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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

1. Vypracovani reSerSe na téma bakalarské prace

2. Shromazdéni dostupnych literarnich zdrojt

Prakticka cast:
1. Kultivace rostlinnych embryi in vitro a v podminkach mikrogravitace (RPM pfistroj)
2. Morfologicka pozorovani vyvojovych stadii béhem embryogeneze

3. Izolace RNA, piepis do cDNA, analyza exprese vybranych gent



1 UVOD

Rostlinna embryogeneze popisuje pocateéni faze vyvoje vSech rostlin. Na zacatku
dochazi po splynuti sam¢i a samiéi gamety K vytvorfeni jednobunécéné zygoty, ze které se
nasledné vyviji mnohobunécéné embryo. Embryo béhem embryogeneze prochazi urcitymi
stadii vyvoje. V prvni fazi embryogeneze dochazi k déleni zygoty a vytvoieni zakladni
osy téla. Prvni déleni zygoty u vétSiny krytosemennych rostlin je asymetrické. Vznika tak
jedna bunka apikalni, ze které¢ dalsim délenim vznikéd embryo, a jedna buiika bazalni,
kterd dal$im d€lenim dava vznik suspenzoru, ktery ptivadi ziviny k vyvijejicimu se
embryu. Embryo se postupnym délenim dostava do srd¢itého stadia, na které navazuje
stddium torpédovité. Nasledné dochdzi k jeho zrani, které je provazeno akumulaci
zasobnich latek, které se u embryi ukladaji pfevazné v déloznich listech. Akumulace
zasobnich latek je dulezita k preziti semen a jejich toleranci k dehydrataci. V posledni
fazi dochazi k zakonceni vyvoje dehydrataci semene a ukonceni jeho metabolické
aktivity. Embryogeneze kon¢i obdobim dormance.

V dusledku trvalé ptitomnosti hraje gravitace na Zemi dulezitou roli v rozvoji Zivota.
Béhem evoluce byly u organisml vyvinuty mechanismy, které prenasi gravitacni sily
do biochemickych signali. Zivot se vyvinul z vody, kde je vniméani gravitace odli§né,
proto doslo pfti pifechodu na sous k vyvoji adaptativnich bun¢k a organt. Rostliny jsou
schopny reagovat na zménu gravita¢ni sily pomoci specializovanych bun€k nachéazejicich
se Vv kotfenové Cepicce. Tyto buniky obsahuji Skrobova zrna, jejichz sedimentaci dochazi
k vnimani sméru gravitace. Diky tomu kofeny rostlin jsou schopny rust smérem k vektoru
gravitace a vyuzivat tak vodu a ziviny v pidé. Tomuto jevu se fika gravitropismus. Zména
nebo ztrata pusobeni gravita¢ni sily je povazovana u rostlin za stresovy faktor. Studiem
pusobeni mikrogravitace na rostliny se zabyvaji kosmické agentury za ucelem
porozuméni vlivu mikrogravitace na jejich vyvoj. Diky tomu by mohly byt rostliny
vyuzity béhem dlouhodobych letti do vesmiru jako zdroj kysliku a potravy pro astronauty.
Vliv mikrogravitace lze studovat i na Zemi pomoci specidlnich pfistroji, které

neutralizuji G¢inky gravitace a simuluji tak skute¢nou mikrogravitaci ve vesmiru.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rostlinna embryogeneze

Kvetouci rostliny jako vSechny ostatni mnohobunécné organismy zacinaji sviij vyvoj
Z jedné oplodnéné bunky — zygoty, kterd vznika splynutim samc¢i a samici gamety, které
jsou uloZeny v sam¢im a sami¢im gametofytu. Zygotou zac¢ind embryogeneze a po jejim
rozdéleni se zacCina vyvijet mnohobunécné embryo. Béhem vyvoje embrya je vytvoien
plan rostlinného téla a jeho osy. Nejprve je vytvorena apikalni-bazalni osa, nasleduje
vytvofeni osy radialni a nakonec je vytvofena bilateralni symetrie (De Smet et al., 2010).

U nahosemennych rostlin embryo vznikd z jednoho oplozeni, vznika tak diploidni
embryo, které se nasledn¢ vyviji v haploidnim sami¢im gametofytu. Naproti tomu
embrya krytosemennych rostlin vznikaji béhem procesu dvojiho oplozeni (Cairney
a Pullman, 2007).

Embryo se skladd z apikdlniho kofenového meristému (radikuly), apikalniho
stonkového meristému (plumuly) a z jedné nebo vice déloh, které jsou pfipojeny

k hypokotylu (Bewley a Black, 1994).

2.1.1 Opyleni a dvoji oplozeni

K oplozeni dochazi pfi splynuti samc¢iho a sami¢iho gametofytu. Samc¢i gametofyt se
sklada ze tii bun¢k dvojiho typu, jedné vegetativni a dvou malych spermatickych, které

vznikaji mitotickym rozdélenim generativni bunky (Borg et al., 2009). Sami¢i gametofyt

Chalaza

3 antipody

Centralni bunka

2 synergidy

Integumenty
Vajecna burika
Mikropyle

Obr. 1 Struktura vajicka (pievzato a upraveno dle West a Harada, 1993)



(typ Polygonum) je naproti tomu tvofen sedmi buiikami (Obr. 1) — jednou vajecnou
buiikou a dvéma synergidami na mikropylarnim polu, jednou diploidni centralni bunikou
a ttemi antipody na chalazalnim polu (Sprunck a Grof3-Hardt, 2011). U krytosemennych
rostlin se nejprve z buiikky nazyvané nucellus stane megasporocyt, ktery meiotickym
délenim dava vznik ¢tyfem haploidnim megasporam. U vétSiny rostlin pfeziva jedna
megaspora, zatimco ostatni podléhaji programované bunééné smrti. Prezivajici
megaspora nasledn¢ dava vznik zarode¢nému vaku mitotickymi d€lenimi (Ma
a Sundaresan, 2010). Existuje vice variant zarode¢ného vaku podle po¢tu bunék a jejich
organizace. U krytosemennych rostlin mohou byt zarodecné vaky monosporického,
bisporického nebo tetrasporického ptivodu. Pocet synergid v dospélém gametofytu se
pohybuje od nuly do tfi. Naproti tomu pocet antipod je vysoce variabilni a jejich pocet
muze byt nula nebo vice. Fylogeneticky nejrozSifenéjSim typem monosporického
zarode¢ného vaku je Polygonum. U tohoto typu monosporni triploidni endospermy
vznikaji po oplodnéni centralni bunky obsahujici dvé polarni jadra, kterd jsou geneticky
identickd mezi sebou a jadrem vaji€ka. U bisporického zarode¢ného vaku jsou dvé
haploidni jadra centralni buiiky odvozena od dvou megaspor z meidzy II. Tetrasporicky
typ muze tvofit endosperm s riznou polypoidii. Tetrasporicky triploidni endosperm
obsahuje centralni buiiku se dvéma polarnimi jadry, které jsou liniovymi potomky kazdé
dyady z meiozy I. Tetrasporicky pentaploidni endosperm pochazi ze ¢ty megaspor

Ploidie

Monosporicky
8-jadrowvy
typ Polygonum

Bisporicky
8-jadrovy
typ Allium

Tetrasporicky
8-jadrowy
typ Adoxa

Tetrasporicky
16-jadrovy
typ Penaea

Obr. 2 Vznik jednotlivych typii sami¢ich gametofytd. Zluta barva oznaduje jednobunéény stav,
zelena barva dvoubunéény stav, modra barva ¢tyfbunécny stav, Cervena barva zraly
zarodecny vak. Mikropylarni pol je zobrazen nahote (pievzato a upraveno dle Friedman et
al., 2008)
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(Friedman et al., 2008). Na Obr. 2 jsou uvedeny piiklady vzniku jednotlivych typt
samiCich gametofytii u krytosemennych rostlin.

Dvoji oplozeni u krytosemennych rostlin je unikatni a slozity proces zahrnujici nékolik
krokti. Prvnim krokem je opyleni, které zahrnuje preneseni samc¢iho gametofytu neboli
pylového zrna z prasniku na povrch pestiku. Pylové zrno zacne klicit, tvoii se pylova
lacka, ve které obvykle probiha déleni za tvorby dvou spermatickych bunék. Pylova lacka
potom prorustd do vajicka, které obsahuje zarodecny vak, v misté zvaném mikropyle.
Prvni spermaticka buika splyva s vajeénou buiikou za tvorby zygoty a tim za¢ina
embryogeneze, zatimco druha spermaticka bunka splyva s centralni buiikou za vzniku
triploidniho endospermu, ktery ma za tkol vyzivovat embryo. Pozd¢ji je vétSinou
endosperm absorbovan rostoucim embryem, kromé vné&jsi vrstvy, kterd se zachovava

i v prubéhu dehydratace (Berleth, 1998; Dumas a Rogowsky, 2008).

2.1.2 Stadia embryogeneze

Rostlinnou embryogenezi lze rozdélit do tii fazi. V prvni fazi se vytvafi polarni osa,
zaklady stonkového a kotenového vrcholu a embryondlni tkan. Ve druhé fazi dochazi
ke zrani embrya a akumulaci zasobnich latek. V posledni fazi dochazi k dehydrataci
semene a zakonceni vyvoje (West a Harada, 1993). Dulezitou roli zde hraje kyselina
abscisova, ktera reguluje mnoho fazi vyvoje rostlin v¢etné zrani embryi a dormance
semen (Finkelstein, 2013).

U vétsiny krytosemennych rostlin je prvni déleni zygoty asymetrické. Vznikd mensi
apikalni a vétsi bazalni buiika. Z apikalni bunky se dalSim délenim vytvaii embryo
a Z bazalni bunky transverzalnim délenim suspenzor. Suspenzor je tvoren sedmi az deseti
bunkami, slouzi k ukotveni embrya a také ptivadi ziviny K vyvijejicimu se embryu.
Apikalni bunika se nejdiive dvakrat podélné rozdéli, vznika tak embryo tvofené ctyimi
bunikami. DalSim transverzalnim délenim vznika stadium zvané oktant, jeho dalSim
délenim vznika embryo, které je tvofené Sestnacti buiikami. V této fazi se zacina
diferencovat protoderm a z hornich bunék suspenzoru se formuje hypofyza, ktera pozdéji
dava vznik klidovému centru a kotenové cepicce. Dalsim stddiem je globuldrni stadium.
Béhem této faze dochéazi k radialnimu uspofadani protodermu, zékladniho meristému
a prokambia. Dale embryo postupné ziskava trojuhelnikovy tvar v disledku zvySené
proliferace dvou protilehlych koncii na apikalni strané. Nasleduje srd¢ité stadium, které
se vyznacuje tim, ze na apikalnim konci se specifikuji délohy, prodluzuje se hypokotyl

aembryo je bilaterdlné¢ symetrické. Ve stadiu torpéda dochédzi k ukladani lipida
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Obr. 3 Stadia vyvoje embrya (pfevzato a upraveno dle Goldberg et al., 1994)

a proteinii. Embryo se postupné zvétSuje a endosperm je absorbovan az na vngj$i vrstvu.
Embryogeneze kon¢i obdobim dormance, kdy zralé embryo dosdhne maximalni
velikosti, buniky embrya se vysusuji a je ukon¢ena metabolicka aktivita. (Goldberg et al.,
1994; Berleth, 1998; Jeong et al., 2016). Jednotliva stadia jsou zobrazena na Obr. 3.

2.1.3 Zasobni latky v semenech

Zavére¢na faze embryogeneze je spojena s tvorbou semen, ktera umoziuji rostlinam
prekonat podminky jako vysoké a nizké teploty, zmrazeni nebo dehydratace. Zivotnost
semen je ovlivnéna mnoha aspekty véetné obsahu zasobnich latek (Sano et al., 2015).
Zasobni material vsemenech je wulozen hlavné v déloznich listech embrya
a v endospermu, ale jeho obsah se lisi u jednotlivych rostlinnych druht. Naptiklad
u obilovin jsou §krob a proteiny akumulovany pievazné v endospermu a lipidy jsou
ukladany v embryu. Endosperm u rostlin z ¢eledi bobovitych je zase zdrojem sacharida
a d€lozni listy obsahuji lipidy a proteiny (Bewley et al., 2013).

Hlavnim zasobnim polysacharidem je $krob, ktery je ulozen v amyloplastech, je
tvofen pfimymi fetézci amylosy s vétvenym amylopektinem (Bewley et al., 2013). Slouzi

jako zdroj uhliku, energie k ristu a podnécuje kli¢eni po obdobi dormance. Je
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syntetizovan ze sacharosy v cytosolu. (Smith, 2012). Dale se v endospermu semen
mohou vyskytovat i1 dals§i polysacharidy jako glukan, arabinoxylan, celulosa
a hemicelulosy. Lipidy jsou v semenech akumulovany ve formé triacylglycerola, coz
jsou estery glycerolu a mastnych kyselin. Pro jejich syntézu je vyuzivana sacharosa jako
zdroj uhliku (Bewley et al., 2013). Proteiny obsazené v semenech plni krom¢ funkce
zésobni i dalii funkce. Ugastni se riiznych bunéénych procest, jako je replikace DNA,
transkripce, translace a jinych buné¢nych mechanismu (Rajjou et al., 2004). Zasobni
proteiny v semenech jsou oligomerni, skladaji se tedy z vice polypeptidovych fetézci.
Celkové mnozstvi proteinii obsazenych v semenech se odviji od rostlinného druhu.
Syntéza proteini zahrnuje transkripci prislusného genu, jeho naslednou translaci,
posttransla¢ni modifikaci v lumen endoplasmatického retikula a ve vakuole se zasobnimi
proteiny (PSV — protein storage vacuole) je nasledné uskladnén (Bewley a Black, 1994;
Bewley et al., 2013).

Na zacatku embryonalniho vyvoje je hmotnost semen mald, takova semena obsahuji
nizké procento obsahu lipidl, ale dochazi u nich k akumulaci Skrobu. Jeho obsah klesa
béhem zrani semene. Pozdé&ji béhem zrani dochazi k nartistu hmotnosti, také proteiny
a lipidy jsou skladovany ve vétSim mnozstvi. Na konci zrani a béhem dehydratace
zUstava sucha hmotnost semen konstantni, dochazi pouze ke ztrat¢ vody (Baud et al.,
2002). Akumulace zasobnich latek je dulezita pro pieziti semen, pfispiva ke spravnému
rozvoji a toleranci k dehydrataci. Také obsazené zasobni latky v semenech jsou dulezité
pro zemé&délské ucely a mohou byt vyuzitelné jako potraviny nebo biopaliva (Angeles-
Nuiiez a Tiessen, 2011).

2.1.4 Genova regulace embryogeneze

Rostlinnd embryogeneze je regulovana mnoha geny. Mezi né€ patii i geny skupiny LEAFY
COTYLEDON — LEC1, LEC2 a FUS3, které jsou soucasti praktické casti bakalarské
prace a budou v této kapitole bliZze popsany. Tyto geny jsou hlavnimi regulatory rostlinné
embryogeneze koordinujici fazi morfogeneze a fazi zrani. Béhem faze morfogeneze
ovliviiuji vyvoj suspenzoru a déloznich listd, béhem faze zrani reguluji dehydrataci
semene a skladovani zasobnich latek. Fenotypové analyzy ukazuji, ze hraji vyznamnou
roli v kontrole embryogeneze a jejich mutanti vykazuji podobny mutantni fenotyp. I ptes
velkou podobnost téchto genti existuji rozdily, které ukazuji jejich odlisné role béhem

embryonalniho vyvoje. Plivodné tyto geny byly identifikované jako mutace se ztratou
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funkce, které mély za nasledek defekty morfologie embrya a ovlivnily zrani semen
(Harada, 2001).

LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1) je dulezitym regulatorem rostlinné embryogeneze.
Je schopny ektopické exprese a indukovat tak somatickou embryogenezi u vegetativnich
bun¢k. V pocatecnich fazich embryogeneze ovliviiuje vyvoj suspenzoru a déloznich
listl. Pozd¢ji se zapojuje do faze zrani pifi dehydrataci semene a akumulaci zasobnich
latek. Také zabranuje u nezralych semen predcasnému kliceni. LEC1 kéduje podjednotku
HAP3 transkripéniho faktoru, ktera se vaze na CCAAT vazebny faktor (Kwong et al.,
2003; Lee et al., 2003). Mutanti lecl maji vady morfologie suspenzoru a dochazi u nich
ke snizenému uklddani lipidG a proteinti. Také tvofi trichomy na adaxidlni strané
déloznich listt. Mutace jsou vice zavazné nez u LEC2 (Angeles-Nunez a Tiessen, 2011).

LEAFY COTYLEDON 2 (LEC2) hraje dulezitou roli v zygotické a somatické
embryogenezi. Je schopny pfimo spoustét expresi jinych gend specifickych pro zrani
semen a také kontroluje metabolismus proteind a lipidi béhem zrani embrya. Koduje
protein zahrnujici B3 doménu, ktera je charakteristickd pro transkripéni faktory rostlin.
Ztrata funkce LEC2 vede ke tvorb¢ déloznich listl s trichomy na adaxidlni stran¢, dochazi
k defektim v morfologii suspenzoru béhem raného embryonalniho vyvoje a ke tvorbé
semen intolerantnich k dehydrataci. Je exprimovan mezi 4. a 14. dnem po opyleni. Jeho
nadmérna exprese vyvolava spontanni tvorbu somatickych embryi (Wojcikowska et al.,
2013).

FUSCA 3 (FUS3) je dalsim vyznamnym regulatorem rostlinné embryogeneze. Je
nejvice exprimovan béhem stiedni ¢asti embryogeneze prevazné v protodermu (Tsuchiya
et al., 2004). Stejn¢ jako LEC2 kdduje proteiny s B3 doménou. Vaze se pfimo na RY
motiv v DNA a aktivuje tak transkripci specifickych genti zrani, které obsahuji RY motiv.
Mutanti fus3 maji semena netolerantni k dehydrataci a se sniZzenou akumulaci zasobnich
latek, hlavné proteinti a lipidd. Na druhou stranu nadmérné produkuji antokyany a tvofi
trichomy na d€loznich listech. Mutanti fus3 také zpusobuji defekty v expresi mnoha
jinych gend, které jsou normalné exprimovany béhem faze zrani (Reidt et al., 2000;
Harada, 2001).

LEC1 a LEC2 geny jsou tedy schopné indukovat pii ektopické expresi somatickou
embryogenezi, kterd je velmi podobna zygotické embryogenezi a mtize tak poskytovat
modelovy systém pro studium mechanismi vyvoje vedouciho od zygoty ke zralému
embryu. Somatickou embryogenezi lze spustit in vitro pomoci riznych chemickych

a fyzikalnich stimuld, které vyvolaji pfechod ze somatickych do embryogennich bungk.
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Je to slozity proces, pii kterém dochazi k dediferenciaci bun¢k a ke zménam v expresi
specifickych gentd (Gaj et al., 2005). Rostliny Arabidopsis thaliana - wild type, mutanti
(lecl-1, lec2-1, fus3-3), dvojiti mutanti (lecl-1 lec2-1; lecl-1 fus3-3; lec2-1 fus3-3)
a trojity mutant (fus3-3 lec1-2 lec2-1) byli pouziti ke studiu somatické embryogeneze,
kterou se zabyvali Gaj et al. (2005). Jako zdroj explantati k vyvolani somatické
embryogeneze slouzila nezrala a zrald zygotickd embrya. U embryi wild type rostlin byla
schopnost tvofit somaticka embrya z kalusu 65-94 %. Mutanti lecl-1, lec2-1 a fus3-3
vytvoftili somatickd embrya pouze v 0,9-3,9 % piipadl a u dvojitych a trojitych mutantt
byla pozorovéana pouze tvorba kalusu.

Expresi geni LEAFY COTYLEDON se také zabyvali Kraut et al. (2011). Nezrala
embrya Arabidopsis thaliana byla izolovana ze $eSuli a umisténa do tekutého média, které
indukuje kalus (callus-inducing medium, CIM). Po sedmi dnech byla embrya umisténa
na médium indukujici rist stonkovych vyhonkt (shoot-inducing medium, SIM). U gent
LEC1 a FUS3 dochazelo k postupnému snizeni exprese pii kultivaci v CIM, exprese
LEC2 se zvysila den po umisténi do CIM a ziistala vysoka béhem celé kultivace. Exprese
vSech genil vyrazné klesla pti ptesunu na SIM. LEC geny jsou tedy exprimovany béhem

embryogeneze a pii organogenezi jejich exprese rychle klesa.

2.2 Mikrogravitace

Gravitace je jednou =ze ¢ty zakladnich fundamentalnich sil spolu se silou
elektromagnetickou, silnou a slabou. Je to vektor, to znamena sila, ktera ma smér
i velikost a jeji smér sméfuje do stiedu Zemé, kde je jeji velikost rovna 1 G, coz odpovida
zrychleni 9,8 m-s™. Gravitace je konstantni béhem celé historie Zemé, z tohoto divodu
zde hraje dulezitou roli v rozvoji zivota a jeji zmény by mohly zménit zivot tak, jak
ho zname. Gravitaéni zakon tika, ze gravitac¢ni sila je pfitomna mezi kazdymi dvéma
télesy a pfimo Umérna soucinu jejich hmotnosti a nepfimo Umérna druhé mocniné
vzdalenosti mezi nimi. Klicovou udalosti evoluce byl vyvoj mechanismd, které pfenasi
gravitaéni sily do biologickych signali.. Zivot se vyvinul z mote, kde je jiné vnimani
gravitace, a proto se pii prechodu na sous vyvinuly adaptivni buiky a organy, které piimo
reaguji na gravitacni silu. Patii sem napiiklad otolity ve vnitinim uchu ¢lovéka nebo
statocyty u rostlin. Zménou gravitace napiiklad pomoci leti do vesmiru je mozné tyto
biologické systémy prozkoumat a Iépe tak pochopit jak gravitace na organismy pusobi
(Morey-Holton, 2003; Najrana a Sanchez-Esteban, 2016).

15



Terminem mikrogravitace se oznacuje gravitacni sila, ktera se blizi nulové gravitaci
avyzaduje znaCnou vzdalenost téles. Pojmenovani ,stav beztize“ nebo ,nulova
gravitace* se Casto pouzivaji jako synonyma ke slovu mikrogravitace, ale tyto terminy
nejsou vzdy pouzity spravné, protoze takové trovné gravitace nelze dosahnout na vice
nez par sekund u vesmirnych dopravnich prostiedki (Morey-Holton, 2003; Herranz et al.,
2013).

Opakem mikrogravitace je hypergravitace (gravitaéni sila vyssi nez 1 G), které jsou
astronauti vystaveni béhem startu raketoplanu a jeho navratu na Zem, nebo piloti riznych
automobilovych a motocyklovych zavodi. Hypergravitaci lze simulovat pomoci
centrifug. Hypergravitace miiZe u astronautti zptsobovat rizné kardiovaskularni poruchy,
jako je tieba zména funkce bunék cévniho endotelu. V buiikach dochazi ke zméné genové
exprese a ke zménam v morfologii cytoskeletu (Monici et al., 2006; Maier et al., 2015).
Schopnost organismu vyvijet se za podminek zvySené gravitace se vztahuje k jeho
velikosti. Jednotlivé bunky a hlistice jsou schopny prezit kratké ptisobeni gravitaéni sily
o velikosti 105 G, mladé rostliny dokézi ptezit 30-40 G po dobu 10 minut bez znatelnych
strukturalnich zmén, ale krysy jsou schopny vydrzet 15 G po dobu 10 minut, pfi¢emz

20 G je uz pro n¢ smrtelné (Morey-Holton, 2003).

2.2.1 Simulace podminek mikrogravitace

Aby bylo mozné studovat gravita¢ni vliv, musi byt neutralizovidny Uc¢inky gravitace.
Skutecnych podminek mikrogravitace 1ze dosdhnout pouze ve vesmiru, ale na Zemi tyto
podminky mohou byt simulovany pomoci klinostatu nebo pfistroje RPM (Random
Positioning Machine). Klinostaty pro simulaci mikrogravitace otaci biologické vzorky
kolem jedné osy, kdezto RPM pfistroje kolem dvou os, a proto se téz nékdy nazyvaji
3D klinostaty (Kraft et al., 2000). RPM ptistroj (Obr. 4) se sklada ze dvou rami, které
neustale rotuji biologické vzorky kolem dvou na sebe kolmych os. Simulace pomoci
RPM dosahuje srovnatelnych vysledkid s experimenty kosmickych let (Wuest et al.,
2017).

Porovnanim podminek simulované mikrogravitace se zabyvali Kraft et al. (2000).
Ve své praci zkoumali postaveni amyloplastl v kofenové ¢epicce u Arabidopsis thaliana.
Sazenice byly péstovany ve ¢tyfech podminkach: na Zemi, na klinostatu, na RPM pfistroji
a ve vesmiru (na raketoplanu v kvétnu 1997 na misi STS-84). Zjistili, ze postaveni
amyloplasti nebylo vyznamné odlisné mezi vzorky z raketoplanu a vzorky z RPM

pfistroje, ale bylo rizné od postaveni amyloplasti sazenic z klinostatu. Tato studie tedy
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Obr. 4 RPM pfistroj se vzorky z praktické ¢asti bakalaiské prace

potvrdila, Zze RPM piistroj poskytuje dobrou simulaci skutecnych podminek
mikrogravitace.

Simulaci mikrogravitace pomoci klinostatu se zabyvali ve své praci také Kern et al.
(2005). Pro studium pouzili prvoklicky mechu Ceratodon purpureus péstované ve tme.
Prvoklicky byly vystaveny podminkdm mikrogravitace na Zemi pomoci klinostatu
a ve vesmiru na raketoplanech v ramci misi STS-87 a STS-107 v letech 1997 a 2003.
Mechové Kkultury péstované na raketoplanu pii misi STS-87 tvofily po 7 a 14 dnech
vldkna orientované po sméru hodinovych rucicek, doslo tedy k nendhodnému sméru
rustu. Tomu odpovidaly i vysledky ziskané pomoci klinostatu. Vysledky z nasledujici
mise STS-107 potvrdily vysledek piechoziho experimentu z mise STS-87.

Porovnanim skutecnych podminek mikrogravitace se simulovanou mikrogravitaci
pomoci RPM piistroje se také zabyvali Meloni et al. (2011). Pracovali s lidskymi
imunitnimi bunkami, o kterych je znamo, ze vlivem mikrogravitace u nich dochazi
ke zménam. Konkrétné se jednalo o monocyty buné&né linie J-111 odvozené z lidské
akutni monocytarni leukémie. V ramci vyzkumu studovali pohyblivost monocytu a jejich
zmény v cytoskeletu, konkrétné F-aktinu, beta-tubulinu a vinkulinu. Vinkulin je protein,
ktery je zodpovédny za ukotveni aktinovych filament k plazmatické membrang.
Monocyty byly vystaveny podminkam mikrogravitace na Mezindrodni vesmirné stanici

(ISS), dalsi skupinu vzorkli tvofila pozemni kontrola. Jejich vysledky porovnali
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s ptedchozim vyzkumem provedenym Melonim et al. (2006), ve kterém stejnd bunééna
linie monocytii byla vystavena podminkdm mikrogravitace pomoci RPM pfistroje.
U vzorktl vystavenych podminkam mikrogravitace byla pozorovana u F-aktinu jeho
vyrazna ztrata hustoty vlaknitych biopolymert. U beta-tubulinu doslo k naruseni jeho
usporadani, mikrotubuly byly neorganizované a doslo k jejich nahusténi v okoli jadra.
Vinkulin vlivem mikrogravitace tvofil shluky v blizkosti plazmatické membrany a ztracel
radialni orientaci. VSechny tyto zmény zptisobené vlivem skutecné mikrogravitace

odpovidaly vysledktim z ptistroje RPM z piedchoziho experimentu.

2.2.2 Vliv mikrogravitace na ZivocCichy

Mikrogravitace a radiace ve vesmiru prestavuje velké zdravotni riziko pro astronauty
béhem vesmirnych misi. Z diivodu velkého zajmu o zkoumani vesmiru je nutné pochopit
patofyziologické jevy zptisobené v podminkéch mikrogravitace, aby se tak mohly sniZzit
negativni dopady na astronauty. Bylo prokazano, Ze mikrogravitace zpusobuje napf.
snizeni kostni hmoty, svalovou atrofii, zmény kardiovaskularniho systému nebo imunitni
dysfunkci (Pardo et al., 2005). Také nékteré tkané, které pohlcuji otiesy jako
meziobratlové ploténky patete, reaguji na podminky mikrogravitace zvySenou spotifebou
vody a otokem. To miiZze mit za nasledek bolesti zad, které ¢asto astronauti zazivaji béhem
letd do vesmiru (Wuest et al., 2017).

U lidi se nachdzi ve vnitinim uchu vestibularni aparat, ktery snima pohyby hlavy
a poskytuje mozku informace o prostorové orientaci. Skldda se ze dvou hlavnich casti —
polokruhovych kanalki, které registruji rotacni pohyby, a otolitovych orgéant, které
reaguji na linearni zrychleni ptisobici na hlavu. Pfi vystaveni astronauti dlouhodobému
pusobeni mikrogravitace po dobu Sesti mésicii doslo ke zménam na vestibuldrnim
aparatu, ale tyto zmény se vratily na ptivodni piedletové hodnoty 9 dnti po pfistani na Zem
(Hallgren et al., 2016).

Ztrata kostni hmoty nemusi byt dostatecnd, aby zpisobila nardst rizika fraktury
po navratu, ale miize vést ke zvyseni rizika zlomenin ve staii v kombinaci s osteopor6zou.
Timto se zabyvali Keyak et al. (2009) a cilem studie bylo kvantifikovat zmény
proximalniho femuru (horniho konce kosti stehenni) u 13 astronautti (12 muzfi a 1 Zena),
ktefi stravili 4 az 6 mésict na ISS. Byla pozorovana vyrazna ztrata v pevnosti stehenni
kosti, ktera v neékterych piipadech byla srovnatelna s celozivotni ztratou zplsobenou
starnutim. To miize zplsobit zvySené riziko zlomeniny kréku clentt posadky

Vv nésledujicich letech. Tento experiment ma ale urcitd omezeni, jako je maly pocet
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zkoumanych jedincii a pomér muzl a zen. Také skenovani kostni tkdn€ probihalo 7 az 14
dnti po skonceni letu a mohlo tedy potencidlné dojit k jejimu mirnému zotaveni.

Gambara et al. (2017) pouzili my$ pro studium ucinkd mikrogravitace na kosterni
svalstvo. Zaméfili se na zmény genové exprese u musculus soleus (Sikmy sval lytkovy)
a musculus extensor digitorum longus (dlouhy natahovac prstll) u samct mysi, které byly
rozdéleny do t¥i skupin. Prvni skupina mysi podstoupila let na palubé biosatelitu
na obézné draze po dobu 30 dni v podminkach mikrogravitace. Druha skupina slouzila
jako kontrola a byla chovana na Zemi za stejnych podminek na stejném biosatelitu a tieti
skupina zGstala po dobu letu na Moskevské statni univerzité, aby se vyloucila zména
genové exprese v dasledku rozdilného mista chovu. U musculus soleus zjistili rozdil
V genové expresi 680 genll u mysi vystavenych podminkam mikrogravitace v porovnani
s pozemni kontrolou. U musculus extensor digitorum longus doslo ke zméné genové
exprese pouze u 72 gend. Jejich vysledky ukazuji, Ze mikrogravitace ma vétsi negativni
dopad na musculus soleus.

Mikrogravitace také ovliviiuje kardiovaskularni systém. Katsuda et al. (2014) provedli
vyzkum o vlivu mikrogravitace béhem vesmirného letu na postnatalni vyvoj aorty u krys.
Krysy byly rozdéleny do tfi skupin sedm dnt po narozeni. Prvni skupina stravila 16 dnti
na raketoplanu Columbia ve vesmiru. Dalsi dvé skupiny tvofily pozemni kontrolu.
Po 16 dnech experimentu byla télesnd hmotnost krys vystavenych pisobeni
mikrogravitace asi o polovinu mensi nez u dvou skupin krys, které nebyly vystaveny
podminkam mikrogravitace. Také hmotnost aorty, vnitini praimér aorty, tloustka stény
apocet svalovych vldken byly u nich vyrazné¢ men$i neZz u pozemni kontroly.
Mikrogravitace tedy mize ovlivnit postnatalni vyvoj aorty mlad’at krys. Dale mezi tfemi
skupinami nebyl vyznamny rozdil v mnozstvi elastinu, ktery udrzuje elastické vlastnosti
aorty, a kolagenovych vldken, ktera chrani stény pfed protrZzenim. Proto je tedy

nepravdépodobné, Ze by snizend hmotnost aorty ovliviiovala jeji vlastnosti.

2.2.3 VIiv mikrogravitace na rostliny

V disledku trvalé pfitomnosti gravitace na Zemi se vSechny biologické funkce
a mechanismy organisma vyvinuly v reakci na tuto silu. Gravitace ma vliv na rust
a proliferaci bun¢k kofenového meristému, coZ je regulovdno pomoci auxinu. Zména
nebo ztrata pusobeni gravitacni sily je povazovana za stresovy faktor. Mnoho kosmickych
agentur studuje rast a vyvoj rostlin v nepfitomnosti gravitace, a to zejména ze dvou

divodt. Prvnim divodem je vyzkum piisobeni gravitace na rist rostlin a druhym
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divodem je cil péstovat rostliny v podminkach mikrogravitace. Diky tomu by rostliny
mohly byt péstovany béhem dlouhodobych prizkumnych misi ve vesmiru za ucelem
poskytnuti kysliku a potravy pro astronauty (Ruyters a Braun, 2014).

Pti kliceni roste koten rostliny doli ve sméru vektoru gravitace, tento jev se nazyva
gravitropismus a vede k vyvoji kofenového systému, aby rostlina mohla efektivné
vyuzivat zdroje vody a zivin zpudy. Vreakci na gravitaci rostliny vyvinuly
specializované buniky statocyty ve stiedni ¢asti kofenové Cepicky - v kolumele. Statocyty
obsahuji amyloplasty se Skrobovymi statolity, jejichz sedimentaci se pievadi gravitacni
potencialni energie do biochemického signalu (Leitz et al., 2009; Nakashima et al., 2013).

V praci Svegzdiené et al. (2010) byl pozorovan posun statolitd v hypokotylech
a kofenovych Cepic¢kach fetichy seté (Lepidium sativum L.). Mé&feni bylo provadéno
pti podminkach 1 G, pii inkubaci na klinostatu a pii oto¢eni vzorkii o 180°. Posun statoliti
je zobrazen na snimcich ze svételného mikroskopu na Obr. 5.

Sedimentaci statoliti v bunkach kolumely v kofenové Cepicce Arabidopsis thaliana
se zabyvali také Leitz et al. (2009). Studium statolitli bylo provedeno picorientovanim
kofene o 90° a 135° vzhledem k vektoru gravitace a byla zkoumana jejich interakce
s kortikalnim endoplasmatickym retikulem (ER), které se nachazi pod plasmatickou
membranou. Pfeorientovanim kofene dochazi k sedimentaci statoliti Vv dasledku
pusobeni gravitace a jejich hmotnost je dostate¢na k tomu, aby mohlo dojit k deformaci
kortikalniho ER. Mohou se tak aktivovat mechanosenzitivni iontové kanaly, ¢imz

se vyvola odpovéd’ na zménu sméru gravitace (Sparkes et al., 2009).

b

Spicka korene vrchni ¢ast korene

Obr. 5 Snimky ze svételného mikroskopu znazoriujici sedimentaci statolitd. (a) rust pii 1 G,
(b) klinostat po dobu 2 minut, (c¢) klinostat po dobu 6 minut, (d) oto¢eni o 180° po dobu 2
minut, (¢) oto¢eni o 180° po dobu 6 minut, Am — amyloplast, Sipka znazornuje smér
gravitace (pfevzato a upraveno dle Svegzdiené et al., 2010)
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Piedpoklddd se, 7e koncentrace cytoplasmatického Ca?* se ucastni také reakce
na gravitaci. Plieth a Trewavas (2002) pouzili k méfeni koncentrace Ca?* transgenni
sazenice Arabidopsis thaliana, které exprimovaly aequorin. Aequorin je fluoresce¢ni
protein z medizy Aequorea victoria, ktery se pouziva ke stanoveni hladiny Ca?
(Bakayan et al., 2017). Sazenice se otacely do ruznych uhli k vektoru gravitace pomoci
klinostatu a sila luminiscence pro stanoveni koncentrace Ca?" byla méfena pomoci
chemiluminometru. Zména hodnoty Ca?* v odezvé na riizné sméry gravitace byla odligna
od koncentrace Ca?* vyvolané jinymi mechanickymi podnéty, jako je pohyb nebo vitr.
Tyto zmény vyvolané piisobenim sméru gravitace byly prechodné a jejich trvani zaviselo
na uhlu posunuti, nejvétsi mira odezvy byla pii thlu 135°. Predpoklada se, Ze tento tihel
je optimalni pro posun statocytd kK bunécéné sténé, ¢imz poskytuje maximalni odpoveéd
na zménu vektoru gravitace.

Péstovanim Arabidopsis thaliana na Mezinarodni vesmirné stanici (ISS) se zabyvali
Link et al. (2014). Rostliny byly péstované ve specialnich komorach, ve kterych byla
regulovana teplota, vlhkost, svétlo a dodévani vody a zivin. Rostlindm tak bylo
poskytnuto uzaviené prostiedi fizeného ristu. Prvni experiment zahrnoval cely cyklus
rostlin od kli¢eni semen aZ po tvorbu semen a po celou dobu probihal na ISS, druha ¢ast
experimentu zahrnovala semena, ktera byla vypéstovana v prvnim experimentu
vV podminkdch mikrogravitace. Tato semena také rostla na ISS az do tvorby novych
semen. SoubéZné za stejnych podminek byly na Zemi péstovany rostliny slouZzici jako
pozemni kontrola. Morfologicka organizace semen byla stejna jak u semen péstovanych
v mikrogravitaci, tak u pozemni kontroly, ale semena na ISS obsahovala mén¢ proteind.
Také postaveni kvétenstvi vii¢i hlavnimu stonku téchto rostlin bylo neobvyklé. Hodnota
kli¢ivosti semen rostlin vypéstovanych ve vesmiru byla 92 %, coZ naznacuje, Ze osivo
vypéstované v podminkach mikrogravitace je Zivotaschopné.

Studiem pusobeni mikrogravitace na rostliny se zabyvali také Johnson et al. (2015).
Sazenice Arabidopsis thaliana byly péstované za tmy vV podminkach mikrogravitace
na raketoplanu béhem mise STS-131. Semena A. thaliana byla vyseta na Petriho misky,
které byly rozdéleny na 3 skupiny. Pro vyzkum pouzili Biological Research in Canisters
(BRIC), coz je specialni hardware, ktery byl vyvinuty v Kennedyho vesmirném stfedisku
a slouzi k fixaci Petriho misek se vzorky béhem vesmirného letu (Schultz et al., 2012).
Dvé skupiny Petriho misek byly vloZzeny do BRIC, pficemz jedna z nich se ucastnila
vesmirnych letli a druhd slouzila jako pozemni kontrola. Tteti skupina Petriho misek

slouzila také jako pozemni kontrola, ale semena v ni byla péstovana za standardnich
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laboratornich podminek mimo BRIC. U této skupiny vzorkt byla nejvétsi kli¢ivost semen
V porovnani se semeny péstovanymi v BRIC. Dale byla testovdna morfologie
endodermalnich bun¢k tapiku déloznich listl, nejveétsi buniky byly u rostlin péstovanych
mimo BRIC, ale i u zbylych skupin byly vyznamné rozdily ve tvaru bufiky, coz znaéi,
Ze na bunécné stény rostlinnych bunék psobi mikrogravitace.

Systém BRIC pouzili také Nakashima et al. (2013) pro studium vlivu mikrogravitace
na kofen Arabidopsis thaliana. Pouzili wild type rostliny a mutanty act2-3 pro vegetativni
izoformu aktinu, oba typy byly péstovany dva tydny ve tmé, bud’ na raketoplanu
Discovery v ramci mise STS-131, nebo na Zemi, kde piedstavovaly pozemni kontrolu.
Kofeny wild type rostlin i mutanti vykazovaly v podminkach mikrogravitace vyrazné
levotoc¢ivé naklonéni, pficemz u mutantl bylo naklonéni vyraznéjsi. Koteny rostlin byly
také pozorovany pod svételnym a transmisnim elektronovym mikroskopem, kde bylo
vidét, ze rostliny rostouci ve vesmiru maji vétsi pocet vakuol. Dale pozorovali, ze mutanti
act2-3 nemaji dostate¢né vyvinutou kofenovou Cepicku a maji $patné vyvinutou nove
vznikajici bunécnou sténu. Tyto data ukazuji, Ze aktin ovliviiuje rist primarniho kotfene

a ma vliv na jeho orientaci.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metody

3.1.1 Pouzité chemikalie

Agarosa Molecular Grade (Bioline, UK)

Disifi¢itan draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

Ethanol (VWR Chemicals, USA)

Ethylendiamintetraoctova kyselina — EDTA (Sigma-Aldrich, USA)
GelRed™ Nucleic Acid Stain (Biotium, USA)

Bazicky fuchsin (Sigma Aldrich, USA)

Glycerol (Sigma Aldrich, USA)
Hexadecyltrimethylamoniumbromid - CTAB (Sigma Aldrich, USA)
HypperLadder™ 100 bp (Bioline, UK)

Chloramin B (Bochemie, Ceska republika)

Chloroform (Lach-Ner, Ceska republika)

Isoamylalkohol (Lach-Ner, Ceska republika)

Isopropanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Jodistan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina borita (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina octova (Lach-Ner, Ceska republika)

Murashige a Skoog médium v¢etné vitamint (Duchefa, Nizozemi)
Octan sodny (Lachema, Ceska republika)

Paraformaldehyd (Lach-Ner, Ceska republika)

Phytagel (Sigma-Aldrich, USA)

Polyethylenglykol (Sigma-Aldrich, USA)

Primery (GENERI BIOTECH, Ceska republika)

Sacharosa (Duchefa, Nizozemi)

Toluidinova modf (Serva, Némecko)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan - Tris (Sigma-Aldrich, USA)
1-hexadekanol (Sigma-Aldrich, USA)

2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)
2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina - MES (Serva, Némecko)

23



5x loading buffer blue (Bioline, UK)

3.1.2 Pouzité roztoky a média

SloZeni pouzitych roztoka a médii:

CTAB pufr, pH 8,0 (1 1): 20 g CTAB, 81,8 g chloridu sodného, 100 ml 1 M Tris (pH 8),
40 ml 0,5 M EDTA (pH 8), 2 ml 2-merkaptoethanolu; sterilizovano pfes filtr o velikosti
p6ra 0,2 p.

0,5MEDTA, pH 8,0 (11): 186,1 g EDTA, sterilizovano autoklavovanim.

MS médium (Murashige a Skoog), pH 5,7 (1 I): 4,3 g MS média véetn¢ vitaminu
(jednotlivé slozky jsou uvedeny v Tab. 1), 0,5 g 0,05% MES, 10 g 1% sacharosy, 10 g
phytagelu; sterilizovano autoklavovanim.

10x PBS, pH 7,5 (1 I): 80 g chloridu sodného, 2 g chloridu draselného, 7,6 g
hydrogenfosfore¢nanu sodného dihydratu, 2 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného;
sterilizovéno autoklavovanim.

TBE pufr, pH 8 (1 1): 108 g Tris, 55 g kyseliny borité, 40 ml 0,5 M EDTA,; sterilizovano
filtrovanim.

1M Tris, pH 8 (1 1): 121,1 g Tris; sterilizovano autoklavovanim.

Piiprava Steedmanova vosku:

Steedmaniv vosk byl pripraven podle Vitha et al. (2000). V kadince bylo smichano 900 g
polyethylenglykolu a 100 g 1-hexadekanolu. Smés byla rozpusténa pii 65 °C ve vodni
lazni a v uzaviratelnych zkumavkach uskladnéna pifi pokojové teploté. Pro zalévani
vzorkl byl vosk opétovné rozpustén ve vodni 1azni pii 37 °C.

Piiprava Schiffova ¢inidla:

V uzaviratelné nadobé bylo smichdno 85 ml destilované vody, 15 ml 1 M HCL, 1 g
fuchsinu a 1,9 g disiti¢itanu draselného. Nadoba byla uzaviena, obalena alobalem a roztok
se nechal michat po dobu 2 hodin. Nasledné se roztok nechal stat do nésledujiciho dne
pii pokojové teploté. Dalsi den se k roztoku pfidal 1 g aktivniho uhli, po michéani byl

roztok prefiltrovan a uskladnén pii teploté 4 °C.
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dodané vyrobcem Duchefa (Nizozemi)

Tab. 1 Slozeni MS média podle Murashige a Skoog (1962), MS médium vcetné vitaminti bylo

Slozky Mnozstvi (mg/1)
CaCl 332,02
KH2PO4 170,00
Makroprvky KNO3 1900,00
MgSO, 180,54
NH:NO; 1650,00
CoCl,-6H.0 0,025
CuS045H,0 0,025
FeNaEDTA 36,70
H:BO3 6,20
Mikroprvky K] 083
MnSO4-H,0 16,90
Na;Mo0042H;0 0,25
ZnS04-7H20 8,60
Glycin 2,00
Myo-inositol 100,00
Vitaminy Kyselina nikotinova 0,50
Pyridoxin HCI 0,50
Thiamin HCI 0,10

3.1.3 Pouzité kity

FastStart PCR Master (Roche, Némecko)

LightCycler® FastStart DNA Master”YS SYBR Green I (Roche, Némecko)
RQ1 RNase-Free DNase (Promega, USA)

Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, USA)

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Némecko)

3.1.4 Pouzité pristroje a pomiicky

Analytické vahy AE 240 (Mettler Toledo, Svycarsko)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko)

Digitalni predvéazky (KERN, Némecko)

Digitalni kamera Olympus DP72 (Olympus, Japonsko)
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Elektroforeticka aparatura se zdrojem napéti (Bio-Rad, USA)
Digestot (Merci, Ceska republika)

Elektromagneticka michacka (IKA, Némecko)

Homogenizator FastPrep 24 (MP Biomedicals, USA)

Inkubator (Heraeus, Némecko)

Laminarni box (Heal Force, Cina)

Light Cycler Nano (Roshe, Némecko)

Mikroskop Olympus BX60 (Olympus, Japonsko)

Mikrotom Microm HM 200 ErgoStar (Carl Zeiss AG, Némecko)
Mikrovinna trouba MS023 (Hitachi, Japonsko)

Minicentrifuga MCF 2360 (LMS, Japonsko)

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA)

Random Positioning Machine (Dutch Space, Nizozemi)

Stolni pH metr FE-20 KIT (Mettler Toledo, Svycarsko)
Termoblok Mixing BlockMB-102 (Bioer, Cina)

Termocykler Eppendorf™ Mastercycler™ pro PCR System (Eppendorf, Némecko)
Vodni lazett GFL 1003 (HELAGO, Ceska republika)

Vortex (IKA, Némecko)

UV Translumindtor (UVITEC Cambridge, UK)

3.1.5 Rostlinny material

Byla pouzita semena rostliny Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0) dodané
Katedrou botaniky Univerzity Palackého v Olomouci. Semena byla vyseta do kvétinadct
do smési raseliny a perlitu ve skleniku. Pfiblizn€ po 6 tydnech od vyseti byly sesbirany
SeSule v riznych fazich zralosti (Obr. 6). Nasledné SeSule byly sterilizované 5 minut
v 70% ethanolu a 10 minut v 2,5% chloraminu a umistény na Petriho misky s MS
médiem. Polovina Petriho misek se vzorky byla umisténa na pfistroj RPM (Random
Positioning Machine) a druhé polovina slouZila jako kontrola. Vzorky na RPM pfistroji
i kontrola byly inkubované pfi laboratorni teploté (22 °C) po dobu 48, 96 nebo 168 hodin
pro analyzu genové exprese a 10 dni pro studium morfologie. Primérna gravitacni sila,
ktera na vzorky pusobila, byla 0,1 G, pfi€emZ maximalni thlovéa rychlost pfistroje byla

nastavena na 50°/s a minimalni thlova rychlost byla 40°/s.
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Obr. 6 Arabidopsis thaliana ve fazi sbirani Sesuli
3.1.6 Metody

3.1.6.1 Priprava mikroskopickych preparati

Pro studium morfologickych stadii byly ptipraveny mikroskopické preparaty. Kontrolni
SeSule a SeSule inkubované na RPM pfistroji byly po inkubaci premistény
do mikrozkumavek a na 24 hodin k nim byl pfidan 4% paraformaldehyd pro fixaci.
Nasledné byly SeSule odvodnény v ethanolové fadé (10 %, 20 %, 30 %, 50 %, 70 %, 80 %,
90 % a 96 %), pricemz v 70% ethanolu byly ponechany 24 hodin, v ostatnich
koncentracich dvakrat po dobu 15 minut. Ethanolové koncentrace byly pfipraveny z 96%
ethanolu a fedény odpovidajicim mnozstvim fosfatového pufru (PBS). Poté byly sesule
postupné zalévany do Steedmanova vosku (Steedman’s wax) Vv postupnych pomérech
ethanol a Steedmaniv vosk — 4:1, 3:1, 1:1, 1:3, 1:4 a nakonec Steedmaniv vosk bez
ptidavku ethanolu. V téchto pomérech byly SeSule vzdy inkubované 24 hodin pii 37 °C.
Nasledné byly sesule po jedné zalévany do Steedmanova vosku. Po ztuhnuti vosku pfi
pokojové teploté byly SeSule nafezany na mikrotomu na fezy o tloust'ce 10-12 um a byly
umistény na podlozni sklicko do kapky vody. Podlozni skli¢ka byla pfedem potiena smési
vajecného bilku a glycerolu v poméru 1:1, aby doslo k upevnéni vzorkul. Poté se sklicka
nechala zaschnout. Pro odstranéni vosku zfezii byla podlozni skli¢ka ponofena
do sestupné ethanolové fady (96 %, 90 %, 70 %, 50 % a 20 %), kdy jednotlivé
koncentrace byly piipraveny z 96% ethanolu a PBS pufru. V kazdé koncentraci byla
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podlozni sklicka se vzorky ponechana dvakrat po 15 minutach a nasledné ptesunuta
do samotného PBS pufru. Pro studium morfologie se vzorky barvily toluidinovou modfi,
do které byly ponoteny na 30 sekund a poté byly oplachnuty vodou. K obarveni zdsobnich
latek bylo pouzito Schiffovo ¢inidlo. Podlozni skli¢ka byla nejdiive na 30 minut ve tmé
ponofena do 1% roztoku jodistanu sodného a poté presunuta na 2 minuty do Schiffova
¢inidla a oplachnuta vodou. Obarvené vzorky byly zaképnuty glycerolem a pfikryty
krycim sklickem. Nakonec byly vzorky pozorovany pod mikroskopem a byla pofizena

fotodokumentace.

3.1.6.2 Izolace DNA

DNA byla izolovana z listd Arabidopsis thaliana. Rostlinny material byl vlozen
do mikrozkumavek a bylo k nému pfidano 1000 ul CTAB a 4 ul 2-merkaptoethanolu.
Nasledné byl rostlinny material homogenizovan v homogenizatoru po dobu 60 sekund
pii 6,5 m's. Zhomogenizovana smés byla inkubovana pti 66 °C a centrifugovana pfi
450 RPM po dobu 90 minut. Poté ke smési bylo ptidano 500 pl roztoku chloroform
a isoamylalkohol v poméru 24:1. Smés byla fadn¢ protfepana a nasledné se nechala stat
5 minut. Po 15 minutové centrifugaci pii 11 000 RPM pii 4 °C byl odpipetovan
supernatant do Cisté mikrozkumavky a bylo k nému ptidano 60 pl 3 M octanu sodného
a 500 pl chlazeného isopropanolu. Poté byla smés ponechana pii -20 °C do nasledujiciho
dne. Dalsi den byla smés nejdiive centrifugovana pii 11 000 RPM pii 4 °C, supernatant
byl slit a k peletu bylo ptidano 500 pl 70% ethanolu. Poté se smés nechala stat 5 minut,
byla centrifugovana po dobu 3 minut pti 11 000 RPM a 4 °C a supernatant byl znovu
odstranén. Opét bylo ptidano 500 pl 70% ethanolu, smés byla centrifugovéna pfii stejnych
podminkach a supernanant odstranén. Nésledné byl pelet vysuSen na termobloku za
60 minut pii 40 °C. Pelet byl poté resuspendovan v 50 pl ddH20, smés byla osetfena
1,5 ul RNasy a inkubovana pti 37 °C po dobu 30 minut. Nakonec byla koncentrace

a Cistota izolované DNA zméfena na ptistroji NanoDrop a DNA byla uloZena pii -20 °C.

3.1.6.3 Izolace RNA

Na izolaci RNA byl pouzit Spectrum™ Plant Total RNA Kit podle ndvodu vyrobce. RNA
byla izolovana z nezralych semen vystavenych vlivu mikrogravitace na RPM pfistroji
a z nezralych semen slouzicich jako kontrola. Nezrald semena obsahujici embrya
v zavérecné fazi zralosti byla pienesena do mikrozkumavek spolu s 500 ul lyza¢niho

roztoku, ke kterému byl pfedem piidan 2-merkaptoethanol (10 pl na 1 ml lyzaéniho
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roztoku). Nasledné byla nezrala semena homogenizovana na homogenizatoru po dobu
60 sekund pii 6,5 m-s-1. Homogenizovana smés byla inkubovana pii 56 °C po dobu
5 minut a poté centrifugovdna 3 minuty. Supernatant byl pfesunut na filtracni kolonku
v mikrozkumavce, a ta byla centrifugovanana po dobu 1 minuty. Pro navazani RNA
na kolonku byl pouzit protokol A, 500 ul RNA-vazajiciho roztoku bylo ptidano k filtratu
a smés byla promichéna na vortexu. Nasledné¢ tato smés byla napipetovana do kolonky,
ktera vaze RNA, pifi¢emz tato kolonka byla umisténa v mikrozkumavce. Po centrifugaci
po dobu 1 minuty bylo do kolonky napipetovano 500 ul promyvaciho roztoku 1 a opét
prob¢hla centrifugace. Poté bylo dvakrat po sobé napipetovano 500 pl promyvaciho
roztoku 2 a nasledné centrifugovano po dobu 1 minuty. Kolonky v mikrozkumavce byly
vysuSeny 5 minutovou centrifugaci a poté byla RNA eluovana 50 pl elu¢niho roztoku.

Koncentrace a ¢istota RNA byla zméfena na pfistroji NanoDrop a uloZena pfi -20 °C.

3.1.6.4 Osetieni RNA DNasou

Pro odstranéni DNA Vv izolované RNA byl pouzit RQ1 RNase-Free DNase. Kit byl pouzit
podle navodu vyrobce. K 8 pl izolované RNA byl pfidan 1 pl RQ1 RNase-Free DNase
10x reak¢éniho pufrua 1 pl RQ1 RNase-Free DNasy. Poté byla smés inkubovana pii 37 °C
po dobu 30 minut. Pro zastaveni reakce a inaktivaci DNasy byl ke smési pfidan 1 pl RQ1

DNase Stop roztok a smés byla inkubovana pii 65 °C po dobu 10 minut.

3.1.6.5 Reverzni transkripce

Pro ptepis RNA do cDNA byl pouzit Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit,
ktery byl pouzit podle ndvodu vyrobce. Do reakce bylo pouzito 10,4 pl izolované RNA
osetiené¢ DNasou, ke které se pridal 1 pl anchored-oligo(dT)is primerd. Smés byla
inkubovana pti 65 °C po dobu 10 minut za ucelem denaturace a poté ochlazena na ledu.
Nésledné kompletni reakéni smés s reverzni transkriptasou o celkovém objemu 20 pl byla
inkubovana pii 45 °C po dobu 60 minut a reakce byla ukoncena inaktivaci reverzni
transkriptasy 5 minutovou inkubaci pii 85 °C. Koncentrace a Cistota cDNA byla zméfena

na pfistroji NanoDrop a cDNA byla uloZena pfti -20 °C.

3.1.6.6 PCR reakce

Pro PCR reakci byl pouzit kit FastStart PCR Master. Do reakce byla pouzita genomicka
DNA nebo cDNA, a to v objemu 1 pl. Genomické DNA bylo do reakce dodano 20 ng,
c¢DNA bylo dodéno 200 ng. Kit byl pouzit podle navodu vyrobce, ale celkovy objem
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Tab. 2 Sekvence primert pouzitych k amplifikaci sledovaného genu pii PCR reakci

Sledovany gen Primer Sekvence
F 5“-GTGGAGCTCCCTTCTCTCACT-3*
LEC1 R 5-CTGGACCACGATACCATTGTT-3°
F 5-AGGGAAAGGAACCACTACGAA-3¢
LEC2 R 5-CAGTGGTGAGGTCCATGAGAT-3°
F 5-GTCAGCTCTCTCCGACGTATG-3¢
FUS3 R 5°-TGAAGGTCCAAACGTGAAAAC-3¢
F 5"-AACTCTATGCAGCATTTGATCCAT-3’
AT2G28390 R 5"-TGATTGCATATCTTTATCGCCATC-3’

Tab. 3 Reakéni podminky PCR pro stanoveni optimalni teploty pro annealing

Krok Teplota (°C) Cas (min) Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 3 1
Denaturace 95 0,5
Annealing 45—65 0,5 45
Elongace 72 0,5
Finalni extenze 72 5 1
Chlazeni 8 - 1

reakéni smési €inil 20 pl. Pouzité primery pro PCR reakci byly 10x koncentrované.
V Tab. 2 je sekvence primeru, které byly pro PCR reakci pouzity a podminky reakce jsou
popsan Tab. 2 Sekvence primert pouzitych k amplifikaci sledovaného genu pti PCR reakci.
PCR reakce probihala za teplotniho gradientu pro stanoveni optimalni teploty annealingu.
Teplotni gradient probihal pti 12 teplotach v rozmezi 45 a 65 °C, hodnoty teplot jsou
uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4 Jednotlivé teploty teplotniho gradientu PCR reakce pro stanoveni optimalni teploty pro
annealing

Vzorek Teplota (°C) Vzorek Teplota (°C)
1 449 7 56,1
2 45,3 8 58,7
3 46,6 9 61,1
4 48,5 10 63,1
) 50,8 11 64,5
6 53,4 12 65,1
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3.1.6.7 Real-time PCR

Pro kvantitativni RT-PCR byl pouzit kit LightCycler® FastStart DNA Master’-Y> SYBR
Green I. Reakce probihala podle navodu vyrobce a bylo do ni dodano 200 ng cDNA. Jako
negativni kontrola byla pouzita negativni PCR grade voda. Reakéni podminky jsou
uvedeny v Tab. 5.

Data pro stanoveni relativni exprese genu byla vyhodnocena v programu Light Cycler
Nano Software 1.1. Tento software ur¢il k jednotlivym vzorkim Cr hodnoty, které byly
nasledn¢ zpracovany pomoci metody AACr:

ACT=Crt studovany gen ~ CT referencni gen

AACT = ACT vzorek = ACT kontrola

Relativni exprese: 244t

3.1.6.8 Gelova elektroforéza

Pro zhodnoceni produktii PCR byla provedena gelova elektroforéza, kterd probihala
nal,5 % agarosovém gelu v 0,5x TBE pufru pifi napéti 100 V po dobu 40 minut.
Agarosovy gel byl pfipraven rozvafenim 0,9 g agarosy v60 ml 0,5x TBE pufru
v mikrovinné troubé a byly k nému ptidany 3 pl ¢inidla GelRed pro vizualizaci DNA.
Smés byla nasledné nalita do pfipravené elektroforetické formy, do které byl pfedem
umistén hebinek. Po ztuhnuti (30 minut) byl gel presunut do elektroforetické vany s 0,5x
TBE pufrem a hiebinek byl odstranén. Do prvni jamky byly napipetovany 2 pl
velikostniho markeru HypperLadder™ 100 bp. Poté 6 pl testované DNA bylo smichédno
s 2 ul 5x loading buffer blue a také napipetovano do jamek. Vysledky elektroforézy byly
vyhodnoceny v UV svétle pomoci pfistroje UV Transluminator a byla udélana

fotodokumentace.

Tab. 5 Reakéni podminky RT-PCR

Krok Teplota (°C) Cas (sec) Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 10
Annealing 56 30 45
Elongace 72 20
Finalni extenze 72 300 1
Chlazeni 40 - 1
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4 VYSLEDKY

4.1 Studium morfologie a ukladani zasobnich latek

Pro studium morfologie a ukladani zasobnich latek jednotlivych stadii embryondlniho
vyvoje Arabidopsis thaliana byly pouzity kontrolni a analyzované Sesule kultivované
na RPM piistroji po dobu 10 dnd. Rezy $esuli byly obarveny toluidinovou modii pro
studium morfologie a Schiffovym ¢inidlem pro studium ukladani zasobnich latek. Bylo

detekovano stadium srd¢ité (Obr. 7), stadium torpédovité (Obr. 8) a embryo ve fazi

zralosti (Obr. 9). Schiffovym ¢inidlem obarvené zasobni latky byly pozorovany u stadia

9.
&
AA 100 ym
J : ~it 4|—|
Obr. 7 Srd¢ité stadium A. thaliana barvené toluidinovou modti; A) kontrolni vzorek;
B) analyzovany vzorek

. —

Obr. 8 Torpédovité stadium A. thaliana barvené toluidinovou modii; A) kontrolni vzorek;
B) analyzovany vzorek
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Obr. 9 Embrya A. thaliana ve fazi zralosti barvené toluidinovou modii; A) kontrolni vzorek;
B) analyzovany vzorek

B) analyzovany vzorek

Mezi embryi kultivovanymi v podminkédch mikrogravitace a kontrolnimi vzorky
obarvenymi toluidinovou modii nebyl pozorovan Zadny morfologicky rozdil. Také
zasobni latky obarvené Schiffovym ¢inidlem se u obou typt SeSuli akumulovaly pievazné

V déloznich listech.
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B) analyzovany vzorek

4.2 Analyza genové exprese

Pro analyzu genové exprese byla pouzita RNA z nezralych semen s embryi v zavérecné
fazi vyvoje. Dle ptedchozich morfologickych pozorovani byly k tomuto ucelu vybrany
SeSule o stejném stupni zralosti (velikost, barva), jakou mély SeSule s embryi ve fazi
zralosti v ptedchozim experimentu. Analyza relativni genové exprese byla zjistovana
u gent LEC1, LEC2 a FUS3. Nejprve byla provedena PCR reakce pro ovéteni specifity
primeri a stanoveni optimalni teploty pro annealing primera. Pro PCR reakci byla pouzita
genomicka DNA 0 koncentraci 20 ng/ul. Produkty PCR reakce byly separovany pomoci
gelové elektroforézy (Obr. 12 pro gen LEC1 a LEC2, Obr. 13 pro gen FUS3 a referen¢ni
gen AT2G28390). Teplotni gradient PCR reakce probihal v rozmezi teplot 45 a 65 °C.
U genu LEC1 byla pozorovana vyrazna zavislost annealingu primert na teploté, kdy
nejoptimalngjsi annealing byl pfi teploté 56,1 °C (hodnota VII na Obr. 12). Na zakladé
téchto vysledkt probihal annealing primert pti nasledné Real-time PCR pfi 56 °C.

..
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Obr. 12 Separace produktti PCR pomoci gelové elektroforézy. Sipkou je oznaceny produkt
o velikosti 200 bp, jako marker molekulové hmotnosti (M) byl pouzit HypperLadder™ 100
bp. Jednotlivé teploty teplotniho gradientu (I-X1I) jsou uvedeny v Tab 4. Gen LECL je
zobrazen nalevo, gen LEC2 napravo.
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Obr. 13 Separace produktii PCR pomoci gelové elektroforézy. Sipkou je oznageny produkt
o velikosti 200 bp, jako marker molekulové hmotnosti (M) byl pouzit HypperLadder™ 100
bp. Jednotlivé teploty teplotniho gradientu (I-XI1I) jsou uvedeny v Tab 4. Gen FUS3 je
zobrazen nalevo, referencni gen AT2G28390 napravo.

Pro stanoveni relativni exprese geni LEC1, LEC2 a FUS3 pomoci real-time PCR byla
pouzita nezrala semena inkubovana 48, 96 a 168 hodin v podminkach mikrogravitace
a kontrolni semena inkubovana po stejnou dobu. Relativni exprese vSech gent
je zobrazena na Obr. 14 a je vypoctena proti kontrolnim vzorkim, které maji hodnotu
exprese rovnu 1. Méfeni bylo provedeno ve dvou opakovanich. Z vysledki vyplyva,
ze exprese vSech genli méla spiSe klesajici tendenci v zavislosti na délce inkubace.

Nejvyraznéjsi pokles exprese byl pro gen LEC2, kdy po 168 hodinach inkubace byla

25

1,5
0,5 I i I
D =
K 48 85 168 K 48

56 168 K 48 96 168
Doba inkubace (hod.)

fud

Relativni exprese
[

mLEC] LEC2 FUS3

Obr. 14 Graf relativni exprese genu LEC1, LEC2 a FUS3 vzorkd inkubovanych v podminkach
mikrogravitace. Mira exprese je stanovena proti kontrolnim vzorkiim neinkubovanych
v podminkcach mikrogravitace a jeji hodnota je 1. Exprese byla stanovena u nezralych
semen po 48, 96 a 168 hodinach. K — kontrolni vzorky

35



relativni exprese 14,2krat mensi oproti kontrole. Naopak nejvyssi miru exprese mél
gen LEC1, a to ve vsech casovych odstupech. Jeho relativni exprese byla po 96 hodinach
inkubace mirné vyss$i nez po 48 hodinach a byla 1,6krat vyssi v porovnani s kontrolou.
LEC1 jako jediny gen mél hodnotu exprese vysSsi nez kontrola, ale jenom pouze
pfi inkubaci v podminkach mikrogravitace po dobu 48 a 96 hodin. U genu FUS3 doslo
také ke snizeni exprese, po 48 hodinach exprese odpovidala kontrolnim vzorkum, ale
po 96 a 168 hodinach hodnota klesla na polovinu. Z vysledku se proto da usuzovat,

ze mikrogravitace ma vliv na vSechny vybrané geny.
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5 DISKUZE

Prvni Casti prace bylo studium morfologie u fezti embryi Arabidopsis thaliana
inkubovanych v podminkach mikrogravitace a jejich porovnani s kontrolnimi vzorky.
Sesule pro piipravu mikroskopickych preparatll byly zalévany do Steedmanova vosku.
Vyhodou Steedmanova vosku je, Ze pro jeho odstranéni z ezl 1ze pouzit ethanol a ne
xylen jako v ptipad¢ parafinu. Mezi tspésné aplikace Steedmanova vosku patii napiiklad
prace Balusky et al. (1992), Balusky et al. (1997) a Catterou et al. (2001). Ve vSech téchto
pracich byl Steedmantiv vosk pouzit pro imunofluorescencni znaceni.

Pii porovnani morfologie embryi z analyzovanych a kontrolnich vzorkd nebyl
pozorovan zadny rozdil. Rozdil mezi fezy nebyl pozorovan ani po barveni zasobnich latek
Schiffovym ¢inidlem. Rozdil v morfologii embryi inkubovanych v podminkach
mikrogravitace nepozorovali ani Kuang et al. (1996). K podobnému vysledku dosli také
Link et al. (2014), kteti pracovali s Arabidopsis thaliana a u semen vypéstovanych na ISS
nebyl zadny rozdil v morfologii v porovnani s kontrolou. VSechna semena obsahovala
zrala embrya se spravné vytvofenymi kofenovymi a stonkovymi meristémy a kotyledony.
Jenom obsah proteinti byl nizsi u semen péstovanych na ISS. V dalsich studiich semena
Brassica rapa péstovana v podminkach mikrogravitace byla oznafena jako zdrava
a zivotaschopnd, ale obsah proteinli u téchto semen byl nizsi a kotyledony byly tvofeny
méné buitkami v porovnani s kontrolou (Kuang et al., 2000; Musgrave et al., 2000).
V pozdéjsich studiich s B. rapa se Kuang et al. (2005) zaméfili prevazné na ukladani
zasobnich latek. Ackoliv semena B. rapa morfologii 1 velikosti odpovidala kontrolnim
vzorklim, cytochemické reakce ukézaly, Ze vyvoj ukladani zasobnich latek je zpomaleny
V porovnani s kontrolnimi vzorky péstovanymi pii normalnich gravitacnich podminkach.

I pfes to, ze nebyly pozorovany zadné zmény v morfologii, nelze konstatovat,
ze pusobenim mikrogravitace nedochazi ke zménam na cytologické Urovni, jelikoz
Vramci tohoto experimentu nebyly pozorovany jednotlivé bunétné struktury (napf.
bunécna sténa, cytoskelet). K tomu by bylo potieba dalsich pozorovani, pti kterych by
mohly byt zkoumany i vnitini struktury bungk.

To, Ze rostliny jsou schopny za sniZzené gravitace projit celym svym vegetaCnim
cyklem, dokazuji prace Musgrave et al. (2000) Levinskikh et al. (2000) nebo Link et al.
(2014). Soucasti jejich experimentll bylo vypéstovani rostlin ze semen az do tvorby

novych semen ve vesmiru. Takto vypéstovand semena i piesto, ze byla Zivotaschopna,
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tak u nich byla snizena kvalita. To naznaCuje, Ze snizena gravitace ma vliv na vyvoj
semen.

Druhou casti prace byla analyza genové exprese nezralych semen v zavérecné fazi
embryogeneze. Byla pozorovana zména v expresi genu skupiny LEAFY COTYLEDON
(geny LEC1, LEC2 a FUS3) pii vystaveni podminkam snizené gravitace po dobu 48, 96
nebo 168 hodin. U vsech téchto genl méla relativni exprese klesajici tendenci v zavislosti
na Case. Tyto geny ovliviiuji fazi morfogeneze a pozdni faze embryogeneze, kdy reguluji
ukladani zasobnich latek (Keith et al., 1994; Meinke et al., 1994), coz odpovida
vysledkim, kdy doslo ke snizenému ukladani zasobnich latek v podminkach
mikrogravitace (Kuang et al., 2000; Musgrave et al., 2000; Briarty a Maher 2004; Kuang
zmén pii dozravani semen. Mutanti lecl maji prthledné hypokotyly s bunikami
obsahujicimi hodné vakuol a pted dehydrataci u nich casto dochazi k zvysené akumulaci
antokyanu, a to prevazné na krajich déloznich listd. Jejich rostliny tvoii trichomy
na adaxialni stran¢ listu a jejich embrya obsahuji méné proteinovych a lipidovych télisek.
Mutanti fus3 maji podobny fenotyp jako mutanti lecl, ale jejich d€lozni listy nejsou tolik
pozménéné. Semena jsou bleds$i a antokyan akumuluji pfevazné mezi hypokotylem
a déloznimi listy. Zmény u lec2 mutanta jsou méné zavazné nez zmény u mutanti lecl
a fus3 (Meinke, 1992; Meinke et al., 1994; Parcy et al., 1997; Vicient et al., 2000).

Plsobeni mikrogravitace na tyto geny a zmény genové exprese v odpoveédi na snizené
podminky gravitace zatim nebyly popséany.

Tato prace navazuje na studium zmén v expresi geni zapojenych do procesu
embryogeneze, konkrétné genti SIN1, KAN1, PCNAL a LEA4-5 (Kovalova, 2016). V této
préci bylo zjisténo, Ze vlivem mikrogravitace doslo ke zmé&nam V jejich expresi u vSech
genll kromé genu SIN1. Nejvyrazngjsi zména byla u genu KAN1, kdy exprese byla
zvySena 9,5krat v porovnani s kontrolou. Vzorky byly vystaveny podminkdm
mikrogravitace po dobu 48 hodin, 1ze tedy usuzovat, ze mikrogravitace ma vliv na geny

KAN1, PCNA1 a LEA4-5 i pii kratkém pilisobeni.
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6 ZAVER

V ramci této prace byl studovan vliv mikrogravitace na vyvoj embryi rostlin. Byla
vypracovana literarni reSerSe popisujici  zejména  rostlinnou embryogenezi
a mikrogravitaci véetné moznosti jeji mozné simulace na Zemi a jejiho vlivu na rostliny.

V praktické ¢asti byly provedeny experimenty, které zahrnovaly studium morfologie
a ukladani zasobnich latek u embryi Arabidopsis thaliana péstovanych v podminkach
mikrogravitace. Byla pozorovana urcita stadia embryogeneze, konkrétné srd¢ité,
torpédovité a embryo ve fazi zralosti. V rdmci tohoto experimentu nebyly pozorovany
morfologické rozdily mezi embryi kultivovanymi V podminkach mikrogravitace
a kontrolnimi vzorky.

Dalsim provedenym experimentem byla analyza genové exprese, pro kterou byly
vybrany geny LEC1, LEC2 a FUS3, které hraji roli v rostlinné embryogenezi.
Pro porovnani relativni genové exprese byla pouzita nezrala semena, ktera obsahovala
embrya v zavéreéné fazi embryogeneze. U vSech vybranych gent byla zjisténa klesajici
tendence relativni exprese V zavislosti na cCase inkubace (48, 96 a 168 hodin)
vV podminkdch mikrogravitace v porovnani s kontrolnimi vzorky. Nejvyrazné&jsi snizeni
relativni exprese bylo pozorovano u genu LEC2, kdy relativni exprese byla po 168
hodinach inkubace 14krat nizsi oproti kontrole. U genu FUS3 také doslo ke sniZeni
exprese, po 48 hodinach jeho exprese odpovidala kontrolnim vzorkim, ale nasledn¢€ mira
jeho exprese klesla na polovinu. Jediny gen LEC1 m¢él relativni miru exprese vyssi nez
kontrola, ale 1 zde doSlo ke sniZeni relativni exprese v zéavislosti na Case inkubace

vV podminkach mikrogravitace. Lze tedy usuzovat, Ze mikrogravitace ma vliv na geny

skupiny LEAFY COTYLEDON.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BRIC
CIM
CTAB
DNA
EDTA
ISS
LEC
MS
PBS
PCR
PSV
RNA
RPM
SIM
Tris

Biological Research in Canisters

kalus indukujici médium (callus-inducing medium)
hexadecyltrimethylamoniumbromid

deoxyribonukleova kyselina

ethylendiamintetraoctova kyselina

Mezinarodni vesmirnd stanice

LEAFY COTYLEDON

Murashige a Skoog

fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)
polymerédzova fetézova reakce

vakuola se zdsobnimi proteiny (protein storage vacuole)
ribonukleova kyselina

Random Positioning Machine

stonkové vyhony indukujici médium (shoot-inducing medium)

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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