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1 UVOD

JeCmen (Hordeum vulgare) je celosvétové velmi vyznamnou obilovinou s vyuzitim jako
soucast krmnych smési pro hospodarska zvirata nebo ve sladovnictvi. Je¢men stejné tak jako vétSina
dalsich obilovin uklada ziskany anorganicky fosfat do podoby organické molekuly, kyseliny fytové
(InsPs). InsPs predstavuje pro kli¢ici obilku hlavni zdroj fosforu a figuruje v mnoha procesech. InsPs
vznikd sekvencéni fosforylaci z myo-inositolu. Meziprodukty syntézy InsPs jsou myo-inositol fosfaty,
které maji rizné funkce. Napiiklad myo-inositol trisfosfat (InsPs) figuruje v bunééné signalizaci a myo-
inositol pentakisfosfat (InsPs) ma vyznam v obranych reakcich rostlin. Inositol 1,3,4-trisfosfat 5/6
kinasy (ITPK) hraji dtleZitou roli v homeostaze fosforu. Bylo zji§téno, Ze snizenim exprese /7PK gent
dochazi k poklesu koncentrace InsPs. Ukazalo se vsak, ze ITPK jsou zapojeny mimo jiné v hormonalni
signalizaci. Auxiny, fytohormony, z nichz je v rostlinach nejhojnéji zastoupena kyselina indol-3-octova
(IAA), jsou klicové regulacni a signaliza¢ni molekuly souvisejici s mnoha aspekty vyvoje rostlin. Na
signalizaci auxinem ma vliv jednak jeho biosyntéza, transport a distribuce, ale také v konecném
disledku transdukce signalu. Podstatnou soucasti auxinového signalingu jsou Aux/IAA, které negativné
reguluji expresi auxin responsivnich gend. Aux/IAA jsou ovlivnény dalSimi faktory jako jsou svételné
podminky nebo homeostaza fosforu. Tato prace se zaméfuje na zménu v expresnich profilech vybranych
Aux/IAA genli u jeCmene v reakci na oSetfeni [AA za tcelem lepsiho porozuméni jejich funkce. Dlraz
se klade na zhodnoceni dopadu riznych typti mutaci genu /7PKI na fenotyp itpk/ mutantli jarniho
jeCmene a analyzu zmény exprese /7PK gend v ramci kotentl itpk! linii jeCmene po ovlivnéni exogenne

dodanym auxinem.

16



2 CiLE PRACE

Dil¢im cilem bylo vypracovani literarni reSerse na téma diplomové prace zahrnujici okruhy funkce /TPK
gent u rostlin a hormonalni signaling v kofenech rostlin se zamétenim na auxiny. Dale si prace kladla
za cil charakterizovat fenotypovou odpovéd’ itpkl mutantl jarniho je¢mene po aplikaci indol-3-octové
kyseliny (IAA), také stanovit minimalni inhibi¢ni hladinu IAA za ¢elem popsani u€inkil na izolovana
embrya kontrolni odridy Golden Promise. Vyhodnotit uc¢inek IAA ve vybranych hladinach na rtst
rostlin z izolovanych embryi itpk! linii kultivovanych v in vitro podminkéch. U itpk/ mutantnich linii
jeCmene stanovit metodou qRT-PCR expresi auxin/indol-3-octova kyselina (Aux/I44) genti v odpoveédi

na oSetreni IAA.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika jeémene a jeho hospodarsky vyznam

Je¢men jarni (Hordeum vulgare subs. vulgare L.) je jednoleta jednodé€lozna rostlina z ¢eledi Lipnicovité
(Poaceae) a jedna z prvnich domestikovanych obilovin (Baik et Ullrich, 2008). Je¢men se fadi mezi
svétovou kulturni plodinou po psenici, ryzi a kukufici (Farag et al., 2020). Pouziva se jako krmivo pro
hospodaiskd zvitata, ve sladovnictvi a v posledni dobé je bran zfetel i na pfiznivé ucinky jeho
konzumace na lidské zdravi (Felizardo et Freire, 2018). Hlavni nutri¢ni nevyhodou obilovin je vysoky
obsah zasobnich fosfati v podobné kyseliny fytové (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat (InsPs),
ktera je hlavni anti-nutrient a je malo stravitelna pro v§ezravce. Anti-nutri¢ni vlastnosti InsPs jsou dany
piedevsim schopnosti tvofit nerozpustné komplexy s minerdlnimi kationy jako jsou Mg*?, Ca*?, Fe*?,
Zn*2aj., které se tak nevstiebaji do organismu (Coulibaly et al., 2011; Raboy, 2020). InsPs je ptirozend
enzymaticky rozklddan fytasami béhem kliceni semen za ucelem zvySeni dostupnosti fosfatl pro
rostlinu. Pro zlepSeni pfijmu fosforu v krmnych smésich je ptidavan bud’ anorganicky fosfat, nebo je
InsPs v krmnych smésich rozkladan pridanim purifikované mikrobialni fytasy, pfic¢emz je toto feseni
pomérné finanéné nakladné. Soucasnym trendem je vyvoj linii je¢mene s redukovanym mnoZzstvim
InsPs, coz by zvysilo moznost vstiebavani fosfati a mineralnich latek. Soucasné musi byt brana v tivahu
také fyziologie rostliny, protoze pfili§ nizkd hladina InsPs by mohla snizovat vynosnost

a zivotaschopnost rostlin (Raboy, 2020).

3.2 Vnimani svétla rostlinami a fotomorfogeneze

Svétlo je jeden z hlavnich a nejdilezitéjSich faktorti regulujicich rostlinou fyziologii v ramci celého
zivotniho cyklu rostliny. Nefunguje pouze jako hlavni zdroj energie rostlin pro fixaci atmosférického
CO; v procesu fotosyntézy, ale rovnéz figuruje jako regulator ostatnich kli¢ovych procest spjatych
s ontogenezi a rastem rostlin (Paradiso et Proietti, 2022). V zavislosti na pfitomnosti nebo absenci
svételného zafeni mohou vyssi rostliny podstoupit dva odlisné vyvojové procesy. V piitomnosti svétla
dochazi k fotomorfogenezi a pii jeho absenci ke skotomorfogenezi, pfi¢emz kazdy z téchto procesi je
doprovazen charakteristickym fenotypem rostlin. Pfi skotomorfogenezi je pozorovana etiolizace, delsi
hypokotyl a nazloutlé délozni listky. Naopak fotomorfogenni fenotypy jsou charakterizovany kratkymi
hypokotyly a svétle zelenymi $irokymi déloznimi listky (Pham et al., 2018). Tento fenomén je zptisoben
schopnosti rostlin dimyslnym systémem monitorovat svétlené podminky v prosttedi prostifednictvim
fotoreceptort, které rozliSujeme na tyto zakladni typy: fytochromy (PHY), kryptochromy (CRY),
fototropiny (PHOT), rodina Zeitlupe proteind (ZTL/FKF1/LKP2) a fotoreceptor UVR8 (angl. UV
resistance locus 8) (Gyula et al., 2003; Escobar-Bravo et al., 2017; Paradiso et Proietti, 2022). Kazdy
Z téchto typt fotoreceptorti slouzi vysSim rostlindm pro vnimani svétla konkrétnich vinovych délek
a rostliny tak mohou maximalizovat jeho celkovou absorpci. Rostliny jsou schopny zachytit svételné

spektrum pocinaje oblasti ultrafialového zafeni UV-B az po vzdalenou Cervenou (A=280-750 nm).
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Principem svételné signalizace je vnimani konkrétnich svételnych signala skrze fotoreceptory a jejich
nasledné zpracovani formou vyvojové odpovédi (Zhao et al., 2022). Fytochromy jsou fotoreceptory
prevazné vnimajici viditelné Cervené a vzdalené cervené svétlo (Pham et al., 2018). Naopak
kryptochromy, fototropiny a fotoreceptory z rodiny Zeitlupe proteinti jsou citlivé ptedevs§im k modrému
svétlu a UV-A (Takemiya et al., 2005; Chaves et al., 2011; Pudasaini et al., 2017). Vnimani
a odpovidajici vyvojové reakce vii¢i UV-B svétlu zajistuje pouze jeden fotoreceptor UVRS a tvofi jej
homodimer proteini s navazanym tryptofanem coby chromoforem (Rizzini et al., 2011; Wu et al.,
2012). Kryptochromy, flavoproteinové fotoreceptory, byly poprvé popsany u Arabidopsis thaliana
a nasledné rovnéz u mnohych prokaryot i eukaryot. U rostlin podmiiiuji vyvojové a ristové zmény
v zavislosti na signalizaci modrého, zeleného i UV-A svétla. Kryptochromy jsou z hlediska struktury
blizce ptibuzné s fotolyasami, jez katalyzuji na svétle zavislou drahu reparace DNA, fotoreaktivaci, ale
nevykazuji stejnou aktivitu. Mezi hlavni funkce kryptochromi patii modulace cirkadialnich rytmd,
fotoperiodicka regulace kveteni, de-etiolizace, inhibice prodluzovani stonku a tapiku, expanze listl
a biosyntéza flavonoidd. V ramci jednodéloznych rostlin existuji pouze dva geny pro kryptochromy:
CRY1 a CRY2 (Chaves et al., 2011; Barrero et al., 2014; Paradiso et Proietti, 2022). Proteinovy komplex
ZTL/FKF1/LKP2 piredstavovan Zeitlupovymi proteiny, které ve své struktufe obsahuji amino-
terminalni flavin-vazajici LOV (angl. light oxygen or voltage) doménu, je také zapojen v signalizaci
modrého a UV-A svétla. Bylo zjisténo, Ze tyto fotoreceptory se uplatiuji pii cirkadialnich rytmech
a v procesu fotoperiodického kveteni, coZz bylo ukdzano experimenty s A. thaliana u jednotlivych
proteinti ZLT, FKF1 a LKP2 (Nelson et al.,2000; Kim et al., 2007; Baudry et al., 2010; Pudasaini et al.,
2017). Fototropiny jsou specifické fotoreceptory vyskytujici se pouze u rostlin, ¢imz se podstatné lisi
od kryptochromt. Ovladaji specialni fyziologické pochody fungujici v odpovédi na signalizaci modrého
svétla jako napf. otevirani stomat, rust listové Cepele, fototropismus a relokaci chloroplastl, vse za
ucelem optimalizace fotosyntézy zvySovanim ucinnosti zachyceni svételného zafeni a za ucelem
predchazeni poskozeni zpusobené svétlem (Takemiya et al., 2005). Fytochromy jsou dimerové
chromoproteiny, kde je apoprotein kazdého monomeru vazan na fytochromobilin, coz je latka na bazi
tetrapyrrolu fungujici jako chromofor. Fytochromy se nachazeji ve dvou formach: inaktivni P, (angl.
red) a aktivni Py (angl. far red). Forma P, absorbuje ¢ervené svétlo (A= 650-670 nm) a forma Ps
absorbuje svételné zafeni odpovidajici vzdalené Cervené (A=705-740 nm) (Rockwell et al., 2006).
V momentg vystaveni cervenému svétlu (A=650—670 nm) dochazi k reverzibilnim zménam konformace
fytochromt, konkrétné k izomeraci jejich chromofort, ¢imz dojde k pfechodu fytochromu z jeho
inaktivni P, formy na aktivovanou formu Py a naopak je-li vystavena aktivni forma Ps svétlu vzdalené
Cervené, piechazi zpét na inaktivni formu P;. Fytochromy tedy funguji jako molekularni pfepinace
a pomert aktivnich/inaktivnich forem silné zavisi na poméru cerveného/vzdaleného Cerveného svétla
(Klose et al., 2015). Inaktivni forma P; je syntetizovana a bézné se nachazi v cytosolu. Pokud dojde
K jeji aktivaci a zméné na aktivni Py formu je dany fytochrom translokovan do buné¢ného jadra, kde

spousti expresi odpovidajicich cilovych gent (Paik et al., 2012). Exprese cilovych genil je umozZnéna
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interakci aktivni Py formy fytochromu s PIFs (angl. phytochrome interacting factors) transkripénimi
faktory, které funguji jako hlavni negativni regulatory odpovédi na svétlo a zabranuji fotomorfogenezi
(Leivar et Monte, 2014). Fytochromy v aktivnich formach vytvareji s PIFs jaderna téliska (Van Buskirk
etal., 2012), ktera podléhaji 26S proteasomem-zprostiedkované degradaci prostiednictvim jejich rychlé
fosforylace a ubikvitinace, ¢imz dochazi k inhibici funkce PIFs jakozto represori transkripce (Xu et al.,
2015). U vyssich rostlin jsou fytochromy koédovany malymi genovymi rodinami. Kuptikladu v ramci
dvoudéloznych rostlin obsahuje genova rodina fytochromt pét ¢lend od fytochromu A (phyA) az
po fytochrom E (phyE) (Tepperman et al., 2004). Avsak u vétSiny jednodéloznych rostlin jsou souéasti
genové rodiny fytochromii pouze tii geny: phyA, phyB a phyC (Sun et al., 2017). Je¢men (Hordeum
vulgare L.) jakoZto jednod€lozna rostlina je vyjimkou z pravidla, protoze se zde nachazi ¢tyfi geny pro
fytochromy, z nichz jeden je navic duplikovan (Biyashev et al., 1997). Fytochromy mohou byt
rozdéleny dle stability na ¢erveném svétle do dvou typt: fotostabilni a fotolabilni typ. Fotostabilni je
pouze phyA. Ostatni fytochromy (phyB—phyE) jsou fotolabilnimi typy. Také je znamo, Ze phyA reguluje
signalizaci svétla odpovidajici vzdalené ¢ervené a funguje v tzv. VLFR odpovédi (angl. very low fluence
response), tedy pii odpovédi na velmi nizkou intenzitu svételného zareni, zatimco vSechny ostatni typy
fytochromti (phyB—phyE) tidi signalizaci ¢erveného svétla a funguji v LFR odpovédi (angl. low fluence
responce) (Rausenberger et al., 2011; Paik et Hug, 2019). Obecné jsou fytochromy zapojeny v Siroké
paleté procest od kli¢eni, de-etiolizace, inhibice prodluzovani stonku a fapiku, vyvoje chloroplasti
a syntéze chlorofylu, expanze a zplostovani listové Cepele, az po kveteni, vétveni, senescenci a ucastni
se také pfi cirkadialnich rytmech (Tripathi et al., 2019; Paradiso et Proietti, 2022). Funkce jednotlivych
fytochromt se mnohdy vzajemné piekryvaji. Svételna signalizace fytochromy mize rovnéz ovliviiovat
auxinovou signaliza¢ni kaskadu a zde zaujima majoritni roli phyB. Ztrata funkce phyA ¢i phyB je spjata
s prodluzovanim hypokotylu, redukci prodluzovani kotent a inhibici produkce lateralnich kofent, coz
koresponduje s tcasti téchto fytochromu alespon ¢aste¢né v modulaci signalizace auxinu (Halliday et
al.,2009; Jiang et al., 2020). Role Ps phyB vramci fotomorfogeneze spociva v represi ARF
prostfednictvim koordinované aktivace supresoru AtSUR2 a inhibice enhanceru AtTAA1 biosyntézy
IAA. Naopak exogenn¢ dodany auxin snizuje mnozstvi phyB v rostlinach. Funguje zde tedy recipro¢ni
regulace (Jiang et al., 2019a). Oba fytochromy phyA a phyB maji schopnost ptimé interakce s Aux/IAA
proteiny a tim zvysuji jejich stabilitu pfedchazenim interakce s TIR1 (angl. transport inhibitor response
1) a jejich nasledné degradace prosttednictvim SCFTRVAFE E3 ybikvitin ligasy. Aux/IAA proteiny jsou
represory ARF, které spoustéji expresi auxin responzivnich genti. PhyB dokonce mlize pfimou vazbou
na ARF proteiny snizovat jejich DNA-vazebnou schopnost, ¢imz je eliminovana jejich stimulaéni
funkce transkripce (Liu et al.,2021; Xie et al., 2022). PhyA ma schopnost autofosforylace a funguje jako
kinasa fosforylujici PKS1 (angl. phytochrome kinase substrate 1) a Aux/IAA proteiny. Tato modifikace
vede u Aux/IAA gent k jiz zminéné ochrané pred degradaci a vyssi stabilité. PKS1 je protein figurujici
pii fototropismu a elongaci hypokotylu pfi signalizaci modrého svétla a je uzce spjat s fototropiny, coz

poukazuje na provazanost signalizace riznych fotoreceptorti (Colon-Carmona et al., 2000; Gyula et al.,
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2003; Lariguet et al., 2006; Xie et al., 2022). Tyto informace podavaji jasné dikazy o tom, ze svételna
signalizace je hierarchicky nadfazena auxinové hormonalni signalizaci, tedy, Ze auxinovy signal vedouci
K intenzivnimu ristu mize byt vlivem signalizace svételnych podminek zeslaben (Xie et al., 2022).
Fytochromy se rovnéz castni obranné signalizacni kaskady rostlin pfi stresovych situacich. Regula¢ni
funkce phyB v rostlinnych obrannych mechanismech spociva ve funkéni integraci phyB a jasmonatt
pravdépodobné prostifednictvim konzervované transkrip¢ni sité, kterd inhibuje rast rostlin po aktivaci
jasmonatového signalingu. Skrze phyB je vyvazovan kompromis rtistu a obrany rostlin (Campos et al.,

2016).

3.3 Hormonalni signalizace u rostlin

Rostlinné hormony neboli fytohormony jsou organické latky pfirozené se v rostlinach vyskytujici ve
velmi nizkych koncentracich, které funguji jako informacni poslové ovliviiujici rist, vyvoj a obranné
reakce celé rostliny prostfednictvim riznych biochemickych procest. Fytohormony se vzajemné velmi
lisi v chemické struktute a ve fyzikalné-chemickych vlastnostech. Vyskytuji se jak u vyssich, tak
u niz8ich rostlin. Tyto fytohormony figuruji v signalizaci sami o sobé&, ale jejich konjugované formy
a intermediaty rovnéz hraji podstatnou roli. Fytohormony lze rozdélit dle uc¢inku na rast do dvou
zékladnich skupin. Prvni skupina tzv. stimula¢nich fytohormonti zahrnuje auxiny, cytokininy (CK),
gibereliny, resp. kyselinu giberelovou (GA), brassinosteroidy (BR), strigolaktony (SL) a kyselinu
salicylovou (SA). Ve druhé skuping tzv. inhibi¢nich fytohormont se naléza kyselina abscisova (ABA),
jasmonaty, resp. kyselina jasmonova (JA) a etylén (ET). Dle funkce je mizeme dale délit na ristové
regulatory (auxiny, CK, GA aj.) prvoplanové modulujici rist a obranné substance (SA, JA, ABA aj.),
uplatnujici se pii reakci na bioticky a abioticky stres (Durbak et al., 2012; Mishra et al., 2017; Asif et
al., 2022; Sabagh et al., 2022). Rozdil v chemické struktuie jednotlivych fytohormont je znazornén na
Obrazku 1. Homeostaza fytohormont je regulovana skrze jejich syntézu, metabolismus, transport do
cilovych pletiv a v kone¢ném disledku je zpétn€ ovlivnéna transdukei signdlu. Fytohormony se ucastni
signalizace na kratké i na dlouhé vzdalenosti v ramci rostliny a uplatiiuje se zde rozdilny transportni
mechanismus. Pfi signalizaci na dlouhé vzdalenosti (napf. z kofene do listu nebo naopak) jsou
fytohormony od zdroje svého vzniku prenaSeny prostfednictvim vodivych pletiv xylému a floému,
kdezto pti lokalni signalizaci dochazi k pfenosu diky symplastu, apoplastu nebo transcelularnim
mechanismem cinnosti transportnich proteinii (Asif et al., 2022). Koncentrace jednotlivych
fytohormonti v ramci zivotniho cyklu rostliny v cilovych pletivech simultdnné kolisa. Fytohormony
V ramci vyvojovych procest vykazuji znaky synergismu nebo antagonismu. ZvySeni koncentrace urcité
kombinace fytohormonti je spjata s konkrétnim vyvojovym procesem a aktivita jednotlivych
fytohormonti velmi zavisi na bunééném kontextu (Depuydt et Hardtke, 2011; Durbak et al., 2012; Liu
et al., 2014a).
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Obrazek 1: Chemicka struktura vybranych zastupct jednotlivych skupin fytohormond.

Auxiny jsou fytohormony obecné zapojené V rustu stonku i kofene, ale pfitomny jsou béhem témér
kazdé faze ontogeneze rostlin. Auxiny jsou klicové regulatory bunééného déleni a diferenciace, vyvoje
embrya, tropismu stonku i kofent, apikalni dominance a uplatiiuji se i pfi zahajeni kveteni. V téchto
procesech vykazuji ¢asteény synergismus s cytokininy, které jsou rovnéz nepostradatelné pro bunécnou
proliferaci a diferenciaci (Sachs, 2005; Balzan et al., 2014; Sabagh et al., 2022). Gibereliny maji zasadni
stimula¢ni vliv na kli¢eni semen a rdst rostlin obecné (napf. pii inter-nodalni elongaci). Rovnéz jsou
zapojeny pii vyvoji kvétu, nacasovani kveteni a vyvoji plodu. Dalsi skupina fytohormond,
brassinosteroidy, byly nalezeny témé&f ve viech typech pletiv. Ugastni se opét mnoha vyvojovych
procest pievazné spojenych s riistem. Indukuji rust stonku a kofene. Ovliviiuji vaskularni diferenciaci,
kveteni a kli¢eni. Utastni se dokonce v odpovédich na environmentalni stres (Bajguz et Hayat, 2009;
Depuydt et Hardtke, 2011; Bajguz et al., 2020). Primarné zprostiedkovavaji obranné reakce vuci
abiotickému nebo biotickému stresu ¢tyfi zédkladni fytohormony, tj. ABA, ET, JA a SA, které maji mimo
to dalsi funkce. ABA je dialezitd béhem dozravani a dormanci semen. Také reguluje mnozstvi vody
Vv rostlin€ otevirdnim/uzaviranim stomat. ET mimo svou protektivni funkci fidi klieni semen, vyvoj
kvétu a dozravani plodii. SA je spiSe spojovana s reakcemi na salinitu a osmoticky stres. Kdezto JA se
podileji na vyvoji embrya a reprodukénich organtl, determinaci pohlavi rostlin, kli¢eni, dozravaji ploda
i formovani trichomd (Horvath et al., 2007; Danquah et al., 2013; Wasternack, 2014). Zajimavou
skupinou fytohormonti jsou SL, které byly nejprve objeveny u parazitickych rostlin, posléze byl zjistén
jejich vyskyt u dalSich rostlinnych druhti. SL funguji jako determinanty architektury rostlinného téla.
Ovsem jejich nejvyznamnéjsi funkci je podpora endomykorhizy (Mishra et al., 2017). Nasledujici text

22



bude vénovan prevdzné metabolismu IAA (kyselina indol-3-octovd) a auxinové signalizaci, ktera je

predmétem této prace.

Biosyntéza IAA muze probihat v d€loznich listcich, listech i kotenech, pti¢emz nejvyssi kapacitu maji
mladé vyvijejici se listy (Chen et Xiong, 2009). Transdukce auxinového signalu je zasadné ovlivnéna
jeho metabolismem, jenz piedstavuje mechanismus regulace hladiny IAA v rostling prostfednictvim
biosyntézy ¢i degradace tohoto fytohormonu. Syntéza IAA probihd nékolika alternativnimi
metabolickymi drahami, z nichz nékteré jsou zavislé a jiné nezavislé na aminokyseling tryptofanu (Trp)
(Ljung et al., 2005). Trp-dependentni drahy syntézy IAA zahrnuji enzymatickou pfeménu, kde je
vychozim substratem Trp. Jsou znamy c¢tyfi alternativy syntézy IAA z Trp (Péncik et al., 2018). Trp-
nezavisla syntéza vyuziva jako substrat prekurzory Trp (indol-3-glycerol fosfat), ¢imz kompletné
potiebu Trp obchazi, doposud byla vsak objevena pouze jedna takova draha (Wang et al., 2015). Trp-
dependentni drahy jmenovité: indol-3-acetamidova (IAM) draha, indol-3-acetaldoximova (IAOXx)
draha, tryptaminova (TRA) draha a drdha kyseliny indol-3-pyrohroznové (IPyA) byly pojmenovany
podle hlavniho intermediatu pfi syntéze IAA (Péncik et al., 2018; Sabagh et al., 2022). Z téchto drah je
nejlépe charakterizovana IPyA, kterou zprosttedkovavaji genové rodiny TAAL/TAR (aminotransferasy)
a YUCCA (flavin mono-oxygenasy). Degradace IAA probiha oxidaci a naslednou konjugaci za vzniku
2-oxindol-3-octové kyseliny (0xIAA) a oxIAA-glukdsy (oxIAA-Glc), coz zajist'uje protein DAO. Jinou
formou inaktivace IAA je konjugace s cukry ¢i aminokyselinami. Tato inaktivace je zajisténa genovou
rodinou GH3 (angl. Gretchen Hagen 3). Ne¢které konjugaty mohou byt posléze hydrolyzovany
a uvoliovat IAA, coZ naznacuje, ze tyto konjugaty poskytuji doCasny rezervodr inaktivniho IAA

(Kramer et Ackelsberg, 2015; Péncik et al., 2018; Gomes et Scortecci, 2021).

Auxiny jsou v rostlinném téle transportovany a distribuovany na kratké i dlouhé vzdalenosti. Na dlouhé
vzdalenosti se tak déje hromadnym tokem (tzn. konvekci) vodivym pletivem floémem. Avsak na kratké
vzdalenosti jsou auxiny transportovany effluxem/influxem diky specifickym pfenasSec¢iim z bunky do
buriky. Mezi effluxni pfenaSece patii PIN (angl. PIN-formed) proteiny a ABC transportéry (angl. ATP-
binding cassette) podrodiny B (ABCB). Influx auxinu zajistuji AUX1/LAX (angl. auxin resistant 1/like
aux), P-glykoprotein (PGP) a PIL proteiny (angl. PIN-like) (Xi et al., 2016; Doyle et al., 2019).
Z hlediska distribuce auxinu je dtlezity také proces IAA kanalizace. Hypotéza kanalizace IAA nabizi
zpétnovazebny mechanismus regulace auxinu ovlivilujici smér jeho intracelularniho proudu jako
prostfedek polarizace meristéma. Dé&je se tak prostfednictvim Aux/IAA-ARF-dependentni regulace

cileni polarity PIN auxin-transportnich komponent (Sauer et al., 2006).

Kyselina indol-3-octova (IAA) patii mezi nejhojnéji se v rostliné vyskytujici, prvni objevenou a prvni
izolovanou formu auxinu. Bylo zji§téno, ze na transdukci auxinového signalu v rostlinach ma hlavni
podil pravé TAA. Avsak kromé TAA existuji i dalsi jiné auxiny. Pfirozené se vyskytuje napt. 4-

chlorindol-3-octova kyselina (4-CI-IAA), indol-3-maselna kyselina (IBA), nebo fenyloctova kyselina
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(PAA). IBA slouzi jako endogenni auxinovy rezervoar, protoze jeji degradaci pomoci B-oxidace zpétné
vznika TAA pusobenim peroxizomalniho enzymu IBR1 (angl. indole-3-butyric acid response 1). IBA
ma pozitivni vliv na indukei rustu adventivnich kotent. Stejny Géinek jako pfirodni auxiny maji také
syntetické derivaty, které se pfirozené nevyskytuji v rostlindch, napt. 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
(2,4-D) a naftalen-1-octova kyselina (NAA) (Ljung et al., 2005; Balzan et al., 2014; Ma et al., 2018).
Dobie prostudovanym molekularnim mechanismem auxinové signalizace je SCFT'RVAFE_gyxin-
Aux/IAA Kko-receptorovy systém, ktery funguje na principu degradace klicovych transkripénich
represort Aux/IAA (angl. auxin/indole-3-acetic acid), které jsou inhibitory ARF (Calderon Villalobos
et al., 2012). Pii percepci auxinu jsou zde klicové F-box proteiny TIR1 (angl. transport inhibitor
resistant 1) a AFB1-5 (angl. auxin signaling f-box), které funguji jako auxinové ko-receptory a jsou
lokalizovany v bunééném jadfe. Experimentalni studii (Havens et al., 2012) bylo potvrzeno, ze TIR1
a AFB2 jsou hlavnimi receptory auxinové signalizace a vzajemnou soucinnosti s AFB1 a AFB3, jejichz
vyznam je men$i, umoziuji degradaci Aux/IAA proteint. Parry et al. (2009) piedpokladali, ze AFB4
a AFBS jsou negativnimi regulatory auxinové signalizace. TIR1 a AFB jsou substrat-rozpoznavajicimi
podjednotkami proteinového komplexu E3 ubikvitin ligasy SCFT'RVAFE které po percepci IAA zajistuji
vazbu Aux/IAA transkripénich represorti k SCFT'RVAFE |AA zde funguje jako ,,molekularni lepidlo
umoznujici interakci auxinovych ko-receptord s Aux/IAA proteiny. Nasleduje polyubikvitinace
Aux/IAA zajistovana SCFT'RVATE Jigasou, coz vede k 26S proteasomem zprostitedkované degradaci
téchto represori (Yu et al., 2013; Di et al., 2015; Leyser, 2018; Laha et al., 2020). Komplex SCFT'RVAFE
je podtypem Cullin-RING E3 ubikvitin ligas (CRL) sestavajicim ze &ty zakladnich komponent.
Obsahuje homolog adaptorového proteinu SKP1, u A. thaliana se jedna o ASK1 (angl. arabidopsis skpl
homolog 1), dale je vazan protein Cullin 1 (CUL1), E2-interagujici RING-box protein (RBX) a jiz
zminéné auxinové receptory z rodiny F-box proteint (Di et al., 2015; Ma et al., 2017; Gomes et
Scortecci, 2021). Polyubikvitinace je typem post-translaéni modifikace, pfi které je na substrat urceny
k degradaci opakované kovalentné vazan maly protein ubikvitin (Ub) do kratkého fetézce. To vyzaduje
soucinnost tii zakladnich enzymi: E1 Ub-aktiva¢niho, E2 Ub-konjuga¢niho a E3 Ub-liga¢niho. Vazba
Ub k cilovému proteinu slouzi jako znacka pro multi-podjednotkovy ATP-dependentni proteasovy
komplex zvany 26S proteasom, jenz zajist'uje hydrolytické §tépeni tohoto proteinu. (Santner et Estelle,
2010). Aux/IAA proteiny jsou pii nizkych hladinach ¢i absenci IAA navazany na ARF, které obsahuji
DNA-vazebnou doménu. ARF se vazi do auxin responzivnich element (AuxRE), regulacnich tseki
DNA v oblasti promotorti auxin responzivnich genti. Pii soucasné vazbé Aux/IAA je funkce ARF jako
modulatord exprese inhibovana. Po degradaci Aux/IAA proteini vySe popsanym zpusobem jsou ARF
aktivovany a je spusSténa/potladena exprese odpovidajicich geni. Jedna ze zakladnich schopnosti
Aux/TAA proteind je prave jejich vzajemna oligomerizace a heterodimerizace s ARF proteiny, ¢ehoz je
v tomto molekularnim mechanismu negativni regulace auxinové signalizace vyuzito (Zenser et al.,
2001; Lavy et Estelle, 2016; Li et al., 2016; Luo et al., 2018; Ori, 2019). Schematicky je molekularni

mechanismus auxinové signalizace znazornén Obrazkem 2.
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Obrazek 2: Kanonicky molekularni mechanismus auxinové signaliza¢ni kaskady. a. Pii absenci auxinu
dochazi k inhibici exprese auxin-responsivnich gent prostfednictvim Aux/IAA. b. Pfi vyssich
koncentracich auxinu jsou Aux/IAA represory ubikvitinovany a degradovany proteasomem, coz vede

k transkripci auxin-responzivnich gend.

Aux/IAA geny nalezi do skupiny primarnich (v€asnych) auxin-responsivnich gent véetné GH3 (angl.
Gretchen Hagen 3) a SAUR (angl. small auxin upregulated RNA). Tyto geny reaguji na auxin jako prvni,
a proto hraji vyznamnou roli v prvotni transdukci auxinového signalu. Genova rodina Aux/IAA obsahuje
studiemi u A. thaliana identifikovano 29 Aux/IAA genti (Luo et al., 2018). Avsak u ryze (O. sativa) se
vyskytuje 31 Aux/IAA geni a v ramci genomu je¢mene (Hordeum vulgare L.) se nachazi az 36 téchto
gend (Shi et al., 2020). Aux/TAA proteiny jsou lokalizovany v buné¢ném jadie a vykazuji nizkou
stabilitu. Kanonické Aux/IAA proteiny obsahuji ¢tyti zakladni fylogeneticky konzervované domény
(doména I-1V), na jejichz pfitomnosti zavisi funkénosti téchto proteinti. Doména I lokalizovana
Vv blizkosti N-terminalni ¢asti ma epistaticky efekt na transkripcni aktivaci ARF, coz znamena, Ze
zprostiedkovava transkripcni represi ARF proteinti. Tato doména obsahuje strukturni motiv LxLxLx (L
reprezentuje leucin, x reprezentuje jakoukoli jinou proteinogenni aminokyselinu). Do tohoto motivu se
vaze transkripéni ko-represor TPL (angl. topless) vytvarejici leseni, které poté piivadi histon-
deacetylasu k oblasti s ARF, ¢imz je zajistovana vySe popsana inhibice. Doména II obsahuje
specifickou sekvenci 13 aminokyselin vytvarejici degron, ktery interaguje s TIR1. Degron v doméné 11
je tedy cast Aux/IAA proteinli podilejici se na regulaci jejich stability. PoloCas rozpadu Aux/IAA

proteint se pohybuje od 10 min do nékolika hodin v zavislosti na struktufe a vlastnostech domény II.
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Néekteré Aux/IAA nesouci mutaci vdoméné Il maji n€kolikanasobné vyssi polocas rozpadu a jsou
nesenzitivni vici auxinu. C-terminalni domény III a IV sdileji homologii s doménami ARF proteind
a umoziuji vzajemnou protein-proteinovou interakci. Maji tedy zdsadni vliv na oligomerizaci mezi
Aux/IAA a heterodimerizaci s ARF. Ty Aux/IAA proteiny, jez ztratily funkci nékteré
z konzervovanych domén, jsou oznacovany jako nekanonické a jejich role se zdsadné lisi od
kanonickych Aux/IAA (Zenser et al., 2001; Luo et al., 2018; Shi et al., 2020). Predpoklada se, ze vznik
nekanonickych Aux/IAA proteini byl davnou evoluéni udalosti ziejmé duleZitou pro adaptaci rostlin
k odlisnym environmentalnim podminkam. Podporou tohoto tvrzeni je fakt, Ze nekanonické Aux/IAA se
vyskytuji v genovych rodinach napiié rostlinnou #isi (Jain et al., 2006; Kalluri et al., 2007). Nekanonické
Aux/TAA32, TAA33 a TAA34 funguji pii vyssich fyziologickych hladinach auxinu a nejsou zapojeny
v klasické signaliza¢ni draze s ligasou SCFT'RVAFB Nekanonicky IAA33 bez typickych domén I a II
funguje jako negativni regulator auxinové odpovédi a ovliviiuje identitu totipotentnich bunék kofene.
Prosttednictvim kompetice s IAAS5 narusuje IAA33 represi faktori ARF10 a ARF16. IAA33 je
stabilizovan pfitomnosti auxinu, ktery zvysSuje fosforylacni aktivitu enzymu MPK14, jehoz je IAA33
fosforyla¢nim substratem (Cao et al., 2019; Lv et al., 2020). Dalsim pfikladem nekanonickych Aux/IAA
je TAA26. U ryze (O. sativa) OSIAA26 nesouci substituci aminokyselin v degronu domény II spole¢né
s kanonickym OSIAA9 funkéné integruji auxinovy a etylénovy signaling (Chen et al., 2018). Aux/IAA
proteiny participuji v mnoha vyvojovych procesech spjatych s auxinovou signalizaci od vyvoje embrya,
rustu a elongaci laterarnich kofent, az po rust hypokotylu, tropismy, senescenci listi ¢i vyvoj kvétu
(Luo et al., 2018). Studium IAA7/AXR2 deficientnich mutantd A. thaliana poukazalo na roli IAA7
v regulaci indukce kveteni, regulaci elongace hypokotylu a vyvoje listu. Protein IAA29 je naproti tomu
antagonistou JA-indukované senescence listt. (Mai et al., 2011; Luo et al., 2018). Mutant iaal/axr5
u A. thaliana vykazoval defekty tropismu listu i kofene (Yang et al., 2004). Podobny fenotyp se
vyskytoval i u mutanti iaa2 a iaa6, kdy byl navic pozorovan kratky hypokotyl a deformace listt (Kim
et al., 1996; Tian et Reed, 1999). IAA3, IAA14 a TAA18 spole¢né ovliviuji tvorbu a rist laterarnich
kofent prostfednictvim represe ARF7 a ARF19 (Guseman et al., 2015). Nicméné proces tvorby
laterarnich kofend je také podminén interakci IAA8 s TIR1. Nadmérné exprimovany I1AA8 zplsobuje
abnormalni gravitropismus kofene a zména struktury domény II proteinu IAA8 zpiisobena mutaci vede
k naruSeni vyvoje kvétu (Arase et al., 2012; Wang et al., 2013a). V prvnich fazich embryogeneze se
zapojuje protein IAA12 pti regulaci vyvoje kofenového meristému. IAA16 ma zase velky vliv na
plodnost a rast rostlin. Homozygotni mutant iaal6 vykazoval kompletni ztratu fertility, zakrsly rust
a men§i mnozstvi laterarnich kotent (Rinaldi et al., 2012). Studie u Arabidopsis potvrdily, ze IAA17,
kli¢ovy v procesech regulace elongace hypokotylu, gravitropismu kofene a tvorby laterarnich kofent,
je rovnéz zapojen v glutamin synthetasou (GLN1)-zprostifedkované asimilaci amoniaku v cytosolu
meristematickych bunék koifene (Saito et al., 2017). Velmi zajimava jsou zjisténi studii, které vnesly
novy pohled na funkci Aux/IAA proteint u obilovin. Jedna se naptiklad o zapojeni v procesu formace

aerenchymu u ryze (O. sativa) (Yamauchi et al., 2019), nebo u kukufice (Zea mays) pii tvorbé klast
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a strapct (Galli et al., 2015). Nadmérna exprese OSIAA4 ma spiSe negativni dusledky, vede K nizsi
senzitivité k exogenn¢ aplikovanému auxinu a zakrslému rustu. Naopak nadmérna exprese OSIAAG
zvySuje odolnost rostlin vii¢i suchu (Song et Xu, 2013; Jung et al., 2015). OSIAA11 inhibuje vyvoj
laterarnich kofend a ovliviiuje tvorbu kvétenstvi (Zhu et al., 2012). Analyzou exprese Aux/IAA geni Shi
et al. (2020) byla nastinéna funkce téchto geni v ramci je¢mene (Hordeum vulgare L.). Naptiklad
vysoka mira exprese HVIAA20 v kvétenstvi naznacuje zapojeni tohoto genu pravé v procesu kveteni.
Podobnou analogii 1ze pouzit u genu HvVIAA1G, ktery je vyraznéji exprimovan pii vyvoji obilek. Na
zaklad¢ analyz exprese a studii fylogenetickych ptibuznosti genu OsIAA9 s HVIAA28 a HVIAA3O0, lze
piedpokladat, ze HvIAA28 a HvIAA30 mohou ovliviiovat rast koiene (Shi et al., 2020). Aux/IAA
proteiny jsou zapojeny v mnoha dalSich odpovédich na environmentalni podnéty. Bylo zjisténo, ze
protein AtIAA3 (synonymné SHY?2; angl. suppressor of HY2) je zapojen v procesu fotomorfogeneze.
Exprese tohoto proteinu je jednak regulovana svételnymi podminkami. Avsak AtIAA3 navic participuje
v inhibici aktivity fytochromt, jelikoZ potlacuje aktivitu fytochromobilin syntasy HY2 (Tian et al.,
2002). Svételnymi podminkami je regulovana rovnéz exprese AtIAA19 a AtlAA29, kdy PIF4 piimo
interaguje s promotory téchto geni, inhibuje aktivitu ARF7 a spousti tak jejich expresi. Timto zptisobem
PIF4 negativné reguluje procesy spojené se signalizaci svétla a auxinovy signaling. Fotomorfogeneze
se rovnéz ucastni 1AA7 (Luo et al., 2018). Aux/IAA proteiny jsou také zapojeny ve vnimani fosforu.
Lépez-Bucio et al. (2002) ukazal, ze 1AA28 deficientni mutanti A. thaliana vykazuji defektivni fenotyp
kofene a neschopnost formace laterarnich kofenti v odpovédi na nizkou i vysokou hladinu fosforu, coz
byl zasadni kontrast oproti jinym auxin-deficientnim mutantim. Dal$im pojitkem auxinové signalizace
s procesem vnimani fosforu je protein OSIAAI11, ktery je u ryze (O. sativa) stabilizovan inositol
polyfosfat kinasou 2 (OsIPK2). Nadmérnou expresi OSIPK?2 dochazi u rostlin ke ztratdm sensitivity vici
auxinu a k defektim rastu laterarnich kofent (Luo et al., 2018). Mutace IAA7/AXR2 vedla ke zvysené
nachylnosti k nekrotrofnim houbam Plectosphaaerella cucumerina a Botrytis cinerea (Llorente et al.,
2008).

Kli¢em k funkci ARF je jejich schopnost vazat se na cis-elementy AuxRE, které piedstavuji specificky
sekvenéni motiv TGTCTC v promotorech auxin responzivnich gend. Pro vazbu ARF je nezbytna pouze
sekvence TGTC, jelikoz kanonicky TGTCTC neni pfitomen vramci vSech promotorll auxin-
responzivnich genti a nékteré ARF (konkrétné ARF1 a ARFS5) preferuji vazbu na nekanonicky TGTCCG
motiv (Paciorek et Friml, 2006; Hayashi, 2012; Lavy et Estelle, 2016). Vétsina ARF ve své struktufe
obsahuje tii domény. Jedna se o konzervovanou N-terminalni B3 DNA-vazebnou doménu (DBD)
zajistujici interakci ARF s AuxRE, dale konzervovanou C-termindlni PB1 doménu (CTD) zajistujici
protein-proteinovou interakci s doménami III a IV Aux/IAA proteint a variabilni region nachazejici se
mezi témito doménami (MR; angl. middle region), ktery definuje transkripéni regula¢ni aktivitu. MR se
muze na zakladé své funkce rozliSovat na aktivacni (AD) nebo represivni doménu (RD) s pfimym

impaktem na funkci daného ARF (Wang et al., 2013b; Li et al., 2016; Freire-Rios et al., 2020). Bylo
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zjisténo, ze MR bohaty na aminokyselinu glutamin funguje pfevazné jako AD, pticemz pti nadmémém
vyskytu jinych aminokyselin v MR jsou dané ARF spojeny spiSe s represi exprese auxin responzivnich
gentl. Pravdépodobnym mechanismem této negativni regulace je interference téchto represivnich
a aktiva¢nich ARF (Liscum et Reed, 2002). V ramci genomu A. thaliana bylo identifikovano 23 ARF
gentl. Bylo analyzovano 18 typt ARF deficientnich mutantti A. thaliana se ztratou funkce, z nichz pouze
nektefi mutanti vykazovali abnormalni fenotyp, coz naznacuje, Ze jsou funkce ARF obdobné jako
Aux/IAA do jisté miry redundantni (Quint et Gray, 2006; Hayashi, 2012). Genova rodina ARF u je¢mene
(Hordeum vulgare) ma na rozdil od A. thaliana pouze 20 ¢lent (Tombuloglu, 2019). Jednotlivé ARF
obecné vykazuji funkéni specializaci. Auxinovy signal je pfevadén na specifické odpovédi parovanim
funkci ko-exprimovanych Aux/IAA a ARF proteind, které jsou si vzajemnymi antagonisty. Pfikladem
je podobny abnormalni fenotyp iaal2/bdl a arf5/mp mutantd, coz poskytuje dikaz, Ze konkrétni
Aux/IAA proteiny interaguji s vybranymi ARF harmonicky v modulaci piesné ur¢eného vyvojového
procesu (Quint et Gray, 2006; Ori, 2019). Studiemi na mutantnich rostlinach A. thaliana bylo zjisténo,
ze ARF proteiny figuruji v mnoha vyvojovych procesech zahrnujici vyvoj kvétu (AtARF2, AtARF3),
embryogenezi (AtARF5, AtARF17), vyvoj kofene (AtARF7, AtARF10, AtARF16 a AtARF19)
a senescenci (AtARF1 a AtARF2) (Quint et Gray, 2006). Mutant arf3/ettin vykazoval defekty pii vyvoji
kvétu a gynecea. Studiemi Liu et al., 2014b bylo zjisténo, ze ARF3 integruje funkce proteintt AG (angl.
agamous) a AP2 (angl. apetala 2) pti determinaci kvétniho meristému. Rovnéz ARF3 interaguje
s KANADI proteiny. Dohromady tvofi funk¢ni komplex, ktery je esencialni pro specifikaci polarity
listu. AtARF3 zprostiedkovava transdukci auxinového signalu béhem de novo regenerace listu (Cheng
et al., 2013). U rajcete (Solanum lycopersicum L.) SIARF3 figuruje pfi tvorbé bunék epidermis a pfi
formovani trichomti (Zhang et al., 2015a). Mutantni rostlina A. thaliana arf5/mp vykazovala abnormalni
vyvoj embrya a tato mutace vedla k neschopnosti tvofit délozni listky ¢i kofen. Konkrétné je ARFS5
nepostradatelny naptiklad pro tvorbu radikuly a uplatituje se také minoritn€ pifi vyvoji kvétu (Hardtke
et Berleth, 1998; Hayashi, 2012). ARFS hraje klicovou roli béhem vyvoje plodu a pfi fertilizaci. ARF6
a ARFS piisobi redundantné a jsou dilezité v mnoha procesech. Jmenovité se jedna o maturaci kvét
a gynecea, elongaci kvétniho stvolu, elongaci filamentl tyCinek a rozevirani prasSniki. Mutanti
arf7/nph4/msgl a arf19 byli neschopni tvofit laterarni kofeny a doslo zde k naruseni fototropismu, coz
vedlo k zavéru, ze ARF7 a ARF19 soucasné funguji pti ristu laterdrnich kofeni a dale bylo
konstatovano, Ze oba kontroluji proces expanze listu. Pleotropni abnormalni fenotyp byl zaznamenan
u mutanta arf2/hss, zatimco u jednotlivych mutantt arf10 a arfl6 nebyl pozorovan aberantni fenotyp.
Bylo zjisténo, ze OSARF12 a OSARF16 jsou potfebné pii redistribuci auxinu béhem odpovédi na nizkou
hladinu Zeleza (Tabata et al., 2010; Hayashi, 2012; Li et al., 2016). Shen et al. 2013 popisuje zapojeni
OsARF16 pfi prodluzovani kotene. ARF podobné jako Aux/IAA proteiny figuruji v mnoha dalSich
procesech a mimo jiné poskytuji funkéni propojeni riiznych typti hormonalni signalizace.
Experimentalné Pérez-Torres et al. (2008) a poté Bhosale et al. (2018) potvrdili zapojeni ARF19

v procesu elongace a tvorby laterarnich kofent pfi nedostatku fosforu. Tato zjisténi celkoveé poukazuji
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na zapojeni ARF19 pii vnimani dostupnosti fosforu rostlinami. Podobné€ je tomu pfi supresi genu
OsARF16, kdy dochazi u ryZze k nevnimavosti rostlin viéi nizké hladiné fosforu (Shen et al. 2013).
Nedavné studie poskytly dikazy o funkéni integraci auxinové a brassinosteroidni hormonalni
signalizace, kdy oba typy fytohormonil synergicky zvySuji expresi auxin responzivnich genid. Bylo
pozorovano, ze BIN2 kinasa (angl. brassinosteroid-insensitive 2) prostiednictvim fosforylace
zapricinila inaktivaci transkripénich faktort ARF2, ARF7 a ARF19, ¢imz doslo ke zvySeni exprese genil
indukovanych auxinem b&hem organogeneze laterarnich kofenil. Zminéna fosforylace vedla ke ztraté
DNA-vazebné aktivity téchto ARF (Choi et al., 2018). U ryze (O. sativa) OSARF19 kontroluje thel
sklonu listl skrze pozitivni regulaci gentt OSGH3-5 a OsBRI1 (angl. brassinosteroid insensitive 1), coz
poukazuje na dalsi funkéni provazani BR a auxinové signalizace (Zhang et al., 2015b). U rajéete
(Solanum lycopersicum L.) SIARF7 zprosttedkovava funkéni integraci giberelinové a auxinové
signalizace béhem vyvoje plodu (de Jong et al., 2011). Zhang et al., 2020 uvadi, ze u Carica papaya L.
dochazi k interakci mezi CpARF2 a CpEIL1 (angl. ethylene-insensitive3-likel) béhem regulace zrani
plodi. Tento fenomén podal dikaz o funkénim propojeni auxinové a etylénové signalizace
prostiednictvim ARF2. Zminéna zjisténi jsou podpotena jinou studii s pouzitim transgennich linii rajcat,
kde nadmérnou expresi SIARF2 doslo k rychlej$imu zrani ovoce oproti wild-type liniim, coz naznacuje,
ze ARF2 ma obdobnou funkci napfi¢ rostlinnymi druhy (Breitel et al., 2016). Studiemi na A. thaliana
byla prokazana antagonisticka funkéni integrace cytokininové a auxinové hormonalni signalizace skrze
ARF3, jenz je schopen ptimo se vazat na promotor genu AtIPT5 (angl. ATP/ADP isopentenyltransferase
5) a negativné tak regulovat jeho expresi. Enzym IPT5 je zapojen v biosyntéze cytokinint (Cheng et al.,
2013). Velmi zajimavym fenoménem je vliv miRNA a ta-SiRNA (angl. transacting-small interfering

RNA) na post-transkripéni regulaci mnozstvi ARF transkriptd (Li et al., 2016).

K vyraznému propojeni procesu homeostazy fosforu s auxinovou hormonalni signalizaci dochazi rovnéz
prostfednictvim auxinového receptoru TIR1. Uroveti dostupnosti P; pro rostlinu ovliviiuje expresi TIR1
(Pérez-Torres et al., 2008). Vyzkumem struktury receptoru TIR1 bylo objasnéno, ze produkt sekvenéni
fosforylace myo-inositolu, InsPs, je kofaktorem TIR1. InsPs také interaguje s JA receptorem COI1 (angl.
coronatine-insensitive 1), coz mize znamenat, ze INSPs funkéné integruje auxinovou a JA signalizaci
(Di et al., 2015).

3.4 Homeostaza fosforu u rostlin

Fosfor je esencidlnim nutrientem nezbytnym pro mnoho vyvojovych procest rostlin od ristu po
reprodukci. Jednd se o stavebni kdmen bunéénych membran a nukleovych kyselin. Fosfor je také
nezbytny pii penosu a uchovavani energie v organismech. Rostliny fosfor piijimaji ze substratu ve
formé& anorganickych fosfati (PO473, zk. Pj) rozpustnych ve vodé (Lopez-Bucio et al., 2002; Kuo et al.,
2018; Ried et al., 2021). Dostupnost fosfatu ma velky efekt na architekturu kofenového systému. Fosfat
(Pi) ma pfimy vliv na rust primarniho kofene a také na formovani kofenti laterarnich (Nacry et al., 2005).

Rostliny ukladaji ziskany fosfor pfevodem z anorganickych fosfatti do organické podoby pievazné ve
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formé kyseliny fytové (myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat, zk. InsPg). InSPs Se v neutralnim prostredi
nachazi jako polyaniont a dokaze chelatovat mineralni kationty (Mg*?, Ca*?, Fe*?, Zn*?), a proto se
majoritné nachazi ve formé soli, fytati (Raboy et al., 2001; Cominelli et al., 2020). Mistem akumulace
InsPs V rostlindch jsou pfevazné semena, nebo zdsobni pletiva. Na bunécné tirovni jsou mistem ukladani
InsPs vakuoly. Transport InsPs do vakuol pfes tonoplast zajistuje specificky prenase¢ MRP (angl.
multidrug-resistance-associated protein ATP-binding cassette) (Sparvoli et Cominelli, 2015; Sashidhar
etal., 2020). Biosyntéza InsPs je mozna dvéma rtiznymi metabolickymi drahami, z nichz jedna je zavisla
a druha nezavisld na lipidech. V obou ptipadech je vSak vyuzivana sekvencni fosforylace prekurzort
InsPs, jez oba vznikaji z glukosy-6-fosfatu (Glc6P). Bylo ukazano, zZe kriticky dulezitym enzymem
katalyzujicim prvni krok pti biosyntéze InsPs, konkrétné pfeménu Glc6P na myo-inositol-3-fosfat, je
myo-inositol-3-fosfat syntasa (MIPS). Rostlinné genomy mohou obsahovat od pouze jednoho MIPS
genu (je¢men) po velké mnozstvi genovych kopii (ryze, kukufice). U lipid-dependentni drahy je
vychozim prekurzorem fosfatidylinositol a u drahy nezavislé na lipidech se jedna o myo-inositol. Ob¢
drahy se lisi svou funkci. Draha nezavisla na lipidech je zapojena hlavné pfi ukladani fosforu béhem
vyvoje obilek, zatimco lipid-dependentni drahou jsou produkovany inositoly s funkci v bunééné
signalizaci (Raboy et al., 2001; Jia et al., 2019). Podstatou sekvenéni fosforylace v ramei lipid-nezavislé
drahy jak ji popisuje Raboy, (2009) je postupné piidavani funkéni skupiny -POsH, enzymaticky
katalyzovanou reakci s -OH skupinami inositolti a miize byt vyjadfena nasledovné: Ins— Ins(3)P1—
Ins(3,4)P>— Ins(3,4,6)P3— Ins(1,3,4,6)P.— Ins(1,3,4,5,6)Ps— Ins(1,2,3,4,5,6)Ps. Obecné jsou inositol
polyfosfaty (InsPy) dulezitymi eukaryotickymi signadlnimi molekulami, které jsou témet vSudypiitomné
jak u rostlin, tak u ZivocCichl a jsou zapojeny ve velkém mnozstvi bunéénych procesii. Jmenovité se
jednéd napf. o regulaci energetické bilance, hormondlni signalizaci nebo odpovédi na bioticky ¢i
abioticky stres. Ins(1,4,5)Ps je druhym poslem tzce spjatym s uvolfiovanim Ca*? a hraje tak dileZitou
roli v buné&cné signalizaci. Pozdéji bylo zjisténo, Ze InsP¢ ma obdobnou funkci (Dong et al., 2019).
Biosyntéza InsPs zahrnuje sekvenéni fosforylaci fosfatidylinositolu (PtdIns) specifickymi lipid-
dependentnimi kinasami za vzniku fosfatidylinositol-4-fosfatu (PtdInsP) a poté fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfatu (PtdInsP»), ktery je dale hydrolyzovan fosfolipasou C (PLC). Hydrolyza PtdInsP; poskytuje
dva dulezité druhé posly: InsPsa diacylglycerol (DAG) (Ju Im et al., 2010; Jia et al., 2019; Laha et al.,
2021). InsP3 nepfimo ovlivituje transdukci auxinového signalu prostfednictvim kontroly auxinovych
PIN transportért. Bylo zjisténo, Ze koncentrace intracelularniho InsPs se zvySuje pii odpovédi na rtizné
environmentalni stresy (slabé kyseliny, H2O, nebo svétlo). Tato zjisténi mohou tedy naznacovat
zapojeni InsP3 v pH a ROS signalizaci (Di et al., 2015). Signaliza¢ni kaskada inositol polyfosfatt obecné
reaguje na stres a nabizi tzké propojeni s fytohormonalni signalizaci, pfevazné skrze ABA (Jia et al.,
2019). Sekvencni fosforylace InsP3 poskytuje dalsi inositol polyfosfaty: InsPa4, InsPs a InsPs. V ramci
zivocisnych bunék byla popsana funkce InsPs a InsPs v buné¢né signalizaci (Shears et al., 2012), ale
u rostlin neni jejich funkce plné vysvétlena. U rostlin je v8ak znamo, Ze InsPs je kofaktorem COI1,

moduluje JA signaling béhem obrannych reakcich rostlin (Mosblech et al., 2011).
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Naruseni biosyntézy InsPe vede k jejimu snizenému mnozstvi, které je spojeno se zvysenou koncentraci
Pi. Tohoto faktu je vyuzivano pii vyvoji transgennich linii obilovin se snizenym obsahem InsPs (angl.
low-phytic acid lines, zk. Ipa) a v zasadé mohou byt za timto ucelem pouzity dva zakladni konvenéni
pfistupy. Prvni zahrnuje klasickou mutagenesi zapficifiujici vypadek funkce nékterého z enzymi
biosyntézy InsPs (Larson et al., 1998). Druhy vyuziva nadmérnou expresi fytas, enzymu, které InsPs
Stépi (Holme et al., 2012; Belgaroui et al., 2018). Inovativnim pfistupem je sniZovani expresnich profila
vybranych ITPK gent, které ma za nasledek zvySovani hladin Pi napt. pomoci RNA-interference
(Karmakar et al., 2020; Sengupta et al., 2021) nebo inaktivaci ITPK genu systémem CRISPR/Cas9
(VIcko et Ohnoutkova, 2020).

InsPs miiZe byt dale fosforylovan za vzniku vysokoenergetickych inositol pyrofosfatii. Fosforylace InsPs
je u rostlin zprostfedkovana inositol-1,3,4-trisfosfat 5/6-kinasami ITPK1 a ITPK2 za vzniku InsPs.
ITPK1 vykazuje rovnéz InsP7-fosfatasovou aktivitu. Rostliny dale syntetizuji InsPg, coZ je zajisténo
bifunk¢nimi kinasami/fosfatasami VIH1 a VIH2 s vicemén¢ redundantni funkci skrze fosforylace InsP7
jakozto prekurzoru. Tyto inositol pyrofosfaty maji mnohé dalsi funkce (Zhu et al., 2019; Whitfield et
al., 2020; Riemer et al., 2021). U rostlin bylo objeveno, Ze inositol pyrofosfaty jsou zapojeny
v obrannych reakcich proti nekrotrofnim houbam, téz proti herbivornimu hmyzu, moduluji odolnost
proti suchu a hraji podstatnou roli pfi regulaci vnimani nutrient a metabolismu lipida (Laha et al.,
2019). Studiemi vip1l mutantnich linii A. thaliana, jez provedl Laha et al. (2020), bylo zjisténo, ze InsP;
umociuje interakci auxinového ko-receptoru AFBL s proteiny IAAS, IAA7 a IAAS, coz znamena, Ze
InsP7 ovliviiuje auxinovou signalizaci.

Za ucelem udrzovani homeostazy P; v bunikach se u rostlin vyvinul sofistikovany systém vnimani
a signalizace dostupnosti P;. Avsak navzdory tomu, Ze jiz bylo identifikovano mnoho proteint, které
hraji roli v homeostaze Pj, pfesny mechanismus signalizace P; ztistdva dosud u komplexnich organismd,
jakymi rostliny bezesporu jsou, velkou neznamou. V ramci A. thaliana MYB transkripéni faktory PHR1
(angl. phosphate starvation response 1) a blizky paralog PHL1 (angl. PHR1-likel) kontroluji expresi
mnoha PSI (angl. P;starvation-induced) gent. PSI geny reguluji vyvojové a metabolické procesy rostlin
spjaté s deficienci P; (Riemer et al., 2021). Tyto geny ve svych promotorech obsahuji imperfektni
palindromickou sekvenci, cis-element GNATATNC, na ktery se PHR proteiny vazou a spousti tak jejich
expresi. Bylo nalezeno spoustu orthologti genu PHR1 napfi¢ {isi rostlin (Bari et al., 2006; Dong et al.,
2019). Modelovym piikladem PSI genil jsou geny pro fosfatové transportéry, které jsou po navazani
PHR na jejich promotory exprimovany, coz v kone¢ném disledku vede ke zvyseni ptijmu externiho P;
(Ruan et al., 2019). Piibyvajici dikazy nasvédCuji, ze napfi¢ riznymi druhy rostlin je aktivita
transkripénich faktort PHR1 a PHL1 post-transla¢né negativné regulovana SPX proteiny. Ty dostaly
své jméno po specifické stejnojmenné doméné, kterou obsahuji. V ramci rostlin existuji ¢tyii SPX
podrodiny, jmenovité se jednd o SPX-EXS (zkratka EXS po angl. S. cerevisiae Erdl, sav¢i Xprl a S.
cerevisiae Sygl), SPX-MFS (angl. major facilitator superfamily), SPX-RING (angl. really interesting
new gene) a kone¢né SPX, které obsahuji pouze SPX doménu (Ruan et al., 2019). Tyto SPX proteiny
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interaguji s unikatnim motivem tzv. svinuté civky (angl. coiled-coil) lokalizovanym na PHR1, ¢imz je
kontrolovan stav oligomerizace a DNA-vazebna aktivita PHR1 (Ried et al., 2021). U A. thaliana se
vyskytuji Ctyfi Clenové této podrodiny: AtSPX1-AtSPX4, ale vramci ryze jich existuje az Sest:
OsSPX1-0OsSPX6 (Ruan et al., 2019). Bylo zjisténo, ze SPX proteiny obsahuji klasické vazebné misto
pro InsPs. Studie na O. sativa ukazala, ze interakce OSPHR2 a OsSPX4 byla stabilizovana ptitomnosti
InsP; (Wild et al., 2016). Studiemi na A. thaliana bylo potvrzeno, Ze interakce SPX1 a PHRL1 je
stabilizovana vazbou Pj, InsPg a inositol pyrofosfatl, pficemz jejich vazebnou afinitu ke komplexu
PHR1-SPX1 lze vyjadtit nasledovné: Pi < InsPs < InsP7 < InsPs. Intracelularni hladina InsPg navic
pozitivn¢ korelovala s koncentraci Pi. To souhlasi se zjisténim, Zze u dvojitého mutanta A. thaliana vihl
vih2 neschopného tvofit InsPg byla interakce SPX1 a PHR1 snizena ve srovnani s wild-type linii. Tato
pozorovani jsou dikazem, ze InsPs, vice vSak inositol pyrofosfaty (InsP7, InsPg) hraji dilezitou roli pfi

regulaci vnimani dostupnosti P a expresi PSI gent (Dong et al., 2019).

Pii syntéze inositol polyfosfatli je zapojeno mnoho riznych kinas. Inositol 1,3,4-trisfosfat 5/6 kinasy
(ITPK) nalezi do velké rodiny ATP-vazebnych proteinti, vazba ATP je mozna diky existenci Stérbiny
ve struktufe téchto enzymt vytvorené mezi [-sklddanym listem centralni domény a C-terminalni
doménou. K vazbé ATP dochdzi za ucelem pienosu Pjskupiny na vybrany substrat, coz je podstatou
kinasové aktivity (Stiles et al., 2008; Tang et al., 2013). ITPK jsou evolu¢né konzervované a vyskytuji
se napfi¢ riiznymi organismy od zivocichd po rostliny. ITPK jsou kli¢ové enzymy zapojené pfi
fosforylaci Ins(1,3,4)Ps za vzniku Ins(1,3,4,5)P4 nebo Ins(1,3,4,6)Ps. V nékterych piipadech katalyzuji
také fosforylaci Ins(1,3,4,6)P4za vzniku Ins(1,3,4,5,6)Ps a rovnéz vykazuji zpétnou Ins(1,3,4,5,6)Ps-
fosfatasovou aktivitu. Enzymaticka katalyza téchto reakci v ramci drahy nezavislé na lipidech je jiz delsi
dobu dobie znama (Suzuki et al., 2007; Jiang et al., 2019b; Zong et al., 2022). Pozdé&jsi studie potvrdily,
ze ITPK u vyssich rostlin maji také InsPe-kinasovou aktivitu, kdy vznika z InsPs inositol pyrofasfat 5-
InsP7, coz je dulezité hned z nékolika divodd. InsP7interaguje s funkéné rozmanitymi proteiny skrze
unikatni zplsob kovalentni modifikace zvany pyrofosforylace, navic InsP7 slouzi jako prekurzor pro
syntézu InsPg Aktivita ITPK je podminéna pomérem ADP/ATP, ktery tizce souvisi s energetickou
bilanci. Pfi nedostatku ATP se uplatiiuje InsPs-fosfatasova aktivita, zatimco pii nadbytku je
upiednostnéna aktivita InsPs-kinasova (Zong et al., 2022). ITPK nejsou zapojeny pouze v homeostaze
fosforu, ale také v mnoha dalSich procesech jako jsou reakce na abioticky stres (salinita, sucho) v uzkém
provazani s ABA signalizaci. Bylo zji§téno, Ze pomoci ABA signalizace je kontrolovana exprese mnoha

genu podilejicich se na syntéze InsPs (Aggarwal et al., 2015).

Klastr ITPK proteini Ize rozd¢lit do tii zakladnich fylogenetickych skupin a, f a y. V ramci A. thaliana
(Sweetman et al., 2007) a s6ji (Glycine max L.) (Stiles et al., 2008) byly nalezeny ctyfi rizné ITPK
geny. Az Sest ITPK gent bylo nalezeno u ryze (O. sativa) (Jiang et al., 2019b) a pSenice (Triticum
aestivum) (Bhati et al., 2014), doposud minimalné tfi u fazolu (Phaseolus vulgaris L.) (Fileppi et al.,

2010), ale pouze jeden u kukutice (Zea mays) (Shi et al., 2003). Genom je¢mene (Hordeum vulgare L.)
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obsahuje podobné jako je tomu u ryZe Sest gend pro rizné ITPK, pficemz tfi z nich neobsahuji introny,
jmenovité¢ HVITPK1, HVITPK4 a HVITPKS. Zbylé tfi geny HVITPK2, HVITPK3 a HvITPKG6 obsahuji 10
nebo 12 intront (VIcko et Ohnoutkova, 2020). U ryze vykazovaly OsITPK4 a OsITPK6 specifickou
expresi v semenech, pticemz OsITPK4 se hojné vyskytoval v aleuronu a OsITPK6 vice v embryu (Tang
et al., 2013). OsITPK kinasy jsou pravdépodobné zapojeny v mnoha procesech, ale zatim zustavaji
detailni funkce jednotlivych OSITPK viceméné neznamé. Niu et al. (2008) uvadi, ze gen OsITL1,
kodujici OSITPK 1, negativné reguluje reakce rostlin vii¢i osmotickému stresu. Uml¢ovanim OsITPK2
pomoci RNA-interference bylo dosazeno zvyseni intracelularniho Pja mineralnich latek a u OsITPK1
bylo stejnym zptisobem dosazeno snizeni obsahu InsPg. Bylo zjisténo, ze OsITPK2 je exprimovan hojné
v embryu, malo vSak v endospermu (Karmakar et al., 2020; Sengupta et al., 2021). OsITPK2 deficientni
mutanti ryze pti nedostatku vody akumuluji vyznamné niz$i mnoZzstvi osmolytli, napi. rozpustnych
cukrui ¢i prolinu, nez wild-type linie. Exprese OsITPK4 je intenzivné zvySena teplotnim stresem
(chladem i horkem), zatimco exprese OSITPKG6 se zvySuje pouze nadmérnym zvysenim teploty (Du et
al., 2011). Mutace OsITPK®6 narusuje rtst rostlin a syntézu InsPs (Jiang et al., 2019b). Analyza genové
exprese ITPK uskuteénéna ve studii Vicko et Ohnoutkova (2020) poodhalila expresni profil a nastinila
funk¢ni zapojeni ITPK orthologti je¢mene (Hordeum vulgare L.) v obranych reakcich na salinitu. Pfi
kontrolnich podminkach byla exprese HVITPK1 intenzivngjsi v listech nez v kotenech u WT linie.
Avsak pfi zvySeni salinity se exprese HVITPKL v kofeni WT linie zvysila a naopak Vv listech doslo
k vyznamnému snizeni exprese. Tato skute¢nost spoleéné s faktem, Ze HvITPK1 obsahuje v promotoru
velké mnozstvi regulacnich a vazebnych elementli, mize poukazovat na zapojeni HVITPK1 v reakcich
na abioticky stres. Paradoxem ovSem bylo, Ze v ramci vSech testovanych HVITPK1 deficientnich linii
jeCmene neméla tato mutace vliv na zvysSeni obsahu P;. V reakcich na salinitu byla rovnéz zvysena
exprese HVITPK2 a HVITPK5 v kofeni u WT i v ramci mutantl itpk1-2 a itpk1-33. Na rozdil od ostatnich
ITPK gent, HVITPK3 nevykazoval v kofeni WT nebo mutantnich linii signifikantni zvySeni exprese
Vv reakci na salinitu. U s6ji je GmITPK1 kandidatni gen pro tvorbu transgennich linif sdji se snizenym
obsahem InsPs a GMITPK2 je pravdépodobné zapojen v reakcich na dehydrataci ¢i salinitu. GmITPK3
vykazovala vysokou expresi béhem ranného stddia vyvoje semen oproti ostatnim GmITPK a tento
enzym nalezi do podskupiny B. U kukufice jediny ITPK gen, ZmIPK (podskupina o), vykazoval
specifickou expresi v emryu a ZmIPK deficientni mutanti vykazovali Ipa fenotyp (Sparvoli et Cominelli,
2015). ZmITPK1 vykazuje InsPx-kinasovou aktivitu a je obdobné jako je tomu u jinych druhi rostlin
zapojena pii biosyntéze InsPg (Jiang et al., 2019b). V ramci A. thaliana nalezi AtITPK1 do a podskupiny,
AtITPK2 a AtITPK3 do B podskupiny a AtITPK4 do y podskupiny. Jednotlivé AtITPK geny jsou
exprimovany v odli$nych pletivech, ale zadny z nich neni exprimovan v SeSulich (Sweetman et al.,
2007). Byli izolovani mutanti A. thaliana itpkl a itpk4 vykazujici Ipa fenotyp a bylo zjisténo, ze funkce
téchto kinas pravdépodobné nejsou redundantni. Je znadmo, ze AtITPK4 postradd Ins(3,4,5,6)Ps-
kinasovou aktivitu, ale naopak vykazuje Ins(1,4,5,6)P4 a Ins(1,3,4,5)P. isomerasovou aktivitu, coz je

zasadni rozdil oproti ostatnim ITPK. AtITPK1 je zapojena ve fotomorfogenezi pii Cerveném svétle
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prostfednictvim interakce s COP9 signalosomem. Mutant Atitpkl vykazuje kratky hypokotyl béhem
rastu pii osvétleni ¢ervenym svétlem obdobné jako csn mutanti (Qin et al., 2005; Jiang et al., 2019b).
AtITPK1 spoleéné s jinym enzymem, inositol pentakisfosfat 2-kinasou 1 (AtIPK1), moduluji funkéni
integraci SA-dependentnich obrannych reakci a odpovédi na nedostatek P, pficemz AtITPK1, AtIPK1
a AtVIH2 zde figuruji jako negativni regulatory SA signalizace (Gulabani et al., 2022; Riemer et al.,
2022). Za podminek nadbytku P; je AtITPK 1 nepostradatelna pro jeho ukladani. Atitpkl mutanti obsahuji
oproti WT liniim signifikantné méné InsPs a InsP7, coz naznacduje intenzivni zapojeni v P; signalingu
(Kuo et al., 2018; Jiang et al., 2019b; Riemer et al., 2021). AtITPKI ma vyznamnou roli béhem
vyvojovych procest spjatych s auxinovou signalizaci. Laha et al. (2020) zjistil, ze u itpkl mutanti
nedoslo k naruseni biosyntézy ¢i transportu auxinu, jelikoz koncentrace auxinu v listech a kotfenech
stejné tak polarni transport se signifikantné neliSily v porovnani s WT linii. Vysvétlenim je, ze itpkl
mutanti jsou neschopni transdukce auxinového signalu. Tyto defekty auxinové signalizace koreluji se
zménami homeostazy InsPy. Laha et al. (2020) dale uvadi, ze AtITPK1 miZe interagovat s auxinovym
ko-receptorem TIR1 in vivo. AtITPK2 zodpovida za normalni vyvoj osemeni a tvorbu lipidové
polyesterové bariéry a jeho exprese muize byt indukovana ABA signalizaci nebo nedostatkem P; (Tang
et al., 2013). Nedavna studie potvrdila, Ze AtITPK4 oproti ostatnim AtITPK postrada také InsPg-
kinasovou aktivitu (Whitfield et al., 2023). Bylo prokazano, ze AtITPK4 deficientni mutanti vykazuji
obdobné jako Atitpkl vyznamny pokles hladin InsPs a InsP7, ale vzajemné se lisi fenotypem (Jiang et
al., 2019b). Bylo vsak ukazano, ze pouze AtITPK1 a AtITPK2 nikoli AtITPK3 a AtITPK4 disponuji

InsPs-kinasovou aktivitou (Laha et al., 2019).

3.5 Pleiotropni vliv COP9 signalosomu na fyziologii rostlin

COP9 signalosom (CSN) je evolucné konzervovany proteinovy komplex, ktery ovliviiuje mnoho
u rostlin se jedna o nepfimou regulaci fotomorfogeneze (Gusmaroli et al., 2005), hormonalni signalizaci
(Schwechheimer et al., 2001), maturaci a kliceni semen (Jin et al., 2018), hormonalni obranné reakce
rostlin (Feng et al., 2003), homeostazu fosforu (Walia et al., 2021), ale rovnéZ je zapojen v epigenetické
regulaci (Tuller et al., 2019), regulaci bunééného cyklu v G, fazi (Dohmann et al., 2008b) a dokonce
hraje roli v DNA opravnych mechanismech (Halimi et al., 2011).

COP9 signalosom je tvofen osmi podjednotkami CSN1-CSNS, jejichz struktura se mirné odlisSuje
(Schwechheimer et Isono, 2010). Sest podjednotek COP9 signalosomu (jmenovité: CSN-CSN4, CSN7
a CSN8) obsahuje tzv. PCI doménu (angl. Proteasome, COP9 signalosome and eukaryotic initiation
factor 3, elF3) a dvé zbyvajici (CSN5 a CSN6) obsahuji fylogeneticky star§si MPN doménu (angl.
Mprilp-Padlp-N-terminal). Doména PCI, bohata na a-helixy, se ukazuje jako nezbytna pro interakce
CSN podjednotek, a proto mize fungovat jako leSeni pii sestavovani COP9 signalosomu, zatimco
doména MPN, obsahujici strukturni motiv MPN+ s aktivitou metaloproteasy, je dtlezita pro katalyzu

deneddylace. Obsah konkrétni domény v dané podjednotce urcuje do jisté miry jeji funkci. Kazdad z CSN
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podjednotek ma sviij analog u podjednotek tzv. proteasomového vicka (19S regulaéni ¢ast proteasomu)
¢i u elF3, coz poukazuje na spole¢ny fylogeneticky ptivod téchto proteinti (Wei et Deng, 2003; Mir et
Leon, 2014; Pacurar et al., 2017). Podjednotka CSN1 ma nezastupitelnou funkci udrzovani stability
proteinového komplexu COP9. Kompletni ztrata CSN1 u A. thaliana naruSuje akumulaci CSNS,
disociuje CSN5 z komplexu a vede k signifikantni redukci mnozstvi CSN4 a CSN7 (Wei et Deng, 2003).

COP?9 signalosom je negativnim regulatorem fotomorfogeneze. Hraje ustfedni roli pii zprostfedkovani
degradace celé fady regulacnich proteinti zapojenych ve svételné signalizaci rostlin (Gyula et al., 2003).
D¢je se tak interakci COP9 signalosomu s E3 ubikvitin ligasou COP1 (Suzuki et al., 2002). Interakce
COP9 signalosomu s COP1 je mozna diky N-terminalni doméné podjednotky CSN1. Bylo potvrzeno,
7ze CSNI je nezbytna pro akumulaci COP1 v bunétném jadie in vivo (Wang et al., 2009a). Z toho
vyplyva, ze COP9 signalosom piimo ovliviiuje funkénost COP1. Principem funkce COP1 je jeho
translokace do bunééného jadra za podminek nedostateéného osvétleni. V jadie tvoti komplex se SPA
(angl. suppressor of phyA) a iniciuje proteasomem-zprostiedkovanou degradaci transkripénich faktort
napt. proteinu HY5 (angl. elongated hypocotyl in light 5). HY5 je pozitivnim regulatorem
fotomorfogeneze vazajicim se do regulacnich elementt foto-responzivnich gent (Kim et al., 2002; Ma
et al., 2002; Zheng et al., 2013). Naopak pfi osvétleni v zavislosti na typu svétla dochazi k protein-
proteinové interakci PHY nebo CRY s COP1 vedouci k inaktivaci komplexu COP1-SPA a spusténi
fotomorfogeneze (Xu et al., 2015; Ponnu et Hoecker, 2021). Membranovy protein PCC1 (angl.
Pathogen and Circadian Controlled 1) tucastnici se svételné signalizace interaguje s CSN5
podjednotkou. Uml¢ovanim PCC1 u A. thaliana pomoci RNA interference doslo u rostlin k ¢aste¢nému
projevu skotomorfogeneze i za normalnich svételnych podminek. Proto se ptedpoklada, ze PCC1-CSNS
interakce predstavuje systém negativni regulace COP9 signalosomu branici jeho kompletaci
a translokaci do bunécného jadra, coz vede k podpoie fotomorfogeneze. Zajimavé je, ze phyB je
negativni regulator exprese PCC1, takze funkce PCC1 v ramci fotomorfogeneze je nejspise vice spjata

s kryptochromy (Mir et Leon, 2014).

Obecny princip hormonalni signalizace spo¢iva v degradaci kli¢ovych transkripénich represort, napt.
Aux/TAA u auxinové signalizace, DELLA u GA signalizace, ¢i JAZ pii JA-dependentnich obrannych
reakcich rostlin. Tato degradace vedouci k expresi responsivnich genl je mozna ¢innosti SCF (angl.
Skpl-Cullin-F-box) ligas, které jsou podtypem Cullin-RING E3 ubikvitin ligas (CRL) (Feng et al., 2003;
Singh et Chamovitz, 2019). Rostlinné SCF ligasy piedstavuji proteinovy komplex sestavajici ze Ctyf
podjednotek, v némz se protein CUL (angl. cullin protein) svym C-koncem vaze na E2-interagujici RBX
(angl. RING box protein), zatimco adaptorovy protein SKP1 (u A. thaliana ASK1) zajistuje vazbu
mnohych proteinti skupiny FBP (angl. F-box proteins) k N-konci CUL. Prostfednictvim proteintt FBP
dochazi k oznacovani cilovych proteintt Ub, aby mohly tyto oznacené proteiny byt vzapéti degradovany
proteasomem (Peng et al., 2001; Huang et al., 2013). Pro spravnou funkci CRL ligas je zapotiebi

procesu neddylace, v odborné literatufe mnohdy uvadén pod synonymnim nazvem rubylace, ktery
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zahrnuje kovalentni pfipojeni proteinu RUB/NEDDS8 na CUL podjednotku. Neddylaci zajist'uji enzymy
AXR1, ECR1, a RCE1 a opaény proces, deneddylaci (derubylaci), zprosttedkovava COP9 signalosom
prostfednictvim CSNS5 podjednotky, metaloproteasy se zinkem jako kofaktorem (Wei et Deng, 2003;
Dohmann et al., 2008a). Deneddylaci COP9 signalosom kontroluje aktivitu SCF ligas a méni tak
stabilitu transkripénich represorti. Timto zptsobem ovlivituje mnoho vyvojovych procesi spjatych
s hormonalni signalizaci u rostlin. Piikladem je ligasa SCFT'RYAFE figurujici v auxinové signalizaci.
Proces deneddylace vede k inaktivaci SCFT'RVATE 3 zyyiuje stabilitu Aux/IAA. RNA uml¢ovani CSN5
podjednotky vedlo k naruSeni a poklesu auxinové signalizace. Tento paradox je vysvétlovan faktem, ze
dennedyla¢ni aktivita CSN5 podjednotky COP9 signalosomu Vv nepiitomnosti substrati CRL ligas
chrani jejich CUL podjednotky pted sebe-ubikvitinaci a naslednou degradaci (Schwechheimer et al.,
2001; Singh et Chamovitz, 2019; Walia et al., 2021). Podjednotka CSN5 je kodovana dvéma
homolognimi geny CSN5A a CSN5B, které maji nerovny vliv na regulaci vyvoje rostlin a auxinovy
signaling. T-DNA inzer¢ni mutanti csnba-1 a csn5a-2 A. thaliana vykazovali rezistenci k vnimani
auxinu, zatimco csn5b-1 byli auxin-senzitivni (Dohmann et al., 2005; Pacurar et al., 2017). Auxinova
signalizace byla naruSena i v ramci CSN1, CSN2 a CSN3 deficientnich mutantd A. thaliana (Zhang et
al., 2008; Stuttmann et al., 2009; Huang et al., 2013). AvSak vnimani auxinu bylo jen ¢aste¢né negativné
ovlivnéno u CSN4 deficientniho mutanta A. thaliana, kde doslo k poklesu tvorby adventivnich kofend.
U mutantii csn3-3, csn6a-1 a csnéb-1 nebyla narusena deneddylacni aktivita, coz je zasadni rozdil oproti
mutacim ostatnich podjednotek (Gusmaroli et al., 2007; Huang et al., 2013; Pacurar et al., 2017). COP9

signalosom ma schopnost stabilizovat také DELLA proteiny deneddylaci ligasy SCFS-Y?

zodpovidajici
za jejich degradaci. F-box protein SLY1 v tomto komplexu funguje jako GA receptor. DELLA proteiny
interaguji s PIFs a zamezuji jejich navazani na promotory gent, coz vede k inhibici skotomorfogeneze
pii absenci GA (Feng et al., 2008; Wang et al., 2009b). COP9 signalosom je rovnéz zapojen v ET
a ABA signalizaci (Christians et al., 2008; Jin et al., 2018). JA a SA se v rostlinach hromadi v reakci na
abioticky ¢i bioticky stres a jedna se o latky protektivniho charakteru, napt. pfi obrané rostlin pied
herbivory. COI1 je hlavnim JA receptorem a je soucasti ligasy SCF°", jejiz aktivita je rovnéz
kontrolovana COP9 signalosomem. Jejich vzajemna souinnost je pii obrannych reakcich rostlin
nezbytna. SCF®°" pii signalizaci JA zprostiedkuje polyubikvitinaci a naslednou degradaci represorii
transkripce z rodiny JAZ (angl. jasmonate ZIM-domain) proteint za pomoci proteasomu, coz vede ke
spusténi exprese celé fady obrannych genti. COP9 signalosom je pozitivnim regulatorem exprese
cilovych genti JA-dependentni drahy, ale naopak negativnim regulatorem exprese genti SA-dependentni
obranné drahy. Tento fakt je vysvétlovan dulezitosti COP9 signalosomu pfi syntéze JA, ne vSak pfi

syntéze SA (Feng et al., 2003; Hind et al., 2011).

Imunoprecipitacni experimenty u A. thaliana ukazaly, ze podjednotky CSN1 a CSN2 jsou schopny
interagovat s inositol 1,3,4-trisfosfat 5/6-kinasou 1 (ITPK1) (Sun et al., 2002; Qin et al., 2005)
a podjednotky CSN1, CSN2, CSN4, CSN5 vykazuji interakci s inositol pentakisfosfat 2-kinasou 1
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(IPK1) (Waliaetal., 2021). ITPK1 a IPK1 jsou enzymy zapojené V sekvenéni fosforylaci myo-inositolu
vedouci ke vzniku inositol polyfosfatti (InsP) s funkci v homeostaze fosforu (Kuo et al., 2018). Uginnost
dennedylace CUL podjednotkou CSNS5 miize byt regulovana skrze enzymy IPK1 a ITPKI a tato
regulace se odviji od dostupnosti fosforu. Zminéna skutecnost poukazuje na zapojeni CSNS5 v Pi-
homeostaze. Detailnim vysvétlenim tohoto procesu je schopnost téchto kinas ovliviiovat kinetiku
asociace/disociace CSNS5 podjednotky COP9 signalosomu, jelikoz deneddylacni aktivita CSNS5 je
mozna pouze ve chvili, kdy je CSN5 soucasti holo-komplexu (Walia et al., 2021). Zapojeni COP9
signalosomu v homeosaze fosforu je jesté podpoteno faktem, ze CSN-deficientni mutanti A. thaliana
vykazovali konstitutivni aktivaci PSR (angl. phosphate-starvation responses), tzn. odpovédi na nizkou
hladinu fosforu (Gulabani et al., 2022).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro ucely pokust byly pouzivany semenacky je¢mene jarniho (Hordeum vulgare subsp. vulgare L. var.
GoldenPromise (GCA_902500625.1). Na zakladé tohoto kultivaru byly pfipraveny homozygotni linie
itpk1-2 s inzeréni (adi¢ni) mutaci +A a itpk1-33 s dele¢ni mutaci —G v genu pro inositol-tetrakisfosfat-
1-kinasu (viz Obrazek 3). V ramci této prace byly rovnéz za ucelem zjisténi vztahu téchto dvou
mutantnich alel pouzity segregujici linie generace T2 obsahujici genotyp s bialelickou konstituci
+A/-G ve vyse zminéném genu, jmenovité se jednalo o itpkl mutantni segregujici linie T2-3B-21, T2-
3B-1, T2-3B-6, T2-3B-4, T2-3B-26, T2-3B-5, T2-3B-11.

ipkl-33  CCCGTCCCGCCCCCTCGTC--ACCAGGGGCCCTTCC
ipkl-2 CCCGTCCCGCCCCCTCGTCGAACCAGGGGCCCTTCC
WT CCCGTCCCGCCCCCTCGTCG-ACCAGGGGCCCTTCC

Obrazek 3: Alely ve sledovaném lokusu genu pro /TPK1 v jednotlivych genotypech je¢mene jarniho.

Semenacky jarniho jeémene byly péstovany v kultivaéni komote v plastovych sterilnich kultiva¢nich
nadobach s %2 MS médiem obsahujicim vitaminy za permanentniho osvétleni ¢ervenym svétlem
(Amax=660 nm) bez cyklického rezimu den-noc pii konstantni hodnoté celkového toku fotont
10 pmol-m?-s? a pii stalé teploté 23 °C vzdy po dobu 10 dni. VIhkost v komoie byla piiblizné

50 £ 10 %. Semena byla skladovana v suchu a temnu pfi pokojové teplot¢.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie
o 2-merkaptoethanol (Fluka, kat. ¢. 63690)
6x DNA loading buffer (Sigma-Aldrich, kat. ¢. G2526)
e dNTP PCR mix, solution 10 mM (Serva, kat. ¢. 39712.01)
e Ethanol >99.8% (VWR, kat. ¢. 20821.296)
e Ethidium bromid (Invitrogen, kat. ¢. 15585-011)
e HyperLadder™ I 1 kb (Meridian Bioscience, kat. ¢. BIO-33025)
e HyperLadder™ |l 50 bp (Meridian Bioscience, kat. ¢. BIO-33039)
e  Chlorid lithny, 8M, for molecular biology, >99 % (Sigma-Aldrich, kat. ¢. L7026)
e Chloroform (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 32211-1L)

e Isopropanol analytical grade (Serva, kat. ¢. 45629.01)
e iTaqg Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, kat. ¢. 1725120)
o Kyselina indolyl-3-octova (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1-9637)
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e Murashige & Skoog medium obsahujici vitaminy (Duchefa Biochemie, kat. ¢. M0222.0050)

e NaClO (~10% RT) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 71696-2,5L)

e Paramagnetické ¢astice Bind BBB (Beckman Coulter, kat. ¢. C34817)

e Paramagnetické Castice SPRIselect (Beckman Coulter, kat. ¢. B23317)

e PCR Ultra H20 (Top-Bio s. 1. 0., kat. ¢. P440)

e Phyto agar (Duchefa Biochemie, kat. ¢. P1003.1000)

e Proteinase K, recombinant PCR grade (Roche, kat. ¢. 11760400)

e ReadyMIX™ REDTaq® PCR Reaction MIX with MgCl, (Sigma-Aldrich, kat. &. R2648-
20RXN)

e RNase A (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. R1253)

e Sacharé6za (Lach-Ner, s.r.o., kat. ¢. 40135-AP0)

e Tekuty dusik

e TRIREAGENT® (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 93289-100mL)

e UltraPure™ Agarose (Invitrogen, kat. ¢. 16500-500)

4.2.2 Pouzité soupravy
e Maxima Reverse Transcriptase (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. EP0742)

e TURBO DNA-free™ Kit (Invitrogen, kat. ¢. AM1907)

4.2.3 Pouzité roztoky
1M NaOH

1% roztok NaClO: 5ml 10% NaClO ptidat do 45 ml sterilni dH>O. Dikladné promichat.

Basic Lysis Buffer: Do 100 ml ddH.O za stalého michani ptidat 20 ml SM roztoku NaCl, dale 20 ml
1M roztoku Tris-HCI a 20 ml 0,5M roztoku EDTA. Objem doplnit ddH,O na 200 ml. pH upravit na
hodnotu 7,2.

Lyzacni pufr: Do 10 ml Basic Lysis Buffer pfidat 10 pl 2-merkaptoethanolu, 10 ul RNasy A a 10 pl
proteinasy K. Roztok pfipravovat vzdy Cerstvy.

1x TAE pufr: Do 1 | ddH;O ptidat 20 ml 50x TAE. Dikladné promichat.

2 MS médium (pH 5,8): V dH2O rozpustit 2,225 g MS média s obsahem vitaminti a 15 g sacharosy,
objem doplit na 1 1. Upravit pH na 5,8 pomoci 1M NaOH. Pfidat 6 g Phyto agaru. Sterilizovat

autoklavovanim.

50x TAE pufr (Tris-acetat-EDTA) (pH 8,5): Za stidlého michani rozpustit v ddH,O 242 g Tris base,
ptidat 57,1 ml ledové kyseliny octové a 100 ml 0,5M EDTA. Doplnit ddH>O na objem 1000 ml a upravit
pH na 8,5.
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20x EGTA (ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N, N, N’, N’-tetraoctova kyselina) o koncentraci

40 mmol.I*t

4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

Analytické vahy M124A (BEL Engineering)

Binokularni stereomikroskop VisiScope® SZB250 (VWR)

Box s laminarnim proudénim HERAGUARD (ThermoFisher Scientific)
Centrifuga FastGene® Plate (Nippon Genetics Europe)

Centrifuga PRISM™ microcentrifuge (Labnet)

Centrifuga s chlazenim 5804R (Eppendorf)

Digestor M1200 (Mereci)

Dokumentacni systém G:BOX (Syngene)

Elektromagnetickd michacka Poly 15 (Variomag) s pfisluSenstvim
Horizontalni autoklav 3850EL (Tuttnauer)

Horizontalni elektroforetickd komora Mini-Sub® CELL GT (Bio-Rad)
Horizontalni elektroforetickd komora Wide Mini-Sub® CELL GT (Bio-Rad)

Kultivaéni komora Microclima 1000E (Snijders Scientific) se zdrojem Cerveného svétla:

trubicemi TLD-36 W/15-Red (Phillips, USA)

Laboratorni vahy (BOECO Germany)

Mikrovinna trouba (LG)

Minicentrifuga D1008 (DLAB)

Mrazici box VIP ECO Ultra-Low Freezer with Natural Refrigerants (PHCBI)
Orbitalni tfepatka MIXER VORTEX Wizard (Velp Scientifica)
Orbitalni tfepacka Vortex V-1 plus (Biosan)

pH metr pH7110 (VWR)

Spektrofotometr na mikroobjem DS-11 (DeNovix)

Sterilizator nastroju Stericell SC55 (BMT)

Termalni cykler CFX96 Touch™ Real-time system (Bio-Rad)
Termalni cykler T100™ Thermal-Cycler (Bio-Rad)

Termoblok FALC analogovy BIO TDB-100 (Biosan)
UVC/T-AR DNA/RNA UV-Cleaner Box (Biosan)

Vodni digitalni lazen SUB (Grant)

Zdroj napéti POWERPac™ Basic (Bio-Rad)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1. Fenotypova analyza

Extirpace embryi z obilek je¢mene jarniho a jejich sterilizace

Pfed samotnou extirpaci byly obilky je¢mene jarniho sterilizovany 1% roztokem NaClO po dobu 1,5
min v 50ml konické zkumavce. Nasledovaly tfi po sobé jdouci kroky oplachovani sterilni vodou po
dobu 5 min. Zkumavky s obilkami ve sterilni vodé byly ponechany v temnu do dalSiho dne, kdy byla
embrya extirpovana z obilek. VeSkeré prace probihaly ve sterilnim prostfedi boxu s laminarnim
proudénim. Pouzitim sterilni pinzety a skalpelu byla embrya vynata z obilek takovym zptisobem, aby
nedoslo k jejich poskozeni a naslednému snizeni klicivosti (viz Obrazek 4). Embrya byla pfemisténa do

2ml mikrozkumavky se sterilni vodou. Pro kazdy genotyp byla pfipravena samostatna mikrozkumavka.

L. 2. 3.

Obrazek 4: Schéma extirpace embrya z obilky je¢mene jarniho.

Embrya byla sterilizovana 1% roztokem NaClO po dobu maximalné 1 min. Nakonec bylo provedeno

oplachovani sterilni vodou tfikrat za sebou vzdy v intervalu 5 min.

Optimalizace koncentraci IAA

Za ucelem optimalizace vhodnych koncentraci IAA pro nasledné experimenty byla navrZena
koncentra¢ni $kala. Byl pfipraven zasobni roztok IAA o koncentraci 1 mmol-1* (tzn. 8,76 mg IAA bylo
rozpus$téno v malém mnozstvi 1M NaOH, nésledné doplnéno sterilni vodou do 50 ml). Z vychoziho
zasobniho roztoku TAA byla piipravena sada pracovnich 1000x koncentrovanych roztoku TAA (viz
Tabulka 1). Do kultiva¢nich nadob bylo pfipraveno tuhé kultivaéni %2 MS médium bez TAA a s danou
koncentraci IAA. Po ztuhnuti média bylo na povrch média umisténo sterilni pinzetou vzdy 15 embryi
WT jarniho jeémene. Veskeré prace probihaly vyhradné v aseptickych podminkach ve sterilnim boxu
S laminarnim  proudénim.  Kultiva¢ni nadoby byly umistény do rlstové komory
S permanentnim osvétlenim éervenym svétlem. Po uplynuti doby kultivace 10 dni byly pravitkem

zméteny délky korent a prytd jednotlivych semenacku.
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Tabulka 1: Skéla jednotlivych koncentraci IAA a jejich piprava.

Cislo Pracovni koncentrace Finalni koncentrace IAA v
roztoku [umol-17] % MS médiu [nmol-1]

1. 1000 1000

2 750 750

3 500 500

4, 100 100

5. 50 50

6 10 10

7 1 1

8. 0,75 0,75

9. 0,5 0,5

10. 0,1 0,1

11. 0,05 0,05

12, 0,01 0,01

13. 0,001 0,001

Stanoveni vlivu IAA na délku korene

Pro zjisténi G¢inku IAA na kofeny je¢mene u genotypu WT, itpk1l-2 a itpk1-33 byly zvoleny finalni
koncentrace 500 nmol-1", 1 nmol-1 a 0,001 nmol-1". Do kazdé kultivaéni nadoby bylo umisténo 20
embryi je¢mene. Experiment byl proveden ve tiech opakovanich. V kazdém opakovani byla pfipravena
varianta pokusu bez ovlivnéni, s /2 MS médiem s 500 nM IAA, s 1 nM IAA a s 0,001 nM IAA pro
kazdy ze tfi genotypu. Kultivace probihala 10 dni v komofe s permanentnim cervenym svétlem. Po
uplynuti doby kultivace byly délky kofend semenackd zméteny pravitkem. RovnéZz byly zhotoveny
fotografie rostlin kazdé varianty pokusu.

4.4.2 Urceni relativni zmény exprese u vybranych genii

Exprese byla stanovena v ramci genotypt WT, itpk1-2 a itpk1-33 u Aux-IAA geni: IAA7, IAALL, IAA15,
1AA19, 1AA20, 1AA27, IAA36, dale u genti pro myo-inositol-1,3,4-trisfosfat 5/6-kinasy 1-6 (ITPK1-
ITPK6) a genu pro myo-inositol-3-fosfat syntasu (MIPS).

Piiprava biologického materialu

Pro tento experiment byla embrya kultivovana v %2 MS médiu s ovlivnénim 500nM [AA a bez ovlivnéni.
V kazdé kultivaéni nadobé bylo umisténo 15 embryi. Z kofenl semenackl byly odstranény zbytky
kultivaéniho média, kofeny byly oplachnuty ve sterilni vod¢é a oddéleny sterilnim skalpelem. Byly
vytvofeny smésné vzorky, U kterych koteny 5 semenackti daného genotypu tvofily jeden smésny vzorek.
Pro kazdy genotyp byly piipraveny dvé varianty pokusu (s ovlivnénim a bez ovlivnéni 500 nM 1AA),
které byly provedeny ve tfech biologickych opakovanich. Smésné vzorky byly hluboce zmrazeny

tekutym dusikem a uskladnény pii —80 °C.
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Izolace celkové RNA

Byly pfipraveny sterilni tfeci misky s tlouckem a sterilni Spachtle, které byly pfedchlazeny tekutym
dusikem. Koteny kazdého smésného vzorku byly zmrazeny tekutym dusikem a dikladné
homogenizovany. Homogenat byl $pachtli pfeveden do 2ml mikrozkumavky. Bezprostiedné potom bylo
v digestofi ke vzorku pfidano 1000 ul reagencie TRI REAGENT. Vzorky byly inkubovany pii 60 °C po
dobu 30 min ve vodni 14zni. Po inkubaci byly vzorky zchlazeny na ledu a promichény. K vzorkim bylo
pfidano 600 pl chloroformu. Vzorky byly promichany po dobu 15 s. Nasledn€ byly vzorky ponechény
pii pokojové teploté po dobu 5 min. Vzorky byly centrifugovany pti 10000 xg za teploty 4 °C po dobu
10 min. Po centrifugaci byla odebrana vznikld vrchni vodnd fidze s RNA do novych 1,5ml
mikrozkumavek. Byl ptidan isopropanol (0,6 objemu pienesené¢ vodné faze). Vzorky byly kratce
promichany a poté inkubovany pii 4 °C po dobu 60 min. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany pfi
20000 xg za teploty 4 °C po dobu 30 min. Vznikly supernatant byl odebran a k peletu bylo pipetovano
1000 ul 70% ethanolu. Vzorky byly opét centrifugovany pii 20000 xg za teploty 4 °C po dobu 10 min.
Supernatant byl odebran a pelet byl vysuSen umisténim mikrozkumavek do horizontalni polohy v boxu
S laminarnim proudénim po dobu 30-60 min. Bylo pfidano 60 ul ddH,O bez RNas. Pro u¢inngjsi
rozpusténi RNA byly vzorky inkubovany pii 55 °C po dobu 10 min v termobloku. Nakonec prob¢hla
kontrola kvality izolované celkové RNA separaci horizontalni gelovou elektroforézou v 1% agarésovém
gelu s naslednou vizualizaci v UV-transiluminatoru. Gel byl zhotoven smichanim 40 ml 1x TAE pufru
50,4 g agar6sy a naslednym prevarenim. Po ochladnuti gelu byly pro vizualizaci RNA piidany 2 pl
roztoku EtBr. Gel byl promichan a vlit do elektroforetické vani¢ky s hiebinkem. Po ztuhnuti byl gel
ptenesen do elektroforetické komory a do jamek byly naneseny po fadé marker molekulové hmotnosti

HyperLadder | a vzorky RNA. Elektroforeticka separace probihala pii konstantnim napéti 80 V.

OSeti‘eni vzorkii RNA pomoci DNasy

K vzorkiim RNA bylo pipetovano 1/10 objemu reakce 10x DNase Buffer a 1 ul DNasy o koncentraci
2 U/ul. Vzorky byly promichany pipetovanim a inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 60 min ve vodni
lazni. Inaktivace DNasy byla provedena piidanim 3,3 pl 20x EGTA o koncentraci 40 mmol-1? (tzn. 1/20
objemu reakce) ke vzorkiim a inkubaci vzork pfi teploté 65 °C po dobu 10 min ve vodni ldzni. Vzorky

RNA byly skladovany do dalsiho dne pfi -80 °C.

Purifikace vzorki RNA pomoci roztoku LiCl

Ke vzorkim RNA bylo ptidano 1/2 objemu reakce roztoku chloridu lithného a reakéni smés byla
promichana. Vzorky byly inkubovany pii teploté¢ —20 °C po dobu 90 min. Vzorky byly centrifugovany
pfi 14000 ot/min pii 4 °C. Supernatant byl odebran a k peletu bylo pipetovano 1000 ul 70% ethanolu
a nasledovala centrifugace pii 14000 ot/min a pfi teploté 4 °C po dobu 15 min. Vznikly supernatant byl
odebran a pelet byl vysusen umisténim mikrozkumavek do horizontalni polohy v boxu s laminarnim

proudénim po dobu 30-60 min. K peletu bylo ptidano 40 ul ddH.O bez RNas a objem byl lehce
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promichan pipetovanim. Koncentrace a kvalita RNA jednotlivych smésnych vzorkd byla stanovena

spektrofotometricky.

Reverzni transkripce z RNA do cDNA

Do novych sterilnich 1,5ml mikrozkumavek byl pipetovan 1 pl Oligo(dT)12-18 0 koncentraci 500 pg/ml.
Z kazdého vzorku RNA bylo pro ptepis pfipraveno 2000 ng RNA. Objem byl doplnén sterilni ddH.O
na 12 pl. Nasledovala inkubace vzork pii teploté 65 °C po dobu 5 min a nasledné okamzité zchlazeni
na ledu minimaln€ 1 min. V dalsi fazi byly pfidany 4 pl 5x Reverse Transcriptase Buffer,1 ul dNTPs
a 1 pl reverzni transkriptasy. Reakéni smés byla promichana pipetovanim. V dal§im kroku probéhla
inkubace vzorku pii 50 °C po dobu 60 min ve vodni lazni. Reverzni transkriptasa byla inaktivovana
zahtatim vzorki na teplotu 70 °C po dobu 15 min. Vzorky cDNA byly vnovych 1,5ml
mikrozkumavkach 10x zfedény ddH.O a prob&hla kontrola kvality zpétného piepisu pomoci PCR
s pouzitim oligomeri pro housekeepingové geny Actin2 a EF/a. Kontrola PCR produkti byla

provedena jejich elektroforetickou separaci s naslednou vizualizaci v UV transiluminatoru.

Detekce cDNA transkripti

Pripravené vzorky cDNA byly pouzity k PCR. Kontrola PCR produktii probéhla jejich elektroforetickou
separaci V 1,5% agardsovem gelu barveném EtBr s naslednou vizualizaci v UV transiluminatoru. Pro
kazdy studovany gen byl nejprve vytvoren mix pro dany gen (viz Tabulka 2) v potiebném objemu dle
mnozstvi vzorkll. Finalni objem reakce véetné templatu, kterym byly vzorky cDNA, ¢inil 10 pl pro
jeden vzorek. Pro studium exprese kazdého genu byly zahrnuty vzorky 3 genotypt bez ovlivnéni + 3
genotypu s ovlivnénim 500 nM 1AA, NTC kontrola (angl. non-template control) a pozitivni kontrola
pouze u jedné z logickych sérii smésnych vzorki. Teplotni profil PCR reakce je mozné nalézt v Tabulce
3. Sekvence pouzivanych oligomert pro dané studované geny jsou uvedeny v Tabulce 4. Po PCR byla

provedena horizontalni gelova elektroforéza v 1,5% agardsovém gelu.

Tabulka 2: SloZeni reakéniho mixu pro PCR.

Reagencie 1 reakce [pl] Pracovni koncentrace Finalni koncentrace
ddH20 3,5 - -
ReadyMix 5 2X 1x
primer F 0,25 10 pmol/l 0,25 pmol/l
primer R 0,25 10 pmol/l 0,25 umol/l
templat cDNA 1 - -
Celkovy objem 10
Tabulka 3: Teplotni profil PCR reakce.
Faze Teplota [°C] Casovy interval Pocet cykli
pocateéni denaturace 95 3 min 1
denaturace 95 15s
hybridizace oligomert 60 20s 40
elongace 72 30s
finalni elongace 72 5 min 1
chlazeni 12 00
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Tabulka 4: Seznam pouzitych sekvenci oligomerti u zajmovych gend.

Sekvence oligomeri ]

Nizevgem | | olD0 it
Forward (5'—3") Reverse (5'—3") [bp]
HVIAA7 r2.2HG0176090.1 TGTATTCGTCGACAGGGAGA AGGAAAGGTAACGTGGATCATT 149
HVIAALL r2.3HG0207490.1 GTGTGGGAGCAGGAGAAAC TTCACACGGTTCCTTCCAATAG 151
HVIAALS r2.3HG0260900.1 GCTCCCAACAGTTCGAAAGA CTCAGCAGTGAGTTCGTCATAG 144
HvIAA19 r2.5HG0360080.1 CCATGTTCCTCGGCTTCTC CATGATCCTCAGCCTCTTGC 149
HvIAA20 r2.5HG0360110.1 AGCTGATGGATCTGCTCAAC GGCCAATAGCTTCTGATCCTT 150
HVIAA27 r2.6HG0463500.1 TGTCAGAAGCTGCCTTTCC GGCTGCCATTAGCTGTAGAA 147
HVIAA36 r2.7HG0589900.1 GCTGGAGCTTCTGTCCAAG TCTTCCTGTAACTGCGGATTG 143
HvITPK1 r2.7HG0548780.1 TCTTCGGCGACATGATTCGT AACGTTGGAGGCTTCGGTAG 83
HVITPK2 r2.4HG0328320.1 GCTTCCTCCGAGACCACTTC ACCGGTCATTAGCTCCAAGC 110
HVITPK3 r2.4HG0282650.1 ACCTTGCGGATTGTCATGGT ACCGCAGCTGGTATTGACAA 82
HvITPK4 r2.1HG0063430.1 TCCAAAGCAGGTGAGAGCAG GGCAAACGCTTGGAAGGATC 116
HvVITPKS r2.1HG0041780.1 TGCCTGGCTACGAGATTGTC CTCTGCTCCTCCTCCTCCTT 88
HVITPK6 r2.5HG0412200.1 TTGAAGACCCTTCCAGTGGC CGTTTTGCAGCCTCTTCCAC 101
HVMIPS r2.4HG0333190.1 CCCCAAGTCCGTCAACTACC GAGTGTGGAGCCATTGTTGC 97
HvActin2 r2.4HG0281790.1 TCGTGAGAAGATGACCCAGA CCGAGTCCAGCACAATACCT 122
HvEF o r2.5HG0427700.1 GAAGATGATTCCCACCAAGC TGACACCAACAGCCACAGTT 107

Stanoveni exprese metodou qRT-PCR

Byly zhotoveny standardy za ucelem zjisténi U¢innosti pouzivanych oligomert prostfednictvim
kalibra¢ni kiivky. Standardy pro urceni G¢innosti oligomert genti ITPK1-ITPKG6, Actin2 a EFla nebyly
zhotovovany, protoze uc¢innosti jejich oligomerQ byly stanoveny drive v ramci jinych studii. Standardy
byly zhotoveny PCR s pouzitim vzorkti cDNA jako templatu. Teplotni profil, pouZité reagencie v¢etné
jejich objemt a pouzivané oligomery jsou jiz uvedeny v Tabulkach 2, 3 a 4. Vznikly PCR produkt byl
precistén pomoci paramagnetickych ¢astic (podrobny popis postupu je uveden v sekci 4.4.3). Standardy
byly nafedény a byla vytvofena koncentraéni $kéala pocinajici koncentraci zfedénou 10*x a kongici
koncentraci ziedénou 10'x. Byl vytvofen reakéni mix pro qRT-PCR (viz Tabulka 5). Celkovy objem
reakce byl 10 ul pro jeden vzorek. Kazda koncentrace standardu byla aplikovana v technickém
duplikatu. Praibéh qRT-PCR byl dvou krokovy, pfi¢emz prvni faze zahrnovala samotnou amplifikaci
a druhou fézi bylo zjisténi specifity PCR produktu metodou analyzy teploty tani. Teplotni profil reakce

véetné analyzy teploty tani PCR produktu je znazornén v Tabulce 6.
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Tabulka 5: Priprava reakéniho mixu pro qRT-PCR.

Reagencie 1 reakce [pl] Pracovni koncentrace Finalni koncentrace
ddH20 3,2 - -
iTagq Universal SYBR“ Green 5 ox 1x
Supermix
primer F 0,4 10 pmol/l 0,4 umol/l
primer R 0,4 10 pmol/l 0,4 pmol/1
templat cDNA 1 - -
Celkem do jamky 10
Tabulka 6: Teplotni profil qRT-PCR v¢etné analyzy teploty tani PCR produktu.
Faze Teplota [°C] Casovy interval Pocet cykli
pocateéni denaturace 95 3 min 1
denaturace 95 10s
hybridizace oligomerd/ 60 30s 40
elongace
analyza teploty tani 65-95 navyseni 0,5 °C kazdych 5 s

Nésledné byly C: hodnoty pro kazdou koncentra¢ni hladinu standardu zprimérovany a byla vytvorena
kalibra¢ni ktivka. Na zdklad¢ rovnice kalibracni kiivky byla stanovena ucinnost oligomerti pro dany
gen. Po zhotoveni kalibracnich kiivek standardd pro vybrané geny a ovéteni specifity produkti probéhla
samotna analyza exprese u vzorkii cDNA. Analyza byla provedena u 6 vzorki cDNA (3 genotypy bez
ovlivnéni + 3 genotypy s ovlivnénim), které byly provedeny V technickém duplikdtu pro kazdy
studovany gen, dale NTC kontrolu a pozitivni kontrolu pro dany gen. Tato analyza byla provedena
u vSech 3 biologickych opakovanich smésnych vzorki. Pouzité reagencie a podminky qRT-PCR jsou
uvedeny v Tabulce 5 a Tabulce 6. Byly pouzivany oligomery uvedené v Tabulce 4. Hodnoty C:
jednotlivych vzorkli v duplikdtu byly zprimérovany a byla vypoétena, podle Pfafflova vzorce se
zohlednénim W¢innosti oligomeru (viz Obrazek 5), relativni zména exprese daného genu po ovlivnéni
500 nM IAA v daném opakovani smesnych vzorkil. Vysledek zmén relativni exprese gent stanovenych
ze smésnych vzorkd ve 3 biologickych opakovanich byl zprimérovan a uveden se smérodatnou
odchylkou.

(E

)ACT, target (calibrator — test)
target

(E

Ratio =

)ACT, ref (calibrator — test)
ref

Obrazek 5: Vzorec pro vypocet relativni zmény exprese dle Pfaffla (2001).

Ve vyse uvedeném Pfafflové vzorci (viz Obrazek 5) E znamena ucinnost oligomera pro dany gen. Pod
pojmem cil (angl. target) byly dosazeny hodnoty cilového studovaného genu a jako reference byl zvolen
housekeepingovy gen. Kalibratorem (angl. calibrator) byly vzorky bez ovlivnéni a testovaci vzorky

predstavovaly ty vzorky, které byly ovlivnény 500nM [AA.
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4.4.3 Zjisténi vztahu +A a —G mutantni alely genu ITPK1

Priprava biologického materialu

Za ucelem objasnéni vztahu mutantnich alel +A a —G genu ITPK1 byly pouzity segregujici linie
generace T2, ve kterych byly hledani bialeliéti mutanti s konstituci alel +A/~G. Z kazdé pouzité
mutantni linie bylo vybrano 10-25 obilek, ze kterych byla extirpovana embrya. Ta byla péstovana
Vv %2 MS médiu stejné jako je popsano v sekci 4.4.1. Po uplynuti doby 10denni kultivace byly vytvofeny
fotografie rostlin dané mutantni linie a z kazdého semenacku byly odebrany zhruba 2-3 cm listové
Cepele, které byly umistény do oznacenych sterilnich 1,5ml mikrozkumavek a neprodlené¢ potom

hluboce zmrazeny pomoci tekutého dusiku.

Izolace gDNA paramagnetickymi ¢asticemi

Vzorky listd byly zmrazeny tekutym dusikem a neprodlené homogenizovany homogenizaénimi
ty¢inkami. K vzorkiim bylo pipetovano 300 pl lyza¢niho pufru. Obsah byl promichan. VVzorky byly
inkubovany ve vodni lazni pfi teploté 60 °C po dobu minimalné 20 min. Vzorky byly centrifugovany
pfi 13000 ot/min po dobu 1,5 min. Do novych oznacenych sterilnich 1,5ml mikrozkumavek bylo
pipetovano 10 ul roztoku paramagnetickych castic, 100 pl supernatantu a 80 pl isopropanolu. Cely
obsah byl promichan pipetovanim a vzorky byly ponechany k inkubaci pti pokojové teploté po dobu
5 min. Nasledovalo umisténi vzorkti do magnetického pole magnetu na dobu 5 min do vy¢isténi roztoku.
Supernatant byl odstranén a mimo magnet bylo pipetovano 100 ul 70% ethanolu za uc¢elem promyti
vzorkill. Vzorky byly opét umistény na magnet na dobu 5 min do vy¢isténi roztoku a poté byl opét
odstranén supernatant (tento promyvaci krok byl opakovan 3x). Mikrozkumavky s pelety byly poté
ponechany v horizontalni poloze v boxu s laminarnim proudénim. Po vysuSeni bylo mimo magnet
k peletu pfidano 30 pl sterilni ddH.O bez DNas. Pelet byl promichan s vodou. Vzorky byly umistény na
magnet na dobu 5 min do vycisténi roztoku a poté bylo odebrano 25 pl vzorku do novych oznacenych
sterilnich 1,5ml mikrozkumavek. Byla stanovena koncentrace a kvalita dsDNA. Vzorky DNA byly
skladovany pii —20 °C.

PCR, purifikace PCR produkti a Sangerovo sekvenovani

Byl piipraven reakéni PCR mix. Pouzité reagencie pro PCR mix a jejich objemy jsou uvedeny v Tabulce
2. Celkovy objem reakce pro 1 vzorek ¢inil 20 pl. Pro amplifikaci byly pouzity oligomery amplifikujici
¢ast sekvence genu ITPK1 obsahujici mutaci. Sekvence oligomerti a velikost PCR produktu jsou
uvedeny v Tabulce 7. Teplotni profil PCR reakce je uveden v Tabulce 8.

Tabulka 7: Sekvence pouzitych oligomerti vhodnych k sekvenovani.

Nizev ID genu Sekvence oligomeri Délka
amplikonu
genu QIR HAIOINC Forward (5" —3) Reverse (5'—>3") [bp]

HvITPK1 | r2.7HG0548780.1 | ACGACCTCCTCACACCTACA | GGAGACGACGTCGAGCATG 301
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Tabulka 8: Teplotni podminky PCR reakce pro ptipravu amplikonu k sekvenovani.

Faze Teplota [°C] Casovy interval Pocet cykli
pocateéni denaturace 94 4 min 1
denaturace 94 20s
hybridizace oligomert 60 20s 37
elongace 72 1 min
finalni elongace 72 5 min 1
chlazeni 12 )

Po ukonceni amplifikace byly PCR produkty purifikovany. PCR produkty o objemu 20 pul byly
pipetovany do novych sterilnich 1,5ml mikrozkumavek obsahujicich 10 ul roztoku paramagnetickych
¢astic a bylo k nim pfidano 16 pl isopropanolu. Vzorky byly umistény na magnet na dobu 5 min do
vycisténi roztoku, pak byl odstranén supernatant. Mimo magnet bylo ptidano 100 pul 70% ethanolu.
Vzorky byly nechany 5 min na magnetu do vyci§téni roztoku, supernatant byl odstranén (tento
promyvaci krok byl opakovan 3x). Mikrozkumavky s pelety byly poté ponechany v horizontalni poloze
v boxu s laminarnim proudénim. Po vysuseni bylo mimo magnet k peletu ptidano 30 ul sterilni ddH,O
bez DNas. Pelet byl promichan s vodou. Vzorky byly umistény na magnet na dobu 5 min do vy¢isténi
roztoku a poté bylo 25 ul vzorku odebrano do novych sterilnich 1,5ml mikrozkumavek. Cely objem byl
promichan a vzorky byly inkubovany 5 min pfi pokojové teploté. PCR produkty byly zkontrolovany
elektroforetickou separaci s naslednou vizualizaci v UV transiluminatoru. Purifikované¢ PCR produkty
byly zfedény na koncentraci 1-10 ng/ul a smichany s reverse oligomerem. Pro zjisténi genotypu rostlin
bylo pouzito Sangerovo sekvenovani zprostfedkované firmou Eurofins Scientific. Na zaklad¢ zaslanych

vystupt byly vyhodnoceny genotypy rostlin.

4.4.4 Grafické a statistické hodnoceni

Veskeré grafy byly vytvoreny v programu Microsoft Excel. Program Microsoft Excel rovnéz slozil pro
vypocet pruméri a smérodatnych odchylek. Obrazky rostlin je¢mene véetné informacnich popisek byly
vytvafeny a formatovany v programu Microsoft PowerPoint. Statistické hodnoceni pomoci
dvouvybérového parametrického Aspin-Welchova testu bylo provedeno v programu NCSS 2023.
Aspin-Welchiv test je test statistickych hypotéz, ktery se pouziva k porovnani prumérd dvou
nezévislych skupin, které mohou mit nestejné rozptyly nebo velikosti vzorkti. Vyhodou tohoto testu je
vetSi robustnost oproti jinym parametrickym testim v ptfipadech, kdy nejsou splnény ptedpoklady
normality. V programu NCSS 2023 byl vytvofen dvojity dendrogram, tzv. klastrovana ,heat mapa.
Elektroforetogramy byly ofiznuty a invertovany v programu ImageJ a nasledné opatfeny popisky
V Microsoft PowerPoint. Pro vizualizaci vystupti ze Sangerova sekvenovani a nasledné stanoveni

genotypt u danych vzorki byl pouzit program ApE.exe.
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5 VYSLEDKY

5.1 Fenotypova analyza

5.1.1 Optimalizace koncentraci [AA

Za ucelem stanoveni koncentrace IAA s inhibi¢nim a stimula¢nim vlivem na délku kotfene a prytu WT
linie je¢mene byl nejprve proveden optimalizaéni experiment s koncentraéni $kalou IAA (1 pmol 1 —
1 umol-1). Pro kazdé ovlivnéni bylo pouzito 15-30 10dennich semenackll je¢mene a naméfené délky
koteni a pryti byly zprimérovany se soucasnym vytvorenim smérodatnych odchylek. Graf 1 popisuje
zavislost primérné délky kofent®/prytd WT linie je¢mene vzhledem ke koncentraci IAA. V Grafu 1
oznacuje Cervena linie kontrolni primémou délku kofenu/prytu, ktera byla pozorovana u WT linie

jeCmene bez ovlivnéni IAA.
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Graf 1: Optimalizace vlivu koncentraci IAA na rast jemene. Délka kotentl (a.), délka prytt (b.).

Koncentrace 1 pmol-1*a 10 pmol-1" IAA mély stimulaéni efekt na riist kofentt WT linie je¢mene, jelikoZ
jsou délky kofenli vramci tohoto ovlivnéni nadpriumémé (55-60 mm). Pii koncentracich IAA
0,1 nmol-1%, 0,5 nmol-1?%, 0,75 nmol-1%, 1 nmol-1'* a 10 nmol-I? byly pozorovany délky kofent

odpovidajici kontrolnim podminkam (tzn. ~40 mm) ¢i lehce nadprimérné délky kofend. Pii koncentraci
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IAA >50 nmol-1"? byl zaznamenan inhibi¢ni efekt na rist kotenti. Délky kofend byly pfi ovlivnéni
50 nmol-1%-1000 nmol-1"* IAA podprimérné (niz$i nez 35 mm) ve srovnani s kontrolni délkou kofent
bez ovlivnéni. Obecné byla pti vyssich koncentracich IAA délka kofend je¢mene nizsi (viz Graf 1a). Pfi
riznych koncentracich IAA dosahovaly priméré délky pryta 100-120 mm. Vzhledem k vysokym
hodnotam smérodatnych odchylek, jak je patrné z Grafu 1b, neni mozné vyvozovat jednozna¢ny trend
vlivu koncentrace IAA na délku prytt je€mene, a proto byly nasledujici experimenty provadény pouze

V ramci kofenu.

5.1.2 Stanoveni vlivu IAA na délku kofene

Tato fyziologicka studie slouzila pro zjisténi efektu vybranych hladin IAA na rtst kotfene u WT linie
a mutantnich linii itpk1-2 a itpk1-33 je¢mene. Na zakladé vysledkid optimaliza¢niho experimentu (viz
sekce 5.1.1) byly zvoleny tfi testovaci koncentrace IAA: 1 pmol-1?%, 1 nmol-1*a 500 nmol-1* a byla
zahrnuta kontrola bez ovlivnéni. Tyto koncentrace byly vybrdny za ucelem soucasného popsani
stimula¢niho i inhibi¢niho efektu IAA na délku kotenti 10dennich semendckii jecmene. Data byla
vynesena do krabicového grafu (angl. box plot) pro kazdé ovlivnéni. Pro statistické hodnoceni byl pouzit

parametricky Aspin-Welchtv test.

Pii kontrolnich podminkach byla primérna délka kotentt WT linie byla 48,6 = 9,9 mm, mutantni linie
itpk1-2 dosahovala primérné délky kofentt 41,1 + 15,2 mm a pozorovana primérna délka kotfent
Vv ramci mutantni linie itpk1-33 byla 19,9 + 4,3 mm (viz Graf 2a). Statisticky se vyznamné li§i primérné
délky koteni WT a itpk1l-2 linii na hladiné vyznamnosti 0,005. Primérné délky kofentt WT linie
a mutantni linie itpk1-33 se signifikantn¢ 1i8i na hladiné vyznamnosti 0,001. V ramci ovlivnéni 1 pmol-I
L1AA byla u WT linie primérna délka kofenti 52,5 + 8,7 mm. V ramci itpk1-2 doséhla priimérna délka
kotenu 61,6 + 12,9 mm a u itpk1-33 byla zjisténa pramérna délka kotent 24,6 + 5,6 mm (viz Graf 2b).
Byl zaznamendan statisticky vyznamny rozdil mezi primérnymi délkami kofentit WT linie a mutanta
itpk1-2 pii hlading vyznamnosti 0,001. V praimérné délce kofenti se vyznamné lisi rovnéz linie WT
a itpk1-33 opét na hladiné vyznamnosti 0,001. Pfi ovlivnéni 1 nmol-1? IAA byla u WT pozorovéana
prumérna délka kotent 40,9 + 4,8 mm, mutant itpk1-2 dosahoval primérné délky kotent 37,7 + 19 mm
a praimérna délka kotene mutanta itpk1-33 byla 19,3 &= 4,1 mm (viz Graf 2c). Na hladiné vyznamnosti
0,05 nebyl zaznamenan vyznamny rozdil mezi WT a mutantem itpk1-2 v pramérnych délkach kotent.
AvSak WT se v pramérné délce kofenu signifikantné 1iSil od mutanta itpk1-33 a to na hladiné
vyznamnosti 0,001. V ramci ovlivnéni inhibi¢ni hladinou 500 nmol-1? IAA byla naméfena praimérna
délka kofenit WT linie je¢mene 20,1 £ 3,5 mm, u mutanta itpk1-2 byla pozorovana primérna délka
kotene 20,2 + 6,8 mm a v ramci itpk1-33 byla zaznamenana primérna délka kotene 13,7 + 3 mm (viz
Graf 2d). WT linie se od mutantni linie itpk1-2 vyznamné nelisi v primérné délce kofent na hlading
vyznamnosti 0,05. Signifikantné se v primérné délce kofent 1i§i WT linie a mutant itpk1-33 na hladiné
vyznamnosti 0,001. Pii ovlivnéni 500 nmol-1? IAA byly pozorovéany nejnizsi primérné délky koteni ze

vSech ovlivnéni. U itpk1-33 byl pozorovan snizeny rast kotent i pii kontrolnich podminkach, zatimco
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itpk1-2 dosahoval obecné podobnych ¢i mirné vyssich délek kofent ve srovnani s WT pii kazdém typu
ovlivnéni s TAA. Fotografie linii WT, itpk1-2 a itpk1-33 kultivovanych pti kontrolnich podminkach bez

ovlivnéni a pfi ovlivnéni 1 pmol-1%, 1 nmol-1a 500 nmol 1" IAA viz obréazek 6.

a. bez ovlivnéni b. 1 pM 1AA
100 100
—= 80t — 80T
E ° = "
St 5 60t
3 3
- - o
Z 40t =2 401
(@) (&)
g ° - o
of T = 0 f e
0 0
WT itpkl-2 itpkl-33 WT itpkl-2 itpkl-33
C. 1 nM IAA d. 500 nM TAA
100 100
=80t =807
S0t 5 60
5 3
- . -
Z Z
D 40T D 40T .
(] a
- ° -
20t + 201 % é E
0 0

WT itpkl-2 itpkl-33 WT itpkl-2 itpkl1-33

Graf 2: Efekt IAA na délku kotfene. U 10dennich semenacki jecmene kultivovanych a. bez ovlivnéni,
b. pfi ovlivnéni stimula¢ni hladinou 1 pM IAA, c. pfi ovlivnéni mirn€ stimulacni hladinou 1 nM [AA,
d. pfi ovlivnéni inhibi¢ni hladinou 500 nM IAA, experiment proveden ve tfech biologickych

opakovanich, kde pro kazdé opakovani n = 15-25 rostlin.
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itpk1-33

bez ovlivnéni

1 pM TAA

A )« ) LUTZT

I nM [AA

500 nM TAA

Obrazek 6: Rostliny WT linie a mutantt itpk!-2 a itpkI-33 jarniho je¢mene v kontrolnich podminkach

a pii ovlivnéni [AA. Métitko 5 cm.

5.2 Ur¢eni relativni zmény exprese u vybranych genu

5.2.1 Izolace celkové RNA
Pro stanoveni exprese vybranych genii musela byt nejprve izolovana celkova RNA z kofenti 10dennich
semenackd je¢mene. RNA byla izolovana metodou vyuzivajici TRI REAGENT. Kvalita a kvantita

izolované celkové RNA byla zkontrolovana pomoci horizontalni elektroforézy v 1% agarosovem gelu
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s naslednou vizualizaci UV-transiluminatorem. Elektroforetogramy izolované celkové RNA kazdého

biologického opakovani viz Obrazek 7.

a. b. [
— )

N—)
\ J

L |l =

"
W

Obrazek 7: Kontrola kvality izolované celkové RNA. M: marker molekulovych hmotnosti
HyperLadder™ I 1 kb; 1. WT, bez ovlivnéni; 2. WT, ovlivnéno 500nM 1AA; 3. itpki-2, bez ovlivnéni;
4. itpkl-2, ovlivnéno 500nM 1AA; 5. itpkl-33, bez ovlivnéni; 6. itpkI-33, ovlivnéno 500nM TAA, 1%

agarosovy gel.

Ze vsech vzorki byla izolovana celkova RNA v dostate¢ném mnozstvi pro piepis do cDNA. Izolovana
RNA nebyla degradovana, ¢ehoz jsou diikazem horni dva ostfe ohrani¢ené bandy ptedstavujici rRNA
velké a malé podjednotky ribozomu. Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace celkové RNA.

Rozmezi koncentrace RNA bylo u vSech vzorku od 200 do 2000 ng/pl.

5.2.2 Reverzni transkripce z RNA do cDNA

Ziskana celkova RNA byla pouzita k reverzni transkripci do cDNA. V ramci vSech tfi opakovani byla
provedena kontrola reverzni transkripce ¢cDNA prostiednictvim PCR s vyuzitim oligomert pro
housekeepingové geny Actin2 a EF'1a. Nasledovala horizontalni elektroforéza v 1,5% agarosovém gelu

s vizualizaci UV-transiluminatorem (viz Obrazek 8).

EFla Actin2
- - —
-
- 200 bp
200 bp === 100 bp == — — — pu—
100 bp —
M 1 2 3 4 5 6. NTC + M 1 2 3 4 5 6. NTC +

Obrazek 8: Kontrola mnozstvi cDNA pomoci PCR s oligomery pro EFla a Actin2. M: marker
molekulovych hmotnosti HyperLadder™ Il 50 bp s oznacenymi délkami DNA fragmentt v jednotkach
parti bazi [bp]; 1. WT, bez ovlivnéni; 2. WT, ovlivnéno 500nM TAA; 3. itpkl-2, bez ovlivnéni;
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4. itpk1-2, ovlivnéno 500nM TAA; 5. itpk1-33, bez ovlivnéni; 6. itpk1-33, ovlivnéno 500nM IAA; NTC:

kontrola neobsahujici cDNA templat; +: oznaceni pozitivni kontroly pro dany gen, 1,5% agarosovy gel.

V ramci vSech biologickych opakovani dos§lo az na drobné fluktuace intenzit bandi v ramci PCR

produktti pro Actin2 K viceméné stejnomérnému piepisu RNA do ¢cDNA. Kontrola mnozstvi cDNA

biologického opakovani 1 je zobrazena na Obrazku 8.

5.2.3 Detekce cDNA transkripti

Pro pfedbéznou kontrolu pfitomnosti cDNA transkript byla provedena PCR s vyuZzitim oligomert pro

cilové geny. Prob&hla horizontdlni gelovéd elektroforéza v 1,5% agarosovém gelu s naslednou

vizualizaci UV-transiluminatorem (viz Obrazek 9).

14415

200 bp
100 bp

M 1. 2. 3. 4. 5. 6. ~n1C +

IAA7 IAAI11
200bp )
lDDbs -— Igg';s
M1 2 3 4 5 6 F sc ML 23 45 6+
IAA19 IAA20
— -
200bp 2000p
| —— " ———
M 1 2. 3. 4. 5. 6. ~xtCc + M 1. 2. 3. 4. 5. 6.~1C +
IAA36 ITPKI1
200 by
o
——— — — — — — ——— - =
M 1 2. 3. 4. 5 6. + NTC M 1. 2. 3. 4. 5. 6. ~1C +
ITPK3 ITPK4
2000p :ootpp“
100 bp 100 bp -
M 1. 2. 3. 4. 5. 6. x1C + M 1. 2. 3. 4. 5. 6.~x1¢ +
ITPK6 MIPS
200bp -« 200bp
100bp
100bp
_— e o — —-— — NI l'
M 1. 2. 3. 4. 5 6. ~x1¢c +

. 3. 4. 5. 6. ~1C +

Obrazek 9: Detekovani cDNA transkriptl u zdjmovych genli. M: marker molekulovych hmotnosti

HyperLadder™ |l 50 bp s oznacenymi délkami DNA fragmentt v jednotkach part bazi [bp]; 1. WT,
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bez ovlivnéni; 2. WT, ovlivnéno 500nM TAA; 3. itpkl-2, bez ovlivnéni; 4. itpk1-2, ovlivnéno 500nM
IAA,; 5. itpk1-33, bez ovlivnéni; 6. itpk1-33, ovlivnéno 500nM IAA; NTC: kontrola neobsahujici cDNA

templat; +: oznaCeni pozitivni kontroly pro dany gen, 1,5% agarosovy gel.

Cilovymi geny byly IAA7, IAA11, IAAL5, IAAL9, 1AA20, IAA27, IAA36, dale geny pro kinasy ITPK1-
ITPK6 a MIPS. Podatilo se detekovat vétsSinu ¢cDNA transkriptd u cilovych gent. U vzorku 4 nebyl
detekovan cDNA transkript genu IAA27. V ramci vzorku 5 nebyl detekovan cDNA transkript genu
ITPK4 a u vzorku 6 nebyly detekovany cDNA transkripty geni IAA7, 1AAll, 1AA19, ITPK2.
Predpokladem je, ze tato metoda neumoznuje detekovat cDNA transkripty u vyse zminénych vzorkd,
protoZe exprese téchto gend v ramci daného genotypu je velmi nizka, tzn. pod Grovni detekce, ¢i zadna.
Avsak rovn€Zz mohlo dojit k chybé pti samotné PCR reakci. V ramci detekovani cDNA transkriptd
u genu IAA15 RT byla kontrola neobsahujici cDNA templat (NTC) pozitivni. Vysvétlenim miize byt

kontaminace NTC vzorku, ¢i Spatna funk¢nost oligomert (napf. tvorba oligomerovych dimert).

5.2.4 Stanoveni exprese metodou qRT-PCR
Nejprve byly zhotoveny standardy pro Aux/IAA geny (viz Obrazek 10). Na zakladé rovnice kalibra¢ni
kiivky byla stanovena ucinnost oligomerti pro dany gen. Vytvofené kalibra¢ni kiivky jsou soucasti

ptiloh (viz Ptiloha 1).

200bp

100bp

Obrazek 10: Detekce standardti pomoci horizontalni elektroforézy. M: marker molekulovych hmotnosti
HyperLadder™ [l 50 bp s oznaCenymi délkami DNA fragmentt v jednotkach part bazi [bp]; pod
¢iselnym oznacenim standardy 1. IAA7; 2. IAA1l; 3. IAALS5; 4. 1AA20; 5. IAA19; 6. IAA27; 7. 1AA36.
Templat cDNA z WT linie je¢mene. 1,5% agarosovy gel.

Zhotoveni standardd probehlo uspésné. Kazdy standard byl detekovan pomoci horizontalni gelové

elektroforézy s naslednou vizualizaci UV-transiluminatorem.

Expresni profily cilovych genti byly zjistény pomoci kvantitativni PCR v realném case (QRT-PCR). Dle
Pfafflova vzorce s pouzitim hodnot EF/a jako referenéniho genu byla vypoctena relativni zména

exprese pro Aux/IAA geny (viz Graf 3) a pro ITPK geny a MIPS (viz Graf 4) u danych genotypi pfi

55



ovlivnéni 500nM IAA a hodnoty byly vyneseny do grafi spole¢né se smérodatnymi odchylkami.

Relativni exprese cilovych genti u mutantnich linii itpk1-2 a itpk1-33 byly statisticky srovnany s WT

linii pomoci Aspin-Welchova testu na hladinach vyznamnosti 0,05 (*); 0,01 (**) a 0,001 (***).

Relativni exprese

1.6

0.8 T

0.4 4

WT

itpk1-2

IAA7

itpk1-33

WT

itpk1-2

IAALL

itpk1-33

WT

itpk1-2

IAALS

itpk1-33

WT

itpk1-2

IAAIL9

itpk1-33

WT

itpk1-2

IAA20

Geny v ramci daného genotypu

itpk1-33

WT

itpk1-2

IAA27

itpk1-33

WT

itpk1-2

IAA36

Graf 3: Relativni zména exprese Aux/IAA gend v kotenech jarniho jeCmene po ovlivnéni 500 nM TAA.

Hodnoty jsou primérem nezavislych méfeni s vyjadfenou smérodatnou odchylkou, kde n = 3, pro

statistické porovnani WT s itpkl-2 a itpkl-33 byl pouzit Aspin-Welchiv test na hladinach vyznamnosti
0,05 (*), 0,01 (**) a 0,001 (***).

Po ovlivnéni 500 nM TAA byla mirné€ zvysena exprese genu I1AA7, IAA19 a IAA36 u itpk1-2 oproti WT

a itpk1-33. U genu IAA11l byla po ovlivnéni zaznamenana nejvyssi exprese u WT, nizsi u itpk1-33

anejnizsi u itpk1-2. Relativni zména exprese u gent IAA15 a IAA20 byla po ovlivnéni téméf srovnatelna

napii¢ v8emi genotypy. U mutanta itpk1-33 exprese IAA27 relativné poklesla po ovlivnéni 500nM TAA

ptiblizné na 50 % pivodni trovné a v ramci 1AA19 exprese u téhoz mutanta relativné poklesla na

~60 %. Z divodu vysokych hodnot smérodatnych odchylek u relativnich expresi Aux/IAA gend, viz Graf

3, nebyl zaznamenan zadny statisticky signifikantni rozdil exprese u mutantnich linii itpk1-2 a itpk1-33

ve srovnani s WT linii jeCmene.
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Geny v ramci daného genotypu
Graf 4: Relativni zména exprese gend /TPKI-ITPK6 a MIPS v kotenech jarniho je¢mene po ovlivnéni
500 nM TAA. Hodnoty jsou primérem nezavislych méfeni s vyjadienou smérodatnou odchylkou, kde
n = 3, pro statistické porovnani WT s itpkl-2 a itpk1-33 byl pouzit Aspin-Welchiv test na hladinach
vyznamnosti 0,05 (*), 0,01 (**) a 0,001 (**%*).

Relativni exprese genu ITPK1 po ovlivnéni 500 nM IAA poklesla u WT, ale zlstala stabilni u obou
mutantd. U genti ITPK2 a ITPK3 byla po tomto ovlivnéni nejvyssi exprese u WT, nizsi u itpk1-2
a nejnizsi u itpk1-33. Exprese gend ITPK4 a MIPS po ovlivnéni 500 nM IAA byla ze vSech genotypt
nejvys$si u mutanta itpkl-2. WT vykazoval po ovlivnéni téméf stabilni expresi genu ITPKS5, ale
u mutantt itpk1-2 a itpk1-33 doslo k srovnatelnému mirnému snizeni exprese ITPK5. Stabilni exprese
genu ITPKG6 byla pozorovana u WT a itpk1-2, ale u itpk1-33 doslo k mirnému snizeni exprese 1TPKG6.
Byla zaznamenana signifikantni zména exprese genu ITPK4 u genotypu itpk1-2 ve srovnani s WT.
U itpkl-2 exprese ITPK4 mirné vzrostla, zatimco u WT exprese mirn¢ poklesla. Tato signifikantni
zména byla pozorovana na hladiné vyznamnosti 0,05. V ramci ostatnich genti nebyl objeven zadny

signifikantn€¢ vyznamny rozdil relativni exprese u mutantnich linii oproti WT.

Pro piehlednou vizualizaci dat byl vytvofen dvojity dendrogram tzv. klastrovana ,,heat mapa (viz
Obrazek 11), jez predstavuje dvourozmérnou reprezentaci relativnich zmén expresi cilovych genti
vV ramci jednotlivych genotypli na barevné paleté od modré (nejnizsi exprese) po cervenou (nejvyssi

exprese). Hodnoty relativnich zmén exprese musely byt za timto ucelem zlogaritmovany.

57

itpk1-33




1447
14436
14411
ITPKS
14415
14419
14427

Gen

14420
ITPK2
ITPK3

ITPK6
MIPS

ITPK4

ITPK1

WT itpkl-2 itpkl-33

02 0.0 02

Obrazek 11: Klastrovana ,,heat™ mapa exprese cilovych gend v kofenech po ovlivnéni 500nM TAA u

jeémene jarniho.

Ke snizeni exprese doslo po ovlivnéni 500nM IAA u genu ITPK1 v ramci WT linie a u genu 1AA27
a 1AA19 u mutanta itpk1-33. (viz Obrazek 11). Naopak vramci genu ITPK1 u mutantd itpkl1-2
a itpk1-33 ke snizeni exprese nedoslo. U linie itpk1-2 byla pozorovana zvysena exprese genu ITPK4
a mirné€ zvysena exprese genu ITPK6. U WT byla pozorovana pomérné vysoka exprese genu ITPK2.
Ostatni geny, pfedev§im Aux/IAA, vykazovaly expresi konstantni nebo mirné sniZzenou napfi¢ genotypy

(viz Obrazek 11).

5.3 Zjisténi vztahu +A a —G mutantni alely genu I7PK]

5.3.1 1zolace genomové DNA paramagnetickymi ¢asticemi a PCR

Byla izolovana gDNA paramagnetickymi Casticemi z rostlin segregujicich itpk1-1, itpk1-4, itpkl-5,
itpk1-6, itpk1-11, itpk1-21, itpk1-26 generace T2. Celkem bylo analyzovano 87 rostlin. Byla
spektrofotometricky ovéfena kvalita izolované gDNA. Izolovana gDNA poslouzila jako templat pro
amplifikaci sekvence genu ITPK1 prostiednictvim PCR. Vzniklé PCR produkty byly purifikovany
paramagnetickymi ¢asticemi. Kontrola PCR produkti byla provedena pouzitim horizontalni gelové
elektroforézy separaci v 1% agarosovém gelu s vizualizaci UV-transiluminatorem. Elektroforetogram
PCR produkti genu ITPK1 urcenych k sekvenovani u vzorkd vybrané segregujici mutantni linie

itpk1-21 viz Obrazek 12.
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Obrazek 12: Kontrola purifikovanych PCR produkti genu ITPK1 z linie itpk1-21 jarniho je¢mene. M:
marker molekulovych hmotnosti HyperLadder™ Il 50 bp s oznagenou délkou DNA fragmentu

Vv jednotkach part bazi [bp]; 1.-22. vzorky PCR produktd, gDNA templat, 1% agarosovy gel.

V ramci vybranych vzorkd segregujici linie itpk1l-21 probéhla izolace gDNA s naslednou PCR
a purifikaci ziskanych PCR produkti genu ITPK1 tspésné. PCR produkt byl detekovan u vSech vzorkt
(1.-22.). Nizsi vytéznost byla zaznamenana pouze u vzorku pod oznacenim 5. Obdobnym zpisobem

bylo postupovéno u vSech pouzitych segregujicich mutantnich linii generace T2 jeCmene jarniho.

5.3.2 Genotypovani pomoci Sangerova sekvenovani

Vytvorené a purifikované PCR produkty genu ITPK1 byly pouzity pro Sangerovo sekvenovani
S vyuzitim reverse oligomeru za ucelem zjisténi genotypu jednotlivych rostlin vybranych segregujicich
mutantnich linii T2 generace. Byla zjistovana piitomnost +A inzerce a —G delece ve sledovaném lokusu
genu ITPK1. Detekovany byly homozygotni linie +A/+A a —G/~G nebo bialeli¢ti mutanti +A/-G.
Schematicky jsou sekvence homozygotti +A/+A a —G/-G a bialelického mutanta +A/~G porovnany
mezi sebou na Obrazku 13. Distribuce fenotypu jednotlivych mutantd s danou konstituci alel jsou
vyjadieny Grafem 5. Sledovanym fenotypovym znakem byla délka kofene a pro statistické porovnani
pramérnych délek kofenti jednotlivych genotypid slouzil Aspin-Welchlv test. Duraz byl kladen na

fenotyp bialelického mutanta +A/-G, ktery by mohl o vztahu téchto mutantnich alel vypovédét nejvice.

V piipadé homozygota —G/—G (viz Obrazek 13a) nasleduje po specifické sekvenci TGGT guanin, ale
u homozygota +A/+A (viz Obrazek 13b) po této sekvenci nasleduje thymin. Rozeznat bialelického
mutanta +A/-G od homozygoti lze na zékladé poklesu intenzit pikd, které nasleduji po sekvenci TGGT,
na % predchozi Grovné intenzit (viz Obrazek 13c). Piky, jenz nasleduji po sekvenci TGGT se navic

¢astecné prekryvaji. Divodem je vyskyt dvou odlisnych alel daného genu.
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a. homozygot —G/-G

130 140
AAGGGCCCC TGGTGACGAG

b. homozygot +A/+A

130 140
AAGGGCCCCTGGTTCGACGA

C. bialelicky mutant +A/~G

130 140
AAGGGCCCCTGGTGCCAAG

Obrazek 13: Srovnani DNA sekvenci sledovaného lokusu genu /TPK/ u jarniho je¢mene. a. homozygot
—G/-G, b. homozygot +A/+A, c. bialelicky mutant +A/~G, (-)DNA fetézec, pouzito Sangerovo

sekvenovani.

100

JoTT

40

[~
(=]

Délka kotent [mm]

—GI-G +A/-G +A/4A

Graf 5: Délky kofenti homozygotl +A/+A a —G/—G a bialelického mutanta +A/-G.

Pro studium vztahu mutantnich alel +A a —G bylo genotypovanim z celkového poctu 87 rostlin objeveno
46 homozygoti —G/-G, 27 bialelickych mutanti +A/~G a 14 homozygotl +A/+A. Primérna délka
kofene u homozygota —G/-G byla 26,7 + 17 mm, primérna délka kofene v rdmeci bialelického mutanta
+A/-G Cinila 42,3 + 15 mm a primérna délka kofene u homozygota +A/+A dosahla 47,3 + 15,9 mm
(viz Graf 5). Dle statistického hodnoceni se prumérna délka kofene bialelického mutanta +A/-G

vyznamné li§i od pramérné délky kofene homozygota —G/—G na hladiné vyznamnosti 0,001. Naopak
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délka kotfene bialelického mutanta +A/~G neni signifikantné odlisnd od primémé délky kotfene

homozygota +A/+A pfi pouzité hladin€ vyznamnosti 0,001. Je pfilozen snimek rostlin danych genotypt

u vybranych segregujici linii je¢mene jarniho (viz Obrazek 14), ktery je opatien legendou.
a.
T2-3B-26

T2-3B-26 T2-3B-1 T2-3B-4

Oz. Délka kofene [mm] Genotyp Oz. Délka kofene [mm] Genotyp Oz. Délka kofene [mm] Genotyp
1 52 +A-G 1 60 +A-G 1. 71

2 60 2, 54 2, 46 +A-G
3, 55 3, 55 3. 50 +A-G
4, 51 +A-G 4. 35 4. 59 +A-G
5 51 +A-G 5, 45 TALG 5, 35 +A-G
6 35 6. 31 ? 6. 44 +A-G
7 36 7. 43 7. 44 \

8. 44 8. 30 TALG 8. 38 \

. 30 9. 43 9. 20
10. 21 10. 24 10. 15 \

11. 18 11. 18 1L 35 +A-G
12. 55

13. 57

14. 59

15. 71

16. 63

17. 43

18. 49

19. 37

20. 43

21. 20

22. 15

23. 12

Obrazek 14: Fenotypy rostlin je¢mene jarniho dané konstituce alel u segregujicich linii generace T2.

Meéftitko 5 cm, a. snimek 10dennich rostlin jarniho je¢mene, b. legenda oznacenych genotypt rostlin.
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6 DISKUZE

Auxiny predstavuji skupinu fytohormonti podilejicich se v mnoha vyvojovych procesech rostlin (Zenser
et al., 2001). Nejhojné&ji zastoupenym piirodnim auxinem je IAA a ma zasadni vliv na vyvojové
odpovédi spjaté s transdukei auxinového signalu (Ljung et al., 2005; Ma et al., 2018). Za ucelem
optimalizace vlivu IAA na fyziologii rostlin jeémene jarniho byl proveden experiment s koncentracni
Skéalou exogenné dodaného TAA pocinajici hladinou 1 pmol-1? az po koncentraci 1 pmol-1" V ramci
této studie byl pozorovan stimulacni vliv IAA na elongaci kofent v ramci koncentraci IAA 1 pmol-1™
a 10 pmol-1*. Pii koncentraci IAA 0,1 nmol-1* byl pozorovan pouze mirny stimula¢ni u¢inek, pfi¢emz
pii koncentracich IAA vysSich nez 50 nmol-1? byl jiz zaznamenan vyrazny inhibi¢ni efekt na rast
kotenu. Tato zjisténi viceméné souhlasi s vysledky studie, ktera byla provedena na kukutici (Edelmann,
2022). Edelmann (2022) popisuje, ze pii koncentracich IAA vyS§ich nez 50 nmol-1? dochazi
k signifikantnimu poklesu ristu kofent u kukufice. Pii koncentraci 1 pmol-1? a vyssi jiz dochazi
k porucham ristu kotene, které jsou doprovazeny zvétSenim obvodu bunék v elongaéni zoné kofene.
IAA je fytohormon, ktery se bézn¢ v rostlindch nachézi ve velmi nizkych koncentracich, a proto miize
mit pfi exogennim dodéni jeho vysoka hladina negativni dtsledky na rtst kotene (Thimann, 1939). Pti
dané koncentracni $kale IAA nebyl pozorovan jednoznacny vliv auxinu na délku pryti. To mtze byt
koncentracich. Tuto domnénku potvrzuje studie Breviario et al. (1992), ve které bylo zjisténo, ze
koncentrace 10 pmol 1 ITAA ma stimula¢ni efekt na rist apikalnich segmentii koleoptile u ryZe. Z toho
vyplyva, ze pro sledovani stimula¢niho vlivu IAA na rlst prytu by musela byt zvolena koncentracni

Skala s vyssimi koncentracemi tohoto fytohormonu.

Inhibi¢ni efekt na rist kofene pii hlading IAA 500 nmol-1? byl zaznamenan nejen u WT linie, ale
u mutantt itpk1-2 a itpk1-33 (viz Graf 2d) coz naznacuje, Ze schopnost obou itpk/ mutantli vnimat
exogenn¢ aplikovany auxin IAA nebyla naruSena. Fenotyp mutantt itpk1-2 a itpk1-33 se znaéné lisil
i pfi kontrolnich podminkach, coz souhlasi se zjisténim studie Jiang, et al. (2019c¢), ze rizné typy mutaci
daného genu mohou vést k rozdilnym fenotypu rostlin a ovliviiovat genovou funkci. Mutant itpk1-33
vzdy dosahoval v danych podminkdch experimentu nejniz§ich délek kotfent V porovnani s WT
a itpk1-2 a jednalo se o stabilni fenotypovy znak této linie. Obecné mutant itpk1-2 dosahl obdobnych
primérnych délek kofentl ve srovnani s WT linii a v piipadé ovlivnéni 1 pmol-1" IAA primérnou délku

WT linie dokonce signifikantné pievysil (viz Graf 2b).

V této praci byla stanovena exprese vybranych Aux/IAA gent a gent pro kinasy ITPK1-ITPK6 a MIPS.
Zjisténd ucinnost oligomert pro sledované geny pomoci kalibracnich kiivek nedosahovala
pozadovanych parametri E=100+£10 %, proto byl k vypoctu relativni zmény exprese cilovych geni
pouzit vzorec dle Pfaffla (2001). Jako referenéni gen byl zvolen EF'lo. Hua et al. (2015) uvadi, ze EFla

je optimalni referencni gen se stabilnim expresnim profilem, a proto je vhodny ke stanovovani exprese
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cilovych genl napfti¢ riznymi typy vzorkd. Gen Actin2 se ukazal dle Hua et al. (2015) pro tento ucel

jako méné vhodny, a proto nebyl pouzit.

Aux/1AA geny nalezi do skupiny primarnich auxin-responzivnich gend, které reaguji na auxin jako prvni,
a proto jsou podstatnou soucasti auxinové signalizacni kaskady (Luo et al., 2018). ITPK jsou klicové
enzymy zapojené prevazné v homeostaze fosforu, ale nékteré jejich funkce souvisi také s auxinovou
signalizaci (Laha et al., 2020; Zong et al., 2022). U genotypt WT, itpk1-2 a itpk1-33 byla zaznamenana
konstantni ¢i mirné snizena exprese Aux/IAA gend po ovlivnéni 500nM IAA. K vyraznému snizeni
exprese doslo v ramci gentl IAA27 a IAA19 u genotypu itpk1-33. V této praci byl pozorovan efekt, kdy
delece (—G) ne vsak adice (+A) v genu ITPK1 vedla k vyraznému sniZeni exprese IAA27 a IAA19. Toto
zjisténi miZze naznacovat, ze se HVITPK1 urcitym zpisobem ucastni transdukce auxinového signalu.
Jain et al. (2006), Li et al. (2020) a Ali et al. (2022) konstatuji, Ze u rostlin je exprese danych Aux/IAA
genu specificka pro konkrétni pletiva. Ve studii Jain et al. (2006) uskuteénéné na ryzi byla testovana
exprese Aux/IAA genti v segmentech koleoptile po aplikaci syntetického auxinu 2,4-D o koncentraci
30 uM. U vétsiny Aux/1AA geni byla po ovlivnéni 30uM 2,4-D zaznamenana konstantni exprese. Doslo
zde v8ak k vyraznému zvySeni exprese n€kolika malo Aux/IAA gend. V ramci této studie expresnich
profil Aux/IAA genti provedené na kofenech jemene po ovlivnéni 500 nM IAA byla také exprese
vetSiny téchto gent konstantni napfi¢ genotypy. Nebyl vSak pozorovan zadny piipad intenzivniho
zvyseni exprese, ale spise dochazelo k jejimu poklesu. Moznym duvodem, pro¢ byla exprese Aux/IAA
gent sniZzena po ovlivnéni 500nM IAA by mohla byt pravé pouzita vysoka koncentrace IAA, kterd méla
pozorovatelné inhibi¢ni u€inky na rist kofenti. V ramci této prace byly stanovovany expresni profily
pouze u 7 vybranych z celkovych 36 Aux/IAA gentl je¢mene. Je mozné, Ze jiné Aux/1AA, které nebyly
zahrnuty v této studii, mohou mit pro kofeny specifickou signifikantné vyssi expresi po ovlivnéni danou

hladinou IAA.

V této praci byla pozorovana stabilni mira exprese HVITPK1 a HvITPK4 po ovlivnéni 500nM 1AA
u obou mutantt itpk1-2 a itpk1-33. Naproti tomu u WT linie exprese HVITPK1 po ovlivnéni 500nM TAA
dosahovala pfiblizné 50 % pavodni urovné oproti obéma mutantim. U HvITPK4 byla exprese u WT
linie na pfiblizné 80 % plvodni urovné. Vysvétlenim stabilni exprese HvITPK1 u obou mutanti mize
byt reakce na zménu funkce tohoto genu v disledku ptitomnosti mutace. HVITPK4 je nejbliz§im
homologem HVITPK1, coz miZe byt Castetné vysvétleni podobnych expresnich profili. Neni
vylouceno, Ze zvySeni exprese HVITPK4 u obou mutantti bylo zptisobeno parcialnim vypadkem funkce
HvITPK1. Laha et al. (2020) popsal expresi AtITPK1 a AtITPK2 v riznych typech pletiv. Byla
pozorovana zvysenad exprese téchto gent v kofenech u WT linie A. thaliana. VI¢ko et Ohnoutkova
(2020) popsali vliv salinity na zménu exprese genti HVITPK1-6 u kofenti a pryti jemene. Autofi zde
ukazali, Ze pti ovlivnéni 200mM NaCl se exprese HVITPK1 u WT linie zvysuje v kofenech. U mutantd

itpk1-2 a itpk1-33 nedoslo pfi salinité k signifikantnimu zvyseni exprese ITPK1 v kofenech. Obdobné
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tomu bylo u obou mutantti po ovlivnéni 500 nM IAA. Zatimco u WT linie bylo zaznamenano zvyseni
exprese Vv reakci na salinitu tak v ptipadé ovlivnéni 500 nM 1AA exprese mirné poklesla. Tato zjisténi
poskytla dikaz, Ze ani jeden typ mutace nevedl k supresi transkripce genu HvITPK1 v kofenech je¢mene
po ovlivnéni 500 nM TAA. Z gent pro ITPK kinasy vykazoval napii¢ vSemi genotypy nejnizsi expresi
po ovlivnéni 500nM TAA gen HVITPK5. Mirné zvyseni exprese genu HVITPK2 po ovlivnéni 500nM
IAA bylo zaznamenéano pouze v rdmci WT linie. Expresni profily HVITPK gentt mohou do jisté miry

souviset s jejich funkci a ucastni v auxinové signalizaci.

V této praci byl testovan vztah mutantnich alel +A a -G genu ITPK1 srovnanim fenotypu bialelického
mutanta +A/-G s homozygoty +A/+A a —G/-G. Ukézalo se, ze bialelicky mutant se signifikantng lisi
v prumérné délce kofene od homozygota —G/~G a zaroven nebyl zaznamenan vyznamny rozdil
v prumérné délce kofene u bialelického mutanta a homozygota +A/+A. Z toho vyplyva, Ze mutantni

alela +A je dominantni nad mutantni alelou —G.
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7 ZAVER

Tato prace si kladla za cil stanovit minimalni inhibi¢ni hladinu IAA a vyhodnotit u¢inek IAA ve
vybranych koncentracich na rist WT rostlin jeémene. Dale popsat fenotypy mutantnich linii itpk1-2
a itpk1-33 pii ovlivnéni IAA ve vybranych hladinach. Stanovit metodou qRT-PCR expresi Aux/IAA
genu a gentl pro kinasy ITPK1-ITPK6 a MIPS u WT i mutantnich linii po ovlivnéni 500nM TAA.

Na zakladé optimaliza¢niho experimentu s koncentraéni skalou IAA byl pozorovan pii hladinach 50 nM

a itpk1-33 bylo zjisténo, Ze odlisné mutace genu ITPK1 vedou k rozdilnym fenotypovym projevim.

Inhibi¢ni hladina 500nM IAA podle oc¢ekavani zapfi€inila snizeni exprese Aux/IAA genl v kofenech
napfi¢ genotypy, pfi¢emz nejnizsi exprese Aux/IAA gentl byla zaznamenana u linie itpk1-33. U mutantt
itpk1-2 a itpk1-33 byla paradoxné pozorovana stabilni exprese HvITPK1 a HvITPK4 na rozdil od WT
linie. Tato prace podala diikaz, Ze exprese nékterych genti ITPK kinas mtize byt ¢astecné ovlivnéna

IAA, coz naznacuje zapojeni t€chto genil v regulaci auxinové signalizace v kofenech jeCmene.

V této praci byla fenotypovou analyzou bialelického mutanta +A/~G stanovena dominance mutantni

alely +A nad mutantni alelou —G.

Jsem piesvédéen, ze tato prace podniti dals$i vyzkum v této oblasti. Dalsim moznym trendem by byl
vyzkum vlivu jinych fytohormonti na fenotyp mutantnich linii itpk1-2 a itpk1-33. Exprese sledovanych
gend muZe byt specificka pro rizna pletiva a silné zavisi na fyziologickém stavu rostliny. Proto by mohla
byt v budoucnosti stanovena exprese téchto gent i v jinych pletivech je¢mene, pfi jinych koncentracich

IAA ¢i s pouzitim jiného fytohormonu (ptipadné jejich kombinace).
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9 PRILOHY
Priloha 1: Kalibra¢ni kiivky stanovené pomoci qRT-PCR pro Aux/IAA geny a gen MIPS
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Priloha 1: Kalibra¢ni kiivky stanovené pomoci qRT-PCR pro Aux/IAA4 geny a gen MIPS
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