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1. Uvod

Piedlozena diplomova prace se vénuje studiu interakci mezi signalnimi drahami modrého
svétla a rostlinnych hormont brassinosteroidii ve vyvoji a rustu rostlin. Brassinosteroidy
ovlivituji biologické procesy v rostlinach jiz pfi velmi nizkych koncentracich. Plsobi
stimula¢né na prodluzovani bunék, rist pylové 1acky, bunécné d€leni a regeneraci bunécné
stény (Singh and Savaldi-Goldstein, 2015). V ptedchozich pracich bylo zjisténo, ze modré
svétlo snizuje endogenni hladinu brassinosteroidii a intenzitu exprese genu BRIl
vV hypokotylu rajcete Kkultivaru Rutgers. Modré svétlo také snizuje citlivost rostlin
k exogennim brassinosteroidim, ¢imz zastavuje prodluzovani bunék (Pilatova, 2014).
Je tedy zifejmé, ze svételné a brassinosteroidové signdlni drahy spolu interaguji. Cilem
experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo zjistit, prostfednictvim kterych fotoreceptort
a signalnich drah modré svétlo na urovni RNA ovliviluje expresi receptort BRI
v hypokotylu rajcete. K experimentim byl pouzit geneticky pfistup spocivajici v analyze
mutantl. Byli proto zvoleni fotomorfogenni mutanti cryl-1 a cryl-2, sdefektem
ve fotoreceptoru modrého svétla CRY 1a a vyznacujici se redukovanou citlivosti k modrému
svétlu (Weller et al., 2001; Facella et al., 2012). Dale byl také pouzit mutant hpl s defektem
v genu DDB1, ktery ma naopak zvySenou reakci fytochromt ke svétlu a soucasné ukazuje
zesilenou fototropickou reakci (Kendrick et al., 1997; Liu et al., 2004). Vysledky
experimenttl naznacuji, ze U kontrolniho kultivaru Money Maker nebyla hladina exprese
BRI1 vyznamné ovlivnéna modrym svétlem, 1 kdyZ bylo na modrém svétle pozorovano
mirné zvySeni hladiny BRIl mRNA. Vysledky experimentl dale ukazaly, Ze v rostlinach
mutanta cryl-1 rostoucich ve tmé byla exprese BRI1 4-krat vyssi nez u cv. MM, kdezto na
modrém svétle byla exprese pouze 2-krat vyssi nez u cv. MM. U mutanta cry1-2 byla exprese
BRI1 ve tm¢ srovnatelna s cv. MM, kdeZto na modrém svétle bylo pozorovano opét snizeni.
Z téchto vysledki vyplyva, Ze modré svétlo pravdépodobné snizuje expresi BRI1
Vv hypokotylech rajéete cv. MM, a to prostiednictvim fotoreceptoru CRY la. Tento zaveér
bude muset byt potvrzen dal§imi experimenty. Z provedenych experimentii také vyplyva,

ze neaktivovany CRY 1a ve tm¢ expresi BRI1 snizuje.

Predkladand diplomova préace byla vypracovana ve Skupiné molekularni fyziologie,
kterd je soucasti pracovisté¢ Laboratofe ristovych regulatori Univerzity Palackého

v Olomouci a Ustavu experimentalni botaniky Akademie véd Ceské republiky.
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2. Brassinosteroidy

Brassinosteroidy (BRs) jsou skupina polyhydroxylovanych steroidnich fytohormonti, které
maji podobnou strukturu jako zivocisné steroidy. Brassinosteroidy reguluji Sirokou Skalu
fyziologickych procest véetné ristu, vyvoje a imunity rostlin (Tang et al., 2016). Také
se podileji na regulaci metabolismu v oxidaci radikali u rostlin, syntéze ethylenu
a gravitropické odpovédi kotentl. Dilezitou tlohu hraji pro odpovédi rostliny na stres, jako
mraz, sucho, salinita, choroby, nedostatek tepla a zivin (Krishna, 2003; Ashraf et al., 2010;
Bajguz et al., 2009).

Brassinosteroidy byly poprvé izolovany z pylu brukve fepky (Brassica napus L.)
(Mitchell et al., 1970). Pomoci rentgenové krystalografie se zjistilo, Ze se jedna o steroidni
latku podobnou zivoc¢isSnym steroidnim hormonim a sloucenina s nejvyssi biologickou

aktivitou byla pojmenovana brassinolid (Obr.1) (Grove et al., 1979).

OH

HO.,,, Brassinolide

HO™

O

Obr. 1: Chemickd struktura brassinolidu (Kutschera and Wang, 2012)

V roce 1991 byly publikovany prvni zpravy o experimentech tykajicich se exogenni
aplikace BRs na rostliny nasledovanou rastovou reakei (Clouse and Zurek, 1991). Diky
mutantim Arabidopsis thaliana se pozdé&ji zjistilo, Ze se jedna o esencialni endogenni
rostlinny hormon. Defektni fenotyp, ktery mél napiiklad potlacenou etiolizaci (det2) nebo
zakrsly rast (cpd), byl exogenni aplikaci BRs eliminovan (Obr. 2). Byly tedy poskytnuty
presvédCivé genetické a biochemické dikazy, Ze BRs jsou nezbytné pro normalni rist
a vyvoj rostlin. Brassinosteroidy byly vétSinou védct pfijaty za novou tiidu rostlinného
hormonu (Clouse et al., 1996).
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Obr. 2: Fenotyp BR-mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana a standartniho genotypu (WT)

rostoucich na svétle (Clouse, 2011).

2.1 Fyziologicka aktivita brassinosteroidi

Fyziologicka aktivita brassinosteroidii nastava jiz pii velmi nizkych koncentracich. Tato
aktivita byla studovana diky BR-deficientnim a BR-insenzitivnim mutantim Arabidopsis
thaliana (Clouse et al., 1996; Li et al,.1996; Szekeres et al., 1996). BR-deficientni mutant
(det2) a mutant cpd vykazovali jisté a podobné fenotypy, a to fotomorfogenicky vyvoj ve
tm¢e a extrémni zakrsly vzrust. Z téchto vysledki bylo zjisténo, Ze BRs hraji dilezitou roli
ve svételné regulovaném rlstu, prodluzovani buné€k, kliceni semen, tvorbé praduchi,
kveteni a fertilit¢ (Wang et al., 2012). Pro oddé€leni aktivnich BRs a neaktivnich prekurzort
nebo metabolitd, bylo provedeno nékolik biotestii jako prodluzovani druhého internodia
fazole (Thomson et al., 1981) (Obr. 3), ale i test odchylky jazycku ryze (Wada et al., 1981)
(Obr. 4).
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Obr. 3: Biotest prodluzovani druhého internodia fazole. Internodia byla ponofena do koncentrace

BRs. Pri nizké koncentraci se internodia prodluZovala a p¥i vyssich koncentracich méla kyjovity tvar

az se rozdvojovala (Taiz and Zeiger, 2006).

Oihes= + BR
(1pumol/L)

2d

wl |2/
-

Bending angle (degrees)
0 402 130%*4
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|- Coleoptile

Oryza sativa

Obr. 4: Biotest odchylky jazycku ryze (Oryza sativa L.) (Kutschera and Wang, 2012).
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Mezi aktivni piirodni BRs se fadi i kastasteron (CS), ktery je prekurzorem
brassinolidu. Nyné&jsi studie ukazuji, ze BL ma vysokou aktivitu v ryzi a ptredpoklada se,

ze CS by mohl byt kone¢nym produktem BRs (Nakamura et al., 2017).

Také byly syntetizovany analogy brasinosteroidu, 6a-carbaBL
a 6-deoxo-6a-oxo-6a-carbaBL, sriznymi aktivitami u Arabidopsis, mutanta det2. Byl
proveden test elongace hypokotylu u Arabidopsis a text odchylek jazycku ryze (Seto et al.,
2002). Na zéklad¢ tohoto vyzkumu byly pak provedeny analyzy dalSich analogti, iso-
carbaBL a 6-deoxybrassinolidu, zalozené na vazebné analyze BRI1 u Arabidopsis a ryze
a porovnavani hladin exprese u markerovych gent BR. Bylo zjisténo, ze iso-carbaBL
je neaktivni v celém téle rostlin ryze, avSak 6-deoxoBL zajistil normalni riist mutanta det2
ajeho aktivita byla srovnatelnd s aktivitou BL, nejaktivnéjSiho ptirodniho BR. Bylo
potvrzeno, ze brassinosteroidni aktivita téchto analogl je zprostiedkovana BRI, hlavnim
receptorem BR v Arabidopsis. Byly provedeny testy elongace hypokotylu u deficientniho
mutanta BRI1 (bril-5), ktery se vykazuje nizkou hladinou BR receptoru. ProtaZeni
hypokotylid stimulované iso-carbaBL bylo téméf potlaceno u bril-5 a pii vysokych
koncentracich BL a 6-deoxoBL bylo prodlouzeni hypokotylu indukovano dokonce
I u mutanta bril-5 (Nakamura et al., 2017).

2.2 Biosyntéza brassinosteroidu

Je znamo vice nez 70 druhl pfirozené se vyskytujicich BRs. Tyto slouceniny nesou
kyslikovou skupinu v poloze C-3, ale mohou byt i na jinych pozicich jako C-2, C-6, C-22
nebo C-23 (Bishop and Yokota, 2001). Na zaklad¢ struktury postranniho fetézce
a stereochemie, Siroké distribuce v rostlinné fiSi a relativni biologické aktivity
Vv biologickych testech bylo zjiSténo, Ze rostlinny sterol kampesterol je konvertovan
na brassinolid prostiednictvim teasteronu, typhasterolu a kastasteronu (Yokota et al., 1991)
(Obr. 5). Kromé toho bylo zjisténo, Ze oxidace C-6 se mlze vyskytovat pied (Casnéd oxidacni
draha) nebo po (pozdni oxidacni draha) hydroxylaci postranniho fetézce (Fujioka and

Yokota, 2003).
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2.3 Brassinosteroidni signalni draha

Brassinosteroidy jsou soucasti mnoha vyvojovych procest a signalnich drah, jez jsou
i nadale intenzivné zkoumany a jejich vyzkum rapidné stoupl od objeveni BR receptoru. BR
receptorové kinazy na povrchu bun¢k aktivuji transkripéni faktory, které reguluji expresi

vice nez tisice genti (Clouse et al., 2011).

BRs jsou vazany na povrchovy receptor BRI1 (BRASSINOSTEROID
INSENSITIVED), ktery je ¢lenem skupiny proteinii zvanych leucin-rich repeat receptorové
kinazy LRR RLKs) (Shiu et al., 2004; Belkhadir and Chory, 2006). BRI1, stejné jako ostatni
rostlinné LRR RLKs, ma podobnou organizaci funkénich domén jako sav¢i receptorové
kin4dzy (RTKs) a kindzy transformujici rastovy faktor B (TGF-B) (Pawson, 2004; Hubbard
and Miller, 2007), které maji extracelularni doménu véazajici ligand, oligomer,
transmembranovou sekvenci s jednim prichodem a cytoplazmatickou kinazovou doménu
(CD). CD ma katalytickou doménu a dalsi regulacni sekvence: juxtamembranovou oblast
a C-terminalni doménu (Vert et al., 2005). BRs iniciuji signalni drahu tim, Ze se ptimo vazou
na motiv Vv extracelularni doméné¢ BRI1, coz vede k fosforylaci a aktivaci BRI1-CD
a transdukci signalu pomoci fosforylace intraceluldrni kindzy a ptfenosu do jadra, kde
transkripéni faktory reagujici na BRs modifikuji expresi genu, které podporuji prodlouZeni,
rozdéleni a diferenciaci bun¢k (Li and Nam, 2002; He et al., 2005; Kinoshita et al., 2005;
Yin et al., 2005; Vert and Chory, 2006).

BRI1 existuje v rostlinnych membranach i jako homodimer nezavisly na ligandu a je
stabilizovan a aktivovan vazbou na BRs (Russinova et al., 2004; Wang et al., 2005a; Hink
et al., 2008). Pro uplnou expresi je nutna heterooligomerizace BRI1 s ¢leny subrodiny
SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE (SERK) LRR RLKs (Hecht et al.,
2001). Do této rodiny patii také receptor BRI1 KINASEI (BAKI1), znamy jako SERK3
a interaguje in vivo i in vitro s BRI1 (Li et al., 2002; Nam and Li, 2002; Russinova et al.,
2004). SERK4, nazvany BAK1-LIKE (BKK1), také interaguje s BRI1 in vivo a to zptisobem
zavislym na BRs (He et al., 2007). BAKL interaguje i s jinymi LRR RLKSs, v¢etné FLS2,
a podporuje reakce na obranu rostliny (Heese et al., 2007; Chinchilla et al., 2009; Bar et al.,
2010; Postel et al., 2010; Schulze et al., 2010). Navic SERK 1, o némz je znamo, zZe se podili
na embryogenezi, také heterodimerizuje s BRI1 a zvySuje tak BRS signalizaci (Karlova
etal., 2006), coz naznaCuje, ze SERK jsou obecné koreceptory, které reguluji vice

nezavislych cest sdruzenim s riznymi LRR-RLKSs (Li, 2010).
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Rada in vitro testi ukazala, ze BAKI stimuluje aktivitu BRIl a oba se mohou
navzajem fosforylovat na specifickych zbytcich (Wang et al., 2008). Byly objeveny
fosforylacni mista pro BAK1 i BRI1 a kindzové aktivacni smycky, které jsou nezbytné
pro funkci a BRs signalizaci v rostlin¢ (Wang et al., 2005b). Vytvoril se model sekven¢ni
fosforyla¢ni interakce BRI1/BAK1 (Obr. 6), ktery ukazuje, ze rostlinné receptorové kinazy
maji nékteré vlastnosti RTK a TGF-p (Wang et al., 2008). BRI1 i BAK1 autofosforylace
tyrosinovych zbytkd muta¢ni analyzou prokazala, ze Tyr fosforylace reguluje funkci BAK1
in vivo (Oh et al., 2010).

Jednim zhlavnich efektt BR signdlni drahy je inaktivace kindzy
BRASSINOSTEROID INSENSITIVE2 (BIN2), identifikovany jako negativni regulator
transkripce (Li and Nam, 2002). Inaktivace BIN2 vede k aktivaci dvou transkrip¢nich
faktortt BRASSINAZOLE-RESISTANT1 (BZR1) (Wang et al., 2002; He et al., 2005)
a BRI1-EMS SUPPRESSOR1 (BES1) (Yin et al., 2002; Yin et al., 2005), také znamy jako
BZR2 (Wang et al., 2002).

Mezi dal$i negativni reguléatory se fadi BRI1 KINASE INHIBITORI1 (BKI1). BKI1
inaktivuje kindzovou doménu BRIl vazbou na C-terminalni segment, mimo katalytické
misto. Tento segment je dulezity ke snizeni schopnosti BRI1 asociovat se s BAKL in vivo,
dokonce i v nadbytku ligandu (Jaillais et al., 2011). Pivodné se zdalo, Ze vazba BKI1
na tento konec inhibuje interakci BRI1 a BAK1. Nyni se spiSe prokazuje, ze BKI1 negativné
reguluje BR signalizaci tim, Ze znemoZznuje vazbu BAKI1 na BRII. Nestrukturované
proteiny, jako je BKII1 jsou tak povaZovany za silné a vSestranné regulatory proteinové
funkce (Wang et. al., 20053, b; Oh et. al., 2009, 2010, 2012, 2014). Interakce mezi BRI1
a BAK1 byly studovany pomoci metod FRET a FLIM (Bucherl et al., 2013). Tyto pfistupy
ukazaly, ze ,,off-ligandové* hetero-oligomery BRI1 — BAK1 existuji ve velkém mnozstvi na
povrchu bun€k. Takze pfii neptitomnosti BRs se BRI1 snadno spojuje s BAK1, pfipadné
s BKI1.
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Obr. 6: Model BR signdlni drdhy — brassinolid se vaze na extraceluldrni doménu receptoru BRI,
ktera fosforyluje negativni regulator BKII na Y211, ¢imz ho uvoliiuje z membrany a umozZiiuje
asociaci BRI1 s BAK1 nebo jeho homology BKK1 a SERKI. BRI1 a BAK]I se fosforyluji navzajem
na specifickych zbytcich, coz zvysuje signalizacni schopnost BRII a vede k fosforylaci BSK1 a jeho
uvolnéni z komplexu. Aktivovany BSK1 se spojuje a aktivuje BSUI, ktery defosforyluje BIN2 na Tyr-
200 a deaktivuje ji. Nefosforylované formy transkripcnich faktorii BES1 a BZR1 se akumuluji a vazi
se na promotory BR-regulovanych cilovych genii a vyvolaji specifickou fyziologickou odpovéd.

Pozitivni regulatory jsou znaceny cerné, negativni cervené (Clouse et al., 2011).
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3. Svétlo

Svétlo je dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje vyvoj a rist rostlin. Je to viditelné
elektromagnetické zateni, které ma vinovou délku 380 — 740 nm (Pavlova, 2005). Rostlindm
dodava energii a je dulezité pro fotosyntézu. Plsobi vsak i jako signal a kontroluje rist,

vyvoj a diferenciaci rostlin (fotomorfogeneze) (Schafer and Nagy, 2006).

Oblast spektra, ktera ma nejvyznamnéjsi vliv na rist a vyvoj rostlin, je oblast
modrého svétla (BL). Jeho vinové délky jsou v rozmezi 400 — 500 nm. Dale se zde tadi
oblast cervené¢ho svétla (R) s vinovou délkou 650 — 680 nm a oblast dlouhovinného
cerveného svétla (FR) s vlnovou délkou v rozmezi 710 — 740 nm (Russell et al., 2013).
Fotoreceptory, zaznamenavajici Cervené kratkovinné a dlouhovinné svétlo, se nazyvaji
fytochromy a ty jsou také schopny absorbovat i svétlo modré. Mezi dalsi receptory, které
jsou specifické pro modré svétlo, se fadi napt. kryptochromy, fototropiny a zeaxantin. Modré
svétlo ovlivituje rychlé reakce u rostlin, napt. zmény v membranovém potencialu, ale i méné
nebo vice pomalé reakce jako je inhibice prodluzovani hypokotylu, fototropismus, pohyb
chloroplasti, otevirani pruduchu a dalsi (Russell et al., 2013). Receptory modrého svétla
mohou kromé vlnovych délek 400-500 nm pohlcovat i UV zafeni. Jde piedev§im o UV-A
0 vlnové délce 400 - 320 nm a UV-B o vlnové délce 320 - 280 nm.

Modré svétlo, jak bylo zjisténo, mize v zévislosti na druhu rostliny stimulovat (napf-.
u Acacica catechu) nebo inhibovat (napf. u Amaranthus caudatus) kli¢eni semen (Agrawal
and Prakash, 1978; Nowak et al., 1978). Také se zjistilo, Ze modré svétlo inhibuje kliceni

semen rajcete (Piterkova et al., 2012).

Do regulace rustu rostlin jsou zapojeny fotoreceptory, a to fytochromy,

které absorbuji oblast ¢erven¢ho spektra, fototropiny a kryptochromy absorbujici modré

svétlo a UV-A (Russell et al., 2013).

3.1 Fytochromy

Fytochromy absorbuji ¢ervenou (R) a dlouhovinou cervenou (FR) slozku svétla a jejich
chromoforem je linearni tetrapyrol (Lagarias and Rapoport, 1980). Fytochrony jsou
syntetizovany ve tmé v biologicky neaktivni formé& (Pr) absorbujici R. Biologicka aktivita

fytochromu se ziskava pti fotokonverzi fytochromu Pr na formu absorbujici FR (Pfr).
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Po pfechodu na formu Pfr se fytochromy pfemisti do jadra (Sakamoto and Nagatani, 1996;
Nagatani, 2004; Kircher et al., 1999, 2002) a reguluji genovou expresi. Mala ¢ast zlstava
Vv cytoplazmé a uplatituje se pii regulaci membranového potencidlu. Fytochromy absorbuji

i modré svétlo a podileji se na zprostiedkovani reakci k modrému svétlu (Russell et al.,

2013).

U modelového druhu Arabidopsis thaliana bylo sekvenovano a charakterizovano pét
gentl (PHYA-E) kodujici fytochromy. PHYB protein vykazuje nejvétsi sekvencni podobnost
s PHYD (piiblizn¢ 80%) a tvoii s PHYE evolu¢né odlisnou podskupinu (Goosey et al.,
1997). Protein PHYA je nejvice ptibuzny s PHYC a pfesto vykazuje receptor phyA
jedine¢né vlastnosti. Na rozdil od jinych fytochromi, phyA je na svétle labilni
a je zodpovédny za vnimani FR a zprosttedkovani VLFR (velmi nizka ozatenost) (Franklin
et al., 2010). Je pievladajicim fytochromem u etiolizovanych semenackd, ale po pieneseni
na svétlo se rychle degraduje a je ho mnohem méné (Clough and Vierstra, 1997). PhyA
je citlivy na svétlo a umoznuje rychlou de-etiolizaci. Fytochromy jsou zodpovédné za fadu
odpovédi na zakladé intenzity svétla a vinové délky, které jsou potiebné pro aktivaci
odpovédi. Jsou rozdéleny na: reakce Kk vysoké ozafenosti (HIR), reakce k nizké ozafenosti
(LFR) a reakce k velmi nizké ozatenosti (VLFR) (Franklin and Quail, 2010). Pro HIR
je nutna ucast i jinych receptori nez jen fytochromu a intenzita pro maximalni HIR je
100-krat vyssi nez u LFR. Déli se na odpovédi k blizkému a k dalekému cervenému svétlu
a tato odpovéd’ zahrnuje napf. elongaci hypokotylu a kveteni. VLFR jsou regulovany
primarné phyA a LFR jsou regulovany phyB. LFR se podili na kli¢eni a pohybu rostlin a jsou
typické velkou fotoreverzibilitou R/FR oproti VLFR, které ji nevykazuji a podili se na
regulaci kli¢eni semen (Taiz and Zeiger, 2006; Franklin et al., 2005).

3.2 Kryptochromy

Kryptochromy jsou receptory pro modré a ultrafialové svétlo. Jedna se o flavoproteiny
regulujici naptiklad elongaci, kli¢eni a fotoperiodicitu vysSich rostlin. Nachazi se
i U zivo€ichu, kde jsou dilezité pro vznik a udrzovani cirkadiannich rytma. Kryptochromy
byly identifikovany diky mutantni rostliné hy4 u Arabidopsis thaliana, u které nebylo
prodluzovani hypokotylu inhibovano modrym svétlem (Ahmad and Cashmore, 1993).
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Kryptochromy jsou velmi podobné DNA fotolyazam (PHR), které maji schopnost reparace
poskozené DNA, ale kryptochromy tuto schopnost nemaji (Banerjee and Batschauer, 2005).
Genom Arabidopsis koduje tii kryptochromové geny, CRY1, CRY2 a CRY3. CRY1 a CRY2
pusobi primarné¢ v jadie (Wu, 2007), zatimco CRY3 ma pravdépodobné¢ funkci
Vv chloroplastech a mitochondriich (Kleine et al., 2003). CRY1 i CRY2 jsou rozpustné
proteiny nachazejici se v jadie. CRY1 byl také detekovan v cytosolu v semenaccich
rostoucich na svétle i ve tmé bez zmény koncentrace. CRY 1 nuklearni je vSak zodpovédny
za modro-svételnou inhibici prodluzovani hypokotylu, zatimco cytosolicky zprostiedkovava

stimulaci rustu déloh a prodluzovani kofent na modrém svétle (Wu and Spalding, 2007).

Krom¢ toho, tyto dva fotoreceptory reguluji rist a vyvoj rostlin, zahrnujici
cirkadianni rytmy, vyvoj buné€k, otevirani praducht, rist kotfent, velikost ploda a semen,
programovanou bunéénou smrt, reakce na bakterialni a virové patogeny atd. (Somers et al.,
1998; Devlin and Kay, 2000; Yanovski et al., 2001; Kang et al., 2009; Mao et al., 2005;
Canamero et al., 2006; Usami et al., 2004; Weller et al., 2001; Wu and Yang, 2010). CRY3
patii do skupiny CRY-DASH, ktera je sou¢asti rodiny fotolyaz. U nékterych organismi bylo
popsano, ze maji jak enzymovou aktivitu, tak i fotosenzorickou (Brudler et al., 2003;

Bayram et al., 2008; Coesel et al., 2009).

V signalizaci CRY hraje dileZitou roli svétlem regulovana proteinova degradace,
ve které COP1 protein interaguje s C-terminalni doménou CRY'1 a CRY2 za tmy a za svétla
(Yu et al., 2009). COP1 protein je nezbytny pro svétlem regulujici degradaci n¢kolika
transkrip¢nich faktorti napt. bZIP protein HYS. Degradace je zavisla na svétle, kdy dochazi
k modifikaci (aktivaci) CRY1. CRY1 pak interaguje s COP1. COP1 tak nemuize degradovat
transkrip¢ni faktor HYS a tim dojde k aktivaci pfisluSnych gent. Ve tmé naopak COPI
degraduje HY5 a dalsi transkripéni faktory (napi. HFR1, LAF1) zapojené v indukci

fotomorfogennich gend.

3.3 Fototropiny

Fototropiny jsou receptory modrého svétla, které kontroluji nékteré reakce, které se icastni
fotosyntézy. Je to napiiklad fototropismus, otevirani praduchi, pohyb chloroplastti v reakci
na intenzitu svétla. Od izolace genu PHOTL1 u Arabidopsis v roce 1997 (Salomon et al.,

1997) byly fototropiny identifikovany v kapradinach a mechach a bylo zjisténo, ze jejich
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funkce je v téchto rostlinach zachovana. Arabidopsis obsahuje dva fototropiny, PHOT1
a PHOT2, které maji piekryvajici se funkce, ale 1 jedine¢né fyziologické role. PHOT1 ma
za nasledek rychlou inhibici ristu hypokotylu po pfenosu rostlin ze tmy na svétlo a PHOT2
zpusobuje vyhybavou reakci chloroplastii za vysoké intenzity svétla a zahrnuje jejich
akumulaci na bazi bunck ve tm¢e. Oba fototropiny se nachdzi v cytoplazmé a skladaji
se z C-terminalni oblasti, ktera zahrnuje serin/threonin kindzu a N-terminalni oblast, ktera
nese dvé LOV domény. Kazdou z téchto domén tvoti 110 aminokyselin a oznacuji seLOV1
a LOV2. Domény maji obdobnou sekvenci jako proteiny savct a bakterii a maji funkci
napétovych, kyslikovych a svételnych senzorii. Na N-termindlni konce se vaze
flavinmononukleotid (FMN), ktery je autofosforylovan v zavislosti na modrém svétle.
Ve tm¢ se molekula FMN kovalentné vaze na LOV doménu a po ptisobeni modrého svétla
FMN vytvati kovalentni vazbu s cysteinovym zbytkem molekuly fototropinu (Banerjee and

Batschauer, 2005).

3.4. Interakce brassinosteroida a svétla

Brassinosteroidy ovliviiuji v rostliné mnoho pochodu, stejné tak jako svétlo a lze
pfedpokladat, Ze signalni drahy svétla a biosyntetické drahy brassinosteroidii se mohou
vzdjemn¢ ovliviiovat. Zatimco svétlo je dilezitym signdlem ovlivilujici ptrechod
z etiolizacniho do de-etioliza¢niho stavu, rostlinné hormony také hraji dalezitou roli
pfi regulaci ristu bunék, avSak molekuldrni mechanismy zahrnujici tyto signaly nejsou
dosud jasné. Nekolik de-etiolovanych mutantt, které rostou ve tmé jako by byly na svétle,
ukazalo, ze se jedna o mutace genti kodujici BR biosyntetické enzymy (Li et al., 1996;
Szekeres et al.,1996).

Arabidopsis basl mutant, inaktivujici brasinolid prostiednictvim nadmérné exprese
C-26 BL hydroxylazy, je schopen potlacit délku hypokotylu u mutantii fytochromu B,
coz poukazuje na moznou vazbu mezi metabolismem BR a fytochemickou signalizaci (Neff
et al., 1999; Turk et al., 2003, 2005). ChIP-chip a mickroarray analyza Arabidopsis také
naznacila, ze regulace BRs svételnou signalizaci je moznym mechanismem interakce mezi

témito faktory (Sun et al., 2010; Yu et al., 2011).
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BRs jsou nutné pro prodluzovani bunék, ale také pro svétlem indukované geny
ve tmé (Sun et al., 2010). Bylo zjisténo, ze BRs zfejmé piisobi prostiednictvim BZR1, a to
tak, ze moduluje svételnou signalizaci na nékolika urovnich (Wang et al., 2012). BZR1
potlacuje uroven exprese mnoha pozitivnich regulatorti a aktivuje negativni regulatory
svételné signalizace (Fan et al., 2012). Pak také piimo interaguje s PIF pro ko-regulaci
velkého poctu cilovych genti reagujicich na svétlo a brassinosteroidy (Oh et al., 2012). PIF
jsou negativnimi reguldtory fotomorfogeneze a pii interakci se svétlem aktivovanymi
fytochromy se degraduji. Hladina PIF se vSak zvySuje ve tm¢ nebo ve stinu, stejné
tak zvysenou teplotou (Leivar and Quail, 2011). PIF a BZR1 pfimo vzajemné interaguji
a reguluji velké mnozstvi primych cilovych gend, z nichz mnohé koduji transkripcni faktory
a proteiny, které maji funkci v bunééné sténé a chloroplastech. Mnoho gend, které koduji
faktory svételné drahy, jsou cilem BZR1 a jsou regulovany BRs. Jedna se napt. 0 protein
PIF4 (Oh et al., 2012). Ve studii byl navrzen model, kde heterodimer BZR1-PIF4 spole¢né
reguluje jadernou transkripéni sit’ pro koordinaci ristu rostlin v reakci na endogenni
a environmentalni podnéty. Dale bylo zjisténo, Ze existuji pfimé interakce mezi BZR1
a dvéma E3 ubiquitin ligdzami, COP1 a MAX2, které objasniuji mechanismy degradace
BZR1 (Kim et al., 2014; Wang et al., 2013).

Luo et. al. (2010) prokazali, ze transkripéni faktor BZR1 v signalni draze
brassinosteroidli miize interagovat s GATA2 a regulovat prodlouZeni hypokotylu
u semenackl. GATA?2 fidi expresi gent, které reaguji na svétlo a BRs. U etiolizovanych
rostlin brassinosteroidy potlacuji expresi GATA?2 prostiednictvim BZR1. GATA?2 protein je
soucasné degradovan COP1 a disledkem jsou de-etiolizované rostliny. Na svétle je, zatim
neznamym zpusobem, vazba transkripéniho faktoru BZR1 na GATA2 potlacena. GATA2
indukuje geny zapojené v de-etiolizaci, ale zpétnou vazbou potlacuje vlastni expresi (Luo et

al., 2010; Gudesblat and Russinova, 2011).

Svétlo a brassinosteroidy hraji klicovou roli v regulaci rlstu a vyvoji rostlin a proto
byly za uc¢elem zkoumani zédkladnich mechanisml provedeny analyzy na urovni genovych
expresi u ve tmé rostouciho WT a mutanta det2 za ptitomnosti svétla a brasinolidu. Bylo
prokazano, Ze nedostatek BRs stimuluje expresi genii odpovidajicich na svétlo a zapojenych
ve fotomorfogenezi i ptesto, Ze byl pfitomen brasinolid. To potvrzuje negativni ucinek BRs

na fotomorfogenezi (Song et al., 2009).
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Aktivni  brasinosteoridova signalizace je nezbytnd pro GA (gibereliny),
které podporuji rist hypokotylu a potlacuji trpasli¢i fenotyp u GA mutantii. Prokazalo se,
ze svétlem regulovany PIF4 faktor je fosforylatnim cilem BR kindzy BIN2, ktera tento
transkrip¢ni regulator oznacuje pro degradaci v proteazomu. Exprese mutovaného PIF41A
proteinu, ktery postrada BIN2, zptisobuje siln¢ prodlouzeny fenotyp a siln€ zvySenou expresi
cilovych genti. Nicméné, PIF41A neni schopen potladit trpasli¢i fenotyp mutanta bin2-1
s aktivovanou kinazou BIN2. PIFs jsou nutné pro konstitutivni odpovéd’ mutantti besl-D
a bzrl-1D k brasinosteroidiim. Tyto faktory se navzajem ovliviuji pii stimulaci prodluzovani
bun¢k. Ukazalo se, ze rust semenacki bes1-D je potlaovan inhibitorem BZR na svétle a ze
exprese proteinu PIF41A ¢ini tohoto mutanta necitlivym vici brassinazolu. Tyto vysledky
objasiiuji hlavni roli BRs pfi antagoismu svételné inhibice BIN2 zprosttedkované

destabilizaci faktoru PIF4 (Bernardo-Garcia et al., 2014).

Nejnovejsi studie ukazuji, Ze hlavni transkripéni faktor v brasinosteroidové
signaliza¢ni draze BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1 (BESI1), je do znatné miry zavisly na
fosforylaénim stavu a proteinové stabilité. SINA z Arabidopsis thaliana (SINAT) zvlasté
interaguje s defosforylovanym BES1 a zprostiedkovava jeho ubikvitinaci a degradaci.
Genetické analyzy ukéazaly, ze SINAT inhibuji BR signalizaci zptisobem z&vislym na BES1.
Bylo zjisténo, Ze hladiny proteinii SINAT byly snizeny ve tmé a zvySovaly se na svétle,
coz podle toho zménilo hladiny proteinu BES1. Tato studie odhalila mechanismus degradace
BESI a poskytla poznatky o tom, Ze svétlo reguluje rist rostlin prostfednictvim akumulace

riznych forem BES1 (Yang et al., 2017).

24



4. Material a metody

4.1 Rostlinny material

Pro pokusy byla pouzita semena genotypt rajcete Solanum lycopersicum L. kultivaru Money
Maker (WT) a od n&j odvozeni mutanti cryl-1 (Z3-78) a cryl-2 (80B) (Weller et al., 2001).
Mutace cryl-1 i cryl-2 byly indukovany y-zafenim a oba mutanti vykazuji defekt
ve stejném genu CRY1, ale jeho jiné ¢asti (Obr. 7). CRY1 koduje fotoreceptor modrého
svétla, ktery byl pozdé&ji identifikovan jako CRY 1la (Facella et al., 2012). Oba tito monogenni
mutanti vykazuji sniZenou de-etiolizaci pfi pusobeni modrého svétla (Obr. 8) (Weller et al.,
2001).

CRYT cDNA

80B (cry1-2) Z3-78 (cry1-1)

A921 deleted G1680-A
E191 + 24 nonsense aa W445-STOP

Obr. 7: Diagram ukazujici misto mutace cryl-1 a cryl-2 (Weller et al., 2000)

Obr. 8: Riist hypokotylu WT a mutanta rajcete cryl-2 na modrém svétle po 12 dnech (Weller et al.,
2001).
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Dalsi experimentalni rostlinou byl mutant hpl odvozeny od cv. Rutgers LA3004 (Kendrick
et al. 1994). Mutant hplse vyznacuje hypersensitivni reakci na modré a Cervené svétlo.
Fyziologické analyzy naznacuji, Ze HP1 funguje jako negativni regulator drahy fototropni
signalni transdukce (Srinivas et al., 2004), ktera je odstranéna pasobenim fytochromu A.
Mutant hpl nevykazuje fenotyp u rostlin rostoucich ve tmé, ale pouze u rostlin rostoucich
na svétle (Weller et al., 2000). Je pravdépodobné, ze HP1 se akumuluje ve tmé a pii

vystaveni rostlin na svétlo podléha degradaci zprosttedkované fytochromem.

Mutace hpl se nachazi v genu DDB1 (UV-damaged DNA binding protein 1)
Vv centromerické oblasti chromozomu 2 (Lieberman et al., 2004). HP1 koduje protein
homologni s lidskym DDBI a proteinem DDB1A u Arabidopsis, u nichz bylo prokazano, ze
produkty reaguji s DET1 (Schroeder et al., 2002). Bylo prokazano, ze rostliny s touto mutaci

obsahuji vyssi hladinu karotenoidd, ¢imz mohou ovliviiovat barvu a kvalitu rostliny a ploda.

Semena mutantd cryl-1, cryl-2 a cv. MM byly laskavé poskytnuty R. E.
Kendrickem, University of Wageningen, Nizozemi. Semena mutanta hpl a cv. Rutgers

LA3004 byla laskavé poskytnuta C. M. Rickem, University of California, Davis.
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Priprava média

Pro pfipravu agarového kultivaéniho média Murashige-Skoog (MS) (Murashige and Skoog,
1962) o objemu 2 1, bylo pouzito 20 g sacharozy, 8,66 g MS média (kat. ¢. MSPO1-50LT,
Caison Labs, USA) a 0,3904 g pufru MES. Sachar6za, MS médium a MES pufr byly
postupné a za stalého michani rozpustény v Erlenmeyerovée baiice v 1 1 destilované vody.
Po rozpusténi vSech latek byl objem doplnén na 2 1 a bylo upraveno pH na 6,1 pomoci 1M

KOH.

Do péti termolahvi o objemu 500 ml byl navazen fytoagar po 2,8 g a do kazdé lahve
bylo nalito 400 ml média. Pfipravené médium bylo sterilizovano v autoklavu

a po vychladnuti byly termolahve s médiem skladovany v lednici.

Pted pouzitim muselo byt médium rozehiato do tekuté podoby v mikrovinné troubé.

4.2.2 Vysev semen a pienos rostlin

Pro kazdy experiment byl napocitan poZadovany pocet semen od kazdého genotypu
a sterilizovan v plastovych zkumavkéch (objem 50 ml) za ob¢asného protiepani po dobu 30
minut ve ziedéném roztoku Savo (2,8% hypochlorid sodny, Bochemie a.s.). Semena byla
Sestkrat promyta sterilni destilovanou vodou pomoci 10ml pipety. VSechny tyto kroky byly
provadény ve flow-boxu za sterilnich podminek.

Poté byla semena vyseta pinzetou sterilizovanou v 96% ethanolu a ozehnutou nad
plamenem na MS médium umisténé v hranatych plastovych Petriho miskach. Vzdy bylo
vysévano 100 semen na jednu Petriho misku a po vysevu byly misky oblepeny dokola tfemi
vrstvami pasky z netkané textilie SoftPore (Batist s.r.0.). Misky byly zabaleny do alobalu
pro kultivaci ve tmé a byly umistény vertikaln¢ do rastové kultiva¢ni komory Microclima

1000 (Snijders Scientific, Nizozemsko), ve které¢ byla stala teplota 23 °C, po dobu 3 dnt.

Po vykli¢eni potfebného mnozstvi semen, byla semena pienesena, za sterilnich
podminek, na hranaté Petriho misky s médiem o objemu 40 ml. Na kazdou misku bylo
umisténo 20 — 25 rostlin a do experimentu byla zahrnuta 1 kontrola. Misky byly opét
oblepeny tfemi vrstvami pasky z netkané textilie a umistény v riistové komofe o stalé teploté
23 °C. Rostliny byly kultivovany pod kontinualnim modrym osvétlenim a ve tmé (zabalené
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do alobalu) po dobu 4 dnii. Zdrojem modrého svétla byla trubice Philips TLD-36W/18-Blue

Philips USA) s maximalni ozafenosti 10 umol m™ s pii 440 nm.
p u p

Po 4 dnech byla rostlinAm odebrana apikalni ¢ast hypokotylu v temné komote
za riiznych svételnych podminek. Pro rostliny péstované na modrém svétle bylo pouzito
osvétleni modrou zativkou, pro rostliny rostouci ve tm¢, byla pouzita zativka zelend. Bylo
odebrano piiblizné 200 mg vzorku, ktery byl zabalen do alobalu a okamzité schlazen
V kapalném dusiku. Vzorky byly uchovavany v mrazaku pfti teplot¢ — 80 °C pro nasledné

pouziti.

4.2.3 lzolace a purifikace RNA

Kazdy genotyp byl zvlast’ rozdrcen pomoci tlou¢ku ve vychlazené tieci misce s dusikem.
Takto rozdrcené hypokotyly byly pfemistény do zkumavek a dale izolace probihala dle
schématu (Obr. 9) za pouziti kitu Isolate Il RNA Plant Kit (Bioline, Velka Britanie).
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Obr. 9: Schéma izolace pomoci kitu Isolate Il RNA Plant Kit (Bioline, Velka Britdnie)
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Po izolaci byla zmeéfena koncentrace celkové RNA pomoci spektrofotometru
Nanodrop (Thermo Scientific, USA). Pro kontrolu ptipadné kontaminace byla provedena
amplifikace pomoci PCR, kde byla pouzita smés obsahujici 4 ul 5x My Taq buffer (Bioline),
0,5 ul specifickych primert, 0,1 ul My Taq Polymerase (Bioline), 2 ul templatu a objem byl
doplnén nuclease free-water na 20 ul. Byla uskute¢néna amplifikace genu kodujici
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu (LeGAPHD, U97257, Chen, 1997), ktera méla 45

cykld a primery pro tento gen maji nasledujici sekvenci:
LeGAPDH - F primer: 5" - ATCCAT TTATTT CCACTG ATT ACAA -3’
LeGAPDH - R primer: 5" - CAT GGG AGC ATC TTT GCT A-3’

PCR byla provedena pomoci termocykléru C1000 Thermal cycler (Biorad) podle Tabulky
¢. 1. Templat byl nejprve denaturovan pfi teploté 94 °C po dobu 3 min. Nasledné prob¢ehl
45-krat nasledujici cyklus: 94 °C po dobu 30 s, 55 °C 30 s, 72 °C po dobu 5 min. Poté
probéhla konecné syntéza pii teploté 72 °C po dobu 5 min a jako posledni krok 15 °C pro
zchlazeni smési. Pro rozd€leni PCR produktii, byla pouzita elektroforéza na 1,5%
agarosovém gelu, ktery byl obarven barvivem GelRed (Nucleic Acid Stain, Biotinum). PCR
produkty byly smichany s barvivem 6x loading Dye (Biogen), vZzdy 20 pl vzorku a 1 pl
barviva, a naneseny do jamek spolu s kontrolnimi vzorky. Nasledné probéhla elektroforéza
pti stalém napéti 80 V po dobu 40 min a pak vizualizace gelu pomoci InGenius 3 Gel

Documentation Systém (Syngene).

Tab. 1: Program PCR pro amplifikaci genu LeGAPDH

94 °C 3 min

94 °C 30s

55°C 30s 45 cykla
72 °C 1 min

72 °C 5 min

15°C 00

V ptipadé, Ze byl vzorek kontaminovan, byla provedena opét purifikace RNA
S pouzitim roztok z kitu Isolate Il RNA Plant Kit (Bioline) a pfidanim DNasy I a reakéniho
RDN pufru. Poté probehla inkubace pii 37 °C po dobu 30 minut. Do vzorku se piidal octan

sodny a 96% ethanol a ptes noc v — 80 °C probihala precipitace. Nasledujici den byl vzorek
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centrifugovan 10 min pti 4 °C, tak aby se pelet zachytil na dn¢ mikrozkumavky. Supernatant
se odstranil vylitim ze zkumavky, byl ptidan 70% ethanol, opét byla provedena centrifugace
a odstranéni supernatantu. Poté byl ptidan 96% ethanol, probéhla centrifugace, odstranéni
supernatantu, odpipetovani poslednich zbytkii supernatantu a mikrozkumavka se nechala
dnem vzhiiru na filtracnim papiie po dobu maximaln¢ 5 minut, dokud se neodparil vSechen

ethanol. Precisténd RNA byla rozpusténa v RNA-free vode, jez je soucasti kitu.

4.2.4. Syntéza cDNA

Syntéza cDNA probéhla z Cisté vyizolované RNA za pomoci kitu PrimeScript 1st strand
cDNA sythesis kit (Takara, Kat. ¢. 6110A) nésledovné: k 8 pl vzorku RNA, které byly
nafedény tak, aby obsahovaly 2 ng celkové RNA, byl ptidan 1 pl 50 uM oligo dT primeru
a1 ul 10 mM dNTP a nasledovala inkubace po dobu 5 min pii 65 °C v termocykleru DNA
engine Thermal Cycler (Biorad) a zchlazeni v ledu. Pak se ptidaly 4 pl 5x PrimeScript pufru,
0,5 pl Rnase inhibitoru, 1 pl PrimeScript Rtasy a 4,5 ul RNA-free vody. Celkovy objem
vzorku byl 20 pl a tato reakéni smés byla inkubovana v termocycleru nejprve po dobu 60
min pii 42 °C a poté 15 minut pti 70 °C. Po tomto kroku bylo do vzorku ptidéno 0,5 pl
Rnasy H (Takara, kat. ¢. 2150A) a vzorky byly inkubovany v termocykleru po dobu 15 min
pti 37 °C.

Pro zjisténi spravné syntézy cDNA byla provedena PCR pomoci termocykleru
C1000 Thermal Cycler (Biorad), jejiz smés obsahovala 4 ul 5x My Taq buffer, 0,5 ul
specifickych primert, 0,1 pl My Taq Polymerase a 2 pul cDNA 1/5. Byly pouZzity primery

genu EF'la s nasledujicimi sekvencemi:
EFlo - F primer: 5" - CCC AAG AGG CCA TCA GAC AA -3
EFla - R primer 5" - CAA CAG GGACAG TTC CAATACCA -3’

Program PCR pro amplifikaci genu EFla znazorfiuje Tabulka €. 2.

31



Tab. 2: Program PCR pro amplifikaci genu EF 1o

94 °C 3 min

94 °C 30s

60 °C 30s 35 cykla
72 °C 30s

72 °C 5 min

15°C 0

Produkty PCR byly naneseny na 1,5% agarosovy gel spole¢né s barvivem a kontrolnimi
vzorky a probéhla elektroforéza pti konstantnim napéti 80 V po dobu 40 min. Opét probéhla

vizualizace, kde pii spravné nasyntetizované cDNA byly vidét 100 bp fragmenty.

4.2.5 Exprese genu BRI1

Pro porovnani exprese genu pro brassinosteroidni receptor BRI byl jako referen¢ni gen

pouzit Tip41-like. Pro kazdy vzorek cDNA byly v PCR pouzity primery pro Tip41-like:
Tip4l-like - F: 5" - GGT TCC TAT TGC TGC GTT - 3~
Tip41l-like - R: 5" - CGA AGA CAA GGC CTG AAA - 37

a primery pro BRI1:

BRI1-F:5- AGT TGA AGG ATGGGAGTG TTG -3’

BRI1-R:5-GGT GCT TGA TCT TCC CTATGG - 3’

Reakéni smés byla slozena z 10 pl Xceed qRT-PCR SG Mixu (IAB), 0,8 ul F-primeru, 0,8
ul R-primeru, 4 ul cDNA a 4,4 ul nuclease-free vody. Nasledné probéhla kvantitativni PCR
v termocykleru Mx 3000P System (Stratagene). Program pro PCR je znazornén v tabulce
¢. 3.
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Tab. 3: Program gPCR pro amplifikaci genu Tip41-like a BRI1

95°C 2 min

95 °C 5s

60 °C 20s 40 cykla
95°C 1 min

55°C 30s

95 °C 30s

Vysledky byly dale vyhodnocovany pomoci programu Rest 2009 (Pfaffl et al.,
2002, REST 2009 Software User Guide. 2009) a zpracovany v programu Microsoft Excel
2016.
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5. Vysledky

Cilem diplomové prace bylo zjistit, jak modré svétlo na tarovni RNA ovlivituje expresi genu
kodujici receptor BRII pro rostlinné hormony brassinosteroidy a které fotoreceptory
modrého svétla jsou v tomto procesu zapojeny. Proto byly pro tyto experimenty pouzity
fotomorfogenni mutanti cryl-1acryl-2, vyznacujici se snizenou citlivosti k modrému svétlu
(Weller et al., 2001). Jako tieti mutant byl zvolen hpl, ktery ma zvysenou reakci fytochromi

ke svétlu a soucasné ukazuje zesilenou fototropickou reakci (Srinivas et al., 2004).

Experimenty s témito mutanty rajcete (Solanum lycopersicum L.) byly zvoleny
v dtsledku predchozich studii, kde bylo zjisténo, ze modré svétlo vyznamné snizuje expresi

genu BRI1 u kultivaru Rutgers (Pilafova, 2016).

Apikalni ¢ast hypokotylu byla pouzita na zakladé zjisténi, ze se v hypokotylu nachazi
nejvyssi koncentrace brassinolidu. U etiolizovanych rostlin standardniho genotypu byla

pozorovana endogenni hladinu brassinolidu az pétkrat vy$si nez u mutanta 7B-1 (Pilatova,

2014).

Vsechny tyto experimenty byly provedeny podle metodiky nachazejici

se v predchozi kapitole.

5.1 Exprese genu BRI1 u mutanti cryl-1 a cryl-2

Byly provedeny dva az ¢tyfi nezavislé experimenty, u kterych byla izolovana celkova RNA
z hypokotylu rostlin cv. MM (WT), cryl-1, cryl-2, které byly kultivovany ve tmé
anamodrém svétle. Poté byla provedena syntéza ¢cDNA a nasledovala qRT-PCR
pro analyzu exprese BRI1 ve srovnani s housekeeping genem Tip41-like. Ziskané hodnoty
po kvantifikaci byly vzdy vztahovany k hodnoté¢ hladiny exprese WT u hypokotylu

rostoucim ve tme.

Jak ukazuje Obr. 10, exprese BRI1 v hypokotylech cv. MM byla mirng, nikoliv v§ak
signifikantn¢ ovlivnéna modrym svétlem. Ve srovnani s kultivarem MM, exprese BRI1
Vv etiolizovanych hypokotylech mutanta cryl-1 byla vyrazné (asi 4-krat) zvySena, vysledky
zpracovan¢é v programu REST 2009 ukazovaly ve dvou nezavislych opakovanich hodnotu

4,061. Modré svétlo expresi BRI1 u mutanta cryl-1 snizovalo asi 0 25%.
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U mutanta cryl-2 byla exprese genu BRI1 v etiolizovanych hypokotylech stejna jako

u cv. MM a modré svétlo mirné, nikoliv vSak signifikantné hladinu mRNA BRI1 snizovalo.
(Obr. ¢. 10).

Exprese BRI1

D BL D BL D BL

WT cryl-1 cryl-2

IS

< s N w d
oV kL, LN U W L oA ULowW,

Intenzita exprese BRI1 (RU)

o

Obr. 10: gRT-PCR analyza exprese genu BRII v hypokotylu rajcete (Solanum lycopersicum L.) cv.
Money Maker (WT), mutanta cryl-1 a cryl-2 za svételnych podminek tma (D) a modré svétlo (BL).
Vysledky ukazuji primérné hodnoty + SE, ziskané ze ctyr nezavislych experimenti, v pripadé

CV. Money Maker a ze dvou nezavislych experimentii u kazdého z mutantit cryl-1 a cryl-2.

5.2 Exprese genu BRI1 u mutanta hpl

U tohoto mutanta byly provedeny dva nezavislé experimenty. Z hypokotyl mutanta hpl
a jeho prislusného WT cv. Rutgers LA3004 byla opét izolovana celkova RNA, provedena
syntéza cDNA a qRT-PCR pro zjisténi hladin exprese genu BRI1. Rostliny byly péstovany
ve tm€ a na modrém svétle a vysledky byly vztahovany k WT rostoucimu ve tm¢.

Jako housekeeping gen byl pouzit Tip41-like.

Vysledky experimentti s mutantem hpl jsou ukdzany na Obr. 11. Jak graf ukazuje,
exprese genu BRI1 v hypokotylech WT nebyla vyrazné ovlivnéna modrym svétlem. Dale
bylo zji§téno, Ze ve tm¢ i na modrém svétle neméla mutace hpl na expresi BRI1 vyznamny

viiv.
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Obr. 11: qRT-PCR analyza exprese genu BRIl v hypokotylu rajcete (Solanum lycopersicum L.)
CV. Rutgers LA3004 (WT) a mutanta hpl za svételnych podminek tma (D) a modré svétlo (BL).

Vysledky ukazuji priimérné hodnoty + SE, ziskané ze dvou nezavislych experimentii.
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6. Diskuze

Je zndmo, Ze brassinosteroidy ovliviiuji biologické procesy v rostlin€ i pti velmi nizkych
koncentracich. Jsou stimulantem pii prodluzovani bunék, rustu pylové lacky, bunécném
déleni (Sinhg and Savaldi-Goldstein, 2015). Brassinosteroidy i svétlo ovliviiuji mnoho
stejnych procest, a to napiiklad prodluzovani bunék, kveteni, Ginik ze stinu (Wang et. al.,
2012). Je tedy zifejmé, ze svételné a brassinosteroidové signalni drahy spolu interaguji
a mohou mit v této signalni draze i spolecné elementy. V tad¢ praci bylo zjiSténo propojeni
mezi svételnou signalizaci a metabolismem brassinosteroidil, v nichZ naptiklad cytochrom
P450 katalyzuje inaktivaci ¢i degradaci BRs (Neff et al., 1999; Turk et al., 2005; Kang et
al., 2001). Nedavné studie ukazuji, ze modré svétlo snizuje endogenni hladinu
brassinosteroidii a intenzitu exprese genu BRI1 v hypokotylu rajcete. Modré svétlo dale
snizuje citlivost k brassinosteroidiim, ¢imz zastavuje prodluZzovani bunék (Pilafova, 2014).
Vysledky prace by mohly ptispet ke znalostem interakce BRs a modrého svétla jez reguluji

rust hypokotylu.

V experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo tkolem zjistit, prostfednictvim
kterych fotoreceptorii a signalnich drah modré svétlo ovliviiuje expresi genli pro receptor
BRI1 v hypokotylu rajcete. Byl vyuzit geneticky pfistup spocivajici v analyze mutantd,
a proto byli zvoleni fotomorfogenni mutanti cryl-1 a cryl-2 s defektem ve fotoreceptoru
modrého svétla CRY 1a a vyznacujici se redukovanou citlivosti k modrému svétlu (Weller
et al., 2001; Facella et al., 2012). Analyzy ukazaly, ze mutant cryl-1 obsahuje nesmysinou
mutaci, protoZe u n¢j doslo k zaméné aminokyseliny G za A v pozici 1680, ¢imZ vznikl
pred¢asny stop kodon a vysledny protein CRY 1a je zkraceny. Mutant cry1-2 obsahuje jednu
deletovanou bazi. Doslo tak u néj k posunové mutaci a pfed¢asnému ukonceni transkripce.
Predpoklada se, ze kone¢ny produkt CRY la u téchto mutanti je nefunckni (Weller et al.,
2001). Dale byl pouzit mutant hpl s defektem v genu DDB1, ktery ma zvySenou reakci
fytochromu ke svétlu a soucasné ukazuje zesilenou fototropickou reakci (Kendrick et al.,

1997; Liu et al., 2004).

Nejprve byly provedeny experimenty sledujici hladinu exprese BRI1 u mutanti
cryll a cryl-2 a jejich ptislusného WT, cv. MM, pomoci kvantitativni qRT-PCR
na modrém svétle a ve tmé. Vysledky experimentti ukazaly, Ze u kontrolni rostliny cv. MM
nebyla hladina exprese BRI1 vyznamné ovlivnéna modrym svétlem, i kdyz bylo na modrém

svétle pozorovano mirné zvySeni hladiny BRI1 mRNA.
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Experimenty provedené v této diplomové praci ukéazaly, Ze modré svétlo zvySovalo expresi
BRI1 u mutanta cryl-1 asi dvakrat ve srovnani s cv. MM. Tyto vysledky naznacuji, ze modré
svétlo prostiednictvim CRY la redukuje expresi BRI1. Fakt, ze exprese BRI1 u mutanta
cryl-2 byla srovnatelna s expresi BRI1 u cv. MM demonstruje, ze region proteinu CRY la
s mutaci cryl-2 neni v expresi BRI1 vyznamny, a naopak Ze region s mutaci cryl-1 je pro

expresi BRI1 podstatny.

Dalsim zjisténym faktem bylo, Zze ve tm¢ byla u mutanta cryl-1 zvySena exprese
BRI1 ve srovnani s cv. MM asi 4-krat. Je tedy ziejmé, ze i ve tmé, kdy je CRYla
neaktivovany, n¢jakym zpisobem redukuje expresi BRI1, a tedy jak se zda, vice nez CRY la
aktivovany modrym svétlem. To miize vysvétlovat mirné zvyseni exprese BRI1 na modrém

svétle u kultivaru cv. MM. Zda se tedy, Ze zavéry ziskané v této diplomové praci podporuji

vvvvvv

Dale byly experimenty provedeny u mutanta hpl a jeho WT cv. Rutgets LA3004,
kdy byla opét pozorovana hladina exprese BRI1 ve tmé a na modrém svétle. Vysledky
ukazaly, ze hladina exprese BRI1 byla stejna u WT i u mutanta hpl. Tyto vysledky naznacuji,
ze protein DDBI, zapojeny ve slozité maSinerii pfenosu svételného signalu nehraje

vyznamnou Ulohu v signalizaci brassinosteroidu.

Pokud je ndm znamo, tak vysledky experimenti tykajici se vlivu modrého svétla
na aktivitu receptord BRI1 nebyly dosud publikovany. Je znamo, Ze signalni draha modrého
svétla prostfednictvim CRY1 je vyuZzivana jinymi signalnimi drahami, a to naptiklad
U jasmonatd, které jsou piirozenymi regulatory ristu rostlin (Chen et al., 2018). Da se tedy
predpokladat, ze signalni draha svétla je soucasti mnoha jinych drah, ve kterych dochézi

K interakcim, a proto je dulezité se mu nadale vénovat.
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7. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, prostfednictvim kterych fotoreceptorii a signalnich
drah modré svétlo na urovni RNA ovliviiuje expresi BRI1 v hypokotylu raj¢ete. Pomoci
kvantitativni PCR byly provedeny experimenty studujici expresi BRI1 v apikalni ¢asti
hypokotyli cryl-1, cryl-2, hpl a jejich odpovidajicich kultivart, jez byly péstovany ve tmé
a na modrém svétle. Vysledky ukazaly, ze mutace cryl-1 vedla ke zvySeni exprese BRI1
na modrém svétle a paradoxné jesté vice ve tme. Vysledky téchto experimentii tedy vedou
K zavéru, ze modré svétlo pravdépodobné redukuje expresi BRI1 prostiednictvim
fotoreceptoru CRYla. Vysledky vedou také k zavéru, Ze i neaktivovany CRYla (tedy
ve tm¢) expresi BRI1 redukuje. Vysledky tedy podporuji zévéry, ze signalni drahy
brassinosteroidii a modrého svétla zapojené v rustu hypokotylu spolu interaguji. Budouci
experimenty by mély vySetfovat, jakymi mechanizmy muze CRYla expresi BRI1

ovliviiovat.
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