Abstrakt

Konjugace auxinu patii k zdsadnim metabolickym procesim regulujicich aktivitu auxinu
v rostlinnych bunkach. Mezi dilezit¢ enzymy konjugujici auxin s aminokyselinami patii
skupina amidoacyl syntetdz z rodiny Gretchen Hagen 3 (GH3). Diky existenci citlivéjSich
metod detekce auxinovych metabolitl i aktualnosti studia Uc¢inku abiotickych strest je
v posledni dobé vyzkum GH3 enzyml na vzestupu. Lépe znadmy jsou tyto enzymy
u husenicku rolniho (4Arabidopsis thaliana), s6ji (Glycine max) a ryze (Oryza sativa). Tyto
modely vSak neumoznuji detailnéjsi biochemické studium jejich aktivit. Proto bylo cilem této
prace sledovani metabolismu auxinu v zavedeném modelu tabakovych bunécnych linii BY-2
(Nicotiana tabacum). Geny NtGH3.1 a NtGH3.6, u kterych byla v tomto systému prokazana
variabilni regulace jejich exprese auxinem, byly cilené¢ mutovany metodou CRISPR/Cas9.
Mutace v odvozenych liniich byly ovéfeny sekvenaci a u téchto linii byl analyzovan pomoci
LC/MS metabolicky profil auxinu. Toto metabolické profilovani poukdzalo na souvislost formy
NtGH3.6d se specifickou produkci metabolitu oxIAA-Gln (N-(2-oxindol-3-acetyl)-glutamin).
Studium ptipadné zastupnosti jednotlivych forem geni GH3 v mutovanych liniich metodou
RT-qPCR ukézalo, Ze zastupnost je nejspis pomérné mala. Jednotlivé geny byly také oznaceny
pomoci GFP, exprimovany pod inducibilnimi promotory a jejich produkty lokalizovany pomoci
konfokalni mikroskopie v cytoplasmé a jadie tabakovych bunék BY-2. Vysledky této prace
predstavuji prvni komplexni analyzu exprese, funkce a lokalizace jednotlivych ¢lenii skupiny

auxinovych amidoacyl syntetaz u tabaku.



