|
o %

REMOROST

Regulace morfogeneze rostlinnych bunék a orgdni

Zprdva o pribéhu praci Centra zdkladniho vyzkumu LC06034
.Regulace morfogeneze rostlinnych bunék a orgdni"
za rok 2008

Resitelskd pracovite:
Ustav experimentdlni botaniky AV CR - pFijemce-koordindtor UeB

ZaZimalovd Eva, Doc. RNDr. CSc. - reditelka koordindtorka

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta - prijemce UK
Katedra fyziologie rostlin, Katedra genetiky a mikrobiologie.
Opatrny Zdenék, Prof. RNDr. CSc. - feitel

Masarykova univerzita v Brné - prijemce MU
Prirodovédecka fakulta, Oddéleni funkéni genomiky a proteomiky.
Hejdtko Jan, RNDr. Ph.D. - resitel

Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze - prijemce VSCHT
Fakulta potravindiské a biochemické technologie, Ustav biochemie a mikrobiologie.

Novotnd Zuzana, Dr. Ing. - reSitelka

Mendelova zemédélska a lesnicka univerzita v Brné - prijemce MZLU
Agronomicka fakulta.
Brzobohaty Bretislav, Doc. RNDr. CSc. - resitel

Ustav fotoniky a elektroniky AV CR - pFijemce UFE
Sekce fotoniky.
Kasik Ivan, Dr.Ing. - reSitel

Cil projektu: Navrhnout model regulace morfogeneze rostlin na zdkladé propojeni funkce
fytohormonii, signdlnich drah a jednotlivych bunéénych struktur (plasmatickd membrdna,

endomembrdnovy systém, cytoskelet), a vyvinout metodu pro méreni intraceluldrniho pH.



Anotace projektu

Zékladem ristu a morfogeneze rostlin jsou striktné Easové a prostorové regulované procesy
bunééného déleni, ristu, a tvarovych zmén (bunéénd morfogeneze) a posléze proces diferenciace.
Tyto procesy podléhaji sloZitému systému vzdjemné koordinovanych regulaci; jejich zdkladem je
pFijem a prenos signdll, kde kli¢ovou roli hraji signdly hormondlni povahy. Vét$ina z nich je pFijimdna
na plasmatické membrdné a signdl je ddle prendsen specidlnimi prenosovymi drahami, které jsou
propojeny s dynamikou bunéénych struktur. Projekt je zaméren na studium funkce a dynamiky
proteinl podilejicich se na regulaci morfogeneze rostlinnych bunék a na charakterizaci bunéénych

procest, které determinuji distribuci jak téchto proteint tak i hormondlnich signdla.

Strucné informace o postupu praci v roce 2008 jsou prifazeny nize k pfislusnym diléim cilim projektu
spolu s informaci, kterd z partnerskych instituci (pripadné ve spoluprdci se zahranicnim pracovistém -
zkratka "zahr”) je za prislusny dilci vysledek zodpovédnd (slouZi pouze pro interni informaci Rady
centra). Rozdéleni resené problematiky do dilcich cili je Cisté formdini a mnohé oblasti vyzkumu
spadaji pod dva i vice diléich cild.

Dilci cil V001 byl Ccisté metodicky a zaméreny také na pripravu experimentdiniho materidlu.
V elektronické periodické zprdvé o cinnosti Centra byl ukoncen k 31.12.2007. Postup praci v rdmci
tohoto diléiho cile byl pribézné vcleriovdn do dalsich dilcich cill, které odrdzZeji konkrétni biologickou
problematiku. Nicméné, zprdva pro Radu centra za rok 2007 obsahuje i bodovy pldn pro rok 2008 a
proto bude tato metodickd cdst i v této zprdvé uvedena pod dilcim cilem VOO!I s odkazy na dalsi dilci
cile, jichz se tykd.

"Nebiologicky” dilci cil VOO6 byl pro vétsi prehlednost presunut na konec vécné cdsti zprdvy - za dilci
cil Voo7.

Posledni dilci cil VOO8 je shrnutim a vyhodnocenim problematiky resené v ramci celého projektu, proto

bude pinén az v poslednich letech reseni a pridbézné jsou shromazd'ovdny podklady.

1. Nékup investic z prostredki Centra
Na rok 2008 jiz zadné investicni prostredky nebyly pro prdci Centra pldnovany.

2.  Prubéh praci v roce 2008 a plany na rok 2009

Diléi cil VOO1: Zavést fluorescenéni kvantitativni metody pro sledovdni membrdnovych déjd u

rostlinnych bunék. Pripravit transgenni linie nesouci geny vztahujici se k hormondlnim signdlim a

geny pro komponenty cytoskeletu a transportu vaéka

Charakterizace oligomerizace prenasecovych molekul rodiny PIN. Vzhledem k ndrocnosti anizotropnich

méreni byla k prikazu moZné oligomerizace prenaselli typu PIN pripravena linie tabdku BY-2



exprimujici molekuly pfenasect tagované sou¢asné GFP a RFP. Ddle bude testovdna moznost detekovat
oligomerizace molekul PIN metodou FCS. (UEB+UK)

PFiprava konstruktd pro expresi fuznich proteind. Byly pFipraveny konstrukty pro expresi fiznich
proteind GFP-HSP90, GFP-TANGLED a mCherry-fimbrinu. Izolace genu kédujiciho protein CLASP byla
Cdstelné dspésnd, vzhledem k extrémni velikosti proteinu jsou v sou¢asné dobé modifikovdny metody
pro izolaci celého genu. Byla ziskdna linie BY-2 stabilné exprimujici fizni protein GFP-HSP90. Exprese
GFP-HSP90, GFP-TANGLED a mCherry-fimbrin byla ddle testovdna pomoci biolistické metody
transformace. V sou€asné dobé jsou analyzovdny lokalizace téchto fiznich proteinl v bufice. (UK)
Ddle byly pripraveny fizni genové konstrukty mRFP1 (s PIN1 a PIN7). (UEB)

Optimalizace biolistické metody transformace u rostlin. Biolistickd metoda transformace se prokdzala
jako mimorddné vhodnd pro studium ranych fdzi exprese fdznich proteini v rostlinnych burikdch a je

v souéasnosti jiz ispésné pouZzivdna. (UK)

Optimalizace kultivacnich podminek bunécnych suspenznich kultur. Bylo testovdno Siroké spektrum
koncentraci auxinl a cytokinind v médiich pro ustaveni buné¢nych suspenzi za (celem zvySeni jejich
rozpadavosti. (UEB)

Zavedeni metody transformace pro suspenzni kultury Arabidopsis. S Uspéchem byla zavedena metoda
transformace suspenznich kultur Arabidopsis thaliana, vyuZivajici protokol plivodné uréeny pro
suspenzni buriky tabdku. Pomoci této metody byly jiz selektovdny linie exprimujici DRBrev::GFP a
PIN1::PINI:GFP. (UEB)

Diléi cil VOO1 - Pldny na rok 2009:

> Transformace rostlin Arabidopsis flznim proteinem GFP-HSP90 pro studium kolokalizace
HSP90 s MT (UK)

> Testovdni funkce této interakce v riiznych buné&nych typech (UEB+UK)

> PFiprava rekombinantniho proteinu HSP90 pro studium interakénich partneri HSP90 v burice

> Analyza exprese GFP-TANGLED a klonovadni celé sekvence CLASP pro (éely studia role tohoto
proteinu v interakci MT a dalsich struktur, zejména aktinu - pokra&ovdni (UEB+UK)

> PFiprava dal3ich spektrdlnich variant flznich proteind (predevsim pro prenasee auxind) -
pokraZovani (UEB)

> (dal3i body viz dalsi dil¢i cile).

(Vsechny zde uvedené body tvori obecny metodicky zdklad pro dilci cile VOO2-V005 a VOO7).

Diléi cil VOO2: Charakterizovat molekuldrni komponenty poldrniho transportu auxind a jejich

dynamiku na plasmatické membradné

Izolace geni pro prenasece auxini z tabdku: S vyuZzitim genomické databdze tabdku Nicotiana
tabacum byly izolovdny Edsti genli tabdku, homologni ke gentm PIN a AUX1/LAX z Arabidopsis
thaliana. (UEB)



Izolace a charakterizace genu PaLAXI1: Z plané tresné (Prunus avium) byl izolovdn gen PaLAXI Gen a
jeho produkt jsou na drovni cDNA i proteinu sekvenéné velmi podobné cDNA i odpovidajicim proteindm
z rodiny genl ATAUX/LAX, které kéduji predpoklddané prenasele auxinu do buriky. U transgennich
linii tabdku a Arabidopsis jsme prokdzali, Ze nadmérnd exprese genu PaLAX! je doprovdzena zménou v
obsahu a distribuci kyseliny indol-3-octové, zdkladniho endogenniho auxinu. ZvySeni obsahu tohoto
auxinu v transgennich rostlindch vedlo k vyraznym zméndm fenotypu. V transgennich liniich se trikrdt
zvysil prijem syntetického auxinu 2,4-D. Tento zvySeny prijem, zplsobeny expresi genu PaLAXI, byl
eliminovdn po priddni specifického inhibitoru prenadell auxinu do bufiky do kultivaéniho média. V
mutantnich rostlindch aux?, jejichz auxinovy prenaseé AUX1 neni funkéni a koreny téchto rostlin jsou
proto agravitropni, jsme expresi genu PaLAXI obnovili gravitropni odpovéd’ (Hoyerovd et al., Plant
Physiol. 2008). (UEB+zahr)

Charakterizace mechanismu spoluprdce dvou typd prenaseld auxing z buriky - PGP a PIN: Auxin jako
signdlni molekula Fidi rostlinnou morfogenezi prostiednictvim svych gradientl, které jsou ustavovdny
mezibunécnym transportem. Pro vymezeni rychlosti tohoto procesu je klicovy transport auxinu z
bunék zprostredkovany proteiny typu PIN a PGP. Mechanismus jejich vzdjemné spoluprdce viak zatim
neni objasnén. Pomoci indukovatelnych rostlinnych i bunéénych linii jsme ukdzali, Ze oba systémy, PIN-
dependentni i PGP-dependentni, zprostredkuji transport auxinu, ale hraji odlisné vyvojové role. Jsou
exprimovdny béhem embryogeneze, organogeneze i tropizmd. V jejich pribéhu spolupracuji jak
synergisticky, tak antagonicky, ale vzdy zajist'uji asymetrické rozloZeni auxinu v daném pletivu.
Navrhli jsme model, ve kterém transport auxinu zprostredkovany proteiny PGP slouzi k ustaveni
uritych hladin auxinu v burikdch, které tvori jakési hlavni kandly toku auxinu, a zaji$t'uji tak zdroj
tohoto hormonu pro jeho smérovy transport. Tento smérovy transport je poté zprostredkovany
proteiny PIN (Mravec et al., Development 2008). (UEB+zahr)

Interakce inhibitord poldrniho transportu auxind s aktinovym cytoskeletem: Vlyvoj rostlin je v mnoha
ohledech zdvisly na nerovnomérné distribuci rostlinné signdini molekuly auxinu. Pfi formulovdni tohoto
pojeti hrdly duleZitou roli inhibitory poldrniho transportu auxinu, tj. ldtky schopné ovliviiovat
smérovany tok auxinu rostlinou. Navzdory tomu, Ze se tyto ldtky ve vyzkumu vyuZivaji jiz dlouhou
dobu, nebyl mechanizmus jejich plisobeni doposud objasnén. V této préci je ukdzdno, Ze inhibitory
transportu auxinu kyselina 2,3,5-trijodbenzoovd (TIBA) a kyselina 2-(1-pyrenoyl)-benzoovd (PBA)
brzdi pohyb vd¢kd nejen v burikdch rostlin, ale i kvasinek a Zivo&ichli pomoci stabilizace aktinového
cytoskeletu a Ze naopak chemickd i genetickd stabilizace aktinového cytoskeletu zasahuje procesy
endocytosy, pohyb vd¢kl, transport auxinu a vyvojové procesy zdvislé na auxinu u rostlin. Tyto
vysledky ukazuji také, jak procesy zaloZené na pohybu vd¢ki po aktinovém cytoskeletu a spoleéné
mnoha eukaryotnim organismiim, mohou u rostlin plnit specifickou fyziologickou roli (Dhonukshe et al.,
PNAS 2008). (UEB+zahr) (Spadd 162 do dil&ich cild VOO3 a V004).

Studium procesd spojenych s inhibici axildrnich pupend hrachu po obnové apikdini dominance: Byly
sledovdny zmény exprese PsADI, PsDRMI1, PsPINI a PsAUXI v jednotlivych axildrnich pupenech na
rostlindch dekapitovanych nad druhym nebo trfetim axildrnim pupenem. Exprese PsADI a PsDRMI
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v podstaté odpovidd ristové aktivité pupent stanovené na zdkladé ristovych krivek. (Buchtovd, 2008).
Zmény v expresi obou genli membrdnovych pFenae¢d auxinu nejsou tak vyrazné jako u PsADI a
PsDRM1 (Obdlovd 2008), nebo jako zmény exprese obou genii ve stonku pod vyristajicim pupenem, kde
dochdzi k vytvoreni vaskuldrniho napojeni pupene, které predchdzi jejich de novo expresi (Balla et al.,
submitted, Tesarikovd 2008). (MZLU+MU)

Diléi cil V002 - Pldny na rok 2009:

> Izolace dalSich Edsti genli tabdku homolognich ke genlim PIN a AUX1/LAX z Arabidopsis
thaliana s vyuzitim genomické databdze Nicotiana tabacum - pokra&ovdni (UEB)

> Klonovdni ¢ésti gend, homolognich ke gentim PIN a AUX1/LAX z Arabidopsis thaliana,
izolovanych z Nicotiana tabacum do expresnich vektorl a jejich exprese ve fuzi
s molekuldrnim markerem GFP (UEB) (spadd ¢dsteéné také pod diléi cil VOO1)

> Priprava riznych transgennich linii tabdku a Arabidopsis, nesoucich geny pro prenaseée auxint
do buriky a gen pro moZny receptor auxinl AtABPI pod indukovatelnymi promotory, a jejich
charakterizace - pokracovdni (UEB) (spadd ¢dstecné také pod dil¢i cile VOO1 a VOO5)

> Priprava transgennich linii tabdku a Arabidopsis, nesoucich fizni genové konstrukty mRFP1 (s
PIN1a PIN7) a jejich charakterizace (UEB)

» TIzolace a charakterizace hypotetického proteinu vdzajictho nekompetitivni inhibitory
poldrniho transportu auxindi - pokra&ovdni (UEB+MU)

> Charakterizace funkce inhibitorf transportu auxint na drovni penosu do bufiky (UEB)

> Charakterizace daldich prena$ec¢l auxinl z rodiny PIN na bunééné a molekuldrni drovni -
pokra¢ovdni (UEB+zahr)

> Charakterizace endocytotického kroku konstitutivniho cyklovdni proteinti PIN v bunéénych
kulturdch tabdku a Arabidopsis - pokraZovdni (UEB+UK+zahr)

> Matematické modelovdni toku auxinl rostlinnou burikou (ve spoluprdci s Fakultou
biomedicinského inzenyrstvi CVUT) (UEB)

> Charakterizace interakce strigolaktonu s poldrnim transportem auxinu (predevsim ve vztahu
k inhibici ristu axildrnich pupent) (MZLU+UEB+MU+zahr)

cil VOO3: Charakterizovat proteiny, které u rostlin interaquji s transportem bunéénych

, a_jejich dlohu v Fizeni transportu bunéénych vacki

Charakterizace komplexu exocyst: Hlavnim prinosem letosniho roku pro studium rostlinného exocystu
bylo vedle zdkladni publikace prokazujici existenci a funkci komplexu v rostlinnych burikdch (Hdla et
al., Plant Cell 2008) ziskdni daldich dokladi o vztahu exocystu k poldrnimu transportu auxinu.
Mikroskopickd analyza mutant@ exo70Al1 ukdzala rozdil ve stavbé kofenové Zepitky. Cepicka
mutantnich semendlkd péstovanych na vertikdlnim agaru se sklddd zhruba z dvojndsobného poltu

vrstev neZ u normdlnich rostlin, coz miZe byt zplsobené napfiklad slabou sekreci degradaénich
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enzymd, které buriky Eepi¢ky normdlné rozvolfiuji a miiZe pFimo souviset také s poruchami v dynamice
toku auxinu. Vizualizace auxinovych maxim pomoci reporterového genu GUS pod promotorem DR5
ukdzala v pripadé mutantl exo70A1 vyraznéjsi akumulaci auxinu v horni &dsti hypokotylu, coZ zfejmé
souvisi s opozdénym naprimovdnim apikdlniho hdc¢ku. Mutanty exo70A1 maji pri kliceni prokazatelny
gravitropni defekt - semendCky se sprdvné orientuji az ndsledujici den po vykliceni. Pri pracovnim
pobytu v laboratori Jifitho Frimla v Gentu byla ddle potvrzena ndmi na Urovni GFP, ale i

immunolokalizaci opakované pozorovand zména dynamiky prenasect PIN na mutantnim pozadi exocystu.

Srovndvaci analyza transkriptomu sedmidennich a nékolika tydennich rostlin WT a mutanta exo70al
(provedend u Fy. Affymetrix) ukdzala na mozné souvislosti mutace se zménami metabolismu lipidd a
steroidnich ldtek. V sou¢asné dobé Eekdme na vysledky paralelni analyzy fytohormond (materidl je
pFipraven na analyzu na pracovisti UEB v Olomouci). (UEB+UK)

Pripravili jsme nékolik konstruktl pro expresi fizi EXO70A1 s GFP/RFP pod pFirozenym promotorem
EXO70A1 nebo promotorem 35S. Konstrukty s 35S promotorem jsme (spé3né otestovali metodou

infiltrace agrobakterii do listl tabdku.
Dalsi prdce byla zamérena na:

- Analyzu mutantll v genech AtSec8 a AtExo70Alm, kde bylo potvrzeno podezfeni, Ze exocyst se
podili na vyvoji myxospermnich semennych oball u Arabidopsis. Byly podrobné charakterizovdny G&inky

téchto mutaci na ukldddni pektind v pribéhu vyvoje semen.

- Vobdobném smyslu pokraCuje i charakterizace interaktoru exocystu ROH1, ktery byl ziskdn

z dvouhybridniho screeningu a ktery se rovnéz podili na vyvoji semennych obalt.

- Ve spoluprdci se Shaulem Yalovskym (Univ. Tel Aviv) pokraduje charakterizace prisludniki ndmi
identifikované nové rodiny interaktorl exocystu zejména s ohledem na jejich moZné interakce

s GTP4azami rodiny Rop. (UK+zahr)

Diléi cil VOO3 - Pldny na rok 2009:
> Hleddni souvislosti(i) mezi exocystem a poldrnim transportem auxind (UEB+UK)

» Studium dalsich podjednotek exocystu - predevdim dosud mdlo studované podjednotky Exo84
(UEB+UK)

> Hleddni dalsich interaktord exocystu pomoci dvouhybridniho systému v kvasince (UEB+UK)
> Vyuziti modelu mechu Physcomitrella patens pro dal3i studium exocystu (UEB+UK)

> Studium rostlinného exocystu a jeho interaktord se zaméfenim zejména na vyvoj semennych
obalfi (také ve spoluprdci s laboratori Prof. Fowlera podporované MSMT - KONTAKT) a na
funkci ndmi identifikovaného proteinu Roh1 (UEB+UK+zahr)

> Lokalizace isoforem PLD Pl a & v rostouci pylové ldc ce tabdku, zejména pomoci GFP-fiznich
proteind, respektive protildtek jiz pripravenych proti NtPLD3 (UEB)



> Analyza dynamiky fosfolipidii béhem kli¢eni a rdstu pylové Id¢ky, s diirazem na produkty
studovanych signdlnich enzymii (PLD, PC-PLC, PAP, DAGK). Pomoci stejnych technik budeme
studovat zmény hladin signdlnich fosfolipidd po plisobeni Idtek zasahujich aktinovy a
mikrotubuldrni cytoskelet, endomembrdnovy systém, bunéénou sténu a tvorbu reaktvnich
forem kysliku (UEB) (spadd i do diléich cilad VOO4 a VOO5)

> Dokonéeni studie aktin-vdzajich domén u PLD (také priprava prehledné kapitoly o signalizaci v
bunééné sekreci rostlin. Charakterizace a analyza PLD na modelu pérku a jejich vlivu na
dynamiku cytoskeletu (UEB+VSCHT +zahr) (spadd i do dil&ich cil& V004 a VO05)

> Podrobnou fylogenomicka analyza diacylglycerolkinasy v rdmci eukaryotické rise (UK)

> Charakterizace linii Arabidopsis nesoucich T-DNA inserce v genech pro PLD a PAP, zejména

s ohledem nha reakci na stresové podminky - pokracovani (UK)

> Komplementace kvasinkového PAP-mutanta tabdkovou PAP-cDNA, véetné charakterizace vlivu

transformace na sloZeni lipidl pomoci TLC (UK)

> Dokonéeni bioinformatické studie o evoluci PAP (UK)

Diléi cil VOO4: Charakterizovat struktury cytoskeletu a jejich dlohu v dil&éich morfogennich
procesech
Studium dynamiky aktinového cytoskeletu v signdlni drdze SA (spadd také do dilciho cile VOO5):

Vroce 2007 byla prokdzdna aktivace PI-4 kinasy (po pridavku kyseliny salicylové), vedouci k
vyznamnému ndristu hladiny fosfatidylinositol 4,5-bisfosfdtu (PIP,), ktery je mimo jiné moduldtorem
aktivit PIP,-dependentnich isoforem PLD a muZe regulovat profilin a tak ovliviiovat dynamiku
aktinového cytoskeletu. PIP, tedy propojuje fosfolipidovy signdlni systém s dynamikou aktinového
cytoskeletu. V roce 2008 jsme se tedy zamérili na dlohu fosfolipidového-cytoskeletdlniho systému
v signdini drdze kyseliny salicylové. Byly sledovdny zmény aktinového cytoskeletu v listech, korenech a
hypokotylech rostlin Arabidopsis thaliana exprimujicich GFP-FADB2 (fimbrin oznaeny GFP) po
odetreni 100 pM, 250 pM nebo 1 mM kyselinou salicylovou (SA). Zmény aktinového cytoskeletu byly
pozorovdny konfokdlnim mikroskopem v in vivo systému. Béhem nejranéjsi fdze plsobeni (jiz po
nékolika minutdch) SA nastdvaji zmény v organizaci aktinového cytoskeletu. Predevsim v hypokotylech
10ti dennich rostlin dochdzi k rychlé a rozsdhlé depolymeraci aktinu. Tyto vysledky potvrzuji fakt, Ze
aktinovy cytoskelet by mohl hrdt dlohu v signdlni drdze SA a mohl by stat na poldtku kaskddy
signdlnich d&jt vedoucich k obrannym reakcim rostlin. (VSCHT+UK+UEB)

Méreni rigidizatniho dcinku AF* na membrdny rostlinnych bunék. Vysledky pFispivaji k pochopeni
primdrniho mechanizmu, jimz Al*" ionty indukuji zdstavu riistu koFene. Jde o Fadu jevil, které souviseji
s haruenim plazmatické membrdny - jeji rychlou depolarizaci, zvySeni rigidity a inhibici endocytézy.
Tekutost plazmatické membrdny byla studovdna /n vitro mérenim generalizované polarizace

fluorescenéni sondy Laurdan. Aplikace Al-iontl zdroveri s ldtkami zvy3ujicimi fluiditu membrdny méla
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za ndsledek &dsteénou obnovu kofenového rlstu. Rukopis publikace je pripraven k odesldni

mezindrodniho védeckého Easopisu v horizontu 2 mésici. (Schwarzerovd, Havelkovd, Radovan Figer).

Charakterizace Ucinkd ancymidolu: V rdmci studia mechanismd G¢inku vybranych retardantll na
cytoskelet, transport vackl a turnover bunééné stény v kontextu s morfogennimi procesy tabdkové
linie BY-2 byly dokonéeny experimenty, v nichZz byl sledovdn efekt rlstového retardantu (anti-
giberelinu) ancymidolu na bunécnou expanzi rostlinnych bunék. Byl identifikovan dosud nepopsany
d€inek ancymidolu - inhibice syntézy celulézy, odlidnd od mechanismu G¢inkl jiz zndmych inhibitord
syntézy celulézy. Ancymidol tedy vedle tradované inhibice ent-kauren syntézy (a tedy primé blokdady
metabolické drdhy giberelind) miZe v riznych modelovych systémech inhibovat procesy bunééného
ristu a morfogeneze i dalimi cestami (Hofmannovd et al., J Exp Bot 2008). (UK)

Dilci cil VOO4 - Pldany na rok 2009:

» Studium lokalizace a funkce ARP2/3 komplexu v bunikdch BY-2 (UK+zahr.)

> Dokonéeni analyz variability a stability exprese vhesenych reportérovych gent u bunéénych
linii tabdku a u bramboru (UK)

> Dokonceni analyz dlohy aktinového cytoskeletu v somatické embryogenezi smrku (ovlivnéni
maturace embryi plisobenim antiaktinovych drog ) (UK+UEB)

> Sledovdni zmén aktinového cytoskeletu ve vybranych T-DNA mutantech a zdrovefi v suspenzni
bunééné kulture A.t po oSetreni kyselinou salicylovou s pouzitim fluorescenéné znalenych
protildtek (VSCHT+UK+UEB)

Diléi cil VOO5: cCharakterizovat dlohu vybranych signdlnich drah se zifetelem na requlaci

morfogeneze rostlinné buriky

Vyhleddni postupd umoZriyjicich identifikaci a kvantifikaci membrdnovych proteind pomoci hmotnostni
spektrometrie: Slibny pristup ke kvantifikaci membrdnovych proteinii predstavuje metoda iTRAQ
(isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation), v souasné dobé Siroce uzivand pro
kvantifikaci rozpustnych proteind. Principem metody je oznaeni membrdnovych proteint po
specifickém S$tépeni trypsinem isobarickymi znaCkami, které ndsledné umozni ziskat predstavu o
jejich kvantité pomoci hmotnostni spektrometrie. Hlavni vyhodou této techniky je moZnost
modifikovat kazdy peptid ve smési vzniklé proteolytickym Stépenim proteinl, coZz ddvd moZnost
statistického vyhodnoceni namérenych dat. Tuto metodu bychom rddi adaptovali tak, aby byla
vyuzitelnd i pro relativni kvantifikaci integrdinich membrdnovych rostlinnych proteint. (VSCHT) (Toto
téma je zarazeno v pldnech na rok 2008 v dil¢im cili VOO5. Tato kvantifikacni metoda by vSak mohla
byt také zarazena i do dil¢iho cile VOO3 nebo VO04).

Uloha fosfolipidové signdlni drdhy v morfogenezi rostlinnych bunék: Analyzou DNA &ipl CATMA byla
nalezena skupina 84 genli negativné regulovanych n-butanolem v odpovédi na kyselinu salicylovou (SA).

Srovndni téchto genli se skupinou genli reprimovanych v pritomnosti wortmaninu (inhibitor PI4-kinasy)
odhalilo souvislost mezi aktivitou PI4-kinasy (PI4-K) a fosfolipasy D (PLD) béhem odpovédi na SA
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(Krinke et al, Plant Physiology, submitted 2008). V predchdzejicich experimentech (rok 2007) bylo
prokdzdno, Ze n-butanol (blokdtor tvorby kyseliny fosfatidové produkované fosfolipasou D) specificky
blokuje indukci nékterych genli regulovanych kyselinou salicylovou (PRI gen a WRKY38 gen) v bunééné
suspenzni kulture Arabidopsis thaliana. V souladu s programem praci pro rok 2008 bylo potvrzeno, Ze
indukce téchto gent (PRI gen a WRKY38 gen) je snizena v mutantni linii p/dy3 (inserénich mutantd T-
DNA), coZ ukazuje na roli této PIP,-dependentni isoformy PLD v signdlni drdze kyseliny salicylové
(SA). Jako kontrola byl pouZit nefunkcni analog kyseliny salicylové: kyselina 4-hydroxybenzoovd, po
jehoZ aplikaci nedochdzi u divokého typu Arabidopsis thaliana k indukci markerovych genli PRI a
WRKY38. Zapojeni PIP,-independentni isoformy PLD (PLD3, kterd je zdvisld na pridavku kyseliny
olejové) nebylo v signdlni drdze SA zatim spolehlivé prokdzdno. Byla studovdna také tloha fosfolipasy
C specificky $tépici fosfatidylcholin (PC-PLC) v prFenosu signdld brassinosteroidd. Hladina
diacylglycerolu (DAG) byla zvySend jiz 15 minut po oSetfeni bunék tabdkové linie BY-2 0,1uM 24-epi-
brassinolidem. Mutantni rostliny A. thaliana s nefunkénimi geny PCPLC3 a PCPLC4 oSetfené 0,05 puM

vy

brassinolidem se liily od divokého typu vy3$i hustotou laterdlnich kofenl. ZvySend aktivita GUS byla
pozorovdna v korenech, listech a stoncich klicnich rostlin A. thaliana Pecpc3:6US a PeeprcaGUS po
oSetreni brassinolidem. Uvedené vysledky, dosaZené ve spoluprdci s prof. Giintherem Schererem z
Hannoverské university, a ukazujici na Géast PC-PLC v prenosu signdll brassinosteroidt, jsou nyni

pFipraveny k publikaci. (VSCHT+UEB+zahr)

Analyza rodiny fosfolipas D: Byla rozs$ifena bioinformatickd analyza rodiny fosfolipas D (PLD) v
eukaryotnich organismech, analyzovali jsme vyskyt PLD v dalSich modelovych organismech a vytvorili
jsme model 3D struktury katalytického jddra PLD slouZici k predikci sekvenénich motivl s

katalytickou &i regula&ni funkci (UEBY).

Studium interakce riznych isoforem fosfoljpasy D (PLD) s cytoskeletem in vitro: Pokracovala funkéni
analyza PLD v pylu tabdku, podatilo se ziskat kompletni cDNA isoforem NtPLDP1 a NtPLDS a parcidlni
sekvenci isoformy NtPLDZ1. Ve spoluprdci s VSCHT jsme pripravili ve formé rekombinantnich proteind
aktin-vdzajici domény ¢ty riznych isoforem PLD, pro NtPLDP1 jsme také pripravili nékolik variant s
mutacemi v predikovanych vazebnych mistech pro aktin. Na zdkladé mnohocetného prirazeni aktin-
vazajici oblasti PLD totiz usuzujeme, Ze interakce PIP,-dependentni PLD s aktinem pres aktin-vdzajici
oblast je zprostredkovdna pouze nékolika konservovanymi aminokyselinovymi zbytky. Pro vazbu by
mohly byt nezbytné aminokyseliny asparagin (N655 v HsapPLD2) a serin/threonin (5716 v sekvenci
HsapPLD2). Pro mutagenezi byl pouZit postup, pfi kterém se mutace vndsi pomoci primert a ndsledné
PCR. (VSCHT+UEB)

Viiv isoforem PLD na cytoskelet a studium dlohy kyseliny fosfatidové: Ve spoluprdci se skupinou Prof.
Jana Marca (University of Sydney) jsme provedli studii vlivu isoforem PLD na mikrotubuldrni
cytoskelet v burikdch péru zahradniho (A/lium porrum), v sou€asné dobé je odesldna publikace (New
Phytologist). Jelikoz kyselina fosfatidovd (PA) je v burice tvorena také alternativni drahou pomoci
aktivit fosfolipas C a diacylglycerolkinasy (DAGK), zahdjili jsme studium této signdini kaskddy.
Predbézné vysledky farmakologickych experimentl se specifickym inhibitorem DAGK naznalily
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rozdilnou dlohu PA produkovanou touto drahou v porovndni s PA tvorenou pomoci PLD. Testovali jsme
na mikroskopické trovni CLSM moznosti vyuziti oxonolu pro sledovdni zmén membrdnového potencidlu v
pylu tabdku. Pri fluorometrickych pokusech se ukdzalo, Ze pri masovém méreni v kyveté jsou vysledky
pri dosavadnim postupu nednosné variabilni. Analyza zmén fluorescence oxonolu na jednotlivych
laékdch ukazuje, Ze tento pracny pristup je slibny. Tato metodika by méla slouZit ke studiu faktord
ovliviiujicich membrdnovy potencidl béhem intenzivni bunécné sekrece - zvl. ve vztahu k aktivité
NADPH oxiddz. (UEB+VSCHT+zahr)

Ddle:

- byly klonovdny kompletni cDNA dvou novych isoforem PLD z Arabidopsis (PLDbetal a PLDbeta2);

- probihd genotypovdni a mnoZeni mutantl Arabidopsis s T-DNA-inserci ve &tyfech rlznych
isoformdch PLD a ve tfech genech kddujicich PA fosfatdzy (PAP); nékteré geny jsou zastoupeny vice
inserénimi liniemi. Cilem je ziskat spolehlivy homozygotni materidl (zatim ziskan pro 1 PAP linii);

- byla rozpracovdna podrobnd bioinformatickd analyza PAP genli u eukaryot. Byl ziskdn kvasinkovy
mutant s defektem PAP, ktery vykazuje termosensitivni rist a bude vyuZit pro pokusy
s komplementaci tabdkovou cDNA;

- pokracovala charakterizace role PAP /n vivo v ristu pylové lacky tabdku s vyuZitim inhibitord
fenylglyoxalu a NEM. Byly provedeny predbézné pokusy o vizualizaci aktinového cytoskeletu v
rostoucim pylu po ovlivnéni inhibitory, a byly provedeny TLC-analyzy lipidd v Id¢kdch ovlivnénych
inhibitory PAP. Byl rovnéZz charakterizovdn vliv inhibice PAP v pylovych ldékdch tabdku pomoci
antisense oligonukleotidd;

- byl pripraven konstrukt pro expresi YFP-znaceného PAP pod kontrolou pylového promotoru;

- pokusy o pripravu protildtek proti PAP nebyly Uspésné, protoze se nepodarilo dosdhnout uspokojivé
exprese antigenu v bakteriich zrejmé pro jeho hydrofobni povahu;

- byla testovdna moznost vyuziti oxonolu jako fluorescenéni préby/markeru pro sledovani relativnich
zmén membrdnového potencildlu v suspenzi rostoucich pylovych la¢ek tabdku v odpovédi na riznd
farmakologicka ovlivnéni. Pres silnou autofluorescenci exiny pylovych zrn bylo mozno sledovat
fluorescenci oxonolu. Variabilita jednotlivych méreni je ovdem znacnd a proto byla provérena moznost

sledovat dynamiku signdlu na 3pi&ce jednotlivych ld&ek pomoci konfokdlni mikroskopie. (UK+UEB)

Studium dcasti PLD v signdini drdze cytokinind: Ke studiu byly vyuZity transgenni rostliny A.thaliana se
zvySenou expresi genu /pt pro biosyntézu cytokinind. OSetfeni téchto, diky zvySenému obsahu
cytokininli, zakrslych rostlin n-butanolem, vedlo k &dsteénému ,osvobozeni" fenotypu. Rostliny byly
vétsi a mély delsi koreny. Tento vysledek podporuje hypotézu predpoklddajici Gcast fosfolipasy D
v mechanizmu G&inku cytokinini. (VSCHT+UEB+MU)

Analyza struktury a funkce proteini AHP, dcastnicich se prenosu cytokinového signdlu: Exprese a
purifikace vétdiny AHP proteind ve formé fdzniho proteinu s His-kotvi¢kou byla jiz dFive dspésné
optimalizovdna. ProtoZe se v3ak jednd o proteiny, kde je funkéni aminokyselinou histidin, rozhodli jsme
se pro funk¢ni analyzy pripravit proteiny v ,Cisté formé", tedy bez jakékoliv fuzni kotvicky. Pouzitd

technologie ,.gateway" vsak ukdzala své limity, hlavné co se tykd miry exprese. Proteiny byly
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produkovdny v mnohem mensi mife, coz se pro purifikaci technikami klasické chromatografie ukdzalo
byt nedostatecné. V soucasné dobé klonujeme geny pro AHP proteiny do klasickych expresnich
vektord. K purifikaci proteind metodou klasickych chromatografii bez fdznich kotviéek je potfeba mit
detekéni systém. K tomu by ndm mély slouzit monoklondlni protildtky, které jsme pripravili (proti
AHP2 a AHP5). U rekombinantnich AHP proteinli majicich fiuzni His-kotvicku (AHP1,2,3,5) byly
zahdjeny prdce na optimalizaci krystalizacnich podminek. Nejlepsi homogenitu vykazoval protein
AHP1, ze kterého se ndm podarilo pripravit malé krystalky. Pracujeme také na genetické analyze
funkce AHP proteinli pomoci analyzy jednoduchych a nékolikandsobnych mutantl. Pro funkéni analyzu
pFipravujeme transgenni linie exprimujici AHP proteiny v translaéni fazi s fluoreskujicimi proteiny pod

vlastnim promotorem. (MU)

Role predpokiddané receptorové histidinkinasy CKI1 v regulaci vaimdni cytokinind u rostlin, priprava
homozygotnich linii se snizenou expresi CKII a jejich fenotypovd analyza: Béhem roku 2008 jsme
provadéli analyzu fenotypu transgennich rostlin se snizenou expresi genu CKIZ Provedli jsme analyzu
tvorby homodimert CKI1 /n planta. Podarilo se prokdzat dimerizaci CKI1 v listech tabdku. V sou¢asné
dobé pracujeme na pripravé rukopisu. V roce 2008 byla také ve spoluprdci s laboratofi Ildoo Hwanga
(Korea) poddna prihldska mezindrodniho patentu na téma vyuZziti genetickych modifikaci cytokininovych

receptorl pro regulaci tvorby biomasy u rostlin. (MU+zahr)

Priprava EMS-knihovny pro detekci mutantd se zménou exprese genu CKII. vroce 2008 jsme ddle
pracovali ha shrnuti dosavadnich vysledki a dal3i genetické analyze identifikovanych mutantd. Podarilo
se ndm ziskat zajimavého mutanta se zménou exprese CKIIa morfologickymi i fyziologickymi defekty.
V souéasnosti pracujeme na hrubém mapovdni a dal$i podrobnéjsi analyze jeho fenotypu (citlivost

k hormonlim, fyziologické zmény, atd. (MU)

Analyza struktury a funkce prijimacové domény CKII a analyza odpovédi proteomu Arabidopsis na
hormondlini signdly. Pomoci difrakéni krystalografie se ndm podarilo urcit strukturu prijimacové
domény CKI1 (CKIlpp) s rozliSenim 2 A. V pripadé analyzy ranych odpovédi proteomu Arabidopsis na
exogenni cytokininy doslo oproti plvodnimu pldnu ke zpozdéni kvili odchodu Pavliny Kovdrové na
materskou dovolenou. V soucasné dobé pracujeme na dokoneni vysledkl analyz a jejich pripravé
k publikaci. (MV)

Analyza interakci cytokinind a auxing a jejich role v organogenezi rostlin de novo: V nadi dal$i préci
jsme pomoci tzv. hypokotylového testu zjistili, Zze auxiny, nikoliv viak cytokininy, jsou schopny
indukovat tvorbu novych orgdni (de novo organogenezi) v hypokotylovych explantdtech Arabidopsis
thaliana in vitro. Zjistili jsme také, Ze auxiny indukuji tvorbu endogennich cytokinind, které pak
ovliviiuji tvorbu auxinovych maxim prosttednictvim regulace exprese auxinovych prenaseld z rodiny
PIN a podstatnym zplsobem tak ovliviuji organogenezi rostlin. Zjistili jsme také, Ze tyto mechanismy
se uplatfiuji i v regulaci rastu kofene Arabidopsis. Tyto poznatky zdsadnim zplsobem pFispivaji k
porozuméni vzdjemné interakce cytokinind a auxin béhem vyvojovych programi Fidicich morfogenezi
rostlin. Nase vysledky byly prijaty k publikaci v Proceedings of the National Academy of Science of
the U.5.A. (Pernisovd et al., PNAS 2009). (MU+UEB)
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Studium interakce cytokinind a svétla v regulaci morfogeneze u Arabidopsis thaliana: Byla provedena
analyza vlivu zvySeni endogennich hladin cytokinin na vyvoj semendckl Arabidopsis thaliana
kultivovanych ve tmé. Bylo zji§téno, Ze jiZz velmi nizké zvySeni hladin endogennich cytokinini je
dostalujici pro iniciaci ¢dste¢né fotomorfogeneze ve tmé. Srovndni provedené proteomické analyzy
této Cdsteéné fotomorfogeneze indukované cytokininy s drive publikovanymi transkriptomickymi
studiemi fotomorfogeneze indukované svétlem vedlo k identifikaci genli, které jsou regulovdny shodné
obéma stimuly (Lochmanovd et al., J. Exp. Bot. 2008). (MZLU+MU)

Wvoj redinych antagonistd cytokinind pdsobicich na receptorové drovni: Byl pFipraven a testovdn
purinovy derivat PI-55. Ndsledné byla popsdna schopnost této latky blokovat vazbu prirozeného
ligandu (cytokininu) do vazebného mista cytokininovych receptorii AHK3 a CRE1/AHK4 a blokovat tak
percepci a ndsledné transdukci cytokininového signdlu. Genetické a biochemické pristupy ukdzaly, Ze
primdrnim cilem tohoto antagonisty je receptor CRE1/AHK4, coZ bylo potvrzeno na drovhi /n vivo
pozorovdnim fenotypl typickych pro rostliny se sniZzenou percepci cytokinind. Rostliny odetfené ldtkou
PI-55 mély zkrdcenou dobu kli¢eni a zvétseny korenovy systém. Anti-cytokininova aktivita latky PI-55
byla ddle potvrzena v riiznych cytokininovych biotestech (Spichal et al., FEBS J 2009). (UEB+zahr.)

Studium interakci signdlnich faktord hormondlnich (cytokininy, auxiny, gibbereliny) a non-hormondinich
(cukry): Regulaéni mechanismy morfogeneze hliz byly studovdany na modelové mutantni linii bramboru s
vysokou tendenci k tvorbé hliz i za neindukénich podminek. Provedené analyzy ukdzaly, Ze kli¢ovou roli
v procesu tvorby hliz hraji nejen interni hladiny sacharidi, ale zejména jejich relativni dostupnost a
celkovy redoxni stav rostliny. Chovdni mutantni linie ddle ukdzalo, Ze silné negativni reguldtory
tuberizace, gibereliny, nejsou centrdlni jednotici slozkou mnoholetnych signdlnich drah vedoucich
k indukci tvorby hliz, ale jejich inhibic¢ni Gcinek spoéivd v blokovdni vlastniho morfogenetického
procesu premény podzemniho stonku, stolonu, v hlizu (Fischer et al., BMC Plant Biology 2008).
(UK+zahr.)

Charakterizace programované bunécné smrti u rostlin: DuleZitym faktorem morfogeneze rostlinnych
pletiv a orgdnl a soulasné kli¢ovym mechanismem reakci rostlin na bioticky a abioticky stres je
programovand bunéénd smrt (PCD). Analyzy indukénich faktorl a moZnosti detekce PCD provddéné
zejména na modelové linii BY-2 prinesly velmi zajimavé zjisténi vedouci k nutnosti &dsteéného
prehodnoceni dostupnych literdrnich ddajt o PCD u rostlin. I v intaktnich rostlinnych burikdch je totiz
pritomen kompletni enzymaticky apardt vedouci po mechanické desintegraci bunék k rychlé degradaci
bunééného obsahu. Tato degradace je doprovdzena internukleosomdlni fragmentaci genomové DNA,
jez byla dosud povaZovdna za typicky symptom apoptotické PCD (Kuthanovad et al., J Exp Bot 2008).
Indukce PCD zdvisi kromé mnoha jinych faktort i na fdzi bunééného cyklu, v niz se rostlinnd butika
nachdzi v okamziku plsobeni indukéniho signdlu. Srovndnim literdrnich Gdaji s vysledky ziskanymi pFi
indukci PCD ionty kadmia jasné ukdzaly, Ze jednotlivé indukéni drdhy se v tomto ohledu velmi vyznamné
odliduji. Narozdil od PCD indukované patogeny &i fytohormony (napf. pri diferenciaci trachedlnich
elementd), po plsobeni ionty kadmia zfejmé dochdzi k aktivnimu blokovdni indukce PCD v burikdch

nachdzejicich se v 61-fazi bunécného cyklu (Kuthanovd et al. Plant Cell Environ 2008). Tyto vysledky
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budou mj. vyuZity v daldim studiu dlohy riznych cytoskeletdlnich struktur v morfogenezi souvisejici s
PCD (UK+zahr.)

Diléi cil VOO5 - Pldany na rok 2009:

>

Zavedeni metody isobaric Tag for Relative and Absolute Quntitation (iTRAQ) pro relativni
kvantifikaci membrdnovych rostlinnych proteind. Zamérime se na optimalizaci pFipravy vzorku

pro méfeni hmotnostni spektrometrii. (VSCHT)

Lokalizace isoforem PLD p1 a & v rostouci pylové lda¢ce tabdku, zejména pomoci GFP-fiznich

proteind, respektive protildtek jiz pripravenych proti NtPLD3. (UEB)

Analyza dynamiky fosfolipidli béhem kliceni a rastu pylové lacky, s dirazem na produkty
studovanych signdlnich enzymii (PLD, PC-PLC, PAP, DAGK) - viz dil&i cil VOO3

Dokonleni studia prFimé interakce pripravenych rekombinantnich GST-flznich proteint
s aktinem (publikace vysledk{) (VSCHT+UEB)

Dokonceni studie aktin-vdzajich domén u PLD (také priprava prehledné kapitoly o signalizaci v
bunééné sekreci rostlin. Charakterizace a analyza PLD na modelu pérku a jejich vlivu na
dynamiku cytoskeletu (UEB+VSCHT +zahr) (spadd i do diléich cild VOO4 a VOO5)

Podrobnou fylogenomickd analyza diacylglycerolkinasy v ramci eukaryotické rise (UK)

Charakterizace linii Arabidopsis nesoucich T-DNA inserce v genech pro PLD a PAP, zejména

s ohledem na reakci na stresové podminky - pokracovani (UK)

Komplementace kvasinkového PAP-mutanta tabdkovou PAP-cDNA, véetné charakterizace vlivu

transformace na sloZeni lipidd pomoci TLC (UK)
Dokonéeni bioinformatické studie o evoluci PAP (UK)

Analyza dynamiky fosfolipidi béhem kliceni a ristu pylové ldcky, s dlrazem na produkty
studovanych signdlnich enzymt (PLD, PC-PLC, PAP, DAGK) - viz dil&i cil VOO3

P¥iprava a charakterizace dvojitych mutantl PC-PLC T-DNA u A. thaliana (JEB)

Studium G&asti PLD v signdini drdze cytokinind - pokra&ovdni (UEB+VSCHT+MU)

Dokoneni praci na analyze ranych odpovédi proteomu Arabidopsis na cytokininové plisobeni
(ML)

Dokonceni strukturni analyzy prijimacové domény CKI1 (MU)

Genetické a molekuldrné-biologické studie funkci protein AHP pFi pFenosu cytokininového
signdlu (struktura AHP proteind a jeji vyznam v determinaci specifity cytokininovych
signdlnich drah) - pokraéovdni (MU)

Genetickd analyza mutantl se zménou exprese CKII - pokraovdni (MU)

Studium interakce cytokinind a svétla v regulaci morfogeneze u Arabidopsis thaliana -
pokracovani (MZLU)
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> Pokradovdni ve vyvoji novych cytokininovych antagonistli, jejichz mechanismem dé&inku je
blokovdni percepce cytokinini a studium jejich d€inku /n vivo na fenotyp hospoddrsky
vyznamnych rostlin, predeviim G&inku na kli¢eni semen (UEB)

> Analyzy funkce hybridnich prolinem-bohatych proteind u buné¢né suspenze tabdku BY-2 a
bramboru (UK)

> Ovéreni potencidlni dlohy jaderného skeletu ve stresové - morfogenni reakci tabdkovych
bunéénych linii (UK)

Diléi cil VOO7: Poznat a charakterizovat mechanizmy homeostdze fytohormont auxinového a

cytokininového typu ve vztahu k regulaci morfogeneze

Biosyntéza cytokinini v modelovém materidlu - mechu Physcomitrella patens: Pomoci LC-MS analyzy
byl porovndn obsah a zastoupeni cytokinind v pletivech mutantnich rostlin nadprodukujicich cytokininy
s obsahem a zastoupenim cytokinind v tRNA téchto mecht. Vysledky ukazuji na pfitomnost a podobné
procentuelni zastoupeni cytokininl, pfedevéim cis-zeatinového typu v obou vzorcich. Toto zjistént,
spolecné se skutelnosti, ze P. patens disponuje pouze tRNA-IPT (PpIPT1), potvrzuje hypotézu, Ze u
tohoto mechu je hlavnim mechanismem biogeneze cytokinini jejich uvolnéni z degradadované tRNA.
Toto tvrzeni také doklddda fakt, Ze ApIPTI gen je ve zvySené mire exprimovany v cytokininy-
nadprodukujicim mutantovi za indukénich podminek, stejné jako v cytokinin-deficientnim mutantovi
exprimujicim AfCKX2 (Yevdakova et al. J Plant Growth Regul 2008). (UEB+zahr)

Metabolické drdhy a fyziologické ucinky cis-zeatinu: U zvolenych modelovych rostlin s vysokym
obsahem derivatl cis-zeatinu (oves, tabdk) byly studovdny metabolické drdhy a fyziologické G&inky
tohoto cytokininu. S pouZitim radioaktivné znaleného [*H]cisZ byly zjistény vyrazné rozdily jeho
metabolismu u obou rostlinnych materidld; v souladu s vysledky analyz endogennich CK byly v listech
ovsa detekovdny cisZ-O-glukosidy a v listech tabdku c¢/isZ-N7-glukosidy jako prevaZujici tritiované
metabolity aplikovaného [*H]cisZ. Metabolismus [*H]cisZ se u ovsa i tabdku znaéné ligil od
metabolismu [*H]transZ, shodné viak byla v pFipadé obou isomerli zjigténa pomérné intenzivni
degradace ha adenin/adenosin, kterd byla potvrzena i stanovenim vysoké aktivity CKX v testech in
vitro (GajdoSovd et al. 2008 - abstrakt). (UEB)

Charakterizace vztahu mezi aktivitou cytokininoxiddzy/dehydrogendzy a morfogenezi: V AYCKX-
transformovanych rostlindch bramboru péstovanych v podminkdch /n vitro bylo zjisténo zvySeni
aktivity cytokininoxiddzy/dehydrogendzy (CKX) vedouci k redukci obsahu endogennich cytokinina (CK)
a ndsledné k ovlivnéni specifickych morfogennich procest. Transgenni CK-deficitni rostliny vykazovaly
Siroké spektrum fenotypovych zmén véetné zkrdceni vyhoni, iniciace tvorby stolond a vy3$i produkce
hliz. U kontrolnich i AtCKX-transformovanych rostlin byl zaznamendn vyrazny dcinek exogenné
aplikované TAA na zmény pomérnych koncentraci CK a auxind a v disledku vychyleni hormondlni
rovnovdhy ve prospéch auxinl téZ na jejich morfogenezi (stimulace tvorby kofend, u transformantd

mirnd inhibice tuberizace; Dragi¢evi¢ et al. 2008 - abstrakt). V pravokorennych AtCKX-
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transformovanych rostlindch tabdku fenotypové zmény vyvolané zvySenou aktivitou CKX a snizenim
obsahu CK zahrnovaly zejména zpomaleni vyvoje a odddleni senescence a byly spojeny téZ se zvySenim

aktivity antioxidaéniho systému (Mytinova et al., rukopis odesldn).

Charakterizace vztahu mezi aktivitou cytokininoxiddzy/dehydrogendzy a senescenci: Byla prokdzdna
zdvislost rychlosti senescence (stdrnuti) zatemnéné délohy tykve na svételném reZimu protistojné
pdrové délohy. Vyrazné zvySeni rychlosti senescence charakterizované zménami struktury déloh,
naru$enim ultrastruktury chloroplastd, snizenim rychlosti fotosyntézy a aktivity PSII bylo zji§téno po
plsobeni tmy na obé délohy. Sou¢asné byl v obou délohdch silné sniZzen obsah cytokinint a auxinu. PFi
zatemnéni pouze jedné z déloh bylo sniZeni hladin CK a auxinu v zatemnéné déloze mnohem mirnéjsi.
Je zfejmé, Ze rychlost senescence indukovand plsobenim tmy na jednu z déloh je zdvisld na svételném
rezimu druhé z obou déloh. Positivni korelace poklesu endogennich CK a aktivity CKX svéd¢i o Ucasti
tohoto enzymu v mechanismech regulujicich progres senescence v individudliné zatemnénych délohdch
(Ananieva et al., Physiol Plant 2008).

Vztah mezi metabolismem cytokinini a stresem: Byla stanovena exprese viech genli pro biosyntézu
volnych cytokininG (A*IPT)a véech genl pro cytokininoxiddzy/dehydrogendzy (A+CKX) v apexu, listech
riZice a kofenech Arabidopsis thaliana za kontrolnich kultivaénich podminek a béhem teplotniho
stresu (40°C po 0,5, 2 a 6 hodindch). Nejvice exprimovand byla AtIPT3. Je zajimavé, Ze jeji nejvyssi
expresi jsme zaznamenali v korenech a relativné nejnizsi v apexu, kde oviem byl zdaleka nejvy3si obsah
bioaktivnich cytokinind. Z genll pro CKX byla nejvy3si exprese v apexu a v listech zjisténa u AtCKX5 a
ATCKX6. VySe zminéné geny byly lokalizovdny predevsim ve floému. Ziskané vysledky naznauji jak
dlleZitost transportu cytokinini cévnimi svazky, tak existenci velmi efektivnich mechanismd regulace

jejich hladin v priibéhu tohoto transportu. (UEB)

Porovndni dcinku n-butanolu a metyl-2-propanolu na hladiny cytokinini v suspensi BY-2: Pokud byly oba
alkoholy aplikovdny na poédtku kultivace, do$lo k poklesu ristu a déleni bunék, korelujicimu se snizenim
hladiny bioaktivnich cytokininl. Tento pokles byl vyraznéjsi v pripadé n-butanolu, kompetitivniho
inhibitoru fosfolipdzy D. Pokud byl alkohol pridan az v exponencidlni fazi, doslo po aplikaci n-butanolu
k poklesu jak bioaktivnich cytokining, tak jejich prekursord - fosfdatd cytokinint. V pripadé isobutanolu
byl pozorovdn naopak ndrist. Zrejmé se jednd o aktivaci metabolismu plisobenim mirného stresu.
P¥itomnost stresu je indikovdna snizenim ndristu biomasy. (UEB+VSCHT) (spadd i do dil¢iho cile
VOO0b5)

Analyza interakci mezi endogennimi hladinami cytokinind a tvorbou lokdinich auxinovych maxim béhem
vyvoje korene u Arabidopsis : Na poldtku roku se ndm podarilo publikovat prvni vysledky naznacujici
moznou interakci mezi hladinami endogennich cytokinind a distribuci auxinl béhem vyvoje kofene u
Arabidopsis (Kuderovd et al., Plant Cell Physiol 2008). Zjistili jsme, Ze hladina endogennich cytokinin
se méni béhem prvnich dni vyvoje hlavniho korfenového meristému a Ze se také méni citlivost
k hladindm endogennich cytokinind. Tyto vysledky ukdzaly na moZny vliv endogennich cytokinini na
distribuci auxinli béhem vyvoje rostlin a byly ddle rozpracovdny v navazujici publikaci (Pernisovd et al.,
viz vyZe - diléi cil VOO5). (MU+UEB)
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Stanoveni molekuldrni determinace substrdtové specifity u p-glukoziddzy Zm-p60.1 metodami mistné
cilené mutageneze a enzymové kinetiky s cilem prispét k porozuméni mechanizmim uréujicim jeji
aktivitu vici O-glukozidim cytokining (pokracovdni): Byly ziskdny nové poznatky o (loze klastru
hydrofobnich  aminokyselinovych  zbytkli  F193-F200-W373-F461 v molekuldrni  determinaci
enzymatického G&innosti B-glukoziddzy Zm-p60.1, kterd uvolfiuje aktivni formy cytokinind z jejich
zdsobnich forem - O-glukozidl. Bylo prokdzdno, Ze zbytky F193 a W373 prispivaji kli¢ovou mérou jak
k determinaci specificity vi¢i aglykonové &dsti substrdtu, tak k vysi &isla premény enzymu. Vliv W373
na Cislo premény nebyl drive popsdn. Bylo ukdzdno, Zze F193 minimalizuje vazbu substrdtu k enzymu
v neproduktivnim modu a s tim spojenou inhibici enzymatické aktivity molekulou substrdtu (Dopitova et
al., FEBS J, 2008). (MZLU+MU)

Charakterizace ucinku presmérovani B-glukoziddzy Zm-p60.1 z plastidi/chloroplastd do vakuoly na
homeostdzi cytokinind a pripadné ovlivnéni hladin auxinu a kyseliny abscisové (pokracovdni): Byl
podrobné charakterizovdn vliv sou¢asné ektopické exprese Zm-p60.1 smérované do chloroplastl a
vakuoly v transgennich rostlindch tabdku. Probihd konstrukce transgennich rostlin umoZiujicich
expresi nativni chloroplastové chimérni vakuoldrni verze Zm-p60.1 v Arabidopsis thaliana.
(MZLU+UEB)

Nové strukturni derivdty cytokinind: Byly pFipraveny nové strukturni derivdty cytokinint odvozené od
6-anilinopurinu a byla popsdna jejich schopnost inhibovat aktivitu kli¢ového enzymu degradace
cytokininG cytokininoxiddzy/dehydrogendzy (CKX) so Fdd silnéjsi d¢inosti, nez-li dosud zndme
inhibitory CKX, jako napt. thidiazuron. Na 19 nové pripravenych latkdch byla provedena studie vztahu
mezi jejich strukturou a aktivitou. Ddle byla studovdna schopnost téchto Idtek aktivovat cytokininovou
signdlni drdhu skrze receptory AHK3 a CRE1/AHK4 a aktivita v klasickych cytokininovych biotestech
(Zatloukal et al., Bioorg. Med. Chem. 2008). (UEB)

Diléi cil VOO7 - Pliny na rok 2009:

> Dokonéeni experimentd, v nichZ bude sledovdn vliv zvy$ené exprese CKX genu (AtCKX1, 2) na
zmény v hormondini rovnovdze a specifikovdn vztah k fenotypu rostlin; stanoveni a porovnadni
Ucinku exogenné aplikovanych bioaktivnich latek (CK, auxiny aj.) na morfogenezi a stdrnuti
v kontrolnich rostlindch a rostlindch se snizenou hladinou CK (AtCKX; brambor, tabdk) (UEB)

> Provéreni biologickych Gcinkl CK typu cis- a trans-zeatinu (vliv na morfogenezi, senescenci,
bunééné déleni), specifikace metabolickych drah a zhodnoceni fyziologického vyznamu téchto
|dtek v rostlindch (UEB)

> Dokonceni studie vlivu teplotniho stresu na A. thaliana (dynamika aktivity CKX, kvantifikace
exprese genll pro fosfolipasy v pribéhu teplotniho stresu) (UEB) (spadd i do diléiho cile
VOO0b5)

> OvéFeni G¢inkd n-butanolu a isobutanolu na hladiny cytokininl v suspenzi bunék BY-2
(UEB+VSCHT) (spadd i do dil&iho cile VOO5)
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» Vyhodnoceni vlivu stimulace exprese SHO a IPT na hladiny endogennich cytokinind
(UEB+MZLU)

> Studium potencidlni funkce CK v komunikaci mezi délohami a primdrnimi listy tykve v rdmci
sledovdni hormondIné zprostredkovanych komunikaci mezi orgdny rostlin pri lokdini indukci
senescence plisobenim tmy (UEB)

> Studium d&inku /n vivo inhibitord cytokininoxiddzy/dehydrogendzy, pFipravenych v pFedchozim
roce, na fenotyp hospoddrsky vyznamnych rostlin (UEB)

> Purifikace rekombinantnich isopentenyltransferdz z Arabidopsis thaliana pro biosyntézu
cytokininli de novo, studium jejich substrdtové specifity a vyvoj inhibitord biosyntézy
cytokinini (UEB)

> Vyzkum modulace substrdtové specifity u B-glukosiddzy Zm-p60.1 pomoci raciondIniho designu
a rizené evoluce s cilem identifikovat funkéni klastry aminokyselin v pozicich zajist'ujicich
interakci s cytokininy (MZLU)

> Charakterizace G€inku presmérovdni B-glukoziddzy Zm-p60.1 z plastidd/chloroplastl do
vakuoly na homeostdzi cytokinind a pripadné ovlivnéni hladin auxinu a kyseliny abscisové -
pokracovdni (MZLU)

Diléi cil VOO6: Zavést a optimalizovat optické metody lokdlni detekce fyzikdlné-chemickych

veliéin s velmi _jemnym prostorovym rozloZenim pro studium bunéénych struktur

- Pro vldknové-optické (mikro)sondy pH byly pripraveny vldknové tapery o nejmensim priméru Spi¢ky 3

um s dobrymi mechanickymi vlastnostmi. (UFE)

- Na kvalitni éela vldknovych tapert (opracovand CO2 laserem) byl imobilizovdn pomoci metody sol-gel
prevodnik pro detekci pH (BCECF), ktery zaru€uje limit detekce 0,1 pH v rozsahu pH od 5 do 7. (UFE)

- Pomoci taperovanych vildken byla namérena optickd odezva na zménu pH v rozsahu <5; 7>
z mikroskopickych prepardtl buné&né kultury. (UFE)

- Byly provedeny predbéiné experimenty s vyvinutymi iontové-selektivnimi antimonovymi
mikroelektrodami, které by potencidlné mohly byt alternativnim reSenim detekce intraceluldrniho pH.
(UFE)

- V rdmci spoluprdce s UEB (Dr.Petrdsek) byla vyvinuta origindlni metoda pro charakterizaci distribuce

fluorescentnich dopantl ve skelnych matricich optickych vldken (preforem) pomoci konfokdlni
mikroskopie. (UFE+UEB)

Dilei cil VOO6 - Pliny na rok 2009:
> Navrhnout a pripravit taperované vidknové detekéni elementy s pokryvem tenké ochranné
metalické vrstvy (UFE)
> S pomoci pripravenych jedno- nebo mnoho-vidovych komponent realizovat optickou sestavu pro

méFeni pH s jemnym prostorovym rozlisenim (UFE)
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> Testovat vldknové-optickou a alternativné elektrochemickou detekci na bunéénych kulturdch

s cilem dosaZeni co nejlepsi citlivosti (UFE+UEB).

3.  Persondlni zajisténi (zminény pouze zmény)

UEB: K FeSitelskému tyme se pridala nové nastoupivii postgradudini studentka - ing. Eva Zizkovd. Mgr. Adrianu
Jelinkovou-Cernou po jejim odchodu na matefskou dovolenou nahradil RNDr. Ji¥i Libus, Ph.D. Od zd¥i 2008
nastoupila do tymu Mgr. Hana Luksanovd, PhD.

UK: Mzda doktoranda Mgr. Ivana Kulicha byla v r. 2008 financovdna z instituciondlnich prostfedki (vyzkumny
zdmér), ale na Feeni problematiky Centra se naddle podili. Uvazek plvodné pldnovany pro Mgr. Jindrisku
Figerovou, Ph.D. byl po pfechodném zaméstndni dvou studentdi PGS, Mgr. Lenky Dvordkové a Mgr. Miroslava Srby,
uvolnén pro prijeti nové pracovnice ing. Yvetty Sefrnové, nezatizené daldimi studijnimi povinnostmi (jeji ndstup se
z rodinnych diivodl posunul a na leden 2009).

MU: V porovndni s koncem roku 2007 doslo v roce 2008 k nékolika zméndm. Pavlina Kovdrovd odesla na materskou
dovolenou, naopak se platnym ¢&lenem tymu stal Jakub Hordk, ktery se okamZité po svém prichodu zapojil do pInéni
vyzkumnych Gkoll Centra. Martina Vdlkovd je dlouhodobé nemocnd, proto byla na jeji misto pFijata Romana
Dobe3ova.

VSCHT: Ing I. Du%i odesla k 31.12. 2007. Na jeji misto byla pFijata na dva mésice (leden -Gnor 2008) Bc. Hana
Navarovd. 1.3. 2008 nastoupila misto ni Ing. Barbora Jindrichovd, kterd odesla k 31.8. 2008. PharmDr. JindFiska
Matougkovd nastoupila 1.9. 2008.

MZLU: Zddné zmény

UFE: Cinnost ukongili : Jana Skokdnkovd-Probostovd - (vazek hrazeny ze zdroj& mimo Centrum - z diivodu
mater'ské a rodicovské dovolené a Petr Tobiska - dvazek hrazeny ze zdroji mimo Centrum z divodu organizaéniho

prefazeni. Jeho prdci prevezme Tomds Martan.

4.  Mezindrodni spoluprdce; nové i jiz drive navazané, které aktivné pokracuji

Nové spoluprace:

- Univ. of Bern, Svycarsko; Prof. Cris Kuhlemeier, mechanismus poldrniho transportu auxinu (UEB)

- Univ. of Leeds; Dr. Andrew Cuming a David Cove, experimentdlni vyuziti modelu mechu Physcomitrella patens.
(UEB, UK)

- Univ. Tel Aviv, Izrael; skupina S. Yalovského (UK)

- IPK Gatersleben, Némecko; Dr. Udo Conrad (MU)

- VIB, University of Ghent, Belgie; Dr. Geert De Jaeger (MU)

- VIB, University of Ghent, Belgie; Dr.Tom Beeckman (MU)

- Imperial College of London, Velkd Britdnie; Dr. Colin Turnbull - spoluprdce v rdmci doktorské prdce N. Young -
lokalizace PIN1 pfi studiu apikdlni dominance u rms mutantl hrachu. Vyména experimentdiniho materidlu

(MZLUV)
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- University Pecs - Pecs, Madarsko; elektrochemickad detekce pH (mikroelektrody) (UFE)

Pokracujici spoluprace:

- VIB, Department of Plant Systems Biology, Ghent University, Belgie; Prof. Jifi Friml a Dr. Eva Benkovd; poldrni

transport auxinu; probihd vzdjemnd vyména experimentdlniho materidlu, spolené publikace (UEB, UK, MU,

MZLV)

- Univ. of Hannover, Némecko; Prof. Giinther Scherer: v pfipravé je spole¢nd publikace - Rinukshi Wimalasekera,

Premysl Pejchar, André Holk, Jan Martinec, and Giinther F. E. Scherer: A plant phosphatidylcholine-
hydrolyzing phospholipase C with roles in root development and brassinolide signaling in Arabidopsis thaliana
(UEB)

Horticulture Research International/University of Warwick, Wellesbourne, Velkd Britdnie; Prof. Richard M.
Napier; problematika receptort pro auxiny a transportu auxinéi, spoleZné publikace (UEB)

Plant Science Department, University of Connecticut, Storrs, CT, USA; Prof. Richard McAvoy.

University of Kwazulu-Natal, Research Centre for Plant Growth and Development, Jizni Afrika; Prof. Johannes
Van Staden: Nové riistové Idtky rostlin (UEB)

Purdue University, Dept. of Horticulture, West Lafayette, USA; Prof. Angus Murphy a Wendy Peer:
Mechanismus transportu auxinu, vyména experientdlniho materidlu a spoleZnd publikace (UEB)

Univ. Ghent, Faculty of Science, Ghent. Belgie; Prof. Dominique Van Der Straeten: Prenos a .cross-talk"

hormondlnich signdl&. (UEB)

- Institute for Biology/Applied Genetics, Free University in Berlin, Némecko (UEB)

- Biocenter Klein Flottbek and Botanical Garden, University of Hamburg, Némecko (OEB)

University of Belgrade, Faculty of Biology (Dr. I. Dragifevi¢) and Institute for Biological Research (Dr. S.
Ninkovié), Bélehrad, Srbsko: morfologické vlastnosti a metabolismus fytohormonii v transgennich rostlindch

bramboru exprimujicich A7CkX geny (UEB)

- Institute of Plant Sciences, ETH Zurich, Switzerland (prof. W. Gruissem) : exprese isopentenyltransferas v

rostlinnych bufikdch a jeji fyziologické projevy (UEB)

- Institute of Plant Physiology, Bulgarian Academy of Sciences, Sofie, Bulharsko (Dr. K. Ananieva): metabolismus

cytokinind a exprese gend v pribéhu indukované senescence a ndsledném zotaveni v délohdch tykve - Priorini
projekt dvoustranné smluvni spoluprdce mezi Bulhaskou akademii véd a AV CR (UEB)
Oregon State University, USA; laboratof J. Fowlera, spoluptrdce podporovand rovnéZz grantem v rdmci

programu KONTAKT (UEB, UK)

- University of Sydney, Austrdlie; Dr. Jan Marc, fosfolipasa D a cytoskelet (UEB, UK)

- Universitdt Karlsruhe, Botanisches Institut 1, Némecko, Prof. Peter Nick, spoluprdce pri vyzkumu cytoskeletu a

programované bunééné smrti; probihd vzdjemnd vyména experimentdlniho materidlu; spoleéné publikace (UK)

- Centre de Recherche Public - Gabriel Lippmann, Agricultural and Forest Biotechnologies, Dr. Jean-Farncois

Hausmann, metodickd spoluprdce na drovni proteomickych analyz;spoleéné publikace (UK)

- Pohang University of Science and Technology, Korea); Prof. Ildoo Hwang (MU)

- Laboratoire de Physiologie Cellulaire et Moléculaire des Plantes, Université Pierre et Marie Curie-Paris 6/CNRS,

FRE 2846 (VSCHT)
19



- CIS - Institute fiir Microsensorik - Erfurt, Némecko; optickd detekce pH (UFE)

5.  Publikované prace

5.1 élénky v impakfovan?ch Easopisech (uvedeny abecedné podle prvniho autora)

Anahieva K, Ananiev ED, Doncheva S, Georgieva K, Tzvetkova N, Kaminek M, Motyka V: Dobrev P, GajdoSovd S,
Malbeck J.: Senescence progression in a single darkened cotyledon depends on the light status of the other
cotyledon in Cucurbita pepo (zucchini) seedlings: potential involvement of cytokinins and cytokinin
oxidase/dehydrogenase activity. - Physiol. Plant. 134: 609-623, 2008. (UEB+zahr)

IF = 2.192

Benkovd, E. and Hejdtko, J. (2008) Hormone interactions at the root apical meristem, Plant Molecular Biology,
DOT 10.1007/511103-008-9393-6. (MU+zahr)

IF,007 = 3.847

Dhonukshe P, Grigoriev I, Fischer R, Tominaga M, Robinson DG, Hasek J, Paciorek T, Petrdsek J, Seifertovd D,
Tejos R, Meisel LA, ZaZimalovd E, Gadella TWJ Jr, Stierhof Y-D, Ueda T, Oiwa K, Akhmanova A, Brock R,
Spang A and Friml J: Auxin transport inhibitors impair vesicle motility and actin cytoskeleton dynamics in
diverse eukaryotes. - Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 105: 4489-4494, 2008 (UEB+zahr)

IF = 9.598

Dopitovd, R., Mazura, P., Janda, L., Chaloupkovd, R., Jefdbek, P., Damborsky, J., Filipi, T., Kiran, N.S., Brzobohaty,
B.: Functional analysis of the aglycone-binding site of the maize B-glucosidase Zm-p60.1. - FEBS J 275:
6123-6135, 2008 (MZLU+MU)

IF,007 = 3.396

Fischer L, Lipavska H, Hausman JF, Opatrny Z (2008) Morphological and molecular characterization of a
spontaneously tuberizing potato mutant: an insight into the regulatory mechanisms of tuber induction. - BMC
Plant Biology 8: 117, 2008 (UK+zahr.)

IF =3.232

Fischerovd L, Fischer L, Vondrdkovd Z, Vdgner M: Expression of the gene encoding transcription factor PaVP1
differs in Norway spruce embryogenic lines depending on their ability to develop somatic embryos. - Plant
Cell Reports 27:435-441, 2008 (UEB+UK)

IF =1.974

Galichet A*, Hoyerovd K*, Kaminek M, Gruissem W: Farnesylation directs AtIPT3 subcellular localization and
modulates cytokinin biosynthesis in Arabidopsis. - Plant Physiol 146: 1155-1164, 2008 (*joint first authors)
(UEB+zahr)

IF=6,125

Hdla M, Cole R, Synek L, Drdova E, Peéenkovd T, Nordheim A, Lamkemeyer T, Madlung J, Hochholdinger F, Fowler
JE, Zdrsky V: An exocyst complex functions in plant cell growth in Arabidopsis and tobacco. - The Plant Cell
20: 1330-1345, 2008 (UEB+UK+zahr)

IF = 9.65
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Havlovd M, Dobrev PI, Motyka V, Storchovd H, Libus J, Dobrd J, Malbeck J, Gaudinovd A, Vaiikové R: The role
of cytokinins in responses to water-deficit in fobacco plants over-expressing trans-zeatin O-
glucosyltransferase gene under 35S or SAG12 promoters. - Plant Cell Environment 31: 341-353, 2008 (UEB)
IF = 4497

Hofmannova J., Schwarzerovd K., Havelkovd L., Borikovd P., Petrdsek J., Opatrny, Z. A novel, cellulose synthesis
inhibitory action of ancymidol impairs plant cell expansion. - J Exp Bot 59(14): 3963-3974, 2008 (UK)

IF = 3917

Hoyerovd K, Perry L, Hand P, Lafikovd M, Kocdbek T, May S, Kottovd J, Paées J, Napier R, ZaZimalovd E:
Functional characterization of PaLAX1, a putative auxin permease, in heterologous plant systems. - Plant
Physiol. 146: 1128-1141, 2008 (UK+zahr.)

IF = 6,125

Kuderovd, A., Urbdnkovd, I., Vdlkovd, M., Malbeck, J., Brzobohaty, B., Némethovd, D., and Hejdtko, J.: Effects of
conditional IPT-dependent cytokinin overproduction on root architecture of Arabidopsis seedlings. - Plant
Cell Physiol 49: 570-582, 2008 (MU+MZLUV)

IF,007 = 3.654

Kuthanovd A, Fischer L*, Nick P, Opatrny O (2008) Cell cycle phase-specific death response of tobacco BY-2 cell
line to cadmium treatment. - Plant Cell Environ 31:1634-1643, 2008 (UK+zahr)
IF = 4497

Kuthanovd A, Opatrny Z, Fischer L Is internucleosomal DNA fragmentation an indicator of programmed cell
death in plant cells? - J Exp Bot 59: 2233-2240, 2008 (UK)
IF = 3917

Lochmanovd, 6., Zdréhal, Z., Kone&nd, H., Koukalovd, S., Malbeck, J., Sou&ek, P., Vdlkovd, M., Kiran, N.S.,
Brzobohaty, B.: Cytokinin-induced photomorphogenesis in dark-grown Arabidopsis. a proteomic analysis. - J
Exp Bot 59: 3705-3719, 2008 (MZLU+MU)

IFz007 = 3.917

Mravec J, Kube$ M, Bielach A, Gaykova V, Petrdsek J, Skupa P, Chand S, Benkovd E, ZaZimalovd E, and Friml J:
Interaction of PIN and PGP transport mechanisms in auxin distribution-dependent development. -
Development 135: 3345-3354, 2008 (UEB+zahr)

IF=7.293

Oulehlovd, D., Hdla, M., Potocky, M., Zc'lr'sk)'/, V., Cvrékovd, F. (2009). Plant antigens cross-react with rat polyclonal
antibodies against KLH-conjugated peptides. - Cell Biol. International 33: 113-118 (v tisku 2009, jiZ dostupné
online) (UEB+UK)

IF = 1547

Pernisovd M, Klima P, Hordk J, Vdlkovda M, Malbeck J, Soucek P, Reichman P, Hoyerovd K, Dubova j, Friml J,
ZaZimalovd E, Hejatko J: Cytokinins modulate auxin-induced organogenesis in plants via regulation of the
auxin efflux. - Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., accepted 2009 (MU+UEB)

IF = 9.598

Spichal, L., Werner, T., Popa, I., Riefler, M., Schmiilling, T., Strnad, M. The purine derivative PI-55 blocks

cytokinin action via receptor inhibition. - FEBS J 276: 244-253 (2009) (UEB+zahr)
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IF = 3.396

von Rad U, Klein I, Dobrev PI, Kottova J, Zazimalova E, Fekete A, Hartmann A, Schmitt-Kopplin P and Durner J:
Response of Arabidopsis thaliana to N-hexanoyl-DL-homoserine-lactone, a bacterial quorum sensing molecule
produced in the rhizosphere. - Planta 229: 73-85, 2008 (UEB+zahr)
IF = 3.058

Yevdakova, N.A., Motyka, V., Malbeck, J., Travni¢kovd A., Novdk, O., Strnad, M., von Schwartzenberg, K. Evidence
for Importance of tRNA-Dependent Cytokinin Biosynthetic Pathway in the Moss Physcomitrella patens. - J
Plant Growth Regul 27: 271-281, 2008 (UEB+zahr)
IF = 2.220

Zatloukal, M., Gemrotovd, M., DoleZal, K., Havli¢ek, L., Spichal, L., Strnad, M. Novel potent inhibitors of A.
thaliana cytokinin oxidase/dehydrogenase. - Bioorg Med Chem. 16, 9268-9275 (2008) (UEB)
IF = 2.662

Cldnek v Easopisu, kterému bude IF priFazen v nejblizéi dobé:
Kuderovd, A. and Hejdtko, J.: Spatiotemporal aspect of cytokinin-auxin interaction in hormonal regulation of the

root meristem. - Plant Signaling and Behavior, 4, in press 2009 (MU)

5.2 Patenty:

Udélené:

Karel DoleZal, Igor Popa, Jan Holub, René Lenobel, Stefaan Werbrouck, Miroslav Strnad, Marek Zatloukal.
Heterocyclic compounds based on Né6-substituted adenine, methods of their preparation, their use for
preparation of cosmetic preparations and cosmetic preparations containing these compounds. Applicant:
Ustav experimentdlni botaniky Akademie Ved CR, Rozvojova 35, 165 02 Praha 6, Lysolaje, CR; Misto
udéleni: Singapore; Datum udéleni: 30/9/2008; Cislo patentového spisu: 119228 (UEB+zahr)

Karel DoleZal, Igor Popa, Jan Holub, René Lenobel, Stefaan Werbrouck, Miroslav Strnad, Marek Zatloukal.
Heterocyclic compounds based on N6-substituted adenine, methods of their preparation, their use for
preparation of cosmetic preparations and cosmetic preparations containing these compounds. Applicant:
Ustav experimentdlni botaniky Akademie Ved CR, Rozvojova 35, 165 02 Praha 6, Lysolaje, CR: Misto
udéleni: Australia; Datum udéleni: 22/5/2008; Cislo patentového spisu: AU2002363362 (UEB+zahr)

Karel DoleZal, Igor Popa, Jan Holub, René Lenobel, Stefaan Werbrouck, Miroslav Strnad, Marek Zatloukal.
COMPUESTOS HETEROCICLICOS EN BASE A ADENINA EN N6, METODOS PARA SU PREPARACION, SU
USO PARA LA PREPARACION DE DROGAS, PREPARACIONES, COSMETICAS Y REGULADORES DEL
CRECIMENTO, PREPARATIONES FARMACEUTICAS, PREPARATIONES COSMETICAS Y REGULADORES
DEL CRECIMENTO QUE CONTIENEN ESTOS COMPUESTOS. Applicant: Ustav experimentdlni botaniky
Akademie Ved CR, Rozvojova 35, 165 02 Praha 6, Lysolaje, CR; Misto udéleni: Mexico: Datum udéleni:
9/4/2008: Cislo patentového spisu: MX 256139 (UEB+zahr)
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Prihldgka:

Hejatko J, Hwang I, Dobesova R, Ryu H, Dubova J: Method of regulation of biomass production in plants, DNA
sequences and methods of preparation thereof. - International patent, appl. no.: PCT/CZ2008/000075,
international publication no.: WO 2009/003429 A2. International Filling Date 2/8/2008, International
Publication Date 8/1/2009, International application published under the Patent Cooperation Treaty (PCT).
(MU+zahr)

5.3 Kapitoly v knihach

Zdrsky V , Fowler J. ROP (Rho-Related Protein from Plants) GTPases for Spatial Control of Root Hair
Morphogenesis. In A-M Emons, T. Ketelaar (eds.), "Root Hairs" Plant Cell Monographs Vol. 12, Heidelberg,
Springer-Verlag, p. 191-209, 2008 (UEB+UK+zahr)

Binarova Pavla, Cenklova Véra, Pochylovad Zaneta., Drdberovd Eduarda, Drdber Pavel: Function of plant gamma-
tubulins. - In: Yaroslav B. Blume, W. Vance Baier, Alla I. Yemets, Diego Breviario (eds.): The plant
cytoskeleton: a key tool for agro-biotechnology (NATO monograph), Springer Science and Business Media B.
V., pp.23-43, 2008.

5.4 Bakalarské, diplomové a disertacni prace

Hogek P: Modelovdni toku auxindl burikou. - BakaldFskd prédce, CVUT, Fakulta biomedicinského inZzenyrstvi, 2008
(spoluprdce s UEB) Tato prdce byla ocenéna Cenou Josefa Hidvky (udélena nadaci ,,Naddni Josefa, Marie
a Zderiky Hldvkovych")

Kuricovd K: Genetickd analyza hormondlnich requlaci u Brassica napus. - Bakalarska prdce, PFF MU, 2008; Genetika

a molekuldrni biologie.

Didi V: Metody analyzy genové exprese u Arabidopsis. - Bakaldrskd prdce, PFF MU, 2008; Genetika a molekuldrni

biologie.

Mikldnkovd E: Imunomodulace jako ndstroj funkini proteomiky pri studiu hormondlnich regulaci rostlin. -

Bakaldrska prdce, PFF MU, 2008; Genetika a molekuldrni biologie.

Barto$ J: Metody analyzy genové exprese u Arabidopsis. - Bakaldfskd prdce, PFF MU, 2008; Genetika a

molekuldrni biologie.

Doklddal L: Studium hormondlnich regulaci u rostlin pomoci kvantifikace interakce mezi proteiny

dvoukomponentniho signdiniho systému. - Bakaldrskd prdce, PFF MU, 2008; Biochemie.

Kalousovd M: Identifikace isoforem fosfolipasy D zapojenych v signdini drdze kyseliny salicylové u rostlin

Arabidopsis thaliana. - Bakaldrska prdce, VSCHT v Praze, Ustav biochemie a mi krobiologie, 2008

Slavizkovd N: Uloha fosfolipasy D v procesu prenosu signdli cytokinind. - Bakaldiskd prédce, VSCHT v Praze, Ustav

biochemie a mikrobiologie, 2008 (spoluprdce s UEB)
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Pleskot R.: Studium interakci rostlinné fosfolipasy D s aktinovym cytoskeletem. - Diplomovd prdce, VSCHT

v Praze, Ustav biochemie a mikrobiologie, 2008 (spoluprdce s UEB)

Buchtovd D: Exprese gent PSAD1 a PsDRM1 v pupenech hrachu po uvolnéni z ristové inhibice. - Diplomovd prdce,

MZLU v Brné, pp. 69, 2008

Obdlovd L: Expresia génov transportnych proteinov pre auxin v pupefioch hrachu po uvolneni z rastovej inhibicie. -

Diplomovd prdce, MZLU v Brné, pp. 72, 2008

Tesarikovd Z: Imunocytolokalizace PIN1 v pupenech hrachu po uvolnéni z rlistové inhibice. - Diplomovd prdce,

MZLU v Brné, pp. 59, 2008

Mazura P: Molekuldrni determinace substrdatové specifity u rostlinnych beta-glukoziddz. - Disertaéni prdce, PrF

MU, 2008; Molekuldrni a bunéc¢nd biologie.

Souek P: Hormondlni regulace exprese KNOX genli u rostlin. - Disertaéni prdce, PFF MU, 2008; Obechd a

molekuldrni genetika.

5.5 Prednasky

Zvané:

Kaminek, M: Role of cytokinins in responses of cereals to limited availability of nitrogen. - Int. Conference
“"Responses of Plants to Environmental Stresses”, May 12 - 18, 2008, Elena, Bulgaria.

Motyka V: Cis-zeatins in plants: Their occurrence, biological activities and metabolism. - Seminar: University of
Belgrade, Institute of Biological Research ,Sinisa Stankovi¢", Belgrade, Serbia, 23 April 2008.

Ruelland E., Valentova O., Krinke O., Flemr M., Burketova L., Zachowski A.: Phospholipase D activation is an early
response to salicylic acid in Arabidopsis cells. 18™ int. conference on plant lipids, Bordeaux, Francie, 20 . -
24.7.2008

Valentovd O.: Fosfolipidovd signdini drdha u rostlin. - Semindr nha katedre fyziologie rostlin Prirodovédecké
fakulty JU, 11.12.2008

ZaZimalovd E: Mechanism and dynamics of auxin fransport across plasma membrane. - Int. Conference "Responses
of Plants to Environmental Stresses”, May 12 - 18, 2008, Elena, Bulgaria.

ZaZimalovd E: Poldrni transport rostlinného hormonu auxinu na bunééné drovni: Jak dovnitf a jak ven? - XXI.
Biochemicky sjezd, Ceské Budéjovice, 14.-17.z4r 2008

ZaZimalovd E: Cellular machinery for polar auxin transport. - University of Bern, Switzerland, November 28,
2008

v

Zdrsky V: Exocyst complex in plant polarity and morphogenesis. - Botaniker Treffen, Univ. Jena, tnor 2008

v

Zdrsky V: Exocyst complex functions in plant development. - Leeds University, U.K., leden 2008

Zdrsky V: Exocyst complex as integrator of cell polarity. - University of Warwick UK., leden 2008
Zdrsky V: Genetickd analyza Fizeni buné&né polarity u rostlin. - Biol. fakulta JU, Ceské Budéjovice, jaro 2008
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Dalsi:

Gajdodovd S, Zizkovd E, Dobrev PI, Gaudinovd A, Hoyerovd K, Motyka V: Cis-zeatin type cytokinins are biologically
active and their metabolism differ from frans-zeatin. - International Conference of PhD Students on
Experimental Botany ..Fresh Insights in Plant Affairs". P.13. Nové Hrady, Czech Republic, 8-10 April 2008.

Hdla M, Cole R., Synek L, Drdovd E, Kulich, I., Pe¢enkovd T, Hochholdinger F., Cvrékovd F., Fowler J E., Zc’tr‘sky' V:
Exocyst complex functions in plant development. - Annual Meeting of the Soc. for Exp. Biol. (SEB), Marseille,
France 6.-10.7. 2008

Hdla M, Cole R., Synek L, Drdovd E, Pelenkovd T, Hochholdinger F., Fowler J.E., Zdr‘sky’ V: Plant cell polarity and
expansion is regulated by an exocyst complex. - XVI Congress FESPB, Tampere 17-22 August, Finland, 2008

Hala M, Soukupovd H, Zdrsky V: Prenylation of Rab GTPases. ENPER - 2008 Meeting (Europ. Netw. of Plant
Endomemb. Res.) 21. to 25. September. Lecce, Itdlie, 2008

Martan T., Kasik I, Podrazky O., Mrazek J., Pospisilova M., Aubrecht J., Matejec V., Kanka J.: ,Local Detection
of pH Using Optical Fibre Probes®, Proc. 6th Journees Maghreb-Europe, Les Materiaux et Leurs Applications
aux Dispositifs Capteurs (MADICA), Enset-Rabat, 30.10.2008- 1.11.2008 (oral)

Synek L, Fendrych M, Drdovd E, Cole R, Fowler J, 2érsk)’l V: The exocyst complex localization and its involvement
in plant cell growth. - Gordon Conference “Plant & Fungal Cytoskeleton”,August 3-8, Lucca, Italy, 2008.

ZaZimalovd E, Hoek P, Simon S, Hoyerovd K, Petrdsek J, Jifina M: Modelling the transport of various auxins on a

single cell level. - Int. Conference "Auxin 2008", October 4-9, 2008, Marrakech, Morocco.

5.6 Fulltext (SPIE-sbornik registrovany Scopus)
T. Martan, J. Karika, I. Kasik, V. Matéjec: , Tapered optical fibres for sensing" Proc. SPIE 7138, Photonics Prague
2008, Prague, August 2008, 71380Z-1 - 71380Z-6.

5.7 Abstrakty
celkem cca 30
navitivend symposia a konference:
» EUROPTRODE IX, Dublin, 30.3.2008-2.4.2008
» International Conference of PhD Students on Experimental Botany .Fresh Insights in Plant Affairs".
P.13. Nové Hrady, Czech Republic, 8-10 April 2008
Int. Conference "Responses of Plants to Environmental Stresses”, May 12 - 18, 2008, Elena, Bulgaria
XVI. Cytoskeletdlni klub, 14. - 16.5., Vranovskd Ves 2008
33" FEBS Congress, Atheny, Recko, 28.6. - 3.7.2008
Annual Meeting of the Soc. for Exp. Biol. (SEB), Marseille, France 6.-10.7. 2008
18™ Int. Conference on Plant Lipids, Bordeaux, Francie, 20 . - 24.7.2008
Plant Biology 2008 (The 2008 Joint Annual Meeting of the American Society of Plant Biologists and the

vV V ¥V VY V V

Sociedad Mexicana de Bioquimica Rama: Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas), Mérida, Mexico
2008
» Gordon Conference "Plant & Fungal Cytoskeleton” ,August 3-8, Lucca, Italy, 2008
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» FESPB 2008, Tampere, Finland 17.-22.8. 2008
Photonics Prague 2008, Prague, 27.08.2008 - 29.08.2008
ENPER - 2008 Meeting (Europ. Netw. of Plant Endomemb. Res.) 21. to 25. September. Lecce, Itdlie,
2008

» AUXIN 2008, 4-9 October, Marrakech, Maroko, 2008
ESF-EMBO symposium Protein Design and Evolution for Biocatalysis, Sant Feliu de Guixols, Spain, 25-30
October 2008

5.7 Prace zaslané do tisku (vycet neni dpiny):

Balla, J., Kalousek, P., Reinghl, V., Friml, J., Prochdzka, S. (2009) Competitive canalization of PIN-dependent
auxin flow from axillary buds controls apical dominance in pea. - Nature Cell Biology, submitted (MZLU+MU)

Krinke O., Flemr M., Vergnolle Ch., Collin S., Renou J.-P., Yu A., Burketovd L., Valentovd O., Zachowski A., Eric
Ruelland: Phospholipase D activation is an early component of the salicylic acid sighaling pathway in
Arabidopsis thaliana suspension cells. - Plant Physiol, submitted (VSCHT+UEB+zahr.)

Mravec J, Bailly A, Zhang J, Hoyerovd K, Bielach A, Skiipa P, Petrdsek J, KFecek P, Gaykova V, Stierhof Y-D,
Luschnig Ch, Benkovd E, ZaZimalovd E, Geisler M, Friml: ER-localized PIN5 auxin transporter mediates
subcellular homeostasis of phytohormone auxin. - Nature, submitted 2009 (zahr+UEB)

Riizi¢ka K, Simaskovd M, Duclercq J, Petrdsek J, Zazimalovd E, Simon S, Friml J, Van Montagu M, Benkovd E:
Cytokinin regulates root meristem activity via modulation of the polar auxin transport. - Proc. Natl. Acad.

Sci. U. S. A., submitted 2009 (zahr+UEB)

6.  Dalsi akce vztahujici se k Centru:

Pravidelny semindf* Centra ,Regulace morfogeneze rostlinnych bunék a orgdnd", Krtiny 11. - 12. zdri
2008 - pordddn MZLU (program viz ddle):

Program semindre:

Letni setkani reSitelskych tymu centra zakladniho vyzkumu
REMOROST
Kitiny, 11. - 12. 9. 2008

11. 9. 2008

10:00 odjezd autobus z Brna
11:00 ptijezd do Kitin a ubytovani
11:45-12:45 obeéd

13:15-13:30 Eva Zazimalova: Uvodni slovo, shrnuti stavu feeni, perspektivy
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predsedajici: Eva ZaZimalova

13:30-13:40 Modelova bunécna linie BY-2 — piinosy a uskali

Lukas Fischer

13:40-13:55 bude ozndmeno

Ivan Kasik

13:55-14:10 Transport auxinu pies membranu a dynamika vezikularniho transportu
Jan Petrasek

Autofi:

za tym UEB: Jan Petrasek, Sibu Simon, Adriana Jelinkova, Katefina Malinska,
Daniela Seifertova, Markéta Parezova, Eva Zazimalova;

za tym PfF UK: Katefina Schwarzerové, Gitanjali Nanda, Lenka Havelkova,

Erika Belinvia, Jindfiska FiSerova, Zden¢k Pilat

14:10-14:25 Matematické modelovani toku auxinli buitkou

Klara Hoyerova

14:25-14:35 PIN5 — aneb co d¢laji v buiice PINy, kdyZ jsou ,.krat$i”?

Petr Skiipa

14:35-14:45 PGP proteiny jako alternativni transportéry auxinu v rostlinnych bunikach
Martin Kubes

14:45-15:00 EXOCYST |

Viktor Zarsky

15:00-15:10 EXOCYST I - exocyst a semenné obaly

Ivan Kulich

15:10-15:25 Bioinformatika velkych genovych rodin aneb o ¢em vypovidaji (nejen)
hybridni prolinem bohaté proteiny

Fatima Cvrckova, L. Dvotakova, L. Fischer, M. Potocky, D. Oulehlova, V.

Zarsky

15:25-15:35 Funkéni analyza hybridnich prolinem bohatych proteint bunécné stény
Lenka Dvotékova

15:35-16:10 prestavka

predsedajici Zuzana Novotna

16:10-16:30 Ran GTPases and microtubular cytoskeleton in Arabidopsis
Véra Cenklova, Beata Petrovska, Zaneta Pochylové, Lenka Binarova, Zuzana
Gelova, Pavla Binarova

16:30-16:40 Vyzkum role jaderného tubulinu

Erica Bellinvia

16:40-16:50 PLD & co.

Martin Potocky
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16:50-17:05 Uloha fosfolipasy D v signalni draze kyseliny salicylové u Arabidopsis
thaliana

Olga Valentova

17:05-17:20 Interakce fosfolipasy D s aktinovym cytoskeletem

Roman Pleskot

17:20-17:35 Plasmaticka membrana jako cil toxického piisobeni hliniku

Jana Kobrlova

17:35-17:45 Vyvoj aerenchymu v kofenech moktadnich rostlin a metodické ptistupy k jeho
studiu

Miroslav Srba

18:00 - vetete, ochutnavka vin ze Skolniho statku MZLU

12.9. 2008

predsedajici Miroslav Strnad

08:30-09:00 Vyvojova specificita pisobeni cytokininll a pfenosu cytokininovych signali
Jan Hejatko

09:00-09:20 Dynamika struktury pfijimacové domény receptorové histidinkinasy CKI1
Blanka Pekarova

09:20-09:45 Cytokininy indukovana fotomorfogeneze u Arabidopsis thaliana

Gabriela Lochmanova, Zbynék Zdrahal, Hana Koneéna, Sarka Koukalova, Jiii

Malbeck, Pfemysl Soucek, Martina Valkova, Nagavalli S. Kiran, Bfetislav

Brzobohaty

09:45-09:55 Stabilita exprese housekeeping geni u A. thaliana po ptsobeni rostlinnymi
hormony

Piemysl Soucek, Bretislav Brzobohaty

09:55-10:15 prezentace sponzora CLF LABORGERATE & BIOTECH

10:15-10:30 Molekuléarni determinace substratové specificity beta-glukozidaz uvolitujicich
aktivni cytokininy z jejich O-glukozida

Pavel Mazura

10:30-11:00 Prestavka

predsedajici Radomira Vankova

11:00-11:15 Role vakuoly v procesu reverzibilni glukozylace cytokinint, jednoho z prvki
homeostaze

Nagavalli S. Kiran

11:15-11:30 Cytokininy cis-zeatinového typu — jejich tloha a metabolismus u vyssich
rostlin

Silvia Gajdosova

11:30-11:45 Prispévek ke studiu vyskytu, uc¢inkti a metabolismu cytokininti Cis-zeatinového
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typu u mechu Physcomitrella patens

Véaclav Motyka

11:45-12:00 Nov¢ purinové¢ inhibitory cytokinin oxidazy/dehydrogenazy

Lukas Spichal

12:00-12:15 Dynamika exprese genti pro biosyntézu a degradaci cytokininti v listech a
kotenech Arabidopsis pii 25°C a 40°C.

Jana Dobra

12:15-12:30 Hormonalni komunikace mezi délohami kli¢nich rostlin tykve pii lokalné
indukované senescenci.

Miroslav Kaminek

12:15-12:30 Role polarniho transportu auxinu v uvoliiovani pupent z apikalni dominance
Jozef Balla

12:30-12:45 Regulace iniciace a riistu lateralnich kotfent

Ales Soukup

12:45 Ukonceni setkani

12:50-13:50 Obéd

14:00 odjezd autobusu do Brna
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