UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Bakalarska prace

Olomouc 2010 Martina Bedna frova



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécéné biologie a genetiky

Exprese auxin-binding protein 0 ve
fotomorfogennich mutantech raj €ete v zavislosti

na auxinu a sv étle

Bakalarska prace

Martina Bedna rova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bunééna biologie

Forma studia: prezenéni

Olomouc 2010 Vedouci prace: doc. RNDr. Martin Fellner, Ph.D



Prohlaseni
ProhlaSuji, Zze jsem tuto bak&&ou praci vypracovala samostatpod vedenim
doc. Martina Fellnera, a Ze jsem pouzila pouzerdité zdroje uvedené v kapitole

Literatura.

V Olomouci dne 5. k&tna 2010



Podékovani

Timto bych chila podtkovat doc. Martinu Fellnerovi za odborné vedeni a
piilezitost ziskat praxi v biologickém vyzkumu a dsten ¢clenim Laboratée molekularni

fyziologie za rady aifpominky k mé praci.



Shrnuti

Predkladana bakatgka prace je =zadena na studium role auxinu ve
fotomorfogenezi rostlin. Etiolizované rostliny jsainarakteristické tim, Ze jsoudtke,
prodlouzené a postradaji chlorofyl. Po kontaktisw#lem dochazi ke z#&mam, souhrné
ozna&ovanym jako fotomorfogeneze, kdy rostliny zpomalujist, z&nou vytvdet
chlorofyl a ziskaji tak schopnost vyuzZitéde jako zdroj energie. Tohoto procesu se
Gcastni také rostlinné hormony, ale dosud se neflodzcela odhalit, jak spolu drahy
swtla a hormof interaguji. Ke studiu interakce auxinu &tk slouzili fotomorfogenni
mutanti rafete Solanum lycopersicunh.), na kterych byl zkouman vliv modrého a
cerveného sitla na fistové odpowdi k auximim 1AA, NAA a 2,4-D a vliv s¥étla a auxinu
na expresi genABP1 Vysledkem pokus bylo zjiS€ni, Ze modré sitlo sniZuje citlivost
hypokotylu k inhibénimu &inku exogenniho auxinu. Tyto vysledky také n&mjia Ze
acinek modrého sstla je zprostedkovan genenYB-1 Dale bylo zjis&no, Ze funkni
receptor CRY1 je nezbytny pro zachovani normalnposedi k NAA na modrém a
cerveném sétle. Molekularni experimenty odhalily souvislost znesniZzenou reakci
mutanta 7B-1 k auxinu a shnizenou expre8SBP1 na modrém sitle. Vysledky &chto

experimeni potvrzuji existenci interakce mezigem a auxinem vistu a vyvoiji rostlin.



Summary

Submitted bachelor thesis is focused on study dé rof auxin in plant
photomorphogenesis. Etiolated plants are charaettby weak and elongated growth, and
by the absence of chlorophyll. After light exposplants dramatically change their growth
- elongation is reduced, plants start to produderophyll, and they gain competence to
use light as a source of energy. This process ®wvknas photomorphogenesis. In
photomorphogenesis, plant hormones play importalet, but very little is known about
the mechanisms of interactions between light aminbae signaling. To investigate the
crosstalk between auxin and light in plant develepinl used photomorphogenic mutants
of tomato Golanum lycopersicurh.), and studied effect of blue and red light oowgth
responses to auxins IAA, NAA and 2,4-D, and infleerf light and auxin on expression
of ABPL1 My experiments revealed that blue light can daseeresponsiveness of
hypocotyl growth to the inhibitory effect of exogers auxin. The results also indicate that
the effect of blue light could be mediated BB-1 gene. | further found that functional
receptor CRY1 is required for maintenance of norgrawth response of hypocotyl to
NAA under blue and red light. Molecular experimestsowed a correlation between
decreased growth responses to auxin and decreapegsgion ofABP1in hypocotyl of
7B-1 mutant developed under blue light. These resuoitdien the existence of interaction

between light and auxin in plant growth and deveiept.
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1 Uvod

Moje bakal@ska prace byl@#aeSena v Laboratomolekularni fyziologie na Kated
buné¢né biologie a genetiky vramci Z&m feSeného na iPF UP a financovaného
Ministerstvem Skolstvi, mladeZze @davychovy (projekit. MSM6198959215).

Vyvoj rostlin je hluboce ovlivén swtlem. U etiolizovanych rostlin spousti&elny
signalfadu slozitych pochaq které vedou k tomu, aby rostlina mohl&tky vyuzivat jako
zdroj energie. Blezitou roli hraji rostlinné hormony jako auxinytokininy, gibereliny a
dalSi, mezi nimiz se vyt¥A jemna rovnovaha a prdstnictvim kterych rostlina
uskuté&nuje nist a vyvoj a reakce k ¥Bim i vnittnim podrtam. Signalni drahy sila a
rostlinnych hormot jsou vzajem# propojene, ale o konkrétnich interakcichétley a
hormoni je toho dosud znamo pouze malo. Signalni drahyindux rostlinach jsou
relativné dole prozkoumamy, aleipsto zbyvaada prvk auxinovych drah, jejichz Gloha
neni zcela zndma. Mezé pati nagiklad auxinovy receptor auxin-binding protein (ABP)
Uloha ABP1 jako receptoru je znamaegevsim uArabidopsis kde je nezbytny pro
mnoho vyvojovych aitrstovych proce§ nagiklad v embryogenezi. Velice malo je vSak
znamo o funkci ABPs v rostlinach ¢ate a ovliveni jeho funkcei aktivity swetlem.

Cilem prace bylo zpracovat nejrigsi literarni zdroje vztahujici se rtkSenému
tématu. V praktick&asti jsem pak vyuZila genetickéhdigiupu, ktery spéiva v analyze
fotomorfogennich mutafta jejich reakci ke $¥lu a auxinu. Pokusila jsem se zjistit, zda
citlivost fotomorfogennich mutaintrajéete 7B-1, cryl-1 a cryl-2k auxinu je ovliviovana
swtlem, a zda auxin-binding protein 1 (ABP1l)ibe fungovat jako spotey element
signélni drahy sstla a auxinu. Belem experimetitbylo studium &stovych reakcin vitro
u mutovanych a kontrolnich rostlin k ausm v zavislosti na kvalit swtla. Dale jsem
provadtla molekularni experimenty, jejichz¢élem bylo studium exprese geBP1
v hypokotylech mutant&B-1 a gislusné kontrolni rostliny v zavislosti na koncewtr

exogenniho auxinu a kvaliswtla.



2 Uvod dofedené problematiky

2.1 Auxin

2.1.1 Historie objevu

Auxiny jsou rostlinné hormony, jejichz nazev vznadeckého slovaguxein®, coz
znamena ust, zwtSovat se. Auxin byl objeven v druhé poloyit9. stoleti Charlesem
Darwinem a jeho synem. Darwina zajimalo, @ jakym mechanismem se rostliny
ohybaji za zdrojem stla. Experiment proved! s travoRhalaris canariensis Pokud
rostlinu osvitil z jedné strany tlumenym modrymétsem, rostlina se zala ohybat
smeérem ke zdroji. Darwin si vSak vSiml, ze pokud za&ryrcholovou Sgiku koleoptile,
tak k ohybani nedojde figemz fistovd zéna koleoptile se nachazkalik milimetri od
vrcholové Spiky. Z toho usoudil, Ze ve vrcholové &pé vznika &jaky druh signalu, ktery
je transportovan douastové zény, kde Zisobuje rychlejSiist zastigné strany oproti
straré nezastidné. Sva pozorovani shrnul v kniZéghe Power of Movement in Plants
(Darwin a Darwin, 1881).

DalSi pokrok ve vyzkumuimesl wWdec Fritz Went v roce 1926iiRokusu odiz!
vrcholovou Spiku koleoptile ovsaAvena sativpa grenesl jej na Zelatinovy biek. Auxin
do rgj difundoval ze Spiky koleoptile a po floZzeni blaku na stonek doSlo k obnoveni
rastu rostliny. Timto byla potvrzena hypotéza, Ze dhrbovaci tst je indukovan

chemickou substanci — auxinem (Zeiger a Taiz, 2006)

2.1.2 Chemicka podstata

Endogenni auxin je ve své podstandolyl-3-octova kyselina (IAA) (obr. 1.)
DalSimi endogennimi auxiny jsou 4-chloro-indolyb8tova kyselina, indolyl-3-maselna
kyselina a kyselina fenyloctova (Chandler, 200®)ikdZ je struktura auxinu relatign
jednoducha, Ize syntetizovat latky s touto aktivitaumgle. Srovnanimiznych auxifi se
zjistilo, Ze jejich spolénou vlastnosti je silny negativni naboj na karboxgl skupig
postrannihaetézce, ktery je separovan od siapozitivniho naboje aromatického kruhu
vzdalenosti asi 0,5 nm (Porter a Thimann, 1965rifand et al. 1978). Struktury

nekterych syntetickych auxinjsou znazorény na obrazku 2.
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Obr. 1 — Struktura IAA (p fevzato z http://www.biochem.arizona.edu )
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Obr. 2 — Struktury syntetickych auxin G (pfevzato z http://4e.plantphys.net)

2.1.3 Biosyntéza

IAA je strukturrg pribuzna tryptofanu. Biosyntéza probihgegevsim v rychle se
délicich a rostoucich pletivech. Primérnznikd ve stonkovém apikalnim meristému a
mladych listech. AvSak také ostatni typy pletivysschopny produkovat nizkou hladinu
IAA (Ljung et al, 2001). IAA vznikd drahou tryptofan dependentnbameryptofan
independentni. Nefizr¢ji je IAA syntetizovana tryptofan dependentni IP£aklou pes
kyselinu indolyl-3-hroznovou (Woodward a Bartel,08). Na obrazku 3 je znazaéma

IPA dradha syntézy a dalsi tryptofan dependentrtiydra
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Obr. 3 - Biosyntéza IAA - tryptofan dependentni dra hy (pfevzato z

http://www.biochem.arizona.edu)

1 — drdha IAM — syntéza pres indolyl-3-acetamid
2 —draha IAN - syntéza pfes indolyl-3-acetonitril
3 — drdha TAM — syntéza pfes tryptamin

4 — draha IPA — syntéza pres kyselinu indolyl-3-hroznovou

2.1.4 Transport auxinu

IAA je transportovana iigdevsim od apexu k bazi (bazipetdlra to za spoeby
energie. Stonkovy apex slouzi jako hlavni zdroj IARolarni transport auxinu (PAT)
prispiva k vytvdgeni podélného gradientu, ktery owiyje nizné vyvojové procesy jako je
prodluZovani stonku, apikalni dominance, hojeniaaenescence KstPAT je specificky
pro aktivni auxin a jeho analogy, inaktivni auxakio transportovan neni (Zeiger a Taiz,
2006). Influx do budk je zprostedkovan AUX1 a LAX proteiny, eflux z bk zaji&uji
PIN proteiny sousedkné gedevSim v bazalniasti buiky. U Arabidopsisbyly popsany
¢tyii influxové prenasée a osmitznych PIN proteif (PetraSek a Friml, 2009). Zda se, Ze
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PAT je regulovan samotnym auxinem, jelikoZegi auxinu sfrem od zdroje posiluje
jeho vlastni transport. PAT je také regulovatitgmnosti penasée na membran
Transkripce vSechipnaséu je ovliviiovana signalni drahou, kterou spousti auxin, aakter
zapojuje auxinovy receptor TIR1. Transkripci owli§i i jiné hormony jako etylén a
cytokininy. Roli hraje také specifické unist prenasSée na membran U PIN proteird je
znamé, ze podléhaji internalizaci a poté se vrag@fi na povrch bitky. Auxin ma na
internalizaci PIN inhikini efekt. SloZzeni membrany je dalSim faktorem andjicim PAT,
protoZze vytvéi vhodné prosedi pro interakce mezi proteiny. Sterolmetyltraré&sfal a
cyklopropylizomerazal kontrolujici skladbu membnéyah sterol jsou rozhodujicimi pro
umiseéni PIN na membran(PetraSek a Friml, 2009).

Kromé¢ PAT mize byt IAA transportovana pasinfloémem. Takto je
transportovana &sina IAA tvaici se v mladych listech a &ech. Rychlost pasivniho
transportu je mnohem vysSi nez PAT. Pasivni tramspaxinu floémem hrajeigjme
duleZitou roli @i kontrole cleni burgk v kambiu, pi akumulaci kal6zy a ip vétveni
kotreni (Zeiger a Taiz, 2006). Bylo prokazano, Zze PATagifhovy transport auxinu nejsou
na soks zcela nezavislé, a Ze auxin transportovany floémméte echazet do drahy PAT
(Cambridge a Morris, 1996).

2.1.5 Auxin-binding proteiny

Védci si dlouho kladli otazku, jak auxin viastpisobi a jaké ma receptory. Byl
navrzen model, kdy signélni drdha auxinu je akt@ra percepci tohoto hormonu cilovymi
bunkami. Redpoklada se existence receptoru, kteryijeomen na povrchu nebo uwvhit
burgtk a vaze auxin s vysokou specifitou a afinitou.olTaazba by poté mohla spustit
biochemické a molekularni pochody, které by vedlypokorovatelnym tstovym
odpowdim jako je buiné dtleni, rist a diferenciace.

Auxin-binding protein 1 (ABP1) byl izolovan z etipbvaného koleoptile kukice
(Zea mays I).a byl identifikovan jako auxinovy receptor (Tinrept2001)ABP1 je protein
(dimer) tvdeny d¥ma podjednotkami o velikosti 22 kDa, ktery obsahMierminalni
signalni peptid, jehoz sekvence je variabilni uchSABP proteifi. Dale obsahujed&kolik
konzervovanych domén sestavajicich z 15-20 amiradikygBox A, B a C) a C-terminalni
cast slouzici jako KDEL sekvence, tedy sekvence, rakteprotein zadrzuje
v endoplazmatickém retikulu. Konzervovana sekveBog& A je povazovana za hlavni
misto vazajici auxin (Davies, 2004). Schéma pratgm zndzoréno na obrazku 4.
Z vyzkumu vyplyva, Ze &Sina proteinu je asociovana s endoplazmatickyrkulem.
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Mal& ¢ést proteinu je lokalizovana v apoplastickéem pnast@impte, 2001). ABP1 byl
detekovan v mnoha rostlinnych organech, exprimgedpouze v malé ne, s vyjimkou
koleoptile kukdtice (Davies, 2004).

BOX A BOXB BOXC
- ] HE |-c
KDEL

Obr. 4 — Schéma ABP1 proteinu (upraveno dle Davies,  2004)

Doposud bylo prokazano, Ze ABP1 s&astni mnoha procésve vyvoji a fistu.
ABP1 se ukézal byt rozhodujicim proteinem v embeymyi. U Arabidopsis byl
identifikovan jediny gen kodujici ABP1. Ke studnle ABP1 slouZily rostliny s narusenou
funkci genu. U homozygotnich mutanbyla tato mutace letalni.fi®om u jedind
s funkéni kopii ABP1se letalni fenotyp neobjevil, coZz nadiuje tomu, Ze pro normalni
vyvoj embrya sté& jedina kopieABP1 U heterozygotnich jedifidoyl pozorovan zrneny
fenotyp — embrya byla bile zbarvena a jejich vysej zastavil v globularnim stadiu.
Vysledkem experimentu bylo zji&ti, Ze ABP1 se dastni elongace agkbni burgk pri
vyvoji embrya (Cheret al, 2001).

Jina studie se zabyvatasovym a prostorovym rozloZzenim ABP1 v embryu tabak
(Nicotiana tabacumL.). ABP1 byl nalezenn vivo rovnonerné rozlozeny v zygat a
polarre rozlozeny v apikalnéasti embryaa také v biikach mezi embryem a suspenzorem
ve stadiu srdce a torpéda. Poidani TIBA (kyselina 2,3,5-trijodobenzoovd), inhiiu
PAT, doslo k naruSeni normalniho rozlozeni ABPlulute embryii. Rozdilna distribuce
ABP1 v riznych vyvojovych stadiich potvrzujecast ABP1 na vyvoji a diferenciaci
embrya. Také bylo zji8ho, Ze by ABP1 mohl hrét rolifptizeni bugeného @leni ve
stonkovém apikalnim a kenovém meristému. Z pokusu s TIB&dei vyvodili, Ze by se
ABP1 mohl podilet na vyvojovych zimach embrya zavislych na auxinu (Chenal,
2010).

ABP1 se uplatuje @i auxinem indukovaném #tsovani busk. V pokusu byly
pouzity ot rostliny tabaku transformovaWdP1pod kontrolou inducibilniho promotoru.
V kontrolnich rostlinAch indukoval auxinust pouze ve Spece listu, zatimco
v overprodukujicich transgennich rostlinach kidtrindukovan v celém listu. Oblasti listu,

které nejsou za normalnich podminek citlivé na muxiyni ziskaly schopnost

13



indukovaného tustu striktré zavislého na itomnosti auxinu. Struktugn identicky
neaktivni auxin v3akust nestimuloval. U ABPDverprodukujiciho mutanta tedy doslo
k rozSfeni citlivosti k auxinu v dosgém pletivu listu. MnoZzstvi ABP1 v kazdé transgenni
bunce korelovalo s rozsahem auxinem indukovanékitsavani busk a s velikosti bugk
(Jones, 1998).

DalSi experiment proved| Baust al. (2000) s transgennimi mutanty tabaku. Auto
pouzili rostliny overexprimujici ABP1 protein s moalni KDEL C-terminalni sekvenci,
nebo s mutovanymi formami KEQL, KDELGH HDEL. Zkoumala se citlivost k auxinu.
Exogenni auxin ovliioval aktivitu draselnych kanélve swracich buikdch stomat
v zavislosti na jeho koncentraci. Pé&mena veinnosti draselnych kaniéie zakladem pro
buré¢nou expanzi a otvirani stomat. Citlivost draselnkeamat k auxinu byla znén¢
zesilena v rostlinach overexprimujicich ABP1, caznm&uje roli ABP1 i otvirani
stomat. Nebyl pozorovan zZadny rozdil mezi transganmostlinami overprodukujicimi
protein s KDEL a ostatnimi mutanty, proto p&timik z endoplazmatického retikula neni
nezbytny pro zrnénou aktivitu ABP1 ve swracich bukach. U rostlin s mutovanou C-
terminalni sekvenci doSlo ke zvySeni citlivostiuxiau, nikoli vSak k detekovatelnému
vzrastu mnozstvi ABP1 na plazmatické memkt&oz by mohlo nazgavat, Ze ABP1 by
mohl byt aktivni uvnit buriky.

David et al. (2007) zkoumal zapojeni ABP1 v hitném cyklu. K experimentu
pouzil burgéné kultury produkujici protilatky anti-ABP1, ktebdokovaly funkci ABP1, a
které byly zacilené kiido endoplazmatického retikula nebo na plazmatickembranu.
Produkce protilatek vedla k zastaveni &iného @leni na rozdil od kultur, které protilatky
neprodukovaly. Rtom nebyla pozorovana Zzadna @&m ve tvaru bukk. DalSim
zkoumanim bylo zjigno, Ze ¥tSina burk byla zastavena v G1 fazi nebo ni@ghodu
G1/S faze. Toto zastaveni iného cyklu se ukazalo byt reverzibilnim. Malé prdoe
burék bylo také zastaveno v G2 fazi nebo rfaghodu G2/M. Tyto vysledky nazhgi
duleZitou roli ABP1 i regulaci bug¢ného cyklu. ABP1 tedy pra¥godobr funguje jako
receptor signalu auxinuigegulaci bugéného cyklu.

Braun et al. (2008) se zabyval ulohou ABPZXHem vegetativniho vyvoje. Byl
pouziti mutanti produkujici protilatky anti — ABP4 metoda antisense mRNA. Represe
funkce ABP1 vedla k potteni ristu apikalniho vrcholu. SniZzen& aktivita ABP1 vekia
zpomalenitistu listi, coZ souviselo se zinénou frekvenci deni a endoreduplikaci, doslo
také k poklesu expanze htkna ke znénam v expresi auxin responzivnich gebokalni

represe ABP1 v apikalnim vrcholu odhalila roli ABB fizeni uspgadani a tvaru buk.
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Bunky v predpokladaném miswzniku lista byly vice senzitivni k represi ABP1 neZitby
zjinych mist meristtmu. Provedené experimenty nodiw daleZitost ABP1 ve

vegetativnim vyvoiji.

2.1.6 Auxin a bun é¢éna expanze

Auxin syntetizovany ve stonkovém vrcholu je bazih@t transportovan do
ostatnichéasti rostliny. Takto je udrzovan koncertragradient, kterym je regulovafst
burgk. Koreny pro swj rast potebuji minimalni koncentraci auxinu, takZze elongace
kofene je sild inhibovdna koncentracemi, které podporui$trve stonkuci koleoptile
(Zeiger a Taiz, 2006). Studium rostliarabidopsis nazn&uje, Ze primarnim cilem
pusobeni auxinuip elongaci busk jsou epidermalni biky. Aby se auxin k&mto buikam
dostal, musi byt i polarnim transportu lateranodklorgen k vngjSim pletivim. Tento
proces je patmh zprostedkovan laterakh orientovanymi komplexy pro eflux auxinu ve
vaskularnich parenchymatickychiiéch (Frimlet al, 2002).

Expanze bugk probiha veitech krocich. Nejiive dochazi k nasavani vodyitxou
pies plazmatickou membranu, coz fjgeno gradientem vodniho potencialu. Nasleduje
vzrast turgoroveho tlaku a poté dochazi k rozéninburé¢né stny umozujici zwtSeni
buinky v reakci na zvySeny turgor. Auxin prayebdobr zvySuje roztazitelnost bgéné
stny. Podle hypotézy acidickéhdistu zpisobuje auxin nejive exkreci protoé do
apoplastu, kterou zajigje H'- ATPaza. Redpoklada se, Ze by to mohlo probihirti
zpasoby. Prvnim je moZnost syntézy daldich ATP4az indukované auxinem. Z pokus
s koleoptile kuktice se zjistilo, Ze mnoZstvi ATPaz ¢a#o rychle vzéstat asi po 5
minutach po fidani auxinu a pastyficeti minutach se tééi zdvojnasobilo. Druhou
moznosti je auxinem indukované zvySeni aktivity AZR tim transportu proténTieti
moznosti je auxinem n&mo aktivovana protonova exkrece. Po navazani auxia
receptor by se podle teorie spustidaa udalosti vedouci k zesileni exkrece printdiato
kaskada prawvipodobrg zahrnuje Le-fofatidylinositol, G-proteiny, protein kinazy a
fosfolipazy (Davieset al, 2004). Po acidifikaci apoplastu dochazi k aktivexazymi a
jejich ¢innosti k rozvolgni burécné sény prostednictvim roz&tpeni vodikovych rastki.
Predpokladala se existence proteirkteré Stpi vodikové nistky hemiceluldzy. Zatim
bylain vitro identifikovana jedina skupina protéinktera zisobovala rozvolni burécné
stny pod tlakem a ip nizkém pH — expansiny (Cosgroet al, 2002). Existuji také
naznaky, Ze roli  Sttpeni vodikovych rastka by mohly hrat i hydroxylové radikaly.
Schopfer (2001) dokazal, Zze hydroxylové radikélgujsschopny zfsobit ireverzibilni
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roztaZeni izolovanych bgdnych stén a elongaci segmenkoleoptile a hypokotylu, Ze tato
aktivita je optimélni i nizkém pH optimum. Tuto hypotézu podporuje fa,auxin také
muze zmsobit tvorbu superoxidovych radik&lpotencialnich prekurzérhydroxylovych
radikal.

Pri dlouhodobém trstu indukovaném auxinem jsotiepmé zapojeny dalSi faktory
zpasobujici rozvatovani bug¢né sény. pH optimum pro rozvolni je v p@atku nizké,
ale pozdji se pH optima zvySuje. Dale jailézita osmoregulace. Jakmilecrau buiky
nasavat vodu, dojde kéexkni osmoticky aktivnich latek, coz snizi efektivaigor, dokud
nejsou tyto latky zase dogmy. To vyplyva z nasledujiciho pokusu. Pokud byésti
koleoptile ovsa Avena sativa ). inkubovany s auxinem, ale bez osmoticky aktivnich
latek, mira #@stu z&ala po jedné hodin klesat s klesajici osmotickou koncentraci.
V piitomnosti absorbujicich latek jako sachar6za neldl Kastavala mira ustu i
osmoticka koncentrace konstantni po dobgkofika hodin. DalSim faktorem pro
dlouhodoby iist je schopnost bgtné sény uchovat si schopnost rozveéin. Koleoptile
inkubovana s auxinem si tuto schopnost zachov@alakolik hodin, zatimco koleoptile
inkubovana ve vo#lji pomalu ztracela. To naztige, Ze auxin fisobi regenetaé na
schopnost buftné sény rozvolnit se. Toto fiive zahrnovat i obnovu WLP protéirgwall

loosening proteins) nebo syntézu novych polyiremiéné stny (Davieset al, 2004)

2.2 Svétlo

Vyvoj rostlin je vyraz® ovliviovan sétlem. Etiolizované rostliny jsou
charakterizované dlouhym, tenkym ikkym stonkem, malymi listy a absenci chlorofylu.
Fotomorfogeneze je procegj terém s¥tlo jako signal vyvola zgnu genové exprese,
coz vede ke z#né metabolismu. Rostlihje timto umoZano vyuzivat swtlo jako zdroj
energie. S#telny signal je vniman prastdnictvim fotoreceptdér Fotoreceptory jsou
charakterizovany vinovou délkou vnimanéh@tkv (Zeiger a Taiz, 2006). V nasledujici
kapitole bude pojednano o receptorech modrékieraeného sstla a o procesech, které

jsou prostednictvim &chto receptar v rostline spusény jako odpo¥d’ na s¥ételny signal.

2.2.1 Receptory modrého sv étla, odpov édi na modré sv étlo

Receptory modrého sita jsou kryptochromy, fototropiny a zeaxantiny. dié
swtlo ovliviuje mnoho aspekt vyvoje a fistu rostlin. Odpos¥di k modrému sétlu
zahrnuji deetiolizaci, stimulaci rozvoje¢ldh, regulaci doby kveteni, fototropismus,

otvirani stomat, cirkadianni rytmy a regulaci gemexprese. (Lin, 2002)
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2.2.1.1 Kryptochromy

Kryptochromy vnimaji modré stlo a UV-A o vinové délce 320-500 nm.
Kryptochromy vykazuji silnou homologii s geny prakierialni fotolydzu. DNA fotolyazy
jsou flavoproteiny nalezené v bakteriich katalyziuplue/UV-A dependentni opravy DNA.
Fotolyazy obsahuji 2 typy chromoforflavin adenin dinukleotidovy (FAD) chromofor a
deazaflavin nebo pterin (Lin a Todo, 2005fefoze kryptochromy nevykazuji Zadnou
detekovatelnou fotolyazovou aktivitu, CRY1 obsahkED a pterin. Kryptochromy také
obsahuji roz$eni v C-terminalngasti, které nebylo nalezeno u DNA fotolyaz. N-kojec
tvoren photolyase related doménou (PHR), ktera vaze BAderin, C-konec tid DAS
motiv (Sullivan a Deng, 2003). Molekula kryptochrofje znazoréna na obr. 5.

CRY1 a CRY2 u Arabidopsis jsou pedevSim jaderné proteiny které
zprostedkovavaji regulaci genové exprestizeni cirkadiannich rytinv reakci na modré
swtlo (Lin a Todo, 2005). Zeny v genove expresi apobené CRY1 a CRY2 vlivem
modrého s#tla se tykaji az 10-20% genonAwabidopsis(Ma et al, 2001).

CRY1 je rozpustny protein. Stejna hladina CRY1 byetekovana u rostlin
péstovanych ve téh i pod bilym sétlem, v mladych sazenicich i ve vSech organech
dosgglych rostlin, zéehoz vyplyva, Ze je exprimovan konstitutévrAnalyzou mutarit
Arabidopsisoverexprimujicich CRY1 bylo zji8ho, Ze CRY1 zfisobuje inhibici elongace
hypokotylu v odpo¥di na modré sstlo (Lin et al, 1996). U overexprimujicich rostlin byla
také zjiStna WtSi akumulace anthocyairiirv disledku zvySené genové exprese. Zvysena
burgé¢cna koncentrace CRY1 &la celkovy inhibéni efekt na st rostlinytizeny sétlem
(Lin et al, 1996).

CRY?2 je takeé rozpustny protein, ktery je exprimow@nvSech pletivech. CRY2 je
na rozdil od CRY1 na gtle nestabilni - je negati¢mregulovan modrym stlem, ale také
UV-A a zelenym s#tlem (Lin et al, 1996). Exprese CRY1 a CRY2 je vzajenmezavisla.
CRY2 spoléne s CRY1 je receptorem pro deetiolizaci indukovanowdrym s¥tlem
nizké intenzity. B vysoké intenzit swtla je odpo¥d’ zprostedkovana CRY1 (Liret al,
1998).

Ze studieArabidopsistaké vyplyva, ze CRY1 a CRYZ2ipobi antagonistickyip
regulaci fistu primarniho kiene. CRY1 podporujaist, zatimco CRY2 jej inhibuje. Toto
je ojedirgly ptipad proticlidné interakce. i inhibici rastu hypokotylu, indukci kveteni a
regulaci cirkadiannich ryttnCRY1 a CRY2 psobi synergicky. Tataz studie zjistila, ze
transport auxinu slouzi jako dalSi komponenta sigrdrahy kryptochrom, ktera penasi

signal z apexu do kene. Podporuje to fakt, Ze NPA (1-naftylftalamowaséditina),
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inhibitor efluxu auxinu, inhibovala stimulaciistu kadene modrym sitlem. Ri absenci
CRY1 i CRY2 byl ast primarniho k&ene vysSi u rostlin gstovanych pod modrym
swtlem nez u rostlin ¢gstovanych ve tiy coz s¢dci o tom, Ze je zdedmka dalSi draha
zprostedkovavajici reakci na modré &o. Receptorem by mohl byt fytochrom A, u
néhoz je zndmo absa¥pi maximum v modré oblasti spektra (Cananedral, 2006).

Kryptochromy maji podil naizeni cirkadiannich rytin Na rozdil od satich
kryptochronti vS8ak nejsou zapojenyti;mo v mechanismu rytmicity. Slouzi pouze jako
misto vstupu sdtelného signalu do drafidicich vlastni rytmicitu. U double mutanta
crylcry2byla zachovéna silna cirkadidnni rytmicita. Byj&t#na také role kryptochroin
pii transdukci s¥telného signélu zachyceného fytochromy (Devlin §,K#000).

Mutantni rostliny Arabidopsis postradajici receptory CRY1 a CRY2 vykazuji
defekt ve fototropni odpa@di. Naopak rostliny overexprimujici CRY1 a CRY2 inaj
zesilenou fototropni reakci. Tato data ndmjia Zze kryptochromy by mohly byt
fotoreceptory ovliviujici také fototropismus (Ahmaet al, 1998).

Kryptochromy jsou regulovany fosforylaci. Byla péaéana interakce mezi CRY1,
CRY2 a fytochromem A, kdy phyA #Agoboval fosforylaci kryptochroin Toto se ukazalo
jako dilezity krok v transdukci signalu modréhosa (Spalding a Folta, 2005).

2.2.1.2 Fototropiny

Fototropiny byly identifikovany jako receptory ntétio s¥tla. C-terminalni oblast
fototropinu je serin/threonin kindza. N-terminatiilast obsahuje dMl.OV domeény, kazda
je tvarena asi 100 aminokyselinami. LOV domény vazou flavimaji sekvenci podobnou
proteimim bakterii a savg které maji funkci kyslikovych a n&fovych senzar. N-
termindalni ¢ast vaze flavinmononukleotid (FMN) a podléha awtdoylaci zavislé na
modrém s¥tle. Udalosti signalni drahy nasledujici po auttdogdaci fototropini zatim
zustavaji neznamé (Schafer a Nagy, 2006). Studiealkaze molekula FMN je ve tn
nekovalentd vazana ke kazdé LOV dom&nPo ozé&eni modrym sdtlem FMN vytvai
kovalentni vazbu s cysteinovym zbytkem molekulypfaipinu (Schwartz a Zeigerl984).
Molekula fototropinu je znadzoéna na obrazku 5.

Fototropismus je schopnost rostlinfst snérem ke zdroji s$tla nebo srrem
opanym (pozitivni a negativni fototropismus). Byl poaean u hub, kapradin a vysSich
rostlin (Zeiger a Taiz, 2006). Wrabidopsisbyly objeveny fototropiny PHOT& PHOT?2.
Mutant photl postrada fototropni reakci na modr&tky 0 nizké intenzi, ale je u &j

zachovana reakce naéto o vysoké intenz& Mutant phot2 ma fototropni odpaosd’
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normalni, ale u mutangahotl/phot2je odpo¥d’ na s¥tlo o nizké i vysoké intenzitsilné
naruSena. Tato data naZop, Zze genyPHOT1 a PHOT2 jsou zapojeny ve fototropni
reakci, gicemzPHOT2se uplatuje @i odpowdi na s¥tlo o vysoké intenz# (Sakaiet al,
2001).

Modré sw¥tlo zpisobuje rychlou inhibici elongace hypokotylu etiovanych
rostlin. Na rozdil od inhibice Zgoben&ervenym sgtlem, ktera se projevuje po 8 az 90
minutach, se inhibice indukovana modryngtsm projevuje uz &hem 15 az 30 sekund.
Patateini faze inhibice elongace je zprestkovana fototropinem (kédovanym genem
NPH1), za inhibici po 30 minutach jsou zodgowé receptory CRY1 a CRY2 (Folta a
Spalding, 2001).

Pfi nizké swtelné intenzié se chloroplasty akumuluji k povrchu palisddového
parenchymu za daglem maximalni fotosyntézy. Pokud je intenzita&tlsv priliS vysoka,
vykazuji chloroplasty vyhybavou reakci, aby nedd§jejich poSkozeni. Tyto reakce jsou
dalSim pikladem odpo¥di na modré sitlo (Taiz a Zeiger, 2006). Analyzou mutant
Arabidopsis ktefi meli defekt v €chto reakcich, bylo zji&ho, Ze odpo&dnym receptorem
je PHOT1 i PHOT2. Mutanphotl mél zakladni akumukni reakci a nezeménou
vyhybavou reakci na vysokou intenzitu modréhétlav U mutantaphotl/ phot2nebyla
piitomna reakce akumuiai ani vyhybava. Oba receptory se tedgsini chloroplastovée
reakce (Sakagt al, 2001).

Fototropiny reguluji také otvirdni stomat. @d modrym sdtlem zpisobi
aktivaci protonové pumpy, kter&erpa protony do apoplastu. Vzéipdojde k oteveni
iontovych kanal a buika za&ne ¢erpat dovnit ionty a vodu, coz Zisobi zvySeni turgoru
swracich bugk a oteweni stomat. Zatimco mutaphotl a phot2 vykazuji pouze malé
zmeény Vv otvirani stomat indukovaném modrymsteem, double mutanphotlphot2tuto
odpowd postrada upka (Kinoshitaet al, 2001).

2.2.1.3. Zeaxantiny

Absorgini spektrum zeaxantine velmi podobné absafpimu spektru pro otvirani
stomat indukovaného modrymeéhem. Obsah zeaxanfinve swracich buikach koreluje
s jejich otvirdnim &hem dne. Citlivost sracich busk na modré sitlo stoupa jako
funkce koncentrace zeaxantiv nich obsazenych. Otvirani stomat Ize inhibovanigl
dithiothreitolem (DTT), stejaitak tvorbu zeaxantinblokuje DTT. To jsou tkazy pro roli

zeaxanti pri otvirani stomat indukovaném modrymégem (Zeiger a Zhu, 1998).
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2.2.2 Receptory cerveného sv étla, odpov édi na c¢ervené sv étlo

Jako receptorgerveného sitla byly dosud identifikovany fytochromy (Sullivan
Deng, 2003). Odpadi nacervené setlo a dlouhovinn&ervené sitlo (far-red) zahrnuji
regulaci klteni semen a deetiolizace, regulaci velikogtoh, listi a stonku ovlivinim
bunééného dleni a nAstu. Dale mezi odp@di pati reakce na zasw@ni, tizeni
cirkadiannich rytmi, natasovani doby k&tu a senescence (Schafer a Nagy, 2006)

Odpowdi k cervenému sstlu zaviseji na oz@nosti, coz je peet fotoni
dopadajicich na jednotku plochy (fluence rate), ipgmet fotomi dopadajicich na
jednotku plochy za jednotk&asu (irradiation). Podle toho Izeld reakce ke sitlu na
odpowdi kvelmi nizké (VLFRs), nizké (LFRs) a vysoké entit oz&eni (HIRS)
(Mandoli a Briggs, 1981).

Odpovd kvelmi nizké ozéenosti je nafpklad kliceni semenArabidopsis
zprostedkované fytochromem AShinomuraet al, 1996). Tyto odpogdi Ize vyvolat
cervenym swtlem i far-red. B VLFR je konvertovano meénnez 0,02% fytochromu na
formu Pfr. Far-red dokaze konvertovattpa formu Pr pouze 97% Pfr, 3% vzdistavaji
ve forme Pr. Proto jsou tyto odpédi nevratné (Mandoli a Briggs, 1981)

Odpowdi k nizké oz#enosti (LFRS) Ize vyvolat pouziervenym setlem, nikoli
far-red (Mandoli a Briggs, 1981). LFR je régpad kliceni semen Arabidopsis
zprostedkované fytochromem B. Tento proces je mozné itv@aenim far-red
(Shinomuraet al, 1996). LFRs i VLFRs mohou byt indukovany kratkymsiinymi
swtelnymi pulzy nebo déletrvajicim slabymiedim. Tento vztah mezi intenzitou éeai
a dobou trvani je znam jako zéakon reciprocity ($&ha Nagy, 2006).

Odpowdi k vysoké ozgenosti (HIRs) vyZaduji prodlouzenou nebo kontinualn
expozici s¥tlu o vysoké intenzé HIRs jsou Uumrné k intenzi swtla a k dol trvani
ozaeni. Nespiuji zakon reciprocity a nejsou reverzibilni (Zeigelraiz, 2006). Mezi tyto

odpowdi pati nagiklad produkce etylénu u etiolizovanétimku (Crakeret al,, 1973).

2.2.2.1 Fytochromy

Fytochromy vnimajicervené s#tlo a far-red o vinové délce 600 az 750 nm.
Fytochrom je tvéen apoproteinem o velikosti cca 125 kD, ktery seakentré vaze ke
chromoforu - linearnimu tetrapyrrolu. Apoproteinty@ren dv¥ma histidine kinase related
doménami (HKRD1 a HKRD2) na C-konci a&iva Per-Arnt-Sim doménami (PAS) uunit
HKRD1 domény, ktera ma funkcitipinterakci s dalSimi proteiny. N-konec fytochromu
obsahuje chromofor vazajici bilin lyase doménu aYP#boménu, ktera stabilizuje
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fytochrom v Pfr fornd (Sullivan a Deng, 2003). Molekula fytochromu jedzarréna na
obrazku 5. Fytochrom ma aktivitu&lem regulované serin/theronin protein kinazy, &ter
je schopna autofosforylace (Yeh a Lagarias, 1998).

In vivo se vyskytuje ve dvou fotoreverzibilnich formache W existuje ve form
absorbujici cervené si#tlo (Pr). Po oz#eni cervenym sétlem konvertuje na formu
absorbuijici far-red (Pfr). Forma Pfr je povaZzovaadiologicky aktivni. Je mozné ji znovu
konvertovat na formu Pr ofnim far-red (Schafer a Nagy, 2006). Rozdil mezinub
formami sp@iva v konforméni zmené a v odliSnych absotpich maximech. Absotpi
maximum pro Pr je 666 nm, pro Pfr 730 nm (QuaB91).

Fytochromy mohou byt rozteny do dvou skupin podle jejich stability. Typrial
swtle nestabilni) je po oénicervenym nebo bilym gtlem rychle degradovan. Typ Il je
na s¥tle stabilni (Clough a Vierstra, 1997). Arabidopsisbylo objeveno @ odliSnych
geni pro apoproteiny PHYA-E které maji odliSné, alerekryvajici se funkce (Sharrock a
Quail, 1989).PHYA pati do skupiny typu I, zatimc®HYB-E pati do skupiny typu Il
(Quail, 1997).

PhyA ma zejme¢ funkci bihem deetiolizaceip odpowdi na far-red (HIR). Take,
jak jiz byloteceno vyse, fisobi jako receptoripkliceni sememrabidopsisVLFR). PhyB
zprostedkovava odpaidi k cervenému a bilému &tlu pii deetiolizaci (HIRs), reguluje
také LFRs, jako je ndjklad fotoreverzibilita kikeni semen Wrabidopsis PhyD a phyE
jsou receptory pro elongaci petiol a internodibatkoluji dobu kveteni. PhyC hraje roliip
deetiolizaci, z¢tSovani dloh a potl@&ovani kveteni (Schafer a Nagy, 2006).

Fytochromy se uplatji vtizeni cirkadiannich rytin phyB, phyD a phyE
zprostedkovavaji vstup s¥elného signalu ip vysoké ozé&nosti cervenym sutlem.
Percepci signaluipnizké ozéenosticervenym i modrym sstlem umozuje phyA (Devlin
a Kay, 2000).

DuleZitou funkci fytochrom je to, Ze umoiuji rostliné vnimat zastigni jinou
rostlinou. Pokud dojde k zaséim, sniZuje se po#n cerveného sitla a far-red, vice Pfr je
konvertovano na Pr, pamPfr a celkového mnoZstvi fytochromu klesa. Roatlieaguje
prodluzovacim istem, ktery ji umozni Unik ze zasti. Tato reakce je silna u rostlin
obyvajici slunna stanovistmére u stinomilnych rostlin. AnalyzArabidopsisodhalila, Zze
primérni roli [ reakci k zastiéni hraje phyB, fispivaji i phyD a phyE. Jako antagonista
pusobi phyA (Morelli a Ruberti, 2000)
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Obr. 5 — Schéma molekuly fytochrom d, kryptochrom @ a fototropin G (upraveno dle Yanovski
a Kay, 2003)

2.2.3 Interakce auxinu a sv étla ve fotomorfogenezi

Auxin ovliviiuje mnoho procésv Zivotnim cyklu rostlin, jako jetist dloh/lista,
rast hypokotylu/stonku, gravitropismus, fototropismagpikalni dominance, vyvoj plodu,
opad listi, tvorba postrannich keni a inhibice prodluzovani kene. Mnoho z&chto
odpowdi je stimulovano signaly z ¥s$iho prostedi, tedy i s¥tlem (Schafer a Nagy,
2006).

Mnoho genasSéi auxinu a komponent zafijicich odpo¥d k auxinu bylo
identifikovano pouzitim inhibitoru efluxu auxinu I—-naftylftalamovou kyselinou (NPA).
U Arabidopsis bylo prokazano, Zze NPA neni schopna inhibovat gdonhypokotylu ve
tmeé, zatimco ve sitle k inhibici doSlo. Tato inhibice vyZzaduje zapuijghyA, phyB a
CRY1, coZ naznalje, Ze PAT je regulovan v zavislosti n&te (Jensert al, 1998).

Spojeni mezi fotomorfogenezi a PAT by mohl zastdwratein BIG/IDOC1/TIR3.
Akumulace transkriptu tohoto proteinu je regulov&witlem adocl mutace zpisobuje
expresi swtlem indukovanych geén ve tn® nazn&ujici zapojeni tohoto genu ve
fotomorfogenezi.Tir3 mutanti maji mnoho fenotyp coz je pravépodobré disledkem
role tohoto genu vefluxu auxinu z ki Maji nedostatek postrannich tkai,
redukovanou apikalni dominanci a mensSi miru pramaziho éstu v mnoha organech.
V piitomnosti NPA majtir3 mutanti zndnénou lokalizaci PIN1 proteily coZ by mohlo
byt dikazem toho, Ze BIG/DOCL1/TIR3 je NPA-vazajici pnotgSchafer a Nagy, 2006).

Percepce a vedeni &eglneho signalu je rozhodujici pro PAT ve stonkstlioy,
ktery nasled& vyvolava fototropni reakci. Molekularni spojeni znalrahou setla a

auxinu @i fototropismu zajiuje genNPH4. Hypokotyl a kd#en mutantanph4 postradéa
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fototropni reakci (Liscum a Briggs, 199@)PH4 koduje transkripni aktivator ARF7
paftici do skupiny auxin-responsive factors (Harpeal £2000).

Podle jiné studie, kdy k experimentu byl pouzit hmmost Physcomitrella bylo
zjisténo, Ze porucha ve funkci kryptochr@mrede ke zrénéné odpo¥di na auxin a take
zmenéné expresi auxinem indukovanych geMutanti s naruSenou funkci kryptochrém
byli pod modrym s#tlem mnohem vice citlivi na exogenni auxin nez kainf rostliny.
Tato data nazriaji, Ze modré sitlo za &elem kontroly vyvoje rostliny prosdnictvim
kryptochront potlatuje odpo¥di na auxin (Imaizumet el, 2002).

Dulezitym spojovacimclankem mezi signalni drahou &ha a auxinu je i&jme
protein HY5. MutantArabidopsis hy5ostrada gravitropni odp&V koiene, nedochazi u
n¢j ke swtlem indukované inhibici stu hypokotylu a kjeho zezelenani. HY5 byl
identifikovan jako pozitivni regulator fotomorfogere, ktery v jate pimo ovliviwuje
transkripci s¢tlem indukovanych gen Neni vSak zapojen pouze v odpdich na sttlo,
ale i vodpo¥dich k auxinu, ktery ovlituje pra¢ inhibici elongace hypokotylu a
gravitropismus, a jehoz signalni draha je propogfaomorfogenezi. HY5 se ukazal byt
negativnim regulatorem signalni drahy auxinu (Cétial, 2004).

Fellneret al. (2006) zjistil, Ze inhibice prodluZzovacihastu u kukidice zpisobena
swtlem je asociovana se &lem indukovanou expre#ABP4 Hybrid, u kterého byla
naruSena expres@BP4 indukovanacervenym svtlem a far-red, @& také naruSenou
inhibici prodluzovacihorstu v odpo¥di na ¢ervené s#tlo a far-red. To nazraje, Ze
ABP4by mohl hrat roli pi zprostedkovani odpoddi na s¥tlo a auxin.

Roli endogenni IAA a ABP1 ip riustu koleoptile kukkice véerveném sitle
zkoumal Jonest al.(1998). Ri kontinualnim oz#enic¢ervenym setlem doslo k rapidnimu
poklesu hladiny IAA. Rychlost polarniho transpodisstala na stejné arovni, ale bylo
pozorovano snizeni kapacity transportu asi o poloviHladina ABP1 se zgéatku vyrazg
nentnila, ale po dvanactihodinovém deéi poklesla asi na 60%/iyodni hodnoty a
s poklesem hladiny ABP1 se sniZila i auxin-bindaigivita. Pokles hladiny ABP1 vSak
nekoreloval s istovymi zngénami, proto patr& neni hladina ABP1 rozhodujicitip

pocateEni fazi ristu regulovanéhdervenym sétlem.
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3  Material a metody

3.1 Rostlinny material

Pro iistové experimenty byla pouzita semebgcopersicon esculenturiviill.
mutanta 7B-1 a gislusné kontrolni rostliny (cv. Rutgers), mutantryl-1, cryl-2a

piislusné kontrolni rostliny (cv. Money Maker).

3.2 Rustové experimenty in vitro

Semena mutanta a kontrolni rostliny (WT) byla viegelo plastovych zkumavek a
sterilizovana 3% roztokem Sava po dobu 25 minotxasnym pratepanim. DalSi prace
byla provedena steritnve sterilnim boxu. Semena byla Skkthdre proplachnuta sterilni
destilovanou vodou a pomoci pinzety vyseta nalRemisky obsahujici 20 ml agarového
zakladniho média Murashige & Skoog (Murashige ao8§kdl962). Poté byly misky
oblepeny prodySnou lepici paskou Urgopore. Ripravu 2 | média bylo pouzito 20g 1%
sachardzy, 8,6g MS média (Sigma-Aldrich, USA, M5624390,4 mg MES pufru. Za
stdleho michani byly jednotlivé slozky postéppiidavany do Erlenmeyerovy by
s destilovanou vodou. Po rozptrsitbylo pH upraveno na 6,1 pomoci 1M KOH. Médium
bylo rozlito do 400 ml lahvi a do kazdé byl¢idano 2,8 g fytoagaru. Poté byly lahve
s médiem sterilizovany v autoklaviPetrino misky byly uloZzeny doustové komory
Microclima 1000 (Snijders Scientific B.V., Nethentis), kde byla semena ponechana
Klicit 5 az 7 dni ve tépii teplo& 23°C. Klicici semena byla sterinpirenesena na noveé
Petriho misky s MS médiem dogimym riznymi koncentracemi (0, 105.10°, 10°, 5.10
® 10°M) auxinu (NAA; 2,4-D nebo IAA). Misky byly oft zalepeny paskou a uloZeny do
rastovych komor s néptrzitym modrym acervenym sétlem nebo do tmy. Zde byla
Klicici semena ponechana 7 dhitgplog 23°C. V experimentech s modrymétem byla
pouZzita jako zdroj sitla modra z#ivka Philips tubes TLD-36W/18-Blue s maximalni
z&ivosti i 440 nm (10umol m? s%). zZdrojem erveného sitla byla zdivka TLD-
36W/15-Red s maximalni #gosti gi 660 nm (10umol m? s%). Intenzita s¥tel byla
méiena pomoci f@nosného spektroradiometru (model LI-1800; Li-Cduincoln,
Nebraska, USA) kalibrovaném na Kaittedbiofyziky na Univerzit Palackého v Olomouci.
Po 7 dnech kultivace nastovém médiu a auxinem byly rostliny &fany pomoci pravitka

a zaznamenany délky hypokotylu adwoe u vSech rostlin ggsnosti 1 mm.
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3.3 Studium genové exprese

Pro porovnani exprese geABP1u mutanta/B-1a WT byla pouZzita metoda RT —
PCR (Reverse-transcription PCR).

3.3.1 I1zolace RNA

Kizolaci RNA byly pouzity hypokotyly mutant@B-1 a kontrolni rostliny (cv.
Rutgers), které byly vyfstovany zjisobem uvedenym v b&@.2 Pouzit byl auxin NAA
o koncentraci 0 a 5.10M. Izolace byla provedena pomoci RNeasy Plant ritinik
(QIAGEN GmBH, Deutschland) podle postupu uvedenghobcem.

3.3.2 Syntéza cDNA a PCR

Syntéza cDNA a PCR byly provedeny pomoci sady Skpet Il RT kit
(Invitrogen, USA) podle postupu uvedeného vyrobcéhtabulkach 1-4 jsou uvedena
sloZzeni pouzitych roztdk v tabulce¢.5 je uveden program RT-PCR. Byly pouzity tyto
primery:

primer F: 5°-TTG CTG GTT CAG TCT TGC-3’

primer R: 5°-TCA ATT TGG CAG CTG TGT-3’

3.3.3 Elektroforéza

Pro elektroforézu byl pouzit 1% agarosovy gel.

Tab. 1 - PFiprava vzorku pro denaturaci Tab. 2 - PFiprava vzorku pro syntézu cDNA
Polozka Objem Polozka Objem
Oligo(dt) (50 mM) 1ul RT pufr 10x 2ul
RNA (1 png) 10ul MgCl; (25 mM) 4ql
dNTP (10 mM) 2ul DTT (0,1 M) 2ul
Rnase out ful
Celk.objem 13l Superscript Il RT Jul
Celk.objem 1Qul
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Tab. 3 - Priprava vzorku pro PCR

Polozka Objem

Primer F (1QuM) 1l

Primer R (1QuM) 1l

Go Taq polymerase buffer 8x 4 ul

dNTP (1 mM) 2ul

Go Tag polymeraza 04

H>O 10,8yl

cDNA 1l

Celk.objem 2Qul

Tab. 4 - RT - PCR
Teplota Cas Pget cyki

Denaturace 65 °C 5 min 1
50 °C 1 hod 1

Syntéza cDNA 85 °C 5 min 1
15 °C neomezen -
95 °C 3 min 1
95 °C 30s

SCR 55°C 30s 35
72 °C 1 min
72 °C 5 min 1
15 °C neomezen 1
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4  Vysledky

4.1 Rastové pokusy - interakce sv étla a auxinu

Cilem ristovych pokus bylo zjistit, jak je citlivost rostlin k auxinu diviiovana
kvalitou swtla, a zda se fotoreceptor CRY1 podili na auxingmolanych fistovych
odpowdich. K pokusém byly pouZzity mutantni rostliny7B-1 s neznamym defektem
v signalni draze modrého &la, a mutanticryl-1acryl-2 s defektem v receptoru CRY1
pro modré s#tlo. Rostliny byly gstovany na médiu s auxinem (NAA, 2,4-D, 1AA)
v riznych s¥telnych podminkach (tm@&ervené a modré 8ilo). Vliv IAA na rast rostlin
byl testovan pouze ve thjelikoz 1AA je na s¥tle nestabilni. Ze srovnani reakci mutant
s prisluSnou kontrolni rostlinou (WT) bydo byt patrné, jak dana mutace owliyje rist.

4.1.1 Vliv sv étla na citlivost r dstovych reakci hypokotylu 7B-1 k auxinu
a) IAA

Exogenni auxin zjsobuje inhibici dstu hypokotylu intaktnich rostlin. 1AA #ha,
jako jediny z pouzitych auxin ve tn€ pii nizkych koncentracich nést hypokotylu WT i
7B-1podpirny (cinek (Graf 1). B koncentraci 10° 5.10° a 10 M jiz dochazelo u WT
k inhibici rastu, zatimc&B-1 byl riist inhibovan aZ i koncentraci 18 M. Pii koncentraci
10° M dosahovala inhibice hypokotylu u WT 20%, zatimceB-1to bylo pouze 7% .i#P
nulové koncentraci IAA dosahovala délka hypokotylWT v piméru 102 mm, wB-195

mm.
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Zavislost inhibice r  Gstu hypokotylu WTa 7B-1 na
koncentraci IAA (tma)
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Graf 1: Inhibice r Gstu hypokotylu 7B-1 a WT péstovanych 7 dni ve tm & v pfitomnosti IAA.
Data ukazuji pramérnou inhibici ristu hypokotylu + SE ziskanou ze 3 nezavislych experiment(.
Priimérny pocet rostlin v experimentu = 10.

b) NAA

Graf 2 ukazuje, ZéB-1a WT se od sebe vyznamnelisi v citlivosti k NAA. Nap.
pii koncentraci 10 M dosahovala inhibice u WT 67%, @B-1 63%. Ri nulové
koncentraci byla imérna délka hypokotylu u rostlin WT 109 mnYB-1108 mm.

Zavislost inhibice r  Gstu hypokotylu WTa 7B-1 na
koncentraci NAA (tma)
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Graf 2: Inhibice r Gstu hypokotylu 7B-1 a WT péstovanych 7 dni ve tm & v p¥itomnosti NAA.
Data ukazuji prdmérnou inhibici rdstu hypokotylu + SE ziskanou ze 3 nezavislych experimentd.

Pramérny pocet rostlin v experimentu = 10.
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Na modrém sétle byla inhibice7B-1 vyrazré niz8i nez inhibice WT (Graf 3).iP
koncentraci 18 M dosahovala inhibice u kontrolnich rostlin 44%timeo u7B-1 pouze
27%. Ri nulové koncentraci NAA dosahoval hypoko®B-1 primérné 33 mm, u WT 31
mm. Ri porovnani graf 2 a 3 je rovaz zitejmé, Ze inhikini Cinky auxinu naiist rostlin
rajcat pistovanych na modrém &le byly vyrazr nizSi nez naust rostlin gstovanych ve

tme.

Zavislost inhibice r  Gstu hypokotyluWTa 7B-1 na
koncentraci NAA (modré sv  étlo)
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Graf 3: Inhibice r Gstu hypokotylu 7B-1 a WT péstovanych 7 dni ve modrém sv étle
v pfitomnosti NAA. Data ukazuji prGmérnou inhibici rdstu hypokotylu + SE ziskanou ze 3

nezavislych experimentl. Primérny pocet rostlin v experimentu = 10.

Mirné snizeni citlivosti7B-1 k NAA se objevilo také u rostlin rostoucich
nacerveném sitle (Graf 4). Nap pii koncentraci 5. 10 M dosahovala inhibice u WT
44%, zatimco UB-137%. Na zakladnim médiu dosahovala délka hypoddtyT 71 mm
a 7B-164 mm. Graf 5 ukazuje inhibiciistu hypokotylu WT &B-1 ve vSech sstelnych
podminkéch f koncentraci 1§ M NAA.
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Zavislost inhibice r  Gstu hypokotyluWTa 7B-1 na
koncentraci NAA ( éervené sv étlo)
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Graf 4: Inhibice r Gstu hypokotylu 7B-1 a WT péstovanych 7 dni v ¢erveném sv étle
v pfitomnosti NAA. Data ukazuji prGmérnou inhibici rdstu hypokotylu + SE ziskanou ze 3
nezavislych experimentd. Primérny pocet rostlin v experimentu = 10.
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Graf 5: Inhibice r tstu hypokotylu 7B-1 a WT péstovanych 7 dni p ¥ koncentraci 10 ° M NAA.
Data ukazuji prdmérnou inhibici rdstu hypokotylu + SE ziskanou ze 3 nezavislych experimentd.

Pramérny pocet rostlin v experimentu = 10.

c) 2,4-D
Rostliny mutanta7B-1 péstované ve tr ukazovaly mirg nizsi citlivost k auxinu

2,4-D nez kontrolni rostliny cv. Rutgers (Graf Bji nulové koncentraci dosahovala délka
hypokotylu 113 mm u WT a 122 mm7B-1
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Zavislost inhibice r  Gstu hypokotylu WTa 7B-1 na
koncentraci 2,4-D (tma)
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Graf 6: Inhibice r Gstu hypokotylu 7B-1 a WT péstovanych 7 dni ve tm & v pFitomnosti 2,4-D.
Data ukazuji pramérnou inhibici ristu hypokotylu + SE ziskanou ze 3 nezavislych experiment(.
Priimérny pocet rostlin v experimentu = 10.

Na modrém a&erveném sitle hypokotyly7B-1a WT reagovaly k 2,4-D podobn
Graf 7 ukazuje inhibicitrstu hypokotylu WT &B-1ve vSech sstelnych podminkachip
koncentraci 16 M 2,4-D.
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Graf 7: Inhibice r Gstu hypokotylu 7B-1 a WT péstovanych 7 dni p ¥ koncentraci 10 ° M 2,4-D.
Data ukazuji pramérnou inhibici ristu hypokotylu + SE ziskanou ze 3 nezavislych experiment(.
Priimérny pocet rostlin v experimentu = 10.
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4.1.2 Vliv sv étla na citlivost r astovych reakci hypokotylu cryl-1 k auxinu
a) IAA

Pii koncentracichL0”, 5. 10" a 10° M m¢la IAA ve tmg stimulaini &inek na fist
hypokotylu kontrolnich rostlin kultivar Money Makécv. MM) i mutantacryl-1 VysSi
koncentrace IAA zfisobovaly inhibici @stu hypokotyli u obou genotyjp Jak i
stimulaci, tak pi inhibici ukazoval hypokotyl mutanteryl1-1 podobnou citlivost k auxinu
jako WT (Graf 8). B nulové koncentraci auxinu dosahovala délka hypdkoWT 113

mm, ucryl-1to bylo 124 mm.

Zavislost inhibice r  Gstu hypokotylu WTa cry 1-1 na
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Graf 8: Inhibice r Gstu hypokotylu cryl-1 a WT péstovaného 7 dni v p Fitomnosti IAA. Data
ukazuji primérnou inhibici rGstu hypokotylu + SE ziskanou ze 3 nezavislych experimentd.

Pramérny pocet rostlin v experimentu = 9.

b) NAA

Hypokotyly etiolizovanych rostlin WT andryl-1 ukazovaly shodnou citlivost
k auxinu NAA (data neuvedena).
Na modrém sitle dva nezavislé experimenty ukazuji sniZzenouivodt hypokotyh
mutantacry1-1k NAA (Graf 9). Ri koncentraci 10 M dosahovala inhibice u WT 34%,
zatimco ucryl-1pouze 15%. Délka hypokotyldipulové koncentraci dosahovala 50 mm
uWT a68 mm wry 1-1
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Zavislost inhibice r  Gstu hypokotylu WTa cry 1-1 na
koncentraci NAA (modré sv  étlo)
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Graf 9: Inhibice r udstu hypokotylu cryl-1 a WT péstovaného 7 dni v modrém sv étle
v pFitomnosti NAA . Data ukazuji prdmérnou inhibici rastu hypokotylu + SE ziskanou ze 2

nezavislych experimentd. Primérny pocet rostlin v experimentu = 9.

Nacerveném sitle vSak doSlo k ogaému efektu. Mutantryl-1 ukazoval mirg
zvySenou citlivost k NAA ve srovnani s WT (Graf 10%i koncentraci 5.10 M
dosahovala inhibice w@ryl-1 34%, zatimco u WT pouze 20%. Délka hypokotyki p

nulové koncentraci dosahovala 78 mm u WT a 90 namy d.-1
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Graf 10: Inhibice r Gstu hypokotylu cryl-1 a WT péstovaného 7 dni v ¢€erveném sv étle
v pfitomnosti NAA. Data ukazuji primeérnou inhibici ristu hypokotylu + SE ziskanou ze 2

nezavislych experimentd. Primérny pocet rostlin v experimentu = 9.
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c) 2,4-D
Reakce hypokotylu k 2,4-D byla eryl-1 a WT podobna ve t& pod modrym i
servenym swtlem. Ri koncentraci 10 M dosahovala inhibice hypokotylu ve &m obou

genotym 63%, pod modrym s¥lem se pohybovala okolo 50% a okolo 60% pod
cervenym sétlem (data neuvedena).

4.1.3 Vliv sv étla na citlivost r dstovych reakci hypokotylu cry1-2 k auxinu
a) IAA

IAA v koncentracich 10, 5. 10" a 10° M vyrazns stimulovala #ist etiolizovanych
hypokotyli mutantacryl-2 (Graf 11). Ucryl-2 se roviZ objevila snizena citlivost

hypokotylu k inhibénim &inka vysSich koncentraci IAA. Délka hypokotylu WTii p
nulové koncentraci dosahovala 132 mneyyi1-2129 mm.
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Graf 11: Inhibice r astu hypokotylu cryl-2 a WT péstovaného 7 dni ve tm & v pfitomnosti IAA.

Data ukazuji pramérnou inhibici ristu hypokotylu + SE ziskanou ze 3 nezavislych experiment(.
Pramérny pocet rostlin v experimentu = 9.

b) NAA

Hypokotyly etiolizovanych rostlicry1-2 ukazovaly podobnou citlivost k auxinu
NAA jako hypokotyly kontrolniho genotypu cv. MM. (& 12). Ri nulové koncentraci
auxinu dosahovala délka hypokotylu WT 137 mm, déigaokotylucryl-2121 mm.
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Zavislost inhibice r  Gstu hypokotylu WTa cry 1-2 na
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Graf 12: Inhibice r ustu hypokotylu cryl-2 a WT péstovaného 7 dni ve tm & v pfitomnosti
NAA. Data ukazuji prdmérnou inhibici ristu hypokotylu + SE ziskanou ze 2 nezavislych

experimentl. Primérny pocet rostlin v experimentu = 9.

Vyrazny rozdil v citlivosti hypokotyl cry1-2k NAA byl pozorovan u rostlin
péstovanych na modrém &le (Graf 13 a 15). #koncentraci 10 M dosahovala inhibice
u cryl-228%, zatimco u WT to bylo 46%. Délka hypokotylu M nulové koncentraci
auxinu dosahovala 51 mmgcwy1-247 mm.

Naopak naerveném sétle hypokotyly mutantacryl-2 ukazovaly vyrazé
zvySenou citlivost k inhilgnimu Einku NAA ve srovnani s kontrolnimi rostlinami cv.
MM (Graf 14 a 15). Nap pii koncentraci 10 a 5.10° M NAA stimulovala fist
hypokotylu WT, ale nikoli &ist hypokotylucryl-2 F¥i koncentraci 180 M dochéazelo
k inhibici ristu hypokotylu u obou genotiypU cryl-2to bylo 52%, avSak pouze 30% u
WT. F¥i nulové koncentraci dosahovala délka hypokotylu WOTmm, ucry1-271 mm.
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Zavislost inhibice r  Gstu hypokotylu WT a cry 1-2 na
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Graf 13: Inhibice r astu hypokotylu cryl-2 a WT péstovaného 7 dni v modrém sv étle

v pfitomnosti NAA. Data ukazuji prGmérnou inhibici rdstu hypokotylu + SE ziskanou ze 2

nezavislych experimentd. Primérny pocet rostlin v experimentu = 9.

Zavislost inhibice r  Gstu hypokotylu WTa cry 1-2 na
koncentraci NAA ( éervené sv étlo)

70,0

60,0 T

50,0
S — 400 3=
28 300 /% T
3 5 200 - —e—wT
o £ 100 —F —e—cry1-2
g—g 0,0 . e P
£ 2 100 ~—
=< 200 =

-30,0 =

-40,0

1,008 1,0E07 10E06 1,0E05 1,0E-04
[NAA] (M)

Graf 14: Inhibice r astu hypokotylu cryl-2 a WT péstovaného 7 dni

¢erveném sv étle

v pFitomnosti NAA. Data ukazuji prGmérnou inhibici rdstu hypokotylu + SE ziskanou ze 2

nezavislych experiment. Primérny pocet rostlin v experimentu = 9.
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Inhibice r Gstu hypokotylu WT a cry 1-2 pfi
koncentraci 10 "> M NAA
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Graf 15: Inhibice r Gistu hypokotylu cry1l-2 a WT péstovaného 7 dni p i koncentraci 10 ° M
NAA. Data ukazuji prdmérnou inhibici ristu hypokotylu + SE ziskanou ze 2 nezavislych

experimentl. Primérny pocet rostlin v experimentu = 9.

b) 2,4-D

Reakce k auxinu 2,4-D bylaaryl-2 ve srovnani s WT mignsniZzena na modrém
swtle, kdezto ve tré a nacerveném sitle oba genotypy vykazovaly podobnou citlivost
K inhibi¢nim &inkam 2,4-D (Graf 17).

Na modrém stle inhibice fstu hypokotylu mutantaryl-2 auxinem 2,4-D o
koncentraci 5.18 M dosahovala 39%, zatimco u WT to bylo 48% (Gi#). Ri nulové

koncentraci dosahovala délka hypokotylu 46 mm u&\bD mm cryl-2

37



Zavislost inhibice r Gstu hypokotylu WTa cry 1-2 na
koncentraci 2,4-D (modré sv étlo)
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Graf 16: Inhibice r Gstu hypokotylu cryl-2 a WT péstovaného 7 dni v modrém sv étle
v pfitomnosti 2,4-D. Data ukazuji prGmérnou inhibici rastu hypokotylu + SE ziskanou ze 2

nezavislych experiment. Prdmérny pocet rostlin v experimentu = 9.

Inhibice r Gstu hypokotylu WT a cry 1-2 pfi
koncentraci5.10 ®*M2,4-D
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Graf 17: Inhibice r Gstu hypokotylu cryl-2 a WT péstovaného 7 dni p i koncentraci 5. 10 ° M
2,4-D. Data ukazuji pramérnou inhibici rastu hypokotylu + SE ziskanou ze 2 nezavislych

experimentd. Primeérny pocet rostlin v experimentu = 9.

U WT byla na modrém stle pozorovana vysSi citlivost k NAAfip nizSich
koncentracich. Ve ttha naterveném sitle dochazelo u WT ip téchto koncentracich
k mirné stimulacitstu hypokotylu nebo k relatigmizké inhibici. Na modrém stle vSak

dochéazelo k vyznamné inhibidistu (viz. graf 18).
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Inhibice r dGstu hypokotylu WT (cv. MM.) vp Fitomnosti
NAA ve tm &, modrém a ¢éerveném sv étle

80

70

60 -

50 —e— dark
2% 40 —e— blue
S :3/ 30 | —A—red
§ § 20 1
g <3 10
c2z O

-10 A

-20

-30

1,0E-08 1,0E-07 1,0E-06 1,0E-05 1,0E-04 [NAA] (M)

Graf 18: Inhibice r tstu hypokotylu cv. MM p éstovaného 7 dni vp Fitomnosti NAA. Data
ukazuji priimérnou inhibici rdstu hypokotylu + SE ziskanou ze 3 nezavislych experimentu.

Pramérny pocet rostlin v experimentu = 9.

Graf 19 ukazuje reakci k NAA u kultivaru cv. Rutge¥ tomto pipadt byla reakce
k auxinu g nizSich koncentracich sif$i pod modrym iéervenym sgtlem, zatimco ve

tm¢ dochazelo pouze k nizké inhibici.

Inhibice r Gstu hypokotylu WT (cv. Rutgers) v
pFitomnosti NAAve tm &, modrém a Cerveném sv étle
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Graf 19: Inhibice r Gstu hypokotylu cv. Rutgers p éstovaného 7 dni v p Fitomnosti NAA. Data
ukazuji priimérnou inhibici rdstu hypokotylu + SE ziskanou ze 3 nezavislych experimentu.
Priimérny pocet rostlin v experimentu = 10.

4.2 Exprese ABP1

Cilem tchto experimerit bylo zjistit, zda s¥tlo a auxin jsou schopny regulovat
expresi genlABP1, neboli zda ABP1 iive fungovat jsko spotay element signalni drahy
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auxinu a swtla. ExpreseABP1 byla zkoumana metodou RT-PCR u mutaidBl a
kontrolni rostliny cv. Rutgers, které byly wgiovany v pitomnosti NAA @i koncentraci
0 a 5.1C M. Jelikoz vysledky byly relativh variabilni, bylo nutné zjisha data
zpramérovat pomoci programu ImageJ. Graf 20 ukazujengrné hodnoty expreséBP1
ze dvou nezavislych experimé@nPCR provedena 4x). Bezifpmnosti auxinu dochazelo
k relativreé vySSi expresABP1u 7B-1i WT ve tmg a vcéerveném sétle, zatimco modré
swtlo melo na expresABP1inhibicni efekt. V pitomnosti auxinu byla expregeBP1u
WT ve vSech sitelnych podminkach podobna, ale7B-1 doSlo na modrém stle

k vyraznému snizeni exprese vlivem auxinu.

Exprese ABP1

6000

exprese

dark blue| red | dark|blue | red |dark|blue| red |dark| blue | red

[NAA] (0) [NAA] (5.10-6)

Graf 20: Exprese ABP1. Data ukazuji primérnou expresi ABP1 v hypokotylu 7B-1 a cv. Rutgers +
SE ziskanou ze 2 nezavislych experimentl (PCR provedena 4x). Rostliny byly péstovany ve tmé,

modrém a Gerveném svétle pfi koncentraci 0 a 5-10° M NAA.
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5 Diskuze

Prvni ¢ast prace se zabyvalastovymi pokusy, kdy byly zkoumany reakce rostlin
k auxinu v fiznych s¥telnych podminkach. Pokusy byly provedeny s muiamtn
rostlinami ragete (ycopersicon esculentynMill.) 7B-1, cry 1-1 a cry 1-2 Kultivary
Rutgers a Money Maker slouZily jako kontrolni rostl Cilem Gstovych pokus bylo
zZjistit, jak je citlivost k auxinu ovliiovana s¥tlem, a které fotoreceptory se podileji na
auxinem vyvolanychtstovych odpowgdich.

Pokusy se7B-1 ukazaly, Ze se u mutanta vyskytla snizend o&pavypokotylu
k auxinu ve tny, a to v gipact pritomnosti IAA a 2,4-D. Reakce mutanta k NAA nebyla
nijak zménéna. Na modrém a&erveném sétle byla citlivost snizena wB-1 pouze
v pritomnosti NAA, zatimco vitomnosti 2,4-D nebyly pozorovany mezi WT a mutamte
Zzadné rozdily. To naztaje, Ze geryB-1je zapojen v odpadi k auxinu v etiolizovanych
hypokotylech, ale i v odp@di k NAA v modrém aerveném sétle. Vysledky naznauji,
Ze modré sitlo, prostednictvim funkniho genu7B-1, snizuje citlivost hypokotylu régte
k inhibi¢nimu &inku auxinu na prodluzovani hypokotylu. Modré&sthy ziejmé sniZzuje
hladinu endogenniho auxinu, coz v§guje snizenou reakci WT k NAA v modrémésie
oproti reakci WT ve ta U mutanta7B-1 je tato odpo¥d’ jeS€ nizSi nez u WT, proto u
7B-1 musi existovat mechanismus, ktery snizeni cittivossiluje. Vys¥étlenim by mohlo
byt to, Ze funkni gen7B-1 by mohl omezovat efflux NAA z biR, ¢imz by zabraoval
drastickému sniZeni hladiny endogenniho auxinu odrém s¥tle u WT. V gipadc
mutanta defekt v gentiB-1 zpisobuje, Ze nedochézi k inhibici effluxu NAA a mutam
proto vyrazg snizenou reakci k NAA v modrémétle. Schéma transportizanych auxir
do buiky a z buiky je znazorano na obrazku 6.

Fi experimentech s hypokotyly WT aryl-1 nebyl u etiolizovanych rostlin
pozorovan rozdil mezi WT eryl-1v reakcich k testovanym auxim. Na modrém sitle
doSlo kvyraznému sniZeni inhibiceistu hypokotylu cryl-1 oproti WT. Naopak
v ¢erveném stle byla v gfitomnosti NAA citlivost cry1-1 oproti WT zvy3ena. Zadné
signifikantni rozdily mezi WT a mutantem nebyly poavany i reakci k auxinu 2,4-D,
jak ve tn€, tak na modrém &erveném sitle. Podobné reakce k auxinu v zavislosti na
swtle byly pozorovany i u hypokotylu mutantayl-2 Z toho usuzuiji, Ze protein CRY1 je
nezbytny pro udrZeni normalni odgoV k NAA ve swtle. SniZzena reakce na modrém

swtle by mohla byt zfisobena ovlivinim funkce penasSeéi a nasled& zmenénou
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hladinou endogenniho auxinu, coz by také ¥tlevalo, pr@& dochazelo ke snizené
odpowdi pouze u NAA a ne viftomnosti 2,4-D. NAA a 2,4-D jsou dovhia ven z bugk

transportovany kazdy jinym apobem (obr. 6). 2,4-D (a také IAA) se dovribstavaji

skrze AUX proteiny, zatimco NAA prochazi difuzites plazmatickou membranu
(Delbarreet al. 1996). PIN transportery umidji eflux IAA a NAA (Palme and Galweiler
1999), avSak 2,4-D neni schopen tuto cestu vyuzivabmadi se v liice (Delbarre et al.
1996). ZvySena citlivost mutanta k NAA tarveném sétle napovida tomu, Zze CRY1

interaguje s drahoterveného sitla.

Auxin uptake
carrier IAA-
oH+ 2,4-D-

Plasma membrane

Auidn sl IAA- NPA- binding protein

carrier 1- NAA-

Obr. 6: Transport auxinu v bu Rnce (pfevzato z Morris, 2000).

Druhacast prace se zabyvala expresi g&BP1l Cilem bylo zjistit, zda byABP1
mohl mit roli v signélni drdze auxinuripinterakci se sitlem. K pokusm byl pouzit
mutant7B-1a kontrolni kultivar Rutgers, kdy byla sledovamareseABP1v zavislosti na
kvalits swtla a fFitomnosti auxinu NAA §i koncentraci O nebo 5.T0OM. Mira exprese
byla zji¥ovana metodou RT-PCR.

ABP1 byl poprvé izolovan z koleoptile kukioe a bylo zji&no, Ze je fitomen ve
vSech rostlinnych pletivech. Pagdbyl identifikovan jako auxinovy receptor (Timpte
2001). RoleABP1byla potvrzena v fibéhu embryogeneze (Chen. al 2001) a v dalSich
procesech jako je auxinem indukované prodluzovamil (Joneset al, 1998) nebo
regulace bugtného dleni (David et al., 2007). Interakci ABP1 se &iem pozoroval
Joneset al. (1991), kdy po &kolikahodinovém oz&nicervenym s¥tlem doslo k poklesu

hladiny ABP1 a auxin-binding aktivity.
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Z mych vysledk vyplynulo, Ze modré s¥lo do jisté miry inhibuje expregiBP1jak
u cv. Rutgers, tak @B-1,pficemzZ se zda, Ze inhibice expres®8P1modrym s¥tlem byla
slabsi u 7B-1 nez u kontrolni rostliny. Viftomnosti NAA byla v hypokotylech
kontrolniho genotypu cv. Rutgers z§isa podobna exprese u rostlin rostoucich v& tma
modrém¢i cerveném sitle. Pokud v3ak srovname expresi gelBP1 za gitomnosti
auxinu s expresiipabsenci auxinu, zda se, Zze na modrégilas\auxin u WT stimuloval
expresiABP1 U mutanta7B-1 vSak na modrém stle dochazelo k silné redukci expresi
ABP1 a zda se, Ze auxin u mutanta inhiboval expABP1 v hypokotylech. Snizena
hladina ABP1 u 7B-1 na modrém sitle tedy dobe koreluje se sniZzenou citlivosti
hypokotylu mutanta k inhibhim &inkam NAA. To nazna&uje, Ze ABP1 se podili na
zprostedkovani odpoddi k auxinu na modrém sile. SniZzena reakc&B-1 k auxinu
na modrém sitle je pravdpodobré zpisobena snizenou expreSBP1 gen7B-1 tedy
ziejme hraje roli i expresi ABP1 na modrém sile. AvSak vzhledem ktomu, Ze
opakované experimenty davaly dosti variabilni vikle bude nutné pro objasmi funkce

ABP1yv interakci auxinovych a stelnych drah provést vice experimint
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5] Zavér

V této bakaléské praci jsem studovala citlivost mutangjcete 7B-1, cryl-1 a
cryl-2 k auximim IAA, NAA a 2,4-D a expresi genABPL1 v zavislosti na fitomnosti
auxinu a kvali¢ swtla. Cilem bylo odpogdét na otazky, které byly polozeny nacatku
této prace, tedy jak stlo ovliviiuje citlivost chto mutani k exogennimu auxinu, a zda se
ABP1 uplatiuje jako spolény prvek signalni drahy auxinu aésha. Vysledky ukazaly, Ze
u kontrolnich rostlin modré stlo sniZzuje citlivost hypokotyl k inhibi¢nim (Einkam
exogenniho auxinu. Fakt, Ze veétma mutanZB-1 sniZenou citlivost k IAA a 2,4-D a na
modrém s¥tle reaguje k 2,4-D podoBnjako na modrém s$tle, vede k nasledujicim
zawram. Za prveé, funé&ni gen 7B-1 zvySuje citlivost etiolizovanych hypokotyl
k exogennimu auxinu. Za druhé, modré&tlev prostednictvim funkniho genu7B-1
shiZzuje citlivost hypokotylu k inhibnim &inkam auxinu. Z experimefitna mutantech
cryl-1acryl-2 dale usuzuiji, Ze fotoreceptor CRY1 je nezbytny pschovani normalni
reakce k auxinu u hypokotykostlin gistovanych na modrémdcarveném sétle. Posledni
cast experimerit byla zandrena na studium expresdgP1v piitomnosti NAA v zavislosti
na kvalig¢ swtla. Snizena expres&BP1 na modrém sitle korespondovala se shizenou
citlivosti hypokotyh 7B-1 k NAA na modrém sitle. To naznéuje (tast genuABP1 pri
zprostedkovani odpoddi k auxinu na modrém stle a také to, Ze expreskBP1 je
ovlivihovana modrym sitlem prostednictvim genu7B-1 K pochopeni mechanizimjak
modré s¥tlo ovliviwuje citlivost rostlin rajete k exogennimu auxinu a k pochopeni ulohy

genu7B-1v tomto procesu bude nutné provigstu dalSich experimeit
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8  Seznam pouZitych zkratek

2,4-D 2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina
ABP1 auxin binding protein 1

cDNA komplementarni DNA

CRY1 kryptochrom 1

CRY2 kryptochrom 2

cv. MM kultivar Money Maker

cv. Rutgers  kultivar Rutgers

DTT dithiothreitol

FAD flavinadenindinukleotid
Far-red dlouhovinnéervené sgtlo

FMN flavinadeninmononukleotid
HIR reakce k vysoké intenzibz&eni
IAA kyselina indolyl-3-octova

IAN indolyl-3-acetonitril

IPA kyselina indolyl-3-hroznova
LFR reakce k nizké intenzibz&eni

MS medium Murashige a Skoog médium

NAA kyselina alfa-naftyloctova

NPA 1-naftylftalamova kyselina

PAT polarni transport auxinu

PCR polymerazovéetzova reakce

Pfr forma fytochromu absorbuijici far-red (aktivni)
PHOT1 fototropin 1

PHOT2 fototropin 2

PHR doménaijbuzna fotolyazam

PHY A-E fytochrom A-E

Pr forma fytochromu absorbuji@érvené sstlo (neaktivni)
SE standardni chyba

TAM tryptamin

TIBA 2,3,5 - trijodobenzoova kyselina

VLFR reakce k velmi nizké intengibz&eni



WLP
WT

wall loosening proteins

wild type
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