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CÍLE PRÁCE 

Teoretická část 

Vypracování rešerše zaměřené na: 

 základní popis vojtěšky a význam vojtěšky pro zemědělství 

 reakce rostlin na vnější abiotické stresové faktory 

 podíl signálních proteinů na regulaci vývojových procesů rostlin a jejich reakcí 

na vnější stresové podmínky 

 metody hodnocení fenotypu rostlin po aplikaci abiotických stresových faktorů 

Praktická část 

 cílená kultivace kontrolních a transgenních rostlin vojtěšky v podmínkách 

in vitro a in vivo 

 aplikace vybraných stresů a vyhodnocování míry rezistence mezi liniemi 

 pomocí kvalitativních a kvantitativních metod vyhodnocování stanovit, do jaké 

míry potlačení exprese MAPKK u vojtěšky ovlivní reakci rostlin na stres. 

 vyhodnocování fenotypových změn, vyvolaných abiotickým stresem, na 

rostlinách vojtěšky 



 

1 

1. ÚVOD 

Tato bakalářská práce se zabývá vlivem vybraných abiotických stresových faktorů na 

transgenní linie (SIMKK RNAi) tolice vojtěšky (Medicago sativa L.)jak v in vitro, tak v 

ex vitro podmínkách, a testováním možných změn rostlin vojtěšky v reakcích na 

abiotické stresové faktory při symbióze s půdní bakterií Sinorhizobium meliloti. Tolice 

vojtěška je vytrvalá dvouděložná rostlina z čeledi bobovitých (Fabaceae). Vyznačuje se 

fialově zbarvenými květy. Rostlina se využívá především jako krmivo pro dobytek a 

díky symbióze s půdními bakteriemi pomáhá obohacovat půdu v okolí kořenů o dusík, 

který mohou rostliny využít. Je také často využívána jako modelový organismus a 

uplatňuje se i v moderních biotechnologiích (Bouton, 2012). U rostlin se vyvinuly 

mechanismy aktivace receptorů a signálních drah, citlivých k různým biotickým a 

abiotickým vlivům. Jelikož rostliny jsou vázány na konkrétní místo svého růstu, 

aktivace signálních drah pomáhají rostlinám v adaptaci a vhodné odpovědi na různé 

podněty (Colcombet and Hirt, 2008; Rodriguez et al., 2010; Smékalová, 2014). V této 

práci jsem se zaměřil na vliv abiotického stresu, způsobeného zasolením, na expresi 

proteinů SIMK (stress-induced mitogen-activated protein kinase) a SIMKK (stress-

induced mitogen-activated protein kinasekinase). SIMKK je enzym, protein kinasa, 

který se účastní mnoha buněčných procesů jako je regulace exprese genů, buněčného 

dělení a diferenciace buněk. Je součástí několikastupňové signální fosforylační kaskády, 

při které dochází k postupné aktivaci jednotlivých členů prostřednictvím fosforylace, a 

tedy k přenosu signálu. U transgenních linií M. sativa byla exprese SIMKK potlačena 

metodou RNA interference (RNAi). Jde o proces regulace transkripce i exprese genů 

vzájemným ovlivňováním (vyrušením) fragmentů dvoušroubovicové RNA (dsRNA) a 

exprimovaných genů. Zajímalo mě, jak se bude lišit obsah proteinu SIMK za 

současného působení soli u ex vitro pěstovaných transgenních linií SIMKK RNAi, které 

byly zároveň inokulovány bakterií Sinorhizobium meliloti. Tato práce sleduje obsah 

protein kinas SIMK a MMK3, které jsou zahrnuty v signálních dráhách, regulovaných 

SIMKK. Pro potvrzení fosforylace, a tedy aktivace studovaných protein kinas, při 

přenosu signálu v dané kaskádě byla použita fosfo-specifická protilátka, reaktivní jen s 
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fosforylovanými kinasami. Cílem této práce bylo porovnat míru rezistence na stres 

způsobený zasolením u ex vitro kontrolních rostlin a transgenních linií SIMKK RNAi, v 

porovnání s kontrolními rostlinami vojtěšky rostoucích v in vitro podmínkách. 
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2. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Tolice vojtěška (Medicago sativa) 

2.1.1 Charakteristika 

Tolice vojtěška (Medicago sativa L.) je vzpřímená, téměř lysá rostlina vysoká 

30 - 80 cm, která kvete od května do října (Randuška, 1986; Schauer, 2007). Nejčastěji 

roste na chudém, suchém trávníku, kamenné zdi, okraji cesty, náspu, poli, rumišti, 

štěrkovém místě a jiných sušších ruderalizovaných loukách a mezích. Vojtěška se hojně 

pěstuje jako pícnina a její původ je nejspíš někde z oblasti Malé Asie a Kašmíru (Kubát, 

2002). Z mediteránní až subkontinentální Asie se tolice vojtěška rozšířila do Evropy. 

Diploidní stav vojtěšky je 2n = 32 (Kubát, 2002). 

2.1.2 Listy a stonek 

Tolice vojtěška (Medicago sativa) vytváří lodyhy vyrůstající z kořenového krčku. 

Lodyhy dorůstají výšky 0,9 až 1 m. Jedna rostlina vytváří 12 až 15 internodií. 

V uzlinách (nodech) se lodyha značně větví a vytváří kolem 4-8 větví. Rostlinu vojtěšky 

pak tvoří trs, který může mít přibližně 20 lodyh. Hmotnostní podíl lodyh kolísá podle 

hustoty porostu, a tedy především podle růstové fáze od 40 do 60 % (Velich, 1991). 

Podíl lodyh rostliny se s postupujícím vývinem a stárnutím rostliny zvyšuje a zároveň 

dochází k jejich lignifikaci
1
, která snižuje její stravitelnost, a tedy její krmnou hodnotu. 

Proces lignifikace je značně urychlen při nástupu kvetení vojtěšky (Klesnil et al., 1978). 

V příčném řezu stonku mají lodyhy kruhovitý nebo čtyřhranný tvar zelené barvy. 

Ve spodní části někdy nafialovělé v důsledku přítomnosti antokyanů (Hrabě et 

al., 2004). Listy tolice vojtěšky jsou tří četné obvejčité až obkopinaté, uspořádané 

střídavě. Jejich velikost se pohybuje v rozmezí 10-30 x 4-10 mm. V horní třetině jsou 

nepravidelně zubaté a špičaté s ostnem (Schauer, 2007). Prostřední list má delší řapík 

mezi 2-3 mm, na rozdíl od dvou vedlejších více přisedlých listů s řapíkem dlouhým 0,5-

1,5 mm (Randuška, 1986; Kubát, 2002). Barva listů se pohybuje v odstínech světle až 

tmavě zelené. Na řapících u báze se vytvářejí palisty (Hrabě et al., 2004). Při suchu, 

                                                      
1
 dřevnatění 
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způsobném nedostatkem vláhy se snižuje v listech turgor
2
, tyto listy se začínají sklápět, 

a tak se rostlina chrání proti ztrátě vody (Velich, 1991). Tolice vojtěška (Medicago 

sativa) je typická právě velkolepou soustavou listové plochy, které se nejvíce vytvářejí 

v prvním užitkovém roce a největší listovou plochu v první seči. Podle mnoha různých 

autorů tvoří za všechny seče v rozsahu 10 až 50 m
2
 1m

2
 pokrytí listů (Lichner et al., 

1983). 

2.1.3 Kořen 

Důležitým vegetativním orgánem, ze kterého je vojtěška schopna obrůstat je kořenový 

krček, ten je vytvořen po zasetí vojtěšky a růstem hlavní lodyhy, jejíž spodní uzlina 

postupně sílí a postupem času dochází k produkci odnožovacích pupenů, tedy zóny 

odnožování. Tyto pupeny jsou většinou vytvořeny ve vertikálním směru, což způsobuje 

rozvětvení a se zvyšujícím se věkem rostliny protáhlý a prohloubený krček (Velich, 

1991). Pro kořenovou soustavu vojtěšky jsou charakteristické 4 - 6 kůlových kořenů 

dosahující v roce výsevu při jarní setbě na podzim hloubky 1,5 m nebo až 5 metrů v 

propustných půdách. Při letním výsevu se nevytváří kůlové kořeny, ale dochází k 

většímu větvení, a to až 0,8 metrů od hlavního kořene. Avšak celková intenzita 

zakořenění a mohutnost kořenů vojtěšky je závislá na více faktorech, jako jsou půdní 

podmínky, agrotechnika a hlavně zpracování půdy a době výsevu (Regal a Krajčovič, 

1963; Klesnil et al., 1978; Velich, 1991; Šantrůček et al., 2007). Postupem času se u 

tolice vojtěšky (Medicago sativa) projevuje tzv. kořenová kontrakce, což je jev, kdy se 

kořenový krček začne zatahovat do půdy a spodní pupeny jsou už v prvním roce 

zatáhnuty až 15 mm do půdy. Toto pokračuje s přibývajícími lety. Vytvářejí se pupeny i 

na těch nejspodnějších uzlinách lodyh, což vede k většímu větvení kořenového krčku, 

který se prodlužuje a zatahuje ještě více do hloubky půdy (Velich, 1991). Výhodou 

zatahování kořenového krčku pod povrch půdy spočívá především v ochraně před 

abiotickým (chlad) a biotickým (hlodavci, hmyz) stresem (Velich, 1991). Bohužel však 

bývá relativně často napaden houbovými a bakteriálními chorobami, což omezuje výnos 

a životnost rostliny (Šantrůček et al., 2001). Po zasetí a vyrůstání rostlin se nejdříve 4 

krát rychleji tvoří kořenová soustava než nadzemní, a tak se nejvíce kořenové hmoty (30 

                                                      
2
 vnitřní napětí 
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- 60 % z celkového množství) nachází přibližně v hloubce 0,4 - 0,6 metrů pod povrchem 

půdy, což je pro rostlinu velmi prospěšné při shromažďování vody (Velich, 1991; 

Šantrůček et al., 2001). Podle Klesnila (1978) vytváří vojtěška největší množství 

kořenové hmoty ze všech plodin a pícnin. To připadá na 7,5 - 12 t/ha suché hmoty u 

vyvinutého porostu. Samotné kořeny obsahují velké množství ligninu, a tak jsou velmi 

pomalu rozkládány, což z nich dělá velmi dobrý materiál pro zvýšení úrodnosti půdy 

(Klesnil et al., 1978; Šantrůček et al., 2001). Dále kořeny tolice vojtěšky (Medicago 

sativa) obsahují velké množství prvků, jako jsou dusík (2 %), draslík (0,9 %), vápník 

(1,3 %) a fosfor (0,3 %, Velich, 1991). Kořenová soustava vojtěšky má velmi kladný 

vliv na vývoj mikroorganismů přítomných v půdě tím, že je schopna do půdy vylučovat 

relativně velké množství oxidu uhličitého a okyselovat půdu, a to má za následek 

uvolňování prvků z jejich méně vhodných sloučenin, což zabezpečuje markantní 

zpomalení ztráty živin z půdy v průběhu let (Lichner et al., 1983). 

2.1.4 Květ 

Stejně jako je tomu u většiny bobovitých (motýlokvětých) rostlin, i u tolice vojtěšky 

(Medicago sativa) je květ velmi charakteristicky stavěný. Kalich je pětizubý s chloupky 

na žilkách. Koruna se skládá z 5 lístků, přičemž dva spodní srůstají v člunek, který 

uzavírá generativní orgány. Dva postranní lístky tvoří volná křídla a horní list je 

pavézou, neboli štítkem (Randuška, 1986; Graman, 1991). Květy, které jsou 8-12 mm 

dlouhé, vyrůstají v počtu 12-25 na dlouhých stopkách v protáhlém až kulovitém 

hlávkovitém hroznu, 10-60 mm dlouhém, v úžlabí podpůrných listenů (Randuška, 1986; 

Velich, 1991; Schauer, 2007). Podle počtu odnoží, rozvětvení porostu a jeho hustoty 

vytváří jedna rostlina tolice vojtěšky (Medicago sativa) kolem 25-250 hroznů 

(Velich, 1991). Barva všech květů v květenství se pohybuje v odstínech modré a 

fialové, zřídka bledě modré, s tmavou kresbou na pavéze (Randuška, 1986; Kubát, 

2002; Schauer, 2007). Květenství vojtěšky kvete přibližně 2-5 dnů, pokud nedojde k 

opylení tak 6-7 dnů. Po 8-9 dnech květ vadne a opadává. Samotně květenství pak kvete 

10-20 dnů (Graman, 1991). Podle způsobu opylování je tolice vojtěška (Medicago 

sativa) z 89 % cizosprašná entomogamická
3
 rostlina. Samosprašná bývá jen z 10 % a to 

                                                      
3
 hmyzosnubná (hmyzosprašná) 
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jen tehdy, jsou-li nevhodné podmínky pro opylující hmyz. To způsobí nasazení malého 

počtu semen, přičemž rostliny z nich vzešlé jsou jen málo životaschopné (Graman, 

1991; Chloupek, 2000). K opylení je tedy důležitý vysoký počet opylovačů, jako jsou 

čmeláci a včely. Stejně jako u všech bobovitých rostlin s typicky členěným květem se i 

u vojtěšky objevuje v rámci rostlinné říše velmi netradiční způsob opylení, tzv. 

explozivní způsob. V závislosti na morfologickém uspořádání květních částí, těžší 

hmyz, který usedá na květ, uvede do pohybu pružinový mechanismus pro překonání 

"květního zámku", a tím i uvolnění prašníků a blizny (Graman, 1991). Avšak v 

semenářství zapříčiňuje tento mechanismus řadu problémů, které se projevují v 

nevyrovnané až nízké produkci semen (Velich, 1991). 

2.1.5 Plody a semena 

Plodem tolice vojtěšky (Medicago sativa) je vícesemenný spirálovitý lusk. Lusk má 1,5 

až 4 nepravidelné závity a je síťnatě žilkovaný a přitiskle chlupatý (Randuška, 1986; 

Velich, 1991; Kubát, 2002; Schauer, 2007; Pelikán, 2012). Rostlina má malá semena, 

kterých je v lusku 5-7 v závislosti na opylení (Velich, 1991). Barva semen se pohybuje 

od žluté, žlutohnědé až k olivově zelené (Hood a Howard, 2002; Pelikán, 2012). Tvar 

semena je nepravidelný ledvinovitý (Hood a Howard, 2002; Pelikán, 2012). Zárodek je 

chráněn poměrně tvrdým obalem, který způsobuje nerovnoměrné bobtnání semen, a 

tedy i jejich klíčení. Tato tvrdosemenost však zajišťuje semenům vojtěšky schopnost 

přežívat dlouhotrvající období nepříznivých podmínek. Tvrdost semen je způsobena 

prostoupením osemení kutinem a suberinem (Štráfelda, 1962). Vznik tvrdosemenosti je 

v době utváření semen doprovázen suchým a teplým počasím. Přičemž se rozšiřují 

palisádové buňky osemení, až dojde k jejich natlačení na sebe, a tedy k inhibici přístupu 

vody a kyslíku skrz obal semena (Švecová, 2007). Tvrdost semen je přirozeně 

způsobena časem sklizně, ale je také ovlivněna lokalizací semen v lusku. Podle 

Štráfeldy (1962) se zvyšuje jejich tvrdost se vzrůstající vzdáleností od kalichu. Dále 

tvrdí, že se tvrdosemenost přenáší do dalších generací v daleko větší míře než z rostlin, 

které bobtnají rychleji. Množství takovýchto tvrdých semen se pohybuje kolem 60-70 % 

(Hrabě et al., 2004). Hmotnost tisíce semen (HTS) je v rozmezí od 1,5-2,4 g (Velich, 

1991; Pelikán, 2012). 
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2.1.6 Využití 

Tolice vojtěška (Medicago sativa) má mnoho různých způsobů využití. V první řadě je 

třeba zmínit její užití jako pícniny, tedy ke krmivu, zejména jako pastvu pro dobytek. 

Na základě převažujících chemických látek, v tomto případě dusíkatých, lze vojtěšku 

zařadit mezi bílkovinné pícniny. Kromě obsahu proteinů, aminokyselin a dusičnanů 

obsahuje rostlina vlákninu, cukry a prvky jako fosfor, hořčík, draslík a vápník 

(Římovský, 1989). K dalším možnostem jejího využití je výroba sena a siláže. Dále je 

vojtěška jako každá rostlina užitečná pro svou schopnost produkovat mnoho hluboko 

rostoucích gravitropních kořenů a zabraňovat tak erozi půdy, a také v 

biotechnologických aplikacích, jako je fytoremediace (Fulkerson, 1981). Méně známé 

způsoby použití tolice vojtěšky (Medicago sativa) je výroba bílkovinných extraktů a 

koncentrátů, které je možné podávat jak zvířatům, tak lidem. Semena vojtěšky se již 

dnes prodávají v obchodech se zdravou výživou. V neposlední řadě její význam 

spočívá, díky symbióze s půdními hlízkovými bakteriemi fixujícími dusík, v akumulaci 

a obohacování dusíku ve formě dusičnanů a amoniaku v půdě. 
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2.2 Reakce rostlin na solný stres 

2.2.1 Stres u rostlin způsobený NaCl 

Většina solných stresů v přírodě je způsobena solemi sodíku, především chloridu 

sodného. NaCl může mít silné nepříznivé účinky na růst a vývoj rostlin a má obzvláště 

závažné důsledky pro výnosy plodin (Yadav et al., 2011; Smékalová et al., 2014). 

Zvýšení slanosti půdy může být způsobeno několika faktory: odpařováním vody, 

srážkami a zvětráváním půd (Mahajan a Tuteja, 2005; Smékalová et al., 2014). Stres ze 

zasolení je primárně způsoben toxicitou sodíku. Různé rostliny vykazují různé hranice 

tolerance vůči soli. Velmi odolné rostliny vůči zasolení se nazývají halofyty, jejich 

opakem jsou glykofyty, tedy rostliny velmi citlivé k zasolení. Většina půdních rostlin 

jsou glykofyty a nemohou tolerovat koncentrace Na
+
 nad 50 mM (Munns a Tester, 

2008; Smékalová et al., 2014). Nízké limity pro toleranci k zasolení mají především 

luštěniny (hrách, fazole), střední odolnost platí pro obilniny (žito, oves, pšenice, 

ječmen) a velmi vysoká rezistence je u některých pícnin a "technických" plodin (trávy, 

vojtěška, slunečnice, řepa, Maianu a kol., 1965; Levitt, 1980). Reakce rostlin na solný 

stres může být indikována zastavením růstu, nekrotickým odumíráním pletiv (Ehlig a 

Bernstein, 1958; Strogonov, 1964; Levitt, 1980), následuje ztráta turgoru, opadání listů, 

a nakonec smrt celé rostliny (Kovalskaia, 1958; Levitt, 1980). Když je rostlina 

vystavena solnému stresu, znamená to, že hodnoty chemického potenciálu, aktivity, a 

tedy i koncentrace soli se mnohem zvýší. Jak sůl difúzí prochází pomocí gradientu a 

proniká rostlinou, nastávají v rostlinách dvě změny: změna iontové rovnováhy a snížení 

potenciálu vody. Pokud sůl nevstoupí do buňky, dojde pouze k změně vodního 

potenciálu. Inhibice růstu indukovaná solí je jen částečně reverzibilní. Kořeny pod 

vlivem solného stresu například dodávají do nadzemní části méně hormonů, čímž 

narušují jejich rovnováhu v listech a zvyšují tuhost buněčné stěny (O'Leary, 1970; 

Levitt, 1980). Proto i když je do listů dodáváno dostatečné množství vody, dojde ke 

snížení růstu a buněčného dělení. Nárůst tuhosti buněčné stěny způsobené zasolením, je 

pravděpodobně ireverzibilní. Nicméně, jako v případě i jiných stresů, pokud je 

životaschopnost meristémů zachována, růst se znovu zahájí po odstranění stresu, avšak 

ne se stejnou rychlostí, jak tomu bylo před stresem. Pokud sůl snižuje vnější vodní 
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potenciál pod hladinu uvnitř buňky, vystavuje buňku sekundárnímu důsledku z 

nedostatku vody - osmotickému stresu. Koncentrace solí uvnitř buňky je přirozeně nižší 

než vně, kvůli přítomnosti organických látek (Marré a Servettaz, 1959; Levitt, 1980). 

Jak se zvyšuje koncentrace organických látek v cytoplazmě, postupně se obnovuje 

hodnota turgoru. Hlavní příčinou inhibice růstu indukované NaCl je obtížná absorpce 

minerálních živin kvůli konkurenci s Na
+
. Rostliny se však mohou, v případě 

sekundárního poškození, chránit před osmotickou dehydratací akumulací soli, dokud 

celková osmotická koncentrace není vyšší než koncentrace v kořenovém médiu. Aktivní 

ochranu rostlin proti soli představuje odstraňování Na
+
 z buněk pomocí Na

+
/H

+
 

antiportéru, dále je to udržování vysokých vnitrobuněčných hodnot poměru K
+
/Na

+
 

pomocí HKT transportérů a posléze i vakuolární sekvestrace Na
+
 přes NHX1 antiportér, 

který je lokalizován v tonoplastu (Munns a Tester, 2008; Smékalová et al., 2014). 

Inhibice růstu rostlin je doprovázena více metabolickými poruchami, především při 

respiraci, fotosyntéze, syntéze bílkovin a syntéze nukleových kyselin. Enzymová 

aktivita je v některých případech snížena, ale často se naopak zvyšuje. Dále byl 

zaznamenán zásah do metabolismu sacharidů (Bhardwaj, 1959; Levitt, 1980) a syntézy 

chlorofylu a karotenu (Kim, 1958; Levitt, 1980). Z uvedeného vyplývá, že poškození 

buněk vysokými koncentracemi solí nemusí být způsobeno jenom jejím přímým 

účinkem, ale též nepřímým účinkem, prostřednictvím jedné nebo více těchto 

metabolických poruch. 

2.2.2 Reakce na solný stres u huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) 

V reakci na podmínky prostředí, jako je i zvýšená koncentrace solí v půdě, bylo u 

huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) prokázáno, že dochází k akumulaci mRNA 

pro MEKK1 (MAPKKK; Mizoguchi et al., 1996; Sinha et al., 2011). Mutantní rostliny 

Arabidopsis mekk1 vykazují zlepšený růst za podmínek vysoké salinity, což naznačuje, 

že MEKK1 může být negativním regulátorem reakce na zasolení u Arabidopsis (Su et 

al., 2007; Smékalová et al., 2014). Signály pocházející ze stresových podmínek z 

prostředí jsou přenášeny především dvěma MAPK kaskádami. Jedna z nich je signální 

kaskáda se zapojením MPK4 (MEKK1-MEK1/MKK2-MPK4) a druhá kaskáda 

zahrnuje MPK6 a MAPK3 (Ichimura et al., 2000; Sinha et al., 2011). MAPK signální 

dráha indukovaná solným stresem obsahuje MEKK1 jako nadřazený ("upstream") 
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aktivátor kinasy MKK2 a podřazené ("downstream") MAPK MPK4 a MPK6 (Teige et 

al., 2004; Sinha et al., 2011). Důkazem funkčnosti této dráhy jsou mutantní rostliny 

Arabidopsis mkk2, které jsou přecitlivělé na sůl (Teige et al., 2004; Smékalová et al., 

2014). Z pozdějších studií vyplývá, že především aktivace MPK6 hraje zásadní roli v 

počátečních stádiích detoxikace Na
+
, protože tato kinasa rychle fosforyluje SOS1 

Na
+
/H

+
 antiportér a tím jej indukuje na úkor celkového okyselení cytosolu (Yu et al. 

2010; Smékalová et al., 2014). Solným stresem sekundárně způsobený osmotický stres 

u Arabidopsis thaliana aktivuje expresi MPK3, MPK4 a MPK6 (Droillard et al., 2002; 

Droillard et al., 2004; Sinha et al., 2011), avšak hyperosmotický stres způsobený solí 

vede k jejich různé aktivaci (Droillard et al., 2004; Kim et al., 2011; Persak a Pitzschke, 

2013; Smékalová et al., 2014).  

2.2.3 Reakce na solný stres u tolice vojtěšky (Medicago sativa) 

Kvůli sníženému výnosu tolice vojtěšky (Medicago sativa) způsobeného stresem ze 

zasolení (50 - 200mM koncentrace NaCl; Bekki et al., 1987; Jin et al., 2010), je tato 

problematika často studována. Za účelem zvýšení tolerance vojtěšky vůči soli bylo 

několik genů klonováno, charakterizováno a u některých genů byla využita metoda 

zvýšené exprese (Yang et al., 2005; Jin et al., 2010). Se známých MAPK vojtěšky byla 

identifikována jako solným stresem indukovaná SIMK (stress-induced mitogen-

activated protein kinase) o velikosti 46,6 kDa (Munnik et al., 1999; Sinha et al., 2011).  

Metodou yeast-two hybrid ke zjišťování interakcí mezi proteiny byla identifikována 

kinasa SIMKK jako nadřazený ("upstream") aktivátor SIMK. SIMKK interaguje 

specificky se SIMK a zprostředkovává její aktivaci způsobenou solí v in vivo i in vitro 

podmínkách (Kiegerl et al., 2000; Sinha et al., 2011). V případě semen tolice vojtěšky 

stres ze zasolení snižuje jejich klíčivost mnohem víc než mannitol, který se používá pro 

simulaci osmotického stresu ze sucha. Kořeny vojtěšky po klíčení vykazovaly pětkrát 

vyšší růst v přítomnosti mannitolu než v přítomnosti NaCl (Strogonov, 1964). 

  



 

11 

2.3 Mitogenem aktivované protein kinasy 

2.3.1 Všeobecná charakteristika MAP kinas 

Mitogenem aktivované protein kinasy (MAPK, MAP kinasy) jsou velmi důležitou 

součástí buněčné signalizace, neboť svým typickým uspořádáním v signalizační 

kaskády jsou schopny fosforylací přenášet signál. Důvodem pro tuto komplexitu je 

neschopnost rostlin aktivně opustit dané stanoviště, což vede k nutnosti adekvátně a 

efektivně reagovat na všechny podněty, jak biotické, tak abiotické. MAPK kaskáda je 

evolučně konzervovaný signální transdukční modul, vyvinutý pro přenos 

extracelulárních signálů na základě určitých podnětů. MAPK kaskáda obsahuje tři 

komponenty: MAP kinasa kinasa kinasa (MAP3K/MAPKKK/MEKK), MAP kinasa 

kinasa (MAP2K/MAPKK/MEK) a MAP kinasa (MAPK/MPK; Mishra et al., 2006; 

Rodriguez et al., 2010; Sinha et al., 2011), vzájemně interagující prostřednictvím 

fosforylace. MAP3Ks jsou serin/threoninové kinasy, fosforylující dvě aminokyseliny v 

S/T-X-S/T motivu aktivační smyčky MAP2K (Tena et al., 2001; Jonak et al., 2002; 

Mishra et al., 2006; Sinha et al., 2011). MAP2Ks fosforylují MAPKs na reziduích 

threoninu a tyrozinu v neměnném motivu T-X-Y (Chang et al., 2001; Sinha et al., 

2011). MAPKs jsou serin/threoninové kinasy schopné fosforylovat širokou škálu 

substrátů, zahrnující jiné kinasy, transkripční faktory nebo cytoskeletální proteiny. Tyto 

kinasy hrají různé role v intra i extra celulární signalizaci rostlin, přenosem informací ze 

senzorických a receptorových komplexů na plasmatické membráně až k substrátům, 

které se podílejí na náležité buněčné odpovědi. Formace, integrita a subcelulární 

lokalizace specifické MAPK kaskády může být zprostředkovaná pomocí integračních 

("scaffold") proteinů a adaptorových nebo kotvících proteinů (Whitmarsh et al., 1998; 

Bardwell et al., 2001; Takekawa et al., 2005; Sinha et al., 2011). Signalizace skrz MAP 

kinasové kaskády může vést k buněčným odpovědím zahrnujícím buněčné dělení, 

genovou expresi, diferenciaci i odpovědi na různé stresy (Šamajová et al., 2013) a 

aktivace transkripčních faktorů (Ishihama a Yoshioka, 2012). Signalizační MAPK jsou 

aktivovány po aktivaci primárních faktorů vnímání extracelulárních signálů, což jsou 

receptorové proteiny, sekundární poslové a hormony. Pro deaktivaci (defosforylaci) 

MAP kinas po přenosu signálu jsou důležité specifické MKPs (MAPK fosfatasy; Ulm et 
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al., 2002; Sinha et al., 2011). U rostlin jsou MAPK aktivovány při přenosu specifických 

signálů pocházejících z abiotických stresů jako je chlad, zasolení, mechanický stres, 

stres z poranění, vysoká či nízká teplota, UV záření, osmotický šok, těžké kovy aj. 

(Sinha, 2011). 
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Obr. 1 Model přenosu signálu prostřednictvím subcelulárně organizované kaskády 

mitogenem-aktivovaných proteinkinas (MAPKs). Ty jsou organizovány v proteinových 

komplexech, tzv. MAPK modulech, které jsou drženy společně tzv. "lešením" (scaffold). Tyto 

proteiny "lešení" mají vazebná místa pro MAP3K, MAP2K a MAPK a obvykle mají specifické 

domény, které se mohou vázat v endomembránách na fosfolipidy. MAPK signalizace může být 

vyvolána různými podněty, jako je stres a vývojové signály. Během přenosu signálu jsou 

MAP3K a MAP2K postupně fosforylovány (P) a aktivovány na zbytcích serinu (S) nebo 

threoninu (T), zatímco MAPK musí být dvojitě fosforylovány na reziduích treoninu (T) a 

tyrosinu (Y). Fosforylace jednotlivých komponent je zajištěna hydrolýzou ATP. Aktivované 

MAPK se uvolňují z modulu, přemísťují se v buňce a regulují další substráty (např. transkripční 

faktory, proteinové kinasy, enzymy a cytoskeletální proteiny) lokalizované v různých 

subcelulárních kompartmentech (jádro, cytosol, cytoskelet, Šamajová et al., 2013). 
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2.3.2 Stresem indukovaná mitogen aktivovaná protein kinasa SIMK u Medicago 

sativa 

V Medicago sativa byla MsSIMK (stresem indukovaná MAPK) identifikována jako 

MAPK podílející se na signalizaci abiotických stresů nebo při působení elicitorů. 

Metodami jako yeast two-hybrid analýza a meziproteinové interakční studie in vitro a in 

vivo byla identifikována SIMK kinasa (MsSIMKK, MAPKK) jako nejsilnější aktivátor 

SIMK (Cardinale et al., 2002). SIMK vykazuje vysokou strukturní a sekvenční 

homologii k již dobře prostudované AtMPK6 (Bekešová et al., 2015) z Arabidopsis 

thaliana. Molekulová hmotnost SIMK je 46,6 kDa a vykazuje absolutně identickou 

sekvenci ve své C terminální oblasti s AtMPK6. Naproti tomu SIMKK vykazuje 

vysokou sekvenční homologii s AtMKK4 a AtMKK5 z Arabidopsis thaliana (Ichimura 

et al., 1998). Dále bylo prokázáno, že SIMKK aktivuje SIMK v reakci na stres ze soli 

(Kiergerl et al., 2000). Bylo zjištěno, že značná část jaderného obsahu SIMKK i SIMK 

se po jejich aktivaci stresem ze soli přesouvá do cytoplazmy, kde spolu kolokalizují v 

specifických cytoplazmatických kompartmentech (Ovečka et al. 2014). Nadměrná 

exprese SIMKK v rostlinách Arabidopsis vede k vyšší aktivaci endogenních MPK6 a 

MPK3 i po krátkodobém působení soli, a tedy k zvýšené citlivosti těchto rostlin na stres 

způsobený solí. (Ovečka, 2014). Kromě aktivace biotickým a abiotickým stresem, může 

být SIMK také zapojena, společně s dynamickým aktinovým cytoskeletem, do vývoje a 

formování kořenových vlásků (Šamaj et al., 2002). 
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Obr. 2. Model MAPK modulu zprostředkovávajícího signalizaci v rostlině tolice vojtěšky 

(Medicago sativa). CTR1 je negativní regulátor MAPKK SIMKK a MAPK SIMK/MMK3. 

CTR1 reguluje MAPKK v reakci na etylén. SIMKK může být aktivována stresem ze soli, 

patogenními elicitory a těžkými kovy. Aktivace MMK3 spočívá v působení mechanického 

stresu, stresu z poranění, sucha, chladu a těžkých kovů. SIMK je aktivována především 

osmotickým stresem a stresem, způsobeným těžkými kovy a solí (Sinha et al., 2011). 
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2.5 Tvorba hlízek 

2.5.1 Symbiotická interakce rostlin s půdními bakteriemi  

Kořenové hlízky se nacházejí u rostlin, které si vytvářejí symbiotický (mutualistický) 

vztah s bakteriemi rodu Rhizobium, které jsou schopné fixovat vzdušný dusík. Mezi tyto 

leguminózní rostliny patří i Medicago sativa, která je hostitelem Sinorhizobium meliloti 

(Barker et al. 1990; Rose, 2008; Amor et al. 2003; Choi et al., 2004; Kouchi et al., 

2010; Sulieman a Schulze, 2010). Symbiotický vztah je indukován pomocí chemických 

látek. Hostitelské rostliny produkují flavonoidní látky a betainy, které při nižších 

koncentracích lákají rhizobakterie a při vyšších koncentracích způsobují u bakterií 

expresi plazmidových nod genů k vytvoření tzv. Nod faktorů (Catoira, 2000). Rostliny 

produkují flavonoidy specificky pro daný druh rhizobakterií. Rostlina je schopna vnímat 

bakteriální Nod faktory pomocí extracelulárních receptorových LysM kinasových 

domén (Bateman a Bycroft, 2000) a intracelulárních serin/treoninových kinas, které 

spuštěním signální receptorové kaskády ovlivňují další děje v buňce. Tyto receptory 

jsou uloženy v plasmatické membráně buněk rhizodermis (Madsen et al., 2003; 

Radutoiu et al., 2003). Tato kaskáda také zahrnuje LRR-like kinasu (Leucine rich 

receptor-like kinase, SYMRK; Ivanov et al., 2010), vápníkem aktivované draslíkové 

kanály, umístěné v jaderném obalu (Medicago DMI1, Ivanov et al., 2010) a protein 

kinasu závislou na vápníku/kalmodulinu (Calcium/calmodulin-dependent protein 

kinase, CCaMK, Ivanov et al., 2010). 

2.5.2 Bakteriální Nod faktory 

Před a během kontaktu rhizodermálních buněk s rhizobakteriemi se uplatňují 

lipochitooligosacharidy ze skupiny Nod faktorů. Tyto stimulační sloučeniny jsou 

schopny iniciovat meristematickou aktivitu v buňkách rostlinných pletiv, která vede k 

tvorbě hlízek (Dénarie et al., 1996; Fernandez-Pascual et al., 2006). Přecházejí z 

rhizobakterie do rostliny a vyznačují se vysokou hostitelskou specifitou. Například u 

Medicago truncatula byly identifikovány Nod faktory LYK3 a NFP (Ardourel et al. 

1994; Limpens et al. 2003; Arrighi et al. 2006; Smit et al. 2007; Kouchi et al., 2010). 
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2.5.3 Interakce rhizobakterií s kořenovými vlásky 

Vlivem Nod faktorů dochází k deformaci kořenového vlásku, kdy zvýšená propustnost 

Ca
2+

 a H
+
 iontů způsobí depolarizaci plasmatické membrány (Felle et al., 1999; Wais et 

al., 2002; Fernandez-Pascual et al., 2006). Kořenový vlásek se postupně stáčí kolem 

rhizobakterie, čímž ji uzavře do spirálou vzniklého prostoru uvnitř. 

2.5.4 Tvorba infekčního vlákna 

Jakmile dojde ke kontaktu rhizobakterie a buněčné stěny zatočeného kořenového vlásku 

hostitelské rostliny, dojde k indukci tvorby infekčního vlákna ("infection thread", Jones 

et al. 2007). Toto vlákno je obaleno jak vnořenou plazmatickou membránou, tak 

buněčnou stěnou hostitelské buňky (Endre et al., 2002). Infekční vlákno s množícími se 

rhizobakteriemi postupně prorůstá k primární kůře kořene, membrána kolem vlákna se 

rozpustí a bakterie se endocytózou dostávají do buněk rostliny a vytvoří se primordium 

(základ hlízky; Van Spronsen et al., 1994; Foucher et al., 2000; Jones et al., 2007). 

2.5.5 Vznik kořenové hlízky 

Poté dojde k vytvoření tzv. cytoplasmatického mostu, spojujícího infekční vlákno a 

primordium. Most je vytvořen z rostlinných buněk, u kterých dochází ke změně 

cytoplasmy buňky. Během tohoto procesu dochází k iniciaci tvorby hlízky (Timmers et 

al., 1999; Foucher et al., 2000; Jones et al., 2007). Vlivem Nod faktorů dojde u rostliny 

k nadměrné expresi proteinu cyklinu CycA2, který umožňuje opětovnou aktivaci 

buněčného cyklu, a tedy dělení diferencovaných buněk (Roudier et al., 2000; Mergaert 

et al., 2006; Jones et al., 2007). 
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Obr. 3. Jednotlivá stadia tvorby kořenových hlízek na kořeni rostliny (Upravené z 

https://is.muni.cz/el/1431/jaro2015/Bi7240/um/2015_Symbioticka_fixace_dusiku_Text.pdf) 
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2.5.6 Vznik symbiozómu 

Buňky rhizobakterií, které vstoupily do hlízkového primordia, se mění a vytvářejí 

bakteroid, ve kterém probíhá syntéza nitrogenasy, a tedy dochází k fixaci dusíku 

(Brewin, 1991; Perret et al., 2000; Jones et al., 2007). Bakterioidy jsou obalené 

rostlinnou peribakteroidní plasmatickou membránou v symbiozómy. Výměna látek 

mezi bakterioidy a rostlinnou buňkou probíhá právě skrz tuto membránu (Day et al., 

2001; Prell et al., 2006; Jones et al., 2007). Z hlízky do cytoplasmy rostlinné buňky je 

transportován NH4
+
. V opačném směru dochází k transportu organických látek a vody. 

Kyslík vstupuje do hlízky pomocí hemoproteinu leghemoglobinu, který je produkován 

rostlinnou buňkou, a který je nezbytný pro fixaci dusíku (Ott et al., 2005; Jones et al., 

2007). 
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2.4 Detekce specifických proteinů metodou Western blot (imunoblot) 

2.4.1 Charakteristika imunoblotingu 

Western blotting (imunobloting) je důležitá technika používaná v biochemii, buněčné a 

molekulární biologii. Metoda slouží k ověření přítomnosti a obsahu proteinů, kinasové 

aktivity, buněčné lokalizace, interakcí mezi proteiny nebo k monitorování post-

transkripčních modifikací (Nairn et al., 1982; Bass et al., 2017), ubiquitinaci (Paul et 

al., 2012; Bass et al., 2017), glykosylaci (Péré-Brissaud et al., 2015; Bass et al., 2017) a 

methylaci (Voelkel et al., 2013; Bass et al., 2017). Při použití metody western blotu je 

možné separovat, detekovat a identifikovat specifické proteiny z komplexní směsi 

proteinů extrahovaných z homogenizovaných buněk (De Cecco et al., 2009; Simpson et 

al., 2010). Technika sekvenčně využívá tři kroky: rozdělení proteinů podle velikosti, 

přenos na pevný nosič (membránu) a označení cílového proteinu pro vizualizaci 

použitím vhodné primární a sekundární protilátky, konjugované s enzymem. Při této 

technice se směs proteinů rozdělí na základě molekulové hmotnosti, a tedy podle 

velikosti, denaturační gelovou elektroforézou v přítomnosti detergentu dodecylsíranu 

sodného. Tyto rozdělené proteiny ve formě gelu jsou pak přeneseny na PVDF 

membránu, ve formě proteinového pásu. Po tomto přenosu se specifický protein 

identifikuje tak, že se membrána s imobilizovanými proteiny inkubuje v roztoku 

obsahujícím protilátku vůči tomuto proteinu. Navázání první (primární) protilátky na 

specifický protein se detekuje inkubací se sekundární protilátkou konjugovanou s 

enzymem či fluoroforem.  

2.4.2 Příprava vzorků 

Pro přípravu vzorků k jejich následné separaci je nutné použít extrakční pufry, které 

rozvolní proteiny a oddělí je od zbytku buněk a pletiv (Structural Genomics Consortium 

et al., 2008). Rozvolnění proteinů je nezbytné pro pozdější navázání protilátky, neboť 

protilátky jsou schopny se navázat jen na část proteinu zvanou epitop, která velmi často 

bývá nedostupná z důvodů prostorové terciární struktury složeného proteinu. Extrakční 

pufry tedy umožní rozpletení proteinu (Cleland, 1964; Lin et al., 1985; Kurien et al., 

2006; Taylor et al., 2013; Bass et al., 2017). Dále je třeba inhibovat enzymy 

rozkládající proteiny - proteasy a enzymy, schopné defosforylovat již fosforylované 
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proteiny - fosfatasy, inhibitory těchto enzymů (Gordon, 1991; Scopes, 1994; Sharma a 

Carew, 2002; Grabski, 2009; Bass et al., 2017). Po dobu působení extrakčních pufrů je 

nutné udržovat vzorky při teplotě 4°C (Mahmood a Yang, 2012; Bass et al., 2017). Po 

působení extrakčního pufru je nutné oddělit proteiny, rozptýlené v pufru, od zbytků 

pletiv a buněk centrifugací. Vzniklý extrakt obsahuje proteiny, které je však nutné 

redukovat a denaturovat. Denaturace se provádí použitím nanášecího Laemmliho pufru 

(Laemmli; 1970; Bass et al., 2017), který obsahuje neiontový detergent dodecylsíran 

sodný (SDS). Pufr se přidá k extraktu a dále se směs zahřeje na 95°C po dobu 5 minut. 

SDS denaturuje proteiny a svým navázáním na ně způsobí, že proteiny budou mít 

negativní náboj. Tím je docíleno pohybu proteinů v gelu na základě své molekulové 

hmotnosti. V pufru se také nachází 2-merkaptoethanol pro odstranění disulfidických 

vazeb v proteinech, glycerol pro zvýšení hustoty nanášeného vzorku, což napomáhá 

jeho aplikaci a barvivo bromfenolová modř k vizualizaci vzorků při jejich aplikaci na 

gel. 

2.4.3 Separace proteinů elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti 

SDS 

Separace proteinů se provádí pomocí gelové elektroforézy v polyakrylamidovém gelu, 

což je polymer, který se skládá z akrylamidových podjednotek zesíťovaných N,N‗-

methylenbisakrylamidem (bisakrylamid, Raymond a Weintraub, 1959; Bass et al., 

2017). K polymeraci akrylamidu s bisakrylamidem dochází při laboratorní teplotě pouze 

v přítomnosti volných radikálů, pomocí oxidačního činidla peroxosulfátu amonného 

(APS), který způsobuje homolytické štěpení vazeb O-O. Jako katalyzátor polymerace je 

standardně využíván tetramethylethylendiamin (TEMED), který reaguje s APS. 

Velikost pórů gelu, pro co nejlepší separaci proteinů o dané velikosti, závisí na poměru 

akrylamidu a bisakrylamidu, tedy jejich celkové koncentraci (Ornstein, 1964; Bass et 

al., 2017). Při vyšší koncentraci jsou póry v gelu menší, a jsou tedy vhodnější pro 

analýzu malých proteinů. Pro denaturované proteiny se do gelů přidává také 

dodecylsíran sodný, pro udržení negativního náboje proteinů, navázáním na anionty 

SDS, díky čemuž se pohybují od kladného k zápornému pólu a jejich rychlost při 

migraci je závislá pouze na jejich molekulové hmotnosti (Laemmli, 1970; Towbin et al., 
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1979). Hotový gel se skládá ze dvou samostatných gelů o různém pH. Zaostřující horní 

gel má nižší koncentraci akrylamidu a pH 6,8 (Walker, 1994; Bass et al., 2017). Spodní 

separovací gel má vyšší koncentraci akrylamidu a jeho pH je vyšší (8,8). Zaostřující gel, 

kvůli velkým pórům, způsobí, že jím mohou projít i velké proteiny, aniž by svou 

velikostí znemožnily postup menších proteinů (Ornstein, 1964; Bass et al., 2017). Při 

nanášení vzorků do jamek gelu se do první jamky aplikuje proteinový marker, který se 

skládá ze směsi proteinů o známé velikosti. Vytvoření pásů, znázorňujících dané 

velikosti proteinů, migrujících po gelu slouží pro vyhodnocení velikosti hledaných 

proteinů ve vzorcích. 

2.4.4 Přenos proteinů z gelu na membránu 

Přenesení proteinů z polyakrylamidového gelu na membránu se provádí přes 

elektroforetický transfer (elektroblot) pomocí elektrického proudu. Membrány, na které 

jsou proteiny přeneseny, jsou buď nitrocelulosové (Towbin et al., 1979; Bass et al., 

2017) nebo polyvinylidendifluoridové  (PVDF, Kurien a Scofield, 2006; Bass et al., 

2017). Před samotným transferem je možné proteiny vizualizovat použitím barviv, které 

cíleně barví proteiny. Pomocí barviva Coomassie brilliant blue G-250 je možné 

vizualizovat proteiny přímo v gelu po separaci. Toto barvení nám slouží jako kontrola 

úspěšné separace a celkové přítomnosti proteinů ve formě pásů. Barvení Coomassie 

brilliant blue G-250 je ireverzibilní (Burnette, 1981; Aldridge et al., 2008; Hagiwara et 

al., 2010; Romero-Calvo et al., 2010; Welinder et al., 2012; Lanoix et al., 2012; Colella 

et al., 2012; Gürtler et al., 2013). Pro úspěšný přenos proteinů je nutné složit sendvič. 

Celá kazeta se sendvičem je vložena do komory v tanku, plně v kontaktu s elektrodami 

(Kyhse-Andersen, 1984; Bjerrum a Schafer-Nielsen 1986; Tovey a Baldo 1987). Po 

transferu je možné zkontrolovat jeho úspěšnost nabarvením již přenesených proteinů na 

membráně barvivem Ponceau S. Toto barvení je reverzibilní, je tedy možné jej odstranit 

postupným promýváním membrány (Antharavally et al., 2004; Aldridge et al., 2008; 

Alegria-Schaffer et al., 2009; Hagiwara et al., 2010; Romero-Calvo et al., 2010; 

Welinder et al., 2012; Lanoix et al., 2012; Colella et al., 2012; Gürtler et al., 2013; Bass 

et al., 2017). 
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2.4.5 Blokování nespecifických vazeb, promývání a aplikace protilátek 

Jelikož jsou membrány vysoce afinitní k proteinům, je třeba zajistit, aby se protilátky 

při jejich inkubaci s membránou navázaly specificky pouze ke svým antigenům ve 

vzorku a ne k celému povrchu membrány. Pro tento účel slouží blokace membrány v 

blokovacích roztocích, které mají za úkol navázat se na volná místa na membráně 

(Jensen, 2012; Bass et al., 2017), čímž umožní protilátce specificky se navázat pouze na 

daný antigen. Pro blokování jsou používány nejčastěji blokovací roztoky obsahující 

sušené mléko nebo hovězí sérový albumin (Crossland et al., 2013; Franchi et al., 2014; 

Bass et al., 2017). Jejich použití však závisí na dané protilátce, neboť využití mléka v 

blokovacím roztoku interferuje při detekci fosforylovaných proteinů, protože mléko 

obsahuje kasein, který je sám fosfoproteinem (Mahmood & Yang, 2012; Bass et al., 

2017). Po blokaci, a tedy před aplikací protilátek, je nutné membránu promývat v 

promývacích roztocích z důvodu odstranění nežádoucího pozadí, které vzniká vlivem 

nespecifického navázání protilátek, avšak při intenzivním promývání může docházek ke 

snížení účinnosti blokování. Promývání se provádí pomocí fosfátových nebo tris 

tlumivých roztoků (pufrů) s přídavkem detergentu. Aplikace a inkubace primární 

protilátky se odehrává většinou v blokovacím roztoku. Doba inkubace s primární 

protilátkou závisí na jednotlivých protilátkách a může být inkubována od několika 

hodin až přes noc při 4°C. Primární protilátka je zvolena podle druhu antigenu na 

proteinu, který hledáme. Primární protilátky po specifickém navázání na daný protein, 

jsou specificky detekovány konjugovanými sekundárními protilátkami. Po promytí se 

aplikuje sekundární protilátka vhodně naředěna v promývacím roztoku po dobu 1-2 

hodin. Sekundární protilátky jsou značeny buď enzymem, fluoroforem nebo jsou 

konjugovány s biotinem. Při výběru sekundární protilátky je třeba zvolit jiný hostitelský 

organismus, než ten, ve kterém byla připravena primární protilátka (Lipman et al., 2005; 

Bass et al., 2017).  

2.4.6 Detekce proteinů 

Detekování proteinů při western blottingu je nejčastěji založeno na enzymatických 

reakcích (Crossland et al., 2013; Bass et al., 2017). Pro enzymatickou detekci se 

nejčastěji využívají enzymy navázané na sekundární protilátky jako je alkalická 

fosfatasa (AP, Bronstein et al., 1989; Bass et al., 2017) nebo křenová peroxidasa (HRP, 
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Kricka, 1991; Bass et al., 2017). Enzymatická detekce spočívá v chemiluminiscenci, při 

které enzym reaguje se substrátem, čímž vznikne nestabilní produkt, který je 

stabilizován až vyzářením určitého kvanta světla a vznikne signál (Kricka, 1991; 

Alegria-Schaffer et al., 2009; Bass et al., 2017). Podle množství navázané sekundární 

protilátky s enzymem, je odvozena i intenzita chemiluminiscenčního signálu, a tedy i 

obsah daného proteinu. Je však velmi důležité si uvědomit, že data získaná detekcí jsou 

pouze semikvantitativní (Willmann et al., 2014; Bekešová et al., 2015). Detekce nám 

poskytuje především relativní srovnání hladin proteinů, ale ne jejich absolutní naměřené 

množství. 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Materiál 

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

science), PVDC fólie (Sarogold), Kádinky, odměrné válce, pinzety, Pasteurovy pipety, 

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

gely, centrifugační kyvety, mikrozkumavky, celulózové ubrousky, magnetické 

míchadla, sterilní špičky, nůžky, sterilní čtverhranné Petriho misky, černé igelitové 

obaly, parafilm, chirurgická páska 

3.1.1 Použité chemikálie 

Chlorid sodný (Sigma-Aldrich) 

Dodecylsíran sodný (SDS, Sigma-Aldrich) 

Hydroxid sodný (Sigma-Aldrich) 

10% Hypochlorid sodný (Sigma-Aldrich) 

D +(-) Sacharosa (Sigma-Aldrich) 

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

Peroxosíran amonný (Sigma-Aldrich) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich) 

Tween ® 20 (Sigma-Aldrich) 

Ledová kyselina octová (Sigma-Aldrich) 

37% Kyselina chlorovodíková (Sigma-Aldrich) 

Acrylamide/bis-acrylamide 37,5:1, 40% (BioRad) 

Protein Assay Dye Reagent Concentrate 5x (BioRad) 

DL-Dithiothreitol (DTT, Sigma-Aldrich) 

Ethanol denat. 96% (Lihovar Kojetín) 

Glycerol (Sigma-Aldrich) 

Glycine (Sigma-Aldrich) 

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonová kyselina (HEPES, Duchefa Biochemie) 
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Incidur (Ecolab) 

Methanol (Sigma-Aldrich) 

2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) 

Chlorid hořečnatý (Sigma-Aldrich) 

Ponceau S (Sigma-Aldrich) 

Fluorid sodný (Sigma-Aldrich) 

Ethylen glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N,N tetraoctová kyselina (EGTA, Sigma-

Aldrich) 

4x Laemli Sample buffer (BioRad) 

Precision Plus Protein TM Dual Color Standards (BioRad) 

Clarity TM Western ECL Substrate (BioRad): Lumonil/enhancer solution a Peroxide 

solution 

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

PhosSTOP (Roche) 

BSA (hovězí sérový albumin; Sigma-Aldrich) 

Blotting-Grade Blocker (BioRad) 

Isopropanol (Sigma-Aldrich) 

Sterilní destilovaná voda 

Vodovodní voda 

Murashige and Skoog basal salt mixture (Duchefa Biochemie) 

Gellan gum powder (Alfa Aesar) 

3.1.2 Použité protilátky: 

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

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

Aldrich) 

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

Technologies) 

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

peroxidase-linked IgG, Invitrogen) 
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3.1.3 Roztoky a média: 

Sterilizační roztok na sterilizaci semen M. sativa  

 3,3 ml 10% hypochlorid sodný 

 1,7 ml 70% etanol 

 kapka Tween 20 

Pevné MS médium 

 4,3 g.l
-1

 Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)  

 30 g.l
-1

 sacharosa 

 4,5 g.l
-1

 Gellan gum 

 Doplnit MiliQ H2O 

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

Tekuté MS médium 

 4,3 g.l
-1

 Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)  

 30 g.l
-1

 sacharosa 

 Doplnit MiliQ H2O 

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

Tekuté MS médium s 250 µM NaCl 

 4,3 g.l
-1

 Murashige and Skoog médium-Basal salt mixture (M0221)  

 30 g.l
-1

 sacharosa 

 14.61 g.l
-1

 NaCl 

 Doplnit MiliQ H2O 

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

Vodný roztok s 200 µM NaCl 

 11,69 g.l
-1

 NaCl 

 Doplnit MiliQ H2O do 1 litru 

Transfer pufr 10x (TB) 

 Tris 30 g.l
-1

 

 Glycin 144 g.l
-1

  

 Doplnit MiliQ H2O do 1 litru 
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Pracovní TB:  

 100 ml 10x TB 

 100 ml 100% methanolu 

 800 ml MiliQ H2O 

Tris buffered saline 10x (TBS) pufr 

 Tris  24,2 g.l
-1

 

 NaCl 87,8 g.l
-1

 

 Doplnit MiliQ H2O do 1 litru 

 Upravit pH na 7,4 pomocí koncentrované HCL 

TBST pufr 

 100 ml TBS 

 899 ml MiliQ H2O 

 1 ml Tween 20 

Running pufr (RB) 

 Tris 30 g.l
-1

 

 Glycin 144 g.l
-1

 

 SDS 10 g.l
-1

 

 Doplnit MiliQ H2O do 1 litru 

Pracovní RB: 

 100 ml RB 

 900 ml MiliQ H2O 

Ponceau S barvicí roztok 

 1g Ponceau S 

 50ml Kyselina octová 

 950 ml MiliQ H2O  

Extrakční pufr E (do 100 ml) 

 1,19 g 50mM HEPES, pH 7,5 (NaOH) 

 0,43 g NaCl 

 38 mg EGTA 

 100 µ 1M MgCl2 
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 4 mg NaF 

 10 ml 10% glycerolu 

 Doplnit MiliQ H2O do 100 ml 

 Sterilizováno pomocí filtru s velikostí pórů 22 µm 

Extrakční pufr 

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

pufru E) 

 1 µl 1M DTT (1,54 g/10 µl) 

 20 µl CompleteTM 

 100 µl PhoStopTM 

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

 6g Tris 

 60 ml MiliQ 

 Upravit pH na 6,8 s 1M HCl 

 Doplnit MiliQ do 100 ml 

1,5 M Tris HCl pH 8,8 

 54,45g Tris 

 150 ml MiliQ 

 Upravit pH na 8,8 s 1M HCl 

 Doplnit do 300 ml 

3.1.4 Použité přístroje 

Spektrofotometr Infinite M Nano (Tecan) 

Dokumentační systém ChemiDoc
TM

 MP (BioRad) 

Aparatura na výrobu gelů (BioRad) 

Aparatura na SDS-PAGE a Western blot (BioRad) 

pH metr PC 2700 (Eutech Instruments) 

Laboratorní S1502 (BEL Engineering) 

Analytické váhy (XA 110/2X, RADWAG) 

Laboratorní digestoř (M 1200, MERCI) 

Box laminární Biohazard (Merci) 
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Termoblok Thermocell Cooling&Heating Block CHB-202 (Bioer) 

Vortex Genie - 2 (Scientific Industries) 

Chlazená centrifuga Allegra (Beckman Coulter) 

Mikrocentrifuga s vortexem FVL-2400N (BioSan) 

Třepačka Rocker Shaker MR - 12 (BioSan) 

Napěťový a proudový zdroj BioRad Power Pac
TM

 Basic (BioRad) 

Fytotronová komora (Weiss Gallenkamp) 

Výrobník deionizované vody Simplicity water purification system (Millipore) 

Automatické pipety (Eppendorf) 

ImageScanner™ III (GE Healthcare) 

Mikrovlnná trouba MHE21 (HITACHI) 

Elektromagnetická míchačka IKA Combimag REO (Drehzahl Electronic) 

Laboratorní chladnička LIE LCV 4010 (Schoeller) 

Mraznička LIE G 5216 513L (Comfort) 

Hlubokomrazící box (Panasonic) 

Centrifuga stolní chlazená ScanSpeed 1730 MR (LaboGene) 

Fotoaparát Nikon 7000 (Nikon) 

3.1.5 Software pro zpracování výsledků 

ImageLab (BioRad) 

i-control™ Microplate Reader Software (Tecan) 

EPSON Scan software 

Inkscape (0.92.3) 

3.1.6 Rostlinný materiál 

Medicago sativa L. divoký typ, kultivar Europe 

Medicago sativa L. divoký typ, kultivar Regen SY 

Medicago sativa L transgenní linie SIMKK RNAi, připravená stabilní transformací 

listových explantátů z kontrolních dospělých rostlin kultivaru Regen SY pomocí 

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

regenerovány procesem somatické embryogeneze. I kontrolní rostliny byly 

regenerovány procesem somatické embryogeneze s vynecháním kroku transformace. Na 
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solný experiment bylo vybráno 6 kontrolních 6 rostlin (označených arabskými číslicemi 

1, 2, 3, 7, 8, 9) a 6 transgenních rostlin (označených arabskými číslicemi 4, 5, 6, 10, 11, 

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

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

noci. 

3.1.7 Bakteriální materiál 

Kmen Sinorhizobium meliloti Sm2011 obsahující plazmid pHC60 (tetR), kódující 

mRFP (Boivin et al., 1990; Wang et al., 2016). Kmen byl poskytnutý prof. Dr. 

Karstenem Niehausem, Univerzita Bielefeld, Německo. 

3.2 Metody 

3.2.1 Příprava MS média pro výsev semen a udržování rostlin v in vitro 

podmínkách 

Do 600 ml destilované vody v litrové plastové kádince bylo přidáno navážené množství 

MS basal salt mix, dále sacharóza a nakonec 4,5 g.l
-1

 Gellan gum. Objem byl doplněný 

do 1 litru MiliQ vodou a rozmíchán pomocí magnetického míchadla a nakonec bylo 

upraveno pH na 5,7 pomocí 1M KOH. Médium bylo rozdělené do čtyř 500 ml 

skleněných lahví po 250 ml a předáno k autoklávování. Po autoklávování bylo médium 

vloženo do inkubátoru, který jej udržel v tekutém stavu při 55,5°C. Popřípadě se 

nechalo ztuhnout pro pozdější použití. Pro opětovné rozpuštění bylo nutné zahřát 

médium v mikrovlnné troubě do jeho úplného zkapalnění, poté se nechalo ochladit na 

teplotu kolem 50°C. Nakonec bylo médium v jedné lahvi rozlito do pěti čtverhranných 

Petriho misek. 

3.2.2 Povrchová sterilizace semen 

Před samotnou sterilizací bylo třeba si připravit všechny potřebné chemikálie, 

vysterilizované nástroje v 96% etanolu a celý laminární box vysvítit 30 minut UV 

světlem, a poté ještě vystříkat pracovní plochu 2% Incidurem. Semena byla 

sterilizována v laminárním boxu v mikrozkumavkách Eppendorf. K semenům byl vždy 

sterilní špičkou přidaný 70% etanol a po dobu 60 sekund v mikrozkumavce 
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protřepáván. Poté byl etanol odpipetovaný a přidaný sterilizační roztok (směs 10% 

hypochloridu sodného, 70% etanolu, kapka TWEEN 20). V tomto roztoku byly semena 

sterilizované 4 minuty protřepáváním. Po samotné sterilizaci byla semena pětkrát 

promyta a protřepávána, vždy po dobu 2 minut ve sterilní MiliQ vodě. Po posledním 

promytí byla semena ponechána ve sterilní MiliQ vodě přes noc v chladničce při 4 °C, 

kvůli procesu stratifikace a imbibice. 

3.2.3 Výsev a kultivace semenáčků tolice vojtěšky (Medicago sativa) 

Druhý den po sterilizaci byla semena vyseta do předem připravených čtverhranných 

Petriho misek s MS médiem ve vysterilizovaném laminárním boxu. Semena byla vyseta 

na povrch média do dvou řádků a Petriho misky byly zaizolovány parafilmem a 

chirurgickou lepící páskou. Takto zavřené Petriho misky se uložily horizontálně do 

chladničky při 4 °C pro synchronizaci klíčení. Další den byly přemístěny do vertikální 

polohy do fytotronu.  Po dvou dnech začaly semena klíčit. Poté byly ve sterilním 

laminárním boxu rostliny rozděleny a po čtyřech přeneseny na nové Petriho misky s MS 

médiem. Rostliny měly ve fytotronu zakrytou kořenovou soustavu pomocí černé fólie. 

Po 20 dnech byly semenáčky dostatečně vyvinuté, a tedy připravené na aplikaci solného 

stresu. 

3.2.4 Aplikace stresu 

Na rostliny tolice vojtěšky (Medicago sativa) kultivar Regen SY, které rostly ve 

květináčích ve fytotronu, byl aplikován solný stres v podobě každodenní zálivky 200 ml 

200µM roztokem NaCl po dobu 48 hodin. Rostliny byly před samotnou aplikací roztoku 

ponechány 3 dny bez zalévání. Kontrolní rostliny byly zalévány 200 ml vody z 

vodovodu. Na rostliny M. sativa kultivar Europe, pěstované in vitro v čtverhranných 

Petriho miskách, byl aplikován solný stres formou zalévání kořenového systému 30 ml 

250µM roztoku NaCl v tekutém MS médiu po dobu 30 minut. Kontrolní in vitro 

rostliny byly zalévány pouze 30 ml tekutého MS média. Petriho misky byly v průběhu 

experimentu nakloněny pod mírným úhlem, vzhledem ke kořenové soustavě, na 

třepačce na nejnižší rychlost, pro dobrou cirkulaci zálivky přes kořeny. 
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3.2.5 Odběr vzorků 

Vzorky z rostlin z květináčů byly odebírány před aplikací stresu (0, suchá kontrola), a 

poté po 12., 24. a 48. hodinách od začátku působení solného roztoku. Z každé rostliny 

bylo odebíráno do dvou označených a v ledu vychlazených mikrozkumavek 10 - 20 

listů v závislosti na jejich velikosti, neboť transgenní rostliny měly značně menší 

velikost listů. Listy a kořeny zvlášť ze semenáčků M. sativa kultivar Europe, 

pěstovaných in vitro byly odebírány taktéž před aplikací stresu (suchá kontrola), a dále 

vždy po deseti minutách v průběhu třiceti minut. Mikrozkumavky s odebranými vzorky 

se ihned zmrazily v tekutém dusíku a uložily do mrazničky na -80 °C. 

3.2.6 Homogenizace vzorků 

Pomocí předem vychlazeného tloučku a třecí misky se rostlinný materiál rozdrtil na 

prášek, kvůli rozbití pletiv a buněk pro vyšší výnos extrakce proteinů. V průběhu 

homogenizace bylo třeba udržovat materiál zamrazený přidáváním tekutého dusíku do 

třecí misky po celou dobu drcení, a také vychlazováním tloučku. Nadrcený vzorek byl 

přenesen do popsané mikrozkumavky, která byla taktéž napřed vychlazena v tekutém 

dusíku. Po každém vzorku bylo třeba očistit použité nástroje v 96% etanolu. 

3.2.7 Extrakce proteinů 

Vzniklé zmražené homogenizované vzorky jsem vložil do připraveného boxu 

naplněného ledem. Do čerstvě připraveného extrakčního pufru E jsem přidal podle 

protokolu redukční činidlo DTT pro redukci a rozrušení disulfidických, které stabilizují 

terciární a kvartérní strukturu proteinů. Dále jsem do extrakčního pufru přidal dané 

množství inhibitoru proteas cOmplete
TM

, aby v průběhu extrakce nedocházelo k 

rozkladu proteinů, a také inhibitoru fosfatas PhosSTOP
TM

, pro zabránění defosforylace 

fosforylovaných proteinů. Do 2 ml mikrozkumavky s odváženým vzorkem na 

analytických vahách jsem napipetoval množství čerstvého extrakčního pufru v poměru, 

kdy do 1 g homogenátu byl napipetován 1 ml extrakčního pufru. Vzniklou směs jsem 

promíchal na vortexu a nechal 15 minut extrahovat. V mezičase jsem zapnul centrifugu 

a spustil její předchlazení na 4°C. Po 15 minutách byly mikrozkumavky vloženy do 

centrifugy na 20 minut při 13 000 g a 4°C. Po centrifugování jsem vzniklý supernatant 

přenesl pipetou se sterilní špičkou do čisté a označené 2 ml mikrozkumavky. 
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Mikrozkumavky se supernatanty byly poté vloženy do mikrocentrifugy na 1 minutu při 

laboratorní teplotě. Supernatant byl přepipetován do popsané 0,6 ml mikrozkumavky a 

uložen do ledu. 

3.2.8 Měření koncentrace proteinů 

Pro měření absorbance byl použit mikrodestičkový spektrofotometr. Nejdříve bylo 

potřeba připravit roztok hovězího sérového albuminu (BSA) pro vytvoření kalibrační 

křivky, kdy se do 1 ml extrakčního pufru přidalo 10 mg BSA. Do devíti v ledu 

uložených 0,6 ml mikrozkumavek se napipetoval roztok společně s vodou (Tab. 1) 

Tab. 1 Příprava roztoku albuminu se zvyšující se koncentrací 

Obsah proteinu (µg) Blank (0 µg) 0,5 µg 1 µg 1,5 µg 2 µg 2,5 µg 3 µg 4 µg 5 µg 

Roztok BSA (µl) 0 5 10 15 20 25 30 40 50 

Extrakční pufr (µl) 100 95 90 85 80 75 70 60 50 

 

Všechny jamky, ve kterých byla měřena absorbanci, a tedy koncentrace proteinů, 

byly naplněny pipetou směsí 239µl MiliQ a 60 µl Protein Assay Reagent Concentrate 

5x na jednu jamku. Jamky 1 - 12 A (červené) slouží pro napipetování vždy 1 µl z 

mikrozkumavek s BSA ve vzrůstající koncentraci, jamky 1 A - H (zelené) slouží jako 

pouze blank. Do jamek označených žlutě se pipetuje vždy 1 µl vzorku ve třech 

opakováních, viz obr. 5.  

 

Obr. 5. Mikrotitrační destička pro měření koncentrace proteinů 

Pipetou se sterilní špičkou byly postupně všechny jamky důkladně promíchány a 

ponechány při pokojové teplotě 10 minut reagovat. Mezitím byl zapnut na počítači 
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software i-control
TM

 a spektrofotometr. Měření vzorků na mikrodestičce proběhlo při 

595 nm. Obsah proteinů byl vypočítán z rovnice lineární regrese kalibrační křivky. 

3.2.9 Příprava vzorků pro nanesení na gel 

Ze zjištěné koncentrace proteinů v extraktech bylo vypočítáno potřebné množství 

proteinu a MiliQ do 75 µl vzorku, pro docílení stejné koncentrace proteinů ve všech 

vzorcích. K těmto 75 µl vzorku bylo v digestoři napipetováno 20 µl 4x Laemmli pufru a 

5 µl 2-merkaptoethanolu. Vzniklá směs se zahřála v digestoři na 95°C po dobu 5 minut 

a buď byla rovnou aplikována na gel, nebo uložena do mrazničky na -20°C, avšak poté 

bylo nutné vzorek znovu zahřát.  

3.2.10 Výroba gelů 

Před samotnou elektroforézou bylo potřeba připravit akrylamidové gely. Ze všeho 

nejdříve se musely vyčistit spodní 1,0 mm a horní tenké skla destilovanou vodou a 70% 

etanolem, aby se na nich nezadržovaly nečistoty, které by mohly interferovat s 

výsledky. Skla byla vysušena pomocí plynného dusíku. Po sestavení aparatury pro 

výrobu gelů byly skla naplněny destilovanou vodou podobu přibližně 5 minut, pro 

zjištění těsnění aparatury. Nejdříve byl (pro 12% gel, Tab. 2) smíchán v digestoři v 

kyvetě 40% akrylamid, 1,5 M Tris pufr, SDS a MiliQ. TEMED a APS byl napipetován 

až nakonec, protože zahajují polymeraci gelu. Lehkým vířením byl obsah kyvety 

promíchán, aby nedocházelo inkorporaci vzduchu do roztoku, protože polymerace 

probíhá anaerobně. Pasteurovou pipetou byl nanesen roztok mezi skla asi 1,5 cm pod 

horní hranu kratšího skla. Povrch dělícího gelu byl poté překryt isopropanolem, pro 

izolaci gelu od vzduchu. Gel se nechal polymerizovat 45 minut. Po dokončení 

polymerizace byl pomocí filtračního papíru odsát všechen isopropanol a napipetován 

zaostřovací gel, do kterého byl vložen plastový hřeben. Zaostřovací gel se nechal 

polymerizovat 30 minut. Hotový gel byl buď ihned použit, nebo bylo možné jej zabalit 

do folie potřísněné dH2O a uložit do lednice. 
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Tab. 2 Příprava 12% polyakrylamidového gelu 

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

12% objem (ml) 4% objem (ml) 

40% Akrylamid 1,000 40% Akrylamid 0,200 

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

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

MiliQ 2,675 MiliQ 1,272 

TEMED 0,003 TEMED 0,002 

APS 10% (4 mg/ 40 µl) 0,025 APS 10% (4 mg/ 40 µl) 0,010 

3.2.11 Gelová elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 

Nejdříve byly již připravené vzorky umístěny do ledu a připravena elektroforetická vana 

a aparatura. Dále byl připraven running pufr, gely vloženy do aparatury, naplněné 

running pufrem. Z gelů byl opatrně vytáhnut hřeben a jamky byly naplněny RB. Do 

první jamky na gelu bylo napipetováno 5 µl proteinového standardu a do zbylých jamek 

vždy 23 µl vzorku. Jakmile byly všechny vzorky napipetovány, byl celý tank naplněn 

RB, připojen ke zdroji na 10 mA na jeden gel. Samotná gelová elektroforéza trvala 

přibližně 4 - 5 hodin, jelikož jsem hledal proteiny molekulové hmotnosti v rozmezí 36 - 

50 kDa. 

3.2.12 Přenos proteinů na membránu 

Pro přenesení proteinů z gelu na PVDF membránu bylo potřeba sestavit aparaturu pro 

proteinový transfer, vyříznout membránu a označit ji odstřižením rohu a vyrobit transfer 

pufr. Nejdříve byl vypojen elektroforetický tank od zdroje napětí, rozložena 

elektroforetická aparatura a pomocí plastových nástrojů oddělena skla od sebe. Gel byl 

poté opatrně vložen do transfer pufru bez methanolu, kde se ekvilibroval po dobu 30 

minut.  Dále byly připraveny dvě plastové houby a čtyři silnější filtrační papíry, které 

byly ponechány ponořené v transfer pufru s methanolem po dobu 30 minut. Nastříhanou 

membránu bylo nutné aktivovat ponořením do 100% menthanolu po dobu 30 sekund, a 

potom ji nechat 10 minut inkubovat v transfer pufru bez methanolu. Po ekvilibraci byl 

složen sendvič, skládající se z kazety, položené černou stranou dolů = negativní pól, 

zvlhčené plastové houby, dvou zvlhčených silnějších filtračních papírů. Na ně byl 

položen ekvilibrovaný gel, otočený horní stranou dolů, a na něj inkubovaná membrána, 

která byla několikrát převálcována plastovým válečkem pro odstranění bublin. Na 
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membránu byly položeny znovu dva zvlhčené papíry, a na ně byla položena plastová 

houba. Kazeta byla přiklopena druhou průhlednou stranou a zajištěna proti otevření. 

Celá kazeta byla vložena do komory v tanku, černou stranou k černé, určené pro přenos 

proteinů. Ke komoře do tanku byl vložen chladící box, celý tank se naplnil transfer 

pufrem s methanolem, vložil do lednice a zapojil do zdroje napětí na 100 V na 10 minut, 

poté přes noc na 16 V a nakonec na 100 V 30 minut pro dokončení přenosu. Po přenosu 

byla membrána ponechána zcela uschnout, a poté byla ponořena do 100% methanolu 

pro zafixování proteinů na ní, kvůli pozdějšímu restripování membrány. Nakonec byla 

membrána obarvena 3% roztokem Ponceau S v 5% kyselině octové po dobu 1 minuty a 

promyta destilovanou vodou pro zjištění úspěšnosti přenosu. Odbarvení membrány se 

provedlo třepáním membrány na třepačce ve skleněné nádobě 1x10 minut v destilované 

vodě a potom 3x10 minut v TBS-T pufru. 

3.2.13 Blokování nespecifických vazeb a aplikace protilátek 

Na zablokování nespecifických vazeb proteinů na membráně byl většinou použit roztok 

5% BSA a 5% mléka v 12 ml TBS-T. První protilátka, která byla použita, byla 

fosfospecifická protilátka, protože na zablokování nespecifických vazeb se využívá 

pouze roztok 6% BSA v 12 ml TBS-T, neboť tato protilátka se váže i na kasein 

obsažený v mléce. Blokace probíhala dvě hodiny na pomalé třepačce při laboratorní 

teplotě. Následovalo promývání 2x5 minut v TBS-T na rychlé třepačce a aplikace 

primární protilátky a její inkubace na pomalé třepačce. Fosfospecifická protilátka byla 

ředěna 1:1000 s 5% BSA v 12 ml TBS-T a inkubovala se v chladničce při 4°C přes noc. 

Protilátka proti MMK3 byla ředěna 1:5000 s 3% mlékem v 12 ml TBS-T a inkubovala 

se dvě hodiny při laboratorní teplotě. Protilátka proti MPK6 byla ředěna 1:15000 v 1% 

BSA v 12 ml TBS-T a inkubovala se dvě hodiny při laboratorní teplotě. Primární 

protilátky byly po použití zamrazeny pro další použití. Následovalo promývání 6x10 

minut v TBS-T na rychlé třepačce a dále aplikace sekundární protilátky, konjugované s 

křenovou peroxidasou, při pomalém třepání. Sekundární protilátka byla ředěna 1:5000 v 

1% BSA v 12 ml TBS-T hodinu a půl při laboratorní teplotě. Po odlití sekundární 

protilátky byly membrány promyty 6x10 minut v TBS-T. 
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3.2.14 Detekce proteinů 

Pro detekci proteinů na membráně, bylo připraveno ECL činidlo podle pokynů výrobce. 

Detekční roztok vznikne smícháním luminolu s peroxidem. Hned po promíchání musí 

být roztok uchováván zabalený v alobalu, protože je velmi citlivý na UV záření a musí 

se tedy připravovat vždy čerstvý a těsně před detekcí. PVDF membrána byla položena 

na prázdnou Petriho misku a roztok ECL byl napipetován na celý povrch membrány a 

ponechán na ní jednu minutu. Přebytečný substrát byl poté odpipetován a membrána 

byla vložena na snímání do dokumentačního přístroje BioRad ChemiDoc
TM 

MP. 

3.2.15 Odstranění navázaných protilátek z membrán 

Membrány mohou být použity pro navázání dalších protilátek několikrát, stačí, když 

jsou z nich předešlé protilátky odstraněny a membrána je do další aplikace protilátek 

uchovávána v lednici při 4°C v TBS-T pufru. Odstranění protilátek spočívá v 

promývání membrán v 0,5M NaOH 2x15 minut, dále promývaní membrány v MiliQ 

3x10 minut a nakonec promývání v TBS-T 3x15 minut, přičemž se v čistém TBS-T 

uloží do lednice. Poté je možné opakovat imunodetekci s dalšími protilátkami. 

3.2.16 Vyhodnocování 

Snímání a dokumentace membrán proběhlo v dokumentačním přístroji BioRad 

ChemiDoc
TM 

MP a programu Image lab. Nejdříve na vysokou citlivost pro vyhodnocení 

western blottingu a poté pro kolorimetrické stanovení snímání membrány s vyznačeným 

markerem. 
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4. VÝSLEDKY 

V experimentální části mé bakalářské práce jsem se zaměřil na studium reakcí 

experimentálních rostlin na solný stres. Rostliny tolice vojtěšky (Medicago sativa) s 

umlčenou expresí SIMKK rostoucích ex vitro reagovaly na stres, způsobený zaléváním 

200µM roztokem chloridu sodného po dobu 48 hodin. Abych mohl detekovat 

přítomnost a aktivaci MAPK proteinů, byla provedena imunoblotová analýza. Tato 

analýza spočívala v detekci intenzity exprese proteinu MsSIMK, který vykazuje 

vysokou homologii k AtMPK6. SIMKK, jejíž exprese je v této linii potlačena, je 

nadřazeným aktivátorem SIMK v rámci signálních MAPK drah. Dále byla sledována 

přítomnost proteinu MMK3, což je MAPK specifická pro Medicago sativa o velikosti 

44 kDa. Pro potvrzení průběhu fosforylace proteinů byla použita fosfospecifická 

protilátka (pERK), která slouží k detekci rostlinných MAPKs s fosforylovaným TEY 

motivem. Rostliny byly vyfoceny před experimentem, poté byly vyfoceny rostliny celé a s 

detaily kořenů s hlízkami, a to bezprostředně po experimentu a nakonec tři měsíce po 

experimentu. Jako pozadí celého experimentu a pro účely porovnání byl solný stres 

(250µM roztok NaCl) aplikován i na rostliny Medicago sativa cv. Europe rostoucí in vitro 

po dobu 30 minut. 

4.1 Pozorování fenotypu in vitro a ex vitro rostlin po aplikaci solného 

stresu 

4.1.1 Pozorování fenotypu kontrolních a trangenních rostlin tolice vojtěšky 

(Medicago sativa) kultivaru Regen SY 

Pro fotografickou dokumentaci fenotypu nadzemních částí ex vitro kontrolních (Obr. 1, 

2, 3 a 4) a trangenních rostlin (Obr. 5, 6, 7, 8, 9 a 10) tolice vojtěšky (Medicago sativa) 

cv. Regen SY s potlačenou expresí SIMKK (SIMKK RNAi), na které byl aplikován 

solný stres ve formě 200µM roztoku chloridu sodného (Obr. 3, 4, 7, 8, 9, 10) nebo byly 

zalévány vodou z vodovodu po dobu 48 hodin (Obr. 1, 2, 5, 6), byl použit fotoaparát 

Nikon 7000. Rostliny byly foceny vždy před experimentem, poté ihned po experimentu 
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a nakonec měsíc po experimentu. Měsíc po aplikaci stresu byla kontrolována vitalita 

rostlin a přítomnost hlízek na kořenech. Polovina z vybraných rostlin byla cíleně 

kokultivována s půdními bakteriemi Sinorzhizobium meliloti, jak se však později 

ukázalo, hlízky se nacházely na kořenech všech rostlin. Z největší pravděpodobností se 

rhizobakterie mezi ostatní rostlinami rozšířily skrz vodu, která se držela v jejich 

společné nádobě pod květináči po zalévání.  

Rostliny se sníženou expresí signálního proteinu SIMKK (SIMKK RNAi) 

vykazovaly větší náchylnost k solnému stresu (Obr. 7 a 9) a zároveň u nich docházelo v 

mnohem menší míře k vytvoření symbiotických vztahů s půdními bakteriemi 

Sinorzhizobium meliloti (Obr. 6, 8 a 10). Kontrolní rostliny byly vůči stresu 

způsobenému 200µM roztoku NaCl odolnější. Dvě rostliny SIMKK RNAi v důsledku 

stresu uhynuly. Při kontrole přítomnosti hlízek na kořenech těchto rostlin žádné 

nalezené nebyly (Obr. 8 a 10). 
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Obr. 1 Fenotyp nadzemní části kontrolní rostliny č. 1 Medicago sativa kultivar Regen SY, 

kokultivované s Sinorhizobium meliloti v půdě, zalévané vodou. Fotografie byly pořízeny 

před solným experimentem (A), bezprostředně po solném experimentu (B) a jeden měsíc po 

experimentu (C). Fotografie B a C byly pořízeny 10 dní po sestříhání rostlin. 

 

 

 

Obr. 2 Fenotyp kořenové části a kontrola přítomnosti hlízek na kontrolní rostlině č. 1 

Medicago sativa kultivar Regen SY, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v půdě, 

zalévané vodou. Fotografie byly pořízeny bezprostředně po solném experimentu (vlevo) a 

jeden měsíc po experimentu (vpravo). Hlízky jsou označeny šipkami. 
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Obr. 3 Fenotyp nadzemní části kontrolní rostliny č. 8 Medicago sativa kultivar Regen SY, 

kokultivované s Sinorhizobium meliloti v půdě, zalévané 200µM roztokem NaCl. Fotografie 

byly pořízeny před solným experimentem (A), bezprostředně po solném experimentu (B) a 

jeden měsíc po experimentu (C). Fotografie B a C byly pořízeny 10 dní po sestříhání rostlin. 

 

 

 

Obr. 4 Fenotyp kořenové části a kontrola přítomnosti hlízek na kontrolní rostlině č. 8 

Medicago sativa kultivar Regen SY, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v půdě, 

zalévané 200µM roztokem NaCl. Fotografie byly pořízeny bezprostředně po solném 

experimentu (vlevo) a jeden měsíc po experimentu (vpravo). Hlízky jsou označeny šipkami. 
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Obr. 5 Fenotyp nadzemní části rostliny č. 4 Medicago sativa kultivar Regen SY 

SIMKK-RNAi, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v půdě, zalévané vodou. Fotografie 

byly pořízeny před solným experimentem (A), bezprostředně po solném experimentu (B) a 

jeden měsíc po experimentu (C). Fotografie B a C byly pořízeny 10 dní po sestříhání rostlin. 

 

 

 

Obr. 6 Fenotyp kořenové části a kontrola přítomnosti hlízek na rostlině č. 4 Medicago 

sativa kultivar Regen SY SIMKK-RNAi, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v půdě, 

zalévané vodou. Fotografie byly pořízeny bezprostředně po solném experimentu (vlevo) a 

jeden měsíc po experimentu (vpravo). Hlízky jsou označeny šipkami. 
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Obr. 7 Fenotyp nadzemní části rostliny č. 10 Medicago sativa kultivar Regen SY 

SIMKK-RNAi, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v půdě, zalévané 200µM roztokem 

NaCl. Fotografie byly pořízeny před solným experimentem (A), bezprostředně po solném 

experimentu (B) a jeden měsíc po experimentu (C). Fotografie B a C byly pořízeny 10 dní po 

sestříhání rostlin. 

 

 

 

Obr. 8 Fenotyp kořenové části a kontrola přítomnosti hlízek na rostlině č. 10 Medicago 

sativa kultivar Regen SY SIMKK-RNAi, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v půdě, 

zalévané 200µM roztokem NaCl. Fotografie byly pořízeny bezprostředně po solném 

experimentu (vlevo) a jeden měsíc po experimentu (vpravo). Hlízky jsou označeny šipkami. 
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Obr. 9 Fenotyp nadzemní části rostliny č. 12 Medicago sativa kultivar Regen SY 

SIMKK-RNAi, kokultivovaný s Sinorhizobium meliloti v půdě, zalévané 200µM roztokem 

NaCl. Fotografie byly pořízeny před solným experimentem (A), bezprostředně po solném 

experimentu (B) a jeden měsíc po experimentu (C). Fotografie B a C byly pořízeny 10 dní po 

sestříhání rostlin. 

 

 

 

Obr. 10 Fenotyp kořenové části a kontrola přítomnosti hlízek na rostlině č. 12 Medicago 

sativa kultivar Regen SY SIMKK-RNAi, kokultivované s Sinorhizobium meliloti v půdě, 

zalévané 200µM roztokem NaCl. Fotografie byly pořízeny bezprostředně po solném 

experimentu (vlevo) a jeden měsíc po experimentu (vpravo). Hlízky jsou označeny šipkami.  
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4.1.2 Pozorování fenotypu rostlin tolice vojtěšky (Medicago sativa) cv. Europe 

Jako ―kontrolní― srovnávací pro experiment se solným stresem pro ex vitro rostliny byly 

použity rostliny divokého typu Medicago sativa kultivar Europe, které rostly in vitro na 

pevném MS médiu po dobu 20 dní. Pro pozorování fenotypu in vitro semenáčků rostlin 

tolice vojtěšky (Medicago sativa) kultivar Europe, na které byl aplikován solný stres ve 

formě 250µM roztoku chloridu sodného v tekutém MS médiu po dobu 30 minut, byl 

použit fotoaparát Nikon 7000 a ImageScanner™ III. Semenáčky byly naskenovány před 

experimentem (Obr. 11), a poté foceny v průběhu experimentu, vždy po deseti minutách 

před odběrem vzorků. Pro kontrolu působení stresu byly kontrolní rostliny zalévány 

pouze tekutým MS médiem. Jak se později ukázalo, tekuté MS médium vyvolalo u 

rostlin mírný osmotický stres. Rostlinám, které byly zalévány roztokem soli v průběhu 

30 minut, postupně poléhaly a uvadaly listy (Obr. 12). 

  



 

47 

 

Obr. 11 Semenáčky Medicago sativa kultivar Europe kultivované na pevném MS médiu, 

20 dní po vyklíčení. Fotografie byly pořízeny před solným experimentem. 

 

 

 

 

Obr. 12 Semenáčky Medicago sativa kultivar Europe kultivované na pevném MS médiu, 

na které byl aplikován solný stres 250µM roztokem NaCl, 20 dní po vyklíčení. Fotografie 

byly pořizovány v průběhu experimentu po 10 minutách (A), 20 minutách (B) a 30 minutách 

(C). 
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4.2 Detekce proteinů po aplikaci solného stresu 

4.2.1 Detekce proteinů z rostlin pěstovaných in vitro 

Jako porovnávací experiment k solnému stresu u ex vitro kultivovaných rostlin byl 

proveden stejný experiment s rostlinami tolice vojtěšky (Medicago sativa) kultivaru 

Europe, divokého typu, pěstovaných in vitro. Pro detekci relativního množství proteinu 

SIMK, proteinu MMK3 (obě exprimované v Medicago sativa, jako součást signalizační 

kaskády spolu se SIMKK) a úrovně jejich fosforylace pomocí pERK protilátky, která 

specificky rozpoznává dvojitě fosforylovaný TEY motiv u MAP kinas, byla provedena 

imunoblotová analýza. Jako kontrolní varianta k působení solného stresu byly kontrolní 

rostliny zalévány pouze tekutým MS médiem. Ukázalo se, že tekuté MS médium 

vyvolalo u rostlin mírný osmotický stres, který vyvolával v listech největší míru 

fosforylace MAPK proteinů při 20 minutách (Obr. 13, 14). K nejvyšší míře exprese 

proteinu MMK3 docházelo při 10 a 30 minutách (Obr. 13 a 14) a nejvyšší expresi SIMK 

při 30 minutách (Obr. 13 a 14). Avšak v kořenech docházelo k nejvyšší expresi MMK3 

i SIMK kolem 20. Minuty (Obr. 15 a 16). Rostliny, na které byl aplikován solný stres ve 

formě 250µM roztoku chloridu sodného v tekutém MS médiu po dobu 30 minut, 

vykazovaly v listech nejvyšší expresi proteinů MMK3 i SIMK mezi 10 až 20 minutou 

(Obr. 17 a 18). V kořenech těchto rostlin docházelo k nejvyšší expresi obou proteinu 

kolem 10. minuty (Obr. 19 a 20) a ke zvýšené fosforylaci docházelo kolem 10. a 30. 

minuty. 
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Obr. 13 Detekce fosforylovaných MAPK pomocí fosfospecifické protilátky, a obsahu 

proteinů MMK3 a SIMK ze vzorků z listů rostlin M. sativa cv. Europe, které byly zality 

tekutým MS médiem po dobu 30 minut. Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce 

fosforylovaných MAPK pomocí anti-pTEpY protilátky (pERK). Jsou vidět dva pruhy, z nichž 

horní svou velikostí odpovídá SIMK a spodní MMK3. Prostřední snímek vyjadřuje výsledky 

detekce MMK3 proteinu a spodní snímek detekci SIMK proteinu. 
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Obr. 14 Závislost intenzity pásů na čase. Semikvantitativní vyhodnocení detekce 

fosforylované SIMK (modrá) a MMK3 (červená) pomocí fosfospecifické protilátky (A), 

proteinu MMK3 (B) a proteinu SIMK (C) ze vzorků z listů rostlin M. sativa cv. Europe, které 

byly zality tekutým MS médiem po dobu 30 minut. 
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Obr. 15 Detekce fosforylovaných MAPK pomocí fosfospecifické protilátky, a obsahu 

proteinů MMK3 a SIMK ze vzorků z kořenů rostlin M. sativa cv. Europe, které byly zality 

tekutým MS médiem po dobu 30 minut. Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce 

fosforylovaných MAPK pomocí anti-pTEpY protilátky (pERK). Jsou vidět dva pruhy, z nichž 

horní svou velikostí odpovídá SIMK a spodní MMK3. Prostřední snímek vyjadřuje výsledky 

detekce MMK3 proteinu a spodní snímek detekci SIMK proteinu.  
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Obr. 16 Závislost intenzity pásů na čase. Semikvantitativní vyhodnocení detekce 

fosforylované SIMK (modrá) a MMK3 (červená) pomocí fosfospecifické protilátky (A), 

proteinu MMK3 (B) a proteinu SIMK (C) ze vzorků z kořenů rostlin M. sativa cv. Europe, které 

byly zality tekutým MS médiem po dobu 30 minut. 
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Obr. 17 Detekce fosforylovaných MAPK pomocí fosfospecifické protilátky, a obsahu 

proteinů MMK3 a SIMK ze vzorků z listů rostlin M. sativa cv. Europe, které byly zality 

250μM roztokem NaCl po dobu 30 minut. Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce 

fosforylovaných MAPK pomocí anti-pTEpY protilátky (pERK). Jsou vidět dva pruhy, z nichž 

horní svou velikostí odpovídá SIMK a spodní MMK3. Prostřední snímek vyjadřuje výsledky 

detekce MMK3 proteinu a spodní snímek detekci SIMK proteinu. 
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Obr. 18 Závislost intenzity pásů na čase. Semikvantitativní vyhodnocení detekce 

fosforylované SIMK (modrá) a MMK3 (červená) pomocí fosfospecifické protilátky (A), 

proteinu MMK3 (B) a proteinu SIMK (C) ze vzorků z listů rostlin M. sativa cv. Europe, které 

byly zality 250 μl roztokem po dobu 30 minut. 
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Obr. 19 Detekce fosforylovaných MAPK pomocí fosfospecifické protilátky, a obsahu 

proteinů MMK3 a SIMK ze vzorků z kořenů rostlin M. sativa cv. Europe, které byly zality 

250μM roztokem NaCl po dobu 30 minut. Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce 

fosforylovaných MAPK pomocí anti-pTEpY protilátky (pERK). Jsou vidět dva pruhy, z nichž 

horní svou velikostí odpovídá SIMK a spodní MMK3. Prostřední snímek vyjadřuje výsledky 

detekce MMK3 proteinu a spodní snímek detekci SIMK proteinu. 
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Obr. 20 Obr. 18 Závislost intenzity pásů na čase. Semikvantitativní vyhodnocení detekce 

fosforylované SIMK (modrá) a MMK3 (červená) pomocí fosfospecifické protilátky (A), 

proteinu MMK3 (B) a proteinu SIMK (C) ze vzorků z kořenů rostlin M. sativa cv. Europe, které 

byly zality 250 μl roztokem po dobu 30 minut. 
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4.2.2 Detekce proteinů z rostlin, pěstovaných ex vitro 

Hlavní částí celé bakalářské práce byla detekce proteinů SIMK a MMK3 (obě 

exprimované v Medicago sativa, jako součást signalizační kaskády spolu se SIMKK) u 

rostlin tolice vojtěšky (Medicago sativa) se sníženou expresí proteinu SIMKK metodou 

RNA interference. Jde o posttranskripční způsob potlačení exprese daného proteinu, při 

kterém se v buňce vytvářejí malé nekódujících RNA molekuly (siRNA a miRNA). Tyto 

molekuly prochází různými úpravami, než dosáhnou své konečné podoby. Ty se 

začleňují do ribonukleoproteinů, kde dojde k jejich úpravě a rozpletení, přičemž jedno 

vlákno zůstává v proteinu navázáno. Vzniklý komplex se naváže na cílovou sekvenci 

mRNA, která je komplementární k malé molekule RNA. Dochází k interferenci, která 

může vyústit buď v úplnou degradaci cílové mRNA (pokud dojde k dokonalému 

navázání na mRNA - siRNA) nebo k zabránění translace mRNA (pokud nedojde k 

dokonalému navázání na mRNA - miRNA), čímž je docíleno snížení exprese daného 

proteinu (Svoboda et al., 2002; Carthew a Sontheimer, 2009; Voinnet, 2009; Farnham et 

al., 2013). Pro studium reakcí těchto rostlin na solný stres byla provedena imunoblotová 

analýza pro detekci relativního množství proteinu SIMK, proteinu MMK3 pomocí 

protein-specifických protilátek a imunoblotová analýza pro detekci fosforylovaných 

(aktivovaných) proteinů MAPK proteinů pomocí pERK protilátky. Jednotlivé 

membrány byly ponechány ke snímání v dokumentačním zařízení po dobu 60 sekund. 

Největší rozdíly mezi liniemi byly patrné při detekování přítomnosti proteinu 

SIMK. Ten se u SIMKK RNAi linií vyskytoval ve velmi malé míře (Obr. 21, 23, 25 a 

27). Z tohoto důvodu byly membrány ponechány v dokumentačním přístroji po dobu 20 

minut (Obr. 21, 25, 27 - spodní část). Dále byla zaznamenána zvýšená exprese proteinu 

MMK3 u SIMKK RNAi linií, zřejmě jako reakce rostlin na potlačení exprese proteinu 

SIMK, který se normálně účastní signální dráhy aktivované po solném stresu (Obr. 21, 

25 a 27). 

Přítomnost navázaných proteinů na PVDF membránu byla potvrzována po přenosu 

proteinů z gelu na membránu pomocí barviva Ponceau S v 5% kyselině octové (Obr. 22, 

24, 26 a 28). 
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Obr. 21 Detekce fosforylovaných MAPK pomocí fosfospecifické protilátky, a obsahu 

proteinů MMK3 a SIMK ze vzorků z listů kontrolních (1) a SIMKK RNAi (4) rostlin M. 

sativa cv. Regen SY rostoucích v půdě v květináčích, které byly zalévány vodou po dobu 48 

hodin. Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce fosforylovaných MAPK pomocí anti-

pTEpY protilátky (pERK). Membrány byly snímány po dobu jedné minuty. Spodní snímek je 

membrána, která byla snímána po dobu 20 minut a ukazuje detekci proteinu SIMK. K nejvyšší 

expresi obou proteinů a k jejich fosforylaci u kontrolních rostlin docházelo kolem 12. hodiny. U 

transgenních rostlin byla nejvyšší exprese MMK3 zaznamenána kolem 48. hodiny, protein 

SIMK se podařilo zaznamenat jen slabě při 48. hodině. 
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Obr. 22 PVDF membrány s proteiny obarvenými roztokem Ponceau S v 5% kyselině 

octové. 
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Obr. 23 Detekce fosforylovaných MAPK pomocí fosfospecifické protilátky, proteinů 

MMK3 a MPK6 ze vzorků z listů kontrolních (2) a SIMKK RNAi (5) rostlin M. sativa cv. 

Regen SY rostoucích v půdě v květináčích, které byly zalévány 200µM roztokem NaCl po 

dobu 48 hodin. Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce fosforylovaných MAPK 

pomocí anti-pTEpY protilátky (pERK). Membrány byly snímány po dobu jedné minuty. K 

nejvyšší expresi MMK3 u kontrolních rostliny docházelo od začátku experimentu po 12. 

hodinu, naproti tomu exprese SIMK byla zvýšená téměř vždy, s malým poklesem při 24 hodině. 

U transgenních rostlin byla zaznamenána nejvyšší míra fosforylace studovaných proteinů kolem 

12. hodiny. 
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Obr. 24 PVDF membrány s proteiny obarvenými roztokem Ponceau S v 5% kyselině 

octové. 
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Obr. 25 Detekce fosforylovaných MAPK pomocí fosfospecifické protilátky, proteinů 

MMK3 a MPK6 ze vzorků z listů kontrolních (7) a SIMKK RNAi (11) rostlin M. sativa cv. 

Regen SY rostoucích v půdě v květináčích, které byly zalévány vodou po dobu 48 hodin. 

Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce fosforylovaných MAPK pomocí anti-pTEpY 

protilátky (pERK). Membrány byly snímány po dobu jedné minuty. Spodní snímek je 

membrána, která byla snímána po dobu 20 minut a ukazuje detekci proteinu SIMK. K nejvyšší 

expresi obou proteinů u kontrolních rostlin docházelo kolem 12. hodiny, nejvyšší míra 

fosforylace proteinů byla zaznamenána v 48. hodině. U transgenních rostlin byla nejvyšší 

exprese obou proteinů zaznamenána mezi 0 a 12 hodinou. 
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Obr. 26 PVDF membrány s proteiny obarvenými roztokem Ponceau S v 5% kyselině 

octové. 
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Obr. 27 Detekce fosforylovaných MAPK pomocí fosfospecifické protilátky, proteinů 

MMK3 a MPK6 ze vzorků z listů kontrolních (8) a SIMKK RNAi (12) rostlin M. sativa cv. 

Regen SY rostoucích v půdě v květináčích, které byly zalévány 200µM roztokem NaCl po 

dobu 48 hodin. Na horním snímku jsou výsledky imunodetekce fosforylovaných MAPK 

pomocí anti-pTEpY protilátky (pERK). Membrány byly snímány po dobu jedné minuty. Spodní 

snímek je membrána, která byla snímána po dobu 20 minut a ukazuje detekci proteinu SIMK. K 

nejvyšší expresi obou proteinů u kontrolních rostlin docházelo kolem 12. hodiny, nejvyšší míra 

fosforylace proteinů byla zaznamenána mezi 12. a 24. hodinou. U transgenních rostlin byla 

nejvyšší exprese obou proteinů zaznamenána kolem 12 a 48. hodiny, k nejvyšší míře exprese 

proteinů docházelo kolem 12. hodiny. 
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Obr. 28 PVDF membrány s proteiny obarvenými roztokem Ponceau S v 5% kyselině 

octové. 
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5. DISKUZE 

V této práci jsem sledoval vliv solného stresu na rostliny Medicago sativa rostoucí ex 

vitro s potlačenou expresí proteinu SIMKK pomocí RNA interference. V průběhu 

působení solného stresu nedocházelo u rostlin k viditelným fenotypovým změnám. Je 

třeba ovšem zdůraznit, že experiment to byl pouze krátkodobý, tudíž tento závěr není 

možné zobecnit. Po zdokumentování důsledků stresu měsíc po aplikaci solného roztoku, 

dvě rostliny SIMKK RNAi v důsledku solného stresu uhynuly, z čehož vyplývá, že 

potlačením signální dráhy, ve které hraje SIMKK nezbytnou roli v aktivaci SIMK, se 

můžou rostliny stát náchylnější a méně citlivá k vnějším podmínkám životního prostředí 

(Bekešová et al., 2015). Dále byl při tomto experimentu sledován průběh procesu 

symbiózy se Sinorhizobium meliloti na ex vitro kontrolních a SIMKK RNAi rostlinách. 

Bakterie Sinorhizobium meliloti byly na rostliny aplikovány in vitro před jejich 

přesazením do půdy v květináčích, a tedy i před aplikováním solného stresu. Ovšem i 

tak na kořenech transgenních rostlin se nacházelo jen velmi málo hlízek, které rostlina 

při symbióze vytváří. Z důvodu dlouhodobého růstu rostlin v půdě v květináčích nebylo 

možné získat kvantitativní údaje o celkovém počtu hlízek u každé rostliny, ale i tak z 

těchto pozorování vyplývá, že SIMKK má důležitou úlohu při reakci rostliny na 

rhizobakterie v půdě, a je tedy pravděpodobně zapojena do interakcí rostliny 

s rhizobakteriemi při iniciaci a v průběhu symbiotického procesu. Jelikož je SIMKK  

součástí kaskády pro signalizaci abiotických stresových faktorů u Medicago sativa, 

snažil jsem se ověřit, jak bude ovlivněna vitalita těchto rostlin, které byly zároveň 

kokultivovány s rhizobakteriemi, v důsledku solného stresu. 

V další části bakalářské práce bylo potvrzeno, že SIMKK slouží jako aktivátor pro 

SIMK v signální dráze při reakci rostlin Medicago sativa na stres vyvolaný zvýšenou 

koncentrací soli (Kiegerl et al., 2000; Cardinale et al., 2002). Pro potvrzení této situace 

při experimentu pro sledování hladiny proteinů u ex vitro kultivovaných rostlin, byl 

proveden experiment se solným stresem na rostlinách kultivovaných in vitro. K tomuto 

účelu byly použity rostliny M. sativa kultivaru Europe, kde byla kontrolována hladina 

exprese proteinu SIMK, její fosforylace (aktivace, Willmann et al., 2014) a exprese 
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proteinu MMK3 po dobu 30 minut. Výsledky této části práce ukázaly, že k největšímu 

nárůstu množství proteinů SIMK a MMK3 docházelo mezi 10 a 20 minutou od počátku 

působení solného stresu. MsMMK3 vykazuje podobnost s AtMPK3, který je také 

aktivován solným stresem a jeho aktivace se jeví jako nezbytná pro toleranci rostlin 

Arabidopsis thaliana vůči soli (Ichimura et al., 2000; Droillard et al., 2002; Teige et al., 

2004; Yu et al., 2010; Ovečka et al., 2014). U ex vitro kultivovaných rostlin M. sativa 

docházelo k velmi proměnlivé fosforylaci proteinů v průběhu experimentu, a to jak u 

kontrolních, tak i transgenních rostlin, a projevovalo se v kontrolních, ale i ve 

stresových podmínkách. To mohlo být způsobeno genetickým podkladem 

experimentálních rostlin v důsledku somaklonální variability, protože rostliny byly 

množeny somatickou embryogenezí. Každá rostlina se tedy chová jako samostatná linie. 

Druhou možností je působení biotického stresu na tyto rostliny, protože v době aplikace 

solného stresu byly rostliny ve fytotronu napadány hmyzími škůdci, kteří způsobovali 

rostlinám stres z poranění. Z tohoto důvody bude v budoucnosti vhodné a nutné 

optimalizovat a udržovat podmínky kultivace, které tyto sekundární vlivy omezí, nebo 

úplně odstraní. V ideálním případě by bylo dobré, při množení rostlin, vyhnout se 

procesu somatické embryogeneze, a použít k experimentům rostlinný materiál 

pocházející ze semen. K tomu bude nutné optimalizovat cílenou produkci semen 

transgenních rostlin tolice vojtěšky, se striktní kontrolou procesu opylování, neboť 

semena vzniklá ze samoopylení jsou jen málo životaschopná (Graman, 1991; Chloupek, 

2000). Následující studie by se zároveň mohla zabývat porovnáním rozdílů v expresi 

proteinu SIMKK u kontrolních a SIMKK RNAi  transgenních rostlin, a to jak 

v podmínkách sterilních, tak i v podmínkách symbiózy s bakteriemi S. meliloti. 
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6. ZÁVĚR 

V teoretické části této bakalářské práce byla vypracována literární rešerše, zaměřená na 

popis rostliny tolice vojtěšky (Medicago sativa) a její využití v agrotechnologii. Další 

teoretická část práce byla zaměřena na negativní vliv stresu, způsobeného chloridem 

sodným na rostliny a popis MAP kinasových signálních drah a jejich úlohy při působení 

vnějšího abiotického stresu. Jelikož je Medicago sativa velmi užitečná rostlina, která 

vytváří symbiotické vztahy s půdními bakteriemi Sinorhizobium meliloti, byl v 

následující kapitole popsán mechanismus průběhu tohoto procesu. V poslední kapitole 

teoretického úvodu byla rozebrána metoda Western blotu, jako nástroje pro kvalitativní 

a semikvantitativní detekci proteinů.  

V praktické části byl aplikován solný stres na rostliny kultivované ex vitro a in vitro 

a sledována míra rezistence mezi liniemi. Pro vyhodnocování míry rezistence vůči 

solnému stresu rostlin s potlačenou expresí SIMKK rostoucích ex vitro byla využita 

metoda stanovení obsahu a fosforylace vybraných MAPK pomocí imunoblottingu. Z 

výsledků vyplývá, že metoda potlačení exprese pomocí RNA interference je úspěšná. 

SIMKK RNAi linie měly sníženou expresi SIMK. Tyto rostliny tedy mohou být méně 

citlivé (či méně odolné) vůči vnějším abiotickým faktorům, jako je zvýšená koncentrace 

soli v půdě. Rostliny se sníženou expresí proteinu SIMK vykazovaly zvýšenou expresi 

proteinu MMK3, čímž si zřejmě kompenzují částečnou absenci SIMK. SIMKK RNAi 

rostliny měly také výrazně sníženou efektivitu procesu tvorby hlízek, což znamená, že 

signální dráha se SIMKK-SIMK může hrát velmi důležitou roli v procesu symbiózy 

mezi Medicago sativa a Sinorhizobium meliloti.  
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8. SEZNAM ZKRATEK 

AP  alkalická fosfatasa 

APS  persíran amonný 

BSA hovězí sérový albumin 

CCaMK z angl. Calcium and calcium/calmodulin-dependent protein 

 kinase 

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

CycA2 cyklin A2 

dH2O  destilovaná voda 

dsRNA dvouřetězcová RNA (z angl. double-stranded RNA) 

DTT dithiotreitol 

ECL chemiluminiscenční substrát 

EGTA kyselina ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)tetraoctová 

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonová kyselina 

HKT z angl. high-affinity potassium transporter 

HRP  křenová peroxidáza (z angl. Horseradish peroxidase) 

HTS  hmotnost tisíce semen 

IgG  imunoglobulin třídy G 

LRR  z angl. leucine rich repeats 

LYK3 z angl. lysin motif receptor-like kinase 3 

LysM doména doména (z angl. lysine motif) 

M. sativa Medicago sativa L ssp. 

MAP2K MAP kinasa kinasa 

MAP3K MAP kinasa kinasa kinasa 

MAPK mitogenem-aktivované protein kinasa  

MAPKK MAP kinasa kinasa 

MAPKKK MAP kinasa kinasa kinasa 

MEKK mitogenem-aktivovaná protein kinasa kinasa kinasa 

miRNA micro RNA 
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MKK mitogenem-aktivovaná protein kinasa kinasa 

MKP MAPK fosfatasa 

MMK3 MAPK z Medicago sativa 

MPK mitogen-aktivovaná protein kinasa 

mRFP červený fluorescenční protein 

mRNA mediátorová RNA 

MS-médium Murashige and Skoog médium 

MsSIMK stresem indukovaná mitogenem aktivovaná protein kinasa 

 v Medicago sativa 

MsSIMKK stresem indukovaná mitogenem aktivovaná protein kinasa 

 kinasa v Medicago sativa 

NFP z angl. nod factor perception 

NHX1 antiportér 

Obr. obrázek 

PAGE polyakrylamidová gelová elektroforéza 

pH záporný dekadický logaritmus koncentrace vodíkových 

 kationů 

PM cytoplasmatická membrána 

PVDC Polyvinylidenchlorid 

PVDF polyvinylidendifluorid 

RB elektrodový pufr (z angl. running buffer) 

RLK z angl. receptor like kinase 

RNA ribolunkleová kyselina 

RNAi RNA interference 

SDS dodecylsulfát sodný 

SIMK stresem indukovaná mitogenem aktivovaná protein kinasa  

SIMKK stresem indukovaná mitogenem aktivovaná protein kinasa 

 kinasa 

siRNA malá interferující RNA (z angl. small interfering RNA) 

SOS1 antiportér z angl. Salt Overly Sensitive 1 

SYMRK z angl. symbiosis receptor like kinase 
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TBS Tris-HCl solný pufr 

TBS-T Tris-HCl solný pufr s přídavkem Tween 20 

TEMED N,N,N′,N′-tetramethylethylendiamin 


