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Editenial o

Vazené kolegyné, vazeni kolegové,

mdam tu Cest pozdravit Vas pfi otevreni stranek tohoto mimoradného cisla Bulletinu Ceské
spolecnosti experimentalni biologie rostlin.

Dovolim si vyuzit i tuto pfilezitost, abych prfipomnél nejen existenci nasi spolecné profesni
organizace (CSEBR), ale zejména nékteré jeji aktivity. Kromé klasickych a snad smim
napsat i oblibenych Dni fyziologie rostlin se ¢innost CSEBR sice pomaloucku, ale preci
jen zmnozuje. Snad bych mohl napsat, ze v souladu s postupnym ocenovanim vyznamu
biodiverzity pro lidstvo snazime se i my tuto diverzitu iniciovat, podporovat a udrzovat.

V letosnim roce se v Brné konala velmi Gspésnd Konference mladych (Dny mladych),
ktera navazala na predchozi ro¢niky a bude pokracovat v roce 2010.

Ceskd spolecnost experimentalni biologie rostlin spolecné s Katedrou fyziologie rostlin
Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy pfipravila dva celostatni semindre vénované
jednak problematice ekologického zemédélstvi (leden 2009) a jednak fotosyntéze (kvéten
2009). Nékteré z prednesenych prispévkd vyjdou v dalsim ¢isle Bulletinu na podzim 2009.

S pravidelnym, byt politovanihodnym zpozdénim vyslo letos na jare dalsi ¢islo Bulletinu.
Pokud budete mit ndladu podivat se na jeho obsah a napsat prispévek ci jen sviij nazor,
budu vdécny.

Velkou novinkou jsou webové stranky CSEBR. Zkuste si, prosim, na né , kliknout” a podivat
se: www.csebr.cz. Véfim, ze se nejen na nékteré informace radi podivéte, ale ze Vas
napadne leccos na jejich vylepseni. Ale opét: Vitano bude i Vase zdtvodnéni, proc¢
nejsou k nicemu.

A posledni sdéleni: V roce 2010 ve dnech 14. az 17. zafi se bude konat Konference
experimentalni biologie rostlin (dfive Dny fyziologie rostlin) v Praze. Po Gspésnych
Dnech pred péti lety v Bratislavé a neméné krasnych i zajimavych pred dvéma lety
v Olomouci nebude jednoduché prodlouzit jejich vzriistajici Groven i oblibu. Dovoluiji si
Vas s predstihem na tuto Konferenci 2010 pozvat s prosbou o v€asnou rezervaci tohoto
terminu ve Vasich diarich.

Preji Vam krasny pobyt na letosnich Metodickych dnech. Zajimavy, pfinosny i clovécsky
mily. A organizatordim, tém, ktefi Konferenci vlastnimi hlavami a vlastnima rukama

pripravili, upfimné dékuji.

Dékuji a tésim se na setkdni pfi nékterych z mnozicich se aktivit Ceské spolecnosti
experimentalni biologie rostlin.

Zari 2009

Lubomir Natr
predseda CSEBR



S Sponzot

SYMPOZIUM SE KONA DIKY FINANCNI PODPORE TECHTO FIREM:

A% Blosglllsegms

an Applera Corporation Bus

BIORAD

DIALAR

Elals]T
G006

MERCI

laborator jak ma byt

Schoeller

INSTRUMENTS

SIGMA-ALDRICH

& secoun

COULTER

We're better fogether

Bi®) rreaoe-

O®DYNEX

eppendorf-

— Czech & Slovak:a

MNGP

always actiye

——

——] | I : %Y LJ—l-_] I'J ._____\
scintila
=)\ = =

Sﬂ\@:\ - ©



Obzalh & ved

OBSAH

Uvodni slovo k 5. Metodickym dntim. . ............................. 5
Program ... ... 6
Prednasky (fazeny podle programu). . ......... ... ... . . i .. 8
Plakatova sdélenf (fazena abecedné podle prijmeni prezentujiciho autora) . . .44
Rejstiik autord ... ... ... 101
Podrobny obsah . .. ... ... 102
Seznam Gcastnikl. .. ... ... .. .. 104

UVODNI SLOVO K 5. METODICKYM DNUM

Vazené kolegyné, vazeni kolegové,

vitejte na patém roc¢niku Metodickych dni. Po Jevisovické pahorkatiné, Jesenikach,
Zdarskych vriich a Sumavé se schazime v Beskydech. Nez se pustite do ¢teni souhrn
prispévki tohoto ro¢niku a jejich vlastniho sledovani, dovolte ndm pér slov Gvodem.
Kdyz jsme v roce 1997 ve Vranovské Vsi usporadali prvni metodicky zamérenou konferenci,
vstupovali jsme na velmi neprobadané pole. Byli jsme nicméné presvédceni, Ze je potrebné
se jednou za Cas sejit na narodni Grovni a zaméfit se na metodickou stranku nasi prace.
Hlavnim cilem akce bylo zejména sdileni zkusenosti, které jednotlivé laboratore, ¢i konkrétni
lidé, ziskali Casto s vyuzitim nové pofizovanych nakladnych zafizeni. Dobry ohlas ze strany
Gcastnikl, domacich experimentalnich rostlinnych biologti, nas postupné ved| k usporadant
dalsich roc¢nikd v triletych intervalech. Myslenka vymeény a sdileni experimentélnich
zkusenosti pretrvala a prildkala na kazdy dalsi ro¢nik vzdy okolo 150 Gcastnikd. Nasi snahou
DNA, RNA a proteind. Snazili jsme se o alespor stru¢ny prehled instrumentalnich metod
pouzivanych ke sledovani metabolitd, ¢i nejriznéjsich fyziologickych parametrd. Vzdy
jsme mysleli na mikroskopické techniky.

Na minulych ro¢nicich byla zafazena sekce ,Z jinych svétd”, nebot Sirsi nahled na svét
a zivot v ném urcité potrebuje kazdy vyzkumnik. Letos byla tato sekce prejmenovana.
V diskuzi jsme si totiz uvédomili, Ze ,Jiné svéty” vlastné zadné jiné svéty nejsou, a byt
ani nemohou, a Ze je tedy jméno sekce Spatné a zavadéjici. Dnes tedy mame obecné;ji
pojatou sekci ,Mimo nomy*, kam se skryje vse, co je dulezité, ale neni to ani genom,
ani transkriptom, ... ani metabolom. Douféme, Ze sekci ocenite.

Vzdy je co zlepSovat, vzdy je mozné délat véci jinak. Ani letos se nepodarilo realizovat
vsechny napady a néavrhy, které k nam v souvislosti s konferenci dorazily. At uz se tykaly
programu, ¢i samotné organizace akce. Za jakékoliv pfipominky jsme nicméné vdécni,
jsme otevieni kritice, mGze byt jen ku prospéchu nas vech. Nesetrete nds, zpétna vazba
je dllezita.

Letos jsme se také rozhodli nové zdrocit viechny dosavadni Metodické dny a vytvorit
specializovany web (www.rosmednet.cz). Pocatecni sumu informaci budou tvofit vsechny
doposud prezentované prispévky Gcastniki Metodickych dnd.

Prejeme prijemny pobyt, novd setkani a vzdjemné obohacent.
V Praze dne 1. 10. 2009

Jan Petrdsek a Jan Martinec
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VEK DARWINA: PUVOD DRUHU PO 150 LETECH
DAvID STORCH

Centrum pro teoreticka studia, Universita Karlova v Praze, Jilska 1, Praha 1, 171000
E-mail: storch@cts.cuni.cz, tel.: +420 603 469 579

Cteni Darwinova Piivodu druhd pfirozenym vybérem je i dnes strhujici zazitek, inspirativni zvlaté ve srovnani
se soucasnou podobou evolucnf biologie. Je pozoruhodné, kolik Darwinovych predstav (v knize casto jen letmo
nastinénych) prezilo témér beze zmény téch 150 let a kolik z jeho viceméné zapomenutych koncepci se dnes
dokonce znovu vraci na scénu. Neméné pozoruhodné jsou jemné, ale casto velmi ilustrativni rozdily mezi
Darwinovymi predstavami a soucasnym pohledem na nékteré oblasti evoluce. Darwinova teorie nenf jen jednou
z biologickych teorif; je to zaroven grandiézni vize svéta, kde kazda jednotlivost ma sviij smysl v ramci kosmického
evoluéniho piibéhu, kterému lze rozumét a ktery Ize rekonstruovat. Schopnost rekonstrukce evolu¢niho piibéhu
je Darwinovym dédictvim, které v soucasné dobé zaziva ohromujici rozkvét.
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NOVA GENERACE SEKVENACNICH TECHNOLOGII: PRINCIPY A APLIKACE
JIRl MACAS

Biologické centrum AV CR, Ustav molekularnf biologie rostlin, Branisovska 31, 37005 Ceské Bud&jovice, CR
E-mail: macas@umbr.cas.cz, tel.: +420 387 775 516

Sekvenovani DNA je jednou ze zakladnich technik soucasné molekularni biologie, avsak jeho cena a rychlost maji
casto negativni dopad na rozsah a zaméreni provadénych experiment(. To je zfejmé zvlasté pri vyzkumu genom(i
a transkriptomd, kde je sekvenovanf hlavnim limitujicim faktorem a nutf experimentatory vybirat si z hlediska analyz
co nejjednodusi modelové objekty (napt. druhy s co nejmensimi genomy, které vsak maji pro rostliny netypicky nizky
obsah repetitivni DNA). Snahy o zdokonalent klasickych sekvenacnich postupti optimalizaci reakénich podminek
Sangerova sekvenovéni a zavedenim automatizace piipravy a analyzy vzork( sice vedly k urychleni a zlevnéni
sekvenacnich analyz, aviak v mnoha ohledech uz ziejmé doséhly svych limitl. Proto byla pozornost zaméfena
na vyvoj principidlné novych postupd, které by vedly k fadoveé rychlejsimu a levnéjsimu sekvenovani a umoznily
napf. sekvenovat genom clovéka za $1000. Vysledkem tohoto snazenf je zavadénf sekvenacnich technologii nové
generace (“next-generation sequencing”), které jsou zalozeny na masivni paralelizaci a miniaturizaci sekvenacnich
reakci. Pfednéska se bude zabyvat princlipy, implementaci a dostupnosti téchto technologii v nasich podminkéch,
a déle jejich moznymi aplikacemi v riznych smérech biologického vyzkumu.

454 PYROSEKVENOVANI: VOLBA PRO NOVE GENOMOVE PROJEKTY

CESTMIR VLCEK

Ustav molekularni genetiky AV CR, v.v.i., Videfiskd 1083 , Praha, 14200
E-mail: vicek@img.cas.cz, tel.: 606 533 732

Sekvencni platformy nové generace (next-generation sequencing) davaji velkou nadéji pro rychlejsi a hlubsi prdzkum
obrovské genetické diverzity. Nezbytnym predpokladem pro Gspésné stanoveni neznamych prokaryontnich
a eukaryontnich genomt je schopnost produkovat parova cteni spojena a dosazenim prdmérné délky téchto ctent
v rozsahu nékolika stovek bazi. Tyto moznosti v soucasné dobé nabizi pouze platforma nazvana 454 pyrosekvenovant,
kterou dodavand firma Roche. V letosnim roce je standardem 454 pyrosekvenovani produkce 500 Mb sekvencnich
dat v jednom béhu sekvenatoru, ktery trva 10 hodin. Pfi primérné délce cteni kolem 400 bazi to predstavuje
pres milion jednotlivych ¢teni. Bakteridlni genom Ize pfi téchto parametrech stanovit jiz z dat vyprodukovanych
z jednoho béhu a genom jednoburie¢ného eukaryontniho organizmu, ktery ma velikost v rozsahu 20 az 100 Mb
pak miize vyzadovat jen 5 az 10 béht. Dosavadni zkusenosti z konkrétnich genomovy projektd viak naznacuiji
néktera Gskali. Zatimco u bakteridlnich genomdi je obtizné preklenuti nékterych vldsenkovych Gsekl s vysokym
obsahem bazi guaninu a cytosinu, v genomech nizsich eukaryot znemoznuje presné skladani jednotlivych cteni
do dlouhych kontigt vyskyt repetitivnich Gsekd. Tyto nesndze je mozné castecné prekonat pouze kombinaci
sekvencnich dat ziskanych z nékolika rdznych parovych knihoven a vysoce redundantni shotgunové knihovny.
Pocitacové programy, které by byly schopné snadno z tohoto kombinovaného souboru sekvenci poskadat genom
do kompletnosti nebo velmi vérohodného draftu jsou vsak zatim stéle jen ve vyvoji.
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VYUZITI 454 SEKVENOVANI PRO ANALYZU REPETITIVNI DNA BANANOVNIKU
(MUSA ACUMINATA sp.)

Eva HiiBovA!, PavEL NEUMANN?, Jiki MACAS?, JAROSLAV DOLEZEL!

! LaboratoF molekularni cytogenetiky a cytometrie, Ustav experimentalni botaniky AV CR, v.v.i., Sokolovska 6,
77200 Olomouc

2 LaboratoF Laboratoi molekuldrn cytogenetiky, Biologické Centrum AV CR, v.v.i, Branidovska 31/1160, 37005
Ceské Budgjovice

E-mail: hribova@ueb.cas.cz, tel.: +420 585 205 854

Vétsina péstovanych typli bandnovniki jsou sterilni, vegetativné se rozmnozujici diploidni, triploidni nebo
tetraploidni klony, které pravdépodobné vznikly pfirozenou hybridizaci réiznych poddruht Musa acuminata
(A genom, 2n=2x=22) anebo hybridizaci diploidnich druht M. acuminata a M. balbisiana (B genom).
Bananovnik patfi k plodindm s velkym spolecenskoekonomickym vyznamem, nicméné jeho vyzkumu se
vénuje jen nékolik laboratofi na svété. | pres relativné malou velikost jaderného genomu (1C ~ 550-650 Mbp;
Dolezel et al. 1994, Bartos et al. 2005) z(istavé znalost struktury a organizace genomu velmi omezena. Dostupnost
novych masivné paralelnich sekvenacnich technologii, a to predeviim 454 technologie umoziiuje studovat slozeni
genomU de novo a to diky moznosti v kratké dobé ziskat velké mnozstvi relativné dlouhych sekvenacnich ctent.
V této praci jsme technologii 454 castecné sekvenovali jaderny genom bandnovniku M. acuminata ‘Calcutta 4’
a ziskali jsme 477,699 ¢teni s prdmérnou délkou 206 nukleotidl. Toto mnoZstvi predstavuje 15 % jaderného
genomu. Jednotliva c¢teni byla sestavena do delsich kontigt pomoci programového baliku TGICL podle metodiky
Macas et al. 2007. Ziskana sekvenacni data umoznila charakterizovat nejcetnéjsi repetitivni elementy genomu
bananovniku a odvodit jejich zastoupeni v jaderném genomu. Pro lokalizaci vybranych repetic na mitotickych
chromozomech druhu M. acuminata ‘Calcutta 4’ byla pouzita metoda fluorescenéni in situ hybridizace (FISH).
Ziskané vysledky ukazuji, Ze jaderny genom bananovniku je tvoren predevsim riznymi typy Ty1/copia-like
a Ty3/gypsy-like retroelement(, z nichz vétsina byla u bananovniku identifikovana poprvé. Viibec nejcetnéjsimi
retroelementy v genomu bananovniku, na rozdil od jinych studovanych rostlin jsou Ty1/copia-like retrotransposony
a k urcenf jednotlivych typd Ty1 a Ty3 retroelementd byla pouzita fylogenetickd analyza proteinovych domén
kéduijicich reversni transkriptasu. Oproti retroelementim, DNA transposony a satelitni DNA predstavuji jen velmi
malou ¢ast genomu bananovniku. Kromé riiznych typ( mobilnich elementd, byly ve 454 datech rekonstruovany
i sekvence gen( pro ribosomalni RNA (45R sRNA a 55 rRNA geny) a dva nové DNA satelity. Distribuci vybranych
retroelementti a obou nové identifikovanych DNA satelitt jsme urcili pomoci FISH na mitotickych chromosomech.
Jednotliva sekvenacni ¢tent, ktera predstavuji charakterizované repetitivni elementy bananovniku, byla pouzita
k analyze repetitivniho slozeni 62 dfive sekvenovanych BAC klonG druh(i M. acuminata ‘Calcutta 4’ a M. balbisiana
‘Pisang Klutug Wulung’ (GMCC; http://www.musagenomics.org/). Viechny hlavni typy nové identifikovanych
a charakterizovanych repetitivnich elementt byly pouzity také k vytvoreni databaze, kterou bude mozné pouzit
pro anotaci a tzv. repeat masking v priibéhu stavajictho sekvenaéniho projektu bandnovniku .

Dolezelovd M., Novék F. J.: 1994 — Biol Plant, 36: 351-357.
Bartos J., Alkhimova O., Dolezelovd M., De Langhe E., Dolezel J.: 2005 — Cytogenet Genome Res, 119: 268-274.
Macas J., Neumann P, Navrétilovd A.: 2007 — BMC Genomics, 8: 427.

Podporovéno granty Grantové agentury AV CR — KJB 500380901, IAA600380703.
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CHROMOZOMALNI GENOMIKA - KLIC KE STUDIU VELKYH GENOMU

HANA SiMkoVA'2, JAN SAFAR', MARIE KUBALAKOVA', Pavia SUCHANKOVA!, JARMILA CIHALIKOVA', JAN BARTOS',
JarROsLAV DoLEZEL! 2

! Ustav experimentdlni botaniky, Sokolovské 6, 772 00 Olomouc
2 Katedra buné¢né biologie a genetiky PfF UP v Olomouci, Slechtiteld 11, 783 71 Olomouc-Holice
E-mail: simkovah@ueb.cas.cz, tel.: +420 585 205 854

voevs

Nejvyznamnéjsi obiloviny mirného pasma, ke kterym patfi psenice, je¢men a Zzito, jsou z pohledu rostlinného
genomika velmi narocnymi objekty, zejména diky zna¢né velikosti svych genom (psenice ~ 16 Gbp, jecmen ~ 5 Gbp,
Zito ~ 8 Gbp) a vysokému obsahu repetitivnich sekvenci (nad 80 %). U psenice je navic situace komplikovdna
jejim polyploidnim charakterem. Vsechny tyto rysy zna¢né ztézuji vétSinu analyz, zejména genetické a fyzické
mapovani, ale také pripadné sekvenovani celého genomu.

U takto velkych genomii se ziskani kompletni genomové sekvence metodou tzv. shotgun sekvenovéni, osvédcenou
pro malé genomy, jevi jako neredlné, a to i pres obrovsky pokrok sekvenacnich technologii, ktery zaznamenavame
v poslednich letech. Alternativnim zptsobem ziskani celogenomové sekvence je tzv. sekvenovani klon po klonu.
Tato metoda vychézi z existence fyzickych map, které jsou tvofeny fragmenty DNA o velikosti kolem 100 kb
usporadanymi tak, jak se vyskytovaly v genomu. Sestaveni fyzickych map pro genomy o velikosti nad 6 Gbp,
zejména pokud jsou polyploidni, vSak pfesahuje souc¢asné moznosti klasickych postup(i genomiky.

V nasi laboratofi jsme vypracovali strategii, kterd umoznuje feseni tohoto problému. Na3 postup vychazi
z rozdéleni genomi na malé ¢asti — chromozémy nebo jejich ramena — které napf. u psenice predstavuji jen nékolik
procent celého genomu, a navic jejich pouziti odstrariuje problémy spojené s polyploidii. Chromozémy natfidéné
za pomoci pritokové cytometrie jsou vhodné pro pfipravu vysokomolekuldrni DNA, kterd je nezbytna pro konstrukci
knihoven dlouhych inzertd. Tyto knihovny klonované ve vektoru BAC byly v nasi laboratofi zkonstruovany jiz pro
polovinu p3eni¢nych chromozém a staly se zékladem pro vytvarent fyzickych map jednotlivych chromozémidi,
které Ize vzhledem k malému poctu klond jiz pomérné snadno pouzit také k sekvenovani metodou klon po klonu.

Tridéné chromozémy psenice, je¢mene i zZita jsou vsak dnes jiz také v nékolika laboratofich sekvenovany
metodou shotgun s vyuzitim sekvenacnich technologii nové generace (454, lllumina). DNA pfipravena z tfidénych
chromozém je rovnéz hojné vyuzivana pro cilené odvozovani DNA markert ze specifickych oblasti genomu
nebo k lokalizaci dfive odvozenych marker( na jednotlivé chromozémy nebo jejich ramena. Takovéto mapovani
Ize provadét jak v malém méfitku — pomoci PCR na precisténé chromozomalni DNA, tak vysoko-kapacitnim
zpusobem, za vyuziti DNA cip(i umoznujicich paralelni mapovanf tisici DNA markerd.

Podporovéno grantem GA CR 521/07/15 a granty MSMT LC06004 a OC08025.
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KONSTRUKCE FYZICKE MAPY CHROMOZOMU 3DS PSENICE
JAN BARTOS, JAN §AFAR, HANA SIMKOVA A JAROSLAV DOLEZEL

Laboratof molekularni cytogeneticky a cytometrie, Ustav experimentalni botaniky, v.v.i., Sokolovska 6,
77200 Olomouc
E-mail: bartos@ueb.cas.cz, tel.: +420 585 205 881

Konstrukce usporadané fyzické mapy je ddlezitym milnikem na cesté k sekvenovani genomu psenice. Bez jeji
existence si nelze, navzdory bouflivému rozvoji modernich sekvenénich technologii, sekvenovani tak velikého
genomu (~ 17 Gbp) predstavit. Vzhledem k velikosti genomu p3enice byl pro konstrukci fyzické mapy vybran pfistup
chromozém po chromozému, ktery fadové snizuje cas potfebny k dokonceni fyzické mapy nejen z pohledu prace
v laboratofi, ale také vypocetniho. Zakladem pro konstrukci fyzické mapy je ziskanf restrikéniho profilu jednotlivych
klon( tzv. fingerprintu. Jejich vzajemnym porovnanim jsou klony organizovany do vétsich celkd tzv. kontig(i.

Celkem bylo fingerprintovano 36096 klonG BAC knihovny specifické pro chromozomalni rameno 3DS.
Po odstranéni mélo informativnich a kontaminovanych fingerprintt, bylo pro naslednou analyzu pouzito 27 880
(77,2 %) vysoce informativnich fingerprintG. Vysledkem automatického usporadani klonu je 1362 kontigt
zahrnujicich 19304 klond. Celkova délka fyzické mapy (310 Mbp) pokryvd 96,6 % chromozomalniho ramene
3DS. Minimalni cesta po chromozému (MTP) je pfedstavovana 3 825 klony. Tyto klony reprezentuji 99 % fyzické
mapy chromozomalniho ramene 3DS a budou zékladem pro sekvenovani. V soucasné dobé probiha ukotvovani
kontigli a pilotni sekvenovani vybraného lokusu pro stanoveni nejvhodnéjsi strategie sekvenovani celého
chromozomalniho ramene.

Tato prdce je podporovdna grantem FP7-212019 “TriticeaeGenome’.
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NA CO SE MUZEME PTAT DVOUDOMYCH ROSTLIN?
RomaN HoBsza

Biofyzikalnf tstav AV CR, v.v.i., Kralovopolska 135, 612 65 Brno, CR
E-mail: hobza@ibp.cz, tel.: +420 541 517 203

Pro¢ se nékteré rostliny stanou modelovymi druhy a jiné jsou v pozadi zajmu? Kromé urcitych metodickych
preferenci uz nenf v soucasné dobé mnoho ddvodd, proc¢ se bat pracovat s komplexnimi velkymi genomy rostlin,
které maji dlouhou generac¢ni dobu. Moderni sekvenaéni metody a moznosti RNAI v laboratornich technikach
umoznuji za relativné malé naklady etablovat marginalni druh modelovym organismem. Byla by za souc¢asného
stavu poznani a metodické robustnosti Arabidopsis thaliana jesté volbou jako ,univerzalniho” predstavitele
vyssich rostlin? Hlavnim cilem této prezentace je ukazat piiklady studia biologickych fenomént vyskytujicich se
prevazné nebo vyhradné u nékterych dvoudomych rostlin (napf. existence pohlavnich chromosomdi). Obecné
bude diskutovéno, jaké metody molekuldrni biologie umoznuiji relativné rychle popsat a pochopit molekularni
zakonitosti evoluce genom(. Hlavni diraz bude kladen na vyuziti technik laserové mikrodisekce, cytogenetiky
a srovnavaci genomiky (viz. ilustra¢ni obrézek).

DD44Y b (7 A V=TV
S. latifolia
podax H——B—IH—

DD44A 1M S. vulgaris

Marais G, Nicolas M , Bergero R, Chambrier P, Kejnovsky E, Monéger F, Hobza R, Widmer A & Charlesworth D (2008) Evidence for degeneration
of the Y chromosome in the dioecious plant Silene latifolia. Current Biology 18: 545-549.

Hobza R, Kejnovsky E, Vyskot B, Widmer A (2007) The role of chromosomal rearrangements in the evolution of Silene latifolia sex chromosomes.
Molecular Genetics and Genomics 278: 633-638.

Vyskot B & Hobza R (2004) Gender in plants: sex chromosomes are emerging from the fog. Trends in Genetics 20: 432-438.

Podporovéno granty522/09/0083, KIB600040901a programem podpory mezindrodni spoluprace AV CR.
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SROVNAVACI GENOMIKA POHLAVNICH CHROMOZOMU ROSTLIN
ANEB JAK CIST V , BAKOVYCH“ KNIHOVNACH

HANA KUBEKOVA', JAN SAFAR?, JAN BARTOS?, ALEx WIDMER?, BORIs Vyskor! A Roman HoBza'

! Biofyzikalni Gstav AV CR, Brno

2 Ustav experimentdlnf botaniky AV CR, Olomouc

3 Institute of Integrative Biology, ETH, Zirich

E-mail: hanka83@gmail.com, tel.: +420 541 517 194

Pohlavni chromozomy se vyvinuly z paru autozomt poté, co jeden z paru ziskal gen pro determinaci pohlavi. Dalsi
vyvoj ved| ke vzniku nerekombinujici oblasti v okoli genu a k jeji postupné degeneraci. Pohlavni chromozomy,
jak je dnes zndme u savcd, se ve svém vyvoji propracovaly az na pokraj zaniku. Pokud chceme studovat spise
pocatecni stadia evoluce pohlavnich chromozom(, mély bychom svou pozornost obratit k druhdm rostlinnym.

Silene latifolia predstavuje dvoudomy druh s heteromorfnimi pohlavnimi chromozomy, kde chromozom Y vykazuje
prvni znamky degenerace: dochazi zde k hromadént repetitivnich sekvenci v genovych i mimogenovych oblastech.
Navic je exprese alel gend vazanych na chromozom Y ve srovnani s alelami z chromozomu X vyznamné nizsi.

Blizce pribuzny druh S. vulgaris je gynodioecicky a nema pohlavni chromozomy. Pohlavi jedince, konkrétné
zda se jedna o samici nebo hermafrodita, urcuji geny umisténé na mitochondridlni DNA (fenomén znamy jako
cytoplazmaticka samdi sterilita).

S ohledem na skutecnost, Ze vétsina druhti rodu Silene obsahuje v jadrech 24 chromozomd (n = 12), pfedpokladame,
Ze béhem speciace nedoslo k rozsahlym prestavbam genomu a mizeme pro pohlavni chromozomy druhu S. /atifolia
nalézt jejich autozomalni protéjsky u S. vulgaris.

U obou zminovanych druh@ mame k dispozici bakovou knihovnu, ktera ndm umoznuje studovat rozsahlé tseky
DNA pochazejici z autozom( S. vulgaris a ortolognich sekvenci z chromozomu X a Y S. latifolia. Jejich srovnani
nam otevira dvere k poznanf procest, které probihaly na chromozomu X a chromozomu Y v priibéhu evoluce.

Podporovéno granty 522/09/0083, KJIB600040901 a programem podpory mezinarodni spoluprace AV CR M200040905.
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STUDIUM EVOLUCE KARYOTYPU V CELEDI BRUKVOVITYCH (BRASSICACEAE)
METODOU KOMPARATIVNIHO CHROMOSOMALNIHO PAINTINGU

TEerREZIE MANDAKOVA, MARTIN A. LySAK

Oddélent funkéni genomiky a proteomiky, Ustav experimentalni biologie, Masarykova Univerzita, 625 00 Brno, CR
E-mail: tereziem@sci.muni.cz, tel.: +420 549 495 601

Chomosomalnf prestavby jsou obecné povazovany za jednu z nejdtlezitéjsich pricin speciace, vzniku novych
druh prostrednictvim reproduként izolace mezi rostlinnymi populacemi. Evoluéni prestavby karyotypu mohou byt
rekonstruovany pomoci komparativniho chromosomalniho paintingu (KCP). Metoda KCP je zaloZena na vizualizaci
homeologickych chromosomalnich dsekd/celych chromosom sdilenych mezi dvéma nebo vice druhy. U rostlin
je tato technika aplikovatelna jen u zastupct cCeledi brukvovitych (Brassicaceae). U brukvovitych druhd jsme
schopni experimentdlné prokazat prestavby zodpovédné za zménu chromosomalniho poctu a definovat ancestralni
versus odvozené karyotypy. Srovnani nasich dat o chromosomalni homeologii s molekularné-fylogenetickymi daty
poskytuje zcela unikétni vhled do obecnych trendl a nacasovani karyotypové evoluce v celedi Brassicaceae
a role chromosomalnich prestaveb v rostlinné speciaci.

Nasim cilem bylo pomoci KCP rekonstruovat zptisoby a mechanismy redukce chromosomélniho poctu u druhd
s nejnizsimi chromosomdlni pocty v ¢eledi Brassicaceae (n = 4-6) z ancestralniho karyotypu celedi brukvovitych (ACK,
n=8). U tfi studovanych druh, Stenopetalum nutans (2n = 8), Arabidella eremigena (2n = 10) a Ballantinia antipoda
(2n=12) bylo viech 24 genomickych bloki ACK nalezeno ve dvou kopiich. Tato data naznacuji, ze studované
druhy prodélaly relativné nedavnou duplikaci celého genomu, kterd byla nasledovana masivnimi prestavbami
karyotypu a chromosomdlnimi fazemi. Unikatn{ asociace ancestralnich genomickych blokd sdilenych mezi ACK
a studovanymi australskymi druhy podporuiji teorii, podle které tyto redukované karyotypy brukvovitych (n = 4-6)
vznikly z ACK (n = 8) prostrednictvim polyploidniho ancestora s dosud neznamym chromosomovych poctem.
Tato studie je dosud nejrozsahlejsi cytogenetickou evidenci mesopolyploidni udalosti u bona fide diploidnich
rostlinnych genomd.
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LADIsSLAV KoHOUT

UOCHB AV CR, v.v.i., Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
E-mail: kohout@uochb.cas.cz, tel.: +420 220 183 200

Tato prednaska by méla objasnit nékteré pojmy a postupy tykajici se ochrany vysledkd vyzkumu, zvlasté patentd.
Béhem prednasky bude vysvétleno, pro¢ by se védecti pracovnici (a nejen oni) méli vénovat i ochrané vysledki,
kterych dosahli, coz jim mimo jiné ukladd i zakon'.

Budou vysvétleny nékteré pojmy, se kterymi se pfi ochrané vysledkd setkate, napriklad hodnota instituce,
intelektualnf vlastnictvi (IP) atd.

Budou popsany moznosti ochrany ziskanych poznatkd (patenty, primyslové vzory atd.), proc se viibec zabyvat
ochranou vysledkd, jaké moznosti ochrany existuji, moznost absolutni ochrany vysledki apod. Prednaska se bude
tykat hlavné patentt, co je potfeba pro pripravu patentové prihlasky, jak ma vypadat, co Ize patentovat, co nelze
patentovat, ¢emu se vyvarovat pred podanim patentové prihlasky atd., jak postupovat pfi pfipravé patentové
prihlasky, kdo Vdm pomaize s pfipravou patentové prihlasky doma i v ciziné, co to stoji atd. Bude zminéna i moznost
stazeni patentové prihlasky — kdy je to mozné a jaké to ma dusledky.

Budou vysvétleny nékteré patentové pojmy (majitel patentu, plivodce, datum podani, datum zverejnéni, udéleni
patentu, platnost patentu, prizkum patentu atd.), patentové pojmy pouzivané v anglictiné (inventor, filing date,
priority date, publication date, validity, utility design, full search, EPO, WO, EP atd.).

Bude probran cely postup od zjisténi ,zajimavé skutecnosti hodné patentovani” az k udéleni patentu — a to
podle ¢eského patentového zdkona?. Bude zminéna i moZnost patentovani v cizing, vyhody patentovani v cizing,
ale i nevyhody.

Podporeno vyzkumnym zdmérem Z4 055 0506.

1 Obchodni zakonik, § 51.
% Patentovy zdkon (€. 527 a 550/1990 Sb. s inovaci ¢. 21/2002 Sb.)

ANALYZA TRANSKRIPTOMU POMOCI MASIVNE PARALELNIHO SEKVENOVANI

PavEL NEUMANN

Biologické centrum AV CR, Ustav molekuldrni biologie rostlin, Branisovska 31/1160, 370 05 Ceské Budéjovice, CR
E-mail: neumann@umbr.cas.cz, tel.: +420 387 775 516

Nastup metod masivné paralelniho sekvenovéni znamenal obrovsky kvalitativni posun v mnoha biologickych oborech,
transkriptomiku nevyjimaje. Metody paralelniho sekvenovani nabizeji ve srovnani s konvenénim sekvenovanim
az nékolika radové vétsi mnozstvi dat a dovoluji tak detekovat i pomérné vzacné transkripty. Kvantitativni povaha
dat z paralelniho sekvenovéani navic umoznuje odhadovat s velkou presnosti cetnost jednotlivych transkriptt
ve zkoumaném vzorku. Diky pFiznivému vyvoji cen se paralelni sekvenovani stava dostupnym pro ¢im dal
Sirsi komunitu badateld a jiz dnes jej Ize povazovat za jeden z nejdulezitéjsich nastroja transkriptomiky. V této
prezentaci se pokusim shrnout hlavni aplikace paralelniho sekvenovéni pro studium transkriptomu s ohledem

na jejich prednosti a slabiny.
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CIPOVE TECHNOLOGIE - MOZNOSTI A LIMITY
NikoLETA DuprikovA'2, Davib Honys' 2

! Laboratof biologie pylu, Ustav experimentalnf botaniky AV CR, v.v.i., Rozvojova 263, 165 00 Praha 6, CR
2 Katedra fyziologie rostlin, Pffrodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze, Vini¢na 5, 128 44 Praha 2, CR
E-mail: duplakova@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 452

Cipova technologie vyrazné zménila tvaf molekularn biologie jiz pred vice nez deseti lety. Prvni zpréva o pouziti
DNA ¢ipu (DNA microarray) se objevila v ¢asopise Science v roce 1995 [1]. V dnesni dobé DNA ¢ipy umoziuji
komplexni genetické analyzy neuvéritelné rozmanitého spektra biologického materialu, od makromolekularnich
komplext az po celé organismy. Od ptivoniho ,pouhého” profilovani genové exprese se oblast jejich pouziti
znacné rozsifila. DNA Cipy jsou nyni bézné pouzivany pro genotypovdni, analyzu genové exprese, detekci
jednonukleotidového polymorfismu (SNP), studium exprese mikroRNA, analyzy variaci v poctu kopii gend (CNV),
detekce CpG metylaci a dokonce pfi studiu interakci DNA s bilkovinami. V oblasti biomediciny navic umoziujf
detekci patogenti, rezistence vici antibiotikim, genovych mutaci a polymorfismt a cipova data tak mohou byt
voditkem pfi vybéru vhodné terapie.

DNA cipy reprezentuji soubory sond, které jsou pravidelné usporadany na pevnych nosicich, napt. nylonovych
membranach nebo sklenénych ¢i silikonovych podlozkach. Sondy jsou tvoreny fetézci cDNA ¢i kratsich
oligonukleotidd a jsou navrzeny tak, aby jejich sekvence byly specifické pro dané organismy, geny, genetické
varianty nebo nekédujici oblasti oddélujici jednotlivé geny. Pokroky v oblasti syntézy DNA ¢ipd umoznily rychly
a intenzivni vyvoj Cipové techlologie od dnes jiz vétsinou historickych ru¢né nanasenych macroarrays s nizkou
hustotou spott (fadové stovky sond) az k sou¢asnym primyslové vyrabénym mikrocipim nesoucim az miliény sond
syntetizovanych in situ ve vysoké hustoté. S dramaticky se zvySujicim mnoZzstvim informaci nesenych jednotlivymi
Cipy vsak vyvstaly jiné problémy. Hlavni vyzvou se stalo zajisténi spolehlivosti a reprodukovatelnosti vysledki
Cipovych experimentd a moznosti standardizace a normalizace dat pochézejicich z rGznych zdroji. K vyfeseni téchto
otazek vyrazné napomohlo prijeti standard MIAME (Minimalnf Informace o Microarray Experiment) a principt
MAQC (MicroArray Quality Control) [2]. Robustni transkriptomickd data neni mozné analyzovat bez pouziti fady
bioinformatickych a statistickych nastrojd. Neustéle jsou vyvijeny nové stle komplexnéjsi a robustnéjsi algoritmy
pro analyzu cipovych dat kopirujici dynamicky vyvoj ,hardware” — vlastnich cipt. [3]. MGzeme fici, Ze Cipova
technologie je nyni technologii ,dospélou” predstavujici soubor vyjime¢né Gcinnych nastroj pro vyzkum nejen
rostlinného genomu stejné jako -om jinych.

V poslednich letech celi ¢ipova technologie nastupu konkurence vysoce vykonného sekvenovani nejnovéjsi
generace (next-generation sequencing). Sekvenovani nové generace je flexibilnéjsi a predpoklada se, ze ¢ipovou
technologii postupné nahradi. Ostatné vice nez 100 ¢lankd publikovanych za posledni dva roky dokumentuje jeho
obrovsky potencidl. Dynamicky se rozvijejici sekvencni technologie je viak jesté ,mlada” a mezi jeji v soucasnosti
fesena slabsi mista patii zejména znacné naklady a v piipadé nékterych aplikaci ne zcela optimalizované postupy.
Navic nedavné srovnavaci studie ukdzaly, ze obé strategie jsou velmi efektivni pfi identifikaci spolehlivych cilovych
sekvencf (high-ranked targets), kde davaly srovnatelné vysledky. V piipadé identifikace sekvenci méné spolehlivych
(low-ranked targets) vsak jiz byla jejich G¢innost nizsi a prekryv vysledka ziskanych obéma technologieni byl vyrazné
mensi. Nejlepsi vysledky proto byly ziskany slou¢enim dat z obou zdrojt [4, 5, 6]. Je pravdépodobné, ze platforma
microarrays bude postupné u stéle vétsiho poctu aplikaci nahrazena sekvenacnimi technologiemi. Jesté néjaky
cas viak budou oba pfistupy, dnes spise komplementdrni nez vzajemné se vylucuijici, koexistovat a nabizet tak

[1] Schena M., Shalon D., Davis R.W., Brown PO.: 1995 — Science, 270: 467-470

[2] Brazma A., Hingamp P, Quackenbush J., et al.: 2001 — Nat. Genet., 29: 365-371

[3] Cordero F, Botta M., Calogero R.A.: 2007 — Brief Funct. Genomic Proteomic, 6: 265-281
[4] Euskirchen G.M., Rozowsky J.S., Wei C.L., et al.: 2007 — Genome Res., 17: 898-909

[5] Oudes A.)., Roach J.C., Walashek L.S., et al.: 2005 — BMC Cancer, 5: 86.

[6] Liu F, Jenssen T.K., Trimarchi J., et al.: 2007 — BMC Genomics, 8: 153.

Vyzkum byl financovén prostrednictvim GACR (Grant 522/09/0858), MSMT (Centrum zakladniho vyzkumu
LC06004) a Evropského fondu pro regiondlni rozvoj, Operacniho programu Praha-Konkurenceschopnost (projekt
¢. CZ.2.16/3.1.00/21159).
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CELL-SPECIFIC MOLECULAR VECTORS FOR FUNCTIONAL GENOMICS
SAID HAFIDH'2, GAEL LE TRIONNAIRE?, DAVID HONys'3, DAVID TweLL?

! Laboratof biologie pylu, Ustav experimentalnf botaniky AV CR, v.v.i., Rozvojova 263, 165 00 Praha 6, CR

2 Department of Biology, University of Leicester, University Road, Leicester LET 7RH, United Kingdom

3 Katedra fyziologie rostlin, Pffrodovédeckd fakulta, Univerzita Karlova v Praze, Vini¢nd 5, 128 44 Praha 2, CR
E-mail: hafidh@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 452

Rapid completion of genome sequencing in several species and the advent of large scale genome sequencing in other
plant species have seen the necessity to develop an effective, targeted and high throughput method for screening
the function of all the genes in the plant genome. To date, only half of the total genes in Arabidopsis have been
identified to contain T-DNA insertion, of those 50 % possess more than one insert, and there are still >36 % of the
identified genes with unknown biological function [1]. T-DNA knockouts are limited by gene redundancy, failure
to target inserted elements to a gene of interest, multiple insertions, and generation of lethal knockouts that does
not provide comprehensive analysis of gene function during development. Chemical mutagenesis has also been
exploited successfully, however, the mutant lines generated are always associated with other background mutations
other than those of interest as a result of random mutagenesis. As such this has led to the exploitation of silencing
RNA methods as an effective reverse genetic tool widely used for manipulating gene expression [2]. The promises
of hairpin small interfering RNA (siRNA) and microRNA (miRNA) technology, designated pathways of the small RNA
machinery (smRNA) which has been successfully explored in other organisms to down-regulate gene expression,
is set to revolutionize reverse genetic approaches in plants. Here we present a set of pollen cell-specific molecular
vectors dedicated to manipulate gene expression using siRNA and amiRNA approach in the male gametophyte
of Arabidopsis thaliana. Application of these technologies to manipulate expression of individual genes or gene
family is discussed and is shown to provide excellent tools to address the function of genes of interest in a high
throughput, temporal and spatial manner.

[1] The Arabidopisis Information Resource (TAIR): 2009 — http://www.arabidopsis.org
[2] Hammond S.M., Caudy A.A., Hannon G.J.: 2001 — Nat. Rev. Genet. 2: 110-119

Vyzkum byl financovén prostrednictvim BBSRC, GACR (Grant 522/09/0858), MSMT (Centrum zékladniho vyzkumu
LC06004) a Evropského fondu pro regionélni rozvoj, Operacniho programu Praha-Konkurenceschopnost (projekt
¢. CZ.2.16/3.1.00/21159).

VYUZITI TRIDENI BUNEK (FACS) PRO VYZKUM ROSTLIN

JIRi LiBUS

UEB AV CR, Rozvojové 263, 165 02 Praha 6
E-mail: libus@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 429

Rostlinné télo se sklada z rady typt bunék, které se lisi morfologicky, biochemicky i Glohou ve vyvoji organizmu.
V fadé piipadi zavisi Gspéch celku na ¢innosti mensiny bunék — typicky napf. organizacnich center meristémd.
Zkoumat vlastnosti takovych vzacnych bunécnych typl je oviem velmi obtizné bez prfedchoziho nabohaceni.
Tento Gkol pIni v oblasti vyzkumu Zzivocicht a hlavné v mediciné metoda tfidéni bunék na zakladé fluorescence
(FACS). Pres jisté technické obtize (bunécna sténa atd.) se v poslednich letech podafrilo vyuzit FACS i pro rostlinny
material, nejprve koreny (Birnbaum et al. 2003) a posléze i pryt (Yadav et al. 2009). Pfednaska se pokusf shrnout
souvisejici idaje z literatury a vlastni praktické zkusenosti autora.

Birnbaum, K. et al. A Gene Expression Map of the Arabidopsis Root. Science 302, 1956-1960 (2003).

Yadav, R.K., Girke, T., Pasala, S., Xie, M. & Reddy, G.V. Gene expression map of the Arabidopsis shoot apical meristem stem cell niche. Proceedings
of the National Academy of Sciences 106, 4941-4946 (2009).
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STANOVENI HLADIN TRANSKRIPTU U ROZVETVENYCH RODIN
ROSTLINNYCH GENU PREDSTAVUJE TVRDY ORISEK - JDE VSAK
ROZLOUSKNOUT

HELENA STORCHOVA, DAVID CHAB

Ustav ExperimentdIni Botaniky AV CR, v.v.i., Rozvojové 263, Praha 6 — Lysolaje, 16502
E-mail: storchova@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 433

Méreni hladin mRNA pomoci kvantitativni RT PCr (RT PCR) se zacalo iz hojné pouzivat i v rostlinné biologii. Pro
fadu transkriptl se osvédcilo pouziti fluorescencni barvy SYBRGreen, vazici se na dvouretézcovou DNA. V tomto
pripadé je specifita ddna vyhradné parem primert, pouzitych pro amplifikaci. Rostlinné genomy vsak obsahuji
cetné a rozsahlé genové rodiny. Casto stojime pred nutnosti porovnat expresi gen(, které se jen nepatrné lisi
v sekvenci. Zde je tfeba séhnout k sekvencné specifické fluorescencni sondé. Situace m(ize byt dale komplikovana
pritomnosti produktd alternativniho sestfihu. Moznosti pouziti Tagman sond demonstrujeme na piikladu
specifického mérenti sestfizenych a nesestfizenych forem transkriptddvou blizce pribuznych gend CONSTANS LIKE
(CrCOL1T a CrCOL2) z Chenopodium rubrum, tedy celkem cty¥ rliznych mRNA. Sondy byly vyvinuty ve spolupraci
s firmou TIBmolbiol. Ukazalo se, ze specifita qRT PCR eseje je ddna jak sekvenci primerd, tak i sekvenci sond.
Tuto specificitu jsme ovérovali pomoci amplifikace plazmid, nesoucich jako inzert cDNA odpovidajici ¢tyfem
analyzovanym transkripttim. Vysledky méreni potvrdily, ze viechny ctyfi formy jsou zastoupeny stejnou mérou
a za dosud zkoumanych podminek i shodné regulovany.

METODY ANALYZY EPIGENOMU

ALES KOVARIK

BFU AV CR v.v.i., Krélovopolska 135, 612 65 Brno, CR
E-mail: kovarik@ibp.cz, tel.: +420 541 517 178

U vyssich eukaryotickych organismd se kromé dédicné informace zakédované v primarni struktufe DNA
(mendelistické) setkdvame s dédicnosti epigenetickou (nemendelistickou). U Zivocich( a rostlin je epigeneticka
informace zalozena na kovalentnich modifikacich DNA a histonovych bilkovin.Bylo prokdzano, Ze epigeneticka
pamét bunky je klicovym regulaénim nastrojem v regulaci genové exprese, aktivity transposabilnich elementd
a hraje dilezitou roli v udrzovanf integrity genomu. V prezentaci se budu vénovat metoddm analyzy epigenomu
zejména pak detekci metylace DNA. Tyto metody Ize rozdélit podle druhu poskytované informace na globdlnf,
lokalnf, jednoduché i komplexni. Bude pojednano jak o tradi¢nich pfistupech (HPLC, TLC, restrikéni Stépent,
immunohistochemie), tak i o modernich ,high-through put” metodach, které ndm poskytuji celkovy epigeneticky
obraz buriky.

Uzite¢né odkazy:

Nastroje pro zpracovavani dat ziskanych genomovym sekvenovanim:
METHTOOLS - University of Jena (http://genome.imb-jena.de/methtools/
CYMATE - Gregor Mendel Institute, Vienna (http://www.gmi.oeaw.ac.at/en/cymate-index/)

Epigenome Network of Excellence — vyzkumné projekty, vjznamné laboratofe, laboratorni protokoly, konference atd. - http://www.epigenome-noe.net/

Methbase — databdze metylovanych sekvenci — http://www.methdb.net
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MODELUJEME S MODELY ANEB
PREDIKCE A ANALYZA PROTEINOVYCH STRUKTUR

MARIAN NOVOTNY

Katedra bunécné biologie, PfF UK, Vini¢na 7, 128 43 Praha 2
E-mail: marian@ natur.cuni.cz, tel.: +420 221 951 769

Proteinové 3D struktury nabizi detailni pohled na mechanismy bunécnych procest. | pres rychly rozvoj metod
vedoucich k experimentdlnimu urceni struktury, se neustdle rozsifuje mezera mezi poctem zndmych sekvenci
proteind a experimentalné urcenych struktur. K pfemosténi této mezery slouzi predikce struktury proteind,
predevsim metoda homologniho modelovani. Homologni modelovani ma jako kazda jina metoda kromé svych
prednosti i své limity. Ve svém pfispévku se pokusim predstavit nejenom homologni modelovant, s jeho limity ale
i zakladni zdroje informaci o strukturach makromolekul a néstroje k analyze téchto struktur. A to vie samozrejmé
se zvlastnim prihlédnutim k rostlinné biologii.

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE V PROTEOMICE

P JEDELSKY
PFF UK, Vini¢na 7, Praha 2, 128 44
E-mail: jedelsky@natur.cuni.cz, tel.: 606 954 770

Abstrakt nedodan.
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ROSTLINNA FOSFOPROTEOMIKA
JAN Fita2”, ANDREA MATROS?, VEra CAPKOVA!, Jana Fecikova!, Hans-PeTER Mock®, Davip Honys'2

! Laboratof biologie pylu, Ustav experimentalni botaniky, AV CR, v.v.i., Rozvojova 263, Praha 6, Ceska republika
2 Katedra fyziologie rostlin, Pfirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze, Vini¢nd 5, Praha 2, Ceska republika
3 Leibniz-Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung, Corensstraf3e 3, Gatersleben, Némecko
“E-mail: fila@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 452

Fosforylace a nasledna defosforylace proteinti patii mezi vyznamné posttransla¢ni modifikace, které maji klicovou
Glohu v mnohych Zivotnich procesech bunky. Pro priklad jmenujme kontrolu bunééného cyklu, roli v signdlnich
kaskadach, regulaci metabolizmu a genové exprese. Fosforylace vede ke zméné nékterych vyznamnych vlastnosti
proteinu: zaporné nabité fosfaty méni celkovy ndboj domény daného proteinu nebo dokonce celého proteinu,
a tak maze dojit ke zméné interakci s doménami stejného proteinu ¢i dokonce s proteiny jinymi. Na dvourozmérné
elektroforéze je patrny posun pl hodnoty proteinu po defosforylaci — defosforylovana forma bilkoviny se posouva
do zésaditéjsi oblasti pl nez forma fosforylovana. Fosfat mlize rovnéz ovliviiovat aktivitu enzymu, napf. isocitrat
dehydrogendza je inhibovana vazbou fosfatu do svého aktivniho mista. V neposledni fadé hraje fosforylace roli
v bunécné lokalizaci bilkovin, napf. pfi transportu nékterych transkripénich faktord do bunécného jadra.

Analyza fosforylace proteinii se, pres sviij vyznam, ukazuje byt jednim z nejnarocnéjsich kol analyzy protoemu,

a to zejména diky vysoce dynamické povaze této posttranslacni modifikace a nizké stechiometrii. Fosforylovanych
protein( se v burice obvykle nachdzi jen nékolik procent, tudiz je pro dosazeni koncentrace dostatecné pro detekci
na polyakrylamidovych gelech a na hmotnostnim spektrometru nezbytné provést obohacenti. K obohacenf vétSinou
slouzi celkovy bilkovinny extrakt. V soucasnosti jsou pouzivany dvé hlavni strategie obohacovani proteinového
extraktu: pred Stépenim nebo po stépeni specifickou protedzou (nejcastéji trypsinem). Do prvni skupiny metod
patii obohacovanf extraktu o fosfoproteiny pomoci metal-oxidové afinitni chromatografie (metal-oxide affinity
chromatography, MOAC). Ziskany eludt je pak rozdélen na dvourozmérné elektroforéze a vyrezané spoty jsou
po nasledném Stépeni trypsinem podrobeny hmotnostni spektroskopii, MS. Velkym pomocnikem pri detekci
fosfoproteinti na akrylamidovych gelech je fluorescen¢ni barvivo ProQ. Jeho velka citlivost a specifita k fosfatim
umoznila nahradit jejich pévodni detekci pomoci Western blottingu. Druhym moznym zplisobem je obohacovéni
az trypsinem nastépeného extraktu — tedy obohacenf o fosfopeptidy. Oba zakladni metodické pfistupy maji sva
specifika, jejichZ srovnani je mimo jiné predmétem prednasky.
a molekularni hmotnost daného proteinu — tedy tdaje, které mohou byt velmi ndpomocné pfi prohledavant
databazi a identifikaci proteint. Na druhou stranu Gskali této metody spocivaji v mozné nespecifité (Ize napt.
ocekavat, ze Ca-vazebné proteiny se budou ochotné vazat na kovovou chromatografickou matrici, prestoze
nebudou obsahovat fosforylované aminokyseliny), nezahrnuti mélo abundantnich proteind ¢i nezahrnuti lipofilnich
proteind. Proto byvd velmi vhodné paralelné provést i druhy postup. Obohacené peptidy je pak mozné rozdélit
podle hydrofobity pomoci kapalinové chromatografie (liquid chromatography, LC). Na chromatografii obvykle
pfimo navazuje MS.

Velky pokrok v oblasti obohacovéni extraktu o fosfoproteiny ¢i fosfopeptidy v integraci s nejcitlivéjsimi
analytickymi metodami v posledni dobé umoznil aplikaci metod pavodné vyvinutych pro srovnavaci proteomiku
i pro studium fosfoproteomu a rozvoj jesté nedavno obtizné predstavitelné kvantitativni fosfoproteomiky ci
studia dynamiky fosforylace bilkovin. Pfes znac¢né pokroky ve fosfoproteomice je zapotiebi vnimat tuto védni
oblast za stéle se rozvijejici, a tudiz nabizejici fadu alternativnich postupti, z nichz nékteré jsou teprve nedavno
publikované a na sirsim spektru model(i jesté neprovérené. Navic je tfeba si uvédomit, Ze rostlinné burnky maji
oproti zivocisSnym sva specifika, pfikladné pritomnost bunécné stény a u mnohych orgént vyskytujici se sekundarni
metabolity, které mohou komplikovat proteomicky vyzkum.

Vyzkum byl financovan prostrednictvim ESF (Akce COST FA0603), MSMT (Grant OC08011, Centrum zékladniho

vyzkumu LCO6004) a Evropského fondu pro regionélni rozvoj, Operacniho programu Praha-Konkurenceschopnost
(projekt ¢. CZ.2.16/3.1.00/21159).
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STUDIM PROTEIN-PROTEINOVYCH INTERAKCI IN VIVO: Y2H, BIFC, MERA

JakuB HORAK, VENDULA HRDINOVA, JAN HEJATKO

P¥F MU, Oddéleni FGP LMFR, Kamenice 5, 625 00 Brno, CR
E-mail: horakj@sci.muni.cz, tel.: +420 549 493 474

Schopnost interagovat s dalsimi proteiny je jednou ze zakladnich charakteristik bilkovin jakozto zakladniho kamene
zivych organism0. Protein-proteinova interakce je nutnym predpokladem pro prenos informace v signalnich
drahach. Informace se obvykle predava v podobé fosfatové skupiny mezi kindzou a jejim proteinovym substratem,
ktery je specificky rozpoznavan, anebo je prostrednictvim protein-proteinové interakce pfimo ovliviiovana aktivita
interakéniho partnera. Stejné tak je prenos fosfatu signalnimi drahami typu dvoukomponentnich systémi (napf.
cytokininovéd draha) mozny jen pfi interakci pfijimacové domény s prenasecovou doménou obsahuijici histidin.
Jednou z prvnich otdzek, které si klademe pfi funcni analyze geni rostlinnych signdlnich drah, je ta, se kterymi
signalnimi elementy studovany protein interaguje. K rychlému vyhledant interakénich partnerd pouzivdme nékolik
metod pro in vivo analyzu proteinovych interakci v kvasinkdch, nebo v transientné transoformovanych listech
tabaku Nicotiana benthamiana.

Kvasinkovy dvouhybridni systém (Yeast two-hybrid system, Y2H) je klasickou metodou pro analyzu proteinovych
interakcf a je vhodné jej pouzit pro ziskanf prvnich interakénich informaci. Prvni protein je flzovan s kvasinkovou
DNA vazebnou doménou a druhy protein s doménou aktivujici transkripci. Jestlize spolu dva studované proteiny
interaguji, dojde na promotoru reportérového genu v auxotrofnim kvasinkovém kmeni ke vzniku transaktivacniho
komplexu a nasledné k transkripci reportéru, ktery umoznuje preziti kvasinek na selekénim médiu. Dvouhybridni
systém v kvasinkdch umoznuje analyzovat pouze interakce solubilnich proteint a musime pocitat s moznymi
artefakty vlivem exprese rostlinnych genti v heterolognim systému. Vysledky je proto nutné ovéfit jinymi nezavislymi
metodami.

Jednou z takovych metod je bimolekularni fluorescen¢ni komplementace (Bimolecular Fluorescence
Complementation, BiFC). Fluorescencni protein YFP je rozdélen na dvé poloviny a kazda polovina je flzovana
s jednim ze studovanych proteind. Pokud spolu proteiny interaguji, dojde k rekonstituci YFP, kterou sledujeme
konfokalnim mikroskopen jako obnoveni fluorescence YFP. Flzni proteiny koexprimujeme nejcastéji v listech
tabaku (N. benthamina), anebo v jiném vhodném rostlinném systému, napfiklad v protoplastech. Jednou z vyhod
je moznost studovat vzajemné interakce membranovych protein(.

Pro analyzu interakci mezi membranovym proteinem a cytosolikcymi proteiny byla nedavno zavedena metoda
zprostfedkované vazby na membranu (Membrane Recruitment Assay, MeRA). Membranovy protein je spojen
s cervenym fluorescen¢nim proteinem RFP, zatimco cytosolicky protein je flzovéan s GFP fluoreskujicim zelené. Pri
interakci takovychto faznich proteinG dochazi k asociaci GFP signdlu s membranou, coz je mozno jednoznacné
potvrdit analyzou fluorescence rostlinnych bunék koexprimujicich oba proteiny prostfednictvim konfokélni
mikroskopie, kterd umoznuje rostlisit bunécné kompartmenty.

Pro konstrukci rekombinantni DNA pouzivame ve vsech tfech popsanych piipadech klonovani prostrednictvim
Gateway® technologie. Rychlé a univerzélni klonovani mnoha gent spolu s vyuzitim kvasinek a rostlinnych systémd
pro transientni expresi umoznuje rychlé ziskani interakénich dat in vivo, na jejichz zakladé mizeme vytvorit
hypotézy ovéritelné napiiklad fyziologickou analyzou mutantnich rostlin vedouci k novym poznatkiim o prenosu
signdlu v rostlinné burice.

Horak J., Grefen C., Berendzen K.W., Hahn A., Stierhof Y.D., Stadelhofer B., Stahl M., Koncz C., Harter K.: 2008 — BMC Plant Biol, 8: 77
Grefen C., Stadele K., Razi¢ka K., Obrdlik P, Harter K., Hordk J.: 2008 — Molecular Plant, 1: 13

Podporovano grantem LC06034 a MSM002162241.

22



UTERY 13. 10. 2009

= Erednasisy

METODA DVOUROZMERNE DIFERENCNI GELOVE ELEKTROFOREZY (2-D DIGE)
A JEJI VYUZITI VE VYZKUMU ROSTLINNEHO PROTEOMU

KLARA KOsOVA, PavEL VITAMVAS, ZBYNEK SKODACEK, ILja Tom PRASIL

VURV, v.v.i., Drnovskd 507, 161 06 Praha 6 — Ruzyn&, CR
E-mail: kosova@vurv.cz, tel.: +420 233 022 443

Dvourozmérna diferencni gelova elektroforéza (2-D DIGE) je moderni modifikace dvourozmérné gelové elektroforézy
(2-DE; O’Farrell, 1975), kterd vyuziva ke znaceni proteinovych vzorkd fluorescencnich barviv CyDyesTM (GE
Healthcare) a kterd byla vyvinuta v 90. letech 20. stoleti (Unlii a kol., 1997). O srovnani metody 2-D DIGE s jinymi
variantami 2-DE viz napt. Vitdmvds et al. (2009). UZziti az tii barviv CyDyes ke znacenf proteinovych vzorkd pred
jejich délenfm umoziuje nandset na jeden gel, resp. jeden prouzek s imobilizovanym pH gradientem (IPG prouzek)
dva rtizné vzorky a navic jesté smésny vzorek. Tento vzorek vznikne smisenim vech vzorkd, s nimiz pracujeme
v daném experimentu, a slouzf jako internf standard. Tak je vyrazné eliminovan problém kvantifikace proteinovych
skvrn v jednotlivych vzorcich, resp. problém opakovatelnosti dvourozmérnych geld, ktery je hlavnim problémem
klasické dvourozmeérné elektroforézy. Moznost kvantitativné porovnavat dva vzorky v jednom gelu soucasné
spolu s pfitomnosti interniho standardu predstavuje hlavni vyhodu 2-D DIGE oproti 2-DE, kde se na jeden IPG
prouzek nanasi pouze jeden vzorek. 2-D DIGE tak umoziiuje rozvijet a realizovat strategii expresni a srovnavaci
proteomiky tim, Ze daleko preciznéji porovnava a kvantifikuje zmény v proteinové expresi u dvou rozdilnych
vzorkd na jednom gelu.

Na 2-DE gelech Ize detekovat az nékolik tisic nejcetnéjsich proteinovych skvrn v zavislosti na vzorku. To uz
predstavuje vyznamnou Cast proteomu, zvlasté pokud se jednd o jeho urcitou frakci — subproteom (jaderny,
mitochondrialni, plastidovy, membranovy, fosfoproteom apod.). V soucasnosti je 2-D DICE jedna z vhodnych
a dostupnych proteomickych metod, kterd umoznuje nejen kvantifikovat a identifikovat tisice proteint najednou,
ale také kvantifikovat rdizné post-translaéni modifikace téchto proteinli diky rozdilné pohyblivosti jejich skvrn
na dvourozmérnych gelech.

O“Farrell PH.: 1975 — ). Biol. Chem. 250, 4007
Unla M., Morgan M.E., Minden J.S.: 1997 — Electrophoresis 18, 2071
Vitamvés P, Kosova K., Skodécek Z., Prasil I.T. (2009) — Chem. listy, pfijato

Podporovéno projekty MSMT OC08066, MZe 00027006003 a GACR GP522/09/P621.
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IN VITRO TRANSLACE A IMUNOPRECIPITACE; PROBLEMY A JEJICH RESENI
PETRA PROCHAZKOVA-SCHRUMPFOVA!, JIRT Fajkus' 2

' Oddéleni funkéni genomiky a proteomiky, Masarykova univerzita, CZ-62500 Brno, CR
2 Biofyzikalnf dstav, Krdlovopolska 135, CZ-61265 Brno, CR
E-mail: schpetra@centrum.cz, tel.: +420 549 498 137

In vitro translace ¢i nasledna imunoprecipitace in vitro translatovanych proteind je technikou, kterd je dnes jiz
bé&Zna v mnoha laboratofich. Casto pouzivana radioaktivni varianta translace ve zkumavce, kdy dochézi v pribéhu
translace k inkorporaci radioaktivné znacenych aminokyselin, usnadiuje nejen naslednou specifickou detekci
proteind, ale napomdhd i pfi hledani interakénich partnerd technikou imunoprecipitace. Pri imunoprecipitaci je
protein z in vitro translatovaného lyzatu precipitovan ve vhodném pufru pomoci imuno-komplext, které zahrnuji
antigen (Casto tag proteinu), primdrni protilatku a Protein A-, G- agarozovy ¢i magneticky konjugat. Na trhu je
cela rada raznych in vitro expresnich systému napt.: lyzat z krélicich retikulocytti, lyzat z psenicnych klickd, lyzaty
z E. coli, lyzéty ze Spodoptera frugiperda a dalsi, a také celd rada A-, G- konjugatt ¢i vhodnych protilatek.

V nasi laboratofi jsme technikou imunoprecipitace chtéli ovéfit vysledky ziskané v dvojhybridnim systému, kde
jsme pozorovali zcela nové interakce dvou proteinl z A. thaliana, u nichz se predpokladd, ze jsou asociovany
s telomerami. Jelikoz Slo o rostlinné proteiny, vybrali jsme si pro in vitro translaci lyzat z pSenicnych klicka.
Rutinni experiment se v3ak protahl do pomérné dlouhé optimalizace nejen in vitro translace, ale také nasledného
imunoprecipita¢niho experimentu.

Béhem prednasky budou zminény optimaliza¢ni kroky, které nakonec vedly ke zdarnému vysledku — tedy
k potvrzeni nalezenych protein-proteinovych interakci. Napf.: vybér vhodnych A-, G- konjugét(; vybér vhodného
tagu; optimalizace vazebnych pufrl a aditiv; optimalizace eluce; vybér vhodného substratu pro in vitro translaci;

,codon usage” problematika atd.

Avsak vysledkem veskerych optimalizacnich procedur bylo v tomto piipadé zjisténi, ze ackoliv pfedpokladané
telomer-vazebné proteiny z A. thaliana jsou evolu¢né blize p3enici nez kralikovi, proteiny translatované v pseni¢ném
extraktu nejsou schopny interakce béhem imunoprecipitacnich pokust. Naproti tomu exprese téchto rostlinnych
proteint v lyzatu z krélicich retikulocytt vedla k potvrzeni predpokladanych interakci mezi proteiny AtTRB (Telomere

Repeat Binding) a proteinem AtPOT1b (Protection of Telomeres) a blizsi charakterizaci jejich interakénich domén.

Prochazkova Schrumpfova P, Kuchar M., Palecek J., Fajkus J. Mapping of interaction domains of putative telomere-binding proteins AtTRB1 and
AtPOT1b from Arabidopsis thaliana 2008

Podporovéno grantem GACR (521/08/P452 and 204/08/1530) a MSMT CR (MSM0021622415 and LCO6004).
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IMUNOAFINITNI PURIFIKACE V ANALYZE FYTOHORMONU
JakuB RoOLCiK

Laboratof rtistovych regulatort, Univerzita Palackého v Olomouci & Ustav experimentalni botaniky AV CR,
SlechtitelG 11, 783 71 Olomouc
E-mail: jakub.rolcik@seznam.cz, tel.: +420 585 634 864

Hladiny fytohormon( a jejich metabolitC v rostlinném organismu jsou velmi nizké, typicky na trovni desitek nanomold
az stovek femtomolt na gram cerstvé hmoty. Jejich kvantifikace tak pfedstavuje naro¢nou Glohu z oblasti stopové
chemické analyzy. Situace je déle ztizena tim, Ze rostlinny materidl sestava ze slozité matrice obsahujicf Siroké
spektrum tzv. balastnich latek (sacharidy, listova barviva, fosfolipidy ad.) a také enzymy a radikaly schopné molekuly
analytu (fytohormonu) velmi rychle destruovat v pribéhu odbéru a zpracovani vzorku. Usp&$né provedenf analyzy
fytohormonu proto vyzaduje dikladné porozuméni déjiim, k nimz pfi zpracovani vzorku dochézi, a metodam,
jez jsou k analyze pouzity. Nezanedbatelnd je rovnéz zkusenost.

V soucasnosti jsou pfi analyze fytohormond s Gspéchem pouzivany Gcinné separacni metody (napt. SPE,
Solid-Phase Extraction) a vyspéld instrumentace (nejcastéji HPLC ¢i UHPLC s naslednou hmotnostni detekct).
Nejmodernéjsi tandemové hmotnostni detektory se vyznacuji vysokou selektivitou a citlivosti umoznuijici kvantifikaci
attomolarnich mnozstvi analytu.

Ani nejmodernéjsi technologie ovsem nejsou zarukou UGspésné kvantifikace v pripadech, kdy je studovana
latka pfitomna ve velmi nizkych latkovych mnozstvich a/nebo ve velmi slozité matrici. Originalnim resenim je
v takové situaci pouziti imunoafinitni purifikace (oznac¢ované jiz od 80. let dvacatého stoletf jako ,imunoafinitni
extrakce” ¢i ,imunoafinitni chromatografie”). Princip metody spocivd v navazani protilatek, které jsou schopny
specificky interagovat se studovanym fytohormonem (nejcastéji jde o protilatky mysi nebo krali¢i), na pithodny
nosic (gel). Kolonkou obsahuijici tento afinitni gel se pak nechd prokapat pfedcistény rostlinny extrakt, z néjz
protilatky ,vychytaji“ pfitomny fytohormon. Po promyti imunoafinitni kolonky vodou lze zadrzeny analyt snadno
eluovat napf. aplikaci methanolu.

Kombinace G¢inné imunopurifikaéni metody a modernf instrumentace dovoluje jak kvantifikaci jiz popsanych,
tak izolaci novych metabolitd rostlinnych hormont. Pfednaska bude vénovana podrobnéjsimu popisu metody

a ukazkam jejiho Gspésného pouziti.

Vyzkum byl podporovan grantem MSMT Ceské republiky MSM 6198959216.
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EPIGENETIKA ROSTLIN

Boris Vyskot

Oddéleni vyvojové genetiky, BiofyzikdInf Gstav AV CR, 61265 Brno
E-mail: vyskot@ibp.cz, tel.: +420 541 240 500, www.ibp.cz/labs/LPDG

Epigenetiku definujeme jako mitoticky a/nebo meioticky dédéné zmény genové exprese, ke kterym dochazi
beze zmény primarni genetické informace (tedy beze zmény sekvenci nukleotidd v DNA). Epigenetika je také
charakterizovana jako tzv. chromatinova dédic¢nost, nebot bylo prokdzano, ze je zpUlsobena (Ci |épe provazena)
strukturnimi i chemickymi modifikacemi chromatinu — pfedevsim DNA a nukleozomadlnich histond.

Epigenetika je vyrazné charakterizovédna jako nejista (nestabilni) dédicnost, ktera se obvykle nefidi mendelovskymi
pravidly. Znamena to, Ze epigeneticky Fizené lokusy se zpravidla vyznacuji netplnou penetranci a variabilni
expresivitou. Klasickym prikladem nestabilniho (mozaikového) fenotypu je tzv. pozi¢ni efekt u drosofily, kdy
exprese genu odpovidajici za barvu o¢niho pigmentu se m(ize podrobovat epigenetickému umlcovani vlivem
sousedniho heterochromatinu. Jinym dobre popsanym epigenetickym jevem jsou paramutace u kukurice, kdy
dochazi k dédi¢né zméné exprese jedné alely vlivem alely druhé. Od 80. let XX. stoleti doslo s nastupem technik
molekularni biologie k objasnéni dalSich epigenetickych jevii — genomového imprintingu u placentalnich savcti
a krytosemennych rostlin, epimutaci, epigenetického umlcovani transposont a transgend i jejich kauzalnich
mechanismd (metylace cytozinu v DNA, RNA interference, acetylace i dalsi modifikace nukleozomalnich histond,
Glohy supresorovych a aktivatorovych vazebnych proteind aj.). Pfednéska podavé uceleny prehled epigenetickych
procest u krytosemennych rostlin ¢lenény do nasledujicich kapitol — rostliny versus zivocichové a genomovy
imprinting, klasické epigenetické systémy (transpozony, paramutace, nukleolarni dominance), transgeny a viry
zprostfedkované umlcovani genti a Glohy epigenetickych procesti ve vyvojovych procesech.

ALLIS C.D., JENUWIN T., REINBERG D., CAPARROS M.L.: EPIGENETICS. — Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 2007 (ISBN-13:
978-0-87969-724-2)

JAENISCH R., BIRD A.: Epigenetic regulation of gene expression: how the genome integrates intrinsic and environmental signals. — Nature Genetics
33: 245-254, 2003

JIRTLE R.L., SKINNER, M.K.: Environmental epigenomics and disease susceptibility. — Nature Review Genetics 8: 253-262, 2007
RICHARDS E.J.: Inherited epigenetic variation — revisiting soft inheritance. — Nature Review Genetics 7: 395-601, 2006
TOLLEFSBOL T.O. (Ed): EPIGENETICS PROTOCOLS. — Humana Press, Totowa, 2004 (ISSN 1064-3745)

VYSKOT B.: The role of DNA metylation in plant reproductive development. — In: Ainsworth C.C., ed.: SEX DETERMINATION IN PLANTS, str.
101-120, Bios Scientific Publishers, Oxford, 1999 (ISBN 1 85 996 042 1)

VYSKOT B.: Pfenos epigenetické informace v liniich bunék somatické a zdrodecné drdhy. — In: Jondk J. ed: MOLEKULARNI BIOLOGIE A GENETIKA
XIl, str. 7-21, UMG, Praha, 2006 (ISBN: 80-902588-5-9)

WOLFFE A.: CHROMATIN: STRUCTURE AND FUNCTION. — Academic Press, San Diego, 1998 (ISBN 012-761914-3)

Podékovani:
Tato prdce byla podporovdna MSMT (LCO6004).
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A FORWARD GENETICS SCREEN - PERSPECTIVES AND PITFALLS
Tomasz NobpzyNski, HIROkAZU TANAKA, RICARDO Te0s, ELENA FERARU, JIRT FRIML

Department of Plant Systems Biology, Flanders Institute for Biotechnology (VIB) and Department of Molecular
Genetics, Ghent University, 9052 Gent, Belgium
E-mail: jifri@psb.vib-ugent.be, tel.: +32 933 13 913

A forward genetics screen is a procedure in which individuals that posses a certain phenotype are being identified.
Forward genetics begins with a phenotype and subsequently identifies the genotype. Whereas the reverse genetics
starts with a mutated gene and asks what are the changes of phenotype that the mutation caused.

Application of forward genetics gives the possibility to identify several components (genes) involved in a particular
biological process. However the strength of this approach lies largely in the design of the forward genetics screen
that has been used to identify the candidate genes. The ability to discriminate specific phenotypes, correlated
with a biological process, depends on the stringency of the screen conditions and has a direct impact on the
specificity of gathered hits.

Subsequent identification of an altered gene causing a given phenotype can be achieved by positional (map-based)
cloning techniques. Several Arabidopsis accessions, or ecotypes, are sufficiently divergent to support the design
of molecular markers at high density. Most commonly used combination for mapping purpose are crosses between
Columbia and Landsberg erecta. Those two accessions have been estimated to differ in four to eleven positions
every 1000 bp. What is more, extensive genome sequence information is available for those ecotypes facilitating
the design of a variety of molecular markers that can be used for fine mapping. Exploiting those possibilities it is
possible to identify the target gene in a relatively short time.

27



STREDA 14. 10. 2009

= prednasky,

KTERAK ZE DVOU ZMETKU VYTVORIT FUNKCNI VIRUS
A K CEMU JE TO DOBRE

TomAS MoRAVEC, HANA HOFFMEISTEROVA, JITKA FOLWARCZNA, HELENA PLCHOVA, NOEMI CEROVSKA

Ustav experimentalni botaniky AV CR, v.v.i., Na Karlovcela, Praha 6
E-mail: moravec@ueb.cas.cz, tel.: +420 224 310 108

V soucasnosti se mnoho pozornosti soustfeduje na vyuziti rostlin pro expresi cizorodych proteint s velkou pfidanou
hodnotou jako jsou napriklad protilatky, vakciny, enzymy a podobné.

Jednim ze zpusobt jak tohoto cile dosdhnout je pouziti expresniho vektoru zalozeného na rostlinném viru.
Vyhodou téchto vektort je predevsim rychlost, se kterou Ize otestovat expresi studovaného proteinu pfimo v rostlinach
bez nutnosti pfipravy transgennich rostlin. Dalsi vyhodou virovych vektort je vysoka maximalni koncentrace
exprimovaného cizorodého proteinu. Sirimu vyuZiti virovych vektord viak brani i nékteré nevyhody. Jde predeviim
o nutnost kazdou jednotlivou rostlinu inokulovat bud virovou RNA, nebo pomoci cDNA klonu aplikovaného bud’
biolisticky nebo pomoci agrobakteria. Dalsi potencidlni nevyhodou mohou byt obavy z nekontrolovaného Sitent
modifikovaného rostlinného viru mimo experimentalni rostliny.

V nasi pfedndsce bychom Vs radi seznamili s jednoduchym systémem, ktery obé tyto hlavni nevyhody obchézi.
Systém je zalozen na simultanni infekci primarni rostliny dvéma nepfibuznymi rostlinnymi viry, které sice nejsou
schopny se $ifit v rostliné samostatné, ale navzajem si své nedostatky dokazi natolik zkomplementovat, ze v infikovanych
rostlinych bunkéch vznikajf zcela funként virové castice, které Ize pouzit jako inokulum pro mechanickou inokulaci
sekundarnich rostlin virovym vektorem. V sekundéarné infikovanych rostlinach jiz viak plné funkénf a infeként
virus nevznikd, virus se §ifi pouze v listech zasazenych inokulem. Kromé pfipravy standardizovaného a stabilniho
inokula Ize tento systém vyuzit i pro studium sifenf virové infekce rostlinou a pro objasnéni mechanismt CPMR

(coat protein mediated resistance).

Fig1: Systémovd infekce rostlin N. benthamiana
virovym vektorem, zaloZzenym na viru mozaiky
tabdku (TMV) jehoZ obalovy protein byl nahrazen
zelenym fluorescencnim proteinem (viz svétla
mista na fotografii).

Tento vyzkum je podporovan grantem No. 521/09/1525 GACR.
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BIOLOG STATISTIKEM NEBO SPigE STATISTIKA PRO BIOLOGA?
ARNOST KOMAREK

Katedra pravdépodobnosti a matematické statistiky, Matematicko-fyzikalnf fakulta Univerzity Karlovy v Praze,
Sokolovska 83, 186 75 Praha 8 — Karlin
E-mail: arnost.komarek@miff.cuni.cz, tel.: +420 221 913 282

S ohledem na vybaveni soucasnych pocitacli a dostupnost na prvni pohled snadno ovladatelného statistického
software nabyva mnohy uzivatel statistiky (biologa nevyjimaje) pocitu, Ze je schopen statisticky analyzovat témér
libovolny problém, s kterym se setkd, aniz by o statistice mél znalosti presahujici objem manualu oblibeného
statistického programu. Jednim z nejzakladnéjsich problémdi, s jehoZ statistickym FeSenim se sezndmi student
zakladniho kurzu biostatistiky, je srovnani typické hodnoty daného ukazatele s hodnotou referenéni. Navazujicim
souvisejicim problémem je srovnani typické hodnoty daného ukazatele mezi dvéma skupinami. V prvni ¢asti
prispévku vyjdeme z jedno- a dvouvybérového t-testu jakozto typicky pouzivanych (a vétsiné publika jisté znamych)
metod pro statistickou analyzu vyse uvedenych otazek. Na prikladech upozornime na casto se vyskytujici chyby
a ukdzeme, ze bezmyslenkovité ,mackanf tlacitek” (byt spravnych) statistického programu mtize bez hlubsiho
porozumnéni vést k chybnym zavéradm. V druhé casti prispévku se pokusime na modelové situaci naznacit, jak by
idedlné mél postupovat nestatistik (biolog), jestlize i jenom predpoklada, ze reSeni nestatistického (biologického)
problému bude v jisté fazi vyzadovat statistickou analyzu. Treti ¢ast prispévku nastini na konkrétnich prikladech
z konzulta¢ni praxe pro védce biomedicinskych obor(, ¢eho vieho Ize s pomoci statistiky dosahnout, jestlize
nestatistik zavcasu spoji sily se statistikem.

MODELOVANI TOKU AUXINU - LIMITY, USKALI A PERSPEKTIVY

KLARA HOYEROVA!, PETR HOSEK?, MARCEL JIRINAZ, JAN PETRASEK!, PETR KLimA!, MARTINA LAKKOVA!,
Petre |. DoBRev', EVA ZAZIMALOVA'

T UEB AV CR, Rozvojové 263, 16502 Praha, CR
2 FBMI CVUT, Nam. Sitna 3105, 272 01 Kladno, CR
E-mail: hoyerova@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 436

Auxiny jsou odpovédné za regulaci Sirokého spektra fyziologickych procest u rostlin. Rozhoduijict je zde predevsim
tok auxinu pletivem, jeho smér a intenzita, ze které vyplyva koncentrace auxinu dosazend v misté tcinku.

Soucasné modely jsou prevazné cileny na simulaci toku auxinu rostlinnym pletivem.

Matematické vztahy, které popisuji nezbytné zavislosti toku auxinu na nejréiznéjsich faktorech a které tvori
zéklad téchto modelli, maji sviij logicky plivod na drovni jediné bunky. Presto probiha konfrontace zminénych
modeld s realnymi daty az na Grovni pletiva.

Na zékladé experimentalnich dat, ktera charakterizuji kinetiku pfenosu auxinu pres membranu pomoci pfenasecd,
ale i metabolismus auxinC béhem transportu a dalsi jevy, jsme schopni identifikovat potfebné parametry a realizovat
takovy model transportu auxinu na Grovni bunky, jehoz vystup bude srovnatelny se skute¢nosti.

Zasadnim problémem matematickych modelt je jejich opravdova platnost, ktera je nedokazatelna, ale pouze
vyvratitelnd. Nevyvraceny model tak povazujeme za platny.

Pozitivem modelu je ale moznost jednoznac¢ného a opakovatelného zpracovani komplexnich datovych sad
(data ruznych typl) a moznost ovérovani hypotéz o funkci a chovani systému, navrhovani novych elementd,
zavislosti a vazeb v systému.

Prispévek bude zaméren na porovnani deterministického a stochastického pristupu k modelovéni toku auxinu,
na Gskali pfi verifikaci a validaci modelu a na vystupy, které by model mohl poskytovat.

Podporovéno grantem GAAV KJB600380702 a projektem MSMT LCO6034.
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POLAROGRAFIE VCERA, DNES A ZITRA - 50 LET OD UDELENI NOBELOVY CENY
JIRI BAREK

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, katedra analytické chemie, Albertov 6, 128 43 Praha 2
E-mail: barek@natru.cuni.cz, tel.: +420 221 951 224

Dne 10. prosince 1959 v 16.30 odevzdal $védsky kal Gustav Adolf VI. profesoru Jaroslavu Heyrovskému Nobelovu
cenu za polarografickou metodu analyzy. Padesaté vyroci této udélosti je jisté vhodnym divodem k zamyslent
nad vyvojem této metody, jeji historif, soucasnosti i budoucnosti. A to tim spiSe, Ze historie vyvoje nové analytické
metody a rozsifovant jejiho aplika¢niho potencialu miize byt inspirujici i pro ostatni prirodovédné obory, nebot
fada souvisejicich skutecnosti je nejen nadcasovych ale presahuje i ramec jedné védni discipliny.

V obdobi pred 2. svétovou valkou se polarografie i diky mimoradnym propagacnim schopnostem profesora
Heyrovského — znac¢né rozsifila v analytickych laboratofich, v provozu i ve vyzkumu, stala se prvni analytickou
metodou s automatickym zaznamem a patfila k nejcitlivéjsim a nejselektivnéjsim analytickym metoddm. Prestoze
v padesatych a Sedesatych letech ustoupil jeji vyznam ponékud do pozadi v souvislosti s bourlivym rozvojem
modernich separacnich a spektrometrickych metod, mtze dodnes v fadé piipadl hrét distojnou roli.

V kazdém piipadé se polarografie stala zarodkem modernich elektroanalytickych metod, sensorti ¢i biosensort
pracujicich na elektrochemickych principech, elektrochemickeyh detektort pracujicich ve spojenf s vysokodcinnou
kapalinovou chromatografii ¢i kapilarni zonovou elektroforézou a dodnes mtize byt uzitecna pfi stopové analyze
slozitych environmentélnich ¢i biologickych vzorka.

V prednasce bude vénovana pozornost historii polarografie, kterou od narozeni profesora Heyrovského v roce
1890 az do okamziku udéleni Nobelovy ceny v roce 1959 vystizné a kvalifikované popsal profesor Zuman, jeden
z nejblizsich zakd a spolupracovnikd profesora Heyrovského (Zuman 2001). Déle budou diskutovany soucasné
mozZnosti i omezeni polarografie a z ni odvozenych modernich elektroanalytickych metod, které jsou popsany
v historickych souvislostech napft. v prehlednych referdtech vénovanych 110. vyroci narozenf profesora Heyrovského
(Barek et al., 2001), 80. vyroci objevu polarografie (Barek, Zima 2003) ¢i 50. vyroc¢i udéleni Nobelovy ceny
za polarografii (Barek 2009a, Barek 2009b). Zavérem bude ucinén pokus o pohled do budoucnosti a o prehled
perspektiv modernich analytickych metod v souvislosti se stale rostoucimi pozadavky celé spolecnosti i jednotlivych
prirodnich véd. Autor tohoto piispévku by v ném rad ukézal, ze diky nadsenf a Gsili elektroanalytickych chemiki
mohou moderni polarografické a voltametrické metody hrat vyznamnou roli i v dalsich dekédach tohoto tisicileti.

Reference

Barek J., Fogg A.G., Muck A., Zima J.: 2001 — Crit. Rev. Anal. Chem. 31: 291
Barek J., Zima J.: 2003 - Electroanalysis 15:467

Barek J.: 2009a — Crit. Rev. Anal. Chem. 39: 128

Barek J.: 2009b — Rev. Polarography 55:27

Zuman P: 2001 - Crit. Rev. Anal. Chem. 31: 281

Podékovani L
Vyvoj modernich elektroanalytickych metod je podporovan projekty MSMT CR . MSM0021620857,
LC 06035 a RP 14/6.
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CESTOU KONFOKALNI MIKROSKOPIE

ONDREJ SEBESTA

P¥F UK, Vini¢na 7, 128 44, Praha 2, CR
E-mail: OndrejSebesta@seznam.cz, tel.: +420 221 951 943

V soucasnosti Ize zaznamenat prudky vzestup zajmu badatel(i o mikroskopické fluorescen¢ni techniky. Mikroskopické
vybavenf a technické dokonalost pfistrojd i metod znaceni kladou zvy3ené naroky na porozumnéni nejen biologickym
déjiim, ale také na porozumnéni metodickému pristupu, technickym moznostem pfistroji a analyze ziskanych dat.

Spolecné se podivame na zakladni moznosti konfokélntho mikroskopu, zptsoby jak nasnimat pouzitelna data
a jak se ze ziskanych dat dozvédét pozadovanou informaci. Predstavime si principy fluorescence a konfokalniho
mikroskopu. Pohlédneme na vlastnosti optické soustavy cocek v objektivu a probereme zakladni stavbu digitdIniho
obrazu. Na zavér si ve zkratce ukazeme zpusoby zpracovani a analyzy obrazovych dat.

PRAKTICKY PRUVODCE MENE BEZNYMI METODAMI
KONFOKALNI MIKROSKOPIE U ROSTLIN ANEB
KONFOKAL NENI JEN FOTAK NA PEKNE OBRAZKY

JAN PETRASEK" 2

T UEB AV CR, Rozvojova 263, 165 02 Praha 6, CR
2 Katedra fyziologie rostlin PfFUK, Vini¢nd 5, 128 44 Praha 2, CR
E-mail: petrasek@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 425

Konfokdlni mikroskop se béhem poslednich let stal prakticky béznou soucasti kazdého vétsiho biologického
experimentalniho pracovisté. Diky své schopnosti zaznamenavat obraz pouze z dané roviny ostrosti umoziuje
nerusené nahlédnout do nitra biologického materialu, ktery bud fluoreskuje spontanné nebo obsahuje vnesené
fluorescencni proteiny. V zasadé se setkdvame se dvéma typy konfokélnich mikroskopd. Asi nejrozsitenéjsi jsou
dnes laserové skanovaci konfokalni mikroskopy, které vyuzivaji jako zdroj svétla lasery o réiznych vinovych délkach,
rastruji snimany vzorek bod po bodu a vyuzivaji k odfiltrovani neostrého obrazu statickou konfokdlni stérbinu.
Druhou skupinu tvofi konfokalni mikroskopy vyuZzivajici laser(i ¢i prosté fluorescenéni vybojky a k odfiltrovani
nejméné invazni zptsoby pozorovanf s vyuzitim co nejmensi energie UV svétla, predstavuji mikroskopy s rotujicim
diskem budoucnost pozorovani zivého materilu.

Smyslem tohoto piispévku je predstavit z praktického hlediska moznosti, které nabizi moderni laserova skanovaci
mikroskopie v bunécné biologii rostlin se zamérenim na pozorovani zivého materidlu. Zejména s vyuzitim prikladi
z mikroskopu Zeiss LSM5 DUO budou shrnuty metody konfokdlniho zobrazovani u rostlin Arabidopsis thaliana
a bunécnych kultur Nicotiana tabacum nesoucich stabilné fluorescenéni proteiny, jakoz i u rostlin a bunécnych
kultur Nicotiana tabacum exprimujicich fluorescenéni proteiny transientné. Naprosté vétsina pozadavk( uzivateld
konfokalnich mikroskopti byva zamérena na co nejdokonalejsi zobrazeni distribuce daného proteinu ¢i struktury,
nejlépe ve vice kandlech. Neni to oviem jedina metoda, kterou vybaveni modernich konfokalnich mikroskopti
umoziuje. Popsany budou moznosti sledovani dynamiky proteinG v burkach rostlin (FRAP, fluorescence recovery
after photobleaching), jejich vyhodnocovani a prezentace. Dalsi moznosti odkryvaji postupy spektralni analyzy
spektra fluorescence daného fluorochromu, které umoznuji jak separaci prekryvajicich se spekter tak napt.
kvantifikaci pfenosu energie mezi dvéma flurochromy (FRET; Forster Resonance Energy Transfer).

Podporovéno grantem MSMT LCO6034.
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PRACTICAL NOTES ON FLUORESCENCE LIFETIME IMAGING

OLEKSANDR CHERNYAVSKIY

Institute of Physiology, CAS, Videnska 1083, 140 00 Prague 4 Krc, Czech Republic
E-mail: cernavsky@biomed.cas.cz, tel.: +420 296 442 274

Laser scanning confocal microscopy has already become an every-day tool in a large number of laboratories all
around the world. Nowadays, more and more researchers use real 3D imaging capabilities of this technique.
Presently, high-power pulsed lasers are available and used for two-photon excitation fluorescent microscopy. Such
approach has an advantage of intrinsic 3D capability, so it does not need any confocal pinhole and all emitted
photons contribute to the registered signal, providing e.g. enhanced signal-to-noise ratio for visualisation of deep
tissue layers. Also, it does not require complicated aligning, necessary for systems with UV pulsed lasers used for
conventional one-photon excitation (both wide-field and confocal).

Unlike above mentioned techniques dealing with intensities (i.e., number of registered photons), fluorescence
lifetime imaging (FLIM) makes use of the time delay between pulses of excitation laser light, and a moment of
photon registration by a detector. Recent advances in electronics providing highly-sensitive detectors for recording
low-level light signals made possible the time-correlated single photon counting (TCSPC) with picosecond resolution
and extremely high precision.

In the simplest case, the fluorescence lifetime imaging can be used as an additional parameter to separate or
identify the emission of different fluorophores. It is particularly useful to distinguish the autofluorescence components
in tissues, which have poorly defined fluorescence spectra but can be distinguished by their fluorescence lifetime.
Moreover, the fluorescent lifetime of endogenous fluorophores is strongly dependent on the local environment of
molecules, such as binding to proteins or lipids. Also, protonated and deprotonated form of the same fluorophore
may have different fluorescence lifetime. Since the equilibrium between these forms is pH-dependent, average
lifetime can be used as an indicator of local pH.

Since the lifetime does not depend on the concentration of the fluorophores, FLIM is a direct approach to the
mapping of cell parameter like pH, ion concentrations or oxygen saturation, protein interaction, FRET and other
effects on the molecular level.

Becker W., The bh TCSPC Handbook: 2008, 3rd edition, Becker & Hickl GmbH

Chernyavskiy O., Kubinova L.: Multi-photon excitation microscopy, in.: Proceedings of Advances in Widefield and Confocal Fluorescence
Microscopy: 2008, Brno, Librex.Eu, 5.20-28

Koenig K., Riemann I., High-resolution multiphoton tomography of human skin with subcellular spatial resolution and picosecond time resolution:
2003 —J. Biom.Opt., 8: 432-439

Lakowicz J.R., Szmacinski H., Nowaczyk K., Johnson M.L., Fluorescence lifetime imaging of free and protein-bound NADH: 1992 — PNAS 89:
1271-1275

Supported by the Academy of Sciences of the Czech Republic (grant AVOZ 50110509) and by the Ministry of Education,
Youth, and Sports of the Czech Republic (grant LCO6063).

32



STREDA 14. 10. 2009

P rednishy

ANALYZA TROJROZMERNYCH DAT ZISKANYCH KONFOKALNI MIKROSKOPII
ANEB CO S DATY S POUZITIM STEREOLOGICKYCH METOD

JANA ALBRECHTOVA', LuciE KUBINOVAZ, JIRi JANACEK?, ZUZANA LHOTAKOVA'

' Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze, Katedra fyziologie rostlin, Vini¢nd 5, 128 44 Praha 2
2 Fyziologicky tstav AV CR, v.v.i., Videnskd 1083, 142 20 Praha 4
E-mail: albrecht@natur.cuni.cz, tel.: +420 221 951 694

Pro zpracovani sérii optickych rezd ziskanych konfokalni mikroskopif trojrozmérnymi (3D) strukturami byla
v neddvné dobé vyvinuta fada metod, které umozniuji popisovat povrchové i prostorové vlastnosti struktur. Pro
méreni kvantitativnich charakteristik struktur je mozno pouzit celou fadu metod stereologickych, digitalnich metod
analyzy obrazu ¢i 3D prostorovych rekonstrukei.

Klasické stereologické metody umoznuji z méfeni na 2-rozmérnych rfezech s vyuzitim bodovych, ¢arovych ci
plosnych testovacich sond odhadovat prostorové vlastnosti, jako je objem, obsah povrchu, délka mikroskopickych
vlaknitych struktur v prostoru. Pro vyhodnoceni sérii optickych fezli v ramci jednoho tlustého fezu se vyuziva
prostorovych sond, jako je opticky disektor, vertikdlni prostorova miizka, fakir, krajec aj. V soucasné dobé uz
jsou k dispozici i pokrocilé softwarové systémy se stereologickymi moduly, které umozriuji automatizovany ci
interaktivnim zptsob méreni. PouZiti stereologickych metod ma predevsim tu vyhodu, Ze pfi zachovani principu
systematického, rovnomérné nahodného vzorkovani, je uplatnitelné pro struktury libovolného tvaru a usporadant.
Navic nové metody vyuzivajici charakteristiky druhého fadu prinaseji moznost popisu prostorového usporadani
struktur a jejich vzajemnych vztaht v prostoru (napf. kolokalizace).

Aplikace konfokdlni mikroskopie a stereologickych metod pro prostorové charakteristiky struktur je na urcitych
objektech, jako je jehlice smrku ztepilého, mozna i po uchovavani obebranych vzork(i zmrazenim (Lhotakova
a kol. 2008). Navic u jehlic smrku, diky intenzivni autofluorescenci chlorofylu v chloroplastech a fenolickych latek
vazanych v bunécénych sténach je mozné pouzivat ruéni fezy bez predchoziho zpracovani vzorkd (Albrechtova
a kol. 2008). S pouzitim stereologickych metod a software Ellipse (ViDiTo, Kosice, SR) je mozné kromé charakteristik
mezofylovych bunék, jako je objem mezofylu, vnitini povrch jehlice, pocet a primérny objem mezofylové buriky,
urcit i nevychyleny odhad poctu chloroplastt v mezofylovych burikach. Vybrané stereologické metody, fakir a disektor,
byly prokdzany jako dostatec¢né citlivé pro kvantitativni popis zmén ve struktufe mezofylu jehlic smrku ztepilého.

Albrechtova J, Janacek J, Lhotakova Z, Radochova B, Kubinové L. 2007. Novel efficient methods for measuring mesophyll anatomical characteristics
from fresh thick sections using stereology and confocal microscopy: application on acid rain-treated Norway spruce needles. Journal of Experimental
Botany 58, 1451-1461.

Lhotakova Z, Albrechtova J, Janacek J, Kubinova L. 2008. Advantages and pitfalls of using free-hand sections of frozen needles for three-dimensional
analysis of mesophyll by stereology and confocal microscopy. Journal of Microscopy-Oxford 232, 56-63.

Prace byla podporena z projektu GAAV A600110507.
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DEFORMACE MEZOFYLOVYCH PLETIV V JEHLICICH SMRKU
A JEJICH DIFERENCIACE PO OXIDATIVNIM PUSOBENI OZONU
NEBO BIOTICKYMI FAKTORY

VAcLAV KRPES

Prirodovédecka fakulta Ostravské univerzity, Katedra biologie, ul. 30. dubna 22, Ostrava
E-mail: vaclav.krpes@osu.cz, tel.: 777 676 310

Na krycich pletivech jehlic smrku ztepilého byvaji ¢asto pozorovany bezbarvé a zZlutavé bodové chlordzy. Tyto
viditelné symptomy jsou pfisuzovany skodlivému pisobeni pfizemniho ozonu. Podobné pfiznaky se objevuji
i po plsobeni savym hmyzem nebo endofytickymi houbami. Pfesné rozpoznani pficiny poskozeni nelze zcela
spolehlivé urcit. Vhodnou aplikaci histopatologickych a histochemickych metod se podafilo hodnovérné rozlisit
distinkce mezi pasobenim obu skodlivych faktor(i. Analyza mezofylovych pletiv poskozenych segmenti jehlic
ukazala rozdilnost v morfologické stavbé vzniklych deformaci.

Vzorky byly fixovany fixacnim roztokem FAA, byly z nich vytvofeny bloky, pfislusny poskozeny segment byl
vykrojen, separovén a zpracovan aplikacf histopatologickych a histochemickych metod jako nejvhodnéjsi barvivo
byly vybrana malachitova zelen s kyselym fuchsinem a toluidinova modf, Van Gieson, Groccot. Obraz byl zpracovan
mikroskopem fy ZEISS Axiostar Plus propojeny s kamerou fy OLYMPUS C5060 WZ a multimedidlnim PC. Pro
analyzu obrazu a statistiku byl vyuZit softvare Quick Photo Camera 2.2, GIMP 2.2.10 a R 2.2.1.

Strukturalni analyzy separovanych segmentt, poskozenych oxidativim stresem, ukazaly trvalé zmény krycich
a mezofylovych pletiv. Rozsah poskozeni dosahoval az k vodivym pletivim. Na rozhrani poskozenych autonomnich
oblasti byly nalezeny indukce mitéz. Histologicky obraz ukazal kvalitativni deformace v mistech vybledlych
¢asti. V mezofylu byly pozorovany casté autonomni zény atrofovanych bunék se snizenou osmotickou aktivitou,
opakované prerusena kontinuita bunécnych seskupent, lokdlné se vyskytujici hypertrofie pIné turgescentnich bunék.
V substomatarnim prostoru préiduchti zjistény kavity a asymetrie svéracich bunék (obr. 1). Velmi citliva impregnacni
barveni podle Groccota neukazala pritomnost hyf endofytickych hub a plisni, které mohou pisobit sekundarné.

Obr.1 Zretelné rozhrani mezi trvale poskozenymi burikami
oxidativnim stresem a mitotickou aktivitou plné turgescentnich
bunék.

Predpokladdme, ze opakovanym plsobenim ozonu dochdzi k naruseni redoxni rovnovahy buriky a vznikd jeji
naslednd deformace.Béhem vysoké insolace dojde ke ztrdtam vody, burka se zuzuje pouze v jednom rozméru,
Sitce (w), pricemz délka (I) a vyska (h) buriky zGstava prakticky stejna. V nejjednodussim pohledu proto mizeme
povazovat relativni objem bunky jako Gdmérny poméru nynéjsi sitky bunky k Sifce bunky zdravé (obr.2). Tento
pomér jsme nazvali stupném deformace buriky.

Obr.2 Schematicky nakres zndzorriujici odvozeni relativniho
objemu buriky.

34



STREDA 14. 10. 2009

= Erednasisy

Plvodnf sitku buriky v jejim zdravém stavu (pIné turgescenci) zpravidla nezname. Z méreni provedenych
na souborech zdravych bunék v radialnim fezu mezofylu bylo zjisténo, Ze jejich Sitka je sice hodné proménliva,
ale da se zhruba povazovat za linedni funkci délky bunky. Tuto funkci Ize ziskat z namérenych dat linedrni regresi.
Protoze délku bunky v procesu urychlené ztraty vody v autonomni oblasti substomatarniho prostoru povazujeme
za konstantn{, miizeme nemocné burice dané délky pres uvedenou funkci prifadit pdvodnt sitku a spocitat stupen
deformace buriky, ktery v nasem jednoduchém modelu povazujeme za totozny s relativnim objemem buriky.

Bylo zjisténo, Ze ve zkoumaném souboru poskozenych mezofylovych bunék jehlic se primérmna délka zdravych
a nemocnych bunék nelisi. Stupen deformace poskozenych bunék, vyjadfeny pomérem sitky nemocnych bunék

k 8ifce zdravych bunék stejné délky, ¢inil 0,289.

Relativni objem nemocnych bunék byl tmérny stupni jejich deformace. Median vodniho potencialu mél hodnotu —
2,12 MPa; smérodatna odchylka cinila 1,1 MPa

Medidn tvarového indexu bunky (pomeér sitky buriky k jeji vysce) mél u zdravych bunék hodnotu 0,591,
u nemocnych bunék 0,187. Smérodatnd odchylka cinila u zdravych bunék 0,220 a u nemocnych 0,081. Tvarovy

index Ize pouzit jako pomocny indikdtor onemocnént.

Plisobeni ozonu narusuje rovnovahu riistovych regulator v jehlicich a evokuje zvysenou mitotickou aktivitu;

vyvolava fotooxidaci fotosyntetickych pigmentt, poskozuj bunééné membrany a ¢inf je propustnéjsi pro kationty.
Snizuje plny vykon fotosyntézy, narusuje energeticky systém smrkovych porostl a oslabuje jejich rdst.

PROC NAS LIDI NEMAJ RADI:
POPULARIZACE JE NUTNOST, NE LUXUS. JAK NA NI?

JAN KoLAR

Ustav experimentalni botaniky AV CR, Rozvojova 263, 165 02 Praha 6, CR
E-mail: kolar@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 414

Lidé nés, rostlinné biology, nemaji nijak zvlast radi. Ne ze by nas nesnaseli — spiSe se o nasi praci nezajimaji. Rostliny
nejsou tak atraktivni jako roztomila zviratka, romantické snimky z vesmiru nebo lékarské objevy. Tento handicap
nastésti neni neprekonatelny. Intenzivni propagaci Gspéchd rostlinné biologie ho lze z vétsi ¢asti eliminovat. Coz
by méla byt jedna z priorit naseho oboru.

Nejen rostlinni biologové, ale vsichni badatelé musi komunikovat s verejnosti. Podle prizkum si lidé védcd
pomeérné vazi. Opravnéné se viak ptaji, jaky prospéch prinasi spolecnosti jejich prace, placena z penéz danovych
poplatnikd. Navic stale prezivéa predsudek, ze védci jsou darmozrouti, kteff vystudovali za délnické (dnes uz i jiné)
penize a ted za tyto finance zkoumaji neuzitecné nesmysly.

Popularizace vyzkumu a jeho vysledkd je proto zcela nezbytnd. Umoziiuje totiz ziskat podporu vefejnosti.
Letosnf situace kolem rozpoctu Akademie véd CR jasné ukdzala, Ze vyzkumnd instituce, kterd by o tuto podporu
neusilovala, by byla v dlouhodobé perspektivé odsouzena k zaniku. Totéz plati pro jednotlivé védni obory, tedy i ten
nas. Do popularizace by se méli zapojit viichni védci — alespon tfeba ochotou poskytovat rozhovory novinaram.

Plamenné vyzvy ovsem nestaci. Proto se v prednasce zaméfime na praktické rady. Vyplati se vasi instituci
zameéstnat profesiondlniho popularizatora? Jak informovat média a laiky o vasi praci? Jak psat tiskové zpravy? Jak
by mély vypadat internetové stranky pro verejnost?

Psani o védé pro neodborniky je svym stylem naprosto odlisné od védeckych publikaci nebo grantovych navrha.
Nenf viak tak tézké tento literarni zanr zvladnout. Dalezité je dodrzovat nékolik zékladnich pravidel, s nimiz
se v pfednasce seznamite.

Nebylo by jisté rozumné chtit vsechny badatele preskolit na popularizatory. Kazdy védec by ale mél mit povédomi
o hlavnich zasadach popularizace. Diky tomu bude moci Gspésné komunikovat s novinéfi nebo spolupracovat
se specialisty, kteff jsou na dstavech ci vysokych skolach zodpovédni za propagaci vyzkumu.
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Spole¢nost INFORS HT se zabyva projekty, vyvojem a vyrobou
bioreaktoru a tfepacek jiz vice jak 40 let. Jejich produkty jsou
zndmé predevsim pro kvalitni zpracovani, snadnou a pohodinou
obsluhu a v neposledni fadé také dlouhou Zivotnost.

photo-bioreactor
INFORS HT je predevsim diky své flexibilité obliben u zékaznikl se Labfors Lux

specialnimi pozadavky pro jejich aplikaci. Navic jde o vyrobce,
ktery nabizi bezplatné tzv. ,aplikacni servis”, ktery vyuZivaji
stavajici zakaznici z fad zacatecnik(, ale i odbornikd.

INFORS MY Bi) rreaoe-

www.infors-ht.com Slikova 20, Praha 6, 169 00
www.biotrade.cz | biotrade@biotrade.cz

oo ; 2 KOMPLETNI VYBAVENI K MIKRODESTICKOVE INSTRUMENTACI
OOBIO—I_ek VE SPICKOVE KVALITE OD FIRMY BIOTEK

www.biotek.com

Vykonna promyvacka
mikrotitracnich desti¢ek

s volitelnou ultrazvukovou
lazni.

Multifunkéni reader
Synergy 4, méfeni ab-
sorbance, fluorescence,
luminiscence. TRF, FRET,
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Pristrojové PCR vybaveni a sérologicka diagnostika
pro fytopatologii firmy Dynex

Smart Real Time PCR termocykler Sérologicka diagnostika bakterif

a virti firmy Bioreba
o Flexibilita - 16 na sobé nezavislych pozic pro vzorky

® Robustnost - Zadné pohyblivé soucasti  ELISA - soupravy a protilatky pro diagnostiku virt

* Multiplexing — FAM, Cy3, TxR, Cy5 a bakterii uzitkovych a okrasnych plodin

o CE IVD certifikat e Protilatky, konjugaty a kontroly samostatné nebo v setu
o AgriStrip — imunochromatografické rychlé testy

¢ Homex - homogenizator pro zpracovani vzork
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Dynex Technologies spol. s r.o., Na Cihadle 32, Praha 6,
tel.: 800 100 404, +420 220 303 600, fax: +420 224 320 133, www.dynex.cz D I N -E X
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K DISPOZICI Automaticka purifikace
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a proteint:

+ Automaticka purifikace pro 1-16 vzorkii DNA, RNA
nebo proteinii bEhem 20-45 min

* Dvé konvertovatelné platformy: SEV (standard
elution volume) a LEV (low elution volume)

* Mnozstvi vzorku: 10 - 400 pl, nebo az 50 mg

* Kompaktni pFistroj: 314 x 374 x 295 mm

Promega
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£ New Brunswick eppendorf-,

— Czech & Slovakia —

Kde se kvalita a inovace staly tradici
New Brunswick byl pfipojen ke skupiné Eppendorf!

0Od 1. dubna 2009 jsou produkty New Brunswick prodavany v Ceské republice spole¢nosti Eppendorf Czech & Slovakia s.r.o.
Spolecnost Eppendorf vyviji, vyrabi a distribuuje systémy pro biomedicinské vyzkumné laboratore po celém svété. Roku 2007 se New

Brunswick Scientific pfipojil ke skupiné Eppendorf Group a obohatil portfolio Eppendorf produktt o Siroké spektrum vysoce kvalitnich
laboratornich pfistroji a rozsifil timto smérem i zakaznicky servis.

e  Trepacky e Hlubokomrazici boxy

Multifunkéni tfepacky s modernim designem a vysokym Hlubokomrazici laboratorni boxy (-86°C) se specialnim
vykonem jsou temperovatelné v rozsahu od 20°C pod okolni tésnénim prednich dvefi jsou energeticky ucinné, tiché a
teplotu az do 100°C v zavislosti na zvoleném modelu. Minimalni spolehlivé, s optickym a akustickym alarmem. K dodani
nastavitelny bod 4°C. Pfistroje Ize skladat na sebe. ve skfinovém nebo pultovém provedenim.

e  Fermentory a bioreaktory e CO, Inkubatory

Pfistroje pro pfipravu bunécénych kultur v objemech az 3 000 Zdokonalené laboratorni CO, Inkubatory jsou dostupné
litr. Modularni konstrukce umozriuje kdykoli snadno rozsifit ve 3 modelech o velikostech 14L, 48L a 170L. Umozniuji
moznosti pristroje. rychlé a exaktni temperovani vnitiniho prostoru vsemi 6-

ti sténami. Jednoduché a intuitivni ovladani. Idealni pro
béiné i specidlni bunécné kultury.

» Eppendorf Czech & Slovakia s.r.0. xKolovratska 1476 x251 01 Ri¢any u Prahy xCeska republika xIC: 27939031 xDIC: CZ27939031
Tel/Fax: +420 323 605 454 xE-Mail: eppendorf@eppendorf.cz xInternet: www.eppendorf.cz, www.eppendorf.sk
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=  Kompletni sortiment amerického vyrobce MP Biomedicals:
- chemikalie pro védu a vyzkum - scintila¢ni koktejly neSkodné pro zZivotni prostredi
- stabilizované IsoBlue™ nukleotidy znacené 2P, 33p

= Znadené chemikalie 3H, "*C, 32P, 3P, 35S, 3¢Cl, **Ca, >'Cr, *’Co, '»I
MP Biomedicals, Moravek Biochemicals and Radiochemicals, Perkin Elmer, American Radiolabeled Chemicals

= Protilatky a imunoreagenty
= Enzymy, proteiny a peptidy
= Ochranné pomlcky pro praci s ionizujicim zarfenim

= Laboratorni pomlicky a pristroje:
- Spektrofotometry Nanodrop™
- Pristroj pro pfipravu vzork( FastPrep®
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internetové stranky a vyplite zadost
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Real-Time PCR systém - LightCycler® 480 11
Odhalte moznosti real-time PCR

LightCycler® 480 II - je real-time PCR piistroj pouzivajici jako pracovni format desticky
(bilé nebo prihledné) s 96 nebo 384 jamkami. Je to vysoce pfizbisobivy, vSestranny a
otevieny PCR systém jak pro analyzu genové exprese, tak i nejriznéjSich genetickych
variaci (véetné High Resolution Melting (HRM) analyzy). Inovovana konstrukce pfistroje
(stfibrny  teplotni  blok), jedinecné vlastnosti zdokonaleného software a pro
LightCycler®480 II optimalizované reagencie spole¢né maximalné vyhovuji modernim
pozadavkim pro rychlé, presné a citlivé provadéni PCR aplikaci v realném case.
LightCycler® 480 II - poskytuje vyhodu pracovat s riznymi detekénimi formaty (SYBR
Green I, hydrolyzacni sondy, HybProbe sondy, SimpleProbes sondy, barvicky pro HRM
analyzu, ...), coz rozsifuje vybér pouzitelnych aplikaci.

Vice informaci o LightCycler” 480 pristroji naleznete na strance:
www.lightcycler480.com

Roche s.r.o.
Diagnosticka divize
Karlovo namésti 17
120 00 Praha 2

tel.: +420 220 382 565 (564)

fax: +420 220 382 595
email: czech.appliedscience@roche.com




Komory pro péstovdni rostlin a rostlinnych TK v
VSE PRO

VRSO v P
Bocnf osvétlenfze 3 stran P ESTOVA N I
Celkovd kultivaéni plocha 0,98 m?2

Teplotni rozsah: 0 az +50 °C +0,3 °C ROSTL I N
Osvétleni 0 - 20 000 luxt (nastavitelnd intenzita)

5 nastavitelnych polic A ROSTLlNN?CH TK
Verze 351 H s regulaci vihkosti 55 - 90%

M > b

Univerzdlni box pro péstovani rostlin a rostlinnych TK Conviron

Objem 10001
Nerez inferier, PU izolace
Teplotnirozsah +4°C az +40°C pfi zhasnutych svétlech
DODAVKY-SERVIS-MONTAZ Teplotni rozsah +10°C a2 +45°C pfi zapnutych svétlech
www.schoeller.cz Regulace vihkosti

VYMENNE KITY PRO ADAPTIS PODLE POZADOVANEHO VYUZITI

Kit PG - plant growth: 1 police s lampami pro kultivace rostiin, vertikdIni proudéni, 650 umol/s/m2, 3 trovné osintenzity,
max. vyska 106,5 cm, kultivaéni plocha 0,56 m?

Kit AR - Arabidopsis: 2 nasfavitelné police slampamipro kultivace Arabidopsis, horizontdini proudéni, 425 umol/s/m2, 3 Grovné
osinfenzity, max. vy$ka 46 cm, kultivacni plocha 1,05 m?

KitTC - tkdfové kultury: 4 nastaviteIné police slampamipro kultivace TK, vertikdini proudéni, 200 umol/s/m2, max. vy$ka 20 cm,
kultivaéni plocha 2,1 m?

Kit IN - inkubaéni: 4 nastavitelné police s armatlirami na FI lampu (vhodné pro kliceni, hmyz atd.), 125 umol/s/m2,
max. vyska 25 cm, kultivacni plocha 2,1 m?

Extract-N-Amp For the shortest distance between your sample

Your shortcut to PCR and data visit: sigma.com/xna

Rapid, Integrated Extration and Amplification

Extract-N-Amp PCR kits are the world's first integrated extraction and amplification pro-
cess for rapid blood, tissue, plant or seed assays.

A simple ,lyse and go“ method eliminates the need for column based or long enzymatic sam-
ple purification methods. DNA suitable for PCR applications is available within minutes.

Kits include all reagents, proprietory buffers and PCR enzymes to rapidly extract and amplify
DNA of interest from a variety of cells and tissues.

Description # Extractions
XNAPS-1KT REDEXxtract-N-Amp Plant PCR Kit 10 Request Free sample
XNASS-1KT REDEXxtract-N-Amp Seed PCR Kit 10 Request Free sample
Fast: - 15 min DNA extraction Plant and Seed kits
Accurate: - Hot start antibody for specific genomic DNA PCR amplification
Easy: - Ready to use protocols

To obtain a free sample, please contact : tatjana.stojnev@sial.com in Slovakia
martin.susla@sial.com in Czech Republic

SIGMA-ALDORICH"
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A‘\s‘«@t\—\s\\sﬁ@ Thermo
F— %

... FeSeni pro vasi laborator

MTX 150 THERMO HERASAFE KS THERMO

nova fada mikroultracentrifug nova generace $pickovych biohazard boxu tf. Il

Spickovy vykon 150 tisic RPM (pfes 1 mil xg) certifikace podle CSNEN12469 - ochrana obsluhy

\ béhem 80 sec interni prostredi - tfida Cistoty ISO4

f\i ‘\l kompaktni stolni i stojanové provedeni dva nebo tfi HEPA filtry, volitelné uhlikové filtry
L kapacita 30 x 0,5 ml az 6 x30 ml

N -

VARIOSKAN FLASH THERMO GBOX SYNGENE
multifunkéni reader pro desticky 6 -1536 gel - imaging systém v fadé modifikaci
fotometrické, luminometrické pro vSechny fluorescenéni
a fluorometrické aplikace i chemiluminiscenc¢ni aplikace
kontinualni spektrum, Spi¢kova presnost vysoce citlivé kamery a unikatni software

KOMPLETNi NABIDKA LABORATORNICH PRISTROJU A SLUZEB

BIOHAZARDY, LAMINARNI BOXY, IZOLATORY MRAZICi A HLUBOKOMRAZICI BOXY
BEZODTAHOVE DIGESTORE CHLADICI BOXY, KRYO TECHNIKA
CENTRIFUGY a ULTRACENTRIFUGY MYCKY, SUSICKY, AUTOKLAVY
GEL - IMAGING a ANALYZA PIPETY, DAVKOVACE, PLAST
KONCENTRATORY VZORKU, LYOFILIZATORY PRISTROJE PRO VYROBU CISTE VODY
MIKRODESTICKOVA INSTRUMENTACE TERMOSTATY a CO, TERMOSTATY
PRISTROJE PRO MOLEKULARNI BIOLOGII SERVIS, VALIDACE

TRIGON PLUS, s. r. 0., Cestlice 93, 251 01 Ri¢any u Prahy, CR e-mail: mail@trigon-plus.cz

tel.: 272680190, 272680370-1, 602313 570-1 fax: 272680914 web: www.trigon-plus.cz
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MOLECULAR AND CYTOGENETIC ANALYSIS OF THE BIGGEST PLANT GENOMES
KATERINA AMBROZOVA!, JIRi MACAS?, PAVEL NEUMANN?, LA J. LEITcH®, MARTIN A. LysAk'

" Department of Functional Genomics & Proteomics, Institute of Experimental Biology, Masaryk University,
Czech Republic

2 Biology Centre ASCR, Institute of Plant Molecular Biology, Ceske Budejovice, Czech Republic

3 Jodrell Laboratory, Royal Botanic Gardens, Kew, Richmond, Surrey, UK

E-mail: katula@mail.muni.cz, tel.: +420 607 156 127

The genus Fritillaria comprises species with the largest genome so far reported for any plant species, and at the
same time, it provides extensive genome size variation (30,000-127,000 Mb/C). The genus diverged from Lilium
c. 12 million years ago and subsequently diversified into two clades within Eurasia followed by a later dispersion
of some species to North America. It is known, that genome size variation in plants is caused mainly by large
differences in proportion of various repetitive sequences. Hence, the genus Fritillaria represents an excelent model
for comparative studies on the evolution of repetitive sequences in giant genomes. To identify most abundant
dispersed repetitive sequences we have constructed genomic DNA libraries from one species of each group selected
so that both have approximately equal genome size (~ 45,000 Mb): Fritillaria imperialis (Eurasia) and F. affinis
(North America). Based on the screening of both libraries with total genomic DNA as a probe, we selected four
clones from each library containing highly repeated regions and sequenced them. Our preliminary data suggest
that the percentage of different classes of repetitive elements does not differ significantly between the two species,
and Ty3/gypsy-type LTR retrotransposons were identified as a dominating component in Fritillaria genomes. We
also identified several families of Ty1/copia type LTR retrotransposons and one type of non-LTR retrotransposon.
Ongoing studies aims to characterize selected repetitive elements in a wide range of Fritillaria species and analyze
their contribution to genome size variation across the genus.

This work was in part supported by a research grant no. MSM0021622415.
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EVOLUCE VELIKOSTI GENOMU ROSTLIN

Rabim CeGAN'2, HANA KUBEKOVA?, EDUARD KEINOVSKY?, JAN SAFAR®, BORIS VyskoT?, RoMAN HoBzA'?

T MZLU v Brng, AF, Ustav biologie rostlin, Zemédélska 1, 613 00 Brno, CR

2BFU AV CR, v.v.i., Laboratof vyvojové genetiky rostlin, Kralovopolska 135, 612 65 Brno, CR

3 UEB AV CR, v.v.i., Laboratoi molekularni cytogenetiky a cytometrie, Sokolovska 6, 772 00 Olomouc, CR
E-mail: cegan@ibp.cz, tel.: +420 541 517 194

Velikost genom( mnoha kulturnich rostlin predstavuje prekazku jak pfi realizaci sekvenacnich projektd, tak
pri vyuziti urcitych rostlinnych modelG v biotechnologiich obecné. Pochopent struktury genomu je tudiz nejen
zésadni teoretickou biologickou otdzkou, ale soucasné predstavuje nastroj na efektivnéjsi cestu vyuziti technik
molekularni genetiky v praxi. Mezi zakladni procesy, které formuji velikost genoma u rostlin patfi polyploidie
a zastoupenti jednotlivych repetitivnich sekvenci v genomu. U vétSiny rostlinnych rod( se oba tyto mechanizmy
evoluce genom prolinaji a spoluptisobf.

Rod Silene je unikatni tim, ze témér vichni jeho zastupci jsou diploidni a majf stejny pocet chromozom(i (2n=24).
Dva nejvyznamnéjsi druhy z hlediska vyuziti v zakladnim a aplikovaném vyzkumu jsou S. vulgaris a S. latifolia.
S. vulgaris je gynodioecicky druh, jez je prevazné vyuzivan jako modelovy organizmus pro studium rezistence
rostlin k tézkym kovim a evoluce cytoplazmatické samdi sterility. S. latifolia je jeden z nejzkoumanéjsich druhti
z hlediska vzniku dvoudomosti a evoluce pohlavnich chromozomf.

Nasim cilem je urcit mechanismus evoluce velikosti genom(i mezi dvéma blizce pfibuznymi druhy S. latifolia
a S. vulgaris. Oba druhy jsou diploidni a maji stejny pocet chromozomd, pfesto ma S. latifolia pfiblizné 2,5 x vétsi
genom nez S. vulgaris. Pfedbézné vysledky ukazaly, Ze nékteré repetitivni sekvence (retrotranspozony a tandemové
repetice) jsou unikatni pro jeden ¢i druhy druh. Nasim dkolem je provést izolaci vech vysoce repetitivnich DNA
element u S. vulgaris a zjistit jejich proporcionalni zastoupeni v genomu tohoto druhu a mezi druhy S. vulgaris
a S. latifolia (zde byly jiz tyto analyzy provedeny).

Na zékladé ziskanych dat bude mozno urcit, jak rychle se urcité sekvence v genomu vyvijeji béhem evoluce co
se tyce jejich struktury, relativniho a absolutniho zastoupenf v genomu. Mnohé teorie poukazuji na to, Ze expanze

repetitivnich sekvenci je casto pficinou speciace druhl. Nase data pomohou objasnit, které konkrétni DNA
sekvence jsou pficinou rychlé expanze genomi mnohych druhd rodu Silene.

Podporovano granty IGA AF MZLU, DP 7/2009; KIB600040901; M200040905.
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ANALYZA DISTRIBUCE SATELITNI DNA V JADERNEM GENOMU ZASTUPCU
CELEDI MUSACEAE METODOU FISH

Eva HRIBOVA, LENKA SCHILLEROVA, JANA CiZKOVA, JAROSLAV DOLEZEL

Laboratof molekuldrni cytogenetiky a cytometrie, UEB AV CR, v.v.i., Sokolovskd6, 772 00 Olomouc, CR
E-mail: cizkova@ueb.cas.cz, tel.: +420 585 205 854

Celed Musaceae obsahuje pouze dva rody — Ensete a Musa. Rod Musa (bananovnik) obsahuje vice nez 50 druhd,
které vsak dosud nebyly presné urceny. Péstované, jedlé formy bananovniku jsou sterilni diploidni, triploidnf (ty
jsou nejpocetnéjsi) a tetraploidni klony, které predstavuji riizné kombinace A a B genoma, pochazejicich ze dvou
diploidnich druh(l, M. acuminata (A genom) a M. balbisiana (B genom). Ackoliv velikost jaderného genomu
kolfsa v rozmezi hodnot 1TC=500~650 Mbp, je u vyse zmiriovanych druhd toto mnozstvi DNA rozdéleno
do 11 chromozom v haploidni sadé, které jsou dlouhé jen 1,5-2,5 um a po morfologické strance velmi podobné
(Ize odlisit jen jeden par chromozomd, ktery nese organizator jadérka — NOR). Chromozomy bandnovniku si jsou
morfologicky podobné nejen v rdmci daného zastupce ale také mezi rGznymi druhy. Tato skutecnost, spolecné
s vysokou mirou podobnosti genoml A a B na Grovni nukleotidové sekvence DNA velmi ztézuje identifikaci
jednotlivych chromozomi a nebo chromozomovych sad v mezidruhovych hybridech za pouziti tradic¢nich
cytogenetickych metod a genomové in situ hybridizace.

Dosud byly metodou FISH zamapovény do jaderného genomu bananovniku pouze rRNA geny, nékteré repetitivni
elementy a tfi BAC klony, jejichz distribuce na mitotickych chromozomech umoznila identifikovat pouze nékolik
chromozom(. Dosud vsak nebyly izolovany druhové specifické sekvence DNA které by dovolily identifikovat
jednotlivé genomy u mezidruhovych hybridnich klon.

Diky 454 sekvenovani modelového genomu bananovniku — Musa acuminata ,Calcutta 4 byly identifikovany
dva nové DNA satelity. Pomoci fluorescencni in situ hybridizace (FISH) satelitu CL18 v jadernych genomech
druhli M. acuminata sp. a M. balbisiana sp. byla zjisténa rozdilna (ko)-lokalizace tohoto satelitu CL18 a gen(i pro
55 rRNA. Této skutecnosti bylo vyuZito pro studium genomového slozeni u osmi vybranych hybridnich klont
bandnovniku. Kromé identifikace nékterych chromozomu bananovniku v jadernych genomech rodu Musa bylo
mozné na zdkladé rozdilné lokalizace znacenych sond u druht M. acuminata a M. balbisiana zrekonstruovat
genomové slozeni hybridnich zastupcli. Cytogenetické mapovani sekvenci DNA, které u zastupcl s rliznym
genomovym slozenim vykazuji specifickou lokalizaci na chromozomech miize byt v pfipadé bananovniku vyuzito
pro analyzu genomového slozeni vyznamnych hybridnich zastupct.

Podporovéno grantem Grantové agentury AV CR — KJB 500380901,
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FLUORESCENCE RECOVERY AFTER PHOTO-BLEACHING (FRAP) IN PLANT CELLS

Mitaba CovaNovA, MARTIN KUBES, JAN PETRASEK, EVA ZAZIMALOVA

IEB AS CR, v.v.i., Rozvojova 263, 165 02 Prague 6 — Lysolaje, CR
E-mail: covanova@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 431

Fluorescence Recovery after Photo-bleaching (FRAP) is the in vivo optical technique that allows to quantify
protein dynamics in various intracellular compartments. It could be used for the measurement of both lateral
diffusion of integral plasma membrane proteins and the trafficking of cytosolic proteins. FRAP software module
is usually inherent part of modern confocal laser scanning microscope (CLSM). The method is based on focusing
of intensive UV light (i.e. laser light in case of CLSM) into the small area of plasma membrane or other part of cell
containing fluorescently-labelled protein molecules. This pulse of intensive laser light results in the photobleching
(photochemical destruction) of the fluorochrome in this region of interest (ROI). Since all molecules with
photodestructed fluorophores can not restore their fluorescence anymore, the rate of the fluorescence recovery
in the bleached area reflects purely the migration of unbleached molecules from surrounding area. The tracking
of this area over time allows determining how fast and how much of the signal recovers. The ratio between the
fluorescence after the recovery and after the bleaching could be normalized with respect to the total fluorescence
before the bleaching as well as with rescpect to the unwanted bleaching during ROl imaging.

We use FRAP at Zeiss META 510 CLSM for the evaluation of the dynamics of auxin plasma membrane
carriers. In Arabidopsis thaliana dark-grown seedlings, we have demonstrated using AUX1::AUX1:YFP line that
the dynamics of auxin influx carriers at plasma-membrane can be different at the outer and inner side of the
apical hook (Vandenbussche et al., 2009). In BY-2 tobacco suspension cells, we have followed the dynamics of
heterologously expressed Arabidopsis GFP-tagged auxin efflux carrier PINT at the plasma-membrane. The recovery
of PINT-CFP fluorescence started immediately after the bleach and within 3 min it reached 50% of initial value
reflecting both lateral diffusion of PINT in the plasma membrane and deposition from endosomal space. By FRAP
measurements we also examine possible interactions of PINT with other molecules, like Auxin Binding Protein 1
(ABP1) as described in paper by Sauer & Covanova et al, 2009.

Vandenbussche, F, Petrasek, J., Zadnikova, P, Hoyerova, K., Pesek, B., Raz, V., Swarup, R., Bennett, M., Zazimalova, E., Benkovd, E., Van Der
Straeten, D. Auxin influx carriers are involved in auxin-ethylene interactions in apical hook development of Arabidopsis thaliana (L.) Heynhold.
Provisionally accepted in Development, 2009.

Sauer, M. & Covanovd, M., Robert, S., Naramoto, S., Kleine-Vehn, J., Léfke, C., Teichmann, T., Zazimalova, E., Petrasek, J. and Friml, J. ABP1
mediates feed-back regulation of PIN-dependent auxin transport. Submitted 2009.

This work was supported by the Ministry of Education, Youth and Sports of the Czech Republic, project No.: LC06034.
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VYUZITI UPL SOND PRO STANOVENI HLADIN EXPRESE JEDNOTLIVYCH
KOMPONENT SIGNALNI DRAHY CYTOKININU V ROSTLINACH ARABIDOPSIS

Jana DoBRA'2, HELENA STORCHOVA!, RADOMIRA VANKOVA'

1 Ustav Experimentalni Botaniky AV CR, v.v.i., Rozvojova 263, 165 02 Praha 6, CR
2 Katedra biochemie PiF UK, Hlavova 2030/8, 128 43 Praha 2, CR
E-mail: dobra@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 426

UPL sondy (,Universal Probe Library”) pro kvantitativni PCR jsou systém kombinujici moznost univerzalniho
pouziti, kterd je prednosti barviva SYBR Creen, a specifitu, charakteristickou pro TagMan sondy. UPL systém je
pouzitelny pro geny se znamou sekvenci z jakéhokoliv organismu. Kompletni knihovna je tvofena 165 kratkymi
(8 az 9 nukleotid(i) hydrolytickymi sondami, zna¢enymi na 5’konci fluoresceinem a na 3’konci zhasedlem. Kazda
sonda je navic vybavena LNA (,Locked Nucleic Acid”), t.j. zamcenou nukleovou kyselinou, analogem nukleové
kyseliny s pentosovym kruhem ribosy ,zaméenym” metylenovym mustkem, ¢imz je zabranéno tvorbé nepresnosti
pfi parovani (,mismatch”). Pro navrh stanoveni (sekvence primerd a sondy, umisténi, velikost amplikonu atd.)
existuje volné pristupny program Probe Finder (https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/ezhome.html).

UPL sondy byly vyuzity pro studium regulace signalni drahy cytokinind po vystavent rostlin Arabidopsis thaliana,
péstovanych v hydroponii, teplotnimu stresu 40 °C. Byla sledovdna odezva v apexu, listech a kofenech v pocatecni
fazi stresu (0 az 6h). Konkrétné byla sledovdna exprese gen( pro receptory cytokinind (AHK2, 3 a 4), regulatory
odpovédi typu-B (ARRT0 a ARR12), transkripéni faktory prenasejici signal dale a regulator odpovédi typu-A (ARRS),
ktery se Gcastni vypinani signalu (,negative feed-back inhibition”). Vzorky tkani A. thaliana byly ihned po inkubaci
za zvysené teploty zmrazeny v kapalném dusiku a ulozeny pfi —80 °C. Extrakce RNA byla provddéna pomoci
RNeasy Plant Mini Kitu (Qiagen). Pro odstranéni zbytkG DNA byla pouzita DNasa | (kit DNA-freeTM, Ambion).
Pro reverzni transkripci jsme pouzivali oligo dT primery, Protector RNase Inhibitor (Roche) a M-MLV Reverse
Transcriptase RNase H Minus, Point mutant (Promega). Pro real-time PCR byl pouzivan LC480 Probes Master kit
(Roche), UPL sondy (Roche) a primery ¢isténé pomoci HPLC (Metabion). Primery a sondy byly navrzeny s pouzitim
programu ProbeFinder verze 2.45 pro Arabidopsis (Roche). Pro normalizaci namérenych hladin exprese byl vyuzit
gen pro ubiquitin 10 (At4g05320).

V piipadé cytokininovych receptor a positivnich regulatord (ARR10 a ARR12) doslo v pocatecni fazi odezvy
na teplotnf stres v apexu k mirné stimulaci, po 45 minutach stresu nasledoval prudky pokles exprese. Negativni
regulator odezvy (ARR8) vykazoval v apexu nejprve rychly pokles s minimem po 30 minutach plsobeni stresu,
ktery byl vystfidan pozvolnym narlstem hladiny transkriptu. Listy vykazovaly okamzity pokles exprese u vsech
méfenych gend, nejvétsi zménu vykazoval gen pro negativni reguldtor odezvy (ARR8). V piipadé korenli naopak
dochédzelo k néristu exprese téchto gent, kterd dosahovala maxima mezi 30 a 60 minutami ptsobent stresu, poté
nasledoval prudky pokles hladiny exprese. Odlisny charakter reakce kofenti na stres mohl byt ovlivnén uspofadanim
pokusu — vzhledem k pomalému ohfevu média po umisténi vanicky s rostlinami do 40 °C, byly kofeny vystaveny
mirnéjsimu a zejména pomalejsimu stresu.

Stanoveni exprese genli komponent signalni drahy cytokinind pomoci UPL sond se ukazalo jako vyhodné,
vzhledem k pomérné snadnému vybéru primert a sond a také diky odstranéni problému s dimery primert.

Podporovéno grantem GA CR, projekt ¢. 206/09/2062 a MSMT CR projekt ¢. LCO6034.
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ANALYSIS OF DNA-BINDING PROTEINS BY FRAP AND FLIP
MARTINA DVORACKOVA'2, PASCALE ROSSIGNOL?, JOHN DOONAN?, PETER SHAW?, JIki Fajkus'2

! Department of Functional Genomics and Proteomics, Faculty of Science, Masaryk University, Kamenice 5, CZ-
62500 Brno, Czech Republic;

2 Institute of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech Republic, Kralovopolska 135, CZ-61265 Brno,
Czech Republic

3 John Innes Centre, Norwich Research Park, Colney Lane, UK

E-mail: mdvorackova@ibp.cz, tel.: +420 549 495 601

Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) and Fluorescence loss in photobleaching (FLIP) have become
methods of choice to study protein dynamics in the cell as well as DNA-protein binding properties. In FRAP high
laser power of the confocal microscope is used to bleach desired area in the cell and the speed of fluorescence
come back serves as a measure of protein turnover. In FLIP the sample is continuously bleached over the time and
fluorescence decay in surrounding areas is evaluated. FLIP can typically reveal the protein dynamics as well as the
mobile and immobile protein pool in the sample. Here we applied these two high advanced in vivo techniques
to look at the behaviour of telomere-DNA associated protein AtTRB1 in Arabidopsis roots cells.

AtTRB1 protein is a ds-DNA binding proteins of the SMH (Single Myb Histone) protein family containing
a telomere-binding Myb domain at the N-terminus, a central H1/H5-like domain and a coil-coiled domain
that is C-terminally located. Recently we showed that SMH protein AtTRB1 specifically binds telomeric dsDNA
in vitro and it is able to interact with other candidate telomere-associated factors — AtTRB1, AtTRB2, AtTRB3 and
AtPot1b — in two hybrid system.

It is interesting that H1/H5 domain similar to the domain present in linker histones and binding DNA in sequence-
non-specific manner was found to mediate AtTRB1 protein-protein interactions. In addition, this central domain
directs AtTRB1 to the nucleolus in vivo.

We show here that AtTRB1 appears to be highly dynamic protein. It localizes in the nucleus and nucleolus
and its level changes during the cell cycle. In mitosis majority of AtTRB1 is redistributed into the cytoplasm and
then progressively re-associates with chromatin during anaphase/telophase. We have shown by FRAP and FLIP
that the association of AtTRB1 with interphase chromatin is highly dynamic with rapid protein exchange. AtTRB1
dynamics seems to be much faster than that of histone H2A and more similar to GFP itself.

Supported by EMBO,. Marie Currie MEST-CT-2005- 019727, GA AVGR (IAA600040505) and MSMT (LCO6004).
Institutional support: MSM0021622415, AVOZ50040507.
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STANOVENI VIABILITY RANYCH SOMATICKYCH EMBRYi SMRKU ZTEPILEHO
V PRUBEHU KRYOPREZERVACE

KATERINA ELIASOVA, ZUZANA VONDRAKOVA, JAROSLAVA SPACKOVA, MARTIN VAGNER

UEB AV CR, v.v.i., Rozvojovd 263, 165 02, Praha 6 — Lysolaje, CR
E-mail: eliasova@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 402

Kryoprezervace poskytuje moznost dlouhodobého skladovani rostlinného materialu. Uskladnénf pfi teplotach
blizkych —200 °C je vhodnym zp@sobem jak uchovat geneticky vyznamné druhy ci odridy rostlin po relativné
dlouhou dobu. Tento postup se uziva i pro uchovéni vybranych tkdrovych kultur. Pro Gspésny prabéh procesu
zamrazovani i rozmrazeni a regenerace kultury je tfeba zachovévat presny postup jednotlivych krokd, které je
nutné optimalizovat zvI&st pro kazdy rostlinny material.

Pouzivame embryogenni suspenzorovou hmotu (ESM), kterd byla indukovéna ze zygotickych embryi smrku
ztepilého (Picea abies /L./ Karst). Je tvofena nezralymi somatickymi embryi, sestavajicimi z meristematickych center,
na kterd jsou napojeny dlouhé suspenzorové burky. ESM je kultivovana v tekutém médiu, vystavena pdsobent
sorbitolu a DMSO, fizené ochlazovéna, zamrazena a skladovana v tekutém dusiku. Pfi rozmrazovani je odstranéno
DMSO. ESM nékolik tydnU regeneruje a poté je schopna dalsiho vyvoje.

Kultura je béhem pfipravy na zamrazeni vystavena radé stresovych faktord. Bylo proto treba stanovit viabilitu
ESM v jednotlivych krocich protokolu, abychom Zzjistili miru zachovani nebo naopak poskozeni celistvosti
a zivotaschopnosti ranych somatickych embryi jesté pred samotnym zamrazenim. Viabilitu bunék jsme stanovovali
také po rozmrazeni a béhem regenerace kultury. K rozlisent zivych bunék od mrtvych jsme pouzili dvojité vitalni
barveni fluorescencnimi barvivy fluoresceindiacetatem (FDA) a propidium jodidem (Pl) (Jones and Senft, 1985;
Petfek et al., 2005). Tato metoda je zalozena na rozdilné schopnosti téchto barviv pronikat pres celistvé plazmatické
membrany do viabilnich bunék. Lipofilni nefluorescentni FDA snadno pfechazi pres plazmalemu zivych bunék,
kde je hydrolyzovan intraceluldrnimi esterdzami na fluorescein, ktery se v cytoplazmé hromadi. Fluorescein
po ozéafeni modrym svétlem (Ex 494 nm) sviti jasné zelené (Em 518 nm). Pl vstupuje pouze do bunék s poskozenou
integritou cytoplazmatické membrany, vaze se na DNA a barvi tak jadra neviabilnich bunék. Dochazi i k vazbé
na RNA, do jisté miry se proto barvi i cytoplazma mrtvych bunék. Po ozéfeni zelenym svétlem (Ex 536 nm) sviti
jadra jasné cervené (Em 617 nm). K pozorovani obarveného materialu jsme pouzili konfokélni laserovy mikroskop
Zeiss LSM 5Duo. Fluorescein byl excitovan argonovym laserem pfi 488 nm, emisni filtr set LP 505. Propidium
jodid byl excitovan DPSS laserem pfi 561 nm, emisni filter set LP 575.

Stanovent viability bunék pomoci dvojitého barveni FDA/PI je spolehlivéjsi nez barvenf trypanovou mod¥i. Pro
studium tak heterogenniho materiélu, jakym ESM smrku je, se metoda ve spojeni s konfokdlni mikroskopif velmi
osvédcila. Bezpochyby ma také siroké pouziti na jakykoli jiny rostlinny materidl.

Jones K. H., Senft ). A.: 1985 —J. Histochem. Cytochem., 33(1): 77-79
Petrek J., Vitecek J., Vladinova H., Kizek R., Kramer K.J., Adam V., Klejdus B., Havel L.: 2005 — Anal. Bioanal. Chem., 383: 576-586

Podporovéno grantem MSMT OC 158.

50



P8

Rlakatovaksdelen

ZMENY PLYNNEHO PROSTREDI PRI VYROBE SLADU

HeLENA FISEROVA!, Joser PROKES?, ALENA HELANOVA?, VLASTIMIL HANUS'

T MZLU v Brné, Zemédélskd 1, 613 00 Brno, CR
2 VUPS Praha, a. s. Sladarsky dstav Brno, Mosteckd 7, 612 00 Brno, CR
E-mail: hfiser@mendelu.cz, tel.: +420 545 133 015

Sladarské kliceni obilek jecmene sleduje aktivaci a tvorbu enzym s cilem pozadovaného stupné rozlusténi obilky
(rozstépeni vysokomolekularnich latek na jejich stépné produkty — rozruseni bunéénych stén, rozstépeni skrobovych
zrn a bilkovinnych fetézct) pfi omezeni ztrat zasobnich latek v endospermu. Snahou sladare je fidit proces klicent,
dychdni s vnitfni pfeménou obilek a vznikem novych bunék v obilkach s cilem vyrobit kvalitni slad v pribéhu
celého roku z rdznych odrid je¢mene péstovanych na odlisnych lokalitdch. Doba sladovani ve vztahu k stupni
dormance obilek vyrazné zasahuje do procest kliceni (Prokes a kol., 2009) a abiotické stresy v prabéhu rastu
a vyvoje obilky ovliviuji Zivotnost obilek, pozménuiji jejich anatomickou stavbu v &asti oplodi, osemeni, embrya,
ovliviuji chemické slozeni semen a jejich energeticky obsah (Hnilicka a kol., 2000).

Obilky pfi procesu kliceni uvolriuji do prostredi oxid uhli¢ity za soucasné spotieby kysliku, ale i rizné mnozstvi
etylénu a etanu podle stupné dormance &i stresovych ovlivnénf (Fiserova a kol., 2007). Tyto plyny zpétné piisobi
na kliceni obilek a rist kofent a koleoptile — stielky. Etylén (plynny hormon, uvoliiovany rostlinou do prostreds,
jehoz prekurzorem je ACC (1-amino-cyklopropan-1-karboxylova kyselina), vznika v rostlinach z aminokyseliny
methioninu) — zasahuje do fyziologickych procest kli¢icich semen a jeho tvorba a koncentrace je ovlivnéna fadou
faktor(i (biotické a abiotické stresy, teplota, koncentrace kysliku a oxidu uhlicitého v prostredi). Oxid uhli¢ity nepfimo
Gmérné ovlivituje metabolizmus etylénu v pletivech. Etylén je odbourdvan na CO, a etylénoxid a tvorba etylénu
podléha autokatalyze i autoinhibici. Hydrofobni molekula etylenu pronika snadno membranami, zvysuje jejich
propustnost pro prichod nékterych latek, aktivuje piijem nékterych iontl a zvy3uje aktivaci a tvorbu a-amylazy
v obilkach je¢mene. Pri vyrobé sladu je CO, vyuzivan jako faktor ovliviiujici zejména priibéh a vytéznost sladovani.

Pro presné vymezeni jednotlivych roli plynii — etylén, oxid uhli¢ity a kyslik — byl vyvinut systém sladovéni
v fizenych podminkach za pouziti sorbetd jednotlivych plynt — CO,, etylén — ¢i naopak doplnéni plynu, ktery je
kli¢ici obilkou v procesu kliceni spotfebovan — kyslik, etylén. V tomto systému Ize pak sledovat vliv jednotlivych
plynti — a tim zp(isobd sladovani — na kvalitu sladu vyjadfenou aktivitou a—amyldzy, obsahem p-glukand, homogenitou,
modifikaci a vytéznosti sladu.

Laboratorni pokusy sladovani byly provedeny v kultivacnich nadobach o objemu 3600 ml, které byly po dobu
24 hodin uzavfeny pruznou membranou vyrovnavajici zmény objemu plynu a umoznujici odbéry plyni k analyzam.
Do pokust bylo zafazeno stejné mnozstvi obilek je¢mene (2000ks) a byla zvolena technologie vzdusného macent,
oznacena 3-3-45 %. Ciselné Gdaje uvadéji pocet dni namoceni, pocet hodin, obsah vody pii pocitku klicent,
teplota vody 14 °C. Kli¢eni jecmene a hvozdéni probihalo standardni technologii (celkem 6 dni, dotahovéni 80 °C
po dobu 4 h). Slozeni plynt v kultivacnich nadobéach bylo chemicky stabilizovano.

Oxid uhlicity produkovany klicicim jeémenem byl absorbovan 15% vodnym roztokem KOH
(2 KOH+CO, =K,CO3+H,0), etylén byl z prostfedi absorbovan reakci s oxidem rtutnatym (50 mg/ml) v prostredi
7% kyseliny chloristé (2 HCIO,+HgO+C,H, = HgCl,+2 H,CO;+H,0+0,) — Sembdner a kol., 1988. Kyslik byl
do prostredi dopliiovan katalytickym rozkladem peroxidu vodiku (2 H,O, =2 H,O+0O,). Aby reakce neprobihala
prilis boutlivé, bylo malé mnozstvi MnO, (cca 2—5 mg) zabaleno do smotku vaty. U pokusti provadénych za zvysené
koncentrace etylénu byl etylén dopliovén biologickym rozkladem CEPA (2-chlorethylphosphonova kyselina — 1% vodny
roztok CEPA + 5 ks naklicenych obilek). Homogenizace plynt probihala vzhledem k malému objemu nadoby pouze
difuzi. Absorpcni i vyvijeci roztoky byly v kultivacnich nddobach umistény v kadinkach pod kosiky s kli¢icimi obilkami
je¢mene. Kazdych 24 h byly odebirany vzorky plynu ve kterych byla plynovou chromatografii stanovena koncentrace
etylénu (Fiserova a kol. 2001, 2008) a CO, (Prokes a kol., 2006) a digitdlnim oxymetrem mérena koncentrace kysliku.

Kombinacemi sorbentt a vyvijecich roztokd Ize sledovat, jak jednotlivé plynné slozky ovzdusi ovliviiuji rozlusténi
obilek. Bylo zjisténo, ze ke vzniku kvalitniho sladu je nezbytné pisobeni exogenniho etylénu, kysliku, ale naopak
vysokd koncentrace CO, kvalitu sladu snizuje.

Fiderovd H., Kula E., Klem3 M., Rein6hl V.: 2001 — Bioldgia 56/4: 405-409.

Fiderovd H., Hartmann J., Prokes J., Heldnova A.: 2007 — Kvasny pramysl. sv. 53, ¢. 10: 308-309. ISSN 0023-5830.
Fiserova H., Mikusova Z., Klem$ M.: 2008 — Plant, Soil and Environmen sv. 54, ¢. (2): 55-60. ISSN 1214-1178.
Hnilicka F, Blaha L., Zamec¢nik J., Novdk V., Ottovd M.: 2000 — Rostlinnd vyroba, 46, (12): 549-554

Prokes J., Fiserovéd H., Helanovd A., Hartmann J.: 2006 — Kvasny Prum.52, ¢.11-12: 348-351.

Prokes J., Fiserova H., Heldnova A., Hartmann J.: 2009 — In 32nd EBC CONRESS.: 74.

Sembdner G., Schneider G., Schreiber K.: 1988 — Methoden zur Pflanzenhormonanalyse: 1-296.

Podporovéno grantem MSMT CR TM0570 — Vyzkumné centrum pro studium obsahovych létek je¢mene a chmele.
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TOWARDS AN UNDERSTANDING OF PILIN PROTEIN FUNCTIONS IN THE
BIOGENESIS OF CHLOROPHYLL-PROTEIN COMPLEXES IN CYANOBACTERIA

MARKETA FOLDYNOVA'2, Joser KOMENDA'?, MARTIN TicHY', RoMAN SoBoTka!23

' P¥F JU, Branisovska 31, 370 05 Ceské Budé&jovice, CR
2 MBU AV CR, Opatovicky mlyn, 379 81 Ttebon, CR

3 UFB JU, Zamek 136, 373 33 Nové Hrady, CR

E-mail: meta@email.cz, tel.: +420 384 340 434

Cyanobacteria as well as plants have to strictly regulate processes related to photosynthesis like pigment biosynthesis
or biogenesis of the photosynthetic apparatus. Coordination of pigment and protein synthesis is one of the central
problems for photosynthetic cell regarding harmful nature of unquenched tetrapyrroles; however mechanism or
place of this regulation remains unknown. Its complexity is emerging also from presented data suggesting important
role of pilins in this regulation. Pilin proteins, best known to form hair-like appendages on the cell surface in many
Gram-negative bacteria and serve primarily as a movement device, are seemingly unrelated to photosynthesis.
However, pilins mediate also other cell functions (e.g. transformability competence or secretion). Our interest
in pilin structures in cyanobacteria was initiated by an unexpected observation that the PilA1 pilin protein co-
migrates on 2D electrophoresis with the D1 protein, a core protein of photosystem Il (PSI). Interestingly, deletion
of the PilAT and the related PilA2 proteins in the cyanobacterium Synechocystis 6803 apparently affected pigment
composition of the resulting ApilAT/ApilA2 mutant. Analysis of tetrapyrrole biosynthesis showed that the deletion
of these two pilins increased levels of several enzymes per cell more than four times implying close connection
between the PilA1/2 proteins and the regulation of chlorophyll/heme metabolism.

Regarding our initial observation of a putative PilAT-D1 protein complex, we introduced a mutation into the
ApilAT/ApilA2 strain decreasing strongly transcript level of the D1 protein. Importantly, the phenotype of resulting
mutant was much closer to the wild type including the enzyme levels in tetrapyrrole pathway and even aggregation
characteristic of the ApilA1/ApilA2 cells disappeared. It suggests that the ApilAT/ApilA2 strain suffers by high (wild-
type) rate of the D1 protein synthesis and we thus speculate that pilins are part of a protein complex involved in
the D1 transfer — e.g. in delivery of cofactor(s) or providing interaction of the D1 with other PSII subunits. ,Too
fast’ rate of the D1 transcription combined with a defective complex for the D1 biogenesis is stressful for the
ApilAT/ApilA2 mutant cells causing radical changes in tetrapyrrole biosynthesis.

Podporovéno vyzkumnym zémérem UFB JU.
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EXPRESSION AND PURIFICATION OF EXPERIMENTAL THERAPEUTIC ANTI-HPV
VACCINE USING PLANT VIRUS
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" Institute of Experimental Botany, Academy of Sciences of the Czech Republic, Na Karlovce 1a, 160 00
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2 Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charles University, Albertov 2030, 12840 Prague 2,
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Even though prophylactic vaccine against HPV is currently licensed, infections by the virus continue to be a major
health problem mainly in developing countries. Considerable effort is being devoted to preparation of therapeutic
vaccine and to cut the production costs of current vaccines. HPV E6 and E7 oncogenes are expressed by all
carcinoma cells, making them promising vaccine targets. However both these proteins are known for their poor
immunogenicity. In this study we wanted to improve the immunogenicity of HPV E7 by its presentation on highly
repetitive and stable plant virus particle and then to optimize the expression of the fusion protein in experimental
plants.

The optimized expression of recombinant Tobacco mosaic virus (TMV) coat protein (CP) carrying E7 gene from
Human papillomavirus type 16 (HPV-16) was developed. The expression system is based on TMV amplicon cloned
into a binary plasmid derived from pGREEN vector. TMV CP was modified by addition of C-terminal sequence
coding for 15 aa 3-sheet linker followed by complete E7 gene (98 aa). The virus replication in plants was initiated
using Agrobacterium tumefaciens carrying appropriate full-length viral cDNA clone. We have compared the levels
of accumulation of chimeric TMV CP in non-transgenic Nicotiana benthamiana plants with accumulation achieved
in transgenic lines carrying genes with known impact on virus replication, accumulation and/or movement — HcPro
from PVA potyvirus and movement protein from TMV. The chimeric coat protein was detected in plants by Western
blot using antibodies against E7 oncoprotein as well as anti-TMV CP antibodies. The expressed coat protein was
purified from plant material by centrifugation on sucrose cushion.

This research was supported by the grant No. 521/09/1525 of the Czech Science Foundation.
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DETECTION OF VOLATILE CHLORINATED HYDROCARBONS EMITTED FROM
THE FOREST ECOSYSTEM

SANDOR FORCZEK

Institute of Experimental Botany AS CR, Rozvojova 263, 165 02 Prague, CR
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Chlorine is one of the most abundant elements in nature, which undergoes a complex biogeochemical cycle.
Chlorine bound in some substances is partly responsible for atmospheric ozone depletion and contamination of
some ecosystems. As due to international regulations anthropogenic burden of volatile chlorinated hydrocarbons
(VCH) in atmosphere decreases, natural sources (plants, soil, abiotic formation) became significant, but the
information on their extent is still scarce. Examples of plant VCH production are methyl chloride, chloroform,
1,1,1-trichloroethane and tetrachloromethane.

Since many anthropogenic sources of halocarbons are currently regulated through the Montreal Protocol, natural
sources are expected to dominate VCH production in the near future. Volatile halogenated hydrocarbons are
emitted into the atmosphere due to various natural sources. Some examples according to place of occurrence:
methyl chloroform, chloroform, methyl bromide and tetrachloromethane measured at coastal salt marshes
(Rhew et al., 2000), chloroform, 1,1,1-trichloroethane, tetrachloromethane, tetrachloroethene, bromoform and
bromodichloromethane are mainly emitted by temperate forest soils that contain a humic top layer or are covered
by wood chips activity ascribed to fungi (Hoekstra et al., 1998). Methyl chloride and bromide are emitted from
(sub)tropical ferns (Saito and Yokouchi, 2006), chloroform, tetrachloromethane and 1,1,1-trichloroethane emissions
are determined from temperate forest fern and moss (Laturnus and Matucha, 2008). Chloroform has also been
detected in emissions of volcanoes, hydrothermal sources, and salt mines (Hoekstra et al., 1998). These compounds
are taken up and metabolized by other organisms e.g. (Forczek et al., 2008).

The aim of this work is to confirm the formation and identify the formed VCH by forest soil or common forest
plant species, hence filling a gap of knowledge in the biogeochemical cycle of chlorine. A combination of methods
will be used to measure VCH; cryotrapping/cryofocusing from headspace of plant cultivation glass followed by
GC-ECD detection.

Forczek, S. T.; Schroder, P; Weissflog, L.; Krueger, G.; Rohlenovd, J.; Matucha, M. 2008. Trichloroacetic acid of different origin in Norway spruce
needles and chloroplasts. Biologia Plantarum 52, 17-180.

Hoekstra, E. J.; de Leer, E. W. B.; Brinkman, U. A. T. 1998. Natural formation of chloroform and brominated trihalomethanes in soil. Environmental
Science & Technology 32, 3724-3729.

Laturnus, F; Matucha, M. 2008. Chloride — a precursor in the formation of volatile organochlorines by forest plants? Journal of Environmental
Radioactivity 99, 119-125.

Rhew, R. C.; Miller, B. R.; Weiss, R. F. 2000. Natural methyl bromide and methyl chloride emissions from coastal salt marshes. Nature 403, 292-295.

Saito, T.; Yokouchi, Y. 2006. Diurnal variation in methyl halide emission rates from tropical ferns. Atmospheric Environment 40, 2806-2811.

Podporovéno grantem GACR 522/09/P394
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3’RACE AS A METHOD TO STUDY GENE FAMILY MEMBERS IN PLANT GENOMES
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Now, thank to genome analyses, it is known that one or more allopolyploidization events occurred in history of
majority of plant species and allopolyploidization is one of major evolutionary processes in plants. Even analysis
of Arabidopsis thaliana nuclear genome composed of only five chromosomes revealed its allopolyploid origin. In
allopolyploid nucleus, individual genes of progenitor species are merged and it contributes to formation of gene
families. Individual members can be active, epigenetically inactivated or mutated representing inactive pseudogenes.
Activity of genes inherited from progenitor species can be additive or later after accumulation of changes under
selective forces they can sub-functionalize (acquire new regulation or function). Therefore, before designing gene
functional studies in plants, we have to take into account the fact that each gene is usually a member of gene
family. The presence of gene families is major complication in obtaining mutant plants by classical methods of
gene targeting for example by chemical mutagenesis. Designing RNA-hairpin constructs targeting all or subset of
active genes in gene family is attractive alternative. However, to design effective RNA-hairpin construct, which
is essential to be successful in so called RNAi induced knock-down technology, requires knowing gene family
members sequence data.

While there are many techniques to study gene families (for example high throughput sequencing, pulsed field
gel electrophoresis, Southern blot hybridization, real-time PCR, ...) simple and cheap method of choice is 3" Rapid
Amplification of cDNA Ends (3'RACE). The method has several advantages: i) Only one gene specific forward
primer (sometimes also second nested forward primer) has to be designed according the most conserved motif,
i) only transcribed genes are analyzed and iii) not only part of coding sequence but also 3’UTR is cloned which
is usually more divergent among gene family members and can be therefore used to identify individual members.

We used 3’RACE to clone and sequence transcribed chromomethylase 3 genes (CMT3) in Nicotiana sylvestris.
We cloned orthologous CMT3 gene and its new paralogous gene both showing only 73% and 68% of mutual
homology at cDNA and protein level respectively. Newly identified paralogous CMT3 gene codes for all conserved
aminoacid residues which are thought to be essential for chromomethylase catalytic function. We also cloned partial
cDNA sequences coding for paralogous CMT3 from other solanaceae species indicating its possible contribution
to high cytosine methylation of CNG sequence motifs in this plant family.

This work was supported by the Academy of Sciences of the Czech Republic (AVOZ50040507 and AVOZ50040702).
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KLONOVANI cDNA KODUJICI CENTROMERICKOU VARIANTU HISTONU H3
METODAMI RT-PCR A RACE
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Centromericky histon H3 (CenH3) nahrazuje v nukleozémech centromerického chromatinu histon H3. Jeho
pfitomnost v centromerach je nezbytna pro vytvoreni kinetochoru a tedy i pro funkci centromery. V porovnéni
s histonem H3, ktery ma u vsech eukaryot témér identickou sekvenci, jsou sekvence CenH3 znacné variabilni.
Nejkonzervativnéjsi ¢asti je tzv. HFD doména (Histone Fold Domain) nachazejici se pobliz C konci proteinu. Tato
cast je podobna nejen mezi CenH3 z riznych druhd, ale také mezi CenH3 a H3. Sekvence CenH3 pobliz N konce
jsou oproti tomu velice variabilni a s H3 nemaji Zddnou podobnost.

Lokalizace CenH3 pouze v centromerach déla z tohoto proteinu idealni molekularni marker funkeni centromery,
tj. oblasti chromozému, na které se vytvafi kinetochor. Proto je znalost sekvenci CenH3 velice ddlezitad pro
mapovani a studium centromer molekularnimi technikami. Sirsimu vyuZiti CenH3 pro vyzkum centromer rostlin
ovsem branf neznalost sekvenci tohoto proteinu u fady druhd.

Cilem této prace bylo zjistit sekvence transkriptti CenH3 genti u vybranych druhd leguminéz, které predstavuji
modelové objekty v nasi laboratofi. Metodicky postup spocival v amplifikaci relativné konzervovaného dseku
CenH3 pomoci RT-PCR s degenerovanymi primery, které byly navrzeny podle zndmych sekvenci CenH3. Z téchto
dilcich sekvenci byly poté navrzeny specifické primery pro 3" a 5" RACE, které umoznily amplifikovat chybéjici
koncové tseky. Tento postup dosud umoznil ziskat celé kédujici sekvence CenH3 gend u 8 druhii leguminéz.
Centromerickd lokalizace histonu CenH3 byla u Pisum sativum ovéfena pomoci transformace konstruktem
obsahujicim flizi CenH3 s fluorescencnim proteinem YFP,
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LOCALIZATION OF PCB ANTENNA COMPLEXES IN THE PHOTOSYNTHETIC
PROKARYOTE PROCHLOROTHRIX HOLLANDICA
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Photosynthetic prokaryote Prochlorothrix hollandica is a member of a polyphyletic group of an atypical cyanobacteria
formerly called ,prochlorophytes”. Typical cyanobacteria do not contain chlorophyll b, a characteristic pigment
of light-harvesting complexes of higher plants and green algae. Cyanobacterial main light-harvesting system is
composed of an assemblage of phycobiliproteins, binding a variety of phycobilins, and arranged into so-called
phycobilisomes. ,Prochlorophytes” lack phycobilisomes, but similar to chloroplasts of higher plants and green
algae, they produce light-harvesting complexes containing both chlorophyll a (Chl a) and b (Chl b) bound to
three types of Pcb antenna proteins (PcbA, PcbB, PcbC). Pcbs are closely related to the IsiA (CP 43') proteins of
cyanobacteria, an iron deficiency-induced Chl a-binding antenna protein, and to the CP 43 protein, a Chl a inner
antenna of photosystem 11.

Our work was based on identification and localization of the Pcb proteins. We aimed at obtaining information
about light-harvesting strategy and function of the single types of Pcb antennae.

Pigment-protein complexes of P hollandica were isolated from dodecylmaltoside solubilized thylakoid membranes
on sucrose density gradient and characterized by biochemical, spectroscopic and immunoblotting methods.

The individual types of Pcb antenna proteins are expressed depending on irradiance. PcbC protein was found
either in higher oligomeric states or coupled to PS | (forming antenna rings around PS ). PcbA and PcbB are most
probably only very loosely bound to photosystems; we assume that these pigment-protein complexes function as
low light-induced auxiliary mobile antennae.
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SYSTEMIC MOVEMENT OF C-TERMINALLY MODIFIED POTATO VIRUS X
IN NICOTIANA BENTHAMIANA PLANTS
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Plants are a promising alternative to the classical expression systems such as bacterial or mammalian cell cultures.
Modified plant viruses are widely used as vectors for transient expression of recombinant proteins. Transient
expression using viral vector is a safe and rapid way for inexpensive production of many therapeutically and
industrially useful proteins and vaccine candidates.

One of the promising strategies for experimental vaccine design is to create recombinant virus particles
decorated with small antigenic epitopes from the target pathogen. One of the frequently used vectors is Potato
virus X (PVX) with antigenic epitopes fused to the N-terminus of the viral coat protein (XCP). In our experiments
we have fused 13 aa epitope from L2 coat protein of Human papillomavirus 16 (HPV16) to the N- and C-termini
of the XCP. We successfully expressed chimeric coat protein with N-terminal epitope fusion (L2-XCP) but we could
not detect the expression of the chimera with C-terminal epitope (XCP-L2). However, for optimal use of the viral
CP as a carrier of relevant vaccine antigens it would be advantageous to express recombinant coat protein with
both N- and C-terminal epitopes.

Our aim was to modify the basic XCP-L2 chimera in a way compatible with viral replication and accumulation
and/or cell to cell movement. Nontransgenic Nicotiana benthamiana (Nb) and transgenic N. benthamiana plants
expressing the movement protein of the Tobacco mosaic virus (Nb 3H) were used in all experiments. Six to eight
weeks old transgenic and nontransgenic plants were agroinfiltrated with recombinant viruses. The leaves were
harvested twelve days post inoculation and the presence of viral CP was verified using SDS-PAGE/WB.

Chapman S., Kavanagh T., Baulcombe D.: 1992 — Plant J, 2: 549
Batten J. S., Yoshinari S., Hemengway C.: 2003 — Mol Plant Pathol, 4: 125
Cefovska N., Hoffmeisterova H., Pe¢enkova T., Moravec Z., Synkové H., Plchova H., Veleminsky J.: 2007 — Protein Expr Purif, 58: 154

This research was supported by the grant 521/09/1525 from the Grant Agency of the Czech Republic and the
fellowship CZU 21180/1312/3126 from the Czech University of Life Sciences Prague to Hana Hoffmeisterova.
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VYUZITI METODY PRUTOKOVE CYTOMETRIE V EXPERIMENTALNI BOTANICE
A ZOOLOGII

Lucie HoroVA, PETR BURES
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Terezy Novédkové 64, Brno, 621 00, CR
E-mail: lhorova@email.cz, tel.: +420 732 939 864

Priitokova cytometrie je modernf technika, kterd umoziiuje mimo jiné rychlou detekci mnozstvi DNA v jadrech jak
rostlinnych tak Zivoc¢isnych bunék. Hlavnim tézistém jejiho vyuZiti je biomedicinsky vyzkum, nicméné v posledni
dobé se zacina rozvijet jeji pouziti i v experimentalni botanice a zoologii. Metoda priitokové cytometrie se zde
pouziva hlavné k vyzkumu pricin a duasledkd polyploidizace a variability velikosti jaderného genomu. Ddle je
pouzivana ke stanoveni obsahu nukleotid(i v genomu (AT/GC genomic ratio, genomic base composition).

Principem priitokové cytometrie je analyza jednotlivych ¢astic — nejcastéji jader, na zakladé jejich optickych
parametr( (fluorescence, absorbance, reflektance), podle kterych je Ize i automaticky tfidit. Priitokovy cytometr
vyuzivd jevu zvaného hydrodynamicka fokusace. Unaseci kapalina (voda nebo solny roztok) proudi kanylou a je
pod tlakem hnana do vstupniho otvoru tzv. ,pritokové komtrky“ (flow chamber) o mnohem mensim priiméru.
V jeho blizkosti se do stfedu proudu unaseci kapaliny tryskou vsttikuje vzorek (vétSinou roztok obsahujici bunécna
jadra). Vlivem velkého tlaku a rychlosti unasect kapaliny vznika pfi Gsti trysky podtlak, ktery zpUsobi, ze se do stfedu
proudu unaseci kapaliny dostava tak tenky proud vzorku, Ze se ¢astice v ném pohybuji velkou rychlosti jedna
za druhou. Mohou byt tedy analyzovéany jednotlivé. Pri analyze castic se vyuziva svételného zareni, ve starsich
cytometrech jsou excita¢nim zdrojem HBO lampy (maximum pfi vinové délce 450nm), novéjsi cytometry pouzivaji
monochromatické lasery. Analyzuje se bud’ velikost (detekuje se Gbytek mnoZstvi proslého svétla) nebo povrch
Castic (detekuje se mnozstvi odrazeného svétla) nebo obsah nukleovych kyselin ¢i proteind. Pfi analyze obsahu
DNA se tato obarvi fluorescen¢nim barvivem — propidium jodid, DAPI, Hoechst. Jadra prochézi skrz jeden nebo
vice svételnych paprski. Zareni o urcité vinové délce (podle pouzité fluorescenéni latky) emituje zarenf o jiné
vinové délce, které je zachycovano detektory. Témi mohou byt fotodiody nebo fotonasobice, které prevadéji
svételny signdl na elektricky, ktery je ndsledné digitalizovan a zobrazovén ve formé histogramu nebo cytogramu.

Nase laboratof se zabyvé urcovanim velikosti genomu a GC obsahu jako druhové specifickych marker(. Vétsinou
pracujeme s rostlinnym materialem (napf. rody Eleocharis, Festuca, Carex, Salix, Viola, Hieracium, Cirsium), obcas
s bezobratlymi (pavouci — Eresidae, nebo brouci — Oryzaephilus, Silvanidae). Z rostlin pouzivame vétsinou listy,
méné casto jiné casti (stonky, fapiky, baze korunni trubky). U bezobratlych hemolymfu, pfipadné celou cast téla
(hlava). K pfipravé vzorkl pouzivame OTTO pufry (DoleZel & Cohde Cytometry 19: 103-105, 1995), pfipadné
Tris.MgCI2 pufr (Pfosser et al. Cytometry, 21: 387-393, 1995). Jadra barvime Pl a DAPI a analyzujeme soubézné
na dvou cytometrech, z nichz jeden je vybaven HBO lampou a druhy zelenym monochromatickym laserem. Jako
standardy jsou pouzivany rostliny, s definovanou velikosti jaderné DNA (bud sekvenované organizmy Arabidopsis
thaliana ‘Columbia’, Oryza sativa ‘Nipponbare’, bilé krvinky Homo sapiens, nebo kultivary Allium cepa ‘Alice’,
Pisum sativum ‘Ctirad’, Lycopersicon esculentum ‘Stupické polni tyckové rané’).

59



P17

P Flisiovd sddlenf

INTERACTIONS OF THE RECEIVER DOMAIN IN HISTIDINE KINASE RECEPTORS
WITH THE AHP PROTEINS
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Two-component systems belong to important sensing/response mechanisms in higher plants. In Arabidopsis thaliana
these systems are composed of hybrid histidine kinases (AHKs, 8 genes), histidine-containing phosphotransfer
proteins (AHPs, 6 genes) and response regulators (ARRs, 24 genes), that are biochemically linked by His-to-Asp
phosphorelay. AHP proteins interact with histidine kinase receptors as well as with response regulators, and therefore
link the signal recognition by membrane sensors with regulation of transcription via nuclear-located transcription
factors that mediate plant responses to the environmental stimuli. The specific interactions between AHPs and the
receiver domains of histidine kinase receptors could represent a potent mechanism how the specificity of cellular
responses to different signals is achieved within the complex two-component signaling network.

In our study the interactions of CKI1 receiver domain with all six AHP proteins were analyzed in vivo. Using
the modified Matchmaker™ yeast two-hybrid system (Clontech) we revealed that CKI1 receiver domain interacts
with AHP2, AHP3 and AHP5, but not with AHP1, AHP4 and AHP6. To confirm these results with an independent
method, we carried out Bimolecular Fluorescence Complementation analysis (BiFC) in transiently transformed
tobacco leaves. In agreement with our yeast two-hybrid results, we observed the interaction of CKI1 only with AHP2,
AHP3 and AHP5. Therefore, combining these two methods for analysis of protein-protein interactions in vivo we
gained a rapid insight into the specificity of elements involved in a signalling cascade downstream of CKI1. Critical
aspects and the future outlooks for proving our methodological approach will be discussed.

Podporovano granty LC06034, MSM002162241 a 204/08/H054.
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EXTRAKCE VYBRANYCH KAROTENOIDU A FENOLICKYCH LATEK Z KRIDLATKY
(REYNOUTRIA SPP.), UV-VIS SPEKTROFOTOMETRICKA A HPLC-DAD ANALYZA
ZISKANYCH EXTRAKTU

BARBORA HRVOLOVA, JAKUB NEzVAL, JIRI KALINA

KF, PFF, Ostravskd univerzita v Ostravé, 30. dubna 22, 701 03 Ostrava 1, CR
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Kazdorocné se ve vybranych oblastech Ceské republiky poFadaji rozsahlé likvidacni akce kiidlatky (Reynoutria spp.).
Letos je podobny projekt realizovan i v Moravskoslezském kraji. Tyto akce majf jediny cil — likvidaci této rostliny
bez jakéhokoliv ndsledného vyuziti. Za Gicelem zhodnocent kidlatky byly navrzeny dva metodické postupy, jejichz
cilem je zisk extrakt(i smési luteinu a zeaxantinu a extrakt fenolickych latek z tohoto rostlinného materialu.

Lutein a zeaxantin se radi k doplitkovym fotosyntetickym pigmentdm se svétlosbérnou a fotoprotektivni funkci.
Oba tyto karotenoidy jsou vyznamné antioxidanty. Byl u nich prokazéan preventivni Gc¢inek proti degenerativnimu
onemocnénf zraku.

Fenolické latky maji v rostlinach mnoho funkci — vyrazné zvysuji fitness rostliny (UV-stinént, likvidace radikald, ...).
Mohou byt také soucasti potravinovych vyrobkd, kde jejich antioxidacni potencial zvysuje kvalitu a trvanlivost
potravin. V souvislosti s jejich antioxida¢nimi vlastnostmi je zkoumana i jejich antikancerogennf aktivita.

K separaci luteinu a zeaxantinu byla navrzena metodika izolace a selektivni extrakce karotenoidd. Vysledna
metodika pro izolaci karotenoid(i se sklada ze tif fazi pripravnych a jedné faze separacni. Pfipravné faze zahrnuiji
ultrazvukovou extrakci ve vodé, ultrazvukovou extrakci ve 100% metanolu a saponifikaci pfidavkem KOH. Separa¢ni
faze spociva v oddéleni karotenoid(i od saponifikovaného extraktu pigmentd. Néasledné byla vytvorena metodika
pro selektivni extrakci karotenoidd, jez byla zalozena na rozdilné polarité téchto karotenoid(. Kontrola spravnosti
jednotlivych krokd byla provadéna pomoci absorpéniho spektrofotometru UV550 (Unicam, GB) a HPLC systému
(TSP Analytical, USA).

K ziskanf extraktu fenolickych latek byla pouzita jednoducha extrakce. Rostlinny material byl homogenizovan v tfeci
misce za pouziti 40% metanolu, déle byl homogenat ultrasonifikovan (Ultrasonic Compact Cleaner, UC 006 DM1,
Tesla, CR) bez chlazenf a centrifugovan 3 min. pfi 6000 ot. min~". Supernatant byl rozdélen na dvé ¢asti. Prvni
C¢ast byla analyzovéana spektrofotometricky a druha na HPLC systému. Extrakéni metodika fenolickych latek byla
zvolena tak, aby pfi minimalni ¢asové a instrumentalni naroc¢nosti produkovala vysoké vytézky.

Ziskem luteinu, zeaxantinu a fenolickych latek z kfidlatky a jejich pfipadnym vyuzitim ve farmaceutické,
dermatologické resp. potravinarské praxi se naskytd moznost kompenzace financ¢nich nékladd vynalozenych
k odstranovanf kiidlatky. Nebezpecny plevel by tak mohl byt likvidovan s daleko mensimi naklady a tedy v daleko
vétsim rozsahu.

Podékovani
Tato préce byla vypracovana v ramci projektu MSMT NPVII (,INTERVIRON*, 2B06068) a projektu GA CR 522/09/0468.
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VLIV TEPLOTY NA RYCHLOST ODUMIRANI OLSI ZPUSOBENE
PHYTOPHTHORA ALNI
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Ol3e lepkava (Alnus glutinosa) ma vyznamnou funkci v ekosystémech vodnich tokd (zpeviiovani brehd, zvySovani
kvality vody, zvySovani biodiverzity) v Evropé. Od pocatku 90. let 20. stoleti bylo pozorovéno epidemiologické
odumirani olsi podél vodnich tokd postupné v celé Evropé (La Porta et al., 2008). Patogen, ktery zpGsobuje
odumirani olsi, byl pozdéji identifikovan a popsan jako novy druh Phytophthora alni (Brasier and Kirk, 2004).
Patogen se rozmnozuje zejména pomoci zoospor, které nasledné infikuji pfedevsim jemné kofinky a borku pres
lenticely nebo poranéni. Nasledkem infekce kofenového systému dochazi k prosychani koruny, fidnutf, zmensovani
a Zloutnutf listd. V kone¢ném stadiu stromy odumiraji (Jung and Blaschke, 2004).

Hlavnim cilem predkldadané studie bylo zjistit, zda teplota urychluje rozvoj této nové zjisténé choroby a tedy
zda globdlni oteplovani mtize hrat roli pfi rozvoji epidemie. Pro zjisténi vlivu teploty, byly zvoleny dvé metody:
sledovanf progrese choroby v zavislosti na priimérné teploté vody (v lété/v zimé) a zjisténi dynamiky inokula
v zavislosti na teploté pudy.

Pozorovanf bylo realizovano na severovychodé Francie na 16 lokalitach, které byly vybrany dle nasledujicich
kritérif: pfiblizné stejné procentudlni zastoupeni symptomatickych ol3i (aby infekéni tlak inokula byl priblizné
stejny); blizkost stanice, kterd zaznamendava fyzikalné-chemické vlastnosti vody; zohlednéni vyskového a teplotniho
gradientu vody; teplota vody nebyla korelovana s rychlosti proudu (aby bylo mozné tyto 2 faktory oddélit). Zdravotni
stav olsf byl v téchto lokalitich zaznamenavan kazdoro¢né od roku 2006 na zakladé vizualniho hodnocenti koruny
(1 — bez symptom0; 2 — symptomy na listech < 50 %, prvni usychajici vétvé; 3 — symptomy na listech > 50 %,
mrtvé vétve; 4 — mrtvy strom).

Pro sledovani progrese choroby v jednotlivych lokalitach se zjistovala incidence (= pocet novych pripadi).
Zjisténi incidence umoznilo eliminovat vliv rozdilné historie lokalit (rizné dlouha doba pfitomnosti patogena).
Vzhledem k obtiznostem pfi stanoveni prvnich symptom( byla stanovena incidence na zakladé poctu stromd,
u kterych doslo k progresi symptomd v koruné (byly tedy hodnoceny jeden rok v bodovém hodnoceni ,2“
a nasledujici rok ve skupiné ,3“). Incidence byla stanovena pro kazdou lokalitu. Vysledkem byl graf znazornujicf
incidenci v zavislosti na teploté vody. Zasadnim nedostatkem této metody je zptisob hodnoceni zdravotniho stavu
strom, které je znacné nepresné, ovlivnéné dalsimi faktory (napf. pozdni mrazy, skiidci) a predevsim individualnt.
Presnéjsi by bylo stanovenf incidence na zakladé stanoveni poctu stromd, které jsou jeden rok symptomatické
a nasledujici rok odumrelé.

Pro kvantifikaci inokula v ptidé byly odebrany vzorky z okoli 6 olsi (zdravotni stav ,2“, kde je mnozstvi inokula
nejvyssi) z kazdé lokality ve dvou terminech na jafe 2009. MnoZstvi inokula v plidé bylo nasledné kvantifikovano
pomoci metody ,biologické pasti“: vzorky o stejném objemu plidy byly umistény do nadob s vodou a listy pénisnikd;
ty pfitahovaly uvolnéné zoospory, které zptsobily skvrny na téchto listech; proporéni ¢ast skvrn byla analyzovéna
pomoci kvantitativni PCR; vysledek byl vyjadren v poctu skvrn zptsobenych P alni na jednotku plochy listu. Pro
sledovani teploty pady byly pouzity 2 termometry na kazdé lokalité umisténé v hloubce 15 cm. Vysledkem byl graf,
ktery vyjadfoval mnozstvi inokula v zavislosti na primérmé teploté v dané lokalité. Tato metoda nebere v Gvahu
rtiznou rychlost uvoliovani zoospor z riiznych typa ptd, které se da predpokladat. Také spocitani skvrn na listech
je znacné nepresné (jsou Casto $patné rozeznatelné a prekryvaji se).

Vysledky této studie naznacuji, ze teplota neurychluje rozvoj odumiran olsi zplisobené Phytophthora alni.
Vzhledem ale k fadé nepresnosti a kratkému obdobi pozorovani je zapotiebi toto jesté ovéfit.

Brasier, C., Kirk, S., Delcan, J., Cooke, D., Jung, T. et Man in't Veld, W. 2004. Phytophthora alni sp. nov. and its variants: designation of emerging
heteropolid hybrid pathogens spreading on Alnus trees. Mycol. Res. 108 (10): 1172-1184.

Jung, T. et Blaschke, M. 2004. Phytophthora root and collar rot of alders in Bavaria: distribution, modes of spread and possible management
strategies. Plant Pathology 53: 197-208.

La Porta, N., Capretti, P, Thomsen, I. M., Kasanen, R., Hietala, A. M. 2008. Forest pathogens with higher damage potential due to climate change
in Europe. Can. J. Plant Pathol. 30: 177-195.

Viypracovdvano v ramci diplomové prdce ve vyzkumném centru INRA Nancy ve Francii.
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VYUZITI GENETICKYCH MARKERU PRI STUDIU DETERMINACE POHLAVI
A POHLAVNICH CHROMOZOMU RODU SILENE
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Rod Silene je vhodnym objektem studia pohlavnich chromozom. Vyskytuji se zde druhy dvoudomé, gynodioecické
a hermafroditni. Pohlavni chromozomy, které se nachazeji u nékterych zastupct rodu Silene jsou vyvojové podstatné
mladsi nez doposud vice zkoumané pohlavni chromozomy savct. Diky posledné zminénému faktu maze studium
dvoudomych druhii rodu Silene usnadnit studium obecnych zékonitosti vyvoje pohlavnich chromozomdi v ranych
fazich.

Toto plakatové sdéleni je mimo jiné vénovéano problematice determinace pohlavi u dvoudomého druhu Silene
otites, blizce pribuzného dvoudomému druhu Silene colpophylla, u néjz byl typ determinace pohlavi urcen nedavno,
a to v nasi laboratori (Mrackova et al., 2008). Vysledky prace Mrackova et al. prokazaly, Zze se u S. colpophylla
nachazi typ determinace pohlavi (XX/XY) podobné jako u Silene latifolia. U Silene colpophylla jsou ovsem pohlavni
chromozomy homomorfnia pravdépodobné se vyvinuly z jiného paru autozomi nez pohlavni chromozomy Silene
latifolia. Jak Silene colpophylla, tak Silene otites patii do téze skupiny tfindcti druht nalezejicich do sekce Otites
(Wrigley, 1986). Udaje v literatue ohledné& typu determinace pohlavi u S. otites byly dosud znaéné rozporuplné,
nebot dosud nebyla tato problematika zkoumana modernimi metodami. Nékteré prace vsak naznacovaly, ze by
se u Silene otites mohl vyskytovat , ptaci” typ determinace pohlavi (ZW/ZZ). Situace, kdy blizce pfibuzné druhy nebo
zéstupci téhoz druhu maji odlisnou determinaci pohlavi byla dosud popsana pouze u nékolika mélo Zivocisnych
rodd (napiiklad u zaby Rana rugosa; Ogata et al., 2003). V tomto sdéleni prezentujeme vysledky, které jsme ziskali
pomoci sledovani molekuldrnich markerd ve dvou naslednych generacich S. otites.

Dalsim nami studovanym tématem je studium mechanism( zapojenych do potlaceni rekombinace mezi
chromozomem X a Y. V soucasnosti je casto zdliraznovana tGloha chromozomalnich prestaveb pfi tvorbé
nerekombinuijici oblasti pohlavnich chromozom(i. Nase metoda je zaloZena na testovani schopnosti rekombinace
u chromozoma Y. Modelovym objektem pro tyto studie jsou specidlné pripravené rostliny S. latifolia o genotypu XYy,
které se vyznacuiji pfitomnosti dvou chromozoma Y odlisného pivodu. Zde prezentujeme vysledky ziskané pomoci
sledovani dédi¢nosti marker( z nerekombinuijici oblasti chromozomu Y a pseudoautozomalniho markeru — genu
SEMF (Silene EMbryonic Flower). Nase vysledky ukazuji Ze na potlaceni rekombinace mezi chromozomy X a'Y
se zfejmé podileji i jiné mechanismy nez chromozomalni prestavby.

Podporovéno granty: Grantové Agentura Akademie véd CR (IAA600040801).
Ministerstvo skolstvi (LCO6004)
Vyzkumny zémér AV CR (AVOZ50040507)
Vyzkumny zémér AV CR (AV0Z50040702)
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EVIDENCE FOR A DOMINANT EXPRESSION OF RDNA LOCI ON BIVALENT
FORMING CHROMOSOMES IN PENTAPLOID DOGROSES (ROSA SECT. CANINAE)
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Odd (or asymmetric) meiosis is a unique reproduction system found in pentaploid dogroses (2n = 5x = 35)
especially in Rosa section Caninae. One basic genome (x = 7) derived from the seven segregating bivalents is
transmitted from the pollen, whereas four basic genomes (4x = 28, one genome is derived from the segregation
of the bivalents and three sets from the segregating univalents) are transmitted by the egg cell.

Chromosomes from all five genomes carry 18-5.8-26S nuclear ribosomal DNA (rDNA). We identified six major
rRNA gene families (o, B, p’, y, §, ) in pentaploid R. canina, R. rubiginosa, R. dumalis, R. sherardii, R. caesia and
tetraploid (2n = 4x = 28) R. mollis based on several polymorphic sites in the internal transcribed spacers (ITSs).
gDNA from those five pentaploids was isolated, PCR was carried and the ITS clones were sequenced. Sequences
were aligned and different polymorphic sites were found. The sequences showed that p family appears to be
present among all species while the distribution of other families was more restricted. While in some species
(R. canina) the  family appears to be a dominant rDNA type, in other species, e.g. R. rubiginosa, the p family was
reduced in copy numbers. The § family was overrepresented in DNA extracted from pollen grains (compared to
leaf) suggesting its occurrence on bivalent forming chromosomes. We also found that in tetraploid R. mollis there
are four more tetraploid-specific polymorphic sites that were not found in pentaploid dogroses forming new
tetraploid-specific rDNA families.

Expression pattern of the rRNA gene families and their distribution in univalent and bivalent chromosomes was
carried as follows: RNA was isolated, cDNA was prepared, ITS region was sequenced and different polymorphic
sites were found. To confirm our results, gDNA- and cDNA-CAPS was carried with different enzymes. We found
that the p family was always expressed irrespective to species. However, there was variation in expression of other
gene families and some families (y) were silenced.

The data show that in addition to the five major rRNA gene families that were found previously in pentaploid
roses, a new tetraploid (R.mollis)-specific family referred to as w family was identified. The p rDNA family likely
occurs preferentially on bivalent forming chromosomes that are transmitted from the pollen and dominates rDNA
expression in all dogrose species. The families originating from univalent chromosomes are, in some cases, being
silenced.

Kovarik A., Werlemark C., Leitch A.R., Souckova-Skalicka K., Lim YK., Khaitova L., Koukalova B. and Nybom H.: 2008 — Heredity, 101: 359-367.
Khaitova L., Werlemark G., Nybom H. and Kovarik A.: 2009 — Heredity: 1-8.
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MATEMATICKA ANALYZA PRODUKCNIHO PROCESU ROSTLIN HRACHU
SETEHO OVLIVNENEHO XENOBIOTIKY A OSMOTICKYM STRESEM

MAREK KLEMS, JIRi DokoupiL, PAVLA SOLNICKA, ZDENEK STEPAN, HELENA VITKOVA

Ustav biologie rostlin, AF MZLU v Brné, Zemédélskd 1, 613 00 Brno
E-mail: klems@mendelu.cz, tel.: +420 545 133 296

Aklimace rostlin predstavuje hlavni zpGsob obrany rostlin viici nepfiznivym podminkam a stresovym faktortim. Velmi
ddlezitou roli v odpovédi rostlin na stres sehrava kyselina abscisova. Kyselina abscisova ovliviiuje procesy regulace
zavirani praducht, ukladani zasobnich proteint v embryogenezi, procesy dormance, rist organt a odpovédi
na Cetné stresové faktory. Zmény obsahu kyseliny abscisové a jinych markerd stresu hodnocené pomoci matematické
a statistické interpretace mohou prispét k verifikaci experimentalni hypotézy. Cilem experimentu bylo popsat zmény
v obsahu susiny rostlin hrachu (Pisum sativum L.) a v produkci semen po ovlivnéni herbicidem, xenobiotikem
a osmotikem ve vztahu ke zméné obsahu ABA a kvantového vytézku elektronového transportu PS Il. Soucasné
byla sledovano ukladéni zasobnich proteinl v semenech. Byla hleddna nejvhodnéjsi matematicka interpretace
pro posouzeni vztahu mezi riistem, produkc rostliny a zménami fyziologickych parametr(i v odpovédi na stres.

Rostliny hrachu byly kultivovany v Richterové zivném roztoku s 20 uM fluridonem (herbicid), 1 uM fluorantenem
(polycyklicky atromaticky uhlovodik) nebo polyetylenglykolem 100 g'I=" (nepenetrujici osmotikum). Béhem
ontogeneze rostlin byly méreny parametry fluorescence chlorofylu (Fluor Pen fluorometr) a zmény hladin obsahu
kyseliny abscisové (RIA). Ve zralych a nezralych semenech bylo zjistovano ukladani zasobnich proteint (SDS-PAGE).
Vysledky byly hodnoceny vicefaktorovou analyzou variance (ANOVA) s naslednym odvozenim regresnich funkcf.

Hladina kyseliny abscisové byla zvy3ena v rostlinach kultivovanych v roztoku s PEG6000 a to v listech i v kofenech.
Osetreni fluorantenem snizilo akumulaci susiny v listech, statisticky nevyznamné zvysilo kvantovy vytézek
elektronového transportu PSII a neovlivnilo hladinu ABA. Fluridon sniZil nejenom hladinu ABA v listech, ale také
susinu listd a fluorescenci chlorofylu. Ukladani zasobnich proteinl nebylo ovlivnéno, pouze v pfipadé fluridonu
se obsah protein( v semenech snizil. Na zakladé osetfeni vysledkd pomoci nelinedrnf regrese a vicefaktorové
analyzy variance byly urceny kritické momenty v case pro ovlivnéni produkce rostlin..

Tento vyzkum byl podporovan vyzkumnym projektem Crantové agentury AF MZLU Brno IGA 19/2009.
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VYUZITI DNA CIPU DART PRO STUDIUM GENOMU TRAVNIKOVYCH
A PICNINOVYCH TRAV

Davip KoPeckY, JAN BARTOS, MIROSLAVA HAVRANKOVA, JAROSLAV DOLEZEL

Laboratof molekuldrni cytogenetiky a cytometrie, Ustav experimentélni botaniky AV CR, v.v.i., Sokolovska 6,
77200 Olomouc
E-mail: kopecky@ueb.cas.cz, tel.: +420 585 205 857

Travy (Poaceae spp.) jsou rozsiteny témér po celém svété a hraji vyznamnou roli v Zivoté ¢lovéka. Jejich vyuziti
se pohybuje od produkce siléze, pres pastevni plochy po sportovni a rekreacni Gcely. V mirném pasu hraji prim
druhy patfici do komplexu Festuca-Lolium (kostravy a jilky). Jilek mnohokvéty (Lolium multiflorum Lam.) a jilek
vytrvaly (Lolium perenne L.) jsou vyuzivany jako picninové a travnikové trdvy zejména pro rychly vyvin na jare,
vysoky obsah nutri¢nich latek, dobrou stravitelnost, tmavé zelenou barvu a uniformitu drnu. Jejich velkou slabinou
je viak nizka tolerance k rliznym abiotickym i biotickym strestim. Vesmés reciprokymi vlastnostmi k obéma jilkéim
se vyznacuji druhy kostfav (Jauhar, 1993). Ve slechténi se nejcastéji vyuziva kostfava lucni (Festuca pratensis)
a kostrava rakosovitd (Festuca arundinacea). Zastupci obou rodu se spolu mohou kiiZit za vzniku fertilnich hybridd,
které souhrnné oznacujeme jako Festulolium. Tyto hybridi se stavaji vyhleddvanymi mezi zemédélci a jejich osevni

Pro studium genomu druh patficich do tohoto komplexu (L. perenne, L. multiflorum, F. pratensis, F. arundinacea
a F. glaucescens) jsme vytvorili DNA ¢ip typu DArT (Diversity Arrays Technology) (Kopecky et al., 2009). Tento
DArTFest ¢ip obsahuje 7680 sond. V prvnim experimentu, ktery zahrnoval 40 genotypt z kazdého z péti druhd
jsme identifikovali 3884 polymorfnich markerd. DArTFest Cip jsme pouzili k a) analyze mezidruhové a vnitrodruhové
genetické variability, b) genetickému mapovani, c) fyzickému mapovani a d) analyze genomového slozeni hybrid
Festulolium.

Vysledkem analyzy 40 genotypt z kazdého z péti druht trav byl dendrogram vystihujici vnitro- a mezidruhovou
genetickou variabilitu. Kazdy z péti druh( vytvofil na dendrogramu samostatnou skupinu. Pomocf ¢ipu bylo rovnéz
mozné identifikovat chybné uréené polozky. Pro genetické mapovani jsme pouzili mapovaci populace F. pratensis
a L. multiflorum, které byly jiz dfive pouzity pro vytvoreni genetickych map (Alm et al., 2003; Studer et al., 2006).
Genetickd mapa F. pratensis byla diky cipu DArTFest obohacena o 204 DArT marker( a jeji délka zvétsena o 170 cM
na soucasnych 775 cM. Na pdvodni genetickou mapu L. multiflorum bylo umisténo dokonce 531 DArT marker(.
Pro ukotvovani DArT markerd na jednotlivé chromozémy jsme pouZili substitucni linie, kde v tetraploidnim
jilku (L. multiflorum) byl nahrazen jeden chromozém jilku homeolognim chromozémem kostravy (F. pratensis)
(Kopecky et al., 2008). V3ech sedm linii (pro véech sedm chromozéma F. pratensis) bylo dale zpétné kiizeno
s tetraploidnim jilkem a bylo ziskdno cca 30 rekombinacnich linif (pro kazdy chromozém) s rizné dlouhymi
rekombinovanymi segmenty chromozému F. pratensis. Tyto rekombinacnf linie byly pouzity k ukotvovani DArT
marker( na jednotlivé segmenty chromozémd (,biny“). Moznost vyuziti DArTFest ¢ipu pro analyzu genomového
slozeni hybridi Festulolium byla testovana na tfech odriidach L. multiflorum X F. pratensis. Vysledky z DArTFest
¢ipu byly ve vyjimecné shodé s analyzou genomového slozenf téchto odrid zjisténého metodou GISH (genomova
in situ hybridizace; Kopecky et al., 2006).

V této praci demonstrujeme moznosti vyuziti DArT Cipu pro analyzu rostlinnych genom. Tento ¢ip miize byt
rovnéz pouzit pro slechténi pomoci markerd. Izolace zna¢ného mnozstvi molekuldrnich markerd umoznf identifikaci
marker( v tésné vazbé na agronomicky vyznamné znaky a jejich umisténi na genetické a fyzické mapé.

Alm, V,, Fang, C., Busso, C.S., Devos, K., Vollan, K., Grieg, Z., Rognli, O.A.: 2003 — Theor Appl Genet 108: 25-40
Jauhar, PP: 1993 — Monographs on Theor Appl Genet Vol. 18, pp. 255

Kopecky, D., Bartos, J., Lukaszewski, A.J., Baird, J.H., Cernoch, V., Kélliker, R., Rognli, O.A., Blois, H., Caig, V., Liibberstedt, T., Studer, B., DoleZel,
J., Kilian, A.: 2009 — BMC Genomics (submitted)

Kopecky, D., Loureiro, J., Zwierzykowski, Z., Chesquiere, M., Dolezel, J.: 2006 — Theor Appl Genet 113: 731-742
Kopecky, D., Lukaszewski, A.J., Dolezel, J.: 2008 — Chromosome Res 16: 987-998
Studer, B., Boller, B., Herrmann, D., Bauer, E., Posselt, U.K., Widmer, F, Kélliker, R.: 2006 — Theor Appl Genet 113: 661-671

Podporovéno granty NAZV QH71267 a GACR 521/07/P479.
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CHLOROPHYLL SYNTHESIS UNDER CONTROL - REGULATABLE EXPRESSION
OF THE LPOR ENZYME IN SYNECHOCYSTIS PCC 6803
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Stringent control of the chlorophyll (Chl) biosynthesis pathway is essential particularly for oxygenic organisms like
plants and cyanobacteria that cope with the problem of photo-oxidation. To prevent accumulation of harmful ‘free
tetrapyrroles, it is expected that Chl formation is tightly synchronized with synthesis of cognate apoproteins. In order
to understand coordination between Chl and protein biosynthesis we prepared Synechocystis pMON:por/Apor/AchlL
strain enabling to control Chl availability via regulatable expression of the light-dependent protochlorophyllide
oxidoreductase (LPOR), a penultimate enzyme of this pathway. In the first step, we deleted the por gene coding
for LPOR. Resulting Apor mutant accumulated significantly less Chl per cell in contrast to dramatically increased
carotenoid level and displayed strongly retarded growth rate even at moderate light (35 LE). As the second step,
the por gene was introduced back into the Apor strain using the pMON:por vector possessing the regulatable nirA
promoter. This promoter is tightly repressed by ammonium and activated by nitrate providing nice repression/
induction system. The phenotype of the pMON:por/Apor strain was similar to wild type suggesting that the
expression of the por gene from nirA promoter fully complemented the Apor mutation. To exclude contribution
of the dark-operative POR (DPOR) to the Chl production we finally eliminated the chiL gene obtaining the
pMON:por/Apor/AchlL mutant producing Chl only by the regulatable LPOR enzyme. Although the Chl content
decreased after DPOR deletion, growth rate of the final mutant remained similar to wild-type. In contrast, after
14 days of the LPOR repression by ammonia the strain retained only ~17 % of Chl level in comparison to the
wild type and growth rate was strongly affected. Surprisingly, although the Chl level was lower than in the Apor
mutant, we did not observe accumulation of carotenoids indicating an essential role of the LPOR enzyme even
at very low concentration per cell. Biogenesis of membrane proteins under limited Chl availability was analyzed
using S35 radiolabeling and 2D electrophoresis. It revealed overall very low membrane protein synthesis and also
total protein accumulation in membranes was dramatically changed under analyzed conditions. Detailed analysis
of the protein biosynthesis and tetrapyrrole metabolism in the pMON:por/Apor/AchlL mutant will be presented.

’

The work was supported by Institutional Research Concept no. AV0Z50200510, by the project AA500200713 of
the Crant Agency of the Czech Academy of Sciences and by the project P/044/2008 of the Crant Agency of the
University of South Bohemia.
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HYPOMETHYLACE DNA NEOVLIVNUJE DELKU ROSTLINNYCH TELOMER
Eva MAJEROVA, IvA MoOzGOVA, JIRi FAjkuS

Laboratof funkéni genomiky a proteomiky Ustavu experimentélni biologie, Pfirodovédecka fakulta, Masarykova
Univerzita Brno, Kotlarska 2, Brno 60200, CR
E-mail: maja.eva2@gmail.com, tel.: +420 776 742 984

Telomery, nukleoproteinové struktury, jsou velmi dilezité pro udrzenf celistvosti eukaryotickych chromozomd
a zména jejich délky rozhoduje bud o dalsim bunécném déleni, nebo o navozeni bunécné smrti. Je vSeobecné
znamo, Ze délka telomer je udrzovana enzymatickym komplexem telomerazou, nebo alternativnim prodluzovanim
telomer (ALT). V minulych letech oviem byl objeven i vliv epigenetickych faktort — methylace DNA a histond
na délku telomer u mysich embryondlnich kmenovych bunék. Obecné v tomto experimentalnim systému ved|
Gbytek heterochromatinovych znacek k prodluzovanf telomer.

Cilem této prace bylo zjistit, zda se vliv methylacniho stavu chromatinu na délku telomer uplatriuje i v rostlinnych
bunkach. Hypomethylace bylo dosazeno ptsobenim cinidel S-9-(2,3-dihydroxypropyl) adeninu (DHPA), ktery
funguje jako kompetitivni reverzibilni inhibitor hydrolazy S-adenosyl-L-homocysteinu, a zebularinu, cytidinového
analogu, ktery vytvaii komplex s DNA methyltransferdzami a méize byt zabudovavan do DNA na misto cytidinu. Tyto
latky byly jednotlivé, nebo spolecné, pridavany jak do média pro péstovani suspenznich kultur N. tabacum (TBY-2)
a A. thaliana, tak do Zivné pldy pro péstovani celych rostlin A. thaliana, a to v rGznych koncentracich. Materidl
byl nasledné podroben analyze stupné methylace DNA a analyze délky telomer pomoci metody terminélnich
restrikénich fragmentd (TRF).

Hypomethyla¢ni Géinek byl sledovan pomoci stépenf restrikénimi enzymy s réiznou citlivosti k methylaci
cilovych mist a naslednou Southernovou hybridizaci se sondami k detekci subtelomerové repetitivni sekvence
HRS60 u N. tabacum a 5S rRNA gen(i v genomu A. thaliana. Ackoliv se pomoci uvedenych cinidel podafilo
navodit hypomethylaci DNA, nebyly pozorovény zadné statisticky vyznamné zmény v délce telomer u ani jednoho
pozorovaného objektu za zadnych testovanych podminek, tudiz nebyla shleddna pricinna souvislost mezi Grovni
methylace a délkou telomer u rostlin.

Projekt byl podporen MSMT CR (MSM0021622415, LCO6004, AV0Z50040507) a GACR (204/08/1530). DHPA byl
darovdn dr. Ivanem Votrubou, UOCHAB AV CR.
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NOVE MOZNOSTI VYUZITi METODY GISH U ROSTLIN
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Metoda genomové in situ hybridizace (GISH) je zndmou a vseobecné pouzivanou variantou klasické fluorescenéni
hybridizace (FISH). Na chromozomy je pfi GISH hybridizovana celd genomové DNA (gDNA) a je pouZivana predevsim
pro rozlideni rodi¢ovskych chromozoma v mezidruhovych hybridech ¢i polyploidech a také ke sledovani interakce
rodi¢ovskych genom(i. Zde se zaméfime na dvé nové oblasti vyuziti GISH a to pro karyopypovani rostlinnych
chromozom a pro fylogenetické analyzy rostlinnych druht. Tyto inovace byly otestovany na modelovém rodu
Silene L. z celedi Caryophyllaceae (hvozdikovité), ktery predstavuje jedinecny systém pro studium determinace
pohlavi a evoluce pohlavnich chromozom u rostlin. Viyzkum nyni pokracuje na rodu Eleocharis R. Br. z ¢eledi
Cyperaceae (Sachorovité), ktery je z cytogenetického hlediska zajimavy rozmanitosti v poctu a velikosti chromozom
u jednotlivych druh(i a predevsim pritomnosti holocentrickych (holokinetickych) chromozomdi.

Druhové (¢i genomoveé) specifické repetice maji na chromozomech nendhodnou distribuci a vytvari
heterochromatinové bloky. Hybridizacni signdly gDNA maji podobné rozlozenf jako C-pruhy a DAPI pruhy, mluvime
tedy o GISH-pruhovani. U druh s relativné malym genomem se objevuji pruhy predevsim v pericentromerickych
oblastech, zbytek chromozomd zlistava témér bez signalu. Pro tento hybridizaéni fenomén, zalozeny ziejmé
na centromerickych satelitnich repeticich, je znamo oznaceni centromericka GISH (cenGISH). Dalsimi typickymi
pruhy, detekovatelnymi pomoci GISH, jsou N pruhy a pruhy v oblasti subtelomer. Podobnou adaptaci je selfGISH
neboli hybridizace gDNA na chromozomy pochazejici ze stejného druhu. Tato metoda vyuzivé kratsi hybridizacni
Casy a mensi koncentraci sondy, vzniklé hybridizacni vzory také souvisi s velikosti genomu testovaného druhu.
Nejvyraznéjsi pruhy lze opét vétsinou detekovat v pericentromerickych oblastech a v rDNA lokusech, ¢im
Vvetsi genom, tim vice dalsich pruht se na chromozomech vyskytuje. Podobné pruhy vzniknou i pfi kombinaci
DNA sondy a chromozom( z velmi pfibuznych druh, jak jsme pozorovali u mezidruhovych hybridd S. latifolia
s S. diclinis a S. heuffelii.

Novou oblasti vyuziti metody GISH je studium fylogenetickych vztah mezi rostlinnymi druhy. V tomto pfipadé jde
o heterologni GISH — DNA sondy pochazi z jiného druhu nez jsou rodicovské druhy hybrida, na jehoz chromozomy
se hybridizuje. Porovnanim charakteru a intenzity hybridizacniho signalu na obou sadach chromozom najednou
je mozné pfimo porovnat a méfit stupent homologie mezi testovanymi druhy. Nami navrzeny fylogeneticky pristup
jsme Gspésné otestovali na 14 druzich Silene a potvrdili jsme, Ze existuji pfesvédcivé rozdily v intenzité a lokalizaci
signdld, které odpovidaji fylogenetické pribuznosti testovanych druhd. Se vzristajici evolu¢ni vzdalenosti druht
se intenzita a charakter signdlu mént a klesa schopnost znacené DNA testovaného druhu rozlisit mezi chromozomy
rodicovskych genom(i (velicina rozliSovaci schopnost sondy, DA). Cytogeneticka data byla ve vsech pripadech
v souladu s fylogenetickym stromem zkonstruovanym na zdkladé sekvenci ITS rDNA. Cytogenetické vzdalenosti
druht byly také ve vysoké korelaci (0,98) s fylogenetickymi vzdalenosti vypocitanymi z délky vétvi fylogenetického
stromu. Tento pfistup mdze byt velmi pifnosnym dopliikovym parametrem ke klasickym fylogenetickym pfistuptim
zalozenym na DNA sekvencich.

Markovéa M., Vyskot B.: Cytogenet. Genome Res., in press

Markové M., Michu E., Vyskot B., Janousek B., Zliivové J.: 2007- Chromosome Res., 15: 10571

Markovéd M., Lengerovd M., Zlivova J., Janousek B., Vyskot B.: 2006 — Genome, 49: 373

Zlavova J., Lengerova M., Markova M., Hobza R., Nicolas M., Vyskot B., Charlesworth D., Negrutiu 1., Janousek B.: 2005 — Evol. Devol., 7: 327

Podporovano granty: GACR 204/09/H002 a 206/09/1405.
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DETERMINATION OF POLYAMINES UNDER HEAT STRESS IN TOBACCO PLANTS

OLGA MARTINCOVA, RADOMIRA VANKOVA AND MILENA CVIKROVA
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Polyamines (PAs) are ubiquitous low-molecular-weight aliphatic amines that are involved in regulation of plant
growth and development and they also play important roles in responses to both abiotic environmental stresses
and biotic stressors. Because of their polycationic nature at physiological pH, PAs are able to interact with proteins,
nucleic acids, membrane phospholipids and cell wall constituents, thereby activating or stabilizing these molecules.
The most commonly found PAs in higher plants are the diamine putrescine (Put), the triamine spermidine (Spd)
and the tetraamine spermine (Spm). In plant cells, PAs occur as free molecular bases and covalently linked to
small molecules, especially hydroxycinnamic acids (soluble conjugated PAs), as well as to high molecular-mass
substances like hemicelluloses and lignin and in small amounts also to proteins (insoluble conjugated PAs). However,
plants have the ability to synthesize also uncommon PAs (previously reported only in thermophilic bacteria) when
challenged with heat —stress. We have examined changes in the levels of free and conjugated PAs in the defence
response of tobacco plants to heat stress.

The determination of PAs are commonly achieved by chromatographic methods such as thin-layer chromatography
(TLC), gas chromatography (GC), capillary electrophoresis (CE) and high-performance liquid chromatography
(HPLC). A major problem in the determination of PAs is the lack of sensitive analytical techniques. Therefore,
chemical derivatization is usually applied. The most common derivatizing reagents used are dansyl and benzoyl
chlorides which react with either the primary or secondary amines, providing very stable products that exhibit
both fluorescence and UV-vis absorbing properties.

For the analysis of PAs in heat stressed plants we used the modified method of HPLC analysis described by
Slocum et al. (1989). The plant material was ground in liquid nitrogen and extracted with 5% perchloric acid (PCA).
1,7- Diaminoheptane was added as an internal standard. The extracts were centrifuged, and then PCA-soluble free
PAs were analyzed in one-half of the supernatant. The remaining supernatant was acid hydrolysed in 6 M HCl to
obtain PCA-soluble conjugates of PAs. PCA-soluble free PAs, and acid hydrolysed PA conjugates were benzoylated
with benzoyl chloride. Benzoyl-amines were analyzed by HPLC using a Beckman Liquid Chromatograph equipped
with a UV detector (monitoring the eluate at 254 nm) and a C;3 Spherisorb 5 ODS2 column (particle size 5 um,
column length 250 X 4.6 mm).

The HPLC analysis of PAs determined in tobacco plants under heat stress revealed enhanced production and
accumulation of free and conjugated PAs as well as the presence of two uncommon PAs — norspermidine and
norspermine.

Slocum, R.D., H.E. Flores, A.W. Galston and L.H. Weinstein. 1989. Improved method for HPLC analysis of polyamines, agmatine and aromatic

monoamines in plant tissue. Plant Physiol. 89: 512-517.

This work was supported by Institutional Grant AVOZ 50380511 and by Ministry of Education, the project OC 08013.
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KONCE CHROMOZOMOV U RASTLINNEJ CEYADE ALLIACEAE
MARTINA MARTONOVA, JIRi FAJKUS

Oddelenie funkénej genomiky a proteomiky, Prirodovedecka fakulta, Masarykova Univerzita, Kamenice 5,
625 00 Brno, CR
E-mail: kartonka@sci.muni.cz, tel.: +420 549 494 003

Teloméry — nukleoproteinové Struktdry tvoriace konce chromozémov.

U vacsiny eukaryot je telomerickda DNA tvorend kratkymi repetitivnymi sekvenciami, ktoré st typické pre urcité
skupiny organizmov.

Rad Asparagales zdruZzuje zastupcov, ktorych telomericky motiv tvorf tri varianty:

TTTAGGG - typ Arabidopsis

TTAGGG - ludsky typ

nezname alternativne sekvencie

V priebehu evollcie doslo v pripade radu Asparagales k zmenam.

Typické rastlinné teloméry (TTTAGGQ),, boli plne alebo ciasto¢ne nahradené fudskym typom telomerickych repeticii
(TTAGGQ),.. V pripade rodu Allium, boli stratené oba telomerické motivy. Evolu¢né zmeny, ktoré postihli celad
Alliaceae, umoznili vytvorenie novych telomerickych variant. Pomocou metéd ako restrikéné stiepenie, klonovanie,
fluorescencna in situ hybridizacia, mapovanie umelych bakteridalnych chromozémov pomocou fluorescencnej
in situ hybridizacie, sme sa snazili o identifikaciu a lokalizaciu kandidatnej telomerickej sekvencie v rode Allium.
Modelovym organizmom bol zvoleny Ipheion uniflorum, z fylogeneticky blizkeho rodu Ipheion.

Prave jeho sekven¢né motivy mohli vtisnat podobu telomerickému motivu v rode Allium.

Podporované grantom GA CR 204/08/H054.
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NAVRZENI PRIMERU PRO DIAGNOSTIKU PATOGENU ROSTLIN POMOCI PCR
PAVEL MATUSINSKY, LUDVIK TVARUZEK, TOMAS SPITZER

Zemédélsky vyzkumny tstav KroméFiz, Havlickova 2787, 767 01 Kroméfiz, CR
E-mail: matusinsky@vukrom.cz, tel.: +420 573 317 113

Vyvoj primer( specifickych k cilovym organismim (napt. houbovym patogentim rostlin) je u diagnostiky pomoci
PCR (polymerazové retézové reakce) klicovym krokem. Jeden z moznych postupti zacind vyhledédnim sekvence
genu nebo jiného Gseku DNA z databaze napt. Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Nejcastéji byvaji cilové
Gseky zaméreny na oblast ribozomalni DNA (rDNA) a to zejména na ITS oblast (Internal Transcribed Spacer), ¢i
dalsi konzervativni geny napt. B-tubulin, geny pohlavnich typd, elongacni faktor, nebo mitochondridlni DNA
(mtDNA), ¢i geny uplatiiujici se pfi tvorbé mykotoxind. Dalsi moznosti je zacilit primery na anonymni unikéatni
Gsek DNA odvozeny napf. z RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (v takovém pripadé hovofime o tzv.
SCAR markerech (Sequence-Characterized Amplified Region)). Vybrané sekvence jsou pak porovnany (aligned)
za pomoci software napf. T-Coffee (http://www.ebi.ac.uk) (software k tomuto Gcelu je celd fada) s pribuznymi
druhy, nebo s DNA organism(, u kterych hrozi shoda. Tento krok se doporucuje nepodcenit a pouZit co nejvétsi
mnozstvi organismd, protoZe strukturni geny se vyznacuji nizkou substitu¢ni rychlosti béhem evoluce (ve srovnani
s tseky genomu, které nejsou pod piisnou kontrolou selekce), coz mdze pfi lokalizaci primerd do takové oblasti
vést k nasedani primerd u pribuznych druh.

Primery je mozno navrhnout pomoci pocitacovych programd, kterych je také cela fada napf. Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Navrzené primery je pak dobré analyzovat
z hlediska tvorby sekundarnich struktur (vlasenek), tvorby dimer a stanovit teplotu tani. Zde opét poslouzi néktery
software napf. Net Primer (http://www.premierbiosoft.com). Specifita primert se ovéii pomoci BLAST vyhledavani
v databdzi Genbank. Poté ndsleduje obtiznéjsi ¢ast prace a to diisledné testovani na biologickém materidlu. Primery
se testuji jednak z hlediska specifity (tj. zda detekuji jen a pouze cilovy organismus a nic jiného), déle z hlediska
spolehlivosti detekce ve vzorku sestavajictho prevazné z DNA hostitele (DNA patogena je ve vzorku ziskaného
izolaci DNA z rostlinné tkané vétsinou malo). Ve vzorku se mize vyskytovat navic DNA dalsich organismt (coz
muze byt u vzorku odebraného ve volné prirodé cokoliv). Samoziejmé se primery testuji také z hlediska citlivosti
tj. je nutno stanovit prah detekovatelnosti, tedy minimalni mnozstvi DNA patogena, které jesté mize byt touto
technikou spolehlivé prokazéano.

Ak ¢emu je to vSe dobré? Presnd a véasna diagnostika patogena ma velky vyznam v systému ochrany polnich
plodin ¢i ve Slechtitelském procesu pfi vybéru odolnych genotypt. Klasické metody diagnostiky jako vizualni
hodnoceni symptom, mikroskopické ¢i kultivacni metody maji mnohdy limitované moznosti. Vnéjsi priznaky
se mohou prekryvat, obzvlast v piipadé infekce vice patogeny soucastné. Pfiznaky mohou byt znacné variabilni
nebo se nemusi v ¢asnych stadiich infekce vyskytovat. Pfi mikroskopickém vysetfeni se hodnoti vétSinou morfologie
konidif ¢i spor, které se vyznacuji také urcitou mirou variability. Mikroskopickd metoda klade obzvlast vysoké naroky
na erudici, zkusenosti a taxonomické znalosti fytopatologa. Kultiva¢ni techniky zase mohou zvolenym zivnym
médiem preferovat nékteré druhy patogend, kterym dané médium Iépe vyhovuje a to mdze byt pricina nepresné
diagnézy, navic je tato metoda casové ndrocnd. S prichodem PCR je postupné v diagnostice patogent vyuzivano
molekularnich metod. Vyhodou je citlivost a presnost s vysledkem analyzy v relativné kratkém case. Diagnostiku
muze teoreticky provadét clovék bez znalosti taxonomie, ktery pouze zvlada béznou techniku izolace DNA a PCR.

Podporovano granty NAZV ¢islo: QH71213 a QH71254
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DOUBLE STRANDED CONFORMATION POLYMORPHISM ANALYSIS
OF PARENTAL SATELLITE REPETITIVE SEQUENCES IN ALLOTETRAPLOID
NICOTIANA ARENTSII

ROMAN MATYASEK

BFU AV CR v.v.i., Kralovopolska 135, 612 65 Brno, CR
E-mail: matyasek@ibp.cz, tel.: +420 541 517 230

Allopolyploidy, defined as interspecific hybridization and genome multiplication, has been considered as a major
force in the evolution of angiosperm plants. Newly united genomes undergo a very rapid and in some cases directed
process of genome reorganization. Nicotiana arentsii is a natural allopolyploid (2n = 4x = 48) with ancestors
related to N. undulata (2n = 2x = 12) and N. wigandioides (2n = 2x = 12). These species are closely related in
phylogenetic reconstruction of the genus and belong to section Undulatae. Satelite DNA (satDNA) is a species-
or genus-specific, nearly universal component of eukaryotic genomes and it consists of numerous head to tail
tandemly arranged repeats that are non-coding, late-replicating in S-phase, and mostly located in the constitutive
heterochromatin at centromeric and subtelomeric locations. One of the most widespread characteristics of satellite
DNA is an intrinsically bent structure. Intrinsic curvature is a sequence-dependent property of the DNA molecule.
The high proportion of A-T as well as the existence of clusters of d(A-T),.; periodically spaced along the DNA
molecule with a period close to that of the helical repeat usually leads to curvature of the DNA helix axis, which
is characteristic of approximately 50 % of satDNAs. These bent sites can be detected by several assays, including
electrophoretic mobility, computational analysis, and atomic force microscopy. The tandem repeat NUNSSP, isolated
from N. undulata, is present at subtelomeric regions of chromosomes of diploid N. undulata and N. wigandioides
although the distribution slightly differs between species. A comparison of the U-genome present in N. arentsii with N.
undulata and W-genome with N. wigandioides reveals little change in the distribution patterns of NUNSSP. Neither
sequencing nor restriction analysis showed differences in NUNSSP sequences originated from N. undulata and N.
wigandioides. The curvature pattern of satDNA has been studied by examining its mobility in cold non-denaturing
polyacrylamide gel electrophoresis. The fragments with the bending site in the center (Sspl digest in Figure) show the
maximum retardation on the polyacrylamide gel compared to fragments where the bending site is at the end (Bfal
digest in Figure). Moreover, this double stranded conformation polymorphism analysis (DSCP) showed differences
in an average mobility of individual monomeric NUNSSP units originated from N. undulata and N. wigandioides
(Figure). Units in N. undulata have higher electrophoretic mobility than those in N. wigandioides. Thus units in
N. wigandioides have more bent structure compared with units in N. undulata. In N. arentsii the bimodality in
electrophoretic mobility of NUNSSP units was observed, indicating that homogenization of parental units have
not occurred during evolution of both conformational types of NUNSSP units in common nucleus. Electrophoretic
mobility of cloned units correlates with computer analysis of their sequences. The availability of this approach for
detection of parental highly related repetitive sequences in other hybrid species is discussed.

A. Sspl Bfal Figure. Genomic DNA of N. undulata (U), N. wigandioides
UAWUA AW (W) and N. arentsii (A) was digested with indicated restriction
endonucleases, separated on 7% (panel A.) or 15% (panel
B.) polyacrylamide gels at 50 °C (panel A.) or at 4 °C (panel
" W |UtWeunits ) and Southern hybridized to 2P labeled NUNSSP probe.
Note: Sspl digest in lane A on panel B. shows additive (bimodal)
distribution of signal compared with lanes U and W. No

B. Sspl Bfal bimodality is observed after Bfal digestion or on panel A.

U AWUAW

i ' ! Funded by the Crant Agency of the Czech Republic 206/09/1751

. . ‘ |U+W-units

W-units|

U-units
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VLIV EXOGENNI ABA NA STRESOVOU ODEZVU RUZNYCH ODRUD JECMENE
HODNOCENOU NA UROVNI ZMEN VE VODIVOSTI PRUDUCHU A EXPRESE
DEHYDRINOVYCH GENU

Lucie MEeLisovAT, MARIE HRONKOVAZ, MARTINA VASKOVAZ A LuDMILA HOLKOVA!

TMZLU AF, Zemédélska 1/1665, 613 00 Brno, CR
2 UMBR AV CR, Ceské Budéjovice, CR
E-mail: xmelisov@node.mendelu.cz, tel.: +420 545 133 124

U péti odrid jarnich je¢ment jsme hodnotili ¢asovy ndstup a intenzitu reakce rostlin po aplikaci exogenni
kyseliny abscisové (ABA). Tento fytohormon se podili na regulaci vodniho rezimu rostlin, tim ze aktivuje uzavirani
priduchi vlivem jejiho navazani na vnéjsi povrch plazmalemy svéracich bunék a je zapojen jako signalni molekula
v jedné ze dvou hlavnich indukénich drah (draha ABA) regulace exprese ochrannych gen( ze skupiny Cor/Lea
(Zhang et al. 2004).

Hodnoceni jsme provadéli u rozdilnych genotyp( jarniho je¢mene péstovaného v hydroponické kulture
za pridavku exogenni ABA a to na Grovni fyziologické a Grovni molekuldrmé biologické. Odriidy byly vybrany
s ohledem na prokdzanou nebo predpokladanou miru odolnosti viici suchu. Fyziologicka droven byla posuzovana
zménami ve vodivosti priiduch( metodou IR termografie s pouzitim IR termovizni kamery (FLIR P660) (Jones, 1999).
Metoda hodnoti termalni energii emitovanou z povrchu listu. PFi stavu otevienych praduchd odpaftujici se voda
ochlazuje list. ABA vyvold zavieni priduchd, zabranuje tak ztrdtam vody, ale zaroven zptsobuje zvysent teploty listu.

Stresovou reakci na molekularni Grovni je mozno hodnotit kvantifikaci exprese ABAou regulovanych gent Dhn4,
Hsdr, HVAT (Mikulkova et al. in press, Suprunova et al. 2004, 2007, Rodriguez et al. 2005, Bahielding et al. 2005)
metodou stanovent relativni exprese gen(i Real Time RT PCR (Pfaffl 2001)

ABA o koncentraci 2-107> mol/l byla formou roztoku pfiddna po ¢trnacti dnech riistu ke kofentim testovanych
rostlin a ve stanovenych ¢asovych intervalech byly provadény odbéry pro expresi genti. Zaroven probihaly odbéry
a mérenf u rostlin kontrolnich. Pouzity byly odridy Malz, Amulet, Jersey — c¢eské odriidy (Hordeum vulgare) a Er/Apm,
Tadmor — syrské odrlidy (Hordeum spontaneum). Odbéry byly v terminech — kontrola, 1, 3, 6, 12, 24 hodin a 3,
7dni po aplikaci ABA. Snimani povrchu list(i IR kamerou bylo provedeno 3 hodiny a 7 dni po aplikaci ABA.

U viech odrad byla zaznamenana reakce na ABA. Vodivost priduch se snizila, aviak rozdily mezi odradami
nebyly vy3si nez kolisani vodivosti praduchd zavislé pouze na rdstové fézi a délce osvétleni u kontrolnich ABAou
neosetfenych rostlin. Nicméné nase vysledky ukazuji, Ze v rdmci testovaného souboru odrdd nejcitlivéji reaguje
na fytohormon ABA odriida Amulet. Prokazatelné odolnéjsi syrska odrida Tadmor se v zjisténych hodnotach
vodivosti priduchd vyznamné nelisila od ostatnich odrdd. Tato odrida zfejmé reaguje na pfirozené stresové
podminky (sucho) intenzivnéjsi aktivaci ABA nezavislé drahy (Mikulkovd et al. in press).

Na Grovni exprese vybranych Cor/Lea genl byly v zavislosti na dobé pisobenf kyseliny abscisové hodnoceny
genotypové zavislé rozdily, které vsak jednoznacné neodpovidaly rozdilim ve vodivosti priducht zjisténych
metodou IR termografie. Ziskané vysledky jsou pouze predbézné a budou déle ovéfovany a doplnény.

Bahieldin A., Hesham T. Mahfouza, Hala F. Eissaa, Osama M. Salehc, Ahmed M. Ramadana, Ismail A. Ahmedd,

William E. Dyere, Hanaiya A. El-Itribya and Magdy A. Madkour et al (2005) — Field evaluation of transgenic wheat plants stably expressing the
HVAT gene for drought tolerance, Physiologia Plantarum 123: 421-427

Jones H.G. (1999) — Use of thermography for quantitative studie sof spatial and tempoval variation of stomatal conductance over leaf surfaces.
Plant, Cell and Enviroment 22, 1043-1055.

Mikulkova P, L. Holkovd, M. Hronkovd, M. Klems, M. Bradacova (In Press) — Efficiency of differental laboratory methods for selection of drought
tolerant barley genotypes, Suppl Cereal Research Communications Vol. 37,

Pfaffl M. W. (2001) — A new mathematical model for relative quantification in real-time RTPCR, Nucleic Acids Res. 29(9): E45-E45

Rodriguez E. M., Svensson J.T., Malatrasi C. M., Choi D. W., Close J. T. (2005) - Barley Dhn13 encodes a KS-type dehydrin with constitutive and
stress responsive expression, Theor Appl Genet 110: 852-858

Suprunova T,, Krugman T., Distelfeld, Fahima T., Nevo E., Korol A. (2007) — Identification of a novel gene (Hsdr4) involved in water-stress tolerance
in wild barley, Plant Molecular Biology Volume 64, Issue 1-2, 17-34

James Z. Zhang*, Robert A. Creelman, and Jian-Kang Zhu, (2004) From Laboratory to Field. Using Information from Arabidopsis to Engineer Salt,
Cold, and Drought Tolerance in Crops, Plant Physiology, Vol. 135, pp. 615-621,
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ENHANCED IN VITRO ACTIVITY OF CYTOKININ OXIDASE/DEHYDROGENASE
IN PLANT CRUDE ENZYME PREPARATIONS IN THE PRESENCE

OF 2,6-DICHLOROINDOPHENOL (OR OTHER ELECTRON ACCEPTORS)

IN THE RADIOISOTOPE ASSAY

VAcLAY MOTYKA!, BLANKA SYKOROVA!, Sitvia GAJIDOSOVA'2, Eva ZizkovA'2, PETRe . DOBREV!,
MirostAv KAMINEK

" Institute of Experimental Botany AS CR, Rozvojovd 263, CZ-165 02 Prague 6, Czech Republic

2 Department of Plant Physiology, Faculty of Science, Charles University, Vini¢nd 2, CZ-128 44 Prague 2,
Czech Republic

E-mail: vmotyka@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 437

Cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKX, EC 1.4.3.18/1.5.99.12) is the key enzyme catalyzing cytokinin degradation
in plants. The CKX activity in plant samples can be measured in vitro by either radioisotope or spectrophotometric
methods. Rather low sensitivity and reliability of CKX spectrophotometric analyses compared to radioisotope ones
was repeatedly reported to be improved by introducing various electron acceptors such as 2,6-dichloroindophenol
(DPIP) to the reaction solution (Galuszka et al. 2001, Frébort et al. 2002). However, the DPIP spectrophotometric
assay requires sufficiently purified enzyme preparations (Laskey et al. 2003), which makes the procedure time
consuming and could cause partial losses of CKX activity.

We report here modification of CKX radioisotope method by introducing DPIP or other artificial electron acceptors
to the assay mixture and its applicability for determining the CKX activity in crude plant extracts. For crude enzyme
preparations from pea (Pisum sativum L. cv. Gotik) leaves as well as other plant species and tissues, a significant
increase in the sensitivity of the radioisotope assay (ca. 20- to 50-fold) has been demonstrated by introducing DPIP,
Toluidine Blue O or phenazine methosulfate to the reaction solution. The in vitro degradation of the substrate
cytokinin [PHIN®-(2-isopentenyl)adenine ([*H]iP) to [*H]adenine by the pea leaf enzyme proceeded in the presence
of DPIP in a time-dependent manner with optimal conversion (20-40 %) after 30 to 70 min incubation. The highest
stimulatory effect of DPIP on the CKX activity from pea leaves was achieved at 90 uM concentration. The analysis
of pH dependence of CKX revealed no shifts in the pH optima of the enzyme (pH 8.5-9.0) in response to DPIP.
Optimized and automatized HPLC procedure provided fast and reliable separation of the radiolabelled substrate
[PHIiP from the product of the CKX catalyzed reaction proceeding in the presence of DPIP

The elevated sensitivity of the improved CKX radioisotope assay allows easy and reliable detection of the
enzyme activity even in crude extracts from various plant materials. Moreover, the described DPIP-sensitized CKX
assay is highly specific and, in contrast to spectrophotometric analyses, enables determination of degradation of
substrate cytokinins at concentrations (2 uM) close to the enzyme K, values (K, for iP 2.8 uM, Bilyeu et al. 2001)
corresponding to the actual contents of cytokinins in plants.

Bilyeu K.D., Cole J.L., Laskey J.G., Riekhof W.R., Esparza TJ., Kramer M.D., Morris R.O. : 2001 — Plant Physiol. 125: 378-386
Frébort I., Sebela M., Galuszka P, Werner T., Schmulling T., Pe¢ P: 2002 — Anal. Biochem. 306: 1-7

Galuszka P, Frébort 1., Sebela M., Sauer P, Jacobsen S., Pe¢ P: 2001 — Eur. ). Biochem. 268: 450-461

Laskey J.G., Patterson P, Bilyeu K.D., Morris R.O.: 2003 — Plant Growth Regul. 40: 189-196.

Supported by grants from the Grant Agency of the Academy of Sciences of the Czech Republic (IAA600380701)
and the Ministry of Education, Youth and Sports of the Czech Republic (LC 06034, TM06030).
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ANALYZA DELKY TELOMER U MUTANTU CAF1 ARABIDOPSIS THALIANA
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CAF1 (Chromatin Assembly Factor 1) je H3/H4 histonovy chaperon zodpovédny za sestavovdni nukleozomd
v ndvaznosti na replikaci DNA. U rostlin se CAF1 sklada ze tf podjednotek — FAST (FASCIATA 1), FAS2 (FASCIATA
2) a MSIT (MULTICOPY SUPPRESSOR OF IRAT1). Mutace v genech fasT a fas2 rostlin maji za nasledek naruseni
struktury apikalnich meristémt, zménu regulace endoreduplikace, zpomaleni bunécného cyklu, rozvolnéni
heterochromatinu a zvy$enou miru homologni rekombinace.

Nase préace je zaméfena na porovnani délek telomer u rostlin divokého typu a rostlin fas1~/~ a fas2~/~ pomoci
metod TRF (Terminal Restriction Fragments) a PETRA (Primer Extension Telomere Repeat Amplification), které
budou prezentovény. Zatimco metoda TRF umoziiuje pouze analyzu délek vsech telomer, metoda PETRA, ktera
je zalozend na PCR, umoziiuje analyzovat délku telomer na jednotlivych chromozomalnich raméncich. Z vysledkd
vyplyvd, Ze u postupujicich generaci mutantnich rostlin dochazi ke zkraceni telomer o nékolik set bp z plivodni
délky 3 kb na vyslednou délku 1,5-2 kb, ktera se stabilizuje ve 3.-5. generaci.

Préce je financovand ze téchto zdroji: GACR (204/08/H054), MSMT (MSM0021622415, LC06004), AV CR
(AV0Z50040507, AV0Z50040702) a Program rektora MU (MUNI/g/0104/2009).

MAPPING OF MITOCHONDRIAL ATPT mRNA TERMINI IN SILENE VULGARIS
BY PRIMER EXTENSION AND RNA LIGATION

KAREL MULLER, HELENA STORCHOVA

Institute of Experimental Botany, Academy of Science of Czech Republic
E-mail: muller@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 420

Mitochondrial genomes of seed plants belong to the largest ones investigated so far. However, they encode only
small set of genes. Transcription of mitochondrial genes frequently starts from several promoters, which generates
multiple precursor RNAs. They are subsequently processed in various ways. Complexity of processing events
contributes to the regulation of mitochondrial gene expression.

Northern hybridization using probes specific to several mitochondrial genes revealed high diversity of atp7
transcription profiles in S. vulgaris plants collected in Europe, Asia and North America. We chose the plant with
a single major atp7 transcript and performed RNA circularisation followed by reverse transcription as primary
approach to map its 5" and 3’ transcript ends. Products of inverse PCR were cloned and sequenced. We obtained
sequence of full atpT mRNA which length matched exactly to the transcript visualised by Northern blot.

Primer extension was performed using non-radioactively labelled primer and Alf2 sequencer. Multiple peaks
corresponding to variable transcription starts were obtained for silene haplotypes with more than one band
visualised by Northern blot.

Although yet preliminary, our results suggest enormous variation in the atp7 gene transcription at within-species
and also even within-individual level in S. vulgaris.

Financial support was provided through the grant MSMT LCO6004.
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POUZITI GENOVYCH SEKVENCI PRO OBJASNENI FYLOGENETICKYCH
VZTAHU V RAMCI CELEDI MUSACEAE
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Vv

Bananovnik (Musa spp., Celed Musaceae) patii mezi nejvyznamnéjsi plodiny svéta, jako dalezity zdroj obzivy mnoha
obyvatel zejména v rozvojovych zemich a také jako vyznamnd vyvozni komodita. Navzdory svému spolecenskému
a ekonomickému vyznamu vsak doposud nebyly plné vysvétleny a popsény fylogenetické vztahy v ramci celedi
Musaceae a rovnéz z(stava nedoresena otdzka klasifikace a charakterizace jednotlivych druhti a poddruh této celedi.
Riznf autofi se ve svych studiich s vétsim ¢i mensim Gspéchem zabyvali pouzitim rozliénych typt molekularnich
markerd pro objasnénf fylogeneze bananovniku, nicméné celkovy a podrobny prehled zatim nebyl ziskan. Jedna
z moznosti, kterd dosud u Musaceae nebyla pouZita, je srovnani sekvenci DNA odvozenych z gen0 s jedinou kopif
v genomu pro rdizné druhy bananovniku. Touto cestou je mozné velmi detailné porovnat oblasti s homolognimi
Gseky mezi jednotlivymi genomy, coz by pfi pouziti sekvenci s vysokym poctem kopii nebylo mozné. Vyvoj
takového typu markerd byl v této praci proveden podle nasledujici strategie. Databdze dostupnych sekvenci EST
z Celedi Musaceae byla srovndna s genomovou sekvenci ryze, kterd je pro bananovnik nejblize pribuznou rostlinou
se sekvenovanym genomem. Byly vybrany ty EST sekvence, které vykazovaly vysokou homologii k jedinému lokusu
v genomu ryze a vyskyt intron( v ramci tohoto lokusu, pro zvyseni pravdépodobnosti vyskytu druhoveé specifickych
mutaci v odvozenych markerech. Jako pocatecni zamér bylo stanoveno ziskat alespon jeden kandidatni gen
pro kazdé z ramen ryzovych chromozémd, tak aby byla zajisténa co nejvy3si mira pravdépodnobnosti ndhodné
distribuce kandidatnich gent v genomu bananovniku. Nasledné bylo v prvni fézi projektu vybrano 13 zastupct
z Celedi Musaceae, tak aby co nejlépe reprezentovali diverzitu v rdmci celedi a jeden outgroup, druh Strelizia
nicolai z pribuzné celedi Strelitziaceae. Soubor kandidatnich gent byl po amplifikaci z genomové DNA vybranych
druhti sekvenovén. Analyza ziskanych sekvenci a fylogenetickd analyza potvrdily monofyleticky pivod rodu Musa.
Dale byla jasné potvrzena blizka pribuznost sekce Eumusa a Rhodochlamys, stejné jako blizky evolu¢ni pavod
sekci Australimusa a Callimusa, coz je v souladu s predeslymi zjisténimi. V ramci sekce Eumusa je navic patrna
samostatna evolucni vétev tvorena zastupci A genomu bananovniku, jasné separovana od zastupct B genomu.
Dokonceni analyzy by mélo vést k datovani divergence jednotlivych rodd celedi Musaseae a sekci rodu Musa.
Predpoklddame, ze dalsi detailni analyza sekvenacnich dat z vétstho mnozstvi gendi a rozsirent studie o dalsi druhy
poskytne podrobny obraz fylogeneze celedi Musaceae a cenny zdroj markert pro charakterizaci jednotlivych
druhd bananovniku.

Tato préce byla podporena grantem IAA600380703 Grantové Agentury Ceské republiky.
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APLIKACE 5-AZACYTIDINU UMOZNUJE DE NOVO REGENRACI ROSTLIN
BRAMBORU S OBNOVENOU EXPRESI UMLCENYCH TRANSGENU

EvA NOCAROVA A LUKAS FISCHER

Katedra fyziologie rostlin PFFUK v Praze, Vini¢na 5, Praha 2, 128 44, CR
E-mail: evanocarova@seznam.cz, tel.: +420 221 951 707

Modifikace genetické informace transgenozi patff mezi zakladnf pristupy rostlinné biologie majici Siroky potencial
v aplikované védé. Vnesent cizorodych gend je viak casto doprovazeno umlc¢ovanim jejich exprese. U rostlin je
umlcovanf transgend na transkripéni Grovni zpravidla spojovdno s metylaci DNA. Exprese takto uml¢enych genti
muze byt obnovena na bunécné drovni aplikaci inhibitori DNA metylace.

5-azacytidin (demetylacni agens) byl pouzit k obnoveni exprese dvou reportérovych gent (zeleného fluorescencniho
proteinu, GFP a neomycin fosfotransferazy, NPTII) u rostlin transgenniho bramboru (Solanum tuberosum) a bunék
tabaku BY-2(Nicotiana tabacum).

Analyzou vlivu riiznych koncentraci 5-azacytidinu na rdst in vitro rostlin bramboru byl stanoven polocas
rozpadu 5-azacytidinu v kultivaénim médiu. Nasledné byla nalezena jeho optimalni koncentrace a podminky
pro reaktivaci transgent v bunkach u obou experimentalnich modeld. Kombinaci postupu de novo regenerace
a prechodného osetteni 5-azacytidinem byl optimalizovan postup ziskani rostlin bramboru s transientné nebo
stabilné obnovenou expresi transgen(i.

JelikoZ regenerované rostliny nevykazovaly zadné viditelné fenotypové zmény, tento postup miize byt pouzit
nejen k analyzdm mechanismu uml¢ovanf transgent, ale také k obnoveni exprese umlcenych transgend u geneticky
cenného rostlinného materidlu.

Podporovano projektem COST 843.30 — Explantatové kultury bramboru a vyzkumnym centrem (MSMT) LCO6004 —
Integrovany vyzkum rostlinného genomu.
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TOWARDS FINE MAPPING OF THE QFT.CRI-3B.1 QTL IN WHEAT
USING NEW GENIC MARKERS

ZBYNEK MILEC!, SIMON GRIFFITHS?, JOHN SNAPE?, KATERINA PANKOVA!

' Crop Research Institute, Drnovska 507, Prague 6, CZ-161 06, Czech Republic
2 John Innes Centre, Norwich Research Park, Colney, Norwich NR4 7UH, UK
E-mail: k.pankova@vurv.cz, tel.: +420 233 022 331

Exploiting variation for genes controlling differences in flowering time is the main way in which wheat (T. aestivum L.)
can be adapted to different environmental conditions. Genes of small effect, commonly referred to as earliness
per se genes, can be used for the “fine-tuning” of flowering time. A recent study (Pankova et al., 2008) identified
the effect of such a QTL, QFt.CRI-3B.7 on chromosome 3B in the Czech wheat alternative variety Ceska Presivka.
This flowering time QTL was mapped on the long arm of 3B distal to marker Xbarc764 in two populations of
recombinant substitution lines (RSL) from crosses of Sandra X Sandra (CP3B) and Zlatka x Zlatka (CP3B). To
narrow the QTL region for fine mapping, near isogenic lines are being produced and new Conserved Orthologous
Sequence (COS) markers are being designed from ESTs located within the region. To date, forty -nine COS marker
primers have been designed and screened for polymorphism using the parental varieties Zlatka, Sandra and CP.
Unfortunately, none of these markers were polymorphic between these related parents. Nevertheless other mapping
populations could be used to map some of these markers — doubled haploid (DH) populations for the UK wheat
varieties Spark X Rialto, Charger x Badger, Avalon X Cadenza, and the ITMI RIL population, Opata X Synthetic.

To date, 3 out of 49 markers were polymorphic and mapped. Two of them (cos24 and cos30) were mapped
in the Opata X Synthetic population and were distal to Xbarc164, and one was proximal to Xbarc164 in the
Avalon X Cadenza population. These markers will be used as anchor points for designing new COS markers using
rice chromosome 1 sequence for the target parents.

Podporovéno grantem MSMT VSGM9 a MZe CR 0002700602.
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PRE-SYMPTOMATIC DETECTION OF PLASMOPARA VITICOLA INFECTION
IN GRAPEVINE LEAVES USING CHLOROPHYLL FLUORESCENCE IMAGING

JuLie OLeNickovA'2, Lapistav CsErALVAY' 2, GABRIELE Di GasPERO®#, KAREL MaTOUS' 2, DIANA BELLIN,
BENEDETTO RUPERTI>

! Laboratory of Physiology and Ecology, Department of Biological Dynamics, Institute of Systems Biology and
Ecology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Zdmek 136, CZ-37333 Nové Hrady

2 Department of Systems Biology, Institute of Physical Biology, University of South Bohemia, Zdmek 136,
CZ-37333 Nové Hrady

3 Dipartimento di Scienze Agrarie e Ambientali, University of Udine, via delle Scienze 208, 33100 Udine, Italy

4 Istituto di Genomica Applicata, Parco Scientifico e Tecnologico Luigi Danieli, via Jacopo Linussio 51, 33100
Udine, Italy Present Address:

> Dipartimento di Agronomia Ambientale e Produzioni Vegetali, University of Padua, viale dell’Universita 16,
Legnaro, 35122 Padua, Italy

E-mail: olejnickova@greentech.cz, tel.: 775 961 972

Plasmopara viticola is an economically important pathogen of grapevine. Our study aimed to determine whether
chlorophyll fluorescence (Chl-F) imaging can be used to reveal early stages of P viticola infection under conditions
similar to those occurring in field, in vineyards. Maximum (F,/F) and effective quantum yield of photosystem Il
(Dpgy) were identified as the most sensitive reporters of the infection. Heterogeneous distribution of Fy/Fy and @y,
in artificially inoculated leaves was associated with the presence of the developing mycelium three days before
the occurrence of visible symptoms and five days before the release of spores. Significant changes of F,/Fy and
Dy, were spatially coincident with localised spots of inoculation across the leaf, where the photosynthesis was
impaired by the pathogen attack.

Because R viticola does not expand systemically in the host tissues and the effects of infection are localised,
Chl-F imaging at high resolution is necessary to reveal the disease in the field.
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CESTRUM (KLADIVNIK) — ZASTUPCE DVOUDELOZNYCH ROSTLIN
S NEOBVYKLYMI TELOMERAMI

VRATISLAV PESKAT2, Eva SYkOROVA'?, JIRT Fajkus'2

! Biofyzikaln Gstav AV CR, v.v.i.
2 Oddéleni FGP, Ustav experimentalni biologie, PiF MU
E-mail: vpeska@sci.muni.cz, tel.: 739 439 215

Telomery jsou nukleoproteinové komplexy, které (i) tvori fyzické konce chromozomi (i) zabranuji koncovym
chromozomalnim fézim (iii) ve spolupraci s telomerazou kompenzuji efekt nedokoncené syntézy chromozomalnich
konct v dusledku semi-konzervativni replikace DNA u linedrnich eukaryotickych genom. Minisatelitnf sekvence
T(X)A(y)G(2) je konzervovdna na koncich chromozom( napfi¢ eukaryotickou fylogenezi a zda se tedy, ze je
ancestralnim telomerickym motivem. Zname nékolik vyjimek z tohoto pravidla: napfiklad kvasinky vykazujf
znacnou variabilitu v telomerické sekvenci; telomericky aparat byl v evoluci od zakladu zménén u modelového
organismu Drosophila a funguje na principu retrotranspozonové DNA HeT-A a TART element(; mezi rostlinami
jsou odpadliky od telomerdzového dogmatu zastupci rodu Allium u jednodéloznych a u dvoudéloznych jsou to
blizce pribuzné rody Cestrum, Vestia a Sessea. Pokusili jsme si odpovédét na otdzku, jak telomerické proteiny
zareagovaly na ztratu telomerdzové aktivity a vymizeni typické telomerické sekvence z koncli chromozomd.
Zaméili jsme se na proteiny asociované s ancestralnim typem telomer: (a) Myb-like dsDNA-vazebné teloboxové
proteiny (b) ssDNA-vazebné OB-fold POT1-like proteiny. Biochemicky skrinink jadernych proteinovych extraktd
pomoci EMSA (retardacni analyza s radioaktivné znac¢enym telomerickym hexametrem) a pfistupy reverzni genetiky
(RT-PCR, klonovani) ukdzaly, ze oba typy proteind jsou nadéle pfitomny v proteomu Cestrum parqui. Pfitomnost
a exprese téchto protein znamend, Ze se adaptovaly na zménénou telomerickou sekvenci a pokracuji ve své roli
na telomere a/nebo jsou esencidlni pro dalsi netelomercké bunécné procesy. Dalsi moznost souvisi s hypotézou,
Ze vétsina dnesnich telomerickych proteint byla pravdépodobné rekrutovana telomerovym systémem pfi jeho
invazi do pretelomerazového svéta.

Tato préce byla podporovéna Grantovovou agenturou AV CR (IAA600040505; IAA500040801), Ministerstvem skolstvi,
mlddeZe a télovychovy (MSM0021622415, LC06004) a instituciondlni podporou (AV0Z50040507, AVOZ50040702).
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IN SILICO ANALYSIS OF LIPID KINASES
Roman PLeskoT!, VIKTOR ZARSKY! 2 & MARTIN PoTocky!

" Institute of Experimental Botany, Academy of Sciences of the Czech Republic, Rozvojova 263, 165 02 Prague 6,
Czech Republic

2 Department of Plant Physiology, Faculty of Science, Charles University in Prague, Vini¢nd 5, 128 44 Prague 2,
Czech Republic

E-mail: pleskot@ueb.cas.cz, tel.: +420 225 106 457

Phosphatidic acid, sphingosine 1-phosphate and ceramide 1-phosphate are important signalling lipids for the
eukaryotic cell. These molecules are produced by related enzymes, members of lipid kinase family. However, no
comprehensive study about origin and evolution of lipid kinase gene family has been done yet. We therefore
performed phylogenetic and motif analysis of this family in 52 eukaryotic genomes with special interest to plants.
To obtain a broader insight into the origin of lipid kinase family we also searched for lipid kinases in eubacteria
and archaebacteria. The main signature of this family is diacylglycerol kinase catalytic motif (Pfam00781, Smart
DAGKoc). Diacylglycerol kinases (DGKs) contain so-called diacylglycerol kinase accesory domain (Pfam00609, Smart
DACKa), but at least weak homology to this domain can be found in the other members of lipid kinase family. Apart
from these signatures, some DCKSs, particularly in streptophyta and unikonta group further have extra regulatory
domains, e.g. C1 domain, EF-hand. On the basis of our phylogenetic analysis, we speculate that the last common
ancestor of eukaryotes already had separated DCK and sphingosine/ceramide kinase subfamily. Many duplications
and secondary losses occured during the evolution of the lipid kinase family, e.g. fungi lost DGK subfamily and
replaced it by the enzyme with CTP transferase domain. Streptophyta and Trichomonas vaginalis have specific lipid
kinases, which resemble bacterial enzymes. Our analysis suggests that the presence of this groups is probably result
of two independent horizontal gene transfers. We also constructed model of the catalytic core of the members
of different plant lipid kinase subfamilies in an effort to uncover similarities in the reaction mechanism and the
membrane docking with their bacterial homologs with known 3D structures.

Financial support from grants IAA601110976 and LCO6034 is acknowledged.
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CHIMERIC PLANT VIRUSES AS TOOLS FOR PEPTIDE DISPLAY
AND EXPERIMENTAL VACCINE DEVELOPMENT

HELENA PLcHOVA, Noemi CEROVSkA, TOMAS MORAVEC, HANA HOFFMEISTEROVA

UEB AV CR, v.v.i., Na Karlovce 1a, 160 00 Praha 6, CR
E-mail: plchova@ueb.cas.cz, tel.: +420 233 320 338

Plants offer several advantages for the production of vaccine antigens and other therapeutic proteins, including lack
of contamination with animal pathogens, relative ease of genetic manipulation, eukaryotic protein modification
machinery, and economical production. Whereas generation of stable transgenic plant lines is very time consuming,
labor intensive, expensive and difficult process and the level of antigenic protein produced by transgenic plants is
relatively low, viral vectors allow rapid and high-level transient expression of proteins in whole plants.

Recent studies have shown that plants and plant viruses can be used for antigen production and delivery. Coat
proteins (CPs) of different plant viruses are permissive to genetic modifications in which foreign peptides are inserted
in surface-exposed loops or at their N or C termini. These genetically altered plant viruses usually propagate at
the same level as wild-type viruses, producing high quantities of chimeric proteins. Virus coat proteins function
as carrier molecules for fused antigenic peptides. Such carrier proteins may have the potential to self-assemble
and form recombinant virus like particles (VLPs) displaying the desired antigenic epitopes on their surfaces. Such
chimeric VLPs exposing foreign epitopes possessing antigenic determinant used as vaccines often induce immune
responses. A commonly used carrier molecule is the CP of viruses that infect bacteria, animals and plants.

We used the CP of Potato virus X (PVX) and fused its N or C terminus to L2 epitope (amino acids 21-32 or
108-120), E7 epitope (amino acids 44-60) and to whole protein E7 of human papillomavirus (HPV) type 16. Virus
particles formed from the chimeric PVX CP were purified from the infected plant tissue and used to immunize
mice resulting in a antigen specific humoral immune response, with virus-neutralizing antibodies.

This research was supported by the grant No. 521/09/1525 of the Czech Science Foundation.

83



P42

Rlakatovaksdelen

STUDIUM STRESOVE ODPOVEDI ROSTLIN NA UROVNI PROTEOMU
POMOCI 2D-PAGE (MOZNOSTI A USKALI)

RADKA PODLIPNA, ZUZANA VAVRIKOVA, JITKA OSTRAKOVA A TOMAS VANEK

Spolecna laboratof UEB AV CR v.v.i. A VURV v.v.i., Rozvojova 263, Praha 6
E-mail: podlipna@ueb.cas.cz, tel.: +420 233 022 21

Pro hodnoceni genové exprese na Grovni protein(i ve velkém méfitku se nejvice pouzivaji metody dvourozmérna
polyakrylamidova elektroforéza (2-D PAGE) a kapalinovd chromatografie, které se kombinuji s hmotnostni
spektrometrii (MS). Béhem 2-D PACE se proteiny v komplexni smési separuji v polyakrylamidovém gelu na zakladé
svého naboje (izoelektrického bodu) pfi izoelektrické fokusaci (IEF) a poté dle své molekulové hmotnosti pfi PAGE
v piitomnosti zaporné nabitého detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS). Po analyze ziskanych 2-D map jsou
vybrané proteiny nastépeny vhodnym enzymem na peptidy. Hmotnosti peptidd (MS), pfipadné jejich sekvence
aminokyselin, umoznuje priradit pvodnf protein k odpovidajicimu genu v databazi. Alternativni proteomickou
metodou je znacenti proteind z riznych vzorkd specifickymi znacicimi molekulami (izotopové kédované afinitni znacky,
ICAT; isobarické znacky pro relativni a absolutnf kvantifikaci, iTRAQ), nasledné stépeni proteind na peptidy a jejich
separace pomoci LC. Pro konec¢nou kvantifikaci a identifikaci peptidd danych bilkovin se vyuzivd tandemova MS
(Pandey and Mann, 2000, Cullis, 2004, Joyce and Palsson, 2006, §amaj and Thelen, 2007).

Pouzivané metody tvoii zpravidla velké mnozstvi dat, jejichz uchovavéni, naslednd analyza a interpretace jsou
obtizné. Navic je zde vétsi nebezpeci vyskytu artefaktt, at uz pfi tvorbé nebo analyze vysledka.

| pres tyto ¢astecné nevyhody jsou tyto metody hojné vyuzivany pro sledovani zmén genové exprese ve vzorku
po plsobeni podnétu, napf. abiotického stresu. Umoziuji celkem efektivné nalézt geny, proteiny a biochemické
dréhy tvofici odpovéd organizmu, jelikoZ nenti tfeba hledanf pfedem omezit na vybrané kandidaty (Lockhart and
Winzeler, 2000, Joyce and Palsson, 2006).

CULLIS, C. A. 2004. Plant Genomics and Proteomics. New Jersey (USA), Canada: Wiley.

JOYCE, A. R. & PALSSON, B. O. 2006. The model organism as a system: integrating ‘omics' data sets. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 7, 198-210.
LOCKHART, D. J. & WINZELER, E. A. 2000. Genomics, gene expression and DNA arrays. Nature, 405, 827-836.

PANDEY, A. & MANN, M. 2000. Proteomics to study genes and genomes. Nature, 405, 837-846.

SAMA, J. & THELEN, J. J. 2007. Plant Proteomics. Berlin, Heidelberg: Springer

Podékovani:
Tato prdce vznikla za podpory granti MSMT 2B06187 a 2B08058.
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STANOVENI TVRDOSTI ZRNA U CESKOSLOVENSKYCH ODRUD PSENICE SETE
(T. AESTIVUM) PROSTREDNICTVIM MOLEKULARNICH MARKERU

MiLAN PoucH, KATERINA VACULOVA, JARMILA MILOTOVA

Zemédeélsky vyzkumny dstav Kroméfiz, s.r.o., Havlickova 2787/121, 767 01 Kroméfiz, CR
E-mail: milpouch@centrum.cz, tel.: +420573 317 113

Tvrdost zrna je jakostnim ukazatelem, vyznamnym z hlediska predikce kone¢ného uziti zrna psenice seté
(T. aestivum). Radime ji mezi parametry, které napiiklad urcuiji, zda je dana odriida vhodna pro pekarenské i
pecivarenské vyuZziti. Tento znak je kddovén lokusem Hardness na chromozému 5DS, ve kterém jsou lokalizovany
geny Puroindoline a (Pina-D1) a Puroindoline b (Pinb-D1). P$enice s mékkym zrnem maji standardnf alely v obou
puroindolinovych genech (Pina-D1a/Pinb-D1a), naopak psenice s tvrdym zrnem nesou mutaci v jednom ¢i obou
genech.

V dané praci byla hodnocena geneticka i fenotypova variabilita tvrdosti zrna u souboru 113 odriid ozimé
pienice seté, vyslechténych a péstovanych na tzemi byvalého Ceskoslovenska.

Haplotyp vybranych odrtid byl stanoven prostfednictvim CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), dCAPS
(derived CAPS) a STS (Sequence-Tagged Site) markerti alelové specifickych k Pin geniim v kombinaci se sekvenovanim
kodujicich oblasti téchto gend. Tvrdost zrna byla méfena metodou SKCS (Single Kernel Characterization System).

Z celkového poctu 113 odriid mélo 43 mékké zrno a zaroven haplotyp Pina-D1a/Pinb-D1a, zatimco u 70
pSenic s tvrdym zrnem byly zjistény mutantnf alely v Pin genech. Mezi tvrdymi penicemi prevladal haplotyp
Pina-D1a/Pinb-D1b (57 odrid), ostatni haplotypy byly zastoupeny pouze okrajové: Pina-D1a/Pinb-D1c (1),
Pina-D1a/Pinb-D1d (2) a Pina-D1b/Pinb-D1a (1). Devét odrad bylo heterogennich, a to pouze v Pinb-D1 genu.
U vsech téchto materiald byla detekovand soucasnd pritomnost alel Pinb-D17a a Pinb-D1b.

Zastoupeni mutaci v Pinb-D1 genu u studovanych ceskoslovenskych odrid korespondovalo s vysledky analyz
provedenych metodou pyrosekvenovani na evropskych odriidach psenice (Huang a Roder, 2005), avsak frekvence
jednotlivych alel se lisily v zavislosti na zemi pdvodu testovanych odrad.

Prezentovand metodika mize byt vyuzita ke studiu odrid ¢i genovych zdrojti a |ze ji aplikovat i ve Slechtitelské
praxi pfi selekci na tvrdost zrna prostfednictvim molekularnich markert (Molecular Marker Assisted Selection).

Huang X.Q. a Roder M.S.: 2005 - J Agric Food Chem, 53: 2070-2075

Podporovano projekty MZe ¢. QH72251 a ,Narodni program konzervace a vyuZivani genetickych zdroji rostlin
a agro-biodiversity”.
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INOVOVANA METODIKA TEKUTYCH ZIVNYCH PUD PRO TESTOVANI
ANTIBAKTERIALNICH VLASTNOSTI LATEK (IN VITRO)

DacmaR PouvovA'?, BLanka KokoskovaA?, PAVEL RYSANEK'

1 Ceskd zemadélska univerzita, Kamycka 129, 165 21 Praha 6-Suchdol
2 Vyzkumny dstav rostlinné vyroby, Drnovskd 507, 161 06 Praha 6-Ruzyné
E-mail: pouvova@af.czu.cz, tel.: 736 434 618

Hledani novych antimikrobidlnich latek (in vitro), které by byly vyuzitelné v boji proti bakterialnim patogentim,
md dlouhou historii vyvoje. Zahrnuje metody na pevnych padach, ale i v tekutych Zivnych médiich. Nejbézné;jsi
metodou, kterd je Casto vyuzivana pro Gcely antibakterialnich studii, je metoda testovani na pevnych zivnych
pldach. Principem této metody je aplikace antibakterialniho agens na povrch pevnych pid kontaminovanych
vybranou bakterii. Po nékolikadennim rdstu bakterii je zméFen primér inhibi¢nich zén, které se objevi v mistech
aplikace latky, je-li G¢inna. Testovani Gcinnosti latek v tekutych médiich je vyuzivano méné. Tato metoda vyuziva
kultivacnich zkumavek, které obsahuji tekuté médium s bakterii 0 zndmé pocatec¢ni koncentraci, kterd je proméfovana
na spektrofotometru. Dlvody nizsi frekvence pouzivani této metody spocivaji v fadé nejasnosti, které jsou s touto
metodou spojené a zdroven v narocnosti jejiho provedeni. Tento zptsob testovani nevypovida nic o tom, jsou-li
testované bakterialni buniky v médiu Zivé ani jaky je jejich pocet.

Cilem nasi prace bylo tyto nedostatky vyjasnit a zjednodusit metodu tak, aby podavala komplexnéjsi informace
o antibakterialnich Gcincich zkoumanych latek. Hlavnim inovacnim krokem, ktery jsme v rdmci naseho testovant
zavedli, bylo vyuziti ELISA desti¢ek misto kultivacnich zkumavek. Organismem testovanym v této préci byl Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), ktery zpGsobuje bakteridlni vadnuti u rajcat. Bakteridlni inokulum
v tekutém médiu (Sniezko a Bonde, 1943) bylo pfipraveno v koncentraci OD~0,1,, a pouZzito ve vsech testech.
Byly pouzity 2 kontrolni ELISA desticky, a to jedna pouze s tekutym médiem a druhd s bakteridlnim inokulem,
kde byl sledovan rist bakterie v pfirozeném prostredi. Do dalsich dvou ELISA desticek byly k inokulu pridany
antibakterialnf latky, a to streptomycin (0,02 %) do jedné a Kuprikol (0,5 %) do druhé v nasledujicich objemech
1,3,5,10, 20 a 30 ul. Kazda varianta objemu méla tedy 16 opakovéni. Celkovy objem v kazdé jamce desticky
¢inil 200 ul. Koncentrace bakterii v ELISA destickach byla proméfovdna 2x denné po dobu 4 dn(i na ELISA readru.
Paty den od zalozeni byly provedeny roztéry na pevna média, aby byla ovérena Zivotnost bakterii. Z vybranych
jamek bylo od kazdé varianty odpipetovano 20 ul a byl proveden roztér na pevné médium. Narostlé kolonie byly
odecteny 4 den od zalozeni. Pokud byla koncentrace bakterif pfilis vysokd, bylo provedeno desetinné redént tak,
aby bylo mozné kvantifikovat vysledek poctem kolonif na misce. Tato metoda prokézala zajimavé vysledky, kde
bylo mozné sledovat vliv testované latky pfimo na rst bakteridlni populace v kazdé jamce, coz metoda pevnych
pld neumoziiuje. Dalsi nespornou vyhodou bylo ovéfeni Zivotnosti bakterialnich bunék na pevnych médiich.
Inovace metody za vyuziti ELISA desticek se ukazala byt jednodussi a efektivnéjsi oproti testovanf v kultivacnich
zkumavkach, nebot takto bylo mozno jednoduchym zpdsobem otestovat antibakterialnf latky v Sirokém rozsahu
dévek s vétsim poctem opakovani. Metodika testovani v ELISA destickdch by mohla nalézt Siroké uplatnéni v fadé

voevs

laboratofi, nicméné je jesté potrfeba provést testy s jinymi druhy bakterii, abychom ziskali podrobnéjsi informace.

Préce byla sepsana za podpory MZe CR, projekt ¢islo QH71229 a Ministerstva $kolstvi, projekt ¢islo MSM6046070901.
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POZICNI KLONOVANI GENU PRO REZISTENCI K MSICI ZHOUBNE
(DIURAPHIS NOXIA)

Hepa RoBeRT-QUATRE!, NORA L. V. LAPITANZ, MIROSLAV VALARIK!, HELENA STANKOVA, JAN SAFAR',
MINGCHENG Luo?, JarROsLAV DoLEZEL!, HANA SIMKOVA!

! Laboratory of Molecular Cytogenetics and Cytometry, Institute of Experimental Botany, Sokolovska 6, CZ-
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3 Department of Plant Sciences, University of Carolina, One Shields Ave., Davis, CA 95616-8780, USA

E-mail: robert-quatre@ueb.cas.cz, tel.: +420 585 205 860

Pozi¢ni klonovanf predstavuje experimentalni postup vedouci k izolaci neznamého genu zalozeny na znalosti
jeho polohy v genomu. Prvnim krokem je vyvoj vysokohustotni genetické mapy pokryvajici dany lokus. Fyzicka
mapa mize byt zkonstruovana po identifikaci marker( v blizkosti studovaného genu (ve vzdalenosti do 2 cM)
(Keller et al., 2005). Fyzicka mapa vznika usporadanim klont DNA z knihovny s dlouhymi inzerty (vétSinou BAC
knihovny) do kontigli na zékladé fingerprintingu (Luo et al., 2003). Kratké vzdélenosti mohou byt preklenuty
metodou ,chromosome walking”. Molekularni markery jsou mapovany v blizkosti lokusu kontrolujiciho fenotyp
a nasledné jsou pouzity k izolaci BAC klon, které jsou subklonovany a sekvenovany. Takto se ziskaji kandidatni
sekvence DNA. Dany gen se potvrdi pomoci transformace kandidatni sekvence DNA do mutantntho popf. wild-
type lokusu nebo opakovanym sekvenovanim mnoha alele v jednom lokusu a stanovenim silné korelace mezi
mutantnim fenotypem a zménou v molekule DNA.

Msice zhoubna (D. noxia) je vyznamnym skiidcem p3enice a jeCmene, ktery se globalné rozsifuje a od roku 1900

voye Vv

péenice a je¢mene. Mice zhoubna se rozsfila i v Ceské republice (Stary et al., 2000). Jednim z nejcinngjsich
zpusob( ochrany obili je vnaseni gen(i pro rezistenci do zemédélsky pouzivanych kultivard. Bylo identifikovano
nékolik rezistentnich linii pSenice, mezi nimi i CI2401. Tato linie nese na kratkém rameni chromozomu 7D
gen rezistence Dng40;. Cilem nasi prace je izolovat tento gen metodou pozi¢niho klonovani. V prvni fazi jsme
se zaméfili na zahusténi genetické mapy v okoli genu. Zamapovali jsme nékolik mikrosatelitnich markert do okolf
genu. Nejblizsi markery cfd68 a gwm473 ohranicuji tsek chromozomu 7D dlouhy 3,2 cM.

Z natfidénych chromozomovych ramen 7DS byla zkonstruovana BAC knihovna. Tato knihovna ¢ita 49152 klon(
o primérné délce 112 kb. Pokryti ramene chromozomu 7D je 12,2x. Na bézi fingerprintingu BAC klonG byly
sestaveny prilehlé, castecné se prekryvajici sekvence BAC klon( (kontigy). Ke skriningu knihovny pomoci PCR byly
vytvoreny 3D pooly. Knihovna byla skrinovana markery cfd68 a gwm473 a byly identifikovany BAC klony s témito
markery. Byly sestaveny kontigy s pozitivnimi BAC klony. Nase silf spéje k preklenuti regionu s Dn¢p40; genem
jedinym kontigem.
Keller, B., Feuillet, C., Yahiaoui, N.: Map-based isolation of disease resistance genes from bread wheat: cloning in a supersize genome. — Genet.

Res. Camb. 85: 93-100, 2005.

Luo, M.C., Thomas, C., You, EM. et al.: High-throughput fingerprinting of bacterial chromosomes using the SNaPshot labeling kit and sizing of
restriction fragments by capillary electrophoresis. — Genomics 82: 378-389, 2003.

Stary, P, LukdSovd, H.: Increase of Russian wheat aphid, Diuraphis noxia (Kurdj.) in hot and dry weather (Hom., Aphididae). — Anzeiger fur
Schadlingskunde-J. Pest Sci. 75: 6-10, 2000.

Podporovéno grantem GA CR 521/07/1573.
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DIGITALNI ZPRACOVANI OBRAZU V GENETICKYCH KOLEKCICH PLODIN
SMYKALOVA VA, VINKLARKOVA PETRA
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Proces digitalizace obrazu dal zéklad metodé, digitdlni obrazova analyza (DOA), kterd je stale vice uplatiiovana
v nejriiznéjsich odvétvich aplikované védy i v praxi. Metoda je zalozena na pofizenf kvalitniho digitdlniho snimku
digitalni kamerou a nové i skenerem, snimek je ulozen a analyzovan ve specielnim programu (pf. Nis-Elements
od LIM, Praha). Soucasti softwaru je segmentace obrazu, kdy na snimku se oznaci pozadi a objekt(y), které chceme
déle méfit. Obraz se prevede do ¢erno-bilé verze, na oznacenych plochach zajmu se provedou denzitometricka
a morfometrickd mérent, jejichz vysledkem jsou informace o vlastnostech obrazu pf. plocha (Area), obvod (Perimetr),
délka (Length), kulatost (Circularity), nebo intenzita barevné slozky (RGB, L a b apod.).

DOA nebo také image analysis (IA) nachazi uplatnénti v laboratofich, v prmyslu i na ,poli” - vice (1). V aplikovaném
zemédélském vyzkumu ma tato metoda nedocenéné postaventi, hlavné proto, ze umoznuje analyzovat velka
mnozstvi vzorkd, jako jsou soubory genotypt v genovych zdrojich polnich plodin (genové banky). V této oblasti
vhodné dopliiuje pasportni data a morfologické popisy polozek v kolekcich odriid (2), tfidi odridy na zakladé
velikostnich a barevnych charakteristik semen (3), pomaha diagnostikovat houbové napadent rostlin (4) a napadeni
rostlin skiidci (5). Pfesny a podrobny popis fenotypovych a molekuldrnich charakteristik odrtid je cennym zdrojem
pro Slechtitelskou praxi, farmaceuticky a potravinarsky primysl i zakladni vyzkum.

V ramci projektu byly hodnoceny genové zdroje hrachu a Inu — tradi¢nich plodin, bohuzel s klesajici tendenci
z&jmu o tyto plodiny. Firma Agritec, s.r.o. je hlavnim a tradi¢nim &lechtitelem téchto plodin v CR. Proto se zde nachazf
genofond material, které byly pouzity ke zpracovani prostfednictvim DOA. Hodnocenf rostlin vysetych k tomuto
Gcelu na poli probéhlo v laboratofi — rostliny a jejich ¢asti odebrané v riizné vyvojové fazi byly snimany digitalni
kamerou Nikon (5 Mpixel) s fidici jednotkou Nikon DSU-1 a optikou Pentax Cosmicar (Nikon Instruments, Czech
Republic) s externim osvétlenim (svételny box Kaiser Prolite Basic a tubularni svétla Schott, Germany). Ke snimanf
semen byl vyuzit scanner Canon 4400F (Canon, Japan). K determinaci vyskytu spor se vyuzilo mikroskopu Eclipse
50i (Nikon Instruments, Czech Republic). Snimky byly vyhodnoceny prostiednictvim softwaru NIS Elements AR v.
2.30 (LIM), méfenim parametrd a namérend data statisticky vyhodnocena (Statistica ver.8.0 software package, USA).

Vysledky DOA v genovych zdrojich Inu ukazuji na pouZziti metody ke stanoveni statisticky priikaznych duplicit
a multiplicit polozek na zakladé hodnocenf plochy koruny (Area, MaxFeret, MinFeret, Perimetr), k zafazovani
namérenych parametr( (délka stonku, tvar a barva korunnich listkd atd.) do databaze morfologickych deskriptort,
k determinaci odrtidovych klastr(i na zékladé tvaru a barvy semen (MeanDensity, HueTypical, MeanRed, MeanCreen,
MeanBlue atp.). Zde byl vyuzit skener vzhledem k jeho rychlému zpracovani vzorku (pf. 288 semen hrachu/
snimek). Pouzity software umoznil vyfazeni poskozenych semen nebo pfimési. Zakladnim predpokladem pro
porovnavani odrid je reprodukovatelné snimdni — neménnost podminek barevného snimant, které je nutné osetit
kalibraci snimaného zafizeni napfiklad prostrednictvim MunsellColor kalibra¢ni barevné tabulky pro nastaveni
bilé nebo cerné barvy. Stejna kalibrace musi probéhnout pro stanoveni velikosti pixelu (Px), tj. pfifazenf realné
méfici jednotky (pf. mm) jednotce obrazu.

Pres Siroké pouziti DOA je nutné neustale zdokonalovat software, vytvaret nové programy nebo konstrukéni
feseni pro realizaci specielnich projektd.
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Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHSs) patii mezi vyznamné kontaminanty Zivotniho prostredi. Vyskyt PAH
je kromé prirodnich zdroji (prirodni pozary, erupce sopek) dan predevsim nedokonalym spalovanim hmoty. Diky
velkému rozsitent téchto latek dochdzi k pronikani do potravniho fetézce. Jsou to latky vysoce skodlivé na lidské zdravi
predevsim svymi potencialnimi toxickymi, karcinogennimi, mutagennimi a teratogennimi tcinky. Doposud byl Gcinek
PAHs studovan na celych rostlinach, kde se zjistilo, ze maji vliv na véechna stadia ontogeneze. Pro studium na bunécné
arovni byla vybrana suspenzni kultura tabaku (BY-2) a fluoranten (FLT), jako indikdtor vyskytu ostatnich PAHs.
BY-2 je velmi populdrni biologicky objekt pro studium pfenosu signéli réizného druhu v rostlinnych burikach.
Pro tyto Gcely ma linie BY-2 vysokou rlistovou rychlost a viabilitu. Za standardnich podminek je fenotypove
stabilni, tvori vicebunécéné retizky, které spontanné nedisociuji na jednotlivé bunky. Tabakova bunécna suspenze
BY-2 je zavisla na pfitomnosti 2,4-D v kultivacnim médiu. Pomoci FLT v rdiznych koncentraci, které jsou blizké
koncentracim vyskytujicich se v prostfedi, byl studovan vliv na rist, viabilitu, morfogenezi fyziologické parametry
bunécné suspenzi kultury tabaku.

Suspenzni kultura byla kultivovana pfi laboratornich podminkach na LS (Linsmayer a Skoog) médiu s pridavkem
1uM 2,4-D (dichlorfenoxyoctova kyselina) a polycyklického aromatického uhlovodiku (fluoranten) v koncentracich
0,0.5, 5, 15 uM. Béhem Sestidennf kultivace byly denné pozorovany tyto parametry: pocet, viabilita a morfologie
bunék, susina, produkce etylénu, etanu, CO, a ACC, obsah ABA, proteint a GST.

pocet bunék viabilita

tisic/ml &

BY-2 reaguje velmi citlivé na piitomnost organického polutantu. FLT v médiu vyznamné ovlivnil morfogenezi
bunék. S rostouci koncentraci FLT dochézelo k inhibici déleni bunék, snizeni obsahu vody v bunkach. Vlivem
vzristajici koncentrace FLT v médiu dochdzelo ke snizenf poctu bunék az 3nasobné béhem kultivace a to na médiu
s pridavkem 15 uM FLT. S rostouci koncentraci se snizila i viabilita bunék. Produkce etanu a CO, se zvySovala
zejména v exponencidlni fazi ristu u nejvyssi koncentrace FLT. Naproti tomu produkce etylénu byla u 15 uM
FLT snizend. Pik koncentrace kyseliny 1-aminocyklopropan-1-karboxylové (ACC) v burikdch kontrolni varianty
predchazel pik etylénu. V souvislosti s opozdénym délenim bunék u vysoké koncentrace FLT byl i pik ABA opozdén
(3. a 4. den kultivace). Obsah kyseliny abscisové (ABA) byl velmi maly (1-8 ng/g cerstvé hmotnosti).

FLT vyznamné ovliviuje rist a fyziologické parametry bunécné suspenze.

Podporovéno granty GACR (522/09/0239, IGA 19/2009.
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Hexaploidnf psenice je agronomicky vyznamna plodina. Studium jejiho genomu je obtizné predevsim diky velikosti
dédicné informace s prevahou repetitivnich sekvenci a navic je komplikovdno polyploidii. V soucasné dobé existuje
vseobecna shoda fesit analyzu genomu psenice pomoci tzv. pfistupu chromozomové genomiky, ktera vychazi
z moznosti tfidit jednotlivé chromozémy psenice pomoci pritokové cytometrie. Z tfidénych chromozémi jsou
konstruovany BAC knihovny DNA a nasledné fyzické mapy pro kazdy chromozém zvlasté. Tato strategie spojuje
vyhody snizeni komplexity genomu psenice s eliminaci problému polyploidie. Navic umoznuje praci casové
a prostorové rozdélit mezi jednotlivé laboratore. Prvni chromozémoveé specificka BAC knihovna byla konstruovdna
pro chromozém 3B psenice. Nasledovaly dalsi knihovny prvni generace téchto unikatnich zdroja, které vsak mély
mensi primérnou délku inzertl (obvykle 75-85kb). Vylepsena procedura umoznila zaradit druhou velikostni selekci
DNA fragmentt a vedla k pfipravé druhé generace chromozémové specifickych BAC knihoven DNA s primérnou
délkou inzert(i presahujicich T00kb. V soucasné dobé je chromozémové specificka DNA klonovéna do T1 a T5
rezistentnich bunék Mega DH10B z ddvodu ochrany proti témto bakteriofaglim. Tyto knihovny predstavuji treti
generaci téchto materiald. Pro pfipravu chromozémoveé specifickych knihoven a pro sekvenovani byl vybran
kultivar Chinese Spring. JelikoZ tento kultivar nemusi obsahovat nékteré geny rezistence, byla vyvinuta metoda
pripravy chromozémové specifickych knihoven i z jinych kultivard. Takovéto zakdzkové knihovny jsou uzitecné
pfi klonovani gen( ze specifickych kultivard. Dokonceni konstrukce chromozémové specifickych knihoven DNA
hexaploidnf psenice kultivaru Chinese Spring je prfedpokladano v roce 2011.

Tato préce je podporovdna grantem FP7-212019 ‘TriticeaeGenome’ a grantem LC06004 Ministerstva skolstvi
a télovychovy Ceské republiky.
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Studium interakcf rostlina-patogen se neobejde bez mikroskopického pozorovani a kvantifikace patogena, piipadné
symptom( choroby. Infekce rostlin mnoha houbovymi patogeny probiha v klicovych pocatecnich fazich zcela
bezpfiznakoveé a k vizualizaci mycelia je tfeba vyuZzit barvicich technik. Zatimco u hub rostoucich béhem infekce
na povrchu listli nebo penetrujicich pouze pokozku Ize ziskat klasickym barvenim uspokojivé vysledky, v nasich
dosavadnich zkusenostech s hemibiotrofnim patogenem Leptosphaeria maculans kolonizujicim vnitini pletiva listu
se tyto metody neosvédcily. Drobné hyfy této askomycety prordstaji fidce mezibunécnymi prostory a po obarvent
trypanovou nebo anilinovou modfi splyvaji s burikami rostliny. Také pro kvantifikaci rdstu patogena pomoci analyzy
obrazu na Grovni celych listd se barvici metody neosvédcily. Mnoho fytopatogennich hub bylo v minulosti za Gcelem
vizualizace transformovano reportérovymi geny zahrnujicimi riizné fluorescencni proteiny nebo p-glucuronidazu
(GUS). Tato metoda zarucuje nesrovnatelné vyssi specifitu nez konvencni barven.

Ctyfi izolaty L. maculans jsme transformovali dvéma konstrukty ziskanymi z jinych laboratofi. Plasmid pSO1
(Persson et al.) nese gen pro GUS a plasmid pCAMBgfp (Sesma et al.) nese gen pro zeleny fluorescen¢nf protein
(GFP). Oba plasmidy vychazeji z bindrnich vektord urcenych primdrné pro transformaci rostlin. Exprese reportérovych
gend je fizena silnymi konstitutivnimi promotory z jinych druht askomycet a selekéni marker je v obou pfipadech
gen pro rezistenci k hygromycinu. Transformace byla provedena kokultivaci agrobakteria nesouciho plasmid a spor
L. maculans podle publikovaného protokolu (Gardiner et al.).

Transformované linie se morfologif ani rychlostf ristu nelisily od divokého typu. Rozdily mezi rychlosti a intenzitou
barveni jednotlivych linii nesoucich GUS byly velmi malé. Zda se tedy, ze misto integrace do genomu nema
na expresi genu vyrazny vliv. Pro inokulaci rostlin byly doposud testovany pouze linie nesouci GUS. Hyfy v listech
byly po odbarveni chlorofylu intenzivné modre zbarveny a to i v pripadé klicicich spor. V porovnani's konven¢nim
barvenim byly preparaty vyrazné lepsi jak pro mikroskopické, tak makroskopické pozorovani. Nevyhodou je velka
spotfeba drahého substratu pro GUS.

Persson M., Staal J., Oide S., Dixelius C. 2009 — New Phytologist, 182: 470-482
Sesma A., Osbourn A. 2004 — Nature, 431: 582-586
Gardiner D.M., Howlett B.). 2004 — Curr Genet, 45: 249-255

Podporovéno grantem GA CR (522/08/1581) a NAZV (QH812071).
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For better understanding of regulatory mechanisms specifying and controlling male gametophytic developmental
program, it is necessary to identify regulatory sequence motifs (cis-elements) in promoters of pollen-expressed genes
and to isolate interacting protein partners responsible for their transcriptional activation or repression. Regulatory
elements present in gene promoters include several classes of functional DNA sequence motifs (cis-elements)
recognized by appropriate proteins (trans-elements), essential components of the RNA polymerase transcription
machinery (GTF, general transcription factors) and complementary specific transcription factors. Several pollen
regulatory cis-elements have been characterized so far, particularly GTGG and GTGA identified in promoters of
several pollen-expressed genes lat52 (Lycopersicon esculentum), chi-A (Pentunia hybrida), Zm13 (Zea mays), TUAT
(Arabidopsis thaliana) and Npg1 (Nicotina tabacum). Here we demonstrate identification and analysis of several
gene promoters by combination of bioinformatic tools and experimental methodology. Analysed promoters were
selected from a substantial fraction of putative pollen-specific genes showing early or late expression profiles
and candidate motifs were identified using bioinformatic tools such as MAST&MEME, Motif Sampler, YMF 3.0,
Improbizer, (resprective links shown below). Putative regulatory motifs were functionally analysed. First, the activity
of candidate promoters was tested using appropriate promoter::eGFP:GUS constructs. Consequently, selected motifs
were excluded from corresponding genes using PCR-based mutagenesis and altered promoters were subcloned
into eGFP::GUS-harbouring vectors. Both stable and transient transformation into Arabidopsis and tobacco pollen
was performed and followed by the measurement of promoter activity based on spectrofluorometry assay.

MAST&MEME (http://meme.sdsc.edu/meme/intro.html),

Motif Samper (http://homes.esat.kuleuven.be/~thijs/BioDemo/MotifSampler.html),
YMF 3.0 (http://wingless.cs.washington.edu/YMF/YMFWeb/YMFInput.pl),
Improbizer (http://users.soe.ucsc.edu/~kent/improbizer/improbizer.html),
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OVLIVNUJICICH TUBERIZACI IN VITRO

ZDENEK STEPAN', Pavia SoLNickA!, MARex KLEmS!, HELENA ViTkovA!, HELENA FisSErovA, Ivo MoLL?

T Ustav biologie rostlin, AF MZLU v Brné, Zemédélskd 1, 613 00 Brno
% Ustav statistiky a opera¢niho vyzkumu, PEF MZLU v Brné, Zemédélska 1, 613 00 Brno
E-mail: xstepa20@node.mendelu.cz, tel.: +420 545 133 296

V procesu ontogeneze rostlin dochazi k riistovym zménam charakteristickym obnovou homeostaze mezi koncentraci
fytohormon a vlivem vnéjsich faktord. Etapy rastu a vyvoje rostlin (napf. dormance, indukce kvetenti, tvorba plod(,
senescence, aj.) jsou tak regulovany slozitymi vztahy. Zachyceni celého spektra tak komplikovanych vztahd, které
fytohormony podminuji vyzaduje slozité fyziologické a biochemické analyzy. Ty Ize pfi izolaci ¢i eliminaci faktor(
v experimentu simulovat za pomoci matematickych a statistickych metod. Pravé takovato matematickd simulace
muze poukdzat na kriticky moment v rlistu a vyvoji rostliny a mize napomoci predikci vynosu zddaného produktu
na zékladé srovnani s bilancf ztrat a vytézku fyziologického procesu. Cilem prace bylo aplikovat vysledky indukce
tvorby hlizek bramboru (Solanum tuberosum L.) in vitro, kde byla tuberizace ovlivnéna slozenim kultiva¢niho média,
na matematicko-statistickou analyzu odhalujici v case klicové momenty procesu. Matematicka analyza odlisuje
efekt latek vyvolavajicich (koncentrace benzyladeninu a sachardzy) a ovliviujicich indukci hlizek (koncentrace
anorganického dusiku). Pribéh odezvy byl vyjadien exponencidlnf regresni funkci, vybranou z obecnych fesent
diferencialnich rovnic vyjadfujicich tuberizaci v case.

Pro indukci tvorby hliz byly rostliny kultivovany ve tfech variantach: varianta se snizenym obsahem anorganického
dusiku v médiu (107'* uM), varianta se zvy3enym obsahem dusiku v médiu (65-70 uM) a kontrola (pfiblizné
40 uM anorganického dusiku). Média viech tif variant obsahovala 80 g/l sacharézy 10 mg/l BA pro indukci hlizek.
Kultivace jednonodalnich segmentt stonku probihala na fotoperiodé 8/16 (8 hodin svétla a 16 hodin tmy). Byla
hodnocena frekvence tvorby hlizek (%) od ¢tvrtého tydne po zalozenf kultury jednonodalnich segmentd, obsah
ABA a cytokinint v jednotlivych c¢astech rostlin (RIA, HPLC a ELISA), produkce etylénu (GC). Pro stanoveni obsahu
ABA a CK byla provedena 4 opakovéni vzorki, pro stanoveni produkce etylénu a CO, 5 opakovéani a morfologické
hodnoceni bylo provedeno v 6 opakovénich. Pfed vlastnim vyhodnocenim fyziologickych pokust se osvédcilo
nejprve provést dikladnou kontrolu spravnosti naméfenych hodnot a vyloucit odlehlé hodnoty napf. pomoci
Grubbsova nebo Dixonova testovaciho kritéria.

Pri vlastnim statistickém posouzent, se ve vétsiné piipadd jednd o prokazani vyznamnosti rozdild u vice jak
dvou stfednich hodnot zkoumanych faktorti (napf. mize se jednat o réizné koncentrace anorganického dusiku
v indukénim médiu tedy o faktor se tfemi Grovnémi — kontrola, snizeny dusik, zvyseny dusik. V tomto piipadé je
vicefaktorova (multivarientni, vicenasobna) ANOVA tj. MANOVA, kde jednotlivymi faktory jsou skokové zmény
analyzovanych faktor( (napf. zminéna koncentrace anorganického dusiku v indukénim médiu) a dal$sim hodnocent
frekvence tuberizace moznym Fesenim. MANOVA prokdze existenci vyznamnych rozdild, ale to, mezi kterymi
stfednimi hodnotami existuji, prokdze az nasledné testovani podle Tukaye. Jednou z podminek pouziti ANOV-y
je vzajemna nezavislost vSéech méreni uvnitF skupin i mezi skupinami, homogenita rozptylu ovéfena testem podle
Cochrana nebo Bartleta a normalni rozdéleni odectenych dat. Jestlize nemtzeme pouzit ANOV-u uzivame
neparametricky Friedmandv test s ndslednym mnohondsobnym porovnanim podle Neményiho. Z vysledkd byly
navrZzeny obecné regresni funkci s feSenfm jejich parametr(i metodou nejmensich ¢tvercti v Resiteli Microsoft Excel
a obecnymi principy homeostatické regulace.

Zakladni fyziologicka interpretace vysledk( charakterizuje, Ze snizeni obsahu anorganického dusiku v médiu
vedlo k intenzivnéjsi tvorbé hliz. Tato varianta méla nejvyssi frekvenci tvorby hliz z celkového poctu zalozenych
explantatd a tvorba a rast hliz byly u této varianty nejrychlejsi. Etylén obsazeny v plynném prostredi kultury
in vitro ovliviioval tvorbu hliz obdobné, protoze nejvétsi pocet banék v nichz doslo alespor na jednom explantatu
ke tvorbé hlizky byl charakteristicky pro kultiva¢ni variantu se snizenym obsahem dusiku. Nejvyssi obsah kyseliny
abscisové byl zaznamenan nejprve v listech jednonodélnich segmentt stonku. Pozdéji doslo ke zvyseni obsahu
ABA v pupenech a v rostoucich stolonech. Déle budou v posteru budou prezentovéna data frekvence tuberizace,
zmény obsahu ABA, CK a etylénu, véetné statistického zpracovanf a vyse uvedené matematicko-statistické analyzy
a regresnfi zavislosti.

Tento vyzkum byl podporovan vyzkumnym projektem Crantové agentury AF MZLU Brno IGA 19/2009.
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Pri identifikaci polygent determinujicich Slechtitelsky vyznamné znaky se s vyhodou vyuziva genetické mapovéni
prostfednictvim DNA markerd. Vyuziti DNA marker( je zaloZeno na polymorfizmu, tedy variabilité v sekvencich DNA.
Podle cile a rozsahu studované problematiky je potieba zvolit vzdy ten nejvhodnéjsi typ DNA markerd. U je¢mene
jarniho (Hordeum vulgare L.) pouzivdme markery SSR (Simple Sequence Repeats) zaloZzené na PCR (Polymerase
Chain Reaction). S podporou grantu Interni Grantové Agentury MZLU jsme ve spoluprdci s pfirodovédeckou fakultou
MU pouzivali u sledovanych linif jarniho jecmene také CAPS markery (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences).

Vitalita semen je definovana jako potencidl semene pro rychlé a uniformni vzejiti a pro vyvoj normélniho
semendcku za Sirokého spektra polnich podminek. Oficidlni metodika hodnocenti vitality plati pouze u luskovin
(hodnoceni dle elektrické vodivosti vyluhu ze semen). Fenotypovy projev vitality obilek jecmene hodnotime
v laboratornich podminkach jako klicivost za fyziologického sucha —2 bary (bod trvalého vadnuti) v roztoku
PEG 6000 (polyethylenglykol — Serva) a za chladu (10 °C).

V této fazi vyzkumu hledame polymorfizmus u dvou genotypa jarniho jeémene Derkado a B83-12/21/5 mezi
nimiz jsme zjistili dostatecnou rozlisnost ve fenotypovém projevu vitality obilek. Tyto dvé linie byly pouzity pro
kiizeni a nasledné odvozeni 156 dihaploidnich linii. U dihaploidnich linii zjistujeme fenotypovy projev vitality
obilek pro pozdéjsi pouziti vysledkd pfi genetickych studiich tohoto znaku.

DNA je izolovana z rostlin ve fazi 2. nebo 3. pravého listu za pomoci DNeasy Plant Mini Kit Qiagen. PCR
reakcni smés je tvorena komponenty Tag PCR Core Kit podle standardniho protokolu, primery (50 pM/ul)
a templatovou DNA (0,5- 5ng). Reakéni podminky jsou specifické pro kazdy marker. Detekce PCR produktu
probihd na 2% agar6zové gelové elektroforéze a 7,5% polyakrylamidovém gelu.

Pro detekci polymorfizmu mezi odriidou Derkado a linif B83-12/21/5 na ¢tyfech chromozomech je¢mene bylo
testovdno prozatim celkem 99 marker(, na chromozomu 1H bylo sledovdno 33 markerd, na chromozomu 5H
17 marker(i, na chromozom 6H 7 markerd a nejvice vysycen byl chromozom 7H s 42 markery. Celkem bylo
polymorfnich 23 markerd SSR. Pét marker(i na TH, tfi na 5H, pét na 6H a 10 na chromozomu 7H. Na chromozomu TH
bylo polymorfnich 15,2 % z celkového poctu marker( sledovanych na tomto chromozomu (markery: Bmac0154,
WMCTE8, AWBMS80, RGH1al1b, MGB402), na 5H byl detekovan polymorfizmus u 17,6 % sledovanych markert
(GMS027, Bmag0223), na chromozomu 6H byl detekovan 62,5 % polymorfizmus (Bmag0500, Bmac0040, Bmag0173,
EBmac 0639, Bmac0316) a sledované markery na 7H chromozomu byly z 23,9 % polymorfni (markery: Bmag0120,
Bmac0162, AF022725A, HVM49, Bmac0156, Bmag0135, Bmag0007, EBmag0794, GBM1326, Bmag0206).

Polymorfizmus marker(i CAPS byl detekovan na zakladé rozdilné pozice produktu restrikcniho stépeni Derkado
a B83-12/21/5. Bylo analyzovéano Sest marker(i CAPS s vyuzitim 26 restrikénich enzym( pro kazdy marker. Ze
Sesti sledovanych CAPS markert byly ¢tyfi markery po stépentf restrikénimi enzymy polymorfni mezi sledovanymi
rodici. Ze 156 restrikénich stépeni PCR produkti na 7H chromozomu bylo 14 reakci polymorfnich. Marker
CAPS MWG599 byl polymorfni pfi stépeni s péti enzymy Ava Il, Nla lll, ScrFl, Taq I, Xho 1. Polymorfizmus byl
detekovan u markeru ABG704 v reakci s enzymem Alu I, BamHI, Hinf I, Nla 1ll, Mbo I. U markeru MWG2062
byl polymorfizmus identifikovan po stépeni s enzymy Hpa Il, Msp | a marker MWG539 byl stépen restrikcnimi
enzymy Msp | a ScrFl.

Markery, u kterych byl prokédzan polymorfizmus, budou po rozsiteni dalsimi polymorfnimi markery pouzity pro
mapovani gent fidicich vitalitu obilek u dihaploidnich linii z kfizeni Derkado x B83-12/21/5.

Podporeno grantem ICA 280061
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POZICNI KLONOVANI U VELKYCH A KOMPLEXNICH GENOMU:
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Nemoc Padlf travni je u p3enice zptsobena napadenim houbou B. graminis. Nedavno byl gen pro rezistenci vici
B. graminis identifikovan na konci dlouhého ramene chromosomu 4A. Gén byl nazvan QPm.tut-4A a lokalizovan
v pfiblizné 10 cM oblasti mezi markery gwm160 a wmc232. Prvnim krokem k Gspésnému klonovani QPm.tut-4A
genu je nezbytné tuto oblast genetické mapy dalsimi markery. Hlavnimi néstroji pro identifikaci novych markerd
zacilenych do oblasti genomu s konkrétnim genem jsou sekvence genomu a fyzické kontigové mapy pokud
existuji a studie kolinearity s mapami a sekvencemi pfibuznych druhd. Pro odvozovani novych markerd u psenice
studiem kolinearity se nejcastéji pouzivaji genetické mapy ostatnich psenic¢nych kultivard a druhd, genetické mapy
jecmene a sekvence genom0 ryze a Brachypodium distachyon. Marker gwm160 byl mapovén do posledniho
binu dele¢ni mapy chromozomalniho ramene 4AL. Vech 91 jedno-képiovych EST bylo mapovano v ryzi, 48 EST
mélo svého ortologa v genomu ryZe a nejvétsi skupina 20 ETS byla zamapovana pohromadé na konci kratkého
ramene chromosomu 6 v oblasti velké 1,6 Mb. Porovnanim lokalizace markeru gwm7160 na genetickych mapach
ostatnich psenic¢nych mapovacich populaci byl marker psr179 lokalizovan opakované 1,5 cM od markeru gwm160
a zamapovan uprostred regionu s 20 EST na kratkém rameni ryzového chromosomu 6. Oba tyto vysledky naznacuij,
Ze tato oblast je kolinedrni s psenic¢nou oblasti genu QPm.tut-4A. Kolinedrni ryzové oblast obsahuje 173 gend,
které mohou byt pouzity jako markery pro kolinedrni pseni¢nou oblast. Tato oblast vykazuje velmi konzervovanou
kolinearitu s priblizné TMb oblasti chromosomu 1 Brachypodium distachyon. Konec ryzového chromosomu 6
je kolinedrni s oblasti konce kratkého ramene je¢menového chromosomu 7H a obsahujici 48 EST a 19 z nich
mapuije do stejné oblasti jako psenicné EST a jeden je ortologni k pSenicnému EST. Tato studie kolinearity umoznila
identifikovat 191 gend vhodnych jako nové markery pro oblast genu QPm.tut-4A a odhalila jeho kolinearitu
k oblastem chromosom skupiny 7 je¢mene a psenice co potvrzuje komplexni mozaikovou stavbu chromosomu 4AL.

Tato prace byla podporena grantem 521/08/1629 Grantové Agentury Ceské republiky.
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Vzajemnd interakce plasmatické membrany a mikrotubularniho cytoskeletu je vyznamna pro fadu proces
probihajicich v rostlinné burce, napriklad pro syntézu bunécné stény a prenos signalli. Poznatky o proteinech,
které zprostredkovavaji funkéni ¢i strukturni propojeni plasmatické membrany s cytoskeletem, jsou vsak zatim
kusé. Za Gcelem identifikace novych membranovych protein(i se schopnosti vazby na cytoskelet jsme vyvinuli
novou metodu izolace proteini z membranovych svlecek, tedy Gtrzk{ plasmatické membrany, jez jsou ziskavany
béhem lyze protoplastt a jez obsahuji membranu vcetné asociovaného kortikdlniho cytoskeletu s vazebnymi
proteiny. Membranové svlecky Ize pouzit bud pfimo k mikroskopickym pozorovanim, nebo k proteomické
analyze. Proteiny schopné interagovat s mikrotubuly jsou ze svlecek selektivné ziskany metodou kosedimentace
s mikrotubuly polymerovanymi in vitro a dale analyzovany prostfednictvim 2D-PAGE a identifikovany MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrii.

Druhy nami vyuzivany pfistup vychazi z hrubé mikrosomdlni frakce a dalSich frakci odvozenych z této
ultracentrifugaci na sacharosovém gradientu. K analyze proteomu je vyuzivana blue native elektroforéza, jez
umoznuje separovat intaktni proteinové komplexy z riznych subcelularnich frakci, predevsim membranovych.
Migrace proteinovych komplext v elektrickém poli je umoznéna diky o3etfeni barvivem Coomassie blue G,
které zaroven napoméha solubilisaci komplext, avsak ve srovnani s SDS neméni strukturu proteind. Nativni
separace komplexd je nasledovana denaturujici SDS elektroforézou ve druhém rozméru, kterd rozdéli komplexy
na jednotlivé komponenty, jez mohou byt nakonec identifikovany imunoblotovanim. Nasim cilem je detegovat
ve frakci membranovych proteint komplexy obsahujici tubulin a identifikovat jejich dalsi komponenty, predstavujici
interagujici proteiny, prostfednictvim MALDI-TOF.

Podporované granty: Centrum zakladniho vyzkumu LC06034 (MSMT CR), projekt dvoustranné spoluprace MEB100904
(MSMT CR, DAAD,).
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Abiotic stresses lead to a series of morphological, physiological, biochemical and molecular changes that adversely
affect plant growth and productivity. Common feature of various adverse conditions is oxidative stress that can
finally lead to premature senescence and to an organ or a plant death. The involvement of ROS was demonstrated
also in senescence (Zimmermann and Zentgraf 2005, Wilhelmova et al. 2004, 2006a, b). Cells of all aerobes
produce reactive oxygen species (ROS) even under in optimal conditions in natural metabolism. ROS act as signal
molecules controlling various processes including pathogen defence, programmed cell death or stomatal behaviour
(Miller et al. 2008). However, these compounds are toxic and harmful for a cell when uncontrollably increased.
Actually, during stress and ageing their production has been highly elevated. These oxygen derivatives are very
reactive and cause accumulation of oxidative products of all cellular components, namely proteins, lipids, and
nucleic acids. Such irreversible modifications hamper their regular functions e.g. as enzymes, signals or structural
constituents, leading to a cell death.

We decided to employ the in vitro approach for the study of oxidative damage of chloroplasts as these organelles
are the most sensitive to oxidative stress. Further, chloroplasts are organelles in which the first symptoms of
senescence are visible.

The system based on Udenfriend mixture (Udenfriend et al. 1953) consists of iron ions plus ascorbate and
produces mixture of free radicals. It has been used almost exclusively for animal cells. We isolated chloroplasts
from primary mature bean leaves and optimized the incubation conditions. The best results were provided with
0.3 mM Fe?* and 0.3 mM ascorbate. The peroxidation effects were tested in lipid phase as malonaldehyd formation,
and in proteins, where the oxidation was assayed as protein carbonyls. The maximum lipid peroxidation was
achieved after 2 h-incubation whereas in proteins the maximum was found after as much as 24 h-incubation. The
proteins might be more resistant to free radical attack. The peroxidation products of both lipids and proteins will
be studied in more detail. This system will serve as a basis for future research with the aim of characterization of
oxidation products and elucidation their role in the initiation of senescence and abiotic stress tolerance.
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The genus Eleocharis (Cyperaceae) comprises about 200 species of marsh and wetland habitats. Compared to the
most of angiosperm genera Eleocharis species are unique in their karyological features. They differ considerably
in 1C genome sizes (21.4 fold from 0.42 pg in E. cellulosa to 9 pg in E. uniglumis subsp. sterneri) and average
chromosome sizes (roughly 150 fold from about 2 Mbp in E. cellulosa to 299 Mbp in E. xyridiformis). In Eleocharis,
genome size and average chromosome size increase towards phylogeneticaly advanced species. The aim of this
study was to consider the role of retrotransposons in such phenomenon.

For that purpose we quantified partial DNA sequences of reverse transcriptases (rt) of Ty1-copia, Ty3-gypsy and
of one subgroup of Ty1-copia (called Helos1) by degenerate real-time PCR in 14 species of Eleocharis. Because we
used degenerate primers, linearized recombinant plasmids containing rt sequences with different primer binding
sites were mixed together and used as external standards. Specifity of the reaction was verified by melting analysis.
Since the ploidy levels of Eleocharis species remain unknown, the density of retrotransposons (copies per pg of
genomic DNA) was correlated with average chromosome size, which is not affected by possible polyploidy and
therefore more suitable for this kind of analysis. Spearman correlation of these parameters was positive for copia
(p=0,001) and Helos1 (p<0,001) and negative for gypsy (p<0,025). The ranges of retrotransposon densities were
estimated to be 1007-4290 for copia, 2—-677 for Helos1 and 89-241 for gypsy.

To our knowledge this is the first study using degenerate real-time PCR for quantification of retrotransposons.
Based on our results we conclude: (i) genome sizes and especially average chromosome sizes of Eleocharis species
are mainly shaped by copia retrotransposons, whereas gypsy remain inactive or nearly inactive, (ii) since the density
of copia increases along the phylogeny of Eleocharis, we suggest that their amplification may have also played major
role in speciation, (iii) real-time PCR is suitable for quantification of retrotransposons in closely related species,
where a similar pool of retrotransposon families can be expected. Unlike quantification based on hybridization,
real-time PCR requires minimum amount of genomic DNA. It's fast, very specific and relatively cheap method
that can be widely used in combination with retrotransposon sequence analysis.

This work was supported by Czech Science Foundation (research project GA CR 206/09/1405) and by the Ministry
of Education of the Czech Republic (long time research projects MSM0021622416 and LCO6073).
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Terrestrial and aquatic ecosystems are affected by a number of noxious organic compounds, mostly of antropogenic
origin. The effects of these toxicants on higher plants have significant ecological and economic consequences.
In addition, plants have a high capability for their bioconcentration and bioconversion with potentially adverse
implications for organisms higher up the food chain. With the increasing level of environmental loading by
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) a development and use of new methods for early indication of stress or
affection caused by organic compounds in vegetation becomes more acute. A close attention is paid to molecular,
biochemical and physiological indicators of the exposure to organic compounds, which could precede the visible
injury of plants.

The aim of this study was to compare the potency of toxicity tests like germination, growth of the seedlings
and changes in primary photosynthetic processes in pea plants treated by fluoranthene (FLT). FLT is one of the
most widespread PAHSs, a prevalent group of toxic contaminants to soils and atmosphere, with mutagenous and
teratogenous effects. Selected concentrations of FLT represent low (0.01 and 0.1 mg/L) and high (1 and 5 mg/L)
loading of the environment.

Germination (%) and the growth of seedlings (the length of root and shoot, dry weight) were assessed by means
of standard phytotoxicity tests according to OECD and US EPA.

An inhibition of photosynthetic processes in plants is very often a key mechanism of toxic effects of many noxious
substances. Assessments of changes in photosynthetic pigments content and changes in primary photosynthetic
processes belong to most commonly used methods.

Chlorophyll a, b and carotenoids were extracted by 100% acetone and their content was measured
spectrophotometrically (absorbance at 662 nm, 646 nm and 470 nm, UV-VIS Spectrophotometr, Shimadzu,
Japan) and calculated according to Lichtenthaler (1987).

Analysis of the chlorophyll fluorescence induction curve, or Kautsky curve, is well-known tool for monitoring
the physiological status of the photosynthetic apparatus in photosynthesis research. Potential quantum yield of
photosystem Il F/Fy, was used as an indicator of stress affecting photochemical pathway of utilization of absorbed
light energy (Mallakin et al. 2002). Measurements were performed by means of fluorometer PAM 2000 (Walz,
Germany) and fluorescence parameter was derived from slow induction kinetics supplemented with saturation pulses.

Hill reaction activity (activity of oxygen evolving complex) was measured spectrophotochemically (630 nm)
as the rate of DCIP (2,6-dichloro-indophenol) reduction (%) by the chloroplasts suspension affected by FLT
(Kummerova et al. 2006).

Parameters of primary processes of photosynthesis were detected and compared in 18 and 25 days old plants.

The content of contaminants in plant biomass supports their uptake and translocation in plant and often it is an
indicator of the environmental pollution degree. The content of FLT in plant biomass after 25 days was determined
using GC-MS (Finnigan MAT, USA).

Obtained results were statistically evaluated by analysis of variance (ANOVA) at P=0.05.

Our results proved that selected physiological and biochemical characteristics (germination test, root elongation test,
induced chlorophyll fluorescence, Hill reaction activity) show a sensitive response even to very low environmental
loading (0.017 mg/L). The biomass production is a reliable external indicator of the internal disturbation of plant
metabolism, therefore the impact on it was recorded in higher loading or longer cultivation period, respectively.
Due to this the assessment of plant growth is not reliable for early indication of stressors effect.
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Cytokinins (CKs) have been discovered as factors promoting cell division in tobacco tissue cultures. Since their
discovery, CKs have been implicated to play a role in many aspects of plant growth and development including
shoot meristem initiation and growth, leaf senescence, vascular patterning, seeds development, etc. Interestingly,
cytokinins seem to play opposite roles in the regulation of growth of shoot and root. The role of CKs in the diverse
aspects of plant development has been studied in experiments with exogenous CKs application and/or modulation
of endogenous cytokinins levels. In contrast to the manipulations of endogenous cytokinins, the exogenous cytokinin
application allows studying early cytokinin responses.

The role of CKs in plant development was studied mostly on the level of regulation of gene expression. Here
we present the method for the quantitative differential analysis of the early cytokinin response of the Arabidopsis
proteome. Six days old seedlings of Arabidopsis thaliana (Col-0) were treated with 5 UM 6-benzylamino purine
(BAP). The roots and shoots were collected separately and proteins were isolated using 10% TCA/Ac extraction
method (Tsugita and Kamo, 1999). The extract was dissolved in IPG7 buffer and protein concentration was
determined by RC/DC kit, Biorad.

The proteome analysis was based on two-dimensional gel electrophoresis (2-DE). 2-DE couples isoelectric
focusing (IEF) and sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) to resolve denaturated
proteins according to two independent parameters, isoelectric point and molecular mass. In the first dimension,
IEF, we applied 150 micrograms of protein to 18 centimetres long strip with nonlinear pH gradient 3-10 and in
the second dimension we used 12% SDS-PAGE. For the protein detection we used luminescent SYPRO Ruby
protein gel stain to obtain both qualitative and quantitative results. From the map of intact proteins we were able
to differentiate approximately one thousand seven hundred proteins and subsequently, individual proteins were
identified by MALDI TOF MS/MS and LC MS/MS.
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