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Auxiny jako jedna z fytohormonalnich rodin  hraji
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naznacuji, ze kliCovym parametrem regulace fyziologickych
procesit je subcelularni distribuce indol-3-yloctové kyseliny
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subbunééného kompartmentu endoplazmatického retikula (ER).
To se povazuje za vstupni branu auxind do jadra, kde probiha
jejich percepce. Za pouziti optimalizovaného protokolu byly
bunécné organely mechanicky uvolnény z rostlinného pletiva
anasledné bylo izolovano ER prostifednictvim diskontinualni
hustotni gradientové ultracentrifugace. Purifikace a stanoveni
auxint byla provedena za pouziti protokolu pro mikroextrakci
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Seznam zKkratek

2,4-D 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

2,4-DP kyselina 2-(2,4-dichlorfenoxy)
propionova

2,4,5-T kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova
35S::PIN5-GFP linie s genem pro PIN5 znaceny
GFP pod kontrolou promotoru 35S
35S::PIN8-GFP linie s genem pro PIN8 znaceny
GFP pod kontrolou promotoru 35S
35S::PIN5/PINS linie s geny PIN5 a PIN8 pod
kontrolou promotoru 35S

4-CI-1AA 4-chlor-indol-3-yloctova kyselina
ABCB ATP-BINDING CASSETTE subfamily B
ABCB/PGP ATP-binding cassette subfamily
B/P- glycoprotein

ABP1 auxin binding protein 1

abpl mutantni Arabidopsis thaliana defektni

v genu pro ABP1

ACA kyselina octova

AFB auxin signaling F-Box

agrl mutant Arabidopsis thaliana defektni v genu
pro PIN2

ANT anthranilat

APS persiran amonny

ARF auxin response factor

AtPIN1 (AT1G73590) PIN-FORMED 1

ATP adenosintrifosfat

AUX/IAA auxin/indole-3-acetic acid

AUX/LAX auxin/like-aux

AUX1 auxin resistant 1

Bis N, N"-methylenebisakrylamid

BiP luminal binding protein

BY-2 Nicotiana tabacum kultivar Bright Yellow
C18 typ sorbentu, oktadecylova faze vazana na
nosici

CNX1/2 calnexin 1/2

COPI, COPII the coat protein complex I, Il
CPD protein superrodiny cytochromu P450
CYP79B2, CYP79B3, CYP83BL1 cytochrom

P450 monooxygenasy

DAOL1 dioxygenasa pro oxidaci auxinu 1

DAO2 dioxygenasa pro oxidaci auxinu 2
DEDCTA diethyldithiokarbamat sodny
DLLME disperzivni kapalina-kapalina extrakce
DTT dithiotreitol

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

eirl mutant Arabidopsis thaliana defektni v genu
pro PIN2

EIN2 ethylen citlivy protein 2

ER endoplazmatické retikulum

ERES vystupni mista endoplazmatického retikula
ERGIC pfechodny kompartment mezi ER a
Golgiho aparatem

F primer — forward primer

FFE volna pratokova elektroforéza

FW fresh weight

GA Golgiho aparat

GDC-H H protein glycin-dekarboxylazového
komplexu

GFP zeleny fluorescenéni protein

GH3 Gretchen Hagen 3

H3 histon H3

HF-LLLME mikroextrakce kapalina-kapalina-
kapalina s vyuzitim disperznich dutych vlaken
IAA indol-3-yloctova kyselina

IAA-Glc 1-O-(2-indol-3-ylacetyl)-p-D-
glukopyrandza

iaaH gen kédujici enzym IAM hydrolasu

I1AAla (2-(1H-indol-3-yl)acetyl)alanin

iaaM gen kodujici enzym tryptophan-2-
monooxygenasu

IAAsp (2-(1H-indol-3-yl)acetyl)aspartat

IAGIlu (2-(1H-indol-3-yl)acetyl)glutamat
IALeu (2-(1H-indol-3-yl)acetyl)leucin

IAM 2-(1H-indol-3-yl)acetamid

IAN 2-(1H-indol-3-yl)acetonitril

IAOX 2-(1H-indol-3-yl)acetaldoxim

IAPhe (2-(1H-indol-3-yl)acetyl)fenylalanin
IAR3 Indole-3-Acetic Acid Alanine-Resistant 3



IBA 2-(1H-indol-3-yl)maselna kyselina
IEF-FFE volna prutokova elektroforéza v rezimu
izoelektrické fokusace

IG indolglukosinolaty

ILR 1AA-leucin resistant

ILR-like/ILL IAA-leucine resistantl-like
INM vnitini jadernd membréana

IPA indol-3-propionova kyselina

IPYA 2-(1H-indol-3-yl)pyruvat

LHCII komplex zachycujici svétlo 11
LAX1-3 auxin transporter-like protein 1-3
LLE extrakce kapalina-kapalina (liquid-liquid
extraction)

MES kyselina 2-(N-morfilino)ethansulfonova
MIP molekularné vtisténé polymery

MS hmotnostni spektrometrie

MS médium Murashige & Skoog medium
MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
NAA kyselina a-naftyloctova

NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NIT1-3 nitrilasa 1-3

NTR1.1 dusi¢nanovy transportér 1.1

ONM vng¢jsi jaderna membrana

oxIAA (2-oxo-2,3-dihydro-1H-indol-3-yl)octova
kyselina

oxIAA-Glc 1-0-(2-0x0-2,3-dihydro-1H-indol-3-
ylacetyl)-p-D-glukopyranosa

PAA kyselina fenyloctova

PAT polarni auxinovy transport

PCR polymerazova fetézova reakce

pl izoelektricky bod

PILS PIN-LIKES, auxinov¢ transportéry

PIN PIN-FORMED, proteinova rodina
auxinovych transportérii

PMME polymerni monolitova mikroextrakce
PMSF Fenylmetansulfony! fluorid

PsbA D1 protein fotosystému 11

PSI, PSII fotosystém I, 11

R primer — reverzni primer

RER drsné endoplazmatické retikulum

Sec-21p gama podjednotka COP vezikuli

SER hladké endoplazmatické retikulum
SNARE proteiny rozpustné NSF vazané
receptorové proteiny

SPD-XC typ sorbentu, kopolymer polystyren-
divinylbenzenu

SPE extrakce pevnou fazi

SPME mikroextrakce na pevné fazi

SUN proteiny Sad1/UNC-84 doménovy protein
TAA tryptofan aminotransferasa

TAAL tryptofan amiotransferasa Arabidopsis 1
TAM tryptamin

TBE Tris-borat-EDTA

TBS-T TRIS-pufrovany solny roztok s pfidavkem
Tweenu

TE Tris-EDTA

TEMED tetramethylethylendiamin

TGN trans-Golgiho sit’

TIR1 transport inhibitor response 1

TOF pruletovy analyzator

Tris trisaminomethan

UGT74D1 enzym UDP-glucosyl transferasa
74D1

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
HPLC-MS/MS vysokotéinna kapalinova
chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii

VAS1 methionin specificka aminotrasferasa
VDAC voltage-depent anion channel

WAT1 WALLS ARE THIN 1

wav6 mutant Arabidopsis thaliana defektni

v genu pro PIN2

WB Western blot

YUC YUCCA

YUCCA Arabidopsis flavin monooxydase gene
ZE-FFE volna pritokova elektroforéza

v zénovém elektroforetickém rezimu

PSPE-PT mikroextrakce pevnou fazi pomoci

plnénych pipetovacich Spicek



1 UVOD A CILE

Auxiny hraji zésadni roli v regulaci ristu a vyvoje rostlin. Pro mnoho vyvojovych procest
kontrolovanych auxinem je zasadni jeho prostorova distribuce v rdmci orgdnd, pletiv i jednotlivych
bunek. V kazdé eukaryotické butice se nachdzi rozséhla sit membranovych organel, které spolec¢né
tvofi jeji endomembranovy systém. U jednoho z kompartmenti — endoplazmatického retikula (ER),
které je primarné zodpovédné za syntézu proteini a anabolismus lipidd, se Vv neddvné dobé
prokazalo, Ze se ucastni také signalizace a metabolismu fytohormoni v¢etné auxint. Pfedpoklada se,
ze ER-lokalizované auxinové transportéry (PINS, PIN6, PINS a PILS2, PILSS, PILS6) pfispivaji ke
kontrole auxinové subcelularni homeostazy regulovanim tokt indol-3-yloctové kyseliny (IAA) mezi
cytosolem a ER. Navic, n€které auxinové biosyntetické proteiny z rodiny YUCCA (napi. YUCCA4)
jakoz i nékteré auxin-amidohydrolasy mohou byt také lokalizovany na membrané ER a podilet se na
utvareni gradienti auxinu uvnitt bunky.

Hlavnim cilem této diplomové prace je stanoveni metabolického profilu auxint v ER Arabidopsis
thaliana Col-0 a mutantnich linii nadprodukujicich ER-lokalizované auxinové pienase¢e PINS5
a PINS. Za timto t¢elem budou odvozeny bunééné suspenzni kultury z kontrolnich a mutantnich linii
35S::PIN5 a 35S::PIN8-GFP, které by mohly byt pouZity jako vhodny modelovy systém pro studium
regulace homeostaze auxinu na subcelularni urovni. Déle bude optimalizovan postup izolaci ER s
vyuzitim diskontinudlni gradientové ultracentrifugace. V ziskanych ER frakcich bude stanoven
metabolicky profil IAA s vyuZitim vysokouéinné kapalinové chromatografie spojené s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS).
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Arabidopsis thaliana

Modelové organismy jsou dilezitou soucasti studia specifickych biologickych procest
v biomedicinském, environmentalnim a biologickém vyzkumu. Jednd se o peclivé vybrané
biosystémy, s nimiz se snadno manipuluje, jsou relativné dobie dostupné a levné. Obvykle (ne vSak
vyhradn¢) se jedna o organismy s kratkou genera¢ni dobou. Mezi nejcitovanéjsi organismy v Google
Scholar patii Homo sapiens, Mus musculus, Arabidopsis thaliana, Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae a Caenorhabditis elegans (Edison et al, 2016).

Arabidopsis thaliana (¢esky husenicek rolni) je mala jednoleta rostlina fadici se do taxonomické
¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Poprvé byla popsana v roce 1753 Johannesem Thalem v pohofi
Harz. Své soucasné jméno Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ziskala roku 1842 od Gustava
Heynholda. Prvnim védeckym pracovnikem, ktery v roce 1907 publikoval vlivnou cytogenetickou
studii 0 A. thaliana, byl Friedrich Laibach (Kridmer, 2015).

Pokud jde o jeji pouziti jako klasického a funkéniho modelu v biologickych védach, predstavuje
Arabidopsis idealni model z né€kolika hlavnich divoda. Jedna se o 7 - 40 cm malou rostlinu,
coz umoznuje jeji péstovani ve velkém méfitku. Navic ma Arabidopsis silnou reproduké¢ni
schopnost, kterd umoziuje generovani velkého mnozstvi semenackt v kratkém case, coz zasadn¢
snizuje ndklady na experimenty. Dal§i ohromnou vyhodou Arabidopsis je schopnost autogamie.
Vétsina piirozené vyskytujici se Arabidopsis je vysoce homozygotni, coz usnadiuje indukci
specifickych mutaci a konstrukci mutantl rozmanitymi molekularnimi, chemickymi a fyzikalnimi
metodami. Genom této rostliny je velky 125 MB a je tvofen péti chromozomy, obsahujicimi pfiblizné
100 miliont para bazi, coz vyrazné snizuje naklady a obtiznost sekvenovani (Sivasubramanian et al,
205). Celogenomové sekvenovani Arabidopsis thaliana jako experimentalniho modelu bylo

dokonéeno v roce 2000 iniciativou Arabidopsis Genom Iniciative (Zhu et al, 2016).

2.2 Bunééné kultury

Bunécéné/tkanové kultury jsou in vitro aseptické kultury bunék, tkani, organt nebo celych rostlin
rostoucich za pfisné regulovanych nutri¢nich a environmentalnich podminek. Jedna se o vSestranny
nastroj pifi zkoumani zakladnich védeckych otazek, jehoz vyhodou je homogenita
a reprodukovatelnost vygenerovanych dat (Cassells, 2012). Casto jsou vyuzivany k produkeci klonii
rostlin. Kontrolované podminky poskytuji kultufe ptiznivé prostiedi pro riist a mnozeni. Podminky
zahrnuji spravnou kombinaci zivin, pH média, teplotu a pomér kapalného a plynného prostiedi.
Kli¢ovou vlastnosti rostlinnych bunék, ktera umoznila rozvoj rostlinné biotechnologie je totipotence,

coz je schopnost jednotlivych somatickych bunék vytvorit kompletni rostlinu.
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Tkéanové kultury hraji zésadni roli pro studium zakladnich procesti v modelové rostling
Arabidopsis thaliana. Prvni zminky o bunécné kultuie Arabidopsis ziskané z kalusu pochazeji
2 60. let 20. stoleti. Po prvni regeneraci celych rostlin z explantatd listd Arabidopsis thaliana
nasledované dal$imi studiemi se Arabidopsis stala na zakladé svych vyhodnych vlastnosti
nepostradatelnym rostlinnym modelovym organismem. K vyhodnym vlastnostem bunécnych
suspenznich kultur patfi zejména schopnost produkce kompletnich proteinil, které mohou byt
sekretovany do média, coz ma za nasledek snizeni nakladt na produkci téchto proteind. K dalsim
vyhodam kultur patii kratka reprodukéni doba, ¢i absence environmentalnich vlivt jako je pocasi,
pritomnost Skidct ¢i kvalita vody, protoze pestovani rostlinnych bun¢k je provadéno za piisné
definovanych a kontrolovanych podminek. Nevyhodou kultur je néachylnost k mykotickym
a bakterialnim kontaminacim, niz§i vytézek proteinli a potencionalné vyssi kapitalové naklady
(Cassells, 2002; Xu & Zhang, 2014). V soucasnosti existuje nékolik protokolt pro uspésné odvozeni
bunééné suspenzni kulturu z Arabidopsis, naptiklad protokol dle Barkla et al, 2013 viz Obr. 1.

Bunééné suspenzni kultury se uplatiiuji mimo védeckou sféru také naptiklad pii vyrobé léciv,

kosmetiky a potravin (Barkla et al, 2013).

Indukce kalusu
ze sterilizované tkané
Arabidopsis thaliana z

explantatové kultury.

X

Umisténi explantati na
sterilni kalus indukujici
médium.

2

Sklizeni drobivého kalusu
a pfemisténi na Cerstvé
sterilni médium.

4

Bunécfna suspenze
Premisténi kalusu do 100
ml sterilniho média v 500

ml Erlennmayerové

4 tydny ve tme,
25°C

2 tydny ve tmé,
25°C

barice.

[1

Tydenni prenos 30 ml

1 tyden ve tme, J subkultury do 90 ml
5°C erstvého sterilniho

tekuteho media.

Obr. 1: Schématicky postup odvozovani bunécné suspenze dle Barkla et al, 2013.

Rostlinné bunééné linie je mozné ziskat relativné snadno z riznych tkani riznych vyssich rostlin.

Jedine¢né vlastnosti jako vysoké tempo ristu a vysoka homogenita se projevily u bunééné linie
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Nicotiana tabacum kultivar Bright Yellow (BY-2) (Nagata et al, 1992). Rychla akumulace biomasy
a snadna transformace ucinily z BY-2 bun€k nejCastéji pouzivanou linii rostlinnych bun€k pro

produkei proteinti (Doran, 2013).

2.3 Rostlinna bunka

Buiky muzeme na zakladé jejich vnitini struktury rozdélit na prokaryotické a eukaryotické.
Eukaryotické buriky jsou obklopeny plazmatickou membranou a jejich vnitini prostor je ¢lenény
do dil¢ich oddilt tzv. organel, oddélenych od cytoplazmy membranou. Cést cytoplazmy bez organel
- cytosol — tvofi intracelularni vodné prostiedi, v némz jsou obsaZeny rozpusténé ionty, malé
molekuly a makromolekuly. Vétsina eukaryotickych bunék (s vyjimkou lidskych erytrocyti)
obsahuji definované jadro a organely (Alberts et al, 2015; Lodish et al, 2016).

Rostlinné buriky (stejné jako butiky hub) jsou obklopené bunéénou sténou, ktera ji ¢ini relativné
pevnou, umoziuji tvorbu riznych typd bunék pottebnych k vytvofeni pletiv a organti rostliny a také
hraji zasadni roli v mezibuné¢né komunikaci. Rostlinnd bunééna sténa je obvykle délena na dvé
skupiny — primarni bunéénou sténu obklopujici rostouci bunky a sekundarni bunéénou sténu
obsahujici lignifikované zesilujici struktury a obklopujici specializované buiiky (napft. cévni svazky)

(Alberts et al, 2015; Keegstra K., 2010).

2.3.1 Bunééné organely

Funkce bunék je uzce spjata s jejich vnitini organizaci, vV niz maji subcelularni struktury — organely
— specializované role. Organely jsou vnitrobunécéné oblasti oddélené od cytoplazmy fosfolipidovou
membranou. Bunééné membrany jsou zasadni pro zivot buiniky. Plazmaticka membrana na povrchu
buiiky jasn€ definuje jeji hranice a odd€luje cytosol a extracelularni prostfedi. Membrany
endoplazmatického retikula (ER), Golgiho aparatu (GA), mitochondrie a dal§ich organel udrzuji
charakteristické rozdily mezi vnitinim prostorem organel a cytosolu. Jadro, mitochondrie

a chloroplasty jsou dokonce oddéleny dvéma membranami (Alberts et al, 2015; Lodish et al, 2016).

Jadro

Nejvyznamnéj$im kompartmentem eukaryotické buiky a ulozistém genetické informace je bunécné
jéadro, které zabira ptiblizné 10 % objemu buiiky. Hlavnimi funkcemi jadra je replikace a nasledny
prenos DNA genetické informace do dcefiné bunky a syntéza riznych typti RNA a jejich transport
do cytoplasmy. Jadro eukaryotické bunky je obklopeno jadernym obalem, ktery je perforovan
jadernymi pory. Jaderné pory vytvareji brany pro vyménu makromolekularnich latek mezi
nukleoplazmou a cytoplazmou. Vnitini a vnéjsi membrany jaderného obalu obsahuji velké mnozstvi
riznych proteind, jako naptiklad proteiny SUN, které hraji zasadni roli v jaderné organizaci a funkci.

Vnéjsi jadernd membrana (ONM) je obecné povaZzovdna za prodlouZeni ER. Vnitini jaderna
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membrana (INM) je prostoupena specifickou podskupinou proteint, které jsou dulezité pro
organizaci chromatinu, jadernou morfologii a meiézu. INM a ONM jsou oddéleny perinuklearnim
prostorem a propojeny komplexy jadernych pord. Nékteré proteiny obsazené v rostlinné jaderné
laming se podili na regulaci jaderné velikosti a morfologii. ONM piechazi v ER, kterému je v této
praci vénovana samostatna kapitola. ER pak dale tvoii transportni sit’ s GA. V rostlinach se méni
velikost jadra a tvar béhem vyvoje rostliny. Jadernd morfologie je ovlivnéna také okolnimi
podminkami, jako je naptiklad sucho (Meier et al, 2017). Obvykle nejvétsi a nejvyznamnéjsi jaderny
dil¢i prostor je jadérko, vnémz dochazi k syntéze, sestaveni a zrani ribozomu. Jadérko hraje
vyznamnou roli pfi zpracovani dalSich typi RNA vcetné mRNA (Dashek & Miglani, 2016).

Vyznamnou roli hraje jadro Vv regulaci hladin auxinii na urovni transkripce prostfednictvim

auxinového receptoru (Kato et al, 2017).

Golgiho aparat

GA je membranova bun&¢na organela charakteristického tvaru tvofeného komplexem cisteren, ktera
funguje jako posttransla¢ni modifika¢ni tovarna a transportni centrum pro proteiny a lipidy v buiice.
V rostlinné buiice je GA tvofeno soustavou cisteren, které jsou spoleéné s ER, endozomy a
vakuolami souéasti biosyntetické bunééné tovarny (Pereira et al, 2014). Vstupnim bodem do GA je
cis-pdl, ktery je uzce spojen s ER a puisobi jako pfijimaci centrum komplexu. Trans-pdl na opaéné
stran¢ funguje jako exportni centrum GA. Dynamika transportu z GA se méni v zavislosti na rtizné
bunééné podnéty, které maji za nasledek syntézu a sekreci specifickych produkti GA (Dashek &
Miglani, 2016; Huang & Wang, 2017; Pavelka a Robinson, 2018). Diilezitou souc¢asti GA je trans-
Golgiho sit’ (TGN), jejimz tkolem je tfidéni a transport nove syntetizovanych proteint do riznych
subcelularnich oddili a ptijem extracelularniho materialu a recyklovanych molekul z endocytarniho
kompartmentu bunky (Rosquete et al, 2017). Konstitutivni endocytarni recyklace je klicovy
mechanismus, ktery umoziiuje naptiklad regulaci aktivity PIN1 proteinti na plazmatické membrané
a rychlé zmény v jejich lokalizaci a tim k regulaci PAT (Feraru et al, 2012). Nalozené vezikuly
vystupujici z ER fazuji s GA, material je uvolnén a postupné prochazi organelou a podléha apravam
(naptiklad glykosylaci). Transport latek z GA je umoznén riznymi druhy vezikuli, které jsou na
povrchu pokryty charakteristickymi obalovymi proteiny. Fuzovani vezikul je fizeno hlavné SNARE
proteiny (), v mensi mife pak také GTPasami, které jsou zaroven determinanty typu vezikul.
Rozlisujeme 3 zakladni typy vezikul - klaritinovy, COPI a COPII vezikuly (Dashek & Miglani,
2016).

Mitochondrie
Mitochondrie jsou organely typické pro eukaryotické bunky a jejich pocet v buiice se muze lisit
od nékolika stovek az po né€kolik tisic. Mitochondrie maji dvé membrany. Vnitini membrana

je invaginovana a pro mitochondrie typické struktury — kristy, prostfednictvim kterych je zvétSena

14



povrchovd plocha membriany. Vnéjsi membrdna obsahuje relativné malo proteinit (<100)
a je prostupna pro vét§inu slou¢enin mensich nez 5 kDa z cytosolu do mitochondrie. Propustnost
membrany je dana pfitomnosti proteinu VDAC (voltage-depent anion channel), znamém také
jako mitochondrialni porin. Tento napétové fizeny kanal se kromé regulace metabolickych
a energetickych funkci mitochondrie podili také na bunééné programované smrti —apoptoze (Dashek
& Miglani, 2016; Taylor, 2018). Mitochondrie jsou semiautonomni organely s vlastni DNA,
syntézou proteinti a degradacnim mechanismem. Proteiny kdédované mitochondridlnim genomem
prochazi celou fadou posttrankripénich a posttranslacnich modifikaci. Rostlinny mitochondrialni
genom je velky pfiblizné 200 — 2000 kbp, pficemz vétsina DNA je tvofena introny a opakujicimi se
nekodujicimi oblastmi. Mitochondridlni genom koduje pouze malou cast proteind vyskytujicich se v
mitochondrii, ostatni mitochondrialni proteiny jsou kodovany jadernymi geny a syntetizovany
V cytosolu. Proteiny jsou nasledné transportovany do mitochondrii a spojeny s mitochondriemi
syntetizovanymi podjednotkami za vzniku velkych respira¢nich komplexti a dalSich proteint
(Morley & Nielsen, 2017; Taylor, 2018). Primarni funkci mitochondrii je buné¢né dychani,
pii kterém jsou prostiednictvim oxidativni fosforylace katabolizovany substraty za soucasné syntézy
adenosintrifosfatu (ATP). Rostliny pokryvaji své energetické pozadavky fotosyntézou, kterou
mitochondridlnim dychanim pouze doplituji. Funkce mitochondrii je uzptisobena zasadné odliSnym
fyziologickym situacim v prostoru (mezi tkanémi), v ¢ase (béhem cirkadialnich rytmu svétlo-tma) a
nepravidelnymi zménami prostfedi (teplotni vykyvy, napadeni patogenem). Citlivd reakce
mitochondrii na zmény muze vyvolat retrogradni signalizaci regulujici expresi jadernych genii

(Schwarzlander & Finkemeier, 2013).

Chloroplasty

Chloroplasty jsou organely vyskytujici se v rostlinnych butikach a buiikach eukaryotickych fas a jsou
podobné mitochondriim. Mohou byt dlouhé az 10 um a jsou obvykle 0,5-2 um silné, ale jejich tvar
a velikost se v riznych burikach lisi (Lodish et al, 2016). Chloroplasty jsou stejné jako mitochondrie
semiautonomni cytoplazmatické organely. Prvni fotosynteticka eukaryota vznikla pfed vice nez
jednou miliardou let primarnim pohlcenim cyanobakteridlniho endosymbionta eukaryotickym
hostitelem, coz vedlo ke vzniku glaukofyti, zelenych a Cervenych fas. Dalsi linie fotosyntetizujicich
eukaryot se objevily po pohlceni jiz existujicich fotosyntetizujicich eukaryot, naptiklad zelenych fas.
V prubéhu evoluce proSel genom odvozeny od cyanobakterii dramatickym zmensenim. Genomy
modernich chloroplastti obsahuji pouze 120-130 gent, z nichz vétSina koduje komponenty dulezité
pro expresi organel a fotosynteticky aparat. DNA je uspofaddna do nukleoidt, které vykazuji
prokaryotické i eukaryotické rysy (Jensen & Leister, 2014). Chloroplasty jsou ohrani¢eny dvéma
obalovymi membranami, které obklopuji matrici, stroma a komplexni 3D sit’ membran nazyvanych
thylakoidy. Stejné jako u mitochondrii obsahuje vnéj$i membrana poriny a je prostupna pro

metabolity malé molekulové hmotnosti. Vnitini membrana tvofi propustnou bariéru S transportnimi

15



proteiny, prostfednictvim kterych je regulovan pohyb metabolitdt do a z chloroplastu. Vnitini
prostiedi — stroma — je vodny roztok, ktery zabrafiuje spontannimu transportu jednotlivych lipida
¢i membranovych proteinil a obsahuje fadu enzymi. Thylakoidni membrana tvoii sit’ zplostélych
diskd zvanych thylakoidy, které jsou uspotfddany do vétsich celki — gran. Thylakoidni membrany,
na rozdil od dvojit¢é membrany na povrchu chloroplastu, obsahuji zelené pigmenty (chlorofyly)
a dalsi pigmenty, které absorbuji svétlo. Thylakoidy poskytuji funkéni komplexy, které zachycuji
a preménuji slunecni energii na vysoce energetické elektrony a transmembranové gradienty proteind,
které generuji NADPH, ATP a O». Proteinové komplexy vykonavajici tyto funkce jsou fotosystém |
a II (PSI, PSII), komplex zachycujici svétlo 11 (LHCII), cytochrom b6f a syntasa ATP. Strukturalni
diferenciace thylakoidt je disledkem nerovnomérmného rozdéleni vyse zminénych komplexti mezi
thykakoidni grama a stroma. VétSina PSII a LHCII se vyskytuje v thylakoidnich granech a vétSina
PSI a vSech syntas ATP se nachazi na thylakoidnim stroma (Jensen & Leister, 2014; Lodish et al,
2016; Lindguist & Aronsson, 2018). Dle Wang et al, 2015 probiha v chloroplastech biosyntéza
tryptofanu prostfednictvim tryptofan syntasy o a B3, které spolu tvoii komplex a pfeménuji indol-3-

glycerol fosfat na tryptofan, ktery miize byt dale transformovan na IAA.

Vakuola

Vétsina rostlinnych bunék obsahuje alesponl jednu vakuolu, ktera akumuluje a ukladd vodu, ionty
a ziviny. Vakuola ma ve své membrané fadu riznych membranovych proteint, které umoziuji
transport téchto molekul z cytosolu a jejich naslednou retenci v lumenu vakuoly. MnozZstvi a velikost
vakuol se 1i8i v souvislosti na vyvojovém stadiu buiiky, kdy ve zralé rostlinné buiice mize zabirat az
90 % jejiho vnitiniho prostoru. Lumen vakuol obsahuje degradacni enzymy a pH jejiho obsahu je
kyselé, ¢imz muze mit vakuola degrada¢ni G¢inek podobny lyzozomu v zivoéisnych buinkach
(Lodish et al, 2016). Béhem embryogeneze se objevuji dva druhy vakuol - lytické vakuoly obsahujici
hydrolasy schopné degradovat nezadouci bunécné latky a proteinové tlozné vakuoly akumulujici
velké mnozstvi ochrannych a skladovacich proteint. Vét§ina vakuolarnich rozpustnych proteint je
syntetizovana do vétSich prekurzori v ER apoté transportovana do vakuol. VétSina téchto
prekurzort je syntetizovana na ribozomech, modifikovana na ER a GA a nasledné transportovana do
specializovanych vakuol, kde plni svou funkci (Tan et al, 2019). Vakuoly pravdépodobné hraji
vyznamnou roli pii regulaci auxinové homeostazi prostfednictvim ukladani IAA, IAA katabolitu

oxIAA a esterového konjugatu IAA-Glc (Ranocha et al, 2013).

Endozomy a lyzozomy

Endozomy a lyzozomy hraji kli¢ovou roli vruznych aspektech bunétné fyziologie,
jako je zpracovani zivin, recyklace receptort, katabolismus proteinii a lipidd a bunétna smrt.
Endozomy jsou heterogenni organely, které se uplatiuji pfi tfidéni a dodavce molekul z bunééného

povrchu a pii transportu materialu z GA do lyzozomu nebo vakuoly (Alberts et al, 2015; Lodish et al,
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2016). Bylo prokazano, ze endozomy hraji ustfedni roli v kli¢ovych rostlinnych procesech, jako
je diferenciace embryi, gravitropismus, diferenciace epidermis, remodelace bunééné stény, obranné
reakce proti patogenim a regulace transportu auxint (Zeng et al, 2018). Lyzozomy se nachdzi
vyhradné€ v zivoc¢isnych buiikéch, jedné se o organely uzaviené membranou, naplnéné rozpustnymi
hydrolytickymi enzymy. Lyzozomy obsahuji asi 40 typd hydrolytickych enzymii véetné proteas,
nukleas, glykosidas, lipas, fosfatas, fosfolipas a sulfatas. VSechny tyto enzymy jsou kyselé hydrolasy.
Pro optimalni aktivitu je nutné je aktivovat proteolytickym §tépenim. Ukolem lyzozomi je degradace
slozek zastaralych pro buiku nebo organismus. Typickym piikladem tohoto procesu je autofagie,

béhem které je degradovana zastarala organela (Alberts et al, 2015; Lodish et al, 2016).

Peroxizomy

Peroxizomy jsou vysoce dynamické organely zapojené do celé fady rostlinnych procesii vcetné
primarniho metabolismu uhliku, vyvoje, reakce na abioticky stres a obrany proti patogentim. Jejich
enzymaticky obsah se v riiznych druzich vyznamné lisi, coz ukazuje na vysokou urovein vyvojové
plasticity. Jak uz z nazvu vyplyva, peroxizomy obsahuji jeden nebo vice enzym, které vyuzivaji
molekularni kyslik k odstranéni atomt vodiku ze specifickych organickych substrati v oxidacni
reakci, jejimz produktem je peroxid vodiku (H20,). (Hu et al, 2012; Lodish et al, 2016). Oxida¢ni
dréhy vyskytujici se v peroxizomech zahrnuji B-oxidaci mastnych kyselin, ktera je nezbytna
pro embryogenezi a spravny rust. Dal$i peroxizomalni enzymy napiiklad zvysuji fotosyntetickou
aktivitu. Peroxizomy také pfispivaji k syntéze signalnich molekul vcetné rostlinnych hormont
auxint, Kyseliny jasmonova a kyseliny salicylové. Jednim z prekurzorti auxinu IAA je kyselina
indol-3-maselna (IBA). IBA je v peroxizomech pfeménéna na aktivni formu IAA. Takto odvozena
aktivni forma je zdsadni béhem vyvoje semenacku, kdy ovliviiuje lateralni zakotenéni, tvorbu

apikalnich hacka a rozsiteni kotyledonu a kotenovych vlaska (Kao et al, 2018).

2.3.2 Endoplazmatické retikulum

ER je vysoce dynamicky, proménlivy a rozsahly, na jadernou membranu vazany systém
membranovych struktur, nachazejici se Vv cytoplazmé eukaryotickych bun€k. Jeho tvar prochazi
podstatnymi zménami v reakci na vyvojové stadium a vnéjsi vlivy. ER je tvofeno soustavou
navzajem propojenych vacki a cisteren a se sklada se ze dvou paralelnich membran a lumenu.
ER hraje klicovou roli v biosyntéze a transportu proteint a lipidd, jakoz i v metabolismu celé fady
latek véetné hormont. ER je dulezité pro homeostazu nesekrecnich organel, jako jsou mitochondrie,
peroxisomy a chloroplasty. Proteiny v ER podléhaji posttranslacnim modifikacim, jako je N- a O-
glykosylace ¢i tvorba vodikovych mistka (Chen et al, 2012; Spang, 2013; Hawes et al, 2015; Dashek
& Miglani, 2016).

ER je mozné rozd¢lit morfologicky i funkéné na jaderny obal a periferni ER. Periferni ER

pak dale zahrnuje takzvané hladké ER (SER) a drsné ER (RER). Morfologické rozdily mezi SER
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a RER umoznuji vizualni rozliSeni téchto oblasti - RER m4 sklon k tvorbé zrnitéjsi stavby. Struktura
ER je komplexni z diivodu existence Cetnych odlisSnych domén. Tyto domény jsou formovany
interakcemi s cytoskeletem, proteiny stabilizujicimi membranu a homeotypickym fliznim
mechanismem, ktery umoziiuje ER membrané zachovat jeji kontinuitu a identitu. ER obsahuje také
domény, které ptichazeji do styku s plazmatickou membranou, GA, endozomy, mitochondriemi,
lipidovymi kapickami a peroxizomy. Tato kontaktni mista jsou hojnd a rozptylend po celé
cytoplazmé (English & Voeltz, 2013).

Specializovany kompartment ER — jaderny obal — je tvofeny ONM a INM, které jsou spojeny
namnoha mistech s komplexy jadernych péra. Jaderna membrana je spojena s listy
a cisternami periferniho ER. Periferni ER vystupuje z vnéjsi jaderné membrany jako propojena sit’
cisteren a tubuld. Cisterny jsou obvykle lokalizovany bliZe k jaderné membrané, zatimco na periferii
ptrevladaji tubuly (Schwarz & Blower, 2015).

RER je tvofeno ribozomalnimi, membranovymi a lumenalnimi proteiny, pfi¢emz cela rada
lumenalnich proteinti podléha postranslaénim modifikacim a poté jsou transportovany do cilovych
oblasti buniky. RER je ptipojeno k jaderné membrané na jednom konci a k SER na konci druhém. Na
cytosolickém povrchu RER se nachazi ribozomy tvorici granula. RER je tvofeno plochymi
cisternami, jejichz struktura je témét shodna s vnéjsi jadernou membranou. Ackoliv je jaderna
membrana sféricka, jadro je tak velké, ze jeho povrch mlize byt povazovan za plochy list ER. RER
vykonava vSechny funkce spojené s biosyntézou membranovych a sekre¢nich proteinti véetné jejich
skladani a modifikace (Shibata et al, 2006; Mei et al, 2013; Dashek & Miglani, 2016).

SER je tvofeno dlouhymi valcovitymi podjednotkami s vysokym zakfivenim membrany
v priifezu. SER je jednodude definovano nepiitomnosti membranové vazanych ribozomi. Uloha
SER je dana typem bunék, ve kterych se vyskytuje. SER obecné zahrnuje oblasti, v nichz dochazi
K puceni a fuzi vezikul a oblasti kontaktu s membranami jinych organel. Vétsi a homogenné;jsi formy
SER se vyskytuji ve specializovanych bunkach. SER je ve své struktufe mnohem spletitéjsi nez RER
(Shibata et al, 2006).

Na ER je iniciovana biogeneze asi jedné tfetiny bunécného proteomu. Vzniklé proteiny jsou
nasledné transportovany do GA. Transport téchto proteinti vyzaduje aktivitu a lokalizaci proteint,
které vytvaii vystupni mista ER, oznacuji proteiny pro shromazd’ovani nakladd a pretvari membranu
do formy transportniho kontejneru. Dllezitymi proteiny jsou také SNARE proteiny, které funguji
jako adresni §titky a cili vezikuly specificky na GA. Sekre¢ni cesty zahrnuji ER, vystupni mista ER
(ERES), mezilehlé oddéleni ER-do-Golgi znamého také jako vezikularné-tubularni klastry nebo pre-
Golgiho meziprodukty (ERGIC), Golgiho komplex a TGN (Szul & Sztul, 2011; Spang, 2013).

Transport proteinti z ER je umoznén akumulaci proteintt COPII (coat protein II), jako je naptiklad
Sarl, Sec23/24, a Sec 13/31 na specializovanych exportnich oblastech ERES. Vezikuly COPII
generované v ERES prepravuji obsazeny naklad do dal§iho oddilu sekreéni drahy. Oblast ERGIC je

bohaté na tubuly a vezikuly a jejim hlavnim cilem je generovani anterogradnich nosicti pro piepravu
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nakladu do GA. Z anterogradnich nosi¢ti mohou byt v ERGIC tvoteny COPI vezikuly umoziujici
transport zpét do ER nebo aterogradni transport v Golgiho komplexu (cis-polu GA do medialni ¢asti
GA, z medialni ¢asti do cis-polu GA, z cis-polu do ERGIC a z ERGIC do ER). Podjednotky COPI
byly identifikovany v endozomalnim kompartmentu, coz naznacuje, ze maji roli v endocytdze

(Gabriely et al, 2007; Hanton et al, 2009; Szul & Sztul, 2011).
2.4 Auxiny

Rostlinné hormony reguluji fadu aspektii ristu a vyvoje rostlin a reakce na bioticky a abioticky stres.
Hlavnimi skupinami hormont produkovanych rostlinami jsou auxiny, cytokininy, gibereliny,
kyselina abscisova, ethylen, kyselina salicylova, jasmonaty, brassinosteroidy a strigolaktony (Verma
et al, 2016).

Auxiny pfedstavuji skupinu organickych kyselin o nizké molekularni hmotnosti obsahujici
jak aromatické jadro, tak postranni fetézec karboxylové kyseliny. Auxiny koordinuji témét vSechny
aspekty vyvoje a rustu rostlin, naptiklad embryogenezi, organogenezi, pohybové odpovédi na svétlo
a gravitaci, apikalni dominanci, ¢i tvorbu lateralniho a adventivnich kotenti (De Smet et al, 2015).
Ptirozené se vyskytujici slouc¢eniny s ptimou auxinovou aktivitou v rostlinach jsou kyselina indol-3-
yloctova TAA, kyselina 4-chlorindol-3-octova (4-CI-IAA), kyselina fenyloctova (PAA) a IBA.
Kromé ptirozen€ se vyskytujicich auxind existuje i rozmanita skupina analogt ¢i derivati, které maji
podobnou aktivitu a strukturu jako endogenni auxiny. K syntetickym auxintim se fadi kyselina 1-
naftyloctova (NAA), kyselina 2-(2,4-dichlorfenoxy) propionova (2,4-DP), kyselina 2,4,5-
trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T), kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), dicamba, pikloram
aquinclorac (Obr. 2). Analogy auxinti se pouzivaji jako chemické nastroje ve védecké

a agrochemické praxi (Cao et al, 2019).
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Obr. 2: Chemické struktury piirodnich auxind kyseliny indol-3-octové (IAA), kyseliny 4-chlorindol-3-octové (4-CI-1AA),
kyseliny fenyloctové (PAA) a kyseliny indol-3-maselné (IBA) a syntetickych auxint kyseliny 1-naftalenoctové (NAA),
kyseliny 2-(2,4-dichlorfenoxy) propionové (2,4-DP), kyseliny 2,4,5-trichlorfenoxyoctové (2,4,5-T), kyseliny
2,4-dichlorfenoxyoctové (2,4-D), dicamba, pikloramu a quincloracu.

2.4.1 Homeostaza auxinu

Nejvyznamnéj$im auxinem a zdaleka nejstudovangjSim rostlinnym hormonem je IAA. Tento
fytohormon ovliviiuje mnoho vyvojovych a rastovych aspektt rostlin véetné tropismd, cirkadialniho
rytmu, ¢i reakci na bioticky a abioticky stres. Morfogenetické zmény zprostfedkované IAA jsou
spoustény prostfednictvim generovani lokalniho minima a maxima, jejichz tvorba je zalozena na
piisné regulované rovnovaze biosyntézy, metabolismu a transportu tohoto hormonu. Vznikly
gradient modulovany auxinovou homeostazou hraje zasadni roli pii diferenciaci rostlinnych tkani,
¢imz je ovlivnéna vyslednd stavba organd rostlin (Zhao, 2010). Geny zapojené do téchto procesi
jsou v mnoha piipadech navzajem propojeny zpé&tnovazebnymi smyckami s geny souvisejicimi

s auxinem, ¢i se slozkami drah jinych rostlinnych hormonii (Mateo-Bonmati et al, 2019).
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2.4.1.1 Biosyntéza

Aromatické aminokyseliny tryptofan, fenylalanin a tyrozin jsou centralnimi molekulami
v metabolismu rostlin. Tyto aminokyseliny se uplatiuji jako stavebni jednotky proteint, ale také jako
prekurzory siroké skaly aromatickych sekundarnich metaboliti, ¢i rostlinnych hormonti, naptiklad
auxint.. Aromatické aminokyseliny jsou syntetizovany Sikimatovou drahou, na kterou navazuje
rozvétvena metabolickd cesta aromatickych aminokyselin, pfiCemz hlavnim meziproduktovym
metabolitem je chorismat, viz Obr. 3. Doposud byly identifikovany tfi enzymy biosyntézy, a to
chorismatova mutasa biosyntézy fenylalaninu a tryptofanu, tryptofan syntasa biosyntézy tryptofanu
a arogenat dehydratasa biosyntézy fenylalaninu (Tzin a Galili, 2010). V Arabidopsis probiha
biosyntéza tryptofanu v chloroplastech. Prvni krok biosyntézy je katalyzovan antranitrilat syntasou,

ktery podléha zpétnovazebné inhibici tryptofanu. (Wang et al, 2015).
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Obr. 3: Model bunécné a subceluldrni auxinové homeostdzy a signalizace v Arabidopsis thaliana (Skalicky et al, 2018). ,
ABCB - auxin binding protein 1, ABP1-auxin binding protein 1, ADP — adenosindifosfit, ATP — adenosintrifosfat, AUX1 -
auxin resistant 1, Aux/1AA - auxin/like-aux,, CAM -camalexin, IAA —kyselina indol-3-yloctovd, IAAld - indol-3-acetaldehyd
, IAEt - indol 3-ethanol, IGP - 2-(1H-indol-3-yl)glycerol fosfat, IBA - 2-(1H-indol-3-yl))mdselnd kyselina, ARF - auxin
response factor, 1Gs — indolglukosinolaty, IPyA - 2-(1H-indol-3-yl)pyruvdt, L-Trp — L-tryptofan, oxlAA-(2-oxo0-2,3-
dihydro-1H-indol-3-yl)octovd kyselina, NPF6.3 (NRTL1.1) - dusicnanovy transportér 1.1, 0xIAA-Glc-1-O-(2-oxo-
2,3-dihydro-1H-indol-3-ylacetyl)-4-D-glukopyranosa, PILS - PIN-LIKES, PIN - PIN-FORMED, TRA - tryptamin, IAM —
2-(1H-indol-3-yl)acetamid, IAOx - 2-(1H indol-3yl)acetaldoxim, IAN - 2-(1H indol-3-yl)acetonitril, TIR1/AFB -
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1/AUXIN SIGNALING F-BOX proteiny, TWD1 - TWISTED DWARF1, WAT1
- WALLS ARE THIN 1 protein, YUC4 — YUCCA4
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Za hlavni cestu biosyntézy IAA v rostlinach je povazovédna tryptofan-dependentni draha.
Z tryptofanu muaze byt IAA syntetizovana Ctyfmi drahami, pojmenovanymi podle klicovych
meziprodukti — draha indol-3-ylpyruvatu (IPyA), tryptaminu (TAM), indol-3-ylacetaldoximu
(IAOx) a indol-3-ylacetamidu (IAM) viz Obr. 3. Na rozdil od tryptofan-independentni drahy jsou
cesty na tryptofanu zavislé mnohem lépe charakterizovany (Brumos et al, 2013).

Pfeména aminokyseliny tryptofanu na IAA prostfednictvim IPyA drahy je dvoukrokovy proces,
zahrnujici enzym Tryptophan Aminotransferase Arabidopsis (TAA) zrodiny tryptofan
aminotransferas a YUCCA (YUC) zrodiny flavinovych monooxygenas. Jednd se 0 nejlépe
prostudovanou a hlavni endogenni cestu biosyntézy IAA Vv rostlinach. V Arabidopsis
je identifikovano pét genti pro TAA a jedenact genti pro YUC. YUC enzymy vykazuji mnohem vyssi
tkanovou specifitu nez enzymy TAA. Naptiklad YUCI, 2, 4 a 6 se vyskytuji zejména ve vyhoncich.
Pro zajisténi spravného vyvoje organt rostlin je zasadni prostorova koexprese urcitych kombinaci
TAA a YUC (Cao et al, 2019). Tryptofan je nejprve konvertovan na indol-3-ylpyruvat
prostiednictvim reverzibilni aminotransferasové reakce za tcasti TAA. IPyA je mozné pievést zpét
na tryptofan prostiednictvim VASI1, ktery pfenasi aminoskupinu z ethylenového biosyntetického
prekurzoru methioninu (Met) na auxinovy biosynteticky produkt IPyA za vzniku L-tryptofanu a 2-
0X0-4-methylthiomaselné kyseliny. Nasledné¢ YUC katalyzuji nevratnou oxidac¢ni dekarboxylaci
IPyA za vzniku IAA (Zheng et al, 2013).

V Arabidopsis, jakoz i u dalSich zastupct Celedi brukvovitych, je 1AA z ¢asti produkovana
z tryptofanu cestou indol-3-ylacetaldoximu. IAOx se kromé syntézy IAA téz uplatiiuje pii syntéze
obrannych sloucenin camalexinu a indolglukosinolati (IG). (Nonhebel et al, 2011). Konverzi
tryptofanu na 1AOXx katalyzuje cytochrom P450 monooxygenasa CYP79B2 a CYP79B3 (Zhao et al,
2002; Sugawara et al, 2009). Syntéza IG zadina konverzi tryptofanu na indol-3-ylacetaldoxim
monooxygenasami CYP79B2 a CYP79B3. CYP83BI nasledn¢ katalyzuje pfeménu IAOx na 1-aci-
nitro-2-indolylethan, ktery je prekurzorem fady 1G (Pfalz et al, 2011). Hydrolyzou IG vznika indol-
3-acetonitril (IAN), ktery je v této draze prekurzorem IAA. IAN je na IAA pfeménén prostiednictvim
nitrilas Arabidopsis (NIT1, NIT2, NIT3) (Sugawara et al, 2009).

IAM draha byla povaZzovana za drahu syntézy auxinu u bakterii. Napiiklad v Agrobacterium
tumefaciens je tato draha kodovana geny iaaM a iaaH. iaaM koduje tryptofan monooxygenasu, ktera
prevadi tryptofan na IAM. iaaH pak kdéduje indol-3-ylacetamid hydrolazu katalyzujici syntézu TAA
z 1AM (Brumos et al, 2013). Pozdgji byla obdobna IAM draha navrzena u rostlin. Jeji existence byla
nasledné podporena identifikaci IAM jako endogenni slouceniny u nékolika druht rostlin (Pollman
etal, 2002; Sugawara et al, 2009; Novak et al, 2012). V Arabidopsis je ITAM tvofena zejména z |AOX.
Ackoliv je nékolik metabolickych produktii biosyntetické drahy IAOx (IAN a TAM) sdileno
s drahami IAM a TAM, neni znamé metabolické propojeni téchto drah (Stepanova et al, 2011).

Tryptaminova draha je jednou ze ¢tyf navrhovanych cest pro tryptofan-dependentni biosyntézu

IAA. Puvodné bylo uvadéno, ze preména tryptaminu na N-hydroxy-tryptamin v Arabidopsis
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je katalyzovana YUCT1 (Zhao, 2001). Tato hypotéza byla ov§em pozdéji vyvracena (Tivendale et al,
2010). Pozdgji bylo prokazano, ze tryptamin neni meziprodukt biosyntetické drahy katalyzované
YUC, nicméné se na biosyntéze IAA podili ve zcela nezavislé draze. Draha zahrnujici tryptamin jako
meziprodukt biosyntézy je stale do znaéné miry neznama (Mashiguchi et al, 2011; Brumos et al,
2013).

Syntéza IAA prostiednictvim tryptofan-independentni drahy byla navrzena na pocatku 90. let
20. stoleti na zakladé dat ziskanych z pozorovani Zea mays (Wright et al, 2001) a Arabidopsis
(Normanly et al, 1993) nesoucich mutaci v genech a-podjednotky ¢i B-podjednotky tryptofan
syntasy. A-podjednotka katalyzuje odstranéni postranniho fetézce z indol-3-glycerol fosfatu a vede
indolovy fetézec k B-podjednotce, kde je postranni fetézec tryptofanu vytvoren ze serotoninového
substratu (Pan et al, 1997).

2.4.1.2 Metabolismus

Vedle de novo biosyntézy je dilezitym mechanismem podilejicim se na regulaci hladiny volné IAA
Vv burice také jeji deaktivace tvorbou prechodnych forem (konjugétti) nebo ireverzibilni katabolickou
degradaci, viz Obr. 3 (Ljung, 2013).

Konjugaty piedstavuji vyznamné mnozstvi celkové TAA ve vétSiné rostlinnych pletivech. Funkce
auxinovych konjugatl byla stanovena pomoci analyzy mutantti. Analyza prokazala, Ze konjugaty se
uplatnuji naptiklad pii vyvoji embrya a kotenové Spicky prostiednictvim skladovani a transportu
auxind, a také pti ochran¢ IAA pied degradaci (Bandurski et al, 1995; Campanella et al, 1996). Jsou
rozliSovany dva druhy auxinovych konjugati — amidové a esterové. Esterové konjugaty vznikaji
navazanim cukerné slozky na karboxylovou skupinu prostiednictvim esterové vazby. Amidové
konjugaty vznikaji navazanim aminokyseliny nebo peptidi na karboxylovou skupinu
prostfednictvim amidové vazby (Ludwig-Miiller, 2011).

V Arabidopsis byly detekovany konjugaty TAA s alaninem (IAAla), aspartatem (IAAsp),
leucinem (IALeu) a glutamatem (IAGlu) (Tam et al, 2000, Kowalczyk &Sandberg 2001). Tvorba
amidovych konjugatt je katalyzovana enzymy IAA-amidosyntasami Gretchen Hagen (GH3), které
byly poprvé identifikovany v soje. V Arabidopsis je prozatim identifikovano 19 gend kodujicich
GH3 enzymy, které byly fylogeneticky rozdéleny do tiech skupin (I-I1I). Fyziologické role mnoha
téchto enzymi vsSak zlstavaji nejasné (Sanchez-Garcia et al, 2018). ZvySené koncentrace auxinu
vedou k silné indukci GH3 enzymi (Chen et al, 2010). Ty jsou zodpovédné zpétnovazebnou
homeostatickou regulac¢ni smycku fidici IAA (Hayashi, 2012). Byla identifikovana fada isoforem
GH3, né¢které konjuguji IAA. Nedavna studie poukazuje, ze né€které¢ formy, konkrétné GH3.17,
mohou byt lokalizované v cytosolu (Di Mambro et al, 2019). Tato lokalizace nebyla dostate¢né
prokdzana a objevuji se spekulace o lokalizaci GH3 na ER. Nicméné ani tato teorie nema

jednoznaénou oporu v experimentalnich datech (Lidwig-Miiller, 2011; Barbez & Kleine-Vehn,
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2013). Vétsina konjugatd TAA saminokyselinami je hydrolyzovana zpét na volnou IAA
prostiednictvim amidohydrolas z rodiny 1AA-leucine resistantl-like (ILR1-like/ILL). Dale byla
objevena amidohydrolasa 1AA-leucine resistantl (ILR1) S$tépici konjugaty auxinu s leucinem.
V Arabidopsis bylo identifikovano 7 ¢lent ILL rodiny — ILR1, ILL1, ILL2, ILL3, IAR3 (ILL4),
ILLS a ILL6. Nejlépe charakterizovany jsou enzymy ILL1, ILL2 a IAR3. IAR3 a ILL2 vykazuji
IAA-Leua lAA-Phe. ILL3 a ILL6 vykazuji in vitro pouze malou aktivitu (LeClere et al, 2002). IARS3,
ILL2 a ILR1 jsou lokalizovany na ER (Fu et al, 2019). IAAsp a IAGlu nejsou t€¢inn¢ hydrolyzovany
zadnou z amidohydrolas Arabidopsis a IAAsp a IAGlu jsou povazovany za prekurzory degradacnich
drah. Kbéznym esterovym konjugatim IAA patii konjugat IAA s glukézou (IAA-GIc), a IAA-
myoinositol, které byly za poslednich 60 let identifikovany u mnoha rostlinnych druhti (Bandurski
et al, 1969, Fu et al, 2019).

Hlavni katabolickou formou IAA je jeji oxidovana forma OXIAA, ktera mulze byt dale
metabolizovana konjugaci s glukézou za vzniku oxIAA-Glc. Tato reakce je katalyzovana
glukosyltransferasou UGT74D1 (Kai et al, 2007a). oxIAA je ireverzibilni meziproduktem
degradace, je rychle sméfovana k degradaci a neni spoustéCem signalni drahy auxinu (Péncik et al,
2013). Byly identifikovany izoformy katalyzujici proces degradace auxinu, a to DIOXYGENASA
PRO OXIDACI AUXINU 1 (DAO1) Ilokalizovaného vcytosolu a DEOXYGENASA
PRO OXIDACI AUXINU 2 (DAO2). DAOL1 ve spolupraci s enzymy z rodiny GH3 hraji kli¢ovou
roli pfi regulaci auxinové homeostazy v Arabidopsis, kdy se jedna o hlavni cesty degradace TAA
v Arabidopsis. (Porco et al, 2016).

2.4.1.3 Transport

Dal§im faktorem ovliviiyjicim homeostazu auxint je jejich transport. Na zakladé shromazdénych
fyziologickych, molekularnich a biochemickych tdajt bylo odhaleno, Ze distribuce auxinu v rostliné
je zprostiedkovana dvéma fyziologicky odliSnymi a prostorové oddélenymi cestami. Prvni cestou je
rychly nepolarni floémovy transport a druhou cestou je PAT. Floémovy transport predstavuje
zpusob, jak dopravit auxin z mista jeho syntézy (napf. mladého listu) do recipientnich organt.
(Michniewicz et al, 2007).

PAT umoznuje asymetrickou distribuci IAA Vv riznych buikach a tkanich Arabidopsis. Pomoci
tohoto systému je tvofen auxinovy gradient projevujici se jako lokalni minima a maxima, které jsou
zasadni pro vSechny aspekty vyvoje rostliny. Obecné je mozné rozlisit dva typy PAT — na dlouhé
vzdalenosti napfi¢ celého rostlinného t€l a na kratkou vzdalenost, dodéavajici auxin na pfesné
definovana mista v konkrétni tkani. Transport auxint z buiky do bunky je zprostiedkovan siti
auxinovych prenasec. Bylo identifikovano nékolik aktivnich auxinovych

transportéra - AUXINI/LIKE-AUX1 (AUX1/LAX), PIN, fosfoglykoproteiny z rodiny ABCB
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(ATP-BINDING CASSETTE subfamily B) transportéry (ABCB/PGP) a PILS, dusi¢nanovy
transportér 1.1 (NTR1.1) a WALLS ARE THIN 1 (WATI1). Tyto nosi¢e je mozné rozd¢lit do dvou
skupin na zakladé subcelularni lokalizace a funkci. Zastupci prvni skupiny, do které spadaji
pfenaSece AUX/LAX, NRT1.1, ABCB a vétSina PIN proteind, jsou umistény na plazmatické
membrané a funguji jako importni a exportni nosice mezi burikami a okolim. Do druhé skupiny patii
PIN proteiny s kratkymi hydrofilnimi smy¢kami, PILS a WAT 1. Tyto transportéry jsou lokalizovany
na membranach bunéénych kompartmentt a zajist'uji intracelularni homeostazu auxint. (Armengot
et al, 2016; Zhou a Luo, 2018).

AUX/LAX je skupina influxnich nosict lokalizovanych v plazmatické membran¢ transportujich
auxin do bunky. V Arabidopsis existuji ¢tyfi vysoce konzervované geny pro AUX/LAX a to AUX1,
LAX1, LAX2 A LAX3. AUXI1 je exprimovan ve tkanich, které jsou zapojeny do vnimani gravitace,
prenosu signalu a odezvy na signal. Mutace v AUX1 vede k vyskytu té€Zce agravitropickych kofent.
Na gravitropismu se AUX1 podili z celé rodiny jako jediny (Perét et al, 2012).

ABCB proteiny jsou lokalizovany na plazmatické membrané a skladaji se ze dvou propojenych
¢asti. Kazda ¢ast obsahuje transmembranovou doménu a nukleotid vazajici doménu. ABCB rodina
ma 21 ¢lenti. ABCB1, ABCB4 a ABCBI19 byly charakterizovany jako auxinové nosice. Pozdéji byly
S auxinovym transportem spojeny také ABCB14 a ABCB15. (Cho & Cho, 2012).

Vsechny PIN auxinové nosi¢e maji konzervovanou strukturu tvofenou centralni hydrofilni
doménou. Cinnost PIN proteinti je regulovana celou fadou endogennich a exogennich stimuléi. (Zhou
& Luo, 2018). Prvnim identifikovanym ¢lenem této rodiny byl PIN1, ktery byl identifikovan
v mutantni linii pinl. Na zaklad¢ vyrazného fenotypu mutantnich rostlin pinl, kdy rostliny vytvotily
nahé $pendlikovité kvétenstvi, které dalo této skupin€ nosic¢li jméno, byly studovany vyznam a
funkce tohoto genu (Okada et al, 1991). Soucasné byl n€kolika skupinami nezavisle na sobé pod
riznymi jmény na zaklade siln€ agravitropického kotfenového fenotypu identifikovan homologni gen
AtPIN2. Bylo vytvoieno n€kolik mutantnich linii, napfiklad eirl s kofenem necitlivym na ethylen,
agrl s agravitropnim rustem kofene a wav6 s vinitym kofenem (Chen et al, 1998; Luschnig et al,
1998; Miiller et al, 1998; Utsuno et al, 1998).

V Arabidopsis bylo identifikovano osm PIN proteind, které je mozné rozdélit na zakladé délky
jejich centralni hydrofilni domény na dvé skupiny — dlouhé a kratké. Dlouhé PIN proteiny je mozné
také klasifikovat jako kanonické a kratké jako nekanonické (Bennett et al, 2014a). VSechny PIN
proteiny jsou tvofeny konzervovanou hydrofilni smycku mezi aminoterminalnimi
a karboxyterminalnimi transmembranovymi doménami.

Ke dlouhym kanonickym PIN proteinim patii PIN1-PIN4 a PIN7. Tyto proteiny jsou
asymetricky umistény na plazmatické membrané a slouzi k transportu auxinu z bunky a udrzovani
toku auxint v uréitém sméru (Petrasek et al, 2006). K PIN proteintim s redukovanou délkou smycky
se fadi na ER membran¢ lokalizované PINS, PING a PIN8. Avsak PIN6 redukovanou pouze ¢astecné

a spole¢né sPIN8 je lokalizovan dualné naplazmatické membrané iv ER v zavislosti
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na fosforylacnich stavech. PINS zprostfedkovava transport auxini do ER (Mravec et al, 2009),
zatimco PINS ziejmé pusobi proti této aktivité (Dal Bosco et al, 2012; Ding et al, 2012).

Nedavno byla objevena v Arabidopsis rodina auxinovych nosi¢a PILS lokalizovanych na ER
(Barbez et al 2012).

2.4.2 Receptory a signalni drahy auxinu

Studium molekularnich a genetickych mechanismi signalnich drah je zasadni pro pochopeni riistu a
vyvoje rostlin. V rostlinach existuji dva typy auxinovych koreceptori TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX (TIR1/AFB) a AUXIN/INDOL-3-ACETIC ACID
(AUX/AA), které reguluji transkripéni odpovédi zavislé na auxinu a AUXIN BINDING PROTEIN
1 (ABP1) (Tromas et al, 2013).

Ptvodné domnély auxinovy receptor ABP1 byl v Arabidopsis poprvé identifikovan v roce 1992.
Stejné jako jeho homolog identifikovany v kukufici se jedna o dimer obsahujici N-terminalni signalni
peptid s 33 aminokyselinami a C-terminalni KDEL sekvence (Palme et al, 1992). KDEL je sekvence,
prosttednictvim které je ABP1 zakotven v ER. Pouze mald ¢ast ABP1 je uvolnéna z ER
do plazmatické membrany. Hodnota pH v ER je pfili§ vysoka pro uéinnou vazbu auxinu, takze
se IAA v ER nevaze na ABP1, piestoze se jedna o dominantni subcelularni umisténi tohoto proteinu
(Bertosa et al, 2008). Objasnéni fyziologickych funkci ABP1 vSak bylo obtizné, protoZe prvni mutant
abpl u Arabidopsis nebyl zcela zivotaschopny. Nasledna sekvenace genomu tohoto mutanta odhalila
mutace ve vice genech, nez bylo planovano. Byl tedy navrzen alternativni pfistup pro naruseni funkce
ABP1, které vsak nebyly dostateéné specifické. Pfedpokladalo se, Ze ABP1 zprostiedkovava rychly
ucinek auxint v celé fadé aspektli vyvoje a ristu rostlin (Jones, 1994; Woo et al, 2002; Chen et al,
2014). Svyuzitim novych mutantnich linii byla dulezitost ABP1 v rastu avyvoji rostlin
zpochybnéna, protoze zadny z mutantli nevykazoval defekty ristu, vyvoje ¢i auxinové odpoveédi
(Gao et al, 2015). Mechanismus sekrece ABP1 z ER je stale piedmétem studia (Feng & Kim, 2015).

Auxinova regulace transkripce zahrnuje aktivitu tfi proteinii — transkripéniho faktoru ARF
a transkripcnich represori AUX/IAA a TIR1/AFB. Pfi nizkych hladinach A A interaguji transkripéni
represory AUX/IAA a ARF a potlacuji jeho aktivitu. Pii zvySené hladiné auxinu se vazi proteiny
TIRL/AFR na represory AUX/IAA a zprostfedkovavaji jeho polyubiquitinaci a naslednou
proteozomalni degradaci. Pro rychlou indukci auxin responzivnich genti véetné AUX/IAA je zasadni
zpétnovazebna inhibice (Benjamin & Scheres, 2008). V nedavnych studiich bylo prokazano, ze
proteiny TIR1/AFB jsou dilezit¢ pro rychlou odpovéd’ auxint v kofenech a vyvijejicim se

kotenovém vlaseni (Dindas et al, 2018; Fendrych et al, 2018).
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2.5 Endoplazmatické retikulum a auxiny

ER hraje zasadni roli v celé fadé rostlinnych procesi (viz 2.3.2). Mimo obecné znamé funkce bylo
prokazano, ze ER je zapojeno do signalizace a distribuce nékterych transportéri rostlinnych hormont
jako jsou cytokininy, ethylen a auxiny. Na zaklad¢ cytokininovych vazebnych testl, fluorescenéni
fuze a biochemické frakcionace bylo prokazano, ze vétsina cytokininovych receptort je lokalizovana
na ER, coz naznacuje, Ze ER hraje tstfedni roli v cytokininové signalizaci (Wulfetange et al, 2011).
Dale jsou na ER Arabidopsis lokalizované receptory pro ethylen (Chen et al, 2002) v¢etné regulatoru
ethylenové signalizace EIN2 (Kriechbaumer et al, 2015).

Auxiny jsou kli¢ové rostlinné hormony rozhodujici o celé fadé ristovych a vyvojovych procest.
Dle novych poznatkt se zda, Ze ER hraje dulezitou roli v udrzovani homeostazy auxint, viz Obr. 3.
ER se uplatiiuje v jejich biosyntéze, subcelularni distribuci, ale také pravdépodobné reguluje jejich
signalizaci (Middleton et al, 2018). Prostfednictvim téchto klicovych procest pak vyznamné
ovliviiuje rovnovaznou hladinu auxind v buiice a tim nasledné i riist a vyvoj rostlin. V soucasné dob¢
nejprozkoumangjsi biosyntetickou drahou auxinu je TAA/YUC cesta, v niz je [AA syntetizovana de
novo z tryptofanu. Bylo prokazano, ze v kukutici a Arabidopsis je na ER lokalizovana podskupina
auxinovych biosyntetickych enzymi TAA/YUC (Cao et al, 2019). Lokalizace biosyntetickych
enzymu na ER pravdépodobné souvisi s udrzovanim auxinové homeostaze, protoze se na ER kromé
téchto enzymu vyskytuji auxinové transportni proteiny PIN a PILS a receptor ABP1 (Kriechbaumer
et al, 2015).

Vyznamnou ulohu hraje ER v transportu auxind. Zvlasté dynamickym a specifickym procesem
je subcelularni lokalizace ¢lent PIN ptenaSecu. V Arabidopsis bylo identifikovano osm PIN nosic,
pficemz na ER jsou lokalizovany dva zastupci — PINS a PIN8. Jeden zéstupce PIN nosic¢t — PING —
je lokalizovan jak na ER, tak na plazmatické membrané. PIN6 ma v ramci buiiky dualni lokalizaci
Vv plazmatické membrané a ER, kdy se i€astni regulace transportu auxinu pfes membranu a také
udrzovani intracelularni homeostazy auxinu (Simon et al, 2016). PING, lokalizovany v plazmatické
membran bunék, je vysoce exprimovany V pletivech jako jsou kvétenstvi ¢i nektarové zlazy.
Subcelularni lokalizace tohoto ptenasece na ER je typicka pro organy jako jsou koteny, ackoliv jeho
exprese je o poznani niz§i. Dualni lokalizace tohoto auxinového nosice je tizena fosforylaci PIN6
mitogenem aktivovanym proteinovymi kinasami (Ditengou et al, 2018). Auxinovy nosi¢ PIN5 se
ucastni fady vyvojovych procest spojenych s auxinem jako je iniciace lateralnich kofent, expanze
kotyledonu, ¢asna embryogeneze, a hlavné subcelularni komparmentalizace auxinu. Oproti ostatnim
PIN proteinim, mimo PIN8, se netastni pfenosu auxinu z buiiky do buriky, ale podili se vyhradné
na regulaci intracelularni homeostazi a metabolismu auxinu. PINS zprostfedkovava transport auxinu
z cytosolu do lumenu ER (Mravec et al, 2009). PINS je jako jediny ze skupiny PIN proteinti pievazné
exprimovan v pylové la¢ce Arabidopsis, kde hraje kli¢ovou roli v jejim vyvoji a funkénosti (Ding et

al, 2012). U PIN8 muzeme stejné jako u PIN6 pozorovat dualni lokalizaci a lze jej nalézt na ER i
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plazmatické membrané. Lokalizace PINS se 1isi v souvislosti s typem buriky (Ganguly et al, 2010).
Predpoklada se, ze intracelularni lokalizace PINS ovliviiuje vyvoj lateralnich kofenti pravdépodobné
z ditvodu modulaci intraceluldrni translokace auxinu, coz znamena, ze funkce PINS se od dlouhych
PIN lokalizovanych v plazmatické membrané zasadné li§i. Dlouhé PIN proteiny v membrané totiz
generuji lokalni gradienty auxini pro organogenezi prostiednictvim efluxu auxinti z buiiky do bunky
(Lee et al, 2020).

V Arabidopsis byla na ER lokalizovana a identifikovana skupina auxinovych transportéra PILS
(Barbez et al, 2012, Feraru et al, 2012). PILS ziskaly sviij ndzev na zaklad¢ podobnosti s PIN
proteiny, ackoliv nasledujici srovnavaci studie odhalila, ze sdili pouze 10-12% shodné sekvence
(Feraruetal, 2012). Dle Barbez et al 2012; 2013, PILS2, PILS3 a PILS5 omezuji jadernou signalizaci
auxinu pravdépodobné prostfednictvim jeho hromadéni v ER. Doposud nebyl zcela objasnén presny
mechanismus jejich funkce. Cetnost vyskytu PILS6 je sniZena vysokou teplotou. SniZeni PILS6
nasledné vede ke zvyseni jaderné signalizace auxinu a ristu kotfene (Feraru et al, 2019). Exprese
PILS2 a PILS3 je spousténa svétlem a spousti auxinovou signalizaci minimalniho a diferencialniho
rustu béhem vyvoje apikalniho hacku (Béziat et al, 2017).

Mutantni testy zaloZzené na sniZzené citlivosti na biologicky aktivni amidové konjugaty [AA
Vv testech inhibice rustu kofene vedly k identifikaci specifické skupiny amidohydrolas (Bartel & Fink,
1995; LeClere et al, 2002). V ER byly lokalizovany amidohydrolasy IAR3, ILL2 a ILR1 ovliviujici
auxinovou odpovéd’ prostfednictvim regulace auxinové homeostazy v ER (Fu et al, 2019), coz ve
spojeni s nedavno objevenymi auxinovymi pienaSe¢i PIN5 a PINS lokalizovanych na ER (Mravec
et al, 2009; Dal Bosco et al, 2012; Barbez et al, 2012) naznacovalo, Ze ER hraje dialezitou roli
v konjuganim metabolismu auxinid. Néasledné¢ bylo zjisténo, ze v ER dochdzi k hydrolyze
amidovych konjugat IAA, které vznikaji pravdépodobné v cytosolu v reakci katalyzované enzymy
GH3 rodiny (Sanchez Carranza et al, 2016).

2.6 Stanoveni auxini vV endoplazmatickém retikulu

Analytické stanoveni auxinil je pomérné obtizné, protoze se stejné jako ostatni rostlinné hormony,
vyskytuji v rostlinach ve stopovém mnozstvi. Rostliny navic obsahuji vysoké mnoZstvi
interferujicich latek, které ztézuji detekci auxin a jejich kvantifikaci (Fu et al, 2011; Du et al, 2012).
Ke zvySeni vytéznosti izolace a kvantifikace auxinti napomohly nové metody cisténi vzorkd,
piidavek izotopicky znac¢nych latek jako wvnitinich standardd, pouziti vysoce vykonnych

instrumentalnich technik a vyvoj v automatizaci laboratofi (Stuepp et al, 2016).

2.6.1 Frakcionace organel

Metabolické a regulacni procesy jsou v bunkach rozdéleny mezi jednotlivé organely, mezi nimiz

dochazi k transportu. Na jednotlivych subcelularnich podjednotkach jsou lokalizovany rizné
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proteinové komplexy a enzymy, pro jejichZz studium je nutné separovat jednotlivé organely
nejprve uvolnény z matrice. V ptipadé rostlin jsou metody izolace optimalizovany na zakladé
nekolika aspektd, jako je rostlinny druh, orgén ¢i pletivo, stafi materialu, obsah sekundarnich
metabolitl, slozeni bunééné stény, anebo planovana analyza. Tyto faktory jsou zésadni pro slozeni
pufru pouzivaného pro izolaci, metodiku naruseni bunécéné stény a izolaci jako takovou (Dashek

& Miglani, 2016).

2.6.1.1 Homogenizace

Pfi vybéru metody je nutné brat v potaz povahu rostlinného materialu a také pozadované vlastnosti
vysledného lyzatu. V pripad¢ frakcionace organel je nutné dosdhnout poruseni odebraného
rostlinného pletiva a bunécné stény a zaroven zabranit uplné likvidaci subcelularniho kompartmentu.

Pro naruSeni bunécné stény byla zavedena celd fada metod, které obecné muizeme rozdélit
do dvou hlavnich skupin — mechanické a nemechanické. Pfi mechanické homogenizaci je bunécna
sténa naruSena ptisobenim mechanickych sil. K metodam mechanické homogenizaci patii naptiklad
vysokotlaky homogenizator, ziletka, tfeci miska s tlouckem ¢i kulickovy mlynek. Nemechanické
metody mizeme rozdélit do tfi zakladnich skupin — biologicka, chemickda a fyzikalni.
Mezi biologické metody se fadi enzymaticka lyza, pti které jsou napiiklad vyuZzivany enzymy Stépici
bunécnou sténu (zymolyasa, celulasa, pektolyasa, lysozym ¢i macerozym). Metody chemické lyzy
vyuzivaji k naruSeni bunécné stény lyzaéni pufry. Vyuziva se alkalickd lyza a lyza detergentem.
Fyzikalni lyza zahrnuje vyuziti rznych sil jako je teplo a ultrazvuk. Tepelnd lyza mutze byt
provadéna cyklicky se opakujicim zmrazovanim a rozmrazovanim. Vyuzit mizeme také vysoké
teploty, kdy dochazi k tepelnému poskozeni membrany prostiednictvim denaturace membranovych
proteintl, coZ ma za nasledek uvolnéni intracelularnich organel. Dal$i hojné vyuzivanou fyzikalni
metodou je ultrazvukova kavitace. K vytvoreni zvukové viny se vyuZzivaji ultrazvukové vibrace 15 —
20 kHz. K naruSeni bufiky muze byt vyuzita osmoticka lyza. Kdyz je koncentrace soli v okolnim
roztoku niz8i nez v bunice, voda vstupuje do buiiky a ta nasledné praska. Tato technika je vhodna
zejména pro zivoé¢isnou buriku. (shrnuto v Shehadul Islam et al, 2017).

Pfi  vétsin€ procesi homogenizace a lyzy je vyuZzivana kombinace mechanickych
a nemechanickych metod, pfipadné¢ kombinaci dvou nemechanickych metod. Hojn¢ vyuzivanou
kombinaci je naptiklad mleti vzorkd zmrazenych kapalnym dusikem v tfeci misce s tlouckem. Dalsi
vyuzivanou kombinaci je napiiklad sekani rostlinného materidlu v mixéru nebo Ziletkou
v extrakénim pufru ¢i velmi Setrné enzymatické $t€peni bunécné stény s naslednym uvolnénim

protoplastd.
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2.6.1.2 Izolace subcelularnich organel

Izolace cCistych frakci organel je pomérné obtiznad. Vyuzivaji se rizné metody jako naptiklad
diferencialni centrifugace, hustotni gradientova centrifugace, volna pritokova elektroforéza (FFE) a

fluorescencné aktivované tfidéni organel.

Diferencialni centrifugace

Diferencialni centrifugace je hojné vyuZzivanou technikou pro izolaci a ¢isténi virt, bungk,
subcelularnich organel a nukleovych kyselin rozpusténych nebo dispergovanych v rozpoustédle.
Béhem centrifugace dochazi k usazovani ¢astic tézsich, nez je rozpoustédlo. Hustota kazdé organely
je uréena hlavné pomérem obsahu lipidt k proteinim. Naptiklad membrany mitochondrii a ER maji
vysokou hustotu kviili vysokému obsahu bilkoviny, zatimco endozomy maji membrany bohaté na
lipidy, a proto je jejich hustota nizsi (de Araujo et al, 2008). Diferenciacni centrifugace se sklada z
jednotlivych odstied’ovacich krokli, béhem nichz se postupné zvysuji odstredivé sily a prodluzuje se
doba centrifugace s cilem ziskat sadu peletii obohacenych o ruzny bunéény kompartment. Prvni
frakce ziskana centrifugaci pti 600—1000 g je typicky obohacena o jadra, chloroplasty se usazuji pfi
2500 g, mitochondrie a peroxizomy pii 3000-15000 g a zbyvajici kompartmenty
endomembranového systému (GA, ER, vakuoly) pti 100 000 g. Pomoci této metody dosdhneme

pouze hrubého obohaceni peletu, protoze subcelularni frakce stale obsahuji smiSené populace

membran (Abas & Luschnig, 2010; Livshits et al, 2015).

Hustotni gradientova centrifugace

Hustotni gradientova centrifugace vyuziva separaci organel v gradientu vytvofeném vrstvenim
roztokd o zvySujici se koncentraci. Béhem centrifugace dochazi k sedimentaci organel vyvolané
odstredivou silou. Sedimentace ustava ve chvili, kdy se organely dostanou do izopyknického bodu,
ve kterém ma okoli stejnou hustotu jako je hustota organely. Gradient mize byt tvofen naptiklad
roztoky sachardzy, Ficollu, Percollu a Metrizamidu v zavislosti na typu izolované organely. Casto je
pouzivan sachar6zovy gradient, protoZe sachar6za je levna a inertni. RozliSuji se dva typy gradientt
vyuzivanych pro hustotni gradientovou centrifugaci, a to gradient kontinualni a diskontinualni.
V kontinualnim gradientu roste hustota linearné, zatimco v diskontinualni gradient je tvofen
jednotlivymi patry roztokt, pficemz jedno patro ma stejnou hustotu. Mezi dvéma patry se vytvari
rozhrani, kde dochazi k zafokusovani populace organel. Pfi pfipravé diskontinualniho hustotniho
gradientu je nutné dbat na to, aby nedoslo k promiseni jednotlivych pater a rozhrani bylo zietelné

(shrnuto v Lee et al, 2010).

Free-flow elektroforéza
FFE je separa¢ni technika, pfi které jsou bio¢astice rozdéleny na zakladé odlisného celkového naboje

a hodnoty isoelektrického bodu (pl). Oproti bézné elektroforéze se lisi tim, ze probiha v prostredi
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bez pevné matrice (naptiklad polyakrylamid). FFE se stala zavedenou preparativni a separacni
metodou pro izolaci riznych organel, zejména pfi vicestupiiovych separacnich procesech k oddéleni
subpopulaci organel. FFE lze pouzit ve dvou formatech jako FFE v zonovém elektroforetickém
rezimu (ZE-FFE) a FFE v rezimu izoelektrické fokusace (IEF-FFE) (Islinger et al, 2018). ZE-FFE
nespoléha na velikost nebo hustotu organel nybrz na rozdily povrchového néboje organel, ktery je
dan obsahem fosfolipidil a proteinti. Tato metoda byla pouzita pro ziskani vysoce purifikovaného
vzorku vezikul plazmatické membrany a tonoplastu Arabidopsis thaliana (Bardy et al, 1998). Ze
souCasnych praci byla tato metoda vyuzita napiiklad pro oddéleni plastidi od mitochondrii
izolovanych z fotosynteticky aktivniho materialu, kde jsou plastidy znamé jako hlavni zdroj
kontaminace (Eubel et al, 2007) anebo pro Gplné rozdéleni endoplazmatického retikula a Golgiho

aparatu (Parsons et al, 2014).

Fluorescen¢né aktivované tiidéni organel

Fluorescenéné aktivované tiidéni organel vyuziva pro detekci a tfidéni specificky fluorescenéné
znacenych organel prutokovy cytometr. Priutokova cytometrie je extrémné vykonna technologie
umoznujici chemickou a fyzikalni charakteristiku ¢astic pii jejich prichodu paprskem laseru a také
umozinuje separaci konkrétni populace bunék, organel ¢i ¢astic z heterogenni smési. V piipadé tiidéni
organel, tato technika vyzaduje jejich fluorescencni znaceni. V praxi lze pouzit komeréné dostupné
organelové specificka fluorescencni barviva, fluoroforem zna¢ené protilatky proti proteinu s unikatni
lokalizaci tzv. markeru. Dal$i moznosti je exprese markeru a signalni sekvence sfuzovené s
fluorescenénim proteinem. Pro znaceni se hojné vyuziva zeleny fluorescentni protein (GFP) a od

ného odvozené fluorescenéni proteiny (Zhang et al, 2008).

2.6.1.3 Identifikace a charakterizace separovanych bunéénych frakei

Konvenénimi metodami charakterizace organel jsou metody =zalozené na Western blot
a enzymatickych markerech. K dalsim pouzivanym metodam patii zejména metody zalozené
na mikroskopii (naptiklad mikroskopie vtmavém poli, fluorescenéni mikroskopie, transmisni

elektronova mikroskopie, mikroskopie atomarnich sil), optické pinzety a kapilarni elektroforéza.

Western blot
WB je dulezita technika pouzivana v bunéné a molekularni biologii, umoziujici identifikaci
specifickych proteini z komplexni proteinové smési extrahované z bun¢k pomoci protilatek

(Anderson et al, 2012; Mahmood & Yang, 2012).
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V prvnim kroku je smés proteind separovana elektroforézou na polyakrylamidovém gelu.
Ve varianté s pouzitim dodecylsiranu sodného (SDS) probiha déleni proteint na zakladé molekulové
hmotnosti a je umoznéno diky jednotnému néaboji proteinil (Ornstein, 1964).

Ve druhém kroku jsou separované proteiny pieneseny v elektrickém poli z gelu
na nitrocelul6zovou nebo PVDF membréanu. K ovéfeni rovnomérného pienosu na je vhodné provést
nespecifickou vizualizaci prostiednictvim napiiklad barvivem Ponceau S, amido¢erni nebo RedAlert
Western Blot Stain barvivem, které lze snadno odbarvit (Eslami & Lujan, 2010).

Poslednim krokem WB je znaceni cilového proteinu prostiednictvim primarni a znacené
sekundarni protilatky pro vizualizaci. Aby bylo zabranéno nespecifické vazbé protilatek
na membranu, je nejprve provadéna inkubace membrany v roztoku sérového hovéziho albuminu
nebo nizkotu¢ného susené¢ho mléka. (Jensen, 2012). Po blokaci nasleduje inkubace membrany
S primarni protilatkou. (Kurien et al, 2011). K neptimé detekci cilového antigenu s navazanou
primarni protilatkou je vyuzivana sekundarni protilatka znacend enzymem (Casto kifenovou
peroxidasou) nebo fluoroforem. Nasledna detekce je zavisla na typu pouzitého znaceni (Bass et al,
2016).

2.6.2 Priprava vzorku pro analytické stanoveni auxini

Rostliny reaguji i na nepatrné zmény environmentalnich podminek jako je teplota, intenzita svétla
a vlhkost zménou distribuce a hladin endogennich auxinii. Proto je nutné zajistit ptisnou kontrolu
nejen podminek, za kterych jsou rostliny péstovany, ale také sbér vzorkt. (Chiwocha et al, 2003,
Hayat et al, 2010) Dalsim kli¢ovym krokem ptipravy vzorku je homogenizace, jejimz cilem je narusit
bunécné stény a uvolnit auxiny do extrakéniho pufru (Tarkowska et al, 2014). Zptisob homogenizace
je zavisly na typu vzorku a jeho mnozstvi. Je-li k dispozici vétsi mnozstvi pletiva, mize byt
k homogenizaci pouzita tieci miska s tlouckem v kombinaci s tekutym dusikem. Je-li k dispozici
pouze malé mnozstvi rostlinného materidlu (v fadech mg), mize byt homogenizovan piimo
v mikrozkumavce pomoci kuli¢kového vibra¢niho homogenizatoru. Vzorek musi byt béhem
homogenizace udrzovan v chladu, aby bylo zabranéno chemické a enzymatické degradaci

rostlinnych hormonti (Wang et al, 2015).

2.6.2.1 Extrakce a purifikace vzorku

Purifikace extraktu je dalezitym krokem, protoze komplexni metabolity v surovych rostlinnych
extraktech mohou ovlivnit pfesnost analyzy IAA. K odstranéni interferujicich latek v extraktech byla
pro extrakci a purifikaci vyvinuta celd fada metod. K Cisténi IAA byla vyuzivéna napftiklad
optimalizovana extrakce kapalina-kapalina - LLE (Absalan et al, 2008); mikroextrakce
kapalina-kapalina-kapalina-kapalina - HF-LLLME (Wu & Hu, 2009) a disperzni mikroextrakce

kapalina-kapalina — DLLME (Gupta et al, 2011). Siroce pouzivanymi metodami pro extrakci
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a Cisténi je extrakce na pevné fazi - SPE (Dobrev et al, 2005), mikroextrakce na pevné fazi — SPME
(Liu et al, 2007) a imunochemické metody zaloZzené na protilatkach. Kolony SPE a SPME naplnéné
matricovou slouc¢eninou (sorbentem) se pouZzivaji k extrakci a purifikaci cilovych molekul ze smési
v roztoku, protoze sorbent selektivné vaze urcit¢é molekuly na zékladé celé fady mechanismt
(naptiklad adsorpce, vodikové vazby, polarni a nepolarni interakce ¢i vymeéna kationtl
nebo aniontit). Nedavno byly pro purifikaci fytohormoni pouzity molekularné vtisténé
polymery - MIP (Porobi¢ et al, 2013) a polymerni monolitova mikroextrakce — PMME (Gao et al,
2014). MIP je Setrna k zivotnimu prostiedi, navic je to metoda relativné levna a je vysoce tepelné
a chemicky stabilni (shrnuto v Su et al, 2017).

Moderni extrakéni metodu pro izolaci ftohormont véetné auxini ze slozité rostlinné matrice
predstavuje mikroextrakce pevnou fazi pomoci plnénych pipetovacich $pic¢ek (USPE-PT) (Pénéik et
al, 2018). Tato metoda umoziuje pouziti minimalniho mnozstvi biologického materialu (<5Smg) FW

a je vhodna pro purifikaci, koncentraci a selektivni izolaci sloucenin (Svac¢inova et al, 2012).

2.6.2.3 Analytické metody

Dlouhodobé preferovanymi metodami pro analyzu rostlinnych hormonti jsou chromatografické
techniky. Stanoveni je provadéno pomoci kombinace plynové ¢&i kapalinové chromatografie
S hmotnostni spektrometrii. Kromé téchto metod jsou také vyuzivany naptiklad tlakova kapilarni
elektrochromatografie, micelarni elektrochemicka kapilarni chromatografie nebo rezonance
povrchovych plasmont (Porfirio et al, 2016).

Chromatografie je metoda zalozena na principu rozdéleni molekul ve smési nanesené na povrch
nebo do pevné latky, zatimco se pohybuje v tekuté mobilni fazi. Mobilni fazi mize byt kapalina nebo
plyn. Nejvhodnéjsi a nejucinngjsi analytickou technologii pro studium auxinli je kombinace
vysokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS).
Pomoci HPLC je mozné provadét strukturalni a funkeni analyzu a purifikaci velkého mnozstvi
molekul za kratky Casovy usek. Pii analyze prochazi mobilni faze kolonami pod atmosferickym
tlakem 10 — 400 cm s pritokem 0,1-5 cm za sekundu (Coskun, 2016).

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS nebo MS?) je vykonna technika chemické
analyzy, kterd je vyuzivana ke kvantifikaci znamych sloucenin a objasnéni molekularnich struktur.
Béhem analyzy jsou molekuly pfevedeny na ionty, které jsou nasledné rozliseny na zékladé poméru
hmotnosti k naboji (m/z). Hmotnostni spektrometry s vysokym rozliSenim mohou dosahovat
ptesnosti hmotnosti pod 5 ppm. Existuje né€kolik typt hmotnostnich spektrometrti, které maji riizné
vyhody a nevyhody a skladaji se ze tfech Casti — iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru
a detektoru. Soucasti jsou umistény ve vakuu a jsou pocitatové fizeny. Tandemova hmotnostni
spektrometrie vyuZzivad dvou ¢i vice hmotnostnich analyzatord. Nejjednodussi sestavaji ze dvou

hmotnostnich spektrometrti v sérii spojenych komorou znamou jako kolizni cela. Iontové zdroje
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je mozné rozdé€lit do nékolika kategorii, napiiklad ionizace elektrosprejem, ionizace laserem
za pritomnosti matrice nebo chemickd ionizace. Jako analyzator je mozné vyuzit naptiklad
analyzator doby letu (TOF), Orbitrap, Fourierova transformace iontové cyklotronové rezonance,

kvadrupdlovy analyzator nebo iontova past (Ghaste et al, 2016).

34



3 PRAKTICKA CAST

3.1 Biologicky material

Arabidopsis thaliana, ekotyp Columbia-0 (Col-0)

Arabidopsis thaliana, mutantni linie 35S::PIN8-GFP (prof. Ji¢i Friml — IST Austria)
Arabidopsis thaliana, mutantni linie 35S::PIN5 (prof. Jifi Friml — IST Austria)
Arabidopsis thaliana, mutantni linie 35S::PIN5/PIN8 (prof. Jifi Friml — IST Austria)

3.2 Pomiicky a pristroje
3.2.1 Pomiicky

Ctvercové Petriho misky pro vysev Arabidopsis - Greiner bio-one (Rakousko)
Petriho misky pro péstovani kalusu - Greiner bio-one (Rakousko)
Falkonové zkumavky 15 ml, 50 ml — VWR International (USA)
Chromatograficka kolona - KINETEX 1.7 um C18, 50 x 2,1 mm — Phenomenex (USA)
Keramické homogenizacni kuli¢ky - Retsch (Haan, Némecko)
Laboratorni sklo — odmérné banky, Errlennmayerovy banky, odmémé valce, kadinky, sklenéné
Petriho misky — Fisherbrand (USA)
Mikrozkumavky — Eppendorf (Némecko)
Miracloth — Calbiochem (USA)
Nitrocelul6zova membrana — Santa Cruz Biotechnology (USA)
Oboustranné ziletky — Wilkinson Sword (Velka Britanie)
Sada automatickych pipet a $picek - Eppendorf ™ (Némecko)
Skalpel s vyménnym ostim, pinzety, kovové $pachtle — VWR International (USA)
Sorbenty pro ptipravu uSPE kolonek:
SDB-XC (Empore ™, 3M ™, Némecko)
C18 (Affinisep, AttractSPE ™, Francie)
Susené odtuénéné mléko — Semper (Svédsko)

Ultracentrifugaéni zkumavky 14 x 89 mm - Backman Coulter (CR)
3.2.2 Pristroje

Analytické vahy Satorius - Weighing Technology GmbH (Némecko)
Autoklav Labo MLS-3781L — Sanyo (Japonsko)
Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos — Thermo Fisher Scientific (USA)
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Rotor tihlovy jednotadovy 8mistny — Thermo Fisher Scientific (USA)
Rotor tihlovy jednotadovy 24mistny — Thermo Fisher Scientific (USA)
Centrifuga MIKRO 220R Andreas Hettich GmbH & Co. KG (Némecko)
Rotor thlovy dvoutadovy 48mistny, uhel 45° Andreas Hettich GmbH & Co. KG (Némecko)
Detekéni stanice ChemiDoc MP ImagingSystem - Bio-Rad (USA)
Elektroforeticky set Mini-PROTEAN Tetra cell, PowerPac Basic Power - Bio-Rad (USA)
Elektroforéza WIDE MINI Sub — Bio-Rad Laboratories (USA)
Kulovy mlynek MM301 Retsch® & Co. KG (Némecko)
Laminarni box Heraguard™ ECO — Thermo Fischer Scientific (USA)
Magneticka michacka VELP Scientifica (Italie)
Mikroskop OLYMPUS 1X51 (Japonsko)
Objektiv PLN4X/0.1 (Japonsko)
Minicentrifuga MICRO STAR 17 — VWR International (USA)
NanoDrop one — Thermo Fisher Scientific (USA)
Odstredivka MiniSpin — Eppendorf (Némecko)
PCR plate spinner — VWR International (USA)
pH metr Eutech Instruments pH 700 MM 2a — Thermo Fisher Scientific (USA)
Rota¢ni michacka zkumavek SB Stuart® - Keison Products (Velka Britanie)
Set pro WB Mini Trans-Blot Cell - Bio-Rad Laboratories (USA)
Systém HPLC-MS/MS — Agilent 1260 Infinity II s hmotnostnim detektorem Agilent 6495 Triple
Quad — Agilent Technologies (Santa Clara, USA) Termomixer comfort — Eppendorf (Némecko)
Thermal Cycler C1000 — Bio-Rad Laboratories (USA)
Transiluminator Syngene InGenius3— Syngene (USA)
Ultracentrifuga CP 90 WX - Hitachi Koki (Japonsko) s vykyvnym rotorem P40ST-2054 — Hitachi
Koki (Japonsko)
Wizard Advantaced IR Vortex Mixer — VELP Scientifica (Ttalie)
Zafizeni na tpravu vody Direct-Q® 3 UV — Millipore Corp. (Billerica, USA)

3.3 Chemikalie a Cinidla

2,4-D - Sigma-Aldrich (Némecko)

4x Laemmliho vzorkovaci pufr — Bio-Rad Laboratories (USA)
5x MyTag™ Mix - Meridian Life Science Bioline (USA)
Aceton — Lach-Ner s. r. 0. (Neratovice, CR)

Agar — Duchefa Biochemie V.V. (Nizozemsko)

Agarodza - Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)

Agriesa ECL kit (Bright) — Agriesa (Svédsko)
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Amoniak (25%) — Merck KGaA (Némecko)
cOmplete™, bez EDTA koktejl proteasovych inhibitort — Roche (Svycarsko)
DEDCTA — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny - Sigma-Aldrich (Némecko)
Fenylmetansulfonyl fluorid (PMSF) — Roche (Svycarsko)
Gamborg’s Basal médium - Sigma-Aldrich (Némecko)
Hydroxid draselny (KOH)- Sigma-Aldrich (Némecko)
Hydroxid sodny (NaOH) — Mikrochem spol. Ltd. (Slovensko)
Chlorid sodny (NaCl) — Lach-Ner s. r. o (CR)
Inositol — Sigma-Aldrich (Némecko)
Isopropanol - Sigma-Aldrich (Némecko)
Kinetin - Sigma-Aldrich (Némecko)
Kyselina chlorovodikova (38%) — Lach-Ner s. r. o (CR)
Kyselina octova (> 99,0%) — Sigma-Aldrich (Némecko)
MES- Carl Roth GmbH (Némecko)
Methanol (< 99,9%) — Merck KGaA (Némecko)
Murashige & Skoog medium — Duchefa Biochemie B. V. (Nizozemsko)
MyTagq™ DNA Polymerasa - Meridian Life Science Bioline (USA)
Primarni polyklonalni krali¢i Ab:
Anti-BiP2 — Agrisera (Svédsko)
Anti -V-ATPase — Agrisera (Svédsko)
Anti-H3 — Agrisera (Svédsko)
Anti-Sec21p — Agrisera (Svédsko)
Anti-PsbA — Agrisera (Svédsko)
Anti-GDC-H — Agrisera (Svédsko)
Anti-CNX1/2 — Agrisera (Svédsko)
Primery pro PCR:
F primer 35S (5'-CTATCCGCAAGACCCTTC-3") — metabion international AG (Némecko)
R primer PIN5S (5"-CACTAGTCCCTGAGTCCTC-3") — metabion international AG (Némecko)
R primer PIN8 (5"-CAGAACGTAACTAAACCA-3") — metabion international AG (Némecko)
F primer — CPD (5'-AAGGTCCTACTTTATGCAGAA-3") - metabion international AG
(Némecko)
R primer — CPD (5'-AAAAACATAAGTGAGAAGGCCGAAT-3") - metabion international AG
(Némecko)
Sachardza — Lach- Ner s.r.o. (CR)
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Sachar6za — Sigma (Némecko)
Sekundarni polyklonalni kozi Ab anti-rabbit IgG-HRP - Santa Cruz Biotechnology (USA)
Standardy:
IAA; [13C6]IAA — Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)
IAAsp; [13C6]IAAsp — OlchemIm (CR)
IAGIu; [13C6]IAGIu — OlchemIm (CR)
oxIAA; [13C6]oxIAA — OlchemIm (CR)
IAA-GIc; [13C6]IAA-Glc — Laboratof riistovych regulatorii (CR)
oxIAA-GIc; [13C6]oxIAA-GIc — Laboratof ristovych regulatorti (CR)
Thiamin — Sigma-Aldrich (Némecko)
Trisaminomethan (Tris) — Sigma-Aldrich (Némecko)

Tween - Sigma-Aldrich (Némecko)
3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Vysev Arabidopsis thaliana

3.4.1.1 Priprava roztoki

Médium Murashige & Skoog:

Do kadinky bylo navazeno 4,4 g MS média a 10 g sachardézy. VSechno bylo rozpusténo
Vv deionizované vod¢ na magnetické michacce a pH roztoku bylo upraveno pomoci 0,1 M
hydroxidem sodnym na pH 5,7. Objem média byl doplnén na 1000 ml. Do Erlennmayerovy banky
bylo navazeno 5 g agaru a bylo pfidano 500 ml média. Hrdlo banky bylo dikladné piekryto alobalem
a médium bylo sterilizovano v autoklavu.

Steriliza¢ni pufr: Ve falkonové zkumavce bylo smichano 14 ml ethanolu, 6 ml deionizované vody

a 10 pl Tweenu.

3.4.1.2 Vysev semen

A. thaliana (ekotyp Col-0 a mutantni linie 35S::PIN8-GFP, 35S::PIN5 a PINS/PINS) byly péstovany
na pevném sterilnim Murashige & Skoog médiu na ¢tvercovych plastovych Petriho miskach. Pied
vysevem byla semena sterilizovana ve steriliza¢nim pufru po dobu 10 min. Samotny vysev probihal
ve sterilnich podminkach v laminarnim boxu. Pro vysev paratkem byl pufr odstranén a k semeniim
byl napipetovan 1 ml 96 % ethanolu, obsah byl promisen a ethanol odstranén. Postup byl dvakrat
opakovan. Semena byla pienesena v pfiblizné 50 ul ethanolu do plastové Petriho misky na filtra¢ni

papir. Pti vysevu semen pro izolaci ER byl do mikrozkumavky napipetovan 1 ml sterilizaéniho pufru
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a semena byla 10 minut promyvana. Ethanol byl pipetou odsan a semena byla promyta 96 %
ethanolem. Po odsani ethanolu byla k semena ¢tyfikrat promyta deionizovanou vodou. Poté byla
semena resuspendovana v 600 pl deionizované vody a vyseta na agarovou desku pomoci automatické
pipety. Pfebytecna voda byla vysuSena. Uzaviené desky byly ponechany tfi dny ve tmé pii 4°C.
Rostliny byly péstovany ve fytotronu ve vertikalni poloze pii 22 °C pti fotoperiodé 16 hodin svétlo,
8 hodin tma po dobu. Rostliny pro genotypizaci a izolaci ER byly péstovany ve fytotronu po dobu

deseti dni a pro stanoveni IAA v kli¢nich rostlinach a fluorescen¢ni mikroskopii po dobu 7 dni.
3.4.2 Genotypizace

3.4.2.1 Priprava roztoku

Edwardsav pufr, pH 7,5: Bylo navazeno 3,15 g Tris, 0,93 g EDTA a 1,46 g NaCl. VSechno bylo
rozpusténo v 50 ml deionizované vody. Pomoci 0,1 M HCI bylo upraveno pH na hodnotu 8. Bylo
ptidano 0,5 g SDS a objem byl doplnén na 100 ml.

Smés pro PCR: Pro jednu reakci byly smichany 4 pl 5x My TAQ pufru, 0,5 pl 10 uM forward
primeru, 0,5 pl 10 uM reverse primeru, 0,1 pl My Taq polymerasy, 13 pl DNA-free vody a 2 pl
gDNA.

TE pufr: K 800 ml deionizované vody bylo piidano 15, 759 g HCI-Tris a 2,92 g EDTA. Vse bylo
dikladné rozmichéno na magnetické michacce a objem byl doplnén na 1 litr.

10x TBE pufr, pH: Bylo navazeno 121,1 g Tris, 61,8 g kyseliny borité a 7,4 g EDTA. Vsechno bylo
rozpusténo v deionizované vodé.

1,5% agarézovy gel: Do 80 ml 0,5x TBE pufru bylo navazeno 1,2 g agar6ézy. Smés byla zahiivana
v mikrovInné troub¢ do uplného rozpusténi agarozy. Do roztoku byly nasledné pridany 4 pl ethidium

bromidu.

3.4.2.2 Extrakce gDNA

Byly pfipraveny 20 mg navazky desetidennich semenackt Arabidopsis thaliana (ekotyp Columbia a
mutantni linie 35S::PIN8-GFP, 35S::PIN5 a 35S::PINS5/PINS). Mikrozkumavky byly vloZeny
do tekutého dusiku a nasledné ulozeny v —80 °C. Mikrozkumavky byly umistény na led, k navazkam
bylo napipetovano 200 pl Edwardsova pufru a bylo pfidano pét homogenizacnich keramickych
kulicek. Vzorky byly vortexovany s homogeniza¢nimi kulickami a centrifugovany 2 minuty pti 4 °C
na stolni centrifuze pti maximalni rychlosti. Do Cistych mikrozkumavek bylo napipetovano 150 pl
supernatantu a 150 pl isopropanolu. Vzorek byl inkubovan 5 minut na led¢ a nasledné centrifugovan
5 minuty pfi 4 °C na stolni centrifuze pfi maximalni rychlosti. Z mikrozkumavek byl odstranén
supernatant a pelet byl vysusen. Nasledné byl pelet resuspendovan v TE pufru, ¢imz byl vytvoren
zasobni roztok gDNA. Ze zasobniho roztoku gDNA byly odebrany 2 pl a smichany s 48 ul

deionizované DNA-free vody, ¢imz byl vytvofen pracovni roztok DNA.
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3.4.23 PCR

Primery pro PCR byly nafedény dle pokyni vyrobce na zasobni roztoky. Do novych mikrozkumavek
bylo napipetovano 20 pl primerd, ktera byly nasledné 10x ziedény pfidavkem 180 pl Nuclease-free
vody. Byly piipraveny mixy obsahujici 5x MyTaq™ pufr, MyTaq™ polymerasu, 150 ul Nuclease
free vodu a dva druhy primera dle Tab. 1. Mixy byly rozpipetovany do PCR desticky po 18,1 pl. Do
mixt byly pfipipetovany 2 pul gDNA z Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (WT) a
nadexprimujicich linii 35S::PIN8-GFP, 35S::PIN5 a 35S::PIN5/PINS viz Tab. 2.

Tab. 1: Slozeni PCR mixii pro agarézovou elektroforézu. Kazdy mix obsahuje reverzni (R) a forward primer (F), MyTag™
polymerasu, 5x MyTaq™ pufr a nuclease-free vodu.

Mix 1 Mix 2 Mix 3

F primer: 35S F primer: 35S F primer: CPD

R primer: PIN5 R primer: PIN8 R primer: CPD
5x MyTag™ Mix 32 ul 32 ul 40 pl
Forward primer 4 nl 4ul 5pul
Reverse primer 4 ul 4 ul 5ul
MyTaq™ DNA Polymerasa 0,8 ul 0,8 ul 1ul
Nuclease-free voda 104 pl 104 pl 130 pl

Tab. 2: Kombinace pripravenych PCR mixii a gDNA. K Mixu 1, ktery obsahoval forward primer pro promotor 35S
a reverzni primer PINS, byla pridana gDNA z mutantni linie 35S.:PIN5, z double mutantni linie 35S: PIN5/PINS a Col-0.
K Mixu 2, ktery obsahoval forward primer 35S a reverzni primer PINS, byla pridana gDNA z mutantni linie 35S::PINS,
35S::PIN8-GFP, z double mutantni linie 35S:PIN5/PINS a ekotypu Columbia. K Mixu 3, ktery obsahoval forward primer
CPD a reverzni primer CPD byla pripipetovana gDNA z 35S::PIN8-GFP, z double mutantni linie 35S:PIN5/PINS a Col-0.

Mix 1 Mix 2 Mix 3
PINSox PINSox -
- PIN8ox PIN8ox
- PIN8ox PIN8ox
PIN5/8ox PIN5/8ox PIN5/8ox
WT WT WT

PCR desticka byla uzaviena vickem a umisténa do termocycleru. Program PCR se skladal z uvodni
denaturace pii 94 °C trvajici 5 minut. Nasledovala vlastni denaturace trvajici 30 sekund a annaeling
pti 45 °C po dobu 30 sec. Elongace probihala pii 72 °C po dobu 45 sekund. Cyklus byl opakovan
v 35 cyklech. Cely program byl zakoncen elongaci po dobu 5 minut pii 72 °C a po dokonceni
programu byly vzorky v termocycleru udrzovany pii 15 °C. V pribéhu PCR byl pfipraven agarézovy
gel s0,5x TBE. Gel byl pienesen do elektroforetické vany a zalit elektroforetickym 0,5x TBE

pufrem. Po PCR byly vzorky napipetovany do jamek agar6zového gelu, do prvni a posledni jamky
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byl napipetovan hmotnostni marker a byla spusténa elektroforéza pii 80 V po dobu 30 minut.

Agardzovy gel byl vizualizovan pomoci transiluminatoru.
3.4.3 Odvozovani bunéénych suspenzi

3.4.3.1 Priprava roztoki

Zasobni roztoky pro pripravu médii pouZivanych pro odvozeni bunéénych suspenznich kultur:
Inositol - 100 mg.ml™: K ptipravé zasobniho roztoku bylo rozpusténo 100 mg inositolu v 1 ml
deionizované vysterilizované vody.

Thiamin - 10 mg.ml: K ptipravé zasobniho roztoku bylo rozpusténo 10 mg thiaminu v 1 ml
deionizované vysterilizované vody

2,4-D - 5 mg.ml: K ptipravé zasobniho roztoku bylo rozpusténo 5 mg 2,4-D v 1 ml deionizované
vysterilizované vody.

Kinetin — 10 mg.mlt; K piipravé zasobniho roztoku bylo rozpusténo 10 mg kinetinu v 1 ml
deionizované vysterilizované vody

KH,PO; - 40 mg.ml?t: K piipravé zasobniho roztoku bylo rozpusténo 40 mg KHPOs v 1 ml
deionizované vysterilizované vody.

Kalus indukujici médium: Bylo navazeno 0,32 g Gamborg’s Basal médium, 2 g sachar6zy a 0,05 g
MES. Vsechno bylo rozpusténo v deionizované vodé na magnetické michacce. pH roztoku bylo
upraveno 0,1 M hydroxidem draselnym na hodnotu 5,7. Objem roztoku byl v odmérné batice doplnén
na 100 ml. Do Erlennmayerovy banky bylo navazeno 0,6 g agaru, bylo ptidino médium a hrdlo
banky bylo diikladné ptekryto alobalem. Po sterilizaci v autoklavu bylo do mirn€ zchladlého média
za sterilnich podminek ptidano 0,5 ul zasobniho roztoku kinetinu a 10 pl zasobniho roztoku 2,4-D.
Pevné MS médium pro péstovani kalusu: Bylo navazeno 2,15 g MS média a 15 g sachardzy.
Vsechno bylo rozpusténo v deionizované vodé na magnetické michacce a pH roztoku bylo upraveno
0,1 M hydroxidem draselnym na hodnotu 5,8. Objem roztoku byl v odmérné batice doplnén na 500
ml. Do média bylo ptidano 50 pl zasobniho roztoku thiaminu, 500 pl zasobniho roztoku inositolu,
2,5 ul zasobniho roztoku KH2PO4 a 20 pl zasobniho roztoku 2,4-D. Do Erlennmayerovy banky bylo
navazeno 0,3 g agaru, bylo pfidano médium a hrdlo baiiky bylo dikladné piekryto alobalem. Po
sterilizaci v autoklavu bylo médium ponechano k zatuhnuti na naklonéné roving.

Tekuté médium pro odvozeni bunééné suspenzni kultury: Bylo navazeno 2,15 gMS médiaa 15 g
sachardzy. Vsechno bylo rozpusténo v deionizované vodé na magnetické michacce a pH roztoku
bylo upraveno 0,1 M hydroxidem draselnym na hodnotu 5,8 a objem byl v odmérné baiice doplnén
na 500 ml. Do roztoku bylo pfidano 500 pl zasobniho roztoku inositolu, 50 pul zasobniho roztoku
thiaminu, 50 pl zasobniho roztoku 2,4-D, 10 pl zasobniho roztoku kinetinu a 2,5 pl zdsobniho roztoku

KH2PO.,

41



3.4.3.2 Indukce kalusu

Pti praci ve sterilnim prostfedi byly kovové néstroje sterilizovany 96 % ethanolem a plamenem.
Ze sedmidennich semenacku Arabidopsis byly skalpelem za sterilnich podminek v laminarnim boxu
odfiznuty dé€lozni listky a hypokotyl. Dé€lozni listky byly roziezany na segmenty a spolecné
s hypokotylem pteneseny na kalus indukujici médium. Plastové misky s takto pfipravenymi vzorky
byly umistény do fytotronu a ponechany 4 tydny pti 22 °C a fotoperiodé 16 hodin svétlo a 8 hodin

tma.

3.4.3.3 Péstovani kalusu

Po 4 tydnech byly vybrany nejkvalitngjsi kalusy a jejich nejvitalnéjsi ¢asti byly pieneseny na pevné
MS médium pro péstovani kalusii. Nastroje, které byly pouzivany byly po kazdém kalusu
sterilizovany v 96 % ethanolu a nasledné v plameni. Kalusy byly pfi prvnich experimentech
péstovany na plastovych Petriho miskach. Pozdéji byl pro péstovani kalusu zvolen Sikmy agar
V Erlennmayerovych bankach o objemu 150 ml. Kalusy byly umistény do tmavé komory a péstovany

pti 22 °C po dobu 4 tydnt.

3.4.3.4 Prenos kalusii do tekutého média

Z narostlych kalusti byla mala ¢ast pfenesena na nové pevné MS médium pro péstovani kalusu,
aby byl zaji§tén staly zdroj. Cast kalusu byla prenesena do mikrozkumavky, zamrazena ponofenim
do kapalného dusiku a uchovana v — 80°C. Zbytek kalusu byl pienesen do 3 ml média, které bylo
napipetovano do jamek v Sesti jamkové jednorazové desti¢ce. Kalus byl mirné rozmacknut pinzetou.

Deska byla uzaviena, hrany byly prelepeny paskou a ponechany na tfepacce pii 130 rpm.
3.4.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Sedmidenni semenacky 35S::PIN8-GFP byly pinzetou pfeneseny do kapky deionizované vody
na podlozni sklicko. Rostliny byly prekryty krycim sklem a mikroskopovany pomoci
fluorescenéniho mikroskopu Olympus [X51 nejprve V prochizejicim svétle pro zaostieni
kotenovych $picek semenackt. Nasledné byly kofenové $picky pozorovany S excitaci pii 385 nm

a emisi pii 438 nm.
3.4.5 lzolace ER

3.4.5.1 Priprava roztoki
ER pufr: Bylo navazeno 1,3609 g KH.PO,a 0,1017 g MgCl,.6H,0. VSechno bylo rozpusténo
Vv deionizované vodé na magnetické michacce a pomoci 0,1 M roztoku KOH bylo upraveno pH

na hodnotu 6,65. Objem byl doplnén na 100 ml.
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Extrakéni pufr: Rozpusténim 8,56 g sacharozy v ER pufru byl pfipraven 0,5 M roztok. K 0,5 M
roztoku sachar6zy byl pfidan DTT na finalni koncentraci ImM, PMSF na finalni koncentraci 1 mM
a jedna tableta cOmplete™, bez EDTA koktejl proteasovych inhibitort.

Roztoky pro piivodni sacharoézovy gradient:

Rozpusténim sachar6zy v ER pufru byly ptipraveny pro prvni gradient roztoky o koncentraci 1,3 M;
1,1 M; 0,7 M; 0,25 M.

Roztoky pro optimalizovany sacharézovy gradient:

Roztok 1: 4,45 g sachar6zy bylo rozpusténo v 10 ml ER pufru.

Roztok 2: 3,76 g sachardzy bylo rozpusténo v 10 ml ER pufru.

Roztok 3: 2,40 g sachar6zy bylo rozpusténo v 10 ml ER pufru.

Roztok 4: 0,86 g sachardzy bylo rozpusténo v 10 ml ER pufru.

3.4.5.2 Zpracovani rostlinného materialu

Homogenizace pomoci Ziletky

Byly navazeny 2 g desetidennich semenacku A. thaliana Col-0 a mutantni linie 35S::PIN8-GFP.
Rostlinny material by ptenesen do Petriho misky umisténé na ledu. Od tohoto bodu byly vSechny
kroky provadény na ledu a s vychlazenymi roztoky a pomtickami. K rostlindm byly napipetovany 2
ml vychlazeného extrakéniho pufru. Vzorek byl homogenizovan po dobu 5 minut v Petriho misce
pomoci ziletky a nasledné byl inkubovan po dobu 3 minut na téepacéce pii 60 rpm. Zhomogenizovana
smés byla prefiltrovana do 50 ml falkonové zkumavky ptes dvé vrstvy Miraclothu, ktery byl
navlh¢en 2 ml extrakéniho pufru. Miska byla od zbytkli homogenizovaného materialu vyplachnuta
2 ml extrak¢éniho pufru. Prefiltrovany extrakt byl zcentrifugovan pii 6000 g.

Homogenizace pomoci tieci misky s tlou¢kem

Byly navazeny 2 g rostlinného materialu a pfeneseny do vychlazené tfeci misky a pielity 2 ml
extrak¢éniho pufru. Do misky bylo pfidano 100 mg jemného kiemene. Rostliny byly tfeny po dobu 3
minut. Nasledujici kroky byly provedeny podle postupu popsaného vyse.

3.4.5.3 Optimalizace otacek centrifugace

Byly navazeny dvakrat 2 g rostlinného materidlu. Rostlinny material by pienesen do sklenéné Petriho
misky umisténé na ledu a prevrstven 2 ml extrakéniho pufru. Vzorek byl homogenizovan po dobu 5
minut v Petriho misce pomoci Ziletky a nésledné byl inkubovan po dobu 3 minut na tfepacce pii 60
rpm. Zhomogenizovana smés byla prefiltrovana do 50 ml falkonové zkumavky pifes dvé vrstvy
Miraclothu, ktery byl navlhéen 2 ml extrakéniho pufru. Miska byla od zbytki homogenizovaného
materidlu vyplachnuta 2 ml extrakéniho pufru. Extrakty byly slouceny do falkonové zkumavky a
nasledné rozpipetovan po 1 ml do mikrozkumavek umisténych na ledu, 1 ml extraktu byl rychle
zmrazen Vv tekutém dusiku a nasledné¢ uskladnén pii -80°C. Do vychlazené centrifugy byla vlozena

jedna mikrozkumavka s extraktem a jedna vyvazovaci mikrozkumavka s 1 ml vody. Nasledné byla
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provedena deseti minutova centrifugace pti 4 °C pti 3000 g, 4500 g, 6000 g, 7500 g, 9000 g, 10500
g a 12000 g. Z mikrozkumavky byl pokazdé opatrné odpipetovan necely 1 ml supernatantu, ktery
byl ptenesen do ¢isté mikrozkumavky, rychle zmrazen v tekutém dusiku a poté uskladnén pti -80°C.

Nasledné byl vzorek rozmrazen a promisen na vortexu. Nasledn€¢ bylo postupovano dle kapitoly

3.4.6. Western blot.

3.4.5.4 1zolace dle pivodniho protokolu (Ding et al, 2012)

Z centrifugovaného vzorku (z kapitoly 3.4.5.2) byl odebran supernatant. Do ultracentrifuga¢ni
zkumavky byly napipetovany 3 ml 1,3M roztoku sacharézy. Roztok byl pfevrstven supernatantem a
centrifugovan pii 108 000 g po dobu 90 minut. Horni faze byla odpipetovana a vznikla mezifaze byla
prevrstvena 3 ml 1,1M roztoku sacharézy, 3 ml 0,7M a 3 ml 0,25M roztoku sachar6zy dle Obr. 4.
Pro pipetovani byla pouzita 1 ml pipetovaci $picka s odsttizenym hrotem. Napipetovany gradient byl
centrifugovan pii 108 000 g po dobu 90 minut. Z mezifaze byl odebran 1 ml frakce pro Western blot
do novych ultracentrifuga¢nich zkumavek, promichan s 0,5M roztokem sacharozy do 2/3 objemu
ultracentrifugaéni zkumavky a centrifugovan pii 109 000 g po dobu 50 minut. Supernatant byl
odpipetovan a pelet byl resuspendovan v 50 pl 0,5M roztoku sacharézy. Mikrozkumavky byla

vlozena do tekutého dusiku a nasledné uskladnéna pti -80°C.

3.4.5.5 Izolace dle optimalizovaného protokolu

Postup optimalizovaného protokolu byl shodny s postupem popsanym vysSe. Byly pouzity roztoky
sachar6zy odlisného slozeni dle Obr. 4. Pro stanoveni metabolického profilu IAA
v endoplazmatickém retikulu byl do ¢istych mikrozkumavek odebran 1 ml mezivrstvy vytvotrené
mezi roztoky 1 a 2 (dale jako low faze, Obr. 4). Pro stanoveni metabolického profilu IAA v celkové
organelové suspenzi byl do mikrozkumavky odebran 1 ml prefiltrovaného extraktu. Mikrozkumavky

byly pteneseny do tekutého dusiku a nasledné uskladnény v —80 °C.

- - - -
4 4
108000 ¢ 108000 ¢
90 min 3 90 min 3
EP — EP | cep —p
2 2
] I ] LO“"
1 1 1 1
4 -/ -/ -/

Obr. 4: Schéma postupu pripravy gradientu pro izolaci endoplazmatického retikula.

44



3.4.6 Western blot

3.4.6.1 Priprava roztoku

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8: V 500 ml deionizované vody bylo rozpusténo 181,5 g Tris. pH roztoku

bylo upraveno 1M HCI na hodnotu 8,8. Objem byl doplnénna 1 1.

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8: V 500 ml deionizované vody bylo rozpusténo 61 g Tris. pH roztoku bylo

upraveno 1M HCI na hodnotu 6,8. Objem byl doplnénna 1 1.

10% SDS: V 250 ml deionizované vody bylo rozpusténo 25 g SDS.

10% APS: V 250 pl bylo rozpusténo 0,025 g APS.

10x koncentrovany elektrodovy pufr Tris/glycin, pH8,3: VV 500 ml deionizované vody bylo

rozpusténo 30,3 g Tris, 144 g glycinu a 10 g SDS. pH bylo upraveno 1M HCI na hodnotu 8,3. Po

rozpusténi byl objem doplnén na 1000 ml.

Akrylamid/Bis (T 30%, C 2,67%): V 50 ml deionizované vody bylo rozpusténo 29,2 g akrylamidu

a 0,8 g N’, N’-methylen-bis-akrylamidu. Po rozpusténi byl objem doplnén na 100 ml.

4% zaostiovaci gel: Ve zkumavce bylo smichano 6,1 ml deionizované vody, 1,3 ml zasobniho

roztoku akrylamid/bis, 0,1 ml SDS a 2,5 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8. Pfed zahajenim polymerizace

bylo ptidano 10 pl TEMED, 50 pl 10% APS.

12 % délici gel: Ve zkumavce bylo smichano 3,4 ml deionizované vody, 4,0 ml zasobniho roztoku

akrylamid/bis, 0,1 ml SDS a 2,5 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8. Pfed zahajenim polymerizace bylo

ptidano 5 pl TEMED, 50 pl 10% APS.

Transferovy pufr, pH 8,3: V 500 ml bylo rozpusténo 30,3 g Tris a 144 g glycinu a objem byl

doplnén na 1000 ml.

1x TBS-T: V 1000 ml deionizované vody bylo rozpusténo 2,42 g Tris a 29,22 g NaCl. K roztoku

bylo ptidano 500 pl Tweenu.

Vzorkovaci pufr: K 4x koncentrovanému vzorkovacimu pufru byl napipetovan merkaptoethanol

V pom¢éru 1:9.

5% nizkotu¢né mléko v TBS-T: Ve 100 ml TBS-T bylo rozpusténo 5 g nizkotué¢ného mléka.

1% nizkotu¢né mléko v TBS-T: Ke 20 ml 5% nizkotuéného mléka bylo ptidano 80 ml TBS-T.

Primarni protilatky:

BiP2: Primarni protilatka BiP2 byla fedéna v 1% roztoku nizkotu¢ného mléka v poméru 1:2500.
K 42,5 ml mléka byl pfidan 1 pl primarni protilatky.

V-ATPase: Primarni protilatka V-ATPase byla fedéna v 1% roztoku nizkotuéného mléka v poméru
1:2000. K 2 ml mléka byl ptidan 1 pl primarni protilatky.

H3: Primarni protilatka H3 byla fedéna v 1% roztoku nizkotu¢ného mléka v poméru 1:5000. K 5 ml
mléka byl pfidan 1 ul primarni protilatky.

Sec21p: Primarni protilatka Sec21p byla fedéna v 1% roztoku nizkotu¢ného mléka v poméru 1:1000.

K 1 ml mléka byl pfidan 1 pl primarni protilatky.
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PsbA: Primarni protilatka PsbA byla fedéna v 1% roztoku nizkotu¢ného mléka v poméru 1:10 000.
K 10 ml mléka byl ptidan 1 pl priméarni protilatky.

GDC-H: Primarni protilatka GDC-H byla fedéna v 1% roztoku nizkotu¢ného mléka v poméru
1:2500. K 2,5 ml mléka byl ptidan 1 pl primarni protilatky.

Sekundarni protilatka: Sekundarni protilatka Anti-rabbit 1gG-HRP: Protilatka byla fedéna
v poméru 1:5000. Ke 40 ml 1% roztoku nizkotu¢né¢ho mléka bylo ptidano 8 pl sekundérni
protilatky.

Chemilumines¢ni substrat Agriesa ECL kit (Bright) — Ob¢ slozky substratu byly smichany

Vv poméru 1:1.

3.4.6.2 Elektroforéza
Ke vzorku byl napipetovan vzorkovaci pufr v poméru 1:3. Mikrozkumavka bylo vlozena
do termobloku na 5 minut pfi teploté 95 °C. Vzorek byl zcentrifugovan pii 10 000 rpm po dobu
5 minut.

Byl pfipraven polyakrylamidovy gel, ktery byl tvofen 4% zaostfovacim gelem s jamkami pro
vzorek a 12% délicim gelem. Do prvni a posledni jamky gelu byl napipetovan marker molekulovych
hmotnosti. Na gel byly naneseny vzorky. Elektroforéza byla spusténa nejprve 30 minut pii 90 V

a nasledné pii 120 V do konce déleni.

3.4.6.4 Imunodetekce
Gel byl oplachnut po dobu 5 minut v transferovém pufru. Byla sestavena sendvi¢ova kazeta s gelem
s rozdélenymi proteiny a nitrocelul6zovou membranou. Souprava pro western blot byla umisténa
do lednice a proteiny byly pfeneseny pies noc pii 90 mA na membranu.
Membrana byla obarvena v roztoku Ponceau S barviva v 5% kyseliné octové a nasledné odbarvena
v TBS-T. Nespecificky obarvené proteiny a s linie jejich migra¢nich drah byly vyznaceny tuzkou.
Membrana byla inkubovana po dobu 60 minut za stalého michani v 5% roztoku nizkotu¢ného mléka
rozpusténém v TBS-T pufru. Membrana byla rozstfihana na segment pro inkubaci s vybranymi
primarnimi protilatkami.
Primarni a sekundarni protilatky byly nafedény ve vhodném poméru s 1% nizkotuc¢ného mlé¢kem
rozpusténym v TBS-T. Pfipravené primarni protilatky byly napipetovany na dno Petriho misky
vylozené parafilmem. Segmenty membrany byly inkubovany 60 minut s primarni protilatkou.
Kazdych 20 minut byly protilatky s membranou promichany. Casti membrany byly jednotlivé
promyvany tfikrat 5 minut v TBS-T. Nasledné byla membrana inkubovana 60 minut s nafedénou
sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidasou. Nespecificky navazana sekundarni
protilatka byla odmyta tfikrat 10 minut v TBS-T.

Proteiny na membrané byly detekovany prostfednictvim chemiluminiscencniho substratu

Vv detekénim zafizeni a vyhodnoceny.
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3.4.7 Extrakce auxinovych metaboliti

3.4.7.1 Priprava roztoku

Sodno-fosfatovy pufr: Nejprve byl smichanim 57,7 ml 0,5 M dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu
disodného (Na;HPO4 . 12H,0) a 42,3 ml dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (NaHPO4 . 2H,0)
ptipraven 0, 5 M zasobni roztok sodno-fosfitového extrakéniho pufru. V odmérné bance bylo
smichano 10 ml 0,5 M sodnofosfatového pufru s 20 mg DEDTCA. Objem roztoku byl doplnén na
100 ml.

Cinidla pro uSPE-PT:

0,1 M kyselina chlorovodikova (HCI) - Na 10 ml roztoku bylo pouzito 9,918 ml deionizované vody
a 82,8 ul 37% HCI.

0,1% kyselina octova — K 9,990 ml deionizované H>O bylo napipetovano 10 ul kyseliny octové.
10% methanol — K 9 ml deionizované H-O byl napipetovan 1 ml methanolu.

80% methanol — Ke 2 ml deionizované H2O bylo ptidano 8 ml methanolu.

3.4.7.2 Priprava pSPE-PT kolonek

Z SPE diski C18 a SDB-XC byly pomoci siln€jsi Hamiltonovy jehly vytiznuty disky. Vytiznuté
disky byly pomoci slabsi jehly umistény do 200 pl $pi¢ek. Do kazdé $picky byly nejprve umistény
tfi vrstvy SDB-XC. Nasledné byly do $picky umistény tfi disky sorbentu C18.

3.4.7.3 Extrakce a purifikace

Kli¢ni rostliny Arabidopsis thaliana

Extrakce a purifikace vzorku byla provedena metodou USPE-PT (podle Péncik et al, 2018).
Z tydennich rostlin Arabidopsis thaliana ekotyp Col-0 a mutantni linie 35S::PIN8-GFP byly
pfipraveny 5 mg navazky. Mikrozkumavky s odebranym rostlinnym materialem byly vloZeny
do kapalného dusiku a nasledné ulozeny pii -80 °C. Ke kazdému vzorku byl pfidan 1 ml
vychlazeného 0,05 M sodnofosfatového extrakéniho pufru, smés internich standardt (5 pmol
[BCe]IAA, [*Ce]oxIAA, [*Cs]oxIAA-Glc, [BCg]IAA-Glc, [BCe]lAAsp a [®Cg]IAGIu)
a 5 keramickych homogenizacnich kulickek. Vzorky byly homogenizovany v kulovém mlynku
(10 min, 27 Hz) a 10 min inkubovany na rota¢ni michac¢ce pii 4°C. K usazeni pevnych ¢asti a jejich
oddéleni od supernatantu byly vzorky centrifugovany (15 200 rpm, 4°C, 15 min). Mikroextrak¢éni
kolonky byly kondiciovany 50 pl acetonu (centrifugace - 2200 rpm, 10 min, 8 °C), 50 ul methanolu
(2200 rpm, 10 min, 8 °C) a 50 pl redestilované vody (2200 rpm, 15 min, 8 °C). Z kazdého vzorku
bylo odebrano 200 ul, okyseleno na pH 2,7 pomoci 0,1 M HCI a naneseno na kolonku (3400 rpm,

15 min, 8°C). Kolonky byly promyty 50 ul 0,1 M kyseliny octové (3400 rpm, 15 min, 8°C)
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a nasledn¢ eluovany 50 pl 80% methanolu (3400 rpm, 15 min, 8°C). Vzorky byly odpafeny dosucha
aulozeny pti -20 °C. Pfed HPLC-MS/MS analyzou byly odparky rozpustény v 30 ul 10% methanolu.

Subcelularni frakce

Vzorky nabohacenych ER frakci a celkovych organelovych suspenzi byly pomalu rozmrazeny
na ledu, promichény a z kazdého vzorku bylo do ¢istych mikrozkumavek ptreneseno dvakrat 400 pl
roztoku. Vzorky byly centrifugovany (15 minut, 4°C a 15200 rpm) a nasledné pfefiltrovany
ptes mikrospin kolonky. Ke kazdému vzorku byla poté pfidana smés internich standardti (5 pmol

kazdé latky) a nasledné byly vzorky piecistény pomoci uSPE-PT vyse popsanym postupem.
3.4.8 Parametry HPLC-MS/MS

Detekce analytti byla provedena s vyuzitim HPLC-MS/MS ionizaci elektrosprejem s piepinanim
mezi pozitivnim a negativnim médem (ESI+/-). Pro separaci byla vyuzita chromatograficka
kolona KINETEX 1,7 um C18, 50 x 2,1 mm (Phomenex, Torrace — USA). Kolona byla
temperovana na 30 °C. Celkovy ¢as analyzy ¢inil 12 minut pii pratoku 300 pl/min. Mobilni faze byla
tvorena redestilovanou vodou (A) a methanolem (B) s pfidavkem 0,1% kyseliny octové. Pribéh
gradientové eluce byl nasledujici: 0 min — 10% B; 6,5 min — 36% B; 6,75 min — 100% B; 7,75 min
—100% B; 8-12 min— 10% B. Vzorky byly uloZeny v autosampleru pfi teploté 4 °C a celkovy nastiik
jednoho vzorku ¢inil 10 pl. Jednotlivé analyty byly detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru

V pozitivnim a negativnim médu za pouziti optimalizovanych podminek (Péncik et al, 2018).
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4 VYSLEDKY

4.1 Ovéreni pravosti vybranych linii

Pied zaCatkem experimentt vedoucich ke stanoveni metabolického profilu IAA v ER byla
prostfednictvim genotypizace ovéfena pravost poskytnutych vybranych nadexprimujicich linii
35S::PIN8-GFP, 35S::PINS a double mutantni linie 35S::PIN5/PINS. Desetidenni semenacky
Arabidopsis byly genotypizovany pomoci PCR. Ze zminénych linii byla extrahovana DNA
a amplifikaci vzniklé DNA produkty byly separovany a vizualizovany prostfednictvim agar6zové
elektroforézy a transiluminatoru. Jako pozitivni kontrola spravného prubéhu reakce byla pouzita
kombinace cpd primerd sizolovanymi DNA z A. thaliana Col-O i nadprodukujicich linii.
Z vysledného bandu produktu reakce na gelu v Obr. 5 A oznac¢eném cpd u vSech testovanych DNA
muizeme usuzovat, ze DNA byla vyizolovana v dostatecném mnozstvi a kvalité a také Ze byl spravné
nastaven cyklus termocycleru. Pravost linii 35S::PIN5 a 35S::PIN8-GFP byla prokazana pritomnosti
bandu produktu oznaéeného v Obr. 5 A pin5 a pin8 u vzorkia DNA 35S::PIN5 a 35S::PIN8-GFP. U
double mutantni linie 35S::PIN5/PIN8 je patrné, Ze je pfitomen pouze band produktu reakce
s primerem pin8. Z toho mizeme usuzovat, ze tato linie nenese oblast kodujici protein PINS
pod kontrolou promotoru 35S. Z tohoto diivodu byla linie vyfazena z dalSich experimentti. Pravost
linie 35S::PIN5 sice byla ovéiena, ale v této praci nebyla vyuzita z divodu nedostate¢ného mnozstvi
semen.

U nadexprimujicich linii mize dochazet k umléeni vloZenych gend. Proto byla nasledné ovéfena
exprese PIN8-GFP in vivo v kofeni desetidennich rostlin prostfednictvim fluorescen¢niho
mikroskopu. Z Obr. 5 B, C je patrné, ze dochazi k silné expresi vlozeného proteinu PINS-GFP ve
vSech bunécnych typech kotenové Spicky. Pfi podrobnéjsi analyze bylo zjisténo, Ze protein

se exprimuje nejen podél celé délky kotene, ale i v nadzemni ¢asti.
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Obr. 5: (4) Oveéreni pritomnosti viozeného trans-genu mutantnich linii A. thaliana (A) Detekce PCR produktu linii
35S::PIN5 (PIN50x), 35S::PIN8-GFP (PINSox) a 35S::PIN5/PINS (PIN5/80x). cpd predstavuje pozitivni kontrolu ke kazdé
PCR. Band oznaceny pin5 je vysledkem reakce DNA vyextrahované z linie uvedené nad ¢arou s forward (F) primerem pro
promotor 358 a reverznim (R) primerem pin5. Band oznaceny pind je vysledkem reakce DNA vyextrahované z linie uvedené
nad carou s F primerem pro promotor 35S a R primerem pin8. M — marker molekulové hmotnosti. (B) Detail korenové
Spicky v modu svetelné mikroskopie a (C) fluorescencni mikroskopie potvrzujici expresi proteinu PINS znaceného zelenym

fluorescencnim proteinem v nadexprimujici linie 35S::PIN8-GFP.

4.2 Odvozovani bunéénych suspenzi

Cilem tohoto experimentu bylo ziskat buné¢né suspenzni kultury A. thaliana Col-0 a nadexprimujici
linie 35S::PIN8-GFP. Nejprve byly odvozeny kalusy. Cast kalusu byla pfevadéna do bunééné
suspenzni kultury a ¢ést byla pfenesena na nové pevné MS médium pro péstovani kalusu, ¢imz byl
zajistén staly zdroj kalusu a uSetfen Cas. Nejprve byly kalusy prenaSeny do 100 ml tekutého média
v 250 ml Erlennmayerové bance a umistény na tfepacku pfi 130 rpm. Zkalusu se béhem
nasledujiciho tydne mély uvolnit buiky a za vzniku suspenzni buné¢né kultury se mély samostatné
délit. Doslo vSak pouze ke zvétSeni kalusu v tekutém médiu. Pti dal§im experimentu byla ¢ast noveé
napéstovaného kalusu prenesena do 25 ml tekutého média 100 ml Erlennmayerovy banky. Po tydnu
na tfepacce doslo opét pouze k nartstu kalusu. Pfi poslednim pokusu o optimalizaci protokolu byla
¢ast nové napéstovaného kalusu pienesena do 3 ml média, které bylo napipetovano do jamek v Sesti
jamkové jednorazové desti¢ce. Kalus byl mirné¢ rozmac¢knut pinzetou a deska byla ponechana na

tiepacee pii 130 rpm. SniZzeny objem média a kultivacni nddoby mél vést k ¢astému narazeni ¢asti
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kalusu do stén nadoby a k tfeni mezi mensimi kousky kalusu. Nicméné ani tento postup nevedl
k ziskani suspenzni buné¢né kultury.
Experiment nebyl uspé&sny z divodu nedostateného rozbiti Kkalusu, a hlavné cetnych

kontaminaci takika vSech dil¢ich krokti protokolu.

4.3 lzolace ER

vvvvv

testovana efektivita homogenizace ziletkou v porovnani s homogenizaci ve tfeci misce s krystaly
kifemene. Pro porovnani vytézku organel byla provedena izolace ER. Homogenizaci ve tfeci misce
bylo sice uvolnéno vétsi mnozstvi organel (Obr. 6 B), neZ pii nasekani materialu ziletkou (Obr. 6 A),
ale nasledna frakcionace v gradientu neprobéhla dle o¢ekavani. V low frakci nebylo ER nabohaceno
jako v pfipadé homogenizace ziletkou. Navic v této frakci byly detekovany dalsi kontaminanty jako
mitochondrie a jadra. V obou piipadech byla v low frakci prokazana ptitomnost chloroplastt, vakuol
a GA. Imunodetekci izolovanych frakci bylo prokazano, Ze je vhodnéjs$i homogenizace ziletkou (Obr.
6).

A B
Organela Protein Ziletka Tieci miska s tlouckem
Homogenat Mid Low Homogenat Mid Low
GA Sec21p -
ER BiP X s
Chl PsbA
Vak V-ATPase - —
————
Jadro H3 pra— —
Mito GDC-H — —

Obr. 6: Porovnani efektivity homogenizace 10dennich rostlin A. thaliana. (A) Imunodetekce vybranych markrovych
proteinii organel v izolovanych frakci po homogenizaci Ziletkou a (B) ve tieci misce s prislusnymi fotografiemi gradientu.

GA — Golgiho aparat, ER — endoplazmatické retikulum, Chl — chloroplasty, Vak — vakuola, Mit — mitochondrie.

Z fotografie gradientu (Obr. 6 A) je patrné, ze v low frakci se mimo ER zafokusovaly
i chloroplasty. Z tohoto divodu byla dale optimalizovana pfiprava vzorku pfed nanesenim
na hustotni gradient. Cilem bylo odstranit komigrujici organely s ER jiZ pfi ivodni centrifugaci.
Proto byl proveden set centrifugaci pii rizné odstiedivé sile v rozsahu 3000 — 12000 g. Centrifugaci
pfi niz8i odstfedivé sile nebyla pozorovana sedimentace ER, ale ve vzorku bylo zaroven obsazeno
zna¢né mnozstvi chloroplasti (Obr. 7 A). ZvySenim odstfedivé sily bylo dosazeno sniZzeni obsahu
chloroplastti v supernatantu. Pii centrifugacni sile 9000 g a vySe byl pozorovan vyrazny pokles

signalu ER v supernatantu. Proto byl zvolen kompromis a to centrifugace pti 6000 g. Vzorek byl po
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prvni centrifugaci zcela zbaven jader, mitochondrii aznacné casti chloroplasti, které stale
kontaminovaly ER frakci pfi frakcionaci organel v hustotnim gradientu. Jelikoz chloroplasty maji
vy$8i hustotu nez ER (Vertommen et al, 2011), bylo otestovano sniZeni hustoty jednotlivych pater
sachar6zového gradientu. Touto Gpravou gradientu bylo docileno sedimentace chloroplasti az na
dno zkumavky, jak je znazorné€no ve schématu v experimentalni ¢asti (Obr. 4), coz mélo za nasledek
eliminace chloroplasti v ER nabohacené frakci (Obr. 7 B). Z predbéznych vysledkd, bylo patrné, ze
snizeni hustoty pater gradientu vedlo ike zméné migrace vakuol gradientem, které také
kontaminovali low frakci (Obr. 7 A). Vakuoly byly vice nabohaceny v mid frakci oproti ptivodnimu
gradientu (data nejsou ukazana, protoze pii potvrzovani vysledku se vyskytl problém s detekci

vakuol). Snizeni hustoty pater gradientu tedy vedlo k ziskani Cistsi frakce nabohacené o ER.
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Obr. 7: Optimalizace pripravy vzorku a hustotniho gradientu. (4) Imunodetekce vybranych markrovych proteinii organel
V supernatantech (S) po centrifugaci pri riizné odstiedivé sile (g). (B) Porovnani frakcionace organel v piivodnim a

optimalizovaném gradientu.

4.4 Stanoveni hladin metaboliti IAA v A. thaliana Col-0 a 35S::PIN8-GFP

Auxinové prenasece lokalizované na membrané ER pfispivaji ke kontrole intracelularni auxinové
homeostaze prostifednictvim regulace toku IAA mezi cytosolem a lumen ER (Mravec et al, 2009;
Ding et al, 2012; Barbez et al, 2013). V tomto experimentu byly stanoveny hladiny hlavnich
metabolitd TAA v sedmidennich rostlinach Col-0 a linie 35S::PIN8-GFP. Tato linie nadexprimuje

gen kodujici protein PINS, ktery zprostiedkovava transport IAA z ER do cytosolu, ¢imz ovliviiuje
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jak hladinu volné IAA, tak jejich metabolit (Ding et al, 2012). V porovnani s kontrolnimi rostlinami
byla ve vzorcich 35S::PIN8-GFP zjisténa nizsi hladina vSech analyzovanych latek vEetné volné IAA

(Obr. 8). Hladina konjugované formy IAAsp byla v nadexprimujici linii pod hranici detekce.
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Obr. 8: Hladiny metabolitit IAA v A. thaliana Col-0 a linii 35S:PIN8-GFP. Sipky zndzorituji smér chemickych reakci

S katalyzujicimi enzymy. Prerusovand cara Sipky zndzornuje doposud nedostatecné objasnéné mechanismy reakce (Priimér
+8D; n=5).

4.5 Metabolicky profil IAA v endoplazmatickém retikulu

Optimalizovany postup izolace ER byl dale vyuzit pro stanoveni metabolického profilu IAA
v endoplazmatickém retikulu. Cilem bylo stanovit zastoupeni metabolit IAA v nabohacené ER
frakci a celkové organelové suspenzi, a také porovnat profily metaboliti ziskané z rostlinného
materialu A. thaliana Col-0 a mutantnich rostlin nadexprimujicich ER-lokalizované transportéry
auxinu PIN5 a PIN8. Linie 35S::PIN5 v8ak nebyla do tohoto experimentu zafazena z divodu
nedostatku semen.

Rozdil mezi ER frakci a organelovou suspenzi byl zjiStén v zastoupeni volné IAA,
kdy v organelové suspenzi jeji podil z celkového poolu analyzovanych latek ¢inil v obou liniich
pouze okolo 3%, kdezto v ER frakci dosahoval 11% u Col-0 a 17% v piipadé 35S::PIN8-GFP.

Zastoupeni vétSiny metaboliti bylo v ER frakci naopak nizs§i oproti organelové suspenzi. Podil
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glugosylesteru IAA klesl po nabohaceni ER ve vzorku u obou genotypti ptiblizné na tietinu. Podobné
tomu bylo v ptipadé oxIAA, jejiz zastoupeni se snizilo u 35S::PIN8-GFP vice nez o polovinu, u Col-
0 dokonce na tretinu. Snizil se také podil zastoupeni obou detekovanych amino-konjugati IAAsp a
IAGlu taktéZ u obou genotypu. Ze zjisténych vysledkd je patné, Ze dominantni zastoupeni mezi
metabolity IAA u obou genotypti ma glukosylester oxIAA (0XIAA-GIc), pficemz v jeho piipadé
doslo po nabohaceni ER ke zvyseni podilu vii¢i ostatnim metabolitim IAA frakci (Obr. 9).

3.6% 1.1%

= IAA = lAAsp = IAGIu = IAA-Glc moxIAA = oxIAA-GIc

Obr. 9: Metabolicky profil IAA v celkové organelové suspenzi a ER frakci A. thaliana Col-0 (A) a linii 35S::PIN8-GFP
(B). ER — endoplazmatické retikulum.
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5 DISKUZE

Existence tisicti vefejné dostupnych transgennich linii Arabidopsis poskytuje jedine¢nou ptileZitost
k teSeni fady dulezitych biologickych otdazek. Nicméné béznym a dlouhodobym problémem
vyzkumu je kontaminace a nespravna identifikace pouzivanych linii, kterd je pracna a casové
narocna. Pro ovéfeni spravnosti linie se rutinné vyuziva genotypizace pomoci PCR (Chastukhina
etal, 2016). V naSem piipadé byla pomoci genotypizace zalozené na PCR potvrzena pravost
35S::PIN8-GFP a 35S::PINS. Pravost double mutantni linie 35S::PIN5/PINS prokazana nebyla,
protoze na vysledném gelu chybél DNA produkt pro pin5 (Obr. 5 A), avsak z vysledki pozitivni
kontroly Ize usoudit, Ze reakce byla nastavena spravné. Pro absenci bandu pro pin5 v double mutantni
linii existuji dvé mozné vysvétleni. Je mozné, ze nadexprimujici gen pro pin5 v rostlin€ neni. Druhym
moznym vysvétlenim je, Ze doslo k pipetovaci chybe.

Bunécéna kultura je velmi vSestrannym nastrojem pii zkoumani zakladnich védeckych otazek.
Vyhodou jejich vyuziti je jejich homogenita, uniformita a reprodukovatelnost vygenerovanych dat,
ale je dilezité mit na paméti, Ze se jedna o artificialni model. Bez ohledu na to, zda jsou kultury
urCeny pro vyzkumnou cinnost nebo komercni pouziti je nutné zabranit jejich mikrobialni
kontaminaci, ktera vede ke zkresleni vysledki experimentu, ztraté cennych experimentalnich dat
¢i znehodnoceni kultury (Cassells, 2012). Mykotické a bakterialni kontaminace byly hlavnim
divodem, pro¢ bylo v nasem pfipad¢ opusténo od odvozeni bunéénych suspenznich linii a jejich
nasledného vyuziti pii stanoveni metabolického profilu v ER. VSechny roztoky a pipetovaci Spicky
byly sterilizovany v autoklavu. Kovové nastroje byly sterilizovany ethanolem a plamenem. Veskera
manipulace s kalusy a nadobami s tekutym médiem probihala v laminarnim boxu, ktery byl
pravdépodobné ve vétsing ptipadl zdrojem kontaminaci. V nasem piipad€ nebylo mozné vnitini ¢ast
boxu sterilizovat UV zéafenim, nybrz pouze 70% roztokem ethanolu. Navic na pracovisti byl k
dispozici pouze otevieny, frontalni laminarni box, ktery je pro manipulaci s bunéénymi kulturami
méne vhodny. Minoritnim piivodcem kontaminace byl samotny kalus. Dal$im problémem, se kterym
jsme se v prubchu odvozovéani suspenzni bunécné kultury potykali, byl nerozpadajici se kalus.
Resenim tohoto problému by mohlo byt &asteéné enzymatické natraveni bunééné stény pro uvolnéni
bunék ¢i ptipadné protoplasti s jeji naslednou regeneraci. Tato moznost byla ov§em odlozena na
dalsi etapu vyzkumu z diivodu nedostatku ¢asu, a hlavné€ s ohledem na nachylnost ke kontaminacim.

Kli¢ovou ¢asti této diplomové prace byla optimalizace protokolu pro izolaci ER. Metodika
izolace ER byla na pracovisti zavedena, ale biologickym materidlem, ze kterého vychazela, byly
pravé bunééné kultury, které se vétsinou péstuji ve tme, a proto neobsahuji chloroplasty. Z divodu
neuspéchu s odvozeni bunéénych kultur z pozadovanych linii byly zvoleny jako vychozi biologicky
material desetidenni rostliny A. thaliana. To vedlo k vyieSeni nékolika problémd, a to zpisobu
homogenizace a pritomnosti chloroplasti kontaminujicich ER nabohacenou frakci. Pro tento typ

materialu bylo nutné zvolit vhodnou homogenizaci. Vybrany byly dva piistupy — rozetieni rostlin ve
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tteci misce se zrnky jemného kiemene (Keech et al, 2005) s tlouckem, nebo nasekani rostlin ziletkou
(Ding et al, 2012). Homogenizace ve tfeci misce vykazovala vétsi vytéznost organel v homogenatu,
ale pro naslednou subcelularni frakcionaci v hustotnim gradientu se ukézala jako nevhodna. Hlavni
duvodem byla piitomnost vSech detekovanych organel, které kontaminovaly low frakci (Obr. 6 B).
Moznym vysvétlenim se jevi nadmérna homogenizace rostlinného pletiva a zaroven desintegrace
membran organel, coz znemoziuje jejich frakcionaci (Song et al, 2006). Bylo zjisténo, ze nasekani
materidlu Ziletkou je Setrnéjsi a dostatecné. Po nasledné frakcionaci organel byla low frakce vice
obohacena o ER nez pfi rozetieni a navic bylo detekovano méné kontaminujicich organel (Obr. 6 A).

Chloroplasty zakoncentrované v low frakci stale predstavovaly vyznamnou kontaminaci.
Z tohoto divodu bylo nutné optimalizovat piipravu vzorku pied ultracentrifugaci. Byla testovana
rizna intenzita odstredivé sily v rozmezi 3000 — 12000 g. Na zaklad¢ vysledkd imunodetekce byla
vybrana rychlost 6000 g. Pti téchto otackach bylo dosazeno nejlepSiho poméru mezi minimalnimi
ztratami ER a odstranéni chloroplasti (Obr. 7 A). Signal dalSich proteinovych markerd organel
naznacuje pritomnost kontaminujicich organel jako je GA a vakuol.

Nasledna izolace ER byla provedena pomoci hustotniho gradientu dle protokolu Ding et al, 2012
pouzitého ke studiu mechanismu transportu auxinti v ER. Bylo potvrzeno, Ze doslo k nabohaceni ER
v low frakeci €ili na rozhrani 1,1/1,3M sachardzy ER jako v pivodnim protokolu. Na druhou stranu
bylo také pozorovano vyznamné zakoncentrovani zbylych chloroplasti ve stejné frakci jako ER
(obdobné jako na Obr. 7 A). Z tohoto divodu bylo vyzkouSeno sniZeni hustoty roztoku tvofici
gradient. Zamérem bylo odstranéni chloroplastt, které maji vyssi hustotu nez ER (Vertommen et al,
2011). Touto zménou bylo dosazeno Cistsi frakce obohacené o ER, protoZe chloroplasty byly stoceny
az na dno zkumavky. Bohuzel se nepodafilo z low frakce odseparovat GA, ktery ma podobné
biochemické charakteristiky jako ER a je obtizné je separovat pouze na zaklad€ hustoty (Parsons et
al, 2012). Optimalizovany protokol byl nasledné vyuzit pro metabolické profilovani auxinti v ER A.
thaliana Col-0 a 35S::PIN-GFP.

Hladiny a distribuce aktivni formy IAA jsou pfisné¢ kontrolovany syntézou, inaktivaci
a transportem (Korasick et al, 2013). Inaktivace auxinu probiha prostfednictvim tvorby konjugati
s aminokyselinami ¢ cukry, nebo oxidativni degradaci za vzniku oxIAA (Obr. 8).
Nejzastoupenéj§imi konjugaty IAA s aminokyselinami jsou v Arabidopsis 1AAsp a IAGIu
(Kowalczyk & Sandberg 2001), nejvyznamnéj$im cukernym esterem je IAA-Glc (Porco et al, 2016).
Primarni produkt degradace oxIAA muze také esterovou vazbou vazat glukdzou za vzniku oxIAA-
Glc. Tento ester je v Arabidopsis nejvice abundantnim metabolitem IAA (Ostin et al, 1998; Kai et
al, 2007a).

Asymetricka distribuce auxinu v rostlin€, ktera je zasadni pro fadu vyvojovych procest, je
do zna¢né miry udrzovana pomoci PAT. Ten je zprostiedkovan siti auxinovych ptrenaseci, k nimz
se fadi i PIN proteiny (Michniewitz et al, 2007). Ackoli jsou PIN proteiny lokalizovany primarné na

plazmatické membrané, kde zajistuji mezibunécny tok auxinu, nekteii zastupci rodiny PIN proteind
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- PINS, PIN6 a PIN8 , jakoZ i ptibuzna rodina proteinovych pienasect PIN-LIKES (PILS), jsou
lokalizovany na memrané¢ ER. Piedpokladéd se, ze tyto nosiCe pfispivaji ke kontrole auxinové
subcelularni homeostazy regulovanim toku auxinu mezi cytosolem a ER (Mravec et al, 2009; Barbez
et al, 2012; Dal Bosco et al, 2012; Ding et al, 2012). Pies shodnou subcelularni lokalizaci téchto
prenaSect se ukézalo, Ze piisobi antagonisticky. PIN5 a PILS zajiStuji transport auxinu z cytosolu do
ER, zatimco PINS pracuje v opacném sméru (Obr. 3). Tento systém s obousmérnym tokem muze byt
dilezity pfi fizeni dostupnosti volného auxinu pro rtizné bunécéné procesy. Krome toho ma vyznamny
vliv na metabolismus auxinl. Analytické stanoveni auXinovych metaboliti ukézalo, ze transgenni
BY-2 kultura nadmémé exprimujici gen pinS ma snizenou hladinu IAA, zatimco koncentrace
konjugatti IAAsp a IAGlu jsou vyrazné vyssi oproti kontrolni kultuie (Mravec et al, 2009). Rostliny
Arabidopsis nadprodukujici gen pin8 naopak vykazuji zvySenou hladinu TAA a snizené hladiny
oxIAA, IAAsp i IAGlu (Ding et al, 2012). Analyzy provedené v ramci této diplomové prace ukazaly,
ze také dalsi vyznamné metabolity — IAA-Glc a oxIAA-Glc, které v citovanych pracech nebyly
stanovovany, dosahuji v PIN8-nadprodukujici linii snizenych hladin (Obr. 8). V nasem piipad¢ vSak
analyza neprokazala zvysenou hladinu IAA v linii 35S::PIN8-GFP.

ER-specifickd analyza metabolického profilu IAA ukazala vyznamné rozdily v relativnim
pomoci optimalizované metody s vyuZzitim ultracentrifugace v hustotnim gradientu, tvofila aktivni
IAA daleko vyssi podil z celkového mnozstvi metabolitd, nez u nenabohacené organelové suspenze
(Obr. 9). Lze piedpokladat, ze aktivni forma IAA je z ER dale transportovana do jadra, kde dochazi
Kk percepci auxinového signalu a naslednému spusténi signalni drahy. Tento model byl jiz navrzen
Middletonem et al. (2018). Relativni zastoupeni vétSiny metabolitd IAA je v ER frakci naopak
snizeno. To by mohlo naznacovat, Ze k tvorbé a akumulaci metabolitt a konjugatd IAA dochazi
pfevazné v jinych Castech rostlinné bunky nez v ER. Analyzou metaboliti IAA ve vakuole bylo
napiiklad zjisténo, ze vétSina z celkového mnozstvi IAA je zde pritomna ve formé glykosylesteru
(IAA-Glc), tedy zasobni formy, ktera je ve vakuole skladovana a mtize byt v pfipadé potieby opét
hyrolyzovana na aktivni formu auxinu (Ranocha et al, 2013). V relativnim zastoupeni metabolitd

IAA v ER nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi ekotypem Col-0 a linii 35S::PIN8-GFP (Obr. 9).
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6 ZAVER

V experimentalni ¢asti byla nejprve prostfednictvim PCR ovéfena identita ziskanych
nadexprimujicich linii A. thaliana 35S::PIN5 a 35S::PIN8-GFP a u linie 35S::PIN8-GFP byla
prokazana funk¢nost vlozenych genti znacenych GFP prostiednictvim fluorescen¢ni mikroskopii.

Pokusy o odvozeni bunéénych suspenznich linii pro izolaci ER byly z divodu cetnych
kontaminaci a nedostatku ¢asu presunuty do dalsi etapy vyzkumu. V ndvaznosti na tento fakt byla
optimalizovana metoda izolace ER z kli¢nich rostlin A. thaliana. Byla optimalizovana metoda
frakce ER.

V nasledujicim experimentu byl stanoven metabolicky profil IAA v sedmidennich rostlinach
A. thaliana Col-0 a nadexprimujici linii 35S::PIN8-GFP. Bylo zjisténo, Ze rostliny nadmérné
produjkujici pfenase¢ PIN8 maji v porovnani s Col-0 snizené hladiny vSech metabolitti i aktivni
formy I1AA.

Optimalizovany protokol byl pouzit k izolaci ER, v némz byl nasledné pomoci HPLC-MS/MS
stanoven metabolicky profil IAA. Relativni zastoupeni volné TAA a jejich metabolitd bylo
porovnavano v celkové organelové suspenzi a z ni ziskané frakci nabohacené o ER, pfipravené
z Arabidopsis Col-0 a linie 35S::PIN8-GFP. Ziskané vysledky povedou k hlub§imu porozumeéni

mechanizmt regulace auxinové homeostaze na subcelularni urovni.
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