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Vyroéni zprava Ustavu experimentalni botaniky AV CR za rok 2004

[ 1. VEDECKA CINNOST PRACOVISTE A UPLATNENI JEJICH VYSLEDKU:

a) struéna charakteristika védecké ¢innosti pracovisté:

Ustav experimentalni botaniky AV CR se zabyvé zakladnim a cilenym vyzkumem v genetice, fyziologii,
patofyziologii a biotechnologiich rostlin.

V roce 1999 byl formulovan vyzkumny zamér Gstavu: Cilem vyzkumného zaméru UEB AV CR je objasnit
na modelovych objektech zakladni molekularni a buné&né mechanismy v nasledujicich oblastech: integrované
pusobeni fytohormon( a rlstovych regulator( pfi fizeni vyvoje rostlin, regulace morfogeneze rostlinné burky a
Uloha cytoskeletu a pfislusnych signalnich drah, regulace bunééného cyklu a vyuziti syntetickych analogl
fytohormonu k jeho inhibici a inhibici nadorového bujeni; regulace ontogeneze samciho gametofytu: genové
exprese, proteosyntézy a signalnich drah; somaticka a pylova embryogeneze, prasnikové kultury, produkce
haploidd; organizace a funkce genomu na chromozémové udrovni, detekce regulacnich gend, dynamika
poskozeni a reparace genomové DNA pod vlivem stresi a mutagend; faktory ovliviujici fotosyntézu a vodni
rezim ve stresovych podminkach; reakce rostlin na infekci a molekularni charakteristika vird. Vysledkem bude
prohloubeni znalosti v téchto oblastech a jejich mozné biotechnologické aplikace.

V roce 2000 bylo na UEB zfizeno vyzkumné centrum SIDROS (Signalni drahy rostlin, 2000-2004,
LNOOA081). Mimo to se UEB vroce 2004 podilel na feSeni dvou kliovych projektd (KSK5020115 a
KSK5052113).

1 Byla vypracovana puvodni metoda tfidéni jednotlivych ramen chromozému jeémene. U diploidniho
je€mene nejsou telosomickeé linie vitalni, a proto byly pro tfidéni pouzity specialné pfipravené adicni
linie pS$enice-jeémen. Moznost ziskat purifikované frakce ramen chromozému podstatné zjednodusi
mapovani genomu je€mene. V sou€asné dobé jsou optimalizovany postupy pro fyzické mapovani
kodujicich sekvenci pomoci sond pfipravenych z tfidénych ramen a jejich hybridizace na DNA Cipech a
pro tzv. HAPPY mapovani. B

2 VLP's HPV16 L1h byly uspéSné produkovany z PVX a pTV vektord jak v modelové Nicotiana
benthamiana, tak v rajCeti, a byly ziskany jejich EM snimky. Produkované VLP’s indukuji u mysi
bunécnou toxicitu (indukce T-lymfocytl) a protilatky imunitni odpovédi selektivné rozeznavaji pouze
nativni 3D uspofadani. HPV16 onkoprotein E7 je i pfi expresi v rostlinach agroinfekci lokalizovan
v jadre. B

3 Analyza inzerénich mutantl Arabidopsis v genech pro Rab GDP disocia¢ni inhibitor (GDI) AtGDI1 a
AtGDI2 ukazala, Ze homozygotni rostliny péstované za obvyklych podminek vypadaji jako WT.
Nepodafilo se ziskat Zadné homozygoty s dvojitou mutaci, coz ukazuje, Zze dvojiti mutanti nejsou
Zivotaschopni. Treti gen AtGDI3 je specificky exprimovan v pylu a dosud nebyla nalezena mutace
v tomto genu. B

4 Z tfedné byl izolovan gen PaLAX1 (Prunus avium — like AUX1), ktery ma vysokou miru homologie ke
genu AUX1 z A. thaliana kédujicimu pravdépodobny pfenase¢ auxinu do bunky. Byl popsan fenotyp
odpovidajici zvySené expresi genu PaLAX1 v rostlinach A. thaliana a tabaku, ktery ma znaky typické
pro rostliny s nadoptimalni hladinou interniho auxinu. B

5 Geny At1g07230 a At3g03530, které v Arabidopsis thaliana kéduji proteiny podobné bakterialni
fosfatidylcholin-specifické fosfolipaze C, byly klonovany do expresnich vektori pQE-32 (Qiagen) a
pGEX-4T-2 (Pharmacia). Pomoci téchto vektort byla zajisténa na N-konci fuzniho proteinu His6 resp.
GST kotva. B

6 Na urovni regulace transkripce jsme dokoncili analyzy transkriptomu a jeho zmén béhem vyvoje
samciho gametofytu Arabidopsis. U rostlin tak byla viibec poprvé popsana globaini dynamika genové
exprese v procesu ontogenese na urovni jediné bunky. Ziskana data byla pouzita ke studiu funkce
¢lend nékolika genovych rodin, zejména membranovych a sténovych bilkovin, aktivnich v sam¢&im
gametofytu. B

7 Izolaty 54-15 mop-top viru bramboru (PMTV) maji velmi konzervovany genom. Nékolik zmén v
nukleotidovych i aminokyselinovych sekvencich bylo zjisténo v RNA kdédujici proteiny “triple gene
block” (TGB) a v “read-through” ¢asti obalového proteinu (CP). Fenotypova riznost by mohla byt
soustfedéna do této oblasti. Pro potvrzeni nalezenych zmén byly osekvenovany oblasti pro TGB a
read-through CP pro dalSi izolaty, 54-19 a 54-10. Porovnani ziskanych sekvenci s databazemi
potvrdilo velmi vysoky stupefi genetické stability a pomalou evoluci v populaci PMTV izolatd.
Nejzajimavéjsi evolucni udalosti, kterou jsme zjistili, je zruSeni ¢tvrtého ORF na RNA kdédujici TGB,
ktery je u ostatnich izolatd PMTV identifikovan jako gen pro protein bohaty na cystein. B
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Stanovenim enzymovych aktivit byla potvrzena totoznost glykoproteint mikrospor tabaku 92 a 98 kDa
s R-galaktosidazou a R-xylosidazou, odvozena porovnanim peptidovych sekvenci s databazi
Arabidopsis. U Arabidopsis se podle microarray analyzy a RT-PCR RNA exprimuji béhem vyvoje
mikrospor a pylu dva typy R-galaktosidaz. Rané (At 5g 20710 a At 1g 31740) jsou charakteristické pro
mitotické mikrospory stejné jako homologicky glykoprotein 92 kDa u tabaku. Pozdni geny
(At 5g 56870, AT 2g 16730 a At 3g 35010) se exprimuji ve zralém pylu a jsou homologické s dfive
popsanym pozdnim genem tabakového pylu Q 9FSF9. B

Byla studovana ligandova specifita cytokininovych receptort Arabidopsis thaliana CRE1/AHK4 a AHK3
za pouziti bakterialnich kmen( Escherichia coli exprimujicich tyto receptory a semenackl Arabidopsis
thaliana s ARR5::GUS reportérovym genem. Oba receptory jsou citlivéjSi k bazim isoprenoidnich
cytokinind, méné k aromatickym cytokinindm. CRE1/AHK4 receptor je vysoce specificky a je citlivy
pouze k bazim isoprenoidnich cytokinind. AHK3 receptor navic rozpoznava cis-zeatin, povaZovany za
neaktivni isomer, a také ribosidy isoprenoidnich cytokinint. B

Pfi charakterizaci komplexu exocyst jsme ziskali prvniho inzeréniho mutanta Arabidopsis, ktery
projevuje vyvojové abnormality. Jedna se o mutanta v genu Exo70A1; homozygotni rostliny s touto
mutaci jsou men8i, maji naruSeny reprodukéni proces a odchylky ve vyvoji kofene. Pomoci RNAI
technologie jsme ziskali rostliny Arabidopsis s potlaCenou expresi dalSich podjednotek exocystu —
Sec3 a Sec5. Pomoci RT-PCR byl prokazan specificky pokles pfisluSnych mRNA. B

Byla studovana mikrobialni biodegradace TCA v jehlii, zjisténa degradace dekarboxylaci a
redistribuce TCA v sazenicich smrku. V systému rostlina/pida byl po experimentech ukazujicich na
mikrobialni degradaci ve fylosféfe sledovan pfijem a distribuce TCA pomoci [1,2-*CJTCA. Byl potvrzen
nejrychlejSi prijem letoSnim jehli¢im, pak teprve jehli¢im C+1 a C+2. Byla studovana chlorace pudni
organické hmoty pomoci %cl. Byl potvrzen vznik chloroctovych kyselin (CAA) a vliv koncentrace chloridu,
peroxidu a chloroperoxidazy. B

Transformovali jsme a selektovali rostliny exprimujici konstrukt pro RNAi pro y-tubulin. Protoze se
konstitutivni exprese pod 35S promotorem ukazala byt nevhodna, pfikroCili jsme k pfeklonovani do
etanol-inducibilniho systému. Ziskali jsme transformanty pro RNAi pro protein interagujici s y-tubulinem
SPC 98 a pro samotny y-tubulin. Samotna indukce etanolem se projevuje pomérné silnym fenotypem
s malformaci kofenu a kofenovych vlaskd. Konstitutivni exprese RNA se vzhledem k nekontrolovatelné
nadprodukci transkriptu ukazala byt také nevhodna pro studium role Spc 98 i y-tubulinu v organizaci
mikrotubularniho cytoskeletu. Proto jsme presli k dexametazon-inducibilni expresi. Podafilo se ziskat
transgenni rostliny, reagujici na indukci snizenim hladiny cilovych protein(. B

Popsali jsme expresi PaVP1 u dalSi embryogenni kultury Picea abies a ovéfili tak, Ze vyvoj
somatickych embryi je pfimo spojen se zvySujici se hladinou PaVP1 mRNA. Exprese PaVP1 zavisi na
pfitomnosti ABA v médiu. Po odebrani ABA z maturaniho média exprese PaVP1 vymizela, coz bylo
spojeno s vitrifikaci a naslednym rozpadem embryi. B

Po 90 dnech kultivace rostlin brambor na substratu zlokality Stfimice, obsahujicim vysokou
koncentraci t&zkych kovti (Cd 11,4; Cu 556; Pb 12190 a Zn 1292 mg.kg™'), bylo pomoci techniky komet
prokazano slabé, ale prikazné zvyseni poSkozeni jaderné DNA v listech. Rlst sledovanych rostlin byl
silné inhibovan. ZvySeni poskozeni DNA muze byt podminéno nekrézou a apoptézou. B

Byla studovana reparace DSB Arabidopsis mutantl deficientnich v mechanismu NHEJ, o kterém se
predpoklada, Ze je hlavni drahou reparace DSB DNA. Mutace nema zasadni vliv na rychlost a rozsah
reparace. B

Nové vyslechténé odrudy jabloné s genetickou rezistenci V; byly pfihlaSeny k pravni ochrané ve
Svycarsku (2 odridy) a v Némecku (3 odridy s kompaktnim charakterem rdstu mutace Mclntosh
Wijcik), a k patentovani v USA (2 odridy). Pokragovalo licenéni mnozeni odrid UEB, zejména v
zemich Evropské unie. Nové licenéni smlouvy byly uzavieny s firmami v CR (5), Anglii (1), Francii (2),
Nizozemi (1), Italii (1), Jihoafrické republice (2), Madarsku (1), Némecku (3) a Svycarsku (1). Opéni
smlouvy na novoslechténi UEB byly uzavieny ve Francii a v Némecku. V ramci smlouvy o podpofe
vyzkumu $lechténi jadrovin v CR z r. 1996 mezi UEB a KSB (Konsortium Siidtiroler Baumschuler
GmbH.) bylo vyselektovano 13 novoslechténi jabloné odolnych k chorobam a pfedano ke 2. stupni
zkouSeni v Italii. C

Byla licencovana fada produktl zejména z oblasti protinadorovych Ié¢iv na bazi inhibitord CDK
(Cyclacel Ltd., C3 Bio GmbH.). Roskovitin, chranény spole¢énym ¢esko-francouzskym patentem,
ukoncuje Il. fazi klinického zkouSeni v fadé Evropskych zemi (pod nazvem Celiciclib). Firma Cyclacel
podala Zadost o FDA Approval. Derivaty s antisenescenéni aktivitou byly licencovany firmé Senetek
Ltd., USA, ktera je vsouCasné dobé zkouSi preklinicky. Technologie na pFipravu protilatek,
imunodiagnostik a imunokita byly licencovany firmé& Olchemim, s.r.0. a AgroSluzby, s.r.o. Rada nasich
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produktl se nachazi v katalozich nejvétSich chemickych firem, viz. napf. olomoucin, bohemin,
roskovitin, iso-olomoucin, isopropyl-olomoucin, olomoucin Il, meta-, ortho-, a para-, a methoxy-
topoliny, atd. (web: Sigma-Aldrich, Merck, Fluka, Alexis, Olchemim, a dalSi). C

Nasim pavodnim postupem tfidéni chromozém( pomoci pritokové cytometrie byla pfipravena
subgenomicka knihovna specificka pro kratké rameno chromozému 1B (1BS) pSenice klonovana ve
vektoru BAC. Jedna se o vubec prvni BAC knihovnu specifickou pro urcité rameno chromozému. Ve
srovnani s genomickou knihovnou p$enice ma nase knihovna asi 30 x mensi pocet klonl, coz umozni
efektivni izolaci dulezitych gend nachazejicich se na 1BS. B

Vramci studia struktury a evoluce genomu bananovniku (Musa spp.) bylo izolovano a
charakterizovano 200 klont z vysoce repetitivni frakce genomické DNA Musa acuminata. VétSina
sekvenci predstavovala mobilni genetické elementy; 42 % sekvenci nevykazovalo zadnou homologii
se znamymi sekvencemi DNA. Genomicka distribuce vybranych sekvenci byla urena pomoci
fluorescencni in situ hybridizace s mitotickymi chromozémy. B

Pfi analyze hormonalniho stavu rostlin bramboru v pribéhu jejich vyvoje a skladovani hliz byly zjistény
dramatické rozdily v hladinach cytokinind mezi jednotlivymi odridami. Hlavnim cytokininem ve vSech
odriidach je isopentenyladenin-N7-glukosid a zeatin-N7-glukosid. Hlizy ze sklizné po desikaci maji
niz8i obsah cytokinind. Ve vegetativnim stadiu je vysoky obsah cytokinin( v listech a stolonech. B

Pfirozena a tmou indukovana senescence déloh okurky, jakoz i jeji experimentalné navozené regrese,
jsou spojeny s odlinou dynamikou rdznych forem cytokinind, a to zejména jejich O—glukosidi. Uginek
exogennich cytokinin{l Ize inhibici N-glukosylace prodlouzit (zejména u Fedkvicky, kde je N-glukosylace
dominantni drahou), v pfipadé ,poolu” endogennich cytokinind je inhibice jedné deaktivacni drahy
kompenzovana aktivaci drah jinych. Kyselina jasmonova, ktera naopak senescenci urychluje,
zplUsobuje pokles hladiny fyziologicky aktivnich cytokinin(. PUsobeni kyseliny jasmonové na
senescenci miize byt alespon z¢asti zprostfedkovano cytokininy. B

Podrobné byly charakterizovany EPP Castice dfive popsané v naS8i laboratofi. Ribonukleoproteinové
komplexy transla¢né blokovanych mRNA obsahuji malou ribozomalni podjednotku a jejich hmotnost je
vétSi nez 500 000 kDa. Byla potvrzena jejich vazba na aktinovy cytoskelet, byla provedena analyza
vztahu cytoskeletu a translace, a studovany projevy stresu na cytoskeletalni urovni. B

Charakterizace Rab eskort proteinu (REP) pokraCovala studiem cytoplasmatické lokalizace GFP-fuze
po infiltraci do listl Nicotiana benthamiana a studiem stimulaéniho ucinku rekombinantniho AtREP na
geranylgeranylaci in vitro pfi pouziti riznych Rab GTPaz jako substratu (N-terminalni His-tag bilkovina
byla na rozdil od C-terminalni neaktivni). Dale pokroCila charakterizace dalSi podjednotky
geranylgeranyl transferasyll (GGTasyll) — podjednotky katalytického dimeru beta. B

PFi studiu funkce raznych izoenzymd PLD (fosfolipaz D) byla v laboratofi zavedena technika vyuziti
transfekce kli€icich pylovych la¢ek modifikovanymi antisense-oligonukleotidy, ktera umoznuje
specificky potlacovat genovou expresi jednotlivych PLD v pylovych lackach. Touto technikou se
podafilo identifikovat PLD, ktera s nejvétsi pravdépodobnosti ovliviiuje dynamiku mikrotubull. Pokusy
se specifickym inhibitorem ovSem ukazuji, Zze PLD jsou také zapojeny do fizeni dynamiky aktinového
cytoskeletu. B

V chloroplastech tabaku se zvySenou expresi genu ZOG1 kédujiciho zeatin O-glukozyltransferazu, na
rozdil od listll, nebyla pozorovana akumulace zeatin O-glukosidu. Cytokinin O-glukosidy se hromadi
v jinych bunéénych organelach, zfejmé ve vakuolach. B

Devét axenickych klontd mikrofas (Chlorophyta) ze 3 rodu (Protococcus, Chlorella, a Scenedesmus)
bylo analyzovano na obsah endogennich cytokinind. VSechny Fasy vykazovaly podobné cytokininové
profily, av8ak koncentrace jednotlivych metabolith se vyrazné liily. Isopentenyladenin a
isopentenyladenosin byly nejCastéji zastoupeny; cis-zeatin a cis-zeatin ribosid se vyskytovaly
v mnohem vyS8Sich koncentracich nez frans isomery. Podafilo se i prokazat vyskyt aromatickych
cytokinint. B

Hladiny volného putrescinu a spermidinu vzrlstaji v synchronizované bunécéné kultufe tabaku BY-2
v prubéhu S a G2-faze, coz koreluje se zvySenim aktivit syntetickych enzyma (ODC a SAMDC). S
nardstem mitotické aktivity bunék se hladiny volnych polyamind snizovaly a v oblasti nejvy$si mitotické
aktivity bunék bylo nalezeno maximum diaminoxidazy. B

Geny pro obalovy protein A viru bramboru (PVACP) a pro rizné kombinace PVACP + epitopy ze
strukturnich a nestrukturnich proteind (E7 +L2) lidského papilloma viru HPV-16 byly viozeny do
vektorového systému zalozeného X viru bramboru (PVX) pro transientni systémovou infekci a expresi
vySe zminénych konstruktu v tabaku. U vSech vytvofenych konstruktl byla pomoci RT PCR prokazana
syntéza RNA a pomoci specifickych protilatek i exprese uvedenych proteint v rostlinach. B

Auxiny moduluji schopnost bunék exportovat auxiny samotné, coz ukazuje, Ze auxiny reguluji bunécéné
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procesy nejen na urovni regulace exprese urcitych gend, ale také pfimo regulaci déji probihajicich na
urovni plasmatické membrany - pravdépodobné inhibici endocytozy. B

30 Termostabilni glykoproteiny (TGP) pylu tabaku 64 kDa (pl = 6-7), 59 kDa (pl = 4,5), 55 kDa (pl = 6-7) a
50 kDa (pl =6-7) byly charakterizovany podle afinity k lektinGm jako N-glykoproteiny vysoce
manosového ¢i hybridniho typu s lokalizaci v cytosolické frakci. Spektrum peptidd TGP 59 kDa
odpovida calreticulinu. To bylo potvrzeno detekci bilkoviny protilatkou proti lidskému calreticulinu a RT-
PCR analyzou mikrosporové a pylové RNA. K expresi calreticulinu dochazi u tabaku ve vSech fazich
vyvoje samciho gametofytu. B

31 U transgennich tabakl s vnesenym genem pro isopentenyltransferazu, ktery je fizen promotorem pro
senescenéni gen SAG;,, je u starych listl pfi nastupu senescence zvySena hladina cytokinind.
V téchto listech na rozdil od kontrolnich rostlin jsou zvySené aktivity superoxiddismutéazy, katalasy,
askorbatperoxidazy a glutathionreduktazy. Zarover fotochemicka ucinnost v téchto listech neklesa se
stafim listu, ale je zvy3ena. B

32 Volné baze cytokininG (zeatinu a izopentenyladeninu) fixované formaldehydem v listech
transformovanych rostlin tabaku Nicotiana tabacum L. se zménénym metabolismem cytokinind byly
imunolokalizaci detekovany v cévnich svazcich a ve fotosyntetizujicim pletivu, zejména v palisadovém
parenchymu. V rannych stadiich somatické embryogeneze Picea abies byly tyto cytokininy detekovany
v meristematickych centrech a v pozdé&jsich stadiich v prokambiu, kortexu a kofenové &asti. B

c) nejvyznamnéjSi popularizaéni aktivity pracovisté

Den otevienych dvefi (10. listopadu 2004) na pracovisti Lysolaje (60 navstévnik(l), v olomouckém
pracovisti jsou pofadany pravidelné exkurze studentl gymnazii i mimo Den otevienych dvefi.

Popularné védecké ¢&lanky v Gasopisech (Bramborafstvi, Ziva, Vesmir). Popularizaéni prednaska
.Biologické hodiny” v ramci cyklu Akademicka kavarna. Prfispévek o biologickych rytmech a fotoperiodizmu
rostlin do pofadu Planetarium, Cesky rozhlas. Popisy deseti odriid jabloné vyslechténych v UEB v Katalogu
novych odrud 2004 skolkarské firmy FYTOS Plzeri.

Zpracovani podkladi pro &lanek o vyvoji védy v CR pro redaktora P. Huntera pro éasopis The Scientist.

d) domaci a zahrani¢ni ocenéni zaméstnancu pracovisté:

Na 10. Fyziologickych dnech v Bratislavé byla udélena Cena Dr. Marie Luxové za plakatovou prezentaci
Renaté Pechové. Na konferenci INBISCO 2004, Riga, Loty§sko byla ocenéna prezentace Davida Renaka jako
nejlepSi pfednaska akce. Na Mezinarodnim kongresu FESPB v Krakové byla udélena 1. cena v kategorii
Bunéc¢na biologie posteru autorl Potocky et al.

Jaroslav Dolezel byl zvolen fadnym &lenem Ugené spoleénosti Ceské republiky a ziskal Bronzovou
medaili za zasluhy o rozvoj Univerzity Palackého v Olomouci. Cenu U&ené spolednosti Ceské republiky
v kategorii védeckych pracovnik obdrzel Miroslav Strnad.

e) dalsi specifické informace o pracovisti, 0 zménach v jeho struktuie a védecké orientaci, o vysledcich
atestaci a o prekazkach a problémech v €innosti pracovisté:

V roce 2004 byla hodnocena &innost ustavu za obdobi 1999 - 2003 a novy pfedkladany védecky zamér.
Na zakladé mezinarodniho hodnoceni byl novy zamér pfijat a Ustav byl hodnocen v nejvysSi kategorii 1a.

V roce 2004 probé&hly v UEB pravidelné atestace, atestovano bylo celkem 45 VS pracovnikd.

[ 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 Cisly 10, 11, 13, 14,
22, 24,

b) nejvyznamnéjsi vysledky éinnosti vyzkumnych center a dalSich spoleénych pracovist’ ustavu s
vysokymi Skolami:

NejvyznamnéjSi vysledky cinnosti vyzkumného centra Signalni systémy u rostlin za rok 2004 jsou
uvedeny v ¢asti 1b pod €isly 3, 4, 5, 10, 13, 21, 23, 24, 25, 27, 32.

Nejdulezitgjsi vysledky spoleéného pracovisté UEB a University Palackého v Olomouci jsou uvedeny
v &asti 1b pod &isly 9, 17, 26.
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c) informace o spolupraci s VS na uskuteéhovani doktorskych studijnich programG (DSP) a
magisterského a bakalarského studia:

Pracovnici UEB jako $kolitelé vedli v roce 2004 24 diplomovych a 70 doktorskych praci. 8 doktorand(i
uspésné obhdijilo, 14 novych bylo do DSP pfijato.

UEB ma spole&nou 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,
2) s VSCHT v Praze pro studijni program BIOCHEMIE A BIOTECHNOLOGIE: studijni obor Biotechnologie, a
studijni program CHEMIE: studijni obor Biochemie,
3) s PiFUP 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

Zhodnoceni spoluprace s dalSimi mimovysokoskolskymi vyzkumnymi a mimoakademickymi pracovisti:

a) spoleéné projekty vyzkumu a vyvoje podporené z verejnych prostredku:
V roce 2004 bylo feSeno celkem 16 projektl (seznam uveden v pfiloze 1). Nejvyznamnéjsi vysledky jsou
shrnuty v ¢asti 1b pod &isly 1, 7, 20, 21.

b) vysledky vyzkumu a vyvoje pro ekonomickou sféru na zakladé hospodarskych smiluv:
Vyzkum se v roce 2004 opiral o nékolik desitek uzavienych hospodaFskych smluv (pfevazna &ast z nich

se tyka Slechténi jabloni). Za nejvyznamnéjsi aktivity v této oblasti povazujeme Slechténi jabloni (vysledek &. 16
v ¢asti 1b), produkci inhibitor CDK (vysledek €. 17 v &asti 1b) a vydavani védeckych Casopist Biologia
Plantarum a Photosynthetica (pfFiloha 2).

c) nové firmy, které vznikly na zakladé vysledki ¢innosti Ustavu v oblasti aplikovaného vyzkumu:
Zadné.

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

Né&kolik desitek posudk( navrha projektt pro GACR, GA AV CR, GA PFFUK, NAZV, Agenturu na podporu
vedy SAV, GA MS SR, NATO Science Fellowships Programme, VAJP. Vice neZ sto oponentnich posudki
publikaci v asopisech domacich i zahraniénich (hlavné Biol. Plant., Photosynthetica, Plant Production, Physiol.
Plant., Mikrobiologia, Agr. Ecosyst. Environm., J. of Phytopathol. a dal$i). Oponentni posudky diplomovych a
doktorskych praci, dil¢ich i zavéreénych zprav nejrliznéjsich projekta.

[ 4. MEZINARODNI VEDECKA SPOLUPRACE PRACOVISTE

Informace o vyznamnych mezinarodnich védeckych spolupracich pracovisté:

a) prehled mezinarodnich projektt, které pracovisté resi v ramci mezinarodnich védeckych programii:
Seznam je uveden v pfiloze 3.

b) nejvyznamnéjsi védecké vysledky dosazené v rdmci mezinarodni spoluprace:
Nejvyznamnéjsi vysledky jsou shrnuty v ¢asti 1b pod Cisly 1, 2, 3, 6, 9, 10, 11, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 23,
24, 26, 29.

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

Spolu s GSF National Center for Environment and Health, Institute for Soil Ecology, Neuherberg, byl
zorganizovan workshop “Occurence and Fate of Organohalogenes in the Environment: Chloroacetic Acids in the
European Forest Ecosystem” v Garmisch-Partenkirchen ve dnech 24.-26.10.2004 za podpory GSF, UEB a Cs.-
ném. Fondu budoucnosti. Ugastnikd 23, z toho 5 CR, 9 SRN, 3 GB, 2 Madarsko, 2 Svédsko.

d) vyéet jmen nejvyznamnéjsich zahraniénich védcu, ktefi navstivili pracovisté AV CR:
Vycet jmen vyznamnych hostu, ktefi navstivili nase pracovisté, je uveden v pfiloze 4.

e) pocet fungujicich meziustavnich dvoustrannych dohod:
Zadné.




VYROCNI ZPRAVA UEB AV CR ZA ROK 2004

text vlastni zpravy (body 1- 4)

Prilohy:

A. prilohy k textu zpravy

1) pfiloha 1 kbodu 3a (vyCet fFeSenych projektd ve spolupraci s mimoakademickymi mimoskolskymi
vyzkumnymi subjekty)

2) pfiloha 2 k bodu 3 b (vydavané védecké Easopisy)

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

4) pfiloha 4 k bodu 4d (seznam védeckych navstév v roce 2004)

B. kvantitativni idaje o pracovisti

1) 2A (védecti pracovnici)
2) 2B (udaje o mezinarodni védecké spolupraci)
3) 2C (pfehled o poctech vynalezu, patentd...)

C. text tfi anotaci

1) Dolezel: Analyza genomu p$enice pomoci tfidénych chromozém
2) Angelis: Reparace dvojvlaknovych zlomd DNA v rostlinach
3) Zarsky: Kyselina fosfatidova (PA) produkovana fosfolipazami D (PLD) se u€astni regulace bunécné expanse rostlin

V Praze dne 7. ledna 2005

RNDr. Ivana Machackova, CSc. RNDr. Radomira Varikova, QSC.
feditelka UEB AV CR predsedkyné VR UEB AV CR



PRILOHA 1 k Vyro&ni zpravé UEB AV CR za rok 2004:
Seznam projektd feSenych ve spolupraci s mimoakademickymi mimovysokoskolskymi partnery:

poskytovatel cislo partner nazev resitel
(spoluresitel)
Grantova IBS5038352 VUB Havligkiiv Brod Vitalita sadbovych brambor ve Machackova
agentura AV vztahu k agroekologickym lvana
SR faktorlm a obsahu endogennich
hormonu
Grantova IBS4055014 Agritec Sumperk Radiofytoremediace a Vagner Martin
agentura AV radiofytomonitoring
CR
Grantova GA522/04/1329 | VUB Havlickav Brod Molekularné biologicka Filigarova
agentura ¢R charakterizace, detekce a Marie
funkéni analyza mop-top viru
bramboru (PMTV)
Grantova GA206/04/0999 | VULHM Strnady Studium obrannych mechanismd | Cvikrova
agentura ¢R smrku ztepilého na napadeni Milena
houbovymi patogeny (Ascocalyx
abietina, Sirococcus strobilinus,
Phoma sp. aj.)
Grantova GA301/02/0475 | Ministerstvo obrany Protinadorové a antimitotické Strnad
agentura CR latky na bazi purinovych Miroslav
inhibitord cyklin-dependentnich
kinas
Grantova GA521/02/0479 | VURV Praha Utilizace Zivin u rGznych druhu Franék
agentura ¢CR pSenice a jeji projev v kvalité FrantiSek
zasobnich bilkovin
Grantova GA522/01/1121 | VUB Havli¢klv Brod Identifikace mop-top viru Filigarova
agentura ¢CR bramboru (PMTV) zaloZena na Marie
detekci virovych proteinl
Grantova GA522/02/0530 | VURV Praha Hormonalni regulace Kaminek
agentura ¢R senescence listl a jeji vztah k Miroslav
vyuziti dusiku u obilnin
Grantova GA521/03/1380 | Sativa Kefkov, a.s., Dva zplisoby vedouci ke snizeni | Navratil Oldfich
agentura ¢R VUB Havli¢k(iv Brod obsahu redukujicich cukrd ve
skladovanych bramborovych
hlizach
Grantova GA521/03/0113 | ZVU Kromé¥iz, s.r.o. Studium pfenosu, stabilizace a Ohnoutkova
agentura ¢R exprese translokaci 1R.1D 5+10 Ludmila
u tritikale ve vztahu k
prolaminovym bilkovinam a
kvalité zrna
MPO CR Pz-72/29 LACHEMA a.s., Brno | Nova léCiva pro terapii Strnad
nadorovych onemocnéni Miroslav
MZ CR QF4176 VURV Ruzyné Omezeni negativniho vlivu Motyka Vaclav
abiotickych stresd na pfijem a
vyuziti Zivin obilovinami
MZ CR QF4133 Sativa Kerkov, a.s., Tvorba vychozich Slechtitelskych | Vagera Jifi
Selekta Pacov, a.s., material( s geny horizontalni
Vesa Velhartice, a.s., | rezistence k plisni bramborové
VUB Havligkav Brod
MZ CR QC 1336 Chmelafsky institut Vyvoj novych metod pro Dolezel
s.r.o., VURV monitorovani diverzity a Jaroslav
hodnoceni genovych zdroju a
zhodnoceni jejich potencialu
MZ CR QE 1093 ZVvU Studium a tvorba novych Ohnoutkova
KROMERIZ,s.r.0., genotyptl dvoufadého ozimého Ludmila
VUPS, Obchodni sladovnického jeGmene pro
sladovny a.s. potieby sladovnického priimysiu
klasickymi a biotechnologickymi
metodami
MZ CR QE 1174 VUB Havli¢kdv Brod, | Rozhodovaci systémy pro Machackova
Solana, VURV Praha, | optimalizaci produkce a kvality Ivana

vuzT

konzumnich brambor a pro jejich
uplatnéni na trhu




PRILOHA 2 k Vyroéni zpravé UEB za rok 2004:
Edi¢ni ¢innost
Biologia Plantarum

Mezinarodni Casopis, ktery publikuje plvodni ¢lanky, pfehledné ¢lanky, 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. Jiii Catsky, CSc., vykonnym
editorem RNDr. Jana Pospisilova, CSc. Casopis je $ifen vydavatelem a nakladatelstvim Kluwer
Academic Publisher Group, Dordrecht, Nizozemi. Casopis vychazi étvrtletng, &lanky jsou psany v

Photosynthetica

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

e

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

Photosynthesis Bibliography

Bibliografie zahrnuje prace ze vSech oblasti fotosyntézy — od studii na modelovych biochemickych a

biofyzikalnich systémech fotosyntetickych mechanism( az po primarni produkci studovanou metodami
rastové analyzy. Kazdy svazek obsahuje 4000 — 5000 citaci, a rejstfiky autort, pfedmétl a védeckych

nazvu rostlin. V kazdém patém svazku je kumulativni rejstfik. Editory jsou RNDr. Zdenék Sestak,
DrSc. a RNDr. Jifi Catsky, CSc.



PRILOHA 3 k Vyro&ni zpravé UEB za rok 2004:

Programy COST:

0OC844.10 Franék FrantiSek RNDr. DrSc. 01.07.2000 31.12.2004

OC843.50 Vagner Martin RNDr. CSc. 01.07.2000  31.12.2004

Programy KONTAKT:
ME406  Vankova Radomira RNDr. CSc. 01.01.2001 31.12.2003
ME433  Ohnoutkova Ludmila Ing. PhD. 01.01.2001 31.12.2003
ME434  Ohnoutkova Ludmila Ing. PhD. 01.01.2001 31.12.2003
ME505  Motyka Vaclav Ing. CSc. 01.01.2002 31.12.2004
MES527  Dolezel Jaroslav Ing. CSc. 01.08.2002 31.12.2004
MES528 Dolezel Jaroslav Ing. CSc. 01.08.2002 31.12.2004
ME534  Angelis Karel RNDr. CSc. 01.08.2002 31.12.2004

Programy INTAS:

INTAS 602 Machackova lvana RNDr. CSc. 01.01.2002 31.12.2004

DalSi mezinarodni programy a projekty:

MSMT2001/007 Zazimalova Eva RNDr. CSc. 01.01.2002  31.12.2004
CNRS: QAEGF16678: Angelis Karel RNDr. CSc. 01.01.2002  31.12.2004
Cyclacel 20671 Strnad Miroslav Prof. Ing. CSc. 01.01.2001 31.12.2005
1/76865 Volkswagen Stiftung Strnad Miroslav Prof. Ing. CSc. 01.01.2001 31.12.2004
DFG GSF FE-74413 Matucha Miroslav RNDr. CSc. 01.01.2000  31.12.2004

Vyzkum je dale zabezpecovan na zakladé smluv se zahrani€nimi partnery:

Spole¢na licenéni smlouva s CNRS a fa. Cyclacel — roskovitinovy patent WO 97/20842 (od 1999)
Smlouva o spolupraci s fa. Senetek, USA (od 2003)

Smlouva o spolupraci s Max-Planck Institut for Biochemistry, Martiensried, Némecko (od 2003)

Smlouva o spolupraci s Cornell Univ., USA

Gie Star Fruits, Contrat de sponsoring et licence, Francie

Henri Fleuren b.v., Sponsored Research Agreement, Nizozemi

Konsortium Sudtiroler Baumschuller (KSB), Vertrag Uber Unterstiitzung von Zichtungforschung bei
Kernobst in der Tschechischen Republik, Italie

Robustplant, Sponsored Research Agreement, Svycarsko

Smlouva o spolupraci s GSF-Forschungszentrum flr Umwelt und Gesundheit, GmbH, Neuherberg
(“Verhalten von Chloressigsauren im System Jungfichte/Boden mit Hilfe von radioaktiv markierten
Verbindungen”, 2000-2004)

e (3 Bio — smlouva o vyvoji novych protinadorovych latek na bazi derivata cytokinind (2004-2007)
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PRILOHA 4 k Vyro&ni zpravé UEB za rok 2004:

Jména vyznamnych zahraniénich hostd, ktefi navstivili v roce 2004 UEB:

Prof. H. van Onckelen
Prof. Koen Goethals
Dr. Wim Temmerman
Dr. Charles White
Prof. Charles White
Dr. Pierre Sourdille
AmitGal-On Ph.D

Prof. Aliza Benzioni
Prof. Lorenzo Pinna
Prof. J. van Staden

Dr. Karoly Boka

Dr. Peter Ott

Prof. Vince Ordog

Prof. Istvan Gyurjan
Prof. Jutta Ludwig-Muller
Dr. Jifi Friml

Prof. Jan Barcizsewski
Dr. Zdeno Subr, CSc.
Priv. Doz. Dr. Martin Muller
Dr. Andeas Tobler

Prof. Carol Auer

Dr. Michael J. Plewa

Dr. Tim Close

Dr. Adam Lukaszewski
Dr. David J. Leader

Dr. John Snape

Univ. Antwerpen

Univ. Gent

Univ. Gent

CNRS UMR6547-Biomove, 63177 Aubiere
Université Blaise Pascal, Paris

Catherine Feuillet, INRA

Institute of Plant Protection, Volcani Center-

ARO

Ben Gurion University, Beer Sheva
Univ. Milan

Research Centre for Plant Growth and
Development, University of Kwazulu-Natal
Eotvos Lorand University, Budapest
Institute of Plant Protection, Budapest
West Hungarian Univ.

Eotvos Lorand University, Budapest
Univ. Dresden

ZMBP, Universitat Tibingen

Instit. Bioorganic Chemistry, Poznari
Virologicky ustav SAV

DKFZ, D-69120 Heidelberg

Senetek PLC

University of Connecticut Storrs
University of lllinois at Urbana-Champaign
University of California,

University of California

Rothamsted Research Centre

John Innes Centre
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Belgie
Belgie
Belgie
Francie
Francie
Francie
Izrael

Izrael

Italie
Jihoafricka
republika
Madarsko
Madarsko
Madarsko
Madarsko
Némecko
Némecko
Polsko
Slovensko
SRN

USA

USA

USA

USA

USA

Velka Britanie
Velka Britanie



ANOTACE 1:

ANALYZA GENOMU PSENICE POMOCIi TRIDENYCH CHROMOZOMU

Jaroslav Dolezel a kolektiv

VétSina dédi¢né informace rostlin i zivo€ichu je ulozena v buné€ném jadie ve formé chromozémda. Je
zajimavé, ze mnozstvi jaderné DNA, ktera tuto informaci nese, neodpovida slozitosti organismu. Zatimco
jedna uplna kopie této informace (jaderny genom) je u ¢lovéka pfedstavovana asi tfemi miliardami paru bazi
DNA, genom mnoha rostlin je podstatné vétsi. Tak je tomu i u nejdllezitéjSi zemédeélské plodiny, psenice
obecné, jejiz genom predstavuje sedmnact miliard pard bazi. Analyza tak obrovského genomu je nesmirné
obtizna a nakladna nejen diky jeho velikosti, ale také proto, Ze vznikl postupnym kfizenim tfi planych druh(
trav s podobnymi genomy, oznaCovanymi jako A, B a D.

S cilem tuto analyzu zjednodusit jsme vypracovali plvodni metodu umoznujici izolovat malé a
definované ¢asti genomu pSenice. Metoda je zaloZena na pfipravé suspenzi chromozému, které jsou pomoci
laserové prutokové cytometrie velkou rychlosti analyzovany a klasifikovany podle obsahu DNA. Sou¢asné
s analyzou je mozné vybrany typ chromozdmu oddélovat od ostatnich a ziskavat Cisté frakce jednotlivych
typl chromozémU nebo jejich ramen. Vzhledem k tomu, Ze chromozémy predstavuji pouze zlomek celého
genomu pSenice, vyuziti jejich DNA umoZniuje zasadni zjednodu$eni jeho analyzy.

V navaznosti na tento vysledek jsme zjistili, Ze DNA tfidénych chromozémd je intaktni a méla by tedy
byt vhodna pro konstrukci knihoven DNA. Tyto knihovny jsou tvofeny souborem fragmentd DNA o velikosti
asi sto tisic paru bazi, které reprezentuji cely genom a jsou kliCovym materialem pro sekvenovani a izolaci
gen(. Uspé&sna konstrukce tii knihoven DNA z tfidénych chromozémU pSenice* znamenala nejen potvrzeni
této hypotézy, ale predevsim ziskani unikatnich materiald pro genomiku pSenice. V sou€asné dobé jsou
knihovny vyuzivany pfi mapovani genomu a studiu jeho evoluce a pro izolaci zemédélsky vyznamnych gend.

Obr. Srovnani velikosti jaderného genomu
Velikost genomu Jaderny genom psenice (1C) modelové rostliny husenicku

& Afab’&"fsx"s:’s'?”a”a (Arabidopsis thaliana), ktery jiz byl tmér
1C ~ 150 Mbp cely sekvenovan, a genomu pSenice

obecné, ktery je tvoren tfemi subgenomy
(A, B a D) po sedmi chromozémech (A).
DNA jednotlivych tfidénych chromozomdii
pfedstavuje pouze 3 — 6% celého genomu
pSenice (B). Jesté mensi ¢asti genomu
Ize ziskat tfidénim ramen chromozémd,
Jejichz velikost se blizi velikosti genomu
A. thaliana.

P3enice obecna
(n=3x=21)
1C ~ 17 000 Mbp

= Chromozémy: 605 - 995 Mbp C—
(3.6 — 5.9% jaderného genomu) {

= Ramena chromozém: 225 - 585 Mbp
(1.3 — 3.4% jaderného genomu)

Janda J., Bartos J., Safar J.,
Kubalakova M., Valarik M., Cihalikova J., Simkova H., Caboche M., Sourdille P., Bernard M., Chalhoub
B., Dolezel J.: Construction of a subgenomic BAC library specific for chromosomes 1D, 4D and 6D of
hexaploid wheat. — Theor. Appl. Genet. 109: 1337-1345, 2004.

Kubalakova M., Vrana J., Cihalikova J., Simkova H., Dolezel J.: Flow karyotyping and chromosome
sorting in bread wheat (Triticum aestivum L.). — Theor. Appl. Genet. 104: 1362-1372, 2002.

Safar J., Bartos$ J., Janda J., Bellec A., Kubalakova M., Valarik M., Pateyron S., Weiserova J., Tuskova
R., Cihalikova J., Vrana J., Simkova H., Faivre-Rampant P., Sourdille P., Caboche M., Bernard M.,
Dolezel J., Chalhoub B.: Dissecting large and complex genomes: flow sorting and BAC cloning of individual
chromosomes from bread wheat. — Plant J. 39: 960-968, 2004.

*Spolupréce s Dr. Boulos Chalhoub (Unité de Recherches en Génomique Végétale, Evry, France)
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ANNOTATION 1:

ANALYSIS OF THE WHEAT GENOME USING FLOW-SORTED CHROMOSOMES

Jaroslav Dolezel et al.

A majority of heritable information in plants and animals is localized in the cell nucleus in the form of
chromosomes. Interestingly, the amount of nuclear DNA bearing this information does not correlate with
organismic complexity. Whereas in human one complete copy of this information (nuclear genome) is made
up of about three billion DNA base pairs, genomes of many plant species are much larger. This is the case of
the most important crop plant — bread wheat, whose genome is made up of 17 billion base pairs. Analysis of
such a huge genome is extremely difficult and expensive not only due to its enormous size but also because
of its complexity, which reflects its origin. The wheat genome arose by hybridization of three wild grass
species with similar genomes, marked as A, B and D.

With the aim to simplify this analysis, we have developed an original method for isolation of small and
defined parts of the wheat genome. The method is based on preparation of suspensions of chromosomes,
which are analyzed and classified according to their DNA content at high speed using laser flow cytometry.
Simultaneously with the analysis, it is possible to separate a chosen chromosome type and obtain pure
fractions of the particular chromosome types and their arms. Since individual chromosomes constitute only a
small and defined part of the wheat genome, the availability of their DNA offers a radical simplification of its
analysis.

Subsequently to this achievement we found out that the DNA of flow-sorted chromosomes remains
intact and thus should be suitable for construction of BAC DNA libraries. These libraries consist of a set of
DNA fragments of about 100 thousand base pairs that represent the whole genome. They are a crucial
resource for genome sequencing and gene isolation. A successful construction of three large-insert DNA
libraries from flow-sorted chromosomes* not only approved our proposition but provided a unique resource
and tool for the wheat genomics. At present the libraries are used for wheat genome mapping and evolution
studies and for isolation of agriculturally important genes.

B Fig. Comparison of nuclear genome size

Genome size Nuclear genome of bread wheat (1C) of a model plant Arabidopsis
o Ar ab’gf’_’s"s_”éa”a”a thaliana, which has been nearly
10~ 150 M)bp completely sequenced, and that of wheat,
which is composed of three subgenomes

(A, B and D) each with seven
chromosomes (A). DNA of particular
sorted chromosomes represents only 3-
6% of the wheat genome (B). Even
smaller fragments of the genome can be
obtained after sorting chromosome arms,
whose size approaches that of the A.
thaliana genome.

Bread wheat
(n=3x=21)
1C ~ 17 000 Mbp

= Chromosomes: 605 - 995 Mbp e
(3.6 — 5.9% of nuclear genome) i

= Chromosome arms: 225 - 585 Mbp
(1.3 — 3.4% of nuclear genome)

Janda J., Bartos J., Safaf J,
Kubalakova M., Valarik M., Cihalikova J., Simkova H., Caboche M., Sourdille P., Bernard M., Chalhoub
B., Dolezel J.: Construction of a subgenomic BAC library specific for chromosomes 1D, 4D and 6D of
hexaploid wheat. — Theor. Appl. Genet. 109: 1337-1345, 2004.

Kubalakova M., Vrana J., Cihalikova J., Simkova H., Dolezel J.: Flow karyotyping and chromosome
sorting in bread wheat (Triticum aestivum L.). — Theor. Appl. Genet. 104: 1362-1372, 2002.

Safar J., Bartos$ J., Janda J., Bellec A., Kubalakova M., Valarik M., Pateyron S., Weiserova J., Tuskova
R., Cihalikova J., Vrana J., Simkova H., Faivre-Rampant P., Sourdille P., Caboche M., Bernard M.,
Dolezel J., Chalhoub B.: Dissecting large and complex genomes: flow sorting and BAC cloning of individual
chromosomes from bread wheat. — Plant J. 39: 960-968, 2004.

* Cooperation with Dr. Boulos Chalhoub (Unité de Recherches en Génomique Végétale, Evry, France)
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ANOTACE 2:

Reparace dvojvlaknovych zlomt DNA v RostlinAch

Karel J. Angelis a kol.

Dvojvlaknové zlomy DNA jsou genotoxické poskozeni neslucitelné s normalni funkci genomu
jakéhokoli organismu. K jejich odstranéni se vyvinula fada reparacnich drah, jejichz preference se liSi podle
organismu. Zatimco u prokaryot a nizSich eukaryot pfevazuje homologni rekombinace (HR), u vySSich
eukaryot vCetné rostlin se predpoklada reparace mechanismem nehomologniho spojovani konct (NHEJ).
Moznost zmény preference reparace dvojvlaknovych zlom( ve prospéch HR u vys$Sich rostlin by méla
zasadni biotechnologicky vyznam pro cilenou modifikaci gent (tzv. gene targeting).

Proto je reparace dvojvlaknovych zlomi genomové DNA
v nasi laboratofi dlouhodobé analyzovana u fady mutant
huseniCku Arabidopsis a mechu Physcomitella patents
! pomoci tzv. metody komet. Kinetika reparace dvojvlaknovych
‘ zlomud indukovanych radiomimetikem Bleomycinem (Obr. 1)
80 ukazuje u Arabidopsis na ucast vice mechanisma. V dvodni
velmi rychlé fazi je vice nez 70 % zlomG opraveno béhem
oAt prvnich 10 minut a na rychlost neméa vliv mutace v HR ani

ARaddCHS | NHEJ. Tato rychla faze reparace dvojvlaknovych zlomG chybi
= Atkug0 u mechu Physcomitella patents, ktery oproti Arabidopsis téméF
—8— Physco v ¥ . . .

vyluéné reparuje zlomy mechanismem HR (viz Obr. 1).

Z naSich dat proto vyplyva, ze u Arabidopsis (a tabaku) musi
existovat dal$i mechanismus reparace dvojvlaknovych zlom
nezavisly na HR a NHEJ, ktery je zodpovédny za reparaci
vétsSiny zlomu. Tento mechanismus je pravdépodobné totozny
tminutes s tim, ktery reparuje DSB bé&hem prvnich hodin kliceni.
Obr. 1
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Zavérem lze shrnout, Zze vysSi rostliny reparuji vétSinu dvojvlaknovych zlomd v genomu zplisobem,
ktery je nezavisly na dosud molekularné prostudovanych mechanismech HR a NHEJ. V pfipadé mechu
Physcomitrella patents je potfeba nejprve prokazat, zda reparace dvojvlaknovych zlomd pouze pomoci HR
neni dusledkem haploidniho vyvojového stadia, ve kterém se v8echny pokusy délaji.

Angelis K.J., DusSinska M., Collins A.R.: Single cell gel electrophoresis; detection of DNA damage at
different levels of sensitivity. Electrophoresis 20: 2133-2138, 1999.

Heitzeberg F., Chen I.-P., Hartung F., Orel N., Angelis K.J., Puchta H.: The Rad9 and
Rad17 homologues of Arabidopsis are Involved in the regulation of DNA damage repair
and homologous recombination. Plant J. 38:954-968, 2004.

Takeda S., Tadele Z., Hofmann I., Angelis K.J., Kaya H., Araki T., Mengiste T., Scheid O.M., Probst A.V.,
Shibahara K., Scheel D., Paszkowski J.: BRU1, a novel link between genetic/epigenetic inheritance and
meristem development in Arabidopsis. Genes & Development 18: 782-793, 2004.

Ve spolupraci s Prof. Holgerem Puchtou, Univ. Karlsruhe, SRN; Dr. Charlesem Whitem, CNRS-Biomove,
Aubiére, Francie a Prof. Jerzym Paszkowskim, Univ. Genéve, Svycarsko.
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ANNOTATION 2:
PLANT REPAIR OF DNA DOUBLE STRAND BREAKS

Karel J. Angelis et al.

DNA double strand breaks (DSB) are genotoxic lesions incompatible with normal genome function in
any organism. Several repair pathways have evolved to seal DSB. While in prokaryots and lower eukaryots
DSB are repaired by homologous recombination (HR), in most eukaryots, including higher plants, DSB are
stabilized by the mechanism of nonhomologous end joining (NHEJ). Possibility to increase DSB repair by HR

in higher plants has crucial importance for biotechnologically important targeted modification of DNA (gene
targeting).

100

80 -

60

This is why our lab is analyzing Arabidopsis and
their repair mutants as well as moss Physcomitrella
patents for DSB repair capacity of genomic DNA by single
cell gel electrophoresis (comet assay). As seen on Fig. 1,
repair kinetics of DSB induced by radiomimetic Bleomycin
suggests involvement of two processes in Arabidopsis.
During first very rapid phase, more than 70 % of all DSB

‘ —o—At are repaired within first 10 minutes. This rapid repair of

“ ARad9 CHS |  DSB is not influenced by knock-out mutations in crucial

407 | ::‘:“8“ genes for HR or NHEJ. Rapid DSB repair is absent in
‘ ysco

% of remaining DSB

‘ moss Physcomitella patents and repair kinetics suggest

20 oM~ only one, already proven, HR pathway (see Fig. 1). From

\‘\; our data we can draw that in Arabidopsis (and tobacco) is

0 — active other mechanism repairing majority of DSB that is

0 30 & 90 120 150 180 independent on HR a NHEJ genes. This mechanism is

probably the same that restores contiguous genomic DNA
during first hours of seed germination.

t-minutes

We can summarize that higher plants repair majority of DSB by mechanism independent on genes
identified in HR and NHEJ pathways. Absence of this mechanism and exclusive repair of DSB in moss
Physcomitrella patents by HR have to be reexamining because experiments were so far carried only at haploid
protonema development stage.

Angelis K.J., DusSinska M., Collins A.R.: Single cell gel electrophoresis; detection of DNA damage at
different levels of sensitivity. Electrophoresis 20: 2133-2138, 1999.

Heitzeberg F., Chen I.-P., Hartung F., Orel N., Angelis K.J., Puchta H.: The Rad9 and
Rad17 homologues of Arabidopsis are involved in the regulation of DNA damage repair
and homologous recombination. Plant J. 38:954-968, 2004.

Takeda S., Tadele Z., Hofmann I., Angelis K.J., Kaya H., Araki T., Mengiste T., Scheid O.M., Probst A.V.,
Shibahara K., Scheel D., Paszkowski J.: BRU1, a novel link between genetic/epigenetic inheritance and
meristem development in Arabidopsis. Genes & Development 18: 782-793, 2004.

In collaboration with Prof. Holger Puchta, Univ. Karlsruhe, Germany; Dr. Charles White, CNRS-Biomove,
Aubiére, France and Prof. Jerzy Paszkowski, Univ. Genéve, Switzerland.
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ANNOTATION 3:

PHOSPHATIDIC ACID (PA) PRODUCED BY PHOSPHOLIPASES D (PLD) HAVE A ROLE
IN THE REGULATION OF PLANT CELL EXPANSION

Viktor Zarsky et. al.

Understanding of processes that regulate plant growth and development is among important
conditions to address contemporary ecological as well as social challenges to humanity. In spite of
rather conserved basic eukaryotic cellular machinery plants have evolutionarily adopted specific set of
regulators of different metabolic and morphogenic pathways. Sesility of plants associated with the
evolution of elaborate dynamic cell walls is supported by plant specific regulators of cell expansion. We
have shown that these include superfamily of plant PLDs producing PA as a signaling molecule within
the membrane.

Using bioinformatic databases and resources we underwent thorough comparative analysis of
PLD family in eukaryots and unveiled unprecedented evolutionary dynamics of PLDs in plants. In
Arabidopsis and similarly in other plant species, there are two major subfamilies — two member
subfamily of animal-like PLDs and ten other isoenzymes specific for plants (Elias et al. 2002, Potocky
unpublished). Regulation of different PLD types by lipids, phosphoinositides and calcium makes
production of PA signal a context dependent event allowing fine-tuning of cellular processes within the
plant cell. Using in vitro growing tobacco pollen tubes as a model system we have proved direct
involvement of PA produced by PLDs in the regulation of polarized cell expansion (Potocky et al. 2003).
Cloning of pollen PLDs allowed us to distinguish function of specific PLD isoenzymes (Potocky et al.
2004). Our data support predicted involvement of specific PLDs in cytoskeleton regulation.

Elia8 M., Potocky M., Cvrékova F., Zarsky V.: Molecular diversity of phospholipase D in angiosperms. BMC
Genomics 3: 2, 2002.

Potocky M., Elia§ M., Profotova B., Novotna Z., Valentova O., Zarsky V.: Phosphatidic acid produced by
phospholipase D is required for tobacco pollen tube growth. Planta 217: 122-130, 2003.

Potocky M., Bezvoda R., Synek L., Valentova O., Zarsky V.: Multiple Phospholipase D Isoforms Are Involved In
Regulation Of Polar Growth In Tobacco Pollen Tubes. 14th Congress of the Federation of European Societies
of Plant Biology, August 23-27 2004, Cracow, Poland. (poster and award lecture)

This research is done in collaboration with the laboratory of Prof. Olga Valentova, Institute of Biochemistry and
Microbiology, ICT Prague.
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ANOTACE 3:

KYSELINA FOSFATIDOVA (PA) PRODUKOVANA FOSFOLIPAZAMI D (PLD) SE
UCASTNi REGULACE BUNECNE EXPANSE ROSTLIN

Viktor Zarsky et. al.

Pro hledani odpovédi na ekologické a socialni problémy, které dnes pfed nami stoji,
potfebujeme mezi jinym rozumét také tomu, jak rostliny fidi svdj rast a vyvoj. Pfes znacny stupen
zachovani spoleCnych bunéénych procesu rostliny béhem evoluce ziskaly také specificky soubor
regulator(i riznych metabolickych a morfogennich drah. Pfisedlost rostlin spojena s evoluci rozvinuté
dynamiky bunéCnych stén je spojena s rostlinné specifickymi regulatory bunécné expanze. Zjistili
jsme, Zze mezi né patfi také nadrodina rostlinnych PLD, které produkuji v membrané PA jako signalni
molekulu.

Pomoci bioinformatickych databazi a programt jsme provedli diikladnou srovnavaci analyzu
rodiny PLD u eukaryot a pfi tom jsme odhalili nebyvalou evoluéni dynamiku rodiny PLD u rostlin. U
Arabidopsis a podobné i u dalSich rostlinnych druht existuji dvé velké skupiny PLD — dvouclenna
rodina PLD pfibuznych zivociSnym PLD a dalSich deset isoenzymU specifickych pro rostliny (Elias et
al. 2002, Potocky nepublikovano). Regulaéni zavislost rliznych typt PLD na lipidech, fosfoinositidech
a vapniku umozriuje jemnou regulaci bunécnych procesu v rostlinach v zavislosti na kontextu. Na
modelovém systému pylovych lacek tabaku péstovanych in vitro jsme prokazali, ze PA produkovana
aktivitou PLD se pfimo podili na regulaci polarizované bunécné expanze (Potocky et al. 2003).
Rozliseni funkce specifickych isoenzym PLD nam umoznilo klonovani pylovych PLD (Potocky et al.
2004). NaSe vysledky podporuji pfedpokladanou ugast specifickych PLD v regulaci cytoskeletu.

Elias M., Potocky M., Cvrékova F., Zarsky V.: Molecular diversity of phospholipase D in angiosperms. BMC
Genomics 3: 2, 2002.

Potocky M., Elia§ M., Profotova B., Novotna Z., Valentova O., Zarsky V.: Phosphatidic acid produced by
phospholipase D is required for tobacco pollen tube growth. Planta 217: 122-130, 2003.

Potocky M., Bezvoda R., Synek L., Valentova O., Zarsky V.: Multiple Phospholipase D Isoforms Are Involved
In Regulation Of Polar Growth In Tobacco Pollen Tubes. 14th Congress of the Federation of European
Societies of Plant Biology, August 23-27 2004, Cracow, Poland. (poster and award lecture)

Tento vyzkum probihé ve spolupréci s laboratofi prof. Olgy Valentové na VSCHT v Praze.
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