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Abstrakt

Rostlinny vyvoj je komplexni proces pod kontrolou mnoha faktort. Klicovou je 1 exprese
specifickych genti, které urcuji zakladni stavebni plan rostliny a jejich signalnich drah. Rodina
genl AHL, u Arabidopsis thaliana zahrnujici 29 ¢lent, patii mezi tyto regulatory a ovliviiuje
vyvoj rostliny hned na nékolika Grovnich. Z hlediska struktury jsou vysledné AHL proteiny
slozeny ze dvou typickych césti, a to DNA vazebného AT-hook motivu a zjadernou
lokalizaci definujici PPC domény, kterd ve vysledku umoziuje i oligomeraci. Fylogeneticky
jsou AHL proteiny rozdé€leny pravé na zékladé poctu a typu téchto domén do tfid A a B. Co se
tyce zpusobu ovliviiovani rostlinného vyvoje, tak jsou tyto jaderné proteiny schopné navazani
na cilovou DNA a spole¢nou kooperaci s dalSimi faktory ovliviiuji genovou expresi. Pokud
jde o funkci AHL proteint v ramci rostlinného téla, tak jsou zapojeny v organogenezi kotenil
a kvétl, spolupracuji s mnozstvim signdlnich drah fytohormont, jako jsou auxiny, gibereliny,
brassinosteroidy ¢i senescencni hormony. Déle se Gcastni fotomorfogeneze nebo kontroluji

systémovou imunitni odpovéd’ rostliny.

Kli¢ova slova: AHL, AT-hook, PPC doména, jaderny protein, Arabidopsis thaliana



Abstract

Plant development is a complex process where different factors come into play. The
expression of certain genes, which determine basic plant structure and its signaling pathways,
is also of great importance. The AHL gene family, which in case of Arabidopsis thaliana
includes 29 members, is one of those determinators that have an impact on plant development
on several levels. As far as structure is concerned, the AHL proteins are typically composed
of two parts — the DNA-bonding AT-hook motif and PPC domain, which defines nuclear
localisation and eventually enables oligomerisation. In terms of phylogenetics, the AHL
proteins are divided into clades A and B on the basis of number and type of these domains.
When it comes to affecting plant development, these nuclear proteins are capable of bonding
with the corresponding DNA, and in cooperation with other factors influencing gene
expression. In the plant body the AHL proteins are involved in root and floral organogenesis
and also cooperate with a number of signaling pathways of phytohormones, such as auxins,
gibberellins, brassinosteroids or senescence hormones. Moreover, they take part in

photomorphogenesis or control systematic immune responses of the plant.
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1  Seznam zkratek
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IMIS T8 ettt ettt st MALE STERILE 188
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HRGP oot hydroxyproline-rich glykoprotein
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PRERS .o Pattern recognition receptors
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SENZ ettt st sttt eaees SENESCENCE 4
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2 Uvod

Vyvoj rostlinného téla je velice komplexni proces zahrnujici mnozstvi slozitych a navzajem
uzce provazanych pochodi. Kazda cast této komplikované kaskady dé&ja prispiva
ke spravnému vytvoreni télesného planu rostliny a je pod kontrolou velkého poctu vnéjSich
i vnitinich faktor. Obecné se mezi vnéjsi faktory tadi biotické a abiotické faktory, jako jsou
klimatické podminky, umisténi rostliny, dostupnost zivin, vody a svétla. Mezi vnitini patii
hlavné hormonalni stimuly, modulace v ramci transkripcnich a translacnich déja a také zmény
v oblasti gend.

V prubéhu prechodu rostlin z vodniho prostfedi na sous doslo béhem evoluce k vyrazné
zméné v rostlinném genomu. Genom se stal komplexnéjsi a ¢itd mnoho gent a genovych
rodin. Jednou z téchto rodin je i pomérné nedavno objevena skupina geni AHL (AT-hook
motif containing nuclear localised), u které bylo prokdzano, Ze se ti¢astni regulace rostlinného
vyvoje. Prestoze jsou geny AHL evolu¢né velmi konzervované a vyskytuji se pravdépodobné
u vSech suchozemskych rostlin, pro potieby této bakalaiské prace je budu povétSinou
popisovat na modelové rostliné Arabidopsis thaliana.

Genova rodina AHL u Arabidopsis thaliana je tvotena 29 paralogy a podle dosavadnich
zjisténi ovlivityje tato rodina gend rtizné oblasti rostlinného vyvoje jiz od ranych stadii. Bylo
prokazano, ze kontroluji Sirokou Skalu procest od vyvoje hypokotylu az po kontrolu

senescence a kveteni a jsou ¢leny fady signalnich drah.



3 Cile prace

Hlavnim cilem mé reSerSe bylo nashromazdit a utfidit dostupné informace a materialy
tykajicich se AHL gent a naslednym vypracovanim tohoto textu sumarizovat jejich strukturni
podstatu a funk¢ni ulohu. Déle na zakladé dosud zndmych faktl zauvazovat o vzdjemné
funkéni propojenosti jednotlivych ¢lent této rodiny a také o jejich prostorové distribuci

a expresi v ramci rostlinného téla.



4  Rodina AHL gent

Vyvoj suchozemskych rostlin a nasledna evolu¢ni radiace spojovana s vyznamnou modifikaci
vyvojového programu, coz dovolilo rostlindm zvysit svoji komplexitu a pfizplisobit se tomuto
prostfedi (Journal et al., 2011). Se zvySujici se strukturni komplexitou dochazelo také
k expanzi poctu genli ovliviujicich dilezité ristové a vyvojové procesy, které vyustily
v postupnou tvorbu viceclennych skupin gent neboli genovych rodin (Bowman et al., 2007;
Dreze et al., 2011; Lynch and Conery, 2003).

Jednou z téchto rodin je i rodina jadernych proteinti obsahujici AT-hook doménu (AT-hook
motif containing nuclear localised, AHL), kterd byla nalezena v genomu vSech doposud
osekvenovanych suchozemskych rostlin pocinaje Physcomitrella patens (Rensing et al., 2008)
a riznymi jednod€loznymi a dvoud€loznymi rostlinami, jako Arabidopsis thaliana (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000), Oryza sativa (Goff et al., 2014; Yu et al., 2002) nebo
Populus trichocarpa (Tuskan et al., 2006). Za ucelem zmapovani evolu¢niho vyvoje AHL
proteinii byly zkoumdany i genomy zelenych fas. U nékterych fas, jako jsou napftiklad
Chlamydomonas reinhardtii nebo Volvox carteri, nebyly nalezeny zddné geny kodujici AHL
nebo PPC doménu, ale zato u Micromonas pusilla a Ostreococcus lucimarinus se objevil gen
pouze pro samostatnou PPC doménu (Merchant et al., 2010; Palenik et al., 2007; Prochnik et
al., 2010; Worden et al., 2009).

AHL proteiny obsahuji dvé konzervované strukturni domény. Takzvany AT- hook motiv,
ktery slouzi k navazani dvouvladknové DNA v AT-bohatych oblastech. Dale pak proteinovou
doménu konzervovanou u rostlin a prokaryot (plant and procaryote conserved domain, PPC),
ktera slouzi AHL proteinti k jaderné lokalizaci nebo umoziiuje spojovani jednotlivych AHL
proteinti do homo/hetero komplexti nejpravdépodobnéji do trimert (Zhao et al., 2013).
Genom rostliny Arabidopsis thaliana kéduje 29 AHL gent, které¢ byly po fylogenetické
analyze rozdéleny do dvou skupin (Obr. & 1). Clenové AHL rodiny jsou zapojeni
do riznorodych biologickych procesli v rostlin€. AHL geny upravuji rGzné aspekty
rostlinného riistu a vyvoje zahrnujici elongaci hypocotylu na svétle, vyvoj kvétu, rist kofene
nebo udrZzovani homeostazy fytohormonli. Také bylo u nékterych AHL gend rostliny
Arabidopsis thaliana zjisténo, Ze dochézi urcité funkéni redundanci a ze se dokazi v urcitych

funkcich zastupovat (Zhao et al., 2013).



4.1 Strukturni ¢asti AHL

4.1.1 AT hook motiv

AT-hook motiv je jednou ze dvou hlavnich typickych domén AHL gent. Je to mala DNA
vazebna doména, ktera byla historicky poprvé pojmenovana u takzvanych high mobility
group (HMG) proteini (Reeves and Nissen, 1990). Nasledné byl tento motiv nalezen v Siroké
Skale bilkovin u prokaryot a eukaryot (Aravind and Landsman, 1998). U rostlin se tento motiv
objevuje pravé v AHL proteinech, které jsou strukturné blizce ptibuzné se saveimi proteiny
HMG-I'Y (Gupta et al., 1998).

AT-hook doména obsahuje v centralni ¢asti konzervovanou sekvenci tfi aminokyselin glycin-
arginin-prolin (GRP), kterd je vyznamna pro navazani motivu na dvouvldknovou DNA
(Aravind and Landsman, 1998; Reeves and Nissen, 1990). Dalsi dulezitou slozkou je
konzervovana palindromatickd sekvence Arg-Gly-Arg, ktera se vaze do malého zlabku
pravotoc¢ivé B-DNA, do mist bohatych na adenin a thymidin (Huth et al., 1997).

Proteiny obsahujici AT-hook motiv se fadi mezi DNA vazebné proteiny, které se prave
pomoci této struktury navdzi do AT bohatych oblasti a tim dokdzi ovlivnit strukturu
chromatinu (Aravind and Landsman, 1998).

AT-hook motivy u AHL proteinti délime podle sekvencni podobnosti na typ I a typ II, které se
navzdjem liSi v aminokyselinové sekvenci na karboxylovém konci jiz zminéné
palindromatické sekvence (Arg-Gly-Arg). U typu I se nachazi sekvence Gly-Ser-Lys-Ans-
Lys, kdezto u typu II se zde vyskytuje Arg-Lys-Tyr-X. Na zakladé tohoto rozdé€leni a také
poctu jednotlivych AT-hook motivi délime i samotné AHL proteiny (Zhao et al., 2013).

4.1.2 PPC doména

Plants and Procaryot Conserved (PPC) je proteinovd doména konzervovana u rostlin
a prokaryot, ozna¢ovana také jako Domain of unknown function #296 (DUF296), je ptiblizn¢
120 aminokyselin dlouhd sekvence, vyskytujici se jako samostatny protein u rostlin, bakterii
a Archea. U zivoCichti nebo hub zatim nebyly nalezeny zadné proteiny obsahujici tuto PPC
doménu (Fujimoto et al., 2004).

Vsechny doposud zndamé prokaryotické PPC proteiny sdileji stejnou tercidlni strukturu
v podobé péti B-fetézct formujicich antiparalelni B-skladané listy, které caste¢né obklopuji
samostatny o- helix, a také na zdklad€ téchto informaci se ptfedpoklada, Ze tvoii trimer

(Obr. ¢. 3) (Rezacova et al., 2008).



Také bylo zjisténo, ze PPC domény néktery AHL proteinti obsahuji konzervovanou sekvenci
Sesti aminokyselin Gly-Arg-Phe-Glu-lIle-Leu, ktera pravdépodobné tvoii jeden B-fetézec. Tato
aminokyselinova sekvence je klicova pti modulaci transkripce, a zaroven bylo prokazano, ze
zprostiedkovava kontakt s jinymi transkripcnimi faktory (Zhao et al., 2013). Dalsi dulezita
oblast PPC domény je hydrofobni oblast, ktera je vyznamna pro lokalizaci AHL proteinu
v jaderném matrix (Fujimoto et al., 2004)

V suchozemskych rostlindich je PPC obsazena v AHL proteinech, kde je lokalizovana na
karboxylovém konci spolecné s jednim nebo dvéma AT-hook motivy (Fujimoto et al., 2004).
Pouze u nékterych starSich zastupct fiSe Viridiplantae ztstava stale PPC doména pfitomna
jako samostatny protein. Pomoci této domény se také navzdjem propojuji jednotlivé AHL
proteiny a tvoii oligomery (Zhao et al., 2014).

PPC domény d€lime na dva typy A a B. Typ A za¢ina aminokyselinovou sekvenci Leu-Arg-
Ser-His, kdezto typ B sekvenci Phe-Thr-Pro-His. Druhym rozdilem je upstreamova oblast
v blizkosti konzervované Sestiaminokyselinové sekvence, ktera je pro typ A Thr-Lys-His

a pro typ B Thr-Tyr-Glu. Downstreamovou oblast maji oba typy shodnou (Zhao et al., 2014).

4.2  Fylogenetické rozdéleni AHL

Na zaklad¢ poctu a typu konzervovanych podjednotek AHL proteinti je délime do dvou
zékladnich tid A a B, kde tfida A obsahuje pouze jeden AT-hook motiv a jednu PPC doménu
na rozdil od tfidy B, ktera se sklada z intron obsahujicich genii s jednim nebo dvéma AT-hook
motivy a jednou PPC doménou (Obr. €. 1) (Zhao et al., 2013).

Pti fylogenetické analyze bylo zjiSténo, ze nejprve doslo ke vzniku urcitych prvotnich AHL
proteinii obsahujicich AT-hook motiv typu-I spojeny s PPC doménou, coz by strukturné
odpovidalo tfidé A. Poté rostliny ziskaly AT-hook motiv II typu a z tohoto praplivodniho
AHL proteinu se vyvinul protein tfidy B, do jehoz sekvence byly zaclenény introny. Tyto dvé
ttidy se pak nezavisle na sob¢ diverzifikovaly pomoci duplikacnich a delecnich udalosti (Zhao

etal., 2014).
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Obrizek ¢. 1:Fylogeneticky strom AHL genii. Cervené jsou oznaceny AHL typu-I, Zluté AHL typu-II a
zelenda znaci AHL typu-II1. Upraveno dle (Fujimoto et al., 2004)

42.1 Trida A

Monofyleticka tfida A obsahuje takzvané AHL typu-I, coz jsou geny, které neobsahuji introny
a jejich strukturni ¢asti jsou jeden AT-hook motiv typu-I a PPC doména typu A. Tyto
skutecnosti vypovidaji o tom, ze tfida A je ancestrdlni a jeji néslednou diverzifikaci se
vyvinula tfida B se svymi dvéma typy AHL genil.

U suchozemskych rostlin tuto tfidu dale rozd€lujeme do péti podrodin (A1,A2,A3,A4 a AS),
kde byl vyvoj podrodin A1, A3 a AS odstartovan genovou duplikaci na rozdil od podrodin
A2 a A4, které vznikly vlivem jinych genovych modifikaci. U rostlin z ¢eledi Euphorbiaceae,
Salicaceae, Fabaceae, Rosaceae, Brassicaceae a Poaceae bylo pozorovano, ze doslo k vyvoji

téchto podrodin z jednoho nejvice se vyskytujiciho genu, ktery nasledné (Zhao et al., 2014).



422 TrtidaB

Monofyleticka tfida B zahrnuje AHL geny typu-II a typu-IIl. Hlavnim rozdilem je, Ze typ-II
obsahuje jak ptivodni AT-hook motiv typu I, tak zaroven na svém N terminalnim konci mé
AT-hook typu II, neboli obsahuje dva AT-hook motivy a jednu PPC doménu typu B. Kdezto
AHL typu-III se sklad4 pouze z AT-hook motivu typu II a jedné PPC domény typu B.

Dalsi rozdil se tfidou A je, ze obsahuji introny, o kterych se predpoklada, ze hraji vyznamnou
roli pfi rostlinné transkripci, na kterou ptisobi pravdépodobné jako enhancery (Zhao et al.,
2014)

Nasledné¢ mizeme tuto tfidu rozdélit na zakladé duplikacnich, delecnich a diverzifikacnich
udalosti na ¢tyfi podrodiny (B1, B2,B3 a B4). Bylo zjisténo, ze geny AHL typu-II a typu-III
nemaji nijak striktné rozdéleny tyto podrodiny, ale ze se v jejich ramci prolinaji naptiklad
v Bl a B4. Z toho vyplyva, ze ne vSechny AT-hook motivy typu I jsou homologni a ze
v pribéhu vyvoje dochazelo k jejich ztraté a znovunabyti, coz znaci blizky evolu¢ni vztah
mezi t€émito AHL proteiny. Také se prokazalo, ze v ramci evoluce se AHL geny typu-III

objevily az poté, co se plavuné oddélily od zbytku cévnatych rostlin (Zhao et al., 2014).

4.3  Mechanizmy ovlivnéni genové exprese geny AHL

Predpoklada se, ze AHL proteiny ovliviiuji regulaci translace nékolika zplisoby. Dokézi
pomoci svych strukturnich jednotek modelovat konformaci DNA a tim ovlivilovat genovou
expresi (Aravind and Landsman, 1998). Mechanizmy zmény exprese se liSi, ale hlavni
podstatou u vétSiny byva vazba zprosttedkovana AT-hook do takzvanych MAR, neboli
Matrix attachment region, oblasti na DNA (Obr. €. 2).

MAR je struktura AT bohatych sekvenci, kterd fidi propojeni genomové DNA s jadernou
matrix a tim také determinuje chromatinovou organizaci. Zaroven na sebe poji proteiny, které
modifikuji chromatin a reguluji genovou expresi (Paul and Ferl, 1998; Rudd, 2004; Tetko et
al., 2006; Wang et al., 2010). Mezi tyto proteiny se fadi 1 AHL, jeZ s MAR interaguji pomoci
AT hook sekvence glycin-arginine-prolin (Fujimoto et al., 2004). Pokud dojde k zaméné
téchto aminokyselin, je vyrazné sniZzena schopnost navazani proteinu AHL na DNA (Fujimoto
et al., 2004; Street et al., 2008; Xiao et al., 2009; Zhao et al., 2013).

Fyzickéd remodelace chromatinu byla dokdzana u AHL27, pomoci GFP oznaceného histonu
2B (H2B). Podle vysledné lokalizace signalu pfevazné v retikularnim chromatinu u listovych
bun¢k mutantnich rostlin se zvySenou produkci AHL27 se vyvozuje, ze zde dochazi ke

kontrole architektury chromatinu (Lim et al., 2007).



Dalsim ptikladem fungovani AHL gent je gen AHL22, ktery se vaze do intragenové MAR
u FLOWERING LOCUS T (FT) a reguluje jeho transkripci tak, Ze k sob¢ pfitdhne uskupeni
histonovych deacetylaz (HDA1/HDA19,HDA6 a HDAY), coz je skupina enzymu, které
odstranuji acetylové skupiny z acetylovanych lysinli 9 na histonech 3, ¢imz se DNA stane
transkripéné neaktivni. AHL22 zaroven reguluje H3 dimetylaci Lys-9, coz by mohlo
znamenat, ze na sebe krom¢ deacetyldz vaze i metyltransferazy (Hollender and Liu, 2008;
Yun et al., 2012)

Na podobném principu funguje i gen AHL29, ktery se pomoci své AT-hook domény vaze do
MAR regionu na promotoru genu YUCY9. AHL29 také ochotn¢ interaguje s ACTIN-
RELATED PROTEIN 4 (ARP4), coz je komponent komplexu SWI2/SNF2-RELATED 1
(SWR1), ktery katalyzuje ATP dependentni vyménu histonu H2A za variantu H2A.Z. Pravé
pomoci této modifikace na urovni histoni dochdzi k regulaci genu YUCY, coZ se nasledné
projevi ve zmén¢ syntézy auxinu v rostlin€ (Lee and Seo, 2017; March-Diaz and Reyes, 2009;
Won et al., 2011).

Také gen AHL21 vykazuje podobné tendence jako predchozi geny. Véaze se do promotorové
oblasti genu ETTIN (ETT) a zde umozni vazbu metyltransferazam , které nasledné dimetyluji
histony H3 na Lys-9 a tim dojde represi tohoto genu. Pfedpoklada se, ze se AHL21 vaze do
MAR oblasti promotoru a podobn¢ jako AHL22 k sobé pfitahuje chromatin modifikujici
enzymy, jako jsou HDAC nebo metyltransferazy, nebo Ze inhibuje navazani transkripénich
faktorl, coZ by mohlo vést k uml¢eni aktivity genu (Ng et al., 2009).

Na zméné transkripce se také vyrazné podili PPC doména, nebot’ interaguje s rliznymi
transkripénimi faktory. Pfedpoklada se, Ze Sestiaminokyselinova sekvence (Gly-Arg-Phe-Glu-
Ile-Leu) se pfi nabyti tercidlni struktury PPC domény pietvoii na urcitou kvartérni doménu,
kterd se podili na fyzickém kontaktu s transkripénimi faktory. Prozatim bylo u AHL29
potvrzeno, Ze transkripéni faktory TCP4 a TCP13 vyZaduji pro spravné navazani kromé AT-
hook motivu 1 PPC doménu (Zhao et al., 2013).

Zajimavou skute€nosti je 1 to, Ze AHL1 nejenom interaguje s MAR, ale také byl tento protein
lokalizovan béhem M faze bunécného cyklu na povrchu chromozomii. Vzhledem k tomuto
faktu je mozné ptredpokladat, Ze AHL proteiny maji i urcité uplatnéni béhem mitdézy bunck
(Fujimoto et al., 2004).

Dalsi funkci AHL proteinu je pomoci epigenetické regulace udrzovat integritu genomu tim, Ze
potlacuje aktivitu takzvanych transpozomalnich elementl (TEs). To jsou sekvence, n¢kdy
repetitivni DNA, které svym pusobenim mohou zeslabit expresi nékterych gent, zpusobit

mutaci nebo tvofit pfesmyky na DNA. Proto jsou povétSinou tyto oblasti metylované, zde



pritomné histony hypoacetylované a také metylované. DalSim zpisobem jejich inhibice je
posttranskripéni uprava pomoci 24 nukleotidové sekvence small interfering RNA (siRNA)
(Lippman et al., 2004; Saze and Kakutani, 2011). V rostliné, ve které byla cilené¢ umlcena
translace proteinu AHL16 ( TRANSPOSABLE ELEMENT SILENCING VIA AT-
HOOK,TEK), dochéazelo k zna¢né aktivaci TE, FLC (FLOWERING LOCUS C) a FWA
(FLOWERING WAGENINGEN), coz se projevovalo opozdénym nastupem kveteni, ktery
tyto faktory kontroluji. Nasledné bylo zjisténo, ze se AHL16 ptimo vaze do mista represivni
regulace ve FLC a tim umlcuje tento gen. Podobné se vaze i do repetitivni sekvence FWA
atento gen také umlci. Pii téchto regulacich bylo prokdzano, ze AHL16 spolupracuje
s proteiny FVE a MSIS, coz jsou rostlinné homology k zivoc¢iSnym Retinoblastoma-associated
protein 46/48, a spole¢né deacetyluji histony, metyluji DNA a dimetyluji H3K9 jiz zminénych
TE, FLC a FWA (Gu et al., 2011; Xu et al., 2013b)

C ¥ AT-hook Motif

' PPC/DUF296 Domain

G-R-F-E-I-L Motif in
PPC/DUF296 Domain

Transcription / \ Transcription

Factor

e PPC domain
@®  ATH domain

® chromatin modifying enzymes

1 histone modification

MAR of chromatin

Obrazek ¢. 2: Modely interakci proteimi AHL A, interakce PPC domény pomoci chromatin
modifikujicpimi enzymii v oblasti MAR. B, Tvorba pevné vazby mezi AHL a sekvenci DNA v oblasti
MAR, coz zapricini umlceni transkripce cilového genu. C, Schéma vzniku komplexu DNA-AHL-TF.
(Zhao et al., 2013; Ng et al., 2009)



4.4  Vzijemné interakce proteintt AHL

Jak jiz bylo feceno v tivodni kapitole, proteiny AHL maji schopnost tvofit homooligomery
nebo dokonce i1 heterooligomery. K jejich slozeni je hlavné dilezita funkéni doména PPC
tohoto proteinu, ptes kterou dochazi ke klicové interakci.

Na zékladé tvorby trimernich struktur pomoci PPC domén u prokaryotnich organizmi se po
nckolika experimentech doslo k zavéru, ze i1 nékteré z proteinii AHL, jako je naptiklad
AHL29 a AHL27, jsou schopny tvofit homodimery nebo heterodimery (Rezacova et al., 2008;
Zhao et al., 2013). U AHL29 byla dokonce prokazana tvorba trimeru, ktery je povaZzovan za
cilovou strukturu AHL. Oba tyto proteiny patii do tiidy A, kterd se vyznacuje pouze jednim
AT-hook motivem, proto bylo déle testovano, jestli k této interakci dochazi i u tfidy B, ktera
pojimé dva rizné typy AT-hook. Proteiny AHLS a AHLI12 byly pouzity jako modely
aiunich dochézelo k jasné polymeraci, ¢imz se prokazalo, Ze toto propojovani neni zavislé
na poctu nebo typu AT-hook domén. Dokonce se prokazalo, ze je i pravdépodobna interakce
mezi Cleny jednotlivych tfid, coZz bylo demonstrovano vzajemnym pusobenim PPC domén
AHL29 a AHL3 (Zhao et al., 2013).

Témito vazbami ptes PPC je potom vytvofen homo/hetero-komplex, obsahujici cetné AT-
hook motivy, které¢ se vazi na DNA stejnych nebo rozdilnych chromozomi. Nésledné tento
navazany komplex pomoci regionu Gly-Arg-Phe-Glu-Ile-Leu na PPC doméné rekrutuje
ostatni jaderné proteiny jako napiiklad chromatin modifikujici enzymy nebo transkripéni

faktory (Obr. €. 3) (Zhao et al., 2013).
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Obrazek ¢. 3: Struktura PPC domény a trimerii AHL. A, topologie sekundarni struktury PPC domény
u AHL. Modry vilec znaci a helix a Sipky znazornuji [ skladané listy. B, predikovand tercialni
struktura PPC domény u Physcomitrella patens. (Zhao et al., 2014) C, trimer AHLIS. D, trimer
AHL22. Sipky znaci pozice AT-hook motivu a hvézdicky oznacuji pritomnost PPC domén v podobé

beta-barelii. Vizualizace pomoci SWISS-MODEL ( Biasini et al., 2014, Bienert et al., 2017)
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5 Geny AHL a jejich vliv na strukturu a mechanizmy rostliny

5.1  Vliv AHL na vyvoj kofenil rostlin

Vodiva pletiva slouzi jako hlavni transportni a mechanicky systém cévnatych rostlin.
Hlavnimi slozkami jsou xylém a floém, které jsou generovany z meristému prokambia
a kambia (sekundarni vodiva pletiva). Organizace vodivych pletiv v kofenech se u rostlin
rizni, napiiklad u kotent Arabidopsis thaliana je tvorend diarchnim svazkem. Xylém
diferencuje na periferii protoxylém a metaxylém v centru. Dva floémové poly jsou
lokalizovany kolmo k roviné xylému (Obr. €. 4). Usporadani diferencujicich vodivych pletiv
je pomérn¢ stabilni a vyzaduje regulacni systém, ktery definuje rozhrani mezi doménou
xylému a floému (Zhou et al., 2013).

Definice tohoto rozhrani se Ucastni i n€které AHL proteiny. Pfi studiu proteint AHL3
a AHL4 bylo zjisténo, Ze hraji regulacni roli pfi zakladdni hranic mezi xylémem
a prokambiem. Pokud doslo ke zvyseni exprese jednoho z téchto genti, v rostliné vznikly
navic elementy protoxylému nebo metaxylému v koteni (Obr. ¢. 4). Vysledny fenotyp byl
nejspise zpisoben narusenim specifikace xylémové a floémové domény cévniho svazku. Déle
bylo prokazano, ze AHL3 je exprimovan v elongaéni az diferenciacni zon¢ kotene, odkud se
poté transportuje do kotfenové Spicky, kde se navdze a vytvofii heterodimer s AHL4. AHLA4,
ktery ptrechazi mezi bunkami pfes plazmodezmy, ale zaroven ke svému pohybu vyzaduje
pritomnost AHL3 nebo jin¢ho proteinu z rodiny AHL (pravdépodobné AHL1 nebo AHL6).
Tento pohyb z prokambia do prekurzorii xylému je kli€¢ovy pro regulaci bunéénych vymezeni
pravé mezi xylémem a prokambiem (Zhou et al., 2013).

Uspotadani cévniho svazku je preddefinovan jesté pred samotnym utvofenim morfologickych
jednotek, a to predevSim vlivem dvou fytohormoni auxinu a cytokininu, které se navzajem
ovlivituji (Bishopp et al., 2011). Predpoklada se, ze pokud fytohormony jako cytokinin
ovliviiuji vyvoj prokambia a hranic domén xylému a floému. Je tedy mozné, ze AHL3/4 tvoii
soucast jejich signalni drahy. Tato teorie vSak nebyla zcela potvrzena (Zhou et al., 2013).
DalSim c¢lenem rodiny AHL gend, ktery ovliviiuje rast kofend, je i AHL21. U tohoto genu
byla hlavné popsana jeho funkce pti vyvoji kvétu, ale hlavni misto jeho exprese je v kofeni
(Obr. ¢. 6). Pomoci experimentil s rostlinami s cilené¢ zvySenou expresi bylo zjisténo, Ze
u takto mutovanych rostlin dochazi k inhibici ristu kofene. Pfesné mechanizmy pisobeni
tohoto genu v kotfenech vSak nebyly dosud popsany a jsou pfedmétem dal§iho vyzkumu (Ng

et al., 2009).
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Obrazek 4: Fenotyp mutantnich rostlin AHL4. A, schéma korenového rezu Arabidopsis. B, pricny rez
korenem WT. C a D, pricny ez korenvem mutanta se zvySenou produkci AHL4. Hvezdicky znazornuji
pozici pericyklu, plné Sipky ukazuji protoxylém a prazdné metaxylém (Zhou et al., 2013).

5.2 Vliv AHL na velikost a tvar rostlinnych organt

U velkého poctu rostlin ma vytazeni nebo naopak zvySena produkce urcéitého genu za
nasledek zménu pfirozeného fenotypu. Neni tomu jinak ani u gent AHL, kde takovym
ptikladem je tieba AHL27 a AHL29. Mutantni rostliny, které vytvareji vétSi mnozstvi téchto
proteint (konstitutivni 35S promotor), jsou v porovnani s ptirozenym fenotypem v dospélosti
vzristoveé vetsi, maji zkrabatélé listy a jejich tvar je misto ovalného spiSe zubaty. Témto
rostlinam trvad déle, nez dospé&ji, ale je mozné, Zze pravé toto zpozdéni je zplsobeno
intenzivnéj$i bunécnou proliferaci, ktera je upfednostnéna pied diferenciaci a expanzi, coz ma
pravdépodobné za nasledek zvétSeni rostlinnych organti. (Street et al., 2008).

Také blizce ptibuzny AHL25 vykazuje ptfi navySeni exprese tendence zvétSovat u dospélych
rostlin listy a stonky. Na jakém principu se tyto udalosti dé&ji, vSak nebylo stale prokazano
(Kong et al., 2011; Street et al., 2008).

Jeden z nejvyrazngjSich fenotypt mé mutantni rostlina nadprodukujici AHL22. Ten zpiisobuje
posun doby kveteni a zaroven zpisobuje narust rostlinné biomasy (Obr. €. 5). Takto upravena

rostlina se bohat¢ vétvi a dochazi u ni ke krouceni stonkti (Xiao et al., 2009)

WT

Obrazek ¢. 5: Fenotyp mutantni rostliny AHL22. A, kontrolni rostlina. B, 135 dni stard mutantni
rostlina s nadprodukci AHL22. ( Xiao et al., 2009)
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5.3  Vliv AHL na vyvoj kvétu

Pti procesu vyvoje kvétu se uplatiiuje takzvany ABC model kveteni, kde jednotliva pismena
reprezentuji geny, které jsou klicové pro spravné utvoreni kvétu. Trida A je tvoiena geny
APETALA1 (AP1) a APETALA2 (AP2), které pokud jsou exprimovany samostatné, tak
stimuluji tvorbu kaliSnich listkl, dale potom tiida B, kterd obsahuje geny APETALA3 (AP3)
a PISTILLATA (PI), jez jsou exprimovany dohromady s tfidou A a spoluvytvareji korunni
listky nebo kooperuji s genem tiidy C a definuji tyCinky. Posledni skupinou je tiida C, ktera
obsahuje gen AGAMOUS (AG), ktery se podili na tvorbé pestiku (Bowman, 1989; Coen and
Meyerowitz, 1991; Yanofsky et al., 1990).

Prave tento posledni zminény gen AG byl identifikovan jako regulator genu zvaného GIANT
KILLER (GIK), ktery byl posléze identifikovan jako AHL2I. Tento gen pusobi v rostlinach
pravdépodobné jako modulator exprese nékolika dalSich gent a faktord, které jsou potiebné
pro spravny vyvoj kvétu. Bylo zjisténo, ze modifikaci promotoru genu ETTIN (ETT), ktery
slouzi jako faktor ovliviujici odpovéd na auxin a také kontroluje ustanoveni abaxialni-
adaxialni a apikdlni-bazalni osy, moduluje pravé funkce tohoto genu. Uvazuje se, Ze
k modifikaci dochdzi pomoci represivni dimetylace histonu H3K9, kterd zpisobuje umlceni
ETT.

DalSimi geny, na které pisobi AHL21 je CRABS CLAW (CRC), jenz je jeden z dalSich
abaxialni-adaxidlni polaritu kontrolujicich gent, JAGGED (JAG), ktery je zapojeny
v proliferaci a diferenciaci pestiku a jako posledni ovliviiuje gen KNUCKLES (KNU). Ten
determinuje kvétni meristém a spousti vyvoj gametofytu. Pokud vytvofime rostlinu, ktera
bude mit zvySenou tvorbu AHL21, dojde u ni k tvorbé ektopické blizny, kratkych plodolisth
a k nadmérné proliferaci lateralni strany pestiku s odhalenymi vajicky (Alvarez and Smyth,
1999; Dinneny, 2006; Nemhauser et al., 2000; Ng et al., 2009; Payne, 2004; Sessions et al.,
1997).

Pfechod z vegetativni faze rostliny do generativni je zplsoben kooperaci nékolika
interagujicich signalnich drah, které jsou ovliviiovany jak endogennimi faktory, tak
1 podminkami prostfedi. Jednu z téchto drah zastit'uji i takzvané florigeny, mezi které se fadi
i FLOWERING LOCUS T (FT) a ten spoleén¢ s LEAFY (LFY) indukuje kveteni pomoci
regulace genu APETALA1 (API1) (Kobayashi, 1999; Wigge et al., 2005).

Bylo zjisténo, Ze gen AHL22 je schopen se navdzat na genomickou sekvenci florigenu FT
a pomoci modulace acetylace a metylace histond jeho DNA ménit nacasovani kveteni. Pokud
je prepis AHL22 navySen, dochdzi u rostlin k prodlouzeni vegetativniho ristu a pozdnimu

nastupu kveteni. V tomto procesu dochdzi k urcité redundanci mezi jednotlivymi geny AHL.
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Bylo totiz prokazano, ze i AHL18, AHL27 a AHL29 maji vliv na vysledné prodlouzeni doby
nastupu kveteni (Xiao et al., 2009; Yun et al., 2012).

Dal$im genem z této rodiny, u kterého byl popsan vliv na dobu kveteni, je AHLI6, ktery
modifikaci histonti na genech FLC a FWA umlcuje jejich funkci. Stejné tak jako FLC, tak
1 blizce piibuzné MAFs (MADS AFFECTING FLOWERING) zpiisobuji fenotyp pozdniho
kveteni a i u této skupiny jmenovit¢ u MAF4 a MAFS5 bylo prokazano, ze jejich negativni
regulace je také spojena s AHL16 (Ratcliffe, 2001; Xu et al., 2013a).

Soucasti generativniho vyvoje je i tvorba pylu. Buné¢na sténa samotného pylového zrna je
slozena ze dvou hlavnich vrstev, vnéjs$i sporopoleninové exiny a vnitini celulézové intiny.
Zakladni slozkou exiny je vysoce chemicky i mechanicky odolna sloucenina sporopolenin,
ktery je syntetizovan v buiikach tapeta. Exina se nasledné jest¢ déli na dalsi dvé vrstvy, a to
vné&jsi strukturovanou sexinu, jejiz vyvoj je regulovan genem MS188, a vnitini homogené&;jsi
nexinu, jejiz vyvoj podléha genu AHL16, ktery je produkovan tapetem (Guilford et al., 1988;
Lou et al., 2014; Zhang et al., 2007; Zinkl et al., 1999). V rostling, ktera neprodukuje protein
AHLI16, nedochézi k vytvofeni exinové vrstvy nextiny a to mé za nasledek i ztratu vnitini
vrstvy intiny, jelikoz bylo prokdzano, Ze vyvoj intiny je néjakym zpisobem zavisly na
pfitomnosti nextiny. Pravé u téchto rostlin také dochdzelo ke sterilizaci kvétl, jelikoz nebyl
pritomen pyl, a tvorbé kratkych Sesuli bez semen u Arabidopsis, coz znaci, Ze tento gen je
i kli¢ovy nejen pro spravny vyvoj prasnikd, ale i dalSich ¢asti kvétt. Déle bylo zjisténo, ze pro
expresi jak AHLI6 tak 1 MS188 je nutnd vazba transkripéniho faktoru AMS (ABORTED
MICROSPORES), ktery tyto geny pozitivné reguluje (Lou et al., 2014).

Poslednim dosud objevenym ¢lankem této slozit¢ kaskady vyvoje pylu jsou
Arabinogalaktanové proteiny (AGP), které slouzi jako proteoglykanovy prostfednik mezi
polysacharidy matrix a glykoproteiny bunééné stény. Cast téchto proteinii podléha regulaci
proteinem AHL16 a to AGP6, AGP11, AGP23 a AGP40. VSechny tyto jednotlivé kroky,
které¢ bud’ ovliviiyji, nebo jsou ovlivitovany genem AHLI6, jsou dilezité pro spravny vyvoj
struktury a funkce rostlinného pylu (Jia et al., 2015; Lou et al., 2014; Showalter, 2001; Tan et
al., 2013).
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54  Vliv AHL na fotomorfogenezi

Rostlinné fotoreceptory hraji vyznamnou roli v morfogenezi organi pii piechodu
z vegetativni do generativni faze, ale 1 pii vyvoji semenacku pii kliceni. V tomto pfipad¢ nas
bude zajimat vliv svétla na dlouzeni hypokotylu. Po zacatku kli¢eni je rast hypokotylu
svétlem inhibovan, jelikoz potlacuje mechanizmy elongace, které probihaji ve tmé. Princip
této odpovédi je pravdépodobné zalozen na pozménéné genové expresi, protoze fytochromy
maji tu schopnost, Ze se presouvaji do jadra, kde reguluji fadu transkripcnich faktor (Casal
and Yanovsky, 2005; Franklin et al., 2005; Neff et al., 2000; Serino and Deng, 2003).

Vliv na délku hypokotylu pfi vyvoji na svétle byl pozorovan u rostlin, které mély zvySenou
expresi dvou gend rodiny AHL. Jak u mutantnich rostlin ah/29 (SUPPRESSOR OF
PHYTOCHROME B-4 #3, SOB3), tak i ahl27 (ESCAROLA,ESC, ORESARA7, ORE7)
dochézelo ke zkraceni hypokotylu, pokud rostly na svétle, z ¢ehoz by mohlo vyplyvat, ze
n¢jakym zpusobem interaguji s fytochromy. Tato teorie se ovSem nepotvrdila, jelikoz po
vytvofeni vicendsobnych mutantd, kterym chybély tyto fotoreceptory, nebyla pozorovana
74dna signifikantni zména. Jisté ale je, Ze jak geny AHL29, tak AHL27 funguji jako negativni
modulatory hypokotylového riistu na svétle (Street et al., 2008).

Podle zavéra z nékolika poslednich studii o téchto proteinech mizeme vyvodit, ze jejich
schopnost modulace ristu hypokotylu je spojend s regulaci biosyntézy auxinu a jeho nasledné
signalni kaskady. AHL29 a AHL27 umlcuji expresi YUCY a ¢aste¢né 1 YUCS z rodiny genil
YUCCA, kter¢ se podileji na syntéze auxinu (Lee and Seo, 2017; Won et al., 2011).

Dal$im c¢lenem této signalni drdhy, ktera ve svém vysledku urc¢i délku hypokotylu, jsou
brassinosteroidy. Tyto fytohormony dohromady s AHL29 spolupracuji na modulaci délky
hypokotylu pomoci podpory exprese geni podrodiny SAURI9 (SMALL AUXIN UP
RNA19), cozZ probiha pies transkripcni faktor BZR1. Nékteré geny SAUR19, které predevSim
podporuji bunécnou expanzi a jejich exprese je povétsSinou indukovana auxinem, jsou cilené
potla¢ovany genem AHL29 a jiné jsou zase nepiimo ovlivnény tak, ze AHL29 vytadi z funkce
gen YUCS, ¢imz dojde k pferuseni auxinové syntézy a nasledné inhibici auxinem
aktivovanych gentit SAUR19. Zajimavym faktem je také to, Ze ¢lenové podrodiny SAURI9
obsahuji ve svych promotorech vazebnd mista pro velké mnoZzstvi transkripénich faktord
v relativné malé vzdalenosti od vazebnych sekvenci pro geny AHL. Geny SAURI19 jsou
aktivovany interakci s komplexem tii transkripcnich faktort BZR1/ARF6/PIF4 (BAP) a je
komplexu BAP pomoci AHL29. Budouci studie by mély provéfit moznost pisobeni AHL29
na DELLA represor, ktery praveé fyzicky naruSuje vazbu jednotlivych komponenti BAP
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komplexu. Zajimavym faktem je také skutecnost, ze i1 jiny, délku hypokotylu ovliviujici
protein AHL6, blizce interaguje s DELLA proteinem RGA1. Z toho vyplyva, Ze by mohlo
dochazet k tvorbé represoru obsahujici DELLA a AHL komplexy, ktery by potlacoval
aktivaci genti indukovanych BAP (Favero et al., 2017, 2016; Oh et al., 2014; Spartz et al.,
2012; Zhao et al., 2013) .

Potvrdilo se téz, ze existuje jista provazanost mezi jednotlivymi AHL proteiny pokud se jedna
o vyvoj hypokotylu. Rostliny, které mély jednotlivé odstranény geny pro AHLS, AHLSG,
AHL15 a AHL22, prokazovaly rozmanité délky hypokotyla. Prakticky zadny vliv na délku
nem¢l chybéjici gen pro AHLS na rozdil od genu pro AHL6, kde dochéazelo k velice
markantnimu prodlouzeni hypokotylu. Tento vysledek prokazuje, ze ne vSechny AHL se

podileji na jednotlivych vyvojovych procesech semenacku stejnou mérou (Zhao et al., 2013).

5.5 Vliv AHL na rostlinné fytohormony

Homeostdza fytohormont v rostlin€ je klicovy faktor pro udrzovéni spravného chodu
rostlinného organizmu. Gibereliny (GA) ovliviiuji Sirokou Skalu mechanizmi v téle rostliny.
Mezi jejich hlavni funkce patii kliceni semen, dlouzivy rist stonku nebo tfeba indukce
kveteni (Hedden and Phillips, 2000; Cheng, 2004; Koornneef and van der Veen, 1980; Wilson
etal., 1992).

Regulacni drahu giberelind ovliviiuji jak endogenni, tak i exogenni stimuly. Je dilezité
definovat transkripéni regulaci syntézy GA, abychom pochopili molekuldrni mechanizmy
spojené s vyvojem rostliny a také jak jsou uplatiiovany v procesech, které pomahaji rostlinam
v adaptaci na okolni prostfedi. Samotné GA reguluji svoji tvorbu, a to v né¢kterych ptipadech
pomoci negativni zpétné vazby. GA 3-oxidaza (GA3ox) se ucastni finalnich kroki syntézy
GA a konvertuje inaktivni formu enzymu na bioaktivni GA (Hedden and Phillips, 2000;
Mitchum et al., 2006; Williams et al., 1998; Xu et al., 1999; Yamaguchi et al., 1998). Rodina
GA 3-oxidaz se sklada za 4 €lenil, z nichZ pouze jeden, a to AtGA3ox1, je ovlivnén takzvanou
negativni zpétnou vazbou. Pro tuto negativni zpétnou reakci je tieba navazani AHL2S,
v nékterych publikacich uvedeny také jako AGFI1, do takzvaného GNFEI (GA- negative
feedback element I), coz je misto v promotoru AtGA3oxI1.

Dalsi pravdépodobné obdobné plsobici AHL gen je 1 AHL15 (AGF2), ktery se také vaze do
stejného mista promotoru a tim zfejm¢e také ovliviiuje homeostazu GA (Matsushita et al.,

2007).

17



5.6  Vliv AHL na vrozenou imunitni odpoveéd’

Béhem svého zivota musi rostlina ¢elit mnohym hrozbam v podobé patogennich mikrobu,
jako jsou viry, bakterie nebo houby. Jen maly zlomek téchto mikrobli dokaze piekonat
obranny systém rostlin skladajici se z Pathogen- associated molecular patterns (PAMPs)
a z nich vychazejicitho imunitniho syst¢ému PAMP-triggered imunity (PTI). Pokud patogen
vstoupi do rostliny, je hned rozpoznan pomoci Pattern recognition receptors (PRRs), které
iniciuji funkci PTI a ta zamezi naslednému Sifeni patogenu déale do organizmu (Chisholm et
al., 2000).

Mechanizmy rostlinné imunity zahrnuji velké mnozstvi genti. Jednim z nich je NONHOST1
(NHOL), ktery koéduje glycerol kinazu a je vyuzivan v boji proti bakteridlnim patogentim, coz
bylo zjiSténo jeho zvySenou expresi v pfitomnosti bakterialniho proteinu flagellinu (Li et al.,
2005; Lu et al., 2001). S timto genem je 1 spojen gen AHL20, jelikoz pifi jeho nadmérné
produkci dochézi k inhibici funkce NHOI, tim padem i ke snizeni imunitni odpovédi na
bakterialni patogeny, jako je napiiklad virulentni bakterie P. syringae pv. tomato DC3000
(Kang et al., 2003; Lu et al., 2010).

AHL20 dale blokuje expresi genu FRK1, ktery je indukovany genem FLG22 a tim se stavi do
pozice negativniho regulatoru rostlinné imunity. Obdobny mechanizmus jako AHL20 byl
popsan i u nejblizSich homologl ze skupiny geni AHL, a to w AHLI15, AHLI9 a AHL27.
Vsechny tyto geny se také projevily inhibici exprese genu FRK1 indukovaného FLG22, coz
zase poukazuje na zna¢né piekryvani funkei v této genové rodin€ (Lu et al., 2010).

Prikladem vysoce destruktivniho plidniho patogenu je houba Verticillium spp, ktera napada
Siroké spektrum rostlinnych druhti a zplisobuje u nich takzvanou ,,vascular wilt disease,* ktera
je spojend sucpanim trachedlnich elementii xylému a néaslednym vadnutim. Tato houba
pronika do rostliny skrz koteny, penetruje primarni kiiru a kolonizuje xylémovy systém, coz
zpisobi vadnuti, blednuti a nekrozu listl. Tato choroba je velice Spatné kontrolovatelna
a obtizn€ se odstraniuje kvili tomu, Ze dokaze v pidé prezit po n€kolik let bez hostitele,
napada velké mnozstvi rostlin a prakticky na ni nefunguji Zadné fungicidy, pokud se jednou
dostane do cévniho systému (Fradin and Thomma, 2006; Klosterman et al., 2009; Yadeta et
al., 2011)

Jednou z moznych cest, jak rostlinu ubranit pied touto infekci, by mohla byt uprava genové
exprese AHL19, u které¢ho bylo zjisténo, ze pozitivné ovliviiuje imunitni rezistenci vuci
patogenu Verticillium spp. K nejvétSimu naristu koncentrace transkriptu AHLI9 dochézi po
napadeni patogenem ve stonkové ¢asti rostliny, kde pravdépodobné dochazi k nejmarkantnéjsi

obran¢. Prestoze AHLI9 je primarn¢ exprimovan hlavné v kofenech, tam k imunitni reakci
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ziejm¢ nedochazi (Obr. ¢. 6). Na jakém principu tato obrana funguje, nebylo prozatim
zjisténo, jelikoz exprese geni pro jasmondtovou signalni drahu, kterou AHL19 podnécuje, je
prilis slaba na to, aby byla schopna G¢inn¢ bojovat proti houbové infekci (Yadeta et al., 2011)
Dalsi piekazkou, se kterou se musi rostlina vypotadat, je abioticky stres. U Arabidopsis
thaliana byla prozatim objevena pouze mirné¢ zvysena exprese AHLI19 pii vystaveni suchu
a oxidacnimu stresu (Yadeta et al., 2011). Vice informaci o AHL a jejich funkci pfi riznych
stresovych situaci bylo popsano u Oryza sativa, jejiz OsAHLI se ucastni signalnich drah na
rezistenci vuci suchu, zasoleni a chladu. Pokud dojde u mutantni rostliny se zvySenou
produkci OsAHL1 k vystaveni témto stresorGm, jeji Sance na preziti je v porovnani
s pfirozenym fenotypem vyrazn¢€ vétsi, hlavné co se tyka sucha. OsAHLI reguluje vyvoj
mohutnosti kofenového systému, tak aby se rostlina vyhnula vyschnuti. Tento protein se
specificky vaZze do promotorti nebo intronti gendl, které reaguji na stres, a takto reguluje jejich

expresi a zvySuje odolnost rostliny (Zhou et al., 2016).

5.7  Vliv AHL na senescenci

Senescence je proces, pti kterém dochazi v listech k rapidnimu ubytku fotosyntetické aktivity
spojenou s naslednou degradaci chloroplasti a jinymi metabolickymi zménami, jako je
hydrolyza makromolekul nashromazdénych béhem aktivni faze rlstu a jejich nasledny piesun
do stale rostoucich ¢asti rostlinného téla. Pravé kvuli relokalizaci a recyklaci Zivin z listh je
senescence jednim z klicovych procesti, ktery ovliviiuje fitness rostliny (Bleecker, 1997;
Nam, 1997). Senescence je provazena velkym mnozstvim katabolickych dé&jt a vyzaduje
striktni regulaci fyziologie, genové exprese a chemického slozeni buiiky (Buchanan-
Wollaston et al., 2003; Quirino et al., 2000).

Vlivy, které stimuluji senescenci, se daji rozdélit na vnitini a vnéj$i. Mezi vnitini fadime
zejména fytohormony, jako jsou kyselina abscisova, kyselina salicylova nebo etylen, které
vyvoléavaji procesy starnuti rostliny (He et al., 2001; Jing et al., 2002; Morris et al., 2000).
K vnéjsim faktoriim fadime zejména abiotické vlivy, jako je teplota, sucho, pfisun Zivin a tak
dale, na které musi reagovat kvili prakticky nulové pohyblivosti (Buchanan-Wollaston et al.,
2003; Quirino et al., 1999; Smart, 1994; Weaver et al., 1998).

Jednim z vnitinich faktor ovliviiujicich starnuti listd je i modelace chromozomalni DNA, coz
ma za nasledek zménu exprese nckterych genl. Mezi tyto modulatory se fadi i protein
AHL27. Pokud je AHL27 ptepisovan ve vys§i mife, dochazi az k dvojnasobnému prodlouzeni

zivotnosti listh u Arabidopsis thaliana. Pti bliz§im zkoumdani bylo objeveno, Ze u rostlin
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stouto mutaci jsou udrzovany dvé slozky fotosystétmu II (variabilni a maximalni
fluorescence, F,/Fy,) na vysoké trovni. Zaroven fotosyntetické geny kodujici chlorofyl a/b
vazajici proteiny (CAB) byly vice exprimované na rozdil od senescen¢nich genti SEN4 a
SAG12, jejichz indukce byla opozdénd. Zaznamenana data potvrzuji, Ze tato mutace umoznuje
kvétiné oddalit senescenci. DalSim zajimavym nasledkem vétsi exprese genu AHL27 je 1
redukce nekterych fytohormonalnich drah, které se tcastni senescence, jako je kyselina
abscisovd, salicylova, jasmonova a etylen. VSechny tyto skutecnosti se nasledné projevi i na
prodlouzené trvanlivosti plodin téchto rostlin, coz by se v nasledujicich letech dalo zuzitkovat

v potravinafském primyslu (Lim et al., 2007).
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Dataset: 127 anatomical parts from data selection: AT_AFFY_ATH1-0
Showing 25 measure(s) of 25 gene(s) an selection: AHL gene family
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Parzent of Expression Potential

Arabidopsis thaliana {127)

callus
¥ cell culture ! primary cell
e seedling
¥ inflarescence
¥ raceme
¥ flower
¥ stamen
¥ anther
pollen
abscission Zone
¥ pistil
= carpel
petal
sepal
pedicel
e silique
¥ shoot
» inflorescence stem
k= rosette
cauline leaf
» shoot apex €
axillary shoot
¥ hypocotyl €
¥ stele €
¥ conducting tissue €
xylem
cork
¥ roots
¥ primary root
= roottip
elongation zone
maturation zone
» stele €9
lateral root

FYTRTR -
 AHLZ1 @O

# of samples

21
A

2265 4m D

201

43

created with GEMEVESTIGATOR

Obrazek ¢. 6: Tabulka exprese AHL genii v jednotlivych castech rostliny. Sytost barvy zndzoriuje
relativni expresni potencial. A, gen AHL3 jehoz funkce byla zatim popsana v korenové casti rostliny je
viditelné exprimovan i v kvétnich organech rostliny. B, AHLI16 je nejvice exprimovan pravé v misté
své funkce, a to v tycinkach a pylu. C, AHL21 md vyrazny viiv na kveteni, ale v této oblasti neni
produkovan ve zvySené mire. Nejvice je prepisovan v korenové oblasti, kde jeho funkce dosud nebyla
popsana. D, témer kazdy gen AHL md zvySenou expresi béhem kliceni. (vytvoreno pomoci softwaru

GENEVESTIGATOR)
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6 Zavér

Ze vsech dostupnych informaci, které jsou shrnuty v tomto textu, vyplyva, ze mista exprese
genu a jeho vysledného pole ptisobnosti se v mnoha ptipadech zna¢né 1isi. Pfikladem bunécné
neautonomniho ptsobeni je AHL21, a naopak gen AHL16 ma stejnou lokaci prepisu i funkce.
Ptedpoklada se, ze geny budou mit néjaky vliv i pfimo v misté své exprese, pouze onen vliv
nebyl nijak zdokumentovan nebo nebyl doposud objektem védeckého zajmu. DalSim
faktorem, ktery by mohl objasnit rozdil mezi predikovanym mistem exprese a popsanym
mistem pusobeni proteinu AHL je mira posttranskripcni regulace, jejiz mechanizmus také
nebyl doposud popsan. U mutantnich rostlin Arabidopsis se znemoznénou funkci umléovani
RNA a zéaroven cilen¢ zvySenou produkci AHL, dochdzi k tvorbé vyrazného vysledného
fenotypu. Ztoho vyplyva, Ze je posttranskripcni regulace kli¢ovym prvkem spravného

fungovéani AHL.

Nasledné zjisténi pfimo navazuje na to predchézejici, a to jakym zpiisobem se AHL proteiny
pohybuji v ramci rostlinného téla. Bylo prokdzano, Ze naptiklad bunééné neautonomni
pusobeni AHLA4 vyzaduje k pohybu kooperaci vice AHL proteinti. Takze je mozné, ze se
tento jev vyskytuje i jinych ¢lent AHL rodiny. Dalsi zpisoby transportu jak proteind, tak
transkript u AHL vSak zatim nebyly popsany.

U velkého poctu ¢lend rodiny geni AHL je ptfedpokladand vyrazna funkéni redundance.
Prave tento fakt je do znacné miry limitujicim a komplikuje praci s témito geny. Je dost
pravdépodobné, Ze kvili funkéni zastupitelnosti zlistdvaji mnohé kli€ové procesy vyvoje

rostlin spojené s AHL proteiny stale nepopsané.

Genova rodina AHL ¢ita 29 paralognich ¢len a jeji pfitomnost byla potvrzena u vSech
doposud osekvenovanych suchozemskych rostlin. Samotny jaderny AHL protein se sklada ze
dvou domén, a to AT-hook motivu a PPC domény. Obé& tyto ¢asti jsou kli€¢ové pro spravné
fungovani genu. AT-hook se pomoci konzervovanych sekvenci aminokyselin vdze do AT
bohatych oblasti na DNA, coz mu umoZziiuje remodelovat bunéény chromatin. PPC doména je
nutna pro spravnou lokalizaci proteinu v jadie a umoZziuje tvorbu proteinovych homo/hetero

oligomert.

Na zakladé typu a poctu téchto domén rozdelujeme fylogeneticky rodinu AHL na dvé tfidy A
a B. Tfida A, evolu¢né plivodnéjsi, obsahuje jeden AT-hook typu I a také ptislusnou PPC
doménu A, proto se také ik, Ze je tvotena proteiny AHL typu-I. Tato tfida se nasledné jesté

dale de€li do péti podrodin. Naopak tfida B obsahuje AHL typu-II a typu-III, coZ je podloZeno
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faktem, ze obsahuji bud’to jeden AT-hook motiv typu II nebo ma oba typy tohoto motivu.
Dalsi odlisnosti je PPC, kterd je v tomto piipadé¢ doménou typu B. Shodné€ s tfidou A se tfida

B d¢li do ¢tyt podrodin.

Obecnym mechanizmem modulace chromatinu pomoci AHL proteinti je jejich schopnost
vazat se pomoci AT-hook motivu do MAR oblasti pfevazné promotord uréitych gend.
Naslednym rekrutovanim jinych modifikatora, jako jsou metyltransferazy nebo deacetylazy,
zpusobi modifikace histonli, coz ma za nasledek umlceni nebo naopak zvySeni aktivity
daného genu. DalSim zptisobem ovliviiovani je spoluprace PPC domény a transktipcnich
faktorti. AHL proteiny jsou téz dulezité pro udrzeni jisté integrity genomu a to tim zptsobem,

ze metylaci blokuji transkripci transpozond.

Z hlediska struktury tvoii AHL proteiny vétSinou homo/hetero trimery, které jsou navzajem
propojeny pomoci PPC domén. V tomto uskupeni je pak tento komplex schopen vazat praveé

potiebné transkripéni faktory a jiné proteiny.

AHL proteiny ovliviiuji vyvoj rostliny v Sirokém spektru funkci. VétSina z nich je aspon
nepatrné exprimovana v ramci celého téla rostliny. Jedinym problémem je, Ze dosud nebyly

popsany déje, kterych se praveé v danych mistech ucastni.

Ptikladem dobfte identifikovanych funkci je pritomnost AHL3/4 v kotenech, kde plni ulohu
regulatort tvorby bunééného rozhrani mezi xylémem a prokambiem. Ptfi nadmémé produkci
téchto proteini dochazi k formaci extra trachealnich elementi protoxylému a metaxylému
v koteni. Tyto proteiny tvoii heterooligomery, jelikoZ AHL4 neni schopen volného pohybu
skrz plazmodesmy bez ptfitomnosti jincho AHL proteinu. DalSim AHL lokalizovanym
v kotfeni je AHL21, jehoz pfesnd funkce v této oblasti jest¢ nebyla presné definovana, ale
mutantni rostliny s nadmérnou produkci tohoto genu vykazuji inhibici ristu kofene, takZe se

predpoklada, Ze zde n&jaky vliv bude.

DalSim polem ptisobnosti AHL genli je generativni vyvoj rostliny. Dilezitym genem
ovlivilujici nacasovani kveteni je AHL2I, ktery svoji pfitomnosti stimuluje hned nékolik
kvétnich gentli, ato ETT, CRC, JAG a KNU. Spoletné tyto geny kontroluji spravny vyvoj
osového systému kvétu a také prechod z vegetativni faze do generativni faze rostliny. Jejich
zéavislost na AHL21 byla prokdzdna na mutantni rostliné¢ s nadmérnou produkci AHL21, coz
uni zpisobilo tvorbu ektopické blizny s kratkymi plodolisty a odhalenymi vajicky. Také
blizky homolog AHL22 se podili na tvorbé kvétu. Kooperuje s florigenem FT a tim reguluje

dobu nastupu kveteni. V této ¢asti vyvoje bylo také zjiSténo, Ze dochézi k urcité prekryvnosti
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funkci gentt AHL16/18/22/27/29, jelikoz maji vSechny vliv na dobu kveteni. Podstatnou ¢ésti
kveteni je 1 spravna tvorba pylu. Gen AHL16 ma prokazatelny vliv na vyvoj pylové vrstvy
nextiny, ktera je soucasti vné&jSiho obalu pylového zrna. Pokud nedojde ke korektnimu

utvoreni, je pylové zrno ochuzeno také o vnitini vrstvu intinu, coz zapiicini sterilitu kvétu.

Znacny dopad na fotomorfogenezi a to zvlasté na délku hypokotylu, maji AHL29 a AHL27,
které zptsobuji zkraceni hypokotylu, pokud se vyviji na svétle. Tato modulace je pfipisovana
komplexnimu spojeni AHL genti se signalni dradhou auxinu, konkrétné¢ inhibici exprese genti
rodiny YUCCA, které jsou dulezité pro spravnou syntézu auxinového hormonu. Geny AHL
jsou také soucasti brassinosteroidové drahy, s jejiz pomoci reguluji geny bunécného dlouzeni
SAURI19. I vtomto piipadé dochéazi k urCité redundanci mezi jednotlivymi AHL, jelikoz
1AHL6/15/22 vykazuji znaky podobné uc¢inkiim AHL27 a 29.

Jak jiz bylo feC¢eno AHL proteiny navazuji uzkou spolupraci s rostlinnymi fytohormony.
Naptiklad AHL25 je klicovym prvkem transformace giberelini z inaktivni formy na
bioaktivni tim, Ze se vaZe do promotoru genu AtGA3ox1, tak vyvola negativni zpétnou vazbu
a umozni syntézu GA 3-oxidazy, ktera je zodpoveédna za aktivaci giberelind. Na podobném

principu ziejmé funguje i homologni AHL1S.

AHL se také uplatiiuji v rostlinném boji proti patogenim. Bylo prokazano, ze AHL20 funguje
jako negativni reguldtor rostlinné imunity, jelikoz inhibuje funkce genu NHO1,¢imz blokuje
syntézu obrannych glycerol kinaz. Podobné ucinky vykazuji 1 AHL15/19/27. Na druhou
stranu je jisté, ze AHL19 pozitivné reguluje imunitni rezistenci vi¢i houbovému patogenu
Verticillium spp. Zéaroven bylo prokazano, Ze je AHL19 ve zvySené mife indukovan, kdyz je
rostlina vystavena oxidaénim stresim a suchu. Kvili nedostatku publikaci o reakci
Arabidopsis na stres, jsem popsala funkci ryzového genu OsAHLI ve stresovych situacich.
OsAHLI1 slouZzi jako regulator stresovych genil, které svym navazdnim ovliviiuje a pomaha
tak rostliné se vyrovnat predev$im se suchem. Je velice pravdépodobné, Ze néktery gen
z rodiny AHL u Arabidopsis funguje na podobném principu, ale prozatim tato signalni drdha

nebyla objevena.

Jednim z dalSich vlivii AHL proteint je kontrola senescence, u které bylo zjisténo, Ze miize
byt oddalena za pomoci AHL27, jelikoz reguluje fytohormonalni drdhy senescen¢nich
hormoni, jako je kyselina salicylovd, jasmonova nebo etylen. Tento objev by mohl mit
1 globalngjsi dopad, nebot’ se zaroven s delsi Zivotnosti rostliny zvySuje i trvanlivost jejich

plodin, coZ by se v budoucnu dalo vyuzit.
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Ptestoze vyzkum v rdmci rodiny AHL gent stale pokracuje, je jisté, ze jesté velké procento
jejich funkei nebylo doposud odhaleno. VétSina ze zde uvedenych procest byla zjisténa na
rostlinach, které mély nadprodukci téchto gentl, coz také vyvolava otazku, jak moc realisticky
je vysledny fenotyp, jelikoz nemusi byt skutecny vliv tohoto genu az tak markantni. Jedno je
vSak jisté, a to, Ze rodina AHL gent se ucCastni komplexnich déji v rdmci celé rostliny a tvofti

nedilnou soucast spravné regulace vyvoje rostlinného téla.
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