), drsným 

ER (D-ER), s aktínom (A). Jadro (J), Golgi aparát (GA), peroxizómy (P). 
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3.3. Vápniková signalizácia 

Vápenaté ióny (Ca2+) sú univerzálnym nosným signálom v živých organizmoch, vrátane rastlín. 

Intracelulárna vápniková signalizácia patrí medzi kľúčové problémy, ktoré študuje bunková 

biológia. Voľný cytosolický vápnik ([Ca2+]cyt) je väčšinou výsledkom dvoch protichodných 

reakcií. Importu Ca2+ cez kanály alebo exportu Ca2+ cez pumpy. Odstraňovanie zvýšeného Ca2+ 

z cytosolu do apoplastu alebo do intracelulárnych organel vyžaduje aktívny transport. 

Kľúčovými antiportami sú Ca2+-ATPáza a Ca2+/H+ antiportér.  

V rastlinách má Ca2+ veľa základných funkcií. Napríklad, je esenciálnym prvkom dôležitým 

pre rast a vývoj rastlín, hlavne ich koreňa. Ca2+ pomáha pri tvorbe mikrotubulov, ktoré sú 

zásadné počas bunkového delenia. Zohráva stavebnú úlohu v bunkovej stene a membráne, kde 

existuje vo forme vápnikového pektátu, hromadí sa a viaže bunky dohromady (Mahajan 

et Tuteja, 2005). Ca2+ je nutný pre rast peľového vrecúška (Sanders et al., 2002). Ďalej je 

potrebný na výmenu anorganických katiónov vo vakuole a funguje ako intracelulárny posol 

v cytoplazme (Mahajan et Tuteja, 2005). Niektoré gény sú závislé na Ca2+. Analýzou 

transkriptomu niektorých rastlín sa zistilo, že 230 génov je regulovaných Ca2+, z ktorých 162 

malo zvýšenú a 68 zníženú aktivitu (Kaplan et al., 2006). Signálne dráhy Ca2+ môžu upravovať 

K+ kanál u Arabidopsis. Vápnik je dôležitou zložkou v signálnej dráhe sacharózy, ktorá vedie 

k indukcii syntézy fruktánu (Martinez-Noel et al., 2006). Ca2+ sa taktiež podieľa na regulácii 

priebehu bunkového cyklu v odpovediach rastlinných buniek na abiotický stres (Martinez-Noel 

et al., 2006). 

3.3.1. Vápnik-viažuce proteíny 

Zvýšenú hladinu Ca2+ rozpoznávajú niektoré proteíny svojimi senzormi a menia konformáciu 

na Ca2+-závislým spôsobom. V signalizačných dráhach je veľká rozmanitosť v Ca2+ senzoroch, 

ktoré môžu detekovať voľný cytosolický vápnik. Najčastejším motívom, ktorý viaže vápnik je 

EF-motív (Tuteja, 2009).  

3.3.1.1. Ca2+-viažuce proteíny s EF-motívom (Ca2+ senzory)  

Väčšina z Ca2+ senzorov viaže vápnik pomocou motívu helix-slučka-helix, podľa ktorého je aj 

názov „EF“ (Tuteja et Mahajan, 2007). Ca2+ senzory využívajú atómy kyslíka na postrannom 

reťazci EF-motívu. EF-motívy sa najčastejšie nachádzajú chrbtom v antiparalelných pároch s β-

listom. Je to vysoko konzervovaný motív 29 aminokyselín, skladajúci sa zo závitnice E, zo 

slučky, ktorá viaže Ca2+ a druhej závitnice F. V jednom organizme sa môže vyskytovať 
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niekoľko izoforiem EF-motívu. Afinita EF-motívu k Ca2+ sa líši v závislosti na 

aminokyselinovej sekvencii proteínu.  

Existuje mnoho rodín Ca2+ senzorov. Medzi tie hlavné patrí: 

1. Kalmodulin (CaM) – typický Ca2+ senzorový proteín, ktorý riadi veľa dôležitých 

biologických funkcií. Je to vysoko konzervovaný kyslý proteín, ktorý obsahuje dve 

globulárne domény, z ktorých každá obsahuje dva EF-motívy (Luan et al., 2002). 

Nachádza sa v apoplaste, v cytosole, v endoplazmatickom retikule a v jadre. Fosfatáza 

PP7–serín/treonín fosfatáza, bola prvým nájdeným proteínom, ktorý spolupracuje s CaM 

u Arabidopsis (Liu et al., 2007).  

2. CaM-podobné proteíny – proteíny, ktoré sa líšia od typických CaM, pretože obsahujú viac 

než 148 aminokyselinových zvyškov. V Arabidopsis sú to CaBP-22, TCH2, TCH3, AtCP1, 

NADPH oxidázy a Ca2+-viažuce fosfatázy, ABI 1 a ABI 2. Tieto proteíny sú zapojené do 

bunkových odpovedí na rôzne environmentálne podnety, vývojové či patologické zmeny.  

3. na Ca2+-závislé proteín kinázy (calcium dependent protein kinases, CDPK) – v rastlinách 

existuje 5 rôznych druhov CDPK. (a) CDPK nezávislé od CaM – existuje najmenej 34 

génov kódujúcich CDPK v genóme Arabidopsis (Cheng et al., 2002). Sú prítomné všade 

a majú štyri EF-motívy na C-konci. Podieľajú sa na vývoji peľu, na regulácii bunkového 

cyklu, signalizácii fytohormónov, na tolerancii sucha, salinity a uplatňujú sa pri reakciách 

na patogény (Xiong et al., 2002). (b) CDPK-príbuzné proteín kinázy (CaM-like region 

kinases, CRKs) – sú podobné CDPK, ale majú skrátený EF-motív, ktorý nemusí byť 

schopný viazať Ca2+. V genóme Arabidopsis existuje aspoň sedem CRKs, avšak ich 

regulácia a funkcia nie je známa (Harmon et al., 2001). (c) na CaM-závislé proteín kinázy 

(calmodulin kinases, CaMKs) – niekoľko CaMKs bolo klonovaných z Arabidopsis a iných 

rastlín. Sú vysoko exprimované v rýchlo rastúcich bunkách a pletivách (Zhang et Lu, 

2003). (d) Ca2+/CaM-závislé proteín kinázy (Ca2+/calmodulin kinases, CCaMK) – 

sekvenčná analýza ukázala prítomnosť N-terminálnej katalytickej domény. Centrálna časť 

obsahuje CaM-väzbovú doménu a C-terminálny koniec obsahuje tri EF-motívy. Jeong et 

al. (2007) navrhli, že CCaMK môžu byť zapojené do signalizácie sprostredkovanej 

kalmodulinom. (e) serín/treonín proteín kinázy (serine/threonine protein kinases, 

SIPKs/CIPKs) – v genóme Arabidopsis sa nachádza 25 CIPK génov (Kolukisaoglu et al., 

2004). Na rozdiel od CBL, ktoré sa nachádzajú hlavne na chromozóme 4 a 5, CIPK gény 

sú rozptýlené medzi všetkými piatimi chromozómami Arabidopsis. Lokalizácia CIPKs 

môže byť výlučne závislá na ich interakcii s partnerom, ktorý by tak mohol mať dvojakú 
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úlohu, úlohu vápenatého senzora a ako kotviaci proteín, ktorý upravuje lokalizáciu 

a činnosť CIPKs na rôznych miestach v bunke.  

4. Kalcineurin B-podobné proteíny (calcineurin B-like proteins, CBL) – v genóme 

Arabidopsis sa nachádza desať génov CBL (Mahajan et al., 2006, 2008), avšak ich 

zložitosť a charakterizácia účinku je stále do značnej miery neznáma.   

3.3.1.2. Ca2+-viažuce proteíny bez EF-motívu 

Existuje niekoľko proteínov, ktoré viažu Ca2+, ale neobsahujú EF-motívy. Patria medzi ne: 

1. Fosfolipáza D (PLD) – PLD katalyzuje hydrolýzu štruktúrnych fosfoproteínov za vzniku 

kyseliny fosfatidovej, ktorá zohráva dôležitú úlohu v mnohých fyziologických procesoch, 

zahňujúc vezikulárny transport, endocytózu receptorov, exocytózu, reorganizáciu 

cytoskeletu, signaling kyseliny abscisovej (ABA), zatváranie prieduchov, programovanú 

bunkovú smrť, polarizovaný bunkový rast, rast koreňov, starnutie listov a pozitívne 

reguluje toleranciu na abiotické stresy (Wang, 2001, 2005). 

2. Ca2+-viažuce proteíny exprimované v piestiku (pistil-expressed Ca2+-binding proteins, 

PCP) – majú molekulovú hmotnosť 19 kDa (Furuyama et Dzelzkalns, 1999). Sú zapojené 

do interakcií peľu a piestika a do vývoja peľu.  

3. Kalretikulin (CRT) – zohráva významnú úlohu pri skladovaní a uvoľňovaní Ca2+, pri 

syntéze bielkovín. Vyskytuje sa hlavne v endoplazmatickom retikule (Opas et al., 1996), 

v jadrovom obale (Napier et al., 1995), v deliacom vretienku (Denecke et al., 1995), 

v plazmodezmách (Baluška et al., 1999) a na povrchu bunky (Gardai et al., 2007).  

4. Kalnexin (CNX) – je jedným z najdôležitejších Ca2+-viažucich proteínov a po prvýkrát bol 

identifikovaný ako ER typ I integrálneho membránového proteínu (Sarwat et Tuteja, 2007). 

Chová sa ako chaperón a plní rad funkcií, vrátane viazania Ca2+, viazania lektínu 

a zisťovania nesprávne zložených proteínov. Kyslá doména CNX na N-konci v lumene ER 

môže byť zapojená do Ca2+ väzby. A. thaliana C-konce kyslých domén postráda (Ehtesham 

et al., 1999).  

5. Forizómy – sú obrie kontraktilné motorové bielkoviny (Knoblauch et al., 2001). Reagujú 

na zmenu koncentrácie iónov (Ca2+, H+) a menia svoj tvar. Dokážu meniť chemickú 

energiu na mechanickú. Unikátnym génom s touto funkciou je gén for1 u  Fabaceae. 

V iných rastlinách tieto gény neboli nájdené (Noll et al., 2007).  
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3.3.2. Annexíny: Ca2+-viažuce proteíny  

Annexíny patria do skupiny proteínov, ktoré viažu Ca2+ bez EF-motívu (Tuteja, 2009). Tieto 

proteíny sa podieľajú na organizácii a funkcii biologických membrán. Górecka et al. (2005) 

navrhli, že rastlinné annexíny môžu hrať úlohu v stresových odpovediach. Bolo zistené, že 

AnnAt1 hrá dôležitú úlohu pri pH-sprostredkovanej bunkovej odpovedi na environmentálne 

podnety a mohol by zohrávať dôležitú úlohu pri intracelulárnej iónovej homeostáze. Príliv 

vápnika do cytosolu je dôvodom zvýšenia koncentrácie voľného cytosolického Ca2+ ([Ca2+]cyt), 

ktorý slúži ako sekundárny prenášač vo vývojovej, stresovej a imunitnej signalizácii 

(Swarbreck et al., 2013). Annexíny sú lokalizované hlavne v cytoplazme a boli navrhnuté ako 

regulátory dynamických zmien v membráne. Majú významnú funkciu v sekretorickej dráhe 

(Clark et Roux, 1995; Konopka-Postupolska, 2007). Keď sa zvýši hladina cytosolického 

vápnika, annexíny sa pohybujú smerom k povrchu cytoplazmatickej membrány k určitým 

membránovým štruktúram. Všeobecne je známe, že annexíny sa podieľajú na procesoch 

spojených s organizáciou membrán, interagujú s cytoskeletom a môžu sa podieľať na stresovej 

odpovedi (Konopka-Postupolska, 2007).  

3.3.2.1. Interakcia s kyslými fosfolipidami  

Annexíny sa prednostne viažu prvou a štvrtou doménou na membrány, ktoré obsahujú 

negatívne nabité kyslé fosfolipidy (napríklad kyselina fosfatidová, fosfatidylserín, 

fosfatidylinozitol) (Gerke et Moss, 2002). Táto periférna väzba na membránu je závislá na Ca2+ 

a je často sprevádzaná agregáciou membránových plôch (tvorba fosfolipidových vezikúl). 

Koncentrácia Ca2+ potrebná na väzbu annexínov sa pohybuje v rozmedzí od 10-7 až 10-4 mol.ml-

1 (Clark et Roux, 1995). Hoci sa annexíny viažu na membránové fosfolipidy len v prítomnosti 

Ca2+, pri pH 7,0 až 7,4 môže dôjsť k tejto väzbe aj v neprítomnosti vápnikových katiónov 

(Dabitz et al., 2005). 

Väčšina annexínov má tendenciu nachádzať sa v cytoplazme (Thonat et al., 1997). Môžu sa 

nachádzať aj na tonoplaste (Seals et Randall, 1997) alebo Golgi aparáte či vezikulách. Rastlinné 

annexíny môžu tiež spôsobovať agregáciu lipozómov a sekrečných vezikúl (Battey et 

Blackbourn, 1993). Annexín 1 z Medicago trunculata (Anx1Mt1; de Carvalho-Niebel et al., 

1998) sa nachádza na jadrovej membráne. Nukleárna lokalizácia bola taktiež pozorovaná 

u annexínu hrachu (Clark et al., 1998). Annexín v špenáte bol lokalizovaný na membráne 

chloroplastov (Seigneurin-Berny et al., 2000). Proteomická analýza ukázala, že AnnAt1 z A. 

thaliana bol prítomný vo frakcii proteínov bunkovej steny – integrálne membránové proteíny 

(Santoni et al., 1998; Lee et al., 2004) alebo aj v centrálnej vakuole (Carter et al., 2004). 
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3.4. Cytoskelet rastlín 

Rastlinný cytoskelet je dynamická a všestranná vnútrobunková štruktúra zložená 

z mikrotubulov a aktínových mikrofilamentov. Tieto komponenty hrajú dôležitú úlohu 

v mnohých aspektoch bunkového vývoja a rastu, vrátane takých základných procesov ako sú 

delenie buniek, expanzia buniek či intracelulárna organizácia a pohyblivosť (Kost et al., 1999; 

Staiger, 2000; Wasteneys et Galway, 2003; Takemoto et Hardham, 2004). Počas morfogenézy 

je orientácia bunkového delenia a smer expanzie buniek prísne kontrolovaný, pretože na rozdiel 

od živočíšnych buniek, rastlinné bunky majú pevné bunkové steny a nie sú schopné rýchlo 

meniť tvar alebo migrovať.  

Monomérom aktínových filamentov je globulárny G-aktín, ktorý polymerizuje. Filamentózny 

F-aktín koordinuje expresiu bunkovej polarity, prispieva k udržaniu vnútornej architektúry 

bunky, riadi rovinu bunkového delenia, určuje pohyb a polohu organel, zabezpečuje dynamické 

dráhy v rámci cytoplazmy, zohráva centrálnu úlohu v endocytóze, koordinuje pohyb 

sekrečných vezikúl obsahujúcich polysacharidy a proteíny k plazmatickej membráne a je 

taktiež dôležitý v odpovediach rastlín na biotický a abiotický stimul (Henty-Ridilla et al., 2013). 

Väzba na aktín je dobre preskúmaná u živočíšnych annexínov (Hayes et al., 2004), jedná sa 

najmä o annexíny stavovcov (A1, A2, A5 a A6). Bolo preukázané, že A5 sa viaže na filamenty 

aktínu v in vitro aj in vivo podmienkach v závislosti na Ca2+ (Tzima et al., 2000). Väzba na 

aktín bola študovaná aj u rastlinných annexínov (Konopka-Postupolska, 2007; Konopka-

Postupolska et al., 2011). Konzervovaný motív, označovaný ako IRI, bol dôvodom vzniku 

hypotézy o väzbe annexínov s F-aktínom (Hu et al., 2000, 2014; Clark et al., 2000). Avšak 

napriek skutočnosti, že tento motív obsahujú takmer všetky rastlinné annexíny, nie všetky 

annexíny sú schopné viazať F-aktín. U annexínov rajčiaka, cukety, hrachu a Mimosa bolo 

preukázané, že viažu F-aktín v in vitro podmienkach (Hoshino et al., 2004). U annexínov cukety 

bola prvýkrát dokázaná väzba na F-aktín a táto väzba bola ovplyvnená podmienkami soľného 

stresu (Hu et al., 2000). Tieto annexíny sú spojené s cytoplazmatickou membránou, čo 

naznačuje, že sa môžu zúčastňovať vzniku komplexov, poprípade raftov (Hoshino et al., 2004). 

Hladina expresie annexínu 6 z Gossypium barbadense (AnxGb6), ktorý reguluje ACTIN1, sa 

zvýšila počas predlžovania vláken (Huang et al., 2013). 

Mikrotubuly sú dynamické heterodiméry zložené z α- a β-tubulínu (Goddard et al., 1994; Cyr 

et Palevitz, 1995). Obidve tubulínové jednotky sú globulárne bielkoviny zložené zo 450 

aminokyselín (Downing et Nogales, 1998). Mikrotubuly sú dlhé duté vlákna s kladným 

a záporným koncom. Medzi aminokyselinami jednotlivých tubulínov je asi 40% identita (Little 
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et Seehaus, 1988). N-terminálna doména je zložená z niekoľkých α-helikálnych a β-listových 

jednotiek, ktoré viažu GTP. C-terminálna doména je veľmi rozmanitá a má dôležitú úlohu 

v interakciách tubulínu s inými proteínmi (Downing et Nogales, 1998; Amos, 2011; Lefévre et 

al., 2011). Mikrotubuly rastlín sa podieľajú na vzniku bunkovej polarity, bunkovom delení, 

morfogenéze, regulácii vezikulárneho transportu, endocytóze, exocytóze, sprostredkúvajú 

vnútrobunkový pohyb endomembrán a organel (Šamaj et al., 2006; Wasteneys et Ambrose, 

2009; Brandizzi et Wasteneys, 2013; Komis et al., 2015). Počas bunkového delenia sa v bunke 

nachádza päť typov mikrotubulov: kortikálne mikrotubuly, radiálne cytoplazmatické 

mikrotubuly, preprofázny zväzok (PPB – Pre-Prophase Band) (Pickett-Heaps et al., 1999; de 

Keijzer et al., 2014), mitotické vretienko a fragmoplast (Lambert, 1993). Mikrotubuly a 

aktínové mikrofilamenty sa zapájajú do karyokinézy a cytokinézy (Staehelin et Hepler, 1996). 

U rastlín sa vyvinul jedinečný spôsob cytokinézy, ktorý vedie k oddeleniu dvoch dcérskych 

buniek po dokončení jadrového delenia. V počiatočnom štádiu delenia sa kortikálne 

mikrotubuly reorganizujú do kruhu paralelných zväzkov a tvoria tak preprofázny zväzok, čím 

určia rovinu delenia bunky. Mikrotubuly mitotického vretienka sa uchytia na chromozómoch 

a akonáhle sa chromozómy rozdelia na opačné póly bunky, tak sa počas anafázy vytvorí 

mikrotubulárny fragmoplast v rovine, kde sa predtým nachádzal preprofázny zväzok (Samuels 

et al., 1995).  

3.4.1. Inhibítory mikrotubulov 

Inhibítory mikrotubulov (MT) (tiež známe ako mitotické jedy) predstavujú skupinu zlúčenín 

zameranú na mikrotubulárny cytoskelet zložený z α- a β-tubulínu. Inhibítory mikrotubulov sú 

chemicky rôznorodá skupina látok, medzi ktoré patria napríklad taxol, kolchicín, kolcemid, 

nokadazol, vinblastín, vinkristin alebo oryzalín. Inhibítory majú možnosť zmeniť vlastnosti 

mikrotubulov. Na bunky pôsobia tak, že zvyšujú alebo znižujú hmotnosť polymerizovaného 

tubulínu (Dumontet et Jordan, 2010). Kolchicín, kolcemid a nokadazol inhibujú polymerizáciu 

mikrotubulov tým, že sa viažu na dimery tubulínu a zabraňujú tak polymerizácii na plus konci 

MT. Vinblastín a vinkristin agregujú tubulín, čo vedie k depolymerizácii MT. Taxol stabilizuje 

MT väzbou na polymer a oryzalín spôsobuje depolymerizáciu. Všetky inhibítory sú účinné už 

pri nízkych koncentráciách (Jordan et al., 1992).  

3.4.1.1. Taxol 

Taxol patrí do skupiny taxánov. Líši sa od iných inhibítorov, pretože je rovnako účinný 

v živočíšnych aj v rastlinných bunkách (Dostál et Libusová, 2014). Je syntetizovaný hubou zo 

skupiny Taxomyces, kolonizujúcej na kôre tisu pacifického, Taxus brevifolia (Stierle et al., 
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1993; Żwawiak et Zaprutko, 2014). Taxol sa viaže na β-podjednotky tubulínu a stimuluje 

polymerizáciu mikrotubulov (Stanton et al., 2011; Dostál et Libusová, 2014) znížením kritickej 

koncentrácie tubulínu nevyhnutného na polymerizáciu (Stanton et al., 2011). Táto väzba 

nevyžaduje obvyklú GTP hydrolýzu. MT sú stabilizované buď prostredníctvom zníženej 

rýchlosti disociácie  alebo znížením rýchlosti tubulínového toku (Dostál et Libusová, 2014). 

Každý koniec MT je voči taxolu inak citlivý a bolo zistené, že rýchlosť polymerizácie 

pozitívneho konca je zvýšená po vystavení buniek taxolu (Derry et al., 1998; Nogales, 2000). 

Dochádza k narušeniu gradientu vápenatých iónov (Bibikova et al., 1999; Dostál et Libusová, 

2014) a to môže spôsobiť poruchu alebo preorientovanie aktínového cytoskeletu.  

3.4.1.2. Oryzalín 

Oryzalín bol nazývaný „kolchicín z ríše rastlín“ (Bajer et Molé-Bajer, 1986), pretože jeho 

účinky sú podobné. Viaže sa na α-podjednotku tubulínového dimeru za tvorby komplexu, čím 

znemožňuje polymerizáciu tubulínu a spôsobuje znižovanie hmotnosti polymerizovaných MT 

(Anthony et al., 1999). Jedným z efektov oryzalínu sú zmeny tvaru a zloženia bunkovej steny, 

ktoré boli pozorované napríklad u jednobunkových zelených rias Penium margaritaceum 

(Domozych et al., 2014) a u tabaku (Cai et al., 2011). Oryzalín bráni bunkovému deleniu, čo 

vedie k tvorbe atypických koreňov u Arabidopsis a potláča ukladanie celulózy (Baskin et al., 

2004). Zaujímavé je, že bunky nevstupujú do apoptózy, ale môžu zväčšiť svoj objem (Corson 

et al., 2009). Langhans et al. (2009) uvádza, že oryzalín ovplyvňuje svojou väzbou nielen MT, 

ale taktiež sa viaže aj na membrány. Dochádza k morfologickým zmenám endoplazmatického 

retikula a Golgiho aparátu v koreňových bunkách Arabidopsis. Tieto účinky nastávajú už pri 

koncentrácii 2 µmol.l-1 a sú reverzibilné po vymytí oryzalínu.  

3.5. Stresové odpovede rastlín 

Rastliny sú neustále vystavované zmenám svojho prostredia. Podľa charakteru pôsobiaceho 

stresora môže ísť o stres biotický (pri napadnutí patogénom, herbivorom, pri vzájomnom 

ovplyvňovaní rastlín) a stres abiotický. Abiotický stres je definovaný ako podmienka 

prostredia, ktorá znižuje rast a výnos pod optimálnu úroveň. Býva spôsobený prírodnými 

stresormi, kedy sú rastliny vystavené osmotickému stresu a s ním spojenému oxidatívnemu 

stresu ako dôsledok zníženého množstva vody (sucho), príliš veľkého množstva soli (zasolenie) 

alebo extrémnych teplôt (Farooq et al., 2009). Rastliny sú sesilné organizmy, ktoré nie sú 

schopné fyzicky uniknúť pred pôsobením stresorov. Na zmenené podmienky prostredia 

odpovedajú rastliny zmenami v metabolizme, aby zachovali rovnováhu medzi výdajom 

a spotrebou energie. Odpovede rastlín na tieto zmeny môžu byť zložité a rovnováha je do určitej 
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miery závislá na signalizačnej sieti (Takahashi et al., 2004), ktorá koordinuje tri 

z najdôležitejších procesov v rastlinách: fotosyntézu, Calvinov cyklus a fotorespiráciu – 

procesy spojené s prenosom elektrónov, substrátov a energie (Noctor et al., 2007; Foyer 

et Noctor, 2009; Foyer et al., 2009; Pfannschmidt et al., 2009). Reakcie rastlín na abiotický 

stres sú dynamické a komplexné (Cramer, 2010; Skirycz et Inze, 2010), sú pletivovo a orgánovo 

špecifické. Sila odpovede na stres je ešte ovplyvnená napätím daného stresu (Dinneny et al., 

2008) a dĺžkou jeho trvania (zaťaženia), ktoré môže mať významný vplyv na zložitosť odozvy 

(Tattersall et al., 2007; Pinheiro et Chaves, 2011).  

Pre svoj rast potrebujú rastliny energiu (svetlo), vodu, uhlík a minerálne živiny. Reakcia rastlín 

na stresové podmienky je často charakterizovaná rýchlou a akútnou inhibíciou („akútna/rýchla 

odpoveď“), nasledovaná prispôsobením sa novému stavu („odpoveď adaptácie“). Rastliny si 

zachovávajú pozitívny turgor a väčšie zmeny vo vodných potenciáloch spôsobujú osmotický 

stres, ktorý narušuje normálne bunkové aktivity, ba dokonca môže spôsobovať smrť. 

V prirodzených podmienkach môže osmotický stres navodiť sucho alebo zasolenie. Rastliny 

vykazujú celý rad odpovedí na molekulárnej a bunkovej úrovni (Hasegawa et al., 2000; Slama 

et al., 2015). Osmotický stres v podobe salinity môže ovplyvniť morfológiu a vývoj rastlín, 

inhibovať rast výhonkov, spôsobovať fyziologické sucho a iónovú toxicitu (Ulm et al., 2002). 

Katióny sodíka a anióny chlóru sa hromadia v lipidovej dvojvrstve a menia tak proteínové 

zloženie plazmatických membrán, ako aj ich funkciu a reguláciu (Horie et Schroeder, 2004; 

Ward et al., 2009). Deficit vody (sucho) vedie taktiež k veľkým morfologickým alebo 

fyziologickým zmenám (Chaves et al., 2002). Napríklad u dvojklíčnolistových rastlín, ako je 

A. thaliana, môže osmotický stres v podobe sucha spôsobiť zmenšenie listovej plochy tým, že 

zníži počet a veľkosť buniek (De Bodt et al., 2010). Je narušená transpirácia a fotosyntéza. 

Osmotický stres má priamy vplyv na fotosyntetický aparát a všetky jeho hlavné zložky, vrátane 

tylakoidného elektrónového transportu, cyklu zníženia CO2 a kontroly príjmu CO2 (Allen et 

Ort, 2001). Mnohé štúdie ukázali zníženie fotosyntetickej aktivity v dôsledku sucha, kedy sa 

prieduchy zatvárajú a listy tak znižujú asimiláciu uhlíka v prospech fotorespirácie (Del Blanco 

et al., 2000; Anjum et al., 2011). Vplyvom sucha môže byť narušený rast koreňov (Bengough 

et al., 2011).  

3.5.1. Centrálne regulátory v rastlinných odpovediach 

3.5.1.1. ROS a RNS 

Rastlinné odpovede na abiotický stres zahŕňajú interakcie mnohých molekulárnych dráh. Medzi 

najskoršie signály v abiotických stresoch patria reaktívne formy kyslíka (ROS) a reaktívne 
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formy dusíka (RNS), ktoré menia enzýmovú aktivitu a génovú reguláciu (Wilkinson et Davies, 

2009; Molassiotis et Fotopoulos, 2011; Mittler et al., 2011). ROS a RNS tvoria koordinovanú 

sieť, ktorá reguluje mnoho odpovedí na zmeny životného prostredia. Existuje mnoho štúdií, 

ktoré popisujú odpovede ROS na abiotický stres, ale len veľmi málo štúdií, ktoré sa zaoberajú 

RNS (Molassiotis et Fotopoulos, 2011).  

3.5.1.2. Vápnik ako všadeprítomný posol 

V rastlinných bunkách slúži vápnik (Ca2+) ako posol v signalizácii abiotického stresu (Sanders 

et al., 1999; Knight, 2000). Predstavuje hlavný bod v signalizačných dráhach, pretože môže 

byť vyvolaný mnohými abiotickými, vývojovými, hormonálnymi a biotickými podnetmi. 

Vápnik zohráva úlohu napríklad pri regulácii zatvárania prieduchov, kedy oscilácia 

cytosolického vápnika vedie k uzavretiu prieduchov. Hladina vápnika sa mení v závislosti na 

konkrétnom strese (Kiegle et al., 2000), na rýchlosti vývoja stresu (Plieth et al., 1999) a na type 

pletiva (Kiegle et al., 2000). Niektoré štúdie poukázali na to, že vápnikové kanály sa podieľajú 

na zmenách cytosolického Ca2+. Napríklad cADPR-vápnikový kanál je zapojený do ABA-

indukovanej expresie génov regulujúcich odpoveď na chlad v rajčiaku (Wu et al., 1997). 

Genetická analýza lokusu FRY1 u Arabidopsis poukázala na zapojenie inozitol-1,4,5-trisfosfátu 

(IP3 – očakáva sa, že generuje cytosolický Ca2+) v signalizácii ABA, soli alebo chladu. FRY1 

kóduje inozitol polyfosfát-1-fosfatázu, ktorá katabolizuje IP3. ABA-indukovaný IP3 fry1 

mutantu sa trvalo akumuluje a rastliny sa tak stávajú veľmi citlivými na ABA, chlad a soľ 

(Xiong et al., 2001). 

3.5.2. Stresové odpovede a funkcia annexínov 

3.5.2.1. Osmotický stres a annexín 1 

Štúdium soľného stresu je dôležitým prostriedkom k pochopeniu iónovej a osmoregulačnej 

homeostázy v rastlinách. Rastliny potrebujú základné minerálne živiny k rastu a vývoju. Avšak 

nadmerná koncentrácia solí v prostredí je škodlivá pre väčšinu rastlín. Štúdium osmotického 

stresu všeobecne spadá do 4 kategórií: 1) fyziológia toxicity a tolerancie na soľ, čo zahŕňa 

bunkovú a metabolickú odpoveď na soľ (Bohnert et Sheveleva, 1998; Hasagewa et al., 2000); 

2) mechanizmy transportu solí cez bunkové membrány a na dlhé vzdialenosti v rastlinách 

(Blumwald et al., 2000); 3) prehľad génov, ktorých expresia je regulovaná soľou (Ingram 

et Bartles, 1996; Zhu et al., 1997; Xiong et Zhu, 2001) a 4) mutačná analýza soľnej tolerancie 

determinantov a signalizácia soľného stresu (Zhu, 2000, 2001; Xiong et Zhu, 2001, 2002). 

Soľný stres ovplyvňuje všetky hlavné procesy v rastlinách, ako sú rast, fotosyntéza, syntéza 

bielkovín, energetický metabolizmus a metabolizmus lipidov (Parida et al., 2004). Okamžitá 
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odpoveď na soľný stres vedie k zníženiu expanzie povrchu listov a so zvyšujúcou sa 

koncentráciou zastaví túto expanziu úplne (Wang et Nil, 2000). Taktiež má podiel na poklese 

čerstvej alebo suchej hmotnosti listov, stonky a koreňa (Ali-Dinar et al., 1999; Chartzoulakis 

et Klapaki, 2000). Vodný potenciál a osmotický potenciál rastlín sa so zvyšujúcou slanosťou 

stáva negatívnejším (Hernandez et al., 1999; Khan, 1999; Meloni et al., 2001; Romero-Aranda 

et al., 2001). Chlorofyl a celkový obsah karotenoidov vo všeobecnosti klesá. U najstarších 

listov sa objavuje chloróza (Hernandez et al., 1999; Agastian et al., 2000). 

Soľný stres (navodený s NaCl) zapríčiňuje zhoršenie rastu rastlín (Munns et Tester, 2008). Keď 

je rastlina vystavovaná soľnému stresu, v cytosole je vysoký obsah K+ a nízky obsah Na+. 

Absorpcia katiónov sodíka ovplyvňuje bunkový pomer Na+/K+ a môže viesť k bunkovej smrti. 

Vysoký obsah NaCl v koreňoch spôsobuje príliv Ca2+ a zvyšuje sa cytosolický vápnik (Kiegle 

et al., 2000; Shi et al., 2000; Tracy et al., 2008). Zvýšená prítomnosť solí aktivuje SOS dráhu 

(Salt Overly Sensitive), ktorá kontroluje odpovede na iónové stresy (Wu et al., 1996; Liu et 

Zhu, 1998; Zhu et al., 1997). Molekulárna analýza SOS mutantov u Arabidopsis viedla 

k identifikácii komponentov tejto dráhy – SOS1, SOS2 a SOS3, ktoré prenášajú vápnikové 

katióny uvoľňované vplyvom soľného stresu a obnovujú iónovú homeostázu (Zhu, 2001). SOS3 

kóduje Ca2+-viažuci väzbový proteín. Mutácia v tomto géne znižuje viazanosť Ca2+ a mutanty 

(sos3-1) sú citlivé na soľ (Kim et al., 2000). Identifikácie SOS2 lokusu ukázala, že mutant sos2 

je taktiež citlivý na soľný (NaCl) stres. SOS2 kóduje serín/treonín proteínkinázy s N-

terminálnou kinázovou katalytickou doménou. SOS3 v prítomnosti Ca2+ aktivuje SOS2 kinázu 

(Kim et al., 2000). Pomocou dráhy SOS3-SOS2 bol identifikovaný sos1 mutant. Tak ako sos2 

a sos3, aj sos1 je hypersenzitívny voči NaCl. Zhu et al. (2000) potvrdili spoločnú funkciu SOS3, 

SOS2 a SOS1 v soľnom strese. SOS1 kóduje Na+/H+ antiport na plazmatickej membráne 

a vyrovnáva hladinu iónov vplyvom efluxu Na+ z cytosolu do apoplastu (Shi et al., 2000; Chung 

et al., 2008). Zmena K+ a Ca2+ spôsobuje hyperpolarizáciu alebo depolarizáciu aktivovaných 

vápnikových membránových kanálov, ktoré sú zapojené do zvyšovania cytosolického vápnika 

([Ca2+]cyt) (Tracy et al., 2008). U Arabidopsis sú známe dve rodiny kanálov, ktoré môžu 

prispievať k indukovanej signalizácii NaCl: CNGC (Cyclic Nucleotide-Gated Channels) kanály 

a Glu receptory (Dodd et al., 2008).  

Rastliny nie sú schopné tolerovať veľké množstvo soli v cytoplazme, preto za takýchto 

podmienok ukladajú prebytočné soli do vakuoly, ktorá ich uskladní alebo podľa potreby 

presunie do iných organel a pletív (Iyengar et Reddy, 1996; Zhu, 2003). U A. thaliana gén 

AtNHX1 kóduje vakuolárny Na+/H+ antiport, ktorý zohráva dôležitú úlohu pri soľnom strese. 
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Experimentálne dôkazy ukázali, že expresia génu AtNHX1 bola zvýšená po pôsobení NaCl, 

KCl alebo ABA (Shi et Zhu, 2002). 

Rastlinné annexíny tvoria vápnikové kanály v lipidových dvojvrstvách (Laohavisit et al., 2009, 

2010, 2012). Annexíny u Arabidopsis sú ovplyvňované rôznymi abiotickými stresmi a hrajú 

dôležitú úlohu v odpovediach na tieto stresy (Cantero et al., 2006; Mortimer et al., 2008; 

Konopka-Postupolska et al., 2009). Najpočetnejší annexín v Arabidopsis je annexín 1 

(AnnAt1), ktorý môže existovať ako plazmatický proteín (Lee et al., 2004; Richards et al., 

2014). Antioxidačný účinok AnnAt1 bol navrhnutý dôsledkom vnútornej neutralizačnej 

aktivity ROS, medzi ktoré patrí napríklad peroxid vodíka (H2O2), hydroxylové radikály (OH.) 

a superoxidový anión (O2
•-) (Rhee et al., 2000). V koreňových bunkách  je AnnAt1 zodpovedný 

za priepustnosť Ca2+ a K+, ktoré sú aktivované extracelulárnymi hydroxylovými radikálmi 

(OH.), najreaktívnejšími ROS, a preto sa očakáva, že AnnAt1 znižuje aktivitu NADPH oxidázy, 

ktorá môže v konečnom dôsledku slúžiť ako zdroj extracelulárnych OH. (Foreman et al., 2003; 

Renew et al., 2005). Konkrétne sa predpokladá, že AnnAt1 spolupracuje s NADPH oxidázou, 

ktorá je kódovaná AtRBOHC (respiratory burst oxidase homologue C), ktorý je zapojený do 

rastu koreňov a signalizácie pri soľnom strese (Foreman et al., 2003; Lee et al., 2004). 

3.5.2.2. Oxidatívny stres a annexín 1 

Dôsledkom oxidatívneho stresu nastáva nerovnováha v generovaní a odstraňovaní ROS (Finkel 

et Holbrook, 2000). ROS vznikajú ako vedľajší produkt normálneho aeróbneho metabolizmu, 

kedy vznikajú O2
•-, OH..a H2O2. ROS sú zapojené do peroxidácie lipidov, bielkovín, do 

denaturácie proteínov a poškodenia DNA, ktoré vedú k rôznym mutáciám. Rastliny sú schopné 

vyrovnať sa s čiastočne redukovanými ROS počas oxidatívneho stresu tým, že aktivujú rad 

ochranných mechanizmov, vrátane regulácie antioxidačných enzýmov, ako kataláza, superoxid 

dismutáza, glutation transferáza a peroxidáza (Nakamura, 2005). Hlavným zdrojom ROS za 

svetla sú zelené pletivá rastlín (Asada, 1999) a peroxizómy, ktoré vyrábajú ROS 

prostredníctvom fotorespirácie (Luis et al., 2006). V tme sú hlavným zdrojom ROS 

mitochondrie a nezelené časti rastlín. Hlavnými zdrojmi apoplastických ROS sú zas 

peroxidázy, amino oxidázy a NADPH oxidázový komplex, ktorý zohráva hlavnú úlohu 

v oxidatívnej signalizácii (Sagi et Fluhr, 2006).  

Okrem toho, že ROS majú toxické účinky, majú aj funkciu signálnych molekúl, ktoré sa 

zúčastňujú mnohých procesov ako bunkový cyklus, senescencia, rast a vývoj buniek, 

hormonálna signalizácia alebo symbiotická interakcia s mikroorganizmami (Mittler et al., 
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2004; Rodriguez et al., 2010; Sharma et al., 2012). Táto dvojaká úloha ROS závisí na pomere 

a subcelulárnom mieste svojho vzniku. Funkcia ROS ako signálnych molekúl je vnútorne 

spojená s neenzymatickými antioxidantami (askorbát, glutation) (Foyer et Noctor, 2005). H2O2 

funguje ako signálna molekula v rastlinách. Vyvoláva expresiu génov zodpovedných za 

obranné mechanizmy. Príkladom je kódujúca glutation S-tranferáza (GST) a Phe amoniak-

lyáza (PAL) (Levine et al., 1994; Grant et al., 2000). H2O2 tiež aktivuje mitogén aktivované 

proteínové kinázy (MAPK), konzervované signalizačné kinázy, ktoré modulujú expresiu génov 

a bunkové odpovede na extracelulárne podnety (Desikan et al., 1996; Grant et al., 2000; Kovtun 

et al., 2000; Samuel et al., 2000; Šamajová et al., 2013). Z niektorých štúdií vyplýva, že H2O2 

je kľúčovým faktorom v programovanej bunkovej smrti ako odozva voči patogénom, elicitorom 

a hormónom (Tenhaken et al., 1995; Levine et al., 1996; Mittler et al., 1999; Bethke et Jones, 

2001). 

U rastlín sa vyvinul komplexný systém zložený z enzymatických a neenzymatických zložiek, 

aby zabránili škodlivým účinkom ROS. Medzi neenzymatické zložky patria askorbát, glutation, 

flavonoidy, alkaloidy, karotenoidy, prolín a amíny (Apel et Hirt, 2004; Sharma et Dietz, 2006). 

Medzi enzymatické zložky patria napríklad peroxiredoxíny, glutation peroxidázy alebo 

peroxidázy neobsahujúce hem, ktorých aktivita závisí od zvyškov cysteínu (Bryk et al., 2000; 

König et al., 2003). 

K štúdiu oxdatívneho stresu sa často používa neselektívny herbicíd paraquat (1,1-dimetyl-4,4-

bipyridium dichlorid) (Lascano et al., 2003). Tvoria ho dva pyridínové kruhy, z ktorých každý 

obsahuje kvartérny amín a kladný náboj 2+. Do buniek sa dostáva pomocou ABC transportérov 

v membráne, cez veľké membránové proteíny, ktoré používajú ATP pre aktívny transport 

(Morimyo et al., 1992; Yerushalmi et al., 1995). Pri osvietení, paraquat (PQ2+) prijme elektrón 

z redukčného činidla a vytvorí sa radikálový katión (PQ+), ktorý reaguje s kyslíkom a tvoria sa 

ROS. Paraquat (PQ) je teda silný oxidatívny induktor stresu, ktorý zvyšuje hladinu ROS 

a inhibuje regeneráciu redukčných ekvivalentov a zlúčenín nevyhnutných pre aktivitu 

antioxidačného systému.  

Je známe, že AnnAt1 v heterogénnych systémoch môže chrániť bunky pred oxidatívnym 

stresom (Jänicke et al., 1998; Kush a Sabapathy, 2001). Górecka et al. (2005) vo svojej práci 

uviedli, že rekombinantný AnnAt1 má peroxidázovú aktivitu. Pomocou H2O2-luminálneho 

systému, využívaného na chemiluminiscenčné detekcie protilátok, preukázali, že AnnAt1 

exprimovaný v Nicotiana bethamiana je schopný katalyzovať peroxidázovú reakciu. Tak isto 
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aj heterológny AnnAt1 v Escherichia coli výrazne chráni proti oxidatívnemu stresu (Gidrol et 

al., 1996; Kush et Sabapathy, 2001). Peroxidázová aktivita AnnAt1 bola navrhnutá na základe 

zachovaného zvyšku His40 na N-terminálnom konci, ktorý je podobný 30 aminokyselinám vo 

väzbovej doméne hemu v peroxidáze (Gidrol et al., 1996; Hu et al., 2008). Plazmatická 

membrána koreňových buniek a buniek koreňových vláskov A. thaliana obsahuje 

hyperpolarizáciou aktivovaný vápnikový kanál, ktorý je aktivovaný extracelulárnymi 

hydroxylovými radikálmi (OH.) a je zapojený do rastu (Demidchik et al., 2003; Foreman et al., 

2003; Richards et al., 2014). Analýzou knockout mutanta AnnAt1 bolo zistené, že vápnikový 

kanál u tohto mutanta chýba. Korene mutanta boli výrazne menšie, čo potvrdilo priamu spätosť 

natívneho AnnAt1 s touto dráhou (Laohavisit et al., 2012).  
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4. Experimentálna časť  

 

4.1. Materiál 

4.1.1. Biologický materiál 

V pokusoch boli použité semená Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia (Col-0, divoký typ) 

a transgénna línia exprimujúca s GFP značený annexín 1 pod kontrolou vlastného promótora 

(promAnn1::Ann1:GFP), v texte označovaný ako Ann1-GFP. Ako kontrola boli použité 

semená Arabidopsis thaliana stabilne exprimujúce chimérický gén pre cytoplasmatický fúzny 

proteín s GFP – v texte označovaný ako línia pMAT-GFP (Mano et al., 1999). Všetky semená 

boli povrchovo vysterilizované pomocou etanolu (EtOH). Sterilizácia prebiehala v 3 krokoch: 

1) premývanie semien 5 min v 70% EtOH, 

2) premývanie semien 2 – 3 min v 96% EtOH, 

3) 3 x 5 min premytie v destilovanej vode. Medzi každým krokom bol roztok odpipetovaný 

a napipetovaný nový. Vysterilizované semená boli nanesené na sterilný filtračný papier. 

 

4.1.2. Chemikálie 

BioRad:  Akrylamid, ClarityECL substrát 

Desert Biological: Meicelaza 

Duchefa Biochemie:  Murashige & Skoog medium (MO221.0050) 

Invitrogen: Alexa Fluor 488 konjugovaná sekundárna protilátka (goat anti-rat), 

Alexa Fluor 546 sekundárna protilátka (goat anti-rabbit), primárna 

polyklonálna protilátka anti-GFP (Rabbit IgG Fraction) 

Santa Cruz:  Sekundárna protilátka anti-mouse IgG-HRP  

Sigma Aldrich:  2-merkaptoetanol, 4‘,6-diamin-2-phenylindole (DAPI), paraquat, 

bromfenolová modrá, dihydrát hydrogenfosforečnan sodný (Na2HPO4 . 

2H2O), dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4), dimethylsulfoxid 

(DMSO), dithiothreitol (DTT), ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether) 

tetraoctová kyselina (EGTA), glutaraldehyd, glycerol, heptahydrát síranu 

horečnatého (MgSO4 . 7H2O), hovädzí sérový albumín (BSA), hydroxid 

draselný (KOH), chlorid sodný (NaCl), methanol, Nonidet P-40, 

oryzalín, paraphenylendiamin, paraformaldehyd, phytagel, piperazin-
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N,N‘-bis(2-ethansulfonová kyselina) (PIPES), Ponceau S, primárna 

monoklonálna protilátka anti-aktín (mouse IgG2b izotyp), sacharóza, 

taxol, tetraboritan sodný (NaBH4), tetramethylethylendiamin (TEMED), 

triaminomethan hydrochlorid (Tris-HCl), Triton X-100, Tween-20  

Serva: Celulasa, Coomassie Brilliant Blue G250, macerozym  

Serotec:  Monoklonálna protilátka anti-α-tubulín YOL1/34 

Ostatné:  Imerzný olej 518F (Zeiss), nízkotučné sušené mlieko (Laktino) 

 

4.1.3. Roztoky a médiá 

½ MS médium 

2,2 g.l-1  Murashige and Skoog médium (M0221) 

10 g.l-1   sacharóza 

6 g.l-1    phytagel 

   dH2O 

   pH 5,8; sterilizované autoklávovaním 

Tekuté kultivačné ½ MS médium 

2,2 g.l-1  Murashige and Skoog médium (M0221) 

10 g. l-1  sacharóza 

   dH2O 

   pH 5,8; sterilizované autoklávovaním 

Pevné kultivačné ½ MS médium s obsahom 75 mmol.l-1 NaCl 

2,2 g.l-1  Murashige and Skoog médium (M0221) 

10 g.l-1   sacharóza 

6 g.l-1    phytagel 

2,192 g. l-1  NaCl 

   dH2O; pH 5,8; sterilizované autoklávovaním  

Pevné kultivačné ½ MS médium s obsahom 100 mmol.l-1 NaCl 

2,2 g.l-1  Murashige and Skoog médium (M0221) 

10 g.l-1   sacharóza 
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6 g.l-1    phytagel 

2,922 g. l-1  NaCl 

   dH2O; pH 5,8; sterilizované autoklávovaním  

Pevné kultivačné ½ MS médium s obsahom 150 mmol.l-1 NaCl 

2,2 g.l-1  Murashige and Skoog médium (M0221) 

10 g.l-1   sacharóza 

6 g.l-1    phytagel 

4,383 g. l-1  NaCl 

   dH2O; pH 5,8; sterilizované autoklávovaním  

Pevné kultivačné ½ MS médium s obsahom 200 mmol.l-1 NaCl 

2,2 g.l-1  Murashige and Skoog médium (M0221) 

10 g.l-1   sacharóza 

6 g.l-1    phytagel 

5,844 g. l-1  NaCl 

   dH2O; pH 5,8; sterilizované autoklávovaním  

Pevné kultivačné ½ MS médium s obsahom 0,1 µmol.l-1 PQ 

2,2 g.l-1  Murashige and Skoog médium (M0221) 

10 g.l-1   sacharóza 

6 g.l-1    phytagel 

dH2O; pH 5,8; sterilizované autoklávovaním  

100 µl   PQ, sterilizovaný a pridaný do sterilného média 

Pevné kultivačné ½ MS médium s obsahom 0,5 µmol.l-1 PQ 

2,2 g.l-1  Murashige and Skoog médium (M0221) 

10 g.l-1   sacharóza 

6 g.l-1    phytagel 

dH2O; pH 5,8; sterilizované autoklávovaním  

500 µl   PQ, sterilizovaný filtrovaním a pridaný do sterilného média 

EGTA (0,5mol.l-1 zásobný roztok)  

3,8 g              EGTA 

10 ml            dH2O 
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                     pevný KOH 

                     pH 8  

PBS 

0,14 mol.l-1     NaCl 

2,7 mmol.l-1   KCl  

6,5 mmol.l-1   Na2HPO4 . 2H2O  

1,5 mmol.l-1    KH2PO4  

dH2O; pH 7,3 

MTSB 

50mmol.l-1    PIPES  

5mmol.l-1     MgSO4 . 7H2O  

5mmol.l-1      EGTA  

                      pevný KOH  

                      dH2O; pH 6,9 

Fixačný roztok 

500 µl   MTSB 

188 µl   paraformaldehyd (8%) 

20 µl   glutaraldehyd (25%) 

292 µl   dH2O 

Redukčný roztok 

50 mg   NaBH4 

50 ml   PBS 

Permeabilizačný roztok 

88 ml   PBS 
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10 ml    DMSO (10%) 

2 ml   Nonidet P-40 (2%) 

Zalievacie médium 

100 mg  paraphenylendiamin 

100 µl   DMSO 

30 ml   PBS, pH 8,3 

   glycerol (100%) 

Zloženie 12% deliaceho gélu 

4,35 ml  dH2O 

2,5 ml   1,5mol.l-1 Tris-HCl, pH 8,8 

3 ml   40% acrylamide  

0,1 ml   10% SDS 

0,05 ml  10% APS 

0,005 ml  TEMED 

Zloženie 4% zaostrovacieho gélu 

3,18 ml  dH2O 

1,26 ml  0,5mol.l-1 Tris-HCl, pH 6,8 

0,5 ml   40% acrylamid 

0,05 ml  10% SDS 

0,025 ml  10% APS 

0,005 ml  TEMED 

Elektródový pufor na elektroforézu 

80 ml   Running buffer 

720 ml   dH2O  
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Trasnferový pufor na Western blot 

110 ml   Transfer buffer  

110 ml   methanol 

820 ml   dH2O 

TBST pufor 

99 ml   TBS (10x) 

900 ml   dH2O 

1 ml   Tween-20 

Blokovací roztok 

1,2 g   BSA (4%) 

1,2 g   nízkotučné sušené mlieko (4%) 

30 ml   TBST 

 

4.1.4. Prístroje 

Analytické váhy XA110/2X, Radwag (Poľsko); binokulárna lupa Leica M165FC (Nemecko) 

s CCD kamerou, Leica Microsystem (Nemecko) s programom LAS software;  centrifúga, Scan 

Speed 1730 MR, Scala Scientific (Holandsko); elektromagnetická miešačka MSH-420, Boeco 

(Nemecko); fotoaparát Nikon (Japonsko); fytotronová komora, Weiss Gallenkamp (Nemecko); 

Chemidoc MP dokumentačný systém, BioRad (USA); Image Scanner III Epson (Japonsko); 

konfokálny laserový skenovací mikroskop LSM 710, Zeiss (Nemecko) s analytickým 

programom Zeiss Zen 2012 Black software; kotviaca čipová platnička MALDI, Bruker 

(Nemecko); laboratórne predvážky S1502, BEL (Taliansko); pH meter Cyberscan 310, 

Eurotech Instruments (Singapur); polyvinyliden difluoridová membrána, GE Healthcare (UK); 

spektrofotometer, Backman Coulter (USA), GelPicker, Staffmark (USA); sterilný laminárny 

box Faster (Taliansko); trepačka s nastaviteľnou teplotou inkubácie ES-20, Biosan (Lotyšsko); 

vortex, Labnet (USA); výkyvná trepačka MR-12, Biosan (Lotyšsko). 
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4.1.5. Programy 

EPSON Scan, ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/), LAS software, Microsoft Excel, Power Point, 

Zeiss Zen 2012 Black software. 

 

4.2. Metodika 

4.2.1. Príprava pracovných médií pre kultiváciu rastlín in vitro 

 Pri všetkých experimentoch bolo použité pevné ½ MS médium (Murashige et Skoog, 1962). 

Médium bolo pripravené nasledujúcim postupom: v 1 l destilovanej vody bolo za stáleho 

miešania rozpustených 10 g sacharózy a 2,15 g MS salts (Micro and Macro elements bez 

vitamínov). Do 4 termofliaš s objemom 1l sa pridalo po 2 g Phytagelu a zalialo po 250 ml 

média s pH 5,8 (upravené pomocou roztoku KOH). V týchto fľašiach bolo médium 

sterilizované v autokláve. 

 Vplyv abiotických stresových faktorov na rastliny bol testovaný kultiváciou rastlín na 

pevných médiách s obsahom určitej koncentrácie stres navodzujúcej chemickej látky. 

Hyperosmotický stres bol indukovaný prídavkom NaCl a oxidatívny stres prídavkom PQ do 

kultivačného média. NaCl bol pridaný do média pred autoklávovaním, PQ bol pridaný až po 

autoklávovaní. Detaily prípravy sú uvedené v Tab. 1. 

Tab. 1 Koncentrácia, hmotnosť a objem jednotlivých použitých látok pri abiotickom strese v in 

vitro podmienkach. 

Typ stresu Koncentrácia použitej látky 

hyperosmotický 

75 mmol.l-1 NaCl 

100 mmol.l-1 NaCl 

150 mmol.l-1 NaCl 

200 mmol.l-1 NaCl 

oxidatívny 

0,1 µmol.l-1 PQ 

0,5 µmol.l-1 PQ 

 

http://imagej.nih.gov/ij/
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4.2.2. Kultivácia a prenos rastlín v stresových podmienkach in vitro 

4.2.2.1. Pôsobenie hyperosmotického stresu na rast koreňa Ann1-GFP rastlín 

 Semená A. thaliana (divoký typ Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP) boli vysadené na ½ MS 

médium v Petriho miskách, uložené na 48 hod pri 4 °C a potom kultivované vo vertikálnej 

polohe v kultivačnej miestnosti (21 °C, vlhkosť 71%, denný režim 16/8 hod). Sadenie 

a prenášanie rastlín prebiehalo v sterilnom boxe. 

 Po 4 dňoch kultivácie boli klíčence opatrne, tak aby nedošlo k ich poškodeniu prenesené na 

štvorcové Petriho misky, ktoré obsahovali ½ MS médium bez vitamínov s pridaním 100, 

150 alebo 200mmol.l-1 NaCl a naďalej boli kultivované po dobu 13 dní vo vertikálnej polohe 

v kultivačnej miestnosti (21 °C, vlhkosť 71%, denný režim 16/8 hod). Pre vyhodnocovanie 

rastu koreňa boli rastliny na Petriho miskách skenované v priebehu 13 dní použitím skenera 

a programu EPSON Scan a rast koreňa bol vyhodnotený pomocou programu ImageJ a Excel. 

4.2.2.2. Pôsobenie hyperosmotického stresu na klíčenie semien Ann1-GFP 

 Semená A. thaliana (Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP) boli nasadené na štvorcové Petriho 

misky, ktoré obsahovali ½ MS médium bez vitamínov s pridaním 100, 150 alebo 200 

mmol.l-1 NaCl, uložené na 48 hod pri 4 °C a potom kultivované v kultivačnej miestnosti (21 

°C, vlhkosť 71%, denný režim 16/8 hod). Petriho misky boli skenované použitím skenera 

a programu EPSON Scan po 24, 48 a 72 hod.  Následne sa vyhodnocovalo klíčenie semien. 

4.2.2.3. Pôsobenie hyperosmotického stresu na fenotyp koreňa Ann1-GFP 

 Štvordňové klíčence A. thaliana (divoký typ Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP) kultivované 

na ½ MS médiu bez vitamínov. Prenesené na Petriho misky, ktoré obsahovali ½ MS médium 

bez vitamínov s pridaním 75 alebo 100mmol.l-1 NaCl. Korene rastlín boli po 7 dňoch 

kultivácie vyfotené pomocou binokulárnej lupy a v ImageJ sa merala vzdialenosť od 

koreňovej špičky po prvé koreňové vlásky. 

4.2.2.4. Pôsobenie oxidatívneho stresu 

 Štvordňové klíčence A. thaliana (divoký typ Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP) boli 

prenesené na okrúhle Petriho misky, ktoré obsahovali ½ MS médium 

s pridaním 0,1 alebo 0,5µmol.l-1 PQ. Misky boli naďalej kultivované v horizontálnej polohe 

v kultivačnej miestnosti (21 °C, vlhkosť 71%, denný režim 16/8 hod) po dobu 3 týždňov. Na 

7., 14. a 21. deň kultivácie boli misky vyfotené pomocou fotoaparátu v sterilnom boxe 

a fotografie boli spracované v programe PowerPoint. 
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4.2.3. In vivo lokalizácia annexínu 1 v odpovedi na pôsobenie cytoskeletálnych 

inhibítorov a abiotického stresu 

 Semená transgénnej línie Ann1-GFP boli vysadené na Petriho misky, ktoré obsahovali ½ MS 

médium bez vitamínov, uložené na 48 hod pri 4 °C a potom kultivované v kultivačnej 

miestnosti (21 °C, vlhkosť 71%, denný režim 16/8 hod).  Na lokalizáciu sa použili klíčence 

3 – 4 dni staré. 

 Klíčence transgénnej línie Ann1-GFP boli umiestnené v mikrokomôrke, ktorá pozostávala 

z podložného a krycieho skla. Na podložné sklo, na ktorom bola po stranách umiestnená 

obojstranná lepiaca páska, sa do kvapky tekutého ½ MS média položil klíčenec a krycím 

sklíčkom sa prikryl asi pod uhlom 45 ° v oblasti hypokotylu (Obr. 3). Takto pripravený 

mikroskopický preparát sa vložil na 30 min do vlhkej komôrky na adaptáciu a následne bol 

pozorovaný pomocou konfokálneho mikroskopu Zeiss LSM710 (laser: 488 nm; filter pre 

GFP: 496 – 526 nm; priemerovanie skenovania: 4). 

 

 

Obr. 3 Návod na prípravu mikroskopického preparátu na pozorovanie v konfokálnom 

mikroskope. 

 Na sledovanie zmien annexínu 1 boli použité inhibítory mikrotubulov – taxol a oryzalín. 

V mikroskope boli najskôr nájdené a zdokumentované koreňové bunky Ann1-GFP 

a perfúziou sa pridal taxol (1 µmol.l-1) alebo oryzalín (2 µmol.l-1) v tekutom ½ MS médiu. 

Roztok inhibítora bol pridávaný mikropipetou v objeme asi 150 µl k hypokotylu a filtračným 

paperom odsávaný na druhej strane krycieho sklíčka. Následne sa bunky fotili každých 10 

minút po dobu 60 resp. 70 min. Pri obidvoch inhibítoroch ako kontrola bolo použité DMSO, 

pridané v patričnom objeme do tekutého ½ MS média. 

 Pri in vivo lokalizácii annexínu 1 v odpovedi na soľný stres bolo použité tekuté ½ MS 

médium s pridaním 250mmol.l-1 NaCl a postupovalo sa rovnako ako pri použití inhibítorov 

mikrotubulov. 
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4.2.4. SDS-PAGE elektroforéza a Western blott 

Semená transgénnej línie Ann1-GFP boli vysadené na ½ MS médium bez vitamínov, uložené 

na 48 hod pri 4 °C a potom kultivované vo vertikálnej polohe v kultivačnej miestnosti (21 °C, 

vlhkosť 71%, denný režim 16/8 hod).  Štrnásťdňové rastliny boli inkubované v roztoku 

250µmol.l-1 NaCl po dobu 1 hodiny. Následne boli korene a ružice zamrazené v tekutom dusíku. 

Biologický materiál bol rozotretý vo vychladenej trecej miske pomocou tĺčika a homogenát bol 

prenesený do 1,5ml plastovej mikroskúmavky (korene a listové ružice zvlášť). K homogenátu 

sa pridalo asi 100 – 200 µl finálneho extrakčného roztoku (40 µl complete, 10 µl DTT 

zriedeného v extrakčnom médiu a doplnené na 2 ml exktrakčným médiom). Vzorky boli 

centrifugované 15 minút pri 4 °C a 13000 g. Supernatant bol prenesený do čistej plastovej 

mikroskúmavky a následne sa stanovoval obsah proteínov vo vzorkách pomocou metódy podľa 

Bradfordovej. Do mikrotitračnej doštičky sa podľa počtu vzoriek (v troch replikách) 

napipetovalo 89 µl dH2O, 10 µl Coomassie blue a 1 µl vzorky z koreňov alebo ružíc. Podľa 

stanovenej koncentrácie proteínov sa vzorky upravili na finálnu koncentráciu 60 µl.ml-1 

(pridalo sa 15 µl Laemmli buffer 4x,  3 µl merkaptoetanolu a doplnil sa objem na 45 µl finálnym 

extrakčným roztokom). Takto pripravené vzorky sa premiešali na vortexe, povarili sa 5 min pri 

95 °C a nechali sa centrifugovať 10 min pri izbovej teplote a 13000 g. Supernatant sa opäť 

odobral do čistej mikroskúmavky a vzorky boli pripravené na nanášanie na gél. Proteíny boli 

separované na 12% deliacom géle a 4% zaostrovacom géle (180 V, 400 mA, 50 min). Po 

skončení SDS-PAGE elektroforézy sa gély, polyvinyliden difluoridové (PVDF) membrány, 

filtračné papiere a huby nechali inkubovať v transferovom pufri určenému k Western blotu po 

dobu asi 10 min. Membrány na Western blot sa pred inkubáciou v pufri namočili na 10 sekúnd 

do metanolu, aby sa aktivovali. Z gélu boli proteíny prenesené na PVDF membránu v mokrej 

nádrži pri 100 V, 400 mA po dobu 1,5 hod. Membrány boli následne ofarbené pomocou 

Ponceau S (0,1% (w/v) Ponceua S, 5% (w/v) octová kyselina) pre overenie odpovedajúceho 

dávkovania proteínov a následne boli premyté dH2O. Po dobu jednej hodiny boli membrány 

inkubované v blokovacom TBST médiu, ktorý obsahoval 4% (w/v) hovädzí sérový albumín 

(BSA) a 4% (w/v) mlieko, aby došlo k zablokovaniu nešpecifických miest na povrchu 

membrány. Pre imunoblotovanie boli použíté primárne protilátky riedené v roztoku s 1% (w/v) 

BSA v TBST: anti-GFP riedená 1:2000 alebo anti-aktín riedená 1:5000 pri 4 °C po celú noc. 

Membrány sa premyli 3 x 10 min v TBST a naniesla sa sekundárna protilátka anti-mouse IgG-

HRP v roztoku s 1% (w/v) BSA v TBST, riedená 1:5000. Inkubovali sa pri izbovej teplote po 

dobu 1,5 hodiny. Potom boli membrány trikrát premyté v TBST. Chemiluminiscenčný signál 

bol vyvíjaný pomocou ClarityECL substrátu na Chemidoc MP dokumentačnom systéme 
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(BioRad). Kvantifikácia pásov odpovedajúcich proteínov bola vyhodnotená pomocou ImageJ 

softwaru. 

4.2.5. Imunolokalizácia mikrotubulov pomocou metódy „whole mount“ 

Semená A. thaliana (divoký typ Col-0, pMAT-GFP, Ann1-GFP) boli vysadené na ½ MS 

médium bez vitamínov, uložené na 48 hod pri 4 °C a potom kultivované vo vertikálnej polohe 

v kultivačnej miestnosti (21 °C, vlhkosť 71%, denný režim 16/8 hod).  Po 4 dňoch kultivácie 

boli v klíčencoch imunolokalizované MT pomocou metódy „whole mount“ (Šamajová et al., 

2014). Štvordňové klíčence boli opatrne prenesené do fixačného média na 1 hod za použitia 

vákua. Fixované rastliny boli trikrát premyté po 8 min v ½ MTSB a dvakrát po 10 min v PBS. 

Aldehydové skupiny boli zredukované redukčným roztokom (trikrát po 10 min). Fixácia, 

premývanie a redukcia bola prevedená v digestore. Bunkové steny boli natrávané enzýmovou 

zmesou počas 30 min inkubácie pri teplote 37 °C. Semenáčiky boli potom štyrikrát premyté po 

10 min v PBS a následne inkubované po dobu 1 hodiny v permeabilizačnom roztoku pri izbovej 

teplote. Po následnom premytí (štyrikrát po 10 min v PBS) boli vzorky blokované roztokom 

3% (w/v) BSA v PBS po dobu 1 hodiny pri izbovej teplote. Následne sa semenáčiky inkubovali 

s primárnou potkaňou monoklonálnou protilátkou anti-α-tubulín (YOL1/34), ktorá bola riedená 

v PBS s 2% (w/v) BSA v pomere 1:300 alebo s myšou anti-aktín (10-B3), ktorá bola riedená 

v pomere 1:100. Inkubácia prebiehala pri teplote 4 °C počas celej noci. Vzorky boli potom 

premyté šesťkrát po 10 min v PBS. Následne sa pridala sekundárne značená protilátka (Alexa 

Fluor 546 kozia anti-potkania IgG alebo Alexa Fluor 546 kozia anti-myšia IgG) rozdriedená 

v PBS s 2% BSA v pomere 1:500. Ikubácia prebiehala po dobu 3 hodín (1,5 hod pri 37 °C a 1,5 

hod pri izbovej teplote). Semenáčiky boli štyrikrát premyté po 10 min v PBS. Na časť 

semenáčikov bola aplikovaná ešte primárna zajačia anti-GFP protilátka, riedená v PBS s 2% 

(w/v) BSA v pomere 1:300. Inkubácia prebiehala pod vákuom, 1 hod a pri 37 °C. Tieto 

semenáčiky boli štyrikrát premyté po 10 min v PBS a pridala sa sekundárna protilátka (Alexa 

Fluor 488 kozia anti-zajačia IgG), riedená v pomere 1:500. Inkubácia prebiehala 2 hod pri 

izbovej teplote. Semenáčiky boli štyrikrát premyté po 10 min v PBS. Nasledovalo farbenie 

všetkých semenáčikov pomocou DAPI (10 min) pri izbovej teplote. Zásobný roztok DAPI (10 

mmol.l-1 v DMSO) bol riedený s PBS v pomere 1:1000. Po farbení sa semenáčiky trikrát 

premyli po 10 min v PBS a boli prenesené na podložné sklá do zalievacieho média a prikryté 

krycími sklíčkami. Preparáty sa uzavreli lakom na nechty. K vyhodnoteniu sa použil laserový 

konfokálny mikroskop Zeiss LSM 710. Na snímanie preparátov sa vybrali vhodné 

prednastavené parametre (laser pre DAPI: 405 nm, GFP: 488 nm, Alexa Fluor 546: 561 nm; 
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filter pre DAPI: 400 – 487 nm; GFP: 494 – 533 nm; Alexa Fluor 546: 566 – 620 nm; 

priemerovanie: 4).  
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5. Výsledky 

Výsledky dosiahnuté počas bakalárskej práce sú prezentované v nasledujúcej kapitole a sú 

rozdelené na štyri samostatné časti. Prvá časť obsahuje fenotypovú charakterizáciu transgénnej 

línie Ann1-GFP (konštrukt promAnn1::Ann1:GFP) v kontrolných podmienkach, pri soľnom 

a oxidatívnom strese. Vyhodnocované sú dĺžky primárnych koreňov, vzdialenosti od koreňovej 

špičky po prvé koreňové vlásky a sledoval sa aj vplyv stresových podmienok na klíčenie semien 

a fenotyp nadzemnej časti rastlín. Druhá časť je zameraná na sledovanie citlivosti transgénnej 

línie Ann1-GFP na pôsobenie inhibítorov pri in vivo pozorovaní v konfokálnom mikroskope. 

Tretia časť obsahuje imunoblotovú analýzu hladiny proteínu Ann1-GFP po soľnom strese. 

Posledná časť sa zaoberá imunolokalizáciou mikrotubulov v koreňových epidermálnych 

bunkách klíčencov transgénnej línie Ann1-GFP metódou „whole mount“. 

5.2. Fenotypová charakterizácia transgénnej línie Ann1-GFP 

Na charakterizáciu fenotypov boli použité rastliny transgénnej línie Ann1-GFP, Col-0 a pMAT-

GFP. Semená použitých línií boli vysadené na ½ MS médium bez vitamínov a spevnené 

phytagelom alebo priamo vysadené na média s obsahom soli. Následne boli rastliny po 

niekoľkých dňoch prenesené na média s obsahom soli alebo oxidatívneho induktora. Z dôvodu 

vylúčenia mechanického stresu počas prenášania vyklíčených rastlín na stresové média sa 

prenášali aj ich kontroly. 

Porovnávaním koreňových fenotypov sa zistilo, že soľný a oxidatívny stres spôsobujú inhibíciu 

rastu primárnych koreňov a klíčenia (Obr. 4 a 6). Pôsobenie soľného a oxidatívneho stresu 

vyúsťuje do špecifických vplyvov na koreňový fenotyp študovaných línií A. thaliana – Col-0, 

pMAT-GFP a Ann1-GFP (Obr. 5, 7, 9, 11, 12 a 13). 

5.2.1. Pôsobenie soľného stresu na rast koreňov 

Vplyv soľného stresu na predlžovací rast primárnych koreňov bol prevedený v štyroch 

biologických replikách a spočíval vo vysadení semien na ½ MS médium bez vitamínov 

a následnom prenesení 4-dňových klíčencov Arabidopsis na médiá s obsahom 100, 150 a 

200mmol.l-1 NaCl. Prenesené klíčence boli kultivované na médiách navodzujúcich soľný stres 

10 dní. Každý deň boli Petriho misky skenované a následne bola vyhodnotená dĺžka primárnych 

koreňov. 

V kontrolných podmienkach bol rast primárnych koreňov u všetkých rastlín na 10. deň od 

prenosu skoro rovnaký. Po 10. dni od prenesenia dosahovali rastliny divokého typu Col-0 

a transgénnej línie Ann1-GFP priemernú dĺžku koreňa 7,7 cm (Obr. 4A). Priemerná dĺžka 
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primárneho koreňa u kontrolných rastlín línie pMAT-GFP bola 7,6 cm (Obr. 4A). Rastliny mali 

normálne vyvinuté listové ružice, koreňové vlásky a bočné korene (Obr. 5A). Soľný stres 

inhiboval predlžovací rast primárnych koreňov. Pri porovnaní médií s obsahom rôznych 

koncentrácií NaCl bolo vidieť, že čím vyššia koncentrácia NaCl sa použila, tým viac bol rast 

primárnych koreňov spomalený. Na soľných médiách sa ukázali aj rozdiely v predlžovacom 

raste koreňov medzi jednotlivými študovanými líniami. Na médiu s obsahom 100mmol.l-1 NaCl 

preukazovali všetky línie inhibíciu predlžovacieho rastu primárneho koreňa (Obr. 4B). 

Najväčšia inhibícia bola pozorovaná u transgénnej línie Ann1-GFP. Rastliny Col-0 a pMAT-

GFP dosahovali na 10. deň kultivácie priemernú dĺžku koreňa 2,9 cm, rastliny Ann1-GFP línie 

len 2,1 cm. Listové ružice boli menšie a rastliny nemali skoro žiadne bočné korene, či koreňové 

vlásky (Obr. 5B). Na médiách s obsahom 150mmol.l-1 NaCl (Obr. 4C) rastliny rástli prvých 6 

dní po prenesení. Po 6. dni sa rast zastavil a korene Col-0 dosahovali 0,8 cm, rastliny pMAT-

GFP dosahovali dĺžku 0,57 cm a rastliny s Ann1-GFP merali 0,68 cm. Rastliny nevytvárali 

žiadne bočné korene, ani koreňové vlásky (Obr. 5C). Na médiu s obsahom 200mmol.l-1 NaCl 

(Obr. 4D) mali rastliny úplne inhibovaný rast koreňov. Korene Col-0 merali v priemere 0,71 

cm, pMAT-GFP 0,55 cm a Ann1-GFP 0,6 cm. Rastliny nemali koreňové vlásky a bočné korene 

(Obr. 5D). 
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Obr. 4 Porovnanie dĺžok koreňov línií Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP v podmienkach soľného 

stresu. Dĺžka koreňov bola meraná v priebehu 10 dní po prenesení 4-dňových rastlín na 

kontrolné médium (A), na médium s obsahom 100 (B), 150 (C) a 200mmol.l-1 NaCl (D). 
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Obr. 5 Dĺžka koreňov Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP na 10. deň kultivácie v podmienkach 

soľného stresu. Korene rastúce na kontrolnom médiu (A), na médiu s obsahom 100 (B), 150 (C) 

a  200mmol.l-1 NaCl (D). Mierka 1 cm. 

5.2.2. Pôsobenie soľného stresu na klíčivosť rastlín 

Test klíčivosti bol vykonaný v dvoch biologických replikách a spočíval vo vysadení semien 

línií Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP priamo na média s NaCl. Efektivita klíčenia bola 

zaznamenávaná každých 24 hod po dobu troch dní. Stanovila sa klíčivosť semien v % na 

kontrolnom ½ MS médiu, na médiu s obsahom 100, 150 a 200mmol.l-1 NaCl. 

Po 72 h boli rastliny vyfotené v binokulárnej lupe (Obr. 6) a klíčivosť bola vyhodnotená (Obr. 7 

a 8). Pri tomto experimente sa ukázalo, že soľný stres má vplyv aj na klíčenie. So zvyšujúcou 

koncentráciou NaCl sa znižovala klíčivosť rastlín (Tab. 2). Na kontrolnom ½ MS médiu bola 

klíčivosť po troch dňoch u všetkých vybraných línií najvyššia (Obr. 7A) a klíčence sa normálne 

vyvíjali a rástli (Obr. 6A). Na médiu s obsahom 100mmol.l-1 NaCl bola klíčivosť oproti 
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kontrolným podmienkam stále vysoká (Obr. 7B), zatiaľ čo rast primárnych koreňov bol 

čiastočne inhibovaný a korene mali dlhé koreňové vlásky (Obr. 6B). Koncentrácia 150mmol.l-

1 NaCl výrazne inhibovala vývin klíčencov a predlžovací rast koreňov (Obr. 6C). Na väčšine 

koreňov neboli ešte pozorovateľné koreňové vlásky. Semená na médiu s koncentráciou 

200mmol.l-1 NaCl nevyklíčili ani po 72 hod (Obr. 6D). 

Tab. 2 Klíčivosť semien Arabidopsis Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP po treťom dni, 

udaná v %. 

Typ média 

Klíčivosť v % 

Col-0 pMAT-GFP Ann1-GFP 

½ MS médium 93,75 100 100 

100 mmol.l-1 NaCl 93,75 95 91,25 

150 mmol.l-1 NaCl 85 86,25 85 

200 mmol.l-1 NaCl 0 0 0 
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Obr. 6 Detaily klíčiacich rastlín Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP na kontrolnom médiu (A), na 

médiu s obsahom 100 (B), 150 (C) a 200mmol.l-1 NaCl (D). Semená boli dokumentované po 

72 h od začiatku kultivácie. Mierka predstavuje 1 mm (A), 500 µm u Col-0 a pMAT-GFP (B) 

1 mm v prípade Ann1-GFP (B), 500 µm (C) a 200 µm (D). 
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Obr. 7 Porovnanie klíčivosti semien Arabidopsis Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP vystavených 

soľnému stresu. Klíčivosť bola sledovaná každých 24 h od začiatku kultivácie po dobu 3 dní 

na kontrolnom médiu (A), na médiu s obsahom 100 (B) a 150mmol.l-1 NaCl (C). 

 

 

Obr. 8 Súhrnný graf klíčivosti semien A. thaliana vybratých línií po treťom dni experimentu. 
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5.2.3. Pôsobenie soľného stresu na vzdialenosť koreňovej špičky od 

koreňových vláskov 

Semená línií Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP boli vysadené na kontrolné ½ MS médium bez 

vitamínov. Po štyroch dňoch boli klíčence prenesené na ½ médiá bez vitamínov s obsahom 

75 a 100mmol.l-1 NaCl. Po štyroch dňoch kultivácie boli korene zdokumentované pomocou 

binokulárnej lupy (Obr. 9) a následne zmerané vzdialenosti koreňovej špičky od prvých 

viditeľných koreňových vláskov (Obr. 10).  

V kontrolných podmienkach bola vzdialenosť v prípade Col-0 a Ann1-GFP skoro rovnaká, čo 

sa opakovalo aj v podmienkach soľného stresu. V prípade pMAT-GFP bola táto vzdialenosť 

o niečo menšia. Na médiu s obsahom 75mmol.l-1 NaCl naopak rastliny línie pMAT-GFP 

dosahovali najväčšiu vzdialenosť a na médiu s obsahom 100mmol.l-1 NaCl sa vzdialenosť opäť 

zmenšila (Obr. 10). 

 

Obr. 9 Koreňové fenotypy vybraných línií Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP v kontrolných 

podmienkach (A), na médiu s pridaním 75 (B) a 100mmol.l-1 NaCl (C). Dokumentované na 4. 

deň kultivácie na médiách navodzujúcich soľný stres. Mierka 200 µm. 
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Obr. 10 Súhrnný graf priemernej vzdialenosti od koreňovej špičky po prvé koreňové vlásky na 

½ MS médiu, na médiu s obsahom 75 a 100mmol.l-1 NaCl, merané na 4. deň kultivácie na 

médiách navodzujúcich stres.  

 

5.2.4. Pôsobenie oxidatívneho stresu na zmeny fenotypu Ann1-GFP rastlín 

Štvordňové klíčence Col-0, pMAT-GFP a Ann1-GFP boli opatrne prenesené na okrúhle Petriho 

misky s obsahom 0,1 a 0,5µmol.l-1 PQ, ktorý vyvoláva oxidatívny stres. Petriho misky boli 

fotografované každých 7 dní po dobu 3 týždňov. 

Už po 7 dňoch boli viditeľné rozdiely vo fenotype medzi dvoma koncentráciami PQ 

a kontrolným médiom (Obr. 11). Rastliny na kontrolnom ½ MS médiu mali väčšie listové ružice 

a bohatší koreňový systém (Obr. 11A). Po 14 dňoch nastali viditeľnejšie zmeny, kedy 

0,5µmol.l-1 PQ redukoval vývoj nadzemnej časti a koreňového systému u 53,3 % rastlín Col-0, 

u 73,3 % pMAT-GFP a len u 20 % rastlín Ann1-GFP (Obr. 12C). Ostatné rastliny prežili a rástli 

ďalej (Obr. 12C – modré, červené a žlté kruhy). Naproti tomu, na médiu s obsahom 0,1µmol.l-

1 PQ sa všetkým rastlinám transgénnej línie Ann1-GFP vyvíjala ružica listov, ktoré mali 

tmavozelenú farbu. V prípade pMAT-GFP to bolo 93,3 % a u Col-0 86,7 %. Ostatné rastliny 

mali žltozelené listové ružice (Obr. 12B – modré a červené kruhy). Po 21 dňoch nastali zmeny 

na médiu s 0,1µmol.l-1 PQ, kedy 86,7 % rastlín transgénnej línie Ann1-GFP malo tmavozelenú 

zväčšenú listovú ružicu. V prípade pMAT-GFP to bolo 73,3 % a u Col-0 60%. Všetky tieto 

rastliny kvitli (Obr. 13B – modré, červené a žlté kruhy). Naproti tomu, väčší rozdiel nastal na 

médiu s obsahom 0,5µmol.l-1 PQ, kedy až 80 % rastlín Ann1-GFP malo tmavozelenú listovú 

ružicu. V prípade pMAT-GFP to bolo len 20 % a u Col-0 33,3 %. Všetky tieto rastliny kvitli 

(Obr. 13C – modré, červené a žlté kruhy). 
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Obr. 11 Vplyv oxidatívneho stresu  na vybrané línie A. thaliana – Col-0, pMAT-GFP a Ann1-

GFP po 7 dňoch kultivácie na kontrolnom médiu (A), na médiu s obsahom 0,1 (B) a 0,5µmol.l-

1 PQ (C). 

 

 

Obr. 12 Vplyv oxidatívneho stresu  na vybrané línie A. thaliana – Col-0, pMAT-GFP a Ann1-

GFP po 14 dňoch kultivácie na kontrolnom médiu (A), na médiu s obsahom 0,1 (B) a 0,5µmol.l-

1 PQ (C). Modrý a červený kruh znázorňuje žltozelenú ružicu u pMAT-GFP a Col-0 (B). Modré 

kruhy znázorňujú prežívajúce rastliny u pMAT-GFP, žlté u Ann1-GFP a červené u Col-0 (C).  
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Obr. 13 Vplyv oxidatívneho stresu  na vybrané línie A. thaliana – Col-0, pMAT-GFP a Ann1-

GFP po 21 dňoch kultivácie na kontrolnom médiu (A), na médiu s obsahom 0,1 (B) a 0,5µmol.l-

1 PQ (C). Modré kruhy znázorňujú prežívajúce rastliny u pMAT-GFP, žlté u Ann1-GFP a 

červené u Col-0 (B, C). 
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5.3. In vivo lokalizácia Ann1-GFP po abiotickom strese 

5.3.1. Lokalizácia Ann1-GFP v bunkách A. thaliana v kontrolných 

podmienkach 

Annexín 1 fúzovaný s GFP (Ann1-GFP) bol pri mikroskopovaní živých buniek klíčencov 

lokalizovaný na plazmatickej membráne a rozptýlený v cytoplazme (Obr. 14A, B, C a D).  

 

Obr. 14 In vivo lokalizácia Ann1-GFP v koreňových bunkách Arabidopsis thaliana (A a B), 

v bunkách klíčnych listov (C) a hypokotylu (D) v laserovom konfokálnom mikroskope Zeiss 

LSM 710 pri zväčšení 400x. Šípky ukazujú na lokalizáciu annexínu 1 v cytoplazmatickej 

membráne a trojuholníky v cytoplazme. Mierka 20 µm (A, B a C), 10 µm (D). 

5.3.2. Vplyv mikrotubulárnych inhibítorov: taxol a oryzalín 

Na štúdium mikrotubulárneho cytoskeletu a možných interakcií s annexínom 1 bol použitý 

inhibítor taxol v koncentrácii 1 µmol.l-1 ako mikrotubulárny stabilizátor a 2µmol.l-1 oryzalín, 

ktorý spôsobuje depolymerizáciu mikrotubulov. Troj-, štvordňové semenáčiky transgénnej 

línie Ann1-GFP boli ošetrené s inhibítormi. Počas celého experimentu boli snímané rovnaké 

bunky pred a po aplikácii taxolu (Obr. 15) či oryzalínu (Obr. 19). Bunky boli snímané každých 

10 minút počas 60, resp. 70 min. Ako kontrola bolo použité pri obidvoch inhibítoroch tekuté ½ 

MS médium s DMSO (Obr. 17 a 21). Boli sledované zmeny v intenzite fluorescencie Ann1-

GFP. Obidva inhibítory spôsobili pokles intenzity fluorescencie (Obr. 15, 16, 19 a 20). 

V prípade kontroly (DMSO) intenzita fluorescencie poklesla nepatrne v oboch prípadoch počas 

60 min (Obr. 17, 18, 21 a 22). 

A 

B 

C 

D 
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Obr. 15 Vplyv taxolu (1 µmol.l-1) na zmenu intenzity fluorescencie v koreňových bunkách 

Ann1-GFP. Rovnaká skupina buniek bola snímaná pred a po aplikácii taxolu. Červená šípka 

naznačuje profil, v ktorom bola meraná intenzita fluorescencie počas 60 min inkubácie s 

taxolom. Mierka 20 µm. 
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Obr. 16 Priemerná intenzita fluorescencie v koreňových bunkách Ann1-GFP transgénnej línie 

pred a po aplikácii taxolu. Intenzita fluorescencie Ann1-GFP nameraná v programe Zeiss Zen 

2012 Black software a spracovaná v Exceli. 

 

 

Obr. 17 Vplyv DMSO na zmenu intenzity fluorescencie v koreňových bunkách Ann1-GFP. 

Rovnaká skupina buniek bola snímaná pred a po aplikácii kontrolného média. Červená šípka 

naznačuje profil, v ktorom bola meraná intenzita fluorescencie počas 1 hodiny. Mierka 20 µm.  
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Obr. 18 Priemerná intenzita fluorescencie v koreňových bunkách Ann1-GFP transgénnej línie 

pred a po aplikácii DMSO. Intenzita fluorescencie Ann1-GFP nameraná v programe Zeiss Zen 

2012 Black software a spracovaná v Exceli. 

 

 

Obr. 19 Vplyv oryzalínu (2 µmol.l-1) na zmenu intenzity fluorescencie v koreňových bunkách 

Ann1-GFP. Rovnaká skupina buniek bola snímaná pred a po aplikácii oryzalínu. Červená šípka 

naznačuje profil, v ktorom bola meraná intenzita fluorescencie počas 70 min inkubácie s 

oryzalínom. Mierka 20 µm. 
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Obr. 20 Priemerná intenzita fluorescencie v koreňových bunkách Ann1-GFP transgénnej línie 

pred a po aplikácii oryzalínu. Intenzita fluorescencie Ann1-GFP nameraná v programe Zeiss 

Zen 2012 Black software a spracovaná v Exceli. 

 

 

Obr. 21 Vplyv DMSO na zmenu intenzity fluorescencie v koreňových bunkách Ann1-GFP. 

Rovnaká skupina buniek bola snímaná pred a po aplikácii kontrolného média. Červená šípka 

naznačuje profil, v ktorom bola meraná intenzita fluorescencie počas 40 min. Mierka 20 µm. 
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Obr. 22 Priemerná intenzita fluorescencie v koreňových bunkách Ann1-GFP transgénnej línie 

pred a po aplikácii DMSO. Intenzita fluorescencie Ann1-GFP nameraná v programe Zeiss Zen 

2012 Black software a spracovaná v Exceli. 

 

5.3.3. Vplyv soľného stresu 

Pri in vivo štúdiu Ann1-GFP po abiotickom strese bolo použité 250mmol.l-1 NaCl. Počas celého 

experimentu boli snímané rovnaké bunky pred a po aplikácii 250mmol.l-1 NaCl (Obr. 23). 

Bunky boli snímané každých 10 minút počas 40 minút a následne sa roztok NaCl opatrne vymyl 

tekutým ½ MS médiom na overenie navrátenia buniek do pôvodného stavu (Obr. 24). Ako 

kontrola bolo použité tekuté ½ MS médium (Obr. 25, 27). Boli sledované zmeny v intenzite 

fluorescencie annexínom 1 fúzovaného s GFP. Soľný stres spôsobil plazmolýzu (zmrštenie 

protoplastu) v hyperosmotickom prostredí a zvýšila sa fluorescencia Ann1-GFP, ktorá ostala 

zvýšená aj po vymytí roztoku NaCl z preparátu tekutým ½ médiom (Obr. 26). Na overenie 

zvýšenej fluorescencie bola následne vykonaná aj biochemická analýza. 
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Obr. 23 Vplyv NaCl na zmenu intenzity fluorescencie v koreňových bunkách Ann1-GFP. 

Rovnaká skupina buniek bola snímaná pred a po aplikácii NaCl. Červená šípka naznačuje 

profil, v ktorom bola meraná intenzita fluorescencie počas 40 min. Mierka 10 µm. 

 

 

 

 

 

Obr. 24 Navrátenie koreňových buniek Ann1-GFP do pôvodného stavu (deplazmolýza) 

vymytím roztoku 250mmol.l-1 NaCl tekutým ½ MS. Červená šípka naznačuje oblasť, v ktorej 

bola meraná intenzita fluorescencie počas 30 min. Mierka 10 µm. 

 

 

Obr. 25 Priemerná intenzita fluorescencie v koreňových bunkách Ann1-GFP transgénnej línie 

pred, po aplikácii a následnom vymytí roztoku 250mmol.l-1 NaCl tekutým ½ MS. Intenzita 

fluorescencie v koreňových bunkách Ann1-GFP nameraná v programe ImageJ a spracovaná 

v Exceli.  
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Obr. 26 Vplyv tekutého ½ MS média na zmenu intenzity fluorescencie v koreňových bunkách 

Ann1-GFP. Rovnaká skupina buniek bola snímaná pred a po aplikácii tekutého ½ MS média. 

Červená šípka naznačuje profil, v ktorom bola meraná intenzita fluorescencie počas 40 min. 

Mierka 20 µm. 

 

Obr. 27 Priemerná intenzita fluorescencie v koreňových bunkách Ann1-GFP transgénnej línie 

pred a po aplikácii ½ tekutého MS média. Intenzita fluorescencie Ann1-GFP nameraná 

v programe ImageJ a spracovaná v Exceli. 
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5.4. Biochemická analýza Ann1-GFP po abiotickom strese 

Imunoblotová analýza hladiny proteínu Ann1-GFP bola potrebná na overenie zvýšenej 

intenzity fluorescencie v koreňových bunkách transgénnej línie Ann1-GFP vystavených 

soľnému stresu (Obr. 23). Na PVDF membráne bol detekovaný proteínový pruh s molekulovou 

hmotnosťou zodpovedajúcou molekulovej hmotnosti fúzneho proteínu Ann1-GFP (62 kDa, 

Obr. 28). Proteínový pruh z koreňov rastlín, ktoré boli ovplyvnené NaCl, mal silnejšiu intenzitu 

ako pruh z koreňov kontrolných rastlín (Obr. 29). V listoch je Ann1-GFP zastúpený v menšej 

miere (Obr. 28). Ako kontrola zhodného obsahu proteínov vo vzorkách bol použitý aktín. Na 

overenie GFP bola použitá pozitívna kontrola GFP z rastlín línie pMAT-GFP. 

 

Obr. 28 Reprezentatívny Western blot z koreňov a listových ružíc rastlín transgénnej línie 

Ann1-GFP ovplyvnenej soľným stresom. Vzorky boli značené s primárnou protilátkou proti 

GFP. M – marker molekulovej hmotnosti, 1 – korene v kontrolných podmienkach (½ MS 

médium), 2 – korene ošetrené s 250mmol.l-1 NaCl, 3 – listové ružice v kontrolných 

podmienkach (½ MS médium), 4 – listové ružice ošetrené s 250mmol.l-1 NaCl, 5 – pozitívna 

kontrola GFP (rastliny línie pMAT-GFP), 1 – 4 – aktín. 
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Obr. 29 Kvantitatívna analýza denzity pruhu Ann1-GFP v koreňoch transgénnej línie Ann1-

GFP na PVDF membráne po abiotickom strese. Denzita pruhu Ann1-GFP bola vyhodnotená 

v programe ImageJ a spracovaná v Exceli. 
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5.5. Imunocytochemické štúdium cytoskeletu u transgénnej línie Ann1-

GFP metódou „whole mount“ 

Imunocytochemicky, pomocou „whole mount“ metódy, bola sledovaná organizácia 

mikrotubulov v epidermálnych koreňových bunkách transgénnej línie Ann1-GFP. Mikrotubuly 

boli vizualizované použitím primárnej protilátky proti α-tubulínu, Ann1 bol vizualizovaný 

použitím primárnej protilátky proti GFP a DNA bola vizualizovaná použitím DAPI farbičky 

(Obr. 30). Niektoré meristematické bunky boli cytokineticky (Obr. 31) a mitoticky aktívne 

(Obr. 32) a boli pozorované mitotické figúry. Bol zachytený preprofázny zväzok mikrotubulov 

(PPB, Obr. 31B a D, šípka), ktorý stanoví orientáciu budúcej roviny delenia. Mitotické 

vretienko (Obr. 32B a D, šípka) s chromozómami v ekvatoriálnej rovine (Obr. 32A a D, 

trojuholník). Taktiež bol zachytený fragmoplast (Obr. 31B a D, trojuholník).  

 

Obr. 30 Imunolokalizácia kortikálnych mikrotubulov a Ann1-GFP v koreňových 

epidermálnych bunkách klíčencov transgénnej línie Ann1-GFP. Lokalizácia DNA a jadier (A), 

mikrotubulov (B), Ann1-GFP (C) a zlúčené obrázky (D). Mierka 20 µm. 
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Obr. 31 Imunolokalizácia kortikálnych mikrotubulov a Ann1-GFP v koreňových 

epidermálnych bunkách klíčencov transgénnej línie Ann1-GFP. Lokalizácia DNA a jadier (A), 

mikrotubulov (B), Ann1-GFP (C) a zlúčené obrázky (D). Šípky ukazujú na preprofázny zväzok 

mikrotubulov (B a D) a trojuholníky ukazujú na fragmoplast (B a D). Mierka 5 µm.  

 

Obr. 32 Imunolokalizácia mitotických mikrotubulov a Ann1-GFP v koreňových epidermálnych 

bunkách klíčencov transgénnej línie Ann1-GFP. Lokalizácia DNA a jadier (A), mikrotubulov 

(B), Ann1-GFP (C) a zlúčené obrázky (D). Šípky ukazujú na mitotické vretienko (B a D) 

a trojuholníky na chromozómy v ekvatoriálnej rovine (A a D). Mierka 5 µm. 
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6. Diskusia 

Jedným z cieľov práce bolo sledovanie vplyvu abiotického stresu na fenotypovú charakterizáciu 

koreňov vybraných línií Arabidopsis thaliana vystavených abiotickým stresom. Použili sa 

rastliny divokého typu Col-0, ktoré slúžili ako kontrola, rastliny pMAT-GFP exprimujúce 

chimérický gén pre cytoplasmatický fúzny proteín s GFP a transgénna línia Ann1-GFP, 

exprimujúca Ann1 pod natívnym promótorom. Rastliny všetkých línií boli vystavené pôsobeniu 

soľného (NaCl) a oxidatívneho stresu (PQ). Odpovede rastlín na stres sú dynamické a zložité. 

Rozdiely nastávajú pri použití rôznych koncentrácií látok vyvolávajúcich stres (Dinneny et al., 

2008) a dĺžke pôsobenia stresora (Pinheiro et Chaves, 2011). Pri soľnom strese vidieť zníženú 

expanziu plochy listov (Wang et Nil, 2000) a koreňový systém je redukovaný v porovnaní 

s rastlinami kultivovanými v kontrolných podmienkach (Chartzolakis et Klapaki, 2000), čo 

potvrdili aj naše pozorovania. Rastliny transgénnej línie Ann1-GFP sú citlivejšie na soľný stres 

než rastliny divokého typu Col-0. V kontrolných podmienkach neboli pozorované rozdiely 

v predlžovaní koreňa (Obr. 4A). Avšak už pri koncentrácii 100mmol.l-1 NaCl bola priemerná 

dĺžka primárneho koreňa rastlín línie Ann1-GFP menšia než u Col-0 a pMAT-GFP (Obr. 5B). 

Pri koncentrácii 150 a 200mmol.l-1 NaCl bola situácia rovnaká, ale rastliny prestali rásť už po 

prvom dni od prenosu na média s rôznou koncentráciou NaCl (Obr. 4C, D). Bočné korene sa 

vôbec nevytvorili (Obr. 5C, D). Rastliny ovplyvňované soľným stresom môžu strácať chlorofyl 

(Agastian et al., 2000), čo bolo možné pozorovať na rastlinách kultivovaných na médiu 

s pridaním 200mmol.l-1 NaCl (Obr. 5D). Soľný stres ovplyvnil aj klíčivosť semien všetkých 

testovaných línií. Počas soľného stresu dochádza k ovplyvneniu iónových transportérov 

a ATPázy, ktorá pumpuje H+ ióny von z bunky a udržuje tak elektrochemický potenciál bunky, 

aby sa zlepšil príjem nutrientov (Xiong et Zhu, 2002). To vysvetľuje, prečo majú rastliny 

v týchto podmienkach problém s klíčením. Po dlhšom pôsobení sa pomocou špecifickej 

ATPázy uloženej v membráne vakuoly akumulujú ióny, ktoré sú vďaka soľnému stresu v bunke 

v nadmernom množstve a vyrovnáva sa tak elektrochemický potenciál vo vnútri bunky. 

Rastliny síce ešte môžu v obmedzenej miere rásť, ale sú omnoho menšie ako pri kontrolných 

podmienkach. Rastliny Col-0 a pMAT-GFP mali priemernú klíčivosť na kontrolnom médiu 

a na médiách s obsahom NaCl vyššiu ako transgénna línia Ann1-GFP (Obr. 6) a dĺžka 

primárneho koreňa sa so vzrastajúcou koncentráciou NaCl zmenšovala (Obr. 7). Na médiu s 

obsahom 200mmol.l-1 NaCl nevyklíčili žiadne semená zo študovaných línií. 

Rozdiely v raste boli pozorované aj pri oxidatívnom strese, kedy sa produkuje viac ROS, ktoré 

všeobecne zaujímajú dôležitú úlohu pri raste buniek. Navyše stimulujú transportné kanály 
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v plazmatickej membráne, ktoré zabezpečujú príjem Ca2+ do buniek (Finkel et Holbrook, 2000), 

ktorý tiež zohráva významnú úlohu v raste buniek. Avšak nadmerná koncentrácia ROS je už 

pre bunky toxická a po dlhšom pôsobení sa rastliny nemôžu normálne vyvíjať a zostávajú 

zakrpatené. Výsledky s aplikáciou dvoch rôznych koncentrácií PQ pri raste rastlín túto 

tendenciu potvrdili. Ukázalo sa, že transgénna línia Ann1-GFP je odolnejšia voči PQ než 

divoký typ Col-0 alebo pMAT-GFP. Po 21 dňoch kultivácie rastlín na médiu s obsahom 

0,5µmol.l-1 PQ boli rastliny línie Ann1-GFP rezistentnejšie než rastliny Col-0 a pMAT-GFP. 

Zväčšenú tmavozelenú listovú ružicu, ktorá kvitla, malo až 80 % rastlín Ann1-GFP línie, 

v prípade pMAT-GFP to bolo len 20 % a u Col-0 33,3 % rastlín (Obr. 13C). 

Annexíny patria do rodiny Ca2+-viažucich proteínov, ktoré môžu viazať membránové 

fosfolipidy (Santoni et al., 1998). Nami sledovaný annexín 1 je exprimovaný hlavne 

v cytoplazmatickej membráne a v cytoplazme (Lee, 2004). In vivo lokalizácia Ann1-GFP v 

koreňových, listových a hypokotylových epidermálnych bunkách pomocou laserovej 

konfokálnej mikroskopie bola potvrdená v zhode s literatúrou (Obr. 14A, B, C a D). Rastlinné 

annexíny sa podieľajú na organizácii a funkciách biologických membrán. Môžu zohrávať 

dôležitú úlohu v stresových odpovediach rastlín (Górecka et al., 2005). Ann1 by mohol hrať 

úlohu pri intracelulárnej iónovej homeostáze. Keď sa zvýši hladina cytosolického vápnika, 

annexíny sa pohybujú z cytoplazmy smerom k povrchu cytoplazmatickej membrány 

a interagujú s cytoskeletom. V práci sme sa zamerali aj na pôsobenie mikrotubulárnych 

inhibítorov na abundanciu Ann1-GFP pomocou sledovania zmien v intenzite fluorescencie. 

Inhibítory MT sú chemicky rôznorodá skupina látok a sú účinné už pri veľmi nízkych 

koncentráciách (Jordan et al., 1992). Za týmto účelom bol vybratý taxol a oryzalín. 

V transgénnej línii Ann1-GFP bola overená interakcia Ann1 s mikrotubulárnym cytoskeletom, 

kedy sa po aplikácii inhibítorov MT znižovala intenzita fluorescencie Ann1-GFP v priebehu 

60, resp. 70 min (Obr. 15 a 19). K overeniu správnosti experimentu bolo použité tekuté ½ MS 

médium s DMSO ako kontrola, ktorého intenzita fluorescencie Ann1-GFP počas pozorovania 

nepatrne poklesla (Obr. 17 a 18). V prostredí soľného stresu, kedy dochádza k plazmolýze 

rastlinných buniek, sa zvyšuje príliv Ca2+ a tak sa zvyšuje koncentrácia cytosolického vápnika 

(Kiegle et al., 2000; Shi et al., 2000; Tracy et al., 2008). Annexíny agregujú membránové 

plochy a tým sa zvyšuje intenzita fluorescencie Ann1-GFP (Obr. 23 a 25). Táto periférna väzba 

je reverzibilná, pretože po dostatočnom premytí tekutým ½ MS médiom sa bunky a intenzita 

fluorescencie vrátili do pôvodného stavu (Obr. 24 a 25). Zvýšenie fluorescencie sa overilo aj 

biochemickou analýzou pomocou SDS-PAGE a Western blotu. Rastliny Ann1-GFP boli 
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inkubované v rovnakej koncentrácii NaCl ako pri in vivo lokalizácii a následne boli 

analyzované. Z výsledkov bolo zreteľne vidieť zvýšenú intenzitu fluorescencie Ann1-GFP 

v koreni (Obr. 28 a 29). V listoch je Ann1 zastúpený v menšej miere (Lee, 2004), čo potvrdila 

aj biochemická analýza (Obr. 28). 

Napokon bola vykonaná analýza organizácie mikrotubulov u klíčencov línie Ann1-GFP 

pomocou imunofluorescenčného značenia tubulínu metódou „whole mount“ (Šamajová et al., 

2014). V bunkách vidieť normálne bunkové delenia a mitotické mikrotubulárne figúry 

vyskytujúce sa v bunkovom delení rastlín – PPB, fragmoplast (Obr. 31) a mitotické vretienko 

(Obr. 32). Asociáciu prípadne kolokalizáciu Ann1-GFP s mikrotubulami sa nám zatiaľ 

nepodarilo dokázať.  
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7. Záver 

V literárnom prehľade bola detailne popísaná štruktúra annexínov ako multigénnej rodiny 

membránových proteínov a charakterizované annexíny vyskytujúce sa v A. thaliana. 

Podrobnejšie je popísaný nami sledovaný annexín 1, najpočetnejší annexín z rodiny annexínov 

u Arabidopsis. V prehľade sú zhrnuté základné poznatky o vápnikovom signalingu, cytoskelete 

rastlín, spôsoboch odpovedí rastlín na vybrané abiotické stresy a o modelovom druhu A. 

thaliana a jeho využití vo vedeckom výskume. 

V experimentálnej časti bola prevedená fenotypová analýza Ann1-GFP za kontrolných 

podmienok (½ MS médium), pri pôsobení soľného stresu (75, 100, 150, 200 alebo 250 mmol.l-

1 NaCl) a pri pôsobení oxidatívneho stresu (0,1 alebo 0,5 μmol.l-1 paraquat). Bolo pozorovaných 

a popísaných mnoho zmien pri aplikácii týchto abiotických stresov, vrátane klíčivosti semien, 

dĺžky koreňov, vzdialenosti koreňovej špičky od prvých koreňových vláskov a fenotypové 

zmeny pôsobením oxidatívneho stresu. Tieto efekty boli paralelne porovnávané s rastlinami 

pMAT-GFP línie a divokého typu Col-0. Na soľný stres bola najcitlivejšia transgénna línia 

Ann1-GFP. Na médiách s obsahom NaCl dosahovali primárne korene tejto línie najkratšiu 

dĺžku a tiež klíčenie semien bolo viac inhibované v porovnaní s líniou pMAT-GFP a divokým 

typom Col-0. Avšak na oxidatívny stres bola transgénna línia Ann1-GFP najrezistentnejšia.  

Ďalšou časťou bola in vivo lokalizácia Ann1-GFP po pôsobení mikrotubulárnych inhibítorov 

a soľného stresu. Obidva inhibítory, taxol a oryzalín, navodili zníženie intenzity fluorescencie 

Ann1-GFP v priebehu 60, resp. 70 min. Naopak NaCl navodil zvýšenie intenzity fluorescencie. 

Výsledky vplyvu soľného stresu na in vivo lokalizáciu Ann1-GFP boli následne overené 

pomocou Western blotu, kde sa potvrdilo zvýšenie denzity fluorescencie Ann1-GFP v koreňoch 

ovplyvnených NaCl.  

Poslednou časťou bolo imunocytochemické štúdium mikrotubulov metódou „whole mount“. 

Bola sledovaná organizácia mikrotubulov u klíčencov Ann1-GFP pomocou 

imunofluorescenčne značeného tubulínu.  
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9. Zoznam použitých skratiek 

A. thaliana   Arabidopsis thaliana 

ABA    kyselina abscisová 

Ann1    annexín 1 

Ann1-GFP transgénna línia exprimujúca s GFP značený annexín 1 pod 

vlastným promótorom 

AnnAt1-8   annexíny 1-8 u Arabidopsis 

Anx1Mt1   annexín 1 z Medicago trunculata 

ANXA1-13   annexíny 1-13 u stavovcov 

Asp    kyselina asparagová 

AtCP1    Arabidopsis capping protein/uzatvárací proteín u Arabidopsis 

ATHK1 Arabidopsis receptor histidine kinases/receptorové histidín 

kinázy u Arabidopsis 

ATP    adenosintrifosfát 

BSA    hovädzí sérový albumín 

Ca2+    vápenatý katión 

CaBP-22   calcium binding protein/Ca2+-viažuci proteín 

cADPR cyclic adenosine diphosphate ribose/cyklická adenosindifosfát 

ribóza 

CaM    kalmodulin 

CaMK CaM-dependent protein kinases/na CaM-závislé proteín kinázy 

CCaMK Ca2+/CaM-dependent protein kinases/Ca2+/CaM-závislé proteín 

kinázy 

CDPK    Ca2+-dependent protein kinases/na Ca2+-závislé proteín kinázy 

CNGC    cyclic nucleotide-gated channels/cyklické nukleotidové kanály 

CNX    kalnexin 

Col-0    ekotyp Columbia-0 (divoký typ) 

CRK    CDPK-related protein kinases/CDPK-príbuzné proteín kinázy 

CRT    kalretikulin 

DAPI    4’,6-Diamidino-2-phenylindol 

DMSO    dimethylsulfoxid 

DNA    deoxyribonukleová kyselina 

DTT    ditiothreitol 

EDTA    kyselina etylendiamintetraoctová, chelatačné činidlo 

EF-motív   motív helix-slučka-helix 

GFP    zelený fluorescenčný proteín 

Gly    kyselina glutámová  

GST    glutation S-transferáza 

GTP    guanosintrifosfát 

H+    vodíkový katión 

H2O2    peroxid vodíka 

HIK33    histidine kinase/histidín kináza 

IP3    inozitol-1,4,5-trifosfát 
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K+    draslíkový katión 

KCl    chlorid draselný 

MS-médium   Murashige and Skoog medium 

MT    mikrotubuly 

MTSB    mikrotubuly stabilizačný pufor 

NaCl    chlorid sodný 

NADPH   nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NH2    amino skupina 

O2
.-    superoxidový anión 

Obr.     obrázok 

OH.    hydroxylový radikál 

PAL    fenylalanin amoniak-lyáza 

PBS    fosfátom tlmený soľný roztok 

PCP pistil-expressed Ca2+-binding protein/Ca2+-viažuce proteíny 

exprimované v piestiku 

PIPES    piperazin-N,N‘-bis(2-ethansulfonová kyselina) 

PLD    fosfolipáza D 

pMAT transgénna línia exprimujúca chimérický gén pre 

cytoplasmatický fúzny proteín s GFP 

PP7    serín/treonín fosfatáza 

PPB    preprofázny zväzok  

PQ    paraquat (1,1-dimetyl-4,4-bipyridium dichlorid) 

RNS    reaktívne formy dusíka 

ROS    reaktívne formy kyslíka 

SIPK/CIPK SOS3/CBL interacting protein kinases/serín/treonín proteín 

kinázy 

SLN1    osmosensor histidine kinase/histidín osmosenzorová kináza 

SOS    salt overly sensitive/precitlivelý na soľ 

Tab.    tabuľka 

TEMED   tetrametyletylendiamín 

TCH2, 3    produkt génu u A. thaliana 

TRIS    pufor, (tris-hydroxymetyl)aminometán 

Trp    tryptofán 

UV-B    ultrafialové žiarenie B 


