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ABSTRAKT

Macoszek, O. Viiv transportu auxinu na regulaci vyriistani kotyldrnich pupenii hrachu.

Diplomova prace. Brno 2016.

Cilem této diplomové prace bylo studium role polarniho transportu auxinu v regulaci
vyrastani kotylarnich pupent hrachu setého (Pisum sativum L.) v souvislosti s kompeti-
tivni kanalizaci auxinovych zdroji. Dekapitaci ristového vrcholu jako primarniho zdro-
je auxinu byly kotylarni pupeny uvolnény z inhibice. Toto uvolnéni bylo provazeno
zvySenou expresi gend auxinovych pfenasecu PSPIN1 a PSAUX1 a poklesem exprese
gentt PSDRM1 a PsBRC1 spojovanych s dormantnim stavem rostlinného pletiva. V dal-
§i fazi byly provedeny riizné zpisoby exogenni aplikace auxinu na pahyly dekapitova-
nych rostlin a dynamika rastu kotylarnich vyhont. Aplikace auxinu shora misto dekapi-
tovaného ristového vrcholu zabrzdila vyrastani kotylarnich pupend, jeho jednostranna
bo¢ni aplikace na stonkovy pahyl brzdila vyrustani kotylaru na strané aplikace. Obou-
strannd aplikace auxinu vyristani kotylari nebrzdila, dokud nebyly tyto zdroje izolova-
ny plastovym insertem, coz mélo za nasledek vyraznou inhibici riistu obou kotylarii. Pti
oboustranné aplikaci zdroje auxinu si tyto vzédjemné brani v kanalizaci, zatimco pfi je-
jich izolaci plastovym insertem byla kanalizace pozorovéana a doslo ke vzniku dvou ne-
zavislych auxinovych kanalti. Analogii této kompetice Ize predpokladat i v ptipadé

kotylarnich pupent, tedy dvou potencidlnich zdrojl auxinu.

Kli¢ova slova: auxin, apikalni dominance, kompetitvini kanalizace, polarni transport

auxinu, PsPIN1, PsAUX1, PsDRM1, PsBRC1



ABSTRACT

Macoszek, O. Effect of auxin transport in regulation of cotyledonary bud outgrowth in

pea plants. Thesis. Brno 2016.

The diploma thesis was aimed on role of polar auxin transport in regulation of cotyle-
donary bud outgrowth in pea plants (Pisum sativum L.) in relation to competitive cana-
lization of auxin sources. Decapitation of growth apex, as primary source of auxin,
causes release of cotyledonary buds from inhibition. This was followed by increased
expression of genes for auxin transport proteins PSPIN1 and PsAUX1 and decrease in
PsDRM1 and PsBR1 gene expression that are related to dormant state of plant tissues.
In the next phase, different types of exogenous auxin application on decapitated stumps
and cotyledonary bud growth dynamic were carried out. Auxin application on de-
capiteded stump caused inhibition of cotyledonary bud growth, its application on right
or left side of the stump inhibits cotyledonary bud on the side of application. If auxin on
the both sides of stump was applied, cotyledonary bud growth was not inhibited, on
contrary to their separation with a plastic sheet, which resulted in significant growth
inhibition of both buds. In case of both-sided application, these sources of auxin pre-
vents each other in canalization. If these two sources of auxin were separated with a
plastic sheet, canalization of auxin flow was observed and two independent auxin chan-
nels were formed. Analogy of this competition can be expected in the case of cotyledo-

nary buds, as two potential auxin sources.

Key words:auxin, apical dominance, competitive canalization, polar auxin transport,
PsPIN1, PsAUX1, PsDRM1, PsBRC1
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1 UVOD

Cela nadzemni ¢ast téla rostlin vznika z priméarniho meristému stonku, ten neustéle pro-
dukuje nové struktury, napt. stonkové buiikky a primordia listt, ze kterych se vyvinou
listy a v jejichz uzlabi se vytvoii sekundarni stonkové meristémy. Z téchto sekundarnich
meristému se vytvareji pupeny, které obsahuji zéklady listd a tercidlnich meristému.
Celistvost a plasticita vyvoje tél rostlin je tedy z velké ¢asti umoznéna pravé diky ston-

kovému primarnimu meristému.

Apikalni dominance je regulacni mechanismus, ve kterém primarni stonkovy apikalni
meristém kontroluje rust meristémut vysSich fadi. Rostlinny hormon auxin, ktery se
tvoii ve vrcholu stonku a v mladych listech, je s timto jevem nejvice spojovan. Trans-
port auxinu je lokalizovan v buiikach xylémového parenchymu, jeho smér je bazipetalni
a je zprostiedkovan pomoci membranovych pfenasecd. Vstupnimi pfenaseci auxinu
jsou AUX1/LAX proteiny, jeho vystup je pak zprostfedkovan proteiny rodiny PIN. Ten-
to hlavni tok auxinu znemoziiuje export auxinu z postrannich meristému a udrzuje je tak

V rustové inhibici.

Pokud béhem zivota rostliny dojde ke ztraté ristového vrcholu nad délohami, je jeho
funkce nahrazena meristémy kotylarnich pupend, které jsou uvolnény z inhibice a jsou
schopny produkovat vlastni auxin a stavaji se tak jeho novym zdrojem. V dalsi fazi se

jeden z nich stava novym ristovym vrcholem a obnovi se tak pocateéni stav.

V této praci byla pomoci riznych experimentalnich piistupt sledovana kompetice koty-
larnich pupenit po jejich uvolnéni z rlstové inhibice. Dale exprese genid PsSPINI,
PsAUX1, potiebnych pro syntézu membranovych pfenasecovych proteinii auxinu a eX-
prese geni PSDRM1 a PsBRC1, které plni funkci markeru dormance. Také byla sledo-

vana problematika polarizace proteini PIN1.



2 CiL PRACE

1. Seznameni se s problematikou studia imunolokalizace proteinti a genové exprese u

rostlin.

2. Zpracovani dostupnych literarnich zdroji, pfedevSim problematiku signalizace,

transport auxinu a jeho ulohu v apikalni dominanci.

3. Praktické provedeni experimenti s porusenim apikdlni dominance spojené
s dekapitaci kli¢nich rostlin, aplikaci IAA na rGzna mista a pouziti izolovanych za
fezi. Dale studium zmény exprese vybranych gent v kotylarnich pupenech hrachu

setého a imunolokalizace proteinu PIN1.

4. Zpracovani a diskutovani vlastnich vysledkii do zavére¢né prace.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Auxin

Termin auxin je odvozen z feckého slova auxein, které v prekladu znamena rist, pro-
dluzovat se. M4 zasadni vliv ve vyvojovych a morfogenetickych procesech zalozenych
na prodluzovani bunék a diferencialnim déleni. Auxin je produkovan v nadzemnich
¢astech tél rostlin, predevs§im pak v mladych vrcholovych tkdnich. Na bunééné trovni
se podili na regulaci bunééného cyklu, stimulaci elongace, regulaci diferenciace (vodiva
pletiva) a pravdépodobné i na zaloZeni a udrzeni bunécéné polarity. Jeho organové a me-
ziorganové funkce jsou udrzeni apikalni dominance, stimulace rhizogeneze, tropismy
(fototropismus a gravitropismus stonku- podporuje rist stonku na strané vyssi koncen-
trace, gravitropismus kofene- zde naopak stimuluje rist strany kofene s nizsi koncentra-

ci).

Auxin fadime mezi morfogeny, protoze jeho regulacni u€inky zavisi na konkrétni dav-
ce. V regulaci rostlinného riistu a vyvoje zaujima klicové postaveni mezi fytohormony,
ma svij vyznam také v odpovédich na zmény podminek vnéjsiho prostiedi (Tromas a
Rechenmann, 2010). Jeho biosyntéza je regulovana environmentalnimi a vyvojovymi

signaly (Zhao, 2010).

Hladina auxinu v rostlinach se v pribéhu zivotniho cyklu a napfi¢ jejich télem drama-
ticky méni. Dochézi tak ke vzniku gradientli, tyto jsou pak klicovym komponentem
uc¢inku auxinu v rostlinach. Hladina auxinu v burice se mize ménit v zavislosti na jeho
metabolismu a transportu. Oba tyto procesy jsou zapojeny do mechanismu modulace
rostlinného vyvoje auxinem (PetraSek a Friml, 2009). Rostliny si vyvinuly sloZité regu-
lacni sité s velkou redundanci a plasticitou, aby byly schopny zabezpecit dostatecnou

hladinu auxinu pro odpovéd’ na zmény environmentéalnich a vyvojovych podminek.

3.1.1 Historie objevu auxinu

Jednim z prvnich védci zabyvajicich se studiem rostlinnych ristovych regulaci byl
Charles Darwin, ktery ve své knize The power of movement in plants popsal vliv svétla
na ohyb koleoptili kli¢nich rostlin trav (Phalaris canariensis). Na Darwinovi experi-
menty navazal Boysen-Jensen (1913), ktery po odstranéni $picek koleoptili sledoval

zastaveni rustu rostliny. Predpokladal existenci urcité latky ve Spicce koleoptile, ktera
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kontroluje rostlinny rast, a nasledné¢ pomoci experimentli s maslem dokdzal, ze se tato
latka rozpousti ve vodg, ale v tucich ne. Protoze pouziti platinové folie rist také zastavi-
lo, usoudil, Ze signal bude povahy chemické, nikoliv elektrické. Dale na experimenty s
koleoptilemi navazal Paal (1918), ktery studoval rast koleoptili ve tm¢ a piedpokladal,
ze Spicka produkuje latku, kterd putuje smérem dold, stimuluje rist a svétlo zpiisobi
akumulaci této latky na stinné strané koleoptile. V roce 1926 Went izoloval onu latku
do agarového blocku, ktery umistil na urcity ¢as pod koleoptile. Nasledn¢ umistil blo-
¢ek na vrchol dekapitované rostliny a ta pokracovala v ristu. Vroce 1931 Kogl a
Haagen-Smit izolovali z lidské moci latku auxin A. Pozdé&ji v roce 1933 Kogl nasel
v lidské moci dalsi latky strukturou a funkci podobné auxinu A, jednou z nich byla ky-
selina indolyl-3-octova (IAA). Jeji ptitomnost ve vysSich rostlinach byla prokazana az
v roce 1946. Vybor rostlinnych fyziologl v roce 1954 charakterizoval auxiny, jako 1at-
ky tvofené rostlinami, majici podobnou aktivitu jako IAA - prvni auxin izolovany

z rostliny (shrnuto v Arteca, 1996).

3.1.2 Biosyntéza auxinu

V pochopeni biosyntézy, transportu a signalizace auxinu byl v poslednich letech u¢inén
velky pokrok. Biosyntéza auxinu je procesem velmi komplexnim. Auxin v rostlinach
vznika de novo nékolika zptisoby a muze byt také uvolnén z konjugatt hydrolytickym
Stépenim [AA-aminokyselin, IAA-cukri (pfedevsim glukozy) nebo IAA-metyl esteru
(Zhao, 2010). Poznatky o biosyntetickych drahach auxinu pochazi z metod se znaceny-
mi izotopy. U rostlin rozliSujeme dvé hlavni biosyntetické drahy auxinu: na tryptofanu
(Trp)-zavislou a na Trp-nezavislou (Woodward a Bartel, 2005). U Trp-nezavislé drahy
je prekurzorem IAA pravdépodobné indol-3-glycerolfosfat nebo indol, ale o tomto zpi-
sobu syntézy IAA prozatim mnoho nevime. Dlikazem existence této drahy jsou mutant-

ni rostliny s deficientni syntézou Trp.

De novo syntéza auxinu je chapédna jako syntéza indolového heterocyklu z nearomatic-
kého prekurzoru. Jedinym znamym piirodnim zdrojem latek obsahujicich indolovy kruh
jsou latky Sikimatové metabolické drahy. Aminokyselina Trp obsahuje v§echny uhliky a

strukturni prvky nezbytné pro tvorbu IAA (Normanly et al. 2004).

U Trp-zavislych drah je Trp syntetizovan ve chloroplastu. U rostlin mizeme najit evo-

luéné konzervované jadro mechanismu syntézy auxinu, protoze IAA je nezbytna
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Vv jejich zivotnim cyklu. Jednotlivé druhy rostlin si v§ak vyvinuly své vlastni strategie a

modifikace pro optimalizaci jejich metabolickych drah (Mano a Nemoto, 2012).

Rostliny mohou pfeménovat tryptofan na IAA nékolika riznymi zpisoby. Momentalné
jsou popsany C¢tyfi rizné drahy biosyntézy IAA, které nejsou zcela oddélené, obsahuji
rizné meziprodukty a také se v nékterych fazich prolinaji. RozliSujeme drahu tryptami-
novou (TAM), indolyl-3-acetamidovou (IAM), indolyl-3-pyruvatovou (IPA) a indolyl-
3-acetaldoximovou (IAOX). Draha IAOX, neni v rostlinné fisi ptili§ rozsifena, ale mu-

zeme ji nalézt naptiklad u Arabidopsis thaliana (Zhao, 2010).

Draha IAM je znama u velkého poc¢tu druhti rostlin a nékterych fytopatogennich bakte-
rii, napt. Agrobacterium tumefaciens. Mechanismus pfemény indolyl-3-acetamidu na

IAA neni zcela objasnén. K jeho pfeméné dochazi pravdépodobné pomoci amidazy 1.

Mezi vy$$imi rostlinami je pravdépodobné nejrozsifencjsi drahou IPA. V tomto piipade
je Trp pfeménén na kyselinu indolyl-3-pyrohroznovou enzymem aminotransferazoul
(TAA1). Néslednou dekarboxylaci vznikne indolyl-3-acetaldehyd, tento je dale oxido-
van az na IAA (Mashiguchi et al. 2011).

Draha TMA je diky dobie popsané genové regulaci a jeji souvislosti s geny YUCCA
Vv poslednich letech drahou, ke které se upira nejvétsi zajem védct. Zde je zprvu Trp
dekarboxylovan na tryptamin enzymem tryptofandekarboxylazou. Dale dojde
k hydroxylaci aminové skupiny tryptaminu, toto se dé&je diky tcasti produkti genti
YUCCA a vznika tak N-hydroxyl-tryptamin. Nasledn¢ dojde k finalni modifikaci a ke
vzniku IAA (Woodward a Bartel, 2005).

3.1.3 Prirozené a syntetické auxiny

V rostlinach se podatilo nalézt mnoho sloucenin indolu, které byly i ¢asto metabolicky
spojeny s IAA. Tyto slouceniny avsak postradaly biologickou aktivitu, proto byla IAA
po dlouhou dobu povazovana za jediny piirozeny auxin. Dalsi pfirozené auxiny byly
Vv rostlinach identifikovany aZ po zavedeni citliv§jSich analytickych metod, konkrétné 4-
chlor-1AA a kyselina indolyl-3-maselna (IBA). Halogenovany derivat 4-CI-1AA, nale-
zen V hrachu (jinych zastupcich celedi bobovité, semenech borovice), ma v mnoha bio-

logickych testech vétsi aktivitu neZ IAA. Byl popsan jeho kli¢ovy vyznam pii vyvoji
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luskt hrachu, kde pravdépodobné stimuluje syntézu giberelinti (Ngo et al. 2002). IBA
byla diky své schopnosti vyrazné¢ stimulovat rist adventivnich kotfenli pouzivana ko-
mer¢né k vegetativnimu rozmnozovani rostlin, diky jeji vlastnosti Iépe odolavat katabo-
lickym reakcim nez IAA (Bartel et al. 2001). Mezi dalsi piirozené auxiny fadime i ky-
selinu fenyloctovou (PAA), ktera neni pfitomna ve vSech rostlinach, oproti IAA je jeji
ucinnost znacné niz§i a koncentrace fadoveé vyssi. Nejvyssi obsah PAA byl nalezen

v plodech ovocnych dievin (Prochazka et al. 1998).

Pti dalSim vyzkumu latek vykazujicich ristové regulacni aktivitu byly nalezeny nékteré
syntetické latky, které maji podobné ucinky jako IAA. Obecné jsou tyto latky nazyvany
syntetické auxiny. V jejich struktufe nalezneme aromaticky kruhovy systém (neplati pro
alkyltiokarbamaty), ktery v postrannim fetézci obsahuje karboxylovou skupinu nebo
skupinu na ni snadno pieveditelnou. Jsou to slabé organické kyseliny, pficemz se mezi
karboxylovou skupinou a aromatickym kruhem musi nachazet nejmén¢ jeden atom uh-
liku nebo kysliku. Syntetické auxiny mizeme rozdélit do n¢kolika skupin: naftalenové
kyseliny - nejdilezitéjsi je a-naftyl-octova kyselina (NAA); chlorfenoxykyseliny - kyse-
lina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T) a 2-
metyl-4-chlorfenoxyoctova  kyselina  (MCPA); benzoové kyseliny-  2,3,6-
trichlorbenzoova kyselina a dicamba; posledni skupinu tvofi derivaty kyseliny pikoli-

nové- picloram (Prochéazka et al. 1998).
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Obr. 3.1 Struktury vybranych auxint. Upraveno podle Bajguz a Piotrowska (2009).

3.1.4 Fyziologické u€inky auxinu

Stimulace prodluZovaciho ristu

Jednou z nejvyrazngjsich rostlinnych odpovédi na hormonalni signal je auxinem stimu-
lovany prodluzovaci rast bunék. V izolovanych stoncich a koleoptilich se odpovéd’ do-
stavi béhem deseti minut po pfidani auxinu a rychlost ristu se zvysi pét az desetkrat. Je
tteba podotknout, Ze auxin neni jedinym hormonem podilejicim se na iniciaci prodluzo-
vaciho riistu - gibereliny a brasinosteroidy jsou klicové pro maximalni prodlouZeni bu-
nék, zatimco etylén a cytokininy mohou tento jev zpomalit. Efekt auxinu na prodluzo-
vaci rist nemusi byt vzdy pozitivni, v kofeni jeho pfitomnost prodluzovaci riist zpoma-
luje (Evans et al. 1994). Proces rlstu buiiky je spojen se dvéma navzajem spojenymi
procesy - pfijmem vody osmodzou, ktery je pohanén gradientem vodniho potenciélu na-
pri¢ plazmatickou membranou a roztazenim bunécné stény, které je pohanéno turgor-
generovanym stresem uvniti butiky. Aby mohl auxin ovlivnit prodluZovaci rlist, musi se
navazat na receptor, ktery se nachdzi na plasmatické membran¢, tedy uvniti buniky. Pro
zvétseni objemu buiky je tfeba rozvolnéni bunécné stény, které je lokalizovano vné
bunky. Musi tedy existovat chemické signaly, které zprostfedkuji komunikaci mezi

bunkou a bunénou sté€nou, tyto nazyvame faktory rozvoliiovani bunécné stény (WLF-
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wall- loosening factor) a pozdéji objevené proteiny rozvoliiujici bunéénou sténu (WLP)
napf. expansin (Cosgrove, 2002). Jako WLF byly popsany protony, dale pravdépodobné
hydroxylovy radikal. Toto rozvolnéni disledkem okyseleni vSak nevysvétluje cely pro-

ces, musi tedy existovat i jiné faktory nebo proteiny (Cleland, 1992).

Fototropismus

Jedna se o ohyb, ke kterému doslo nasledkem jednostranného plsobeni svétla. Rozho-
dujici je zde rozdil v intenzité osvétleni organu a jeho vinova délka, nikoliv smér svétla
(Prochazka et al. 1998). Chlodny-Wentova teorie ptedpokladala, ze pfi jednostranném
osviceni dojde k transportu auxinu smérem do strany neosvicené. To mé za nésledek
vyssi koncentraci auxinu na stinné strané, nez na stran¢ osvicené. Tato nerovnomeérna

distribuce auxinu zapfic¢ini odpovéd’ - ohyb (Arteca, 1996).

Geotropismus

Geotropismus je ohyb ¢asti rostlinného téla vyvolany gravitaci. Pokud rostlinu umistime
ve vodorovném sméru, stonek se ohne nahoru proti sméru gravitace- negativni geotro-
pismus, naopak koten se ohne dolil (po sméru gravitace) - pozitivni geotropismus. Rost-
liny jsou schopny vnimat tyto zmény gravitace pomoci statolitii- plastidi obsahujicich
Skrobova zrna. Buiiky obsahujici statolity pak nazyvame statocyty. Tyto bunky jsou
lokalizovany hlavné v kofenové Spicce, jeji ztrata nasledné vede ke ztrat€ schopnosti
reagovat na zmény zemské tize. Chlodny-Wentova teorie geotropismu piedpoklada, ze
auxin se akumuluje na spodni strané, ve stonku jeho vyssi koncentrace stimuluje rist
spodni strany a to zplisobi ohyb smérem nahoru. U kofene mé auxin schopnost inhibice
rustu, pfedpoklada se tedy, Ze jeho vyssi koncentrace na spodni strané zaptic¢ini inhibici
rstu této strany, zatimco horni strana pokracuje v ristu normalni rychlosti. Toto ma za

nasledek ohyb kofene smérem dold (Evans, 1985).

Riust plodi

Rust plodt je z velké miry zpisoben zvétSujici se velikosti bun€k. O auxinech je znamo,
ze hraji podstatnou roli v procesu bunécného ristu a maji klicovy podil ve specifickém
ristu plodu. Prvnim ditkazem pro tuto hypotézu je korelace mezi vyvojem semene a
finalni velikosti a tvarem plodu. Druhym ditkkazem je vliv auxinu na nékteré druhy plo-
da ve specifickych fazich vyvoje. Vybornym ptikladem je experiment, pii kterém od-
stranime nazky u jahody a pozorujeme zastaveni rastu, pokud vSak nazky odstranime a
aplikuje na jejich misto auxin, dojde k normalnimu rastu (Nitsch, 1950).
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Iniciace ristu kovenii

Prvnim c¢lovékem, ktery predpokladal, ze se v mladych listech a rostoucich pupenech
tvofi prenosna latka, ktera stimuluje tvorbu kotenti, byl Julius von Sachs (1880). V tom-
to spociva praktické vyuziti auxind, jako stimulator zakotfenovani stonkovych segmen-
tu. Prodluzovaci rust koiene je vsak inhibovan, dokud koncentrace auxinu neklesne.
Tato inhibice byla spojovana se schopnosti auxinu stimulovat produkci etylénu, bylo ale
prokazano, ze tento inhibi¢ni jev je mozno pozorovat beze zmén syntézy etylénu (Elias-

son et al. 1989).

Auxin ma vliv na mnoho dalSich fyziologickych a vyvojovych procest, napt. stimulace
d€leni kambidlnich bun¢k, zpozdéni senescence listli, opad ploda a listi, schopnosti
mladych plodt atrahovat asimilaty, zrani plodd, podpora kveteni (Broméliovitych) a
dalsi. Problematice diferenciace vaskularnich svazkl a fenoménu apikalni dominance

byla v této praci vénovana zvlastni kapitola, proto zde nejsou popsany.

3.2 Signalizace auxinu

Pro pochopeni problematiky vlivu rostlinnych hormonti na vyvoj rostlin je dtlezité po-
psat mechanismus jejich ucinku, tedy popsat, jaké dé&e v rostlinach vyvolavaji.
V obecném modelu je signalni drdha aktivovana v momentu, kdy buiika zaznamena
pfitomnost hormonu, v tomto piipad€ auxinu. Toto je moZno diky receptoriim, které
jsou rozmistény napii¢ bunkou, popt. na povrchu buniky. Receptory tedy maji za kol
rozpoznat auxin a vazat ho specificky a s vysokou afinitou. Tato vazba receptor-hormon
vyvold sérii  biochemickych a molekularnich procesi, které nasledné¢ vedou

k pozorovatelné ristové odpovédi (Davies, 2004).

V zivotnim cyklu rostlin miizeme najit pouze nékolik vyvojovych procest, které nejsou
nikterak ovlivnény auxinem. Okolo roku 1980 bylo popsano, ze auxin reguluje tran-
skripci mnoha genti (Quint a Gray, 2006). Ackoliv kompletni molekularni mechanismus
rozpoznani auxinu a pienosu jeho signalu neni zcela objasnén, podafilo se v poslednich
letech identifikovat nékolik klicovych regula¢nich komponent této signalni drahy

(Hagen et al. 2004), které vedly k pokroku v pochopeni celé problematiky.
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3.2.1 Auxinem zprostiedkovana regulace transkripce

Z diivéjsich dob je znama schopnost auxinu vyrazné a také efektivné ovliviiovat tran-
skripci mnoha genii. Zména jejich exprese je pozorovatelnd velmi rychle a odpovéd’ na
exogenn¢ aplikovany auxin se dostavi fadové mezi dvéma az patnacti minutami (Abel
et al. 1994). Tyto oznacujeme jako geny primarni odpovédi na auxin a mizeme je roz-
délit do tii hlavnich skupin: SAUR (small auxin-up RNA), GH3 a AUX/IAA.

SAUR

Geny SAUR jsou schopny vyvolat jednu z nejrychlejsich auxinem indukovanych odpo-
védi, jakou miizeme u rostlin najit. Tyto geny byly objeveny v sdji a zvySeni jejich tran-
skripce po exogenni aplikaci auxinu mizeme pozorovat uz za dvé az pét minut. Jejich
fyziologicka funkce zatim neni zcela objasnéna, ale byla popsana schopnost SAUR pro-
teinll vazat v zavislosti na hladin¢ vapniku kalmodulin (Yang a Poovaiah, 2000). SAUR
transkripty jsou vysoce nestabilni, za tuto vlastnost miZze pravdépodobné DST element,
ktery se nachazi V jejich nepiepisované oblasti. Casto jsou usporadany na chromozému
v klastrech za sebou, u Arabidopsis je popsano asi sedmdesat geni SAUR (Hagen a
Guilfoyle, 2002).

GH3

Pivodné byly identifikovany jako auxin inducibilni geny v hypokotylech séji. Geny
GH3 koduji enzym, ktery katalyzuje konjugaci auxinu s aminokyselinami a timto
vznikne inaktivovana zasobni forma auxinu (Gee et al. 1991). Tento GH3 enzym je
odpovédny za homeostatickou zpétnovazebnou regulacni ,,smycku®, kterd kontroluje
vnitrobunéénou hladinu auxinu (Hayashi, 2012), je lokalizovan v cytoplasmé a je po-
mérn¢ stabilni. Byla popsana jejich role v propojeni signalizace auxinu a kyseliny jas-

monové a také ve svételném signalingu (Hsieh et al. 2000).

AUX/TIAA

AUX/IAA sekvence byly poprvé popsany v soji a hrachu jako mMRNA, jejichz hladina se
zvysila mezi deseti az dvaceti minutami po exogenni aplikaci auxinu. Bylo lokalizovano
nékolik AUX/IAA proteinil v jadrech bunék u hrachu. Tyto proteiny pieZivaji asi Sest az
osmdesat minut a hraji klicovou roli v signalni drdze auxinu zprostiedkované regulaci
genové exprese (Hayashi, 2012). AUX/IAA geny tedy koduji kratce Zijici jaderné protei-

ny, které funguji jako nestabilni represory regulujici auxinem indukovanou genovou
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expresi (Worley et al. 2000). Vétsina AUX/IAA proteint je slozena ze ¢tyi konzervo-
vanych motivl, ozna¢ovanych jako domény I, II, III, IV, pfi¢emz kazda z nich se sklada
ze sedmi az Ctyficeti aminokyselin. Dal$i vyzkum odhalil, Ze jednotlivé domény maji
specifické funkce (Guilfoyle a Hagen, 2001). AUX/IAA proteiny mohou tvofit dimery,
sami se sebou nebo s faktory auxinové odpovédi ARF (auxine response factors), diky
motivim na C-koncich domén Il a IV. Motiv nachézejici se v doméné II funguje jako
signal pro degradaci proteinu a doména I kontroluje represorovou aktivitu AUX/TAA

proteinu (Tiwari et al. 2001).

Promotory n¢kolika genil, jejichz exprese je ovlivnéna auxinem, byly detailnéji studo-
vany. V promotorech tiéi hlavnich skupin auxinem regulovanych gent byly nalezeny
elementy auxinové odpovédi - AUXRE (Auxin-responsive elements). V genu AUX/IAA U
hrachu byl nalezen AuxRE se sekvenci GTCCCAT. V promotoru genu GH3 u soji byly
nalezeny tfi nezavislé AuxRE, obsahujici motiv TGTCTC, v genech SAUR soji byly
nalezeny oba tyto motivy. Diky témto poznatkim byl s pomoci syntetického AuxRE
obsahujiciho opakujici se sekvence TGTCTC izolovan protein, ktery se specificky vaze
na DNA, tento byl pojmenovan Auxin Response Factor 1 (Ulmasov et al. 1997). ARF
proteiny nasedaji na promotory genil, které svou expresi odpovidaji na auxin a podporu-
ji nebo stimuluji expresi cilovych genll. Smycku uzaviraji AUX/IAA proteiny, které
jsou produkty auxinem indukovanych gent, tyto proteiny mohou pfimo nasedat na ARF

a timto inhibovat expresi ARF indukovanych genti (Woodward a Bartel, 2005).

3.2.2 Receptory auxinu

Prvni byl izolovan protein, ktery specificky a s vysokou afinitou vazal auxin, tento byl
pojmenovan auxin vazajici protein ABP1 (auxin-binding protein 1). ABP1 byl nalezen
v mnoha rostlinnych druzich véetné ryze a Arabidopsis (Paciorek a Friml, 2006). Na-
vzdory jeho schopnosti vdzat auxin neni jeho fyziologicka funkce zcela objasnéna, pro-
toze hodné ABP1 je lokalizovano v endoplasmatickém retikulu, kde je pH pfili§ vysoké
pro efektivni vazbu auxinu (Henderson et al. 1997). Ackoliv ¢ast ABP1 je lokalizovana
na plazmatické membrané a pomoci experimentt s protilatkami byla nalezena jeho spo-
jitost s auxinem zprosttedkovanym zvétSovanim buniky, nehraje roli ve zménach expre-

se gentl regulovanych auxinem (Quint a Gray, 2006).
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S vyuzitim genetickych pfistupti byly ziskany mutantni rostliny, které byly rezistentni
Kk inhibi¢nimu efektu auxinu prodluzovat kofeny rostlin. Prvnim popsanym genem od-
povidajicim za dany efekt je AXR1 (auxin resistantl), ktery nekdduje pfimo receptor,
ale protein spojeny s ubiquitinem aktivovanou degradaci (Leyser et al. 1993). Z téchto
vysledka se dalo predpokladat, ze proteolyza hraje dilezitou roli v odpovédi rostlin na

auxin.

Primarnim receptorem auxinu je TIR1 (transport inhibitor response 1) ze skupiny F-box
proteini (Dharmasiri et al. 2005a; Kepinski a Leyser, 2005). F-box proteiny determinuji
substratovou specifitu Skpl/Cullin/F-box (SCF) komplexi, které ubiquitinuji cilové
proteiny, tyto budou nésledné¢ degradovany proteazomem. Auxin tedy stimuluje ubiqu-
itinaci AUX/IAA prostiednictvim SCF'"' komplexu, néasledné dojde k degradaci
AUX/IAA, uvolnéni ARF z inhibice a k transkripci auxinem indukovanych gent. TIR1
neni jedinym receptorem auxinu. Funkci receptoru auxinu plni i n€kolik dal$ich F-box

proteint, napt. AFB2, AFB4, AFB6 (Dharmasiri et al. 2005b).

Nékteré proteiny plazmatické membrany, véetné vystupnich prenasect auxinu, neustéle
recykluji ve vezikulech mezi cytoplazmatickou membranou a endozoméalnimi kom-
partmenty. Existuji latky, které jsou schopny tento proces zablokovat, napt. brefeldin A-
BFA (Geldner et al. 2001). Z experimentt tohoto typu lze pfedpokladat, Ze existuje jes-
t¢ jina TIR1 nezavisla signalni draha, ktera zprostfedkovava netranskripéni efekty auxi-
nu. Kandidatem na receptor této drahy, neovliviiujici expresi gent, je jiz diive zminény
ABPI1, ktery se pravdépodobné ucastni v lokalizaci proteinii PIN, které kontroluji vy-
stup auxinu z bunky (Hayashi, 2012). U Arabidopsis byla popsana funkce ABP1 protei-
nu v aktivaci Rho GTPaz ROP2 a ROP6 (Li et al. 2001). Dale aktivovat kanaly kationtl
drasliku a H-ATPazy a indukovat tak rychlou odpovéd’ na auxin (Hayashi, 2012).

3.2.3 Model signalni drahy

Schéma signalizace auxinu zobrazené na obr. 3.2 popisuje déje, které auxin vyvola
Vv rostlinné bunice. Pokud auxin neni navazan na svij receptor, protein AUX/IAA se
vaze na ARF a cely tento dimer je pfipojeny na AuxRE v promotoru genli auxinové
odpovédi a prepis téchto gentl je takto inhibovan. Receptorem auxinu je tedy TIR1/AFB
protein z rodiny F-box, ktery formuje SCF E3 ubiquitin ligaizovy komplex mezi SKP
(AKK1) a kulineml (CULI). Za p¥itomnosti auxinu katalyzuje SCF™™" ubiquitinaci
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proteini AUX/TAA, které svou vazbou blokuji aktivitu transkripcnich faktord ARF.
Pokud se auxin navaze na TIR1, zptsobi tak proteolytickou degradaci AUX/IAA repre-

soru, uvolnéni ARF z inhibice a naslednou transkripci genti auxinové odpovédi (Hayas-

hi, 2012).

Obr. 3.2 Model signalizace auxinu v butice. Upraveno podle Hayashi 2012.

3.3 Transport auxinu

Auxin je v rostlinach syntetizovan lokalné v mladych rostoucich organech, hlavné ve
stonkovych vrcholech, mladych listech a vyvijejicich se semenech. Distribuce pfiroze-
nych auxini (IAA) v rostlinném organismu je realizovana dvéma zplsoby, pomérné
rychlym, nesmérovanym transportem auxinu ve floému (transport na dlouhé vzdalenos-
ti) a pomalej$im, smérovanym, tzv. polarnim transportem z buniky do bunky (Friml a
Palme, 2002). Transport auxinu na dlouhé vzdalenosti byl dokazan pomoci radioaktivné
zna¢enych molekul auxinu (Morris a Thomas, 1978). Experimenty s rostlinami hrachu
ukdzaly, Ze radioaktivné znaceny auxin ve floému byl pozdéji detekovan i v polarnim
transportu auxinu (PAT). Toto zjisténi naznacuje, Ze oba typy transportu mohou byt

propojeny (Cambridge a Morris, 1996).
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Oproti floémovému transportu je PAT specificky pro volny aktivni auxin, pomalejsi —
asi 10 mm.h™* (Goldsmith, 1977), probihé z buiiky do buiiky a ma jednosmé&rny charak-
ter. Transport ve stonku probiha bazipetalné, tedy z apexu smérem k bazi. Pomoci me-
tod sradioaktivné znaCenym auxinem byl tento transport lokalizovan v kambiu a
v prilehlych bunkach, ¢aste¢né diferenciovaném xylému (Morris a Thomas, 1978).
V kofeni PAT pokracuje akropetalné smérem ke kofenové Spicce, kde je ¢ast auxinu
piesmérovana a transportovana bazipetalné napiic epidermalnimi buitkami do elongac¢ni
zOny kofene. Dalsi poznatky ukazaly, Ze PAT vyzaduje energii a je citlivy K inhibitoram
syntézy proteind, dala se tedy predpokladat existence transportnich proteint. Tyto obje-
vy vedly k formulaci koherentniho modelu auxinu, tzv. chemiosmotické hypotézy (Ru-

bery a Sheldrake, 1974).

Koordinovany transport auxinu tvoii zaklad flexibilni sité, ktera zprostfedkovava odpo-
véd’ na mnoho vyvojovych a environmentalnich zmén. Synergickd a nezavisla aktivita
jednotlivych auxinovych transportérii miize byt regulovdna na rznych urovnich, z evo-
lu¢niho hlediska je mozno popsat funkce rozdilnych skupin transportéri v rostlinném
vyvoji. Pro udrzeni sméru toku auxinu napfi¢ organy a tkdnémi, jsou nezbytné trans-

portni proteiny, které se mohou lisit funkci nebo lokalizaci (Zazimalova et al. 2010).

3.3.1 Chemiosmoticka hypotéza

Jednd se o model transportu auxinu, ktery byl navrzen v polovin¢ sedmdesatych let
(Rubery a Sheldrake, 1974). Pro pochopeni mechanismu, ktery umoznuje molekulam
auxinu prostoupit pfes plazmatickou membranu, je dilezitd fyzikalné-chemicka povaha
molekul auxinu. Protoze vsechny auxiny jsou slabé kyseliny, jejich molekularni forma
(nedisociovana nebo disociovand) a také jejich schopnost prostupovat pies plazmatic-
kou membranu, zavisi na pH. Na plazmatické membrané se nachézeji protonové pum-

py, diky kterym je hodnota pH apoplastu a symplastu rozdilna.

V pomérné kyselém prosttedi bunécné stény (pH=5,5) se molekuly auxinu (hodnota
disocia¢ni konstanty pK;=4,85) nachazi pouze v ¢aste¢né disociované formé. Molekuly
se nachazi v rovnovazném stavu, piicemz 83% je ve form¢ disociované (aniontové IAA
) a 17% ve form¢ nedisociované (proton-asociované IAAH). Ac¢koliv hydrofobni pova-
ha indolové skupiny IAA umozZiuje asociaci molekuly s povrchem plazmatické mem-

brany, negativni naboj disociované karboxylové skupiny zabrani molekule v ptechodu
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pfes membranu. V pfipadé proton-asociované formy IAAH je umoznén ptechod pies
plazmatickou membranu na zaklad¢ koncentra¢niho gradientu pasivni difuzi, bez asis-

tence prenasecoveho proteinu.

V cytoplazmé rostlinné bunky je priimérna hodnota pH=7. V tomto pfipad¢ jsou témet

vSechny molekuly IAA v disociované form¢. Molekuly auxinu se tedy nemohou dostat
ptes plazmatickou membranu a bunka funguje jako slaba aniontova past, dokud nejsou
disociované molekuly transportovany ven z buniky pomoci vystupnich ptenaseci. Pola-
rita toku auxinu je tedy dana jeho asymetrickou distribuci v bunikach. Tento koncept je
zakladem chemiosmotické polarni difuze ¢i chemiosmotického modelu (shrnuto
v Zazimalova et al. 2010). Cesty auxinu ven z buiiky mohou byt ovlivnény pouzitim
inhibitord  vystupu auxinu, napf. Kkyselina 1-N-naftylftalamova a kyselina 2,3,5-
trijodbenzoova (TIBA).

Hlavni poznatky problematiky PAT pochézi z genetického vyzkumu, pfedevsim analy-
zy mutantnich rostlin Arabidopsis. Bylo popsano nékolik genti, souvisejicich s PAT.
Geny RCN1 pravdépodobné kontroluji troven fosforylace a tedy i aktivitu nékterych
komponentti PAT; gen PID, jehoz produktem je serin-threonin protein kinaza, ktera

ovliviiuje negativng signalizaci auxinu a pozitivné jeho transport (Friml a Palme, 2002).

3.3.2 Proteiny AUX/LAX

Poprvé byla existence vstupnich pfenaSeCt auxinu zminéna v roce 1974 Ruberym a
Sheldrakem. Predpokladalo se, ze ptijem IAA je aktivni proces, fizeny proton-
motivnimi silami a Ze transport IAA do buniky probihd symportem s protony. Dalsi ex-
perimenty ukézaly, Ze synteticky auxin 2,4-D je substratem pro pfenasece auxinu, za-
timco lipofilni NAA mize do bunky prostoupit pouze difuzi (Delbarre et al. 1996).
V roce 1996 byl izolovan gen AUX1 a odvozeny mutantni rostliny Arabidopsis- auxl,
které vykazuji agravitropni reakci a rezistenci ke 2,4-D (Bennett et al. 1996). Gen
AUX1 je podobny genim kodujicim membranové prenaSece aminokyselin a I1AA je
strukturné podobna k tryptofanu. Tyto dva fakty vedly k hypotéze, Zze produktem genu
AUX1 je permeaza odpovédnd za vstup auxinu do bunky. Pozdéji bylo dokazéano, ze
AUX1 je vstupnim prenasecem auxinu, ktery vaze IAA v zavislosti na pH, pfi¢emz nej-

vyS$§i vaznost vykazuje pii hodnotach pH=5-6 (Carrier et al. 2008).
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Rodina transportéri AUXINIT/LIKE-AUX1 (AUX/LAX) je ptenaseci auxinu do bunky
a jeji homology byly nalezeny v celé rostlinné ti$i. Vzhledem k objevu sekvenci podob-
nych AUX/LAX v jednobunéénych a nékterych kolonie formujicich organismech,
vznikly pravdépodobné dfive, nez se vyvinuly suchozemské rostliny (De Smet et al.
2011). U Arabidopsis AUX1 patii do malé genové rodiny, tvoiené ze Ctyi vysoce kon-
zervovanych gend (AUX1, LAX1, LAX2, LAX3), kter¢ koduji trans-membranové protei-
ny. Ackoliv diky jejich podobnosti 1ze piedpokladat, ze se vyvinuly z jednoho spolec-
ného predchidce, jejich exprese a funkce v rostlinném organismu jsou organové i tka-

nove specifické (Swarup a Péret, 2012).

Nejlépe je popsédna klicova funkce AUX1 v gravitropické reakci kotfene rostlin. AUX1
je hojné exprimovan ve tkanich zapojenych do vnimani zemské tize, ptenosu signalu a
nasledné rastové odpovédi. Pomoci konfokalni mikroskopie a pH sensori bylo proka-
zano, ze dochazi ke zvySeni pH apoplastu kotene, cemuz nasleduje vétsi vyskyt [AA
Vv disociované formé. Ve tkanich exprimujicich AUXI1 je pak ptijem IAA aktivné po-
moci prenasect patnactkrat vyssi nez prostifednictvim pasivni difize (Swarup et al.

2005).

Dale byla popsana funkce AUX/LAX proteinti pti vyvoji lateralnich kotenti. Iniciace
rustu laterdlnich kotfenli zac¢ne ve chvili, kdy se dvé sousedici buiiky pericyklu za¢nou
asymetricky vyvijet a vytvoii tak primordium. Tento d&j je spojen s vytvoienim lokalni-
ho auxinového maxima v téchto buiikach, pfi¢emz mutanti auxl maji o 50% méné late-
ralnich kofenl nez plana forma (Benkova et al. 2003). Funkce AUX/LAX byla proka-
zana v mnoha dalSich vyvojovych procesech, napt. pii vyvoji kofenovych vlaski, bu-
nécné organizaci embrya, vaskularnim vyvoji, vyvoji apikdlniho hacku a v neposledni

fadé pii biotickych interakcich (shrnuto v Swarup a Péret, 2012).

3.3.3 PIN proteiny

Proteiny rodiny PIN (PIN-FORMED) jsou spojovany s PAT od devadesatych let minu-
1€ho stoleti, ackoliv prvni zminky o mutantnich rostlinach pin-formed 1 (pinl) pochazi
z let padesatych (shrnuto v Zazimalova et al. 2010). Mutanty pinl vykazuji predevsim
abnormalni vyvoj kvét (needle-like inflorescence), dale také listt. Fenotyp charakteris-
ticky pro pinl rostliny je velmi podobny fenotypu plané formy, na ktery byly aplikova-

ny chemické inhibitory transportu auxinu. JelikoZ tyto mutanty vykazuji i silnou redukci
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bazipetalniho transportu auxinu, dalo se ptedpokladat, ze PIN1 je zapojeny do procesu
vystupu auxinu z buiiky (Okada et al. 1991).

Gen PIN1 koduje transmembranovy protein specificky pro rostliny, s topologii velmi
podobnou ostatnim pienaSeCovym proteinum. Proteiny PIN fadime do skupiny sekun-
darnich pfenasecu, pienasejicich latky pfes membranu za vyuziti energie elektroche-
mického gradientu na membrané samotné (Gélweiler et al. 1998). Byly izolovany ho-
mologni geny PIN2, EIR1, AGR1, PIN3, PIN4 a PIN7 (shrnuto v Michniewicz et al.
2007).

U Arabidopsis bylo popsano osm sekvenci fazenym mezi PIN proteiny (Zazimalova et
al. 2007). Tyto mizeme rozdélit do dvou podskupin, lisicich se délkou hydrofilni smy¢-
ky uprostted jejich polypeptidovych fetézcu. ,,Dlouhé* proteiny PIN1-4 a PIN7, které se
nachdzi na plazmatické membrané polarn¢ lokalizovany a byla popsana jejich funkce -
urcovat smér toku auxinu (Wisniewska et al. 2006). Tyto ,,dlouhé* PIN proteiny neusta-
le cykluji mezi plazmatickou membranou a endozémy. V odpovédi na environmentalni
vlivy byla popséana jejich rychla zména lokalizace mechanismem transcytdzy (Zazima-

lova et al. 2010).

Ackoliv vSechny PIN proteiny hraji roli v transportu auxinu, maji jednotlivé PINy rtz-
nou funkci ve vyvojovych procesech rostlin. Organogenezi a diferenciaci cévniho pleti-
va zprostiedkovava u Arabidopsis PIN1. PIN2 ovliviiuje gravitropickou reakci a PIN3
zprostiedkovava fototropickou odpovéd’, resp. diferencialni rist stonku. Aktivita kote-
nového meristému je fizena PIN4 a v raném vyvoji embrya je uplatnén PIN7. Zaroven
vyfazeni jedné skupiny PIN proteinli mizZe byt do urcité miry kompenzovéano ektopic-
kou expresi jiné skupiny. Mutace vice skupin PIN proteint uz ¢asto nemohou byt takto
kompenzovany a mohou byt letalni. Tato schopnost rostlin, kompenzovat deficit jedné
skupiny PIN proteint jinymi, vyrazné napomaha plasticité jejich vyvoje (Vieten et al.
2005).

Kromé vyse zminénych ,,dlouhych®, existuje druha podskupina PIN proteintl, jejichZ
centralni hydrofilni smycka je Castecné (PIN6) nebo zna¢né (PINS a 8) redukovana.
Tyto ,.kratké* PINy se nenachédzeji na plazmatické membrané, ale jsou lokalizovany na
vnitinich membranéch, predev§im PINS na endoplazmatickém retikulu. Toto vypovida

0 jejich funkci pii vnitrobunééné distribuci auxinu a regulaci jeho homeostaze uvnitf
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bunky. Kontroluji tedy dostupné mnozstvi aktivniho auxinu pro rtizné vnitrobunécné

procesy (Mravec et al. 2009).

Podobné¢ jako u ostatnich proteinti mize byt aktivita proteintt PIN regulovana na n¢ko-
lika Grovnich, napt. regulace genové exprese, syntézy a maturace proteint, stability pro-
teinu uvniti membrany, kompetitivni a nekompetitivni inhibice, post-transla¢ni modifi-
kace (fosforylace a defosforylace) a degradace samotného proteinu (Zazimalova et al.

2007).

Polarni lokalizace proteinii PIN

Jedna se o klicovy prvek pti smérovani PAT v pribéhu embryogeneze a organogeneze,
je kontrolovéna a regulovana nékolika zptsoby. Proteiny PIN neustdle cykluji mezi
plazmatickou membranou a endozomalnimi kompartmenty. Tohoto procesu se ucastni
protein GNOM, koédujici guanin nukleotidové vyménné faktory pro malé G-proteiny
skupiny ARF. Tento protein pravdépodobné hraje roli pii tvorbé exocytickych vezikul
na endozémech zodpovédnych za v€lenéni proteini PIN do plazmatické membrany
(Vieten et al. 2007). GNOM je citlivy k BFA a pravdépodobné se neticastni cyklovani
vSech PIN proteind. Cyklovani bazaln¢ lokalizovaného PIN1 je GNOM zavislé, naopak
cyklovani apikalné lokalizovaného PIN2 je GNOM nezavislé (zde hraje roli protein
SORTING NEXIN 1, ktery je také citlivy k BFA), (Jaillais et al. 2006).

Polarni lokalizace proteinii PIN je déale ovlivnéna proteinem PINOID (PID), serin-
threonin protein kindzou. PINOID funguje jako dvoupolohovy piepina¢. Pokud je jeho
hladina v podprahovych hodnotach, sméruje PIN proteiny bazalné (smérem ke kotenové
Spicce). V opacném piipadé, pokud je jeho hladina nad prahovou hodnotou, lokalizuje
PIN proteiny apikaln¢. Mechanismem u¢inku je zde mira fosforylace (Zazimalova et al.
2007). Nekteré aspekty mutantnich rostlin se ztratou funkce genu pinoid se podobaly
mutantim pinl (poruchy fylotaxe a vyvoje kvéti). Mutace vykazujici zvySenou expresi
genu PID ma za nasledek naruSeni toku auxinu a nasledné kolaps meristému primarniho

kotene (Friml et al. 2004).

SloZeni samotné plazmatické membrany podminuje vhodné prostiedi pro proteinové
interakce a mize tak ovlivnit efektivitu transportu auxinu pfes membranu. Skladba
membranovych steroli, ktera zavisi pfedevsim na aktivit¢ enzymi STEROL-METHYL
TRANSFERAZY (STM1) a CYKLOPROPYL IZOMERAZY 1 (CPI), je kli¢ova pro
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umisténi nékterych PIN proteinti napii¢ membranou (Petrasek a Friml, 2009). Mutantni
rostliny stm1 vykazuji poruchy distribuce auxinu, meristémové aktivity a bunééné pola-

rity (Willemsen et al. 2003).

3.3.4 ABCB transportni proteiny

Skupina proteini ABC tvofi jednu z nejpocetnéjSich rodin transportérovych proteinti a
jejich Cinnost je spojena s pohybem Siroké $kaly malych molekul, zivin a xenobiotik
(Verrier et al. 2008). Rostlinné ortology sav¢ich ATP-binding cassette proteini podro-
diny B (ABCB) se fadi mezi transportéry rodiny multi-drug resisten-
ce/phosphoglycoprotein (ABCB/MDR/PGP).

I ptesto, Ze nékteré proteiny této rodiny (ABCB1, ABCB4 a ABCB19) vykazuji afinitu
K inhibitorim auxinového transportu, pfedev§im pak ke kyseliné 1-naftylftalamové
(Murphy et al. 2002), neda se mutace gentt PGP napodobit aplikaci tohoto inhibitoru,
jak je tomu mozné u proteint rodiny PIN (Noh et al. 2001). MDRI1 (také znamy jako
PGP19) byl pivodné objeven v Arabidopsis a byl spojovan s funkci iontovych kanali,
ale analyza mutantd mdrl a jeho blizkého homologu PGP1 odhalila jeho ulohu pfi
transportu auxinu. Mutace genii PGP zptisobi rizné vyvojové defekty, které jsou spoje-
ny se zménou auxinové signalizace a distribuce, napt. redukci dlouzivého rastu, poru-
chy apikalni dominance a zménu odpovédi v tropickych reakcich (Zazimalova et al.

2010).

Proteiny ABCB/PGP ptimo transportujici auxin jsou stabilné vétSinou nepolarné lokali-
zovany na plazmatické membrang, za urcitych okolnosti byla vSak zaznamenana jejich

polarni distribuce (Vieten et al. 2007).

ABCB1/PGP1 a ABCB19/PGP19 se chovaji jako vystupni auxinové pienasece, zatimco
ABCB4 se transportu ucastni komplexnéji. Je popsana funkce proteinu ABCB4 meénit
svou funkci v zavislosti na mnozstvi auxinu Vv bunce. Pokud je hladina auxinu nizka,
funguje ABCB4 jako vstupni pfenase¢. Pokud se hladina auxinu zvysi, jeho funkce se

zméni zpét na vystupni (Yang a Murphy, 2009).

Proteiny PIN a ABCB nepracuji nutné nezéavisle na sobé&, byla popsana spoluprace mezi

ABCB19/PGP19 a PIN1 proteinem, ktera zvysuje jejich celkovou substratovou specifi-
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tu v neékterych tkanich a za specifickych vyvojovych podminek. Protein ABCB stabili-
zuje PIN proteiny v mikrodoménach plazmatické membrany (Mravec et al. 2008).

Transport zprostitedkovany ABCB/PGP proteiny je zavisly na ATP, je tedy dilezity
v situacich, kdy se snizuje chemiosmoticky gradient nebo je tfeba transport auxinu proti
sméru tohoto gradientu. Tento systém je naopak nevyhodny v rychle rostoucich pleti-
vech, ve kterych dochazi k vycerpani energie, zde se uplatituje predevsim transport au-

xinu zprostiedkovany proteiny PIN a AUX/LAX (Zazimalova et al. 2010).

H
IAAH €= IAA- + H' I bunéecna sténa
&) pH55
AR LTy,
;00 0 difuze o5

N’

yklovani

A S
<&J

cytoplazma

Obr. 3.3 Transport auxinu. Upraveno podle Zazimalova 2010.

Na obr. 3.3 je zndzornén model transportu auxinu v rostlinné burice, piedevsim rozmis-
téni prenasedovych proteinti. Cervené vyznadené proteiny PIN ozna¢uji PIN1, 2, 3, 4 a
7, zatimco razoveé vyznacené reprezentuji PINS, 6 a 8. Zelené jsou vyznaceny vstupni
pfenasece AUX/LAX. ER znac¢i endoplazmatické retikulum. ER a endozémy maji Se-

dou barvu. Zakiivené tucné plné Sipky znaci neustalé cyklovani proteinti, pferuSované
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Sipky znazoriiuji transcytézu. Mozna spoluprace mezi proteiny ABCB a PIN je vyjadre-

na jejich umisténim blizko sebe.

3.4 Apikalni dominance

Apikalni dominanci (AD) muZeme definovat jako nadvladu vrcholu lodyhy nad po-
strannimi pupeny, ptipad vyvojové korelace, kde jeden rostlinny organ ptisobi na vyvoj
jiného organu (Sachs, 1991), n¢kdy také zvany korelativni inhibice (Hillman, 1984).
Tento jev je znam pomérné dlouho, protoZe regulace vétveni lodyhy byla vzdy v z4jmu
Slechtitelll a péstiteld. Rlizné druhy rostlin mohou vykazovat rizny stupeit AD. U nékte-
rych druhti se projevuje ptirozeny sklon k norméalnimu rozvétvovani, zatimco u jinych
(napt. Pisum sativum L.) vrcholovy pupen zcela zadrzuje postranni pupeny. Bytel (Ko-
chia trichophylla) nema naopak AD vyvinutou viibec (Prochazka et al. 1998). U n&kte-
rych druhi rostlin je moZzno pozorovat prodluzovani postrannich pupenti uz po nékolika
hodinach po odstranéni stonku, v jinych pfipadech mize byt tato prodleva delsi,

Vv zavislosti na stupni inhibice a fazi buné¢ného cyklu (Tamas, 1987).

Mechanismus vyvoje a nasledného ristu postrannich pupenti, popsany na obr. 3.4, mu-
Zzeme rozdélit na Ctyfi1 zékladni faze, tyto se mohou liSit v zavislosti na druhu rostliny a

plati pfedevsim pro rostliny dvoudélozZné.

I. faze II. faze 111. faze IV. faze
vrchol

inhibO\ jany dekapitovany ~ iniciace
lodyhy

\rchol rustu LB

listové primordium
primordium LB

7\@ ) \ﬂ/ —+ [/ %/ v /\ g

B

vznik nucena uvolnéni VyVoj
LB inhibice ristu z apikalni postranniho
LB dominance stonku

Obr. 3.4 Vyvojova stadia apikalni dominance. Upraveno podle Cline 1997.

Ackoliv se tyto ¢tyfi faze mohou vice ¢i méné piekryvat, kazda z nich zahrnuje né€kolik
rozdilnych procest. Pfechody mezi jednotlivymi fazemi jsou spojeny s rozdilnou aktivi-

tou rostlinnych hormoni, pfedevSim auxinil a cytokinini, jejichz hladina se vyrazné
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meéni po odstranéni lodyzniho vrcholu. Dekapitace ma tedy podstatnou ulohu pfi studiu

AD (Cline, 1997).
3.4.1 Historie vyzkumu apikalni dominance

Nutritivni teorie AD

Od pocatku studia AD bylo vysloveno nékolik teorii vice ¢i méné popisujicich tento
proces. Nutritivni teorie, ktera byla aktualni na pfelomu 19. a 20. stoleti predpoklada, ze
soutézeni o vyzivu mezi meristémy vrcholovych a postrannich pupent je faktorem urcu-
jicim lodyzni AD. Predpokladalo se, Ze postranni pupeny nejsou schopny ristu, protoze
jsou ochuzovény o ziviny pupeny vrcholovymi, které tyto ziviny atrahuji ve svij pro-
spéch. Zastancem této teorie byl napi. Goebel, ktery ve svych experimentech odstrafio-

val listy a povazoval mnozstvi zivin za rozhodujici faktor (Prochazka et al. 1998).

Korelaéné inhibicni vlivy

Pokusy provadéné na hrachu, bobu a fazolu vedly kK hypotéze, ze za AD jsou odpovédné
latky inhibi¢ni povahy. Dostél (1908) vychazel z experimentt, pfi kterych dekapitoval
rostliny hrachu (Pisum sativum) a sledoval uvolnéni kotylard z inhibice. Naslednym
odstranénim jedné z déloh sledoval obnoveni AD rlstem kotylaru délohy odfiznuté.
Pokud by o rustovych korelacich rozhodovaly pouze faktory vyzivy, rostl by kotylar
délohy ponechané, predpokladal tedy pfitomnost inhibi¢nich latek v ponechané déloze.
Nasledné byla dokazana existence specifickych inhibi¢nich latek korelacné brzdicich

rast postrannich pupent (Snow, 1925).

Teorie piimé/nepiimé auxinové inhibice

Thimann a Skoog (1933, 1934) napodobili korelaéné inhibi¢ni vliv vychazejici z rusto-
vého vrcholu a brzdici rist postrannich pupenti pomoci aplikace IAA na dekapitovany
epikotyl bobu obecného (Vicia faba). Dale zjistili, ze mistem syntézy IAA je vrcholovy
pupen a mladé listy, nikoliv star$i organy. Byla tedy vyslovena hypotéza, ze bazipetalné
proudici auxin, vychazejici z vrcholu stonku, je pfimo odpovédny za inhibici ristu po-

strannich pupent tim, Ze v nich inhibuje syntézu IAA.

Oproti této teorii vSak stoji vysledky Snowa (1925, 1937), ktery se snazil prokazat, ze
AD zptsobuji latky regulacni povahy, odlisné od auxinu. Auxin, ktery se nachazi v 1o-
dyze, ji podle n&j pouze chrani pied inhibicemi. Toto je formulovano jako tzv. teorie
nepiimé auxinové inhibice, kterd popisuje schopnost rustu vrcholové ¢asti lodyhy diky
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vysoké hladin€ auxinu. Oproti tomu postranni pupeny jsou na auxin chudsi, nejsou tedy

chranény pied inhibi¢nimi latkami a nerostou.

Nutriéné diverzni teorie

V roce 1936 Went modifikoval nutri¢ni teorii na tzv. nutricné diverzni teorii, podle kte-
ré auxin tvoreny v apexu (popi. exogenné aplikovany) zpisobi tok latek vyznamnych
pro rast smérem k mistu tvorby, popt. aplikace. Pfedpokladal tedy, Ze u intaktnich rost-
lin je tok nutri¢nich latek usmérnén proti toku auxinu z lodyzniho vrcholu a teprve po
dekapitaci vrcholu je umoznén tok zivin k axilarim. Pfedpoklada tedy existenci risto-
vého a metabolického sinku v mistech s vysokou hladinou auxinu, a Ze bazipetalni

transport auxinu je schopen vyvolat akropetalni transport Zivin.

Teorie o vaskularnich spojenich

Z nutri¢né diverzni teorie a teorie o pfimé auxinové inhibici vychazi teorie o vaskular-
nich spojenich, ktera predpoklada funkci auxinu jako korelacniho inhibitoru, braniciho
toku latek pro rast vyznamnych do postrannich pupend. Tento d&j se pravdépodobné
déje diky schopnosti auxinu ovliviiovat vaskularni diferenciaci mezi lodyhou a postran-
nimi pupeny. Nasledn¢ byla také popsana absence vaskularnich spojeni mezi hlavnim
stonkem a postrannim pupenem druhého nodu u Sestidennich rostlin, zatimco 9 a

13tidenni rostliny uz vaskularni spojeni vytvofeny mély (Tepper, 1993).

3.4.2 Teorie kompetitivni kanalizace toku auxinu

Na zédkladé mnoha experimentli byl popsén ucinek
auxinu, jako klicového elementu pii organogenezi a
vzniku vaskulatury. Pozorovani regenerace vasku-
larnich svazkii po mechanickém poskozeni stonku

vedlo k vysloveni tzv. kanaliza¢ni teorie (Sachs,

1981). Tato teorie predpoklada polarizacni tcinek

auxinu na tkané, ktery je zalozen na zpétnovazeb-

ném efektu auxinu vyvolaném polarizaci jeho

transportu na Urovni jedné buiiky. Po mechanickém

] ] poskozeni vaskularniho systému jsou vsechny bun-
Obr. 3.5 Kanalize toku auxinu. Upraveno

podle Leyser 2003 ky schopny transportovat auxin stejné. V pribéhu
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nékolika dni se nékteré bunky specializuji na transport auxinu, diferencuji se

v provaskularni pletivo a stavaji se auxinovymi kanaly (Sauer et al. 2006).

Pokud existuji dva blizké zdroje auxinu, dochazi mezi nimi ke kompetici, pfi¢emz mize
jeden ze zdroju inhibovat vznik auxinového kanalu ze zdroje druhého (Sachs, 1968). U
rostlin se siln€ vyvinutou AD zabranuje piitomnost primarniho zdroje auxinu exportu a
kanalizaci auxinu ze sekundarniho auxinového zdroje (obr. 3.6). Kanalizace auxinu
z lateralniho zdroje (pupenu) je umoznéna pouze za piedpokladu, Ze je primarni zdroj
auxinu odstranény nebo oslabeny. Pokud rostlinu dekapitujeme (odstranime rdstovy
vrchol), naruSime PAT v hlavnim stonku. Toto vede k distribuci auxinu z axilarnich
pupenilt na zdkladé polarizace PIN1 proteinii a k vytvofeni auxinového kanalu. Dale
vzniknou vaskularni svazky, které jsou nezbytné pro rast postrannich pupent (Balla et
al. 2011).

Jz

Obr. 3.6 Kompetitivni kanalizace mezi dvéma zdroji auxinu. Upraveno podle Balla et al. 2011.

Na obr. 3.6 je znazornéna kompetice mezi auxinem aplikovanym na dekapitovany pahyl

a laterdln€. Primérnim zdrojem auxinu a mistem tvorby auxinového kanalu se stane ten,
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ktery je aplikovany diive. Podobné vysledky popsal i Prusinkiewicz et al. (2009) pro-

sttednictvim matematického modelu a pocitacové simulace.

Dutlezitou roli v mechanismu AD hraji i jiné rostlinné hormony, zvlasté cytokininy
(CK), které na rozdil od auxinu rust postrannich pupent stimuluji (exogenni aplikace
CK na inhibovany pupen ho uvolni z inhibice). CK také stimuluji transport auxinu
z postrannich pupenti (Miiller et al. 2015). Dale byl popsan efekt rostlinného hormonu
strigolaktonu, ktery také ovliviiuje vétveni rostlin, pravdépodobné prostfednictvim tvor-

by auxinovych maxim (Waldie et al. 2014).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Rostlinny material

Pro experimenty byly pouzity rostliny hrachu setého — Pisum sativum L., odrida Vladan
(Semo a.s., Smrzice, CR). Z diivodu lepsi kliovosti se nechala semena hrachu nejdiive
bobtnat ve vodé po dobu 24 hodin pii laboratorni teploté. Nasledné byla tato semena
vyseta do vlhkého perlitu, kde bylo mozno po 3-4 dnech pozorovat jejich kliceni. Dale
byly kli¢ni rostliny piesazeny do kultivaénich nadob s perlitem a byly péstovany za vy-
uziti Richterova zivného roztoku. Kultivace probihala v klimaboxu pfi teploté 20/18 °C

s fotoperiodou 16/8 hodin (den/noc) a pti svételné intenzité 150 pumol . mZs™.

4.2 Genova exprese proteinii transportujicich auxin

4.2.1 ZaloZeni experimentu a odbér vzorki

Pro vlastni experiment byly pouzity sedm dni staré rostliny hrachu (po¢itano ode dne
bobtnani) péstované v kultivaénich nadobach. Rostliny byly nasledné dekapitovany

ptiblizn¢ 10 mm nad délohami.

Pro stanoveni genové exprese transportnich proteint auxinu byly pomoci skalpelu ode-
brany vzorky — kotylarni pupeny v ¢asovych intervalech 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48, 120 hodin
po dekapitaci, pfiCemz 1 vzorek byl tvofen pupeny 20 rostlin a zastoupen ve tfech opa-
kovanich. Tyto vzorky byly v kone¢né fazi podrobeny analyze exprese genti: PSAUX1,
PsPIN1, PsBRC1, PsDRM1, jejichz exprese byla porovnavéana vici konstitutivnim ge-
nim: PSEF1-a, PsActin a Psf-tubulin.

Ihned po odebrani byly pupeny v mikrozkumavkéch skladovany v tekutém dusiku a
nasledné byly uloZeny do hlubokomraziciho boxu MDF-U3286S (Sanyo, Japonsko) pfi
teploté -77 °C, kde byly uchovany do dalSiho zpracovani.

4.2.2 1zolace RNA

Jesté pred zaCatkem izolace byly pracovni plochy, pipety a centrifuga o€istény pomoci
RNase Zap (Sigma-Aldrich, USA) kvuli zamezeni degradace RNA vSudypiitomnymi
aktivnimi ribonukleazami. V prabéhu celé izolace byly pouzivany sterilni nitrilové ru-

kavice, sterilni mikrozkumavky a sterilni Spicky.
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Izolace RNA byla provedena podle navodu RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Némecko).
Pouzity typ izolace funguje na principu selektivnich vazebnych vlastnosti silikonové
membrany ve spojeni s centrifugaci. Biologicky material byl nejprve homogenizovan za
pfitomnosti vysoce denaturujiciho pufru obsahujiciho guanidin thiokyanat a merkaptoe-
tanol. Nasledné piidani etanolu zajistilo potfebné podminky pro vazbu RNA na mem-
branu a vymyti kontaminantt. Pouziti DNazy pfi izolaci zabezpecilo potfebnou Cistotu
izolované RNA, kterou je mozno pouzit pro nasledujici reakce. Po promyti byla RNA

eluovéna do pfislusného roztoku.

Vyizolovand RNA byla rozpusténa v kone¢ném objemu 32 pl RNaz prosté vody. Na-
sledné byla u vSech vzorkli zméfena koncentrace RNA a poté byly vzorky RNA umist¢-

ny zpét do hlobokomraziciho boxu.

4.2.3 Méreni koncentrace RNA

Koncentrace RNA vsSech vzorkl byla stanovena méfenim absorbance pomoci spektrofo-
tometru - pfistrojem Picodrop Picol00 (Picodrop, Spojené kralovstvi) ptfi vinové délce
260 nm. Princip méfeni je zaloZzen na specifické absorpci UV zafeni nukleovymi kyseli-
nami prostiednictvim konjugovanych elektrond, které se nachazi nad a pod rovinou he-
terocyklickych bazi v struktufe RNA. Intenzitu absorpce RNA je mozno zméfit spektro-
fotometrem, kdy mira specifické absorpce odpovida koncentraci RNA ve vzorku. Vy-
sledna koncentrace byla vypoétena vyuzitim vztahu Azgonm = 1, pfi¢emz hodnoté 1 od-

povida roztok RNA o koncentraci 40 pg.ml™.

4.2.4 Reverzni transkripce (RT)

Vyizolovana RNA z kotylarnich pupenti rostlin hrachu byla pomoci reverzni transkripce
prepséana do cDNA. Pro dany el byl vyuzit kit SuperScript™ 111 Reverse Transcriptase,
(Invitrogen, USA).

Reverzni transkripce probihala ve dvou fazich. V prvni fazi bylo do popsanych mikroz-
kumavek napipetovano vypocitané individualni mnozstvi RNA a H,O, do reakce byla
pfidana RNA o vysledné koncentraci 0,5 ug.ul'l a celkovy objem vody a RNA byl 23,7
ul (viz tabulka 4.1), sloZeni celé reak¢éni smési prvni faze RT je znazornéno v tabulce
4.2. Oligo dTy se vaze na polyadenylovany konec mRNA a funguje jako primer pro

druhou fazi RT. Namichana smés pro prvni fazi reakce byla v mikrozkumavkéch kratce
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protfepana pomoci vortexu. Dale byly vzorky a smés kratce centrifugovany a vlozeny
do termocykleru- T3 Thermocycler Biotron T3 Thermoblock (Biometra, Némecko), kde
byl nastaven program c¢islo 12 (teplota 72 °C po dobu 10 minut). V pribé¢hu prvni faze
reakce dochazi k denaturaci sekundarni struktury RNA a pfipojeni primeru oligo dTo.

V mezicase byla pfipravena reakéni smés pro druhou fazi RT podle tabulky 4.3.

Po dokonceni prvni faze byla smés pro druhou fazi rozpipetovana po 12,3 pl do kazdé-
ho vzorku. Nasledné byly vzorky opét kratce centrifugovany a umistény do termocykle-
ru s programem cislo 13 (42 °C po dobu 50 minut a 72 °C 10 minut). V druhé fazi RT
dochazi k ptepisu plivodniho fetézce RNA do cDNA pomoci enzymu reverzni tran-

skriptazy, ktera je ziskana z viru pta¢i myeloblastozy (AMV-RT).

Tab. 4.1: Koncentrace RNA a piepocet objemu vstupujiciho do reakce

1. biologické opakovéni 2. biologické opakovani 3. biologické opakovani
tas odbs koncentrace RNA dopocitané mnoZstvi koncentrace RNA dopocitané mnoZstvi koncentrace RNA dopocitané mnoZstvi
Ccas odberu
ng/ul pg/ul ul RNA i H,0 ng/ul pg/ul I RNA i H,0 ng/ul pg/ul ul RNA ul H,0
Oh 342,3 0,3423 | 1,460707 | 22,239293 184,4 0,1844 | 2,711497 | 20,988503 236,1 0,2361 | 2,117747|21,582253
1h 289,9 0,2899 | 1,724733| 21,975267 170,2 0,1702 2,93772 | 20,76228 308,8 0,3088 | 1,619171|22,080829
3h 325,9 0,3259 | 1,534213| 22,165787 258,7 0,2587 | 1,932741|21,767259 697,6 0,6976 | 0,716743|22,983257
6h 225,4 0,2254 | 2,218279 | 21,481721 236,6 0,2366 | 2,11327121,586729 510,4 0,5104 | 0,979624|22,720376
12h 384,4 0,3844 | 1,300728 | 22,399272 565,7 0,5657 | 0,883861 |22,816139 359,2 0,3592 | 1,391982|22,308018
24 h 584,1 0,5841 | 0,856018 | 22,843982 704,3 0,7043 | 0,709925 | 22,990075 294,6 0,2946 | 1,697217|22,002783
48 h 742,9 0,7429 | 0,673038 | 23,026962 741,3 0,7413 | 0,674491 | 23,025509 8314 0,8314 | 0,601395 | 23,098605
120 h-R 749,3 0,7493 | 0,667289 | 23,032711 845,9 0,8459 | 0,591086 | 23,108914 745,4 0,7454 | 0,670781 | 23,029219
120 h- | 843,1 0,8431 | 0,593049 | 23,106951 755,9 0,7559 | 0,661463 | 23,038537 649,7 0,6497 | 0,769586 | 22,930414
Tab. 4.2: Slozeni reak¢ni smési pro RT (1. faze)
sloZeni reakéni smési objem [pl]
voda individualni
RNA individualni
oligo dT 2
celkovy objem 27,7

Tab. 4.3: Slozeni reakéni smési pro RT (2. faze)

sloZeni reak¢ni smési objem [ul]
pufr (5 x FS Buffer) 8

DTT 4

cAMV transkriptdza 0,3
celkovy objem 12,3
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4.2.5 Kvantitativnhi PCR

Reverzni transkripci ziskand cDNA byla nésledné podrobena kvantitativni polymerazo-
vé fetézové reakci (Real-Time PCR, qPCR). Pii bézné PCR se analyzuje az vysledny
produkt pomoci elektroforézy. U qPCR se analyzuje kazdy cyklus PCR v realném case
na principu fluorescence (interkala¢ni barvivo, fluorescenéné znaceny primer ¢i sonda),
je tedy nutno pouzit termocykler, ktery je schopen vzorek ozatovat excitacnim zafenim.
V tomto piipadé bylo pouzito interkala¢ni barvivo Sybr Green (mlze se vmezetit mezi
dva sousedni nukleotidové pary DNA), tento byl sou¢asti Sybr Green Mastermixu v Kitu

Light Cycler® 480 SYBR Green I (ROCHE, Diagnostics GmbH, Némecko).

Ziskana cDNA byla nejprve natfedéna vV poméru 1:10 do vysledného objemu 100 pl (90
ul vody a 10 pul cDNA), tento objem byl dostate¢ny pro 50 reakci, pfi¢emz do kazdé
Z nich byly ptidany 2 pl takto nafedéné cDNA (tedy 0,2 pl pivodni cDNA). Nasledné
byly namichany mixy pro jednotlivé geny. VSechny varianty experimentu (zastoupeny
tfemi biologickymi opakovanimi), konktrétné 0 h, 1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 120 h-
R, 120 h-I od dekapitace, byly realizovany ve tiech technickych opakovanich pro kazdy
gen. Pro kazdy gen bylo také napipetovano 6 negativnich kontrol (misto cDNA byla
napipetovana Cistd voda). Celkem bylo tedy pro kazdy gen napipetovano 87 reakci, je-

jich sloZeni viz tabulka 4.4.

Tab. 4.4: Slozeni reakéni smési pro qPCR

objem na 1 reakci [pl]

Sybr Green Mastermix 5
Primery (F+R) 1,6
H,0 14

cDNA (voda u neg. kontroly) |2

celkovy objem reakce 10

36



Reakce byly napipetovany na desticku Hard-Shell® PCR Plates 96-Well WHT/CLR
(Bio-Rad laboratories, Spojené staty americké). Desticka byla nasledné ptelepena adhe-
zivnim t&snénim Microseal® 'B' Seal (Bio-Rad, USA) a centrifugovana 30 sekund pii
2000 rpm, pro odstranéni bublinek v jamkach, na centrifuze Z 366 (Hermle, Némecko).
Vlastni reakce pak probihala v termocykleru C1000™ Thermal Cycler/CFX96™ Real-
Time Systém (Bio-Rad). U jednotlivych desti¢ek byly popsany pozice vzorkl pro jed-
nodussi orientaci pfi vyhodnocovani vysledka. Jednotlivé desticky byly ulozeny a
popsany v programu Bio-Rad-CFX Manager. Nasledné byl spustén protokol pro speci-
fickou PCR. V tabulce 4.5 jsou popsany podminky této reakce.

Specifické primery byly poskytnuty pracovistém CEITEC MENDELU.

Tab. 4.5: Seznam gend Pisum sativum L., primert a podminky jednotlivych qPCR reakei

Gen Primer Sekvence primeru Reakéni podminky

DRM1 DRM1-F 5'-AAC TCA CCA CCA CCC TCA AAG ATG-3"' |95°C/10°>40x(95°C/15"">58°C/15" >72°C/
DRM1-R | 5'-GAT GTA GAC ACG EGG CAG AAG ATG-3' 1577)->72°C/30"">70°C/1"">tani 50-93°C

AUX1 AUX1-F 5'-GGG TTT GGG TTT GGA GGA TGG TC-3' | 95°C/10°>40x(95°C/15"—>58°C/15">72°C/
AUX1-R 5'-TGG TGG TGG AGG CTT GCATTG G-3' 1577)->72°C/30""->70°C/1”">tani 50-93°C

B-tub TB-F 5'-GCT CCC AGC AGT ACA GGA CTCT-3' 95°C/10°->40x(95°C/15">58°C/15">72°C/
TB-R 5'-TGG CAT CCC ACATTT GTT GA-3' 157)->72°C/30”"->70°C/1"">tani 50-93°C

EFl-a EF1-F 5'-CTG TCA TGG ATG CAC CT-3' 95°C/10"->40x(95°C/15"—>58°C/15">72°C/
EF1-R 5'-TCC TTA GAG ATA CCG GCT T-3' 157)->72°C/30"">70°C/1"">tani 50-93°C

BRC1 BRC1-F 5'-AGG CAA GAG AAA GAG CAA GG-3' 95°C/10">40x(95°C/15">62°C/15">72°C/
BRC1-R 5'-TTG CAT TGC TTT GAG TTT GA-3' 157)>72°C/30"">70°C/1"">téni 50-93°C

PINL PIN-F 5'-CTG CGT CCG ACA ATA TAG AT-3' 95°C/10"->40x(95°C/15"=>55°C/15">72°C/
PIN-R 5'-AGT TAT GCC ACC AGC TAG T-3' 157)->72°C/30"">70°C/1"">téni 50-93°C

Actin ACTIN-F 5'-TGT CAG CCA CAC TGT CCC TAT C-3' 95°C/10"->40x(95°C/15">58°C/15">72°C/
ACTIN-R 5'-CAA GAC GAA GGA TGG CAT GT-3' 157)->72°C/30"">70°C/1"">téni 50-93°C

4.3 Riistové krivky kotylarnich pupenti/vyhont
4.3.1 ZaloZeni experimentii a pribéZné méreni

Pro experiment byly pouzity sedm dnil staré rostliny (pocitano od bobtnani), které byly
kultivovany stejn¢ jako v ptipadé€ rostlin pro genovou expresi. Experiment byl prove-
den v nékolika variantach (schematicky viz obr. 4.1) a vzdy ve tfech biologickych opa-
kovanich, kde 1 opakovani obsahovalo 20 rostlin. U vSech variant experimentu byla

pravitkem métfena délka kotylarnich vyhont kazdy den, az do patého dne.
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Nameétené hodnoty byly zpracovany a byly z nich vytvoreny rustové kiivky. Vysledky
byly statisticky vyhodnoceny vypoctenim hodnot smérodatné odchylky a prikaznost

rozdila byla testovana Studentovym testem v programu MS Excel.
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Obr. 4.1 Experimentalni modely pro méfeni délky kotylarnich vyhont: a) dekapitace, b) dekapitace +
0,5% IAA na pahyl, c) dekapitace + 0,5 % -IAA aplikovana na pravou stranu pahylu, d) dekapitace +
0,5% IAA aplikovana na ob¢ strany pahylu, e) dekapitace + zafez stonkem a nasledné vlozeni plastu do

zatezu mezi kotylary, f) dekapitace + 0,5 % -IAA po obou stranach zatezu s plastem.

4.4 Imunoanalyza PIN1 proteinu

4.4.1 ZaloZeni experimentu a odbér vzorki

Pro experiment byly opét pouzity sedm dnu staré rostliny, které byly kultivovany stej-
nym zpusobem jako V ptipad¢ rostlin pro genovou expresi. Experimenty byly provede-

ny v nékolika variantach- dekapitace, dekapitace + plast, dekapitace + plast + 0,5 % -
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IAA aplikovana po obou stranach plastu, z téchto byly odebrany vzorky. Dale byly ode-
brany vzorky apext déloznich pupenti v ¢asech 0 a 24 hodin po dekapitaci a apexy dé-
loznich vyhont 5 dni po dekapitaci ve variantach inhibovany a rostouci pupen. Vzorky
Vv podobé segmenti o velikosti piiblizné¢ 5 mm byly ihned po odebréani zafixovany po-

moci fixacniho Cinidla, aby se zamezilo degradaci proteind.

4.4.2 Fixace

Odebrané segmenty byly po odbéru az do nésledujiciho dne inkubovany ve fixa¢ni smé-
si tvofené metanolem a kyselinou octovou v poméru 3:1 pii teploté -20 °C. Daéle byly
segmenty promyty v PBS pufru o hodnoté pH 7,4 (sloZeni viz tabulka 4.6). Promyvani
bylo provedeno tfikrat, pficemz jedno promyvani trvalo 15 minut, takto byly ze vzorku

odstranény zbytky fixa¢niho ¢inidla.

Tab. 4.6: Slozeni PBS pufru

chemikalie mnoZzstvi
Na;HPO, . 12H,0 109
NaCl 909¢
KH,PO4 0,219

doplnéno na celkovy objem

1000 ml

ultradista voda

4.4.3 Odvodnéni segmenti a jejich zalévani do parafinu

Segmenty byly odvodnény vyuzitim vzestupné etanolové fady. Byly pouzity koncentra-
ce etanolu 10/30/50/70/90 %, kdy v kazdé z koncentraci byly vzorky uchovany 15 mi-
nut. Déle byly vzorky umistény dvakrat po dobu 45 minut v 96 % etanolu a dvakrat 45
minut v 100 % etanolu. Nasledn¢ byly segmenty infiltrovany se xylénem v téchto rozto-

cich:

- etanol : xylén v poméru 3 : 1 po dobu 60 minut

- etanol : xylén v poméru 1 : 1 po dobu 60 minut
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- etanol : xylén v poméru 1 : 3 po dobu 60 minut
- 100 % xylén po dobu 60 minut

- 100 % xylén pies noc

Do keramickych kelimkt, do kterych byly segmenty umistény v xylénu, byl postupné
ptidavan parafin Paraplast Plus (Kendall, USA) s teplotou tani 56 °C. Zprvu byl xylén
S parafinem a segmenty 12 hodin inkubovan pii pokojové teploté. Nasledné byl opét
pfidan parafin a kelimky byly inkubovany 12 hodin pfi teploté 42 °C a 4 hodiny pfi tep-
loté 58 °C. Dale byl z kelimk@ odebiran roztok xylénu a parafinu a tento roztok byl na-
hrazovéan Cistym rozpusSténym parafinem. Tento postup byl opakovén, dokud vzorky
nebyly ptevedeny do Cistého parafinu. Nakonec byly jednotlivé segmenty zality parafi-
nem do blocku, kde byly vhodné orientovany. Blocky byly rychle ochlazeny na ledu a

uchovéavany v mraznicce pii teploté -20 °C.

4.4.4 Rezani segmentii

Blo¢ky parafinu byly fezany na rota¢nim mikrotomu Leica RM2255 (Leica biosystems,
Némecko), pticemz fezy o tloust’ce 12 pm byly spojovany do paski. Tyto pasky tvorené
asi 15 tezy byly dale umistény na hladinu vodni 1azné pfti teploté 42 °C, aby zde doslo
K jejich vyrovnani (vyzehleni). Z vodni lazné byly pasky umistény na podlozni skla
s pozitivnim nabojem Super Frost Plus (Menzel-Glaser, Némecko). Skla s nafezanymi

vzorky byla nasledné temperovana né€kolik hodin pfi teploté 42 °C.

4.4.5 Odparafinovani a nasledna rehydratace

Nejprve byla podlozni skla vlozena na 20 minut do 100 % xylénu, dale na 10 minut do
roztoku xylén : etanol v poméru 1 : 1 a nakonec na 10 minut do 100 % etanolu. Po vy-
suSeni probé¢hla selekce vhodnych skel se vzorky (poSkozend a nekvalitni byla vytaze-
na). Vybrané vzorky na sklech byly nasledné rehydratovany pomoci sestupné etanolové
fady 90/70/50/30/10 %, pticemz v kazdé z koncentraci byly 7 minut. Nakonec byly
vzorky na sklech umistény po dobu 10 minut do PBS pufru.

4.4.6 Blokovani a inkubace s 1. protilatkou

Na podlozni skla bylo napipetovano 500 pl blokovaciho roztoku (3 % bovinni sérovy

albumin rozpustén v PBS pufru o hodnoté pH 7,4). Takto byla skla v klidu ve tmé po-
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nechana po dobu 60 minut. Dale byl ze skel odstranén blokovaci roztok a na skla bylo
napipetovano 100 pl roztoku s primarni protilatkou anti-PIN1 (poskytnuta laboratofi
vyvojové a bunécné biologie rostlin -IST Rakousko), pficemz byla protilatka natedéna
blokovacim roztokem v poméru 1 : 1000). Nakonec byla skla pfikryta parafilmem M
(Sigma, USA), aby nevyschla a inkubovana pies noc pii laboratorni teploté, ve tmé a ve
vlhkém prostiedi. Nasledujici den byl ze skel odstranén parafilm, blokovaci roztok s
prvni protilatkou a skla byla tfikrat promyta po dobu 10 minut v PBS pufru, ktery obsa-
hoval 0,2 % Tween-20 (Sigma, USA).

4.6.7 Blokovani a inkubace s 2. protilatkou

Zprvu bylo na kazdé sklo napipetovano 500 pl blokovaciho roztoku a skla byla inkubo-
vana ve vlhkém prostiedi ve tmé po dobu 30 minut. Dale byl odstranén blokovaci roz-
tok a na skla bylo napipetovano 100 pl roztoku sekundarni protilatky konjugované
se fluorescenénim barvivem- polyklondlni Cy3-antirabbit (Dianova, Némecko), ktera
byla pfedem nafedéna s blokovacim roztokem v poméru 1 : 500. Nasledné byla skla
opét prikryta parafilmem a inkubovéna 4 hodiny pfi teploté 37 °C, ve tm¢ a ve vlhkém
prostiedi. Nakonec byla ze skel odstranéna sekundarni protilatka a skla byla tfikrat
promyta v PBS pufru obsahujicim 0,2 % Tween-20, pfi pokojové teploté po dobu 10

minut.

4.6.8 Zalévani skel a finalni apravy

Poslednim krokem bylo zaliti skel zalévacim médiem Citiflour AF1 (AgarScientific,
Spojené kralovstvi) a prikryti objektti krycimi skly. Mikroskopovani objekt bylo pro-
vedeno na konfokalnim laserovém mikroskopu BX 60 LSM Fluoview 300 (Olympus,

Japonsko), za pouziti krypton-argonového laseru o vinové délce 568 nm a bariérového
filtru BA 585IF.
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5 VYSLEDKY

Rostlinné hormony a jejich vzajemné interakce jsou jednim z dulezitych faktort, které
reguluji rist a vyvoj rostlin. Jsou ptenaSeci vnéjSich a vnitinich signalt, které umoznuji
rostlindm reagovat na konkrétni zivotni podminky a optimalizovat tak utvafeni jejich
téla. V této praci byla blize studovana apikalni dominance, piredevsim schopnost rost-
linného hormonu auxinu udrzovat kotylarni pupeny hrachu v rastové inhibici

v kombinaci s dalsimi experimentalnimi zasahy.

5.1 Rustové kiivky

V nésledujicich grafech je zachycena primérna délka kotylarnich vyhonti v mm, méte-
na kazdy den od piesazeni rostlin (0. den) az do 5. dne. Graf vzdy rozliuje levy a pravy
vyhon (pohled zepfedu na délohy) a popisuje kazdou experimentalni variantu zvlast'.
Smérodatné odchylky jsou vyznaceny chybovymi useckami, prikaznost byla ovérena

Studentovym T-testem, kdy a = 0.05* a a.= 0.01**
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Obr. 5.1 Dekapitace. Graf zobrazujici délky levého (L) a pravého (P) kotylarniho vyhonu. V pravém
hornim rohu je zobrazeno schéma experimentu. Napravo je pfilozen snimek oSetiené rostliny. Tato vari-
anta nasledné slouzila jako kontrolni. V pravém hornim rohu je zobrazeno schéma experimentu. Ze snim-
ku 14 dni staré rostliny napravo vidét kompetice mezi pupeny, resp. je jiz patrny rozdil mezi kotylarnimi

vyhony, kde jeden vyhon je rostouci a druhy inhibovany.
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Dekapitace + plast
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Obr. 5.2 Dekapitace + plast. Graf zobrazujici délky levého (L) a pravého (P) kotylarniho vyhonu. Plasto-
vy insert byl vlozen do zatezu vedeného stfedem pahylu mezi kotylarni pupeny. V pravém hornim rohu je
zobrazeno schéma experimentu. Napravo je piilozen snimek rostliny 10 dni po o$etfeni. Zde nebyla pozo-

rovana kompetice mezi kotylarnimi vyhony jako v pfipad¢ dekapitace bez plastu, vyhony rostly stejné na

obou stranach.
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Obr. 5.3 Dekapitace + IAA (shora). Graf zobrazujici délky levého (L) a pravého (P) kotylarniho vyhonu.
Zde bylo pozorovano vyrazné zpomaleni rychlosti riistu vyhonti oproti kontrolni varianté- pouze dekapi-

tace. V pravém hornim rohu je zobrazeno schéma experimentu. Snimek napravo od grafu zobrazuje rost-

linu 7 dni po oSetieni.
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Obr. 5.4 Dekapitace + IAA (prava strana). Graf zobrazujici délky levého (L) a pravého (P) kotylarniho
vyhonu. V pravém hornim rohu je zobrazeno schéma experimentu. Snimek napravo od grafu zobrazuje
rostlinu 7 dni po oSetfeni. Aplikace auxinu zpusobila vyrazné zpomaleni ristu pravého kotylarniho vyho-

nu oproti kontrolni varianté- pouze dekapitace.
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Obr. 5.5 Dekapitace + IAA (z obou stran). Graf zobrazujici délky levého (L) a pravého (P) kotylarniho
vyhonu. V pravém hornim rohu je zobrazeno schéma experimentu. Snimek napravo od grafu zobrazuje
rostlinu 7 dni po oSetfeni. Aplikace auxinu nezpuisobila vyrazné zpomaleni vyristani kotylaru oproti kon-

trolni varianté- pouze dekapitace. Navic je patrny rozdil mezi kotylarnimi vyhony, kde jeden vyhon je

rostouci a druhy inhibovany.
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Obr. 5.6 Dekapitace + plast + IAA. Graf zobrazujici délky levého (L) a pravého (P) kotylarniho vyhonu.
V pravém hornim rohu je zobrazeno schéma experimentu. Snimek napravo od grafu zobrazuje rostlinu 7
dni po o$etfeni. Aplikace auxinu zpiisobila v kombinaci s plastovym insertem vyrazné zpomaleni rychlos-
ti ristu kotylaru oproti kontrolni varianté- pouze dekapitace, srovnatelné s variantou aplikace auxinu

shora na pahyl.
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5.2 Exprese vybranych gent

U 7 dnt starych rostlin hrachu (od bobtnédni osiva) byla provedena dekapitace riistového
vrcholu a sledovana zmeéna exprese genii souvisejicich s rstem pupent uvolnénych
z inhibice. Ziskané hodnoty byly pfepocitany na procenta vztahujici se k expresi kon-
trolnich rostlin jednotlivych variant. Tyto hodnoty byly normalizovany na expresi tii
konstitutivnich genti PSEF1-a, PSActin a Psf-tubulin, pro dosazeni pfesnéjSich vysled-
kt. Nasledn¢ byly vytvoreny grafy zachycujici zmény exprese genti v ¢ase. Smérodatné
odchylky jsou vyznaceny chybovymi tseckami, pritkaznost byla ovéfena Studentovym

T-testem, kdy o = 0.05* a a = 0.01**,

PsPIN1

PsPIN1

280

240

200

160

Exprese [%]

120

0 1 3 6 12 24 48 120
Cas po dekapitaci [h]

Obr. 5.7 Exprese genu PsPIN1 v kotylarnich pupenech po dekapitaci rostliny. V kotylarnich pupenech
rostlin hrachu se exprese genu PSPIN1 po pfechodném sniZzeni v prvni hodiné od dekapitace vyrazné
zvysila s maximem v Sesti hodinach po dekapitaci (zvyseni o 170 %). Od Sesté hodiny se exprese snizuje

a vraci se na pivodni uroven.
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Obr. 5.8 Exprese genu PSAUX1 v kotylarnich pupenech po dekapitaci rostliny. Exprese genu PSAUX1 se
postupn¢ zvySovala aZ na maximum v Sesti hodinach po dekapitaci. Po Sesté hodiné exprese genu klesa

stejné jako v pripadé PSPIN1 téméf na ptivodni uroven.
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Obr. 5.9 Exprese genu PsDRM1 v kotylarnich pupenech po dekapitaci rostliny. Exprese genu PSDRM1
klesala velmi rychle béhem prvni hodiny po dekapitaci na uroven 25 % oproti kontrolni varianté. Nasled-
n¢ se déle snizovala, pficemz od Sesté hodiny byla hladina exprese témét nulova. Mirny narast exprese
120 hodin po dekapitaci mtze byt zptsoben tim, Zze nékteré ¢asti kotylarniho vyhonu mohou jiz byt ve

stavu slabé dormance.
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Obr. 5.10 Exprese genu PSBRC1 v kotylarnich pupenech po dekapitaci rostliny. Exprese genu PsSBRC1 po
dekapitaci oproti kontrolni varianté 0 h vyrazné snizila, jeji roven se k nulovym hodnotam se pfiblizila

v ¢ase 120 h po dekapitaci.
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Obr. 5.11 Srovnani exprese geni 5. den po dekapitaci v inhibovaném a rostoucim vyhonu. Srovnani ex-
prese studovanych gend v inhibovaném a rostoucim vyhonu pét dni po dekapitaci. Obzvlast u gent
PsDRM1 a PsSBRC1 je mozno pozorovat velky rozdil v expresich. U genu PSAUX1 bychom ocekavali
jeho nizsi expresi v inhibovaném vyhonu podobné jako u PSPIN1, tento nardst je v§ak mozno vysvétlit

navracenim urovné exprese na jeji puvodni hladinu, podobnou kontrolni varianté.
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5.3 Imunolokalizace PIN1 proteinu

Imunoanalyza proteinit PIN1 byla provedena pro bliz§i pochopeni mechanismu trans-
portu auxinu ve stonku pro varianty rustovych ktivek kotylarnich vyhont dekapitace +
IAA a dekapitace + plast + IAA a vlivu tohoto transportu na rtst kotylarnich pupend.
Déle byly imunoanalyze podrobeny apexy kotylarnich vyhont dekapitovanych rostlin
(5 dni po dekapitaci), z divodu ovéreni rozdili mezi rostoucim a inhibovanym vyho-
nem, ktery bylo moZzno pozorovat vizualn€ i vV ramci genovych expresi. Na zavér byly
podrobeny analyze také kotylarni pupeny dekapitovanych rostlin v ¢asech 0 hodin a 24
h po dekapitaci, kde bylo mozno pozorovat rozdily v lokalizaci PIN1 proteini, které

byly zplisobeny pfechodem pupenu ze stavu ristové inhibice do stavu ristu.

5.3.1 Model dekapitace, plast a aplikace IAA

Obr. 5.12 Imunoanalyza stonkového segmentu po oboustranné aplikaci auxinu. Schéma experimentu (A)

a detailni snimky stonkovych segmentii 24 h a 5. den po dekapitaci rostlin a aplikaci auxinu na levou i
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pravou stranu dekapitovaného pahylu (B zvétseno 10x, C, D- 20x). Na snimcich C a D lze pozorovat

lateralizaci proteinti PIN1.

A

Obr. 5.13 Imunoanalyza stonkového segmentu po oboustranné aplikaci auxinu a umisténi plastu dopro-
stfed pahylu. Schéma experimentu (A) a detailni snimky stonkovych segmentti 24 h a 5. den po dekapita-
ci rostlin, umisténi plastu doprostied pahylu a aplikaci auxinu na levou i pravou stranu pahylu (B-D zvét-
Seno 10x, E a F- 20x). Zde lIze pozorovat lateralizované PIN1 proteiny, které tvoti kanaly pro transport

auxinu a vznik xylémovych bunék podél téchto kanali.
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5.3.2 Kotylarni pupeny a vyhony

Obr. 5.14 Imunoanalyza kotylarnich pupent a vyhont.. Snimky kotylarnich pupenti v ¢ase Oh (A) a 24 h
po dekapitaci (B), snimky apexu inhibovaného (C) a rostouciho (D) kotylarniho vyhonu, zvétSeno 20x.
Snimek E piedstavuje schéma pokusu pro imunoanalyzu kotylarnich pupeni (A, B). Snimek F pak za-
chycuje schéma pokusu pro imunoanalyzu apexu kotylarnich vyhont, kde (1) rostouci vyhon (D) a (2)

inhibovany vyhon (C).
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6 DISKUSE

Je jiz dlouho znamo, Ze dekapitace rustového vrcholu nad délohami rostliny ma za né-
sledek uvolnéni kotylarnich pupent z riistové inhibice a nasledné rast kotylarnich vyho-
nt. Tyto vyhony zpocatku rostou oba stejné, po n¢kolika dnech vSak miizeme pozoro-
vat, ze jeden vyhon zlstane ve stavu riistové inhibice a druhy dél roste a pfevezme tak
ulohu nového vrcholu. Piechodu pupenu z inhibovaného do rostouciho stavu dochazi jiz
po nékolika hodinach, coz ukazuje vyrazné sniZeni exprese genit PSDRM1 — markeru
dormance a PSBRC1. Podobné snizovani exprese PSDRM1 genu bylo popsano i
v axilarnich pupenech hrachu (Stafstrom et al. 1998, Kalousek et al. 2010). Gen
PsBRC1 také hraje roli ve vétveni stonku hrachu. Ztrata jeho funkce totiz vede k nad-
mérnému vétveni (Braun et al. 2012). Dalsi moznosti tlohy genu BRC1 muze byt
ovliviiovani akumulace PIN1 proteinu tim, ze pfi své zvySené expresi Stabilizuje pupen
v inaktivovaném stavu udrzovanim nizké hladiny exportu auxinu z pupenu (Shinohara
et al. 2013). Pro iniciaci rustu pupenu je nezbytny pravé export auxinu z pupenu (Balla
et al. 2011). K tomuto ucelu slouzi transmembranové pienaSece auxinu, vstupni piena-
Se¢ AUXI1 a vystupni prenase¢ PIN1. Jelikoz exprese genit PSAUX1 a PSPIN1 do Sesté
hodiny rostla, mtizeme piedpokladat de novo syntézu téchto transportnich proteind, kte-
ré nasledné umozni export auxinu z pupenu. Podobné vysledky byly popsany i na axi-
larnich pupenech hrachu (Kalousek et al. 2010). Imunoanalyza kotylarnich pupent in-
taktnich rostlin ukazala, Ze v apikalni oblasti pupene PIN1 proteiny lokalizovany neby-
ly, zatimco 24 hodin po dekapitaci jiz vykazovaly polarni uspotadani, z ¢ehoz je mozné
predpokladat jiz probihajici export auxinu z vyristajicich kotylarnich pupend, podobné
jako u vyristajicich axilarnich pupent (Balla et al. 2011). Po uvolnéni kotylarnich pu-
pent dekapitaci si zacinaji konkurovat, vysledkem ¢ehoz je vyhon rostouci (dominant-
ni) a druhy opét inhibovany. Imunoanalyzou rostouciho a inhibovaného kotylarniho
vyhonu byly pozorovany rozdily v polarizaci PIN1 proteinii. Polarizace PIN1 byla v
apikalni oblasti inhibovaného vyhonu viditelna v mensi mife oproti rostoucimu vyhonu.
Morris (1977) popisuje, ze radioaktivné znaceny auxin aplikovany na apex rostouciho
kotylarniho vyhonu je timto vyhonem transportovan, avSak stejnd aplikace na apex
inhibovaného kotylarniho vyhonu k transportu auxinu nevede. Vysvétlenim pozorova-

ného polarniho uspotradani PIN1 proteintl i V nerostoucim inhibovaném vyhonu muze
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byt jejich defosforylace. Byla popsdna neschopnost defosforylovanych PIN proteinti
fidit vyvojové procesy spojené s transportem auxinu (Zhang et al. 2010).

Proces ristu kotylarnich vyhonit mtizeme do znacné miry ovlivnit exogenni aplikaci
auxinu (Sebanek, 1975). Jeho aplikace na stonkovy pahyl shora nebo z boku (zprava,
popt. zleva) zpusobila vyraznou inhibici rustu kotylarnich vyhont, resp. vyhonu na
stran¢ aplikace. Tato inhibice vyhond naopak nebyla pozorovana u oboustranné boc¢ni
aplikace auxinu na stonkovy pahyl. Vysvétlenim tohoto jevu mize byt, Ze se proces
kanalizace auxinu z dvou proti sob¢ aplikovanych bodl vzajemné narusuje, zdroje sou-
pefi mezi sebou a nedojde ke kanalizaci ani k toku auxinu, ktery by mohl drzet kotylarni
pupeny inhibované. Na snimcich z imunoanalyzy bylo moZzno pozorovat pouze pfemis-
téni PIN1 protein na laterdlni stranu cytoplazmatické membrany bunék. K uréitému
transportu auxinu tedy ziejmé dochazelo, tento vSak nebyl zdaleka dostatecny pro vy-
razné zabrzdéni rustu kotylarnich vyhoni. Pokud se vSak doprostied zafezu na dekapi-
tovaném pahylu vlozil plast, ktery oddélil jeho levou a pravou stranu a nasledné se apli-
koval auxin na levou i pravou stranu tohoto pahylu, neprob&hlo vzajemné ruseni kanali-
zace mezi dvéma zdroji auxinu. Auxin byl kanalizovan smérem dolti k déloham a zpi-
sobil tak brzdéni rastu kotylarnich vyhont podobné, jako aplikace auxinu na pahyl sho-
ra. Kanalizaci toku auxinu pozoroval ve své praci Sauer et al. (2006). Imunoanalyzou
této experimentalni varianty se podafilo pozorovat vznik polarizovanych PIN1 kanala,
podél kterych se nasledné zacaly tvorit nové xylémové elementy. Obdobné, pokud mezi
kotylarni pupeny umistime plast, dojde k vyfazeni jejich vzajemné kompetice a pupeny

rostou oba, aniz by se jeden z nich stal dominantnim a druhy inhibovanym.
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7 ZAVER

V této praci bylo studovano uvolnéni kotylarnich pupenti hrachu setého (Pisum sativum
L.), rostliny s velmi siln€ vyvinutou apikalni dominanci, z ristové inhibice a spojitost
tohoto d&je s transportem auxinu a riznymi experimentalni zésahy do integrity rostlin.
Ziskané vysledky z ristovych kiivek koreluji s vysledky genovych expresi a imunoana-

lyzy proteinti PINT.

Po uvolnéni kotylarnich pupenii z inhibice odstranénim rtastového vrcholu dochazi
k formovani kotylarnich vyhont. Toto uvolnéni je na jedné strané¢ doprovazeno vy-
znamnym snizenim exprese markertt dormance PSDRM1 a PSBRC1 a na stran¢ druhé
zvySenim exprese genl koédujicich transportni proteiny auxinu — PSAUX1 a PsPIN1.
Syntéza novych transportnich proteini auxinu umoziuje pupenim masivné exportovat
auxin, coz je predpokladem jejich dalSiho ristu. Imunoanalyza PIN1 proteinli
Vv kotylarnich pupenech ukdzala, ze intaktni rostliny nemaji detekovatelné PIN1 proteiny
v apikalni oblasti. PIN1 proteiny v téchto oblastech bylo mozno pozorovat 24 hodin po
uvolnéni pupent z inhibice odstranénim riistového vrcholu, kdy jiz vykazovaly polarni
usporadani, z ¢ehoz je mozné piedpokladat probihajici export auxinu. Pfi vyrastani vSak
mezi kotylarnimi pupeny probiha i kompetice, vysledkem které se jeden vyhon dostane
do stavu rtstové inhibice, zatimco druhy dal roste a prevezme ulohu odstranéného
apexu. Zajimavé je, ze k této kompetici nedochazi, pokud jsou kotylarni pupeny oddeé-
leny plastovym insertem. Imunoanalyza PIN1 proteinu v apikalnich oblastech rostou-
cich a znovu inhibovanych kotylarnich vyhont ukazala, Ze PIN1 proteiny jsou v obou
vyhonech polarné usporadany, i kdyz inhibované vyhony nerostou a tudiz se v nich ne-
predpoklada ani transport auxinu. Tento pozorovany jev mizeme vysvétlit defosforylo-
vaci PIN1 proteind, coZ muze zplsobit jejich nefunkénost, i kdyZ jsou stile na buné¢-

nych membranach polarné uspofadany.

V dalsi fazi byl studovan vliv riznych zplsobil exogenni aplikace auxinu na pahyly
dekapitovanych rostlin a dynamika rtstu kotylarnich vyhont. Pfi aplikaci auxinu shora
misto odstranéného riistového vrcholu byla pozorovéna inhibice vyriistani kotylarnich
pupent. Jeho bo¢ni aplikace na jednu stranu stonkového pahylu sice nezptisobila vyraz-
nou inhibici vyrustani kotylard, ale zasahovala do jejich kompetice tak, Zze znovu inhi-

bovany kotylarni vyhon byl vzdy ten, ktery byl na stran¢ aplikace. Pokud byly apliko-
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vany dva zdroje auxinu na stonek rostliny proti sob¢, opét nedochazelo k inhibici vy-
ristani kotylarnich pupenti. Vysledky imunoanalyzy PIN1 proteinti ukazaly, ze mezi
témito zdroji auxinu pravdépodobné probihalo vzajemné ruSeni procesu kanalizace.
Pokud ovSem byly dva zdroje auxinu aplikované na stonek rostliny proti sobé odd¢leny
plastovym insertem, K inhibici vyristani kotylarnich pupenti jiz dochazelo. Imunoanaly-
za PINI1 proteint v stonkovych segmentech takto oSetfenych rostlin ukézala neruseny

prabeh kanalizace exogennich auxinovych zdrojt.

Vysledky této diplomové prace jsou v souladu s teorii kompetitivni kanalizace auxino-
vych zdrojii a pfinaseji dalsi poznatky o dané problematice i ve spojitosti s kotylarnimi

pupeny.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

IAA kyselina indolyl-3-octova

Trp tryptofan

IAM indolyl-3-acetamidova draha

IPA indolyl-3-pyruvatova draha

IAOX indolyl-3-acetaldoximova draha

TAM tryptaminova draha

IBA kyselina indolyl-3-maselna

PAA kyselina fenyloctova

NAA a-naftyl-octova kyselina

2,4-D 2,4-dichlorfenoxyoctové kyselina

2,45-T 2,4 5-trichlorfenoxyoctova kyselina

MCPA 2-metyl-4-chlorfenoxyoctova kyselina

WLF faktory rozvoliiovani bunééné stény

ARF faktory auxinové odpovédi (auxin response factors)
BFA brefeldin A

PAT polarni transport auxinu (polar auxin transport)
TIBA kyselina 2,3,5-trijodbenzoova

AD apikalni dominance

CK cytokininy

RT reverzni transkripce
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