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CÍLE PRÁCE: 

 
Vypracování rešerše na téma: Reaktivní formy kyslíku, jejich vznik, reaktivita,  

role při buněčné signalizaci a vývoji rostlin. Dále antioxidační obrana rostlin se 

zaměřením na superoxiddismutasy (SOD) a jejich regulace pomocí SQUAMOSA 

promoter-binding protein-like7 transkripčního faktoru. 

Experimentální cíle: Získání praktických zkušeností v práci s rostlinami  

a v základních molekulárně-biologických a biochemických metodách. 

Ověření vlivu různých koncentrací mědi a dusíku v růstovém médiu na úrovni 

fenotypového projevu a vliv na abundanci a aktivitu SOD u divokého typu A. thaliana  

a M. sativa. Definování jednotlivých isoenzymů SOD pomocí inhibiční analýzy  

u M. sativa a jejich bioinformatická analýza. Ověření funkčnosti připraveného konstruktu 

kódujícího fúzní CSD1-GFP protein pomocí transientní transformace epidermálních 

buněk N. benthamiana. 

 

 



1 

 

1 ÚVOD 

Rostliny jsou v průběhu života nuceny neustále se přizpůsobovat prostředí, ve kterém se 

nacházejí. Jsou pod neustálým vlivem různých stresových faktorů, které značnou mírou 

ovlivňují jejich fyziologické procesy. Důsledkem tohoto působení v organismu vznikají  

a hromadí se reaktivní formy kyslíku, které plní důležitou signální a vývojovou roli. 

Nicméně musí být udržovány v určitých fyziologických koncentracích, protože se 

v určitém, nadlimitním množství stávají pro rostliny toxickými. V reakci na jejich 

zvýšenou produkci dochází ke spuštění celé řady různých obranných mechanismů, a to 

včetně navýšení kapacity systému nazývaného jako antioxidační obrana. Mezi hlavní 

zástupce antioxidační obrany se řadí metaloenzymy známé jako superoxiddismutasy, 

které koordinují ve své struktuře aktivního místa atomy různých kovů, které jsou zcela 

nezbytné pro katalýzu superoxidového radikálu na peroxid vodíku a kyslík (Pilon et al., 

2011; Wang et al., 2018). Významné množství isoforem superoxiddismutas je regulováno 

pomocí SQUAMOSA promoter-biding protein-like 7 transkripčního faktoru, který 

představuje jeden z hlavních regulátorů procesů závislých na dostupnosti mědi 

v rostlinách (Yamasaki et al., 2009). 

Tato bakalářská práce je zejména zaměřena na superoxiddismutasy u rostlin 

Arabidopsis thaliana a Medicago sativa a na jejich závislost abundance a aktivit při různé 

dostupnosti mědi v růstovém médiu. Manuálně připravená média s různým obsahem 

mědi byla využita pro fenotypovou analýzu semenáčků. Následná biochemická analýza 

aktivit superoxiddismutas a imunoblotování se specifickými protilátkami potvrdila 

záměnu aktivit/abundance u superoxiddismutas závislých na mědi, a to jak u rostliny  

A. thaliana, tak i M. sativa. Pomocí bioinformatické analýzy se podařilo nově definovat 

superoxiddismutasy u rostliny M. sativa a predikovat jejich možné lokalizace a funkce  

u této rostliny. Závěr experimentální práce je věnován validaci dříve připraveného 

konstruktu pCSD1-gCSD1::eGFP:3´UTR-CSD1 pomocí transientní transformace listů 

Nicotiana benthamiana s následným mikroskopickým pozorováním.  
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Reaktivní formy kyslíku 

Za jeden ze zcela klíčových okamžiků evoluce lze považovat výrazné zvýšení 

molekulárního kyslíku (O2) v zemské atmosféře, které bylo zapříčiněno především 

činností fotosyntetizujících cyanobacterií (Halliwell, 2006). Tato událost vedla 

k postupnému vývoji celé řady aerobních organismů, jejichž společným znakem je 

využívaní O2 v jejich bazálním metabolismu. V oxidativním metabolismu slouží O2 

především jako finální akceptor elektronů, a to v systémech známých jakožto elektron-

transportní řetězce. Právě jejich funkce, charakteristická vysokou rychlostí přenosu 

elektronů nebo energie, vede nevyhnutelně k tvorbě volných kyslíkatých radikálů 

(Reactive oxygen species; ROS; Janků et al., 2019).  

Jak již bylo naznačeno, hlavním zdrojem pro tvorbu ROS je O2 s vlastností 

diradikálu. I přesto, že je tato molekula sama o sobě považována za relativně stabilní, 

obsahuje ve své struktuře dva nepárové valenční elektrony. Díky tomu může po přidání 

či odebrání energie snadno měnit svoji konformaci a může tak přecházet v různé reaktivní 

formy. Příkladem takového stavu může pak být tripletový nebo singletový stav (Huang 

et al., 2019).  

Jednotlivé zástupce ROS, odvozené od molekuly O2, poté dělíme na volné 

radikály, kterými jsou: superoxid (O2
•-), hydroxylový radikál (OH•), peroxyl (ROO•), 

alkoxyl (RO•) a hydroperoxyl (HO2
•). Druhou skupinu poté tvoří molekuly neradikálové 

povahy.  Do této skupiny spadají molekuly, které se dále účastní na vzniku radikálů. Jsou 

jimi: peroxid vodíku (H2O2), kyselina chlorná (HOCl), ozon (O3) a singletový kyslík 

(1O2). Tyto formy se dají odvodit od základní molekuly O2 sérií postupných redukčních 

jednoelektronových kroků, které v organismu vznikají analogickými pochody při 

enzymatických a neenzymatických cestách (Karuppanapandian et al., 2011). 

Dříve byly ROS chápány především jako vedlejší produkty aerobního 

metabolismu a jejich přítomnost v organismus byla považována jako nežádoucí jev, který 

je třeba co nejdříve eliminovat. Za tímto účelem si nejenom rostliny vyvinuly velmi 

účinnou a propracovanou antioxidační obranu (Blokhina et al., 2003). Její složení a role 

v rostlinách bude samostatně diskutována v kapitole 2.2. V následujících letech bylo 

prokázáno, že ROS jsou toxické až při vyšších koncentracích (především za stresových 

podmínek), kdy dokážou poškodit jak proteiny, tak i nukleové kyseliny, a dokonce působí 

i na lipidy membrán (Apel a Hirt, 2004). 
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Postupem času bylo zjištěno, že ROS mají na organismus nejen negativní, ale  

i pozitivní vliv. ROS se účastní na aktivaci mnoha různých fyziologických procesů, 

kterými jsou zejména ochrana organismu před patogeny z okolního prostředí, zapojení 

do vývojových procesů či účast na buněčné signalizaci (Karuppanapandian et al., 2011). 

Hlavní vlastnosti, jejich vznik a role ROS u rostlin budou dále detailněji diskutovány 

v následujících kapitolách. 

 

2.1.1 Charakteristika hlavních zástupců ROS 

Mezi čtyři hlavní a nejvýznamnější zástupce pak řadíme 1O2, O2
•-, H2O2 a OH•. Tito 

zástupci ROS se od sebe navzájem liší chemickými vlastnostmi, reaktivitou a také 

stabilitou. Nejreaktivnějším a nejnebezpečnějším je OH•, který má nejkratší poločas 

rozpadu, a to 1 ns. Jeho migrační vzdálenost mezi molekulami pak odpovídá přibližně 

1 nm (Mittler, 2017). OH• vzniká nejčastěji z H2O2 v jednoelektronové reakci. 

 

H2O2 + e- → HO• + OH- 

 

Tato látka může také vznikat v případě, že se nachází v přítomnosti konkrétních 

volných redukovaných iontů kovu. Dochází tak k Fentonové reakci H2O2 s železem či 

mědí. 

 

H2O2 + 2Cu+ → 2Cu2+ + 2HO• + 2OH- 

H2O2 + Fe2+ → Fe3+ + HO• + OH- 

 

OH• produkují chloroplasty, mitochondrie, peroxisomy i apoplast. Taktéž výborně 

reaguje v podstatě s každou další sousední biomolekulou včetně lipidů  

a proteinů. S biomolekulou se dokáže sloučit anebo z ní vytrhnout elektron a tím ji 

aktivovat. Také je schopen poškozovat purinové či pyrimidinové báze v nukleových 

kyselinách, a způsobit tak mutace (Mittler, 2017). 

Dalším, avšak poměrně málo stabilním a reaktivním zástupcem, který má 

poměrně krátký poločas rozpadu (1-4 µs), je 1O2. Jeho migrační vzdálenost činí 30 nm  

a kvůli tomu, bývá řazen mezi nestabilní ROS (Skovsen et al., 2005). 1O2 vzniká 

v chloroplastech, konkrétně v tylakoidní membráně (Triantaphylidès a Havaux, 2009). 

Dále během metabolických procesů, působením ozonu či γ-zářením nebo reakcí 

singletového kyslíku s elektronem (Smirnoff a Arnaud, 2019). Podobně nestabilní, se 
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stejným poločasem rozpadu, který nepřesahuje 1 µs, je také O2
•-, který vzniká  

z tripletového kyslíku a liší se od sebe směrem elektronů.  

 

O2 + e- → O2
•- 

 

Tato molekula se tvoří v peroxisomech, mitochondriích, chloroplastech a také 

v apoplastu. O2
•- může difundovat pouze na vzdálenost několika nanometrů. Konkrétně 

30 nm, stejně jako tomu je u 1O2. Právě proto jej také označujeme za velmi nestabilní. 

V důsledku tohoto znaku často napadá ostatní molekuly a podněcuje tak tvorbu dalších 

ROS (Halliwell, 2006). Hlavním typem poškozených molekul bývá například akonitasa 

(AKO, EC 4.2.1.3), která ve své struktuře obsahuje klastr (4Fe-4S) (Wallace et al., 2004). 

O2
•- způsobuje oxidaci tohoto klastru (Fridovich, 1995), což vede k uvolnění železnatého 

iontu, který následně může reagovat s H2O2 za vzniku OH• (Obrázek 1). 

 

Obrázek 1: Tvorba a reaktivita superoxidu (O2
•-), peroxidu vodíku (H2O2) a dalších reaktivních 

forem kyslíku. O2
•- je produkován oxidasami (např. NADPH oxidasa) a procesy transportu 

elektronů. Převzato a upraveno ze Smirnoff a Arnaud (2019). H2O2 a O2
•- mohou poškozovat 

proteiny obsahující Fe a FeS, za vzniku reaktivních radikálů (např. thiylových radikálů z thiolů). 

Zkratky: hydroxylový radikál (OH•); molekulární kyslík (O2); singletový kyslík (1O2); sulfid 

železnatý (FeS); superoxid O2
•-; superoxiddismutasa (SOD); voda (H2O). 
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 Na druhé straně škály pak stojí již zmíněný H2O2, jehož poločas rozpadu se 

pohybuje ve škále vyšší než 1 ms a jeho migrační vzdálenost je vyšší než 1 µm. Místem 

produkce H2O2 jsou především chloroplasty (Ivanov et al., 2018) a další organely jako 

například mitochondrie (Ježek a Hlavatá, 2005). Dále také vzniká v peroxisomech 

dismutací O2
•-, případně působením některých enzymů jako jsou xanthinoxidasa (XO, EC 

1.1.3.22) nebo monoaminooxidasa (MAO, EC 1.4.3.4). Neposledním místem vzniku je 

také apoplast a cytosol. Jedná se o poměrně málo reaktivního, ale naopak nejvíce 

stabilního člena ROS. Právě s těmito vlastnostmi a s tím, že je H2O2 bez náboje, souvisí 

schopnost prostupovat přes lipidové membrány. Tento přenos se uskutečňuje 

prostřednictvím speciálních kanálů známých jako aquaporiny (Bienert et al., 2006). 

Molekula H2O2 je schopna reagovat s DNA, s hemovými proteiny či s proteiny 

prostřednictvím thiolových skupin cysteinů a methioninových zbytků. Taktéž hraje 

nezastupitelnou roli v řadě rostlinných vývojových procesech a buněčné signalizaci 

(Smirnoff a Arnaud, 2019).  

 

2.1.2 Vznik ROS 

Vznik ROS v organismu je přirozenou záležitostí. Testy provedené v roce 1951 potvrdily 

zvýšenou produkci H2O2 po osvícení v chloroplastech (Mehler, 1951). Další výzkumy 

poté potvrdily, že právě chloroplasty patří mezi hlavní producenty 1O2, O2
•, H2O2 a OH• 

u rostlin (Gill a Tuteja, 2010). ROS jsou poskytovány především prostřednictvím 

fotosystému I a fotosystému II, a také prostřednictvím elektron transportního řetězce  

v thylakoidní membráně během světelné fáze fotosyntézy. Ke tvorbě O2
•- přispívá také 

feredoxin, ale tato cesta redukce O2 je závislá na dostupnosti oxidovaného 

nikotinamidadenindinukleotidfosfátu (NADP+). Pokud se NADP+ vyskytuje v nízkých 

koncentracích, nastává tzv. Mehlerova reakce (fotoredukce kyslíku; Kozuleva a Ivanov, 

2010). Na tvorbě ROS se rovněž podílí chlorofylové pigmenty v reakčním centru 

fotosystému II, kde dochází k reakci tripletního O2 s chlorofylem. Tímto procesem 

dochází ke vzniku 1O2 (Roach a Krieger-Liszkay, 2014). 

Jedním z hlavních míst produkce jsou rovněž mitochondrie. Zde ROS vznikají 

především jako vedlejší produkty aerobního respiračního (dýchacího) řetězce na 

komplexu I a III (Schieber a Chandel, 2014). Jedná se hlavně o vznik O2
•-, který je 

následně pomocí superoxiddismutasy (SOD, EC 1.15.1.1) dismutován na H2O2 a O2. 
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 Místa, která pravidelně a výrazně přispívají tvorbou ROS jsou také peroxisomy  

a glyoxyzomy. V matrix peroxisomech je XO, která katalyzuje reakci hypoxanthinu na 

xanthin, a nakonec i na samotnou kyselinu močovou. V průběhu této cesty oxidace 

vznikají produkty jako O2
•- a H2O2 (Halliwell a Gutteridge, 2015, Karuppanapandian  

et al., 2011). V peroxisomech, na její membráně, může O2
•- vznikat v elektron 

transportním řetězci (López-Huertas et al., 1999). Taktéž β-oxidací mastných kyselin  

a působením enzymů, jako například glykolát oxydasa (EC 1.1.3.15) a urátoxidasa  

(EC 1.7.3.3), dochází v glyoxyzomech či peroxisomech ke vzniku ROS (del Río, 2016; 

Janků et al., 2019). Produkce významného množství H2O2 v peroxisomech je taktéž 

spojena s procesem známým jako fotorespirace, kdy dochází k soustavné akumulaci 

H2O2. Ten je však okamžitě degradován antioxidačním enzymem známým jako katalasa 

(CAT; EC 1.11.1.6), vyskytující se v těchto organelách (Lopez-Huertas et al., 2000). 

K nezanedbatelné produkci ROS dochází i v jiných místech rostliny, která však 

disponují dostatečně vysokým redoxním potenciálem (Mittler, 2017). Takovouto oblastí 

pak může být například endoplazmatické retikulum, cytoplazma a především apoplast. 

Do apoplastu se O2
•- dostává skrze produkci enzymy známými jako NADPH oxidasy  

(EC 1.6.3.1), které jsou u rostlin nazývány jako „RESPIRATORY BURST OXIDASE 

HOMOLOG“ (RBOH), přičemž tyto RBOH jsou přítomny v cytoplazmatické membráně 

(Kadota et al., 2015). Role v buněčné signalizaci a regulace RBOH bude detailněji 

popsána v kapitole 2.1.3. 

Jak již bylo naznačeno, zvýšené množství ROS vzniká především v důsledku 

působení stresových faktorů (stresor), které výrazně ovlivňují růst a vývoj rostlin. Tyto 

faktory se dále dělí na dva typy, a to dle původu jejich vzniku. Prvním jsou stresory 

biotického původu. V tomto případě je organismus vystaven působení patogenu (bakterie, 

fytoplazmy, houby, viry, viroidy či nematoda), cizí rostlině či býložravému živočichu, 

kterému slouží jako potrava (Castro et al., 2021). Tito původci, kteří ohrožují rostlinu, 

jsou rozpoznány receptory, které jsou lokalizovány na plazmatické membráně vedoucí 

k cílené odpovědi na jejich přítomnost.  

Druhým typem jsou pak stresory abiotické, které způsobují neživé faktory, ať už 

chemického či fyzikálního původu. Takovýmito faktory jsou například: nedostatek či 

nadbytek vody, nadměrné světelné či ionizující záření, vysoká či nízká teplota nebo 

mechanické poranění. Dále pak nedostatek živin, výskyt toxických prvků nebo snížená či 

zvýšená koncentrace iontů a solí v půdě (Nadarajah, 2020). 
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Oba druhy zmíněných stresů vedou ke spuštění cílených signálních drah vedoucí 

taktéž v prvních fázích k cílené produkci ROS. Produkce ROS v odpovědi na působící 

stres je označována jako ROS oxidační vzplanutí (ROS oxidative burst). Hlavní funkcí 

této ROS signální dráhy je: Zaprvé amplifikace přijatého úvodního signálního podnětu, 

který je následně dál přenášen za účelem upozornění okolních buněk či pletiv na působící 

stres. Zadruhé propojení biotických a abiotických signálů a zatřetí koordinace systémové 

stomatální reakce celé rostliny (Castro et al., 2021). V případě biotického stresu je taktéž 

cílem produkovaných ROS usmrcení nebo alespoň částečně zabránit šíření daného 

původce, který napadl imunitní systém (Apostol et al., 1989).  

 

2.1.3 Signální a vývojová role ROS 

Podle toho, co již bylo zmíněno výše víme, že role ROS není pro organismus pouze 

destruktivní, ale plní řadu důležitých funkcí. Příkladem může být to, že působí jako 

signální molekuly (Schieber a Chandel, 2014; Waszczak et al., 2018). Tato úloha ROS 

závisí na poměru mezi jejich vznikem a detoxifikací (Foyer a Noctor, 2013). V závislosti 

na míře produkce ROS, druhu a intenzitě stresu, momentální antioxidační kapacitě  

a energetickém stavu buněk lze získat různé buněčné a fyziologické výstupy působení 

ROS.  

Ve vyšších koncentracích ROS posouvají buněčnou redoxní rovnováhu směrem  

k oxidovanému stavu, což může být vnímáno rozdílným způsobem různými 

kompartmenty buňky (Noctor et al., 2017). Jeden z hlavních výstupů akumulace ROS je 

modifikace redox-senzitivních proteinů (např. kinasy, transkripční faktory a proteiny 

zapojené do odpovědi na stres; Waszczak et al., 2014 a 2015), které vedou ke změně 

struktury proteinů, lokalizace, aktivity a v neposlední řadě také ke změnám na úrovni 

protein-proteinových interakcí (Castro et al., 2021). Hlavním mechanismem vnímání 

přítomnosti zvýšené koncentrace ROS (především H2O2) je oxidační modifikace cysteinů 

v proteinových strukturách redox-senzitivních proteinů (Waszczak et al., 2015). Tato 

modifikace je přísně regulována redox-senzitivními pufračními proteiny, jako jsou 

thioredoxiny, peroxiredoxiny a glutaredoxiny, které mohou podléhat reverzibilní 

oxidaci/redukci a jsou aktivovány/inaktivovány v reakci na buněčný redoxní stav 

(Waszczak et al., 2015 a 2018). 

U rostlin se na přímé signalizaci podílí především apoplastický H2O2, který může 

aktivovat receptory nacházející se na buněčném povrchu. Konkrétním příkladem je 
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nedávno objevený receptor známý jako „HYDROGEN-PEROXIDE-INDUCED Ca2+ 

INCREASES 1“ (HPCA1, EC 2.7.11.1). Tato receptorová kinasa, která je řazena do 

rodiny kinás bohatých na leucin (leucine-rich receptor kinase; LRR), obsahuje v její 

extracelulární doméně dva páry cysteinových zbytků. Tyto rezidua jsou aktivovány 

v případě, že se v okolí nachází zvýšená koncentrace H2O2, což následně vede 

k autofosforylaci HPCA1 a spuštění následné signální dráhy vedoucí k řízenému 

uzavírání průduchů (Wu et al., 2020). 

Signalizace skrze ROS je pak povětšinou zapříčiněná jejich akumulací v daných 

buněčných organelách, a to především v chloroplastech a mitochondriích. Změna 

redoxního prostředí skrze řízenou produkci ROS vede v daných organelách ke změně 

metabolismu a cílené produkci signálních metabolitů přenášejících specifické signály do 

jádra, tak aby se aktivovaly rychlé adaptivní mechanismy v rámci retrográdní signalizace 

(Chan et al., 2016; Cui et al., 2019).  

Zcela klíčovým enzymem je již dříve zmíněný RBOH, který hraje zásadní roli při 

„cell to cell“ signalizaci, tedy při signalizaci ROS na dlouhé vzdálenosti pomocí přenosu 

signálu z buňky na buňku (Qi et al., 2017). Tento enzym produkující O2
•-, je vázán na 

plazmatickou membránu a tvořen šesti transmembránovými doménami,  

C-terminálními redukovanými nikotinamidadenindinukleotidfosfátovými (NADPH)  

a flavinadenindinukleotidovými (FAD) doménami, dvěma hemovými skupinami  

a N-terminálními Ca2+-vazebnými doménami (Sagi a Fluhr, 2006). 

Celý proces signalizace spouští vnější podnět (stres), který iniciuje tvorbu O2
•- 

prostřednictvím komplexní aktivace RBOH (Kimura et al., 2012). Vzniklý O2
•- se uvolní, 

je dismutován na H2O2 a ten volně putuje apoplastem do okolních buněk skrze 

akvaporiny. Jeho působením následně dochází k aktivaci Ca2+ kanálů (na plazmatické 

membráně a vakuole) a dojde tak ke zvýšení koncentrace Ca2+ v cytoplazmě (Kurusu  

et al., 2015). Ca2+ se přímo váže a aktivuje na RBOH, ale především aktivuje proteinové 

kinasy závislé na vápníku (calcium-dependent protein kinase, CDPK, EC 2.7.1.37), které 

jsou zodpovědné za další důležitou aktivaci RBOH skrze cílenou fosforylaci (Kimura  

et al., 2012). Tímto dochází k opětovné akumulaci H2O2 v apoplastu okolních buněk 

(Obrázek 2; Miller et al., 2009).  
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Obrázek 2: Schematicky znázorněný model integrace vln reaktivních forem kyslíku (ROS), 

vápníku (Ca2+) a proteinkinas závislých na Ca2+ (CDPK) v buňkách prostřednictvím komplexní 

aktivace „RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOG“ (RBOH). Převzato  

a upraveno z Gilroy et al., (2014). Vnější stimuly vyvolávají rychlou počáteční apoplastickou 

produkci ROS, které vstupují do cytosolu prostřednictvím akvaporinů. ROS poté aktivují Ca2+ 

kanály na plazmatické membráně a vakuole, čímž dochází ke zvýšené koncentraci Ca2+ 

v cytoplazmě. Ca2+ aktivuje na RBOH a CDPK. Následně pak dochází k akumulaci H2O2 

v apoplastu okolních buněk a celý proces je tak opakován. Vápníkové kanály (TPC1), vakuola 

znázorněna modrou barvou. Zkratky: plasmodesmata (PD); vápníkem indukované uvolňování 

vápníku (CICR); ROS-indukované uvolňování vápníku (RICR). 

 

Tato akce je repetitivně opakována a odborným výrazem je nazývaná jako „vlna 

ROS“ (ROS wave), která se následně může rozšířit do buněk celé rostliny a podává tak 

prvotní varovný signál v odpovědi na získaný vnější podnět (Miller et al., 2009; Fichman 

a Mittler, 2020). To vede k iniciaci aklimatizačních a obranných mechanismů s cílem 

zvýšit toleranci rostlin, a to jak na abiotický nebo biotický stres (Suzuki et al., 2013; 

Mittler a Blumwald, 2015; Kollist et al., 2019) 

Proces signalizace pomocí ROS je také úzce propojen s hormony a jejich 

signálními dráhami, což organismu poskytuje schopnost reagovat na vnější podněty 

(Bartoli et al., 2013). Příkladem mohou být fytohormony, jako je kyselina salicylová, 

kyselina jasmonová, ethylen nebo brassinosteroidy (Noctor et al., 2018; Talaat, 2019).  

V neposlední řadě je akumulace ROS v organismu spojená s aktivací významných 

obranných, ale i vývojových signalizačních drah, jako je například aktivace mitogen-

aktivovaných protein kinásových kaskád (Smékalová et al., 2014). 

Významná role ROS taktéž spočívá v jejich zapojení do řady vývojových procesů, 

zejména do jejich regulace (Singh et al., 2016).  Například: klíčení semen (Müller et al., 

2009), prodlužování pylové láčky (Cárdenas et al., 2006; Chen a Yang, 2020), lignifikace 

(Denness et al., 2011), kontrola stárnutí buněk a buněčné smrti (Chen et al., 2012) nebo 
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růst kořenových vlásků (Kuběnová et al., 2022). ROS jsou také součástí vysoce 

koordinovaného procesu tvorby laterálních kořenů, kde hrají důležitou signální roli při 

jejich zakládání společně s rostlinným hormonem auxinem. Zde mají ROS za úlohu 

degradovat nebo alespoň částečně modifikovat středovou lamelu v primordiu laterálního 

kořene (Orman-Ligeza et al., 2016).  

 Právě proces růstu kořenových vlásků pak patří mezi nejlépe prozkoumané děje 

v souvislosti s vývojovou funkcí ROS, jejichž produkce je spojena s RBOH, konkrétně  

s RBOHC isoformou (Monshausen et al., 2009; Kuběnová et al., 2022). Tímto způsobem 

vzniklé ROS jsou nezbytné k aktivaci a přísunu Ca2+ do buňky. Tyto molekuly jsou 

nezbytné pro elongaci buněk v kořenových vláscích a jejich správný růst (Mangano et al., 

2017). 

 

2.2 Základní charakteristika rostlinné antioxidační obrany 

Vzhledem k tomu, že ROS musí být v organismu udržovány v určité fyziologické 

koncentraci, bylo zcela nezbytné, aby si rostliny vyvinuly specializované mechanismy, 

kterými by jejich tvorbu a následnou degradaci mohly regulovat. Tento evoluční 

požadavek dal za vznik řadě specifických enzymů a tvorbě celé řady nízkomolekulárních 

látek, které společně vytváří mechanismus známý jako antioxidační obrana. Ta může být 

z pohledu její vlastnosti dělena do dvou skupin (Bellegarde et al., 2019). 

První skupinou je neenzymatická obrana, kam řadíme především metabolity jako 

jsou tokoferoly, alkaloidy, kyselina askorbová, glutathion, karotenoidy, vitamin E, 

vitamin D a taktéž i různé fenolické sloučeniny, jako taniny a flavonoidy (Conklin et al., 

1996; Creissen et al., 1999; Karuppanapandian et al., 2011; Zechmann, 2018). 

Druhou část poté vytváří enzymatická obrana, jejíž hlavními zástupci jsou enzymy 

zapojené do askorbát-glutationového cyklu: askorbát peroxidasa (APX, EC 1.11.1.1), 

monodehydroaskorbát reduktasa (MDHAR, EC 1.6.5.4), dehydroaskorbát reduktasa 

(DHAR EC 1.8.5.1) a glutathion reduktasa (GR, EC 1.6.4.2). V tomto cyklu je H2O2 

redukován pomocí APX a kyseliny askorbové, a tím vzniká monodehydroaskorbát 

(MDHA) anebo až dehydroaskorbát (DHA). MDHA se může následně regenerovat na 

kyselinu askorbovou skrze enzymatickou katalýzu pomocí MDHAR, zatímco DHA je 

regenerována na kyselinu askorbovou skrze DHAR (Obrázek 3). Jako energetické 

platidlo reakce katalyzovanou DHAR je využíván redukovaný glutathion, který je opět 

regenerován pomocí GR, čímž je celý cyklus uzavřen (Obrázek 3). Celý tento proces, se 
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taktéž označuje jako Foyer-Asada-Halliwellový cyklus (Apel a Hirt, 2004; Asada 2006; 

Mhamdi et al., 2010).  

 

Obrázek 3: Schématické znázornění askorbát-glutationového cyklu. Zkratky: askorbová kyselina 

(ASC); askorbát peroxidasa (APX); dehydroaskorbát (DHA); dehydroaskorbát reduktasa 

(DHAR); glutation (GSH); glutation disulfid (GSSG); glutathion reduktasa (GR); 

monodehydroaskorbát (MDHA); monodehydroaskorbát reduktasa (MDHAR). Převzato  

a upraveno z Locato et al., (2013). 

 

Nezastupitelnou roli v antioxidační obraně hrají již dříve zmíněné enzymy známé 

jako katalasy, které katalyzují přímý rozklad H2O2 na H2O a O2. U rostlin se katalasy dělí 

na tři různé třídy. První třída je lokalizována v listech, druhá v cévních svazcích a třetí, 

tedy i poslední třída, se nachází především v reprodukčních pletivech a následně 

semenech (Mhamdi et al., 2010).  

Mezi zcela esenciální součást enzymatické antioxidační obrany se pak řadí SOD, 

kterým je v této práci věnována samostatná kapitola 2.2.1. 

 

2.2.1 Charakterizace superoxiddismutas u rostlin  

Tuto skupinu metaloenzymů, označovaných jako SOD, řadíme mezi hlavní představitele 

antioxidační obrany. Byly objevené roku 1969 v hovězích erytrocytech (McCord  

a Fridovich, 1969). Při tomto experimentu bylo prokázáno, že právě tyto enzymy 

katalyzují dismutaci nebezpečného O2
•- na H2O2 a O2. Přítomnost těchto enzymů byla 

následně prokázána i u prokaryot, cyanobakterií a dalších eukaryot (Pilon et al., 2011; 

Dreyer a Schippers, 2019).  

SOD rozlišujeme na několik skupin podle toho, jaký mají ve své struktuře vázaný 

kovový iont. Tímto kovem může být měď, zinek, železo, mangan, nebo nikl (Pilon et al., 

2011). Na základě těchto vlastností byly SOD rozřazeny do čtyř skupin. Konkrétně jimi 
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jsou: Cu/ZnSOD, FeSOD, MnSOD, či NiSOD objevená u bakterií, nikoli však u vyšších 

rostlin (Kim et al., 1996; Pilon et al., 2011). 

Modelová rostlina Arabidopsis thaliana obsahuje ve svém genomu osm genů pro 

SOD (Kliebenstein et al., 1998). Skupinu Cu/ZnSOD (CSD) tvoří právě tři geny: CSD1, 

CSD2 a CSD3. CSD1 se nacházejí v cytosolu (Pilon et al., 2011), CSD2 v chloroplastu, 

konkrétně na tylakoidní membráně (Kleffmann et al., 2004; Myouga et al., 2008) a CSD3 

jsou lokalizované v peroxisomech (Kliebenstein et al., 1998). FeSOD (FSD) skupina je 

rovněž zastoupena třemi geny, označované jako FSD1, FSD2 a FSD3. Pro FSD 

isoenzymy je typické, že se převážně pojí s přítomností v chloroplastech (Myouga et al., 

2008; Kuo et al., 2013). Výjimku však tvoří FSD1, která se nenachází pouze ve stromě 

chloroplastu, ale i v jádře a cytoplazmě (Myouga et al., 2008; Dvořák et al., 2021a). 

Poslední skupinu poté tvoří MnSOD (MSD), které v této rostlině, zastupují dvě isoformy. 

Lokalizace MSD1 je spojena s přítomností v mitochondriích (Morgan et al., 2008), 

zatímco nově objevená MSD2 je exkluzivně lokalizovaná v apoplastu, jakožto jediný 

známý zástupce SOD u A. thaliana (Chen et al., 2022). Tato rozdílná lokalizace 

jednotlivých SOD je spjata i s rozdílnou funkcí a vyzdvihuje jejich význam pro určitý 

buněčný kompartment (Pilon et al., 2011; Gallie a Chen, 2019). 

SOD mohou být cílem různých dalších posttranslačních modifikací. Příkladem 

mohou být: fosforylace, glutathionylace, nitrace nebo i glykace s dopadem na jejich 

stabilitu nebo lokalizaci. Tyto procesy mohou mít také vliv na proteinovou aktivitu SOD, 

kdy může dojít ke zvýšení či snížení aktivity, nebo dokonce i k úplné inaktivaci 

(Yamakura a Kawasaki, 2010; Banks a Andersen, 2019). Právě účinek S-nitrosylace  

a nitrace tyrosinu byl testován na rekombinantních A. thaliana SOD působením  

S-nitrosoglutathionu a peroxynitritu. Výsledky ukázaly, že S-nitrosylace nemá žádný 

významný vliv na aktivitu rekombinantních enzymů. Tyrosinová nitrace poté vedla  

u MSD1 k drastickému snížení aktivity. Mírným snížením se rovněž projevovaly i CSD3 

a FSD3 (Holzmeister et al., 2015). 

Samotná exprese SOD je rovněž ovlivňována stresovými faktory. Vzhledem 

k tomu, že jsou SOD úzce spjaty s ROS, jsou tedy i samotné SOD zapojeny do 

signalizačních drah (Foyer a Noctor, 2009; Huang et al., 2016). Příkladem může být 

signalizace spojená s klíčením a dormancí semen (El-Maarouf-Bouteau a Bailly, 2008, 

Morgan et al., 2008). 
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2.2.2 Cu/ZnSOD u Arabidopsis thaliana  

Cu/ZnSOD byla objevená jako první u rostlin. Konkrétně byla nalezena v semenech 

hrachu (Sawada et al., 1972). U těchto SOD zastupuje katalytickou úlohu kovový 

kofaktor Cu2+. Atom Zn2+ má zase vliv na stabilitu struktury a na udržování aktivity 

enzymu (Forman a Fridovich, 1973). 

Regulace CSD genů je řízena několika způsoby, a to jak na transkripční, tak i na 

translační úrovni. Především je regulována dostupností Cu2+, kdy při jejím nedostatku je 

směřována do sloučenin, jako je plastocyanin a cytochrom-c oxidasa (COX, EC 1.9.3.1; 

Burkhead et al., 2009; Cohu et al., 2009; Pilon, 2017). Právě Cu2+ má vliv na elektronový 

transport během fotosyntézy, buněčné dýchání a rovněž se podílí na zvýšené toleranci 

proti oxidačnímu stresu (Zhou et al., 2016). Z těchto důvodů musí být Cu2+ v rostlině 

udržována v určitých fyziologických koncentracích (0,01–10 μmol·dm-3 pro A. thaliana). 

Naopak vysoké hladiny Cu2+ (50 μmol·dm-3 a vyšší) mohou být pro buňku toxické 

(Lequeux et al., 2010). Způsobují inhibici růstu kořenů a syntézy chlorofylu, dále 

sníženou funkci fotosystému II a v neposlední řadě také tvorbu nadměrného množství 

ROS v chloroplastu. Nízké koncentrace (nižší než 0,01 μmol·dm-3) pak vyvolávají 

redukci transportu elektronů během fotosyntézy nebo rozpad thylakoidní membrány 

(Abdel-Ghany a Pilon, 2008). V případě nízké koncentrační dostupnosti Cu2+ dochází  

k potlačení exprese CSD1 a CSD2 na úkor ochrany funkčnosti plastochinonu a dalších 

esenciálních enzymů. Zároveň při tomto procesu dochází ke zvyšování exprese FSD1. 

CSD1 v cytosolu a CSD2 v chloroplastech je nahrazena FSD1, a to vše je řízeno pomocí 

transkripčního faktoru SQUAMOSA promoter-binding protein-like 7 (Yamasaki et al., 

2009; Abdel-Ghany a Pilon, 2008; Cohu et al., 2009), jehož úloha bude samostatně 

diskutována v kapitole 2.3.  

Jako důležitý článek regulace CSD isoenzymů vystupují chaperonové proteiny, 

které se podílejí na jejich posttranslační aktivaci. Tyto proteiny, známé jako „copper 

chaperone for SOD1“ (CCS, Abdel-Ghany et al., 2005), jsou důležité zejména při aktivaci 

CSD apoenzymu. CCS interaguje s CSD a tím pomáhá se začleňování Cu2+ do struktury 

aktivního místa těchto enzymů. CCS jsou také dále zodpovědné za katalýzu tvorby 

disulfidových vazeb (Huang et al., 2012). 

U rostliny A. thaliana byla vyšší aktivita CSD pozorovaná po napadnutí 

patogenem (Kliebenstein et al., 1999), ale i ve spojení s působením těžkých kovů, 

konkrétně arseničnanu draselného (Abercrombie et al., 2008), nebo v souvislosti se 
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stresem ze sucha (Jung, 2004). U inzerčních mutantů csd2 T-DNA, známých jako KD-

SOD, byl zaznamenán jak potlačený růst, tak i rychlost fotosyntézy, nižší hladiny 

chlorofylu a přecitlivělost na světlo (Rizhsky et al., 2003). 

 

2.2.3 FeSOD u Arabidopsis thaliana  

Jako poslední byla objevena FeSOD v listech Ginkgo biloba (Duke a Salin, 1985)  

a to i přesto, že se jedná o vývojově nejstarší skupinu SOD, která má ve své struktuře 

vázaný kovový atom Fe2+ (Pilon et al., 2011). Jak již bylo zmíněno, genom A. thaliana 

obsahuje tři geny pro FSD (FSD1, FSD2 a FSD3), které se od sebe odlišují v mnoha 

směrech. Společným znakem je především lokalizace v chloroplastech. Výjimku však 

tvoří nejhojněji zastoupená SOD u A. thaliana, FSD1, která se zároveň vyskytuje i v jádře 

a cytoplazmě (Myouga et al., 2008; Dvořák et al., 2021a). FSD1 se taktéž od ostatních 

FSD isoforem liší ve zvýšené míře exprese. Její exprese je až 10krát vyšší než u FSD2  

a FSD3 (Pilon et al., 2011). 

FSD2 a FSD3 mají kromě úlohy odbourávat O2
•- i významnou funkci ve vývoji 

rostliny. Konkrétně mají nenahraditelnou úlohu při vývoji plastidů. Tyto dvě isoformy 

vytváří heterodimér, který zvyšuje efektivitu odbourávání O2
•- v době světelné fáze 

fotosyntézy. Mutantní linie fsd2 a fsd3 vykazovaly výrazný fenotyp nazývaný jako „pale 

green phenotype“ a tedy disponovali výrazně sníženým množstvím chlorofylu za 

standartních podmínek. Následnou přípravou dvojitého mutanta fsd2/fsd3 došlo k úplné 

ztrátě pigmentace a tento mutant nebyl schopen přežívat a reprodukovat se (Myouga  

et al., 2008). Individuální fsd2 a fsd3 mutantní rostliny byly také vysoce citlivé na 

oxidační stres a disponovaly tak zvýšenou hladinou ROS. Opačný efekt, vyšší tolerance 

k oxidativnímu stresu, byl pozorován u transgenních linií, které cíleně nadexprimovaly 

geny FSD2 a FSD3 (Myouga et al., 2008). 

Na druhé straně první provedená fenotypová analýza fsd1 mutantů neprokázala 

žádné významnější fenotypové projevy v nadzemní části rostliny, a to ani po zvýšeném 

osvětlení nebo indukovaném oxidačním stresu (Myouga et al., 2008). Nicméně při 

následných studiích těchto linií se zjistilo, že fsd1 mutanti disponují sníženým počtem 

laterálních kořenů, což naznačuje zapojení FSD1 do jejich vývoje (Dvořák et al., 2021a). 

Nejnovější studie, provedená na fsd1 mutantech, se zaměřila na charakterizaci role FSD1 

v chloroplastech. Bylo zjištěno, že fsd1 mutanti byli výrazně citlivější na indukovaný 

oxidační stres pomocí methyl viologenu (MV, známý jako paraquat), jehož aplikace vede 
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k cílené produkci O2
•- právě v chloroplastech. Nicméně tento fenotypový projev fsd1 

mutantů byl přítomný pouze za podmínek nízké koncentrace Cu2+ v médiu, kdy mutanti 

fsd1 disponují nižší schopností rozkládat O2
•- (Melicher et al., 2022). Naopak při vyšších 

koncentracích Cu2+ v médiu fsd1 mutanti nevykazovali dříve pozorované fenotypové 

projevy v porovnání s divokým typem. Tyto experimenty potvrdily, že abundance a s ní 

spojená funkce FSD1 v chloroplastech je tedy striktně závislá na koncentračním 

gradientu Cu2+ a při vyšších koncentracích je její abundance/funkce nahrazována za 

CSD2 (Melicher et al., 2022). 

Přesný mechanismus aktivace FSD není zatím zcela jasný (Burkhead et al., 2009; 

Dreyer a Schippers, 2019). Známé však je, že aktivita FSD1 souvisí nejen  

s CHAPERONINEM 20 lokalizovaným v chloroplastech (Kuo et al., 2013), ale také 

s dalšími faktory, ovlivňující expresi a aktivitu FSD1. Těmito hlavními faktory jsou 

dostupnost Fe2+ (Waters et al., 2012), Cu2+ (Cohu et al., 2009), dusíku (Mermod et al., 

2019) a sacharosy (Dugas a Bartel, 2008). Bylo dokázáno, že mezi Fe2+ a Cu2+ existuje 

vzájemné ovlivňování exprese SOD isoforem (Waters et al., 2012).  

Exprese FSD isoforem je úzce spojena nejen s reakcí na oxidační stres, ale i na 

další formy stresu, kterými jsou: teplo, chlad nebo zasolení. Zde je však exprese FSD1 

závislá na ekotypu rostliny A. thaliana (Filiz et al., 2019). 

 

2.2.4 MnSOD u Arabidopsis thaliana  

MnSOD váže v aktivním místě atom Mn2+ (Alscher et al., 2002). Jedná se  

o důležitý enzym, který se podílí na ochraně rostliny proti stresu ze sucha (Wang et al., 

2005), zasolení (Wang et al., 2007) či chladu (Van Breusegem et al., 1999). Poprvé byla 

MnSOD pozorována v listech hrachu (Sevilla et al., 1980). U modelové rostliny  

A. thaliana je zastoupena ve dvou variantách (MSD1, MSD2, Chen et al., 2022). 

MSD1 je úzce spjata s mitochondriálními funkcemi, s cyklem trikarboxylových 

kyselin, a je rovněž zapojena do kořenového vývoje. Toto potvrdily studie s MSD1-RNAi 

liniemi. Tyto linie se prokazovaly zpomaleným růstem kořenů, defekty v mitochondriální 

redoxní rovnováze a v inhibici cyklu trikarboxylových kyselin (Morgan et al., 2008). 

Další důležitá úloha MSD1 je udržování homeostázy ROS při gametogenezi. Je vysoce 

exprimována během gametogeneze a koreluje se vzorem mitochondriálního O2
•- (Martin 

et al., 2013). 
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Na rozdíl od dříve definovaných SOD, MSD2 obsahuje ve své struktuře 

signalizační peptid s lokalizačním signálem do apoplastu. Je tedy pravděpodobné, že se 

bude podílet na dismutaci O2
•-, produkovaného prostřednictvím RBOH. Bylo zjištěno, že 

hladina exprese MSD2 je ovlivněna světelnými podmínkami (Chen et al., 2022). Světlo 

ovlivňuje růst kořenů, tvorbu laterálních kořenů a tvorbu kořenových vlásků, stejně jako 

gravitropní odezvy kořenů (van Gelderen et al., 2018). Prokázalo se, že hladiny exprese 

MSD2 jsou nízké na světle, ale vysoce indukované v kořenech etiolovaných semenáčků. 

Specifická analýza kořenů mutantů msd2 rovněž prokázala, že MSD2 moduluje distribuci 

ROS a ovlivňuje stavbu kořenů v etiolovaných semenáčcích. Velikost meristematických 

a elongačních zón se významně nelišila mezi sazenicemi divokého typu a msd2, ale 

elongační zóna se zvýšila u mutantů ve srovnání s divokým typem u sazenic pěstovaných 

ve tmě. MSD2 má tedy potenciál působit jako důležitý mediátor spojující světelné 

podmínky s morfogenezí kořenů (Chen et al., 2022). 

 

2.2.5 SOD u Medicaga sativa  

Tato dvouděložná rostlina, tolice vojtěška (Medicago sativa L.), spadající do čeledi 

bobovité (Fabaceae), se řadí mezi hospodářsky významné pícniny, které hrají významnou 

roli v zemědělství především jako krmivo pro hospodářská zvířata. M. sativa disponuje 

vysokým obsahem bílkovin, antioxidantů, minerálů, enzymů a vitamínů A, C, K a E  

(Bora a Sharma, 2011). Kromě toho se také používá pro výrobu biopaliva, pro ochranu 

půdy jako přírodní fytoremediace a pro výrobu farmaceutických sloučenin  

a průmyslových enzymů (Kumar et al., 2018). V současné době patří M. sativa spolu 

s Medicago truncatula (jakožto modelová rostlina) mezi hojně zkoumané víceleté 

rostliny (Young et al., 2005). 

V posledních letech byly SOD zkoumány nejen u A. thaliana, ale i u mnoha 

dalších rostlinných druhů, kterými jsou například: topol chlupatoplodý (Populus 

trichocarpa; Molina-Rueda et al., 2013), rýže setá (Oryza sativa; Nath et al., 2014), rajče 

jedlé (Solanum lycopersicum; Feng et al., 2016), kukmák sklepní (Volvariella volvacea; 

Yan et al., 2016) nebo okurka setá (Cucumis sativus; Zhou et al., 2017). 

Nové studie se i nadále zaměřují především na rostlinu M. truncatula, která je 

využívána jako modelový organismus (Tang et al., 2014). Využívá se především z toho 

důvodu, že současné databáze zaměřující se na rostlinu M. sativa, nelze považovat za 

https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-018-1373-1#ref-CR19
https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-018-1373-1#ref-CR20
https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-018-1373-1#ref-CR4
https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-018-1373-1#ref-CR30
https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-018-1373-1#ref-CR34
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zcela důvěryhodné. A to i přes to, že již disponují přečtenými sekvencemi genomu 

rostliny M. sativa (Hrbáčková et al., 2020; Shen et al., 2020). 

Výsledky studií pro rostlinu M. truncatula prokázaly, že se skládá z osmi 

chromozomů a velikost genomu je 465 Mbp (Young et al., 2011). Ze 47845 genů u ní 

bylo identifikováno a charakterizováno celkem 7 genů pro MtSOD, kódující 1 MnSOD 

(MtMSD), 2 FeSOD (MtFSD1, MtFSD2) a 4 Cu/ZnSOD (MtCSD1, MtCSD2, MtCSD3  

a MtCSD4), které jsou nerovnoměrně distribuovány v pěti z osmi chromozomů. Přičemž 

chromozom číslo 3 a 4 distribuoval vždy dva geny a chromozom 1, 6 a 7 pouze jeden gen 

(Song et al., 2018).  

Těchto 7 MtSOD genů v genomu M. truncatula jsou exprimovány především  

v listech rostliny, kde se prokázala zvýšená exprese MtCSD3, MtFSD1 a MtFSD2 genů, 

což dokazuje, že SOD jsou zásadním enzymem při vychytávání ROS vytvořených 

fotosyntézou (Wang et al., 2017; Zhang et al., 2016). Další exprese byla prokázána 

v semenech, ale také v kořenových uzlinách, kde byla přítomna v rané fázi nodulace 

vysoká transkripce MtCSD1 a následně i MtCSD4 a MtMSD (Obrázek 4; Song et al., 

2018). 

 

 

Obrázek 4: Profily exprese genů MtSOD v různých vývojových stádiích. Převzato a upraveno ze 

Song et al., (2018). A – Stonkový systém. B – Kořenový systém. Barevná stupnice představuje 

hodnoty log signálu. Zkratky: dny po opylení (dpo). 
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I u rostliny M. truncatula mají tyto geny klíčovou roli při stresové reakci a jsou 

tak rozdílně exprimovány při ošetření solí, suchem či chladem (Song et al., 2017; Zhou 

et al., 2017). Při solném stresu se většina MtSOD genů prokazuje sníženou expresí. 

Výjimkou jsou geny MtCSD1, MtCSD2 a MtCSD4, jejichž snížená exprese se projevuje 

se značnou prodlevou. Obdobně je tomu i při stresu ze sucha, zatímco stres chladem 

způsobuje významně sníženou expresi bez rozdílu u všech genů MtSOD (Song et al., 

2018). 

Další studie prokázaly, že exprese jednotlivých transgenů SOD (cDNA mit-

MnSOD a chl-MnSOD rostliny Nicotiana plumbaginifolia) zlepšuje nejen produkci 

biomasy, přičemž transgenní rostliny mají větší výhonky, korunky a kořenové systémy 

ve srovnání s netransgenními kontrolami, ale také zlepšuje jejich toleranci vůči různým 

typům stresu (Samis et al., 2002).  

Například rostliny transgenní vojtěšky (M. sativa L.) nadexprimující MnSOD 

(opět z rostliny Nicotiana plumbaginifolia) disponovaly větší biomasou a zároveň měly 

zvýšenou vitalitu po působení mrazového stresu a také lépe přežívaly v zimě v polních 

podmínkách (McKersie et al., 1996, 1997, 1999). Další výzkumy se poté zaměřily na 

transgenní rostliny se nadexpresí FeSOD. Ty sice prokázaly zvýšenou aktivitu FeSOD  

a vyvolanou expresi dalších genů spojených s odolností transgenních rostlin při testování 

v chladových podmínkách, ale překvapivě se neprokázalo, že by účinek transgenu 

FeSOD zlepšil toleranci vůči oxidativnímu stresu (McKersie et al., 1996, 2000). 

 

2.3 Základní charakterizace transkripčních faktorů SQUAMOSA promoter-

binding protein-like  

Jedním ze základních znaků transkripční faktorů známých jako SQUAMOSA promoter-

binding protein-like (SPL) je přítomnost a konzervovaná úloha u rostlin,  

u nichž jsou zastoupeny v různém počtu (Guo et al., 2008; Preston a Hileman, 2013). 

Například Hordeum vulgare L., známý jako ječmen setý, obsahuje 17 genů kódujících 

SPL (Tripathi et al., 2018), zatímco u rýže (Oryza sativa L.) je jich přítomno 19 (Chen  

et al., 2010). Nicméně mezi nejlépe prostudovanou rostlinu, co se funkce SPL týče, patří 

A. thaliana, která disponuje 17 geny kódující SPL. Relativně nedávné studie na této 

modelové rostlině ukázaly, že část těchto genů je duplicitní a sdílí stejnou jak 

nukleotidovou, tak následně aminokyselinovou sekvenci (Liu et al., 2016). Jedná se o dvě 

https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-018-1373-1#ref-CR23
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dvojice genů/proteinových produktů, kterými jsou SPL13A a SPL13B, SPL10 a SPL11 

(Yang et al., 2008; Liu et al., 2016). 

I přesto, že všechny SPL obsahují vysoce konzervovanou SBP (SQUAMOSA 

binding protein) doménu, jsou SPL rozřazeny do několika skupin na základě jejich další 

struktury a aminokyselinové sekvence (Kropat et al., 2005; Yang et al., 2008). První 

skupinu u A. thaliana tvoří velké SPL, složené z: SPL1, SPL7, SPL12, SPL14 a SPL16, 

obsahující C-terminální transmembránovou doménu (Chao et al., 2017). Druhou 

skupinou jsou poté malé SPL (SPL2-6, SPL8-11, SPL 13 a SPL15), které mají jednodušší 

strukturu a aminokyselinovou sekvenci menší než 500 aminokyselin (Letunic a Bork, 

2018).  

SBP doména, která je typickým prvkem těchto transkripčních faktorů, bývá 

tvořena 76 aminokyselinami a taktéž je zodpovědná za jaderný import. Zároveň je 

zodpovědná za vazbu na DNA, a to konkrétně do specifické oblasti promotoru cílových 

genů obsahujících GTAC motiv (Birkenbihl et al., 2005). Tuto vazbu zprostředkovávají 

dvě struktury: Zn-1 a Zn-2. Tyto struktury, podobné zinkovým prstům, jsou esenciální 

pro vytvoření efektivní vazby DNA (Yamasaki et al., 2004; Birkenbihl et al., 2005). 

Všechny SPL jsou zapojeny do celé řady buněčných pochodů (Yamasaki  

et al., 2004). Jedna z jejich hlavních funkcí je změna vegetativní fáze, iniciace tvorby 

listů nebo regulace tvorby květu a kořene (Si et al., 2016; Jorgensen a Preston, 2014; 

Garcia-Molina et al., 2014). Rovněž pletivová specifická exprese SPL genů sehrává 

důležitou úlohu během růstu a vývoje rostlin (Preston a Hileman, 2013). Tento děj je 

spojován především s regulací transkripce MCM1, AGAMOUS, DEFICIENS, SRF 

(MADS)-box genů (Cardon et al., 1999; Birkenbihl et al., 2005; Yamaguchi et al., 2009).  

Další významná úloha SPL je zaznamenána také v souvislosti s odpovědí na stresové 

podmínky (Chao et al., 2017).  

 

2.3.1 Úloha SPL7 u Arabidopsis thaliana 

Mezi nejlépe prostudované členy této početné rodiny transkripčních faktorů patří SPL7. 

Pro tento gen je charakteristické, že se hladina jeho transkriptu v rostlině postupně 

zvyšuje. Tento proces souvisí s vývojem rostliny, přičemž k největší expresi dochází 

v období kvetení (Garcia-Molina et al., 2014; Jorgensen a Preston, 2014). Další oblastí 

produkce a vyšší akumulace mRNA SPL7 je stonek a kořen. Právě v kořeni se projevila 
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specifická exprese ve vyvíjejících se primordiích laterálních kořenů (Yamasaki  

et al., 2009; Araki et al., 2018).  

Detailní mikroskopická analýza semenáčků, které exprimovaly fúzně značený 

SPL7 se zeleným fluorescenčním proteinem (GFP), ukázala přítomnost GFP-SPL7  

v jádře, v okolí plazmatické membrány a endoplazmatického retikula (Garcia-Molina  

et al., 2014).  

SPL7 je zapojen do regulace exprese MIR genů (miRNA). Jedná se jak o MIR398 

a MIR408, které jsou exprimovány všudypřítomně, tak i o MIR397 a MIR857, jejichž 

exprese je zaznamenána především ve vaskulatuře (Yamasaki et al., 2009). Jejich genové 

produkty brání expresi nejen zmíněné CSD, ale i dalších neesenciálních genů, kódujících 

proteiny bohaté na Cu2+ (Abdel-Ghany a Pilon, 2008; German et al., 2008; Yamasaki  

et al., 2009).  

SPL7 je úzce spojené se signalizací světla a mědi prostřednictvím interakce  

s ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5; Zhang et al., 2014; Saini et al., 2020) a se 

schopností reagovat na teplotní stres (Wu et al., 2019). HY5 reguluje MIR408 přímou 

interakcí s jeho promotorem. Další exprese MIR genů je poté u rostliny A. thaliana 

indukována sacharózou (MIR398), tepelným šokem (MIR398) a ošetřením chladem 

(MIR397; Dugas a Bartel, 2008; Guan et al., 2013)  

SPL7 je především spojena s regulací antioxidační obrany některých genů SOD. 

Jak již bylo zmíněno, SPL7 reguluje tři geny (CSD1, CSD2 a FSD1), a to jak na 

transkripční, tak i na posttranskripční úrovni tak, že při nízkých koncentracích Cu2+ 

spouští SPL7 transkripci FSD1 a MIR398 (Obrázek 5). Při nízkých koncentracích Cu2+ 

dochází k silné expresi SPL7, který se následně váže do promotorových sekvencí FSD1 

a MIR398, které obsahují ve své struktuře několikanásobně GTCA motiv. To má za 

následek spuštění silné exprese těchto genů vedoucí k vysoké abundanci FSD1 proteinu 

a MIR398. MIR398 následně specificky blokuje produkci CSD isoenzymů, což vede 

k drastickému snížení jejich abundance. V opačném případě, tedy za podmínek nízké 

dostupnosti Cu2+, nedochází k expresi SPL7, a tedy nenastává aktivace exprese FSD1  

a MIR398 genů, což vede ke zvýšení abundance CSD isoenzymů (Yamasaki et al., 2009). 
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Obrázek 5: Schematicky znázorněná regulace SOD exprese prostřednictvím SPL7. Nízké 

koncentrace mědi: SPL7 aktivuje transkripci miRNA398, která dále snižuje abundanci CSD1  

a CSD2 a zvyšuje expresi FSD1 tím, že se váže přímo do jejich promotorové sekvence. Vysoké 

koncentrace mědi: SPL7 není přítomná, čímž nedochází k blokování CSD1 a CSD2 a taktéž 

nedochází k expresy expresi FSD1. CSD1 – Cu/ZnSOD ležící v cytosolu; CSD2 – Cu/ZnSOD 

ležící v chloroplastech; FSD1 – FeSOD1; SPL7 – SQUAMOSA promoter-bindidng protein-like7. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Biologický materiál 

• Arabidopsis thaliana: ekotyp Columbia (Col-0; semena divokého typu) 

• M. sativa cv. Regen-SY (Bingham, 1991), semena divokého typu 

• Nicotiana bethamiana, semena divokého typu 

• Agrobacterim tumfaciens kmen GV3101 (Lifeasible; ACC-100) nesoucí 

konstrukt pCSD1-gCSD1::eGFP:3´UTR-CSD1 

3.2 Chemikálie 

• 2-merkaptoethanol (Sigma Aldrich, kat. č. M6250) 

• 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonová kyselina (HEPES; Sigma Aldrich, 

kat. č. H3375) 

• Acetosyringon (Sigma Aldrich, D134406) 

• Akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid, 40%, 37,5:1 (BioRad, kat. č. 1610148) 

• cOmplete Protease Inhibitor Cocktail (cOmplete; Roche, kat. č. 11697498001) 

• Dihydrát disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na2EDTA; Sigma 

Aldrich, kat. č. E5134) 

• Dihydrát molybdenanu sodného (NaMoO4·2H2O; Sigma Aldrich, kat. č. M1651) 

• Dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4; Sigma Aldrich, kat. č. P8416) 

• Dihydrogenfosforečnan sodný (NaH2PO4; Sigma Aldrich, kat. č. S8282) 

• Dithiothreitol (DTT; Sigma Aldrich, kat. č. D0632) 

• Dodecylsíran sodný (SDS; Sigma Aldrich, kat. č. L3771) 

• Draselná sůl kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové (MES; Duchefa 

Biochemie, kat. č. M1503) 

• Dusičnan amonný (NH4NO3; Sigma Aldrich, kat. č. A9642) 

• Dusičnan draselný (KNO3; Sigma Aldrich, kat. č.: P8394) 

• Ethylen glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraoctová kyselina (EGTA; 

Sigma Aldrich, E3889) 

• Ethanol (C2H5OH; Sigma Aldrich, kat. č. 493546) 

• Fluorid sodný (NaF; Sigma Aldrich, kat. č. 201154) 

• Gellan Gum (Alfa Aesar, kat. č. Y28C036) 

• Glycerol (Sigma Aldrich, kat. č. G5516) 

• Glycin (Sigma Aldrich, kat. č. G8898) 
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• Heptahydrát síranu hořečnatého (MgSO4·7H2O; Sigma Aldrich, kat. č. 230391) 

• Heptahydrát síranu zinečnatého (ZnSO4·7H2O; Sigma Aldrich, kat. č. Z0251) 

• Heptahydrát síranu železnatého (FeSO4·7H2O; Sigma Aldrich, kat. č. F8633) 

• Hexahydrát chloridu kobaltnatého (CoCl2·6H2O; Sigma Aldrich, kat. č. 769495) 

• Hovězí sérový albumin (BSA, Bovine serum albumin; Sigma Aldrich, kat. č. 

A2153) 

• Hydroxid draselný (KOH; Sigma Aldrich, kat. č. 60130) 

• Hydroxid sodný (NaOH; Sigma Aldrich, kat. č. S8045) 

• Chlorid hořečnatý (MgCl2; Sigma Aldrich, M8266) 

• Chlorid nitrotetrazoliové modři (NBT; Sigma Aldrich, kat. č. N6876) 

• Chlorid sodný (NaCl; Sigma Aldrich, kat. č. 31434) 

• Chlorid vápenatý (CaCl2; Sigma Aldrich, kat. č. C2661) 

• Isopropanol (Sigma Aldrich, kat. č. 278475) 

• Jodid draselný (KI; Sigma Aldrich, kat. č. 60399) 

• Kyanid draselný (KCN; Sigma Aldrich, kat. č. 31252) 

• Kyselina boritá (H3BO3; Sigma Aldrich, kat. č. B7901) 

• Kyselina chlorovodíková (HCl; Sigma Aldrich, kat. č. 30721) 

• Kyselina L-askorbová (Sigma Aldrich, kat. č. A92902) 

• Kyselina nikotinová (Sigma Aldrich, kat. č. N4126) 

• Kyselina octová (Sigma-Aldrich, kat. č. 45726) 

• Laemliho pufr, 4X (BioRad, kat. č. 1610747) 

• LB Broth (Miller; Sigma Aldrich, kat. č. L3522) 

• Methanol (Sigma Aldrich, kat. č. 34860) 

• Monohydrát síranu manganatého (MnSO4·6H2O; Sigma Aldrich, kat. č. M8179) 

• Myo-Inositol (Sigma Aldrich, kat. č. I5125) 

• N,N,N′,N′-tetramethylethylendiamin (TEMED; Sigma Aldrich, kat. č. T9281) 

• Odtučněné sušené mléko, Blotting Grade Blocker (BioRad, kat. č. 1706404) 

• Pentahydrát síranu měďnatého (CuSO4·5H2O; Duchefa Biochemie, kat. č. C0508) 

• Peroxid vodíku (H2O2; Sigma-Aldrich, kat. č. 216763)  

• Peroxodisíran amonný (APS; Sigma Aldrich, kat. č. A3678) 

• Ponceau S (Sigma Aldrich, kat. č. 78376) 

• Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad, kat. č. 1610374) 
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• Protein Assay Dye Reagent Concentrate, 5X (Bradfordovo činidlo; BioRad, kat. 

č. 5000006) 

• Pyridoxin hydrochlorid (Sigma Aldrich, kat. č. P9755) 

• Riboflavin (Applichem, kat. č. A0968,0010) 

• Rifampicin (Duchefa; R0146.0005) 

• Sacharosa (Sigma Aldrich, kat. č. S8501) 

• Spektinomycin (Duchefa Biochemie; 007179.06) 

• Tekutý dusík (Messer Technogas, Česká Republika) 

• Tetrahydrát dusičnanu vápenatého (Ca (NO3)2·4H2O; Sigma Aldrich, kat. č. 

C1396) 

• Tetrahydrát chloridu manganatého (MnCl2·4H2O; Sigma Aldrich, kat. č. M3634) 

• Thiamin hydrochlorid (Sigma Aldrich, kat. č. T4625) 

• Tris(hydoxymetyl)aminometán (Tris) (Sigma-Aldrich, USA) 

• Tween 20 (Sigma Aldrich, kat. č. P1379) 

3.3 Roztoky a média 

APS, 10% (w/v): 

• 0,2 g APS 

• Doplnit do objemu 2 ml deionizovanou vodou 

E pufr (200 ml): 

• 8,396 mg NaF 

• 2,38 g HEPES, pH 7,8 (NaOH) 

• 0,86 g NaCl 

• 76 mg EGTA 

• 19,04 mg MgCl2 

• 20 ml glycerol 

• Doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou 

• 20 tablet cOmplete 

• 200 µl DTT, 1 mol·dm-3 
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Elektroforetický pufr, pro SDS-PAGE (2000 ml): 

• 6 g Tris 

• 28,8 g glycin 

• 2 g SDS 

• Doplnit do objemu 2000 ml deionizovanou vodou 

Kokultivační médium (200 ml):  

• 19048 mg MES, pH 5,6  

• 190,42 mg MgCl2 

• Acetosyringon (výsledná koncentrace 150 µmol·l-1)  

• Doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou 

Na fosfátový pufr (400 ml): 

• 2,4 g NaH2PO4, pH 7,8 (NaOH) 

• 70,4 mg kyselina L-askorbová 

• 40 ml glycerol 

• Doplnit do objemu 400 ml deionizovanou vodou  

Ponceau S, roztok (1000 ml): 

• 1 g Ponceau S 

• 50 ml kyselina octová 

• Doplnit do objemu 1000 ml deionizovanou vodou 

Rozdělovací gel, 12% (20 ml): 

• 6 ml akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid 

• 5 ml TrisCl, 1,5 mol·dm-3, pH 8,8 

• 8,9 ml deionizovaná voda 

•  10 µl TEMED 

• 100 µl APS, 10% (w/v) 

• Pro případ SDS-PAGE bylo přidáno 0,2 ml SDS, 10% (w/v) 

SDS 10% (w/v): 

• 20 g SDS 

• Doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou 
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Sterilizační roztok pro sterilizaci semen M. sativa (100 ml): 

• 66 ml 10% hypochlorid sodný  

• 34 ml 70% (v/v) ethanolu 

• kapka Tween 20 

Tekuté LB médium (2000 ml):  

• 50 g LB Broth (Miller), pH 7,2 (KOH) 

• Doplnit do objemu 2000 ml deionizovanou vodou. 

• Sterilizace autoklávováním 

Tris buffer saline s přídavkem Tween 20 (TBS-T; 4000 ml): 

•  9,68 g Tris 

• 35,12 g NaCl, pH 7,4 (HCl) 

• Doplnit do objemu 3996 ml deionizovanou vodou 

• 4 ml Tween 20 

Tris-Cl, 0,5 mol·dm-3, pH 6,8 (200 ml): 

•  12 g Tris, pH 6,8 (HCl) 

• Doplnit do objemu 200 ml deionizovanou vodou 

Tris-Cl, 1,5 mol·dm-3, pH 8,8 (600 ml): 

• 108,9 g Tris, pH 8,8 (HCl) 

• Doplnit do objemu 600 ml deionizovanou vodou 

Tris-glycinový pufr, transferový pufr (2000 ml): 

• 6 g Tris 

• 28,8 g glycin 

• Doplnit do objemu 2000 ml deionizovanou vodou 

Zaostřovací gel, 4% (10 ml): 

• 1 ml akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid 

• 2,52 ml TrisCl, 0,5 mol·dm-3, pH 6,8 

• 6,46 ml deionizovaná voda 

• 10 µl TEMED 

• 50 µl APS, 10% (w/v) 

• Pro případ SDS-PAGE bylo přidáno 0,1 ml SDS, 10% (w/v) 
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Zásobní roztok mědi (200 ml): 

• 1 g (pro koncentraci mědi 2 μmol·dm-3), 0,05 mg (pro koncentraci mědi 0,1 

μmol·dm-3), 0,005 mg (pro koncentraci mědi 0,01 μmol·dm-3) CuSO4·5H2O  

Zásobní roztok vitamínů (400 ml): 

• 4 g inositolu 

• 0,02 g kyseliny nikotinové 

• 0,02 g thiaminu·HCl 

• 0,004 g pyridoxinu·HCl 

• 0,08 g glycinu  

Zásobní roztok železa, 100X (100 ml): 

• 146,8 g Na2EDTA 

• 111,5 mg FeSO4·7H2O 

3.4 Soupravy 

• Clarity Western ECL Substrate (BioRad, kat. č. 1705061)  

• Polyvinyliden difluoridová (PVDF) membrána (GE Healthcare, kat. č. 

GE10600023) 

3.5 Protilátky 

• Anti Cu/ZnSOD, primární protilátka (rabbit; Agrisera, kat. č. AS06 170) 

• Anti FeSOD, primární protilátka (rabbit; Agrisera, kat. č. AS06 125) 

• Anti Rabbit, sekundární protilátka (Thermo-Fischer, kat. č. 31460) 

3.6 Přístroje a zařízení 

• Analytická váha XA110/2X (Radwag, Polsko) 

• Elektroforetická vana Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell 

(BioRad; USA) 

• Elektroforetická vana Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad; USA) 

• Elektroforetická vana Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad; USA)  

• Elektromagnetická míchačka (Boeco, Německo) 

• Fotoaparát (Nikon, Japonsko) 

• Fytotronová komora (WEISS Gallenkamp; Německo) 

• Hlubokomrazící box (Panasonic)   
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• ChemiDoc MP Imaging System (BioRad; USA) 

• Chlazená centrifuga Allegra 64R (Beckman Coulter; USA) 

• Image Scanner III (GE Healthcare) 

• Infinite M Nano (TECAN; Švýcarsko) 

• Laboratorní chladnička LIE LCV 4010 (Schoeller) 

• Laminární box (MERCI; Česká republika) 

• LSM 710 (Axio Imager 2; Carl ZEISS; Německo) 

• Mraznička LIE G 5216 513L (Comfort) 

• pH metr (Eutech Instruments; Singapur) 

• Simplicity Water Purification System (Merk; Německo) 

• Spektrofotometr SmartSpec Plus (BioRad; USA) 

• Stolní chlazená centrifuga ScanSpeed 1730R (LaboGene; Dánsko) 

• Suchá lázeň ThermoCell MixingBlock (Bioer; Čína) 

• Třepačka Rocker Shaker MR-12 (Biosan; Lotyšsko) 

• Vortex Genie 2Pulse (Genie; Holandsko) 

• Zdroj napětí PowerPac HV (BioRad; USA) 

3.7 Programy a databáze 

• Image Lab (verze 4.0.1 build 6; BioRad; USA) 

• Image Processing and Analysis on Java (ImageJ; 1.51j8) 

• Microsoft Excel, PowerPoint (Microsoft; USA) 

• ZEN Black a ZEN Blue (Carl ZEISS, Německo) 

3.8 Metody 

3.8.1 Bioinformatická predikce SOD genů u pícniny M. sativa 

Za účelem získání proteinových sekvencí předpokládaných SOD u M. sativa byly využity 

sekvence SOD z modelové rostliny M. truncatula, které byly definovány v odborné 

publikaci Song et al., (2018), ze které byly získány sekvence aminokyselinového složení 

těchto SOD. Následně byly tyto sekvence vloženy do webového programu alfalfatoolbox 

(https://www.alfalfatoolbox.org/), kde byla zvolena funkce prohledávání („blastování“; 

https://www.alfalfatoolbox.org/blast/) vůči proteinovým sekvencím SOD  

z M. truncatula. Prohledávaní protenových sekvencí proběhlo vůči dostupné databázi 

proteinů z M. sativa pod názvem „medsa XinJiangDaYe gnm1.ann1.RKB9.protein“. 
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Následně byly vybrány sekvence, které obsahovaly nejvyšší míru podobnosti při nejvyšší 

míře pokrytí sekvence. Tyto proteiny byly opět porovnány pomocí webového programu 

protein blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) za účelem zjištění 

bližších informací o podobnosti proteinových struktur. 

Fylogenetická analýza byla provedena v programu MEGA-X (10.0.5; 

http://www.megas oftwa re.net/). Jako vstupní informace sloužily aminokyselinové 

sekvence SOD A. thaliana (sekvence získané z webové databáze TAIR; 

https://www.arabidopsis.org/), homologní sekvence pocházející z rostlin M. truncatula  

a získané sekvence SOD M. sativa. Pokud není uvedeno jinak, bylo použito původní 

programové nastavení. Byl proveden alignment (ClustalW) dříve získaných sekvencí. 

Získaný alignment byl využit pro konstrukci fylogenetického stromu (Maximum 

Likelihood; WAG+G, bootstrap hodnota: 1000). Získaná data byla upravena pomocí 

programu MEGA-X a Microsoft Powerpoint do finální podoby. 

Predikce lokalizace jednotlivých proteinů byla provedena ve webovém programu 

WoLF PSORT (https://wolfpsort.hgc.jp/) pro seřazení jednotlivých druhů proteinů dle 

jejich lokalizace byl využit program Microsoft Excel. 

 

3.8.2 Povrchová sterilizace semen Arabidopsis thaliana 

Práce se semeny rostliny A. thaliana, která probíhala za sterilních podmínek v laminárním 

boxu s filtrovaným vzduchem (flowbox), byla sterilizována kývavými pohyby v plastové 

mikrozkumavce nejprve pomocí 1 ml 70% (v/v) ethanolu po dobu 5 minut. Po uplynuté 

době a sedimentaci semen byl 70% (v/v) ethanol odebrán a nahrazen 1 ml 96% (v/v) 

ethanolem a semena byla promíchávána další 3 minuty. Následně byl 96% (v/v) ethanol 

opět odstraněn a probíhalo promývání deionizovanou vodou. Promývání deionizovanou 

vodou bylo opakováno třikrát. Semena vysterilizovaná podle tohoto protokolu byla 

pomocí pipety přenesena a rozprostřena na sterilní filtrační papír v Petriho misce, dokud 

se neodpařila přebytečná voda. 

 

3.8.3 Skarifikace semen Medicago sativa 

Tento proces urychluje klíčení semen, které disponují silnou testou. Semena jsou 

umístěna na Petriho misky a ručně obroušena smirkovým papírem, dokud testa není 

narušena. Po tomto kroku jsou semena připravena ke sterilizaci. 

 

https://www.arabidopsis.org/
https://wolfpsort.hgc.jp/
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3.8.4 Povrchová sterilizace semen Medicago sativa 

Semena rostliny M. sativa byla za sterilních podmínek ve flowboxu sterilizována 

kývavými pohyby v plastové mikrozkumavce po dobu 1 minuty nejprve pomocí 2 ml 

70% (v/v) ethanolu. Po uplynuté době a sedimentaci semen byl 70% (v/v) ethanol odebrán 

a nahrazen 2 ml sterilizačního roztoku pro sterilizaci semen M. sativa a promícháván  

3 minuty. Následně byl roztok odstraněn a probíhalo promývání deionizovanou vodou. 

Promývání deionizovanou vodou bylo opakováno dvakrát. Semena byla dále odstavena 

a ponechána přes noc v deionizované vodě nabobtnat. Následně byla přenesena  

a rozprostřena na sterilní filtrační papír v Petriho misce, dokud se neodpařila přebytečná 

voda. 

 

3.8.5 Příprava médií 

Vycházelo se z postupu přípravy MS média (Murashige a Skoog médium-DUCHEFA 

M0222). K 900 ml deionizované vody v litrové plastové kádince bylo přidáno 10 g 

sacharózy, 0,5 g MES, 6,5 g Gellan gumu a 100 ml roztoku makroelementu, specifického 

pro každé médium (Tabulka č.1). Objem byl rozmíchán pomocí magnetického míchadla, 

pH upraveno na 5,7 pomocí 10M a 1M KOH a doplněno do 1 l deionizovanou vodou. 

Takto připravená média byla sterilizována autoklávováním. Poté bylo ve flowboxu 

přidáno 100 μl roztoku mikroelementů (Tabulka č.2), specifického pro každé médium  

a dále 100 μl zásobního roztoku vitamínů a 200 ml zvlášť připraveného zásobního roztoku 

železa a 100 μl zásobního roztoku mědi o koncentraci 0,01 μmol·dm- 3, 0,1 μmol·dm-3  

a 2 μmol·dm-3. Takto připravená média byla rozlévána do Petriho misek.  

 
Tabulka 1: Navážky makroelementů pro přípravu zásobních roztoků MS, ARA modifikovaného 

a ARA média. Navážky jsou napočítany pro přípravu 1 l (10x koncetrovaného) zásobního roztoku 

makroelementů. 

 

Makroelementy MS médium (g) ARA médium (g) ARA mod. 

médium (g) 

CaCl2 3,32 3,32 3,32 

KH2PO4 1,70 1,70 1,70 

KNO3 19,0 5,06 5,06 

MgSO4 1,81 1,81 1,81 

NH4NO3 16,5 - 4,70 

Ca(NO3)2·4 H2O - 4,70 - 
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Tabulka 2: Navážky mikroelementů pro přípravu zásobních roztoků MS, ARA modifikovaného 

a ARA média. Navážky jsou napočítany pro přípravu 2 l (1000x koncetrovaného) zásobního 

roztoku mikroelementů. 

 

Makroelementy MS médium (g) ARA médium (g) ARA mod. 

médium (g) 

H3BO3 12,4 8,6 8,6 

CoCl2·6H2O 0,05 0,005 0,005 

NaMoO4·2H2O 0,5 0,1 0,1 

ZnSO4·7H2O 17,2 0,58 0,58 

KI 1,66 - - 

MnSO4·H2O 33,8 - - 

MnCl2·4H2O - 5,6 5,6 

NaCl - 1,16 1,16 

 

3.8.6 Výsev a kultivace sterilních semen  

Vysterilizovaná semena byla ve flowboxu přenesena z filtračního papíru pomocí párátka 

(A. thaliana) či pinzety (M. sativa) na předem připravená média na Petriho miskách 

určená pro výsev semen a udržování rostlin v in vitro podmínkách.  Po přenosu byly 

Petriho misky uzavřeny za pomocí parafilmu a pásky. Pro přerušení procesu dormance  

a k synchronizovanému klíčení byly takto připravené Petriho misky stratifikovány přes 

noc v lednici (4 °C, tma). Následně byly vyloženy ve vertikální poloze ve fytotronové 

komoře (fytotron) s parametry: 22 °C, denní režim: 16 hodin světlo, 8 hodin tma, 70% 

vlhkost, intenzita osvětlení 150 μmol·m-2 ·s-1. 

 

3.8.7 Fenotypová analýza in vitro kultivovaných rostlin 

Fenotypové projevy byly zaznamenávány pomocí ImageJ obrazového záznamu, který byl 

získán pomocí Image Scanner III (GE Healthcare). Rostliny divokého typu  

A. thaliana, rostoucích při různých kultivačních podmínkách, byly dokumentovány  

4. a 12. den od vyklíčení. Dokumentace rostlin M. sativa poté probíhala 4. a 25. den od 

vyklíčení. 

 

3.8.8 Extrakce proteinů pro biochemické analýzy 

Do třecí misky byly přeneseny celé semenáčky dvanáctidenních rostlin  

A. thaliana. Proces homogenizace proběhl pomocí třecí misky s tloučkem, mořským 

pískem a tekutým dusíkem. Vzniklý homogenát byl rozdělen, převrstven 100 μl 

extrakčního pufru a přenesen do dvou popsaných 1,5ml mikrozkumavek, které byly 
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napřed vychlazené v tekutém dusíku.  Po každém vzorku bylo třeba očistit nástroje 96% 

etanolem. K jedné části nadrceného vzorku byl přidán Na fosfátový pufr, k druhé části  

E pufr a vortexován. Směs byla uchovávána 30 minut na ledu a centrifugována (15000 g, 

15 min, 4 °C). Po provedení centrifugace byl supernatant odebrán, přenesen do čisté 

1,5ml mikrozkumavky a skladován při -80°C. 

 

3.8.9 Měření koncentrace proteinů 

Zjištění koncentrace proteinů v extraktu proběhlo podle metody Bradforda (Bradford, 

1976). Bradfordovo činidlo bylo ředěno v poměru 1:4 deionizovanou vodou. Do každé 

jamky 96jamkové mikrotitrační destičky bylo napipetováno 299 µl Bradfordova činidla 

a 1 µl proteinového extraktu. Vše bylo důkladně propipetováno tak, aby nevznikly 

přebytečné vzduchové bubliny. Mikrotitrační destička byla vystavena inkubaci (15 minut, 

laboratorní teplota) a následně analyzována pomocí spektrofotometru  

s monochromátorem Infinite M Nano (TECAN). Absorbance byla měřena při zvolené 

vlnové délce 595 nm. Každý vzorek byl měřen třikrát, aby se zamezilo chybovosti. 

Kvantifikace získaných hodnot probíhala sestavením kalibrační křivky, pro jejíž 

konstrukci byly použity roztoky hovězího sérového albuminu (BSA) o známé koncentraci 

(opět měřeny ve třech opakováních). Zpracování dat bylo zhotoveno pomocí Microsoft 

Excel. 

 

3.8.10 Metoda stanovení enzymatické aktivity SOD 

Pro stanovení enzymatické aktivity SOD bylo použito 20 μg proteinů a 25 μg proteinů 

(sloužících jako kontrola), extrahovaných pomocí Na fosfátového pufru. Elektroforetická 

separace probíhala za nedenaturujících podmínek v 1,5mm polyakrylamidovém gelu. 

Gely byly připraveny následovně: spodní a horní tenká skla byla vyčištěna 70% etanolem 

a vysušena plynným dusíkem. Po sestavení aparatury pro výrobu gelů byla skla za pomoci 

Pasteurovy pipety naplněna nejdříve 12% rozdělovacím gelem asi 1 cm pod horní hranu 

kratšího skla. Rozdělovací gel byl převrstven isopropanolem a ponechán polymerizovat 

1 hodinu. Po uplynulé době byl pomocí filtračního papíru odsát zbytek isopropanolu  

a napipetován 4% zaostřovacím gelem s vloženým plastovým hřebenem na jamky. 

Polymerizace trvala 20 minut. K elektroforetické separaci byl využit elektrodový pufr 

(tris-glycinového pufr) a do jamek bylo pipetováno vypočítané množství vzorku pro  

20 a 25 µg proteinu. Samotná separace probíhala na ledu při konstantním proudu 40 mA 
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a napětí 250 V po dobu dvou hodin. Po dokončení byl gel přenesen do 50 ml  

Na fosfátového pufru a inkubován na kývačce 10 min při pokojové teplotě. Poté byl gel 

inkubován 20 minut ve tmě v 50 ml Na fosfátovém pufru s 0,6 mmol·dm-3 NBT  

a následně 15 minut v Na fosfátovém pufru s 5 mmol·dm-3 Na2EDTA, 0,25% TEMED  

a 0,06 mmol·dm-3 riboflavinem opět ve tmě. Poté byl roztok odlit a gel byl vystaven 

expozici přímého světla o intenzitě 150 μmol·m-2 ·s-1 při laboratorní teplotě 5 minut. 

Následně se gel promýval třikrát deionizovanou vodou. Pro výslednou dokumentaci byl 

využit Image Scanner III (GE Healthcare), pro zpracování ImageJ a pro finální verzi 

program Microsoft PowerPoint. Pro inhibiční analýzu bylo využito inhibitorů H2O2  

a KCN. 

 

3.8.11 SDS-PAGE 

Elektroforetická separace za denaturujících podmínek (SDS-PAGE – elektroforéza  

v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu sodného) proběhla smícháním 

extraktu proteinů získaných prostřednictvím extračního E pufru s Laemliho pufrem 

v poměru 3:1, který byl předtím připraven smícháním s 2-merkaptoethanolem  

v poměru 9:1. Tyto vzorky byly promíchány pomocí vortexu, inkubovány při 95 °C po 

dobu 5 minut a následně ponechány zchladnout na pokojovou teplotu. K separaci byl 

použit elektrodový pufr (elektroforetický pufr) a 1mm polyakrylamidový gel připravený 

ze dvou částí: 4% zaostřovací a 12% rozdělovací gel s přídavkem SDS. Samotná separace 

probíhala na ledu při konstantním proudu nejprve 20 minut při napětí 100 V a dále 60 

nebo 75 minut při 140 V. Detekce proteinů probíhala pomocí přístroje ChemiDoc MP 

Imaging System (Bio-Rad) a software Image 47 Lab (Bio-Rad) s využitím protokolu pro 

„Stain-Free“ gely. Pro zpracování se použil program Microsoft PowerPoint. 

 

3.8.12 Imunoblotování 

Po dokončení elektroforetické separace za denaturujících podmínek byly proteiny 

přeneseny na PVDF membránu o rozměrech: 8,5 cm délka a 7 cm výška. Tato membrána 

byla předem rehydratována v methanolu po dobu 30 sekund, a poté inkubována 10 minut 

s houbičkami, filtračním papírem a polyakrylamidovým gelem v transferovém pufru (tris-

glycinový pufr s obsahem 10% (v/v) methanolu). Následně byla houbička s třemi 

filtračními papíry, vložena do kazety. Na tuto vrstvu byl přenesen gel, překryt 

aktivovanou PVDF membránou a dalšími třemi filtračními papíry, přičemž poslední 
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vrstvu tvořila druhá houbička. Mezi všemi vrstvami se dbalo na důsledné vytlačování 

vzduchových bublin za pomoci tlaku vytvořeného válečkem. Tímto způsobem složená 

kazeta byla vložena do vany obsahující transferový pufr a umístěna na ledu. Přenos 

probíhal přes noc při konstantním napětí 24 V.  

Poté byla membrána z kazet vyjmuta a omyta deionizovanou vodou a pro 

vizualizaci proteinů obarvená roztokem Ponceau S. Přebytečná barva byla vymyta 

deionizovanou vodou a výsledek byl zdokumentován fotoaparátem.  Následné odbarvení 

probíhalo za pomoci promytí v TBS-T.  

Pro detekci SOD byly membrány přes noc blokovány na třepačce při 4 °C  

v 5% (w/v) roztoku odtučněného sušeného mléka v TBS-T. Po odstranění blokovacího 

roztoku byla membrána opět přes noc inkubována při 4 °C v roztoku obsahujícím 

primární polyklonální protilátku (anti FeSOD, 1:3000; anti Cu/ZnSOD, 1:2000), která 

byla ředěna v 1% (w/v) roztoku odtučněného sušeného mléka v TBS-T. Po uplynutí doby 

inkubace následovalo promytí roztokem TBS-T po dobu 10 minut, přičemž tento postup 

se opakoval 5x. Nakonec byla provedena inkubace (1,5 hodiny) v roztoku obsahujícím 

sekundární protilátku (anti rabbit protilátka konjugovaná s křenovou peroxidasou, 

1:5000), která byla naředěna v 1% (w/v) roztoku odtučněného sušeného mléka v TBS-T. 

Po ukončení inkubace byla membrána opět pětkrát promyta v roztoku TBS-T po dobu  

10 minut. Pro vizualizaci značených proteinů byl použit komerční substrát Clarity 

Western ECL Substrate (Bio-Rad). Membrána byla inkubována v substrátu 2 minuty  

a následně zdokumentována pomocí přístroje ChemiDoc MP Imaging Systém (Bio-Rad) 

s využitím protokolu Chemi. Pro zpracování získaného obrazového materiálu byl využit 

Image Lab a pro finální verzi program Microsoft PowerPoint. 

 

3.8.13 Tranzientní transformace Nicotiana benthamiana 

Ve flowboxu bylo do 20 ml tekutého LB média obsahující selekční antibiotika 

(spektinomycin a rifampicin v koncentracích 50 μg·ml-1) přeneseno 50 µl bakteriální 

suspenze Agrobacterium tumefaciens, kmene GV3101 nesoucí konstrukt pCSD1-

gCSD1::eGFP:3´UTR-CSD1. Tato kultura byla kultivována přes noc na třepačce (tma, 

180 RPM a 25 °C). Následující den (minimálně 2 hodiny před samotnou transformací) 

byly rostliny Nicotiana benthamiana určené k transformaci umístěny v laboratoři  

a důkladně zality vodou, aby došlo k otevření průduchů na spodní straně listů. Byly 

přeneseny z fytotronu s parametry: 22 °C, denní režim: 16 hodin světlo, 8 hodin tma,  
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70% vlhkost, intenzita osvětlení 150 μmol·m-2·s-1. Bakteriální kultura byla 

centrifugována (3500 g, 10 minut, 23 °C), následně byl supernatant odlit a nahrazen  

400 µl kokultivačního média. Po kultivaci byla v namnožené bakteriální kultuře změřena 

optická hustota při vlnové délce 600 nm (optical density, OD600). 10 µl bakteriální 

suspenze bylo smícháno s 990 µl kokultivačního média a měřeno pomocí 

spektrofotometru při indikované vlnové délce. Jako blank bylo použio 500 μl infiltračního 

média. Výsledná hodnota byla použita pro získání infiltrační bakteriální suspenze, kde 

výsledná hodnota pro OD600 byla vypočítána podle níže uvedené rovnice. Ředilo se na 

OD600 = 0,7, přičemž na doplnění na požadovaný objem bylo použito kokultivační 

médium. 

 

𝑉 =
𝑂𝐷600požadované ∙  𝑉1

𝑂𝐷600naměřené ∙  100
 

 

V je objem bakteriální suspenze s měřeným OD600; OD600 požadované je výsledné 

požadované OD600; V1 je výsledný objem bakteriální suspenze (10 ml); OD600 naměřené 

je aktuálně naměřená hodnota OD600; 100 je koeficient ředění. 

Bakteriální suspenze byla dále inkubována 2 hodiny ve tmě, při pokojové teplotě. 

Po provedení inkubace byly pomocí 2ml injekční stříkačky infiltrovány listy N. 

benthamiana. Bakteriální suspenze byla nasáta do injekční stříkačky a pomalu vtlačena 

do abaxiální strany listu. Jako negativní kontrola bylo použito čisté infiltrační médium. 

Celá infiltrovaná plocha byla řádně vyznačena, celá rostlina byla přikryta černou folií  

a uložena do druhého dne na temném místě v laboratoři a následně přemístěna do 

fytotronu (22 °C, denní režim: 16 hodin světlo, 8 hodin tma, 70% vlhkost, intenzita 

osvětlení 150 μmol·m-2 ·s-1). 

 

3.8.14 Konfokální mikroskopie  

Subcelulární lokalizace CSD1 byla analyzovana s využitím GFP fluorescence. 

Z třídenních listů tranzientně transformované rostliny N. benthamiana byly odstřiženy 

sedmenty, přeneseny abaxiální stranou vzhůru na podložné sklíčko s kapkou 

deionizované vody a překryté krycím sklíčkem. Takto připravené preparáty byly 

pozorované s využitím mikroskopu LSM 710 (Axio Imager 2) při zvětšení okuláru 10x  

a objektivu 20x (Plan-Apochromat 20x/0.8 M27). Pro excitaci GFP byl využit laser  
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s vlnovou délkou 488 nm o intenzitě 2–4 %, přičemž emise byla detekována v rozmezí 

vlnových délek 493–555 nm. Pro chlorofyl byl pak použit laser s vlnovou délkou 633 nm 

o intenzitě 2 % a emisí v rozmezí 649–721 nm. Analýza obrazového materiálu byla 

zpracována pomocí programu ZEN Black (ZEISS) a ZEN Blue (ZEISS). 
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4 VÝSLEDKY 

4.1 Fenotypová analýza semenáčků rostlin A. thaliana rostoucích při různé 

dostupnosti mědi a dusíku 

Úvodní analýzou této práce bylo sledování fenotypového projevu rostlin  

A. thaliana rostoucích na různých koncentracích mědi (0,01 μmol·dm-3; 0,1 μmol·dm-3  

a 2 μmol·dm-3), různých koncentracích a zdroji dusíku (0,02 mol·dm-3 NH4NO3  

a 0,019 mol·dm-3 KNO3 pro MS médium; 0,002 mol·dm-3 Ca(NO3)2·4 H2O  

a 0,005 mol·dm-3 KNO3 pro ARA médium; 0,006 mol·dm-3 NH4NO3 a 0,005 mol·dm-3 

KNO3 pro ARA modifikované (ARA mod.) médium) v médiu a jejich dopad na raný 

vývoj rostlin. Dalším cílem tohoto experimentu byla především optimalizace a potvrzení 

správnosti připravených médií (všechny složky médií byly připraveny manuálně ze 

základních komponentů, viz sekce příprava kultivačních médií 3.2.5) za účelem jejich 

následovného využití pro kultivaci rostlin M. sativa. 

Jako první byla využita semena divokého typu rostliny A. thaliana, která byla 

přímo vysazená na média označená jako MS, ARA mod. a ARA médium. V průběhu 

prvních dnů téměř všechna semena vyklíčila. Zkoumaná média podporovala růst a vývoj 

rostlin bez výrazných změn fenotypového projevu. Toto pozorování proběhlo 4. den od 

vyklíčení (Obrázek 6A, B, C).  

 

Obrázek 6: Fenotypová analýza divokého typu A. thaliana na různých kultivačních médiích čtvrtý 

den po vyklíčení. Manuálně připravená média se lišila v koncentraci mědi (0,01; 0,1;  

2 μmol·dm-3) a v koncentraci a zdroji dusíku: A – MS médium (0,02 mol·dm-3 NH4NO3  

a 0,019 mol·dm-3 KNO3); B – ARA médium (0,002 mol·dm-3 Ca(NO3)2·4 H2O a 0,005 mol·dm-3 

KNO3); C – ARA mod. médium (0,006 mol·dm-3 NH4NO3 a 0,005 mol·dm-3 KNO3);  

Měřítko – 1 cm. 
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Následující dny pozorování prokázaly první fenotypové rozdíly mezi 

jednotlivými rostlinami pěstovanými na různých médiích, ale za stejných kultivačních 

podmínek. Konkrétně dvanáctý den po vyklíčení byly zaznamenány fenotypové změny 

projevující se především v nadzemních částech rostlin, ale i na úrovni kořenového 

systému (Obrázek 7A, B, C). Menší listové růžice byly pozorovány u rostlin 

kultivovaných na ARA médiu (Obrázek 7B) v porovnání se zbylými médii (Obrázek 7A, 

C), a to při všech zkoumaných koncentracích mědi. Taktéž kořenový systém, pozorovaný 

na MS médiu (Obrázek 7A), vykazoval výrazně snížený počet laterálních kořenů  

a celková vývoj kořenové soustavy v porovnání se semenáčky rostoucích na ARA a ARA 

mod. médiích (Obrázek 7B, C), a to opět při všech zkoumaných koncentracích mědi.  

 

Obrázek 7: Fenotypová analýza divokého typu A. thaliana na různých kultivačních médiích 

dvanáctý den po vyklíčení. Manuálně připravená média se lišila v koncentraci mědi (0,01; 0,1;  

2 μmol·dm-3) a v koncentraci a zdroji dusíku: A – MS médium (0,02 mol·dm-3 NH4NO3  

a 0,019 mol·dm-3 KNO3); B – ARA médium (0,002 mol·dm-3 Ca(NO3)2·4 H2O a 0,005 mol·dm-3 

KNO3); C – ARA mod. médium (0,006 mol·dm-3 NH4NO3 a 0,005 mol·dm-3 KNO3);  

Měřítko – 1 cm.  
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4.2 Bioochemická analýza SOD u rostliny A. thaliana rostoucích při různé 

dostupnosti mědi a dusíku 

Jako první byla provedena enzymatická analýza získaných nativních extraktů za účelem 

detekce aktivity jednotlivých SOD isoenzymů pomocí nativní-PAGE s následným 

specifickým barvením. Tato metoda je schopna vizualizovat přítomnost  

a různou intenzitu aktivit MSD1, FSD1 a CSD1/2 isoenzymů u rostliny A. thaliana. 

Hlavním cílem tohoto experimentu byla charakterizace přítomnosti aktivit jednotlivých 

SOD isoenzymů v závislosti na různé přítomnosti mědi a dusíku v růstovém médiu 

(Obrázek 8). Tato separační metoda (nativní-PAGE) není schopná jednoznačně rozdělit 

chloroplastové (CSD2) a cytosolové (CSD1) CSD isoenzymy, které splývají do jednoho 

bandu, a proto jsou vyhodnocovány jako celek. 

 

 
 
Obrázek 8: Vizualizace enzymatické analýzy aktivit SOD u rostlin divokého typu A. thaliana 

rostoucích na různých kultivačních médiích. Proteinové extrakty byly připraveny ze semenáčků 

rostoucích na manuálně připravených médiích, která se lišila v koncentraci mědi (0,01; 0,1;  

2 μmol·dm-3) a v koncentraci a zdroji dusíku: MS médium (0,02 mol·dm-3 NH4NO3  

a 0,019 mol·dm-3 KNO3); ARA médium (0,002 mol·dm-3 Ca(NO3)2·4 H2O a 0,005 mol·dm-3 

KNO3); ARA mod. médium (0,006 mol·dm-3 NH4NO3 a 0,005 mol·dm-3 KNO3). 

 

Proteinový extrakt získaný z rostlin rostoucích na MS médiu (ve všech variantách 

přítomen 0,02 mol·dm-3 NH4NO3 a 0,019 mol·dm-3 KNO3), při desetkrát nižší koncentraci 

mědi v médiu, než je standartní (0,01 μmol·dm-3), nevykazovalo aktivitu pro CSD1/2  

a naopak vykazovalo zvýšenou aktivitu pro FSD1. Pokud koncentrace mědi vzrostla na 

standartní (0,1 μmol·dm-3), pás pro CSD1/2 nebyl téměř vůbec patrný, a taktéž pás pro 

FSD1 byl slabší v porovnání s koncentrací 0,01 μmol·dm-3 mědi. Při vysoké koncentraci 
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mědi v médiu (2 μmol·dm-3) byl poté pozorován opačný jev než při snížené koncentraci 

mědi. CSD1/2 se projevovaly vysokou aktivitou a FSD1 velice nízkou vše pozorováno 

na obrázku 8.  

Dále extrakt získaný z rostlin rostoucích na ARA médiu (ve všech variantách 

přítomen 0,002 mol·dm-3 Ca(NO3)2·4 H2O a 0,005 mol·dm-3 KNO3) při nízké koncentraci 

mědi v médiu (0,01 μmol·dm-3) rovněž nevykazovalo aktivitu CSD1/2 a naopak vysokou 

aktivitu pro FSD1. Při standartní koncentraci mědi (0,1 μmol·dm-3) byl pás pro FSD1 

méně patrný, než u koncentrace 0,01 μmol·dm-3. Při této koncentraci mědi  

(0,1 μmol·dm-3) se rovněž začal projevovat pás pro CSD1/2. Vysoké koncentrace mědi 

v médiu (2 μmol·dm-3) měly za následek vysoké projevy aktivit pro CSD1/2 a pás 

představující aktivitu FSD1 nebyl pozorován. Všechny tyto výsledky byly pozorovány na 

obrázku 8. 

Poslední extrakt získaný z rostlin na ARA mod. médiu (ve všech variantách 

přítomen 0,006 mol·dm-3 NH4NO3 a 0,005 mol·dm-3 KNO3) se poté projevovalo stejným 

způsobem jako ARA médium při různých koncentracích mědi. Jediným patrným 

rozdílem byla zvýšená aktivita CSD1/2 při koncentraci 2 μmol·dm-3 mědi a mírnější 

snížení aktivity FSD1 při koncentraci 0,1 μmol·dm-3 mědi (Obrázek 8). 

MSD1 se ve všech případech médií (MS, ARA mod., ARA a médium) 

projevovaly stejně a to tak, že nevykazovaly téměř žádné změny enzymatické aktivity 

v odpovědi na zvyšovaní nebo snižovaní koncentrace mědi, či koncentrace nebo druhu 

zdroje dusíku v médiu (Obrázek 8). 

Pro stanovení proteinové abundance SOD za výše zmíněných kultivačních 

podmínek byla využita metoda imunoblotování specifickými protilátkami. Jako první 

byla použita anti-FSD1 protilátka (Obrázek 9A, B), kde abundance FSD1 potvrdila 

výsledky předešlé analýzy aktivit SOD. Vysoké hodnoty abundance FSD1 byly 

prokázány při nízké koncentraci mědi (0,01 μmol·dm-3) u všech třech typů médií. 

Nicméně při dané koncentraci mědi byl pozorován patrný rozdíl ve FSD1 abundanci na 

MS médiu, a to výrazné snížení, v porovnání s ARA mod. a ARA médii. Tento výsledek 

pozitivně koreluje s výsledky získanými z SOD aktivit (Obrázek 8).  

Při standartní koncentraci mědi (0,1 μmol·dm-3) byla abundance FSD1 výrazně 

snížena, a to především v případě ARA média. U MS a ARA mod. médií byl pokles 

abundance FSD1 nižší, což opět pozitivně koreluje s výsledky získanými u SOD aktivit 

(Obrázek 8).  
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Při vysoké koncentraci mědi v médiu (2 μmol·dm-3) byla detekována velmi nízká 

nebo žádná abundance FSD1 (Obrázek 9). Zatímco u MS média byl i při vysoké 

koncentraci mědi (2 μmol·dm-3) zaznamenán velmi slabý pás odpovídající abundanci 

FSD1, u ARA a ARA mod. médií již při této koncentraci nebyl pozorován žádný pás. 

Tento výsledek opět koreluje s výsledky získanými z SOD aktivit (Obrázek 8). 

 

       

 
 

Obrázek 9: Detekce abundance FSD1 proteinu u rostlin divokého typu A. thaliana rostoucích na 

různých kultivačních médiích pomocí imunoblotování se specifickou anti-FSD1 protilátkou.  

A – Imunoblot se specifickou FSD1 protilátkou. B – Kontrola proteinové nanášky barvením 

membrány pomocí Ponceau S. Proteinová velikost pozorovaných pásů odpovídají FSD1 proteinu 

je 24 kDa. Proteinové extrakty byly připraveny ze semenáčků rostoucích na manuálně 

připravených médiích, která se lišila v koncentraci mědi (0,01; 0,1; 2 μmol·dm-3)  

a v koncentraci a zdroji dusíku: MS médium (0,02 mol·dm-3 NH4NO3  

a 0,019 mol·dm-3 KNO3); ARA médium (0,002 mol·dm-3 Ca(NO3)2·4 H2O a 0,005 mol·dm-3 

KNO3); ARA mod. médium (0,006 mol·dm-3 NH4NO3 a 0,005 mol·dm-3 KNO3). 
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Dále bylo využito i imunoblotování s anti-CSD protilátkou, která dokáže 

rozpoznat CSD1 i CSD2 u rostliny A. thaliana (Obrázek 10). V tomto případě byla 

pozorována přítomnost proteinů pouze při vysoké koncentraci mědi (2 μmol·dm-3), kdy 

opět nižší abundanci obou CSD1 a CSD2 vykazoval proteinový extrakt získaný z MS 

média v porovnání s ARA a ARA mod. médii. Jedinou výjimku detekce CSD1 a CSD2 

proteinové abundance při standartní koncentraci mědi (0,1 μmol·dm-3) vykazovalo ARA 

médium, kdy při zvolené expozici byly patrny velmi slabé pruhy odpovídající přítomnosti 

CSD1 a CSD2 proteinů. Tyto výsledky opět korelují s výsledky získanými z SOD aktivit 

(Obrázek 8). 

Obecně pak lze říci, že u všech třech druhů připravených médií byl pozorován 

očekávaný dopad na aktivitu/abundanci SOD v odpovědi na přítomnost různého množství 

mědi, čímž se potvrdila správnost nastaveného protokolu a přípravy médií. Rozdíly mezi 

médii a důvod těchto změn na úrovni abundance a aktivity jednotlivých SOD v závislosti 

na zdroji dusíku v jednotlivých médiích budou následně diskutovány v sekci 5.  

Pro následné experimentální analýzi na roslině M. sativa bylo vybráno MS médium. 

Důvody tohoto výběru jsou taktéž dikutovány v sekci 5. 
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Obrázek 10: Detekce abundance CSD1 a CSD2 proteinu u rostlin divokého typu A. thaliana 

rostoucích na různých kultivačních médiích promocí imunoblotování se specifickou anti-CSD 

protilátkou. Tato protilátka rozpoznává specificky CSD1 a CSD2 isoenzymy. A – Imunoblot se 

specifickou CSD protilátkou. B – Kontrola proteinové nanášky barvením membrány pomocí 

Ponceau S. Proteinová velikost pozorovaných pásů odpovídají CSD1 proteinu je 15 kDa a 22 kDa 

pro CSD2 proteiny. Proteinové extrakty byly připraveny ze semenáčků rostoucích na manuálně 

připravených médiích, která se lišila v koncentraci mědi (0,01; 0,1; 2 μmol·dm-3) a v koncentraci 

a zdroji dusíku: MS médium (0,02 mol·dm-3 NH4NO3 a 0,019 mol·dm-3 KNO3); ARA médium 

(0,002 mol·dm-3 Ca(NO3)2·4 H2O a 0,005 mol·dm-3 KNO3); ARA mod. médium (0,006 mol·dm-3 

NH4NO3 a 0,005 mol·dm-3 KNO3). 
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4.3 Fenotypová analýza semenáčků rostliny M. sativa rostoucích při různé 

dostupnosti mědi 

Fenotypová analýza byla rovněž provedena i u semenáčků rostlin M. sativa, a to na dříve 

vybraném MS médiu s opět rozdílnými koncentracemi mědi (0,01 μmol·dm-3;  

0,1 μmol·dm-3 a 2 μmol·dm-3). Nicméně sterilizovaná semena prokazovala velice nízkou 

klíčivost za daných podmínek. Z padesáti vysazených semen vyklíčila a následně vyrostla 

pouze čtyři. Z důvodu velmi nízké klíčivosti semen, bylo rozhodnuto o využití metody 

mechanického narušení testy, které by mělo zvýšit procentuální úspěšnost klíčivosti 

semen. Pro provedení této metody mechanické skarifikace bylo použito 43 semen, z nichž 

následně vyklíčilo 32 semen. Statisticky se tak úspěšnost klíčivosti zvedla z pouhých          

8 % na 74,4 % (Graf 1).  

 

Graf 1: Procentuální porovnání klíčivosti semen v závislosti na procesu skarifikace. 

 
 

Zvýšení klíčivosti bylo prokázáno jak u nových (21 semen, Obrázek 11A) tak  

u opětovně použitých semen, které bez procesu skarifikace nevyklíčila (22 použitých 

nevyklíčených semen z předešlého experimentu, Obrázek 11B). Klíčivost takto 

ošetřených semen byla pozorována čtvrtý den po vyložení do kultivační místnosti. 
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Obrázek 11: Fenotypová analýza divokého typu M. sativa na různých kultivačních médiích čtvrtý 

den po vyložení do kultivační místnosti. Manuálně připravené MS se lišilo v koncentraci mědi  

v médiu (0,01; 0,1; 2 μmol·dm-3). A – Nová semena; B – Nevyklíčená semena z předešlého 

experimentu. Měřítko – 1 cm.  

 

Další hodnocení fenotypu semenáčků bylo provedeno 25. den po vyložení do 

kultivační místnosti (Obrázek 12A, B). Fenotyp těchto rostlin však nelze zcela adekvátně 

porovnávat, a to z důvodu provedení manuální mechanické skarifikace. Tato metoda 

zbrušuje testu nerovnoměrným způsobem u jednotlivých semen, a proto bez optimalizace 

tohoto procesu nelze hodnotit adekvátně fenotypové projevy, jelikož samotný proces 

skarifikace může vyvolávat různé fenotypové projevy rostoucího semenáčku. Nicméně 

ze získaných výsledků může být uvažováno, že snížená koncentrace mědi  

(0,01 μmol·dm-3) může vést k fenotypovému projevu nadzemní části, a to konkrétně 

snížení velikosti listové plochy (Obrázek 12A, B). 

 

 
 

Obrázek 12: Fenotypová analýza divokého typu M. sativa na různých kultivačních médiích 

dvacátý pátý den po vyložení do kultivační místnosti. Manuálně připravené MS médium se lišilo 

v koncentraci mědi v médiu (0,01; 0,1; 2 μmol·dm-3). A – Nová semena; B – Nevyklíčená semena 

z předešlého experimentu. Měřítko – 1 cm.  
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4.4 Biochemická analýza SOD u rostliny M. sativa rostoucích při různé 

dostupnosti mědi 

Vliv koncentrace mědi na aktivitu/abundanci SOD je velmi dobře popsaným jevem  

u rostliny A. thaliana (Drazkiewicz et al., 2004). Následující experimenty byly 

provedeny za účelem zjištění, zdali je tato regulace taktéž přítomná u rostliny M. sativa. 

Jako první byla provedena analýza hodnotící aktivitu SOD, které byly pěstované na MS 

médiu obsahující opět rozdílné koncentrace mědi (0,01; 0,1; 2 μmol·dm-3). Z pořízeného 

obrazového záznamu odpovídajícího aktivitám jednotlivých SOD isoenzymů bylo možno 

odvodit přítomnost aktivit reprezentujících FeSOD MnSOD a Cu/ZnSOD (Obrázek 13), 

dle dříve dostupné literatury (Samis et al., 2002). 

  

 
 

Obrázek 13: Vizualizace enzymatické analýzy aktivit SOD u rostlin divokého typu M. sativa 

rostoucích na MS médium s různou koncentrací mědi. Proteinové extrakty byly připraveny ze 

semenáčků rostoucích na manuálně připraveném MS médium, které se lišilo v koncentraci mědi 

(0,01; 0,1; 2 μmol·dm-3). A – Doba elektroforézy 60 minut; B – Doba elektroforézy 75 minut.  

 

Při prvním pokusu (doba separace 60 minut) se podařilo detekovat přítomnost 

různých isoenzymů SOD (Obrázek 13A) odpovídající MnSOD a Cu/ZnSOD. Při kratší 

době separace (60 minut) splýval pás reprezentující aktivitu FeSOD s pásem pro 

Cu/ZnSOD. Až prodloužená doba elektroforézy (75 minut) způsobila oddělení těchto 

pásů (Obrázek 13B).  

Dále bylo zjištěno, že nízké koncentrace mědi v médiu (0,01 μmol·dm-3) 

způsobují potlačení aktivit pro Cu/ZnSOD, zatímco standartní (0,1 μmol·dm-3) a vysoké 
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koncentrace mědi (2 μmol·dm-3) vytváří zvyšující se gradient Cu/ZnSOD aktivity 

(Obrázek 13A, B). Pro MSD1 byl poté pozorován stejný jev jako u rostliny A. thaliana. 

Jejich aktivita zůstala neměnná (Obrázek 13A, B). U pícniny M. sativa se aktivita FeSOD 

projevovala nezávisle na koncentraci mědi. Jeho aktivita tak v průběhu zůstala neměnná 

(Obrázek 13A, B). 

Definování vizualizovaných SOD isoenzymů bylo potvrzeno pomocí inhibiční 

analýzy za použití H2O2 a KCN inhibitorů (Obrázek 14A, B, C). H2O2 inhibuje všechny 

isoenzymy kromě MnSOD, která je vůči H2O2 rezistentní (Obrázek 14B). Díky tomuto 

testu byl jednoznačně určen pás odpovídající MnSOD. KCN poté inhibuje pouze 

Cu/ZnSOD isoenzymy, zatímco FeSOD a MnSOD isoenzymy jsou vůči KCN rezistentní 

(Obrázek 14C). Po srovnání získaných výsledků s inhibitorem H2O2 bylo možné 

definovat FeSOD. Zbylé pásy, které byly v obou případech inhibovány, poté odpovídaly 

Cu/ZnSOD isoenzymům. 

 

 
 
Obrázek 14: Inhibiční analýza MnSOD, FeSOD a Cu/ZnSOD u divokého typu M. sativa. 

Proteinové extrakty byly připraveny ze semenáčků rostoucích na manuálně připraveném MS 

médium, které se lišilo v koncentraci mědi (0,01; 0,1; 2 μmol·dm-3). A – Bez inhibitoru;  

B – Inhibitor H2O2, C – Inhibitor KCN. Doba separace: 75 minut.  

 

Dále byla použita metoda imunoblotování pro rostlinu M. sativa. Jako první byla 

opět použita anti-FSD1 (Obrázek 15). Vzhledem k tomu, že abundance FeSOD se 

prokazovala nezávisle na koncentraci mědi v médiu (Obrázek 14A), nebylo možné určit, 

zda se s jistotou jedná o pás/pásy odpovídající FeSOD. Nicméně na základě přibližné 

molekulové velikosti naznačených pásů by se mohlo jednat o FeSOD.  
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Obrázek 15: Detekce abundance FeSOD u rostlin divokého typu M. sativa rostoucích na MS 

médium s různou koncentrací mědi pomocí imunoblotování se specifickou anti-FSD1 protilátkou. 

A – Imunoblot se specifickou FSD1 protilátkou. B –Kontrola proteinové nanášky barvením 

membrány pomocí Ponceau S. Proteinová velikost pozorovaných pásů odpovídají 

pravděpodobným pásům FeSOD je v přibližném rozmezí 20-30 kDa. Proteinové extrakty byly 

připraveny ze semenáčků rostoucích na manuálně připraveném MS médium, které se lišilo 

v koncentraci mědi (0,01; 0,1; 2 μmol·dm-3). 

 

Dále bylo stejně jako pro rostlinu A. thaliana, využito imunoblotování s anti-CSD 

protilátkou. Jelikož byl u aktivit Cu/ZnSOD zaznamenán gradient, bylo možné po 

provedení metody zadefinovat Cu/ZnSOD i u rostliny M. sativa. Výsledky 

imunoblotování ukázaly, že tato protilátka specificky rozpoznává jeden Cu/ZnSOD 

isoenzym, jelikož byl detekován pás s vysokou abundancí při koncentraci mědi  

2 μmol·dm-3, velmi málo parný pás při koncentraci mědi 0,1 μmol·dm-3, který byl patrný 

až při vyšších expozicích (Obrázek 16 A, B). Při koncentraci 0,01 μmol·dm-3 nebyl 

detekován žádný pás, a to ani při vyšších expozicích (Obrázek 16 A, B). Vzhledem 

k tomu, že genom této rostliny pravděpodobně disponuje čtyřmi isoformami genu pro 

Cu/ZnSOD (Song et al., 2018), nebylo možné jednoznačně posoudit, o kterou isoformu 

se jedná, jelikož tato protilátka rozpoznává jak cytosolickou CSD1, tak i chloroplastou 

CSD2 u A. thaliana.  
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Obrázek 16: Detekce abundance CSD proteinu u rostlin divokého typu M. sativa rostoucích na 

MS médium s různou koncentrací mědi promocí imunoblotování se specifickou anti-CSD 

protilátkou. Proteinové extrakty byly připraveny ze semenáčků rostoucích na manuálně 

připraveném MS médium, které se lišilo v koncentraci mědi (0,01; 0,1; 2 μmol·dm-3).  

A – Imunoblot se specifickou CSD protilátkou, doba expozice 5 s. B – Imunoblot se specifickou 

CSD protilátkou, doba expozice 43 s. C – Kontrola proteinové nanášky barvením membrány 

pomocí Ponceau S. Proteinová velikost pozorovaného pásu odpovídají Cu/ZnSOD je 

v přibližném rozmezí 25-15 kDa. 
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4.5 Mikroskopická analýza listů Nicotiana benthamiana transformovaných 

konstruktem pCSD1-gCSD1::eGFP:3´UTR-CSD1 

Za účelem ověření funkčnosti dříve připraveného konstruktu  

pCSD1-gCSD1::eGFP:3´UTR-CSD1 byla provedena mikroskopická analýza listů  

N. benthamiana, které byly tranzientně transformovány pomocí bakterie A. tumefaciens 

nesoucí daný konstrukt. Pro pozorování přítomnosti fluorescentního signálu, který 

odpovídá lokalizaci fúzního proteinu byla využita konfokální mikroskopie. Přítomnost 

signálu byla pozorována v jádře a cytoplazmě. Signál byl taktéž pozorován v blízkosti 

cytoplazmatické membrány (Obrázek 17). Detailní pozorování zachytilo signál rovněž 

v cytoplazmatických vláknech (Obrázek 17, označeno hrotem) a zároveň ukázalo pokles 

intenzity signálu v centrální části jádra (Obrázek 17, označeno šipkou), který odpovídá 

jadérku.  

 

 
 

Obrázek 17: Mikroskopické pozorování tranzientně transformovaných listů N. benthamiana 

konstruktem pCSD1-gCSD1::eGFP:3´UTR-CSD1. Kanál pro eGFP  byl pozorován 3 dny po 

transformaci a pro mikroskopické pozorování byla využita konfokální mikroskopie. Šipka 

označuje jádro, které je spjato se snížením intenzity signálu, které představuje jadérko. Hrot 

označuje přítomnost v cytoplazmatickém vláknu. Měřítko – 50 µm. 
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Kromě dříve pozorované subcelulární lokalizace signálu byla snaha potenciálně 

pozorovat signál eGFP v chloroplastech. Avšak výskyt v chloroplastech byl vyloučen 

absencí překryvu (Obrázek 18C) signálu eGFP (Obrázek 18A) a chlorofylu (Obrázek 

18B), přičemž chloroplasty byly označeny šipkou (Obrázek 18B, C). 

 

 

 

Obrázek 18: Mikroskopické pozorování překryvu signálů v jednotlivých kanálech u tranzientně 

transformovaných listů N. benthamiana konstruktem pCSD1-gCSD1::eGFP:3´UTR-CSD1.  

A – Transformovaná buňka listu N. benthamiana, kanál pro eGFP. B – Kanál pro chlorofyl.  

C – Překryv kanálu pro eGFP (A) a chlorofyl (B). Pro mikroskopické pozorování byla využita 

konfokální mikroskopie. Šipky označují chloroplasty. Měřítko – 5 µm. 

 

4.6 Bioinformatická analýza superoxiddismutas u M. sativa 

V současné době stále není v odborné literatuře definován jasný počet SOD, který je 

kódován genomem M. sativa, a to i přesto, že genom této rostliny byl již osekvenován 

(Shen et al., 2020). Z tohoto důvodu byla provedena bioinformatická analýza za účelem 

definovaní SOD u M. sativa, na základě již známých sekvencí SOD u rodově příbuzné 

rostliny M. truncatula. Jako podklad pro tuto analýzu byly využity proteinové sekvence 

7 SOD, které byly dříve definovany v odborné publikaci Song et al., (2018). Zde byly 

identifikovány 4 CSD, 2 FSD a 1 MSD u modelové rostliny M. truncatula. 

Webová databáze, známá jako alfalfatoolbox, již v současné době obsahuje možnost 

prohledávání proteinových sekvencí M. sativa na základě sekvenční homologie. Díky této 

funkci byly identifikovány proteiny sdílející nejvyšší míru homologie na úrovni 

proteinové sekvence se sedmi SOD identifikovanými u M. truncatula. Následně byly tyto 

sekvence porovnány pomocí webového programu známého jako „Protein Blast“  

(Příloha 1–7). Bylo zjištěno, že proteinové stuktury odpovídající SOD z rostliny  

M. sativa, sdílí vysokou sekvenční homologii se SOD z M. truncatula a to konkrétně: 

CSD1 98,5% identitu při 100% pokrytí proteinové sekvence; CSD2 96,8% identitu při  

pokrytí 80% proteinové sekvence; CSD3 98,1% identitu při pokrytí 100% proteinové 
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sekvence; CSD4 98% identitu při 100% pokrytí proteinové sekvence; FSD1 94,5% 

identitu při 100% pokrytí proteinové sekvence; FSD2 96,9% identitu při pokrytí 100% 

proteinové sekvence; MSD 98,2% identitu při 99% pokrytí proteinové sekvence. 

Následně byla provedena fylogenetická analýza proteinových sekvencí SOD u rostlin 

A. thaliana, M. truncatula a M. sativa s cílem identifikovat možné příbuzenské vztahy 

v rámci zjištěných společných větví (Obrázek 19). Na základě získaných výsledků 

můžeme uvažovat o přibližně stejných funkcích SOD u M. sativa, jako u rostliny  

A. thaliana, jelikož fuknce těchto SOD je v literatuře nejlépe popsána. Všechny SOD 

z rostliny M. sativa byly přiřazeny do větve s pravděpodobně podobnou SOD z rostliny 

A. thaliana. Nicméně výjimku tvoří MtCSD2 společně s MsCSD2, které se zdají být 

vývojově unikátní (Obrázek 19). 

 

 
 

Obrázek 19: Fylogenetická analýza proteinových sekvencí SOD rostlin A. thaliana,  

M. truncatula a M. sativa.  Proteiny byly rozděleny do sedmi podskupin označených různými 

barvami, a to dle predikovaného příbuzenského vztahu k SOD z rostliny A. thaliana. Pro lepší 

orientaci byly finalní větvení označeny různými barvy pro dané čáry (A. thaliana – žlutá;  

M. truncatula – zelená; M. sativa – modrá). 
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V odborné literatuře je taktéž popsána specifická lokalizace každého isoenzymu 

SOD u rostliny A. thaliana. Za účelem potvrzení výsledků získaných fylogenetickou 

analýzou, kdy jsme rozřadily jednotlivé SOD do určitých podskupin s potencionální 

možností stejné funkce, byla provedena predikce lokalizace SOD u rostlin M. truncatula  

a M. sativa, ale i u rostliny A. thaliana, která sloužila jako pozitivní kontrola. Získané 

výsledky potvrzují predikci stejné lokalizace pro SOD, které se nachází v jednotlivé třídě 

rozdělené dle fylogenetické analýzy (Tabulka 3).  

 
Tabulka 3: Predikce lokalizace SOD u rostlin A. thaliana, M. truncatula a M. sativa. 

 

  Chloroplast Mitochondrie Peroxisom Jádro Cytosol Extracelulární 

prostor 

AtFSD1 - - - 1,5 - - 

AtFSD2 11 3 - - - - 

AtFSD3 12 - - - 1 - 

AtCSD1 - - - - 14 - 

AtCSD2 13 - - - - - 

AtCSD3 - - 2 9 2 - 

AtMSD1 3 10 - - - - 

AtMSD2 - 1 - - 2 10 

MtCSD1 12 - - 1 - - 

MtCSD2 14 - - - - - 

MtCSD3 - - - 1 12 - 

MtCSD4 - - - - 13 - 

MtFSD1 10 1 - 2 - - 

MtFSD2 - 2 - - 12 - 

MtMSD - 9,5 - - - - 

MsCSD1 13 - - - - - 

MsCSD2 2 - 2 - 10 - 

MsCSD3 - - - - 13 - 

MsCSD4 - - - - 13 - 

MsFSD1 12 - - 1 - - 

MsFSD2 8 - - - 5 - 

MsMSD 2 10 - - 1 - 

 

Výjimku tvoří CSD3 u A. thaliana, která dle fylogenetické analýzy odpovídá MtCS3 

a MsCSD3, přičemž jejich lokalizace byla predikována do cytozolu, nikoli do 

peroxisomu. Zcela unikátní MtCSD2 a MsCSD2, které dle fylogenetické analýzy byly 

zařazeny do samostatné větve, disponují rozdílnou predikcí v rámci lokalizace. To může 

být taktéž spojeno s tím, že u těchto SOD byla zjištěna nejnižší míra pokrytí proteinové 

sekvence při porovnávání a to 80%. Tento rozdíl byl pozorován především na začátku 
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proteinové sekvence, kde se nachází signální peptid pro lokalizaci do chloroplastu 

(Příloha 2). To může mít pravděpodobně za následek rozdíl v predikovaní lokalozace.   
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5 DISKUSE 

Rostliny, jakožto sesilní organismy, nemají možnost opustit stanovištně, ve kterém se 

právě nacházejí. V průběhu jejich vývoje dochází k nespočtu změn v jejich přímém okolí, 

které vytváří pro rostliny stresové podmínky, a na které musí vhodně reagovat  

a přizpůsobovat se. Z toho důvodu došlo u rostlin k vývoji signálních drah tak, aby na 

různé druhy stresu mohlo být odpovídáno jak co nejrychleji, tak co nejspecifičtěji 

(Sewelam et al., 2016). Mezi úvodní stresové signalizační molekuly patří ROS, jejichž 

role v buněčné signalizaci není dodnes zcela objasněna a skrývá mnohé otázky 

(Waszczak et al., 2018). Teprve relativně nedávno byl objeven první receptor, který je 

přímo aktivován při zvýšené produkci ROS, a to konkrétně H2O2 (Wu et al., 2020). 

Z tohoto důvodu je i v současné době hojně zkoumána antioxidační obrana v popředí se 

SOD, jejichž výsledkem enzymatické aktivity je přeměna O2
•- na zmíněný H2O2, který 

hraje zcela esenciální roli v buněčné signalizaci, jak již bylo nastíněno (Dvořák et al., 

2021b). Z tohoto důvodu se teoretická část této práce zabývala definováním základních 

charakteristik ROS, včetně signální a vývojové funkce, dále antioxidační obraně se 

zaměřením na SOD a jejich regulaci. 

SOD jsou velmi dobře charakterizovány u modelové rostliny A. thaliana, u které 

jsou dostupné jak proteinové, tak genomové sekvence. Jedním ze základních parametrů, 

který významným způsobem ovlivňuje expresi SOD u této rostliny, je dostupnost mědi 

v růstovém médiu. Bylo prokázáno, že SPL7 patří mezi hlavní regulátory homeostázy 

mědi u A. thaliana a zcela zásadním způsobem ovlivňuje výslednou abundanci/aktivitu 

FSD1 a CSD1/2 v odpovědi na dostupnost mědi (Yamasaki et al., 2009). Tento druh 

regulace skrze SPL7 byl popsán jen u rostlin A. thaliana, nicméně je velmi 

pravděpodobné, že tato regulace je zachována i u dalších rostlinných druhů, jelikož rodina 

SPL transkripčních faktorů je velmi konzervovaná mezi jednotlivými druhy rostlin (Chen 

et al., 2010). Relativně nedávno se podařilo přečíst genom rostliny M. sativa L., který 

však stále není dostupný v porovnatelné kvalitě, jako je tomu například  

u modelových rostlin A. thaliana a M. truncatula (Hrbáčková et al., 2020; Shen et al., 

2020). Doposud tedy nebylo v odborné literatuře definováno, jaké množství, a které 

druhy SOD se vyskytují u rostliny M. sativa. Na druhou stranu u modelové rostliny  

M. truncatula, která je blízkým příbuzným pro M. sativa, byla provedena poměrně 

detailní studie definující přítomný počet SOD a jejich přibližnou funkci (Song et al., 

2018). 
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Právě proto se tato práce zabývala definováním SOD u rostliny M. sativa pomocí 

bioinformatických přístupů a následnou biochemickou analýzou isoforem SOD u rostlin 

A. thaliana a M. sativa v souvislosti s jejich reakcí na různé kultivační podmínky, a to 

především v dostupnosti mědi. Pomocí bioinformatických porovnání proteinových 

sekvencí SOD z M. truncatula s dostupnou databází proteinových sekvencí M. sativa bylo 

definováno celkem 7 nezávislých SOD, které sdílely velmi vysokou sekvenční homologii 

s danými SOD z M. truncatula. Pomocí fylogenetického porovnání získaných sekvencí 

SOD z rostlin A. thaliana, M. truncatula a M. sativa se podařilo predikovat 

předpokládané vývojové větve jednotlivých SOD, a tím i predikovat jejich 

předpokládanou funkci v rámci známých informací o SOD z modelové rostliny  

A. thaliana. Jako pozitivní kontrola těchto výsledků může být brána publikace autorů 

Song et al., (2018), kteří taktéž provedli fylogenetickou studii pro porovnání SOD z více 

druhů rostlin obsahující taktéž i porovnání A. thaliana a M. truncatula. Námi získané 

výsledky se shodují s těmito dříve publikovanými, což potvrzuje správnost provedené 

analýzy. V neposlední řadě byla provedena predikce lokalizace nově definovaných SOD 

u M. sativa, která podpořila předpokládané funkce těchto SOD nalezených ve stejných 

vývojových větvích skrze potvrzení stejných lokalizací se SOD u A. thaliana. 

Experimentální část byla věnována především definování chování SOD na úrovni 

aktivity/abundance v odpovědi na dostupnost mědi, ale i fenotypovým projevům 

semenáčků rostlin A. thaliana a M. sativa. U rostliny A. thaliana byl taktéž studován 

dopad různých koncentrací a druhů zdroje dusíku na zmíněné parametry. 

Pro první pozorovanou rostlinu, A. thaliana, obsahovala média různé koncentrace 

mědi a dále disponovala různými koncentracemi a zdroji dusíku (prostřednictvím 

NH4NO3 pro MS a ARA mod. média a Ca(NO3)2·4 H2O pro ARA médium). Rostliny 

divokého typu rostoucí na ARA médiu, vykazovaly fenotypové projevy v nadzemní části 

rostlin, a to při všech koncentracích mědi. Konkrétně byly zaznamenány podstatně menší 

listové růžice. Tento fenotypový projev se zdá býti závislý na druhu použitého zdroje 

dusíku, jelikož rostliny rostoucí na ostatních typech médií tento fenotyp nevykazovaly. 

Dá se tedy říci, že zdroj dusíku Ca(NO3)2·4 H2O bez přidaných amonných solí není zcela 

vhodný pro vývoj nadzemní části rostliny A. thaliana (Ueda et al., 2017). Na druhou 

stranu standartní MS médium, které je hojně využíváno pro standartní růst rostlin, 

vykazovalo nižší počet laterálních kořenů a celkový vývoj kořenové soustavy 

v porovnání s ARA a ARA mod. médii, a to při všech variantách koncentrace mědi. 



   

 

57 

 

Nicméně tento fenotyp byl očekávaný, jelikož ARA médium a jeho upravená verze, se 

používá především k cílené mikroskopické analýze kořenového systému a za tímto 

účelem je taktéž upraveno jeho složení (Ovečka et al., 2014). Ze získaných výsledků je 

ovšem možno konstatovat, že změna zdroje dusíku nemá vliv na vývoj kořenové 

soustavy, ale má zcela zásadní vliv na velikost růžice. Sledované koncentrace mědi (0,01; 

0,1; 2 μmol·dm-3) nevedly ke změnám fenotypového projevu u všech zkoumaných médií, 

jelikož tyto koncentrace jsou považovány za fyziologické pro rostlinu  

A. thaliana (Lequeux et al., 2010).  

Následovná biochemická analýza extraktů divokého typu A. thaliana potvrdila 

správnost připravených médií, a to jak na úrovni aktivit SOD, tak i na úrovni abundance. 

Z výsledku byl patrný gradientní vliv mědi v médiu na úrovni aktivit a abundance FSD1 

a CSD1/CSD2 enzymů, jejichž exprese je regulována skrze dříve popsaný transkripční 

faktor SPL7. Nicméně zajímavým zjištěním bylo, že taktéž druh a koncentrace 

dostupného dusíku ovlivňují tento vztah výměny FSD1 za CSD1/2 při zvyšující se nebo 

snižující se koncentraci mědi. Největší poklesy úrovně abundance/aktivity FSD1 při 

snižující se koncentraci mědi byly pozorovány u ARA média, které obsahuje jako zdroj 

dusíku Ca(NO3)2·4 H2O v koncentraci 0,002 mol·dm-3. Mírnější pokles 

abundance/aktivity FSD1 byl pozorován pro ARA mod. médium obsahující  

0,006 mol·dm-3 NH4NO3. Nutné podotknout, že obě tato média obsahují ve stejné 

koncentraci KNO3 jako zdroj dusíku. Naopak MS médium obsahuje 3,8x vyšší 

koncentraci KNO3 a 3,2x vyšší koncentrace NH4NO3. Toto médium vykazovalo nejmenší 

pokles v abundanci/aktivitě FSD1 při stoupající koncentraci mědi a jeho přítomnost byla 

dokonce detekována i při nejvyšší koncentraci mědi v médiu (2 µmol·dm-3), což  

u zbylých dvou médii nebylo zaznamenáno. Tyto výsledky jednoznačně podporují 

tvrzení, že nejen množství, ale i zdroj dusíku je dalším parametrem ovlivňujícím 

abundanci/aktivitu SOD. Toto tvrzení bylo již i experimentálně potvrzeno. Množství 

dostupného dusíku přímo ovlivňuje chování SPL7 transkripčního faktoru, což vede 

k ovlivňování poměru exprese FSD1 a CSD1/CSD2, a to i nezávisle na úrovni 

koncentrace mědi v médiu (Mermod et al., 2019).  

Získané výsledky z rostliny A. thaliana napomohly optimalizaci přípravy 

manuálně připravených médií. Především napomohly ověření správnosti přípravy za 

účelem studia vlivu mědi na abundanci/expresi SOD. Pro následné studium této regulace  

u rostliny M. sativa bylo vybráno MS médium, a to z několika důvodů. Na oddělení 
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katedry Biotechnologií je toto médium hojně využíváno při metodách somatické 

embryogeneze a následného růstu regenerantů, kdy již víme, že na tomto médiu rostliny 

M. sativa velmi dobře prospívají. Nadále získané biochemické výsledky potvrdily změnu 

aktivity SOD v závislosti na koncentraci mědi v růstovém MS médiu a jsou tedy vhodné 

pro další studium SOD v M. sativa. Pozorovaný fenotypový projev na rostlině A. thaliana, 

tedy snížený vývoj kořenové soustavy, nepředstavoval výrazný problém pro využití 

tohoto média pro další studie. Fenotypová analýza divokého typu M. sativa byla bohužel 

výrazně ovlivněna velmi nízkou klíčivosti, což bylo zapříčiněno velmi silnou testou  

u semen. Z tohoto důvodu byla využita metoda skarifikace, která výrazně zvedla účinnost 

klíčení, nicméně zabránila objektivnímu hodnocení fenotypových projevů. Avšak je 

pravděpodobné, že nízká koncentrace mědi (0,01 μmol·dm-3) vede ke snížené velikosti 

listové plochy, což může být následek nedostatku tohoto esenciálního prvku.  

Následná biochemická analýza odhalila, že i u rostliny M. sativa je zachována 

regulace aktivity SOD v odpovědi na dostupnost mědi v růstovém médiu. Nicméně tato 

regulace skrze SPL7 je pravděpodobně zachována jenom pro Cu/ZnSOD isoformy  

(a to pravděpodobně pro všechny čtyři identifikované isoformy), jelikož nebyl pozorován 

trend změny na úrovni aktivity a ani abundance pro FeSOD. U rostliny M. sativa tedy 

pravděpodobně mohlo dojít k evoluční změně regulace FeSOD isoforem, konkrétně ke 

ztrátě schopnosti SPL7 se vázat do promotorové sekvence FeSOD. U rostliny A. thaliana 

obsahuje promotorová sekvence FSD1 celkem šest motivů GTAC, které jsou zodpovědné 

za vazbu SPL7 a spuštěné exprese FSD1 genu (Andrés-Colás et al., 2013). V budoucnu 

by měla být provedena bioinformatická analýza promotorových sekvencí FeSOD  

u M. sativa za účelem ověření této teorie. 

Závěrečná část práce se věnovala ověření funkčnosti dříve připraveného pCSD1-

gCSD1::eGFP:3´UTR-CSD1 konstruktu, který kóduje CSD1 protein fúzovaný s GFP 

pod kontrolou nativního promotoru. Pomocí transientní transformace listů  

N. benthamiana, a následné mikroskopické analýzy, byla ověřena funkčnost a nastíněna 

první možná subcelulární lokalizace tohoto proteinu. Stejně jako v případě FSD1-GFP 

byl tento protein lokalizován v jádře a v cytoplasmě (Dvořák et al., 2021a), což by mohlo 

nastiňovat případné podobné funkce těchto proteinů v daných částech buňky. Nicméně 

pro přesnou lokalizaci tohoto proteinu bude nezbytné stabilně transformovat csd1  

a následně opět provést detailní mikroskopickou analýzu, která by ověřila námi získané 

výsledky z transientní transformace.  
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6 ZÁVĚR 

První, teoretická část bakalářské práce byla zaměřena na vypracování literární rešerše na 

téma ROS (hlavní zástupci, jejich vznik a signální a vývojová role ROS), antioxidační 

obrana (SOD a její isoformy) a SPL (konkrétně SPL7) se zaměřením se na rostliny  

A. thaliana a M. sativa.  

Druhá, experimentální část, byla věnována bioinformatické analýze, která byla 

provedena za účelem definování SOD u rostliny M. sativa a predikce lokalizace a funkce 

jednotlivých isoforem SOD. Pro ověření vlivu mědi (A. thaliana, M. sativa) a dusíku  

(A. thaliana) na raný vývoj rostlin byla zhotovena fenotypová analýza, která odhalila, že 

především různé zdroje a koncentrace dusíku mají zásadní vliv na listovou růžici  

a kořenový systém u rostliny A. thaliana. Pro ověření regulace isoforem SOD byla rovněž 

provedená biochemická analýza zahrnující enzymatickou analýzu získaných nativních 

extraktů z rostlin rostoucích na různé koncentraci mědi pomocí nativní-PAGE  

a imunoblotování se specifickými protilátkami. Výsledky potvrdily přítomnost regulace 

SOD skrze SPL7 v odpovědi na různé koncentrace mědi v médiu u rostliny A. thaliana 

(Yamasaki et al., 2009). U rostliny M. sativa byl taktéž potvrzen vliv dostupnosti mědi 

na přítomnost abundance/aktivity SOD, nicméně tato závislost byla pozorována pouze 

pro Cu/ZnSOD, nikoliv však pro FeSOD tak, jak je tomu u A. thaliana. Tyto výsledky 

naznačují, že došlo k evolučně změněné regulaci exprese FeSOD u rostliny M. sativa 

v odpovědi na nedostatek mědi v médiu řízené skrze SPL7 transkripční faktor. 

 Také byl použit konstrukt pCSD1-gCSD1::eGFP:3´UTR-CSD1 pro tranzientní 

transformaci listů N. benthamiana za účelem ověření jeho funkčnosti a určení jeho 

primární domnělé subcelulární lokalizace. Výsledky ukázaly výskyt fúzního proteinu 

v jádře, v cytoplazmě, v blízkosti cytoplazmatické membrány a v cytoplazmatických 

vláknech. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

1O2    Singletový kyslík 

AKO    Akonitasa 

APS    Peroxodisíran amonný 

APX    Askorbát peroxidasa 

ARA médium  Ara. modifikované médium 

BSA    Hovězí sérový albumin 

CAT    Katalasa 

CCS    Copper chaperone for SOD1 

CDPK    Calcium-dependent protein kinase 

Col-0    Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia 

COX    Cytochrom-c oxidasa  

CSD1, 2, 3    Superoxiddizmutasa 1, 2, 3 osahující měď a zinek 

Cu/ZnSOD   Superoxiddizmutasa osahující měď a zinek 

DHA    Dehydroaskorbát 

DHAR    Dehydroaskorbát reduktasa 

Dpo    Dny po opylení 

DTT   Dithiothreitol 

EGTA   Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′ 

tetraoctová  kyselina 

FAD   Flavinadenindinukleotid 

FeS   Sulfid železnatý 

FeSOD   Superoxiddizmutasa osahující železo 

FSD1, 2, 3    Superoxiddizmutasa 1, 2, 3 osahující železo 

GFP    Zelený fluorescenční protein; Green fluorescent protein 

GR     Glutathion reduktasa 

GSH    Glutathion 

GSSG    Glutathion disulfid 

H2O2    Peroxid vodíku 

HEPES    4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonová kyselina 

HO2
•   Hydroperoxyl 

HOCl    Kyselina chlorná 
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HPCA1    HYDROGEN-PEROXIDE-INDUCED Ca2+  

INCREASES 1 

HY5   ELONGATED HYPOCOTYL 5 

LRR    Leucine-rich receptor kinase  

MAO    Monoaminooxidasa 

MDHA    Monodehydroaskorbát 

MDHAR    Monodehydroaskorbát reduktasa 

MES    Draselná sůl kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové  

MnSOD   Superoxiddizmutasa osahující mangan 

MS     Murashige a Skoog médium 

MSD1, 2    Superoxiddizmutasa 1, 2, 3 osahující mangan 

MV    Methyl viologen; Paraquat 

NADP+   Oxidovaný nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NADPH    Redukovaný nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NBT    Chlorid nitrotetrazoliové modři 

NiSOD   Superoxiddizmutasa osahující nikl 

O2     Molekulární kyslík 

O2
•-     Superoxid 

O3     Ozon 

OH•    Hydroxylový radikál 

PVDF    Polyvinyliden difluoridová membrána 

RBOH    RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOG 

RO•    Alkoxyl 

ROO•    Peroxyl 

ROS    Reaktivní formy kyslíku; Reactive oxygen species 

SBP    SQUAMOSA binding protein 

SDS    Dodecylsíran sodný 

SOD    Superoxiddismutasa 

SPL    SQUAMOSA PROMOTER-BINDING PROTEIN-LIKE 

SPL7    SQUAMOSA PROMOTER-BINDING PROTEIN-LIKE 7  

TBS-T    Tris buffer saline s přídavkem Tween 20 

TEMED    N,N,N′,N′-tetramethylethylendiamin 

XO     Xanthinoxidasa 



   

 

72 

 

9 PŘÍLOHY 

Seznam příloh: 

Příloha 1: Porovnání proteinových sekvencí CSD1 pomocí webového programu „Protein 

Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula. 

Příloha 2: Porovnání proteinových sekvencí CSD2 pomocí webového programu „Protein 

Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula. 

Příloha 3: Porovnání proteinových sekvencí CSD3 pomocí webového programu „Protein 

Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula.  

Příloha 4: Porovnání proteinových sekvencí CSD4 pomocí webového programu „Protein 

Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula.  

Příloha 5: Porovnání proteinových sekvencí MSD pomocí webového programu „Protein 

Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula.  

Příloha 6: Porovnání proteinových sekvencí FSD1 pomocí webového programu „Protein 

Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula.  

Příloha 7: Porovnání proteinových sekvencí FSD2 pomocí webového programu „Protein 

Blast“ u rostlin M. sativa a M. truncatula.  

 

 



 

Příloha 1: Porovnání proteinových sekvencí CSD1 pomocí webového programu „Protein Blast“ 

u rostlin M. sativa a M. truncatula. A – Porovnání proteinových sekvencí CSD1 u M. sativa  

a M. truncatula. B – Výstup základních parametrů porovnávaných sekvencí.  

C – Grafické shrnutí pokrytí porovnávaných proteinových sekvencí. Zkratky: M. truncatula 

(query); M. sativa (sbjct). 

 

 

Příloha 2: Porovnání proteinových sekvencí CSD2 pomocí webového programu „Protein Blast“ 

u rostlin M. sativa a M. truncatula. A – Porovnání proteinových sekvencí CSD2 u M. sativa  

a M. truncatula. B – Výstup základních parametrů porovnávaných sekvencí.  

C – Grafické shrnutí pokrytí porovnávaných proteinových sekvencí. Zkratky: M. truncatula 

(query); M. sativa (sbjct). 

 

 



   

 

 

 

Příloha 3: Porovnání proteinových sekvencí CSD3 pomocí webového programu „Protein Blast“ 

u rostlin M. sativa a M. truncatula. A – Porovnání proteinových sekvencí CSD3 u M. sativa  

a M. truncatula. B – Výstup základních parametrů porovnávaných sekvencí.  

C – Grafické shrnutí pokrytí porovnávaných proteinových sekvencí. Zkratky: M. truncatula 

(query); M. sativa (sbjct). 

 

 

 

Příloha 4: Porovnání proteinových sekvencí CSD4 pomocí webového programu „Protein Blast“ 

u rostlin M. sativa a M. truncatula. A – Porovnání proteinových sekvencí CSD4 u M. sativa  

a M. truncatula. B – Výstup základních parametrů porovnávaných sekvencí.  

C – Grafické shrnutí pokrytí porovnávaných proteinových sekvencí. Zkratky: M. truncatula 

(query); M. sativa (sbjct). 

 

 

 



   

 

 

 

Příloha 5: Porovnání proteinových sekvencí MSD pomocí webového programu „Protein Blast“ u 

rostlin M. sativa a M. truncatula. A – Porovnání proteinových sekvencí MSD u M. sativa  

a M. truncatula. B – Výstup základních parametrů porovnávaných sekvencí.  

C – Grafické shrnutí pokrytí porovnávaných proteinových sekvencí. Zkratky: M. truncatula 

(query); M. sativa (sbjct). 

 

 
 

Příloha 6: Porovnání proteinových sekvencí FSD1 pomocí webového programu „Protein Blast“ 

u rostlin M. sativa a M. truncatula. A – Porovnání proteinových sekvencí FSD1 u M. sativa  

a M. truncatula. B – Výstup základních parametrů porovnávaných sekvencí.  

C – Grafické shrnutí pokrytí porovnávaných proteinových sekvencí. Zkratky: M. truncatula 

(query); M. sativa (sbjct). 

 



   

 

 

 

Příloha 7: Porovnání proteinových sekvencí FSD2 pomocí webového programu „Protein Blast“ 

u rostlin M. sativa a M. truncatula. A – Porovnání proteinových sekvencí FSD2 u M. sativa  

a M. truncatula. B – Výstup základních parametrů porovnávaných sekvencí.  

C – Grafické shrnutí pokrytí porovnávaných proteinových sekvencí. Zkratky: M. truncatula 

(query); M. sativa (sbjct). 

 

 


