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Vyroéni zprava Ustavu experimentalni botaniky AV CR za rok 2005

1. VEDECKA CINNOST PRACOVISTE A UPLATNENI JEJICH VYSLEDKU:

a) struéna charakteristika védecké ¢innosti pracovisté:

Ustav experimentalni botaniky AV CR se zabyva zakladnim a cilenym vyzkumem v genetice,
fyziologii, patofyziologii a biotechnologiich rostlin. UEB v roce 2005 zahdjil fe$eni vyzkumného zaméru s
nazvem Mechanismy regulace ristu a vyvoje rostlin na uGrovni bunék, organi a celych organismu:
fyziologické, genetické a molekularné biologické zéklady (AV0Z250380511, 2005-2010).

Cilem vyzkumného zaméru je pfispét k objasnéni zakladnich mechanismu regulace rlistu a vyvoje
rostlin, zejména v nasledujicich oblastech: bunécny cyklus a déleni; diferenciace a morfogeneze bunék;
fytohormony a dalSi regulaéni latky — metabolismus, transport, mechanismus ucinku; biologie pylu; bunécny
transport vacka — komplex Exocyst; fosfolipidova signalni draha; regulaéni mechanismy ve fotosyntéze,
vodnim rezimu a pfi reakcich na stresové podminky a interakci s patogeny; mapovani genomu; tfidéni
chromosomd; lokalizace a funkce nékterych genl na chromosomech; poskozeni a reparace DNA;
mutageneze. Vyzkum zaméfeny na aplikace: testovani syntetickych inhibitorii bunééného cyklu (analogu
cytokininl) pro lé€eni proliferativnich onemocnéni; exprese heterolognich proteind a jejich produkce (napf.
pozivatelné vakciny) v transgennich rostlinach; pfiprava haploidnich rostlin in vitro androgenezi pro Slechténi
obilovin; zlepSeni kvality obilovin transgenozi.

b) vycet nékolika nejdulezitéjSich vysledkl védecké €innosti a_jejich aplikaci:

1 Proteiny rodiny PIN jsou klicovymi faktory pfi auxinem regulovanych vyvojovych procesech u rostlin;
jejich molekularni funkce vSak neni znama. Byla provedena kvantitativni méfeni pfenosu auxinu
z bunék tabaku a Arabidopsis u bunéénych linii overexprimujicich geny rodiny PIN a bylo prokazano, Ze
pusobeni protein(i PIN je specifické vuci biologicky aktivnim auxintim a citlivé vici inhibitordm polarniho
transportu auxinu ze skupiny fytotropint (napf. kyselina 1-natylftalamova). Kapacita exportu auxint
z bunék byla imérna stupni exprese téchto proteinl. Ziskané experimentalni udaje svédci pro to, ze
proteiny PIN jsou pfimou soucasti molekularniho komplexu pfenasec¢e auxinl z buriky a Ze limituji jeho
kapacitu. B

2 Studovali jsme pfi¢iny antiproliferacni uc€innosti nového inhibitoru cyklin-dependentnich kinas
olomoucinu |l a analyzovali jsme jeho orientaci v krystalu CDK2. Inhibitor v bufikach silné stimuluje
aktivitu nadorového supresoru p53. Dochazi k translokaci p53 do jadra, kde indukuje expresi Ffady
podfizenych genl. Protein p53 je stabilizovan inhibici jeho negativniho regulatoru, ubiquitinligasy
Hdm2. Tento enzym byl v oSetfenych burikach pfimo asociovan s jadérkovym proteinem L11, ktery
vyrazné blokuje aktivitu Hdm2. Tim dochazelo ke stabilizaci p53. Translokace, respektive uvolfiovani
L11 z jadérka, zfejmé& souvisi s negativnim efektem olomoucinu Il na transkripci, fizené cyklin-
dependentnimi kinasami CDK7, 8 a 9. Pfima inhibice CDK7 a zejména CDK9 byla ovéfena s
rekombinantnimi enzymy. B

3  Scilem umoznit analyzu molekularni struktury genomu pSenice jsme pfipravili subgenomickou
knihovnu specifickou pro 1RS, klonovanou ve vektoru BAC. P¥i jeji konstrukci byl pouzit plvodni postup
tridéni chromozomu Zita z adiénich linii pSenice-Zito za pomoci pratokové cytometrie. Jedna se o vlibec
prvni BAC knihovnu pro Zito. Mala velikost knihovny, dana zacilenim na specificky Usek genomu,
umozni efektivni izolaci dllezitych gent. V sou€asné dobé je knihovna vyuzivana ke konstrukci fyzické
mapy kratkého ramene chromozému 1R a pfi charakterizaci oblasti bohatych na geny. B

4  Fyzické mapy genomu rostlin jsou obvykle sestavovany z €astecné se prekryvajicich BAC klond. Pi
sestavovani map je dilezité ukotvovat BAC klony na chromozémy. Lokalizace BAC klond pomoci
fluorescencéni in situ hybridizace (FISH) je komplikovana pfitomnosti repetitivnich sekvenci DNA.
Vypracovali jsme novy postup, ktery ukotvovani BAC klont umozriuje. Postup spoc€iva v subklonovani
inzertd BAC klon( a identifikaci subklonl s minimalnim obsahem repetitivnich sekvenci. Jejich inzerty
jsou pak lokalizovany pomoci FISH. B

5 Byl dokonCen vyvoj metodiky umoznujici souCasné stanoveni enzymovych  aktivit
cytokininoxidazy/dehydrogenazy (CKX) a zeatinreduktazy (ZRED) v rostlinnych pletivech. V rostlinach
hrachu byla zjiSténa kompetice obou enzymovych aktivit pfi regulaci hladin cytokinini zeatinového typu
a stanovena jejich uloha pro zachovani hormonalni homeostaze. Byla provedena &aste¢na biochemicka
charakterizace CKX a ZRED izolovanych z pletiv hrachu. B

6  Tabakova fosfolipasa DB (PLD) (oblast aminokyselin 301 — 446) pfimo asociuje s aktinem v obou jeho
formach; G-aktin nasledné inhibuje aktivitu PLD, zatimco F-aktin vykazuje opacny efekt. Interakce PLD
a aktinu je zavisla na koncentraci Ca”". Popsané asociace mohou hrat roli jak pfi regulaci aktivity PLD,
tak i pfi interakcich plasmatické membrany s cytoskeletem. B

7  Charakterizovali jsme na molekularni drovni prvni Rab escort protein (REP) rostlin a dokazali, ze
funguje jako podjednotka Rab geranylgeranyl transferazy. Bioinformaticka i funkéni analyza odhalila
dulezité rozdily mezi REPYy rostlin a zivocichl (a kvasinek). Navrhli jsme novou hypotézu o evoluci celé
nadrodiny REP/GDI (GDP disociacni inhibitor) bilkovin v pre-eukaryotické burice B

8 Byla zpracovana databaze expresnich profilli Arabidopsis Gene Family Profiler (ArabidopsisGFP)
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(http://arabidopsisgfp.ueb.cas.cz nebo http://agfp.ueb.cas.cz). Databaze ArabidopsisGFP v kombinaci s
dynamickymi html strankami napomaha zpfehlednéni velkého mnoZstvi transkriptomickych dat. PouZita
data pochazeji z experimentd vyuzivajicich genové Cipy Affymetrix ATH1. ArabidopsisGFP je databazi
divokych rostlin Arabidopsis thaliana studovanych za fyziologickych podminek. Nejsou zde zahrnuté
mutanty, ani experimenty, které studuji zménu exprese gend za modifikovanych fyzikalnich,
biologickych ¢i ekologickych podminek. Databaze ArabidopsisGFP vyuziva pro ulozeni a zpracovani
dat databazovy server MySQL a pfistup k ni je z webového rozhrani (IE/Netscape/Opera). B

Byla nalezena obecna korelace poctu kopii genu LEAFY s Urovni ploidie u rodu Chenopodium. Nebyla
prokazana pfitomnost druhého intronu v genomické sekvenci tohoto genu. Druhy intron v genu LFY byl
nalezen dosud u vSech zkoumanych vyssich rostlin, situace u rodu Chenopodium je unikatni. Byly
nalezeny ¢astec¢né sekvence genu FT a TSF (Twin sister of FT) u C. rubrum a dalSich deseti druhd
rodu. Pfedbé&Zna fylogeneticka studie prokazala pfitomnost tfi vyvojovych vétvi, dv& odpovidaji dvojici
FT-TSF, tfeti dalSimu, zatim neuréenému ¢lenu této genové rodiny. Pomoci modifikovaného postupu
3'RACE byla nalezena uplna 3’sekvence genu FT u C. rubrum, experimenty 5’RACE k ur€eni celkové
sekvence cDNA pro FT probihaji. B

Technika RNA interference byla aplikovana pro studium role rostlinného gamma-tubulinu. Pomoci
funkénich in vitro polymerizacnich eseju z extrakt, v nichz jsme eliminovali gamma-tubulin, jsme
prokazali, ze tento protein je nezbytny pro tvorbu mikrotubull u acentrozomalnich bunék rostlin.
V bunkach tabaku, které exprimuji nedegradovatelny mitoticky cyklin B1, jsme sledovali vliv ektopické
exprese mitotické cyklin dependentni kinazy na mikrotubularni cytoskelet v pfechodu bunék z mitézy do
cytokineze. Polarni lokalizace gamma-tubulinu a nékterych membranovych marker( je vyznamnym
predpokladem pro spravnou koordinaci mitotickych a cytokinetickych déja. B

Ve spolupraci s laboratofi JIC v Norwichi jsme objevili kli€ovou funkci Rho GDP disocia¢niho inhibitoru
1 (RhoGDI) Arabidopsis thaliana v regulaci polarizovaného rustu kofenovych vlaskl spojeného
s lokalizovanou aktivitou NADPH oxidaz a tvorbou reaktivnich forem kysliku (ROS). Mutant s bodovou
mutaci nam umoznil identifikovat oblast dulezitou pro interakci RhoGDI s malymi GTPazami Rop. B
Kromé calreticulinu 59 kDa obsahuje pyl tabaku jeSt€é dvé minoritni isoformy calreticulinu
o hmotnosti 50 kDa a dalSi termotolerantni glykoprotein 64 kDa, ktery byl identifikovan jako ubiquitin.
Exprese termotolerantniho calreticulinu 59 kDa probiha na drovni transkripce, translace a
posttranslacnich modifikaci v rlznych fazich vyvoje pylu. Zatimco transkripty se objevuji jiz ve fazi
mitézy mikrospor, termotolerantni forma bilkoviny se vyskytuje az v zavéreCnych fazich zrani a
pFetrvava do pocatku kli€eni pylu. Jeji termotolerance je spojena s vysokou glykosylaci. B

Byl studovan vliv biotického stresu zplsobeného virovou infekci na aktivitu fosfoenolpyruvatkarboxylasy
(PEPC), NADP dependentni malatdehydrogenasy (NADP-ME) a pyruvat, fosfatdikinasy (PPDK) ve
Ctyfech skupinach rostlin: u tabaku (Nicotiana tabacum ) SR1 a stejné rostliny s vnesenym genem pro
potyvirovy nestrukturni protein P3 A viru bramboru (PVA), a tabaku Nicotiana benthamiana a stejné
rostlir;\% s vnesenym genem pro HC-Pro protein z PVA. Vlivem infekce Y virem bramboru, kmenem NTN
(PVY"™ ), se v rostlinach Nicotiana tabacum zvy$uje aktivita PEPC, NADP-ME a PPDK. Transgenni
rostliny s vnesenym genem pro P3 protein se chovaji obdobné. ZvySeni aktivity PEPC vlivem virové
infekce neni provazeno zvySenim mRNA PEPC, a je tedy spiSe zpUsobeno dostupnosti metabolit(
regulujicich jeji aktivitu, popf. zménou fosforylace nez syntézou proteinu de novo. B

Elicitory neproteinové povahy z kultury houbového patogenu Leptosphaeria maculans indukuji expresi
obrannych gent PR1 a PR2 v délohach fepky (Brassica napus). Tyto geny se zfejmé podileji na
nespecifické resistenci fepky proti tomuto patogenu. Byly studovany mechanismy polygenné zalozené
resistence B. napus proti L. maculans a prokazana role H,O, degradujicich enzymud (guajakol
dependentni peroxidasy a askorbat peroxidasy) a PR-protein( pfi vzniku kompatibilni a inkompatibilni
interakce. TMV infekce zplsobila v chloroplastech susceptibilnich rostlin tabaku znaény narust
enzymovych aktivit potfebnych pro syntézu prekursor( viru, diferenciované v thylakoidni a stromaini
frakci. Pro PVY bylo pozorovano pouze slabé zvySeni téchto enzyma v obou frakcich. B

Difuzni jaderni test, doporu€eny k rozliseni apoptotického a nekrotického posSkozeni DNA u savcich
bunék, jsme aplikovali na jadra z listl a kofen( tabaku (Nicotiana tabacum var. xanthi). Po aplikaci
peroxidu vodiku na jadra z kofenu se priikazné zvysil primér jader, zplsobeny poskozenim DNA, po
24 h vSak bylo poSkozeni DNA kompletné napraveno. To dokazuje, ze poskozeni DNA neni podminéno
apoptdzou nebo nekrézou, ktera neni reparovatelna, ale reparovatelnou genotoxicitou. Ani po aplikaci
DNase-1 a hypertermie nebylo mozno rozliSit podle struktury mezi apoptotickou, nekrotickou a
genotoxickou fragmentaci DNA. B

Pokusy o integraci genetickych a fyzickych map cizrny dosud narazely na metodické problémy, v€etné
nemoznosti jednoznaéné identifikovat jednotlivé chromozémy. S vyuZitim dfive vypracovaného postupu
tfidéni chromozomU za pomoci pritokové cytometrie byly ziskany frakce jednotlivych chromozém.
Pomoci PCR s primery pro chromozémové specifické markery pak byly pfifazeny jednotlivé vazebné
skupiny ke konkrétnim chromozémuim. Ziskané vysledky umozni konstrukci fyzické mapy genomu
cizrny a izolaci zemédélsky vyznamnych genu. B

Role chloroctovych kyselin (CAA) a dalSich chlorovanych latek byla studovana v jehli¢i smrku ztepilého.
Pomoci "C chlorovanych sloucenin bylo zjisténo, ze TCA pfijimana kofeny zpldy nepronikne do
chloroplast(l, zatimco perchlorethylén pfijimany listy do chloroplasti pronika. Tam je oxidovan na TCA, a ta
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pfi svém rozkladu uvolfiuje v thylakoidnim prostoru vodikové ionty Skodici fotosyntéze. Ve spolupraci
s VULHM byl proveden monitoring chloridu, AOX (adsorbable organochlorins), a TCA na dvou lokalitach.
Vysledky ukazuji na pfimy ucinek vysokych koncentraci chloridu (nad 3 mg/g €. hmot. jehlici) na smrk.
Pravdépodobna je chlorace pldni organické hmoty vedouci ke zvySeni AOX. Hladina TCA v pldé je nizka,
zatimco v jehli€i je zvySena. PFi chloraci organické hmoty lesni pady (pfedevsim ve fermentacnim horizontu)
vznika fada organickych latek, mezi nimi kyseliny chloroctové DCA a TCA, coz bylo opakované prokazano
pomoci **Cl. B

Byly provedeny biochemické analyzy v modelovych pokusech s embryogenni bunéénou kulturou Picea
abies po elicitaci filtratem izolovanym z media houby Ascocalyx abietina. V pribéhu kultivace byly
sledovany zmény v obsahu sekundarnich metabolitd a enzymatickych aktivit peroxidaz a R-glykozidazy.
Obsah volnych a vazanych fenolickych latek vyrazné vzrostl po 10 h kultivace, coz je v souladu s jejich
funkci v obrannych reakcich hostitele vic¢i patogenu. Narlst obsahu stilbenl, které predstavuji
vyznamnou skupinu konstitutivnich fungicidnich slouéenin v kdfe jehli€énand, jsme zaznamenali 10. a
24. h kultivace. Aktivita R-glykozidazy v elicitované embryogenni kultufe se mirn& zvySuje s maximem
24. h elicitace (UCast vobranné reakci, syntéza ligninu). Elicitor stimuloval téz aktivitu
cytoplasmatickych peroxidaz a souasné se zvysila téZ exudace peroxidaz do media. B

Byly zkonstruovany a funkéné vyzkouseny expresni vektory pro transientni produkci jednofetézcovych
monoklonalnich protilatek. Usp&sné byly vyzkouseny systémy agroinfekce a agroinfiltrace. Nejvétsi
produkce protilatek je v listech druhu rajéete oproti modelovym N. benthamiana nebo N. tabacum. B

V Evropské unii bylo pfihlaSeno k pravni ochrané (Community Plant Variety Right)
12 odr(d jabloné s genetickou rezistenci V; ke strupovitosti. Z toho je 8 odrid kompaktniho,
sloupcovitého ristu z mutace Mcintosh Wijcik. Na 2 odridy byl udélen v USA rostlinny patent.
Pokragovalo licenéni mnozeni odrad UEB, zejména v Evropské unii. Licenéni smlouvy na nové odridy
byly uzavfeny s firmami v CR (4), Holandsku (3), Italii (1), Némecku (1), Rakousku (2), a Slovensku (2).
Op¢&ni smlouvy na novoSlechténi byly uzavieny v Italii (2) a v Némecku (1). C

Byly pfipraveny a pfedany pracovni postupy syntézy trans-(Z)-zeatinu. Byla syntetizovana fada (10)
2,4 6-trisubstituovanych purinovych derivatl, potencialnich antileishmanik. Pro studium novych
inhibitorll CDK byla pfipravena série (8 sloucenin) 2,6,9-trisubstituovanych purind a jejich syntéza byla
z chemického hlediska optimalizovana. Bylo pfipraveno 8 novych derivatd 3,5,7-trisubstituovanych
pyrazolo[4,3-d]pyrimidinQ, u nichz byla sledovana schopnost inhibice CDK1/cyklin B, a také cytotoxicka
aktivita vi¢i nadorovym liniim K-562 a MCF7. Nové derivaty 3,5,7-trisubstituovanych pyrazolo[4,3-
d]pyrimidind byly témérf vzdy silnéjSimi inhibitory CDK a mély vyssi antiproliferacni aktivitu nez derivaty
purinové. PFi téchto syntézach byl objeven novy kondenzovany pentacyklicky heterocyklus, ktery Ize
diky nizSi aromati¢nosti kondenzovaného systému dale pouzit k transformaci na cilové pyrazolo[4,3-
d]pyrimidiny. Byla syntetizovana gramova mnozZstvi aminoroskovitinu pro preklinické studie. C

Dva promotory identifikované pomoci transkriptomickych analyz byly potvrzeny jako specificky aktivni
v mikrosporach a burikach tapeta. Oba promotory byly uspé3né pouzity pro komplementaci mutant
s naruSenym priibéhem cytokineze. B

Zkoumali jsme zmény v produkci etylénu a oxidu dusnatého v metabolismu reaktivnich forem dusiku, {j.
tvorbu nitrotyrosinu v proteinech pfi starnuti listd u transgennich tabakl se snizenou nebo zvySenou
hladinou cytokinin. Produkce NO klesala v senescentnich listech. Nizka hladina cytokinind byla
spojena se zvysenym vyvojem NO. Rozdily mezi hladinami ethylenu i NO byly vétSi mezi pouzitymi
kontrolnimi kultivary nez v pribéhu starnuti listu. Pfitomnost nitrotyrosinu v proteinech se zda lepsim
indikatorem hladiny reaktivnich forem dusiku. Pomoci monoklonalnich protilatek jsme zjistili, ze
membranové proteiny obsahuji nékolikandsobné vice nitrotyrosinu ve srovnani s rozpustnymi proteiny.
B

Pripravili jsme prvni specifické protilatky proti aromatickym cytokininim, které byly uzity k imunoextrakci
cytokinind zrdznych materiald. Pomoci HPLC/MS byla imunoextrakce vyuzitelna nejen pfi
metabolickych a farmakokinetickych studiich, ale i pfi identifikaci a kvantifikaci novych rostlinnych
cytokininu. B

V listech tabaku péstovanych na dlouhém dni byl diurnalni pribéh hladin cytokininl, auxinu a kyseliny
abscisové korelovan s aktivitou cytokinin oxidazy/dehydrogenazy. Hlavni vrchol fyziologicky aktivnich
cytokininu i celkovych cytokininG (zejména N-glukosidu a derivatl cis-zeatinu), i auxinu se objevily po
poloviné svételné periody a byly nasledovany vrcholem ABA. Volna ABA zacala téz narlstat po
pfechodu svétlo/tma a dosahla svého maxima po 3 h tmy. B

Charakterizace trans-zeatin glukosyltransferazy a cis-zeatin glukosyltransferazy ukazala, ze oba
enzymy jsou schopné specificky interagovat i s aromatickymi cytokininy (m-topolinem a o-topolinem).
Substratova specifita enzymu je v dobré korelaci se specifitou cytokininovych receptor(l. B

Byla zavedena jednoducha metoda identifikace novych hybrid(i jabloni homozygotnich v genu V; pro
rezistenci ke strupovitosti. K tomuto Ucelu se vyuzivda PCR primerQ, které jsou homologni s co-
dominantnim markerem genu V: Prvni par PCR primert amplifikuje 466 bp dlouhy Usek dominantni
allely a 724 bp dlouhy Usek recesivni allely. Celkem bylo testovano 205 novych hybridd, z nichz 133
bylo V; heterozygotnich, 27 homozygotné recesivnich a 44 homozygotné dominantnich. B

Ve spolupraci s Oregon State University a lowa State University jsme pfinesli prvni geneticky dikaz, ze
podjednotka exocystu Sec8 se v rostlinach podili na regulaci polarniho ristu. Homozygotni rosltiny se
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ztratovou mutaci v tomto lokusu nelze ziskat, protoZe pyl nesouci tuto mutaci nekli¢i. B

29 Ve spolupraci s University of Durham, UK jsme funkéné charakterizovali dva pfibuzné forminy tfidy | (4
a 8), dokazali, ze reguluji polymeraci aktinu v zavislosti na profilinu, pfednostné se polarizované
lokalizuji do plasmalemy, a jejich naruSena exprese Usti do aberaci v polarizovaném rastu kofenového
vliadeni. B

30 Studie genové exprese pomoci kvantitativni RT PCR u transgenniho tabaku, nesouciho gen ZOG (pro
zeatin O glukosyltransferazu) pod konstitutivnim promotorem S35 nebo senescenénim promotorem
SAG, v pribéhu stresu suchem monitorovala hladiny mRNA na udrovni jednotlivych listd. Prokazala
zavislost exprese genu pro prolin dehydrogenazu na stafi listu a urovni stresu. Dale na$la souvislost
exprese genu CRK1 (receptorové kinazy, regulované cytokininy) s urovni exprese ZOG a obsahem
cytokininu. B

31 Studie exprese nékolika mitochondrialnich genti pomoci neradioaktivni Northern hybridizace objevila
rozdily ve velikosti mMRNA mezi sami¢imi a hermafroditickymi kvéty Silene vulgaris. B

32 Toxické pusobeni hlinitych iontd na bunky BY-2 tabaku vyvolalo pokles hladiny diacylglycerolu (DAG) a
dalSiho, zatim dale neidentifikovaného lipidu. Tento pokles je pfimo iumérny dobé (2 - 6 h) a koncentraci
(10 - 100 yM) pusobiciho AICI3 Taxol, latka stabilizujici mikrotubuly, zvySuje hladinu diacylglycerolu a
puisobi tak proti ptisobeni Al**. D609, inhibitor fostatidylcholin specifické fosfolipasy C (20 pM) nemél na
hladinu DAG vliv. Vysledky ukazuji na vzajemnou interakci fosfolipidového signalniho systému,
cytoskeletu a iontd hlinitych béhem jejich toxického plsobeni na rostlinné bunky. B

¢) nejvyznamnéjSi popularizaéni aktivity pracovisté

Den otevienych dvefi (10. listopadu 2005) na pracovisti Lysolaje a Olomouc (celkem asi 120
navstévnik(). Zahajeni oficialni spoluprace UEB s Prvnim obnovenym realnym gymnaziem v Praze, fada
student(i nyni pracuje v UEB v ramci projektu Otevfena véda. Popularné védecké &lanky v &asopisech (Ziva,
Vesmir) a dennim tisku (MFD, LN). Piisp&vky pro Cesky rozhlas (Radiozurnal, Praha, Leonardo).

d) domaci a zahraniéni ocenéni zaméstnancu pracovisté:
Na mezinarodni konferenci PhD. studentt v oboru fyziologie rostlin byla udélena cena Doc. Kutacka
Davidu Renakovi.

e) dalSi_specifické informace o pracovisti, o zménach v jeho struktuire a védecké orientaci, o
vysledcich atestaci a o prekazkach a problémech v innosti pracovisté:

V lednu 2005 byla zfizena nova Laboratof signalnich pfenost, v prosinci 2005 skoncila svou €innost
Laboratof genetickych manipulaci in vitro. V roce 2005 probé&hly v UEB pravidelné atestace, atestovano bylo
celkem 29 VS pracovnik(.

| 2. VEDECKA A PEDAGOGICKA SPOLUPRACE PRACOVISTE S VYSOKYMI SKOLAMI

Jmenovité zhodnoceni vSech vyznamnych spolupraci pracovisté s tuzemskymi vysokymi Skolami:
a) nejvyznamnéjsi védecké vysledky ustavu vzniklé v dalSi spolupraci s vysokymi Skolami:
Nejvyznamnéjsi vysledky spoluprace s vysokymi Skolami jsou uvedeny v ¢asti 1b pod &isly 1, 2, 6, 7,
11,13, 14,17, 21, 23, 24, 29, 32.

b) nejvyznamnéjsi vysledky €innosti vyzkumnych center a dalSich spoleénych pracovist ustavu s
vysokymi Skolami:

NejvyznamnéjSim vysledkem ¢&innosti Centra cilenych terapeutik, IM 4635608802 za rok 2005 bylo
zavedeni produkce riiznych forem jednorfetézcové protilatky MEM97 dvéma transientnimi produk&nimi
systémy (v cast| 1b vysledek ¢. 19)

v €asti 1b pod &isly 2, 21, 24.

c) informace o spolupraci s VS na uskuteéiovani doktorskych studijnich programt (DSP) a
magisterského a bakalarského studia:

Pracovnici UEB jako $kolitelé vedli v roce 2005 39 diplomovych a 69 doktorskych praci. 4 doktorandi
uspésné obhdjili, 13 novych bylo do DSP pfijato.

UEB ma spoleénou akreditaci (1 a 3) & smlouvu (2) o uskute&fiovani DSP:
1) s PfFUK Praha pro studijni program BIOLOGIE: studijni obory: Molekularni a bunééna biologie, Genetika
a virologie, Fyziologie a anatomie rostlin, 2) s VSCHT v Praze pro studijni program BIOCHEMIE A
BIOTECHNOLOGIE: studijni obor Biotechnologie, a studijni program CHEMIE: studijni obor Biochemie, 3) s
PFFUP Olomouc pro doktorsky studijni program BIOLOGIE: studijni obor Botanika. Mimo to UEB
spolupracuje s AF CZU v Praze.

3. SPOLUPRACE PRACOVISTE S DALSIMI INSTITUCEMI A S PODNIKATELSKOU SFEROU
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Zhodnoceni spoluprace s daldimi mimovysoko$kolskymi vyzkumnymi a mimoakademickymi
pracovisti:
a) spoleéné projekty vyzkumu a vyvoje podporené z verejnych prostredku:

V roce 2005 bylo feSeno celkem 17 projektl (seznam uveden v pfiloze 1). Nejvyznamnéjsi vysledky
jsou shrnuty v &asti 1b pod &isly 3, 7, 20, 21.

b) vysledky vyzkumu a vyvoje pro ekonomickou sféru na zakladé hospodaiskych smluv:

Vyzkum se v roce 2005 opiral o nékolik desitek uzavienych hospodaiskych smluv (pfevazna &ast
z nich se tyka Slechténi jabloni). Za nejvyznamnéjSi aktivity v této oblasti povaZujeme Slechténi jabloni
(vysledek €. 20 v &asti 1b), produkci inhibitordl CDK a syntézu radioaktivné zna€enych latek (vysledek ¢. 21
v ¢asti 1b) a vydavani védeckych €asopisu Biologia Plantarum a Photosynthetica (pfiloha 2).
Dalsi hospodarské smlouvy o védecké spolupraci a spoleéné komercializaci védeckych vysledkl jsou
uzavieny se subjekty Olchemim s.r.o., Quinta-Analytica s.r.o., Cyclacel Ltd., Senetek Ltd. USA, AgroSluzby,
S.r.0.

c) nové firmy, které vznikly na zakladé vysledku €innosti ustavu v oblasti aplikovaného vyzkumu:
Zadné.

d) odborné expertizy zpracované v pisemné formé pro statni organy a instituce:

Nékolik desitek posudkd navrhii projekti pro GACR, GA AV CR, MSMT, GAUK, NAZV, Agenturu na
podporu vedy SK1, Grantova agentura SAV 1, GA MS SR, NATO Science Fellowships Programme, posudky
pro MZP, AVIS, USDA USA. Vice nez 150 oponentnich posudk(i publikaci v éasopisech domacich i
zahraniénich (hlavné Biol. Plant., Photosynthetica, Plant Production, Physiol. Plant., J. Plant Growth. Regul.,
Plant Sci., Mikrobiologia, Agr. Ecosyst. Environm., J. of Phytopathol. a dalSi). Oponentni posudky
bakalarskych, diplomovych, doktorskych a habilitacnich praci, diléich i zavérecnych zprav nejriznéjsich
projektd.

| 4. MEZINARODNi VEDECKA SPOLUPRACE PRACOVISTE

Informace o vyznamnych mezinarodnich védeckych spolupracich pracovisté:
a) prehled mezinarodnich projektt, které pracovisté tesi v ramci mezinarodnich védeckych

programu:
Seznam je uveden v pfiloze 3.

b) nejvyznamnéjsSi védecké vysledky dosazené v ramci mezinarodni spoluprace:
Nejvyznamné;jsi vysledky jsou shrnuty v ¢asti 1b pod ¢isly 1, 2, 3, 4, 11, 13, 15, 16, 17, 21, 26, 28, 29,

31.

c) akce s mezinarodni__ucasti, které pracovisté organizovalo nebo v nich vystupovalo jako
spoluporadatel:

UEB byl hlavnim pofadatelem International Symposium Auxins and Cytokinins in Plant Development,
gervenec 2005, Praha, CR. Pocet registrovanych Gcastnik 180, z toho 125 zahraniénich (z 28 zemi). Dale
UEB poradal konferenci Analyticka cytometrie Ill, Cervenohorské sedlo 21. — 25. 6. 2005. (180 G&astnikd,
z toho 7 zvanych plenarnich fe¢nikd ze zahranici.

d) vyéet jmen nejvyznamnéjsich zahraniénich védc, ktefi navstivili pracovisté AV CR:
Vyc€et jmen vyznamnych hostd, ktefi navstivili naSe pracovisté, je uveden v pfiloze 4.

e) pocet fungujicich meziustavnich dvoustrannych dohod:
Zadné.




VYROCNIi ZPRAVA UEB AV CR ZA ROK 2005

text vlastni zpravy (body 1- 4)

Prilohy:

A. prilohy k textu zpravy

1) pfiloha 1 kbodu 3a (vyCet feSenych projektll ve spolupraci s mimoakademickymi mimo$kolskymi
vyzkumnymi subjekty)

2) priloha 2 k bodu 3 b (vydavané védecké ¢asopisy)

3) priloha 3 k bodu 4a (projekty se zahrani¢nimi partnery)

4) pfiloha 4 k bodu 4d (seznam védeckych navstév v roce 2005)

B. kvantitativni udaje o pracovisti

1) 2A (védecti pracovnici)
2) 2B (udaje o mezinarodni védecké spolupraci)
3) 2C (prehled o poétech vynalezu, patent(...)

C. text tfi anotaci

1) ZaZimalova
2) Strnad
3) Dolezel

V Praze dne 16. ledna 2005

RNDr. Ivana Maphéékové, CSc. RNDr. Radomira Vgﬁkové, QSC.
feditelka UEB AV CR predsedkyné VR UEB AV CR



PRILOHA 1 k Vyro&ni zpravé UEB AV CR za rok 2005:

Seznam projektl freSenych ve spolupraci s mimoakademickymi mimovysoko§kolskymi partnery:

poskytovatel Gislo par nazev resitel
(spoluresitel)
Grantova IBS5038352 VUB Havli¢kav Brod | Vitalita sadbovych brambor ve Machackova
agentura AV vztahu k agroekologickym lvana
GR faktordm a obsahu endogennich
hormont
Grantova S5038104 Slechtitelska stanice | Molekularné cytogeneticke a Vagera Jifi
agentura AV Hladké Zivotice cytometrické metody pro Slechténi
GR trav a jetelll
Grantova GA521/03/0113 | Zemédeélsky Studium prenosu, stabilizace a Vagera Jifi
agentura ¢R vyzkumny Ustav exprese translokaci 1R.1D 5+10 u
Kromé&Fiz tritikale ve vztahu k prolaminovym
bilkovinam a kvalité zrna
Grantova GA206/05/0894 Photon System Pristrojova a metodicka zakladna | Strnad
agentura CR Instruments pro ovlivnéni a sledovani Miroslav
biologickych regulaci vyssich
rostlin, fas a sinic
Grantova GA521/05/0257 VURV Praha Ruzyné | Geneticka, fyziologicka a Dolezel
agentura ¢R molekularni analyza nového genu | Jaroslav
pro dobu kveteni u pSenice
Grantova GA522/04/1329 | VUB Havli¢kiv Brod | Molekularné biologicka Filigarova
agentura ¢R charakterizace, detekce a funkéni Marie
analyza mop-top viru bramboru
(PMTV)
Grantova GA206/04/0999 VULHM Strnady Studium obrannych mechanismu Cvikrova
agentura CR smrku ztepilého na napadeni Milena
houbovymi patogeny (Ascocalyx
abietina, Sirococcus strobilinus,
Phoma sp. aj.)
Grantova GD521/05/H013 Selgen, a.s. PSenice - od genomu ke kvalité Dolezel
agentura CR produkce Jaroslav
Grantova GA526/05/0636 VULHM Strnady Uloha chloru pfi rozkladu Matucha
agentura CR organické hmoty v lesnim Miroslav
ekosystému jako sinku uhliku
Grantova GA521/03/1380 Sativa Kefkov, a.s., Dva zplsoby vedouci ke sniZeni Navratil
agentura CR VUB Havligkdv Brod | obsahu redukujicich cukra ve Oldfich
skladovanych bramborovych
hlizach
Grantova GA521/03/0113 ZVU Kroméfiz, s.r.o. | Studium pfenosu, stabilizace a Ohnoutkova
agentura CR exprese translokaci 1R.1D 5+10u | |udmila
tritikale ve vztahu k prolaminovym
bilkovinam a kvalité zrna
MSMT 1M0505 Ustav jaderného Centrum cilenych terapeutik Angelis Karel
vyzkumu RezZ a.s.
Mz CR QF4176 VURV Ruzyné Omezeni negativniho vlivu Motyka Vaclav
abiotickych strest na pfijem a
vyuZiti Zivin obilovinami
MZ CR QF4133 Sativa Kefkov, a.s., | Tvorba vychozich Slechtitelskych | Vagera Jifi
Selekta Pacov, a.s., materiald s geny horizontalni
Vesa Velhartice, a.s. rezistence k plisni bramborové
VUB Havli¢kdv Brod
MZ CR QC 1336 Chmelafsky institut Vyvoj novych metod pro Dolezel
s.r.o., VURV monitorovani diverzity a Jaroslav
hodnoceni genovych zdroj a
zhodnoceni jejich potencialu
MZ CR QE 1093 ZVvU Studium a tvorba novych genotypt | Ohnoutkova
KROMERIZ,s.r.0., dvouradeho ozimeého Ludmila
VUPS, Obchodni sladovnického je€mene pro
sladovny a.s potieby sladovnického priimyslu
o klasickymi a biotechnologickymi
metodami
MZ CR QE 1174 VUB Havli¢kav Brod, | Rozhodovaci systémy pro Machackova
Solana, VURV optimalizaci produkce a kvality lvana
Praha, VUZT konzumnich brambor a pro jejich

uplatnéni na trhu




PRILOHA 2 k Vyrocni zpravé UEB za rok 2005:
Ediéni ¢innost
Biologia Plantarum

Mezinarodni Casopis, ktery publikuje plvodni ¢lanky, prehledné ¢Elanky, kratka sdéleni a
recenze knih spadajicich do vSech odvétvi experimentalni botaniky od molekularni biologie,
biotechnologie aZ po vztahy rostlina — prostfedi. Casopis je vydavan UEB. Editorem je RNDr.
Jiti Catsky, CSc., vykonnym editorem RNDr. Jana Pospisilova, CSc. Casopis je $ifen
\{ydavatelem a nakladatelstvim Kluwer Academic Publisher Group, Dordrecht, Nizozemi.

k dispozici na adrese: www.ueb.cas.cz/bp/bp.htm .

Photosynthetica

Mezinarodni Casopis zaméfeny na vyzkum fotosyntézy, ktery publikuje pfehledné c&lanky,
plvodni ¢lanky, kratka sdéleni z oboru biofyzika, biochemie, fyziologie a ekologie
fotosyntézy. Obsahuje i recenze knih, bibliografie pfehlednych &lankd a metodologickych
praci vSech oblasti rostlinné fyziologie. Photosynthetica je nejstarsi ¢asopis specializovany
na fotosyntézu. Casopis je vydavan UEB. Editorem je RNDr. Zdenék Sestak, DrSc. Casopis
je Sifen vydavatelem a nakladatelstvim Kluwer Academic Publisher Group, Dordrecht,

s v

obsah jsou k dispozici na adrese: www.ueb.cas.cz/ps/ps.htm .

ROK Impakt faktor
Biologia Plantarum Photosynthetica

1995 0.30 0.52
1996 0.41 0.66
1997 0.39 0.94
1998 0.57 0.66
1999 0.41 0.73
2000 0.42 0.48
2001 0.43 0.81
2002 0.58 0.77
2003 0.92 0.66
2004 0.74 0.73

Photosynthesis Bibliography

Bibliografie zahrnuje prace ze vSech oblasti fotosyntézy — od studii na modelovych
biochemickych a biofyzikalnich systémech fotosyntetickych mechanismd az po primarni
produkci studovanou metodami riistové analyzy. Kazdy svazek obsahuje 4000 — 5000 citaci,
a rejstfiky autori, pfedmétd a védeckych nazvi rostlin. V kazdém patém svazku je
kumulativni rejstfik. Editory jsou RNDr. Zdené&k Sestak, DrSc. a RNDr. Jiti Catsky, CSc.




PRILOHA 3 k Vyrocni zpravé UEB za rok 2005:

Pracovnici UEB v roce 2005 Fesili nasledujici mezinarodni projekty:

program a_ Cislo projektu

ndzev projektu

KONTAKT, MD_45 2

Studium signalnich pfenost u rostlin pfi elicitaci abiotického a
biotického stresu

KONTAKT, 1POSME825

Studium signalnich pfenos( u rostlin pfi elicitaci abiotického a
biotického stresu

INTAS, Projekt 03-51-5908

The genomic structural organization and physical mapping of
the terminal regions of individual rye chromosomes

IAEA, Projekt 12230

Development of Physical Cytogenetic Maps for Bananas and
Plantains

Generation Challenge Programme
Projekt INIB 2005/42

Targeted Musa genome sequencing and frame map
construction

GSF

Untersuchen zum Verhalten von Chloressigsauren im System
Jungfichte/Boden

Royal Society Joint Project,
2004/R3-EU

Volkswagen Stiftung, 1/76 865

Cytokinins: plant hormones and their analogues as antimitotic
and anticancer compounds.

Integrated Project EU

Protein Kinases - Novel Drug Targets of Post Genomic Area

Spoleény projekt AV CR a CNRS

Study of activity of anion channels in tomato mutants affected in
responsiveness to blue light.

Cesko-Americka mezivladni
védeckotechnicka spoluprace

Interaction between auxin and light signaling in seedling growth
and development of leaf angle in corn.;

Research and Training Network
TIPNET, EU-HPRN-CT-2002-
00265

FP6, STREP Targeted gene integration in plants: Vectors, mechanisms and
application for protein production.
IP, 603467 Protein Kinases - Novel Target of Post Genomic Area
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PRILOHA 4 k Viyroéni zpravé UEB za rok 2005:

Jména vyznamnych zahraniénich hosta, ktefi navstivili v roce 2005 UEB:

Prof. Susan Lambert
Prof. H. Van Onckelen
Dr.L. Meijer

Prof. G.Epritikhine

Prof. Dr. A. Mukherjee
Prof. Roni Aloni

Prof. Hitoshi Sakakibara
Prof. Takashi R. Endo
Prof. J. Van Staden

Dr. Annette Nassuth
Prof. Vipen K. Sawhney
Dr. Jozsef Fodor

Prof. Vince Ordog

Dr. Frantisek Baluska
Prof. Dieter Volkmann
Prof. Dr. P. Schroder
Prof. Jifi Friml

Prof. R. Hertel

Prof. Thomas Schmdilling
Prof. Krystyna Janas
Dr. Pierre Lagoda

Prof. Heribert Hirt

Prof. Irene Lichtscheidl
Prof. M.-T. Hauser

Dr. Alexander Vershinin
Prof. Zdeno Subr

Dr. D. Bastviken,

Prof. Goran Sandberg
Dr. Faik Ahmet Ayaz
Dr. Forrest G. Chumley
Prof. A. Theologis

Prof. Angus Murphy
Prof. Bonnie Bartel
Prof. David Mok

Prof. David W. Galbraith
Prof. Joseph Kieber
Prof. Machteld Mok
Prof. Mark Estelle

Prof. Tom Guilfoyle
Prof. David Twell

Prof. John W. Snape
Prof. Malcolm Bennett
Prof. Ottoline Leyser
Prof. Richard Napier

Tasmanian Inst. of Agricultural Research
University of Antwerp

CNRS, Station Biologique

Univ. of Paris VIl and CNRS, Gif-sur-Yvette
University of Calcutta

Tel Aviv University

RIKEN, Yokohama

Kyoto University, Kyoto

Univ. of Kwazulu-Natal, Pietermaritzburg
University of Guelph, Guelph, Ontario
University of Saskatchewan, Saskatoon
Plant Protection Institute HAS, Budapest
West Hungarian Univ.

University of Bonn

Univerzity of Bonn

GSF Neuherberk

ZMBP, University Tubingen
Albert-Ludwigs-Universitat, Freiburg
Free University of Berlin

University of Lodz

Joint FAO/IAEA Division, Vienna
University of Vienna

University of Vienna

Agricultural University Vienna

Inst. of Cytology and Genetics, Novosibirsk
SAV Bratislava

University of Linkoping

Umea Plant Science Center

Karadeniz Technical Univ. Trabzon
Kansas State University, Manhattan
Plant Gene Expression Center, Albany
Purdue University, West Lafayette

Rice University, Houston

Oregon State University, Corvallis
University of Arizona, Tucson

University of North Carolina, Chapel Hill
Oregon State University, Corvallis
Indiana University , Bloomington
University of Missouri, Columbia
University of Leicester

John Innes Centre, Norwich

University of Nottingham, Sutton Bonington
University of York

HRI/University of Warwick
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Australie
Belgie
Francie
Francie

Indie

Izrael
Japonsko
Japonsko
JAR

Kanada
Kanada
Madarsko
Madarsko
Némecko
Némecko
Némecko
Némecko
Némecko
Némecko
Polsko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rakousko
Rusko
Slovensko
Svédsko
Svédsko
Turecko

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

Velka Britanie
Velka Britanie
Velka Britanie
Velka Britanie
Velka Britanie



ANOTACE 1:

AUXINY I’NHIBUJi ENDOCYTOSU U ROSTLIN
A STIMULUJI SVUJ VLASTNi TRANSPORT Z BUNEK

Eva Zazimalova a kolektiv

Jednim z mechanismu, kterym signalni molekuly (tj. hormony a rdstové regulatory) mohou
regulovat zivotni procesy buriky, je kontrola vnitrobunécného transportu nékterych proteinQ
na misto jejich ur€eni. Tento zplsob regulace je u ZivociSnych bunék Casto zalozen na
pusobeni na specializovany transport proteinG membranovymi vacky, tzv. konstitutivni
cyklovani. Konstitutivni cyklovani sestava ze dvou opakujicich se krokl: z pfenosu protein
z plasmatické membrany dovnitf do burky (endocytosa) a z jejich transportu zpét na
plasmatickou membranu (exocytosa). | kdyZz nékteré proteiny u rostlin konstitutivné cykluiji,
nebyl zde dosud zadny obdobny mechanismus puasobeni rostlinnych hormond nebo
rastovych regulatord prokazan.

Tato prace ukazuje, Ze auxiny, jedny zhlavnich regulatort vyvoje rostlin, inhibuji
endocytosu. Tento ucinek je specificky pro biologicky aktivni auxiny a neni zavisly na expresi
genu ani na aktivité proteosyntézy.

Auxiny inhibuji endocytosu nékolika typU proteind. Mezi né patfi i proteiny rodiny PIN, fj.
regulatory pfenosu auxinl z bunky. Po inhibici endocytosy se zvySuje vyskyt téchto proteinl
na plasmatické membrané a tim se zvétSuje kapacita pfenosu molekul auxinl z buriky. Takto
mohou auxiny podporovat svlj vlastni export zbunék. Biologicky vyznam inhibice
endocytosy auxiny a regulace jejich vlastniho exportu z bunék byl prokazan napf. béhem
gravitropni odezvy (ij. reakce rostlinnych organi na zménu sméru plasobeni gravitace), kdy
dochazi k asymetrické translokaci auxinu. V kofeni Arabidopsis thaliana bylo zjisténo, Ze tato
asymetricka translokace auxinu koreluje s riiznou mirou endocytosy proteint PIN.

Tato pozorovani odrazeji dosud nepopsany mechanismus puUsobeni rostlinnych hormonu:
auxiny inhibuji endocytosu, ¢imz mimo jiné reguluji i vnitrobuné¢ny transport proteind PIN a
tim jejich vyskyt a aktivitu na bunééném povrchu. Timto zpldsobem mohou auxiny zpétné
regulovat svUj vlastni transport.

f \ Obr. Schéma inhibice endocytosy auxiny

plasmaticka EX = exocytosa
membrana
endosom EN = endocytosa
N/ mt\ = proteiny PIN
S F— = inhibice
EXi LEN

g | auxiny
1 y

Paciorek T, Zazimalova E, Ruthardt N, Petrasek J, Stierhof Y-D, Kleine-Vehn J, Morris DA,
Emans N, Jiirgens G, Geldner N, Friml J: Auxin inhibits endocytosis and promotes its own efflux
from cells. Nature 435: 1251-1256, 2005.

Ve spolupraci s laboratori Dr. Jifiho Frimla (ZMBP, University of Tiibingen, Tiibingen, Germany)
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ANNOTATION 1:

AUXINS INHIBIT ENDOCYTOSIS IN PLANTS
AND STIMULATE THEIR OWN TRANSPORT FROM CELLS

Eva Zazimalova et al.

Regulation of intracellular traffic of some proteins to their proper position within a cell is one
of the mechanisms for signalling compounds (hormones and growth regulators) to control
physiological processes in cells. In animal cells this way of regulation is often based on the
control of a specialised intracellular transport of proteins in membrane vesicles, so-called
constitutive cycling. The process of constitutive cycling consists of two repeated, consecutive
steps: translocation of proteins from plasma membrane into cell (endocytosis) and their
transport back to the plasma membrane (exocytosis). Even if some proteins in plants exhibit
constitutive cycling, no such effect(s) of any plant hormone and/or growth regulator on
intracellular traffic of proteins has been observed so far.

This work demonstrates that auxins, major regulators of plant growth and development, can
inhibit endocytosis. This effect is specific for biologically active auxins and it is independent
of gene expression and proteosynthesis.

Auxins inhibit endocytosis of several plasma membrane proteins, including PINs - regulators
of auxin efflux from cells. Once endocytosis is inhibited, the incidence of PINs on the plasma
membrane increases and, consequently, the capacity for efflux of auxins is higher. In this
way auxins can stimulate their own efflux from cells. Biological significance of inhibition of
endocytosis by auxins and of regulation of their own efflux from cells was proved during
gravitropism (i.e. the reaction of plant organs to the change of direction of gravity stimulus),
which is connected with the asymmetric auxin distribution. In Arabidopsis thaliana roots the
asymmetric auxin distribution correlates with intensity of endocytosis of PIN proteins.

These observations reflect a novel mechanism of action of plant hormones: auxins inhibit
endocytosis and thus control, among other things, the intracellular trafficking of PIN proteins
and concomitantly their abundance and activity on the cell surface; in this way auxins
regulate their own cell-to-cell transport.

f N Obr. Scheme of inhibition of endocytosis

plasma by auxins
endosome membrane EX = exocytosis
EN = endocytosis
ext % en w = PIN proteins
F— = inhibition

& 9 W }——auxins

Paciorek T, Zazimalova E, Ruthardt N, Petrasek J, Stierhof Y-D, Kleine-Vehn J, Morris DA,
Emans N, Jiirgens G, Geldner N, Friml J: Auxin inhibits endocytosis and promotes its own efflux
from cells. Nature 435: 1251-1256, 2005

In collaboration with the laboratory of Dr. Jifi Friml (ZMBP, University of Tiibingen, Tiibingen,
Germany)
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ANOTACE 2:

NOVE CYTOKININY S VYZNAMNYMI BIOLOGICKYMI VLASTNOSTMI

Miroslav Strnad a kol.

Cytokininy jsou rlistové regulatory na bazi N6—substituovanych derivatd adeninu, které vykazuji fadu
vyznamnych biologickych aktivit v rostlinach (plsobi proti starnuti, urychluji bunééné déleni). Pfed 10
lety se nam podafilo nalézt latky s vysokou cytokininovou aktivitou, které jsme podle rostlinného
objektu, z kterého byly izolovany, nazvali topoliny. To nas vedlo k pfipravé fady novych derivat(
topolinii a jejich ribosidd, které byly testovany v nékolika biologickych testech. Nejaktivnéjsi ve
zpomaleni starnuti se ukazaly byt methoxytopoliny (Dolezal et al., 2006), u nichz se nam podafrilo
prokazat i jejich pfirozeny vyskyt (Tarkovska et al., 2003). Nékteré ribosidy vykazovaly prekvapivé i
protinadorové uCinky. Za nejuCinnéj§i Ize povazovat 2-hydroxy-3-methoxybenzyladenosin
(WO03040144), ktery vykazuje az 50-krat vySSi in vivo protinadorové ucCinky nez olomoucin a
roskovitin a rovnéz nez fada znamych protinadorovych léCiv. Pfipravili jsme i oralné dostupnou formu
a vyvinuli citivou metodu stanoveni této latky v krvi, zalozenou na imunoafinitni chromatografii
s vyuzitim monoklonalnich protilatek proti aromatickym cytokinindm kombinované s kapalinovou
chromatografii s hmotnostni detekci (Hauserova et al., 2005). VySe uvedené latky jsou chranény
mezinarodnimi patenty ve vice nez 50 zemich (viz www.espacenet.com).
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Obr. 1: Struktury aromatickych cytokininti — ortho-topolin ribosid, 2-hydro-3-methoxybenzyladenosin a
benzyladenosin.
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ANNOTATION 2:
NEW CYTOKININS WITH SIGNIFICANT BIOLOGICAL ACTIVITIES

Miroslav Strnad et al.

Cytokinins are growth regulators which can be defined as N°-substituted adenine derivatives which
slow down ageing (senescence) and induce cell division. Ten years ago we isolated and identified a
new group of aromatic cytokinins called topolins (isolated from poplar — the Czech word is topol). The
discovery led us to development of new, highly active topolin analogues. Among them,
methoxytopolins were recognised as compounds with the highest antisenescent activity (Dolezal et al.,
2006). They were also identified as naturally occurring substances in many different plant species
(Tarkovska et al., 2003). On the other hand, ribosides of topolins strongly inhibited proliferation of
many different cancer cells, being 50-times more effective than olomoucine, roscovitine and many
other anticancer drugs. 2-Hydroxy-3-methoxybenzyladenosine (W003040144) has been shown to be
the most effective one (IC 50 around 0.1 uM). Orally available form of this compound was prepared as
well as a new immunoaffinity chromatography — liquid chromatography - mass spectrometric detection
based method was developed for its determination in blood (Hauserova et al., 2005). Topolin
analogues and their ribosides are under patent protection in more than 50 countries (see
www.espacenet.com).
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Fig. 1: Structures of aromatic cytokinins — ortho-topolin riboside, 2-hydro-3-methoxybenzyladenosine a
benzyladenosine.
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ANOTACE 3:

UNIKATNI MATERIAL PRO GENOMIKU ZITA A PSENICE

Jaroslav Dolezel a kolektiv

Genomika je véda zabyvajici se analyzou genomu Zzivych organismu, tedy studiem jejich
dédi¢né informace. VétSina této dédiéné informace je u rostlin i zivoCichll ulozena
v buné&ném jadfe ve formé chromozému. Mnozstvi jaderné DNA, ve které je dédic¢na
informace zapsana, neodpovida slozitosti organismu. Genomy fady rostlinnych druht svou
velikosti nékolikanasobné prevysuji velikost genomu Clovéka. Zatimco ten je pfedstavovan
asi tfemi miliardami par0d bazi, genom zita ma velikost pfiblizné osm miliard a pSenice
dokonce sedmnact miliard pard bazi DNA. Analyza takto velkych genom( je nesmirné
obtiZzna a nakladna.

Muze byt vSak vyrazné zjednoduSena
7 chromozoémii (1C ~ 7 917 Mbp) rozdélenim genomu na jednotlivé
chromozémy, pfipadné jejich Casti (viz
obr.). Stimto cilem byla na nasem
pracovisti vyvinuta metoda, ktera za
pouziti pratokového cytometru umoziuje
tfidit  jednotlivé  typy chromozému,

« pfipadné jejich ramena. DNA tfidénych

7 chromozom neni poskozena a je vhodna

Chromozém 1R ~ 1 005 Mbp Chrom. rameno 1RS ~ 442 Mbp prO kPnStru kCI knlhoven DNA
(~ 12.7% genomu) (=5 6%Igancmu) klonovanych ve vektoru BAC. Tyto

knihovny jsou tvofeny souborem pomérné
Obr. Rozdéleni genomu Zita na jednotlivé  velkych fragmenti DNA (kolem 100 000
chromozémy a jejich ramena. Kratké rameno  parQ bazi), které reprezentuji cely genom
chromozému 1R predstavuje pouze 5,6% a jsou klicCovym materidlem pro
z celkové velikosti genomu Zita. sekvenovani a izolaci gend.
V pfedchozich letech jsme vyvinuli ftfi
takovéto knihovny specifické pro jednotlivé chromozdmy pSenice nebo jejich rameno*. V roce
2005 jsme na nasem pracovisti zkonstruovali knihovnu dalsi, specifickou pro kratké rameno
chromozému 1 Zita. Tim byla potvrzena vhodnost nami vyvinuté strategie pro riizné rostlinné
druhy. Protoze tato ¢ast genomu zita se diky Slechténi dostala do genomu fady odrud
pSenice, pfedstavuje nasSe knihovna jedineCny material také pro genomiku této plodiny.
V souCasné dobé& je knihovna pro kratké rameno chromozému 1 Zita vyuzivana ve
spolupraci s nékolika zahrani¢nimi pracovisti pro analyzy genomu pSenice a zita, studium
evoluce téchto genomu a pro izolace zemédélsky vyznamnych genu.
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ANNOTATION 3:

UNIQUE RESOURCE FOR GENOMICS OF RYE AND WHEAT
Jaroslav Dolezel et al.

Genomics is concerned with genome analysis of living organisms, studying their heritable
information. Majority of this information in plants and animals is located in the cell nucleus in
the form of chromosomes. The amount of nuclear DNA bearing this information does not
correlate with organism complexity. Genome sizes of many plant species exceed that of
human several times. Whereas in human one complete copy of this information is made up
of about 3 billion DNA base pairs, the genome of rye comprises about 8 billion and the
genome of bread wheat even 17 billion base pairs. Analysis of such huge genomes is
extremely difficult and expensive.

However, it can be markedly simplified by
7 chromosomes (1C ~ 7 917 Mbp) dissecting the genome into individual
chromosomes or their parts (Fig.). With
this aim, we have developed an original
method based on the use of flow-
cytometer for sorting of individual
chromosomes and chromosome arms.

/
DNA of flow-sorted chromosomes proved
_— 7 to be intact and thus suitable for
Chromosome1R ~ 1 005 Mbp Chromosome arm 1RS ~ 442 Mbp Cfonstructlon Of BAC DNA Ilbrarl_es' These
(~ 12.7% of genome) (~5.6% of genome) libraries consist of a set of relatively large

DNA fragments (about 100 thousand

Fig. Dissection of the rye genome into individual base pairs) that represent the whole
chromosomes and their arms. The short arm of  genome. They are a crucial resource for

1R chromosome comprises only 5.6% of the genome sequencing and gene isolation.

whole genome. Previously we constructed three BAC
libraries specific for wheat chromosomes
or a chromosome arm*. In 2005, a BAC library specific for the short arm of rye chromosome
1R was constructed in our laboratory. This achievement approved the suitability of our
strategy for various plant species. As the 1RS chromosome arm became a part of many
wheat cultivars (conferring important agronomic traits to wheat) this library poses a unique
genomic tool also for this crop. At present the library is used in cooperation with several
abroad laboratories for genome analyses in rye and wheat, evolution studies and for isolation
of agriculturally important genes.

Kubalakova M, Valarik M, Bartos J, Vrana J, Cihalikova J, Molnar-Lang M, Dolezel J: Analysis
and sorting of rye (Secale cereale L.) chromosomes using flow cytometry. Genome 46: 893-905, 2003.
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