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Souhrn

Kazda rostlina béhem svého zivota prochdzi procesem embryogeneze, béhem
kterého dochazi k tvorbé zékladniho stavebniho planu. Tento proces ovliviuje fada vnéjsich
i vnitinich faktort. Jednim z vné&jSich faktort ovliviiujici embryogenezi je i gravitace.
V ramci této bakalatské prace byl pozorovan vliv mikrogravitace na expresi gend, které jsou
zapojené do procesu embryogeneze. Pomoci real-time PCR byla srovnavana exprese genti
SIN1, KAN1, PCNA1 a LEA4-5 u Sesuli s nezralymi semeny inkubovanych za normalnich
gravitacnich podminek a SeSuli s nezralymi semeny, které byly vystaveny simulované

mikrogravitaci.

Vlivem mikrogravitace doSlo ke zménam v expresi u geni KAN1, PCNAl
a LEA4-5. U genu SIN1 nebyla pozorovana zména v expresi oproti seSulim, které byly

inkubovany za normdlnich gravitacnich podminek.



Summary

Every plant passes the process of embryogenesis in its life, during which
is established basic plant body organization. This process is influenced by many external
and internal factors. One of the external factors is also microgravity. In this work | studied
the influence of microgravity on expression of genes which are involved in embryogenesis.
Real-time PCR was used for comparison of expression of genes SIN1, KAN1, PCNAl
and LEA4-5 in siliques with immature seeds, which were incubated under normal gravity
conditions and in siliques with immature seeds, which were exposed to the simulated

microgravity.

Microgravity has affected expression of genes KAN1, PCNAL and LEA4-5. There
was not observed any change in expression of gene SIN1 compared to siliques, which were

incubated under normal conditions.
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1 Cile prace

Cilem této bakalarské prace je vypracovat literarni resersi o embryogenezi rostlin,
mikrogravitaci a jejim znAmém vlivu na rostliny, ZivoCichy a ¢lovéka a o vybranych genech,
které byly pouzity na dal$i analyzu. Dale zvladnout metody izolace RNA i DNA, reverzni
transkripce a PCR. Pomoci kvantitativni real-time PCR popsat zmény v expresi vybranych

geni zpuisobené piisobenim simulované mikrogravitace.



2 Uvod

Embryogenze je prvotni faze rostlinného vyvoje. Zaina splynutim samciho
a samiciho gametofytu za vzniku jednobunécné zygoty. Tato zygota nasledné podléha sérii
déleni a ristu, ¢imz vznikne zralé mnohobunééné embryo. Embryo v pribéhu embryogeneze
plynule prochézi nékolika fazemi vyvoje. Nejprve lze pozorovat globuldrni embryo
s bunikkami suspenzoru. Nasledn¢ dochazi k zakladani déloh a embryo pfechazi do stadia
srd¢itého. Vyvinem d€loznich listli a prodluzovanim se z embrya srdCitého stdva embryo
torpédovité. V posledni fazi embryogeneze lIze pozorovat embryo se zcela vyvinutymi
déloznimi listy a kofinkem. Po embryogenezi nésleduje stddium dormance neboli obdobi
klidu. Pti ptiprave na toto obdobi dochazi k ukladani zasobnich latek a snizeni obsahu vody.
V priibéhu rostlinné embryogeneze nedochazi k vyvoji vSech organi, tak jako je tomu
u zivoc¢icht. K vyvoji organti dochédzi az v pribéhu zivota a to z meristému, které byly

zalozeny v priabéhu embryogeneze.

Na spravném vyvoji embrya, a tim i celé rostliny, se podili cela fada vlivu, at’ uz
vnitinich, jako je souhra genti, nebo vnéjsich, jako je naptiklad dostatek slunecniho zareni
nebo zivin. Gravitacni sila patii mezi vné&jsi vlivy. Jeji vliv, lze mimo jiné pozorovat pii

orientaci rostlinného kofene.

V soucasnosti se pohybujeme v dobé, kdy dlouhotrvajici vesmirné lety nejsou jen
myslenkou, ale jiz dostavaji podobu pland a postupnych realizaci. Ztrata gravitacni sily je
pro rostlinu stresovym faktorem, se kterym by se musela ve vesmiru vyrovnat. Proto se
V posledni dobé studuje schopnost rostlin vyrovnavat se Stimto stresovym faktorem.
odpovédi na nékteré otazky, jako naptiklad jaky vliv ma ztrata gravitace na kofeny nebo
zdali jsou rostliny schopné pfeZzit ve vesmiru cely sviyj zivotni cyklus. VSechny tyto poznatky
jsou nezbytné pro planované dlouhotrvajici vesmirné lety, jelikoZ rostliny mohou byt nejen

potravou pro astronauty, ale také jistou psychickou podporou.



3 Soucasny stav FeSené problematiky

3.1 Rostlinna embryogeneze

Embryogeneze je proces, béhem kterého se jednobunétna zygota vyviji
v mnohobunécné embryo. Zygota prochazi sérii udalosti, béhem kterych se vytvaii zakladni
stavebni plan rostliny a osy téla. Nejprve dojde K vytvofeni apikalné-bazalni osy, coz je
nasledované tvorbou osy radialni a nakonec se vytvofi bilateralni symetrie (De Smet et al.,

2010).

Obecné mizeme embryogenezi rozdélit do tii fazi. V prvni fazi dochazi k vytvoteni
polarni osy, zakladani kotfenového a stonkového vrcholu a formovani embryondalnich tkani
a organu. Druha faze je charakteristickd zranim embrya a akumulaci zasobnich latek.

V posledni fazi je embryo vysuSeno a vstupuje do dormance (West et Harada, 1993).

3.1.1 Samci a samici gametofyt, dvojité oplozeni

Pro vznik zygoty je nejprve nutné splynuti samci a samici gamety, které jsou ulozené
v sam¢im a samicim gametofytu. Sam¢i gametofyt neboli pylové zrno, je sloZzené ze dvou
bunck, generativni a vegetativni, uloZenych v pevném obalu. Generativni buika se
mitotickym délenim rozd¢€li na dvé spermatické buiiky a z buniky vegetativni vznika pylova
lacka. Samic¢i gametofyt, oznaovan také jako zarode¢ny vak, je uloZeny uvniti vajicka. U
chalazalniho pdlu jsou v zarode¢ném vaku uloZené tfi antipody, na opaéném mikropylarnim
konci jsou uloZzené dvé synergidy a vajecnd builka. Dale se Vv zdrodecném vaku nachézi

centralni bunika (Cambell et Reece, 2008; Berleth et Chatfield, 2002).

Dvojité oplozeni je jev typicky pro krytosemenné rostliny a dochazi pii ném
ke splynuti gamet. Na zacatku dvojitého oplozeni prorista pylova lacka pies mikropyle
do vajicka, ¢imzZ do né&j proniknou spermatické bunky. Prvni haploidni spermaticka bunka
splyvé s haploidni buiikou vajecnou za vzniku diploidni zygoty. Ta se dale vyviji v procesu
embryogeneze. Druha haploidni spermatické buiika splyva s diploidni centralni buitkou za
vzniku triploidniho endospermu. Endosperm v pribéhu embryogeneze poskytuje vyzivu pro

vyvijejici se embryo (Berleth et Chatfield, 2002; West et Harada, 1993).
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Obrazek c¢islo 1: Schéma vajicka
Piekresleno podle: Pavlova et Fischer, 2011; Cambell et Reece, 2008

3.1.2 Stadia embryogeneze
Vyvoj embrya

Splynutim spermatické a vaje¢né bunky vznikne zygota. Na zac¢atku embryogeneze
dochazi k asymetrickému déleni zygoty, ¢imz vznikne mensi apikalni bunka a vétsi bunka
bazalni. Z apikalni bunky se poté vyviji embryo a z buniky bazalni suspenzor (De Smet et al.,
2010).

Suspenzor se déli transverzalné do konecného poctu osmi bunék. Z prvni bunky
suspenzoru, ktera piiléha k embryu, vznikne v prubéhu vyvoje hypofyza. Zbytek suspenzoru

zanikne po dokonceni globularni faze embrya (Pavlova et Fischer, 2011).

Prvni déleni apikdlni buniky je d€leni podélné. Prepazky se tvoti paraleln€ s osou
mikropyle — chalaza a vznikne stadium zvané tetrada. Ta se nasledné déli transverzalng,
¢imz vznikne oktant, u néhoz lezi ve dvou vrstvach dvé tetrady. Z horni tetrady v budoucnu
vznikne apikdlni ¢ast embrya - zdklad stonkového meristému a vnitini (adaxidlni) casti
dé€loh. Ze spodni tetrady naopak vznikne vnéjsi (abaxialni) ¢ast déloh, hypokotyl, proximalni
vrstvy apikalniho kofenového meristému a koten. Nasledujicim radidlnim délenim vznikne
embryo se Sestnacti bunikami. V této dobé¢ se také zac¢nou diferenciovat bunky protodermu,
ze kterych nasledné vznikne ektodermis. Vnitini ¢ast embrya je tvofena centralnim
meristémem, ktery se v pribéhu globuldrniho stddia déli asymetricky. V pozdnim
globularnim stadiu se ustanovi epifyza (stonkovy p6l) a z bunky suspenzoru vznikne

hypofyza (kofenovy pdl), ktera podléha asymetrickému déleni za vzniku apikalni cockovité
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a vetsi bazalni buniky. Tyto buiiky daji zaklad kofenovému meristému a kotenové Cepicce.
Nasledujicim stadiem embryogeneze je stadium srdcité, které je charakteristické vyvojem
déloh. Dale také oddalovanim stonkového a kofenového poélu, coz vede ke vzniku
hypokotylu, a v centralni oblasti embrya se tvoii prokambium. Mezi prokambiem a
protodermem se nachazeji buiiky zdkladniho meristému. Po dokonceni vyvoje d€loh a
prodlouzeni hypokotylu vstupuje embryo do torpédovitého stadia. Posledni faze
embryogeneze je maturace, pii které dochazi ke zvétSovani embrya, syntéze a ukladani
zasobnich latek, snizeni obsahu vody a nasledné i metabolické aktivity (Pavlova et Fischer,

2011; Goldberg et al., 1994).

Antipody Apikalni Apikalni
deetinna doména
burika embrya
Polarni o
jadra Bazalni Centralni
i \'. dcefinna doména —_\__
Synergidy buitka \\ embrya
\ Hypofyza
Vajetna A= Vakuola Suspenzor— |
burika
] Zygota 1 buiika Oktant 16 bunék Ranné globularni

stadium
Delozni listky

Stonkovy
meristém s

Cockovita Hypokotyl
burika
Pozdni globularni Prechod mezi
stadium globulirnim a srd¢itym
stadiem

Klidové centrum a
kotenova ¢epicka

Pozdni srdcité
stadium

Sazenice

Obrazek cislo 2: Stadia embryogeneze

Pievzato a upraveno dle: Taiz L., Zeiger E. (2010) Plant physiology, Fift Edition, Sinauer Associated, Inc.,
USA

Vyvoj endospermu

Po splynuti spermatické buiiky s centralni buiikou vznikd endosperm neboli zadsobni
pletivo. U rostlin se Ize setkat s nékolika typy endospermu — bunéénym (celularnim),
jadernym (nuklearnim) a helobialnim. U Arabidopsis thaliana se vyskytuje jaderny

endosperm. Tento typ endospermu se za¢ina vyvijet vV ranych fazich embryogeneze, pii¢emz
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prvni déleni byva jesté pred d€lenim zygoty. V pozdnéjSich fazich embryogeneze je
endosperm spotiebovavan embryem a na konci embryogeneze je redukovan pouze na jednu
vrstvu bunék. Pii déleni jaderného endospermu nedochdzi k tvorbé bunéénych prepazek po
kazdém déleni jadra, coz vede ke vzniku syncitia neboli mnohojaderného coenocytu.
Endosperm neni po celé délce homogenni a Ize ho rozd¢lit na tii ¢asti — endosperm piiléhajici
k embryu, endosperm vznikajici ve stiedni ¢asti a endosperm v chalazalni ¢asti. Na zacatku
je vyvoj endospermu u vSech ¢asti stejny, ale po prvnich tfech mitotickych déleni se jiz
jednotlivé ¢asti vyvijeji zvlast. Endosperm ptiléhajici k embryu se obvykle vyviji nejrychle;ji
a je také nejdrive spotfebovan, naopak vyvoj endospermu u chalazalniho p6lu trva nejdéle.
Endosperm ve stfedni ¢asti byva zpravidla nejvétsi s nejvyssim obsahem zasobnich latek

(Pavlova et Fischer, 2011).

3.1.3 Zmeny v polarité v priitbehu embryogeneze

Vyznamnou roli v embryogenezi hraje polarita. Polaritu je mozné sledovat jesté pred
oplozenim u zarodecného vaku, kde na jednom polu bunky lezi vajeéné bunka se
synergidami a na polu opacném se nachazi antipody. Polaritu vykazuje také samotna vajecna
burika, u které se na mikropylarnim pélu nachézi vakuola, kdezto chalazalni p6l obsahuje

cytoplazmu (Souter et Lindsey, 2000).

Vzapéti po oplozeni zygota svou polaritu ztraci, jelikoz signaly zptisobujici polaritu
zarodecného vaku po oplozeni vymizi. Ztrata polarity se projevi umisténim jadra ve stiedu
a rovnomérnym rozdélenim vakuol. Pro re-polarizaci jsou nezbytné zinc-finger WRKY2
transkripéni faktory. U wrky2 mutant dojde po oplozeni k depolarizaci, jako u wild-type
(WT) rostliny, nicméné polarita neni znovu stanovena a nasledujici déleni je symetrické,
misto asymetrického. WRKY?2 ma také vliv na expresi WUSCHEL RELATED HOMEOBOX
(WOX) gentl. Po re-polarizaci dochazi ke spusténi exprese WOX8 a WOX9 genti a tyto geny
autonomné spousti expresi genu WOX2. Exprese téchto tii gentl je po prvnim asymetrickém
déleni nerovnomérna - WOX2 je exprimovan v apikalni bunce, zatimco WOX8 a WOX9
Vv bunice bazalni. Exprese genu WOX2 v apikédlni buinice nasledné¢ spousti expresi
PINFORMED1 (PIN1) proteinu, ktery podporuje polarni transport auxini (Wendrich et
Weijers, 2013; Breuninger et al., 2008).

Polarni transport auxinti ma vyznamny vliv na polaritu a vyvoj embrya, pfi¢emz je
zavisly na pfislusnych transportnich proteinech a také na pH prostfedi. Transport bude

vysvétlen na jednom z ptirozené vyskytujicich se auxintl a to kyseling indol-3-octové (IAA).
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V neutralnim prostiedi cytosolu dochazi k ¢aste¢né disociaci IAA. V nedisociovaném stavu
muze IAA pronikat do cytosolu pasivné pomoci difize. Pokud vsak dojde k disociaci, je
aniont IAA" transportovan pomoci aktivniho transportu. Jedna se o symport se dvéma H*
ato pomoci pienaseCe AUXIN-RESISTANT1 (AUX1) piipadné pomoci jeho homologu
LIKE-AUXIN RESISTAN (LAX1). Pienos z cytosolu do apoplastu zajistuji PIN proteiny,
které jsou kodovany osmi geny. PIN proteiny jsou neustale recyklovany pomoci
endosomalnich kompartmentt bunky a jejich rozmisténi uruje smér transportu auxint.
Na zacatku embryogeneze dochazi k transportu auxini ze suspenzoru do apikalni bunky
pomoci komplexti PIN7, které jsou lokalizovany v apikalni ¢asti membrany, ¢ili smérem
k embryu. V membrané apikalni bunky se nachéazeji proteiny PIN1. Transport auxini
do embrya probiha az do doby, kdy je embryo slozeno z 32 bunék. Poté dochazi ke zméné
transportu, kdy transportni proteiny PIN7 zméni lokalizaci v butikach suspenzoru z apikalni
na bazalni. Bazaln¢ jsou lokalizovany také PIN1, jeZ se nachdzeji v centralni oblasti embrya.
Tato zména zpUsobi, Ze auxiny syntetizujici se v embryu jsou transportovany do hypofyzy
a suspenzoru. Dal$i zména transportu se odehrava pii zakladani déloh. V centralni zoéné
dojde k piesunu PIN1 proteini a jejich umisténi kolmo K hranici mezi periferni a centralni
¢asti embrya, coz vede k tomu, Ze auxiny jsou transportovany smérem k vrcholim
zakladajicich se déloh. Auxiny maji vliv také na bazalni bunku. V této ¢asti rostliny je signal
prenasen fadou dal$ich efektort, které jsou kodovany napiiklad geny MONOPTEROS (MP),
BODENLOS (BD) a I1AA13. Mutanti v téchto genech maji téméf stejné projevy. Dochazi
k porucham tvorby hypokotylu, zakladu kofenového meristému a také je narusena
diferenciace prokambia, a nasledné tak i vodivych pletiv. Tito mutanti jsou vsak schopni

v podminkach in vitro prezit (Pavlova et Fischer, 2011).

3.2 Mikrogravitace

Gravitacni sila je jednou ze zakladnich sil, kterd piisobi na Zemi a v celém Vesmiru.
Pisobi na vSechny objekty a svym plisobenim vytvaii sféricky tvar planet. Univerzalni
gravitacni zdkon popsal v roce 1684 Isaac Newton takto: ,,Libovolna dvé télesa se pritahuji
silou, ktera je prim0 umérna soucinu jejich hmotnosti a neprimo umérnd ctverci jejich
vzdalenosti. “ (Bajer, 2008). Tento zakon plati v celém vesmiru. Hodnota gravitacni sily je
pro kazdé vesmirné téleso jina. Pro planetu Zemi se jeji hodnota rovna 9,81 ms?, coz lze

také vyjadiit jako 1g. Od této hodnoty se nasledn€ odvozuji gravitacni sily ostatnich téles.

Jak jiz bylo zminéno, gravitacni sila plisobi vSude ve vesmiru, proto piedstava,
Ze stav beztize na vesmirnych stanicich je zptisoben tim, ze se nachazeji daleko od Zemé, je
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mylna. Vesmirné stanice se totiz nachazeji relativné blizko Zemé, jsou vzdalené pouze
300 — 500 km. Na vesmirnou stanici, ktera by byla od Zem¢ vzdalena okolo 350 km, by
pisobila gravita¢ni sila o hodnoté 9,04 m's™, &ili sila, kterd je oproti gravitacni sile Zemé
mensi asi o 8 %. Tato skutecnost vSak neni realnd, jelikoz vesmirné stanice nejsou staticke,
ale pohybuji se po obézné draze. Vesmirna stanice kolem Zem¢ pada rychlosti piiblizné
28 000 kmh™! a tento pad generuje tak zvany stav beztize. Aby byla hodnota sily, ktera
pusobi na astronauty uvniti vesmirné lodi rovna nule, muselo by byt gravita¢ni pole Zemé
homogenni. To neni, a Z toho divodu i uvniti vesmirné lodi pusobi gravitaéni sila, ktera je

vSak velmi mala, a proto mluvime o mikrogravitaci (Van Loon, 2007; Bajer, 2008).

3.2.1 VIiv mikrogravitace na rostliny

Rostliny jsou podstatnou soucasti bioregenerativniho zivot-podporujiciho systému
a Z tohoto divodu jsou dulezitou soucasti vesmirného biologického vyzkumu. Rostliny by
mohly slouzit jako producenti kysliku, ale i jako zdroj potravy pro astronauty pti dlouhodobé
trvajicich vesmirnych pobytech (Millar et al., 2011). Nejprve je vSak nutné porozumét vlivu
vesmirnych podminek na riist a vyvoj rostlin. Pro pochopeni vlivu mikrogravitace na rostliny

je ale potieba nejprve vysvétlit, jak na rostlinu ptisobi gravitace vyskytujici se na Zemi.

Gravitace vyznamné ovliviluje riist a vyvoj rostlin, jelikoZ zlstala v priib&hu evoluce
konstantni. U rostlin se vyvinul gravitropismus jako odpovéd’ na gravitaci. Gravitropismus
1ze obecné rozdélit do tii fazi: pfijem signalu, prevod signalu a odpovéd’ na signal. Za piijem
signalu jsou odpovédné statocyty, coz jsou specializované buriky stonku a kofene u vsech
kvetoucich rostlin. Statocyty obsahuji amyloplasty se $krobem, které plni funkci senzoru
(Millar et al., 2011). Dalsi fazi je transdukce signalu, ktera neni jesté dokonale pochopena.
Ptredpoklada se, ze transdukce se ucastni aktinovy cytoskelet a mechanosenzitivni iontové
kanaly, které jsou obsaZené Vv plazmatické membrané endoplazmatického retikula (Herranz
et Medina, 2013). Finalni fazi gravitropismu je odpovéd’ na pocatecni signal. Touto
odpovédi je rast ovlivnény pusobenim gravitace (Millar et al., 2011). Pii odpovédi
na piisobeni gravitace dochazi k nerovhomérnému ristu. U kofene se bunky, které jsou
zpusobuje, Ze kofen vykazuje pozitivni gravitropismus. U stonku, ktery je negativné
gravitropicky, je situace opacnd. Nerovnomérny rast je ovlivnén transportem auxini.
Piikladem miuze byt Kofen, ktery je orientovan horizontaln¢, ne tedy ve sméru pusobeni
gravitace. U ng& se PIN3 proteiny, zodpovédné za transport auxinii, nachdzeji na spodni

stran¢ statocytll, ¢imZ dojde k akumulaci auxini na spodni strané ristové zony kotfene.
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Zvysena koncentrace vede k pomalejSimu prodluzovani bunék na dolni strané, oproti
buitkdm na stran¢ horni, coz vede k ohnuti kofene ve sméru plisobeni gravitace (Pavlova
et Fischer, 2011). Gravitropismus je nezbytny pro rist a vyvoj rostlin. U kofentl je vyuzivan
pro usnadnéni pfistupu k zivindm ulozenym v pad¢, naopak u stonkil slouzi
k nejvyhodnéjsSimu ulozeni listd pro piijem svétla a tedy efektivni fotosyntéze (Herranz

et Medina, 2013).

Od zacatku leti do vesmiru jiz byly provedeny cetné studie zkoumajici vliv
mikrogravitace na rust a vyvoj rostlin (Kiss J. Z., 2013). Obecné je ztrata gravitace
povazovéana za stresujici udalost a za dobu letd do vesmiru byly prokdazané mnohé
abnormality zpasobené vlivem mikrogravitace. Ptrikladem mohou byt chromozomalni

zlomy, morfologické abnormality nebo neschopnost produkce semen (Link et al., 2014).

Millar et al. (2011) pozorovali vliv mikrogravitace na vyvoj kofene u rostliny
Arabidopsis thaliana. Experiment byl proveden v ramci mise STS-131 na ob&zné draze.
Rostliny byly péstovany ve tm¢ na Petriho miskach s Zivnym médiem a byly vystaveny
309 hodinam mikrogravitace pii okolni teploté 22 °C. Pozemské kontroly byly péstovany
za stejnych podminek. Petriho misky se vzorky i kontrolami byly uloZeny vertikalné.
Rostliny péstované v podminkach mikrogravitace nevykazovaly vyznamny rozdil v délce
oproti kontrolnim vzorkim a vSechny vzorky vykazovaly etiolizovany vzhled typicky pro
péstovani ve tm¢. Byly zde vSak vyznamné morfologické rozdily v ristu kofene. U vzorkl
vystavenych mikrogravitaci bylo pozorovano extrémni zakiiveni kofent jednim smérem.
Takovéto zaktiveni bylo pozorovano 1 u kontrolnich rostlin, avSak zakfiveni u vzorka bylo
mnohem vétsi. Smér zaktiveni je u riznych ekotypu rozdilny. V tomto experimentu byl
pouzit ekotyp Landsberg a zakfiveni bylo smérem vlevo. Experimentalni data ukazuji, Ze u
rostlin se vyskytuji endogenni reakce, které zplsobuji zakfiveni kotenti. Stejné vysledky
pozorovali také Nakashima et al. (2013). Tyto reakce jsou vSak v gravitaénich podminkach
Zem¢ do zna¢né miry maskovany. V ramci experimentu v prubéhu mise STS-131 bylo také
pozorovano zvysené mnozstvi adventivnich kotfenti u vzorkl oproti kontrolnim rostlinam.
Adventivni kofeny vyrtstaji z pericyklu, coz je misto s vysokou mitotickou aktivitou. Je tedy
mozné, ze mikrogravitace zvySuje mitotickou aktivitu v pericyklu, coz vede ke zvysené
tvorb& adventivnich kotenti. Dalsi experimenty na vliv mikrogravitace na kofeny provedli
Nakashima et al. (2013), ktefi krom¢ vlivu mikrogravitace na rast kofend také pozorovali
jeji vliv na aktinovy cytoskelet. Aktinovy cytoskelet je pravdépodobné zapojen v odpovédi

kofene na gravitaci. Mutanti act 2-5 vykazuji siln€j$i odpovéd’ na gravitaci oproti WT
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rostlinam. Tyto vysledky tedy naznacuji, ze by aktinovy cytoskelet mohl byt negativnim
regulatorem gravitropismu. Nakashima et al. (2013) ve svém experimentu pouzili WT
rostliny a act 2-3 mutanty. Tyto rostliny byly péstovany jak v pozemnich podminkach, tak
Vv podminkach mikrogravitace na raketoplanu Discovery. VSechny rostliny byly péstovany
ve tm¢ na Petriho miskach s 1,2% phyta-agarem. U rostlin péstovanych v podminkach
mikrogravitace bylo pozorovano zaktiveni vlevo, které bylo mnohem vyraznéjsi u act 2-3
mutantl oproti WT rostlinam. U rostlin péstovanych v 1g podminkach nebyl pozorovan
vyrazny rozdil v zakiiveni mezi WT a act 2-3. V ramci experimentu byly pozorovany dalsi
rozdily mezi WT a act 2-3. Spole¢nym znakem pro WT a act 2-3 péstovanych v podminkach
mikrogravitace bylo zvysené mnozstvi vakuol oproti rostlinam péstovanych pii 1g. U act 2-
3 péstovanych Vv mikrogravitaci byl také pozorovan slaby vyvoj kofenové cCepicky

a dochézelo u nich k naruseni nové vzniklych bunéénych stén.

Dalsi experimenty se zaméfily na vliv mikrogravitace na bunky specializované
na vnimani gravitace, Cili statocyty. Experimenty naznacuji, Ze u embryi, které se vyviji
v podminkdch mikrogravitace, jsou statocyty pifitomné, avSak nefunkéni. Amyloplasty se
v té€chto statocytech koncentruji ve stfedu buiiky a nesedimentuji jako u amyloplastti u rostlin
rostoucich v podminkach 1g. Amyloplasty se také tvarem i velikosti 1is§i od amyloplastt

vyskytujicich se pti 1g (Kordyum E. L., 2014).

V neposledni fadé byly provadény experimenty sledujici vliv mikrogravitace na
fototropismus. Na sledovani odpovédi Arabidopsis thaliana na cervené a modré svétlo
vV podminkdch mikrogravitace a podminkach lg byl zaméfen projekt TROPI-2, ktery
provadéli Kiss et al. (2012). V ramci tohoto projektu sledovali silné pozitivni zakiiveni
hypokotylii a kotenli jako odpovéd’ na jednosmérné Cervené zafeni u rostlin péstovanych
v mikrogravitaci. Zaktiveni se také vyskytovalo u rostlin péstovanych v podminkach 1g,
bylo vSak vyrazné mensi. Modré svétlo zpusobuje silné pozitivni zakiiveni hypokotylt u
rostlin na Zemi, avSak v podminkach mikrogravitace rostliny vykazuji velkou variabilitu
V odpovédi na modré svétlo. U kotent, které vykazuji pouze slabou fototropickou reakci na
modré svétlo v pozemskych podminkach, byl pozorovan silné negativni fototropismus

Vv ptipadé, Ze rostly v podminkach mikrogravitace (Kiss, 2013).

3.2.2 Vliv mikrogravitace na Zivocichy a ¢lovéka

Rostliny nejsou jediné organismy, které mikrogravitace ovliviiuje. Mikrogravitace

ma vliv na vSechny organismy, které jSou ji vystaveny, ¢ili na zvitata i na ¢lovéka. U testi
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na zvifatech a lidech je problém s omezenym poctem subjektti, které testy na vliv
mikrogravitace podstoupi. I pfesto byly pozorovany jisté abnormality, naptiklad zmény
Vv zastoupeni imunitnich bunék (Crucian et al., 2015), zmény na kostie (Vico et al., 2000) i
kazi (Neutelings et al., 2015).

Zmény v imunitnim systému pozorovali Crucian et al. (2015). Jejich studie
zahrnovala pozorovani 23 astronaut(, 18 muzii a 5 Zen s primérnym vékem 53 let. Sestnact
subjektit bylo mikrogravitaci vystaveno po dobu Sesti mésicli, pét méné nez 100 dni a zbylé
dva subjekty mén¢ nez 60 dni. Ve studii pozorovali zmény v imunité ve tfech Casovych
intervalech a veskera ziskana data byla porovnavana s daty, které byly ziskany 180 dni pted
startem. V ptipadé¢ kratkodobych letd do vesmiru (7 — 14 dni) nelze ziskana data pouzit pro
prikaz vlivu mikrogravitace na imunitni systém, a to zejména z toho diivodu, ze kratké lety
systému. V prub¢hu dlouhotrvajicich letli do vesmiru se u astronautii vyskytovalo zvysené
mnozstvi ¢ervenych krvinek a to jak v ranych, tak i pozdnich ¢asovych intervalech. Po delsi
dobé byl také pozorovan nartist v poctu NK bunck, av§ak v mnozstvi T-lymfocytd nebyly

zaznamenany zmény v priubéhu celé doby studie.

Dalsi pozorované zmény vlivem mikrogravitace byly zmény na kostie a to v tibytku
kostni tkan€ u n¢kolika kosti méfené pomoci zmén v hustoté kostniho mineralu. Do studie
bylo zahrnuto 22 astronautii, ktefi stravili ve vesmiru od jednoho do Sesti mésici. Patnact
astronautd let¢lo do vesmiru poprvé, zbylych sedm jiz absolvovali jeden az Ctyii lety
do vesmiru. U holenni kosti byly pozorovany zmény uz po prvnim meésici ve vesmiru. Rozdil
byl v tbytku kostni tkané. U vnitini houbovité kostni tkan¢ byl ubytek vétsi, oproti ubytku
vV povrchové kompaktni kostni tkani. U kosti vietenni nebyla pozorovana Zadna obecna
tendence ke zménam v pribéhu celé studie. Na ztraty kostni hmoty byly citlivé zejména
kosti, které¢ jsou na Zemi zapojené do lokomoce. V pribéhu studie bylo pozorovano mnoho
individudlnich variant, coz ale mohla ovlivnit dieta, genetické predispozice nebo jiné
koaktivatory. Po navratu na Zem byla zaznamenana obnova kostni tkang, tento proces vsak

byl velmi pomaly (Vico et al., 2000).

Vlivu mikrogravitace bylo vystaveno jiz velké mnozstvi bunék rizného typu a to
napiiklad lidské osteoblasty (Sakar et al., 1999), mysi kmenové bunky kostni dfen¢ (Colvin
etal., 2002), buniky rakoviny prsu (Vassy et al., 2003) a dalsi. U vétSiny pozorovanych bunék
dochazi ke zménam v cytoskeletu, které spocivaji v naruseni jeho organizace. Po odstranéni
vlivu mikrogravitace se cytoskelet znovu reorganizuje, avSak vétsinou jiZ v jiné konfiguraci
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nez byla ptivodni, coz vede ke zménam v jadie a tvaru bunky. Bunky také ¢asto podléhaly
apoptdze (Crawford-Young, 2006). U bun¢k rakoviny prsu byly také pozorovany zmény
V bunééném cyklu a to navySenim v poctu mitdz, coz mohlo byt néasledkem zmén

v mikrotubulech (Vassy et al., 2003).

3.3 Genetické pozadi embryogeneze

Pro spravné fungovani vSech procest v rostlinném téle, od vyvoje embrya ze zygoty
az po tvorbu kvétl a pohlavnich bunék, je nutna dokonala souhra genti. V nasledujicim textu

budou zminéné vyznamy gent, které byly soucasti praktické ¢asti bakalatské prace.

3.3.1 SHORT INTEGUMENT
SHORT INTEGUMENT (SIN) geny se zapojuji do mnoha procesti pfi rostlinném

vyvoji.  Ovliviuji  napiiklad  vyvoj  integumentd, kvétu,  megasporogenezi

a megagametogenezi. (Reiser et Fischer, 1993).

Pfi vyvoji integumentil jsou zapojeny geny SIN1 a SIN2, jejichz vlivy jsou v tomto
procesu propojené i presto, ze se ve své funkci lisi. SIN1 je zodpovédny za prodluzovani
bun¢k, kdezto SIN2 Kontroluje bunééné déleni. U mutantll v obou téchto genech jsou
integumenty redukovany, coz zpusobi odkryti nucelu (O’Neill et Roberts, 2002). V ptipadé
mutanta sin2 dojde k vyvoji integumenti, nicméné obsahuji mén¢ bun¢k nez WT. U rostlin
WT jsou integumenty tvofeny pfiblizné 200 bunkami, kdezto u Sin2 jsou tvofeny 10 — 30
bunikami. Defekty ve vyvoji vajicka vedou k samici specifické sterilité. Jedno z vysvétleni
vzniku této sterility je, Ze dojde k zastaveni megasporogeneze a to jako sekundarni efekt

odhaleného nucelu (Broadhvest et al., 2000).

SIN geny také ovliviiuji tvorbu a stavbu kvétid. Kvéty se vytvaii v pfechodném
obdobi rostlin, které spojuje fazi juvenilni a generativni. V pfechodné fazi dochazi ke zméné
vegetativnich meristéml v meristémy intermedidtni, neboli pfechodné, ze kterych poté
vznika kvétenstvi (Pavlova et Fischer, 2011). U mutantd sinl je naruSena pfeména
vegetativnich meristému. Geny SIN1 jsou také nezbytné pro expresi dalsich gent, které maji
pfimy vliv na pfemény mezi jednotlivymi typy meristému. Pfikladem té€chto genl jsou
LEAFY (LFY), APETALAL (AP1) a TERMINAL FLOWER (TFL1) geny (Ray et al., 1996).
Geny SIN2 jsou nezbytné pro spravnou stavbu pestiki a u Sin2 mutantd dochazi
k morfologickym zménam. U WT rostlin je pestik slozen z apikalni blizny, ¢nélky a dvou
bazalnich semeniki, které jsou oddélené septem. U mutanti Sin2 se nachazi rozstépy blizny
nebo ¢nélky, pripadné obou téchto ¢asti (Broadhvest et al., 2000).
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3.3.2 KANADI

KANADI (KAN) je skupina ¢tyt genu, ktera se podili na zakladani abaxialné-adaxialni
osy. Jejich expresse ovlivituje fadu procest a to napiiklad vymezeni centralni a periferni
zOny pii vyvoji embrya, vyvoji listd, kvéti a diferenciaci vodivych pletiv. VSechny tyto
procesy ovliviiuji také geny s homeodoménou a leucinovym zipem (HD-ZIP 111), které jsou
exprimovany v adaxialni Céasti a maji antagonistickou funkci oproti KAN gentim

exprimovanym V abaxialni ¢asti (Merelo et al., 2013).

Exprese genii KAN zacind jiz v prib&hu embryogeneze a to v globularnim stadiu.
Zde slouzi spole¢né s geny HD-ZIP 11l k vymezeni centralni a periferni zony. KAN geny
vymezuji periferni zénu a jsou exprimovany v periferni oblasti derivati spodni tetrady a
abaxialni oblasti zakladi déloh (Pavlova et Fischer, 2011). VIiv KAN genil na embryogenezi
testovali I1zhaki et Bowman (2007), kdy pouzili triple mutanty kanl kan2 kan4. Embrya triple
mutantti byla od WT rozeznatelna jiz v srd¢itém stadiu. U triple mutantu je §irSi ¢ast embrya,
ze které vznikne stonkovy meristém a délozni listky. Za vétsi Sitku embrya v srd¢itém stadiu
muze periklinalni (rovnobé&zné s povrchem) déleni bunék. Toto a dalsi periklinalni déleni

zpusobuje vznik vyrastkd na abaxialni strané déloznich listt.

Dalsi vliv KAN genti 1ze pozorovat u listd. U listd WT rostlin rozliSujeme adaxidlni
(svrchni) a abaxialni (spodni) stranu, které¢ se od sebe morfologicky i funkéné lisi. Na
adaxialni stran¢ pozorujeme husty palisadovy parenchym, kdezto na strané abaxialni se
nachazi houbovy parenchym s velkymi mezibunécnymi prostory. Funkéni odliSnost stran
spociva v tom, ze adaxialni strana je specializovdna na pohlceni svétla, kdeZto abaxialni
slouzi k respiraci. U double mutanti kanl kan2 jsou listova primordia téméf radialni a
anatomickou polaritu vykazuji az pozd¢&ji. Maji zachovanou hustou cytoplazmu a bézné je
periklindlni déleni. Jako nasledek vznika vrstva 10 — 20 bunék oproti vrstvé Sesti bun€k u
WT rostlin. Distribuce bunécného déleni vSak neni rovnomérna, coz vede ke vzniku
vyrustkl na abaxialni strané. U triple mutantti kanl kan2 kan3 maji listy radialni tvar
mnohem déle a nedochazi k periklinalnimu déleni, tak jako u double mutantti (Eshed et al.,

2004).

Adaxialné — abaxialni polaritu muzeme také pozorovat u cévnich svazka, kde je
xylém lokalizovan adaxialné a floém abaxialné. U kanl kan2 double mutantt pozorujeme
vice moznosti vzéjemného uspofadani xylému a floému. U vétSiny mutantl je vSak xylém

posunut blize adaxilni stran€ nez je tomu u WT. V listech double mutantii se také vytvari
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¢etné mnozstvi cévnich svazki, které spojuji vyrustky s hlavnim cévnim svazkem listu

(Eshed et al., 2004).

Obecné lze fici, ze vyrazeni tii ze Ctyf KAN genil vede k preméné abaxialnich ¢asti
list na adaxidlni. Adaxializaci podl€haji cévni svazky i mezofyl a dochazi k tvorbé vyrustkil

(Eshed et al., 2004).

3.3.3 PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN
PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN (PCNA) je konzervovany protein

nachazejici se u archebakterii a eukaryot. Genom kazdého eukaryotického organismu
obsahuje alespon jednu kopii PCNA genu. U Arabidopsis thaliana se v genomu vyskytu;ji
dva PCNA geny kodujici proteiny PCNA1 a PCNA2. Tyto proteiny vykazuji 96,6%
homologii Vv sekvenci aminokyselin, nicméné jejich funkce jsou odlisné (Strzalka
et Aggarwal, 2013). PCNA poprvé popsal Miyachi et al. (1978) a to jako faktor vyskytujici
se V séru pacientll se systémovym lupus erythematodes. Jedna se o DNA klouzavou svorku,
ktera je zapojena Vv fadé bunécnych pochodt a to napiiklad do replikace DNA, kontroly
bunééného cyklu, opravy DNA nebo koheze sesterskych chromatid (Maga et Hiibscher,
2003). Jeho dulezitost také naznacuji letalni pcna mutanti. Exprese PCNA je spojena
s bunéénym délenim, ¢ili i s replikaci DNA v pribéhu S faze bunééného cyklu (Strzalka
et Aggarwal, 2013).

PCNA je strukturné i funkéné velmi konzervovany. Napiiklad 1ze stimulovat aktivitu
lidské DNA polymerazy 6 pomoci rostlinnych PCNA proteind. Polymerazy savct je mozné
také pouzit pro stimulaci dvou &-like polymeraz vyizolovanych z embrya pSenice (Strzalka
et Ziemienowict, 2011). Strukturné se jedna o homotrimer v piipadé eukaryot a heterotrimer

Vv ptipadé archei (Manohar et Acharya, 2015).

Pii replikaci s PCNA interaguje polymeraza o/ a dalsi replikacni proteiny. PCNA
tak slouzi jako platforma. Pfi replikaci se PCNA navaze na 3° konec primeru a pouze v jeho
pfitomnosti dojde k zdmén¢ polymerazy a za dalsi polymerazy, které dokonci syntézu DNA.
Komplex DNA pol &/e — PCNA se nasledné pohybuje po templatovém vlaknu a dochazi
k syntéze vedouciho a opozd’ujiciho se vlakna (Strzalka et Ziemienowict, 2011). PCNA se
také tcastni spojeni Okazakiho fragmentti, kde stimuluje aktivitu proteinu Fenl. Tento
protein spole¢n¢ s Ligl se ucastni vystfizeni RNA c¢asti, dosyntetizovani chybéjici ¢asti

a nasledné spojeni dvou usekt. (Maga et Hiibscher, 2003).
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PCNA hraje také dtlezitou roli pfi opravach DNA. V piipadé€ rostlin vSak tato role
neni dostate¢né prozkoumana a jeho role se tedy spiSe usuzuje podle roli jeho homologt
vyskytujici se u kvasinek a zvirat. Studie téchto homologti ukazuji, ze klicova funkce PCNA
pii reparacich DNA nespociva pouze v interakci s pol /e, ale také v interakci s dalSimi
reparac¢nimi proteiny. PCNA se uplatiiuje napiiklad pti bazové excizni opravé, nukleotidové
excizni opravé a pii opravé chybného parovani bazi tizené metylaci (Strzalka

et Ziemienowict, 2011).

PCNA se také ucastni kontroly bunétného cyklu, kdy dochazi k jeho vazbé
na komplex cyklin — cyklin-dependentni kinaza (CDK). V S fazi buné¢ného cyklu interaguje
PCNA s komplexem cyklin A — CDK2 a spojuje tak CDK2 s jejimi substraty, které jsou
nasledné fosforylovadny. Za normdlnich podminek neni bunécny cyklus pterusen, avSak
v ptipadé poSkozeni DNA nebo pii starnuti buiiky dochazi k produkci proteinu p21,
ktery zabranuje pfechodu bunky z G1 do S faze. Tento p21 protein vytvaii komplex s PCNA,
cykliny a cyklin-dependentnimi kinazami. Rostlinny homolog proteinu p21 zatim nebyl
objeven, nicméné rostlinné PCNA proteiny jsou schopné interagovat s lidskymi proteiny p21

(Strzalka et Ziemienowict, 2011).

3.3.4 LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT PROTEINS

LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT (LEA) proteiny jsou skupinou proteind, které
byly poprvé objeveny v semenech baviniku Gossypium hirsutum (Dure et al., 1981).
Nasledné byly tyto proteiny objeveny nejen v semenech dalSich rostlin, ale i v dalsich
¢astech rostliny. Neékolik LEA protein bylo také nalezeno u eubakterii, jako naptiklad
Haemophilus influenzae a Bacillus subtilis, dale pak u pakomart, zédbronozek, nékolika
druhti hlistic a vifnikd. Pfitomnost LEA proteini je u vSech druhd spojena s bunécnou

toleranci k dehydrataci. (Hundertmark et Hincha, 2008).

LEA proteiny jsou vysoce hydrofilni a v roztoku tepeln¢ stabilni, ¢imz se fadi mezi
hydrofiliny (Hundertmark et Hincha, 2008). Podle jejich podobnosti s typickymi LEA
proteiny bavlniku jsou rozdéleny do nékolika skupin (Wise, 2003). Ptikladem mohou byt
LEA proteiny skupiny 1 a 4, které jsou schopné interagovat S mnoha bunéénymi
komponentami véetné dalSich proteinli a prispivat tak k jejich stabilité. Také jsou schopné
vyuzit vlastni hydroxylované aminokyseliny jako nédhradu za vodu, ktera z bunky unika

(Manfre et al. 2006).
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Olvera-Carrillo et al. (2011) provedli in vitro testy a sestavili hypoteticky model
popisujici funkci LEA proteint a i dalSich hydrofilin. Podminkam dehydratace vystavili
fadu enzymu (katalaza, fumaraza, rhodanaza, malatdehydrogenaza, laktatdehydrogenaza)
a to bud’ v pfitomnosti, nebo neptitomnosti LEA proteint skupiny 2, 3, 4, 6 a 7 z riznych
rostlinnych druhti. V pfipad¢€ nepfitomnosti LEA proteini dojde vlivem dehydratace ke
konforma¢nim zménam enzymu, coz vede ke snizeni jejich aktivity. Pokud snizovani
mnozstvi vody pokracuje, mize dojit kK denaturaci téchto enzymi. V ptipadé, Zze jsou
pritomné LEA proteiny, funguji jako chaperony a zabranuji konforma¢nim zménam a
nasledné denaturaci. Na rozdil od typickych chaperont, jako jsou napiiklad heat-shock
proteiny, nepotiebuji LEA proteiny ke své aktivit¢ dodat ATP. Pokud jsou LEA proteiny

dodany az po dehydrataci, nejsou schopné obnovit nativni konformaci enzymi.

V genomu Arabidopsis thaliana se vyskytuje 64 genu, které¢ koduji LEA proteiny
(Hundertmark et Hincha, 2008). Piikladem téchto genti mohou byt geny ATEM1 a ATEMG.
Tyto geny patii do prvni skupiny LEA geni, které se nazyvaji také Em. Em geny koduji
proteiny, které vykazuji vysokou homologii jak na urovni nukleotidl, tak na urovni
aminokyselin. U vSech proteini skupiny jedna se vyskytuje konzervativni usek
20 aminokyselin, ktery se mize az 4x repetitivné opakovat. U proteinu ATEM1 jsou Ctyfi
kopie tohoto konzervativniho useku, u ATEMG je kopie pouze jedna. Geny ATEM1 a ATEM6
jsou exprimovany hlavné v prub&éhu zrani embrya. Nejprve dochazi k expresi ATEM1 a to
zhruba 14 dni po opyleni v provaskularnich pletivech s nejsilngjsi expresi v kotenové $picce.
Po nasledujicich 2 — 3 dnech se zacne exprimovat také ATEM®6 a to po celém embryu, nejvice
vSak v apikalnim stonkovém meristému a provaskularnich pletivech. (Manfre et al., 2006;

Delseny et al., 2001).

23



4 Material a metody

4.1 Biologicky material
Semena Arabidopsis thaliana (var. Columbia) dodané Katedrou botaniky Univerzity

Palackého v Olomouci.

4.2 Vybaveni laboratore

Aparatura na elektroforézu (Major Science, USA), automatické pipety (Eppendorf,
Némecko), centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko), digitdlni kamera Olympus DP72
(Olympus, Japonsko), digitalni predvazky (KERN, Némecko), digestoi (Merci ®, Ceské
Republika), Eppendorf™ Mastercycler™ pro PCR Systém (Eppendorf, Némecko),
elektromagneticka michacka (IKA, Némecko), flowbox (Heal Force, Cina), homogenizator
FastPrep 24 (MP Biomedicals, USA), lupa (Olympus, Japonsko), Ligh Cycler Nano
(Rosche, Némecko), mikroskop Olympus BX60 (Olympus Japonsko), mikrovinna trouba
MS023 (Hitachi, Japonsko), minicentrifuga MCF 2360 (LMS, Japonsko), nanodrop
(ThermoScientific), stolni pH metr FE-20 KIT (Mettler Toledo), svételny mikroskop
Olympus CK40 (Olympus, Japonsko), Random Positioning Maschine (RPM, Dutch Space
Company, Nizozemsko), termoblok Mixing BlockMB-102 (Bioer, Cina), UV
Transluminator (UVITEC Cambridge, UK)

4.3 Seznam pouzitych chemikalii

Agarose Molecular Grade (Bioline, UK), ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA,
Sigma Aldrich, USA), etanol, GelRed™ Nucleic Acid Stain (Biotium, USA),
hexadecyltrimethylamoniumbromid (CTAB, Sigma Aldrich, USA), hydroxid draselny
(Chemapol, Ceska Republika), HypperLadder™ 100bp (Bioline, UK), chloramin B
(Bochemie, Ceska Republika), chloralhydrat (Sigma-Aldrich, USA), chlorid sodny (Lach-
Ner, Ceska Republika), chloroform (Lach-Ner, Ceskd Republika), isoamylalkohol,
isopropanol, kyselina boritd (Lach-Ner, Ceskd Republika) ledova kyselina octova,
5x loading buffer blue (Bioline, UK), 2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, USA), MES
(Serva, Némecko), Murashige a Skoog médium véetné vitamini (MS médium vcetné
vitamind, Duchefa, Nizozemsko), octan sodny (Lachema, Ceskd Republika), phytagel
(Sigma-Aldrich, USA), primery (Generi Biotech, Cesk4 Republika), sacharéza (Duchefa,
Nizozemsko), tris(hydroxymethyl)aminometan (Tris, Sigma-Aldrich, USA)
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4.4 Seznam pouzitych roztoki a ristovych médii

Roztok SloZeni Mnozstvi na 1l
CTAB pufr CTAB 20 ¢
NaCl 81,89
AM Tris, pH 8 100 ml
0,5M EDTA, pH 8 40 ml
2-merkaptoetanol 2 mi
filtrovano
0.5M EDTA EDTA 186,19
pH 8
autoklavovano
Riistové médium 1x MS médium vcetn¢ vitaminii 439
(Murashige & Skoog)
MES (0,05%) 0,59
Sacharoza (1%) 109
Phytagel 109
pH 5,7
autoklavovano
5x TBE H3BOs3 2754
Tris-HCI 549
0,5M EDTA, pH 8 20 ml
filtrovano
1M Tris Tris 1211 g
pH 8
autoklavovano
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Roztok SloZeni MnozZstvi na 11
MS médium véetné Makroprvky
vitamina CaCl; 332,02 mg
Slozeni dle Murashige KH2PO4 170 mg
& Skoog 1962, vyrobce KNOs 1900 mg
Duchefa, Nizozemsko MgSQOq4 180,54 mg
NHsNO3 1650 mg
Mikroprvky
CoClz- 6H:0 0,025 mg
CuSOg4 " 5H20 0,025 mg
FeNaEDTA 36,70 mg
H3BO3 6,20 mg
Kl 0,83 mg
MnSO4 - H20 16,90 mg
Na:MoOs - 2H20 0,25 mg
ZnS0O4 - 7TH20 8,60 mg
Vitaminy
Glycin 2 mg
Myo-inositol 100 mg
Kyselina nikotinova 0,5 mg
Pyridoxin HCI 0,5mg
Thiamin HCI 0,1 mg

4.5 Seznam pouzitych komerc¢nich kita

Fast start PCR Master (Roche, Némecko)
LightCycler® Fast Start DNA Master"-YS SYBR Green | (Roche, Némecko)
RQ1 RNase — Free DNase (Promega, USA)

Spektrum Plant Total RNA kit (Sigma-Aldrich, USA)

Transcriptor Hight Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Némecko)
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4.6 Péstovani pokusnych rostlin

Semena Arabidospis thaliana byla vysazena do kvétinaca se smési raselina:perlit
v poméru 1:1 a byla péstovana ve skleniku. Po 3 — 5 tydnech od vysazeni rostlin byly

sesbirany piiblizné 1 cm velké nezralé Sesule.

Obrazek ¢islo 3: Péstovani Arabidopsis thaliana.

Sesbirané Sesule byly sterilizovany 2 minuty v 70% etanolu a poté 8 minut ve 2,5%
chloraminu a po deseti kusech byly umistény na dvé Petriho misky s MS médiem. Petriho
miska s analyzovanymi vzorky byla umisténa na RPM (Random Positioning Maschine, viz
obrazek ¢islo 4) na 48 hodin pti laboratorni teploté 22 °C. Maximalni thlova rychlost RPM
byla 50 stupni/s a minimalni thlova rychlost RPM byla 40 stupni/s. Primérna gravitaéni
sila pisobici na vzorky byla 0,1g. Kontrolni vzorky byly inkubované bez RPM za stejnych

podminek.

Obrazek ¢islo 4: A - inkubace analyzovanych vzorkti na RPM; B — sesbirané SeSule na

MS médiu

Pievzato od: Mgr. Michaela Svécarova, Ph.D.
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4.7 Priprava mikroskopickych preparatu

Vychozim materidlem pro mikroskopické pozorovani vaji¢ek s embryi byly Cerstvé
sesbirané $esule. Sesule byly nejprve fixovany v roztoku 96% etanol:ledova kyselina octova
v poméru 3:1 po dobu 15 minut. Nasledn¢ byly pieneseny do 70% etanolu, poté do 35%
etanolu a nakonec do destilované vody. V kazdém roztoku byly $eSule po dobu 5 minut.
Nakonec byly pfeneseny na 5 minut do nasyceného roztoku chloralhydratu. Pfed samotnym
pozorovanim byl na kryci sklicko nakapnut nasyceny roztok chloralhydratu a do néj byly
vlozeny Sesule, z nichz byly pod binokularni lupou vypreparovany vajicka s embryi. Vajicka
pak jiz byla pozorovana pod mikroskopem Olympus BX60 a pomoci programu Quick

Camera byla vyfocena jednotliva embryonalni stadia.

4.8 lzolace DNA

Pro izolaci genomické DNA slouzily jako vychozi materil Cerstvé sesbirané SeSule
Arabidopsis thaliana. Zhruba 10 $esuli bylo vloZeno do mikrozkumavky s 900 ul 2% CTAB
s 2-merkaptoetanolem (2 ul 2-merkaptoetanolu na 1 ml CTAB) a homogenizovano
v homogenizatoru za pouziti programu 1 (60 sekund, 6,5 m/s). Poté byla smés inkubovana
pii 68 °C a 500 rpm po dobu 1,5 hodiny. Po inkubaci bylo ke smé&si ptidano 600 pl roztoku
chloroform:isoamylalkohol (24:1), smés byla tadn€ protfepana, nechdna stit 5 minut
a centrifugovana 15 minut pii 11 000 rpm a 4 °C. Do ¢isté zkumavky byl pfepipetovan
supernatant k némuz bylo ptidano 60 ul 3M octanu sodného a 500 pl vychlazeného
isopropanolu. Smés byla ponechana v (-20 °C) do druhého dne kdy byla centrifugovana pii
11 000 rpm a teploté 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant byl odstranén a k peletu bylo
ptidano 500 pl 70% etanolu. Po 5 minutach odstati byla smés centrifugovana 3 minuty pii
11 000 rpm a 4 °C. Supernatant byl opét odstranén a krok s etanolem byl zopakovan. Po
odstranéni supernatantu byl pelet vysuSen po dobu 60 minut pii 40 °C. Nakonec byl pelet
rozpustén v 50 pl ddH20 a pomoci Nanodropu byla zmétena koncentrace vyizolované

gDNA.

4.9 lzolace RNA

Pro izolaci RNA byl pouzit Spectrum™ Plant Total RNA Kit a izolace byla provedena
podle navodu ptilozeného vyrobcem. Byl pouzit protokol A. Pro izolaci RNA byly pouzity
SeSule inkubované pfi laboratornich podminkach a inkubované na RPM pfistroji. Pro
homogenizaci byl pouzit homogenizator FastPrep 24 a program 1. K sesulim v mikrozkumavce

bylo ptidano 500 pl lyza¢niho rozkoku s 2-merkaptoetanolem, ktery byl doptedu piidan

28



(10 pl 2-merkaptoetanolu na 1 ml lyza¢niho roztoku). Po homogenizaci byla provedena
inkubace pii 56 °C po dobu 3-5 minut. Nasledujici kroky byly provedeny dle navodu ptiloZzeného
vyrobce. Pii izolaci pomoci tohoto Kitu nejprve doslo k piefiltrovani homogenatu. Nasledné byla
navazana RNA na binding kolonku a poté byla cela kolonka promyta. Nakonec byla vyizolovana
RNA eluovana. Veskeré centrifugace byly provedeny pii 13 000 rpm a 4 °C. Po izolaci byla

proméiena koncentrace vyizolované RNA na NanoDropu a RNA byla ulozena pii (-20 °C).

4.10 OSetreni RNA DNazou

Po izolaci RNA bylo provedeno odstranéni DNA ze vzorki a to pomoci kitu RNase
free-DNase (Promega) a postupovano bylo podle navodu vyrobce. K 8 pl vyizolované RNA
byl pfidan 1ul RQ1 10x reakéniho pufru a 1pn RQ1 DNazy. Smés byla inkubovéana po dobu
30 minut pii 37 °C. Poté doslo k inaktivaci DNazy a to pfidanim 1ul RQ1 STOP Solution

a naslednou 10 minutovou inkubaci pti 65 °C.

4.11 Prepis RNA do cDNA
Pro piepis RNA do ¢cDNA byl pouzit Transcriptor Hight Fidelity cDNA Synthesis

Kit a ptepis byl proveden dle navodu pfiloZeného vyrobcem. Do reakce bylo dodano 10 pl
piecisténé DNA a pro reakci byly pouzity anchored-oligo (dT)is primery. Pred piidanim
reverzni transkriptazy byla provedena inkubace smési pfi 65 °C po dobu 10 minut.
Kompletni reakéni smés o objemu 20 pl byla inkubovana 45 minut pii 45 °C s naslednou
inaktivaci reverzni transkriptdzy pii 85 °C po dobu 5 minut. Na zavér byla zméfena

koncentrace cDNA na NanoDropu a cDNA byla ulozena pfi (-20 °C).

4.12 PCR reakce

Pro PCR reakci byla pouzita cDNA a genomickda DNA a byla provedena s Kitem
FastStart PCR Master podle navodu vyrobce, av§ak koneény objem byl 20 pul. Do reakce bylo
dodano 50 ng respektive 25 ng gDNA nebo 200 ng cDNA. Reak¢ni podminky jsou shrnuty

V tabulce ¢islo 1.

29



Tabulka ¢islo 1: Reakéni podminky pro PCR amplifikaci cDNA a genomické DNA

Krok Teplota C?s Pocet cykla
[°C] [min]
Pocatecni denaturace 95 2 1
Denaturace 95 0,5
Annealing 53 0,5 45
Elongace 72 0,5
Finalni extenze 72 5 1
Chlazeni 4 - 1

Tabulka ¢islo 2: Sekvence primert pouzitych pro PCR reakci

Sledovany _ Velikost
Primer Sekvence
gen produktu (bp)
F 5-TCTAGGCTCATCCTCCATTA -3°
SIN1 231
R 5’- CTGCAAACAACAACTTCAAA-3’
F 5-TTAAAGGTGTTCCTTTGCAT-3’
KAN1 180
R 5"-GAGACATTTCAGGCGGTAAGC-3’
F 5"-AGTGCTGGAGCAGTCGAAAT-3’
PCNALl 159
R 5"-TTTCCAAAATAGCCGCAAAC-3’
F 5"-AGGCGGAGAAGATGAAGACA-3’
LEA 4-5 218
R 5"-CATCTGATGTGTCCCAGTGC-3’
F 5"-AACTCTATGCAGCATTTGATCCAT-3’
AT2G28390 164
R 5"-TGATTGCATATCTTTATCGCCATC-3’

4.13 Real-time PCR

Real-time PCR byla provedena pomoci kitu LightCycler® Fast Start DNA Master”-YS
SYBR Green I a to podle navodu vyrobce. Do reakce bylo dodano 200 ng cDNA. Reakce
probéhla za podminek uvedenych v tabulky Cislo 3.
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Tabulka ¢islo 3: Reakéni podminky real-time PCR

Teplota Cas
Krok Pocet cyklu
[°C] [sec]
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 10
Annealing 53 30 45
Elongace 72 20
Finalni extenze 72 300 1
Analyza teploty tani 65 = 95 °C (0,1 °C/s) 60 1
Chlazeni 40 30 1

Ziskana data byla vyhodnocena programem Light Cycler Nano Software 1.1, ktery
stanovil Ct hodnoty jednotlivych vzorki. K dal§imu hodnoceni byla pouzita metoda AACr.
Jako referencni gen slouzil gen AT2G28390 a kontrolami byly hodnoty Ct vzorku (Sesule)
inkubovanych bez RPM.

AACT = ACT vzorek - ACT kontrola

ACT = CT studovany gen ~ ACT referenéni gen

4.14 Elektroforeticka separace

Pro hodnoceni produktti PCR reakci byla pouZita elektroforeticka separace na 1,5%
agardzovém gelu v 0,5x TBE pufru. Separace probihala po dobu 45 minut pfi napéti 100 V.
Pro vizualizaci DNA bylo do gelu pfidano barvivo GelRed a jako marker molekulové
hmotnosti slouzil HyperLadder™ 100 bp s rozsahem 100 — 1013 bp.
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5 Vysledky

5.1 Vysledky studii embryonalniho vyvoje

Pro ptipravu preparati byl pouzit chloralhydrat, ktery zaptic¢inil zprasvitnéni tkani
(viz kapitola 3.7). V této cCasti prace byla pozorovana embryonalni stadia Arabidopsis
thaliana a byla detekovana vSechna embryonalni stadia, tedy stadium globularni, srd¢ité,
torpédovité a embryo v zavérecné fazi vyvoje (viz obrazek cislo 5). Pro dalsi praci, ¢ili
analyzu exprese geni, byly pouZzity SeSule veliké pifiblizné¢ 1 cm. Takto velké SeSule jiZ
obsahovaly embrya v zavére¢né fazi vyvoje, kdy semena jesté nejsou zrala (viz obrazek Cislo

5E - F).
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Obrazek ¢islo 5: Jednotlivd embryonalni stadia; A — globularni stadium (Sipka oznacuje

embryo); B — srd¢ité stadium; C — rané torpédovité stadium; D — pozdni torpédovité
stadium, E — embryo v zavérecné fazi vyvoje ve vajicku, F —embryo v zavérecné fazi

vyvoje se dvéma déloznimi listy a kofinkem

5.2 Analyza exprese geni

V ramci prace byla pozorovana zména Vexpresi jednotlivych gent vlivem
simulované mikrogravitace u ¢tyf gent — SIN1, KAN1, PCNA1l a LEA4-5. Pied vlastni
analyzou exprese byla provedena PCR reakce na genomické DNA pro ovéfeni specifity
primeri (viz obrazek ¢islo 6). PCR reakce byla provedena ve dvou opakovanich s rozdilnym
mnozstvim gDNA. U vzorki I — V reakce probihala s 50 ng gDNA a u vzorki VI — X
probihala reakce s poloviénim mnozstvim gDNA. Z nasledné elektroforetické separace bylo

zjisténo, Ze vSechny pouZité primery nasedaji na DNA specificky.

M 11tV vV vVIE VIEVITEIX X

L

Obrazek ¢islo 6: PCR amplifikace genomické DNA pro ovéfeni specifity primert. Jako

marker molekulové hmotnosti (M) byl pouzit HyperLadder™ 100 bp. Sipka oznaduje band
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o velikosti 200 bp. I — SIN1; 1l — KAN1; 11l - PCNA1L; IV — LEA4-5; V — AT2G28390;
VI —-SIN1; VII - KAN1; VIII - PCNAL; IX — LEA4-5; X — AT2G28390

Stanoveni relativni exprese bylo provedeno pomoci real-time PCR na pfistroji Ligh
Cycler Nano. Byly zméfeny celkem Ctyfi série vzorku, které vzdy obsahovaly kontrolni a
analyzovany vzorek a to ve dvou kopiich. Ziskana data byla zprimérovana. Prib¢h exprese
vSech gent je zobrazen na obrazku ¢islo 7. Specifita produktu byla ovéfena pomoci analyzy
kiivek teploty tani (viz obrazek ¢islo 9). Na zavér byla provedena elektroforeticka separace
produktii real-time PCR (viz obrazek ¢islo 8). Zmény v expresi jednotlivych gent vlivem
simulované mikrogravitace byly rizné a nebyly pozorovany u vsech gent. U genu SIN1
nebyla pozorovéana zadna zména v expresi oproti kontrolnim embryim péstovanym pii 1g.
U zbylych genl doslo k nartstu exprese. Nejvyraznéjs$i zména byla u genu KAN1, kdy
exprese genu narostla na 9,5 nasobek exprese kontrolnich embryi. U zbyvajicich dvou geni,
PCNAL a LEA4-5, byl nartst exprese stejny. U obou genti exprese vzrostla 4,6 krat vzhledem

ke kontrolnim embryim.

Z vysledktl 1ze usuzovat, ze mikrogravitace mé vliv na expresi vétSiny vybranych

gent, a to jiz pti kratkodobém ptisobeni (48 hodin).

mSINI
14 B KAN1
9,5 B PCNA1
12
O LEA4-5
Q 10
g
< 8
v 4,6 4,6
C
= 6
© [
& 4 |
1 0,8 1 1 1
2
0 1 [ ]
K Vv K v K v K Y

Studovany gen

Obrazek ¢islo 7: Graf zndzornujici zmény v expresi studovanych genti vlivem simulované

gravitace. K — kontrolni vzorky, V — analyzované vzorky
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Obrazek ¢islo 8: Elektroforeticka separace produktu real-time PCR. Jako marker
molekulové hmotnosti (M) byl pouzit HyperLadder™ 100 bp. Sipky oznaduji bandy o
velikosti 200 bp. V horni ¢asti obrazku lze pozorovat analyzované vzorky, ve spodni ¢asti
vzorky kontrolni. I — SINZ1; Il — KANZ; IIl - PCNAZL; IV — LEA4-5; V — AT2G28390;
VI -SIN1; VII - KAN1; VIII — PCNAL; IX — LEA4-5; X — AT2G28390.
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Obrazek ¢&islo 9: Analyza kiivek teplot tani produkti real-time PCR. Cervena kiivka je

kiivka teploty tani kontroly, modra k¥ivka je kiivka teploty tani vzorku. A — kiivky teploty
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tani genu SIN1 s teplotnim pikem 78,97 °C; B - kiivky teploty tani genu KAN1 s teplotnim
pikem 89,01 °C; C - kiivky teploty tani genu PCNAL s teplotnim pikem 82,68 °C;
D - kfivky teploty tani LEA4-5 s teplotnim pikem 83,08 °C, pik s niz§i teplotou
pravdépodobné predstavuje dimerizované primery; E - kiivky teploty tani genu

AT2G28390 s teplotnim pikem 81,16 °C
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6 Diskuze

V prvni ¢asti bakalaiské prace byla studovana embryonalni stadia Arabidopsis
thaliana. Byla pozorovana vSechny ¢tyfi embryonalni stadia, tedy stadium globularni,
srdcité, torpédovité a embrya v zavérecné fazi vyvoje, kdy semena jesté nejsou zrala. Dale

oy e

Dalsi analyzy byly jiz provadény pouze S embryi v posledni fazi vyvoje.

V druhé c¢asti prace byly pozorovany zmény v expresi genidl u rostlin, které¢ byly
vystaveny po dobu 48 hodin vlivu mikrogravitace. Pro analyzu byly zvoleny geny, které jsou

zapojené do procesu embryogeneze a to geny SIN1, KAN1, PCNA1 a LEA4-5.

SIN1 patii mezi geny, které jsou nezbytné pro vyvoj integumentt, ale také spravného
nacasovani kveteni a samotny vyvoj kvétu. (Ray et al., 1996; Reiser et Fischer, 1993). Prace
Bednafové (2012) také naznacila zapojeni genu SIN1 pfi pfeméné integumentl v osemeni
Vv pozdni fazi embryonalniho vyvoje. V této praci nebyla pozorovana zména vlivem
mikrogravitace v expresi genu SIN1 u embryi V posledni fazi vyvoje. Tento vysledek

naznacuje, zZe by nemélo dojit k naruSeni pfemény integumentti v osemeni.

Gen KANL1 je zapojen pii ustanoveni adaxialné-abaxialni osy. Geny KAN jsou
antagonisté gentt HD-ZIPIII a spole¢né vymezuji centralni a periferni zonu v ranych fazich
embryogeneze. V pozd¢jsich fazich jejich antagonisticky vztah ovliviiuje vyvoj adaxialné-
abaxialni osy, pticemz geny KAN jsou zodpovédné za vyvoj abaxialni ¢asti. Funkce obou
skupin gend je nezbytna pro spravny vyvoj déloznich listkd, listi, ale i kvétt a vodivych
pletiv (Izhaki et Bowman, 2007; Eshed et al., 2004, Merelo et al., 2013). Zmény v expresi
gentt KAN v pribéhu embryogeneze studovali Kertettel et al. (2001), ktefi pozorovali nartst
exprese od globularniho stadia ke stadiu srd¢itému. Dalsi zmény v expresi Vv prib&hu
embryogeneze nebyla u téchto gend dosud studovana. V této praci byl pozorovan nartst
exprese genu KAN1 u embryi vystavenych mikrogravitaci. ZvySeni bylo 9,5 krat oproti
kontrole. Tento vysledek by mohl naznacovat piipadné naruseni antagonistického vztahu
mezi geny KAN1 a HD-ZIPIIl, coz by mohlo zpusobit zmény v ustanoveni adaxialng-
abaxialni osy. Pokud by dosSlo k rozSifeni studie a zaméfilo by se 1 na rana stadia
embryogeneze, mohl by takovyto ndrGst znamenat zmény jiz v ustanoveni centralni
i periferni zony, coz by mohlo ovlivnit dal$i vyvoj embrya. Pokud by také byly pozorovany
zmény v expresi tohoto genu i pii dal§im ristu rostliny, mohlo by to zpusobit zmény ve

vyvoji a stavbé listl 1 kvéti.
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Dalsi narust exprese byl pozorovan u genu PCNAL, coz je gen dulezity pro spravné
bunééné déleni a je zapojen do S faze bunécného cyklu (Strzalka et Ziemienowict, 2011).
Exprese genu PCNA1 narostla 4,6 krat oproti kontrolnim embryim, které nebyly vystaveny
mikrogravitaci. Tyto vysledky koreluji s hypotézou, ze mikrogravitace pravdépodobné
zvySuje mitotickou aktivitu, kterou zvetejnili Millar et al. (2011). Nicméné takovéto zvySeni
mitotické aktivity Vv pozdni fazi vyvoje embrya je zna¢né kontraproduktivni. V této fazi
vyvoje by se jiz embryo mélo zaméfit na ukladani zasobnich latek a celkovou pfipravou na
dormanci, tedy obdobi klidu. AvSak tomuto piedpokladu zvySena mitoticka aktivita

neodpovida.

U genu LEA4-5 byl také pozorovan narust exprese u analyzovanych embryi oproti
kontrolnim embryim. Exprese genu narostla 4,6 krat. Geny LEA jsou exprimovany
Vv prubéhu zrani embrya a hraji vyznamnou roli pfi snizovani obsahu vody v embryu (Manfre
et al., 2006; Pavlova et Fischer, 2011). Jejich role byla také prokazana pii zvladani
stresovych podminek. Obecné doslo ke zvyseni exprese gentt kodujicich proteiny LEA pti
pusobeni abiotickych stresii a over-exprese téchto genii zvySila toleranci ke stresu
u transgennich rostlin (Hundertmark et Hincha, 2008). Obecné 1ze tedy predpokladat narist
exprese gentt LEA v poslednich fazich embryonalniho vyvoje, jelikoz zde dochazi
k vysouseni embrya pii pfipravé na dormanci. Vysledky této prace by také mohly
naznaCovat, ze snizeni hladiny vody v embryu neni jediny abioticky stresovy faktor
stimulujici expresi genli LEA. DalSim abiotickym stresovym faktorem, ktery ovliviiuje

expresi téchto genli, by mohla byt 1 mikrogravitace.
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[ Zavér

Pro spravny prubéh embryogeneze je nezbytna naprosta souhra genti. V této praci
byl pozorovan vliv mikrogravitace na expresi vybranych genii, které jsou zapojené pfi
rostlinné embryogenezi. Byly pozorovany zmény v expresi u gentt SIN1, KAN1, PCNA1l
a LEA4-5 u embryi Arabidopsis thaliana v posledni fazi vyvoje. Byly zaznamenany zmény
Vexpresi u vSech vybranych gend s vyjimkou genu SIN1. U tohoto genu nebyla
zaznamenana zadna zmeéna vlivem mikrogravitace. Nejveétsi narast byl zaznamenan u genu
KAN1, ktery je nezbytny pro vyvoj adaxidlné-abaxialni osy. Tyto vysledky mohou
naznacovat pravdépodobné morfologické zmény u rostlin vystavenych podminkam
mikrogravitace. Dalsi nariist v expresi byl zaznamenan u genu PCNAL, ktery je nezbytny
pro spravny priubéh bunécného cyklu. Tyto vysledky pravdépodobné souvisi s indukci
mitotické aktivity vlivem mikrogravitace. Posledni pozorovany gen byl LEA4-5, u né¢hoz byl
taktéZ pozorovan narlst v expresi pii piisobeni mikrogravitace. Toto zjiSténi potvrzuje tlohu
LEA gent pii reakci na stresové podminky, protoze ztrata gravitace je pro rostlinu stresovym

faktorem.
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9 Seznam pouzitych zkratek

AP1 - APETALAL

ATP - adenosintrifosfat

AUX1 - AUXIN-RESISTANT1

BD — BODENLOS

CDK - cyklin-dependentni kinaza

CTAB - hexadecyltrimethylamoniumbromid
DNA — deoxyribonukleova kyselina

EDTA - Ethylendiamintetraoctové kyselina
Fenl — ,flap endonuclease 1¢

HD-ZIP 11l - geny s homeodoménou a leucinovym zipem
IAA - kyselina indol-3-octova

KAN - KANADI

LAX1 - LIKE-AUXIN RESISTAN

LEA - LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT
LFY - LEAFY

Ligl — ligaza 1

MP — MONOPTERQOS

MS medium — Murashige & Skoog medium
PCNA - PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN
PCR — polymeréazova fetézova reakce

PIN1 - PINFORMED1

pol 6/ — polymeraza 6/¢

RNA — ribonukleova kyselina
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RPM — Random Positioning Maschine

SIN - SHORT INTEGUMENT

TFL1 - TERMINAL FLOWER

Tris - tris(hydroxymethyl)aminometan

WOX - WUSCHEL RELATED HOMEOBOX

WT - wild-type
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