UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Uloha 14-3-3 proteini v de-etiolizaci indukované

modrym svétlem u rajcete (Solanum lycopersicum L.)

BAKALARSKA PRACE
Autor: Nikola Kofinkova
Studijni program: B1406 Biochemie
Studijni obor: Biotechnologie a genové inZenyrstvi
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: Mgr. Petra Hlouskova

Rok: 2017



Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné s vyznafenim vSech
pouzitych prameni a spoluautorstvi. Souhlasim se zvetejnénim bakalaiské prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozdéjsich ptredpist. Byla jsem
seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zdkona
¢. 121/2000 Sb., autorsky zédkon, ve znéni pozdéjsich predpisti.

V Olomouci dne ........vvvvvvevennnnne



Podékovani
Rada bych timto pod€kovala vedouci bakalatské prace, Mgr. Pette HlouSkové, za ochotné
jednani a cenné rady pii praci v laboratofi 1 zpracovani bakalarské prace. Dale bych rada

podékovala své rodin€ a blizkym pfatelim za podporu pfi studiu.



Bibliograficka identifikace
Jméno a pfijmeni autora Nikola Kotinkova

Nézev prace Uloha 14-3-3 proteint v de-etiolizaci indukované
modrym svétlem u rajéete (Solanum lycopersicum L.)

Typ préce Bakalaiska
Pracovisté Katedra biochemie
Vedouci prace Mgr. Petra Hlouskova
Rok obhajoby prace 2017

Abstrakt

De-etiolizace nastava u rostlin pii prechodu z temnostni faze ristu na svétlo. Jednou
z morfologickych zmén nastavajicich pti de-etiolizaci u kli¢nich rostlin je inhibice ristu
hypokotylu, kterd je nejvyrazngji indukovana modrym svétlem. Rychly pokles ristu
hypokotylu je bezprostfedné po ozafeni modrym svétlem fizen fototropinem 1
(PHOT1), nasledné ustaveni rovnomérného ristu je regulovano kryptochtomem 1
(CRY1). Bakalaiska prace se vénuje studiu Glohy regula¢nich 14-3-3 proteint v inhibici
rastu hypokotylu na modrém svétle u rajcete (Solanum lycopersicum L.). Transgenni
rostliny tft4 vykazuji oproti standardnim rostlinam signifikantné delsi hypokotyly
na modrém svétle, coz naznacuje zapojeni TFT4 do inhibice prodluzovani hypokotylu
na modrém svétle. Relativni exprese specificka pro jednotlivé TFT geny v etiolovanych
a modrym svétlem de-etiolovanych hypokotylech standardnich rostlin naznacuje
specifickou tlohu kazdé z isoforem. Na modrém svétle se v hypokotylech s uml¢enou
expresi TFT4 signifikantné zvysila exprese TFT6 a snizila exprese TFT9, coz svédci
0 vzajemné transkripéni regulaci TFT isoforem. Je znamo, Ze 14-3-3 funguji jako
dimery. Dvouhybridnim kvasinkovym systémem byla pozorovdna vzajemna
heterodimerizace isoforem TFT4/TFT9 a TFT6/TFT9, stejné jako interakce PHOT1
s TFT4 a TFT9. Navic, exprese PHOT1 byla v etiolovanych hypokotylech tft4
signifikantné vyS$si oproti hypokotyliim standardnich rostlin, pravdépodobné tedy
dochazi k regulaci PHOT1 pomoci TFTA4.
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Cile
Cilem teoretické Casti bakalaiské prace bylo studium odborné literatury a nésledné
vypracovani literarni reserSe se zaméfenim na de-etiolizaci rostlin a 14-3-3 proteiny.
Prakticka ¢ast prace byla zaméfena na fenotypickou analyzu hypokotyll standardnich
rostlin a z nich odvozenych homozygotnich transgennich rostlin tft4 rajéete (Solanum
lycopersicum L.) ve tmé a na modrém svétle. Byla také porovnavana mira exprese PHOT1
a TFT genl v elongaénich zonach hypokotyli obou genotypli ve tmé a po ozareni
modrym svétlem pomoci qRT-PCR analyzy.
Dalsi ¢ast prace se soustiedila na klonovani vybranych TFT a PHOTL1 do vektora
pro dvouhybridni kvasinkovy test (Y2H) a nasledné testovani interakce V ramci

vybranych isoforem TFT proteini a jejich interakci s PHOT1 pomoci Y2H.



1 UVOD

V prostiedi neustdle se meénicich podminek si musely rostliny vyvinout velmi citlivy
prostiedi, coz se odrdzi na rozdilném fenotypu rostlin v zavislosti na svételnych
podminkach. Semenéce prodélavajici vyvoj ve tmé se vyznacuji pfitomnosti apikéalniho
hacku, napadné prodlouzenym hypokotylem a slozenymi délohami, tento vyvoj je
oznacovan jako skotomorfogeneze (etiolizace). V okamziku, kdy je klicni rostlina
vystavena svétlu, nastava velmi rychly pfechod k fotomorfogenezi (de-etiolizaci), ktery
je spojen s oteviranim apikalniho hacku, zpomalenim ristu hypokotylu, rozevienim a
zvétSovanim déloh a vyvojem chloroplasti (Nemhauser a Chory, 2002). Rostliny jsou
schopny reagovat na svételné podminky diky systému fotoreceptort. Cervené a
dlouhovinné ¢ervené svétlo je vnimano fytochromy, zatimco modra oblast spektra je
monitorovana zejména kryptochromy a fototropiny. Pokles v rychlosti ristu hypokotylu
de-etiolovanych semenaci je nejsilngji indukovan ozafenim modrym svétlem, a to
dvoufazove. Prvotni rychlé zpomaleni ristu hypokotylu nastavajici béhem 40 minut
po ozéafeni modrym svétlem tidi fototropin 1 (PHOT1). Kryptochrom 1 (CRY1) néasledné
zprostfedkovava ustaleni rychlosti inhibice rastu hypokotylu (Folta a Spalding et al.,
2001; Bergougnoux et al., 2012). Zatimco faze zprostfedkovana CRY1 je dostateéné
prostudovana, téméf zadné informace nejsou dostupné o fazi fizené PHOT1.

14-3-3 proteiny prostifednictvim interakci s mnozstvim vazebnych partnert reguluji
fadu fyziologickych a vyvojovych procest rostlin (Denison et al., 2011; Lozano-Duran a
Robatzek, 2015; Cotelle a Leonhardt, 2016). Zapojeni 14-3-3 proteinii do procesu
inhibice prodluZovani hypokotylu bylo demonstrovano na fenotypu 14-3-3 mutantnich
rostlin Arabidopis thaliana, konkrétn¢ 14-3-3v, 14-3-3u, 14-3-3x a 14-3-3y, které
vykazuji snizené vnimani cerveného svétla (Adams et al., 2014). Roli 14-3-3
v de-etiolizaci v§ak dokladaji i interakce 14-3-3 proteinti s komponenty signalnich drah
de-etiolizace jako je PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS, CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC1 a PHOT1 (Kinoshita et al., 2003; Mayfield et al., 2007;
Sullivan et al., 2009; Adams et al., 2014).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rajce jedlé (Solanum lycopersicum L.)
Taxonomické zatazeni rodu Solanum: fiSe rostliny (Plantae), oddéleni krytosemenné
(Magnoliophyta), tifida vyssi dvoudélozné rostliny (Rosopsida), fad lilkotvaré
(Solanales), ¢eled’ lilkovité (Solanaceae), podéeled” Solanoideae (NCBI Taxonomy).
Rajce ptivodné pochézi ze zemi Stfedni a Jizni Ameriky, kde bylo domestikovéano a
odkud bylo v 16. stoleti ptivezeno do Evropy. Dnes je sedmou nejdulezitéjsi plodinou se
stale vzrastajici ro¢ni produkci, ktera v roce 2011 dosahla 160 miliona tun za rok.
Nejvétsimi producenty rajéat jsou dnes Cina, USA a Indie (Foolad, 2007; Bergougnoux,
2014). Jako potravina je raj¢e pro Cloveka pfinosem vitamini C a A, minerald,
fenolickych antioxidanti a lykopenu (Van der Hoeven et al., 2002; Foolad, 2007).
Se zvysujici se poptavkou o rajce jedlé vzrustal i zajem védcu a Slechtiteld o tuto plodinu.
Diky vyhodnym vlastnostem se stalo S. lycopersicum L. modelovym organismem
pro rostliny ¢eledi Solanaceae. Tyto vlastnosti zahrnuji: snadnou kultivaci, kratky Zivotni
cyklus, diploidni genom primérné velikosti (900 Mbp, 12 chromosomi), snadnou
kontrolu opyleni a hybridizace a nenaro¢nost na fotoperiodu (Lozano et al., 2009).
Ptiblizné 30 % gen rajcete a ostatnich rostlin z ¢eledi Solanaceae nevykazuje homologii
s geny Arabidopsis thaliana, je tedy uzite¢né zkoumat jejich biologicky vyznam (Van der
Hoeven et al., 2002). Diky genetickym a genomickym studiim bylo vyvinuto mnoho
DNA markerti, byly zmapovany znaky rajéete a vytvofilo se velké mnoZstvi mutantt,
Ktefi jsou uzite¢nym nastrojem pro studium vyvojovych procest, dozravani plodi nebo
metabolismu cukrt (Matsukura et al., 2008; Giovannoni, 2007). Tvorba transgennich
rostlin se soustied’uje predevSim na kvalitu plodi, rezistenci na pesticidy a nemoci,

produkci terapeutik nebo odolnost vic¢i riznym vliviim prostiedi (Bergougnoux, 2014).

2.2 De-etiolizace

De-etiolizaci je oznaCovan proces, pii kterém rostlina piechazi ze tmy na svétlo a méni
se ve fotoautotrofni organismus (Smith et al., 2010). Za svételnych podminek se semenac
vyviji podle charakteristického fotomorfogenetického vzoru. Semenéace maji rozvinuté
d¢lohy, kratky hypokotyl a energie je nasmérovana na rozvoj listd, zatimco longitudinalni

rast je minimalizovan (Obr. 1).



Obr. 1 Fenotyp etiolované (vlevo) a de-etiolované (vpravo) rostliny S. lycopersicum L. (podle
Nemhauser a Chory, 2002).

Semendéce rostouci pii omezeném osvétleni se odliSuji del§im hypokotylem a méné
rozvinutymi délohami, jelikoZ tyto vlastnosti davaji rostliné moznost rychleji dosahnout
zdroje svétla. Etiolizace (skotomorfogeneze) nastava pii uplné absenci svétla pii rozvoji
semendce. Vzhled etiolované rostliny je charakteristicky nerozvinutymi délohami,
apikalnim hac¢kem a velmi dlouhym hypokotylem, pfi¢emZ stonkovy apikalni meristém
zustava potlaceny (Obr. 1) (McNellis et al., 1995; Nemhauser a Chory, 2002). Etiolované
semenace se vyznacuji i bilou ¢i Zlutou barvou, jelikoz biosyntéza chlorofylu nastava
az jako odpovéd’ na svétlo (Smith et al., 2010). Spusténi de-etiolizace je zavislé
na expresi velkého poc¢tu gent, které jsou aktivovany svétlem. U A. thaliana se béhem
de-etiolizace méni exprese asi 30 % gent (Ma et al., 2001). Mezi tyto geny patii i mala
podjednotka RUBISCO nebo svétlosbérné komplexy. Dalsi geny aktivované svétlem jsou
dnes dukladn¢ studovany (Smith et al., 2010).



2.2.1 Svétlo a inhibice ristu hypokotylu pii de-etiolizaci

Svétlo je jednim z limitujicich faktorii zivotniho prostiedi rostliny. Pro rostliny je svétlo
zdrojem energie a informaci pro fizeni vyvoje, morfogeneze a fyziologie. Rostliny si
b&hem svého vyvoje utvoftily sofistikovany systém fotoreceptori, které absorbuji svétlo
a stoji tak na pocatku celé fady signalnich drah vedoucich k aktivaci nebo represi
rozliénych gend (Neff et al., 2000). Diky systému fotoreceptort jsou rostliny schopny
velmi citlivé vnimat jak intenzitu a smér svétla, tak i jeho kvalitu (vlnovou délku).
Z celého spektra vinovych délek rostliny uméji specificky vybirat urcité vinové délky,

a to zejména modrého a Cerveného svétla (Christie et al., 2014).

2.2.2 Receptory modrého svétla
Rozeznavame celkem tii typy fotoreceptortt modrého svétla: fototropiny, kryptochromy
a Cleny Zeitlupe rodiny proteina (Christie et al., 2015).

Fototropiny jsou velmi u¢innymi receptory pro vnimani modrého svétla. U vSech
kvetoucich rostlin rozli§ujeme dva typy fototropind, fototropin 1 (PHOT1) a fototropin 2
(PHOT?2) (Takemiay et al., 2005). Nazev pro fototropiny zavedli Christie et al. (1999),
ktefi takto oznacili chromoproteinovou formu NONPHOTOTROPIC HYPOCOTYL 1
(NPH1) u A. thaliana. Gen PHOTL1 koduje protein o velikosti 112 kDa tvoteny 996
aminokyselinami (Huala et al., 1997). Nejdfive byla popsana funkce pouze PHOT1 jako
fotosenzitivni proteinové kindzy, nicméné u mutantli s chybéjicim funkénim produktem
genu PHOT1 byla stale zachovéna fototropicka aktivita. VE&dci tak pokracovali v hledani
dalsiho fotoreceptorového proteinu. Takto byl objeven PHOT2, pivodné nazyvany
NONPHOTOTROPIC HYPOCOTYL 1-LIKE (NPL1) (Sakai et al., 2001). Funkce
PHOT1 a PHOTZ2 se v mnohém piekryvaji. Oba fototropiny zptisobuji fototropismus
jako odpovéd’ na rizné intenzity modrého svétla, akumulaéni pohyb chloroplasti
pfi nizké intenzité svétla, otevirani praduchti i rozmisténi listi (Sakai et al., 2001; Inoue
et al., 2008b). Rozdil 1ze pozorovat ve vyhybavém pohybu chloroplastti pfi vysokych
intenzitdch modrého svétla nebo v obrané proti virim, které jsou kontrolovany pouze
PHOT2 (Kagawa et al., 2001; Jeong et al., 2010). PHOT1 i PHOT2 jsou ve tmé
asociovany s plasmatickou membranou (PM), ale prozatim chybi piesny popis této
asociace (Christie et al., 2002). Fototropiny mohou byt spojeny s PM diky peptidovym

sekvencim v C-terminalnim regionu nebo skrze membranovou proteinovou kotvu (Kong
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etal., 2013). Lokalizace fototropinti se méni po ozareni rostliny modrym svétlem. PHOT]1
se presouva do zatim nezndmé cytosolické struktury a PHOT2 se piesouva do Golgiho
aparatu (Kong et al., 2006; Aggarwal et al., 2014).

Fototropin 1 sestava z C-terminalni domény, ktera je tvoifena serin/threoninovou
proteinovou kinasou a N-terminalni doménou tvofenou dvéma motivy LOV (z angl.
,»light, oxygen and voltage™ — faktory ovliviiujici redoxni status) (Obr. 2), které jsou
v 61 % sekvence shodné (Huala et al., 1997). Ve tm¢ je na obou LOV doménach
nekovalentn¢ navazany chromofor FMN, ktery absorbuje svétlo o max. vlnové délce
450 nm (Christie et al., 1998). Tuto nekovalentni interakci zajistuji vodikové mustky a
van der Waalsovy interakce mezi flaviny a strukturalnimi jednotkami LOV domén
(o"A helix a B-strands C, D a E) (Crosson, 2001). V temnostnich podminkach LOV2
asociuje s konzervativni a-Sroubovici (Ja-helix), ktera je lokalizovana na C-terminalnim
konci (Harper et al., 2003).

Po ozafeni modrym svétlem dochdzi k prvotni fotochemické odpovédi v podobé
kovalentni vazby mezi konzervativnim cysteinem a uhlikem C(4a) flavinového kofaktoru
za vzniku flavin-cysteinylového aduktu (Swartz et al., 2001). Pravé diky vazanému FMN
ziskavaji LOV domény absorpcni spektrum shodné s aktivnim spektrem fototropismu,
tedy 390 nm (Christie et al., 1998). FMN je tak zodpovédny za odpoved na svételny
signal. Tvorba cysteinylového aduktu indukuje konforma¢ni zmény LOV2 domény a
Jo-helixu (Swartz et al., 2001; Swartz et al., 2002). Po ozafeni svétlem LOV2 disociuje
z kindzové domény a obnovuje se fotochemicka aktivita LOV2, kterd ma pozitivni vliv
na kinasovou aktivitu. LOV1 v souvislosti s ovlivnénim kinasové aktivity pusobi pouze
jako utlumovac vlivu LOV2 (Matsuoka a Tokutomi, 2005).

O funkéni odlisnosti LOV domén fototropini se zajimali Christie et al. (2002).
Pro studium vyznamu domén provedli mutaci cysteinu v pozici 39 na alanin, ¢imz
blokovali fotochemickou aktivitu LOV1, LOV2 nebo obou domén ziroven. Timto

experimentem objevili, Ze LOV2 slouZi jako hlavni doména citliva na svétlo a v zavislosti

Ao

S LOV2 e KD )—  Phototropin 1

Obr. 2 Struktura PHOT1 s N-terminalnimi LOV1 a LOV2 sfunk¢éné vyznamnymi
a-Sroubovicemi A’a a Ja, C-terminalni Ser/Thr kinasovou doménou (Christie et al., 2014).




na svétle spousti autofosforylaci. Samotna LOV2 je schopna vyvolat fototropismus
hypokotylu. LOV2 domén¢ tak pfisoudili mnohem vétsi vyznam nez LOVI1. Navic
zjistili, Ze LOV2 doména méa velice podobnou ulohu i u PHOT2, kde téz kontroluje
kinasovou aktivitu.

Dusledkem aktivace fototropinti je jejich autofosforylace na serinovych zbytcich
(Christie et al., 1998). Pro ptenos signalu je nezbytna fosforylace serinovych zbytkt v tzv.
T-loop (kinasovy aktivaéni zlabek) fototropini, konkrétng S84° a S%1y PHOT1 a podobné
i S7%1 2 S73 u PHOT2 A. thaliana (Inoue et al., 2008a; Inoue et al., 2011).

Na vlnové délky ultrafialové a modré oblasti svételného spektra odpovidd druhd
skupina fotoreceptorti nazyvanych kryptochromy. V rostlinach kryptochromy kontroluji
cirkadianni rytmus, expresi gendl vyvolanou svétlem a inhibici prodluzovani hypokotylu
v de-etiolizaci (Folta a Spalding, 2001; Liu et al.,2011). Kryptochromy jsou lokalizovany
Vv jadre, kde se vyskytuji v dimerni formé (Kleiner et al., 1999). Kazdy dimer se sklada
z apoproteinu a ze dvou nekovalentné vazanych chromoforti, FAD a pterinu (N°, N2°-
methylen-5,6,7,8-tetrahydrofolat, MTHF). MTHF ptenasi svételnou energii na FAD,
které udava kryptochromtiim absorpéni maximum o vinové délce 380 nm (Hoang et al.,
2008). Pti dlouhotrvajicim ozafovani modrym svétlem zaéne inhibici ristu hypokotylu
kontrolovat kryptochrom 1 (CRY1) (kodovany genem HY4 u A. thaliana) a
kryptochrom 2 (CRY?2), které aktivuji aniontové kanaly (Parks et al., 1998; Folta a
Spalding, 2001).

Do tieti skupiny fotoreceptorti modrého svétla patii ¢lenové rodiny Zeitlupe proteinti:
ZEITLUPE (ZTL); FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1 (FKF1); LOV
KELCH PROTEIN 2 (LKP2). Tyto proteiny jsou zapojeny piedevS§im do kontroly
cirkadiannich rytmu a fotoperiodického kveteni (Ito et al., 2012). ZTL svou strukturou
pfipominaji kryptochromy a fototropiny. ZTL proteiny obecné ve své struktufe obsahuji
N-terminalni LOV doménu, F-box a C-terminalni opakujici se Kelch sekvence. Zatimco
F-box vaze E3 ubikvitinové ligasy pro degradaci proteint, Kelch sekvence

zprostfedkovavaji protein-proteinové interakce a heterodimerizaci ¢lentt ZTL rodiny (Ito
etal., 2012; Takase et al., 2011).



2.2.3 Receptory Cerveného svétla

Na vlnové délky ¢erveného (650-680 nm), dlouhovinné ¢erveného (710-740 nm) jako
I slabého modrého svétla odpovidaji fotoreceptory nazyvané fytochromy (Smith et al.,
2010). V rostlinach jsou fytochromy zapojeny do procesit dozravani semen, cirkadiannich
rytmd, kveteni a de-etiolizace (Hodson a Bryant, 2012). Genom S. lycopersicum L.
obsahuje geny pro pét typu fytochromu: PHYA, PHYB1, PHYB2, PHYE a PHYF (Alba
etal.,, 2000). Fytochromy tvoii homodimery s kovalentné navazanym tetrapyrrolem
s methinovym mistkem jako chromoforem na specifickém cysteinu obou jednotek
monomeru (Gértner a Braslavsky, 2004). Pfi ozafeni semendct ¢ervenym svétlem se Pr
(z angl. ,,Phytochrome Red*) forma fytochromti pfeméni na Prf (z angl. ,,Phytochrome
Far-red*) formu, ktera absorbuje dlouhovinné ¢ervené svétlo. Absorpce dlouhovinného
cerveného svétla vSak opét obnovuje Pr formu fytochromt. Zména nastava v konformaci
apoproteinu, v cis-trans izomerizaci chromoforu a nasledné i v absorpénim maximu, které
se posouva pii premen¢ Pr na Prf z 666 nm na 730 nm (Rockwell et al., 2006). Ptestoze
je Prf povazovano za biologicky aktivni formu fytochromu, v rostlinach se vyskytuji
zaroven ob¢ formy fytochromu v rliznych pomérech, jelikoz absorpcni spektra obou

forem se Castecné piekryvaji (Quail, 1997; Hodson a Bryant, 2012).

2.2.4 Fotoreceptory v inhibici ristu hypokotylu

Studium de-etiolizace je Casto zaméfeno na proces, pii kterém svétlo silné inhibuje
prodluzovani hypokotylu U semenaclti vyssich rostlin. V zavislosti na druhu rostliny
dochézi ke zpomaleni rlstu jiz po 20-240 sekundach (Cosgroove, 1981). Tento rapidni
pokles rustu je nejsilngji indukovan ozafenim modrym svétlem (Obr. 3) (Meijer, 1968;
Bergougnoux et al., 2012). Zelené, Cervené ani daleké Cervené svétlo nema tak vyrazny
vliv na inhibici ristu rostliny. K inhibici ristu ¢ervenym svétlem je nutné kontinualni
ozafovani po dobu 30 az 40 minut (Wang a Folta, 2014). Cervené svétlo v procesu
de-etiolizace ptsobi pozitivné na otevirani apikalniho haku semenale a také
na biosyntézu chlorofylu. KdyZz ovSem ozatuje rostlinu zaroven cervené 1 slabé modré
svétlo, jsou UCinky cerveného svétla tlumeny. Za takovych podminek rychleji roste
hypokotyl semenafe a pomaleji se otevird apikalni hadk, biosyntéza chlorofylu vSak

ovlivnéna neni (Wang a Folta, 2014).
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Obr. 3 Model zavislosti ristu hypokotylu na vinové délce ozarovaného svétla v Case.
PieruSovana linie oznacuje zacatek ozarovani rostliny ¢ervenym (Cervena linie), dalekym
¢ervenym (Cerna linie) nebo modrym svétlem (modra linie) (Parks et al., 2001).

Prvotni zpomaleni rustu rostliny na modrém svétle je ovladano fototropiny. Ke studiu
inhibice rustu hypokotylu Folta a Spalding (2001) vyuzili nulové mutanty photl-5,
u kterych sledovali zpomaleni riistu az po 60 minutach od ozafeni modrym svétlem.
| pozdéji bylo potvrzeno, ze PHOT]1 je hlavnim regulatorem prvotniho zpomaleni rastu,
pticemz PHOT2 ma pouze minoritni vyznam (Folta a Spalding, 2001; Folta et al., 2003).
Jiz dtive bylo zjisténo, ze PHOT1 indukuje pfechodny vzrist cytosolické koncentrace
Ca2" jontt a spousti i pfenos Ca?* pies plasmatickou membranu v hypokotylech semenaéii
A. thaliana (Baum et al., 1999; Babourina et al., 2002). Folta et al. (2003) pak vyuzili
koncentrace cytosolickych Ca®" iontli. Jako ziklad prenosu signalu PHOT1 se tedy
uplatiiuji Ca?* ionty.

Zapojeni CRY1 do procesu de-etiolizace lze pozorovat v mutantnich knock-out
rostlinach cryl, které vykazuji del§i hypokotyl oproti kontrolnim rostlindm (Jackson a
Jenkins, 1995). Experimenty s photl knock-out mutantnimi rostlinami A. thaliana vsak
ukazaly, Ze PHOTI je nezbytny pro v€asné zapojeni kryptochromu do procesu inhibice
rustu (Folta a Spalding, 2001).

Stejné jako u predchozich fotoreceptori byly vyuzity mutantni rostliny pro posouzeni
vlivu fytochromii v de-etiolizaci. Pti kontinualnim ozafovani ¢ervenym svétlem o nizké
intenzit¢ nebo dlouhovinnym cervenym svétlem nebyla zaznamenana inhibice rustu
hypokotylu u mutantnich rostlin phyA (Parks a Quail et al., 1993; Mazzella et al., 1997).
Stejny efekt byl pozorovan u mutantnich rostlin phyB dlouhodob¢ ozafovanych cervenym

svétlem (Koornneef et al., 1980). Vyse zminéné poznatky pfispély k zavérim, ze



pfi nizkych intenzitach svétla je de-etiolizace v prvnich tfech hodinach fizena predevsim
fytochromem A (PHYA), ktery je poté degradovan a zafne prevladat fizeni
fytochromem B (PHYB) a kryprochromy (CRY) (Parks et al., 1998; Nemhauser and
Chory, 2002). PHYB je fotoreceptor, ktery predominantné kontroluje inhibici rustu
hypokotylu za souvislého ozatovani ¢ervenym svétlem, PHYA plni stejnou funkei pfi
ozafovani dlouhovinnym Cervenym svétlem (Somers et al., 1991; Su et al., 2015).
Ozéteni dlouhovinnym cervenym svétlem vyvolava u PHYA a PHYB antagonistické
funkce. Pfiozafeni svétlem o jiné vinové délce se ucinek PHYA a PHYB scita

(Shinomura et al., 1996; Su et al., 2015).

2.2.5 Prodluzovani bunék a endoreduplikace

Hypokotyl A.thaliana ma jednoduchou stavbu, transverzalné je slozen zjedné
endodermalni, dvou kortikalnich a jedné epidermalni bunécné vrstvy. Témét vSechny
buiiky hypokotylu jsou tvofeny v embryonalnim stadiu vyvoje, pozdé€ji dochazi jen
k n¢kolika bunéénym délenim. Hypokotyl je schopen rustu diky podélnému prodluzovani
bunék (Gendreau et al., 1997; Saibo et al., 2003). Jak jiz bylo zminéno, pocet bunék
hypokotylu etiolovaného semenace je neménny, dochdzi pouze k prodluzovani
hypokotylovych bunék, a to dvéma mechanismy. Jednim mechanismem je piijem vody
do bunky, coz vede k vzristu turgorového tlaku (Vandenbussche et al., 2005).
U etiolovanych semena¢ii dochazi k riistu hypokotylu diky elongaci bunék, ktera je
zajiSténa transverzalni orientaci mikrotubulli bunécné stény. Tento dé& je zpuisoben
reorganizaci mikrotubulli bunécné stény z transversalni do longitudindlni orientace
(Smith et al., 2010). K prodluzovani bunék dochazi nejdiive u bazalnich bunék, pii¢emz
elongacni zona se s ¢asem posunuje smérem k apexu (Gendreau et al., 1997). V 70. letech
minulého stoleti byla vyslovena teorie kyselého rtstu, ktera ptinesla model prodluzovani
rostlinnych bun¢k (Rayle a Cleland, 1970). Tato teorie je postavena na auxinové regulaci
ristu skrze aktivaci plasmatické H*ATPasy. Aktivovana H*ATPasa pumpuje protony
do apoplastu, ¢imz zpusobuje okyselovani extracelularni matrix (Hager, 2003). Snizeni
pH prostiedi je signalem pro expansiny a dal$i enzymy bunécné stény, které rozvolnuji
vlakna celulosy a dal§ich komponentt tvoticich bunéénou sténu (Rayle a Cleland, 1970).
Rozvoliiovani bunécné stény spolu s piijmem vody do buiky vede ke zvySeni

turgorového tlaku a nasledné prodluZovani buiiky (Rayle a Cleland, 1992).
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Druhym zptsobem je prodluzovani bun¢k na zékladé procesu endoreduplikace.
Analyzy DNA odhalily souvislost mezi endoreduplikaci a velikosti bunck.
Endoreduplikace nastava, kdyZ v ramci bunééného cyklu dochazi k opakované S fazi
(replikaci DNA) bez d¢leni jadra nebo celé buiiky (Traas et al., 1998). Buika se timto
procesem stava polyploidni. Polyploidita se vyskytuje témét u vSech rostlin. Neni vSak
podminkou, ze polyploidni buiika bude mit vétsi velikost nez ostatni buniky. Polyploidita
pravdépodobné urcuje moznou velikost, které builka mtize dosdhnout za vhodnych
podminek (Smith et al., 2010). Bylo téz zjisténo, ze hypokotylové builky semenact
rostoucich ve tmé prodélavaji vice endoreduplikacnich cykli nez v rostlinach na svétle
(Gendreau et al., 1997). A zaroven je pocet cyklt endoreduplikace ovlivnén intenzitou
svétla (Amijima et al., 2014).

2.3 14-3-3 proteiny

14-3-3 proteiny jsou rodina regulacnich proteind kyselé povahy o velikosti 28-33 kDa.
Poprvé byly popsany v praci Moore a Perez (1967) piti klasifikaci mozkovych proteinti
u skotu. Své oznaceni 14-3-3 dostaly podle ¢isla frakce na dvou-dimenzionalni diethyl-
amino-ethyl (DEAE) celulosni chromatografii a pozici na §krobové gelové elektroforéze.
Ptitomnost 14-3-3 proteint byla prokdzana u vSech zkoumanych eukaryot. V zavislosti
na organismu rozliSujeme nékolik isoforem. Pro srovnani, u ¢lovéka (Homo sapiens
sapiens) bylo identifikovano 7 isoforem, u rajcete jedlého (S. lycopersicum L.) 12,
husenicek rolni (A. thaliana) ma 13 isoforem, ryze seta (Oryza sativa) 8 a brukev fepak
(Brassica rapa) 21 (Aitken, 1995; Roberts a Bowles, 1999; DeL.ille et al., 2001; Chen
et al., 2006; Chandna et al., 2016).

Oznaceni 14-3-3 proteind se pro rizné organismy lisi. Jednim diivodem bylo nezavislé
objeveni 14-3-3 proteint pii studiu riznych procest, napi. u A. thaliana a O. sativa jsou
oznatovany jako GF14 (G-box Factor 14-3-3), nebot’ se vazi na G-box elementy
v promotorech (Lu et al., 1994). Odli§né pojmenovani slouzi i pro snadné rozpoznani
proteind specifickych pro urcity organismus jako napiiklad TFT proteiny (Tomato
Fourteen Three-Three) u S. lycopersicum L. (Xu a Shi, 2006). Zvlastni oznaceni
pouzivame i u B. rapa, ktery ma standardizovany systém nazvoslovi genil a proteind.
Nazvy gent B. rapa jsou odvozeny od rodu, druhu, typu genomu, nazvu genu, lokusu a

alely. V pripadé¢ 14-3-3 je to pak oznaCeni BraA.GRF14 (Ostergaard a King, 2008;
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Chandna et al., 2016). Jednotlivé isoformy jsou u A. thaliana oznacovany pismeny fecké
abecedy, u O. sativa malymi pismeny anglické abecedy a isoformy S. lycopersicum L.
arabskymi ¢isly (DeLille et al., 2001; Chen et al., 2006; Xu a Shi, 2006).

Isoformy 14-3-3 proteint jsou rozdélovany do dvou skupin nazyvanych epsilon a non-
epsilon (Wang a Shakes, 1996). Fylogeneticka analyza A. thaliana, B. rapa a O. sativa
ukdzala, Zze krozdéleni 14-3-3 gend na epsilon a non-epsilon skupiny doslo jiz
pied rozdélenim vysSich rostlin na jednodélozné a dvoudé€lozné. Na tirovni genu se tyto
dv¢ skupiny odliSuji v organizaci exont. U B. rapa patii do epsilon skupiny 6 genii, které
obsahuji 67 exont, zatimco do non-epsilon skupiny 15 gent, které obsahuji 3-4 exony.
Rozdil v obou skupinach je i na Urovni transkriptii, kde epsilon skupina je méné
zastoupena nez non-epsilon. Specificitu isoforem lze sledovat v rozdilnych odpovédich
isoforem 14-3-3 na abioticky stres, coz vede k nazoru, ze dochazi u isoforem k rozdilné
regulaci transkripce. Pti dlouhodobém pisobeni nizkych teplot na semenace B. rapa je
upregulovano 8 genti BraA.GRF14, zatimco pifi dlouhodobé dehydrataci a vysokych
teplotach odpovidaji upregulaci jen tfi geny (Chandna et al., 2016). Muzeme vSak
pozorovat i odlisné interakce sbunéénymi klienty. Zastupci non-epsilon skupiny
A. thaliana silngji interaguji s H'ATPasou a a¢inné&ji stimuluji jeji fosfohydrolytickou
aktivitu, pravdépodobné diky pfitomnosti glycinového zbytku ve zlabku 8, jenz je
pfitomen u vSech zastupct non-epsilon skupiny (Pallucca et al., 2014).

Jednotlivé isoformy se 1i§i nejen v rozpoznani a interakci s riznymi vazebnymi
partnery, jsou vSak specifické 1 ve své distribuci, ktera se 1i§i na urovni bun€k nebo
dokonce i celych pletiv. Pallucca et al. (2014) jsou nazoru, Ze tyto vlastnosti spolu souvisi
a distribuce 14-3-3 proteinti je odvozena od specifickych interakei s Klienty. Naptiklad
Vv kofeni A. thaliana jsou nejvice zastoupeny isoformy GF14¢ a GF14y, ale ve stoncich
se nejvice exprimuje isoforma GF14A. Zajimavé je vSak sledovat i zménu exprese 14-3-3
Vv riznych stadiich vyvoje semene. Geny kodujici GF14y, GF14¢ a GF14y jsou vyraznéji
exprimovany v pocate¢nich stadiich vyvoje semene. Gen pro isoformu GF14x ma opac¢ny
profil exprese, ktery se zvySuje v pozd&jsich stadiich vyvoje (Wilson et al., 2016).

Distribuce 14-3-3 proteini se muze liSit i vramci bunky. Vyznamny rozdil
zaznamenali Paul et al. (2005) v lokalizaci isoformy GF14A, ktera byla v trichomech

pfitomnd v jadie, zatimco ve svéracich bunkach priiduchli se nachazela v cytoplasme.

11



Dale sledovali i rozdilnou distribuci v ramci jadra, kdy GFl4k se koncentrovala
do jadérka na rozdil od GF14A, ktera byla pfitomna rovnomérné v celém jadre.

Mnoho studii se snazi odhalit vyznam tak vysokého poctu isoforem a zkoumaji jejich
odlisné vlastnosti a funkce. Vysoky pocet isoforem u mesohexaploidni B. rapa je dan
triplikaci celého genomu v prubéhu evoluce (Chandna et al., 2016). Na rozdil
od A. thaliana, u které doslo v prubéhu evoluce k duplikaci ¢asti chromosomt, coz vedlo
k zmnozeni po¢tu isoforem. Tento pfedpoklad je podpoten i faktem, Ze urcité 14-3-3 geny
jsou sekvencné velmi piibuzné. Konkrétné se jednd napi. o dva pary 14-3-3 genu
A. thaliana 14-3-3w (koédujici protein GFl14w) a 14-3-3z (GF14m) s geny 14-3-3¢p
(GF140¢) a 14-3-30 (GF140), které lezi na regionu chromosomu duplikovaném pted asi
50 miliony let (Rosenquist et al., 2001; Vision et al., 2000).

Primarni aminokyselinova struktura 14-3-3 proteinii se d€li na tii zdkladni Casti:
variabilni N- a C- terminalni konec a konzervativni stfedni region. Stfedni region utvari
hlavni funkéni jednotku, proto je zachovan mezi rozdilnymi isoformami 14-3-3 proteind
i napti¢ odlisnymi druhy (Petosa et al., 1998). Struktura stfedniho regionu piipomina
Zlabek s amfipatickymi vlastnostmi, kde dochazi k vazbé s vazebnymi partnery (Liu
etal., 1995). 14-3-3 proteiny funguji v podobé homo- nebo heterodimerti (Paul et al.,
2005).

Vyznam 14-3-3 proteini spociva v jejich interakci s fadou proteinli zapojenych
do fyziologickych a vyvojovych procesi v rostlinach. Dnes je znamo vice nez 300
vazebnych partnerit 14-3-3 proteind. Tito vazebni partnefi hraji roli v odpovédi
na podminky prostiedi, stresové faktory, patogeny nebo svételné podminky (Keller a
Radwan, 2015). Studium abiotického vlivu na 14-3-3 proteiny rajcete odhalilo, ze geny
TFT1, TFT4, TFT7 a TFT10 jsou upregulovany v mladych kotenech v pribéhu solného
stresu a gen TFT7 je navic upregulovan i v odpovéd’ na stres z nedostatku zeleza (Xu a
Shi, 2006; Oh et al., 2011). Na bioticky stres reaguji upregulaci geny TFT1, TFT4aTFT6
(Roberts a Bowles, 1999). Pozdéji bylo objeveno i zapojeni TFT7 isoformy v biotickém
stresu, ktera interaguje s mitogen-aktivovanymi proteinovymi (MAP) kinasami
po rozpoznani efektorového proteinu patogena (Oh et al., 2011). Kromée isoformy TFT12
byla u vSech TFT proteini objevena vazba s riiznymi efektorovymi proteiny patogenti

(Lozano-Duran a Robatzek, 2015). 14-3-3 proteiny vSak interaguji i s partnery
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zapojenymi do primarniho metabolismu, hormonalnich signald, riistu a bunééného déleni
(Denison et al., 2011).

Podnéty piichazejici z vnéjsiho prostiedi mohou zptisobit fosforylaci vazebnych
partnerti 14-3-3, transkrip¢ni regulaci 14-3-3 nebo post-transla¢ni modifikace 14-3-3.
Prestoze je kladen velky diraz na pochopeni mechanismii funkce 14-3-3, jen malo je
znamo o regulaci samotnych 14-3-3. Kromé fosforylace mohou byt 14-3-3 post-
translaéné modifikovany i ubikvitinaci nebo acetylaci lysinovych zbytki (Fuller et al.,
2006). Aktivita 14-3-3 proteint V rostlinach se potom projevuje skrze vazbu s ligandy a
naslednou modulaci jejich funkce (Denison et al., 2011). Podle Bridges a Moorhead
(2004) 1ze zplisoby ovlivnéni vazebného partnera zafadit do Ctyf kategorii. (1) Vazba se
14-3-3 proteiny zpusobuje konformacni zmény ligandu. (2) Vazbou s 14-3-3 se fyzikalng
maskuji dualezitd mista na povrchu ligandu. Tato vlastnost 14-3-3 muze zarovei
ovliviiovat lokalizaci vazebnych partnert. (3) 14-3-3 pozménuji stabilitu a aktivitu
vazebnych partnerti. (4) 14-3-3 mohou stimulovat protein-proteinové interakce dvou
ligandti. Zasadni roli v tomto mechanismu je schopnost obou podjednotek 14-3-3 dimeru
navazat jiny ligand a tyto spolu mohou navzajem interagovat. Tento model 14-3-3 jako
adaptoru ma dulezitou ulohu v signalnich drahach (Petosa et al., 1998).

V ramci sekvence interakénich partnerii rozezndvame néckolik motivii pro vazbu
14-3-3 protein. Mezi nejcastéjsi patii motiv 1 [RSX(pS)XP], motiv 2
[RX(F/Y)X(pS)XP] a motiv 3 [(pS/pT)X12-COOH], kde ,,X* oznacuje libovolnou
aminokyselinu a ,,p* znamena, Ze nasledujici aminokyselina je fosforylovana (Yaffe
etal.,, 1997; Coblitz et al., 2005). U rostlin se vyskytuje specificky motiv 1
[LX(R/K)SX(pS/pT)XP], ktery se odliSuje argininovym nebo lysinovym zbytkem
Vv pozici -3, leucinovym zbytkem v pozici -5 a serinovym zbytkem v pozici -2 (Johnson
etal., 2010).

Vétsina vazebnych partnerii obsahuje ve vazebné sekvenci fosforylovany threonin
nebo serin, ale neni to podminkou. Byli identifikovani 1 vazebni partnefi, kteti maji
odli$nou vazebnou sekvenci nebo u nich neni nutna zadna fosforylace vazebného mista.
Prikladem specifického typu interakce je Exoenzym S (ExoS), ktery neni s 14-3-3 vazan
elektrostatickymi silami. ExoS vyuziva pro vazbu pifedev§im hydrofobni kontakty
leucinovych zbytkl a vodikové mustky (Ottmann et al., 2007). Fosforylaci nevyzaduje

ani plasmaticka H*ATPasa s vazebnou sekvenci [Y(pT)V] reagujici pfes C-terminalni
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doménu (motiv 3), tato interakce je ovSem zavisla na ptitomnosti fusicoccinu (Fuglsang
et al., 1999; Fullone et al., 1998; Visconti et al., 2008) nebo sperminu (Garufi et al.,
2007).

Vazba s partnery neni zavisla jen na piitomnosti specifického vazebného mista.
Dalsim faktorem ovliviiujici vazbu s 14-3-3 proteiny je pfitomnost autoinhibi¢ni
C-terminalni domény. Po deleci této domény u GF14w a GF14¢ A. thaliana nebo GF14-6
u Zea mays doslo ke zvySeni afinity 14-3-3 proteinti k plasmatické H*ATPase a zarovei
i zvySeni stimulace jeji aktivity (Pallucca et al., 2014; Visconti et al., 2008). Truong et al.
(2002) predpokladaji, ze tato kontrola interakci s ligandy by mohla byt zplsobena
elektrostatickymi interakcemi mezi negativné nabitou C-terminalni doménou a bazickym
klastrem uvnitf vazebného zlabku proteinti 14-3-3 (Truong et al., 2002).

Dalsim faktorem ovlivilujicim vazbu s interaktory je pritomnost dvojmocnych
kationtd. Asociace 14-3-3 s plasmatickou H*ATPasou stejné jako s nitratovou reduktasou
je zavisla na pfitomnosti milimolarnich koncentraci dvojmocnych kationti Mg?*, Mn?*
nebo Ca?* (Visconti et al., 2008; Athwal a Huber, 2002). Vapenaté ionty stimuluji vazbu
14-3-3 svySe zminénymi partnery lépe nez ionty hoifecnaté, pfiCemz s naristajici
koncentraci ionti se zvySuje stimulaéni efekt (Manak a Ferl, 2007). Je ov§em zajimavé,
7e po deleci C-terminalni domény H*ATPasy se tato citlivost na pf¥itomnost Mg?* snizuje
(Visconti et al., 2008).

Podobny efekt na 14-3-3 vykazuji i n¢které polyaminy. Jako nejucinnéjsi se ukazal
tetraamin spermin, ktery jiz v mikromoldrnich koncentracich stimuluje vazbu 14-3-3
s H*ATPasou a zvySuje tak aktivitu H*ATPasy na dvojnasobek. Naopak polyaminy
putrescin a spermidin byly téméF neaktivni (Garufi et al., 2007).

Vazebnou schopnost 14-3-3 ovliviiuje 1 pH prostiedi (Truong et al., 2002; Athwal a
Huber, 2002). Se sniZujicim se pH prostiedi ze 7.6 na 6.0 roste schopnost rostlinnych

I kvasinkovych 14-3-3 proteint vazat ligandy (Athwal et al., 2000).

2.3.1 Interaktom 14-3-3: Signaly modrého svétla a H*ATPasa

Mezi vazebné partnery 14-3-3 se fadi PHOT1. Vazba 14-3-3 s VIPHOT1a (Vicia faba
fototropin 1) a VfPHOT1b (V. faba fototropin 1b) byla pozorovana Vv etiolovanych
semenacdich a listech ozafenych modrym svétlem (Kinoshita et al., 2003). Modré svétlo

vyvolava velmi rychlou autofosforylaci fototropinti, které bezprostiedné vazi 14-3-3
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proteiny. Mnozstvi navazanych 14-3-3 se po 0zéieni modrym svétlem zvysi 1,9krat pro
VfPHOT1a a 4,8krat pro VIPHOT 1b, nicméné mnozstvi navazanych 14-3-3 neni imérné
stupni fosforylace fototropint. Velky pfinos pro studium interakce mezi 14-3-3 a PHOT1
méla prace kolektivu Sullivan et al. (2009) studujici A. thaliana. Dvouhybridnim
kvasinkovym systémem (Y2H) i Western analyzou zjistili, ze GF14A interaguje s PHOT1
a tato interakce se vyskytuje in vivo. Dale objevili ¢asteCnou kolokalizaci GF14A
Vv membranové frakei s PHOTY, tato lokalizace vSak neni zavisla na PHOTL1. Potvrdili,
7e vazebné misto pro 14-3-3 se u A. thaliana nachazi v regionu mezi doménami LOV1 a
LOV2, stejné jako u V. faba (Kinoshita et al., 2003; Sullivan et al., 2009).

Zda v rostlinach dochazi k interakci 14-3-3 a PHOT2 prozatim nebylo uspokojivé
prokazano. Dv€ nezavislé studie skupin Sullivan et al. (2009) a Tseng et al. (2012)
zabyvajici se interakci 14-3-3 s PHOT?2 pfinesly rozporné vysledky. Sullivan et al. (2009)
nesledovali zadnou interakci GF14A a GF14x s PHOT2 za vyuziti Far-western blot
analyzy. Zatimco Tseng et al. (2012) volbou odlisnych metod, Y2H a in vitro pull-down
analyzy, dospéli k pozitivni interakci PHOT2 s isoformou GF14A u A. thaliana.

Fosforylace fototropint pfedchazi fosforylaci H*ATPasy, coz ma vyznam pro pfenos
signalti z fototropinti na plasmatickou membranu (Kinoshita a Shimakazi, 2001).
H*ATPasa slouzi v plasmatické membrané jako protonova pumpa, ktera pienasi H™ ionty
smérem zcytosolu (Smith et al., 2010). H'ATPasa je aktivovana vysokymi
koncentracemi H* iont v cytosolu nebo auxinovymi signaly, mize vSak byt aktivovana
i prostfednictvim 14-3-3 proteind (Fuglsang et al., 1999). AHA1l a AHA2, isoformy
H*ATPasy u A. thaliana, vykazuji specificitu k 14-3-3 proteinim. Pii nestresovych
podminkach je v plasmatické membran¢ méné nez jedno procento vSech 14-3-3
piitomnych v buiice. Nicménég, pii potfebé pumpovani H* iontd je na plasmatickou
membranu vazano ve&tsi mnozstvi 14-3-3, které tak GCinnéji aktivuji H*ATPasu
(Alsterfjord et al., 2004). Pro aktivaci plasmatické H*ATPasy pomoci 14-3-3 proteint je
zapotiebi fosforylace threoninového zbytku ve vazebné sekvenci Y°%-T-V (Fuglsang
etal., 1999). Ozafeni rostliny modrym svétlem zvySuje stupen fosforylace H*ATPasy
(Kinoshita a Shimakazi, 2001). Tento fakt propojuje svételné signaly prenasené receptory
modrého svétla s aktivaci plasmatické H*ATPasy. Jednim z dikladné studovanych
procesi, ve kterych se diskutuje propojeni fototropinovych signala s funkeci H*ATPasy

ptes 14-3-3 proteiny, je pohyb svéracich bun¢k priduchi pro kontrolovany piijem CO: a
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omezenou ztratu vody. 14-3-3 proteinim se pfipisuje regulace pohybu svéracich bunék
na nékolika bunéénych urovnich, vcetné regulace vakuolarnich i1 plasmatickych
iontovych kanali. Podle navrzeného modelu modré svétlo spousti autofosforylaci
fototropind, které nasledné vazi 14-3-3. Okamzité dochazi i k fosforylaci plasmatické
H*ATPasy a jeji aktivaci pomoci vazby s 14-3-3. Aktivovana H* ATPasa za¢ina prenaset
H™ ionty ven z buiky, coz vede k otevieni priduchu (Cotelle a Leonhardt, 2016).

2.3.2 Interaktom 14-3-3: Signaly ¢erveného svétla

Pfi studiu vlivu 14-3-3 proteint na signalni drahy fytochromt byly vyuzity mutantni linie
A. thaliana s T-DNA inzerci v genech 14-3-3u (kodujici GF14p) a 14-3-3v (GF14v) a
homozygotni knock-out mutanti 14-3-3x (GF14k), 14-3-3y (GF14y) a dvojity mutant
14-3-3xy (GF14x, GF14y) (Mayfield et al., 2007; Adams et al., 2014). VSechny tyto
mutantni linie vykazovaly snizené¢ vnimani Cervené¢ho svétla. Oproti standardnim
rostlinam mély vétsi délku hypokotylli semendcli pifi ozafovani Cervenym svétlem,
podobné jako mutant phyB. Mutanti 14-3-3u a 14-3-3v nevykazovali dany fenotyp
pfi rustu na modrém ani dlouhovinném ¢erveném svétle, coz urcuje specifické spojeni
GF14p a GF14v se signaly indukovanymi PHYB nebo dal$imi fytochromy (Mayfield
etal., 2007). Tento fakt podpofili i porovnanim fenotypti mutanti phyb a 14-3-3v
pfi studiu sméru rustu ve vertikalni poloze pii ozafovani Cervenym svétlem. Mutanti phyb
a 14-3-3v vykazovali podobné hodnoty odklonu hypokotylu od kolmice (29-34°) oproti
standardnim rostlinam s dvojnasobnym stupném odklonu od kolmice (62—66°) (Mayfield
etal., 2007). Prozatim nebyla objevena piima interakce 14-3-3 s PHYB. Je ov§em znamo,

7e aktivace PHYB je fizena fosforylaci &ty mist, z nichz S°%

je soucasti motivu
pro vazbu 14-3-3 proteind (Nito et al., 2013).

Po ozafeni cCervenym svétlem se PHYB pfesouva do jadra, kde se vaze
na PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS (PIF3) (Bauer et al., 2004). PIF3 je
dal$im znamym interakénim partnerem 14-3-3 proteint, konkrétné GF14« (Adams et al.,
2014). PIF3 je bHLH (Basic Helix-loop-helix) transkripéni faktor lokalizovany v jadre,
kde je navazan na G-box (5'-CACGTG-3") promotorové sekvence genl zapojenych

do fotomorfogeneze. PIF3 reguluje odpoveéd’ na svétlo a slouzi jako negativni regulator

fotomorfogeneze ve tmé¢ (Martinez-Garcia et al., 2000).
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Nésledné zkoumani interakei 14-3-3 proteint s dalSimi ¢leny rodiny PIF proteind
odhalilo interakci GF14«x s PIF1 a PIF6. Na zaklad¢ téchto vysledki Adams et al. (2014)
stanovili  hypotézu, ze  GFl4k  piinasi LIGHT-RESPONSE  Brick-a-
Brack/Tramtrack/Broad(BTB)-Cullin3-type E3 ligase (LRBs) k PIF3 nebo stabilizuje
komplex LRB-PHYB-PIF3. LRB navazané na tento komplex spousti polyubikvitinaci
PHYB i PIF3 vedouci k degradaci obou komponent v 26S proteasomu (Al-Sady et al.,
2006; Ni et al., 2014). Tato hypotéza udava GF14k funkci pozitivniho regulatoru

fotomorfogeneze.

2.3.3 Interaktom 14-3-3: COP1

Po pfijeti svételného signdlu fotoreceptory se aktivuji dal§i komponenty
fotoreceptorovych signalnich drah, mezi které patii i skupina CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC/DE-ETIOLATED/FUSCA  (COP/DET/FUS)  proteint.
COP/DET/FUS proteiny spolupracuji na negativni regulaci fotomorfogeneze
(Schwechheimer a Deng, 2000). Do této skupiny proteini se fadi CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC1 (COP1), jehoz funkci je zabranovat fotomorfogenezi ve tmé¢.
V kryptochromové signélni draze je za temnostnich podminek COP1 lokalizovan v jadre,
kde vazbou na ELONGATED HYPOCOTYLS5 (HY5) bZIP (z angl. ,,Basic Leucine
Zipper®) transkripéni faktor blokuje transkripci gentt zapojenych do procesu
fotomorfogeneze (Holm et al., 2002). Naopak, za svételnych podminek je COP1
lokalizovan v cytoplasmé a HY5 spousti transkripci gent odpovidajicich na svétlo
(Oyama et al., 1997; Ang et al., 1998). Pii de-etiolizaci semenace indukované modrym
svétlem je COP1 inhibovan ptedev§im CRY1, ktery je svételné stabilni. Jina situace
nastavd pro CRY2, ktery je degradovan na modrém svétle. COP1 indukuje
polyubikvitinaci CRY?2, které je nasledné degradovano 26S proteasomem (Huang et al.,
2014; Liu et al, 2016). Obdobnou funkci jako HY5 maji v signalni draze fytochromt
LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED1 (HFR1) a LONG AFTER FAR RED LIGHT 1
(LAF1), které jsou rovnéz za temnostnich podminek uréeny proteinem COP1 k degradaci
(Shi et al., 2013).

V signalni draze fytochromid COP1 E3 ligasa spousti polyubikvitinaci PHYB a
naslednou degradaci PHYB 26 proteasomem (Jang et al., 2010). In silico analyza COP1

sekvence odhalila ptfitomnost 14-3-3 vazebného motivu. Provedenim Y2H analyzy byla
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potvrzena interakce COP1 a 14-3-3k, nicméné je nutné potvrdit tuto interakci dalsi
metodou. Zatim nebyla zjisténa spojitost 14-3-3 s kryptochromovou regulaci. Nicméné
do budoucna bude zajimavé ovérit, zda 14-3-3 hraji roli 1 v této draze, ktera se podoba
draze fytochromové.

Pro srovnani, v lidskych buiikach s poskozenou DNA dochazi k vazbé 14-3-3c
s COP1, coz ma za nasledek export COP1 z jadra bunky (Su et al., 2010). Pokud by
existoval podobny mechanismus i v rostlinach, 14-3-3 proteiny by se mohly podilet
na ptenosu COP1 z jadra jako odpovéd na svételny signal. Znamenalo by to, ze 14-3-3

by mély v procesu de-etiolizace jesté¢ komplexnéjsi roli, neZ je doposud zjisténo.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Chemokompetentni buriky Escherichia coli TOP10 (NEB, Velka Britanie)
Saccharomyces cerevisiae Y2HGold (Thermo Fisher Scientific, USA)
Solanum lycopersicum L. cv. Ailsa Craig (Roberts et al., 2003)

S. lycopersicum L. transgenni rostliny tft4 (14-3-3, isoforma 4) (Roberts et al., 2003)

3.1.2 Vektory

pDONR207 (Thermo Fisher Scientific, USA)
PENTR1A (Thermo Fisher Scientific, USA)
pGADT7 (Thermo Fisher Scientific, USA)
pGADT7-T (Thermo Fisher Scientific, USA)
pGBKT7 (Thermo Fisher Scientific, USA)
pGBKT7-Lam (Thermo Fisher Scientific, USA)
pGBKT7-53 (Thermo Fisher Scientific, USA)

3.1.3 Chemikalie

Na restrikce byly pouzity nasledujici restrikéni endonukleasy (NEB, Velka Britanie):

BamHI-HF (20 000 U-ml?)
Bglll (10 000 U-ml?)
HindllI-HF (20 000 U-ml?)
Nrul-HF (20 000 U-ml?)
Sall (20 000 U-ml?)

Xbal (20 000 U-ml?)

Xhol (20 000 U-ml?)

a pufry pro restrikéni endonukleasy (NEB, Velka Britanie):

10x CutSmart pufr
10x NEB 3.1 pufr
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Dalsi pouzité enzymy a pufry:

Go Taq G2 Flexi DNA polymerasa (5000 U-ml™?) a 5x pufr (Promega, USA)

Ladder 1 kb Plus DNA (Thermo Fisher Scientific, USA)

Oligo dT primer 100 pmol-1? (Sigma-Aldrich, USA)

RevertAid H Minus transkriptasa (200 000 U-ml™) a 5x pufr (Thermo Scientific, USA)
SYBR GreenMaster Premix with high ROX 2x (Jena Biosciences, Germany)

Turbo DNasa (2000 U-ml™) a 10x pufr (Thermo Fisher Scientific, USA)

Vzorkovaci pufr 6x (Thermo Fisher Scientific, USA)

Yeastmaker Carrier DNA (Thermo Fisher Scientific, USA)

Dalsi pouzité chemikalie:

3-amino-1,2,4-triazol (Sigma-Aldrich, USA)

Agar pro bakterie (Applichem, Némecko)
Agar pro rostliny (Merck, Némecko)
Agarosa (Sigma-Aldrich, USA)
Ampicillin (Sigma-Aldrich, USA)

dNTPs 10 mmol-1"* (Bio-Rad, USA)
EDTA (Penta, CR)

Ethanol (Lach:Ner, CR)

Ethidium Bromid (NeoLab, Némecko)
Gentamicin sulfat (Duchefa, Nizozemsko)
Glukosa monohydrat (Lach:ner, CR)
Glycerol (Lach:ner, CR)

Histidin (Sigma-Aldrich, USA)
Hypochlorid sodny (VWR chemicals, Francie)
Chlorid lithny (Sigma-Aldrich, USA)
Chlorid manganaty (Promega, USA)
Chlorid sodny (Lach:Ner, CR)

Kanamycin monosulfat (Duchefa, Nizozemsko)
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Kvasni¢ny extrakt (Sigma-Aldrich, USA)

Kvasni¢ny extrakt bez aminokyselin (Difco, USA)

LB broth s vysokym obsahem soli (Duchefa, Nizozemsko)

Leucin (Lachema, CR)

Morfolinoethansulfonova kyselina monohydrat (Duchefa, Nizozemsko)
Murashige a Skoog médium s vitaminy (Duchefa, Nizozemsko)

Octan lithny (Sigma-Aldrich, USA)

Pepton (Sigma-Aldrich, USA)

Polyethylen glykol 6000 (Sigma-Aldrich, USA)

RNase-Free voda (Qiagen, Némecko)

Sacharosa (Lach:ner, CR)

Syntetické Drop-out médium bez Ura, His, Leu, Trp (Sigma-Aldrich, USA)
Tris (Duchefa, Nizozemsko)

Uracil (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.4 Pouzité roztoky

1% (w/v) agarosovy gel: 1 g agarosa; 100 ml TAE pufr.

Pevné Luria-Bertani (LB) médium (1 1): 15,5 g LB broth; 9,5 g NaCl; ddH.O; pH 7; 15 g
agar pro bakterie.

Pevné Murashige a Skoog (MS) médium (1 1): 4,3 g Murashige a Skoog s obsahem

vitamint; 10 g sacharosa; 195,2 mg monohydrat MES; 7 g agar pro rostliny; ddH20;
pH 6,1.
Pevné Synthetic drop-out (SD) médium -Trp, -Leu (1 I): 6,7 g kvasni¢ny extrakt

bez aminokyselin; 1,4 g synteticky DO Supplement (-Ura, -His, -Leu, -Trp);
2% glukosa; 10 ml 100xUra; 10 ml 100xHis; ddH20; pH 5,8; 15 g agar pro bakterie.
Pevné Synthetic drop-out (SD) médium -Trp, -Leu, -His (1 I): 6,7 g kvasni¢ny extrakt

bez aminokyselin; 1,4 g synteticky DO Supplement (-Ura, -His, -Leu, -Trp);
2% glukosa; 10 ml 100xUra; ddH20; pH 5,8; 15 g agar pro bakterie.

SOC médium: 0,5% kvasniéni extrakt; 2% trypton; 10 mmol-1"t NaCl; 2,5 mmol-1? KCI;
10 mmol-1"t MgCly; 10 mmol 1"t MgSO4; 20 mmol-1? glukosa.

TAE pufr: 1 mol-1"t EDTA; 40 mol-1? Tris-acetat; ddH.O; pH 8.
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TE pufr: 1 mmol-1 EDTA; 10 mmol-1? Tris; ddH20; pH 8.
Tekuté LB médium (1 1): 15,5 g LB broth; 9,5 g NaCl; ddH20; pH 7.
Tekuté Synthetic drop-out (SD) médium -Trp, -Leu (1 I): 6,7 g kvasni¢ny extrakt

bez aminokyselin; 1,4 g synteticky DO Supplement (-Ura, -His, -Leu, -Trp);
2% glukosa; 10 ml 100xUra; 10 ml 100xHis; pH 5,8.

Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) médium (1 1): 10 g kvasni¢ny extrakt; 20 g pepton;
2% glukosa; ddH20.

Pfipravena média byla po upravé pH autoklavovana pro jejich sterilizaci po dobu 20 min
pti 120 °C. Termolabilni slozky byly do médii ptidavany az po ochlazeni na 60 °C, aby

nedoslo k jejich denaturaci.

3.1.5 Kity

Gateway™ BP Clonase™ II Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific, USA)
Gateway™ LR Clonase™ II Enzyme Mix (Thermo Fisher Scientific, USA)
Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Némecko)

QIA Prep Spin Miniprep (Qiagen, Némecko)

ZR Plant RNA Miniprep (Zymo Research, USA)

3.1.6 Software a programy

Benchling (Benchling Inc., USA)

BestKeeper (Technical University of Munich, Némecko)
Bioedit (Ibis Biosciences, USA)

BLAST (NCBI, USA)

Double Digest (NEB, Velka Britanie)

GeNorm (Biogazelle, Belgie)

ImageJ (National Institues of Health, USA)

Image Lab 5.1 (Bio-Rad, USA)

NCBI Protein (NCBI, USA)

NormFinder (Department of Molecular medicine, Aarhus University Hospital, Dansko)
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OligoAnalyzer (Integrated DNA technologie, USA)
Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008; Dereeper et al., 2010)
gPCR Assay Design (Integrated DNA technologie, USA)
StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific, USA)

T-Coffee (Centre for genomic regulation, Spanélsko)

3.1.7 Laboratorni pomicky

Desticka na qPCR s 96 jamkami (Thermo Fisher Scientific, USA)
Filtr s velikosti port 0,22 um (Bio-Rad, USA)

Modra lampa TL-D 36W/18-Blue (Philips, Nizozemsko)
Multikanalova pipeta (Eppendorf, CR)

Petriho misky 120x120 mm

Pipety (Eppendorf, CR)

Zelena lampa

dalsi pomicky Oddé€leni Molekularni biologie, CRH.

3.1.8 Pristroje

Autoklav HST 5-6-8 (Zirbus, Némecko)
Centrifuga 5427R (Eppendorf, CR)

Centrifuga 5810R (Eppendorf, CR)

Centrifuga NF400 (Merci, CR)

Elektroforeticka komora pro horizontéalni elektroforézu (Biometra, Némecko)
Fytokomora (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)
Fytotron (Weiss Gallenkamp, Velka Britanie)
Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)

Laminarni box (Merci, CR)

NanoDrop Lite (Thermo Scientic, USA)

Skener Perfection V700 (Epson, Japonsko)
Spektrofotometr (Agilent, USA)
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Spektrofotometr (ChromSpec, CR)

Termoblok (BIOER, Cina)

Termocyklér (Biometra, Némecko)

Termocyklér StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems, USA)
Termostat (Memmert, Némecko)

Ttepacka inkubovana Unimax 1010 (Heidolph, Némecko)

UV transluminator (East Scientific Port, Ceska republika)

UV transluminator UVT-20S (Herolab, Némecko)

Vodni lazen (Labicom, Ceska republika)

Vortex (LabNet, USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko)
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3.2 Metody
3.2.1 Analyza délky hypokotyli

Pokusy byly provedeny na semenech rajcete S. lycopersicum L. cv. Ailsa Craig a z této
standardni rostliny (WT; wild type) odvozené transgenni linii tft4, kterd byla pfipravena
pomoci RNA interference. Semena laskavé poskytl Mike Roberts (Lancaster university,
Velkéd Britanie). Pro sterilizaci semen byl pouzit roztok 3% hypochloridu sodného.
Vsechny manipulace se semeny probihaly v prostfedi laminarniho boxu. Semena obou
genotypil byla sterilizovana za obCasného michani v 50ml centrifugacnich zkumavkach
po dobu 20 min, poté byla 6krat promyta sterilni destilovanou vodou. Takto oSetfena
semena byla pfenesena sterilni pinzetou na Petriho misky (120x120 mm) se 40 ml tuhého
Murashige a Skoog média (MS; Murashige a Skoog, 1962) a kultivovana ve vertikalni
poloze ve fytotronu pii 22 °C za temnostnich podminek po dobu tii dnii. Vykli¢ené
semenace obou genotypl byly nasledné pfeneseny na Cerstvé MS médium a kultivace
pokracovala za stejnych podminek po dobu dvou dni.

Polovina vyklicenych semendcti byla kultivovana ve fotokomofe na modrém svétle
po dobu tii dni. Druhd polovina semenéci byla kultivovana po stejnou dobu déle ve tmé.
Byl méten celkovy ptirtstek délky hypokotylti semenéaci po tiech dnech kultivace. Délka
hypokotyli byla méfena pomoci programu Imagel. Byla provedena statisticka analyza

ziskanych dat Studentovym t-testem.

3.2.2 Analyza exprese
3.2.2.1 Priprava vzorki pro qRT-PCR

Sterilizace a kultivace semen Ailsa Craig a tft4 byla provedena stejnym postupem jako
v Kap. 3.2.1. Polovina semenact kazdého genotypu byla ozafovana modrym svétlem
(10 pmol-m™?-s). Po tiech hodinich vystaveni modrému svétlu byly sbirany elongaé¢ni
zony hypokotyld. Druhd polovina semenéacl byla ponechdna ve tmé a elongacni zony
hypokotylti byly odd€lovany pod kontinualnim zelenym svétlem. Sklizené elongaéni
zony hypokotylti byly ihned zmrazeny tekutym dusikem a rozmélnény ve tfeci misce.

Vzorky byly pieneseny do vychlazenych mikrozkumavek a uchovany pii -80 °C.
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3.2.2.2 lzolace RNA

RNA byla izolovana z rostlinného materialu popsaného v Kap. 3.2.2.1. Celkem byla
ziskdna RNA ze Ctyf typu vzorkil ve tfech biologickych opakovanich: (1) etiolované
rostliny Ailsa Craig, (2) etiolované rostliny tft4, (3) Ailsa Craig rostliny ozafené modrym
svétlem, (4) tft4 rostliny ozafené modrym svétlem. Kazdy vzorek byl pfipraven smisenim
elonga¢nich zon hypokotylt z 30 rostlin. K rozdrcenému materialu bylo ptidano 1600 pl
lyza¢niho pufru a RNA byla izolovana podle protokolu ZR Plant RNA Miniprep kitu.
RNA byla eluovana 60 pl RNase-Free vody a uloZena do ledu.

3.2.2.3 Osetreni DNasou a kontrolni PCR

Pro ziskani ¢ist¢ RNA byly vzorky oSetfeny DNasou. Reakéni smés byla pfipravena
dle Tab. 1 a vzorky byly umistény na 45 minut do termobloku vytemperovaného
na teplotu 37 °C. Poté bylo ke vzorkiim pfidano 50 pl LiCl a vzorky byly inkubovany
pii-20 °C po dobu nejméné 1 hodiny. Smés byla dale centrifugovana
13 000 g/5 min/4 °C. Opatrné byl odstranén supernatant a bylo pfidano 500 pl 70%
EtOH. Smés byla centrifugovana 13 000 g/5 min/4 °C, supernatant byl dukladné
odstranén. Pro odpateni zbytki EtOH byly oteviené zkumavky se vzorky polozeny
na ubrousek na max. 5 min pfi pokojové teploté. Pelet byl rozpustén v 30 pul RNase-Free
vody. Vysledny produkt byl uloZzen na led. U vSech vzorki RNA byla zméfena
koncentrace na nanodropu. Pro ovéfeni Cistoty RNA byla zvolena metoda polymerazové
retézové reakce (PCR). Reak¢ni smés pro vSechny typy vzorkl byla pfipravena podle
Tab. 2. Pro amplifikaci byly pouzity primery specifické pro genomickou DNA na gen
GAPDH (Fw 5-ATCCATTTATTTCCACTGATTACAA; Rv 5’-
CATGGGAGCATCTTTGCTA). Program termocykléru byl nastaven podle Tab. 3.

Tab. 1 Reakéni smés pro oSetieni vzorki DNasou.

Slozka Objem [pl]
RNA 60
DNasa 1

10x Turbo DNase pufr 10
RNase-Free H,O 29
Celkovy objem 100

26



Tab. 2 Reakéni smés pro kontrolni PCR.

Slozka Objem [pl]
Templat (RNA, cDNA) 1,0
MyTaq polymerasa 0,1
Pufr pro polymerasu 4,0
dNTP (10 mmol-1?) 1,0
Primer GAPDH Forward (10 umol-17%) 0,5
Primer GAPDH Reverse (10 umol-1?) 0,5
MgCl, 1,2
ddH0 11,7
Celkovy objem 20,0

Tab. 3 Program termocykléru pro kontrolni PCR.

Krok Teplota [°C] Cas [s] Opakovani
Pocatecni denaturace 95 180

Denaturace 95 30

Navazani primert 55 30 34x
Elongace 72 45

Konec¢na elongace 72 300

3.2.2.4 Elektroforéza na agarosovém gelu

Pro vSechny elektroforetické analyzy byl pouzit 1% roztok agarosy v 1x TAE pufru.
50 ml pftipraveného roztoku 1% agarosy bylo nalito do elektroforetické komurky,
k roztoku bylo ptfidano 10 ul Ethidium Bromidu (0,5%) a do roztoku byl ponoien
hfebinek. V tomto stavu byl roztok ponechan 20 minut pro ztuhnuti. Agarosovy gel byl
presunut do elektroforetické komurky naplnéné 1x TAE pufrem. Po ponoieni do pufru
byl z gelu vyjmut hiebinek. Pro elektroforetickou analyzu bylo ke zkoumanym vzorktim
pripipetovano 5 pl vzorkovaciho pufru. Do prvni jamky v gelu bylo vzdy pipetovano 5 pl
standardu. Do zbyvajicich jamek byly pipetovany jednotlivé vzorky. Elektroforeticka
komiurka byla uzaviena a pfipojena ke zdroji napéti 120 V. Elektroforéza probihala
pfiblizn€ 20 minut. Po probéhnuti elektroforézy byl gel vyjmut z elektroforetické
komirky, DNA na gelu byla vizualizovana UV transluminatorem a zobrazena

programem Image Lab 5.1.
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Tab. 4 Reak¢ni smés pro denaturaci RNA.

Slozka Objem [pl]

RNA (2 ng) x (dle koncentrace vzorku)
Oligo dT (100 pmol-1?) 1

ddH0 13- (x+1)
Celkovy objem 13

Tab. 5 Reakéni smés pro reverzni transkripci.

Slozka Objem [pl]
Denaturovana RNA 13
5x pufr pro reverzni transkriptasu 4
dNTPs (10 mmol-17) 2
RevertAid H Minus transkriptasa 1
Celkovy objem 20

3.2.2.5 Reverzni transkripce

CDNA byla pfipravena reverzni transkripci z 2 pg vzorku RNA. V prvnim kroku byly
vzorky RNA denaturovany a byly pfipojeny oligomerni dT primery (10 mmol-17%).
Reakéni smés byla napipetovana podle Tab. 4 a umisténa na 5 min do termocykléru
0 teplote 65 °C, poté byla smés zprudka zchlazena na ledu. V druhém kroku byly ptidany
ke kazdé reakéni smési dalsi slozky podle Tab. 5. Program termocykléru byl nastaven
na42 °C po dobu 60 min a 70 °C po dobu 10 min. Pro ovéfeni produktu reverzni
transkripce byla provedena kontrolni PCR (Kap. 3.2.2.3). Vysledny produkt byl
skladovan pii teploté -20 °C.

3.2.2.6 NavrZeni primeri a vypocet jejich ucinnosti

Vsechny pouzité primery byly navrzeny za pouziti gPCR Assay Design nastroje a byly
ovéfeny v programu OligoAnalyzer (Tab. 6). Specificita primerti byla zkontrolovana
nastrojem BLAST s vyuzitim databaze rajCete. U pouzitych primer byla sledovana
ucinnost. cDNA kazdého vzorku (Kap. 3.2.2.2) byla smichana ve stejném poméru a
Z takto ptipraveného vzorku byla vytvorena fedici fada 1:5, 1:10, 1:50, 1:100 a 1:500.
Do desticky o 96 jamkach byla napipetovana reakéni smés pro vSechny zkoumané geny
ve tfech replikatech podle Tab. 7. Jako templatova cDNA slouzila pfedem pfipravena
fedici fada smesi cDNA. Jako negativni kontrola slouzila reakéni smés bez obsahu cDNA.

Program termocykléru StepOnePlus Real-Time PCR byl nastaven podle Tab. 8 a byly
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méteny hodnoty Ct (z angl. ,,cycle threshold®) jednotlivych vzorku, které vyjadiuji ¢islo
reakéniho cyklu, ve kterém doslo k nartistu fluorescencniho signalu nad prah pozadi,
které se v reakci vyskytuje. Uginnost reakce byla vypoétena ze sklonu standardni kiivky,
jez je vyjadfenim vztahu C: hodnoty vzhledem K fedéni vstupni cDNA. Ucinnost

v procentech pak byla vypoétena podle vzorce E = (10(9-1)-100, kde k je sklon piimky.

Tab. 6 Sekvence pouZitych primeri.

Nazev genu Sekvence primeru
PPIAC Fw 5- CGATGTGTGATCTCCTATGGTC
Rv 5’- AGCTGATGGGCTCTAGAAATC
GAPDH Fw 5’- AACCGGTGTCTTCACTGACAAGGA
Rv 5'- CACCCACAACAAACATGGGAGCAT
TUB Fw 5- TGATATCCCACCAACTGGGCTGAA
Rv 5'- CTTGCGCCTGAACATGGCAGTAAA
EF-1 Fw 5- TCAGGCTGACTGTGCTGTTCTCAT
Rv 5'- GACACCAAGGGTGAAAGCAAGCAA
UBO Fw 5- TTCCTTCAGACCAGCAGAGGTTGA
Rv 5'- TTTGCATACCACCACGTAGACGGA
ACT Fw 5 - TGTGTTGGACTCTGGTGATGGTGT
Rv 5'- TCAAGACGGAGAATGGCATGTGGA
PHOTL Fw 5- AGGAAGGACAGCCCATCTTGGAAA
Rv 5'- CCGCAAAGCTCCACTAAATGCACA
TET1 Fw 5’- AACACATCCGATACGACTTGG
Rv 5’- CCCATAGTGTCCAGTTCAGC
TET2 Fw 5- TGGCTGAATTTAAGACCGGAG
Rv 5'- AAGTTGAAGCCAGTCCAAG
TET3 Fw 5’- CTGGCTCTCAACTTCTCTGTG
Rv 5'- TCCCAATGTATCCAACTCAGC
TET4 Fw 5- GACTTGCCCTTAACTTTTCCG
Rv 5’- CCTTGTAAGATTCCTCACCCAG
TETS Fw 5'- GTGCTTGTAATCTCGCCAAAC
Rv 5'- GCATATCCGAGGTCCACAAAG
TET6 Fw 5’- GCTCCTACACATCCAATCCG
Rv 5'- GATTACAGGCACGATCAGGAG
TET7 Fw 5'- AATGGTTGAAGCAATGAAGGC
Rv 5'- AGACAAGATCCGCCATGAAG
TETS Fw 5'- GGCTTCATCCAAAGAACGTG
Rv 5'- ATCAACCATCTCATCGTAGCG
TETO Fw 5'- TGAATTGACTGTGGAGGAAAG
Rv 5- AATAGTCTCCCTTCATCTTGTG
TET10 Fw 5'- GAAAATCTCAGCCGTGAACAG

Rv 5'- AGATTCCGTTCCTCAACAGTG
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Tab. 7 Reakéni smés pro qRT-PCR.

Slozka Objem [pl]
Templatova cDNA (fedéni 1:100) 1,5
GreenMaster SYBR Premix with high ROX 5
Forward primer (10 pmol-1?) 0,3
Reverse primer (10 pmol-17) 0,3
PCR-grade H,O 2,9
Celkovy objem 10

Tab. 8 Program termocykléru pro gRT-PCR.

Teplota (°C) Cas [s] Pocet opakovani
95 600
95 15
40
60 60

3.2.2.7 Vybér referencniho genu

Pro vybér vhodnych referencnich genti bylo porovnavano 6 gent: GAPDH
(NM_001247874.2), TUB (NM_001247878.2), ACT (NM_001330119.1), PP2Ac2
(NM_001246875.2), EF-1 (NM_001247106.2), UBQ (XM_010326024.2) (Tab. 6),
jejichz exprese byla sledovéana ve vSech typech izolovanych vzorki. Jako templat byly
pouzity 50x tedéné vzorky cDNA. Kazdy vzorek byl hodnocen ve tfech replikatech.
Metoda qRT-PCR byla provedena vyse uvedenym postupem (Tab. 7, 8). Stabilita exprese
referen¢nich genti byla hodnocena tfemi nezavislymi programy GeNorm, NormFinder a

BestKeeper.

3.2.2.8 gqRT-PCR analyza exprese
Byla sledovana exprese 14-3-3 gent S. lycopersicum L. TFT1-TFT10 a soucasné i exprese
PHOTL. Jako templat slouzily ¢tyfi rizné vzorky cDNA (Kap. 3.2.2.2). Kazdy vzorek
byl méfen ve tfech biologickych a tfech technickych replikdtech. Reakéni smés byla
pipetovana dle Tab. 7 do desticky s 96 jamkami. qRT-PCR reakce byla provedena
stejnym postupem jako v Kap. 3.2.2.6. PfislusSnym programem StepOnePlus byly
vytvareny disociacni kiivky pro jednotlivé vzorky a méfeny hodnoty Ct.

K zjisténi relativni exprese byla vyuzita Pfafflova metoda (Pfaffl, 2001), ktera
zohlediuje rozdilné G¢innosti jednotlivych primerd. Hodnoty Ct byly normalizovany

k referencnim genim PP2Ac2 a GAPDH. Relativni mira exprese mezi jednotlivymi
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vzorky byla vztazena ke kontrolnimu vzorku ze tmy. VSechny vysledky byly hodnoceny

s ohledem na chybovou tsecku tii biologickych replikati.

3.2.3 Dvouhybridni kvasinkovy systém (Y2H)

3.2.3.1 Vstupni konstrukty pro Y2H

Pro ucely bakalarské prace byly poskytnuty geny TFT4, TFT6 a TFT9 zaklonované
do vektoru pENTR1A (Obr. 4) a dale amplifikovany gen PHOTL1 s rekombina¢nimi misty
attB. Prace navazovala tvorbou vstupniho konstruktu pDONR207:PHOT1 a nasledné
pripravou kone¢nych konstruktti pro dvouhybridni kvasinkovy systém.

Pro vloZeni sekvence PHOT1 do pDONR207 (Obr. 4) byla vyuzita metoda Gateway™
klonovani BP reakci zaloZeného na rekombinaci. Reakéni smés BP reakce byla
napipetovana dle Tab. 9. Smés byla inkubovana ve vodni 1azni o teploté 25 °C pies noc.
Druhy den bylo ke kazdé reakéni smési pfidano 0,5 pl proteinasy K a vzorky byly
inkubovany 10 minut pii 37 °C.

PENTR1A Dual Selection = pDONR207

3754 bp 5585 bp

Obr. 4 Mapa vektori pENTR1A a pDONR207. pENTR1A: attL1, attL2, specificka
rekombina¢ni mista; MCS1, MCS2, multiklonovaci mista; CmR, gen rezistence
na chloramfenikol; ccdB, selekéni marker; KanR, gen rezistence na kanamycin; pUC ori,
poéatek replikace. pPDONR207: attP1, attP2, specifickd rekombina¢ni mista; GmR, gen
rezistence na gentamicin. Mapy vektoru byly vytvoreny v online programu Benchling.
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Tab. 9 Reak¢ni smés BP reakce.

Slozka Objem pl
Donorovy vektor (150 ng) pDONR207 3
PCR produkt (150 ng) 1
Gateway™ BP Clonase Il 1
Celkovy objem 5

3.2.3.2 Transformace bakterii a izolace plasmidi
K 50 pl chemokompetentnich bun¢k E. coli bylo ptidano 1,5 pl vstupnich konstruktd
PENTR1A:TFT4, pENTR1A:TFT6, pENTR1A:TFT9 nebo reakéni smési BP reakce
pro piipravu pDONR207:PHOT1. Smés byla ponechana 20 min na ledu. Poté byl
proveden teplotni Sok o teploté 42 °C na 1 min a smés byla ihned ochlazena ponofenim
mikrozkumavek do ledu. Za pokojové teploty bylo ke smési piidano 250 ul SOC média
a zkumavky byly inkubovany za stalého tiepani 180 rpm/37 °C. Po uplynuti 1 hod byla
smés rozetfena na Petriho misku s 25 ml pevného LB média obsahujiciho ptisluSna
antibiotika.

Bakterie transformované plasmidem pENTR1A byly kultivovany na LB médiu
s kanamycinem (vysledna koncentrace v médiu 50 pg-ml™?) a bakterie nesouci plasmid
pDONR207 na LB médiu s gentamicinem (30 pg-ml™). Misky byly inkubovany dnem
vzhtliru ptes noc pii 37 °C. Z kazdé kultury byla vypichnuta jedna kolonie bakterii a
pienesena do 5 ml tekutého LB média s ptisluSnym antibiotikem. Kultivace probihala
pies noc na tiepacce pii 180 rpm/37 °C.

Plasmidy byly izolovany podle postupu QIA Prep Spin Miniprep kitu. Nakonec bylo
na stfed kolonek napipetovano 40 pl eluéniho pufru a vzorky byly umistény na 1 min
do termobloku o teploté 60 °C. Po centrifugaci byla zmétena koncentrace izolovanych

plasmidd. Vzorky plasmidu byly skladovany pti -20 °C.

3.2.3.3 Kontrolni restrikce pPDONR207:PHOT1

Ovéfeni Uspésnosti BP reakce bylo provedeno restrikci pPDONR207:PHOT1 restrikéni
endonukleasou Bglll v pufru 10x NEB 3.1. Reakéni smés (Tab. 10) byla inkubovana
pii 37 °C po dobu 2 hod. Restrikéni smés byla analyzoviana pomoci agarosové

elektroforézy (Kap. 3.2.2.4). Jako standard byl pouzit 1 kb Plus DNA ladder.

32



Tab. 10 Reak¢ni smés kontrolni restrikce.

Slozka Objem [pl]
Plasmidova DNA 5
Restrikéni endonukleasa 0,3
Puft pro restrikéni endonukleasu 1
ddH:0 3,7
Celkovy objem 10

Tab. 11 Reakéni smés restrikce enzymem Nrul.

Slozka Objem [pl]
PENTRIA:TFT4/pENTR1A:TFT6/pENTR1IA:TFT9 15
10x NEB 3.1 pufr 3
Nrul 1
ddH.0 11
Celkovy objem 30

3.2.3.4 Restrikce vstupnich pENTR1A klonii enzymem Nrul

Jelikoz donorovy vektor pPENTR1A i destinaéni vektor pGBKT7 nesou oba rezistenci
ke kanamycinu, bylo nutné pted dalsim krokem pENTR1A:TFTxX linearizovat restrik¢nim
enzymem Nrul. Reakéni smés pro jednu reakci byla napipetovana na zéklad¢ informaci
o optimalnich podminkach reakce v aplikaci DoubleDigest (Tab. 11) a inkubovana
pii 37 °C pfes noc. Ovéfeni UspéSnosti restrikce bylo provedeno elektroforézou
na 1% agarosovém gelu (Kap. 3.2.2.4). Elektroforéza probihala pfi napéti 70 V.
Na precisténi vzorki po restrikei byl pouzit Nucleospin Gel and PCR Clean-up Kit podle

ptiloZeného manualu. Pfecistény linearizovany plasmid byl eluovéan 15 pl elu¢niho pufru.

3.2.3.5 LR klonovani do destinac¢nich vektori

Geny TFT4, TFT6 a TFT9 byly LR rekombina¢ni reakci klonovany z rozstépenych
vstupnich vektori pPENTR1A do destina¢nich vektort pGBKT7 a pGADT7 (Obr. 5,
Tab.12). Stejnym zptsobem byla provedena i LR reakce mezi vstupnim
konstruktem pDONR207:PHOTL1 a destina¢nimi vektory pGBKT7 a pGADT7. Reak¢ni
smés byla napipetovana podle Tab. 13. Vzorky byly inkubovany pies noc ve vodni lazni
o teploté 25 °C. Poté bylo piipipetovano 0,5 ul proteinasy K na dobu 10 min pii 37 °C.
Nasledujici kroky klonovani byly provedeny stejnym postupem jako pii BP reakci
(Kap. 3.2.3.2).
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Tab. 12 Charakteristika destina¢nich vektoru. AD, aktiva¢ni doména; DNA BD, vazebna
doména; LEU2, gen pro syntézu leucinu; TRP1, gen pro syntézu tryptofanu.

pGADT7 ,kofist pGBKT7 ,,navnada“
GAL4 doména AD DNA BD
Gen rezistence na antibiotikum Ampicillin Kanamycin
Gen pro syntézu aminokyseliny LEU2 TRP1

Tab. 13 Reaké¢ni smés LR reakce pro TFT.

Slozka Objem [pl]
Destina¢ni vektor pGBKT7/pGADT7 1,5
Vstupni klony 2,5
Gateway™ LR Clonase Il 1
Celkovy objem 5
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Obr. 5 Mapy destina¢nich vektori pGBKT7 a pGADT7. pGBKT7: TRP1, gen pro syntézu
tryptofanu; GAL4 BD, DNA-vazebna doména GAL4; attB1, attB2, specificka rekombina¢ni
mista; CmR, gen rezistence na chloramfenikol; ccdB, selekéni marker; pUC ori, podatek
replikace plasmidu; KanR, gen rezistence na kanamycin; 2 micron ori, poéatek replikace
v kvasinkach. pGADT7: SV40 NLS, jaderny lokaliza¢ni signil; GAL4 AD, aktivaéni
doména GAL4; LEU2, gen pro syntézu leucinu; AmpR, gen rezistence na ampicillin. Mapy
vektori byly vytvoireny v online programu Benchling.

3.2.3.6 Kontrolni restrikce expresnich klont

Pro ovéteni uspéSnosti rekombinacniho klonovani byla ziskand plasmidovd DNA
podrobena restrikéni analyze. Na restrikci byla pouzita jedna nebo dvé restrikéni
endonukleasy ve vhodném pufru (Tab. 10, Tab. 14). Smés byla inkubovana pti 37 °C

ptes noc. Restrikce byly analyzovany pomoci agarosové elektroforézy (Kap. 3.2.2.4)

se standardem 1 kb Plus DNA ladder.
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Tab. 14 Restrik¢éni endonukleasy pouZité pro kontrolni restrikci.

Konstrukty Restrikéni Pufr pro restrik¢éni
endonukleasy endonukleasu
pGADT7:TFT4 Hindll-HF 10x CutSmart
pGADT7:TFT6 Bglll, Sall 10x NEB 3.1
pGADT7:TFT9 Xhol, Xbal 10x CutSmart
pGADT7:PHOT1 BamHI-HF, Xhol 10x CutSmart
pGBKT7:TFT4 HindllI-HF 10x CutSmart
pGBKT7:TFT6 Hindll-HF 10x CutSmart
pGBKT7:TFT9 Xbal 10x CutSmart
pGBKT7:PHOT1 BamHI-HF 10x CutSmart

3.2.3.7 Transformace kvasinek

Kvasinky S. cerevisiae kmen Matchmaker Y2HGold byly transformovany podle
upraveného protokolu Gietz a Schiestl (1995). Kvasinky byly kultivovany pro pomnoZzeni
V YPD médiu asi 12 hodin do OD 0,9, méfeném na spektrofotometru pii 600 nm.
Pottebné mnozstvi kultury bylo pielito do 50ml centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovano
3000 g/5 min/24 °C. Po centrifugaci byl odlit supernatant, pelet byl rozsuspendovan
v 20 ml sterilni destilované vody. Kultura byla opét centrifugovana 3 000 g/5 min,
supernatant odlit a pelet rozpustén v potifebném mnozstvi sterilni destilované vody. Takto
ptipravena kultura byla rozpipetovana po 1 ml do 1,5ml mikrozkumavek a centrifugovana
pii 6 000 g/5 min/24 °C. Po centrifugaci byl odpipetovan supernatant a ke kvasinkam
bylo postupné ptidavano 500 ul 50% PEG, 72 ul 1 mol-1™ LiAc, 50 ul Yeastmaker Carrier
DNA o koncentraci 2 mg-ml™? (denaturace pii 95 °C, rychlé zmraZeni na ledu) a 1 pg
kostruktt/prazdnych vektort (Tab. 15). Jako pozitivni kontrola byla pouzita
kotransformace vektori pGBKT7-53 a pGADT7-T, jako negativni kontrola
kotransformace pGBKT7 se zaklonovanou sekvenci laminu a vektoru pGADT7-T.

Celd smés byla dikladné promichana a dale inkubovana za kontinudlniho tfepani
pti 200 g/30 min/30 °C. Dale byla smés umisténa do vodni lazné o teploté 42 °C
na 15 minut. Kazdych 5 minut byla smés dikladné protfepana. Nasledné byla provedena
centrifugace pti 6 000 g/5 min/24 °C. Po centrifugaci byl odpipetovan supernatant, pelet
byl rozsuspendovan v 100 pl sterilni vody. Kultury byly rozetfeny na plotny s 25 ml
tuhého SD média -L, -W. Kultivace probihala pii teplot¢ 28 °C po dobu 2-3 dnt.
Po kultivaci na pevném médiu byly zaloZeny tekuté kultury vypichnutim jedné kolonie

do 1 ml tekutého SD média -L, -W. Kultivace probihala dalsi 1 den pfi teploté 28 °C.
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Tab. 15 Kombinace konstrukta Y2H.

PGADT7 PGBKT7 PGADT7 pGBKT7
0 0 TFT6 TFT4
TFT4 0 TFT6 TFT9
TFT6 0 TFT9 TFT4
TFT9 0 TFT9 TFT6
PHOT1 0 PHOT1 TFT4
0 TFT4 PHOT1 TFT6
0 TFT6 PHOT1 TFT9
0 TFT9 TFT4 PHOT1
0 PHOT1 TFT6 PHOT1
TFT4 TFT6 TFT9 PHOT1
TFT4 TFT9

Kultury byly natedény tekutym SD médiem pro vyrovnani koncentraci jednotlivych
kultur vzhledem ke kultufe s nejniz§im OD. Kultury byly naneseny ve formé kapek
multikanalovou pipetou na sérii selekénich médii: SD -L, -W; SD -L, -W, -H; SD -L, -W,
+ 1 mmol-1? 3-AT (3-amino-1,2,4-triazol); SD -L, -W, + 3 mmol-1* 3-AT; SD -L, -W,
+ 5 mmol-1? 3-AT. Kultivace probihala 5 dni pti 28 °C. Fotografie vyslednych kolonii

kvasinek byly potfizeny skenerem pomoci programu WinRHIZO.

3.2.4 Tvorba fylogenetického stromu

Pro tvorbu fylogenetického stromu byly pouzity proteinové sekvence 14-3-3 proteinil
S. lycopersicum L. a A. thaliana ziskané z databaze NCBI Protein. Sekvence proteint
ve FASTA formatu byly porovnany online nastrojem T-Coffee. Fylogeneticky strom byl
vytvofen v programu Phylogeny.fr, ktery vyuZiva statistickou metodu maximalni

vérohodnosti.
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4 VYSLEDKY

4.1 Analyza priristku délky hypokotyla

Pro posouzeni vlivu vypnuti exprese TFT4 na délku hypokotylu pfi riistu ve tmé a stejné
tak i po de-etiolizaci modrym svétlem byl porovnavan piiristek délky hypokotylu
od prvniho dne kli¢eni az po tieti den ristu semenace u standardni rostliny Ailsa Craig a
transgenni linie tft4. Pro eliminaci vlivu rozdilné doby vykli¢eni semen, nebyla sledovana
délka hypokotylu, ale jeho pfiriistek. V dob¢ nastupu kliceni nebyl mezi obéma genotypy
pozorovan v pramérné délce hypokotyli zadny rozdil. Po vykli¢eni byla polovina
semenact ponechana ve tmé, druhd polovina vystavena ristu na modrém svétle. Rostliny
obou genotypti vykazovaly po tfech dnech riistu ve tmé typickou morfologii etiolované
rostliny, tzn. dlouhé hypokotyly a nerozvinuté délohy bile az zluté zbarvené. Naopak
rostliny rostouci na modrém svétle mély krat$i hypokotyly a rozvinuté délohy, zelené
zbarvené (Nemhauser a Chory, 2002).

Mezi piiristkem délky hypokotylu standardni a transgenni rostliny ve tmé nebyl
pozorovan rozdil. Nicméné na modrém svétle byl rozdil v ptiristku délky hypokotylu
mezi standardni a transgenni rostlinou vyhodnocen jako statisticky signifikantni.
Transgenni rostliny tft4 vykazovaly vétsi piirtstek v délce hypokotylu po tfech dnech
rastu (Obr. 6).

A. Prirastek délky hypokotylu ve B. Prirtstek délky hypokotylu na
tmé modrém svétle
z g 6,000 2 g 6,000
3 < 4,000 I 3 S 4,000
~ = x > *
ig’ :;: 2,000 % :g 2,000 - -
a > 0,000 & = 0,000
AC dark tft4 dark AC bl tft4 bl

Obr. 6 Analyza p¥iriistku délky hypokotylu. (A) Analyza pririistku délky hypokotylu 3 dny
starych semenac¢u Ailsa Craig (AC) a tft4 ve tmé (dark). (B) Analyza piiristku délky
hypokotylu 3 dny starych semenaci Ailsa Craig (AC) a tft4 na modrém svétle (bl).
*Statisticky signifikantni rozdil vypocitany Studentovym t-testem, p < 0,05.

37



4.2 gRT-PCR

4.2.1 Analyza stability referen¢nich genu

Vybér vhodného referencniho genu je klicovym krokem pro spravnou kvantifikaci zmén
genové exprese, proto bylo nutné pied samotnym provedenim qRT-PCR vybrat
referen¢ni gen, vykazujici v ramci vSech pouzitych vzorki nejstabilnéjsi expresi. Stabilita
exprese byla porovnavana u Sesti vybranych referen¢nich gentt ACT, EF-1, GAPDH,
PP2Ac2, TUB a UBQ napfic vzorky elongacnich zén hypokotyll etiolovanych a modrym
svétlem de-etiolovanych standardnich rostlin Ailsa Craig a transgennich rostlin tft4.
Uginnost primert byla hodnocena na zakladé amplifikace standardni k¥ivky s vyuZitim
matrice ptfipravené smichanim cDNA vsSech pfipravenych vzorkd ve stejném pomeéru a
jejich naslednym fedénim 5x, 10x, 50x, 100x a 500x. Uginnost testovanych primert se
pohybovala vrozmezi 0,9-1,1. Pro nasledné posouzeni stability geni a vybér
nejvhodnéjsiho genu byly pouzity nezdvisle tfi programy BestKeeper, geNorm a
NormFinder (Vandesompele et al., 2002; Andersen et al., 2004; Pfaffl et al., 2004).

4.2.1.1 BestKeeper

Prvnim z pouzitych programt na hodnoceni stability referencnich geni byl BestKeeper.
Tento program pracuje s Ct hodnotami jednotlivych genii a aplikuje deskriptivni statistiku
pro ziskdni hodnot koeficientu variace (CV) a smérodatné odchylky (SD). Hodnota
smérodatné odchylky bodu protnuti (CP) SD [+ CP] > 1 znaci nestabilitu genu. Naopak
2004). Na zéklad¢ téchto kritérii byl jako nejstabilnéjsi referencni gen v ramci

testovanych vzorkll vyhodnocen GAPDH (Tab. 16).

Tab. 16 Analyza stability kandidatnich referencénich geni vyhodnocena programem
BestKeeper. CV [% CP], koeficient variace vyjadifeny v procentech bodu protnuti (CP); SD
[+ CP], smérodatna odchylka CP; SD [+ x-fold], smérodatna odchylka stupné exprese.

Gen CV [% CP] SD [+ CP] SD [+ x-fold]
GAPDH 0,71 0,14 1,11
TUB 1,11 0,19 1,16
PP2Ac2 1,21 0,30 1,25
ACT 1,69 0,37 1,32
EF-1 2,82 0,48 1,43
UBQ 411 0,70 1,69
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4.2.1.2 geNorm

Jako dal$i néstroj pro porovnani stability referenc¢nich gent slouzi program geNorm.
geNorm provadi vypocet tzv. parové variace mezi kazdymi dvéma referencnimi geny.
Vysledkem téchto vypoctl je primérnd stabilita exprese M, jejiz hodnota by méla
byly vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi reference, a to gen GAPDH spolu s genem PP2Ac2
(Obr. 7).

Primérnd hodnota stability exprese referencnich gen(

0,07

0,06 -

0,05 - \

0,04 - ~——_
0,03 - \

Primérna stabilita exprese M

\
0,02 -
0,01 -
0
UBQ EF-1 ACT TUB GAPDH
PP2Ac2
<::iii Nejméné stabilni geny Nejvice stabilni geny ::::>

Obr. 7 Graf poiadi stability genové exprese 6 kandidatnich referenénich geni vytvoreny
programem geNorm. Nizké hodnoty M odpovidaji vyssi stabilité genu.

4.2.1.3 NormFinder

Stabilitu exprese referenc¢nich genti porovnava i program NormFinder. Strategii programu
NormFinder je odhadnuti variace exprese genu na zaklad¢ vytvofeného modelu. Tento
program bere v tvahu pouzivani riznych podskupin vzorku v experimentu. Variace
exprese referennich genli je hodnocena vramci kazdé podskupiny, ale 1 mezi
jednotlivymi podskupinami. Vystupem programu jsou hodnoty stability pro jednotlivé
geny, priCemz niz§i hodnoty odpovidaji vyssi stabilit¢ (Andersen et al., 2004).
| v NormFinder analyze byl vyhodnocen jako nejstabiln€jsi gen GAPDH, druhym
nejstabilnéjsim byl vybran PP2Ac2 (Tab. 17).

39



Tab. 17 Hodnota stability referen¢nich genti vypoctena programem NormFinder. NiZsi
hodnoty odpovidaji vyssi stabilité genu.

Gen Hodnota stability
GAPDH 0,003
PP2Ac2 0,004
ACT 0,006
TUB 0,008
EF-1 0,014
UBQ 0,020

Koneénym zhodnocenim vysledkti vSech tii programa byly vybrany GAPDH a
PP2Ac2 jako nejstabilngjsi referenc¢ni geny v rdmci analyzovanych vzorki elongacnich
z6n hypokotyld. Naopak geny UBQ a EF-1 se ve vSech analyzach ukazaly jako nejméné
stabilni. Pro naslednou qRT-PCR analyzu byly pouzity oba geny GAPDH a PP2Ac2 jako

reference.

4.2.2 Relativni exprese TFT

S cilem urcit Glohu 14-3-3 proteind v inhibici prodluzovani bunék hypokotylu
pii de-etiolizaci na modrém svétlem byla pomoci QRT-PCR sledovana exprese dvanacti
14-3-3 genl rajéete oznacovanych jako TFT1-TFT12. Mira exprese byla zjiStovana
Vv elongacnich zdénach hypokotyli etiolovanych a modrym svétlem de-etiolovanych
standardnich rostlin Ailsa Craig a z nich odvozenych transgennich rostlin tft4. Vysledky
gRT-PCR byly normalizovany vzhledem ke geometrickému priméru dvou referencnich
geni GAPDH a PP2Ac2. Exprese vSsech TFT byla dale vztazena k expresi TFT1
u kontrolniho vzorku Ailsa Craig ze tmy. Pro vyhodnoceni relativni exprese byla vyuzita
Pfafflova metoda zohledujici rozdilnou ucinnost pouzitych primerd (Pfaffl, 2001).
Vysoka homologie mezi geny TFT4 a TFT11 nedovolila navrzeni specifickych primert
pro kazdou z isoforem. Exprese TFT2 a TFT12 nebyla ve zvolenych podminkach
detekovana.

Vyrazny narist exprese analyzovanych TFT genli byl zaznamenam v elongacnich
zonach hypokotylt u standarni rostliny Ailsa Craig po ozafeni modrym svétlem.
Jak ve tm¢, tak na modrém svétle se v hypokotylech Ailsa Craig nejvice exprimovaly
isoformy TFT3, TFT6 a TFT9, naopak transkripty TFT10 byly nejméné zastoupené (Obr.
8A, 8B). U homozygotni transgenni linie tft4 byla potvrzena témét nulova exprese TFT4.
Vyznamny rozdil oproti hypokotylim standardni rostliny byl pozorovan
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ve zvysené expresi vSech TFT genl v elongacnich zénach hypokotyli tft4 ve tmeé.
Naopak hladina TFT transkriptd v hypokotylech ozafenych modrym svétlem se u vétSiny
isoforem jen mirn¢ zménila, aZz na isoformy TFT6 a TFT9. Zatimco u isoformy TFT6

doslo k naristu exprese, exprese TFT9 se vyrazné snizila (Obr. 8B).

A. Relativni exprese TFT ve tmé
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Obr. 8 Relativni exprese TFT genii. Relativni exprese TFT v elonga¢ni zoné hypokotyla 3
dny starych semenaci rostoucich (A) ve tmé (dark) a (B) ozafenych modrym svétlem (bl)
u Ailsa Craig (AC) a tft4d. Exprese byla normalizovana vzhledem ke geometrickému
priméru exprese referen¢nich geni GAPDH a PP2Ac2, hodnoty jsou vyjadieny v poméru
k expresi TFT1 ve tmé u standardni rostliny Ailsa Craig. *Statisticky signifikantni rozdil
vypolitany Studentovym t-testem mezi standardni rostlinou a tft4, < 0,05. Vysledky
predstavuji standardni chybu priméru t¥i nezavislych biologickych replikatii.
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4.2.3 Relativni exprese PHOT1

Metoda qRT-PCR byla vyuzita i pro pozorovani pfipadnych rozdilt v expresi PHOT1
mezi genotypy Ailsa Craig a tft4. Exprese geni PHOT1 byla méfena v elongaénich
zonach hypokotylti rostlin de-etiolovanych modrym svétlem a etiolovanych rostlin
standardu Ailsa Craig i transgenni rostliny tft4. Vysledky qRT-PCR byly normalizovany
vzhledem ke geometrickému praméru dvou referen¢nich geni GAPDH a PP2Ac2.
Relativni exprese PHOTL1 byla stanovena pomoci Pfafflovy metody a byla vztazena
k expresi PHOT1 kontrolniho vzorku Ailsa Craig ze tmy.

Byla pozorovana vysoka variabilita v expresi PHOT1 mezi biologickymi replikaty.
Pozorovana variabilita miZe byt spojena s faktem, ze transkripty PHOT1 vykazuji velmi
citlivé reakce na svétlo. Pfesto byl pozorovan nartst exprese PHOT1 v etiolovanych

hypokotylech u transgenni rostliny tft4 ve srovnani se standardni rostlinou (Obr. 9).

Relativni exprese PHOT1
2,00
1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60 *
0,40
0,20

0,00

Relativni hodnota exprese

AC dark AC bl tftd dark tft4 bl

Obr. 9 Relativni exprese genu PHOT1. Relativni exprese PHOT1 v elonga¢ni z6né
hypokotylii 3 dny starych semenaci rostoucich ve tmé (dark) a ozaienych modrym svétlem
(bl) u Ailsa Craig (AC) a tft4. Exprese byla normalizovana vzhledem ke geometrickému
priméru exprese referen¢nich geni GAPDH a PP2Ac2, hodnoty jsou vyjadieny v poméru
k expresi PHOT1 ve tmé u standardni rostliny Ailsa Craig. *Statisticky signifikantni rozdil
vypolitany Studentovym t-testem mezi standardni rostlinou a tft4, < 0,05. Vysledky
predstavuji standardni chybu priméru t¥i nezavislych biologickych replikati.
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4.3 Dvouhybridni kvasinkovy systém

Dvouhybridni kvasinkovy systém (Y2H) funguje na principu obnovy funkce
transkripéniho faktoru GAL4, jakmile dojde ke znovuspojeni aktivacni domény (AD) a
DNA-vazebné domény (DNA-BD). Tyto domény byly fuzovany s cilovymi proteiny
pomoci Gateway™ klonovani, kdy byly piislusné sekvence vloZeny do vektord pGADT7

obsahujiciho AD doménu a pGBKT7 nesouciho DNA-BD doménu (Obr. 10).

4.3.1 Priprava vstupnich a expresnich kloni

Na piipravu vstupnich a expresnich klonti nesoucich sekvence PHOT1, TFT4, TFT6 a
TFT9 pro Y2H bylo vyuzito Gateway'™ klonovéni. Pro ugely bakalafské prace byla
poskytnuta naamplifikovand sekvence PHOT1 a vstupni vektory pENTR1A nesouci
TFT4, TFT6 a TFT9. Nejprve byla sekvence PHOT1 BP reakci vlozena do vstupniho
vektoru pDONR207. Uspésnost klonovani byla ovéfena restrikci pomoci enzymu Bglll,
ktery §tépi 2016 bp od start kodonu ATG PHOT1 a v pozici 3744 bp ve vektoru
pDONR207, vznikne tak fragment dlouhy 1782 bp a fragment nesouci zbytek sekvence
PHOTL1 a sekvenci vektoru o velikosti 4926 bp. Vysledky restrikce byly separovany
agarosovou elektroforézou. Vstupni klony TFT4, TFT6 a TFT9 ve vektoru pENTR1A a
PHOT1 ve vektoru pDONR207 byly dale vyuzity pro tvorbu expresnich kloni Y2H
za vyuziti LR reakce.

<— GAL4 AD

Obr. 10 Princip metody Y2H. Jeden protein zajmu (bait, navnada) je fizovan s GAL4 DNA-
vazebnou doménou (GAL4 DNA-BD) a druhy protein (prey, Kofist) je fuzovan s GAL4
aktivaéni doménou (GAL4 AD). K transkripci reportérovych geni dochazi pouze
po interakci proteini a nasednuti na promoter (Clontech, 2017).
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LR reakci byly vSechny geny TFT i PHOT1 zaklonovany do dvou expresnich vektori
pro Y2H test pGBKT7 a pGADT?7. Pro kontrolu vysledku klonovani TFT4 do pGADT7
bylo provedeno Sté€peni konstruktu restrikénim enzymem HindIll, ktery S$tépi
Vv pozici 746 bp sekvence genu TFT4 a na dvou pozicich 1478 bp a 4081 bp ve vektoru
pGADTY7, ¢imz vznikaji tfi fragmenty. Fragment o velikosti 7187 bp zahrnuje cast
sekvence TFT4 a podil sekvence pGADT7, dalsi fragment o velikosti 352 bp zahrnuje
druhou c¢ast sekvence TFT4 a ¢ast vektoru pGADT7, posledni fragment o velikosti
1378 bp obsahuje pouze ¢ast sekvence vektoru. Pro ovéfeni klonovani TFT4 do vektoru
pGBKT7 byl pouzit restrikéni enzym HindIIl, ktery $tépi v pozici 746 bp sekvence TFT4
a ve tfech pozicich 787 bp, 3479 bp a 8417 bp sekvence pGBKT7. Vzniknou tak ¢tyfi
fragmenty o velikostech 4938 bp, 1498 bp, 1432 bp a 387 bp (Obr. 11).

Klonovani TFT6 do pGADT?7 bylo ovéteno enzymy Bglll a Sall. BglII $tépi jednou
v pozici 268 bp v sekvenci TFT6 a enzym Sall $tépi jednou v pozici 1897 bp sekvence
pGADTY7. Vznikaji tak dva fragmenty o velikosti 8260 bp a 338 bp. Klonovani TFT6
do pGBKT7 bylo ovéfeno enzymem HindIIl, ktery $té€pi v pozici 37 bp genu TFT6 a
Vv pozicich 787 bp, 3479 bp a 8417 bp v sekvenci pGBKT7. Vznikaji tak ¢tyii fragmenty
0 velikosti 4938 bp, 1498 bp, 920 bp a 723 bp (Obr. 11).

Ovéfteni klonovani genu TFT9 do vektoru pGADT7 bylo provedeno enzymy Xbal a
Xhol. Enzym Xbal §tépi v pozici 223 bp genu TFT9 a enzym Xhol §tépi v pozici 3832 bp
ve vektoru pGADT7 za vzniku dvou fragmentl o velikosti 8292 bp a 598 bp. Enzymem
Xbal bylo ovétreno klonovani TFT9 do pGBKT7. Tento enzym §tépi jednou v genu TFT9
a v sekvenci vektoru pGBKT7 v mistech 7000 bp a 7788 bp za vzniku Ctyf fragmentt o
velikosti 4629 bp, 3370 bp, 1141 bp a 788 bp (Obr. 12).

Klonovani PHOT1 do pGADT7 bylo ovéieno enzymy BamHI a Xhol. BamHI §tépi
v pozici 741 bp genu PHOT1 a enzym Xhol $tépi v pozici 3832 bp vektoru pGADT7
za vzniku dvou fragmentt o velikosti 8673 bp a 2538 bp. Enzymem BamHI bylo ovéfeno
i klonovani PHOT1 do pGBKT7. BamHI stépi gen PHOTL1 v jedné pozici a vektor
PGBKT7 v pozici 2377 bp za vzniku dvou fragment o velikosti 8273 bp a 2350 bp
(Obr. 12).

Uspé&snost klonovani byla ovéfena elektroforézou na agarosovém gelu a naslednou
sekvenacni analyzou bylo ovéfeno, Ze vSechny geny byly UspéSné zaklonovany

do expresnich vektora.

44



1kb pGADI7: pGBKT7: pGADT7: pGBKT7:
Plus TFT4 TFT4 TFT6 TFT6
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1000 bp
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352 bp

Obr. 11 Elektroforetogram restrikce vektoru PGADTY7 a pGBKTY se zaklonovanymi geny
TFT4 a TFT6 za vyuziti standardu 1 kb Plus DNA. Stépeni konstrukta pGADT7:TFT4,
pGBKT7:TFT4 a pGBKT7:TFT6 bylo provedeno enzymem Hindlll, pGADT7:TFT6 enzymy
Bglll a Sall.

8260 bp

1498 bp
1432 bp 1;‘295 g’;’
723 bp

387 bp 338 bp

1kb pGADT7: pGBKT7: pGADT7: pGBKT7:
Plus  TFT9 TFT9 PHOTI PHOTI

Obr. 12 Elektroforetogram restrikce vektori pGADT7 a pGBKT7 se zaklonovanymi geny
TFT9 a PHOT1 za vyuiti standardu 1 kb Plus DNA. Stépeni konstruktu pGADT7:TFT9
bylo provedeno enzymy Xhol a Xbal, pGBKT7:TFT9 enzymem Xbal, pGADT7:PHOT1
enzymy BamHI a Xhol, pGBKT7:PHOT1 enzymem BamHI.
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4.3.2 Optimalizace podminek Y2H

Pro potvrzeni spravné zvolenych podminek a funk¢nosti metodiky Y2H byla testovana
pozitivni a negativni interakce mezi proteiny exprimovanymi komeréné dodanymi
vektory pGBKT7-Lam exprimujici lamin, pGBKT7-53 exprimujici mysi p53 a pGADT7-T
exprimujici velky T-antigen. V Y2H analyze byla na sérii selek¢nich médii potvrzena
interakce p53 s T-antigenem, naopak lamin s T-antigenem neinteraguje. Transformované
kvasinkové bunky S. cerevisiae Y2HGold byly nejprve oc¢kovany na médiu SD -L, -W
(bez obsahu leucinu, tryptofanu) selektujicim kotransformanty, byl tedy pozorovan rast
kvasinkové kultury v ptipad€ pozitivni i negativni kontroly (Obr. 14). Narostlé kolonie
byly pfeoCkovany na selekéni médium SD -L, -W, -H (bez obsahu leucinu, tryptofanu,
studovanymi proteiny. Pokud spolu dva proteiny interaguji, dojde k piiblizeni
transkripcné aktivacni domény a DNA vazebné domény a naslednému spusténi
transkripce genu HIS3 a tim pieziti kvasinkovych kolonii. Rust kvasinkové kultury
na tomto médiu byl pozorovan pouze v piipadé pozitivni interakce p53 s T-antigenem
(Obr. 14). Tyto vysledky potvrdily spravnost zvolenych podminek a funkénost Y2H.

Nékteré proteiny jsou schopné v systému Y2H aktivovat jednu z domén expresnich
vektora a spustit transkripci reportérovych genti. Autoaktivace by tak poskytovala falesné
pozitivni vysledky. Aby nedoslo k interpretaci falesné pozitivnich vysledku, piidava se
do média SD -L, -W, -H kompetitivni inhibitor 3-amino-1, 2, 4-triazol (3-AT). Tento
inhibitor se vaze na promotor GAL4, inhibuje transkripci HIS3 genu a pomaha tak
eliminovat faleSné pozitivni vysledky. Kvili moZzné autoaktivaci bylo nutné ovéfit
interakci expresniho klonu nesouciho geny TFT nebo PHOTL1 fuzované s jednou z domén
S prazdnym vektorem nesoucim doménu druhou. Bylo zjisténo, Ze TFT proteiny fizované
s DNA-vazebnou doménou (DNA-BD) jsou schopny spoustét transkripci reportérovych
genu. Pfi selekci na reportérovy gen HIS3 byla aktivace DNA-BD domény pozorovana
jako riist kvasinkové kultury na SD médiu -L, -W, -H, pfidavek 3-AT do tohoto média
vSak schopnost TFT proteini autoaktivovat transkripci reportérového genu inhiboval
(Obr. 13).

Jiz diive byla autoaktivace DNA-BD domény 14-3-3 proteiny sledovana
v experimentu Schoonheim et al. (2007) u jeémene (Hordeum vulgare).
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4.3.3 Interakce 14-3-3 proteini

Na zaklad¢ znalosti o struktuie 14-3-3 proteinu tvoficich homodimery a heterodimery byl
navrzen experiment sledujici vzdjemné interakce isoforem TFT4, TFT6 a TFT9 (Paul
et al., 2005). U vSech zkoumanych interakci byla ristem kvasinkové kultury na médiu
SD -L, -W obsahujicim vSechny potiebné nukleotidové prekurzory a aminokyseliny
kromé leucinu a tryptofanu potvrzena Uspé$na kotransformace S. cerevisiae Y2HGold
obéma vektory (Obr. 13). Vyse zminéno, TFT proteiny fuzované s DNA vazebnou
doménou vykazovaly autoaktivaci, coz se projevilo jako rast kvasinkové kultury
na SD -L, -W, -H (Obr. 13). Selekce vzajemné interakce probihala tedy na médiu SD —L,
-W, -H s ptfidavkem 5 mM kompetitivniho inhibitoru 3-AT. V piipad¢ analyzy interakce
TFT4 sTFT6 nedoSlo knaristu kolonii, tudiz byla interakce téchto proteinti
vyhodnocena jako negativni. Naopak, nartst kolonii byl pozorovan pii studiu interakce
TFT9 s TFT4 a TFT9 s TFT6 i pii SmM koncentraci 3-AT pifidaného do média, proto
byly tyto interakce vyhodnoceny jako pozitivni (Obr. 13).

4.3.4 Interakce fototropinu 1 s TFT proteiny

Y2H systémem byla rovnéz zkoumana interakce PHOT1 se zéastupci TFT proteint, TFT4,
TFT6 a TFT9. Kotransformace byla potvrzena pozorovanim rustu kvasinek na SD -L, -W,
vzajemnad interakce pak byla sledovana na selek¢nim médiu SD -L, -W, -H, tak i na médiu
s pfidavkem 5mM 3-AT. V ptipadé kotransformace PHOT1 s TFT4aPHOT1s TFT9 byl
pozorovan rust kolonii na SD -L, -W, -H + 5mM 3-AT potvrzujici vzdjemnou interakci
téchto proteind (Obr. 14). Pro PHOT1 v AD domén¢ a TFT6 v DNA-BD doméné byl
pozorovan rust na SD -L, -W, -H +5mM 3-AT. Nicméné interakce PHOT1
zaklonovaného v DNA-BD s TFT6 v AD na médiu SD -L, -W, -H +5mM 3-AT
pozorovana nebyla. Interakce PHOT1 s TFT6 byla vyhodnocena jako negativni, jelikoz

je inhibovana ptidavkem 3-AT do média.
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4.4 Fylogeneticky strom 14-3-3

Na zékladé homologie a strukturniho uspotfadani exond a introna lze rozdélit 14-3-3
proteiny do dvou skupin nazyvanych epsilon a non-epsilon. Na zakladé fylogenetické
studie byla zjiStovana pfislusnost jednotlivych isoforem TFT k témto fylogenetickym
skupinam (Obr. 15) (Wang a Shakes, 1996). Fylogeneticky strom byl ziskan porovnanim
proteinovych sekvenci 14-3-3 proteint A. thaliana (GF14) a S. lycopersicum L. (TFT)
za vyuziti statistické metody maximalni vérohodnosti. Do epsilon skupiny byly zafazeny
isoformy TFT7, TFT8, TFT9 a TFT12. Naopak do non-epsilon skupiny byly zafazeny
isoformy TFT1-TFT6, TFT10a TFT11,

GF14pi
— GF14epsilon
TFT7
GFl14omicron %
TFTS8 -
—L o 3
| GF14mu -
- _C GF14iota
TFT12
TFT1
TFT10
1 GF14kappa
GF14lambda
1 GFl4nu
GF14upsilon 'z,
GF14psi 2
TFT4 z
TFT11 o
TFTS5 2
TFT6 Z
TFT2
TFT3
GF14chi
GF14phi
GFl4omega

0.4

Obr. 15 Fylogeneticky strom 14-3-3 proteint z S. lycopersicum L. (TFT) a A. thaliana
(GF14) vytvoieny programem Phylogeny.fr za vyuZiti metody maximalni vérohodnosti.
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5 DISKUSE

V zivoté rostlin predstavuje proces de-etiolizace prvotni krok vedouci k vyvoji
fotoautotrofniho organismu. Zatimco morfologické zmény nastavajici pti de-etiolizaci
rostlin jsou dokonale popsany, molekularni podstata téchto déji zastava do velké miry
neodhalena. K pochopeni fotomorfologickych déju v rostlinach je zapotiebi porozumét
mechanismim svételnych signalt. O roli fotoreceptorit neni pochyb, otazkou ziistava,
jaké dalsi molekularni komponenty s fotoreceptory spolupracuji. De-etiolovana rostlina
se na prvni pohled li$i od rostliny etiolované v kratsi délce hypokotylu (Nemhauser a
Chory, 2002). Inhibice prodluzovani bunék hypokotylu nastava bezprostiedné po ozaieni
rostliny svétlem. Nejvyssi ucinnost na inhibici prodluzovani hypokotylu vykazuje modré
svétlo, které spousti rychlou fazi inhibice riistu prostfednictvim fotoreceptoru modrého
svétla, fototropinu 1 (PHOT1) (Folta a Spalding, 2001). Popsani interakénich partnert
PHOT]1 ptispiva k nalezeni dal$ich komponent této svételné signdlni drahy, mezi néz se
fadi i zastupci rodiny 14-3-3 proteint (Kinoshita et al., 2003; Sullivan et al., 2009).
Genom rajcete obsahuje celkem 12 isoforem 14-3-3 proteintl, ozna¢ovanych jako TFT
(Roberts a Bowles, 1999). Jedinymi dostupnymi homozygotnimi mutanty v TFT genech
u rajCete jsou transgenni rostliny tft4 (Roberts et al., 2003). Bylo zjisténo, ze piirdstek
délky hypokotylu u tft4 oproti standardni rostling je na modrém svétle signifikantné vyssi,
coz naznacuje zapojeni TFT4 isoformy do inhibice prodluZzovani hypokotylu na modrém
svétle. Fenotyp rostliny de-etiolované modrym svétlem byl jiz dfive zkouman
na mutantech A. thaliana 14-3-3v-1, 14-3-30-2, 14-3-3u-1, 14-3-3) a 14-3-3x. Zadny
z experimentll vSak nevedl k pozorovani prokazatelnych zmén délky hypokotylt
U mutantl na modrém svétle (Mayfield et al., 2007; Sullivan et al., 2009). Zapojeni
14-3-3 proteinti do ristu hypokotyli vSak bylo demonstrovano na mutantech 14-3-3
u A. thaliana na Cerveném svétle a ve tmé. Hypokotyly semenact 14-3-3v, 14-3-3y,
14-3-3x, a 14-3-3y ozafenych Cervenym svétlem byly v porovnani se standardni rostlinou
delsi, stejné jako u mutanta 14-3-34 ve tmé (Mayfield et al., 2007; Adams et al., 2014;
Zhao et al., 2015). Z toho vyplyva specifita funkce kazdé isoformy, kterou naznacuje i
rozdilna exprese 14-3-3 isoforem napfi¢ riznymi organy (Roberts a de Bruxelles, 2002).
V elongacni zon¢ hypokotylt standardnich rostlin vystavenych modrému svétlu byl
oproti etiolovanym rostlindim pozorovan nartst exprese u vSech isoforem, nejvice byly

zastoupeny transkripty TFT3, TFT6 a TFT9. Tento efekt modrého svétla vSak nebyl
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pozorovan u transgennich rostliny tft4. Po de-etiolizaci tft4 modrym svétlem se exprese
TFT genl jen mirn¢ zménila, az na TFT6 a TFT9. Zatimco zvysSend exprese TFT6
Vv transgenni rostliné tft4 naznacuje protichidné transkripéni regulace s genem TFT4,
snizena genova exprese TFT9 predpovida spole¢né transkripcni regulace.

Je znamo, ze 14-3-3 proteiny vytvaii homo/heterodimerni struktury, pfi¢emz pii tvorbé
heterodimert dochazi ke specifickému vybéru vazebnych partnerti (Swatek et al., 2011).
Byla proto studovana vzajemna interakce isoforem Y2H analyzou, ktera prokazala tvorbu
heterodimertt mezi TFT4 a TFT9 a dale mezi TFT6 a TFT9. Z vysledka vyplyva, ze
heterodimery tvofi i isoformy, které nepfislusi k jedné fylogenetické vétvi. Zatimco TFT4
a TFT6 se tadi do skupiny non-epsilon, TFT9 je zastupce skupiny epsilon.

Y2H byla posuzovana i interakce isoforem TFT4, TFT6 a TFT9 s PHOTL1. Zatimco
TFT4 a TFT9 s PHOT1 interaguji, TFT6 nikoli. Sullivan et al. (2009) detailn¢ studovali
interakce PHOT1 s 14-3-3 proteiny u A. thaliana a poukazali na specificitu vazby 14-3-3
proteintl skupiny non-epsilon k PHOT1. Vysledky studie u rajéete vSak ukazaly, ze i
TFT9, ¢len epsilon skupiny, interaguje s PHOT1. Tyto rozporné vysledky mohou byt
Sullivan et al. (2009).

Pro pochopeni vztahu TFT4 s PHOT1 byla sledovéna exprese PHOT1 u transgennich
rostlin tft4. Jak jiz pozorovali Labuz et al. (2012) nebo Kang et al. (2008), exprese PHOT1
rapidné klesa po ozafeni rostliny modrym svétlem. Stejny efekt byl pozorovan jak
u standardnich, tak i u tft4 rostlin na modrém svétle. Nicméné, oproti standardu byla
exprese PHOTL u tft4 vyrazné zvysena v hypokotylech ponechanych ve tmé. Kontrola
PHOT1 isoformou TFT4 by tak mohla G¢inkovat jiZ na transkripéni Grovni.

Zapojeni interakce 14-3-3/PHOT1 bylo jiz diive prokazano ptfi procesu otevirani
priducht ve Vicia faba (Kinoshita et al., 2003). Po 0zafeni modrym svétlem dochazi
k autofosforylaci fototropintt vedouci k okamzité vazb¢é 14-3-3 proteini na PHOTI.
Signal je dale pfenaSen k plasmatické H*ATPase, kterd je rovnéz fosforylovana a
soucasn¢ aktivovana vazbou 14-3-3 (Cotelle a Leonhardt, 2016). Na zaklad¢ prace skupin
Kinoshita et al. (2003) a Cotelle a Leonhardt (2016) muzeme fict, ze interakce 14-3-3
s fototropiny je kli¢ovym krokem odpovédi na modré svétlo nejen v buiikéch praduchi,
ale ve vSech odpovédich vyvolanych fototropiny. Potencialné by se tedy mohla

uplatiiovat i v procesech inhibice ristu hypokotylt pfi de-etiolizaci.
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6 ZAVER
V teoretické Casti bakalarské prace byla vypracovana reSerSe o de-etiolizaci rostlin se
zaméfenim na inhibici prodluZzovani hypokotylu a fotoreceptory fidici tyto procesy.
V dalsi casti byla zpracovéna problematika 14-3-3 proteini a jejich interaktomu
v de-etiolizaci.

V experimentalni ¢asti byla provedena fenotypicka analyza transgennich rostlin tft4
Vv porovnani ke standardnim rostlinam Ailsa Craig rostoucich ve tm¢ i po de-etiolizaci
modrym svétlem. Modrym svétlem de-etiolované transgenni rostliny tft4 vykazovaly
signifikantné delSi hypokotyly ve srovnani s hypokotyly standardni rostliny, coz
predikuje zapojeni TFT4 v procesu inhibice prodluzovani hypokotylu na modrém svétle.
Pomoci qRT-PCR se ukazalo, Ze exprese TFT V elongacnich zoénach hypokotyll je
regulovana modrym svétlem. Nejvice byly zastoupeny transkripty TFT3, TFT6 a TFT9,
coz poukazuje na specificitu funkce jednotlivych isoforem. Vyfazeni TFT4 vede
ke zméné exprese ostatnich isoforem. Zatimco u vétSiny isoforem se exprese na modrém
svétle jen mirn¢ zménila, vyrazny vzrust exprese byl pozorovan u genu TFT6. Naopak
exprese genu TFT9 se po de-etiolizaci modrym svétlem snizila. Y2H analyzou byla
prokazana heterodimerizace isoforem TFT4 a TFT9, TFT6 a TFT9.

Hypokotyly transgennich rostlin tft4 téz vykazovaly zvySenou expresi PHOT1 ve tmé
oproti standardu. Naslednou Y2H byla pozorovana interakce PHOT1 s isoformami TFT4
a TFT9. Po provedeni fylogenetické analyzy TFT proteinti bylo zjisténo, ze isoformy
interagujici s PHOT1 patfi do epsilon i non-epsilon fylogenetické vétve 14-3-3 proteint.

Do budoucna by bylo vhodné studovat tvorbu komplexu PHOTI1/TFT4/TFT9,
PHOTL/TFT4/TFT6 nebo PHOTL/TFT6/TFT9. Dale také vytvofit vicenasobného
mutanta ve 14-3-3 genech a pozorovat jeho fenotyp po de-etiolizaci modrym svétlem.
Fenotypové zmény by se pravdépodobné mohly projevit u dvojitého mutanta v genech
TFT4 a TFTY, jelikoz tyto geny prokazuji spoleéné regula¢ni mechanismy transkripce a
proteiny TFT4 a TFT9 spolu vytvéieji heterodimery. Bylo by tedy zajimavé pozorovat,
zda prave tyto dva 14-3-3 proteiny maji kli¢ovou roli v inhibici prodluzovani hypokotylu

pii de-etiolizaci modrym svétlem.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

3-AT
ACC
ACT
AD
AHA1l

BraA.GRF14

bHLH
bZIP
COP1
CRY

Ct

CcVv
DEAE
DET
DNA-BD
dT
dNTP
EF-1
EtOH
ExoS
FUS

Fw
GAPDH
GF14
H*ATPasa
HY5

LB
LiAc

3-amino-1, 2, 4-triazol
1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
referencni gen pro aktin

aktivaéni doména GAL4

isoforma protonové pumpy A. thaliana

14-3-3 protein B. rapa

helix-loop-helix, motiv transkripéniho faktoru
leucinovy zip, motiv transkrip¢niho faktoru

protein CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC1
kryptochrom

hodnota prahového cyklu pii qRT-PCR

koeficient variace

diethyl-amino-ethyl

protein DE-ETIOLATED

DNA-vazebna doména

oligo-thyminovy primer

deoxynukleotidtrifosfat

referencni gen pro elongacni faktor

ethanol

Exoenzym S

protein FUSCA

piimy primer

referencni gen pro glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu
14-3-3 protein A. thaliana

protonova pumpa

protein ELONGATED HYPOCOTYL5
Luria-Bertani kultiva¢ni médium

octan lithny
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LOV doména fototropinu

LRB E3 ligasa

MS Murashige a Skoog medium

PEG polyethylenglykol

PHY fytochrom

PIF3 protein PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR3
PP2Ac2 referencni gen pro proteinovou fosfatasu 2A (katalytickou podjednotku)
Rv zpétny primer

SD kultivaéni médium

SD smérodatnd odchylka

TAE Tris-acetat-EDTA pufr

TFT 14-3-3 proteiny S. lycopersicum L.

tft4 transgenni S. lycopersicum L. s uml¢enou expresi TFT4
TUB referen¢ni gen pro tubulin

UBQ referencni gen pro ubikvitin

VIPHOT1a fototropin 1la V. faba

WT standardni rostlina

Y2H dvouhybridni kvasinkovy systém
YPD kultivaéni médium

ZTL protein ZEITLUPE
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