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Abstrakt

Lilek brambor (Solanum tuberosum) tvoii podstatnou slozku potravy po celém svéte.
Proces tvorby hliz, tuberizace, je fizen souhrou vnéjSich podminek a vnitinich poméra
v rostliné. Pochopeni molekularni podstaty regulace tuberizace vcetné vlivu fotoperiody,
ukazuje na kli¢ovou roli mobilnich signali. Mezi signaly ptsobici morfogenni zmény ve
stolonu patii transkripty StBEL5 a POHTI, které jsou translatovany ve stolonu a tvofi
heterodimer, jez je schopny regulovat geny s motivem TTGAC, dale FT homolog StSP6A
mobilni z listi do stolonu jako protein. Je zfejmé, Ze se tyto signalni drdhy prekryvaji.
Vyznamnou signaliza¢ni lohu maji také fytohormony, mezi jinymi i auxiny. Béhem iniciace
hlizy dochazi k navySeni hladin IAA v pletivech stolonu, béhem zrani hlizy naopak k poklesu.
Na redistribuci auxinu ve stolonu se pravdépodobné ucastni PIN proteiny, iniciace tvorby hliz
se UCastni 1 transportéry LAX a ABCB a ¢lenové signalni drahy Aux/IAA a ARF. Ac¢koli auxiny
maji béhem morfogenni pfemény stolonu prokazateln¢ ditlezitou roli, neni jejich pfesné uloha
v procesu dostateéné vyjasnéna. S auxinovou signalizaci je propojena tuberigenni signalizace
zprostiedkovana BELS/POTHI1 a SP6A, mezi jeji cilové geny ve stolonu patii i ty, které koduji
proteiny ucastnici se biosyntézy (YUCCAL), transportu (PIN1/2/4) a signalizace auxinu
(ARFB8). Pro dostatecné pochopeni vztahii jednotlivych signaliza¢nich Grovni vSak zatim neni

dostatek literarnich dat.

Kli¢ové slova: auxin, fytohormony, Solanum tuberosum, StBELS, StSP6A, tuberizace



Abstract

Potato (Solanum tuberosum) is an essential component of food worldwide. The process
of tuber formation is controlled by the interplay of external and internal conditions.
Understanding of the molecular basis of tuberization, including the effect of photoperiod,
pointed to a key role of mobile signals. Among these morphogenic signals StBELS5 and POTH1
transcripts are involved, which are translated in the stolon and form a heterodimer regulating
target genes with TTGAC tandem motifs, further an FT homologue, StSP6A, mobile from
leaves to stolons as a protein. BEL5/POTHI1 and StP6A signaling pathways seem to overlap.
Phytohormones also play an important signaling role, i.a. auxins. During tuber initiation, IAA
levels in stolon tissues increase. PIN transporters are likely to be involved in the redistribution
of auxin in the stolon, but also LAX and ABCB transporters and components of auxin signaling
pathway, Aux/IAAs and ARFs are also involved in the process. Although auxins are proved to
play an important role during stolon-to-tuber transition, their exact role in the process is not
sufficiently clarified. Auxin signaling is interconnected with BELS5/POTH1 and
SP6A-mediated tuber signaling, as its target genes in the stolon include those that encode
proteins involved in auxin biosynthesis (YUCCAL), transport (PIN1/2/4) and signaling
(ARF8). However, there is not yet enough literary data to sufficiently understand the

relationships of individual signaling levels.
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1 Uvod

Proces vedouci k tvorb& zasobnich organti brambor se nazyva tuberizace. Casto je
studovan na modelu Solanum tuberosum andigena genotypu 7540, ktery vytvari hlizy striktné
za podminek kratkého dne, oproti tomu bézn¢ péstované genotypy poddruhu tuberosum jsou
schopny tuberizovat nezavisle na délce fotoperiody. Kromé podminek prostiedi jsou klicovymi
faktory signaly a metabolity samotné rostliny, které spousti iniciaci hlizy. Crosstalk mezi
jednotlivymi komponenty tuberiza¢ni drahy fidi kroky v jednotlivych fazi pfemény stolonu
v hlizu. Zésadni vliv na pfeménu stolonu v hlizu maji fytohormony, nékteré fytohormony
proces stimuluji (napf. cytokininy) a jiné inhibuji (napt. gibereliny). Specifickou roli mayji
auxiny, které se ucastni riznych fazi tuberizace. V této bakaldiské praci byla shrnuta

signalizace a zapojeni auxinu v procesu tvorby hliz.



2 Tuberizace u Solanum tuberosum

vvvvvv

Hliza vznika z modifikovaného stolonu (tj. podzemni stonek), ktery plni roli nejen zasobniho
organu rostliny, ale UucCastni se zaroven jejiho vegetativniho mnozeni (pfehledné
napt. v Kondhare et al., 2020). Proces piechodu stolonu na hlizu — tuberizace — je regulovan
environmentalnimi podminkami, na které¢ odpovidda rovnovdha metaboliti a signalt
produkovanych rostlinou. Z téchto dilezitych latek maji zadsadni roly fytohormony (Aksenova
et al., 2012). Tuberizace prochdzi n¢kolika stadii: tvorbou a ristem stolonu, indukei tuberizace,
iniciaci hliz a ristem samotné hlizy (Aksenova et al., 2012). Vlivem pfiznivych podminek
vznika v listech tuberigenni signal (tuberigen), ktery je floémem transportovan do Spicky
stolonu, kde ukoncuje elongaci a iniciuje reorientaci bunécného déleni z transversalniho
na longitudinalni a nasledné tloustnuti v subapikalni oblasti (Xu et al., 1998a). Béhem ptfemény
stolonu v hlizu a v zavérecné fazi zvétSovani hlizy dochazi k akumulaci velkého mnozstvi

Skrobu, bilkovin, vlakniny, mikrozivin, antioxidant a minerala (Xu et al., 1998b).

2.1 Morfologické zmény béhem tuberizace

Jak jiz bylo zminéno, vyvoj hlizy prochazi n€kolika fdzemi, které doprovazi morfologické
zmény. Xu et al. (1998a) popsali morfologicky vyvoj hliz za podminek in vitro a in vivo
u rostliny Solanum tuberosum cv. Bintje. Vyvoji hlizy dle autorti ptfedchazi dva
déje: vyvoj stolonu a tloustnuti stolonové Spicky. Oba tyto déje, stejné tak i nasledny vyvoj
hlizy je podminén zvétSovanim a délenim bunck v riznych pletivech stolonu. Na stolonu jsou
popisovany dvé oblasti, STAM (stolon apical meristem) a SSR (subswelling region), ktery
zainad ~ 1 cm pod Spickou stolonu (Roumeliotis et al., 2012a). Vyvoj v prvnich dnech je téméet
shodny v obou ptipadech. Nulty az ¢tvrty den dochazi k rlstu stolonu a internodii, paty den se
meéni orientace déleni ve stolonu, transversalni déleni je zastaveno a bunky bazalni Casti
subapikalni oblasti stolonu se zacinaji prodluzovat a d¢lit longitudinalné. Tloustnuti zahrnuje
oblasti prvniho, druhého a ¢éastecné i tietiho internodia. Mezi osmym az desatym dnem se rast
hlizy zastavuje, jeji pfiblizny primér je 0,8 cm. Na tloustnuti se do této faze podilely zmény
v poctu a velikosti bun¢k kiiry a dienég, pocet bunck se béhem experimentu navysil az 3krat.
Na rozdil od pokusii in vitro, které timto stadiem kon¢i, in vivo hlizy ptibiraji dale na objemu,

a to zvétSovanim a délenim bunék v perimedularni oblasti (Obr. 1) (Xu et al., 1998a).



Solanum tuberosum anatomy

Potato tuber development
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Obr. 1 — Schématické znazornéni fazi tuberizace a podélné fezy jednotlivymi stadii (a—d): a) hakovity
stolon pfed tloustnutim, je vidét pletivo centrdlni dfené (pi — pith), vznikajici vodivé pletivo
(v — vasculature) a kiiru (¢ — cortex). b) pocatecni tloustnuti v subapikalni oblasti stolonu, dochazi
k rozsiteni pletiva centralni dfené, vznikd perimeduldrni oblast (pm), dochédzi k mechanickému
rozruseni vodivych pletiv (Sipky). ¢) postupné tloustnuti stolonu, ustanovuje se perimedularni oblast
a vodiva pletiva jsou vice rozruSena (8ipky). d) tvorba hlizy na distalnim konci stolonu, dochazi
k rozsitovani perimedularni oblasti a vytvofeni peridermu (per). Piicné fezy jednotlivymi stadii
(e-h): e) stolon pied tloustnutim, vodivé pletivo je prstencovité uspofadané (ep — external phloem;
ip — internal phloem). f) rozsifeni vodivych pletiv, viditelny xylém (y) a délici se bunky (d). g) zvétSeni

perimeduldrni oblasti, Sipky oznacuji shluky meristematickych bunék (mc — meristematic cluster).
h) nahodné¢ orientované bunééné déleni (Sipky) v rané hlize (pievzato ze Zierer et al., 2021).



2.2 Faktory vnéjSiho prostiedi

Iniciace tvorby hliz je proces, ktery je fizen podminkami prostfedi, jako je teplota,
dostupnost dusiku a délka fotoperiody. Vyssi teploty proces zakladani hliz spiSe inhibuji,
zatimco opacné puisobi teploty nizké (Jackson, 2009). Tuberizaci ovliviiuje 1 dostupnost dusiku,
Zheng et al. (2018) pozorovali, ze pfidanim dusiku se snizil pomér C : N (uhlik : dusik)

v rostlin¢ bramboru, coz mélo za nasledek zpozdéni tuberizace.

Zmeény délky dne funguji jako sezénni indikatory pro regulaci mnoha vyvojovych
procest, mezi které patii i tvorba hliz (Jackson, 2009). Délka dne je vniména v listech, kde se
za induktivnich podminek (délka dne do 12 h, nizké noc¢ni teploty, nizkd dostupnost dusiku)
syntetizuje signdl, ktery je transportovan do stolonl. Za neinduktivnich podminek a vysSich
teplot mohou stolony vyrtst az nad povrch pidy a vytvoftit tak novy pryt. Pfi nizké teploté
a podminkach kratkého dne rist stolonl ustava a vlivem signalli z nadzemni ¢ésti se preménuje

v zasobni organ (Ewing and Wareing, 1978).

Solanum tuberosum ma nckolik poddruhti, které se 1iSi v pozadavcich na délku
fotoperiody, pifi které spousti proces vedouci k tvorbé hliz. Iniciace tuberizace je casto
studovana u S. tuberosum andigena (genotyp 7540), kde je proces tuberizace striktné¢ zavisly
na kratkodenni fotoperiod€ (short day — SD), tzn. Ze netuberizuje za podminek dlouhodennich.
Existuji vSak 1 jiné poddruhy, které jsou schopny tvofit hlizy 1 za dlouhodennich
(long day — LD) podminek, napt. S. fuberosum poddruh tuberosum, jehoz kultivary jsou

nejrozsitenéjsi po celém svété (prehledné napt. v Rodriguez-Falcon et al., 2006).

2.3 Molekularni podstata iniciace tuberizace

Podminky prostiedi se promitnou do statutu rostliny z hlediska metabolitt, jejich
rozdélovani po rostliné a také signalizaci. Signalizace spojend s nastupem tuberizace ma mnoho
spole¢nych rysu s regulaci nastupu kveteni. Kondhare et al. (2020) odkazuje na Chailakhyan
et al. (1981), ktefi svymi experimenty poprvé upozornili na moznou pifitomnost spole¢nych
regulacnich faktori mezi procesy kveteni a tuberizace. Fotoperiodicka signaliza¢ni kaskada
indukujici kveteni u Arabidopsis thaliana je zahdjena pfijetim signalu o délce fotoperiody
pomoci fotoreceptorti (napi. PHYB), cirkadiannimi hodinami a proteinem CONSTANS (CO),
jehoz exprese je fizena cirkadidnnimi hodinami 1 PHYB. Transkripénim represorem
CONSTANS je CYCLING DOF FACTOR 1 (CDF1), ktery pienasi signal z cirkadiannich
hodin. CO, integrator fotoperiodické drahy kveteni, pfimo indukuje expresi FLOWERING
LOCUS T (FT) genu, ktery vede ke kveteni za LD podminek. Protein kddovany timto genem je



mobilni signal oznaCovany jako florigen (piehledné napt. v Jackson, 2009). FT interaguje
v buitkdch SAM (shoot apical meristem) s transkripénim faktorem (TF) FD (FLOWERING
LOCUS D) prostrednictvim 14-3-3 proteinii za vzniku FAC (florigen activation complex).
Tento komplex aktivuje geny identity kvétniho meristému. Opacny ucinek ma transkripcni
faktor TERMINAL FLOWERI (TFL1), ktery na rozdil od FT interakci s FD kveteni reprimuje
(Shannon & Meeks-Wagner, 1991).

Objasnéni této fotoperiodické drahy indukujici kveteni vedlo k identifikaci homolognich
gent a signalnich molekul ucastnicich se fotoperiodické signalni drahy tuberizace u bramboru.
Indukce tuberizace je spojena se signdly, které jsou také produkovany v listech. Zapojeni
fytochromu B (PHYB) do fotoperiodické regulace tuberizace byla potvrzena v experimentu
Jackson et al. (1996). Vysledky ukéazaly, ze PHYB inhibuje u bramboru tuberizaci za LD
podminek. Zhou et al. (2019) odhalili pfitomnost péti genii fytochromu u brambor
(StPHYA, StPHYBI (=StPHYB), StPHYB2, StPHYE, StPHYF) a bylo zjisténo, ze kromé
StPHYB ma negativni vliv na tuberizaci béhem LD i StPHYF (Zhou et al., 2019). V tuberizacni
signalizaci jsou dale zapojeny 1 bramborové homology CONSTANS, u striktné kratkodennich
genotypit StCOL1 (StCONSTANS-likel) vSak b&hem LD podminek tuberizaci inhibuje
(Martinez-Garcia et al., 2002; Gonzalez-Schain et al., 2012). Homologem FLOWERING
LOCUS T (FT) u bramboru je StSP6A (SELF PRUNING 6A4), mezi FT-like geny patii i StSP5G
(SELF PRUNING 5G) (Navarro et al., 2011). Proteiny StSP6A a StSP5G se ucastni regulace
nastupu tuberizace (Navarro et al., 2011). Za LD neinduktivnich podminek StCOL1 pfimo
aktivuje expresi StSP5G, ktery reprimuje expresi mobilniho signdlu FT homologa StSP64,
a brani tak nastupu tuberizace (Navarro et al., 2011; Abelenda et al., 2016). Navarro et al. (2011)
urcili mobilni FT homolog StSP6A za kli¢ovy tuberizacni signél, ktery se za SD syntetizuje
v listech a nasledné je transportovan na dlouhou vzdalenost floémem do stolonu. Hnaci silou
floémového toku je gradient sacharidli, ¢imz je ovlivnéna i mobilita signdlnich latek. Sacharidy
transportované do stolonu nepusobi jen jako zdroj energie pro vyvijejici se hlizu, ale mohou
fungovat 1 jako signdlni molekuly (Smeekens & Hellmann, 2014). Pfedpoklada se i jejich ti¢ast

v indukeci tuberizace (Xu et al., 1998b; Minhas et al., 2004).

Ve stolonu se vytvafi tubering activation complex (TAC, analogicky k FAC regulujici
kveteni u Arabidopsis), ktery je slozen ze StSP6A, StFDL1 (FLOWERING LOCUS D
LIKE-1) a St14-3-3 proteinti (Teo et al., 2016). Tento komplex ovliviiuje expresi cilovych genil
zodpovédnych za pfeménu stolonu v hlizu. Ve stolonu je signal StSP6A dale zesilen pozitivni

autoregulacni smyckou (Navarro et al., 2011). Pti skladani TAC mtZze dochazet, podobné¢ jako
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pii sestaveni FAC v SAM béhem regulace kveteni u Arabidopsis, ke kompetici o vazebné misto
v komplexu mezi proteinem FDL1 a proteinem kddovany genem StCEN (CENTRORADIALIS,
homolog TFLI (TERMINAL FLOWER 1)), ktery pusobi antagonisticky a pfedpoklada se, ze
signalizaci reprimuje (Zhang et al., 2020). U transgennich rostlin s navySenou expresi genu
StCEN byla pozorovana opozdéna tuberizace a snizeny vynos hliz. Vedle toho se regulace
nastupu tuberizace ucastni dalsi signaly, zejména CYCLING DOF FACTORI (StCDFI), ktery
je zapojeny v represi StCOI. StCDF1 neni mobilni a plisobi pfimo v listech (Kloosterman
et al., 2013; Banerjee et al., 2006). StCDF1 je zapojen v interakci mezi cirkadidannimi hodinami
a expresi StSP6A v listech, potlacuje transkripci StCOL1 za SD, a tim nepfimo aktivuje StSP6A
(obr. 2), kulturni odriidy brambor maji jak pro StSP6A, tak StCDF1 i dalsi alely, které umoziuji
obejit LD indukovanou represi tuberizace zprostfedkovanou CO (Kloosterman et al., 2013;

Navaarro et al., 2015).

Krom¢ signdlni drdhy spojené se SP6A byly objeveny transkripéni faktory
koédované genovou rodinou BELL (BELLI-LIKE) a HOMEOBOX KNOTTED-TYPE (KNOX),
transkripty genit StBELS5 a KNOX oznaené jako POTHI (POTATO HOMEOBOX 1) funguji
také jako mobilni tuberigenni signaly (obr. 2) (Chen et al., 2003). Pohyb StBELS5 do stoloni je
indukovan SD a koreluje se zvySenym vynosem hliz (Banerjee et al., 2006). Mobilitu StBELS
a POTHI mRNA zlistu do stolonu, usnadiiuje interakce s RNA-vazebnymi proteiny PTB
(POLYPYRIMIDINE TRACT-BINDING PROTEINS) (Cho et al., 2015). Ve stolonu se
transkripty translatuji a vytvafeji komplex StBELS5-POTHI (heterodimer) vazici se
na tandemové motivy TTGAC cilovych genti, napt. na StSP6A4 (obr. 2) (Banerjee et al., 2006;
Mahajan et al., 2012, Sharma et al., 2016). Pozorovani naznacuji, Zze u S. tuberosum andigena
hraji klicovou roli pfi regulaci zakladni a vyvoje hliz tfi ¢lenové rodiny BELL: StBELS,
StBEL11 a StBEL29, které také tvofi heterodimery s POTHI, jen komplex BEL5/POTHI1 ale
aktivuje cilové geny (Sharma et al., 2014). StBEL11 a StBEL29, taktéz mobilni signaly
(mRNA), piisobi jako represory tuberizace a negativné ovliviuji expresi StSP6A4 (Ghate
et al., 2017). Zda se, ze supresivni u¢inek StBEL11 a StBEL29 na cilové geny neni
zprostfedkovan snizenim aktivity StBELS, represory StBEL11 a StBEL29 pravdépodobné
kompetuji s StBELS o vazebného partnera POTH1 (Ghate et al., 2017). Mimo aktivity StBELS
a StPOTHI ve stolonu jsou jejich RNA translatovany pravdépodobné i v listech, kde navysu;ji
expresi StSP6A4 a StCDF1, a tim také posiluji tuberigenni signalizaci (Sharma et al., 2016;
Kloosterman et al., 2013).



Krom¢ vyse zminénych signali byly oznaceny za signaly mobilni na dlouhou vzdalenost
1 malé nekodujici RNA (microRNA) miR172 a miR156 (Martin et al., 2009). U S. tuberosum
andigena byly za indukénich podminek SD sledovany navysené hladiny miR172 1 miR156 ve
stolonu, to odrazi regulaci hladin téchto RNA fotoperiodou (Martin et al., 2009; Bhogale et al.,
2014). Overexprese miR172 umoznila transgennim rostlinam tvofit hlizy za LD podminek
nepiimym potlacenim exprese StBELS5 prostfednictvim snizenim hladin transkriptu RAPI
(RELATED TO APETALA2 1) (Martin et al., 2009). Oproti tomu overexprese miRI56 u
transgennich brambor vyvolala morfologické zmény, vedla k vytvoteni vzdusnych hliz, snizila
vynos podzemnich hliz a vedla i1 k poklesu hladin transkripti miR172 a StSP6A v listech a
stolonech za SD podminek (obr. 2) (Martin et al. 2009; Bhogale et al., 2014).
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Obr. 2 — Schéma regulace indukce hliz u S. tuberosum andigena mobilnimi signaly z listu za SD a LD
podminek. Exprese dvou hlavnich mobilnich signali StBELS a StSP6A je regulovana délkou dne, proces
je indukovany za SD podminek. CONSTANS (CO) aktivuje expresi SP5G za LD, tim negativné tidi
expresi SP64, CO stabilizovan pomoci PHYB/PHYF a transkripce CO je zvySena degradaci CDF1,
zprostiedkovanou komplexem FKF1/GI, ktera za SD podminek ustava, ¢imz se inhibuje exprese CO,
a nepiimo se tak aktivuje SP64. Dale BEL5 ptisobi v komplexu s POTHI1 a aktivuje SP64. Exprese
BELS je pod kontrolou PHYB a miR172 ptes RAP1; mRNA POTHI, BELI1, BEL29, miR172, miR156
jsou také transportovany floémem. Proteiny PTB usnadnuji transport mRNA BELS5 a POTHI. Dosud
neni upfesnéno, ¢im je zprostiedkovan transport SP6A. SP6A pozitivné reguluje expresi GA2o0x1 béhem
SD podminek, coz vede ke snizeni obsahu aktivnich GA. — znazoriuje indukci, — represi mezi
jednotlivymi komponenty (pfevzato z Kondhare et al., 2020).

2.4 Vv fytohormont na iniciaci hlizy
DalSim dilezitym faktorem v procesu tvorby hliz jsou fytohormony, jakoZto signalni
latky, které reguluji proces pfemény stolonu v hlizu, ale i dalsi vyvojové faze (obr. 3). Hladiny

nekterych hormoni se dramaticky méni pravé béhem prechodu elongujiciho se stolonu v hlizu,
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a ucastni se tak vlastniho procesu zakladani hlizy. Tuberizace je stimulovana ABA (kyselina
abscisova), cytokininy (CK), etylénem, brassinosteroidy, kyselinou jasmonovou, strigolaktony
a auxinem, zatimco gibereliny (GA) maji opacny ulinek (Saidi & Hajibarat, 2021).
Kloosterman et al. (2005) sledovali zmény v genové expresi béhem jednotlivych fazi zakladani
hliz v pletivech bramboru a zaznamenali expresi 29 genti ve stolonu a 19 geni v hlize, jejichz

produkty jsou zapojeny v metabolismu/signalizaci hormoni.

Gibereliny jsou klicovym fytohormonem, ktery kontroluje mnohé aspekty tuberizace.
Bylo prokdzano, ze stimuluji iniciaci a rast stolonu, pokles jejich hladin zastavuje elongaci
stolonu, k ¢emuz dochazi pred tvorbou hlizy (Xu et al., 1998b). B€hem ranych fazi tuberizace
dochazi ve stolonu kupregulaci geni zapojenych v degradacni draze GA
(napt. StGA20x1 — GIBERELLIN 2-OXIDASE 1), to vede ke sniZeni obsahu hladiny aktivnich
GA (GA)), coz navozuje zduieni stolonové Spicky (Kloosterman et al., 2007). Bou-Torrent
et al. (2011) testovali gen StGA30ox2 (GIBERELLIN 3-OXIDASE 2) kédujici GA3-oxidazu2,
ktera katalyzuje posledni dva kroky biosyntézy aktivnich GA. Transgenni rostliny
s pletivové-specifickou expresi StGA3ox2 produkovaly aktivni GA; z prekurzoru GAzo. Na
rozdil od GAzo neni G mobilni, akumuloval se v misté syntézy, ktera se nachazi v nadzemni
¢asti rostliny, tim dochazelo k sniZeni transportu GA do stolonu a tyto rostliny tuberizovaly
za SD podminek diive (Bou-Torrent et al., 2011). Ke sniZovani hladin aktivnich GA ve stolonu
béhem indukce tuberizace dochdzi také inhibi¢ni vazbou komplexu StBELS/StPOTHI
na promotor genu GA20ox1, ktery koéduje GAzo oxidazu, kli€ovy enzym biosyntézy aktivnich
GA (Chen etal., 2003). Sharma et al. (2016) ukazuji, ze StBELS tidi expresi jak genu GA200ox1,
tak genu GA20x1 (GIBERELLIN 2-OXIDASE 1) degradujici GA, jehozZ expresi indukuje, a tak
efektivné udrzuje nizkou hladinu GA ve stolonové $picce pii zahajeni tuberizace (obr. 2). Stejné
jako BELS, i StSP6A downreguluje expresi genu StGA20x ve stolonu (Navarro et al., 2011).

Propojeni tuberigennich signalt a GA znazornuje obr. 2.

Machéckova et al. (1998) pozorovali pozitivni vliv kyseliny abscisové na indukci tvorby
hlizy, navySeni obsahu ABA a nasledné¢ i poméru ABA/GA v rostlinach S. tuberosum andigena
za SD podminek, ktery vedl ke zpomaleni ristu apikalni ¢asti stolonu. Ve studii Muiiz Garcia
et al. (2014) sleduji potencialni vyuZziti ABF transkripénich faktori, G€astnici se signalizace
ABA a abiotického stresu, k zesileni tuberizace. Vyuzivaji rostliny bramboru s vnesenymi geny
ABF2 a ABF4 (ABRE-binding factor 2/4) z Arabidopsis thaliana. Transgenni rostliny
vykazovaly = béhem  tuberizace zvySenou citlivost na ABA, doprovazenou

GA-deficientnim fenotypem, coz naznacuje zapojeni ABF v aktivaci tuberizace zahrnujici

8



regulaci exprese gentli, kterd se promitne do zmény v rovnovaze ABA/GA (Muiiz Garcia
et al., 2014). Predpokladd se, ze transkripni faktory ABF se ucastni crosstalku mezi
signalizaénimi drahami ABA a GA (Muiiiz Garcia et al., 2014).

Studie Cenzano et al. (2003) pfinesla informaci, ze aplikace exogenni kyseliny jasmonové
(JA) na hakovity stolon se projevila zvétSenim subapikalniho a apikalniho meristému stolonu,
stejnd aplikace ve fazi tloustnuti stolonu vedla k tloustnuti subapikalni oblasti stolonu
a kabsenci listovych primordii. Vysledky naznacuji, ze piidanim exogenni JA dojde
k urychleni tuberizace, pod vlivem exogenni JA bylo pozorovano zkracovani délek listovych
primordii, diferenciace vodivych pletiv ve vrcholku stolonu, zvétSovani bun¢k zduielého
stolonu, a tim 1 k rastu hliz. Mezi cilové geny StBEL5/POTHI1 se fadi i gen kodujici enzym
biosyntézy JA, lipoxygenazu POTLX-1 (PATHOGEN-SPECIFIC LIPOXYGENASE). Bylo
dokazéno, ze lipoxygenazy se hromadi v apikalni a subapikalni oblasti stolonu, coZ naznacuje

vyznamnou roli jasmonati béhem iniciace hliz (Kolomiets et al., 2001; Sharma et al., 2016).

Dulezitd je 1 auxin/cytokininovd rovnovdha, kterd md napf. stimulaéni uUCinek
na proliferaci bun€k v iniciovanych hlizach (Kolachevskaya et al., 2021). Cytokininy (CK) maji
pozitivni vliv na tuberizaci, stimuluji tvorbu hliz a zvySuji jejich pocet. Roli CK pfi zvySeni
bunécného déleni meristematického pletiva béhem tvorby hlizy dokazala studie Eviatar-Ribak
etal. (2013), ktefi sledovali expresi genu pro enzym LONELY GUY 1 (LOG1), ktery se ucastni
syntézy CK a jeho nadexprese vede k tvorbé vzduSnych hliz z axilarnich meristému rajcete,
které hlizy pfirozené netvofi. V dalSich pracich bylo identifikovano nékolik potencidlnich
genovych cili komplexu StBEL5/POTHI u nichZ byla zaznamenana pfitomnost specifického
tandemu TTGAC, se kterym heterodimer interaguje. Mezi tyto cile patfi geny kodujici proteiny
pro syntézu cytokininl, napi. StLOGI — 3 (LONELY GUY 1/3), IPT (ISOPENTENYL
TRANSFERA'ZA), AGLS (AGAMOUS-LIKE 8) (Rosin et al., 2003; Lin et al., 2013; Sharma
etal., 2016).

Mén¢ prostudovanymi fytohormony jsou strigolaktony (SL). Gen pro syntézu
strigolaktontt StCCD8 (CAROTENOID CLEAVAGE DIOXYGENASE §8) byl exprimovan
ve vysokych hladinach v tloustnoucim stolonu. Linie nadmérné exprimujici gen StCCD$§
produkovaly vétsi pocet hliz oproti kontrole, ale jejich celkovy vynos byl snizen. Vysledky
naznacuji, ze dochazi ke crosstalku mezi SL a auxinem b&hem tvorby hliz (Pasare et al., 2013).
Studie Roumeliotis et al. (2012a) navrhuje, ze rovnovaha mezi SL a auxinem béhem tuberizace
reguluje rast axilarnich pupent stolonu zplisobem podobnym mechanismu inhibice ristu
vyhonki, coz je v souladu s experimentem, kde aplikace syntetického analogu SL (GR24)
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inhibovala prortstani axilarnich pupenti stolonu (Roumeliotis et al., 2012a). Predpoklada se, ze
SL pomaéhaji vytvorit auxinovy gradient ve Spic¢ce stolonu (Roumeliotis et al., 2012a). Sharma

et al. (2016) urcili 1 CCDS8 jako cilovy gen StBEL5/POTHI.

Vzajemnou interakci mezi fytohormony a fdzemi tuberizace zndzornuje obr. 3. Velmi
dilezitou skupinou fytohormont, jejichz role v procesu zakladdni a vyvoje hliz je oproti
napt. giberelinim daleko méné prostudovana, jsou auxiny, jejichz metabolismu, transportu,
ucinkim a lokalizaci béhem iniciace tuberizace se vénuji nasledujici kapitoly.
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Obr. 3 — Schéma plisobeni hormonti a jejich interakei v jednotlivych fazi tuberizace a zapojeni dal§ich
faktorti. — oznacuji pozitivni regulaci a | negativni regulaci. Teckované spojeni znac¢i pravdépodobnou
regulaci mezi danymi komponenty (pievzato z Kolechavskaya et al., 2019).

3 Auxin

Auxiny jsou fytohormony, které maji zasadni roli v kontrole riistu a vyvoje rostlin.
Utinky auxinu byly pozorovany Charlesem Darwinem a jeho synem uz koncem 19. stoleti
(Darwin & Darwin 1880, cit. Enders & Strader, 2015). Samotny auxin byl identifikovan az
v pribehu 20. stoleti jako faktor stimulujici prodluzovéani bunék a ohyb v odpovédi rostliny

na fototropni signal (Went, 1926, cit. Leyser 2010).

Jedna se o nizkomolekularni latky podobné struktury s rozdilnou morfogenni aktivitou.

v

V rostlinach je nejhojnéjsi kyselina indolyl-3-octova (IAA). Mezi strukturné podobné auxiny
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patii: kyselina indolyl-3-méselna (IBA), ktera je prekurzorem pro syntézu IAA, kyselina
4-chlorindolyl-3-octova (4-CI-IAA) a kyselina fenyloctova (PAA). Existuje i fada syntetickych
strukturnich analogli k témto latkdm jako napf. kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D)
nebo kyselina a-naftyloctova (NAA), které se Casto vyuzivaji k experimentalnim oSetfenim.
Metabolismus, transport a signalizace auxinil jsou pod kontrolou exogennich i endogennich
signali, jsou specifické v zavislosti na typu pletiva, vyvojové fazi a rostlinném druhu.

Ptehledné shrnuto napt. v ¢lanku Gomes & Scortecci (2021).

Auxiny maji velmi dilezitou roli v regulaci vyvojovych a morfogennich procest u rostlin.
Ugastni se tvorby postrannich kofentl, embryogeneze, organogeneze a dalsich procest, véetnd
tvorby hliz ptehledné uvedeno v Gomes & Scortecci (2021). Auxinova signalizace ma vyznam
1 pfi obrané proti virovym infekcim, a také se Uc€astni odpovédi na podnéty z vnéjSiho

prostfedi — napf. tropismy (Vanneste & Friml, 2009; Zang et al., 2019).

3.1 Biosyntéza a katabolismus auxinu

Utinky auxinu jsou velmi rozmanité, proto jeho syntéza neni lokalizovana pouze
na jednom misté v rostlin€. Hlavnim mistem biosyntézy je SAM (Shoot Apical Meristem), dale
se syntetizuje v pletivech s vysokou d¢lici aktivitou, napt. v mladych, rostoucich organech
rostliny (Ljung et al., 2002). Biosyntéza probih4 nékolika cestami. Cesta zavisla na tryptofanu
(Trp), kterd zahrnuje Ctyfi alternativni drahy, které byly v rostlinach objeveny. VSechny tyto
cesty vychazi z L-tryptofanu (L-Trp, Trp) a jsou pojmenovany podle prvniho meziproduktu.
Druhou mozZnosti biosyntézy je cesta na Trp nezdvisla, studovana na mutantnich rostlindch
deficientni v syntéze tryptofanu, ta ale nebyla dosud dostatecné prostudovana (Casanova-Saez

& VoB, 2019).

Prvni je indolylpyruvatova (IPA, také IPyA) draha. L-trypfotan je konvertovan na IPA
pomoci aminotransferdz rodiny TAA (Tryptofan-aminotransferaza). Z IPA je ndasledné
pfevedena na IAA prostfednictvim enzymil z rodiny YUC (YUCCA), tato synteticka draha byla
prokdzana i u S. tuberosum (Kloosterman et al., 2005; Cao et al., 2019). Druhou Trp-zavislou
drdhou je tryptaminova cesta (TAM). Tato drdha zahrnuje dekarboxylaci Trp na TAM
(tryptamin) pomoci Trp-dekarboxylazy (TDC). Indol-3-acetaldoximové (IAOx) draha je kromé
produkce IAA také zdrojem sekundarnich metaboliti fungujici v ochrané rostliny
pied patogeny (Hull et al., 2000). Ctvrtou Trp-zavislou drahou je Indol-3-acetamidova (IAM)
dréha, ktera je pozorovana v organismech asociovanymi s rostlinami, mezi které patii rody

Agrobacterium, Colletotrichum (Robinson et al., 1998, Mashiguchi et al., 2019). TAA je
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degradovana oxidaci, produktem této drahy je OxIAA (kyselina 2-oxindol-3-octova), ktera je
biologicky neaktivni (Casanova-Saez & Vof, 2019).

3.2 Transport auxinu

Auxin se transportuje z mist syntézy do mist G¢inku, a to bud’ floémem, nebo bunéénym
transportem (Swarup & Bhosale, 2019). NarusSeni jeho distribuce exogennimi ¢i endogennimi
faktory mize ovlivnit fadu vyvojovych procesti (Mroue et al., 2018). Auxin je slaba kyselina
vyskytujici se v rostlinach ve dvou formach, v nedisociované (IAAH) v apoplastu (pH ~ 5,5)
a viontové (IAA") v intracelularnim (pH ~ 7), ale i v extracelularnim prostoru. Pfitomnost
auxinu v disociovaném stavu mu znemoziiuje samovolné prechdzet pies membrany, auxin
ve formé kyseliny prochazi membranou samovolné (Rubery & Sheldrake, 1974). Pfesun auxinu
z apoplastu do bunky muize byt (v zavislosti na pH apoplastu) samovolny, transport z bunky
ven je uskutecnén pouze prostfednictvim proteinovych transportérii, orientované pro polarni
transport nebo rovnomérné distribuované na membranach. Pfesun auxinu v aniontové formé
z apoplastu do cytoplasmy (influx) je mozny diky AUX1/LAX (AUXIN RESISTANTI1/LIKE
AUX) a PIL (PIN-LIKE) ptfenaSecim (obr. 4). Vydej auxinu z buiiky (efflux) je zajistén
proteinovymi pifenaSe¢i PIN (PIN-FORMED), které svou asymetrickou distribuci
zprostiedkovavaji smérovany tok auxinu z builky do buiky, jde o tzv. polarni auxinovy
transport (PAT). Dal§im pienaSeCem auxinu zbuilky ven je ABCB (ATP-BINDING
CASSETTE podrodiny B) (Petrasek & Friml, 2009; Gomes & Scortecci, 2021).

IAA —ABCB+

endosome

Direction of auxin movement

Cytoplasm
Apoplast
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Obr. 4 — Schéma lokalizace auxinovych transportnich proteini. PINy jsou efluxni pfenaSeci na
plazmatické membrané (PM) a membran¢ endoplasmatického retikula (ER), AUX/LAX a PIL influxni
prenaseci jsou také na PM i ER membrané. ABCB na PM spotiebovavaji pro transport auxinu energii
z ATP, PIN transportéry nevyzaduji pfisun ATP, AUX/LAX pfenasi aniont auxinu se symportem
s vodikovymi protony, H*-ATPazy tvofi protonovy gradient vn¢ buiiky (pfevzato z Balzan et al., 2014).

3.2.1 AUXI/LAX transportéry

Transport IAA™ z intercelularniho prostiedi do bunky =zajistuji piijmové prenaSece.
Takovymi transportéry jsou AUXI/LAX, které umoznuji pfenos aniontové formy auxinu
z apoplastu pomoci symportu dvou vodikovych protont (Bennett et al., 1996). U Arabidopsis
thaliana se vyskytuji Ctyti ¢lenové rodiny AUX1/LAX (AUX1, LAX1, LAX2, LAX3), kter¢
funguji jako transmembranové proteiny (Péret et al., 2012). U brambor bylo identifikovano
5 StLAX geni a byly pojmenovany podle jejich umisténi na chromozomech (Yang et al., 2021).
Protein StLAX1 byl lokalizovan v cytoplazmé, tato lokalizace byla predpokladana, a to
na zaklad¢ zjisténi, ze jeho homolog AtLAX2 nebyl schopny zacilit na PM epidermalnich
bunék (Péret et al., 2012), ostatni StLAX proteiny se vyskytovaly na cytoplazmatickych
membrandch (Yang et al.,, 2021). Proteiny StLAX1 a StLAX3 jsou vysoce homologni
k AtLAX2. Homologni genovy par byl objeven i mezi StLAX5 a AtLAX3. Exprese jednotlivych
StLAX gent byly stanoveny v jednotlivych pletivech bramboru a napf. relativné vysoka exprese

StLAX?2 byla zaznamendna ve vSech sledovanych pletivech, viz kapitola 3.4.1.

3.2.2  PIN transportéry

Poléarni transport zprostifedkovany PIN ptenaseCi je povazovan za dilezity faktor pro
mnoho rastovych a vyvojovych odpovédi spojenych s auxinem. Ustanovuje apikalné-bazalni
osu béhem embryogeneze, Ucastni se tvorby cévnich svazkl, organogeneze, fidi tropismy
a kontroluje dalsi vyvojové aspekty, ptehledné napt. v Zhou & Luo (2018). U Arabidopsis
thaliana bylo identifikovano 8 PIN proteini, které se 1isi v délce hydrofilnich domén, funkci
a lokalizaci v bunice (Bennet et al., 2014). PINy 14 a 7 se nachazi na plasmatické membrané
(PM) buniky a zajistuji mezibunécny transport auxinu (Bennet et al., 2014). PINy 5,6 a 8 jsou
umistény na membrané endoplazmatického retikula a slouzi k udrzovani optimélni hladiny

auxinu v buiice (Mravec et al., 2009).

Na zakladé pfitomnosti transmembranovych domén a sekven¢ni podobnosti PIN genii
Arabidopsis thaliana se sekvencemi nalezenymi v genomu Solanum tuberosum poddruhu
phureja bylo odhaleno 10 StPIN genii (Roumeliotis et al., 2013). StPIN geny byly pojmenovany
podle AtPIN gent, a to na zdkladé jejich sekvencni podobnosti (Roumeliotis et al., 2013).

Homologové PIN proteinti u brambor byly lokalizovany na PM, jedna se o transportéry
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StPIN2, 3, 5, 6 a 8. Zatimco StPIN1, 7 a 9 jsou umistény na membrané chloroplastii, StPIN4
byl nalezen na plasmatické membran¢ i membrané chloroplastu a StPIN10 byl lokalizovan
na tonoplastu (Yang et al., 2021). Lokalizace PIN proteini mohou naznacovat jejich specifické
funkce (Yang et al.,, 2021). Na zakladé RNA-seq analyzy Solanum tuberosum poddruhu
andigena byly stanoveny hladiny exprese StPIN genl v jednotlivych castech rostliny,
viz kap. 3.4.2. GO (gene ontology) analyza naznacila jejich potencialni funkce, vétSina StPIN
proteinii je pravdépodobné zapojena v mnoha biologickych procesech, napt. v bunécné
komunikaci, pfenosu signalu a regulace bunécnych a vyvojovych procesit a odpovédi
na podnéty, viz obr. 5 (Yang et al., 2019). Funk¢ni charakteristiky jednotlivych StPIN proteinti
nebyly dosud popsany (Yang et al., 2021).

Signaling e — S — T — e — L
cellufar process | EE T e I T e L
signal transduction | e L e B et e L
binlogical reguiation 4 e e e e e
regulation of cellular process { e e e e e
regulation of biological process {1 N R
cell commURICAlion | e ——— T ———— " — T e e
response to stimulus " e e )
celluiar response 10 stimulus | E————— e e e L e e e e e L
regulation of biological qualify 1 e e e
homeostalic process | e e e P e e e R R
localization | EEie—
transport | .
establishment of localization { ==
transmembrane transport | FEEEES

Obr. 5 — GO (Gene Ontology) anotace pro jednotlivé StPIN. Cisla na vodorovné ose oznaduji jednotlivé
PIN proteiny (pfevzato z Yang et al., 2019).

3.2.3 ABCB transportéry

ABCB transportéry lokalizované na plazmatické membrané jsou proteinové pumpy, které
se ucastni vydeje auxinu do apoplastu, nachazi se pfevazné v meristematickych pletivech
a nevykazuji polaritu. Kromé& ptenosu auxinu do apoplastu, se ptfedpoklada role 1 v dalkovém
transportu auxinu, detailnéji v prehledovém clanku Geisler et al. (2017). U Arabidopsis
thaliana bylo zjisténo 6 Clenti rodiny ABCB transportéri (AtABCBI, 4, 14, 15, 19 a 21),
nejvice prostudované jsou AtABCBI, 4 a 19 (Cho & Cho, 2013). U Solanum tubesorum
cv. Desirée bylo dosud identifikovano 22 genii pro StABCB transportéry, kromé StABCB15,
ktery je lokalizovin na membrané chloroplastu se vSechny StABCB nachazeji
na cytoplasmatické membrané (Yang et al., 2021). Zastoupeni StABCB transportéra
v jednotlivych pletivech viz kap. 3.4.3.
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3.3 Auxinova signalizace

Bunky ¢i pletiva mohou v riiznych ristovych a vyvojovych procesech reagovat na auxin
odlisn€. Soucasti reakce na auxin je spusSténi signdlni kaskady, kterd vede ke zméné
v expresi cilovych gentl. Signalni drahy se ucastni transkripcni represory Aux/IAA, za nizkych
koncentraci auxinu dimerizuji s transkripénim faktorem ARF (AUXIN RESPONSE FACTOR)
ptes doménu II a IV. Touto vazbou Aux/IAA blokuje aktivitu ARF, a tak inhibuje expresi
auxinem-indukovanych gent. Aux/IAA represory navic rekrutuji transkripcni korepresor
TOPLESS (TPL), diky kterému zGstdva ARF transkripéné neaktivni. Pti vys§i koncentraci
auxinu v bufice dochazi k interakci domény Il represoru Aux/IAA s proteiny TIR1/AFB F-boxu
(TRANSPORT INHIBITOR REPRESOR I/AUXIN SIGNALING F-BOX), ¢imz je
stimulovana ubikvitinace represoru Aux/IAA pomoci SCFTRVAFB E3 ligazy, Aux/IAA je
ptenesen do proteasomu 26S a podstupuje proteolyzu (napt. Leyser, 2018). Mezi primdrni geny
patfi tii hlavni skupiny: Aux/IAA, GH3 (Gretchen Hagen3) a SAUR (Small Auxin Upregulated
RNA) (Leyser, 2018). U Arabidopsis thaliana se vyskytuje 29 Aux/IAA gend, zatimco
u S. tuberosum bylo identifikovano pouze 26 Aux/IAA geni (StIAA1 — StIAA26) (Gao
et al., 2016). Ve vSech zkoumanych pletivech jsou nejvice zastoupeny transkripty
StIAA1, StIAA3 a StIAA23 (Gao et al., 2016). Exprese jednotlivych St/AA4 v pletivech bramboru
prehledné viz kap. 3.4.4. ARF se vazou se na DNA sekvenci a reguluji expresi cilovych genii
auxinu. U Arabidopsis thaliana bylo zjisténo 22 geni ARF a jeden pseudogen (Li et al., 2016).
U brambor bylo identifikovano 20 StARF (Song et al., 2019). Z ARF byly u bramboru uz dfive
zaznamenany exprese gentt StAFR6 a StAFRS (Faivre-Rampant et a., 2004; Sharma et al.,
2016).

3.4 Auxin béhem iniciace hliz u Solanum tuberosum

Jak jiz bylo zminéno vyse (viz kap. 2.4), auxin ma vedle dalSich fytohormoni dileZitou
ulohu v procesu iniciace hliz. Roumeliotis et al., (2012a) sledovali u rostliny S. tuberosum
poddruhu andigena vliv induktivnich a neinduktivnich podminek na obsah TAA (kyselina
indolyl-3-octova) ve stolonu v oblastech STAM (stolon apical meristem) a SSR (subswelling
region). Béhem neinduktivnich podminek dlouhého dne byla koncentrace IAA témér
rovnocenna v obou oblastech, po 16 dnech v induktivnich podminkéch, kdy byla pozorovéana
tvorba prvnich hliz, se hladina IAA vyrazné navysila v oblasti apikalni. 26. den, kdy hlizy mély
prumér ~ 1 cm (tj. mlad4 hliza), se koncentrace IAA zvySila v SSR a snizila ve STAM
(Roumeliotis et al., 2012a). Vysledky méfeni volné IAA vykazovaly s porovnanim

s namétenou hladinou koncentrace neaktivni OXIAA (kyselina 2-oxindol-3-octova) ve stejném
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pletivu znacné nesoumérné hodnoty. Hladina OxIAA byla detekovatelna v obou sledovanych
oblastech stolonu az 16. den od iniciace tuberizace a jeji koncentrace se dale neménila.
Experiment poukazuje na negativni korelaci mezi témito dvéma formami IAA méfené
ve stejném pletivu béhem tuberizace; auxin je nutny v pocatecnich fazi procesu, pozdéji jiz jeho

pritomnost neni Zadouci, a tak se degraduje (Roumeliotis et al., 2012a).

Na zéklad¢ objeveni a méeieni exprese genu StYUC-like (gen biosyntézy auxinu z rodiny
YUCCA) ve stolonové Spicce byla oblast STAM urcena mistem biosyntézy auxinu ve stolonu
(Roumeliotis et al., 2012a). V in vitro experimentu dosSlo po odstranéni stolonové Spicky
ke snizeni obsahu auxinu ve stolonu, zvysSila se tvorba axilarnich pupent na stolonu a vzrostl
pocet lateralnich hliz. Stejné tak bylo pozorovano, ze pfti in vitro aplikaci inhibitorQ transportu
auxinu (TIBA a PEO-IAA) na segment s odstranénou stolonovou Spi¢kou doslo k aktivaci
axilarnich pupentt a k navySeni poctu hliz. Opaény ucinek byl navozen aplikaci IAA
na odstranénou stolonovou S$picku (Roumeliotis et al., 2012a). Roumeliotis et al. (2012a)
v tomto experimentu tvrdi, ze procesy axilarni tuberizace a vétveni stonku z uzlabnich pupeni

jsou si podobné.

Pro hodnoceni zmén auxinu v jednotlivych pletivech stolonu/hlizy béhem tuberizace byla
sledovdna lokalni auxinovd maxima vizualizovand pomoci konstruktu DR5::GUS (auxin
senzitivni promotor DRS5 flGzovany s reportérovym genem pro beta-glukuroniddzu
(GUS), aktivita detekovana modrym zbarvenim pletiv) (Roumeliotis et al., 2012a). Ve stolonu
byla lokalni maxima zjiSténa v oblastech SSR, STAM a okolo vodivych svazki, u mladé hlizy
uz pouze kolem vodivych pletiv a v SSR oblasti. Ve zralé hlize se nejvyssi koncentrace IAA
nachéazela v bazalni ¢asti hlizy, naopak nejnizsi koncentrace byla pozorovéana u vrcholu hlizy

(Roumeliotis et al., 2012a).

Pti indukci tuberizace in vitro ptidani IAA do media vedlo k diivéjsi tvorbé hliz. Pokud
se do média pfidala IAA spolecne¢ s GA, doslo k zpomaleni riistu stolonu za LD (Xu
et al., 1998b). Tento experiment naznacuje zapojeni auxinu do pifechodu od podélného ristu

k expanzivnimu ristu, ktery je nezbytny pii pfeméené stolonu na hlizu.

Béhem ranych stadii vyvoje hlizy byla sledovana odlisna exprese gent, které souvisi
s transportem a signalizaci auxinu (Kloosterman et al., 2008). Patfi sem geny rodiny
PIN (PIN-FORMED), Aux/IAA a Aux/LAX (Roumeliotis et al., 2012a), ARF (AUXIN
RESPONSE FACTOR) a LAX (LIKE AUXIN) (Yang et al., 2021).
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3.4.1 StLAX

Exprese AUX/LAX genli v tuberizaci byla sledovana u Solanum tuberosum cv. Desirée.
Transkript StLAX2 (LIKE AUXIN RESISTANT 2; auxinovy influxni protein) byl detekovan
ve vSech pletivech ve vysokych hladinach, oproti tomu hladina transkriptu StLAX3 byla
vys$si zejména ve stonku a stolonu, nizké hladiny byly sledovany i v mladé hlize (Yang
et al., 2021). VSechny StLAX geny mély nejnizsi expresi ve zralé hlize, viz obr. 6 (Yang
et al., 2021).

Obr. 6 — Expresni profil StLAX genll u

StLAXI1 druhu  Solanum  tuberosum poddruhu
StLAX2 Desirée, intenzita modré barvy zndzortiuje
StLAXS . . o
StLAXS miru exprese daného genu (pfevzato
StLAX3 z Yang et al., 2021).

3.4.2 StPIN pfenasece

Bylo prokazano, ze StPIN geny se vice exprimuji pfed zahajenim tloustnuti stolonu
a nasledné jejich exprese klesa béhem rtistu hlizy (Kloosterman et al., 2008). Béhem ranych
stadii vyvoje hliz byly ve Spic¢kach stolonu a to v asovych fazich: 0., 2., 4., 6. a 8. den kultivace
rostlin za indukénich podminek pro tuberizaci, detekovany hladiny transkripti vsech
identifikovanych PIN genti (obr. 7 &ast B). Ctvrty den po zahéjeni tuberizace dosahuji StPINy
(1,2, 3,06, 7,8 a9)své nejveétsi hladiny exprese, a to 2 — 10krat vys$si nez v nulty den. Métené
hodnoty v tento den potvrzuji, Ze se auxin hromadi ve Spic¢ce stolonu po indukci, jesté
pred viditelnym tloustnutim, které nastdva az 6. den po indukci (Roumeliotis et al., 2012a;
Roumeliotis et al., 2013). Osmy den, kdy pokracuje tloustnuti stolonu vedouci ke vzniku mladé
hlizy, byly naméteny aZ pétindsobné niz8i hladiny exprese genti StPIN3, 6 a 9, neZ ve dni
c¢tvrtém. Hladiny exprese genti StPINI, 6 a 8 sledované 8. den byly srovnatelné s hladinami
naméienymi v 0. den. Pivod nesouhry vyskytu StPIN4 ve stolonu na obr. 7A a 7B je zifejmé
ten, ze jsou data ziskand ze dvou genotypli bramboru zriiznych vyvojovych stadii.
Zda se, ze exprese StPIN4 ptevlada ve stolonu i v ostatnich pletivech u genotypu RH89-039-16
sledovaného na obr. 7A, oproti tomu u S. tuberosum andigena (obr. 7B) je ve stolonu sledovana
velmi nizkd exprese PIN4 ve srovnani s ostatnimi S¢tPIN transkripty; mezi riznymi genotypy
muze dochézet k variabilit€ v expresnich profilech PIN gent, coz mlize zté¢Zovat interpretaci

kone¢nych dat. Je mozné, ze je PIN4 downregulovan, jakmile je indukovana tuberizace, coz by
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vysvétlovalo 1 nizsi expresi StPIN4 v hlize u genotypu RH89-039-16 (Roumeliotis et al., 2013).
Stabiln€ nizké ve vSech dnech ziistdvaji hladiny exprese StPINI0 u S. tuberosum andigena
(Roumeliotis et al., 2013). U §. tuberosum tuberosum byly hladiny exprese jednotlivych geni
u vSech transkripti v mladych hlizdch oproti stolonu nizsi, nejvyraznéji doslo k poklesu
u transkriptu StPIN4, ktery je ze vSech PIN transkriptl nejvice zastoupen ve vSech pletivech
nadzemni Casti a neindukovaného stolonu (viz obr. 7, ¢ast A) (Roumeliotis et al., 2013).
Ve stolonu u genotypu RH89-039-16 jsou nejvice exprimovany geny StPIN3 a 4, byly
nameéteny 1 vyssi hladiny transkriptt StPINI, StPIN2, StPIN9. Kromé toho se prokéazala nizka
hladina exprese genu StPIN7. V mladé hlize (vyvojové stadium odpovidajici osmému dni) byla
zjisténa exprese 5 z 10 StPIN gent, nejvice byly zastoupeny transkripty StPIN1 a 4, dale StPIN3
a v malé mife 1 StPIN7 a 9 (obr. 7A) (Roumeliotis et al., 2013). Velmi podobné hladiny StPIN
transkriptd pro jednotliva pletiva u rostliny Solanum tuberosum cv. Desirée zaznamenali i Yang
etal. (2021), v pletivech stolonu vykazovaly nejvyssi hladiny StPIN1, StPIN4, StPIN7 a StPIN9Y,
v mladych hlizach ur¢ili nejvétsi zastoupeni StPINI, StPIN2, StPIN3 a StPIN4 transkriptd. Na
zaklad¢é homologie mezi PIN proteiny Arabidopsis thaliana a Solanum tuberosum Roumeliotis
et al. (2013) ptfedpokladaji podobné role StPIN proteint, jaké byly odhaleny u Arabidopsis,
napt. StPINS, ktery je nejvice exprimovan v kofeni a sdili vysokou homologii s AtPINS,
se nejspiSe stejné jako AtPINS podili na udrZzeni homeostaze auxinu v kotfeni (Mravec et al.,
2009; Roumeliotis et al., 2013). Funkce StPINS5 v kofeni zkouména nebyla, ale 1ze predpokladat
jeho roli v tuberizaci, a to diky detekci promotorové aktivity PIN5S ve stolonu pomoci
konstruktu PINS5::GUS (Roumeliotis et al.,2012a). Roumeliotis et al. (2012a) pfedpokladaji, Ze
redistribuce auxinu ve stolonu je zprostiedkovana PIN proteiny. Pomoci konstruktu PIN5::GUS
byl urcen hlavni smér toku IAA ve stolonu od pravdépodobného mista biosyntézy (STAM)
k bazalni ¢asti stolonu. Smér toku IAA potvrdil i experiment s '*C-znacenou IAA a aplikaci
NPA  (N-l-naphtylphthalamic acid) inhibitoru polarniho auxinového transportu
zprostiedkovaného PIN proteiny (Roumeliotis et al., 2012a). Je také znamo, Ze AtPIN3
odpovida v kotfenech na gravitropni stimul a sméruje tok auxinu na jednu stranu kotene (Friml
et al., 2002b); vysoce homolognim proteinem k nému je StPIN3, ziejmée se také ucastni reakce
na gravitropni stimul a podili se na relokalizaci auxinu ve stolonu, ¢imz udava smér jeho ristu.
AtPIN4 mé mimo jiné také zasadni roli pfi redistribuci auxinu v kofenové Spicce (Friml et al.,
2002a), podobny ucinek lze ziejme piedpokladat i u StPIN4 ve stolonu, ac to jsou to vyvojove

odli$né struktury, oba tvoii sinkové podzemni organy.
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Obr. 7 — Mapa exprese StPIN genl z

A x E B ruznych genotypt rostliny, (A) haplotyp
i W 2 RH89-039-16 S.tuberosum tuberosum;
- E o . . 7
S % SES S35 PIN geny v jednotlivych organech
D 225506 O™ W0 @ . , . L gt
L JWw®md> el S = rostliny; odstiny cervené indikuji

StPIN1 & hladinu jednotlivych PIN transkripti,
StPIN2 bilé &tverce znadi nizkou exprese téchto
E steina | [ gent; (B) S.tuberosum andigena,
-— SIPING pritomnost transkripti PIN métenych 0
StPINS . . . . . ,
StPING az 8 dni po indukci tuberizace, odstiny
StPIN7 modré predstavuji hladinu daného PIN
StPINS transkriptu, bilé Ctverce nizkou expresi
StPING jejich gent (pfevzato z Roumeliotis et
StPIN10 al., 2013).

Exprese StPIN2 a StPIN4 béhem tuberizace byla zdokumentovand pomoci transgennich
rostlin s konstrukty StPIN2::GUS (StPIN2 promotor spojeny s genem pro beta-glukuronidazu)
a StPIN4::GUS (StPIN4 promotor fizovany s genem pro beta-glukuronidazu) (Roumeliotis
et al., 2013). Promotorova aktivita byla detekovand v oblastech, kde dochazi k tloustnuti
stolonu, také v hlizdch ve vodivych pletivech, perimedularni oblasti a bazalni ¢asti hlizy.
U rostlin nesoucich konstrukt StPIN2::GUS se zbarveni projevilo jen ve vodivém pletivu
tloustnouciho stolonu, ve zralé hlize se barveni ¢aste¢né piekryvalo s oblastmi, které byly
zbarveny u konstruktu s StPIN4 (Roumeliotis et al., 2013). Zbarveni v perimedularni oblasti
ukazuje na roli auxinu a vyznam jeho distribuce pomoci PIN proteint pii tloustnuti hlizy.
Zbarveni ve vodivém pletivu je zndmkou transportu auxinu z mista biosyntézy v STAM
do bazalnich ¢asti stolonu. Zbarveni detekujici promotorovou aktivitu PINU korelovalo
s naméfenymi hodnotami hladin auxinu v riznych ¢astech zralé hlizy. NejniZsi hladiny IAA
byly sledovany v perimeduldrni oblasti a dieni, nejvyssi hladiny byly méfeny na paté hlizy,
hladiny IAA v celé hlize byly znateln€ niz§i, neZ hladina IAA pted tloustnutim stolonu
(Roumeliotis et al., 2013). Yang et al. (2021) sledovali pfitomnost StPIN transkripti ve zralé
hlize, kde byly sledovany vyssi hladiny StPIN1 a StPIN4 transkriptd, pfesto v men$im mnozstvi
nez u mladé¢ hlizy, oproti studii Roumeliotis et al. (2013) v mlad¢ hlize sledovali vyssi expresi
genu StPIN4, nez StPIN5 (Yang et al., 2021). Tato pozorovani naznacuji, Ze auxiny, a¢ velmi

dilezité pti preméndch stolonu v hlizu, ve zralé hlize jiz zasadni roli nemayji.

3.4.3 StABCB
Zastoupeni ABCB transportért v pletivech bramboru neni ptili§ vyrazné. Mezi nejvice

exprimované geny ve stolonech se fadi StABCB2, 6, 14, 15, 16 a 19. Mnoho gent nebylo
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ve stolonu téméi vitbec detekovano. V mladé hlize bylo prokdzano zastoupeni ve vétsi mite
geni StABCB2, 3, 6, 15, 16 a 19 (Yang et al., 2021), tedy jen mirné se lisi od neindukované¢ho
stolonu. Hladiny transkriptd StABCB jsou oproti ostatnim transportérim sledovanych
ve stejnych pletivech nizké, z toho 1ze usuzovat, Ze nemusi mit klicovou roli pfi distribuci

auxinu.

3.4.4 StAux/IAA a StARF

Na zaklad¢ analyzy RNA-seq dat byly stanoveny expresni profily 25 StAux/IAA gent
v pletivech bramboru, data pro St/A45 nebyla dostupna, proto neni na obr. 8A, B uveden.
Ve zdufelych stolonech byla pozorovana vysoka exprese 12 genl (Gao et al., 2016). St/4A
S. tuberosum phureja vykazoval silnou expresi v hlizach a stolonech u St/AA41, 3, 7, 15 a 9 (Gao
etal., 2016). U S. tuberosum tuberosum byly vysoké hladiny transkripti St/AA1, 2, 3, 9, 12, 15,
22, 23 a 25 ve stolonech 1 hlizach, v hlizach byla zaznamendna vyssi exprese St/AA6 a 10
nez u stolonu. Ve stejnych pletivech ne pfili§ vyrazné vzorce exprese mély geny StIAA4, 11,
13, 14, 16, 17, 19 a 26, relativné vyssi byly pouze hladiny transkripti St/4421 a 20, v mladych
hlizach byl stanovena vyssi hladin transkript St/4411 a 26 (obr. 8A, B) (Gao et al., 2016). Lze
usuzovat, ze bude existovat velkd vnitrodruhové variabilita i mezi aktivitou jednotlivych
Aux/IAA. Tento experiment byl ovéfen jesté analyzou hladin transkriptli v jednotlivych
pletivech pomoci qRT-PCR (Real-time Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction), vysledky byly shodné s vySe popsanym sledovanim. Tyto vysledky naznacuji, ze se
jedna o geny zapojené v ¢asné odpoveédi na auxin a ucastnici se procesu vyvoje hliz. AtIAA9
odpovédny za proliferaci bun¢k a zvétSovani lateralnich organti (Wang & Guo, 2015)
geny vykazovaly specifitu pro ur€ita pletiva, napt. St/A44 a 11 pro stolon a StIAA15 a 22 pro
hlizy ve fazich iniciace a expanze, coZ poukazuje na to, Ze je auxin kli¢ovym hracem pfi iniciaci

a vyvoji hliz u brambor (Gao et al., 2016).

Ve studii Song et al. (2019) bylo identifikovano 20StARF gent a byl urcen jejich expresni
profil v jednotlivych pletivech. Ve stolonu byly sledovany vysoké hladiny StARF'1, 2a, 6a, 6b,
18a, 19c, 13 a 8. V hlize byly na rozdil od stolonu vyssi hladiny StARF4 a 18b, naopak nizsi
hladiny /8a a 19c. StARF1, 2a, 6a a 6b vykazovaly v hlize hladiny transkriptli o néco malo
nizsi, nez jaké byly sledovany ve stolonovém pletivu. Zda se, Ze ARF pfispivaji k tloustnuti
stolonu a postupem zrani hliz jejich hladiny klesaji (Song et al., 2019). Vysledky této studie
potvrzuji prace Faivre-Rampant et al. (2004) a Sharma et al. (2016), které sledovali expresni

profily genti StAFR6 a 8 vyssi pred zahajenim tloustnuti stolonu a niz$i pii vzniku hlizy.
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Obr. 8 — Expresni profily St/44 geni v jednotlivych organech a vyvojovych stadiich hlizy. (A) dipahloid
S. tuberosum phureja, (B) heterozygotni diploid S. tuberosum tuberosum. Barevné skaly znazoriujici
miru zastoupeni v jednotlivych pletivech jsou uvedeny pod mapami (pievzato z Gao et al., 2016).

3.4.5 Propojeni tuberigenni signalizace s auxinovou rovnovahou

Studii, davajici do souvislosti tuberigenni signalizaci s auxinovou rovnovahou
a signalizaci, neni pfili§ mnoho. Studie Kloosterman et al. (2005) a Faivre-Rampant et al. (2004)
podporuji ulohu auxinu jako spoustéce tuberizace, vzhledem k tomu, Ze ne€kolik auxinovych
genl rodiny StPIN a StARF je béhem tuberizace transkripéné regulovéno. Existuje nékolik
studii zabyvajicich se expresnimi profily genti kodujicich proteiny, které pravdépodobné
n¢jakym zplsobem souvisi sregulaci metabolismu, transportu a signalizace auxinil
prostfednictvim TALE (THREE-AMINO ACID-LOOP-EXTENSION) transkripcnich
faktorit — heterodimerem BELS5/POTHI. Studie Sharma et al. (2016) ukazuje, ze StBELS
reguluje expresi cetnych genl zapojenych v metabolismu fytohormont, 30 % z téchto gent
je zapojeno v metabolismu a signalizaci auxinu, je to napf. gen kodujici enzym biosyntézy
auxinu YUCCAI, ktery je siln¢ indukovan ve stolonech po piechodu na kratkodenni
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fotoperiodu, kdy je potfeba navysit hladinu auxinii na zacatku procesu tuberizace. StBELS
reguluje 1 geny kodujici PIN transportni proteiny (StPINI, StPIN2, StPIN4), exprese téchto
genll ve stolonu byla potvrzena i analyzou transkriptomu (Sharma et al., 2016), hladiny
transkripti StPINI a StPIN2 béhem tloustnuti stolonu kolisaly, zatimco velmi nizka hladina
transkripti StPIN4 byla stabilni po sledovanou dobu osmi dnil, coZ naznacuje, ze jeho role
v procesu tuberizace nebude pfili§ vyznamna. Obecné jsou PIN proteiny pravdépodobné
zodpovédné za redistribuci auxinu ve zduielém stolonu. Kromé téchto dvou skupin genti byla
sledovana regulace transkripniho faktoru auxinové signalizace ARF8 (Roumeliotis
et al., 2013; Lin et al., 2013; Sharma et al., 2016). Navarro et al. (2011) identifikovali také
nckteré cilové geny tuberigenu StSP6A4 ve stolonu, mezi které patii i geny kodujici PIN
transportéry (PIN1, PIN4) a transkrip¢ni faktor ARF8. Tyto vysledky naznacuji, ze se signalni
drahy StBEL5/POTH1 a StSP6A piekryvaji. Tato hypotéza byla testovana pomoci transgennich
linii nesoucich konstrukt GAS::BELS5 (GAS - GALACTINOL SYNTHASE; promotor GAS cili
expresi BELS do privodnich bunék listové zilnatiny a navySuje tak transportni pool BELS
mRNA), u nichz byla ve stolonu pozorovana navySena exprese nékolika markerovych
gend, o kterych je znamo, Ze jejich exprese je také indukovana StSP6A (Sharma et al, 2016).
Mezi takové geny patfily opét StPINI, StPIN2, StPIN4, ARF§8 (Navarro et al., 2011). Promotory
téchto genii obsahuji tandemovy motiv TTGAC, ktery je specificky pro vazbu komplexu
BEL5/POTHI1 (Sharma et al., 2016). Sharma et al. (2016) se vénovali transkriptomické analyze
v souvislosti se zménou hladiny StBELS ve stolonu, jeho vlivu na zménu exprese genil
hormonalni rovnovahy a sledovali pfitomnost tandemovych motivii TTGAC u regulovanych
gentl. Mezi geny, které byly upregulovany, patti mimo jiné i ¢lenové z rodin SAUR, GH3, ARF
a dal$i komponenty signalizace a auxinové rovnovahy. Z transkriptomickych dat jasné
nevyplyva, jaky vyznam maji zmény v jednotlivych transkriptech pti pfeméné stolonu v hlizu.
U transgennich linii brambor s potlacenou expresi St BELS5 (BEL5 RNAI1), kde bylo pozorovano
snizeni tvorby hliz, doslo k vyraznému sniZzeni akumulace mRNA 1 markerovych genli StSP6A4
a StPIN2 (Sharma et al., 2016). Behem faze vyvoje zralé hlizy se nezda byt auxin pfili$
dilezitym faktorem, jelikoz hladiny exprese genl souvisejicich s auxinovou rovnovahou
a signalizaci oproti zacatku procesu klesaji (Yang et al., 2021). Bohuzel nedostatek informaci
tykajicich se korelace dat z tuberigenni signalizace s expresnimi profily PIN a AUX gend, jejich
lokalizaci a morfologickymi zménami na urovni jednotlivych pletiv neumoziuje jejich
jednoznac¢nou interpretaci. Vi se napt., ze béhem iniciace tuberizace se StPINI hromadi
ve Spicce stolonu, a Ze jeho pfimym aktivatorem je StBEL5/POTHI, ale z téchto dat jasné

nevyplyva vztah StPIN1 k morfologickym zménam ve stolonu.
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4 Zaver

Je nezpochybnitelné, ze fytohormony hraji u bramboru kli¢ovou roli b&hem
morfogenniho procesu pfemény stolonu v hlizu. Byly sledovany indukéni i inhibi¢ni vlivy
na tento proces vlivem zmén hladin a signalizace jednotlivych hormont v riznych pletivech
stolonu ¢i hlizy béhem raznych fazi tuberizace. To, jaky maji tyto zmény jednotlivych
komponent vyznam, neni dosud pfili§ objasnéné. Piedpoklada se, Ze snizené hladiny giberelini
zpusobuji zménu orientace bunécného déleni a ze auxiny a cytokininy jsou zodpoveédné
za zvySenou bunécnou proliferaci. Expresni analyzy ukazuji, ze hlavni mobilni tuberigenni
signal StBEL5/POTH1 (podobné& jako SP6A) reguluje ve stolonu expresi cetnych geni
zapojenych v hormonélnim metabolismu, a to pfimou kontrolou transkripéni aktivity gent
zapojenych do syntézy hormont, tento heterodimer funguje jako aktivator (cytokininy
a auxiny), ale i jako represor (gibereliny) fytohormonalni rovnovahy. Geny s tandemovym
motivem TTGAC jsou pfimo regulovany BELS5/POHI1 komplexem, mezi tyto geny patii
napt. AGLS, GA2o0x1, PIN1, PIN2, PIN4, nékteré¢ AUX/IAA, LOG 1-3, StGA20x1 a StGA200x1.

Role auxinu je komplexni a ovliviiuje vétSinu vyvojovych fazi premény stolonu v hlizu.
Zda se, ze v urcitych fazich procesu ma stimula¢ni ucinek, v jinych naopak spis inhibi¢ni. Jeho
Giloha vsak stale neni nedostate¢né vyjasnéna. Cast dostupné literatury popisuje jednotlivé
signalni drahy u bramboru vedouci k expresi auxinovych gent, dalsi sada ¢lanki se zabyva jen
expresnimi profily vybranych genti zapojenych v metabolismu hormoni béhem tuberizace, jiny
okruh autori uvadi do vztahu anatomicko-morfologické zmény se zménami v hormonalni
rovnovaze, ke kterym béhem procesu dochazi (napf. se vi, Ze je auxin n&jak spojen
s reorientaci, smérovanim a intenzitou bunécného déleni a diferenciaci ¢asti hliz), ale chybi
jejich vzajemné propojeni, aby bylo mozné poskladat komplexni obraz pisobeni auxinu béhem

iniciace a vyvoje hliz.
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