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Shrnuti

Tato bakalatska prace se zabyva tlohou fytochromi na expresi auxin-binding proteint
ABPI a ABP4 u kukufice set¢ Zea mays L. Fytochromy jsou rostlinné fotoreceptory, které
snimaji predevsim Cervené a daleko-Cervené spektrum svétla. Podle toho, kterému svétlu jsou
vystaveny, se objevuji v aktivni nebo neaktivni formé, které¢ ovliviiuji rst a vyvoj rostliny.
Rtzna spektra svétla ovliviiuji rist rostliny, svétlo tedy funguje jako exogenni regulator riistu.
Auxin-binding proteiny jsou receptory pro auxin. Cilem mé bakalaiské prace bylo vypracovat
literarni reSerS$i na dané téma. V experimentdlni Casti jsem zjiStovala, jak fytochromy
zprosttedkuji vliv svétla na rust rostlin kukufice v podminkach in vitro a na expresi gen
kodujicich kukuficné proteiny ABP1 a ABP4. Studovala jsem tedy, zda jsou ve vyvoji a ristu
rostlin  kukufice fytochromové a auxinové signdlni drdhy vzijemné propojeny.
K experimentim byla pouzita semena mutanta kukufice elm-1 (elongated mesocotyl I) a
semena prislusné kontrolni izogenické linie B-73 (WT). Eml-1 je mutant, ktery ma omezenou
schopnost vytvaret aktivni fytochromy. Ve fyziologickych experimentech jsme potvrdili, Ze
svétlo prostfednictvim fytochromt inhibuje prodluzovani mezokotylu. Ve druhé, molekularni
¢asti jsem zjistila, Ze ptitomnost fytochromu je nutna k expresi genlt ABPI a ABP4. Soucasné
je vSak ziejmé, ze modré a Cervené svétlo hraje prostiednictvim fytochromil negativni ulohu v
expresi téchto auxin-binding proteind. Vysledky predkladané bakalaiské prace podporuji
nejnovejsi literarni udaje, které ukazuji, Ze v rostlinach kukutice jsou svételné signalni drahy a

auxinova signalizace zprostfedkovand ABP vz4ajemné propojeny.



Summary

This thesis bachelor describes role of phytochromes in expression of auxin-binding proteins
ABPI and ABP4 in maize Zea mays L. Phytochromes are plant photoreceptors which
primarily capture red and far-red light. Dependent on light exposure, phytochromes occur in
active or inactive form, which differentially influence plant growth and development. Various
parts of light spectrum influence plant growth, thus light functions as exogenous growth
regulator. Auxin-binding proteins serve as auxin receptors. The aim of the thesis was to write
a literary review on the topic of this bachelor thesis. In the experimental part of the thesis, I
studied how phytochromes mediate the effect of light on maize growth in conditions in vitro
and on the expression of genes encoding maize proteins ABPI and ABP4. 1 have studied
whether phytochrome and auxin signalling pathways are connected in the process of maize
growth and development. For experiments, seeds of corn mutant e/m-1 (elongated mesocoty!
1) and control isogenic line B-73 (WT) were used. E/m-1 is mutant that has limited ability to
synthesize active forms of phytochrome. In physiological experiments, we proved that light
inhibits mesocotyl elongation via phytochromes. In the second molecular part of the thesis, I
revealed that the presence of phytochromes is essential for expression of genes ABPI and
ABP4. Concurrently, it is obvious that via phytochromes, blue and red light play a negative
role in the expression of the auxin-binding proteins. Results presented in this bachelor thesis
support the newest scientific data, which show that in maize light signalling and auxin

signalling mediated by ABP are mutually connected.
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1. Uvod

Moje bakalafska prace byla vypracovana ve Skupiné molekularni fyziologie,
Laboratof ristovych regulatorti Univerzity Palackého v Olomouci a Ustav experimentalnich
botaniky Akademie véd Ceské republiky. Experimenty byly finanéné podpoieny Evropskym
socialnim fondem (projekt ¢&. CZ.1.07/2.3.00/30.0004) a MSMT (projekt &. LO1204).

Ve své bakalarské praci jsem se zabyvala tlohou fytochromt na expresi auxin-binding
proteint. Svétlo je hlavnim exogenni faktorem, ktery ovliviiuje rist rostlin. Rostliny maji pro
vnimani intenzity a kvality svétla mnoho receptort jednim z nich jsou fytochromy. Jedna se o
rostlinné receptory, které vnimaji kvalitu ¢erveného a daleko-Cerveného svétla a tim ovliviiuji
rust jednotlivych ¢asti rostliny. Dal§im dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje rist rostliny, jsou
endogenni rostlinné hormony, mezi které patfi auxiny, cytokininy, gibereliny, a dalsi.
Vzijemny pomér jednotlivych hormoni zajistuje spravny vyvoj a rast rostlin. Signalni drahy
rostlinnych hormont a svétla jsou vzijemné propojeny a byly jiz Castecné prozkoumany.
Nejvice vSak vime o propojeni drah auxind a svétla, i kdyz zdaleka nebylo objasnéno vse.
Mezi takové drahy patii i auxinova signalizace zprostiedkovana auxin-binding proteinem 1
(ABPI), coz je jeden zreceptorii auxinu. Role ABPI byla jiz Castecné objasnéna u
Arabidopsis, kukufice a rajcete, kde vime, Ze je nezbytny pro spravny embryondlni vyvoj
semene a poté pro spravny vyvoj listl a stonku.

Cilem mé bakalatské prace bylo vypracovat literarni reSerSi na dané téma a dale
provést experimenty, které by objasnily, jak fytochromy zprostiedkuji vliv svétla na rist
rostlin kukufice v podminkéch in vitro a na expresi genii kodujicich kukufiéné proteiny ABP1
a ABP4. K tomu jsem vyuzila genetického pfistupu, ktery spocival ve vyuziti mutantni

rostliny e/m-1, ktera se vyznacovala defektem ve vytvareni aktivnich fytochroma.



2. Uvod do problematiky
2.1. Auxin

2.1.1. Objev auxinu

Objev auxinu miizeme datovat to druhé poloviny 19. stoleti, kdy Charles Darwin a
jeho syn studovali mechanismus, jakym se rostliny ohybaji smérem ke svétlu. Tento jev se
nazyva fototropismus. Pokusy byly provadény na travé Phalaris canariensis. Experiment byl
provadén tak, ze jedna cast rostliny byla nasvicena modrym svétlem a druhé byla ve stinu. Pti
pozorovani bylo zjisténo, Ze €ast koleoptile, kterd byla zastinéna byla o né€kolik milimetrQ
delsi, nez Cast, ktera byla osvicena modrym svétlem. Darwin vSak také vypozoroval, ze pokud
zakryjeme vrcholovou S$picku koleoptile tak k prodluZzovani na zastinéné casti nedojde.
Z téchto vysledkt usoudil, Ze oblast koleoptile, kterd je odpovédna za ohyb rostliny ke svétlu
je umisténa nékolik milimetrtt pod vrcholovou $pickou. Tato Cast se nazyva ruastova zona.
Darwin proto dosel k zavériim, Ze ve vrcholové Spi¢ce vznika néjaky druh signalu, ktery je
transportovan do rdstové Casti a proto zastinéna cast koleoptile roste rychleji nez cCast
osvétlend modrym svétlem. Své poznatky poté popsal v knize The Power of Movement in
Plants (Darwin ef Darwin, 1881).

Dalsim védcem, ktery piispél ke zkoumani auxinu, byl Fritz Went v roce 1926. Ten
provadeél pokus na ovsu Avena sativa, kdy odfiznul $picku koleoptile, kterou posléze premistil
na zelatinovy bloc¢ek. Auxin ze Spicky koleoptile difundoval do Zelatinového blocku a po
piiloZzeni blo¢ku na stonek opét zacal rist. Timto pokusem byla potvrzena hypotéza, ze do
blocku z koleoptile difundovala chemicka substance, kterd je odpovédna za prodluzovani a
rust rostliny. Pozd¢ji se zjistilo, Ze touto latku je auxin. Nazev je odvozen z feckého ,,auxein,,

coz znamena rust (Zeiger et Taiz, 2006).

2.1.2. Chemicka podstata

Auxin je rostlinny endogenni hormon, ktery podporuje rist a prodluzovani rostlin.
Hlavnim auxinem u vysSich rostlin je indol-3octové kyseliny (IAA). Dal§imi endogennimi
auxiny jsou 4-chloro-indolyl-3-octova kyselina, indolyl-3-maselnd kyselina a kyselina
fenyloctova. Rostlinné endogenni auxiny jsou chemicky velmi rGznorodé, jejich jedinym
spolecnym znakem je molekularni vzdalenost, asi 0,5 nm, mezi kladnym nabojem na

aromatickém kruhu a ziporné nabitou karboxylovou skupinou. Auxiny maji relativné



jednoduchou strukturu, diky které se mohou syntetizovat i uméle a to i se svou biologickou

aktivitou (Korasick, Enders, et Strader, 2013)

2.1.3. Biosyntéza auxinu

Biosyntéza auxinu probihd zejména v rychle se d¢licich pletivech. Primarné je
syntetizovan ve stonkovém apikalnim meristému a mladych listech, ale mensi cast IAA se
syntetizuje 1 v ostatnich pletivech (Ljung et al., 2001). IAA se vrostling¢ syntetizuje
z tryptofanu prostfednictvim Trp-dependentnich drah, ale také zidolovych prekurzorh
tryptofanu ptes Trp-independentni drahy. Trp-dependentnich drah je nckolik a vétSina je
pojmenovana podle meziprodukti: kyselina indol-3-pyrohroznovd (IPA) drahy, indol-3-
acetamidu (IAM) dréhu, tryptaminu drahu, a indol-3 -acetaldoxime (IAOx) cesta. U IPA
drahy je tryptofan pfevadén pomoci Trp-aminotransferazy na IPA, ktery je pfevadén na idol-
3-acetyldehyd, ktery je dale prfevadén na IAA. Podrobné mechanizmy nejsou zatim znamy
(Woodward er Bartel, 2005). IAA drédha byla nalezena i semenack Arabidopsis (Tam et
Normanly, 1998).

Dalsi dréha, ktera byla potvrzena u rostlin je IAM draha. Pfi zkoumani IAM drahy
bylo objeveno, ze hladina IAM u semenackt Arabidopsis je stejna jako hladina volné IAA
(Pollmann et al., 2002). Tryptofan je pfeménén na IAM pomoci Trp-monooxidazou, IAM je
poté pfeveden aminohydroldzou na IAA. Tato draha se vyskytuje u Arabidopsis (Pollmann et

al., 2003)

2.1.4. Transport auxinu

Auxin je syntetizovan v mnoha tkéanich, nejvice vSak ve vrcholovych oblastech
vyhonkil. IAA je akumulovdn ve stonkovém apexu a odtud je poté transportovan do jinych
oblasti rostliny, zejména do mladych listi (Ljung et al, 2001). Auxin je transportovan dvéma
riznymi cestami. Prvni transport je na dlouhé vzdalenosti a jedna se o transport auxinu do
mladych ¢€asti rostliny zasobnich pletiv. Druhou cestou je pomaly transport zvany polarni
transport auxinu, ktery zprostfedkovava pomaly transport auxinu (Marchant, 2002). Polarni
transport auxinu vede k vytvoreni podélného gradientu, ktery ovliviiuje prodluzovani stonku,
apikalni dominanci, senescenci listi a hojeni ran. Transport auxinu do bunék je
zprostiedkovavan pomoci AUXI1 proteint, které jsou lokalizované v plazmatickych

membranach neékterych bunék (Swarup et al., 2001, 2004).
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Poté, co TAA vstoupi do bunky pfes AUXI protein je jeho tok regulovan pomoci PIN
proteini. PIN proteiny byly objeveny u Arabidopsis v nékolika formach (Okada et al., 1991),
jedna se o proteiny, které reguluji vytok auxinu z bunky (Zazimalova et al. 2007) a stejné€ jako
AUX1 jsou lokalizovany v buiice asymetricky (Gélweiler ef al., 1998).

Transport auxinu je regulovan vice aspekty. Zda se, ze na regulaci polarniho
transportu auxinu se podili samotny auxin. Byla navrhnuta teorie, kdy pocatecni difize auxinu
od zdroje pozitivné ovliviiuje vlastni dopravu. Dal§im faktorem, ktery ovliviiuje polarni
transport auxinu je pocet pfenaSecii na membran¢. Transkripci pfenaSecu zajistuje signalni
dréha, kterou spousti auxin, a ktera zahrnuje 1 auxinové receptory TIR1 a ABPI. DalSim
faktorem jsou ostatni fytohormony, jako jsou etylén a cytokinin, které kontroluji expresi PIN

a AUXI proteinti (Petrasek ef Friml, 2009).

2.1.5. Auxin-binding protein 1 (ABP1)

Auxin-binding protein 1 (ABPI) byl jeden zprvnich proteini, které byly
charakterizovany jako proteiny vdzané na auxin. ABPI zprostiedkovava mnoho odpovédi na
auxin a reguluje bunécné odpovédi (Sauera et Kleine-Vehnb, 2011). Auxin-binding protein
byl objeven v koleoptile kukufice (Zea mays L.) a to v 70. letech minulého stoleti a byl
lokalizovan na vnéj$i membrané bunék koleptile (Hertel er al., 1972). Nésledné byly
charakterizovany jeho vazebné vlastnosti a na konci 80. let bylo prokdzano, Ze se vaZe na
auxin (Jones et Venis, 1989). Pfitomnost ABPI/ byla postupné potvrzena u kukufice,
Arabidopsis, tabdku, jahod a slunecnice. Fylogenetickou analyzou bylo zjisténo, ze ABPI se
poprvé objevil uz u prvnich tas (Tromas et al., 2009). U Arabidopsis byl prokdzan pouze
ABP1, avSak u kukufice bylo nalezeno dalsi pét typtt ABP a to véetné ABPI (Schwob E et al.,
1993).

Gen ABPI koduje protein o velikosti 201 aminokyselin a kone¢ny protein je tvofen
dvéma podjednotkami (dimery), které dohromady maji velikost 22 kDa. Peptid obsahuje N-
termindlni signalni peptid, jehoz sekvence je rGznorodd u vétSiny ABP proteint. Jako u
prvniho rostlinného peptidu zde byla objevena C-termindlni KDEL sekvence, ktera ziejmé
lokalizuje ABPI do endoplazmatického retikula. Dale peptid obsahuje nékolik
konzervativnich domén — Box A, B, C. Podle vSech dostupnych poznatkli je Box A mistem
pro navazani auxinu (Davies, 2004).

VétSina ABPI je lokalizovana v lumenu endoplazmatického retikula, v Golgiho
aparatu a na plazmatické membran¢ (Jones et Herman, 1993). Byly prokazany U¢inky na rust

a vyvoj bunék (Fellner et al., 1996; David et al., 2007). ABPI ovliviiuje bunécné déleni, po
11



ztraté Cinnosti ABPI doslo ke snizeni transkriptu kodujici cyklin D, ktery je kontrolnim
bodem pro vstup buiiky do dalsi faze déleni (David et al. 2007). Také bylo prokazano, ze
ABPI se zna¢né podili na regulaci polarniho transportu auxinu (Effendi et al. 2011). ABPI
dokéze rozlisit mezi fyziologicky aktivnim a neaktivnim auxinem a tim aktivovat tok iont do
bunky, poté zprostitedkovava bunécnou expanzi a také rist jednotlivych tkani rostliny. Proto
zvysena indukce exprese ABPI v buinice vede k vyssi citlivosti bunék na auxin (Effendi et al.
2011).

ABPI hraje zasadni roli v embryonalnim vyvoji rostlin, pokud je ABPI inaktivovan je
zasadné naruSen vyvoj rostliny (Chen et al., 2001). V postembryonalnim vyvoji bylo
prokédzéano, ze zablokovanim exprese ABP1 vedlo k rychlému potlaceni rastu vyhonu, déle
byl zménén tvar a velikost listi (Braun ef al,. 2008).

Mala ¢ast ABP1 je lokalizovana na plazmatické membranég, avSak nemtlize se vézat na
plazmatickou membranu piimo, ale pres dalSi ukotvovaci protein (Tromas et al., 2010).
Jednim z ukotvovacich proteinti pro ABPI, ktery byl objeven, je CBP1 (C-terminalni peptid-
vazajici protein 1) (Shimomura, 2006). Navazéani auxinu na ABPI, spojeném s ukotvovacim
proteinem na plazmatické membrany, vede k riznym molekularnim procesiim, jako je
aktivace protonové pumpy nebo aktivace draslikovych kanali. Dale byl u Arabidopsis
izolovan mutant s vypnutym genem ABPI, ktery dokazuje, Ze vyrazeni ABPI vede
k zastaveni embryondlniho vyvoje rostliny. Timto pokusem bylo potvrzeno, ze ABPI je
dilezity po celou dobu vyvoje rostliny (Tromas et al., 2009).

Auxin krom& ABPI odpovédi iniciuje 1 odpovédi pies receptor TIRI. TIRI1
zprosttedkovdva zmény v genové expresi prostfednictvim odbourdvani jeho transkripénich
signalt. Hladina auxinu ovliviluje zapojeni 4ABPI nebo TIRI1. Pokud je hladina auxinu
relativné nizka, ABPI zprostfedkovava expanzi bunky. Naproti tomu, vysokd hladina auxinu
stimuluje dé€leni buiiky, které je potencidlné zprostiedkovavano pomoci TIR1. AvSak ulohu
pii bunécném déleni ma i ABPI, coz bylo identifikovano u tabaku. Bylo také prokazano, ze

ABPI je urcitou funkei 1 pfi kontrole bunééného cyklu (Scherer, 2011)

2.2, Svétlo
2.2.1. Fotomorfogeneze

Svétlo vyrazné ovliviiuje vyvoj rostliny, vyuziva svétlo jako zdroj energie. U sazenic,

které rostou ve tmé, je pozorovan rust vrcholového héku, uzavieni a pozastaveni expanze
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délohy a prodluzovaci rast hypokotylu, tento vyvojovy program je nezbytny pro sazenice,
které jsou v zemi. Poté, co je rostlina vystavena svétlu, tak se déloha otevira, je potlaceno
prodluzovani hypokotylu, je zahajena diferenciace bunc¢k ve vegetativnim meristému,
stimulovan rust listd a tvorba chloroplastti. Tento stav se nazyva fotomorfogeneze (Schéifer et
Nagy, 2006). Proces fotomorfogeneze je zprosttedkovan specialnimi fotoreceptory.

Rostlinné fotoreceptory se dé€li podle toho, kterou vlnovou délku svétla vnimaji
(Zeiger et Taiz, 2006). Fotoreceptory modrého svétla jsou kryptochromy, fototropiny a
zeaxantiny. Odpovédi k modrému svétlu zahrnuji stimulaci rozvoje délohy, regulaci doby
kveteni, otvirdni stomat aj. (Lin, 2002, Lin ef Shalitin 2003). Druhym typem fotoreceptora
jsou fytochromy, coz jsou primarné receptory pro cCervené spektrum svétla. Odpovédi na

cervené svétlo jsou regulace bunécného dé€leni, rast stonku a listl, regulace kli¢eni semene.

2.2.2. Receptory modrého svétla

Fotoreceptori modrého svétla je vice. Patfi mezi né kryptochromy, fototropiny a

zeaxantiny, které maji vyznamny vliv na spoustu aspekta zivota rostliny.

2.2.2.1. Kryptochromy

Jedna se o receptory kontrolujici fotomorfogenezi v reakci na modré nebo ultrafialové
(UV-A) zafeni. Evolucné se zfejmé jednd o potomky DNA fotolydzy. Kryptochromy a
fotolydzy maji podobnou trojrozmérnou strukturu. Struktura obsahuje chromofor a flavin
adenin dinukleotid (FAD). U Arabidopsis jsou CRY1 a CRY2 pfevazné jaderné proteiny.
Hraji diilezitou roly v rostlinné fotomorfogenezi. Modré svétlo prostiednictvim kryptochromi
stimuluje prodluzovani stonku, expanzi listii a reguluji kveteni. Je mozné, Ze kryptochromy
ovladaji vyvojové zmény v rostliné diky zmén€ genové exprese vyvolané svétlem (Lin et

Todo, 2005).

2.2.2.2. Fototropiny

Jedna se o dalsi fotoreceptory modrého svétla. Fototropiny se skladdaji z C-terminalni
oblasti, v jejim stfedu se nachazi serin/threonin kindza, a z N-termindlni oblasti, ktera je
slozena ze dvou LOV domén. Na LOV doménu se ve tmé nekovalentné vaze
flavinmononukleotid (FMN), az po ozafeni modrym svétlem vznikd kovalentni vazba mezi
FMN a a molekulou fototropinu (Schwartz et Zeiger., 1984). U Arabidopsis byly objeveny
dva fototropiny PHOT1 a PHOT?2.
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Mutantni rostlina phot! postrada fototropni reakci pifi ozafeni nizkou intenzitou
modrého svétla. Mutant phot2 vykazoval normalni fototropni reakci, avSak mutantni rostlina
photl/phot2 postradala fototropni reakci, jak pfi ozafeni nizkou intenzitou, tak vysokou

intenzitou modrého svétla. (Sakai et al., 2001).

2.2.3. Receptory ¢erveného svétla

Fytochromy byly identifikovany jako receptory pro cervené svétlo. (Sullivan a Deng,
2003). Odpovedi téchto receptort, které reaguji na ¢ervené svétlo a na dlouhovinné cervené
svétlo (far-red), zahrnuji regulaci kli¢eni semen a deetiolizaci, regulaci velikosti stonkl a

list. Mezi dalsi patii reakce na zastinéni (Schifer et Nagy, 2006).

2.2.4. Struktura fytochromii

Fytochromy reaguji na ¢ervené svétlo intenzivnéji nez na modré svétlo. Fytochromy
jsou v rostlingé regulacni fotoreceptory, které zprosttedkovavaji uinky Cerveného svétla na
molekularni a fyziologické reakce. Absorbuji svételné zaieni o délce 600 az 750 nm, coz
odpovida cervenému svétlu. Fytochrom se vyskytuje jako dimer, ktery je tvofen ze dvou
podjednotek. Jedna jednotka je apoprotein, coz je polypeptidovy fetézec o velikosti asi 125
kDa, druhd podjednotka je svétlo absorbujici pigmentova molekula chromofor — linearni
tetrapyrrol. Fytochrom je tvofen N-termindlnim koncem, ktery obsahuje chromofor vazajici
bilin lyase doménu a PHY doménu, ktera stabilizuje fytochrom v Pfr formé. C-terminalni
konec je tvofen histamin kinase related doménou, kterd hraje dtlezitou roli v autentické
fytochromové odpovédi. Mezi termindlnimi konci se nachdzi PAS doména, ve které se
nachazi jaderné lokalizacni sekvence (NLSs), které umoziuji transport aktivni formy
fytochromu Pftr k jadru (Sullivan et Deng, 2003).

Fytochrom je syntetizovan ve tmé v biologicky neaktivni form& Pr — absorbujici
cervene svétlo. Po ozareni cervenym svétlem se forma Pr méni na formu Pfr — absorbujici far-
red — tato forma je biologicky aktivni. Jednotlivé formy fytochromu se mohou pifeménovat
v zavislosti na vlnové délce zareni. Napiiklad denni svétlo je obohaceno o Cervené spektrum,
a proto jsou fytochromy pievazné ve form¢ Pfr, kterd se v obdobi tmy méni na formu Pr.
(Zeiger et Taiz 2006)

Geny pro PHYA jsou nejvice pfepisovany u sazenic, které rostou ve tmé, avSak pokud
je sazenice vystavena svétlu, jsou degradovany. Tedy svétlo potlacuje expresi genu pro

PHYA (Sineshchekov, 2004). Geny pro PHYB-E jsou piepisovany v mnohem niz$ich

14



hodnotach, ale jejich hladina se pfi vystaveni sazenic svétlu neméni. Proto u sazenic
rostoucich na svétle jsou nejvice piepisovany geny pro PHYB (Chen ef Chory, 2011)

Z toho odvozujeme, Ze existuje vice forem fytochromi. Jsou fytochromy typu I, které
jsou fotonestabilni, coz znamend, Ze pokud jsou ozatfeny bilym nebo cervenym svétlem, tak
rychle degraduji; do této skupiny patii PHYA. Déale mame fytochromy typu II, které jsou
fotostabilni, do této skupiny patii PHYB-E. Kazdy z fytochrom ma svoji vlastni funkci.
(Clough et Vierstra, 1997; Quail, 1997)

U Arabidopsis byly objeveny geny kodujici pét fytochromii, PHYA-PHYE. (Li et
Chinnappa, 2003). U vétSiny rostlin jsou fytochromy piitomny pouze v jedné kopii, avSak u
kukufice je kazdy fytochrom duplikovan. Kukufice mé tii typy fytochromti ve dvou kopiich,
PHYAI1, PHYA2, PHYBI1, PHYB2, PHYCI, PHYC2. A z toho je pouze fytochromy Al, Bl
a Cl, kter¢ jsou exprimovany ve vSech tkanich. Z téchto fytochromtl jsou jen fytochromy A1l

a B1 ovlivilovani svétlem (Nagatani, 2010).

2.2.4.1. Fytochrom B

Fytochrom B je v buiice rozdélen do cytoplazmy a jadra. Z poznatkl je ziejmé, ze
biologicky neaktivni fytochrom B ve form¢ Pr je lokalizovan v cytoplazmé, a to ve tmé.
Pokud je vSak bunka vystavena svétlu, tak se Pr méni na biologicky aktivni formu Pfr a je
transportovana do jadra. Ale 1 pfi téch nejoptimalngjSich svételnych podminkach, které
vyvolavaji translokaci PHYB do jadra, je pouze 30% PHYB transportovdno do jadra (Nagy et
Schafer, 2002). Mutanti, ktefi maji vyfazeny gen pro PHYB, byli izolovani uz pfed mnoha
lety. Bylo zjisténou, ze PHYB hraje z4sadni roli u sazenic, které rostly pouze na ¢erveném
svétle, ale nemaji zdsadni roli u sazenic, které rostlina na svétle FR nebo na modrém svétle.
Fytochrom B ma také zasadni roli v reakci nazyvané unik ze stinu (shade avoidance response)
zpusobeném jinou rostlinou. Pokud je rostlina zastinéna, snizuje se mnozstvi ¢erveného svétla
a tim paddem se Prf méni na Pr a hladina Prf a fytochromt klesa. Efekt vyhybani se stinu byl
zkouman u rostlin, které¢ maji inaktivovany PHYB a bylo zji§téno, ze rostliny ukazuji zna¢né
oslabeni ve vyhybani se stinu (Franklin, 2009).

Mutanti ve fytochromech maji specificky znak ve dlouhém hypokotylu. Ne&kteti
mutanti, ktefi maji defekt na odpovédi vyvolané R svétlem (dlouhy hypokotyl), ale nemaji
souvislost s PHYB byli také izolovani. Naptiklad mutanti pef2 a pef3, kteti se také vyznacuji
dlouhym hypokotylem. Proto je tu moznost, Ze pef2 a pef3 mohou kodovat proteiny, které
maji vliv na signdlni drahu PHYB (Nagy et Schafer, 2002). Dalsi mutant, ktery se vyznacuje
dlouhym hypokotylem je redl, tento mutant také nadmérné¢ exprimuje PHYB a také je
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hypersenzitivni na R svétlo. Mutanti red! také Spatné reaguji na FR svételnou terapii. Toto
naznacuje, ze REDI koéduje protein, ktery piisobi jako meziprodukt v signéalnich drahéach
zprosttedkovanych PHYB (Wagner, 1997).

Pii vyzkumu svételné signalizace byly objeveny tzv. PIF proteiny, které byly popsany
jako usttedni hraci v transdukci cerveného a daleko cerveného svétla, které je detekovano
fytochromy (Castillon et al., 2007). PIF proteiny se vazi na fytochromy a reguluji tim
bunécny rist (Leiver ef Monte, 2014). Pokud je rostlina ve tm¢ a tedy nejsou ptitomny aktivni
fytochromy, dochézi k akumulaci PIF proteinu v jadie, coz ma za nasledek dlouhy hypokotyl
a uzaviené hacky. Jakmile se vSak rostlina dostane na svétlo, jsou neaktivni fytochromy
pirevadény na aktivni fytochromy, které jsou translokovany do jadra, kde vytvaii fyzickou
vazbu s PIF proteiny. Toto spojeni mé4 za nasledek pieprogramovani transkripénich faktort
v buiice a iniciuje fotomorfologické zmény, coz je napiiklad otevieni hackt, inhibice

prodluzovani hypokotylu (Leivar et Quail, 2011).

2.2.5. Interakce auxinu a svétla

Rostlinny vyvoj je zavisly na svétle nebo na stfidani svétla a tmy. Svétlo piimo
ovliviluje rist mezokotylu, koleptile, hypokotylu, kli¢eni semen a mnoho dalSich procest
v rustu a vyvoji rostliny. Dal$im vyznamnym faktorem ve vyvoji rostlin jsou hormony, a to
piedevsim auxiny. Auxiny ovliviiuji mnoho morfogenetickych odpovédi a je zde predpoklad,
7ze hladina auxinu v riznych c¢astech rostliny je ovlivnéna mnoZstvim a typem svétla.
Napftiklad, pokud je zdrava rostlina ovsa vystavena pfimému zafeni cerveného svétla, je jeji
koleoptile delsi, nez u rostliny, ktera byla vystavena modrému svétlu. Zda se tedy, ze Cervené
svétlo ovliviiuje signdl, diky kterému se tvofi ve tkanich rostlin auxin-receptorovy komplex,
ktery je odpovédny za riist téch €asti rostliny, které jsou regulovany auxinem (Liverman et
Bonner 1953).

Zkoumani bylo provadéno napiiklad na slunecnici, kdy sledovanou ¢asti rostliny byl
hypokotyl. I zde se ukézalo, Ze svétlo, a to zejména Cervené svétlo, ma vliv na hladiny auxinu
v rostlin€. Slune¢nice byla vystavena tmé, Cervenému a modrému svétlu. Podle ocekavani
délka hypokotylu a obsah auxinu ve tmé& byl nejvyssi, avSak rozdil mezi hladinami auxinu a
délkou hypokotylu u ¢ervené¢ho a modrého svétla byl rizny. Pokud byla rostlina vystavena po
sedm dni ¢ervenému svétlu, byl obsah auxinu a délka hypokotylu vétsi, nez u rostlin, které

byli vystaveny modrému svétlu (Kurepin et al., 2007).
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Svétlo rovnéz snizuje intenzitu polarniho transportu auxinu v koleoptilu rajcete
(L1u,2011) a také bylo zjisténo, Ze svétlo snizuje transport auxinu v mezokotylu kukufice
(Iino, 1985).

Vztah mezi endogennim auxinem a ABPI byl zkoumén Jones et al. (1998), ktery
pozoroval rist koleoptile kukufice na Cerveném svétle. Rostliny, které byly péstovany pfii
kontinualnim cerveném svétla, mély hladinu endogenniho auxinu podstatné nizsi, nez
kontrolni rostliny. Z pocatku nedochazelo ke zménam hladiny A4BPI, az po
dvanactihodinovém intenzivnim zateni se hladina ABPI snizila o 60% z pivodni hodnoty a
tim se sniZila 1 moZnost vazby auxinu.

Fellner et al. (2012) studovali interakci mezi expresi geni ABPs a expresi gent
fytochromu B, a to pomoci mutanti s nefunkénimi geny ABPI nebo ABP4. Autoii dosli
k zavérim, ze ABP neovlivituje expresi PHYA, ale byla potlacena exprese genu pro PHYB.

Vliv svétla na expresi ABP1 v mezokotylu nebyl nijak prokazan, protoze exprese genli
ABPI byla stejna u vSech typt svétla (tma, Cervené a far-red svétlo). AvSak exprese ABP4
v mezokotylu kukufice byla vyrazné¢ vyssi u rostlin, které byly vystaveny ¢ervenému nebo
far-red svétlu. Poté bylo prokazano, Ze pokud je exprese APB4 potlaena je potlacen i
prodluzovaci rust, ktery je regulovan cervenym nebo fer-red svétlem (Fellner et kol, 2012.)

Fotomorfogeneze a PAT jsou zfejmé spojeny pies protein BIG/DOCI/TIR3.
Transkripce proteinu BIG/DOCI1/TIR3 je regulovana svétlem. Docl mutant poté zpiisobuje
transkripci genli ovlddané svétlem i ve tmé&, coz naznacuje, ze DOCI protein hraje urcitou
ulohu ve fotomorfogenezi. Mutanti tir3 jsou zndmi mnohocetnymi fenotypy, coz je zfejmé

diky jeho vyznacéné roli v transportu auxinu vné bunky (Schéfer a Nagy, 2006).
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3. Material a metody
3.1. Rostlinny material

K experimentlim byla pouZita semena mutanta elm-1 (elongated mezocotyl 1) kukufice
seté Zea mays L. a semena piislusné kontrolni izogenické linie B-73 (WT). Mutant e/m/ je
mutant s deficitem ve fytochromu. Tento typ mutanta nemé schopnost pievést biliverdin IXa
na 3Z-phytochromobilin a zabranuje tedy syntéze aktivnich fytochromu (Sawers et al., 2002).
Semena mutanta i1 kontrolni linie byla laskavé poskytnuta Thomasem P. Brutnellem (Cornell

University, Ithaca, NY).

3.2.  Riistové experimenty in vitro

Semena kontrolni rostliny (WT) a mutanta e/m/ byla sterilizovana ve sterilni plastové
zkumavce. Sterilizace probihala v n¢kolika krocich. Nejprve byla semena sterilizovana v 70%
etanolu po dobu 3 minut intenzivniho tfepani. Poté byl etanol odstranén a semena byla 6-krat
promyta sterilni destilovanou vodou. Poté byla semena piemisténa do Erlenmayerovy barky,
zalita roztokem Savo (2,8% NaClO - 0,6 1 savo, 0,4 1 voda, Biochemie). Erlenmayerova baiika
byla umisténa na tfepacku, kde byla semena intenzivné tfepana po dobu 35 minut. Po uplynuti
dané doby byl roztok Sava odlit a semena byla promyta 6-10 krat sterilni destilovanou vodou.
Poté se pracovalo ve sterilnim prostiedi. Semena byla vyseta pomoci pinzety do sterilnich
Magenta GA7 boxl (77x77x196mm, Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika), na zakladni
rustové médium Murashige and Skoog (Murashige a Skoog, 1962; Caisson-labs, USA,
MSPO1-50LT). V kazdém boxu bylo 80 ml média. Pro ptipravu média bylo pouzito 21
destilované vody, 20 g sachardzy, 8,66 g MS média (Sigma-Aldrich, USA, M5524), 390,4 mg
MES pufru (Caisson-labs, USA, MSP01-50LT). Do tfilitrové Erlenmayerovy banky byla
nalita destilovand voda a za stdlého michani byly ptidavany jednotlivé slozky média, dokud se
uplné nerozpustily. Po rozpusténi jednotlivych slozek bylo pH média upraveno pomoci 1M
KOH na hodnotu pH 6,1. Médium bylo rozdéleno po 400 ml do pullitrovych termolahvi, do
kterych byl pfed nalitim média nasypéano 2,8 g phytoagaru (Duchefa Biochemie, Nizozemsko,
P1003). Médium bylo sterilizovano autoklavovanim. Po vyseti semen byly Magenta boxy
uzavieny a vlozeny do rlstovych komor s kontinualni ¢ervenym nebo modrym svétlem.
Magenta boxy se semeny, kterd méla klicit ve tm¢, byly zabaleny do hlinikové folie a ulozeny
do jedné z ristovych komor. Po 3-4 dnech byla na stén¢ boxu oznacena vyklicend semena. Po

sedmi dnech od vyseti byly rostlinky, které vyrostly ze semen kli¢icich ve stejnou dobu,
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vyjmuty pinzetou a zméteny pravitkem s piesnosti na 1 mm. Na rostlin¢ byla méfena délka

koleoptile, mezokotylu, hlavniho kotene, délka a pocet seminélnich kofend.

3.3. Studium genové exprese

Pro vyhodnoceni exprese genu ABPI a ABP4 u mutanta e/m-1 a kontrolni rostliny byla

pouzita metoda RT-PCR (Reverse- transcription PCR).

3.3.1. Izolace RNA

K izolaci celkové RNA byly pouZzity mezokotyly rostlin mutanta e/m-1 a WT, které
byly vypéstovany dle stejného postupu jako v piredchozim bod¢. Sedm dni po vysevu byly
mezokotyly odfiznuty a zmraZeny v tekutém dusiku. Sklizefi mezokotyli probihala vzdy za
stejnych svételnych podminek, pii kterych byly rostliny péstovany. V ptipad¢ etiolovanych
rostlin byly mezokotyly sklizeny pod slabym zelenym svétlem. Izolace RNA byla provedena
pomoci Isolate II RNA Plant Kit (Bioline, Velkéa Britanie) dle postupu uvedeného v protokolu
od vyrobce. Mezokotyly byly rozdrceny ve tfeci misce s tekutym dusikem. Ziskany prasek byl
poté pienesen do mikrozkumavky a ulozen do mrazakd (-80°C). Pro izolaci RNA byly
pouzity roztoky Lysis Buffer RLS a markaptoethanol. Na procisténi ziskané RNA byla
pouzita DNAsal, smés byla inkubovana v tepelné 1azni po dobu 15 minut. Poté byla DNAsal
inaktivovana a izolovana RNA byla rozpuSténa v RNAse-free vodé. Poté byla zméfena
koncentrace  celkové izolované RNA na  spektrofotometru  (SmartSpec  Plus
Spectrophotometer, Bio-Rad, Czech Republic) a Cistota vzorkli byla ovétena pomoci PCR a

elektroforézy. Pro PCR byly pouZzity primery ZmAct81:

F primer: 5'- ACACAGTGCCAATCT - 3’
R primer: 5'- ACTGAGCACAATGTTAC - 3’
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Tabulka €. 1 Slozeni reakéni smési pro PCR

Polozka Objem
5x My Taq buffer 4ul
F primer 10uM 0,5ul
R primer 10uM 0,5ul

My Taq Polymerase | 0,lul

Nuclease free - water | 13ul

RNA 2ul

Celkovy objem 20ul

Tabulka ¢. 2 Casovy rozpis krokii PCR

Teplota (°C) | Cas (min) | Podet cykld
94°C Smin 1
94°C 30sec
45°C 30sec

45
72°C 45sec
72°C Smin 1
15°C neomezené

kdy vysledny produkt by mél mit velikost 419 bp, pokud vSak byl gel cisty,
vyextrahovali jsme ¢istou RNA bez DNA.

3.3.2. Syntéza cDNA
Komplementarni DNA (cDNA) byla syntetizovana z lpg izolované RNA. Na

spektrofotometru byla zméfena koncentrace RNA, ktera byla uvedena v ng/ul. Z téchto
hodnot byl vypocitan objem, ve kterém se nachazi 1 pg RNA. Objem vzorku byl doplnén
sterilni vodou na objem 8 pl. cDNA byla syntetizovano pomoci Prime Script 1st strand cDNA
Synthesis kit (Takara-bio, Japonsko). Syntéza cDNA probihala v n¢kolika krocich. V prvnim
kroku byla pouzita reakéni smés pro denaturaci a mikrozkumavka se vzorkem a reakéni smési
byla vloZena do termocykleru (MJ mini, Personal Thermal Cycler, Bio-Rad, Czech Republic)
a zahfatd na 65°C na dobu 5 minut (Tab. 3). Po uplynuti ¢asu byla mikrozkumavka
s denaturovanym vzorkem vyjmuta z termocykleru a vloZena na led. Ve druhém kroku byla
do mikrozkumavky s denaturovanym vzorkem a prvni reakéni smési pfidana druha reakcni
smés (Tab. 4). Mikrozkumavka byla vlozena termocykleru. Smés byla zahiata na teplotu 42°C

po dobu 60 min a po té na teplotu 70 °C na dobu 15 min.
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Tabulka €. 3 Rozpis reakéni smési pro denaturaci

Polozka Objem
Oligo dT primer (50uM) | lul
dNTP (10mM) lul
RNA 8ul
Celkovy objem 10ul

Tabulka €. 4 Rozpis reakéni smési pro syntézu cDNA

Polozka Objem

5x PrimeScript buffer 4ul

Rnase Inhibitor (40U/ul) 0,5ul

PrimeScript Rtase (200U/ul) | 1ul

Rnase-free water 4,5ul

Celkovy objem 10ul

3.3.3. Genova exprese
Ke studiu exprese genti pro A4BPI a ABP4 pomoci metody PCR bylo pouzito

specifickych primerii pro jednotlivé geny. V tabulce €. 5 jsou uvedeny jednotlivé roztoky
(reak¢ni smés), které byly pouzity pti PCR a v tabulce €. 6 je uveden program v termocykleru
(DNA Engine, Peltier ThermalCycler, Bio-rad, Velka Britanie). Program pro PCR byl stejny
pro oba geny, také jednotlivé roztoky byly totozné, ale byly pouzity rizné primery.

Pro ABP1 byly pouzity primery:

F primer: 5'-CCG CAA AGC TAT GGG ATT-3’
R primer: 5-CGA AGG GGA TTT CAG TAC CGC G-3°

Pro ABP4 byly pouzity primery:

F primer: 5’-CAG CAG CGC AAC TAC GGG AGG-3’
R primer: 5'- AGT AGG GGA ATT TCA GCT TTG CA-3’

Tabulka €. 5 SloZeni reakéni smési pro PCR

Polozka Objem

5x My Taq buffer 4ul
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F primer 10uM 0,5ul

R primer 10uM 0,5ul

My Taq Polymerase | 0,lul

Nuclease free - water | 13ul

cDNA 1/10 2ul

Celkovy objem 20ul

Tabulka ¢. 6 Casovy rozpis krokéi PCR

Teplota (°C) | Cas (min) | Podet cykld
94°C 3min 1
94°C 30sec
60°C 30sec 55
72°C 45sec
72°C Smin 1
15°C neomezené

3.3.4. Elektroforéza

Elektroforéza byla provadéna ve vSech piipadech v 1,5% agar6zovém gelu. Na
pripravu stfedniho gelu jsem pouzivala 80 ml 0,5xTBE pufru, ve kterém jsem rozpustila 1,2g
agarosy a pridala jsem 5 pl barviva GelRed (Biotium, CA, USA). Gel jsem nechala
vychladnut cca 30 min. Do mikrozkumavek s reakéni smési jsem piidala 1 pl 6x loading Dye
pro zviditelnéni vzorku. Do jamek jsem napipetovala 21 pl smési a vlozila do elektroforetické
vany s 0,5x TBE pufrem. Elektroforéza probihala pfi 80 voltech piiblizné¢ 60 minut. Po
elektroforéze byl potfizen snimek gelu na GelDocTM EZ Imager, Bio-Rad) a intenzita signalu
byla uréena pomoci algoritmu ImageJ (Abramoff et al. 2004 ). Normalizace hodnot exprese
byla provedena pomoci expresnich hodnot provozniho genu GAPDG (accession no.
Zm3765). V smési PCR pro gen GAPDG byla pouzita cDNA 10 krat nafedéna. Exprese gent
ABP1 a ABP4 v mutantu elml pak byla vztazena k hodnotam exprese zjiSt€énym u

kontrolniho genotypu WT.
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4. Vysledky
4.1.  Ristové pokusy

Cilem rastovych pokust bylo zjistit, jak se fytochromy podili na prodluzovani
jednotlivych ¢asti rostliny, a to v zavislosti na kvalit¢ svétla. Cilem rovnéz bylo potvrdit
fenotypové znaky mutanta e/m-1. Pro experimenty byla pouzita mutovana rostlina kukufice
elm-1, kterdA md mutaci v expresi genu pro syntézu chromoforu fytochromobilinu, které
pohlcuji Cervené svétlo. V prvni ¢asti byly mutantni a kontrolni rostliny péstovany pii razné
kvalité svétla, a to konkrétné na Cerveném a modrém svétle, a ve tm¢. Ze srovnani fenotypt
kontrolni rostliny a mutanta by m¢lo byt patrné, jak mutace v syntéze chromoforu ovliviiuje
rust rostlin kukufice. Pozorovala jsem rovnéz, jak rizné vlnové délky ovliviiuji rast

jednotlivych ¢asti rostliny.

4.1.1. Vliv svétla na rist koleoptile

V experimentech bylo zjiSténo, Ze u kontrolni rostliny B73 (WT) modré svétlo
caste¢né inhibuje prodluzovani koleptile, konkrétné asi o 21%. Na rozdil od modrého svétla,
cervené svétlo nemélo na rast koleoptile zadny vliv (Obr.1). Mutovana rostlina se
vyznaCovala tim, ze ve tmé vytvaiela mirn€ kratsi koleoptili. Dale u mutantni rostliny nebyl
dale pozorovan vliv modrého svétla na rist koleoptile, ale bylo zfejmé, Ze Cervené svétlo rist

koleoptile e/m-1 mirn¢ stimulovalo (Obr.1).
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Obr. 1. Délka koleoptile eml-1 a WT péstovanych 7 dni pii riizné kvalité svétla.
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Data ukazuji primérnou délku koleoptile + SE. Hodnoty byly vypocitany jako praimér
z 5 na sob¢ nezavislych experimentt. V kazdém experimentu bylo na kazdé svételné

podmince zméfeno primémé 10 rostlin WT a 9 rostlin e/m-1.

4.1.2. Vliv svétla na rist mezokotylu

Je zndmo, ze mezokotyl je velice citlivy na piisun svétla. Pokud ma svétla dostatek,
jeho prodluzovéani se vyrazn¢ zpomaluje, na rozdil od rostlin rostoucich ve tmé¢, kdy je
prodluzovani vyrazné. Na Obr. 2 je vidét, ze v pfipad¢ kontrolni rostliny ma svétlo, jak
cervené, tak modré, inhibi¢ni vliv na rast mezokotylu. Cervené svétlo ma asi 62% inhibi¢ni
ucinek na rast mezokotylu, modré svétlo mélo inhibicni Gcinek jesté vétsi, a to 73%. U
mutantni rostliny e/m-Inebyla inhibice ristu mezokotylu vlivem svétla znatelna na cerveném
svétle. V piipadé modrého svétla byla inhibice ristu mezokotylu elm-I pozorovéna.
Konkrétné, mezokotyl na modrém svétle byl asi o 47% kratS$i nez mezokotyl rostlin
rostoucich ve tm¢ (Obr. 2). Je tedy zfejmé, ze inhibice riistu mezokotylu vlivem svétla je u
mutantni rostliny niZ§i nezZ u kontrolni rostliny. Na Obr. 2 lze rovnéZz vidét, Ze u rostlin

rostoucich ve tmé je mezokotyl mutanta e/m-1 vyrazné del$i nez mezokotyl WT.
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Obr. 2. Délka mezokotylu eml-1 a WT péstovanych 7 dni pFi rizné kvalité svétla.
Data ukazuji primérné délky mezokotyld + SE, ziskané v 5 na sob¢& nezavislych
experimentech. V kazdém experimentu bylo na kazdé svételné podmince zméfeno prumérné

10 rostlin WT a 9 rostlin e/lm-1.
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4.1.3. U¢inky svétla na pocet seminalnich kofenu

U obou testovanych genotypli nemélo svétlo zasadni vliv na pocet seminélnich kofent
(Obr.3). Zaroven je ziejmé, ze u elm-1 byl pocet semindlnich kotenli o tietinu niz$i, oproti

poctu pozorovanému u WT (Obr. 3).
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Obr. 3. Pocet seminalnich kofent eml-1 a WT péstovanych 7 dni p¥i riizné kvalité svétla.
Data ukazuji primérny pocet seminalnich kofenti + SE. Hodnoty byly vypocitany jako
prumér z 5 na sob¢ nezavislych experimenti. V kazdém experimentu bylo na kazdé svételné

podmince zméteno primeérne 10 rostlin WT a 9 rostlin elm-1.
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4.1.4. Vliv svétla na délku seminalnich korenu

Z grafu na Obr. 4 je zfejmé, Ze modré ani Cervené svétlo nemélo vyrazny vliv na délku
seminalnich kofenll, a to jak u kontrolni rostliny, tak u mutantni rostliny. Soucasné se

ukazalo, ze mutace e/m-1 nema na délku semindlnich kofent vliv (Obr. 4).
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Obr. 4. Délka seminalnich korenii eml-1 a WT péstovanych 7 dni p¥i rizné kvalité
svétla.

Data ukazuji primérnou délku seminalnich kofent + SE. Hodnoty byly vypocitany
jako primér z 5 na sobé nezavislych experimentii. V kazdém experimentu bylo na kazdé

svételné podmince zméteno primérné 10 rostlin WT a 9 rostlin elm-1.
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4.1.5. Vliv svétla na délku primarniho korene

Na Obr. 5 je vidét, Ze WT 1 mutant e/m/ mély primarni kofen podobné délky a dale je
ziejmé, ze kvalita svétla neméla na délku hlavniho kotene vliv, a to jak v pfipad¢ kontrolni

rostliny, tak mutanta elm1.
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Obr. 5. Délka primarnich kofenti em/-1 a WT péstovanych 7 dni pri rizné kvalité svétla.
Data ukazuji primérné délky primérnich kotfenti + SE, ziskané v 5 na sob¢& nezavislych
experimentech. V kazdém experimentu bylo na kazdé svételné podmince zméfeno primérné

10 rostlin WT a 9 rostlin elm-1.

4.2. Expresni experimenty

Cilem expresnich experimenti bylo zjistit, zda svételné signalni drahy
zprosttedkované chromofory ovliviiuji auxinové signalni drdhy zprostfedkované auxin-
binding proteiny. Prakticky bylo zjiStovano, zda mutace v syntéze chromoforu
fytochromobilinu, tedy redukované mnozstvi funk¢énich fytochromi, ma vliv na expresi genti
ABPI a ABP4. K experimentu byl opét pouZit mutant kukufice e/m-1. Exprese ABP1 a ABP4

byla studovana v mezokotylech rostlin péstovanych ve tmég, na modrém a ¢erveném svétle.

4.2.1. Vliv svétla na expresi genu ABPI

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda svétlo a fytochromy ovliviiuji expresi genu
ABPIv mezokotylu kukufice. Na Obr. 6 je vidét, Ze mutace e/m-1 vedla k vyraznému snizeni
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exprese genu ABPI (asi o 70% oproti kontrolni rostlin€) v etiolovanych rostlinach. Déle je
vidét, Ze u kontrolni rostliny, svétlo (Cervené a modré) inhibuje expresi ABPI, a to 0 20% u
obou typd svétla. U mutantni rostliny, byla exprese ABP/ na modrém a cerveném svétle
rovnéz potlacena. Pokud vSak srovname citlivost WT a elml ke svétlu, co se tyCe exprese
ABPI, je vidét, ze modré svétlo mélo u mutanta e/m/ na expresi ABP1 jen nepatrny inhibi¢ni

vliv (oproti 20% u WT) a Cervené svétlo naopak stimulovalo expresi (asi 0 50%) (Obr. 6.)
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Obr.6. Inhibice exprese ABPI v mezokotylu eml-1 a WT péstovanych 7 dni pFi rizné
kvalité svétla

Data ukazuji relativni expresi ABP1 v mezokotylu +SE. Hodnoty byly vypo¢itany jako
primér ze 3 nezéavislych experimenti.

U kontrolni rostliny na modrém svétle bylo pouzito 4-5 mezokotyld, u cerveného
svétla bylo pouzito 3-4 mezokotyli a ve tmé byl pouzit jeden mezokotyl.

U mutantni rostliny na modrém svétle bylo pouzito 4-5 mezokotyll, u cerveného jeden

mezokotyl a ve tm¢ byl také pouzit pouze jeden mezokotyl.

4.2.2. Vliv svétla na expresi genu ABP4

Cilem experimentu bylo zjistit, zda svétlo a fytochrom maji vliv na expresi genu ABP4
v mezokotylu kukuftice. Z grafu na Obr. 7 je ziejmé, Ze, podobné jako v ptipad¢ genu ABPI,
byla exprese ABP4 u mutantnich rostlin e/m-1 rostoucich ve tm¢ asi o 80% nizsi nez u
kontrolni rostliny WT. Je rovnéz vidét, ze v mnezokotylech WT svétlo redukovalo expresi

ABP4. Modr¢ svétlo inhibovalo expresi asi 0 32% a Cervené svétlo o 40%. U mutantni
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rostliny e/m-1byla exprese ABP4 na svétle, podobné jako ve tmé, vyrazné sniZzena oproti
expresi pozorované u WT.

Avsak podobné jako v ptipadé exprese genu ABPI, mutace e/ml vedla k necitlivosti
mezokotylu k inhibi¢nimu u¢inku modrého svétla na expresi genu ABP4. Odlisné od WT,
cervené svétlo neinhibovalo, ale naopak stimulovalo u e/m ! expresi ABP4, a to asi 0 60%

(Obr. 7).
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Obr. 7 Inhibice exprese ABP4 v mezokotylu eml-1 a WT péstovanych 7 dni p¥i rtizné
kvalité svétla
Data ukazuji relativni expresi ABP4 v mezokotylu +SE. Hodnoty byly vypocitany jako
prumér ze 3 nezavislych experimenti.

U kontrolni rostliny na modrém svétle bylo pouzito 4-5 mezokotyli, u ¢erveného
svétla bylo pouzito 3-4 mezokotyll a ve tm¢ byl pouzit jeden mezokotyl.

U mutantni rostliny na modrém svétle bylo pouzito 4-5 mezokotyld, u ¢erveného jeden

mezokotyl a ve tmé& byl také pouzit pouze jeden mezokotyl.
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5. Diskuze

V prvni experimentalni ¢asti mé bakalaiské prace jsem se zabyvala tim, zda svétlo a
jeho percepce fytochromy maji vliv na riust jednotlivych casti mladych rostlin kukufice.
Pouzila jsem genetického ptistupu, ktery spocival v analyze mutantni rostliny kukutice (Zea
mays L.) elm-1. Tento typ mutanta nemd schopnost pfevést biliverdin [Xo na 3Z-
phytochromobilin a zabratniuje tedy syntéze aktivnich fytochromtl. Jako kontrolni rostlina byla
pouzita semena kukufice B-73. Cilem fyziologickych experimentli bylo ovéfit, jak svétlo
prostiednictvim fytochromu ovliviiuje prodluZzovani jednotlivych ¢asti rostliny.

Pokusy byly provadény ve tm¢ a na modrém a Cerveném svétle. Z vysledku je patrné,
ze svétlo inhibuje prodluzovani nadzemni €asti rostliny B-73. Jednotlivé ¢asti rostlin jsou
rizné citlivé na svétlo. Koleoptile je méné citlivé na svétlo. Mezokotyl je ¢ast rostliny, ktera
je nejvice citlivd na svétlo, proto pokud rostlina rostla na kontinualnim Cerveném nebo
modrém svétle, byl rist mezokotylu vyrazné inhibovan.

U mutantni rostliny byla inhibice koleoptile méné patrnd nez u WT. Rist mezokotylu
byl u elm-1 postizen mnohem vice nez rist koleoptile. Mutantni rostlina diky svému defektu
ve vytvareni aktivnich fytochromt, nevnimé svétlo v cerveném a modrém spektru. Proto
délka mezokotylu u mutantni rostliny na svétle je stejné jako délka mezokotylu u kontrolnich
rostlin vzrostlych ve tmé. Inhibice ristu byla patrna u modrého svétla, ale v porovnani
s kontrolni rostlinou byla inhibice rlstu vlivem modrého svétla vyrazné niz§i. U modrého
svétla je pfitomnd inhibice ristu, pfesto, Ze se nevytvaii aktivni fytochromy, tento fakt je
zpusoben piitomnosti dalSich fotoreceptord, které vnimaji modré svétlo, jako je naptiklad
kryptochromy, fototropiny ¢i zeaxantiny. Proto jsem dospéla k ndzoru, ze fytochromy maji
vliv na délku mezokotylu a jejich nepfitomnost zplisobuje rist.

Dalsi hypotézou je samotny vliv svétla na rast rostliny. Jak jiz bylo zminéno, svétlo
inhibuje rast koleoptile 1 mezokotylu. Za prodluZzovani urcitych ¢asti rostliny je zodpovédny
auxin, ktery je syntetizovan ve Spicce koleoptile a pomoci polarniho transportu se dostava do
dal§ich casti rostliny. Pokud se podivame na rast kontrolni rostliny, zjistime, Ze délka
mezokotylu u rostlin vzrostlych ve tmé je vétsi, nez u rostlin péstovanych na svétle. Coz bylo
potvrzeno na mutantni rostliné, kdy délka mezokotylu u rostliny péstovanych na cervené
svétle byla stejné délky jako u rostlin péstovanych ve tmé. Coz mé vede k zavéru, Ze svétlo
ma vliv na transport auxinu v rostling.

V ristovych experimentech nebyla métena jen délka nadzemnich ¢asti rostlin, ale také

délka kotent a byl pozorovan pocet seminalnich. Na délku hlavnich a semindlnich kofent
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nemélo svétlo ani ztrata funkce fytochromu zadny vliv. Na pocet seminalnich kotfent svétlo
zadny vliv nemélo. Pokud vSak porovnadme kontrolni a mutantni rostlinu, d& se vyvodit zavér,
ze fytochrom stimuluje tvorbu (pocet) seminélnich kofend.

na zaklad¢ vysledkll ristovych experimentli jsem dosla k zavéru, ze fytochromy
negativné ovliviluji prodluzovaci rist nadzemnich casti rostlin, zejména prodluzovani
mezokotylu. Vysledky dale vedou k zavéru, ze na rozdil od prodluzovani nadzemnich ¢asti
rostlin kukufice, fytochrom neni pravdépodobné zapojen v prodluZovani kofenil (primarnich 1
semindlnich), ale je pravdépodobné zapojen v tvorbé seminalnich kotent, a to pozitivne.

Cilem mé bakalaiské prace bylo zjistit, zda deficit ve vytvareni aktivnich fytochromu
ma vliv na expresi gent kddujicich auxin-binding proteiny u kukufice seté (Zea mays L.).
V této praci jsem se zaméfila na expresi genit ABPI a ABP4. Vysledky experimentii ukazali,
ze u WT svétlo inhibuje expresi genlt ABP1 1 ABP4. U mutantni rostliny se exprese ABPI i
ABP4 snizovala v mezokotylech rostli péstovanych jak ve tmé, tak na svétle. Z téchto
vysledki mizu vyvozovat, ze mezi drahami, které vytvari aktivni fytochromy a drédhou, ktera
tidi expresi ABP1 a ABP4 je urCity vzajemny vztah.

Z vysledki méteni exprese genu ABPI a ABP4, které byli provadéni na kontrolni
rostliné B-73 a mutantni rostlin¢ e/m-1, jsem dosla k zavérim, ze aktivni tvorba fytochromt
ma vliv na expresi gent ABPI 1 ABP4. Z toho tedy mizeme vyvozovat, Ze fytochromy hraji
zéasadni roli v mife exprese ABPI a ABP4. Jelikoz exprese geni ABPI a ABP4 nebyla zcela
potlacena je pravdépodobné, Ze exprese auxin-binding proteinll je fizena i jinymi cestami nez

pres aktivni fytochromy.
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6. Zavér

Cilem mé bakalaiské prace bylo zjistit, jak fytochromy a kvalita svétla ovliviiuji rlist a
vyvoj rostliny a zda svétlo prostfednictvim aktivnich fytochromii ma vliv na expresi auxin-
binding proteini. Experimenty byly provadény na mutantni rostliné kukutice seté (Zea mays
L.) a kontrolni rostlin€. Z vysledkii mé experimentalni ¢asti bakalarské prace je patrné, Ze u
kontrolnich rostlin B-73 svétlo, a to jak modré tak 1 Cervené, znacné inhibuje prodluzovani
nadzemni Casti rostliny, zejména mezokotylu. Fakt, Ze prodluzovani mezokotylu mutantni
rostliny e/m-I1 nebylo inhibovano cCervenym svétlem, vede k zavéru, ze Cervené svétlo je
prostiednictvim aktivnich fytochroml zapojeno v inhibici prodluzovani mezokotylu rostlin
kukufice.

Ve druhé ¢asti jsem méla za ukol zjistit, zda aktivni fytochromy maji vliv na expresi
auxin-binding proteind, a to konkrétné na ABPI a ABP4. Z vysledka je patrné, Ze pokud
fytochromy chybi, tak se exprese ABPI i ABP4 snizi, a to nezavisle na svétle. To mé privadi
k zavéru, Ze piitomnost fytochromi je nutnd k expresi geni ABPI a ABP4. Vysledky vSak
soucasné vedou k zavéru, ze u kukufice modré a Cervené svétlo hraje prostfednictvim
fytochromi negativni Glohu v expresi auxin-binding proteinii u kukufice. Vysledky mé
bakaléatské prace podporuji jina literarni data, ktera ukazuji, Ze v rostlinach kukufice svételné

signalni drahy a auxinové signalizace zprosttedkovana ABP jsou vzajemné propojeny.
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8. Seznam pouzitych zkratek

ABP1 auxin-binding protein 1

ABP4 auxin-binding protein 4

AUXI1 Auxin transporter protein 1

BL blue light (modré svétlo)

cdna komplementarni DNA

CRY1 kryptochrom 1

CRY2 kryptochrom 2

D tma

Elm-1 elongated mezocotyll

FAD flavin adenin dinukleotid

IAA indol-3octova kyseliny

IAM indol-3-acetamid

IPA kyselina indol-3-pyrohroznova

MS medium Murashige a Skoog médium

PCR polymerazova fetézova reakce

Pfr forma fytochromu absorbujici far-red (aktivni)
photl blue-light receptor phototropin 1
PHOTI fototropin 1

PHOT?2 fototropin 2

PHY A-E fytochrom A-E

PIN1 auxin efflux carrier component 1

Pr forma fytochromu absorbujici cervené svétlo (neaktivni)
RL red light (Cervené svétlo)

TIR1 protein TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1
WT Wild type
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