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1 ÚVOD 
 

Medicago sativa je víceletá bylina, která se řadí mezi velmi důležité zemědělské plodiny. 

Především díky její nutriční hodnotě je využívaná jako krmivo pro hospodářská zvířata. 

Je zdrojem mnoha vitamínů, minerálních látek a esenciálních aminokyselin. Má také 

bohatý kořenový systém a žije v symbióze s dusík fixujícími bakteriemi (např. 

Sinorhizobium meliloti). Rostliny žijící v této symbióze mají dostatek dusíku, který je 

důležitý pro správný průběh fotosyntézy a syntézu některých aminokyselin. Díky tomu je 

M. sativa také využívaná jako předplodina, protože obohacuje půdu o dusík 

i pro následující zemědělské plodiny (Radović et al., 2009). 

Během symbiózy dochází k vytvoření kořenových hlízek (nodulů), ve kterých se 

nachází dusík fixující bakterie. V nodulech je zajištěno vhodné prostředí pro enzym 

nitrogenasu, který je nezbytný pro samotnou fixaci. V symbiotickém procesu hraje 

důležitou úlohu také rostlinný cytoskelet, kdy dochází ke změnám v jeho uspořádání 

a dynamice během jednotlivých fází symbiózy. Rostlinný cytoskelet je tvořen aktinovými 

filamenty a mikrotubuly a oba tyto biopolymery sehrávají důležitou úlohu 

v symbiotickém procesu. Podílí se například na zatočení kořenového vlásku okolo 

bakterie (Perrine-Walker et al., 2014). 

Pro vizualizaci cytoskeletu in vivo se vyžívají cytoskeletální markery, které by neměly 

ovlivňovat jeho přirozenou dynamiku. Markery jsou fúzní proteiny, kdy je cytoskeletální 

protein nebo protein vážící se na cytoskelet fúzován s fluorescenčním proteinem. 

Vizualizace markeru je umožněna pomocí fluorescenční nebo konfokální mikroskopie. 

Cílem této práce bylo navrhnout a naklonovat tubulinové markery, které by bylo možné 

využít mimo jiné i pro in vivo studium symbiotických interakcí mezi M. sativa a S. 

meliloti. Pro přípravu markerů byla využita účinná metoda molekulárního klonování 

Golden Gate, která využívá restrikční enzymy typu IIS a T4 DNA ligasu.  

Dále byla cílem mé diplomové práce fenotypová analýza transgenních linií M. sativa 

exprimující markery cytoskeletu. Byly srovnávány transgenní linie 35S::tagRFP:TUA6 

a 35S::FABD2:GFP s kontrolní linií RSY. Analýza byla zaměřena na kořenový systém, 

protože právě ten je cílem symbiotických bakterií. U rostlin byla analyzována délka 

primárního kořene, počet laterálních kořenů a také počet vytvořených nodulů.  
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2 TEORETICKÝ ÚVOD 

2.1  Vojtěška setá 

Vojtěška setá (Medicago sativa L.), také zvaná alfalfa nebo lucerna, je díky své bohaté 

nutriční hodnotě jedna z nejvýznamnějších bobovitých rostlin na světě. Jedná se 

o dvouděložnou bylinu, která se rozmnožuje převážně cizosprášením. Vyskytuje 

a pěstuje se ve více než 80 zemích světa na téměř 35 milionech hektarů půdy (Radovic 

et al., 2009). Její geografický původ je z oblasti Středomoří, odkud se rozšířila do dalších 

oblastí. Bylo vyšlechtěno mnoho kultivarů M. sativa, například kultivary rezistentní vůči 

škůdcům nebo odolné na abiotické stresy, jako je sucho, zvýšená salinita půdy nebo chlad 

(Lehman et al., 1992). 

Genom M. sativa je autotetraploidní, má 32 chromozomů (4n=32). Byla také 

vyšlechtěna diploidní forma M. sativa s 16 chromozomy nazývající se CADL (Cultivated 

Alfalfa at the Diploid Level) (Bingham et McCoy, 1979). CADL je díky své diploidní 

formě vhodný pro genetické studie a biotechnologie. 

Jak již bylo zmíněno, M. sativa má dobré nutriční složení, z tohoto důvodu se využívá 

především jako pícnina. Také se vyznačuje vysokou produkcí biomasy, kdy může být 

sečena několikrát do roka. Je bohatá na obsah proteinů (15-22 %) a přítomnost minerálů 

a vitaminů. Nejzastoupenějšími jsou vitamíny A, D, E, K, C a některé vitamíny skupiny 

B (Aganga et Tshwenyane, 2003). Z minerálů je to pak fosfor, vápník, sodík, chlór, 

draslík a mnoho dalších (Scholtz, 2008).  

Mimo krmivo pro hospodářská zvířata se využívá například na výrobu bioethanolu, 

při bioremediaci půd s vysokým obsahem dusíku nebo pro produkci industriálních 

enzymů jako lignin peroxidasa, alfa-amylasa nebo fytasa (Bauchan, 2006). M. sativa má 

také využití v lidské výživě. Vyrábí se z ní proteinové koncentráty (D´Alviseet et al., 

2000), které slouží jako zdroj kvalitních proteinů zejména pro lidi v chudších regionech, 

kde hrozí podvýživa. Zelené části rostliny mohou být zpracovány do různých pokrmů 

(Penaset et al., 2009). V Číně byly používány listy vojtěšky pro léčbu chorob trávicího 

ústrojí nebo artritidy (Mielmann, 2013). 

Velice důležitou vlastností M. sativa je symbióza s některými bakteriemi z rodu 

Sinorhizobium. Tyto bakterie jsou v nodulech schopné exprimovat enzym nitrogenasu, 

který je zodpovědný za samotnou fixaci vzdušného dusíku. Proces symbiózy bude 

podrobně popsán v pozdější kapitole. 
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2.2  Sinorhizobium meliloti 

Bakterie S. meliloti je gramnegativní půdní bakterie tyčinkovitého tvaru, která patří do 

čeledi Rhizobiaceae. Je známá pro svou schopnost fixovat vzdušný dusík v symbióze 

s rostlinami z čeledi bobovitých, zejména s rody Medicago, Melilotus a Trigonella (Zhao 

et al., 2012).  

Bakterie se dostávají do kořenových buněk pomocí kořenových vlásků a v kortexu 

rostlinných buněk se diferenciují na formu schopnou fixovat vzdušný dusík (Mergaert 

et al., 2006). 

Genom S. meliloti je tvořen jedním cirkulárním chromozomem o velikosti přibližně 

3,65 Mb a obsahuje také dva velké symbiotické plasmidy – pSymA a pSymB, které mají 

velikost 1,3 a 1,6 Mb (Galibert et al., 2001; Reeve et al., 2010). Některé kmeny mohou 

také obsahovat variabilní počet auxilárních plasmidů, jejichž funkce nebyla plně 

objasněna (Kuhn et al., 2008). Pro správný průběh symbiózy a tvorbu nodulů jsou potřeba 

geny jak z cirkulárního chromozomu, tak z obou velkých symbiotických plasmidů. Jedná 

se například o geny nod kódující Nod faktor nebo geny exo kódující exopolysacharidy, 

které jsou rovněž důležité pro primární interakci mezi symbionty (Reeve et al., 2010). 

Na cirkulárním chromozomu se nachází hlavně geny, které jsou exprimovány téměř 

neustále, tzv. housekeeping geny. Jedná se o geny řídící metabolismus, odpovědi na stres, 

chemotaxi, mobilitu nebo geny nutné pro replikaci, transkripci a translaci (Finan et al., 

2001). 

Mimo fixace dusíku jsou tyto bakterie schopné také denitrifikace, tedy redukce 

dusitanů a dusičnanů na oxidy dusíku a N2. S. meliloti obsahuje na jednom chromozomu 

čtyři geny, kódující enzymy zodpovědné za denitrifikaci. Jedná se o nitrát reduktázu 

(Nap), nitrit reduktázu (Nir), reduktázu oxidu dusnatého (Nor) a reduktázu oxidu dusného 

(Nos) (Ruiz et al., 2019). S. meliloti může produkovat oxid dusnatý jak volně v půdě, 

tak v symbiotickém vztahu. Během symbiózy plní oxid dusnatý signální úlohu např. 

signalizující senescenci nodulu (Cam et al., 2012).  

Bakterie S. meliloti mohou mít využití i v čističkách odpadních vod. Díky svým 

denitrifikačním enzymům mohou být využity pro čištění a filtraci pitné vody, kdy je 

v současné době problém se znečištěním pitné vody hnojivy na bázi dusíku (Chauhan, 

2015). 
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2.3 Proces symbiózy 

Vzájemně prospěšný vztah mezi kořeny M. sativa a bakteriemi S. meliloti je nastaven 

na principu, že bakterie jsou v nodulech schopny fixovat vzdušný dusík a přeměňovat ho 

na formy, které jsou pro rostliny využitelné. Na druhou stranu, M. sativa poskytuje 

bakteriím zdroje uhlíku, které mohou využít pro svůj metabolismus. Nejčastěji se jedná 

o malát, sukcinát nebo fumarát (Portais et al., 1999). Tato symbióza je velice prospěšná 

a důležitá pro koloběh dusíku v přírodě. 

 

2.3.1 Prvotní interakce symbiontů 

Symbióza je iniciována chemickými signály, které probíhají mezi M. sativa a volně 

žijícími S. meliloti. V půdách s nízkým obsahem dusíku produkuje kořenový systém 

rostliny flavonoidy. Jedná se o nízkomolekulární sekundární metabolity, které obsahují 

benzenová jádra a jsou syntetizována fenylpropanoidovou drahou. Rostliny produkují 

mnoho různých flavonoidů, ale pro bobovité rostliny jsou typické izoflavonoidy, 

které jsou tvořeny enzymem isoflavon syntázou. Mezi izoflavonoidy patří diadzein nebo 

genistein (Liu et Murray, 2016). V M. sativa je významným flavonoidem metoxychalkon 

(Dakora et al., 1993) nebo medicarpin, který je syntetizovaný i mimo symbiózu, 

a to během napadení houbovým patogenem (Guenoune et al., 2001). 

Nevyhnutným předpokladem na vnímaní flavonoidů bakteriemi musí být jejích 

vyloučení rostlinou do rhizosféry. Následně jsou rhizobia přitahována chemotaxí 

k rostlině a dochází k aktivaci bakteriálního genu nodD (Liu et Murray, 2016). Produktem 

genu nodD je transkripční aktivátor, který se váže na regulační sekvence dalších nod 

genů, na tzv. nod boxy, a aktivuje tak ostatní nod geny (Jiménez-Guerrero et al., 2018). 

Tyto geny jsou zahrnuty v syntéze a také sekreci Nod faktorů (Spaink et al., 1989).  

Nod faktory jsou lipo-chitooligosacharidy, které interagují s rostlinou a mají vliv 

na další průběh symbiózy, jako je zatočení kořenového vlásku okolo rhizobia nebo také 

iniciují meristematickou aktivitu v kortikálních buňkách kořene, čímž se formuje 

primordium nodulu (Xiao et al., 2014). K nodulaci nemůže dojít, pokud bakterie ztratí 

schopnost produkovat Nod faktory nebo rostlina ztratí schopnost tyto faktory vnímat 

(Radutoiu et al., 2003). Pro správný proces symbiózy jsou však stejně důležité 

i flavonoidy. Při potlačení produkce flavonoidů je negativně ovlivněn celý průběh 

symbiózy (Wasson et al., 2006; Abdel-Lateif et al., 2013). Hostitelská specifita rhizobií 
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je dána chemickou strukturou Nod faktorů, především jejich délkou, substitučními 

skupinami a stupněm nasycení (Oldroyd et Downie, 2008). 

Pro percepci Nod fakorů rostlinou jsou podstatné LysM receptory (Smit et al. 2007). 

Zachycení Nod faktorů receptory spustí Ca2+-dependentní signální dráhu, která dále 

ovlivňuje spoustu dějů v buňce. Jedná se například o reorganizaci AF (aktinových 

filament), změny v proudění cytoplasmy, reorientaci endoplasmatického retikula, pohyb 

jádra nebo změny v buněčné stěně (Lhuissier et al., 2001). Pro spuštění signalizačních 

dějů stačí velmi malé množství Nod faktoru, některé publikace uvádějí, že je jedná 

o koncentraci 10-12 M (Lerouge et al.,1990; Heidstra et al., 1994). U M. sativa dojde 

k rapidnímu nárustu koncentrace Ca2+ iontů již po 3 minutách od percepce Nod faktoru 

(Felle et al., 1999). Dochází k aktivaci aniontových kanálků a k efluxu Cl-. Díky tomu 

dochází k depolarizaci plasmatické membrány a akumulaci Ca2+ iontů ve špičce 

kořenového vlásku (Downie et Walker, 1999). Signální dráha zahrnující receptorové 

kinázy způsobí oscilaci Ca2+ v nukleoplasmě. Je aktivován komplex sestávající z 

Ca2+/kalmodulin-dependentní protein kinázy a transkripčního aktivátoru CYCLOPS 

(CCaMK-CYCLOPS komplex; Yano et al., 2008; Zipfel et Oldroyd, 2017), který 

u rostliny způsobí indukci exprese některých specifických genů, zvaných časné noduliny 

– ENODs (Oldroyd et Downie, 2008). 

 

2.3.2 Vznik infekčního vlákna 

Jednotlivá rhizobia jsou přichycena z boku kořenového vlásku (Obr. 1) a následně 

dochází k anizotropnímu růstu kořenového vlásku, který zapříčiní jeho zatočení 

a vytvoření těsné smyčky obklopující bakterii. Formuje se infekční kapsa, která je tvořena 

Obr. 1 Interakce kořenového vlásku s Rhizobium a následná tvorba infekční kapsy, pre-infekčního 

a infekčního vlákna. Dpi = dny po inokulaci (upraveno podle Laplaze et al., 2015). 
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těsně naskládanými buněčnými stěnami zatočeného kořenového vlasku (Breakspear 

et al., 2014).  

Předtím, než se začne formovat infekční vlákno v kořenovém vlásku, dojde 

k zdvojnásobení velikosti jádra a k jeho přesunu blíže k infekční kapse. Také se tvoří pre-

infekční vlákno – tzv. cytoplasmatický most, který se tvoří mezi buněčnými stěnami 

rostlinné buňky (Obr. 1). Toto vlákno předurčuje cestu, kterou bude následně infekční 

vlákno procházet (Timmers et al., 1999; Fournier et al., 2008). 

V místě zachycení bakterie dojde u rostlinných buněk k invaginaci buněčné stěny 

a cytoplasmatické membrány a v těchto místech začne prorůstat infekční vlákno. V jeho 

špičce se bakteriální buňky aktivně dělí (Gage, 2002). Infekční vlákno roste polárně, 

přes celý kořenový vlásek až do primární kůry kořene, kde vznikne primordium nodulu 

(Oldroyd et al., 2011). Tvorba a prodlužování infekčního vlákna je závislá 

na bakteriálních exopolysacharidech, v S. meliloti je to například sukcinoglykan (EPS 1) 

(Brewin, 2004). Mutanti, kteří nejsou schopni biosyntézy sukcinoglykanu jsou sice 

zachyceni kořenovým vláskem, ale nejsou schopni iniciovat tvorbu infekčního vlákna 

(Cheng et Walker, 1998). 

Tvorba funkčního infekčního vlákna je také závislá na hostiteli. Hostitelský gen LIN 

je důležitý pro správné pokračování symbiózy – pro tvorbu primordia nodulu a jeho 

morfogenezi. Mutanti tohoto genu jsou schopni zachytit rhizobia kořenovými vlásky, 

ale selhává tvorba infekčního vlákna (Kuppusamy et al., 2004). Také správná funkce 

LysM receptoru na povrchu kořenového vlásku je podstatná pro tvorbu funkčních 

infekčních vláken (Arrighi et al., 2006). 

Během symbiózy dochází také ke změnám v hladinách fytohormonů, především 

auxinů. Pomocí ARF (auxin-response faktor) jsou během symbiózy aktivovány některé 

auxin odpovědné geny, například gen ARF16. U mutantů tohoto genu dochází k defektům 

během infekce. Signalizace pomocí auxinů je nezbytná pro správný průběh symbiózy, 

především v počátečním stádiu infekce (Spaepen et Vanderleyden, 2011; Laplaze et al., 

2015). 

 

2.3.3 Vniknutí rhizobií do primordia nodulu a jejich diferenciace na bakteroidy 

Bakterie vnikají do buněk vyvíjejícího se primordia ve formě infekčních kapek procesem 

podobným endocytóze. Infekční kapky se tvoří na konci infekčního vlákna, které může 

být rozvětvené (Zhang et al., 2019). Tyto infekční kapky nejsou obaleny buněčnou stěnou 
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hostitele, ale pouze jeho cytoplasmatickou membránou a tvoří symbiosom (Brewin, 

2004). Cytoplasmatická membrána, která odděluje bakterie od cytoplasmy hostitelské 

buňky, se začíná diferencovat a označuje se dále jako peribakteroidní membrána (PBM) 

(Limpens et al., 2009). Pro vývoj symbiosomu na funkční formu je třeba t-SNARE 

protein SYP132A (Pan et al., 2016). Také synaptogaminy Syt1, Syt2 a Syt3 u Medicago 

truncatula jsou důležité během tvorby symbiosomu (Gavrin et al., 2017). 

V symbiosomech dochází k diferenciaci bakterií na bakteroidy, což je forma, která je 

schopná fixovat vzdušný dusík a je závislá na přísunu živin od hostitele (Gibson et al., 

2008). V příjmu živin hraje důležitou úlohu PBM (Bolaños et al., 2004; Limpens et al., 

2009), protože se v ní nachází specializované kanálky, kterými prostupují živiny. Existují 

také speciální transportéry pro amoniak, který je transportován z nodulu do cytoplasmy 

rostlinné buňky (White et al., 2007). 

Aby docházelo k fixaci dusíku, musí být zajištěno prostředí s nízkým obsahem 

atmosférického kyslíku. Nitrogenasa, což je hlavní enzym účastnící se fixace dusíku, je 

na přítomnost vyšší koncentrace kyslíku citlivá. Mikroaerofilní prostředí je zajištěno 

pomocí hostitelské rostliny, která kontroluje propustnost kyslíku buňkami nodulu pomocí 

difúzní bariéry (Ott et al., 2005; Gibson et al., 2008). Pro zajištění nízké koncentrace 

kyslíku je také důležitý leghemoglobin. Jedná se o molekulu, která se podobá 

hemoglobinu u živočichů. Leghemoglobin je produkován hostitelskou rostlinou a pro 

správné fungování potřebuje kofaktor – hem. Dřívější studie uváděly, že kofaktor 

syntetizují pouze bakterie (O´Brian et al., 1987), ale později bylo zjištěno, že hem jsou 

schopny produkovat také samotné rostliny (Santana et al., 1998). V nodulech 

leghemoglobin snižuje koncentraci volného kyslíku na hodnotu 5-10 nM (Soupène et al., 

1995), kdy tato koncentrace dovoluje správné fungování nitrogenasy. Leghemoglobin je 

také zodpovědný za růžovou barvu nodulu (Gibson et al., 2008). U Glycine max 

se leghemoglobin skládá z izoforem (A, C1, C2, C3), které jsou kódované různými geny. 

Také se na struktuře leghemoglobinu podílí minoritní, méně charakterizované izoformy 

B a D (Fuchsman et Appleby, 1979). 

 

2.3.4 Morfologie hlízky 

Histochemická analýza nodulu M. truncatula ukázala 3 hlavní zóny nodulu: 

meristematickou (I), infekční (II) a dusík-fixující zónu (III) (Zhang et al., 2019). 
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V některých publikacích se uvádí také zóna přechodná (II-III) a senescenční (IV) 

(Monahan-Giovanelli et al., 2006; Van de Velde et al., 2006).  

Meristematická zóna je tvořena buňkami, které jsou malé a obsahují hodně 

cytoplasmy. V této zóně se neobjevují žádná infekční vlákna. V infekční zóně jsou buňky 

větší než v meristematické a je možné v této zóně pozorovat infekční vlákna i endocytická 

rhizobia, která se aktivně dělí. V přechodné zóně se vyskytují bakterie, které se postupně 

přeměňují na bakteroidy a rostlinné buňky se připravují na fixaci dusíku produkcí 

leghemoglobinu (Ogden et al., 2017). Zóna III je největší a probíhá v ní především 

samotná fixace dusíku. Vyskytují se tam již diferenciované bakteroidy a proteiny nutné 

pro fixaci (Udvardi et Poole, 2013). Po přibližně 5 týdnech se u nodulu objevuje 

senescenční zóna, která se nachází v blízkosti uchycení nodulu na kořeni (Soupène et al., 

1995). 

Noduly mohou být rozděleny na determinované a nedeterminované. Hlavní rozdíl 

mezi těmito dvěma typy je ten, že u determinovaných nodulů se meristém diferenciuje 

a není dále přítomný. Noduly mají kruhový tvar. Tento typ nodulů tvoří například Glycine 

max, Lotus japonicus a Vicia faba. Nedeterminovaný typ nodulů se vyznačuje 

přetrvávajícím meristémem, stále se tvoří nové buňky nodulu. Rostliny tvořící 

nedeterminovaný typ nodulu jsou M. sativa, M. truncatula nebo Pisum sativum (Gualtieri 

et Bisseling, 2000). Noduly jsou vyživovány pomocí cévních svazků, a to xylémem 

a floémem. 

 

2.4 Dynamika cytoskeletu během symbiózy 

Je známo, že cytoskelet rostlin je tvořen mikrotubuly (MT) a aktinovými filamenty (AF). 

MT i AF jsou velmi dynamické struktury, které mohou měnit svou organizaci 

v závislosti na procesech probíhajících v buňce. Rostlinný cytoskelet reaguje na různé 

podněty: na světlo, teplotu, růstové regulátory, osmotický stres nebo biotický stres 

(Kobayashi et al., 1997). AF jsou velmi důležité pro polární růst buňky – růst kořenových 

vlásků nebo pylové láčky. AF také kontrolují proudění cytoplasmy (Braun et al., 2004; 

Cárdenas et al., 2005) 

Nevyhnutelným předpokladem na uskutečnění dynamických procesů u rostlin je 

reorganizace cytoskeletu, která probíhá díky depolymerizaci a opětovné polymerizaci MT 

a AF. Pro reorganizaci jsou důležité aktin-vážicí proteiny a tubulin-vážící proteiny, které 

mohou kontrolovat míru polymerizace a depolymerizace (Staiger et Blanchoin, 2006). 
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Jak již bylo výše zmíněno, během symbiózy reaguje rostlina na Nod faktory, které 

aktivují mnoho buněčných procesů. Na Nod faktory reaguje také rostlinný cytoskelet, 

kdy ke změnám v jeho organizaci dochází během celého symbiotického procesu, 

od prvotních interakcí s bakteriemi, tvorby a prorůstání infekčního vlákna 

až k diferenciaci nodulu (Timmers, 2008). 

Pro studium dynamických změn cytoskeletu během symbiotických procesů se 

využívají transgenní rostliny exprimující fluorescenčně značené cytoskeletální proteiny 

nebo cytoskelet-vážící proteiny. V případě AF se jedná například o rostliny exprimující 

konstrukt ABD2:GFP (Zhang et al., 2019), využívající aktin-vázající doménu pocházející 

z proteinu fimbrinu fúzovanou se zeleným fluorescenčním proteinem. V případě 

vizualizace MT se jedná například o konstrukty GFP:MBD (mikrotubuly-vážící doména 

ze savčího proteinu MAP4) (Marc et al., 1998) nebo EB1:YFP, kdy EB1 je protein vážící 

se na plusový konec MT (Straubeet et al., 2003). 

Pro studium symbiózy je také důležité pozorovat jednotlivé bakterie, proto byly 

vyvinuty kmeny fluorescenčně značených bakterií. Kmen S. meliloti 2011 byl označen 

červeným fluorescenčním proteinem (RFP) a byl využit pro studium symbiotických 

procesů (Liu et al., 2011; Zhang et al., 2019). 

 

2.4.1 Cytoskelet během prvotních interakcí symbiontů 

V přítomnosti symbiotických bakterií dochází k různým morfologickým změnám 

na kořenových vláscích. Typické je zatočení kořenového vlásku okolo samotné bakterie 

o více než 360° (Timmers, 2008).  

V kořenových vláscích jsou AF uspořádána v longitudinálních svazcích, které vedou 

přes celou buňky až ke špičce (Katelaar et al., 2003). V apikální oblasti (zvané apikální 

dóm) jsou AF velmi jemná a je možné je pozorovat pouze s mikroskopy s vysokým 

rozlišením (Baluška et al., 2000; Voigt et al., 2005). AF jsou důležitá pro transport 

vezikul. Vezikuly mohou obsahovat komponenty buněčné stěny, které se akumulují 

v apikální zóně vlásku a tyto komponenty jsou následně využity pro tvorbu nové buněčné 

stěny během polárního růstu (Hepler et al., 2001).  

V přítomnosti Nod faktorů kořenové vlásky přestávají růst a objevuje se rozšíření 

ve špičce vlásku. Hladina ROS (reaktivní formy kyslíku), Ca2+ a hodnota pH ve vláscích 

ovlivňuje aktin-vážící proteiny (ABP). Jedná se například o proteiny gelsolin, profilin, 

vilin nebo aktin-depolymerizující faktor (ADF) (Fan et al., 2004). Aktivované ABP 
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kontrolují během symbiózy polymerizaci a depolymerizaci AF a zapříčiňují reorganizaci 

filament, a tedy zatočení kořenového vlásku okolo bakterie. Mutace některého z ABP 

zásadně ovlivňuje úspěšný průběh symbiózy (Miyahara et al., 2010). 

Také MT hrají důležitou roli v počátcích symbiózy. Timmers et al. (1999) na pokusech 

s M. truncatula dokázal, že dynamické změny MT jsou důležité pro zatočení vlásku, 

tvorbu pre-infekčního vlákna a také pro iniciaci růstu infekčního vlákna. 

V kořenových vláscích jsou přítomny kortikální MT, které jsou převážně axiálně 

orientované. Během růstu vlásku kortikální MT nedosahují samotné špičky, 

ale při zastavení růstu vlásku se MT ve špičce sbíhají (Timmers et al., 2007). Kortikální 

MT se podílí spolu s AF na polárním růstu vlásku a jsou pro něj esenciální (Bibikova 

et al., 1999). 

Pro většinu bobovitých rostlin, včetně M. sativa a M. truncatula, je typická přítomnost 

endoplasmatických MT (EMT) během symbiózy. Tyto EMT se nachází v sub-apexu 

kořenového vlásku, tvoří síť mezi jádrem a samotnou špičkou (Obr. 2 A) a jsou 

odpovědné za pozici jádra přibližně 30 μm od špičky vlásku (Sieberer et al., 2002). EMT 

polymerizují v různých směrech. Po aplikaci Nod faktoru jsou EMT velmi dynamické, 

tvoří husté svazky a podílí se na zatočení vlásku okolo bakterie (Obr. 2 B, C) (Esseling 

et al., 2003; Sieberer et al., 2005). Pokud není žádná bakterie zachycena, EMT nejsou 

potřeba, rozpadají se a zůstávají přítomny pouze kortikální MT (Obr. 2 D) 

(Perrine-Walker et al., 2014). 

 

2.4.2 Cytoskelet během růstu infekčního vlákna 

Když je bakteriální mikrokolonie zachycena v zatočení kořenového vlásku, EMT se 

stahují z celé kořenové špičky do místa jejího uchycení a jsou v jejím blízkém kontaktu 

(Obr. 2 E). Výskyt EMT je zajištěna přítomností Nod faktoru. Při prorůstání infekčního 

vlákna kořenovým vláskem se EMT reorganizují a spojují rostoucí konec infekčního 

vlákna s jádrem (Obr. 2 F) (Timmers et al., 1999; Perrine-Walker et al., 2014). 

Jádro se při prorůstání infekčního vlákna dostává až k bázi kořenového vlásku 

a zůstává spojeno s EMT po celou dobu jeho růstu. Dojde-li k narušení infekčního vlákna, 

EMT se začnou rozpadat (Perrine-Walker et al., 2014).  

Infekční vlákno samo o sobě není schopné polárního růstu. Rostlinné komponenty, 

včetně MT, tedy tvoří jakousi „formu“, která určuje pozici a šířku infekčního vlákna. 

Bez těchto komponent je infekční vlákno schopné pouze izodiametrického růstu 
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(Timmers, 2008). Také jemná AF těsně obklopují infekční vlákno, což potvrdila i 3D 

rekonstrukce AF během prorůstání infekčního vlákna kořenovým vláskem. Hustota AF, 

které infekční vlákno a jeho větve obklopují, je velmi vysoká. Aktinový cytoskelet tedy 

tvoří kanál, který pomáhá organizovat směr růstu infekčního vlákna a je také přítomný v 

okolí infekčních kapek (Zhang et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 2 Schéma naznačující chování EMT během interakce s Rhizobium (upraveno podle 

Perrine-Walker et al., 2014). A rhizobii aktivované EMT tvořící svazky ve špičce kořenového 

vlásku. EMT jsou spojeny s jádrem (šedý ovál), B vlivem Nod faktorů dochází u EMT 

k dynamickým změnám a dochází ke změně orientace EMT, C svazky EMT zapříčiňují zatočení 

kořenového vlásku okolo rhizobií, D v případě nezachycení rhizobií dochází k rozpadu EMT, 

E EMT jsou seskupeny v blízkosti místa uchycení rhizobií a začíná se vytvářet infekční vlákno, 

F jádro se přemísťuje k bázi kořenového vlásku, EMT spojuje jádro s prorůstajícím infekčním 

vláknem. EMT jsou aktivní díky stále přítomným Nod faktorům. 
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2.4.3 Cytoskelet během uvolnění infekčních kapek a tvorby symbiosomů 

Infekční kapky, které jsou vypuštěny do hostitelské cytoplasmy, začínají tvořit brzké 

symbiosomy. Brzké symbiosomy jsou obklopeny hustou sítí jemných AF, které tvoří tzv. 

„lešení“ (Gavrin et al., 2015), což také potvrdila 3D rekonstrukce jemných AF. 

V infikované buňce obsahující maturované symbiosomy se aktinový cytoskelet 

nachází především ve formě krátkých fragmentů a bodů, což značí, že AF konstantně 

polymerizují a depolymerizují. Aktinový cytoskelet nejspíše slouží pro transport vesikul 

a výměnu materiálu mezi symbiotickými partnery (Qiu et al., 2015; Zhang et al., 2019). 

Také MT je možné pozorovat při vypouštění infekčních kapek z infekčního vlákna. 

EMT tvoří hustou síť obklopující jednotlivé infekční kapky. U mutanta v genu MtEFD-1 

(ethylene-responsive factor required for nodule differentation 1) docházelo k tvorbě 

zvětšených infekčních kapek (Vernie et al., 2008), okolo kterých byly pozorovány husté 

svazky EMT. 

Při uvolnění bakterií do cytoplasmy hostitelské buňky jsou indukovány rostlinné geny, 

které kódují nodul-specifické peptidy bohaté na cystein (NCR) (Van de Velde et al., 

2010). NCR ovlivňují uvolněné bakterie a jejích diferenciaci na bakteroidy. U mutanta 

M. truncatula dnf1-1 (defective in nitrogen fixation) nejsou NCR v infikovaných 

buňkách správně lokalizované a v zóně fixace dusíku nejsou přítomny diferenciované 

bakteroidy (Van de Velde et al., 2010). U tohoto mutanta bylo také pozorováno vymizení 

MT (Kitaeva et al., 2015). Gavrin et al. (2015) zjistil, že u tohoto mutanta nejsou 

přítomny ani AF v okolí symbiosomů. 

Při studiu nodulů u P. sativum zůstaly v případě mutanta sym3, u kterého se rovněž 

uvolněné bakterie nediferencují na bakteroidy, MT zachované (Borisov et al., 1997). Toto 

pozorování značí rozdílné molekulární mechanismy, které probíhají během symbiózy 

u dvou rozdílných druhů - M. truncatula a P. sativum (Kitaeva et al., 2015). 

Další rozdíl mezi těmito dvěma bobovitými rostlinami je v umístění bakteoridů 

v dusík fixující zóně nodulu. U M. truncatula jsou bakteroidy orientovány kolmo 

k buněčné stěně rostlinné buňky a jsou protáhlého tvaru. Na druhou stranu bakteroidy 

u P. sativum jsou náhodně rozmístěné v dusík fixující zóně a často mají tvar písmene 

Y (Mergaert et al., 2006; Kitaeva et al., 2015). 
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2.4.4 Cytoskelet v maturovaném nodulu 

V různých částech vyvinutého nodulu je možné pozorovat různou dynamiku rostlinného 

cytoskeletu. V meristémové zóně nodulu se nachází buňky menší velikosti a obsahují 

perinukleární sít AF. V buňkách infekční zóny jsou AF kratší, více fragmentované 

a v buňkách dusík-fixující zóny se nacházejí pouze krátké fragmenty a body AF (Zhang 

et al., 2019). 

V případě MT se v meristémové oblasti nodulu vyskytují endoplasmatické, kortikální 

i perinukleární MT. Perinukleární MT obklopují jádro a spojují ho s periferií buňky. 

Kortikální MT nejsou pravidelně uspořádané (Kitaeva et al., 2015), obdobně jako tomu 

je v meristémové zóně kořene (Baluška et al., 1992). Jak je známo, MT se účastní dělení 

buněk a v meristémové zóně se vyskytují v různých mitotických figurách, jako například 

preprofázní svazek, mitotické vřeténko nebo fragmoplast. 

V infekční zóně jsou v kolonizovaných buňkách přítomny EMT, které obklopují 

infekční vlákno. Kortikální MT jsou zde nepravidelně uspořádány. V případě, 

že v infekční zóně nedojde k uvolnění bakterií z infekčního vlákna, dojde k reorientaci 

kortikálních MT ve III. zóně. MT se tak v této zóně reorganizují z neuspořádaných vláken 

na vlákna transverzálně orientované. Dojde-li k uvolnění bakterií až ve III. zóně, 

transverzálně orientované MT se opět mění na neuspořádané svazky, které jsou typické 

pro buňky obsahující bakteroidy (Obr. 3). Z tohoto chování kortikálních MT vyplývá, 

že uvolnění bakterií v infekční zóně nodulu inhibuje vznik transverzálně uspořádaných 

vláken ve III. zóně (Kitaeva et al., 2015).  

Tato myšlenka byla u M. truncatula potvrzena využitím mutanta ipd3, který tvoří 

široká infekční vlákna, ze kterých nejsou, až na výjimky, uvolňovány infekční kapky 

a bakterie tak zůstávají uvnitř vlákna (Tsyganov et al., 1998; Voroshilova et al., 2001). 

V kolonizovaných buňkách obsahující pouze infekční vlákna byly ve III. zóně 

pozorovány transverzálně orientované svazky MT. Při vzácném uvolnění bakterií 

z mutantního infekčního vlákna došlo ve III. zóně k reorganizaci kortikálních MT 

na nepravidelně uspořádané svazky, podobně jak tomu je v meristematických buňkách. 

Organizace kortikálních MT tedy závisí na uvolnění bakterií z infekčního vlákna 

(Kitaeva et al., 2015).  

V dusík fixující zóně se během symbiózy nachází vedle infikovaných buněk také 

buňky neinfikované. V těchto buňkách jsou kortikální MT transverzálně uspořádané 

(Kitaeva et al., 2015). 
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2.5  MAPK signaling 

Rostliny jsou přisedlé organismy a nemohou opustit své stanoviště, musely si proto 

vyvinout způsob, jak se bránit nepříznivým podmínkám. Pro rychlou reakci na stresové 

podmínky si vyvinuly způsob, jak rychle a efektivně reagovat na daný podnět a spustit 

požadovanou odpověď. Jedná se o mitogenem aktivované protein kinázy neboli MAPKs. 

MAPKs jsou signální proteiny tvořící kaskádovité komplexy, ve kterých dochází 

k přenosu signálu. Tyto komplexy jsou často tvořeny třemi kinázami: MAP kinázou 

Obr. 3 Uspořádání kortikálních mikrotubulů v ne/infikovaných buňkách nodulu (upraveno podle 

Kitaeva et al., 2015). V meristematické zóně tvoří kortikální MT neuspořádané svazky. V zóně II 

zůstávají v neinfikovaných a v kolonizovaných buňkách kortikální MT neuspořádané. V zóně 

III jsou v případě neinfikovaných nebo kolonizovaných buněk kortikální MT 

transverzálně uspořádány. Dojde-li k uvolnění bakterií v zóně III, kortikální MT se mění 

z transverzálně orientovaných MT na neuspořádané svazky. 
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kinázou kinázou (MAPKKK, MAP3K), MAP kinázou kinázou (MAPKK, MAP2K) 

a MAP kinázou (MAPK). Jsou odpovědné za přenos extracelulárního signálu do buňky. 

MAPK kaskády mohou dále aktivovat transkripční faktory, ovlivňovat dynamiku 

cytoskeletálních proteinů, mají také vliv na vezikulární transport anebo mohou ovlivňovat 

jiné kinázy (Rodriguez et al., 2010). 

Pojmenování kinázy je obecné označení pro enzymy fosfotrasnferázy. Katalytická 

doména kináz obsahuje ATP vazebné místo. V eukaryotních buňkách se katalytická 

doména skládá z 250-300 aminokyselin a je složena z 12 subdomén (Hanks et Hunter, 

1995). 

V MAPK kaskádě dochází k reverzibilnímu přenosu fosfátové skupiny z nadřazené 

MAPK na následující kinázu. Aktivovat MAP3K lze například jinými protein kinázami 

(Kim et al., 2012), transmembránovými receptory (Lee et al., 2012), receptor-podobnými 

kinázami (Hord et al., 2008) nebo také GTPasami (Su et al., 2015). Aktivovaná MAP3K 

dále fosforyluje následující MAP2K na serinovém nebo threoninovém zbytku. Motiv, 

který MAP3K rozeznávají je S/T-X5-S/T, kdy X může být jakákoli aminokyselina. 

MAP2K následně dvojitě fosforyluje MAPK na tyrosinu a threoninu. Rozpoznávací 

motiv je T-X-Y (Rodriguez et al., 2010; Hettenhausen et al., 2014). Aktivovaná kináza 

může být deaktivována defosforylací, a to díky enzymům fosfatázám. 

Interakce mezi jednotlivými komponenty kaskády je často zajištěna přítomností 

tzv. scaffold proteinu. Zajišťuje fyzickou blízkost jednotlivých kináz a také zabraňuje 

vzniku kompetentních reakcií. 

MAPKs jsou u rostlin aktivovány během tvorby gamet, při embryogenním i post-

embryogenním vývoji. Jsou aktivní během tvorby kořenů, kořenových vlásků, listů 

a v případě bobovitých rostlin také během tvorby nodulů (Šamaj et al., 2002; Komis 

et al., 2018). K jejich aktivaci dochází i během různých stresů. Jedná se například o stres 

z vysokých nebo nízkých teplot, ROS, UV, sucho, osmotický stres, těžké kovy nebo také 

patogeny (Opdenakker et al., 2012; Rasmussen et al., 2012; Smékalová et al., 2014; de 

Zelicourt et al., 2016). MAPKs zprostředkovávají také odpověď na hormonální stimuly, 

mohou regulovat buněčný cyklus a vývoj (Komis et al., 2011; Šamajová et al., 2013).   

U modelové rostliny Arabidopsis thaliana bylo objeveno 110 genů kódující proteiny 

z MAPK rodiny. Z toho 80 genů kóduje MAP3K, 10 genů kóduje MAP2K a 20 genů 

kóduje MAPK (de Zelicourt et al., 2016; Raja et al., 2017). MAP3K tvoří největší skupinu 

a v A. thaliana jsou rozděleny do tří podskupin podle podobnosti sekvencí. Jedná 
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se o podskupiny: MEKK-like kinázy, RAF-like kinázy a ZIK-like kinázy (Danquah et al., 

2014). 

M. truncatula je modelová rostlina pro studium symbiózy bobovitých rostlin 

s bakteriemi rodu Rhizobium. Je malého vzrůstu, má diploidní genom, krátký životní 

cyklus, je samosprašná a také poměrně snadno transformovatelná (Young et al., 2011). 

Její genom je plně osekvenován a díky tomu mohly být pečlivě prostudovány i MAPKs. 

Neupane et al. (2013) zjistil, že v genomu M. truncatula je 18 genů pro MAPK a 4 geny 

kódující MAP2K. Při dalším studiu bylo zjištěno, že se v genomu nachází 73 genů kódují 

MAP3K, z nichž se 28 řadí do skupiny MEKK, 20 do skupiny RAF a 25 do skupiny ZIK. 

Velká část těchto kináz je ortologní ke kinázám v A. thaliana (Li et al., 2016).  

Geny pro MtMAP3K jsou exprimovány v různorodých rostlinných pletivech během 

různého vývojového stádia, což potvrdila expresní analýza mRNA. Během nodulace je 

aktivováno 14 MtMAP3K (Li et al., 2016). 

 

2.5.1  MAPKs signaling u M. sativa 

U M. sativa byly rovněž studovány MAPK kaskády, které v buňce přenáší signál 

a aktivují různé buněčné odpovědi (Šamajová et al., 2013; Komis et al., 2018). 

Osekvenovaný genom M. sativa je dostupný v databázi (www.alfalfatoolbox.org; Shen 

et al., 2020), ale pro studium transkriptomu M. sativa je stále využívaná blízce příbuzná 

M. truncatula (Tang et al., 2014) nebo vyšlechtěná diploidní forma M. sativa – CADL 

(Fajardo et al., 2016). 

OMTK1 je trojitá kináza u M. sativa. Také byly studovány MAP2K – SIMKK a PRKK 

(Nakagami et al., 2004). Známé MAPK u M. sativa jsou SIMK, SAMK4, MMK3 

a MMK2 (Ichimura et al., 2002).  

Uvedené MAPK byly studovány v případě abiotického a biotického stresu a některé 

také během symbiotických procesů s hlízkovitými bakteriemi. Pro přehlednost jsou 

jednotlivé kinázy a jejich odpovědi na stres shrnuty v Tab. 1. 

 

 

 

 

http://www.alfalfatoolbox.org/
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Tab. 1 Souhrnná tabulka ukazující MAP3K, MAP2K a MAPK u M. sativa a jejich odpovědi 

na stres. Upraveno podle Šamajová et al. (2013). 

Typ a název kinázy Stres 

MAP3K  

OMTK1 Oxidativní stres 

MAP2K  

SIMKK Stres z těžkých kovů, solný stres, biotický stres 

PRKK Biotický stres 

MAPK  

MMK2 Stres z těžkých kovů, biotický stres 

MMK3 Oxidativní stres, biotický stres, stres z těžkých kovů 

SAMK Stres z těžkých kovů, stres z nízkých teplot, poranění, sucho 

SIMK Biotický stres 

HAMK Stres z vysokých teplot 

 

2.5.1.1 MAP3K u M. sativa 

Známou trojitou MAP kinázou je v případě M. sativa OMTK1 (oxidative stress-activated 

mitogen-activated protein triple-kinase 1) (Nakagami et al., 2004). Při studiu protoplastů 

M. sativa bylo zjištěno, že OMTK1 vykazuje kinázovou aktivitu a způsobuje buněčnou 

smrt (Obr. 4). Po aplikaci různých stresových faktorů nebo hormonů se ukázalo, že pouze 

oxidativní stres aktivuje tuto trojitou kinázu. Konkrétně byla aktivována peroxidem 

vodíku (H2O2). OMTK1 dále fosforyluje MAP kinázu MMK3. Zatím není známo, 

zda OMTK1 aktivuje MMK3 přímo nebo je v kaskádě přítomna nějaká MAP2K 

(Nakagami et al., 2004). 

OMTK1 má také funkci „scaffoldového“ proteinu, kdy drží pohromadě signální 

molekuly důležité pro přenos H2O2 signálu vedoucí až k buněčné smrti buňky (Nakagami 

et al., 2004).  
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2.5.1.2 MAP2K u M. sativa 

Známé MAP2K u M. sativa jsou SIMKK (salt-stress-inducible MAP kinase kinase) 

a PRKK (pathogen-responsive protein kinase kinase). Tyto dvě MAP2K se od sebe velmi 

odlišují. V primární sekvenci jsou identické pouze z 30 %. Jsou řazeny do odlišných 

podrodin, mají odlišné substráty a regulační mechanismy (Cardinale et al., 2002). 

Na druhou stranu obě tyto MAP2K v sekvenci obsahují vedle katalytické domény také 

putativní MAPK dokovací místo, které je na N konci a je tvořeno sérií bazických 

a hydrofobních aminokyselin (Ichimura et al., 2002). 

  Ortologem PRKK v A. thaliana jsou MKK1 a MKK2, ortologem SIMKK 

v A. thaliana jsou MKK4 a MKK5 (Tena et al., 2001; Ichimura et al., 2002). 

V M. truncatula má MtMKK5 nejvyšší sekvenční podobnost se SIMKK, kdy je identická 

z 95 %. 

SIMKK stejně jako PRKK reagují na různé patogenní elicitory, jako je např. 

oligopeptid pep13 z patogena Phytophthora sojae (Cardinale et al., 2000).  

SIMKK je také aktivována při solném stresu a fosforyluje SIMK, která dále šíří signál 

a aktivuje různé transkripční faktory (Cardinale et al., 2002). V neaktivním stavu jsou 

Obr. 4 Schéma znázorňující aktivaci MMK3 vlivem OMTK1. Upraveno podle Nakagami et al. 

(2004). H2O2 aktivuje OMTK1, která následně aktivuje MMK3. Není známá MAP2K účastnící 

se této signální dráhy. Aktivní MMK3 má za následek indukci buněčné smrti u M. sativa. 
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tyto kinázy lokalizovány v cytoplasmě a v jádře. Po aktivaci solným stresem je většina 

zásob SIMK i SIMKK přesunuta z jádra do kompartmentů v cytoplasmě (Ovečka et al., 

2014). Interakce mezi SIMK a SIMKK je v případě solného stresu velmi specifická, 

protože nebyla pozorována žádná interakce SIMKK s ostatními MAPKs. 

K aktivaci SIMKK může docházet také v přítomnosti ethylenu. Ethylen je rostlinný 

hormon, který hraje důležitou roli v mnoha vývojových a fyziologických procesech. 

Histidin proteinová kináza ETR1 funguje jako ethylenový receptor (Obr. 5). Tato 

receptorová kináza v nepřítomnosti ethylenu aktivuje CTR1. Bylo zjištěno, že CRT1 má 

podobnou sekvenci s MAP3K patřící do skupiny RAF. CRT1 funguje jako negativní 

regulátor SIMKK v nepřítomnosti ethylenu. V přítomnosti ethylenu je CTR1 inaktivován 

a SIMKK není dále inhibována. SIMKK následně fosforyluje SIMK a MMK3. SIMK 

a MMK3 dále aktivují signální proteiny EIN2/3 (ethylen-insensitive protein 2/3), které 

pomáhají spouštět expresi ethylen-odpovědných genů. Ethylen odpovědné geny jsou 

například glutathion S-transferasa 2, ethylen-odpovědný transkripční faktor 1 nebo 

endochitinasa B (Lecourieux et al., 2003). 
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2.5.1.3 MAPK u M. sativa 

SIMK (salt-induced MAPK) je 46 kDa signální protein. Jak již byl zmíněno, je aktivován 

nadřazenou SIMKK během solného stresu a také během působení prekurzoru ethylenu 

ACC (1-aminocyklopropan-1-karboxylová kyselina; Jagodzik et al., 2018). Ortologem 

SIMK v A. thaliana je MPK6 (Ichimura et al., 2002). 

Dále byly u M. sativa studovány MAPK, které jsou důležité pro odpověď na stres 

z vysoké či nízké teploty. Jedná se o HAMK (heat shock-activated MAPK) a dále SAMK 

(stress-activated MAPK). HAMK je aktivována, jak název napovídá, během stresu 

z vysokých teplot. Aktivace kinázy je zapříčiněná tzv. fluidizací membrány. Naopak 

SAMK je aktivována při nízkých teplotách. Pro aktivaci SAMK je také nutná změna 

v kompaktnosti membrány, kdy dochází k jejímu zpevnění vlivem nízkých teplot 

(Sangwan et al., 2002). Tyto změny na membráně dále ovlivňují cytoskelet, tok Ca2+ 

a vápník-dependentní protein kinázy (CDPK). V závislosti na teplotním stresu nakonec 

Obr. 5 Schéma ukazující MAPK signální dráhu aktivovanou prekurzorem ethylenu ACC 

(1-aminocyklopropan-1-karboxylová kyselina) v rostlinách. Upraveno podle Lecourieux et al. 

(2003). ETR1 funguje jako ethylenový receptor a v jeho nepřítomnosti aktivuje CTR1, který je 

negativním regulátorem SIMKK, SIMK a MMK3 u M. sativa a MPK6/13 u A. thaliana. 

V přítomnosti ethylenu je CTR1 neaktivní a SIMKK tedy není dále inhibována. SIMKK aktivuje 

SIMK a MMK3, které dále aktivují skrz signální proteiny EIN2/3 ethylen-odpovědné geny. 
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dojde k aktivaci SAMK nebo SIMK, které aktivují transkripční faktory (Sangwan et al., 

2002). Ortologem SAMK v A. thaliana je MPK3 (Ichimura et al., 2002). 

V přítomnosti těžkých kovů, jako je například Cu nebo Cd jsou aktivovány čtyři 

MAPK. Jedná se o SIMK, SAMK, MMK3 a MMK2. Při stresu z těžkých kovů aktivuje 

SIMKK pouze SIMK a SAMK. Bylo také zjištěno, že SIMKK aktivuje zmíněné MAPK 

při aplikaci CuCl2, ale ne v přítomnosti CdCl2. Pravděpodovně existuje několik odlišných 

signálních drah reagujících na stres z těžkých kovů u M. sativa (Jonak et al., 2004). 

MMK3 (Medicago MAPK 3) je 44 kDa protein, který je aktivován během různých 

typů stresů v M. sativa (Cardinale et al., 2000). Jak již bylo zmíněno, tato MAPK je 

aktivována SIMKK v přítomnosti ethylenu. Také je aktivována v reakci na biotický stres, 

při působení H2O2 nebo v přítomnosti těžkých kovů (Cardinale et al., 2002; Lecourieux 

et al., 2003; Nakagami et al., 2004). Ortologem MMK3 v A. thaliana je MPK13 (Ichimura 

et al., 2002).  

Protein MMK3 je detekován během celého buněčného cyklu, ale kinázová aktivita je 

detekována pouze v pozdější části cyklu, a to během tvorby fragmoplastu, buněčné 

destičky a v průběhu cytokineze. Buněčná destička je přepážka mezi dceřinnými 

buňkami, která se tvoří od středu směrem k cytoplasmatické membráně (Staehelin 

et Hepler, 1996). Bylo dokázáno, že MMK3 je důležitá pro regulaci cytokineze (Bögre 

et al., 1999). Pro aktivitu MMK3 je také nutný intaktní cytoskelet. Při aplikaci látky 

depolymerizující MT nebyla aktivita MMK3 v telofázi pozorována (Bögre et al., 1999). 

Kináza MMK2 (Medicago MAPK2, 44 kDa), jejíž ortolog v A. thaliana je MPK4, je 

také aktivována během různých stresů. Jedná se o stres z těžkých kovů nebo biotický stres 

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

 

2.5.2  Hormony během symbiózy u M. sativa a M. truncatula 

Množství vytvořených nodulů je kontrolováno kombinací pozitivní a negativní regulace. 

Pozitivní regulaci ovlivňují některé hormony – cytokinin a auxin, které jsou důležité 

pro organogenezi nodulů (Frugier et al., 2008; Suzaki et al., 2012). Cytokininové 

receptory CRE1 (cytokinin response 1) z M. truncatula a LHK1 (lotus histidine kinase 1) 

z L. japonicus jsou důležité pro tvorbu nodulu, protože rostliny s mutantními receptory 

tvoří pouze velmi omezené množství nodulů (Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Murray et al., 

2007; Tirichine et al., 2007). 
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Jiné hormony, které jsou často spojeny s obrannými mechanismy rostliny během 

stresu, negativně ovlivňují signaling Nod faktoru a další průběh infekce symbiotickými 

bakteriemi. Jedná se o kyselinu salicylovou, ABA, ethylen nebo jasmonát (Ryu et al., 

2012). Bylo zjištěno, že ethylen negativně ovlivňuje tvorbu nodulů u M. truncatula. 

Mutantní rostliny necitlivé na ethylen měly po inokulaci rhizobii zvýšený počet nodulů 

oproti nemutantním rostlinám (Penmetsa et Cook, 1997; Oldroyd et al., 2001). 

Hormony pomáhají kontrolovat vznik a optimální vývoj nodulů vzhledem k okolním 

podmínkám, jako je například množství rostlinou využitelného dusíku v půdě (Ryu et al., 

2017). 

 

2.5.3  MAPK signaling během symbiózy u M. sativa a M. truncatula 

Během symbiotického procesu jsou aktivovány různé MAPK signální dráhy. 

V M. sativa kináza SIMK a jí nadřazená SIMKK regulují růst kořenových vlásků (Šamaj 

et al., 2002; Berson et al., 2014), které jsou hlavním cílem symbiotických dusík-fixujících 

bakterií. Pozitivní vliv SIMK na růst kořenových vlásku byl potvrzen při experimentu 

využívající rostliny N. benthamiana nadexprimující tuto kinázu, kdy byly pozorovány 

delší kořenové vlásky ve srovnání s kontrolními rostlinami (Šamaj et al., 2002). 

V epidermálních buňkách kořene je SIMK lokalizována především v jádře. Při růstu 

kořenových vlásků je SIMK aktivována a přesunuta z jádra do špičky rostoucího 

kořenového vlásku a nachází se v těsné blízkosti jemných AF. Bylo zjištěno, 

že při působení inhibitoru aktinu, jako je latrunculin B, dojde k ovlivnění lokalizace 

a aktivity SIMK, kdy je relokalizována zpět do jádra (Baluška et al., 2000). V případě 

působení jasplakinolidu, což je cyklický peptid izolovaný z mořské houby Jaspis 

johnstoni působící jako stabilizátor AF, byla pozorována kolokalizace SIMK se svazky 

AF v cytoplasmě (Bubb et al., 2000). Tyto látky působící na aktinový cytoskelet mají 

přímý vliv na intracelulární lokalizaci SIMK (Šamaj et al., 2002).  

Při subcelulární lokalizaci SIMK v nodulech se ukázalo, že se vyskytuje v blízkosti 

konce infekčního vlákna a v blízkosti infekčních kapek, které jsou uvolněny v infekční 

zóně nodulu. V dusík fixující zóně se SIMK vyskytuje v podobě bodových struktur 

v blízkosti diferencovaných bakteroidů. SIMK se v těchto oblastech vyskytuje v aktivní 

formě, což potvrdila kolokalizace s využitím anti-SIMK a anti-fosfo-p44/42 specifických 

protilátek. Z těchto informací lze vyvodit závěr, že pro uvolnění rhizobií z infekčního 
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vlákna a jejich diferenciaci na bakteroidy je vyžadována aktivace SIMK (Hrbáčková 

et al., 2020). 

V případě M. sativa bylo zjištěno, že v SIMKKi liniích se sníženou abundancí 

fosforylované SIMK (Bekešová et al., 2015) dochází k dřívějšímu zastavení růstu 

kořenových vlásků, které jsou v konečném důsledku kratší ve srovnání s kontrolními 

liniemi. Na druhou stranu, v případě, že je SIMK nadexprimována, kořenové vlásky 

rostou po delší dobu a jsou ve srovnání s kontrolními delší (Hrbáčková et al., 2020).  

Bylo zjištěno, že linie nadexprimující SIMK tvoří více infekčních vláken, která se 

vyskytují v klastrech. Také v případě nodulů byla pozorována tvorba klastrů, ve kterých 

bylo možné nalézt i více něž 5 plně vyvinutých nodulů v těsné blízkosti. Zvýšené 

množství infekčních vláken a nodulů tvořících klastry v liniích nadexprimujících SIMK 

ukazuje, že tato kináza má pozitivní vliv na proces symbiózy a je důležitá pro její správný 

průběh. SIMKKi linie naopak tvoří méně infekčních vláken, která jsou převážně 

samostatné a téměř netvoří klastry. Obdobně tomu je i v případě nodulů, kterých je 

tvořeno méně ve srovnání s linií nadexprimující SIMK (Hrbáčková et al., 2020). 

Množství vytvořených nodulů v kořenovém systému je kontrolováno hostitelskou 

rostlinou a záleží na prostředí, ve kterém se rostlina nachází. Mortier el al. (2012) zjistil, 

že bobovité rostliny tvoří pouze minimální počet nodulů, který je nezbytný pro její 

správný vývoj v daném prostředí. 

Kinázy fosforylují a tím aktivují spoustu proteinů důležitých pro iniciaci a celkový 

průběh symbiózy. Při fosfoproteomické analýze proteinů získaných z buněk kořenů 

M. truncatula byla objevena fosforylační místa na klíčových proteinech zahrnutých 

v iniciaci symbiózy. Jedná se o proteiny SKL (sickle), NUP133 (nucleoporin 133) a IPD3 

(interacting protein of DMI3). SKL a NUP 133 jsou lokalizovány na jaderné membráně, 

IPD3 je lokalizováno v nukleoplasmě (Grimsrud et al., 2010).  

IPD3 je protein interagující s vápník/kalmodulin-dependentní protein kinázou DMI3, 

která je důležitá pro transdukci signálu během symbiózy (Lévy et al., 2004). Byla 

objevena 2 místa fosforylace a 4 potencionální místa fosforylace.  

SKL je ortologem EIN2 z A. thaliana, účastní se signalizace ethylenem a je negativním 

regulátorem nodulace (Penmetsa et al., 2008). Protein NUP133 je důležitý pro vývoj 

nodulu a perinukleární oscilaci vápníku (Kanamori et al., 2006). Fosfoproteomickou 

analýzou bylo na proteinu SKL nalezeno 6 fosforylačních míst a v případě proteinu 

NUP133 byla nalezena 2 místa fosforylace (Grimsrud et al., 2010). 
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Naopak signální dráha u M. truncatula a L. japonicus zahrnující MKK5 

a MPK3/MPK6 negativně ovlivňuje symbiotické interakce mezi M. truncatula 

a S. meliloti (Obr. 6). Tyto kinázy během působení abiotického i biotického stresu 

negativně regulují transkripční faktory NSP1 (nodulation signaling pathway 1) a ERN1 

(ethylene response factor required for nodulation 1), které jsou důležité pro proces 

nodulace. Transkripční faktor ERN1 je fosforylován MPK3/6 a ztrácí tak svou aktivitu, 

která spočívá v regulaci tvorby infekčního vlákna a tvorby primordia nodulu (Chen et al., 

2012; Kawaharada et al., 2017; Ryu et al., 2017). Při využití MAPK specifického 

inhibitoru U0126 (Favata et al., 1998) došlo ke zvýšení počtu nodulů i během působení 

solného stresu. To naznačuje, že stresem indukované kinázy (MKK5, MPK3/6) jsou 

zahrnuty v inhibici symbiotických procesů při působení stresu (Ryu et al., 2017). 

 

Obr. 6 Schéma ukazující negativní roli MAPK signalingu během raných symbiotických procesů 

v M. truncatula. Upraveno podle Ryu et al. (2017). MKK5 je aktivována abiotickým nebo 

biotickým stresem a přímo aktivuje MPK3/6 fosforylací motivu TEY. MPK3/6 fyzicky interagují 

s transkripčními faktory NSP1 a ERN1. Dochází k fosforylaci NSP1 a ERN1 a v tomto 

fosforylovaném stavu jsou neaktivní a negativně regulují proces nodulace. U0126 je MAPK 

specifický inhibitor. 
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2.5.4 MAPK signaling a cytoskelet 

MAPK signaling má také vliv na organizaci cytoskeletu, a naopak cytoskelet může mít 

vliv na MAPK signaling.  

U M. sativa existují, jak již bylo zmíněno, kinázy HAMK a SAMK, které jsou 

aktivovány při teplotním stresu vlivem změny integrity cytoplasmatické membrány 

a změnou organizace MT (Sangwan et al., 2002). V závislosti na stavu MT dochází také 

k aktivaci MMK3 u M. sativa a p43Ntf6 u Nicotiana tabacum (Calderini et al., 1998; Bögre 

et al., 1999). Obě kinázy jsou aktivovány v pozdní anafázi a v telofázi a jsou lokalizované 

v oblasti, kde dochází k prolínání plus konců antiparalelních MT (Otegui et Staehelin, 

2000). 

Prostudovanou MAPK signální drahou ovlivňující cytoskelet je NACK-PQR dráha 

u N. tabacum. Tato dráha zahrnuje MAP3K NPK1 (nucleus and phragmoplast localizing 

kinase 1), dále MAP2K NQK1 a MAPK NRK1 (Nishihama et al., 2001; Soyano et al., 

2003; Takahashi et al., 2004). NPK1 je aktivována interakcí s NACK1 a NACK2 kinesin-

podobnými proteiny. NACK-PQR komplex působí v oblasti fragmoplastu a reguluje 

proces cytokinese. Všechny substráty NRK1 nejsou známy, ale bylo zjištěno, 

že fosforyluje MAP65-1. Tento protein je zahrnut v zesíťování MT a kontroluje 

tak expanzi fragmoplastu (Nishihama et al., 2002; Sasabe et Machida., 2006). 

U A. thaliana funguje velmi podobný MAPK komplex ovlivňující cytoskeletální 

proteiny (Obr. 7). Je složen z několika MAP3K, a to z ANP1, ANP2 a ANP3, které patří 

do rodiny kináz ANP. Tyto MAP3K jsou homologní k NPK1 z N. tabacum (Krysan et al., 

2002). Dále je součástí MAP2K ANQ1/MKK6, která je homologem NQK1 (Soyano 

et al., 2003). V komplexu se také nachází kináza MPK13, která je homologem NRK1. 

Podobnou aminokyselinovou sekvenci jako NRK1 mají také kinázy MPK4, MPK5, 

MPK11 a MPK12 z A. thaliana (Kosetsu et al., 2010). Aktivátorem ANP jsou kinesiny 

HINKEL/STUD (Tanaka et al., 2004). Substrátem pro fosforylaci proteinem MPK13 jsou 

členové rodiny proteinů MAP65, stejně jako v případě N. tabacum (Beck et al., 2010). 

Členové ANP rodiny se mohou navzájem nahradit, což dokázali studie využívající 

mutanty v jednom z genů pro ANP proteiny (anp1, anp2 a anp3). Dvojití mutanti 

(anp1anp2, anp1anp3 nebo anp2anp3) už vykazovali fenotyp, kdy byly pozorovány 

defekty v cytokinezi (Krysan et al., 2002). 
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Obr. 7 Schéma signální dráhy aktivující protein MAP65 u A. thaliana. Upraveno podle Komis et 

al. (2018). Kinesinu-podobné proteiny HINKEDL a STUD aktivují trojitou kinázu ANP. Signál 

se dále šíří na MAP2K ANQ1/MKK6 a ta následně fosforyluje kinázu MPK4 nebo MPK13. 

Substrátem MPK4/13 je MAP65, což je MT-vážící protein. 

 

2.6 Princip a využití Golden Gate klonování 

Golden Gate klonování (GGC) je metoda molekulárního klonování, která umožňuje 

zabudování několika inzertů v požadované orientaci do akceptoru, a to v jediné reakci. 

Tato metoda se také vyznačuje vysokou eficiencí, kdy až 90 % bakteriálních kolonií 

rostoucích na miskách obsahuje žádaný konstrukt (Engler et al., 2009). 

Ke klonování se využívají restrikční enzymy typu IIS BpiI (BbsI), BsaI a Esp3I 

(BsmBI), které se vyznačují tím, že štěpí DNA mimo rozpoznávací sekvenci. Mohou tak 

vytvořit ne-palindromické 4bp přesahy, kterých komplementarita se využívá 

pro vytvoření konstruktů, přičemž jednotlivé části jsou ligovány pomocí T4 DNA ligasy. 

Klonovací reakce je v podstatě nevratná, protože finální produkt neobsahuje 

rozpoznávací sekvenci použitého enzymu, a proto nemůže být stejným enzymem 

opětovně rozštěpen. 

Systém klonování je standardizovaný a je tvořen několika úrovněmi. Úroveň 0 

představuje základní genetické jednotky ((např. promotory, 5´ nebo 3´ nepřekládané 

oblasti, signální peptidy, kódující sekvence genu (CDS), terminátory)). Každý základní 

genetický modul má přiřazený vlastní pár 4bp přesahů a klonovací vektor (odvozený 

od vektoru pUC 19). Moduly úrovně 0 mohou být ligovány za vzniku modulu úrovně 1, 
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který tvoří funkční transkripční jednotku (Obr. 8). Obdobně i moduly úrovně 1 mohou 

být ligovány za vzniku multigenových konstruktů (úroveň 2, Obr. 9). 

 

 

 

 

Obr. 8 Obecné schéma klonování základních genetických jednotek (úroveň 0) do akceptoru 

úrovně 1 s využitím enzymu BsaI a T4 ligasy. Ke spojení jednotlivých částí dochází na základě 

komplementarity 4bp přesahů. Po ligaci vzniká transkripční jednotka. Upraveno podle 

Marillonnet et Werner (2015). Legenda: Pro – promotor; CDS – kódující sekvence; Ter – 

terminátor; speR – rezistence ke spektinomycinu; ampR – rezistence k ampicilinu; RB/LB – 

levá/pravá hraniční sekvence, LacZα – operon kódující β-galaktosidasu. 
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Obr. 9 Obecné schéma klonování transkripčních jednotek (úrovně 1) do akceptoru úrovně 2 

s využitím enzymu BpiI a T4 ligasy. Ke spojení jednotlivých částí dochází na základě 

komplementarity 4bp přesahů. Po ligaci vzniká multigenový konstrukt. Pro spojení posledního 

inzertu s akceptorem se využívá koncový linker. Upraveno podle Marillonnet et Werner (2015). 

Legenda: Pro – promotor; CDS – kódující sekvence; Ter – terminátor; L2E – koncový linker 2; 

kanR – rezistence ke kanamycinu; RB/LB – levá/pravá hraniční sekvence, CRed – operon kódující 

kantaxantin. 

 

Klonované sekvence nesmí obsahovat rozpoznávací místa používaných enzymů typu 

IIS. V opačném případě je nutné tyto sekvence domestikovat. K odstranění jakéhokoli 

restrikčního místa typu IIS je substituce jednoho nukleotidu dostačující. Domestikace 

sekvencí se provádí cílenou mutagenezí pomocí PCR s využitím primerů s 5´4bp přesahy, 

které obsahují požadovanou změnu. Spolu s přesahy jsou na oba konce jednotlivých 

klonovaných fragmentů umístěny rozpoznávací místa pro enzym BpiI. Pro odstranění 

míst v rámci kódujících sekvencí je možné připravit mutace bez změny výsledné 

sekvence proteinu díky degeneraci genetického kódu. Nicméně v případě nekódujících 

sekvencí (např. promotorů), kde motivy regulační sekvence nemusí být nutně známy, je 

vhodné později ověřit, zda zavedená mutace neovlivnila genetickou funkci kódovanou 

danou sekvencí (Engler et al., 2013). 

Domestikované sekvence jsou následně ligovány do akceptoru úrovně 0 na základě 

komplementarity 4bp přesahů. Samotná klonovací reakce probíhá v termocykleru, 

ve kterém se cyklicky mění teplota mezi 16 °C (optimum pro T4 DNA ligasu) a 37 °C 
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(optimum pro restrikční endonukleasy). Produkty Golden Gate klonovací reakce jsou dále 

transformovány do kompetentních bakterií. Sekvence naklonovaných modulů 0 je nutné 

ověřit pomocí restrikčního štěpení a sekvenování. 

Akceptory úrovně 1 se navzájem liší vnějšími tzv. pozičními páry 4bp přesahů, které 

udávají následnou pozici každé transkripční jednotky ve finálním akceptoru úrovně 2, 

přičemž možno využít pozice 1 až 6. K dispozici je 7 akceptorů 1 pro zabudování 

transkripční jednotky do akceptoru 2 v přímé orientaci, a 7 akceptorů pro zabudování 

v reverzní orientaci. Akceptory 1 pro přímou a reverzní orientaci pro stejnou pozici 

obsahují stejné 4bp přesahy, které se liší jenom v orientaci. Vnitřní 4bp přesahy nutné 

pro ligaci modulů úrovně 0 jsou ve všech akceptorech 1 stejné (Engler et al., 2014). 

Do akceptoru úrovně 2 je možné najednou naklonovat celkem 6 transkripčních 

jednotek v předem určeném pořadí. Poslední transkripční jednotka musí být spojena 

s finálním akceptorem pomocí koncového linkeru. V případě klonování konstruktu 

obsahujícího více než 6 jednotek, je nutné využít speciální linker, který obsahuje 

LacZ/CRed operon a jeden pár rozpoznávacích míst pro enzym typu IIS navíc (BsaI nebo 

Esp3I; Obr. 10). Tento linker tak umožní zabudování dalších transkripčních jednotek 

za vzniku konstruktu úrovně 2i (Engler et al., 2014; Marillonnet et Werne, 2015). 

Akceptory jednotlivých úrovní se také liší rezistencí k antibiotiku. Vektory úrovně 0 

obsahují rezistenci na spectinomycin, úrovně 1 na ampicilin/karbenicilin a vektory 

úrovně 2 obvykle na kanamycin. V akceptorech pro úroveň 0 a 1 se také nachází LacZ 

operon pro modro-bílou selekci bakteriálních kolonií. Během klonování úrovně 0 nebo 1 

dochází k vystřižení LacZ operonu, který je nahrazen inzertem, a proto jsou bakteriální 

kolonie nesoucí požadovaný konstrukt bílé. V případě neúspěšného klonování jsou 

kolonie zbarveny modře, protože dochází k indukci exprese β-galaktosidasy a ke štěpení 

barevného substrátu X-Gal. Ve všech prázdných akceptorech pro úroveň 2 se nachází 

CRed operon kódující geny pro syntézu kantaxantinu. Kantaxantin je ketokarotenoid 

a způsobuje červené zbarvení kolonií obsahující prázdný vektor (Engler et al., 2009; 

Marillonnet et Werne, 2015; Marillonnet et Grützner, 2020). 
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Obr. 10 Konstrukt úrovně 2 nesoucí linker s LacZ operonem a rozpoznávacími místy enzymu 

BsaI, díky kterým je možné zabudovat další transkripční jednotky a vytvořit úroveň 2i. Upraveno 

podle Marillonnet et Werner (2015). Legenda: Pro – promotor; CDS – kódující sekvence; Ter – 

terminátor; kanR – rezistence ke kanamycinu; RB/LB – levá/pravá hraniční sekvence, LacZα – 

operon kódující β-galaktosidasu. 

 

Akceptory pro úroveň 1 a 2 jsou binární - obsahují počátky replikace pro E. coli 

a A. tumefaciens, a levou a pravou hraniční sekvenci. Tyto hraniční sekvence původně 

pochází z Ti plasmidu bakterie A. tumefaciens, která má schopnost přenášet část své 

genetické informace ve formě T-DNA do genomu hostitele, kde může dojít k jejímu 

přepisu (Gelvin, 2017). Hraniční sekvence tedy slouží k rozpoznání části DNA, která má 

být za pomoci bakterie A. tumefaciens přenesena a inkorporována do genomu rostlin 

(Mysore et al., 1998). 

Standardizované systémy Golden Gate modulů a vektorů byly vyvinuty pro rostliny, 

houby nebo bakterie E. coli (Engler et al., 2014; Agmon et al., 2015; Moore et al., 2016). 

Dále byla vyvinuta sada modulů a plasmidů využitelných pro široké spektrum 

gram-negativních bakterií, které jsou fylogeneticky vzdálené od bakterií E. coli. Nově 

vyvinuté moduly obsahují např. oriT (počátek přenosu), které jsou důležité pro přenos 

DNA mezi bakteriemi během konjugace. Díky oriT je možné plasmidy namnožit v E. coli 

a poté konjugací přenést do dalších bakterií, např do bakterií rodu Rhizobium (Geddes et 

al., 2019).  

Metodou Golden Gate byly připraveny konstrukty úrovně 1 a 2, jejichž exprese byla 

testována v bakterii Rhizobium leguminosarum v prostředí bakteriální kultury a také 

během symbiotické interakce s kořenovým systémem Pisum sativum. Konstrukty s oriT 

byly do R. leguminosarum vneseny triparentální konjugací (Figurski et Helinski, 1979) 

a obsahovaly reportérový gen gusA (kódující β-glukuronidasu), celB (kódující endo-1,4-

β-β-glukanasu) nebo gen kódující fluorescentní protein GFP pod kontrolou promotoru 

genu nifH (kódující nitrogenasu), který řídí expresi genů v nodulech během symbiózy 

(Johnston et Beringer, 1975; Geddes et al., 2019). Exprese reportérových genů byla 

potvrzena, a tím byla ověřena funkčnost nově vyvinutých modulů a vektorů určených 

pro širší spektrum gram-negativních bakterií (Geddes et al., 2019). 
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Metoda Golden Gate klonování byla využita při přípravě TALE (transcription 

activator like effectors) a TALEN (TALE nuclease; Zhang et al., 2020). TALE jsou 

přirozeně produkovány patogenními bakteriemi rodu Xanthomonas a fungují jako 

aktivátory transkripce genů hostitele, čímž reprogramují jeho transkriptom ve svůj 

prospěch. TALE obsahují repetice, které jsou schopné vázat se na specifický nukleotid 

DNA. Je možné připravit syntetické TALEN, které se budou vázat na specifickou 

sekvenci cílové DNA a štěpit ji (Khan et al., 2017). Byla vyvinuta sada Golden Gate 

vektorů obsahující jednotlivé DNA vazebné repetice a také sada akceptorů, do kterých 

jsou vybrané repetice klonovány. Vytvořená standardizovaná sada velmi usnadňuje 

a urychluje přípravu nových TALEN (Cermak et al., 2011). 
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3 MATERIÁL A METODY 

3.1 Materiál 

3.1.1 Chemikálie 

Alfa Aesar: Phytagel 

Applichem: Heptahydrát síranu hořečnatého (MgSO4∙7H2O) 

Duchefa Biochemie: 2,4-dichlorfenoxyoctová kyselina (2,4-D), ampicilin, fosfinotricin, 

Gamborg B5 médium základní směs solí, Gamborg B5 směs vitamínů (1 000x), glutamin, 

kanamycin, kinetin, Murashige & Skoog (MS) základní směs solí, Nitsch & Nitsch směs 

vitamínů (1 000x), pentahydrát síranu měďnatého (CuSO4∙5H2O), spectinomycin, 

ticarcillin disodný 

Fermentas: RNasa A 

Honeywell Fluka: chlornan sodný (NaClO) 

Nippon Genetics: Midori Green 

Penta: 70% a 96% ethanol 

Sigma-Aldrich: 2-(N-morpholino)ethansulfonová kyselina monohydrát (MES), agarosa, 

D-glukosa, dihydrát hydrogenfosforečnanu sodného (Na2HPO4∙2H2O), dihydrát 

molybdenanu sodného (Na2MoO4∙2H2O), dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4), 

disodná sůl EDTA (Na2EDTA), dusičnan draselný (KNO3), ethylendiamintetraoctová 

kyselina (EDTA), glycerol, heptahydrát síranu horečnatého (MgSO4∙7H2O), heptahydrát 

síranu železnatého (FeSO4∙7H2O), hydrát síranu manganatého (MnSO₄∙H2O), hydrát 

síranu zinečnatého (ZnSO4∙H2O), hydroxid draselný (KOH), hydroxid sodný (NaOH), 

chlorid hořečnatý (MgCl2), chlorid sodný (NaCl), chlorid vápenatý (CaCl2), kvasničný 

extrakt, kyselina chlorovodíková (HCl), kyselina boritá (H3BO3), kyselina octová, L-

glutation, L-prolin, L-serin, Luria Bertani (LB) broth médium, LB broth médium 

s agarem, myo-inositol, sacharosa, síran hořečnatý (MgSO4), 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris báze), trypton, Tween 20, octan draselný 

(CH3COOK) 

Thermo Scientific: 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl β-D-Galaktopyranosid (X-Gal), 

6x DNA loading dye, dNTP mix (10 mM), GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder, hovězí 

sérový albumin (BSA), isopropyl β-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG), Phusion™ High-

Fidelity DNA Polymerasa, Phusion HF pufr (5x), pufr pro T4 DNA ligasu (10x), T4 DNA 

ligasa 
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3.1.2 Použité restrikční endonukleasy 

Thermo Scientific: Alw44I, BamHI, BpiI (BbsI), BsaI (Eco31I), EcoRI, HindIII, NdeI, 

PaeI, PvuI. 

 

3.1.3 Použité primery 

Všechny použité primery (Tab. 2, Tab. 3) byly navrženy Mgr. Michaelou Tichou. Ph.D 

pomocí Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi ) a programu Geneious Prime. Primery byly připraveny 

firmou Eurofins Genomics a byly dodány v lyofilizovaném stavu. Lyofilizované primery 

byly rozpuštěny v daném objemu MilliQ H2O podle firmou dodaného manuálu, takže 

koncentrace zásobního roztoku primerů činila 100 pmol∙μl- 1 (100 µM). Dále byly zásobní 

roztoky ředěny 10x a byly tak získány pracovní roztoky o koncentraci 10 pmol∙μl- 1 (10 

µM). Primery byly uchovávány při -20 °C. 

 

Tab. 2 Primery využité při domestikaci genu AtTUA6 a tagRFP-T. 

Název 5´→ 3´sekvence 

cAtTUA6_GC-Fp1 AAGAAGACTTAATGagagagtgcatttcgatccaca 

cAtTUA6_GC-Rp1 TTGAAGACAAcCtctttaccactgatgagttgttcagg 

cAtTUA6_GC-Fp2 AAGAAGACTTgaGgacgctgctaacaatttcgcc 

cAtTUA6_GC-Rp2 TTGAAGACAAgGagaccagtacagttatcagcgagc 

cAtTUA6_GC-Fp3 AAGAAGACTTctCcaaggattccttgttttcaacgct 

cAtTUA6_GC-Rp3 TTGAAGACAAgCctctcaatgttaagggagcgtct 

cAtTUA6_GC-Fp4 AAGAAGACTTagGcctacctacaccaacctcaaccg 

cAtTUA6_GC-Rp4 TTGAAGACAACGAACCgtattcctctccttcatcatcctca 

cAtTUA6_GC-Rp4n TTGAAGACAAAAGCttagtattcctctccttcatcatcct 

tagRFP-T_GC-Fp1 AAGAAGACTTTTCGatggtttcaaagggagaagagct 

tagRFP-T_GC-Rp1 TTGAAGACAAcCtcgtatgtggtgactctctc 

tagRFP-T_GC-Fp2 AAGAAGACTTgaGgacgggggcgtgctg 

tagRFP-T_GC-Rp2 TTGAAGACAAtTtctttgtcggcctccttga 

tagRFP-T_GC-Fp3 AAGAAGACTTgaAacctacgtcgagcagc 

tagRFP-Ts_GC-Rp3 TTGAAGACAAAAGCttagttaagtttgtgccccag 

tagRFP-T_GC-Fp1N AAGAAGACTTCCATatggtttcaaagggagaagagct 

tagRFP-Tx_GC-Rp3N TTGAAGACAACATTgttaagtttgtgccccagtttg 

 

Legenda: F – forward primer; R – reverse primer; c – kódující sekvence; n/N – amplifikace 

fragmentu určeného pro N-terminální fúzi; s – amplifikace sekvence se stop kodonem; x – 

amplifikace sekvence bez stop kodonu. Červeně jsou znázorněny rozpoznávací místa pro enzym 

BpiI, modře 4bp přesahy nutné pro fúzi jednotlivých částí genů a zaklonování do akceptorového 

vektoru úrovně 0, zeleně je znázorněná oblast domestikace, fialově je znázorněn stop kodon. 

Sekvence komplementární k cílové DNA je psána malými písmeny. Velké písmeno v zelených 

oblastech představuje zmutovanou bázi. 
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Tab. 3 Primery využité při PCR amplifikaci promotoru EF1α a genu EGFP. 

 

Legenda: F – forward primer; R – reverse primer; p – promotor; n - amplifikace fragmentu 

určeného pro N-terminální fúzi. Červeně je znázorněno rozpoznávací místo pro enzym BpiI, 

modře 4bp přesahy nutné pro zaklonování do akceptoru úrovně 0, fialově – stop kodon. Sekvence 

komplementární k cílové DNA je psána malými písmeny. 

 

3.1.4 Přístrojové vybavení 

Analytické váhy XA 110/2X (Radwag) 

Autokláv Sterivap HP IL (MMM Group) 

Centrifuga ROTANTA 460R (Schoeller Instruments) 

Centrifuga Scan Speed 1730 MR (Scala Scientific) 

Elektromagnetická míchačka MSH-420 (Boeco) 

Elektroporátor ECM399 (BTX) 

Fytotronová komora (Weiss Gallenkamp) 

Konfokální laserový skenovací mikroskop LSM 880 s Airyscan (Zeiss) 

Laboratorní předvážky S1502 (BEL-Engineering) 

Mikrocentrifuga Microfuge16 (Beckman Coulter) 

NanoDrop Lite (Thermo Scientific) 

PCR cycler T100 Thermal Cycler (BioRad) 

pH metr stolní PC 2700 (Eutech instruments) 

Simplicity Water Purification System (Merk) 

Skener Image Scaner III (Epson) 

Spektrofotometr Smart SpecTM plus (Bio-Rad) 

Sterilní laminární box (Merci) 

Termoblok ThermoStat C (Eppendorf) 

Třepačka s nastavitelnou teplotou ES-20 (Biosan) 

UV transiluminátor Gel DocTM EZ Imager (program Image Lab 4.0.1., Bio-Rad) 

Název 5´→ 3´sekvence 

pEF1a_GC-F AAGAAGACTTGGAGggaagtttctctcttgagggagg 

pEF1a_GC-R TTGAAGACAACATTggttagagactggtcaacaa 

pEF1a_GC-Rn TTGAAGACAAATGGggttagagactggtcaacaa 

EGFP_GC-F AAGAAGACTTTTCGatggtgagcaagggcgag 

EGFP_GC-R TTGAAGACAAAAGCttacttgtacagctcgtcca 

EGFP_GC-Fn AAGAAGACTTCCATatggtgagcaagggcgag 

EGFP_GC-Rn TTGAAGACAACATTcttgtacagctcgtccatgc 
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Vortex Microspin FV2400 (Biosan) 

Zoomovací fluorescenční stereomikroskop Axio Zoom.V16 

 

3.1.5 Software 

ApE - A plasmid editor v2.0.37, EPSON scan, Geneious Prime 2020.2.2, Image Lab 4.0.1 

a 6.0.1, ImageJ 1.52p, Microsoft Office 365, Zen 3.3 (modrá edice) 

 

3.1.6 Roztoky a média 

LB tekuté médium 

25 g∙l-1       LB médium 

           MilliQ H2O 

pH = 7,2 (1 mol∙l-1 KOH), sterilizace média autoklávováním. 

 

LB tekuté médium bez NaCl 

10 g∙l-1       pepton 

5 g∙l-1        kvasničný extrakt 

           MilliQ H2O 

           Sterilizace média autoklávováním. 

 

LB tuhé médium 

40 g∙l-1       LB médium s agarem 

           MilliQ H2O 

           Sterilizace média autoklávováním. 

 

SOC médium 

2% (w/v) trypton 

0,5% (w/v)    kvasničný extrakt 

10 mmol∙l-1    NaCl 

2,5 mmol∙l-1    KCl 

MilliQ H2O 
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pH = 7,5 (1 mol∙l-1 NaOH), sterilizace média autoklávováním, po 

vychlazení přidání: 

20 mmol∙l-1    D-glukosa 

10 mmol∙l-1    MgCl2 

Sterilizace média filtrací přes 0,22 µm membránový filtr. 

 

1 mol∙l-1 Tris-HCl 

12,1 g Tris báze 

100 ml MilliQ H2O 

 pH 7,6 (koncentrovaná HCl) 

 Sterilizace roztoku filtrací přes 0,22 µm membránový filtr. 

 

10 mmol∙l-1 Tris-HCl 

1 ml  1 mol∙l-1 Tris-HCl  

99 ml MilliQ H2O  

 Sterilizace roztoku filtrací přes 0,22 µm membránový filtr. 

 

Roztoky pro přípravu chemokompetentních buněk E. coli 

Roztok 1 

20 ml 10 mmol∙l-1 Tris-HCl (pH 7,6) 

0,19 g MgCl2 

Roztok 2 

20 ml 10 mmol∙l-1 Tris-HCl (pH 7,6) 

0,22 g CaCl2 

Roztok 3 

17 ml 10 mmol∙l-1 Tris-HCl (pH 7,6) 

0,22 g CaCl2 

3 ml 100% (v/v) glycerol 

 Sterilizace roztoků filtrací přes 0,22 µm membránový filtr. 
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Tris-acetátový pufr (50x koncentrovaný zásobní roztok) 

121 g Tris báze 

28,55 ml kyselina octová  

50 ml EDTA 

421,45 ml MilliQ H2O 

 pH 7,8 

 

Tekuté ½ MS médium  

2,2 g.l-1       MS základní směs solí  

10 g.l -1       sacharosa  

           MilliQ H2O 

 pH = 5,8 (1 mol∙l-1 a 0,1 mol∙l-1 KOH), sterilizace média autoklávováním. 

 

Roztoky pro sterilizaci listů M. sativa  

Roztok 1 

70% (v/v) ethanol 

 

Roztok 2 

0,1% (w/v) Tween 20 

 MilliQ H2O 

 Sterilizace roztoku filtrací přes 0,22 µm membránový filtr. 

Roztok 3 

0,05% (w/v) Tween 20 

1% (v/v) chlornan sodný 

 MilliQ H2O 

 Sterilizace roztoku filtrací přes 0,22 µm membránový filtr. 

 

Zásobní roztok kinetinu (0,1 mg∙ml-1) 

4 mg kinetin 

80 μl 1 mol∙l-1 NaOH 

39,92 ml MilliQ H2O 

 Sterilizace roztoku filtrací přes 0,22 µm membránový filtr. 
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Zásobní roztok 2,4-D (1 mg∙ml-1) 

40 mg 2,4-D 

300 μl 1 mol∙l-1 NaOH 

39,7 ml MilliQ H2O 

 Sterilizace roztoku filtrací přes 0,22 µm membránový filtr. 

 

Roztok aminokyselin (250 ml) 

6,65 g L-glutamin 

0,83 g L-serin 

0,004 g adenin 

0,083 g L-glutation 

 MilliQ H2O 

 Sterilizace roztoku filtrací přes 0,22 µm membránový filtr. 

 

B5H médium k indukci tvorby kalusů 

3,1 g∙l-1 Gamborg B5 základní směs solí 

0,5 g∙l-1 KNO3 

0,25 g∙l-1 MgSO4 ∙ 7H2O 

0,5 g∙l-1 prolin 

30 g∙l-1 sacharosa 

4,5 g∙l-1 phytagel 

 MilliQ H2O 

pH = 5,7 (1 mol∙l-1 a 0,1 mol∙l-1 KOH), sterilizace média autoklávováním, 

po vychlazení přidání: 

1,0 mg∙l-1 2,4-D (1,0 ml∙l-1 zásobního roztoku 2,4-D 1,0 mg∙ml-1) 

0,1 mg∙l-1 kinetin (1,0 ml∙l-1 zásobního roztoku kinetinu 0,1 mg∙ml-1) 

1,0 ml∙l-1 1 000x Gamborg B5 směs vitamínů 

30 ml∙l-1 zásobní roztok aminokyselin 

 

B50 embryogenní médium 

3,1 g∙l-1 Gamborg B5 základní směs solí 
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0,5 g∙l-1 KNO3 

0,25g∙l-1 MgSO4 ∙ 7H2O 

0,5 g∙l-1 prolin 

30 g∙l-1 sacharosa 

4,5 g∙l-1 phytagel 

 MilliQ H2O 

pH = 5,7 (1 mol∙l-1 a 0,1 mol∙l-1 KOH), sterilizace média autoklávováním, 

po vychlazení přidání: 

1,0 ml∙l-1  1 000x Gamborg B5 směs vitamínů 

30 ml∙l-1  zásobní roztok aminokyselin 

 

MMS pevné kultivační médium 

4,3 g∙l-1 MS základní směs solí 

30 g∙l-1 sacharosa 

0,1 g∙l-1 myoinositol 

4,5 g∙l-1 phytagel 

 MilliQ H2O 

pH = 5,7 (1 mol∙l-1 a 0,1 mol∙l-1 KOH), sterilizace média autoklávováním, 

po vychlazení přidání: 

1 ml∙l-1 1 000x Nitsch & Nitsch směs vitamínů 

 

MS pevné kultivační médium 

4,3 g∙l-1 MS základní směs solí 

30 g∙l-1 sacharosa 

4,5 g∙l-1 phytagel 

 MilliQ H2O 

 pH = 5,7 (1 mol∙l-1 a 0,1 mol∙l-1 KOH), sterilizace média autoklávováním. 

 

Tuhé/tekuté Fahräeus médium bez N2 

Makronutrienty:         Zásobní roztok:          Pracovní roztok: 

MgSO4 ∙ 7H2O          123,2 g∙l-1                1 ml∙l-1 

KH2PO4               95,3 g∙l-1               1 ml∙l-1               

Na2HPO4 ∙ 2H2O         71,2 g∙l-1               2 ml∙l-1  
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Fe-EDTA:                                  2,5 ml∙l-1  

FeSO4 ∙ 7H2O        5,6 g∙l-1  

Na2EDTA          7,4 g∙l-1 

 

Mikronutrienty:           Zásobní roztok:          Pracovní roztok: 

MnSO4 ∙ H2O             1 g∙l-1                  100 μl∙l-1            

CuSO4 ∙ 5H2O            1,5 g∙l-1                100 μl∙l-1 

ZnSO4 ∙ H2O             1,7 g∙l-1                100 μl∙l-1 

H3BO3                 1 g∙l-1                  100 μl∙l-1 

Na2MoO4 ∙ 2H2O          1,1 g∙l-1                100 μl∙l-1            

 

V případě přípravy tuhého média je přidáno 11 g∙l-1  mikroagaru. 

pH = 6,5 (1 mol∙l-1 a 0,1 mol∙l-1 HCl), sterilizace autoklávováním, po vychlazení přidání: 

CaCl2                 0,11098  g∙ml-1           100 μl∙l-1   

 

3.1.7 Kity 

Qiagen: QIAprep® Spin Miniprep Kit 

Thermo Scientific: GeneJET Gel Extraction Kit 

Addgene: MoClo ToolKit, MoClo Plants Part Kit 

 

3.1.8 Biologický materiál 

Rostlinný materiál 

• Kontrolní rostliny M. sativa RSY (kultivar Regen SY) pocházející ze somatické 

embryogeneze. 

• Transgenní rostliny M. sativa RSY stabilně exprimující marker alfa TUBULINU-

6 p35S::tagRFP:AtTUA6 (dále tagRFP-TUA6) pocházející ze somatické 

embryogeneze. 

• Transgenní rostliny M. sativa RSY exprimující marker F-aktinu 

p35S::FABD2:GFP (dále FABD2-GFP) pocházející ze somatické embryogeneze. 
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Rostliny M. sativa byly regenerovány procesem somatické embryogeneze a kultivovány 

na kultivačních médiích v Petriho miskách ve fytokomoře s nastavenou teplotou 21 °C 

a vlhkostí 60 % ve dne a 70 % v noci. Fotoperioda byla nastavena na 16 h světlo a 8 h 

tmu. Ex vitro rostliny byly pěstovány za stejných podmínek v květináčích obsahujících 

substrát a perlit. 

 

Použitý bakteriální materiál a jeho specifikace 

• Escherichia coli kmen DH5α – tento kmen byl vyvinut pro vylepšení účinnosti 

transformace. Obsahuje mimo jiné mutace recA1 a endA1. V případě recA1 se 

jedná se o jednobodovou mutaci, která inaktivuje schopnost homologní 

rekombinace. Mutace endA1 inaktivuje intracelulární endonukleasy a zamezuje 

degradaci transformovaných plasmidů. Tento kmen byl využit při přípravě 

markerů cytoskeletu Golden Gate klonováním. 

• Sinorhizobium meliloti kmen Sm2011 – jedná se o dusík fixující bakterie schopné 

symbiózy s rody Medicago, Melilotus nebo Trigonella spp. Tento kmen byl využit 

při fenotypové analýze během symbiotických interakcí s transgenními liniemi M. 

sativa. 

 

Použité plasmidy 

Všechny použité plasmidy spolu s jejich popisem a rezistencí jsou uvedeny v Tab. 4. 

Akceptorové plasmidy využité pro klonování jsou komerčně dostupné v kitu MoClo 

ToolKit (Addgene). Dále byly použity plasmidy nesoucí moduly úrovně 0 (35S CMV 

promotor, 35S CMV terminátor, Nos promotor, Nos terminátor, gen kódující fosfinotricin 

acetyl transferasu), které jsou součástí kitu MoClo Plants Parts Kit (Addgene). Bakterie 

E. coli DH10B nesoucí plasmidy jsou uchovávány ve formě bakteriálních konzerv 

při - 80 °C. 

Pro amplifikaci některých sekvencí byly využity jako templáty plasmidy dostupné na 

Oddělení buněčné biologie, CRH: pEN-attR2-EGFPstop-attL3, pEN-attR2-

tagRFP- Tstop-attL3, pIG121Hm nesoucí konstrukt 35S::tagRFP:AtTUA6 (Murata et al., 

2013) a pEN-attL4-pEF1α-attR1. 
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Tab. 4 Plasmidy použité při klonování. 

Název Popis plasmidu Rezistence 
(bakterie/rostliny) 

Koncentrace 
antibiotik 

(μg/ml) 

pICH41295 Úroveň 0 akceptor pro modul 
Pro+5U 

spe 100 

pAGM1251 Úroveň 0 akceptor pro modul 
Pro+5U (f) 

spe 100 

pAGM1287 Úroveň 0 akceptor pro modul 
CDS1ns 

spe 100 

pICH41308 Úroveň 0 akceptor pro modul CDS1 spe 100 

pAGM1301 Úroveň 0 akceptor pro modul CT spe 100 

pAGM1276 Úroveň 0 akceptor pro modul NT1 spe 100 

pICH41744 Koncový linker 2 spe 100 

pICH87633 Úroveň 0 obsahující Nos promotor + 
Ω 5U 

spe 100 

pICH42222 Úroveň 0 obsahující gen pro 
fosfinotricin acetyl transferasu (bar) 

spe 100 

pICH41421 
 

Úroveň 0 obsahující 3U + Nos 
terminátor 

spe 100 

pICH51266 Úroveň 0 obsahující 35S CMV 
promotor + Ω 5U 

spe 100 

pICH41414 3U + 35S terminátor spe 100 

pICH47802 Úroveň 1 akceptor, pozice 1, reverzní 
orientace 

amp 50 

pICH47742 Úroveň 1 akceptor, pozice 2, přímá 
orientace 

amp 50 

pAGM4723 Úroveň 2 akceptor kan 50 

pEN-attR2-
EGFPstop-
attL3 

Entry klon obsahujíci gen EGFP se 
stop kodonem 

kan 50 

pIG121Hm Binární vektor nesoucí konstrukt 
35S::tagRFP:AtTUA6 

kan/hyg 400/50 

pEN-attL4-
pEF1α-attR1 

Entry klon obsahujíci promotor 
pEF1α 

kan 50 

pEN-attR2-
tagRFP-
Tstop-attL3 

Entry klon obsahujíci gen tagRFP-T kan 50 

 

Legenda: pro – promotor; 5U – 5´nepřekládáná oblast, (f) – fúze s N-koncovým modulem; CDS1 

– kódující sekvence se stop kodonem; CDS1ns – kódující sekvence bez stop kodonu; CT - C-

terminální značka; NT1 – N-terminální značka; 3U – 3´nepřekládáná oblast; CMV promotor – 

promotor z viru mozaiky květáku; Nos promotor – promotor genu pro NOPALIN SYNTASU 

z Agrobacterium tumefaciens; Ω 5U – 5´nepřekládáná oblast z viru mozaiky tabáku; EGFP – 

ENHANCED GREEN FLUORESCENT PROTEIN; RFP – RED FLUORESCENT PROTEIN; 

tagRFP-T – fluorescenční protein odvozen od tagRFP, „T“ označuje mutaci S158T; TUA6 – 

TUBULIN ALPHA 6, EF1α – ELONGATION FACTOR 1 α; spe – spektinomycin; amp – 

ampicilin; kan – kanamycin; hyg – hygromycin B. 
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3.2 Metody 

3.2.1 Příprava kultivačních médií 

Chemikálie potřebné pro přípravu příslušného média byly naváženy na laboratorních 

vahách nebo předvážkách. Na elektromagnetické míchačce byly chemikálie postupně 

rozpuštěny v přibližně 3/4 konečného objemu MilliQ vody. pH média bylo upraveno na 

požadovanou hodnotu kyselinami nebo zásadami. Objem média byl poté doplněn 

na konečnou hodnotu a opět bylo změřeno a případně upraveno pH. Médium bylo rozlito 

do skleněných lahví a bylo sterilizováno autoklávováním. Chemikálie, které nemohly být 

přidány do média před autoklávováním kvůli nebezpečí jejich degradace, byly přidány 

po vychladnutí média na přibližně 60 °C. Sterilní kultivační média byla rozlévána 

do sterilních Petriho misek. 

 

3.2.2 Sterilizace listů M. sativa  

Zdravé listy pocházející z 2.-5. nodu rostliny M. sativa stabilně exprimující požadovaný 

konstrukt nebo listy kontrolních rostlin byly ustřiženy a vloženy do sterilní vody. Listy 

pocházející z ex vitro podmínek byly vysterilizovány ve falkoně obsahující 70% ethanol 

po dobu 10 sekund. Po uplynutí této doby byly listy přeloženy do falkony obsahující 0,1% 

(w/v) Tween20, kde byly protřepávány po dobu přibližně 10 min. Následně byly listy 

přesunuty do falkony obsahující 0,05% Tween20 a 1% (v/v) chlornan sodný. Listy byly 

ve falkoně protřepávány po dobu 1,5 min. Po uplynutí této doby byly listy vyjmuty 

z falkony a 3x promyty ve sterilní destilované vodě a následně vysušeny na sterilním 

filtračním papíru. 

 

3.2.3 Somatická embryogeneze M. sativa 

Osušené listy byly s použitím sterilního skalpelu opatrně rozřezány na polovinu a také 

byly odřezány řapíky. Nařezané části listů byly pomocí sterilní pinzety přeneseny 

na Petriho misky obsahující kalus indukující B5H médium. Kalus se vyvinul po přibližně 

měsíci kultivace v kultivační komoře. Vytvořené kalusy byly v laminárním boxu 

přeloženy na embryogenní B50 médium. Embrya se začala tvořit po 3 a více týdnech 

kultivace na tomto médiu. Dozrávající embrya byla postupně sterilně přenášena na MMS 

médium, kde byla ponechána po dobu 2-4 dní, aby došlo k indukci růstu primárního 

kořene. 
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3.2.4 Fenotypová analýza transgenních linií M. sativa 

Při fenotypové analýze byly srovnávány transgenní linie M. sativa nesoucí konstrukty 

35S::tagRFP:TUA6 a 35S::FABD2:GFP s kontrolní linií RSY. Analýza byla zaměřena 

na kořenový systém rostlin, který je místem symbiotických interakcí s S. meliloti. Cílem 

této analýzy bylo zjistit, zda se vyskytují fenotypové rozdíly mezi jednotlivými liniemi 

ve srovnání s kontrolou a zda mají případné odchylky mezi liniemi vliv na symbiotický 

proces. 

 

3.2.4.1 Měření přírůstku primárního kořene somatických embryí M. sativa 

Somatická embrya s rostoucím primárním kořenem byla přenesena na MS médium, 

kde byla ponechána 15 dní. Prvních 5 dní na tomto médiu byly každý den pořizovány 

skeny, poté byly Petriho misky s rostlinami skenovány každých 5 dní. Po 15 dnech růstu 

na MS médiu byly rostliny přeneseny na Fahräeus médium bez N2. Misky byly skenovány 

4. a 8. den růstu na tomto médiu. 

Délka hlavního kořene a jeho přírůstek byl měřen pomocí programu ImageJ. Počet 

laterálních kořenů byl stanoven na 15. den kultivace na MS médiu. Pro statistickou 

analýzu přírůstku primárního kořene byla provedena ANOVA (analysis of variance) 

s Tukey HSD testem. Pro statistickou analýzu laterálních kořenů byl využit Studentův 

t-test. 

 

3.2.4.2 Inokulace rostlin s S. meliloti a hodnocení počtu nodulů 

Samostatné kolonie bakterie S. meliloti Sm2011 byly přes noc kultivovány v tekutém LB 

médiu při 28 °C a 180 RPM. Falkona obsahující bakteriální kulturu byla obalena 

v alobalu, protože S. meliloti je bakterie přirozeně žijící ve tmě. Po kultivaci byly bakterie 

centrifugovány (10 min, 2 000 RCF) a pelet byl resuspendován v tekutém Fahräeus médiu 

bez N2 tak, aby OD600 odpovídalo hodnotě 0,5. Následovala další kultivace pro regeneraci 

bakterií při 28 °C přibližně 3 hod. Dvacet tři dní staré rostliny rostoucí 8 dní na tuhém 

Fahräeus médiu bez N2 byly inokulovány S. meliloti Sm2011, kdy byly na kořeny rostlin 

přímo aplikovány bakterie pomocí pipety. Petriho misky byly skenovány a pozorovány 

pod binokulární lupou 8. a 25. den po inokulaci (dpi) pro zjištění počtu vytvořených 

nodulů. Pro statistickou analýzu počtu nodulů u jednotlivých linií byl proveden Studentův 

t-test. 
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3.2.5 Klonování Golden Gate 

3.2.5.1 Plán klonování markerů α TUBULINU-6 

Pro přípravu fluorescenčních markerů cytoskeletu metodou GGC byl připraven plán 

klonování. Bylo nutné navrhnout, které akceptory úrovně 0 budou využity (Obr. 11 a 12), 

aby mohly být navrženy primery s příslušnými 4bp přesahy pro požadované sekvence. 

Do akceptoru úrovně 0 určeném pro promotor a 5´UTR (všeobecně označen jako 

Pro 5U, pICH41295) byl klonován konstitutivní promotor EF1α. Dále byla do akceptoru 

0 určeném pro CDS1/CDS1ns (pICH41308/pAGM1287) klonována sekvence genu 

pro TUBULIN ALFA izoformu 6 z A. thaliana - AtTUA6 (At4g14960.2, Tair). Geny 

kódující EGFP a tagRFP-T byly klonovány do akceptoru úrovně 0 určeném pro C-

terminální (CT, pAGM1301) nebo N-terminální značku (NT, pAGM1276). Pro ukončení 

transkripce byl použit CMV 35S terminátor. CMV 35S promotor a terminátor jsou 

součástí MoClo Plant Parts Kit (Addgene). Sekvence promotoru EF1α, genu AtTUA6, 

EGFP a tagRFP-T byly získány pomocí PCR z plasmidů dostupných na OBB, CRH. 

Transkripční jednotky (úroveň 1) vznikly spojením modulů úrovně 0 a akceptoru 

úrovně 1 (pICH47742). Tento akceptor zajišťuje přímou orientaci klonované transkripční 

jednotky v pozici 2 finálního akceptoru. Byly klonovány transkripční jednotky se 

značkou na C konci genu zájmu (Obr. 11) a také transkripční jednotky se značkou na N 

konci genu zájmu (Obr. 12). V plánu bylo připravit následující transkripční jednotky: 

p35S::AtTUA6:EGFP, p35S::EGFP:AtTUA6, p35S::AtTUA6:tagRFP-T, p35S::tagRFP-

T:AtTUA6, pEF1α::AtTUA6:EGFP, pEF1α::EGFP:AtTUA6, pEF1α::AtTUA6:tagRFP-

T a pEF1α::tagRFP-T:AtTUA6. 

Také byla v plánu příprava finálních multigenových konstruktů. Finální moduly 

úrovně 2 měly sestávat z markeru α TUBULINU-6, selekční transkripční jednotky 

pNOS::bar:tNOS, koncového linkeru (pICH41744) a finálního akceptoru úrovně 2 

(pAGM4723).  

Vlivem pandemie COVID-19 bylo klonování přerušeno během přípravy modulů 

úrovně 1. Moduly p35S::EGFP:AtTUA6 a p35S::tagRFP-T:AtTUA6 nebyly připraveny, 

stejně tak žádný finální modul úrovně 2. 
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Obr. 11 Typy modulů a vektorů úrovně 0 využité při přípravě konstruktů úrovně 1 se značkou 

na C konci genu zájmu. Znázorněné jsou 4bp přesahy specifické pro jednotlivé moduly. Upraveno 

podle Marillonnet et Werner (2015). Legenda: Pro – promotor; 5U – 5´ nepřekládaná oblast; CDS 

ns – kódující sekvence bez stop kodonu; CT – C terminální značka; 3U – 3´ nepřekládaná oblast; 

Ter – terminátor. Hvězdička značí stop kodon.  

 

 

 

 

Obr. 12 Moduly a vektory úrovně 0 využité při přípravě konstruktů úrovně 1 s N-terminální 

značkou. Znázorněné jsou i 4bp přesahy. Hvězdička značí stop kodon. Upraveno podle 

Marillonnet et Werner (2015). Legenda: Pro – promotor; 5U – 5´ nepřekládaná oblast; CDS – 

kódující sekvence; NT – N terminální značka; 3U – 3´ nepřekládaná oblast; Ter – terminátor.  

 

 

3.2.5.2 Plán klonování rezistence na herbicid fosfinotricin 

Pro selekci rostlin nesoucích multigenové konstrukty (úroveň 2) byl připraven konstrukt 

nesoucí selekční marker – gen bar kódující enzym fosfinotricin-N-acetyl transferasu. Gen 

bar byl exprimován pod kontrolou konstitutivního promotoru AtuNos a pro ukončení 

transkripce byl využit Nos terminátor (Obr. 13). Uvedené moduly byly na základě 

komplementarity 4bp přesahů klonovány do úroveň 1 akceptoru pICH47802. Tento 

akceptor úrovně 1 zajišťuje reverzní orientaci transkripční jednotky v pozici 1 ve finálním 

akceptoru. Všechny využité moduly i akceptor jsou součástí MoClo Plant Parts kitu. 

 

Obr. 13 Moduly a vektory úrovně 0 využité při přípravě konstruktu úrovně 1 - pNOS::bar:tNOS. 

Znázorněné jsou i 4bp přesahy. Upraveno podle Marillonnet et Werner (2015). 

 

 

 

 

* 
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3.2.5.3 Příprava elektrokompetentních buněk E. coli DH5α 

Byl proveden roztěr komerčních elektrokompetentních buněk E. coli DH5α (Thermo 

Scientific) na Petriho misku obsahující tuhé LB médium bez antibiotik. Bakterie byly 

kultivovány přes noc při 37 °C. Další den byla do sterilní falkony s tekutým LB médiem 

bez antibiotik přenesena jedna kolonie. Falkona byla umístěna do třepačky (180 RPM) 

a bakteriální kultura byla kultivována při teplotě 37 °C přes noc. Následující den byl jeden 

litr sterilního LB média bez NaCl inokulován 10 ml noční kultury. Bakteriální kultura 

byla kultivována na třepačce při 37 °C, dokud nebyla hodnota OD600 v rozmezí 0,4-0,6 

(přibližně 4 hod.). Jeden litr bakteriální kultury o požadovaném OD600 byl rozlit po 166 

ml do 6 sterilních 200 ml falkon. Falkony s bakteriální kulturou byly inkubovány na ledu 

po dobu 30 min. Kultury byly centrifugovány (3 400 RCF, 4 °C, 10 min) a poté byly 

falkony obsahující pelet umístěny zpět na led. Supernatant byl v laminárním boxu vylit 

do GMO opadu a pelet byl v jednotlivých falkonách resuspendován v 166 ml sterilní 

vychlazené MilliQ vody. Kultura byla opět centrifugována za stejných podmínek. 

Supernatant byl odstraněn do odpadu a bakteriální pelet byl resuspendován v 83 ml 

vychlazené MilliQ vody. Po následující centrifugaci a odstranění supernatantu byl pelet 

resuspendován ve vychlazeném 10% glycerolu o celkovém objemu 20 ml. Po centrifugaci 

byl opět odpipetován supernatant. Všechen pelet byl postupně resuspendován do jediné 

falkony, kde byl resuspendován celkově ve 3 ml 10% glycerolu. Elektrokompetentní 

buňky byly alikvotovány do vychlazených mikrozkumavek po 50 μl a zmraženy 

v tekutém dusíku. Elektrokompetentní buňky byly uchovávány v hlubokomrazícím boxu 

při -80 °C. 

 

3.2.5.4 Příprava chemokompetentních buněk E. coli DH5α 

Pro přípravu startovní kultury bylo přes noc kultivováno 15 μl bakteriální kultury E. coli 

DH5α v 3 ml tekutého LB média. Kultivace probíhala na třepačce při 37 °C a 180 RPM. 

Další den bylo do 100 ml tekutého LB média přidáno 1,5 ml startovní kultury. 

Následovala kultivace na třepačce (200 RPM) při 37 °C do OD600 = 0,4-0,6. Bakteriální 

kultura byla následně rozlita do 50ml falkon a inkubována na ledě 10 min. Kultura byla 

poté centrifugována (3 200 RCF) při 4 °C po dobu 20 min. Supernatant byl odstraněn 

a pelet byl resuspendován v 1250 μl vychlazeného roztoku 1. Následovala inkubace 

na ledě po dobu 30 min a poté centrifugace za stejných podmínek. Supernatant 

byl odstraněn a pelet resuspendován v 1250 μl vychlazeného roztoku 2. Směs byla 
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inkubována 30 min na ledě a poté opět centrifugována za stejných podmínek. 

Po odstranění supernatantu byl pelet resuspendován ve 2 ml vychlazeného roztoku 3. 

Chemokompetentní buňky byly alikvotovány po 50 μl do vychlazených mikrozkumavek. 

Buňky byly zmraženy v tekutém dusíku a uloženy do hlubokomrazícího boxu (-80 °C). 

 

3.2.5.5 Izolace plasmidové DNA z bakteriálních konzerv 

Pro získání plasmidové DNA z MoClo ToolKit a MoClo Plants Parts Kit bylo sterilní 

párátko namočeno do příslušné bakteriální konzervy a byl proveden roztěr na Petriho 

misku obsahující tuhé LB médium s příslušným selekčním antibiotikem (Tab. 4). Misky 

s rozetřenými bakteriemi byly inkubovány přes noc při 37°C. Následující den byly 

vzniklé individuální kolonie přeneseny pomocí sterilního párátka do falkony obsahující 

10 ml tekutého LB média obsahující příslušné selekční antibiotikum. Bakterie byly 

kultivovány přes noc na třepačce při 37 °C, 200 RPM. 

Plasmidová DNA byla izolována pomocí komerční soupravy – QIAprep® Spin 

Miniprep Kit firmy Qiagen. Veškeré potřebné chemikálie i pracovní postup je součástí 

balení kitu. Koncentrace izolované plasmidové DNA byla změřena pomocí NanoDrop-u. 

Veškerá plasmidová DNA byla rovněž ověřena restrikčním štěpením, jehož provedení 

bude popsáno v kapitole 3.2.5.13. Plasmidová DNA byla uchovávána v mrazícím boxu 

při -20 °C. 

 

3.2.5.6 Domestikace sekvencí AtTUA6 a tagRFP-T 

DNA fragmenty, které chceme klonovat do akceptoru úrovně 0, nesmí obsahovat v interní 

sekvenci rozpoznávací místo pro restrikční enzymy BpiI nebo BsaI. V případě, že se 

v sekvenci tyhle rozpoznávací místa nachází, je nutné provést domestikaci. 

V interní sekvenci genu AtTUA6 a genu pro fluorescenční protein tagRFP-T se nachází 

rozpoznávací místa pro enzymy BpiI a BsaI. Rozpoznávací místa pro jednotlivé enzymy 

byla odstraněna pomocí PCR s využitím primerů s 5´ přesahem (Tab. 2). Místně 

specifickou mutagenezí došlo k záměně jednoho nukleotidu v rozpoznávacích 

sekvencích a zároveň byla díky degeneraci genetického kódu zachována původní 

aminokyselinová sekvence. Složení a podmínky PCR jsou uvedeny v Tab. 5 a Tab. 6. 
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Tab. 5 Složení 50μl PCR. 

Složka reakční směsi Výsledná 
koncentrace 

Množství (μl) 

Templátová DNA 100 ng x 

5x Phusion HF pufr 1x 10 

10 mmol·dm-3 dNTPs 200 μmol·dm-3 1 

Forward primer 10 μmol·dm-3 0,5 μmol·dm-3 2,5 

Reverse primer 10 μmol·dm-3 0,5 μmol·dm-3 2,5 

Phusion High-Fidelity DNA 
polymerasa 

2 U 1 

dH2O - Doplnit do 50 

 

Tab. 6 Program PCR využívající HF Phusion DNA polymerasu. 

Krok cyklu Teplota (°C) Čas 
Počet 

cyklů 

Počáteční denaturace 98 30 s 1 

Denaturace 98 10 s 

35x Nasedání primerů 53-62 30 s 

Extenze 72 30 s/kb 

Finální extenze 72 5 min 1 

 

3.2.5.7 PCR amplifikace promotoru EF1α a genu kódujícího marker EGFP 

Pro přípravu vektorů úrovně 0 obsahující pEF1α a EGFP byly jednotlivé sekvence 

amplifikovány pomocí PCR s využitím navržených primerů (Tab. 3). Primery obsahovaly 

5´ přesah, který byl tvořen rozpoznávacím místem pro enzym BpiI a 4bp přesahem 

nutným pro zaklonování do akceptoru úrovně 0. Složení a podmínky reakce jsou uvedeny 

v Tab. 5 a Tab. 6. 

 

3.2.5.8 Gelová elektroforéza a izolace DNA z agarosového gelu 

Velikost PCR produktů byla ověřena pomocí gelové elektroforézy v 1% agarosovém 

gelu. Rozvařením v mikrovlnné troubě byla připravena 1% agarosa v 1x TAE pufru. Do 

rozpuštěné agarosy bylo přidáno barvivo Midori Green (3,5 μl/100 ml) a směs byla 

promíchána. Agarosa byla vlita do připravené formy obsahující hřebínek a byla 

ponechána přibližně 30 min v digestoři, aby došlo k jejímu zatuhnutí. Po zatuhnutí 

byla forma s gelem přesunuta do elektroforetické vany a zalita 1x TAE pufrem. Hřebínek 

byl opatrně vyjmut a do první jamky byl pipetován marker GeneRulerTM 1 kb Plus DNA 

Ladder. Do dalších jamek byly pipetovány vzorky, v případě PCR o celkovém objemu 

50 μl byla do jamek pipetována celá reakce společně s 6x DNA loading dye (10 μl). 

Elektrické napětí během separace DNA bylo nastaveno na 80-100 V a délka trvání 
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separace činila 40-90 min. DNA byla následně vizualizována a vyhodnocena pomocí UV 

transiluminátoru Gel DocTM EZ Imager. 

PCR produkty byly z agarosového gelu izolovány s využitím soupravy GeneJET Gel 

Extraction Kit firmy Thermo Scientific. Pod UV iluminátorem byly vyříznuty PCR 

produkty odpovídající velikosti a byly vloženy do 2ml mikrozkumavek. Další pracovní 

postup i chemikálie jsou součástí kitu. Koncentrace izolované DNA byla změřena pomocí 

NanoDrop-u a byla následně uchována v mrazícím boxu při - 20 °C. 

 

3.2.5.9 Příprava modulů úrovně 0 

Extrahované PCR produkty byly klonovány do příslušných úroveň 0 akceptorů. 

Jednotlivé komponenty reakce byly smíchány v mikrozkumavce v pořadí, které je 

uvedeno v Tab. 7. Akceptory, které byly použity pro přípravu modulů úrovně 0, jsou 

vypsány ve výsledkové části v kapitole 4.1.4. Podmínky reakce jsou uvedeny v Tab. 8. 

Po štěpení enzymem BpiI vznikly mezi extrahovanými PCR produkty a akceptorem 

komplementární 4bp přesahy, které byly ligovány pomocí T4 ligasy. Ligační reakce byly 

skladovány při teplotě -20 °C. 

Při reakci je nutné zachovat molární poměr inzertů ku akceptoru v hodnotě 2:1. 

Pro výpočet požadovaného množství inzertů a akceptorů byla využita následující rovnice: 

 

x fmol ∙ délka sekvence (bp) ∙ 666

1∙10
6  = množství požadované DNA (ng) 

 

 

Tab. 7 Složení Golden Gate klonovací reakce. 
Složka reakční směsi Výsledná 

koncentrace 
Množství (μl) 

10x T4 pufr 1x 2 

0,1% BSA - 2 

Akceptor 20-40 fmol x 

Inzert(y) 40-100 fmol x 

T4 ligáza 200 U 1 

BpiI/BsaI 5 U 1 

dH2O - Doplnit do 20 

 

 

 

 

 

 



60 

 

Tab. 8 Teplotní program Golden Gate klonovací reakce. 

Krok cyklu Teplota (°C) Čas 
Počet 

cyklů 

Aktivace digesce 37 20 s 1 

Digesce 37 3 min 
25x 

Ligace 16 4 min 

Inaktivace enzymu 50 10 min 1 

Inaktivace ligasy 80 5 min 1 

 

3.2.5.10 Transformace elektrokompetentních buněk 

Připravené elektrokompetentní buňky (50 μl) byly rozmrazeny na ledu. K buňkám byly 

napipetovány 1-2 μl reakce a směs byla opatrně promíchána pipetou a ponechána 10 min 

na ledu. Směs byla přenesena do čisté a vychlazené elektroporační kyvety. Dobře osušená 

kyveta byla umístěna do elektroporátoru a bylo na ni cíleno napětí o hodnotě 2,4 kV. 

Ihned po elektrickém pulsu bylo ke směsi přidáno 200 μl SOC média, směs byla 

promíchána, přenesena do mikrozkumavky a inkubována po dobu 1,5 h při 37 °C, 180 

RPM. 

 

3.2.5.11 Transformace chemokompetentních buněk 

Připravené chemokompetentní buňky (50 μl) byly rozmrazeny na ledu. K rozmrazeným 

buňkám byly přidány 3 μl reakce a směs byla jemně promíchána a ponechána 30 min 

na ledu. Následně byly mikrozkumavky s buňkami umístěny do termobloku nastaveném 

na 42 °C po dobu 45 s. Poté byly mikrozkumavky umístěny zpět na led po dobu 2 min. 

Po uplynutí této doby bylo k buňkám pipetováno 200 μl SOC média pokojové teploty. 

Mikrozkumavka obsahující transformační směs byla inkubována po dobu 1 h při 37 °C 

a 220 RPM. 

 

3.2.5.12 Kultivace bakterií a selekce kolonií nesoucí požadovaný konstrukt 

Na Petriho misku obsahující tuhé LB médium s příslušným selekčním antibiotikem (Tab. 

4), 40 μl IPTG a 120 μl X-Gal bylo pipetováno 150 μl transformační směsi. Směs byla 

pomocí sterilní hokejky rozetřena na celou plochu plotny a následně byla inkubována přes 

noc při 37 °C. Následující den byly do falkon obsahující 10 ml tekutého LB média 

s požadovaným selekčním antibiotikem přeneseny individuální bílé kolonie. Bílá barva 

kolonií značí, že došlo k ligaci požadovaných inzertů do akceptoru. Falkony obsahující 

kolonie byly následně inkubovány přes noc na třepačce (200 RPM, 37 °C). 
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Další den bylo 500 μl noční kultury smícháno s 500 μl 50% (v/v) sterilního glycerolu. 

Směs byla promíchána pipetou a následně zamrazena v tekutém dusíku. Bakteriální 

konzervy byly uloženy do hlubokomrazícího boxu (-80 °C). Ze zbylé noční kultury byla 

následně izolována pDNA pomocí komerčního kitu - QIAprep® Spin Miniprep Kit firmy 

Qiagen. 

 

3.2.5.13 Ověřování připravených konstruktů restrikčním štěpením 

Veškeré produkty připravené Golden Gate klonováním byly vždy ověřeny restrikčním 

štěpením. Restrikční štěpení bylo navrženo in silico v programu Geneious Prime 2020.2.2 

nebo ApEv2.0.37. Jednotlivé komponenty reakční směsi (Tab. 9) byly smíchány 

v mikrozkumavce. Směs byla následně inkubována 1 hod při 37 °C. Následovala 

elektroforéza produktů štěpení na 1% agarosovém gelu a gel byl vizualizován pomocí 

UV transiluminátoru. Jednotlivá restrikční štěpení budou popsána ve výsledkové části. 

 

Tab. 9 Složení reakční směsi restrikčního štěpení pDNA izolované z E. coli. 

Složka reakční směsi Výsledná 
koncentrace 

Množství (μl) 

pDNA 300 ng x 

enzym  1 

10x pufr 1x 2 

dH2O - Doplnit do 20  
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3.2.5.14  Golden Gate klonování modulů úrovně 1 

Moduly úrovně 0 byly naklonované do akceptoru úrovně 1 za vzniku funkčních 

transkripčních jednotek (modulů úrovně 1). Fúze inzertů s akceptorem se uskutečnila 

na základě komplementarity unikátních 4bp přesahů, které vznikly po štěpení enzymem 

BsaI. Akceptory a inzerty využité při klonování úrovně 1 jsou popsány ve výsledkové 

části v kapitole 4.1.5. 

Po sérii štěpení a ligací modulů do akceptorů byla ligační reakce transformována 

do kompetentních buněk, které byly kultivovány při 37 °C na LB agarových plotnách 

obsahující selekční antibiotikum (ampicilin pro selekci modulů úrovně 1), induktor 

a substrát pro modro-bílou selekci. Další den byly nově vzniklé bílé kolonie přeneseny 

do tekutého LB média se selekčním antibiotikem. Následně byla izolována pDNA, která 

byla štěpena restrikčními enzymy pro ověření přítomnosti jednotlivých konstruktů. 

V případě úspěšně ověřených konstruktů byl připraveny bakteriální konzervy. Všechny 

zmíněné kroky jsou popsány výše. 

 

3.2.6 Konfokální laserová skenovací mikroskopie s Airyscanem 

Kořenové špičky rostlin M. sativa byly v laminárním boxu uřezány a byly uloženy 

na podložní sklíčko do pár kapek tekutého ½ MS média. Následně byl kořen překryt 

krycím sklíčkem. Hrany krycího sklíčka byly překryty parafilmem, aby nedocházelo 

k rychlému odpařování média. Připravené preparáty byly nasnímány konfokálním 

laserovým skenovacím mikroskopem LSM 880 s Airyscanem pomocí programu Zen 

2014. Parametry snímání byly následující - laser pro GFP: 488, filtr: 493-551 nm; laser 

pro tagRFP: 561, filtr: 561-583 nm. Získaný obrazový materiál byl následně zpracován 

použitím programu Zen 2014. 
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4 VÝSLEDKY 

4.1 Příprava cytoskeletálních markerů Golden Gate klonováním 

V této části jsou uvedeny výsledky klonování metodou Golden Gate. Cílem bylo připravit 

několik různých fluorescenčních markerů α TUBULINU-6 pomocí konstruktů, 

exprimujících gen AtTUA6 s fluorescenční značkou (tagRFP-T nebo EGFP). Vlivem 

pandemie COVID-19 a s ní souvisejících vládních opatření nebyla práce na přípravě 

cytoskeletálních markerů dokončena. Byly připraveny jednotlivé transkripční jednotky 

obsahující promotor, gen AtTUA6, fluorescenční marker a terminátor, ale již nedošlo 

ke spojení jednotlivých transkripčních jednotek s vektorem nesoucí rezistenci na herbicid 

fosfinotricin a nebyly tedy vytvořeny finální multigenové konstrukty (úroveň 2). 

 

4.1.1 Ověřovaní modulů z kitů „MoClo Tool“ a „MoClo Plant Parts“ restrikčním 

štěpením izolované plasmidové DNA 

Plasmidová DNA, která byla izolována z bakteriálních konzerv MoClo Tool Kit a MoClo 

Plant Parts Kit (Addgene) byla ověřena restrikčním štěpením pro určení správnosti 

jednotlivých plasmidů. Popis jednotlivých plasmidů je uveden výše v Tab. 4. Výsledky 

štěpení (Obr. 14-16) odpovídaly in silico predikci. 

 

 

Obr. 14 Elektroforetogram jednotlivých plasmidů štěpených enzymem PvuI (1-7, 9) nebo 

enzymem Alw44I (8). M – marker; 1-5 = 1 787 bp a 1 058 bp; 6 = 1 652 bp a 1 190 bp; 7 = 2 241 

bp a 1 076 bp; 8 = 2 656 bp a 1 019; 9 = 2 331 a 1 076 bp. 
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Obr. 15 Elektroforetogram jednotlivých plasmidů štěpených enzymem Alw44I (1-2) nebo 

enzymem PaeI (3). M – marker; 1 = 1 579 bp a 1 019 bp; 2 = 1 495 bp a 1 019 bp; 3 = 4 420 bp 

a 548 bp. 

 

 

 

Obr. 16 Elektroforetogram jednotlivých plasmidů štěpených enzymem Alw44I (1) nebo 

enzymem PvuI (2 - 3). M – marker; 1 = 1 436 bp a 1 019 bp; 2 = 3 140 bp a 1 828 bp; 3 = 10 794 

bp a 2 125 bp. 
 

4.1.2 Domestikace sekvencí AtTUA6 a tagRFP-T 

Domestikace jednotlivých sekvencí byla provedena pomocí PCR s využitím Phusion 

DNA polymerasy. Po amplifikaci byly získány domestikované fragmenty, které byly 

ohraničené specifickými 4bp přesahy a rozpoznávacím místem pro enzym BpiI. Získané 
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PCR produkty o očekávané velikosti byly následně izolovány z gelu s využitím GeneJET 

Gel Extraction kitu. 

Pro domestikaci genu AtTUA6 byl jako templát využit vektor pIG121Hm nesoucí 

konstrukt p35S::tagRFP:TUA6. Tento gen obsahuje v sekvenci 2 rozpoznávací místa 

pro enzym BpiI a jedno rozpoznávací místo pro enzym BsaI. Po domestikaci byly získány 

fragmenty (Obr. 17) o velikosti odpovídající in silico predikci (Tab. 10). Pro fúzi 

s N-terminální značkou byl gen AtTUA6 amplifikován společně se stop kodonem. Také 

byla amplifikována varianta bez stop kodonu, která byla využita při fúzi s C-terminální 

značkou. 

 

Tab. 10 Páry primerů využité při domestikaci genu AtTUA6. 

 Název PCR produkt (bp) Tm (°C) 

1 
cAtTUA6_GC-Fp1 

313 59 
cAtTUA6_GC-Rp1 

2 
cAtTUA6_GC-Fp2 

129 60 
cAtTUA6_GC-Rp2 

3 
cAtTUA6_GC-Fp3 

291 58 
cAtTUA6_GC-Rp3 

4 
cAtTUA6_GC-Fp4 

716 59 
cAtTUA6_GC-Rp4 

5 
cAtTUA6_GC-Fp4 

717 59 
cAtTUA6_GC-Rp4n 

 

 

Obr. 17 Elektroforetogram domestikace genu AtTUA6. M – marker; 1-5 domestikované 

fragmenty genu AtTUA6. Velikost získaných produktů odpovídala in silico predikcím. 
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Jako templát pro domestikaci tagRFP-T byl využit vektor pEN-attR2-tagRFP-Tstop-

attL3 obsahující gen kódující tagRFP-T. TagRFP-T obsahuje ve své sekvenci 1 

rozpoznávací místo pro enzym BpiI a jedno rozpoznávací místo pro enzym BsaI. Byla 

provedena PCR s využitím primerů, které jsou pro přehled vypsány v Tab. 11. Byly 

získány PCR produkty (Obr. 18), které odpovídaly in silico predikcím. 

Byla amplifikována varianta se stop kodonem (pro C-terminální fúzi) i bez stop kodonu 

(pro N-terminální fúzi). 

 

Tab. 11 Páry primerů využité při domestikaci tagRFP-T. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 18 Domestikace genu pro tagRFP-T. M – marker; 1-4 domestikované fragmenty. Velikost 

získaných produktů odpovídala in silico predikcím. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 Název PCR produkt (bp) Tm (°C) 

1 
tagRFP-T_GC-Fp1 

324 59 
tagRFP-T_GC-Rp1 

2 
tagRFP-T_GC-Fp2 

357 62 
tagRFP-T_GC-Rp2 

3 
tagRFP-T_GC-Fp3 

101 60 
tagRFP-Ts_GC-Rp3 

4 
tagRFP-T_GC-Fp1N 

731 59 
tagRFP-Tx_GC-Rp3N 
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4.1.3 PCR amplifikace promotoru pEF1α a genu EGFP 

Interní sekvence promotoru EF1α a genu kódující fluorescenční protein EGFP neobsahují 

žádné rozpoznávací místo pro enzymy BsaI nebo BpiI, proto nebyla nutná domestikace. 

Pro amplifikaci sekvencí byla provedena PCR s využitím Phusion DNA polymerasy. 

Po proběhnutí reakce byly získány amplikony ohraničené rozpoznávacím místem pro 

enzym BpiI a specifickými 4bp přesahy, které jsou komplementární k přesahům 

v odpovídajících akceptorech. PCR produkty o očekávané velikosti byly izolovány z gelu 

pomocí GeneJET Gel Extraction kitu. 

Templátem pro amplifikaci pEF1α byl vektor pEN-attL4-pEF1α-attR1 se 

zaklonovanou sekvencí promotoru EF1α. Pro amplifikaci tohoto promotoru byly využity 

primery uvedené v Tab. 12. PCR produkty (Obr. 19) odpovídaly in silico predikcím. 

V případě amplifikace genu kódující EGFP byl jako templát využit vektor pEN-attR2-

EGFPstop-attL3. Tento vektor má mezi attR2 a attL3 místy zaklonovaný gen pro EGFP. 

Byla amplifikována varianta se stop kodonem (pro C-terminální fúzi) i bez stop kodonu 

(pro N-terminální fúzi). Použité primery jsou uvedeny v Tab. 12. PCR produkty (Obr. 19) 

odpovídaly in silico predikcím. 

 

Tab. 12 Páry primerů využité při amplifikaci promotoru EF1α a markeru EGFP. 

 Název PCR produkt (bp) Tm (°C) 

1 
pEF1a_GC-F 

1 185 59 
pEF1a_GC-R 

2 
pEF1a_GC-F 

1 185 59 
pEF1a_GC-Rn 

3 
EGFP_GC-F 

748 59 
EGFP_GC-R 

4 
EGFP_GC-Fn 

745 59 
EGFP_GC-Rn 
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Obr. 19 PCR amplifikace promotoru EF1α a genu pro EGFP. M – marker; 1-2 – amplifikovaný 

promotor EF1α; 3-4 – amplifikovaná sekvence EGFP. Velikost získaných produktů odpovídala 

in silico predikcím. 
 

4.1.4 Ověření modulů úrovně 0 restrikčním štěpením 

Extrahované PCR produkty byly během Golden Gate klonovací reakce inkorporovány 

do příslušných akceptorů úrovně 0 na základě komplementarity 4bp přesahů. 

Po proběhnutí ligační reakce byly jednotlivé výsledné reakce transformovány 

do kompetentních buněk E. coli DH5α. Transformované buňky byly kultivovány a bílé 

kolonie, potencionálně nesoucí požadovaný konstrukt, byly očkovány do LB média 

obsahující selekční antibiotikum. Následně byla z kultur izolována pDNA, která byla 

ověřena restrikčním štěpením. Mapy vytvořených modulů úrovně 0 jsou uvedené 

v příloze č. 1 (Obr. P1-P4). 

Přítomnost pEF1α v akceptoru pICH41295 (Obr. P1 A) byla ověřena enzymem PvuI 

a v případě akceptoru pAGM1251 (určeno pro fúzi s N terminální značkou; Obr. P1 B) 

byly využity enzymy NdeI a PvuI (Obr. 20). 

Pro ověření přítomnosti genu pro EGFP v akceptoru pAGM1301 (určeno pro C 

terminální fúzi; Obr. P2 A) byly využity enzymy HindIII a PvuI (Obr. 21). V případě 

klonování genu pro EGFP do akceptoru pAGM1276 (určeno pro N terminální fúzi; 

Obr. P2 B) byla izolovaná pDNA ověřena enzymy NdeI a PvuI (Obr. 21).  

Domestikovaná sekvence pro fluorescenční protein tagRFP-T byla klonována 

do akceptoru pAGM1301 (Obr. P3 A) a do akceptoru pAGM1276 (Obr. P3 B). 

Pro ověření její přítomnosti v uvedených akceptorech byla izolovaná pDNA štěpena 

enzymem PvuI (Obr. 22). 

Přítomnost domestikovaného genu AtTUA6 v akceptoru pAGM1287 (určeno pro fúzi 

s C terminální značkou; Obr. P4 A) a akceptoru pICH41308 (určeno pro fúzi s N 
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terminální značkou; Obr. P4 B) byla ověřena restrikčním enzymem PvuI (Obr. 23). Ve 

všech případech byly pozorovány fragmenty o očekávané velikosti. 

  

Obr. 20 Elektroforetogram na ověření přítomnosti promotoru EF1α v akceptoru pAGM1251 nebo 

v akceptoru pICH41295. M – marker; restrikce enzymy NdeI a PvuI odpovídala velikosti 

linearizovaného plasmidu obsahujícího inzert (3 408 bp). 

 

 

Obr. 21 Elektroforetogram na ověření přítomnosti genu pro EGFP v akceptoru pAGM1301 nebo 

v akceptoru pAGM1276. M – marker; restrikce enzymy HindIII, PvuI a NdeI odpovídala 

velikosti linearizovaného plasmidu obsahujícího inzert (2 971 bp – pAGM1301-EGFP; 2 965 bp 

– pAGM1276-EGFP). 
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Obr. 22 Elektroforetogram na ověření přítomnosti genu pro tagRFP-T v akceptoru pAGM1301 

nebo v akceptoru pAGM1276. M – marker; restrikce enzymem PvuI odpovídala velikosti 

linearizovaného plasmidu obsahujícího inzert (2 965 bp - pAGM1301-tagRFP-T; 2 959 bp - 

pAGM1276-tagRFP-T). 

 

 

Obr. 23 Elektroforetogram na ověření přítomnosti genu AtTUA6 v akceptoru pAGM1287 nebo 

v akceptoru pICH41308. M – marker; restrikce enzymem PvuI odpovídala velikosti 

linearizovaného plasmidu obsahujícího inzert (3 600 bp – pAGM1287-AtTUA6; 3 601 bp – 

pICH41308-AtTUA6). 

 

4.1.5 Ověření modulů úrovně 1 restrikčním štěpením 

Pro tvorbu funkčních transkripčních jednotek byly využity ověřené moduly úrovně 

0 spolu s akceptory pro úroveň 1. V Tab. 13 je ukázáno, které akceptory a moduly 

úrovně 0 byly použity pro přípravu jednotlivých transkripčních jednotek. K naklonování 

došlo na základě komplementarity 4bp přesahů mezi transkripční jednotkou a akceptorem 

úrovně 1. Po transformaci kompetentních buněk E. coli DH5α byl proveden roztěr 
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na Petriho misku obsahující LB médium s ampicilinem, X-Gal a IPTG. Další den byly 

jednotlivé bílé kolonie kultivovány v tekutém LB médiu s ampicilinem. Z narostlých 

kultur byla izolována pDNA, která byla ověřena restrikčním štěpením (Obr. 24 – 27). 

Výsledky štěpení se shodovaly s in silico predikcí. Mapy připravených modulů úrovně 1 

jsou uvedeny v příloze 2 (Obr. P5-P11). 

 

Tab. 13 Klonování úrovně 1 – použité inzerty a akceptory. 

Transkripční jednotka (úroveň 1) Inzerty (úroveň 0) Akceptor Restrikční 

štěpení 

p35S::AtTUA6:EGFP 

pICH51266-p35S 

pICH47742 
PvuI 

BamHI 

pAGM1287-AtTUA6 

pAGM1301-EGFP 

pICH41414-t35S 

 p35S::AtTUA6:tagRFP-T 

pICH51266-p35S 

pICH47742 
NdeI 

Alw44I 

pAGM1287-AtTUA6 

pAGM1301-tagRFP-T 

pICH41414-t35S 

pEF1α::AtTUA6:EGFP 

pICH41295-pEF1α 

pICH47742 
HindIII 

EcoRI 

pAGM1287-AtTUA6 

pAGM1301-EGFP 

pICH41414-t35S 

pEF1α::EGFP:AtTUA6 

pAGM1251-pEF1α 

pICH47742 
NdeI 

EcoRI 

pAGM1276-EGFP 

pICH41308-AtTUA6 

pICH41414-t35S 

pEF1α::AtTUA6:tagRFP-T 

pICH41295-pEF1α 

pICH47742 
Alw44I 

EcoRI 

pAGM1287-AtTUA6 

pAGM1301-tagRFP-T 

pICH41414-t35S 

pEF1α::tagRFP-T:AtTUA6 

pAGM1251-pEF1α 

pICH47742 
NdeI 

EcoRI 

pAGM1276-tagRFP-T 

pICH41308-AtTUA6 

pICH41414-t35S 

pNOS::bar:tNOS 

pICH87633-pNOS 

pICH4780 
BpiI 

Alw44I 
pICH42222-bar 

pICH41421-tNOS 
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Obr. 24 Restrikční štěpení úroveň 1 vektorů nesoucí transkripční jednotky EF1α::TUA6:EGFP 

nebo EF1α::EGFP:TUA6. M – marker; restrikce 35S::TUA6:EGFP enzymy BamHI (8 085 bp) 

a PvuI (4 986 bp a 3 099 bp); restrikce 35S::TUA6:tagRFP-T enzymy NdeI (8 079 bp) a PvuI 

(4 035 bp, 2 798 bp a 1 246 bp). 

 

 

Obr. 25 Restrikční štěpení úroveň 1 vektorů nesoucí transkripční jednotky EF1α::TUA6:EGFP 

nebo EF1α::EGFP:TUA6. M – marker; restrikce EF1α::TUA6:EGFP enzymy EcoRI (5 396 bp 

a 2422 bp) a HindIII (4 576 bp a 3 242 bp); restrikce EF1α::EGFP:TUA6 enzymy EcoRI (4 673 

bp a 3 143 bp) a NdeI (3 951 bp, 2 739 bp a 1 116 bp).  

 

  



73 

 

 

Obr. 26 Restrikční štěpení úroveň 1 vektorů nesoucí transkripční jednotky EF1α::TUA6:tagRFP-

T nebo EF1α::tagRFP-T:TUA6. M – marker; restrikce EF1α::TUA6:tagRFP-T enzymy Alw44I 

(3 768 bp, 2 798 bp a 1 242 bp) a EcoRI (5 386 bp a 2 422 bp); restrikce EF1α::tagRFP-T:TUA6 

enzymy NdeI (3 961 bp, 2 733 bp a 1 116 bp) a EcoRI (4 673 bp a 3 137 bp). 

 

 

Obr. 27 Restrikční štěpení úroveň 1 vektoru nesoucí transkripční jednotku pNOS::bar:tNOS. 

Byly analyzovány dva nezávislé vzorky (kolonie 1 a kolonie 2). M – marker; restrikce enzymy 

Alw44I (4 297 bp a 1 246 bp) a BpiI (4 338 bp a 1205 bp). 
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4.2 Somatická embryogeneze M. sativa 

Pokud existuje protokol pro regeneraci rostlin procesem somatické embryogeneze, je 

možné získat v řádu několika týdnů dostatek rostlinného materiálu pro jednotlivé 

experimenty. V případě M. sativa bylo publikováno několik protokolů pro regeneraci 

rostlin procesem somatické embryogeneze (Shetty et McKersie, 1993; Tian et al., 2002; 

Sangra et al. 2019).  

Somatickou embryogenezi u M. sativa je možné navodit z různých typů rostlinných 

orgánů – listů, kotyledonů nebo hypokotylu (Atanassov et Brown, 1984). V této 

diplomové práci byly pro indukci somatické embryogeneze linií tagRFP-TUA6, FABD2-

GFP a kontrolní linie RSY využity listy, které byly sterilizovány, nařezány a uloženy 

na kalus indukující B5H médium (Obr. 28 A). B5H médium obsahovalo rostlinné 

hormony – auxin 2,4-D (1 mg∙l-1) a cytokinin kinetin (0,1 mg∙l-1). Neorganizovaná masa 

buněk se vytvořila po přibližně 2-3 týdnech kultivace na tomto médiu (Obr. 28 B). 

Vyvinuté kalusy byly následně přeneseny na embryogenní B50 médium, ve kterém 

nejsou rostlinné hormony obsaženy. Somatická embrya se vlivem nepřítomnosti hormonů 

začala na kalusu vytvářet po 2-3 týdnech kultivace (Obr. 28 C). Na embryogenním B50 

médiu bylo možné pozorovat kalusy se somatickými embryi v různých stádiích vývoje – 

embrya v stádiu globulárním (Obr. 29, hvězdičky), torpédovitém (Obr. 29, šipky) 

a kotyledonárním (Obr. 29, trojúhelníky). Vyvinutá somatická embrya byla přenášena na 

MMS médium, kde došlo během 2-4 dní k jejich klíčení a tvorbě kořenů (Obr. 28 D). 

Pro účely fenotypového experimentu byla vyklíčená somatická embrya přenesena 

a kultivovaná 15 dní na MS médium, kde se dále vyvíjely v mladé rostliny. Následně byly 

rostliny po 15 dnech na MS médiu přeneseny na Fahräeus médium bez N2 (FAH-N2 

médium). 
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Obr. 28 Proces somatické embryogeneze u M. sativa. A Listový explantát na BH5 médiu, B kalus 

na B5H médiu, C embryogenní kalus na B50 médiu, D somatické embryo s vyvíjejícím se 

kořenem na MMS médiu. Měřítko 2 mm. 

 

 

Obr. 29 Jednotlivá stádia somatických embryí vyvíjejících se na embryogenním B50 médiu. 

Hvězdičky ukazují somatická embrya v globulárním stádiu, šipky v torpédovitém stádiu a 

trojúhelníky v kotyledonárním stádiu. Měřítko 2 mm. 
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4.3 Fenotypová analýza transgenních linií M. sativa exprimující markery 

cytoskeletu 

Pro fenotypový experiment byla využita vyklíčená somatická embrya M. sativa, která 

rostla 2-4 dny na MMS médiu. Byly využity transgenní linie exprimující markery 

cytoskeletu – tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP a kontrolní linie RSY. Ve dvou biologických 

opakování bylo analyzováno celkem 10 rostlin linie tagRFP-TUA6, 11 rostlin 

FABD2- GFP a 8 rostlin kontrolní linie RSY. 

Vyklíčená somatická embrya byla přenesena z MMS média na MS kultivační médium, 

kde byla ponechána 15 dní. Během této kultivace se vyklíčená somatická embrya 

regenerovala v kompletní rostliny. Poté byly rostliny přeneseny na FAH-N2 médium, kde 

byly po 8 dnech růstu na tomto médiu inokulovány s S. meliloti Sm2011. Ve fenotypovém 

experimentu byl měřen přírůstek hlavního kořene, počet laterálních kořenů a počet 

vytvořených nodulů. 

Fenotypové experimenty byly během karanténních opatření založeny a udržovány 

Mgr. Michaelou Tichou, Ph.D. a Mgr. Olgou Šamajovou, Dr. Mou úlohou v tomto 

experimentu bylo samotné měření přírůstků hlavních kořenů, počítání laterálních kořenů 

a statistická analýza získaných hodnot. 

 

4.3.1 Měření přírůstku hlavního kořene 

Petriho misky s analyzovanými rostlinami byly skenovány denně prvních 5 dní růstu 

na MS médiu pro zjištění denního přírůstku hlavního kořene. Dále byl přírůstek hlavního 

kořene měřen 3., 5., 10. a 15. den růstu na MS médiu a po přenosu na FAH-N2 médium 

4. a 8. den růstu na tomto médiu. Přírůstek byl měřen pomocí programu ImageJ 

a pro statistickou analýzu naměřených přírůstků byla využita ANOVA s Tukey HSD 

testem. 

Mezi kontrolní linií RSY a linií tagRFP-TUA6 nebyl zaznamenán statisticky 

významný rozdíl mezi hodnotami denního přírůstku. Průměrný denní přírůstek 

u kontrolní linie RSY činil 1,2 mm a u linie tagRFP-TUA6 měl hodnotu 1,55 mm. 

Hodnoty denního přírůstku hlavního kořene rostlin linie FABD2-GFP byly prokazatelně 

vyšší ve srovnání s přírůstky hlavních kořenů linií tagRFP-TUA6 a RSY (Obr. 30). 

Průměrný denní přírůstek hlavního kořene u linie FABD2-GFP měl hodnotu 2 mm. Také 

byly zaznamenány velmi vysoké denní přírůstky, kdy nejvyšší denní přírůstek činil 1,1 

cm a byl pozorován u rostliny linie FABD2-GFP (Obr. 30). 
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Obr. 30 Krabicový graf porovnávající denní přírůstek hlavního kořene u linií RSY, tagRFP-TUA6 

a FABD2-GFP. Denní přírůstek byl měřen prvních 5 dní růstu vyklíčených somatických embryí 

na MS médiu. Písmeno „b“ značí signifikantní rozdíl v denním přírůstku hlavního kořene u rostlin 

linie FABD2-GFP ve srovnání s liniemi RSY a tagRFP-TUA6 (p < 0,05). Pro statistické 

hodnocení byla využita ANOVA s Tukey HSD testem. 

  

Vyklíčená somatická embrya uložená na MS kultivačním médium se postupně 

vyvíjela v mladé kompletní rostliny. U všech analyzovaných linií se prodlužoval 

a rozvětvoval kořenový systém a také se vyvíjela nadzemní část rostlin (Obr. 31). Růst 

kořenů a nadzemní části pokračoval i po přenosu na FAH-N2 médium. 

Z grafu přírůstku hlavního kořene za konkrétní dny lze vyčíst, že průměrný přírůstek 

byl ve všech analyzovaných dnech vždy nejvyšší u linie FABD2-GFP (Obr. 32). 

V prvních dnech na MS médiu byly rozdíly v přírůstku mezi analyzovanými liniemi 

menší, postupně se však rozdíly navyšovaly. Nejvyšší rozdíly v přírůstku hlavního kořene 

mezi liniemi byly zaznamenány 23. den kultivace (tedy 8. den růstu na FAH-N2 médiu). 

Průměrná hodnota přírůstku hlavního kořene po 23 dnech činila u kontrolní RSY linie 

2,34 cm, u linie tagRFP-TUA6 2,87 cm a u linie FABD2-GFP 3,16 cm.  

Také v rámci jedné linie se hodnoty přírůstku hlavních kořenů v prvních dnech velmi 

neodlišovaly, ale od 10. dne se rozptyl naměřených hodnot navyšoval. Větší variabilitu 

naměřených přírůstků měly od 10. dne transgenní linie tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP, 

kdy byly v jednotlivých dnech naměřeny velmi krátké i velmi dlouhé přírůstky hlavních 

kořenů. Nejmenší rozdíly mezi naměřenými hodnotami přírůstků měla v jednotlivých 

dnech kontrolní linie RSY (Obr. 32). 

Přírůstky byly v daných dnech statisticky vyhodnocovány, ale nebyl zjištěn žádný 

signifikantní rozdíl mezi liniemi. 
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Obr. 31 Vývoj kořenového systému a nadzemní části jednotlivých linií M. sativa během kultivace 

na MS a FAH-N2 médiu. Měřítko 1 cm. 

Obr. 32 Grafické znázornění přírůstku hlavního kořene u linií RSY, tagRFP-TUA6 

a FABD2-GFP v jednotlivých dnech. Pro statistické hodnocení byla využita ANOVA s Tukey 

HSD testem. V žádný den nebyl zaznamenán signifikantní rozdíl v přírůstku hlavního kořene 

mezi analyzovanými liniemi (p hodnota nebyla nižší číslu 0,05). 
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4.3.2  Vyhodnocení počtu laterálních kořenů 

Počet laterálních kořenů byl analyzován 15. den růstu na MS médiu (Obr. 33 A). 

Pro statistickou analýzu počtu laterálních kořenů byl využit Studentův t-test. Byl zjištěn 

signifikantní rozdíl v počtu vytvořených laterálních kořenů u linie tagRFP-TUA6 a linie 

FABD2-GFP ve srovnání s kontrolní RSY linií. Celkový počet vytvořených laterálních 

kořenů u všech analyzovaných rostlin linie RSY činil 50, u linie tagRFP-TUA6 bylo 

napočítáno celkem 201 laterálních kořenů a v případě linie FABD2-GFP dokonce 233 

laterálních kořenů (Obr. 33 B). 

Maximální počet laterálních kořenů na jedné rostlině u linie RSY byl 14, v případě 

linie tagRFP-TUA6 to bylo 63 a u linie FABD2-GFP bylo na jedné rostlině napočítáno 

celkem 58 lateráních kořenů. U všech linií byly také pozorovány rostliny, které neměly 

žádný nebo pouze velmi nízký počet laterálních kořenů (Obr. 33 C). 

 

Obr. 33 Analýza počtu laterálních kořenů u linií RSY, tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP. Laterální 

kořeny byly počítány 15. den růstu na MS médiu. A rostliny M. sativa rostoucí 15. den na MS 

médiu. B graf znázorňující celkový počet laterálních kořenů u jednotlivých linií M. sativa. 

C průměrný počet laterálních kořenů u testovaných linií M. sativa. Pro statistické hodnocení byl 

využit Studentův t-test. Hvězdička značí signifikantní rozdíly v počtu laterálních kořenů mezi 

testovanými liniemi (p < 0,05). Měřítko 1 cm. 
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4.3.3 Vyhodnocení počtu vytvořených nodulů 

Dvacet tři dní staré rostliny M. sativa rostoucí 8 dní na FAH-N2 médiu byly inokulovány 

bakteriemi S. meliloti Sm2011. Viditelné bílé noduly se na kořenech vytváří přibližně 

7-10 dpi (Maunoury et al., 2010). V této práci se počet vytvořených nodulů analyzoval 

8. a 25. dpi. Počet nodulů u jednotlivých linií byl statisticky hodnocen pomocí Studentova 

t- testu. 

  Linie tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP tvořily 8. dpi prokazatelně více nodulů (Obr. 

34 A, B). Celkový počet nodulů vytvořených rostlinami linie RSY, tagRFP-TUA6 

a FABD2-GFP činil 14, 71 a 101, respektive. Nejvyšší počet nodulů vytvořených jednou 

rostlinou bylo 31 a byly vytvořeny na rostlině linie FABD2-GFP. 

Linie FABD2-GFP tvořila také prokazatelně více nodulů 25. dpi (Obr. 35 A, B). 

Celkový počet nodulů vytvořených rostlinami linie RSY, tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP 

činil 86, 132 a 242, respektive. Průměrný počet nodulů u linie FABD2-GFP byl 34. 

 

Obr. 34 Analýza počtu vytvořených nodulů 8. dpi u linií RSY, tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP. A 

graf znázorňující celkový počet vytvořených nodulů u jednotlivých linií M. sativa. B průměrný 

počet vytvořených nodulů u testovaných linií M. sativa. Pro statistické hodnocení byl použit 

Studentův t-test. Hvězdičky značí signifikantní rozdíly v počtu nodulů mezi testovanými liniemi 

(p < 0,05 tagRP-TUA6, p < 0,01 FABD2-GFP). 

 

Obr. 35 Analýza počtu vytvořených nodulů 25. dpi u linií RSY, tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP. 

A graf znázorňující celkový počet vytvořených nodulů u jednotlivých linií M. sativa. B průměrný 

počet vytvořených nodulů u testovaných linií M. sativa. Pro statistické hodnocení byl použit 

Studentův t-test. Hvězdička značí signifikantní rozdíly v počtu nodulů mezi testovanými liniemi 

(p < 0,05 FABD2-GFP). 
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4.4 In vivo pozorování cytoskeletu v raných fázích interakce M. sativa 

s Sinorhizobium meliloti 

Pro in vivo pozorování byly využity transgenní linie M. sativa stabilně exprimující 

markery cytoskeletu – linie tagRFP-TUA6, FABD2-GFP a MAP4-GFP. Byla zkoumána 

lokalizace cytoskeletu před a po ošetření symbiotickými bakteriemi S. meliloti značenými 

mRFP.  

Z kořenů somatických embryí a mladých rostlin výše zmíněných transgenních linií M. 

sativa byly připraveny jednotlivé preparáty. Preparáty byly snímány pomocí laserového 

skenovacího mikroskopu s Airyscanem. Fotografie byly pořízeny Mgr. Michaelou 

Tichou, Ph.D. 

V případě snímání kořenové preparátu linie tagRFP-TUA6 neošetřeného 

symbiotickými bakteriemi bylo možné pozorovat kortikální mikrotubuly 

v rhizodermálních buňkách kořenové špičky (Obr. 36 A). Obr. 36 B ukazuje detail 

rhizodermálních buněk kořene, kde je možné vidět jednotlivá MT vlákna, která jsou 

transverzálně orientovaná. Také v kořenových vláscích byly pozorovány kortikální MT 

(Obr. 36 C, šipky). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 36 Lokalizace a distribuce MT v kořenovém preparátu M. sativa stabilně exprimující 

konstrukt tagRFP-TUA6. A kortikální MT v rhizodermálních buňkách kořenové špičky, B 

detailní snímek kortikálních MT v rhizodermálních buňkách kořene, C kortikální MT 

v kořenových vláscích. Šipky ukazujíc jednotlivé MT. Měřítko 50 μm (A), 20 μm (B), 10 μm (C). 

 

 

 

 

A B CA B C
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V neošetřeném kořenovém preparátu linie FABD2-GFP bylo možné pozorovat 

expresi markeru v rhizodermálních buňkách kořenové špičky (Obr. 37 A). Obr. 37 B 

ukazuje detail rhizodermálních buněk, ve kterých jsou vizualizována aktinová vlákna. 

Aktinová vlákna tvořila v buňkách hustou síť, která obklopovala jednotlivá buněčná jádra 

(Obr. 37 B, šipky). Aktin byl také pozorován v odlupujících se buňkách kořenové čepičky 

(Obr. 37 C, šipky). 

 

 

Obr. 37 Lokalizace a distribuce aktinových vláken v kořenovém preparátu M. sativa stabilně 

exprimující konstrukt FABD2-GFP. A vizualizace aktinu značeného GFP v rhizodermálních 

buňkách kořenové špičky, B detailní snímek aktinových vláken v rhizodermálních buňkách 

kořene, aktinová vlákna obklopující buněčné jádro jsou označena šipkou. C aktinová vlákna 

v odlupujících se buňkách kořenové čepičky. Měřítko 50 μm (A), 10 μm (B), 20 μm (C). 

 

 

 

 

 

 

 

A B

C
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Lokalizace cytoskeletu a symbiotických struktur byla analyzována 17 dní po ošetření 

kořenů M. sativa linie FABD2-GFP bakteriemi S. meliloti značenými mRFP. Bylo 

zaznamenáno charakteristické stáčení kořenových vlásků okolo shluku bakterií (Obr. 

38 C, hvězdička) a tvorba infekčního vlákna, které je tvořeno jednotlivými bakteriemi 

a prorůstá skrz celý kořenový vlásek (Obr. 38 A, C šipky). Byla také pozorována aktinová 

vlákna, která jsou velmi důležitá pro růst kořenových vlásků (Obr. 38, C trojúhelníky). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 38 Lokalizace a distribuce aktinových vláken a S. meliloti v kořenu M. sativa stabilně 

exprimující marker FABD2-GFP sedmnáct dní po inokulaci. A bakterie S. meliloti vizualizovány 

pomocí mRFP. Šipkou jsou označena infekční vlákna. B aktinová vlákna (trojúhelník) 

vizualizována pomocí markeru FABD2-GFP. Zatočené kořenové vlásky jsou označeny 

hvězdičkou. C sloučené obrázky. Měřítko 20 μm. 
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Analyzována byla také lokalizace MT u linie MAP4-GFP sedmnáct dní po inokulaci 

s bakteriemi S. meliloti značenými mRFP. Stejně jako v předcházejícím případě bylo 

pozorováno obtočení kořenového vlásku okolo symbiotických bakterií (Obr. 39 B, C 

hvězdička). Také bylo pozorováno infekční vlákno prorůstající celým kořenovým 

vláskem (Obr. 39 A, C šipka). V kořenových vláscích bylo možné pozorovat kortikální 

MT (Obr. 39 B, C trojúhelník). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 39 Lokalizace a distribuce MT a S. meliloti v kořenu M. sativa stabilně exprimující marker 

MAP4-GFP sedmnáct dní po inokulaci. A bakterie S. meliloti vizualizovány pomocí mRFP. 

Šipkou jsou označeny infekční vlákna. B MT (trojúhelník) vizualizovány pomocí markeru MAP4-

GFP. Zatočené kořenové vlásky jsou označeny hvězdičkou. C sloučené obrázky. Měřítko 20 μm. 
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5 DISKUZE 

První úlohou experimentální části byl in silico design cytoskeletálních markerů. 

Pro design byl využit bioinformatický software Geneious Prime, který nabízí mnoho 

funkcí. Jedná se o funkce pro analýzu DNA/RNA sekvencí jako je tvorba fylogenetických 

stromů nebo porovnávání sekvencí. Software také dokáže simulovat proces 

molekulárního klonování Golden Gate. Dále obsahuje funkce pro návrh a testování 

primerů na příslušných sekvencích, optimalizaci kodónů nebo restrikční analýzu. 

Geneious prime také nabízí přímý přístup k databázím, jako je BLAST, NCBI nebo 

GenBank. Tento software je pravidelně aktualizován a jeho funkce jsou stále upravovány 

a rozšiřovány (https://www.geneious.com/prime/). 

Podle in silico navržených map bylo realizováno klonování cytoskeletálních markerů, 

konkrétně se jednalo o markery α TUBULUNU-6. Pro vizualizaci tubulinu byl klonován 

gen kódující fluorescenční protein – EGFP nebo tagRFP-T a pro konstitutivní expresi 

markeru byl klonován promotor CMV 35S nebo EF1α. Metodou klonování Golden Gate 

byly připraveny konstrukty úrovně 0 (Příloha č. 1) a konstrukty úrovně 1 (Příloha č. 2), 

ale bohužel příprava multigenních konstruktů nebyla dokončena vlivem karanténních 

opatření, která byla zavedena v souvislosti s pandemií COVID-19. Expresi finálních 

konstruktů bylo v plánu otestovat pomocí transientních transformací listů N. benthamiana 

suspenzí A. tumefaciens nesoucí jednotlivé finální konstrukty α TUBULUNU-6. Po 

otestování funkčnosti konstruktů byla v plánu stabilní transformace listových explantátů 

M. sativa a odvození stabilních transgenních linií pomocí somatické embryogeneze. 

Transgenní linie by bylo možné využít např. pro studium symbiotických interakcí mezi 

M. sativa a S. meliloti. 

Metoda molekulárního klonování Golden Gate umožňuje velice efektivní zabudování 

i více fragmentů do akceptorového vektoru najednou a je proto široce využívána. Tato 

metoda umožňuje klonování konstruktů, které jsou využitelné v rostlinách, živočiších, 

kvasinkách i bakteriích (Kakui et al., 2015; Gantner et al., 2018; Chiasson et al., 2019).  

Pro usnadnění Golden Gate klonování konstruktů určených pro transformaci rostlin 

byl vyvinut komerční set klonovacích vektorů a také sada 96 standardizovaných modulů 

úrovně 0. Sada obsahuje standardizované promotory, 5´a 3´nepřekládané oblasti, signální 

sekvence, reportéry, selekční markery i terminátory (Engler et al., 2014), kdy některé 

sekvence byly použity i v této práci. Podobné komerční sety byly vyvinuty i pro přípravu 

https://www.geneious.com/prime/
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kvasinkových vektorů (Kakui et al., 2015; Lee et al., 2015) nebo pro přípravu vektorů 

určených pro transformaci E. coli (Moore et al., 2016). 

Fenotypové analýzy transgenních linií jsou důležité pro zjištění, zda zavedení 

transgenu ovlivní metabolismus, růst nebo vývoj rostlin. Při fenotypovém experimentu, 

který byl proveden v této diplomové práci, byly porovnávány dvě transgenní linie 

M. sativa exprimující cytoskeletální markery – tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP s kontrolní 

linií RSY.  

Při fenotypovém experimentu byl měřen přírůstek primárního kořene, počet 

laterálních kořenů a množství vytvořených nodulů. Dříve bylo provedeno několik 

fenotypových studií transgenních linií M. sativa, ale žádná se nezaměřovala na analýzu 

transgenních linií exprimující cytoskeletální markery.  

V této diplomové práci bylo zjištěno, že linie FABD2-GFP má v prvních 5 dnech růstu 

na MS médiu prokazatelně větší denní přírůstek hlavního kořene ve srovnání s linií 

tagRFP-TUA6 a kontrolní linií RSY (Obr. 30). Dále byl také zjištěn signifikantní rozdíl 

v počtu laterálních kořenů u linie tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP ve srovnání s kontrolní 

linií (Obr. 33), kdy transgenní linie tvořily mnohem více laterálních kořenů. S výrazně 

vyšším počtem laterálních kořenů u transgenních linií také souvisí větší počet 

vytvořených nodulů po inokulaci se symbiotickými bakteriemi S. meliloti (Obr. 34, 35). 

Osmý den po inokulaci bylo pozorováno prokazatelně více nodulů u linií tagRFP-TUA6 

a FABD2-GFP. Tím, že je kořenový systém více rozvětvený, mají symbiotické bakterie 

více možností být zachyceny kořenovými vlásky. 

Počet laterálních kořenů také ovlivňuje nodulaci u sóji, kde bylo zjištěno, že kultivar 

Kitamusume tvoří více laterálních kořenů ve srovnání a kultivarem Toyosuzu. 

Po inokulaci kořenů symbiotickými bakteriemi bylo na kultivaru Kitamusume 

pozorováno podstatně více nodulů (Ikeda 1999).  

Vytvořené noduly byly počítány 8. a 25. dpi. Primordia nodulu se začínají vytvářet 

4.-5. dpi, ale většinou ještě nejsou vidět okem pozorovatelné změny na kořenech (Arrighi 

et al., 2008). Bílé noduly je možné pozorovat přibližně 7. dpi. V těchto nodulech je 

vyvinutá meristémová a infekční zóna, ale ještě není plně vyvinuta dusík fixující zóna. 

Rovněž se bakterie ještě nediferencují na bakteroidy, a proto v těchto nodulech ještě 

neprobíhá fixace dusíku. Přibližně 10.-13. dpi noduly obsahují již plně diferenciované 

bakteroidy a fixace dusíku v nich probíhá (Maunoury et al., 2010). 
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V dřívější studii bylo prokázáno, že na délku kořenových vlásků a počet vytvořených 

nodulů má u M. sativa vliv signální protein SIMK. SIMK je stresem indukovaná MAPK, 

která je aktivována během solného stresu, oxidativního stresu a při působení různých 

elicitorů (Munnik et al., 1999; Cardinale et al., 2002; Fernandez-Pascual et al., 2006). 

Byla provedena fenotypová analýza transgenních linií M. sativa – linie 35S::GFP:SIMK, 

která nadexprimuje SIMK a linie SIMKK RNAi, ve které je exprese SIMKK a tím i SIMK 

částečně potlačena. Jako kontrola byla využita netransgenní linie RSY. U linie 

35S::GFP:SIMK byly pozorovány delší kořenové vlásky a více infekčních vláken 

a nodulů ve srovnání s kontrolními rostlinami. Dále bylo zjištěno, že snížení exprese 

SIMKK u linie SIMKK RNAi vede ke kratším kořenovým vláskům a menšímu počtu 

nodulů (Hrbáčková et al., 2020). 

Také byla ovlivněna nadzemní část rostlin, kdy nadexprese SIMK vedla k větší tvorbě 

biomasy. Tato zvýšená tvorba biomasy u linie 35S::GFP:SIMK má velký 

biotechnologický potenciál, protože M. sativa je jednou z nejvýznamnějších pícnin 

a pěstuje se především pro nadzemní zelenou část (Putnam et al., 2000; Hrbáčková et al., 

2020). 

Poslední část diplomové práce se věnovala in vivo pozorování cytoskeletu M. sativa 

během interakce s bakteriemi S. meliloti. Pro vizualizaci cytoskeletu byly využity linie 

stabilně exprimující následující markery – tagRFP-TUA6, FABD2-GFP a MAP4-GFP. 

Kořeny rostlin byly kokultivovány se symbiotickými bakteriemi S. meliloti značenými 

fluorescenčním proteinem mRFP.  

Působení bakteriálního Nod faktoru na kořeny rostlin způsobí zvýšení množství 

intracelulárního vápníku v kořenových vláscích, jeho následnou oscilaci a dochází 

ke změně v uspořádání cytoskeletu uvnitř vlásku, což má za následek zatočení 

kořenového vlásku okolo bakterie (Cardenas et al., 2003; Sieberer et al., 2005). Uvězněná 

bakterie se začne množit a strukturou zvanou infekční vlákno se bakterie dostávají skrz 

kořenový vlásek a rhizodermis do kortexu kořene.  

Charakteristické uvěznění bakterie kořenovým vláskem bylo pozorováno i v této práci 

(Obr. 38 C, 39 C, hvězdička). Rovněž bylo pozorováno infekční vlákno, které prorůstalo 

celým kořenovým vláskem (Obr. 38 C, 39 C, šipka). Infekční vlákno prorůstá do kortexu 

kořene, kde se vyvíjí primordium nodulu. Primordium se dále vyvíjí a dává vzniku 

maturovanému nodulu, který obsahuje jednotlivé zóny – meristematickou, infekční, dusík 

fixující a případně zónu senescence (Xiao et al., 2014).  
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Fluorescenční proteiny, které jsou součástí cytoskeletálních markerů, by neměly 

ovlivňovat přirozenou dynamiku nebo lokalizaci cytoskeletálních proteinů. Díky tomu, 

že většina široce využívaných fluorescenčních proteinů je monomerní a má poměrně 

malou velikost (GFP 27 kDa), tak k ovlivnění dynamiky nedochází a jsou vhodné pro 

in vivo studie. Fluorescenční proteiny, které tvoří dimery nebo tetramery (např. dsRed), 

nejsou příliš vhodné pro přípravu markerů cytoskeletu, protože mohou ovlivňovat jeho 

dynamiku (Shaner et al., 2007). 
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6 ZÁVĚR 

V teoretické části této diplomové práce bylo rozebráno téma symbiózy mezi rostlinami 

M. sativa a dusík fixujícími bakteriemi rodu Rhizobium. Část teorie se zabývala průběhem 

samotné symbiózy a další část byla zaměřena na rostlinný cytoskelet – na jeho úlohu 

a změny, které se uskutečňují v průběhu celého symbiotického procesu. Dále jsou 

rozebrány jednotlivé MAPK, které byly popsány u M. sativa. Závěr teoretické části je 

věnován principu molekulárního klonování Golden Gate. 

V experimentální části byly nejprve představeny výsledky Golden Gate klonování. 

Pomocí PCR byla provedena domestikace genu AtTUA6 a genu kódující fluorescenční 

protein tagRFP-T. Dále byl pomocí PCR amplifikován promotor EF1α a gen kódující 

EGFP. Z agarosového gelu byly extrahovány PCR produkty a ty byly následně 

naklonovány do akceptorů úrovně 0. Po proběhnutí klonovací reakce byly 

transformovány bakterie E. coli DH5α. Po izolaci pDNA byla správnost naklonování 

ověřena pomocí restrikčního štěpení. Dále byly ověřené moduly úrovně 0 využity 

pro přípravu transkripčních jednotek. Byly připraveny následující transkripční jednotky: 

p35S::AtTUA6:EGFP, p35S::AtTUA6:tagRFP-T, pEF1α::AtTUA6:EGFP, 

pEF1α::EGFP:AtTUA6, pEF1α::AtTUA6:tagRFP-T, pEF1α::tagRFP-T:AtTUA6 

a pNOS::bar:tNOS. Tyto moduly úrovně 1 mohou být v budoucnu využity pro sestavení 

modulů úrovně 2. 

Dále byly v experimentální části představeny výsledky fenotypové analýzy 

transgenních linií M. sativa nesoucí cytoskeletální markery. S kontrolní linií RSY byly 

srovnávány linie tagRFP-TUA6 a FABD2-GFP. Bylo zjištěno, že linie FABD2-GFP má 

prokazatelně větší denní přírůstek hlavního kořene. Dále byl analyzován počet laterálních 

kořenů a po inokulaci rostlin s bakteriemi S. meliloti byly počítány vytvořené noduly. 

V obou případech bylo zjištěno, že transgenní linie exprimující markery cytoskeletu tvoří 

signifikantně více laterálních kořenů i nodulů. 

Poslední část byla věnována in vivo studiím cytoskeletu M. sativa během interakce s S. 

meliloti. Na snímcích pořízených konfokálním laserovým skenovacím mikroskopem 

s Airyscanem byly pozorovány kortikální mikrotubuly v rhizodermálních buňkách 

a v kořenových vláscích. Dále byla v rhizodermálních buňkách a odlupujících se buňkách 

kořenové čepičky pozorována aktinová vlákna. Sedmnáct dní po aplikaci S. meliloti 

na kořeny rostlin byly pozorovány interakce mezi kořenovými vlásky M. sativa 

a bakteriemi, jako je zatočení kořenového vlásku okolo bakterie a prorůstání infekčního 

vlákna kořenovým vláskem. 
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8.  SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK             

2,4-D              kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová 

3U               3´nepřekládáná oblast 

5U               5´nepřekládáná oblast 

ABA               abcisová kyselina 

ABD2              aktin-vážící doména 2 

ACC 1             aminocyklopropan-1-karboxylová kyselina  

AF               aktinová filamenta 

amp               ampicilin 

ANP1, 2, 3          MAP3K, součástí kaskády aktivující MAP65 

ARF              aktivátor auxin odpovědných genů 

bar                gen kódující fosfinotricin N-acetyltransferasu 

CADL             vyšlechtěná diploidní M. sativa 

CaMV             virus mozaiky květáku 

CCaMK            Ca2+/kalmodulin-dependentní protein kináza 

CDPK             vápník-dependentní protein kináza 

CDS              kódující sekvence genu 

CRE1             cytokininový receptor 

CT               C-terminální značka  

CTR 1              receptorová MAP3 kináza  

dNTPs             deoxynukleotidy  

EDTA              kyselina ethylendiamintetraoctová 

EF1α              elongační faktor 1 alfa, protein důležitý při translaci  

EIN2/3             ethylen insenzitivní protein 2/3 

EMT              endoplasmatické mikrotubuly 

ERN1             transkripční faktor, inaktivován MPK3/6 během nodulace 

ETR1             ethylenový receptor 

GFP               zelený fluorescenční protein  

GGC              Golden Gate klonování 

HAMK            teplem aktivovaná MAPK 

hyg               hygromycin 

kan               kanamycin 

LB                lysogen broth médium 

LHK1             histidinová kináza lotosu 

MAP65-1           mikrotubuly vážící protein, stabilizuje mikrotubuly 

MAPK             mitogenem-aktivovaná protein kináza  

MAPKK (MAP2K)    mitogen-aktivovaná protein kináza kináza  

MAPKKK (MAP3K)   mitogen-aktivovaná protein kináza kináza kináza  

MBD              mikrotubuly-vážící doména 

MEKK             mitogen-aktivovaná protein kináza kináza kináza  

MES               kyselina 2-(N-morpholino)ethanesulfonová 

MKK1, 2, 4, 5        mitogen-aktivovaná protein kináza kináza 1, 2, 4, 5 (A. thaliana) 

MMK2, MMK3       Medicago MAPK 2, 3  

MPK3, MPK6, MPK13  mitogen-aktivovaná protein kináza 3, 6, 13 

mRNA             mediátorová RNA 

MS               Murashige a Skoog médium 

MT               mikrotubuly 

NACK-PQR         signální dráha vedoucí k aktivaci MAP65-1 u N. benthamiana 

NCR              nodul-specifické proteiny  bohaté na cystein 
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NPK1              MAP3K asociovaná s jádrem a fragmoplastem  

NSP1              transkripční faktor účastnící se signalingu během nodulace 

NT               N-terminální značka 

OD                optická denzita 

OMTK1            MAP3K aktivovaná oxidativním stresem 

PBM              peribakteroidní membrána 

PCR              polymerázová řetězová reakce 

PPT               fosfinotricin 

PRKK              patogenem indukovaná MAPKK  

rcf                relativní centrifugační síla 

RFP               červený fluorescenční protein 

RNasa A            ribonukleasa A 

ROS              reaktivní formy kyslíku 

RPM              otáčky za minutu 

RSY               kultivar M. sativa Regen SY 

SAMK             stresem aktivovaná MAPK  

SIMK              stresem indukovaná MAPK 

SIMKK             stresem indukovaná MAPKK  

spe               spectinomycin 

TUA6             tubulin alfa 6            

UV               ultrafialové záření 
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9. PŘÍLOHY  

Příloha č. 1 – Mapy klonovaných modulů úrovně 0 

V mapách modulů úrovně 0 jsou znázorněny místa, kde došlo k ligaci inzertu do 

akceptoru úrovně 0, a v případě sekvencí TUA6 a tagRFP-T také místa ligace 

domestikovaných fragmentů. Dále jsou zobrazena restrikční místa enzymů, které byly 

využity pro ověření správnosti klonování (PvuI, NdeI, HindIII). Uvedené jsou rovněž 

rozpoznávací sekvence enzymu BsaI, prostřednictvím kterých byly klonované moduly 

úrovně 1. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. P1: Promotor EF1α ligován s akceptorem 0 (A) pICH41295 a (B) pAGM1251. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. P2: Gen kódující fluorescentní protein EGFP ligován s akceptorem 0 (A) pAGM1301 a (B) 

pAGM1276. 

piCH41295-EF1α 

3 408 bp 

pAGM1251-EF1α 

3 408 bp 

pAGM1301-EGFP 

2 971 bp 

pAGM1276-EGFP 

2 965 bp 

A B 

A B 
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Obr. P3: Domestikovaný gen pro fluorescentní protein tagRFP-T ligován s akceptorem 0 

(A) pAGM1301 a (B) pAGM1276. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. P4: Gen AtTUA6 po domestikaci ligován s akceptorem (A) pICH1287 a (B) pICH41308. 

  

pAGM1276-tagRFP-T 

2 959 bp 
pAGM1301-tagRFP-T 

2 965 bp 

pCIH1287-AtTUA6 

3 600 bp 

pICH41308-AtTUA6 

3 601 bp 

A B 

B A 
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Příloha č. 2 – Mapy klonovaných modulů úrovně 1  

V mapách jsou znázorněny místa, kde došlo k ligaci inzertů z připravených modulů 0 do 

akceptorů úrovně 1. Dále jsou zobrazena restrikční místa pro enzymy, které byly využity 

pro ověření správnosti klonování (PvuI, BamHI, Alw44I, NdeI, EcoRI). Prostřednictvím 

uvedených restrikčních míst enzymu BpiI jsou transkripční jednotky ligované dále do 

multigenových konstruktů (modulů úrovně 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. P5: Transkripční jednotka p35S::AtTUA6:EGFP naklonovaná do akceptoru úrovně 1 

pICH47742. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. P6: Transkripční jednotka p35S::AtTUA6:tagRFP-T naklonovaná do akceptoru úrovně 1 

pICH47742 

p35S::AtTUA6:tagRFP-T  

8 079 bp 

p35S::AtTUA6:EGFP  

8 085 bp 
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Obr. P7: Transkripční jednotka pEF1α::AtTUA6:EGFP naklonovaná do akceptoru pICH47742. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. P8: Transkripční jednotka pEF1α::EGFP:AtTUA6 naklonovaná do akceptoru pICH47742. 

 

 

 

 

 

 

pEF1α::AtTUA6:EGFP  

7 818 bp 

pEF1α::EGFP:AtTUA6 

7 816 bp 
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Obr. P9: Transkripční jednotka pEF1α::AtTUA6:tagRFP-T naklonovaná do akceptoru 

pICH47742. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Obr. P10: Transkripční jednotka pEF1α::tagRFP-T:AtTUA6 naklonovaná do akceptoru 

pICH47742. 

 

 

 

 

 

pEF1α::AtTUA6:tagRFP-T 

7 812 bp 

pEF1α:: tagRFP-T:AtTUA6 

7 810 bp 
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Obr. P11: Transkripční jednotka pNOS::bar:tNOS naklonovaná do akceptoru úrovně 1 

pICH4780 pro reverzní pozici 1 akceptorovému vektoru úrovně 2. 

 

pNOS::bar:tNOS 

5 5430 bp 


