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Anotace

Svétlo je pro rostliny, jakoZzto fotoautotrofni organismy, zdsadnim faktorem — jednak je
nezbytné pro prubéh fotosyntézy, jednak rostlindm poskytuje spolehlivé informace o Case
i 0 aktualnich podminkach na stanovisti. Na ménici se svételné podminky rostlina reaguje
regulaci svého rastu a vyvoje, tento proces se nazyva fotomorfogeneze. Mezi mechanismy,
kterymi svétlo odpovédi rostlin zprostiedkuje, patii mimo jiné také regulace hladiny
a transportu rostlinnych hormont auxinti.

Tato prace navazuje na predchozi praci SOC, v ramci které byly navrzeny hypotézy
popisujici vliv svétla na rist rostlin skrze fotoreceptory Cerveného svétla fytochromy
a fytohormony auxiny. Cilem leto$ni prace bylo zjistit o téchto mechanismech dalsi
podrobnosti, a to pomoci relativni kvantifikace exprese genti pro pfenasee auxini SIPIN1
a SILAX4 a analyzou hladiny auxini a kyseliny abscisové v hypokotylech rostlin rajéete
(Solanum lycopersicum L.) kultivovanych in vitro ve tmé, na modrém a na Cerveném svétle.
Uloha fytochromi v signalnich drahach byla zjistovana analyzou mutanta tril s defektem
ve PhyB1 a mutanta yg-2 deficientniho ve chromoforu fytochromu.

Vysledky experimenti ukazaly, Zze Cervené svétlo snizuje expresi genu SIPIN1
prostfednictvim PhyB1, na expresi genu SILAX4 v§ak zasadni vliv nema. Pisobenim modrého
svétla dochazi ke snizeni exprese genii SIPIN1 i SILAX4, tento d¢j je vSak zprostiedkovan
jinymi fotoreceptory nez fytochromy. Svétlo rovnéZ ovliviiuje hladinu kyseliny abscisové
V hypokotylech rostlin, na mnoZstvi auxinil vSak zasadni vliv nema.

Tato préace tak pfindsi nové informace o vzajemnych interakcich svétla a rostlinnych
hormont pfi regulaci riistu a vyvoje rostlin a otevira mnoho otazek, které jsou ptilezitosti
k dalsimu vyzkumu.

Kli¢ova slova: auxin, Cervené svétlo, exprese gent, fytochromy, hypokotyl, modré svétlo,
polarni transport auxinu, rast, SILAX4, SIPIN1, Solanum lycopersicum



Annotation

Light is an essential factor for plants as photoautotrophs — it is necessary for course
of photosynthesis and it provides plants with reliable information about time and current
conditions of their habitat, as well. Plants dynamically adjust their architecture to optimize
growth and performance under fluctuating light environments, a process termed
photomorphogenesis. Among the mechanisms by which light mediates plant responses
belongs regulation of the level and transport of phytohormone auxin.

This thesis follows research summarized in the previous SOC, in which the hypothesis
was proposed explaining how light could influence plant growth and development via red
light photoreceptors phytochromes and phytohormone auxin. The main purpose of this thesis
was to find out more details about these mechanisms. Methods included relative
quantification of gene expression of auxin transporters SILAX4 and SIPIN1 and analysis
of auxin and abscisic acid in hypocotyls of tomato (Solanum lycopersicum L.). Plants were
grown in vitro in the dark, in blue light and in red light. The role of phytochromes in these
pathways was examined by analysis of mutant tril with the defect in PhyB1 and mutant yg-2
deficient in phytochrome chromophore.

The results of performed experiments showed that red light decreased expression
of SIPIN1 gene via PhyB1. However, red light has almost no effect on SILAX4 expression.
Blue light reduces gene expression of both SIPIN1 and SILAX4 but this action is likely
mediated by photoreceptors other than phytochromes. Light also influences concentration
of abscisic acid in plant hypocotyls, nevertheless it has minimal effect on concentration
of auxin.

This thesis brings new information about interactions of light and auxins in plant
growth and development as well as raises new questions for further research.

Keywords: auxin, blue light, gene expression, growth, hypocotyl, phytochromes, polar auxin
transport, red light, SILAX4, SIPINZ1, Solanum lycopersicum
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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA — kyselina abscisova

ABCB — ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY B
ABCG — ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY G

ABP1 — AUXIN BINDING PROTEIN 1

ARF — AUXIN RESPONSE FACTORS

ATHB2 — ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX 2
ATHB4 — ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX 4

ATP — adenosin trifosfat

Aux/1AA — Auxin/INDOLE-3-ACETIC ACID

AUX1/LAX — AUXINI/LIKE AUX1

AXR2/IAAT — AUXIN RESISTANT 2/INDOLE ACETIC ACID 7
A260 — absorbance vinové délky 260 nm

BIC - BLUE-LIGHT INHIBITOR OF CRYPTOCHROMES 1
BL — blue light, modrésvétlo

CCALl - CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1

cDNA — komplementarni DNA

CIB — CRY2-INTERACTING-BASIC-HELIX-LOOP-HELIX
COP1- CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1

Cry — cryptochrome, kryptochrom

Ct— cycle of treshold

D — dark, tma

dNTP — deoxyribonukleosid trifosfat

DTX50 — DETOXIFICATION 50

EDTA — ethylendiamintetraoctové kyseliny

FAD - flavinadenindinukleotid

FKF1 - FLAVIN-BINDING KELCH REPEAT F-BOX 1
FMN — flavinadeninmononukleotid

FR-HIR — FR-high irradiance response, reakce k vysoké ozatrenosti
FW — fresh weight

GAPDH - gen kodujici glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu
GH3 - GRETCHEN HAGEN 3

H+-ATPaza — protonova pumpa



HYH - HY5 HOMOLOG

HY5 - ELONGATED HYPOCOTYL 5

HFR1- LONG HYPOCOTYL IN FARRED 1

IAA — indol-3-octova kyselina

IAA19 — INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 19

IAA29 — INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 29

IAOXx — indol-3-acetaldoximu

IBA — indol-3-maselnéa kyselina

IPA — indol-3-pyruvat

LAF1 - LONG AFTER FAR-RED LIGHT 1

LC/MS-MS - liquid chromatography/tandem mass spectrometry, tandemova hmotnostni
spektrometrie spojena s vysoce t¢innou kapalinovou chromatografii

LFR — low fluence responses, reakce k nizké ozarenosti

LHY — LATE ELONGATED HYPOCOTYL

LKP2 — LOV KELCH PROTEIN 2

LOV - light oxygen voltage doména

MES — 2-(N-morfolino)ethansulfonové kyselina

MRNA — messenger RNA

MS — kultiva¢ni médium Murashige-Skoog

NAA — 1-naftyloctova kyselina

NPA —naftylftalamova kyselina

NPF — NITRATE TRANSPORTER 1/PEPTIDE TRANSPORTER

PAA — fenyloctova kyselina

PAPP5 — PHYTOCHROME-ASSOCIATED PROTEIN PHOSPHATASE 5

PAR — PHYTOCHROME RAPIDLY REGULATED

PCR — polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

Pfr — fyziologicky aktivni forma fytochromu

Phot — phototropin , fototropin

Phy — phytochrome, fytochrom

PIF - PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORS

PIL1 — PIF3-LIKE 1

PIL2 — PIF3-LIKE 2

PIN — PIN-FORMED proteiny

PKS1 - PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 1
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PP2Acs — SERINE/THREONINE PROTEIN PHOSPHATASE 2A

PP2C — PROTEIN PHOSPHATASE 2C

Pr — fyziologicky neaktivni forma fytochromu

PYR1/PYL/RCAR - PYRABACTIN RESISTANCE 1/PYR1-LIKE/REGULATORY

COMPONENTS OF ABA RECEPTORS

RL — red light, ¢ervené svétlo

ROP-GTPase — Rho OF PLANTS-GTPase

rpm — revolutions per minute, otacky za minutu

RVE1l - REVEILLE 1

SAUR - SMALL AUXIN UP-REGULATED

SCF — SKP1-CUL1-F-box

SE - standard error, standardni chyba

SKP2a — S-PHASE-KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 2a

SLR/IAA14 — SOLITARY ROOT/INDOLE ACETIC ACID 14

SNRK2E/OST1 — SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE SRK2E/OPEN STOMATA 1

SPA — SUPRESSOR OF PHYA-105

SUR2 — SUPERROOQOT 2

TAALl - TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1

TBE — tris/borate/EDTA

TIR1/AFB — TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX
PROTEIN

tril— temporarily red light-insensitive 1

Trp — tryptofan

UV — ultraviolet, ultrafialové zafeni

UVR8 — UV RESISTANCE LOCUS 8

VLFR — very-low fluence responses, reakce k velmi nizké ozafenosti

yg-2 — yellow-green-2

WT — wild type, nemutovany kontrolni genotyp

ZTL — ZEITLUPE

2,4-D — 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

4-CI-IAA — 4-chlor-indol-3-octova kyselina
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2 UvoD

Svétlo je pro zivot rostlin zcela zésadni. Jednak je zdrojem energie pro fotosyntézu, jednak
rostlindm poskytuje informace o ¢ase i o aktudlnich podminkach na stanovisti, na které se
rostlina musi co nejlépe adaptovat prostiednictvim regulace svého ristu a vyvoje.

Informace poskytované svétlem rostlina pfijima pomoci fotoreceptord, mezi ty
svétlem pak spousti drahy prenosu signalu, které vedou az ke specifické odpovédi rostliny.
Vyznamnym elementem téchto signalnich drah je rostlinny hormon auxin, ktery na bunécné
Urovni stimuluje rast bunék, ¢imz zajistuje prodluzovaci rist stonku a kotfene. Z mnoha studii
vyplyva, ze odpovédi rostlin na svétlo mohou byt zprosttedkovany snizenim hladiny auxinu
v pletivech (lino, 1982; Nishimura, 2006), snizenim citlivosti bunék na auxin (Jones et al.,
1991) nebo regulaci polarniho transportu auxinu (Behringer et Davies, 1992). Né&které
mechanismy interakce svétla a auxind pfi regulaci ristu a vyvoje rostlin vSak zatim nejsou
dostatecné vysvétleny.

V minulé praci SOC s nazvem ,,Interakce svétla a auxind Vv riistu a vyvoji rostlin bylo
na modelové rostlin¢ rajéeti jedlém (Solanum lycopersicum L.) zkouméno, jak svétlo
interaguje s auxiny pii regulaci rustu rostlin @ zda mohou byt ristové reakce rostlin na svétlo
zprostiedkovany skrze fotoreceptory cerveného svétla fytochromy, konkrétné PhyB1.
Vysledky vedly Kk navrzeni hypotéz vysvétlujicich mechanismy vlivu svétla na hladinu
endogennich auxini v pletivech a na polarni transport auxinu.

Cilem této prace bylo ovéfit pravdivost téchto hypotéz analyzou exogennich auxint
a zjistovanim exprese genu zapojenych v polarnim transportu auxinu pomoci kvantitativni
polymerazové fetézove reakce.
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3 TEORETICKY UVOD
3.1 Rust rostlin

Témét vSechny rostliny jsou fotoautotrofni organismy, coz znamena, ze energii pro syntézu
organickych sloucenin ziskdvaji ze slunecniho zafeni a jako zdroj uhliku jim slouZi
atmosféricky CO». Rostliny tedy pfizptsobily svou anatomii potiebé efektivné zachycovat
slune¢ni zafeni a ziskavat z né&j energii. V dusledku toho ale nejsou schopné pohybu z mista
na misto, nemohou se piemistit do prostedi s optimalnimi podminkami a musi se adaptovat
na podminky jejich aktualniho stanovisté. Tohoto piizptsobeni rostliny dosahuji regulaci
svého rustu a vyvoje.

Rostliny jsou modularni organismy, to znamena, Ze se jejich télo sklada
z proménlivého poctu opakujicich se modulti. Diky tomu jsou znaéné plastické, dokdzou se
rychle adaptovat na zmény vnéjSich podminek a jejich rdst je neukonceny (Taiz
et Zeiger, 2010).

Vyvoj rostlin se déli na tii hlavni etapy: embryogenezi, vegetativni vyvoj
a reproduk¢ni vyvoj. Pii embryogenezi dochazi k déleni zygoty a jeji transformaci v embryo
se zakladem d¢loznich listd, hypokotylu a kofene, které je pak obsazeno v semeni.
Po vykli¢eni zahaji rostlina obdobi vegetativniho ristu. Mladé semenacky nejprve Cerpaji
ze zasob ulozenych v délohach ¢i endospermu, pozdéji zadinaji vyuzivat jako zdroj energie
slune¢ni zafeni. Svou zakladni podobu rostliny ziskévaji diky aktivité¢ apikalnich meristémf,
které zajistuji primarni rast, tedy prodluZzovani. Tato primarni déliva pletiva, kterd se nachazi
na vrcholu kofene a stonku, jsou rezervoarem bunék se schopnosti proliferace. Délenim
a diferenciaci bunék apikalniho meristému stonku vznikaji primarni pletiva stonku a listd,
délenim a diferenciaci bun¢k apikalniho meristému kofene vznikaji primarni pletiva kotene.
Druhotné tloustnuti kofene a stonku, neboli sekundarni rust, je zajistovan sekundarnimi
lateralnimi meristémy vzniklymi ¢innosti apikalniho meristému, mezi které patiéi kambium
a felogen. Dé¢lenim kambia vznika sekundarni xylém a sekundarni floém, ¢innosti felogenu
vznikd sekundarni kryci pletivo periderm, ktery je tvofen felogenem a vrstvou korku.
Mezi sekundarni meristémy patii i latentni sekundarni meristémy, které se déli pouze
za urc¢itych podminek. Latentnim meristémem je napiiklad pericykl, ktery tvoii vnéjsi vrstvu
bunék stfedniho valce kofene a dava vzniknout postrannim kofentim. Reprodukéni vyvoj
rostliny je zajistén zménou vegetativniho meristému na meristém kvétenstvi tvofici listeny,
V jejichz 0zlabi pak vznikd meristém kvétu (Gifford et Foster, 1987; Taiz et Zeiger, 2010;
Campbell, 2016).

3.2 Reakce rostlin na vnéjsi podnéty

Piesny program vyvoje rostlin neni pfedem dan a silné zavisi na interakci konkrétniho
organismu s prostiedim. Mezi faktory vnéjsiho prostiedi ovliviiujici rist a vyvoj rostlin patii
gravitace, mechanické stimuly a rGzné environmentdlni stresory, napfiklad sucho,
zaplavovani, vysoka salinita, extremni teploty nebo pfitomnost patogeni ¢i herbivord.
Pravdépodobné nejdilezitéjsim signalem vné&jsiho prostiedi je ale pro rostliny svétlo
(Kendrick et Kronenberg, 1994; Campbell, 2016).
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3.2.1 Reakce rostlin na svétlo

Svétlo slouzi rostlinam piedevsim jako zdroj energie, kromé toho je ale také stéZzejnim
signalem, ktery poskytuje rostlindm informace o vné&jsim prostiedi ¢i o ¢ase. Pro rostlinu je
dulezit¢ vyhodnotit mnozstvi, smér a slozeni spektra svétla a na zaklad¢ téchto informaci
regulovat svij rist a vyvoj tak, aby mohla pro sviij dalsi rust vyuzit svétlo jako energii
co nejefektivnéji. Proces, pii kterém svétlo jako signal zméni vyvoj rostliny, se nazyva
fotomorfogeneze (Kendrick et Kronenberg, 1994; Parks, 2003).

Kdyz semena kli¢i pod zemi, nedostava se k nim zadné svétlo potiebné k fotosyntéze
amlada rostlina je vyzivovana pouze ze zasob v semeni. Proto investuje energii hlavné
do prodluzovani stonku, netvofi chlorofyl ani listy — v dasledku toho ma rostlina rostouci
ve tm¢ velmi dlouhy, tenky, svétly hypokotyl s apikdlnim hackem, nevyvinuté listy
a redukované koteny. Toto pfizptisobeni umoziuje vyhonkim prorazit pudou dfive, nez dojde
k vyCerpani zasoby zivin v semeni ¢i v hlize, a oznacuje se jako skotomorfogeneze.

Jakmile vyhonek prorazi na svétlo, dojde Kk pfechodu od skotomorfogeneze
k fotomormofogenezi — tzv. deetiolaci — a morfologie i biochemie rostliny projde velkymi
zménami. Prodluzovani stonku se zpomali, apikdlni hacek se zacne narovnavat, dojde
k prodluzovani kofenti, vyvoji listi a syntéze pigmenti charakteristickych pro zelené rostliny,
predevsim chlorofylu (Taiz et Zeiger, 2010; Campbell, 2013).

3.2.2 Fotoreceptory

Aby vnéjsi signal vyvolal v organismu fyziologickou odpovéd’, musi jeho buiiky obsahovat
molekulu citlivou na dany signal, tzv. receptor. Receptory, které slouzi pro detekci svétla, se
nazyvaji fotoreceptory. Kvili neustalé potfebé monitorovat okolni svételné podminky, vhimat
jejich zmény a ziskavat informace o riiznych vinovych délkach dopadajiciho svétla doslo
u rostlin k vyvoji péti skupin fotoreceptort, které mizeme obecné rozdélit na receptory
cerveného svétla, receptory modrého svétla a receptory pro stfednévinné ultrafialové zareni
(UV-B) (Paik et Hug, 2019).

Piestoze kazda skupina fotoreceptori pouziva jiné mechanismy pienosu signélu,
vSechny fotoreceptory sdili nékteré obecné vlastnosti. Za prvé, energie piijatého fotonu se
projevi zménou molekularni struktury fotoreceptoru, ktera vede k jeho aktivaci. Za druhé,
aktivovany receptor predava informaci signalnim proteinim piimou interakci a zpiisobenim
biochemické ¢i fyzikalni zmény daného proteinu. Za tfeti, pro kazdy fotoreceptor existuje
mechanismus jeho deaktivace, ktery slouzi k vyladéni signilnich kaskad. Diky nékolika
skupinam fotoreceptorti s rozdilnymi, ale vzajemné se piekryvajicimi funkcemi, mohou
rostliny monitorovat okolni prostfedi a zajistit spravné fyziologické odpovédi (Paik et Hug,
2019).

3.2.3 Receptory cerveného svétla

Cervené svétlo je vniméano skupinou tizce piibuznych proteind, které se nazyvaji fytochromy.
Funguji jako dimery, kazdd podjednotka se skladd z chromoforu kovalentné vazaného
na apoprotein. Ve tmé jsou fytochromy lokalizovany v cytoplazmé a jejich chromoforem
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je linearni tetrapyrrol oznacovany jako fytochromobilin, ktery je syntetizovan uvnitf
plastid z hemu.

Fytochromy (Phy) se v rostlinach nachazi ve dvou vzajemné konvertibilnich formach
— Pr a Pfr. Pr je forma fytochromu absorbujici ¢ervené svétlo o vinove délce 650 — 680 nm,
Kterd se nachazi v cytoplazmé. Tato neaktivni forma je vystavenim cEervenému svétlu
zménéna na fyziologicky aktivni formu Pfr absorbujici dlouhovinné ¢ervené svétlo o vinové
délce 710 — 740 nm (Obr. 1). Pfr mize byt zménéna zpét na Pr bud’ plsobenim
dlouhovinného Cerveného svétla, nebo spontanné po delsi dobé procesem zvanym temnostni
reverze. Tato vlastnost je oznaovana jako fotoreverzibilita (Taiz et Zeiger, 2010). Pfestoze
monochromatické ¢ervené ani dlouhovinné Cervené svétlo se v prirodé nevyskytuje, prirozené
svételné podminky predstavuji pomér cerveného a dlouhovinného cerveného svétla,
ktery mohou rostliny vnimat pravé pomoci fytochromd.
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Obr. 1: Absorpéni spektrum fytochromt ve formé& Pr a Pfr. Mimo jiné lze z grafu vy¢ist, ze fytochromy
absorbuji kromé ¢erveného a dlouhovinného Cerveného svétla i modré svétlo. Prevzato z Nobel, 2009

Absorpce ¢erveného svétla chromoforem zptsobi zménu jeho konformace z cis-Cis-Cis
do cis-cis-trans (Obr. 2). To ma za nasledek zménu konformace apoproteinu z Pr
do fyziologicky aktivni formy Pfr. V této form¢ ziska fytochrom schopnost autofosforylace,
kinazovou aktivitu aschopnost translokace do jadra. Diky kinazové aktivité zplsobi
fosforylaci proteini PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORS (PIF), transkripnich
faktoru, které slouzi jako negativni regulatory odpovédi regulovanych fytochromy.
V dusledku fosforylace jsou poté PIF proteiny degradovany v proteazomu (Ni et al., 1998;
Shin et al., 2009). Mensi ¢ast svétlem aktivovanych fytochromia zustava v cytosolu, kde
zprostiedkuje rychlé odpovédi regulaci membranového potencialu a toku ionti (Rosler et al.,
2007). Byly také identifikovany cytosolické proteiny, které s fytochromy interaguji. Patii
mezi n¢ naptiklad protein PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 1 (PKS1) (Fankhauser
et al., 1999) nebo fosfatdiza PHYTOCHROME-ASSOCIATED PROTEIN PHOSPHATASE
5 (PAPPS), ktera je pravdépodobné zapojena do defosforylace aktivni formy fytochromu
(Ryu et al., 2005).

Fytochromy také pfimo inaktivuji hlavni negativni regulator svétlem indukovanych
signélnich drah, ktery se nazyva CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1)
a SUPRESSOR OF PHYA-105 (SPA) E3 ligaza (Lu et al., 2015; Sheerin et al., 2015).
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V aktivni formé tento komplex zajiStuje degradaci né€kolika transkripénich faktori, které
zprosttedkuji transkripci svétlem indukovanych genti, mezi néz patii naptiklad ELONGATED
HYPOCOTYL 5 (HY5), LONG AFTER FAR-RED LIGHT 1 (LAFl1) nebo LONG
HYPOCOTYL IN FR 1 (HFR1). Aktivita COP1 je siln¢ zavisla na jeho vazebném partnerovi
SPA (Hoecker et Quail, 2001; Seo et al., 2003). Svétem aktivované fytochromy oddé&luji
COPI1 a SPA, tim tento komplex inaktivuji, dochazi ke stabilizaci transkripénich faktorQ
a expresi svétlem indukovanych gent. Fytochromy dokazou inaktivovat COP1-SPA E3 ligazu
takeé presunem COPI1 z jadra do cytoplazmy, pfesny mechanismus vSak zatim neni znamy
(von Arnim et al., 1997; Stacey et al., 2003). Fytochromy interaguji také s velkym mnozstvim
dalSich enzymi, mezi které patii kinazy, fosfatazy ¢i E3 ligazy, které modifikuji cilové
proteiny (Bu et al., 2011; Dong et al., 2017; Ni et al., 2017).
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Obr. 2: Zména konformace fytochromobilinu po ozafeni ¢ervenym svétlem z neaktivni formy Pr do aktivni
formy Pfr. Pfevzato z Taiz et Zeiger, 2010

Ve vyssich rostlinach jsou fytochromy kodovany malou rodinou gentd, konkrétné
v Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. jsou to geny PHYA, PHYB, PHYC, PHYD a PHYE,
Vv rajéeti byly identifikovany geny PHYA, PHYB1, PHYB2, PHYE a PHYF (Hauser et al.,
1995; Mathews, 2010). Fytochromy lze dale rozd¢lit na dvé skupiny — na svétle labilni typ I,
kam patii PhyA, a na svétle stabilni typ II, kam patiéi PhyB — PhyE. PhyA umoziuje kliceni
a deetiolaci, kdyz je svétla nedostatek (very-low fluence response — VLFR) nebo je pomér
¢erveného a dlouhovinného ¢erveného svétla velmi nizky (far red-high irradiance response —
FR-HIR). Tyto podminky lze nalézt pod tenkou vrstvou pady ¢i ve stinu. U fytochromt
typu Il, tedy PhyB — PhyE, je naopak Kk vyvolani odpovédi potieba vysoké mnozstvi
fytochromi ve formé Pfr. Tyto fytochromy jsou tedy aktivni v podminkach, kdy je pomér
¢erveného a dlouhovinného ¢erveného svétla relativné vysoky (low fluence response — LFR)
(Franklin et Quail, 2010). Nejdulezitéjsim fytochromem typu II je PhyB, ktery vykazuje
mnohem rychlej$i temnostni reverzi nez PhyA. Nedavné vyzkumy naznacuji, ze PhyB muze
slouzit i jako receptor pro teplotu, a tato vlastnost je povazovana za kli¢ovou pro tuto funkci
(Lee etal., 2016; Legris et al., 2016).
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V rostlinach jsou fytochromy ptitomné ve vSech pletivech, tim paddem jsou zahrnuty
v regulaci témét kazdého kroku zivotniho cyklu rostliny. Ovliviuji kli¢eni, deetiolaci,
gravitropismus, pigmentaci, cirkadianni rytmy i kveteni (Galvéo et Fankhauser, 2015).

3.24 Receptory modrého svétla

Odpovédi rostlin k modrému svétlu jsou charakteristické pfitomnosti odpoveédi na signal
I po jeho preruseni a delSim Casovym intervalem mezi pfijetim signalu a pozorovatelnou
odpovédi na né&j. Tento jev lze vysvétlit existenci neaktivni formy fotoreceptoru, ktera se
vlivem modrého svétla zméni na aktivni formu, jejiz navrat do fyziologicky neaktivni formy
je pomaly (lino et al., 1982; Taiz et Zieger, 2010). Existuje nékolik rtznych skupin
fotoreceptoru, které zajistuji odpovédi rostlin na modré svétlo.

Kryptochromy (Cry) jsou flavoproteiny podobné DNA fotolyazam, které opravuji
poskozeni DNA zpasobené UV zatenim (Sancar, 2003; Lin et Shalitin, 2003). Rostlinné
kryptochromy fotolydzovou aktivitu nevykazuji, jsou vsak lokalizované v jadie a slouzi jako
receptory pro modré svétlo a UV-A zatfeni o vinové délce 320 — 500 nm (Obr. 3). Podobné
jako ostatni fotoreceptory se skladaji z proteinové ¢asti zvané apoprotein a neproteinové casti
oznacované jako chromofor, kterym je u kryptochromu flavinadenindinukleotid (FAD).

Kryptochromy se podili na deetiolaci, regulaci kveteni a cirkadiannich rytmd.
V genomu Arabidopsis jsou kodovany celkem tii kryptochromy — Cryl, Cry2 a Cry3. Cryl
a Cry2 funguji hlavné jako receptory modrého svétla, reguluji deetiolaci a kveteni (Guo et al.,
1998; Ito et al., 2012) Na rozdil od Cry1, ktery je na svétle stabilni, Cry2 je na svétle rychle
degradovan (Ahmad et al., 1998). Cry3 patii do skupiny CRY-DASH proteinti. Nachazi se
v mitochondriich a chloroplastech, kde opravuje poskozeni jednofetézcové DNA zplisobené
UV zafenim, vykazuje tedy fotolyazovou aktivitu a je mezi kryptochromy vyjimkou (Kleine
et al., 2003; Pokorny et al., 2008).

K aktivaci kryptochrom je zapotiebi nékolika kroki. Po dopadu fotonti na FAD dojde
k fosforylaci kryptochromti a dimerizaci, fosforylovany Cry2 podstupuje rychlou degradaci
(Shalitin et al., 2002; Shalitin et al., 2003). Kryptochromy zprostfedkuji odpovédi na modré
svétlo nékolika mechanismy. Svétlem aktivovany Cry2 interaguje s CRY2-INTERACTING-
BASIC-HELIX-LOOP-HELIX (CIB) a zahajuje genovou expresi (Liu et al., 2011). Nedavno
byl objeven protein BLUE-LIGHT INHIBITOR OF CRYPTOCHROMES 1 (BIC),
potencidlni inhibitor kryptochromti, ktery blokuje jejich dimerizaci a fosforylaci
(Wang et al., 2017)

Krom¢ pfimé regulace transkripce interakci s transkripénimi faktory muizou
kryptochromy ovliviiovat expresi genll i nepfimo skrz inhibici proteolyzy, a to interakci
s ubikvitin ligdizou COP1 (Yi et Deng, 2005, Liu et al. 2011). Ve tm¢ COPI zajistuje
degradaci HY5, transkripéniho faktoru, ktery stimuluje expresi genlt zodpovédnych
za fotomorfogenezi. Po osvétleni se interakce mezi COP1 a HYS pierusi. Jednak je COP1
vlivem svétla degradovan nebo transportovan z jadra do cytoplazmy, jednak jsou za jeho
degradaci zodpovédné také kryptochromy. V dusledku toho se zvysi akumulace HYS5,
coz vede k expresi genu zajist'ujicich fotomorfogenezi (Nemhauser, 2008).
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Obr. 3: Absorpéni spektrum kryptochromii. Pievzato z List et al., 2014
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Dalsi  skupinou receptori modrého svétla jsou  fototropiny  (Phot),
proteiny lokalizované v plazmatické membrané, které absorbuji svétlo v oblasti
modrého svétla a UV-A zafeni (320 - 500 nm). Na C-konci fototropinu se nachazi
serin/threonin kindza, na N-konci je umisténa light oxygen voltage (LOV) doména, na kterou
je navazany chromofor flavinadeninmononukleotid (FMN). Tyto receptory hraji dilezitou roli
ve fototropismu (pohybech rostlin smérem ke svétlu nebo od svétla), jsou zodpovédné
za inhibici prodluzovani hypokotylu béhem prvnich sekund po ozaieni rostliny modrym
svétlem, otevirani priduchti, pohyby chloroplasti v listech a pohyb jader. VV Arabidopsis se
nachazi celkem dva fototropiny — Photl a Phot2 (Quail, 1994). Oba jsou zapojeny
ve fototropickych odpovédich rostlin, ale Phot2 funguje pouze pfi vyssi intenzit€¢ ozaieni
(Briggs et Christie, 2002).
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Obr. 4: Absorpéni spektrum fototropinti. Prevzato z Briggs et Christie, 2002

Mezi receptory modrého svétla patii i F-box proteiny, které stejné¢ jako fototropiny
obsahuji LOV doménu, na kterou je navazany flavin. Do této skupiny patii proteiny
ZEITLUPE (ZTL), FLAVIN-BINDING KELCH REPEAT F-BOX 1 (FKF1) a LOV KELCH
PROTEIN 2 (LKP2), které ovliviuji kveteni a cirkadianni rytmy. Stejné jako ostatni
receptory modrého svétla vnimaji vinové délky v rozmezi 320 — 500 nm (Song et al., 2014;
Zoltowski et Imaizumi, 2014).
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Jako receptory modrého svétla neslouzi v rostlindich pouze proteiny, ale také
karotenoid zeaxantin. Ve svéracich buiikach funguje jako receptor zprostfedkujici otevirani
praduchu (Frechilla et al., 1999; Taiz et Zeiger, 2010).

3.2.5 Receptory UV-B zareni

Zatim jedinym identifikovanym fotoreceptorem, ktery vnima UV-B zafeni (280 — 320 nm), je
protein UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVRS8). Tento fotoreceptor neobsahuje chromofor,
detekce UV-B zafeni je zajisténa pomoci nékolika tryptofanovych zbytki. Absorpce UV-B
zateni indukuje rozpad dimeru UVR8 a vysledny monomer se piesouvd do jadra,
kde interaguje s COP1. Tato interakce vede ke stabilizaci HY5 a zahajeni exprese cilovych
genll. Mezi odpovédi rostlin na UV-B zafeni patii aklimatizace a otevirani praducha (Rizzini
etal., 2011; Cloix et al., 2012; Wu et al., 2012).

[T - a
UV-B UV-A, modré cervené/dlouhovinné
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UVRS8  fototropiny  kryptochromy fytochromy
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oteyirani prizduchi, pohyb rytmy cirkadianni gravitropismus,
ek St rytmy cirkadidnni rytmy

Obr. 5: Shrnuti typt rostlinnych fotoreceptorti specifickych pro uréité vinové délky a jejich funkci. Prevzato
z Paik et Hug, 2019

3.3 Rostlinné hormony

Rostlinné hormony neboli fytohormony jsou ptirozené se vyskytujici organické slouceniny,
které slouzi jako signalni molekuly a ovliviiuji fyziologické procesy v rostlindch i pti velmi
nizkych koncentracich. V cilovych buiikach se molekula hormonu vaze na specificky receptor
a spousti drahu pienosu signalu, ktera vede k urcité odpovédi bunky. Vyvoj rostlin je
regulovan n¢kolika typy hormont, mezi které patii auxiny, giberelliny, cytokininy, ethylen,
kyselina abscisovd, kyselina salicylova, jasmonaty, brassinosteroidy a strigolaktony (Taiz
et Zieger, 2010; Campbell, 2016).
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3.3.1 Auxin

Auxiny jsou vyznamna skupina rostlinnych hormont, ktera je nepostradatelna pro jakykoliv
vyvojovy ¢i tropicky proces v rostlinach. Spolu s cytokininy jsou auxiny jedinymi rostlinnymi
hormony, které jsou pro zivotaschopnost rostliny nutné. Na bunééné urovni auxiny ovliviiuji
bunééné déleni, expanzi a diferenciaci bunék, na urovni celé rostliny se podili
na embryogenezi, prodluzovacim rastu stonku, tvorbé postrannich kotent, apikalni
dominanci, fototropismu a gravitropismu (Taiz et Zeigler, 2010).

Termin auxin je uzivan pro oznaceni jakékoliv latky, ktera indukuje prodluzovani
bun€k v izolovanych &astech stonku nebo koleoptile, proto do této skupiny rostlinnych
hormont patii velké mnozstvi riznych organickych sloucenin. Byly identifikovdny celkem
Ctyfi ptirodni auxiny. Nejrozsitengj$im auxinem je indol-3-octova kyselina (IAA), jednoducha
molekula skladajici se z indolového kruhu a postranniho fetézce karboxylové skupiny. Mezi
dalsi tfi pfirozené se vyskytujici auxiny patéi indol-3-maselnd kyselina (IBA), fenyloctova
kyselina (PAA) a 4-chlorindol-3-octova kyselina (4-CI-IAA) (Simon et Petrasek, 2011).
Podobné ucinky jako TAA vykazuji 1 nekteré syntetické organické slouceniny, které maji
Siroké vyuziti jak pfi vyzkumu, tak v zemédé&lstvi ¢i zahradnictvi jako ristové regulatory nebo
herbicidy. Nejpouzivanéjsimi syntetickymi auxiny jsou napiiklad 1-naftyloctova kyselina
(NAA) nebo 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D) (Taiz et Zeigler, 2010).
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Obr. 6: Struktura pfirodniho auxinu IAA (vlevo) a struktura synteticky auxini NAA (uprostfed) a 2,4-D
(vpravo) (podle Maet al., 2017)

Auxinova signalizace muze byt regulovana na mnoha drovnich — lokalizace hormonu
Vv rostlinnych pletivech je ovlivnéna regulaci jeho biosyntézy, metabolismu a transportu,
vysledny efekt auxinu zavisi na vnimani hormonu rostlinnou buiikou ¢i na interakci s dalsimi
rostlinnymi hormony.

3.3.1.1 Biosyntéza a metabolismus auxinu

PrestoZze schopnost produkovat nizké hladiny IAA maji prakticky vSechna rostlinna pletiva,
hlavnimi misty syntézy auxinu jsou apikalni meristémy stonku a mladé listy (Ljung et al.,
2001). Apikalni meristémy kotene jsou také dulezitym mistem biosyntézy auxint, pfesto je
kofen zavisly na auxinu syntetizovaném ve stonku (Ljung et al., 2005).

Hlavnim prekurzorem syntézy [AA je aminokyselina tryptofan (Trp). Pfi Trp-
dependentni syntéze IAA dochazi nejprve ke zméné Trp na indol-3-pyruvat (IPA) enzymem
TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF ARABIDOPSIS 1 (TAAL). Oxidativni
dekarboxylaci katalyzovanou enzymem flavin monooxygenazou YUCCA je poté z IPA
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syntetizovana [AA. Byly vSak objeveny 1 dalSi Trp-dependentni drdhy syntézy IAA, stejné
jako dréhy na Trp nezavislé, kdy je IAA syntetizovana z prekurzort Trp, hlavné kyseliny
indol-3-propionové (Mashiguchi et al., 2011; Tivendale et al., 2014; Zhao, 2014).

Aby byla hormonalni signalizace efektivni, nesmi se hormony zaéit Casem
akumulovat. Deaktivace IAA probiha jednak skrze vazbu na aminokyseliny, cukry nebo
tvorbou esterti — vazana IAA je povazovana za hormonaln¢ neaktivni (Ludwig-Mdiller, 2011;
Korasick et al., 2013), jednak oxidaci pomoci enzyml na kyselinu 2-oxoindol-3-octovou.
IAA muze byt oxidovana i neenzymaticky, naptiklad je-li vystavena svétlu (Mellor et al.,
2016; Porco et al., 2016).

3.3.1.2 Transport auxinu

IAA se pohybuje pfevazné z apikalni do bazalni ¢asti rostliny. Tento zplsob jednosmérného
transportu auxinu, ktery je nazyvan jako polarni transport, je specificky jak pro ptirodni,
tak pro syntetické auxiny, vyzaduje energii a neni zavisly na gravitaci, coz naznacuje,
ze transport auxinu probiha z bunky do builky a je zprostifedkovan proteinovymi pienaSeci
plazmatické membrany (Taiz et Zeiger, 2010). Polarni transport auxinu umoZziuje
asymetrickou distribuci tohoto hormonu v raznych buikach a pletivech. Diky tomu se vytvati
lokéalni auxinovd minima, maxima a gradienty, které jsou zasadni pro tvorbu organu
a urceni tvaru.

Chemiosmoticky model transportu auxinu pfedpoklada, Ze to, zda IAA jako slaba
kyselina odstépi nebo neodstépi vodikovy kation (H*), zavisi na pH prostiedi, ve kterém se
nachazi (Rubery et Sheldrake, 1973; Raven, 1975; Goldsmith et Goldsmith, 1977). Prostiedi
bunécné stény (apoplast) ma diky aktivité protonové pumpy H*-ATPazy pH piiblizné 5,5,
proto zde vyznamna ¢ast auxinu piijme proton, Stane se lipofilni a snadno projde
cytoplazmatickou membranou. Uvnitt bunky je pH neutralni a vétsina molekul 1AA se zde
nachazi ve form¢ aniontu (IAA°), ktery nemuze prochazet cytoplazmatickou membranou.
Proto existuji celkem tfi hlavni skupiny transmembranovych proteint, které transportuji IAA
z jedné strany cytoplazmatické membrany na druhou.

Transport do bunky, tedy tzv. influx, zajistuje mala skupina proteini AUXIN1/LIKE
AUX1 (AUX1/LAX), ktera transportuje IAA" spoleéné s 2H* (Yang et al., 2006; Swarup
etal.,, 2008). Tyto proteiny maji pravdépodobné 11 transmembranovych domén a jejich
umisténi vV cytoplazmatické membrané buiiky je polarni jen v nékterych pletivech, napiiklad
v protofloému nebo epidermis kofene (Armengot et al., 2016).

Z buniky je auxin transportovan pomoci tzv. effluxovych pfenaseci, kterymi jsou PIN-
FORMED proteiny (PIN) a ATP-BINDING CASSETTE SUBFAMILY B (ABCB). Skupina
proteintl PIN je tvofena celkem osmi proteiny, které 1ze rozdélit na dva typy liSici se délkou
hydrofilni smycky ve stfedu polypeptidového fetézce, ktery tvofi celkem
10 transmembréanovych domén (Armengot et al., 2016; Zazimalova et al., 2018). Proteiny
typu PIN I, kterymi jsou PIN1, PIN2, PIN3, PIN4 a PIN7, maji dlouhou hydrofilni smycku
ajsou lokalizovany v plazmatické membrané bunky pievazné polarné, ¢imz urCuji smér
proudu auxinu (Petrasek et al., 2006; Wisniewska et al., 2006). Proteiny typu PIN Il, mezi
které patii PINS a PIN8, maji naopak kratkou hydrofilni smycku a jsou umistény v membrané
endoplazmatického retikula. Vyjimkou je PIN6, ktery ma hydrofilni smycku zkracenou pouze
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Casteéné (Cazzonelli et al., 2013; Bennett, 2015; Armengot et al., 2016). Zadna sekvence
proteinti PIN neobsahuje misto pro vazbu ATP, proto jsou PIN proteiny obecné povazovany
za sekundarni aktivni pfenasece (Zazimalova et al., 2018).

Proteiny ABCB, na rozdil od PIN, pouzivaji jako zdroj energie ATP, transport pomoci
ABCB se proto uplatituje hlavné tehdy, kdyz je tieba transportovat auxin proti gradientu.
Pienasece ABCB jsou tvofeny dvéma skupinami transmembranovych domén, kazda z nich je
nasledovana domenou, ktera vaze ATP. Tyto prenaseCe nejsou lokalizovany
Vv cytoplazmatické membrané bunky polamé.

Piestoze vSechny tii skupiny transportuji auxin nezavisle na sob¢, proteiny PIN
a ABCB mohou vytvaret komplexy, které stabilizuji proteiny PIN v membran¢ (Blakeslee
et al., 2007; Titapiwatanakun et al., 2009).

Utinek auxinii na rostliny je &asto zkoumin pomoci syntetickych auxini.
Ty vyvolavaji stejné odpovédi jako TAA, ale na rozdil od ni jsou chemicky stabilni, nejsou
degradovany svétlem a jejich metabolismus v rostliné je pomalejsi (Yamakawa et al., 1979;
Jackson et al., 2001). Molekula NAA je lipofilni, diky tomu snadno vstupuje do bunky difuzi.
Z bunky je aktivné transportovana proteinovymi pfenaSeci. S proteiny transportujicimi auxin
do buriky neni NAA kompatibilni, proto je pouzivana k vyzkumu vlastnosti proteint, které
transportuji auxin z buiiky. Naopak molekula 2,4-D neni lipofilni a jeji vstup do bunky
zajist'uji proteinové transportéry. K proteiniim transportujicim auxin z bunky se ale nevaze,
proto slouzi jako nastroj k vyzkumu proteind zajisStujicich vstup auxinu do bunky (Delbarre
etal., 1996; Simon et al., 2013).

AUX1/LAX

Obr. 7: Schéma transportu auxintl do buiiky a z buiiky (podle Morris, 2000)

3.3.1.3 Auxinova signalizace

Pfitomnost auxinu V buiice aktivuje signalni drahy, které vedou ke zménam na urovni
transkripce a specifickym odpovédim bunky. Byly charakterizovany tii systémy receptort
auxinu s riznym rozsahem pusobeni v bufice. Jsou jimi SKP1-Cullin—F-box TRANSPORT
INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEIN Auxin/INDOLE-3-
ACETIC ACID (TIR1/AFB-Aux/IAA), S-PHASE-KINASE-ASSOCIATED PROTEIN 2a
(SKP2a) a AUXIN BINDING PROTEIN 1 (ABP1).
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Nejlépe prozkoumanym systémem je TIR1/AFB-Aux/IAA, ktery reguluje transkripci
auxinem podminénych gend v jadfe. Komponenty této signalni drahy patfi do tfi rodin
proteint: koreceptory auxinu F-box proteiny TIR1/AFB, transkripéni represory Aux/IAA
a transkripéni faktory AUXIN RESPONSE FACTORS (ARF). TIR1/AFB je podjednotkou
komplexu ubikvitin ligazy typu SKP1-CUL1-F-box (SCF) pojmenované jako SCFT'RVAFB,
Pokud je hladina auxinu v bufice nizka, Aux/IAA inhibuje transkripci geni pomoci vazby
na transkripéni faktor ARF (Wang et Estelle, 2014; Salehin et al., 2015). Auxin funguje jako
»molekularni lepidlo® a poméaha vytvofit komplex mezi TIRI/AFB a Aux/IAA, coZ vede
k ubikvitinaci Aux/IAA a jeho degradaci v proteazomu. Zvyseni hladiny auxinu v bufice tedy
vede k odblokovani transkripéniho faktoru ARF a expresi auxinem indukovanych genu
(Tan et al., 2007; Calderdn Villalobos et al., 2012; Ma et al., 2018).

Dalsim proteinem, ktery slouzi jako receptor pro auxin je SKP2a, ktery se také vaze
na auxin a zajistuje degradaci transkripénich faktord, které potlacuji déleni buiky (Calderdn
Villalobos et al., 2012).

ABPI reguluje expresi auxinem indukovanych genu, pfedpoklada se ale, ze se podili
na zprostiedkovani odpovédi na auxin, které nezahrnuji zmény v transkripci. ATB1 aktivuje
Rho OF PLANTS-GTPase (ROP-GTPase), jejiz signalni drdha vede k reorganizaci
cytoskeletu, formaci tvaru builky a je zapojena v klatrinové exocytdze ovliviiujici rozmisténi
PING v cytoplazmatické membrané (Tao et al., 2002; Shi et Yang, 2011; Chen et al., 2012).
V poslednich letech vsak byla Gloha proteinu ABP1, jako nezbytného auxinového receptoru,
zpochybéna (Dai et al., 2015; Gao et al., 2015; Michalko et al., 2015; Enders et al., 2015;
Paponov et al., 2019).

3.3.2 Kyselina abscisova

Kyselina abscisovd je signalni molekula, ktera byla objevena nékolika vyzkumnymi
skupinami v 60. letech minulého stoleti a pojmenovana podle efekti, které u rostlin
vyvolavala, jako abscisin Il a dormin (Cutler et al., 2010). Chemické analyzy nasledné
odhalily, Zze se jedna 0 stejnou slouceninu, kterd byla oznafena jako kyselina abscisova
(ABA). Vrostlinach je ABA klicovym regulatorem mnoha procest, mezi které patii
napiiklad dormance, vyvoj semen, kli¢eni a odolnost wvici abiotickym stresim
(Vishwakarma et al., 2017).

ABA je patnactiuhlikatd seskviterpenoidni molekula, ktera se sklada ze tii
isoprenoidnich jednotek. Rostliny syntetizuji ABA tzv. nepiimou cestou z karotenoidi, jako
prekurzor slouzi p-karoten (Nambara et Marion-Poll, 2005; Arc et al., 2013).
V chloroplastech a dalsich plastidech je B-karoten oxidovan na zeaxanthin a violaxanthin,
v cytosolu pak dochézi k syntéze xanthotinu z violaxantinu. Finalnim krokem syntézy ABA je
pak otevieni epoxidového kruhu a oxidaci abscisového aldehydu na ABA (Eisenreich et al.,
2000; Finkelstein, 2013). Inaktivace ABA probiha jeji vazbou na dalsi latky nebo degradaci
na kyselinu fazeovou (Kushiro et al., 2004).

ABA se v rostlinach nachazi jak v protonované formé¢ (ABAH), ktera muze volné
difundovat skrz plazmatickou membranu, tak ve form¢ aniontu (ABA’), ktery musi byt
transportovan aktivné. K aktivnim transportérim ABA patii ATP-BINDING CASSETTE
SUBFAMILY G (ABCG) a rodina proteint NITRATE TRANSPORTER 1/PEPTIDE
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TRANSPORTER (NPF), které transportuji ABA do bunky, a exportni protein
DETOXIFICATION 50 (DTX50) (Hauser etal., 2017).

V buiice se ABA vaze na proteiny zvelké skupiny receptori PYRABACTIN
RESISTANCE 1/PYRI1-LIKE/REGULATORY COMPONENTS OF ABA RECEPTORS
(PYR1/PYL/RCAR) (Ma Y et al., 2009; Park et al., 2009. Vazba ABA na tyto receptory
zpusobuje jejich interakci s PP2C protein fosfatdzami, ktere jsou v dasledku této interakce
inhibovany. Inhibici PP2C dochazi k aktivaci protein kindzy SERINE/THREONINE-
PROTEIN KINASE SRK2E/OPEN STOMATA 1 (SnRK2E/OST1), ktera fosforyluje
a aktivuje cilové proteiny — iontové kanaly, které zptsobuji uzavieni pruducht, a transkripéni
faktory, které spousti expresi genu zajist'ujicich odolnost vii¢i abiotickym stresim. Mezi dalsi
cilové proteiny defosforylované PP2C patii také iontové kanaly a transkripéni faktory
(Hauser etal., 2017).

ABA hraje v rostlinach dulezitou roli p#i regulaci mnoha fyziologickych procest, mezi
které patii odpovédi na stres nebo pfitomnost patogent, regulace vyvoje a kliceni semen, opad
listh a oddalovani zrani plodu, je ale zasadni i pro regulaci rustu hypokotylu (Cutler et al.,
2010; Vishwakarma et al., 2017). Piestoze je ABA ¢asto povazovana za hlavni inhibitor ristu
stonku, neustale ptibyva studii, které naznacuji, ze ABA rust stonku naopak stimuluje
(Hansen et Grossmann, 2000; Barrero et al., 2005; Rai et al., 2011). Efekt ABA na rust
nadzemnich c¢asti rostliny je dilezity zvlast’ pii reakcich rostlin na svétlo. Bylo dokéazano,
ze ABA v priubé&hu skotomorfogeneze podporuje rast mladych rostlin, u kterych je jeji hladina
mnohem vy$8i, nez u rostlin rostoucich na svétle. Je mozné, ze ABA stimuluje expresi
inhibitord cyklin dependentnich kinaz, které ovliviiuji déleni bunék. K ovliviiovani ristu
stonku dochazi i interakci ABA s ostatnimi fytohormony — ethylenem a cytokininy (Humplik
etal., 2015; Humplik et al., 2017).

O~ OH

Obr. 8: Struktura kyseliny abscisové (podle Cutler et al., 2010)

3.4 Interakce signalnich drah auxinu a svétla

Svétlo poskytuje rostlindm spolehlivé informace o vnéjsim prostiedi i o Case, je tedy jednim
Z nejvyznamnéjsich faktord ovliviiujicich rtist a vyvoj rostlin. Dulezitou ristovou reakci,
kterou svétlo u rostlin vyvolava, je inhibice prodluzovani hypokotylu bé&hem
fotomorfogeneze. Pfestoze vSechny mechanismy svétlem indukované rustové inhibice dosud
nejsou zcela objasnény, jiz nyni vime, Ze zahrnuji mnoho rtiznych procesu, vcetné svétlem
indukované regulace hormonalnich drah. Svételné a hormondlni drdhy interaguji na mnoha
urovnich. Svétlo ovliviiuje biosyntézu hormond, jejich hladinu v rostlinnych pletivech, jejich
distribuci a citlivost pletiv na hormony. Tyto procesy poté vedou ke zméné exprese riznych
gentl. Svétlo a hormony mohou také sdilet spolecné signalni prvky, napiiklad regulatory
transkripce (Nemhauser, 2008; Kurepin et Pharis, 2014; de Wit et al., 2016). Pro zajisténi
odpovédi rostlin na svételné signaly je obzvlast vyznamny rostlinny hormon auxin.
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3.4.1 Svétlo ovliviiuje hladinu auxinu

Hladina auxinu v pletivech rostlin Uzce souvisi se zménami ristu a vyvoje, které jsou
zpusobeny svétlem. To dokazuji pokusy provedené s rostlinami neschopnymi auxin
syntetizovat, napfiklad s mutanty sav3/taa, ktefi maji oproti nemutovanym rostlindm kratsi
hypokotyly a zvétsené délohy (Tao et al., 2008). Tento fenotyp je Casto pozorovan také
u mutanti ve svételné signalizaci se zesilenou fotomorfogenezi (Castillon et al., 2007).
Naopak nadbytek auxinu v mutantech yucca ¢i redl vede k prodluzovani hypokotylu
a redukci rustu déloh, coz je fenotyp charakteristicky i pro mutanty s deficitem fotoreceptora
(Hoecker et al., 2004; Kim et al., 2007). Svétlo ma tedy na hladinu auxinu zasadni vliv.

Fytochromy dokazou ovliviiovat hladinu auxinu regulaci jeho biosyntézy.
SUPERROOT 2 (SUR2) je cytochrom P450 monooxygenaza CYP83B1, ktera katalyzuje
jeden z kroki syntézy glukosinolati z indol-3-acetaldoximu (IAOx). Tento protein je vSak
dalezity 1 pfi regulaci auxinové homeostazy, IAOx je totiz také jednim z prekurzord syntézy
IAA, proto zablokovani SUR2 vede ke zvyseni produkce auxinu (Hoecker et al., 2004). PhyB
v aktivni formé Pfr se naopak podili na aktivaci SUR2, coz ptispiva ke snizeni hladiny auxint
v burikach (Halliday et al., 2009). Dalsimi proteiny zapojenymi v biosyntéze auxinu jsou Trp
aminotransferaza TAA1l nebo skupina flavin monooxygenaz YUCCA. Aktivované
fytochromy pfispivaji ke snizeni exprese nékterych gent kodujicich tyto proteiny
pravdépodobné degradaci transkrip€nich faktori PIF, mezi jejichz cilové geny TAAL i n€které
YUCCA patii (Hornitschek et al., 2012; Li et al., 2012).

Hladina IAA ale neni kontrolovana vyhradné prostfednictvim biosyntetickych drah.
Enzymy kodované rodinou gent GRETCHEN HAGEN 3 (GH3) katalyzuji vazbu IAA
na aminokyseliny, coz vede bud’ k ulozeni, nebo k degradaci molekul 1AA (Staswick et al.,
2005). Tento mechanismus pouzivaji k regulaci hladiny aktivniho auxinu hlavné PhyA
a PhyB, které jsou schopné ovliviiovat transkripci nékolika gentt GH3 (Devlin et al., 2003).
Regulace geni GH3 tedy miize umoznovat doladéni hladiny auxinu v rostliné podle
svételnych signala z vnéjsiho prostiedi (Halliday et al., 2009).

3.4.2 Svétlo ovliviiuje polarni transport auxinu

Jiz na zacatku 90. let minulého stoleti se objevily predpoklady, ze svétlo miize inhibovat
prodluzovani bunék skrze regulaci poldrniho transportu auxinu, pozdéji byl vztah mezi
polarnim transportem auxinu a rustovymi reakcemi indukovanymi svétlem prokazan mnoha
dal§imi studiemi (Jones et al., 1991; Behringer et Davies, 1992; Tian et Reed, 2001;
Fuchs et al., 2003).

Polarni transport auxinu muze byt inhibovan kyselinou naftylftalamovou (NPA).
U Arabidopsis bylo prokazano, ze tento inhibitor redukuje prodluzovani hypokotylu u rostlin
péstovanych na svétle, u rostlin péstovanych ve tmé nikoliv. To znamena, ze ve tm¢ neni rist
dost citlivy na zmény v koncentracich auxinu zpusobené ovlivnénim transportu auxinu,
zatimco na svétle se polarni transport auxinu stava pro kontrolu ristu zasadnim. Uginek NPA
byl siln¢ snizen také u mutantd phyA, phyB nebo cryl rostoucich na svétle. Inhibice
prodluzovani hypokotylu fizenad fytochromy je tedy alespon Caste¢né zpusobena regulaci
distribuce auxinu (Jensen et al., 1998).
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Svétlo mize ovliviiovat distribuci auxinu kontrolou mnozZstvi prenaSect auxinu PIN
a ABCB. ABCB1, ABCB19 a PIN3 se podili na asymetrickém transportu auxinu,
coz zplsobuje rozdilny rast bunék v ur€itych castech pletiva pifi fototropismu
¢i gravitropismu. Tyto pfenaSeCe nejsou duleZité pouze pii zprostfedkovani tropickych
odpovédi. To naznacuje fakt, ze mutantni rostliny s poruchami v téchto genech maji i ve tmé
kratky hypokotyl, coz je fenotyp typicky zplsobeny svétlem (Sidler et al., 1998; Friml et al.,
2002; Lin et Wang, 2005). Protoze auxin zpusobuje prodluzovani bunék, zména v symetrickeé
radialni distribuci auxinu zptisobena ztratou funkce ABCB1, ABCB19 a PIN3 by mohla vést
k fenotypu s kratkym hypokotylem.

Bylo prokazano, ze PhyB snizuje mnozstvi transkripti genu PIN3 a ze PhyA, PhyB,
Cryl, a Cry2 ovliviiuji mnozstvi proteinu ABCB19 (Nagashima et al., 2008). Vysledky
dalich studii naznacuji, Zze svétlo hraje kli¢ovou roli pii regulaci pfenaSecti PIN1, PIN2
a PIN7, konkrétné ovliviiovanim jejich rozmisténi uvniti buniky. Tento d¢&j je pravdépodobné
zprostiedkovan receptory modrého svétla skrze signélni drahu, kterd aktivuje transkripéni
faktor HY5 (Friml et al., 2002; Laxmi et al., 2008).

Prikladem d&je, ktery je v rostlinich zprostiedkovan pravé zménami v transportu
auxinu, je fototropismus. Pozitivni fototropismus neboli rlst rostlin smérem ke zdroji svétla je
indukovéan ptredevsim skrze fototropiny, mensi mirou se na ném podili i kryptochromy, PhyA,
a UVRS. Ozafeni rostliny z ur¢it¢ho sméru vede ke zvySeni hladiny auxinu na zastinéné
stran¢ stonku, coZz vede ke zrychleni ristu a zaktiveni stonku (Went, 1926; Christie
et Murphy, 2013). K ustanoveni auxinového gradientu pravdépodobné vede nékolik procest.
Je znamo, ze aktivita a lokalizace proteinii PIN Vv buiice zavisi na jejich fosforylaci. Prestoze
studie dokazaly, ze dochazi ke zméné umisténi PIN3 smérem od ozaiené strany v bunkach
endodermis, jejich ptima fosforylace fototropiny zatim prokazana nebyla (Ding et al., 2011;
Barbosa et al., 2014). Bylo ale zjisténo, ze ozafeni modrym svétlem vede k fosforylaci
protonové pumpy H*-ATPazy vlivem fototropini (Hohm et al., 2014). Fosforylace H*-
ATPazy vede K jeji aktivaci, pH apoplastu klesd a zvySuje se mnozstvi IAAH, ktera muze
prostupovat do bunky pies cytoplazmatickou membranu a podporovat jeji prodluzovani
a déleni. Dalsi moznosti, jak mohou fototropiny indukovat ustanoveni auxinového gradientu,
je piima fosforylace effluxového pienaseée ABCBI19 aktivovanym Photl, ktera vede
ke snizeni jeho aktivity. Redukce transportu auxinu ven z buiikky smérem od jeji apikalni ¢asti
muze zvySovat hladinu auxinu v misté zakiivovani (Christie et al., 2011).

3.4.3 Svétlo a auxin sdili cilové geny

Svétlo ma vliv na hladinu auxint i jejich transport, jeho Géinek se vSak neomezuje pouze
na tyto procesy. Kontrolou odpovédi buiiky na pfitomnost auxinu miize svétlo vliv auxinu
tlumit ¢i zvySovat. Regulace signalnich drah auxinu umoziuje svétlu indukovat odpovédi
v konkrétnich ¢astech rostliny (Halliday et al., 2009).

Na molekularni trovni auxin aktivuje transkripci gentt Aux/IAA, SMALL AUXIN UP-
REGULATED (SAUR), a GH3. Proteiny Aux/IAA jsou transkripénimi represory zapojené
v signalnich drahach auxinu, ktere inhibuji transkripéni faktor ARF. ZvySeni hladiny auxinu
v buiice vede k jejich odbourdvani a expresi geni indukovanych ARF, mezi které patii
i Aux/IAA. Tato negativni zpétna vazba pomaha regulovat odpovédi bunky v zavislosti
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na hladiné auxinu. (Kepinski et Leyser, 2004; Dharmasiri et al., 2005; Kepinski
et Leyser, 2005).

Geny SAUR koéduji malé proteiny, jejichz funkce byla dlouho nezndma. Nedavno bylo
objeveno, ze tyto proteiny inhibuji funkci skupiny fosfatdiz PROTEIN PHOSPHATASE 2C
(PP2C). To vede ke snizeni defosforylace proteinové pumpy H*-ATPazy, tim jeji aktivita
vzroste a dochazi Kk okyseleni apoplastu. Nasledné prodluzovani bun€k je zplsobeno
zvySenim aktivity enzymil citlivych na pH, které¢ rozvoliuji bunécénou sténu, stejné jako
zvy$enim osmotického vtoku vody do bunky (Hager, 2003; Spartz et al., 2017; Stortenbeker
et Bemer, 2019).

Geny GH3 koduji skupinu enzymu, které jsou zodpovédné za adenylaci IAA
a vazbu molekul TAA na aminokyseliny, ¢imz snizuji mnozstvi aktivniho auxinu a slouzi jako
citlivy zpétnovazebny mechanismus (Staswick et al., 2005; Halliday et al., 2009).

Mnoho proteinti patficich do téchto skupin je regulovano i svétlem, zvlasté
prostfednictvim fytochromt v prib&éhu deetiolace i reakci k zastinéni. Rostliny vnimaji
zastinéni jako snizeni poméru dopadajiciho cerveného svétla k dlouhovinnému cervenému
svétlu. Tento pomér je detekovan skrze fytochromy diky jejich fotoreverzibilité. V nejvetsi
mife indukuje tyto odpovédi PhyB, PhyC — E hraji spise dopliikovou roli. PhyB se
ve fyziologicky aktivni formé Pfr pfesouva do jadra, kde interaguje s transkripénimi faktory
PIF, hlavné tedy s PIF4, PIF5 a PIF7 (Li et al., 2012; Leivar et Monte, 2014). Tato interakce
vede k fosforylaci PIF a jeho nasledné inaktivaci nebo degradaci. Inaktivace PhyB zpisobena
snizenim poméru dopadajiciho ¢erveného svétla k dlouhovinnému cervenému svétlu vede
k redukci inhibice PIF, ktera zplsobi velké zmény v transkripce. Mezi cilové geny PIF patii
napfiklad geny SAUR nebo geny INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 19 (1AA19)
a INDOLE-3-ACETIC ACID INDUCIBLE 29 (IAA29) patfici do skupiny Aux/IAA
(Hornitschek et al., 2012).

3.4.4 Integrace signalnich drah auxinu a svétla

Jedno z nejsilnéjsich propojeni signalnich drah auxinu a svétla bylo pozorovano pii deetiolaci
a reakcich rostlin k zastinéni. Mezi geny s kli¢ovou roli pfi propojeni signalnich drah auxinu
asvétla patti PHYTOCHROME RAPIDLY REGULATED (PAR). Ngkteré ztéchto gend,
napiiklad HFR1, PIF3-LIKE 1 (PILl), PIF3-LIKE 2 (PIL2), PAR1 nebo PAR2, patii
do skupiny transkripénich faktort typu basic helix—loop—helix (bHLH) (Sessa et al., 2005;
Roig-Villanova et al., 2007). Mezi PAR geny patii i n€kolik ¢lend skupiny transkripénich
faktori homeodomain-leucine zipper (HD-ZIP), konkrétné ARABIDOPSIS THALIANA
HOMEOBOX 2 (ATHB2), ARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX 4 (ATHB4), HATL,
HAT2 a HAT3 (Steindler et al., 1999; Sorin et al., 2009). Mechanismy pusobeni téchto
proteint jsou rizné. HFR1 nefunguje jako klasicky transkripéni faktor, jeho funkce spociva
ve vazbé na PIF4 a PIF5, ¢imZ inhibuji jejich schopnost vytvaret dimery a vézat se
na promotory cilovych gent (Hornitschek et al., 2009). PAR1 a PAR2 funguji podobné jako
HFRI1, inhibuji PIF4 tvorbou heterodimerti, tim zabranuji jeho vazbé na DNA a nésledné
expresi genti (Hao et al., 2012). Bylo také prokazano, Ze tyto proteiny piimo potlacuji expresi
auxinem indukovanych geniit SAUR18 a SAURG65, piestoze se sami na DNA nevazou.
Pravdépodobné¢ tedy funguji jako transkripéni kofaktory interagujici s klasickymi
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transkripénimi faktory (Roig-Villanova et al., 2007). Svétlo ovliviuje aktivitu proteintt PARL,
PAR2 a HFR1 pomoci fotoreceptory zprostiedkované inhibice COP1, ubikvitin ligazy, ktera
tyto proteiny oznacuje pro degradaci (Zhou et al., 2013).

Mezi geny s dilezitou roli v auxinové signalizaci patii také HYS a HYS HOMOLOG
(HYH) kodujici transkripéni faktory, jejichz ulohou je stimulaci fotomorfogeneze. Tyto
proteiny jsou také aktivovany svétlem prostfednictvim interakce s COP1 (Sibout et al., 2006).
Cilovymi geny HY5 je spousta gent zapojenych v signalnich drahach svétla, naptiklad HFR1,
COP1, HYH i HY5 samotny (Lee et al., 2007; Huang et al., 2012; Ciolfi et al., 2013; Abbas
etal., 2014), ale také geny, které jsou soucasti auxinové signalizace, konkrétné SOLITARY
ROOT/INDOLE ACETIC ACID 14 (SLR/IAA14) a AUXIN RESISTANT 2/INDOLE ACETIC
ACID 7 (AXR2/1AAT) pattici do skupiny gentt Aux/IAA (Cluis et al., 2004). Je tedy zfejmé,
ze prostiednictvim téchto transkripcnich faktort svétlo reguluje jak signalni drahy svétla,
tak i odpovédi buinky na hormon auxin (Halliday et al., 2009; Gangappa et Botto, 2016).

Kromé& mnozstvi transkripénich faktort, které se na integraci signalnich drah svétla
a auxinu podili, je mozné, ze i samotné fytochromy dokazou piimo ovliviiovat auxinovou
signalizaci. Napfiklad bylo dokazano, ze PhyA muze in vitro fosforylovat proteiny
SHY2/IAA3, AXR3/1AA17, IAALl a IAA9 a ovliviiovat tak jejich funkci (Colon-Carmona
et al., 2000). PhyB také dokaze interagovat s SHY2/IAA3 a AXR3/IAAL7 (Tian et al., 2003).
Tyto interakce nejsou zavislé na tom, zda se fytochrom nachazi ve formé Pr nebo Pfr,
takze jejich vyznam v signalizaci zatim neni jasny. V bufice, kde se proteiny Aux/IAA
nachézeji pievazné v jadie, by mohl svétlem aktivovany piesun fytochromu do jadra
a nasledna fosforylace Aux/IAA predstavovat dilezity mechanismus, skrze ktery by svétlo
piimo ovliviiovalo signalni drahy auxinu (Reed, 2001; Tian et al., 2003; Halliday
etal., 2009).

Soucasti spoleénych signdlnich drah auxinu a svétla je také transkripéni faktor
REVEILLE 1 (RVE1). Tento protein je homologicky k proteinim CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1 (CCA1l) a LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), které se podili
naregulaci denniho rytmu. Na rozdil od nich vSak inaktivace RVEIl neovlivni denni
rytmicitu, ale odrazi se zménami riistu. RVE] béhem dne stimuluje expresi genu YUCCAS,
coz vede k vyssi produkei auxint a stimulaci rastu hypokotylu (Rawat et al., 2009).
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4 PREDCHOZIi VYSLEDKY A CiLE PRACE

V minulé praci SOC bylo studovano, jaky vliv méa svétlo na hladinu endogennich auxint
a jejich transport a zda je tento vliv zprostiedkovan skrze fotoreceptory Cerveného svétla
fytochromy, konkrétné¢ fytochrom B1. Byl pouzit tzv. geneticky pfistup, ktery spociva
v analyze rostlin s mutacemi v konkrétnich genech. Srovnanim reakci téchto mutanth
s kontrolnimi nemutovanymi rostlinami (oznacovanymi téz jako wild type — WT) lze zjistit,
zda je dany gen zapojeny ve zkoumanych drahach. Experimenty byly provadény na étyfech
genotypech experimentalni rostliny rajéete jedlého — cv. GT, od n&j odvozeném mutantu tril
s mutaci ve PhyB1, cv. Kokomo a od n&j odvozeném mutantu yg-2 postradajicim chromofor
fytochromt (viz kapitola 5.1 Rostlinny materiél).

Rostliny byly péstovany v riznych svételnych podminkach (ve tmé, na modrém
a na cerveném svétle) na médiu s riznymi koncentracemi exogennich auxinit NAA a 2,4-D.
Po tydnu rustu byla u kazdé rostliny zméfena délka hypokotylu a kotfene. Z vysledkd téchto
experimentt byly na zaklad¢ znalosti o transportu syntetickych auxinti vyvozeny nasledujici
hypotézy.

Modré a cervené svétlo snizuje inhibici riistu hypokotylu zplsobenou exogennim
auxinem NAA u cv. GT, u mutanta tril je tento jev také pozorovatelny, ale v mnohem mensi
mife. Vysvétlenim by mohla byt modrym a ¢ervenym svétlem zplisobena stimulace exprese
effluxovych prenaseci SIPIN. V téchto signalnich drahach je pravdépodobné zapojeny
i PhyB1. Naopak inhibi¢ni u¢inek auxinu 2,4-D je u cv. GT modrym a ¢ervenym svétlem
zvySovan, u mutanta tril se zvySeni inhibice projevi az pfi vysSich koncentracich 2,4-D.
Tento jev by mohl byt vysvétlen stimulaci exprese influxovych ptenase¢t SILAX zptuisobenou
modrym a ¢ervenym svétlem prostfednictvim PhyB1.

GILay NAA

DT

Obr. 9: Schéma hypotetického modelu (podle Morris, 2000) vlivu modrého a erveného svétla na hladinu NAA
v buiice hypokotylu

2,4-D

Obr. 10: Schéma hypotetického modelu (podle Morris, 2000) vlivu modrého a ¢erveného svétla na hladinu 2,4-
D v bunce hypokotylu
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U kontrolniho genotypu cv. Kokomo i u mutanta yg-2 dochazi ptisobenim modrého
a cervencho svétla ke zvySeni citlivosti hypokotylu k exogennim auxinim NAA 1 2,4-D.
Tento jev by mohl byt objasnén stimulaci exprese pienaSect SILAX a inhibici exprese
ptenasecu SIPIN puisobenim modrého a ¢erveného svétla. Hodnota inhibice rastu hypokotylu
yg-2 je vsak pii téchto nizkych koncentracich exogennich auxint vyrazné niz$i, nez je tomu
ucv. Kokomo, a to nezavisle na pouzitych experimentalnich svételnych podminkach.
Pti vysSich koncentracich se rozdil v inhibici riistu hypokotylu mezi témito genotypy stira.
Tento jev by mohl byt objasnén hypotézou, kterd tik4, ze mutant yg-2 ma ptirozené nizsi

hladinu endogennich auxint nez kontrolni genotyp.

GILAY NAA

D ==

Obr. 11: Schéma hypotetického modelu (podle Morris, 2000) vlivu modrého a Cerveného svétla na hladinu
NAA v bunice hypokotylu
2,4-D
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Obr. 12: Schéma hypotetického modelu (podle Morris, 2000) vlivu modrého a ¢erveného svétla na hladinu 2,4-
D v bunice hypokotylu

Cilem této prace bylo ovéfit, zda modré a Cervené svétlo skute¢né ovliviiuje polarni
transport auxinu zvySovanim ¢i snizovanim exprese gentt pro pienaseCe auxinu SILAX
a SIPIN, a zjistit, jak se méni hladina endogennich auxint v zavislosti na experimentalnich
svételnych podminkach a jestli se hladina pfirozenych auxint u jednotlivych genotypi lisi.
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5 MATERIAL A METODIKA

Vliv modrého a ¢erveného svétla na expresi genll pro prenasece auxinu AUX/LAX a PIN byl
zkouméan pomoci kvantitativni polymerazové ietézové reakce nazakladé porovnavani
mnozstvi transkripth mRNA danych gentl v hypokotylech Ctyf genotypt rostlin rostoucich
Vv riznych svételnych podminkach — ve tm¢, na modrém a na ¢erveném svétle. Hladina auxind
v rostlinach byla méfena pomoci hmotnostni spektrometrie spojené s vysoce ucinnou
kapalinovou chromatografi.

5.1 Rostlinny material

K experimentim  byla  pouzita semena  Ctyf  genotypi  rajcete  jedlého
(Solanum lycopersicum L.) — kultivart GT (cv. GT) a Kokomo (cv. Kokomo) a od nich
odvozenych mutantd temporarily red light-insensitive 1 (tril) a yellow-green-2 (yg-2)
s poruchou fotomorfogeneze.

Recesivni mutant tril, odvozeny od cv. GT, je deficientni ve PhyB1. To zpusobuje
necitlivost rostlin k ¢ervenému svétlu asi dva dny po transferu ze tmy na Cervené svétlo
(van Tuinen et al., 1995). Mutantni rostliny jsou svétlej$i a maji del$i hypokotyl nez cv. GT.

Mutant yg-2, odvozeny od cv. Kokomo, vykazuje poruchu enzymu hemoxygenazy,
ktery syntetizuje biliverdin IXa zhemu, coz vede ke ztraté chromoforu fytochromt —
fytochromobilinu (Terry et Kendrick, 1996). Rostliny stouto mutaci maji prodlouzeny
hypokotyl a nizkou hladinu chlorofylu iantocyaninu, coz se projevuje svétle zelenym
az zlutym zbarvenim, podle néhoz byl tento mutant pojmenovan.

5.2 Priprava kultiva¢niho média Murashige and Skoog

Pro kultivaci rostlin bylo pouzito médium Murashige-Skoog (MS) (Murashige et Skoog,
1962). Jeho piiprava probihda za stalého michani pomoci magnetické michacky. Do 1 1
destilované vody se piida 8,66 g lyofilizovaného MS média (kat. ¢. M5524, Caisson, USA),
20 g sacharézy a 390,4 mg pufru MES (2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina). Vznikly
roztok se doplni destilovanou vodou na celkovy objem 2 1 a hodnota pH je s pouzitim pH
metru upravena na 6,1 pomoci 1M roztoku KOH. Do péti 500ml varnych lahvi se navazi agar
a nasledné se do nich rozlije ptipravené médium — do kazdé lahve 2,8 g agaru a 400 ml média.
Poté se lahve uzaviou a Uzavér se obali alobalem, na ktery se nalepi autoklavovaci paska, jejiz
prouzky po spravném autoklavovani zCernaji. Médium je sterilizovano v horkovzdusném
autoklavu horkou parou za vysokého tlaku (110 °C, 120 kPa).

5.3 Péstovani rostlin, sklizen a drceni vzorku

Pro kazdy pokus je tieba nejprve vypéstovan rostlinny material. Samotna prace s médiem
a semeny kvili zaji$téni sterility probiha v laminarnim flowboxu.

Od kazdého genotypu je napocitano 250 semen, kterd se umisti do 50ml plastové
centrifugaéni zkumavky. V ni jsou semena povrchové vydesinfikovana pisobenim 40 ml
vodného roztoku NaClO, ktery obsahuje 3% aktivniho chloru. Po uplynuti 30 minut se roztok
ze zkumavky odstrani a pomoci 10ml automatické pipety se seminka pétkrat proplachnou
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sterilni destilovanou vodou. V mikrovlnné troubé se rozehieje kultiva¢ni médium a do kazdé
sterilni plastové kulaté Petriho misky o praméru 90 mm se nalije 20 ml média. Semena se
vyseji pomoci sterilni pinzety na ptipravené Petriho misky tak, aby na kazdé misce bylo
cca 50 seminek. Kazda miska se zalepi dvakrat dokola po obvodu paskou z netkané textilie
(Urgopore nebo Softpore), zabali do alobalu a uloZi ve vertikalni poloze do kultivaéni komory
(Microclima MC1000E, Snijders, Tilburg, Holandsko). Tam jsou seminka inkubovéna
po dobu tii dni pfi teploté 23 °C bez ptistupu svétla.

Obr. 13: Semena rajéete (Solanum lycopersicum L.) vysetd na kultivaéni médium v Petriho miskach (Anna
Hyskovéa 2018)

Po tfech dnech jsou vyklicena semena transferovana na nové kultivaéni MS médium
do jedné fady doprostied Petriho misky. Podle poétu vykli¢enych semen je na kazdou misku
pieneseno 5 az 10 semenacki. Misky zalepené dvakrat dokola paskou z netkané textilie jsou
ulozeny ve vertikalni poloze do kultiva¢nich komor s kontinualnim modrym nebo ¢ervenym
svétlem. Misky s rostlinami kultivovanymi ve tmé jsou zabaleny do alobalu a umistény
do stejné kultivaéni komory. Rostliny jsou ulozeny v kultivacnich komorach po dobu 7 dni
pii teploté¢ 23 °C. Zdrojem modrého svétla je trubice Philips TLD-36W/18-Blue (Philips,
USA) s maximalni ozafenosti 10 umol/m?s pfi 440 nm. Zdrojem &erveného svétla jsou trubice
Philips TLD-36 W/15-Red (Philips, USA) s maximalni ozafenosti 10 pmol/m?s pfi 660 nm.

Po sedmidenni kultivaci jsou hypokotyly sklizeny, u kazdého semenacku je odstiizen
kofen sbazi a vrchol sdéloznimi listky. Kazdy vzorek (vSechny hypokotyly urcitého
genotypu rostouciho Vv konkrétnich svételnych podminkach) je zvazen, zabalen do alobalu
a zmrazen v tekutém dusiku. Vzorky jsou uchovavany v mrazaku pii teploté - 80 °C.

Nasledné jsou vzorky nadrceny. Do pfedem vychlazené sterilni tieci misky se nalije
tekuty dusik, do néj se nasype 250 — 260 mg vzorku a ten se pomoci tloucku rozdrti na jemny
prasek, ktery se pak pomoci Spachtle pienese do 2ml sterilni mikrozkumavky. Takto
ptipravené vzorky jsou opét ulozeny do mrazaku a lze je pouzit na kvantitativni analyzu
auxinl nebo zjistovani exprese gent.

5.4 Kvantitativni analyza auxini a kyseliny abscisové v hypokotylech rostlin

Mnozstvi rostlinnych hormont auxind a kyseliny abscisové v hypokotylech rostlin rostoucich
na riznych svételnych podminkach bylo zjistovano metodou tandemové hmotnostni
spektrometrie spojené s vysoce u¢innou kapalinovou chromatografii (LC/MS-MS).
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5.4.1 Extrakce auxinu a kyseliny abscisové

Do mikrozkumavky s 10 mg nadrceného vzorku se piida 1 ml 50mM fosfatového pufru
obsahujiciho 0,1 % sodné soli diethyldithiokarbamové kyseliny, ktera slouzi jako antioxidant.
Fosfatovy pufr se pfipravi ziedénim 0,5M zasobniho roztoku, ktery je ziskan smichanim
57,7ml 0,5M NaHPOs x 12 H,O a 42,3 ml 0,5M NaH,PO; x 2 H»O. Do kazdé
mikrozkumavky se piidd interni standard [*3C]IAA a [ZH]ABA, coz jsou molekuly 1AA
a ABA oznagené pomoci izotopu uhliku *3C, respektive tézkého vodiku 2H. Vzorky jsou
1 minutu homogenizovany pomoci oscilaéniho mlynu (MixerMill MM 301 bead mill; Retsch
GmbH, Haan, Germany), 10 minut inkubovany Vv lednici a neustale protiepavany, pii ¢emz
dochazi k extrakci, a nasledné centrifugovany 15 minut pii 20 000 otackach za minutu
(revolutions per minute (rpm)).

Poté jsou vzorky piecistovany metodou exktrakce na pevné fazi pomoci kolon
ptipravenych vloZzenim tii vrstev kazdého ze sorbentii Ciga SDB-XC (Empore™; 3M™ Saint
Paul, USA) do sterilni plastové pipetovaci $picky. Kolony jsou kondiciovany postupnym
promytim 50 pl acetonu, 50 pl methanolu a 50 pl H»O.

Pied nanesenim na kolonu je 200 pl extraktu smichano se 100 ul 0,1M HCI. pH
vzorku snizi na 2,7 a deprotonizovana polami forma IAA pfijme vodikovy ion, diky cemuz se
stane méné rozpustnou a zachyti se v nepolarnim sorbentu. 300 pl extraktu naneseného
Vv koloné se vlozi na 30 min do cetrifugy na 4 200 rpm na 4 °C. Poté jsou kolony promyty
50 pl 0,1M kyseliny octové a vlozeny do centrifugy na 20 minut pfi 3 200 rpm, tim dojde
K vymyti ionta a soli. K eluci dojde ptidanim 50 pl 80% methanolu a stoéenim v centrifuze
20 minut pfi 3 000 rpm. Eluaty jsou pfeneseny do sklenénych vialek s inzertem a odpafeny
(Péncik et al., 2018).

5.4.2 Kvantifikace auxinu a kyseliny abscisové

Odpaftené vzorky jsou pied LC/MS-MS rozpustény ve 40 pl 5% vodného roztoku methanolu,
ktery slouzi jako mobilni faze. Analyza se provadi pomoci 1290 Infinity LC system
a 6490 Triple Quadrupole LC/MS system (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). 20 pl
kazdého vzorku je vstiiknuto do kolony s reverzni fazi (Kinetex C18 100A; Phenomenex,
Torrance, USA), tedy se sorbentem, ktery ma vétsi polaritu nez mobilni faze. Kolona je
promyvana stalym prutokem mobilni faze. Analyty jsou eluovany pomoci tzv. gradientové
eluce, pii které dochazi k pozvolné zméné poméru methanolu a vody v roztoku mobilni faze
z pocatecnitho poméru 5:95 na 50:50. Nasledné je pomér zvySen az na 99:1 methanolu
ku H20, tim dojde k Gplnému promyti kolony, a opétovné snizen na 5:95, tim je kolona
kondiciovana a ptipravena na naneseni dal$iho vzorku.

Eluat protéka z kolony do hmotnostniho spektrometru. Dojde k ionizaci molekul
ve vzorku, které poté prochazi kvadrupdélem. Ten se sklada z elektrického pole vytvoieného
ze Ctyf paralelnich ty¢i — elektrod. Pti pruchodu iontl elektrickym polem dojde k dal$imu
precisténi, na detektor naboje tedy dopadaji pouze zvolené molekuly. Pro vétsi specifitu
méfeni je pouzit systém tii po sobé jdoucich kvadrupélia. Prvni kvadrupdl se chova jako
hmotnostni filtr, druhy plsobi jako kolizni cela, kde jsou vybrané ionty rozdé€leny
do fragmentti. Vysledné fragmenty jsou analyzovany tietim kvadrupolem ('Yost
et Enke, 1979).
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Hladina hormonti ve vzorcich je kvantifikovana metodou izotopového ziedovani
(Rittenberg et Foster, 1940).

5.5 Relativni kvantifikace transkripce genii kodujicich pirenase¢e auxinu

Exprese genli pro proteinové pienaSeCe byla zjiStovana kvantitativni polymerdzovou
fetézovou reakci (QPCR, Real-time PCR). Pii klasické polymerazové tetézové reakci (PCR)
dochazi k amplifikaci konkrétniho Useku DNA pomoci enzymu DNA polymerazy. Reakce
probiha v nékolika krocich. Pii teploté 94 °C dojde k oddéleni fetézci DNA, na které se
v dalsi fazi vazou primery, oligonukleotidy se specifickou sekvenci, kterd je komplementarni
k pocate¢éni (forward primer) akoncové (reverse primer) sekvenci uUseku, ktery chceme
amplifikovat. Vazba primert se oznacuje jako hybridizace a probiha pfi teplotach v rozmezi
55 — 60 °C. Na Useky s navazanymi primery se vaze DNA polymeraza, ktera syntetizuje novy
komplementarni fetézec DNA. Tyto tfi faze se pii reakci neustale opakuji, diky tomu dojde
k syntéze obrovského mnozstvi konkrétniho useku DNA (Waters et Shapter, 2013).

Real-time PCR je témé&f shodny proces jako klasicka PCR, rozdil je v pouziti
flouroscencniho barviva, které se vaze na dvoufetézcovou DNA a umoziiuje nam sledovat
nartst konkrétniho produktu v case.

Real-time PCR slouzi pro kvantifikaci DNA. Pfi zjistovani zmén exprese konkrétnich
genl jsou sledovany zmény v mnozstvi messenger RNA (MRNA), je tedy nutné mRNA
Z hypokotylt izolovat a pouzit jako templat pro syntézu komplementarni DNA (cDNA).

Jako cilové geny, jejichz exprese byla sledovana, byl zvolen gen pro effluxovy
prenase¢ auxinu SIPIN1 a influxovy prenase¢ SILAXA4.

5.5.1 Extrakce a izolace RNA s pouzitim Isolate Il RNA Plant Kit (Bioline)

Exprese urcit¢ho genu se hodnoti na zakladé mnozstvi transkripth mRNA, proto je tfeba
nejprve proveést izolaci celkové RNA ze vzorkid. RNA je velice nichylna na pusobeni
ribonukleaz (RNaz), je tedy nutné pii praci dodrzovat Cistotu, pouzivat inhibitory RNaz
a vodu, kterd RNazy neobsahuje.

Prace se vzorky probiha v digestofi. Do kazdé z mikrozkumavek s nadrcenymi vzorky
se pfida 350 ul Lysis Buffer RLY (30% - 60% roztok guanidin thiokyanatu; Bioline, London,
UK) a 3,5 pl B-merkaptoethanolu. Mikrozkumavky jsou nasledné¢ prudce vortexovany,
aby doslo k homogenizaci vzorki a lyzi bunék. Lyzat je piepipetovan do kolony s fitrem
(ISOLATE Il Filter; Bioline, London, UK), kter4 se vlozi do centrifugy na 2 minuty
na 13 000 rpm pii 24 °C. Supernatant se piepipetuje do 1,5ml sterilni mikrozkumavky,
do které je nasledné piidano 350 ul 70% ethanolu. Roztok je dikladné vortexovan
a piepipetovan do izola¢ni kolony (ISOLATE RNA Il Plant Column; Bioline, London, UK).
Kolony se vlozi do centrifugy na 30 sekund, tim dojde k ptefiltrovani roztoku a navazani
RNA na kolonu, prefiltrovany roztok se vylije. Do kolony se pfida 350 pl Membrane
Desalting Buffer MEM (1% - 10% roztok guanidin hydrochloridu; Bioline, London, UK),
kolony se vlozi do centrifugy na 1 minutu a piefiltrovany roztok se vylije. Kontaminujici
DNA je odstranéna nanesenim 10 pul RNase-free DNase | (enzym deoxyribonukleaza; Bioline,
London, UK) na stfed membrany v koloné spole¢né¢ s 90 pl Reaction Buffer for DNase |
RDN. Reakce probiha 15 minut pii pokojové teploté, poté je deoxyribonukledza deaktivovana

34



200 pl Wash Buffer RWE1 (24% - 36% roztok guanidin hydrochloridu v ethanolu; Bioline,
London, UK) a kolona se dvakrat vymyje Wash Buffer RW2 (Bioline, London, UK), poprvé
600 pl, podruhé 250 pl. Kolony se vlozi do centrifugy na 2 minuty a piefiltrovany roztok se
vylije. Kolony se pfenesou na 1,5ml sterilni mikrozkumavky. Na membranu v kolon¢ se
nanese 40 pl RNase-free water (voda bez RNazové aktivity; Bioline, London, UK), ktera se
necha 5 minut pusobit pii pokojové teploté, a poté se kolony vlozi do centrifugy na 1 minutu
na 13 000 rpm pii 24 °C, ¢imz dojde k eluci RNA. Thned po izolaci je nutné vzorky piecistit.

5.5.2 Precisténi izolované RNA

Pro odstranéni ptipadné kontaminace genomovou DNA je tieba roztok celkové RNA osetiit
DNazou, enzymem, ktery degraduje DNA.

Do kazdého vzorku izolované RNA se ptida 4 ul 10x DNase I Buffer (Takara Bio,
Kusacu, Japonsko), 4 pl Recombinant DNase | (RNase-free) (enzym deoxyribonukleaza;
Takara Bio, Kusacu, Japonsko), 0,5 ul Recombinant RNase Inhibitor (inhibitor ribonukleaz;
Takara, Kusacu, Japonsko) a 1,5 pl H20 nuclease free. Mikrozkumavky se vzorky se vlozi
do heateru piedehiattho na 37 °C na 1 hodinu. Po uplynuti stanovené doby se
mikrozkumavky pfenesou na led, do kazdého vzorku se ptfidaji 2 pul 0,5M
ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA), ktera deaktivuje DNazu, mikrozkumavky se
vzorky se vlozi do heateru predehiatého na 80 °C na 2 minuty a poté zpét na led. Do kazdého
vzorku se ptida 48 pl H20, 10 pl 3M octanu sodného, 250 ul vychlazeného 96% ethanolu
a 2 ul glykogenu (Glycogen RNA Grade 20 mg/ml). Vzorky se promichaji a ulozi do mrazaku
do - 80 °C pies noc.

Nésledujici den se mikrozkumavky nechaji pomalu rozmrznout na ledu, vlozi se
do centrifugy vychlazené na 4 °C na 30 minut pfi 13 000 rpm a poté se veSkery supernatant
vylije. Do kazdého vzorku se piida 500 ul vychlazeného 70 % ethanolu a poté 500 pl
vychlazeného 96% ethanolu, po kazdém kroku se mikrozkumavky vlozi na 5 minut
do centrifugy a supernatant se vylije. Mikrozkumavky se vlozi na 2 minuty zpét do centrifugy
na 13 000 rpm pfi 4 °C, vznikly supernatant se poté odpipetuje a mikrozkumavky se nechaji
5 minut schnout oteviené a poloZzené dnem vzhiru na ubrousku. Pellet je rozpustén v 15 pl
RNase-free water (Bioline, London, UK).

Zméti se koncentrace a ¢istota celkové RNA ve vzorcich a mikrozkumavky se vzorky
jsou ulozeny do mrazéku do - 80 °C.

5.5.3 Méreni koncentrace RNA

Koncentrace celkové RNA se méii spektrofotometrem (NanoDrop™ One/One ¢, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). Absorbance roztoku RNA je méfena pro vinové délky
260 nm a280 nm. Koncentrace nukleové kyseliny je spocitana s pouzitim Lambertova-
Beerova zakona, ktery predpoklada linearni zménu absorbance v zavislosti na koncentraci.
Absorbance vinové délky 260 nm (A260) rovna 1 odpovida ptiblizné 40 upg/ml
jednofetézcové RNA. Podil A260/A280 se pouziva k posouzeni ¢Cistoty RNA — hodnota
podilu A260/A280 v rozmezi 1,8 — 2,1 indikuje neznecisténou RNA.
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5.5.4 Kontrola ¢istoty RNA pomoci PCR

Pied syntézou cDNA je nutné zkontrolovat, zda neni vzorek znecistén obsahem DNA.
K tomu se pouziva PCR, pii které se amplifikuje Gsek genu kddujiciho glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazu (GAPDH), enzym, ktery katalyzuje jeden z kroka glykolyzy, fosforylaci
glyceraldehyd-3-fosfatu na 1,3-bisfosfoglycerat.

Reakéni smés je pripravena v 0,2ml mikrozkumavkach z 2 pl vzorku izolované
a precisténé RNA, 13 pl nuclease-free H2O, 4 ul MyTaq Buffer (Takara Bio, Kusacu,
Japonsko), 0,5 pl 10uM reverse primer GAPDH, 0,5 ul 10uM forward primer GAPDH
(Tab.1) a0,1 ul MyTaq Polymerase (DNA-dependentni DNA polymeraza; Takara Bio,
Kusacu, Japonsko). Mikrozkumavky jsou vlozeny do cycleru (C1000 Thermal Cycler, Bio-
Rad Laboratories, Hercules, USA). Po probéhnuti PCR podle stanoveného programu (Tab. 2)
je vysledek PCR zobrazen pomoci gelové agarézové elektroforézy. Pokud je vzorek RNA bez
znedisténi, neméla by byt na gelu U jednotlivych vzorka viditelna Zadna vyrazna skupina
molekul DNA, tzv. band (Obr. 14).

Tab. 1: Sekvence primerti pro gen GAPDH

sekvence primeru GAPDH (forward) | 5°-ATC CATTTATTT CCA CTG ATT ACA A-3¢

sekvence primeru GAPDH (reverse) 5°-CAT GGG AGCATCTTT GCT A-3°
Tab. 2: Program PCR pro gen GAPDH

teplota Cas

94 °C 3 minuty

94 °C 30 sekund

55 °C 30 sekund 45 cykla

72 °C 1 minuta

72 °C 5 minut

4°C

Obr. 14: Vysledek elektroforézy po PCR pro kontrolu izolované RNA (zleva GeneRuler DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), 12 vzork, pozitivni kontrola, negativni kontrola a GeneRuler
DNA Ladder)

5.5.5 Gelova agardzova elektroforéza

Gelova agardzova elektroforéza je separacni metoda pouzivand pro analyzu nukleovych
kyselin zalozena na pohybu zaporné nabitych ¢astic nukleovych kyselin v elektrickém poli
smérem ke kladnému pélu, tedy k anodé. Déleni probiha v agar6zovém gelu tvoieném siti
polymernich molekul za pfitomnosti elektrického proudu. Rychlost pohybu molekul
nukleovych kyselin v gelu je nepiimo tmérna jejich velikosti, mensi molekuly se gelem

pohybuji rychleji.
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Gel se ptipravi smichanim 1,2 g agarézy a 80 ml 0,5x TBE pufru (tris/borate/EDTA
roztok; Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) a rozpousténim pii teploté zvysené na bod
varu, dokud neni roztok ¢iry. Roztok se obarvi 5 ul GelRed (Biotium, Hayward, California,
USA), nalije do formy anecha alesponn 30 minut tuhnout. Pti tuhnuti je do gelu vlozen
hiebinek, tim se vytvofi jamky pro nanaseni vzorki.

Vzorky se obarvi 1 ul DNA Gel Loading Dye (6x, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) a nanesou do jamek v gelu. Elektroforéza probiha horizontalné v roztoku 0,5x TBE
pufru pii napéti 80 V pfiblizn¢ 30 minut, poté jsou vzorky v gelu zviditelnény
pomoci UV zafeni a fotografie gelu je zpracovana pomoci pocitatového programu GeneSys.

5.5.6 Syntéza cDNA s pouzitim SensiFAST™ cDNA Syntheis Kit (Bioline)

Real-time PCR slouzi pro kvantifikaci DNA, je tedy nutné izolovanou mRNA, ktera je
soucasti celkové RNA, piepsat do komplementarni DNA (cDNA). Tuto reakci katalyzuje
enzym reverzni transkriptaza, cozje RNA-dependentni DNA polymeraza, ktera zacina
syntézu v misté, kde je na mRNA navazany primer. Pfi post-transkripéni modifikaci je
na 3¢ konec mRNA ptidan poly-A konec, Usek tvofeny za sebou uspoiadanymi adenosin-
monofosfaty. Jako primery jsou proto pouzivany oligonukleotidy tvofené thymidin-
monofosfaty.

Syntéza cDNA se provadi z 1 ug izolované celkové RNA, je tedy tieba spocitat objem
roztoku RNA, ktery pouzijeme pro reakci, z koncentrace naméiené spektrofotometrem.
Do 0,2ml mikrozkumavky se napipetuje spoc¢itany objem RNA a HO tak, aby celkovy objem
roztoku byl 8 ul. Poté se do mikrozkumavky ptidad 1 pl 10mM dNTP (deoxyribonukleosid
trifosfaty; Bioline, London, UK) a 1 pul 50uM Oligo dT primer (Bioline, London, UK).
Mikrozkumavky se vlozi na 5 minut do cycleru pfedehtatého na teplotu 65 °C (Tab. 3).
Pii této teploté¢ dochazi k denaturaci RNA, tedy odstranéni sekundarnich struktur, které
mohou byt na molekule formovany, a vazbé primeri. Poté se do kazdé mikrozkumavky piida
4.5 pl RNase/DNase free-water (Bioline, London, UK), 4 pl 5x Prime Script Buffer (Bioline,
London, UK), 0,5 pl RNase Inhibitor (enzym inhibitor RNaz; Bioline, London, UK) a 1 pl
Prime Script Reverse Transcriptase (enzym reverzni transkriptaza; Bioline, London, UK).
Mikrozkumavky se vlozi do cycleru, kde 60 minut probiha syntéza cDNA pii 42 °C, reakce je
nasledn¢ ukoncena zvySenim teploty na 70 °C po dobu 15 minut. Poté se do kazdé
mikrozkumavky pifid4d 0,5 pl RNase H (enzym endoribonukleaza; Bioline, London, UK)
a mikrozkumavky se vlozi na 15 minut zpét do cycleru na 37 °C, aby doSlo k odstranéni
RNA. Po skonceni programu se mikrozkumavky se vzorky c¢cDNA ulozi do mrazdku
do teploty - 20 °C.

Tab. 3: Prabéh syntézy cDNA

teplota Cas
65 °C 5 minut
42 °C 60 minut
70 °C 15 minut
37°C 15 minut
4°C
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5.5.7 Kontrola nasyntetizované cDNA

Pfed provedenim kvantitativni real-time PCR je nutné zkontrolovat, zda opravdu doslo
k syntéze dostate¢ného mnozstvi CDNA. K tomu se pouziva PCR, pii které se amplifikuje
Usek genu kodujiciho SERINE/THREONINE PROTEIN PHOSPHATASE 2A (PP2Acs),
enzym se serin/threonin fosfatazovou aktivitou, ktery je exprimovan ve vsech buikach.

Do 0,2ml mikrozkumavky se napipetuje 2 pl roztoku cDNA natfedéného na 72 (1 pl
cDNA:1pul H20), 13 pl nuclease-free H,O, 4 ul MyTaq Buffer (Takara Bio, Kusacu,
Japonsko), 0,5 pl 10uM reverse primer PP2Acs, 0,5 pl 10uM forward primer PP2Acs
(Tab. 4) a 0,1 ul MyTaqg Polymerase (Takara Bio, Kusacu, Japonsko). Mikrozkumavky se
vlozi do cycleru a necha se probéhnout PCR podle zvoleného programu (Tab. 5). Vysledek
PCR je poté zobrazen na gelove agarozové elektroforéze. Pokud syntéza ¢cDNA prob¢hla
ve vSech vzorcich v poradku, je na gelu u kazdého vzorku viditelny band srovnatelny
s pozitivni kontrolou (Obr. 15).

Tab. 4: Sekvence primeri pro gen PP2Acs

sekvence primeru PP2Acs (forward) 5‘-CGATGT GTG ATC TCC TAT GGT C-3°
sekvence primeru PP2Acs (reverse) 5‘-AAG CTG ATG GGC TCT AGA AAT C-3¢
Tab. 5: Prabéh PCR pro gen PP2Acs

teplota Cas

94 °C 3 minuty

94 °C 30 sekund

60 °C 30 sekund 30 cykla

72 °C 45 sekund

72 °C 5 minut

4°C

W SRS e ) ) ey

Obr. 15: Vysledek elektroforézy po PCR pro kontrolu nasyntetizované cDNA (zleva GeneRuler DNA Ladder,
14 vzorkd, pozitivni kontrola, negativni kontrola a GeneRuler DNA Ladder)

5.5.8 Kvantitativni Real-time PCR

Metoda Real-time PCR je zaloZena na klasické PCR, tedy postupné amplifikaci konkrétniho
Useku DNA. PCR probiha ve specialnim cycleru (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornie, USA), ktery v prabéhu kazdého cyklu
zaznamenava mnozstvi DNA. Detekce DNA je umoznéna pouZitim fluorescencniho substratu,
ktery se vaze na ptitomnou DNA, fluorescencni zafeni je vyzafovano az po navazani substratu
na DNA. Hladina fluorescence substratu navdzaného na DNA je detekovéana detektorem
a odrazi mnozstvi ptitomné DNA. Jako fluorescen¢ni substrat byl pouZit SYBR Green (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, Kalifornie, USA), zelené fluorescen¢ni barvivo, které
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v navazaném stavu absorbuje vinové délky okolo 497 nm a emituje fluorescenci vinové délky
okolo 520 nm (Wilhelm et Pingoud, 2003).

Pribéh PCR reakce lze rozdélit do Ctyi Casti (Obr. 16). V prvni fazi lze ocekavat
exponencialni narist mnozstvi DNA. V této fazi je vSak mnoZstvi DNA nizké a fluorescence
neni detekovatelna. V druhé fazi pokracuje exponencialni priabéh reakce, mnozstvi DNA uz je
dostate¢né, aby fluorescence piesahla Giroven pozadi a byla zachycena detektorem. V ideédlnim
ptipad¢é lze narGst mnozstvi DNA vyjadiit jako 2", kde n je pofadi cyklu. Intenzita
fluorescence a mnozstvi DNA vérné odrazi mnozstvi templatové DNA plvodné dodané
do reakce, proto se kvantifikace templatové DNA provadi na zakladé fluorescence detekované
pravé v této fazi. Treti faze je linearni fazi, mnozstvi DNA lze vyjadfit jako 2n+1, kde n je
potadi cyklu. V této fazi dochéazi ke strmému nartstu fluorescence. Ve Ctvrté fazi, ktera je
nazyvana také jako ,plateau” faze, doché&zi k vycerpani nékterych komponent reakce
a kinetika reakce se vyrazné zpomaluje (Vu et al., 2000).

JPlateau” faze

[0]
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Q

O

7]

o Linearni faze

o
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Te(S

Exponencialni faze
g Pozadi fluorescence
0 5 10 \ 15 20 25 30

Ct Pocet cykll

Obr. 16: Kinetika PCR reakce

Real-time PCR je zaloZena na konceptu C: hodnot (cycle of treshold). C: hodnota
udava cyklus, ve kterém doSlo k narustu fluorescence nad prah pozadi a doslo k jejimu
zachyceni detektorem. Cim je C: hodnota niz§i, tim vice bylo do reakce dodano
templatové DNA.

Kvantifikace je provadéna bud’ jako relativni, kdy se hladina fluorescence testovaného
vzorku srovnava s hladinou fluorescence jiného vzorku, nebo jako absolutni, kdy mnozstvi
DNA odecitame z kalibra¢ni kiivky, kterou nam poskytne vzorek DNA o dané koncentraci.
Pro tento experiment byla pouzita relativni kvantifikace.

U testovanych vzork je tfeba ovéfit, zda bylo do reakce vlozeno srovnatelné mnozstvi
DNA. Proto se pfi real-time PCR vyhodnocuji i tzv. referenéni geny. Koncentrace DNA
referen¢niho genu by méla byt v testované DNA piiblizné stejna jako koncentrace templatu.
Jako referen¢ni geny se pouzivaji tzv. housekeeping geny, tedy geny nutné pro udrZeni
zakladnich funkci bunky, které jsou exprimovany stale pii normalnich i patofyziologickych
podminkach. Pro tento experiment byly vybrany dva housekeeping geny — GAPDH, ktery
koduje enzym Kkatalyzujici jeden z kroku glykolyzy, a PP2Acs, jehoZz produktem je enzym
se serin/threonin fosfatdzovou aktivitou dulezity pii pfenosu informace v bunce (Joseph et al.,
2018). Kalkulace s pouzitim housekeeping genti jako kontroly pak tedy je 241 - 4C
kde ACt1 = Ct ir1) — Ct rer1), ACt2 = Ct (i) — Ct (ref 2), kde cil 1 je cilovy gen u vzorku 1,
cil 2 cilovy gen u vzorku 2, ref 1 referenéni gen u vzorku 1 a ref 2 referen¢ni gen u vzorku 2.

39



Pro presngjsi kvantifikaci pii real-time PCR je nutné zohlednit i u¢innost vlastni
reakce. Pokud by efektivita reakce byla 100 %, platilo by, Ze v kazdém cyklu reakce dojde
ke zdvojnasobeni poctu molekul a mnozstvi molekul Ize vyjadfit jako 2", kde n je pocet
probé&hlych cykla. Pokud je efektivita reakce snizena, reakce bézi dle eff ", kde eff je efektivita
a n je pocet prob&hlych cykli. Uginnost reakce lze spoéitat ze sklonu standardni k¥ivky, ktera
je vyjadfenim vztahu Ct hodnoty vzhledem k mnoZstvi templatové DNA vlozené do reakce.
Standardni kiivka je ziskana ptipravou fedici fady templatové DNA, pro tento experiment
byla zvolena dvojkova fedici tada. S jednotlivymi vzorky je provedena real-time PCR
a ze ziskanych C; hodnot je sestrojena standardni kiivka (Obr. 17). Uéinnost reakce je
spocitana pomoci hodnoty sklonu standardni kiivky dle eff = (10¢¥sklon) _ 7). 100, kde eff je
ucinnost reakce a sklon je linearni koeficient standardni kfivky. Efektivita reakce by se méla
blizit 100 %. Pokud je G¢innost reakce vyrazné nizsi, sniZzuje se piesnost kvantifikace, pfilis
vysoka hodnota u¢innosti naopak indikuje nizkou kvalitu vzorku.

Ziskand hodnota efektivity real-time PCR se zahrne pii kvantifikaci srovnavanych
vzorkidl. Pro vypocet se vyuziva vzorec R = effyenreN/effcnCCM, kde Ctgen je C: hodnota
ziskana pro referen¢ni gen, Ctcily je Ct hodnota ziskana pro gen zajmu, effyen je efektivita
reakce k referenénimu genu a effciy je efektivita reakce k cilovému genu. Ziskana hodnota R
pak slouzi ke srovnavani exprese danych genti u jednotlivych vzorki (Wilhelm et Pingoud,
2003).

20.% Skion: 3,32
2
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B
< 1432
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Obr. 17: Ptiklad sestrojeni standardni kiivky pro desitkovou fedici fadu templatové DNA

Pii pouziti SYBR Green jako fluorescen¢niho substratu je tfeba zkontrolovat,
zda pii PCR nevznikaji nespecifické produkty ¢i dimery primerd. K tomu se vyuziva kiivka
tani, kterd ukazuje zmény intenzity fluorescence pfi riznych teplotach (Obr. 18). Pokud ma
kiivka pouze jeden vrchol, reakce je specifickd, pokud ma ktivka vrcholl vice, znamena to, Ze
kromé¢ specifickych produkti vznikaji pii reakei i produkty nespecifické (Ririe et al., 1996).

& Specificky produkt

Nespecificky produkt

Fluorescence

55 60 65 70 75 80 85
teplota (°C)

Obr. 18: Kiivka tani pro PCR, pii které vznika specificky i nespecificky produkt (vlevo vrchol indikujici vznik
nespecifického produktu, vpravo vrchol indikujici vznik specifického produktu)
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Real-time PCR se obvykle provadi v 96ti jamkovych destickach (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Kalifornie, USA), fluorescence je cyclerem zaznamenéavéana v kazdé
jamce zvlast. Nejdfive je tfeba provést optimalizaci primert pro zjisténi efektivity primert,
specifity primeri a zvoleni fedéni ¢cDNA, které bude pii real-time PCR dale pouZzivano.
Pro optimalizaci byla zvolena dvojkova fedici fada, vzorek nasyntetizované cDNA byl tedy
nafedén na Y5, 74, s a %6. Do jamek na desti¢ce se nanesou 4 ul vzorku natedéné cDNA,
kazdy vzorek se pipetuje na desku v triplikatu pro zamezeni chybovosti. Do kazdé jamky se
pfida 10 pl SYBR Green, 0,8 ul forward primeru a 0,8 ul reverse primeru pro zvoleny gen
a 4,4 pl nuclease-free H.O dle schématu (Obr. 19). Na desticku se napipetuji také negativni
kontroly, které misto vzorku nafedéné cDNA obsahuji 4 ul nuclease-free H2O. Desti¢ka
s piipravenymi vzorky se vlozi do cycleru a spusti se pfislusny program (Tab. 7). Pomoci
CFX Maestro™ Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornie, USA) se poté
vyhodnoti vysledky, spocitd se u¢innost primerd a na zadkladé Ci hodnot, které by mély byt

negativni
kontroly E

Obr. 19: Schéma naneseni vzorki a primert pro zvolené geny na desti¢ku pfi optimalizaci primert

Pro samotné zjistovani exprese jsou vzorky natedény dle zvoleného fedéni, pro tento
experiment bylo zvoleno fedéni na 4. Do kazdé jamky na desticce se napipetuje 10 ul SYBR
Green, 4,4 pl nuclease-free H20, 0,8 pl forward primeru a 0,8 pl reverse primeru pro dva
housekeeping geny GAPDH a PP2Acs (Tab. 1 a Tab. 4) a pro dva geny zamu SIPIN1
a SILAX4 (Tab. 6) tak, aby primery pro GAPDH byly napipetovany do prvnich téi jamek
kazdého fadku, primery pro PP2Acs do dalsich tii jamek kazdého fadku, primery pro SIPIN1
do nasledujicich tfi jamek kazdého tadku a primery pro SILAX4 do poslednich tfi jamek
kazdého tadku. Do kazdé jamky jsou poté pfidany nafedéné cDNA tak, aby dany vzorek
cDNA byl ve vSech dvanacti jamkach jednoho fadku (Obr. 20). Pfipravena deska se poté vlozi
do cycleru aspusti se piipraveny program (Tab. 7). Vysledky real-time PCR se zpracuji
pomoci CFX Maestro™ Software a vyhodnoti v programu Microsoft Office Excel.
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Tab. 6: Sekvence primert pro geny SIPIN1 a SILAX4 (podle Pattison et Catalg, 2012)

sekvence primeru SIPIN1 (forward) 5-GCT GCAGGC TGG TCT AGA TT-3¢
sekvence primeru SIPIN1 (reverse) 5°-AAC AAT GGC AAC AAA GCA CA-3°
sekvence primeru SILAX4 (forward) 5¢-GAT CCC AGT CGG TGT TCC TA-3°
sekvence primeru SILAX4 (reverse) 5°-GAT GGG CCA GTA TGA GCA AT-3¢
Tab. 7: Prabéh Real-time PCR
teplota cas
95 °C 2 minuty
95 °C 5 sekund .
58 °C 20 sekund } 40 cykdi
75°C 10 sekund
postupné zvySovani
teploty az na 95 °C

GAPDH PP2Acs SIPIN1 SILAX4
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vzorek 1 {A
vzorek 2 {B
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Obr. 20: Schéma naneseni vzorki a primert pro zvolené geny na desticku pro real-time PCR

5.5.9 Analyza dat

Se vSemi genotypy péstovanymi za vSech vybranych svételnych podminek byly provedeny
celkem Ctyfi nezavislé experimenty. Vysledky jednotlivych pokusi byly zprimérovany a byla
pro né vypocitana standardni chyba (SE). Pro stanoveni signifikance zmén v relativni expresi
gentl byl pouzit randomizaéni test provedeny programem REST 2009 (Quiagen, Hilden,
Némecko).

42



6 VYSLEDKY
6.1 Relativni kvantifikace exprese genii pro transportéry auxinu

V experimentech se pracovalo celkem se Ctyfmi genotypy rajcete jedlého - kontrolnimi
nemutovanymi genotypy cv. GT a cv. Kokomo a od nich odvozenymi mutanty tril a yg-2.
U téchto genotypu byla zjistovana relativni zména exprese genl pro prenasece auxinu PIN
a LAX v zavislosti na riznych svételnych podminkach. Rostliny byly tyden kultivovany
in vitro ve tm¢ a na kontinualnim modrém a ¢erveném svétle. Hypokotyly téchto rostlin byly
poté sklizeny apomoci RT-PCR byly zjiStovany relativni zmény v transkripci gent
kodujicich transportéry auxinu. Na zakladé znalosti o tkanové specifité exprese jednotlivych
proteind patficich mezi prenasece auxinu PIN a LAX byly jako geny zajmu zvoleny SIPIN1,
gen pro effluxovy transportér auxinu, a SILAX4, gen pro influxovy pienasec, jejichZz exprese

je v hypokotylu nejvyssi (Pattison et Catald, 2012). Celkem byly provedeny &tyfi nezavislé
experimenty.

6.1.1 Exprese genu SIPIN1 v hypokotylech cv. GT a mutanta tril

Ze ziskanych dat vyplyva, ze exprese genu SIPIN1 u cv. GT je plsobenim modrého
a ¢erveného svétla signifikantné snizena (Obr. 21). Oproti rostlinam rostoucim ve tmé, vuci
kterym expresi genu zajmu srovnavame a je tedy rovna 1,00, je na modrém svétle je exprese
SIPIN1 rovna 0,46 a na Cerveném svétle 0,25. U mutanta tril je relativni exprese SIPIN1
ve tmé rovna 1,20, je tedy podobna jako u nemutované rostliny. Modré svétlo stejné jako
ucv. GT signifikantné snizuje expresi SIPIN1, na ¢erveném svétle ale k signifikantnimu
snizeni exprese nedochazi. Exprese SIPIN1 u mutantnich rostlin tril rostoucich na modrém
svétle je rovna 0,33, na Cerveném svétle 0,81 (Obr. 21).
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Obr. 21: Zavislost relativni exprese genu SIPIN1 v hypokotylech standardniho genotypu cv. GT a mutanta tril
na raznych svételnych podminkach. Data zahrnuji primérné hodnoty relativni exprese vypoéitané na zakladé C;
hodnot + SE ziskané ze étyf nezavislych experimenttl. Jako housekeeping geny byly pouzity PP2Acs a GAPDH.
Relativni kvantifikace byla provedena viici expresi SIPIN1 v hypokotylech rostlin cv. GT kultivovanych ve tmé.
Hvézdi¢ka oznaluje statisticky signifikantni odlisnost dané hodnoty relativni exprese od hodnoty relativni
exprese v hypokotylech daného genotypu kultivovaného ve tmé (« p < 0,05).
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6.1.2 Exprese genu SIPIN1 v hypokotylech cv. Kokomo a mutanta yg-2

U kontrolniho genotypu cv. Kokomo dochazi plisobenim modrého a cerveného svétla
k signifikantnimu sniZeni exprese genu SIPIN1 — na modrém svétle je exprese rovna 0,33,
na cerveném svétle 0,49 (Obr. 22). U mutantnich rostlin yg-2 rostoucich ve tmé je hodnota
relativni exprese rovna 1,46, je tedy vyssi nez u kontrolniho genotypu, tento rozdil vSak neni
statisticky vyznamny. Na modrém a na Cerveném svétle je u mutanta yg-2 exprese genu
SIPIN1 signifikantné sniZzena, podobné jako bylo pozorovano u cv. Kokomo. Modré svétlo
snizuje relativni expresi tohoto genu na hodnotu 0,40, Cervené svétlo na hodnotu 0,64
(Obr. 22).
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Obr. 22: Zavislost relativni exprese genu SIPIN1 v hypokotylech standardniho genotypu cv. Kokomo
amutantayg-2 na rtznych svételnych podminkach. Data zahrnuji pramémé hodnoty relativni exprese
vypocitané na zakladé C; hodnot + SE ziskané ze &tyf nezavislych experimenttl. Jako housekeeping geny byly
pouzity PP2Acs a GAPDH. Relativni kvantifikace byla provedena vici expresi SIPIN1 v hypokotylech rostlin
cv. Kokomo kultivovanych ve tmé. Hvézdicka oznacuje statisticky signifikantni odli$nost dané hodnoty relativni
exprese od hodnoty relativni exprese v hypokotylech daného genotypu kultivovaného ve tmé (« p < 0,05).

6.1.3 Exprese genu SILAX4 v hypokotylech cv. GT a mutanta tril

Jak mtzeme vidét na Obr. 24, modré svétlo signifikantné sniZuje intenzitu exprese genu
SILAX4 jak u kontrolniho genotypu cv. GT, tak u mutanta tril. U rostlin cv. GT
kultivovanych na modrém svétle je hodnota relativni exprese SILAX4 rovna 0,41,
u mutantnich rostlin  0,43. Cervené svétlo mirné snizuje relativni expresi SILAX4
u kontrolniho genotypu na hodnotu 0,71, toto sniZzeni ale neni statisticky vyznamné.
U mutanta tril nema Cervené svétlo na expresi genu SILAX4 téméf zadny vyrazny vliv,
hodnota relativni exprese je 1,07. Mezi kontrolnim genotypem cv. GT a mutantem tril
rostoucimi ve tmé se intenzita exprese genu SILAX4 prakticky nelisi (Obr. 23).
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Intenzita exprese genu SILAX4 u cv. GT a mutanta tril
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Obr. 23: Zavislost relativni exprese genu SILAX4 v hypokotylech standardniho genotypu cv. GT a mutanta tril
na odli$nych svételnych podminkach. Data zahrnuji primérné hodnoty relativni exprese vypo&itané na zakladé
C: hodnot + SE ziskané ze &tyf nezavislych experiment. Jako housekeeping geny byly pouzity PP2Acs
a GAPDH. Relativni kvantifikace byla provedena viéi expresi SILAX4 v hypokotylech rostlin cv. GT
kultivovanych ve tmé. Hvézdi¢ka oznaCuje statisticky signifikantni odlisnost dané hodnoty relativni exprese
od hodnoty relativni exprese v hypokotylech daného genotypu kultivovaného ve tmé& (x p <0,05; ## p < 0,01).

6.1.4 Exprese genu SILAX4 v hypokotylech cv. Kokomo a mutanta yg-2

U rostlin kontrolniho genotypu cv. Kokomo dochazi vlivem modrého svétla ke snizeni
exprese genu SILAX4 na hodnotu 0,49, u mutanta yg-2 modré svétlo snizuje hodnotu relativni
exprese na 0,53. Ani u jednoho genotypu vsak neni sniZzeni exprese statisticky vyznamné.
Pii kultivaci rostlin cv. Kokomo na ¢erveném svétle se exprese genu SILAX4 téméf neméni,
jeji hodnota je rovna 0,96. Podobn¢ u mutanta yg-2 je hodnota relativni exprese SILAX4 rovna
1,00. Intenzita exprese genu SILAX4 v hypokotylech rostlin rostoucich ve tmé je u mutanta
yg-2 niz§i nez u cv. Kokomo — dosahuje hodnoty 0,59, toto snizeni se vSak také neukézalo
signifikantni (Obr. 24).
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Obr. 24: Zavislost relativni exprese genu SILAX4 v hypokotylech standardniho genotypu cv. Kokomo
amutantayg-2 na rtznych svételnych podminkach. Data zahrnuji primémé hodnoty relativni exprese
vypocitané na zakladé C; hodnot + SE ziskané ze &tyf nezavislych experimentt. Jako housekeeping geny byly
pouzity PP2Acs a GAPDH. Relativni kvantifikace byla provedena viéi expresi SILAX4 v hypokotylech rostlin
cv. Kokomo kultivovanych ve tmé. Hvézdicka oznacuje statisticky signifikantni odlisnost dané hodnoty relativni
exprese od hodnoty relativni exprese v hypokotylech daného genotypu kultivovaného ve tmé (x p < 0,05).
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6.2 Kvantitativni analyza auxini a kyseliny abscisové v hypokotylech rostlin

Hladina endogennich fytohormoni IAA a ABA byla analyzovana v hypokotylech ¢ty
genotypt rajcete jedlého — kontrolnich genotypii cv. GT a cv. Kokomo a od nich odvozenych
mutantd tril, respektive yg-2. Rostliny byly kultivovany sedm dni in vitro na riznych
svételnych podminkdch — ve tmé€, na modrém a na Cerveném svétle, poté byly jejich
hypokotyly sklizeny a dale zpracovany. Mnozstvi hormont bylo méfeno metodou tandemove
hmotnostni spektrometrie spojené s vysoce uéinnou kapalinovou chromatografii. Celkem byly
provedeny dva nezavislé experimenty.

6.2.1 Mnozstvi IAA v hypokotylech rostlin

Z vysledkti méteni vyplyva, ze hladina endogenniho auxinu IAA se pisobenim svétla vyrazné
neméni (Obr. 25 a Obr. 26). U rostlin vSech genotypt rostoucich ve tm¢ se mnozstvi [AA
pohybuje mezi 15 a 18 pmol/g fresh weight (FW). U rostlin rostoucich na modrém nebo
Cerveném svétle je hladina IAA mirné nizsi, pohybuje se v rozmezi 10 — 15 pmol/g FW.

Srovnani mnozstvi IAA v hypokotylech cv. GT a tril
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Obr. 25: Zavislost hladiny endogenniho fytohormonu IAA v hypokotylech standardniho genotypu cv. GT
a mutanta tril na odlisnych svételnych podminkach. Data zahrnuji primémé mnozstvi IAA v pmol/g FW = SE
ziskané ze dvou nezavislych experimentt.
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Obr. 26: Zavislost hladiny endogenniho fytohormonu IAA v hypokotylech standardniho genotypu cv. Kokomo
a mutanta yg-2 na odli$nych svételnych podminkach. Data zahrnuji praimérné mnozstvi IAA v pmol/g FW + SE
ziskané ze dvou nezavislych experimentu.
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6.2.2 Mnozstvi ABA v hypokotylech rostlin

Analyza mnozstvi ABA v hypokotylech rostlin ukazala, Ze u rostlin rostoucich na svétle je jeji
hladina obecné vyss§i nez u rostlin rostoucich ve tmé& (Obr. 27 a Obr. 28). V hypokotylech
vSech genotypt kultivovanych ve tmé se mnozstvi ABA pohybuje mezi 5a 10 pmol/g FW.
Ucv. GT modré svétlo zvysSuje mnozstvi ABA na 27,89 pmol/g FW, cCervené svétlo
na 13,65 pmol/g FW. V hypokotylech mutanta tril dojde ptsobenim modrého svétla
ke zvySeni hladiny ABA na 19,18 pmol/g FW, pusobenim c¢erveného svétla pouze
na 9,05 pmol/g FW. U cv. Kokomo je mnozstvi ABA z 9,25 pmol/g FW ve tmé zvySeno
modrym svétlem na 17,29 pmol/g FW a Cervenym svétlem na 15,86 pmol/g FW. U mutanta
yg-2 se vliv svétla projevuje jesté vyraznéji — V hypokotylech rostlin kultivovanych ve tme¢ je
hladina ABA 5,41 pmol/g FW, na modrém svétle 35,56 pmol/g FW a na Cerveném svétle
11,09 pmol/g FW.

Srovnani mnozstvi ABA v hypokotylech cv. GT a tril
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Obr. 27: Zavislost hladiny endogenniho fytohormonu ABA v hypokotylech standardniho genotypu cv. GT
a mutanta tril na odlisnych svételnych podminkach. Data zahrnuji primérmé mnozstvi ABA v pmol/g FW + SE
ziskané ze dvou nezavislych experimenta.
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Obr. 28: Zavislost hladiny endogenniho fytohormonu ABA v hypokotylech standardniho genotypu cv. Kokomo
a mutanta yg-2 na odlisnych svételnych podminkéach. Data zahrnuji praimémé mnozstvi ABA v pmol/g FW + SE
ziskané ze dvou nezavislych experimentd.
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7 DISKUZE

V ramci minulé prace SOC byla provedena série experimentll se &tyfmi genotypy rajéete
jedlého — cv. GT, od né&j odvozeny mutant tril s mutaci ve PhyB1, cv. Kokomo a od n¢j
odvozeny mutant yg-2 postradajici chromofor fytochromu, které byly péstovany ve tmé,
na modrém a na ¢erveném svétle na médiu s riznymi koncentracemi exogennich auxini NAA
a 2,4-D. Na zakladé vysledki téchto experimenti pak byly navrzeny hypotézy popisujici vliv
svétla na rast rostlin, mimo jiné skrze fotoreceptor PhyB1. Dle téchto hypotéz by svétlo
mohlo ovliviiovat polarni transport fytohormonu auxinu skrze regulaci exprese prenaseci
auxinu, poptipadé regulovat hladinu endogennich fytohormont v rostlinach.

Leto$ni prce navazuje na ptedchozi vysledky a jejim cilem bylo zjistit, zda svétlo
muze ovliviiovat expresi pifenasecli auxinu na Urovni genové exprese, jakym zptisobem jsou
Vv téchto déjich zapojeny fotoreceptory cerveného svétla fytochromy a zda dochazi pisobenim
svétla nebo vlivem mutaci ve fotoreceptorech ke zméndm hladiny auxinu a kyseliny abscisové
v hypokotylech rostlin.

7.1 Vliv svétla na expresi genu SIPIN1

Vliv svétla na expresi gent effluxovych pienasect byl zjistovan na jednom z geni patiicich
do skupiny PIN, SIPIN1. V rajceti jedlém se nachazi celkem deset gent patiicich do této
skupiny (SIPIN1 az SIPIN10), jejichz exprese Se v riznych rostlinnych pletivech lisi. SIPIN1
byl vybran na zakladé vysoké exprese v hypokotylu (Pattison et Catala, 2011).

Z vysledku analyzy exprese genu SIPIN1 vyplyva, ze modré i Cervené svétlo obecné
vyrazné snizuje expresi genu SIPIN1. Vzhledem k tomu, ze snizeni exprese SIPIN1 modrym
svétlem je u kontrolnich genotypt cv. GT a cv. Kokomo i mutanta tril a yg-2 stejné, musi byt
toto snizeni zprostfedkovano jinymi fotoreceptory nez fytochromy. U mutanta tril pisobenim
cerveného svétla ke snizeni exprese SIPIN1 nedochazi, je tedy pravdépodobné, Ze se
na snizeni exprese SIPIN1 ¢ervenym svétlem podili fotoreceptor PhyB1. Toto zjisténi souhlasi
I s dal§imi studiemi, které uvadi napfiklad snizeni transkriptu PIN3 prostiednictvim PhyB
u Arabidopsis, vliv PhyB1 na regulaci polarniho transportu auxinu byl prokazan i v rajceti
jedlém (Nagashima et al., 2008; Liu et al., 2011).

Hypotéza navrzena na zakladé predchozich fyziologickych experimetii pro cv. GT
amutanta tril vsak tvrdi, ze by Cervené a modré svétlo mélo expresi pienaSecd PIN
stimulovat. Je mozné, ze kazdy z genti pro pfenaSeCe PIN je svétlem regulovén jinak,
a ackoliv je exprese SIPIN1 svétlem inhibovéana, expresi jinych proteina PIN mize svétlo
naopak zvySovat. Dal§im moznym vysvétlenim je fakt, Ze analyza exprese téchto prenasect
byla provedena zjistovanim mnozstvi mRNA. Nedavné studie ale prokazaly, ze svétlo mize
regulovat expresi genll v bunikdch rostlin i na dalSich urovnich, naptiklad ovliviiovanim
stability mRNA a proteint, stimulaci translace nebo riznymi zpétnovazebnymi interakcemi.
Je tedy mozné, Ze i ptes malé mnozstvi mRNA genu SIPIN1 v rostlinach rostoucich na svétle
je u nich vysledné mnozstvi proteinu vyssi nez u etiolizovanych rostlin, ve kterych je
mnozstvi SIPIN1 mRNA vysoke (Shikata et al., 2014; Liu et al., 2016; Jang et al., 2019).

Vysledky experimentti naopak podporuji hypotézu navrzenou pro cv. Kokomo a yg-2,
podle které modré a Cervené svétlo expresi prenase¢tu PIN inhibuje. U mutanta dochazi

48



ke snizeni exprese SIPIN1 ve stejné mite, jako u kontrolniho genotypu. Je mozné, ze na rozdil
od cv. GT se fytochromy na zprostfedkovani tohoto d¢je viibec nepodili a mezi témito
kultivary se vyskytuji rozdily v regulaci fotomorfogeneze. Vyznamna rozdilnost riznych
kultivart daného druhu neni vyjimkou jak u rajéete, tak napf. u riznych ekotypu Arabidopsis
thaliana (Giuffre et Capocasale, 2015; Stewart et al., 2015). Jinym vysvétlenim by mohlo byt
castecné zachovani funkce mutovaného enzymu hemoxygenazy u yg-2 nebo piitomnost
jinych gend, jejichz produkty funkci hemoxygenazy nahrazuji, a tim padem take ptitomnost
funk¢nich fytochromti i v mutantnim genotypu. Toto vysvétleni by mohlo byt podpoieno
pozorovanim normalnich odpovédi na dlouhovinné Cervené svétlo u vyvinutéjSich mutantnich
rostlin (Terry et Kendrick, 1996).

7.2 Vliv svétla na expresi genu SILAX4

Je znamo, Ze influxové pienaSeCe hraji dulezitou roli v mnoha vyvojovych procesech
zprostiedkovanych auxinem, napf. pii gravitropismu, vyvoji postrannich kofent a kofenového
vlaseni nebo formovéani apikdlniho hacku. Role téchto prenaseci pfi procesech
fotomorfogeneze vSak zatim pfili§ studovana nebyla (Swarup et al., 2008; Péret et al., 2012).

Ze skupiny gend pro influxové ptrenasece auxinu AUXL/LAX, kterych je v rajceti
identifikovano celkem pét (SILAX1 az SILAX5), byl na zakladé vysoké exprese v hypokotylu
pro zkoumani exprese vybran gen SILAX4 (Pattison et Catala, 2011).

Analyza exprese ukazala, ze u cv. GT i u mutanta tril dochazi pusobenim modrého
svétla k signifikantnimu snizeni exprese genu SILAX4, zatimco Cervené svétlo na expresi
SILAX4 vyrazny vliv nema. Podobny trend je patrny i u cv. Kokomo a mutanta yg-2, zde vsak
vysledky nejsou statisticky vyznamné. Inhibice exprese SILAX4 je tedy zprostiedkovana
jinymi fotoreceptory, nez fytochromy, pravdépodobné receptory modrého svétla.

Tento vysledek vSak odporuje hypotézam navrzenym na zakladé¢ vysledkt
pfedchozich experimentl, které predpokladaji svétlem indukovanou stimulaci exprese
pienasec¢t SILAX. Vysvétlenim by mohla byt odlisna regulace exprese dalSich gena
pro pienaSee SILAX, stejné jako odlisna regulace na urovni genové a proteinové exprese
podobné jako v piipadé gent SIPIN.

7.3 Vliv svétla na hladinu IAA v hypokotylech rostlin

Z vysledkt analyzy hladiny endogennich fytohormont v hypokotylech rostlin vyplyva,
ze svétlo nema na hladinu IAA vyrazny vliv. Rozdilnou citlivost genotypt cv. Kokomo
a mutanta yg-2 k exogennim auxinim NAA a 2,4-D zjisténou Vv piedchozich experimentech
tedy nelze jednoduSe vysvétlit pfirozenym rozdilem v hladiné¢ endogenni TAA mezi témito
genotypy. Piianalyze exprese proteinovych pienasecli se vSak projevil mirny rozdil —
intenzita exprese SIPIN1 je u yg-2 mirn¢ vyssi nez u cv. Kokomo, intenzita exprese SILAX4 je
U Yg-2 naopak mirné niz$i nez u cv. Kokomo. Tyto rozdily by sice mohly odlisnou citlivost
téchto genotypl k exogennim auxinim vyvétlovat, nejsou vsak statisticky signifikantni.
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7.4 Vliv svétla na hladinu ABA v hypokotylech rostlin

Ackoliv je ABA obecné povazovana za inhibitor ristu rostlin a mnoho studii uvadi jeji
inhibi¢ni efekt pfi regulaci rastu (Lorrai et al., 2018), v posledni dobé je prosazovan fakt,
7e efekt ABA mize byt stimula¢ni ¢i inhibiéni v zavislosti na jejim mnozZstvi a citlivosti
daného pletiva. Vysledky nékterych studii naznaCuji jeji stimula¢ni efekt zvlasté
v etiolizovanych rostlinach (Humplik et al., 2015; Humplik et al., 2017).

Vysledky analyzy ABA vV hypokotylech zkoumanych genotypt ukazuje zvySeni
mnozstvi ABA pusobenim modrého a ¢erveného svétla. Je tedy mozné, ze vyssi hladina ABA
se u rostlin rostoucich na svétle podili na inhibici rastu a zprostfedkovani fotomorfogeneze.
K nejvétsimu zvyseni hladiny ABA dochazi u vSech genotypl ptisobenim modrého svétla.
V tomto procesu tedy budou pravdépodobné zapojeny fotoreceptory modrého svétla.
U mutantnich rostlin tril kultivovanych na modrém a Cerveném svétle je mnozstvi ABA
mirné nizs§i nez u kontrolniho genotypu cv. GT, jisty vliv PhyB1 na hladinu ABA tedy nelze
vyloucit. ZvysSeni biosyntézy ABA zprostiedkované PhyB bylo potvrzeno napiiklad
v Arabidopsis (Gil et al., 2018). Rozdil v mnozstvi ABA mezi cv. Kokomo a mutantem yg-2
se projevuje zvlasté piikultivaci na modrém svétle, mensi mirou také ve tmé, mutace
vV hemoxygenaze tedy mize mit na hladinu ABA vliv.

Vyzkum interakci mezi auxiny a ABA pfi regulaci ristu hypokotylu je teprve
v zacatcich. Je znamo, Ze v mnoha procesech jsou auxiny podiizeny regulaci ABA, napiiklad
bylo zjisténo, Zze exogenni ABA snizuje expresi geni YUCCA dilezitych pro biosyntézu
auxinl, ¢imZz muze hladinu auxint pfimo ovliviiovat (Lorrai et al.,, 2018). K lepSimu
pochopeni vzajemnych interakci ABA a auxinid je vSak tfeba dalSiho vyzkumu (Emenecker
et Strader, 2020).

7.5 DalSi moZnosti vyzkumu

Vysledky tohoto vyzkumu piinasi aplné nové informace a otevira dalsi otazky tykajici se
komplexnich a pomérn¢ malo probadanych mechanismi, prostfednictvim kterych svétlo
ovliviiuje rast rostlin interakcemi s rostlinnymi hormony. Piedmétem dal§iho vyzkumu by
mohlo byt zkoumani vlivu svétla na expresi ostatnich genti ze skupin SILAX a SIPIN a to jak
na urovni mRNA, tak na Grovni proteinli. Zajimavou moznosti by mohlo byt také podrobné;jsi
studium metabolismu exogenniho auxinu NAA v buiikach a jeho hladiny v hypokotylech,
které by mohlo objasnit skute¢ny mechanismus vlivu NAA na rist rostlin. Déle je mozné
studovat piimo poldrni transport auxini v hypokotylech experimentdlnich rostlin a jeho
ovlivnéni svétlem. Transport auxind se da studovat u celé fady rostlin pomoci radioaktivné
znaéenych auxini (Fellner 1997; Fellner et al. 2000). Chybi také podrobnéjsi informace
0 vzajemnych interakcich rostlinnych hormont auxini a kyseliny abscisové.
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8 ZAVER

Cilem experimentl bylo na zakladé hypotéz navrzenych v ramci lofiské prace SOC zjistit
dalsi podrobnosti o vlivu svétla, a zvlast¢ fotoreceptori fytochromi, na polarni transport
auxini a hladinu endogennich fytohormont auxini a kyseliny abscisové Vv hypokotylech
rostlin raj¢ete jedlého. Experimenty byly provedeny na kontrolnich genotypech cv. GT
a cv. Kokomo a od nich odvozenych mutantech tril a yg-2 s poruchou ve fytochromech.
Rostliny byly kultivovany in vitro ve tmé, na modrém a na Cerveném svétle. Pomoci
kvantitativni real-time PCR byl zkouman vliv svétla na expresi dvou vybranych geni
kodujicich pfenasece auxinu zapojené v polarnim transportu — SIPIN1 a SILAX4. Hladina
endogennich auxinli v hypokotylech a jeji zavislost na svétle byla analyzovana metodou
tandemove hmotnostni spektrometrie spojené s vysoce u¢innou kapalinovou chromatografii.

Z vysledki analyzy exprese genu SIPIN1 vyplyva, ze modré i cervené svétlo obecné
vyrazné snizuje expresi genu SIPIN1, na tomto dé&ji se pravdépodobné podili jak PhyB1, tak
i dalsi fotoreceptory (Obr. 29). Toto zjisténi odporuje hypotéze navrzené pro cv. GT
a mutanta tril v ptedchozich experimentech. Je mozné, Ze kazdy ze skupiny proteind PIN je
svétlem ovliviiovan jinak, pfipadné Ze regulace exprese gent na Urovni mRNA se lisi
od regulace naurovni proteini. Hypotéza navrzena pro cv. Kokomo a mutanta yg-2 byla
naopak vysledky experimentii podpoiena.
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Obr. 29: Schéma vlivu ¢erveného a modrého svétla na regulaci exprese gent pro prenasece auxinu SIPIN. Zatim
neobjasnéné interakce jsou znazornény prerusovanymi ¢arami.

Experimenty déle ukazaly, ze modré svétlo vyznamné snizuje expresi genu SILAX4,
zatimco Cervené svétlo na expresi tohoto genu vyrazngjsi vliv nema. Inhibice exprese SILAX4
je tedy zprostiedkovana jinymi fotoreceptory nez fytochromy, pravdépodobné receptory
modrého svétla. Nesoulad s hypotézami navrzenymi na zakladé piedchozich experimenti je
opét mozné vysvétlit rozdily v regulaci exprese genii na urovni mRNA a proteinli, nebo
rozdilnou regulaci riznych prenasect skupiny LAX (Obr. 30).
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Obr. 30: Schéma vlivu &erveného a modrého svétla na regulaci exprese genil pro pienaSele auxinu SILAX.
Zatim neobjasnéné interakce jsou znazornény prerusovanymi ¢arami.

Analyza fytohormont nepotvrdila vyznamné rozdily v hladiné¢ endogenniho auxinu
IAA ani mezi jednotlivymi genotypy, ani mezi rostlinami kultivovanymi v odlisnych
svételnych podminkach. Mnozstvi ABA v hypokotylech rostlin je naopak zvySovano
pusobenim svétla, zvlast€ modrého. Tento déj je tedy pravdépodobné zprostiedkovan
fotoreceptory modrého svétla, nelze vSak vyloudit ani zapojeni fytochromii v téchto d¢jich.

Tento vyzkum piinaSi nové informace o vlivu svétla na regulaci rlstu rostlin
prostiednictvim rostlinného hormonu auxinu a otevira dal$i otazky souvisejici s témito
mechanismy. Moznostmi dals$iho vyzkumu jsou studium exprese gent dalSich prenaSecu
auxinu ze skupin SILAX a SIPIN na trovni mRNA a proteind, metabolismu exogenniho
auxinu NAA nebo studium zatim malo objasnénych vzajemnych interakci auxind a kyseliny
abscisove.
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