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1 UVOD

Je€men sety (Hordeum vulgare) je hospodaisky velmi vyznamnou plodinou, péstovanou jiz od
starovéku napti¢ svétem. Dnes se V nejvEtsi mife pouziva jako krmivo hospodatskych zvitat a na vyrobu

pivovarnického sladu. Pro tyto ucely se pouziva plod je¢mene, tedy obilka.

Obilka je¢mene se sklada z obalovych vrstev matefského ptivodu, triploidniho endospermu vznikajiciho
oplozenim jadra zarode¢ného vaku a samotného embrya nesouciho kopie matefského i otcovského
genomu. Z hospodaiského hlediska je nejdulezitéjsi z téchto casti endosperm, predstavujici vétSinu

objemu obilky a obsahujici zasobni latky v podobé skrobu a bilkovin.

Endosperm je heterogenni pletivo sloZzené se z né€kolika domén, z nichz kazda plni specifikou funkei.
Bé&hem vyvoje prochazi endosperm vyraznymi zménami, které jsou spojeny S expresi odlisnych gent.

Genova exprese Se proto v prib&hu vyvoje lisi na ¢asové i prostorové trovni.

Technika RNA in-situ hybridizace umoznuje sledovani transkriptt genti piimo v mistech, ve kterych se
v organismu nachazeji, a tim urcit kde dochazi k expresi pfislusného genu. Lepsi znalost jednotlivych
molekularnich a bunéénych procest zapojenych ve vyvoji obilky je obecné spojena Smoznosti

zlepsovat kvalitu plodin.



2 CILE PRACE

e Zpracovani literarni reSerSe na téma vyvoje obilky, se zaméfenim na vyvoj endospermu
e Navrh a syntéza RNA sond pro vybrané geny

e Priprava vzorki v¢etné fezani na mikrotomu

e RNA in-situ hybridizace

o Detekce a vyhodnoceni exprese jednotlivych geni



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Je¢men sety (Hordeum vulgare)

Je€men sety je kulturni plodina z ¢eledi lipnicovité (Poaceae), podéeledi Pooideae a tribusu
Triticeae (Lifemap, 2023). Spolu s dalsimi druhy z této ¢eledi péstovanymi v zeméde€lské produkei, se
fadi mezi obilniny. Jeho pfedchtiidcem je plany je¢men (Hordeum vulgare subsp. spontaneum), ktery
byl postupné domestikovéan v oblasti Blizkého vychodu ozna¢ované jako Urodny ptlmésic, odkud se
nasledné rozsitil do dalSich ¢asti svéta (Benes et al., 2011). Dnes je ¢tvrtou nejdulezitéjsi obilninou svéta
(Geng et al., 2022). Mezi fijnem 2021 azafim 2022 dosahla svétova produkce jeémene
145,9 miliont tun (Statista, 2023). Je mozné jej péstovat Vv Sirsi Skale klimatickych podminek, nez je
tomu u jakékoliv jiné obilniny, a to i v zemé&pisnych §itkach za hranici severniho polarniho kruhu a ve

vysokych nadmotskych vyskach napiiklad v Tibetu, ¢i Alpach (Geng et al., 2022; Saskova, 1993).

Jedna se 0 hospodaisky velmi vyznamnou plodinu. Jeho semena se nejastéji vyuzivaji jako
krmivo pro hospodaiska zvitata. Vyznamna ¢ast produkce je zpracovavana V pivovarnickém pramyslu
pti vyrobé sladu. V lihovarnickém pramyslu se také pouziva k vyrobé whisky. Dale se z je¢mene vyrabi
naptiklad kroupy, lih, nebo melta. Z hlediska piipravy pokrmi je u nas obecné nahrazen pSenici, ale
napiiklad v Etiopii, Maroku, nebo Himalajskych oblastech je jeCmen dulezitou soucasti jidelnicku
tamniho obyvatelstva dodnes (Baik et Ullrich, 2008). Krom¢ samotnych semen se pro krmné ucely
zpracovava také zbyla nadzemni ¢ast rostliny nebo napt. mlato, které vznika jako odpad pii vyrobé piva
(Sagkova, 1993). Slouzi také jako modelovy organismus pro studium genomu obilnin. Oproti
hospodarsky vyznamnéjsi pSenici je V tomto ohledu preferovan pro sviij diploidni genom. Ten ma
velikost 5,3 Gbp a tvofi jej sedm pard chromozomd, zatimco genom pSenice ma 17 Gbp a je polyploidni
(Giraldo et al., 2019).

Je¢men sety je jednoleta bylina s mélkym kofenovym systémem a dutym stéblem ¢lenénym do
¢lanku kolénky, ze kterych vyrustaji dlouhé tenké listy. Jedna rostlina ma 2—6 stébel. Podle vegeta¢ni
doby rozlisujeme jarni aozimou formu (Saskova, 1993). Kvétenstvim je klas, tvofeny vietenem
nesoucim jednotlivé klasky, které tvofi svislé fady. V klasu mize byt rizny pocet fad klaskd. Podle
tohoto znaku se jeCmen déli na dvoutfady a Sestitady. Klasky je€mene jsou jednokvété. Samotny obal
klasku je tvofen dvéma plevami. Prvni je mensi pluska, kterou prekryva vétsi plucha zakoncena osinou.
Uvnitf se nachazi samotné generativni organy. Kvét je oboupohlavny a obsahuje semenik se dvéma
¢nélkami na které navazuji blizny a tfi tyCinky tvofené nitkou a prasnikem. Kromé nich se uvnitt kvétu

nachazi jesté dve lodikuly (Balounova, 2010). Cely kvét je zobrazen na obrazku €. 1.
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Obrazek ¢. 1: Morfologie kvétu je¢mene.

—

Je¢men je samosprasny a kK opyleni dochazi pfimo v ramci kvétu. Po dozrani pohlavnich organtu
dojde ke zdufeni lodikul a tim Kk rozevieni pluchy a plusky. Diky tomu mize do kvétu proudit vzduch
a prenést pyl na bliznu. Kvét zistava takto otevieny pouze kratkodobé a ndsledné se opét uzavie
(Saskova, 1993). Pyl nasledn& kli¢i v pylovou lacku, kterd prorGistd do semeniku, kde dochazi
ke dvojimu oplozeni. Jedna spermaticka bunika splyva s vajickem, ¢imz vznika zygota. Druha
spermaticka buiika splyva s diploidnim jadrem centralni buiiky zdrodecného vaku, které vznika ze dvou

haploidnich jader pii vyvoji zarode¢ného vaku. Toto spojeni da vzniknout triploidnimu endospermu.

3.2 Struktura obilky jeémene setého

Plodem je¢mene je obilka slozena z n€kolika ¢asti s odlisnou morfologii a funkci (viz obrazek
¢. 2). Na povrchu je obilka kryta pluchou a pluskou, které mohou byt v zavislosti na varianté jeCmene
s obilkou spojeny dvéma rtiznymi zpisoby. U nahych variant plevy s obilkou nesrstaji a Ize je snadno

oddélit, naproti tomu u pluchatych variant plucha a pluska s obilkou pevné srtstaji (Moritz, 1955).
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Obrazek €. 2: Morfologie obilky je¢mene (ptevzato a upraveno z Filipowska et al., 2021).

3.2.1 Obalové vrstvy

Obalové vrstvy jsou Cisté matefského ptvodu ajejich hlavni funkci je ochrana semene.
U jeCmene je tvoii vnéjsi perikarp, testa a nucelarni epidermis. Perikarp neboli oplodi se vyviji ze stény
plodolistu a je tvofen vice vrstvami bunék. Na vn&jsi strané se nachazi epidermis tvofena protahlymi
buiikami a pokryta kutikulou. Pod ni nésleduje hypodermis se stejnym tvarem a orientaci bun¢k a dale
nékolik vrstev parenchymatickych bunék obsahujicich skrobova zrna. Nésleduji dveé vrstvy bunék, které
jsou orientovany kolmo k bunikam epidermis a u nezralé obilky se v nich nachazeji chloroplasty. Pod
nimi se nachazi izolované shluky bunék jejichz orientace je opét rovnobézna s bunikami epidermis
a Vv nezralém stavu obsahuji chloroplasty. Béhem prvnich dni vyvoje obilky ma perikarp zasobovaci
funkci a predstavuje zasobarnu skrobu (Radchuk et Borisjuk, 2014). V prubéhu zrani podléhaji vrstvy
parenchymatickych bunék programované bunécné smrti a zistavaji z nich pouze ojedinélé izolované
buniky. U zralé obilky je perikarp tvofen prevazné suchymi a prazdnymi buiikami. Kutikula perikarpu
je prostupna pro vodu, ktera nasledné pronika dale do obilky (Evers et Millar, 2002).

Nasleduje testa neboli osemeni, ktera je tvofena dvéma vrstvami na sebe navzajem kolmych
bun¢k. Ve vnéjsi vrstve jsou delsi strany bun€k paralelni s ryhou semene, zatimco ve vnitini vrstveé jsou
k ni naopak kolmé. Ve vétsi vzdalenosti od ryhy se osa sméfovani bunék v obou vrstvach zkosuje.
Béhem vyvoje vznika testa ze dvou integumentt pfitomnych ve vajicku. Mezi testou a perikarpem se
nachazi jednovrstevna kutikula, ktera je ten¢i nez kutikularni vrstva perikarpu, a zabraiiuje prostupu
vody. Jedinym mistem kudy muze voda pronikat do vnitinich ¢asti semene je klovy otvor (mikropyle)

v oblasti embrya (Evers et Millar, 2002; Freeman et Palmer, 1984).

Posledni vrstva, ktera obaluje endosperm i embryo, je nucelarni epidermis, nékdy ozna¢ovana
jako hyalinni vrstva. Vyviji se z nucellu, coz je diploidni pletivo nachazejici se uvnitt vajicka. U zralé
obilky ji pfedstavuje pouze jednovrstevna epidermis a kutikula, ktera se nachazi mezi ni a testou (Evers

et Millar, 2002). Tato kutikularni vrstva je nejtenc¢i ze vSech jiz zminénych (Freeman et Palmer, 1984).



3.2.2 Endosperm

Endosperm je triploidni pletivo a obsahuje dvé kopie mateiského genomu a jednu kopii genomu
otcovského. Tvoii vétsinu objemu obilky a piedstavuje zdroj zivin pro embryo b&hem kliceni.
Hospodatsky se jednd 0 nejvyznamnéjsi cast. Ve zralém semeni se skladd prevdzné z mrtvych
a vysusenych bun€k. Obsahuje ¢tyfi typy bunék: aleuronové buriky, buniky skrobového endospermu,
transferové buriky a bunky oblasti obklopujici embryo (Olsen, 2001, Sabelli et Larkins, 2009).

Aleuronova vrstva je tvorena tfemi vrstvami bunék obklopujicich z vngjsi strany cely
endosperm s vyjimkou mista, kde jsou umistény transferové bunky a mista, kde endosperm naseda na
embryo (Sabelli et Larkins, 2009). Jednotlivé bunky maji silné stény a Vv jejich cytoplazmé se nachazi
velké mnozstvi organel, véetné¢ dobfe vyvinutého endoplazmatického retikula a vyssiho poctu
mitochondrii (Jones, 1969). Dale se v nich nachazeji malé vakuoly s obsahem inkluzi, ozna¢ované jako
aleuronova zrna a Vv prib&hu vyvoje se v nich hromadi také antokyany (Buttrose, 1963; Faris, 1955).
| po plném dozrani semene zlstava aleuronova vrstva na rozdil od jinych ¢asti endospermu ziva. Poté,
co embryo nasaje vodu a zacina proces kliceni, reaguje aleuronova vrstva na signalizaci gibereliny
uvolilovanymi z embrya. Dochézi k syntéze proteolytickych a hydrolytickych enzymu, které se
nasledné uvoliiuji do endospermu, kde $tépi bunécné stény arozkladaji zasobni proteiny na

aminokyseliny a skrob na cukry. Tyto latky jsou nasledné absorbovany embryem (Olsen, 2004).

Nejvetsi ¢ast endospermu predstavuje Skrobovy endosperm, obsahujici vétsinu Zivin v semeni.
Jak napovidd nazev, vjeho buiikich se syntetizuje auklada $krob. Skrob je slozen z amylozy
a amylopektinu, a k jeho syntéze dochazi v amyloplastech. Vychozi surovinou je sacharéza a hlavnimi
enzymy syntézy jsou ADP-glukozapyrofosforylaza, syntaza Skrobu, vétvici enzym a lineariza¢ni enzym
(Hannah, 2007). Zatimco posledni tfi se nachazeji v amyloplastech, ADP-glukézapyrofosforylaza se
U jeémene nachazi prevazné v cytosolu (Beckles, 2001). U jeCmene dochazi ke tvorbé dvou typi
Skrobovych zrn. Velkych zrn A-typu a malych kulovitych nebo vejéitych zrn B-typu (Shapter, 2008).
Kromé¢ Skrobu obsahuje tato ¢ast endospermu také zasobni proteiny, které v lumenu drsného
endoplazmatického retikula formuji proteinova téliska. Ta jsou nasledné ukladana v zasobnich
vakuolach (Herman, 1999). Zakladnimi zasobnimi proteiny jsou prolaminy (hordein) a globuliny
(Coleman et Larkins, 1999).

Bunky endospermu se S$krobovymi zrny nejsou zcela uniformni. Bunky, které se nachazeji
nejblize K aleuronové vrstvé, byvaji mensi a mitoticky aktivnéj$i nez buriky ve stfedu endospermu.
Obvykle se oznacuji jako subaleuronova vrstva anékdy byvaji povazovany za paty typ bunék
endospermu (Sabelli et Larkins, 2009).

Transferové buriky tvoii nékolik vrstev v chalazalni oblasti, kde je vyvijejici se obilka spojena
s cévnim svazkem mateiské rostliny. Jejich hlavni funkci je zprostiedkovani pienosu zivin do

endospermu. Povrch bunék je zvétSen cetnymi invaginacemi, které tento pfenos usnadiuji. Piedpoklada



se, ze V jejich cytoplazmatické membrané se nachazi velké mnozstvi transportérti. V cytoplazmé se dale
nachazi rozsahly endomembranovy systém a mnozstvi malych kulovitych mitochondrii (Offler et al.,

2003, Sabelli et Larkins, 2009).

Oblast obklopujici embryo (anglicky embryo surrounding region, ESR) je tvofena nékolika
vrstvami bunék, které nejprve obklopuji celé embryo, ale pozde€ji béhem vyvoje se tato oblast postupné
zmenSuje a mizi (Cosségal, 2007). Jednotlivé buitkky maji tenké stény a obsahuji hustou cytoplazmu
s velkym pocétem malych vakuol a rozsahly systém endoplazmatického retikula (Schel et al., 1984). ESR
ma imunitni funkci béhem ranych fazi vyvoje semene. Dochazi zde Kk syntéze proteinu strukturné

podobného rostlinnym defenzintim, které maji antimikrobialni funkci (Balandin et al. 2005).

3.2.3 Embryo

Pivodné jednobunécnd zygota, vznikla spojenim rodicovskych gamet, se postupné déli a dava
vzniknout embryu. To nese jednu kopii matetského a jednu kopii otcovského genomu a na konci svého
vyvoje tvoii zaklad pro novou rostlinu. Z hlediska rozmnozovani rostliny je tedy embryo nejdulezité;si
Casti semene a vSechny ostatni ¢asti maji podptrnou funkci pti jeho vyvinu, $ifeni, dormanci a kli¢eni.
U plIn¢ vyvinutého semene je Vv embryu mozné rozpoznat nékolik ¢asti a to skutelum, plumulu a radikulu
(viz obrazek €. 3). Skutelum, neboli stitek, ptiléha k endospermu a umoziiuje absorpci Zivin Z néj.
Druhou ¢asti je plumula s listovymi zéklady. Z vnéjsi strany je kryta koleoptilii S otvorem, kterym pii
klieni prorustaji listy. Posledni ¢asti je kofinek (radikula), obklopeny koleorhizou, ana vrcholu
chranény kofenovou ¢epickou (Agrobiologie, 2023, Reid, 1985).

1mm

Radikula

Listové zaklady

Plumula

Skutelum

Koleoptile
Kofenova Cepicka

Koelorhiza

Obrazek ¢. 3: Morfologie embrya u semene 16 dni po opyleni (anglicky days after pollination, DAP).
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3.3 Vyvoj obilky je¢émene setého

Vyvijejici se obilka je¢mene setého prochdzi fadou morfologickych zmén tykajicich se vSech
jejich struktur (viz obrazek ¢. 4). Vyvoj Ize vzhledem k endospermu rozdélit do tfi hlavnich ¢asti: ranny

vyvoj, diferenciace a zrani (Sabelli et Larkins, 2009).
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Obrazek €. 4: Semeno je¢mene setého v ruznych bodech vyvoje od opyleni do dozrani (pievzato

Podélny fez

Pricny fez

a upraveno z Nowicka et al., 2020).

Legenda: Métitko u zvétSenych obrazki embryi 0,5 mm, u zbylych semen 5 mm.

3.3.1 Rany vyvoj

Z pocatku vyvoje endospermu se jadro endospermu rychle mitoticky déli, aniz by mezi
jednotlivymi délenimi dochézelo K cytokinezi. Takto vznika syncytium (Sabelli et Larkins, 2009).
nedochazi k syntéze cytoplazmatickych membran, bunéénych stén, ani samotné cytoplazmy. Pouze se
rychle zvySuje pocet jader a ty vypliuji jiz existujici cytoplazmu centralni bunky zarode¢ného vaku.
Bé&hem prvniho dne po oplozeni je déleni jader synchronni, ale pozdéji dochazi ke vzniku vyvojového
gradientu od embrya k chalaze (Bennet et al., 1975). Nasledné dochazi ke zvétSovani centralni vakuoly
a vznikla jadra jsou vytlaGovana k membrané centralni buniky (Sabelli et Larkins, 2009). U je¢mene
dochazi k pieruseni mitdzy 3 dni po opyleni (anglicky days after pollination, DAP) a je opét obnovena
az po dvou dnech. Béhem této doby dochazi k radikalnimu pfeskupeni cytoskeletu a pfipravé na

celularizaci (Olsen, 2001).

Béhem celularizace je syncytium rozdéleno bunéénymi sténami na jednotlivé bunky (viz

obrazek ¢.5). Tento proces iniciuje preskupeni mikrotubularniho systému, po jehoz
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dokonc¢eni mikrotubuly vystupuji z oball jednotlivych jader paprskovité do vSech stran. Rozsah téchto
mikrotubultl uréuje rozmér nasledné vznikajicich bunek. Takto vznika okolo membrany centralni buiiky
zarode¢ného vaku jedna vrstva jader, které jsou od sebe piiblizné stejné¢ vzdaleny a obklopeny
mikrotubuly. V mistech, kde se mikrotubuly ze sousednich jader setkavaji nasledné vznika fragmoplast.
Na téchto mistech se poté¢ ukladd material pro tvorbu novych bunéénych stén. Ty vznikaji kolmo
k membrané centralni buiiky a vytvareji alveoly, coz je trubicovita struktura z buné¢nych stén, oteviena
na strané¢ sméfujici K centralni vakuole, obklopujici jednotliva jadra. Mikrotubularni systém opét
prochézi prestavbou, po které¢ mikrotubuly vystupuji pouze z opac¢nych polt jadra. Na jednom polu kotvi
jadro k ptivodni membrané centralni buriky, na druhém p6lu smétuji K centralni vakuole. Na tomto konci
zprostredkovavaji ukladani nového materialu do dostredivé nardstajicich bunécnych stén (Brown, 1994,

Olsen, 2001).

Po zformovani alveol dochazi u jader k dalsimu mitotickému déleni. V tomto pfipadé ovSem
nasleduje ihned po dé€leni cytokineze a formovani bunécéné stény. Nové vznikla sténa je rovnobézna
S membranou centralni buiiky, ale kolma na stény alveoly. Po mitéze tedy vznika na periferii ptivodni
centralni burniky vrstva kompletné uzavienych bunék. Struktura alveol se takto posouva smérem ke

stiedu a stale ziistava oteviena, coz je viditelné na obrazcich ¢. 5 a 6 (Olsen, 2001).

Obrazek €. 5: Postup celularizace syncytia (ptevzato z Olsen, 2001).

Legenda: (a) Triploidni oplodnéné jadro centralni buiiky (oranzové) a centralni vakuola (zlutd)
(b) Syncytium (c) Syncytium s mikrotubuly paprskovité vystupujicimi z jader (d) Zformované
alveoly (e) Prvni vrstva kompletné uzavienych buné¢k, vznikajici po mitotickém déleni a nad

ni vrstva alveol (f) Zformovana druha vrstva bun¢k po druhém mitotickém déleni.



Stejnym zptisobem nasleduji dalsi cykly mitotického déleni a prostor piivodni centralni bunky
se postupné dostfedivé zaplituje az do chvile, kdy je zcela vyplnén. V dalSich vrstvich bunck je
sméfovani noveé vznikajicich bunéénych stén rizné (viz obrazek €. 6). Cely proces celularizace trva

piiblizné Sest dni (Olsen, 2001).

Obrazek ¢. 6: Déleni bunék a tvorba novych vrstev endospermu (pievzato z Olsen, 2001).

Legenda: (a) Prvni vrstva kompletné uzavienych bunék, vznikajici po mitotickém déleni a nad ni
vrstva alveol (b) Tti vrstvy uzavienych bunék s vrstvou alveol (c) Prib&h mitotického d€leni

v bunikach (d) Nové vzniklé vrstvy bun€k s rozdilnym sméfovanim bunééné stény.

3.3.2 Diferenciace

Na proces celularizace navazuje diferenciace jednotlivych bunék a pletiv. Ta v nékterych
ptipadech probiha jesté pred plnym dokoncenim celularizace celého endospermu (Sabelli et Larkins,
2009).

Aleuronove buiiky diferencuji ve tfech vrstvach po celém obvodu endospermu az na misto
u chalazy, kde se nachéazeji transferové buiiky. Za prvni dikaz jejich diferenciace je povazovano
nahromadéni husté cytoplazmy a malych vakuol v prvni vrstvé bunék okolo 8 DAP (Sabelli et Larkins,

2009). Diferenciace bun¢k aleuronové vrstvy je dana jejich polohou v blizkosti membrany pivodni
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centralni bunky. V pribéhu vyvoje miize dochazet ke zmén¢ diferenciace nekterych aleuronovych
bunék Vv bunky skrobového endospermu a naopak, pravé v zavislosti na poloze (Tian et al., 2007).
Béhem zrani dochazi v aleuronové vrstvé k aktivaci specializovaného vyvojového programu, ktery je

ochranuje pted vysychanim a zistavaji tak zivé i po dozrani semene (Hoecker et al., 1995).

Z vétsiny buné€k vzniklych béhem ranného vyvoje endospermu se stavaji buiky se skrobovymi
zrny. Dochazi U nich ke zvétSovani a akumulaci Skrobu a zasobnich proteinti. Tyto procesy jsou spojené
s vysokou metabolickou aktivitou a spotiebou energie (Sabelli et Larkins, 2009). Ukladani Skrobovych
zrn zacina ve stiedni ¢asti endospermu a postupné se rozsituje také do periferii (Borisjuk, 2004).
Piechod od bunééného déleni k akumulaci zasobnich latek je spojovan S mnoZstvim sacharozy. Vyssi
obsah glukozy pii niz§im obsahu sachardézy vede Kk bunéénému déleni, zatimco zvySeni obsahu

sachardzy souvisi se zacatkem akumulace (Borisjuk et al., 2004, Sabelli et Larkins, 2009).

Transferové bunky vznikaji z nékolika vrstev bun€k u chalazy, ptedstavuji rozhrani mezi
endospermem a matetskym cévnim svazkem a umoziuji mezi nimi rychlou vymeénu zivin (Offler et al.,
2003, Sabelli et Larkins, 2009). Diferencuji ze vSech ¢tyt typt bunék nejdiive a jejich diferenciace je
spojovana s genem ENDL. Jeho transkript je mozné nalézt jiz v syncytiu, a to pravé u chalazy (Doan et

al., 1996). Transferové buriky zustavaji nazivu i ve zralém semeni (Sreenivasulu et al., 2010).

Oblast obklopujici embryo za¢ina jako nékolik vrstev bunék obalujicich embryo, ale v pribéhu
vyvoje a starnuti semene dochazi K jejimu zmensovani a eliminaci (Cosségal, 2007). V blizkosti embrya
dochazi k celularizaci brzy béhem vyvoje, ovsem neni potvrzeno, jestli jsou vznikajici buiiky prekurzory
bun¢k ESR (Engell, 1989, Olsen, 2001). Buiky V této oblasti se od ostatnich bun€k endospermu odlisuji

expresi gentl Z genové rodiny Esr (Cosségal, 2007).

Kromé diferenciace a ukladani zasobnich latek se bunky Vv této fazi vyvoje dale mitoticky déli
a zvySuji svij pocet. To, spolecné se zvétSovanim bunék, vede K celkovému nartstu endospermu
(Young et Gallie, 2000a). Mitotické déleni probiha asi do 20 DAP, ale celé semeno roste do 32 DAP
(Nowicka et al., 2020). S ristem bunék je kromé ukladani zasobnich latek spojena také endoreduplikace,
coZ je neuplny bunéény cyklus, pii kterém dochazi k replikaci genetické informace, ale nedochazi
k rozpadu jaderné membrany, kondenzaci chromozomu, jejich rozd€leni, ani cytokinezi. Vysledkem
tohoto procesu jsou tedy endopolyploidni buniky Schromozomy svy$$im poétem chromatid.
Endoreduplikace mtize probihat i opakované v nékolika cyklech po sobé (Larkins et al., 2001). Tento
proces je spojovan s vetsi velikosti bun€k, jejich diferenciaci a vyssi metabolickou aktivitou (Sabelli et
Larkins, 2007). U bunék se Skrobovymi zrny probihd endoreduplikace ve vysoké mife. Prvni
polyploidni jadra jsou pfitomna jiz v syncytiu 2 DAP. Jejich pocet nasledné roste az do 28 DAP, kdy
tvoti priblizné 50 % vSech bunck. Nasledné ovSem jejich mnozstvi opét klesa, coZz souvisi
S programovanou buné¢nou smrti, ktera probiha nejdiive praveé u endopolyploidnich bunék (Nowicka et

al., 2020). V endospermu je¢mene jsou kromé bunék se $krobovymi zrny polyploidni i aleuronové
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bunky (Keown et al., 1977). Mimo samotny endosperm dochazi k endoreduplikaci v jisté mife také

u obalovych vrstev a embrya (Nowicka et al., 2020).

3.3.3 Zrani

Velmi dilezitym procesem V prub¢hu zrani semene je programovana bunécna smrt. V tomto
ptipadé vsak, na rozdil od apoptozy u Zivo€icht, neni spojena s uplnym zanikem buriky (Sabelli, 2012).
Programovana bunécna smrt nastupuje nejdiive U obalovych vrstev, ato jiz 2 DAP. Zac¢ind Vv horni
a spodni ¢asti a pozdéji postupuje do stfedu. U endospermu se skrobovymi zrny jsou prvni mrtvé burnky
detekovatelné jiz 8 DAP a jejich pocet se postupné zvysuje. Nejprve odumiraji endopolyploidni buiky
(Nowicka et al., 2020). Podobné¢ jako U apoptdzy je soucasti procesu bunééné smrti fragmentace DNA,
zpusobena endonukledzovou aktivitou a ¢innosti proteaz s funkci podobnou zivoc€isnym kaspazdm
(Nguyen et al., 2007, Young et Gallie, 1999). Cely proces je také spojen S pusobenim hormontl.
(Young et Gallie, 1999). Naopak kyselina abscisova je spojena s redukci fragmentace DNA a oddalenim
bunééné smrti (Young et Gallie, 2000b). Pfedpoklada se, ze diivodem pro programovanou bunéénou
smrt je nasledné usnadnéni enzymatického traveni bunék bez funk¢nich membran a ptesunu Zivin skrze

né pii kli¢eni (Nguyen et al., 2007).

V posledni fazi zrani semeno vysycha, coz je spojeno s dramatickym poklesem metabolické
aktivity a prechodem do faze dormance (Sreenivasulu et al., 2008). Vysychani se ov§em netyka vSech
pletiv v semeni. Embryo aaleuronovd vrstva jsou proti nému odolné auchovavaji si svou
zivotaschopnost i po dozrani semene. S touto odolnosti jsou spojeny tzv LATE EMBRYOGENESIS
ABUNDANT geny a proteiny vznikajici jejich expresi. Jedna se 0 silné hydrofilni proteiny, které jsou
syntetizovany V poc¢atcich procesu vysychani (Garay-Arroyo et al., 2000, Stacy et al., 1999).

3.4 RNA in-situ hybridizace

Hybridizace je proces, pii kterém dochazi ke spojeni dvou alespon ¢astecné komplementarnich
jednovlaknovych nukleovych kyselin za vzniku dvouvldknové molekuly. Jedna z molekul pfitom
obvykle slouzi jako hybridiza¢ni sonda, detekujici druhé vlakno navazanim néj, ¢i na specifické misto
na ném. Aby mohla byt sonda po samotné hybridizaci detekovana, byvd znacena, ato bud
radioaktivnimi, nebo chemickymi znackami. Pfi radioaktivnim znaceni jsou jako znacky nejéastéji
pouzivany radioizotopy tritia, fosforu, nebo siry, pii chemickém zase digoxigenin, ¢i biotin (Jin et Lloyd,
1997).

Znaceni sond je dale mozno d¢lit na pfimé a nepfimé. Pii pfimém znaceni je detekovana piimo
sonda, a to at’ uz pomoci navazaného radioizotopu, fluorochromu, nebo enzymu. Pti znaceni neptimém

je na samotné sond¢ navazan hapten, na ktery se nasledné¢ specificky vaze protilatka. Teprve na té je

navazana latka umoznujici detekcei (Jin et Lloyd, 1997).
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In-situ hybridizace umoziuje detekovat nukleové kyseliny piimo V tkanich a pletivech, ve
kterych se nachazeji, a tim ziskat informace 0 jejich pfitomnosti i pfesném umisténi. Poprvé byla tato
metoda popsana v roce 1969 Gallem a Parduem v jejich praci Formation and detection of RNA-DNA
hybrid molecules in cytological preparations. V ramci této prace detekovali DNA V cytologickych
preparatech pomoci radioaktivné zna¢ené RNA sondy (Gall et Pardue, 1969). In-situ hybridizaci je
mozné vyuzit napiiklad pro detekci patogenti, analyzu genové exprese, nebo ve formé fluorescenéni in-

situ hybridizace v cytogenetice a molekularni genetice (Jin et Lloyd, 1997).

Pii chemickém znadeni digoxigeninem (DIG) je tento kovalentné navazan na jeden typ
nukleotidu. Takto zna¢eny nukleotid je nasledné ptidan do mixu ostatnich nukleotidti a pomoci in vitro
reakce s polymerazou je zabudovan do vznikajici sondy. V té nahrazuje neznac¢enou formu nukleotidu
atim umoznuje naslednou detekci sond po jejich hybridizaci (McCreery, 1997). Detekce probiha
prostiednictvim specifické anti-digoxigenin protilatky. Piesnéji se jedna o0 Fab fragmenty polyklonalni
protilatky, na které je navazan enzym alkalicka fosfataza. Tyto fragmenty se specificky vazou na DIG
obsazeny V sondach. Nasledné je k hybridizovanym vzorkim s navazanou protilatkou pfidavan pufr
s obsahem 4-nitro blue tetrazolium chloridu (NBT) a 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfatu (BCIP). NBT
a BCIP ptedstavuji substrat pro alkalickou fosfatazu. Enzymatickou reakci dochazi ke vzniku
nerozpustného fialového precipitatu, ktery je pozorovatelny svételnym mikroskopem (Deblock et

Debrouwer, 1993). Pribéh celé reakce je znazornén na obrazku ¢. 7. Jedna se 0 neptimy zplsob znaceni.

DIG
. ‘e Prvni krok detekce
Mix nukleotida n n E u l
In-vitro transkripce ,)L\ /}L\ ,)L\

| oweoc T
+
RNA sonda T
+ BCIP, NBT
RNA ve vzorku LLLLLI.LLLLLLLLLLLI. |
l Druhy krok detekce

1
I

parevnymrecpciten  TILTTTTTTTTIT

RNA-RNA hybrid | l

LT

—

+
Anti-DIG protilét!(a s )L
alkalickou fosfatazou / \
Obrazek €. 7: Schéma pribéhu hybridizace a detekce sondy (vytvoteno v programu BioRender).
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Prestoze samotny princip tvorby hybridnich molekul ajejich detekce neni pfili§ slozity,
hybridizace jako takova vyzaduje mnozstvi dal§ich krokli, aby mohla fungovat. Prvnim dilezitym
krokem je fixace biologického materialu takovym zptisobem, aly nedoslo k poskozeni pletiv, ani
nukleovych kyselin obsazenych v nich. K fixaci se ¢asto pouziva formaldehyd, ktery je schopen vytvaiet
cross-linky. Dale je mozné k nému pro lepsi ucinnost pfidat detergenty jako naptiklad Triton™ X-100
a Tween® 20, které maji schopnost penetrovat bunécné stény a tim usnadnit pronikani formaldehydu
do bunék. K tomuto ucelu je také mozné vyuzit pisobeni vakua na material. Po fixaci jsou vzorky

dehydratovany s vyuzitim etanolového gradientu (Jin et Lloyd, 1997, Young et al., 2020).

Déle je potieba pfipravit mikrofezy, na kterych je samotnd hybridizace provadéna. Jednou
z metod pripravy fezl je zaliti jiz fixovaného biologického materialu do Paraplastu Plus®. Jedna se
0 sm¢s parafinu a plastovych polymerd, ktera je schopna pronikat do pletiv, a nasledné poskytuje oporu
pii fezani na mikrotomu. Pfed samotnym zalitim je mozné vzorky jesté procistit napiiklad pomoci
ROTI®Histolu, ktery je navic misitelny jak s etanolem, tak s Paraplastem Plus®, a umoziuje piechod
mezi nimi (Coen et al., 1990, Jackson, 1991, Zslner et al., 2021).

Jiz hotové fezy prochazeji pred hybridizaci fadou ptipravnych krokd, jejichz ucelem je umoznit
vazbu sond, zvysit jeji specifitu, a naopak snizit miru nespecifické vazby (Jin et Lloyd, 1997). Nejprve
je tfeba odstranit piebyte¢ny Paraplast Plus® mezi fezy. Toho je mozné dosdhnout plsobenim
ROTI®Histolu. Nasledné¢ jsou vzorky rehydratovany. Dal§im krokem je aplikace Kkyseliny
chlorovodikové, ktera inhibuje endogenni alkalickou fosfatazu. Dulezité je také vystaveni vzorkl
pusobeni protedzy, které zajistuje zpfistupnéni vazebnych mist pro sondy, St€épenim proteinti vazicich
se k nukleovym kyselinam. Jeji reakci je mozné zastavit pusobenim glycinu. Poslednim pfipravnym
krokem je inkubace s anhydridem kyseliny octové. Ten snizuje miru nespecifické vazby sond (Jin et

Lloyd, 1997, Young et al., 2020). Po téchto krocich jsou vzorky opét dehydratovany.

Sondy jsou pied pouzitim denaturovany plisobenim zvysSené teploty a formamidu, ktery ma
schopnost narusovat vodikové mistky. Také zvySuje specifitu hybridizace. Do hybridizaéniho mixu se
ptidavaji i dal§i pomocné latky. Dextransulfat urychluje pribéh hybridizace, Denhart’s Solution a soli
pro in-situ snizuji miru nespecifické vazby a tRNA se vaze k nespecifickym vazebnym mistim a také

muzZe do jisté miry chranit mRNA pied degradaci pfipadnymi RNazami (Young et al., 2020).

Po ukonceni hybridizace se vzorky inkubuji v promyvacim pufru, kde se uvolnuji nenavazané
molekuly sondy. Pro jejich Gplné odstranéni se pouziva také nukleaza Sté€pici jednovlaknové molekuly

nukleové kyseliny, ale neovliviiyjici dvouvlaknové hybridy (Young et al., 2020).

Pied inkubaci s protilatkou je mozné inkubovat vzorky v pufrech s obsahem blokujiciho ¢inidla,
nebo hovézim sérovym albuminem (anglicky bovine serum albumin, BSA), které blokuji nespecifickou
vazbu. Po inkubaci je nenavazana protilatka vymyta inkubaci v dalsich pufrech (Young et al., 2020).

Do téch je mozné ptidat Triton™ X-100 pro dalsi penetraci bunék. Nakonec jsou vzorky inkubovany
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v pufru s obsahem substrati. Kromé téch mtize pufr obsahovat také Levamisol, ktery inhibuje ¢innost
endogenni alkalické fosfatazy, ale neovliviiuje izoformu navazanou na protilatce (Coen et al., 1990,

Jackson, 1991).

3.5 Sledované geny

V ramci mé bakalaiské prace byly pro analyzu exprese V semenech jeCmene rtizného stari
vybrany tfi orthology gent z kukutice (Zea mays). Jednalo se o strukturni geny STARCH BRANCHING
ENZYME 1 (SBE1), MYB RELATED PROTEIN 1 (MRP1) a EMBRYO SURROUNDING REGION 6
(ESR6). Jde o takzvané markerové geny, jelikoz Kjejich expresi dochazi pouze Vjedné Casti
endospermu, pro kterou jsou specifické. Cilem bylo zjistit, jestli tomu je stejné i U jeémene. Pokud by
byla exprese gent charakteristickd pro jednotlivé oblasti, bylo by mozZzné na zakladé jejich exprese

odvodit, kdy a kde v endospermu dochazi k diferenciaci danych ¢asti.

Gen SBE1 koduje jednu z izoforem vétviciho enzymu, ktery se podili se na syntéze Skrobu.
Kromé ngj jsou u kukufice znamy jest¢ STARCH BRANCHING ENZYME 2A (SBE2A) a STARCH
BRANCHING ENZYME 2B (SBE2B; Boyer et Preiss, 1978, MaizeGDB, 2023). Funkci vétvicich
enzymtu je §tépeni a-1,4 vazeb amylozy, prenaseni vzniklych glukanovych fetézct a jejich propojovani
ptes o -1,6 vazby za vzniku amylopektinu (Yao et al., 2004). Izoforma 1 obecné vétvi spiSe méné
rozvétvené molekuly amylopektinu, zatimco obé izoformy 2 dale vétvi ty vice rozvétvené. Izoforma

i také preferenéné pienasi delsi glukanové fetézce, nez izoformy 2 (Guan et Preiss, 1993).

MYB RELATED PROTEIN 1 je spojen s diferenciaci transferovych bunék. Tento gen je
u kukufice exprimovan Vranych fazich vyvoje. Jeho transkript se hromadi jest¢ pfed celularizaci
Vv syncytiu, a to pravé v oblasti budouciho vzniku transferovych bunék. Po dozrani transferovych bunék
V nich transkript tohoto genu jiz neni pfitomen. Exprimovany protein obsahuje ve své struktuie DNA
vazebnou doménu, ktera je vysoce homologni S MYB doménou. Je spojovan s aktivaci promotort

dalsich gent specifickych pro transferové bunky (Gomez et al., 2002, MaizeGDB, 2023).

Poslednim studovanym genem je ESR6, ktery je exprimovan v oblasti obklopujici embryo.
Koduje protein 0 velikosti 5,5 kDa, ktery vykazuje strukturni homologii s rostlinnymi defenziny. Je
spojovan S imunitou a ochranou embrya v ranych fazich vyvoje. Pti in vitro pokusech bylo prokazano,
ze inhibuje rist a mnoZeni bakterialnich a houbovych patogent (Balandin et al. 2005, MaizeGDB,
2023).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro ucely této bakalarské prace bylo vypéstovano 6 rostlin je¢mene setého (Hordeum vulgare)
cv. Morex. Semena byla umisténa na vlhky ubrousek a shora pickryta filtracnim papirem. Takto byla
ponechana klicit pii 25 °C, ve tm¢, po dobu tii dnti. Naklicend semena byla nasledné presunuta do
raSelinového kvétinace obsahujiciho mix zeminy a hliny v poméru 3:1, a umisténa do fytotronové
komory, kde byla péstovana pii denni teploté 20 °C (po dobu 16 hod), noé¢ni teploté 16 °C (po dobu
8 hod) a vzdusné vihkosti 60 %.

Po deseti dnech byly rostliny piesazeny do vétSich kvétinaca s ptidou a piskem ve stejném
poméru. Dale byly péstovany ve fytotronové komoie pii denni teploté 15 °C, no¢ni teploté 13 °C
a vzdu$né vlhkosti 65 %. Po objeveni prvnich klasi byly pfesunuty do fytotronové komory s denni
teplotou 20 °C, no¢ni teplotou 16 °C a vlhkosti 60 %.

Zhruba po Sesti tydnech zacaly rostliny metat a z dozravajicich klast byly postupné ziskavany

semena daného stafi, které slouzily jako vychozi material pro naslednou analyzu.
4.2 Pouzité chemikalie, soupravy, roztoky

4.2.1 Pozité chemikalie

e 4-Nitro blue tetrazolium chloride (Roche, kat. ¢. 11383213001)

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (Roche, kat. ¢. 11383221001)
e 5x Q5® Reaction Buffer (BioLabs, kat. ¢. B9027S)

e 5x Transcription Buffer (Thermo Scientific, kat. ¢. EPO111)

e 6x TriTrack DNA Loading Dye (Thermo Scientific, kat. ¢. R1161)

e 50x Denhart’s Solution (Thermo Scientific, kat. ¢. 750018)

e Acetic anhydride (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 320102)

e Aceton (VWR Chemicals, kat. ¢. 67-64-1)

e Agarose I™ (VWR Life Science, kat. ¢. 0710)

e Ambion™ Nuclease-Free Water (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. AM9932)
e Amonium acetate (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 631-61-8)

e Anti-Digoxigenin-AP Fab fragmenty (Roche, kat. ¢. 11093274910)

e ATP (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢.18330019)
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Blocking reagens (Roche, kat. ¢. 11096176001)

Bovine Serum Albumin (Sigma-Aldrich, kat. &. A7906)

Calcofluor White Stain (Sigma-Aldrich, kat. ¢.18909)

CTP (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢.18331017)

Deionizovand voda

Dextran sulfate (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D-8906)

Dietyl pyrokarbondt (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D5758)
Digoxigenin-11-UTP (Roche, kat. ¢.11209256910)

DNase I, RNase-free (Thermo Scientific, kat. ¢. EN0521)
Entellan® new (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1.07961.0100)

Etanol (Tereos TTD, index. ¢. 603-002-00-5)

Ethidium bromide (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E8751)
Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate (Sigma-Aldrich, kat.¢. E5134)
Formamide (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 47671)

Formamide, deionized (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S4117)

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢&. SM1333)
Glycin (Carl Roth, kat. ¢. HN07.2)

GTP (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢.18332015)

Hydroxid sodny (Lach-Ner, kat. ¢. 10006-AP2)

Chlorid hote¢naty (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M8266)

Chlorid sodny (Lach-Ner, kat. ¢. 30093-AP0)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, kat. ¢. 10033-A35)
Levamisole Solution (Vector Laboratories, kat. ¢. SP-5000)
Paraplast Plus® (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P3683)

Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 16005)

Proteinase K, recombinant PCR grade (Roche, kat. ¢. 03115879001)

Q5® Hight-Fidelity DNA polymeraza (BioLabs, kat. ¢. M0491S)
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Ribolock RNAse inhibitor (Thermo Scientific, kat. ¢. EO0381)

RNase A, DNase and Protease-free (Thermo Scientific, kat. ¢. EN0531)
ROTI®Histol (Carl Roth, kat. ¢. 6640.5)

Sodium citrate (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 6132-04-3)

Sodium phosphate dibasic dodecahydrate (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 10039-32-4)
Sodium phosphate monobasic dihydrate (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 13472-35-0)
T7 RNA polymeraza (Thermo Scientific, kat. ¢. EPO111)

Toluidine Blue (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 89640)

Trietanolamine (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T1377)
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (VWR Chemicals, kat. ¢. 28808.294)
Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T8787)

Tween® 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P9416)

Yeast tRNA (Thermo Fischer Scientific, kat. ¢. 15401-029)

4.2.2 Pouzité soupravy

QIAquick® PCR Purification Kit (250) (QIAGEN, kat. ¢. 28106)

RevertAid H Minus Firs Strand cDNA Synthesis Kit (Themo Scientific, kat. ¢. k1632)

4.2.3 Pouzité roztoky a jejich priprava

Agardzovy gel pro elektroforetickou separaci, 1,5%:

SloZeni: 1x TAE pufr, 1,5% agaro6za, 1,9% ethidium bromid.

Piiprava: 1,59 agardzy rozvafit vV mikrovinné troubé ve 100 ml 1x TAE pufru, piidat 2 ul
95% ethidium bromidu.

DEPC voda:
SlozZeni: 0,096% Dietyl pyrokarbonat, deionizovana voda.

Piiprava: Do 800 ml deionizované vody piidat 0,8 ml 96% dietyl pyrokabonatu, protiepat,

michat pies noc. Sterilizovat v autoklavu.

Dextran sulfat, 50%

Slozeni: 50% dextran sulfat, DEPC voda

18



Priprava: 5 g dextran sulfatu rozpustit v 10 ml DEPC vody

Formaldehyd, 4%:

Slozeni: 4% paraformaldehyd, 0,05% NaOH, 1x PBS, DEPC voda.

Piiprava: Privést k varu 180 ml DEPC vody, pridat 8 g paraformaldehydu, rozpustit za ptidani
100 ul 1 mol 1" NaOH. Ptidat 20 ml 10x PBS, zchladit, upravit pomoci roztoku HCI na hodnotu
pH 7.

HCI, 0,2 mol-I*%:

Slozeni: 0,2 mol-1* HCI, deionizovana voda.
Ptiprava: 3,53 ml 35% HCI, doplnit do 200 ml deionizovanou vodou.

NTE, 10x:

Slozeni: 5 mol-1" NaCl, 0,1 mol-1? Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 0,01 mol-1* EDTA-Nay,

deionizovana voda.

Piiprava: 6,06 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu rozpustit ve 300 ml deionizované vody,
upravit pomoci roztoku HCI na hodnotu pH 7,5. Pfidat 146,13 g NaCl a 1,86 g EDTA-Na.

Doplnit do objemu 500 ml deionizovanou vodou. Sterilizovat v autoklavu.

Octan amonny, 3,8 mol -1

Slozeni: DEPC voda, 3,8 mol-1* CH;COONH..

Piiprava: 2,93 g CH3;COONH,4 rozpustit v9 ml DEPC vody, doplnit do objemu 10 ml.

Sterilizovat filtraci.

PBS, 10x:

SloZeni: 1,3 mol-1? NaCl, 0,07 mol-1* Na,HPO4-12 H,O, 0,03 mol-1* NaH»PO4-2 H,0,

deionizovana voda.

Priprava: Rozpustit 75,98 g NaCl, 25,07g Na;HPO412 H,O a4,68g NaH,PO. 2 H,O

Vv deionizované vod¢, doplnit do objemu 1000 ml. Sterilizovat v autoklavu.
Promyvaci puft:

Slozeni: 50% 2x SSC, 50% Formamid.

Ptiprava: Smichat 400 ml SSC a 400 m| formamidu.

Pufr 1, 10x:

Slozeni: 1 mol-1? Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 1,5 mol-1* NaCl, deionizovana voda.
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Priprava: 121,14 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu rozpustit v 750 ml deionizované vody,
upravit pomoci roztoku HCI na hodnotu pH 7,5. Piidat 87,67 g NaCl, doplnit do objemu

1000 ml deionizovanou vodou. Sterilizovat v autoklavu, skladovat ve 4 °C.

Pufr 1 s Tritonem™ X-100

Slozeni: 1x pufr 1, 0,3% Triton™ X-100.

Ptiprava: Do 800 ml 1x pufru 1 pridat 2400 pl Tritonu™ X-100.
Pufr 2:

Slozeni: 1x pufr 1, 0,5% blokujici ¢inidlo.

Ptiprava: Do 200 ml pufru 1 pfidat 1 g blokujiciho ¢inidla, rozpoustét na vyhiivané magnetické
michacce pii 65 °C po dobu 60 min.

Pufr 3:

SlozZeni: 1x pufr 1, 1% BSA, 0,3% Triton™ X-100.

Piiprava: Ve 400 ml pufru 1 rozpustit 4 g BSA, piidat 1200 ul Tritonu™ X-100.
Pufr 4:

Slozeni: 1x pufr 1, 1:3000 Anti-Digoxigenin-AP Fab fragmenty.

Ptiprava: Do 150 ml pufru 3 pfidat 50 pl Anti-Digoxigenin-AP Fab fragmentd.

Pufr 5, 10x:

Slozeni: 0,1 mol-1? Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 0,1 mol-1"* NaCl, 0,05 mol-1* MgCl..

Piiprava: 12,11 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu rozpustit v 900 ml deionizované vody,
upravit pomoci roztoku HCI na hodnotu pH 9,5. Ptidat 5,85 g NaCl a 4,76 g MgCl., doplnit do

objemu 1000 ml deionizovanou vodou. Sterilizovat filtraci, skladovat ve 4 °C.
Pufr 6:
Slozeni (varianta 1): 1x pufr 5, 0,1% NBT, 0,14% BCIP, 0,09% Levamisol.

Ptiprava (varianta 1): Do 150 ml pufru 5 piidat 157 pl 100 mg-ml* NTB, 210 pl 50 mg-ml?
BCIP a 141 pl 0,125 mol 1" Levamisolu.

Slozeni (varianta 2): 1x pufr 5, 0,5% NBT, 0,38% BCIP, 0,09% Levamisol.

Piiprava (varianta 2): Do 10 ml pufru 5 ptidat 50 ul 100 mg-ml* NTB, 37,5 pl 50 mg-ml* BCIP
a9 pul 0,125 mol-1* Levamisolu.
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Pufr pro proteinasu K, 10x:

Slozeni: 1 mol-1? Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 0,1 mol-1'? EDTA-Na, deionizovana

voda.

Piiprava: 12,12 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu rozpustit v 95 ml deionizované vody,
upravit pomoci roztoku HCI na hodnotu pH 7,5. Pridat 3,72 g EDTA-Na,, doplnit do objemu

100 ml deionizovanou vodou.

Soli pro in situ, 10x:

Slozeni: 3 mol-1"t NaCl, 0,1 mol-1* Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 0,05 mol-1? EDTA-Naz,
0,05 mol-1* NaH,PO4-2 H,0, 0,05 mol-1"* NaH,PO4-2 H,O, DEPC voda.

Piiprava: 0,61 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu rozpustit ve 40 ml DEPC vody, upravit
pomoci roztoku HCl na hodnotu pH 6,8. Pfidat 8,78 g NaCl, 0,93g EDTA-Na,, 0,44 ¢
NaH;PO4,-2 H,O a0,91g NaH:PO. 12 H,O. Doplnit do objemu 50 ml DEPC vodou.

Sterilizovat filtraci, skladovat na -20 °C.

SSC, 20x:

SloZeni: 3 mol-1* NaCl, 0,3 mol-1* citronan sodny, DEPC voda.

Ptiprava: Rozpustit 87,68 g NaCl a 38,71 g citronanu sodného v DEPC vodé¢, doplnit do objemu
500 ml.

TAE pufr, 1x:
Slozeni: 50x TAE puft, deionizovand voda.
Piiprava: 200 ml 50x TAE pufru doplnit do 10 | deionizovanou vodou.

TMS pufr:

Slozeni: 0,01 mol-1* Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 0,01 mol-1 MgCly, 0,05 mol-1* NaCl,
DEPC voda.

Piiprava: 0,121 g Tris(hydroxymethyl)aminomethanu rozpustit v 95 ml DEPC vody, upravit
pomoci roztoku HCI na hodnotu pH 7,5. Pfidat 0,095 g MgCl, a 0,292 g NaCl, doplnit do
objemu 100 ml DEPC vodou. Sterilizovat filtraci.

Trietanolamin, 2 mol-1%:

SloZeni: 2 mol-17? trietanolamin, deionizovana voda.

Ptiprava: 26,4 ml trietanolaminu doplnit do objemu 100 ml deionizovanou vodou. Upravit

pomoci roztoku HCI na hodnotu pH 8. Sterilizovat filtraci.
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4.3 Seznam pouZzitych pristroji a zarizeni

4.3.1 Pristroje a zarizeni

Analytické vahy (Sartorius)

Centralni vyrobnik vakua DC1/0ZV (KNF Neuberger)

Centrifuga Micro Star 17R (VWR)

Centrifugacni evapordtor SPD1010 (Thermo Scientific)

Digitalni ptredvazky Scout SC4010 (Ohaus)

Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)

Hlubokomrazici box JOUAN pultovy ULF 320 (Trigon-Plus)
Horizontalni elektroforéza MultiSUB Choice Trio se zdrojem napéti (Cleaver Scientific)
Chlazeny inkubator INCU-Line 150R (VWR)

Inkubator Memmert INE 200 (Memmert)

Laboratorni digestof M 1800 (Merci)

Lednice (Goorenje)

Michacka magneticka s topenim AREX digital PRO (VELP Scientifica)
Mikrovinna trouba EMN (Zanussi)

Mikroskop Olympus BX60 (Olympus)

Mikrotom RM50H (Reichert Jung)

Nahfivaci deska (Medax)

Nanodrop One spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific)

Odsavaci rameno BT2 Arm 3IN X 5FT Original 70540444 (Nederman)
pH metr inoLab pH Level 1 (WTW)

Suplikovy mrazak (Siemens)

Termocycler C100 Touch (Bio-Rad)

Transluminator InGenius 3 (Syngene)

Ttepacka Reax control (Heidolph)

Ttepacka S vodni 1azni Memmert WNB 14 (Memmert)
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o U-RFL-T Power supply for mercury burner (Olympus)
e  Vodni lazen Grant SUB6 (Grant)

e Vyrobnik ledu GM 360 (Nuove Tecnologie del Freddo)

4.3.2 Programy
e QuickPHOTO CAMERA 3.2

e GIMP2.10.34

4.4 Experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Vsechny kroky postupu S vyjimkou ziskani a upravy semen a barveni toluidinovou modii byly
provedeny podle kombinace protokolt sepsanych Coenem et al. (1990) a Jacksonem (1991) s drobnymi
modifikacemi zminénymi nize. Modifikace byly provadény mimo jiné podle protokolu od Zélnera et al.
(2021).

4.4.1 Ziskani a uprava semen

Pro ucely ziskani semen byly vybirany klasy, u nichz byly klasky rostouci ve stfedu klasu
dozralé do bodu opyleni. Tycinky tedy byly zbarveny Zluté (pfipadné se z nich jiz uvolnoval pyl)
a blizny byly roztazeny. Klas byl vybalen z praporcového listu, ktery byl nasledné zastiizen. Poté byly
ostiihany osiny jednotlivych klaska spolu s malou vrchni ¢asti plusky a pluchy. To zpisobilo, Ze do
klasku mohl pronikat vzduch, ktery vysusil ty¢inky, ze kterych se nasledn€ uvolnil pyl. Timto postupem
doslo k synchronizaci data opyleni u velké ¢asti klaska. Klas byl nasledné zabalen do papirového pytliku

pro izolaci.

Po dosazeni pozadovaného po¢tu dni po opyleni byl dany klas ustéihnut a byly z n&j uvolnény
jednotlivé klasky. Z téch byla odstranénim pluchy a plusky vynata semena. Semena odpovidajiciho staii

byla upravena ofezanim krajnich ¢asti podle obrazku €. 8. Upravend semena byla nasledné fixovana.
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Obrazek €. 8: Schéma ofezani semen je¢mene pied jejich fixaci znazornéné na semeni 16 DAP.

Legenda: Pierusované zelené ¢ary zobrazuji vedeni fezu.

4.4.2 Fixace a ukotveni pletiv

K fixaci byl pouzit 4% roztok formaldehydu, do kterého bylo pfidano 200 ul Tritonu™ X-100
a 200 ul Tweenu® 20.

Do 25 ml tohoto roztoku bylo ptidano deset piedpfipravenych semen a na hladinu byla umisténa
sitka, ktera zabranovala, aby se semena dostala nad hladinu. Takto byla semena vystavena puisobeni
vakua po dobu 10, 20, nebo 30 minut. Idealni z téchto ti ¢ast byl urCovan Vramci optimalizace.
Nasledné byla semena prenesena do Cerstvého roztoku formaldehydu a v ném ponechana ptes noc pii

teploté 4 °C.

Cilem dal$iho postupu bylo fixovana pletiva semen dehydratovat pomoci etanolové fady
a ukotvit do vosku, coz pozdéji umoznilo piipravu fezi na mikrotomu. Nejprve byl fixa¢ni roztok
formaldehydu nahrazen 25 ml 50% etanolu, ve kterém byla semena inkubovana po dobu 90 minut. Poté
byl ptivodni etanol nahrazen 70% etanolem a vzorky byly opét inkubovany 90 minut. Tento postup se
dale opakoval s 85% a 95% etanolem. Po uplynuti poslednich 90 minut byl 95% etanol nahrazen 100%
etanolem, ve kterém byla semena ponechana pies noc a rano byl etanol vyménén za cerstvy 100% etanol.
Veskeré kroky byly provadény s chlazenym etanolem a béhem éekani byly falkony se vzorky ulozeny

V lednici pfi teploté 4 °C.
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V ramci dalsiho postupu byl 100% etanol nahrazen 25 ml roztoku 50% ROTI®Histolu (dale jen
rotihistol) v etanolu a semena byla inkubovana 90 minut. Nasledné byl roztok nahrazen 25 ml ¢istého
rotihistolu a vzorek byl inkubovan 90 minut. Tento krok byl zopakovan jesté dvakrat, vzdy s Cerstvym

rotihistolem. Vsechny kroky byly provadény za pokojové teploty.

Po odstranéni posledni davky rotihistolu bylo do falkon pfidano 15 ml Eerstvého rotihistolu
a ptiblizn¢ 15 ml Paraplastu Plus® (dale jen paraplast), ktery byl ptidan ve formé tuhych pelet. Takto

byly vzorky umistény do vodni 1azné predehiaté na 45 °C a ponechany V ni pfes noc.

Réano nasledujiciho dne byl mix rotihistolu aroztopeného paraplastu nahrazen piedem
rozpusténym paraplastem. V ném byly vzorky dale inkubovany pii 60 °C. Paraplast byl znovu vyménén
vecer. Timto zpuisobem byly vzorky inkubovany po dalsi dva dny. K vyméné paraplastu dochazelo vzdy

rano a vecer.

Paty den byla semena umisténa do formy a nasledné zalita voskem. Semena byla orientovana
tak, aby je pozdé&ji bylo mozné podélné fezat. Vzorky byly do ptipravy fezti uchovavany v lednici pti
teploté 4 °C.

4.4.3 Priprava fezu

Pro piipravu fezii byl voskovy blok umistén na drzak mikrotomu. Cepel skalpelu byla zahiata
nad plamenem lihového kahanu, a s jeji pomoci byla natavena jedna strana voskového bloku se zalitym
semenem. Blok byl nasledné pfitlaen na drzék a po zatuhnuti byl drzédk se vzorkem umistén do
mikrotomu. Drzak byl sefizen tak, aby byla ¢epel mikrotomu umisténa paralelné k delsi strané

voskového bloku.

Pomoci mikrotomu byly nafezany pasy propojenych fezt 0 tloustce 7 um, které byly umistény
na podlozni skli¢ka s kladnym nabojem SuperfrostPlus™ Gold Adhesion Microscope Slides (Epredia).
Na povrch sklicka, pod jednotlivé voskové pasy, byla pomoci Pasteurovy pipety ptidana DEPC voda,
na jejimz povrchu bylo mozné s fezy manipulovat. Celé sklicko bylo umisténo na nahiivaci desku
0 teploté 42 °C, kde vlivem tepla doslo k vyrovnani voskovych past. Pfebyte¢na voda byla nasledné
odsata pomoci Pasteurovy pipety a buni¢iny a sklicko bylo ponechdno na nahtivaci desce do vysuseni.

Sklicka s fezy byla poté uchovavana v lednici pii 4 °C.

4.4.4 Barveni toluidinovou modri

V ramci optimalizace fixace biologického materialu byly nékteré fezy barveny toluidinovou
modfi za ucelem kontroly integrity pletiv po fixaci. Pfed samotnym barvenim byly vzorky inkubovany

v fadé roztoku, viz tabulka ¢. 1.
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Tabulka €. 1: Schéma inkubace vzorkil v roztocich pro barveni toluidinovou modfi.

Roztok Koncentrace Cas inkubace [min]
Rotihistol 100 % 10
Rotihistol 100 % 10

Etanol 100 % 1

Etanol 100 % 1

Etanol 95 % 1

Etanol 85 % 1

Etanol 50 % 1

Etanol 30 % 1

Deionizovana voda - 1
PBS Ix 2
Formaldehyd 4% 10
PBS 1x 2

PBS 1x 2

PBS 1x 2

Vzorky byly nasledné dehydratovany inkubaci V etanolové tadé. Proces byl provadén
v opaéném poradi, neZ je uvedeno V tabulce ¢. 1. Barveni bylo provadéno nanesenim 1% roztoku

toluidinové modfi v deionizované vodé. Po 1 minuté byly vzorky tfikrat promyty v deionizované vodé.

Po vysuSeni byly na vzorky naneseny 2-3 kapky Entellanu® new. Nasledné byla skla prekryta
krycimi sklicky. Timto byly vzorky trvale fixovany. Skla byla nasledné ponechana 2 hod vytvrdnout.
Po vytvrdnuti bylo mozné vzorky mikroskopovat. Fotografie byly pofizeny pomoci programu
QuickPHOTO CAMERA 3.2 a upraveny v programu GIMP 2.10.34.

4.4.5 Design sond

Pro RNA in-situ hybridizaci byly navrzeny sondy pro detekci tfi vybranych analogt gent. Pro
syntézu kazdé sondy byly navrzeny 4 pary primerd. Analogy gent byly vyhledany na webu GrainGenes
v databazi Horvu Morex V3 (https://wheat.pw.usda.gov/GG3/). Zde byl vybran nejdelsi exon daného
genu ajeho sekvence byla nasledn¢ vlozena do programu Primer3 (https://primer3.ut.ee/). Prvni par
primera byl navrzen tak, aby se délka produktu pohybovala mezi 150 a 300 bp. Ostatni parametry byly
ponechany ve vychozim nastaveni. Mista nasedani primert byla porovnana pomoci programu Primer
Map (https://www.bioinformatics.org/sms2/primer_map.html) a specificita sond vznikajicich jejich
pouzitim byla ovéfena pomoci sluzby BLAST na webu GrainGenes. Specifita primerti byla ovétena

sluzbou BLAST na webu EnsemblPlants (https://plants.ensembl.org/index.html). Pomoci
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Tm Calculatoru na webu NEB byla pro vS§echny pary primert zjisténa teplota tani pti pouziti QS® High-
Fidelity DNA polymerazy (https://tmcalculator.neb.com). Prvni par primert byl vyuZit pro syntézu
prekurzoru DNA sondy v PCR 1.

Druhy par primert byl odvozen od paru jedna tak, ze na jejich 5” konec byla ptidana sekvence
promotoru pro T7 RNA polymerazu. Kombinaci forward primeru bez promotorové sekvence a reverse
primeru s promotorovou sekvenci v PCR 2 vznikla DNA sonda, ze kter¢ byla nasledné syntetizovana
antisense RNA sonda, vyuzitelna pro detekci mRNA pii hybridizaci. Kombinaci forward primeru
S promotorovou sekvenci areverse primeru bez ni vznikla DNA sonda, ze které byla nasledné
syntetizovana sense RNA sonda, neschopna vazby na mRNA, vyuzita v experimentu jako negativni

kontrola. Piehled vSech primert je uveden Vv tabulce ¢. 2. Piehled vSech sond je uveden v tabulce €. 3.

Tabulka ¢&. 2: Prehled primert pouzitych K piipravé sond.

Pro analog
Oznacdeni primeru Typ Sekvence (5" - 3")
genu
SBE1A_FW SBE1.A Forward CGCCTGTTCAACTATGCCAA
SBE1A_RV SBE1.A Reverse ATGCCTGAAACATCTTCCGC
CAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAG
EX_T7_SBE1A_FW SBE1.A Forward
GGAGACGCCTGTTCAACTATGCCAA
CAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAG
EX_T7_SBE1A RV SBE1.A Reverse
GGAGAATGCCTGAAACATCTTCCGC
MRP1C_FW MRP1.C Forward TACATCGCTTTGCTCCTCAC
MRP1C_RV MRP1.C Reverse GCTCCAAACTGTCAGGCTTC
EX_T7_MRP1C_F CAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAG
MRP1.C Forward
W GGAGATACATCGCTTTGCTCCTCAC
CAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAG
EX_T7_MRP1C_RV  MRP1.C Reverse
GGAGAGCTCCAAACTGTCAGGCTTC
ESR6A_FW ESR6.A Forward GCTGCCATTCGTCCTGATC
ESR6A_RV ESR6.A Reverse AGTTGCATGCTCCTCCCTC
CAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAG
EX _T7_ESR6A FW ESR6.A Forward
o B GGAGAGCTGCCATTCGTCCTGATC
CAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAG
EX_T7_ESR6A_RV ESR6.A Reverse

GGAGAAGTTGCATGCTCCTCCCTC
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Tabulka €. 3: Piehled prekurzorti sond pouzitych k syntéze antisense a sense DNA sond.

Analog Misto Délka
Sekvence (5" - 3")
genu nasednuti [bp]

CGCCTGTTCAACTATGCCAACTGGGAGGTCTTACGAT
TTCTTCTTTCTAATCTGAGATATTGGATGGACGAATTC
ATGTTTGATGGCTTCCGATTTGACGGGGTAACATCCA
TGCTATATAATCACCATGGTATCAATATGTCATTCTCT

SBELA  BXON6 0 AGATTACAAGGAATATTTTGGTTTGGATACTGATG 278
TAGATGCAGTTGTTTACATGATGCTCGCGAACCATTT
AATGCACAAACTCTTGCCAGAAGCAACTGTTGTTGCG

GAAGATGTTTCAGGCAT

TACATCGCTTTGCTCCTCACCCTCCCTCACAAGCACTC
AGAGTTCATACTATCACCTGTTTTATGGCAACCAACT
CTCTTTCATCGACCATGAAGGCGAGAGTGGAGGGTG

MRPLC — Bxonl A GGGACCAGCTCCATTCAACACTGGGTTTGACGACAA 210
CAACAACAATAGTTGTGATGGTACCAACCATGACAA

GAACAAGAAGCCTGACAGTTTGGAGC

GCTGCCATTCGTCCTGATCCCGCTCAAGGGCCATCTG
AGGGCAACAAGACCTGCACGGAGCTGAGCAAGAGGA
ESRG.A Exon2  GCCCCATCCTCTTCTGCGAAGAACGCGCGTGCGCCGA 154
CAACTGCCGCATCGAGGGTTTTACCGAGGGAGGAGC
ATGCAACT

Kromé téchto sond byla v experimentu pouzita také sonda pro histon H4, ktera byla poskytnuta
vedoucim mé prace Mgr. Martinem Kovacikem. Piehled sekvenci primert i samotné sondy viz tabulka

¢. 4.

Tabulka €. 4: Sekvence primerd a prekurzoru sondy pro histon H4.

Typ Sekvence (5" - 3)
Primer forward ATGTCGGGGCGCGGCAAGGG
Primer reverse TGAGCGCGTAGACGACATCC
Primer forward GAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGTCGGGGCGCGGCA
S promotorem pro T7 AGGG

Primer revense GAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGATGAGCGCGTAGACGAC
S promotorem pro T7 ATCC
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ATGTCGGGGCGCGGCAAGGGCGGCAAGGGTCTGGGCAAGGGCGG
CGCCAAGCGCCACCGGAAGGTGCTGCGCGACAACATCCAGGGCAT
CACCAAGCCGGCCATCCGTCGCCTGGCGAGGAGGGGCGGCGTGAA
Sonda GCGCATCTCCGGCCTCATCTACGAGGAGACCCGCGGCGTGCTCAA
GATCTTCCTCGAGAACGTCATCCACAATGCCGTCACCCACATCGA
GCACACCCGCCGCAAGACCGTCACCGCCATGGATGTCGTCTACGC

GCTCAAGC

4.4.6 Syntéza DNA sond

Pied piipravou DNA sond bylo potieba ziskat CDNA. Pro jeji syntézu byla pouzita rostlinna
RNA extrahovana ze semen 4, 8 a 16 DAP jeémene setého. Samotna extrakce byla provedena mym
vedoucim Mgr. Martinem Kovacikem. K syntéze CDNA byla vyuzita souprava RevertAid H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit. Byly smichany 9 ul rostlinné RNA, 1 ul Oligo(dT) primeru a2 pl
Nuclease-free vody do celkového objemu 12 ul. Smés byla inkubovana v termocycleru pii 65 °C po
dobu 5 minut. Po ukon¢eni inkubace byly ke smési pfidany 4 pl 5x reakéniho pufru, 1 pl RiboLock
RNase inhibitoru, 2 ul dNTPs o koncentraci 0,01 mol-1* alpul RevertAid H Minus Reverse

Transcriptase. Smés byla inkubovana 60 minut pfi teploté 42 °C a nasledné 5 minut pii teploté 70 °C.

Pro prvni polymerazovou fetézovou reakci byla pouzita syntetizovana cDNA a Q5® Hight-
Fidelity DNA polymeraza. Nejprve byl pifipraven mix, jehoz sloZeni je uvedeno V tabulce ¢. 5. Podle
n¢j byly pripraveny tii reakce, které jsou vcetn€ pouzitych primerti zaznamendny V tabulce €. 6.
Nasledné byly jednotlivé mixy pieneseny do termocycleru. Program termocycleru je zaznamenan

V tabulce ¢. 7.

Tabulka €. 5: Slozeni reakéni smési pro PCR reakci.

Slozka reakéni smési Finalni koncentrace Pipetovany objem [pl]
Nuclease-free voda - 15,5
5x Q5® Reaction pufr 1% 5
dNTPs (10 mmol-17) 0,2 mmol-1* 0,5
Forward primer (10 umol-1?) 0,5 umol-1? 1,25
Reverse primer (10 pmol-17) 0,5 umol-1? 1,25
Templatova DNA < 1000 ng 1,25

Q5® Hight-Fidelity DNA
0,02 u plt 0,25
polymeraza
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Tabulka €. 6: Seznam pouzitych primerti pro syntézu prekurzort DNA sond v PCR 1.

Sonda Forward primer Reverse primer
SBE SBE1A_FW SBE1A_RV
MRP MRP1C_FW MRP1C_RV
ESR ESR6A_FW ESR6A_RV

Tabulka €. 7: Program pro PCR reakci.

Krok procesu Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 98 30s 1
98 10s
Amplifikace 67 30s 35
72 15s
Zavéreéna elongace 72 2 min 1

Produkty PCR reakce byly nasledné elektroforeticky separovany v 1,5% agardzovém gelu
s pfidavkem ethidium bromidu. 5 pl jednotlivych vzorkl bylo smichano s 1 ul 6x TriTrack DNA
Loading Dye a naneseno na gel. Kromé& vzorkt byl na gel nanesen také GeneRuler™ 1 kb Plus DNA
Ladder, ktery slouzil K pfibliznému urceni velikosti fragmenti DNA. Elektroforetickd separace
probihala za napéti 110 v po dobu 60 minut. Nasledné byly vysledky vizualizovany pomoci UV

transluminatoru InGenius-3.

V dalsim kroku byly produkty PCR 1 pouzity pro syntézu DNA sond s pouzitim primert
uvedenych Vv tabulce ¢. 8. Slozeni reakéni smési i program termocycleru odpovidal PCR 1 viz tabulky
¢. 5a 7. Produkty PCR reakce byly nasledné elektroforeticky separovany za stejnych podminek jako po
PCR 1. Na konci byla pomoci Nanodrop One spektrofotometru zméiena koncentrace vyslednych DNA

sond.

Tabulka €. 8: Seznam pouzitych primeri pro syntézu DNA sond v PCR 2.

Sonda Typ sondy Forward primer Reverse Primer
SBE Antisense SBE1A FW EX_T7_SBE1A RV
SBE Sense EX_T7_SBE1A FW SBE1A RV
MRP Antisense MRP1C_FW EX_T7_MRP1C_RV
MRP Sense EX_T7_MRP1C_FW MRP1C_RV
ESR Antisense ESR6A_FW EX_T7_ESR6A RV
ESR Sense EX_T7_ESR6A FW ESR6A_RV
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4.4.7 Syntéza RNA sond

RNA sondy byly syntetizovany z DNA sond. Kromé Sesti sond zminénych Vv tabulce ¢. 8 byla
pouzita také antisense a sense sonda pro histon H4. Vychozi DNA sondy pro jejich syntézu byly
poskytnuty vedoucim mé prace Mgr. Martinem Kovacikem. Sondy pro histon H4 byly pouzity jako
pozitivni kontrola, jelikoz k expresi histonu H4 dochazi ve vSech délicich se bunikach. Reakéni smés pro

tuto syntézu byla ptipravovana za pokojové teploty. Jeji sloZeni je uvedeno Vv tabulce ¢. 9.

Tabulka €. 9: SloZeni reakéni smési pro syntézu RNA sond.

SloZka reak¢ni smési Konecna koncentrace Pipetovany objem [ul]
5x transcription pufr 1x 5
RiboLock RNase inhibitor 40U 1
ATP (0,005 mol-1?) 0,5 mmol I 2,5
GTP (0,005 mol-1?) 0,5 mmol I 2,5
CTP (0,005 mol-1?%) 0,5 mmol I 2,5
Digoxigenin-11-UTP
(0,001 mol-1%) 0,1 mmol I* 2,5
DNA templat > 100 ng Podle koncentrace DNA sondy
T7 RNA polymeraza 20U 1
Deionizovana voda - Doplnit do objemu 25 ul

Vzorky byly inkubovany v termocycleru pfi teploté 37 °C po dobu 50 minut. Po skonceni
inkubace byla reakce zastavena ptidanim 75 pl 1x TMS, 2 ul tRNA o koncentraci 100 mg-ml?, a1 ul
DNasy o koncentraci 1 U-pl™. Vzorky byly inkubovéany 10 minut pii teploté 37 °C v termocycleru. Poté
bylo ke vzorkiim piidano 100 pl 3,8 mol-1'? CH;COONH, a 600 ul 100% etanolu o teploté -20 °C.
Nasledné byly 15 minut inkubovany pii -80 °C a po skonceni inkubace byly vzorky po dobu 15 minut
centrifugovany rychlosti 14000 rpm pfi teploté 4 °C. Byl odstranén supernatant a k peletu bylo piidano
150 ul 70% etanolu o teploté -20 °C. Po centrifugaci byl odstranén supernatant, pelet byl vysusen

pomoci centrifugaéniho evaporatoru SPD1010 a nasledné resuspendovan v 50 ul Nuclease-free vody.

4.4.8 Kontrola efektivity znaceni

Na membranu Amersham Hybond™-N* (Cytiva) byly postupné naneseny 1 pl nefedéné sondy,
1 pl sondy fedéné v poméru 1:10, a 1 pl sondy fedéné v poméru 1:100. Dale byla na membranu nanesena

negativni kontrola ve formé deionizované vody a vzorky byly na membrané zafixovany pomoci UV

31



zateni UV transluminatorem InGenius 3. Po zafixovani byla membrana inkubovana Vv fadé roztoku

viz tabulka ¢&. 10.

Tabulka ¢. 10: Schéma inkubace vzorkl V roztocich pro ovéfeni funkénosti RNA sond.

Roztok Cas inkubace
Pufr 1 Pouze namoc¢eno
Pufr 2 30 min
Pufr 1 5 min
Pufr 1 5 min

Pufr 1 s Anti-Digoxigenin-AP Fab fragmenty 30 min
(0,2 ul'mi?)
Pufr 1 15 min
Pufr 1 15 min
Pufr 5 Pouze namoc¢eno
Pufr 6 Dle potieby

Pfi inkubaci v pufru 6 byla membrana umisténa do tmy a inkubovana do doby, kdy doslo ke

zviditelnéni vzorku sond 0 vSech koncentracich.

4.4.9 In-situ hybridizace

Prvnim krokem in-situ hybridizace byla ptiprava fezu, ktera je u€inila piistupnéjsi navazani
RNA sond a snizila miru nespecifické vazby. Skla s fezy pfipravenymi na mikrotomu byla umisténa do
stojanu, ve kterém byla nasledné postupné nofena do jednotlivych roztokd, a v nich inkubovana.

Schéma tohoto postupu je uvedeno v tabulce ¢. 11.

Tabulka €. 11: Schéma inkubace vzorkl v roztocich pro pfipravu pletiv.

Roztok Koncentrace Cas inkubace [min]
Rotihistol 100 % 10
Rotihistol 100 % 10

Etanol 100 % 1

Etanol 100 % 1

Etanol 95 % 1

Etanol 85 % 1

Etanol 50 % 1

Etanol 30 % 1

DEPC voda - 1
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HCI 0,2 mol-I* 10

DEPC voda - 5
PBS 1 1x 2
Proteinaza k v pufru pro
0,125 mg-ml* 5 nebo 10
proteinazu K (1x)

Glycin 0,2% roztok v PBS 2

PBS 1 1% 2

Formaldehyd 4% 10

PBS 1 1x 2

PBS 2 1x 2

1 ml na 100 ml 0,1 mol-1*
Anhydrid kyseliny octové ) ) 10
trietanolaminu
PBS 2 1% 2

Pufr pro proteinazu k byl pted jejim ptidanim zahtat na 37 °C, a i pfi samotné inkubaci byla
teplota udrzovana na 37 °C v inkubatoru VWR. Anhydrid kyseliny octové byl do roztoku trietanolaminu

ptidan té€sné pted pienesenim stojanu se skly.

Vzorky byly nasledné dehydratovany inkubaci Vv etanolové fadé. Proces byl provadén
Vv opaéném poradi, nez je uvedeno V tabulce ¢. 11, tedy od 30% etanolu az po etanol 100%. Po tomto
procesu byla v boxu pod skly ponechano malé mnozstvi etanolu, aby skla zcela nevyschla. Takto byla

uchovana Vv lednici pfi 4 °C do samotné hybridizace.

Pied hybridizaci bylo potieba ptipravit mix obsahujici RNA sondu a hybridiza¢ni pufr. Mix
obsahujici sondu byl pfipraven smichanim 3 ul RNA sondy, 3 ul Nuclease-free vody a6 ul
deionizovaného formamidu. Smés byla 2 minuty denaturovana pii 80 nebo 90 °C. Celkové mnozstvi
12 ul bylo urceno pro hybridizaci jednoho skla. Hybridiza¢ni pufr byl pfipraven smichanim 200 ul
10x soli, 800 pl deionizovaného formamidu, 400 pl 50% dextran sulfatu, 20 ul 100 mg-ml?* tRNA,
40 pl 50 Denhart’s Solution a 140 ul Nuclease-free vody. Smichanim 12 pl mixu obsahujiciho sondu
a 48 ul hybridiza¢niho pufru vzniklo 60 pl roztoku, ktery byl nasledné pouzit pro hybridizaci jednoho
podlozniho skla. Po piidani tohoto roztoku bylo podlozni sklo se vzorkem zakryto krycim sklickem.

Kryci skli¢ka byla pfedem inkubovana v acetonu po dobu 2 hodin.

Takto oSetfena skla byla ulozena do boxu s malym mnozstvim promyvaciho pufru. Po ulozeni
vSech skel byl box utésnén parafilmem, aby bylo zabranéno odpafovani a vzorky byly inkubovany pies

noc pii teploté 50 °C.
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Pro odstranéni krycich skli¢ek byl stojan se vzorky ponoten do promyvaciho pufru 0 teploté

50 °C. Po uplynuti nékolika minut se kryci sklicka samovolné uvolnila. Nasledné byly vzorky

inkubovany V sérii roztoku viz tabulka ¢. 12.

Tabulka €. 12: Schéma inkubace vzorkt v roztocich pro vymyvani.

Roztok Cas inkubace [min] Teplota
Promyvaci pufr 60 50 °C
Promyvaci pufr 60 50 °C

NTE 5 37°C

NTE 5 37°C

NTE s RNazou a (20 pg'ml?) 30 37°C
NTE 5 Pokojova teplota
NTE 5 Pokojova teplota

Promyvaci pufr 60 50 °C
PBS 5 Pokojova teplota

4.4.10 Detekce

Po ukonéeni hybridizace bylo mozné detekovat RNA sondy pomoci Anti-Digoxigenin

protilatky s navazanou alkalickou fosfatazou, kterd nasledné reagovala se substratem NBT a BCIP.

Vzorky byly opét inkubovany V sérii roztoku viz tabulka ¢. 13.

Tabulka ¢&. 13: Schéma inkubace vzorki Vv roztocich pro detekci RNA sond po hybridizaci.

Roztok Cas inkubace [min]

Pufr 1 5

Pufr 2 60

Pufr 3 60

Pufr 4 150
Pufr 15 0,3 % Tritonu™ X-100 15 nebo 20
Pufr 15 0,3 % Tritonu™ X-100 15 nebo 20
Pufr 15 0,3 % Tritonu™ X-100 15 nebo 20
Pufr 15 0,3 % Tritonu™ X-100 15 nebo 20

Pufr 1 5

Pufr 5 5

Pufr 6 Dle potieby
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Pufr 4 obsahujici Anti-Digoxigenin-AP Fab fragmenty byl nanaSen ptimo na skla a nasledné
prekryt parafilmem. Inkubace skel vpufru 6 probihala v petriho miskach. Skla byla nasledné
inkubovana ve tm¢ a tento proces trval piiblizné 12 az 72 hodin, tak aby bylo dosazeno co nejlepsiho
poméru signdl:Sum. Pro ukonceni reakce byla skla se vzorky navracena do stojanu a inkubovana v fadé

roztokil podle tabulky ¢. 14.

Tabulka €. 14: Schéma inkubace vzorkt v roztocich pro ukonéeni reakce alkalické fosfatazy.

Roztok Koncentrace Cas inkubace [min]
Deionizovana voda - 5

Etanol 70 % 5

Etanol 95 % 5

Etanol 70 % 5
Deionizovana voda - 5

Nasledné byly vzorky 5 minut inkubovany ve 200 ml deionizované vody s ptidavkem 200 ul

Calcofluor White Stain. Po uplynuti péti minut byla skla kratce oplachnuta v deionizované vode¢.

Po vyjmuti z deionizované vody byla skla vysusena na vzduchu. Na sucha skla byly naneseny
2-3 kapky Entellanu® new a byla piekryta krycimi skli¢ky. Timto byly vzorky trvale fixovany. Skla
byla nasledné¢ ponechana 2 hodiny vytvrdnout. Poté je bylo mozné prohlizet pod mikroskopem
a potizovat fotografie. Fotografie byly pofizeny pomoci programu QuickPHOTO CAMERA 3.2
a upraveny v programu GIMP 2.10.34.
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5 VYSLEDKY

V ramci mé bakalarské prace byla detekovana RNA pfitomna v fezech semen pomoci RNA
sondy, za vzniku RNA-RNA hybridnich molekul. Cilem bylo detekovat mRNA transkripty

markerovych genti v diferenciaci endospermu piimo V pletivech semen je¢mene 0 stafi 4, 8 a 16 DAP.

5.1 Optimalizace fixace

Pted in-situ hybridizaci bylo nejprve potieba optimalizovat postup pro fixaci biologického
materialu. Optimalizovana byla doba aplikace vakua, ato ivzhledem Kk rozdilné velikosti semen
0 ruzném stafi. Nedostate¢na mira fixace znemoznuje pripravu fezl, které se nasledkem toho rozpadaji.

Naopak vyssi mira vakua zptisobuje vznik trhlin.

Testovana doba vystaveni vakuu byla stanovena na 10, 20 a 30 min, a to v jednotlivych krocich
vzdy po 10 minutach. Semena pochazejici z jednoho klasu byla rozdé€lena do tii skupin, z nichz kazda
byla vakuu vystavena rozdilnou dobu. Ptipravené fezy byly pro vizualizaci barveny toluidinovou modii,

ktera barvi chromatin a bunécéné stény. Vysledky jsou zobrazeny na obrdzcich ¢. 9-11.

10 minut 20 minut 30 minut

4 DAP

1 mm

Obrazek ¢. 9: Semena 4 DAP vystavena ruzné délce vakua obarvena toluidinovou modii.

Legenda: Ctyfdenni semena vystavena pasobeni 10, 20 a 30 minut vakua. Sipkami jsou oznageny

trhliny vzniklé vlivem vakua.
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10 minut 20 minut 30 minut

8 DAP

Obrizek €. 10: Semena 8 DAP vystavena rtizné délce vakua obarvena toluidinovou modii.

Legenda: Osmidenni semena vystavena ptisobeni 10, 20 a 30 minut vakua. Sipkami jsou oznaceny

trhliny vzniklé vlivem vakua.

10 minut 20 minut 30 minut

16 DAP

Obrazek ¢. 11: Semena 16 DAP vystavena rtizné délce vakua obarvena toluidinovou modii.

Legenda: Sestnactidenni semena vystavena ptisobeni 10, 20 a 30 minut vakua. Sipkami jsou 0zna¢eny

trhliny vzniklé vlivem vakua.
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Vsechna semena byla dostate¢n¢ fixovana jiz po 10 minutéch, a proto byla veskera dal$i semena

vystavovana vakuu vzdy po dobu 10 minut.

5.2 Syntéza sond

RNA sondy byly syntetizovany ve dvou krocich. Nejprve byly syntetizovany DNA sondy, a to pomoci
dvou PCR. Pii prvni vznikly tii prekurzory sond, ze kterych byly nasledné ptidanim piislusnych primert
pti druhé PCR vytvofeny sense a antisense DNA sondy. Po obou PCR nasledovala elekroforeticka
separace pro ovéfeni, zda velikost produkti odpovida oekavani. Vysledek elektroforetické separace
s produkty prvni PCR je zobrazen na obrazku ¢. 12. Vzhledem k tomu, ze produkty prvni PCR mély
odpovidajici velikost, bylo piistoupeno k PCR 2. Po druhé PCR mély produkty vétsi velikost, jelikoz
jejich soucasti byla sekvence promotoru pro T7 RNA polymerazu 0 délce 33 bp (viz obrazek ¢. 13).

[bp] M SBE MRP ESR
o0r g
| ——
1" ]
1500 —— \—
| - ]
i gl
500 —— —
- S
200 —— D pa—
75 B

Obrazek ¢. 12: Elektroforeticka separace prekurzort sond syntetizovanych v PCR 1.

Legenda: u PCR produkti jednotlivych sond bylo dosazeno ocekavanych velikosti. A to 278 bp pro
SBE, 210 bp pro MRP a 154 bp pro ESR. (M) Marker molekulové hmotnosti.
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[bp] M SBE-A SBE-S MRP-A MRP-S ESR-A ESR-S
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Obrazek €. 13: Elektroforeticka separace DNA sond syntetizovanych v PCR 2.

Legenda: u PCR produktt jednotlivych sond bylo dosazeno o¢ekavanych velikosti. A to 311 bp pro
SBE, 243 bp pro MRP a 187 bp pro ESR. Pismeno a vV nazvu sond oznacuje antisense sondy, zatimco

pismeno S oznacuje sense sondy. (M) Marker molekulové hmotnosti.

V dal$im kroku byly z vychozich DNA sond syntetizovany RNA sondy. Antisense i sSense DNA
sonda pro histon H4 byla poskytnuta vedoucim mé prace Mgr. Martinem Kovacikem. Funk¢nost

syntetizovanych sond byla ovéfovana detekci na membrané (viz obrazek ¢. 14).

1x 10x 100x
SBE-A % ® ®
SBE-S Ce o .
MRP-A ¢ > «
MRP-s @ € s
ESR-A € c 3
ESR-S e € [
He-A @ < o
s @ @ o
NEG

Obrazek ¢. 14: Detekce a ovéreni funkénosti syntetizovanych RNA sond.

Legenda: Detekované signaly pochdzeji ze sond vazanych na membrané. Byly testovany tfi
koncentrace: ptivodni (1x) a po fedéni (10x a 100x) Pismeno a vV nazvu sond oznacuje antisense sondy,

pismeno S oznacuje sense sondy. (NEG) Negativni kontrola v podobé vody.
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Signal byl detekovan u vSech sond ve vSech koncentracich. Mira jeho sily se ovSem mezi
jednotlivymi sondami liSila. Signal ze sond SBE a MRP byl obecné u vSech koncentraci slab$i, nez

signal sond ESR a H4.

Vzhledem Kk tomu, ze syntetizovanych RNA sond nebylo dostate¢né mnozstvi pro veskeré
hybridizace, byla nasledné provedena druha syntéza. Vysledky druhé detekce byly v podstaté stejné jako

V pfedchozim piipade¢.

5.3 Optimalizace hybridizace

Druha optimalizace provedena Vramci mé bakaldiské prace se tykala samotného procesu
hybridizace. Podminky prvni hybridizace byly stanoveny podle dostupnych zdrojt (Coen et al. 1990,
Jackson, 1991, Zolner et al. 2021) viz v tabulka ¢. 16.

Za uvedenych podminek vSak nedoslo k detekci signald u Zzadného ze vzorkd, ani U pozitivni
kontroly. Jako mozna pficina byla stanovena denaturace sond, ktera byla provadéna v objemu 72 pl
a Vv 1,5 ml mikrozkumavce, ktera ma silnéjsi sténu nez klasicka 0,2 ml mikrozkumavka pro PCR. To
mohlo vést k nedostate¢né denaturaci. Pfi druhém pokusu byly tedy sondy denaturovany pouze

v objemu 12 ul v 0,2 ml PCR mikrozkumavce a zbylé podminky zdstaly beze zmény, viz tabulka ¢. 16.

Ani pii druhém pokusu vSak nebyl detekovan zadny signal. Jako dal§i mozné pti¢iny byly
provéteny kroky, které byvaji obecné kritické pro naslednou detekei signalu po hybridizaci, a to teplota
denaturace sondy a doba inkubace v pufru s proteinazou K. Nedostate¢na teplota denaturace by opét
vedla k tomu, Ze by sonda nebyla schopna vazby. Piili§ dlouha inkubace s proteinazou k by mohla vést
k ptilisnému §tépeni proteint, naruSeni zcrosslinkované struktury fezu a K naslednému vyplaveni RNA
ze vzorku. Aby mohlo byt ur¢eno, zda je néktera z téchto podminek pticinou netspésné hybridizace, byl
navrzen experiment, pii kterém byla provedena hybridizace se ¢tyfmi vzorky, z nichz vSechny byly
hybridizovany s antisense sondou pro histon H4 piedstavujici pozitivni kontrolu. U vySe zminénych

podminek byla provedena kombinace modifikaci, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 15.

Tabulka ¢. 15: Schéma kombinované optimalizace teploty denaturace a doby inkubace s proteinazou.

Cislo vzorku Teplota denaturace [°C] Inkubace s proteinazou k [min]
1 80 10
2 80 5
3 90 10
4 90 5

Mimo jiné byly provedeny zmény spolecné pro vSechny ¢tyfi vzorky s cilem snizit limit detekce

signalu. Za timto ucelem byl zménén zpusob inkubace v pufru s protilatkou. Ta byla v piedchozich

40



ptipadech provadéna po dobu jedné hodiny ve svislé poloze, coz mohlo vést k sedimentaci protilatky na
dné. Proto byl v tomto ptipadé pufr s protilatkou nanesen pfimo na skla umisténd ve vodorovné poloze,
ptekryt parafilmem zabranujicim vypatovani a doba inkubace byla prodlouzena na 2,5 hodiny. Naopak
doba promyvani v pufru 1 s Tritonem™ X-100 byla zkracena na 15 minut. Posledni zména zahrnovala
zvySeni koncentrace substrati obsazenych v pufru 6. Puvodni koncentrace byly 0,1% NBT,
0,14% BCIP a 0,09% Levamisol azvyseny byly na 0,5% NBT, 0,38% BCIP a 0,09% Levamisol.

Veskeré podminky jsou shrnuty Vv tabulce €. 16.

U této hybridizace byl detekovan signal u vzorki 2 a4 poukazujici na vliv délky inkubace
s proteinazou K (viz obrazek ¢&.15). U obou 16 DAP vzorku byl v oblasti embrya viditelny signal,
znacici pritomnost mRNA vzniklé transkripci genu pro histon H4. Jinde Vv semeni signal detekovan
nebyl. Z toho 1ze odvodit, Zze v semeni 16 DAP dochazi k déleni bunék a s nim spojené expresi histonu
H4 v embryu, ale jiz ne v endospermu nebo obalovych vrstvach. Dale je viditelné zbarveni testy,
obalovych vrstev a pletiv embrya vzniklé pisobenim hybridizace nezavisle na pfitomnosti mRNA (viz

obrazek ¢. 16).

U vzorki 1 a 3 k detekei signalu nedoslo (viz obrazky ¢. 15). U 4 DAP semen byl ptedpoklad,
ze se signal bude ve vysoké mife vyskytovat v celém endospermu, jelikoz v této fazi vyvoje zde dochazi
k vyraznému déleni bunék. P¥i mikroskopovani ve viditelném svétle je pozorovatelné pouze mirné
zbarveni testy aobalovych vrstev, ke kterému dochazi po inkubaci se substratem nezavisle na
piitomnosti mRNA a se signalem nesouvisi. Tento fakt je zfetelny i z negativni kontroly (viz obrazek
¢. 16).
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Proteinaza K 5 min

Proteinaza K 10 min

Calcofluor H4 antisense sonda

Calcofluor H4 antisense sonda
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Obrazek €. 15: Vysledky tieti hybridizace

Legenda: Semena po tieti hybridizaci. Levy sloupec (Sminutova inkubace S proteindzou K) zobrazuje

semena 16 DAP barvena calcofluorem a po hybridizaci s antisense sondou pro histon H4. V detailu

embrya je viditelné vétsi mnozstvi fialovych tecek tvorenych precipititem vzniklym reakci NBT

a BCIP s alkalickou fosfatazou. Ty piedstavuji signal a neékteré z nich jsou oznaceny Sipkami. Pravy

sloupec (10minutova inkubace S proteinazou K) zobrazuje semena 4 DAP barvena calcofluorem a po

hybridizaci se sense sondou pro histon H4. Neni zde viditelny zadny signal, pouze mirné zabarveni

testy a obalovych vrstev.
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H4 antisense sonda
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16 DAP
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Obrazek ¢. 16: Vysledek hybridizace u semene 16 DAP se sense sondou pro histon H4.

Legenda: Sestnactidenni semeno po hybridizaci se sense sondou pro histon H4 pfedstavujici negativni

kontrolu. Je viditelné zbarveni testy (T), obalovych vrstev (O) a mirné i pletiv embrya (E).

V navaznosti na piedchozi vysledky byla provedena hybridizace pro vSechny sledované geny
s krat8i dobou inkubace S proteinazou K. Ostatni podminky zistaly beze zmény a jsou shrnuty v tabulce
¢. 16. Sondy pro histon H4 a ESR byly 10x nafedény, aby doSlo k vyrovnani sily signalu se sondami pro
SBA a MRP a vyvijeni signalu v pufru 6 mohlo byt zastaveno u vSech vzorku soucasné. Hybridizace
byla provadéna u semen 4 a 8 DAP, a to ve tiech replikach. Pti této hybridizaci nedoslo k detekci signalt

u sond pro sledované geny, ani U pozitivni kontroly (viz obrazek ¢. 17).

Tabulka €. 16: Podminky jednotlivych hybridizaci.

Krok
) ) Hybridizace 1 Hybridizace 2 Hybridizace 3 Hybridizace 4
optimalizace
Denaturace 72 ul, 80 °C 12 pul, 80 °C 12 pl, 80/90 °C 12 ul, 80 °C
Proteinaza K 10 minut 10 minut 5/10 minut 5 minut
) ) ) ] 2,5 hodiny, 2,5 hodiny,
Pufr 4 1 hodina, svisle 1 hodina, svisle
vodorovné vodorovné
Pufr 1
s Tritonem™ X- 4x 20 minut 4x 20 minut 4x 15 minut 4x 15 minut
100
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0,1% NBT, 0,1% NBT, 0,5% NBT, 0,5% NBT,
Pufr 6 0,14% BCIP, 0,14% BCIP, 0,38% BCIP, 0,38% BCIP,
0,09% Levamisol 0,09% Levamisol 0,09% Levamisol 0,09% Levamisol

4 DAP 8 DAP
Replika 1 Replika 2 Replika 3 Replika 1 Replika 2 Replika 3
5
=
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Obrazek €. 17: Vysledky ctvrté hybridizace pro pozitivni kontrolu.

Legenda: Semena 4 a 8 DAP barvena calcofluorem a po hybridizaci s antisense sondou pro histon H4.
Hybridizace byla provedena ve tiech replikach. V Zadném semeni neni viditelny signal, pouze

zbarveni testy, obalovych vrstev a pletiv embrya. To je mnohem vyrazné&j$i u semen 8DAP.
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6 DISKUSE

Endosperm je vyznamnou soucasti semen, ato nejen z pohledu vyvoje rostliny, ale také
Z hospodarského hlediska. Pfedstavuje hlavni zdroj zasobnich latek dulezitych pro kliceni rostlin
i vyzivu Cloveka (Evers et Millar, 2002). Endosperm obsahuje nékolik ¢asti, které plni rizné funkce.
Diferenciace téchto ¢asti je spojena se specifickou expresi rozdilnych genii v uréitych obdobich vyvoje
(Sabelli et Larkins, 2009). Zda je gen exprimovan V konkrétnim obdobi vyvoje a v konkrétni oblasti
endospermu, je mozné zjistit pomoci techniky RNA in-situ hybridizace (Jin et Lloyd, 1997). Cilem
praktické ¢asti mé bakalai'ské prace bylo optimalizovat cely proces hybridizace, provést hybridizaci pro

téi sledované markerové geny a analyzovat jejich expresi.

V prvni ¢asti byly vzorky fixovany, ukotveny v paraplastu a zpracovany do podoby fezil.
Spravna fixace je klicova, aby byla néslednd hybridizace funk¢ni a bylo mozné z ni vy¢ist informace
0 expresi sledované mRNA V jednotlivych pletivech. Fixaci usnadiuje mimo jiné aplikace vakua na
biologické vzorky. Timto krokem dochazi k odstranéni vody z pletiv, coZ po uvolnéni vakua napomaha
lepsimu proniknuti fixdZe. Prvnim optimalizovanym parametrem byla délka aplikace vakua. Pfilis
kratka fixace znemozhuje piipravu fezd, prili§ dlouha naopak vede ke tvorbé trhlin v samotnych
semenech. Semena jsou k narusSeni pletiv pti aplikaci vakua nachylnéjsi, nez jiné rostlinné organy jako
listy nebo kotfeny. To je dano tim, Ze jsou tvofena vétsim mnozstvi rozdilnych pletiv rizného ptivodu
a orientace. Vliv ma také jejich velikost. Testovany byly tii ¢asové intervaly po 10 minutach (tedy 10,
20 a 30 min). Z vysledka vyplyva, ze semena byla bez ohledu na stati a velikost dostate¢né fixovana jiz
po 10 minutach vystaveni vakuu. Del$i doba fixace ve vétsiné piipadt vedla K naruseni pletiv, ¢i ke
vzniku rozmérové vétsich trhlin. Proces piipravy fezii nebyl delsi dobou fixace ovlivnén, a proto byla
stanovena optimalni délka vakua 10 minut. OvSem i pii aplikaci pouze 10 minut vakua dochazelo
v semeni ke tvorbé trhlin, a to i piesto, Ze vétSina protokold doporucuje pro fixaci semen pravé tuto
dobu. Dalsi optimalizace by v budoucnu méla byt zaméfena na silu vakua. To vtomto piipadé
dosahovalo tlaku pfiblizné 20 mbar. Pfiblizeni tohoto tlaku k atmosférické hodnoté by mohlo vést ke
snizeni pravdépodobnosti poskozeni materialu. Je mozné, ze pfi aplikaci niz§iho vakua bude nutné
prodlouzit ¢as aplikace vakua, pro dosazeni dostate¢né fixace. Na integritu vzorkti mohla mit béhem
fixace vliv také pfili§ prudkd zména tlaku. Je mozné, Ze po uplynuti stanoveného ¢asu byl tlak navracen
k atmosférické hodnoté p#ili§ rychle, coz mélo za nasledek vznik trhlin. ReSenim tohoto problému by

mohlo byt pozvolnéjsi zvySovani tlaku.

Ve druhé ¢asti byly optimalizovany nékteré dulezité kroky v procesu hybridizace. Klicovou roli
pti hybridizaci hraje sonda. Aby byla schopna vazby, je nutné provést jeji denaturaci. Ta byla ptivodné
provadéna pro vSechny vzorky najednou v objemu 72 pl v 1,5 ml mikrozkumavce. Ta ma silngjsi stény
nez 0,2 ml mikrozkumavka bézné pouzivana pro PCR. To, spole¢né s vét§im objemem roztoku, mohlo

vést k nedostatenému a nerovnomérnému zahiati a k netiplné denaturaci sond, které poté nebyly
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schopné vazby. Ackoliv se jedna o kriticky krok hybridizace, tato zména neméla v tomto piipadé na
prubéh hybridizace vliv. Z hlediska denaturace sond je dulezitym parametrem také teplota, pii které
probiha. Ukazalo se vSak, Ze ani ta nehrala v tomto ptipad¢ roli a sondy byly dostatecné denaturovany
jiz pii teploté 80 °C. Dalsim predmétem optimalizace byla doba inkubace vzorka s proteinazou K. Piilis
dlouhd doba inkubace vede nadmérnému $tépeni proteinti, naruSeni struktury fezu a ztraté detekované
RNA. Naopak pii kratké inkubaci neni cilovda mRNA zpfistupnéna pro vazbu. V ramci optimalizace
byly testovany intervaly inkubace 5 a 10 minut. Z vysledka vyplynulo, Ze délka inkubace S proteinazou
k ma v tomto pfipadé rozhodujici vliv a pii zkraceni na 5 minut, doSlo K detekci signalu u pozitivni
kontroly. Zasadni vliv na miru $tépeni a délku inkubace ma také staii pouzitého enzymu. V piipadé
mych experimentd byl pouzivan nové objednany enzym s vysokou aktivitou. V ramci optimalizaci byla
pro snizeni detek¢niho limitu upravena také délka a zpisob inkubace s protilatkou. Ta byla ptivodné
provadéna se vzorky umisténymi ve svislé poloze, coz mohlo vést k sedimentaci protilatky. Proto byly
vzorky v ramci optimalizaci umistény do vodorovné polohy, pufr s protilatkou byl nanesen ptimo na né
a byl ptekryt parafilmem aby se zabranilo vypatfovani. Tento zptisob hybridizace navic snizil potiebny
objem pufru s protilatkou. Doba inkubace byla prodlouZzena ze 60 na 150 minut. V poslednim kroku
byla pfi optimalizaci zvySena koncentrace substratt v pufru pro detekci, coz také vedlo ke sniZzeni

detekéniho limitu.

I pfes tyto upravy nedoslo béhem hybridizace sond pro markerové geny K detekci signalu, a to
véetné pozitivni kontroly. Syntéza DNA sond pro markerové geny probéhla v potadku, jeji vysledky
byly ovéieny elektroforetickou separaci a odpovidaly o¢ekavanim. Po in vitro transkripci vznikly pfi
prvni syntéze funkéni RNA sondy, které byly ovéfeny hybridizaci na membrané. Je v§ak mozné, Ze
v prubéhu doslo ke kontaminaci sond RNazami. Pti¢inou absence signalu v posledni hybridizaci mohlo
byt také fedéni nékterych sond. Sondy pro H4 a ESR nemusely byt po fedéni pfitomny v mnozstvi
dostate¢ném pro detekci. Tento problém se mohl tykat také sond pro SBE a MRP, kde byla koncentrace
od pocatku nizka. U pouzitych protokola (Coen et al. 1990, Jackson, 1991, Wu et Wagner, 2012, Zolner
et al. 2021) bylo pro hybridizaci doporuceno pouziti hydrolyzovanych fragmentt sond 0 délce piiblizné
150 bp. Sondy pro SBE, MRP a H4 byly delsi, coz mohlo znesnadnit jejich pronikani do pletiv. Oviem
se sondou pro H4 byla provedena ispé$na hybridizace, a to i pies jeji délku 277 bp. VIiv mohla mit také
délka skladovani syntetizovanych RNA sond. Sondy byly pfipraveny 0 né€kolik tydnt diive, coZz mohlo
vést K jejich postupné degradaci. Ta se opét mohla projevit az pii fedéni sondy. Mohlo také dojit ke
kontaminaci vzorkl ¢i roztokii RNazami béhem procesu piipravy pletiv pro hybridizaci, nebo pfi
pripravé hybridiza¢niho mixu. Absence signalu v posledni hybridizaci byla pravdépodobné kombinaci

vyse zminénych faktori.
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7 ZAVER

V ramci této bakalatské prace bylo cilem zpracovat literarni reSersi na téma vyvoje obilky se
zaméfenim na vyvoj endospermu, navrhnout a syntetizovat RNA sondy pro vybrané geny, piipravit
vzorky véetné jejich fezani na mikrotomu, provést RNA in-situ hybridizaci a detekovat a vyhodnotit
expresi jednotlivych gend. Vétsina téchto cill byla ispés$né splnéna. Jedinym cilem, ktery se nepodaftilo
splnit je detekce a vyhodnoceni exprese jednotlivych gentl, ato z divodu netspésné hybridizace se
sondami pro tyto geny. V ramci toho byl optimalizovan protokol pro RNA in-situ hybridizaci u semen

jeCmene, a to v nékolika krocich.

Nejprve byla optimalizovana délka plisobeni vakua na semena V priubéhu fixace. Ta byla
stanovena na deset minut. Pro tuto ¢ast by bylo vhodné do budoucna dale optimalizovat miru pusobiciho

podtlaku a zptsob jeho nasledného uvoliiovani.

Dalsi optimalizace se tykaly procesu ptipravy pletiv, hybridizace anasledné detekce. Jako
dostate¢na denatura¢ni teplota bylo stanoveno 80 °C. Délka inkubace S proteinazou K byla zkracena na
5 minut. Naopak délka inkubace s protilatkou byla prodlouzena na 2,5 hodiny za soucasné zmény
orientace ze svislé do vodorovné polohy. Jako posledni byla zvySena koncentrace substrati v detekénim

pufru 6. Tyto kroky vedly k detekci signalu pro pozitivni kontrolu béhem optimalizace.

I ptes tyto upravy nedoslo k detekci signalu u sledovanych gend. Jednou z pfi¢in mohla byt
kontaminace RNazami $té€picimi sondy, sledovanou mRNA, nebo oboji. Dale mohla hrat roli degradace
sond v prib&hu ¢asu, piipadné mohlo mit vliv fedéni sond. Za netispéchem mohla stat také kombinace

téchto faktoru.

RNA in-situ hybridizace je komplikovany proces, slozeny z velkého mnozstvi krokt, z nichz
mnohé jsou klicové pro jeji uspéch. To ji ¢ini naroénou na provedeni a komplikuje jeji optimalizaci.

Uspé&sna hybridizace bude nejspise vyzadovat dalsi proces optimalizace.
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