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Abstrakt

Konjugace auxinu patii k zdsadnim metabolickym procestim regulujicich aktivitu auxinu
v rostlinnych bunkach. Mezi dilezit¢ enzymy konjugujici auxin s aminokyselinami patii
skupina amidoacyl syntetaz z rodiny Gretchen Hagen 3 (GH3). Diky existenci citlivéjSich
metod detekce auxinovych metabolitli i aktualnosti studia Uc¢inku abiotickych strest je
v posledni dobé vyzkum GH3 enzyml na vzestupu. Lépe znamy jsou tyto enzymy
u husenicku rolniho (4rabidopsis thaliana), s6ji (Glycine max) a ryze (Oryza sativa). Tyto
modely vSak neumoziiuji detailngjsi biochemické studium jejich aktivit. Proto bylo cilem této
prace sledovani metabolismu auxinu v zavedeném modelu tabdkovych bunéénych linii BY-2
(Nicotiana tabacum). Geny NtGH3.1 a NtGH3.6, u kterych byla v tomto systému prokézana
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 poukazalo na souvislost
formy NtGH3.6d se specifickou produkci metabolitu oxIAA-GIn (N-(2-oxindol-3-acetyl)-
glutamin). Studium piipadné zastupnosti jednotlivych forem gentt GH3 v mutovanych liniich
metodou RT-qPCR ukazalo, ze zastupnost je nejspis pomérné¢ mald. Jednotlivé geny byly také
oznaceny pomoci GFP, exprimovany pod inducibilnimi promotory a jejich produkty
lokalizovany pomoci konfokalni mikroskopie v cytoplasmé a jadie tabdkovych bunék BY-2.
Vysledky této prace predstavuji prvni komplexni analyzu exprese, funkce a lokalizace

jednotlivych ¢lent skupiny auxinovych amidoacyl syntetaz u tabaku.

Klicova slova: auxin, Gretchen Hagen 3, CRISPR/Cas9, metabolismus auxinu, BY-2,
GoldenBraid



Abstract

Auxin conjugation is one of the crucial metabolic processes regulating auxin activity in plant
cells. Gretchen Hagen 3 (GH3) is a family of acyl amido synthetases that conjugates auxin
with amino acids and belongs amongst important enzymes involved in auxin conjugation. Due
to the existence of more sensitive methods to detect auxin metabolites and the current study of
abiotic stress effects, research on GH3 enzymes is intensified these days. These enzymes are
best known in thale cress (Arabidopsis thaliana), soya bean (Glycine max), rice (Oryza
sativa). These models don’t allow to study their activities in a biochemical way. Therefore,
the aim of this work was to monitor the auxin metabolism in the established model tobacco
BY-2 cell lines (Nicotiana tabacum). The NtGH3.1 and NtGH3.6 genes, which were shown
to have a variability in their expression regulation by auxin, were targeted and mutated using
tne CRISPR/Cas9 method. Mutations in the derived lines were detected by sequencing. In the
derived lines, auxin metabolic profililing was analysed by LC/MS. Metabolic profiling
showed a correlation between the NtGH3.6d form and the specific production of the
metabolite 0oxIAA-GIn (N-(2-onindole-3-acetyl)-glutamine). The study of an eventual
substitution of individual GH3 gene forms in mutant lines using the RT-qPCR methode
indicated that substitution is likely to be minor. Individual genes were labelled using GFP,
expressed under inducible promoters, and their products were localised in the cytoplasm
and nucleus of BY-2 tobacco cells by confocal microscopy. The results of this work represent
the first complete analysis of the expression, function, and localisation of individual members

of the auxin acyl amido synthetases in tobacco.

Key words: auxin, Gretchen Hagen 3, CRISPR/Cas9, auxinu metabolism, BY-2, GoldenBraid



Obsah

1 VOG-t 13
L1 AUXIN ODECIIE ...ttt ettt e ettt st e bt e e eeseeeeneeas 13
1.2 SigNAlIZACE QUXINU .....eceuiieeeiieeiieeeieeeeieeesieeesteeeseaeeessaeeesaeeessseeessseeesseeeesseeessseeensnes 15
1.3 MetaboliSMUS QUXINUL...cc.eiiiiiiieiieeiie ettt et et e ettt sbeesateebeeseeeeneeas 16

1.3.1 KONJUGACE.....eiiieeiieee ettt et e et e et e e e tbeeeaaeesaaeeeaseeesaseeenns 16
1.4 Gretchen Hagen 3 .......oooiiiiiiiiiecee ettt e rae e e e 18

R O 1 1TSS 23

3 Materialy @ MELOAY ...cvveeeeiieiiiieeiie ettt e e ve e e e e et e e e saeeetaeeennaeeeseeensaeeenes 24
3.1 CheMIKAIC ... .eeiiieiiee ettt ettt et ens 24
3.2 MOdElOVE OTZANISINY ...eouveiiiieniieiieeiie ettt et ettt te sttt e st e bt e st e ebeesateenbeesneeeseesaneans 25

3.2.1 Tabdkova bunécnd kultura BY-2......cooiiiiiiiiee e 25
3.2.2  ESCREFICHIA COLi ...ttt 26
3.2.3  AGrobacteruim tUMEACIENS ..............ccueecueeeeeeeeeeireeieeeiiesaeesseeeaeeseessseenseesnseens 26
3.3 Priprava KONSUKI.......ooiiiiiiiiecieeiieee ettt et siae e s saeeneeennaens 27
3.3.1  GoldenBraid KIONOVANT ......cc.ooiiiuiiiiiieriieieeieseeceee e 27
3.3.2  Cilena mutageneze pomoci CRISPR/Cas9 .........ccccocvveiieniieiiiiniieiecie e 30
3.3.3  Znaceni proteind pomoci GFP ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiiece e 31
3.3.4  Ovérovani spravného slozeni KOnStruktl ..........cecvveeiieeiienieiiiieniieiiesie e 32
3.3.5  Ovéfovani transformovanych kalusl a suspenzi na pfitomnost mutace ........... 35
34 Analyza metabolitl.......cccveiiiiiiiiiiiieiieeie ettt ens 39
3.4.1  PHPIava VZOTKU ....ccvieiiiiiiciiecie ettt et et ssae e e saaa e 39
342  1zolace MEtabOlitll .....cc.eeiiieiiiiiieiieeie e e 39
3.4.3  Kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie .............cccceevvererveennnene 39
3.5  Fluorescencni MiKIrOSKOPIC . ......cceuieiiiiiiiiiieiie ettt ettt 40
3.5.1  Piiprava materidlu pro miKroSKOPIi......coceevueriereeriiriinienienieneeseeeeee e 40
3.5.2  MIKIOSKOPIE ..ottt sttt 40
3.5.3  Zpracovani mikroskopickych dat..........cccoeciiiiiiiiiiiiiii 41
3.6  Analyza transkripce vybranych GH3 genll..........cccceeviiiriieiiieiiieiieeieeeeee e 41
3.6.1  1Z01ace RINA ...ttt sttt 41
3.6.2  ReVerzni tranSKriPCe.......cceevuieiiieiiieiiieiie ettt ettt ettt et ens 42
3.6.3  qPCR amMPLIfIKACE ....ooviiiiieiieiie ettt 42

3.7 Statistick€ ZpracoVANT dat..........cccueeiiiiiiiiiieiiiee e 43



Y A ] (T4 USRI 44
4.1 Porovnani aktivity tabadkovych forem GH3.I a GH3.6d v metabolismu auxinu

V BY-2 DUNKACK tADAKUL ....eeeeiiiiiiieiieie ettt 44
4.2 Vliv mutace vybranych ¢lenti rodiny GH3 tabaku na transkripci homolognich GH3
FOTEIM ettt sttt et ettt et sat et e st e s bt e nbe et saeen 48
4.3 Vnitrobunécna lokalizace vybranych proteintt GH3 v bunécné kultuie tabaku........ 51
S DHSKUSC. ...ttt ettt et st b ettt saeen 54
5.1 Porovnani aktivity tabakovych forem GH3.I a GH3.6 v metabolismu auxinu
V BY-2 bunfikach tabakKu ........cocooiiiiiiiiiiiei e 54
5.2 Vliv mutace vybranych ¢lenti rodiny GH3 tabaku na transkripci homolognich GH3
FOTEIM oottt ettt et s bt ettt e s bt e b e e saeen 56
5.3 Vnitrobunécna lokalizace vybranych proteintit GH3 v bunécéné kultute tabaku........ 58
0 ZAVETY ettt h ettt a bt e a b e e bt e bt et e eate bt et e ententeebesaeens 61

T LIEEIATUTA eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eee e e e e eee e e aaee e eeeeeeaeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeneneeeennnne 62



Seznam pouzitych zkratek:

2,4-D: kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova

4-CI-IAA: kyselina 4-chloroindol-3-octova

AK: aminokyselina/y

AFB: AUXIN SIGNALING F-BOX; auxinovy receptor

ARFs: Auxin Response Factors; transkripéni faktory

Asp: aspartat

AuxREs: Auxin Response Elements; sekvence v promotorech
Aux/laa: Auxin/Indole-3-acetic Acid; represor auxinové odpovédi
BY-2: Bright Yellow 2; kultivar tabakové bunécné kultury
cDNA: complementary DNA; komplementarni DNA

CRISPR/Cas9: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas9; metoda

cilené mutageneze

DAO1: DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATIONI; dioxygenaza katalyzujici oxidaci

auxinu

ddH>O: 2x destilovana voda

FD: FastDigest; oznaceni produktu

GB: GoldenBraid; klonovaci systém

GH3: Gretchen Hagen 3

Gln: glutamin

Glu: glutamat

gRNA: guideRNA; navadéci sekvence pro nukleazu Cas9
GFP: green fluorescent protein; zeleny fluorescenc¢ni protein
GUS: B-glukuronidaza

IAA: indole-3-acetic acid; kyselina indol-3-octova



IAA-AK: konjugat/y IAA s aminokyselinou/ami
IAA-Ala: indol-3-acetyl-alanin

IAA-Asp: indol-3-acetyl-aspartat

IAA-GE: 1-O-(indol-3-acetyl)- B-D-glykosyl ester

IAA-GlIn: indol-3-acetyl-glutamin

IAA-Glu: indol-3-acetyl-glutamat

[AA-glukéza: 1-O-1AA-B-D-glukopyrandza

IAMT1: IJAA CARBOXYL METHYLTRANSFERASE; metyltransferaza
IAP1: IAA-Protein Conjugate; protein konjugovany s IAA

IBA: indole-3-butyric acid; kyselina indol-3-maselna

Ile: izoleucin

ILR1: IAA-LEUCINE RESISTANT1; aminohydrolazy $tépici konjugaty auxinu s leucinem
ILR1-like: IAA LEUCINE RESISTANTI1-like; rodina aminohydrolaz ILR1
IPTG: isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

LB: Lysogeny Broth; médium pro kultivaci Escherichia coli

Leu: leucin

JA: jasmonat

+JA-Ile: jasmonat izoleucin

MAR: Matrix Attachment Region

Me-JA: metyl jasmonat

NAA: kyselina 1-naftalenoctova

oxIAA: kyselina 2-oxindol-3-octova

oxIAA-Ak: konjugat oxIAA s aminokyselinou

oxIAA-Asp: N-(2-oxindol-3-acetyl)-aspartat

oxIAA-GE: 1-O-(2-oxindol-3-yl acetyl)-B-D-glykosyl ester



oxIAA-GlIn: N-(2-oxindol-3-acetyl)-glutamin

oxIAA-Glu: N-(2-oxindol-3-acetyl)-glutamat

oxIAA-glukoza: 1-O-(2-oxoindol-3-ylacetyl)- B -D-glukopyrandza

PAA: phenylacetic acid; kyselina fenyloctova

PCR: Polymerase Chain Reaction; polymerazova fetézova reakce

pDGB: plazmid

qPCR: quantitative Polymerase Chain Reaction; kvantitativni polymerazova fetézova reakce
RT: reverzni transkripce

RT-gPCR: Real time qPCR; qPCR v redlném case

S: forma genu pochazejici z predka Nicotiana sylvestris

SA: kyselina salicylova

SCFTIRVAFB: §_phase Kinase-Associated Protein-Cullin F-box; ubiquitina¢ni komplex
T: forma genu pochdzejici z ptedka Nicotiana tomentosiformis

TAE: Tris Acetate EDTA; elektroforeticky pufr

TIR1: TRANSPORT INHIBITOR RESPONSETI; auxinovy receptor

TU: transkrip¢ni jednotka

UGT: URIDIN DIFOSFAT GLYKOSYLTRANSFERAZA

UHPLC: Ultra-High Performance Liquid Chromatography; kapalinova chromatografie
YEP: Yeast extract-peptone; médium pro kultivaci Agrobacterium tumefaciens

X-Gal: (5-bromo-4chloro-3-indolyl-p-D-galaktopyranosid

XL1: kmen kompetentnich bun&k Escherichia coli






1 Uvod

V dnesni dob¢ klimatické zmény, problémi zaplavovani, nebo naopak desertifikaci pad, ¢i
zasolenim zplsobenym zavlazovanim, jsou rostliny vystavovany castéjSimu pisobeni strest
(Diffenbaugh et al., 2018; Smolko et al., 2021). Zaroven je na rostliny vyvijen obrovsky tlak
k ziskéni co nejvetsi urody. Pirozenou reakcei rostlin na stres je zastaveni riistu, omezeni
tvorby plodil a iniciace obranné odpovédi (Verma et al., 2016). Jak tedy zafidit, aby rostliny
nevnimaly stresory a pokracovaly ve svém vyvoji?

Za hlavni stresovy hormon abiotickych faktori je povazovéana kyselina abscisova, ktera je
zapojena piedevSim v regulaci vodniho rezimu rostlin. Do stresové odpovédi jsou ale
zapojené 1 ostatni hormony, konkrétn¢ auxiny, cytokininy, kyselina jasmonova, kyselina
salicylova, etylén, gibereliny a brassinosteroidy, bud’ pfimo, nebo ovlivnénim ostatnich
hormont (Ryu & Cho, 2015; Wani et al., 2016). Auxin reguluje rovnovahu mezi ristem
a odpovédi na stres (Salopek-Sondi et al., 2017; cit. podle Smolko et al., 2021). Kromé jinych
elementii auxinového metabolismu bylo prokézano, Ze konjugacni enzymy z rodiny Gretchen
Hagen 3 (GH3) jsou zapojeny v reakci na abiotické stresy (Park et al., 2007a; Casanova-Saez
et al., 2022).

Na zékladé dostupné literatury lze fici, Ze konjugaty kyseliny indol-3-octové (IAA) a GH3
se podili pii stresové odpovedi rostlin pii abiotickych stresech napfic rostlinnymi tfidami,
napf. osmoticky stres u jabloni (Jiang et al., 2022), stres zasolenim a sucho u Arabidopsis
(Smolko et al., 2021; Casanova-Saez et al., 2022), stres zasolenim u ryze (Kong et al., 2019).
V literatuie se objevuje informace, Ze gen GH3.5 je zapojeny 1 pii biotickém stresu. Ale je
potfeba doplnit, Ze GH3.5 je indukovan IAA 1 kyselinou salicylovou (SA) a jeho bioticka
ptisluSnost souvisi s indukci SA (Staswick et al., 2002, 2005; Park et al., 2007a).

Studium ¢lent rodiny GH3 zahrnuje rizné oblasti vyzkumu, napf. zminény vyzkum

stresovych faktord, funkci konjugati, metabolismus auxinu a konjugatt atd.

1.1 Auxin obecné

Auxin je jednou z dulezitych rostlinnych signalnich molekul. V rostlindch plni tlohu
morfogenu, to jest latky vyvoléavajici pfesn¢ definovanou odpovéd’ v zavislosti na koncentraci

latky v urcitém typu bunky, pletiva nebo organu. Aktivita auxinu neni jedinym rozhodujicim
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elementem, zalezi 1 na dalSich informacich z okolniho a vnitiniho prostfedi (svétlo, vyvojové
stddium, interakce s jinymi fytohormony ad.).

Pojmem auxin neni myslena jedna molekula; molekul vzbuzujicich v rostlinach auxinovou
odpovéd’ je vice. Nejvice je zastoupena kyselina indol-3-octova (IAA). V rostlinach mtizeme
najit dalsi auxiny (Obr. 1), napt. kyselinu indol-3-maselnou (IBA), kyselinu 4-chloroindol-3-
octovou (4-CI-IAA) a kyselinu fenyloctovou (PAA). Tyto molekuly se vyskytuji v nizSich
koncentracich a jen u nékterych druhti rostlin (Simon & Petrasek, 2011; Korasick et al., 2013)
Vsechny auxiny  jsou slabé organické  kyseliny s planarni ~ molekulou
a aromatickym jadrem. Protoze IAA je majoritnim auxinem u rostlin, v této praci bude

myslena pod terminem auxin pravée kyselina indol-3-octova.

0
0 0
OH
OH HO OH
N N N O
H H H

IAA IBA 4-CI-IAA PAA

Obr. 1: Chemicka struktura pfirodnich auxind. Zdroj Raggi et al., 2020.

Kromé prirozenych auxinl jsou ve vyzkumu vyuzivany syntetick¢ auxiny, které maji
podobnou strukturu jako ptirozené, ale jsou vice stabilni (Obr. 2). Mohou se ovSem liSit svymi
vlastnostmi oproti pfirozenym auxinim, nejsou tedy jejich univerzalnimi ndhrazkami. Ale
v ne¢kterych ptipadech vyvoléavaji stejné odpovédi jako ptirozené (Gamborg & Shyluk, 1981;
Jacobsen, 1983; cit. podle Dunlap et al., 1986; Simon & Petrasek, 2011). Nejvice
vyuzivanymi syntetickymi auxiny jsou kyselina 2,4-dichlorofenoxyoctova (2,4-D) a kyselina
I-naftalenoctova (NAA). Uvedené syntetické auxiny jsou rozpoznavany jadernym receptorem
vyvolavajicim transkripéni odpovéd’ (viz 1.2; Tan et al., 2007), proto mohou byt vyuzity napf.
pro studium genli indukovanych auxinem. NAA se vyuzivd pro vyzkum vytokovych
pfenaSecl, kterymi je pfendSena na rozdil od 2,4-D (Delbarre et al., 1996; Sugawara et al.,

2015).
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OH

Cl Cl
2,4-D NAA

Obr. 2: Chemicka struktura syntetickych auxind. Zdroj Korasick et al., 2013.

1.2 Signalizace auxinu

Signalni draha auxinu se sklada ze 3 hlavnich slozek, které indukuji transkripcni odpoveéd
(Obr. 3). Jedna se o jaderny receptor TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1/AUXIN
SIGNALING F-BOX (TIR1/AFB), transkripni represor Auxin/Indole-3-Acetic Acid
(Aux/TAA) a Auxin Response Factors (ARFs; Eyer et al., 2016).

TIR1/AFB je F-box protein, ktery je soucasti S-Phase Kinase-Associated Protein-Cullin
F-box ubiquitin ligdzového komplexu typu E3 (SCFT™VAFB; Gray et al., 2001; Tan et al.,
2007). Ubiquitin ligdzy obecné oznacuji ubiquitinem proteiny, které jsou nasledné
degradovany ve 26S proteazomu (Moon et al., 2004). ARFs jsou transkripéni faktory
navazané na specifické useky v sekvenci promotoru, tzv. Auxin Response Elements
(AuxREs) spoustéjici transkripci. Aux/laa reprimuji transkripci genll fizenych auxinem tim,
7e se vazou na ARFs. Auxin umoziuje vazbu SCFTRVAFB na doménu II represorti Aux/Iaa,
auxin funguje jako lepidlo mezi receptorem a represorem. Aux/laa jsou ubiquitinovany
a poslany k degradaci, ¢imz se uvolni ARFs a mutze dojit k transkripcni odpovédi.
Na represory Aux/laa se vazou korepresor TOPLESS a histonové deacetylazy, které
podporuji blokaci transkripce, shrnuto ve ¢lancich Ljung, 2013; Lavy & Estelle, 2016;
Roosjen et al., 2018; Yu et al., 2022.
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Low auxin High auxin

Obr. 3: Princip auxinové signalizace. Navazané ARFs jsou blokovany represory Aux/laa. Pfitomnosti IAA dojde
k vytvoteni komplexu TIR1/AFB, TAA a represortit Aux/laa, ubiquitinaci represor a uvolnéni transkripce.
Proteiny: Auxin Response Factors (ARFs); Auxin/Indole-3-Acetic Acid (Aux/laa); TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE1/AUXIN SIGNALING F-BOX (TIR1/AFB). Upraveno podle Roosjen et al., 2018.

1.3 Metabolismus auxinu

Jak bylo zminéno, odli§né hladiny auxinu vyvolavaji rizné odpovédi, a proto je potieba
udrzovat auxin v pfesné koncentraci. Rostlinné bunky reguluji aktivitu auxinu zejména
transportem a metabolismem. Metabolismus auxinu zahrnuje biosyntézu a deaktivaéni kroky
reprezentované napiiklad konjugaci ¢i oxidaci.

Regulace aktivity auxinu konjugaci a oxidaci nabyva posledni dobou na dulezitosti.
Poznatky o této aktivité dlouho zaostavaly za znalostmi o transportu auxinu. VZdy byly brany
jako dilezité soucasti metabolismu, ale vyzkum biosyntézy a transportu Sel doptedu rychleji.
Studium metabolismu bylo od pocatku komplikované, protoze bylo objeveno mnoho
metabolitli a enzymt a spekulovalo se o existenci jedné nebo i vice drahach (Ljung et al.,
2002).

1.3.1 Konjugace

Ke konjugaci molekul s IAA dochazi vzdy na postrannim fetézci, kdy se k indolovému
kruhu pfipojuji molekuly esterovou nebo amidovou vazbou. Reakce katalyzuji odlisné
enzymy. Funkce vSech konjugéati spociva hlavné ve snizeni hladiny aktivniho auxinu.
V zévislosti na rostlinném druhu ptfevazuji IAA konjugaty s esterovou nebo amidovou
vazbou, napi. u kukufice jsou esterové konjugaty majoritnim produktem (Bandurski &

Schulze, 1977), zatimco u vinné révy neni zminka o esterovych konjugatech a studie se
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zabyvaji pouze amidovymi konjugaty (Peat et al., 2012). U Arabidopsis ptevazuji esterové

konjugaty, ale velky vyznam maji i amidové (Porco et al., 2016; Mellor et al., 2016).

1.3.1.1 Konjugace esterovou vazbou

Esterovou vazbou je k IAA piipojena glukodza nebo jiné sacharidy plisobenim enzymu
URIDIN DIFOSFAT GLYKOSYLTRANSFERAZOU (UGT; Szerszen et al., 1994; Jackson
et al., 2001). Glykosyltransferaza UGT84B1 u Arabidopsis patii mezi nejvice abundantni
z celé rodiny UGT. U rostlin obecné€ najdeme pies 100 ¢lent rodiny glykosyltransferdz, z toho
plyne dutlezitost glykosylace pro rostliny. Rodina glykosyltransferaz UGT se podili
na ruznych glykosylacich nejen s fytohormony, ale 1 s komponenty bunécné stény, mastnymi
kyselinami, sekundarnimi metabolity (flavonoidy, glukosinoladty ad, shrnuto v = Mateo-
Bonmati et al., 2021. U kukufice drdha pokracuje az k vytvofeni kone¢ného konjugatu
s cyklickymi polyoly, napf. inositolem (Ostrowski & Jakubowska, 2014; Ostrowski et al.,
2020). Konjugace esterovou vazbou byla prokdzdna pro auxiny, ale i dal§i hormony jako
cytokininy, kyselinu abscisovou, kyselinu salicylovou, kyselinu jasmonovou, brassinosteroidy
a gibereliny, xenobiotika ad., shrnuto v Ostrowski & Jakubowska, 2014.

Nekteti ¢lenové rodiny UGT maji prokazanou aktivitu nejen u IAA, ale i u oxidované
formy auxinu, kyseliny 2-oxindol-3-octové (oxIAA). Enzymy UGT74D1 a UGT84Bl1
vykazuji afinitu k oxIAA 1 kIAA a wvytvafeji 1-O-(2-oxoindol-3-ylacetyl)- B -D-
glukopyrandzu (oxIAA-glukoza). Bylo prokazano, ze probiha nejdiive oxidace molekuly TAA
a poté glykosylace (Tanaka et al., 2014; Mateo-Bonmati et al., 2021; Jin et al., 2013).

Esterovou vazbou vznikaji také konjugaty IAA s metylovou skupinou diky katalyze
enzymem IAA CARBOXYL METHYLTRANSFERAZOU1 (IAMT1). O dilezitosti a funkci

téchto konjugatl se toho nevi mnoho (Casanova-Séez et al., 2021).

1.3.1.2 Konjugace amidovou vazbou

Amidové konjugaty mohou byt aminokyseliny (AK), peptidy a proteiny. Konjugaty IAA
s proteiny byly objeveny a zkoumany zatim jen u semen fazole a hrachu. U fazole byl
nejcastéji k JAA konjugovan protein IAP1 (IAA-Protein Conjugate), ktery se akumuluje
pii vyvoji semene a pii kliceni je degradovan. Proto se predpoklada, ze konjugaty predstavuji
v semenech zasobni formu IAA. Konjugaty byly nalezeny 1 v ostatnich pletivech, kde je jejich
funkce zatim nezndmad. U hrachu nebyl protein identifikovan (Bialek & Cohen, 1986, 1989;
Walz et al., 2002; Seidel et al., 2006; Ostrowski & Ciarkowska, 2021).
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1.4 Gretchen Hagen 3

Geny z rodiny Gretchen Hagen 3 (GH3) koduji enzymy amidoacyl syntetazy o velikosti
cca 67-72 kDa, které katalyzuji spojeni [AA s aminokyselinami (Obr. 4). Objeveny byly v 80.
letech jako geny, jejichz transkripce se zvysi po ptidani IAA (Hagen et al., 1984; Ostrowski &
Ciarkowska, 2021). Az na pielomu stoleti byla odhalena jejich funkce piti konjugaci TAA
s aminokyselinami (Staswick et al., 2005). Geny zrodiny GH3 byly nalezeny nejdiive
u etiolovanych semenackt soji, pozdéji u dalSich cévnatych rostlin, napi. ryze, Arabidopsis
ad., ale 1 u bezcévnych, napt. u ¢epenky odstalé a u porostnice mnohotvarné (Zhang et al.,

2018).

b

Obr. 4: Predikovana konformace proteinii AtGH3.1 (vlevo) a AtGH3.6 (vpravo) z Arabidopsis. Struktura byla
ziskana na strance UniProt (https:/www.uniprot.org/) a slozena pomoci softwaru AlphaFold
(https://alphafold.ebi.ac.uk/). Cim tmavsi barva, tim vyssi procento pravdépodobnosti vyskytu struktury (tmavé
modra > 90 %, oranzova <50 %).

IAA neni jedinym cilem konjugace genovou rodinou GH3. N¢které formy GH3 konjuguji
aminokyseliny s jinymi fytohormony. Déli se do tfi skupin: skupina I katalyzuje reakce
s kyselinou jasmonovou, skupina II sIAA a skupina III sbenzoaty, napf. kyselinou
salicylovou (Staswick et al., 2002, 2005; Zhang et al., 2018). Prvn¢ se GH3 objevily u mechti
a rozvoj dale pokracoval u semennych rostlin, u fas GH3 nebyly nalezeny. U mechi GH3
patfici do skupiny I vytvafeji s kyselinou jasmonovou konjugaty sneznamou funkci
(Ludwig-Miiller et al., 2009; Mittag et al., 2015), ale neovliviiuji metabolismus kyseliny
jasmonove, s referen¢nimi proteiny jsou si jen sekvencné podobné. Pocet ¢lentt GH3 rodiny

se v ramci jednotlivych druhli vysSich rostlin mize znatelné liSit, napf. mezi druhy Prunus
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meruiitkou japonskou (Prunus mume) a broskvoni obecnou (Prunus persica) neni rozdil
v poctu enzymi napfic¢ skupinami, zatimco druh Arabidopsis thaliana vlastni o dva enzymy
vice ve skupiné Il nez Arabidopsis lyrata. Nejvétsi rozdil mezi studovanymi ptibuznymi
druhy Ize vidét u rodu Solanum, kdy Solanum lycopersicum, neboli lilek rajce, obsahuje 17
GH3 homologt, avsak Solanum tuberosum, neboli lilek brambor, mé jen 13 ¢lent. Lisi
se poctem ¢lentl ve skupinach I a II, skupina III nebyla u rodu Solanum nalezena. Jak bylo
naznaceno v predchozi véte, skupina III konjugujici fytohormony s benzoaty a kyselinou
salicylovou, existujici jen u nékterych druhli, byla nalezena u vSech studovanych rostlin
z Celedi Brassicaceae, potom u baviniku (Gossypium raimondi) a zjednodé€loznych
u Brachypodium distachyon. Ve studii Zhang a kol. zroku 2018 zahrnuli pouze 48 druht
podiiSe Viridiplantae, z toho dvé zelené tasy a ostatni vyssi rostliny s minoritnim mnozstvim
zastupcit mechorostii, kapradorostli, nahosemennych, ve studii pfevladaly dvoudé€lozné
a jednod¢lozné rostliny.

Celkové nejvice GH3 proteinii najdeme u Celedi Brassicaceae, kde se pohybuji pocty
Clenti od 17 do 38, kdezto u jinych celedi obvykle pocet nepiekro¢i 17 proteinti ze vSech
skupin. Dlvodem muze byt skuteCnost, ze Brassicaceae podlehly segmentdlnim
a tandemovym duplikacim, kdy doSlo ke zmnoZeni a nésledné redukci genomu v prubéhu
evoluce. Duplikace provazely i dalsi druhy, ale neobjevuji se masivni duplikace v celé ¢eledi.
Mezi Brassicaceae mizeme hledat dalsi prvenstvi, zastupce Brassica rapa obsahuje 38 GH3
enzymu, coz je nejvice ze sledovanych rostlin. AvSak genom B. rapa nepatii mezi nejvetsi,

podle dat z knihovny NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) se skladd zcca 347 Mbp

odpovidajicich primérnych hodnot podobné slozitych rostlin, napt. u ryze cca 388 Mbp a 13
GH3. Naopak genom smrku ztepilého dosahuje velikosti 12 Gbp, ale GH3 proteinti najdeme
jen 7, z toho vyplyva, Ze velikost genomu nekoreluje s poctem GH3 proteini.

GH3 enzymy generuji z IAA neaktivni konjugaty (Obr. 5). Naopak konjugaci kyseliny
jasmonové s aminokyselinou izoleucinem nebo metylovym zbytkem vznikaji aktivni formy
fytohormonu, které se vazou na receptor a spousti odpoveéd (Westfall et al., 2010). Enzym
StGH3.12 z bramboru je zodpovédny za produkci metyl jasmondtu (Me-JA). Me-JA je
dillezita signalni latka uZzita pfi stresu, zahrnujici pienos signalu, odpovéd’ na stres, zapojeni

imunitni odpovédi atd. (Koo et al., 2009; Zhang et al., 2018).
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Obr. 5: Priklad odlisnych roli konjugatii rostlinnych hormont v rostlinaich. Enzymy z rodiny Gretchen Hagen 3
(GH3) vytvareji konjugaty, jejichz funkce se lisi. Zatimco AtGH3.11 z Arabidopsis generuje aktivni jasmonat
izoleucin (+JA-Ile), OsGH3.8 z ryZe dava vzniknout neaktivnimu konjugatu indol-3-acetyl-aspartatu (IAA-Asp).
Zdroj Westfall et al., 2010.

Prvni identifikovany konjugéit auxinu byl indol-3-acetyl-aspartat (IAA-Asp) jiz v roce
1955 jako produkt exogenné pfidané IAA (Andreae & Good, 1955; cit. podle Mollan et al.,
1972). Zahy byly ptirozené konjugaty s IAA objeveny v rostlindch bez vné&jsi aplikace IAA
(Klambt, 1960; Tillberg, 1974; cit. podle Tsurumi & Wada, 1986). Konjugaty jsou znamy jiz
velmi dlouhou dobu, i pfesto detailni analyza probéhla jen u nékterych druhti rostlin, napft.
u Arabidopsis thaliana, kukufice, vinné révy, ryze.

Prvni pokus s geny GH3 v tabdku byl proveden v roce 1991, kdy pfirozeny promotor genu
GH3.1 ze s0ji spojeny s genem pro B-glukuronidazu (GUS) byl exprimovan v tabadku (Hagen
et al., 1991). Nejednalo se ovSem o tabadkovy gen. Prvni zminka o tabakovych GH3 pochazi
zroku 1997, kdy byla nalezena mRNA sekvenéné podobnd mRNA GH3 ze soji
(Roux & Perrot-Rechenmann, 1997), dale se touto problematikou u tabaku nikdo nezabyval.
Minuly rok byla provedena analyza transkriptomu a proteomu tabakové kultury BY-2 (Bright
Yellow 2) kultivované v a bez pfitomnosti 2,4-D v ristovém mediu (Miiller et al., 2021).
Z analyzy vyslo nékolik zajimavych informaci (Obr. 6). Za prvé, regulace tabidkovych
homologii forem z Arabidopsis AtGH3.1 a AtGH3.6, jsou izce spojené s auxinem (2,4-D).
Exprese vétSiny gentt z GH3 rodiny je indukovana auxinem, hladina transkriptu i proteinu
narlsta, bez auxinu klesa. Gen NtGH3.6dT je také siln¢ exprimovan v kontrolnich buiikéach
BY-2 s auxinem, ale jeho transkripce a translace vyrazn€ rostou po odebrani auxinu. Za

druhé, NtGH3.6dT je oproti ostatnim geniim vysoce abundantni. Homolog NtGH3.6dS se
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chova podobné, ale s nizs§i mirou exprese. Na zakladé téchto dat jsem si pro svoji diplomovou

praci kladla za cil prozkoumat funkci ¢lena NtGH3.6dT rodiny GH3 v tabakovych buikéch.

Transkript Protein

2,4-D Bez24D| 24D Bez24D| 10g2TPM log2area
NtGH3.6dT B =) 24
NtGH3.6dS “mE 0
NtGH3.6¢cT Tl mE 2 26
NtGH3.6¢S EE B = 4
NtGH3.6bT EEEE EEEN 28
NtGH3.6bS 2V |EEEE EEE 6 .
NtGH3.6aT EEE 8 30
NtGH3.6aS 11
NtGH3.1bT EEEE EEE
NtGH3.1bS . ® EEE B Protein
NtGH3.1aT o EEE
NtGH3.1aS mmm| notdetected

Obr. 6: Analyza transkriptomu a proteomu. Zkratky: 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D). Upraveno podle
Miiller et al., 2021.

Metabolismus auxinu se dlouhd 1éta rozdéloval na samostatné drahy konjugace a oxidace
(Zhang & Peer, 2017). U konjugatu oxIAA-glukézy bylo jiz diive uk4zdno, ze dochazi
k reverzibilnimu pfipojeni glukézy k oxIAA specifickymi UGT (viz 1.3.1.1). Oxidace
[IAA-glukézy (1-O-IAA-B-D-glukopyran6za) prokdzana nebyla (Tanaka et al., 2014; Porco et
al., 2016). Posledni rok se objevuji studie, které naznacuji, ze konjugace IAA
s aminokyselinami a oxidace TAA nejsou oddélené metabolické drahy, jak se plvodné
pfedpokladalo. Znovych studii vyplyvd, Ze konjugaci vznikajici konjugity IAA
s aminokyselinami (IAA-AK) jsou jen meziprodukty a drdha pokracuje oxidaci
katalyzovanou enzymem DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION 1 (DAOI1) na finalni
produkt oxIAA-AK (Obr. 7; Miiller et al., 2021; Hayashi et al., 2021; Campos, 2021).
Ohledné vzniku oxIAA se ale publikace neshoduji. Hayashi a kol. tvrdi, Ze oxIAA vznika
pouze rozstépenim vazby konjugatu oxIAA s aminokyselinou (0xIAA-AK), zatimco Miiller
a kol. navrhuji, Ze DAOI je schopné oxidovat jak IAA-AK, tak volnou IAA. Tento ndzor je
podpofen dal§im clankem, ve kterém byla testovana substratovd specifita enzymi.
V bakterialni kultufe Escherichia coli byly exprimovany jednotlivé enzymy, kterym se
podavaly molekuly konjugétii nebo volna IAA a néasledné byly analyzovany finalni produkty.
Pokusem bylo dokdzano, ze enzym DAOI je schopny oxidovat volnou TAA 1 konjugat IAA-
AK (Brunoni et al., 2019). Dalsi vyzkumy, podporujici hypotézu, spocivaly ve vytvoreni

nasobnych mutanti v genech GH3 u Arabidopsis. U Sestindsobného mutanta GH3 genl
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koncentrace oxIAA odpovidala koncentraci u kontrolnich rostlin (Porco et al., 2016).
Experiment s osmindsobnym mutantem GH3 gent, ve kterém byly zahrnuty i GH3.9 a
GH3.17, vykazoval 2-3x snizenou hladinu oxIAA u mutanta oproti kontrole, i pfesto
metabolit oxIAA patfil mezi majoritni produkty metabolismu (Casanova-Saez et al., 2022).
Tyto tfi Clanky stoji proti hypotéze Hayashiho, kde nema byt IAA substratem pro DAOI a
oxIAA mé vzniknout pouze hydrolyzou oxidovaného konjugitu oxIAA-AK. Hayashi
neukazuje vSechny metabolity, pokud by vsak oxIAA vznikla pouze hydrolyzou, byla by
snizena 1 hladina 1-O-(2-oxindol-3-yl acetyl)-B-D-glykosyl esteru (oxIAA-GE), majoritniho
metabolitu u Arabidopsis, tento metabolit v ¢lanku chybi. Z neddvného vyzkumu je jasné, ze

GH3 a DAOI jsou soucasti jedné drahy a konjugéaty IAA s aminokyselinami jsou oxidovany

za vzniku oxJAA-AK.
IAA
GH3 ( ) ILR1

IAA-Glu
IAA-Asp
storage form

lDAO

oxIAA-Glu
oxIAA-Asp

lILR1
oxIAA

|

Y DioxIAA

A

reversible

—-€

irreversible inactivation

Obr. 7: Struktura inaktivacni drahy IAA. Reverzibilni konjugace IAA s aminokyselinami glutamatem a
aspartatem (IAA-Glu, IAA-Asp) katalyzovana amidoacyl syntetazami GH3. Hydrolyza metaboliti probiha za
ucasti ILR1. Draha pokracuje irreverzibilni oxidaci konjugatd za vzniku N-(2-oxindol-3-acetyl)-glutamatu
(0xIAA-Glu) a N-(2-oxindol-3-acetyl)-aspartatu (oxIAA-Asp). Tyto metabolity mohou byt také $tépeny ILR1.
Enzymy: Gretchen Hagen 3 (GH3); IAA-LEUCINE-RESISTANTI (ILR1); DIOXYGENASE FOR AUXIN
OXIDATIONI1 (DAOL1). Zdroj Hayashi et al., 2021.

Konjugaty TAA s aminokyselinami jsou docasné, vazbu lze $tépit za vzniku volné TAA
a aminokyseliny. Do neddvné doby pfetrvavala hypotéza irreverzibilnich konjugati

indol-3-acetyl-glutamatu (IAA-Glu) a indol-3-acetyl-aspartatu (IAA-Asp), které nelze Stepit
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a jsou degrada¢nimi produkty metabolismu (Ostin et al., 1998). Tato 20 let pietrvavajici
myslenka byla zpochybnéna ve ¢lanku Hayashi a kol., kdy hydrofobni molekuly IAA-Glu
a IAA-Asp upravili na diestery, které mohly volné¢ prochdzet membranou. Modifikované
molekuly byly stépeny na volné IAA (Hayashi et al., 2021). Vazbu se vS§emi aminokyselinami
Stépi enzymy z rodiny IAA-LEUCINE-RESITANT1-like (ILR1-like) (Bartel & Fink, 1995;
Hayashi et al., 2021).

2 Cile

1. Porovnat aktivity tabakovych forem GH3.I a GH3.6d v metabolismu auxinu v BY-2
bunikach tabaku

2. Zjistit vliv mutace vybranych ¢lent rodiny GH3 tabaku na transkripci homolognich GH3
forem

3. Zjistit vnitrobunécnou lokalizaci vybranych proteinit GH3 v bunééné kultute tabaku.
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3 Materialy a metody

3.1 Chemikalie

Chemikalie (Tab. 1) pouzité v této praci pochizeji od firem: Honeywell Fluka™

(Charlotte, Severni Karolina, USA), Sigma-Aldrich (Merck, Darmstadt, Némecko), Lonza

Group Ltd (Basilej, Svycarsko), Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Ceska republika), PharmaSwiss
s.r.o. (Praha, Ceska republika), Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Némecko), Promega (Madison,
Wisconsin, USA), Duchefa Biochemie B.V (Haarlem, Nizozemsko), Thermo Fischer
Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) a MP Biomedicals (Santa Ana, Kalifornie, USA).

Chemikalie
Acetosyringon
Agar

Agar
Cefotaxim
2,4-D
B-estradiol
Hygromycin
IAA

Inositol

IPTG
Kanamycin
Karbenicilin
KH>PO4

MS Basal Salt Mixture
NaCl

Pepton
Rifampicin
Rnasin
Sachar6za
Spektinomycin
Thiamin
X-Gal

Yeast extrakt
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Vyrobce

Fluka™
Sigma-Aldrich
Lonza
PharmaSwiss
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

MP Biomedicals
Duchefa Biochemie
Lach-Ner
Sigma-Aldrich
Lach-Ner

Duchefa Biochemie
Sigma-Aldrich
Promega

Lach-Ner

Thermo Fischer Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Duchefa Biochemie



Tab. 1: Souhrn vSech pouzitych chemikalii v této praci a jejich pivod. Nezahrnuje slozky pouzité pfi izolaci
metaboliti.

3.2 Modelové organismy

3.2.1 Tabakova bunéc¢na kultura BY-2

BY-2 kultura je velmi vyuZzivana nejen v bunécné biologii pfi studiu metabolismu, organel,
cytoskeletu, mezibunécnych interakcich, ale i v molekularni biologii. Dulezitost tohoto
rostlinného materidlu lze posuzovat pii zadani hesla ,,BY-2 and tobacco* do Web of Science

(https://www.webofscience.com), kdy se ukaze ptres 2 000 ¢lankti z riznych odvétvi.

Pro studium problematiky byla zvolena buné¢nd kultura tabdku virginského (Nicotiana
tabacum L.) kultivar Bright Yellow 2 (BY-2) ze z4sob nasi laboratote, jejichz piivod vychazi
z prace profesora Nagata (Nagata et al., 1992).

Bunécna kultura tabaku byla kultivovana v tekutém médiu pro BY-2 kulturu (Tab. 2)
o objemu 30 ml pii stalém pohybu 150 ot/min v orbitdlnim inkubatoru (New Brunswick™
Innova® 44, Eppendorf, Hamburg, Némecko) ve tm¢ pii teploté 27 °C. Kultura byla
pasazovana kazdy tyden, kdy se do nového média ptidal 1 ml tyden staré¢ kultury. Kalusy byly
pestovany ve tmé pii 24 °C na stejném BY-2 médiu s ptidavkem 6 g/l agaru (Sigma-Aldrich),
pasdzovany byly jednou za mésic (PetraSek et al., 2003). Po klavovani se
k tekutému i1 pevnému médiu pfidaly 3 pl/ml cefotaximu, 2 pl/ml hygromycinu (Tab. 3)

a thiamin. O udrzovani kultur a kalust se starala Mgr. Zuzana Vondrakova.

Slozky média 1 1 média
MS Basal Salt Mixture 433 ¢
Thiamin (1 mg v 1 ml ddH20) 1 ml
2,4-D (10 mg ve 100 ml ddH>O) 2 ml
KH2PO4 200 mg
Inositol 100 mg
Sachar6za 30g

pH 5.8

Tab. 2: Médium pro BY-2 kulturu (Petrasek et al., 2003). Thiamin byl pfidan do média az po autoklavovani
a vychladnuti.
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Antibiotikum Koncentrace v zasob. roztoku Koncentrace v médiu

Hygromycin 20 mg/ml 2 pl/ml
Cefotaxim 100 mg/ml 3 ul/ml
Kanamycin 100 mg/ml 0,5 ul/ml
Spektinomycin 100 mg/ml 1 pl/ml
Karbenicillin 100 mg/ml 0,76 ul/ml
Rifampicin 45 mg/ml 2 ul/ml

Tab. 3: Pouzita antibiotika pro kultivaci E. coli a BY-2 kultury.

3.2.2 Escherichia coli
Pro klonovani byly pouzity bakterie Escherichia coli (E. coli) kmen XL1. Kompetentni

kunky E. coli byly skladovany pfi teploté -80 °C v 10 % glycerolu. Bakterie E. coli byly
kultivovéany v tekutém (pro kultivaci na izolaci plazmidi) nebo na pevném Lysogeny Broth
(LB) médiu (Tab. 4) s pridavkem 15 g/l agaru (Sigma-Aldrich) a s antibiotiky (Tab. 3) dle
rezistence konstruktu, kultivace trvalal8-24 hodin ve tmé pii teploté 37 °C. Bakterie narostlé

na pevném médiu byly dlouhodobé (avSak maximalné 2 mésice) skladovany v lednici

pii teploté 4 °C.

Slozky tekutého média 11 média
Yeast extract 5¢g
Pepton 10 g
NaCl 10 g

pH 7

Tab. 4: Lysogeny Broth medium (LB) pro kultivaci Escherichia coli, upraveno podle Luria & Burrous, 1957.
Antibiotikum se v pfipad€ pevnych médii pridavalo az po autoklavovani do mirn¢ vychlazeného média.

3.2.3 Agrobacteruim tumefaciens

Transformace tabdkovych bun€k se provadéla pomoci kultivace s bakterii Agrobacteriem
tumefaciens. Byl pouzity kmen GV2260 (Deblaere et al., 1985). Kompetentni buiky
Agrobacteria, stejné jako E. coli, byly zamrazené v konzerveé pii -80 °C, z konzervy byly
pfeockovany na tuhé Yeast extract-peptone (YEP) médium (Tab. 5) s 15 g/l agaru (Sigma-

Aldrich) a 2 ml/l rifampicinu, pfi teploté 24 °C béhem 24 hodin ve tmé nasledovala kultivace.
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V ptipadé¢ piipravy pevného YEP média se antibiotika piidala az po autoklavovani

a zchladnuti.

Slozky tekutého média 11 média
Yeast extract 10 g/l
Pepton 10 g/l
NacCl 5¢g/l

pH 7

Tab. 5: Yeast extract-peptone (YEP) médium pro kultivaci Agrobacteria (Johnson et al., 1974).

3.3 Priprava Konstrukti

3.3.1 GoldenBraid klonovani

Pro ptipravu vSech konstrukti pro transformaci bunék tabaku bylo vyuzito klonovani

systémem GoldenBraid (GB) (https://gbcloning.upv.es/; Sarrion-Perdigones et al., 2013). GB

klonovani je zalozeno na principu skladani jednotlivych elementl (napt. promotor, termindtor,
koédujici sekvence a dalsi) do dil¢ich transkripcnich jednotek (TU) a nasledné spojovani
transkripénich jednotek do vétsich konstrukt. Vyuziva se restrik¢énich enzyma typu IIS (napf.
BsmBI a Bsal), které $tépi v blizkosti rozpoznavané sekvence. Diky tomu lze navrhovat
sekvence tak, aby po Stépeni vznikly specifické lepivé Ctyfnukleotidové konce, diky kterym
lze fragmenty spojovat ligaci, katalyzovanou enzymem ligdzou, napi. T4 ligdzou. Jednotlivé
elementy se pro GB klonovani pfipravuji procesem tzv. ,,domestikace*, kdy dochazi k prave
elementli do podoby kompatibilni ke Stépeni obéma enzymy. Nékteré elementy a transkripéni
jednotky byly soucésti komercnich kitlh od firmy Addgene (Kit #1000000076; Watertown,
Massachusetts, USA) nebo byly ptipravené dr. Miillerem. Transkripéni jednotka (Obr. 8) se
sklada v zékladu z promotoru, protein-kodujici sekvence a termindtoru, které mohou byt jesté
slozen¢ zdalSich jednotek (napt. z fuze cilového proteinu s urcitou znackou). Dilci
transkrip¢ni jednotky se dale kombinuji do cilovych binarnich vektorii s oznacenim pDGB
skupiny o nebo Q. Diky kombinaci pDGB plazmidii se daji generovat konstrukty s vice
transkripénimi jednotkami (ptiklad na Obr. 9).

Vsechny GB reakce probihaly v termocycleru (Biometra Analytik Jena TProfessional
Thermocycler PCR Basis, Analytik Jena GmbH, Jena, Némecko) podle programu v tabulce
(Tab. 6). Po jednotlivych klonovéanich nasledovala transformace do E. coli (3.3.4.1).
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Teplota Cas Opakovani

37°C 30 min

37°C 2 min 45 x
16 °C 5 min

37°C 30 min

85 °C 15 min

4°C

Tab. 6: Program GoldenBraid reakce.
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Obr. 8: Obecné GoldenBraid skladani do o a Q vektord. Skladdani transkripéni jednotky z promotoru (Pro),
kédujici sekvence (CDS) a terminatoru (Ter) do prazdného pDGBI1 vektoru Q nebo a. Trojihelniky znaéi mista,
ktera $tépi enzymy BsmBI nebo Bsal.
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Obr. 9: GB skladani do vétsich celkd. Spojeni dvou transkripénich jednotek (TU) do prazdného pDGBQ1
vektoru. Trojihelniky zna¢i mista, ktera $t€pi enzymy BsmBI nebo Bsal.

3.3.2 Cilena mutageneze pomoci CRISPR/Cas9
Cilen¢ mutace bylo dosaZzeno pomoci systétmu CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly

Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas9), jehoz principem je ptesné cileni guide RNA
(gRNA) a nasledné stépeni Cas9 nukleazou (Cui et al., 2018), kterd rozpoznava ptiblizné 20
nukleotidd. Pro kazdy gen byla navrzena jedna dvojice cilicich sekvenci gRNA (Tab. 7)
sméfovanych na riiznd mista v exonové sekvenci genu, kterd zarovenl byla blizko 5 konce
genu tak, aby doSlo k projevu mutace zdhy po iniciaci translace proteinu. Vzhledem
k dulezitosti genu GH3.6dT byly pro tuto formu navrzeny dvé dvojice cilicich sekvenci
gRNA (Tab. 7), kdy kazda dvojice cilila na jina mista. Navadéci sekvence byly navrzeny
pomoci softwaru CRISPRdirect (http://crispr.dbcls.jp/; Naito et al., 2015). Sekvence cilovych

gend byly nalezeny na Sol Genomics Network (https://solgenomics.net/; Mueller et al., 2005)

z datasetu N.tabacum v1.0 (Edwards et al.,, 2017). Software spadajici pod nastroje

GoldenBraid (https://gbcloning.upv.es/) designoval primery, ze kterych byly nésledné slozené

gRNA podle ptiloZzeného protokolu.

Gen Cilici sekvence guide RNA 1 [+] Cilici sekvence guide RNA 2 [+]
GH3.1a GCGTCTTTCTCACATGCAGG GAGATCCAACGGATTGCTAA
GH3.1b GCAGAAACCAAGACTCCTGG AAGGGATCATTACTAGAATT
GH3.6d AAAGGCCACAATAATGGCGG GATAGGAGATTTATCACCAT
TTGCTGTAATAATCAAGTAT GGACTCTACAGATATAGAGT
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Tab. 7: Cilici sekvence gRNA navrzené softwarem CRISPRdirect ((http://crispr.dbcls.jp/).

Ptiprava konstrukti pro knock-out mutaci cilovych genli systémem CRISPR/Cas9
zahrnovala dva kroky klonovani. V prvnim kroku byly generovany dvé dvojice transkripcnich
jednotek pro tvorbu specifickych cilicich sekvenci gRNA. Druhym klonovanim doslo k ligaci
téchto dvojic do dvou rozdilnych konstruktii, tzn. kazdy konstrukt (Obr. 10) obsahoval dva
elementy s gRNA a dalsi tfi komponenty: transkripéni jednotky pro hygromycinovou

resistenci, Cas9 nukledzu a tzv. MAR-oblast (Matrix attachment region).

‘ N Hygromycinova rezistence

- L, R MAR-oblast

Cilovy vektor 'r-_:

i pKGB245
’ ! 16,537 bp
H

Eg _—-STA region fr v as

Vektor s gRNA 1

Vektor s gRNA 2

Cas9 nukleaza

Obr. 10: Priklad mapy konstruktu crntgh3.la vytvofené v softwaru Geneious (https:/www.geneious.com/).
Na obrazku jsou znazornény jednotlivé komponenty, které daly vznik finalnimu konstruktu.

3.3.3 Znaceni proteinu pomoci GFP

Pro lokalizaci vybranych proteintt GH3 byla vyuZita translacni flize pro oznaceni proteinli
pomoci zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP), pti které se kodujici sekvence daného genu
spojila s kodujici sekvenci GFP. Promotor takto modifikovaného genu obsahuje vazebné
misto pro chimericky transkripéni aktivator XVE a po indukci B-estradiolem dochazi
k aktivaci exprese (Zuo et al., 2000). Konstrukty pro lokalizaci proteinti prosly tfemi kroky
klonovani. Prvni klonovéani zahrnovalo vznik transkripéni jednotky (viz 3.3.1). Nasledovalo

pfipojeni MAR oblasti. Poslednim klonovanim byl generovan findlni plazmid sestaveny
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z dosavadniho konstruktu, z transkripnich jednotek pro hygromycinovou resistenci

a pro transkrip¢ni aktivator XVE.

3.3.4 Ovérovani spravného slozeni konstrukti

3.3.4.1 Transformace E. coli

Transformace konstruktu do E. coli XL1 kompetentnich bunck (déle jen XL1) probihala
piidanim 1 pl domestika¢ni reakce (GB reakce) k 50 pul XL1 bunék pfii teploté 0 °C, 20-30
minut byly buniky inkubovény na ledu. Nasledoval teplotni Sok 42 °C po dobu 45 sekund
v blokovém termostatu MB — 102 (Bioer Technology, Cina), poté byly buiiky pfemistény opét
na led. Po tfech minutach k nim bylo pfidano 450 ul LB média a byly umistény do termostatu
o teploté 37 °C na 1 hodinu.

GB vektory maji specialni klonovaci kazetu obsahujici modro-bily selekéni gen lacZ, ktera
je ohrani¢ena misty $tépeni restrikénimi enzymy typu IIS (Bsal a BsmBI). LacZ je gen
pro B-galaktosidazu, ktera stépi B-D-galaktopyranosidy, hlavné laktézu (Juers et al., 2012).
Béhem GB reakce je tato kazeta substituovana naSim konstruktem. Ztrata genu /acZ znamena,
7ze po pfidani  chromogenniho  substratu =~ X-Gal  (5-bromo-4chloro-3-indolyl-
B-D-galaktopyranosid) a induktoru exprese pro B-galaktosidazy IPTG (isopropyl B-D-1-
thiogalaktopyranosid) nevznika v bakteriich s uspésné ligovanym konstruktem modry produkt
a tyto kolonie ziistadvaji bilé (tzv. modro-bila selekce).

Po jedné hodiné¢ se pteneslo 100 pl suspenze na pevné LB médium s agarem
se specifickym antibiotikem (Tab. 3), 40 ul 100 mM IPTG a 120 pl 2 % pl X-Galu, rozetielo

kli¢kou a dalo inkubovat do 37 °C pies noc.

3.3.4.1.1 Izolace plazmidi

Vybrané bilé bakteridlni kolonie byly pfeneseny pomoci sterilnich paratek do zkumavek
o objemu 12 ml se 2 ml tekutého LB média. Kultura byla inkubovéna za neustalého tfepani
(180 ot/min) po dobu 12-16 hodin ve vodni 1azni pfti teploté 37 °C. Bakterialni plazmidy byly
izolovany kitem QIAprep ® Spin Miniprep (Lot no. 163046402; Qiagen, Hilden, Némecko)

dle ptiloZené¢ho navodu.

3.3.4.1.2 Digesce
Spravné sloZeni konstruktu bylo testovano specifickym S$tépenim restrikénimi enzymy
FastDigest (FD; Thermo Fischer Scientific) navrzenymi dle mapy konstruktu (Obr. 10)

softwarem Geneious (https:// www.geneious.com/). Pfiklad slozeni restrikéni smési je uveden

v nasledujici tabulce (Tab. 8).
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Slozka Objem

FD enzym 0,5 ul
FD pufr 2 ul
Plazmidova DNA Sul
ddH>O 12,5 ul
Celkovy objem 20 pul

Tab. 8: Slozeni restrikéni smési. FastDigest komponenty (Thermo Fischer Scientific).

3.3.4.1.3 Elektroforéza

Pro vizualizaci digesce byla vyuZita separace molekul na 1,5 % elektroforetickém gelu
(Tab. 9), ktery obsahoval agarozu (Lonza), TAE (Tris Acetate EDTA) pufr a SYBR® Safe
DNA Gel Stain (Thermo Fischer Scientific). Pro zobrazeni gelu byl pouzit Syngene Gbox
dokumentaéni systém (Synoptics Ltd, Cambridge, Velka Britanie) a software GeneSnap

od SynGene (https://genesnap-from-syngene.software.informer.com/7.1/).

Slozky Objem 70 ml
Agar (Lonza) 1,05¢

TAE pufr Doplnéno do 70 ml
SYBR® Safe DNA Gel Stain 8 ul

Tab. 9: Slozeni elektroforetického gelu.

3.3.4.2 Transformace A. tumefaciens

Ovéfené plazmidy byly vloZeny do 4. tumefaciens procesem elektroporace, kdy se ptidal
1 ul 500x fedéného plazmidu k 50 ul kompetentnich bun&k A. tumefaciens rozmrzajicich
na ledu. Cely objem byl pipetovan do kyvety a ke vneseni plazmidu do bunck doslo
v elektroporatoru Bio Rad E. Coli Pulser pfi 2,5 kV. Buiky byly resuspendovany
ve zkumavce s 500 pul LB média, poté tfepany na tiepacce pii 28 °C 2 hodiny, nasledné bylo
200 pl bunek pteneseno na pevné LB médium s kombinaci selekénich antibiotik:
rifampicin + kanamycin, nebo rifampicin + spektinomycin. Misky byly inkubovany 3 dny
pii 24 °C ve tmé&. Vytvofené kolonie byly pfeoCkovany na novou misku s médiem, aby

transformovand biomasa byla vétsi.
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3.3.4.3 Transformace tabakovych buné¢nych kultur BY-2

Transformované Agrobacterium (viz 3.3.4.2) bylo nasledné pouzito ke transformaci
tabakové BY-2 kultury. Byla pfipravena suspenze BY-2 bun¢k, kdy do 100 ml Cerstvého
média pro kultivaci BY-2 (viz Tab. 2) bylo pfidano 10 ml 7denni suspenze BY-2, nova
kultura se dala tfepat na 48 hodin za stejnych podminek, které platily pro zasobni bunky (viz
3.2.1). Byla ptipravena suspenze Agrobacteria, pii které bylo pfidano inokulum bakterie
na Spicce sterilniho paratka do 5 ml YEP média se 7 pl rifampicinu a 5 pl selekéniho
antibiotika podle konstruktu. Inokulum se ponechalo tfepat 16-18 hodin ve vodni lazni
pii 28 °C 200 ot./min. Nasledujici den bylo do suspenze BY-2 aplikovano 100 pnl
acetosyringonu a Spickou byla bunécna suspenze nasavdna a vypousténa 40-60 x, aby se
mirné narusila bunécna sténa tabakovych bunék. Do Sesti sterilnich Petriho misek se ptidalo
5 ml suspenze bunék, potom byly misky rozdéleny do tfi skupin po dvou miskach, do prvni
skupiny se ptidalo 20 pl suspenze Agrobacteria, do druhé skupiny 40 ul a do tfeti skupiny
60 ul, misky byly zalepeny parafilmem a nechaly se pii teploté 24 °C ve tm¢ do dalSiho dne.
Do jiné misky, kterd slouzila jako kontrolni, bylo pipetovano 15 ml bunééné suspenze
bez Agrobacteria, zbylych 55 ml suspenze se dalo opét tiepat a dalsi den se k ni pridalo 50 ul
cefotaximu. Ke v§em miskam se nalil cca do pllky misky 3 % roztok sachardzy, nasledné byl
obsah vSech misek pipetovan ustfizenou sterilni Spickou do filtraéni nadoby s filtracni
membranou, kapalina se nechala protéct, pist se uzaviel a ptidalo se cca 200 ml roztoku
sachardzy a po 5 minutach se opét vypustila kapalina. Ke smési ve filtraéni nadob¢ se ptidalo
cca 20 ml BY-2 kultury, kterd zbyla z pfedchoziho dne, opét byly buiiky filtrovany pres
filtra¢ni membranu, ale nechalo se malé mnozstvi tekutiny, aby byly buiiky dostatecné vlhké.
Ustfizenou sterilni $pickou bylo pipetovano 1,5 ml bunc¢k na kazdou ze 3-4 malych Petriho
misek s tuhym médiem pro BY-2 se selekénimi antibiotiky rifampicinem a podle konstruktu
kanamycinem nebo hygromycinem. Buiiky se mirnym tfepanim rozprostiely po misce, vlozily
se do velkeé sterilni Petriho misky, kde zlstaly ve tmé pti 24 °C 4-5 tydnt, neZ se na povrchu
zaCaly tvofit malé kalusy. Stejny postup se provedl u kontrolni suspenze v nové filtracni
nadobé, vysely se na dvé misky, jedna se selekénim antibiotikem a druha bez antibiotika.
Upraveny postup podle ¢lanku An et al., 1985.

Z kalusu bylo odebrano cca 100 mg pro zaloZeni bunétné suspenze, kdy se kalus piidal

do BY-2 média a nechal se roztfepat v orbitdlnim inkubatoru.
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3.3.5 Ovérovani transformovanych kalusti a suspenzi
na pritomnost mutace

3.3.5.1 1zolace DNA

Po 4-5 tydnech se na Petriho miskach zacaly tvofit kalusy na vrstvé bunék, vétsi kalusy
byly odebrany na nové, pevné LB médium s antibiotiky, kde rostly dalsi 2-3 tydny.
Pro izolaci DNA bylo z kalusu nebo 2denni bunécné suspenze odebrano 50-100 mg hmoty,
ktera byla homogenizovéna ve tfeci misce. Na izolaci DNA z kalusu a bunéénych kultur byl
pouzit DNeasy ® Plant Mini Kit (Lot no. 160042393, Qiagen, Hilden, Némecko). Dale se

postupovalo podle piilozeného navodu.

3.3.5.2 PCR amplifikace

Region zahrnujici mutované oblasti byl amplifikovan pomoci polymeradzové tetézové
reakce (PCR). Jako templat byla v reakci pouzita 20x fedénd izolovand DNA z kalusti nebo
suspenzi tabaku. Do premixu smési PCR se pfidaly nukleotidy, Phusion™ High-Fidelity
DNA polymeraza (Thermo Fischer Scientific), 5x Phusion Green HF buffer (Thermo Fischer
Scientific), primery specifické cilenym geniim (Tab. 10) a ddH2O, ptiklad reakce je v tabulce
(Tab. 12). Reakce se ptipravovala za nizkych teplot v mrazicim blo¢ku. Mikrozkumavky byly
kratce stoceny v mikrocentrifuze (MiniSpin plus, Eppendorf, Hamburg, Némecko) a vlozeny
do cycleru (Biometra Analytik Jena TProfessional Thermocycler PCR Basis, Analytik Jena
GmbH, Jena, Némecko) podle stejného programu (Tab. 11).
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Cil

GH3.6d
gRNAl a2

GH3.6d
gRNA3 a4

GH3.1b
gRNAS a6

GH3.1a
gRNAl a2

GH3.1bS

Nazev primeru

NtGH3.6d
GH3.6dT 4cr Rla
NtGH3.6d
GH3.6dT 4cr R1b
GH3.6dT 4cr F2a
GH3.6dT 4cr R2a
GH3.6dT 4cr F2b
GH3.6dT 4cr R2b
GH3.6dT 4cr F2b
GH3.6dT 4cr R3
GH3.1b _4cr forl
GH3.1b_4cr rev2
GH3.1b_4cr_for2
GH3.1b_4cr rev2
NtGH3.1a start

GH3.1a_4cr R1
GH3.1bS1 4cr F1

Sekvence

ATGGAAAGAAGCGTAGCTAATG
AAAGGAGGAGAACCTTGACAAT
ATGGAAAGAAGCGTAGCTAATG
AGAGATGGGTTGGGAGCAG
AGCAAAGACTCATGGCAAGG
GTCAGCACCAATGCTCAAGA
GTGGATGCTATTTTGACTGGA
TTGTATCCAGCAACCCGAAG
GTGGATGCTATTTTGACTGGA
GGCATAGGAAGTTGAATCGAGGCG
GTACCTGGTCTAGACAAAGG
CTTAGACCAGCAAATTTATT
TAGACAAAGGGAAGGGCTTG
ATCACATCCAAGTACTTTGT
ATGGCTGTTGATTCGGTACT

GAATTCAGAGATGGGATGAGC
CAGGATTGATGTTAGATTTTCTTGG

Tab. 10: Primery pouzité pro PCR amplifikaci.

Teplota
98 °C
98 °C
62 °C
72 °C
72 °C
10 °C

Cas

2 min

15s
20 s
20s

5 min

Tab. 11: Program PCR.

Opakovani

35x

36

Velikost

fragmentu

Cca 330 bp

Cca 300 bp

Cca 600 bp

Cca 490 bp

Cca 520 bp

Cca 560 bp

Cca 490 bp

Cca 300 bp

Cca 210 bp



Chemikalie Objem

ddH>0O 11,4 ul
Phusion polymeraza 0,2 ul
Pufr 5x Phusion Green HF 4 ul

10 mM Nukleotidy 0,4 ul
10 uM primery 2x 1l
DNA 2 ul
Celkovy objem 20 pl

Tab. 12: SloZeni reakéni smési pro PCR.

3.3.5.3 1zolace PCR produktu

Produkt PCR byl elektroforeticky separovéan, dle vySe zminéného postupu (viz 3.3.4.1.3).
Specifické fragmenty o hmotnosti cca 300 mg byly vyfiznuty z gelu a preciStény kitem
MinElute ® Gel Extraction (Lot no. 160025167, Qiagen, Hilden, Némecko) postupem podle
prilozeného protokolu. V ptipadé, ze PCR produkty obsahovaly jeden fragment, k vycisténi
PCR produktu se mohl pouzit MinElute ® PCR Purification Kit (Lot no. 160022209, Qiagen,

Hilden, Némecko) bez nutnosti elektroforézy.

3.3.5.4 pJET ligace

Vektor pJET1.2 byl zvolen k ligaci PCR produktu z divodu jeho efektivniho klonovani
produkti PCR. Tento vektor obsahuje sekvenci letalniho restrikéniho enzymu. Uvnitt této
sekvence je region pro vneseni inzertu. V ptipad¢ cirkularizace vektoru bez vneseného inzertu
se preklada letalni restrikéni enzym a bakterie nepteziji. Naopak po uspésné ligaci inzertu se
netvoii inhibujici produkt. Takto se selektuji jen bakteridlni kolonie s plazmidem obsahujicim
klonovany produkt, proto neni potieba modrobilého selekéniho systému. Ligacni reakce
probihala 15 hodin pii 4 °C s néslednou inaktivaci enzymu 15 minut pii 65 °C v termobloku
(Biometra TRIO-Thermoblock, Biometra Biomedizinische Analytik GmbH, Goéttingen,
Némecko).

Pro klonovani s pJET1.2 vektorem byl pouZit CloneJET PCR Cloning Kit (Lot no.
00223680, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), postup byl zachovan

podle pfiloZeného navodu, piiklad reakéni smési je v tabulce (Tab. 13).
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Slozky Koncentrace

DNA 3,5l
T4 DNA ligaza 0,5 ul
pJET1.2 vektor 0,5 ul
10x T4 DNA liga¢ni pufr 0,5 ul
Celkovy objem Sul

Tab. 13: Pfiprava reak¢ni smési pro pJET ligaci.

Vektor s ligovanymi PCR fragmenty byl transformovan do XL1 bun¢k, stejné jako bylo
popsano (viz 3.3.4.1). Postup namnozeni bakterii, transformace konstruktu a izolace plazmida

byl stejny jako v kapitole 3.3.4.

3.3.5.5 Sekvenace klonovanych fragmenti

Z vybranych kolonii byly plazmidy izolovany a ovéfeny digesci podle jiz zminénych
protokoll (3.3.4.1). Takto ovéfené plazmidy byly sekvenovany pomoci primerti smétujicich
do mista se zabudovanym fragmentem. Pfed samotnou sekvenaci byla zméfena koncentrace
izolovanych plazmida spektrofotometrem DS-11+ (DeNovix Inc., Wilmington, Delaware,
USA). Podle koncentrace plazmidl bylo do sekvenacni reakce (Tab. 14) pfidano adekvéatni
mnozstvi plazmidu, protoze pii vysoké koncentraci DNA by polymerdza nemusela fungovat
spravné. Sekvenaci zprostiedkovala firma Eurofins Genomics (Ebersberg, Némecko)
metodou Sangerovym sekvenovanim.

Sekvenace byly hodnoceny v programu Geneious, kdy jako templatovd DNA byla pouzita

sekvence vybranych genii dostupnd na Sol Genomics Network (https://solgenomics.net/)

z datasetu N. tabacum v1.0 (Edwards et al., 2017).

Slozka Plazmidova DNA (250 — 500 ng)
10 uM primer 2,5 ul

ddH>O Doplnéno do 10 pl

Celkovy objem 10 pl

Tab. 14: Slozeni sekvenaéni reakce.
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3.4 Analyza metaboliti

3.4.1 Priprava vzorki

Pro analyzu metabolitii z jedné linie bunécné suspenze BY-2 bylo pouzito 30 ml 2denni
kultury, kterd se rozdélila do tfi malych Erlenmeyerovych ban¢k po 10 ml, ke kazdé z nich
bylo ptfidano 10 pul 1mM IAA, baiiky se nechaly tfepat na tfepacce dvé hodiny. Nasledovala
filtrace bunék pod tlakem ptes filtr, kdy se odebiralo 10-30 mg, coz odpovidalo 1-3 ml
suspenze. Z kazdé malé baiiky byly odebrany dva vzorky, tzn. z kazdé linie bylo sklizeno Sest

vzorki, které se po zvazeni vkladaly do tekutého dusiku a skladovaly pti -80 °C.

3.4.2 Izolace metabolitu

Pro odbér a homogenizaci byly pouzity zkumavky se Sroubovacim vickem od firmy SSIbio
(Lodi, California, USA). Ke hluboce zmrazenym vzorkim bylo ptfidano 0,18 g kuli¢ek
z oxidu zirkonicitého, 100 pl 1M kyseliny mravenci a 10 ul standartu, obsahujici smés
metabolitli 0 zndmé koncentraci. Smés byla rozdrcena v homogenizatoru FastPrep-24™ 5G
(MP Biomedicals GmbH, Némecko). Nasledné byly zkumavky stoCeny v centrifuze
5430/5430 R (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko) 25 minut pii 4 °C a 17 500 ot/min.
Mezitim byla aktivovana desticka SPE Oasis HLB P6-well (10 mg/well; Waters, Milford,
Massachusetts, USA), na kterou se nasledné pipetovaly vzorky. Aktivacni roztoky se vzdy
nechaly jen odkapat. Nejdiive se pfidalo 100 pl 100 % acetonitrilu, potom 100 pl H>O
a nakonec 100 ul 1M kyseliny mravenéi. Z centrifugovanych vzorkli se odebralo 140 pl
supernatantu bez pelety a pifeneslo se do jamek, desticka byla vloZzena do pfistroje
Pressure+96 manifold (Biotage, Uppsala, Svédsko), kde byla tekutina z desti¢ky odsata
podtlakem. Do zkumavek se znovu ptidalo 100 pl kyseliny mravenci, opakovaly se
homogenizace a centrifugace vzorka na stejné programy. Do jamek bylo pfevedeno dalSich
140 pl supernatantu, tekutina byla opét odsata pod tlakem. Nasledovala dvé promyvani 100 pl
H>O, kdy se nejdiive nechala tekutina prokapat a nasledné se na desti¢ku plsobilo nizkym
tlakem. Pfed poslednimi kroky se vymeénila promyvaci desticka za elucni desticku,
do desticky bylo pfidano 2x 50 pl 50 % acetonitrilu, mezi jednotlivymi pipetovanimi

probihalo odsavani tekutiny nizkym tlakem.
3.4.3 Kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Vsechny auxinové metabolity a [AA byly separovany na kolon¢ EVO C18 column (2,6 pul,

150 x 2,1 mm, Phenomenex). Pouzitd mobilni fize obsahovala frakci A) 5 mM octanu
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amonn¢ho ve vod¢, a frakci B) 95/5 acetonitril/voda (obj/obj). Byl pouzit tento gradientovy
program: 5 % B (obj/obj) v ¢ase 0 min, 7 % B (obj/obj) v ¢ase 0,1-5 min, 10 az 35% (obj/obj)
vase 5,1-12 min, 100 % B (obj/obj) v case 13-14 min, 5 % B (obj/obj)
od Casu 14,1 min. Syst¢tm LC/MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, kapalinova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii) se skldda z UHPLC (Ultra-High Performance
Liquid Chromatography) 1290 Infinity II (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornie,
USA) spolu s 6495 Triple Quadrupole hmotnostnim spektrometrem (Agilent Technologies).
Analyza hmotnostnich spektometrii byla provedena MRM modu za pouziti metody fedéni
izotopti. Pro zpracovani byl pouzit software Mass Hunter verze B.08 (Agilent Technologies,

https://agilent.com/en/promotions/masshunter-mass-spec), kde byla ziskana a zpracovana

data. Tento postup vychazi ze ¢lankd Miiller et al., 2021; Pterostova et al., 2021; Dobrev et
al., 2017; Dobrev & Kaminek, 2002. Analyzu pfipravenych vzorkli vykondvali dr. Petre
Dobrev a Ing. Roberta Filepova.

3.5 Fluorescen¢ni mikroskopie

3.5.1 Priprava materialu pro mikroskopii

Transformované kalusy rostly cca 3-4 tydny, poté jejich testovani probihalo na zékladé
kultivace casti kalusu dva dny s 30 mM B-estradiolem za stalého tfepani a podminek, které
plati pro bunéénou suspenzi (Transformace tabakovych bunéénych kultur BY-23.3.4.3). Desticka
se 12 jamkami se suspenzi rozpadavého kalusu, 3 ml BY-2 média a B-estradiolem byla
testovana v piistroj Azure Sapphire ™ Biomolecular Imager (Azure Biosystems, Dublin,
California, USA), kde lze sledovat fluorescenci suspenze ve vétSim mnoZzstvi vzorki

najednou. Z kalusti vykazujici fluorescencni signal byla pfipravena suspenze (viz 3.3.4.3).

3.5.2 Mikroskopie
K 15 ml bunééné suspenze bylo ptidano 500 pl 30 mM -estradiolu, po dvou dnech

ve stejnych podminkach jako v kapitole 3.2.1, byla kultura mikroskopovéana. Byl pouzit
invertovany konfokalni laserovy skenovaci mikroskop Zeiss LSM880 (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Némecko) s objektivem 40x a s vodni imerzi (NA=1,2). GFP bylo excitovano
argonovym laserem (A=488 nm), emisni signal byl sniman v rozmezi vlnovych délek 490-550
nm. Konfokélni mikroskop dokéze snimat jen zaostfenou rovinu, ostatni signaly odstini, tuto
vlastnost mu umoznuje tzv. ,,pinhole®, jejiz nastaveni velikosti odpovidalo AU=1. Mikroskop

byl napojeny na pocitac se softwarem Zeiss Zen Black
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(https://www.zeiss.com/microscopy/int/products/microscope-software/zen.html), pies ktery

1ze mikroskop ovladat.

3.5.3 Zpracovani mikroskopickych dat

Mikroskopicka data byla zpracovana pomoci softwaru Zeiss Zen Black. Detailni obrazky
byly vytvoteny jako projekce maximalnich intenzit (Maximum intensity projection) ze série
fezll v ose Z (Z-stack) o celkové tloust'ce cca 3 um (5-7 snimkt s odstupem 0,45 um).

Pro dalsi Gpravu obrazkt byl pouzit software Fiji (Schindelin et al., 2012).

3.6 Analyza transkripce vybranych GH3 genii

3.6.1 Izolace RNA

Pro izolaci RNA byly vyuzity mutantni linie BY-2 s nefunkénimi vybranymi GH3 geny
a kontrolni linie BY-2 bez vnesenych konstruktti. Odebrani suspenze bun¢k bylo stejné jako
v kapitole 3.3.5.1, tj. vzorek o hmotnosti 50-100 mg. VSechny néstroje a pomicky byly
sterilni, nebo oSetfené RNaseZAPem ™ (Sigma-Aldrich s.r.o., St. Louis, Missouri, USA),
ktery odstrafiuje enzymy Rnazy, které by mohly degradovat RNA. Odebrané vzorky se
okamzit¢ vlozily do centrifuga¢ni zkumavky se Sroubovacim vickem (SSIbio) a zamrazily se
v tekutém dusiku. Vzorky byly zpracovavany bud’ ihned po zamraZeni, nebo byly ulozeny
do teploty -80 °C a izolovany pozdé&ji. Pro izolaci RNA byl pouzit Rneasy® Plant Mini Kit
(Lot no. 169013202, Qiagen, Hilden, Némecko). Homogenizace materialu byla provedena
v 500 pul LRT pufru s 5 pl merkaptoetanolu v homogenizatoru (MP Biomedicals GmbH)
spolu s cca 0,5 g kulicek z oxidu zirkonicitého. Po rozdrceni a homogenizaci vzorku se
zkumavka umistila do blokového termostatu piedehiatého na 56 °C po dobu 3-5 minut, déle
se postupovalo podle piilozeného protokolu.

Izolovand RNA byla dale oSetiena kitem Invitrogen™ TURBO DNA-free™ (Lot no.
01132300, Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). K izolované RNA
(cca 50 pl) se pfidal 1 pl Dnazy a 5 pl pufru, reakce probihala 30 minut ve 37 °C. Nésledné se
piidalo 5 pl inaktivaéni suspenze Dnézy, 2 minuty se zkumavka protfepavala prsty a potom se
vzorek centrigufoval 2 min pii 11 500 ot/min. Pipetou se odebralo 45 ul do nové zkumavky,
zkumavka se znova centrifugovala pfi stejnych parametrech a preneslo se 40 pl ¢isté RNA
do nové zkumavky. Koncentrace a Cistota RNA byla ovéfena spektrofotometrem DS-11+

(DeNovix Inc.).
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3.6.2 Reverzni transkripce
Izolovand RNA byla ptfepsana do cDNA pomoci reverzni transkripce (RT), pfi které je

RNA ptepsdéna do DNA nesouci oznaceni cDNA (complementary DNA). Reverzni
transkripce je dvoukrokovd reakce. Nejprve byla smés 1 (Tab. 15) pipetovana do
mikrozkumavek, stocena v mikrocentrifuze a vlozena do termoblocku na 5 minut vyhiatého
na 70 °C. Vtomto kroku probihd denaturace sekundéarnich struktur RNA. Poté byly
mikrozkumavky ihned umistény do ledu. Do stejnych mikrozkumavek byla pfidana smés 2
ke smési 1. a vzorky byly stocené v mikrocentrifuze. Reakce byla vlozena
do termocycleru, kde probéhl program temperace 42 °C po dobu 55 minut, nasledovany

teplotou 75 °C po dobu 15 minut.

Smés 1 Smés 2

Chemikalie Objem Chemikalie Objem

RNA 5ul Buffer 5l

Oligo dT 1l Nukleotidy 1,25 pul

koncentrace 1 pg/ul

ddH>0O 9 ul RT produkt 0,5 ul
Rnasin 0,5 pul
ddHO 2,75 ul

Celkovy objem 15 ul 25 ul

Tab. 15: Slozeni reakénich smési pro reverzni transkripci.

3.6.3 qPCR amplifikace

Metoda kvantifikacni PCR v redlném case (RT-qPCR) se pouziva pro stanoveni kvantity
urcitého transkriptu ve vzorcich izolované RNA. Na kvantifika¢ni reakci byl pouzit GoTaq®
qPCR Master Mix Kit (Lot no. 0000431923, Promega, Madison, Wisconsin, USA). Reakce
(Tab. 16) byla pipetovana do 96 jamkové desti¢ky v mrazicim blocku, néasledné byla vlozena
do LightCycleru® 480 (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Svycarsko), kde probshl nastaveny
cyklus (Tab. 17). Zpracovani dat probihalo v programech LightCycler® 480 Software, Version
1.5 (https://lifescience.roche.com/en_cz/products/lightcycler14301-480-software-version-

15.html) a MS Excel.
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Chemikalie

20x fedénd cDNA
10 uM primery
Master Mix, 2x
ddH>O

Celkovy objem

Tab. 16: SloZeni reakéni smési pro qPCR.

Pre-iniciace

Teplota/Cas 95°C  2min

Opakovani

Tab. 17: Cyklus qPCR.

Objem
2,5 ul
2x 0,5 ul
Sul
LS

10 pl

Amplifikace
95°C 10s
58°C 15s
72°C  20s
45 x

3.7 Statistické zpracovani dat

Ziskana data z analyzy metabolitl a méfeni transkripce byla zpracovana v MS Excelu
a Rstudiu (verze 4.1.2, Rstudio Team, 2020). V Rstudiu byl pouzit nastroj ggplot2
pro vytvoreni grafii (Wickham, 2016). Metoda Studentiv t-test byla vyuzita pro zjisténi

signifikance u analyzy metaboliti a transkripce, kdy se porovnavala zprimérovana

Kiivka tani
95°C S5s
65°C 1 min
97 °C

normalizovana data kontrol s jednotlivymi vysledky linii.
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4 Vysledky

4.1 Porovnani aktivity tabakovych forem GH3.1 a GH3.6d
v metabolismu auxinu v BY-2 buiikach tabaku

Prvotni analyza GH3 genti zavislych na auxinu byla provedena jiz diive v ¢lanku (Miiller
et al.,, 2021). Na zadklad¢ transkriptomické a proteomické analyzy bunécnych kultur BY-2
kultivovanych za pfitomnosti a bez pfitomnosti auxinu v rustovém mediu se odvodilo 12 genta
zrodiny GH3 s odliSnou regulaci exprese. Oznaceni genl odpovidd jejich nejbliz§im
homologiim nalezenych u Arabidopsis thaliana, NtGH3.laT, NtGH3.1aS, NtGH3.1bT,
NtGH3.1bS, NtGH3.6aT, NtGH3.6aS, NtGH3.6bT, NtGH3.6bS, NtGH3.6cT, NtGH3.6cS,
NtGH3.6dT, NtGH3.6dS. Geny jsou v genomu tabdku zastoupené vétSinou ve dvou velmi
podobnych formach pochazejicich od predkd N. sylvestris (S) a N. tomentosiformis (T).
Z vysledkt bylo zjisténo, ze geny NtGH3.6dT a NtGH3.6dS maji odlisnou regulaci oproti
ostatnim ¢lenim GH3 rodiny. V kontrolnich podminkéch kultivace bunék s 2,4-D vykazuji
geny NtGH3.6d nizs8i hladinu transkriptu i1 proteinu nez v podminkach po odebrani auxinu,
pricemz forma NtGH3.6dT je vice exprimovana nez NtGH3.6dS. Ostatni geny GH3 nasleduji
opacny trend, kdy bez auxinu hladiny transkriptu a proteinu jsou témeéf nedetekovatelné.
Na zaklad¢ téchto ptedbéznych vysledkl byl stanoven cil této diplomové prace: porovnat
funkci auxinem inhibovanych geni NtGH3.6d s geny stimulovanymi auxinem (NtGH3.laT
a NtGH3.1bT).

Byly vytvoteny tabakové BY-2 bunécné linie s knock-outovanymi GH3 geny. Pomoci
syst¢tmu CRISPR/Cas9 se dvéma navadécimi gRNA a klonovaciho syst¢ému GoldenBraid
byly pfipraveny konstrukty, které byly vloZeny do Agrobacteria tumefaciens, kterym byly
transformovany bunécné suspenze.

Pro validaci mutace v cilenych genech byly navrzeny specialni primery do oblasti
s vnesenou mutaci. Tyto primery byly specifické pro obé formy Si T. Amplifikované
fragmenty byly nasledné klonovany do vektoru pJET a sekvenovany Sangerovou metodou.

Pomoci metody BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) byly sekvence klonovanych

fragmentll porovnané se sekvencemi zreferenéni knihovny (https://solgenomics.net/).

Na zaklad¢ sekvenovani klonovanych fragmenti amplifikovanych z DNA izolované
z transformovanych kalusii byly selektovany od kazdého konstruktu 1-2 linie, jejichZ ovéteni

prokazalo rozsahlé nebo i drobné mutace v S a T kopiich, které vedly k tvorbé nefunkcniho
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proteinu (Obr. 11). Z téchto kalust byly pfipraveny ustadlené bunécné suspenze, ve kterych

byla stejnym zptisobem prokazana pfitomnost mutaci.
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Obr. 11: Priklad porovnani sekvenci provedené v programu Geneious. Sekvence gentt NtGH3.1aT a NtGH3.1aS
byly ziskany zknihovny (https://solgenomics.net/). NtGH3.laT a NtGH3.1aS odpovidaji genomickym
sekvencim cilenych genti. Modra Sipka guidel oznacuje misto, kam specificky cilila guideRNA. Vzorky 1-8 jsou
sekvence sekvenovanych plazmidi s amplifikovanymi tiseky z bunééné kultury BY-2.

Pro linie crntgh3.la, crntgh3.1b, crntgh3.6dl a crntgh3.6d.2 a pro kontrolni linii byla
provedena analyza metabolismu auxinu. Kontrolni linii je mySlena tabdkova BY-2 kultura,
ktera nebyla transformovéana. K 10 ml 2denni bunécné suspenze se piidalo 10 pul 1 mM TAA
a po 2 hodindch byly bunky odebrany, zmrazeny v tekutém dusiku a uchovany
v teploté -80 °C. Nasledn¢ byly homogenizovany, zpracovany a metabolity byly analyzovany
kapalinovou chromatografii s naslednou hmotnostni spektrometrii. U kazdé linie bylo
odebrano mnoZstvi suspenze pro tfi biologickd opakovani a kazdy takovy vzorek byl
analyzovan ve dvou technickych opakovanich.

Ve vzorcich bylo kromé volné IAA nalezeno 9 metaboliti IAA: oxIAA-Asp
(N-(2-oxindol-3-acetyl)-aspartat), oxIAA-GIn (N-(2-oxindol-3-acetyl)-glutamin), oxIAA-Glu
(N-(2-oxindol-3-acetyl)-glutamat), oxIAA-GE (1-O-(2-oxindol-3-yl acetyl)-B-D-glykosyl
ester), [AA-GE (1-O-(indol-3-acetyl)- B-D-glykosyl ester), IAA-Asp (indol-3-acetyl-aspartat),
[AA-Glu (indol-3-acetyl-glutamat), IAA-GIn (indol-3-acetyl-glutamin) a IAA-Ala
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(indol-3-acetyl-alanin). Hodnoty koncentraci byly normalizovany vztazenim jednotlivych
hodnot z jedné linie na soucet vSech detekovanych metabolitli IAA v dané linii.

Suma vSech namétfenych metaboliti u linii s mutovanymi geny gh3.6d (crntgh3.6d1,
crntgh3.6d2) 3x prevySovala sumu vSech metabolitli naméfenych u ostatnich linii (Obr. 12).
Linie crntgh3.la a crntgh3.1b odpovidaly detekovanym hodnotdm souctu metaboliti

u kontroly.

Soucet vsech metaboliti

= Kontrola
crntgh3.1a

mcrntgh3.1b
crntgh3.6d.1

mcrntgh3.6d.2

Obr. 12: Soucet vSech metabolitli [AA v jednotlivych liniich. Koncentrace odpovidaly pmol/ml.

Pozornost jsem zaméfila na Sest konjugatl, které byly nejhojnéji zastoupené: oxIAA-Asp,
oxIAA-Gln, oxIAA-GE, TAA-GE, IAA-Asp a IAA-Gln; a na volnou TAA (Obr. 13).

Nejvice abundantni metabolit auxinu byl ve vSech testovanych liniich oxIAA-Asp.
V liniich nesouci mutované geny gh3.6d byl tento metabolit ve vzorcich zastoupen podilem
priblizn¢ 80 % vsech metabolitd. V kontrolni linii a v liniich s mutovanymi formami gh3./
tvotil oxIAA-Asp 40-60 % vSech metabolitti. Meziprodukt IAA-Asp se nachéazel v nizkych
koncentracich u linii s mutovanymi geny gh3.1, o néco vyssi vyskyt byl u linii s mutovanymi
geny gh3.6. V builkdch nemutované BY-2 byly hladiny TAA-Asp 2-3x vyS$$i oproti
mutovanym liniim.

Dalsim hojnym metabolitem byl esterovy konjugéat IAA-GE, ktery dosahoval 3-4x vysSich
koncentraci u linii crntgh3.la a crntgh3.1b ve srovnanim s kontrolou a liniemi crntgh3.6d,

u nichz se pohybovala hladina konjugatu velmi nizko. Na rozdil od IAA-GE, dalsi esterovy
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konjugat oxIAA-GE patfil mezi minoritné zastoupené metabolity IAA ve vSech vzorcich.
Nejvyssi koncentraci vSak vykazoval v bunikach s mutovanymi formami gh3. /.

Statisticky signifikantni zménu mezi mutanty crntgh3.6, crntgh3.1 a kontrolou vykazoval
metabolit oxIAA-GIn. Koncentrace tohoto produktu byla 2-3x nizsi u linii s mutovanymi geny
gh3.6d oproti kontrole, zatimco u ostatnich linii byl oxIAA-GIn zastoupen v relativné vyssi
mife nez u kontroly.

U kontroly Ize pozorovat 2-5x vyssi relativni pfitomnost meziprodukti metabolickych drah
IAA-Asp a TAA-GIn oproti vSem mutovanym liniim. Nemetabolizované IAA zlstavalo
v relativni mife nejvice zastoupeno v liniich crntgh3.1a a crntgh3.1b.

Zmeény v relativnim zastoupeni jednotlivych metabolitd byly ve vétSing ptipadi statisticky

signifikantni.
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Obr. 13: Prehled naméfenych metabolitd u jednotlivych linii. Signifikance normalizovanych dat je vztazena ke
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kontrole (* p <0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001, **** p <0,0001; ostatni data p > 0,05).

4.2 Vliv mutace vybranych ¢lenii rodiny GH3 tabaku
na transkripci homolognich GH3 forem

V liniich s ovéfenou ptitomnosti mutaci v cilovych genech a jejim vlivu na metabolismus

auxinu jsem se dale zabyvala transkripnimi zménami vybranych ¢lenti rodiny GH3. Primery
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(Tab. 18) pro kvantitativni PCR byly navrzeny tak, aby byly specifick¢ obéma formam genu,
tedy jak forme S (odvozené od N. sylvestris), tak formé T (odvozené od N. tomentosiformis).
Pivodné bylo planovano sledovat kazdou formu zvlast, tomu odpovidd genovy akronym
v tabulce. N¢které formy jsou si ale velmi podobné, proto byly formy sledovany soucasné.
Pro geny NtGH3.1bT a  NtGH3.6¢S byly primery  specifické  pouze

pro jednu formu.

Genovy GeneBank ID Primery Sekvence primeru

akronym

NtGH3.1aT XM 016616759  NtGH3.1a qForl GACAAGGACGAGTTGCTTGC
NtGH3.lagRevl  AATTGAAGCACCCCTTGAAA
NtGH3.1bT XM 016610807.1 NtGH3.1bT qForl CAAATGTTGCTTGGCTATGG
NtGH3.1bT qRevl TGCACCCCTAGAAATTGCAT
NtGH3.6aS XM 016643055  NtGH3.6a qForl AATGCCTGTGATGAGCCAAT
NtGH3.6a qRevl  TCTTGAAATGGGGGCTCTTA
NtGH3.6bT XM 016643194  NtGH3.6b qForl TGCTGGATTCAAGAACAAGG
NtGH3.6b qRevl  ACAACAGCGTCATGCAACTC
NtGH3.6cS XM 016590233  NtGH3.6¢cS qForl CCCAGGCCACTATGTCGTAT
NtGH3.6¢S qRevl  AGGTCCGATGGATTTGTCAG
NtGH3.6dT XM 016606101.1 NtGH3.6d qForl TGCCATTTGATTCTCAGGTAA
NtGH3.6d gqRevl  GCCCTCGCGGTAGAAGTAGT

Tab. 18: Primery pro qPCR. Primery byly navrzeny pro rozpoznavani forem S i T, kromé gent NtGH3.1bT a
NtGH3.6¢S.

Ze suspenze kazdé linie byly pro izolaci RNA a naslednou kvantifikaci odebrany vzorky
nejméné ve dvou biologickych opakovanich. Kvantitativni PCR bylo provedeno s pouZzitim
cDNA jako templatu a méfeni bylo pro kazdy vzorek provedeno ve dvou technickych
opakovanich. Vysledné hodnoty byly normalizovany vzhledem ke tfem referenénim geniim:
tabakové aminopeptidaze (XM_016640303), fruktokindze (XM _016643248.1) a ribokinaze
(XR _001650512.1). Vybeér téchto referencnich genti vychazel z transkriptomickych dat nasi
laboratofe a prace dr. Miillera. Zarovenl byly hodnoty relativni transkripce vztazené

k priméru hodnot namétenych pro kontrolni BY-2 (Obr. 14).
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Vétsina sledovanych c¢lentt rodiny GH3 vykazovala nejvyssi transkripci v kontrole.
V piipadé¢ genti NtGH3.la a NtGH3.6b tvotila vyjimku linie crntgh3.6d.1, kde byla
transkripce podobnd kontrolni BY-2. Transkripce genu NtGH3.1bT byla mimo linie
crntgh3.1b také podobna v mutovanych linii s kontrolou. Nejvétsi pokles transkripce vlivem
mutaci vykazoval gen NtGH3.6d, kde doslo ke statisticky signifikantnimu snizeni 5-10x
v liniich s mutovanymi geny gh3./a nebo gh3.6d. Naopak, transkripce genu NtGH3.6¢S byla
v porovndni s kontrolou vy$$i u vSech mutovanych linii. U linie crntgh3.1b prevySovala
relativni transkripce NtGH3.6¢S kontrolu 3x, zatimco u ostatnich linii bylo navySeni oproti
kontrole jen mirné.

Linie ntgh3.la méla potlatenou expresi skoro vSech gent s vyjimkou NtGH3.1bT a
NtGH3.6¢S. Exprese geni GH3.1 a NtGH3.6a byla u linie crntgh3. 1T nizka, ale ostatni geny

se priblizovaly hodnotam kontroly.
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Obr. 14. Prehled relativni transkripce u jednotlivych linii. Signifikance normalizovanych dat je vztaZena
ke kontrole (* p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001; ostatni data p > 0,05).

4.3 Vnitrobunécna lokalizace vybranych proteini GH3
v bunécné kulture tabaku

Ke studiu lokalizace GH3 proteint uvnitt burniky byla provedena translacni fize vybraného
genu s fluorescen¢ni znackou GFP. Od kazdého genu byly vybrany pro klonovani kopie (S
nebo T) svysSi expresi v tabdkovych bunkéach (transkriptomickd data naSi laboratofe).
Kodujici sekvence byly jiz diive klonované pro GoldenBraid kompatibilitu dr. Miillerem.
Lokalizace byla sledovéana v bunikach kontrolnich a po indukci oSetfenim B-estradiolem (Obr.
15).
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Obr. 15: Lokalizace GH3-GFP proteind metodou fluorescenéni mikroskopie. V prvnim a druhém sloupci jsou
buiiky indukované B-estradiolem, ve tfetim jsou buiikky neindukované. Prvni a tieti sloupec prezentuje jeden
opticky fez builkkou v oblasti jadra. Ve druhém sloupci je detail oblasti cytoplazmy pod plazmatickou
membranou, ktery je zobrazen jako projekce maximalnich intenzit (Maximum intensity projection) Z-Stacku
fezu o tloustce cca 3 um. A-C NtGH3.6aS-GFP; D-F NtGH3.6bT-GFP; G-Ch NtGH3.6cS-GFP; I-K
NtGH3.6dT-GFP; L-N NtGH3.1aT-GFP. Mikroskopovano konfokalnim laserovym skenovacim mikroskopem
Zeiss LSM880 (Carl Zeiss AG). Métitko odpovida 20 pm u prvniho a posledniho sloupce, u prostfedniho
sloupce se métitko rovna 5 pm.

Vsechny konstrukty vykazovaly signdl v jadie a cytoplazmé bunck. U linii
NtGH3.6¢S-GFP a NtGH3.1a-GFP se zda, ze signal vychazi z oblasti jadérkovych struktur.
Buniky v liniich NtGH3.6bT-GFP a NtGH3.6dT-GFP vykazovaly méné intenzivni
fluorescenci.

Nastroj projekce maximalnich intenzit byl pouzit pro detailni zobrazeni cytoplazmy. Byla
nasniména série fezl zivych bunck vzdy v jedné vrstvé po 0,45 pum. Néasledné byly snimky
slozeny do 2D (Obr. 15) a 3D obrazku, kde byla vidét charakteristicka struktura cytoplazmy,
mezi kterou prostupovaly neosvicené tubuly mitochondrii a endoplazmatického retikula
a velkd vakuola. Nastroj Z-stack byl pouzit pro zobrazeni prostoru pod cytoplazmatickou
membranou pro detailnéjsi rozpoznani sledované struktury.

Negativni kontrola projevovala velmi slabou autofluorescenci po osvétleni laserem

vétSinou na stranach buiky podél bunécné stény, v cytoplazmé a kolem jadra.

53



5 Diskuse

5.1 Porovnani aktivity tabakovych forem GH3.1 a GH3.6
v metabolismu auxinu v BY-2 buiikach tabaku

V této praci byla provedena prvotni analyza vybranych genii rodiny GH3 u tabdkové
kultury BY-2. Podaftilo se vytvofit knock-out mutanty ve vybranych genech GH3. Pro cilené
vneseni mutace byl pouzit systém CRISPR/Cas9. Piitomnost mutace vedouci k tvorbé
nefunkéniho proteinu byla v mutovanych liniich prokézana sekvenovanim cileného useku
genomické DNA. Zabyvala jsem se konkrétn€ formami NtGH3.1, které jsou blizce ptibuzné
genu AtGH3.1 z Arabidopsis, a NtGH3.6d z tabaku, ktery je piibuzny formadm AtGH3.5
a AtGH3.6. Rozdil vuloze téchto genli v metabolismu auxinu byl sledovan pomoci
profilovani auxinovych metabolitii v mutovanych liniich a nemutované kontrolni BY-2
po pfidani exogenni [AA.

Vyftazenim jednotlivych genll jsem pozorovala zmény ve schopnosti bunék metabolizovat
pridany auxin. Toto porovnani bylo provadéno pomoci detekce metabolitti auxind hmotnostni
spektrometrii a kapalinovou chromatografii ve vzorcich bun¢k dvé hodiny po pfidani 1 uM
TAA. V linii s mutovanymi geny gh3.6d bylo naméfeno niZz§i mnoZzstvi IAA-GIn a oxIAA-GIn
a naopak vyssi hladiny IAA-Asp a oxIAA-Asp. Oproti tomu linie mutantni v genu ntgh3.1b
vykazovala pokles IAA-Asp a oxIAA-Asp oproti kontrole. Podobné hodnoty 1ze najit 1 u linie
crntgh3.1a. Linie s mutantnimi geny gh3.6d vykazovaly nejvyssi akumulaci vSech metaboliti
auxinu, ktery pfednostné metabolizovaly do oxIAA-Asp. Nizkd akumulace metabolitli se
projevila u linii s mutovanym genem gh3.l, coZ by mohlo naznaCovat, Ze tyto linie
nedostatecné akumuluji TAA ajeji konjugaty nebo maji problém v celkovém metabolismu
auxinu.

Konjugat IAA-Gln byl poprvé nalezen u Arabidopsis thaliana v pokusu testovani
metabolickych mutantl (Barratt et al., 1999), nejvice tohoto konjugatu bylo nalezeno
v listech, o 75 % mén¢ v kofenech a vzrostném vrcholu, avSak hodnoty se pohybovaly jen
v desitkach nanogramii. Metabolit IAA-GIn neméd velké zastoupeni v Arabidopsis, proto se
jeho vyzkumem dale nikdo nezabyval. Metabolismus tohoto konjugéatu zévisi na dostupnosti
aminokyselin (Barratt et al., 1999), St€peni hydrolazami a degradaci (Staswick et al., 2005).

Bylo prokédzano, ze glutamin v Arabidopsis thaliana je hojné konjugovan s jinym auxinem,
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IBA, enzymem AtGH3.15 dfive nalezenym bez urcité funkce (Sherp et al., 2018). Homolog
genu AtGH3.15 u tabaku nalezen nebyl (Miiller et al., 2021). U nové¢ objeveného metabolitu
oxIAA-GIn byl prokazatelné sledovan pokles koncentrace u linii s mutantnim genem GH3.6d
oproti kontrole a liniim s mutovanymi formami genu GH3.1. Lze tedy ptredpokladat, ze forma
NtGH3.6d preferencné vytvari tento metabolit.

Prekvapivé nejvice zastoupeny metabolit u Arabidopsis konjugat oxIAA-GE, se
vyskytoval ve velmi nizkych koncentracich u tabakové BY-2 kultury. Naopak metabolit
IAA-GE, ktery u Arabidopsis také dominuje (Mellor et al., 2016; Porco et al., 2016; Mateo-
Bonmati et al., 2021), byl v tabakové kultufe jednim znejhojnéjSich konjugati hned
po oxIAA-Asp. Analyza metabolitti IAA u smrku ztepilého ukazuje nejvyssi akumulaci IAA-
GE, 3-4x méné volné TAA a IAA-Asp, s minimalnim zastoupenim oxidovanych forem
(Brunoni et al., 2020). Rostlinné druhy se mohou liSit v metabolismu IAA, jak je zminéno
ve ¢lanku Campos, 2021, kazdy druh ma své specifické spektrum metabolitt.

Literatura minulého stoleti byla Casto vénovana molekulam izolovanych z rostlinnych
pletiv. V té dob¢ bylo nalezeno mnoho metaboliti IAA — konjugatd, oxidovanych forem,
dekarboxylovanych forem, rizn¢ modifikovanych molekul IAA. Pfehledné jsem toto téma
zpracovala ve své bakaléiské praci (Helusova, 2020). K rostlinam byly pfidavany razné latky
a zjistovalo se, jak si s nimi organismus poradi, k ¢emu je rostliny vyuziji, nebo na co je
pfeméni. Timto zplGsobem bylo objeveno Siroké spektrum rostlinnych metabolitt
a nesenzitivnich mutanti a jejich dal§i vyzkum vedl k pozndvéani celkového metabolismu
rostlin. Od zacatku tohoto stoleti nebyl metabolitim auxinu vénovan velky prostor, ale
az v poslednich letech se védci opét vraci k analyze metaboliti a ke star$im ¢lanktim. Hledaji
tak zapomenuté informace, které by se mohly ukdzat jako dilezité. Ve starSich Clancich se
vétSinou objevuji jen aminokyselinové konjugéty, v novéjsi literatuie lze vidét 1 zminku
o oxIAA, ale pokud chybi informace o né&jakém metabolitu, je problém s analyzou
a porovnanim rostlinnych druhti. Divodem muze byt zejména absence dostate¢né
kvantitativni metody a malé mnoZstvi standardii v minulych letech.

Z dosavadnich vysledki lze wusoudit, Ze v tabdkové BY-2 kultufe je majoritnim
metabolitem oxIAA-Asp. V ptipadé vytfazeni gentt GH3.! je ztrata kompenzovana posilenim
dréhy vedouci k IAA-GE. Naopak po vyfazeni GH3.6 genli se navysi koncentrace oxIAA-
Asp, konjugaty s glykosyl esterem klesaji. U linii s mutovanym daol enzymem dochazi
k vyraznému poklesu oxIAA-Asp a hromadi se konjugaty IAA-Asp a IAA-GE (Miiller et al.,
2021). Ackoliv hladiny metabolitl kolisaji preferenéné pro konkrétni geny, nelze zatim

s jistotou konstatovat, Ze by tyto geny byly specifické pro konjugaci s danymi
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aminokyselinami. Pro potvrzeni téchto hypotéz bude nutné dalSich pokust s cilenou expresi
jednotlivych enzymt a detekce produktli reakce po pifidani vybranych aminokyselin jako

substratu.

5.2 Vliv mutace vybranych c¢lenti rodiny GH3 tabaku
na transkripci homolognich GH3 forem

V pfipravenych liniich s vybranymi mutovanymi geny gh3 byla provedena analyza
transkripce homolognich forem pomoci metody RT-qPCR. Cilem bylo zjistit, jak se méni
exprese nejblizSich ptibuznych geni GH3 v piipadé, Ze jeden znich pfestane plnit svou
funkci. DalS$im aspektem bylo, zdali nedochazi ke kompenzacnimu mechanismu, kdy se
vlivem mutace, a tudiz tvorby nefunkéniho proteinu, nenavysi exprese n¢jaké jiné, homologni
formy.

Z grafli na Obr. 14 vyplyva, Ze se transkripce genit GH3 v zavislosti na mutaci pfili§ nelisi
od transkripce v kontrolni nemutované linii. Byl pozorovéan signifikantni pokles transkripce
genu NtGH3.6d jak v obou liniich, kde byl tento gen mutovan, tak i v linii s mutovanym
gh3.1a. K mirnému poklesu dochézelo 1 v linii s mutovanym gh3.1b. Forma NtGH3.6d, jak jiz
bylo psano diive v této praci (viz 1.4), je zajimava svou odliSnou regulaci, kdy auxinové
stradani vede k navySeni exprese NtGH3.6d. Da se tedy spekulovat, ze mutace v GH3 genech
vedla ke zvyseni hladiny volného auxinu a toto navyseni zpusobilo pokles transkripce formy
NtGH3.6d. Pokles transkripce je patrny i u gend NtGH3.6a a NtGH3.6b, avSak rozdily
nejsou piili§ signifikantni. Oproti tomu, nejbliz§i homology GH3.1 nevykazuji rozdily oproti
kontrole. M¢feni transkripce vSak vykazovalo zna¢n€ rozptylené hodnoty, které
zkomplikovalo urceni rozdila v regulaci.

Zajimavy vysledek lze pozorovat u genu NtGH3.6¢S, jehoZ exprese je vyssi oproti kontrole
u vSech mutovanych linii. Gen GH3.6, ktery se u Arabidopsis vyskytuje ve dvou kopiich,
a jeho nejblizsi pribuzny je GH3.5, je povazovan za dilezity enzym v metabolismu rostliny.
Homology tohoto genu u tabaku ale nevykazuji stejnou expresi jako u Arabidopsis
(Casanova-Séez et al., 2021). Namétené zvysSeni transkripce formy NtGH3.6¢ by vSak mohlo
ukazovat na kompenzacni mechanismus, kdy ztrata aktivity néjaké formy GH3 vede
k navySeni pravé této formy. Tento kompenza¢ni mechanismus, ktery by bylo jesté¢ nutné
prokazat dalSimi experimenty, by dokazoval dilezitost GH3 v metabolickém aparatu

rostlinnych bunék.
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O regulaci GH3.5 a GH3.6 enzyml neni znamo mnoho. V n¢kolika ¢lancich bylo
testovano puisobeni svétla na regulaci GH3, kdy knock-out mutanti gh3.5 méli prodlouzené
hypokotyly a nereagovali na svétlo, ve tm¢ doslo jen k mirnému poklesu délky hypokotylt.
Zatimco rostliny s nadmérné exprimovanym GH3.5 enzymem byly na svétle zakrslé a ve tmé
jen o malo mensi nez kontrola. Toto pozorovani bylo piikladano ptsobeni fytochromu B jako
zprostiedkovateli svételného signalu a regulatoru GH3.5 enzymu (Hagen & Guilfoyle, 2002;
Tanaka et al., 2002; Park et al., 2007b). V jiném clanku dosli k zavéru, ze ¢len GH3.6
z Arabidopsis interaguje s fytochromem A (Nakazawa et al., 2001; Hagen & Guilfoyle, 2002),
tzn. bylo objeveno spojeni svétla a rodiny GH3. Avsak v novéjSich shrnujicich ¢lancich neni
zminka o regulaci svétlem.

Obecné se toho nevi mnoho o GH3 roding, proto se ziejme¢ védci zabyvaji nejdiive

Z analyzy, ze které jsem vychazela, je patrné, Ze geny GH3.1 jsou stimulovany auxinem
(viz 1.4). U téchto linii neni vidét velkd kompenzace mutovanych genti. Mozné zmény by se
mohly odehrat, pokud by se sledovala transkripce po pfidani auxinu, kdy by mutované,
auxinem stimulované¢ geny pravdépodobné musely byt jinak kompenzovany. U linie
crntgh3.1a se objevuje nizka exprese vzdalenych GH3.6 genl, kromé zminéného NtGH3.6¢S,
ktery je navySeny ve vSech liniich. Dals§i vyjimku tvoiti NtGH3.1bT, nejbliz§i homolog
mutovaného gh3.1a, ktery v tomto piipad¢ je stejné exprimovan jako u kontroly, ale mohl by
nahradit nefunk¢ni gen. Zda se, Ze kompenzace funguje u téchto dvou genid jen jednim
smérem, pii ztrat€ NtGH3.1a nedochazi k posileni pfibuzného genu NtGH3.1bT. Naopak to
vypada, Ze by mohly byt vyuzity homology GH3.6 pro nahrazeni ztraty genu NtGH3.1a.

Jak bylo zminéno na zacatku kapitoly, transkripce vybranych geni se velmi neodliSovaly
od kontroly. Hypotéza piedpokladala, Ze zruSenim aktivity jednoho genu by se posilila
exprese pribuzného genu. AvSak vysledky naznacuji, ze miZe dojit k navySeni exprese
vzdaleného genu, piipad genu NtGH3.6¢S. V praci bylo zahrnuto pouze 6 gend z 12
nalezenych v tabdkové BY-2 kultufe, pfi ztraté jednoho genu mohl byt transkribovan aplné
jiny gen zrodiny GH3, nebo 1 z jiné metabolické drahy, ktera umi kompenzovat mnoZstvi
auxinu, napf. UGT. Pro ziskani jasné&jSich vysledkli by bylo potfeba vytvofit mutantni linie ve
vSech GH3 genech, u kterych by byla sledovana transkripce ostatnich GH3 geni a dalSich

metabolickych enzymfl.
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5.3 Vnitrobunééna lokalizace vybranych proteini GH3
v bunécné kulture tabaku

Bunéénd kultura BY-2 tabdku je vhodnym materidlem pro studium lokalizace proteinti
na bunééné urovni, jak bylo ukézano naptiklad v praci Jelinkova et al., 2015. V ramci mé
diplomové prace byly pfipraveny linie BY-2 inducibilné exprimujici vybrané proteiny GH3
s fluorescencni znackou GFP. V téchto liniich jsem se zaméfila na lokalizace proteini GH3
v ramci jedné buniky pomoci fluorescencniho mikroskopu.

Proteiny znacené GFP jsou lokalizovany u vSech vybranych GH3 proteinil v cytoplazmé
a jadre. Misto odpovida lokalizaci NtDAO1-GFP, které se vyskytuje v jadie a v cytoplazmé
bun¢k (Miiller et al., 2021). U linii NtGH3.6¢S-GFP a NtGH3.1a-GFP snimky naznacuji, ze
by se proteiny mohly ¢asteCné vyskytovat i v jadérkovych strukturach, ale pro potvrzeni by
bylo potieba ud¢lat dalsi pozorovani. Existuji data o pfitomnosti GH3 proteinti v cytoplazmé,
ale az v této préci byly udé€lany detailni snimky cytoplazmy a jadra.

Nekteti clenové GH3 rodiny byly lokalizovany na urovni pletiv u Arabidopsis thaliana,
v kofenech, hypokotylech, délohach, v misté vétveni listl a v kvétech (Tanaka et al., 2002;
Liu et al., 2005). Dle literatury bylo ptedpokladdano, Ze se GH3 proteiny vyskytuji
v cytoplazmé bunck. Na zdkladé studia sekvence aminokyselin proteinu GH3 papriky ¢inské
byl predikovan vyskyt v cytoplasmé pomoci softwaru PSORT (Nakai & Horton, 1999; Liu et
al., 2005). Lokalizace GH3.17 u Arabidopsis spoCivala v subcelularni frakcionaci
na izopyknickém sachar6zovém hustotnim gradientu s markery pro cytoplazmu
a endoplazmatické retikulum, vysledkem byla lokalizace v cytoplazmé (Di Mambro et al.,
2019). Prvni vizualizace proteinu s fluorescencni znaCkou byla provedena u protoplastu
mechu Cepenky odstélé, kterd vedla k identifikaci lokalizace v cytoplasmé a jadie (Ludwig-
Miiller et al., 2009). U hrachu byl homolog GH3.5 lokalizovan v cytoplazmé stonku
12dennich semenackt pomoci imunolokalizace krali¢ich protilaitek AtGH3.5 a koziho
imunoglobulinu G spojené¢ho s Alexa Fluor 488 (Ostrowski et al., 2014). V jiném pozorovani
byl protein GH3.6bT-GFP opét nalezen v cytoplazmé a v jadfe bunck u list Nicotiana
benthamiana (Obr. 16, Malinskd & Moravec, nepublikovano).

58



Obr. 16: Vlevo: lokalizace volného GFP v bunkach listd Nicotiana benthamiana. Vpravo: protein GH3.6b-GFP
v rostlin€ Nicotiana benthamiana pod silnym promotorem. Zdroj Malinska & Moravec, nepublikovano.

U linii NtGH3.6bT-GFP a NtGH3.6dT-GFP nesvitily vSechny bunky stejng, nékteré
vykazovaly mensi intenzitu. Tento jev mohl byt zptisobeny tim, ze suspenze nebyla zakladana
zjedné buiky, ale zurcit¢ masy bun€k kalusu, ktery mohl byt chimericky, tzn. mohl
obsahovat netransformované buiiky. Odbér pro prvni selekci byl z casti kalusu, kde se
vyskytovaly transformované buiniky, nasledny odbér na zalozeni suspenze pochdzel z mista
s pfevahou netransformovanych bunék.

Ptfi prvotnim testovani fluorescencni schopnosti suspenzi rozpadavych kalust byly
selektovany intenzivné svitici kalusy. Fluorescen¢ni zéatfeni produkuji umirajici buniky, proto
byla sledovéana Zivotaschopnost a rozpadavost kalusii. Pokud kalus intenzivné svitil, ale nebyl
kompaktni a buiiky se neoddélovaly, pravdépodobné se nejednalo o Zivy kalus. Vhodné
kalusy intenzivné svitily, zaroven se kalus rozpadal uz pii prvnim testovani, a byly sledovany
jednotlivé uvolnéné buiky. Kalusy selektované pro pokraCovani experimentu byly
roztfepavany do doby, nez se znich vytvofila homogenni suspenze bez vétSich kush
shlukujicich se buné€k. Tato doba odpovidala 2-3 tydniim v orbitdlnim inkubatoru za stejnych
kultiva¢nich podminek (3.3.4.3).

Od prvni transformace bunécné kultury pomoci A. tumefaciens po samotné
mikroskopovani ubéhly cca 2 mésice. Za tu dobu mohlo dojit k postupnému umlcovani
transkripce nove vlozeného genu, protoZe plivodni rostlinny gen byl stale aktivni a exprese
tim byla navySena. Rostlina se mohla branit utiSovdnim nadmérné transkripce. Pfipadné

umlcovani by mohlo byt ovéfeno RT-qPCR, ale to nebylo naplni této prace.
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Fluorescence u negativni kontroly mohla pochazet od autofluorescence proplastidi
a znich vychazejicich stromuld (Natesan et al., 2005; Hanson & Sattarzadeh, 2008). Ale
pfesné urceni by vyzadovalo oznaCeni proplastidi fluorescencni znackou s naslednou

kolokalizaci vyslednych signald.
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6 Zavéry

V této praci byla provedena prvotni analyza vybranych GH3 genii u tabadkovych BY-2
kultur. Podaftilo se vytvofit linie tabakové BY-2 kultury s mutovanymi vybranymi GH3 geny
pomoci metody CRISPR/Cas9 a GoldenBraid klonovani. Mutace byly ovéreny sekvenaci.

V téchto 2dennich liniich byly sledovany hladiny metabolitli auxinu po pfidani IAA. Cilem
bylo zjistit, jestli se 1iSi metabolity IAA mezi jednotlivymi liniemi a kontrolou. Vysledky
ukazuji, Ze linie s mutovanymi geny se skute¢né lisi od kontroly i mezi sebou navzajem,
vysledky jsou statisticky signifikantni. Celkové€ nejvice abundantni byl metabolit oxIAA-Asp,
ktery se akumuloval ve vysokych koncentracich u vSech vzorki. Aktivita enzymu
kédovaného genem NtGH3.6d patrné souvisi s produkci metabolitu oxIAA-Gln.

Linie s mutantnimi geny byly dale podrobeny analyze transkripce metodou RT-qPCR.
Cilem bylo zjistit, jestli se pii vypnuti jednoho genu posiluje exprese homologniho genu.
Mutovanim jednotlivych ¢leni GH3 rodiny nedochazi k vyraznym zméndm transkripce
ostatnich.

Poslednim cilem bylo lokalizovat vybrané GH3 proteiny v buiikdch tabdkové BY-2
kultury. Znaceni proteinii prostiednictvim GFP odhalilo lokalizaci enzymil v cytoplazmé,

jadre.
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