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SOUHRN

vvvvvv

fytohormony. Nejcastéjsim auxinem je kyselina indoyl-3-octova, jejiz hladiny rostliny
reguluji prostiednictvim tvorby konjugati s jinymi molekulami, které slouzi jako
skladovaci nebo inaktivni forma auxind. Rostliny jsou schopny opétovné vyuzivat
auxiny v konjugované form¢, prostfednictvim enzymu hydrolas, mezi které patii také
amidohydrolasy. Tyto enzymy jsou schopny S$tépit amidové vazby mezi auxinem
a konjugovanou aminokyselinou. Doposud vSak amidohydrolasy byly identifikovany
pouze u Arabidopsis a u nékolika dal$ich rostlin, av§ak nikoliv u jeémene.

Na zaklad€ transkriptomickych dat ze zékladu stonki 1DAG semenackt
je¢mene (Hordeum vulgare) kultivaru Golden promise bylo identifikovano 6 gend pro
domnélé  auxin-aminokyselinové  hydrolasy = (MLOC_14346, MLOC_43138,
MLOC_51086 atd.). Analyzou jejich sekvence bylo zjisténo, ze sdileji stejné domény
arysy jako Zn peptidasy a Zn-dependentni exopeptidasy, které patii do rodiny peptidas
M20 a amidohydrolas. Exprese téchto genti byla stanovovana Vv 11 riznych
biologickych vzorcich (listy, semena, koteny, klasy, zdklady stonkli a zelené nadzemni
¢asti). Metodou qRT-PCR byly nalezeny vhodné referenéni geny, které byly pouzity pro
stanoveni expresniho profilu pro zkoumané geny. Podafilo se nam identifikovat
pritomnost tii gent MLOC 51086, MLOC 54194 a MLOC 70768, které se nachazeji

ve vSech pletivech je¢mene.



SUMMARY

Auxines are some of the most important plant hormones that belong to
phytohormones. The most common auxin is indoyl-3-acetic acid whose plant levels
regulate through the formation of conjugates with other molecules that serve as
the storage or inactive form of auxins. Plants are able to reuse auxins in conjugated
form, via enzymes hydrolas, including amidohydrolases. These enzymes are able to
cleave amide linkages between auxin and conjugated amino acid. So far, however,
amidohydrolases have been identified only in Arabidopsis and in several other plants,
but not in barley.

Based on transcriptomic data from the base of 1DAG barley seedlings (Hordeum
vulgare) of the Golden Promis cultivar, 6 genes for the suspected auxin-amino acid
hydrolases (MLOC 14346, MLOC 43138, MLOC 51086, etc.) were identified. Their
sequence analysis was found to share the same domains and traits as Zn peptidases
and Zn-dependent exopeptidases belonging to the M20 peptidase family
and amidohydrolas. The expression of these genes was determined in 11 different
biological samples (leaves, seeds, roots, ears, crowns and shoots). Using the gRT-PCR
method, suitable reference genes were used which were used to determine
the expression profile for the genes under investigation. We have succeeded in
identifying the presence of three genes MLOC_51086, MLOC_54194 and
MLOC 70768, found in all barley tissues.
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1. UVOD

Je€men (Hordeum) je obilovina patiici do ¢eledi lipnicovitych. Existuji rtizné
druhy je¢mene, které se na zaklad¢ plodnosti klasit d€li na dvouiadé nebo viceradé,
pficemz kazdy druh ma své charakteristické vyuziti. JeCmen je dulezitou slozkou
nejenom lidské stravy a krmiv, ale je také velmi Casto pouzivan jako modelovy
organismu, jelikoZ ma spoustu vyhodnych vlastnosti. V této bakaléaiské praci byl pouzit
kultivar Golden promise, ktery vznikl ozafenim kultivaru Maythorpe gama zafenim.
Tento kultivar se vyznacuje niz§im vzrastem a kratkymi tuhymi stébly. Vyhodnou jsou
také jeho agronomické znaky, které jsou zadané hlavné ve sladovnictvi.

Kazda rostlina je schopna regulovat sviij rust a vyvoj. Tato regulace je
zprostiedkovand fadou rostlinnych hormont, jako jsou naptiklad fytohormony. Do této
skupiny patii auxiny, cytokininy, gibereliny, ethylen a kyselina abcisova. Dal§im typem
rostlinnych hormonti jsou steroidni hormony zvané brassinosteroidy a rozsdhlym
spektrem ucinkli na morfologii rostliny béhem jejiho vyvoje.

Auxiny jsou jedny z nejdéle studovanych rostlinnych hormoni. Uz v 19. stoleti
byl pozorovan jejich u¢inek na tropické prodluzovani rostlin. Spolu s cytokininy jsou
auxiny povazovany za nezbytné pro zivotaschopnost rostliny, jelikoz oba hormony
reguluji klicové procesy rostlinného rastu. Oba hormony spolu také interaguji
v mnohych vyvojovych procesech rostlin a jejich hladiny jsou schopny se navzijem
ovlivilovat. Auxiny mlZeme rozdélit na pfirodni a uméle pfipravené. Mezi piirodni se
fadi 1 nejCastéji se vyskytujici auxin kyselina indoyl-3-octova, kterou jsou rostliny
schopny v urcitych koncentracich produkovat ve vSech svych tkanich. Rostliny si
vyvinuly fadu mechanismi, kterymi reguluji hladiny této kyseliny. NejcastjSim
mechanismem je tvorba konjugétl s rliznymi skupinami latek. AZ 95 % kyseliny se
nachazi pravé v konjugovaném stavu. U rostlin se predpokladaji dvé hlavni cesty
syntézy kyseliny indoyl-3-octové, které se 1isi svoji zavislosti na tryptofanu, nicméné

jeji uplna biosyntéza neni doposud plné€ objasnéna.

Nicming jsou rostliny schopny vyuzivat konjugaty jako zdroj volnych auxint,
ato prostfednictvim Stépeni vazby v konjugatech enzymy zvanymi hydrolasy. Jako
prvni  znich  byly identifikovany  konjugaty  kyseliny  indoyl-3-octové
s aminokyselinami. Hydrolasy pro tyto konjugaty byly nalezeny u Arabidopsis
a celkové zde bylo identifikovano 7 gent pro tyto hydrolasy. Tyto enzymy byly

1



identifikovany i v dal$ich rostlinach, naptiklad u psenice seté (Triticum aestivum) nebo
u semen fazoli (Phaseolus vulgaris). U jeémene zadné zhydrolaz doposud

identifikovany nebyly.



2. CILE PRACE

Hlavnim cilem této bakalafské prace je vytvorit expresni profil genti kddujicich
domnglé auxin-aminokyselinové hydrolasy. Pro dosazeni tohoto cile je nevyhnutelné
navrthnout vhodné primery pro identifikované geny domnélych auxin-
aminokyselinovych hydrolas v genomu je¢mene (Hordeum vulgare) kultivaru Golden
promise. Nasledn¢ izolovat RNA z riznych biologickych vzorkl je¢mene a jeji reverzni
transkripce. Nemén¢ diilezitym krokem je kontrola Cistoty a stability jak RNA, tak
c¢DNA. Vznikla cDNA poslouzi jako templat pro samotné stanoveni expresniho profilu

zkoumanych genti metodou gRT-PCR.



3. LITERARNI PREHLED

3.1. Je¢men (Hordeum)

Je¢men je obilovina patfici do rodiny jednodéloZznych trav, konkrétné do Celedi
lipnicovitych (Poaceae, Obrazek 2). K rodu Hordeum patii asi 30 druhd, z toho je 16
druhti divokych. Bézny je¢men (Hordeum vulgare, Obrazek 1) je odvozen z jeho
divokého ptedka Hordeum vulgare ssp. Spontaneum (The international barley genome
sequencing consortium, 2012). Ze vSech druhi jeémene ma pravé jeCmen sety
(Hordeum vulgare L.) nejvétsi vyznam
pro Slechténi. Bézné péstovany jec¢men
je jednoroc¢ni rostlina, coZ znamend, ze
béhem jednoho roku vykli¢i, rozmnozi
se a uhyne. Rozlisujeme u ného dvé
formy, a to jednoro¢ni ozimy nebo jarni
typ. JeCmen nejlépe roste v mirném
podnebi, nicméné je velmi adaptivni
i odolny vuéi stresu, a proto se mu muze
datfit jak v mokrych, tak suchych

podminkach.  Oproti  pSenici  je

tolerantn&jsi vici pudnim solim, ale je Obrazek 1: Rostlina jeémene se semeny (pievzato

velmi citlivy na hlinik (Edwards, 2010). 2 https://leporelo.info/jecmen).

RyZe setd (Oryza sativa)

 — Psenice seta (Triticum aestivum)
| S Jeémen sety (Hordeum vulgare)

Kukufice seta (Zea mays)
Lipnicovité (Poaceae) - _|:Cirok dvoubarevny (Sorghum bicolor)
Proso seté (Panicum miliaceum)
Bér italsky (Setaria italica)
- _D Dochan klasnaty (Pennisetum glaucum)
Paspalum simplex
Mili¢ka habesska (Eragrostis ref)
_: Kaluznice kiivoklasd (Eleusine coracana)
Obrazek 2: Fylogeneticky strom celedi lipnicovitych (Poaceae), (pfevzato a upraveno
z https://www.researchgate.net).



https://leporelo.info/jecmen
https://www.researchgate.net/

3.1.1. Domestikace je¢mene

Domestikace je definovana jako proces, ktery zplsobuje, ze populace
kultivovanych rostlin ztratila rysy (jedna se hlavné o reprodukéni vlastnosti) nezbytné
pro jejich pfeziti ve volné ptirodg¢; tj. proces, diky kterému jsou populace plodin zévislé
na lidském zasahu za Gcelem jejich reprodukce (Hillman a Davies, 1990).

Prvni obiloviny vysévané ¢lovékem, byly péstovany pravé ze semen, které byly
sbirdny z divokych porostti. Tato semena obilovin byla zcela divokého typu a az
Vv pribéhu kultivace dochazelo k jejich domestikaci v disledku sklizeni specifickymi
zpusoby. Dale musi byt plodina sklizena aspon ¢aste¢né zrald nikoli zelena. Pokud jsou
splnény tyto dva pozadavky, plodina mize byt domestikovana do dvou staleti a mozna
dokonce i za kratsi obdobi v rozmezi 20-30 let bez jakékoliv védomé formy vybéru
(Hillman a Davies, 1990).

Ptesny geograficky pivod je¢mene neni pfili§ jasny, pokud chceme blize
specifikovat, kdy a kde byl jemen péstovan, musime se zaméfit na misto jeho
ptirozené¢ho vyskytu jako je naptiklad Egypt, Etiopie, Blizky vychod nebo Tibet (Bard
et al., 2000). Je¢men byl domestikovan pied vice nez 10 000 lety (Grando 2005).
Dlvodem brzké domestikace byla nejspiSe jeho velka produktivita a také jeho vyuziti
nejen jako slozka potravy, ale i na vyrobu alkoholickych napojt.

U volné rostouciho jeCmene se nachazi mezi kazdym z plodnych klaskt hlavni

osa ,rachis®, ktera umoziuje spontanni uvolnéni semen (Obrazek 3A). Oddélovani
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Obrazek 3: A) Divoky typ je¢mene (wild type) a vyobrazeni jeho rachis, B) Domestikova forma
jeCmene a vyobrazeni rozdilného typu rachis (pievzato a upraveno Hillman a Davies, 1990).



jednotlivych zralych semen z klasu probiha od horni asti smérem doli. Sipkovity tvar
jim spolu s dal$imi vlastnostmi umoznuje rychle proniknout do trhlin v povrchu pudy
a vyklicit. U domestikovanych typt jeCmene ztratila jejich hlavni osa svoji schopnosti
spontann¢ uvolnovat semena, coz ma za nasledek to, Ze klasy zlstavaji celé¢ az do doby
jejich sklizeni (Obrazek 3 B). Pokud jsou tyto domestikované rostliny vysazeny do
volné prirody, nejsou schopny se samy reprodukovat, jelikoz nedochazi k uvolnéni

semen.

3.1.2. Fyziologie jeémene

Je¢men je tvofen 50-100 cm dlouhymi
dutymi stébly, ktera jsou slozena z 5-8 hladkych
clankd. Na jedné rostliné muze vyristat 2—6 stébel,
pficemz z kazdého kolénka vyrGstaji uzké
pravotoCivé listy. Kvétenstvi je€mene se nazyva klas,
ktery nese generativni organy zvané semeniky
obsahujici dvé blizny a tfi tyCinky. Klas je tvofen

rozd€lujicim se vietenem na jednotlivé c¢lanky, ke

kterym ptisedaji tii klasky. JeCmen je samosprasna
rostlina, coz mu umoznuje se opylovat vlastnim
pylem. Plodem je¢mene je obilka, kterych mtze byt
v jednom klasu 15-30 (Obrazek 4).

Podle plodnosti klast rozliSujeme jeCmen na dvoutady nebo vicefady (Obrazek
5). U dvoutadych forem jeémene je pouze jeden zklaskd plodny. NejbéznéjSim
vicetadym typem je Sestifady, ktery je pouZivan pouze jako krmivo. Cast&ji se viak
péstuji dvoufadé typy, které se pouzivaji na vyrobu sladu nebo jako soucast lidské

stravy (Viz kapitola 3.1.3). Jeho vyuziti je zavislé na kvalité a cené.


http://soilcropandmore.info/

Obrazek 5: A) klas je¢mene Sestifadého, B) klas jeémene dvoufadého, C) Semena je¢mene
(ptevzato a upraveno z https://cit.vfu.cz).

Je¢men ma 7 chromozomovych parit (2n = 14) a je diploidni o velikosti
haploidniho genomu 5,1 gigabaze (The international barley genome sequencing
consortium, 2012). Je velmi casto pouzivan jako modelovy organismus pro studii
genomu, a to predev§im kvili jeho diploidnimu charakteru, schopnosti samoopyleni,
velkym (6—8 mm) dobie rozliSitelnym chromozomim, vysokému stupni ptirozené nebo
mutacemi jednoduse indukované variability a pro svoji vysokou adaptabilitu (Kleinhofs

a Graner 2001).

3.1.3. Vyuziti je¢mene

Je¢men predstavuje dilezity zéklad lidské stravy. V mnoha ¢astech svéta je
konzumovéan jako bézna potravina, jelikoz semena obsahuji ve své bunécné sténé
i necelul6zové polysacharidy, které nejsou traveny lidskymi stievnimi enzymy, a proto
tyto polysacharidy sniZuji riziko vzniku zdvaznych onemocnéni jako je diabetes II. typu,
kardiovaskularni choroby nebo kolorektalni karcinomy (Collins et al., 2010). Pfiblizné
75 % svétove produkce jeCmene je pouZito jako krmivo pro zvitata, 20 % je pouZito pii
vyrobé alkoholickych a nealkoholickych néapojti, a 5 % je vyuZzito do rtznych
potravinaiskych vyrobkd (The international barley genome sequencing consortium,
2012). Obecné se k produkci potravin pro lidskou potiebu vyuzivaji zrna s vys$Sim
obsahem bilkovin, ty sniz§im obsahem se vyuzivaji jako slozka krmiv nebo

V pivovarnictvi.


https://cit.vfu.cz/

Ptiblizna celosvétova produkce jeCmene je v rozmezi 125 az 155 milionl tun za
rok. V roce 2016/2017 bylo celosvétové vyprodukovano 148 milionti tun je¢mene
(Statista, statiska.com). Mezi nejvyznamngjsi zem¢ produkujici jeémen patii Australie,
Kanada, Francie a Némecko. V dne$ni dobé je jeCmen péstovan pifiblizné na 57
milionech hektarech, z toho se 32 milioni hektart nachazi v rozvojovych zemich
(Grando 2005). Je¢men je zde preferovana plodina, kvili svému vysokému vynosu
a adaptivnim vlastnostem. Spotfeba je¢mene pro lidskou vyzivu je v hospodarsky
vyspélych statech velmi nizka. JeCmen je zde vyuzivdm na vyrobu sladu nebo jako
hospodaiské krmivo. Déle se jecmen miize vyuzivat i na vyrobu krup nebo ndhrazek
kavy. Z nepotravinaifskych odvétvi se jeCmen vyuziva prevazné v chemickém
a papirenském primyslu.

V soudasné dobé je v Cesku péstovan, jak jeémen jarni, tak ozimy, pfi¢emz
ozimy jeCmen je péstovan zhruba na poloviéni ploSe nez jeCmen jarni. Tomu taky
odpovida jeho sklizené mnozstvi, které je také o polovinu nizsi (Cesky statisticky ufad,
€zs0.cz). V roce 2016 byl je¢men péstovan na 325 000 hektarech pidy a ve stejném

roce bylo sklizeno 1,8 milionii tun obou typi jeémene (Cesky statisticky tifad, czso.cz).

3.1.4. Kultivar Golden promise

Ve Skotském vyzkumném institutu plodin (SCRI) zacal v roce 1953 vyzkum,
ktery byl zaméfen na provéfovani zmén v kultivovanych (Hordeum vulgare) a divokych
(H. spontaneum) je¢menovych linii. Vroce 1956 pouzili gama zafeni k ozareni
kultivaru ,,Maythorpe, diky kterému doSlo k mutaci a ndslednému vzniku nového
vysoce usp&$ného jeémene Golden promise, ktery je hojné vyuzivan ve sladovnictvi
(Obrazek 6).

Kultivar Golden promise nese recesivni mutaci genu GPert, Ktery je lokalizovan
na kratkém rameni sedmého chromozomu (Thomas et al., 1984) a je zodpovédny za
niz$i vzrust rostlin s kratkymi tuhymi stébly. Velmi dobie snasi také ptitomnost riznych
soli a pfi rGstu v solném prostiedi jich akumuluje mnohem méné nez velmi blizce
pfibuzny kultivar Maythorpe. Tato tolerance je zpiisobena mutaci na lokusu Ari-e, ktera
vznikla pfi ozéafeni kultivaru Maythorpe. Tyto dva kultivary jsou si geneticky velmi
blizce pribuzné, ale nejsou izogenni, proto se lisi jejich odpovédi na rizné typy stresu
(Walia et al., 2007).

Po vystaveni obou kultivara pisobeni NaCl, je jejich rtst vyrazné snizen. Tato

sul ma ovSem vétsi vliv na Maythorpe, zatimco Golden promise je stale schopny
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Obrazek 6: Rozdily mezi kultivary Maythorpe a Golden promise (znazornéno zleva doprava), A)

Rozdily v klasech, B) rozdily v semenech, C) Rozdily v ristu (pfevzato a upraveno Wendt et al.,
2016).

udrZovat piijatelny pomér mezi mladyv porovnani s Maythorpe. Koncentrace CI
udrzuji oba kultivary nizsi v mezofilu nez v epidermélnich bunikach. Golden promise
ma ve svych tkanich, hlavné mladych tkanich listd, vy$si poméry K*: Na* a Ca2": Na'.
Udrzovani vys$Sich pomért téchto iontil je nejspiSe dilezity pro zlepSenou snédsenlivost

vici solim (Wei et al., 2003).

Kultivar Golden promise ma velmi zadané agronomické znaky, jako je napiiklad
uSlechtilost, kratka tuhd stébla, rychly rist a vyvoj, odolnost vici ztrat€ semen
a Vv neposledni fadé tvofi velmi kvalitni slad (Forster, 2001). Byl péstovany Britanii
a odtud se pozdéji rozsitil do Skotska, kde zptsobil velky rozvoj a umoznil tak Skotsku
dostat se do poptedi v produkci sladovnického je¢mene.

Nevyhodou tohoto kultivaru je jeho vysoka citlivost vici plisnim (Erysiphe
graminis sp. Hordei), nicmén¢ diky pouzivani u¢innych chemickych ptipravku si tento

kultivar udrzel svoje dominantni postaveni na britském trhu (Forster, 2001).

3.2. Auxiny

Hormony jsou chemické latky, které jsou produkovany v jedné buiice a nasledné
moduluji bunééné procesy v buiice jiné. Interaguji se specifickymi proteiny zvanymi
receptory, pfiCemz tato interakce vyvold kaskadu reakci vedoucich ke specifické

odpovédi typické pro dany hormon (Taiz a Zeiger, 2002). Auxiny patii mezi rostlinné



hormony konktrétn¢ k fytohormonim. Tato skupina je dale tvofena gibereliny,
cytokininy, ethylenem a kyselinou abscisovou. Na rozdil od zivo¢isnych hormonti maji
tyto hormony rozsifené spektrum ucinku, a i ptes to, ze jsou obvykle méné specifické
jejich funkce je diilezita pro mnoho vyvojovych procesi a vétSinou maji v rostlinném
téle vice nez jednu funkci. VSechny tyto hormony plisobi ve velmi nizkych
koncentracich. Dal§im typem rostlinnych hormont jsou steroidni hormony zvané
brassinosteroidy s rozsahlym spektrem ucinkti na morfologii rostliny béhem jejiho
vyvoje. U rostlin byly také identifikovany fady dalSich signalizacnich molekul, které
maji dilezitou roli pii obran¢ proti patogeniim a bylozravcim. Mezi tyto molekuly je
razena kyselina jasmonova nebo kyselina salicylova. U rostlin jsou stale identifikovany
dalsi typy hormont a signalnich molekul (Taiz a Zeiger, 2002).

Auxiny jsou jednémi z nejstarSich studovanych oblasti rostlinného vyzkumu. Uz
Charles Darwin provadél experimenty, ve kterych pozoroval uéinky hypotetické latky
regulujici tropické prodluzovani rostlin. Pravé tento objev byl jeden z prvnich
zaznamenanych efekti auxint (Darwin, 1880). Podstatu tropismt popsal a vysvétlit F.
W. Went pii préci s koleoptilemi ovsa. Prokazal, ze Spicky koleoptili produkuji latku,
které stimuluje prodluzovani.

Vseobecné jsou auxiny a cytokininy povazovany za nezbytné pro
zivotaschopnost rostliny na rozdil od ostatnich rostlinnych hormont a signaliza¢nich
molekul. Doposud nebyli vytvoteni Zadni mutanti, kteti by nebyli schopni syntetizovat
auxiny nebo cytokininy. Mutace vedouci ke ztraté tvorby jednoho z hormont, neni
slucitelna s zivotem rostliny a je pro ni letalni (Taiz a Zeiger, 2002).

Hlavni funkci auxini je regulovat klicové procesy rostlinného rdstu a vyvoje.
Modifikuji také rGzné procesy, jako jsou tropické reakce na svétlo a gravitaci,
rozdélovani a prodluzovani bun¢k, diferenciaci, apikalni dominanci, starnuti a kveteni
(Woodward a Bartel, 2005). Auxiny také velmi vyznamné ovliviiuji morfologii kotfent
a to tak, ze inhibuji jejich prodluzovani a zvysuji tvorbu postrannich kotent.

V praxi se vétSinou vyuzivaji auxiny syntetické, a to kvili nestalosti IAA.
V minulosti se vyuzivaly jako herbicidy, nicméné kvili jejich vysoké toxicité pro
zivocichy bylo jejich pouzivani zak4zdno. Vyuzivaji se prevazn€ Vv zahradnictvi ke
stimulaci zakofenovani fizk. Spolu s cytokininy jsou zakladnimi slozkami pro tkanové
kultury. Pouzivdni exogennich auxinli pro podporu ristu rostliny zpisobuje pouze
mirnou a kratkodobou stimulaci. U nékterych typi semenacklti mlize mit dokonce

takova to aplikace auxinu inhibi¢ni Uc€inky. Optimdlni koncentrace podporujici
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prodluzovaci rist je v rozmezi 10° az 10° M (Taiz a Zeiger, 2002). Koncentrace nad

tuto hodnotu zptsobuji inhibici ristu, kvili vznikajicimu ethylenu.

3.2.1.Struktura a rozdéleni auxini

Struktura auxind byla objevena ndhodné pfi testu lidské moci, ze které Kohl
izoloval latku, ktera byla nasledné identifikovana jako kyselina indolyl-3-octova (z angl.
indol-3-acetic acid: IAA).

Auxiny se rozdéluji na dvé skupiny podle ptivodu jejich vzniku na piirodni
a umeéle piipravené neboli syntetické (Obrazek 7). Mezi ptirozené auxiny patii skupina
strukturné podobnych latek, a to kyselina indolyl-3-octova (IAA), kyselina indolyl-3-
maselna (z angl. indole-3-butyric acid: IBA), kyselina 4-chlorindolyl-3-octova (4-Cl-
IAA) a kyselina fenyloctova (z angl. phenylacetic acid: PAA) (Pavlova, 2011). PAA se
nenachazi ve vSech rostlinach, jeji nejvétsi zastoupeni je v plodech ovocnych stromi.
Kvili nizsi ucinnosti se vyskytuje v fadoveé vyssich koncentracich nez IAA. Na rozdil
od IAA je PAA stabilni, béhem skladovani se nerozklddd a je schopna odolat
i autoklavovani (Leuba et al., 1989).

4-CI-IAA je 1,3 az 50krat silngj$i nez samotna IAA (Reinecke, 1999). Byla
identifikovana v rostlinach kmene Viciaea rodiny Fabaceae (Reinecke, 1999), aktivné
byla zkoumana hlavné¢ u lusténin. Za pouziti analyzy plynové chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) byla identifikovana V nezralych i zralych

semenech Pisum sativum, nicméné nebyla neleza v zadnych jinych organech této
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Obrazek 7: Struktura auxinl: A) Ptirozené se vyskytujici auxiny: kyselina indolyl-3 octova (IAA),
kyselina 4-chloroindolyl-3-octova (4-CI-IAA), kyselina fenyloctova (PAA). B) Syntetické aktivni
auxiny: kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova (2, 4-D), kyselina 1-naftalenoctova (NAA), kyselina 3,6-
dichlor-2methoxybenzoova (dicamba), kyselina 4-amino-3, 5, 6-trichlorpikolinova (picloram).
(Pievzato a upraveno Korasick et al., 2013).
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rostliny. Ostatni tkané obsahuji pouze IAA (Katayama, 1988). U Arabidopsis
ptitomnost této kyseliny dosud nebyla prokazana.

Existuje i velké mnozstvi synteticky pfipraveni auxini (Obrazek 7 B), jejichz
spolecnym znakem je aromaticky kruhovy charakter s karboxylovou skupinou
V postrannim fetézci. VSechny znamé syntetické auxiny jsou slabé organické kyseliny
a vyuzivaji se pfevazné v zahradnictvi a zemédé€lstvi jako herbicidy. Bylo zjisténo, ze
kyselina a-naftyloctova (z angl. naphtaleneacetic acid: NAA) stimuluje déleni bun¢k
Vv koncentracich, které jsou mnohem niz§i nez koncentrace potiebné ke stimulaci
bunééného d¢leni. Oproti tomu dal$i ze syntetickych auxind kyselina 2,4-
dichlorfenoxyoctova (2,4-D) stimuluje pouze buné&tné déleni, nikoliv prodluzovani

bunék (Campanoni a Nick, 2005).

3.2.2. Kyselina indolyl-3- octova (IAA)

Nejvice zastoupenym piirodnim auxinem V rostlinnych télech je kyselina
indolyl-3- octova (IAA). Je velmi dulezita pro regulaci rastu a vyvoje rostlin. VSechny
rostlinné tkang jsou schopné v nizkych koncentracich IAA produkovat, avsak jeji hlavni
biosyntéza probihd v mladych rychle se délicich bunkach rostlin, jako jsou napiiklad
bunky apikalniho meristému stonku, mladych listi nebo merist¢ému kotene. V téchto
pletivech je koncentrace volné IAA nejvyssi (Taiz a Zeiger, 2002). S rostoucim staifim
pletiva klesa 1 mnoZstvi IAA, které obsahuje. IAA se pfirozené vyskytuje jak
v apoplastu, tak i v cytosolu, kde se nachazi ptevazné v konjugované formé. Az jedna
ttetina veSkeré IAA v buiice se nachdzi v chloroplastech, jelikoz pravé chloroplasty jsou
mistem syntézy tryptofanu, ktery je prekurzorem IAA (Viz kapitola 3.3.4.). V bunce je
distribuce TAA regulovana pievazné hodnotou pH, jelikoz auxiny se hromadi
v alkalickych oblastech buiiky.

I ptes skutecnost, ze jsou auxiny nezbytnymi rastovymi a vyvojovymi regulatory
a byly objeveny jako jeden z prvnich rostlinnych hormont, princip jejich regulace neni
doposud plné popsan. V rostlinach existuje nékolik mechanismt, kterymi je mozné
regulovat hladinu IAA. Muze vytvaret konjugaty s riznymi skupinami latek, véetné
cukrt, aminokyselin nebo peptidti (Rampey et al., 2004). 95 % veskeré IAA ptitomné
Vv rostliné se nachazi v konjugovaném stavu (Campanella et al., 2003) Nejcastéjsi
lokalizace je v cytosolu nebo zasobnich pletivech, kde slouzi jako zdroj volné IAA. Pfi

konjugaci IAA hraji velmi dulezitou roli konjugaéni enzymy, na kterych zavisi mira
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konjugace a také rozhoduji o sloucenin¢, ke které bude ITAA konjugovana (Taiz

a Zeiger, 2002).

3.2.3. Typy konjugati

Konjugaty vznikaji spojenim karboxylové skupiny IAA s cukry prostfednictvim
esterovych vazeb nebo s aminokyselinami ¢i peptidy, prostfednictvim amidovych
vazeb. Cukerné konjugaty ptrevazuji v endospermovych tkénich, zatimco konjugaty IAA
s aminokyselinami ve zralych semenech a ve vétSiné rostoucich vegetativnich tkanich.
Pomér mezi volnou a konjugovanou IAA je fizen tkanové specifickymi a vyvojem
regulovanymi procesy. Biologicky aktivni endogenni konjugaty IAA, které jsou
Vv rostliné¢ hydrolyzovany, mohou fungovat jako skladovaci formy, zatimco konjugaty,
které se prokazaly v biologickych testech jako netc¢inné, maji roli pii degradaci [AA
(Bartel, 2001).

Vétsina studii je zamétfena na konjugaty s nizsi molekulovou hmotnosti, které se
ucastni kontroly hladiny IAA u vysSich rostlin. Jsou soucasti transportu IAA uvniti
rostliny, slouzi k uskladnéni IAA a jejimu uvolilovani v pfipad€ potieby a v neposledni
fad¢ také i k ochran¢ IAA pied enzymatickou destrukci (Cohen, 1983, Bartel, 2001).
O konjugatech TAA s vys$i molekulovou hmotnosti existuje méné informaci. Byly
identifikovany esterové slouceniny, jako je napiiklad glykoprotein z ovesné Stavy
(Percival a Bandurski, 1976) a celulézovy glukan z kukutice (Piskornik a Bandurski,
1972). Ob¢ tyto slouceniny predstavuji hlavni formy IAA v tkanich, z kterych byly
izolovany. Kukufi¢ny glukanovy ester pfedstavuje vice nez 50 % celkové TAA.
Degradace tohoto konjugatu nastava béhem kli¢eni. VétSina konjugati uloZenych
v semenech je velmi rychle hydrolyzovana za ucelem ziskani volné IAA, kterd je
nezbytna pro klic¢eni.

Zrna ovsa (Avena) obsahuji 8 mg/kg IAA, z toho 5,5 % predstavuje volna IAA
a zbylych 94,5 % je esterifikovdno. V téchto semenech byla také nalezena IAA vézana
peptidovou vazbou, ale pouze ve stopovych mnozstvich (Percival et al., 1976). Ovesné,
kokosové, sojové, slunecnicové, ryzové, hrachové, psenicné a kukuficné tkané obsahuji
veétsinu [AA v konjugované formé. U obilnych zrn ptevazuji estery IAA, kdezto
u semen lusténin pievazuje peptidyl IAA (Bandurski a Schulze, 1977). U kukufice (Zea
mays) bylo zjisténo, Zze semena jako svij zdroj IAA vyuzivaji estery IAA, nikoliv

tryptofan nebo nékteré jeho derivaty (Epstein et al., 1980).
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3.2.4. Konjugaty IAA s aminokyselinami

V riznych druzich rostlin byly identifikovany rizné konjugity IAA
s aminokyselinami jako je IAA-leucin (IAA-Leu), IAA alanin (IAA-Ala), IAA-aspartat
(IAA-Asp), IAA-glutamat (IAA-glut), IAA- tryptofan (IAA-Trp), IAA-valin (IAA-Val)
a IAA-fenylalanin (IAA-Phe). Napiiklad u Huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana)
bylo identifikovano né¢kolik typt konjugati IAA saminokyselinami a to IAA-Leu,
IAA-Ala 1AA-Asp, IAA-Glu a IAA-Glc (Tam et al., 2000, Kowalczyk a Sandberg,
2001). Velké mnozstvi volnych hormonti se nachazi pievazné v listech a kotfenech, kde
byly zjistény nejvyssi hladiny pravé IAA-Asp a IAA-Ala. Koncentrace IAA-Leu je
nejvys$i v kofenech a koncentrace TAA-Ala ve vzdusnych tkénich (Kowalczyk
a Sandberg, 2001). U semenackd je az 99 % zcelkového mnozstvi I[AA
v konjugovaném stavu, zatimco pouze 1 % IAA je volné, tedy biologicky aktivni (Tam
et al., 2000).

V sojovych bobech jsou ptitomny pouze dva konjugaty a to TAA-AsSp a IAA-
Glutamat (Epstein et al., 1984), z kterych je za hlavni povazovan IAA-Asp.

V rostlinach se konjugaty aminokyselinami tUc€astni riznych biologickych
procest. IAA-Glu a IAA-Asp jsou povazovany za prekurzory degradace auxind,
konjugaty jako IAA-Ala, -Leu, -Phe nebo -Val jsou biologicky aktivni S podobnym
ucinkem jako volna IAA. Mohou inhibovat prodluzovani kofent a hypokotylt (Bartel
a Fink, 1995). Existuje pfimy vztah mezi biologickou aktivitou téchto ¢tyf konjugat
arychlosti jejich hydrolyzy, ktera je zprostiedkovana piislusnymi amidohydrolasami
zrodiny ILR1 (odvozen od mutanta ilrl, ktery je IAA-Leu rezistentni) (Sanchez et al.,
2016).

3.2.5. Kvantifikace IAA- konjugatii v rostlinnych tkanich

Dlouhou dobu byly konjugované druhy IAA kvantifikovany nepfimo pomoci
hydrolyzy na volny hormon (Bialek a Cohen, 1989). K hydrolyze esterovych konjugatt
je nutné mirné alkalické prostiedi a pokojova teplota, zatimco amidové konjugaty jsou
hydrolyzovany v silné alkalickém prostiedi pti teploté alespon 100°C.

Dalsi metoda je kvantifikace je celkova IAA metoda (total IAA method), pfi
které se hydrolyzuji oba typy konjugati tedy esterové i amidové. Nasledné se méii
mnozstvi volné TAA ptitomné ve vzorku a tento vysledek se srovna s mnozstvim volné
IAA pted hydrolyzou. I ptesto, Ze tato metoda neni dostatecné specifickd ani selektivni,

byla pro svoji jednoduchost dlouho pozivana. Nékteré indolové slouceniny, které jsou
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ptibuzné s IAA, naruSuji prubéh této metody. Naptiiklad indolyl-3-acetonitril (IAN)
muze byt béhem testu v silng alkalickém prostfedi pfeménén na IAA a nasledné¢ dochazi
ke zkresleni vysledkl. Jednim ze zpUsobi, jak se této chybé vyhnout, je pfimé méteni
jednotlivych konjugat (Kowalczyk a Sandberg, 2001).

K identifikaci TAA konjugati byla vyvinuta metoda zalozend na plynové
chromatografii a hmotnostni spektrometrii. Vzorky tkani jsou nejprve rozdéleny na
nékolik frakci pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC: high-
performance liquid chromatography) a nasledné je kazdy vzorek analyzovan. Tato
metoda je velmi pfesna a jeji vyhoda je vtom, Ze je schopna detekovat nizké
koncentrace konjugatti, ¢im se snizuje také mnozstvi rostlinné tkan¢ potiebné k analyze

(Kowalczyk a Sandberg, 2001).

3.2.6. Biosyntéza IAA

I ptesto, ze IAA byla identifikovana jako jeden z prvnich rostlinnych hormoni,
jeji biosyntetickd drdha na urovni gend, enzyml a meziprodukti neni doposud uplné
objasnéna. Piedpoklada se, Ze rostliny budou mit podobné hlavni mechanismy syntézy
IAA a to proto, ze IAA predstavuje zakladni latku v jejich Zivotnim cyklu. Metabolické
cesty IAA u jednotlivych druhd rostlin se mohou lisit.

U rostlin se piedpoklada existence dvou hlavnich drah biosyntézy IAA, které se
vzajemné 1i8i zavislosti na tryptofanu (Trp) (Obrazek 8).

Biosyntéza IAA, které neni zavisla na Trp, vyuziva jako svij prekurzor
pravdépodobné indolyl-3-glycerolfosfat nebo indol (Ouyang et al., 2000), zadné dalsi
meziprodukty ani geny nebyly dosud identifikovany, tedy ani uplnéd biologicka cesta,
ktera by vedla ke vzniku IAA neni u tohoto typu drahy zatim jasna.

Bylo navrzeno n¢kolik cest Trp-zavislé syntézy, které byly pojmenovany podle
vznikajictho meziproduktu. RozliSujeme tedy drahy indolyl-3-pyrohroznové kyseliny
(IPA), indolyl-3-acetamidu (IAM), tryptaminovou a drahu indolyl-3-acetaldoximu
(IAOx) (Obrazek 8) (Woodward a Bartel, 2005). Na zaklad¢ biochemickych,
molekularnich a bioinformatickych vysledkd se ptedpoklada, Zze nejpravdépodobnéjsi
drahou biosyntézy IAA je IAM nebo IPA draha (Mano a Nemoto, 2012).

Cesta biosyntézy IAA a tedy i vychozi latka, se mize ménit v zavislosti na typu
pletiva ajeho vyvojovém stadiu. To, ze ma IAA né€kolik vychozich metaboliti
| biosyntetickych cest dokazuje jeji dulezitost v rostlinném organismu a zaroven
znemoziuje rostliné vycerpat auxinoveé zasoby.
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Obrazek 8: Biosyntetické drahy IAA. Cerné plné Sipky mezi jednotlivymi latkami znazoriiuji
identifikované enzymy, ptrerusované Sipky zatim neidentifikované (Pfevzato a upraveno Korasick et
al., 2013).

IAM draha je povazovana za biosyntetickou drahu IAA zavislou na tryptofanu
(Obrazek 8). V minulosti byla povazovana za specifickou pro bakterie, nicméné se
prokazalo, ze IAM je metabolicky meziprodukt auxinové biosyntézy také u mnoha
druhti rostlin. IAM muze byt syntetizovan prostiednictvim indolyl-3-glycerolfosfatu
v draze nezavislé na Trp nebo pomoci tryptofan-2-monooxygenasy, ktera je kédovana
genem homolognim k bakterialnimu genu aux1(Mano a Nemoto, 2012).

Rostlinny patogen Agrobacterium rhizogenes nese plazmid (Ri), kterého cast
zvana T DNA obsahuje geny aux1 a aux2 zodpovédné za dvoustuptiovou syntézu IAA
z Trp. Samotny plazmid je zodpovédny za rast chloupkl na kofenech hostitele. Pti
infekci rostliny dojde k transferu T-DNA a jeji zaClenéni do hostitelského genomu.
Vzniklé kofeny s chloupky jsou pak schopné rist na aseptickych médiich bez
fytohormonu v dasledku integrace gent auxl a aux2 (Mano a Nemoto, 2012). Pfi
syntéze nejprve vznikd IAM prevedenim Trp pomoci enzymu tryptofan-2-
monooxygenasy, kterou koduje gen auxl (Yamada et al., 1985). Nasledné je IAM
pfevedena na IAA pomoci dal§iho enzymu inolyl-3-acetamidhydrolasy, ktery je
kodovan aux2 (Yamada et al., 1985). GenAMI1 je lokalizovan v cytoplazmé bun¢k
a koéduje inolyl-3-acetamid hydrolasu, ktera je schopna pteménit [AM na IAA.
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Draha kyseliny indolyl-3-pyrohroznové (IPA) je stejné jako IAM zavisla na
tryptofanu (Obrazek 8). Trp je na IPA konvertovan pomoci enzymu aminotransferasy,
ktera je kodovana genem TAA1 (Tryptofan Aminotransferaza z Arabidopsis). Mutace
tohoto genu zplsobuje dramatické sniZzeni hladiny volné TAA, z ¢ehoz vyplyva, Ze tato
draha biosyntézy IAA je velmi dualezitd pro udrzovani jeji hladiny (Mano a Nemoto,
2012).

V IPA draze popsané u bakterii se nejprve Trp prevede deaminacni reakci na
IPA pomoci Trp aminotransferasy ktera je konvertovana dekarboxylacni reakci na
inolyl-3-acetaldehyd (IAD) za pomoci enzymu inolyl-3pyruvat dekarboxylasy. 1AA
vznika oxidaci IAD prostiednictvim enzymu indolyl-3-acetaldehyd oxidasy (Taiz
a Zeiger, 2002, Mano a Nemoto, 2012). U rostlin zatim nebyl identifikovan gen ani
enzym, ktery by pfeménoval IPA na IAD, proto neni jasné, jestli u rostlin probih4 tato
dréha stejné jako u bakterii. Aldehydové oxidasy se tadi k strukturalné konzervovanym
cytosolickym enzymim a pro svoji funkci vyzaduji molybdopterinovy kofaktor

(Mendel, 2007) Jejich zastupce miiZzeme najit jak v Zivoc€isné, tak rostlinné fisi.

3.2.7. Transport auxini

Auxiny jsou na kratké vzdalenosti (mezi jednotlivymi buiikami) transportovany
pomoci membranového nebo polarniho transportu, jehoZ rychlost je 5 az 20 cm.h™ (Taiz
a Zeiger, 2002). Pfi membranovém transportu auxin opusti buiikku pies plazmatickou
membranu, nasledné difunduje sttedni lamelou a vstupuje do dalsi bunky plazmatickou
membranou. Celkovy proces transportu vyzaduje energii a je velmi citlivy ke snizenym
hladindm Oz nebo riznym metabolickym inhibitorim. Polarni transport je také velmi
specificky pro aktivni auxiny, at’ uz se jedna o umelé nebo ptirodni. Neaktivni analogy
nebo metabolity auxintl nejsou timto typem transportu pienaseny (Taiz a Zeiger, 2002).

Vstup i vystup auxinu z buiky zavisi na mife disociace IAA a na transportnich
proteinech. V kyseleném prostfedi bunééné stény dochazi k disociaci 50 az 70 %
pritomnych molekul, které se nasledn¢ dostavaji do protoplastu pomoci symportu
sdvéma H" a pfenaSeGovych proteini AUXI (z angl. auxin resistant 1). 1AA je
Z cytosolu do apoplastu pfenaSena pomoci transportnich proteini PIN (nazev odvozeny
od mutanta Arabidopsis, jehoz defektni transport IAA zcytosolu do apoplastu

zpusobuje deformaci kvétenstvi, které piipomina jehlici — pin). Pokud je IAA
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V nedisociovaném stavu, dostava se do bunky pfes membranu pomoci pasivni diftze
(Pavlova, 2011).

U auxinu, jako jediného fytohormonu, probihd mezi builkami polarni typ
transportu. Vytvari gradienty v urcitych bunikdch a pletivech, a tim dochazi k tvorbé
zéklada jednotlivych organi a umoznuje jejich dalsi vyvoj. Je velmi vyznamny pro
vyvoj, a predevsim polarizaci embrya, kdy formuje kotenovy a stonkovy pol. Neni
ovlivnén orientaci tkan¢ a neni tedy zavisly na gravitaci.

Na dlouhé vzdalenosti jsou auxiny transportovany pomoci sitkovych elementi
floému. VétSina IAA je syntetizovana v listech, odtud je transportovana nahoru nebo
dol, a to s mnohem vétsi rychlosti, nez sjakou jsou auxiny piendSeny pomoci
polarniho transportu. Tento typ transportu se odliSuje od polarniho v tom, Ze je pasivni,

tudiz nevyZaduje energii. Oba typy transportil jsou schopny fungovat nezévisle na sobé¢.

3.2.8. Vztah auxinii a cytokinina

Cytokininy jsou dalS§imi zrostlinnych fytohormont, které byly objeveny
Vv padesatych letech minulého stoleti. Prvnim objevenym syntetickym cytokininem byl
analog kinetinu. Tento objev ucinil Folke Skoog a jeho spolupracovnici z University ve
Wisconsinu. Kinetin je malda molekula podobna adeninu vyskytujici se v molekule
DNA, ktery vznika jako vedlejsi produkt pii tepelné indukované degradaci DNA. Az
nékolik let po objevu kinetinu byl nalezen prvni pfirozeny cytokinin zeatin, chemicky
trans-6-(4-hydroxy-3-metylbut-2-enylamino) purin (Letham, 1973), ktery byl izolovan
Z nezralého endospermu kukufice.

Funkci cytokinint je ovliviiovat mnoho fyziologickych i vyvojovych procesii
také ovliviiuji diferenciaci pletiv, vaskularni diferenciaci, formovéani chloroplasti,
propagaci kli¢eni, snizuji apikalni dominanci, vyznamné plsobi na transportni procesy
a oddaluji senescenci listl (Mok, 1994). Za piitomnosti auxind stimuluji bunécné déleni
a toto spojeni jejich ucinki je zdkladem regeneracnich procest. Pfi téchto procesech
velmi zéalezi na poméru téchto hormoni, jejich vyrovnany pomér obvykle vede k tvorbé
nediferenciovaného pletiva zvaného kalus (Skoog a Miller, 1965). Jak auxiny, tak
cytokininy se podileji na regulaci bunécného cyklu a to tim, Ze kontroluji aktivitu
cyklin-dependentnich kinaz.

Cytokininy a auxiny spole¢n¢ interaguji v mnohych vyvojovych procesech
rostlin, zejména v piipad¢ apikalni dominance a pii vyvoji kofeni a vyhonkil
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(Nordstrom et al., 2004). Apikalni dominance je fizena pravé jejich pomérem, coz
dokazuje mnozstvi experimentll s mutantnimi rostlinami Arabidopsis, jejichz geny pro
auxiny a cytokininy byly pozménény nebo naruSeny. Bylo prokazano, ze mezi nimi
existuje mnoho synergickych, antagonistickych 1 aditivnich interakei, coz vede
k pfedpokladu, Ze mezi nimi musi byt vytvofena komplexni sit’ signdlnich interakci
(Coenen a Lomax, 1997). Hladiny téchto hormont se navzajem ovliviuji a reguluji.
U tabakd s vyssi produkci cytokininu, byly pozorovany niz$i hladiny IAA a naopak
nadprodukce TAA vedla u téchto rostlin ke snizeni hladiny cytokinini (Eklof et al.,
2000). Uginek auxind na biosyntézu cytokinini je velmi rychly a z toho diivodu miize
byt rostlinou vyuzivan k regulaci hladiny cytokininti, nicmén¢ pokud dojde k ovlivnéni
syntézy auxinll pusobenim cytokinintl, je tato reakce pomalejsi a projevi se az po delsi
dobé, tento ucinek je tedy dlouhodobéjsi, nemize byt tedy rostlinou vyuzit pro rychlou

regulaci (Nordstrom et al., 2004).

3.3. Hydrolasy IAA konjugatu

Hydrolasy patii do skupiny enzymu, jejichz funkci je $tépit kondenzaci vzniklé
vazby za pomoci molekul vody. Tyto enzymy jsou déleny podle vazeb, které jsou
schopny S§tépit. Peptidové vazby jsou S$tépeny pomoci peptidas a proteas, vazby
glykosidové za pomoci glykosidas (napt. amylas) a vazby esterové §tépi esterasy (napf.

fosfatasy).

3.3.1. IAA-aminokyselinové hydrolasy

Konjugaty pro tyto hydrolasy vznikaji spojenim karboxylové skupiny TAA
s aminokyselinami prostfednictvim amidovych vazeb. |AA-aminokyselinové hydrolasy
jsou tedy schopny $tépit amidové vazby mezi IAA a aminokyselinami.

Prvni geny kodujici IAA-aminokyselinové hydrolasy byly identifikovany
v mutantnich rostlinach Arabidopsis. ilrl a iar3 mutanti jsou méné¢ citlivi vici IAA-Leu
a IAA-Ala, nez divoky typ Arabidopsis. U mutanti se za nepfitomnosti nékterych
konjugati neprojevovaly zadné morfologické abnormality, coz poukazuje na to, ze pro
zjisténi piesné funkce jednotlivych hydrolas a konjugatt je nezbytné narusit funkci vice
geni kodujicich tyto hydrolasy. U Arabidopsis byly proto zkoumani trojiti mutanti ilrl
iar3 ill2. Na fenotypu téchto rostlin se projevily nizké hladiny endogennich auxini
krat§imi hypokotyly a menSim mnozstvim bocnich kofenl.. Tyto rostliny mély niZsi
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hladiny volné TAA a naopak vyssi hladiny konjugované IAA. Divodem byly chybéjici
geny pro prislusné hydrolasy, které¢ by hydrolyzovaly nadbyte¢nou konjugovanou IAA.
Ze srovnani dvojitych, trojitych mutantl a rostliny mutantni v jediném genu vyplyva, ze
kazda hydrolasa muze mit jak jedineCnou, tak piekryvajici se roli v udrzovani
homeostaze auxind (Rampey et al., 2004).

Celkové u Arabidopsis bylo identifikovano 7 gent pro IAA-aminokyselinové
hydrolasy. ILR1 je odvozen od mutanta ilrl, ktery je IAA-Leu rezistentni. Samotny gen
koduje TAA-aminokyselinovou hydrolasu, ktera je schopna Stépit IAA-Leu. 1AR3 je
odvozen od mutanta iar3, ktery je IAA-Ala rezistentni a koduje IAA-aminokyselinovou
hydrolasu selektivni pro IAA-Leu. Dalsich 5 gent ILL1, ILL2, ILL3, ILL5 a ILL6 je
velmi podobnych genu ILR1 (Obrazek 9). Z téchto 7 genti kéduji enzymy schopné Stépit
IAA-aminokyselinové konjugaty pouze 4 z nich a to ILR1, ILL1, ILL2 a IAR3. Enzymy
genu ILL3 a ILL6 nevykazuji in vitro aktivitu pro $§tépeni IAA-aminokyselinovych
konjugatta (Rampey et al., 2004). ILL5 je pseudogen nejvice podobny IAR3 (Davies et
al., 1999). I pies to, Ze je pseudogen inaktivni, je stabilni soucasti genomu a je podobny

jinému genu, jelikoz vznik4 mutaci aktivnich geni.

A JARS ILLT JLL2 ILL3 ILLS ILL6
4B 44 44 44 44 45 ALILRY
56 57 45 83 48 At |AR3
B7 42 55 47 AllLLY
43 56 48 At ILL2
44 46 AtILL3
47 AtILLS
AtILLE

]E; Gh1
Mt TC36030
Gm1 Gm2
ILL2
[ILLz ]
Os TC48523
Le TCBS165

5t TC18857 Mt TC33457

Mt2 Le TC986219

Cj HipD

Ec Abga
Ss CpsA

Ea lzaspH

Bs Ama

Obrazek 9: Fylogeneticky strom amidohydrolasovych homologii z rostlin a mikrobd. A: Procento
identity mezi hydrolasami Arabidopsis, B: Evolu¢ni vztahy mezi hydrolasami IAA konjugati
a ptibuznych proteint z rostlin a mikrobti (Pfevzato a upraveno LeClere et al., 2002).
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ILR1 a IAR3 jsou ze46 % identické, na zékladé jejich podobnosti bylo
u Arabidopsis identifikovano dalSich pét gent, které koduji podobné hydrolasy (LeClere
et al., 2002). Mezi téchto pét gend se fadi ILL1 a ILL2, které jsou z 87 % navzajem
identické, s genem IAR3 identické z57 % a sILR1 pak z 44 %. ILL3 je identicky
v rozmezi od 42 do 48 % s ostatnimi hydrolasami (Obrazek 9). ILR1 gen koduje TAA-
aminokyselinovou hydrolasu selektivni pro IAA-Leu a IAA-Phe. Druhym genem
kodujici hydrolazy IAA-aminokyselin je 1AR3, ktery je velmi podobny genu ILLS5,
s kterym je uzce spojen a spolecné tvoii podrodinu Sesti hydrolas stépici konjugaty IAA
(Davies et al., 1999).

Gen IAR3 je nejvice exprimovan v kofenech, stoncich a kvétech, z cehoz
vypliva, Ze tyto tkané€ jsou misty hydrolyzy IAA konjugatt (Davies et al., 1999). ILR1
nejrychleji hydrolyzuje 1AA-Phe a IAA-Leu a to az osmkrat rychleji nez hydrolyzuje
IAA-Ala, IAA-Gly a IAA-Val (Bartel a Fink, 1995). Hydrolasa kodovana IAR3 genem
nejrychleji hydrolyzuje IAA-Ala a to az Sestkrat rychleji nez IAA-Gly. Pokud srovname
rychlost hydrolyzy IAA-Ala s ostatnimi konjugaty Val, Phe nebo Leu, je rychlost
hydrolyzy IAA-Ala az 200-krat vyssi. IAA-Ile neni detekovatelné hydrolyzovan
zadnym z téchto enzym
(Davies et al., 1999). IAR3, ILL2 a ILRI jsou lokalizovany v endoplazmatickém
retikulu, coz ho ¢ini mistem pro modulaci rychlosti hydrolyzy konjugati IAA

s aminokyselinami, ktera nasledné vyvola aktivaci auxinové signalizace (Sanchez et al.,

2016).

3.3.2. Vyskyt IAA aminokyselinovych hydrolas

U Arabidopsis ¢tyfi amidohydrolasy ze sedmi kodované geny, ILR1, IAR3, ILL1
a ILL2 jsou schopny hydrolyzovat konjugaty IAA in vitro (LeClere et al., 2002). Jsou
exprimované in vivo V listech, stoncich a kvétech. V semenech byly detekovany pouze
produkty genid ILL2 a ILR1 a u kofeni IAR2 a ILL1. Nejaktivngjsi in vitro
z amidohydrolas je ILL2. ILL2 a ILR1 jsou pfitomny v ¢astecné se piekryvajicich
tkdnich, z ¢ehoz vyplyva, ze ob€ tyto hydroldzy mohou mit piekryvajici se funkci.
Produkt genu ILR1 je dulezity pro hydrolyzu IAA-Leu a IAA-Phe v kofenech a také pro
hydrolyzu IAA-Leu v hypokotylech. ILR1 hydrolasa Vv porovnani s ostatnimi
hydrolasami ma jiné optimalni pH, kofaktor i substrat. IAR3 hydrolyzuje IAA-Ala

Vv kofenech a také konjugaty IAA s malymi vedlej$imi fetézci (Rampey et al., 2004).
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Z4dnéa z amidohydrolas identifikovanych u Arabidopsis nedokaze u¢inné hydrolyzovat
IAA-Asp a IAA-Glu (LeClere et al., 2002).

U psenice seté (Triticum aestivum) byl izolovan gen TalAR3, ktery vykazuje 79
% podobnost s genem ILR1 u Arabidopsis. Protein TalAR3 se li$i v tom, Ze velmi slabé
hydrolyzuje IAA-Ala a nehydrolyzuje zadné dal$i aminokyselinové konjugaty IAA
(Campanella et al., 2004). Dalsim rozdilem je, ze TalAR3 ma nizkou specifitu pro
konjugaty esterti IAA-Glc a IAA-myoinositol a naopak vysokou specifitu pro konjugaty
kyseliny indol-3-butyrové (IBA-Ala, IBA-Gly) a kyseliny indol-3-propionové (IPA-
Ala) (Campanella et al., 2004).

U semen fazoli Phaseolus vulgaris byl nalezen gen IAPL. Jeho exprese je zavisla
na vyvojovém obdobi a rychlosti ristu semen. Produkty genu se tedy akumuluji béhem
vyvoje v semenech a jsou vyuzivany béhem kliceni, tak jako ostatni skladovaci
proteiny. U semen fazoli jsou hlavni formou auxinu proteiny, které jsou modifikované
IAA a které predstavuji odliSnou tfidu konjugovanych fytohormoni. Tyto I[AA-
modifikované proteiny se nachézeji i v dalSich vyvojovych fazich fazolovych rostlin

(Walz et al., 2002).
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Pouzité chemikalie

e Chemikalie
o Agarosa, Sigma
o Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Lach-Ner
o Dusi¢nan amonny, Sigma-Aldrich
o Dusi¢nan vapenaty tetrahydrat, Penta
o Dusi¢nan draselny, Penta
o dNTPs 10 mmol.l", Bio-Rad
o EDTA, Penta
o Ethanol 96%, Lach-Ner
o Ethidium bromid 0,5 %, Ambion
o Hydroxid draselny, Lach-Ner
o Citronan sondny, NeoLab
o Chlorid manganaty, Penta
o Chlorid litny, Invitrogen
o Chlorid sodny, Lach-Ner
o Chloroform, Sigma-Aldrich
o Isopropanol, Lach-Ner
o Kyselina borina, NeoLab
o Mili Q H.0
o Molybdenan sodny dihydrat, Penta
o Octan sodny trihydrat, Lach-Ner
o Pufr TURBO DNase, Invitrogen
o Siran hofec¢naty heptahydrat, Merck
o Siran méd’naty, Penta
o Siran zine¢naty heptahydrat, NeoLab
o TRI Reagent Solution, Invitrogen
o Tris, Duchefa
o TURBO DNase, Invitrogen
o Vzorkovaci pufr 5%, GelPilot
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e Komer¢ni kity

O

O

©)

©)

o

Gb SG PCR Master Mix, Generi Biotech

GoTag G2 Flexi DNA Polymeréza, Promega

NucleoSpin Gel and PCR clean-up, Macherey-Nagel
RevertAid first strand cDNA synthesis kit, Thermo Scientific
ZR Plant RNA MiniPrep, Zymo Research

e Pouzité roztoky

o

o

2% agarozovy gel: 1 g agardzy; 50 ml TAE puft.

TAE pufr (Tris-Acetate-EDTA): 1 mol-1" EDTA; 40 mol-1"? Tris-acetat; ddH20;
pH 8, sterilizovano autoklavovanim

Solny roztok: 0,8 M citronan sodny, 1,2 M NaCl, sterilizovano autoklavovanim
Hoaglandiv roztok: 1 L Mili Q H20, 5 ml 1M KNOs3, 5 ml 1M Ca(NOs)2*4 H20,
1 ml Fe-EDTA, 2 ml 1M MgSO4*7H-0, 0,5 ml 1M KH2PO4 (pH upravit na 6.0
pomoci 3M KOH), 0,5 ml roztoku s obsahem: H.BOs;, MnCl;*4H0,
ZnS04*7H20, CuSO4, Na2M0oO4*2H20

e Software

O

o

o

O

BioEdit 7.0.5, Ibis Therapeutics

program ImageLab 5.1, Bio-Rad

program ViiA™7 Software v1.2.2, Applied Biosystems
Statistica 64, TIBCO Software Inc.

4.2. Seznam pouZzitych pristroji a zarizeni

Komirka pro elektroforézu, ENDURO gel XL, Labnet
Mikrovinna trouba EMM 2005, Elektrolux

Mrazak Ultra low, Sanyo

NanoDrop Lite spektrofotometr, Thermo scientific
Pipetovaci robot Bravo, Agilent technologies

Stolni centrifuga chlazena Scanspeed 1730R, Labogene
Stolni centrifuga NF 400, Niive

Thermocyklér T personal, Biometra
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Thermocyklér T personal ViiA 7, Applied biosystems
Thermocyklér Veriti, 96 well fast, Applied biosystems
Trepacka MS 3 digital, IKA

UV transluminator Gel Doc EZ imager, Bio-Rad
Vortex VSM-3, Shelton scientific

Vyhftivaci a chladici termoblok Thermocell, Bioer

Vyrobni ledu AF 80, Scotsman

4.3. Vybér genii

Pro analyzu bylo vybrano 7 referenénich gent, které jsou shrnuty v Tabulce 1 na

zaklad¢ védeckych ¢lanku (Cai et al., 2018 a Gines et al., 2018).

Tabulka 1: Shrnuti analyzovanych referen¢nich genti.

Gen | Cely nazev genu | Forward primer Velikost cDNA (bp)
Reverse primer Velikost gDNA (bp)
Act Aktin TGTTGACCTCCAAAGGAAGCTATT |74
GGTGCAAGACCTGCTGTTGA 154
EF2a | Elongacni faktor | CCGCACTGTCATGAGCAAGT 59
2 alpha GGGCGAGCTTCCATGTAAAG 59
EF1 | Elonga¢ni faktor | CCAACTTCACTGCCCAGGTCA 290
1 CACAGCAACCGTCTGCCTCAT 290
MHD | Malat GCACTGGTGTGAATGTTGC 218
dehydrogenasa CTTCTCAGGGATAGATGGAGC
TUB | Tubulin o CCATCAAGACCAAGCGCACTA 238
CATACCCTCACCCACATACCA 238
PGK | Phosphoglycerat | GGAAGAGAAGAACGAACC 218
kinasa CAACAATGGCAGCAAATG
E2 Ubiquitin CCATCCGAACATCAATEGC 112
konjuga¢ni CGGTAAGCAGCGAGCA
enzym 2
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Na zaklad¢ analyzy transkriptomickych dat ze zdkladu stonkit 1DAG rostlin
bylo identifikovano 6 geni, které by mohly kédovat auxin-aminokyselinové hydrolasy
(Tabulka 2). Porovnani jejich sekvenci se sekvencemi genli uvedenych v databazi
Ensembl Plants se znamymi funkcemi bylo mozné urcit jejich nejbliz§iho homologa,

a tim padem predikovat jejich funkci.

Tabulka 2: Shrnuti analyzovanych gend pro domnélé auxin-aminokyselinové hydrolasy, AMK

(aminokyseliny)

Stary nazev | Novy nazev genu GenBank Nejblizsi Pocet
genu (piedpokla- homolog transkripta
dany protein)
MLOC_14346 | HORVU5Hr1G118040 | AK377038.1 IAA-AMK 3/4
hydrolasa
ILR1
MLOC_43138 | HORVU5Hr1G027710 | AK361501.1 IAA-AMK 4/16
hydrolasa
ILR1
MLOC_51086 | HORVU3Hr1G048560 | AK361432.1 IAA-AMK 3/5
hydrolasa
ILR1-like 4
MLOC_54194 | HORVU2Hr1G090000 | AK370808.1 IAA-AMK 2/4
hydrolasa ILR-
like 3
MLOC_54858 | HORVU2Hr1G089950 | AK362651.1 IAA-AMK 5/14
hydrolasa ILR-
like 3
MLOC_70768 | HORVU5Hr1G055060 | AK370527.1 IAA-AMK 6/10
hydrolasa ILR-
like 1
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Tabulka 3: Primery a velikosti produkti pro analyzované geny

Nazev genu Forward primer Velikost cDNA (bp)
Reverse primer Velikost gDNA (bp)

MLOC_14346 GCTGCTACAGTCTCGGAAGG 228
CCCGGTTATGATAGCCTTGA 228

MLOC_43138 CATTTTTGGTCTGCATGTCG 187
TTTGTTGGAGGCTGATGATG 187

MLOC_51086 CCCTCCAACAATCAACAACC 168
CAGCATCCCCACGAAGTAGT 168

MLOC_54194 CCCTCACACCCAATGTATCC 200
CGAGCCGACTTTCTCATTTC 200

MLOC_54858 GAAGCCGACAGGCTCAATAG 181
GGTCGTCTTCTCTCGAGGTG 181

MLOC_70768 GGACTTCATGGAGGAAACGA 192
GACTCCGATGGTGAAGAAGG 192
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4.4. Biologicky material

Byly pouzity rostliny je¢mene (Hordeum vulgare) kultivaru Golden promise.
Celkem bylo analyzovano 11 rtznych rostlinnych tkani kazdd ve tifech replikatech.
Shrnuti typt tkani je v Tabulce 4. Dohromady tedy bylo zpracovano 33 riznych vzorka

tkani jeCmene.

Tabulka 4: Seznam v§ech pouzitych tkani jemene a jejich staii. DAG (day after germination neboli den

po kli¢eni)

Pouzita tkan

Oznacovani

experimentech

\4

r~r

Stari rostliny v dnech

zelena Cast

zelena Cast

Listy List 1 37 dni
Listy List 2 50 dni
Semena 0 DAG 0 dni

Semena 1 DAG 1den

Semena 2 DAG 2 dny
Kofeny Kofeny 10 dni
Zaklad stonku Zaklad stonku 10 dni
Nadzemni Nadzemni 10 dni

Klas

Klas A

66 dni (GS75 medium milk; rostlina mi vytvofené

klasy, které jsou stale zelené, po naruSeni semena je

obsah mlécny)

Klas

Klas B

83 dni (GS85 soft dough; rostlina ma plné vyvinuté
klasy, které zacind sesychat, stale pfevazuje zelena
barva listl, po naruSeni zrna je obsah stale vlhky, ale

zacind byt moucny)

Klas

Klas C

97 dni (GS87 hard dough; klasy jsou z &asti seschlé,

po naruseni semene je obsah tuhy)
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4.5. Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.5.1. Nakli¢eni semen a nasledné péstovani v hydroponii

Semena je¢mene kultivaru Golden Promise byla sterilizovana ponofenim na 40
s do 70% ethanolu pak na 3—4 min do 4% Sava. Po uplynuti této doby byla minimalné
6x proplachnuta sterilni destilovanou vodou a polozena na navlhéeny ubrousek do
Petriho misek (10 semen do kazdé misky). Takto pfipravena semena byla vloZzena do
chladni¢ky za ucelem sjednoceni procesu klieni (tzv. jarovizace). Po uplynuti 3 dni
byla ptenesena do fytotronu k vykli¢eni, které trva 1-2 dny.

Vyklicend semena byla nasledné
pfenesena do hydroponického systému,
ktery byl vytvofen krabi¢kou od S$picek
(Obrazek 10). Do krabicky se nasledné
nalil Hoaglandiv roztok o polovicni
koncentraci, nez se pouziva pro dospé¢lé
rostliny. Kazdé naklicené semeno bylo

zbaveno zbytkli ubrousku a vlozeno do

pfipravenych Spic¢ek kofeny doli. Takto

Obrazek 10: Ukazka hydroponie s vyuzitim
krabicky se Spickami.

pfipravené semenacky byly transportovany

do fytotronu.

4.5.2. l1zolace RNA

Po dosazeni potiebného staii rostliny byl proveden odbér jednodilnych vzorki.
Casti rostlin byly odebirany pomoci sterilnich pomticek a ihned zmraZeny v tekutém
dusiku. Po odebrani vSech vzork byl materidl zamrazen na -80°C. Pfed samotnou
izolaci byly vzorky nadrceny v tfeci misce s tlouckem a chlazeny pomoci tekutého

dusiku az tésné do doby, nez byla zahajena izolace.

4.5.2.1. RNA izolace pomoci ZR Plant RNA MiniPrep kitu

Pomoci tohoto kitu byla izolavana RNA z listd, kotent, zakladii stonki a zelené
Casti jeémene. Nejprve bylo do mikrozkumavky navazeného 150 mg nadrceného
rostlinného materialu. Ke vzorkim bylo pfidano 800 pul RNA lyza¢niho roztoku
a dikladn¢ zvortexovano. Mikrozkumavky byly stoceny 1 min pi#i 15 000 g a 4°C (po

dobu celé izolace se parametry staceni neméni). 700 pl supernatantu bylo pfeneseno na
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kolonky Zymo-Spin IIIC kolonku a opét stoCeno za stejnych podminek. Filtrat byl
smichan se 700 ul 96% ethanolu a nanesen na kolonku Zymo-Spin IIC. Nasledovalo
stoceni, pficemz veskery filtrat, ktery ptes kolonku IIC protekl, byl vylit. Kolonka
Zymo-Spin IIC byla postupné piemyta 400 ul RNA Prep roztokem a 700 ul, 400 pl
promyvacim roztokem. Mezi jednotlivymi objemy byly mikrozkumavky stoCeny
a filtrat vylit. Nakonec byla kolonka IIC pfenesena do mikrozkumavek, kde na ni bylo
ptidano 50 pl ddH>O a nasledné byla stocena po dobu 2 min pii 15000 g a 4°C.
Izolovana RNA byla uskladnéna v mrazaku na -80°C nebo pouzita v dal§im kroku

(oSetfeni DNasou).

4.5.2.2. RNA izolace pomoci TriReagentu

Pomoci této metody byla izolovana RNA ze vSech semen a klast, kvili
vysokému obsahu $krobu, ktery znemoznoval izolaci RNA pomoci kitu. Do
mikrozkumavky bylo navazeno 0,8 mg rozdrceného rostlinného materialu, ktery byl
uchovavan v tekutém dusiku do doby, nez k nému byl piidan 1 ml TriReagentu. Od
tohoto kroku probihala prace v digestofi. Vzorky byly dikladné zvortexovany po dobu
piiblizné 30 s a inkubovany 5 min na tfepacce pii frekvenci 2 000 a pii pokojové
teploté. Nasledné byly stoceny pti 12 000 g, 10 min a 4°C. Supernatant byl pfenesen do
novych mikrozkumavek, kde knému bylo pfidaino 200 upl chloroformu. Opét
nasledovalo zvortexovani a inkubovani na tiepacce pii frekvenci 2 000, 5 min a pfi
pokojové teploté a nasledné stoceni pii 12 000 g, 15 min a 4°C. Vytvoiena vodni faze
byla pfenesena do novych mikrozkumavek. Dal$i kroky uz probihaly mino digestot. Ke
vzorklim bylo piidano 250 pl isopropanolu a 250 pl solného roztoku, kvili pfitomnému
Skrobu. Mikrozkumavky byly nékolikrat pfevraceny a inkubovany 10 min pfi pokojové
teplot¢ a nasledné stoceny pii 12 000 g, 8 min pii 4°C. Supernatant byl
z mikrozkumavek odstranén a vznikly pelet byl promyt 1 ml 70% ethanolu. Nasledné
byly vzorky sto¢eny pii 7 500 g, 5 min a pii 4°C. Ethanol byl odstranén a pelet byl
nechan suSen pii pokojové teploté aZ do zprihlednéni. Nakonec byl rozpustén v 50 pl
ddH20. Izolovana RNA byla uskladnéna v mrazaku na -80°C nebo pouzita v dal$im

kroku (oSetteni DNasou).

4.5.3. Oseti‘eni RNA DNasou
Tento krok slouzi k pfecisténi vyizolované RNA, za ucelem odstranit

genomickou DNA ve vzorcich. K50 pl izolované RNA bylo pfidano 6 pl 10x
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TurboDNasa pufru a 2 pul TurboDNasy. Tato smés byla inkubovana po dobu 30 min pfi
37°C. Po uplynuti doby byly pfidany dalsi 2 ul TurboDNasy a opét inkubovano 30 min
pti 37°C. Nasledn¢ bylo ptidano 30 pl chloridu litného a vzorky byly vlozeny do
mrazaku na -20°C nejméné na 1 h. Poté byly vzorky sto¢eny na 30 min, 17 000 g a 4°C.
Supernatant byl odstranén a k peletu bylo pfidano 500 ul 70% ethanolu a sto¢eno 10
min pii 17 000 g a 4°C. Nasledovalo promyti peletu 500 pl 96% ethanolu. Supernatant
byl odstranén a pelet byl susen po dobu 5 min na stole pfi pokojové teploté. Po vysusSeni

byl rozpustén v 20 ul ddH.O a takto pfipravena RNA byla uskladnéna na -80°C.

4.5.4. Priprava vzorki a elektroforéza na agarosovém gelu

Pted samotnou elektroforézou byly analyzované vzorky smichany v poméru 1:5
s vzorkovacim pufrem a nésledné pipetovany na gel. Pokud se jednalo o vzorky z PCR
reakce, vzorkovaci pufr nebyl ptidavan, jelikoz vzorky obsahovaly 5x Green GoTaq
Flexi pufr, diky kterému bylo mozno vzorky v gelu vizualizovat.

Pro vSechny provedené elektroforézy byl pouzit 2% roztok agarosy v 1x TAE
pufru. Bylo navazeno ptislusné mnozstvi agarosy a smichano s TAE pufrem a pomalu
rozehiivano, dokud nedoslo k rozpusténi veskeré agarosy. Tento roztok byl smichén
5 0,5% ethidium bromidem na 50 ml bylo pfiddno 5 ul ethidium bromidu. Takto
pfipraveny roztok byl nalit do elektroforetické komurky a néasledné byl do n¢ho vloZzen
hiebinek. Takto pfipraveny gel byl nechan tuhnout po potiebné dlouhou dobu. Po
ztuhnuti byl z gelu vytahnut hiebinek a gel pfenesen do elektroforetické komurky s 1x
TAE pufrem. Elektroforéza probihala 30 min pifi napéti 100 V. Po provedeni
elektroforézy byl gel vyjmut z komurky a pfenesen na snimaci desku a vzorky byly

vizualizovany pomoci UV transluminatoru a zobrazeny v programu ImagelLab 5.1.

4.5.5. Ovéreni Cistoty a stability vyizolované RNA

Cistota a stabilita vyizolované RNA byla zji§téna pomoci provedeni PCR reakce
(polymerazové fetézové reakce, zkratka z ang. polymerase chain reaction), ktera
umoznuje rychlé namnoZeni ptitomné DNA za pomoci DNA polymerazy. Reakéni smés
pro tuto analyzu byla pfipravena podle Tabulky 5. V naSem pfipad¢ by zadna DNA
nem¢la byt ptitomna, pokud je tomu jinak, jedna se o znecisténi genomickou DNA. Po

PCR byla provedena elektroforéza za pouziti 2% agarosovém gelu.
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Tabulka 5: SloZeni reakéni smési pro 1 vzorek

PCR — grade H,O 12,75 ul
5x Green GoTaq Flexi pufr 4,00 pl
10 mM dNTP 0,25 ul
10 uM primer Forward 0,50 ul
10 uM primer Reverse 0,50 ul
25 mM MgCl; 1,20 pl
GoTaq G2 Flexi polymerasa (5U/ ul) 0,10 ul
Templatovda RNA 1,00 ul
Celkovy objem reakce 20,00 pl
Podminky PCR reakce

1) Pocate¢ni denaturace: 95°C, 3 min

2) Denaturace: 95°C, 30 s

3) Navazani primert: 56°C, 30 s 40 x
4) Prodluzovani: 72°C, 30 s

5) Finalni prodluzovani: 72°C, 5 min

6) Konec reakce: 4°C,

4.5.6. Stanoveni koncentrace na Nanodropu

Pro méteni koncentrace vzorkl byl pouzit Nanodrop. Pfed méfenim byly vzorky
zvortexovany a stoceny. Pfistroj byl zapnut a byl navolen program pro méfeni
koncentrace v zavislosti na typu nukleové kyseliny. Nasledné byl na méfi¢ Nanodropu
napipetovan 1 ul vody, ktery slouzil pro nastaveni pozadi méfeni blank. Pak byl
nanasen vVzorek RNA/DNA na méfici oblast v mnozstvi 1 ul a po méteni bylo toto misto
ocisténo bunicinou a bylo provedeno dal$i méfeni. Po skonceni méfeni bylo méfici
misto o€i§téno pomoci vody a buni€iny.

U DNA 1 RNA byly méfeny dvé vinové délky 260 a 280 nm, z t€chto dvou
hodnot byl vypocitan podil 260/280, ktery se mel pohybovat pro DNA v hodnotach
okolo 1,8 a pro RNA v hodnotach okolo 2. Nizky podil 260/280 v obou piipadech znaci

kontaminaci vzorku proteiny.
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4.5.7. Reverzni transkripce

U vsech vzorkl izolované RNA byla zméfena koncentrace pomoci Nanodropu.
Reakce ptepisu byla napocitana na 500 ng izolované RNA za pouziti RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit. Potfebné komponenty kitu byly pfed pouzitim rozmrazeny,
zvortexovany a stoceny. Pii praci byly komponenty kitu 1 vzorky RNA uchovavany na

ledu. Nasledné byly rekce napipetovany podle nasledujici tabulky (Tabulka 6).

Tabulka 6: Prvni krok ptepisu RNA do cDNA.

Templat celkové RNA 500 ng
Oligo (dT)1s primer 1 ul
ddH20 Doplnit do 12 ul

Nasledné¢ byly pfipravené mixy inkubovany 5 min pii 65°C za pouZiti
termocykléru. Po inkubaci byly do mikrozkumavek napipetovany nésledujici
komponenty kitu (Tabulka 7). Soubézné byla také pripravena kontrolni reakce podle
Tabulky 8.

Tabulka 7: Druhy krok ptepisu RNA do cDNA.

5x Reakéni pufr 4 ul
RiboLock RNase inhibitor (20 U/ul) 1 pul
10 mM dNTP mix 2 ul
RevertAid M-MuLV RT (200 U/ ul) 1 ul
Celkovy objem 20 nl
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Tabulka 8: Komponenty pro pfipravu kontrolni reakce syntézy.

Kontrolni GAPDH RNA (50 ng/ ul) 2 ul
Oligo (dT)1s primer 1 ul
5x Reak¢ni pufr 4 ul
RiboLock RNase inhibitor (20 U/ul) I ul
10 mM dNTP mix 2ul
RevertAid M-MuLV RT (200 U/ ul) 1 ul
ddH20 9 ul
Celkovy objem 20 ul

Po smichani vSech reagenci byly vzorky kratce stoceny a inkubovéany 60 min pfi
42°C. Reakce byla ukoncena zahtatim vzorkii na 70°C po dobu 5 min. Vznikla cDNA

byla uskladnéna v mrazaku na -20°C nebo ihned pouzita pro dalsi experimenty.

4.5.8. QRT-PCR

4.5.8.1. Stanoveni efektivity primeri

Pro stanoveni efektivity primert a pro kvantitativni stanoveni exprese
analyzovanych genl ve vybranych tkanich byla provedena qRT-PCR reakce (z angl.
real time polymerase chain reaction). Jako templaty byly pouzity vSechny vzorky
cDNA smichané ve stejném poméru a byla vytvorena fedici fada péti riznych fedéni
1:5, 1:10, 1:25, 1:50 a 1:100. Pro vSechny zkoumané geny byly vzorky napipetovany ve
ttech technickych replikatech. Veskeré reak¢éni smési i vzorky byly napipetovany
pomoci robota Bravo (Agilent Technologies). Samotna qRT-PCR byla proveden podle
nize uvedeného postupu. Vysledky byly zpracovany pomoci programu ViiA™7
Software v1.2.2 a nasledné¢ byla vyhodnocena stabilita referen¢nich genti pomoci tii

programli Genorm, NormFinder a BestKeeper.
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Tabulka 9: Slozeni reakéni qRT-PCR smési pro 1 vzorek

Gb SG PCR Master mix 2,50 ul
GreenMaster SYBR Premix with high ROX 0,10 pl
10 mM Fw primer 0,15 ul
10 mM Rv primer 0,15 ul
PCR —grade H,O 0,85 ul
Templatova cDNA 1,25 ul
Celkovy objem reakce 5,00 pl

Podminky qRT-PCR reakce:
1) Faze 1: 50°C, 2 min
95°C, 2 min
2) Faze 2: 95°C, 0,15 min
) 40 x
60°C, 1 min
3) Faze 3: 95°C, 0,15 min
60°C, 1 min

4.5.8.2. gRT-PCR analyza exprese

Byla sledovana exprese 5 genti pro domn¢lé auxin-aminokyselinové hydrolasy.
Jako templat byly pouzity veskeré vzorky cDNA, tedy 33, kazdy ve tifech technickych
replikatech a fedéni 1:10. Reakéni smés byla ptipravena podle Tabulky 9 a gqRT-PCR
prob&hla za podminek uvedenych Vv kapitole 4.5.8.1. Vzorky byly pipetovany za pomoci
robota Bravo (Agilent Technologies).

4.5.9. Priprava vzorki na sekvenovani

Vzorky z kvantitativni analyzy pomoci qRT-PCR byly pro kazdy gen smichany.
Nasledné bylo provedeno ¢isténi téchto vzorkli pomoci NucleoSpin Gel and PCR clean-
up kitu. K vzorkim bylo pfidano dvojnasobné mnozstvi pufr NT1. Tato smés byla
promichéana a napipetovana do Cisticich kolonek. Kolonky byly stoceny pii 11 000 g po
dobu 30 s. Filtrat byl vylit a na kolonky bylo pfidano 700 ul pufru NT3. Opét
nasledovalo stoceni pii stejnych podminkach. Filtrat byl odstranén a bylo ptidano 700
ul pufru NT3. Vzorky byly stoceny pii 11 000 g po dobu 30 s a nasledné jeste pti
11000 g po dobu 1 min. Kolonky byly pfemistény do Cistych mikrozkumavek. Pro
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eluci produktu reakce bylo na kolonky pfidano 25 ul pufru NE. Jednotlivé kolonky byly
inkubovany 1 min pii pokojové teploté a nasledné stoceny pti 11 000 g po dobu 1 min.
U takto precisténych produkti qRT-PCR byla zméfena koncentrace, diky které
bylo vypocéteno mnozstvi potfebné pro pripravu vzorkli na sekvenovani. Vzorky byly
piipraveny podle nasledujici tabulky (viz Tabulka 10). Vzorky byly pfipraveny zvlast

pro forward a reverse primer.

Tabulka 10: Pfiprava vzorkd na sekvenovani

Precistény PCR produkt Vysledna koncentrace 50 ng

Forward primer, reverse primer 10 mM 2,5 ul

Doplnit ddH20 do 10 pl
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5. VYSLEDKY

Pro analyzu bylo pouzito 11 riznych biologickych tkani je¢mene (Hordeum
vulgare) kultivaru Golden promise, kazdy ve tiech replikatech. Izolace RNA z téch
vzorkl byla provedena dvéma odliSnymi postupy. RNA z listil, zakladid stonkd, kotenti
a zelené nadzemni ¢asti byla izolovana pomoci kitu ZR Plant RNA MiniPrep zatimco
vSechna semena a klasy obsahovaly velké mnozstvi Skrobu, které znemoznovalo izolaci
RNA, a proto byla RNA z téchto vzorki izolovana pomoci TriReagentu.

Vsechny vyizolované vzorky RNA byly oSetfeny DNasou a zbaveny mozZné

kontaminace genomickou DNA.

5.1.Ovéreni Cistoty a stability RNA

Pro ovéteni Cistoty a stability vyizolované RNA byla provedena PCR reakce a
nasledna separace amplifikovanych vzorkd pomoci agarosové elektroforézy. Jako
primery byly pouzity primery pro gen TIP42 z diivodii snadného odliSeni amplifikované
RNA od genomické DNA. Velikost amplifikovaného produktu z genomické DNA je
568 bp, z cDNA 108 bp a z RNA 55 bp.

—
19

7 18 1
-

Obrazek 11: Ovéfeni Cistoty amplifikovanych vzorki RNA. 1: Standart 50bp plus; 2—4: Zaklad
stonku 1, 2, 3; 5-7: Zelena nadzemni ¢ast 1, 2, 3; 8-10: Kofeny 1, 2 ,3; 11-13: Klas 1A, 2A, 3A; 14—
16: Klas 1B, 2B, 3B; 17-19: Klas 1C, 2C, 3C; 20: Standart 50bp plus; 21-23: list 1 1, 2, 3; 24-26: list
21,2, 3;27-29: semena ODAG 1, 2, 3; 30-32: semena 1DAG 1, 2, 3; 33-35: semena 2DAG 1, 2, 3;
36: pozitivni kontrola; genomicka DNA; 37: cDNA; 38: negativni kontrola.
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Jako pozitivni kontrola byla pouzita genomicka DNA ziskana z jeCmene. Na
zéaklad¢ vysledkii vizualizovanych na gelech (Obrazek 11) se jako znecisténé jevily
vzorky list 2 mésice 2 (jamka 25), semena 0DAG 3 (jamka 29), semena IDAG 1 (jamka
30), semena 2DAG 1 (jamka 33) a semena 2DAG 3 (jamka 35). Téchto 5 vybranych
vzorkd bylo znovu podrobeno osetfeni DNasou a byla znovu ovéfena jejich Cistota.
Nasledné byla s témito vzorky opét provedena PCR reakce za ucelem zjisténi Cistoty.

Pro kontrolu stability byla provedena dalsi elektroforéza. Do jamek byly
pipetovany vzorky RNA smichané v poméru 1:5 s vzorkovacim pufrem kvili pozdéjsi
vizualizaci. Vysledky pro vSechny biologické vzorky byly obdobné, a proto byl vybran

pouze jeden reprezentativni gel znazornujici vysledky ovéfeni stability RNA pro list 1
a 2 (Obrazek 12).

-
e
-
e
-
—
-
-
-
=
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Obrazek 12: Ovéfeni stability vyizolované RNA. 1: Standart 100bp plus, 2: Standart 50
bp, 3-8: Listy 1 a 2, 9: negativni kontrola.

Na gelu nebyl patrny jeden vzorek izolované RNA (jamka 6). Izolace byla z této

¢asti tkané opakovana a nasledné byla opét ovéiena jeji stabilita.
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5.2. PCR analyza cDNA v jednotlivych biologickych vzorcich

Vsechny vzorky RNA byly ptepsany do cDNA pomoci RevertAid first strand
c¢DNA synthesis kitu. Pro potfeby tohoto experimenty byly jednotlivé technické
replikaty pro jednu biologickou tkan smichany a natfedény v poméru 1:5. Po PCR reakci
nasledovala separace PCR produktti pomoci agarosové elektroforézy. Celkem tedy byla
sledovana amplifikace v 11 biologickych vzorcich pro 13 riiznych gent (7 referencénich

gent a 6 genu kodujici domnélé IAA amidohydrolasy).
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Obrazek 13: Exprese genid v riznych biologickych vzorcich je¢mene. A) Act, B) MLOC_14346, C)
MLOC 43138, D) MLOC 51086, E) MLOC 54194, F) MLOC 54858, G) MLOC_70768

1: Standard 1 kb; 2: list 1; 3: list 2; 4: semeno 0DAG; 5: semeno 1DAG; 6: semeno 2DAG; 7: Zaklad
stonku 10DAG; 8: Zelena nadzemni ¢ast 10DAG; 9: Kofeny 10DAG; 10: Klas A; 11: Klas B; 12:
Klas C; 13: negativni kontrola; 14: pozitivni kontrola gDNA.
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U referen¢nich genii byla exprese pozorovana ve vSech vzorcich (Obrazek 13
A). Exprese u ostatnich genti byla velmi obdobna, proto zde gely s dal§imi referen¢nimi
geny nejsou zobrazeny.

U genu MLOC 14346 je mozné genovou expresi pozorovat ve vSech vzorcich,
kromé& vzorki obou listi (jamka 2 a 3) a semena 2 DAG (jamka 6) a zéklad stonku
(jamka 7). U genu MLOC 43138 je mozné genovou expresi pozorovat ve vsech
vzorcich, kromé& vzorku 1 mésic starého listu (jamka 2). U genu MLOC 51086 je
mozné genovou expresi pozorovat ve vSech vzorcich. U genu MLOC 54194 je mozné
genovou expresi pozorovat ve vSech vzorcich. U genu MLOC 54858 nelze pozorovat
genovou expresi v zadném z testovanych vzorki. Tento gen byl proto vyfazen z dalsi
experimentt. U genu MLOC 70768 je mozné genovou expresi pozorovat ve vSech
vzorcich kromé vzorkt obou listii (jamka 2 a 3) (Obrazek 13). Pro snadné&jsi orientaci
jsou vysledky amplifikace produktii z jednotlivych cDNA shrnuty v Tabulce 11.

Tabulka 11: Shrnuti vSech ziskanych vysledkd genové exprese v 11 biologickych vzorcich je¢mene.
Legenda: zelené + oznaduje genovou expresi, oranzové — oznaCuje negativni genovou expresi; 2: list 1; 3:

list 2; 4: semeno 0DAG; 5: semeno 1DAG; 6: semeno 2DAG; 7: Zaklad stonku 10DAG; 8: Zelena
nadzemni ¢ast 10DAG; 9: Koteny 10DAG; 10: Klas A; 11: Klas B; 12: Klas C.

Vzorky
2 (3 14|56 |7 (8|9 |10 |11 |12
Geny | EF1 + 4+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ + +
TUBa + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+
E2 + [+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ + +
PGK + |+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ |+ + +
MDH + [+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ + +
Act + |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ [+ [+
EF2a + |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ s +
MLOC 14346 |- |- |+ [+ |- |- [+ |+ |+ + +
MLOC 43138 |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + +
MLOC 54194 |+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ + n
MLOC 54858 |- (- |- |- |[- |- |- [- |- - -
MLOC 51086 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + +
MLOC 70768 |- |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + +
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5.3. U¢innost primeri

Pro spravnou kvantifikaci genové exprese je nutné vybrat referen¢ni gen, ktery
vykazuje vysokou stabilitu ve vSech pouzitych tkdnich. Stabilita byla posuzovana
u vSech referencnich genti, tedy u 7. Proto byla jako nasledujici provedena qRT-PCR
pro zjisténi ucinnosti primerd pro 12 (7 referencnich a 5 genti pro domnélé auxin-
aminokyselinové hydrolasy) gent v kazdém vzorku cDNA. Na zéklad¢ predchazejicich
vysledkit byl gen MLOC 54858 z dalsi experimentti vylouCen. VSechny vzorky
I reakéni smési byly napipetovany pomoci robota Bravo (Agilent technologies)
a vysledky byly zpracovany pomoci programu ViiA™7 Software v1.2.2.

Z C; (z angl. cycle threshold) hodnot, které byly naméfeny pomoci qRT-PCR
byla vyhodnocena u¢innost primerti pro jednotlivé geny (Tabulka 12) podle vzorce
E=10"(-1/slope), ptic¢emz jeji hodnota se pohybuje vV rozmezi > 0, 85 a zaroven < 1,15.
V tomto rozmezi se nachazi primery pro 5 referencnich gend a to E2, EF, TUB, MDH
a PGK. Nejlepsi ucinnost vykazuji primery pro gen EF. Z geni pro domnélé auxin-
aminokyselinové hydrolasy spliiuje poZzadované rozmezi ucinnosti pouze gen
MLOC 51086, u ostatnich dvou testovanych genti byla G¢innost nizsi.

I pies to, ze u gent MLOC_14346 a MLOC_43138 byla v nékterych vzorcich
detekovana amplifikace pomoci klasické PCR (krok 5.2; Obrazek 13), qRT-PCR tuto
amplifikaci nepotvrdila, proto byly tyto dva geny z dalsi analyzy vylouceny.

Tabulka 12: Vysledna efektivita primert analyzovanych gend vypoctena podle vzorce E=10"(-1/slope)

slope | Efektivita

Act -3,81 0,83
EF2a -3,78 0,84
E2 -3,45 0,95
EF -3,49 0,93
TUB -3,56 0,91
MDH -3,70 0,86
PGK -3,70 0,86

MLOC_51086 | -3,73 0,85
MLOC 54194 | -4,36 0,70
MLOC_70768 | -3,85 0,82
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5.4.Vyhodnoceni stability jednotlivych referen¢nich genii

Stabilita exprese byla pozorovana u 7 vybranych referencnich genti. Pro vlastni
experiment bylo nutné vybrat minimaln¢ 3 referenc¢ni geny, u kterych byla zjiSténa
nejlepsi Gcinnost primerti a vysoka stabilita genli. Pro analyzu stability byl pouzit
vyhodnocovaci nastroj z webu Cotton Est Database, East Carolina (dostupné

z http://150.216.56.64/referencegene.php), ktery automaticky vyhodnoti stabilitu

jednotlivych referencnich gent ze vstupnich Ct hodnot z gPR-PCR (kapitola 5.3) tfemi
riznymi programi a to BestKeeper, NormFinder a geNorm. Jako vzorovy je zde uveden
graf vyhodnoceni stability podle metody BestKeeper (Obrazek 14), pro ostatni metody
jsou uvedeny pouze tabulky skrnujici vysledky stability gent (Tabulka 13, 14).

Program BestKeeper vyuzivda C; hodnot jednotlivych geni pro vypocet

koeficientu variace (CV) a smérodatné odchylky (SD). Jako nejstabilnéjsi je
vyhodnocen gen snejniz§imi hodnotami CV a SD. V nasem pfipadé byl jako

nejstabilnéjs$i gen vyhodnocen E2 (Obrazek 14).

4.6

1.5 1.36 1.413

E2 EF TuB EF2 Act MDH PGK

< == Stabiln&j§i geny Meéné stabilni geny ==>

Obrazek 14: Stabilita testovanych referen¢nich geni podle metody BestKeeper (Tichopad et al.,
2004).

Metoda NormFinder je zaloZena na zji§téni variace exprese genu na zakladé dat

z riznych podskupin vzorkl v experimentu. Program vyhodnoti variaci exprese v ramci
kazdé podskupiny, a i mezi jednotlivymi podskupinami. Cim niz§i hodnoty tento
program vypocita, tim vyssi je stabilita genu. Jako nejstabilnéjsi gen podle této metody

byl vyhodnocen E2.
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Tabulka 13: Vyhodnoceni stability podle metody NormFinder (Andersen et al., 2004)

Nazev genu | Stabilita exprese (M)
E2 1,377
TUB 1,495
Ef2a 1,523
Act 1,578
EF 1,651
MDH 4,920
PGK 7,162

Dalsi metodou je metoda geNorm, ktera vypocitava tvz. parové variace mezi

kazdymi dvéma referencnimi geny. Vysledkem je primérna stabilita exprese (M). Gen

vvvvvv

dva geny, a to TUB a EF2a.

Tabulka 14: Vyhodnoceni stability podle metody geNorm (Vandesompele et al., 2002)

Nazev genu | Stabilita exprese (M)
TUB/EF20. | 0,258
Act 0,365
E2 0,427
EF 0,481
MDH 2,303
PGK 3,793

Tabulka 15: Shrnujici tabulka vSech dostupnych metod pro vyhodnoceni stability referenénich genu
(dostupné z http://150.216.56.64/referencegene.php)

Poradi (lepsi — dobry — priimérny)

Metoda 1 2 3 4 5 6 7

Delta CT EF2a TUB | E2 Act EF | MDH | PGK
BestKeeper E2 EF TUB | EF2a | Act | MDH | PGK
NormFinder E2 TUB | EF2a | Act EF MDH | PGK
geNorm TUB/ EF2a | - Act E2 EF MDH | PGK
Celkové hodnoceni | E2 TUB | EF2a | Act EF | MDH | PGK
Efektivita 0,95 091 |084 (083 |093 086 |0,86
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Na zéklad¢ vysledki téchto riznych metod byly pro dalsi experimenty vybrany 4
referencni geny, a to EF1, E2, TUB a EF2a.

5.5. Relativni exprese geni pro domnélé auxin-aminokyselinové

hydrolasy

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, jestli se analyzované geny pro domnélé
auxin-aminokyselinové hydrolasy nachazeji v testovanych pletivech. Pomoci metody
gRT — PCR byla sledovana exprese 3 genll v 11 riznych rostlinnych tkani je¢mene.
Data ziskanda qRT — PCR byla normalizovana ke geometrickému priméru tii
referen¢nich gent EF, E2 a TUB. Gen EF2a, ktery podle piedchozich analyz vykazuje
vyssi stabilitu exprese nez EF, nebyl vybran z diivodu nizké G¢innosti primerti (Tabulka
12). K vyhodnoceni relativni exprese byla pouzita Pfafflova metoda, ktera bere do
uvahy rozdilnou u¢innost primerd (Pfaffl, 2001).

U genu MLOC 51086 byl nejvétsi narlist exprese ve vzorcich obou listh (List 1,

cvwr

v

a relativni exprese u dalSich vzorkli byla vrozmezi 0,15-0,7. Jako posledni byla
vyhodnocena exprese u genu MLOC 70768, u kterého byl nejvétsi nartst pozorovan
0,5-2,5. U toho genu byla relativni exprese ve vSech vzorcich o nékolik desetin vyssi
(Obrazek 15).

Data z expresnich profilt byla statisticky vyhodnocena pomoci programu Statistica 64.
Nejprve byla data analyzovéna neparametrickou analyzou (nonparametric), nasledné
doslo k porovnani vice nezavislych vzorkti pomoci Kruskal-Wallid ANOVA testu,
jehoz vysledkem pro gen MLOC 51086 byla rovnice H (10, N=31) = 20,93358,
p=0,216. Na zakladé mnohocetného vzijemného porovnani p hodnot (multiple
comparisons p values) byl nalezen statisticky signifikantni rozdil v expresi u vzorku
listu 1 a klaau A (tento rozdil byl zaznacen do grafi pomoci symbolu *, Obrazek 15).
Oba dalsi geny byly podrobeny stejnym testim. Pro gen MLOC 54194 byla vysledna
rovnice Kruskal-Wallid ANOVA testu H (10, N=33) =24,21482, p=0,071 a jako
statisticky signifikantni zmény v expresy byly vyhodnoceny pro vzorky semen ODAG
alist 1. U genu MLOC 70768 nebyly pozorovany Zadni signifikantni zmény v expresi.
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A) Relativni exprese genu MLOC_51086

Relativni hodnota exprese

Listim  List2m  Semena Semena Semena  Zaklad  Zelend  Kofeny  KlasA  KasB  KasC
0DAG 1DAG 2DAG  stonki nadzemni
gast

B) Relativni exprese genu MLOC_ 54194

*

|

Relativni hodnotaexprese

Listlm List2m Semena  Semena  Semena  Ziklad Zelenid Koieny KlasA KlasB KlasC
ODAG 1DAG IDAG stonkl  nadzemmni
Edst

C) Relatvni exprese genu MLOC_70768

Relativni hodnota exprese

Listim List2m Semena

Semena Semena Zaklad Zeleni. Kofeny Kls A KlsB KlasC
(DAG 1DAG 2DAG stonki  nadzemni

st

Obrazek 15: Relativni exprese gentl pro domnélé auxin-aminokyselinové hydrolasy. A) pro gen
MLOC_51086, B) pro gen MLOC 54194, C) pro gen MLOC 70768. Pro vyhodnoceni byla pouZita
Pffaflova metoda a jako referencni geny byly pouzity E2, EF a TUB. * znazornuje statisticky
vyhodnoceny signifikantni rozdil p< 0,5.
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5.6.Kontrola pribéhu qRT-PCR

Pro ovéteni spravnosti amplifikace nami sledovanych genti pomoci qRT-PCR
byly vSechny vzorky z reakénich smési pro stanoveni ucinnosti primera (rizné fedéci
poméry) pro jeden gen smichané dohromady a poté byla vznikla smés pieisténa
pomoci NucleoSpin Gel a PCR clean-up kitu. Nasledné byla ¢ast pre¢isténych vzorku
smichana v poméru 1:5 se vzorkovaci mpufrem a nanesena na 2% agarosovy gel. Na
gelu bylo mozné pozorovat jeden pas pro kazdy vzorek, ktery pftiblizné odpovida
velikosti amplikonu (Tabulka 3). Amplifikace se potvrdila u vSech gent, kromé
MLOC 14346 a MLOC 43138, které byly z dalSich experimenti vylouceny, tento gel
slouzil jako kontrola spravnosti tohoto kroku (Obrazek 16).

500 bp

200 bp—
100 bp—

Obriazek 16: Precisténé vzorky z qPCR pro jednotlivé geny, 1: Standart 1kp plus; 2: Act; 3: EF2a; 4: E2;
5: EF1; 6: PGK; 7: MGH, 8: TUB; 9: MLOC_51086; 10: MLOC_54194; 11: MLOC_14346; 12:
MLOC_43138; 13: 70768.
5.7. Sekvenovani

Vzorky byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.10). Sekvence
slouzila k potvrzeni spravnosti amplifikace u jednotlivych gent. Celkem bylo
analyzovano 12 genu (Obrazek 16). Spravna amplifikace byla potvrzena u vSech
testovanych geni, i u genu MLOC 14346 a MLOC 43138, u kterych sice byla
detekovana amplifikace v ur€itych tkanich klasické PCR (Obrazek 13), nicméné qRT-
PCR tuto amplifikaci nepotvrdila.
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6. DISKUZE

Auxiny jsou pro rostliny zivotn¢ diilezité hormony, které reguluji velké mnozstvi
jejich procestu, Proto je nevyhnutelné, aby byly rostliny schopny si hladiny téchto
hormonii samy regulovat. Regulace probihd pomoci vzniku/zaniku konjugata
nejéastdjsiho auxinu kyseliny indoyl-3-octové s riiznymi typy latek. Stépeni konjugatt
je zprostfedkovano enzymy znavymy hydrolasy. Jako prvni hydrolasy byly
Identifikovany IAA-aminokyselinové hydrolasy u Arabidopsis. Celkem zde bylo
identifikovano 7 geni pro tyto enzymy. U jeCmene zadné z hydrolas zatim prokazany
nebyly.

Analyzou transkriptomickych dat ze zékladd stonkt u 1DAG semenackt
jeCmene a porovnanim namapovanych sekvenci se sekvencemi gend uvedenych
v databazi Ensembl Plants se znamymi funkcemi bylo mozné identifikovat a zaroveii
predikovat funkci 6 gent, které by mohly kdédovat auxin-aminokyselinové hydrolasy.
Produkty téchto geni byly zafazeny do rodiny peptidas M20 (metalopeptidasy
a amidohydrolasy majici v aktivnim misté 2 zinkové iony a uvoliuji aminokyselinu
z N-konce peptidového fetézce), ktera sestava ze 4 podrodin, mezi nimiz jsou také
amidohydrolasy. Amidohydrolasy schopné §tépit auxin-aminokyselinové konjugaty.
Tyto skute¢nosti podporuji nasi domnénku, ze by tyto geny mohly kédovat auxin-
aminokyselinové hydrolasy.

Pro identifikaci pfitomnosti téchto genli v jeCmeni byly odebrany vzorky
riznych rostlinnych pletiv (listy, zelené nadzemni ¢asti, zaklady stonkd, kofeny, semna
a klasy) rGzné starych rostliny, ze kterych byla nasledné izolovand RNA. Pfi samotné
izolaci RNA ze semen a klastu doslo ke komplikacim z divodu velkého mnozstvi skrobu
Vv téchto ¢astech, které znemoznilo izolaci pomoci kitu. Proto byla pouzita jind metoda
izolace vyuZivajici TriReagentu. Pomoci které byla RNA ze semen a klas Uspé$né
vyizolovana. 1zolace byla provedena nékolikrat, jelikoz jednou izolaci bylo ziskané jen
velmi malé mnozstvi RNA, které nebylo dostacujici pro naslednou reverzni transkripci.
Problém nastal i u oSetfovani vzorkti DNasou. RNA se jevila stale jako znecisténa, kvtli
nerozpusténému peletu (proteiny, zbytky tkaniv, genomicka DNA apod.), ktery se
objevoval pouze u semen a klasii. Proto bylo nutné tuto RNA nékolikrat precistovat,
dokud nebyla pomoci PCR reakce potvrzena jeji Cistota. Pfi analyze Cistoty byly
nejdiive pouzivany primery pro EF20, nicméné jednotlivé amplifikované produkty

nebyly dobie rozliSitelné, tudiz neslo s jistou uréit, zda jsou vzorky znecisténé
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genomickou DNA nebo ne. Proto byly pouzity primery pro Act a TIP41, diky kterym
jsme mohli amplifikované vzorky 1épe analyzovat.

PCR analyza cDNA vV jednotlivych vzorcich byla provedena pro 13 testovanych
genti. Amplifikace pro referencni geny byla pozorovana ve vSech vzorcich. Na gelech
byla patrna vyssi amplifikace u nékterych vzorkii cDNA, coz se jevilo silnéjSimi pasy.
U analyzovanych geni nebyla amplifikace pozorovdana u genu MLOC 54858
a u nékterych vzorki dalSich gend. Nepfitomnost amplifikace v nékterych vzorcich
muZze byt zplisobena tim, Ze gen v urcité tkani neni exprimovan. Pro uplné potrzeni této
domnenky by bylo vhodné zopakovat tuto analyzu s vice riznymi tkdnémi.

Pro analyzu expresniho profilu vybranych gent je nutné¢ mit vhodné referencni
geny vykazujici vysokou uc¢innost a stabilitu, kterd byla stanovena metodou qRT-PCR.
Z Ct hodnot, které byly naméfeny pomoci qRT-PCR byla vyhodnocena ucinnost
primerti pro jednotlivé geny (Tabulka 12) podle vzorce E=107(-1/slope). Ug&innost
primert by se méla pohybovat v rozmezi > 0, 85 a zaroven < 1,15. Tuto podminku
splnilo 5 referencnich genti a to E2, EF, TUB, MDH a PGK. Nejlepsi uc¢innost vykazuji
primery pro EF. Zgeni pro domng¢lé auxin-aminokyselinové hydrolasy spliiuje
pozadované rozmezi ucinnosti pouze gen MLOC 51086, u ostatnich dvou testovanych
genu byla ucinnost nizsi. Pfi této analyze nebylo mozné detekovat amplifikaci u genti
MLOC 14346 a MLOC 43138, coz mohlo byt zptusobeno pouzitim pfili§ velkého
zfedéni cDNA sestavajiciho z cDNA ze vsSech 33 biologickych vzorki nebo vysokym
nafedenim vzorkd cDNA v dusledku pfitomnosti vzorki, u kterych nebyla detekovana
amplifikace klasickou PCR. Nasledn¢ byla ze ziskanych Ci hodnot a ucinnosti primert
vyhodnocena stabilita jednotlivych referen¢nich genti pomoci tii metod. Jako
nejstabilnéjsi geny byly vyhodnoceny E2, TUB, EF2a a Act. Jako nejméné stabilni byly
vyhodnoceny geny MDH a PGK. Ve védeckém ¢lanku Gines et al., 2018 byly jako
nejstabilnéjsi geny pro kultivar Golden promise vyhodnoceny geny MDH, EF2a a Act.
V této studii byly pouzity jiné rostlinné tkan€ a nedoSlo k michani zelenych ¢asti se
semeny ¢i klasy. Proto by bylo vhodné u této analyzy rozdé¢lit vzorky na dvé skupiny,
ato na skupinu tvofenou listy, zakladem stonkd, zelenou nadzemni ¢asti a kofeny
a druhou skupinu tvofenou semeny a klasy. Coz kvili ¢asovému harmonogramu nebylo
mozZné provest.

Metoda gRT-PCR byla vyuzita i pro analyzu relativni exprese tii genu
MLOC 51086, MLOC 54194 a MLOC 70768. Nejvyssi hodnoty relativni exprese
byly pozorovany u listu 1 a 2. U genu MLOC_70768 byly zaznamenany o nékolik
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desetin vyS$i hodnoty relativni exprese nez u ostatnich dvou geni, coz bylo zptisobeno
vetsi expresi genu v jednotlivych tkanich. Odchylky v datech mohou byt zplsobeny
ruznorodostni analyzovanych tkani neboli rozdilnou expresi sledovanych gent
V riznich tkanich a zrtzné starych rostlin. Chybovost mohla byt také zplisobena
Spatnym pipetovanim nebo nepiesnosti koncentrace pouzité¢ templatove cDNA. Data
z expresnich profilt byla statisticky vyhodnocena pomoci Kruskal-Wallid ANOVA
testu a nasledného mnohocetného vzajemného porovnani p hodnot, jako statisticky
signifikantni byly vyhodnoceny vzorky list 1 a klas A pro gen MLOC 51086 a pro gen
MLOC 54194 vzorky semen ODAG a listu 1. Pro statistiku i pro lepsi expreni profily
by bylo dale vhodné analyzovat vice biologickych a technickych replikata.

Na zadkladé sekvenovani byla porvtzena spravnd amplifikace u vSech
testovanych geni, 1 u genu MLOC 14346 a MLOC 43138, u kterych sice byla
detekovéna amplifikace v urcitych tkdnich pfi klasické PCR, ale tato amplifikace nebyla
potvzena qRT-PCR. Dtiivodem mohla byt §patn¢ zvolena koncentrace pro fedéni cDNA,

proto by bylo vhodné zopakovat tento experiment s vhodn¢jsimi koncentracemi.
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7. ZAVER

V teoretické Casti bakalatské prace byl vypracovan literarni piehled o studované
problematice, ktery byl zaméfen na auxiny a [AA-aminokyselinové hydrolasy.

V experimentalni ¢asti bylo celkem analyzovano 7 referencnich gent a 6 gent
kodujicich domnélé auxin-aminokyselinové hydrolasy. Analyza byla provedena v 11
riznych tkani je¢mene (Hordeum vulgare) kultivaru Golden promise, a to z divodu
moznosti rozdilné exprese genti napii¢ jednotlivymi pletivy. Na zakladé qRT-PCR byly
vybrany referencni geny s vysokou stabilitou a efektivitou (E2, EF a TUB). Diky, nimz
bylo mozni navrhnout expresni profil pro 3 zkoumané geny MLOC_ 51086,
MLOC_ 54194 a MLOC_70768. U genai MLOC_ 54858, MLOC_14346
a MLOC 43138 nebyl expresni profil vytvoten, jelikoz se u nich nepotvrdila
amplifikace v testovanych tkanich, coz mohlo byt zplisobeno nepfitomnosti exprese
genu Vv ur¢itém pletivu nebo nevhodné zvolenou koncentraci cDNA.

ReSenim by mohlo byt rozdéleni jednotlivych biologickych vzorkti do dvou
skupin (zelené casti a semena) a op&tovné provedeni analyzy a stanoveni expresniho
profilu pro vSechny zkoumané geny. Dale by bylo vhodné zaradit vice biologickych

vzorku ve vice technickych replikatech a zvazit navrh novych primert.
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