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Abstrakt

Dehiscence prasnikti je dilezity dé€j, ktery se odehrava v zdvéru zivotniho cyklu rostliny.
Jedna se o soubor postupné na sebe navazujicich kroki, jejichz vysledkem je otevieni prasnik.
Tim jsou pylova zrna dana k dispozici do prostoru. Proces dehiscence je nutné spravné
nacasovat a synchronizovat s dalSimi procesy, které se v ramci rostliny odehravaji — pylova
zrna musi byt v momentu dehiscence zralé a je rovnéz potieba, aby se oteviel kvét. Riziko vsak
predstavuji atmosférické srazky. Ty mohou snizit samc¢i fitness v ptipadé, ze dojde k dehiscenci
prasnikti tehdy, kdyz jsou vnéj$i podminky nepiiznivé. Cilem této prace bylo podrobné
prozkoumani vlivu atmosférickych srazek, desté a rosy, na dehiscenci prasniki Arabidopsis
arenosa. Bylo zjisténo, ze dést’ a rosa vedou k odloZeni findlni faze dehiscence, a pylova zrna
tak zlstavaji uzaviena v prasniku. Mimo samotnych srazek doslo k testovani piisobeni vodného
a nevodného prostiedi na dehiscenci prasniki a k pokustim o transformaci 4. arenosa za vyuziti
Agrobacterium tumefaciens.

Klicova slova: dehiscence prasniku, otevirani kvétu, dést, rosa, Arabidopsis arenosa,
Agrobacterium tumefaciens, transformace



Abstract

Anther dehiscence is an important process taking place at the end of the plant life cycle.
This process consists of various follow-up steps which result in anther opening and pollen
grains exposure. Good timing of the anther dehiscence must be synchronized with pollen grains
maturation and flower opening. Atmospheric precipitation is a high-risk factor for the anther
dehiscence. Male fitness of plants can be reduced when anthers open during poor weather
conditions. The aim of this study was to investigate the effect of atmospheric precipitation, rain
and dew, on Arabidopsis arenosa anther dehiscence. We observed that rain and dew led
to a postponed final stage of the anther dehiscence. This caused delayed pollen release.
The effect of aqueous and nonaqueous environment on the anther dehiscence was also tested.
Experiments with transformation of A. arenosa using Agrobacterium tumefaciens were
performed.

Key words: anther dehiscence, flower opening, rain, dew, Arabidopsis arenosa,
Agrobacterium tumefaciens, transformation
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1. Teoreticky uvod

1.1 Pro¢ je dilezité zkoumat otevirani prasnikii ve vztahu k atmosférickym srazkam?

Dehiscence prasnikli je proces, ptfi kterém dochazi k jejich otevieni a k expozici
pylovych zrn vnéjSimu prostiedi. Pylovym zrnim, ktera se do momentu otevieni prasnikt
nachdazeji uvnitt, je timto umoznéno byt aktéry opyleni a oplozeni, a predat tak ¢ast genomu
matef'ské rostliny do dalsi generace. Jedna se o klicovou udélost v zZivotnim cyklu rostliny, ktera
rozhoduje o tom, zda existence rostliny bude z evolu¢niho hlediska nezpochybnitelna.

Tento sofistikovany proces vyzaduje synchronizaci vlastniho otevieni prasniki
s produkci zralych pylovych zrn a otevienim kvétu (Cecchetti et al., 2008). Je mnoho studii,
které se vénuji molekuldrni podstaté¢ dehiscence prasnikti a nacasovani uvedenych déju
(Ishiguro et al., 2001; Sanders et al., 2005; Cecchetti et al., 2013; Salinas-Grenet et al., 2018).
Pouze minoritni ¢ast praci se zabyva otazkou, jaky maji na dehiscenci prasnikl a souvisejici
déje vliv vnéjsi podminky (napt. Yates & Sparks, 1993; Keijzer, 1987; Hase, Cowling & Ellis,
2006). Pritom pravé dést’ ¢i prilis vysoka vzdusna vlhkost mohou negativné ovlivnit samci
fitness — a to poskozenim (Hase, Cowling & Ellis, 2006) ¢i ztratou pylovych zrn (Wang et al.,
2009). Vhodnost doby, kdy dojde k otevieni praSniki a uvolnéni pylovych zrn, je tedy
vzhledem k okolnim podminkdm naprosto zdsadni. Pfi destovych piehankach rovnéz muize
dojit k omezeni aktivity opylovaci, coz je dulezity faktor pro cizosprasné rostliny.

Béhem evoluce vzniklo mnoho adaptaci, kterymi se nckteré rostliny s problémem
nebezpec¢i atmosférickych srdazek vyporadavaji. Podrobné dokumentovany jsou piipady
nekterych rostlin z ¢eledi Aizoaceae, kvetouci v zimnich mésicich v pobiezni oblasti Jihoafrické
republiky, které své kvéty zaviraji kazdy vecer. Béhem noci je v lokalité vysoka relativni
vzdusna vlhkost. Rostliny tak uzavienim kvéti reaguji na pokles teploty, a tim snizuji riziko
poskozeni svych na vlhko citlivych pylovych zrn. Naproti tomu rostliny zjiné celedi —
Asteraceae — z t€ze lokality maji pylova zrna, kterd jsou k poskozeni vlivem vysoké relativni
vzdusné vlhkosti méné néachylna. Tyto kvéty se na noc neuzaviraji tak dokonale jako
u Aizoaceae. Stavba jejich kvétu je ale odliSna, a tak kvét sim o sobé muze slouzit jako
mechanicka ochrana pro pylova zrna (Hase, Cowling & Ellis, 2006).

Dokladem o skutec¢nosti, jak vyznamna je ochrana pylovych zrn pfed atmosférickymi
srazkami, je dale naptiklad adaptace vraniho oka Paris polyphylla var. Yunnanensis na dést.
Jeho kvét je v prirozenych podminkach plné funkéni pres 20 dni, stejné tak jeho pyl. Po celou
dobu se prasSniky rdno oteviraji a vecer zaviraji. Toto opakované otevirani a zavirdni zavisi
pfedevs§im na fotoperiodé, mize ale byt vyvolano také dopadajicimi deStovymi kapkami.
V ptipad¢€ desté se mohou prasniky do patnacti minut uzavtit a po skonceni destové piehanky
se opét oteviou. Tento mechanismus vede k minimalizaci ztrat pylovych zrn, a ty tak ziistavaji
k dispozici pro opylovace. Dle autort studie zde neni vzdusna vlhkost tim faktorem, ktery vede
k otevieni ¢i zavieni prasnikd, ale je to pravé dést (Wang et al., 2009). Tato adaptace je
pro kvét Paris dulezitd. Rostlina totiZ neposkytuje praSnikiim s pylovymi zrny Zadnou jinou
mechanickou ochranu pfed nepfiznivymi vnéj§imi podminkami, jako tomu je napiiklad
u rostlin z Celedi Lamiaceae nebo Fabaceae. Jejich kvéty slouzi vedle lakani opylovach
1 k jinému ucelu. Tyto rostliny svym charakteristickym vytvarovanim korunnich listkl (tzv.
horni pysk u Lamiaceae a pavéza, kiidla a €lunek u Fabaceae) zabezpecuji ochranu samcich
pohlavnich orgénii — ty¢inek.
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Moment, kdy dehiscence prasnikd probéhne, je potfeba nacasovat tak, aby doslo
k nejvys$simu moznému vyuziti potencidlu pylovych zrn — totiz aby jich co nejvice bylo
k dispozici pro opyleni a oplozeni (rev. Wilson et al., 2011).

1.2 Modelové rostliny

Struktura prasniku a fascinujici procesy, které se v ramci tohoto organu odehravaji,
poutaji pozornost védcu jiz dlouhou dobu (Chatin, 1870a, 1870b; Du Sablon, 1885 podle
Keijzer, 1987). Dehiscenci prasnikl jako prvni popsal jiz Jan Evangelista Purkyné, ktery
pusobil i na nasi univerzité (Purkynég, 1830). Skutecnost, Ze se jedna o dlouhou dobu studovany
dé¢j, mize byt pri¢inou bohaté Skaly rostlin, které v prabehu let pfi vyzkumu dehiscence
pras$nika védcium slouzily ¢i stale slouzi jako modelové organismy.

Mezi modelové organismy tak pattila naptiklad Gasteria verrucosa, Ipomea purpurea,
Fuchsia coccinea €1 Eucharis grandiflora (Keijzer, 1987).

V poslednich n€kolika desetiletich se dehiscence prasnikii zkouma na ryzi Oryza sativa
(napt. Matsui et al., 1999a; Matsui, Omasa & Horie, 1999; Xiao et al., 2014; Song et al., 2018),
tabaku Nicotiana tabacum (napt. Keijzer, 1987; Béais & Goldberg, 1997; Rieu et al., 2003),
rajceti Solanum lycopersicum (Bonner & Dickinson, 1989; Dobritzsch et al, 2015),
na husenic¢ku Arabidopsis thaliana (napt. Cecchetti et al., 2013; Salinas-Grenet et al., 2018;
Dai, Hsu & Yang, 2019; Xu et al., 2019), ale i1 na petunii Petunia hybrida (Wang & Kumar,
2007).

1.3 Morfologicka a anatomicka stavba prasniku

Tycinka, samc¢i pohlavni organ kvetoucich rostlin, je struktura, jejiz morfologicka
a anatomicka stavba je v principu konzervovana napii¢ semennymi rostlinami (Keijzer, 1987).
Avsak skute¢nost, ze se jedna o konzervovany znak, neni v rozporu s pestrymi tvary, kterych
ty¢inky mohou nabyvat (obrazek 1.1).

Tycinka se sklada ze dvou Casti — nitky a prasniku. Prasnik je tvoien dvéma prasnymi
vacky. Prasny vacek se sestava ze dvou prasnych pouzder, mezi kterymi béhem dehiscence
dochazi k vytvoreni otvoru. Tento otvor byva typicky orientovan longitudinalné vzhledem
k ose nitky (4. thaliana — Sanders et al., 1999, N. tabacum — Bonner & Dickinson, 1989,
O. sativa — Matsui, Omasa & Horie, 1999). Zpravidla jsou prasné vacky stejné¢ velké,
ale naptiklad u ryze jedno pra$né pouzdro ptesahuje svou délkou druhé, tzn. praSny vacek je
asymetricky (Matsui, Omasa & Horie, 1999).

Vnéjsi vrstva praSniku, kterd je v kontaktu s okolim, je tvofena bunkami epidermis.
Pod touto bunécnou vrstvou se nachazi buiiky endothecia. V bunécnych sténdch endothecia
dochézi v pribéhu vyvoje prasniku ke specifickému zpeviiovani, jednd se o typ druhotného
tloustnuti bunécéné stény — lignifikaci (Mitsuda ef al., 2005; Yang et al., 2007). Tyto ztlustliny
maji tvar pismene U (Matsui, Omasa & Horie, 1999) a vyztuzuji ty bunécné stény, které jsou
orientované do stiedu prasniku, a st€ény na n€ navazujici, nikoli vSak vnéj$i. Jedna se o zplisob
tloustnuti, ktery je zndm u cévnich elementli xylému (Mitsuda et al., 2005). Jakmile dojde
k druhotnému ztloustnuti oblasti stén, je expanze bunc¢k endothecia omezena (Yang et al.,
2007). Druhotné tloustnuti ale nemusi podstoupit vSechny bunky endothecia, u S. lycopersicum
se tak d¢je pouze v horni tietin€ praSniku (Bonner & Dickinson, 1989).
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Pod endotheciem je stfedni vrstva bunék (middle layer, Coulter & Chamberlain, 1903),
na kterou navazuje tapetum. Stfedni vrstva bunék hraje roli v distribuci auxinu v pletivech
prasniku (Cecchetti et al., 2017), jedna se vSak o relativné malo prozkoumanou strukturu.
Tapetum je struktura, kterou lze lokalizovat v kazdém prasném pouzdie a vymezuje tak jeho
prostor. Buniky tapeta jsou nezbytné pro spravny vyvoj pylovych zrn (Koltunow et al., 1990;
Goldberg, Beals & Sanders, 1993; Feng & Dickinson, 2010; Zhang & Yang, 2014). Pylova zrna
se vyviji délenim z matetskych bunék vznikajicich ze sporogennich bunék, které jsou
obklopeny prave tapetem. Tapetum ale neni nezbytné pro diferenciaci a spravny vyvoj okolnich
pletiv prasniku (Koltunow et al., 1990).

Obrazek 1.1: Razné formy ty€inek. 1 — Calandrinia compressa; 2 — Solanum lycopersicum; 3 — Galanthus nivalis; 4 — Cyclamen
europaeum; 5 — Ramonda pyrenaica; 6, 7 — Cassia lenitiva; 8 — Pyrola rotundifolia; 9 — Arctostaphylos uva-ursi; 10 —
Arctostaphylos alpina; 11 — Vaccinium uliginosum; 12 — Pyrola uniflora; 13 — Medinilla; 14 — Vaccinium oxycoccos; 15 —
Calceolaria pavonii; 16 — Tozzia alpina; 17, 18 — Sibbaldia procumbens; 19 — Galeopsis angustifolia; 20, 21 — Centaurium
erythraea; 22, 23 — Melissa officinalis; 24, 25 — Calla palustris; 26 — Nectandra; 27, 28 — Globularia cordifolia; 29, 30 —
Theobroma cacao; 31 — Pinguicula vulgaris; 32 — Garcinia. Kerner von Marilaun, 1887, pfevzato z Coulter & Chamberlain,
1903, upraveno.

Béhem diferenciace vySe uvedenych bunécnych typli — epidermis, endothecia, stfedni
vrstvy bungk, tapeta a sporogennich bunék — musi ale zcela nezbytn¢ dojit k odliSeni dalSich
dvou oblasti. Jedna se o stomium (Coulter & Chamberlain, 1903) a septum (Venkatesh, 1957
podle Keijzer, 1987), které jsou pro vlastni dehiscenci prasnika klicové a nepostradatelné
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(stomium, Béais & Goldberg, 1997). Stomium je oblasti epidermis s jinym bunénym osudem,
definuje misto, kde dojde k otevieni prasného vacku (rev. Wilson et al., 2011). Buiiky postradaji
kutikulu (Bonner & Dickinson, 1989). Naproti tomu septum tvofi buiikky endothecia, u kterych
ale nedochazi k druhotnému tloustnuti jejich bunéénych stén (Keijzer, 1987). Septum oddéluje
dvé prasnd pouzdra v ramci jednoho prasného vacku, stomium se nachazi nad t€émito hrani¢nimi
buitkami na vnéj$i strané prasniku (Sanders et al., 1999). Lze uvést priklad vyse zminovanych
rozdill — u A. thaliana ma septum i stomium pomérn¢ jednoduchou strukturu co do poctu
bun¢€k, u N. tabacum se jedna o slozitéjsi strukturu. Ve vakuolach septa navic dochazi
k hromadéni $tavelanu vapenatého (Sanders et al., 2005), coz je typické i pro dalsi rostlinu
z ¢eledi Solonaceae, a to S. lycopersicum (Bonner & Dickinson, 1989).

V prasniku 1ze rovnéZ lokalizovat 1 misto konektivu, tedy oblast, kde jsou soustiedény
cévni svazky a kde se prasnik napojuje na nitku. VySe popsané sktruktury jsou zndzornény
na obrazku 1.2.

ML

Tapetum Endothecium

Epidermis \—f— s Prasny vacek

+'—Pra§né pouzdro

Obrazek 1.2: Kresba znazoriyjici pficny fez prasnikem v pozd€j§im vyvojovém stadiu, a to pied zacatkem dehiscence.
Zobrazeny jsou tyto struktury — epidermis, endothecium, bunky stfedni vrstvy (ML), tapetum, mikrospory, stomium, septum,
cévni svazek. Vyznacen je prasny vacek a prasné pouzdro. Pievzato z Cecchetti et al., 2017, upraveno.
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1.4 Co vSe obnaSi dehiscence prasnikia? Jaké procesy musi probéhnout, aby doslo

k uvolnéni pylovych zrn?

Dehiscence prasnikil je proces, ktery se sklada z nékolika po sob¢ jdoucich déja, které
jsou vzajemné izce spjaté (Keijzer, 1987; Wilson et al., 2011). Zakladni princip dehiscence je

napfi¢ semennymi rostlinami stejny (pfehled hlavnich fazi vyvoje prasniku a dehiscence
na ptikladu 4. thaliana — viz tabulka 1.1; Keijzer, 1987; Bonner & Dickinson, 1989; Sanders
et al., 2005). Existuji ale i rizné druhové specifické rysy tohoto procesu (napt. Matsui et al.,
1999a, které budou v nasledujici kapitole zminény.

Anther stage Major events and morphological markers Tissues

present

1 Rounded stamen primordia emerge. L1,L2,L3

2 Archesporial cells arise in four "corners" of L2 layer. Change E, Ar
in shape of primordia to more oval.

3 Four regions of mitotic activity. 1° parietal and 1° sporogenous E, 2°P, Sp
layers derived from archesporial cells. Further divisions of
each layer generate the 2° parietal layers and sporogenous
cells, respectively.

4 Four-lobed anther pattern with two developing stomium E, En, ML, T,
regions ("notch") generated. Vascular region initiated. Sp,C, V

5 Four clearly defined locules established. All anther cell types E. En, ML, T,
present and patterns of anther defined. Microspore mother MMC, C, V
cells appear.

6 Microspore mother cells enter meiosis. Middle layer is crushed E, En, ML, T,
and degenerates. Tapetum becomes vacuolated and the anther MC, C, V
undergoes a general increase in size.

7 Meiosis completed. Tetrads of microspore free within each E, En, ML, T,
locule. Remnants of middle layer present. Tds,C, V

8 Callose wall surrouding tetrads degenerates and individual E, En, T, MSp,
microspores released. C,V

9 Growth and expansion of anther continue. Microspores E, En, T, MSp,
generate an exine wall and become vacuolated. Septum cells C,V,Sm
can be distinguished at the level of the TEM.

10 Tapetum degeneration initiated. E, En, T, MSp,

C,V,Sm

11 Pollen mitotic divisions occur. Tapetum degenerates. E, En, T, PG,
Expansion of endothecial layer. Secondary thickenings of C,V, Sm, St
"fibrous bands" appear in endothecium and connective cells.

Septum cell degeneration initiated. Stomium differentiation
begins.

12 Anther contains tricellular pollen grains. Anther becomes E, En, PG, C,
bilocular after degeneration and breakage of septum below V, St
stomium. Differentiated stomium seen in TEM.

13 Dehiscence. Breakage along stomium and pollen release. E, En, PG, C,

v
14 Senescence of stamen. Shrinkage of cells and anther structure. E,En, C,V
15 Stamen falls off senescing flower.

Tabulka 1.1: Hlavni udélosti ve vyvoji prasniku A. thaliana. Legenda: Ar — archesporium; C — konektiv; E — epidermis; En —
endothecium; L1, L2 a L3 — tfi vrstvy bun€k primordia pragniku; MC — meiocyt; ML — stiedni vrstva bunék; MMC — matetska
burika mikrospory; MSp — mikrospora; 2°P — sekundarni svrchni vrstva; PG — pylova zrna; Sm — septum; Sp — sporogenni
buriky; St — stomium; T — tapetum; TDs — tetrady pylovych zm; V — cévni svazky. TEM — transmisni elektronovy mikroskop.
Upraveno podle Sanders et al., 1999.
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Otevieni prasniku je podminéno diferenciaci bunc¢k prasniku a naslednou degradaci
n¢kterych z nich. Pro konecné vystaveni pylovych zrn do prostoru je nezbytné, aby doslo
ke dvéma zménam — ve struktufe prasniku a v jeho vodnim rezimu (Keijzer, 1987; Wilson
etal.,2011).

Dehiscence prasnikti mlze ptredchdzet otevieni kvétu (Ipomea purpurea, Eucharis
grandiflora — Keijzer, 1987), je s otevienim synchronizovana (N. tabacum — Koltunow et al.,
1990) ¢i ho naopak nasleduje (fefiSnicnik piseény Arabidopsis arenosa nebo Certkus Sucissa
pratensis). Diferenciace pylovych zrn, degradace bun¢k a vlastni otevieni prasnikli jsou spolu
provazané. Otdzkou ale i nyni zlstava, jakym zpisobem jsou tyto udalosti kooperované,
aby vysledkem byla funkéni pylova zrna uvolnéna z prasniku ve spravny okamzik (Sanders
et al., 1999).

V pradniku s diferencovanymi typy pletiv dochazi k jejich postupné degradaci. Nejprve
dochazi k likvidaci bunék stfedni vrstvy, které jsou lokalizovany mezi endotheciem a tapetem,
které rovnéz degraduje. Pii zrani prasnikdi dochazi k riistu bunék epidermis a tvorbé ztlustlin
ve sténach endothecia. Tvorba téchto ztlustlin je pro dokonceni procesu dehiscence naprosto
nezbytna (Dawson ef al., 1999; Yang et al., 2007). DalSim krokem je likvidace septa. Mezi
buiikami septa, podstupujicimi programovanou bunéénou smrt (Sanders et al., 2005), se vlivem
pusobeni enzym narusi stfedni lamela a spojeni se uvoliuje (rev. Wilson ef al., 2011). Princip
je podobny jako u abscise zralych SeSuli 4. thaliana od matetské rostliny (Ogawa et al., 2009).
Po degradaci septa se z dvou pivodné oddélenych prasnych pouzder stava jeden spolecny
prostor. Casova souslednost téchto dvou krokii se mize ligit u riiznych rostlin: napiiklad
u A. thaliana nejprve degraduje tapetum, a teprve poté septum (Sanders et al, 1999),
ale u Gasteria verrucosa je tomu naopak (Keijzer, 1987). Pylova zrna, ktera v pribéhu vyvoje
prasniku a s priblizujicim se okamzikem otevieni kvétu nabyvaji na velikosti, mohou rovnéz
prispivat k prasknuti septa. Toto bylo dolozeno u O. sativa, z jejichz prasnikti byla odstranéna
pylové zrna. U téch dle vSeho pak neprobéhne likvidace septa (Matsui ef al., 1999a). Naproti
tomu prasniky geneticky modifikovaného N. tabacum, ve kterych nedochazi nasledkem
degradace tapeta k produkci pylovych zrn, se i pies jejich absenci oteviraji (Mariani et al.,
1990). To je v souladu s tvrzenim, ze pylova zrna nehraji roli v otevieni prasniku (Woycicki,
1924 podle Keijzer, 1987; Goldberg, Beals & Sanders, 1993) — tedy signal pro zahajeni
dehiscence nejspiSe nepochazi z pylovych zrn a tapeta (Mariani et al., 1990; Goldberg, Beals
& Sanders, 1993).

Déle nésleduje degradace stomia, jehoz bunky rovnéz podstupuji programovanou
bunécnou smrt (Sanders et al., 2005). Bunky epidermis se zvétsuji, a kvili bariéfe na vnitini
strané v podob¢ endothecia s druhotné ztlustlymi oblastmi v bunéénych sténdch, predevsim
smérem ven. To vede ke zvétSeni obvodu prasniku (Bonner & Dickinson, 1989). Stény
prasnych vacki, tvofené v tuto chvili epidermis a endotheciem, mechanicky plisobi smérem
dovnitt, tedy do stfedu, kde se nachazi slabé buinky stomia (Keijzer, 1987). Dochazi
tak k vytvofeni otvoru v prasniku pravé v oblasti slabych bun€k stomia. K tvorbé otvorti
v prasném vacku dochéazi zpravidla na jeho apexu — napiiklad u 4. thaliana, ale neni to
absolutnim pravidlem. V ptipad¢ O. sativa dochazi k otevieni v oblasti stomia jak na apexu,
tak na bazi prasného vacku (Matsui, Omasa & Horie, 1999). Tato ¢ast dehiscence je, dle vSeho,
na vzdusné vlhkosti zcela nezavisla (Bonner & Dickinson, 1989; Matsui, Omasa & Horie,
1999).

Funkéni stomium je pro dokonceni celého procesu dehiscence nepostradatelné.
Dokladem této skutecnosti jsou ablacni experimenty s transgennimi liniemi N. tabacum
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obsahujici geny TA56/barnase a TA20/barstar, jejichz prasniky nemohou kviili ablaci stomia
dehiscenci dokoncit (Béais & Goldberg, 1997).

V této fazi je tedy na apexu prasniku v prasném vacku otvor. Pylova zrna vSak stale
nejsou dobfe pristupnd, jsou totiz stale obklopena sténami prasného vacku. V samém zavéru
procesu dehiscence prasniki je zcela nezbytné, aby doslo k dehydrataci bunék. Bunky
epidermis a endothecia stale pylova zrna chrani a v tento moment piedstavuji posledni bariéru
pred vnéjsim prostiedim. Bunky epidermis a endothecia tedy ztraci vodu, ¢imz dojde k jejich
smrs$téni (tato skutecnost neni v tabulce 1.1 viibec zminéna). Nasledkem toho se stény prasného
vacku ohnou smérem ven (Keijzer, 1987). Tim dojde k plnému vystaveni pylovych zrn
do prostoru. Jedna se — az na vyjimky, jakou je naptiklad jiz zminovany
P. polyphylla var. Yunnanensis — o proces nevratny, protoze béhem dehiscence dochézi
k degradaci konkrétnich bunécnych oblasti a rovnéz se zmeéni struktura pletiv praSniku (Sanders
et al., 2005). Dehydratace pletiv prasniku nema podil na degradaci tapeta, septa ani stomia
(Matsui, Omasa & Horie, 1999), dochazi k ni totiz az tehdy, kdy jsou uvedené struktury
degradovany. Endothecium mé proto v dehiscenci prasnikli dvé ulohy. Nejprve se podili
na otevieni prasniku v oblasti stomia a posléze svrasténi téchto lokaln¢ druhotné ztlustlych
bunék vede k ohybu stén praSnych vacka. V tento moment je jiz, podle studie na uskute¢néné
na S. lycopersicum, protoplast endothecia degenerovan (Bonner & Dickinson, 1989; Scott,
Spielman & Dickinson, 2004).

V literatufe lze najit vice €1 méné detailni déleni vyvoje a dehiscence praSnikl
do ruznych fazi. U N. tabacum lze hlavni vyvojové faze rozdélit na dvé Casti, pficemz prvni
zahrnuje samotnou diferenciaci pletiva a meidzu, kterou podstupuje matetrska bunka pylovych
zrn. Do druhé casti jiz vstupuje prasnik pIné diferencovany, dochazi k jeho ristu, zrani
pylovych zrn a nasledné degradaci pletiv praSniku vedouci k vlastni dehiscenci. V prvni casti
je mozné rozlisit sedm stadii, v druhé dvanact stadii vyvoje (Koltunow et al., 1990). V ptipadé
A. thaliana je prvni ¢ast zahrnujici vznik a vyvoj prasniku délena na osm, druhd na Sest stadii.
Prvni rovné€z zahrnuje vznik a vyvoj prasniku, druhd faze pak opét degradaci pletiv a dehiscenci
pras$nika (obrazky 1.3 a 1.4, Sanders et al., 1999).

Dehiscenci prasnikti 1ze uspisit proudicim vzduchem, zvysenou teplotou ¢i odstranénim
kvétnich oball (Gasteria verrucosa nebo Lilium hybrida, Keijzer, 1987). Otevieni prasniku
v oblasti septa a stomia neni vyrazné¢ negativné ovlivnéno vzdusnou vlhkosti (Matsui, Omasa
& Horie, 1999). Finalni faze dehiscence vSak na vzdus$né vlhkosti zavisi. Nelze ale prohlasit,
ze se jednd o ryze fyzikalni zalezitost, nebot’ pouze ncktera pletiva prasSniku ztraci vodu.
Konektiv (Bonner & Dickinson, 1989) a druha ¢ast tyCinky — nitka zlstavaji turgescentni
a vitalni (Keijzer, 1987; Bonner & Dickinson, 1989). Jak je zména vodniho rezimu pras$niku
realizovana? Jakym zpisobem puasobi vnéjs$i podminky na vodni rezim prasniku a jeho
regulaci?
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Obrazek 1.3: Prvni ¢ast vyvoje prasniku: stadia 1-4 zobrazuji bunééné déleni v ramci primordia prasniku; ve stadiu 5 ma jiz

prasnik typicky ptdorys podobajici se motylim kiidlim a je jiz jasné patrna diferenciace nékolika bunéénych typu —
endothecium, tapetum, matetska bunka pylovych zrn, stfedni vrstva bun€k; mezi stadiem 5 a 7 podstupuje matefska buika
meidzu, ¢imz dava vznik tetradam haploidnich spor, ve stadiu 8 je vidét jiz rozvolnéné tetrady. Legenda: Ar — archesporium;
C — konektiv; E — epidermis; En — endothecium; L1, L2 a L3 — tfi vrstvy bun€k primordia prasniku; MC — meioticka burika;
ML — stiedni vrstva bunék; MMC — matefska burika mikrospory; MSp — mikrospora; 1°P — primarni svrchni vrstva; 2°P —
sekundarni svrchni vrstva 1°Sp — primarni sporogenni vrstva; Sp — sporogenni buiiky; StR — oblast stomia; T — tapetum; TDs
— tetrady pylovych zrn; V — cévni svazky. Méftitko pro stadium 1 — 4: 25 um; méfitko pro stadium 5 — 8: 25 um. Prevzato
ze Sanders et al., 1999.
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Obrazek 1.4: Druha ¢ast vyvoje prasniku: béhem stadii 9—12 dochazi k vyvoji spor ve zrala pylova zrna, prasnik zaroven nabyva
na velikosti a podstupuje prvni degradaéni procesy (stfedni vrstva buné€k, tapetum). Ve stadiu dvanact se nasledkem degradace
septa z prasniku se Ctyfmi prasnymi pouzdry stdva prasnik pouze se dvéma oddélenymi oblastmi obsahujici pylovy zrna.
Ve stadiu 13 dochazi k otevieni prasniku v oblasti stomia. Od stadia 13 a dale je pak mozné pozorovat uvolnéni pylovych zrn
do prostoru a postupné svrastovani pletiva prasniku nasledkem ztraty vody z bunék pletiva prasniku. Legenda: C — konektiv;
E — epidermis; En — endothecium; Fb — pruhy vlaken (v endotheciu); MSp — mikrospora; PG — pylova zrna; Sm — septum; St —
stomium; StR — oblast stomia; T — tapetum; TDs — tetrady pylovych zrn; V — cévni svazky. Méfitko pro vSechna stadia: 50 um.
Pievzato ze Sanders et al., 1999.
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1.4.1 Regulace vodniho rezimu prasniku

Posledni, avSak neméné dulezitou fazi dehiscence prasnikii, je jejich dehydratace.
Konkrétné se jedna o dehydrataci epidermis a endothecia (Wilson et al., 2011). Tento proces je
nezbytny, stény praSnikd se totiz musi vyvratit smérem ven, aby se prasnik doSiroka oteviel,
a pylova zrna tak byla dana k dispozici do prostoru. Mimo prasniky ale také v rizné mite, ktera
zavisi na daném druhu, rovnéz dochdzi k odstraiiovani vody z pylovych zrn (Johnson
& McCormick, 2001).

Podle Keijzera, 1987, se jedna o d&j zajistovany predevsim vyparem stomaty, jelikoz
dehiscenci lze podle informaci v literatute opravdu vlhkosti ovlivnit (Matsui, Omasa & Horie,
1999). Rizné studie se vSak ke skutecnosti, ze dehiscence prasniki je ryze fyzikalni proces,
stavi spiSe odmitaveé (napt. Schmid & Alpert, 1977; Bonner & Dickinson, 1990).

Je v8ak nékolik hypotéz, které se spiSe nez k prostému vyparu stomaty, priklani
k translokaci vody z pletiv praSniku do nitky, ptipadné dale. Naptiklad pro rostlinu Petunia
hybrida byla formulovana (pouze) teorie, ze geny zrodiny NECTARYI (NECI) se podili
na hydrolyze $krobu, a tim na snizeni vodniho potencialu, ktery by smétoval vodu z prasnik,
v tomto piipad¢, do nektarii (Ge et al., 2000 v kontrastu ke Schmid & Alpert, 1977). O tom,
ze dochazi k transportu vody v ramci prasnikti, miize svédcit 1 mozné zapojeni proteint z velké
rodiny aquaporini. Ty usnadiiuji pfedevSim transport vody pies plazmatickou membranu.
PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEINI (PIP1) a PIP2 jsou v piipadé
N. tabacum exprimovany v prasnicich a blizn€. Pfedevsim pak PIP2 se vyskytuje v prasnicich
v pozd¢jsich fazich jejich vyvoje. Mohly by se proto podilet na dehydrataci pletiva. S ohledem
na to, ze se jedna o velké proteinové rodiny, nelze vyloucit, Ze se na celém procesu podileji
1 dalsi jejich ¢lenové (Bots, Feron, et al., 2005; rev. Wilson et al., 2011). Experiment vyuzivajici
RNA interferenci dolozil diilezitost tohoto proteinu — v prasnicich takovych rostlin byla
dehydratace pletiva pomalejsi. U rostlin bez RNA interference navic k dehiscenci prasnikt
dochazelo diive (Bots, Vergeldt, et al., 2005).

Na zméné vodniho reZzimu v prasSniku se podle hypotézy z prelomu stoleti podili protein
plazmatické membrany zajistujici symport sacharozy a H" iontd. Tento protein, SUCROSE
PROTON SYMPORTERI (SUCI1), byl podle prvnich zjisténi na rozdil od jinych
sachar6zovych transportérii specificky pouze pro kvét (Stadler er al., 1999, obrazek 1.5;
Klepikova atlas obrazek 1.6). Je siln¢ exprimovan v pylovych zrnech, podle novéjsich studii
vSak k jeho expresi dochazi napiiklad i ve vyvijejicich se trichomech a kotenech (Sivitz et al.,
2007, v kontrastu s obrazky 1.5 a 1.6). Pfi¢inou, pro€ pii pouziti stejné metody (SUC! promotor
a GUS) nebylo dosazeno stejnych vysledku je, Ze v pfipadé studie Stadler ef al., 1999 byla
vyuzita linie C24, ktera na listech nedisponuje trichomy. Rozdilnou lokalizaci exprese SUCI je
dale mozna zaznamenat pfi sledovani exprese konstruktu celého genu s GUS (koteny) ¢i pouze
promotoru SUC!I s GUS (pyl a trichomy, Sivitz et al., 2007). Pro expresi v kofenech jsou
dilezité a nepostradatelné introny genu SUC! (Lasin ef al., 2020).

Lokalizace SUCI1 podle Stadler ef al., 1999 se v riznych pletivech kvétu mirné lisila
v zavislosti na uzitych metodach (GUS analyza, RNase protection — obrdzek 1.7, in situ
hybridizace). V pylovych zrnech se béhem zrani hromadi SUC1 mRNA, jejiz translace pfi
kliceni miiZze zajiStovat rychlé kliceni pylové lacky (ve shod¢ s nové§jsi studii Sivitz, Reinders
& Ward, 2008), a to dopravou sachardzy slouZici jako osmoticky aktivni latka snizujici vodni
potencidl. To miize byt pfi¢inou piijmu vody lackou. SUCI protein je dale lokalizovan
1 v pestiku, kde je mu pfisuzovana role ve vedeni rostouci pylové lacky. Vysledky lokalizace
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Obrazek 1.5: Vysledek RNase protection analyzy hladiny mRNA AtSUCI1 v riznych pletivech Arabidopsis thaliana (listy,
stonky, kofeny, kvéty, plody). Vedle urceni hladiny mRNA AtSUCI byla pro porovnani provedena i analyza mRNA AtSUC2
(specificka exprese v privodnich buiikach) a kontrola v podobé 18S rRNA. Upraveno podle Stadler et al., 1999.
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Obrazek 1.6: Snimek lokalizace AtSUC1 (AT1G71880) podle Klepikova Arabidopsis Atlas s detailem na kvét. Prevzato
z https://www.arabidopsis.org/.

exprese SUCI (za pouziti riznych metod) se ale shodovaly, a to v oblasti bun¢k kolem cévniho
svazku, v konektivu. Protein SUCI1 se zde ale nevyskytuje v ranych stadiich vyvoje prasniku,
ale az ve chvili, kdy jsou pylové zrna pln€ vyvinuta. To znamena, Ze SUC1 lze v okoli cévnich
svazki v konektivu najit az v okamziku, kdy miiZe zacit proces dehiscence prasniku. Vzhledem
k tomu, ze k lokalizaci SUCI proteinu dochéazelo az ve chvili, kdy byla pylové zrna i praSnik
pln€ vyvinuty, neni dle autori primarni roli SUCI transportéra zajiSténi dostatku sachardzy
jako zdroje uhliku (Stadler et al., 1999).

V parenchymatickych buiikéach, které obklopuji cévni svazky v oblasti konektivu, je
nejpravdépodobnéjsi funkci SUCI transportéric kumulace sachardézy. Toto hromadéni
osmoticky aktivni latky vede ke sniZzeni vodniho potencidlu v bunikach kolem cévnich svazkd,
nasledkem ¢ehoz dochdzi k cerpani vody ze sousednich bunék, tj. z bunék konektivu, prasnych
pouzder, endothecia (Stadler et al., 1999). Dehiscence prasniki tedy ziejmé neni pouze
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fyzikalni proces, ktery by zavisel na vné¢jSich podminkach, ale je zaroven kontrolovany
samotnou rostlinou (Keijzer, 1987). Jako podpora této hypotézy slouzi i jiz zminéné skutecnost,
ze prasniky musi nejprve dehydratovat, aby mohlo dojit k jejich dehiscenci. Mutace
v genu DADI (DEFECTIVE IN ANTHER DEHISCENCEI), ktery kéduje kli¢ovy enzym
syntézy jasmonati, chloroplastovou fosfolipazu Al, znemoziluje transport vody z prasnych
pouzder, endothecia a konektivu pomoci cévnich svazkl dale do nitky. To vede k tomu,
ze k dehiscenci nedochézi vcas, protoze prasniky jsou plné vody. Tato situace ma rovnéz vliv
na kvalitu pylovych zrn (Ishiguro et al., 2001). Na tomto ptikladu je patrné, ze dehydratace
prasnikli nezavisi pouze na vngjSich podminkach. Otazkou vSak zlstavd, do jaké miry
dehiscenci kontroluje rostlina a jakou roli hraji podminky panujici v okoli rostliny dehiscenci
ovliviluji.

i i
e o

Dot s oI o

Obrazek 1.7: Lokalizace proteinu AtSUC1 v prasnicich a pylovych zrnech A. thaliana (wild type) za pouziti nepiimé
imunofluorescence. (a) Pticny fez prasnikem pfiblizn€ v takovém vyvojovém stadiu, kdy jiz probéhla degradace tapeta. Prasné
vacky jsou jiz otevieny, proces otevirani v oblasti septa a stomia jiz zapocCal. Tento fez byl nabarven s anti-AtSUCI
antisérem/FITC (Fluorescein isothiocyanate). Protein AtSUC1 neni lokalizovan ani v pylovych zrnech, ani v oblasti konektivu.
(b) Tentyz pticny fez jako na obrazku (a) vyfotografovan pod bilym svétlem. (c¢) Pfi¢ny fez prasnikem v pozdnim vyvojovém
stadiu. Tento fez byl nabarven s anti-AtSUCI antisérem/FITC. Septum mezi prasnymi pouzdry bylo rozdéleno a po dehiscenci
doslo ke svrasténi stén prasniku. Protein AtSUCI je detekovan v kruhu bungk, které obklopuji pletivo konektivu, respektive
vrstvu bunék, kde je signal detekovan (misto oznaceno Sipkou — a to i v ptipadé obrazku (d)). Protein vSak neni detekovan
v pylovych zrnech. (d) Tentyz pii¢ny fez jako na obrazku (c) vyfotografovan pod bilym svétlem. Méfitko ve vSech ptipadech
50 pum. Upraveno podle Stadler ef al., 1999.

1.4.2 Typy samci sterility: co se mize béhem dehiscence pokazit?

Proces dehiscence praSnikli se sestavda z nckolika na sebe navazujicich krokda.
Z ptedchozich kapitol vyplyva, Ze jejich sled a spravny prubéh kazdého z nich je dilezity
pro ty kroky, které je nasleduji. Je tedy mnoho tirovni, na kterych mtize dojit k chyb¢, ktera
vede k sam¢i sterilité rostliny (tabulka 1.2).

Pricinou samc¢i sterility miZe byt Gplna absence pylovych zrn (Mariani et al., 1990)
¢i produkce pylovych zrn se sniZzenou Zivotaschopnosti (zde je porucha funkce vysledkem
naruseni normalniho pribéhu dehiscence, Ishiguro et al., 2001).

Pokud prasnik obsahuje plné€ funkcni pylova zrna, je klicové, aby doslo k jejich uvolnéni
a rozSifeni se do prostoru (rev. Wilson et al., 2011). Tady mohou problémy, které jiz byly
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zminény v uvodni ¢asti kapitoly 1.4, nastat pravé v riznych momentech vyvoje prasniku. Zralé
prasniky s funkénimi pylovymi zrny, u kterych probéhne dokonce i odvod vody z danych pletiv,
ale néasledkem chybé¢jicich ztlustlin v bunéénych sténach endothecia, zlstavaji indehiscentni
(Mitsuda et al., 2005). Pokud vSak dojde k tvorbé ztlustlin, miize se dehiscence zastavit o kus
dale — naptiklad u stomia, které v pripad¢, Ze je nefunkéni, zabrani uvolnéni pylovych zrn (Béais
& Goldberg, 1997).

Mutant phenotypes
Class

Description
Early defects Undeveloped anther
Pollenless Anthers devoid of pollen grains
Defective pollen Abnormal pollen in dehisced anthers
Pollen function/Female sterile Visually wild type pollen grains
Stamen lenght Reduced filament extension
Dehiscence Anthers defective in pollen release
Pattern Alternation in anther morphology and/or locule number
Floral Altered floral organ development
Reduced fertility Consistently short siliques

Tabulka 1.2: typy mutantti 4. thaliana s narusenou schopnosti rozmnozovat se. Upraveno podle Sanders ef al., 1999.

Nevhodné nacasovani dehiscence prasnikti pak muze byt dalsi diivodem, ktery ma
za nasledek neplodnost rostliny. U takovych mutanti maze k dehiscenci dojit diive, nez se nitka
prodlouzi a doroste pozadované délky (dvojity mutant transport inhibitor response 1 a auxin
receptor F-box — Cecchetti et al., 2008); mutant miize mit funk¢ni pylova zrna. Dal$i variantou
je, ze k dehiscenci prasniki dochéazi pozdéji, nez je bézné. Dehiscence nastane az ve chvili,
kdy jiz papily blizny nejsou schopné opyleni (pi. mutant A. thaliana delayed-dehiscencel —
Sanders ef al., 1999, late dehiscence — Goldberg et al., 1993). K dehiscenci ddle nemusi dojit
viibec a praSniky ziistavaji uzavieny (pf. mutant A. thaliana non-dehiscencel — Sanders et al.,
1999). Je narusena synchronizace mezi otevienim kvétu a prasnikl, pylova zrna — v tomto
ptipad¢ Zivotaschopna — tak zlistdvaji uzaviena v prasSniku (Sanders et al., 1999). Porovnani
prabéhu dehiscence u zminénych mutanti delayed-dehiscencel a non-dehiscncel s kontrolni
rostlinou A. thaliana nabizi tabulka 1.3.
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Anther Wild type non-dehiscecel delayed-dehiscecel

stage

11 Expansion of endothecial Expansion of endothecial Expansion of endothecial
cell layer and appearance of  cell layer. Distortion of cell layer and appearance of
fibrous bands in endothecium and fibrous bands in
endothecium and connective cells. No fibrous endothecium and
connective. band are observed. connective

12 Break in septum below Endothecium begins to Break in septum below
stomium creates a bilocular ~ degenerate, including stomium.
anther. septum.

13 Break at stomium in anther ~ Anthers do not dehisce. Anthers do not dehisce.
wall. Anther wall "flips" Endothecium degenerated. Pollen storage bodies
back and pollen released Pollen appears wild type. visible.
during dehiscence.

Late Pollen grains come in In older flowers anthers do  In older flowers anthers

13 contact with stigmatic not dehisce, pollen appears  have not dehisced. Pollen
papillae. Pollen germination  wild type, and connective appears to degenerate.
and pollen tube growth in degenerates.
pistil.

14 Floral organs begin to Senescence initiated; Senescence initiated.

senesce, the anther shrinks,
and cells distort.

degeneration of connective
and endothecium leaves
only vascular bundle and an
epidermis surrounding
pollen grains. Anthers do
not dehisce.

Anthers dehisce and pollen
degenerates.

Tabulka 1.3: Srovnani pribéhu zavérecnych fazi dehiscence prasniku wild type A. thaliana s mutantnimi rostlinami non-
dehiscencel a delayed-dehiscencel. Stadia prasnikd odpovidaji stadiim uvedenych v tabulce 1.1. Upraveno podle Sanders
etal., 1999.
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1.5 Riistové regulatory

Dehiscence prasnikii nezbytné, stejné jako jiné riistové a vyvojové procesy rostliny,
podléha regulaci riistovymi regulatory, tzv. fytohormony.

1.5.1 Jasmonaty

Jasmonaty jsou rustové reguldtory, mezi které patii kyselina jasmonova,
methyljasmonat a konjugat kyseliny jasmonové a isoleucinu JA-Ile. Posledni jmenovany se
vaze na proteiny regulujici expresi gent, které jsou pod vlivem jasmonatd. Tato vazba je klicova
pro degradacni krok, ktery umoziuje spusténi jasmonatové signalizace (vice viz dale, Thines
et al., 2007). Jasmonaty maji pleiotropni efekt, hraji naptiklad roli v ristu kofent ¢i v procesech
spojenych se zranim plodu ¢i se senescenci. V neposledni fadé jsou zapojeny do mobilizace
obrany v rostliné po napadeni patogeny a herbivory ¢i po poranéni. Zarovei jsou velmi dilezité
pro sam¢i fertilitu (Feys et al., 1994; Stintzi & Browse, 2000; Scott, Spielman & Dickinson,
2004). Podileji se totiz na vzniku Zivotaschopnych pylovych zrn (Creelman & Mullet, 1997)
a dehiscenci prasniku tim zpiisobem, Ze reguluji transport vody v prasniku (Ishiguro et al.,
2001).

Diilezitost jasmonatl pro zdarny prubéh dehiscence prasnikii 1ze u 4. thaliana nejlépe
demonstrovat na jiz zminéné mutaci defective in anther dehiscencel (dadl), kterd naruSuje
biosyntetickou drahu kyseliny jasmonové hned v jejim pocatku. Fosfolipaza DADI je enzym,
ktery svou ¢innosti dava vzniku kyseliné€ linoleové, prekurzoru kyseliny jasmonové. K expresi
genu DAD]1 dochdazi, dle zavéra studie, v horni Casti nitky tésné pred otevienim kvétu (Ishiguro
etal.,2001).

U mutantnich rostlin je znemoznén transport vody z bunék endothecia, prasnych
pouzder a konektivu do nitky (Ishiguro et al., 2001). Prasnik tedy ziistavd vyplnén vodou
a nedojde k jeho dehydrataci, kterd je pro dehiscenci prasniku nezbytna (Keijzer, 1987). To
pusobi v prvni fad¢ problém pylovym zrniim. Ty totiz nasledkem stale pfitomné tekutiny, kterad
vyplituje prostor prasného pouzdra, nemohou dozrat a podstoupit dehydrataci. Tekutina je
za normalnich okolnosti absorbovdna okolnim pletivem. Pouze 2 % pylovych zrn mutantni
rostliny dadl jsou Zivotaschopnd v porovnani s kontrolou, kde pylovych zrn kli¢i 70 %
(Ishiguro et al., 2001).

Vzhled prasniku az do finalni faze nevykazuje viditelné odchylky, a to vcetné
anatomické stavby, a¢ celkovy vyvoj vSech Casti kvétu trva v porovnani s kontrolni rostlinou
déle. S blizicim se okamzikem, kdy se ma prasnik otevfit, degraduje tapetum, septum praska.
Druhym problémem, ktery tato mutace plsobi, je skutecnost, ze nedochazi k dehiscenci
prasnikil, jejichZ buiiky zlstavaji plné vody. V oblasti stomia totiz zlstavaji prasné vacky
prasniku uzavieny. Tato findlni faze vyvoje se v porovnani s kontrolnimi rostlinami abnormalné
prodluzuje a béhem 24 hodin po dehiscenci kontrolnich rostlin u mutantnich rostlin zlstavaji
prasniky stale zavieny (Ishiguro ef al., 2001).

Fenotyp obdobny pravé popsanému lze pozorovat i u mutanta coronatine insensitivel
(coil, Feys et al., 1994; Xu et al., 2002), ktery je k JA-Ile necitlivy. Protein COI1 je soucasti
komplexu SCF!, ktery se podili na degradaci JAZ1 proteind, coZ jsou negativni regulatory
jasmonatové signalizace. Ty, pokud neni JA-Ile pfitomny, ¢i jej rostliny nevnimaji, brani
spusténi jasmonatové signalizace (Thines et al., 2007).

Jiz bylo zminéno, ze je klicové, aby zrani pylovych zrn, dehiscence prasnikii a otevieni
kvéth bylo synchronizované. Na této synchronizaci maji podle vSeho podil pravé také
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jasmonaty. Ty pfes fizeny transport vody z prasniku do nitky, piipadné petal, mohou tyto d&je
koordinovat (obrazek 1.8). Analyza poupat mutantni 4. thaliana dadl potvrdila nizs§i obsah
jasmonati oproti kontrolnim poupatim. VcEasnou exogenni aplikaci methyljasmonatu
¢i kyseliny linoleové lze projev mutace zvratit a zajistit tak synchronizaci zminénych procest
(Ishiguro et al., 2001).

Podobné jako v pripadé mutanta dadl je mozné dodanim kyseliny jasmonové obnovit
rozmnozovaci schopnosti u mutanta 4. thaliana delayed dehiscencel (ddel, Sanders et al.,
2000). Krom¢ aplikace kyseliny jasmonové lze téhoz dosdhnout overexpresi genu
transkripcéniho faktoru MYB24 (Huang et al., 2017). Tento mutant disponuje prasniky, u kterych
nedochazi k dehiscenci v okamziku otevieni kvétu, ale az tehdy, kdy je zahajena senescence
kvétu. V piipadée této mutace se jedna o opozdéni otevieni prasniku v oblasti stomia (Sanders
et al., 2000). Prasniky maji, podle dalSich zjiSténi, navic kratké nitky (Huang et al., 2017). Gen
DDEI je zapojeny v biosyntéze kyseliny jasmonové. Koduje enzym z rodiny 12-
OXOPHYTODIENOATE REDUCTASE (Sanders et al., 2000). Konkrétné¢ se jedna
0 OXOPHYTODIENOATE-REDUCTASE 3 (OPR3 = syn. DDEI, (Stintzi & Browse, 2000;
Cecchetti et al., 2013). U mutanta ddel (resp. opr3) neni narusena tvorba ztlustlin v bunikdch
endothecia, jejich pfipadna absence by mohla byt pfi¢inou neotevieni stomia. Jasmonaty tento
dé¢j nekontroluji (Cecchetti et al., 2013). Studie vénujici se ddel mutaci vSak nepiihlizi
k moznému vlivu jasmondtii na vodni rezim prasnikli a jeho zméné€ v zaveru procesu otevirani
pras$niku, pouze konstatuje ulohu jasmonata jako kontrolniho mechanismu pro dobu otevieni
prasnika (Sanders et al., 2000).

Anth\ er Pistil

Stamen
filament

[

Late stage Open flower

End of
middle stage

Obrazek 1.8: Schéma mozné jasmonatové regulace ti4 d&jii — zrani pylovych zrn, dehiscence prasnik a otevieni kvétu. Zlutou
barvou jsou znazornény ty organy kvétu, které vodu v odpoveédi na jasmonaty nejspiSe piijimaji, transport vody zobrazen
pomoci modrych, prodluzovani organii pomoci Cervenych a piesun jasmonati pomoci zelenych Sipek. Pievzato z Ishiguro et
al., 2001.

Jasmondty jsou nezpochybnitelné¢ zapojeny do regulace dehiscence prasnikii. Podle
dosavadnich zjiSténi hraji roli v regulaci obsahu vody v prasniku, stejné¢ tak jako vySe
zminované¢ SUCI transportéry (viz kap. 1.4.1). Je pravdépodobné, Ze kyselina jasmonova je
nutna pro expresi SUCI proteinll. Stale vSak chybi experimentalni provéteni této hypotézy
(Ishiguro et al., 2001). Zapojeni jasmonatl v kontrole dehiscence a sam¢i fertility viibec
doklada i zminénéd skutecnost, Ze mutace dadl a ddel (opr3) bylo mozné zvratit véasnou
aplikaci methyljasmonatu, kyseliny linoleové (Ishiguro et al., 2001) a kyseliny jasmonové
(Sanders et al., 2000).
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1.5.2 Auxin

Tento nejdéle zkoumany rostlinny ristovy reguldtor je s ristem a vyvojem rostliny
neodmyslitelné spjat. Plisobi v riznorodych procesech jako jsou tropismy, tvorba kofenového
systému ¢i formace cévnich svazki (Leyser, 2018). Auxin rovnéz ovlivituje apikalni dominanci
rostliny nebo tvorbu jejich postrannich organti (napt. Woodward & Bartel, 2005). Auxin je
rovnéz nepostradatelny pti vyvoji kvétniho organu a ma vliv na sam¢i fertilitu ve smyslu vyvoje
pylovych zrn, ristu nitky pted otevienim kvétu a vlastni dehiscenci prasnikti (Cecchetti et al.,
2008).

Dulezitost auxinu na vyvoji prasnikti doklada naptiklad mutace yuc2yucé6 u A. thaliana.
Jedna se o geny z rodiny YUC (Cheng, Dai & Zhao, 2006). Tato rodina kdéduje YUC flavin
monooxygenazy, nepostradatelné komponenty tryptofan-dependentni biosyntetické drahy
indolyl-3-octové kyseliny (IAA, Zhao et al., 2001). Uvedeny dvojity mutant 4. thaliana ma
v porovnani s kontrolni rostlinou kratké tyc€inky, prasSniky dozravaji pozdéji a téméf netvori
pylova zrna (Cheng, Dai & Zhao, 2006).

Pravy opak, tedy dehiscence, ktera nastava diive, mize byt projevem nékolikandsobné
mutace transport inhibitor responsel a auxin receptor F-box (tirl afbl, 2 a 3 nebo tirl afb2
a 3), u které je narusen piijem auxinového signalu. Geny TIRI AFB jsou, dle vysledka
experimentl s GUS analyzou, exprimovany v pozdni fazi vyvoje prasniku (tzn. tehdy, kdy jsou
jiz diferenciovana vSechna pletiva praSniku). Pfi zminéné pfedCasné dehiscenci, ve vztahu
k dobé& otevieni kvétu, se uvoliiuji zcela zrala zrna. Jejich vyvoj je tak v porovnani s pylem
kontrolni rostliny rovnéz pred¢asny. Stomium se v tomto piipad¢ otevira ve stejnou chvili jako
septum, a to nasledkem ptedcasné lignifikace endothecia. K této zméné ve struktuie bunécnych
stén endothecia dochazi jesté¢ pred degradaci tapeta (Cecchetti et al., 2008). Zde je vhodné
piipomenout mutaci A. thaliana, pii které stomium naopak zlstdva — stejné jako prasSnik —
uzavieno. Ke tvorb¢ ztlustlin zde, na rozdil od tirl afb, nedochéazi viibec. Tento fenotyp je
projevem mutace genu pro transkripéni faktor MYB26 (Yang et al., 2007), ktery je piimo
regulovan AUXIN RESPONSE FACTORS (konkrétn¢ varianta ARFS.4, Ghelli et al., 2018).
MYBZ26 kontroluje lignifikaci endothecia (Dawson et al., 1999; Yang et al., 2007) a to regulaci
exprese NST1 a NST2 (NAC SECONDARY WALL THICKERING PROMOTING FACTORI
a 2). NST1 a NST2 patii mezi regulatory gent zajistujicich lignifikaci endothecia (Yang et al.,
2017; Xu et al., 2019). Nelignifikujici endothecium, tedy stejny fenotyp, se objevuje i u mutanta
arfl7 (auxin response factorl?7), kde lignifikace endothecia viibec nenastava. AFRI7 tedy
reguluje expresi genu MYB108, zaroven se podili na regulaci zminénych gentt NST7 a 2. Ty tak
jsou pod kontrolou geni MYB26 1 AFRI7. Auxin znemozZziuje otevieni prasSniku, protoze
narusuje jeho spravny vyvoj. Auxin je pro vyvoj prasniku nepostradatelny (Xu et al., 2019).

Auxin je zaroveil negativnim regulatorem biosyntézy kyseliny jasmonové (Nagpal
et al., 2005; Cecchetti et al., 2013; Xu et al., 2019).

Prasniky jsou mistem, kde je velmi vysoka koncentrace IAA, kterd dle vSeho blokuje
rist korunnich listkQi 4. thaliana témét aZ do chvile, neZ se kvét otevie. Tehdy koncentrace
auxinu v praSnicich klesa (Aloni et al., 2006).

IAA dale ovlivituje vyvoj pylovych zrn (Cecchetti ef al., 2008), v pylovych zrnech se
hromadi a hraje roli pfi kliceni pylové la¢ky (Aloni ef al., 2006). Podle dosavadnich zji§téni je
mozné auxin detekovat v pylovych zrnech po celou dobu jejich zrani (Salinas-Grenet et al.,
2018), auxin se podili na regulaci vstupu mateiské buiiky pylového zrna do meidzy a nasledné
mitdzy. Auxin je dilezity predev§im pro synchronizaci otevieni pra$nikli az ve chvili, kdy jsou
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nejen pylova zrna pripravena, ale i ty€inka je dostatecné dlouhd a kvét je hotov k tomu se oteviit
(Cecchetti et al., 2008).

Dulezitost auxinu pro vyvoj pylovych zrn a dehiscenci prasniki testovala studie, pfi niz
byla upravovana dostupnost auxinu, resp. volné IAA. Byla vyuzita bakterialni lysin indolyl-3-
octova syntetdza (iaal), kterd vytvaii konjugdt z volné IAA a lysinu, ¢imz se IAA stava
neaktivni. Exprese genu pro IAAL byla uskutecnéna pod promotory vazanych v riznych fazich
vyvoje pylového zrna, a to na genetickém pozadi rostlin s na auxin reagujicim reportérovym
genem DR5:GUS (Salinas-Grenet et al., 2018).

Bylo zjisténo, ze v ptipad¢ exprese IAAL pod promotorem vazanym do poloviny vyvoje
pylového zrna (DRS5:GUS/pIPP2:iaal) snizené mnozstvi volné IAA narusilo vyvojové
procesy, které souvisi se samci fitness. Fenotypovym projevem ovlivnénych rostlin byla
chyb¢jici kratkd ty¢inka a nizsi poc€et semen v SeSuli v porovnani s kontrolnimi rostlinami
DR5:GUS. Snizené mnoZstvi IAA vedlo ke zhorSenému vyvoji pylového zrna, ale mohlo
1 negativn¢€ poznamenat nasledny rist pylové lacky. Nizsi mnozstvi [AA zptsobovalo naruSeni
synchronizaci dehiscence prasniku v rdmci vyvoje celého kvétniho organu (obrazek 1.9).
U rostlin, kde bylo manipulovano s mnozstvim volné TAA, byly zaznamenany rizné fenotypy.
Rostliny mély praSniky, kde proces dehiscence ani nezacal, nebo naopak k dehiscenci doslo
ptilis brzy. DalSi variantou byly rostliny, u kterych k dehiscenci v ramci prasnikli jednoho kvétu
dochézelo postupné (tzv. desynchronizace dehiscence). Nakonec byly vSak i rostliny s prasniky,
kde vySe zminéné procesy probihaly spravné (obrazek 1.9).

A DR5:GUS DR5:GUS/pIPP2iaal

150+ Il Normal

[Jindehiscence

[ Dehiscence desynchronized
Ext [JEarly dehiscence

=

[=3

(=3
i

% of flowers

(4]
(=]
3

DR5:GUS DR5&:GUS/
pIPP2:iaal

Obrazek 1.9: A. Obrazky zachycuji rtizné fenotypové projevy u rostlin exprimujicich DR5:GUS/pIPP2:iaal. DR5:GUS -
kontrola, bilé Sipky poukazuji na naruSenou synchronizaci dehiscence, Sedé Sipky na nedehiscentni prasniky a cerné Sipky
na predéasné oteviené prasniky. B. Grafické shrnuti poméru normalniho fenotypu dehiscence prasniki a fenotypu s narusenym
pribéhem dehiscence u rostlin DR5:GUS (kontrola) a DR5:GUS/pIPP2:iaal.. Podle Salinas-Grenet et al., 2018.
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1.5.3 Ethylen

Poslednim ristovym reguldtorem, kterému bude vénovana pozornost, je ethylen.
Podobné jako vyse uvedené rustové regulatory, i ethylen ma mnoho riznych funkci — tradi¢né
se zminuji hlavné jeho role v dozravani ploda a v senescenci (napt. Bleecker & Kende, 2000).
Stejné jako auxin a jasmonaty je i ethylen rovnéz spjat také s dehiscenci prasnikt (Rieu ef al.,
2003; Dobritzsch et al., 2015).

Efekt necitlivosti k ethylenu byl zkouman na N. tabacum. Tato necitlivost byla
zptisobena mutaci etr/-1 (v genu ETRI homologickém u A. thaliana). Alternativou bylo
osetfeni wild type rostlin 1-methylcyklopropenem, ktery inhibuje schopnost rostliny vnimat
ethylen. V obou ptipadech nebyl postizen vyvoj prasniku, ale pouze jeho dehiscence, ktera byla
opozdéna o jeden aZ n¢kolik dni vzhledem k dobé otevieni kvétu. Doslo tedy k desynchronizaci
téchto dvou d&jh. Prodleva v procesu nastala v oblasti stomia, k jehoz degradaci a naslednym
procestim dehiscence dochéazelo pozdéji nez u rostlin na ethylen reagujicich. Pylova zrna rostlin
k ethylenu necitlivych vSak byla zivotaschopna. U kvétt (s téméf zralymi prasniky), které byly
odd¢leny od rostliny, méla aplikace ethylenu za nésledek uspiSeni procesu dehiscence (Rieu
et al., 2003).

Modelovym organismem pro dehiscenci prasnika byla v ptipad¢ dalsi studie zabyvajici
se ethylenem rostlina S. lycopersicum (Dobritzsch et al., 2015), jejiz mutant jail-1 (jasmonic
acid-insensitivel-1) ma naruSenou standardni regulaci ethylenu (JAII u S. lycopersicum je
homologem COI1 u A. thaliana, Li et al., 2004). Nasledkem mutace, ktera zptsobuje necitlivost
k jasmonatim, dochazi u S. lycopersicum k pired¢asné biosyntéze ethylenu. Ta je disledkem
exprese genil fidicich ethylenovou signalizaci. Projevem mutace jsou mimo jiné predCasné
dehiscentni a do senescence vstupujici tyCinky.

V ptipadé S. lycopersicum obsah jasmonata v ty¢ince zacina klesat jesté pred zapocetim
dehydratace pletiva prasniku (obrazek 1.10). Jasmondty maji roli v regulaci ethylenové
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Obrazek 1.10: Schéma zobrazuyjici roli jasmonatii ve vyvoji tyCinky S. lycopersicum. Mnozstvi jasmonatii béhem vyvoje
ty¢inky nardsta, podporuji totiz vyzivu a vyvoj pylovych zrn. V druhé fazi vyvoje vSak mnozstvi jasmonatti postupné klesa.
Jasmonaty blokuji pfed¢asny narist mnozstvi ethylenu, ktery jinak pozitivné reguluje dehiscenci prasnikd a uvolnéni pylovych
zrn. Upraveno podle Dobritzsch et al., 2015.

28



signalizace, brani jejimu spusSténi. Ethylen dehiscenci prasnikd S. lycopersicum pozitivné
reguluje (Dobritzsch et al., 2015).

Existuje rozdil mezi nedostatkem ¢i necitlivosti k jasmonatim u S. lycopersicum
a A. thaliana. V ptipad¢€ naruSeni jasmonatové signalizace u A. thaliana k dehiscenci nedochazi
vibec ¢i mnohem pozd¢ji (Sanders et al., 2000; Ishiguro et al., 2001), u S. lycopersicum je
tomu naopak (Dobritzsch et al., 2015).

1.6 Transformace rostlin rodu Arabidopsis

Pti transformaci 4. thaliana, nejCastéji pouzivaného druhu z rodu Arabidopsis, se bézné
vyuziva metoda zvana floral dip (Clough & Bent, 1998; Bent, 2006). V ptipad¢ druhu
Arabidopsis arenosa, ktery byl vybran jakozto modelovy organismus pro studium dehiscence
prasnikl (kapitola 1.7.1), vSak neni zaveden Zadny transformacni protokol. Jelikoz se jedna
o obligatné cizosprasny druh, byla na misto zminéné metody floral dip zvolena metoda
transformace kofenovych segmentl jejich kokultivaci s Agrobacterium tumefaciens (Fobis-
pro Arabidopsis lyrata a nezahrnovala krok ktizeni, jak by tomu bylo v ptipadé¢ metody floral
dip. Nakonec vSak bylo k této metod¢ rovnéz piistoupeno: byl zvolen protokol pro sice
samosprasny, avSak stejné jako A. arenosa, polyploidni druh A. kamchatica (Yew, Kakui
& Shimizu, 2018).

1.7 Cile a konkrétni napln prace, plany
1. Zavedeni A. arenosa jako modelu pro studium dehiscence prasnikii

Jednim z dlouhodobé nejvice pouzivanych a nejlépe prostudovanych rostlinnych
modelovych organismt je A. thaliana (Meyerowitz Elliot M., 1987; Van Norman & Benfey,
2009). Vedle praktické velikosti genomu A. thaliana (The Arabidopsis Genom Initiative, 2000)
je pro experimentalni praci vyhodny i rychly zivotni cyklus. A. thaliana je ovSem rostlina
samosprasnd. Je proto mozné, ze evoluc¢ni tlak na spravné nacasovani uvolnéni pylovych zrn
ve vztahu k pocasi zde neni pfili§ velky. Dehiscence prasnikGi 4. thaliana navic nastava
(pti standardnich kultiva¢nich podminkéch) jesté pred samotnym otevienim kvétu. Druh
A. thaliana proto na zacatku nebyl vyhodnocen jako vhodnéjsi modelovy organismus
pro studium vlivu atmosférickych srazek na dehiscenci prasnikii. K experimentalni praci byl
proto vybran piibuzny, cizosprasny druh A. arenosa.

2. Vytvoreni experimentalniho systému simulujici dést’ a rosu

Kli¢ovym krokem pro realizaci experimenti zkoumajici vliv atmosférickych srazek
na dehiscenci prasnikli byla konstrukce zafizeni, které by umoznovalo vystavit rostliny,
respektive pouze kvéty, uméle vytvafenému desti ¢i rose. Tento systém zaroven musel
dovolovat regulaci intenzity umélych srazek a prib&znou kontrolu miry otevieni kvétu
a prubéhu procesu dehiscence prasniki.

3. Popsani vlivu simulovaného deste a mlhy na dehiscenci prasnikii.

Za vyuziti vySe zminéného experimentalniho systému bylo cilem zjistit a zmapovat, jaky
efekt maji atmosférické srazky na dehiscenci prasnikii 4. arenosa. Ukolem bylo objasnit,
zda je mozné ovlivnit dobu, kdy se prasniky oteviraji.
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4. Sledovani piisobeni rosy na dehiscenci prasnikii na anatomické urovni

DalSim cilem bylo demonstrovat rozdil v dehiscenci prasnikii A. arenosa, které byly
a nebyly vystaveny ptlisobeni rosy, a to na anatomické trovni. Pro dosazeni tohoto cile bylo
nutné najit a optimalizovat metodu, kterd by umoznila pozorovat stav prasnikti na konfokalnim
mikroskopu za vyuziti fluorescenénich barev bez zdlouhavé a invazivni fixace.

5. Zodpovezeni otazky, jaky viiv ma na dehiscenci prasnikit nevodné prostredi

Za vyuziti vodného i nevodného prostiedi bylo dal$im tkolem prozkoumat, jakym
zpusobem probiha dehiscence prasnikl 4. arenosa v téchto podminkach.

6. Objasneni role transkripce v iniciaci dehiscence prasnikii

Pomoci inhibitoru transkripce bylo cilem zjistit, zda je proces dehiscence prasnikli
na transkripci zavisly. Respektive zda je skutecnost, Ze po desti ¢i rose dojde k dokonceni
dehiscence, zavisla na transkripci. V ptipad¢, Ze by dehiscence byla na transkripci zavisla, mélo
nasledovat sekvenovani transkriptomu prasniku.

Pro inhibici transkripce byl zvolen cordycepin (3'-deoxyadenosine), ktery se béhem
transkripce inkorporuje do tvoficiho se vlakna RNA, a timto zptsobem tak transkripci terminuje
(napft. Cline, Rehm & Wilson, 1974; Seeley, Byrne & Colbert, 1992).

7. Zavedeni metody transformace A. arenosa

Poslednim cilem bylo vytvofit stabilniho transformanta A. arenosa, a to podle protokolu
vyuzivajici kokultivaci kofenovych segmentl s A. tumefaciens (Fobis-Loisy, Chambrier
& Gaude, 2007). Vyhledové je planovana naptiklad lokalizace exprese sachar6zového
transportéru  SUCI1 (kapitola 1.4.1) v prabéhu dehiscence prasnikii vystavenych vlivu
atmosférickych srazek.

1.8 Hypotézy testované v ramci této diplomové prace

1. Dehiscence neni ryze fyzikalni proces, ale je i pod kontrolou rostliny.

2. Umélym kropenim/rosenim je mozné manipulovat pribéhem dehiscence.

3. Kropenim/rosenim rostlin je mozné ovliviiovat expresi ¢i aktivitu sacharézovych
transportért
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2. Material a metody

2.1 Rostliny a jejich kultivace

Dtivody zminéné v kapitole 1.7 vedly k tomu, ze jako hlavni modelovy organismus
pro studium dehiscence prasnikti byla zvolena rostlina 4. arenosa. Experimenty byly provadény
s rostlinami z druhé generace rostlin pivodem z podhtii Jizerskych hor, konkrétné Pulecny,
okres Jablonec nad Nisou (semena sklizena v roce 2018). Je mozné konstatovat, ze se s nejveétsi
pravdépodobnosti s ohledem na jejich ekologii jednd o tetraploidy (osobni sdéleni Mgr.
Magdaleny Bohutinské, Katedra botaniky PfF UK, 2019). Po vysevu a sedmidenni stratifikaci
pti 4 °C byly rostliny kultivovany zpravidla 68 tydnti, nez zacaly kvést.

Dalsimi modelovymi organismy byly druh 4. lyrata pivodem z Islandu, rok sbéru
semen 2017, a druh A4. thaliana, ekotyp Columbia.

Pro potieby transformacnich experimenti byly vyuzity dalsi ekotypy zminénych druht,
a to A. lyrata pivodem z kanadského Point Pelée (Clément Lafon Placette, Dr.) a alpinsky
ekotyp 4. arenosa 1 ekotyp z Gpati Tater a Faragasu (RNDr. Filip Koléa#, PhD.) a dale 1 druh
Arabidopsis croatica pavodem z Velebitu (RNDr. Filip Kolaf, PhD.).

Osekvenovana linie A. lyrata MN47 (Hu et al., 2011, zdroj NASC, NASC ID: N9608)
byla potizena pro paralelni provedeni pokusii k experimentiim s 4. arenosa.

Sterilizace semen pro in vitro kultivaci byla provadéna pomoci 50% roztoku SAVO
(0,5 ml SAVO, 0,5 ml destilované vody — roztok tak obsahoval piiblizn¢ 2,5 % chlornanu
sodného) ve sterilni mikrozkumavce po dobu deseti minut. Semena byla nasledné 3x promyta
destilovanou vodou a pomoci pipety vyseta na Petritho misku 12x12 c¢cm, a to na médium
Arabidopsis minimalni (4ra MIN).

e Slozeni Ara MIN na 1 I: 2,2 g MS Sigma M5519; 10 g sachardzy (Penta); 8 g Plant
Agar (Duchefa Biochemie); pH 5,7.

Stratifikace probihala pii 4 °C ve tm¢ po dobu 7-21 dnii (4. arenosa a thaliana 7 dni,
A. lyrata zpoc¢atku 21 dni). Po uplynuti doby potifebné pro stratifikaci byla vysetd semena
presunuta do kultiva¢ni mistnosti s teplotou 19-23 °C a rezimem osvitu 16 hod svétlo a 8 hod
tma, a to do az chvile, dokud semenacky nebyly dostatecné velké.

Pti bézné kultivaci byla semena vysévana piimo na raSelinové jiffy, délka stratifikace
pak byla totozna se stratifikaci semen kultivovanych in vitro. Zatimco A. thaliana byla
pestovana pouze za na jiffech, druhy A. arenosa a A. lyrata byly posléze piesazovany
do kvétinaci odpovidajici velikosti za vyuziti bézného zahradnického substratu.

2.2 Simulace desté a rosy
2.2.1 Konstrukce experimentalniho systému pro simulaci atmosférickych srazek

Byla zakoupena dvé zafizeni znaCky Lucky Reptile, plivodné urend k vyuZiti
v teraristice. Konkrétné se jednalo o kropici zafizeni Super Rain a mlhova¢ SuperFog I1. Rezim
kropeni byl pomoci spinacich hodin a cyklovace od 5:00 do 10:00. Piistroj v tomto ¢asovém
useku vzdy 15 s kropil kvéty a 60 s byl vypnuty (byla vyuzita kombinace spinacich hodin
a cyklovace typu CRM-H2, 230V, zkonstruovdno Mgr. Milosem Duchoslavem). Oproti tomu
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pfistroj navozujici vysokou vzdusnou vlhkost, kterd vedla ke kondenzaci vody v podobné
drobnych kapek (roseni) pracoval kontinuélné, a to také od 5:00. Konec aplikace vody se vSak
v ptipadé roseni lisil (doba plsobeni vody byla postupné prodluzovana). Jak pii kropeni,
tak pfi roseni byla pouzivana destilovana voda.

Dale byly zakoupeny plastové boxy z prihledného materidlu o rozmérech 38x28x28
cm. Do bocnich stran téchto boxt byly nahfatym korkovrtem vytvoreny kulaté otvory
o praméru 1,5 cm, na jejichz spodni ¢ast pfimo navazovaly mensi otvory o praméru 0,5 cm,
tzn. maly a velky otvor byly propojené. Pfed zacatkem experimentu byly kvétinace s rostlinami
umistény vedle boxu. Stonky s poupaty byly vlozeny vétSim otvorem dovniti boxu,
a pak posunuty do otvoru mensiho. VéEtsi otvor byl nasledné zajistén zatkou z polyethylenové
pény o tlousce 20 mm tak, aby nedoslo k pohybu stonku a zaroven aby nedochéazelo ke ztratam
vody béhem kropeni ¢i roseni. V pripadé rosiciho zatizeni byly Ctyfi trysky umistény na stény
boxu, ktery byl ponechéan bez vika, u mlhovace byla trubice s vyvodem mlhy pevné zajisténa
ve viku daného boxu. Viko bylo k boxu navic pfipevnéno paskou, aby se minimalizoval tinik
mlhy. Po ukonceni roseni byl box otevien a vysusSen. Stonky byly ale ponechany uvnitt boxu
a dale probihalo sledovani vyvoje otevirani kvét a dehiscence prasnik.

Experimenty zkoumayjici vliv kropeni a roseni na praSniky A. arenosa byly provadény
ve skleniku KEBR PiF UK. V zimnich mésicich bylo kvili kratkému dni a nedostatku svétla
vyuzivano umeélého osvétleni, a to rano od 5:00 do 9:00 (od dubna pak od 5:00 do 7:00) a vecer
od 18:00 do 21:00. Kropeni bylo realizovano od ledna do biezna 2019, roseni od dubna
do cervna 2020.

2.2.2 Sledovani priibéhu procesu dehiscence prasniku

Kazdou celou hodinu byl pomoci lupy Balloon (zvétSeni 14x) zkontrolovan
a zaznamenan stupen otevieni kvétu a stejné tak i jeho prasniki, a to od rédna az do uplného
otevieni prasnikii. Stonek se sledovanym kvétem byl vzdy po odstranéni té€snici hmoty vyjmut
z boxu a zkontrolovan. Nésledné byl vlozen zpét, a to pokud mozno tak, aby byly — predevsim
v ptipadé roseni — minimalizovany ztraty vody. Hodnoceni probihalo na zaklad¢ piredem
stanovenych kategorii: v ptipad¢ kvéti bylo urceno pét (od nuly do Ctyt), v ptripad€ prasnika
Ctyti stupné otevieni (od nuly do tii, obrazky 3.3 a 3.4 v kapitole Vysledky). Fotografie byly
pofizeny pomoci stereomikroskopu Nikon srozsahem zvétSeni 10x6 a fotoaparatu Nikon
D3200.

2.2.3 Statistické zpracovani dat

Data ziskand z vySe popsaného pozorovani byla zpracovana v open-source statistickém
prostiedi R (R Core Team, 2020). Pomoci lokalni polynomické regrese (1oess; Cleveland,
Grosse & Shyu, 1992) byla data proloZena hladkou kiivkou a spolehlivost regrese byla
stanovena bootstrapovanim — z piivodniho souboru méteni byl tisickrat vybran ndhodny soubor
dat stejné velikosti s moznosti opakovani a taktéZ prolozen lokalni polynomickou regresi.
Kfivky ziskané bootstrapovanim byly pfidany k plvodnimu grafu a mira jejich ptekryvu
u kontrolni a oSetfené varianty vypovida o statistické vyznamnosti rozdilu v pribéhu obou
grafii. Byla pouZita metoda dle Schonbrodta (Schonbrodt, 2012). Vybér metody pro zpracovani
dat a priprava skriptu pro prostfedi R byly v kompetenci skolitele, grafy pak vypracovala
fesitelka.
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Mimo grafy 3.2 a 3.3, které byly zpracovany vyse uvedenym zpiisobem, byly vSechny
ostatni vytvofeny za vyuziti programu Excel MS Office 2019.

2.2.4 Meéveni teploty a vzdusné vihkosti

Teplota vnéjsiho prostiedi byla kontrolovana v priabéhu sledovani otevirani prasniki
rtutovym teplomérem. Pro kontinudlni detekci stavu prostiedi byl dale sestaven automaticky
programovatelny systém na bazi vyvojové platformy Raspberry Pi Zero W. K té byl pfipojen
modul ¢idla osvitu s vysokym dynamickym rozsahem Adafruit TSL2591 a dva moduly
kombinovaného cidla teploty, vlhkosti a tlaku Adafruit BME280. Jedno znich sledovalo
teplotu a vlhkost okoli, druhé pak bylo umisténo ptimo v mlzicim boxu. VSechny tii moduly
byly pfipojeny na I2C komunikaéni linku GPIO rozhrani Raspberry. U jednoho modulu
BME280 byla provedena zména 12C adresy pomoci pteruSeni vychoziho spojeni a spajeni
nového mezi k tomu ur€enymi kontakty. Snimani bylo provadéno v minutovém intervalu
pomoci skriptu vytvoifeném v prostiedi Python 3 za pomoci modulli poskytnutych vyrobcem
¢idel.

2.2.5 Studium anatomie prasnikit A. arenosa

Pro porovnani stadii dehiscence prasnikti 4. arenosa, vystavenych ¢i nevystavenych
pusobeni rosy, byly provedeny jejich pfi¢né fezy. Prasniky byly odebrany ve dvouhodinovych
intervalech a ihned zality do 2,5% agarozy (low gelling, Simga). Po zatuhnuti byly blocky
nafezdny na vibratomu (WPI Motorized Advance Vibroslice, model NVSLMI), a to na 30 um
fezy. K barveni byla pouzita fluorescencni barva Calcofluor White (CW, zéasobni roztok
1 mg/ml vody, Sigma). Na 1 ml vody bylo pouzito 10 pul barvy (findlni obsah CW 0,01 mg).
Barveni probihalo ptil hodiny. Poté byl fez — stale upevnény v platku agardézy — umistén
na podlozni sklicko a zajistén kapkou agar6zy. Pro snimani, ke kterému byl vyuzit konfokalni
mikroskop Leica TCS SP2, byly vzdy vybirany fezy z horni tietiny prasniku.

2.2.6 Skenovaci elektronova mikroskopie

Prasniky A4. arenosa byly za ucelem zietelného zobrazeni rGznych stadii otevirani
odebrany z kvéth a umistény do fixdze. Déle byly pfedany k servisnimu zpracovani v Laboratofi
elektronové mikroskopie PfF UK (protokol https://web.natur.cuni.cz/~lem/index.php?p=

metody).

e Na 10 ml fixdze bylo pouZito 5 ml fosfatového pufru a 3,13 ml 8% GA. Vse bylo
destilovanou vodou doplnéno na findlni objem 10 ml.

e 0,2M fosfatovy pufr o pH 7,2:
Roztok A: 7,15 g NA2HPO4.12 H20 (Lachema Brno) bylo rozpusténo v destilované
vodé a doplnéno na findlni objem 100 ml. Roztok B: 2,76 g NaH,PO4.H>O (Carl Roth)
bylo rozpusténo v destilované vod¢ a doplnéno na finalni objem 100 ml. 36 ml roztoku
A a 14 ml roztoku B bylo smichano a opét doplnéno na finalni objem 100 ml.

Ptipravené prasniky byly pfilepeny na oboustrannou médénou lepici pasku,

pfipevnénou na terce, a pozlaceny. Mikroskopické pozorovani prasnikti probihalo za vyuZiti
skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM JEOL 6380 LV).
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2.3 Stabilni transformace rostlin rodu Arabidopsis skrze kofenové segmenty

Protokol pro transformaci n€kolika druhti rostliny Arabidopsis byl zalozen a upraven
dle postupu uvedeného v praci Fobis-Loisy, Chambrier & Gaude, 2007. Metoda byla zaloZena
na kokultivaci kotfenovych segmentl rostlin s Agrobacterium tumefaciens a vyuziti kultivac-
nich médii s riznym obsahem rtstovych regulatora.

2.3.1 Priprava korenii na transformaci

Vlastni transformaci pomoci 4. tumefaciens piedchéazela kultivace celych kotent
oddélenych od semenackt. Kultivace kotenti probihala po dobu ¢tyt dnti (kultivaéni podminky
19-23 °C a rezim osvitu 16 hod svétlo a 8 hod tma) na Callus Induction Medium (CIM).

e Slozeni CIMnal I: 4,4 g MS Sigma M5519; 20 g glukézy (anhydrid, MP Biomedicals);
0,5 g MES (Sigma). Gamborg vitaminy: thiamin 1 ml (zdsobni roztok 10 mg/ml, finalni
obsah v médiu 10 mg, Sigma); pyridoxin 200 pl (zdsobni roztok 5 mg/ml, findlni obsah
v meédiu 1 mg, Sigma); nikotinova kyselina 200 pl (zasobni roztok 5 mg/ml, finéalni
obsah v médiu 1 mg, Sigma); glycin 200 pl (10 mg/ml, findlni obsah v médiu 2 mg,
General Biochemicals). Ristové regulatory: 0,5 ml 2,4-D (zasobni roztok 1mg/ml
v 50% ethanolu, findlni obsah v médiu 0,5 mg) a 0,5 ml kinetinu (zasobni roztok 1mg/ml
v IN NaOH, finalni obsah v médiu 0,5 mg). 8 g Plant Agar (Duchefa Biochemie),
pH 5.7 (Fobis-Loisy, Chambrier & Gaude, 2007).

Za ulelem zvySeni pravdépodobnosti transformace byly posléze misto celych
kotfenovych systémi, jak uvadi vzorovy protokol, na CIM umistovany 0,5-1 cm dlouhé
segmenty. Cilem bylo zvysit pocet mist pro kalogenezi.

2.3.2 Priprava kultury A. tumefaciens

A. tumefaciens nesouci konstrukt 35S::PRX-mCherry (Mgr. Jan Martinek),
35S::DREPP2-GFP (Mgr. Stanislav Vosolsob¢, PhD.; Vosolsob¢, PetraSek & Schwarzerova,
2017) nebo VGE-iGFP (pDB301:KanR-VGE-5xM-GFP-RB7, Mgr. Tomas Moravec, PhD.)
byly roz¢arkovano na Petriho misku s pevnym Yeast Extract Beef médiem (YEB) a ptisluSnym
antibiotikem (20 ml YEB, 20 pl kanamycin) a kultivovany pii teploté 28 °C po dobu 2—3 dni
podle potieby.

e  YEB médium pro 4. tumefaciens: slozeni na 1 I: 5 g meat extract (Fluka Analytical),
1 g yeast extract (Sigma-Aldrich), 5 g peptone (from casein, SERVA), 5 g sachardzy
(PENTA), 0,5 g MgS04.7 H20 (LACHEMA). Pro pfipravu pevného média potieba
pridat 17,5 g Plant Agar (Duchefa Biochemie)

e Kanamycin (Kan): zasobni roztok 50 mg/ml, na 10 ml média 10 pl antibiotika, finalni
obsah v médiu 0,5 mg

e Spectinomycin (Spec): zasobni roztok 50 mg/ml, na 10 ml média 10 pl antibiotika,
findlni obsah v médiu 0,5 mg
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Nasledné byla vzdy pouze jedna kolonie zaockovéna do sterilni Erlenmayerovy banky
s tekutym YEB médiem (20 ml YEB, 20 ul Kan nebo Spec). Kultivace probihala po dobu
24 hodin pfi 28 °C a na tfepacce pii 180 oto¢kach za minutu.

2.3.3 Transformace korenovych segmentii rostlin z rodu Arabidopsis pomoci A. tumefaciens

Kultura bakterii byla po 24 hodinach kultivace prelita do sterilni falkony a umisténa
do centrifugy. Centrifugace probihala 15 minut pii 20 °C a 5000 xg. Po centrifugaci byl odlit
supernatant a sediment byl znovu resuspendovan, a to v infiltranim roztoku. Mnozstvi
infiltraéniho roztoku se odvijelo od hustoty bakterialni kultury, pro jejiz stanoveni byl vyuzit
spektrofotometr; idealni ODgoo = 0,18-0,2.

e SloZeni infiltraéniho roztoku na 1 I: 1,95 MES (Sigma); 2,03 MgCl..6H.O (Sigma);
pH 5.,6; filtrace ptes sterilni filtr.

Kofeny, kultivované ¢tyfi dny na CIM, byly nastiihany na segmenty o velikosti
0,5-1 cm a po dobu péti minut ponechdny v Petriho misce obsahujici bakterie a infiltracni
roztok. Poté byly vyjmuty a umistény na nové plotny s CIM, kde kokultivace kofenovych
segmentll s A. tumefaciens probihala dalsi tfi dny (kultiva¢ni podminky 19-23 °C s rezimem
osvitu 16 hod svétlo a 8 hod tma). V rdmci optimalizace protokolu bylo upusténo od maceni
kotenovych segmentil a bakteridlni kultura s infiltraénim roztokem byla aplikovana piimo
na jednotlivé segmenty (3 pl na jeden segment). Kontrolou byly kofenové segmenty, které
nepfisly do kontaktu s bakterialni suspenzi.

2.3.4 Selekce a regenerace korenovych segmentii kokultivovanych s A. tumefaciens

Po tfidenni kokultivaci byly kofenové segmenty 3x promyty tekutym médiem Shoot
Induction Medium (SIM) a antibiotikem potlacujicim rist bakterii. Cilem promyvani bylo
zbavit kofenové segmenty ndnosu bakterii. K promyvani byla nejprve pouzivéna sitka
piipevnéna ke sklenénym trubickdm. Dale bylo vyzkouSeno i prosté proplachnuti v Petriho
misce s tekutym médiem, nakonec vSak bylo vyuzito zafizeni Nalgene filter holders plus
receiver.

e SloZeni SIM na 1 I: 4,4 g MS Sigma M5519 20 g gluk6zy (anhydrid, MP Biomedicals);
0,5 g MES (Sigma). Gamborg vitaminy: thiamin 1 ml (zdsobni roztok 10 mg/ml, finalni
obsah v médiu 10 mg, Sigma); pyridoxin 200 pl (zasobni roztok 5 mg/ml, finalni obsah
v médiu 1 mg, Sigma); nikotinova kyselina 200 pl (zasobni roztok 5 mg/ml, finalni
obsah v médiu 1 mg, Sigma); glycin 200 pl (10 mg/ml, finalni obsah v médiu 2 mg,
General Biochemicals). 5 ml 6-(y,y-Dimethylallylamino)purine (2iP, zasobni roztok
1 mg/ml roztoku NaOH; finalni obsah v médiu 5 mg, Sigma). Pro pfipravu pevného
média nutné pfidat 8 g Plant Agar (Duchefa Biochemie), pH 5,7 (Fobis-Loisy,
Chambrier & Gaude, 2007).

e Byla vyzkouSena i 2x a 5x vy$si koncentrace 2iP —na 1 1 média 5 ml (zasobni roztok
2 mg/ml a 5 mg/ml v roztoku NaOH, finalni obsah v médiu 10 mg a 25 mg).
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Po promyti byly transformované kofenové segmenty umistény na plotny s pevnym SIM
médiem a antibiotikem selektujicim transformované rostlinné buniky (na 10 ml média 10 pl
antibiotika, typ antibiotika zavisel na pouzitém konstruktu):

e Kan (pro konstrukt 35S::PRX-mCherry a VGE-iGFP: zasobni roztok 50 mg/ml, finalni
obsah v 10 ml média 0,5 mg;

e Hygromycin (Hyg, pro konstrukt 35S::DREPP2-GFP): zasobni roztok 20 mg/ml, finalni
obsah v 10 ml média 0,2 mg;

v kombinaci s druhym pfisluSnym antibiotikem potlacujicim rast bakterii:

e prvotn€ pouzivan carbenicilin (Carb): zasobni roztok 50 mg/ml, na 10 ml média 100 pl
carbenicilinu, findlni obsah v médiu 5 mg

e Carb nahrazen timentinem (Tim, (Cheng, Schnurr & Kapaun, 1998): na 10 ml média
10 pl Tim, zasobni roztok 100 mg/ml, finalni obsah v médiu 1 mg.

Pti nékolika experimentech s konstruktem 35S::DREPP2-GFP byla chybné pouzivana
kombinace antibiotik Hyg+Kan nikoli Hyg+Tim.

Kromé¢ jiz zminéné kontroly ve formé kotfenovych segmenti bez jakékoli kultivace
s A. tumefaciens byla vyzkouSena jeSté¢ dalS$i kontrola, a to pomoci transformovanych
kotfenovych segmenti umisténych na kultivaéni médium pouze s antibiotikem zabranujicimu
rustu bakteriim, nikoli ristu netransformovaného rostlinného materialu (tj. SIM + Tim/Car
bez Kan ¢i Hyg). Déle byl jeden tyden po promyti kofenti testovan piesun kofenovych segmenti
na SIM médium s Tim a vyssi koncentraci Kan (5x, 10x a 50x, tj. finalni obsah v médiu 5 mg,
10 mg a 50 mg).

Pti dlouhodobé kultivaci byly kotenové segmenty vzdy po sedmi dnech presunuty
na nové médium. V piipad¢ potieby, kdy povlak bakterii pokryl celé kofenové segmenty, byl
cely proces s promyvanim segmenti 1-2x zopakovan, a to vzdy s odstupem sedmi dni.

Kultivace opét probihala pti 19-23 °C s rezimem osvitu 16 hod svétlo a 8 hod tma.

2.3.5 Kontrola uspésnosti transgenoze

Pribézna kontrola stavu kofenovych segmentli po transformaci probihala pomoci
fluorescen¢niho stereomikroskopu (Olympus SZX7 s fotoaparatem Canon EOS 760D).
Pribézna kontrola pomoci fluorescen¢niho a konfokalniho mikroskopu (Olympus Provis AX
70 s fotoaparatem Nikon D3200 a Leica TCS SP2) probihala minimdlng, protoze se cely
experiment uskuteciioval sterilnim prostfedi. Vyjmuti kofenového segmentu z plotny, ptiprava
mikroskopického preparatu, kontrola pomoci mikroskopu a nasledné vraceni zpét do plotny
znamenalo ztratu materialu z diivodu nésledné kontaminace.

2.3.6 Regenerace celé rostliny

V ptipad¢, Ze kontrolni ¢i transformované kotenové segmenty v pribchu kultivace
na SIM zacaly vytvéret listy, byly pfemistény z plotny do Erlenmayerovy baiiky na Root
Induction Medium (RIM) nebo na Ara MIN.
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e Slozeni média RIM na 1 litr: 4,4 g MS Sigma M5519; 20 g glukézy; 0,5 g MES Sigma.
Gamborg vitaminy: thiamin 1 ml (z&sobni roztok 10 mg/ml, findlni obsah v médiu
10 mg, Sigma); pyridoxin 200 pl (zasobni roztok 5 mg/ml, findlni obsah v médiu 1 mg,
Sigma); nikotinova kyselina 200 pl (zasobni roztok 5 mg/ml, findlni obsah v médiu
I mg, Sigma); glycin 200 pl (10 mg/ml, findlni obsah v médiu 2 mg, General
Biochemicals). Pro pfipravu pevného média je nutné pridat 3 g Plant Agar (Duchefa
Biochemie), pH 5,7 (Fobis-Loisy, Chambrier & Gaude, 2007).

Pokud po zméné kultivacniho média ze SIM na RIM (respektive na Ara MIN) doslo
k vyvoji kofenového systému, nasledoval pfesun z in vitro do ex vitro podminek. Takova
rostlina byla umisténa na raSelinovy pelet a dopéstovana v kultivacni mistnosti nebo ve skleniku
(tato situace nastala pouze u kontrolnich kotfenovych segmentt/rostlin).

2.3.7 Floral dip

Vzhledem k nepfili§ uspokojivym vysledkiim transformace A. arenosa ptes kofenové
segmenty bylo nasledné pfistoupeno k metod¢ standardné pouzivané u A. thaliana (Bent, 2006)
nebo naptiklad 4. kamchatica (Yew, Kakui & Shimizu, 2018), kterd se nazyva floral dip.
Nasledujici postup vychazi z protokolu Yew, Kakui & Shimizu, 2018.

Pro ptipravu bakteridlni suspenze A. tumefaciens nesouci konstrukt 35S::DREPP2-GFP
byla jedna kolonie, rostouci na pevném YEB médiu s Kan (kapitola 2.3.2), zaoCkovéana do 5 ml
tekutého YEB média s 5 pl Kan. Kultivace probihala pii 28 °C na tfepacce pii 220 otackach
za minutu. Po 24 hodinach bylo 50 ul bakterialni suspenze odebrano do 25 ml tekutého YEB
s 25 ul Kan a opét umisténo na tiepacku na stejné¢ dlouhou dobu a za stejnych podminek.
Po jednom dni kultivace pak byla bakteridlni suspenze centrifugovana po dobu 10 minut
pii 20 °C a 4000 xg. Po skonceni centrifugace byl supernatant odlit. Sediment byl
resuspendovan v 50 ml 5% sacharozy (PENTA) a 25 pul 0,05% Silwet L-77 (AgroBio Opava).
Stonky s poupaty vybranych rostlin, které pted tim byly mezi sebou zkusebn¢ nakiizeny, byly
na dobu piiblizné€ deseti sekund ponoieny do bakterialni suspenze. Stonky s takto oSetienymi
poupaty byly zabaleny do potravinarské folie a umistény mezi dvéma tacy opét na 24 hodin.
Po jednom dni byly umistény na svétlo, po dalSich 24 hodinach byla odstranéna i folie. Poté
byly rostliny mezi sebou nakiizeny.

2.4 Sledovani vlivu kapalin na dehiscenci prasniki

Zkoumani vhodnosti vody jako prostfedi pro dehiscenci prasnikii bylo realizovéno
namac¢enim poupat Ci otevirajicich se kvéti do riznych prostiedi. Z kvétenstvi byly odstranény
vSechny jiz oteviené a odkvetlé kvéty a byl ponechén pouze jesté neotevieny. Stonek (cca 2 cm)
s kvétem byl vzdy umistén do 2ml plastové mikrozkumavky a parafilmem zajistén proti pohybu
a to na 3 az 3,5 hodiny. Parafilm rovnéZz branil ztratdm par z kapalin. Mikrozkumavky byly
do poloviny vyplnény kapalinou Perfluoro(decahydronaphthalen) (PFD, Alfa Aesar, cis + trans,
95%). Ta predstavuje nevodné a netoxické prostfedi. DalSi mikrozkumavky byly naplnény
destilovanou vodou a destilovanou vodou s 0,05 %, respektive 0,025 % smacedla Silwet L-77
(AgroBio Opava; aplikace smacedla dle Clough & Bent, 1998). Kontrolou k mikrozkumavkam
naplnénych vysSe uvedenymi kapalinami byly prazdnd mikrozkumavka a mikrozkumavka
s dvandcti otvory o priméru 1,5-2 mm. I v téchto kontrolnich mikrozkumavkéch byly stonky
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zajiStény parafilmem. Zaroven byly pozorovany i prasniky kvéti, které byly ponechany volné
na vzduchu.

Stav kvétd a prasnikli byl zkontrolovan a zaznamenan rano bud’ v 8:30, nebo v 9:00,
tj. pred umisténim stonkii s kvéty do mikrozkumavek, ve 12:00 a 14:00, tj. poté, co byly stonky
z mikrozkumavek vyjmuty. Kategorie pro miru otevieni kvéti a prasniki se shoduji s vyse
uvedenymi (kapitola 2.2.2).

Rostliny A. arenosa byly béhem tohoto experimentu umisténé ve skleniku. V zimnich
meésicich zde byly rostliny dodatecné ptisvécovany (kapitola 2.2.1). Tento experiment byl
realizovan v dob¢ od unora do kvétna 2020.

Ziskana data byla analyzovana za pomoci programu Excel MS Office 2019.

2.5 Vyuziti PFD v mikroskopii

Jednim z cilii prace bylo najit vhodny zptisob pro mikroskopické pozorovani prasnikii
A. arenosa. Pro tento ucel byla, pfedevsim pii konfokdlnim mikroskopovani, pouzivana vyse
zminéna kapalina PFD (Perfluoro(decahydronaphthalen), Alfa Aesar, cis + trans, 95%, napf.
Littlejohn et al., 2010). Prasniky byly v PFD jednak projasnovany (zpravidla 30 minut),
ale rovnéz byly do PFD umistovany pfi vlastnim pozorovani.

2.6 Zkoumani vlivu cordycepinu na dehiscenci prasniki A. arenosa

Pozorovani efektu inhibitoru transkripce cordycepinu byl sledovan na kvétech
neoddélenych od rostliny a na zvlast odebranych prasnicich A. arenosa. Kvéty i praSniky byly
po dobu c¢tyt hodin (od 9:00 do 13:00) umistény do 2ml plastovych mikrozkumavek, které byly
naplnény 500 pl destilované vody a 15 pl zasobniho roztoku cordycepinu (Chiba et al., 2013).
Zasobni roztok obsahoval 1 mg cordycepinu (Sigma) na 100 ul DMSO (MP Biomedicals),
finalni obsah cordycepinu na 1 ml destilované¢ vody byl 0,3 mg. Kontrolou byly kvéty
a prasniky ponofené pouze do vody. Stejny postup byl zopakovan i pro kvéty a prasniky
za vyuziti kombinace 0,05% Silwetu L-77 (AgroBio Opava), na 500 pl roztoku smacedla bylo
pouzito stejné mnozstvi inhibitoru jako v kombinaci s vodou, tj. 15 pl.

Po ctyfech hodinach byly kvéty i1 prasniky vyjmuty z kapaliny. Kvéty byly jednoduse
ponechany na stoncich, prasniky byly z kapaliny pomoci pinzety nitkou umistény na Petriho
misku s navlhc¢enou buniCinou tak, aby prasniky nebyly v kontaktu s buni¢inou. V prabéhu
experimentl byla vlhka buni¢ina nahrazena 1% agardézou (low gelling, Simga), do které byly
po jejim ztuhnuti umisténé nitky tak, aby praSniky nebyly v kontaktu s agarézou. Stav
dehiscence prasnikd byl sledovan a hodnocen stejnym zptisobem uvedenym vysSe (kapitola
2.2.2).

2.7 Analyza obrazu

Pro kvalitativni upravu snimkt byl vyuzit graficky editor Zoner (Zoner Photo Studio X,
https://www.zoner.cz/). Pfi dal§im zpracovani obrazové dokumentace bylo vyuZito pfedevSim

moznosti, které poskytuje n¢kolik riiznych freeware programii. Program Fiji (Schindelin ef al.,
2012) poslouzil pro nastaveni méfitek a pro sloZzeni a Upravu snimkil z konfokalniho
mikroskopu. Sekvence snimkil ze svételného mikroskopu byly sloZzeny pomoci programu
PICOLAY (PICOLAY, www.picolay.de). Graficky editor Inkscape byl vyuzit pii tvorbé
obrazovych tabuli (Harrington, Inkscape, http://www.inkscape.org/).
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3. Vysledky

3.1 Arabidopsis arenosa jako modelovy organismus pro studium dehiscence prasniki

Pro zkoumani vlivu atmosférickych srazek na dehiscenci prasniki byl zvolen
cizosprasny druh 4. arenosa. Vzhledem k ptibuznosti s A. thaliana je zde 1 predpoklad vyuziti
postupti a metod standardné€ vyuzivanych pii praci s A. thaliana. Rovnéz lze predpokladat
taktka identickou funkci gend.

Kultivace A. arenosa se ukéazala jako zcela neproblematicka. Sterilizace, in vitro vysev
a kultivace (kapitola 2.1) probihala stejn¢ jako u standardné€ pouzivané rostliny 4. thaliana.
Ta je charakteristickd svym rychlym zivotnim cyklem, kdy se Ize v fadu nékolika malo tydni
dobrat od semena k semenu. Délka vegetacniho obdobi 4. arenosa je oproti tomu delst, rostliny
zaCinaly kvést pfiblizn€ dva mésice od vysevu. Pfi sterilnim 1 nesterilnim vysevu byla semena
vzdy tyden stratifikovana pii 4 °C. Nejlepsi podminky pro péstovani A. arenosa poskytla nikoli
kultivacni mistnost, ale experimentalni sklenik naSi katedry. Rostliny byly schopné kvést
s frekvenci jeden az dva kvéty na jednom stonku za den, a to po dobu 1 péti mésicl
(za kontinualni tvorby novych stonkil), coz ptedstavuje oproti 4. thaliana zna¢nou vyhodu.
A. arenosa oproti A. thaliana dortsta vétSich rozméra (obrazek 3.1), rovnéz kvéty jsou vyrazné
veétsi (obrazek 3.2).

Obrazek 3.1: Porovnani velikosti rostlin 4. arenosa (vlevo) a A. thaliana (vpravo). Méfitko 3 cm.
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Obrazek 3.2: Srovnani velikosti kvétt 4. arenosa (vlevo) a A. thaliana (vpravo). Méfitko 1 mm.

3.2 Simulace desté a rosy blokuje finalni fazi dehiscence prasnika A. arenosa
3.2.1 Byl zkonstruovan experimentalni systéem simulujici dést’ a rosu

V ramci snahy zjistit, jakym zplisobem, pokud viibec, je ovlivnéna dehiscence prasniki
A. arenosa atmosférickymi srazkami, byl vytvofen experimentalni systém. Ten umozioval
navozeni podminek panujicich v ptirod¢ pii desti ¢i rose. Konstrukce boxt, ve kterych byla
navozena simulace atmosférickych srdzek, umoznila, Ze umély dést’ ¢i rosa ptisobily pouze na
samotné kvéty, zbylé Casti rostliny tak byly pted vodou chranény. Pifi simulaci desté (dale
kropeni, dle pouzitého zatizeni) byly kvéty plné vody, naopak pii simulaci vysoké vzduSené
vlhkosti byly kvéty pokryty drobnymi kapkami vody (déle jako roseni). V ptipad¢ roseni byl
box uzavien vikem, uvniti proto zpravidla panovala vyssi teplota nez mimo n¢j (o 4—10 °C).
Diky vyuziti ¢asovaciho zafizeni bylo mozné zacatek simulace atmosférickych srazek nastavit
jiz na ¢asnou ranni hodinu, 5:00, tj. jesté pfed zacatkem otevirani prasniki.

3.2.2 Hodnoceni vlivu simulovaného deste a rosy na otevirani kvétit a dehiscenci prasniki
a probihalo na zaklade jasné urcenych stadii

Otevirani kvéth 4. arenosa bylo rozd€leno na pét fazi (obrazek 3.3). Stddium nula
odpovidalo poupéti, u kterého byly korunni listky v porovnani s kalichem stale jest¢ velmi
kratké. Ve stadiu jedna jiz korunni listky pterostly kalich co do délky, ale byly jesté tésné
svinuté a spolecné s kalichem zaujimaly tvar pfipominajici valec. V nasledujicim stadiu se
korunni listky jiz zacaly rozvolnovat a sviraly thel pfiblizn€ 45°. V dal§im, tfetim, stddiu se
od sebe jednotlivé korunni listky oddé€lily a sviraly mezi sebou thel pfiblizné¢ 90°. Posledni
stidium odpovidalo takovému kvétu, ktery byl jiz plné otevien — korunni listky byly
rozprostieny do roviny.

Proces dehiscence pras$nikii byl definovan ¢tyfmi stadii (obrazek 3.4). Prvni stadium
odpovidalo takovému prasniku, ktery byl zcela zavieny. Ve stadiu jedna bylo mozné na apexu
prasnych vackl pozorovat drobné pukliny v oblasti stomia. Pylova zrna vSak jest¢ nebylo
mozné vidét. V druhém, stadiu doslo k vyraznému zvétSeni zminénych otvorl a pylova zrna jiz
byla jasné¢ patrnd. Posledni stddium bylo charakterizovano vyraznou zménou ve stavbé
prasnikii. Kromé stale se smérem k bazi prohlubujicich otvorli se na apexu prasnych vacki
tvotily kupky pylovych zrn. Na abaxialni ¢asti prasniku se postupné€ vytvoftilo esovité prohnuti
(obrazek 3.4, stadium 3%).
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Obrazek 3.3: 0 — korunni listky nepfesahuji délku kalicha; 1 — korunni listky piesahuji délku listkt kalisnich, 2 — korunni listky
se zacinaji rozevirat, 3 — korunni listky jsou od sebe jiz zietelné oddélené a sviraji mezi sebou thel priblizné 90°, 4 — kvét zcela
otevien. Méfitko 1 mm.
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Obrazek 3.4: 0 — uzavieny prasnik; 1 — prasné vacky s vytvofenym otvorem v oblasti stomia (viz Sipka); 2 — mira otevieni

prasnych vacka se zvétsuje, jsou jiz viditelna pylova zrna; 3 — prasnik pln€ otevien, na apexu jsou nahromadéna pylova zrna,
3* — bocni pohled na prasnik ve stadiu 3, jehoz zadni sténa je vyrazné¢ prohnutd. Métitko 100 um.
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Vzhledem k omezenym moznostem stereomikroskopu bylo pro ztetelngjsi demonstraci
rozdili mezi jednotlivymi stadii otevirdni praSniki vyuzito SEM. Zde bylo ale mozné
zdokumentovat pouze prasniky z prvnich trech stadii. Prasné vacky jsou u prasniku ve stadiu
nula zavieny (obrazek 3.5). Ve stadiu jedna jsou na snimku ze SEM jiz patné pylova zrna, ktera
vSak pfi pozorovani lupou ¢i stereomikroskopem nebylo mozné jasn¢ zaznamenat (obrazek
3.6). Rozdil je mozné rovnéz pozorovat u stadia dva, ve kterém otvory v prasnych vaccich
bézné nedosahovaly az k bazi vackl (obrazek 3.7). Jedna se tedy o artificialni zalezitost, ktera
vznikla nasledkem ptipravy vzorki pro SEM (pfed umisténim prasniki do fixaze byl jejich stav
zkontrolovan za pomoci stereomikroskopu). Posledni stddium otevirani prasnikl, kdy ma
jiz pletivo prasniku, pravdépodobné nésledkem zmény vodniho rezimu bungk, jiné vlastnosti
se zdokumentovat nepodafilo: praSnik vlivem fixace a nasledného zpracovani zménil vyrazné
svou stavbu, ktera neodpovidala stavu ex vitro. DoSlo k rehydrataci stén prasniku, kterd
zpusobila k navratu do morfologické faze ¢islo dva.

Obrazek 3.5: Prasnik ve stadiu 0 (spot size 42, accelerating voltage 10 kV). Métitko 100 pm.
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Obrazek 3.6: Prasnik ve stadiu 1 (spot size 42, accelerating voltage 10 kV). Méfitko 100 um.

Obrazek 3.7: Prasnik ve stadiu 2 (spot size 42, accelerating voltage 10 kV). Métitko 100 pm.
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3.2.3 Rosa zpusobuje opozdeni finalni faze dehiscence prasnikii A. arenosa, na otevirani kvétii
vSak vliv nema

Posledni stadium dehiscence prasnikii 4. arenosa lze odlozit plisobenim vody ve formeé
rosy. V pribéhu roseni zlstavaly prasniky bud’ zcela zaviené, ¢i se na jejich apexu objevoval
drobny otvor v oblasti stomia (graf 3.1 B, hodnoceno na zéklad¢ vyse uvedenych kategorii
v kapitole 3.2.2). Po ukonceni roseni dochazelo v fadu jedné hodiny k dokonéeni procesu
dehiscence, prasniky dosahly stadia tfi. Scénaf po skonceni osetieni vodou byl stejny, at’ bylo
roseni ukonceno v 10:00, 11:00, 12:00 nebo 13:00 (grafy 3.2 A, C, E, G). Ziskana data vychazi
z pozorovani tohoto poctu kvétl a jejich prasnikt: v ptipadé konce roseni v 10:00 se jednalo
o 114 rosenych a 112 kontrolnich kvétt (stav kazdého kvétu a jeho prasnikti byl vyhodnocen
5x); pti ukoncéeni roseni v 11:00 o 46 rosenych a 42 kontrolnich (stav kazdého kvétu a prasnikt
zkontrolovéan 6x), ve 12:00 o 51 rosenych a 51 kontrolnich (stav kazdého kvétu a prasniki
zkontrolovan 7x) a ve 13:00 o 40 rosenych a 41 kontrolnich kvéti (stav kazdého kvétu
a prasnikli vyhodnocen 8x).

Nésledné byl na menSim poctu kvétid v intervalu jedné hodiny pozorovan vliv
dlouhodobého roseni. To bylo nasledné provadéno az do 20:00 (tj. celkova doba aplikace vody
byla 13 hodin), pro orientacni ptedstavu, jak moc lze finalni fazi otevieni prasniki oddalit (graf
3.1 B). Pii ukonceni roseni ve 14:00 bylo sledovano 10 kvétd, v 15:00 7 kvétd, v 16:00
16 kvéti, v 17:00 24 kvéti a v 18:00, 19:00 a 20:00 7 kvétd. Mensi mnoZstvi kvéth pochopitelné
muze zkreslovat procentudlni zastoupeni jednotlivych stadii v grafu 3.1 B, cilem pozorovani
v pozdné odpolednich a veCernich hodinach vSak bylo pouze demonstrovat, kam az lze finalni
fazi dehiscence odlozit. Rosené prasniky ani ve vecernich hodinach nedospély do stadia tii pred
ukoncenim roseni (graf 3.1 B). Prasniky kontrolnich kvéth, které rosené nebyly, dosahovaly
stadia ti1 zpravidla nejdéle mezi 9:00 a 10:00. V 11:00 byl uz pouze nizky pocet téch, které se
ve findlni fazi nenachazely (graf 3.1 A, grafy 3.2 A, C, E, G), rozdil oproti rosenym praSnikiim
byl tedy znacny. Stejny vliv roseni byl pozorovan i u prasnika A. thaliana (ptedbézné vysledky,
data neuvedena).

Na rozdil od simulace desté nebyly rosené kvéty plné vody, ale jejich povrch byl pokryt
pouze drobnymi kapkami. Otevieni kvéti nebylo rosou nikterak ovlivnéno (grafy 3.2 B, D, F,
H). Rosené kvéty se oteviraly nehledé aplikaci vody ¢i dobu ukonceni aplikace vody. Otevirani
kvéta probihalo ve shod¢ s oteviranim kvéti kontrolnich — tedy téch, které nebyly vystaveny
pusobenti rosy.

Pti roseni byla v uzavieném boxu vzdy 100% relativni vzdusna vlhkost. V ptipadé,
7e byl experiment provadén az do odpolednich ¢i ve€ernich hodin, teplota v boxu byvala
0 4-10 °C vyssi nez v jeho okoli.

Pro podrobnéjsi analyzu — piedevS§im v hodiné, kdy po ukonceni roseni dochazelo
k rychlému dokonceni procesu dehiscence — by bylo vhodnégjsi zkratit interval pro kontrolu
stavu prasnikl (dehiscence pak mlize byt dokoncena i méné nez za pll hodiny, data neuvedena).
Pravé tento hodinovy interval, ktery se pfi vyhodnocovéani dat ukazal jako pfili§ dlouhy, je
pfi¢inou vice 1 mén¢ vyraznych vin, tedy artefaktu v grafech 3.2.

Komentaf ke grafim 3.2 a 3.3: pro vyhotoveni grafi poslouzila data, kterd se skladala
z 0dajii o mife otevieni kvétl a praSnikd (kapitola 3.2.2). V pfipadé€, Ze se kiivka v grafu
nachazi mezi hodnotami uvedenych na ose y, neznamena to, Ze se jedna o prechodné stadium.
Napft. pokud je kiivka v grafu 3.2 A v 10:00 mezi hodnotami 0 a 1, pficemz je bliZze hodnoté 0,
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znamena to, ze vice prasnikli bylo v danou hodinu ve stadiu nula. Kontrolou mohou byt grafy
3.1, které zobrazuji procentudlni zastoupeni jednotlivych fazi otevirani prasnikda.

Data ziskana z experimentu s rosenim byla proloZena kiivkou pomoci funkce loess
(vice kapitola 2.2.3). Toto se tyka svétlych kiivek, které¢ udavaji hlavni trend syté zbarvenych
oblasti a jsou svétlymi kiivkami prolozeny. Dle zvolené metody statistického zpracovani jsou
Siroka pole kfivek sytych barev tvofena 1000 kifivkami. Ty byly vygenerovany nahodnym
vybérem ze souboru dat, a to i s moznosti opakovani (bootstrapping). Timto zptisobem byl
ziskéan interval spolehlivosti ziskané regresni kiivky.

A 100%
0%
BIOO% I I | I
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
EQgml 2153
Grafy 3.1:

A. Stav prasniki A. arenosa bez pusobeni rosy. Jednotlivé sloupce reprezentuji prasniky kvétd, které byly paralelné
kontrolovany ve chvili, kdy byla u rosenych prasnikti ukoncéena aplikace vody. V 10:00 a 11:00 bylo jen minimalni mnozstvi
prasnikd, které nedosahly stadia tfi. Od 11:00 byly vSechny prasniky zcela otevieny, proto nebylo pozdgjsi sledovani provadéno.
B. Stav prasniki A. arenosa v momentu ukonceni oSetieni vodou (roseni). Kazdy sloupec reprezentuje jednotlivé ¢asti
experimentt, pii kterych bylo ukoncovano roseni v 10:00, 11:00 atd. Z dat vyplyva, ze k finalni fazi dehiscence nedochazi
v ptipadé€, Ze je prasnik vystaven plsobeni rosy. Pfevazné v pozdnich hodinach (od 16:00 do 20:00) vSak zacalo dochazet
ke zvétSovani otvoru v oblasti stomia, prasniky se nachazely i ve stadiu dva). Od 14:00 dale vSak grafy vychazi z mensiho
mnozstvi dat nez v piechozich hodinach, cilem bylo ur¢it, zda je viibec mozné odlozit finalni fazi dehiscence az do pozdnich
vecernich hodin. Vyrazny rozdil vSak pfedev§im mezi grafem A a B, je jasné patrné, jak mocné dokaze aplikace vody ovlivnit
proces dehiscence prasnikil, ale nemusi branit jejich otevieni v oblasti stomia.

Popis grafu: osa x — ¢as [hodiny], v pfipadé grafu B znaci dobu, kdy bylo ukonceno roseni (zacatek jiz v 5:00, v grafu
nezahrnuto). Osa y — podil jednotlivych stadii otevirani prasnikd na celkovém mnozstvi [%]. Legenda barevného rozliseni
stadii v pravém dolnim rohu [0 — zavieno, 1 — prasnik s drobnymi otvory na apexu, 2 — oteviené prasniky s jasné patrnymi
pylovymi zrny, 3 — prasnik pln¢ otevien, adaxialni strana se prohyba, pyl vytlacovan ven].
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14 13

Grafy 3.2:

A, C, E, G. Vliv rosy na pribéh dehiscence prasniki A. arenosa pii ukoneni aplikace vody v 10:00, 11:00, ve 12:00 a 13:00.
V prubéhu roseni dochazelo k pozvolnému otevirani prasnikd, avSak pouze do stadia jenda. Po ukonceni roseni doslo v pribéhu
jedné hodiny k rychlé finalizaci celého procesu dehiscence. Dehiscence prasniki kontrolnich kvéti vykazovala ve vSech
piipadech stejny trend, vétSina prasnikd byla v 10:00 hodin plné oteviena.

Popis grafu: modré kiivky — prasniky/kvéty vystavené ptsobeni rosy, Sedé kiivky — prasniky kontrolnich kvétd/prasnikd. Svétle
modra pole demonstruji dobu, kdy probihala simulace rosy (zacatek jiz v 5:00, v grafu nezahrnuto). Osa x — ¢as [hodiny]. Osa
y — stadia otevirani prasnikd [0 — zavieno, 1 — prasnik s drobnymi otvory na apexu, 2 — oteviené prasniky s jasné patrnymi
pylovymi zrny, 3 — pras$nik plné otevien, adaxialni strana se prohyba, pyl vytlatovan ven].

B, D, F, H. Vliv rosy na otevirani kvéti A. arenosa pii ukonéeni aplikace vody v 10:00, 11:00, ve 12:00 a 13:00. Modré
a Sedé kiivky se prekryvaji, mezi oteviranim rosenych a kontrolnich kvét nebyl zaznamenan vyrazny rozdil.

Popis grafu: osa y grafu B — stadia otevirani kvétu [0 — zavieny kvét, 1 — korunni listky rovnobé&zné s kali$nimi, 2 — korunni
listky sviraji thel cca 45°, 3 — korunni listky sviraji thel pfiblizné 90°, 4 — kvét plné otevien].
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3.2.4 Simulace deste rovneéz vede k odlozeni zavérecné faze dehiscence prasnikii A. arenosa,
otevieni kvetu taktéz neni ovlivnéno

Piisobenim vody ve formé, kterd napodobujice efekt deste, 1ze taktéz ovlivnit prubéh
otevirani prasnikl A. arenosa. Na rozdil od prasnikli vystavenych plisobeni rosy (grafy 3.2), se
ale prasniky ve vétSiné ptipadii zacinaly otevirat az po ukonceni aplikace vody (graf 3.3 A),
tzn. po dobu kropeni zlstavaly ve stddiu nula. K otevirani prasnikti zacalo dochazet prevazné
az tehdy, kdyz doslo k odpateni vody z kvéti. Kvéty totiz byly vétSinou plné vody, na rozdil
od téch, které byly pouze rosené. Naopak na samotné otevirani kvéti nema simulace desté tak
jako rosa zadny vliv. Na grafu 3.3 B je zcela jasn¢ vidét, ze pribeh otevirani kvétd je shodny
u kvéti vystavenych vodé, tak u kvéti kontrolnich, které byly pted piisobenim vody chranény.

Vzhledem k tomu, Ze experimenty simulujici dést’ a rosu byly uskutecnény v prvnim
ptipadé v zimnich/jarnich mésicich, ve druhém v jarnich/letnich mésicich, mtze byt pti¢inou
pozvolnéjsiho otevirani prasnikd (a to i kontrolnich ke kropenym) v porovnani prasniky
rosenych kvétt (grafy 3.2) i nizsi teplota, ktera pribéh dehiscence rovnéz ovlivituje. Realizace
experimentl v odlisnou dobu byla zpiisobena nedostatkem kvetoucich rostlin v roce 2019, ktery
byl zapti¢inén poruchou kultiva¢niho boxu a posléze i1 kultiva¢ni mistnosti. S ohledem na delsi
vegetacni obdobi nez naptiklad v porovnani s 4. thaliana je to zarovei i divodem toho, pro€ je
dat ziskanych z experimentli z kropeni mén€ nez u roseni a nemohlo tedy dojit k jejich
detailné;jsi analyze jako v pfipad¢€ roseni (napfi. grafy 3.1).

Udaje v grafech se zakladaji na datech nashromazdénych pozorovanim
83 kvéth vystavenych umélému desSti a 72 kvétd kontrolnich, které plisobeni vody nebyly
vystaveny. Stav kazdého prasnika a kvéta byl zaznamenan 7x.
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Grafy 3.3:

A. Vliv umélého desté na dehiscenci prasniki A. arenosa. Modra kiivka reprezentuje stav prasniki téch kvéta, které byly
vystaveny pusobeni simulovaného desté, Seda kiivka znazornuje stav prasnikd kvétl ponechanych jako kontrola volné
na vzduchu. Je patrné, Ze u prasnikt, na které piasobila voda, zacalo dochézet k otevirani prasniku az tehdy, kdyz byla ukoncena
simulace desté, a¢ konecné faze dosahly ve stejnou dobu, jako prasniky kontrolni.

Popis grafu: modré kiivky — prasniky/kvéty vystavené piisobeni umélého desté, Sedé kiivky — prasniky kontrolnich
kvéti/prasnikd. Svétle modra pole demonstruji dobu, kdy probihala simulace desté (zacatek jiz v 5:00, v grafu nezahrnuto).
Osa x — ¢as [hodiny]. Osa y — stadia otevirani prasnikd [0 — zavieno, 1 — prasnik s drobnymi otvory na apexu, 2 — oteviené
prasniky s jasné patrnymi pylovymi zrny, 3 — prasnik plné otevien, adaxialni strana se prohyba, pyl vytlacovan ven].

B. Vliv simulovaného de$té na otevirani prasnika 4. arenosa. Sedé a modré kiivky se kopiruji. Nebyl pozorovan Zadny
rozdil v otevirani mezi kvéty vystavenych umélému desti a kvéty, které byly jako kontroly ponechany volné na vzduchu.
Popis grafu: osa y — stadia otevirani kvétu [0 — zavieny kvét, 1 — korunni listky rovnobézné s kali$nimi, 2 — korunni listky
sviraji thel cca 45°, 3 — korunni listky sviraji thel ptiblizné 90°, 4 — kvét plné otevien].
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3.2.5 Vliv roseni na finalni fazi dehiscence je mozné pozorovat i na anatomické urovni
prasnikit A. arenosa

Vystaveni prasniki 4. arenosa vodé v podobé rosy oddaluje dehiscenci, odliSnosti
oproti kontrolnim, tzn. suchym, praSnikim byly zaznamendny i na Grovni jejich anatomické
stavby, ktera byla zkouména na jejich pti¢nych fezech.

Pted samotnym zdivodnénim, na zaklad¢ kterého byl tento zavér formulovan, je vSak
nutné zminit i n¢kolik artefaktti, které pii piipravé preparati vznikly a které je pii pohledu
na vysledné snimky vzit v ivahu. Jiz bylo zminéno, ze pusobeni rosy nebrani vytvofeni
drobného otvoru v prasném vacku, presnéji v oblasti stomia (kapitola 3.2.3). Rosené praSniky
byly v dobé odbéru ve fazi otevirani nula ¢i jedna (obrazek 3.4). Naproti tomu nerosené
pras$niky nebyly ani v jednom ptipad¢ odebrany zaviené. V 8:00 a 10:00 byly odebirany bud’
ve stadiu dvé ¢i tfi. Ve 12:00 a 14:00 byly jiz pouze ve stadiu tfi, oproti stavu prasnika
v dopolednich hodinach navic bylo (pomoci stereomikroskopu ¢i lupy) mozné zaznamenat jesté
vyrazngj$i prohnuti abaxidlni strany prasniki, nejspise jako vysledek postupujici dehydratace.

Prasniky byly bez pouziti fixaZe pfimo zalévany do agardzy a v fadu jednotek minut
byly na vibratomu vytvofeny fezy. Prvni artefakt vznikl pravé pii pouziti vibratomu, ktery
v ptipadé zcela zavienych prasnikil ve vétsiné pripadl narusil oblast stomia, kde doslo k tvorbé
drobného otvoru. Protoze vSak otevieni stomia pro dokonceni celého procesu dehiscence
nepostacuje, nebot’ ta spociva v dehydrataci pletiva, prasniky se proto vice neoteviely. Druhym
artefaktem byla rehydratace pletiv kontrolnich prasnikli umisténych do agarézy. U téchto
prasnik ptfed izolaci z kvétu jiz zacCala probihat jejich dehydratace. Po vloZeni praSnika
do agardzy tak dochazelo k opétovnému nabyti, alespon ¢astecné€, ptivodniho tvaru.

Pti zvazeni vSech artefaktii, které pii ptipravé preparati pro mikroskopovani vznikly,
vSak pii1 prozkoumani potizenych snimkt lze dojit zavéru, Ze vystaveni prasnika ptisobeni rosy
ovliviiuje jejich anatomickou stavbu. Pfi srovnani rosenych a nerosenych prasSnika je jasné
patrné, ze u rosenych (obrazky 3.8 A, C, E, G) faze dehiscence, totiz dehydratace pletiva, jeste
ani nezacala. Tyto prasniky si stale zachovavaji svij tvar, i v pfipad¢, Ze oblast stomia byla
narusena. Prasniky maji na prurezu tvar, ktery se obCas oznacuje jako ,,motyli kiidla“. Naproti
tomu u prasnikli nerosenych toto nalézt nejde. Stény prasnych vackl pravidelny tvar nemaji
(obrazky 3.8 B, D, F, H) a jsou riznymi zptsoby zprohybané (pfedevsim obrazek 3.8 H, kde
byla mira dehydratace pletiva prasnik v dobé odbéru pravdépodobné nejvyssi).

Ptes vSechny uvedené nedostatky ma vsak zvoleny zptsob ziskavani snimkl pticnych
fezi prasnikl jistou vyhodu. Ta spocivd ve velmi kratkém case, ktery ubchne od izolace
prasnikli po zahajeni snimani na konfokalnim mikroskopu. Tato metoda ma proto pro budouci
ucely studia priibéhu dehiscence prasnik potencial pii sledovéani distribuce fluorescencné
znacenych proteind, a to pravé z toho divodu, Ze nebyla pouzita zddnd fixaz. V ptipade,
7e nebude potieba preparat barvit, doba od odebrani prasnikii po zahajeni pozorovani miize byt
1 mén¢ nez deset minut.

Obrazek 3.8: Pri¢né tezy prasniky A. arenosa. (strana 50)

Snimky vlevo zobrazuji stavbu prasnika v 8:00, 10:00, 12:00 a 14:00, kdy byly vystaveny ptisobeni rosy. Snimky vpravo
pak zobrazuji prasniky kontrolnich rostlin v tytéz hodiny. Zatimco prasniky, které byly ve vlhkém prostiedi, si po celou dobu
zachovavaji svijj tvar (A, C, E, G), a i pfes oteviené stomium (C, E, G) se vice neoteviraji, prasniky vpravo (B, D, F, H) se
v prubéhu sledovani oteviely a doslo ke zméné jejich stavby. Prasniky byly zality do agardzy, nafezany na 30 pm fezy
na vibratomu, nabarveny CW a snimany na konfokalnim mikroskopu Leica TSC SP2. A excirace = 405 nm, A mise = 410—
499 nm, objektiv HC PL APO Ibd.BL 20x/0.7 IMM CORR s pouzitim vodni imerze. Méfitko 100 pm.
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Obrazek 3.8: Pri¢né tezy prasniky A. arenosa. (popis na stran¢ 49)
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3.3 Role vodného a nevodného prostiedi na dehiscenci prasniki A. arenosa
3.3.1 Vodné prostiedi a PFD vedou k pozastaveni procesu dehiscence

Vystaveni prasnikit 4. arenosa nékolikahodinovému plsobeni vody a PFD bréni
postupu v procesu dehiscence. Testovana byla kapalina PFD, kterd predstavovala netoxické
a nevodné prostiedi (kapitola 2.4), voda a roztok smacedla. Roztok smécedla byl zvolen z toho
divodu, ze byla snaha nalézt takové prostiedi, které by umozinovalo snadnou penetraci
napiiklad barviv a inhibitort (kapitola 3.6) do pletiva prasniku.

Podobné jako v ptipadé, kdy byly pii simulaci desté kvéty plné vody, tak i v ptipade¢,
ze byl kvét ponofen do PFD, vody ¢i roztoku smacedla, se prasniky ani v téchto prostiedich
neoteviraly (grafy 3.4 A, C, E): nedochazelo k vyraznému postupu v procesu ani mezi stadii
nula az dva, prfedevsim vSak prasSniky nedosahovaly kone¢ného stadia tii (graf 3.3 A). Prasnik
byl zpravidla z mikrozkumavky vynat v takovém stadiu, v jakém do né&j byl vlozen. Umisténi
kvétt do roztoku smacedla po dobu né€kolika hodin mélo v nékterych ptipadech letalni nasledky
(graf 3.4 E, stadium pét). Mnozstvi sméacedla se vzhledem k dobé¢, jakou byly stonky s kvéty
v kapaliné, ukazalo jako pfili§ vysokeé, vzhledem k tomu, ze dochazelo k jejich trvalému
poskozeni. Mnozstvi smacedla bylo proto posléze snizeno z 0,05 % na 0,025 %. Ptiblizné
polovina praSnikii po vyjmuti z mikrozkumavky sroztokem smacedla neptlisobila nijak
poskozené€. Avsak po dvou hodinach tyto prasniky, kdy byly jiz voln€ na vzduchu, zcela seschly
(graf 3.4 E, stadium ctyfi).

Na sténach celistvych mikrozkumavek dochazelo béhem dopoledne k vysrazeni vody
v podobé¢ drobnych kapek. V tomto prostiedi vétSina praSniki nedosahovala konecného stadia
tf1, nicméné dochazelo k tvorb¢ puklin a vétsich otvorl v praSnych vaccich, tj. prasniky se pii
vyjmuti kvéth z mikrozkumavek nachézely bud’ ve stadiu jedna ¢i dva (graf 3.4 B). Naproti
tomu vétSina prasnikt kvétd, které se nachazely v mikrozkumavkach s otvory ¢i volné
na vzduchu, byly ve stadiu dva a tfi (tj. jiz se nachazely v koncené fazi dehiscence, grafy 3.4
F a D). Je mozné konstatovat, ze v mikrozkumavkach s otvory byla nizs§i vlhkost vzduchu
nez v mikrozkumavkéch bez otvort.

Otevirani kvétt (data neuvedena) v PFD nijak omezeno nebylo, kvéty se ze stadia jedna
(dle obrazku 3.3) v PFD dostaly az do stadia ctyii. Totéz platilo i pro vSechny kvéty kontrol.
Voda otevieni kvétu zpravidla branila, jakmile z ni vSak byl kvét vyjmut, ihned se rozeviel
a korunni listky byly v postaveni jako ve stadiu Ctyti. Kvéty v roztoku smacedla bylo po vyjmuti
z mikrozkumavky nutno mechanicky rozdélit, jelikoz k sob¢ byly vlivem smacedla ,,slepené®.
Thned poté vSak korunni listky taktéz zaujaly pozici stadia Ctyfi.

Data byla ziskdna na zdklad¢ testovani nésledujiciho poctu kvétd pro jednotliva
prostiedi: 25 kvéti v destilované vode, 26 kvéti v PFD, 19 v roztoku smacedla, 25 kvéta
v celistvych mikrozkumavkach, 26 kvéti v mikrozkumavkach s otvory a 25 kvétii ponechanych
voln¢ na vzduchu.
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Grafy 3.4:

A. Stav prasniki z kvéti A. arenosa umisténych v PFD. Nevodné prostiedi neumoziuje prasnikim pokracovat v procesu
dehiscence. Do dvou hodin od vyjmuti z PFD vsak vétSina prasnikti dosahuje konecného stadia.

B. Stav prasniku z kvéta A. arenosa umisténych v celistvé mikrozkumavce. Dochézelo ke vzniku kapek vody na povrchu
mikrozkumavky. Priibéh dehiscence neni zablokovan, pouze zpomalen.

C. Stav prasnikii z kvéti A. arenosa umisténych ve vodé. Vodné prostiedi zabranuje prasnikim v otevieni ¢i v pokracovani
procesu dehiscence. Do dvou hodin od opusténi vodného prostiedi se v§ak vétsina prasnikt nachazi ve finalni fazi dehiscence.
D. Stav prasniki z kvéti 4. arenosa umisténych v mikrozkumavce s otvory. Dehiscence prasnikdl neni v tomto prostiedi
nijak vyrazné omezena.

E. Stav prasnika z kvéti A. arenosa umisténych v roztoku smacedla. Proces dehiscence je u vétSiny prasnikl nejprve
zastaven, u vice nez poloviny vSak do dvou hodin po vyjmuti z mikrozkumavky dochazi ke svrasténi a seschnuti pletiva.
U casti prasnikd je aplikace roztoku smacedla i ptimo letalni.

F. Stav kontrolnich prasSniki z kvéti 4. arenosa ponechanych volné na vzduchu. Dehiscence probiha bez jakéhokoli
omezeni zcela normalnim zptisobem.

Popis grafu: osa x — ¢as [hodiny], 8:30 — doba umisténi kvét se sledovanymi prasniky do mikrozkumavek, 12:00 — vyjmuti
z mikrozkumavek, 14:00 — dvé hodiny po vyjmuti kvétl z mikrozkumavek. Osa y — podil jednotlivych stadii otevirani prasnika
na celkovém mnozstvi [%]. Legenda barevného rozliseni stadii v pravém dolnim rohu [0 — zavieno, 1 — prasnik s drobnymi
otvory na apexu, 2 — oteviené prasniky s jasné patrnymi pylovymi zrny, 3 — prasnik plné otevien, adaxialni strana se prohyba,
pyl vytlaovan ven, 4 — prasnik seschly a svrastély; 5 — roztok smacedla zptisobil odumieni celého kvétu véetné sledovanych
prasnika].
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3.4 Transformace A. arenosa pomoci A. tumefaciens prozatim bez vysledku
3.4.1 A. arenosa ma velmi nizky regeneracni potencial

Jednim z cilii této diplomové prace bylo vytvofit stabilniho transformanta rostliny
A. arenosa, ktery by mohl slouzit ke sledovani exprese fluorescenéné znaceného proteinu.
Za timto Ucelem byla vybrana metoda transformace pomoci A. tumefaciens skrze kotenové
segmenty (Fobis-Loisy, Chambrier & Gaude, 2007)

V pribéhu realizace experimentli ale vysSlo najevo, ze 4. arenosa ma pomérn¢ maly
potencial zregenerovat z kofenovych segmentti opét v celou rostlinu. To i v pripad¢€, pokud se
jednalo o kontrolni segmenty, u kterych nedoslo ke kokultivaci s 4. tumefaciens. Za celou dobu
se nepodaftilo zregenerovat transformovanou ani netransformovanou rostlinu. Mimo regenerace
z kotfenovych segmentil byl stejny postup vyzkouSen i s listy, vysledek byl vSak jest¢ méné
uspokojivy nez u kotenovych segmentl. Kofenové segmenty 4. arenosa byly déale rovnéz
kultivovany na médiu s vys$§im obsahem cytokinint, nez jak uvadi piivodni protokol (jednalo
se 0 2x a 5x vys§i koncentraci 2iP, viz kapitola 2.3.5). Ani tato modifikace vSak nevedla
k navozeni regenerace prytu. Stejné slaby regeneracni potencial se ukazal 1 u kofenovych
segmentll A. thaliana.

Pozoruhodné velky rozdil ve schopnosti regenerovat byl v porovnani s A. arenosa
a A. thaliana zjistén u A. lyrata (ekotyp Island a Point Pelée). Jednd se o druh, pro ktery je
transformacni protokol (kapitola 2.3) pfimo urceny. Na rozdil od 4. arenosa bylo u A. lyrata
mozn¢é zregenerovat celou rostlinu jak z kofenovych segmenti, tak z listt (plati pro ekotyp Isl.
1 PP). K alesponl ¢astecné regeneraci prytu pak dochazelo i u segmenti kokultivovanych
s A. tumefaciens. Na Grovni kalogeneze na kotfenovych segmentech nebylo zpocatku mozné
zaznamenat jakykoli rozdil mezi A. arenosa, A. lyrata a A. thaliana po prvnich ctyfech dnech
kultivace na CIM, po dalSich péti dnech vSak A. arenosa a A. lyrata co do velikosti 1 poctu
novych bunék vykazovaly zna¢né rozdily v porovnani s 4. thaliana (obrazek 3.9).

Nejvetsi rozdil mezi uvedenymi druhy vSak bylo mozné zaznamenat po piesunu z CIM
na SIM. Na korenovych segmentech A. lyrata jiz po sedmi dnech na CIM a alespon sedmi dnech
na SIM dochazelo k tvorbé drobnych listkl o velikosti pfiblizn¢ 3 mm (obrazek 3.10).

Zatimco kotenové segmenty A. arenosa a A. thaliana po Ctytech tydnech dosahly pouze
toho, Ze ziskaly v n€kterych ¢astech diky chlorofylu zelenou barvu, 4. lyrata (Isl. 1 PP) jiz méla
za stejnou dobu zpravidla do deseti listki o velikosti do 1 cm, nejCastéji 7-8 mm (obrazek
3.11). Po tiech tydnech od ptesunu ze SIM na 4ra MIN médium bylo mozné pfesunout rostliny
—uz 1 s vytvotenymi kotfeny — z in vitro do ex vitro podminek (viz obrazek 3.12).

V posledni fazi in vitro kultivace bylo piivodné pouzivané RIM, pfipravované podle
protokolu Fobis-Loisy, Chambrier & Gaude, 2007, nahrazeno pravé Ara MIN médiem. RIM se
ukézalo jako nevyhovujici, bylo pfili§ fidké a olisténé segmenty se do média celé zanotovaly.
Oproti protokolu byl pouzit jiny typ agaru (bézné uzivany v nasi laboratofi). Médium bylo
zahus$téno pfidanim 2,5 g agaru navic k pfedepsanym 3 g agaru na 1 | média. Ani tato
modifikace vSak nebyla dostatecnd, vysledky mnoha opakovani tohoto experimentu nakonec
vedly k plnému nahrazeni RIM 4ra MIN médiem.
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Obrazek 3.9: Kontrolni kofenové segmenty A. arenosa, A. lyrata a A. thaliana pied kultivaci na CIM [0], po ¢tyfech dnech

kultivace na CIM [4] a devét dni po kultivaci na CIM [9]. Jiz po ¢tyfech dnech doslo k vytvoreni kalusu, jehoz mnozstvi se
po dalsich péti dnech jesté zvysilo. V ptipadé A. arenosa a A. Iyrata je po deviti dnech v porovnani s A. thaliana patrny rozdil
v intenzité tvorby kalusu. Méfitko 100 pum.

Obrazek 3.10: Kontrolni kofenové segmenty A. arenosa (vlevo) a A. lyrata (vpravo) deset dni po kultivaci na SIM. Méfitko
1 mm.

54



Obrazek 3.11: Kontrolni kofenové segmenty A. arenosa (AA), A. thaliana (AT) a A. lyrata (AL Isl.) Etyfi tydny po zahajeni
procesu regenerace, ktera u A. lyrata probiha vyrazné rychleji nez u ostatnich dvou druht. Méfitko 1 cm.

Obrazek 3.12: Rostliny A. lyrata (Isl.) po ptesunu do ex vitro podminek. Méfitko 1 cm.
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V ptipadé A. arenosa byla kalogeneze zcela bezproblémova, byl ale zjistén znacny
problém s regeneraci. 4. arenosa nicméné nema zadny problém s iniciaci kveteni. Zato
u dobfe regenerujici 4. lyrata, kterd disponuje podobné velkymi, snadno pozorovatelnymi
prasniky jako A. arenosa, vyvstal u islandského ekotypu problém s indukci kveteni. Kratkodoba
ani dlouhodoba vernalizace pfi 4 °C, ani extrémni zména svételného rezimu (20 hod svétlo
a 4 hod tma — simulace dlouhého islandského dne) nevedly k indukci kveteni. Po téméf tfech
meésicich vykvetla pouze jedind rostlina (obrazek 3.13), proto nebylo mozné uskuteCnit
experimenty s kropenim a rosenim i na tomto druhu, nebot’ pro nasbirani dostate¢ného mnozstvi
dat by bylo potieba vice rostlin. Rovnéz v pripad¢ ekotypu PP se prvni kvéty objevily
aZ po vice nez dvou mesicich, rovnéz pouze u jedné z n¢kolika rostlin.

Obrazek 3.13: 4. lyrata (Isl.) zregenerovana z kofenového segmentu pied (vlevo) a po (vpravo) vykveteni. Méfitko 1 cm.

Druh A. lyrata se ukazal v mnoha ohledech jako vice vyhovujici nez piivodné vybrany
druh A. arenosa (osekvenovany genom, vétsi potencidl pfi regeneraci a transformaci, viz dale).
Zminény problém v otazce kveteni byl vSak doprovazen dalSi nepiijemnou komplikaci,
a to velmi nizkou kli¢ivosti semen, Casto ani ne 5 % (semena byla nejspisSe sklizena nezrald,
nebyla moznost vyzkouSet prokazateln¢ kvalitni semena). Pfi sterilnim vysevu na plotny
s médiem byla vyzkouSena tfitydenni, pfi nesterilnim az Etyftydenni stratifikace, vyssi klicivosti
semen vSak nebylo dosazeno. V piipadé in vitro vysevu se vSak s kazdym dalSim tydnem
stratifikace zvySoval problém s kontaminaci materialu.

3.4.2 Vytvoreni stabilniho transformanta A. arenosa nebylo — na rozdil od A. lyrata — uspésné

Zadny z uskuteénénych pokusil o transformaci kofenovych segmentli A. arenosa
pomoci A. tumefaciens, a nasledné regeneraci celé rostliny, nebyl GspéSny. AC neni divod
pro¢ by transformace nebyla moznd, k regeneraci listi z kofenovych segmentli nedoslo
ani v jednom piipadé. Transformace a regenerace uvedenym zplisobem se nezdatila
ani u A. thaliana. Naopak v ptipad€ 4. lyrata, pro kterou je origindlni protokol urcen, se
transformace a ¢astecna regenerace podafila (viz déle).

V tabulce 3.1 je mozné shlédnout soupis vSech uskute¢nénych pokusii. V piehledu je
uveden pouZity rostlinny material a jeho stafi, stejn¢ tak doba kultivace kofenovych segmenti
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Cislo ODs0o
Material Stari rostlin Doba na CIM Konstrukty bakterialni
pokusu

suspenze

1 AA 61 3 PRX PRX 0,15

2 AA 6 3 PRX PRX 0,72
AA T1, AAT2, DREPP2 1,42;

3 AL Tsl, AT 7 3 DREPP2, PRX | ™ ppx 1,30
AA, AA TI, .
4 AA T2, AL Tsl,, 35 10 DREPP2, PRX | PREPP20,32;

PRX 0,22

AT

DREPP2 0,21,

5 AA, AA F, AC 21 4 DREPP2, PRX | = po o e
AA, AAF, AC, | .. DREPP2 0,22:

6 AL L 28; 69 (Al Isl.) 4 DREPP2, PRX | ~ppe o
AA, AC, AL DREPP2 0,18:

7 Isl., AL PP 1 4 DREPP2, PRX | " ppx 0.18
. DREPP2 0,18;

8 AA, AL Isl. 4; 38 11 DREPP2, PRX PRX 0,18
AA, AAF, AC, DREPP2 0,31;

9 AL PP, AT 10 4 DREPP2, PRX PRX 0,54
38, 83 (AL DREPP2 0,18;

10 ALTsl, ALPP | Isl): 24 (AL 4 DRE?}EEPRX’ PRX 0,18;

PP) VGE 0,21
11 AL 108021 9 DREPP2 | DREPP2 0,21
12 A4, ﬁ:{f Isl., 42;49; 42 9 DREPP2 DREPP2 0,19

Tabulka 3.1: Prehled vsech transformaénich experimenti. V piipadé pokusu €. 3 a 4, 5 a 6 se jednalo o rostliny z téhoz vysevu,
AL Isl. z pokusu 3 a 6 byly rovnéz z jednoho vysevu, stejné jako rostliny v experimentu 8§ a 9 (AA), 11 a 12.
Legenda: AA — A. arenosa z Jizerskych hor, AA F — A. arenosa z Faragasu (tetraploid), AA T1 — 4. arenosa z Tater (alpinsky
ekotyp, diploid), AA T2 — A. arenosa z Tater (ekotyp z upati, diploid), AC — A. croatica z Velebitu, AL Isl. — A. [yrata z Islandu,
AL PP — A. Iyrata z Point Pelée, AT — A. thaliana Col. Staii rostliny, doba na CIM [dny]. Konstrukty: PRX (35S::PRX-
mCherry), DREPP2 (35S::DREPP2-GFP), VGE (VGE-iGFP). ODsoo — opticka denzita bakterialni suspenze.
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na CIM pted kokultivaci s 4. tumefaciens. Déle je v ptehledu uvedeno, jakych konstruktt bylo
pouzito a jaka byla OD jednotlivych bakteridlnich suspenzi.

Pro transformaci bylo pouzito Siroké spektrum rostlinného materidlu (podrobny popis
viz legenda tabulky 3.1). Z tohoto divodu bylo pomérné obtizn¢ docilit toho, aby byly
pro kazdy dany experiment vSechny rostliny stejné¢ staré a stejn¢ velké. Semena klicila
postupné, rust jednotlivych druhti nebyl stejné rychly. Ne vSechna semena vzdy vyklicila,
rostlinného materialu i ptes velké vysevy obcas nebyl dostatek. Napiiklad semena 4. lyrata
(Isl.) z jednoho vysevu kli¢ila velmi nepravideln€, pozvolna. Na jedné plotn€ proto obcas
byvaly jak nékolikadenni semenacky, tak i nékolikatydenni. Z tohoto diivodu je stafi pouzitého
rostlinného materidlu pomérné pestré. Pii pokusech byly nékolikrat (viz legenda tabulky 3.1)
pouzity rostliny z jednoho vysevu s Casovym rozestupem. Vliv stafi rostlin na UspéSnost
transformace nicméné nebyla zaznamenana.

Rovnéz rozpéti OD bakteridlni suspenze je predevSim v prvni poloviné pokusu,
kdy probihala postupna optimalizace transformacniho protokolu, znacné Siroké. MnoZstvi
bakterii nebylo po 24 hodinach kultivace vzdy stejné. Z ditvodu usSetfeni bakterialni kultury
byla jeji OD méfena na velmi malém vzorku fedéném destilovanou vodou, coz vedlo k nepfilis
piresnym vysledkiim méfeni. Od tohoto zplisobu méteni bylo pozdé€ji upusténo, OD pak byla
v tolerovatelné odchylce viici vzorovému protokolu. Nasleduji podrobnéjsi popisy experimenti

vvvvvv

Pokus 1 a2

Prvni dva experimenty slouzily predevSim k sezndmeni s metodou transformace
a k osvojeni prace ve sterilnim prostfedi laminarniho flow boxu. V tomto piipadé bylo
k transformaci A. arenosa vyuzito konstruktu 35S::PRX-mCherry. Byl zvolen z toho diivodu,
ze se jednalo o — v nasi laboratofi ozkouseny — dobte fungujici konstrukt. V obou ptipadech
nebylo s A. tumefaciens kokultivovano vice nez 20 segmentil. Stav transformace byl proto
hodnocen pouze pomoci fluorescencniho stereomikroskopu, ktery umoZznoval ponechat
segmenty ve sterilnim prostfedi. Zamezilo se tim tak ztrat¢ materidlu, kterou by montaz
segmentu mezi podlozni a kryci sklo za ucelem mikroskopie piedstavovala. Jiz po n€kolika
tydnech bylo antibiotikum Carb nahrazeno antibiotikem Tim. K oplachovani narostlych
bakterii bylo vyuzito sterilnich sitek pfipevnénych na kratkych sklenénych trubickach. Tento
zpusob byl vyhodny v tom, ze s kofenovym segmentem bylo manipulovano pouze pii umisténi
na sitko a pfi jeho pfesunu na médium. Pinzetou bylo mozné uchopit vrchni cast sklenéné
trubicky, a pohybem nahoru a dolu v nddobce s tekutym SIM kofenové segmenty proplachovat.

Vysledkem téchto experimentil bylo zjisténi, které jiz bylo diskutovano vyse (kapitola
3.4.1), tedy Ze ani u kofenovych segmenti, které nebyly kokultivovany s bakteriemi, nedochazi
k regeneraci listd a nasledn¢ kotfen. Na urovni tvorby kalusu nebyl zaznamenén Zzadny
problém. U kokultivovanych kofenovych segmentti bylo na feznych plochach, kde dochazelo
ke kalogenezi, moZzné zaznamenat silny signal (obrazek 3.14). Kontrola na konfokalnim
mikroskopu nebyla provedena. Pfiblizné€ po Sesti tydnech od zahajeni experimentu vSak signal
pfestaval byt patrny.
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Obrazek 3.14: Kalus na kofenovém segmentu 4. arenosa 18 dni od zahgjeni transformace pomoci 4. tumefaciens nesouci
konstrukt 35S::PRX-mCherry. Snimek pochazi z fluorescencniho stereomikroskopu Olympus SZX7, jasné potvrzeni
o uspésnosti transformace z konfokalniho mikroskopu vsak chybi. Métitko 250 pm.

Pokus 3

V ramci tohoto experimentu bylo po prvotnim neuspéchu jak s transformaci,
tak sregeneraci — byt jen u kontrolnich segmentt, pfistoupeno k vyuziti dalSich ekotypt
A. arenosa (tabulka 3.1), dale i1 A. thaliana. Predev§im byl ale do experimentu zatazen i druh
A. lyrata (Isl.). Protokol, podle kterého se pfi transformaci postupovalo, byl pravé pro tento
druh urc¢eny. Mohl tedy poslouzit jako kontrola, zda ptedchozi selhani s A. arenosa spocivalo
v nedobré reprodukci protokolu. Kromé konstruktu 35S::PRX-mCherry zacal byt od tohoto
experimentu dale vyuzivan 1 osvédceny konstrukt 35S::DREPP2-GFP, se kterym mél bohaté
zkusenosti vedouci této diplomové prace. Pii kultivaci vSak byla chybné vyuzivana kombinace
antibiotik Kan+Hyg namisto Tim+Hyg. Vysledkem tohoto omylu byla tvorba silnych povlaki
bakterii na kofenech kokultivovanych s 4. tumefaciens nesouci konstrukt 35S::DREPP2-GFP.

Kofenovy segment A. lyrata (Isl.) po ¢tyfech tydnech od kokultivace s 4. tumefaciens
s konstruktem 35S::PRX-mCherry — pfi srovnani s ptedchozimi vysledky s 4. arenosa — nabyl
v ptvodnim misté fezné plochy znaénych rozmérii. Doslo k vyrazné tvorbé nejen kalusu,
ale dokonce i1 n¢kolika drobnych listi (obrazek 3.15). Pii kontrole na fluorescenénim
stereomikroskopu vSak v listech signal patrny nebyl, bylo moZzné ho zaznamenat pouze
v nékterych oblastech kalusu (obrazek 3.16). V pfipadé riznych ekotypli 4. aremnosa
a ani v ptipad¢ A. thaliana se vzhled a vyvoj kofenovych segmentii vystavenych plsobeni
A. tumefaciens neliSily od vySe uvedeného v pokusu 1. Z kontrolnich kofenovych segmenti
A. lyrata bylo mozné dopé&stovat celé rostliny.
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Obrazek 3.15: Kalus a drobné listy, které vyrostly z kofenového segmentu A. lyrata (Isl.) 28 dni od zahdjeni transformace
pomoci A. tumefaciens nesouci konstrukt 35S::PRX-mCherry. Méfitko 1 mm.

Obrazek 3.16: Kalus a drobné listy, které vyrostly z kofenového segmentu A. lyrata (Isl.) 28 dni od zahajeni transformace
pomoci A. tumefaciens nesouci konstrukt 35S::PRX-mCherry. Snimek pochazi z fluorescen¢niho stereomikroskopu Olympus
SZX7, jasné potvrzeni o uspé$nosti transformace z konfokalniho mikroskopu ale chybi. Méftitko 1 mm.
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Pokus 4

V ramci cCtvrtého experimentu byla mimo kofenovych segmentli vyzkouSena
i transformace a nasledna kultivace listovych segmentll A. arenosa. Zadny vyrazny vysledek,
at’ co do transformace ¢i co do regenerace, vSak nebyl zaznamenan.

Problémem tohoto experimentu byla rozsahla kontaminace, kterd znehodnotila vétSinu
rostlinného materidlu. Jeden kofenovy segment 4. lyrata (Isl.) 35 dni ode dne transformace mél
sice stale zelené listy, ale bez jakéhokoli signalu.

Pokus 5a 6

Béhem téchto dvou experimentli nebyl zaznamenan zadny vyznamny pokrok. U pokusu
6 navic opét doslo k rozsahlé kontaminaci, ptedevSim u A. lyrata (Isl.), a to pravdépodobné
kvuli stari vychoziho materialu (pfili§ dlouha kultivace). Z kontrolnich kofenovych segmenti
A. arenosa (Faragas) a A. croatica (pokus 5) bylo mozné dopéstovat celé rostliny, které
pak byly z in vitro podminek piesunuty do ex vitro podminek. Transformované segmenty téchto
Iépe regenerujicich druhti vSak nevykazovaly v porovnani s A. arenosa (hlavni pouzivany
ekotyp z Jizerskych hor) nijak odlisny vyvoj od vyvoje popsané¢ho v pokusu 1.

Pokus 7, 8a 9
Pro ucely téchto experimentli byla objednana semena osekvenované linie A. lyrata.
Semena vSak nebylo mozné pfimét ke kliceni ani nékolikatydenni stratifikaci pti 4 °C.

Pokus 8

V porovnani s pfedchozimi experimenty doslo ke zméné ve zplsobu oplachovani
narastu bakterii po jejich kokultivaci. Kotfeny byly vkladany do Petriho misky s tekutym SIM,
pridrzeny pinzetou a pomoci pipety oplachnuty.

Diky nepldnovym zméndm v harmonogramu prace ziistaly kofenové segmenty na CIM
déle, nez bylo bézné (tj. o sedm dni déle). Tato delsi kultivace vS§ak méla na pribéh transformace
a nasledné regenerace pozitivni vliv. Segmenty druhu 4. lyrata (Isl.) zacaly 1épe a rychleji
regenerovat (obrazek 3.17). Zéaroven byla poprvé pozorovana nesporna exprese konstruktu
35S::DREPP2-GFP v listech. Exprese byla nicméné mozaikovita (obrazek 3.18). Z divodu
malého poctu zregenerovanych segmentii ani v tomto ptipadé nebyla provedena kontrola
pomoci konfokalniho mikroskopu. K regeneraci listli doslo i u segmenti kokultivovanych
s A. tumefaciens s konstruktem 35S::PRX-mCherry, pozorovana exprese vsak byla zcela
minimdlni. Listy pak nejdéle do dvou tydnii ztracely zelené barvivo.

Pokus 9

Experiment byl zahajovan v tésném sledu za pfedchozim, proto jest€¢ jednoznacné
pozitivni efekt delsi kultivace na CIM nebyl potvrzeny. V tomto piipadé¢ trvala délka kultivace
na CIM opét pouze Ctyii dny. Byl v8ak navySen pocet kofenovych segmenti, u kterych probéhl
pokus o transformaci (60 kotfenovych segmentii celkem), v pfedchozich ptipadech byvalo i vice
nez o polovinu méné segmenti. Z tohoto pokusu vSak nevzesly Zadné zminky hodné vysledky.
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Obrazek 3.17: Listy, které vyrostly z kofenového segmentu A. /yrata (Isl.) 12 dni od zahajeni transformace pomoci
A. tumefaciens nesouci konstrukt 35S::DREPP2-GFP. Sipka oznaduje list, ktery je ptiblizen na obrazku 3.18. Métitko 1 mm.

Obrazek 3.18: Detail listu, ktery vyrostl z kofenového segmentu A. lyrata (Isl.) 12 dni od zahajeni transformace pomoci
A. tumefaciens nesouci konstrukt 35S::DREPP2-GFP. Snimek pochazi z fluorescencniho stereomikroskopu Olympus SZX7,
byl pouzit tzkopasmovy emisni filtr pro GFP. Jasné potvrzeni o Gsp&Snosti transformace z konfokalniho mikroskopu ale chybi.
Metitko 500 um.
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Pokus 10:

Po vzoru ptedchoziho experimentu bylo zvétSeno mnozstvi kofenovych segmenti, které
byly kokultivovany s A. tumefaciens (pro vSechny typy pouzitych konstruktli celkem
129 segmenttl), zaroven byl v tomto ptipad¢ pouzit pouze druh A. lyrata (oba ekotypy Isl. i PP).
Od tohoto experimentu zacalo byt pro oplachovani kofenovych segmentti od bakterii pouzivano
zatizeni Nalgene filter holders plus receiver. Zptisob uvedeny u pokusu 8 se ukdazal jako
nevyhovujici (nasati kofenovych segmenti pipetou aj.).

U kotenovych segmentli transformovanych konstruktem 35S::PRX-mCherry byla
od desatého dne po transformaci zkousena riiznd koncentrace antibiotika Kan (5x, 10x a 50x
vys$§i nez bézné pouzivand koncentrace, kapitola 2.3.4), jehoz cilem bylo selektovat
transformované a netransformované rostlinné bunky. Antibiotikum potlacujici rist bakterii,
Tim, bylo ponechano ve standardni koncentraci. Pouze u béZné pouzivaného poméru Kan
1:1000 doslo k ¢astecné regeneraci listl, které vSak zahy (v fadu jednotek dntl) ztracely zelené
barvivo. U segmentl, které byly udrzovany na vySSich koncentracich Kan, nedoslo
ani k naznaklim regenerace, navic dochéazelo k prertstani segmentli silnymi nénosy bakterii.
Po nasledném premisténi segmentii na 4ra MIN médium bez jakykoliv antibiotik nedoslo
ani k tvorbé listl, ani k nasledné regeneraci celé rostliny.

Za pomoci konfokdlniho mikroskopu byla provedena kontrola nékolika kotfenovych
segmentti kokultivovanych s A. tumefaciens nesouci konstrukt 35S::DREPP2-GFP,
coz poskytlo jasny doklad o transformaci bunky kalusu 4. lyrata (Isl.).

Obrazek 3.19: Kalusova butika 4. lyrata (Isl.) Sest dni po transformaci 4. tumefaciens exprimujici 35S::DREPP2-GFP. Snimek
pochéazi z konfokalniho mikroskopu Leica TCS SP2 a byl potizen za pouziti objektivu HCX PL APO Ibd.BL 63x/1.2 W CORR
(s vodni imerzi). A excrrace = 488 nm, A emise = 500535 nm. Méfitko 10 pm.
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V ramci experimentu 10 bylo rozsifeno spektrum pouzivanych konstrukti, a to o VGE-
iGFP (pDB301:KanR-VGE-5xM-GFP-RB7). Tento konstrukt byl zvolen z toho diivodu, ze se
v predchozich ptipadech u regenerovanych listd projevoval silencing. Jako mozné feseni proto
ptipadal konstrukt s jinym promotorem nez 35S. Konstrukt obsahoval inducibilni promotor
(indukce latkou methoxyfenozid). Po kokultivaci segmenti s A. tumefaciens dochazelo
po transformaci k regeneraci listl, pfiblizn€ o délce 0,5 cm. Listy vSak velmi rychle ztracely
zelené barvivo a odumiraly, a to jesté pfed presunem na médium obsahujici inducibilni latku.
Ctyfi segmenty byly zachyceny a presunuty ze SIM (s antibiotiky) na Ara MIN. Po nékolika
tydnech kultivace regenerované segmenty prospivaly a listy dosahly délky az 1 cm. Po pfesunu
na médium s induk¢ni latkou (pouze jedno opakovani, v metodice proto neuvedeno) vsak
nebylo moZzné pozorovat zadnou expresi, netransformovana pletiva nejspiSe prerostla ta
transformovana. Postup bude v ptipad¢ dalSiho pouziti tohoto konstruktu nutné optimalizovat.

Pokus 11 a 12:

Urceni, zda doSlo ¢i nedoslo k transformaci bunék, hlavné pak zda zregenerované
pletivo exprimuje dany konstrukt, se u konstruktu 35S::PRX-mCherry ukazalo jako pomérné
naro¢né. Nejsnaze — a predevSim jednoznacné€ — §lo uspeSnost procesu transformace urcit pii
pouziti konstruktu 35S::DREPP2-GFP. V poslednich dvou experimentech bylo proto od pouZiti
jiného nez tohoto konstruktu upusténo. Rovnéz doslo k né€kolika zmé&nam oproti plivodnimu
protokolu: za ucelem zvySeni plochy pro kalogenezi byly na CIM umistovany rovnou jiz
kotfenové segmenty, nikoli celé kofenové systémy. Doba kultivace na CIM pied transformaci
byla ze ¢ty dni prodlouzena na devét (po vzoru pokusu 8). V ramci dalsi optimalizace protokolu
bylo upusténo od maceni kotenovych segmentii po dobu péti minut v bakteridlni kultufe
s infiltracnim roztokem. Ta byla nové aplikovéana pfimo na jednotlivé segmenty (3 pl na jeden
segment). Nakonec bylo také v porovnani s prvotnimi pilotnimi pokusy jako v pokusu
10 znasobeno mnozstvi kotfenovych segmentil, se kterymi se pracovalo (80 u pokusu 11 a 82
u pokusu 12, dohromady od tfi druhit — A. arenosa, A. lyrata (Isl.), A. thaliana a vSech
konstrukt).

Pokus 11 byl uUspésny co do regenerace listh na transformovanych kofenovych
segmentech A. lyrata (Isl.), ty vSak v fadu jednotek dnu ztracely zelené zbarveni.

Pti pokusu 12 doslo k transformaci kalusovych bun¢k na kofenovych segmentech
A. lyrata (Isl.), bunky exprimovaly konstrukt 35S::DREPP2-GFP, podobné, jako na obrazku
3.19. Vtomto pripadé doslo dale k tvorb¢ listd (obrazek 3.20), tentokrat vSak exprese
v porovndni s expresi v pokusu 8 (obrazek 3.18) nebyla mozaikovitd, ale bylo mozné ji
lokalizovat v celém pletivu (obrazky 3.21 a 3.22). Dopéstovat a udrzet ve vitdlnim stavu
zregenerovany segment s listy se v pfipadé konstruktu 35S::PRX-mCherry ani jednou
nepodafilo (viz pokus 8). Oproti tomu expresi 35S::DREPP2-GFP v listech bylo v mife
zobrazené na obrazcich 3.21 a 3.22 mozné pozorovat i 61 dni ode dne transformace a to u 12
olisténych segmentil (ze 33 segmentd, zbytek vSak nevytvofil listy) A. lyrata (Isl.). Pred tim
ani u tohoto konstruktu nebyla dlouhodobé kultivace ispé$né — viz pokus 8. V kazdém piipadé
k rostlin€ schopné tvofit kvéty maji tyto drobné rostliny pomérné dalekou cestu. Transformace
a regenerace 4. arenosa a A. thaliana méla pribéh identicky s pfechozimi pokusy.
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Obrazek 3.20: Listy A. lyrata (Isl.), které vyrostly z kofenového segmentu transformovaného pomoci A. tumefaciens
exprimujici 35S::DREPP2-GFP. Sipka oznacuje list, ktery je pfiblizen na obrazku 3.21. Snimek byl pofizen 36 dni
po transformaci. Méfitko 1 mm.

Obrazek 3.21: Listy A. lyrata (Isl.), které vyrostly z kofenového segmentu transformovaného pomoci A. tumefaciens.
Na obrazku je vidét exprese 35S::DREPP2-GFP. Snimek byl pofizen 36 dni po transformaci na fluorescenénim
stereomikroskopu Olympus SZX7, byl pouzit uzkopasmovy emisni filtr pro GFP. Méfitko 500 pm.
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Obrazek 3.22: Detail bunék listu 4. lyrata (Isl.), ktery vyrostl z kofenového segmentu transformovaného pomoci A. tumefaciens,
exprimujicich 35S::DREPP2-GFP. Snimek byl pofizen na konfokalnim mikroskopu Leica TCS SP2 za pouziti objektivu HCX
PL APO Ibd.BL 63x/1.2 W CORR (s vodni imerzi). A excrrace = 488 nm, A emise = 500-535 nm. Méfitko 100 pm.

3.4.3 Floral dip A. arenosa prozatim bez vysledkii

Kvli dosavadnim neuspésnym pokustim o transformaci a regeneraci 4. arenosa bylo
pristoupeno ke klasické metod¢ floral dip, ktera se bézné€ vyuziva u A. thaliana. Vzhledem
k tomu, ze jaro 2020 bylo diky karantén€ pro experimenty zna¢né neptiznivym obdobim, byl
floral dip uskutecnén pozdéji, nez bylo piivodné v planu. V momenté¢ odevzdani této prace
semena teprve dozravala. Potvrzeni o uspéSnosti celého procesu proto zatim nebylo znamo.
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3.5 Vyuziti PFD v mikroskopii prasniki A. arenosa

PFD se pfi konfokalni mikroskopii osvédCilo jako vhodna latka pro projasnéni
1 pro samotné pozorovani a snimani ty¢inek, predevsim vsak prasnikli, 4. arenosa. PDF bylo
vyuzivano napiiklad pfi pozorovani povrchu pra$nikd, konkrétné napiiklad priduchi
na abaxidlni stran¢ prasniku (obrazek 3.23). PFD ale ptedevsim zlepsilo pozorovani struktur,
které jsou ulozené i ve vétsi hloubce, jako jsou naptiklad vodiva pletiva (obrazek 3.24).

Obrazek 3.23: Apex prasniku A. arenosa z abaxialni strany, éervené zobrazeny priaduchy. Snimek byl pofizen na konfokalnim
mikroskopu Leica TCS SP8 za pouziti objektivu HC PL APO CS2 63x/1.20 WATER (s vodni imerzi). Kombinace vice
excitacnich vinovych délek za ucelem ziskani co nejlepsiho autofluorescenéniho signalu. Méftitko 100 pm.
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Obrazek 3.24: Prasnik 4. arenosa obarveny PI, projasnény a snimany v PFD (doba barveni 10 minut, 10 ul PI na 1 ml vody;
zasobni roztok 1 mg na 1 ml vody; finalni obsah PI v 1 ml vody byl 0,01 mg). Snimek pochazi z konfokalniho mikroskopu
Leica TCS SP2 za pouziti objektivu HC PL APO Ibd.BL 20x/0.7 IMM CORR s vodni imerzi. A excitace = 543 nm,
A emise = 600-671 nm. Méfitko 100 pm.

3.6 Nejednoznacny efekt cordycepinu na finalni fazi dehiscence prasnikii A. arenosa

Experimenty, jejichz cilem bylo zjistit, jestli a jakym zpiisobem piisobi inhibitor
transkripce na zavéreénou Cast procesu dehiscence prasnikl, nevedly k jasné odpovédi
na zadané otazky. V néckterych ptipadech se dehiscence praSnikli A. arenosa oproti kontrolnim
opozdila, a to az o dvé hodiny. OvSem ptipadu, kdy efekt cordycepinu nebyl viibec Zadny nebo
natolik vyrazny nebylo zanedbatelné mnozstvi. Nejednoznacné vysledky proto nelze
interpretovat tak, Ze cordycepin méa nebo nema na odloZeni dehiscence vliv.

Tato problematika vSak bude dale a intenzivngji zkoumdna. MoZnou pfi¢inou, pro¢
z nasbiranych dat nelze vyvodit jasny zavér, je doba plsobeni inhibitoru. Ta nemusela byt —
vzhledem k charakteru pletiva prasnikii (kutikula na jejich povrchu) — dostate¢nd. Inhibitor
tak mohl $patné penetrovat do pletiva prasnikli. Za G¢elem poznani vlastnosti pletiva prasnikt
byla vyzkousena aplikace rtznych fluorescenénich barev, jejichz plsobeni bylo posléze
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hodnoceno na konfokalnim mikroskopu. Dovnitf pletiv prasnikii se nékteré fluorescencni barvy
dostavaly pouze v zanedbatelném mnozstvi (napi. CW), naopak nékteré do pletiva pronikaly
snadno (5(6)-Carboxyfluorescein diacetate), ale pouze v urcitych oblastech (obrazek 3.25). Je
proto mozné, ze ucinek cordycepinu nebyl vzdy stejny, proto bude potieba optimalizovat jeho
aplikaci. V ramci dal$iho studia regulace dehiscence bude inhibice transkripce hloubéji
zkouména. V pfipadé jednoznacného vyvraceni hypotézy bude pozornost obracena na dalsi
mozné urovné regulace tohoto procesu, tj. na troven translace ¢i posttranslacnich uprav.

Obrazek 3.25: Pohled na abaxialni stranu prasniku a ¢asti nitky 4. arenosa, které byly obarveny CFDA (doba barveni 30 minut,
3 ul CFDA na 1 ml PFD; zasobni roztok 1 mg na 100 ul DMSO; finalni obsah CFDA v 1 ml PFD byl 0,03 mg). PFD bylo
kromé samotného barveni vyuzito i pfi snimani na konfokalnim mikroskopu typu Leica TCS SP2, a to za pomoci objektivu
HC PL APO Ibd.BL 20x/0.7 IMM CORR s vodni imerzi. A excrrace = 488 nm, A emise = 500-535 nm. Méfitko 100 pm.
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5. Diskuze

Rostlinny druh A. arenosa, sttedobod této diplomové prace, byl zvolen jako modelovy
organismus pro studium dehiscence prasnikd. Dehiscence prasnikii byla a je studovana
na pomérné Sirokém poctu druhti (kapitola 1.2). Rostlina 4. arenosa byla vybrana predevsim
kvuli své cizosprasnosti. Vyhodou byly ale i — v porovnani s A. thaliana — velké prasniky.
Na pocatku stala myslenka, ze tendence samosprasné¢ho ptibuzného druhu A. thaliana (rev.
Clauss & Koch, 2006) zabranit otevieni prasnika ve chvili, kdy prsi ¢i je rosa, by nemusela byt
tak silnd jako u 4. arenosa. Zéaroven zde byl ptedpoklad a moznost vyuziti metod ¢i postupii
zavedenych u A. thaliana. Druh A. arenosa je, vzhledem ke své pfirozené se vyskytujici
diploidii ¢i tetraploidii (Koch & Matschinger, 2007) a mnoha riznym ekotyptim (Koch,
Wernisch & Schmickl, 2008) vyuZzivan pro studium ekologie a evoluce (Schmickl et al., 2012;
Koléat et al., 2016; Preite et al., 2019). Vyuziti A. arenosa v hlub$im studiu dehiscence prasniki
v experimentech navazujicich na tuto diplomovou praci je v tuto chvili limitovano skutecnosti,
ze transformace a regenerace A. arenosa metodou kokultivace kofenovych segmentl
s A. tumefaciens (Fobis-Loisy, Chambrier & Gaude, 2007) nebyla prozatim uspésna. Byl vSak
zjistén pozoruhodny rozdil v potencialu k transformaci a regeneraci mezi 4. arenosa a A. lyrata
(kapitola 3.4). Vysledky transformace 4. arenosa metodou floral dip nebyly v dobu dokonceni
diplomové prace znamy (nezrald semena; Yew, Kakui & Shimizu, 2018). Z téchto divoda
nebylo mozné potvrdit ani vyvratit hypotézu, Ze kropeni ¢i roseni ma vliv na expresi ¢i aktivitu
sachar6zovych transportéri béhem dehiscence prasnikii.

Dehiscence prasnikii neni proces, ktery by byl v rdmci rostlinné biologie opomijen
(napt. Salinas-Grenet et al., 2018; Song et al., 2018). Naopak je mu pozornost vénovana
jiz pomérné dlouhou dobu (Purkyné, 1830). Jedna se o d¢j, ktery se sestava z nékolika na sebe
navazujicich a spolu spjatych krokti: degradace tapeta, septa, lignifikace endothecia a tvorby
otvoru v oblasti stomia (Sanders et al., 1999). Dehiscence musi byt navic zkoordinovana se
zranim pylovych zrn a v€asnym otevienim kvétu. Posledni krok v celém procesu dehiscence —
totiz dehydratace pletiv (Wilson et al., 2011), ktera tvofi stény prasniku — je vSak do znacné
miry opomijen, a ne tak dukladné prozkoumén. Tato zména ve vodnim rezimu prasniku vede
k jeho uplnému otevieni. Neékteré studie zaobirajici se jednim z pfedchazejicich kroku
dehiscence praSnikii tuto zavérecnou, nedilnou cast dehiscence v jejim zdkladnim popisu
opomijeji zminit (napi. Xu et al., 2019). Avsak i v praci detailné popisujici vyvoj prasniku
a jeho naslednou dehiscenci tato informace zcela chybi (Sanders et al., 1999). Tabulka 1.1
nepopiratelné poskytuje podrobné informace o vyvoji praSniku a pocate¢nich fazich dehiscence
(Sanders et al., 1999). Nicméné zavér dehiscence, ac rozdélen do nekolika Casti, neposkytuje
ani zpravy o dehydrataci pletiv, ale ani o makroskopickych zméndch prasniku (napft. postupné
prodluZzovani otvoru v oblasti stomia ¢i prohnuti abaxialni strany prasniku viz stddium 3%,
obrazek 3.4), ke kterym dochézi a které byly pii pozorovani dehiscence v ramci této prace
zaznamenany.

Findlni faze dehiscence neni dikladné prozkoumdna, piestoze je naCasovani jejiho
prib&hu nesmirné dilezité pro fitness rostliny ve vztahu k pocasi i opylovacim. V ramci snahy
podrobné vysetfit, jaky vliv maji atmosférické sraZky na dehiscenci prasnikd 4. arenosa, byly
vytvofeny experimentalni systémy umoziujici simulaci desté a rosy (ke vzniku rosy dochézelo
pii 100% relativni vzdusné vlhkosti). K tomuto ucelu upravené boxy umoznovaly sledovani
priabéhu dehiscence bez nutnosti kvéty ¢i piimo prasniky od rostliny, respektive od kvétu,
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oddélovat. Tak bylo ucinéno napiiklad v ramci experimentl s prasniky merunky Prunus
armeniaca, broskvoné¢ P. persica a mandloné P. dulcis (Gradziel & Weinbaum, 1999), ryze
O. sativa (Matsui, Omasa & Horie, 1999) ¢i ofechovce pekanového Carya illinoinensis (Y ates
& Sparks, 1993). Tyto experimenty se rovn¢Zz snazily objasnit, jaky vliv ma vysoka relativni
vzdus$na vlhkost na dehiscenci prasniki.

Nashromazdéna data ukazala, Ze u prasnikd, které byly vystaveny simulaci desté ¢i rosy
(pti 100% relativni vzdusné vlhkosti), dochazi k pozastaveni dehiscence. Takové prasniky
po dobu aplikace vody nedosahovaly kone¢ného stadia dehiscence — nedochazelo k odvodu
vody z bunék stén prasnych vacka a k jejich svrasténi. Do této faze se praSniky dostaly
az po ukonceni aplikace vody. Teprve tehdy byla pylova zrna pln¢ piistupna a mohla byt
ucastna opyleni a oplozeni (kapitoly 3.2.3 a 3.2.4). ZavéreCna cCast dehiscence prasnikli
A. arenosa byla rozd€lena na Ctyfi stadia (obrazek 3.4): uzavieny prasnik, prasnik s otvory
v prasnych vaccich, pras$nik s vétSimi otvory, kterymi byly jasn€ vidét pylova zrna a zcela
otevieny praSnik s pylovymi zrny nahromadénymi na apexu prasniku. Oproti praci Sanderse
et al., 1999, bylo zavér dehiscence faze mozné rozlisit podle postupné se zvétSujiciho otvoru
v oblasti stomia jednotlivych prasnych vacku.

Vysledky podrobného zkouméani vlivu rosy na dehiscenci prasnikt ukdzaly, Ze prasniky
vystavené pusobeni vody v této podobé mohly v dehiscenci postoupit ze stadia nula, od zcela
uzavieného praSniku, do stddia jedna, tedy prasniku s drobnymi otvory v prasnych vaccich
(grafy 3.1 a 3.2). Posledniho stadia tfi, kdy je prasnik zcela otevien, vSak po dobu aplikace vody
prasniky nedosahovaly. Az 13 hodin trvajici roseni vedlo u prasnikii k odlozeni dosaZeni
posledniho stadia az do vecernich hodin (graf 3.1). Obdobny efekt méla rosa i na prasniky
rostlin 4. thaliana. Plsobeni rosy bylo mozné pozorovat i na anatomické urovni. Rosené
prasniky zachovavaly na rozdil od nerosenych prasnikii tvar, ktery se na pticnych fezech
podobal motylim kiidlim (obrazek 3.8). I pfes artefakty, které pii pfipravé piicnych fezl
vznikly, byl vliv rosy jednoznacné patrny: i ty prasniky, které mély otvor v oblasti stomia,
nedospély do finalniho stadia, kdy by doslo k dehydrataci pletiv. Data z podminek s vysokou,
ale ne 100% vzdusnou vlhkosti, kdy by nedochazelo ke kondenzaci vody na kvétech
a prasnicich v podobé kapek, vSak zatim nejsou k dispozici. Svou roli sehraly i technické
problémy a potieba optimalizovat zptisob méieni relativni vzdusné vlhkosti.

Experimenty, které byly zalozeny na simulaci deste, mély vysledky podobné. Prasniky
se zacCaly otevirat az po ukonceni aplikace vody (grafy 3.3). Narozdil od roseni vSak pti kropeni
byly kvéty zpravidla plné vody. Prasniky po dobu aplikace vody formou kropeni Castéji
nez v ptipadé¢ mlzeni zlstavaly ve stddiu nula. S ohledem na skutecnost, Ze experimenty se
simulaci atmosférickych srazek byly provadény v experimentalnim skleniku v riznych ro¢nich
obdobich, mohly byt uvedené rozdily mezi kropenim a rosenim zpusobeny odliSnymi
teplotnimi podminkami, které na dehiscenci prasnikit maji rovnéz vliv (Keijzer, 1987; Yates
& Sparks, 1993). Jaky efekt ma kvét plny vody, bylo déle testovano pomoci ponofovani kvéti
do vodného, ale i nevodného prostiedi (za vyuziti PFD, kapitola 3.3). At byly kvéty umisténé
do vodného nebo nevodného prostiedi, zlstavaly jejich prasniky zpravidla v takovém stavu,
vjakém byly do kapaliny umistény (graf 3.3). Nedochazelo k vyraznym zméndm
a presuntim prasnikii z nizSich fazi dehiscence (stddium nula a jedna: uzavieny prasnik a prasnik
s drobnymi otvory na apexu) do vysSich, zavére¢nych (stddium dva a tfi: prasnik s velkymi
otvory na apexu a prasnik zcela otevieny).

K odlozeni dehiscence dochézelo po otevieni stomia, ke kterému muize dojit 1 pfi roseni
(a to 1 v pfipadé nezddouciho otevieni stomia pfi fezani na vibratomu, kapitola 3.2.5) nebo
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kropeni, a¢ v tomto pripad¢ se to tykalo mensiho mnozstvi kvétl nez u roseni. Obecné prasniky
pii aplikaci vody v jakékoli formé nedosahovaly kone¢ného stddia dehiscence (tj. stadia tii),
i pokud mély delsi dobu oteviené stomium. Ani ty prasniky, které pii roseni az do vecernich
hodin byly v boxu vystaveny pusobeni vyssi teplot, dehiscenci nedokoncily (graf 3.1 B). Lze
konstatovat, ze 100% relativni vzdu$na vlhkost je nadfazena vlivu vysoké teploty. Vyssi teplota
mize potlacit vliv vysoké relativni vzdusné vlhkosti s niz§i hodnotou, napi. 64 % (Yates
& Sparks, 1993).

Uvedené vysledky jsou ve shod€ s experimenty, které se zaobiraly vlivem vysoké
relativni vzdusné vlhkosti na dehiscenci prasnikii na jinych rostlinnych druzich, a to na ryzi
O. sativa (Matsui, Omasa & Horie, 1999), merunice P. armeniaca, broskvoni P. persica
a mandloni P. dulcis (Gradziel & Weinbaum, 1999) nebo ofechovci pekanovém C. illinoinensis
(Yates & Sparks, 1993). 1 v téchto ptipadech vysoka relativni vzduSna vlhkost prokazatelné
dehiscenci praSnikli zpomalila €1 zastavila.

Kropeni ani roseni vSak nemélo Zadny vliv na kvéty A. arenosa, k jejichZ otevirani
dochazelo 1 ptes aplikaci vody (grafy 3.2 B, D, F, H a 3.3 B). Stejné tak nemélo na otevirani
kvéta vliv nevodné prostiedi, pouze umisténi kvétu do vodného prostredi branilo rozevieni
korunnich listkd. Otevirani kvéti a dehiscence prasnikil jsou vzhledem k environmentalnim
faktortim nejspise regulovany riiznymi zptsoby.

Pro potvrzeni prvni hypotézy, tj. Ze dehiscence neni ryze fyzikalni proces, ale je
1 pod kontrolou rostliny, nebyla ziskana jednozna¢na podpora. K zahajeni procesu otevieni
prasniku (k tvorbé otvorii na apexu praSniku) dochazi i ptes aplikaci vody. Pouze zavérecna
faze dehiscence prasnikt, tj, dehydratace pletiva tvofici stény prasnych vack, je ovlivnitelna
aplikaci vody ve form¢ dest¢ a rosy. Simulaci desté¢ ¢i rosy lze dosahnout pozastaveni
dehiscence a oddaleni vstupu prasniktt 4. arenosa do finalni faze dehiscence, kdy dochazi
k dehydrataci pletiv stén praSnych vacka. Toto potvrzuje hypotézu Cislo dva, tedy ze umélym
kropenim ¢i rosenim je mozné manipulovat pritb¢hem dehiscence. Na jaké tirovni je vniman
a predavan signal o pocasi vSak zatim neni jasné (kapitola 3.6). Po pokusech s PFD (kapitola
3.5) bude nezbytné najit vhodnou metodu pro mikroskopické zkoumani tohoto posledniho
stadia dehiscence (kapitola 3.2.5), aby bylo mozné objasnit, jakym zpiisobem je voda z prasniku
odvadeéna ¢i jakou roli hraje v transportu vody protoplastické propojeni bun¢k endothecia nebo
zminovany SUCI transportér. Vzhledem k vytvoieni stabilniho experimentalniho systému
bude tyto oblasti mozné zkoumat i s ohledem na okolni podminky, predevsim tedy atmosférické
srazky. VySe uvedené bude klicové pro dalsi testovani hypotézy o roli rostliny v kontrole
procesu dehiscence. S piihlédnutim ke zjiSténé skuteCnosti, ze pletivo prasniku je schopné
rehydratovat (kapitola 3.2.2 a 3.2.5), nelze vyloudit fyzikalni aspekt celého procesu.
Skutecnost, ze praSniky A. thaliana reaguji na roseni podobnym zplsobem jako prasniky
A. arenosa, rovnéz umozni vyuziti mnoha mutantnich linii, naptiklad téch, které byly zminény
v uvodu této prace.
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6. Zavéry

1. Tato diplomova prace byla zaméfena na studium vlivu atmosférickych srazek, desté
a rosy, na dehiscenci prasnik. Rostlinny druh A. arenosa byl ustanoven jako hlavni
modelovy organismus pro zkoumadani této problematiky, a to piedevSim kvuli své
cizosprasnosti.

2. Dilezitym tkolem byla konstrukce experimentalnich systému pro simulaci atmosférickych
srazek. Bylo mozné navodit podminky podobné tém, které panuji v ptirodé, a tak studovat
efekt desté a rosy na dehiscenci prasniki, které zistavaly v kontaktu s matetskou rostlinou
a nemusely byt od ni oddélovany. Aplikaci vody byly vystaveny pouze kvéty, zbyla ¢ast
rostliny jejimu plisobeni vystavena nebyla.

3. Data, kterd byla diky pouziti zminénych experimentélnich systémim nasbirana, ukézala,
ze umély dést’ (kropeni) a rosa (roseni) maji na dehiscenci praSnikil vliv. Aplikace vody
vedla k odloZeni vstupu prasnikti do zavérecné faze dehiscence: pletiva stén prasSnika
neztracela vodu, a proto si prasné vacky zachovavaly sviij tvar. Pylova zrna tudiz ziistavala
uvnitt prasniki, a byla tak chranéné pred vlivem vody. I pies aplikaci vody ¢asto dochazelo
k tvorbé drobnych otvorli na apexu prasnych vacka v oblasti stomia. Jednalo se o proces
na desti €i rose nezavisly. Ani tyto praSniky vSak do finalni faze nedospé€ly. K dokonceni
dehiscence dochézelo az poté, co bylo kropeni a roseni ukonceno.

4. Skutecnost, ze roseni zptusobuje odlozeni tplného otevieni prasniki, bylo mozné sledovat
1 na jejich anatomické trovni. I pies artefakty, které pti pripravé pii¢nych fezii prasniky
vznikly, byl rozdil mezi rosenymi a nerosenymi prasSniky jasn¢ patrny.

5. Odlozeni vstupu prasnikit do findlni faze dehiscence se projevilo i1 v pfipad¢€, ze byly
vystaveny vodnému a nevodnému prosttedi (PFD). I pfi tomto experimentu se prasniky
zcela oteviely az poté, kdy vodné prostiedi ¢i PFD piestaly pusobit.

6. Vramci této diplomové prace nebyla jednoznacné zodpovézena otazka, jakou roli ma
transkripce v zahajeni findlni faze dehiscence prasniki. Vyhodnoceni vysledki
experimentl s cordycepinem, inhibitorem transkripce, vedlo k zavéru, Ze je nezbytné dalsi
a podrobnéjsi prozkoumani této problematiky.

7. Transformace 4. arenosa nema do této chvile uspokojivy vysledek. Doposud se zvolenou
metodou transformace kokultivaci kofenovych segmentl s A. tumefaciens nepodaftilo
transformovat a regenerovat Zadnou rostlinu 4. arenosa. Aplikace této metody se vSak
zdatila u A. lyrata. Kvili neuspésnému zavedeni zminéné metody byla vyzkousena metoda
floral dip. V tento moment stale nezrald semena vSak dosud neposkytla ditkkaz o Gspésné
transformaci A. arenosa touto metodou.
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