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SEZNAM ZKRATEK

2,4-D
ABP1
ABP4
cDNA
CRY
elm-1
FW
MS médium
NAA
PAT
PCR
Pfr

PHY
PUB
Pr
UV-A
WT

2,4-D-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-dichlorophenoxyacetic acid)
Auxin-Binding Protein 1

Auxin-Binding Protein 4

komplementarni DNA (complementary DNA)

kryptochrom (cryptochrome)

elongated mesocotyl 1

cerstva vaha (fresh weight)

Murashige and Skoog médium

kyselina 1-naftyloctova (1-Naphthaleneacetic acid)

polarni auxinovy transport (polar auxin transport)

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
fytochrom absorbujici v dlouhovinnou ¢ervenou oblast spektra
(far-red-absorbing form)

PHY doména chromoforu (phy-specific)

3E-fytochromobilin

fytochrom absorbujici ¢ervenou oblast spektra (red-absorbing form)
ultrafialové zafeni A (ultraviolet A)

kontrolni rostlina (wild type)



UvVOoD

Rust a vyvoj rostlin je zavisly na nékolika faktorech. Prvnim z nich je svétlo, které rostliny
vyuzivaji jako zdroj energie, a také jako signal k fotomorfogenezi. Vyznamny podil maji
hormony auxiny, které v rostlinach zastavaji mnoho funkci a jsou proto nepostradatelné.
Jednou z téchto funkci je naptiklad regulace prodluzovaciho rustu rostlin, ktera je zavisla
na kvalité svétla. Pravé svétlo dokaze regulovat hladinu endogenniho auxinu v bunkach,
jeho transport a pravdépodobné mnozstvi auxinovych receptort. Na rozdil od endogennich
auxint, které¢ stimuluji rst rostlin, exogenni auxiny rast intaktnich rostlin inhibuji.
Vyznamnou roli lze pfipsat i auxinovym receptorim (ABP, auxin-binding protein), které
mohou byt zapojeny v auxinové a svételné signalizaci u rostlin kukutice. Doposud bylo
u kukufice identifikovano pét ABP, nicméné ne vSechny jejich funkce a interakce byly
objasnény.

Teoreticka cast této diplomové prace obsahuje doposud ziskané poznatky z oblasti
problematiky svétla a jeho interakci s rostlinnymi hormony auxiny. Stru¢né je zde
rozebrana problematika ABP proteinti. Obecnym cilem experimentalni prace bylo zjistit,
jak svétlo prostiednictvim fytochromi ovliviiuje auxinem-regulovany rust rostlin a zda
v tomto procesu hraji tlohu auxinové receptory ABP1 a ABP4.

Diplomova prace byla vypracovana na Ptirodovédecké fakulté UP v Olomouci

v Laboratofi ristovych regulatort a konkrétné ve Skupiné molekuldrni fyziologie.



TEORETICKA CAST

1. Auxiny

Auxin byl prvni rostlinny hormon, ktery byl kdy studovan. K jeho objevu pfispél jiz
samotny Darwin, jenz pozoroval efekt hypotetické substance transportujici se rostlinou
a podporujici jeji rust za svétlem (Darwin, 1880). Od té doby vSak uplynulo dalSich 60 let
vyzkumu, nez byla tato chemicka latka izolovdna a analyzovana jako indol-3-octova
kyselina (IAA) (Obr. 1), neboli hlavni piirozené¢ se vyskytujici auxin v rostlinach
(Haagen-Smit a kol., 1946).

Auxin je klicova signdlni molekula ovlivitujici téméf vSechny aspekty rostlinného
vyvoje od opyleni a oplozeni, ptes vegetativni vyvoj az ke stddiu kveteni. Reguluje jak
bunécné déleni, tak i prodluzovani a diferenciaci pletiv v zavislosti na jeho vyskytujici se
koncentraci (Jones a kol., 2013). Auxiny interaguji i s ostatnimi rostlinnymi hormony.
Nejznaméjsi je vztah mezi auxiny a cytokininy, ktery indukuje vyvoj stonku a kofenového
systému (Skoog a Miller, 1957).

V nejvétsi mife se v rostlindch vyskytuje IAA, ale jsou zde pfitomny i dalsi
sloueniny jako Kkyselina indol-3-maselna (IBA), kyselina 4-chlorindol-3-octova
(4-CI-1AA) a nebo kyselina fenyloctova (PAA), ktera na rozdil od ostatnich neni
indolového typu (Obr. 1). Kromé téchto pfirozené se vyskytujicich auxint, existuji
i auxiny syntetické. Ty jsou vzhledem k jednoduchosti své molekuly lehce pfipravitelné
adostupné. Jsou jimi Kkyselina  1-naftalenoctova (NAA) anebo kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) (Obr. 1), ktera je pouzivana jako herbicid (Taiz a Zeiger,
2010).
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Obr. 1: Struktury molekul ptirozené se vyskytujicich a syntetickych auxint.

1.1. Syntéza auxinu

vvvvvv

rostlinach doposud zcela objasnéna (Kasahara, 2016). Vyzkum na rostliné Arabidopsis
thaliana ukazal, ze TAA muze byt syntetizovana v listech, délohach a kotenech, kdy
nejmladsi ¢asti rostliny maji nejvétsi biosyntetickou aktivitu (Ljung a kol., 2001).

Dlouhou dobu se ptedpokladalo, ze IAA vznikd dvéma hlavnimi cestami: na
tryptofanu (Trp) zavislou a na tryptofanu nezéavislou cestou (Woodward a Bartel 2005).
Wang a kol. (2015) pfiSel s objevem, jenz naznacuje, ze draha trp-nezavisla neni stézejni
pro syntézu [AA, ale je dileZzita pro tvorbu cytozolické indol syntazy, ktera reguluje ranou
embryogenezi u vyssich rostlin.

Jak jiz vyplyva z nézvu drahy, U trp-zavislé¢ drahy je zékladnim prekurzorem
L-tryptofan, ze kterého mize IAA vznikat Ctyfmi moZnymi zpusoby, a to
indol-3-acetamidovou drahou (IAM), drahou kyseliny indol-3-pyrooctové (IPA),
tryptaminovou drahou (TAM), a indol-3-acetaldoximovou drahou (IAOX) (Obr. 2)
(Mano a Nemoto, 2012).
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Vétsina syntetizované TAA vznika predevsim IPA drdhou ve dvou-krokové reakci. Trp je
tryprofan aminotransferazou (TAA) pfeveden na kyselinu indol-3-pyrohroznovou, ze které
se za pritomnosti yucca (YUC) enzyml s monooxygenazovou aktivitou stdva vychozi
produkt IAA (Mashiguchi a kol., 2011). Nejnov¢jsi vyzkumy rovnéZ naznacuji, ze TAA
a YUC rodiny hraji zasadni roli v biosyntéze IAA napfi¢ riznymi rostlinnymi druhy jako
je Arabidopsis, kukufice, ryze ¢i jatrovky (Kasahara, 2016).
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Obr. 2: Schéma syntézy IAA u Arabidopsis (pievzato z Kasahara, 2016). IPA draha je zvyraznéna
modfe, IAOx draha zelené, IAM draha fialové a TAM draha Sedé. Trp-nezavisla draha je
naznacena cervene.

1.2. Transport auxinu

Transport auxinu je zprostfedkovan kombinaci dvou drah. Jedna se o transport na dlouhé
vzdalenosti, pii kterém je auxin pomoci floému pasivné prepraven z mista svého vzniku,
tedy z apikéalnich meristémd, skrz stonkové cévni svazky az ke kofeniim (Rashotte a kol.,
2003; Ljung a kol., 2005). Druhym typem je transport polarni (PAT), ktery ptisobi jen na
kratké vzdalenosti. Auxin je pfendSen z buniky do buiky skrze specifické ptenasece

(Petrasek a kol., 2006). Auxinové prenasece jsou u rostlin seskupeny do tii hlavnich
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proteinovych rodin (Grones a Friml, 2015). Jako prvni lze oznacit PIN (PIN FORMED)
proteiny spole¢né s proteiny PILS (PIN-LIKES), které jsou pfitomny v plasmatické
membrané a zastavaji funkci auxinovych exportéri (Petrasek a kol., 2006; Wisniewska
a kol., 2006). Obdobné funguji fosfoglykoproteiny (PGP), které taktéZ transportuji auxin
z buiky ven (efflux). Zaroven ale u nich bylo prokazano, Ze nékteré PGP mohou
zprostiedkovavat i reverzibilni transport auxinu (Yang a Murphy, 2009). Dalsi rodinou
pfenasecu jsou AUXI/LAX (AUXIN1/LIKE AUX1) proteiny, které jsou piedevSim
odpovédné za transport auxinu z apoplastu do cytoplazmy (influx) (Swarup a kol., 2001).
Rozdiln¢ jsou dovnitf bun¢k a ven transportovany auxiny NAA, IAA a 2,4D. NAA
pro transport do buniky vyuziva difuzi pfes plazmatickou membranu, kdezto presun 2,4D
a IAA probiha pomoci AUX proteint (Delbarre a kol., 1996; Morris, 2000). Odlisné je
tomu i pii efluxu auxini z bunky, kdy IAA a NAA pouzivaji PIN transportéry (Palme
a Gilweiler, 1999), zatimco 2,4D se hromadi v bufice, nebot’ neni schopen tuto cestu

vyuzit (Delbarre a kol., 1996).

1.3. Signalni draha auxinu

V poslednich 10 letech byly diky intenzivnim studiim provadénym na rostliné A. thaliana
a dalSich rostlinnych druzich identifikovany signdlni drahy, které jsou zprostiedkovéany
pres tfi hlavni receptory vnimajici auxin (Wang a Estelle, 2014). Lze je rozd¢lit na
receptory genomické, vyskytujici se v jadfe, a negenomické, které jsou mimo jadro.

Receptory piitomné v jadie jsou TIR1/AFB (Transport Inhibitor Resistantl/Auxin
Signaling F-Box (Dharmasiri a kol., 2005a; Kepinski a Leyser 2005; Calderon-Villalobosa
a kol., 2012) a SKP2A (S-Phase Kinase-Associated Protein 2A) (Jurado a kol., 2010).
Ttetim receptorem je auxin-binding protein 1 (ABP1) (Hertel a kol, 1972), ktery se
vyskytuje pfedev§im v endoplasmatickém retikulu (ER) a v malém mnozstvi i v apoplastu
(Grones a Friml, 2015).

Nejlépe popsana signalni draha auxinu je prostiednictvim TIR1/AFB receptoru
(Obr. 3), kdy se auxin vaze na F-box doménu tohoto proteinu. Jestlize je auxinu v bufice
malo, represor Aux/IAA spolecné s ko-represorem TOPLESS (TPL) jsou v pevné vazbé
s transkripénimi faktory ARF a potlacuji jejich aktivitu (Szemenyei a kol., 2008). ZvySena
hladina auxinu podporuje ubikvitinizaci a degradaci Aux/IAA pomoci SCFTRVAFE
ubikvitin E3-ligazového komplexu (Salehin a kol., 2015). Odstranénim represoru se uvolni

ARF proteiny, které poté spolu dimerizuji, a aktivuje se exprese cilovych geni
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(Korasick a kol., 2014; Nanao a kol., 2014). Mira degradace je zavisla na hlading

pfitomného auxinu a je zcela kli¢ova v auxinové signalizaci (Zenser a kol., 2001).

auxin Lauxin]

\j
TIR1 TIR1

ouxi)

Aux/IAAs  (ERERZY,

gy
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Q

acti;;ting
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.
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v

auxin
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Obr. 3: Model auxinové signalni drahy skrz TIR1-AFB receptor (pifevzato z Woodward a Bartel,
2005).

2. Auxin-binding proteiny

Auxin-binding proteiny neboli proteiny vazajici auxin jsou stale povazovany za receptory,
i kdyz to n&ktefi védci zpochybiuji (viz nize). Doposud byla u kukufice pozornost
vénovana predevsim proteinu ABP1. Nicméné jiz byly objeveny minimalné dalsi Ctyii
ptibuzné ABP proteiny jejichz role v riistu a vyvoji rostlin zatim ziistdvd neznama (Hesse

a kol., 1989).

2.1. ABP1

Auxin-binding protein 1 (ABP1) je jednim z prvnich charakterizovanych proteint, ktery
vaze auxin (Hertel a kol., 1972). Byl detekovan v membranovych frakcich etiolovanych
koleoptili kukutice (Zea mays L.) za pomoci radioizotopove znac¢eného auxinu.

Jedna se o 22 kDa rozpustny glykoprotein vyskytujici se v zelenych rostlinach.
V roztoku je piitomen jako dimer (Shimomura a kol., 1986) a vykazuje submikromolarni
afinitu k auxinu (Lobler a Klambt, 1985). Strukturné je slozen z dvou antiparalelnich

B-listd s jelly roll barelovym motivem. Uvniti barelu se nachdzi hydrofobni kov-vazebné
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misto proteinu, do kterého se auxin vaze. Kovem muze byt zinek (Zn-II) ¢i méd’ (Cu-llI).
Jakmile se do aktivniho mista dostane auxin, dojde k vazbé¢ jeho karboxylové skupiny na
zinek a pripojeni aromatického kruhu k hydrofobnim zbytkiim uvnitt barelu. Poté dochazi
k vyvolani fyziologické odpovédi auxinu (Woo a kol., 2002).

ABP1 se sklada z N-terminalniho signalniho peptidu, jehoz sekvence se lisi mezi
ostatnimi ABP, a C-terminédlniho konce, ktery nese tetrapeptidovou signalni sekvenci
KDEL (lysin, kyselina asparagova, kyselina glutamova, leucin). KDEL slouZi jako retencni
signal a udrzuje ABP1 neustdle v lumenu endoplasmatického retikula (ER). Nicméné
| pfesto je malé mnozstvi tohoto proteinu sekretovano do apoplastu a lokalizovano na
vngj§i strané plasmatické membrany (plm) (Hess a kol., 1989; Jones a Herman, 1993).
Jelikoz ABP1 ve své struktufe neobsahuje transmembrinovou doménu, kterou by se
ukotvoval na membrang, dochdzi pravdépodobné k interakci jeho C-termindlniho konce
s dal$im proteinem, jenz piekryva ptiivodni KDEL ER-retencni motiv. Oc¢ekava se, ze timto
proteinem by mohl byt jiz identifikovany CBP1 (C-terminal Binding Protein 1), ale
bohuzel tento pfedpoklad stale nebyl plné potvrzen. Zaroven se nevylucuje zapojeni tieti
komponenty umoziujici vazbu na plm po navazani auxinu k ABP1 (Obr. 4) (Tromas
a kol., 2010).

Plm

I Conformational change
i

g Sty P X .
—l T L T = : ' -
mnn:uuumn,u.mlrl“' / ) S e ""””"" ABP? ) e : /A:N\"ﬁ,b =
| /
" / : | +AUXIN | <CBPI EE
‘ |
AL

Golgi Signaling cascade

Al

Obr. 4: Pravdépodobny mechanizmus vazby ABP1 na plazmatickou membranu pomoci CBPI
proteinu (pfevzato z Tromas a kol., 2010).
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Vyzkum ABP1 zapocal ptiblizné pied 40 lety, za tu dobu bylo publikovano mnoho ¢lanki
ohledné jeho funkci a zapojeni do vyvoje a rustu rostlin. Pfedpokladalo se, ze je esencidlni
témet pro vsSechny aspekty rostlinného ristu a vyvoje, vcéetné bunécného déleni
a embryogeneze (Chen a kol., 2001), postembryonalniho vyvoje stonku a kofene (Braun
a kol., 2008), prodluzovani hypokotylu (Effendi a kol., 2013), reorganizace cytoskeletu
(Robert a kol., 2010), polarni auxinového transportu (Chen a kol., 2014), kontroly doby
kveteni (Effendi a kol., 2011) a vyvoje kvétu (Braun a kol., 2008).

Analyzy ukazaly, ze v genomu A. thaliana je pouze jediny gen kédujici protein
ABP1. Od roku 2000 bylo vytvofeno a pouzivano n¢kolik riznych knock-outovanych linii
a specifickych mutantd u A. thaliana pro urceni funkci a mechanismu pusobeni ABP1
v rostlinach. Jednalo se 0 T-DNA inzertni mutanty abpl-1 a abpl-1s, mutanta abpl-5
obsahujici mutaci ve vazebném misté proteinu, téi knock-outované linie (abpl1-AS, SS12K,
SS12S) a over-exprimované linie ABP1 (Strader a Zhao, 2016). V roce 2015 Gao a kol.
publikovali ¢lanek, jenz zpochybrniuje veskeré doposud ziskané vysledky provadéné na
vySe zminénych mutantnich rostlinach. Za pomoci metody CRISPR/Cas9 (Clustered
Regularly-Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9) vyrobili
mutanta abpl-cl a prokazali, ze ABP1 neni potfebny pro auxinovou signalizaci ani pro
vyvoj A. thaliana.

Veskery vytvoieny geneticky material byl proto re-analyzovan a jeho neptesnosti
objasnény. Napiiklad u abpl-1 a abpl-1s mutantii doslo k chybé€, kdy byla kromé genu
ABP1 také narusena funkce vedlejsiho genu BSM (Dai a kol., 2015). U abpl-5 se pii
sekvenovani genomu vyskytlo vice nez 8 000 polymorfizmi mezi nim a matetskou linii
A. thaliana. Tato riznorodost naznacuje nepiesnosti v kiizeni rostlin (Xu a kol., 2010).

Vzhledem k témto novym faktim, je potfeba se vratit zpatky na zacatek a znovu

prezkoumat funkce a mechanismus pusobeni ABP1 v rostlinach (Strader a Zhao, 2016).

2.2. ABP4

Auxin-binding protein 4 (ABP4) je dalsi homolog z rodiny ERabp gend, které¢ byly
identifikovany v rostlinach kukufice seté (Zea mays L.) (Hesse a kol, 1989). ABP4 je
strukturné velmi podobny ABP1, 1isi pouze nékolika aminokyselinami. Rozdil mezi t€mito
proteiny je ovSem v jejich afinité k auxinu, ktera je u ABP1 vyrazné vyssi. Odlisnosti jsou
patrné taktéz v expresi jednotlivych gent, kdy je ABP1 exprimovan ve vysokych hladinach
témer ve vsech pletivech, zatimco exprese ABP4 je nizsi a dochazi k ni predevsim v listech

a koleoptilech rostlin, u kofent je minimalni (Schwob a kol., 1993).
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Im a kol. (2000) provadéli vyzkum na mutantni rostlin¢ abp4, ktera méla defekt v ABP4
genu. Etiolovany abp4 mutant vykazoval 7x vyssi hladinu ABP1 nez WT, z ¢ehoz vyplyva,
ze vyfazeni ABP4 genu aktivuje expresi ABPL. Zaroven byla exprese ABP4 up-regulovana
svétlem. Na piedchozi vyzkum navazali Fellner a kol., ktefi dosli k hypotéze, ze ABP4
muze zastdvat funkci negativniho regulatoru prodluzovaciho ristu u kukufice (Fellner

a kol., 2006; Jurisi¢-KnezZev a kol., 2012).

3. Svétlo

Svétlo je pro rostliny Zivotné dilezitym faktorem. Nejen Ze pohani fotosyntézu, ze které
rostliny ziskavaji potiebnou energii, ale slouzi i jako signal regulujici jejich rtst a vyvoj.
Rostliny vyvinuly sofistikované svétlené receptory a signalni dréhy, jez detekuji svétlo
a nasledné reaguji na zmény intenzity, doby ozafovani a spektralni kvality svétla. Svétlo je

vnimano riznymi typy receptort v zavislosti na vinové délce svétla (Tian a Reed, 2001).

3.1. Receptory modrého svétla

Receptory absorbujici v oblasti modrého a ultrafialového svétla jsou kryptochromy
a fototropiny (Christie a kol., 2015). Pfislusnymi reakcemi ke svétlu mohou byt reakce
velmi rychlé, naptiklad zmény v potencidlu plazmatické membrany bunék, nebo pomalé,
jako jsou inhibice prodluzovani hypokotylu, fototropismus, otevirani priducht a stiidani
cirkadialnich rytmi. Biochemické a molekuldrni odpovédi spousti zmény v redoxnich

reakcich, elektronovém transportu a expresi gent. (Jones a kol., 2013).

3.1.1. Kryptochromy

Kryptochromy (CRY) jsou fotosenzitivni receptory vnimajici v oblasti 320-500 nm
aUV-A. Negjlépe jsou prostudovany u rostliny A. thaliana, jejiz genom koduje tii
kryptochromové geny — CRY1, CRY2 a CRY3. Fotoreceptory CRY1 a CRY2 plsobi
primarné v jadie (Wu a Spalding, 2007), kdeZto CRY3 v chloroplastech a mitochondriich
(Kleine a kol., 2003). Rovnéz se lisi jejich stabilita. CRY1 protein je na modrém svétle
stabilni, kdeZto CRY2 na svétle (modrém, zeleném a UV-A) podléha rychlé proteolyze
(Ahmad a kol., 1998).

CRY geny jsou tvoteny 70-80 kDa proteinem, ktery ve svém aktivnim stavu
dimerizuje. Sklada se ze dvou domén, N-terminalni PHR (Photolyase-Homologous
Region) a C-terminalni CCE (Cryptochrome C-terminal Extension) domény. Na PHR se

nekovalentné vaze chromofor flavin adenin dinukleotid (FAD) a pravdépodobné i druhy
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chromofor pterin metyltetrahydrofolat (MTHF) (Liu a kol., 2011). Nazev PHR domény je
odvozen od bakterialniho repara¢niho enzymu DNA-fotolyazy, se kterym kryptochromy
sice sdili nékteré strukturni podobnosti, ale nevykazuji zadnou fotolyazovou aktivitu
(Thompson a Sancar, 2002).

Pro fotoaktivaci a dimerizaci kryptochromu je nutné fosforylace, na které se podili
nékteré¢ protein kinazy (CK1.3 a CKl1.4). Fosforylace CRY je intenzivné¢ studovana
predevSim na savc¢ich buikach, u kterych jiz bylo identifikovano pét protein kinaz
a minimalné devét serinovych rezidui, ktera jsou fosforylovana. I pfestoze byla fosforylace

objevena jako prvni u CRY2 u A. thaliana, neni doposud pIn¢ objasnéna (Liu a kol., 2017).

3.1.2. Fototropiny

Fototropiny, stejné jako kryptochromy, absorbuji v modré a ultrafialové oblasti svétla. Jak
jiz naznaCuje jejich ndzev, byly objeveny skrze studium fototropismu u rostliny
A. thaliana. Pomoci analyzy mutanta nphl (nonphototropic hypocotyl 1), ktery nepodléha
fototropismu, byly identifikovany dva fototropické geny PHOT1 a PHOT2 (Christie a kol.,
1999). Jak Photl, tak Phot2 jsou z vétsi Casti lokalizovany na plazmatické membrané
(Sakamoto a Briggs, 2002), ale nejsou integralnimi proteiny. Nedavny vyzkum (Kong
a kol., 2013b) naznacuje, Ze jsou umistény na vnéjsi strané membrany chloroplastu, coz
odpovida jejich schopnosti regulovat pohyb chloroplasti v zavislosti na svétle.
Fototropinovy protein tvoii serin/threonin kindzovd doména na C-termindlnim
konci a dvé specializované LOV domény (LOV1 a LOV2) na N-terminalnim konci.
Funkci téchto domén je vazba kofaktoru FMN (flavin mononukleotid), ktery slouZi jako
chromofor (Christie a kol., 2015). Ve tmé dochazi k represi fototropinové kinazové
aktivity interakci s Ja-helixem. Jakmile FMN za¢ne absorbovat modré svétlo, dojde
Kuvolnéni vazby Jo-helixu a aktivaci C-terminalni kindzy. Spousti se proces

autofosforylace a spusténi fototropinové signalizace (Nash a kol., 2008).
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3.2. Receptory ¢erveného svétla

3.2.1. Fytochromy

Fytochromy jsou rostlinné receptory, které existuji ve dvou fotoreverzibilnich formach.
Prneaktivni forma (phytochrome red light) absorbuje v cCervené oblasti spektra
(A=660 nm) a Pfr aktivni forma (phytochrome far-red light), ktera absorbuje svétlo

Vv dlouhovinné ¢ervené oblasti spektra (A=730 nm) (Jones a kol., 2013).

Molekularni struktura fytochromu

Fytochrom je homodimericky komplex o molekulové hmotnosti cca 250 kDa (Jones a kol.,
2013). Kazda jednotka komplexu je slozena z apoproteinu, ktery kovalentné¢ vaze
fotoreaktivni prostetickou skupinu 3E-fytochromobilin (PUB).

Strukturné je fytochromobilin linearni tetrapyrol, jehoz prekurzorem je hem.
Syntéza zac¢ina v chloroplastech, poté je exportovan do cytosolu, kde se pomoci
thioesterové vazby vaze k cysteinovému reziduu apoproteinu (Taiz a Zeiger, 2010).
Prosteticka skupina fytochromu je vdzana k proteinu N-termindlni fotosenzitivni doménou
(PSM), ktera véaze bilin a je spojena s C-termindlni regulac¢ni oblasti (OPM). OPM
podporuje dimerizaci komplexu a predpoklada se, ze vede svételny signal (Rockwell
a kol., 2006).

PSM obsahuje PAS (period/arnt/single-minded) doménu s doposud neznamou
funkei, GAF (cGMP phosphodiesterase/adenylyl cyclase/FhlA) doménu s bilin-lyazovou
aktivitou, ktera vaze bilin, a PHY (phy-specific) doménu, ktera stabilizuje fotoaktivovanou
Pfr formu (Obr. 5). V protisméru od PAS domény je N-terminalni prodlouzeni (NTE),
které je specifické pro izoformy fytochroml riznych rostlinnych druhti. NTE je rovnéz
dilezité pro stabilitu Pfr formy a signalizaci, a mze byt negativné ovlivnéno fosforylaci

dané oblasti (Cherry a kol., 1992; Nito a kol., 2013).

Photosensory Module  Output Module
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Obr. 5: Struktura fytochromu (pfevzato a upraveno z Burgie a Vierstra, 2014).
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PSM a OPM oblasti jsou od sebe oddéleny pomoci pantu (Taiz a Zeiger, 2010). OPM
zahrnuje dvé za sebou jdouci PAS domény, zprostiedkovavajici dimerizaci fytochromu, ve
kterych se nachazi i dvé jaderné lokaliza¢ni sekvence (NLSs). C-termindlni konec je
zakon¢en HKR doménou (histidine kinase-related domain).

Rostlinné fytochromy jsou kodovany rodinou geni PHY a maji rozdilné
biochemické vlastnosti. U kukufice je rodina genil slozena ze Sesti fytochromii: PHYAL,
PHYA2, PHYB1, PHYB2, PHYC1 a PHYC2. Vsech téchto Sest typt fytochromu je
exprimovano jen v né¢kolika rostlinnych pletivech semen, zatimco fytochromy PHYAT,
PHYBI a PHYCI jsou exprimovany ve vSech. Rovnéz bylo zjisténo, ze u etiolovanych
semen byla vyssi hladina exprese PHYA a PHYB nez u rostlin vystavenych svétlu
(Sheehan a kol., 2004). Do exprese PHYB u etiolovanych mezokotylt kukufice jsou
pozitivné zapojeny geny ABP1l a ABP4. Tyto vysledky doklddaji existenci auxinové
asvételné komunikace (Bofucka a Fellner, 2012). Exprese PHYC neni svétlem

ovliviiovana (Sheehan a kol., 2004).

Fotokonverze fytochromu

Fytochrom lze charakterizovat jako svétlem regulovanou serin/threonin protein kindzu
schopnou autofosforylace (Shin a kol., 2016). Ve tmé nebo u etiolovanych rostlin se
fytochrom vyskytuje jako holoprotein v cytosolu, kde dochazi k dimerizaci, a tvoii se ve
své neaktivni formé& (Pr). Pii ozéfeni Cervenym svétlem, dochazi ke zméné izomerie
v molekule fytochrombilinu, fotokonverzi z Pr formy do Pfr aktivni formy fytochromu
(Nagatani, 2010). Fototransformace mezi t€émito dvéma formami indukuje signalni sit’, kdy
je za pomoci NLSs fizen transport fytochromu do jadra. V jadie Pfr interaguje
s transkripénimi faktory PIF1-7 (phytochrome-interacting factors 1-7), coz vede
k fosforylaci a nasledné i degradaci PIF prostiednictvim 26S proteazomu. Vsechny tyto
reakce umoziuji rychlou regulaci genové exprese v odpovédi na zmény svételnych

podminek (Shin a kol., 2016).

3.3. Svételné a auxinové interakce

Svétlo ovliviiyje rlst a vyvoj rostlin v odpovédi na pravidelné zmény vné&jSiho prostiedi
(Halliday a Fankhauser 2003). Svétlo vyrazné moduluje auxinovy systém, kontroluje
mnozstvi auxinu, jeho transport a reakce, stejné¢ tak jako rozlozeni auxinu v rostliné
(Salisbury a kol., 2007). Etiolované rostliny Arabidopsis auxin zcela postradaji, zatimco

svétlo u mladych vyvijejicich se listti aktivuje jeho syntézu (Bhalerao a kol., 2002). Auxin
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je poté transportovan do nizSich ¢asti rostliny a vznika auxinovy gradient (Grieneisen
a kol., 2007).

Existuje n€kolik hypotéz, které objasnuji vztah auxinti ve svétlem indukované
inhibici rustu. Jednou znich je ovlivnéni hladiny pfitomnych auxinu v bunikach. Bylo
prokazano, ze Cervené svétlo inhibuje biosyntézu IAA v kukufi¢nych koleoptilich (lino,
1982a,b; Nishimura a kol., 2006). Taktéz se ukazalo, Ze toto svétlo snizuje hladinu auxinu
v koleoptilech a mezokotylech kukufice, hrachovych epikotylech a internodach (Jones
a kol., 1991; Behringer a Davis 1992; Barker-Bridges a kol., 1998; Fellner a kol., 2006;
Kurepin a kol., 2007a; Sorce a kol., 2008). Studie provadéné na phyA a phyB mutantnich
rostlinach rajcete poté potvrdily, ze hladina IAA je regulovana skrze fotoreceptory PHYA
a PHYB (Kraepiel a Miginiac 1997). Nagashima a kol. (2008) publikoval vysledky
ukazujici, Ze CRY1 a CRY2 aktivované modrym svétlem taktéZ snizuji hladinu [AA
v semenaccich. Vysledky genomickych a fyziologickych testli naznacuji, ze modré svétlo
prostfednictvim CRY'1 ovliviiuje expresi gend, potlacujich prodluzovani hypokotylu tim,
ze inhibuji hladinu auxinu (Folta a kol., 2003).

Dalsi hypotéza predpoklada, ze svétlo redukuje intenzitu polarniho auxinového
transportu (PAT) (Huisinga, 1967; Naqvi, 1975; lino, 1982a,b; Fellner a kol., 2003), coz
alespont castecné¢ muze mit za nasledek inhibici prodluzovani hypokotylu (Jensen
a Veierskov, 1998). Je znamo, ze PAT je zavisly na polarni lokalizaci PIN proteind, jejichz
umisténi se méni v odpovédi na auxin (Paciorek a kol., 2005; Sauer a kol., 2006). Soucasn¢
také vime, ze mnozstvi transkripti PIN3 a PIN7 proteinti je uréitym zptisobem regulovano
skrze fytochromy (Devlin a kol., 2003). Fytochromy mohou fidit transport auxinu bud’
zménou jeho hladiny, nebo vySe zminénou zménou bunécné lokalizace PIN proteini.
Regulace PAT skrze modré svétlo miize vést k ovlivnéni exprese genu LeEXT (expanzinu),
ktery hraje roli v procesech prodluzovani hypokotylu (Pédron a kol., 2004).

Vyznamnou roli ve svétlem regulovaném ristu by taktéz mohl zastdvat ABP1
protein. Jones a kol. (1991) publikovali, ze mnozstvi tohoto proteinu a také volného IAA
V rostlindch péstovanych na cerveném svétle, zpiisobilo vyraznou inhibici prodluZovani
mezokotylu. V kontrastu s timto tvrzenim, jak jiz bylo zminéno vyse, exprese ABP4

v mezokotylech kukufice byla ¢ervenym svétlem zvysena (Fellner a kol., 2006).
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EXPERIMENTALNI CAST

4. Rostlinny material

K experimentiim byla pouzita zrna inbredni linie kukufice seté (Zea mays L.) B73 a od ni
odvezena mutantni linie elm-1 (elongated mesocotyl 1). Tento mutant ma defekt v genu
kodujicim fytochromobilin syntazu, obsahuje tak snizené mnozstvi chromoforu
3E-fytochromobilin a nevnima svétlo v Cervené oblasti spektra. Semena mutantli byla

laskav¢ poskytnuta Thomasem P. Brutnellem (Cornell University, Ithaca, NY).
5. Riistové experimenty

5.1. Priprava Zivného média

VSechny experimenty byly provaddény na pevném MS médiu (Murashige and Skoog,
1962). Do Erlenmayerovy baiiky byly nality 3 I destilované vody a za stalého michani bylo
piidano 40 g sacharozy (Lachner); 17,3 g MS média (Caisson Labs, MSPO1-50LT)
a 780,8 mg MES pufru (Sigma-Aldrich). Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem
4 1. Po rozpusténi vSech slozek média bylo upraveno pH pomoci 1M hydroxidu draselné¢ho
na 6,1. Takto pfipravené médium bylo postupné rozlito do 10 zasobnich lahvi po 400 ml.
Do kazdé lahve bylo ptidano 2,8 g (0,7%) fytoagaru (Duchefa Biochemie BV). Médium
bylo sterilizovano v autoklavu, pficemz doslo k poklesu pH média na 5,7. Lahve se

sterilnim médiem byly uchovavany v lednici.

5.2. Sterilizace a vysev semen

Zrna obou genotypli kukufice byla povrchové sterilizovana v laminarnim boxu
Vv plastovych zkumavkach. Nejdiive byla ponofena 3 minuty v roztoku 70% ethanolu. Ten
byl néasledné odlit a zrna proplachnuta sterilizovanou destilovanou vodou. Nasledné byla
zrna ponechédna po dobu 30 minut v roztoku 2,8% NaOCl s kapkou Tween20
(Sigma-Aldrich). Po uplynuti této doby byl roztok odlit a zrna 5-6% promyta sterilni
destilovanou vodou.

Pomoci pinzety, sterilizované v 96% roztoku ethanolu a oZehnuté v plamenu, byla
zrna vyseta na médium do ristovych Magenta boxl (6 semen do kazdého boxu). Kazdy
box obsahoval 60 ml média bud’ bez nebo s piidavkem syntetického auxinu NAA nebo
2,4-D v koncentracich 0, 10°, 5%10° a 10® mol/l. Po vyseti semen byly boxy uzavieny

a vlozeny do rastovych komor (Microclima 1000, Snijders Scientific B.V., The Netherlands)
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S kontinudlnim modrym ¢i cCervenym. Zdrojem modrého svétla byla trubice Philips
TLD-36W/18-Blue (Philips USA) s maximdlni ozafenosti 10 pmol m™? s pii 440 nm.
Zdrojem Cerveného svétla byly trubice Philips TLD-36 W/15-Red (Philips, USA)
s maximalni ozafenosti 10 umol m? s pf¥i 660 nm. Pro kultivaci ve tmé& byly misky
s rostlinkami zabaleny do alobalu a umistény do stejné rustové komory. Boxy pro
experimenty ve tmé¢ byly obaleny alobalem a taktéz vlozeny do rtstové komory. Po
4 dnech inkubace pii 23 °C byla oznacena zrna, ktera vyklicila. Inkubace pokracovala dalsi
3 dny. Po 7 dnech byly boxy vytahnuty z rastovych komor a vykli¢ené rostliny kukufice
zméfeny pravitkem s pfesnosti na 1 mm. M¢éfila se délka koleoptile, mezokotylu, pocet
a délka semindlnich kotenti a délka primarniho kotene.

Z namétenych hodnot délek koleoptili, mezokotyld a kofenli byl rovnéz pocitan
inhibi¢ni G¢inek auxini na rust téchto organi. Hodnoty procentualni inhibice byly

vypocitany podle nésledujiciho vzorce:
, .7 s a-b
% inhibice = — X 100% |,

kde a = hodnota délky koleoptile pfi koncentraci auxinu O mol/l, b = hodnota délky

koleoptile pii urcité koncentraci auxinu.

6. Studium genové exprese

Pro studium genové exprese geni ABP1 a ABP4 proteind u koleoptile a mezokotylu
kukutice byly pouzity rostliny B73 a elm-1. Tyto rostliny byly péstovany vyse uvedenymi
zpusoby (Kap. 5) ve tmé a na Cerveném svétle bez a s ptfidavkem 100 uM NAA. Jako
metoda byla pouzita semi-kvantitativni PCR (polymerazova fetézova reakce).
Vyhodnoceni intenzity signalu se provadélo v programu ImageJ. Exprese kazdé¢ho vzorku
byla vztazena ke kontrolnimu housekeeping genu 18S, jehoz exprese byla definovana jako
1. Vysledky ze tii na sobé nezavislych experimentli byly zprimérovany a byla stanovena

standardni chyba. Vysledky byly vyneseny do grafu (Viz vysledky).

6.1. Izolace RNA a syntéza cDNA
P&t dnli po vyseti rostlin byly koleoptile a mezokotyly kukufice za danych svételnych
podminek (Cervené svétlo; tma — zelené svétlo) sklizeny. Rostlinné ¢asti byly zvazeny
(100200 mg FW) a okamzité¢ zamrazeny v tekutém dusiku. Ve sterilni tfeci misce

s kapalnym dusikem byly dikladné rozdrceny tlouckem. Samotnd extrakce RNA byla
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provedena dle instrukci vyrobce Isolate Il RNA Plant Kitu (Bioline). Cistota izolované
RNA byla ovéfena pomoci Nanodropu One C (Thermo Scientific). Po izolaci RNA byly
vzorky vystaveny pusobeni Dnasy I. Postup byl opét ptevzat od vyrobce z Isolate II RNA
Plant Kitu (Bioline). Vysledna koncentrace a Cistota izolované RNA byly zméfeny
Nanodropem.

Syntéza cDNA byla provadéna pomoci sady Prime Script Ist strand cDNA
synthesis kitu (Takara cat. no. 6110A, KRD). V Tab. 1 je uvedeno slozeni jednotlivych

pouzitych reak¢nich smési.

Tabulka. 1: Slozeni jednotlivych reakénich smési pro denaturaci a pro syntézu cDNA

Smés pro denaturaci Smés pro syntézu cDNA
Polozka Objem Polozka Objem
Oligo dT primer (50 uM) 1 ul 5x PrimeScript buffer 4 ul
dNTP (10 mM) 1 ul Rnase Inhibitor (40U/pul) 0,5 ul
RNA 8 ul PrimeScript Rtase (200U/pl) 1 pl
H20 4,5 ul
Objem reakce 10 ul Objem reakce 10 pl

6.2. Genova exprese

Pro stanoveni intenzity exprese gentt ABP1 a ABP4 byly pouzity specifické primery,
jejichz sekvence je uvedena v tabulce 2. Pro pozitivni kontrolu byly pouzity primery pro
gen 18S. Slozeni PCR reakéni smési je uvedeno v tabulce 3. Celkovy objem reakce byl 20
ul. Piipravené vzorky byly vloZeny do termocykléru (Bio-Rad) a byl nastaven pfislusny

protokol pro jednotlivé primery (Tab. 4 a 5).
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Tabulka 2: Sekvence pouzitych primert.

Primer Sekvence primeru Velikost produktu
ABP1-F 5’-CCG CAA AGC AGC TAT GGG ATT-3’

ABP1-R 5'-CGA AGG GGA TTT CAG TAC CGC G-3’ 430bp
ABP4-F 5’-CAG CAG CGC AAC TAC GGG AGG-3’ 430 bp
ABP4-R 5"-AGT AGG GGA ATT TCAGCT TTG CA-3’

18S-F 5¢-ACG AAC AAC TGC GAA AGC-3¢

18S-R 5¢-CGG CAT CGT TTA TGG TGG-3¢ 100 bp

Tabulka 3: SloZeni PCR reak¢ni smési pro 1 vzorek.

Polozka Objem
5x My Taq buffer 4 ul
F primer 10 uM 0,5 ul
R primer 10 uM 0,5 ul
My Taq Polymerase 0,1 pl
H.0 13 ul
cDNA 1/5 2 ul
Objem reakce 20,1 pl

Tabulka 4: PCR protokol pro geny ABP1 a ABP4.

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykla
pocatecni denaturace 94 3 min -
denaturace 94 30 sec

. 25x pro ABP1
hybridizace 60 30 sec

28x pro ABP4

elongace 72 45 sec
konec¢na elongace 72 5 min -
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Tabulka 5: PCR protokol pro 18S.

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
pocate¢ni denaturace 94 3 min -
denaturace 94 30 sec

hybridizace 55 45 sec 22x
elongace 72 30 sec

konec¢na elongace 72 5 min -

Vzorky byly obarveny 6x Loading Dye (1ul) a rozd€leny na 1,5% agar6zovém gelu (1,2 g
agardzy rozpusSténo v 80 ml 0,5x TBE pufru) obarvenym 5ul GelRed. Elektroforéza
probihala pfiblizn¢ 45 minut pii 80 A a 300mV. Po dokonceni byl potfizen snimek gelu

(Syngene) a zmétena intenzita signalu v programu ImageJ.
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VYSLEDKY

7. VysledKky ristovych experimenti

Dle vySe zminénych postupii byly provedeny tfi na sobé nezéavislé¢ experimenty ve tmé, na
modrém a Cerveném svétle s koncentraci auxinu 0, 10, 50 a 100 umol/l. Sedm dni po
vysevu byly rostliny sklizeny a zméfeny délky jejich koleoptili a mezokotyli. Vysledky
Z jednotlivych experimentti byly zprimérovany a byla vypoctena standartni chyba.

Hodnoty jsou zaznamenany v piislusnych obrazcich (Kap. 7.1. — 7.12.).

7.1. Vliv tmy a mnozZstvi auxinu NAA na délku koleoptile

Koleoptile rostlin obou genotypt rostoucich ve tmé¢ bez ptitomnosti auxinu byly stejné
dlouhé, a to v praméru asi 50 mm (Obr. 6). Obrazek dale ukazuje, Ze auxin NAA piidany
do média zptsoboval redukci rustu koleoptile obou genotypt, pfi¢emz inhibice ristu byla
pfimo umérna koncentraci NAA. Obr.7 ukazuje porovnani inhibice prodluzovani
koleoptili u obou genotypt pfi jednotlivych koncentracich NAA. Lze vidét, ze inhibice
ristu koleoptile mutanta elm-1 byla na vSech testovanych koncentracich NAA vétsi nez

u kontrolniho genotypu B73.
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Obr. 6: Délka koleoptile u kontrolni rostliny kukufice B73 a mutanta elm-1 péstovanych 7 dni ve
tmé na médiu obsahujicim auxin NAA. Graf ukazuje primérné délky koleoptili + SE, které byly
ziskany ze tii nezavislych experimenti. Pramérny poéet méfenych rostlin v experimentu byl 6.

27



80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0
40,0

mB73

30,0
melm-1

20,0

Inhibice ristu [%]

10,0

0,0

0 10 50 100
Koncentrace NAA [uM]

Obr. 7: Procentualni mira inhibice prodluzovani koleoptile u kontrolni rostliny kukufice B73
a jejiho mutanta elm-1 péstovanych 7 dni ve tmé s jednotlivymi koncentracemi NAA.

7.2. Vliv modrého svétla a mnozstvi NAA na délku koleoptile

Na Obr. 8 Ize vidét, Ze koleoptile mutanta elm-1 péstovaného na modrém svétle bez
ptitomnosti auxinu byla ptiblizné o 10 cm delsi nez u kontrolniho genotypu B73. Auxin
pfitomny v zivném médiu snizil prodluzovani koleoptile u obou genotyptu. Z grafu je
patrné, Zze pii koncentraci 50 a 100 pmol/l NAA byla délka koleoptile u B73 i elm-1
shodna, a to 26 mm. Obr. 9 znazorfiuje inhibici prodluzovani koleoptili u obou genotypt
pii jednotlivych koncentracich NAA. Z grafu vyplyva, ze inhibice ristu koleoptile rostliny

elm-1 byla u vSech koncentraci NAA vyraznéj$i neZ u rostliny B73.
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Obr. 8: Délka koleoptile u kontrolni rostliny kukufice B73 a mutanta elm-1 pé&stovanych 7 dni na
modrém svétle na médiu obsahujicim auxin NAA. Graf ukazuje primérmé délky koleoptili = SE,
které byly ziskany ze tii nezavislych experimentll. Primérny pocet méfenych rostlin v experimentu
byl 6.
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Obr. 9: Procentualni mira inhibice prodluzovani koleoptile u kontrolni rostliny kukufice B73
a jejiho mutanta elm-1 péstovanych 7 dni na modrém svétle s jednotlivymi koncentracemi NAA.

7.3. Vliv ¢erveného svétla a mnozstvi NAA na délku koleoptile

Délka koleoptile mutantni rostliny elm-1 péstované na médiu bez ptidavku auxinu a na
cerveném svétle byla ptfiblizn€ o 11 cm vyssi v porovnéni s kontrolnim genotypem B73
(Obr. 10). S rostouci koncentraci auxinu NAA muzeme pozorovat redukci rastu koleoptile
u obou genotypt v zavislosti na jeho zvysujici se koncentraci. Obr. 11 zobrazuje inhibici
prodluzovani koleoptile v pfitomnosti riznych koncentraci NAA. Je z n¢j patrné, ze ve
vSech testovanych koncentracich byla mira inhibice prodluZzovani vy$s$i u mutanta elm-1
neZ u kontrolniho genotypu B73, v zavislosti na zvySujici se pfitomnosti auxinu. Rovnéz je
také patrné, ze nejvetsi rozdil v inhibici ristu koleoptile mezi B73 a elm-1 byl pozorovan

pii koncentraci 100 umol/l NAA.
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Obr. 10: Délka koleoptile u kontrolni rostliny kukutice B73 a mutanta elm-1 péstovanych 7 dni na
Cerveném svétle na médiu obsahujicim auxin NAA. Graf ukazuje pramérné délky koleoptili + SE,
které byly ziskany ze tii nezavislych experimentli. Primérny pocet méfenych rostlin v experimentu
byl 6.
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Obr. 11: Procentualni mira inhibice prodluzovani koleoptile u kontrolni rostliny kukufice B73
a jejiho mutanta elm-1 péstovanych 7 dni na Cerveném svétle s jednotlivymi koncentracemi NAA.

7.4. Vliv tmy a mnozstvi NAA na délku mezokotylu

Délku mezokotylu u rostlin péstovanych ve tmé a v ptitomnosti auxinu NAA zobrazuje
Obr. 12. U mutantni rostliny elm-1, péstované v médiu bez ptitomnosti auxinu, byl
mezokotyl 0 37 mm delsi v porovnani s kontrolnim genotypem B73. V pfitomnosti auxinu
doslo u obou sledovanych genotypt k redukci riistu mezokotylu. Na Obr. 13 mizeme vidét
porovnani inhibice prodluZovani mezokotylu u obou rostlin v pfitomnosti auxinu.

Z Obr. 13 je zfejmé, u vSech koncentracich byl rist mezokotylu vice inhibovan u mutanta
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elm-1 nez u B73. Nejvyraznéjsi rozdil v inhibicich ristu mezokotylu mezi B73 a elm-1 byl

pozorovan pii koncentraci 10 pmol/l NAA.
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Obr. 12: Délka mezokotylu u kontrolni rostliny kukufice B73 a mutanta elm-1 péstovanych 7 dni
ve tm¢ na médiu obsahujicim auxin NAA. Graf ukazuje primémé délky mezokotylt + SE, které
byly ziskany ze tfi nezavislych experimenti. Primérny pocet métenych rostlin v experimentu byl
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Obr. 13: Procentualni mira inhibice prodluzovani mezokotylu u kontrolni rostliny kukufice B73
a jejiho mutanta elm-1 péstovanych 7 dni ve tmé s jednotlivymi koncentracemi NAA.

7.5. VIiv modrého svétla a mnozstvi NAA na délku mezokotylu

Na Obr. 14 je znazornén vliv modrého svétla a auxinu na prodluzovani mezokotylu. U
kontrolniho genotypu B73 byla délka mezokotylu pouze 16 mm, zatimco u mutanta elm-1
dosahovala 46 mm. Pii koncentraci 10 umol/l NAA v médiu, byl riist mezokotylu u obou

genotypti mirn¢ stimulovan. Pro srovnani lze vidét miru inhibice rustu mezokotylu
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Vv zavislosti na mnozstvi auxinu na Obr. 15. Pfi koncentraci 50 umol/l NAA u B73 byla
vidét stimulace rustu piiblizné z 6 %, zatimco rust mezokotylu u mutanta elm-1 byl
redukovan z 20 %. Mnozstvi 100 umol/l NAA v médiu rist inhibovalo u obou genotypu,

vyrazné&ji ovsem u elm-1, kdy inhibice dosahla témét 31 %.
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Obr. 14: Délka mezokotylu u kontrolni rostliny kukufice B73 a mutanta elm-1 péstovanych 7 dni
na modrém svétle na médiu obsahujicim auxin NAA. Graf ukazuje primémé délky mezokotyld
+ SE, které byly ziskany ze tii nezavislych experimentl. Primérny pocet métenych rostlin
v experimentu byl 6.
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Obr. 15: Procentualni mira inhibice prodluzovani mezokotylu u kontrolni rostliny kukufice B73
a jejiho mutanta elm-1 péstovanych 7 dni na modrém svétle s jednotlivymi koncentracemi NAA.
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7.6. Vliv ¢erveného svétla a mnozZstvi NAA na délku mezokotylu

Na Obr.16 muzeme vidét primérnou délku mezokotylu u genotypi B73 a elm-1
pestovanych na Cerveném svétle s a bez pritomnosti auxinu NAA. U mutantni rostliny,
ktera nebyla vystavena auxinu, byla délka mezokotylu 65 mm, kdezto u kontrolni rostliny
byla pouze 26 mm. Z obrazku 16 je taktéz patrné, ze u vSech pouzitych koncentraci bylo
prodluzovani vlivem auxinu potlac¢eno. Velikost inhibice u jednotlivych koncentraci u
obou genotypu vystavenych Cervenému svétlu je uvedena v Obr 17. Inhibice byla vzdy

vy$$i u mutanta elm-1 nez u kontrolni rostliny B73.
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Obr. 16: Délka mezokotylu u kontrolni rostliny kukufice B73 a mutanta elm-1 péstovanych 7 dni
na Cerveném svétle na médiu obsahujicim auxin NAA. Graf ukazuje primémé délky mezokotyli
+ SE, které byly ziskany ze tii nezavislych experimenti. Primérny pocet meéfenych rostlin
v experimentu byl 6.
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Obr. 17: Procentudlni mira inhibice prodluzovani mezokotylu u kontrolni rostliny kukufice B73
a jejiho mutanta elm-1 péstovanych 7 dni na ¢erveném svétle s jednotlivymi koncentracemi NAA.
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7.7. Vliv tmy a mnozZstvi 2,4-D na délku koleoptile

Koleoptile rostlin obou genotypt rostoucich ve tmé bez pfitomnosti auxinu, byly podobné
dlouhé, a to 32 mm u B73 a 40 mm u mutanta elm-1 (Obr. 18). Dale je z obrazku patrné, Ze
auxin 2,4-D piidany do média zpusoboval redukci ristu koleoptile obou genotypu. Obr. 19
potom ukazuje porovndni inhibice prodluzovani koleoptili u obou genotypti v jednotlivych
koncentracich auxinu. Je vidét, Ze inhibice rustu koleoptile mutanta elm-1 byla u vsech

koncentraci 2,4-D vyssi nez u kontrolniho genotypu B73.
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Obr. 18: Délka koleoptile u kontrolni rostliny kukutice B73 a mutanta elm-1 péstovanych 7 dni ve
tmé na médiu obsahujicim auxin 2,4-D. Graf ukazuje pramérné délky koleoptili +£ SE, které byly
ziskany ze tii nezavislych experimentt. Praimérny pocet métenych rostlin v experimentu byl 6.
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Obr. 19: Procentualni mira inhibice prodluzovani koleoptile u kontrolni rostliny kukufice B73
a jejiho mutanta elm-1 péstovanych 7 dni ve tmé s jednotlivymi koncentracemi 2,4-D.
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7.8. Vliv modrého svétla a mnoZzstvi 2,4-D na délku koleoptile

Obr. 20 zobrazuje porovnani délek koleoptili kontrolni rostliny B73 a jejiho mutanta elm-
1, péstovanych bez a s pfidavkem auxinu 2,4-D na modrém svétle. Muzeme vidét, ze
mutant elm-1 péstovany na médiu bez auxinu mé¢l o 10 mm delsi koleoptile nez B73, jejiz
koleoptile méfila 31 mm. Graf také ukazuje, ze po pridani auxinu 2,4-D doslo k redukci
ristu koleoptile u obou genotypti. Na Obr. 21 vidime, ze k vyraznéjsi inhibici rdstu
dochazelo u elm-1. Kontrolni rostlina byla nejméné inhibovana pii koncentraci 50 pmol/I,

zatimco u ostatnich dvou koncentraci (10 a 100 umol/l) byla inhibice stejna.
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Obr. 20: Délka koleoptile u kontrolni rostliny kukufice B73 a mutanta elm-1 péstovanych 7 dni na
modrém svétle na médiu obsahujicim auxin 2,4-D. Graf ukazuje primérmé délky koleoptili + SE,
které byly ziskany ze tii nezavislych experimentl. Praimérny pocet méfenych rostlin v experimentu
byl 6.
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Obr. 21: Procentualni mira inhibice prodluzovani koleoptile u kontrolni rostliny kukufice B73
a jejiho mutanta elm-1 péstovanych 7 dni na modrém svétle s jednotlivymi koncentracemi 2,4-D.
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7.9. Vliv ¢erveného svétla a mnozZstvi 2,4-D na délku Kkoleoptile

Délka koleoptile byla u obou genotypt péstovanych na ¢erveném svétle a bez pritomnosti
auxinu shodna a dosahovala 41 mm (Obr. 22). Jak dale ukazuje graf, auxin pfidany do
zivného média redukoval rast koleoptile u obou genotypi. V Obr. 23 je uvedena
procentudlni mira inhibice pfi rozdilné koncentraci NAA. Z grafu je zjevné, ze se redukce
rustu koleoptile u kontrolniho genotypu postupné snizovala s rostouci koncentraci auxinu.

U mutanta elm-1 byla mira inhibice ve vSech koncentracich podobna, v praméru

okolo 54 %.
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Obr. 22: Délka koleoptile u kontrolni rostliny kukufice B73 a mutanta elm-1 péstovanych 7 dni na
cerveném svétle na médiu obsahujicim auxin 2,4-D. Graf ukazuje primémé délky koleoptili + SE,
které byly ziskany ze tii nezavislych experimentt. Primérny poc¢et méfenych rostlin v experimentu
byl 6.
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Obr. 23: Procentualni mira inhibice prodluzovani koleoptile u kontrolni rostliny kukufice B73
a jejiho mutanta elm-1 péstovanych 7 dni na ¢erveném svétle s jednotlivymi koncentracemi 2,4-D.
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7.10. Vliv tmy a mnoZstvi 2,4-D na délku mezokotylu

Délka mezokotylu u rostlin péstovanych v médiu bez ptidavku auxinu byla u obou
genotypu odlisna (Obr. 24). Je vidét, ze u kontrolni rostliny B73 dosahovala délka pouze
47 mm, zatimco u mutanta elm-1 az 102 mm. Pfidavek auxinu 2,4-D pak redukoval
prodluzovani mezokotylu u obou genotyptl, a to pfimo imérné se zvysujici se koncentraci
auxinu. Obr. 25 zobrazuje procentudlni miru inhibice prodluzovani mezokotylu pfi
rozdilnych koncentracich 2,4-D. U vsech téchto koncentraci byla inhibice vyS$si u mutanta

elm-1 v porovnani s kontrolni rostlinou B73.
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Obr. 24: Délka mezokotylu kontrolni rostliny kukufice B73 a mutanta elm-1 péstovanych 7 dni na
cerveném svétle na médiu obsahujicim auxin 2,4-D. Graf ukazuje primérné délky mezokotyld
+ SE, které byly ziskany ze tii nezavislych experimenti. Primérny pocet meéfenych rostlin
v experimentu byl 6.
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Obr. 25: Procentudlni mira inhibice prodluzovani mezokotylu u kontrolni rostliny kukufice B73
a jejiho mutanta elm-1 péstovanych 7 dni ve tmé s jednotlivymi koncentracemi 2,4-D.
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7.11. Vliv modrého svétla a mnoZstvi 2,4-D na délku mezokotylu

Délka mezokotylu u mutantni rostliny elm-1 péstované na modrém svétle bez pridavku
auxinu je pfiblizné¢ o 34 mm vétsi nez u kontroly B73 péstované za stejnych podminek
(Obr. 26). Dale lze vidét, ze auxin 2,4-D redukoval rust mezokotylu u obou genotypi.
Obr. 27 potom zobrazuje procentualni miru inhibice rdstu mezokotylu pifi vSech
testovanych koncentracich, kdy jde vidét, Ze mira inhibice je pfimo umérna zvysujici se

koncentraci 2,4-D.
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Obr. 26: Délka mezokotylu u kontrolni rostliny kukufice B73 a mutanta elm-1 péstovanych 7 dni
na modrém svétle na médiu obsahujicim auxin 2,4-D. Graf ukazuje prumérné délky mezokotyli
+ SE, které byly ziskany ze tfi nezavislych experimentl. Primérny pocet métenych rostlin
v experimentu byl 6.
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Obr. 27: Procentualni mira inhibice prodluzovani mezokotylu u kontrolni rostliny kukufice B73
a jejiho mutanta elm-1 péstovanych 7 dni na modrém svétle s jednotlivymi koncentracemi 2,4-D.
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7.12. Vliv ¢erveného svétla a mnoZzstvi 2,4-D na délku mezokotylu

Délka mezokotylu mutantni rostliny elm-1, péstované na médiu bez pfidavku auxinu a na
konstantnim Cerveném svétle byla 70 mm, v porovnani s kontrolni rostlinou B73, ktera
dosahovala délky 20 mm (Obr. 28). U obou genotypu lze vidét, Ze v pfitomnosti auxinu
2,4-D, témét ve vSech koncentracich, doSlo kredukeci rGstu mezokotylu. Vyjimku
predstavuje kontrolni rostlina B73, ktera pii mnozstvi 10 umol/l 2,4-D v médiu méla o 6 %
del$i mezokotyl v porovnani s rostlinou péstovanou bez auxinu. To je patrné z Obr. 29,

ktery znazoriiuje miru inhibice ristu obou genotypt v jednotlivych koncentracich.
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Obr. 28: Délka mezokotylu u kontrolni rostliny kukufice B73 a mutanta elm-1 péstovanych 7 dni
na ¢erveném svétle na médiu obsahujicim auxin 2,4-D. Graf ukazuje primérné délky mezokotyld
+ SE, které byly ziskany ze tfi nezavislych experimentl. Primérny pocet métenych rostlin
v experimentu byl 6.
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Obr. 29: Procentualni mira inhibice prodluzovani mezokotylu u kontrolni rostliny kukufice B73
a jejiho mutanta elm-1 péstovanych 7 dni na ¢erveném svétle s jednotlivymi koncentracemi 2,4-D.
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8. Vysledky exprese ABP genti

Ristové experimenty ukazaly, ze defekt v genu ELM1 kodujicim fytochromobilin syntdzu
zpusobuje zvysSenou citlivost koleoptili 1 mezokotylli k auxinu, a to ve tmé, na modrém
i Cervenim svétle. Cilem expresni analyzy bylo proto zjistit, zda je mozné, ze zvySena
citlivost mutanta elm-1 k auxinim muze byt zpiusobena zvySenou expresi geni ABP1
a ABP4.

Experimenty byly provadény na obou experimentalnich rostlinach B73 a elm-1
pestovanych ve tmé nebo na Cerveném svétle. Do média byl piidan NAA ve vysledné
koncentraci 0 a 100 uM. Pro urceni miry exprese byla pouzita metoda semi-kvantitativni
PCR. Jednotliva data byla zprimérovana v programu ImageJ a hodnoty exprese gentt ABP
byly vztazeny ke kontrolnimu housekeeping genu 18S, jehoz exprese byla definovana
jako 1.

8.1. Vliv svétla a auxinu NAA na expresi ABP1 a ABP4 v koleoptilech kukufice

Obr. 30 ukazuje, ze exprese geni ABP1 v etiolizovanych koleoptilech obou genotypt
péstovanych na zakladnim médiu bez pfitomnosti auxinu byla podobni a vyrazné se
nezm¢énila ani v pfitomnosti auxinu NAA. Jak obrazek dale ukazuje, na expresi genu ABP1
neme¢lo zdsadni vliv ani Cervené svétlo. Zcela obdobné vysledky byly pozorovany

u expresni analyzy genu ABP4 (Obr. 31).
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Obr. 30: Relativni hodnota exprese ABP1 v koleoptilech kukufice rostoucich ve tmé ¢i cerveném
svétle a pii absenci ¢i pritomnosti NAA. Hodnoty byly vypocitany jako prumér ze tii na sob&
nezavislych experimentti = SE. Hodnota exprese je vztazena k expresi housekeeping genu 18S,
ktera byla definovana jako 1.
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Obr. 31: Relativni hodnota exprese ABP4 v koleoptilech kukufice rostoucich ve tmé ¢i ¢erveném
svétle a pti absenci ¢i ptitomnosti NAA. Hodnoty byly vypocitany jako primér ze tfi na sobé
nezavislych experimenti = SE. Hodnota exprese je vztazena k expresi housekeeping genu 18S,
ktera byla definovéna jako 1.

8.2. Vliv svétla a auxinu NAA na expresi ABP1 a ABP4 v mezokotylech kukufFice

Obr. 32 ukazuje, ze obdobné jako u koleoptile, byla exprese genu ABP1 v etiolizovanych

mezokotylech obou genotypi rostoucich na médiu bez pritomnosti auxinu podobna. Ke

zméne exprese nedoslo ani v pfitomnosti auxinu NAA a rovnéz ¢ervené svétlo nemélo na

expresi genu ABP1 vyrazny vliv. Obr. 33 ukazuje, ze podobné vysledky byly pozorovany

u exprese genu ABA4.
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Obr. 32: Relativni hodnota exprese ABP1 v mezokotylech kukufice rostoucich ve tmé ¢i Cerveném
svétle a pii absenci ¢i pritomnosti NAA. Hodnoty byly vypocitany jako primér + SE ze tfi na sob¢
nezavislych experimentii. Hodnota exprese je vztazena k expresi housekeeping genu 18S, ktera

byla definovana jako 1.

41



1,20 -

1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 -
oM

Obr. 33: Relativni hodnota exprese ABP4 v mezokotylech kukufice rostoucich ve tmé ¢i ¢erveném
svétle a pii absenci i pritomnosti NAA. Hodnoty byly vypocitany jako pramér + SE ze tfi na sobé
nezavislych experimenti = SE. Hodnota exprese je vztazena k expresi housekeeping genu 18S,
ktera byla definovana jako 1.
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DISKUZE

Prvni ¢ast prace byla zaméfena na rlstové experimenty, ve kterych byl zkouman rist
a vyvoj jednotlivych rostlinnych ¢asti kukuftice seté (Zea mays L.) v zavislosti na kvalité
svétla (tma, modré a Cervené svétlo), druhu (NAA, 2,4D) a koncentraci auxinu (0, 10, 50,
100 pmol/l). Vsechny pokusy byly provadény na kontrolnim genotypu B73 a od n¢ho
odvozeného mutanta elm-1, ktery mél defekt v genu kodujicim fytochromobilin syntazu.
V dalsi ¢asti bylo zjistovano, zda jsou auxinové a svételné signalni drahy propojeny skrze

ABP1 anebo ABP4.

Vliv svétla

Pokusy byly provadény na kontrolni rostlin€ B73, ktera rostla ve tmé, na modrém
a cerveném svétle bez pifitomnosti auxinu. Ukazalo se, Ze kazda z méfenych €asti rostlin
reagovala na svétlo jinak citlivé. Délka koleoptile i mezokotylu byla redukovana ¢ervenym
i modrym svétlem, Citlivéji na svétlo vSak reagoval mezokotyl, jehoz prodluzovani bylo
svétlem vyraznéji redukovano nez prodluzovani koleoptile.

Mutant elm-1 péstovany za stejnych podminek reagoval na ptitomnost svétla
odlisné. Rust koleoptile se na modrém a Cerveném svétle pfili§ neliSil od etiolovanych
rostlin. Mezokotyl byl ¢ervenym, a pfedev§im modrym svétlem redukovan, ale vyrazné
méné nez u B73. Tyto vysledky potvrzuji, Ze mutant elm-1 ve srovnani s B73 ukazuje
opravdu redukovanou citlivost ke svétlu. Na druhé stran€ je ziejmé, ze prestoze mél elm-1
defekt ve tvorbé aktivnich fytochromi (Sawers a kol., 2002), dochazelo k inhibici
prodluzovani u mezokotylu. To lze zdGvodnit tim, ze rostliny kromé fytochromd maji
I dalsi druhy fotoreceptort, kterymi svétlo vnimaji.
endogenniho auxinu IAA (Iino, 1982a,b; Nishimura a kol., 2006; JuriSic-Knezev a kol.,
2012; Cudejkové a kol., 2012), ¢imz dochazi k redukci prodluzovaciho rustu. Svétlo taktéz
redukuje polarni auxinovy transport (Jones a kol., 1991). Na zaklad¢ téchto literarnich dat
a vysledku této diplomové prace lze tedy predpokladat, Ze snizena citlivost mutanta elm-1
K ervenému i modrému svétlu mize vést u mutanta Kk mensi redukci mnozstvi
endogennich auxind nez u B73. Tim se v koleoptile i mezokotylu mutanta elm-1 akumuluje
vice endogennich auxint nez u B73, coz u elm-1 vede k mensi redukci prodluzovani obou
organt nez u B73. Jones a kol. (1991) zjistili, Ze ¢ervené svétlo redukuje i mnozstvi ABP1
v mezokotylu kukufice, coz, se soucasnou redukci hladiny endogennich auxinti, mize byt

pfi¢inou inhibice prodluZovaciho riistu mezokotylu svétlem. Naproti tomu, Cudejkova
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akol. (2012) zjistili, Ze modré a ptedevSim Cervené svétlo zvySovalo mnozstvi ABPI
Vv koleoptilich a mezokotylech kukufice. Vysledky expresnich analyz gentt ABP1 a ABP4
provedenych v této diplomové praci vSak ukazaly, ze Cervené ani modré svétlo nemélo
vyznamny vliv na mnozstvi transkriptu geni ABP1 a ABP4 v koleoptile a mezokotylu. Je
tedy pravdépodobné, ze svétlem redukovany rust koleoptile a mezokotylu kukufice je
vysledkem redukce hladiny endogennich auxinti, zatimco nelze jednoznaéné fici, jakou

ulohu hraji v tomto procesu receptory ABP1 a ABP4.

Vliv auxinu a svétla

Vysledky experimenti diplomové prace ukazaly, ze aplikace NAA a 2,4-D auxinu
zpusobuje vyraznou inhibici prodluZzovani etiolovanych koleoptili pii v§ech koncentracich
a u obou genotypu (Obr. 6, 7 a 18, 19). V piipadé mezokotylt doslo taktéz k inhibici rustu,
nicméné v porovnani S koleoptilemi byla zfetelné nizsi (Obr. 12, 13 a 24, 25). Doposud
neni zcela jasné, pro¢ exogenni auxin, na rozdil od endogenniho, inhibuje prodluzovaci
rast intaktnich rostlin (Ephritikhine a kol., 1999). Nicméné jeden z jiz dfive navrzenych
mechanism U¢inku je, ze aplikace exogenniho auxinu zplsobi narlst jeho koncentrace
nad optimalni hranici v pletivu, aktivuji se aniontové kanaly a dochazi k depolarizaci
plazmatické membrany, coz vede k inhibici rastu (Hasenstein a Evans, 1988).

Vysledky dale ukazaly, ze u rostlin B73 (tedy rostliny bez mutace v ELM1) byly na
modrém a Cerveném svétle méné citlivé na pfitomnost obou exogennich auxinli nez
rostliny etiolované. To vede k zavéru, ze svétlo né€jakym zptisobem snizuje reakci rostlin
k exogennimu auxinu. Mutant elm-1 (se snizenou citlivosti ke svétlu) vykazoval vyssi
citlivost k obéma auxinim nez B73. Tato data tedy vedou k zavéru, ze svétlem indukovana
redukce odpovédi koleoptili a mezokotyli na exogenni auxin je alespon Castené
zprostiedkovana fytochromy.

Vyjimku ptedstavovaly rostliny péstované na modrém svétle v pfitomnosti NAA.
P#i koncentraci 10 umol/l NAA doslo u obou genotypi ke stimulaci ristu mezokotylt. Pfi
koncentraci 50 umol/l byl riist mezokotylu stimulovan jiz pouze u kontrolni rostliny B73.
U elm-1 uz dochazelo kinhibici rastu. Pfinejvy$si koncentraci (100 pmol/l) bylo
prodluzovani mezokotylu u obou genotypti inhibovano, a to vyrazné&ji u elm-1. Z téchto
vysledkt lze vyvodit, Ze modré svétlo spole¢né s auxiny maji urcitym zpiisobem propojeny
signalni drahy a vzajemné se ovliviiyji. I pfesto, ze mutantni rostlina nevytvari aktivni
fytochromy, obsahuje receptory, které alesponi ¢astecné¢ vnimaji v oblasti modrého svétla.

Expresni analyzy provedené v této diplomové praci ukazaly, Ze u obou genotypl, B73
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aelm-1 byla exprese geni ABP1 a ABP4 podobna, a to za vSech svételnych podminek,
a aplikace exogennich auxinii expresi téchto genii vyrazné neovliviiovala. Je tedy
pravdépodobné, Zze zvySena citlivost elm-1 K exogennim auxinim bude zpusobena
pfedevsim zmeénou hladiny auxini a nebude pravdépodobné zprostiedkovana ABP1 ¢i
ABP4,

Na zéklad¢ vysledkd lze navrhnout mechanizmus, ktery vysvétluje zvySenou
citlivost elm-1 k exogennim auxinim NAA a 2,4-D. Svétlo prostfednictvim fytochromu
snizuje biosyntézu auxind. Jak bylo uvedeno vyse, je tedy pravdépodobné, ze rostliny
mutanta elm-1, méné¢ citlivé ke svétlu, akumuluji vice endogennich auxini nez B73. Pokud
na tyto rostliny aplikujeme exogenni auxin, u mutanta elm-1 dochazi dfive nez u B73
Kk pfekro¢eni optimalni hladiny auxini v bunikdich a akumulaci inhibi¢niho mnozstvi
auxinu. Tim je prodluzovaci rist mutanta elm-1 inhibovan pfi aplikaci exogennich auxint

vice nez u B73.
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ZAVER

V diplomové praci byly studovany rustové reakce rostliny kukutfice B73 a od ni
odvozeného fotomorfogenniho mutanta elm-1 k exogennim auxinim NAA a 24-D
Vv zéavislosti na rozdilné kvalité svétla. Dale byla studovéna exprese genu ABP1 a ABP4
U obou genotypil v zavislosti na pfitomnosti NAA a svétle. Cilem prace bylo zjistit, jak
svétlo prostiednictvim fytochromi ovliviiuje auxinem regulovany rust a zda mohou tyto
odpovédi zprostiedkovany Auxin-Binding Proteiny 1 a 4. Vysledky experimenti ukazaly,
ze exogenni auxiny vyrazné redukuji rist koleoptile intaktnich rostlin obou genotypt a Ze
modré i Cervené svétlo snizuje citlivost rostlin k obéma exogennim auxinim. Analyza
mutanta elm-1 vedla k zavéru, Ze toto snizeni citlivosti rostlin k auxinim vlivem svétla je
zprostiedkovano fytochromy. Expresni analyzy ukézaly, Ze svétlo ani exogenni auxiny
neovliviiuji vyznamné expresi geni ABP1 a ABP4. To vede k zavéru, ze zmény v citlivosti
rostlin k exogennimu auxinu vlivem svétla nejsou pravdépodobné zpisobeny ovlivnénim
receptori ABP1 a ABP4, ale jinymi mechanizmy. Vlivem svétla pravdépodobné dochazi
k redukci hladiny endogennich auxint. Je tedy mozné, Ze rostliny mutanta elm-1, méné
citlivé ke sv€tlu, akumuluji vice endogennich auxinti nez rostliny B73. Pokud na tyto
rostliny aplikujeme exogenni auxin, u mutanta elm-1 dochazi diive nez u B73 k ptekroceni
optimalni hladiny auxint v bunikdch a akumulaci inhibi¢niho mnozstvi auxinu. Pfi aplikaci
exogenniho auxinu o stejné koncentraci je pak prodluzovaci rist mutanta elm-1 inhibovan

vice nez rast standartniho genotypu B73.
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