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Abstrakt

Prace se zabyva mechanismy souvisejicimi #vej@im kvetenim rostlin
exprimujicich genentdc25 ze Schizosaccharomyces pombe (Socdc25). Tento gen koduje
fosfatazu odpasdnou za nezbytnou aktigai defosforylaci CDK fi vstupu do mitézy. U
vysSich rostlin, na rozdil od ostatnich eukary@gkvplré funkéni homolog této fosfatazy
nalezen nebyl. Dokonce byva zpochghan vyznam aktivani defosforylace jako takové, i
kdyz k této defosforylaci patérdochazi i u rostlin.

Predchozi vysledky naseho tymu odhalily u rostlinatab transformovanych genem
Scde25 fadu zngn. VeétSinu z nich Ize u kontrolnich rostlin navodit &glci cytokinini a
byla vytvaena hypotéza cytokin-like efektu. Jednou z nejnagjatth znén je casrgjSi
kveteni transformant Cilem této prace bylo poodhalit mechanismy, ktersnize exprese
genu cdc25 ze Schizosaccharomyces pombe pasobit na pechod ke kveteni. Vysledky
ukazaly nepikazny trend ke sniZeni hladiny sacharichnsportovanych floémem do apexu
u transformarit. Naopak mnoZstvi sachatid apexu bylo stejné& zvySené a obsah glukdzy
byl u transformarit vyrazré navysSen vzdy. MozZnostéasti sachari@l v regulaci kveteni
proto nelze vylotit. Dale u transformait dochazi ke zvySeni miry exprese tabakovéeho
homologu SOC1, zatimco exprese ostatnich gefigurujicich v regulaci kveteni nebyla
ovlivnéna.

Predchozi vysledky tymu ziskané na tabaku bylyktovany na Arabidopsis.
Cytokinin-like efekt tu nebyl pozorovam vivo nebylo rovez pozorovano idvejsi kveteni
transforméi, a to jak za indukni, tak za neinduii fotoperiody, kdy kveteni spousti
odlisné signalni drahy.iBkvapiw u rostlin gstovanychin vitro a prevedenych dex vitro
podminek bylo kveteni transformanturychleno. Tento vysledek ke souviset se
zasobenim mladych semehka v kultute in vitro exogennimi sacharidy.

Z diavodu odliSného dopadu expreSpcdc25 na casovani kveteni u tabaku a
Arabidopsis, byly transgenni rostlinyArabidopsis dale strdn¢ charakterizovany. Rozvoj
korenového systému vykazuje &ny, avSak op&ého charakteru, nez u tabaku.
Organogenezele novo neni na rozdil od tabaku transformaci vyrapmnlivnéna. Ziskané
vysledky poukazuji na druh®wspecifické chovani transformantdc25, kdy cytokinin-like
efekt byl pozorovan pouze u tabaku.



Abstract

The study is focused mainly on mechanisms relatedowwering acceleration in
plants expressingdc25 from Schizosaccharomyces pombe (Spcdc25 plants). In yeast, the
gene in question codes a phosphatase responsitdetieatory dephosphorylation at mitosis
entry. In higher plants, however, the ortholog hasbeen identified yet. Some doubts even
exist on the importance of this activatory dephasyplation, though dephosphorylation itself
has been documented in plants.

Previous studies of our team revealed many differenn Spcdc25 tobacco plants;
majority of them can be induced in WT by cytokiapplication and thus, the hypothesis of
cytokinin-like effect of Socdc25 expression have been proposed. As the earlierefiogy
was one of the most pronounced effects, the airnthisf study has been to characterize
mechanisms, responsible for this phenomenon. Thé/ses of phloem exudates revealed
weak tendency to lower saccharide transport toajex in transformants. The sacharide
content in the apex, however, was similar or shghigher with significantly higher glucose
proportion in transformants. Thus, a role of saddes in flowering regulation should not be
excluded. The analysis of the flowering-inducinghe® expression has shown the only
change: the expression of the tobacco homologueS©€1 was elevated in the
transformants.

Previous results of our team achieved with SpcdoB&cco have been verified with
Arabidopsis expressing the same gene. The cytokinin-like effet not been observed in
this species. Earlier flowering of transformantsénaot been observed vivo either under
the inductive nor the non-inductive conditions, whke flowering is activated by different
signaling pathways. Importantly, in the Spcdc25nfdawhich were transplantesk vitro
flowering was accelerated. The sucrose content eédinm could be responsible for this
behavior.

As Spcdc25 expression impact differs between the tobacco twedArabidopsis,
transgenicArabidopsis plants were further briefly characterized. Roattegn architecture is
affected bySpcdc25 expression, however in the opposite manner tdadhacco. Moreover,
in contrast to tobaccale novo organogenesis is not strongly affected. The requdint to
species-specific effect ofocdc25 expression, when the cytokinin like effect hasrbee

observed only in tobacco.



Uvod

Déleni burgk je jednim ze zakladnich progéeprovazejicich zZivot vSech organism
Dava vzniknout novym jedirien, orgarim, ale také vyznamnou dmou utv&i tvar takto
vznikajicich struktur. Pravu rostlin, jejichZ biiky nejsou schopny migrace v pletivech, je
regulace bu&ného éleni naprosto zasadni.

Sled d&ju vedoucich od jednoho b&mého @leni ke druhému se nazyva kiny
cyklus. Jeho regulace je komplexni proces dixany fadou dalSich proceés ¢i
signaliz&nich drah. Zasahuji dognsignalni drahy fytohormani rady dalSich faktdr.
Zarover vSak samotnd regwiai masinérie buitného cyklu ¥rejmé zpstné pisobi na mnohé
jiné signalni drahy. Vytia se tak signalizai st zasahuijici skrze bgéény cyklus do mnoha
aspekit chovani rostlinnéhcita. Jednoduchy zasah do regulace&ného cyklu tak mize
mit znatelny dopad n@du proces, které s nim na prvni pohled nesouviseji.

Tym laboratde regul&nich faktofi morfogeneze se jitadu let zabyva zgmami,
které v rostlinach tabakiicotiana tabacum vyvolala exprese geradc25 z poltivé kvasinky
Schizosaccharomyces pombe. Tento gen u eukaryot kéduje fosfatazu odjplomou za
nezbytnou aktivéni defosforylaci CDK fi vstupu do mitdézy. Pokud k této defosforylaci
nedojde, bitkka nevstoupi do mitézy a jmhod bugénym cyklem se zastavi. U vysSSich
rostlin, na rozdil od ostatnich eukaryot, vSaképlankéni homolog této fosfatazy nebyl
nalezen. K samotné defosforylaci u nich pawochazi, ale neni znamo, ktery protein je za
ni odpovdny a jeji vyznam pro regulaci béimého cyklu byva dokonce zpochidvan.

Transformované rostliny tabdku vykazagidu zngn. VeétSinu z €chto znén Ize u
kontrolnich rostlin navodit aplikaci jedné skupifygohormori — cytokinimi. Na zaklad
téchto vysledk byla navrZzena hypotéza cytokinin-like efektu espr&vasinkového genu
cdc25. Tato prace se pokouSi poodhalit mechanismy, kterynize transformace
kvasinkovym genentdc25 pasobit na pechod ke kveteni, ktery je u transformovanych
rostlin tabaku vyrazhurychlen. Déle se pokouSi odgokt na otazku, zda k tomuto efektu
dojde po transformaci stejnym genem i u jiného drubstliny, konkrét& Arabidopsis

thaliana.



Cile prace

S vyuzitim tab&kuNicotiana tabacum L., cv. Samsun a huseékiu Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. cv. Columbia transformovanych geneda25 ze Schizosaccharomyces

pombe studovat vliv exprese tohoto genu na mechanismjespa pechodem ke kveteni.

» U transgenniho a kontrolniho tabaku:
o porovnat hladiny rozpustnych sacharidansportovanych do apexu
0 porovnat miru exprese vybranych @ers potencialni ulohou v regulaci
iniciace kveteni
* U transgenni a kontrolwirabidopsis:
o porovnat dobu poebnou k pechodu ke kveteni za indik a neindukni
fotoperiody
0 na zaklad ziskanych vysledk porovnat i dalSi charakteristiky, které byly

expresi Spcdc25 u tabaku ovlény



Seznam zkratek

2,4-D
35S CaMV
AGL24
AP1
ATP
Cdc25
Cdc25 like
CDK
cDNA
CET
CET2
CiM

(6{0)

cyc
DNA
DSD
DTT
EDTA
efla

FD

FLC

FT
HPLC
IAA

IBA

iP

LD

LFY
MADS box
MES
miR156
MRNA
NBT
NFL
NtFD
NtSOC1
NtSOC1
NtWUS

2,4-dichlorfenofyoctova kyselina
promotor viru tabakové mozaiky (Cauliflovmeosaic virus promoter)
AGAMOUS-LIKE24
APETALA 1
adenosintrifosfat
fosfataza aktivujici CDK defosforylaci
fosfataza blizka Cdc25
cyklin-dependentni kinaza (cyclin-dependenikie)
DNA vznikla reverzni transkripci RNA (complentary DNA)
rodina gefh zahrnujici FT a TFL1
tabakovy homolog TFL1
meédium indukujici tvorbu kalusu
CONSTANS
cykliny
deoxyribonukleova kyselina
posunuty kratky den (displaced short day)
dithiothreitol
kyselina ethylendiamintetraoctova
elong&ni faktor efh
FLOWERING LOCUS D
FLOWERING LOCUS C
FLOWERING LOCUS T
vysokodinna kapalinova chromatografie
indolyl octova kyselina
kyselina indolyl maselna
N6-(2-isopentenyl)adenin
dlouhy den (long day)
LEAFY
konzervovany sekvéni motiv rodiny gefit MADS box
kyselina 2-morfolinethansulfonova
mikroRNA156
mediatorova RNA
nitro-blue tetrazolium
tabakovy homolog LFY (Nicotiana FLO/LFY)
tabakovy homolog FD
tabakovy homolog SOC1
tabakovy homolog SOC1
tabakovy homolog WUS
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PCR
PMS
PVP-40
RIM
RNA
SAM
SFT
SFT
SIM
SOC1
SP
SPGB
SPL
SVP
TAE
TFL1
Thrl4
TSF
TSF
Tyrl5
WEE1
WUS

polymerazovéettzova reakce

phenazine methosulphate

polyvinylpyrrolidon - 40

médium indukujici tvorbu kieni

ribonukleova kyselina

apikalni meristém prytu

homolog FT u ragte

SINGLE FLOWER TRUSS

médium indukujici tvorbu pryt

SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1
SELF-PRUNING (homolog TFL1 u tafe)
SELF-PRUNING G-BOX PROTEIN (homolog FD weig)
SQUAMOSA PROMOTER BINDING LIKE
SHORT VEGETATIVE PHASE

trisacetatovy pufr s EDTA (pH 8,0)

TERMINAL FLOWER 1

threoninovy zbytek CDK na pozici 14

TWIN SISTER OF FT (z rodiny FT)

TWIN SISTER OF FT

tyrosinovy zbytek CDK na pozici 15

zodpowdna za inaktivéni fysforylaci komplexu CDK/Cyc
WUCHSEL

zeatin
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Literarni dvod

1. Literarni avod

1.1. Kveteni

Kveteni je v zivot rostlin velmi dilezita udalost, nssovani tohoto procesu je proto
je signal, ktery v apikdlnim meristému vyvola stdsterminace, tedy takové vyvojove
zmeény, kterd vyusti v tvorbu rozmnozovacich onjaMeristém musi byt ale ndjge
uveden do stavu, kdy je schopen na irghiksignal reagovat. Tento stav oZogme

kompetenci meristému. Mechanismus regulace navéoempetence vsak neni znam.

1.1.1. Requlace kveteni latkami signalni povahy

Jiz klasické experimenty s apaanim c¢asti rostliny¢i s roubovanim ukazaly, Ze
vlastni misto realizace kiniho signalu (apikalni meristém) nebyva totoZnéistem jeho
vzniku (Sachs, 1865; Chailakhyan, 1936). Doslo kakidhaleni regulace kveteni tzv. na
dlouhou vzdalenost, ve které hraje hlavni roli $gort signalni latky (latek) floémem
(Kondoch, 1999; Turnbull, 2011). Jegtired poznanim fotoperiodismu, Sachs (1865), na
zaklad svych experimeiit s ozdenim jednotlivych list zkoumanych rostlin, usoudil na
existenci neznamé Kktni substance vznikajici préw listech. To podnitilo postupny vznik

n¢kolika hypotéz o regulaciipchodu ke kveteni.

1.1.1.1. Nejznawsi hypotézy o chemické povaze signéalu ke kveteni

Prvni hypotéza (Chailakhyan, 1936§lmsvé zaklady pravw experimentech Sachse
(1865). V gipad signalu vyvolaného u fotoperiodicky citlivych riist vhodnou
fotoperiodou se ukazalo, Ze tento signal ma unalefzpovahu a iive byt proto penasen
nejen mezi odliSnymi druhy, ale i mezi rostlinambdiiSnou fotoperiodickou odpéui.
Dokonce, pokud byl signalipnesen na rostliny fotoperiodicky necitlivé, doslo nich k
vykveteni (Chailakhyan, 1936; Zeevaart, 1958; Lastgal., 1977). V prvni polovin
dvacatého stoleti formulovalajlachjan na zéaklad roubovacich experimeithypotézu
florigenu. Jako florigen ozrd kvétni stimulus, ktery vznika v listech a je nasleédn
transportovan do apexu, kde vede ke smisSkwtniho programu (Chailakhyan, 1936).
Doplnénim florigenoveé teorie bylo zji&hi existence tzv. antiflorigenu. U tabaku byl takto

nazvan signal, ktery poi@neseni roubovanim inhiboval kveteni (Lang et #834).
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Literarni dvod

Existenci inhibitoru kveteni podporuji i dalSi peaca neutrdinim tabaku (Gebhardt a
McDaniel, 1991; McDaniel et al.,, 1992; McDaniel,989. Autdi zde pedpokladaji, ze
inhibi¢ni signal je produkovan keny a teprve az po tité doke rastu (vedouci k oddaleni
vzrostného vrcholu z inhibniho dosahu keni) je rostlina schopna vykvést. Takzvana
florigenova hypotéza bylarijata, nicmég hledani chemické podstaty florigenu bylo dlouh&
desetileti neusidné. Florigen se tak stal spiSe fyziologickym kgbes nezZli konkrétni
chemickou entitou (Zeevaart, 2006).

Postupsg pribyly k hypotéze florigenu dalSi dvvyznamné hypotézy o mozném
stimulu vedoucimu k nastartovani &wiho programu. Prvni byla ,hypotéza &miné
alokace Zivin“ Sachse a Hacketta (1983). Podle jeicta nastup kveteni zodpaind znéna
v redistribuci Zivin {imz autdi mysli sacharidy) souvisejici se &nou sily zdroj a sink.
Autori zpochyhiuji existenci florigenu a antiflorigenu jakozto sgekych signalnich
molekul. Napiklad za @inkem hypotetického antiflorigenu se podle nictizen skryvat
jakykoliv proces, ktery zabrani césasimilati z listh do apikalniho meristému. Takovym
inhibujicim elementem f¥e byt napklad kaenovy systém {sobici jako silny sink,
popipad mladeé vyvijejici se listy (Sachs a Hackett, 198%).0debraniéthto silnych sink
skute&né dojde k urychleni kveteni (Bernier, 1988; Roldaalge 1999).

Druhou hypotézu nazvanou ,multifaktorialni kontrdteeteni“ vypracoval Bernier
(1988). Poukazal na fakt, ze kveteni je autivano mnoha latkamitgiz jsou to sacharidy
nebo fytohormony jako gibereliny a cytokininy, alauxiny, ethylen a kyselina abscisova.
Pozdji byl do Uvahy vzat i vliv polyamii a nitrati (Bernier a Périlleux, 2005). Bernier ve
své hypotéze fipdpokladd, Ze kveteni setibe uskuténit pouze v pipact spravné souhry
vSech &chto latek. Pro kveteni je nutné zvySeni konceetrékterych z nich a naproti tomu
snizeni koncentrace jinych (rfafkyseliny abscisové). ZarokesSak dodava, ze se rostliny
ve svych pozadavcich na dané lali§y, coz mize byt zapicinéno geneticky i rozdilnymi
okolnimi podminkami (Bernier, 1988). Hypotéza nfakiorialni kontroly kveteni se podle
souwasnych znalosti jevi jako skdtesti nejblizSi. OvSem jadba dodat, Ze préawu ni
najdeme pekryv s oima gedchozimi teoriemi (Turnbull, 2011; King, 2012). Aledem
k zantfeni mé diplomové prace bude ze zénijch latek zahrnutych v hypotéze
multifaktorialni kontroly kveteni podrolji pojednano pedevSim o vlivu sacharida

cytokinin.
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1.1.1.2. Vliv sacharidl na iniciaci kveteni

Jiz pongrné dlouho je znamo, Ze dostupnost sachiamdstup kveteni ovliwje
(Bernier, 1988), jejich f@sna uUloha vtomto procesu v3ak neni uspokojiyjasrena.
Dodnes neni jednozti& zodpo¥zena ani otdzka, zda sacharidy slouzi v regulamgsu
kveteni gedevsSim jako zdroj uhliku a energie (podle jiz zin&ho modelu indukce kveteni
dostupnosti Zivin)¢i zda je jejich fisobeni alespoz ¢asti signalni povahy (Roldan et al.,
1999; Havelange et al., 2000; Bernier et al., 2608g, 2012).

1.1.1.2.1. Signalni role sacharii

Na rozdil od etablovanych signalnich molekul, fyiohoni, byla sachariaim role
signalnich  latek fizndna az relativh nedavno. Teprve  experimenty
s nemetabolizovatelnymii z ¢4sti metabolizovatelnymi cukry dokézaly etid vyZivovy
efekt sachariél od jejich signalni funkce (Jang a Sheen, 1994hdlly tak, Zze &které
proteiny znameé v souvislosti gijpnem a zpracovanim sacharidofi vazke se svym
substratem generuji signali BlizS§im zkoumani sacharidové regulace genovéesegvysio
najevo, Ze sacharidy zasahuji do mnoha prfoeese vSechny s cukernym metabolismem
souvisi (Rolland et al., 2002). Ndiklad u Arabidopsis bylo zjiS&no, Ze sachar6za reguluje
expresi piblizn¢ 700 geri (Gonzali et al., 2006) a jiz o rok pagidbyla publikovana prace
identifikujici pres 1700 geln u kterych dochazi ke Zm¢ exprese v navaznosti ha &mu
hladiny sacharézy (Osuna et al., 2007). O tom,jedato ¢islo kon€né, Ize pinejmenSim
spekulovat.

Sacharéza je hlavnim transportnim sacharideftsing rostlin (Geiger, 2011).
V metabolickych procesech vSak neni vyuzivana jakova, nybrz az jeji &né produkty,
jimiZz jsou hexdzy. Sacharézautwe byt Spena déma enzymy - sachar6zasyntazou nebo
invertdzou. Invertdza katalyzuje nevratnou regbcikteré vznika glukéza a fruktéza. Oproti
tomu reakce katalyzovana sacharézasyntazou jengipu vratna. Produkty &teni jsou zde
fruktéza a UDP-glukéza (Koch, 2004; Ruan et al1®0 Glukoza i fruktdza jsou v boe
fosforylovany hexokindzami. Pré&vhexokindzy pat mezi proteiny, které jsou schopné
generovat signal (Smeekens, 2000; Rolland a SH&@0B). Vzhledem k tomu, Ze geny
indukovatelné sachar6zou nejsou zatouvadukovatelné jejimi gpnymi produkty, je
pravdEpodobné, Ze sachardza funguje coby signalni maexd jinou regukéni drahu nez
hexo6zy. Signalnim proteinem asociovanym s toutchalsase ukazala &tova invertaza

(Ruan et al., 2010). Vedle jiz zmdme sacharézové signalizace a signalizace na
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hexokindzach zavislé byla objevena i hexdzova $ipie na hexokindzach nezdvisla
(Smeekens, 2000).

Zda bude sachar6za¢gena pednost® invertazouci sacharézasyntazou souvisi
s vyvojem daného sinku. Invertaza byla detekovanaow vznikajicich, rostoucich a
metabolicky aktivnich sincich. U zasobnich ttyginkii, s postupnym igchodem odiistu
k ukladani zasobnich latek, s&mhi dominantni enzym degradujici sacharozu. Idzerte
vystiidana sachardzasyntazou (Koch, 2004). V rasthialezneme &kolik typt invertaz
liSicich se bu&nou lokalizaci, optimalnim pH a rozpustnosti. Ratpé formy jsou
lokalizovany ve vakuole (kysela invertdza) a v pidsnt (neutrdini invertaza, &Sinou
malo aktivni). V buicné séné je zakotvena kyseld nerozpustna invertdza (Rqits8R9).
Autofi vénujici se mozné regulaci nastupu kveteni sachapdkladaji prav kyselou
invertazu za zasadni enzynemici dostupnost culrapikalnimu meristému (Havelange et
al., 1986; Bernier et al., 2002; Heyer et al., 2@dnwala a Miller, 2008; Igbal et al., 2011).

Pro aplnost je nutné zminit ro¥h signalizaci sacharnidprostednictvim disacharidu
trehaldzy, ktera se v poddlkrehaldza-6-fosfatu ukazala jako univerzalni sighéolekula u
rostlin. Déle je pedpokladana existence dalSich, zde ne&nyich, signalnich drah.
(Eveland a Jackson, 2012)

1.1.1.2.2. Indukce kveteni dlouhodennich rostlin souvislostis m@msobenim
sacharida

Neni pekvapivé, Ze nejvice praci zabyvajicich se detailrstudiem vlivu
jednotlivych latek naiechod z vegetativni do generativni faze bylo prewedna rostlinach,
u nichz je kveteni indukovano zmou vrgjSich podminek. U takovychto modelze
sledovat zmany v distribuci latekei v expresi getr v jasré definovatelnéntase vzhledem
k pasobeni indukniho signalu (Bernier et al., 1993). Na&jtji byly ve spojitosti s
vyzkumem ulohy sachariidpouzivany fakultativé dlouhodenni rostliny, a térabidopsis
thaliana, husentku blizce pibuzna Snapis alba a Lolium temulentum (nag. Bodson a
Outlaw, 1985; King a Evans, 1991; Lejeune et @91t Lejeune et al., 1993; Blazquez et
al., 1998; Corbesier et al., 1998; King et al.,&00

Indukce kveteni u dlouhodennich rostlin probihdclejvystavenim delSi gtelné
period, nez je fotoperioda kriticka. Totaedn¢ uzivané oSéeni ovSem nezajisti odeni
fotoperiodického signalu od ¢iinku zpisobeného prodlouzenim faze fotosyntézyi P
kritickém hodnoceni takto ziskanych vyslédie tedy zapdtbi mit zmignou skuténost

stédle na pa#ti. Z diavodu odliSeni fotosyntetickériginy pozorovanych zeém od znén
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pusobenych fotoperiodickym signalem, bylo zavederikolik alternativnich oSéeni.

V n¢kterych pracich je pro indukci kveteni vedle &Set dlouhym dnem (long day, LD)
pouzivano oseéeni tzv. ,posunutym kratkym dnem® (displaced staay, DSD). Bylo totiz
zZjisténo, Ze pi zachovani kratké délky sielné faze jeji jednorazové oddaleni o 8 hodin
rovnéz zpisobi indukci kveteni (Bodson a Outlaw, 1985; Codrest al.,, 1998).
Fotosynteticky aspekt e byt odstidn i pouzitim nizké intenzity *ani, kterd neni
dostatéena pro fotosyntézu, nebo pouzitim dlouhovinnéleveného z&ni v pib&hu
prodlouzené sitelné faze (Périlleux a Bernier, 1997; King et 2008).

Urcgita pozitivni role v nastupu kveteni byla sachamd pfisouzena po detekci
zvySeného mnozstvi sachar6zy jak v centrélni, tgkenferni zog apikalniho meristému
Snapis alba vystavené dlouhému diii DSD (Bodson a Outlaw, 1985). Otazkou mista
vzniku tohoto navysSeni hladiny sachardzy se zalyysuaidie zardfené na postizeni exportu
sacharid z listh metodou jiméni exudat U Snapis i Arabidopsis po pisobeni indu&nich
podminek skut@né dochazi k pechodnému zvySenému exportu sacharézyz (istjeune et
al., 1991; Corbesier et al., 1998). V souladuieziphozimi déma pracemi Lejeune se
spolupracovniky (1993) detekoval paispbeni LD ¢i DSD pechodné zvySeni vtoku
sachardzy do oblasti vzrostného vrcholu. Floémokyz listi do apexu vSak pattmebude
jedinou cestou transportu ,navysené“ sachardzy,ujekzuji nasledujici prace r&napis
(Bernier et al., 1993; Havelange et al., 2000).0Rahach o distribuci sachar6zy po rostlin
autai vzali v potaz také ki@ny. Po jisobeni indu&ni fotoperiody pozorovali iechodné
zvySeni hladiny i zde. Pro objasn mozného vztahu zvy3Sené hladiny sacharézyigrech
a nastupu kveteni byly provedeny experimenty sé&reaganim prytu. Zaskrceni vedlo
k inhibici floémového toku z nadzemniasti do kd#emi. Vzestup hladiny sacharozy
v kofenech byl timto inhibovan a zastaveni floémovélakwtnelo za nasledek vyraznou
redukci pd@tu vykvetlych rostlin (Bernier et al.,, 1993; Havaige et al., 2000). Kultivace
zaSkrcenych rostlin v roztoku se sachar6zou nebkogbu dokazala zcela zvrétit inhibi
vliv preruSeného floémového toku. Bylo tak potvrzeno, Zémové tekutiny jsou to
skute&né sacharidy, které za pozorované jevy odpovidajvétnge et al., 2000).

Pri analyzach xylémovych exudatbylo zjiS€no, Ze po vystaveni inddkim
podminkdm dochazi k zvySeni transportu cytokirirkareni (Lejeune et al., 1988; Lejeune
et al., 1994). Tym Berniera (Bernier et al.,, 1988velange et al., 2000) pozoroval po
zaskrceni floému snizeni exportu cytokinim kareni oproti rostlindm nezasSkrcenym a
oproti rostlinam zaSkrcenym égtovanym v roztoku se sachar6zou. To vedlo autory

k vysloveni zawru, Ze funkce sacharézy v ilemech je signalni a vede ke zvySeni exportu
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cytokinini z ka‘eni do nadzemnéasti rostliny, potazmo apexu. O roli cytokifiim procesu
kveteni je pojednano v kapitole 2.1.1.4.

Zvysené mnozstvi sacharézy ve floémovém exudato kbyouvislosti s indukci
kveteni zjis¢no u dalSi dlouhodenni rostlinizolium temulentum. Zde byla vySSi hladina
detekovana v listovych exudéateci pD i DSD oSeteni (Périlleux a Bernier, 1997). King a
Evans (1991) vSakipkvapiw u stejného druhu nezaregistrovali zvy3Seni hladagharozy
v apexu. Mozné vysleni podali Lejeune a spolupracovnici (1993)tikpgedpokladaji, ze
Lolium pro iniciaci kveteni zvySeny tok sachdridepotebuje, nebt jejich hladina je i ve
vegetativnim apexu optimélni. Na zakdadySe uvedenych poznditlkziskanych n&inapis,
kde bylo zmapovéano, Ze po navySeni sachar6zy echstdochazi k jejimu transportu
floémem jak do apexu, tak doilemi (Bernier et al., 1993; Havelange et al., 20003hioyn
mohli predpokladat, Ze zvySeny export sachardzy # lgizorovany u_olium (Périlleux a
Bernier, 1997) mize byt spojen vyhradns naslednou sachar6zovou signalizaci iekech,
kde by spoust obdobnou drahu zahrnujici cytokininy, jak bylozpoovano uSnapis.
Zjisteény nafist mnozstvi sacharozy ve floémovém exudatu & (Bérilleux a Bernier, 1997)
by poté nebyl vrozporu s vysledky Kinga a Evan$@9(), ktéi nepozorovali zvySeni
obsahu sachar6zy v apexu. U dlouhoddumbeckie oproti tomu zvySeni sachardzy v apexu
pozorovano bylo (Komarova a Milyaeva, 1991), rvitak u rostlinyFuchsia hybrida (King
a Ben-Tal., 2001). Konkrétni mechanismiemosu signalu tedy patrnbudou druho¥
zavisle.

Ackoliv, jak bylo zmirno, laboratorni podminky dovoluji fip hledani
univerzalgjSich zakonitosti indukce kveteni rozpoijit vliv dperiodicky a fotosynteticky, je
ziejme, Ze v firok tyto cesty jgsobi u dlouhodennich rostlin neatitein¢. Krom¢ vlivu
fotoperiody je tedyieba brat v potaz také otazku vlivu zvySené fotasgntFotosyntéza je
zavisla na ozé&ni rostliny. SilgjSi z&eni za neinduknich podminek (kratky den) proto
vede ke zvySeni fotosyntézy a tim padem ke zvySemébé sacharid. Jak bylo
demonstrovano né&napis, i za €chto podminek dochazi k akumulaci sacharézy ve
vzrostném vrcholu (Havelange a Bernier, 1983). bétaanalyza apikalniho meristému
oz&ené rostliny ukazala, Ze vykazujékieré znény (navic nastavajici ve stejnémiadi),
které jsou typické pro meristém dlouhodenni rogtlivystaveny induéni fotoperiod
(Havelange a Bernier, 1983; Bernier et al., 1998nker et al., 2002). Vedle zvySeni hladiny
Skrobu a kyselé invertazy byl zj$t nag. zvySeny poet mitochondrii a zena struktury
jadérek. Nasledné zvySeni mitotické aktivity vSadbylo zaznamenano a toto dsei

nevedlo ke kveteni. Aufbo (Havelange a Bernier, 1983) na zaklasvého pozorovani
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charakterizuji roli sachardzy jakozto nezbytnéh&oliv vSak dostéujiciho cinitele k
naplréni kwétniho programu. Tuto mysSlenku potvrzuji i naslediujpozorovani. Vzrostné
vrcholy uiznuté zrostlin Lolium, z nichz ¢ast byla pedtim vystavena inddkim
podminkam, byly naslednpiresazené na médium se sacharézou. Ke kveteni dogie
téch vrchoti, které dive obdrzely induéni signal (King a Evans, 1991; McDaniel et al.,
1991). Sachar6za samotna tedy na indukci kvetestatila, ale meristémy z indukovanych
rostlin na ni pozitive reagovaly, jak ukazalo srovnani fyziologické odfmbwna médiu s a
bez sachardzy (King a Evans, 1991). Sachardza ¢(ps&unejedna o jiny signal) vznikajici
v disledku vysSiho ozéni je oproti tomu dostajici pro iniciaci kveteni u dlouhodenni
fuchsie. ZvySenou o¥a@nosti je vSakitba pisobit vice dii za sebou (King a Ben-Tal,
2001).

1.1.1.2.3. Indukce kveteni kratkodennich a neutralich rostlin v souvislosti s
pusobenim sacharid

Zmena distribuce sacharidje zejm¢ dilezitd sodast v procesu nastupu kveteni
nejen pro vySe pojednané dlouhodenni rostliny, alepro rostliny s odliSnymi
fotoperiodickymi pozadavky. ZvySeny export sachgrbisti byl pozorovan po vystaveni
indukénim podminkdm u kratkodenni rostlidganthium strumarium. Indukce kveteni zde
probihala prodlouzenou tmodili za pro fotosyntézu menpiiznivych okolnosti nez u
rostlin kontrolnich (Houssa et al., 1991). U kratkoniho ananasu bylo pro &nu
pozorovano zvySeni hladiny sacharidve vzrostném vrcholu (Madhusudanan a
Nandakumar, 1983). Rovh analyza hladiny sachatids apexu jahody po indukci kratkym
dnem potvrdila signifikantni zvySeni sacharozyiredevsim fruktdézy (Eshghi et al., 2007).
Jest je treba zminit, Ze u jahody nebylo pozorovano signifiké zvySeni sachardzy
v kofenech, jak by se dal@ekavat v souvislosti s vySe uvedenymi vysledkySmapis, kde
autdi zvySeni sacharozy v kenech dali do vztahu s cytokininovou signalizacérfier et
al., 1993; Havelange et al., 2000). Vzhledem k statku dalSich literarnich Udapelze
tedy usoudit, zda dany efekt sacharozy popsa@napis (Bernier et al., 1993; Havelange et
al., 2000) je univerza#jsi povahyi je spiSe specificky pouze procitou skupinu rostlin.

U neutralnich rostlin je bohuZel podchyceniémnsouvisejicich siipchodem do
tomto modelu. Lze uvést alesppraci starSiho data na ¢afi, kde vysSi ozéni zpisobilo
diivejSi kveteni (Calvert, 1959). Neni vSak jisté, zda tento jev mohou vyt¥ené

sacharidy, jak je uv&do ve spojitosti s obdobnymi experimenty na LD Iméth
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(Havelange a Bernier, 1983; King a Ben-Tal, 20@i)za to v obou fipadech mze jiny
regul@&ni mechanismus. Uitym piiblizenim k chovani neutralnich rostlin mohou byt
sporadické prace énujici se kveteni fakultatiéndlouhodennich rostlin gstovanych za
neinduknich podminek. LArabidopsis bylo i za kratkého dne pozorovano zvysSeni hladiny
sachardzy fed zahajenim tvorby Kinich struktur (Ericsson et al.,, 2006). Uvedené
naswdéuje tomu, Ze navySeni sachar6zy v apikadlnim menist§e nejspiSe jevem

vyskytujicim se naii¢ rostlinami s iznymi pozadavky pro indukci kveteni.

1.1.1.2.4. Role fotosyntézy a Skrobovych zasob \dirkci kveteni

U rostlin dlouhodennich i u rostlin kratkodenniguy byla pozorovana akumulace
sachardzy v apexu po vystaveni rostlin inthikn podminkam. NavySena sacharozazen
v principu pochazet ze dvou zdkojpud’ vznika zvySenou mobilizaci Skrokiu v disledku
zvySeni fotosyntézy. Na otdzku, zda sétkiho signalu dastni mobilizace Skrobu, se snazil
odpowdét Corbesier a spolupracovnici (1998). Na zaklamhalyz kveteni mutanta
Arabidopsis postizeného v tvotbSkrobu zjistili, Ze sachar6za po indukci dlouhymeih
pochazi pimo z fotosyntézy, kdezto pro indukci DSD je nepadatelny Skrob. Na zaklad
zvySeni mnozstvi fotosyntetickych pigménpii prechodu do kveteni u dlouhodennich
rostlin celedi Apiaceae byl rovnéz vysloven zawr, Ze zvySena sacharéza pochazi
z fotosyntézy a nikoliv ze Skrobovych zasob (Sameme et al., 2009). Nezastupitelnou
tlohu sachari@ podtrhuje i skuténost, Ze pokud dlouhodenni rostlinu vystavime
v kritickém obdobi vzduchu bez Ghedojde k iniciaci kveteni ani pdigpbeni induénich
podminek (Friend et al., 1984, King et al., 2008).

U kratkodennich rostlin neni fekvapivé, Ze zvySeni sacharidv apexu je
doprovazeno mobilizaci Skrobu, a to jak listovétad, obsazeného v jinyatastech rostliny
véetre apexu (Eshghi et al., 2007). AdtorSak rovrez pozorovali zvySeni fotosyntézy.
Zjevny rozpor mezi ukladanim Skrobu v apexu u dténnich (Havelange a Bernier, 1983)
a mobilizaci Skrobu u kratkodennich rostlin Izewdlt rozdilnymi swtelnymi podminkami

souvisejicimi s indukci kveteni.

1.1.1.2.5. Vliv sacharid na kveteni v podminkachn vitro

Chceme-li zkoumat vliv navySeni sachérida kveteni, $tSinou je vyhodné uchylit
se k metod kultivace rostlinin vitro. Role sacharitl (pfedevSim sachardzy) jakozto latek
urychlujici nastup kveteni byla pozorovana v mnpteich, d jiz se jednalo o experimenty

zantiené na poodhaleni regulace kveténiprace metodické, zabyvajici se testovanim

19



Literarni dvod

vhodnych kultivénich podminek cilovych dridh Zde je teba zminit, Ze rostlinygstované
technikou in vitro se nachazeji ve specifickych podminkach, ne &u@vhodnych pro
fotosyntézu (zhorSena moznost Wmg plyni mezi kultiva&ni nadobou a okolim, nizsi
oz&enost). Z toho @vodu byva pitomnost sacharozy, popglukézy i fruktozy, v médiu
zcela kltova pro pechod testovanych rostlin z vegetativni faze deegaivni (Friend et al.,
1984; Roldan et al., 1999; Dielen et al., 2001; &fwal., 2006; Taylor et al., 2007). Neni
vylouceno, Ze vsouladu s hypotézou o multifaktorialnintkmle kveteni mohou byt
ve specifickych podminkadh vitro limitujicim faktorem, ktery chybi do spravné karlate
nezbytné ke kveteni, pr&endogenni sacharidy. Jejich vyznam je poté v damgpdadani
vice patrny. U dlouhodenni rostlingrassica campestris dokonce gitomnost sachardzy
v médiu vedla k nahrazeni fotoperiodického pozadauka kratkém dni zde sachardza
kveteni urychlovala, na dlouhém dni nastup kvetewovlivnila (Friend et al., 1984).f1iP
experimentech s exogehdodavanym cukrem bylo pozorovano, Ze zvySovantéoinace
sacharidu nad dgitou hladinu vede uiznych druli naopak k inhibici kveteni (Dielen et al.,
2001; Vu et al., 2006; Teichmanova et al., 200bzdPovany jev byva fitan pisobeni
osmotického stresu.

Sporé prace zatrené na vztah mezi sacharidy a indukci kveteni eréleich rostlin
vyuzivaji pra¢ kultivaci in vitro. ZvySeni koncentrace sacharézy v médiu tabaku
(Teichmanova et al., 2007) i ¢efe (Dielen et al., 2001) vedlo k vyraznému urychle
kveteni. Je tedy mozné, Ze pro neutralni rostlipyria rozdil od fotoperiodicky citlivych,
mohlo byt samotné navySeni sachardzy v apexu @dsfan stimulem, aby zahgjily kini
program.

Z predchoziho textu vysvita, Ze sacharidy nespangji svoji nezastupitelnou funkci
pii iniciaci kvétniho programu. Na druhou stranu samy océsgiak patra nejsou, alespou
fotoperiodicky citlivych rostlin, dostajicim ¢initelem. V otdzce, zda velmi rychlé a
piechodné navySeni sachardzy v apexu ma funkci sgjgélnici je dalezité jen jako zdroj
energie, nejsou aufiojednotni. O signalni Uloze misto vyzZzivové bydtila skut&nost, Ze
bezprostedre po navySeni sachardzy nenasleduje zvySeni mitoagkivity (Bernier et al.,
2002), které je s nastupem kveteni spjato (Kwiati@y 2008). Jaka je role sacharid
v regulaci kveteni u neutralnich rostliristava stale nevyjasno.

1.1.1.3. Souvislost mezi distribuci sachar&dgiberelinovou signalizaci

Je pomdrné zndmou skutmosti, Ze gibereliny jsou v regulaci néstupu kviten

zahrnuty. Bylo o nich dokonce uvazovano i jako azmén kandidatu na pozici florigenu
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(Mutasa-Gottgens a Hedden, 2009; Turnbull, 201djich pisobeni byva &sSinou pozitivni,
ale netidka byly popsany i ifpady, kdy gibereliny kveteni inhiboval§i nemgly na
studovanou rostlinu Zadny znatelny vliv (King a Bead, 2001; Bernier a Périlleux, 2005;
Srikanth a Schmid, 2011). Hladina giberélse zvysSuje jakipindukci dlouhym dnem, tak
pii kveteni rostlin za neind@kich podminek (King et al., 2001; Eriksson et 2006; King,
2012). Bylo vSak zji&ho, Ze u fakultativéh dlouhodennich rostlin jsou giberelinyildzité
piedevsim pro iniciaci kveteni za kratkého dne. Miyt@#mabidopsis v syntéze giberelin¢i
ke gibereliim necitlivé vykazovaly jen lehké zpadd v kveteni na dlouhém dni, kdeZzZto
kveteni na kratkém dni bylo naprosto inhibovano I§éh et al., 1992). Gibereliny se jevi
jako dilezité i pro indukci kveteniip neoptimalnich podminkach (Corbesier et al., 2004;
Igbal et al., 2011).

Pfi vstupu rostlin do generativni faze byla prokazéspoluprace sacharid
s gibereliny, jak ukazuje i nasledujidiildad. KveteniPhalaenopsis je inhibovano vysokou
teplotou, coz dokazaly zvrdtit exoge€éndodané gibereliny. Aplikace sachar6zy na listy
rostlin inhibovanych vysokou teplotou igpbila pouze lokalni zvySeni hladiny sachardzy
v listech, nikoliv vSak v apexu. Oproti tomié powasném fisobeni giberelith bylo zvyseni
sachar6zy detekovano i v apexu (Chen et al., 19%&dpoklad, Ze gibereliny usnagi
transport sachar6zy do apexu, se ukazal jako sprdsibereliny stimuluji nakladani do
floému a zarowve jsou regulatory vykladani z floému, netovySuji mnozstvi extracelularni
invertazy. (Igbal et al., 2011). Invertazy se speky podileji na modulaci transportu na
dlouhou vzdélenost, protoze jejicimnost reguluje sachar6zovy gradient mezi floémem a
okolnimi pletivy (Godt a Roitsch, 1997; Roitsch,999. Gibereliny tak progtdnictvim
invertaz zvysuji silu sinku apikalniho meristémuisébeni gibereliéh na sacharidy bylo
zaznamenano i vifpadt negativniho vlivu gibereliin na kveteni. Zde aplikace gibereiin
vedla k snizeni hladiny sachakid apexu prosednictvim tlumeni jejich importu z list
(King a Ben-Tal, 2001).

1.1.1.4. Role cytokinifnv indukci kveteni

Cytokininy v rostlinach regulujiradu proces. Zndm je jejich vliv na potteni
apikalni dominance, na aktivaci dormantnich latéchl pupenf, na stimulaci bu&ného
déleni a na zvySeni sily sinku. Déale hraji Ulohu ing@i oddaleni senescence, vyvoiji
chloroplast, deetiolozaci¢i zrani semen. (Mok a Mok, 1994). Nejhggi cytokininy v

rostlinach jsou zeatin (Z), izopentenyladenin (i®)dihydrozeatin - tzv. volné baze.

21



Literarni dvod

V rostlinach vSak ve &Si mie nalezneme i derivaty s navazanou rib6zou v poiize-
ribozidy (Davies, 2004).

Cytokininy jsou mimo jiz zmiénych funkci roviz pokladany i za wezity faktor
v regulaci nastupu kveteni. V podmink&chvitro byvaji pro kveteni mnoha driifrostlin
nepostradatelnou sloZzkou média (Bernier, 1988; Vwale 2006; Taylor et al., 2007).
Nicmére pozitivni vliv cytokinini byl pozorovan i v podminkéacim vivo (Bernier, 1988).
Stejre jako bylo doloZzeno u sachaiidhladina cytokinid se ve vzrostném vrcholu po
vystaveni rostlin induwnim podminkam zvySuje. Ni#st hladiny cytokinifi byl zaznamenan
u dlouhodenniho i kratkodenniho druhu merliku (Mg&kbva et al., 1993),Snapis
(Jacgmard et al., 2002y abidopsis (Corbesier et al., 2003Jjllandsia (Mercier a Endres,
1999) a uBoronia megastima, jejiz kveteni indukuje nizka teplota (Day et dl995).
ZvySeni importu cytokinibh do apexu nastava azasovym odstupem po zvySeni hladiny
sachardzy v apexu (Lejeune et al., 1994; Berniad.e2002). Samotna aplikace cytokininu
na vzrostny vrcholSnapis rostouci v neindulnich podminkach sice ke kveteni nevedla,
zpasobila vSak skteré zmgny, které jsou spojeny fipobenim induéni fotoperiody: vedle
zvySeni potu i velikosti Skrobovych zrn doSlo k rozpadu vakao k zvySeni mitotické
aktivity (Havelange et al., 1986). Rasmaplikace cytokinifi nebo giberelifi (nikoliv vSak
sachardzy) imo na apex vedla k navozeni exprese ge8aMADS A), ktera je za
normalnich podminek spjata s&ephodem do generativni faze (Bonhomme et al., 2000)
Aplikace cytokinimi napodobovala {sobeni dlouhého dne také v souvislosti se
symplastickym propojenim bgk apikalniho meristému. Vidledku oSéeni dlouhym
dnem nebo cytokininy se tvorba plasmodésawysSila (Ormenese et al., 2000; 2006).

Po vystaveni induiiim podminkam dochazi k zvySeni exportu cytoKinin
(zeatinového typu) z Keni, jak bylo zjiStno na zaklad analyzy xylémovych exudat
(Lejeune et al., 1988). Cytokininy Z typu jsou olweqovazovany za nejhajjsi typ
cytokinina v xylému, kdeZto ve floému dominuji cytokininy tipu (Hirose et al., 2008).
Jak jiz bylo zmigno v kapitole 2.1.1.2.2Havelange se spolupracovniky (2000) odhalil
stimulaci exportu cytokiniin (Z typu) z kdeni zvySenim importu sacharozy doikoe, ktery
je vyvolan misobenim induéni fotoperiody. Transport cytokinifi (¢i jinych latek) xylémem
se nasledhukazal jako kidovy pro iniciaci k¥tniho programu. Zastaveni xylémového toku
zamezenim transpirace v nasycené atniesi@tiz vedlo k inhibici kveteni (Bernier et al.,
1993; Havelange et al., 2000). Na zaklgdedchozich informaci by se tedy dakekavat,

Ze cytokininy Z typu transportované xylémem jsotoZoé s cytokininy, jejichz zvySeny
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vtok do apexu byl pozorovan Lejeunem a spolupraitgvii994). Metodou jimani exudat
ktera byla pouzita (Lejeune et al., 1994), Ize v&ikat pouze floémovou tekutinu, nikoliv
xylémovou. Autéi skutené zjistili vtok do apexu vyhradn cytokinini iP typu, jehoz
zvySena hladina byla pozorovana i v listovych execl&Snapis, Arabidopsis i kratkodenni
rostliny Xanthium (Kinet et al., 1994; Lejeune et al., 1994; Corbest al., 2003). Po
vystaveni rostlin indutni fotoperiod, dochazi tedy k zvySenému exportu cytokinjak

z koreni, tak z lisi. Cytokininy tekouci floémem (= z lig), jsou transportovany do apexu.
Zda jsou do apexu transportovany také cytokinifighgizejici pravépodobré xylémem (Z
typu) neni jasné. Podle Lejeune a spolupracadv(iik94) by cytokininy z kieni mohly byt
transportovany ifednostg do listi a zde by mohly stimulovat syntézu cytokihiiP typu.
Touto hypotézou se zabyvaly ra¥n dw studie vyuzZivajici metodu imunolokalizace
(Jacgmard et al., 2002; Corbesier et al., 2003prwii studii bylo uSnapis skut&n¢
zjisteno, Ze po vystaveni rostlin dlouhému dni doch&apexu k vyraznému zvySeni hladiny
pouze cytokinif iP typu (Jacgmard et al., 2002). Tento &aje v souladu s Gvahami
Lejeune a spolupracovnik (1994), ktéi xylémovému cytokininu négitaji roli
morfogenniho regulatorutipno v apexu. V souladu $qaichozim urychlil izopentenyladenin
jako jediny z testovanych cytokinirkveteniArabidopsis kultivované na dlouhém dni (He a
Loh, 2002). Imunolokalizace cytokininv apexuArabidopsis ukazala v3ak na zvySeni obou
typa cytokinini (iP i Z), pricemz slabsi odezva byla zaznamenana u Z typu (Gerlesal.,
2003). Machékova a spolupracovnici (1993) pozorovali v apexu ipdukinim signalu
zvySeni hladiny fedevSim iP typu u dlouhodenniho merliku, kdeZtoSewy obou typ u
merliku kratkodenniho. Jednoduchy &avo pevladajici funkci toho kterého typu
cytokininu, potazmo zdroje tohoto cytokininu v regi kveteni #ejmé neni mozny. To
doklada i skuténost, Ze &oliv se uSnapis nezvysila hladina Z typu cytokinin doslo ke
zmeéné v jeho distribuci po apexu, takze jeho ulohu vxape souvislosti s iniciaci kveteni
nelze vylouit (Jacqgmard et al., 2002).

Na rozdil od sachanid byl vliv cytokinini studovan i na neutralnich rostlinach.
Dewitte a spolupracovnici (1999), oproti vySe paogsa pracim na dlouhodennich
rostlinach, pozorovali u neutralniho tabaku na koregetativni faze igchodny pokles
cytokinini obou tymi. Nicmérgé pokud u neutralniho tabaku overexpresi genu pgradeci
cytokinini snizime jejich endogenni hladinu, dojde k vyrazméddaleni kveteni (Werner
et al.,, 2001). Ftomnost exogennich cytokininurychlila kveteni dalSi neutralni rostliny -
rajcete, gstované v podminkachm vitro (Dielen et al., 2001)Arabidopsis rostouci za

neinduknich podminekdili bez naplrni fotoperiodického poZzadavku) reagovala rozdiln
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na aplikaci cytokininu v zavislosti na #t&ostliny. Aplikace cytokinif ¢i giberelini vedla

k vyraznému urychleni kveteni pouze u starSichlinpst mladych nema zadny vliv

(Besnard-Wibaut, 1981). Urychleni kveteArabidopsis kultivované za neindukich

podminek po fidani cytokinimi bylo zaznamenano rovh D Aloia a spolupracovniky
(2011).

Zawrem této kapitoly lzeici, Ze cytokininy se jevi jakoutezita signélni molekula
zahrnuté v regulaci kveteni tzv. na dlouhou vzdagenNatfist cytokinin v apexu je patmh
piicinou zvySené mitotické aktivity bek, kterd bezprogedre souvisi s peménou
apikalniho meristému z vegetativniho na floralnérier et al., 2002). Jak bylo ukazano,
samotna aplikace cytokinindasto ke kveteni nesfia Nicméré experimenty s aplikaci
raiznych cytokiniri ukazaly, Ze ne vSechny cytokininy vyvolavaji stejnfyziologickou
odpowd (viz zmirtna prace He a Loh, 2002). Z tohdivddu je teba opatrnosti ip
formulovani obecnych zé&xi pro cytokininy jako takové.

U Snapis bylo zjiS€no, Ze export cytokiniih z kaeni je stimulovan sachar6zou
(Havelange et al., 2000). Xanthium vSak po fisobeni induéni fotoperiody doSlo naopak k
snizeni exportu cytokinin z kareni (Kinet et al., 1994). Do jaké miry je cytokininova
signalizace spojena se &mami hladin sachardzy, bude tedy ¢e3tutné vysledovat.
Vzhledem ktomu, Ze se cytokininy (vedle gibenglimpatrreé rovréz &astni regulace
floémového nakladani a vykladani (Thomas a Blaked@87), @jde Zejm¢ o vicenasobné

propojeni drah&chto dvou tyg latek.

1.1.2. Molekularné genetické aspekty kveteni

V piredchozi kapitole bylo podrobjn pojednano o ékterych latkach zahrnutych
v regulaci kveteni tzv. na dlouhou vzdalenost. jjakbylo feceno, vice do sedu zajmu
odborniki je posunula az dlouhd desetileti ne@sgho hledani ‘svatého gralu rostlinné
biologie* - florigenu (Zeevaart, 2008). Existujedyenakonec &co jako univerzalni signél
pienosny mezi rostlinami siznymi pozadavky pro indukci kveteni? Dnes vime,ahe.
Bylo vSak zapdtbi, aby v do& kdy uz sodasné klasické Zysoby hledani florigenu byly
vycerpany, nastoupila cesta molekukageneticka.

1.1.2.1. Regulace kveteni u modelové rostliny Adapsis

Na modelové rostly fakultativie dlouhodenni Arabidopsis thaliana, bylo
piipraveno a zkoumano mnoZzstvi mutantéjakym zpisobem postizenych v nastupu

kveteni. To vedlo k postupnému odhalétyic drah, které tArabidopsis kontroluji kveteni:
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fotoperiodické, vernalizai, autonomni a giberelinové (Bernier a PérilleR@05 Baurle a
Dean, 2006). K&mto klasickym draham byly postuppridany jes¢ dalSi d¢: draharizena
okolni teplotou a drahidzena ¥kem rostliny (Fornara et al., 2010; Srikanth a Sichr2011;
Posé et al., 2012). JeSfe treba dodat, Ze &Sina ekotyf Arabidopsis pouzivanych
v laboratdi vernaliza&ni poZzadavek nema4, existuji ale i ekotypy dvoul&térym teprve
vernalizace umozni na fotoperiodicky signél reagg¢8akanth a Schmid, 2011).

Jak jiz mnohokrat vyplynulo z praci citovanychiegesiém textu, je prArabidopsis
zasadni draha fotoperiodicka. Termin florigen Istht® spojovan pray s ni. Teprve pokud
je Arabidopsis ponechana v neindtkich podminkéach, dochazi k uplati drah nezavislych
na fotoperiodickém stimulu. Vzhledem k z&eni mé prace, které souvisi segahy
fotoperiodické drahy i do regulace kveteni neuidnrostlin, budu se v dalSim textu
vénovat edevSim draze fotoperiodické. V menSirfenpak také drdze autonomni a draze

zavislé na ¥ku rostliny.
1.1.2.1.1. Fotoperiodick& draha

1.1.2.1.1.1. Vyznam ganCO a FT v prenosu fotoperiodického signalu

Na zaklad analyz mutarit postizenych ve fotoperiodické odmaVv se do pofedi
dostaly dva genZONSTANS (CO) a FLOWERING LOCUST (FT). (An et al., 2004; Ayre a
Turgeon, 2004). K zvySeni hladiny CO dochazi pop#iedlouhém dni. Vlivem dlouhé
fotoperiody je totiz vznikajici protein stabilizavaV regulaci hladiny CO se stykaji
signaliz&ni drahy modrého¢erveného a dlouhovinnéRerveného sitla (Valverde et al.,
2004; King, 2012). FunkdTO, ktery je exprimovan v listech, je iniciace exmesobilniho
FT (An et al., 2004; Huang et al., 2005).

FT je dnes vSeobeémpokladan za onen dlouho hledany florigen (Huanal.e2005;
Zeevaart, 2006; Corbesier et al., 2007). Dodnesamgp naprosta shoda ulézitosti
jednotlivych transportnich forem FT. Prvotni tvrzere se FT transportuje z liste fornme
MRNA, bylo po vizualizaci proteinu FT nejprve zamito, aby bylo nasledropt vzato na
milost (Huang et al., 2005; Corbesier et al.,, 20@éevaart, 2008; Turnbull, 2011).
Odbornici se pklangji k nadzoru, ze pro fenos kétniho stimulu je zasadni proteinova
transportni forma (Srikanth a Schmid, 2011; Turh®011). Nicméa Li a spolupracovnici
(2011) v nedavné debprokazali, Ze transportovany transkript je r&&rschopny navodit
kveteni, nezavisle naftipomnosti proteinu ve floému. tAjiz probiha transkripce FT

v privodnich buikach floémuci az v apexu, nespornym faktemistava, Zze v apexu je pro
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dalSi genos signalu péebny FT ve formy proteinu. Tvéi zde totiz proteinovy komplex s
transkrignim faktorem FLOWERING LOCUS D (FD), jehoZz hladiea ve vegetativnim
meristému zvySujeipd gechodem ke kveteni (Abe et al., 2005; Wigge el5).

Homology FT

Univerzalnost FT coby mobilni molekuly nesouci gigke kveteni byla potvrzena
studiem dalSich druth Homology FT jsou znamy napu ryZe, okurky, brambory, hrachu,
fepy, topolu, vinné révy régteci merliku, zvySeni jejich exprese vedeikwdjSimu kveteni
danych drubh (Turk et al., 2008; Xu et al., 2011). FT se nachi&zly nejen u rostlin
dlouhodennich, ale ro¢a i u kratkodennich druh (nag. ryZe, topol) a u rostlin
fotoperiodicky necitlivych (nap rage). U kratkodennich rostlin  dochazi oproti
dlouhodennim k hroma&di FT naopak za kratkeého dne (Kojima et al., 20QRheutralniho
rajcete neni exprese homologu FT fotoperiodicky regamav (Lifschitz et al., 2006).
Experimenty s roubovaniméi univerzal@ji pouzitelnym vnaSenim cizorodych dgn
prokazaly, ze FT signal jefgnosny mezi rozdilnymi druhy (Zeevaart, 2008). EsprFT
z Arabidopsis a jeho homologu z r&gte (SFT) indukovala kveteni u neutralnihc:etg i
tabaku (Lifschitz et al., 2006). WEkterych rostlin bylo nalezeno vice homaologT, které
vykazuji stejné rysy jako Arath;FT. To znamenaséepohybuji floémem a dokazi vyvolat
kveteni (Lin et al., 2007; Hecht et al., 2011).

1.1.2.1.1.2. TSF a TFL1, nevyznan&si geny FT rodiny

FT protein paf do malé rodiny gah kter4 se nazyvd CET (Pnueli et al., 2001).
Nejblize gibuzny genu=T je uArabidopsis z této rodinyTWIN SSTER OF FT (TSF). TSF,
stejre jako FT, vznika psobenim CO ve floému list v apexu poté tud komplex s FD.

Jeho funkce je BT ¢aste&né redundantni (Yamaguchi et al., 2005; Jang e2@09).

Naproti tomu dalSi Zleni rodiny CET, blizce struktugnpodobny proteinu FT,
pusobi jako antagonista FT. Jednd se o TERMINAL FLQRVE (TFL1). Mistem jeho
exprese je i u ostatnich rostlin apikalni meristdeho nadexprese vede k oddaleni kveteni
(Pnueli et al., 1998; Kobayashi et al., 1999; Bauiil et al., 2007). TFL1 ro¢# vytvai
dimer s FD (Abe et al., 2005; Wigge et al., 200¥). mozné, Ze timto #pobem TFL1
udrzuje transkrigni faktor FD nefistupny pro FT (Turnbull, 2011). Conti a Bradlep(Z)
dokazali, Ze i psobeni TFL1 je svazano s jeho transportetholay ten se na rozdil od FT
odehrdva jen vramci apexu: z centraltdsti meristému je transportovan po celém

meristému, neni vSakiipomen v oblasti primordiitfll mutantArabidopsis vytvai misto

26



Literarni dvod

kvétenstvi pouze jeden terminalni &v(Alvarez et al., 1992). TFL1 je tedy nezbytny pro
udrzeni meristému v takovém stavu, kdy je schopesdykovat dalSi a dalSi kini

primordia a tim tvét kvétenstvi.

1.1.2.1.2. Integr&ni geny zahrnuté v iniciaci kveteni

Nez budou pojednany dalSi induwk drahy, budou vtéto kapitole stng
charakterizovany geny, které v gomtegruji signaly z vice ind¢kich drah a tv tak
jakési jadro regulace nastupu kveteni. Prvnim knie SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1) naregulaci jehoZz exprese se mimo jiné podili i
popisovana draha zavisla na FT (Jang et al., 200@duktem tohoto genu je MADS box
transkrigni faktor, ktery je kkkovym bodem pro integraci jak endogennich signék
signali z okolniho prosedi. V regulaci expres&0OCl se styka draha fotoperiodicka,
vernaliz&ni, giberelinova, autonomni a drahizaena ¥kem rostliny (Moon et al., 2003; Lee
a Lee, 2010; Srikanth a Schmid, 2011). Homolog8®C1 je u Snapis gen SASMADS
zmirgny jiz v souvislosti s cytokininovou a giberelinavsignalizaci (Bonhomme et al.,
2000; Borner et al., 2000).

Draha vernalizéni a autonomni sobi na expresBOC1 pres regulaci dalSiho
dulezitého integratoru, tentokrat represoru kveteRLOWERING LOCUS C (FLC)
(Michaels a Amasino, 2001; Searle et al., 2006dtdPtaké fenotyp mutaitv autonomni
draze niZze byt potlégen vernalizaci. Represe FLC pdtimraje Ulohu v ziskani kompetence
apikalnino meristému ke kveteni (Searle et al.,6200rodukt genu-LC totiz reprimuje
expresiSOC1 vazbou do jeho promotoru (Hepworth et al., 20QR)ostlin s vernalizénim
poZzadavkem vede o$ehi chladem k represi FLC a teprve pot&edojit k navySeni SOC1
pusobenim dalSich signalnich drah. Vedle toho FLGbugke zvySeni hladiny FD a v listech
expresi i samotného FT (Hepworth et al., 2002; il¥ell et al., 2006; Searle et al., 2006).
Proto teprve po vernalizaci jsou ekotyfwabidopsis, které ji vyZaduji, schopny reagovat na
pusobeni induéni fotoperiody. FLC funguje jako heterodimer v kdexuy s MADS box
transkrignim faktorem SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP). V reguilesEVP se styka
regul&ni draha giberelinova, autonomni a draha spojen@mnsanim okolni teploty (Li et
al., 2008).

Vedle drahy zavislé na FT a drabispbicich progednictvim FLC je hladina SOC1
regulovana i stdm rostliny. S ¥kem rostliny se jeho hladina zvySuje (Lee a Led 030

Funkce SOC1 (ve vaZzbs AGAMOUS-LIKE24; AGL24) spiva ve stimulaci

expreseLEAFY (LFY), tedy genu, ktery duje identitu floralniho meristému (Lee et al.,
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2008). Druhym cilovym genem WPETALA 1 (AP1), jehoZ exprese je aktivovanafimpym
pusobenim heterodimeru FT-FD (Wigge et al., 2005)a @mirgné geny jsou nutné pro
realizaci ketniho programu. Bylo pozorovano vzajemné pozitioalivnéni exprese mezi
LFY a AP1 (Liljegren et al., 1999). ZvySeni hladiblyY se poklada za znak determinace ke
kveteni. Je zndmo, Ze TFL1 (jiz zramy ¢len rodiny FT) negativh ovliviiuje jak expresi
LFY tak APl (Liljiegren et al., 1999, Posé et alQl2). LFY se exprimuje ipvazri

v budoucich ketnich primordiich, oblast vyskytu dimeru SOC1-AGl.2dery stimuluje
expresi LFY je vSak rozsahlejSi. Exprese LFY v s@m@m meristému je nejspisSe inhibovana
TFL1, protoZe vSak TFL1 nevstupuje do primordiipese LFY zde inhibovana neni (Conti
a Bradley, 2007).

1.1.2.1.3. Draha autonomni a draha zavisla naku rostliny

DalSimi drahami, které maji vyznam ptasovani kveteni, jsou draha autonomni a
draha zavisla na¢ku rostliny. Ackoliv by se mohlo zdat, Ze rozdilné nazvy vystihufez
skute&nost, v sotasné literatte jsou tyto drahy vzajensrodliSovany. Kazda navic zasahuje
do jiné ¢asti reguldaniho mechanismuidiciho ¢asovani kveteni (Fornara et al., 2010;
Srikanth a Schmid, 2011; Posé et al., 2012). Versnoi s fotoperiodickou drahou jsou¢ob
jmenované prozkoumany o poznani én

Prvni znamé geny ¢inkujici v autonomni draze byly Arabidopsis odhaleny na
zaklad analyz mutarit s odchylkou véasovani kveteni (Rédei, 1962; Koornneef et al.,
1991). Geny pro autonomni drahu byly charakteringvi@ko ty, jejichz ztrata funkce se
projevi v oddéleni kveteni nezavisle na délcésopici fotoperiody. Postupnbyly
v souvislosti s autonomni drdhou nalezeny nasleidggny LD, FCA, FPA, FY, FLD, FVE,
FLK (Simpson, 2004; Marquardt et al., 2006). VSgchrodukty zmignych getd stimuluji
kveteni nefimo - ges inhibici exprese FLC, centralniho represoru éawvietNekteré z nich
také reprimuji genSHORT VEGETATIVE PHASE (SVP), jehoZz produkt je row#
vyznamnym represorem nastupu kveteni (Li et alQ820Byla prokdzanaifma interakce
SVP a FLC, vznikly heterodimer FLC-SVP je vyznammyp spravnécasovani nastupu
kveteni (Lee et al., 2007; Li et al., 2008).

Ve draze zavislé na st&ostliny jsou v sotasné dob znadmé pouze dva jejlanky:
produkty gefi SQUAMOSA PROMOTER BINDING LIKE (SPL) a mikroRNA156 (Wang et
al., 2009; Fornara et al., 2010; Chen et al., 2@rtkanth a Schmid, 2011) Naghladina
transkrigniho faktoru SPL3 vZista s ¥kem rostliny. Bylo zji&no, Ze SPL3 {imo
stimuluje expresi genLFY a AP1 (Yamaguchi et al., 2009), a radnzvysuje expressOC1
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(Wang et al., 2009). Hladina SPL3 je negatiavliviovana mikroRNA156. MnoZstvi dané
mikroRNA v pletivech klesa se $tén rostliny. Exprese genu proiR156 je vysoka

v juvenilni fazi a poté prudce klesa. Pokles expres pekryva s obdobim, kdy rostliny
ziejme ziskavaji kompetenci ke kveteni (Baurle a Deaf62&chwarz et al., 2008; Wang et
al., 2009). Bylo zjidtno, ze nejen hladina SOC1, ale i FD poziivkoreluje s ¥kem
rostliny (Abe et al., 2005). Jakym mechanismemgespojitosti s ¥kem regulovana hladina
FD, neni ale znamo. SPL3 a mikroRNA156 hraji kkodnahy zavislé nadku alohu i

v jinych drahach souvisejicich s regulaci kvet&ylo nagiklad zjiS€no, Ze v zavislosti na
okolni teplot SPL3 (posttranskrimé regulovdn miR156) specificky reguluje expresi FT
v listech (Kim et al., 2012). Hladina miR156 a SPh&ni ovliviena vernalizaci ani

pusobenim cytokinia ¢i giberelini (Wang et al., 2009).

1.1.2.2. Regulace kveteni u neutralnich rostlin

V pripact fotoperiodicky necitlivych rostlin je pozndtk o regulaci kveteni
poskrovnu Jako modelové fotoperiodicky neutralnimi rostlispy vyuzivany rag a tabak.
Tabak slouzil jako modelipdevSim v experimentech starSiho data vyuzZivajitgchniku
roubovanici manipulaci s p&tem vegetativnich orgén(Gebhardt a McDaniel 1991; Singer
et al., 1992; McDaniel 1996). Tyto prace se snapbstihnout faktory rozhodujici o
casovani kveteni, pop zakonitosti penosu signal ke kveteni mezi rostlinami neutralnimi a
fotoperiodicky citlivymi. Autdi si ale nekladli za cil nahlédnout do molekulaémovns
regulace kveteni. Pracémujicich se této strance je naopak u tabaku poskralako model
pro charakteristiku kveteni na molekularni Urovnneutralnich rostlin je vice vyuZivano
rajce. | zde vSak vysledky zdaleka nedosahuji komplstkneyzkumu naArabidopsis
(Thouet et al., 2012).

Prevazre s pouzitim tabdku jako modelové rostliny budou apitole 2.1.2.2.1.
shrnuty poznatky o regulaci kveteni neutrdlnichtlirosbez kontextu genové regulace.
Kapitola 2.1.2.2.1. bude pojednavat o poznatcictkariych u neutralnich rostlin na

molekularni drovni.

1.1.2.2.1. Lokalizace zakladnich komponent odpovigaich za indukci kveteni
Casovani kveteni je u neutralnich rostlin zavisi@dpvsim na sté rostliny.
Neutralni rostliny tabaku (ale i ndklad slun€nice) vytv&eji za danych podminek stabilni
pocet nodi do kveteni (Haberman a Sekulow, 1972; McDanieB0)9Pd@et nodi je dan
genotypem rostliny, e byt ale do jisté miry ovlivam prostedim, (McDaniel a Hartnett,
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1993; McDaniel, 1996). Iniciace kveteni je i u méltich rostlin patr& zahdjena signalem
vznikajicim v listech (Chailakhyan a Khazhakyan 4;9¥IcDaniel 1980; Hopkinson a Ison
1982; Gebhardt a McDaniel 1991). #¢oy naopak podle autohraji véasovani kveteni roli
inhibi¢ni (McDaniel 1980; Gebhardt a McDaniel 1991). V&mné dob se vSak od této
predstavy o roli keemi upousti (Turnbull 2011). &oliv jsou dosglé listy pokladany za
zdroj signalu ke kveteni, celkovy &t nodi vytvoienych do kveteni nelze ovlivnit
odstraiovanimcasti dosplych lista (Gebhardt a McDaniel 1991; McDaniel 1996). Rogtlin
tabaku s pouzeétyfmi ponechanymi bazalnimi listy kvetlyripstejném poétu nodi, jako
kontrola s plnym p&em listi (Gebhardt a McDaniel 1991). Rostliny seégha ponechanymi
listy vSak jiz vytvdely wtSi paet nodi do kveteni, nez kontrola. Signél ziligedy neni
piimo anerny pastu listi, nicmérk existuje udity minimalni paet dosglych lista potrebny
pro jeho dostata¢ silné pisobeni, které nastartuje vyvojové &y (Gebhardt a McDaniel
1991; McDaniel 1996). Na zakladoubovacich experimeinse ukazalo, Ze iipad: rostlin
tabaku vznik induéniho signalu v listech fpdchazi vzniku kompetence apikalniho
meristému k fjeti tohoto signalu. Singer se spolupracovniky9)@roubovala vzrostné
vrcholy tabaku tzného sté na kvetouci podnoze, mladsi rouby vyilyodo kveteni vice
listt neZli starsi.Cim je tedy meristém starsi, tim je cit$i ke stimul@nimu signalu
(Singer et al., 1992; McDaniel 1996). Zajimavé bylké zjiS¢ni, Ze pro kveteni
roubovanych vzrostnych vrcholneutralniho tabaku byl signal produkovany podnpzi
kvetouciho neutralniho tabaku vyré&znslabSi nez signal z podnoze kvetouciho
dlouhodennihoN. sylvestris (Singer et al., 1992). Na rozdil od tabaku u ferogdicky
neutralnich rostlin sludaice kompetence ke kveteni nastava uz kratce pdiceyk
(Paterson, 1984).

1.1.2.2.2. Regulace kveteni neutralnich rostlin n@olekularni Grovni

| u neutralnich rostlin byl nalezen homolog geRl, ktery je u fotoperiodicky
citlivych rostlin spjat s drdhou fotoperiodickoumi¥na byla existence homologu geRll
u ragete @NGLE FLOWER TRUSS, S-T) (Lifschitz et al., 2006). U neutralnich rostlehjp
byla role zkoumana pomoci manipulace s mirou exgtiesmaseni genu pro homolog FT do
jinych rostlin (Molinero-Rosales et al., 2004, Idfstz et al., 2006). ZvySeni expreSET u
rajcete i tabaku urychlilo kveteni, zatimco sniZzeniregp ST vedlo k jeho oddaleni
(Molinero-Rosales et al., 2004; Lifschitz et alQ0B). Je tedyiejmé, Ze i u neutralnich
rostlin je spravna funkce homologu FT vyZadovana pegulaci nastupu kveteni.

Konstitutivni expreseCO z ragete ani Arabidopsis vSak u rajete ani tabaku kveteni
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neurychlila, Zehoz vyplyva, Ze u neutralnich rostlin je hladir@niologuFT regulovana
jinym zpisobem nez u rostlin fotoperiodicky citlivych (Berailh et al., 2006). U régte byl
rovnéZz nalezen homolog FD (SELF-PRUNING G-BOX PROTEISRGB), ktery se vaze
analogicky jako UArabidopsis s homologem FT (SFT) i homologem TFL1 (SP) (Pnatli
al., 1998; 2001). Expres8PGB v3ak byla na rozdil odFD detekovana krothapexu i

v listech (Lifschitz et al., 2006). Ortholog gehY byl u rafete roviZ identifikovan,
exprimuje se vSak v rozsahlejSi oblasti vzrostnéncholu nezli bylo pozorovano u
Arabidopsis (Molinero-Rosales et al., 1999). U daje zatim nebyl popsan ortholog genu
SOC1 ani jiné sloZzky @Gastnici se fgnosu signalu z SFT (Thouet et al., 2012). Ostatni
indukéni drahy nezavislé na SFT se wedg dosud rowt nepod#lo odhalit. Jelikoz ale
mutant s nefurdnim SFT pozdji vykvete, lze existenci dalSich drah nezavislywn FT
piedpokladat. Astava potom otéenou otazkou, jak vyznamné mohou byt tyto drahy pro
piirozeny nastup kveteni v porovnani s drahou zafehgT. Jedt je tieba dodat, Ze
existence mobilniho signalu u fotoperiodicky neltiéh rostlin byla jiz ped mnoha lety
potvrzena roubovacimi experimenty (Gebhardt et Mu€la 1991; Singer et al., 1992).
Timto signalem, ktery o nastupu kveteni rozhodbje,i u neutralnich rostlin #h byt
homolog FT (McGarry et Ayre, 2012)ckoliv explicitni dikazy spojujici vysledky
roubovacich experimeinta molekularni poznatky v tomtotipadt chybi. U rafete byl
navrzen model, kdy je FT produkované rovidomy vSemi listy a jeho mnoZstvi v apexu
stoupa Bhem fstu rostliny s fibyvajicim mnozstvim list U starSich rostlin s&Sim
poétem listi vzroste podle tohoto modelu pdnFT/TFL1 na ukitou hranici, ktera spusti
piechod ke kveteni (McGarry et Ayre, 2012). U tab&Kak bylo zjis&no, Ze se induli
signal z listi negita (Gebhardt a McDaniel 1991; McDaniel 1996).

U fotoperiodicky neutralnich rostlin tabaku byl mdékovan homolog SOC1
(NtSOC1). ZvySena hladina exprese daného genu vedla dhjegiivéjSimu kveteni.
Tabakové homology.FY jsou znamy pod nazvemicotiana FLO/LFY (NFL1 a NFL2)
(Kelly et al., 1995). Kelly se spolupracovniky sgekvapiv¥ nepozoroval zvyseni exprese
gemi NFL s grechodem rostlin tabadku do generativni faze, ostatri@i vSak zvySeni
exprese (souhlagrs chovanim ostatnich znamych homadlag-Y) zaznamenali (Amaya et
al., 1999; Smykal et al., 2007). U tabaku byly naley
rovreéZz homologyTFL1 ozn&ované jakaCET-geny CET2 a CET4), jejichZ nazev vyjaitlije
skute&nost, Ze zd@vodu gibuznosti rostlin je pro tabak blizSim orthologeneng
CENTRORADIALIS (CEN) - homologTFL1 z rostliny Anthirrhinum majus (Amayaet al.,
1999; Mimidaet al., 2001). Homology genFT, FD ¢i FLC nejsou u rostlin tabaku znamy.
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Vzhledem k tomu, Ze vneseRT ¢i FLC z jinych rostlin navodilo u tabakuekavatelnou
zmeny v ¢asovani kveteni, lzecekavat, Ze i u této rostliny jsou dané komponeiiippmny
a plni obdobnou ulohu jako u lépe prozkoumanychid(@alehi et al., 2005; Lifschitz et al.,
2006).

1.1.2.2.3. Ovliviéni molekularnich mechanisma kveteni latkami signalni povahy

Ackoliv, jak vysvitd z kapitol 2.1.1.2. a 2.1.1.4.xistuje velky pdet praci
zabyvajicich se ovlivinim kveteni cytokiningi sacharidy, psobeni &chto latek na Urovni
regulace exprese g&rsouvisejicich gasovanim kveteni je prakticky neznamé. Vzhledem
k tomu, Ze UArabidopsis zatalo odhalovani zmimych geri teprve v nedavné minulosti, je
to zcela pochopitelné. @Goh par praci zabyvajicich seigpbenim signalnich latek na
slozitou sf' interagujicich proteinvSak dava tusit, Ze tato oblast vyzkumu dostabhezké
doke podstati vice prostoru. Vyjimku z vySe uvedenéhoiivgibereliny, jejichz fisobeni
je oproti zbylym latkam podstatrvice prostudovano fpdevsim uArabidopsis). Jedna z
indukénich drah charakterizovanychAwabidopsis je pra¥ draha giberelinova (Périlleux a
Bernier, 2005).

Sacharidy, jak bylo ukadzano v kapitole 2.1.1.2 pamratel pii nastupu kveteni
hraji roli, ovSem jak moc tdezitou Zistdva otadzkou. UArabidopsis bylo zjiS€no, Ze
piitomnost sachar6zy v médiu dok&ze zvrtit projevacrl zasahujici autonomni drahu
(mutace nila za néasledek oddaleni kveteni). U mutanta defletitve funkci FT vSak
sachardza dinek nengla (Roldan et al., 1999). ZvySeni sacharézy z jadnprocenta na 5
% meélo presré opany inek — jest vice oddalilo kveteni mutaintdefektnich v genech
autonomni drdhy pdp CO (Ohto et al, 2001). Auto navic s pomoci
nemetabolizovatelnych sacharigrokazali, Ze pozorovany negativiiinek sacharézy nema
piicinu osmotickou, ale metabolickou.

Do souvislosti s fotoperiodickou drdhou dava sdadigaKing se spolupracovniky
(2008; 2012). Ukazali, zetippasobeni dlouhého dne jsou sacharidy nezbytné preesixp
FT. V piipact, Ze byla Arabidopsis v atmosfée bez CQ ¢i bylo pouzito s¥étla
nedostaténého pro fotosyntézu, expre$d@ se nasledkem tgobeni dlouhé fotoperiody
nezvysila a rostliny nekvetly (King et al., 2008)proti tomu pi kultivaci na kratkém dnu
sachardza podle aufostimuluje kveteni nezavisle na FT. Atitk tomuto poznatku dosgp
na zaklad experimentu postaveném na stimulaci kveteskohkadennim gsobenim
zvySené oz@nosti na kontrolni rostliny a rostliny s defektengenuFT. ProtoZze zvySeni

oz&enosti vede k zvySeni hladiny sachardzy, #aimu pozorovaného urychleni kveteni u
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obou variant povazuji préwsachardzu (King et al., 2008). Tento &a&le neni konzistentni
svySe popsanym pozorovanim Rolddna a spoluprdapv(ii999), ktéi pii kultivaci
Arabidopsis za konstantni tmy ukazali, Ze sachardéza neurykhditeni uft mutanta.
Mezi fotoperiodickou drahou a sacharidy nalezlijgpst i Seo a spolupracovnici (2011).
Zjistili, Ze transkrigni faktor Arabidopsis AtIDD8, ktery se vaze do promotoru dgepro
sachardzasyntaza reguluje tak jejich expresi, zardvdiraje roli ve vnimani induki
fotoperiody.

Srikanth a Schmid (2011) navrhuji mechanismuisopeni sachandrovréz pies
drahu zavislou nadku, svoji hypotézu vSak konkrétnimi pracemi nepéadali.

Cytokininy jsou pokladany za nezbytné pro zvySeiitotické aktivity apikalniho
meristému (Bernier et al., 2002), které nastakianpastupu kveteni (Kwiatkowska, 2008).
Uloze cytokinirii v regulaci bu¢ného cyklu byl ¥novan velky zajem (shrnutoGihakova,
2006), roviz je znamo, Ze maji vyznamny vliv na tvorbu, stawbspravnou funkci
apikéalniho meristému (Leibfried et al., 2005; Xiead, 2009; Chandler, 2011), interakce
cytokinini s drdhami regulujicimiasovani kveteni vSak oproti tomu prozkoumany nejsou
Vyjimkou vtomto sndru je prace D Aloia a spolupracoviik2011) naArabidopsis.
Aplikace cytokininu do kultivéniho roztoku vedla kidv¢jSimu kveteni rostlin gstovanych
za neindukni fotoperiody. Autdi zjistili, Ze aplikace cytokinih ma za nasledek zvyseni
hladiny SOC1. ExpreseFT nebyla zvySena, oproti tomu dosSlo ke zvySeni esejakFD,
tak FT paraloguTSF. TSF, jak jiz byloreceno, roviez vytvai dimer s FD a fisobicast&né
redundantédy s FT (Yamaguchi et al., 2005; Jang et al., 208Qkapitole 2.1.1.4. bylo
zmirgno, Ze cytokininy maji vliv na iptv&eni cytoplasmatického propojeni Bin
apikalnino meristému (Ormenese et al., 2006). \ddre k tomu, Ze gsobeni gkterych
klicovych proteiri (FT, TSF, TFL1) je zavislé na mezikgném transportu €gjiz ve forme
proteinuci mMRNA), Ize si @edstavit, Ze i zgnou cytoplasmatického propojeni cytokininy
do regulace néstupu kveteni zasahuji (Turnbull1201

Mutanty Arabidopsis v syntéze giberelin ¢i ke giberelimim necitlivé vykazuji
odliSné chovani za inddkich a neinduknich podminek. Na dlouhém dni vykazuiji jen lehké
zpozdni, kdezto kveteni na kratkém dni je naprosto ioh#mo (Wilson et al., 1992).
Gibereliny uArabidopsis za neinduknich podminek stegnjako cytokininy reguluji expresi
genuSOC1 (Moon et al., 2003). #i* pasobeni indukni fotoperiody maji vSak jinou funkci -
piimo nestimuluji exprestOC1, ale reguluji expredT a TSF (cestou nezavislou na CO)
(Porri et al., 2012).
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S vyjimkou giberelifi je vyzkum vlivu dalSich signalnich latek na kvéten
v pacétcich. Nelze tedy vylait, Ze ¢asem k stavajicim inddkim drahdm pbudou na
zaklad novych poznatk dalSi ¥tve nebo dokonce celé nové drahy zahrnujicirikbgul i

probirané latky: sacharidy a cytokininy.

1.2. Buréény cyklus

Vzhledem k tomu, Ze se tato prace zabyva efektgmnesg mitotického aktivatoru,
pojednam v nasledujicim textu zakladni informackuas¢ném cyklu a roli daného genu
v ném.

Vznik novych bugk probiha mechanismem bitimého @leni. Proces zahrnuijici sled
udélosti mezi ddma clenimi buiky se nazyva busgny cyklus. Ten lze roziit do ¢tyr fazi:
replikace genomu (S faze) a segregace chromoqdnfaze) jsou odéleny dwma fazemi
Gl a G2 (pojmenované podle anglického slova gapezem). Faze G1, S, a G2 se
dohromady oznaiji terminem interfaze. Bika miZze z bugc¢ného cyklu vystoupit do tzv.
GO faze, a to hil v G1¢i v G2 fazi. V tomto stavu se hka nedli, ovS8em do butného
cyklu se niize oggt vratit (Alberts et al., 1998; Buchanan et al.0@p

U rostlin, stej@ jako u ostatnich eukaryotnich organisnje piichod bugk
bungcnym cyklemiizen periodickou aktivaci Klovych proteir, tzv. cyklin-dependentnich
kinaz (CDK). Rostliny a Zivéichové maji vice CDK, oproti tomu u kvasinek nakemxe
pouze jednu. DleZitost CDK je ¥ejma i z mnozstvi mechanisikteré reguluji jejich
aktivitu, & jiz na transkripni ¢i na posttranskni arovni. Jak jiz z nazvweehto enzyni
vyplyva, aktivita CDK je spojena svazbou regulgh proteii — cyklind (Cyc),
pojmenovanych podle vyrazného kolisani jejich higdiv pribéhu buréného cyklu.
Aktivita CDK je vyznamg regulovana i fosforylaci/defosforylaci, vazbou ibitora, na
ubiquitinu zavislou proteolyzou a Zmami burgcné lokalizace (Inzé a De Veylder, 2006;
Boruc et al.,, 2010). Pro spravnyupéh burécného cyklu je nezbytna existence tzv.
kontrolnich bod. Zde je biika zadrZena, pokud vSechny procesy nefirigb jak mely. U
rostlin i Zivatichi jsou nejvyznamgSi dva kontrolni body: i@d zahgjenim replikace
genomu (pelom G1/S) a fed vstupem hiky do mitézy (gelom G2/M) (Alberts et al.,
1998; Lodish et al., 2000).i€chod obma kontrolnimi body je pdivé regulovan. V dalSim
textu se vSak budu, s ohledem na pouzity experih@nmaterial, ¥novat pouze regulaci
prechodu G2/M.
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1.2.1. Requlace fechodu G2/M u rostlin

Cylin-dependentni kinazy u rostlin jsou podle sekwého motivu v mist pro vazbu
cyklinu cleny na skupiny CDKA az CDKG a CKL (Tank a Thak&Ql11l), gicemz
centrélni Ulohu $ ftizeni pfichodu okma vySe zmignymi kontrolnimi body ma skupina

kinhz CDKA. Kinazy se sekvénim motivem CDKA niZzeme nalézt u vSech eukaryot.
Oproti tomu CDKB, které hraji ulohurigoraichodu kontrolnim bodem G2/M, jsou specifické
vyhradré pro rostliny (Joubes et al., 2000). CDKB na rozull CDKA nejsou schopné
komplementovat kvasinkovou mutaci v genu pro cyklépendentni kindzu (Heberle-Bors,
2001). Hladina CDKA se u rostlin vigichu celého butného cyklu pilis nengni, oproti
tomu exprese CDKB je omezena na interval S, G2faad s maximem v G2 fazi (Hemerly
et al.,, 1993; Porceddu et al.,, 2001)ckéliv je u rostlin znamo 10#id cyklina, role
v burg¢ném cyklu je pisouzena pouzegholika z nich (Vandepoele et al., 2002; Wang et al.
2004). Cykliny tidy A a B se nazyvaji téZ mitotické cykliny, protoge oba &astni vstupu
buiky do mitézy. Cykliny A jsou navic tdezité i pro pachod S fazi. Bylo zjigho, Ze
mitotické cykliny se mohou vazat na CDKA i CDKB ércis, 2007; De Veylder et al.,
2007; Van Leene et al., 2011). Vedtehto cyklimi hraji v G2/M gechodu Ulohu patin
jes€ D cykliny (Kono et al., 2003 Kawamura et al., 200&kai et al., 2006). Ty bylyitre
davany do souvislosti pouze &phodem G1/S a jsou proto znameé téz pod nazvem G1-
cykliny (Inzé a De Veylder, 2006). Bylo vSak z§isb, Ze se cyklinyitdy D vazi na CDKB,
kterym je gipisovana funkce vigchodu G2/M. Alternativni vystleni mize byt misobeni
tohoto komplexu (pro CDKB netypicky) vigichu S faze (Kono et al., 2003; Kawamura et
al., 2006; Nakai et al., 2006; Van Leene et alL120

Pro to, aby byla CDK aktivni a mohtédit vstup bugk do mitdézy, musi sgbvat
nékolik podminek. Vedle navazaného cyklinu jfeka, aby nesla fosfatovou skupinu na
threoninovém zbytku (Thrl60 nebo na jiném blizkémnedninu) a naopak, aby byla
defosforylovana na tyrosinovém zbytku (Tyrl5) atimeoninu 14 (Lew a Kornbluth, 1996;
Dewitte a Murray, 2003). Aktivai fosforylace (Thrl60) je nezbytna jiz protuphnod
kontrolnim bodem G1/S. Zaji§je ji CDK aktiva&ni kindza, coz je CDK typu D
s navazanym fislusnym cyklinem (Joubes et al., 2000). Pro intmbfosforylaci/aktivé&ni
defosforylaci Tyrl5 a Thrl4 je u ostatnich eukarflotkvasinek se jedna pouze o polohu
Tyrl5) zapatebi kinaza WEE1 a fosfataza Cdc25. WEE1 fosforylaaktivuje komplex
CDK/Cyc kEhem S a G2 faze. Cdc25 tento komplex defosforgktivuje na konci G2 faze

v s

(Lew a Kornbluth, 1996). U rostlin je situace &ca sloZitjSi. Rostlinny homolog kinazy
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WEEL u rostlin objeven byl (Sun et al., 1999; Sibree al., 2002; Gonzalez et al., 2004).
SniZzeni exprese WEE1l vede ke zmensSeniélhuiGonzalez et al., 2007), avSak jeji
piitomnost se nejevi pro Zivot rostliggtovanych v optimalnich podminkach jako nezbytna.
Vyznam WEEL stoupa vSakifstresu - v pipad poskozeni DNA je tato kinaza zodgana
za zastaveni bw@tného cyklu (De Schutter et al., 2007; Cools et 20]11). Kupodivu
substratem kindzy za danych podminek neni CDKAatanpani CDKB (Dissmeyer et al.,
2009). Zda tedy WEEL hraje¢jmkou ulohu v ,normalnim“ butném cyklu, aAstava
otazkou (Francis, 2011).
rostlinny homolog fosfatdzy Cdc25 byl nalezen wemékasyOstreococcus tauri (Khadaroo
et al., 2004). U vySSich rostlin vSak byl objevemupe protein odpovidajici katalytické
podjednotce enzymu Cdc25 (Landrieu et al., 2004¢eBdr et al., 2006; Dhankher et al.,
2006; Ellis et al., 2006). Tyto nalezené proteirghgkejici N-koncovou regukni doménou
jsou homologické arsenatreduktazam (@émwvanym téz jako Cdc25-like). V ramci eukaryot
se totiz rodina Cdc25 rozpada na adkupiny, a to na vlastni fosfatazy a pr&dc25-like
arsenatreduktazy,figemz hlavni rozdil mezi¢ito skupinami je fitomnost N-koncové
regul&ni domény. Ne vzdy se vSak fumk rozcleni plre prekryva s predikci na zaklad
sekvence. Bkteré arzenatreduktdzy jsou totiz schopné i foztaté aktivity (Snaith et al.,
2003; Bleeker et al., 2006; Ellis et al., 2006; Peala a Kutuzov, 2008). Cdc25-like protein
z Arabidopsis vykazujein vitro arzenatreduktdzovou i fosfatazovou aktivitu (difoduje
rostlinou CDK na Tyrl5 a Thrl4), neni ale schopemglementovatcdc25 mutaci u
kvasinek (Landrieu et al., 2004; Sorrell et al.,020 Ellis et al., 2006). Naopak
komplementovat defekt arsenatreduktazové akti&iti Escherichia coli dokaze (Dhankher
et al., 2006). Nicmé&nbylo zjis€no, Ze i ,prava“ ziveisna Cdc25 fosfataza, ma-li vhodny
substrat, mize vykazovat arsenatreduktazovou aktivitu (Bhatigel et al., 2010). U rostlin
s nefunknim genentdc25-like ovSem nebyly pozorovany Zzadné defekty (Dissmeyeat.e
2009; Spadafora et al., 2011). To nahravédgta¥, Ze v regulaci buftného cyklu za
normalnich podminek (stgjnjako kinaza WEEL) wezitou roli nehraje. Alternativnim
vyswétlenim by mohla byt velka redundance rostlinnyahéki a fosfataz (Francis, 2011).
Marna snaha nalézt ,pravou” Cdc25 v genomu vySgbsiiin, a zarovie srovnani
genové vybavy zastupcskupiny Archaeplastida v kontextu evoluce, vedi \kzniku
hypotézy o postupnémigbudovani tohoto regwaiho kroku u rostlin (Boudolf et al.,
2006). Roli v aktivaci CDK komplexu, ktera je u astich eukaryot vymezena pro Cdc25,
podle ni nahradila kindza ze skupiny CDKB (konk&€@DKB1;1). CDKB1;1 aktivuje
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komplex CDK/Cyc nikoliv jeho imou fosforylaci, ale fosforylaci (vedouci k odstiai)
navazaného CDK inhibitoru. Autictak zpochyfiuji dulezitost defosforylace CDK pro vstup
do mitézy. Na druhou stranu existenci defosfafylao kroku (Tyrl5) ped vstupem do
mitdzy pozorovali u rostlinnych bgk Zhang a spolupracovnici (1996; 2005), ti ré&&n
ukazali, Ze tento krok fize byt vyvolan expresidc25 ze Schizosaccharomyces cerevisce.
Otéazku, ktery rostlinny enzym je za pozorovanouwsffrylaci zodpowdny, ovSem nechali
bez odpovdi.

Stejného efektu, jaky vyvola exprese kvasinkovéte®5, Ize u rostlinnych butk
dosahnout aplikaci cytokinin(Zhang et al., 1996; Orchard et al., 2005; Zhang.e2005).
Podle vysledk autofi jsou cytokininy zodpoxdné za aktivéni defosforylaci ovlivenim
neznamé fosfatazy. Neda se ovSem zavrhnout Bmapinterakce cytokinin s CDK,
vzhledem k tomu, Ze byla zj&ta vazba cytokininovych analdga dany enzym (Schultze-
Galmen et al., 1995Planchais et al., 1997). Zgquchoziho textu je patrné, Ze role
fosforylace/defosforylace v regulaci rostlinnéha&@iného cyklu je nejasna. Pro poodhaleni
pusobeni neznamé fosfatazy, zodgwe za aktivéni defosforylaci, vnesl Bell se
spolupracovniky (1993) gendc25 ze Schizosaccharomyces pombe do rostlin Nicotiana
tabacum. Striknému popisu transformanta, ktery zamoveori experimentalni material

pouzity v mé praci, jednovana nasledujici kapitola.

1.2.2. Charakteristika tabaku (Nicotiana tabacum) s vnesenym genem

cdc25 zeS. pombe

Bell a spolupracovnici (1993) zjistili, Ze expregenu pro fosfatdzedc25 u sedmi
nezavisle transformovanych linii vyvolala komplexnivojové zngny, gicemz zngnou
nejvyrazigjSi bylo urychleni nastupu kveteni. Z naslednéhaliat organogenezde novo
(Suchomelova et al., 2004) vyplynulo Ze transforamgvrostlinny material se chova jako po
oSeteni cytokininy. K zvySeni hladiny cytokinin vS8ak u transformafit nedoslo
(Suchomelova-Maskova et al.,, 2008). Tento jev byt nazvan cytokinin-like efekt.
Vysledky na suspenznich bigmych kulturdch potvrdily stejny trend. Bky exprimujici
gen cdc25 mély podobny tvar a srovnatelné mnozstvi zasobniteha&du Skrobu jako
kontrola oSeatna cytokininem (Suchomelova-Maskova et al., 20B®vrez i jiz zmirgné
ovlivnéni kveteni (Bell et al., 1993; Smalova, 2003; Vojvodova, 2005; Teichmannova et
al., 2007), lze dat do souvislosti s cytokininy.sduladu s cytokinin-like efektem je i
pozorovand redukce kenového systému u transformara jejich zngnéné chovani oproti

kontrolnim rostlinam $ kultivaci ve tmé (Smolaiové, 2003 ihakova, 2009).
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2. Material a metody

2.1. Rostlinny material

Jako experimentélni material jsem pouZzivala rostiMicotiana tabacum L., cv.
Samsun - kontrolni variantu K a linie A a C nezkevisansformované dc25 (cDNA) ze
Schizosaccharomyces pombe pod kontrolou 35S CaMV promotoru (Bell et al. 1R9B34le
jsem pouzivala rostlinprabidopsis thaliana (L.) Heynh. cv. Columbia - kontrolni variantu a
linii transformovanou rowt adc25 (cDNA) ze Schizosaccharomyces pombe pod kontrolou
upraveného 35S CaMV promotdBTX (Spadafora et al., 2012)aWodni semena kontrolni i
transformovanych variant byly v obouripadech poskytnuty Dr. Dennisem Francisem,

Cardiff University, Velka Britanie.
2.2. Kultivace rostlinin vivo

2.2.1. Kultivace tabaku

Rostliny tabdku jsemgstovala v experimentalnim skleniku Katedry expentai
biologie rostlin, PF UK, Vini¢na 5. Rostliny jsem vysévala do&wackt o priméru 9 cm
obsahujicich proganou zeminu (Papiiv hrnec, 1 hod) a drenaz temou perlitem (EP
AGRO). Po tech tydnech byly rostliny fipsazeny do truhlik o roznéru 16 x 48 cm a
nasleds po dvou tydnech rozsazeny po jedné dé&ikact o priméru 16 cm.

2.2.2. KultivaceArabidopsis

Z diaivodu snizeni pravgodobnosti kontaminace vi{iehu dlouhodobych
exprimenfi jsem semena rostlin sterilizovala stejnym postugeko semena dena k
vysevuin vitro (viz kap. 2.4.2.1). Po vysevu prdtha tidenni stratifikace semen ve 4 °C.
Semena jsem nasletipomoci pipety vysela do hydratovanych raSelinowgatiiet (Jiffy 7).
Rostliny jsem pstovala v zavislosti na typu experimentu v kultivh mistnosti
s fotoperiodou 16 hodin, teplotou 21-22 °C a&ignim 4200 lux nebo v kultivénim boxu
s fotoperiodou 8 hodin, teplotou 21 &®s¥tlenim 4000 lug. Rostliny jsem zalévala sisi
destilované a odstaté vodovodni vody (1:1) a varedk nizkému obsahu Zivin v

raSelinovych tabletach jednou zatydny i Zivnym roztokenftab. 2.1)
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) ; ; Tab. 2.1: Slozeni zivného roztoku pro dlouhodobégstovani
i ;;zibM”'S ilt] r‘gy;'(‘flfu”é‘o rostlin v radelinovych tabletach[sloZeni zasobnich roztbkMS
média (Murashige a Skoog, 1962) viz kap. 2.4.1.1]
A 12,50
B 1,25
C 0,50

2.3. Zpracovani a hodnoceni materialu z kultuin vivo

2.3.1. OdkiEr rostlinného materialu (tabak)

Vzorky z rostlin tabaku jsem vzdy odebirala ve f&gioje, ktera byla f piredchozi

praci s danym materialem Martinou Sm@oou a Petrou Vojvodovou stanovena jako
vegetativni. Hodnoceni probihalo na zaklgmbXtu vytvorenych listi delSich nez 10 cm
(podle Gebhardt a McDaniel, 1991)

Pro extrakci sacharidze vzrostnych vrchél a rovréZz pro
stanoveni exprese vybranych @ejsem z rostlin odebirala vzrostn

vrcholy o vaze 0,02 gobr. 2.1; neporusenypikalni meristém, zaklady

listd a pletiva stonku). Vzorky byly ihned zmrazeny éadkvany i -

80°C. O odebirani vzotk floémové tekutiny je blize pojednan

2 jici Obrazek 2.1:
v nasledujicim textu. o ool
tabaku
2.3.1.1. Jimani floémového exudatu (metitko v mm)

Metodiku jimani exudatu dekapitovanych rostlin jsepievzala od Petry
Vojvodove, ktera vychazela z postupu Lejeune awgpacovnik (1991) a v pkbéhu svého
studia na BF UK ji optimalizovala konkréth pro tabak. Vzhledem &sové narénosti
souvisejici s problematikou uchyceni nadob na jimexudatu u mladych rostlin tabaku
(jejichz internodia jsou velmi kratka), vyZzadovalnsotny sbr materialu spolupraci dvou
lidi.

Pro jimani exudatu jsemiipravila roztok 20mM EDTA o pH 7,5, ktery byl
zpevren 0,2% agardzou. Parigani agarozy bylo médium rozweo v mikrovinné trouh
Médium jsem po dobu prace udrzovala v takovych go#déch, aby bylo vychladlé ale
neza&alo tuhnout. Vzhledem é&asové narénosti experimentu bylo v jeho {behu
n¢kolikrat nutno médium znovu rozkig pockat az vychladne a pokfavat v praci.

U rostlin byla odliznuta vrcholov&ast prytu zahrnujici vzrostny vrchol i ilym
poctem mladych lisi. Rez byl veden tak, aby byla vzdy odstfaa ¢ast prytu se stejnym
poctem listi. Po odliznuti vrcholovégasti prytu jsem okam#&tnaiez nanesla kapku vyse
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popsaného média. Poté jsem na obvod stonkuippem nanesla bezvodého lanolinu a
nasadila mikrozkumavku gialou spodnicédsti a rovez s wizlym vickem. Na okraj vznikly
uiiznutim spodnic¢asti mikrozkumavky byl fedtim roveZz nanesen bezvody lanolin.
Mikrozkumavku jsem na prytu zafixovala pruhy pdrmafi tak, aby nehrozilo nasledné
podte&eni média. Po fipipetovani 0,5 ml média do mikrozkumavky, jsemmaozndila
vySi hladiny, aby bylo moZzno na konci experimentimmmovat rostliny, u nichZz doSlo
k podt&eni média. Aby nedochazelo k odmpeani vody z média, byla otsana hornicast

mikrozkumavky zakryta ddma vrstvami parafilmu. Popsané usjmani je nabrazku 2.2

Obrazek 2.2: Experimentalni usp@&adani p¥i jimani floémového exudatu

Pfi nasazovani mikrozkumavek jsem vzdyidaw brala rostliny od vSechiit
variant, aby vysledky nebyly zkresleny, nébopribéhu dne dochéazi ke kolisani hladiny
sacharid ve floému (samotné nasazovani trvalo v zavislastmnoZstvi rostlin okolo Sesti
hodin). RoviZ z toho dvodu jsem od Petry Vojvodové&qvzala 24h dobu jimani exudat
(pccitano pro kazdy vzorek samostgtn Po tomto case jsem meédium s najimanou
floémovou $avou opatra pienesla do nové mikrozkumavky s propichnutynikeim a
nechala zmrazit v tekutém dusiku. Vzorky byly skhkaahy i -80°C.

Vzhledem k velkému rozptylu hodnot sacharidjednotlivych vzorcich (kap. 3.1.1)

a vzhledem k velkym ztratam vlivem po&kai jsem zkusila porovnat 24h a 4h dobu jimani.
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Ctyii hodiny byly dostainé pro haici (Lejeune et al., 1993). Ukazalo se v3ak, Ze
v pripadt tabéku je pd@tyrech hodinach hladina sachdride vzorcich pod hladinou detekce

nami pouzivaného systemu HPLC.

2.3.2. Analyza obsahu rozpustnych nestrukturnich s#arida

2.3.2.1. Extrakce sachatide suSiny vzrostnych vrchol

Sacharidy jsem ze vzailextrahovala nasledujicim postupem:

1) lyofilizace zmraZenych vzoikv pristroji Lyovac GT 2 (Finn-Aqua); 24 hodin

2) sloweni susiny vzrostnych vrchiolzdy poétyrech (aby se vysledna hmotnost
pohybovala okolo 8 mg) da@dem zvazenych mikrozkumavek a nasledné zvazeni
suSiny na analytickych vahach

3) inkubace vzornk s 0,5 ml 80% metanolu (v/v¥ip75°C; 10 minut

4) odpdeni methanolu ve vakuu (Speedvac Plus SC110A, Hazah hodiny

5) piidani 150 pl demineralizované vody (MilliQ) ke k&hau vzorku

6) ultrazvukova laze (Julabo USR 05); 15 minut

7) centrifugace (Eppendorf Centrifuge 5415 &)1 000 rcf; 10 minut

8) odkEr supernatantu injeki jehlou dccistych mikrozkumavek

9) zmrazeni vzork pri teplot -18°C.

2.3.2.2. Extrakce sachaitid média s floémovou’davou

Pri déleni sacharid z floémového exudatu na pouzitém systému HPLC doelb
k interferenci s EDTA. PouZila jsem bazicky ionéxogex) pro jeji odstrami ze vzork
(podle Lejeune et al., 1991). Zndivé oSaeni vSak nefineslo plré uspokojivé vysledky,
navic pouziti iontornice vyZzadovalo (k&li minimalnimu pouZzitelnému objemu) skiti
vzdy 8 najimanych vzotk do jednoho. Problematiku jsem konzultovala s DRBIDr.
Ivanem Jelinkem, CSc (katedra analytické chemi€, BK). NejvhodrjSim feSenim se
nakonec ukazalo pouziti dité kombinace kolony afipdkolonky. U kolony rozhodoval
nejen typ (nam s PB*, nikoliv C&" ionty), ale i nespecifikované parametry konkrétni
kolony a jeji sté. U predkolonky se vysledky roe# vyrazre liSily podle pouzitého kusu.
Vhodre zvolenou kombinaci jsem docilila mensi odezvy ED& Aarové posunuti jejiho

retertniho¢asu mimo retani ¢asy sledovanych sachaiid
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Sacharidy jsem ze vzakkextrahovala pozeménym vySe popsanym postupem (2.3.2.1). Pro

piehlednost ragi uvadim cely postup, nikoliv pouze odliSné bod¢azdy vzorek byl

zpracovavan vaéech mikrozkumavkéach (dale ziemy A, B, C):

1) inkubace vzornk s 0,5 ml 100% methanolu (v/v§iZ5°C; 10 minut

2) centrifugace (Eppendorf Centrifuge 5415 &)1 000 rcf; 10 minut

3) prepipetovani supernatantu do novych mikrozkumavekjéiich uloZzeni do lednice (z
diuvodu ztuhnuti fipadné agarozy).

4) piidani 0,5 ml 80% methanolu (v/v) ke zbytku médivodnich mikrozkumavkach (A),
inkubace vzork pii 75°C; 10 minut

5) centrifugace (Eppendorf Centrifuge 5415 &)1 000 rcf; 10 minut

6) pridani supernatantu do mikrozkumavek (B) s vychlggepredchozim supernatantem,
jejich vraceni ogt do lednice

7) centrifugace roztoku v mikrozkumavkach B (Eppah€entrifuge 5415 D)ip 14 000
rcf; 10 minut

8) prepipetovani supernatantu do novych mikrozkumavek (C

9) odpaeni metanolu z mikrozkumavek (C) ve vakuu (Speeas SC110A, Savant); 5-6
hodin

10) pidani 200 pl demineralizované vody (MilliQ) ke k&hdu vzorku

11) ultrazvukova laze(Julabo USR 05); 15 minut

12) centrifugace (Eppendorf Centrifuge 5415 B)1g 000 rcf; 10 minut

13) odtEr supernatantu injeki jehlou datistych mikrozkumavek

14) zmrazeni vzorkpii teplot -18°C.

2.3.2.3. Stanoveni obsahu a spektra sacharid

Sacharidy ve vzorcich jsem stanovovala pomoci wdbkné kapalinové
chromatografie (HPLC). Parametryéfitino systému byly nasledujici: refraktometricka
detekce (Shodex RI-71); isokratickd pumpa Spekirgsies; integrace: @itacovy program
CSW 1.7; teplota 80°C;fpdkolonky Hema-Bio 1000 SB+Q (Watrex); kolona podyntEX
8 um PB* (Watrex); eluent: demineralizovana voda (Milli@)chlost pfitoku 0,5 ml. mif:;
objem injikovaného vzorku: 1@; standardy: Sigma.

Ve vzorcich obsahujicich floémovy exudat se vedlharozy vyskytovala i glukoza
a fruktéza, picemz jejich zastoupeni bylo velmi variabilni. Vzhéed k tomu, Ze tabak je
rostlina transportujici sacharidy vyhr&dwve forme sachardézy (Hocking, 1980), jsou

nalezené hexozy s népéi pravépodobnosti jejimi $pnymi produkty. ZvySené mnoZstvi

42



Material a metody

hexos ve floémovém exudatrabidopsis pozorovali také Corbesier se spolupracovniky
(1998) i jimani stejnou metodou. Pomoci radioakéiemaené sachardzy doslpk zawru,
Ze detekované hexozy skéwe pochazeji ze &peni sachardzy v fbehu skEru vzorki.
Ztoho divodu jsem, stejh jako zmirni autdi, stanovovala jen celkovou hmotnost

sacharid (S&€penim sachar6zy nepoZngéno) nikoliv jejich spektrum.

2.3.3. Stanoveni exprese vybranych gén

Sledovala jsem expre&lyi geni, které se exprimuji v oblasti apikalniho meristéanu
hraji ulohu v regulaci kvetenCET2/TFL1, FD, SOC1 aNFL1/LFY). Vedle Echto geri byla
rovréZ stanovena exprese gevS, charakteristického pro centralni oblast merist¢Xia
et al., 2009), a gerefla, ktery se exprimuje ve vSech pletivech (BAkova, 2009).

Vzhledem k tomu, Ze odebirané vzorky kkosamotného meristému obsahovaly také
dalSi pletiva (viz kapitola 2.3.1), Iz&ekavat variabilitu vyslednych hodnot. Z tohévddu
jsem provedla & (SOC1, NFLULFY) az Sest GET2/TFL1, FD, WUS, efla) nezavislych
stanoveni exprese testovanych igésamostat# izolovana RNA). Material jsem odebirala
z rostlin vygstovanych zefech nezavislych soubbrtak, Zze byla provedena vzdy &dv
stanoveni ziiznych rostlin jednoho souboru (souborem jsou tuémjimostliny vygstované
za stejnych podminek ze stejného vysevu semeibyjakpopsano v kapitole 2.2.1).

2.3.3.1. 1zolace RNA

Pri izolaci RNA ze vzrostnych vrchbltabaku jsem pouzivala kontaf kit RNeasy
Plant Mini Kit (QIAGEN). Zmrazené vzrostné vrchgbem vzdy poitch od téze varianty
(vysledna hmotnostijblizné 0,06 g) pélivé zhomogenizovala ve vychlazen@&di misce
naplrené tekutym dusikem. Dale jsem postupovakesg podle ndvodu dodaného s kitem.
Ziskanou RNA jsem nakonec rozpustila veBGterilni destilované vody. Koncentrace
rozpuséné RNA jsem stanovovala pomoci spektrofotometruriileeSpectronics (BioMate
5) v1 cm kyvet kiemenného skla skenovanim v rozmezi vinovych dé@k3D0nm (pi
260 nm koncentrace RNAfi@80 nm mira zn@steéni vzorku proteiny). Koncentrace RNA

byla sp@tena podle vztahu: ¢ = (40A260 x fedni vzorku)/1000 jig/ul].
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2.3.3.2. Peisténi RNA od gripadné DNA kontaminace

Roztok RNA jsem rozmrazovala jen na nezbythouhou dobu a pracovala s nim
vzdy na ledu. Reakce probihala ve sterilnich miknozavkach. K 1 pg RNA jsemrigala
destilovanou sterilni vodu do ziskani celkovéhoeohj 7,5 pl. Déle re&ki snes
obsahovala 1 pl rea&kiho pufru s MgGl, 0,5 ul inhibitoru RNaz (RiboLocRibonuclease
inhibitor) a 1 ul DNazy | (v3e firma Fermentas)ini DNA probihalo 30 minuti{p37 °C.
Nasledr jsem kuili inhibici DNazy k reakni smeési pidala 1 pl 25mM EDTA a nechala
smeés inkubovat 10 minutip65 °C. Ziskany roztok RNA jsem pouZzila pro nasiéd krok.

2.3.3.3. Reverzni transkripce

V mikrozkumavce jsemijpravila sngs 6,5 pl sterilni destilované vody, 5 pl roztoku
RNA ocistené od DNA kontaminace a 1 ul oligo-T primeru (10u23, nukleotid). Snes
byla inkubovana 5 minutip70 °C. Nasled& k ni byly gidany 4 pl M-MuLV RT pufru,
2 ul dNTPs (10mM) a 0,5 ul inhibitoru RNaz. Reajsgm nechala inkubovat 5 minuti p
41 °C. Poté jsem kreaki smesi pidala 1 pl reverzni transkriptazy (M-MuLV RT,
Fermentas) a s¢8 nechala inkubovat 60 minutig2 °C a nasledn10 minut @i 70 °C.

2.3.3.4. Polymerazov@tezova reakce (PCR)

Pouzila jsem semikvantitativni PCR, ktera uifig2 porovnani miry exprese mezi
sledovanymi vzorky. PCR ma za cil namnoZeni vylltanéseku DNA pomoci termostabilni
DNA polymerazy a zahrnuje v sdlkronm¢ pocateini denaturacetit cyklicky se opakujici
procesy: denaturace, nasedani priireepolymerace. Ret cykli jsem pro kazdy gen volila
individualns. Schéma PCR &sovanim krok a teplotami je v tabulc.2 Pro PCR jsem
piipravovala readni snes, jejiz obecné sloZeni je vtabul@3 Reakce probihala
v termocykleru PTC-200 (MJ Research) nebo v T10Gi¥rial Cycler.
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Tab. 2.2: Program amplifikace DNA pomoci  Tab 2.3: SloZeni obecné redki smesi

PCR pro PCR

Program Teplota Cas slozka objem [ul]
1. Pa&atetni denaturace 94 °C 3 min destilovana voda 20,2
2. denaturace 94 °C 30s Taq pufr s (NH),SO, 3
3. Nasedani primeru 55-60 °C* 30-45is | MgCl, 1,8
4. Polymerace 72 °C 20 s** dNTPs 0,6
5. Chlazeni _ i _ 4°C 0 primer gimy (F) 1
eplota vl e dece primer e ny (|1
**rychlost polymerace 1000 bp / min CDNA 2

Taq polymeraza 0,5

V mé praci byly pouzity primery pro tabakoveé hongymasledujicich genWUS,
TFL1, LFY, SOC1 aFD. U zavedenych naavpro tabakové homology pouzivam pr&tsi
piehlednost v nasledujicim textu lomeny zépis naavaz€v homologu / ndzev genu u
Arabidopsis). Primery pro NFLLLFY, CET2/TFL1 a NtWUS byly navrzeny Petrou
Vojvodou a LukaSem Fischerem. Primery pMtBOC1 a NtFD byly navrzeny LukaSem
Fischerem ve spolupraci se mnou. Pro navrZzeni phimMiEL1L/LFY a CET2/TFL1 byly
vyuzity znamé sekvence z tabaku - U15798 b 1/LFY (Kelly et al., 1995) a AF145260
pro CET2/TFL1 (Amaya et al., 1999). Primery pidtWUS byly navrZzeny na zakl&d
sekvenceMUS u ragete (NM_001247086; Reinhardt et al., 2003).

Homolog SOC1 v Nicotiana tabacum byl vyhledan podle sekvencArathSOC1
(NM_13012) v programu tBlastx (http://blast.nchinhih.gov/Blast.cgi) v knihowh NCBI
v databazi ,Nucleotide collection® organismWNicotiana tabacum beze zniny
piednastavenych paramitrDiive publikovana studie zabyvajici C1 v Nicotiana
tabacum sice nalezla fisluSny homolog, ale uvedené primery na nami&jigigen nesedi
(Sequence Extractor; https://www.bioinformatics/segjext/). EisluSnou sekvenditSOC1
navic nelze najit pod timto ozrfenim v databazi Pubmed.

Homolog FD v Nicotiana tabacum byl vyhledan podle sekvencé&olanum
lycopersicum self-pruning G-box protein (SPGB; EF136919 a SGN-U564495), ktery byl jiz
diive identifikovan jako homologD v Solanum lycopersicum (Pnueli et al., 2001; Abe et
al., 2005). K vyhledani byl nejprve pouzit program tBlastx
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) a databazExpressed Sequence Tags (EST)
organismuNicotiana tabacum beze zminy ostatnich fednastavenych paramitiPodobnost
nalezeného zéznamu FS400536 s SPGB (EF136919) az Rabidopsis thaliana
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(NM_119756) byla kontrolovana VvV programu Clustalw
(http://www.genome.jp/tools/clustalw/).

Ke kontrole mnozstvi ziskané cDNA byl pouzit gerdiljici elongani faktor efl,
jehoz primery jsem obdrzela od Lenky Dakové (Dvdakova, 2009). Sekvence vSech
primert, se kterymi jsem pracovala, je v tabukcé.

Tab. 2.4: Sekvence pouzitych primak

jméno primeru sekvence ve sénu 5°- 3°
WUS F AGT TAG GTC TCC AACTGC TG
WUS R AGT TCC ATAACC ATAGTTTCCA

CET2/TFL1 F GAT CCATAT CTC AGG GAA CAC
CET2/TFL1R GGA GAG AGG TGC AGT CAATAC

FD F TCCTGC TGT TAC TGT GCT GAC
FD R CTT GAT CGAGCAGCAGACTCA
SOC1 F TCT CCA AGA GGA AAG CTCTAT G
SOC1R TTT CGT GCT CGG ATG GTACTG
NFL/LFY F GAA CGA CAT GGG AAG TGG TG
NFL/LFY R AAG GAT GCT CCCTTT GCCTC
EF1F TAC TGC ACT GTG ATT GAT GCC
EF1R AGC AAATCATTT GCTTGACACC

2.3.3.5. Elektroforéza a vizualizace DNA

Pouzivala jsem 1,2% agar6zovy gel v 0,5x TAE pufdbx TAE pufr jsem
piipravovala ze zasobniho roztoku 50x TAE (slozenfLndr: 242 g Tris, 57,1 ml kyseliny
octove, 100 ml 0,5M EDTA; pH 8,0). Pro vizualizaDNA jsem pidavala GelRed
(Biotium) o koncentraci 1 pl / 10 ml gelu. Gel jseaa horka rozlila do forem k tomu
uréenych a opdtla hrebeny pro tvorbu jamek na nanaSeni viaoNzorky DNA jsem do
jamek nanasela smichané 10:3 s roztokem BPB (O[8%fenolova moij 60mM EDTA,
10mM Tris-HCI (pH 7,6), 60% glycerol). Tento roztbkl pridavan pro vizualizaci pohybu
vzorka a rovréz pro zvySeni hustoty. Elektroforéza probihala aeisce s pufrem 0,5x TAE
pii stejnosmdrném proudu a na&g 50 V. Pro odéet délek jsem pouzivala marker 100-3000
bp (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder; Fermentas).jsem dokumentovala pomoci
UV transiluminatoru (G:BOX, Syngene), program Gemegs(Syngene).
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2.3.4. Stanoveni doby pdtbné k nastupu kveteni Arabidopsis)

Z davodu mozné rozdilné rychlostiistu stonku kontroly a transformanta, jsem
hodnotila rostliny pod binolupou (Kriiss, MSZ 540@r@o0 Zoom Microscop; 2teni 10 x).
VSechny rostliny jsem prohlédla 1x tyda zaznamenala pet €ch s prag vytvorenymi
poupaty(obr. 2.3).

Obrazek 2.3: Postupna tvorba kétnich poupat Arabidopsis thaliana ( A -rostlina
vyhodnocena jako nekvetouci; B — poupata rozezmafedd binolupou; C- makroskopicky rozeznatelna
poupata; nsritko 1 mm (fotografie pizeny fotoaparatem Canon EOS 60D s binolupou OlgngiiX7)

2.3.5. Detekce invertazy n&ezech tabaku

Kysela invertdza je vizualizovana dikyitpmnosti mode zbarveného formazanu,
ktery vznika sledem nasledujicich reakci (Wittich \éreugdenhil, 1998; Sergeeva et
Vreugdenhil, 2002):

1) sachar6za- glukoza + fruktdza (enzym: invertaza)

2) glukdza + Q@+ H,O — kyselina gluonové + D, (enzym: glukézaoxidaza)
3) H0O; + PMS— O, + H,O + PMSH

4) PMSH + NBT— formazan

Pro detekci invertdzy v pletivech tabaku ve vedatatfazi jsem Ziletkou nazala
podélnérezy meristémem affgné rezyiapiku (nejmladsiho listu s jaswddlenoucepeli a
fapikem). Vzorky jsem nechala fixovat hodinti p °C v roztoku 2% formaldehydu, 2%
PVP-40 a 0,005M DTT (pH 7,0). Fixované vzorky jsevasledg v pribéhu 20 hodin
proplachla 10x demineralizovanou vodouii (g °C). Poté jsem je nechala inkubovat
v reakéni snesi sestavajici z NBT (0,24 mg/ml), PMS (0,14 mg/nglluk6zaoxidazy (25
U/ml) a sachardézy 10 mg/ml)iip36 °C. VSechny slozky byly ipdem rozpughy ve
fosfatovém pufru (pH 6,0). V kontrolni varignbyla sacharéza nahrazena pufrem. Inkubace
trvala do vzniku viditelného modrého zbarveni (Whtet Vreugdenhil, 1998; Sergeeva et
Vreugdenhil, 2002).
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2.4. Kultivace rostlinin vitro

2.4.1. Kultivaéni média

2.4.1.1. MS médiunMurashige a Skoog, 1952

SloZzky média jsemijpravovala formou zasobnich roztokab. 2.5). Dale jsem do

média pidala 1% sacharézu a agar (0,8% nebo 1,3%, budgfigpgano u konkrétnich

experiment).

Tab. 2.5: Slozeni zasobnich roztakkultiva éniho média MS

zasobni
zasobni [komponenty zasobnili navazka na objem 50( roztok na| koncentrace v
roztok roztoku ml zasobniho roztoku [{ litr média| médiu [mg.1"]
[ml]

KNO; 19 1900
NH4NO; 16,5 1650

A | CaCh2H,0 4,4 50 440
MgSQ,. 7H,O 3,7 370
KH,PO, 1,7 170
MnSG,.4H,0 2,23 22,3
ZnSQ,.7H,0 0,86 8,6
H3BOs; 0,62 6,2

B Kl 0,083 5 0,83
Na,M00,.2H,0 0,025 0,25
CuSQ.5H,0 0,0025 0,025
CoCb.6H,0 0,0025 0,025

c FeSQ.7H,O 2,78 5 27,8
Na,EDTA.2H,0O 3,73 37,25
myo-inozitol 10 100
kys. nikotinova 0,05 0,5

D pyridoxin - HCI 0,05 5 0,5
thiamin - HCI 0,05 0,5
Glycin 0,2 2

Zasobni roztoky A, B a C byly skladovany v lednpii 6 °C. Roztok D jsem

uchovavala v mrazicim boxuiip-18 °C. Zasobni roztok C bylfipravovan nasledown

kazda z obou slozek byla rozptrs zvId$ v destilované votla zaliéla na cca 80 °C, poté

jsem oba roztoky za stalého michani spojila a Hachgchladnout. Zchladly roztok jsem

doplnila na finalni objem. Tento postup je nutng dosazeni stability vznikajici komplexni

sloweniny.

48



Material a metody

2.4.1.2. Gamborgovo médium B&amborg et al., 1968

SloZzky média jsemijpravovala formou zasobnich roztoktab. 2.6). Dale médium

vzdy obsahovalo 2% glukézu, MES 0,5¢/l a 0,8% agar.

Tab. 2.6: SloZeni zasobnich roztakkultiva éniho média Gamborg B5

objem
zasobni komponenty navé,ika na Slgetm St Z?oszotkc))rllhh e
roztok zasobniho roztoku L ZEEelr e (ezEh nall kqnpentrace \
[a] média | médiu (:mg.h
[m]
KNO; 25 2500
CaChL2H,0 15 150
A MgSGQ, .7H,0 25 50 250
NaH,PO,.H,O 15 150
(NH4)2SO, 1,34 134
MnSQ,.4H,0 1,32 13,2
ZnSQ,.7H,0 0,2 2
H3;BO; 0,3 3
B Kl 0,075 5 0,75
CuSQ.5H,0 0,0025 0,025
Na,M00,4.2H,0 0,025 0,25
CoCh.6H,0O 0,0025 0,025
c FeSQ.7H,0O 2,78 25 27,8
NaEDTA.2H,0 3,73 37,25
myo-inozitol 10 100
b kys. nikotinova 0,1 5 1
pyridoxin - HCI 0,1 1
thiamin - HCI 1 10

Zasobni roztoky A, B a C byly skladovany v lednpii 6 °C. Roztok D jsem
uchovavala v mrazicim boxufip-18 °C. Z&sobni roztok C byl tipravovan stejnym

postupem jako vippadt MS média.

Médium Gamborg B5 sifdavky fytohormok jsem pouZzivala pro organogenni
experimenty $\rabidopsis thaliana (Valvekens et al., 1988; Che et al., 2006; Sugiyana
Imamura, 2006). Zastoupeni fytohorniose liSilo v zavislosti na typu média (indukujici
tvorbu kalusu - ,CIM* / indukujici tvorbu pryt - ,SIM* / indukujici tvorbu kdeni -
-RIM®), sloZzeni pro konkrétni typy je uvedenotabulce 2.7 Testovala jsem odezvu
rostinného materidlu natzny pongr auxini a cytokinini, proto jsem volila ¥zné

koncentrace iP, vifpac zbylych fytohormofi jsem se drZela citované literatury. V textu
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pouzivam zné&ni jednotlivych typ SIM podle pouZzité koncentrace iRili( ,1“, ,0,5%
»0,25%, ,0,1% viz tabulka 2.7).

Pavod chemikalii: IBA, IAA, kinetin - Lachema Neratioe cistota p.a.; iP a 2,4-D -
Sigma Aldrich.

Tab. 2.7: Fytohormony konkrétnich typa média pro organogenezde novo

fytohormony | CIM [mg.I'"] [SIM [mg.lY] |RIM [mg.I"]
IAA 0,15
2,4-D 0,5
ip 1/05/0,25/
0,1
Kinetin 0,1
IBA 0,5

2.4.1.3. Fiprava médii

VSechny slozky krorh agaru/fytagelu jsem flala do destilované vody a po
rozpuséni jsem objem doplnila na poZzadovanou hodnotu.dpdndni na poZzadovany objem
jsem upravila pH na hodnotu 5,7 + 0,0didavkem 1M NaOH, respektive 1M HCI. Po
piidani agaru bylo médium sterilizovano v autoklavwt{nauer 2540EK-N) po dobu 20
minut @i teplot 121°C a tlaku 0,144 MPa. Nasleédjsem médium rozlila do plastovych
Petriho misek (pmer 9 cm).

2.4.2. Kultivace

2.4.2.1. Dezinfekce semen

SemenaArabidopsis jsem odsypala do mikrozkumavekjidala 10% SAVO a
nechalaitepat nafepace 5 minut. Po odpipetovani roztoku jsefidala roztok ethanolu a
SAVA (ethanol, voda a SAVO v pairu 7:2:1). Po 5 minutachrdpani jsem semena v
mikrozkumavce v laminarnim flow-boxu 3x proplachiderilini vodou a poté dala
stratifikovat do 4 °C.

2.4.2.2. Kultivace rostlin na Petriho miskach

SemenaArabidopsis jsem pomoci pipety steridnvysela na meédium v takovych
rozestupech, aby si rostlinyigbudoucim #stu nepekazely. Petriho misky jsem uzZala
parafilmem a umistila do kulti¢ai mistnosti (24 °C, fotoperioda 16 hodin, &sni 2800
luxa) tak, aby byly pod Uhlemiibplizné 70 az 80 stun a tudiz mohly kieny st po
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povrchu média. Takto byly kultivované rostliny pcbarakterizaci kienového systému a
rostliny pro nasledné organogenni experimenty.

V ptipact jednoho opakovani experimentu zZgemeho na weni doby pdebné
k vykveteni (kapitola 2.3.4.) byly rostliny kultiviny na horizontath ulozenych miskach.
Po deseti dnech jsem rostlinjepedla do podminex vitro a dale s nimi nakladala, jak je
uvedeno v kapitole 2.2.2.

Pro organogenni experimenty jsem ze sedmidennistlirgeéstovanych na MS
meédiu vyezala 0,5 cm dlouhé segmenty hypokitstl hlavnich kéenmi (méteno 2 mm od
kofenoveé Spiky z divodu minimalizace fitomnosti postrannich keni a jejich primordif).
Kofenové explantaty jsem zkontrolovala pod binolupowy#adila gipadné segmenty
s postrannim ki@nem ¢i detekovatelnym primordiemcétnost do 4 %). Segmenty byly
kultivovany 4 dny na CIM a nasledijsem je penesla na RIM / Gamborgovo médium
neobsahuijici fytohormony /ékterou z variant SIM. Jedinou netestovanou kombitogty
kofrenové segmenty na RIM. Na kazdé kombinaci byl t@stosoubor minimakh 30
segment od kontroly i od transformanta.

Pro lepSi moznost porovnani organogenni odgiovylo vzdy na jedné Petriho misce

kultivovano 10 segmeititz transformovanych rostlin a 10 segnienkontroly.

2.5. Hodnoceni materialu z kulturin vitro

Patet postrannich a adventivnichikal jsem pgitala na 8 (nebo 11) dni starych
rostlinach v Petriho miskach pomoci binolupy &&eni 45 x). Délku ki@ni Arabidopsis
jsem hodnotila pomoci softwaru LUCIA (Laboratorydging, Praha) na naskenovanych
Petriho miskach (Epson Expression 1680 Pro)

Explantaty z organogennich experimejgem fotograficky dokumentovala po 13 a
21 dnech kultivace (fotoaparat Canon EOS 60D sktibgm Canon Macro EF 100mm 1:2,8
L IS USM).

2.6. Zpracovani dat

Zakladni pgetni operace ip zpracovani dat (@meér, smerodatna odchylka, apod.)
byly provedeny v programech Microsoft Excel for \tlavs 2000 a Microsoft Office Excel
2007. Ke statistickému zhodnoceni dat byl pouzdgpem NCSS 2001 a R 2.9.1. (R
Development Core Team 2009).

V piipact souboru dat se dwma nezavislymi vyéry byly rozdily v datech

s normalnim roz&lenim hodnoceny na zakkadysledku dvouvyrového t-testu. V fipads
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dat, ktera nemla normalni rozloZeni, byly rozdily hodnoceny naklaé& vysledku
Wilcoxonova testu (Wilcoxon 1945). \fipact souboru dat s vice nezavislymi ¥y byla
pro data s normalnim ro&génim pouzita ANOVA nasledovana Tukey-Kramerovyrsteen
(Kramer 1956). Pro data, jejichz radehi nespiovalo kritéria normality, byl pouzit
Kruskall-Wallisiv test (Kruskal et Wallis 1952) nasledovany paroygyonovnanim pomoci
Mann-Whittney-Wilcoxonova testu s Bonferroniho Kare (Mann et Whittney, 1947).
Vysledky jsou uvedeny ve forRmsloupcovych vyssvych nebo spojnicovych graf
V piipact sloupcovych grdf predstavuji jednotlivé sloupcetmérnou hodnotu sledovaného
parametru. Usiky odpovidaji smrodatnym odchylkam, odliSna pismena &nstatisticky
prikazny rozdil uvedenych hodnot na hladix0,05.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Hladiny rozpustnych nestrukturnich sacharidi u tabaku
Na zaklad literarnich 0daj je Zejmé, Ze sacharidy figuruji v regulaci nastupu

kveteni. Z pedchozich vysledk naSeho tymu navic vyplyva, Ze sacharidovy metabmls

je u rostlin tabdku transformovanych genem cdc2bvioén a jednou z nejvyrazjsich
charakteristik transformaintje uspiSeni kveteni. Na zakéadmirénych vysledk byla
zangiena pozornost na obsah sachakicexudatu z dekapitovanych rostlin a ré¥mmbsah a
spektrum sacharidve vzrostnych vrcholech. Hladina rozpustnych ngstrnich sacharid
byla stanovena u kontrolnich rostiMicotiana tabacum a transformovanych linii A a C ve

vegetativni fazi vyvoje.

3.1.1. Obsah sacharitdl v exudatu z dekapitovanych rostlin tabaku

Pro objastni, zda pozorované zmy v ¢asovani nastupu kveteni u transfornfant
(Smolaiova, 2003; Vojvodovd, 2005) nemohou byt #&pény zvySenym transportem
sacharid do apexu, byla u rostlin ve vegetativni fazi hockma hladina sachatfid
v najimané floémové taw. Rostliny vhodné pro odb byly v souladu sigdchozimi
pracemi (Smoldova, 2003; Vojvodova, 2005) hodnoceny na zaklpdétu vytvorenych
dosglych listi (= délka nad 10 cm). Pro jimani exudatu byly vglaostliny se 3-4
dosglymi listy. Tyto rostliny jiz neély dostaténé¢ dlouha internodia pro fpevnreni
mikrozkumavky na jimani. Experiment byl provedendégech opakovanich, z nich byla
kvuli technickym potizim r&iciho systému HPLC vyhodnocena pouzepakovani.

Vysledky jsou prezentovany ve sloupcovych grafédhré vyjaduji celkovy obsah
sacharid (graf 1A-C). Ve vSechitech opakovanich byla zj&ta zn&na variabilita v ramci
kazdé varianty. Ve 2. a 3. opakovani se celkovyabbsacharidl transportovanych do
vzrostného vrcholu mezi variantami statistickyikazre nelisil, nicmég u obou opakovani
byl pozorovatelny trend sniZeni hladiny sacharid transformarit (graf 1B, 1C). V 1.
opakovani graf 1A) bylo zjiS€no statisticky vyznamné sniZzeni hladiny sachiaigroti
kontrole u transformantu C, nikoliv vSak u transfantu A.

Z uvedenych vysledk vyplyv4, Ze u transformaint nebylo zjiSéno zvySeni
transportu sachaniddo apexu, ovSem kili velké variabili€¢ ziskanych dat nelze metodu
jimani exudat u tabaku brat jako spolehlivouridmnost odlehlych vysokych hodnot (v

prezentovaném typu grafu nevyZeay) ukazuje na vysokou prajmbdobnost zasychani
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floémového toku v gibéhu 24h periody jimani. Zkraceni doby jimani se i@éezalo jako

vhodnétreSeni z dvodu ziskani velmi nizkého mnozstvi sacha(z kap. 2.3.1.1).

obsah sacharid v exudatu [pug/24h]
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Graf 1A-C: Obsah endogennic
sacharidi v exudatu zdekapitovanyck
rostlin;

A - 1. opakovéanin=11-13;

B - 2. opakovéani, n=10-14;

C - 3. opakovéni, n=17-18;

K - kontrola, A - transformant A, C -
transformant C; semodatné odchylky
jsou vyjadeny usékami; odliSné
pismena nad sloupci znamenaji
statisticky vyznamny rozdit=0,05
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3.1.2. Obsah sacharid ve vzrostnych vrcholech tabaku

Z diavodu velké variability hodnot ziskanych na zakladalyzy floémového exudéatu
byla nasled& stanovena hladina sachdrid v samotném vzrostném vrcholu. Vedle
celkového mnozZstvi sachaiidylo zji¥ovano také jejich spektrum. Material byl odebran
z rostlin kontrolnich a transformants 2-3 dosglymi listy (obr. 3.1). Experiment byl
proveden ve dvou opakovaniclgrgf 2A-E pro prvni opakovani &BA-E pro druhé
opakovani).

Vysledky jsou prezentovany ve dvou typech draioupcovém, vyjadijicim obsah
sacharid, a vys€ovém, vyjadujicim procentudlni zastoupeni jednotlivych sadtari
Celkovy obsah sachafide znazortin v grafu 2A a 3A. Chybové Usk&y zde znazaji
odchylky celkového obsahu sacharidProcentualni zastoupeni jednotlivych sactiapdo
kazdou variantu je yrafech 2B a 3B. Grafy 2C-E a 3C-E znazoiiuji mnoZzstvi
jednotlivych detekovanych sachati(sachardzy, glukézy a fruktdzy).

Celkova hladina sachafidv apexu transformovanych rostlin byla statistickygSi
v prvnim opakovanigraf 2A), ve druhém se vysledky mezi variantami neliSgyaf 3A).

V obou opakovanich vSak byla zfiga znéna v zastoupeni jednotlivych sacharidJ
transformovanych rostlin doSlo k navySeni hexdedpvsim glukézy) na ukor sachar6zy
(graf 2B, 3B). V obou opakovanich je skdte navySeni hladiny glukozy ve vzrostnych
vrcholech transformovanych rostlin statistickyikazné @graf 2D, 3D). Statisticky piikazné
snizeni hladiny sacharézy u transforniiabylo zaznamenano pouze u 2. opakovénaf(
30C), naopak pikazné navyseni fruktdzy bylo zj&io pouze u prvniho opakovamiréf 2E),

a to navic pouze u transformanta A.

Stanoveni hladin rozpustnych sacharice vzrostnych vrcholech ukézalo ¢p#
trend nezli vysledky z floémové tekutiny. Celkov@viSeni sachanidu transformarit bylo
pozorovano v jednom opakovani, ve druhém nebylaaeman rozdil. V obou opakovanich
bylo u transformatrit zjiSttno zvyseni hladiny glukézy.

Obrazek 3.1:

Vzhled rostlin pro analyzu
sacharidi ve vzrostnych
vrcholech;

K - kontrola,

A - transformant A,
C - transformant C.
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3.2. Detekce enzymove aktivity u tabaku

Vzhledem ke zji&inému navySeni hexdz na ukor sachardzy ve vzrostytiolech
transformani (kap. 3.1.2.), byla naezech tabdku detekovana aktivita invertzyi P
zvoleném postupu dochazi vlivem specifickych enzickgch reakci ke vzniku modrého
produktu v mist aktivni invertazy.

Byly pouzity mediannitezy vzrostnym vrcholem arigné fezy frapikem. Z dvodu
silného barveni nemeristematickych oblasti vzrdsinércholu (fpedevsim trichori, obr.

3.2) seiezy vzrostnym vrcholem ukazaly pro stanoveni alitivivertazy jako nevhodné.
Detekce aktivity invertazy naezechrapiku neukazala rozdil mezi transformantem a
kontrolou. ExpresiSpcdc25 nebyla lokalizace invertazy
ovlivnéna. NejvySSi aktivita invertazy byla u vSech vatrie
na adaxialni stran rapiku a nejnizS§i v povrchovycl
pletivech 6br. 3.3).

Pouzitd metoda byva vyuzivana jak pro stanov
lokalizace invertazy, tak i pro oriegta kvantifikovani miry
aktivity invertdzy mezi srovnavanymi vzorky. Yipac
fezi fapikem tabaku byl sledovan rozptyl v postupu barv
jednotlivych vzork v ramci varianty. Proto byl naslegin
testovan vliv silyfezu na intenzitu vzniklého zabarver
Variabilitu dat vS8ak nebylo mozné vy4lit rozdilnou silou
fezu. Porovnani miry aktivity invertazy mezi vzotky tedy
bylo mozné pouze vifpac vyrazneho rozdilu mezi -

variantami.

Nicmére v obou experimentech, které byly

rovedeny, byl vznik barevného roduktu nejprve
P y y P P Obréazek 3.2:

pozorovatelny u &kterych rezi transformanta C, poté Detekce aktivity invertazy na
3 ] fezech vzrostnym vrcholem
kontroly a posledni se &aly barvitiezy transformanta A, tabaku:
kontrolni netransformované rostliny;
pomoci enzymatické reakce dochazi
kke vzniku modrého zabarvent;
A — obarveny preparat,

nenaznduje zvySeni aktivity invertazy (kapiku) u B-—neobarvena kontrol

coz by mohlo na ipadné rozdily v mnozstvi invertazy

ukazovat. Piadi vzniku barevného produktu vsa

transformani oproti kontrole.
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Obréazek 3.3:

Detekce aktivity invertazy na pfiénych fezechiapikem tabaku;
pomoci enzymatické reakce dochazi ke vzniku modeébarveni;
K — kontrola, A — transformant A, C — transformént

1-3: preparaty s génajicim zabarvenim, 4-6: smbarvené
preparéty, 7: neobarvena kontrolaiftko 1 mm. Na obrazcich je
patrna silijSi reakce adaxialrdastirapiku, ktera se barvi jako
prvni. Posléze se preparéat obarvi v celéaiigau.
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3.3. Stanoveni miry exprese vybranych gdénu tabaku

Predchozi studium mechanigénregulace iniciace kveteni odhalilo vyznamnou roli
nékterych geid (Srikanth a Schmid, 2011). Zchto divoda byla ve vzrostnych vrcholech
rostlin tabaku semikvantitati¢nstanovena mira exprese geDET2/TFL1, NtFD, NtSOC1,
NFLVLFY, NtWUS a elonganiho faktoru eft. Kvili nedostatku prostoru
v experimentalnim skleniku byly pro asttmaterialu pouzity totoZné rostliny jako v kapéol
3.1.1. Pro stanoveni miry exprese danychideyly ze souboru vybrany rostliny semi
dosglymi listy. Bylo provedeno 6 nezavislych stanoverprese (dale oztano | az VI) ze
tfech soubar rostlin (viz kapitola 2.2.3).

Mira exprese tabakového homoldg ani CET2/TFL1 nebyla u tranformantoproti
kontrole zngnéna Ebr. 3.6). Naproti tomu byl u transformahntzaznamenén trend zvysené
exprese tabakoveho homolo§0C1, ve ¢tyrech z @gti opakovani (opakovani 1,2,4,8br.
3.7). Ackoliv byla pozorovanatasta pozitivni korelace mezi mirou exprdstSOC1 a
NFL1/LFY, nelze u transformaintozn&it miru expreseNFL1/LFY oproti kontrole za
zvySenou @br. 3.7). Mira expresé\tWUS vykazovala vysokou variabilitu mezi jednotlivymi
variantami. Poréry miry exprese mezi transformanty a kontrolou S&kvmezi jednotlivymi
opakovanimi liSily a nevykazovaly Zzadny zjevny tidabr. 3.5).

Pro kontrolu spravnosti provedeni RT-PCR jsou premeiny vysledky dvou
nezavislych RT-PCR ze stejného vzorku vyizolovarAR(obr. 3.4). Srovnavany byly
pouze vzorky kontroly a transformantu C.

Na zaklad stanoveni miry exprese bylo z§isb, Ze u transformaint dochazi
k zvySeni exprese NtSOC1, jehoz homologArabidopsis integruje fisobeni #iznych
signalnich cestOproti tomu nebyl zjign rozdil v hladinAciNtFD ani CET2/TFL1. Rovrez
nebylo u transformaft zaznamenano zvySeni exprese tabakového homolagu Lgey,

ktery byva spojovan s determinaci ke kveteni (Behilet al., 2007).

WUS FD SOC1 i o L
Obrazek 3.4: Srovnani dvou nezavislyc
K C K C K C RT-PCR ze stejného vzorku RNA;
K - kontrola, A - transformant A, C
transformant C; sledované gemytWUS,
- - I —— . Py NtFD, NtSOCL1 (znateno WUS, FD, SOC1)
- R
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Obrazek 3.5: Exprese efln (znafeno EL.
F.) aNtWuUsS (znateno WUS);

K - kontrola, A - transformant A, G
transformant C; I-VI jednotlivd nezéavis
stanoveni exprese zieth soubar rostlin.

CET2/TFL1

K A Cc Obrazek 3.6: Exprese CET2/TFL1 a
NtFD (znateno FD);

K - kontrola, A - transformant A, G
e e — transformant C; 1-VI jednotliva nezavis
stanoveni exprese zeth soubar rostlin.
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SOC1 NFL1/LFY

Obrazek 3.7: Exprese NtSOCL (znafenc
SOC1) aNFL1/LFY;

K - kontrola, A - transformant A, C -
transformant C; I-V jednotliva nezéavis
stanoveni exprese zZieth soubar rostlin.
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3.4. KveteniArabidopsis za indukéni a neindukéni fotoperiody

Jednim z nejvyrazisich projewi transformant Nicotiana tabacum exprimujicich
kvasinkovy gencdc25 je urychleni néastupu kveteni oproti kontrole. Edodivodu bylo

casovani kveteni sledovandduabidopsis transformované timtéz genem.

3.4.1. KveteniArabidopsis za indukéni fotoperiody

Rostliny Arabidopsis byly kultivovany gi fotoperiodd 16 hodin. V tydennich
intervalech od vyktieni byly pomoci binolupy detekovany rostliny s &owtvorenymi
poupaty. Tyto rostliny jsou v nasledujicich grafezha&eny terminem ,prav vykvetlé
rostliny“. Na obrdzku3.8 je zachycen vzhled kontrolnich a transformovanyohtlin
s detekovatelnymi poupaty. Transformované rosttinycelou dobu kultivace nevykazovaly
Zadnou viditelnou zému fenotypu oproti kontrolnim rostlinam.

Experiment byl proveden veéech opakovanichg(af 4A-C). V prvnim a druhém
opakovani byly rostliny sledovany v tydennim intdov ProtoZze se takto neukazal rozdil
mezi transformantem a kontrolou a naprostdSima rostlin vytvéila poupata Bhem
jediného tydne draf 4A,B), byly rostliny ve tetim opakovani sledovany v tydennim
intervalu posunutém ditdny (tzn. 1,5; 2,5; 3,5..tydne od vyseti). Potito se tak poatek
kveteni sledovaného souboru rétitdrovnomérné do dvou tydi, avSak ani tak nebyl nastup
kveteni transformanta oproti kontrole vyragmrychlen graf 4C).

Bylo zjisteno, Ze pi kultivaci rostlin na indukni fotoperio@ neni rozdil wasovani

kveteni rostlin exprimujicicBpcdc25 a rostlin kontrolnich.

Obrazek 3.8: Vzhled rostlin v generativni fazi i kultivaci za induk &éni fotoperiody;
WT - kontrola, cdc25 - transformant Spcdc25fistastlin 25 dni
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3.4.2. KveteniArabidopsis za neindukéni fotoperiody

V piredchozi kapitole bylo ukdzano, Zasovani kveteni za indéki fotoperiody
nebylo u transformanta zZmeno. Vzhledem k moznému ovligni drah nekizicich se
s prenosem fotoperiodického signalu bylo u transforrmai¢dovano takéasovani kveteni
za neindukni fotoperiody. Rostliny byly hodnoceny st&jjako vkap 3.3.1 Na obrazkiB.9
je zachycen vzhled kontrolnich a transformovanydtlin s detekovatelnymi poupaty.

Experiment byl proveden veetch opakovanichgfaf 5A,B, 6A,B, 7A,B). Pro
piehlednost jsou vysledky prezentovany k&sioupcovych grdf, znazoitujicich procento
rostlin s no¢ vytvorenymi pupeny dgrafy A), také spojnicovymi grafy, znazasjicimi
celkové procento rostlin v generativni fagrdfy B). Vysledky ukazuji, Ze se doby nastupu
kveteni u transformanta a u kontrolyekryvaji. V prvnim a druhém opakovani byl
pozorovan neifilis vyrazny trend #ve¢jSiho vykveteni kontrolnich rostling(af 5A,B a
6A,B), ve tetim opakovani bylo kvetenétginy transformovanych rostlin oproti kontrolnim
uspisSeno - grafu 7A,B lze vyist posun fiblizn¢ o tyden. Veitetim opakovani byl ale také
nejmensi soubor sledovanych rostlin. Pro Uplnotiejga uvést, Ze rostliny z 2. experimentu
(graf 6A,B) byly v pribéhu kultivace oseéeny gipravkem MERPAN 80WG proti hnilab
kreéka (postizené rostliny byly odstramy), coz mohlo ovlivnit vyvoj hodnocenych rostlin.

VyrazrgjSi rozdil véasovani kveteni mezi transformantem a kontrolouzpgten u
rostlin klicicich na médiuin vitro a po 10 dnech tpvedenychex vitro. VétSina
transformovanych rostlin v souboru kvetladiveé nez rostliny kontrolni gfaf 8A,B).
Vzhledem kiasoveé narénosti vSak nebyl experiment zopakovan.

Bylo zjiS€no, Ze ani fi kultivaci rostlin za neinduknich podminek nedochazi
k posunu asovani kveteni u rostlin exprimujici@pcdc25 oproti rostlinam kontrolnim.
Pokud vSak byly rostlinyfipdpstovanyin vitro, kvetly transformantyidve nez kontrola.
Obréazek 3.9:

Vzhled rostlin

v generativni fazi

p¥i kultivaci za
neindukéni
fotoperiody;

WT - kontrola, cdc25 -

transformant Spcdc25;
sté&fi rostlin 125 dni.
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3.5. DalSi charakteristiky Spcdc25 Arabidopsis

K dokresleni vlivu transformacépcdc25 na vyvoj Arabidopsis byly okrajow
sledovany také dalSi parametry, které jsou transdof timto genem ovlivmy u tabaku.
Konkrétre byl zvolen rozvoj kéenového systému a organogendzeovo.

3.5.1. Karenovy systénArabidopsis

Z predchozich praci je znamo, Zei@oovy systém rostlin tabaku transformovanych
genemSpede25 je oproti kontrole redukovany. Zjita byla jak redukce délky hlavniho
kotene, tak redukce ptu koreni postrannich {ihakova, 2009). Pro analyzu jemového
systému byly pouZity rostliny kultivovan@é vitro, u kterych byly mifeny dva nésledujici
parametry: délka hlavniho kene a celkovy pft postrannich a adventivnich ikai.
Experiment byl proveden ve dvou opakovanichi prvnim opakovani byly rostliny
péstované na médiu zpexmem 0,8% agarem. Zidodu ¢astého zaistani kdeni do média
byl druhy experiment proveden s médiem zgeym 1,3% agarem. Hodnoceny byly
rostliny staré 8 dni (1. opakovani) a 11 dni (akgvéani,obr. 3.10.

Vysledky prvniho opakovani jsou shrnutygrafech 9A,B, vysledky druhého
opakovani \grafech 9C,D Zakladani kéeni bylo u transformanta oproti kontrole zvySeno
v obou opakovanichy(af 9B,D). Paet postrannich keni byl signifikantré zvySen vzdy, u
adventivnich bylo pozorovano zvySeni v prvnim opako (prezentovany pouze sumarni
hodnoty). Délka hlavniho kene byla v prvnim opakovani u transformanttsivgraf 9A),
ve druhém opakovani nebyl mezi variantami &jisobzdil graf 9C).

Z uvedenych vysledk vyplyva, Ze rostlinyArabidopsis exprimujici genSpcdc25
vykazuji zneénu ve stavd kofenového systému. Pozorovaneé éem vSak neodpovidaji
zmenam, které vyvolala exprese totozného genu u nosthaku.

Obrazek 3.10: Vzhled kdenového systému
Arabidopsis (11 dru staré rostliny)
WT - kontrola, cdc25 - transformant Spcdc25.
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Graf 9A-D: Charakteristika ko fenového systémurabidopsis; 1. opakovani A,B; n=44-48; 2. opakovani
C,D; n=51-52; WT - kontrola, cdc25 - transformapt&c25.
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3.5.2. OrganogenezArabidopsis de novo

U rostlin tabaku transformovanych gen&pcdc25 byl zjistn rozdil v organogenni
odpowdi oproti rostlindm kontrolnim. Transformanty vykaaly zneny, které se u kontroly
daly navodit oSéenim cytokininy (cytokinin-like efekt) (Suchomeloeé al., 2004). Z toho
davodu byla organogenezde novo sledovana i u rostlirArabidopsis, transformovanych
timto genem. Nasledujici experimentglynpouze orienténi charakter a nekladly si za cil
detailni analyzu organogenni odgdv sledovanych rostlin. Dilm cilem bylo nalezeni
vhodnych kultivénich podminek.

Organogeneze piiytbyla sledovana jak na hypokotylovych, tak narekmvych
segmentech. Na médiu bez fytohormiamorily oba typy segmeiit pouze kéeny. Nebyl
pozorovan viditelny rozdil mezi transformantem atkolou ©br. 3.11).

Na médiich SIM (s 0,15 mg/l IAA aiznymi koncentracemi iP) se hypokotylové a
kofenové segmenty chovaly odl&nSegmenty hypokotyl tvorily na médiu indukujicim
tvorbu pryti (SIM) na celé Skéle testovanych koncentraci Krgmyti i koreny ©br. 3.12-
3.14). Tvorba k#enm se sniZzovala se vistajicim pondrem cytokininu k auxinu (iP : 1AA).
Ve tvorbks prytt byl pozorovatelny slaby rozdil: transformanty dpkmntrole vykazovaly na
médiu ,0,1%; ,0,25" a ,,0,5“(zn&eno podle koncentrace iP) tendenci k vysSi &delusu na
Ukor tvorby pryii (obr. 3.12, 3.13.

Na médiu indukujicim tvorbu kenmi (RIM) tvorily segmenty hypokotyl pouze
kofeny. Nebyl pozorovan vyra#si rozdil v jejich pétu ani délce mezi transformantem a
kontrolou.

Segmenty kieni tvorily na meédiu SIM pouze pryty ale Zzadnéidoy. Jejich
mnozZstvi i velikost se zvySovaly se wgtajicim pormdrem iP : IAA (obr. 3.15-3.18. U
nizSich koncentraci iP byl pozorovan vysSi podignsenti nevytv&ejicich pryty u
transformantu i kontroly. Srovnanim padiéchto segmeritv ramci celé Skaly testovanych
koncentraci vSak nebyl zj&t rozdilny trend mezi transformantem a kontrolou.

Z vysledki orienta&nich experimerit nevyplyva vyrazgsSi rozdil v organogenezi
mezi transformantem a kontrolou. Neni vSak vyeno, Ze mozné rozdilné chovani by bylo
odhaleno na zékl&ddetailrgjSi analyzy. Pro fi)padné dalsi studium se jevi jako vh&én
material kdenové segmenty. Kenoveé segmenty nettiona SIM na rozdil od hypokotyl

koteny a pi nizSich koncentracich iP vykazuji citjgi odpoed’.
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Vtéto praci jsou demonstha& vyobrazeny pouze vybrané Petriho misky
nepokryvajici celou testovanou Skalu médii, aleudodntujici typicky vzhled explantat
Konkrétre pro hypokotylové segmenty varianty ,0“ a SIM ,07250,5 a ,1* “(znaceno
podle koncentrace iPpr. 3.11-3.14 a pro kdenové segmenty SIM ,0,1%, ,0,25%, ,0,5" a
»1“ (obr. 3.15-3.18§.
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Obrézek 3.11:
Hypokotylové segmenty
na médiu bez fytohormoni,
po 13 dnech kultivace,
WT - kontrola, cdc25 -
transformant Spcdc25

Obrazek 3.12:
Hypokotylové segmenty
na médiu SIM ,0,25*

(0,15 mg/l IAA; 0,25 mg/l
iP), po 13 dnech kultivace,
WT - kontrola, cdc25 -
transformant Spcdc25

74



Experimentalntast

Obrazek 3.13:
Hypokotylové segmenty

na médiu SIM ,0,5*

(0,15 mg/l IAA; 0,5 mg/l iP),
po 13 dnech kultivace,

WT - kontrola, cdc25 -
transformant Spcdc25

Obrazek 3.14:
Hypokotylové segmenty
na médiu SIM , 1"

(0,15 mg/l IAA; 1 mg/l iP),
po 13 dnech kultivace,
WT - kontrola, cdc25 -
transformant Spcdc25
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Obréazek 3.15:

Korenové segmenty

na médiu SIM ,0,1"

(0,15 mg/l 1AA; 0,1 mg/l iP),
po 13 dnech kultivace,

WT - kontrola, cdc25 -
transformant Spcdc25

Obréazek 3.16:

Kof¥enové segmenty

na médiu SIM ,,0,25*

(0,15 mg/l 1AA; 0,25 mgl/l
iP), po 13 dnech kultivace,
WT - kontrola, cdc25 -
transformant Spcdc25
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Obrézek 3.17:

Korenové segmenty

na médiu SIM ,0,5*

(0,15 mg/l 1AA; 0,25 mgl/l
iP), po 13 dnech kultivace,
WT - kontrola, cdc25 -
transformant Spcdc25

Obréazek 3.18:

Kofenové segmenty

na médiu SIM , 1"

(0,15 mg/l 1AA; 1 mg/l iP),
po 13 dnech kultivace,
WT - kontrola, cdc25 -
transformant Spcdc25
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4. Diskuze

Regulace butného cyklu u rostlin #stava i pes vesSkerou snahuédci meérg
objasrna nez je tomu u Ziwicha ¢i hub. Problematickym momentem se jevi zwWast
regulace pechodu G2/M. Konkréthse jedna o ulohu kroku aktiéa defosforylace CDK ve
vstupu biiky do mitdézy. PIg funkéni homolog pislusné fosfatazy (cdc25) u vySSich rostlin
nebyl nalezen, podio se najit pouze homolog jeji katalytické podjetky (Landrieu et al.,
2004). Ten nélezi ke skugirproteini aresnatreduktaz (Dhankher et al., 2006; Ellislet a
2006). Skuten¢ vykazuje arzenatreduktazovou aktivitu, avSak kiaéto aktivity vykazuje
také fosfatazovou aktivitu (Ellis et al., 2006)kda roli hraje v regulaci bu&ného cyklu u
rostlin, Zistava otekenou otazkou (Francis, 2011). Nebyva ji vSaékyzovan pilis velky
vyznam (Dissmeyer et al., 2009; Francis, 2011).

Snaha po uchopeni role dosud neznamée fosfatazg kdulizSimu zkoumani mutant
s vnesenym generdc25. Bell se spolupracovniky, Kiepracovali s neutralnimi rostlinami
tabaku exprimujicimedc25 z S. pombe zjistili, Ze kron® otekavatelného zmenseni velikosti
burgk (sledovano v kienovém meristému) rostliny vykazuji i komplédi zmeny jako
nagiklad zmeénu tvaru listt a urychleny nastup kveteni. Dany experimentalniend byl
pouzit viad® praci nasi laborate (Smoldiova, 2003; Suchomelova et al., 2004; Vojvodova,
2005; Teichmanova et al., 2007; Suchomelova-Maslkaiva., 2008 Cihakovéa, 2009). Na
zaklad téchto praci bylo zjigho, Ze zakladnim pojitkem mezi sledovanymi
morfologickymi, anatomickymi i biochemickymi paramme je tzv. cytokinin-like efekt.
Experimentalni material se v naprosté&tsiné zkoumanych paramétrchoval jako pod
vlivem cytokinini, jejichZ hladina u & vSak zvySena nebyla (Lipavska et al., 2011).

4.1. Hladiny a spektrum endogennich sachariil u tabaku

transformovaného genem Spcdc25

Z predchozich praci na rostlinach tabaku exprimujigjeh Socdc25 byly zjis€ny
zmeény v sacharidovém metabolismu oproti rostlinam kainim. Cukerny metabolismus byl
zasazen, tajiz experimentalnim materidlem byla celistva rostl¢i bunééné suspenze
odvozené ze stonkovych segme(ifeichmanova et al., 2007; Suchomelova-Maskod. et
2008;Cihakova, 2009)

DalSi charakteristikou rostlin tabaku exprimujicigdn Socdc25 je urychleni kveteni
(Bell et al., 1999; Smotmwva, 2003; Vojvodova, 2005). Vzhledem k tomu, Zeegulaci
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nastupu kveteni figuruji i sacharidy, bylo jedninhlavnich cih mé prace podchyceni
moznych zmn v mnoZstvi sachanid importovanych do vzrostného vrcholu rostlin.
Vzhledem k ovlivieni sacharidového metabolismuSacdc25 transformant nelze vylodit,

Ze se navySeni hladiny sacharigyvolané expresi gen@pcdc25 maze promitnout do

regulace kveteni.

4.1.1. Hladiny rozpustnych sacharid ve floémové gavé

Zmeny Vv hladinach sachafid v apexu ve vztahu kipchodu ke kveteni byly
diskutovany v literarnim Uvodu. i€dpokladanou signalni roli sacharid této vyvojové
zmeneé vSak dosud nikdo blize nespecifikoval. Pro podehyanozné zmny v dostupnosti
sacharid apikalnimu meristému byla sledovana hladina satihave floémové gaw
dekapitovanych rostlin (graf 1). Z vysladkyplyva, Ze k navySeni sachatignportovanych
do vzrostného vrcholu u transformantedosSlo. Naopak byl patrny apg trend, tedy
snizeni hladiny sachafidu transformovanych rostlin oproti kontrole. Temazdil byl
statisticky ptikazny mezi kontrolou a transformantem C v jednonakopani (graf 1).
Obdobnych vysledk dosahla Petra Vojvodova (2005), ktera ve své diphe praci vSak
pouzivala techniku, kterd dosud nebyla optimalinavdNasledkem toho bylo malé mnoZstvi
ziskanych vzork. Vojvodova (2005) row¥ pozorovala velkou variabilitu v ziskanych
datech, coz bylo ffpisovano jak malému souboru testovanych rostlak problénim
s difuzi floémové &vy do pouzivaného tuhého média. Nickhéata ziskana v mé praci,
kdy jiz byly tyto technické problémy odstrany, jsou v souladu s daty Vojvodové (2005).
V zadném ze&tyr experimeni Vojvodové nebylo pozorovano zvySeni hladiny saickian
transformant oproti kontrole. Ve dvou exprimentech naopak ungt ¢ obou
zkoumanych transformait(linie A a C) doSlo k statisticky pkaznému poklesu hladiny
sacharid (Vojvodova, 2005).

Vzhledem k velké variabilit ziskanych dat z obsahu sacharice floémovée gaw
bylo pristoupeno rovéZ k detekci mnozstvi sachaiidie vzrostném vrcholu. Zde vSak byl
oproti aekavani zji&tn opany trend. Celkové mnoZstvi sachdridylo u transformarit
oproti kontrole zvySeno u jednoho opakovani, u dhethse hodnoty statisticky vyzna#én
nelisily (graf 2 a 3). Analyza spektra rozpustngetltharid ukazala na signifikantni zvySeni
glukdzy v obou opakovanich (graf 2 a 3). @patrend pozorovany v celkovych hladinach
sacharid ve floémovém exudatu a v suSivzrostného vrcholu dze byt zdivodrén dvojim

Zpasobem.
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Prvnim z nich je skutmost, Ze aktualni hladina sacharid apexu nemusi byt
bezprostednim odrazem jejich importu. Vzhledem k tomu, @ehsridovy metabolismus je
vlivem expresecdc25 zmeénén (Teichmanova et al., 2007; Suchomelova-Maskoval.et
2008;Cihakova, 2009), Ize sitpdstavit rozdilnou rychlost vesgeni, ukladani a mobilizaci
sacharid ve vzrostném vrcholu u transformanta oproti kdetr@jist€ni hladiny mnoZzstvi
zasobniho sacharidu - Skrobu - u transformantan&rddy by jis€ prispélo k lepSimu vhledu
do znen v distribuci sacharid v apexu. Mnozstvi Skrobu u tohoto materialu sek Jdaili
technickym problériim s neficim systémem HPLC bohuzel neptiltastanovit. Snizena
hladina sacharidv najimanych exudéatech transformanta by mohladéfia do souvislosti
s moznou odliSnosti stavby stonku oproti kontrodatomii stavby stonku u tohoto
materialu se zabyval@ihakova (2009), ktera v3ak podrafinanalyzovala pouze bazalni
cast stonk. Byla zde mimo jiné hodnocenaild stonki, ktera byla u transformaint
signifikantre mensi. Z obrazového materialu ale vyplyva, Zeipiernodium pod vzrostnym
vrcholem tato skutsost neplati. Zde se mezi variantami nejevi vygirozdil. Roviz
pii jimani exudatu byla v&e horni¢asti stonku pozorovana spis&si variabilita uvnit
jednotlivych soubar rostlin konkrétni varianty nezli mezi variantaransotnymi.Cihakovéa
(2009) rovigz ve stonku daného experimentalnino materialu zlabarmngny v zastoupeni
jednotlivych tym pletiv, ovSem oft v jeho bazalni¢asti. Zde byla plocha floému u
tranformanta zmenSena. Pro apikalast stonku ovSem obdobna data cfiyiNa zaklad
stavby baze stonku se vSak jevi prgatiobrEjSi, Ze gipadna zmina ve velikosti floému
v horni ¢asti stonku bude u transformantdc25 spoivat spiSe v redukci nezli &eni
plochy floému. Mozna redukce transportni cesty aadin do apexu by mohla mit souvislost
se snizenim mnozstvi floémov&sy (a tedy i sachanid, ktera floémem prote zacasovou
jednotku. Stanoveni celkového obsahu floémotévys ve vzorcich by vSak vyZadovalo
pouziti odliSnych technik jimani exudatu.

Druhou moZnosti vys#leni nesouladu trendu mezi obsahem sacharidajimanych
vzorcich exudatu a mnozstvim sacharidletekovaném ve vzrostném vrcholu u
transformanta a kontroly je zpochyimi, zda najimané vzorky odrazeji skiné pongry
v rostling. K této hypotéze vedla gitomnost odlehlych vysledk vysokych hodnot u
vS8ech variant (v grafech speci&lnevyznaeny). Je velice nepraypdodobné, Ze by v ramci
stejné varianty a stejné vyvojové faze jedna nostliransportovala ve stejnéasovém
useku floémem ¢&kolikanasobs vysSi mnozstvi sachatidoproti rostlire jiné. Vysledky
spiSe ukazuji na postupné zasychani floémoveho wgbibéhu periody jimani. Autio

metody jimani exudatpomoci EDTA (King a Zeevaart, 1974) pracujici stiinou Perilla
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crispa povazovali za optimalni 2-4 hodiny jimani exudaihutno ovSsem dodat, Ze
stanovovali floémovy exudat z izolovanych iist u tohoto materidlu po 4 hodinach doslo
k postupnému snizeni exportu sacharido vSak vzhledem kizolovanosti zkoumanych
orgari mohlo mit jinou pi¢cinu nez zasychani floémového toku. Ré&¥npro detekci
sacharid pouzivali radioaktivé znaeny uhlik, tudiz metodu s odliSnou citlivosti nez
stanovovani pomoci HPLC uzité vtéto praci. PomdEILC oproti tomu stanovovali
mnoZzstvi sacharid ve floému Snapis Lejeune et al (1991; 1993). Zde byla pro jimani
sacharid rovréz dostaténa doba 4 hodiny (jingasovy rozsah nebyl testovan). Pro analyzu
cytokinini vSak byla uArabidopsis volena doba jimani floémového exudatu z izolovanyc
listh 16 hodin (Corbesier et al., 2003), tudiZz pouzivinacentrace EDTA by #&a byt
dostaténa pro udrzeni floémového toku i pro deldsovy Usek. Lze si vSakqustavit, ze
pouzitd koncentrace nemusi byt dostagepro kazdy rostlinny materialj Ze o vysledku
rovnéz rozhoduji technické odchylky ve vilastnimésb exudat (vyplyvajici z odliSné
architektury testovanych rostlin a z pouzitzmych ¢asti rostlin). Zkraceni intervalu jiméani
na ¢tyti hodiny se u tabaku neukazalo jako vhodna cesita (deukazana), protozétsina
vzorki méla obsah sacharidpod hranici detekce nami pouzivaného systému. @i ale
nedomnivam, Ze by dalSi testovani doby jimani veklioptimalizaci dat, vzhledem
k ptitomnosti i velmi nizkych hodnot (té&ihu hranice detekce) u vSech variafitjmani 24
hodin. Zajimava je také Gvaha, zda by mohl bytrfloey tok vice nachylny k zastaw
transformani nezli u kontroly. Data prezentovana v této pracpraci Vojvodoveé (2005) by
poté nebyla odrazem rozdilu v distribuci sachamaezi transformanty a kontrolou, nybrz
rozdilu ve stav® a funkci vodivych pletiv, kterd by se projevila g tomto konkrétnim
zasahu do rostliny. OvSem vzhledem k nedostatk$ictalidaj nezbyva nezli nechat celou

tuto problematiku ote'enou.

4.1.2. Hladiny endogennich sachari ve vzrostném vrcholu tabaku

Na zéaklad literarnich adaj (predevsSim vSak tykajicich se fotoperiodicky citlivych
rostlin) se navyseni sachatigt apexu jevi jako jeden Zigledki a nikoliv gicina prvotnich
zmen vedoucich kfechodu do generativni faze. Literarni data u fatogéeky citlivych
rostlin nas¥d¢uji tomu, Ze zvySeni sachaiig (Fedpokladand) s nim spojena signalizace
ma v signalni kaskad (vice ¢i mére rozwtvené) misto za fotoperiodickou signalizaci
zprostedkovanou pomoci FT agud realizaci cytokininového signalu (King a Evat$91;
McDaniel, 1991; Bernier et al., 1993; Bernier et 2002; King, 2012). U neutrélnich rostlin
bohuZel prace obdobného z#ami neexistuji. Funkce homolind-T v regulaci kveteni je u
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neutralnich rostlin sice prokdzana (Molinero-Rosaleal., 2004; Lifschitz et al., 2006), ale
vyznam této regutai drdhy ve vztahu k dalSim draham (jejichZz existefe u neutralnich
rostlin spiSe jeniedpokladana) neni znam. Z nedostatku literarniejdaeni tedy mozno
rozhodnout, zda udly zasah do fotoperiodicky necitlivé rostliny veddke zvySeni hladiny
sacharid miaze mit za nésledek indukci kveteni. Nabizi se zdénwost ovliveni dalSich
regula&nich drah zvySenim hladiny sacharidZvySeni hladiny sachafid nagiklad
stimulovalo transport cytokininz kareni (Havelange et al., 2000).

V této praci bylo pozorovano signifikantni zvysdiadiny sachari@l ve vzrostném
vrcholu transformatit pouze v jednom opakovani ze dvou. V obou opakaéwdak doslo
k signifikantnimu zvySeni obsahu glukézy a naslegéedy otazka, zda by s pozorovanym
urychlenim kveteni nemohlagjakym zpisobem souviset pravtato skuténost. Bylo
zZjisténo, Zze aplikace glukdzy ie mit stejny stimulai inek na kveteni jako sacharéza
(Roldan et al., 1999; Havelange et al., 2000).¢kterych pracich byl dokonce pozorovan
silngjSi stimula&ni &inek na nastup kveteni u glukdzy nez sacharézyda@net al., 2000;
Taylor et al., 2007). Nelze tedy vyldy Ze i u tabaku rize mit glukéza stimutmi Kinek
na iniciaci kveteni. # Uvahach o moznychiginach urychleného kveteni u rostlin tabaku
exprimujicichSpcdce25 je tedy teba brat v potaz i zji&é zvySeni obsahu glukdzy. Zda vSak
zvySeni glukdzy v tomtoifpact skute&ne hraje roli, nelze bez dalSiho studia rozhodnout.

4.1.3. Mozna role invertazy ve zminach hladin rozpustnych sacharigh

tabaku

Ve vzrostném vrcholu transformovanych rostlin tab@loslo ke zvySeni hex6z na
Ukor sacharézy fedevsSim pak glukozy) (graf 2 - 3). Tento jev nalsizdjitost se zenou
mnozstvi ¢i aktivity enzymu Stpiciho sacharézu — invertazy. Kysela invertazaoj t
povaZzovana za zasadni enzyndnici dostupnost cultr apikalnimu meristému (Pryke a
Bernier, 1978; Havelange et al., 1986; Bernierlet2902; Heyer et al., 2004; Ranwala a
Miller, 2008; Igbal et al., 2011). Heyer a spolumenici (2004) pozorovali, Ze exprese
extracelularni invertazy pod promotorem specifickypro apikalni meristém, vedla u
Arabidopsis kultivované na indukni fotoperio@ k urychleni kveteni. Vzhledem k tomu, Ze
tento enzym ma kroénfunkce Stpeni sachardzy i funkci signaligd, je otazka, zda
urychleny nastup kveteni byl zafigt zvySenou dodavkou hexdéz a zesilenim signalizace
s nimi spojengi signalizaci samotné invertazy. Pokud by doSlawgeni hladiny invertazy
i v transformanteci®pcdc25, bylo by mozné pohliZzet n&ipadné ovlivini kveteni spojené

se zm¢nou sacharidového metabolismu i ztohoto Uhlu. Tanzena, Ze nemusi byt
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rozhodujici hladina glukdzy (a s ni spojena sigae), ale rozhodujicim ie byt signal
vyvolany S€penim sachar6zy invertdzou. OvSem na druhou stearto signél nerize byt
stZejni v pracich, kde auicsledovali stejny &inek hexdz a sachardzyi pvlivnéni kveteni
(Roldan et al., 1999; Havelange et al., 2000). fidz&a se row¥ podili na modulaci
transportu na dlouhou vzdalenost, protoZe Jgjhost reguluje sachar6zovy gradient a tak
zvySuje silu sinku (Godt a Roitsch, 1997; Roits&é899). Z toho dvodu by se dalo
ocekavat, Ze vysSSi exprese invertazy v apexitanvest i k zvySeni vtoku sacharidio
apexu. Takovéto zvySeni nebylo u transformardc25 na zaklad analyzy floémového
exudatu prokazano (graf 1). Pro podchyceni mozmyain v aktivitt a lokalizaci invertazy

u rostlin tabaku exprimujicich gexc25 byla vizualizovana aktivita invertazy (EC 3.2.1.26
pouzitd metoda neumidje rozliSit jednotlivé typy tohoto enzymu; SergaevBreugdenhil,
2002) v apikalnim meristému, stonkovém internodind papexem afapiku listu. Bylo
zjisSttno, Ze rdni podélnétrezy apikalnim meristémem jsou keani aktivity invertazy
nevhodné. Zvyseni aktivity invertazy ve vzrostnémholu Ize tedy pouzeredpokladat na
zaklad negimého dikazu,cimz je posun powiu hexés k sacharéze a soulad s cytokinin-
like efektem (o0 souvislosti mezi cytokininy a inté&rou bude pojednano dale). Jako vhodny
material pro sledovani aktivity invertdzy ve zbylsti prytu se ukazaliigny fez rapikem.
Zde nebyla zaznamenana &ma v lokalizaci invertazy mezi transformanty a kofdu.
Nejsiln¢jSi  aktivita invertazy byla detekovana na adaxiaktiar® fapiku, nejsladi

v povrchovych vrstvach bk fapiku. Krong v této praci prezentovaného posunu ve spektru
sacharid ve vzrostném vrcholu, byl wedchozich experimentech zfist slaby posun
spektra sachandi v listech rostlin transformahtve vegetativni fazi (Vojvodova, 2005;
Cihakova, 2009). U transformantioslo k navyseni podilu hex6z, coZ by mohlo ukazoa
zvySeni aktivity invertazy i ve zbytku prytu. Oprotekavani zvysené aktivity, bylo v obou
provedenych experimentech zaznamenano nasleduojadipvariant, ve kterém se priezy
zataly barvit: nejprve transformant C, poté kontrolanakonec transformant A. Danym
stanovenim tedy nebyl prokazan rozdil transforfnamtroti kontrole v aktivié a lokalizaci
invertazy. Nicmeéa pouZziti jiné metody wené primara pro kvantifikaci aktivity tohoto
enzymu by mohlo vést kiesrEjSim vysledkm. Fekvapiw vyrazny posun v po#nu
sachar6zy k hex6zdm u transformigrdle op&nym sngérem nez u prytu intaktnich rostlin,
byl zjisttn u burcnych suspenzi odvozenych ze stonkovych segimémtnsformant
(Suchomelova-Maskova et al.,, 2008). Za tuto sidst patrd maze velmi rozdilna

regulace metabolismu izolovanych Blkna intaktnich rostlin, nicménvzhledem Kk jinak
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obdobnym vysledkm dosazenych naizném materialu odvozeném z rostlin exprimujicich

cde25 je zmireny fakt grekvapivy.

4.2. Molekularni  darovenn  regulace  kveteni u tabaku

transformovaného genem Spcdc25

Vzhledem k urychleni nastupu kveteni transformanpodminkachn vivo i in vitro
(Bell et al., 1993; Smotmva, 2003; Vojvodova et al., 2005; Teichmanova.e807) byla
v této praci zarkrena pozornost i na charakteristiku miry expreseargch gefi, u kterych
byla objasgna (alespth na modelové rostlihArabidopsis) Uloha v regulaci kveteni. Jak jiz
bylo feceno, FT¢i jeho homolog u neutralnich rostlin prokazageiasovani nastupu kveteni
ovliviiuje (Huang et al., 2005; Lifschitz et al., 2006)ar®veni jeho hladiny vSak nebylo
cilem gedklddané prace, ktera se z#ovala na geny exprimujici se v oblasti apikalniho
meristému. Apikalni meristém byl vybrdn tv vysledkim roubovacich experimant
vegetativnich rostlin provedenych Smisdoou (2003) a Vojvodovou (2005). Roub zbaveny
lista vzdy obsahoval vzrostny vrchol, podnoz bylatér@a v zavislosti na experimentu
riznym patem listi. Ukazalo se, Ze pro nastup kveteni geajni pivod roubu, nikoliv
puvod podnoZe. To vedlo k ndmému dikazu, Ze Wasovani kveteni transformantehraje
roli ptipadna zmina hladiny dosud neidentifikovaného homologu Hiiek to, Ze na zaklad
popsanych experimehiexpresecdc25 nezasahla do regulace kveteds@benim na zgmu
exprese FT, rize byt signalni cesta zavisla na FTémma. Ovlivienim exprese genu pro
partnera FT - FD - Ize ro¥# zasahnout déasovani kveteni. Mutant defektni ve funkci FD
u Arabidopsis vykazoval zpozéhi v kveteni, kdezto zvySeni jeho exprese naopakove
FD (SPGB) nejsou vV literatte znamy. U testovanych rostlin nebyl zjistv mire exprese FD
Zzadny rozdil mezi transformanty a kontrolou (obkdzet).

Bylo v3ak zjiS¢no, Ze u transformaintdoslo k navySeni hladinjtSOC1, jednoho
z prvnich gefi, u rthoz nastava u fotoperiodicky citlivych rostlin desi exprese po
obdrzeni fotoperiodického indékiho signalu. Stefhjako u fotoperiodicky citlivych i u
neutralnich rostlin ugé navySeni expreddtSOC1 vede k urychleni kveteni (Smykal et al.,
2007, Jang et al., 2009). Tento gen ma u rosttegnatni funkci, protoZe v regulaci hladiny
SOC1 se styka mnozstvi signalnich drah. Néwbd domnivat se, Ze u neutralnich rostlin
nebude mit homolog daného genu obdollilezity vyznam. Jedna ze signalnich drah

vedoucich ke z#né expreseSOC1 je uArabidopsis i draha zavisla nagku. U neutralnich
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rostlin stoupa kompetence apikalniho meristémuvatdni roviz se stém rostliny (Singer
et al., 1992). Na rozdil od starSich praci vSakiasnd literatura zabyvajici se molekularnimi
aspekty kveteni s terminem kompetence pracuje zécré (vyjimka nag. Searle et al.,
2006). Proto nelze na zakkdovych poznatk definovat, s jakymi udalostmi na udrovni
hladiny konkrétnich protein v apikalnim meristému je tento termin spjat. Jaéden

z kandidal by se mohl jevit pravSOC1, nejen diky tomu, Ze jeho hladina stoupé&kem
rostliny (Srikanth a Schmid, 2011), ale itkvtomu, Ze oSé&eni chladem u rostlin s
vernaliz&nim pozadavkem vede k represi represoru SOC1 - FlaCjen takto oSé&tné
rostliny jsou kompetentni kifpeti fotoperiodického signalu (Searle et al., 200Bouze u
kompetentniho meristémutrie byt gisobenim induénich faktofi navozena determinace ke
kveteni. Pozorované zvyseni miry expr88€1 u transformarit Spcdc25 muze se zrénou

v ziskani kompetence meristémuiiqti indukéniho signalu (signé) souviset.

Dalsim genem, u kterého byla vtéto praci stanowmavénira exprese, je LFY.
ZvySeni expreséFY je znamkou determinace meristému ke kveteniiipgok meristému
vytvarejiciho kwtenstvi je vSak situace oéco slozigjSi a dané tvrzeni je S
zjednodusSujici. U oté¢eného ketenstvi, kdy apikalni meristém netvdaerminalni ket ale
dalSi a dalSi k&tni struktury, se pojmem ,determinovany meristénozumi meristém
odvozeny od apikalniho (vznikajici na jeho okraidery dava vznik k&tnim strukturdm.
Takto z apikalniho meristému vznikaji dalSi a da&i&itni meristémy a z nich kty (nebo
vétve s ukokdenym Gistem nesouci Kiy). V téchto determinovanych meristémech se LFY
silné exprimuje. Pro samotny apikalni meristém kvetotastliny s oteyenym typem
kvétenstvi se pouziva pojem ,nedeterminovany meristérdé k expresi LFY nedochazi.
Oteveny typ kvtenstvi méArabidopsis. V pripad uzaweného ketenstvi (raje a tabak)
vznika jako prvni ket terminalni a ostatni Ry vznikaji z jiz zalozenych Gzlabnich pugen
bazipetald od apexu (Benlloch et al., 2007). Zde se LFY kalpiim meristému exprimuje
(Amayaet al., 1999; Pnueli et al., 1998; Molinero-Rosales et H99). U transformadt
cdc25 oproti kontrole ke zvySeni exprese homoladgiyY (NFL1/LFY) nedoSlo (obrazek 3.7).
To je v souladu sd@kavanim, protoze stanoveni exprese bylo provederustlin ve fazi
rastu, ktera je na zaklagiedchozich praci naseho tymu pokladana za vegeitativn

Dalsim genem, jehoZ mira exprese byla ve vzrostrycholech stanovena, byl
tabakovy homologlFL1 (CET2/TFL1). Produkt tohoto genu u rostlin rasintvoid dimer
s FD (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005)fadpoklada se, Ze mezi FT a TFL1 existuje
kompetEni vztah o vazbu s FD (Turnbull, 2011). TFLArabidopsis je dilezity pro udrzeni

apikalniho meristému v nedeterminovaném stavu, @abymeristém stale schopen fito
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dalSi a dalSi ki&tni struktury. ZvySena exprese TFL1 vede k oddalerdteni z dvodu
existence negativni regulace exprese mezi TFL1Yas RP1 (Benlloch et al., 2007). Pokud
by tabakovy homolog TFL1 zodpovidal za pozorovamgchleni kveteni transformaint
Socde25 (Bell et al.,, 1993), hladina TFL1 by u transformiamnméla byt oproti kontrole
snizena. To vSak wedkladané praci pozorovano nebylo (obrazek 3.6ité&fpretaci tohoto
vysledku je teba byti opatrgSi a nepijimat fakta ziskana narabidopsis jako dana i pro
tabak. Jak jiz byldeceno,Arabidopsis ma na rozdil od ragte a tabaku otéené kétenstvi.
TFL1 se zde exprimuje v apikalnim meristému prajedrzeni v nedeterminovaném stavu.
Kvili jeho slabSimu vlivu v primordiich se vlivem LFX piitomnych meristérin zatinaji
tvorit kvétni struktury (Blazquez et al., 1997; Conti a Beggll2007). V pipadt uzaweného
kvétenstvi dochazi naopak n#éjne k tvorlg kvétu z apikalniho meristému. U tabaku bylo
zjisténo, Ze se (na rozdil odrabidopsis) homolog LFY ve vegetativni fazi exprimuje
predevsim v apikalnim meristému, jeho hladingexpodem ke kveteni stoupa (Amasta
al., 1999). Hlavnim mistem exprese homologu TFL1 jeptoti tomu zéklady GZlabnich
puperi vznikajici na okraji apikalniho meristému. Po derd teminalniho k&tu i zde
stoupa exprese LFY (Amay al., 1999). Z toho @ivodu gipadna zmana v hladig TFL1
(pokud bychom &ekéavali jeji snizeni vlivem transformace) pdtmezasahne samotny
apikélni meristtm a mozné ovl&m néstupu kveteni je zde sporné. Na druhou stranu
vzhledem k tomu, Ze nebyly provedeny experimemhasipulaci exprese homologu TFL1 u
tabaku nelzdici, zda by skut@né k zmené v ¢asovani kveteni nedoSloidRvapivé roviz
je, Ze u rajete se stejnym typem &enstvi jako u tabaku se homolog TFL1 (SP) expramu;j
stejre jako homolog LFY v celém apikalnim meristému inpordiich. Akoliv tedy
nedochazi k oddeni oblasti exprese obou gerfunkce danych proteinv regulaci kveteni
je stejna jako Wrabidopsis, (Pnueli et al., 1998; Molinero-Rosales et al99)9

Vedle zmirknych geri byla stanovovana ro¥a mira expreseNtWUS, ktery se
exprimuje v centralni oblasti meristému. Tento gdyyl vybran jako marker
meristematického pletiva. Jakékoliv dalSi Gvahytakiu miry exprese a velikosti meristému
(meristénii) ve vzrostnych vrcholech rostlinézuje fakt, Ze hladina tohoto proteinu je mimo
jiné regulovana cytokininy (Leibfried et al., 2008g et al., 2009; Chandler, 2011) a jak jiz
bylo zmiréno, transformanty vykazuji cytokinin-like efekt.

Z uvedenych vysledkje tedy ¥ejmé, ze u transformahntlochazi k zvySeni hladiny
homologu SOC1. To by mohlo souvisetis/gSim ziskanim kompetence transforniaké
kveteni ¢i by to dokonce mohlo indikovat jiz prvni Zmy kompetentniho meristému

postupr vedouci ke kveteni. N@st NtSOC1 je u neutrdlnich rostlin pozvolny (Smykal et

86



Diskuze

al., 2007) a nelz#ci, v jaké fazi je ovliven pra¥ cestou zavislou na FT. To, zda je hladina
NtSOC1 u transformarit oproti kontrole stabil zvySena Bhem vegetativniho vyvojei
zda prezentované vysledky zachytily isir nastavajici az fp urcitém stdi
transformovanych rostlin nelze na zakladskanych dat rozhodnout. Vzhledem k tomu, ze
tvar apikalniho meristému uz velmi zahy po v§&hi ukazuje zrny ve tvaru jinak
souvisejici s fechodem rostlin ke kveteni (Vojvodova, nepublikayanelze ani myslenku
velmi rané kompetence meristémuiigdi kvétniho stimulu vylodit. Vzhledem k tomu, Ze
pro predchozi roubovaci exprimenty byly pouzity rostinpbdobné fazi vyvoje jako ty, u
kterych byla v této praci sledovana mira expresearyych geti (poitano na zakladpactu
dosglych listt) (Vojvodova, 2005), nelze zavrhnout ani mozZnostsignal z dosflych listi

v tomto gipact v meristému transformaintiokazal spustit dité zmeny jesSt pred vlastnim
roubovanim. To zdarfiomné dosglé listy dokazi vytvait dostaténé silny indukeni signal

je otazkou. Lze si fiedstavit, Ze ano a zarayeze meristém transformantse z dosud
neobjasinych divodi stava dive kompetentnim kijjeti tohoto signalu nezli meristém
kontroly. Lze si roviZz predstavit, Ze dostate¢ silny indukeni signal v listech v této fazi
dokéaze produkovat pouze transformant. Proto by kgidmavé roviéZ stanoveni exprese
dosud neidentifikovaného FT v listech transformaatieontroly. Pokud by u transformanta
nebyla zjis¢tna znména exprese tohoto genu (@¢ndrdha zavisld na FT by de na
urychleni kveteni neparticipovala. DalSi komponesayvisejici s touto drahou totiz nebyly

transformaci poznamenany (obrazek 3.4, 3.5, 37, 3.

4.3. Cytokinin-like efekt v kontextu ziskanych pozatku

Jak jiz bylo zmigno, transformantygpcdc25 vykazuji v mnoha s#mech chovéni, jez
se da u kontrol navodit aplikaci cytokifirfLipavska et al., 2011). Vzhledem k tomu, Ze
celkova hladina cytokiniin stanovovand u bgtnych suspenzi je u transformanve
skute&nosti nizSi oproti kontrole (Suchomelova-Maskovaaét 2008), nedaji se zmy
pricist fyzické pitomnosti cytokinii, ale zasahu do cytokininové signalizace. Vedle
organogenni odp@di, kdy transformanty tvdly vice pryti na Ukor kéeni, byl tento efekt
pozorovan naiklad i vredukci keenového systému intaktnich rostlin, zvySeného
proristani Uzlabnich pupéra zvySeni obsahu Skrobu u bémych suspenzi. VSechny tyto
jevy jsou vV literatie davany do souvislosti sigobenim cytokinifi (Coenen a Lomax,
1997). Vztah mezi cytokininovou signalizaci a dé&ogacnim krokem souvisejicim se
vstupem do mitdézy nalezli Zhang et al. (1996, 20@istili, Ze defosforylaci dili krok,

ktery u Ziv@&icha a hub zajiuje fosfatdza Cdc25) Ize v rostlinnychiach krong exprese
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Socde25 rovrez navodit aplikaci cytokininu. Lze tedy spolu saytpredpokladat, Zze dosud
neznama fosfatdza skuteé bude zahrnuta v cytokininové signalizaci a bylorbgzné, ze
exprese kvasinkové fosfatazy by mohla byt vnimanaailin obdobnym zgsobem jako
pusobeni cytokinid.

Cytokininy mimo jiné hraji roli i v regulaci nastugkveteni (Besnard-Wibaut, 1981;
Bernier, 1988; Chang et al. 1999; Dielen et alQZ20Werner et al., 2001). \fgchodu
rostlin ke kveteni, bylo zji8ho synergické {sobeni cytokinifi a sacharit@l (Bernier et al.,
1993), které by mohlo spivat ve vzajemné stimulaci transportchto latek do apexu
(Thomas a Blakesley, 1987; Havelange et al., 2@0son et al., 2004). Zredchozich
experimeni naSeho tymu je zndmo, Ze aplikace roztoku sachasdzitokininy (BAP)
nevedla k urychleni kveteni neutralniho tabaku ¢gdpva, osobni stkni). Nicmeénr, jak
bylo ukazano v literarnimiphledu, dinek cytokinini na kveteni je zavisly na jeho typu a
jako hlavni typ cytokinifi figurujici v iniciaci kveteni se jevi iP typ (He laoh, 2002;
Jacgmard et al., 2002).

Cytokininy zasahuji do cukerného metabolismu fikdg@d v regulaci exprese
extracelularni invertazy i hexokinadz. V obodpgadech stimuluji expresi danych enZym
(Roitsch a Ehness, 2000). U rostlin #8efch cytokininem doslo k akumulaci hex6z ve
zkoumanych pletivech, jimiz v této praci byly lifi§onzalez-Santos et al., 2009). Literarni
data jsou tedy v souladu s pozorovanym posunemtrspséicharid u transformarit, ktery
byl mére vyrazny u list intaktnich rostlin (Vojvodova, 2005Cihakova, 2009) a vice
vyrazny v gipact pletiv vzrostného vrcholu (graf 2, 3).

Mozna cesta sobeni cytokinifi na kveteni vede skrze ovligmi burééného cyklu.
Cytokininy pozitivre ovlivauji prichod bugk burgcnym cyklem (del Pozo et al., 2005) a
zvySeni mitotické aktivity meristému je spojeno&stupem kveteni (Kwiatkowska, 2008).
Pii vyzkumu burc¢ného cyklu vyslo najevo, Ze s$gehody mezi jednotlivymi fazemi
bunééného cyklu koreluje i zvySeni endogenni hladinyokitini (Hartig a Beck, 2005).
Role €chto fytohormo@ byla zjiS€na @i regulaci gechodu G1/S a G2/M i pro johod
S fazi Houssa et al., 1994; del Pozo et al., 2005).

Role v burgéném cyklu byla fiznana roviz sacharidm (Riou-Khamlichi et al.,
2000). Cytokininy svym fsobenim na extracelularni invertdzy zajjs bunkdm zvySeny
piisun hexdéz. Vzhledem ktomu, Ze zvySeni aktivityraoelularnich invertdz vede ke
zvySeni sily sinku (Roitsch a Ehness, 2000), cylioki pres stimulaci invertaz patn
bunkam zvysuji i celkovy fisun sachariil Pozitivni vliv sacharidl ve stimulaci bu&ného

cyklu proto miZze byt roviZz davan do spojitosti s cytokininy. U praci porovajécich vliv
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sachardzy i glukézy byla exprese sledovanychiagstimulovana oéma typy sacharii
Tento jev byl pozorovan u exprese gewdujicich D typy cyklif i gemi pro CDKB (Riou-
Khamlichi et al., 2000; Joubes et al. 2001). Needy vylowit, Ze zvySené mnoZzstvi
glukdzy ve vzrostnych vrcholech transformar@cdc25 pozorované vigdkladané praci

muze rovrez hréat roli v regulaci busgného cyklu bugk meristému.

4.4. Charakteristika Spcdc25 transformanta Arabidopsis a

jeho porovnani sSpcdc25 tabakem

Vzhledem ktomu, Ze u rostlin tabaku vedla exprede25 k urychleni nastupu
kveteni (Bell et al., 1993; Smaiova, 2003; Vojvodova, 2005), byl tento vyvojovy kro
sledovan i u rostlid\rabidopsis transformovanych timtéz genem.

Urychleni nastupu kveteni vyvolané expr§stdc25 bylo zaznamenano jiz Bellem a
spolupracovniky (1993), ktery rostliny tabaku kwdksivym genem transformoval. Autor
rovnéz zjistil zvySeni mnozstvi K¢ u transformarit. To nepozorovala Smaiova (2003),
ktera se kvetenim u transformént podminkachin vivo i in vitro zabyvala. Zjistila, Ze
v obojim uspeadani dochazi k urychleni kveteni. Transformantigvdiive a i mensim
poctu listi nezli kontroly. Zatimco kontrola vykvetldipriblizné étyriceti dosglych listech,
transformanty kvetly jiz  deseti (Smoldova, 2003; Vojvodova, 2005). Bet listi se
ukazal jako stabikjSi parametr nezli doba do nastupu kveteni.

Arabidopsis je fakultativie dlouhodenni rostlina, v inddkich podminkach je signal
z fotoperiodické drahy zodp&any za pechod rostlin do generativni faze. V neinéhikch
podminkach je kveteni vyraznoddaleno a nastavaigpbenim jinych induknich cest
nezavislych na fotoperiodickém signalu (Moon et 2003). B kultivaci na indukni
fotoperiod nebyl zjiS€n rozdil v dol nastupu kveteni mezi transformantem a kontrolou.
Ani pripadny rozdil ve kveteni transformartty vSak nevedl k jednoz&i@ému zavgru, Ze
expresi Socdc25 je zasazeno do drahy nezavislé na FT. ExpfEBge u Arabidopsis
regulovana nejen CO, jehoz hladina je zavisla tapkriod, ale i represorem kveteni FLC.
V jeho regulaci se stykaji dalSi drahgewe drahy autonomni (Simpson, 2004). Lze si
predstavit, Ze signalizacggs CO pi indukéni fotoperiog¢ muze ,prebit* pfipadnou zrsnu
(vyvolanou expres8Socdc25) v jinych drahdch regulujicich hladinu FT. Tatoéma by se
poté projevila az za neindékich podminek. Zigdkladanych vysledkvsak vyplyva, ze ani
za neindukni fotoperiody nebyl nastup kveteni transformafutabidopsis urychlen (graf 5,

6 a 7). Transformant kvetlfide pouze v tom ifpact, kdy byly rostliny prvnich 10 dni
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péstovanyin vitro. To Ize dat do vztahu gipunem sacharidkorenim. Ovlivnéni kveteni
sacharidy bylo jiz v fedeSlém textu dostat® prodiskutovano. Vliv sacharidna urychleni
kveteni Spcdc25 transformantaArabidopsis oproti kontrole by mohl ukazovat na vySSi
schopnost meristému transformanta reagovat na gachavyvolany induéni signal.

Rostliny Arabidopsis transformované genenuc25 kultivovanéin vivo na rozdil od
Socde25 tabdku pekvapiv nevykazovaly #ivejSi nastup kveteni. Proto byly rostliny dale
charakterizovany, aby se dalo rozhodnout, zda jwdazuji réjaké obdobné rysy jako
Socde25 tabak. Vyraznou zemou u transformanttabaku je redukce hmotnostifkemového
systému (Smolitova, 2003). Kéenovy systém transformantyl podrobgji analyzovan
Cihakovou (2009). Ukazalo se, ze redukce hmotngsitiga v redukci délky jak hlavniho
tak postrannich Keni, rovnéz tak v redukci pétu postrannich keni. VSechny tyto jevy se
daly navodit u kontroly aplikaci cytokinin Zajimavé bylo zjigni, Ze v redukci délky
hlavniho kdene transformanthraje Glohu ethylen(ihakovéa, 2009). Tento poznatek réun
nebyl vrozporu s cytokinin-like efektem. Je to#amo, Ze cytokininy sobi zkraceni
korene pes stimulaci syntézy ethylenu {Bcka et al., 2009). Nutno ovSem dodat, Ze na
zvySeni ethylenu se vedle cytokitipodili i fada dalSich signalnich cest. U transformanta
Arabidopsis bylo oproti vysledikm ziskanych na tabaku zg#b, Ze zakladani kenmi bylo
zvySeno (graf 9). V obou experimentech doslo keSemy pdtu postrannich keni. Stejny
trend byl pozorovan iip praci s rostlinami pouzitymi pro organogenni expenty (data
neprezentovana). Pet adventivnich kieni byl vyssi v jednom opakovani, ve druhém nebyl
mezi transformantem a kontrolou pozorovan rozdilowito roce, pro & piekvapi, vysla
publikace studujici stejny experimentalni materdéry je pouzivan vigdkladané préci,
transformantegocdc25 Arabidopsis (Spadafora et al., 2012). Aditse zde zabyvaji detailni
charakterizaci zegm korenoveho systému transformanta a ziskané poznatkutdji se
zjisttnymi zmenami v hladinach fytohormdin Zminéna publikace byla W/odem, pro
v moji praci nebyl ktenovy systém jiz dale podro¥nanalyzovan. Nicméh publikace
Spadafory a spolupracoviiik2012) umoznila srovnani ziskanych vyskedRutori rovnéz
pozorovali zvySeni tvorby Keni. ZvySeno bylo mnoZstvi jak adventivnich tak pastiah
koreni a primordii. V délce hlavniho kene nebyla zji§ha zntna. Autdi davaji
pozorované zrny v zakladani kieni do souvislosti se stimulaci btimého cyklu vnesenou
aktivaéni fosfatazouSocdc25.

Organogenezale novo byla u tohoto materidlu taktéz studovana mnou torgu
(Spadafora et al., 2012). Moje vysledky neukazalgvizy rozdil mezi chovanim

transformani a kontroly. Nicmé& bylo pozorovano, Ze ip urcitych koncentracich

90



Diskuze

fytohormoni v médiu segmenty trasformanta vykazovaly iamySenou tendenci ke tvarb
kalusu na ukor pryt Vysledky Spadafory se spolupracovniky (2012) wakaz ze
hypokotylové segmenty transformanprodukovaly oproti kontrole &Si paet kaeni. U
transformani byla pozorovana také zvysSena tvorba prgtkalusu, ale pouze nacitych
koncentracich pouzitych fytohorménVyrazrejSi tvorba kdéenmi na explantatech ziskanych
z transformarit je v rozporu s fedchozimi vysledky naSeho tymu na tabaku (Suchoréaelo
et al., 2004). Zde byla tvorbailem u transformarit naopak redukovana.

Zajimavy pohled na tuto problematikuiinasi porovnani z#m v hladinach
endogennich cytokininvyvolanych expresi Spcdc25 u tabaku a Arabidof@&ishomelova-
Maskova et al., 2008; Spadafora et al., 2012) addfiormani tabaku bylo celkové mnozstvi
cytokinini snizeno. Mnozstvi zeatinu se mezi trasformantéandgrolou neliSilo, mnozstvi
zeatin-ribosidu bylo u transformantu snizeno, daptotmu mnozstvi iP bylo zvySeno. U
Arabidopsis se roviZ neliSilo mnoZstvi zeatinu mezi trasformantem atiaou, nicmén
mnozstvi zbylych dvou cytokininse vyraza liSilo. Pozorovany trend byl ale u obou 6pg
oproti tabaku. Auth bohuzel nestanovovali celkové mnozZstvi cytokinirSpol&€nym
pojitkem pro tabak Arabidopsis exprimujiciSocdc25 se ukazala zvySena hladina ethylenu.
kterou u transformaft tabaku pedpokladalaCihdkova (2009) na zakladexperimeni
s inhibitory ethylenové signalizace. Spadafora aligpacovnici (2012) zjistili ovlivéni
exprese geh zahrnutych v ethylenové signalizaci gegpoklad zvySeni hladiny ethylenu u
transformovanych rostliArabidopsis potvrdili stanovenim hladiny ethylenu.

Z uvedenych vysledk vyplyva, Ze exprese Spcdc25 v rostlinach vykazlrjghow
specifickou zmnu fenotypu a &koliv exprese do cytokininové signalizace zasahuje,

cytokinin-like efekt pozorovany na tabaku pétnebude obeenpouzitelnym modelem.
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Zawry

Zaveéry

Studium vlivu exprese gencdc25 z kvasinky Schizosaccharomyces pombe v tabaku

(Nicotiana tabacum L., cv. Samsun) a huseéki (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. cv.

Columbia) na mechanismy spojené ifeghodem ke kveteni vedlo k nasledujicim

zawram:
U tabaku:

Hladiny sacharitl transportovanych floémem do apexu se mezi tramsfoty a
kontrolou neliSi, nebo jsou u transformajen velmi mirg snizené.

Celkové mnozstvi sachafidv ristovém vrcholu je u transformanstejné, nebo
zvySené oproti kontrole. VZdy je vSak zvySena madjlukozy.

U rostlin transformovanycipcdc25 je zvySena mira exprese tabakového homologu
SOCL.

Mira exprese dalSich gén(CET2/TFL1, NtFD, NtSOC1, NFLL/LFY, NtWUS)

figurujicich v regulaci kveteni neni expr&tcdc25 ovlivnéna.

U Arabidopsis

ExpreseSpcdc25 nevede KasrgjSimu kveteni za indwhi fotoperiody.
ExpreseSocdc25 nevede KasrgjSimu kveteni za neinddki fotoperiody v pipadce
kultivace rostlinin vivo. U rostlin gedpstovanychin vitro je v3ak kveteni
urychleno.

Rozvoj kaenového systému je ovlign expresSocdc25.

Organogenezde novo neni vyrazy ovlivnéna expres8ocdc25.

Cytokinin-like efekt expres&ocdc25 neni pozorovatelny.

Zmeny v rozvoji kaenového systéemu vyvolanéAnabidopsis expresi Spcdc25 maji

opany charakter, nez bylo wedchozich pracich ukdzano u tabaku. Oragnogeafezevo

u Arabidopsis neni vyrazg ovlivnéna expresBocdc25, takze nevykazuje stejny trend, jaky

byl diive pozorovan u tabaku. Cytokinin-like efekt expr&scdc25 znamy z tabaku, nelze

pozorovat UArabidopsis.
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