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ABSTRAKT

Psotova, M. Expresni profily vybranych genii pri vyrustani kotylarnich pupenii hrachu.
Diplomové prace. Brno 2017.

Cilem této diplomové prace bylo studium expresnich profili vybranych gent pfi iniciaci
vyrastani kotylarnich pupentt hrachu setého (Pisum sativum L.). Byly pouzity
dekapitované rostliny s aplikaci 0,5 % IAA pasty na stonkovy pahyl. Z takto oSetfenych
rostlin byly odebrany kotylarni pupeny s ¢asovym rozestupem 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48, 120
hodin. Biologicky material byl podroben analyze exprese geni PSDRM1, PsBRC1,
PsAUX1, PsPIN1 a PsYUCL. Vysledna exprese byla normovana na expresi gend
PsEF1-a, PsActin a Psp-tubulin. Aplikace auxinu namisto dekapitovaného vrcholu
zabrzdila vyrustani kotylarnich pupent. Tato inhibice rdstu kotylarnich pupent byla
doprovazena zvysenou expresi genti spojovanych s dormanci, PSDRM1, PsBRC1 a genu
pro biosyntézu auxinu PsYUCL1 a sniZzenou expresi gent auxinovych prenasec¢t PSPIN1
a PSAUXL1.

Kli¢ova slova: auxin, apikalni dominance, polarni transport, PSAUX1, PsBRC1,
PsDRM1, PsPIN, PsYUCI1.



ABSTRACT

Psotova, M. Expression profiles of selected genes during outgrowth of pea cotyledonary
buds. Thesis. Brno 2017.

The diploma thesis was aimed to monitor the expression profiles of selected genes in
the growing of cotyledonary buds in pea (Pisum sativum L.). The apical stem was
decapitated and 0.5% auxin paste was applied to the stump. From the treated plants
cotyledonary buds were collected in intervals 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 and 120 hours. The
biological material was analyzed for expression of genes PsDRM1, PsBRC1, PsAUX1,
PsPIN1, PsYUC1. A gene expression normalization factor was calculated based on
constitutive genes PSEF1-a, PsActin and Psp-tubulin. Application of auxin to the stem
stump prevented the growth of cotyledonary buds. This inhibition of cotyledonary buds
was accompanied by increased expression of dormancy markers PsDRM1, PsBRC1 and
auxin biosynthesis gene PsYUC1 and decreased expression of the auxin transporter
genes PsPIN1 and PSAUXL.

Key words: auxin, apical dominance, polar auxin transport PsSAUX1, PsBRC1,
PsDRML1, PsPIN, PsYUC1
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1 UVOD

Auxin patii k nejdéle zndmym rostlinnym hormontim. Je produkovan mladymi
listy a organy rostliny. Béhem Zzivotniho cyklu rostliny se hladina auxinu méni. Mezi

hlavni funkce auxinu fadime pfedevs§im jeho vliv na apikalni dominanci

Apikdlni dominance je jedna z nejsledovanéjSich korelaci rostlinného rustu.
Jde o mechanismus, kde stonkovy apex inhibuje rist a vyvoj axilarnich pupenti. Jakmile
je vrchol odstranén, dochézi k uvolnéni postrannich pupent ze spanku. Diky apikalni
dominanci lze regulovat vétveni stonku u mnoha kulturnich rostlin. Klicovou roli
v apikdlni dominanci je pfipisovdna auxinu. Auxiny ovSem nejsou zdaleka jedinym
rostlinnym hormonem, ktery ovliviiuje mechanismus apikalni dominance. Naptiklad
cytokininy hraji dlezitou roli ve stimulaci postrannich pupenll. Auxin je transportovan
bazipetaln¢ prostiednictvim proteinovych pienasect. Lokalizace auxinového transportu
je v buikach xylémového parenchymu. Mezi vstupni pfenaseCe fadime AUX1/LAX
proteiny. U vystupnich pfenasecl jsou to proteiny PIN rodiny. Tento hlavni proud
auxinu znemozfuje export auxinu z postrannich meristémt. Je tak tedy udrzena

V rustové inhibici.

V této diplomové praci byla sledovdna exprese geni PSPIN1, PSAUX1, které
jsou dulezité pro syntézu pienase¢ovych proteind auxinu. Dale exprese gentit PSDRM1,
PsBRC1, které slouzi jako markery dormance. V neposledni fadé byla sledovana
exprese genu PsYUC, ktery je kliCovym genem kodujici enzym, ktery

je nepostradatelny u biosyntetické drahy auxinu.
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2 CIL PRACE

e Seznameni s problematikou apikalni dominance, polarniho transportu auxinu

a s problematikou studia genové exprese u rostlin.

e Vypracovani literarniho piehledu na téma regulace apikalni dominance a systém

polarniho transportu auxinu u rostlin.

e Praktické provadéni experimentu na kli¢nich rostlinach hrachu a studium zmény

expresi vybranych genil v kotylarnich pupenech.

e Vyhodnoceni a diskuse vlastnich vysledk.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Apikalni dominance

U apikalni dominance jde o jev, pii kterém stonkovy apex inhibuje rast a vyvoj
axilarnich pupent (Cline, 1991). Jakmile je vrchol odstranén, postranni pupeny jsou
uvolnény z této inhibice (Balla et al., 2011; Snow, 1930). Apikalni dominance
je studovana pro péstitelské a Slechtitelské potiteby. Diky jejimu ovlivnéni je mozné
regulovat vétveni stonku u mnoha kulturnich rostlin (ovocné stromy, vinice, jahodniky
atd. Ne vSechny druhy rostlin maji vSechny stupné apikdlni dominance. Nékteré, jako
napt. hrach sety (Pisum saivum L.), maji siln¢ vyvinutou apikalni dominanci a nékteré,
jako napf. bytel metlaty (Kochia scoparia L.), nemaji apikalni dominanci vyvinutou
vibec. Mechanismus apikdlni dominance miizeme popsat ve Ctyfech vyvojovych

stadiich.

I. faze Il. faze 111 faze IV, faze

Obr. 1: Vyvojova stadia apikalni dominance. Upraveno podle Cline 1997.

I.  Formovani lateralniho pupenu.
Il.  Iniciace rlstu lateralniho pupenu.
I1l.  Po provedeni dekapitace, elongace lateralniho vyhonu.

IV.  Vyvoj postranniho stonku.

Zminéna stadia se mezi sebou prolinaji. Kazdé stadium zahrnuje riizné procesy a
kazdy proces je ovlivnén jinym rostlinnym hormonem (Cline, 1997). Ov§em pozor, ne

kazdé rostliny maji vSechny stupné apikalni dominance.
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Klicova role pii regulaci apikalni dominance je pfipisovana fytohormonim
(Blazkova et al., 1999). Ve stonkovém vrcholu a mladych listech probiha biosyntéza
auxinu. Ten je transportovan bazipetalné do kofenti. Na vyznam auxinu poukazali
v roce 1934 ve svém experimentu Thimann a Skoog, kde nepiimo prokazali inhibi¢ni

ucinek auxinu na rust axilarnich pupent (Thimann a Skoog, 1933)

Auxiny nejsou jedinymi rostlinnymi hormony, které ovliviiuji mechanismus
apikalni dominance. Napfiklad cytokininy, hraji dtlezitou roli ve stimulaci postrannich
pupentl nebo pii stimulaci transportu auxinu z postrannich pupent (Miiller et al., 2015).
Je dokazano, ze po 1,5 — 6 hodinach od naneseni cytokinini dochazi ke stimulaci ristu

lateralnich pupent.

3.1.1 Historie teorii apikalni dominance
3.1.1.1 Nutritivni teorie apikdalni dominance

Na ptelomu 19. a 20. stoleti se ptedpokladalo, ze urcujicim faktorem v lodyzni
apikdlni dominanci je soutéZzeni o vyzivu mezi meristémy pupenll vrcholovych
a postrannich. Bylo ptfedpokladano, ze ziviny piednostné proudi k vrcholovym
pupentim a z tohoto diivodu jsou ochuzeny postranni pupeny, a proto nejsou schopny
rustu. Mezi zastanci této teorie patfil Goebel. Ten se podle svych experimenti
domnival, Ze pokud odfizne nekteré listy, tok zivin se bude soustiedit na zbyvajici listy
a jejich velkost se mnohokrat zvysi. Tuto teorii také zastaval Loeb. Ten vysvétloval
zadrzovani ristu adventivnich pupenl na intaktnich rostlinach tak, ze vrcholovy pupen
lodyhy k sobé strhava proud zivin a teprve az po odstranéni téchto listd se mtize proud
zivin strhavat k okrajovym adventivnim pupeniim a tim jim umoznit rast (Goebel,

1900).
3.1.1.2 Korelacné inhibicni vlivy v apikalni dominanci

Prvni pokusy na hrachu, fazolu a bobu vedly k poznani, Ze za lodyzni apikalni
dominanci muzou inhibi¢ni latky. Dostal (1908) vychazel z experiment, kde dekapitoval
rostliny hrachu a sledoval uvolnéni kotylaru z inhibice Proto Dostal predpokladal

pfitomnost inhibi¢nich latek v ponechané dé&loze. Nasledné dikazy o existenci
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inhibi¢nich latek pfisly od Snowa, které korela¢né brzdi rust postrannich pupent (Snow,
1925).

3.1.1.3 Teorie ,,pi'imé inhibice" auxinové v apikdlni dominanci

Thimann a Skoog byli prvni, ktefi napodobili konkrétni latku u korelacné
inhibi¢niho vlivu. Na dekapitovanou plochu epikotylu nanesli auxin (IAA), ¢imz
napodobili vrchol v inhibi¢nim vlivu na riist postrannich pupend. Proto byla vyslovena
hypotéza, ze bazipetaln¢ proudici auxin vychazejici z vrcholu stonku je zodpovédny

za korelac¢ni inhibici ristu postrannich pupent (Thimann a Skoog, 1933).

Obr. 2: Vyristajici axilarni pupeny po dekapitaci vrcholu. Upraveno podle
Prochézka, Sebéanek et al., 1997.

3.1.1.4 Teorie ,,nepiimé inhibice'" auxinové v apikadlni dominanci

Proti teorii Thimanna a Skooga staly nékteré vysledky Snowovych pokusi.
V experimentech byla snaha prokazat, ze apikdlni dominance je zplsobena latkami
regulaéni povahy, které jsou odlisné od auxinu. Podle Snowa auxin v lodyze chrani
lodyhu pfed inhibici. Proto vrcholové €asti bohaté na auxin mohou oproti postrannim
pupenim chudsich na obsah auxinu by mé&ly byt vice chranény pted inhibi¢nimi latkami

(Thimann a Skoog, 1933).

14



3.1.1.5 Teorie nutriéné diverzni

V roce 1936 Went predlozil modifikaci nutriéni teorie (tzv. nutricné diverzni
teoril). Podle této teorie vytvafeny auxin v apexu zpusobuje proud latek vyznamnych
pro rast k mistu aplikace auxinu. Tato teorie pfedpoklada, ze u intaktnich rostlin je tok
auxinu z lodyzniho vrcholu opacny, teprve po dekapitaci vrcholu je tok zivin k axilarni
¢asti dovolen. Mechanismus spociva pravdépodobné ve vytvafeni metabolického
arastového sinku Vv mistech, kde jde hladina auxinu vysokd, stim, Ze bazipetalni

transport auxinu je schopen vyvolat akropetalni transport nutri¢nich latek (Went, 1936).

3.2 Auxin

Auxiny patii k nejdéle znamym rostlinnym hormontim. Jeho nazev je odvozen
z teckého slova auxein, ktery znamena zvétSovat se. Byl objeven ve dvacatych letech
minulého stoleti diky studiu fototropismu a gravitropismu. Rostlinny hormon auxin je
produkovan mladymi listy a organy rostliny. Je fazen mezi morfogeny. Mezi jeho
hlavni funkce fadime piedevsim stimulaci prodluzovaciho rastu bun¢k nadzemnich ¢asti
rostlin a také jejich diferencialni déleni. Pokud se hovoii o funkci na buné¢né urovni,
podili sena stimulaci elongace, reguluje bunétny cyklus a reguluje diferenciaci.
U organové a meziorganoveé funkce se jedna predevSim o vlivu na apikalni dominanci
rostliny, stimulaci rhizogeneze a tropismy (Tromas a Rechenmann, 2010). Béhem
zivotniho cyklu rostliny se hladina auxinu méni. Dochdzi tak naptiklad v zévislosti

na metabolismu a transportu (PetraSek a Friml, 2009).

3.2.1 Historie auxinu

Existence auxinu byla zaznamenana ve dvacatych letech minulého stoleti.
Charles Darwin byl prvni z védct, ktery se zabyval studiem rostlinnych ristovych
korelaci. Pozdé&ji existenci latky stimulujici prodluzovaci ruast potvrdil i Fritz Went,
ktery pracoval s koleoptilemi ovsa. Izoloval latku do agaru a umistil jej pod koleoptile,
kde prokazal stimulaci rastu (Went, 1928). Dalsim vyznamnym objevem byla izolace
auxinu z lidské moci, o kterou se zaslouzil v roce 1933 Kogl (Kogl, 1933). Pozdéji
izoloval z lidské moci i dalsi latky podobné strukturou i funkei auxinu. Jednou z téchto
latek byla i kyselina indol-3-octova (IAA). TAA byla také nalezena u kvasinek

a v houb¢ Rhizopus suinus (Prochazka et al., 1997).
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3.2.2 U¢inky auxinu
3.2.2.1 Fototropizmus

Jde o ohyb vyvolany jednostrannym pisobenim svétla na rostlinu. Rozhodujici
neni smér svétla, ale jeho intenzita. Went a Cholodnyj byli prvni, ktefi poukazali na roli
auxinu u fototropizmu. Vliv jednostranného osvétleni méa za nasledek pfesun auxinu
ze strany osvétlené, na stranu neosvétlenou. Ta nésledné rychleji roste a odpovida

na nerovnomeérnou distribuci auxinu ohybem (Arteca, 1996).
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Obr. 3: Fototropizmus. Upraveno podle Prochdzka et al., 1997.

3.2.2.2 Geotropizmus (gravitropizmus)

U geotropizmu se jedna o ohyb organu piisobenim zemské tize. U kotene
rostliny se jedna o geotropizmus pozitivni. Kofen roste paralelné se smérem zemské
tize. Hovorime-li 0 stonku, jedna se o geotropizmus negativni. Stonek roste proti sméru
pusobeni zemské tize. Zmény gravitace rostliny vnimaji pomoci statolitd
(jde o amyloplasty, tedy plastidy obsahujici $krob). Statolity se vyskytuji predevsim
Vv kotenové Spicce. Pokud dojde k poskozeni téchto bunék, dochézi ke ztraté schopnosti
reagovat na zmény zemské tize. Prvni, kdo vyslovili teorii gravitropizmu, byli Went
a Cholodnyj. Po podrazdéni protoplazmy statolity dojde k nestejnomérné distribuci
auxinl, coz mé za nasledek nahromadéni hormonu na spodni strané vodorovné
ulozeného organu. Pokud jde o koleoptili nebo lodyhu dochéazi k rychlej§imu ristu
spodni strany organu (negativnimu ohybu). Pokud je u kofene auxin ve vyssi
koncentraci nahromadény na spodni strané, plisobi na tuto stranu inhibi¢né. Naopak

16



strana chudSi na auxin roste rychleji (pozitivni ohyb). Pokud odiizneme Spicku

se statolity koleoptile a lodyha dale reaguji na geotropismus (Evans, 1985).

=

5 B
“I:-'lllﬂnﬁ. - ;.; I

Obr. 4: Gravitropizmus korene. Upraveno podle Prochdzka et al., 1997.

3.2.2.3 Rust plodu

Prvnim signalem pro tvorbu plodd je auxin produkovany v pylu, endospermu
aembryu. Signal vznika uz pii opyleni. Jakmile transport auxinu do plodu klesne,
dochazi k opadu plodu. U druhu tvofici plody se semeny, je mozné ziskat plody bez
oplozeni, a to Vv takové situaci, pokud doddme véas kvétu auxin (Psota a Sebanek,
1999).

3.2.2.4 Stimulace prodluZovaciho riistu

Stimulace prodluzovaciho ristu patiéi mezi hlavni funkce auxinu. Jde o nejlépe
prostudovany ucinek auxind. Koncentrace auxinii, kterd stimuluje dlouzivy rust
nadzemni Casti naopak inhibuje rist kofenové casti rostliny. Aplikujeme-li auxinovou
pastu na rostlinu, odpovéd’ se dostavi po deseti minutach od aplikace. Odpovéd’ rostliny
na aplikaci je ve formé az pétkrat rychlejsi rust rostliny (Evans et al. 1994). Pro projev
auxinu na prodluZovaci rist se musi hormon navazat na receptor, ten se nachazi

na plasmatické membrané v buiice.

Rist buniky je propojen se dvéma procesy. Prvni proces se tyka piijmu vody
(osmdzou), ten je pohanén gradientem vodniho potenciondlu. Druhy proces je pohanén

turgorgenerovanym stresem a zapfi€ifiuje roztazeni bunécné stény (Cosgrove, 2002).
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3.2.3 Prirozené auxiny

Kyselina indol-3-octova (IAA) byla dlouho jediny znamy pfirozeny auxin. Byla
nalezena i celd Skéala indolovych sloucenin, z nichz hodné sloucenin byla ve vztahu
k IAA, ale nevykazovaly biologickou aktivitu. Po zavedeni novych analytickych
technik byly nalezeny dalsi piirozené auxiny jako kyselina indol-3-maselna (IBA)
a 4-chlor-indol-3-octova kyselina (4-CI-IAA). Dalsim pfirozenym auxinem je kyselina
fenyloctova (PAA).

IAA spolecné s PAA patii mezi latky krystalické, které se Spatné rozpousti
ve vodé, kyselém a neutrdlnim prostfedi. Oproti tomu se velmi dobife rozpousti
v organickych rozpoustédlech a ve vodném alkalickém prostiedi. IAA je také velmi

citliva na svétlo (hlavné na UV zéfeni). UV zafeni ma za nésledek rozklad kyseliny.

PAA byla nalezena jen u nékterych rostlin. Hlavnim vyskytem jsou plody
ovocnych stromt (Prochéazka et al., 1997).

e
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Indol-3-octova kyselina Indol-3-maselna kyselina

l:ll
M
H

Kyselina fenyloctova
4-chlor-indol-1AA

Obr 5: Struktury prirozenych auxinii.

3.2.4 Syntetické auxiny

Typickym znakem pro syntetické auxiny je aromaticky kruhovy systém, kde
V postrannich fetézcich je umisténa karboxylova skupina. Jsou to slabé organické

kyseliny. Mezi aromatickym kruhem a karboxylovou skupinou vzdy lezi uhlikovy atom.
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Syntetické auxiny rozdélujeme do 5 skupin:

1. Indolové kyseliny: Zde se fadi kyselina indol-3-propionova (IPA).

2. Naftalenové kyseliny: a-naftyloctova kyselina (NAA), B-naftoxyoctova Kyselina
(NOA).

3. Chlorfenoxy kyseliny: 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D), 2,4,5-
trichlorfenoxyoctova kyselina (2,45-T) a kyslina 2-metyl-4-chlorfenoxyoctova
(MCPA).

4. Benzoové kyseliny: 2,3,6-trichlorbenzoova kyselina, 2,4,5- trichlorbenzoova
kyselina a dicamba.

5. Derivaty kyseliny pikolinové: do této posledni skupiny fadime pouze picloram.

CH: —000H
(CH=-C00H = O —CH: - S00H
| = |
N I
H

Kyselina indol-3-propionova Kyselina a-naftyloctova Kyselina B-naftoxyoctova

Obr. 6: Struktura vybranych syntetickych auxinii.

3.2.1 Biosyntéza auxinu

Béhem poslednich let byl u¢inén velky pokrok ve vyzkumu biosyntézy auxinu.
Vytvaii se v rostlinach de novo né¢kolika zptisoby (Zhao, 2010). Samotna biosyntéza
auxinu probiha dvéma hlavnimi drdhami. Prvni draha je klasifikovana jako drdha
zavisla na tryptofanu (Trp), kde IAA je odvozena z tryptofanu. Druhd draha

je klasifikovana jako drdha nezdvisla na tryptofanu, pficemz IAA je tvofena pies
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kyselinu indol-3-pyruvatovou (Normaly, 2010; Woodward a Bartel, 2005). Pfeména
IAA z tryptofanu probihéd nékolika zptsoby. Jsou popsany ¢tyfmi drahami:

e Tryptaminova (TAM).

e Indol-3-acetamidova (IAM).

e Indol-3-pyruvatova (IPA).

e Indol-3-acetaldoximova (IAOX).

Drahy nejsou mezi sebou Uplné odd€leny a vytvareji meziprodukty, jako jsou
indolyl-3-pyruvat; tryptamin; indol-3-acetamid; indol-3-acetaldoxim
a indol-3-acetonitril (Zhao, 2010).

IAM je nejrozsifenéj$i drdha u rostlin a fytopatogennich bakterii. Pfeména
indol-3-acetamidu na TAA neni dodnes tGpln¢ objasnéna. Predpoklada se, ze pfeména

je uskutecnéna za pomoci amidazy |.

Draha IPA je nejrozsifenéjSi drahou wu vySSich rostlin. Enzymem
aminotransferazou 1 je Trp pfeménén na kyselinu-3-pyrohroznovou. Za pomoci
dekarboxylace se kyselina-3-pyrohroznova méni na indol-3-acetaldehyd. Naslednou
oxidaci dochazi k vytvoreni finalniho IAA (Mashiguchi et al. 2011).

U drahy TAM je Trp nejprve dekarboxylovan na tryptamin pomoci
tryptofandekarboxyldzovym enzymem. Naslednym krokem je hydroxylace aminové
skupiny tryptaminu za pomoci ucasti produkti geni YUCCA. Vznika N-hydroxyl-
tryptamin a dale diky modifikaci vznika findlni [AA (Woodward a Bartel, 2005).

3.2.2 Signalizace auxinu

IAA kontroluje ristové a vyvojové reakce po celou dobu vyvoje rostliny (Hager,
2015). Signalni draha auxinu je aktivovana tehdy, jakmile rostlina zaregistruje pomoci
receptorti pfitomnost auxinu. Receptory jsou umistény po celé¢ buiice nckdy
1 na povrchu buiiky a jejich tkolem je rozpoznat auxin a navazat ho specificky

s vysokou afinitou (Davies, 2004).
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3.2.2.1 Hlavni molekularni sloZky podilejici se na signalizaci auxinu.

Po exogenni aplikaci IAA se odpovéd rostliny dostavi maximalné do patnécti

minut. Geny primarni odpovédi na auxin rozdéluyjeme do tifi skupin

(AUX/AA; GH3; SAUR).
AUX/IAA

Transkripce geni Aux/IAA je indukovana béhem 10-20 minut od aplikace
auxinu. Funguji jako transkripéni receptory exprese genu reagujici na expresi auxinu.
Tyto geny koduji malé jaderné proteiny s kratkou dobou existence. Proteiny Aux/IAA
obsahuji ¢tyfi domény oznacované jako domény I, II, III, IV. Doména I je aktivni,
pfenosnd a dominantni represivni doménou. Doména II ud€luje nestabilitu proteinti
Aux/IAA prostfednictvim malé konzervované sekvence nazyvany jako degron (protein
degradation signal). Domény III a IV funguji jako interakéni domény protein-protein
(Hager, 2015).

GH3

Tyto geny koduji enzym pro katalyzaci konjugace auxinu s aminokyselinou.
Timto zplsobem vznika inaktivovand zasobni forma auxinu. GH3 je lokalizovany

Vv cytoplasmé a fadi se mezi stabilni enzymy (Staswick et al., 2005).
SAUR (small auxin up RNAS)

Jde o kratké RNA, které jsou uspofadany na chromozoémech v klastrech za
sebou. Mohou vyvolat jednu z nejrychlejSich auxinem indukovanych odpovédi. Po
aplikaci IAA se odpovédna transkripce SAUR gent projevi do péti minut. Transkripty
SAUR jsou nestabilni (Yang a Poovaiah, 2000).

3.2.2.2 Receptory auxinu

Jako prvni izolovany protein byl ABP1 (auxin-binding protein 1). Jde o protein,
ktery s velkou afinitou vaze auxiny. ABP1 je lokalizovan v lumenu endoplasmatického
retikula. ABP1 protein nemd Zzadnou funkci ve zménach exprese gend regulovanych
auxinem. Jako prvni byl izolovan ze Zea mays L., ovSem byl nalezen i1 v dalSich

rostlinnych druzich jako naptiklad Arabidopsis thaliana L. (Hager, 2015).
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TIR1 protein (transport inhibitor response 1) je primarni receptor auxinu patiici
do skupiny proteini F-box. Tyto proteiny determinuji substratovou specifitu
Skpl/Cullin/F-box (SCF) komplext. Komplexy ubiquitinuji cilové proteiny. Ty jsou
nasledné degradovany za pomoci proteasomu. Ubiquitinaci AUX/IAA stimuluje auxin
za pomoci SCF™™ komplexu. Dale dochazi k degradaci AUX/IAA, Kk naslednému
uvolnéni ARF z inhibice. Poslednim krokem dochazi k transkripci indukovanych genti

pusobenim auxinu (Dharmasiri et al. 2005).

3.2.2.3 Model signalizace auxinu

Byl navrzen zakladni model percepce auxinu (Hager, 2015). Jestlize
se na receptor nenavaze auxin, dochazi k navdzani proteinu AUX/IAA na ARF. Cely
vznikly dimer se pfipoji na AuxRE Vv promotoru gent auxinové odpovédi. Prepis genti
je inhibovan. Protein TIR1/AFB je receptor auxinu, ktery pochazi z rodiny F-box, ktery
vytvaii SCF E3 ubiquitin ligazovy komplex mezi SKP (AKK) a kulinem 1 (CUL1).
SCF™! katalyzuje ubiquitinaci proteind AUX/IAA v piitomnosti auxinu. Ty svoji
vazbou brani aktivité transkripénich faktord ARF. Po navazani auxinu na TIR1 protein
dochazi k proteolytické degradaci AUX/IAA represortd. Také se uvolni ARF z inhibice

a zpusobi transkripci genti auxinové odpovédi (Hayashi, 2012).

ARF Activator-ARF Activator ARF Repressor-ARF Repressor

o
T HEE R - — )

IAA-IAA ARF Activator-1AA

Obr. 7: Schéma ARF a Aux/IAA interakce. Podle Hager, 2015.
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Obr. 8: Model signalizace v burice. Podle Hayashi 2012,

3.2.3 Transport auxinu

Auxin je syntetizovan primarn¢ v apexu a mladych listech, kde je nasledné
transportovan bazipetalné po rostliné (Tromas a Rechenmann, 2010). V rostling
se auxin transportuje dvéma zplsoby, a to z builky do bunky polarné¢ a na dlouhé
vzdalenosti nepolarné. Transport z bunky do bunky (polarni transport) vyzaduje
k aktivnimu pfenosu auxinu protein, které zprostiedkovavaji vstup auxinu z bunky
(Bennett et al., 1996; Gilweiler et al., 1998; Luschnig et al., 1998). U transportu
na dlouhé vzdalenosti je auxin transportovan nepolarné vodivym pletivem - floémem
(Tromas a Rechenmann, 2010). Tento transport byl prokazan pomoci radioaktivné
znacenych molekul auxinu (Morris a Thromas, 1978).
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3.2.3.1 Polarni transport auxinu

Stonkovy poldrni transport auxinu se uskuteCniuje v builkkich xylémového
parenchymu. Ve stonkové ¢asti probiha transport bazipetalni (Morris a Thromas, 1978).
Oproti tomu Vv kofenové c¢asti se odehrava akropetalni transport, ovSem v kofenové
Spicce se smér transportu auxinu otaci a pomoci PIN2 proteinti pokracuje jako transport
bazipetalni. Polarni transport auxinu je naro¢ny na energii a vyzaduje proteinové

prenasece do bunky a z buniky (Rubery a Sheldrake, 1974).

Chemiosmoticky model polarniho transportu auxinu

Chemiosmoticky model byl navrzen v poloviné sedmdesatych let. Vysvétluje
polarni transport auxinu na Grovni jedné buiiky (Rubery a Sheldrake, 1974). Pro lepsi
pochopeni transportu auxinu bychom méli znat fyzikalné-chemické vlastnosti molekuly
auxinu. Auxiny patii mezi slabé kyseliny (disociované, nedisociované formy). Z toho
vyplyva, Ze jeji schopnost prostupovat membranou zavisi na pH hodnoté (Zazimalova et
al., 2010). Hodnota pH v plasmatické membrané mezi apoplastem a symplastem je
rozdilna, diky plsobeni protonové pumpy. V prostiedi bunééné stény se hodnota pH
pohybuje okolo 5,5. Molekula auxinu se v takovémto prostfedi vyskytuje ¢astecné
disociované formé (pKa= 4,85). To zajistuje, Ze [AA je z 16 % ve form& nedisociované
(TAA) a zbytek je ve formé¢ disociované (IAA-) z 84 % (Tromas a Rechenmann, 2010).
Negativni naboj disociované karboxylové skupiny brani molekule v pfechodu pies
membranu. Pouze nedisociovand IAA umi do bunky vstoupit pasivni difuzi,

bez asistence proteinovych pienaseci (Zazimalova et al., 2010).

Hodnota pH se v cytoplazmé pohybuje okolo 7. Proto se vSechny molekuly IAA
nachazeji v disociované¢ form¢ a nemohou voln& prostupovat pies cytoplazmatickou
membranu. Z tohoto divodu jsou pro vystup molekul auxinu potiebné proteinové

prenasece (Petrasek a Friml, 2009).
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Obr. 9: Schéma chemiosmotického modelu. Podle Prochdzka et al. 1998.

3.2.3.2 Proteinové pienasece

Polarni transport auxinu z builkky do buiky je zprosttedkovan specialnimi
pfenaSeCi. Rozdé€lujeme je na prenaSeCe vstupni a vystupni. Do typu vstupnich
pfenasecti fadime AUXI1/LAX proteiny, které umoznuji transport auxinu do bunky
(Bennett et al., 1996). Zatimco do skupiny vystupnich pienasect fadime proteiny, které
napomahaji transportovat auxin z bunky. V této skupiné se vyskytuji nejméné dvé
proteinové rodiny, a to PIN a ABC rodiny (Vieten et al., 2005).

AUX1/LAX proteiny

Pro vstup auxinu do buriky je zapotiebi protein rodiny AUX1/LAX (De Smet et
al., 2011). Genom z Arabidopsis thaliana L. koduje jeden AUXI
(AUXIN RESISTANTI1) a tii LIKE AUXIN RESISTANT1 (LAX1, LAX2, LAX3)
proteiny. Proteiny AUX1 a LAX jsou z 80 % sekvenéné podobné aminokyselindm
(Parry et al., 2001).
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Nejlépe prozkoumana a popsana je funkce AUXI1 proteinu. Ta hraje klicovou
roli v gravitropismu u kofene. AUX1 je exprimovan ve tkanich, které vnimaji zemskou
tizi (Swarup et al, 2005). AUX1/LAX proteiny se ucastni i v procesech vyvoje
lateralnich kofeni a tvorby kotfenového vlaseni (Swarup et al., 2001). Tkan¢, které
exprimuji AUX1 piijmou IAA aktivné pomoci pienasecl az o patnactkrat vic nez
u pasivni difuzi (Swarup et al., 2005). AUXI proteiny zajistuji transport auxinu
ze stonku do kofene. LAX proteiny maji hlavni funkci v udrzovani lokalnich

auxinovych gradientt (Swarup et al., 2002, 2004, 2008).

Transport auxinu za pomoci AUX1 proteini lze blokovat kyselinou
2,3,5-trijodbenzoovou (TIBA), kyselinou 1-naftoxyoctovou (1-NOA) a kyselinou
2-naftoxyoctovou (2-NOA) (Parry et al., 2001; Yang et al., 2006).

PIN proteiny

PIN proteiny fadime do skupiny sekundarnich ptenaseci. Ty pfenaseji latky pies
membranu za pomoci energie elektrochemického gradientu na membrané (Gélweiler et
al. 1998). Jedna se o vystupni pifenaseCe auxinu. PIN proteiny jsou integralni
membranové proteiny. Identifikace proteinu byla na zakladé pinl mutantnich rostlin
u Arabidopsis thaliana L. Vykazovaly poruchu v tvorbé kvéti a listd. Na zakladé
identifikace pinl mutantnich jedinct se zjistilo, Ze PIN proteiny maji hlavni funkci

pii zabezpec€eni vystupu auxinu z bunky (Galweiler et al. 1998; Okada et al., 1991).

U Arabidopsis thaliana L. bylo identifikovano osm sekvenci fazenych do PIN
rodiny. Ty se dale déli do dvou podskupin rozdélenych podle délky hydrofilni smycky,
ktera se vyskytuje ve stiedu polypeptidového fetézce (Tromas a Rechenmann, 2010).
Mezi tzv. ,,dlouhé¢” PIN proteiny fadime PIN1, PIN2, PIN3, PIN4 a PIN7, které maji
dlouhou hydrofilni smy¢ku. Tyto proteiny jsou polarn¢ lokalizovany na plazmatické
membrané. Prokazuji funkci k uréovani sméru toku auxinu (Wisniewska et al., 2006).
,»Dlouhé¢" PIN proteiny prochdzi dynamickym cyklovanim mezi plazmatickou
membranou a endozomalnimi konpartmenty (Zazimalova et al., 2010). Toto dynamické
cyklovani ur¢uje mnozstvi PIN proteini vyskytujicich se na Cytoplazmatické
membrané. Do skupiny ,kratkych™ PIN proteini fadime PINS, PIN6 a PINS. Jejich

centrdlni hydrofilni smycka je ¢aste¢né nebo znacné redukovéana. Skupina , kratkych"
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PIN proteini se nachdzi predevS§im na endoplazmatickém retikulu. Umisténi
na endoplazmatickém retikulu vypovidd o jejich funkci u vnitrobunééné distribuci

auxinu a regulaci jako homeostaze uvniti buniky (Mravec et al., 2009).

Hlavni roli hraji PIN proteiny pii transportu auxinu, avSak jednotlivé PIN
proteiny maji rizné specifické funkce pii vyvojovych procesech rostliny. PIN1 proteiny
zabezpecuji organogenezi a diferenciaci cévnich pletiv. Role PIN2 proteinu je pii zméné
gravitropické reakce. PIN3 protein zabezpecuje laterdlni distribuci auxinu
pii fototropické a gravitropické odpovédi rostliny. PIN4 protein ovliviiuje aktivitu
kofenového meristému. V neposledni fadé PIN7 protein se podili na raném vyvoji

embrya (Vieten et al., 2005).

ABCB proteiny

ABC proteiny patii do velké rodiny transportérovych proteint. Jednotlivé ¢leny
této skupiny mohou byt zapojeny i do procesu souvisejicich s rezistenci vi¢i chorobam
nebo transportu. Cinnost proteini je spojena s pohybem malych molekul, Zivin

a xenobiotik (Verrier et al., 2008).

Podtfida  ABC  rodiny, = ABC-B/multidrug  resistence/P-glykoprotein
(ABCB/MDR/PGP) zahrnuje 21 ¢lenti. Vyskytuji se ve spojitosti S transportem auxinu
nebo auxinovych derivath (Murphy et al., 2002). Nejznamé&j§imi vystupnimi
auxinovymi pfenasSeci jsou ABCB1 a ABCBI19, ktefi pasobi jako influx pienaSece.
Protein ABCB4 méni svoji funkci podle hladiny auxinu v bunce. Pokud je hladina
auxinu vyssi jeho funkce je vystupni. Naopak, pokud je hladina auxinu mensi, piisobi

protein jako vstupni pfenasec¢ (Yang a Murphy, 2009).

ABCB proteiny transportujici auxin jsou nepolarné¢ lokalizovany
na cytoplazmatické membrané. V né€kterych vyjimecnych piipadech je mozna lokalizace

i polarni (Vieten et al., 2007).
Inhibitory polarniho transportu auxinu

Prostfednictvim inhibitori polarniho transportu auxinu je mozné sledovat tilohu

a dulezitost polarniho transportu auxinu v regulaci ristu a vyvoji rostlin. Polarni
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transport je mozné blokovat latkami jako je trijodbenzoova kyselina (TIBA), NPA
(N-(1-naftyl)ftalamova kyselina), NOA (naftoxyoctova kyselina) fluorenol nebo
1-pyrenoylbenzoova kyselina (Rubery, 1990).

NPA je klasifikovana jako synteticky fytotropin, ktery siln¢ inhibuje riist rostliny
(Morgan, 1964; Katekar a Geissler, 1980). D&je se to na zakladé efektivni redukce
transportu auxinu v nadzemni ¢asti rostliny (Benkova et al., 2003; Bhalerao et al., 2002;
Casimiro et al., 2003).

TIBA funguje jako inhibitor polarniho transportu auxinu, zabrafnujici
internalizaci PIN1 proteinli vyskytujicich se na cytoplazmatické membrané. Také

inhibuje zacelovani PIN1 proteini na cytoplasmatické membrané (Morgan, 1964;

Katekar a Geissler, 1980; Geldner et al., 2001).
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Obr. 10: Transport auxinu. Podle Zazimalova 2010.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Rostlinny material

K experimentu byly pouzity rostliny hrachu setého (Pisum sativum L.), odrudy
Vladan (Semo a.s., Smrzice, CR). Mofena semena hrachu byla nejprve nechana
24 hodin bobtnat v destilované vod¢ pii laboratorni teploté. Poté byla dikladné
proplachnuta a vyseta do plastovych nadob s vlhkym perlitem, kde po 4 dnech vyklicila.
Po sedmi dnech od bobtnani byly jiz nékolika centimetrové rostliny hrachu pfesazeny
do kultivacnich nadob s perlitem a byly dale zalévany pomoci Richterova zivného

roztoku.

Prib¢éh kultivace probihal v klimaboxu pii teplot¢ 20/18 °C a fotoperiodé
16/8 hodin (den/noc).

Obr. 11: Rostliny hrachu v perlitu.
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4.2 ZaloZeni a pribéh experimentu

Po uplynuti osmi dnti od nabobtnani rostlin hrachu byla provedena dekapitace
piiblizn¢ 1 cm nad délohami. Nasledné byla na fez aplikovana auxinova pasta. Pasta
byla vyrobena rozpusténim IAA (Sigma-Aldrich, USA) ve vodnim lanolinové pasté
pti teplot¢ 40°C v takovém mnozstvi, aby vyslednd koncentrace IAA byla 0,5 %.
Pro stanoveni expresnich profili vybranych gent byly skalpelem odebrany kotylarni
pupeny od obou déloh. Odbéry byly provadény v intervalech 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 a 120
hodin po dekapitaci a naneseni pasty na stonkovy pahyl (u varianty 120 hodin byly
odebrany apexy zvlast' z jiz rostoucich vyhonu (120 - R) a pupeny stale inhibované
(120 -1). Pupeny byly vlozeny do mikrozkumavek. 1 vzorek obsahoval pupeny
20 rostlin. Odbéry se provadéli ve tfech biologickych opakovanich. Po odbéru byly
mikrozkumavky s pupeny ihned ponofeny do tekutého dusiku. Poté byly vzorky
skladovany pfti teplot¢ —77 °C v hlubokomrazicim boxu (MDF-U3286S (Sanyo,
Japonsko)).

Vzorky byly podrobeny analyze exprese geni PSDRM1, PsBRC1, PsAUXI,
PsPIN1, PsYUC1. Vysledna exprese byla porovnana vici i konstitutivnim geni
PsEF1-a, PsActin a Psp-tubulin.

Obr. 12: Schéma dekapitace rostliny a aplikace 0,5 % IAA.
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4.2.1 lzolace RNA

Po celou dobu izolace RNA byly pouzity sterilni latexové rukavice, sterilni Spicky
a mikrozkumavky. Postup prace byl proveden dle navodu RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Némecko). Pied uplnym zacatkem prace byly pipety, pracovni plochy
a centrifugy vycistény roztokem RNase Zap (Sigma-Aldrich, USA). Tento krok

se provadi, aby nenastala nahodna degradace RNA enzymem RNAzou.

Tento typ izolace stoji na principu selektivnich vazebnych vlastnosti silikonové
membrany spolecné s centrifugaci. Pouzity biologicky material byl nejdiive
homogenizovan V tekutém dusiku za pFitomnosti vysoce denaturujiciho pufru. Pufr
obsahoval guanidin thiokyanat a f-merkaptoetanol. Poté byl piidan etanol, ktery zajistil
podminky pro vazbu RNA na membranu a vymyti kontaminantd. Potfebna cistota
izolované RNA byla docilena ptidanim DNazy |, ktera rozstépila kontaminujici DNA
na membrané kolony a byla poté naslednou centrifugaci z kolony odstranéna. Vzorek
precisténé RNA byl poté eluovan vodou, bez RNazy a byla ihned méfena koncentrace
RNA na specialnim spektrofotometru (Picodrop, Spojené kralovstvi). Vzorky RNA byly

vlozeny do -77 °C v hlubokomrazicim boxu.
4.2.2 Méteni koncentrace RNA

Koncentrace izolované RNA vzorkli byla stanovena zméfenim absorbance
pii vlnové délce 260nm za pomoci spektrofotometru Picodrop Picol00 (Picodrop,
Spojené kréalovstvi). Vysledna koncentrace RNA ve vzorku byla vypocitana ze vztahu

Azsonm = 1. Kdy hodnota 1 odpovida roztoku RNA o koncentraci 40 pg/ml.
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1. biologické opakovani

Cas odbéru Koncentrace A 260/ A 280 A 260/ A 230
ng.ult
0h 362,8 1,906 2,694
1lh 461,4 2,01 1,127
3h 479,8 2,014 0,077
6h 587 1,978 1,219
12h 535,7 1,949 2,413
24 h 504,1 1,906 1,846
48 h 488,7 1,987 2,471
120h 1 701,4 0,991 1,641
120h R 780,8 0,959 1,395

Tab. 1: Koncentrace RNA u 1. biologického opakovani

2. biologické opakovani

Cas odbéru Koncentrlace A 260/ A 280 A 260/ A 230
ng.ul
Oh 501,2 1,951 2,287
1h 592 1,928 1,743
3h 485,7 1,849 2,644
6h 579 1,701 1,387
12 h 286 1,483 1,617
24 h 4737 1,994 2,577
48 h 4931 1,862 2,261
120h 1 722,9 1,165 1,664
120h R 808,6 0,994 1,433

Tab. 2: Koncentrace RNA u 2. biologického opakovani
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3. biologické opakovani
Cas odbéru oncentrace A 260/ A 280 A 260/ A 230
ng.ult
0h 674,9 1,824 2,142
1h 3181 1,729 0,873
3h 486,7 1,808 1,667
6h 3388 2,056 2,789
12h 281,6 1,561 121
24 h 301,6 2,151 1,107
48 h 562 1,941 2,288
120 h 1 676,3 1,806 2,221
120h R 841,8 1,273 1,494

Tab. 3: Koncentrace RNA u 3. biologického opakovani
4.2.3 Reverzni transkripce

Izolovand RNA byla naslednou dvoukrokovou reverzni transkripci pomoci kitu

SuperScript® III Reverse Transcriptase, (Invitrogen, USA) ptepsana do cDNA.

Reverzni transkripce probihala ve dvou fazich. U prvni faze bylo provedeno
napipetovani vypocitaného mnozstvi RNA a H;O do popsanych mikrozkumavek.
Reakce obsahovala RNA o koncentraci 0,5 ng.ul™. Celkovy objem H,O s RNA byl
23,7ul. Slozeni uplné reakéni smési této faze je popsano v tabulce (Tab. 7). Smés
pro reakci byla kratce promichana pipetou. Po protiepani byly vzorky a smés vlozeny
do centrifugy a poté nasledné vlozeny do termocykleru (T3 Thermocycler Biotron T3
Thermoblock (Biometra, Némecko)). Termocykler byl nastaven na program cislo 12,
kde teplota 72 °C pisobila na vzorky po dobu 10 minut. Oligo dT,, fungoval jako
primer, ktery se vazal na polyadenylovany konec mRNA. V prvni fazi dochéazelo
k denaturaci sekundarni struktury RNA a nasledného pfipojeni primeru jiz zminovaného

oligo dTo.

Dalsim krokem byla pfiprava reakéni smési pro druhou fazi reverzni transkripce.
Slozeni smési pro tuto fazi je popsana v tabulce (Tab. 8). Smés pro druhou fazi byla
nasledné rozpipetovana po 12,3 ul do kazdého vzorku v mikrozkumavce z prvni reakce.

Nésledovala  kratka centrifugace vzorkll. Nasledné byly vzorky vloZeny
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do termocykleru a zapnut program c¢islo 13, kde byly vzorky vystaveny teploté 42 °C
po dobu 50 minut a dale 72 °C po dobu 10 minut. V této fazi dochazi k prepisu
puvodniho fetézce RNA do cDNA za pomoci enzymu reverzni transkriptazy. Ta byla

ziskana z viru pta¢i myeloblastozy (AMV-RT).

1. biologické opakovani
Koncentrace RNA Dopocitané mnozstvi
Cas odbéru ng.ul™ ng.ul™ ul RNA wl H,0

Oh 501,2 0,5012 1,00 22,7
1lh 592 0,592 0,84 22,9
3h 485,7 0,4857 1,03 22,7

6 h 579 0,579 0,86 22,8
12 h 286 0,286 1,75 22,0
24 h 473,7 0,4737 1,06 22,6
48 h 493,1 0,4931 1,01 22,7
120 h | 722,9 0,7229 0,69 23,0
120h R 808,6 0,8086 0,62 23,1

Tab. 4: Koncentrace RNA + prepocet objemu vstupujici do reakce

1. biologického opakovani

2. biologické opakovani
Koncentrace RNA Dopocitané mnozstvi
Cas odbéru ng.ul™ ng.ul™ ul RNA ul H,O

Oh 362,8 0,3628 1,38 22,3
1lh 461,4 0,4614 1,08 22,6
3h 479,8 0,4798 1,04 22,7

6 h 587 0,587 0,85 22,8
12h 535,7 0,557 0,93 22,8
24 h 504,1 0,5041 0,99 22,7
48 h 488,7 0,4887 1,02 22,7
120 h 1 701,4 0,7014 0,71 23,0
120h R 780,8 0,7808 0,64 23,1

Tab. 5: Koncentrace RNA + prepocet objemu vstupujici do reakce

2. biologickeho opakovani
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3. biologické opakovani

Koncentrace RNA Dopocitané mnozstvi
Cas odbéru ng.ul™ ng.ul™ ul RNA ul H;,0

Oh 6749 0,6749 0,74 23,0
1lh 318,1 0,3181 1,57 22,1
3h 486,7 0,4867 1,03 22,7

6 h 338,8 0,3388 1,48 22,2
12h 2816 0,2816 1,78 21,9
24 h 301,6 0,3016 1,66 22,0
48 h 562 0,562 0,89 22,8
120h1 676,3 0,6763 0,74 23,0
120h R 841,8 0,8418 0,59 231

Tab. 6: Koncentrace RNA + prepocet objemu vstupujici do reakce

3. biologického opakovani

Reak¢ni smés Objem (ul)
H,O Individualni
RNA Individualni
dNTPs 2
Oligo dT 2
Celkovy objem 21,7
Tab. 7: Slozeni rekcni smési pro prvni fazi RT.
Reakéni smés Objem (nl)
Pufr (5 x FS) 8
DTT 4
CAMV transkriptaza 0,3
Celkovy objem 12,3

Tab. 8: Slozeni rekcni smési pro druhou fazi RT.
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4.2.4 Kvantitativni PCR

Ziskana cDNA pomoci reverzni transkripce byla dale vyuzita pro kvantitativni
polymerazovou fetézovou reakci (Real-Time PCR, ¢gPCR). Pii metod¢ qPCR
se analyzuje kazdy cyklus PCR vrealném case, a to na principu fluorescence
(fluorescencné znaceny primer nebo sonda). Z tohoto divodu byl vyuzit termocykler,
ktery umi vzorek ozafit excitatnim zafenim. Béhem experimentu bylo vyuzito
interak&ni barvivo Sybr Green Mastermix v kitu (Light Cycler® 480 SYBR Green |
(ROCHE, Diagnostics GmbH, Né¢mecko)).

cDNA byla natedéna v poméru 1:10, kdy celkovy objem byl 100 pl (90 ul
H,0 + 10 ul cDNA). Zminény objem postacil pro 50 reakcei, kde do kazdé reakce bylo

pridano 2 pl nafedéné cDNA. Dalsim krokem bylo namichani mixt pro kazdy gen.

Pro analyzu genové exprese byly zpracovany nasledujici pokusni varianty 0, 1, 3, 6,
12, 24, 48 a 120 I, 120 R (ve tfech biologickych a dvou technickych opakovanich).
Pro kazdy gen bylo pipetovano 96 reakci véetné 4 negativnich kontrol. Zde byla misto
cDNA pipetovana H,O.

Na desticku Hard-Shell® PCR Plates 96-Well WHT/CLR (Bio-Rad, USA)) byly
napipetovany reak¢éni smési. Po ukonCeni pipetovani byla desticka pielepena
adhezivnim t&snénim (Microseal® 'B' Seal (Bio-Rad, USA)) a nasledné vloZena
do centrifugy (Z 366 (Hermle, Némecko)) na 30 sekund p#i 2000 rpm. Poté desticka
byla vlozena do termocykleru (C1000™ Thermal Cycler/CFX96™ RealTime Systém
(Bio-Rad, USA)), kde prob¢hla cela reakce. Pro snadngjsi orientaci u kazdé desticky
byly popsany pozice vzorka. Desticky byly popsany a uloZzeny za pomoci programu
Bio-Rad-CFX Manager. Jako poslednim krokem bylo spusténi protokolu
pro specifickou PCR. Sekvence specifickych primerd byly poskytnuty pracovistém
CEITEC MENDELU.
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Reakéni smés Objem (ul)
H,O 1,4
Primer F 0,8
Primer R 0,8
Sybr Green Mastermix 5
cDNA 2
Celkovy objem 10

Tab. 9: Slozeni rekcni smési pro gPCR (1 reakce)

Gen Pimer Sekvence primeru Reakcni podminky

A t. ACTIN-F 5-TGT CAG CCACAC TGT CCC TAT C-3 95°C/10"—40x(95°C/15""—58°C/15""—72°C/
ctin ACTIN-R 5'-CAA GAC GAA GGA TGG CAT GT-3' 15")—72°C/30""—70°C/1""—tani 50-93°C

t b TB-F 5-GCT CCC AGC AGT ACAGGACTCT-3' 95°C/10"—40x(95°C/15""—58°C/15""—72°C/
ﬁ- u TB-R 5'-TGG CAT CCC ACATTT GTT GA-3' 15")—72°C/30""—70°C/1""—tani 50-93°C

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

PIN1 PIN-F 5-CTG CGT CCG ACA ATATAG AT-3' 95°C/10"—40x(95°C/15""—60°C/15""—72°C/
PIN-R 5'-AGT TAT GCC ACC AGC TAG T-3' 15")—72°C/30""—70°C/1""—tani 50-93°C

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

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

BRC1 BRC1-F 5-AGG CAA GAG AAA GAG CAA GG-3' 95°C/10"—40x(95°C/15""—62°C/15"—72°C/
BRC1-R 5-TTGCAT TGC TTT GAG TTT GA-3' 15)—72°C/30”"—70°C/1""—tani 50-93°C

Yuc YUC-F 5-ATG GTG CAA AAT TTATGG AT-3' 95°C/10°—40x(95°C/15""—58°C/15""—72°C/
YUC-R 5-TCACTT CCC TTAAGC CAAC-3 15")—72°C/30""—70°C/1""—tani 50-93°C

Tab. 10: Seznam genu, primerii a podminek jednotlivych gPCR reakci.
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5 VYSLEDKY

Sedmy den od nabobtnani hrachu setého byla provedena dekapitace rtistového

vrcholu a aplikace 0,5 % IAA pasty na stonkovy pahyl. V ¢asovych intervalech

odebranych kotylarnich pupenech byla provedena analyza exprese geni, které souvisi

srastem pupent uvolnénych zinhibice. Ziskané hodnoty qPCR analyzy byly

pfepocitany na procenta.

Hodnoty byly dale normalizoviny na expresi

tii

konstitutivnich genti PSEF1-a, PsActin a Psf-tubilin. Dale byly vytvofeny grafy exprese

geni ve sledovanych ¢asech. Smérodatné odchylky jsou zachyceny chybovymi

useckami. Prikaznost byla ovéfena Studentovym T-testem, kde byly hodnoty a=0,05* a

a=0,01%*%*.

Obr. 13: Pisum sativum L.

kontrolni varianty v ¢ase 0 hodin.
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Obr. 14: Pisum sativum L. srovndni varianty kontroly (a) a varianty dekapitace

S aplikovanym 0,5 % IAA (b).

Rostouci pupen

<=...Inhibovany pupen

Obr. 15: Pisum sativum L. s inhibovanym pupenem (120 h - 1) a rostoupim pupenem (120 h —
R).
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120 hodin po dekapitaci a aplikaci 0,5 % IAA pasty 88 % z celkového poctu kotylarnich

pupent zlistavala v inhibici, zatim co 12 % kotylarnich pupent jiz vykazovala rust.
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Graf 1: Exprese genu PSDRM1 v kotyldarnich pupenech po dekapitaci rostliny.

Hladina exprese genu PSDRML se snizila az na hodnoty okolo nuly v Case Sesti
hodin po dekapitaci a naneseni IAA pasty. Od dvanacté hodiny se exprese postupné
zvysovala.  Maximalnich  hodnot  dosahovala  po  stodvaceti  hodinach

od experimentalniho zasahu.
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Graf 2: Exprese genu PsBRCL v kotyldarnich pupenech po dekapitaci rostliny.

Exprese genu PSBRC1 se postupné snizovala od nulté hodiny. Ve tiech hodinach

od dekapitace a aplikace 0,5 % IAA pasty byla exprese snizena vice jak 0 polovinu.

Od dvanacté hodiny byl zaznamenan postupny narust exprese. Hodnoty ovsem zdaleka

nedosahly hodnot jako u kontrolni varianty ¢asu nula hodin.
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Graf 3: Exprese genu PsYUCL v kotyldrnich pupenech po dekapitaci rostliny.

Exprese genu PSYUCL se postupné zvySovala az na maximum ve tfech hodinach
po dekapitaci a aplikaci 0,5 % IAA pasty. Od tii hodin exprese klesala. Slaby nartst
exprese byl jesté zaznamenan ve Ctyficetiosmi hodinach od dekapitace a aplikace

auinové pasty. Nasledna exprese u stodvaceti hodin klesla vice jak o polovinu.
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Graf 4: Exprese genu PSPIN1 v kotyldrnich pupenech po dekapitaci rostliny.

V kotylarnich pupenech rostlin se exprese genu PSPIN1 v prvni hodiné
po dekapitaci a naneseni 0,5 % IAA pasty zvySila na maximalni hodnotu. Od této
hodiny se exprese postupné snizovala. Ov§em po dvanacté hodin¢ exprese PsPIN1 byla

vyznamné snizena.
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Graf 5: Exprese genu PSAUXL v kotylarnich pupenech po dekapitaci rostliny.

U genu PsAUX1 vsechny hodnoty nepiedcily 100 % hodnoty zaznamenané

u kontrolni varianty v ¢ase nula hodin. Nebyl pozorovany zadny trend.
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Srovnani genové exprese 120 h
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Graf 6: Srovnadni exprese genit 120 h po dekapitaci v inhibovaném a rostoucim vyhonu.

Jelikoz v prubéhu expreimentu nebyla provedena vyména 0,5 % IAA pasty
na dekapitovaném stonkovém pahylu, bylo provedeno srovnani exprese gend varianty
kontroly (0O h), stale inhibovaného pupenu (120 h — 1) a jiz vyrtstajiciho pupenu
(120 h — R) po péti dnechod od provedeni experimentalniho zasahu. Velké rozdily
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v expresich byly pozorovany u genu PSDRM1 mezi stale inhibovanymi a rostoucimi
pupeny. U varianty BRC1 byl rozdil mezi 120 h-1 a 120 h-R viditelny, ovsem nebyl
tak velky jako v piipadé varianty DRM1. U genid PsAUX1, PsYUCL1 a PsPIN1 nebyly

vyznamné rozdily mezi expresemi u variant inhibovaného pupenu a rostouciho pupenu.
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6 DISKUZE

Dekapitace rustového vrcholu ma za nasledek uvolnéni kotylarnnich pupent
Z ristové inhibice. Formované vyhony zpocatku rostou stejnomérn€, ovSem posléze
jeden znich piebere funkci hlavniho ristového vrcholu. Ziejmé tato kompetice
je zprostiedkovana kompetici mezi auxinovymi zdroji (Balla et al., 2016). Ruist
kotylarnich vyhonti mize byt inhibovan exogenni aplikaci auxinu (Sebanek, 1975).
Po aplikaci IAA na dekapitovany stonkovy pahyl byla pozorovana vyrazna inhibice
rastu obou kotylarnich pupend. Po ¢tvrtém dni bylo ale pozorovéano, ze 88 % pupent
zastava stale v inhibici, zatim co 12 % pupent jiz vykazovalo mirny rdst. Tato
nedokonala inhibice mohla byt zptisobena tim, Ze béhem experimentu nebyla vyménéna
aplikovana auxinova lanolinova pasta na dekapitovaném stonkovém pahylu, a IAA diky

fotodegradaci pomalu ztracela svoji inhhibiéni funkci.

Hladina exprese genu PsDRM1, markeru dormance (Stafstrom et al., 1998),
Vv kotylarnich pupenech po dekapitaci a aplikaci 0,5 % IAA pasty se snizila
az na hodnoty okolo nuly v €ase Sesti hodin. Od dvanacté hodiny se exprese postupné
zvySovala.  Maximalnich  hodnot  dosahovala po  stodvaceti  hodinach
od experimentalniho zasahu. JelikoZ gen PSDRM1 patii mezi markery dormance,
v experimentu, kde byla pouzita auxinova pasta, zpocatku méla exprese tohoto genu
podobny trend jako u varianty pouze dekapitované. U této varianty exprese zistala

na nulové hodnoté minimalné do 48 hodin (Macoszek, 2016).

Hladina exprese genii PSBRC1 v kotylarnich pupenech po experimentalnim
zasahu se postupné snizovala od varianty kontroly (0 hodin). Ve tfech hodinach byla
exprese snizend témet 0 75 %. Od dvanacté hodiny byl zaznamenan postupny narust
exprese. Pii analyze exprese genu PsSBRC1, ktery ma roli pfi vétveni stonku hrachu
(Braun et al. 2012), v kortylarnich pupenech u pouze dekapitovaného stonku byl
zaznamenan podobny trend jako pii aplikaci auxinové pasty. Exprese pomalu klesala,
az se dostala po Sesti hodinach na vice jak 0 polovinu niz§i hodnoty oproti nulté hoding.
Naslené se exprese mirné zvedla (Macoszek, 2016). Gen PsBRC1 je rovnéz jako

PsDRML1 fazen mezi markery dormance.
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K iniciaci rustu pupene je potiebny export auxinu z pupene, k ¢emu slouzi
transmembranové prenaseCe auxinu, a to vstupni prenase¢ AUXI/LAX a vystupni

prenase¢ PIN1 (Balla et al. 2011, Balla et al. 2016).

V kotylarnich pupenech se exprese genu PSPIN1, vystupniho pienaSeCe auxinu
(Gélweiler et al., 1998), v prvni hodiné po dekapitaci a naneseni 0,5 % IAA lanolinové
pasty zvysila na maximalni hodnotu, poté se postupné snizovala. Po dvanacté hodin€ jiz
byla vyrazné snizena. Pti samotné dakapitaci se exprese PSPIN1 genu razantné zvysila
az 0 170 % v prvni hodin¢€ a maximalni exprese dosahla Vv Sesti hodinach od dekapitace.

Posléze se exprese mirnym klesanim vracela na pivodni troven (Macoszek, 2016).

Exprese PSAUX1, vstupniho pfenasece auxinu (Balla et al., 2016), po experimentalnim
zasahu v kotylarnich pupenech nevykazovala zadny charakteristicky trend na rozdil
od varianty pouze dekapitované, kde se exprese postupné zvySovala az na maximum

v Sesti hodinach po dekapitaci, a poté klesala (Macoszek, 2016).

PsYUCL gen je soucasti biosyntézy auxinu de novo. Exprese genu PsYUC1 se postupné
u varianty dekapitovaného stonku s naslednou aplikaci 0,5 % IAA zvySovala
az na maximum ve tfech hodindch. Od tfi hodin exprese klesala. Exprese v case
stodvaceti hodin byla snizena vice jak o polovinu. Pii aplikaci 1 % IAA
na dekapitovany stonek byl zjiStén podobny trend exprese Vv druhych axilarnich
pupenech hrachu. OvSsem u varianty pouze s dekapitaci stonku byl od tieti hodiny
zaznamenan velky narist exprese. Maximalni dosaZend exprese byla ve dvanacté

hodiné po dekapitaci (Prochdzkova, 2013).

Ze ziskanych vysledkil je moZné usuzovat, Ze dekapitace, prestoZze byla nasledné
aplikovana IAA na stonkovy pahyl, aktivovala mechanismy souvisejici s vyrustanim
pupend. Doc¢asné snizeni exprese geni PSDRM1 a PsBRC1 a zvySeni exprese geni
PsYUC1 a PsPIN1 doklada tuto aktivaci. Naopak, nasledné zvySeni exprese genil
PsDRM1 a PsBRC1 a snizeni exprese geni PsSYUC1l a PsPIN1 poukazuje
na znovunastolenou a pietrvavajici inhibici rastu kotylarnich pupent v dusledku
naplnéni stonkového transportniho systému exogenné aplikovanym auxinem. Podle
teorie kompetitivni kanalizace, pokud je auxin polarnim transportem veden z aktivniho
rostouciho stonkového apexu nebo primarniho externiho zdroje, zabraiuje tak exportu

auxinu z axilarniho pupenu nebo jiného sekundarniho zdroje (Balla et al., 2011).
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Dale, oslabeni primarniho toku auxinu napf. fotodegradaci auxinu umoziuje iniciaci
exportu auxinu ze sekundarnich zdrojt, jakymi jsou i kotylarni pupeny. Takova iniciace
byla pozorovana u 12 % kotylarnich pupent a byla doprovédzena i snizenou expresi

merkertt dormance, genit PSDRM1 a PsBRCL1.
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7 ZAVER

Apikalni dominance je fyziologicky jev, pfi kterém stonkovy apex inhibuje rlst
a vyvoj axilarnich pupenii. Pokud je vrchol odstranén, postranni pupeny jsou uvolnény
z této inhibice. Regulace apikalni dominance se uplatinuje i v zahradnické praxi

pii tvarovani okrasnych a kulturnich rostlin, déle pti zvySovani vynost.

V této diplomové praci byly ziskany expresni profily vybranych gent
pii vyriastani kotylarnich pupeni hrachu setého (Pisum sativum L.). Rostlina hrachu
je vhodna jako modelova rostlina ke studiu apikalni dominance, protoze ma silné
vyvinutou apikalni dominanci. Pro experimenty byly pouzity dekapitované rostliny
S naslednou aplikaci 0,5 % IAA pasty na stonkovy pahyl. Z takto oSetfenych rostlin
byly odebrany kotylarni pupeny s ¢asovym rozestupem 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48, 120 hodin
po tfech biologickych opakovanich.

Z odebranych kotylarnich pupenti byla izolovana RNA. Po piepisu RNA
do cDNA byly stanovany expresni profily nasledujicich genti: PSDRM1 (marker
dormance), PsBRC1 (gen kodujici transkripéni faktory s TCP (TB1 CYCLOIDEA PCF)
doménou), PSYUC1 (gen biosyntézy auxinu de novo), PSPIN1 (gen vystupniho
prenasece auxinu) a PSAUX1 (gen vstupniho pienaseCe auxinu). Ze ziskanych vysledki
je mozné usuzovat, ze dekapitace, prestoze byla nasledn¢ aplikovana IAA na stonkovy
pahyl, aktivovala mechanismy souvisejici s vyristdnim pupenti. Docasné sniZeni
exprese geni PSDRM1 a PsBRC1 a zvySeni exprese geni PSYUC1 a PsPIN1 doklada
tuto aktivaci. Naopak, nasledné zvySeni exprese genti PSDRM1 a PsBRC1 a snizeni
exprese genu PSYUC1 a PsPIN1 poukazuje na znovunastolenou a pietrvavajici inhibici
ristu kotylarnich pupent v disledku naplnéni stonkového transportniho systému
exogenné aplikovanym auxinem. Pokud stonkovy transportni systém nebyl zcela
naplnén, napf. v dusledku fotodegradaci auxinu exogénné aplikovaného na stonkovy
pahyl, mohlo dochazet k iniciaci exportu auxinu z kotylarnich pupenti. Takova iniciace
poté umoznila vyrastani nékterych pupent, coz bylo doprovazeno i1 snizenou expresi

merkeri dormance, genit PSDRM1 a PsBRC1.

Vysledky experimentu dokazuji klicovou roli auxinu Vv regulaci apikalni

dominanci i ve vztahu ke kotylarnim pupenim. Otazkou ovSem nadale zlstava role
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auxinu v délohach a jeho tok a kanalizace kolem kotylarniho pupenu. Proto tedy bude

potteba udélat jeste velky kus prace v prozkoumani auxinového toku.
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1-NOA:

2-NOA:

2,4-D:

2,4,5-T:

AUX1:

cDNA:

CI-IAA:

DNA:
IAA:
IBA:
IPA:
LAX:
Lys:
MCPA:
Met:
NAA:
NOA:
PAA:
PIN:
gPCR:

RNA:

Kyselina 1-naftoxyacetova
Kyselina 2-naftoxyacetova
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
2,4,5-trichlorfenoxyoctova kyselina
Protein ptenasejici auxin (vtok do bunky)
Komplementarni deoxyribonukleova kyselina
4-chlor-indolyl-ocotva kyselina
Deoxyribonukleova kyselina
Indolyl-3-octova kyselina
Indolyl-3-maselna kyselina
Idolyl-3-propionova kyselina
Proteiny umoziujici buiice pfijem auxinu (Like AUXTI)
Lysin
2-metyl-4-chlorfenoxyoctova kyselina
Methionin
a-naftyloctova
B-naftoxyoctova
Kyselina fenyloctova
Proteiny ptenésejici auxin (vytok z bunky)
Kvantitativni polymerazova fetézova reakce

Ribonukleova kyselina
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RT:
Thr:
TIBA:

Trp:

Reverzni transkripce
Threonin
Kyselina 2,3,5-trijodbenzoova

Tryptofan
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