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Souhrn

Androgeneze je proces, pii kterém mikrospory nebo mlada pylova zrna piejdou v reakci
na stres z normalniho vyvoje pylu na embryogenni dréhu. Prostfednictvim androgeneze
lze vyprodukovat kompletni homozygotni rostliny a zkratit tim ¢asovou naro¢nost
$lechtitelskych programi. U¢innost produkce androgennich embryi viak zavisi na mnoha
faktorech, jako je naptiklad genotyp rostliny, vyvojové stadium pylu, typ stresového
oSetfeni a kultivacni podminky. V této praci byla provedena indukce androgeneze
chladem v prasnicich Cucumis sativus L. Za ucelem pochopeni molekularnich
mechanisml pfeprogramovani mikrospor na embrya byla provedena analyza exprese
vybranych geni u prasnika in vitro kultivovanych v chladu, dale u pra$nikd
kultivovanych bez pusobeni chladu a byla porovnavana s expresi genti v Cerstvych
prasnicich. Testovanymi geny byly CAT, APX, GPX, LOXCs1, LOXCs2, které¢ jsou
zapojeny do bunécné odpovedi na stres, dale gen PCNA spojeny s proliferaénimi procesy
a gen XTH podilejici se na modifikacich bunécné stény. Nejvétsi zmény exprese byly
zaznamenany u praSnikil, které nebyly kultivovany v chladu. Pro leps$i porozuméni

molekularnich aspektii pfimo spojenych s indukci androgeneze je tieba dal$ich vyzkumi.
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Summary

Androgenesis is the process by which microspores or young pollen grains are switched
from normal pollen development towards an embryogenic pathway in response to stress.
Complete homozygous plants can be produced by androgenesis, thus shortening the time
required for breeding programs. However, the efficacy of androgen embryo production
depends on many factors, such as plant genotype, pollen developmental stage, type of
stress treatment, and culture conditions. In this work, cold induction of androgenesis was
performed in anthers of Cucumis sativus L. In order to understand the molecular
mechanisms of microspore reprogramming into embryos, expression of selected genes
was analyzed in anthers cultured in vitro in cold and without cold and analyzed with gene
expression in fresh anthers. The genes tested were CAT, APX, GPX, LOXCs1, LOXCs2,
which are involved in the cellular response to stress, as well as the PCNA gene associated
with proliferative processes and the XTH gene involved in cell wall modifications. The
largest changes in expression were observed in anthers that were not cultured in the cold.
Further research is needed to better understand the molecular aspects directly related to

the induction of androgenesis.
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1 UVOD

Okurka seta (Cucumis sativus L) celedi Cucurbitaceae patii mezi deset hospodaisky
nevyznamng&jsich rostlin. Navzdory schopnosti okurky riist za velmi Sirokého spektra
klimatickych a pidnich podminek, hmyzi Skidci a choroby virového, bakterialniho
a plisnového piavodu piispéli k vyznamnému snizeni vynosu. Produktivitu plodin lze
vyrazné zvysit pouzitim hybrida, které se ziskéavaji kiizenim cCistych linii s nékterymi
definovanymi vlastnostmi. Cisté linie jsou pro programy §lechténi rostlin neocenitelné
naptiklad pfi testovani odolnosti rostlin vii€i chorobam. Konven¢ni metodou ziskavani
¢istych linii byla tradi¢né aplikace po sob¢ jdoucich kol samooplozeni a selekce, obvykle
vyzadujicich az 10 generaci pro dosazeni vysokého stupné¢ homozygotnosti. Vyzadovala
tedy znacné mnozstvi Casu a zdroji. V modernich Slechtitelskych programech se
pouzivaji rizné postupy, které jsou zdrojem haploidi a homozygotnich dihaploidii DHL,
jako je naptiklad in vitro gynogeneze (béhem in vitro kultivace vajicek / vaje¢nikt) a in

vitro androgeneze (b&hem in vitro kultivace mikrospor / prasniki) (Dong et al., 2016).

Potenciél androgeneze v produkci DHL rostlin je vysoky, protoze jeden prasnik obsahuje
vice nez tisic mikrospor a z kazdé z nich se mliZze vyvinout nova rostlina. Proces probiha
za umélych laboratornich podminek, kde se mlada pylova zrna vyvijeji na haploidni
rostliny s polovinou normalniho po¢tu chromozomt. Mikrospory se tvofi meiotickym
délenim, které zpiisobuje jejich genetickou diverzifikaci. Spontanni nebo indukované
zdvojnasobeni haploidniho genomu vede k plné homozygotnosti regenerovanych rostlin

(Weigt et al., 2019).

ProtoZe existuje mnoho faktorti ovliviiujicich Gi¢innost androgenetické indukce, je obtizné
vyvinout u¢innou metodu regenerace rostlin z mikrosporovych / praSnikovych kultur.
Dosud byly zkoumdny ruzné aspekty indukce androgeneze, ale o molekuldrnich

mechanismech spojenych s timto vyvojovym piepina¢em je znamo jen malo.



2 CILE PRACE

Cilem bakalafské prace je vypracovani literarni reSerSe na téma androgeneze a jeji
molekularni aspekty popsanim funkce vybranych gent. Prakticka ¢ast je zaméfena na
techniku izolace a in vitro kultivace prasnikovych kultur Cucumis sativus L. za ucelem
indukce androgeneze. Dalsim cilem prace je analyza exprese vybranych gen v prasnicich

kultivovanych in vitro za riznych podminek.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 ANDROGENEZE

Pti sexudlni reprodukci vede fuze samci a sami¢i haploidni gamety k vytvoteni
diploidniho embrya. Oba rodiCe prispivaji stejnym zpiisobem k jadernému genomu
embrya. Naproti tomu cytoplazmaticky genom (mitochondrialni a chloroplasticky) je
vyhradné Zzenského ptivodu. Androgeneze je zvlastni forma rozmnozovani, kdy dochazi
k vyvoji haploidniho embrya pouze ze sam¢i pohlavni buiikky. Samec je tedy jedinym
zdrojem genetické informace. Jedna se o vzacnou alternativu k sexudlni reprodukci,
ptirozené¢ se vyskytujici naptiklad u cypfiSe tassilského (Cupressus dupreziana).
V ptirodé lze pozorovat dva druhy androgeneze. U prvniho typu se spoji spermaticka
buika s vaje¢nym jadrem, pfi ¢emz je jaderny genom matky eliminovan otcovskym
genomem. U druhého typu samice produkuje vajecné buiiky bez jadra a po oplozeni samci
gametou vznikne embryo, jehoz cely jaderny genom je otcovského puvodu (Schwander
a Oldroyd 2016). Oba typy androgeneze vyzaduji zivotaschopnost jedince v haploidnim
stavu nebo diploidizaci otcovského genomu. V nékterych pifipadech mize dojit
u haploidnich jedincti ke spontannimu zdvojnasobeni poctu chromozomu béhem velmi
ranych stadii embryogeneze. Jinak 1ze duplikace dosahnout polyspermickym oplodnénim

nebo také produkei neredukovanych gamet (Morgado-Santos et al., 2017).

Opakem androgeneze je gynogeneze. Embryonalni genom je pouze mateiského plivodu,
i kdyZ je pro stimulaci embryogeneze nutna saméi gameta. Gynogeneze a androgeneze
jsou pro péstitele rostlin velmi zajimavé, protoZe lze v jedné generaci dosdhnout Gplnych
homozygotnich linii, ¢imz se zkrati Casova naro¢nost Slechtitelskych programi (Dunwell
2010). Eliminace jednoho z rodicovskych genomi vede k vyvoji haploidnich jedincu,
ktefi pak mohou byt diploidizovani procesem zdvojeni chromozomi. Navic androgeneze
muze mit vliv na cytoplazmatickou pylovou sterilitu (Budar a Pelletier 2001). K vyvolani
umélé gynogeneze a androgeneze se vyuzivaji biotechnologické pfistupy in vitro, jako
jsou kultury prasniki a izolované kultury mikrospor, které se vyvinou ve strukturu kalusu

a/ nebo embrya. (Jahne a Lorz 1995).

Mikrospory, tj. nezrala pylova zrna, ktera tvofi synchronni mnozstvi haploidnich bunék
s morfogennim potencidlem, pfitahovaly pozornost biotechnologl jako zdroje pro
zvyseni produkce haploidi nebo transgennich rostlin. Ackoli je kultura prasnika v této
oblasti perspektivni metodou, je tieba jesté vytvorit u¢inny protokol pro systém nezavisly

3



na genotypu. Mezi nejkritictéjsi faktory pro produkci embryonalnich struktur a néslednou
regeneraci rostlin patii sbér poupat v optimalnim stadiu, stresové osetfeni, slozeni média
a kultiva¢ni podminky, genotyp a ristové podminky darcovskych rostlin (Lantos et al.,
2012). Pfirozené podminky pro kveteni (intenzita svétla, délka dne, teplotni rezim,
vlhkost atd) jsou pro darcovské rostliny obvykle nejlepSim prostiedim k produkci
prasnikti pro uspésné regeneracni experimenty. Jakékoli infekce nebo stres darcovskych
rostlin povede k mensimu tspéchu nebo tplnému selhani pti vyvolani androgeneze a dalsi
regeneraci. Jakmile byl vybran vhodny darcovsky material, musi byt vyvoj mikrospor
zménén z gametofytické drahy na sporofyticky vyvoj (Wang et al., 2000). Objev, Ze
stresové osetieni pusobi jako spoustéc¢ ménici smér vyvoje mikrospor, se stal zlomovym
bodem, ktery vyrazné zvySuje G€innost mnoha protokold. Nizké nebo vysoké teploty,
nedostatek sacharidl / dusiku nebo osmotickd nerovnovaha patii mezi nejcastejsi stresova

opatfeni na zadatku péstovani mikrosporovych kultur (Zur et al., 2008).

Ne vSechny hospodaisky vyznamné plodiny G¢inné reaguji na indukci androgeneze.
Pouze v n¢kolika z nich je androgenni potencial dost vysoky na to, aby ziskal dostatecny
pocet zivotaschopnych embryi a mohl byt rutinné pouzivan v produkci haploidnich linii
pro Slechtitelské programy. Druhy jako fepka, tabak, je¢men nebo pSenice jsou dostatecné
citlivé, aby byly povazovany za modelové systémy. AvSak jiné¢ védecky nebo
ekonomicky zajimavé druhy, jako je Arabidopsis nebo rajée, jsou i nadale nevhodné

k indukci haploidni embryogeneze (Segui-Simarro 2010).

3.2 INDUKCE ANDROGENEZE: ROLE STRESU

Technika izolované kultury mikrospor, provadénd odstrafiovanim somatické tkané
prasnikti, vyZaduje lepsi vybaveni a vice dovednosti ve srovnani s kulturou prasnik.
Béhem uspésné stresové piredupravy celych prasnikii jsou pozorovany zmény ve
vlastnostech bunééné stény pletiva. Vyvijejici se mikrospory jsou lokalizovany ve vnitini
vrstvé vystelkového pletiva prasniku. Misto lemuje vrstva vyzivnych bunék neboli
tapetum. Bunky ve stfedni vrstvé vystelkového pletiva obsahuji chlorofyl. U prasnikii
pifedem oSetienych stresem byla pozorovana rychla ztrata chlorofylu a degenerace tapeta
a bun¢k stény prasniku. Tapetum je specializovand bunécna vrstva mezi sporogenni tkani
a prasnou sténou, kterd funguje jako zdroj Zivin pro vyvoj pylovych zrn. Béhem
stresového oSetfeni jsou tyto typy bunék zjevné nejcitlivéjsi na stres a vstupuji do

programované bunécné smrti. Degradacni produkty sloZzek bunécné stény z bunck tapeta



by mohly byt v tomto procesu povazovany za signalni molekuly pro citlivé mikrospory,
které vstupuji do sporofytické vyvojové drahy (dediferenciace a déleni) (Wang et al.,
2000).

Féaze vyvoje pylu je komplexni faktor, ktery silné ovliviiuje tspéch preprogramovani
vyvoje mikrospor. Pied kultivacnim procesem in vitro pro indukci androgeneze je tedy
vhodné identifikovat velikost pupenti nebo prasnikid s nejvyssim podilem mladého pylu.
Vyvoj pylu lze rozdélit na dva hlavni procesy: mikrosporogenezi a mikrogametogenezi.
Mikrosporogeneze zac¢ina meiosou pylovych mateiskych bunék a konci tvorbou
haploidnich mikrospor. Prvni pylovéa mit6za zahajuje mikrogametogenezi (viz obrazek ¢.
1), kde asymetrické déleni vede ke generativni bunice zabudované do velké vegetativni
cytoplazmatické buiiky. Vegetativni a generativni buniky se vyrazné lisi, protoze mala
generativni builkka s vysoce kondenzovanym chromatinem v jadfe podstoupi dalsi
mitotické dé€leni, aby vytvorila dvé spermatické buiky, zatimco vegetativni buika
zustane v G1 fazi bunécného cyklu, kde zah4ji intenzivni program akumulace zasobnich
produktt jako jsou Skrob a lipidy a fidi dal$i dozravani pylu. Vystaveni stresu kolem prvni
pylové mitozy (viz faze ML—L, obrazek €. 1) postacuje k tomu, aby mikrospory piesly na
embryogenni cestu vyvoje, tedy androgenezi. Pokud se ve vegetativni cytoplazmé
dvoujaderného pylu zacne hromadit skrob, androgenezi jiz nelze spustit (Touraev et al.,

1997).

Viyva) pylu

Mikrosporogeneze Mikrogametogeneze
Ao VOKUOIE NSRRI
Jadre pylova -y
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Androgenni wyvey

Obrazek ¢. 1: Vyvoj pylu: role stresu. Mikrospory ML-L piedstavuji responzivni fazi pro
indukci androgeneze; PT-rust pylové lacky; ELS-vznik embryonalni struktury. Prevzato
a upraveno dle: S. de F. Maraschin et al., (2006).



Je znamych nékolik typu stresovych preduprav, které ucinné vyvolavaji androgenezi.
Obvykle sestavaji z vystaveni celych rostlin in vivo, pupend, prasnikii a izolovanych
mikrospor in vitro nedostatku zakladnich prvki, teplu, chladu nebo osmotickému Soku.
Pii stresu se mikrospory zvétSuji a cytoplazma je charakterizovana nedostatkem
akumulovaného skrobu a lipidu, ptitomnosti oblasti bez organel v cytoplazmé a celkovym
poklesem poctu ribozomt. Po dediferenciaci cytoplazmy jadro migruje smérem do stiedu
buniky, zatimco velka centralni vakuola je rozd€lena na fragmenty, které jsou rozptyleny
radidlné orientovanymi cytoplazmatickymi vlakny. Vysledna morfologic je ¢asto
nazyvana hvézdicovou strukturou. Dale dochazi k replikaci DNA a jadro znovu vstoupi
do bunééného cyklu (vznik dvou jader vegetativniho typu stejné velikosti misto jednoho

vegetativniho a jednoho generativniho) (S. F. Maraschin et al., 2005).

Po ptfedbézném osetieni jsou mikrospory kultivovany ve specifickém kultivaénim médiu,
kde dochazi k bunécnému déleni a tvorbé mnohobunéénych struktur uvnité exiny.
V nasledujici fazi jsou tyto struktury z exiny uvoliiovany a vyviji se podobnym zptisobem
jako zygotickd embrya. V zavislosti na genotypu je Casto pozorovéna duplikace
haploidniho genomu, castéji béhem prvnich déleni embryogenni mikrospory, a to

vétSinou prostfednictvim mechanismu jaderné fuze (Germana 2011).

3.3 MOLEKULARNI ASPEKTY ANDROGENEZE

Analyza biochemickych a molekularnich zmén béhem stresového oSetfeni k vyvolani
androgeneze byla ustfednim bodem vyzkumu smérem k pochopeni mechanismu
zapojenych do preprogramovani mikrospor na embrya. VétSina gent, u nichz bylo
zjisténo, Ze se béhem stresového osetfeni odlisné exprimuji k indukei androgeneze, se
podili na stresovych hormonech, bunécné ochrané pred stresem, metabolismu sacharoza-
Skrob a proteolyze. Tyto vysledky naznacuji, Ze ziskavani androgenniho potencialu do
zna¢né miry zavisi na dediferenciaci, coZ je proces, pii kterém jsou stavajici transkripéni
atranslacni profily pravdépodobné odstranény nebo zménény, aby byla misto vyvoje pylu
spusténa embryogenni cesta. Zmeny genove exprese 1ze rozdé€lit do tii hlavnich kategorii:
bunétna odpovéd’ na stres, potlaCeni gametofytického programu a exprese

embryogenniho programu.
Je znamo, Ze rostlinné bunky jako odpoveéd’ na stres produkuji kyselinu abscicovou
(ABA), jejiz signalni kaskada muze hrat dileZitou roli pfi aktivaci specifickych programi

genové exprese béhem iniciace androgeneze stresem (Segui-Simarro 2010). Coz bylo



dokazano napiiklad po zahdjeni androgeneze u pSenice, kde byla detekovana exprese
genu EcMt. Promotorova oblast ECMt genu z psenice obsahuje prvek reagujici na ABA
a jeho regulace béhem androgeneze izce souvisi s vrcholem endogenni produkce ABA.
Pravdépodobné se tedy ABA podili pfinejmensim na dvou riznych procesech: (a)
predchazeni bunééné smrti mikrospor, ¢imz se zvySuje pocet zivotaschopnych mikrospor
béhem stresového osetfeni a (b) potlaceni dalsiho vyvoje mikrospor na zraly pyl. Protoze
experimenty zahrnujici méteni ABA béhem stresového osetieni byly provadény na tkéani
prasniku, neni jasné, které bunky produkuji stresem indukovanou ABA (Wang et al.,
2000).

V souvislosti s bunécnou reakci na stres byly u nékolika druhii popsdny zmény hladin
riznych proteint tepelného Soku (HSP). Vzhledem k jejich chaperonové aktivité je
mozné, ze HSP hraji nepfimou roli pfi spousténi androgeneze prostfednictvim fizeni
subcelularni lokalizace dalSich klicovych regulacnich proteinti a / nebo poskytovanim
vys$§i urovné termotolerance. V souCasné dobé se predpokladd, ze HSP maji
cytoprotektivni roli souvisejici s toleranci ke stresu. Dal$i hlavni slozka stresem
indukované androgeneze souvisejici s indukci gent je glutathione S-transferaza (GST).
GST geny koduji proteiny, které se ucastni n¢kolika procest, vcetné detoxikace
xenobiotik a ochrany pfed oxida¢nim stresem. Role geni GST béhem ziskavani
embryogenniho potencidlu bude pravdépodobné spojena s ochranou bunky pred
Skodlivymi uc€inky reaktivnich kyslikatych radikald. Nelze vSak vyloucit moZnost, Ze
redoxni stav bun€k a obsah glutathionu mohou mit dilezitou roli ve vyvojovych

procesech, zejména pii spousténi bunécného déleni.

Kromé spusténi embryogenniho programu musi buiika zruSit gametofyticky program.
Blokovani syntézy Skrobu (marker zrani pylu) a eliminace Skrobovych rezerv jsou
Vv tomto procesu kli¢ovymi udélostmi. V mikrosporach je¢menu bylo pozorovéano sniZeni
poctu gend, jako jsou napiiklad sachardza syntaza 1, fosfoglukomutdza, UDP-gluk6za
4-epimeraza, podilejicich se na biosyntéze a akumulaci Skrobu, spolu s indukci gent pro

rozpad skrobu a sachardzy (S. de F. Maraschin et al., 2006).

Prvni indikaci pro nastup embryogenniho programu je symetrické déleni mikrospor na
rozdil od asymetrického dé€leni, které definuje prvni pylovou mitdézu. Od této faze se
embryo odvozené z mikrospor progresivné piiblizuje morfologii svého zygotického
protéjsku. Ukazalo se, Ze ristové regulatory, jako je ethylen, kyselina indol-3-octova

nebo ABA, jsou dulezit¢é pro konkrétni aspekty vyvoje embrya. Od zygotické
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embryogeneze se 1isi bud’ ¢asovymi profily nebo absolutnimi hladinami. Tyto rozdily
a také vznik prolifera¢nich struktur podobnych kalusu pozorovanych u nékterych druht,
véetné tykvovitych, 1ze pficist nepfitomnosti endospermu jako zdroji regulacnich podnéta

(Segui-Simarro 2010).

Jak bylo popsano vyse, v souvislosti s indukci androgeneze bylo identifikovano nékolik
genl a proteinll spojenych s metabolismem sachardza-Skrob, stresovymi odpovéd'mi,
proteolyzou a cytoprotekci. AvSak zaddny z nich nepatfil mezi kliCové regulacni geny
jasn¢ zapojené do ziskavani embryogenniho potencialu mikrospor. Takové geny jsou
exprimovany pouze tehdy, kdyz je fdze dediferenciace vyvolana stresem ukoncena, coz
koreluje s obdobim tvorby mnohobunéénych struktur na zacatku kultivace. Gen BABY
BOOM (BBM) byl izolovan z androgennich fepkovych mnohobunéénych struktur a je
pfednostné exprimovan béhem androgeneze a zygotické embryogeneze. BBM tedy
predstavuje prvni dosud identifikovany gen, ktery ma predpokladanou roli pii koordinaci
faze iniciace déleni bunék béhem androgeneze. Dal§im regulacnim proteinem, o kterém
se predpoklada, ze hraje roli pfi iniciaci bunééného déleni béhem embryogeneze je
AGAMOUS-like1s (AGL1s). Ackoli vyvojova role AGL1s je stale nejasna, ukazalo se, ze
AGL s se translokuje do jadra pfi iniciaci bunéénych déleni béhem zygotické a somatické

embryogeneze a androgeneze (S. F. Maraschin et al., 2005).

3.4 EXPRESE GENU ZAPOJENYCH DO BUNECNE ODPOVEDI
NA STRES

Aerobni reakce v rostlinach, vedou k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS), jako je
superoxidovy radikal (O2 "), hydroxylovy radikal (OH") a peroxid vodiku (H202). Kdyz je
koncentrace ROS na ptijatelné nizké tirovni, hraje dileZitou signaliza¢ni funkci pfi rustu,
vyvoji, reakci na biotické a abiotické podnéty prostiedi a programované bunécné smrti.
Zatimco vysoka koncentrace ROS je pro bunky Skodliva. Pfi biotickém nebo abiotickém
stresu se mize ROS V rostlindch dramaticky hromadit a vytvaret oxidacni poskozeni.
Rostliny vyvinuly nékteré enzymatické systémy vyrovndvajici hladiny ROS jako jsou

katalazy (CAT), askorbat peroxidazy (APX) a glutathion peroxidazy (GPX) (Fu 2014).

Dalsi moznou obrannou reakci rostlin na stres je produkce oxylipini, které¢ vznikaji
degradaci volnych mastnych kyselin a esterifikovanych lipidGi prostiednictvim

lipoxygenaz (LOX).



3.4.1 Lipoxygenaza

Lipoxygenaza (LOX) znama také jako lipoxidaza a karoten-oxidaza je enzym patfici do
tiidy dioxygenaz, které Kkatalyzuji peroxidaci molekul obsahujicich (Z , 2Z)
1,4-pentadienovy systém za vzniku nenasycen¢ho hydroperoxidu mastnych kyselin.
V rostlinach jsou nejcastéjsimi substraty pro LOX kyselina linolenova a linoleova. Kyslik
muze byt piidan na kterykoli konec pentadienového systému (regiospecificita). V ptipadé
linolovych nebo linolenovych kyselin to vede ke dvéma moznym produktim,
9- a 13-hydroperoxy mastnym kyselinam, které se rychle chemicky nebo enzymaticky
preménuji na skupinu produktid spole¢né nazyvanych oxylipiny, jako je traumatin,
kyselina jasmonova a methyl jasmonat. Oxylipiny se podileji na celé fadé dulezitych

fyziologickych funkci (X.-Y. Yang et al., 2012).

Enzymatické reakce LOX byvaji spojovany napiiklad s vyvojovymi stadii, v mobilizaci
skladovacich lipidi béhem kli¢eni, obran€ rostlin, odolnosti vii¢i Skiidciim nebo miize byt
vyuzit jako zasobni protein béhem vegetativniho rustu (Porta a Rocha-Sosa 2002).
U fosfolipidové monovrstvy lipidovych télisek rliznych sazenic olejnin, véetné sazenic
okurek, mize byt detekovan specidlni linoleat 13-LOX, ktery je schopen okyslicovat
esterifikované zbytky linoleatu bez pfedchoziho plsobeni lipidového hydrolyzujiciho
enzymu. Béhem casnych stadii kli¢eni vede tato reakce k vyraznému zvySeni obsahu
hydroperoxidu v zéasobnich lipidech. Tato frakce okysli¢enych mastnych kyselin se
uvolnuje z lipidovych télisek a podstupuje B-oxidaci. Podle tohoto scénafe by mobilizace
zasobnich lipidi mohla byt zahajena ne lipazou, ale specidlnim 13-LOX. Po analyze
exprese genu kodujici lipidové télo 13-LOX bylo zjisténo, ze neni exprimovan
Vv klidovém stadiu semenech, ale je siln€ indukovdn b&hem ranych stadii kliceni.
Imunocytochemické studie déloznich listki okurek odhalily specifickou lokalizaci
enzymu na membrang lipidovych télisek béhem casnych stadii kli¢eni (Feussner et al,.

2001).

Sekvenéni analyza genomu okurky identifikovala pfitomnost nejméné 23 sekvenci
podobnych LOX, z nichz devét patii do LOX typu 1, 13 patii do LOX typu 2 a jeden
ositely gen. Ctrnact genti LOX je specifickych pro linii okurek. Vétsina genti LOX okurky
(19 z 23) je distribuovana do tii shlukt, z nichz nejvétsi obsahuje 11 ¢lent usporadanych
v tandemu. Ostatni sekvenované rostlinné genomy nevykazuji zadné ziejmé shlukovani
LOX, s vyjimkou vinné révy, kterd ma jeden shluk s Sesti kopiemi. Vzhledem k tomu, ze

okurka obsahuje pouze 61 gent rezistence, oproti Arabidopsis (200), topolu (398) a ryzi
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(600), mize byt rozsifena cesta lipoxygenazy doplikovym mechanismem pro vypotadani

se s biotickym stresem (Huang et al., 2009).

Exprese genu LOX je regulovana riznymi efektory, mezi které patii kyselina jasmonova,
abscisova a také raznymi formami stresu, jako je poranéni, nedostatek vody nebo
napadeni patogeny. Kromé toho geny LOX izolované z riznych druhi rostlin vykazuji
odlisnou organové specifickou expresi. Béhem kliceni jsou nové LOX syntetizovany
V sazenicich a d¢loznich listcich. Maximalni akumulace LOX proteinu a odpovidajicich
mRNA trvéa od n€kolika hodin do nékolika dnii po vykli¢eni. LOX mMRNA syntetizované
béhem kliceni lze také nalézt ve zralé rostliné (Porta a Rocha-Sosa 2002).

3.4.2 Katalaza

Katalaza (CAT) je tetramerovy enzym S oxidoreduktazovou aktivitou vyskytujici se
témet ve vSech Zivych organismech vystavenych kysliku. Sklada se ze ¢tyt porfyrinovych
hemovych skupin na molekulu. Typickd kataldzova reakce zahrnuje rozklad dvou
molekul peroxidu vodiku (H202) na vodu (H20) a kyslik (O3), pficemz optimalni pH je
v rozsahu od 4 do 11. CAT je také vysoce efektivni, za sekundu dokaze rozlozit miliony
molekul peroxidu vodiku (Ighodaro a Akinloye 2018). Enzym se nachazi ptednostné v
peroxisomech. Je také detekovana v cytosolu, mitochondriich a chloroplastech. CAT
hraje klic¢ovou roli ve vyvoji rostlin, obran¢ a starnuti. Zachycuje H2O2 generovany
béhem mitochondridlniho ptenosu elektrond, B-oxidaci mastnych kyselin, a hlavné
fotorespiraéni oxidaci. Nedostatek nebo mutace enzymu je spojena s riznymi

chorobnymi stavy a abnormalitami.

Katalazy, které maji vice strukturnich izoforem, jsou rozdéleny do dvou skupin podle
molekularni struktury a homologii aminokyselin. Skupina I se sklada ze dvou 55 kDa
a dvou 59 kDa podjednotek, s jedinecnymi aminokyselinovymi sekvencemi Ser — Arg —
Leu. Skupina II se sklada ze ctyt 55 kDa podjednotek s jedine¢nou aminokyselinovou
sekvenci Ser — Ser — Ser. Rlzni ¢lenové rodiny CAT vykazuji variabilni vzorce exprese

Vv rostlinach (Sun et al., 2018).

Uroveti transkripce rtiznych rostlinnych katalaz je asové i prostorové regulovana
areaguje odliSné na vyvojové a exogenni podnéty. Kataldzy tfidy I jsou silné
exprimovany v listech s nepostradatelnou fotorespira¢ni funkci, zatimco katalazy tiidy Il
jsou spojeny s vaskuldrnimi tkdnémi a mohou hrat roli pii lignifikaci. Jejich pfesna

biologické funkce vSak zlstava neznamd. Katalazy tfidy III jsou zejména exprimovany
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v semenech a reprodukénich tkanich a jejich aktivita je spojena s odstralovanim
nadmérného peroxidu vodiku vznikajiciho béhem degradace mastnych kyselin
Vv glyoxylatovém cyklu v glyoxysomech (Mhamdi et al., 2010). Katalaza rostlin je
obvykle kddovana malou rodinou gend. Arabidopsis, tabak, kukufice a dyné obsahuji tii
Cleny této rodiny a dva z nich byly identifikovany v bavinikovych semenech. Okurka
obsahuje ctyii geny CAT (CsCAT1-CsCAT4), tj. o jeden vice nez u vyse uvedenych
druhti. Fylogeneticka analyza ukazala, ze CSCAT1-CsCAT3 uzce souvisi s Arabidopsis
AtCAT1 — AtCATS, ale u CsCAT4 nebyl pozorovan zadny ziejmy protéjsek. Dostupné
dikazy nenaznacuji velky rozdil v biochemickych vlastnostech mezi riznymi druhy

katalaz. Genové sekvence vykazuji vysokou podobnost (Z. Yang et al., 2019).

Analyza exprese prokazala, Ze CsCAT1 a CsCAT2 jsou reprezentovany transkripty ve
fotosyntetickych pletivech, jako jsou listy, ale také v kotenech a plodech. CsCAT3
vykazoval prepisy v kvétech a také ve stoncich a listech. Identifikace a organizace
transkriptu CSCAT1 v celém genomu se vyrazné zvysila chladem, suchem, ptisobenim
kyseliny abscisové a oxida¢nim oSetfenim. Transkripce CsCAT2 byla snizena v reakci na
sucho. Podobné byla transkripce CsCAT3 zvySena za podminek zvySené koncentrace soli

a sucha a snizena za puisobeni stresu kyselinou abscisovou (Hu et al., 2016).

3.4.3 Glutathionperoxidaza

Glutathionperoxidazy (GPX) jsou skupinou enzymd, které chrani bunky pfed oxida¢nim
poskozenim zpuisobenym reaktivnimi druhy kysliku (ROS). GPX jsou selen-dependentni
enzymy, pro jejichz funkci je nezbytny glutathion jako kofaktor. Glutathion ptisobi jako
redoxni senzor exogennich podnétl a je soucasti vice regulac¢nich procest koordinujicich

expresi obrannych gend.

GPX katalyzuje redukci peroxidu vodiku, nebo jinych organickych peroxidi na vodu
a odpovidajici alkoholy. U savcl existuje nejméné pét izoforem GPX, které se lisi
strukturou, specificitou substratu a subcelularni a tkanovou distribuci. Nase znalosti
o0 rostlinnych GPX jsou v8ak omezenéjsi. Byly nalezeny v cytosolu a chloroplastech, ale
vysoké hladiny ROS se mohou vyskytovat v riznych kompartmentech bunky, véetné
peroxisomu, mitochondrie, glyoxysomu, endoplazmatického retikula a apoplastu.
U téchto organel byly nalezeny jiné enzymy antioxida¢niho systému (napf. askorbat
peroxidaza, glutathion reduktaza), proto je taky pravdépodobné, ze existuji dalsi clenové

genové rodiny GPX. Pti zkoumani genové rodiny GPX u baviniku (Gossypium hirsutum)
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byla zjisténa zvysena uroven exprese genu GhGPXI1 u kvétu a listd, coz je v souladu
s vysokymi koncentracemi glutathionu v chloroplastech a naopak jeho nizkymi hladinami
v kofenech a stoncich (Chen et al., 2017).

Zda se, ze hlavni funkci GPX v rostlinach je zachycovani fosfolipidovych hydroperoxida,
a tim ochrana bunéénych membran pred peroxida¢nim poskozenim. S tim souvisi také
zvySeni exprese mnoha GPX v reakci na abiotické a biotické stresy, vcetné slanosti,
toxicity tézkych kovu a infekce bakterialnimi nebo virovymi patogeny (Ramos et al.,
2009). Bylo také dokazano, ze GPX lze pouzit ke zlepSeni ristu vyvijejicich se rostlin ve
stresovych podminkach. Nadmérna exprese glutathion S-transferazy (GST) s aktivitou
GPX zlepsila rast sazenic transgenniho tabaku (Nicotiana tabacum L.) vystaveného

chladovému stresu a vysoké koncentraci soli (Milla et al., 2003).

3.4.4 Askorbat peroxidaza

Askorbat peroxidaza (APX) pattici do skupiny hemperoxidaz 1. tfidy, které katalyzuji
redukci peroxidu vodiku s vyuzitim askorbatu jako specifického elektronového donoru,
pfi cemz vznika dehydroaskorbat a voda. Askorbat je fyziologicky dulezity antioxidant,
Ktery zmiriuje oxida¢ni stres a nasledné oxidacni poskozeni proteinii a jinych
makromolekul v buiice. Je znamo, ze askorbat reaguje s ROS piimo v roztoku (Ma
a Davidson 2017). V piipad¢ neptitomnosti askorbatu je aktivita izoenzym APX labilni.
Vysoka hladina endogenniho askorbatu je tedy nezbytnd pro U¢inné udrzovani

antioxidacniho systému, ktery chrani rostliny pfed oxida¢nim poSkozenim.

Riizné izoformy APX jsou pfitomny v riznych subcelularnich kompartmentech, a jsou
klasifikovany podle jejich subcelularni lokalizace. Rozpustné izoformy se nachazeji
v cytosolu, mitochondrii a chloroplastu, zatimco na membrany vazané izoformy se
nachazeji v mikrobodech (véetné peroxisomu a glyoxysomu). Pfitomnost organelicky
specifickych peptidd a transmembranovych domén nachézejicich se v NaC-

terminalnich proteinovych oblastech urcuje kone¢nou subcelularni lokalizaci isoenzymu.

Enzymy APX jsou Vv rostlinach kédovany malymi rodinami genti. Z deviti gentit APX
identifikovanych v Arabidopsis bylo zjisténo, ze tii byly kodovany v cytosolu, zatimco
dalsich Sest bylo distribuovano ve stromé, thylakoidu a peroxisomu. V ryzi byly
chloroplastické izoformy exprimovany tfemi geny, cytosolické a peroxisomalni formy
byly kédovany dvéma geny a jeden gen byl pro mitochondrialni APX (Ozyigit et al.,

2016). Exprese APX koédujicich genti je modulovana riznymi podnéty jako je sucho,
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vysoka koncentrace soli, vysoka nebo nizka teplota, kyselina abscisova, peroxid vodiku
a napadeni patogenem. Dale je transkripéni exprese geni APX zavisld na tkéni

a vyvojovém stadiu (Caverzan et al., 2012).

3.5 EXPRESE GENU ZAPOJENYCH DO PROLIFERACNICH
PROCESU A MODIFIKACI BUNECNE STENY

Za c¢elem indukce mikrospor smérem k embryogenezi je tieba aktivace urcitych gent,
které se tCastni bunéného déleni, diferenciace a morfogeneze pro vznik plné vyvinutého
embrya. Jednim z nezbytnych genti pro replikaci DNA je napiiklad prolifera¢ni bunéény
jaderny antigen (PCNA). Pro rust a diferenciaci rostlin je dale nutna tizena piestavba
polymernich siti bunéfnych stén, ktera zplsobi zmény v jejich mechanickych
vlastnostech a umozni déleni a expanzi bunck (Testillano 2019). Mezi enzymy
podilejicimi se na metabolismu bunécnych stén a jeji plasticity patii xyloglukanové

endotransglukosylazy / hydrolazy (XTH).

3.5.1 Prolifera¢ni bunéény jaderny antigen

Gen PCNA koduje proliferujici protein bunééného jaderného antigenu (PCNA). Tento
protein se vyskytuje u vSech eukaryot a také archei a je jednou z centralnich molekul
odpovédnych za rozhodovani o Zivoté a smrti buiiky. Pokud je PCNA nefunkéni, chybi
nebo je v bunce pritomen v malém mnozstvi, dochazi k apoptdze (Paunesku et al., 2009).
Zésadni roli hraje PCNA pfi metabolismu nukleovych kyselin jako soucast replikacniho
a opravného aparatu. Patii tak do rodiny DNA Sliding clamps (klouzavych svorek).
V poslednich letech se ukazalo, Ze PCNA interaguje s proteiny podilejicimi se na progresi
bunécného cyklu, které nejsou soucasti aparatu DNA polymerazy a ze se mize ucastnit

transkripce RNA a sestavovani chromatinu.

Nejlépe pochopena funkce PCNA je dosud role v replikaci DNA. PCNA tvoii svorku
kolem DNA, na kterou ukotvuje polymerazu 6 / € a dalsi proteiny replisomu. Pouze
pfitomnost PCNA na replikacni vidli¢ce umoziiuje vymeénu DNA polymerazy o za dalsi
polymeréazy pokracujici v syntéze DNA. Vazba PCNA na 3' konec primeru zabrafuje
opétovnému navazani DNA polymerdzy o a pusobi jako signal pro rekrutaci DNA
polymerazy 6 a €. Po naneseni polymeraz na DNA se komplex DNA polymeraza 6 / € —
PCNA pohybuje podél templatového vldkna, pfi¢emz syntéza DNA probiha soubézné na

pfednim a zaostavajicim fetézci, a to nepietrzité a diskontinualné. Lokalizace PCNA na

13



DNA umoziuje stabilizaci, navazovani a vyménu rtiznych replikacnich proteini, ¢imz se

stava klicovym koordinatorem procesu replikace (Strzalka a Ziemienowicz 2011).

Béhem zivotniho cyklu rostlin bufiky prochéazeji urcitym poctem déleni. Vzhledem
Kk neustalému vystavovani rostlin §kodlivym faktorim (endogennim a exogennim) muize
byt geneticky materidl poSkozen riznymi zpiisoby. Hromadéni spontannich nebo
indukovanych mutaci béhem cetnych bunécnych déleni hrozi naruSenim spravného
fungovani organismu. Biologicky uc¢inek mutagennich ¢inidel zavisi na typu poskozeni
DNA, které zplisobuji, a mize vést k nekontrolované bunécné proliferaci nebo bunécné
smrti. Bohuzel je role rostlinné PCNA v opravé DNA $patné charakterizovana a existujici
data prokazujici jeji vyznam béhem opravy jsou nepiima. Podezieni na roli rostlinného
PCNA pii opravé bylo zplsobeno hlavné identifikaci a analyzou rostlinnych proteint,
U nichz bylo prokazano, ze kvasinkové a zivocisné homology zapojené do opravnych
systémi DNA interaguji s PCNA. Tyto studie naznacuji, ze klicova role PCNA pii opravé
DNA je provadéna prostiednictvim jeji interakce, nejen s DNA pol 8 / € béhem re-syntézy

DNA, ale také s jinymi opravnymi proteiny DNA.

Spravna regulace bunétného cyklu je klicovym prvkem fizeni bunécného déleni. Do
tohoto procesu je zapojeno mnoho proteint, v¢éetné cyklint a cyklin-dependentnich kinaz,
které reguluji piesny piechod bunky pies faze bunééného cyklu. PCNA interaguje
s n€kolika proteiny eukaryotického buné¢ného cyklu (Koundrioukoff et al., 2000).
Poskozeni DNA a starnuti bunék vedou k produkei proteinu p21, ktery blokuje piechod
z faze G1 do faze S. Protein p21, ktery byl identifikovan v komplexu tvofeném PCNA,
cykliny a cyklin-dependentnimi kindzami, dosahuje tohoto zastaveni bunétného cyklu
mezi G1 a S fazi inhibici aktivity cyklin-dependentnich kinaz. Rostlinny homolog
proteinu p21 nebyl dosud identifikovan, ale je zajimavé, Ze rostlinné proteiny PCNA jsou

schopny interagovat s lidskym p21 (Strzalka a Ziemienowicz 2011).

Exprese genii PCNA ve vSech organismech je v korelaci s buné¢nou proliferaci, a tedy se
syntézou DNA béhem replikace genomu v S fazi bunééného cyklu. U kukufice byly
PCNAL1 a PCNAZ2 geny exprimovany v kofenovych Spickach a v mladych klasech, ale
nikoli v listech nebo pylu (Strzalka et al., 2010). V diferencovanych bunkach je PCNA
neaktivni, avSak v prib¢hu kultivace protoplastti dochdzi k demetylaci lokusii a expresi
PCNA po 48 hodinach (Capal 2012). Gen PCNA tak miZe byt povazovan za marker

uspésné kultivace, diferenciace a regenerace rostlinnych protoplasti (Korhotniova 2011).
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3.5.2 Xyloglukan endotransglukosylaza/hydrolaza

Primarni bunééna sténa vyssich rostlin obsahuje nékolik polysacharidi, véetné celulozy,
hemicelul6zovych polysacharida a alespon tii tfid pektickych polysacharidli. Nejhojnéjsi
hemicelulézou je xyloglukan, ktery se vaze na celul6zové mikrofibrily. V primarni
bunécné sténé uzké spojeni xyloglukanu s celul6zou vede k vytvoreni sité, kterd plisobi
jako dynamicka struktura, zabranuje prasknuti bunky pod vnitinim tlakem turgoru,
a pfitom umoznuje rast v kontrolovaném, orientovaném modu (York et al., 2004). Kromé
toho produkty metabolismu bunécné stény, jako jsou oligosacharidy, mohou také slouzit
jako signalni molekuly regulujici vyvojové programy. Predpokldda se, ze zmeéna
strukturnich vlastnosti bunécné stény a produkce signalnich molekul od ni odvozenych,

jsou nezbytnymi faktory jakékoli vyvojové metabolické aktivity v rostlinnych butikéch.

Mezi enzymy podilejici se na metabolismu bunééné stény patii xyloglukanové
endotransglukosylazy / hydrolazy (XTH), jejichz enzymaticka aktivita je odpovédna za
plasticitu bunééné stény a produkci oligosacharidi odvozenych od xyloglukanu, které za
urcitych fyziologickych podminek vykazuji regulaéni aktivitu. XTH jsou apoplastické
enzymy majici jak aktivitu xyloglukan endotransglukosyldzy (XET), tak aktivity
xyloglukan endohydrolazy (XEH). Zatimco aktivita XET muze byt odpovédna jak za
uvolnéni, tak posileni bunécné stény spojenim zesit'ujicich mikrofibril, aktivita XEH
miiZze sama o sob¢ pfispivat pouze k uvolnéni stény (Olsen et al., 2016). Kromé toho jsou
nékteré proteiny kodované Cleny rodiny XTH lokalizovany nejen v bunééné sténé, ale
také v bunécné piepazce béhem cytokineze, coz naznacuje jejich funkci v procesu déleni

bunék (Yokoyama a Nishitani 2001).

XTH genové rodiny patii do Sestnacté skupiny glykosidickymi hydroldz a jsou na
zakladé svych strukturnich vlastnosti rozdéleny do tii podrodin: I, II a III. Hlavni
diverzifikace v rodiné XTH je spojena se specializaci organové specifické exprese
a schopnosti reagovat na hormonalni signaly (Malinowski et al., 2004). Exprese genu je
dramaticky zvySena v reakci na n€kolik podnéta prostiedi (véetné dotyku, vétru, tmy,
tepelného Soku a studeného Soku), tak i na hormony =zvySujici rust, auxiny
a brassinosteroidy (Xu et al., 1996). U okurek geny Cs-XTH1 a Cs-XTH3 kodujici
proteiny XTH, byly nalezeny mezi ¢etnymi geny, které jsou diferencované exprimovany
po indukci somatické embryogeneze okurek. Exprese téchto genii se zvySila béhem

somatické embryogeneze (Malinowski et al., 2004).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 BIOLOGICKY MATERIAL

Pro techniku androgeneze byly pouzity 30-45 dnt staré rostliny Cucumis sativus
L. (odrida Perseus, SEMO Ltd., Smrzice, Ceska republika), péstované ve skleniku
katedry botaniky UPOL. Poupata samcich kvétt byla odebirana na podzim 2019.

42 VYBAVENI LABORATORE

e NanoDropTM 2000 (ThermoScientific, USA)

e Binokularni lupa (Olympus, Japonsko)

e Stolni pH metr FE-20 KIT (Mettler Toledo, Ceska republika)
e Mikrovinna trouba MS023 (Hitachi, Japonsko)

e UV Transiluminator (UVITEC Cambridge, UK)

e Elektroforeticka aparatura (Bio-RAD, USA)

e Digestoi (Merci ®)

e Mikroskop Olympus BX60 (Olympus, Japonsko)

e Ligh Cycler Nano (Rosche, Némecko)

e XP cycler (BIOER technology, Cina)

e Flowbox Holten Lamin Air HH 1.2 Plus (Heto-Holten, Dansko)
e Vortex (IKA, Némecko)

e Termoblok Mixing BlockMB-102 (BIORER technology, Cina)
e Elektromagneticka michacka (IKA, Némecko)

e Digitalni pfedvazky (KERN, Némecko)

e Centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko)

e Analytické predvazky AE 240 (Mettler Toledo, USA)

e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

e Tteci miska s tlouckem

e Petriho misky

e Ristova komora (PSI - Photon Systém Instruments)

e Minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceska republika)
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4.3

4.4

SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALIL

Agarose Molecular Grade (Bioline, kat. ¢. BIO-41026)

Agar (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A1296)

Sachardza (Duchefa, kat. ¢. S0809)

Ethanol (VWR Chemicals, kat. ¢. 20905.320)

2,5 % chloramin B (Bochemie, Ceska republika)

HyperLadder™ 50 bp (Bioline, kat. &. BIO-33054)

5X Green GoTaq Reaction Buffer (Promega, kat. ¢. M7911)

SimplySafe ™ (EURX, kat. ¢. E4600-01)

Gamborg B5 medium vcetn¢ vitaminii (BS medium, Duchefa, Nizozemsko)
6-benzylaminopurin (BAP, Sigma Aldrich, USA)

Primery (Invitrogen a Generi Biotech, Ceska republika)

SEZNAM POUZITYCH ROZTOKU A RUSTOVYCH MEDII

Tabulka ¢. 1: Seznam pouzitych roztokd a ristovych médii.

Roztok SloZeni MnozZstvi na 11
5x TBE H3BO3 2754
Tris-HCI 54 g
0,5M EDTA, pH 8 20 mi
filtrovano
Riistové médium Gamborg B5 médium
(vEetné vitamint) — viz 3¢
tabulka €. 1
sachardza 85,59
agar 8¢
kyselina 2,4-
dichlorfenoxyoctova (2,4- 0,22 mg
D)
6-benzylaminopurin (BAP) 0,44 mg
pH 5,8
Autoklavovano
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Tabulka ¢. 2: Slozeni Gamborg B5 média, pievzato z Gamborg et al. 1968.

Slozky mg-1*?
(NH4)2S04 134
H3BO3 3
CaClz - 2 H20 113,24
CaClz - 6 H20 0,025
CuSOs- 5 H20 0,025
Na:EDTA 37,3
FeSO4 - 7 H20 27,8
MgSQO4 122,09
MnSO4 - H20 10
NazMoO; - 2 H.0 0,25
Kl 0,75
KNOs3 2500
NaH2PO4 -2 H20 150
ZnS04-7 H20 2
i-inositol 100
niacin 1
pyridoxin - HCl 1
thyamin - HCI 10
sacharoza 30 000
pH=5,8

45 SEZNAM POUZITYCH KOMERCNICH KITU

e SensiFAST™ ¢DNA Synthesis Kit (BIOLINE, kat. ¢. BIO-65053)
e SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (BIOLINE, kat. ¢. BIO-98005)
e Spectrum™ Plant Total RNA kit (Sigma-Aldrich, STRN50)

¢ RQ1 RNase-free DNase (Promega, USA)

e GoTaq® DNA Polymerase (Promega, USA)
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46 I1ZOLACE PRASNIKU A JEJICH KULTIVACE

Poupata C. sativus L. byla sbirdna ve vyvojovém stadiu pied otevienim okvétnich listki
o velikosti od 0,5 cm do 1 cm. Po zméfeni byla poupata v injekéni stiikacce proplachnuta
70% ethanolem, sterilizovana 7 minut v 2,5% chloraminu a nasledn¢ byla tfikrat omyta
sterilni vodou. Pomoci binokularni lupy a preparaénich jehel byly z poupat izolovany
prasniky. Mala ¢ast izolovanych prasnikt byla pfenesena do mikrozkumavek a ihned
Z nich byla vyizolovana RNA, zbyld ¢ast prasniki byla pfenesena na kultivacni BS5
médium doplnéném 0,25 M sacharosou, 2,0 uM 2,4-D a 1,0 uM BAP v Petriho miskach.
1/3 prasnikii na Petriho miskach byla umisténa do riistové komory a kultivovana
s rezimem 16 hodin svétlo/ 8 hodin tma o svételné intenzité 32—36 umol/m? s teplotou 22
°C po dobu 4 dnti. Nasledné byla z prasnikt vyizolovana RNA. Zbyl¢ prasniky na Petriho
miskach byly ihned po izolaci umistény do lednice pfi teploté 6 °C po dobu 4 dnti. Po
uplynuti kultivaéni doby v lednici, byla polovina Petriho misek s prasniky pouzita k
izolaci RNA, druha polovina misek byla pfenesena do ristové komory. Po 3 dnech

kultivace v rustové komoie byla provedena izolace RNA ze zbylych prasniku.

47 PRIPRAVA MIKROSKOPICKYCH PREPARATU

Pro pfipravu mikroskopickych preparati byly pouZzity prasniky ihned po izolaci
apraSniky po 4 dnech kultivace v lednici. Prasniky s pylovymi zrny byly na
mikroskopickém sklicku roztlaceny a obarveny pomoci Alexandrova barveni za uZiti
metodiky dle Peterson et al. (2010). Alexandruv roztok obsahuje 10 ml 95% etanolu, 10
ml malachitonové zelené (1 ml 1% roztoku v 95% etanolu), 50 ml destilované vody, 25
ml glycerolu, 5 g fenolu, 5 ml 1% chloral hydratu v destilované vodé, 50 ml fuchsinu (5 ml
1% roztoku ve vod¢), 5 ml orange G (0,5 ml 1% roztoku ve vod¢), 1-4 ml kyseliny octové.
Pro jasnéj$i zobrazeni jader byla obarvend pylova zrna zakipnuta fluorescennim
barvivem DAPI. Hotové preparaty byly pozorovany pii zvétSeni 400x pod UV svétlem

mikroskopem Olympus BX60 a vyfoceny pomoci programu Quick Camera.

4.8 |1ZOLACE RNA

Izolace byla provedena pomoci Spectrum ™ Plant Total RNA Kit (Sigma) podle ndvodu
vyrobce. Homogenizace prasnika C. sativus L prob&hla rozetienim v tfecich miskach
s tekutym dusikem. K rozetfenému materialu bylo pfidano 500 pl lyzaciho pufru a 5 pl

2-merkaptoethanolu. Takto pfipravena smés byla v mikrozkumavkach fadné protrepana
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anasledné 5 minut inkubovana v termobloku pii 56 °C. Dalsi kroky byly provedeny podle
protokolu A vyrobce vcetné osetfeni DNasou z komer¢niho kitu RQ1 RNase-free DNase
firmy Promega. Veskeré centrifugace byly provedeny pii 13 000 rpm a 4 °C. Izolovana
RNA byla eluovéna pomoci 50 pl elu¢niho roztoku. Koncentrace vyizolované RNA z C.
sativus L. byla zméfena pomoci pfistroje NanoDropTM 2000 a jeji kvalita byla
vyhodnocena pomoci elektroforetické separace. Vyizolovana RNA z Cerstvych prasnikd,
z prasnika kultivovanych 4 dny na médiu ve fytotronu, dale prasniki kultivovanych 4
dny na médiu v lednici a z prasnika kultivovanych 4 dny v lednici a nasledné 4 dny ve

fytotronu byla uchovana pfi teploté -80 °C.

49 ELEKTROFORETICKA SEPARACE

Kvalita vyizolované RNA byla ovéfena elektroforetickou separaci v 1% agarozovém gelu
v 0,5x TBE. Pro zviditelnéni separovanych produkti byly do gelu ptidany 2 ul barviva
EurX SimplySafe™. Jako marker molekulové hmotnosti byl pouzit HyperLadder™ 50
bp a jako nanaSeci pufr byl pouzit 5X Green GoTaq Reaction Buffer. Elektroforéza
probihala pfi stejnosmérném napéti 100 V po dobu 30 min. Poté byl gel ptenesen do UV

Transluminatoru a sniméan pod UV svétlem.

4.10 REVERZNI TRANSKRIPCE

Pro reverzni transkripci vyizolované RNA Cucumic sativus L, jejiz koncentrace
byla zméfena na pfistroji NanoDrop™ 2000 a sjednocena (fedénim) na 50 ng/ul, byl
pouzit kit SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit (BIOLINE) a anchored-oligo (dT)18
primery. Nejprve byl pfipraven mix o celkovém objemu 40 pl. Obsahoval 30 pl
vyizolované RNA, 8 pl reakéniho pufru a 2 pl reverzni transkriptazy. Reverzni
transkripce byla provedena v XP cycleru (BIORER) s nastavenim inkubace mixu 10
minut pii teploté¢ 25 °C pro nasedani primerti, 15 minut pfi teploté 42 °C pro reverzni

transkripci a 5 minut pii teploté 85 °C pro inaktivaci reverzni transkriptazy.

Tabulka ¢. 3: Reakéni podminky reverzni transkripce.

Krok Teplota [°C] Cas [min]
Primer annealing 25 10
Reverse transkripction 42 15
Inactivation 85 5
Chill 4 -
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411 PCR REAKCE

Pro ovéfeni piitomnosti transkript, nasedani primeri a optimalizaci reakce bylo
provedeno nékolik PCR reakci na vzorcich cDNA z C. sativus L. Pouzité primery jsou
uvedeny v tabulce ¢. 4. PCR reakce byla provedena za pouziti kitu GoTaq® DNA
Polymerase firmy Promega dle navodu vyrobce v XP cycleru (BIOER). Reak¢ni
podminky jsou uvedeny v tabulce ¢. 4. Produkty PCR reakce byly vizualizovany

elektroforetickou separaci.

Tabulka ¢&. 4: Casovy a teplotni profil PCR reakce.

Krok Teplota (°C) Cas (sec) Pocet cykla
Pocate¢ni 95 °C 120 1
denaturace
Denaturace 95 °C 30
Annealing 57 °C 30 45

Elongace 72 °C 30
Finalni extenze 95 °C 300 1

4.12 POUZITE PRIMERY A JEJICH NAVRZENI

Pouzité primery dostupné na pracovisti (syntetizovany a dodany firmami Invitrogen
a Generi-Biotech) byly nejprve testovany, zda budou nasedat na cDNA C. sativus
L. a pomoci gradientové PCR byla vybrana vhodna annealingova teplota (57 °C).
Sekvence testovanych primert jsou pouzity z diplomovych pracich Flidr (2013),
Capal (2012) a Crlikova (2011). Jejich seznam a sekvence jsou zaznamenany V tabulce ¢.

5. Jako referen¢ni gen pro C. sativus L. byl pouzit gen pro Aktin.

Tabulka ¢. 5: Primery amplifikujici oblasti sledovanych gend.

Velikost
Sledovany :
Primer Sekvence produktu
gen
(bp)
Aktin F 5-TGCTGGTCGTGACCTTACTG-3’ 226
R 5'-GAATCTCTCAGCTCCGATGG-3’
APX F 5-CTCTGGTGGTCACACATTGG-3’ 209
R 5’-CCTCATCGGCAGCATATTTT-3’
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GPX

CAT

PCNA

XTH

LOXCs1

LOXCs2

A mMm O M XUV M AU M O T O M

5'-CAGCGCTTACAAAGCAAAGG-3’
5'-GTGCAAGCAAACTGCACAAT-3’

5-TTGACGATATTGGCATCC-3’
5-TAGCATCTTCCTCCAGCA-3’
5-GGTTCTCTCCTCAAGAAGGT-3’
5'-TGATATCATCGTTACCAGCA-3’
5'-CAACAAGAGGAGGGCTGG-3”

5'-AGAGATTCTTTCATGCACTAT-3’

5-TTGGCTAAGGCTTTTGTCGG-3’

5-GTGGCAATCACAAACGGTTC-3’

5-TTTGCTCGCCAGACACTTG-3’
5'-GGGATCACCATAAACGGCC-3’

198

153

214

681

182

437

413 REAL-TIME PCR

Real-time PCR byla provedena pomoci pfistroje LightCycler Nano (Roche). Reak¢ni
smés byla namichana za pouziti kitu SensiFAST™ SYBR® No-ROX (BIOLINE) o
celkovém objemu 20 pl podle ndvodu vyrobce. Presné sloZzeni SYBR mixu je popsano v
tabulce ¢. 6. Mnozstvi dodané cDNA do reakce bylo 110 ng. Jako negativni kontrola byla

pouzita reakéni smés obsahujici reakéni slozky bez DNA (misto ni bylo pipetovano 2,1

ul H20). Reakéni podminky jsou popsany v tabulce €. 7.

Tabulka ¢. 6: Slozeni RT-PCR mixu pro 1 vzorek.

Slozky RT-PCR mixu Objem [pl]
SYBR mix 10
F primer (10 pmol/I) 0,8
R primer (10 pmol/l) 0,8
cDNA 2,1
deionizovana voda 6,3
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Tabulka ¢. 7: Casovy a teplotni profil real-time PCR.

Krok Teplota (°C) Cas (sec) Pocet cykli
Pocatecni 95 °C 600 1
denaturace
Denaturace 95 °C 10
Annealing 57 °C 30 45

Elongace 72 °C 20
Finalni extenze 95 °C 10 1
Analyza teploty 60 °C — 90 °C 60 1
tani

Pro vyhodnoceni dat byl pouzit program Light Cycler Nano Software 1.1., ktery provedl
kvantitativni analyzu vzorkd a automaticky urcil Ct hodnoty pro jednotlivé vzorky.
Hodnoty byly dale zpracovany metodou AACT. Jako referen¢ni gen (tzv. housekeeping
gen) k relativni kvantifikaci byl zvolen gen pro Aktin. Jako kontrola poslouzily hodnoty
exprese kontrolnich vzorkd, které nebyly kultivovany na médiu.

Vypocet relativni exprese metodou AACT:

Relativni exprese = 2 “AACT

AACT = ACT vzorek ~ ACT kontrola

ACT = CT studovany gen ~ ACT referenéni gen
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5 VYSLEDKY

51 VYSLEDKY STUDII ANDROGENNIHO VYVOJE

Pro studium androgeneze byla sbirana poupata C. sativus L. o velikosti od 0,5 do 1 cm
(viz obrazek ¢. 2), kdy prasniky (3-5 mm) obsahovaly mikrospory ve stiednim az
pozdnim jednojaderném staddiu, coz bylo determinovano mikroskopicky pomoci
Alexandrova barveni a DAPI. Mikrospory ihned po izolaci byly kulovitych utvari s
jednim jadrem (viz obrazek €. 3). Po 96 hodinach in vitro kultivace prasnikd na B5 médiu

v chladu, byla potvrzena ptitomnost vicejadernych mikrospor (viz obrazek ¢. 4).

2 .'f wi il ge 2ol
Obrazek ¢. 2: Velikost poupat C. sativus L. pied izolaci prasnikt

Obrazek ¢. 3: Jednojaderné mikrospory C. sativus L. ihned po izolaci. Mé&fitko 30 pm.
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Obrazek ¢. 1: Dvoujaderné mikrospory C. sativus L. po 96 hodinach kultivace v chladu.
Metitko 30 um

52 ANALYZA EXPRESE GENU

Do vyzkumu molekularnich aspekti androgeneze byly pouzity Cerstvé vyizolované

prasniky a pra$niky in vitro kultivované na médiu za riznych podminek:

- Prasniky ihned po izolaci (kontrola)

- Prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované bez ptisobeni chladu (I)

- Prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované v chladu (I1)

- Prasniky 168 hodin po izolaci, kultivované 96 hodin v chladu a dale 72 hodin
bez ptisobeni chladu (I11)

Nejprve byla z prasniku izolovana RNA, jejiz kvalita byla ovéfena elektroforetickou

separaci (viz obrazek ¢. 5).
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Obrazek ¢. 5: Elektroforeticka separace vyizolované RNA z prasnikd., M — marker
molekulové hmotnosti HyperLadder™ 50 bp, 1 — RNA z prasnikii ihned po izolaci, 2 —
RNA z prasnikti po 96 hodinach od izolace s chladovym ptisobenim, 3 — RNA z prasnikt
po 168 hodinach od izolace s chladovym ptisobenim

Vyizolovand RNA byla nasledné reverzni transkripci pfepsdna do cDNA. Pfitomnost
transkriptl a nasedani primeril (viz tabulka €. 4) bylo ovéfeno PCR reakci a naslednou
identifikaci PCR produktli pomoci elektroforetické separace. VSechny primery byly
funkéni, jelikoz byly identifikovany produkty PCR reakci vSech primert na
elektroforeogramu (viz obrazek ¢. 6 a 7). VSechny pouzité primery nasedaly na DNA

specificky a velikosti produkti odpovidaji predpokladanym délkam sekvenci.

Bl bl el o el Beed e e el W e’ e e e ?

Lol el el M NS DN 3 Yy

Obrézek ¢. 6: Elektroforetickd separace produktii PCR reakce s prvni sadou primerd pro

studované geny. Jako marker molekulové hmotnosti byl pouzit HyperLadder™ 50 bp.

Obrazek €. 7: Elektroforeticka separace produkti PCR reakce s druhou sadou primert pro
studované geny. Jako marker molekulové hmotnosti byl pouzit HyperLadder™ 50 bp.
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Vzorky cDNA ze vSech fazi dale poslouzily ke studiu vzorci exprese nékterych
diferencované exprimovanych genti béhem indukce androgeneze metodou RT-PCR. Bylo
vybrano celkem sedm genii zapojenych jak do odpovédi na stresové oSetieni, a to gen pro
askorbat peroxidazu (APX), Kkatalazu (CAT), glutathion peroxidizu (GPX)
a lipoxygenazy (LOXCs1, LOXCs2) tak do modifikaci bunééné stény gen pro xyloglukan
endotransglukosylazu/hydrolazu (XTH) a také do proliferacnich procesti gen pro protein
bunééného jaderného antigenu (PCNA). Jako referen¢ni gen byl pouzit Aktin. Byla
porovnavana exprese genu u vzorkd praSniki kultivovanych in vitro za riznych

podminek (I, Il a 1) se vzorky prasnikti ihned po izolaci (kontrola).

5.2.1 Exprese geni zapojenych do bunécné odpovédi na stres
Exprese genu CAT

Exprese genu CAT méla po osetieni chladem sestupnou tendenci. V porovnani s prasniky
bez kultivace, klesla po 96 hodinach témét o polovinu na hodnotu 0,5x. Po 168 hodinach
se snizila jiz jen nepatrné (viz kultivacni podminky II a III, graf ¢. 1). Oproti tomu v
prasnicich neoSetfenych chladem po 96 hodinach exprese vzrostla 10,6X (viz kultivaéni

podminky I, graf ¢. 1).

Zména exprese genu CAT
16
14
12

Relativni exprese

o N B O 0

- T I

kontrola I Il 1
Kultiva¢ni podminky

Graf ¢. 1: Relativni exprese genu CAT v prasnicich C. sativus L. kultivovanych in vitro
za riznych podminek (I, II, 111) porovnana s expresi v Cerstvém prasniku.® Hodnota

exprese v kontrole je vzdy rovna 1.

1| — pragniky 96 hodin po izolaci, kultivované bez plisobeni chladu, 1T — prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované v
chladu, 11l — prasniky 168 hodin po izolaci, kultivované 96 hodin v chladu a dale 72 hodin bez plsobeni chladu.
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Exprese genu APX

U exprese genu APX lze sledovat v prasnicich osetfenych chladem nejprve sestupny a
nasledné vzestupny charakter. V porovnani s prasniky bez kultivace exprese po 96
hodinach klesla na hodnotu 0,7x. Po 168 hodinach se naopak exprese zvysila az 2,7x
oproti kontrole (viz kultiva¢ni podminky II, III graf ¢. 2). V prasnicich kultivovanych bez
pusobeni chladu byla exprese po 96 hodinach oproti kontrole 55,5x vyssi (viz kultivaéni

podminky I, graf ¢. 2).

Zména exprese genu APX
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Kultivaéni podminky

Graf ¢. 2: Relativni exprese genu APX v prasnicich C. sativus L. kultivovanych in vitro
za riznych podminek (I, II, III) porovnand s expresi v erstvém prasniku.? Hodnota

exprese v kontrole je vzdy rovna 1.
Exprese genu GPX

Exprese genu GPX méla oproti genu APX v prasnicich oSetfenych chladem nejdiive
vzestupnou a nasledné sestupnou tendenci. V porovnani s praSniky bez kultivace byla po
96 hodinach exprese 1,4x vyssi. Po 168 hodinach mirné klesla a oproti kontrole byla vyssi
1,2x (viz kultivacni podminky II, III, graf ¢. 3). Naopak u prasnikt kultivovanych bez
chladového osetieni se exprese oproti kontrole zvysila 14,2x (viz kultiva¢ni podminky I,

graf €. 3).

2 | — prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované bez plisobeni chladu, 1T — prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované v
chladu, 111 — prasgniky 168 hodin po izolaci, kultivované 96 hodin v chladu a dale 72 hodin bez pisobeni chladu
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Zména exprese genu GPX
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Graf ¢. 3:_Relativni exprese genu GPX v prasnicich C. sativus L. kultivovanych in vitro
za riznych podminek (I, II, III) porovnana s expresi v ¢erstvém prasniku.® Hodnota

exprese v kontrole je vzdy rovna 1.
Exprese genu LOXCs1

Exprese LOXCsL1 v prasnicich oSetienych chladem ma podobnou snizujici se a nasledné
zvySujici tendenci jako gen APX. V porovnani s prasniky bez kultivace klesla exprese po
96 hodinach témé&f 100x a po 168 hodinach byla oproti kontrole 6x vyssi (viz kultivaéni
podminky II, III, graf ¢. 4). U prasniki kultivovanych bez ptisobeni chladu byla exprese
po 96 hodinach vyssi 33,5x oproti kontrole (viz kultivaéni podminky I, graf €. 4).

Zména exprese genu LOXCs1

o un

Relativni exprese
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kontrola | Il 1]
Kultiva¢ni podminky

3 | — prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované bez plisobeni chladu, 1T — prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované v
chladu, 11l — prasniky 168 hodin po izolaci, kultivované 96 hodin v chladu a dale 72 hodin bez plsobeni chladu.
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Graf ¢. 4: Relativni exprese genu LOXCs1 v prasnicich C. sativus L. kultivovanych in
Vitro za riiznych podminek (I, II, I1T) porovnand s expresi v erstvém prasniku. 4

Hodnota exprese v kontrole je vzdy rovna 1.
Exprese genu LOXCs2

Nejveétsi zmeénu exprese ze vSech zkoumanych gent Ize pozorovat u genu LOXCs2. U
prasnikl osetfenych chladem v porovnani s prasniky bez kultivace Ize pozorovat 6x vyssi
expresi jiz po 96 hodinach. Po 168 hodinach byla exprese oproti kontrole vyssi 500x (viz
kultivaéni podminky II, III, graf ¢. 5). V prasnicich kultivovanych bez oSetfeni chladem

se exprese dostala na hodnotu 33 700x (viz kultiva¢ni podminky I, graf ¢. 5).

Zména exprese genu LOXCs2
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Graf ¢. 5: Relativni exprese genu LOXCs2 v prasnicich C. sativus L. kultivovanych in
vitro za riznych podminek (I, II, IIT) porovnana s expresi v ¢erstvém prasniku. Hodnota

exprese v kontrole je vzdy rovna 1.

5.2.2 Exprese genu zapojenych do prolifera¢nich procesti a modifikaci bunééné
stény

Exprese genu XTH

U exprese genu XTH pozorujeme ze vSech genll nejveétsi snizeni exprese oproti kontrole.

V porovnani s prasniky bez kultivace se exprese v prasnicich osetfenych chladem po 96

hodinach snizila na hodnotu 0,15x. Po 168 hodinach se gen XTH neexprimoval vibec

(viz kultivaéni podminky II, III, graf ¢. 6). V prasnicich kultivovanych bez plsobeni

4 | — prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované bez plisobeni chladu, 1T — prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované v
chladu, 11l — prasniky 168 hodin po izolaci, kultivované 96 hodin v chladu a dale 72 hodin bez ptsobeni chladu.
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chladu nebyla zaznamenéana témét zadna exprese genu XTH (viz kultivaéni podminky I,

graf €. 6).

Zména exprese genu XTH
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Graf ¢. 6: Relativni exprese genu XTH v prasnicich C. sativus L. kultivovanych in vitro
za riznych podminek (I, 11, III) porovnana s expresi v ¢erstvém prasniku.® Hodnota

exprese V kontrole je vzdy rovna 1.
Exprese genu PCNA

U exprese genu PCNA Ize pozorovat u prasniku oSetfenych chladem nejprve snizeni a
nasledné zvyseni exprese. V porovnani s expresi prasniki bez kultivace se po 96 hodinach
snizila exprese oproti kontrole na hodnotu 0,7x. Po 168 hodinach se exprese opét zvysila
a dosahla hodnotu kontroly (viz kultivacni podminky II, III, graf ¢. 7). U prasniki
kultivovanych bez psobeni chladu stoupla exprese oproti kontrole po 96 hodinach 16,6x

(viz kultiva¢ni podminky I, graf €. 7).

5 | — prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované bez plisobeni chladu, 1T — prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované v
chladu, 11l — prasniky 168 hodin po izolaci, kultivované 96 hodin v chladu a dale 72 hodin bez plsobeni chladu.
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Graf ¢. 7: Relativni exprese genu PCNA v prasnicich C. sativus L. kultivovanych in
Vitro za riznych podminek (I, II, I1I) porovnand s expresi v erstvém prasniku.®

Hodnota exprese v kontrole je vzdy rovna 1.

6 | — prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované bez plisobeni chladu, 1T — prasniky 96 hodin po izolaci, kultivované v
chladu, 111 — prasgniky 168 hodin po izolaci, kultivované 96 hodin v chladu a dale 72 hodin bez pisobeni chladu
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6 DISKUZE

Piechod mikrospor z gametofytické drahy na sporofytickou lze vyvolat pusobenim
ruznych stresovych faktort — fyzikalnich a chemickych, Casto specifickych pro kazdy
druh. Teplotni stres je povazovan za nejucinngjsi osetieni k vyvolani mikrosporového
embryogenniho vyvoje (Popova et al. 2016). Tato prace byla zahajena izolaci prasnikt
C. sativus L. a jejich naslednou kultivaci in vitro na médiu B5 dle tspésného protokolu
pro indukci androgeneze od Ashok Kumar et al., (2003) za riznych teplotnich podminek.
Chladové osetteni (4 °C) bylo aplikovano pfimo na prasniky v kultivaénim médiu. Cilem
bylo vyvolat mikrosporovou embryogenezi a snizit degradaci mikrospor. Usp&iné
zalozeni kultury pras$nikd bylo prokazano svételnym mikroskopem. Pozorovanim
preparata mikrospor po 4 dnech kultivace v chladu obarvenych DAPI byla potvrzena
ptitomnost vicejadernych stadii. Po¢ate¢ni symetrické déleni je jeden z markert indukce

embryogeneze v mikrosporovych kulturach (Soriano et al., 2013).

Z molekularniho hlediska je zisk embryogenniho potencidlu charakterizovan rozsahlou
remodelaci genové exprese s upregulaci genli zapojenych do primarniho metabolismu
a biosyntézy lipidi, sacharidi a bilkovin (Germana 2011). Dalsi ¢ast této prace byla
zamétena na analyzu rozdiln€ exprimovanych gent z hlediska bunééné odpovédi na stres
a proliferacnich procesii spojenych s embryogenezi. Navzdory c¢etnym zpravam
popisujicim stimulaci androgeneze nizkou teplotou vSak neexistuji zadna data, ktera by
ukazovala, ze indukce androgeneze je piimym nasledkem oSetfeni chladem. Naopak
samotna nizka teplota aplikovana na izolované mikrospory pSenice, tabdku a pepie
nestacila ke zméné zptsobu jejiho vyvoje. Vysledky Zur et al., (2008) potvrzuji hypotézu,
ze chladova prediprava béhem pieprogramovani mikrospor pusobi spiSe jako
antistresovy faktor zmirnujici nasledky zplsobené nedostatkem zivin. Aby byl
vyhodnocen tc¢inek chladového oSetfeni, byla do této prace zahrnuta analyza exprese

genti u prasnikd in vitro kultivovanych na médiu bez chladového osetieni.

Pro kultury in vitro je typickd akumulace reaktivnich kyslikatych sloucenin, které ve
vétsim mnoZzstvi predstavuji pro buiiku oxidativni stres. Mezi enzymy zachycujici ROS
patii napiiklad CAT, APX a GPX. Exprese CAT v prasnicich po chladovém oSetfeni byla
niz$i a postupné klesala nez v Cerstvych prasnicich. Tyto vysledky se shoduji se studii
Shim et al., (2003) ve které naznacuji, ze pokles aktivity CAT je jev vyskytujici se

u mnoha druhti rostlin pod oxidativnim stresem a souvisi s akumulaci kyseliny salicylové
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v oxidativné stresovanych rostlinach. Oproti tomu exprese genu APX v prasnicich po
chladovém oSetfeni sice mirné klesla, ale po 168 hodinach byla exprese témér tiikrat vyssi
nez v Cerstvych prasnicich. V mnoha studiich bylo prokazalo, ze stresové faktory jako
napiiklad chlad nebo hromadéni H20, mohou zvysit expresi geni APX a GPX bud
k potlac¢eni nebo eliminaci stresord. Navic bylo dokazano, ze profily exprese GPX jsou
vysoce spojeny s metabolickym stavem bunék (Ozyigit et al., 2016). Exprese genu GPX
v reakci na chlad vzrostla, avsak po 168 hodinach kultivace zacala mirn¢ klesat.
V porovnani s prasniky kultivovanymi bez chladového oSetteni, byla exprese CAT, APX
I GPX v prasnicich oSetfenych chladem podstatné niz$i, coz muze znacit, Ze V prasnicich
po 96 hodinéach kultivace bez chladového osetteni dochazelo k vyssi akumulaci ROS
a tim vyssi aktivité¢ enzymd.

Rostlinné lipoxygenazy (LOX) se podili na obrannych reakcich prosttednictvim iniciace
lipolytické kaskady pii degradaci membrany napiiklad béhem starnuti a teplotnich Sokd.
V této praci byl odhalena rozdilnd exprese dvou genii LOX, coz naznacuje jejich
rozmanité funkce v abiotickém stresu. Exprese genu LOXCs1 v prasnicich oSetfenych
chladem nejprve klesla a po 168 hodinach kultivace se zvysila oproti ¢erstvym pra$nikiim
6krat. Transkripty genu LOXCs2 mély jiz po 96 hodinach vzestupnou tendenci a po 168
hodinach dosahly maxima (500x). Je znamo, ze chladové oSetfeni muze zplisobovat
katabolické reakce na bunéfnych membranach. Moznost, ze peroxidace lipidi
katalyzovana LOX hraje roli v reakci na chlad, jiz byla zkoumana Mao et al., (2007)
méfenim aktivity LOX v plodu okurky pfi nizké teploté. Zjistili, ze pisobeni chladu bylo
doprovazeno zvysenim aktivity LOX. Exprese geni LOXCsl a LOXCs2 v prasnicich
oSetfenych chladem v porovnani s prasniky kultivovanymi bez chladového oSetieni je
vsak mnohem nizsi. Tyto vysledky mohou naznacovat vyssi miru poranéni a destrukce

bunéénych membran bun¢k prasniki bez chladového osetieni.

Mezi geny zapojené do modifikaci bunétné stény patii napiiklad XTH. Xyloglukan je
hlavni polysacharid v primérnich buné¢nych sténach a predpoklada se, ze xyloglukanové
endotransglukosyldzy / hydrolazy (XTH) se G€astni sestavovani rostlinnych buné¢nych
stén. V této praci bylo zjisténo, ze gen XTH se v kultivovanych prasnicich témét
neexprimoval. Vysledky jsou v souladu se studii Nakamura et al., (2003), kde navzdory
intenzivnimu déleni bunék a ristu pozorovanému v kultufe okurek se transkripty XTH
V pocatecnich fazich vyvoje embrya nehromadily. Zda se tedy, ze exprese XTH je
regulovana vyvojovymi faktory (Malinowski et al., 2004). Exprese genti PCNA ve vsech
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organismech koreluje s bunécnou proliferaci, a tedy se syntézou DNA béhem replikace
genomu v S fazi bunééného cyklu (Strzalka a Ziemienowicz 2011). Expresni profil genu
PCNA v prasnicich oSetfenych chladem ma nejprve mirné klesajici charakter, avSak po
168 hodinach kultivace je exprese rovna cCerstvym prasnikim. Jelikoz je bunécna
proliferace doprovéazena replikaci DNA, opétovné zvyseni exprese genu PCNA po 168
hodinach kultivace muze byt zplsobeno obnovenim replikace DNA spojené
s mikrosporovou embryogenezi. V porovnani s prasniky kultivovanymi bez chladového
oSetfeni byla exprese genu PCNA v prasnicich oSetfenych chladem vyrazné niz$i. Z toho

vyplyva, Ze chlad v prasnicich snizuje replikaci DNA.

V této praci bylo zjisténo, ze indukce androgeneze ma vliv na zménu exprese gentl.
Z vysledki plyne pozitivni G¢inek nizké teploty, pravdépodobné zalozeny na zpomaleni
degradac¢nich procesi membran a ochran mikrospor pfed akumulaci ROS. Pro blizsi
pochopeni molekularnich mechanismti androgeneze je nutna podrobnéjsi analyza

klicovych gend stimulujicich indukci zmény vyvojové drahy mikrospor.
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[ ZAVER
Uspé$na androgeneze zavisi na fadé faktort, jako je genotyp rostliny, stupeii vyvoje

pylu, kultivaéni médium a zejména stresova stimulace. V této praci byla provedena

indukce androgeneze chladem v in vitro kulturach prasnika C. sativus L.

Hlavni ¢asti prace bylo ziskani ptehledu ve zméné profilii genové exprese béhem
stresem vyvolaného ptfeprogramovani mikrospor z pylu smérem k androgennimu vyvoji.
Byla zaroven provedena analyza exprese geni v ¢erstvych prasnicich a prasnicich in vitro
kultivovanych bez plsobeni chladu. Byla zaznamenidna zména transkripce genti
zapojenych do odbouravani ROS, jako jsou CAT, APX a GPX v prasnicich oSetfenych
chladem. Exprese genu PCNA, ktery se podili na proliferacnich procesech nebyla
chladem vyrazné¢ ovlivnéna a gen XTH spojeny s modifikaci bunééné stény se
neexprimoval témétf vibeC. Znatelny narust exprese i pies vystaveni chladu byl
zaznamenan u genti LOXCsl a LOXCs2, které jsou zapojeny do ochrany bunécnych
membran. Exprese vSech zkoumanych gent byla v prasnicich neosetienych chladem
vyrazn€ vy$$i nez v prasnicich vystavenych chladu. Z toho plynou pozitivni G¢inky nizké
teploty v ochrané buniky pted degenera¢nimi proceSy, zpomaleni bunéénych procest
atim mozné nastartovani embryogeneze. Pro pochopeni molekuldrnich mechanismu
androgeneze je nutné se dale zaméfit spiSe na geny definitivné spojené S cestou

mikrosporové embryogeneze.
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