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Uvod

Rostliny jsou organismy vazané po cely Zivot na jedno stanoviste, kterému se
piizptsobuji. Usp&nost jejich reprodukce vyzaduje stdlé a presné monitorovani
podminek okolniho prostiedi, aby kveteni a tvorba semen nastaly ve vhodném cCase. Na
piechodu vegetativniho apikalniho meristému prytu v kvétni se podileji dvé skupiny
regulacnich mechanismii. Jedna skupina zahrnuje regulaci pomoci faktort okolniho
prostfedi, tzv. regulace ekologickd. Naproti tomu rostliny druhé skupiny tyto faktory
pro regulaci kveteni nepozaduji, jsou tzv. neutralni. Regulace u nich probihé na zéklad¢
vnitinich mechanismii neboli autonomné, kdy o piechodu ke kveteni rozhoduje
ukonceni juvenilni faze a pfechod do dospélosti charakterizovany za danych podminek
dosazenim minimalniho po¢tu nodd. Na ptechodu ke kveteni se také podili aktivita
vzrostného vrcholu prytu a jeho vzdalenost od inhibi¢niho vlivu kofent. Studium
kveteni a jeho regulace se doposud ve velké mife zabyvalo ekologickou regulaci,
pievazné fotoperiodickou, ucelend predstava o autonomni regulaci kveteni dosud chybi.
V poslednich letech doslo k narGistu védomosti o regulaci kveteni i na molekularni
urovni, a to pfedev§im diky studiu rostliny Arabidopsis thaliana, ktera dokéze rist a
rozmnozovat se v riznych podminkach okolniho prostiedi, a ma tedy n€kolik signalnich
drah vedoucich v kone¢ném disledku k vykveteni; jednou znich je také draha
autonomni.

Tym Dr. H. Lipavské se ve spolupraci stymem Dr. D. Francise (Cardiff
University, Great Britain) vénuje studiu morfologickych a fyziologickych charakteristik
neutralniho tabaku Nicotiana tabacum L. cv. Samsun divokého genotypu a linii
transformovanych mitotickym aktivatorem cdc25 ze Schizosaccharomyces pombe.
Transgenni rostliny vykazuji u materidlu s riznym stupném organizovanosti (celistvé
rostliny, organové a bunééné kultury) vyrazné morfologické a fyziologické odchylky,
které¢ jsou pravdépodobné spojeny se zménou v regulaci bunécného déleni. Studium
téchto odchylek muize ptfispét k porozuméni role genti bunécného cyklu v morfogennich
procesech vyvoje, tedy i v procesech kveteni.

Za timto ucelem bylo v ramci diplomové prace vyuzito riznych metod studia, a
to jak u rostlin péstovanych v in vivo, tak v in vitro podminkach. Kombinace ¢asti prytu
kontrolnich a transformovanych rostlin pomoci roubovani a sledovani néstupu kveteni

v podminkach in vivo mélo pfispét k objasnéni vlivu transformace na proces kvétni



iniciace. Ugelem odbéru a piipravy preparatll vzrostnych vrchold rostlin kontrolnich a
transformovanych bylo zjistit vliv transformace na jeho strukturu. VyuZiti moznosti
jiméani exudatl z prytu dekapitovanych rostlin a listh mélo za ucel zjistit, zda vlivem
transformace doslo k ovlivnéni exportu sacharidi z listd a ke zméné v jejich toku /
rozdéleni smérem k apikalnimu meristému prytu. Uéelem kultivace rostlin v in vitro
podminkach bylo ovétit pozitivni vliv sacharidii na nastup kveteni, odliSnou reakci dalsi
nezavislé transgenni linie oproti divokému genotypu a déle zda je zména gradientu

kvétniho stimulu pfitomna a tedy zplisobena transformaci.



Cile prace

VyuZit rostliny fotoperiodicky neutralniho tabaku transformovaného mitotickym
aktivatorem (kédovanym genem cdc25) ze Schizosaccharomyces pombe pro

porozuméni v regulaci nastupu kveteni u autonomnich druhi
Dil¢i cile

¢ na zikladé roubovacich experimentli rozhodnout, které casti regulac¢niho
systému nastupu kveteni u fotoperiodicky neutralniho tabaku byly zasazeny
transformaci cizorodym genem cdc25

= charakterizovat vliv roubu (vzrostného vrcholu prytu) a podnoze (kotfenového
systému, ptip. celé rostliny bez vzrostného vrcholu) na rychlost nastupu kveteni
u kontrolniho genotypu a dvou nezavisle tranformovanych linii A a C.

¢ porovnat stavbu apikalniho meristému transformovanych a kontrolnich rostlin.

¢ charakterizovat pifipadné zmény v distribuci sacharidi - jedné ze slozek
signalniho systému regulujiciho ptechod ke kveteni, které mohou byt vyvolané
transformaci pfip. zda je za zménu zodpoveédna.

¢ vin vitro podminkach ovéfit u dalsi nezévisle transformované linie A naruSeni
gradientu kvétniho signalu ve stonku rostlin a pozitivni vliv zvySeného zasobeni

sacharidem na nastup kveteni popsané u transformantu C.




Seznam pouzitych zkratek

CDK cyklin-dependentni kindza

CKI inhibitor cyklin-dependentni kinazy
EDTA kyselina etylendiamintetraoctova

GA giberelin

HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
LD long day, dlouhy den

LFY LEAFY, gen identity kvétniho meristému
SAM apikalni meristém prytu

SD short day kratky den



Literarni ptehled

1 Literarni ptehled

1.1 Vyvojové faze zivotniho cyklu rostlin

Rostliny jsou fotoautotrofni organismy po cely zivot vdzané na jedno
stanovisté, jako zdroj energie vyuzivaji slune¢ni zafeni, zdrojem uhliku je pak CO,,
zdrojem mineralnich zivin a vody je ptda. Vzhledem k pfisedlému zpiisobu Zzivota
rostliny stale monitoruji zmény okolniho prostfedi a pfizptisobuji se jim. Toto je zv1ast
dalezité pro monokarpické druhy, které maji jedinou Sanci k sexualni reprodukci.
Adaptaci k vazbé na jedno stanoviSté jsou napf. existence meristéml umoznujici
lokalizovany a neukonceny rast a dale totipotence rostlinnych bunék (napt. Bernier et
al. 1993, Taylor 1997, Bernier a Périlleux 2005).

VSechny organismy prochdzeji zivotnim cyklem, ktery zahrnuje né€kolik na
sebe navazujicich fazi. U vysSich zivocichii kazda faze predstavuje odliSnou udalost
zivota celého organismu. Naproti tomu u vyssich rostlin jsou vyvojové faze udalostmi
zivota cCasti organismu, a to vzrostného vrcholu prytu. Pro UspéSnost priabchu
jednotlivych fazi je nutné jejich sprdvné nacasovani vzhledem k ménicim se
podminkam prostredi (Poethig 1990). Vzrostny vrchol vyssich rostlin prochazi béhem
postembryonalniho vyvoje tfemi vice ¢i méné zietelnymi fazemi. Jsou to rana
vegetativni faze (juvenile vegetative phase, juvenilni faze), pozdni vegetativni faze
(adult vegetative phase, faze dospélosti) a reproduktivni faze (Poethig 1990). Pro
kazdou fazi jsou charakteristické jedine¢né morfologické a fyziologické znaky.
Predpoklada se, ze prechod mezi fdzemi je ovlivnén pisobenim okolnich faktorti na
apikalni meristém prytu (shoot apical meristem - dale v textu SAM), toto plusobeni
muze byt pfimé a nebo zprostfedkované vnitinimi signaly generovanymi prytem ci

kofenem.

Vegetativni faze zahrnuje fazi juvenilni a fazi dospélosti. Juvenilni faze vyvoje
prytu zacina, jakmile SAM zac¢ne produkovat stonek, pravé listy a Gzlabni pupeny. Tato
faze mize trvat nékolik dni nebo mnoho let v zévislosti na druhu (Poethig 1990). Faze
dospélosti je charakterizovana podle druhu rGznymi morfologickymi znaky a je obvykle

definovana schopnosti rostlin podstoupit sexudlni reprodukci. U raznych druht mize
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byt juvenilni faze a faze dospé€losti vyvoje prytu rozliSena na zaklad¢ jejich fylotaxe,
rustu postrannich vétvi, otrnéni, produkce postrannich koteni, fotosyntetické ucinnosti,
resistence vii¢i hmyzu atd. U nékterych dievin i bylin je jednim z nejnédpadnéjsich znakt
tvar listd. Listy v juvenilni fazi vyvoje jsou mensi a jednodussi ve struktuie nez listy

v dospélosti (Poethig 1990, Bernier et al. 1993).

Piechod z vegetativni do generativni faze vyvoje je néhly a zahrnuje
dramatické zmény v morfogenezi prytu, zvlasté u kvetoucich rostlin, ve srovnani s
piechodem z juvenilni faze do faze dospélosti, ktery obvykle probihd postupné a muze
zahrnovat spiSe jemné zmény v morfologii a fyziologii prytu. Tvorba kvétnich struktur
zahrnuje jejich iniciaci v SAM a naslednou morfogenezi. Transformace SAM
v reproduktivni struktury (kvét, kvétenstvi) miize znamenat ukonceni ristu. U
monokarpickych druhi rostlin je reprodukce posledni fazi vyvoje, nasleduje pak u nich
senescence a smrt rostliny (Poethig 1990, McDaniel et al. 1992). Casovéani pfechodu
z vegetativni faze do generativni fdze vyvoje ma pro Clov€ka prvoradou dileZitost
v zeme&d¢lstvi, zahradnictvi a mnozeni rostlin, protoze kveteni je prvnim krokem

sexualni reprodukce (Bernier et al. 1993).

U rostlin z oblasti sezonniho klimatu je nutné naCasovani generativni faze do
ptiznivého obdobi. Hlavnimi regulacnimi faktory v téchto oblastech jsou tedy podminky
okolniho prostfedi jako je napi. fotoperioda, teplota, dostupnost vody a mineralnich
zivin. Rostliny které pro vykveteni nepozaduji urcitou fotoperiodu se souhrnné oznacuji
jako ,autonomné regulované rostliny“ a o pfechodu do generativni faze u nich
rozhoduje velikost rostliny vztazena na pocet vytvorenych nodt (souhrnné Bernier et al.

1993, Aukerman a Amasino 1998, Levy a Dean 1998a).

1.1.1 Vliv nizkych teplot (jarovizace = vernalizace)

Teplota je vnimana vSemi ¢astmi rostliny, ackoli nizka teplota je Casto vniména
predevs§im apikalnim meristémem prytu. Jako vernalizace se oznacuje situace, kdy je
rostlina (kli¢ici semeno, mlada rostlina) nebo jeji ¢ast (SAM) vystavena ptsobeni urcité
sumy nizkych teplot. Tento mechanismus u rostlin zabraiuje tomu, aby nahodné teplé
dny v zim¢ nezpusobily pfedcasny vyvoj (kliceni, rtst, kveteni) a zabezpecuje spravné

casovani kli¢eni anebo kveteni na jate nebo v 1été (Leyser a Day 2003).

-12 -
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Rostliny, u kterych ma nizka teplota vliv na vykveteni, se déli do dvou skupin
(Michaels a Amasino 2000):

1) Rostliny obligatni: rostliny tohoto typu maji striktni pozadavek vernalizace,

pusobeni nizké teploty je podminkou pro vykveteni, napt. u dvouletych rostlin.

2) Rostliny fakultativni: plisobeni chladu neni pro tyto rostliny podminkou pro

vykveteni, nizka teplota kveteni pouze urychluje, napt. ozimé rostliny.

1.1.2 Fotoperiodicka indukce kveteni

Fotoperioda je délka svételné faze béhem 24h cyklu. Fotoperiodismus je

schopnost rostlin rozeznat délku svételné a temnostni faze; rostliny tak mohou reagovat

na meénici se rocni obdobi. Fotoperiodicka indukce kveteni pak znamena zahijeni

(iniciaci) tvorby kvétnich struktur po ptsobeni indukéniho faktoru (zména délky dne),
které je Casové odd€leno od zmén na morfologické urovni (Prochazka et al. 1998).

Dulezitym terminem je tzv. kriticka fotoperioda: je to takova fotoperioda, ktera
navodi fotoperiodickou reakci. Uddva maximalni délku fotoperiody / minimalni délku
temné periody ve 24hodinovém cyklu, kterd jesté kveteni indukuje (Pavlova 1996,
Prochazka et al. 1998).

Typy rostlin podle pozadavku na fotoperiodickou indukei kveteni (Prochdzka
et al. 1998, Pavlova 1996):

a) kratkodenni (SDP, short — day plants): kvetou pii fotoperiodé¢ kritické nebo

krat$i. Do této skupiny rostlin patii napt. Nicotiana tabacum cv. Maryland
Mammoth, Chenopodium rubrum, Xanthium strumarium, Glycine max,
Pharbitis nil, Kalanchoe blossfeldiana, Euphorbia pulcherrima, aj.

b) dlouhodenni (LDP, long — day plants): kvetou pii fotoperiod¢ kritické nebo
delsi. Do této skupiny rostlin patii napt. Nicotiana sylvestris, Chenopodium
murale, Sinapis alba, Lolium temulentum, Rudbeckia bicolor, Spinacia
oleracea aj.

¢) neutrdlni (tzn. bez pozadavku na fotoperiodu): Nicotiana tabacum cv.

Hicks, cv. Samsum, cv. Trapezoid, cv. Wisconsin 38, Nicotiana rustica,
Helianthus annuus, Impatiens balsamina, Phaseolus vulgaris, Senecio
vulgaris, Poa annua, Lycopersicon esculentum aj.

Existuji jesté dalsi skupiny rostlin odvozené od téchto hlavnich typt, rostliny

dlouho-kratkodenni kvetouci za kratkého dne po obdobi urcité sumy dlouhych
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dni, déle rostliny kratko-dlouhodenni kvetouci za dlouhého dne po urcité sumé

kratkych dni.

Fotoperioda a ozafenost jsou vnimany hlavné dospélymi listy na intaktni
rostling, a to fytochromovym systémem. Je znamo, ze listy jsou organy, které ,,méti‘
fotoperiodu neboli ptijimaji informace o délce fotoperiody. Po vystaveni listl indukéni
fotoperiodé se v listech za¢ne produkovat jeden nebo vice kvétnich signall, které jsou
floémem transportovany do SAM, kde nasledn¢ dochazi k ukonceni tvorby listi a
zaCatku tvorby kvétnich struktur (McDaniel et al. 1992 a 1996, Bernier et al. 1993).
Diikazem toho, Ze indukéni fotoperioda vede k produkei ptfenosného kvétniho signalu,
jsou vysledky roubovacich experimentl. Ty ukazuji, Ze listy fotoperiodicky citlivych
rostlin produkuji stimulatory a inhibitory kveteni podle toho, zda jsou vystaveny

indukénimu nebo neindukénimu rezimu délky dne (ptehled v Bernier et al. 1993).

1.2 Terminologie a vymezeni jednotlivych fazi prechodu

z vegetativni do reproduktivni faze

Béhem generativni faze ziskdva SAM novy vyvojovy smér. Nejednd se vSak o
jednokrokovy proces (McDaniel et al.1992). Regulace pfechodu do generativni faze
neni stale pfesn¢ zndma, otazky se tykaji napt. toho, jak jsou zahajeny zmény ve vyvoji
prytu, jak je tento stav udrzovany, kdy je osud prytu determinovan k ptechodu ke
kveteni a jaké genetické a biochemické procesy se ucastni tohoto procesu. Z tohoto
divodu existuje mezi autory nejednotnost v terminologii jednotlivych krokl tohoto

procesu. Ve své diplomové praci se budu drzet terminologie McDaniela et al. (1992).

Podle McDaniela et al. (1992) existuji dvé zakladni kategorie vyvojového
stavu, a to kompetence a determinace.

Kompetence je stav, kdy builka nebo skupina bun¢k po vystaveni urcitému
vyvojovému signalu odpovidaji specifickym zptisobem. Dale je kompetence funkci
nejmén¢ dvou parametrd. Jsou to sensitivita responsivnich bun¢k k vyvojovému signalu

a koncentrace tohoto signalu.
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Determinace je vykazovana, jestlize buiika nebo skupina bun¢k vyjadiuji stejny
vyvojovy osud jak v jejich pfirozeném prostiedi, tak po pfemisténi do prostfedi nového
(roubovaci experimenty).

Proces kterym vyvojové signaly zplsobuji zmény vyvojového osudu u
kompetentnich bunék je McDanielem et al. (1992) oznacen jako indukce.

Obsah terminu evokace je zliteratury ponékud nejasny. Evans (1969)
terminem evokace oznacuje pocatecni zmény v SAM, které jsou odpovédi na piisun
kvétniho stimulu vytvofeného pisobenim indukéni fotoperiody v listech, tyto zmény
vedou k tvorbé kvétnich struktur. Podle McDaniela et al. (1992) je evokace doba mezi
ptisunem kvétniho stimulu do vzrostného vrcholu prytu a kvétni determinaci vzrostného
vrcholu prytu. Bunky SAM musi byt nejprve kompetentni odpovidat na vyvojovy

signal, ktery je evokuje do determinovaného stavu, také viz Obr. 1-1.

Vyvoj kvétnich struktur

INDUKCE SIGNAL(?) %
KOMPETENCE = DETERMINACE ) == EXPRESE —— T
( ; ‘cﬁg

N N
VEGETATIVNI FAZE GENERATIVNI FAZE

Obr. 1-1: Schematické znazornéni mozného procesu a podminek spojenych

s kvétni morfogenezi (prevzato z McDaniel et al. 1992)

Sipky ukazuji normalni pribéh udalosti, ale nenaznaduji jejich (ne)zvratnost. Kompetentni buiiky/pletiva
jsou ty, které maji schopnost odpovidat na vyvojovy signal specifickym zptisobem. Bunky a pletiva
mohou dosdhnout rozdilné kompetence pusobenim endogennich a exogennich faktori. Indukce probiha
tehdy, kdyz vyvojovy signal pusobi na kompetentni buiiky/pletiva a determinuje je pro specificky
vyvojovy smér, nasledné dochazi k determniaci. Pismeno ,,N“ naznacuje moznost opakovani vztahu
uvedeného v zavorkach. Proces mize probihat v celé rostliné (v kofenech, listech, SAM), d&j v jedné

¢asti rostliny mize ovlivnit proces a podminky v dalSich ¢astech rostliny.
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1.3 Soucasné hypotézy o povaze chemickvch signalt indukce

kveteni

Existuje n€kolik hypotéz o regulaci prechodu ke kveteni, které navrhuji
existenci latky (latek) chemické povahy a zpiisob jejiho transportu do pletiv, kde
nasledné probéhnou zmény na morfologické turovni, jejichz vysledkem je tvorba
kvétnich struktur (Prochéazka et al. 1997).

Hypotéza florigenu navrhuje existenci univerzalniho kvétniho stimulu. Tato

teorie byla poprvé formulovana Cajlachjanem (angl. Chailakhyan) vroce 1936 a
vychazi z nepiimych dikazl existence kvétniho hormonu — florigenu (napt. Prochazka
et al. 1997 a 1998). Napft. byl pozorovan jev, kdy po vystaveni jediného listu indukéni
fotoperiodé dojde k vykveteni i na ¢asti rostliny umisténé v neindukénich podminkach
(napt. chryzantémy). Florigen je vytvaren v listech a nasledné transportovan do SAM.
Na univerzalnost florigenu ukazuje moZznost pfenosu mezi rostlinami z rozdilnych
fotoperiodickych skupin (kratkodenni, dlouhodenni, neutralni), a to i mezi rozdilnymi
druhy (napf. tabdk a blin). Pfenos florigenu roubovanim byl Gspé$ny piedevsim u celedi
Solanaceae a Crassulaceae (Zeevaart 1958). Koncem padesatych let (1958) upravil
Cajlachjan svoji hypotézu do podoby dvouslozkové. Podle této upravené hypotézy se
florigen sklada ze dvou slozek, a to z giberelinové a antezinové. Giberelinova slozka se
vytvaii za dlouhého dne a limituje kveteni dlouhodennich rostlin za kratkého dne. Je
znamo, ze aplikace giberelini (GAs) nahrazuje pozadavek dlouhého dne u rostlin
vytvafejicich vegetativni riizici. Antezinovd slozka pak stimuluje kveteni za dne
kratkého a jeji nedostatek zabranuje kveteni kratkodennich rostlin béhem dlouhého dne
(Cajlachjan (Chailakhyan 1968)). Doplnénim k hypotéze florigenu jsou Langovy
experimenty (Lang et al. 1984), kde bylo zjiSténo, Ze u tabaku mulze byt roubovanim
pfenesen chemicky signal inhibujici kveteni — tzv. antiflorigen. Predpoklada se, ze i
antiflorigen je univerzalni latka hormonalni povahy. Na pocatku ctyficatych let se
vyzkum zabyval pokusy extrahovat, izolovat a identifikovat florigenni a antiflorigenni
latky, avSak florigen a antiflorigen nebyly dosud nalezeny. Bylo zji§téno, ze hrubé nebo
castecné purifikované extrakty z listl rostlin vystavenych indukéni fotoperiodé mohou
casteCné nahradit vliv fotoperiody. Hodson a Hamner (1969) zjistili, Ze extrakt z list

kvetouci rostliny Xanthium strumarium navodil kveteni u rostlin z rodu Lemna. Dale
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napt. u merliku ¢erveného (Chenopodium rubrum) extrakt z listl kratkodenniho tabaku
indukovaného ke kveteni pIn¢ nahradil vliv kratkého dne a navic vyvolal i dalsi rGstové
zmény (napf. prodluzovani internodii) podobné zméndm pfi fotoperiodické indukci
kveteni. Extrakt pfipraveny z listl rostlin tabdku ve vegetativni fazi kveteni nevyvolal
(Cajlachjan (Chailakhyan1989)).

Hypotéza zménéné alokace Zivin podle Sachse a Hacketta zroku 1983

navrhuje, Ze pfechod ke kveteni je spojen s redistribuci zdrojii a sinkl. Dostatecné
zasobeni SAM asimilaty za indukénich podminek mize byt nezbytnou podminkou pro
vykveteni.

Dalsi mozné hypotézy se zabyvaji vlivem elektrickych signali na ptechod ke

kveteni (napf. Montavon 1984, Wagner et al. 1998, Machackova a Krekule 2002) a

napf. zménami vlastnosti membran navozenych po vystaveni indukéni fotoperiodé,

které se $ifi mezibunéénou komunikaci (Greppin et al. 1978).

Multikomponentni systém kontroly kveteni byl vypracovan Bernierem a jeho

spolupracovniky (Bernier 1988) jako reakce na fakt, Ze se nepodafilo identifikovat
specificky florigenni stimulus. Podle této hypotézy se na prechodu ke kveteni podili
soubor latek, jako jsou napt. fytohormony, sacharidy atd., podrobnéji se jimi zabyvaji
kapitoly €. 1.3.1. a ¢. 1.3.2. Tyto latky jsou pro kveteni nezbytné a kazda z nich se za
uréitych podminek (napf. genotyp, okolni prostfedi) mize stat pro kveteni limitujici.
Vykveteni pak nastane pouze tehdy, pokud jsou limitujici faktory pfitomné v SAM ve
vhodné koncentraci a ¢ase. Tato hypotéza je dnes nejvice ptijimana (Bernier et al. 1993,

Levy a Dean 1998a).

1.3.1 Fytohormony jako signal pfechodu ke kveteni

Fytohormony hraji kli¢ovou roli v propojeni mezi signaly okolniho prostiedi a
rostlinou, coz umoziuje rostliné reagovat vhodnym casovanim vnitinich procest a
fenotypovou plasticitou (Voesenek a Blom 1996). Jsou zahrnuty v souboru latek
chemické povahy s moznym vlivem na ptfechod do generativni faze vyvoje rostlin (tzv.
multikomponentni teorie kveteni, viz kap. 1.3.).

Nejvice znalosti o vztahu fytohormont k pfechodu do generativni faze je o
giberelinech a cytokininech. Také dalSi fytohormony a latky s fytohormonalnim
ucinkem jsou zahrnuty v nédstupu kveteni, napf. auxiny, etylen, kyselina abscisova,

polyaminy, ale znalosti je relativn€ malo. Jejich vliv na kveteni miZe byt podpirny

-17 -



Literarni ptehled

nebo inhibi¢ni (pfehledy v Bernier et al. 1993, Eimert a Chen 1997, Levy a Dean
1998a).

1.3.1.1 Uloha giberelinti

Od pocatku Sedesatych let se nahromadily dikazy o moznosti nahrazeni
dlouhodenniho fotoperiodického signalu kyselinou giberelovou (GAj). Tento jev se
pfevazné vyskytuje u rostlin vytvéfejicich ve vegetativnim stavu pfizemni listovou
ruzici a které jsou charakteristické tzv. vybihdnim neboli prodluzovanim internodii pii
piechodu do reproduktivni faze (ptehled v Bernier et al. 1993, Prochazka et al. 1997,
Levy a Dean 1998a, Michaels a Amasino 2000, Yong et al. 2000). U rostliny
Arabidopsis thaliana, u které je pritomno nckolik regulacnich drah vedoucich ke
kveteni (fotoperiodickd, vernalizacni, autonomni), méla aplikace giberelinti v dobé
neinduk¢nich podminek kratkého dne za vysledek urychleni kveteni (Langridge 1957).

King a Evans (2003) uvadéji, ze u rostliny Lolium temulentum po vystaveni
indukénim podminkdm dlouhého dne doslo v listech ke zvySeni hladiny nékterych typt
giberelint, které byly transportovany do SAM. V pocatecni fazi nastupu kveteni se
zvysila hladina GAs, v pozdéjsi fazi také GA/GA4. Jelikoz v extraktech rostlin
Arabidopsis (Xu et al. 1997) a Sinapis alba (Corbesier et al. 2004) indukovanych ke
kveteni nebyly gibereliny nalezeny, nemohou byt povazovany za univerzalni ,,florigen*
(Bernier a Périlleux 2005).

Déle je znamo, Ze gibereliny mohou nahradit pozadavek vernalizace (Yong et
al. 2000). Syntéza giberelinll je u Arabidopsis regulovana teplotou (Yong et al. 2000).
Existuje nazor, ze vernalizace miize zvySovat sensitivitu rostlin k G¢inku giberelini, ale
ze gibereliny nehraji pfimou roli v procesu vernalizace (Chouard 1960). U rostliny
Thlaspi arvense, ktera je blizce ptibuzna A. thaliana, doslo po plisobeni vernalizace ke
zvySeni aktivity hydrolazy kyseliny kaurenové, coz je enzym zahrnuty v jednom
z prvnich krokl biosyntézy giberelinii (Hazebroek et al. 1993). Pfi vernalizaci dochazi
k demethylaci DNA, coz mize mit za vysledek expresi genu tohoto enzymu (Levy a
Dean 1998b). Nicmén¢ neni dosud jasné, jestli gibereliny a vernalizace maji stejnou

signalni cestu v indukci kveteni (Sheldon et al. 2000, Yong et al. 2000).

- 18 -



Literarni ptehled

1.3.1.2 Uloha cytokinint

Cytokininiim a jejich vlivu na kveteni byla v posledni dobé vénovana velké
pozornost. Aplikace cytokininii v malé koncentraci podporuje kvétni iniciaci u mnoha
rostlinnych druhtt s pozadavkem fotoperiody a vernalizace, pokud rostou
v suboptimalnich podminkach (Havelange et al. 1986). Cytokininy jakoZto signal
v nastupu generativni fdze jsou transportovany na dlouhou vzdalenost, a to xylémem a
floémem. Uvazuje se o mozné ucasti cytokinini v regulaci mitotické aktivity SAM
spojené¢ s navozenim morfogeneze kvétnich struktur v rané fazi prechodu ke kveteni
(Havelange et al. 1986, Lejeune et al. 1994). Po aplikaci cytokininu za neindukénich
podminek (SD) na SAM rostlin Sinapis alba ve vegetativni fazi vyvoje doslo v SAM
k ¢asti procest spojenych s evokaci (Havelange et al. 1986). V dalsich studiich vztahu
cytokininti a fotoperiodické indukce kveteni u rostliny Sinapis alba byla po plisobeni
indukéni fotoperiody (LD) zjiSténa zvySend hladina cytokininli v kofenovych a
listovych exudatech a ve floémovém exudatu z dekapitovanych rostlin (Lejeune et al.
1994) a v SAM (Bernier et al. 2002, Jacqmard et al. 2002). Machackova et al. (1993)
zjistili, ze doslo k pfechodnému vzestupu hladiny cytokininit v SAM za induk¢nich
podminek, a to jak u Chenopodium murale (LD typ), tak i u Chenopodium rubrum (SD
typ). Kolisani hladiny v ostatnich organech (listy, stonek, koteny) bylo pak dané
stiidanim svétla a tmy bez ohledu na indukci ke kveteni, béhem temnostni faze doslo
k poklesu hladiny cytokininli o 50% a bchem svételné faze k opétnému vzestupu.
Podobné vysledky byly ziskdny analyzou xylémového a floémového exudatu béhem
indukéniho oSetfeni Chenopodium murale (Machackova et al. 1996). Také u
Arabidopsis thaliana byl zjistén zvyseny obsah cytokinint v listech, listovém exudatu a
SAM po pusobeni indukéni fotoperiody (LD) (Corbesier et al. 2003). Vystaveni rostlin
Bougainvillea SD podminkdm (indukéni pro kveteni) vedlo k poklesu hladiny
cytokininti v celé rostling, tento pokles byl nejnapadnéjsi v dospélych listech. U rostliny
za LD podminek (neindukéni podminky pro kveteni) byla nejvyssi hladina cytokinint
zjisténa v dospélych listech a ve vzrostném vrcholu prytu. Aplikace GAj3 na rostliny za
SD podminek méla za vysledek zvySeni hladiny cytokinini ve vSech pletivech (Van
Staden a Dimalla 1980).

Informace o vlivu cytokininli na ptechod do generativni faze u neutrdlnich
druht vychazi zprace na tabaku. Dewitte et al. (1999) studovali pomoci

imunocytochemické metody endogenni hladinu a bunécnou lokalizaci specifickych
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cytokinini v SAM ve vztahu k nastupu kveteni. Pii pfechodu do generativni faze
pozorovali pokles v hladiné cytokininii na neméfitelné hodnoty, od zacatku zakladani
kvétnich orgadni (mikroskopicky pozorovatelné) byly v SAM cytokininy opét
detekovany. Na zaklad¢ téchto zjisténych vysledkd autofi navrhuji, ze je zména
v hladiné endogennich cytokininii v SAM zahrnuta v pfechodu do generativni faze.
Naproti tomu Chang et al. (1999) zjistili u rostliny Polianthes tuberosa (fotoperiodicky
neutralni druh), Ze hladina endogennich cytokininli stoupla béhem nastupu kveteni a
tvorby kvétnich struktur ve srovnani s vegetativni fazi vyvoje. Exogenni cytokinin
aplikovany béhem vegetativni faze vyvoje Polianthes tuberosa zpusobil indukci
kveteni. ZvySeni hladiny cytokinint pii pfechodu ke kveteni u této rostliny naznacuje

roli cytokinind v evokaci SAM a nasledné determinaci ke kveteni (Chang et al. 1999).

1.3.2 Sacharidy jako signal ptfechodu ke kveteni

Regulaéni efekt sacharidii na fotosyntetickou aktivitu, rostlinny metabolismus,
reakci na stres a s tim spojenou genovou expresi je jiz dlouho zndmy, koncept sacharidii
jako centralnich signalnich molekul je relativné novy. Optimalizace syntézy a vyuZiti
sacharidu jako zdroje uhliku a energie umoznuje ptizplsobit uhlikaty metabolismus
meénicim se podminkdm a dostupnosti dalSich zivin, napi. uhlikaty metabolismus
reguluje geny zahrnuté v pfijmu a metabolismu N (Yu 1999, Coruzzi a Bush 2001,
Rolland et al. 2002).

Znalosti o vztahu sacharidlii ke kveteni vychézeji ze studia fotoperiodickych
druhii rostlin, u kterych je zieteln¢ definovatelny indukcéni signdl pro ptrechod do
generativni faze. Jednou z cest, jak zjistit zmény v rostlin€, ke kterym dochazi po
vystaveni indukénim podminkam, je analyza sloZeni floémového a xylémového exudétu
(Bernier et al. 1993). Corbesier et al. (1998) pozorovali u rostliny Arabidopsis thaliana,
ze po vystaveni indukéni fotoperiodé dochazi k prechodnému zvyseni obsahu sacharid
v listech a floémovém exudatu.

Je znamo, Ze mezi kofeny a SAM probihd komunikace zprostfedkovana
latkami (napf. Ziviny, fytohormony), které jsou mezi nimi transportovany floémem a
xylémem. Pokud je zaskrcenim prytu (pferusenim floémového toku) zabranéno
bazipetalnimu transportu latek, dojde k ovlivnéni pfechodu do generativni faze (Bernier

et al. 1993, Kinet et al. 1993). U Sinapis alba bylo zjisté€no, Ze po pisobeni indukéni
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fotoperiody (LD) dochazi béhem né¢kolika hodin k transportu sachar6zy do SAM a ke
zvySeni obsahu sacharézy ve floémovém exudatu a néasledné v kofenech. Po zaSkrceni
prytu nedoSlo ke zvySeni obsahu sachardzy v kofenech a kveteni bylo inhibovano
(Havelange et al. 2000). Po exogenni aplikaci sacharézy na koteny doslo ke zvyseni
transportu cytokininl z kotfenti do prytu (xylémem) a stimulaci kveteni (Havelange et al.
2000), coz je ve shodé s pozorovanimi Lejeuna et al. (1994) a Jacqmardové et al.
(2002), kdy bylo po indukci ke kveteni (LD) zjisténo zvysSeni obsahu cytokininl
v xylémovém exudatu z kofenti a v SAM. Pokud byly rostliny umistény do prostredi
s vysokou relativni vlhkosti vzduchu, doSlo k zamezeni pohybu latek xylémem, tedy i
cytokininli, coz mélo za vysledek inhibici kveteni (Havelange et al. 2000).
Z provedenych experimentl vyplyva, Ze sachardza zde nehraje roli Ziviny, ale signalu
(Havelange et al. 2000, Bernier et al. 2002).

Bylo pozorovano, ze sacharidy (nejcastéji sachardza) v zavislosti na jejich
koncentraci v médiu béhem kultivace in vitro mohou u mnoha druht také pozitivné
ovlivnit indukci kveteni (pfehled v Scorza 1982), napt. sacharéza u Spinacia oleracea

(Culafi¢ 1973), glukdza u Chenopodium murale (Mitrovié et al. 2000).

1.4Kvétni iniciace

Ve srovnéani se znalostmi o pfechodu ke kveteni u fotoperiodicky citlivych
rostlin je pomérné malo informaci o regulaci nastupu kveteni u rostlin neutralnich. Je to
z toho diivodu, ze u fotoperiodicky citlivych rostlin je pfesné znamy indukéni signal,
ktery navodi zménu ve vyvoji smérem ke kveteni a umoziuje snazsi experimentalni
pristup, u neutrdlnich rostlin je moment pfechodu ke kveteni stale predmétem vyzkumu.
Ke kveteni neutrdlnich rostlin dochazi v Siroké Skdle podminek prosttedi umoziujicich
rust. K iniciaci tvorby kvétnich struktur pak dochazi po ukonceni vegetativni faze, tedy
po vytvoteni ur¢itého poctu listd / noda (Poething 1990). Kvétni iniciace zahrnuje podle
McDaniela et al. (1992) tii na sebe navazujici faze: induk¢éni aktivitu listti, kompetenci

SAM k evokaci, ziskani determinovaného stavu SAM ke kveteni.
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1.4.1 Apikdlni meristtm prytu (SAM) a zmény spojené

s kvetenim

1.4.1.1 Stavba SAM

Apikdlni meristém prytu (SAM) vysSSich rostlin se vytvaii béhem
embryogeneze a slouzi k tvorbé nadzemni c¢asti rostlin. Béhem vegetativni faze
produkuje opakujici se jednotky prytu, tzv. fytomery, které obsahuji list s tzlabnim
pupenem (nodus) a internodium. V nasledné generativni fazi SAM produkuje kvétenstvi
nebo kvéty, ptipadné mize vzniknout uzlabni apikalni meristém prytu tvotici kvétenstvi
(McDaniel et al. 1992, Kerstetter a Hake 1997).

Struktura SAM je dynamicka a je variabilni napfic¢ rostlinnou {isi, vSechny
mnohobunééné rostliny reguluji rovnovahu mezi nediferencovanosti a diferencovanosti
bun¢k v SAM. Dynamicnost spo¢iva v tom, ze buitkky v SAM stale méni svoji pozici a
vyvojovy osud s ohledem na bunky sousedni, ¢imz je zajisténo vlastni utvafeni a
udrzeni struktury a funkce SAM. Jako modelova rostlina pro studium stavby SAM je
vyuzivana Arabidopsis thaliana (Clark 1997).

Schopnost tvorby rostlinnych orgdnil je zajiSténa nésledujicimi mechanismy
(Clark 1997, Kerstetter a Hake 1997, Grof—Hardt a Laux 2001):

a) udrzeni poolu nediferencovanych bunék v tzv. centralni zoné¢ SAM

b) vznik laterdlnich organi (listy, tZlabni pupeny) v tzv.periferni zoné¢ SAM

¢) vznik centralni ¢asti prytu v tzv. zon¢ zebrového meristému SAM

SAM vétsiny rostlin je také Clenén na horizontalni vrstvy, tuniku a korpus,
podle toho, jakym smérem se buiiky déli. V tunice probiha déleni antiklinalné, v korpu
s riiznou orientaci. U Arabidopsis thaliana se tunika sklada z L; epidermalni bunécné
vrstvy a L, lezici pod ni, korpus tvofi vrsva L;. Buiky zL; vrsty davaji vznik
epidermis, bunky z L, a L3 vrstvy vnitinim pletivim (Medford 1992, Clark 1997, ), viz
Obr. 1-2.
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SAM
Listova
primordia

A)

B)
Obr. 1-2: Schema apikalniho meristému prytu (SAM) (pfevzato z Medford 1992)

A) srovnani vzrostného vrcholu a SAM: SAM predstavuje Sedou oblast, svétla ¢ast véetné Sedé
predstavuji vzrostny vrchol

B) z6ny a vrstvy v ramci SAM: Centralni zona (CZ) je mala skupina bun¢k v distalni oblasti SAM,
které slouzi jako zdroj buné€k pro ostatni ¢asti meristému. Periferni zona (PZ) je lokalizovana po
stranach a pod CZ. V této zo6né dochazi k iniciaci organovych primordii. Rib zéna vytvaii
spojeni mezi meristémem a ostatnimi ¢astmi rostliny, je zdrojem bun¢k vnitinich pletiv prytu.
Zony jsou ve skuteCnosti oproti schematu méné zietelné. L;, L,, L; odpovidaji geneticky

definovanym tfem vrstvam smérem od povrchu meristému dovnitf.

1.4.1.2 Kompetence SAM a determinace ke kveteni

Kompetence SAM ke kvétnimu stimulu nasledovand determinaci ke kveteni je
nutnou podminkou pro zahéjeni piechodu do generativni faze, a to jak fotoperiodicky
citlivych, tak neutralnich druht rostlin (Singer et al. 1992). Regulace kompetence SAM
pii pfechodu ke kveteni neni zcela zfejma. Napt. podle Gebhardta a McDaniela (1991)
muze byt kvétni stimulus u neutralnich druht rostlin pfitomen v mladych vegetativnich
rostlinach, ale SAM na néj nereaguje, nebo alternativné je SAM kompetentni ke
kvétnimu stimulu, ktery vSak dosdhne kritické hladiny pro ptechod ke kveteni v dobé

ukonceni vegetativni faze.
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Singer et al. (1992) se zabyvali roubovanim termindlnich pupenii rostlin
rizného stafi na podnoze z kvetoucich rostlin nebo nekvetoucich rostlin. Byly pouzity
rostliny tabaku dvou genotypll, a to dlouhodenni Nicotiana sylvestris L. a neutralni
Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin 38. Pokud byly roubovany pupeny mladych rostlin
(oba genotypy) na podnoz kvetouciho dlouhodenniho tabaku, produkovaly tyto rouby o
polovinu méné nodl nez za situace, kdy podnozi byl kvetouci neutralni tabdk, coz
naznacuje, ze genotyp podnoze ovlivnil nastup kveteni. Déle bylo pozorovano urychleni
kveteni u neutralniho tabdku za situace, pokud roub byl odebran z mladé rostliny
neutralniho tabaku a podnozi byl dlouhodenni tabak rtizného stafi. Cim starsi byla
podnoz, tim mén¢ noda vytvotil roub do kveteni. Za opacné situace k urychleni kveteni
nedoslo. Pokud byly roubovany terminalni pupeny neutralniho tabaku rtzného staii na
podnoze zjiz kvetouciho neutralniho tabaku, star$i pupeny vytvofily méné nodd do
kveteni nez mladSi pupeny. Rozdil mezi obéma typy tabaku pravdépodobné spociva
v siln€j§im induktivnim efektu listi ve vzrostném vrcholu fotoperiodického tabdku,
ktery je schopen vyvolat kveteni v terminalnich pupenech, které nejsou kompetentni
k odpovédi na hladiny signalu pfitomného v kvetoucich neutrdlnich rostlinach. Z
téchto roubovacich experimentii tedy vyplyva, ze kompetence terminalnich pupenil
odpovidat na kvétni stimulus je dilezitym faktorem v regulaci kveteni u obou genotypu
tabaku. Vysledky podporuji hypotézu, Ze u fotoperiodicky neutrdlniho tabaku je
rozhodujici udalosti pfi prechodu ke kveteni ziskdni kompetence k pfijeti nebo reakci na
existujici signal. Naproti tomu pro dlouhodenni tabak se jako kriticky faktor jevi sila
induk¢niho signélu. Je ovSem ziejmé, Ze vhodna hladina kvétniho stimulu sama o sobé
k vyvoléani kveteni nestaci (Singer et al. 1992). Z roubovacich experimentt a z kultivace
izolovanych SAM neutralni rostliny slunecnice Helianthus annuus vyplyva, ze apikalni

meristémy jsou kompetentni jiz kratce po vykli¢eni (Paterson 1984).

Determinace neni stavem ,,vSechno nebo nic“, jak uvddi McDaniel et al.
(1989). Autofi rozlisuji tzv. ranou a pozdni fazi determinace. Podle autorl je rana faze
determinace stavem, kdy SAM produkuje limitované mnozstvi nodi a pak kvétni
struktury, odkazuji se napi. na experimenty Tran Thanh Vanové (1973a,b) na
explantatech z povrchovych pletiv u Nicotiana tabacum. V pozdni fazi determinace pak
SAM vytvaii kvétni struktury pifimo, tj. bez tvorby nodi a listli (Van den Ende et al.

1984). Bylo prokazéano, ze jakmile se SAM u neutralniho tabaku (Nicotiana tabacum
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cv. Wisconsin 38) stane determinovanym ke kveteni, produkuje jesté¢ dalsi cca 3 - 4
nody, nez se za¢nou utvaret kvétni struktury (Singer a McDaniel 1986, McDaniel et al.

1989).

Kompetence a nasledna determinace ke kveteni se vyskytuje nejen u SAM, ale
také v jinych ¢astech rostlinného téla. Napt. Tran Thanh Van et al. (1974) pozorovali
pfimou regeneraci kvétnich organt na tenkych vrstvach. Piesnéji byly tyto explantaty
slozeny z 3 — 6 vrstev epidermalnich a subepidermalnich a pochazely z pletiv kvétenstvi
neutralniho tabdku. Podobné doSlo k regeneraci kvétnich pupent ztenkych vrstev
kratkodenniho (cv. Maryland Mammoth) a neutralniho tabaku (cv. Samsun) (Rajeevan a
Lang 1987). U kratkodenniho typu doSlo kregeneraci pouze zkvétni stopky, u
neutrdlniho se pocet kvétnich pupenil snizoval s pozici odebiraného materidlu smérem
k bazalnim ¢astem, coZ naznacuje existenci akropetalniho kvétniho gradientu podél osy

stonku.

1.4.1.3 Bunécna komunikace v SAM

Pro udrZeni funkc¢nosti domén v rdmci SAM je dulezitd komunikace mezi
bunikami v SAM a dale mezi buitkami SAM a vznikajicimi lateralnimi orgdny (Bowman
a Eshed 2000). Buiiky SAM mezi sebou komunikuji pomoci mezibunéénych spoji, a to
v ramci vrstev i mezi jednotlivymi vrstvami. Charakter a uroven komunikace se méni
v zavislosti na ontogenetickém vyvoji. Rozsahla komunikac¢ni sit’ zahrnuje mnozstvi
receptort a jejich odpovidajici ligandy. Dilezité jsou také morfogeny, které hraji roli ve
vedeni bunééné komunikace se sousednimi a vzdalenymi buitkami. Toto vSe je ale
otazkou dalsiho vyzkumu (Bowman a Eshed 2000).

Ve vegetativni fazi jsou u Iris xiphium vSechny builky SAM propojeny
plasmodesmy (Bergmans et al. 1997). Béhem piechodu v generativni meristém se
snizuje pocet plasmodesmat v L, vrstvé tuniky, dale mezi buiitkami L, a sousednimi
bunkami. Ve vrstvé L; a v korpu zustal pocet plasmodesmat stejny. Pokles se zda byt
zpusoben snizenim tvorby primdrnich a sekundarnich plasmodesmat ve vrstvé L, a také
smérem k bunkdm v L; a ke korpu. Tato situace mé za nésledek redukci symplastické
sit€é v SAM, coz muze odrazet novou funkci L a vrstev v kvétnim meristému.

U Sinapis alba bylo pozorovano zvyseni mnozstvi sekundarnich plasmodesmat

vcelém SAM po vystaveni indukéni fotoperiodé (LD). ZvySené mnozstvi bylo
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pozorovano ve/mezi vrstvami L, L, a Ly SAM, v periferni i1 centralni zon¢ SAM. Tyto

plasmodesmy byly vytvofeny pouze prechodné (Ormenese et al. 2000 a 2002).

1.4.2 Vliv prytu a kofenil na kvétni iniciaci

Piechod rostlin do generativni faze vyvoje je vysledkem interakce mezi prytem
a kofeny (Cajlachjan (Chailakhyan 1961)). Pfechod do generativni faze je za danych
podminek u neutralniho tabaku vysledkem souhry endogennich signalt z listi a kofent
a kompetenci s naslednou determinaci SAM ke kveteni (Gebhardt a McDaniel 1991,
McDaniel 1996, McDaniel et al. 1996).

1.4.2.1 Vliv listd a nodu

Pro neutralni tabdk plati, Ze celkovy pocet nodii vytvofenych SAM je funkci
momentalniho prostfedi, je jednotny v daném prostfedi (McDaniel 1980) a je pfesné
regulovany (napf. McDaniel a Hsu 1976). Stejné tak SAM u jinych neutrdlnich druhi
napf. sluneCnice vytvaii do vykveteni jednotny pocet nodi (Haberman a Sekulow
1972). Z experimenti McDaniela (1980) vyplyva, Ze na pocet vytvoienych nodi nema
vliv pfitomnost listl na hlavni ose prytu a Ze pozice uzlabniho pupene na hlavni ose
prytu. Odstraiiovani vSech listi nad nebo pod ponechavanym uzlabnim pupenem
neovlivnilo jeho rist v zavislosti na pozici na hlavni ose prytu. Uzlabni pupen
v bazaln&jsi pozici na ose vytvoril do vykveteni vétsi pocet nodii nez apikalnéji
umistény pupen (McDaniel 1980). Pii roubovani a odstrafiovani listl na rostlinach
slunecnice (Helianthus annuus) bylo také zjiSténo, ze stejn¢ jako u neutralniho tabaku
maji listy minimalni vliv na poc¢et nodi vytvofenych SAM (Haberman a Sekulow 1972,
McDaniel 1980). Z experimentli na neutrdlnim tabdku a slunecnici sice vyplyva, ze
dospélé listy nemaji vliv na pocet vytvorenych nodd, ale na druhou stranu jsou zdrojem
dalezitych latek pro kveteni jako jsou fotosyntaty a fytohormony (piehledy v Lang
1965, Zeevaart 1976). U nékterych neutralnich druhii (napt. Nicotiana tabacum) bylo
zjisténo, ze na induk¢ni schopnost listih méa nejvétsi vliv ontogenetické stari neboli
pozice listli na hlavni ose prytu (Gebhardt a McDaniel 1991, McDaniel et al. 1992).

Proces, kterym je urcen pocet nodi do vykveteni, neni znamy. Pokud je na

prytu pfitomno jen nékolik dospélych listi a ostatni jsou odstranény, nedochdzi ke
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zmén¢ v po¢tu nodll vytvorenych do kveteni. Z toho se da vyvodit, ze pfi ,,pocitani
nodid*“ nedochazi ke ,,s€itdni” hladiny signdlu z listh (McDaniel 1980, Gebhardt a
McDaniel 1991, McDaniel 1996). Dale SAM ,neméfi“ ¢as do vykveteni, jak plyne
z n¢kterych experimentl napi. McDaniel (1980), kdy nepietrzitd indukce tvorby kofenti
v blizkosti SAM méla za vysledek zvySeni poctu nodii do kveteni.

Kultivary neutrdlniho tabdku Nicotiana tabacum zahrnuji Sirokou Skalu
genotypl, které se navzdjem lisi velikosti a primérnym poctem nodii vytvotenych do
vykveteni, vyska rostlin se pohybuje od 1 m (cca 14 nodi) az ke 4 m (cca 60 nodl)
(McDaniel et al. 1996). Vzdjemné roubovani mezi nimi prokazalo, ze hladina signalu
pochazejiciho z kofent je u vSech genotypl stejnd, nepodili se tedy na rozdilnych
velikostech studovanych genotypll tabaku a na udrzovani vegetativni faze vyvoje
(McDaniel et al. 1996). Bylo zjist¢éno, ze se mezi genotypy lisi sila signalu
pochazejiciho zlisti (Gebhardt a McDaniel 1991) a Zze tato odliSnost je spolu
s kompetenci SAM odpovidat na kvétni stimulus zodpovédna za rozdilnost velikosti u
studovanych genotypi (McDaniel et al. 1996). Kompetence SAM se zvySuje s jeho
stafim (Singer et al. 1992).

1.4.2.2 Vliv kofenu

U rostliny Nicotiana tabacum cv. Wisconsin 38 bylo zjisténo, ze stala indukce
tvorby kofenl v blizkosti SAM nebo stalé zakoteniovani vrcholovych tizkli znemoznuje
pfechod SAM ke kveteni, rostliny setrvavaly ve vegetativni fazi vyvoje. Pouze pii
preruseni indukce tvorby koteni doSlo v SAM k vytvareni kvétnich struktur (McDaniel
1980). Tyto vysledky ukazuji na to, ze prechod SAM ke kveteni je u neutralniho tabaku
zavisly na minimalnim poctu nodit oddé€lujicim SAM a kotfenovy systém (McDaniel
1980). Podobny jev byl pozorovan u rostliny Ribes nigrum (Schwabe a Al-Doori 1973).
Pokud byla mezi Gzlabnim pupenem a kofeny vzdalenost pouze 20 nodl, nedoslo
k vykveteni rostlin rybizu po vystaveni indukénim podminkam (SD).

Neni zcela vyjasnéno, jakym zplisobem kofeny kveteni ovliviuji. Kofeny
mohou produkovat inhibitor, ktery reguluje determinaci SAM k nastupu kveteni
(McDaniel 1980) nebo latku udrzujici vegetativni rist (McDaniel 1996). Neni jasné,
jestli ma tento inhibitor v SAM antagonisticky ucinek ke kvétnimu stimulu nebo jestli v

SAM méni akumulaci kvétniho stimulu (McDaniel a Hartnett 1993). Je také mozné, ze
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kotfeny mohou byt sinkem pro latku, ktera je pozadovana pro iniciaci kveteni (McDaniel
1996). Bylo zjisténo, Ze inhibi¢ni vliv kofend mize byt zvracen vysokou induktivitou
listh (Gebhardt a McDaniel 1991). Pokud listy vykazovaly vysokou induktivitu
(kratkodenni tabdk v podminkach kratkého dne), inhibi¢ni vliv kofentil se na poctu list
vytvoienych do kveteni neprojevil. Naproti tomu pii malé induktivité¢ listi za
neindukénich podminek (napft. kratkodenni tabdk za LD) doSlo pfi kontinudlni tvorbé
kotent k trvani vegetativni faze po dobu téchto podminek.

U nékterych druht rostlin miize odstranéni kotfend vést k vykveteni (piehled
v Kinet et al. 1993). U rostliny Chenopodium rubrum bylo zjisténo, ze vliv odstranéni
kotent na kveteni zavisi na jeho nac¢asovani s ohledem na fotoperiodu (Vondrakova et

al. 1998).

1.4.2.3 Vliv kvétniho gradientu

Poprvé bylo Skoogem (1955) pozorovano, Ze se na explantatech ze segmenti
prytu u neutradlniho tabaku Nicotiana tabacum vytvérely kvétni struktury. V ramci
studia regenerace z tenkych vrstev u kvetouciho neutralniho tabadku Nicotiana tabacum
(epidermalni a subepidermalni vrstvy prytu) byla pozorovéana piima regenerace kvétnich
pupentl, tedy bez tvorby kalusu, a to v zavislosti na sloZeni kultivaéniho média (Tran
Thanh Van 1973a,b). Dale bylo zjisténo, ze existuje vztah mezi mistem plavodu
explantatu a schopnosti tvofit z ného kvétni pupeny. Explantaty odebrané z bazalni ¢asti
prytu vytvarely vegetativni pupeny, explantaty pochézejici z pletiv kvétenstvi vytvarely
kvétni pupeny. Pokud byl explantit odebirany ze stiedni casti prytu, dochézelo
k regeneraci vegetativnich pupent, které se rychle preménily v pupeny kvétni (Tran
Thanh Van et al. 1974, Rajeevan a Lang 1987). Také McDaniel et al. (1989) pozorovali
u kvetouciho neutralniho tabaku, ze se s nejvétsi frekvenci vytvarely kvétni vyhony
tehdy, pokud explantaty pochézely z pletiv kvétenstvi. Pokud stonkové explantaty
pochazely z bazalni ¢asti prytu, vytvarely kvétni vyhony s frekvenci 1%. Piekvapivé i
stonkové explantaty pochazejici z mladych rostlin neutralniho tabaku ve vegetativni fazi
vytvately kvétni vyhony, a to s malou frekvenci (0,1 — 0,3%) (McDaniel et al. 1989).
Nizka frekvence tvorby kvétnich vyhonli se nezvysila Zddnym testovanym oSetfenim,
ani napf. spolecnou kultivaci s explantaty pochéazejicimi z pletiv kvétenstvi (McDaniel

1996). Tyto vysledky prokazuji, Ze schopnost tvorby kvétnich struktur je u neutralniho
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tabdku dana vyvojovym stavem, ktery je kvantitativné kontrolovan v Case a prostoru

(Rajeevan a Lang 1987, McDaniel et al. 1989).

Rajeevan a Lang (1987, 1993) dale zjistili, ze také u kratkodenniho tabaku
Nicotiana tabacum cv. Maryland Mammoth dochazi k regeneraci kvétnich pupent
z tenkych vrstev. Pupeny se tvofily pouze z kvétnich stopek a nezavisle na fotoperiod¢.
Naproti tomu u neutrdlniho tabdku (cv. Samsun) se tvofily kvétni pupeny z explantatd
z horni casti stonku, a to podle kvétniho gradientu s maximem v jeho apikalni ¢asti. U
kratkodenniho tabdku se kromé kvétnich pupent tvorily na explantatech z kvétnich
stopek také pupeny vegetativni. U homolognich explantatii neutralniho tabaku se tvofily
pouze kvétni pupeny. Ze srovnavaci studie tedy vyplyva, ze schopnost tvofit kvétni
pupeny de novo je vice lokalizovana a slab¢ji determinovana u kratkodenniho nez u
neutralniho tabaku (Rajeevan a Lang 1987). Pfi¢ina rozdilu mezi fotoperiodickym a
neutrdlnim tabdkem neni objasnéna, podle autorl je spiSe kvantitativni nez kvalitativni
povahy (Rajeevan a Lang 1987).

Bylo zjisténo, Ze jen nékolik apikalnich uzlabnich pupenti u neutralniho tabaku
muze byt determinovano ke kveteni (McDaniel 1978). Pokud jsou ale nedeterminované
uzlabni pupeny spojeny se vzrostnymi vrcholy, kvetou rychleji nez izolované pupeny a
vytvateji stejny pocet nodii do kveteni jako determinované pupeny (Cajlachjan a
Chazakjan (Chailakhyan a Khazakhyan 1974, 1975)). V pozdé¢jsi detailnéjsi studii
(McDaniel a Hartnett 1993) bylo prokazéano, ze u neutralniho tabdku existuje gradient
kvétniho signalu ve stonku s nejvétsi aktivitou v jeho apikalni ¢asti, coz je ve shodé
s vysledky experimentl kultivace explantat z tenkych vrstev a izolovanych segmenti.
McDaniel a Hartnett (1993) dale uvadeji, ze nejvétsi potencidl ke kveteni mad u
neutralniho tabaku prvnich Sest nodl pod kvétenstvim, zde je kvétni signal nejsilnéjsi.
Neni dosud jasné, jestli stonek slouzi jako zasobarna pro kvétni signal transportovany
z listil, nebo jestli ma schopnost tento signal vytvaiet (McDaniel 1996).

Schopnost regenerovat kvétni vyhony je u neutralniho tabdku nejen gradientem
kvétniho signalu, ale také gradientem kompetence SAM, se stafim rostlin neutralniho
tabdku také stoupd kompetence SAM odpovidat na kvétni stimulus (McDaniel a
Hartnett 1992, Singer et al. 1992). Déle bylo zjiSténo, Ze podél stonku neutralniho
tabaku (Nicotiana tabacum cv. Trapezond) existuje gradient hladiny giberelinii a

cytokininli s maximem v apikdlni ¢asti prytu, a také kyseliny abscisové s maximem
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v bazalni ¢asti prytu (Negretsky et al. 1984). Zaskrceni stonku vedlo k obraceni tohoto
gradientu u viech t&chto fytohormonii (Cajlachjan a Chazakjan (Chailakhyan a
Khazakhyan 1975)). Dale po zaSkrceni stonku dos$lo k tvorbé kvétnich vyhonti na
segmentech z bazalni casti, zatimco vyhony na segmentech z apikdlni casti zlstaly
vegetativni (obraceni gradientu kvétniho stimulu) a byl také obracen gradient hladiny

volné kyseliny indol-3-octové (IAA) (Lozhnikova et al. 1989).

1.5 Molekularni mechanismy nastupu kveteni

V poslednich letech nabyva na vyznamu studium gent / mutaci spojenych s
procesem iniciace a tvorby kvétnich struktur a nabizi dal§i moznosti k rozsiteni znalosti
o regulaci kveteni. Nejvice studovanou rostlinou v molekuldrni biologii je Arabidopsis

thaliana, u které je jiz zndma sekvence celého genomu.

Piechod do reproduktivni faze vyvoje rostlin je spojen se zménou aktivity
nekterych genli. Vyvoj kvétnich struktur je podle Levy a Dean (1998b) regulovan
dvéma skupinami gent. Jsou to geny identity kvétniho meristému, které fidi pfechod
SAM v kvétni a geny identity kvétnich organt, které fidi tvorbu kvétnich struktur.

Mezi geny identity meristému u Arabidopsis thaliana patii CAULIFLOWER
(CAL), APETALA1 (AP1), LEAFY (LFY), které hraji primarni roli v iniciaci kvétniho
programu. Nejprve je aktivovan gen LFY v oblasti budouciho kvétniho meristému,
nasledné¢ ve vyvijejicim se kvétnim meristému stoupa aktivita geni AP1 a CAL.
Exprese genu LFY je ovlivnéna vnéj$imi a vnitinimi faktory (napt. délka dne, teplota,
gibereliny, sacharidy). Geny identity kvétniho meristému svoji aktivitou pozitivné
reguluji geny identity kvétnich orgdnt (napt. APETALA2 — AP2, APETALA3 — AP3,
AGAMOUS — AQG) (napt. Blazquez a Weigel 2000, Yong et al. 2000, Araki 2001,
Leyser a Day 2003).

1.5.1 Model regulace nastupu kveteni u Arabidopsis thaliana

U Arabidopsis thaliana existuje n€kolik signélnich drah, které koordinuji
kveteni s podminkami okolniho prostiedi a s vyvojovym staiim rostliny a vedou
k aktivaci exprese genu LFY: jsou to fotoperiodickd, vernaliza¢ni a autonomni draha.

Také gibereliny a sachar6za maji pozitivni vliv na expresi genu LFY, provazanost
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sachar6zy s autonomni drahou neni zcela vyjasnéna (Levy a Dean 1998a, 1998b,
Michaels a Amasino 2000, Reeves a Coupland 2000, Sheldon et al. 2000, Yong et al.
2000, Ohto et al. 2001, Simpson 2004). Vzajemna provazanost téchto signalnich drah je

naznac¢ena na Obr. 1-3.

Vernalizace

“,
7
1%,
/))
= VRN2-\ ELF8 %%
v ViP4
Fotoperioda
>\' FRL /
/ co
\ FPA /
LD 1.
SQCT FT
B B /'
Gibereliny 1

\*J_EAFY > AP1

-
T

Piechod ke

kveteni

TRENDS in Plani Sclence

Obr. 1-3: Regula¢ni drahy v procesu kveteni u Arabidopsis thaliana (prevzato z He

a Amasino 2005, upraveno)

Autonomni draha

Podle Simpsona (2004) je autonomni drdha kombinaci interakci specifickych
proteind, které riiznymi mechanismy snizuji aktivitu FLC proteinu, coz ma za vysledek
naslednou aktivaci genu LFY. Nazvy a vztahy téchto proteinti jsou ukazany na Obr. 1-
3, navzdjem se ale neovliviluji na transkripéni trovni. Nékteré z nich jsou zahrnuty
v interakcich pfi metabolismu RNA (FCA-FY, FLK, FPA). Dalsi (FLD, FVE) jsou
piibuzné lidskym proteinim nalezenych v histon-deacetylazovych korepresorovych
komplexech, reguluji tedy FLC epigeneticky, zplsobuji deacetylaci histoni v FLC
lokusu. Avs§ak dale podle Simpsona (2004) otazkou zustava, nakolik je regulace aktivity
genu FLC témito mechanismy (epigeneticka regulace genové exprese, RNA-processing)

charakteristicka pouze pro Arabidopsis.
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1.6 Bunécnv cvklus u rostlin:

Buiika je zékladni strukturni a funk¢ni jednotka zivych organismi. Bunécné
déleni a jeho regulace hraji kli€ovou roli béhem vyvoje rostlin, protoze rigidni bunééna
sténa obklopujici rostlinné buniky sice zajist'uje strukturalni oporu, ale limituje bunéény
pohyb. Matetské a dcefiné bunky jsou tak fixovany v pozici, kde vznikly (Francis a
Halford 1995, Stals et al. 2000). Ve srovnani se zivoCichy nemohou rostliny uniknout
pfed nepiiznivymi podminkami, a tak se u nich vyvinuly adaptace jako je kontinudlni
organogeneze, plasticky rlst a totipotence. Tyto schopnosti umoziiuji rostliné reagovat
na okolni prostfedi a ménit sviij télni plan (napt. Francis a Halford 1995). T¢€lni plan
rostlin je pfesn¢ kontrolovan v Case a prostoru. Zmény v rastu a vyvoji vyssich rostlin
jsou zprostfedkovany zménou v regulaci rychlosti a orientace bunééného déleni, v tomto
kontextu je dulezita tzv. pozicni informace (Francis a Halford 1995, Clark 1997, Leyser

a Day 2003).

1.6.1 Faze bunétného cyklu eukaryot

Kazda bunka prochazi bunéénym cyklem, coz je soubor opakujicich se a na
sebe navazujicich fazi; G1 — post-mitoticka faze, S — DNA synteticka faze, G2 — post-
syntetickd faze a M faze — mitoza. Ned¢lici se bunky zlstavaji v GO fazi, tzv. klidové
nebo modifikované G1 fazi. Po M fazi nasleduje vétsinou cytokineze.

G1 faze je obdobi mezi probéhlou mitézou a nasledujici replikaci. Bunka je
metabolicky aktivni, syntetizuji se proteiny, RNA, nukleotidy. Bunka roste a pfipravuje
se na replikaci DNA. V nasledné S fazi dochazi k replikaci DNA. Pak nasleduje G2
faze, kdy se bunka pfipravuje na mitdzu, roste, syntetizuji se proteiny nutné pro mitozu.
V M fazi dochazi k rozdéleni chromozomi do nové vznikajicich jader. Je to proces,
ktery se sklada z nékolika na sebe navazujicich kroka: profaze, metafaze, anafaze a
telofaze. Tyto kroky =zajiStuji rovnomérnou segregaci chromozomi do novée
vznikajicich jader. Po jaderném rozdéleni v M fazi nasleduje cytokineze, kdy dochazi
k rozdéleni buiiky na bunky dcefinné. Mtze probihat rovnomérné nebo nerovnomérné

(Nasmyth et al. 1991, Nurse 2002).

Prichod buiiky bunéénym cyklem je regulovan v tzv. kontrolnich bodech (tzv.

»checkpoints®), ve kterych se buiika rozhoduje o postupu do nasledné faze (Nasmyth et
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al. 1991). Jsou to ptfechod mezi G1 a S fazi a pfechod mezi G2 a M fazi, dale v mitdze,
kdy dochazi ke kontrole navazani chromozomul na mitotické vieténko. V téchto bodech
buiikka kontroluje napt. spravnou velikost a dostatek zivin, spravnou replikaci DNA,
spravné rozdeleni chromozomt atd.

Modelovymi organizmy pro studium bunécéného cyklu a ptredevsim kontrolnich
bodi mezi G1 — S a G2 — M jsou kvasinky, pucici kvasinka Saccharomyces cerevisiae
(G1 — S) a poltiva kvasinka Schizosaccharomyces pombe (G2 — M) (Nasmyth et al.
1991). U kvasinek existuje rozhodujici kontrolni bod v jedné fazi bunééného cyklu,
ostatni jsou vSak také pritomny. Kontrolni bod na konci G1 faze byl poprvé popsan u
kvasinky Saccharomyces cerevisiae, kde je zndm pod ndzvem START. Pokud buiika
projde STARTem, je vétSinou determinovana k ukonceni bunécného cyklu. Naproti
tomu u jiného druhu kvasinky (Schizosaccharomyces pombe) je jediny kontrolni bod na
piechodu mezi G2 a M fazi, coz zamezuje zahdjeni mitozy pied ukonCenim replikace
DNA. U vyssich eukaryot probihd rozhodovani o postupu bunéénym cyklem v obou

kontrolnich bodech (Nasmyth et al. 1991, Nurse 2002).

1.6.1.1 Regulace bunécného cyklu u rostlin

Regulace bunécného cyklu u rostlin je podobna regulaci u ostatnich eukaryot.
Klicovou roli v kontrole regulace bunécného cyklu eukaryot hraje aktivace
enzymatického komplexu, ktery obsahuje dvé casti. Prvni je katalytickd podjednotka
tzv. serin/threonin cyklin—dependentni kinaza (CDK), druha cast je regulacni
podjednotka — cyklin. U rostlin existuje n€kolik typti CDK kodovanych cdc2 genovou
rodinou. CDK jsou pozadovany pro prichod celym bunéénym cyklem. Také existuje
nékolik skupin cyklint, jejichz hladina v pribéhu bunécného cyklu osciluje a jejichz
uloha spociva v kontrole aktivity CDK. Kolisani hladiny cyklinti je zajisténo regulaci
jejich syntézy a degradace. Jejich degradace zajiStuje tzv. destrukéni box, pomoci
kterého dochazi k jejich ubiquitinaci a k nasledné proteolyze. Béhem M — faze dochazi
k celkové degradaci a deaktivaci kindzového komplexu CDK/cyklin (Shaul et al. 1996,
Burssens et al. 1998, Hemerly et al. 1999, Mironov et al. 1999, Stals et al. 2000, Francis
a Sorrell 2001).

Aktivita CDK je dale ovlivnéna aktivaéni a inhibicni (de)fosforylaci
(specifické kinazy a fosfatdzy), nebo pfipojenim inhibitoru (CKI). U kvasinky

Schizosaccharomyces pombe je CDK piechod z G2 do M faze regulovan aktivacni
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(de)fosforylaci na tyrosinovém zbytku CDK. Fosforylace na tyrosinu 15 inhibuje
aktivitu komplexu CDK/cyklin a je zplsobena specifickymi kindzami Weel.
Antagonistou Weel je u eukaryot Cdc25 fosfatdza (Mironov et al. 1999, Nurse 2002). U
rostlinné CDK byly detekovany vSechny (in)aktivacni domény popsané u kvasinkové
CDK, vcetné AMK rezidua (Tyr-15), kde dochazi k aktivacni defosforylaci pted
vstupem do mitdézy (Zhang et al. 1996). Nedavno se v genomu Arabidopsis podatilo
identifikovat cdc25-ptibuzny gen/protein, jez obsahuje odpovidajici katalytickou
doménu (Landrieu et al. 2004). Tento protein vykazuje fosfatdzovou aktivitu, nicméné
ovéteni jeho biologické funkce dosud provedeno nebylo.

Transgenni rostliny tabadku (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun) konstitutivné
exprimujici gen pro kvasinkovou fosfatdzu cdc25 pod 35S CaMV promotorem vykazuji
redukci velikosti bun¢k kofenového meristému v mitdze, predcasné kveteni, zménu
v morfogenezi a poctu kvétnich organii a zménu v morfogenezi listti (Bell et al. 1993).
McKibbin et al. (1998) pozorovali u tohoto neutrdlniho tabaku transformovaného
stejnym genem pod kontrolou tetracyklin-inducibilniho promotoru. zvysené zakladani
primordii postrannich kotenti. Déle bylo zjisténo, ze transformace neutralniho tabaku
kvasinkovou fosfatazou cdc25 ovliviiuje de novo organogenezi, coz je proces striktné
zavisly na frekvenci a orientaci bunécného déleni. U transformovanych rostlin byl
pozorovan vyrazny posun v organogenezi ve prospeéch tvorby pupent, ktery lze vyvolat
aplikaci cytokininl (tzv. ,,cytokinin-like* efekt) (Suchomelova et al. 2004). Vysledky
naznacuji, ze exprese kvasinkové fosfatdzy cdc25 mize u neutradlniho tabaku nahradit
oSetfeni cytokininy, coz podporuje piedstavu, Ze béhem vyvoje rostlin dochazi

k interakci mezi regulatory bunééného cyklu a fytohormony.
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Obr. 1-4: Schematické znazornéni CDK/cyklinovych komplexii zapojenych do

regulace bunééného cyklu u Arabidopsis thaliana (prevzato ze Stals et al. 2000,

upraveno)

1.6.2 Cytokininy, bunécné déleni a diferenciace

U rostlin je stale predmétem studia, jak endogenni (hormony, bunééna velikost)
a exogenni faktory (teplota, stav zasobenosti vodou a zivinami) ovliviiuji aktivitu CDK.
Exogenni pfisun cytokinint na kultury v in vitro podminkéch stimuluje bunééné déleni.
Cytokininy reguluji u Arabidopsis thaliana prechod mezi Gl a S fizemi bunécného
cyklu indukei transkripce cyklinu CycD3. Podobné ucinky ma i sachar6za (D‘Agostino
a Kieber 1999). Konstitutivni exprese CycD3 v transgennich rostlinach Arabidopsis
thaliana zpusobila indukci a udrzeni bunécného déleni za absence exogennich
cytokininli (Riou—Khamlichi et al. 1999). Dale cytokininy maji vliv na expresi genl
Kn1 rodiny, coz jsou kli¢ové regulatory funkce meristému, ale mechanismus neni znadm
(D*Agostino a Kieber 1999). Cytokininy maji pravdépodobné vliv na regulaci exprese
reparanich enzyml. Mohou interagovat s proteiny, které maji podil na aktivaci
latentnich DNA replika¢nich pocatkl, coz ma za vysledek zkraceni doby S faze (Francis
a Sorrell 2001).

Rostliny Nicotiana tabacum L. cv  Samsun byly transformovany
cytokininoxiddzou tak, ze regenerované transformanty meély snizeny obsah endogennich

cytokininti (Werner et al. 2001). U transformantii se mimo jiné pomalu vytvafely malé
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bukky v SAM a v listovych primordiich, dale byla redukovdna velikost SAM.
Cytokininy jsou tedy ziejm¢ zahrnuty nejen v regulaci bunééného cyklu, ale také
v diferenciaci bunék prytu. Tito autofi dale diskutuji mozné cesty pisobeni cytokininti v
SAM, jako napf. existenci rizné lokalni koncentrace cytokinini v SAM, rozdilnou
distribuci rtznych cytokininovych metabolith a moznost nekompletni apikalni
dominance (Werner et al. 2001).

Cytokininy také ovliviiuji prechod z G2 do M faze. Zhang et al (1996) zjistili
na kulturach tabaku Nicotiana plumbaginifolia, Zze bunky za nepfitomnosti cytokininil
zustavaly v G2 fazi. Aplikace cytokininu umoznila (defosforylaci CDK) piechod do M
faze defosforylaci CDK. Pifedpoklada se interakce cytokininii s cdc25 (ptipadné
homologem u rostlin), kterd ma za vysledek aktivacni defosforylaci tyrozinového

zbytku a vstup bun¢k do mit6zy, Obr. 1-4 naznacuje tento vztah.
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2 Materidl a metody

2.1Biologicky material

Pro vSechny experimenty byly jako rostlinny material pouzity rostliny tabdku
Nicotiana tabacum L., cv. Samsun divoky genotyp (kontrolni varianta) a linie A a C
nezavisle transformované cdc25 cDNA ze Schizosaccharomyces pombe pod kontrolou

35S CaMV promotoru (Bell et al. 1993).

2.2 Experimenty v podminkach in vivo

2.2.1 Kultivace

Experimenty byly provedeny v prostorach uréenych pro praci s GMO:
experimentalni sklenik Katedry fyziologie rostlin, PfF UK, Vini¢na 5 (2004 —2005)

Vysev transformantl A a C byl vzdy proveden o tyden pozdéji nez vysev
rostlin kontrolnich. Dtvod byl ten, aby na zacitku daného experimentu mély
transformanty piiblizn¢ stejny pocet listl jako rostliny kontrolni, protoze transformanty
vykazuji od 4 - 5 pln¢ vyvinutych listd (nad 10 cm) zndmky urychleni rtstu. Pfiblizné
po tiech tydnech byly vSechny rostliny po jedné presazeny do kvétinaci o pruméru 15

nebo 24 cm. Pocet rostlin a typ kvétinace byl zvolen v zavislosti na typu experimentu.

2.2.2 Hodnoceni rostlinného materialu

2.2.2.1 Stanoveni poctu listi

Pocitani listi bylo provedeno zplisobem popsanym v diplomové praci Martiny
Smoloniové (2003). Do celkového poctu nebyly zapocitany listy pfizemni listové razice
(2 — 4), které béhem rastu rostlin odumiely. Do celkového poctu listi byly zapoditany
listy s délkou nad 10 cm.
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2.2.2.2 Stanoveni poctu dnli do kveteni

Pocet dnli do kveteni je oznaceni pro dobu od vysevu do vytvofeni

nerozvitych, ale makroskopicky pozorovatelnych poupat.

2.2.2.3 Stanoveni hmotnosti susiny kofenového systému

Byly pouzity kontrolni a transformované (linie A a C), a to ve vegetativni fazi
vyvoje (kultivace v 15 cm kvétinacich). Nejprve byla odfiznuta nadzemni cast rostlin,
poté byl kofenovy systém i se substratem vyklepan. Substrat byl vymyt v tacech, kazdy
kotenovy systém 3krat. Po vymyti substratu byly kofeny jednotlivych rostlin zabaleny
do alobalu, zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany v mrazicim boxu — 80°C. Poté
byly v alobalu vysuSeny v lyofilizatoru (Lyovac GT 2) cca 1,5 dne a piendany do
pfedem zvéazenych centrifugacnich zkumavek (15 ml). Nésledovalo dalsi vysouseni v
centrifugacnich zkumavkach, a to cca 10 h. Poté byly vzorky zvaZeny na analytickych

vahach (Sartorius).

2.2.3 Roubovani

Byly pouzity rostliny kontrolni a transformované (A,C), a to ve vegetativni fazi
vyvoje (kultivace ve 24 cm kvétinacich).

Technika roubovani byla pievzata z diplomové prace Martiny Smolonové
(2003). Z rostlin uréenych jako podnoz byla Sikmym fezem odstranéna horni ¢ast prytu.
Velikost podnoze se lisila podle typu roubovaciho experimentu. Sikmy fez (cca 2 cm)
byl veden na trovni prvniho nodu nad ponechanym listem, viz Obr. 2—1. a 2-2. Na
Sikmy tez podnoze byl parafilmem piipevnén roub. Roub vzdy ptedstavoval apikalni
segment prytu (délka 3 — 5 cm), na kterém byly odstranény vSechny listy nad 0,5 cm.

Pribézné byly na podnozi odstraniovany lateralni vyhony, a to s frekvenci cca 3 dny.
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Roubovéani probihalo v nasledujicim uspofadani:

1. kombinace: vegetativni kontrola a transformant C, resp. A
Podnoz ptedstavovala bazalni ¢ast rostliny s kofenovym systémem a s 1 - 2
dospélymi listy v bazalni ¢asti prytu, schematicky Obr. 2—1 znazoriiuje rovinu fezu.
Byly roubovany tyto varianty:
a) K/C, K/A
roub: kontrola
podnoz: transformant C resp. A
b) C/K, A/K
roub: transformant C resp. A

podnoz: kontrola

/
/

Obr. 2-1: Schema (prevzato ze Smolofiova 2003) znazoriuje rovinu a misto rezu 1.

varianty roubovani

2. kombinace vegetativni kontrola a transformant C
Podnoz ptedstavovala pryt bez vrcholové ¢ésti, na podnozi byly ponechény
listy o délce nad 10 cm, schematicky Obr. 2-2 znazoriuje rovinu fezu.
Byly roubovany tyto varianty:
a) K/C
roub: kontrola
podnoz: transformant C
b) C/K
roub: transformant C

podnoz: kontrola
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Obr. 2-2: Schema (pFevzato ze Smolofiova 2003) znazoriiuje rovinu a misto fezu 2.

varianty roubovani

Bylo také provadéno kontrolni roubovani, kdy byly roub i podnoz

z kontrolniho (K/K), resp. transformovaného materidlu (C/C, resp. A/A).

2.2.4 Hodnoceni stavby apikalniho meristému prytu

Byly pouzity kontrolni a transformované (linie A a C) rostliny, a to ve vegetativni fazi
vyvoje (kultivace v 15 cm kvétinacich). Odebrané vzrostné vrcholy prytu byly fixovany

v 50% FAA, nasledné z nich byly zhotoveny trvalé preparaty.

Jako vrcholova ¢ast prytu bylo oznaceno: apikalni meristém prytu (SAM), listy
seviené kolem apikalniho meristému prytu véetné odklangjiciho se listu (max. délka 6
cm).
50% FAA Dbyla pfipravena nasledujicim zpisobem: formaldehyd/kyselina
octovéd/etanol/voda — 1:1:9:9 — viv:iv:iv.

Hodnoceni kvality odebraného materidlu — pouzitelné vzorky byly ty, které

klesly béhem nékolika dnti na dno sklenicky (tmavé sklo, ulozeni ve tm¢).
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2.2.4.1 Zhotoveni trvalych preparati:

Trvalé preparaty pro anatomickd pozorovani byly pfipraveny parafinovou

metodou (Pazourkova 1986).

Zaliti vzorku do parafinu:

Odebrané vzorky byly odvodnény pomoci vzestupné butanol - etanolové tady,

viz Tab. 2—1.

Tab. 2-1 Butanol - etanolova odvodiovaci Fada (Némec et al. 1962)

1. butanol : etanol : voda 25:30:45
2. butanol : etanol : voda 40:30:30
3. butanol : etanol : voda 55:25:20
4. butanol : etanol : voda 70:20:10
5. butanol : etanol : voda 85:15:0
6. 100% butanol 100:0:0
7. 100% butanol 100:0:0

V kazdém kroku fady byly vzorky ponechany minimalné 4 h. K odvodnénym
vzorktim ve 100% butanolu byl ptidan parafin. Nadobky byly uzavieny vickem. Vzorky
byly inkubovany v termostatu pfi teploté 45°C po dobu 10 h. Po uplynuti této doby byly
nadobky zhruba na 2 dny odkryty a inkubovany pfi stejné teploté za tcelem odpatfovani
butanolu. Poté byl parafin vyménén za Cisty, v némz byly vzorky ponechany dalSich 12
h. Parafin byl vyménén jesté ttikrat, a to vzdy po 12 h. Do posledniho ¢istého parafinu
byly vzorky zality.

Rezani objekti:

Z parafinovych blokii se vzorky byly vyfiznuty blocky obsahujici vzdy jeden
vzorek. Tyto blocky byly pfitaveny na dievéné Spalicky. Takto piipravené vzorky
vzrostnych vrcholl byly fezany konzolovym mikrotomem Leitz na 12 pum silné podélné
fezy. Na podlozni sklicko byla nejprve nanesena tenka vrstva adheziva (glycerol:
vajecny bilek - 1:1 — v:v), nésledn¢ destilovand voda ptes celé sklicko (Pazourkova

1986). Na takto pfipravena sklicka byly Stéteckem umistény fezy, které byly nasledné
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vyrovnavany Zehlenim na temperované desce (MEDAX) pii 55°C. Preparaty zasychaly

pti pokojové teplotg.

Barveni preparati:

Preparaty byly barveny alcianovou modii (Sigma Aldrich) a pravou jadrovou
cerveni (Kernechtrot) (Sigma Aldrich) (Polackova a Benes 1975). Alcidnova modf barvi
bazické struktury (napt. bunécéné stény, cytoplasmu). Prava jadrova cCerven barvi kyselé

struktury, predev§im mitoticky aktivni jadra. Postup barveni je popsan v Tab.2-2.

Tab.2-2 Postup barveni alciAnovou mod¥Fi a pravou jadrovou ¢erveni

1. odparafinovani preparatd : toluen I, II, III - 4 3 min

2. zavodnéni: sestupna etanolova fada (2x 100%, 96%, 70%, 50%, 30% (v/v),
destilovana voda) — & 3 min

3% kyselina octova (v/v) - 1 min

0,1% alcianova modr (pfiprava viz dale) - 20 min

oddiferencovani ptebyte¢ného barviva v destilované vode - 5 az 10 min

1% prava jadrova Cerveil (pfiprava viz dale) - 1 az 2 min

oddiferencovani ptebyte¢ného barviva v destilované vode - 5 az 10 min

odvodnéni: vzestupna etanolova fada (30%, 50%, 70%, 96%, 2x 100% (v/v) - & 3 min

N owoaw

9. promyti toluenem: toluen I, II, III - 4 3 min

10. uzavfeni preparati do syntetické pryskyftice (solakryl BMX, Synthesia Kolin)

Piiprava barviv:

¢ alcianova modi: 0,1% (w/v), barvivo bylo rozpusténo v 80°C teplé 3%
kyselin€ octové (v/v) a prefiltrovano
¢ prava jadrova cerven: 1% (w/v), barvivo bylo rozpusténo v 80°C

teplém 5% vodném roztoku Aly(SOy4); (W/v) a prefiltrovano.

2.2.4.2 Anatomickd analyza:

Anatomické preparaty byly hodnoceny pomoci svételného mikroskopu
Olympus BX50. Mikroskopické obrazy byly snimany digitdlnim fotoaparatem
(Olympus C3040 — ADU) a fotografie byly pfevedeny do pocitace. Obrazy byly pro
dokumentaci pfipraveny v programu Adobe Photoshop (verze 6.0 CE).
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2.2.5 Analyza obsahu rozpustnych nestrukturnich sacharidii

metodou HPLC

Vzorky byly odebirany z rostlin kontrolnich a transformovanych A a C, a to ve

vegetativni fazi vyvoje (kultivace v 15 cm kvétinacich).
2.2.5.1 Piiprava vzorku pro analyzu sacharidii

2.2.5.1.1 Exudat z dekapitovanvych rostlin:

Piiprava mikrozkumavek:

Byly pouzity 0,5 ml mikrozkumavky obsahujici médium tohoto sloZeni (podle
Lejeune et al. 1994): roztok 20mM EDTA (Lachema) o pH 7,5 zpevnény 1% nebo 0,8%
agardzou (Serva, Sigma).

Navazka EDTA (vazeno na analytickych vahiach AND GR-200-EC) byla
pfesypana do malé kadinky s destilovanou vodou (cca 80% kone¢ného objemu). Po
rozpusténi bylo upraveno pH na 7,5 n€kolika kapkami 1M NaOH, resp. 1M CH3;COOH.
Dale byla do roztoku pfisypana agar6za (1% nebo 0,8%), kterd v ném byla rozpuSténa
pfivedenim roztoku k varu v mikrovinné troubé. Poté byl destilovanou vodou doplnén
objem vodmérmém valci. Nasledné bylo médium pipetovano do 0,5 ml
mikrozkumavek, a to az po okraj ¢i mirné pies ng (pfi tuhnuti médium trochu
poklesne). Po utuhnuti média bylo mozné mikrozkumavky ihned pouzit k experimentu.
Nejlépe se osvédCilo pripravit médium do mikrozkumavek tésné pred experimentem.
Pokud bylo médium pfipraveno do mikrozkumavek den pfedem, bylo nutné ptebalit
stojanek s mikrozkumavkami mikroténovou f6lii pfipadné alobalem a ulozit do lednice,
protoze médium rychle vysycha.

Jimani exudatu z prytu:

Po odfiznuti vrcholové €asti prytu byla ihned na vznikly fez nasazena 0,5 ml
mikrozkumavka s médiem, viz Obr. 2-3. Bylo zjisténo, ze médium z mikrozkumavek
Iépe pfilne ktezu, pokud je limecek mikrozkumavek odstranén a pokud jsou
mikrozkumavky pfipevnény k rostlin¢ parafilmem. Aby nedochdzelo k odpatovani vody
z média, byly mikrozkumavky ptekryty potravinovou folii a rostliny umistény na stinné

misto skleniku. Po 24 hodinach byly mikrozkumavky sbirany a ihned po sbéru byl
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jejich obsah piendan do 2 ml mikrozkumavek. Po tomto kroku bylo mozné bud’ vzorky

skladovat v mrazicim boxu pii —18°C nebo rovnou extrahovat sacharidy.

Obr. 2-3: Umisténi mikrozkumavky pri jimani exudatu z dekapitované rostliny

(transformant C)

Extrakce sacharidu:

Extrakce sacharidll z exudati jimanych do agar6zového média byla provedena
pomoci vymyvani methanolem. Ke kazdému vzorku ve 2 ml mikrozkumavce bylo
piipipetovano 0,5 ml 80% methanolu (v/v). Poté byly vzorky 10 min inkubovany pfti
75°C v termobloc¢ku (Grant QBT1), obsah byl promichan (Microshaker ML — 1) a
nasledné byly vzorky 10 min centrifugovany (Eppendorf Centrifuge 5415 D) pii 14 000
rcf. Vznikly supernatant byl pfelit do novych 2 ml mikrozkumavek, které slouzily jako
sbérné. Do mikrozkumavek se sedimentem bylo opét pfipipetovano 0,5 ml 80%
methanolu a cely postup byl opakovan. Celkem byla extrakce provedena 3x. Ziskané
vzorky byly skladovany v mrazicim boxu pii —18°C.

Piiprava k méfeni:

Vzorky byly rozmrazeny (pii pokojové teploté) a ulozeny do Speedvacu
k odpateni do sucha (cca 3,5 hodiny). V tomto bod¢ Ize postup pterusit a vzorky opét
skladovat v mrazicim boxu pifi —18°C nebo pokracovat v piipravé k méfeni. Ke
kazdému vzorku bylo pipetovano 0,3 ml demineralizované vody, poté byly vzorky
ulozeny na 15 min do ultrazvukové lazn¢ (Julabo USR 05). Nasledné byly vzorky
promichdny (Microshaker ML — 1) a 10 min centrifugovany (Eppendorf Centrifuge
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5415 D) pii 14 000 rcf. Vznikly supernatant byl piefiltrovan pfes membranové filtry
Millex Millipore (porozita 0,45 pm) do Cistych mikrozkumavek. Pfed méfenim byly

vzorky skladovany v mrazicim boxu pii —18°C.

2.2.5.1.2 Exudat z listu

Piiprava kadinek:

Byly pouzity:
¢ - kadinky vétsi (rozmezi 500 — 1000 ml): byla do nich nalita voda na
dno, nasledné¢ byly uzavieny alobalovou f6lii, aby se uvnitf vétsi
kadinky vytvotila vysoka relativni vlhkost vzduchu a nedochazelo k
vysouseni listd béhem jimani exudat. VEtsi kadinky byly pfipravovany
6 — 12 hodin pfed experimentem.
¢ - 50 ml uzké kadinky: bylo do nich pipetovano 5 ml roztoku pro jimani

exudatu

Piiprava roztoku pro jimani exudétu:

Byly pouzity 50 ml uzké kadinky obsahujici 5 ml roztoku 20mM EDTA
(Lachema), pH 7,5. (podle Lejeune et al. 1994):

Navazka EDTA (vazeno na analytickych vahiach AND GR-200-EC) byla
pfesypana do malé kadinky s destilovanou vodou (cca 80% kone¢ného objemu). Po
rozpusténi bylo upraveno pH na 7,5 nékolika kapkami 1M NaOH. Roztok byl
piipravovan bud’ v den experimentu nebo den pifed experimentem, a pak byl uchovan
v zébrusové lahvi pii 4°C.

Jimani exudatu z lista:

v

Byly odfiznuty nejvyvinutéjsi listy, délka nad 10 cm. V zavislosti na vzrastu
rostliny se pocet odfiznutych listii pohyboval od 1 do 3 listl na rostlinu. Odiiznuté listy
z jedné rostliny byly ihned ponotfeny do Petriho misky s destilovanou vodou a fezna
plocha jesté jednou sefiznuta Ziletkou. Divod byl ten, aby fezna plocha nezaschla a aby
se zamezilo vzniku kal6ézové zatky, kterd by znemoznila vytékani exudatu. Poté byly
listy feznou plochou ponoieny do roztoku v 50 ml uzké kadince (listy z jedné rostliny v
jedné kadince). 50 ml kadinky s listy byly umistény do vétSich kadinek s vodou a
uzavieny alobalovou folii, viz Obr. 2-4. Kadinky byly umistény na tacech ve stinné

¢asti skleniku, aby uvnitf nddobek nedochazelo k ptehtivani, a tim k poskozeni listi. Po
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24 hodinach byl jimany roztok pielit do sbérnych nadobek a ty byly skladovany
v mrazicim boxu pifi —18°C. Thned po sbéru roztok byly vSechny listy nasmimany
pomoci scaneru (HP Scanner 4c), kde byly polozeny na tenkou vrstvu destilované vody
(1épe se tak listova plocha rozlozila na desku scaneru). Takto ziskané obrazy listii byly
upraveny v programu Lucia G (verze 4.8), ve kterém byla ndsledné¢ méfena listova
plocha nebo byly upraveny v programu Adobe Photoshop (verze 6.0 CE) a listova
plocha byla méfena v programu Elipse (verze 2.05). Hodnoty ploch listli z jedné rostliny
byly seéteny a pouzity pro stanoveni mnozstvi rozpustnych nestrukturnich sacharidi na
jednotku listové plochy.

Piiprava k méfeni:

V zavislosti na pfitomnosti drobnych necistot v roztoku (napt. drobné kaminky
ze skleniku) bylo mozné stanovit obsah sacharidii bud’ pfimo z roztoku nebo jej bylo
tteba necistot zbavit. Proto byly jimané exudaty ptelity (ihned po sbéru nebo po jeho
rozmrazeni) do oznaCenych centrifugacnich zkumavek (15 ml) a centrifugovany
(Hettich) 7 min pii 18 030 rcf. Ze supernatantu byl odpipetovan 1 ml roztoku do Cistych
mikrozkumavek. Tyto vzorky byly ur¢ené k méteni a byly skladovany v mrazicim boxu

pii —18°C.
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Obr. 2-4: Systém kadinek pro jimani exudatu z listi

Mensi kadinka obsahuje roztok EDTA, do kterého jsou ponofené fapiky listll a ktera je umisténa na dno
veétsi kadinky. Na dné vétsi kadinky je nizka hladina vody, ktera po uzavieni systému alobalovym vickem
zajistuje vysokou relativni vlhkost vzduchu v celém systému jako ochrana proti uvadnuti listd béhem

experimentu.

2.2.5.1.3 Obsah sacharidu v listech

Odbér listt

U rostlin byly odebirany pln€¢ vyvinuté listy. Listy zjedné rostliny byly
zabaleny do alobalu, zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany v mrazicim boxu pfi —
80°C.

Piiprava vzorku:

Listy byly v alobalu vysuseny v pfistroji Lyovac GT 2 (Finn—Aqua). Z kazdého
vysuseného listu byly odebradny 3 cca 20 mg vzorky (bez stiednich Zilek) do predem
zvazenych mikrozkumavek, vazeno na analytickych vahach (Sartorius). Tyto vzorky
byly ihned zmraZeny v tekutém dusiku a skladovany v mrazicim boxu —80°C. Poté
probéhlo dosouseni, cca 6 — 10 hodin. Po vysuseni byla stanovena hmotnost susiny na

analytickych vahach. Po zvazeni byly vzorky skladovany v exikétoru.
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Extrakce sacharidu a pfiprava k méreni:

Ke kazdému vzorku byl pipetovan 1 ml 80% methanolu (v/v), ulozeny do
Speedvacu (Speedvac Plu SC110 A, Savant) k odpafeni do sucha (cca 2,5 hodiny) a
skladovany v mrazicim boxu pii —18°C. Po rozmrazeni (pti pokojové teploté) bylo ke
kazdému vzorku pipetovano 0,5 ml demineralizované vody a poté byly vzorky ulozeny
na 15 min do ultrazvukové lazné (Julabo USR 05). Nasledné byly vzorky promichany
(Microshaker ML — 1) a 10 min centrifugovany (Eppendorf Centrifuge 5415 D) pfi
14 000 rcf. Vznikly supernatant byl piefiltrovan pfes membranové filtry Millex
Millipore (porozita 0,45 um) do Cistych mikrozkumavek. Pred méfenim byly vzorky

skladovany v mrazicim boxu pii —18°C.

2.2.5.1.4 Obsah sacharidu v kofenovém systému

Odbér kofenového systému:

Byl odebiran cely kotfenovy systém. Nejprve byly kofenové systémy vyjmuty
z kvétinace a opatrné zbaveny substratu. Poté byly n€kolikrat promyty vodou. Kotfenové
systémy byly zabaleny do alobalu, zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany v mrazicim
boxu —80°C.

Extrakce sacharidu a pfiprava vzorka k méfeni

Dalsi ptiprava k analyze se shoduje s postupem popsanym v ¢asti 2.2.5.1.3.

,,Obsah sacharida v listech®.

2.2.5.2 Stanoveni obsahu a spektra rozpustnych nestrukturnich sacharidi:

Obsah  sacharidi byl stanoven pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). Parametry méficiho systému: refraktometrickd detekce
(Shodex RI-71); isokratickd pumpa Spectra Physics; pocitaCovy program CSW 1.7;
teplota: 80°C; predkolonka: Hema-Bio 1000 SB+Q (Watrex); kolona: Polymer IEX
Pb*" (Watrex); eluent: demineralizovana voda (Milli Q), rychlost pritoku: 0,5 ml.min™,

objem injikovaného vzorku: 10 pl, standardy sacharidii: Sigma.
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2.3 Experimenty v podminkach in vitro

2.3.1 Kultiva¢ni podminky

2.3.1.1 Slozeni kultivaéniho média

Pokusny material byl ve vSech experimentech kultivovdn na pevném MS
médiu (Murashige a Skoog 1962).

V zéavislosti na typu experimentu byla pouzita média sriznym obsahem
sacharozy:

3% (w/v) pro vysev, 5% (w/v) a 7% (w/v) pro ptfesazeni a naslednou dalsi
kultivaci rostlin.

Dale byl upraven obsah agaru v médiu uréeném pro vysev, a to z 8 g/l média
na 7,5 g/l (médium nebylo tak tuhé, mladé rostliny se z né¢ho lépe vyndavaly, a snizilo
se tak riziko poSkozeni jejich kofenového systému).

Ostatni slozky média: Myo—inozitol 0,1 g/1; kasein 1 g/I; v Tab. 2-3 je uvedeno

slozeni a objem zasobnich roztokl pipetovanych pro ptipravu 1 litru média.

Tab. 2-3: SloZeni zasobnich roztoku kultivaéniho média MS

zasobni 5 zéasobni roztok (500 ml) | 11 média
roztok slozka [e] [ml]
NH,NO, 16,50
KNO; 19,00

A CaCl, 3,31 50
MgSO, . 7 H,O 3,70
KH,PO, 1,70
KI 0,08
H3;BO; 0,62
MnS0,.4H,0 (H,0) 2,23 (1,69)

B ZnS0,4.7H,0 0,86 5
Na,Mo00,.2H,0 0,03
CuS04.5H,0 0,00
CoCl,.6H,O (bezv.) 0,0025 (0,0013)

C FeS04.7H,0 2,78 5
Na,EDTA.2H,0 3,73
inozitol 10,00
kys. nikotinova 0.05

D pyridoxin - HCI 0,05 5
thiamin - HCI 0,05
glycin 0,20
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Vzhledem k ¢astym kontaminacim zasobnich roztoki makroprvk,
mikroprvkl, vitamind a chelatd Zeleza byly roztoky rozpipetovany po malych

mnozstvich do sbérnych nadobek a skladovany v mrazicim boxu pii —18°C.

2.3.1.2 Piiprava kultivaéniho média

Zasobni roztoky makroprvkid (Lachema), mikroprvki (Lachema), chelath
zeleza (Lachema) a vitamind (Sigma, kys. nikotinovd — Serva) byly pfipraveny a
pipetovany podle rozpisu v Tab. 2-3. Ostatni slozky média: sacharéza (Lach-Ner),
kasein (Sigma) a agar (Sigma) byly navazeny na laboratornich predvazkach (AD — EK —
200G), myo-inozitol (Sigma) a slozky zasobnich roztokl na analytickych vahach (AND
GR-200-EC).

Pro ptipravu 1 1 média byly vSechny slozky smichany s destilovanou vodou do
objemu cca 900 ml a za stalého michani bylo upraveno pH na 5,7 n€kolika kapkami 1M
NaOH, resp. IM CH3COOH. K tomuto roztoku byl pfisypan agar, ktery v ném byl
rozpu$tén piivedenim roztoku k varu v mikrovinné troub&. Nasledné¢ bylo médium
doplnéno destilovanou vodou v odmérném valci na 11 a rozlito po 150 ml do 250 ml
Erlenmayerovych ban¢k, banky byly uzavieny jednou vrstvou hlinikové folie a nasledné
sterilizovany v autokldvu (Chirana). Po sterilizaci bylo médium pfelito v laminarnim
flow-boxu (Heraeus nebo Labox) po 150 ml do 1 1 sterilnich Erlenmayerovych ban¢k.

Postup jejich sterilizace je uveden v ¢asti ,,Sterilizace®.
2.3.2 Sterilizace nastroji a materialu

2.3.2.1 Sterilizace 1 1 Erlenmayerovych banck

Sterilizace 11 Erlenmayerovych ban¢k probihala v horkovzdusném sterilizatoru
(Binder), a to bud’ 3 h pfi teploté 150°C nebo 2 h pii teploté 160°C. Batiky byly pied

vloZzenim do horkovzdusného sterilizdtoru uzavieny dvojitym alobalem.

2.3.2.2 Sterilizace semen

Semena byla ptesypana do mikrozkumavek a zalita cca 1 ml 70% ethanolu na
30 sekund. Po sliti ethanolu byl do mikrozkumavek pifiddn cca 1 ml 15% SAVA

(Biochemie s.r.o., Bohumin) a kapka detergentu (Pur). Po 15 minutich tfepani ve
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sterilizaénim roztoku (tiepatka IKA®KS 130) byla semena v laminarnim flow-boxu
proplachnuta v mikrozkumavce sterilni vodou (3 — 5x do vymyti detergentu). Poté byla

semena ihned vyseta, dale viz ¢ast ,,Kultivace rostlin®.

2.3.2.3 Sterilizace nastroji

Sterilizace ndastrojii probihala dvojim zplsobem, bud’ v horkovzduSném
sterilizatoru pfi teploté¢ 150°C po dobu 3 h nebo v autoklavu. Béhem aseptické prace v
laminarnim flow-boxu byly nastroje sterilizovany ponofenim do 96% ethanolu a

naslednym opalenim v plameni.

2.3.3 Vysev a kultivace rostlin

Sterilni semena byla vyseta vlamindrnim flow-boxu do 100 ml
Erlenmayerovych ban¢k na pevné MS médium (25 ml) s 3 % sachardzy. Do kazdé
baiiky bylo pfeneseno piiblizné 30 semen. Po vytvofeni piizemni rizice (délohy a 1 — 2
pravé listy) byly rostliny ptesazeny vzdy po jedné do sterilnich 11 Erlenmayerovych
banék na médium s pozadovanym obsahem sachar6zy.

Rostliny byly kultivovany v kultiva¢ni mistnosti se stdlou teplotou 25+1°C, pii
fotoperiodé 16 hodin a ozafenosti 120 pmol.m™.s™.

Prvni pfesazovani rostlin probihalo stejné€, jak je uvedeno v diplomové praci
Martiny Smoloniové (2003), tedy v dobé, kdy byl prostor v bance pro dalsi rust
limitujici. Byl zjiStén pocet vytvotfenych listli a ten byl urcujicim faktorem pro dalsi
pfesazovani. Nasledujici subkultivace byly vzdy jen zbazédlnich nebo apikalnich
segmentl rostlin. Bazdlni segment pfedstavoval 2. — 4. nodalni segment od baze
(v zavislosti na vzdalenosti mezi nody). Apikalni segment predstavovala apikalni ¢ast
prytu s prvnim listem o délce nad 1 cm. Doba kultivace byla ur¢ena nastupem kveteni

nebo zamérnym ukoncenim experimentu.

2.3.4 Hodnoceni rostlinného materialu

2.3.4.1 Stanoveni poctu listi

V pritbéhu experimentt byly vzdy v dob¢ ptesazeni pocitany vSechny listy nad

1 cm.
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2.4 Zpracovani dat

Zékladni vypocCty (primér, smérodatnd odchylka apod.) a grafy byly provedeny
v tabulkovém procesoru Microsoft Excel (smérodatnd odchylka je pocitand podle

vzorce uvedeného nize).

Smérodatna odchylka

Ke statistickému zhodnoceni dat byl pouzit program NCSS 6.0. Data byla
podrobena analyze rozptylu (ANOVA). Byly pouzity tyto srovnavaci testy: Tukey—
Kramertv test pfi normélnim rozdéleni dat, resp. Kruskal-Wallisiv Z-test, pokud
nebyla data rozlozena normalné. Vysledky analyzy poctu listd resp. dnii do vykveteni,
jsou uvedeny ve formé sloupcovych grafii, stejné tak vysledky analyzy obsahu
rozpustnych nestrukturnich sacharidii a hmotnosti suSiny kofenového systému.
Jednotlivé sloupce piedstavuji primérnou hodnotu sledovaného parametru. Useéky nad
sloupci odpovidaji smérodatnym odchylkam, odliSnd pismena pak znali statisticky

prikazny rozdil uvedenych hodnot.
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3 Experimentalni ¢ast

V této casti jsou uvedeny vysledky hodnoceni vybranych morfologickych a
fyziologickych charakteristik tabdku Nicotiana tabacum L., cv. Samsun divokého
genotypu a transformovanych linii A a C (transformace cdc25 cDNA ze
Schizosaccharomyces pombe) kultivovanych v podminkach in vivo a in vitro.
Experimentalni ¢ast je rozdélena do dvou zdkladnich oddild podle kultiva¢nich

podminek.

3.1 Experimenty v podminkach in vivo

Jako vegetativni byly oznaceny ty rostliny, u kterych byla ptedpokladana
vegetativni faze vyvoje na zaklad¢ poctu vytvorenych listti nad 10 cm (podle Gebhardt a

McDaniel 1991).

3.1.1 Roubovaci experimenty

Roubovaci experimenty navazuji na praci M. Smolonové (2003), kterd metodu
roubovani neutralniho tabaku v danych podminkach zavedla. Provedené experimenty
uvedené niZe zahrnovaly nejen ovétreni nékterych orientacnich vysledk ziskanych v jeji
diplomové praci, ale také experimenty s dal§i nezavisle transformovanou linii A a
experimenty jiného uspotfadani, které mély vést k detailnéjsi charakterizaci vlivu
jednotlivych ¢asti rostlinného téla na prechod do generativni faze. V této praci bylo
zavedeno roubovani rostlin divokého genotypu (dale kontrolni) a rostlin
transformovanych linii A a C ve vegetativni fazi vyvoje. Roubovaci experimenty
probihaly ve dvou sezénach. Béhem prvni sezény byly provedeny dva roubovaci
experimenty, a to na jejim zacatku a na konci, viz Graf 3-1, Graf 3-2, Graf 3-5 a Graf
3-6. V obou téchto experimentech byly pouzity rostliny transformované linie C a
rostliny kontrolni. Roubovani v této sezoné probihalo v nasledujicim uspotadani, roub
vzdy predstavoval apikdlni segment prytu, podnoz vzdy predstavovala bazalni ¢ast
rostliny s kofenovym systémem a s 1 — 2 dospélymi listy v bazalni ¢asti prytu. B€hem
druhé sezony byly provedeny dva roubovaci experimenty, a to na jejim zacatku. Jeden
probihal ve stejném uspofadani jako v prvni sezonég, ale misto transformantu C byly

roubovany rostliny transformantu A, viz Graf 3-3 a Graf 3-7, viz Obr. 3-1. V dob¢

-53 -



Experimentalni cast

ukonceni tohoto experimentu vykvetla pouze jedna rostlina u varianty, kdy roub i
podnoZ pochézely z rostlin kontrolnich, viz Graf 3-3, ostatni rostliny této varianty pii
ukonceni experimentu je$t¢ nedorostly do generativni faze. Pro druhy roubovaci
experiment byly pouzity rostliny transformantu C a rostliny kontrolni, podnoz zde
piedstavovala pryt bez vrcholové Casti, na podnozi byly ponechéany listy o délce nad 10
cm,viz Graf 3-4 a Graf 3-8.

U vsech rostlin byl sledovan pocet listl (s délkou nad 10cm) do vytvoreni
kvétnich pupenti a doba od vysevu do vytvoieni kvétnich pupenti. Neroubované
kontrolni rostliny vytvaiely v priméru 39,3 listl, neroubované rostliny transformantu A
11,8 listt a neroubované rostliny transformantu C 12,9 listd. Roubovani probihalo
v riznych kombinacich: a) kombinace, kdy roub i podnoz byly odebrany z odlisného
typu rostlin, nebo b) kombinace, kdy roub i podnoz pochazely ze stejného typu rostlin.
Ve vSech roubovacich experimentech bylo pozorovano, ze vSechny roubované rostliny
vytvoftily stejny nebo nizsi pocet listl do vytvofeni kvétnich pupent jako neroubovana
rostlina stejné varianty jako byl roub. Zjisténé rozdily byly statisticky prikazné. Pii
roubovani dochézelo k poskozeni nékterych listii roubu, listy byly bud’ deformované
nebo se nevytvorily vibec, vytvarely se pouze jejich tizlabni pupeny. Tyto listy byly
také zahrnuty do celkového poctu listl, v grafech je pocet téchto listli barevné odliSen,
viz Graf 3-1 az Graf 3-4. Déle také v druhé sezoné doSlo u jednoho z roubovacich
experimentl k vyraznéj§imu vyskytu poSkozenych listl, a to jak u transformantu C, tak
u rostlin kontrolnich, viz Graf 3-4. Doba od vysevu do vytvoreni kvétnich pupent byla
u vSech roubovanych rostlin podobna nebo del§i nez u rostlin neroubovanych stejné

varianty jako byl roub, viz Graf 3-5 az Graf 3-8.
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Graf 3-1: Priimérny pocet listii / nodii do vytvoreni kvétnich pupenii — zaéatek 1.
sezony (n=4-12)
K: kontrola, C: transformant C
roub/podnoz: K/K, K/C, C/C, C/K
Pocet dospélych listti v dobé pied zahdjenim roubovani:
Kontrolni rostliny: 5 — 6 listi
Transformant C: 2 — 3 listy
Podnoz: bazalni ¢ast rostliny s kofenovym systémem a s 1 — 2 dospélymi listy v bazalni ¢asti prytu
Smeérodatna odchylka: celkovy pocet vytvofenych listd véetné poskozenych
Odlisnd pismena nad sloupci: statisticky prukazny rozdil mezi variantami v celkovém poctu

vytvotenych listll véetné poskozenych
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Graf 3-2: Prumérny pocet listii / nodi do vytvoreni kvétnich pupenii — konec 1.
sezony (n =3 - 10)
K: kontrola, C: transformant C
roub/podnoz: K/K, K/C, C/C, C/K
Pocet dospélych listi v dob¢ pred zahajenim roubovani:
Kontrolni rostliny: 4 — 5 listd
Transformant C: 3 — 4 listy
Podnoz: bazalni ¢ast rostliny s kofenovym systémem a s 1 — 2 dospélymi listy v bazalni ¢asti prytu
Smeérodatna odchylka: celkovy pocet vytvorenych listd véetné poskozenych
Odlisna pismena nad sloupci: statisticky prikazny rozdil mezi variantami v celkovém poctu

vytvorenych listll véetné poskozenych
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Graf 3-3: Primérny pocet listli / nodu do vytvoreni kvétnich pupeni — zacatek 2.
sezony (n =4 — 8, K/K pouze jedna rostlina)
K: kontrola, A: transformant A
roub/podnoz: K/K, K/A, A/A, A/K
Pocet dospélych listl v dobé pied zahajenim roubovani:
Kontrolni rostliny: 5 — 7 listd
Transformant A: 3 — 5 listd
Podnoz: bazalni ¢ast rostliny s kofenovym systémem a s 1 — 2 dospélymi listy v bazalni ¢asti prytu
Smeérodatna odchylka: celkovy pocet vytvorenych listl véetné poskozenych
Odlisné pismena nad sloupci: statisticky prikazny rozdil mezi variantami v celkovém poctu

vytvorenych listll véetné poskozenych

-57 -



Experimentalni ¢ast

o Celé
| Posk.

Pocet listi / nodli do kveteni

K KIK KIC C C/IC C/K

Varianta

Graf 3-4: Primérny pocet listli / nodu do vytvoreni kvétnich pupeni — zacatek 2.
sezony (n=2-7)
K: kontrola, C: transformant C
roub/podnoz: K/K, K/C, C/C, C/K
Pocet dospélych listl v dobé pied zahajenim roubovani:
Kontrolni rostliny: 5 — 7 list
Transformant C: 3 — 5 listi
Podnoz: pryt bez vrcholové ¢asti, na podnozi byly ponechany listy o délce nad 10 cm
Smeérodatna odchylka: celkovy pocet vytvorenych listl véetné poskozenych
Odlisna pismena nad sloupci: statisticky prikazny rozdil mezi variantami v celkovém poctu

vytvorenych listii véetné poskozenych
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Graf 3-5: Priumérny pocet dnii do vytvoieni kvétnich pupenii — zac¢atek 1. sezény
(n=4-12)
K: kontrola, C: transformant C
roub/podnoz: K/K, K/C, C/C, C/K
Pocet dospélych listl v dobé pied zahajenim roubovani:
Kontrolni rostliny: 5 — 6 listl
Transformant C: 2 — 3 listy
Podnoz: bazalni ¢ast rostliny s kofenovym systémem a s 1 — 2 dospélymi listy v bazalni ¢asti prytu
Smeérodatna odchylka: celkovy pocet dnti do vytvoreni kvétnich pupent

Odlisna pismena nad sloupci: statisticky pritkazny rozdil mezi variantami
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Graf 3-6: Prumérny pocet dnii do vytvoieni kvétnich pupent — konec 1. sezony (n
=3-10)
K: kontrola, C: transformant C
roub/podnoz: K/K, K/C, C/C, C/K
Pocet dospélych listl v dobé pied zahajenim roubovani:
Kontrolni rostliny: 4 — 5 listi
Transformant C: 3 — 4 listy
Podnoz: bazalni ¢ast rostliny s kofenovym systémem a s 1 — 2 dospélymi listy v bazalni ¢asti prytu
Smeérodatna odchylka: celkovy pocet dnti do vytvoreni kvétnich pupent

Odlisna pismena nad sloupci: statisticky pritkazny rozdil mezi variantami
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Graf 3-7: Primérny pocet dnii do vytvoieni kvétnich pupenii — zacatek 2. sezény
(n =4 -8, K/K pouze jedna rostlina)
K: kontrola, A: transformant A
roub/podnoz: K/K, K/A, A/A, A/K
Pocet dospélych listl v dobé pied zahajenim roubovani:
Kontrolni rostliny: 5 — 7 list
Transformant A: 3 - 5 listi
Podnoz: bazalni ¢ast rostliny s kofenovym systémem a s 1 — 2 dospélymi listy v bazalni ¢asti prytu
Smeérodatna odchylka: celkovy pocet dnti do vytvoreni kvétnich pupent

Odlisna pismena nad sloupci: statisticky pritkazny rozdil mezi variantami
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Graf 3-8: Prumérny pocet dnii do vytvoieni kvétnich pupenii — zacatek 2. sezény
(n=2-7)
K: kontrola, C: transformant C
roub/podnoz: K/K, K/C, C/C, C/K
Pocet dospélych listl v dobé pied zahajenim roubovani:
Kontrolni rostliny: 5 — 7 listd
Transformant A: 3 - 5 listi
Podnoz: pryt bez vrcholové ¢asti, na podnozi byly ponechany listy o délce nad 10 cm
Smeérodatna odchylka: celkovy pocet dnti do vytvoreni kvétnich pupent

Odlisna pismena nad sloupci: statisticky pritkazny rozdil mezi variantami
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B)
Obr. 3-1: Vzhled roubovanych rostlin pri nastupu kveteni
Podnoz: bazalni ¢ast rostliny s kofenovym systémem a s 1 — 2 dospélymi listy
A) podnozi byl transformant A a roubem rostlina kontrolni (K/A)

B) podnozi byla rostlina kontrolni a roubem transformant A (A/K)
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3.1.2 Stanoveni suSiny kofenového systému

Odbér kotfenového systému byl proveden jednou, a to v plné sezéné. Byl
odebran kofenovy systém u rostlin kontrolnich a transformovanych linii A a C ve
vegetativni fazi vyvoje, kdy mély vSechny rostliny pfiblizn¢ stejny pocet vytvorenych
listd. Hmotnost susiny kotfenového systému obou transformantti se prukazné nelisila ve
srovnani s hmotnosti suSiny kofenového systému rostlin kontrolnich. Graf 3-9 vSak
ukazuje trend snizeni hmotnosti susiny kotfenového systému rostlin transformovanych

linii A a C oproti hmotnosti susiny kotfenového systému rostlin kontrolnich.
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Graf 3-9: Hmotnost suSiny kofenového systému (n = 10)

Pocet dospélych listii u vSech variant v dobé odbéru kofenového systému:
K (kontrolni rostliny), A (transformant A), C (transformant C) : 3 — 5 listl

Pismena nad sloupci: statisticky prukazny rozdil mezi variantami
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3.1.3 Hodnoceni stavby apikdlniho meristému prytu ve
vegetativni fazi vyvoje

Pro nasledujici experiment byly pouzity rostliny vrané fazi vyvoje, a to
v dobé, kdy na zdklad¢ znalosti z literatury byly rostliny povazovéany za vegetativni (viz
vyse kap. 3.1., Gebhardt a McDaniel 1991).

Hodnoceny byly apikalni meristémy prytu (SAM) u rostlin kontrolnich a
transformovanych linii A a C ve vegetativni fazi vyvoje, od kazdé varianty tii vzorky
Variabilita rostlinného materidlu byla v tomto experimentu nizka, vSechny rostliny se
lisily v po€tu vytvofenych dospélych listi jen mirné (£1), viz Obr 3-8. Z kazdého
vzorku bylo pfipraveno a nafezano cca 14 podélnych fezt, ze kterych byly vybrany fezy
v medianni roviné vzrostného vrcholu. U vSech transformantti byla pozorovana zména
ve struktuie SAM ve srovnani s SAM kontrolnich rostlin. U transgennich linii A 1 C je
ve struktufe SAM obsazeno vice meristematickych bun¢k nez u rostlin kontrolnich, vice
bun¢k je také v okolnich pletivech. SAM transformanti nebyl vyklenut jako SAM
kontrolnich rostlin, cely vzrostny vrchol u obou transgennich linii byl celkové
protahlejsi nez vzrostny vrchol rostlin kontrolnich. Obr. 3-2 az Obr. 3-7 prezentuji
charakteristické zmény SAM transformantl A a C ve srovnani s SAM kontrolnich

rostlin, vzdy dvé mikrofotografie od kazdé varianty.
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Obr.3-2: Mikrofotografie podélného fezu
(celkovy pohled, zvétseno 100x)
Pocet dospélych listi v dobé odbéru vzrostného vrcholu: 2 - 3 listy
Tloustka fezu: 12 pm

Barveni: alcianova modf + prava jadrova gerven
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Obr. 3-3: Mikrofotografie podélného

(detail, zvétSeno 200x)
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Pocet dospélych listi v dobé odbéru vzrostného vrcholu: 2 - 3 listy

Tloustka fezu: 12 pm

Barveni: alcianova modf + prava jadrova Cerven
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Obr. 3-4: Mikrofotografie podélného fezu vzrostnym vrcholem u transformantu A
(celkovy pohled, zvétseno 100x)
Pocet dospélych listi v dobé odbéru vzrostného vrcholu: 2 - 3 listy
Tloustka fezu: 12 pm

Barveni: alcianova modf + prava jadrova gerven
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Obr. 3-5: Mikrofotografie podélného fezu vzrostnym vrcholem u transformantu A
(detail, zvétseno 200x)
Pocet dospélych listi v dobé odbéru vzrostného vrcholu: 2 - 3 listy
Tloustka fezu: 12 pm

Barveni: alcianova modf + prava jadrova Cerven
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Obr. 3-6: Mikrofotografie podélného Fezu vzrostnym vrcholem u transformantu C
(celkovy pohled, zvétseno 100x)
Pocet dospélych listi v dobé odbéru vzrostného vrcholu: 2 - 3 listy
Tloustka fezu: 12 pm

Barveni: alcianova modf + prava jadrova gerveni
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Obr. 3-7: Mikrofotografie podélného fezu vzrostnym vrcholem u transformantu C

(detail, zvétseno 200x)
Pocet dospélych listi v dobé odbéru vzrostného vrcholu: 2 - 3 listy
Tloustka fezu: 12 pm

Barveni: alcianova modf + prava jadrova Cerven
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C)
Obr. 3-8: Vzhled kontrolnich rostlin pri odbéru vzrostnych vrcholii pro pripravu
anatomickych preparati

A) kontrolni rostliny K, B) transformant A, C) transformant C
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3.1.4 Stanoveni hladiny rozpustnych nestrukturnich sacharida

Byla stanovena hladina rozpustnych nestrukturnich sacharidd u rostlin
kontrolnich a transformovanych linii A a C ve vegetativni fazi vyvoje, a to v listech,
kotenech, v exudatech z dekapitovanych rostlin a z listd.

Obsah sacharidu v listech

Odbér pln€ vyvinutych listii byl proveden jednou, a to v plné sezéné. Rostliny
vSech variant se v poctu vytvorenych dospélych listh lisily jen mirné (£1 list). Celkovy
obsah sacharidl v suSin¢ listl se mezi variantami pritkazné nelisil. U vSech rostlin byla
nejvice zastoupena sacharéza. U obou transformant byla pozorovéna niz§i hladina
inozitolu a mirné vyssi obsah glukoézy a fruktdzy nez u rostlin kontrolnich, vice glukézy
a méné fruktozy u transformantu A, u transformantu C méné glukézy a vice fruktozy,
viz Graf 3-10.

Obsah sacharida v kofenech

Odbér kotenového systému byl proveden jednou, a to v dobé odbéru listli na
analyzu sacharidt. Rostliny vSech variant se v poctu vytvotrenych dospélych lista liSily
jen mirn¢ (1 list). Celkovy obsah sacharidli v susin¢ kotfenti byl stejny (transformant
A) nebo prikazné nizsi (transformant C) ve srovnani s kontrolnimi rostlinami. U vSech
rostlin byla nejvice zastoupena sacharoza, jeji hladina byla u transformantu C mirné
nizsi, niz§i byly také hladiny gluk6zy a fruktézy nez u transformantu A a rostlin
kontrolnich. U transformantu A byla hladina fruktézy mirn€¢ vy$$i nez u rostlin
kontrolnich. Hladina inozitolu byla u vSech rostlin na hranici detekovatelnosti, viz Graf
3-11.

Obsah sacharidd v exudatu z dekapitovanych rostlin

Odbér exudatu z dekapitovanych rostlin byl proveden ve Ctyfech nezavislych
experimentech pribézné béhem dvou sezoén, vzdy dva v kazdé sezéné, viz Graf 3-12,
Graf 3-13, Graf 3-14, Graf 3-15. Rostliny vSech variant se ve vSech experimentech
lisily v poctu vytvorenych dospélych listii jen mirné (%1 list). Celkovy obsah sacharida
transportovanych do vzrostného vrcholu byl u rostlin transformovanych linii ve vSech
experimentech stejny nebo nizsi ve srovnani s rostlinami kontrolnimi. V obou letech byl
rozdil mezi celkovym obsahem sacharidi v exudatu u transformanti A i C oproti
kontrolnim rostlinam vyraznéjsi v plné sezoné, viz Graf 3-13 a Graf 3-15, statisticky

prikazny rozdil mezi kontrolou a transformantami A a C je patrny v experimentu
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provedeném v pIné (1.) sezon¢ (Graf 3-13). Dale byl celkovy obsah sacharidi v prvni
sezong v obou experimentech vyssi nez celkovy obsah sacharidii obou experimentt 2.
sezony. U vSech rostlin byla v exudatech nejvice zastoupena sacharo6za, jeji hladina byla
u obou transformantii stejna nebo niz$i nez hladina u rostlin kontrolnich. Hladina
glukozy a fruktézy se mezi variantami vyrazné neliSila. Byla pozorovana velka
variabilita v hladin€ jednotlivych sacharidi, pfedev§im sachardzy, vramci kazdé
varianty.

Obsah sacharidu v exudatu z lista

Odbér exudatu z listh byl proveden ve Ctyfech nezavislych experimentech
pribézné béhem dvou sezén (jeden z odbérh je v souCasnosti zpracovavan), vzdy dva
v kazdé sezoné, viz Graf 3-16, Graf 3-17, Graf 3-18. Rostliny se mezi experimenty
lisily v poctu vytvofenych dospélych listl jen mirné (£1 list). Celkovy obsah sacharidti
exportovanych z listli byl u rostlin transformovanych linii ve v§ech experimentech nizsi
nebo stejny ve srovnani s rostlinami kontrolnimi. Statisticky prikazné nizsi celkovy
obsah sacharidii v exudatu byl u transformovanych linii ve srovnani s kontrolnimi
rostlinami na zacatku 1. sezony, viz Graf 3-16. Dale byl celkovy obsah sacharidi
béhem celé 1. sezény nizsi (oba experimenty) nez na zacatku 2. sezény. V exudatech
vSech rostlin byla nejvice zastoupena sachardza, jeji hladina byla u obou transformantii
stejnd nebo nizsi nez hladina u rostlin kontrolnich. Hladina glukézy a fruktozy se mezi
variantami vyrazné neliSila. Byla pozorovana velkd variabilita v hladiné jednotlivych

sacharidl v rdmci kazdé varianty.
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Graf 3-10: Hladina rozpustnych nestrukturnich sacharidu v listech — plna sezéna
(n=5)
Pocet dospélych listl na zacatku experimentu:
K (kontrolni rostliny), A (transformant A), C (transformant C) : 3 — 4 listy
Smeérodatna odchylka: stanovena pro kazdy typ sacharidu zv1ast

Pismena nad sloupci: statisticky prukazny rozdil celkového obsahu sacharidii mezi

variantami
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Graf 3-11: Hladina rozpustnych nestrukturnich sacharidi v kofenech — plna

sezona (n =5)

Pocet dospélych listl na zacatku experimentu:

K (kontrolni rostliny), A (transformant A), C (transformant C) : 3 — 4 listy

Smeérodatna odchylka: stanovena pro kazdy typ sacharidu zv1ast

Pismena nad sloupci: statisticky prukazny rozdil celkového obsahu sacharidii mezi

variantami
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Graf 3-12: Hladina rozpustnych nestrukturnich sacharidi v exudatu
z dekapitovanych rostlin —zacatek 1. sezény (n = 8)
Pocet dospélych listii na zac¢atku experimentu:

K (kontrolni rostliny), A (transformant A), C (transformant C) : 2 — 3 listy

Smeérodatna odchylka: stanovena pro kazdy typ sacharidu zvlast

Pismena nad sloupci: statisticky prikazny rozdil celkového obsahu sacharidi mezi

variantami
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Graf 3-13: Hladina rozpustnych nestrukturnich sacharidi v exudatu
z dekapitovanych rostlin — plna 1. sezéna (n =4 — 8)

Pocet dospélych listl na zac¢atku experimentu:

K (kontrolni rostliny), A (transformant A), C (transformant C) : 2 — 3 listy
Smeérodatna odchylka: stanovena pro kazdy typ sacharidu zvlast

Pismena nad sloupci: statisticky prikazny rozdil celkového obsahu sacharidit mezi
variantami
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Graf 3-14: Hladina rozpustnych nestrukturnich sacharidi v exudatu
z dekapitovanych rostlin — zac¢atek 2. sezony (n = 8)

Pocet dospélych listl na zacatku experimentu:

K (kontrolni rostliny), A (transformant A), C (transformant C) : 2 — 3 listy
Smeérodatna odchylka: stanovena pro kazdy typ sacharidu zv1ast

Pismena nad sloupci: statisticky prikazny rozdil celkového obsahu sacharidi mezi
variantami
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Graf 3-15: Hladina rozpustnych nestrukturnich sacharidi v exudatu

z dekapitovanych rostlin — plna 2. sezéona (n =7 - 8)
Pocet dospélych listl na zac¢atku experimentu:

K (kontrolni rostliny), A (transformant A), C (transformant C) : 2 — 3 listy

Smeérodatna odchylka: stanovena pro kazdy typ sacharidu zvlast

Pismena nad sloupci: statisticky prukazny rozdil celkového obsahu sacharidii mezi
variantami
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Graf 3-16: Hladina rozpustnych nestrukturnich sacharidii v exudatu z listii — pIlna
1.sezéna (n =6 —8)
Pocet dospélych listii na zac¢atku experimentu:
K (kontrolni rostliny), A (transformant A), C (transformant C) : 2 — 3 listy
Smeérodatna odchylka: stanovena pro kazdy typ sacharidu zvlast

Pismena nad sloupci: statisticky prikazny rozdil celkového obsahu sacharidi mezi

variantami
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Graf 3-17: Hladina rozpustnych nestrukturnich sacharidi v exudatu zlistd —
konec 1. sezony (n =3 —8)
Pocet dospélych listl na zacatku experimentu:
K (kontrolni rostliny), A (transformant A), C (transformant C) : 2 — 3 listy
Smeérodatna odchylka: stanovena pro kazdy typ sacharidu zv1ast

Pismena nad sloupci: statisticky prukazny rozdil celkového obsahu sacharidii mezi

variantami
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Graf 3-18: Hladina rozpustnych nestrukturnich sacharidi v exudatu zlista —

zacatek 2. sezony (n =9 — 10)

Pocet dospélych listi na za¢atku experimentu:

K (kontrolni rostliny), A (transformant A), C (transformant C) : 2 — 3 listy

Smeérodatna odchylka: stanovena pro kazdy typ sacharidu zv1ast

Pismena nad sloupci: statisticky pritkazny rozdil celkového obsahu sacharidi mezi

variantami
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3.2 Experimenty v podminkach in vitro

Experimenty v podminkach in vitro navazuji na praci M. Smolonové (2003),
kterd hodnotila vliv rizného obsahu sachar6zy dodavané v médiu na rychlost nastupu
kveteni kontroly a tranformantu C a dale sledovala vliv transformace na kvétni gradient
podél osy stonku. Experimenty uvedené nize byly soustiedény na potvrzeni nékterych
pozorovanych trendii a dale na ovéfeni pozorovaného jevu s vyuzitim dal§i nezavisle
transformované linie A. Byla vyuzita technika opakované kultivace oddélenych
bazéalnich a apikdlnich segmentl. Kultivovany byly rostliny kontrolni a rostliny
transformovanych linii A a C na médiu s obsahem sacharozy 5 nebo 7 % .

U transformant A bylo vzdy pozorovano, ze se kvétni pupeny vytvoftily diive
urostlin regenerovanych zbazéalniho segmentu nez =z apikalniho (oba segmenty
pochazely vzdy z téze rostliny), a to na médiu jak s 5%, tak se 7% sachar6zy. Na médiu
se 7% sacharozy se kvétni struktury vytvarely v krat§i dobé nez na médiu s 5%
sacharozy. Na médiu s 5% sacharozy se vytvofilo v priméru 28,5 listl za 134 dnl. Na
médiu se 7% sacharozy se vytvofilo v priméru 26,3 listl za 123 dnd. Pfi kveteni se
vytvatel bud’ jeden termindlni kvét nebo se kvétni pupeny nedovyvinuly a pfedcasné
odpadly, a to nezavisle na typu kultiva¢niho média, viz Obr 3-9. V dob¢ kveteni rostlin
transformantu A pochézejicich z bazalnich segmenti nekvetly rostliny z apikalnich
segmentil téze varianty a ani zadna z variant rostlin kontrolnich. V jednom ptipad¢ bylo
také pozorovano diivejSi kveteni u transformantu C zbazilniho neZ z apikalniho

segmentu, viz Tab. 3-1.

Tab. 3-1: Primérny pocet listi a dnii do kveteni u rostlin transformantu A

regenerovanych z bazalnich segmenti pri kultivaci in vitro

Transform. A |Priim. pog¢. listd |Prim. po¢€. dni

5% 28,5 +-10,41 134,25+-25

7% 26+-4,95 123

5% a 7%: koncentrace sachardzy v kultivaénim médiu

Kontrolni rostliny vytvafely adventivni kofeny v bazdlni casti prytu
regenerovaného z obou typli segmentt, i kdyz se jich vyskytovalo vice u segmentu

z bazalni Casti prytu, u transformantd se takova tvorba kofenli v bazalni ¢asti prytu
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v takové mife nikdy nevyskytovala. Kofenovy systém vytvareny na bazalnich feznych
plochiach segmenti obou transformantii regenerovanych jak zapikalniho, tak
z bazalniho segmentu byl oproti rostlindm kontrolnim redukovéan. Za podminek stejné
ozéfenosti vykazovaly rostliny obou transformantt etiolaci béhem celé doby kultivace,

nejvice etiolované byly listy z bazalni Casti prytu. Déle byla opakované pozorovana

zhorSena regenerace u vSech rostlin v obdobi zimnich mésicii.

Obr. 3-9: Fotografie transformantu A regenerovaného z bazilniho segmentu na

médiu s 5% sacharozy

A) celkovy pohled, B) detail, C) vzhled kofenového systému
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4 Diskuse

Vramci diplomové prace byly jako rostlinny materidl pouZzity rostliny
neutrdlniho tabaku Nicotiana tabacum L. cv. Samsun divokého typu a linie A a C
nezavisle transformované genem cdc25 ze S. pombe odvozené Bellem et al. (1993).
Autofi pozorovali, ze transformaci bylo mimo jiné také ovlivnéno kveteni, nezavisle
transformované rostliny osmi linii kvetly po dosaZzeni mensiho poctu listi (v praméru
10,4) a za krat$i dobu nez divoky typ. Byla pozorovana zvysena tvorba fertilnich kvétt
u transgennich linii oproti kontrole (semena normalné klicila), ale i vyskyt kvétt
abnormalnich. Tato prace se blize nezabyva podrobnéjSim studiem vlivu transformace
na kveteni, jednd se vni o zevrubny popis morfologickych zmén a zmén ve vyvoji,
které byly zpiisobeny transformaci rostlin tohoto neutralniho tabaku.

Rozhodnuti o pfechodu do generativni faze je u neutrdlniho tabadku dané
souhrou mezi signdly z kofent (inhibi¢ni), listd (pfevazn€ povazovany za indukéni),
vzdalenosti mezi apexem a kofeny generujicimi inhibi¢ni signal, a dale kompetenci
apikalniho meristému prytu (dale SAM) k pfijeti kvétniho stimulu (McDaniel 1980,
Gebhardt a McDaniel 1991, Singer et al. 1992). Série roubovacich experimentt, které
byly pouzity v diplomové praci Martiny Smolonové (2003) vychazela z predpokladu, ze
roubovani dovolujici vzdjemnou kombinaci casti rostlin transformovanych a
kontrolnich umozni odhadnout, ktera ze slozek multikomponentniho systému
regulujiciho kveteni je transformaci nejvyraznéji zasazena. Vysledky téchto
experimentll naznacovaly, Ze transformaci byl nejvice zasazen apex, ale absence
spolehlivych vysledkii pfedevsim kontrolniho roubovéni (roub i podnoz ze stejného
typu rostliny) nedovolovala formulovat jednoznaény zavér. Dale také nebylo provedeno
oveéteni vysledki u nékteré zdalSich transformovanych linii. V experimentech
prezentovanych v pfedkladané diplomové praci se podafilo optimalizovat metodu
roubovani pro kontrolni varianty a zaroven vedle transgenni linie C (pouzita i v
pfedchozi diplomové praci) provést experimenty i s transgenni linii A (nezévisle
transformovana tymz konstruktem). Vysledky jednoznacné ukazaly, Ze pocet listh /
nodil vytvofenych do kveteni byl zavisly na typu roubu (transformanty A 1 C nebo
kontrola), tzn. pokud byla podnozi rostlina kontrolni a roubem transgenni rostlina A
nebo C, roub vytvofil srovnatelny pocet nodl do kveteni jako neroubovana transgenni

rostlina stejné varianty jako byl roub. A stejné tak, pokud byla podnozi transgenni
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rostlina A nebo C a roubem kontrolni rostlina, roub vytvofil srovnatelny pocet nodii do
kveteni jako neroubovana rostlina kontrolni, viz Graf 3-1 az Graf 3-4. Pocet plné
vyvinutych listti byl redukovan (poSkozeny pfi roubovani). Podle McDaniela (1980) je
pocet vytvorenych nodd do kveteni u neutralniho tabadku za danych podminek stabilni
parametr, odstranovani dospé€lych listi tento pocet neovlivni. V roubovacich
experimentech tedy byly pocitany vSechny nody, tedy vcetné nodd s deformovanymi
pfipadné nedovyvinutymi listy. Sachs (1999) také zahrnuje do celkového poctu
vytvotfenych nodi i nody s poSkozenymi listy. U roubovanych transformantt A i C byla
také pozorovana vétsi citlivost na zasah roubovanim oproti roubovanym kontrolnim
rostlindm. U obou transformantl nezavisle na tom, zda se jednalo o roubované nebo
intaktni rostliny, dochéazelo k vyraznému vétveni prytu, a to v daleko vétsi mife nez u
rostlin kontrolnich. Vytvofené postranni vétve nékdy ptesahovaly vétev hlavni. U
transformovanych rostlin dochazelo k prodluzovani hlavni osy prytu i po vytvofeni
kvétnich pupentl, coZ se shoduje s pozorovanim M. Smolotiové (2003).

Pro posouzeni vlivu transformace byl pocet vytvofenych nodil ziejmé
roubované rostliny déle regenerovaly a pomaleji se vyvijely ve srovnani s rostlinami
rostoucimi uprostied sezony, viz Graf 3-5 az Graf 3-8. Da se shrnout, Ze celkovy pocet
vytvotfenych nodil do vykveteni po roubovani byl ptiblizné stejny jako u neroubovanych
rostlin stejné varianty jako byl roub, pocet plné¢ vyvinutych listd byl ale mirn€ sniZen,
zatimco pocet dnti do vykveteni byl ovlivnén jak u roubovanych kontrolnich rostlin tak
u transformantd, roubované rostliny potfebovaly delsi dobu pro regeneraci.

Bylo opakované pozorovano, ze transformaci byl ovlivnén kofenovy systém.
Béhem experimentli provadénych jak vin vivo, tak v in vitro podminkach byla u
transformantli pozorovana redukce kofenového systému (také Smoloniova 2003). Pii
kultivaci stonkovych segmentii transformovanych rostlin ¢tyf nezavislych linii (A, B, C
a F) v podminkach in vitro na médiu indukujicim tvorbu kotfenli bylo pozorovano, ze
tyto segmenty maji snizenou schopnost tvorby kotfent (Suchomelova 1999, Velgova
2003, Suchomelova et al. 2004). Z literatury je znamo, ze ptitomnost kotfenového
systému v blizkosti SAM ma inhibi¢ni vliv na ptechod ke kveteni, pro piechod ke
kveteni je pak dulezitd vzdalenost SAM od kofenového systému dand minimalnim
poctem vytvoienych nodi (McDaniel 1980, Sachs 1999). Jak vyplyva z roubovacich

experimentl (viz Graf 3-1 az Graf 3-4), inhibi¢ni signal pochazejici z kofenti nebyl

-84 -



Diskuse

transformaci ovlivnén. Pokud byla roubem rostlina kontrolni a podnozi transformant (A
nebo C), nedoslo ke zméné (sniZeni) poctu vytvofenych nodi do kveteni, rouby
z kontrolnich rostlin vytvotily srovnatelny pocet nodi do kveteni jako neroubované
kontrolni rostliny.

Analyzou kveteni rostlin dopéstovanych z bazalnich a apikalnich segmentt
v podminkach in vitro u nezdvisle transformované line A byly potvrzeny vysledky
Smolonové (2003) ziskané s transformovanou linii C, které ukazuji naruseni
akropetalniho gradientu kvétniho stimulu. Podstata tohoto jevu zlstava stale
nevyjasnénym problémem, viz Tab 3-1.

Krom¢ inhibi¢niho vlivu kofent je dalsi potencidlni slozkou regulace ptechodu
ke kveteni transport kvétniho stimulu z listd a jeho tok smérem k apexu (napf. Bernier
et al. 1993). U fotoperiodicky citlivych rostlin bylo zjisténo, Ze sacharidy (sachardza)
jsou také soucasti signalni sit¢ regulace piechodu ke kveteni. Napt. u dlouhodenni
rostliny Sinapis alba bylo pozorovano, Ze po pusobeni indukéni fotoperiody dochazi k
brzkému zvySeni hladiny sachardzy v listovém exudatu (Lejeune et al. 1991). Také u
rostliny Arabidopsis thaliana dochazi po ptisobeni indukéni fotoperiody k prechodnému
zvySeni exportu sacharidi z listi (Corbesier et al. 1998). Déle u S. alba také dochazi
k ptechodnému vzestupu toku sacharidi smérem k apexu. ZvySeni toku sacharidi do
apexu probih4 témet ihned po pisobeni indukéni fotoperiody a je ptechodné (Lejeune et
al. 1993), coz naznacuje, ze jednou z ranych udalosti prechodu ke kveteni u S. alba je
akumulace sachar6zy v SAM (Lejeune et al. 1993). Sacharidy jsou pravdépodobné také
slozkou regula¢niho systému nastupu kveteni u neutralnich druhti (rajce — Dielen et al.
2003), avsak spolehlivé dikazy pro jejich podil na regulaci nastupu kveteni u
neutralniho tabdku dosud v literatufe chybéji. U naSeho rostlinného materidlu bylo
zjisténo, ze pii kultivaci rostlin v podminkéch in vitro doslo po zvySeni koncentrace
sacharozy v médiu (z 5% na 7%) k urychleni kveteni. Jak transformované rostliny (linie
C), tak kontrolni rostliny kvetly dfive a po dosaZeni mensiho poctu listd do kveteni,
rostliny transformantii (C) kvetly také na médiu se 3% sachardzy, kdy u kontrolnich
rostlin ke kveteni nedochazelo (Smolonova 2003). Analyza celkového obsahu sacharidii
v listech transgennich rostlin A a C ve srovnani s kontrolnimi rostlinami neprokazala
rozdil, nicméné je patrny trend ke zvySovéani celkového obsahu sacharidii u obou
transformantti, viz Graf 3-10. Celkovy obsah sacharidii v kofenovém systému byl u

transformantl stejny nebo niz$i nez u rostlin kontrolnich, viz Graf 3-11. Tato
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pozorovani se shoduji s vysledky analyz sacharidi z listli v materidlu napéstovaném v in
vivo a v in vitro podminkach (Smolotiova 2003, Suchomelova osobni sd€leni), nicméné
vzhledem k variabilité rostlinného materialu je nutné ovéfeni téchto vysledk.

Dalsi moznosti tedy je, ze transformaci mohl byt ovlivnén export sacharidi
zlisth nebo jejich transport a distribuce smérem k apexu. Analyza exudata
z dekapitovanych rostlin (Graf 3-12 az Graf 3-15) a z listt (Graf 3-16 az Graf 3-18)
neprokdzala u transformanti statisticky prikazny rozdil v mnozstvi sacharidi
exportovanych zlisth a v jejich transportu a distribuci smérem do apexu mezi
transformovanymi a kontrolnimi rostlinami. Mezi vzorky byla pozorovéna vysoka
variabilita, dals§i optimalizace metody jimani exudatii by mohla pomoci tuto variabilitu
snizit. Zajimavé vysledky by mohlo piinést také méfeni hladin sacharidii v samotném
vzrostném vrcholu, vzorky jsou jiz odebrany a ptipraveny ke zpracovani. Vedle toho
bylo orienta¢né zjisténo, ze transformace ovliviiuje zastoupeni vodivych pletiv stonku
vegetativnich rostlin (Suchomelova osobni sdéleni), ovéfeni tohoto vysledku bude
pfedmétem dalSiho zkoumani, za timto Ucelem byly odebrany stonkové segmenty
transformantti A a C a rostlin kontrolnich ve stadiu raného vyvoje.

Dalsimi latkami ucastnicimi se prechodu do generativni faze u nékterych
fotoperiodickych druhli jsou cytokininy, jejichz transport smérem k apexu prechodné
vzristd po plsobeni indukéni fotoperiody, Sinapis alba (Lejeune et al. 1994),
Chenopodium rubrum a Chenopodium murale (Machackova et al. 1996), Arabidopsis
thaliana (Jacqmard et al. 2002, Corbesier et al. 2003). Pfi studiu organogeneze de novo
(na stonkovych segmentech kultivovanych na médiich indukujicich tvorbu
vegetativnich pupenil) bylo opakované zjisténo, ze rostliny transformované genem
cdc25 vytvareji vétsi mnozstvi pryti nez rostliny kontrolni a jejich tvorba je casngjsi
(Suchomelova 1999, Velgova 2003). Transformace tedy bud'to ovliviiuje endogenni
hladinu cytokinini a nebo simuluje oSetfeni segmentii cytokininem. Stanovit hladinu
cytokininll u tohoto rostlinného materidlu bylo obtizné vzhledem k tomu, ze se u tabaku
jako takového hladina cytokinint stanovuje hlife pro pfitomnost necistot. Nicméné pfi
opakovaném meéfeni nebyly dramatické zmény v hladiné cytokinini zjiStény
(Suchomelova, nepublikované vysledky). Dalsi planované experimenty pocitaji s
vyuZitim moznosti jimani exudatu, které by pravdépodobné poskytovalo Cistsi vzorky,
ve kterych by bylo mozné snaze stanovovat hladinu cytokinini. Dale by pak bylo

mozné sledovat piimo transport cytokinini do vzrostného vrcholu, a specifikovat tak

- 86 -



Diskuse

podil téchto signélnich latek na pfepnuti vyvojového programu. Je vSak mozné, ze
transformace nevyvolava zmény v hladinach cytokinind, ale pfesto se jednd o zasah do
cytokininové signalizace zodpovédné za zménu mitotické aktivity apikalniho meristemu
pti ptechodu ke kveteni.

Dalsi moznosti, jak transformace mohla ovlivnit ndstup kveteni je, ze ke zméné
dochdzi pfimo v apexu. Obecné se predpoklada, ze kompetence SAM ke kvétnimu
stimulu je nezbytnou podminkou pro pfechod do generativni faze a stoupa se stafim
rostliny (Singer et al. 1992). Vegetativni faze vyvoje je u neutralnich rostlin dana
poctem vytvorenych nodi do kveteni, ktery je dan kompetenci SAM ke kvétnimu
stimulu a silou indukéniho vlivu z list, roli hraje také vzdalenost SAM od kotent, které
maji inhibi¢ni vliv na pfechod do generativni fdze (McDaniel 1980, Gebhardt a
McDaniel 1991, Singer et al. 1992, McDaniel et al. 1996). Anatomicka analyza SAM
ukazala, ze u transformanti dochdzi velmi Casn¢ ke zmeéné struktury vzrostného
vrcholu. Pro anatomickou analyzu byly vybrdny rostliny, které by mély byt ve
vegetativni fazi vyvoje. Singer a McDaniel (1986) uvadéji, ze determinace ke kveteni
nepiedchazi bezprosttedné vytvareni kvétnich struktur. Rostliny tabaku po determinaci
vytvofi jest¢ 3-4 nody nez dojde k pozorovatelnym zménam vzrostného vrcholu
spojenym s nastupem kveteni (Singer a McDaniel 1986, McDaniel et al. 1989).
Vzhledem k tomu, Ze u transformovanych rostlin mize byt situace odlisna, byly pro
analyzu stavby SAM vybrany rostliny s 2 - 3 plné vyvinutymi listy, tedy vyrazné mladsi
nez ty, u kterych by bylo mozno ptedpokladat determinaci. Analyzované kontrolni
rostliny mély vytvofen stejny pocet pln¢ vyvinutych listi. SAM kontrolnich rostlin
vykazoval typicky tvar vegetativniho apikdlniho meristému tabaku svelmi maélo
vyklenutym démem. U obou transformantii bylo pozorovano prodluzovani SAM,
zvySeni poctu a vrstev meristematickych bun¢k, neni vSak jasné, zda se jedna o pocatek
tvorby kvétnich struktur, viz Obr. 3-2 az Obr. 3-7. Dewitte et al. (1999) u neutralniho
tabadku (Nicotiana tabacum L.) pozorovali, Ze b&éhem piechodu mezi vegetativni a
generativni fazi vyvoje byla v apikdlnim meristému prytu zastavena tvorba listovych
primordii, nasledovala ztrata apikdlni dominance v laterdlni a centralni zon¢ a ztrata
charakteristického tvaru vegetativniho apikélniho meristému. Pozorované zmeény
v SAM transformovanych rostlin jsou tedy pfinejmenSim do urcité miry shodné se
zménami, ke kterym dochéazi pii ndstupu kveteni (Lozhnikova et al. 1982, Krekule

osobni sdéleni). Otdzkou zlstava, zda stavba SAM transgennich linii neni pozménéna
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jiz ve velmi ranych fazich vyvoje, proto byly odebrany na anatomickou analyzu dalsi
vzrostné vrcholy prytu u velmi mladych rostlin kontrolnich a transformanti A a C (1 —2
plné€ vyvinuté listy). Nicméné je nutné uvazovat i moznost, ze SAM transgennich rostlin
neprochdzi vegetativni fazi vyvoje vibec, tj. pfechdzi v kvétni meristém ihned po
ukonceni embryondlniho vyvoje. Ze znalosti po¢tu nodl do vykveteni u neroubovanych
kontrolnich rostlin a u neroubovanych transformantii bylo odvozeno, kdy by rostliny
mély byt ve vegetativni fazi a tohoto kritéria bylo dodrzovano b&hem celé diplomové
prace. Mozna je vsak také zavislost nejen na poctu vytvorenych nodu a listti nad 10 cm,
ale taky na ploSe listli. Napt. u australskych kultivari neutrdlniho a kratkodenniho
tabaku se velikost listové plochy pozadované k indukci pohybuje v rozmezi 25 cm? —
200 cm®, coZ je hlavnim kriteriem pro piechod do generativni faze (Hopkinson 1969,
Hopkinson a Ison 1982).

Kontinudlni rist a plasticita rostlin je umoznéna existenci meristému, ktery
svoji aktivitou reaguje na vnitini signaly a na signaly okolniho prostiedi. Na funkcnosti
meristému se mimo jiné¢ podileji transkripéni faktory a signalizaéni molekuly.
V posledni dob¢ je stale zfetelnéjsi, ze zména usporadani chromatinu ve vztahu ke
genové expresi a k prechodu mezi vyvojovymi fazemi hraje klicovou roli (Guyomarch
et al. 2005, He a Amasino 2005). Bylo zjisténo, Ze se pii piechodu do generativni faze
méni urovén metylace DNA, napt. u rostliny Linum usitatissimum byla zjiSténa
hypometylace cytosinu (Fieldes et al. 2005). V soucasné dobé probihd odbér vzorkl pro
stanoveni urovné metylace DNA ve vzrostnych vrcholech rostlin transformovanych
(linie A a C) a kontrolnich ve vegetativni fazi vyvoje a pii nastupu kveteni a
predpokladame, Ze vysledky by mohly napomoci ur¢it vyvojovy stav. SAM
transformantli v ¢asnych fazich vyvoje.

Pred¢asné kveteni a vyvoj abnormalnich kvéti muze byt vysledkem zmén
regulace bunécného cyklu (Bell et al. 1993). Aplikace cytokinini na vzrostny vrchol
rostlin Sinapis alba ve vegetativni fazi vyvoje méla mimo jiné za vysledek zvySeni
mitotického indexu bunék v SAM, tyto udalosti jsou soucasti udalosti procesu evokace
SAM pti prechodu do generativni faze. U rostlin Arabidopsis thaliana byla také
pozorovana zména v mitotické aktivité bunék SAM po pusobeni indukcniho signalu
(LD) (Jacgmard et al. 2003). Také u neutralniho tabdku bylo pozorovdano béhem
pfechodu SAM v kvétni, zZe dochazi ke zvySeni mitotické aktivity. Zména v SAM

transformanti mize byt zplsobena tim, ze u transformantid konstitutivni exprese
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Diskuse

vnesen¢ho kvasinkového genu cdc25 urychluje ptechod z G, faze do mitozy, ¢imz
mohly byt v SAM navozeny procesy spojené s piechodem meristému v kvétni. Tvorba
organovych primordii je spojena se zménou rustové rychlosti a se zménou v orientaci
bunééného deleni, nastava tedy i zména v regulaci bunééného cyklu (Lyndon 1994).
Bylo pozorovano, ze konstitutivni exprese cdc25 ze Schizosaccharomyces pombe u
neutrdlniho tabdku vede ke zméné ve vyvoji rostlin (Bell et al. 1993) a ke zmenSeni
velikosti meristematickych bun€k kotene (Bell et al. 1993, McKibbin et al. 1998). Byl
pozorovan posun v organogenezi de novo u transformantt (A, B, C a F) ve prospéch
tvorby vegetativnich pupent, ktery 1ze vyvolat aplikaci cytokinint (tzv. ,,cytokinin-like*
efekt) (Velgova 2003, Suchomelova et al. 2004). Pfi indukované organogenezi pupenti
pti kultivaci rostlin v in vitro podminkach se na segmentech transformantt (A, B, C a F)
tvofilo vyrazné vice pupentl, a to prevazné v bazalni ¢asti segmentu — dle ptvodni
orientace na mateiské rostliné (Suchomelova 1999, Velgova 2003, Suchomelova et al.
2004). Dokonce se pupeny pii kultivaci in vitro tvotily 1 na segmentech transformantti
(A, B, C a F), a to i bez ptidavku riistovych regulatori (Suchomelové et al. 2004). U
transformovanych variant byl také v in vitro podminkach pozorovan posun v nastupu
kveteni, dfive nez u rostlin kontrolnich, (Suchomelova 1999, Velgova 2003). Neni
jasné, jestli skutecné doslo vlivem transformace k posunu hladiny cytokininti, nebo
jestli konstitutivné exprimovany gen pro fosfatdzu vliv cytokinind simuluje nebo jestli
ovlivnil endogenni hladinu cytokinini (podle orienta¢nich vysledki malo
pravdépodobné).

Z roubovacich experimentll je ziejmé, ze transformaci je nejvice zasazen
apikdlni meristém. Pfedpoklada se, Ze jednou z prvnich udélosti v apikélnim meristému
pii pfechodu do generativni faze je zvySeni mitotické aktivity (Havelange et al. 1986,
Dewitte et al. 1999, Jacqmard et al. 2003). Otazkou zlstava, zda zmény v bunécném
dé€leni ovliviiuji kompetenci vzrostného vrcholu k pfijeti kvétniho stimulu. Dosazené
vysledky, zda se, tuto pfedstavu podporuji, i kdyz si jeji potvrzeni vyzada fadu dalSich

experimentd.
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Zavéry

Transformace genem cdc25 ze Schizosaccharomyces pombe vedla u rostlin

neutralniho tabaku Nicotiana tabacum L., cv. Samsun k nasledujicim zménam:
In vivo podminky

¢ rostliny transformovanych linii A a C kvetly po dosazeni mensiho poctu nodu a
nastup kveteni byl oproti divokému genotypu urychlen

¢ za snizeni poctu vytvofenych nodi do kveteni u transformovanych rostlin je
zodpovédna zména aktivity vzrostného vrcholu

¢ byla pozorovana zména ve struktuie vzrostného vrcholu prytu transformanti A a
C

¢ nebyl pozorovan priikazny rozdil v hlading sacharidl ve vegetativni fazi vyvoje
vexudatu zlisti a vexudatu zdekapitovanych rostlin mezi rostlinami
kontrolnimi a transformanty A a C

¢ nebyl pozorovan prikazny rozdil v hmotnosti suSiny kofenového systému mezi

kontrolnimi rostlinami a transformantami A a C ve vegetativni fazi vyvoje
In vitro podminky
¢ transformaci byl naruSen akropetalni gradient kvétniho stimulu podél stonku u
transformantli A a C oproti kontrolni varianté

¢ zvySeni obsahu sachardzy v médiu urychlilo nastup kveteni u transformantu A

¢ kofenovy systém byl u transformanti A, C oproti kontrolni varianté redukovan
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Abstract

Plants are sessile organisms and so they cannot escape changes in
environmental conditions. In order to optimize seed production and to ensure that
flowering occurs during the appropriate season, plants have evolved a complex of
regulatory pathways to control when the floral transition takes place. One group of
regulatory pathways involves enviromental factors like certain photoperiod or
vernalization. The second group of regulatory pathways involves the state of
development and is not sensitive to environmental cues, this pathway is called
autonomous pathway and plants in this group do not require a particular photoperiod or
vernalization, they are called day-neutral plants. The transition of these plants from
vegetative to reproductive phase depends on combination of reaching certain minimal
number of nodes, inhibition effect of roots, floral signals generated by leaves and
activity of the shoot apical meristem (SAM). Among early events of the transition of
SAM to reproductive phase belongs an increase in the mitotic activities of the cells in
SAM. Precise mechanisms of the action of the signals connected with transition of
SAM to flowering have not been elucidated yet.

The plants of day-neutral tobacco (Nicotiana tabacum L.) cv. Samsun were
transformed with fission yeast mitotic activator coded by cdc25 (Spcdc25) and besides
others precocious flowering was observed (Bell et al. 1993). The aim of the presented
study was to determine the component of the multifactorial system controlling
flowering onset which was most affected by the Spcdc25 transformation and based on
the results to contribute to elucidation of flowering regulation in day-neutral plants.

The transformation led to dramatic change in flowering of tobacco plants
cultivated under in vivo conditions. Transformed plants of two lines flowered earlier
after reaching lower number of leaves / nodes compared to the control plants. The
grafting experiments enabling combination of parts of transformed and control plants
indicated, that the speeding up of flowering was caused by the effect of the
transformation on the SAM. This finding was supported by anatomical analysis of SAM
which revealed substantial differences between the SAM structure of transformed and
control plants already at early stages of the plant development.

Sugars, especially sucrose, are proposed to be a part of the control system of

flowering. In vitro experiments confirmed the previously found effect of enhanced
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sucrose supply on earlier onset of flowering and beside this also the disturbed acropetal
gradient of floral capacity in transformants. The study of sugar content and transport
within plant body (performed with the help of leaf and decapited plants exudates
analysis) revealed no significant and systematic changes in these characteristics between
transformed and control plant material.

Based on the presented results we propose that the main change caused by the
transformation of the day-neutral tobacco with Spcdc25 gene is connected with altered
characteristics of SAM, presumably as a consequence of changed mitotic activity of the

SAM cells, which results in higher capacity to flower in transformed material.
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