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Abstrakt:

Cilem bakalaiské prace bylo zjistit, zda svétlo ovliviiuje toleranci rostlin k osmotickému
stresu a pokud ano, zda se tak miize dit prostfednictvim specifickych receptort pro modré
svétlo. Ke studiu byl pouzit geneticky pfistup, ktery spocival ve fyziologické analyze
fotomorfogennich mutanti rajéete jedlého (Solanum lycopersicum L.). V experimentech byl
pouzit mutant 7B-1 s defektem ve fototropinové svételné signalizaci a mutanti cryl-1acryl-
2 s defekty ve fotoreceptoru kryptochromu 1. V podminkach in vitro byly studovany rustové
reakce téchto mutantii k osmotickému stresu, ktery byl indukovan manitolem. Na zaklad¢
svych vysledki mohu fict, Ze se mi podafilo prokazat, ze béhem ristu rostliny dochazi
K interakcim mezi svétlem a abiotickym stresem. Bylo zjisténo, ze Cervené svétlo zesiluje
odpovéd hypokotylt rajcete k osmotickému stresu a je mozno se domnivat, Ze tento ucinek
¢erveného svétla je zprostfedkovan funkénim produktem genu 7B-1. U mutanta cryl-1 se
nepodaftila prokdzat jasna tolerance na abioticky stres, jelikoZ namétené inhibice se pfilis
neliSily od vysledkd kultivaru Money Maker, od kterého byl cryl-1 odvozen. V ptipadé
mutanta cryl-2 vysledky naznacuji mozné zapojeni genu CRY1 v odpovédich hypokotyla
rajcete na abioticky stres. Také bylo prokdzano, ze koteny vSech genotypli vykazovaly

k manitolu niZsi citlivost neZ hypokotyly.
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Seznam zkratek a symboli

ABA abscisis acid (kyselina abscisova)
ABI3-5 abscisic acid intensivite 3-5

AHG1, AHG2 ABA-hypersensitive germination gene 1,2

ARF auxin response factor

B blue light (modré svétlo)

bHLH basic helix-loop-helix

CBF C-repeat binding factor

CIBs cry-Interacting BHLHs

CK1.3,CK1.4 casein kinase 1.3, casein kinase 1.4
COP-1 constitutive photomorphogenic 1
CPD cyklobutenpyrimidinové dimery
cryl-3 kryptochrom 1-3

CYP707A2 cytochrome P450, family 707, subfamily A, polypeptide 2
CHUP1 Chloroplast Unusual Positioning

D dark (tma)

DAG1 dystroglycan 1

DOG1 gen pro zpozdéni kli¢eni

DXP 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat

FAD flavinadenindinukleotid

GA gibberellic acid (kyselina giberelova)
GA30x1,2 giberelin-3-oxidaza 1,2

GGPP geranylgeranylpyrofosfat

GH3 glycoside hydrolase 3

HFR1 transkripcni faktor

HY5 elongated hypocotyl 5

1AA indole-3 acetic acid (kyselina indol-3octova)
IPP isopententylpyrofosfat

MES 2-ethansulfanova kyselina

MS médium Murashige a Skoog médium

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NCEDG6 9-cis-epoxykarotenoid dioxygenaza 6
NPH3 non-phototropic hypocotyl 3
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phyA-E

PIF

photl, phot2
PKS

PP2C

Pr

PFR

PSII

R/FR

ROS
RPT2
RVE1
SCaBP8
UVRS8
W

fytochromy A-E

fytochrom interagujici faktor

fototropin 1, fototropiny 2

fytochromovy kinazovy substrat

protein phosphatase 2C

fytochrom pro vnimani ¢erveného svétla (neaktivni)
fytochrom pro vnimani dalekého Cerveného svétla (aktivni)
fotosystém II

red light, far red light (¢ervené svétlo, dlouhovinné cervené
svétlo)

reaktivni formy kysliku

root phototropism gene 2

resolvin E1

SOS3-like-calcium-binding protein 8

UV resistance locus 8

white light (bilé svétlo)
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1.  Uvod a cile prace

Hlavnimi tématy, kterymi jsem se v ramci teoretické Casti bakalaiské prace zabyvala, jsou
reakce rostlin na svétlo, fotoreceptory, kli¢eni a dormance semen a také abioticky stres.

V experimentalni Casti této bakalaiské prace byl pouzit geneticky piistup, ktery
spoc¢iva v porovnavani odolnosti k osmotickému stresu u rostliny rajcete jedlého kultivaru
Rutgers (dale WT), viici mutantovi rajcete 7B-1. U tohoto mutanta bylo zjisténo, ze je oproti
WT vice tolerantni k osmotickému stresu, a navic je méné citlivy ke svétlem indukované
inhibici riistu hypokotylu, ma vyssi hladinu endogenni ABA a nizsi hladinu GA (Fellner and
Sawhney, 2001). Dale byl porovnavan kultivar Money Maker (dale cv. MM) s mutanty cry1-
1 a cry 1-2, u nichz byla potvrzena porucha v receptoru kryptochromu cryl pro vnimani
modrého svétla. Rostliny proto vykazuji typicky fenotyp, tzn. rostliny jsou vytahlé, bledé a
kiehdi.

Semena rajéete kultivari Rutgers a Money Maker byla spole¢né se semeny
porovnavanych mutantt (7B-1, cryl-1, cryl-2) vyseta na médium, které obsahovalo
mannitol o riznych koncentracich (0-150 mM). Manitol je bila, krystalicka latka, ktera se
po chemické strance tadi mezi alkoholické cukry a pouziva se v potravinaistvi jako
stabilizator a ve zdravotnictvi jako doplnék stravy pro diabetiky. Manitol zpiisobuje inhibici
kliceni semen, tuto inhibici také podporuje modra slozka svétla (B), na rozdil od toho
¢ervené svétlo (R) inhibi¢ni Gi¢inky na semena béhem kliceni nema.

Cilem bakalaiské prace bylo zjistit, zda svétlo ovliviiuje toleranci rostlin
k osmotickému stresu, a pokud ano, zda se tak muze dit prostfednictvim specifického
fotoreceptoru pro modré svétlo kryptochromu cryl.

Experimenty byly provadény v rdmci pracovni skupiny molekularni fyziologie, ktera
je soudasti Laboratofe rastovych regulatora UP v Olomouci a Ustavu experimentalni

botaniky AVCR.



2.  Soucasny stav FeSené problematiky

2.1. Rostliny a svétlo

Jelikoz rostliny fadime mezi fotoautotrofni organismy, svétlo hraje v jejich vyvoji klicovou
ulohu. Pro rostliny je svétlo zdrojem energie pro fotosyntézu a rast. Svételnd energie
neslouzi pouze pro ucely fotosyntézy, ale je spoustéem celé fady signalnich drah a
informaci pro morfogenezi, ontogenezi a fyziologii rostliny (Chen et al. 2004). Svétlo tedy
ovlivituje dé&je jako klieni semen, zrani plodu a spousti senescenci (Taiz et al. 2015).
Souhrnné se tyto déje nazyvaji fotomorfogeneze (Kendrick and Kronenberg, 1994). Aby
mohly rostliny dostate¢né vnimat riizné slozky svétla, vyvinuly se u nich specializované
fotoreceptory, které slouzi pro vnimani riznych vlnovych délek slune¢niho zafeni (Chen et
al., 2004, Somers and Fujiwara, 2009). Fotoreceptory ovliviiuji rust a vyvoj rostliny béhem
jejich celého zivotniho cyklu.

Rostliny si béhem svého Zivota projdou dvéma vyvojovymi programy:
skotomorfogenezi, ktera probihd za neptitomnosti svétla a fotomorfogenezi, ktera probiha
na svétle. V pfirodé dochdzi k ptfechodu mezi etiolovanym a de-etiolovanym vyvojem pfi
proniknuti semenacku, ktery byl pod zemi, na svétlo (Frankhauser and Chory, 1997).
Rostliny, které rostou ve tmée nazyvame etiolované. Tyto rostliny maji typicky fenotyp, jako
delsi hypokotyl, apikalni hacky, uzaviené a nazloutlé d€lohy. Oproti tomu rostliny, které
rostou na svétle jsou charakteristické svymi kratkymi hypokotyly, otevienymi a zelenymi
déloznimi listky (Obr. 1). Rostliny, které rostly ve tmé a pak byly pieneseny na svétlo jsou,

tzv. de-etiolované (Taiz et al., 2015).
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Obrazek 1: Typicky fenotyp, pro rostliny, jejichZ vyvoj probihal ve tmé (vlevo) a na svétle (vpravo)
(pfevzato a upraveno podle Xu, 2014).

Pribéh fotomorfogenetické reakce miizeme popsat v nasledujicich krocich. Nejprve
rostlina pfijme svételnou energii ve form¢ fotonli pomoci pigmenti, které jsou soucasti
fotoreceptorti (Jones et al., 2013). Poté dochazi k transdukeci signdlu celou rostlinou a energie
elektromagnetickd se méni v biologicky signal. Poté rostlina reaguje na piijaty signal z
vnéjSiho okoli, a to velice ¢asto napiiklad pomoci hormonalnich a steroidnich latek, které
mohou zajistit i adaptaci na ptipadny stresor (chlad, vysoka teplota atd.).

Viditelné svétlo se na prvni pohled jevi jako tzv. bilé svétlo (W), to je ale sloZeno
z celého barevného spektra, pricemz rostliny vykazuji nejvétsi citlivost na svétlo modré (B)
o vlnové délce 430-500 nm a na cervené svétlo (R), jehoz vinova délka se pohybuje od 625
nm do 750 nm (Obr. 2). Rostliny tedy diky svym pigmentim absorbuji svétlo modré a
cervené a tim padem dochazi k odrazu zeleného svétla, a proto se nam rostliny jevi jako

zelené.
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Obriazek 2: Elektromagnetické spektrum viditelného svétla (pfevzato a upraveno podle Lumenistics, 2012,
autor Szantoi Zoltan)

Znalosti a velky vyvoj v oblasti osvétleni a LED technologii, umoznil vyuziti svétla o
urcitych vlnovych délkéach ke studiu konkrétnich reakci rostlin (Kozai et al. 2016), ¢ehoz
jsem i ja vyuzila v rdmci experimentalni ¢asti bakalarské prace, kdy jsem kli¢ici semena
uchovavala v kultivacnich komorach, kde byly umé¢le nastaveny riizné svételné podminky.

Dulezitym rostlinnym modelem, u kterého jsou zkoumany reakce na svétlo, je
husenicek rolni Arabidopsis thaliana (Chen et al. 2004, Quail, 2002, Somers and Fujiwara,
2009). Rostliny vnimaji svétlo pomoci tzv. fotoreceptort. Konkrétné u Arabidopsis thaliana
byly objeveny 4 skupiny fotoreceptort: fytochromy (phyA-phyE), kryptochromy (cryl,
cry2), fototropiny (photl, phot2) a fotoreceptory skupiny nazyvané zeitlup (ZTL, FKF1,
LKP2). U Arabidopsis thaliana se nachazi i kryptochrom cry3 (také cry-DASH), jehoz
funkce neni dosud zcela objasnéna. Neni jisté, zda se jedna o fotosenzoricky receptor, jisté
ale je, Ze se UcCastni pfi reparacnich mechanismech DNA (Pokorny et al., 2008).

Fytochromy maji absorpéni maximum v ¢ervené oblasti spektra (Franklin and Quail,
2010). Kryptochromy a fototropiny (v ptipad¢ Arabidopsis thaliana i zeitlupy) vnimaji
modrou a UV-A oblast vinového spektra (Christie, 2007, Demarsy and Frankhauser, 2009,
Lin and Shalitin, 2003, Somers and Fujirawa, 2009). Receptorem pro vnimani UV-B zafeni
je protein UVRS. Tento receptor obsahuje ve své struktufe tryptofanové zbytky, které ptisobi
jako wvnitini chromofory. Signalni drdha receptoru UVRS zacind takto: UVRS8 zachyti

svételné zafeni a disociuje ze své neaktivni homodimerni konfigurace (Rizzini et al., 2011).

11



Poté se zane hromadit v jadie a interaguje s COP1 (Cloix et al., 2012), proteinem
WD40/RING, ktery v tmavych svételnych podminkach nebo v podminkach, kde nedochézi
k UV zafeni cili na HY5 pro degradaci, ktera je zavisla na proteazomech (Groisman et al.,
2003).

UV zafeni pro rostliny piedstavuje velky stres, protoze UV zafeni vyvolava tézké
poskozeni DNA (Hideg et al., 2013). UV zateni lze dale rozd¢lit podle vinovych délek: UV-
A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm) a UV-C (200-280 nm). Je znamo, ze nizké davky UV-
B zptisobuji neskodlivy stres, zatimco extrémni zafeni vede k apoptoze (Hideg et al., 2013).
UV zafeni zasahuje ptedevsim PSII a pusobi zde velké skody (Takahashi et al., 2010). UV
zateni dale zptisobuje fotoposkozeni DNA, kdy dochazi ke dvoufetézcovym zlomim a
tvorbé kovalentnich vazeb mezi sousednimi pyrimidiny a tim  vznikaji
cyklobutenpyrimidinové dimery (CPD), tento sled udalosti vede k naruseni pribéhu a
inhibici transkripce a replikace genetické informace (Britt, 2004). K opravé téchto dimert
slouzi enzymy ze skupiny fotolyaz, které navraceji poskozenou DNA do jeji nativni formy
(Britt, 2004). Exprese gent pro CPD fotolyazy je fizena modrym svétlem, v zavislosti na
kryptochromech, dale je fizena svétlem ¢ervenym v zavislosti na fytochromu B (phyB), UV-
A zafeni, které je zavislé na fytochromu A (phyA) a UV-B v zavislosti na UVRS. Draha
UVR8-COP1-HYS je hlavni signalni kaskadou, ktera je zapojena do tolerance vuci UV
zafeni. Kryptochrom a UVRS spolu interaguji a tim reguluji rostlinny rst pod UV svétlem
(Rai et al., 2020). Bylo dokazano, ze kryptochromy ovliviiuji aktivitu fotoreceptord UVRS
a tim zpusobuji, ze rostliny jsou odolnéjsi vici ptisobeni UV zateni (Tissot and Ulm, 2020).
Rostliny se vypotadavaji s posSkozenim vlivem UV, tak, Ze ve svych buiikach shromazduji
chemické slouceniny, které je pfed UV zafenim chréni. Jedna se konkrétné o fenoly, které
muzeme nalézt v epidermis listd (Emiliani et al., 2013). Jaké sekundarni metabolity se
zacnou hromadit zavisi na typu UV zafeni a rostlinném druhu. Jednad se pfedevSim o
flavonoidy, stilbeny, sinapolyestery a estrey cinnamatu. Biosyntéza flavonoidd je
regulovana produkci flavonolovych glykosidii rodiny transkripénich faktord, které jsou
spustény zafenim UV-B (Brown and Jenkins, 2008). Jejich princip ochrany pfed UV zafenim
spoc¢iva v jejich schopnosti zeslabit toto zatfeni filtraci. Jejich antioxidacni vlastnosti

umoznuji také zachycovat volné radikaly a tim zabranovat tvorbé ROS.
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Dalsim obrannym mechanismem, ktery se spousti, je-li rostlina vystavena UV zareni,
je exprese genu, které jsou zapojeny do ochrany pied oxidativnim stresem. Cilem je snizit
hladinu ROS (Miiller-Xing et al., 2014). Rostliny si v ramci evoluce vyvinuly nékolik
mechanismi k obran¢ PSII (Takashi and Badger, 2011). Napiiklad, pokud jsou rostliny
vystaveny pfimému slune¢nimu svitu, tak pohybuji listy (heliotropismus), dochazi také
k seskupeni chloroplasti na bunéénych sténach paralelné¢ ve sméru svétla, tim rostlina
zabrani nadmérné absorpci zafeni, pii tomto d&ji hraje velkou roli PSII spolu s proteinem
nazyvanym Chloroplast Unusual Positioning (CHUP1) (Oikawa et al., 2003).

Fotoreceptory jsou po chemické strance chromoproteiny slozené z apoproteinu, ktery
je vazan na ruzné chromofory (Rockwell et al., 2006). To, jaké vinové délky bude
fotoreceptor zachytavat, je dano chemickymi vlastnostmi chromoforu a apoproteinu. I kdyz
¢lenové jedné rodiny fotoreceptori maji podobné absorpcni vlastnosti, jsou zde rozdily pro
vnimani nizkych a vysokych hladin zéafeni. Tyto rozdily, jsou dany biochemickymi
odlisnostmi ve stavbé molekul (Rockwell et al., 2006). Naptiklad phyA, cry2 a photl funguji
pfi slabé intenzité, ale phyB, cryl a phot2 reaguji 1épe na vysoké intenzity zateni (Sakai et
al., 2001). V praxi tento jev mlizeme pozorovat u etiolovanych sazenic, které obsahuji
vysoké hladiny phyA a photl, diky cemuz dokazou vnimat jen velmi malé mnozstvi svétla
ve chvili, kdy sazenice roste smérem hornim vrstvam pady (Rockwell et al., 2006).

Svételné odezvy mlzZeme rozliSit dle zavislosti potfebného svétla a na tom, zda tato
odezva potiebuje nepretrzité ozafovani, pfipadné, zda ji spousti svételné pulzy (Kendrick
and Kronenberg, 1994). Tzv. odezvy nizké fluence (VLFR) jsou béhem rekce aktivovany jiz
pii 100 pmol.m™. Odezvy nizkého ozafeni (LFR) se vyskytuji v rozmezi 10-1000 pmol.m™.
Na rozdil od toho odezvy vysokého zareni (HIR), vyZaduji nepfetrzité svétlo s celkovym

2

proudénim typicky pfesahujicim 10 mmol.m™. Toto rozdéleni bylo uZzitené pro

charakterizaci riznych typi reakci, které byly zprostfedkovany fytochromem (Rockwell et
al., 2006).

To, jak bude rostlina reagovat na svétlo se 1i$i podle svételného prosttedi, ve kterém
se rostlina nachézi, genotypu, rocnim obdobi, péstitelském postupu atd. (Kozai, 2016).
Intenzita a kvalita svétla se neustale v pfirodé méni, a to diky povétrnostnim podminkam
(Casal, 2013). Vnimani kvality a mnozstvi svétla je pro pieziti rostliny zcela zasadni. A to
nejenom béhem neptiznivych povétrnostnich podminek, ale také aby dokazaly vhodné

reagovat na biotické a abiotické stresory (Casal, 2013).
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2.2. Fytochromy

Fotoreceptory, které jsou citlivé pro cervené svétlo, nazyvame fytochromy (phy) (Bae and
Choi, 2008). Fytochromy jsou po chemické strance chromoproteiny, kdy je apoprotein (120
kDa) pfipojen k chromoforu, ktery méa otevieny fetézec tetrapyrollu a spolecné tvofi
holoprotein.

Kdyz dojde k expozici Cervenym svétlem, fytochromy meéni alostericky konformaci
z neaktivni formy Pr (konfigurace trans) na aktivni formu Pfr (konfigurace cis) (Obr. 3).
Neaktivni formu Pr nalezneme v cytosolu, zatimco aktivni forma Pfr se u vSech fytochromui
nachazi v jadie (Klose et al., 2020). Pfr v cytosolu reguluje translaci mRNA (Paik et al.,
2019). V jadie vsak fytochromy ve formé Pfr interaguji s vice latkami, aby mohly modulovat
transkripci naslednych cilovych gent (Obr. 4) a také, aby mohly zprosttedkovavat svételné

reakce (Quail, 2010).

Chromofor fytochromobilin

=
'
a
£
8
Leu . . = .
1| thioetherova Cervené  ¢js izomer
L G:" vazba svétlo
aktivuje Pr
na Pfr

trans izomer

Obriazek 3: aktivace fytochromu cervenym svétlem z neaktivni Pr formy (cis izomer) na formu aktivni (trans
izomer) (pievzato z a upraveno podle Taiz and Zeiger, 2002).
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Obrazek 4: Piima regulace genové exprese pomoci phyB (Quail,2010). Fytochrom B (phyB) je syntetizovan
v cytoplazmé, jako neaktivni PrB forma. Ve chvili, kdy dojde k jeho aktivaci ¢ervenym svétlem, piesune se
jako PfrB do jadra, kde se navaze na dimer PIF3 (transkrip¢ni faktor reagujici s G-boxem) tak, ze PIF3 reaguje
s C-terminalnim koncem phyB a diky tomu se vytvoii Pfr/PIF3 komplex. Poté PIC iniciuje transkripci MYB
genil (CCA1, LHY), takto aktivovany transkrip¢ni faktor MYB dale aktivuje transkripci LHCB genu (pfevzato
z Taiz and Zeiger, 2002).

Jednim s klicovych partnert, se kterymi fytochromy ve formé Pfr interaguji, jsou
fytochromové interak¢ni faktory (PIF), které jsou hlavnim regulatorem pro prechod rostlin
ze skotomorfogeneze k fotomorfogenezi (Leivar and Quail, 2011). PIF jsou koédovany
podskupinou superrodiny zakladnich helix-loop-helix (bHLH) transkripénich faktort.
Hlavni funkci PIF je negativni ovlivnéni svételnych reakcei, kdy potlacuji fotomorfogenezi a
udrzuji skotomorfogenezi semenacku (Leivar and Quail, 2011; Leivar and Monte, 2014).
Jsou-li fytochromy vystaveny svétlu, iniciuji pfeménu PIF pomoci fosforylace a degradaci
V proteazomu vlivem ubikvitinace. Tim dojde k inhibici funkce PIF, to vyvola transkripéni
preprogramovani, coz ma za nasledek fotomorfogenezi.

Nadmérna exprese PIF vede k hyposenzitivnim fenotyptim rostlin v reakci na svétlo
(Quail, 2010). Kromé¢ toho, ze ovliviuji fotomorfogenezi a skotomorfogenezi, reguluji PIF
1 dalsi drahy, naptiklad zprostfedkovavaji metabolické signaly cirkadidnnim hodindm a hraji
roli také v hormonalni signalizaci a dalSich reakcich (Paik et al., 2017). Pfi vSech téchto

ukonech interaguji s dalSimi rostlinnymi signadlnimi molekulami. Nékteré PIF reaguji
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odlisné, aby mohly regulovat riizné fyziologické procesy, nékdy reaguje pouze jeden PIF,
nékdy reaguji dva a vice. Mezi funkce PIF1 patii: inhibice kli¢eni semen, které je zavislé na
svétle (Oh et al., 2014), regulace biosyntézy chlorofylu a vyvoj plastidi. PIF2 (PIL1)
interaguje s COP1 a phyB in vivo (Luo et al., 2014), pfi¢emz COP1 podporuje degradaci
PIF2 ve tmé, zatimco phyB stabilizuje PIF2 pfi styku se svétlem. Velky rozdil mezi ostatnimi
PIF a PIF2 je ten, ze PIF2 pozitivné reguluje de-etiolizaci sazenic, pfi reakci na modré,
Cervené a dalece Cervené svétlo. Dale také PIF2 interaguje s PIF1, PIF3, PIF4 a PIF5 a
zabrainuje expresi vysledného genu PIF. PIF2 heterodimerizuje s HFR1, se kterym sdili
podobné vlastnosti a funkce a tim jako aditivum podporuje spoleéné s HFR1
fotomorfogenezi.

PIF3 funguje jako negativni regulator de-etiolizace semenackul spolu s dalSimi PIF,
a to tak, ze reguluje mnozstvi phyB (Leivar et al., 2008). Mezi dalsi funkce PIF3 patii
interakce s TOC1, ¢imz se optimalizuje ¢asova regulace prodluZzovani hypokotylu (Soy et
al., 2016). Dale PIF3 potlac¢uje biosyntézu chlorofylu a fotosyntézu (Stephenson et al.,
2009). Také reguluje ethylenem indukované prodluzovani hypokotylu na svétle, a také
moduluje toleranci mrazu negativni regulaci exprese gentt CBF (C-repeat binding factor)
(Jiang et al., 2017).

PIF4 reguluje prodlouzeni hypokotylu v reakci na svétlo, stin, denni podminky a
teplotu (Kumar et al., 2012). Déje se tak vazbou na promotorové sekvence a naslednou
aktivaci exprese cilovych gent, véetné regulacnich gent zapojenych do biosyntézy auxinu.
Pokud je aktivace PIF4 trvald, miize dojit k fyziologické nerovnovaze, zpusobené
hyperelongaci hypokotyld. Aby se témto jeviim predeslo, vyuzivaji rostliny vice regulacnich
mechanism, véetné inaktivace transkripcni aktivity PIF4. PIF5 reguluje podobné drahy jako
PIF4. PIFS stejné jako PIF4 zpiisobuji senescenci listl tim, Ze degraduji ve tmé chlorofyl
(Zhang et al., 2015). PIF5 ve spolupraci s PIF4 a PIF7 funguje jako dulezity regulator
vyhybani se stinu u Arabidopis thaliana (Li et al., 2013). PIF6 se nachazi ve dvou variantach,
ato a a P, pficemz forma B reguluje dormanci semen (Penfield et al., 2010). PIF7 plsobi
jako negativni reguldtor de-etiolace semendckii pod ¢ervenym svétlem (Leivar et al., 2008).
PIF7 spolu s PIF3 a PIF4 pisobi aditivné tak, Ze podporuje prodluzovani hypokotylu pod
nepretrzitym Cervenym svétlem, pfi¢emz jsou potlaceny hladiny phyB. Déle reguluje také
reakce vyhybani se stinu, pfimou kontrolou biosyntetickych genti auxinu (Li et al., 2013).

Fytochromy bychom nalezly u vSech suchozemskych rostlin a vétsin€ zelenych fas,
krom¢ chlorofytd (Li et al, 2015). Fytochromy byly zkoumany z davodu jejich

fotochemického pusobeni a transdukci svételného signédlu v rostlinach (Rockwell et al.,
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2006). V ptipad¢ vyssich rostlin je molekularni mechanismus signaliza¢niho spojeni
fytochrom-PIF dobte prostudovan, v ptipadé nizsich suchozemskych rostlin teprve vyzkum
probiha. Napiiklad u M. polymorpha byl objeven jediny gen PIF (Inoue et al., 2016).
V piipadé krytosemennych rostlin rozliSujeme dva typy fytochromd, a to na svétle labilni
typ I a na svétle stabilni typ II (Li et al., 2015).

Mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy se pocet fytochromu lisi, zde uvedu par
prikladt. Jak uz jsem napsala vySe, u Arabidopsis thaliana mtuzeme nalézt celkem 5
fytochromti, které se oznacuji jako phyA, phyB, phyC, phyD a phyE. V piipadé
jednodé€loznych rostlin nachazime pouze tii fytochromy phyA, phyB a phyC (Mathews and
Sharrock, 1997). V kukuftici (Zea mays) jsou geny fytochromu pfitomny jako homologni
pary pro kazdy ze tii gent, které jsou znamé jako phyAl a phyA2, phyB1 a phyB2, phyC1
a phyC2, dgje se to diky genové duplikaci ze staré tetraploidizace v rodové linii kukufice
(Sheehan et al., 2004). To, Ze jednodéloznym rostlindm chybi dvé tfidy fytochromi (phyD
a phyE), ukazuje na jedine¢né role téchto tfid u rostlin dvoud€loznych a také na rozdily

Vv signdlnich drah rostlin jednod€loznych a dvoudéloznych.

2.3. Kryptochromy

Kryptochromy (cry) jsou fotoreceptory, které jsou citlivé pro oblast modrého svétla. Po
chemické strance se jedna o flavoproteiny, které ve své strukture maji pro né typickou PHR
doménu, kdy se tato doména miize vazat na FAD a chromofor. Kryptochromy jsou obecné
odvozené od fotolydz, coz jsou bakteridlni enzymy, které jsou citlivé na svétlo a opravuji
DNA, kterad byla poSkozena UV zéafenim, kdy vznikaly pyrimidinové dimery (Lin and
Shalitin 2003). Nejprve doslo k objevu kryptochromii cryl a cry2, pozdéji byl objeven i
kryptochrom crya3.

V piipadé¢ Zivocisnych bunc¢k se kryptochromy podileji na cirkadiannim cyklu
(Chaves et al., 2011) a také slouzi jako magnetoreceptory (Ritz et al., 2010). V rostlinnych
bunikach maji funkci fotoreceptor, které se uplatiuji v fizeni rostlinného rustu,
prodluzovani hypokotylu, nebo indukuji kveteni. Kryptochromy jsou jediné ze vSech
fotoreceptorti, které miizeme nalézt ve vSech hlavnich evolucnich liniich rostlin (Lin and

Todo, 2005). Kryptochromy také vykazuji velkou reparacni aktivitu DNA. Kryptochromy
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siln¢ ovliviluji cirkadianni déje v rostlinach, senescenci listi (Meng et al., 2013),
pfemistovani pruduchtl, v reakci na ménici se podminky, dale pak otevirani a zavirani
pruducht (Wang et al., 2010) nebo fototropismus, dale se také uplatiiuji v odpovédich rostlin
na patogeny (Jeong et al., 2010). Studie naznacuji, ze nadmérna exprese gentt CRY souvisi s
rezistenci rostlin k osmotickym stresim a kyselin¢ absicové (Xu et al, 2008). Sharma a tym,
(2014) tuto studii potvrdili a prokazali, ze svételna signalizace zprostfedkovana cryl ma
rozsahlé u¢inky nejen na geny podilejici se na syntéze fytohormont a signalnich drahach,
ale také na geny spojené s abiotickou a biotickou odpovédi na stres (Sharma et al., 2014).
Kryptochrom 1 a kryptochrom 2 se v rostlinnych buikach vyskytuji ve formé dimert
(Rosenfeldt et al., 2008). Skladaji se ze dvou hlavnich domén: N-terminalni fotolyazové
homologni oblasti (PHR) a divergované¢ domény cry C-terminal extension (CCE). Doména
PHR je vysoce stabilni a je slozena z 500 aminokyselin. Aby mohl kryptochrom absorbovat
modré zafeni, musi se FAD (flavinadenindinukleotid) nekovalentné navéazat na o subdoménu
domény PHR (Banerjee et al., 2007). PHR doména zptsobuje dimerizaci CRY (Rosenfeldt
et al., 2008). CCE domény cryl a cry2 maji délku 180 a 110 aminokyselinovych zbytk.
CCE domény se v ramci kryptochromt 1i$i svou délkou a jsou nejasné strukturované (Partch
et al., 2005). Je vSak mozné, ze v ramci celkové struktury kryptochromu maji i ptesto fidici
funkei (Yu et al., 2007). Ohledné stability, stabilni je cryl, zatimco cry2 podléha ubikvitinaci
a je okamzité degradovan proteazomem 26S, tento d¢j se musi odehravat v podminkéch
modrého svétla (Weidler et al., 2012). cry2 se nachazi vyhradné v bunécném jadie (Yu et
al., 2007), zatimco cryl mizeme nalézt jak v jadre, tak 1 v cytoplazmé (Wu and Spalding,
2007). Vétsinu reakcei kryptochromt fidi cryl a cry2 umisténé v jadre, s vyjimkou expanze
kotyledonu zprostiedkované cryl a prodluZzovanim kotene (Wu and Spalding, 2007). Z toho
mizeme vyvodit, ze vétSina piijmu signalu se odehrava pravé v jadre, a ne v cytosolu.
KdyZ je cry2 ozatfen, dostane se do excitovaného stavu a reaguje s transkrip¢nimi
faktory typu bHLH nazyvanymi CIBs (CRY-Interacting BHLHs), a tim pfimo ovliviuje
transkripci geni u Arabidopsis. Dale pak reaguje se SPAL (supresor fytochromu A) a
s COPI, a tim zméni poZzadovanou stabilitu transkripce pii fotomorfogenezi, kterd je zavisla

na svétle (Meng et al., 2013) (Obr. 5).
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Obrazek 5: Aktivace a nasledna signalni transdukce kryptochromii. Neaktivni cry oligomer je fotoexcitovan
modrym svétlem, dojde kjeho fosforylaci (negativni naboje) a zméné konformace. Poté reaguje
s transkripénimi faktory CIBs, SPAs a COP1 a dalsimi proteiny, které nebyly doposud identifikovany (X, Y).
¢imz dochazi k ovlivnéni transkripce (pievzato z a upraveno podle Liu et.al, 2011).

Kryptochromy fadime mezi fosfoproteiny, a tedy muzeme fict, ze fosforylace
kryptochromii mé& velmi dilezitou funkci pro regulacni schopnosti kryptochromi
v rostlinach i zvifatech (Shalitin et al., 2003). V piipadé¢ Arabidopsis jsou kryptochromy
fosforylovany ve vice zbytcich domény CCE (Yu et al., 2007), pticemz fosforylace CCE
domény kryptochromu piimo souvisi s jeho funkci. Kryptochrom 2 je fosforylovan dvéma
zpisoby. Prvni typ fosforylace zplisobuje posun mobility nahoru, zatimco druhy typ toto
nezpusobuje. Bylo zjisténo, Ze kasein kinaza 1 CK1.3 a CK1.4 fosforyluje cry2 na serinu
587 a threoninu 603, a tim pfimo ovliviwje funkci a regulaci cry2 (Tan et al., 2013). Diky
tomuto objevu se potvrdilo, Ze fosforylace, ktera je indukovana modrym svétlem ovliviiuje
ptimo funkci a regulaci cry2 (Shalitin et al., 2002). V piipadé kryptochromu cryl, bylo
v podminkach in vitro objasnéno, ze proteiny cryl, které byly odebrany z hmyzich bungk,
které byly infikovany bakulovirem, byly fosforylovany fytochromem A (phyA), pficemz u
tohoto fytochromu byla prokazana kinazova aktivita (Yeh and Lagarias, 1998). Také bylo
prokdzano, Ze kryptochrom cryl, ktery se nachdzi v rostlinich, je schopny se
stechiometricky navazat na ATP in vitro (Ozgur and Sancar, 2006). Tento vysledek vede
k domnénce, ze rostlinny cryl ma schopnost alespon Castecné autofosforylace, ktera je
piimo zavisla na fotoexcitaci. Kromé autofosforylace se na fosforylaci cryl mutze podilet
jedna nebo vice kinaz, které jesté nebyly identifikovany. Na rozdil od cryl nebyla u cry?2
prokazana schopnost autofosforylace (Ozgur and Sancar, 2006).

Rozlisujeme celkem tii skupiny kryptochromu (cryl, cry2 a cry3). Kryptochrom cryl
byl nalezen u Arabidopsis thaliana, kde bylo prokazano, Ze inhibuje rust hypokotylu na

modrém svétle (Ahmad, 2016). Kryptochrom cry2 hraje velkou roli v regulaci doby kveteni
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(Guo et al., 1998), dale pak reguluje hypokotylovou odpovéd prednostné pod tlumenym
modrym svétlem (Lin et al., 1998). Kryptochrom cry3 neni jesté dobie molekularné popsan,
ale pfipisuje se mu souvislost s d&ji v chloroplastech a mitochondriich.

V ramci experimentalni ¢asti bakalaiské prace jsem se zabyvala jednoduchymi
mutanty cryl a cry2. Tito mutanti maji poruchu pro vniméni modrého svétla.
V experimentech, které provedli Exner et al. (2010) a Gu et al. (2012), autofi zjistili, ze
mutované alely cryl se ziskem funkce vykazovaly fenotypy ¢asného kveteni, v podminkach
dlouhého dne. Pficemz dvojity mutant crylcry2 vykvetl oproti rostlindm divokého typu
pozdé&ji, zatimco mutanti cryl a cry2 se od divokych typti v tomto fenotypu nelisily. Z tohoto
vysledku lze odvodit, Ze cryl plisobi za téchto podminek nadbyte¢né a kveteni podporuje

cry2 (Liu et al., 2008). Proto se funkce cryl a cry2 pro regulaci elongace hypokotylu
prekryvaji.

2.4. Fototropiny

Fototropiny jsou fotoreceptory, které zachytavaji modré svétlo. RozliSujeme celkem dva
druhy fototropind, a to photl a phot2. Tyto fotoreceptory maji celou fadu funkci a podili se
tak na celkovém fitness rostliny (Crepy and Casal, 2015). Mezi jejich funkce patfi:
fototropismus, akumulace a vyhybani se chloroplastii, otevirani pruduchti, orientace listi a
expanze listi (Liscum et al., 2014).

Z chemického hlediska se jedna o serin-threoninové kindzy, které jsou spojeny
S membranou. Obsahuji dvé domény, které jim umoziuji vnimat modré a UV-A svétlo
(Legris and Boccaccini, 2020). Relativné dobfe je prozkoumana jejich funkce béhem
fototropismu. Fototropismus je definovan jako celkovych ohyb rostliny nebo jeji ¢asti ke
svétlu, jedna se tedy o pohybovou reakci rostliny na vné&j$i podnét. RozliSujeme
fototropismus pozitivni, kdy se rostlina nataci za svétlem a fototropismus negativni
(skototropismus), kdy se rostlina od svétla naopak odklani. Timto zpiisobem je rostlina
schopna si regulovat miru osvétleni a vypotradat se tak s abiotickym stresem, které ji svétlo
muze zpusobit, tento jev pozorujeme napiiklad na listech, ve kterych je vysoky obsah
chloroplastii a tim padem, rostliny nataci své listy smérem k zéafeni, aby mély dostatek
energie pro fotosyntézu. Diky fototropismu rostlina vyrovnava rist osvétlené a neosvétlené

strany hypokotylu (Whippo and Hangarter, 2003). Jak uz bylo zminéno vyse, rozeznavame
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fototropiny dvojiho typu photl a phot2, tyto fototropiny spousti fototropismus v reakci na
modré svétlo (Briggs, 2014).

Béhem fototropismu se vytvari svételny podnét, ktery ve stonku vytvaii svételny
gradient a tim se aktivuji fototropiny. Fototropiny maji schopnost autofosforylace, tim
padem se fotoexcituji, dojde k autofosforylaci a takto aktivované, za¢nou interagovat se
¢leny rodiny NPH3/ RPT2. NPH3 a RPT2 béhem fototropismu, zajistuji fototropismus
stonku a kontroluji zplosténi listt (de Carbonnel et al., 2010).

Jednim z pocateénich kroku signalni drahy je NPH3 fosforylovan photl (Sullivan et
al., 2021). Déle photl fosforyluje PKS4 (fytochromovy kindzovy substrat) (Demarsy et al.,
2012). Pri¢emz proteiny PKS1 a PKS4 se podileji na fototropismu stonku a protein PKS2 se
podili na zplosténi listi (de Carbonnel et al., 2010).

Jakmile fototropiny piijmou svételny signal, uvolni se jejich proteinkindzové domény
inhibici N-terminalnich fotosenzorickych ¢asti, tim se generuje gradient auxinu mezi
osvétlenou a neosvétlenou stranou hypokotylu, coz zplsobi zaktiveni hypokotylu a jeho
naslednou rdstovou asymetrii (Briggs, 2014). Aby mohlo dojit k zaktiveni hypokotylu,
funguji zde auxinové transportéry zrodiny Pin-formed (PIN) (Willige et al., 2013).
Naptiklad v reakci na unilateralni modré svétlo se PIN3 piemistuje v endodermis na vnéjsi
cytoplazmatickou membranu a tim je umoznén transport auxinu z vaskularniho systému do
epidermis a dojde tak ke kontrole rustu rostliny (Ding et al., 2011). Hypokotylovy
fototropismus dale ovliviiuje fosforylace auxinového transportéru ABCB19. Tato reakce je
zprostfedkovana pomoci photl (Christie et al., 2011).

V ptipadé, Ze se auxin nachazi v rostliné ve vyssi koncentraci na zastinéné strané
stonku, dochdzi k expanzi buné€k, kdezto na stran€ osvétlené je koncentrace auxinu nizsi a
dochdzi tedy k mensi bunécné expanzi. Disledkem toho se pak rostlina ohyba smérem ke
svétlu (Legris and Boccaccini, 2020).

Cytoplazmaticky Ca?* mize aktivovat Ca?" dependentni proteinkinazu, ktera je schopna
fosforylovat auxinovy transportni komplex a tim padem funguje jako druhy posel regulace
lokalizace auxinovych transportért zavislych na fototropinu (Pedmale et al., 2010). Tato
nerovnomeérna distribuce auxinu spousti zmény v genové expresi a stimuluje tak
fototropismus. V piipadé fepky olejné (Brassica oleracea), byly nalezeny geny EXPANSIN
a GH3. Funkci GH3 proteinti je katalyzovani konjugace aminokyselin na volnou kyselinu
indol-3-octovou (IAA) (Esmon et al., 2006). Uloha expanzini je pfedevsim v tom, Ze
narusuji vodikové vazby mezi celul6zou a hemicelulézou v bunécnych sténéach, ¢imz se

snizi napéti stén (Ivakov et al., 2017). Promotor GH3 obsahuje ve své struktufe prvek,
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ktery reaguje na auxin, ktery vaze transkripcni aktivatory faktoru odezvy auxinu (ARF),
pti¢emz dojde k potlaceni reakce na auxin, snizenim obsahu volného auxinu, ¢imz dochazi

k ovlivnéni fototropniho ristu (Esmon et al., 2006).

2.5. Dormance a kli¢eni semen

Dormance v§eobecné znamena piechodné zastaveni fyziologickych procest v organismech.
V ptipad¢ rostlin se dormance uplatiiuje predevsim, pokud se rostlina nachazi
V neptiznivych podminkach (chlad, zkraceny slune¢ni svit, nizké srazky atd.), v podstaté je
dormance fizena biologickymi hodinami rostlin. Na tyto neptfiznivé podminky rostlina
reaguje zpomalenim klicenim. V ptipad¢ urcitych typt dormance semen se jedna o malo
pochopeny jev, jelikoz se blokuje dokoncéeni kli¢eni Zivotaschopného semene za piiznivych
podminek (Bewley, 1997). VSeobecné se o definici dormance vedou spory, jelikoz dormanci
lze méfit pouze za nepiitomnosti kliceni. Proto byla vyslovena dalsi definice dormance, kdy
se uplné odpusti od absence klieni a dormance je tedy definovana jako charakteristika
semene, kterd urcuje podminky potitebné pro kli¢eni (Fenner and Thompson, 2005). Baskin
a Baskin (2004) navrhli vice experimentaln¢ pouzitelnou definici dormance: spici semeno
nema schopnost kli¢it ve stanoveném Casovém obdobi za jakékoli kombinace normalnich
fyzikalnich faktora prostiedi, které jsou jinak ptiznivé pro jeho klicenti, tj. poté, CO Se semeno
stane nespicim.

Kli¢eni a dormance sdili spolecné faktory, ackoli jednotlivé fyzikalni faktory mohou
pusobit na kliceni odliS$né&, neZ na dormanci a naopak. Napftiklad spole¢nym regulatorem pro
kliceni je teplota prostiedi. Je vSak diskutabilni, zda je svétlo regulatorem dormance (Baskin
and Baskin, 2004; Kucera et al., 2005). Svétlo je povaZzovéano za pozitivni stimul kli¢eni
(Vleeshouwers et al., 1995), zatimco dormanci ukoncuje (Batlla et al., 2004).

Dtlezitym pozitivnim reguldtorem dormance je kyselina abscisovd (ABA). Bylo
dokazano, Ze nedostatek ABA béhem vyvoje semen zapticifiuje absenci primarni dormance,
zatimco nadmérna exprese genl pro biosyntézu ABA zvysi dormanci v semenech, nebo
dojde k zpomaleni kli¢eni (Kushiro et al., 2004). Pokud je ABA b&hem vyvoje semene
produkovana samotnym semenem, muize vyvolat trvalou dormanci, je-li ovSem semeno

vystaveno ABA externé, k trvalé dormanci nedojde (Kucera et al., 2005).
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Dal$im regulatorem dormance semen je napi. gen DOG1. Tento gen urcuje hloubku
dormance na konci zralosti semene (Bentsink et al., 2006). Stejn¢ jako ABA, DOG1 také
vyvolava dormanci semen, coz by mohlo vést k nédzoru, Ze se jejich signalni drahy sbiha;ji
Vv zcela zasadnim pozdéj$im signalnim kroku (Graeber et al., 2014). DOG1 potlacuje aktivitu
PP2C fosfataz AHG1 a AHG3, aby tak navodil nebo udrzel dormanci semen (Nishimura et
al., 2018).

Rozlisujeme nékolik typti dormanci. Fyziologickd dormance je nejvice zastoupenou
formou a nachazi se v semenech jak nahosemennych, tak krytosemennych rostlin. Jedna se
o nejrozsitenéjsi formu dormance v mirném podnebném pasmu. Fyziologickd dormance
byva také zastoupena u experimentalnich rostlinnych modelti a Ize ji dale rozd¢lit na
hlubokou, stfedni a nehlubokou (Baskin and Baskin, 2004).

Dal$im typem dormance je dormance morfologicka, kterou miizeme pozorovat u
semen s embryi, kterd jsou velikostn¢ nedostate¢né vyvinuta, ale jsou diferenciovana. Tato
embrya potiebuji vice asu, aby byla schopna vyklicit (Jacobsen and Pressman, 1979).

Ttfetim typem je dormance morfofyziologickd, kterou stejné¢ jako u dormance
morfologické, mizeme nalézt u semen, kterd nemaji dostate¢né vyvinuta embrya, ale jeste
navic splituji podminky pro dormanci fyziologickou (Baskin and Baskin, 2004). Proto tato
semena vyzaduji oSetfeni naruSujici dormanci napiiklad kombinaci teplé a studené
stratifikace, pfipadné se mohou aplikovat gibereliny (Finch-Savage and Clay, 1997).

Ctvrtym typem je fyzickd dormance, ktera je zptisobena pro vodu nepropustnymi
vrstvami palisddovych bunék v obalu semen, ptipadné 1 plodu. Tuto dormanci mtiZe narusit
mechanicky nebo chemicky zasah (Baskin and Baskin, 2003).

Tvorba semen u krytosemennych rostlin za¢ina dvojitym oplodnénim, poté nésleduje
taze morfogeneze a zrani. Béhem morfogeneze dochézi k vyznamné bunééné proliferaci a
dochdzi také k diferenciaci embrya a endospermu. Béhem samotného zrani semen dochézi
k nashromazd’ovani zasob v embryich. Béhem této faze nastava fyziologicka dormance.
Jakmile semena dozraji, postupné¢ dojde ke sniZzovani ucinkii dormance a semena jsou
schopna kliceni (Angelovici et al., 2010).

Semeno je schopno kli¢eni pouze za pfiznivych podminek, které jsou pro dany
genotyp mozné (Baskin and Baskin 2004). Zcela zasadni je pro kli¢ici semeno voda, kyslik
a vhodna teplota. Mezi dal$i faktory, které¢ ovliviiuji kliceni mizeme zatradit svétlo, obsah
dusi¢nan a minerdlll v pid¢€. Dal§imi velice dillezitymi faktory pro zacatek kliceni je
pfitomnost fytohormontl, a to zejména kyseliny abscisové (ABA), kyseliny giberelové (GA),

ethylenu a auxinu. Béhem studia kli¢eni se ukéazalo, ze ABA a GA jsou pro kli¢eni zcela
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zasadni a v prib¢hu kli¢eni maji antagonistické role (Holdsworth et al., 2008). Mezi klicové
enzymy pro biosyntézu ABA patii: 9-Cis-epoxykarotenoid dioxygenaza 6 (NCEDG6),
NCED9 a CYP707A2. Transkripnimi faktory, které pozitivné ovliviiuji a reguluji ABA
signalizaci, jsou proteiny nazyvané ABscisic acid Insensivite 3 (ABI3), ABI4 a ABIS.
Mutace geni, které koduji tyto transkripéni faktory, vede ke zvysené klic¢ivosti semen (Shu
et al., 2013). ZvySené hladiny GA jsou klicové pro rupturu testy a endospermu. Biosyntézu
GA podporuji giberelin 3-oxidazal (GA3ox1) a GA30x2, oproti tomu giberelin 2-oxidaza 2
(GA20x2) produkuje neaktivni formu GA (de Wit et al., 2016). Zaroven s GA funguji i
proteiny DELLA. Jedna se o represory uvolnéni dormance semen a kliceni. Jelikoz jim ve
struktuie chybi doména, diky které by se mohly navazat na DNA, musi DELLA proteiny
interagovat s riznymi transkripénimi faktory, aby mohly fidit expresi naslednych genti. To
probiha takto: RGA-LIKE2 (RGL2) interaguje s NF YC proto, aby se zvysila exprese ABIS,
disledkem ¢ehoz nastava inhibice dormance semen (Liu et al., 2016). Proteiny DELLA
pusobi také transkripéni represory, jelikoz sekvestruji transkripéni faktory a jejich cilové
geny. Konkrétné RGL2 inhibuje expresi genu EXPANSIN2, zapojeného do gibereliny
indukované¢ expanze endospermovych bunék béhem klieni tim, Ze interaguje
s transkripénimi faktory typu NAC, NAC25 a NACL1-LIKE (Sanchez-Montesino et al.,
2019).

Samotné kliceni za¢ina tim, Ze suché semeno nasaje vodu, po tomto kroku dochazi
k expanzi embrya. Piijem vody probiha ve tfech fazich. Nejprve je voda rychle nasavana
(faze 1), nasleduje faze plato, kdy se rychlost nasavani vody ustali (faze 2), pak dojde
k dalsimu zvySenému piijmu vody (faze 3). Ke tieti fazi dojde ve chvili, kdyz se osa embrya
prodluzuje a postupné si prorazi cestu krycimi vrstvami, az vykli¢i tipln€ (Manz et al., 2005).
U semen krytosemennych rostlin je diploidni embryo obklopeno dvéma krycimi vrstvami:
triploidnim endospermem (u vétSiny druhti), ktery obsahu zivé builky a vyzivuje embryo,
dale pak diploidni testou. Diploidni testa je obalem semene, jedna se o matetskou tkan, ktera
obsahuje mrtvé bunky. Endosperm piedstavuje pro kli¢ici semena mechanickou bariéru.
ZtenCeni této bariéry je predpokladem pro vy¢nivani kofene béhem kliceni semen (Kucera
et al., 2005). Oslabeni endospermu mize byt podporovano GA a inhibovano ABA. U
nekterych druhti chybi endosperm a Ziviny pro semeno zajistuji zasobni délozni listy. Béhem
kli¢eni dochazi také k prodluzovani bunék, coz je nezbytné pro dokonceni prorazeni kotene,

coz mizeme pozorovat okem (tzv. viditelné kli¢eni) (Kucera et al., 2005) (Obr. 6).
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Obrizek 6: Kli¢eni jednodéloznych a dvoudéloznych rostlin (pfevzato z a upraveno Heslop-Harrison J, 2021).

K pferuseni dormance a podpote kliceni dochdzi béhem dozravani semen (kdy jsou
sucha semena uskladnéna nékolik mésict pii pokojové teploté, kdy do sebe semena zacnou
nasavat vodu. Kyselina abscisovd (ABA) inhibuje rupturu endospermu naopak svétlo,
gibereliny, ethylen a brassinosteroidy rupturu endospermu podporuji a pisobi proti inhibici
kliceni, kterou zptisobuje ABA. ABA-inhibované geny B-1,3-glukanazy tiidy I (BGlu I) jsou
Vv mikropylarnim endospermu indukovéany tésné pied rupturou endospermu (Leubner-
Metzger, 2003). Tato indukce je lokalizovana v mikropylarnim endospermu v misté, kde
vznikd zarodek.

Béhem klic¢eni je velice dulezitd role svétla. Svételnou energii ve form¢ fotond
zachytavaji rostliny pomoci fotoreceptord, kterym jsem se podrobnéji vénovala v piedeslych
kapitolach. Nyni se budu vénovat problematice tilohy svétla béhem kliceni.

Nejprve byla u rostlin popsana tloha fytochromi, coZz jsou receptory ¢erveného
svétla, b&hem kli¢eni semen salatu (Lactuca sativa). Cervené svétlo podporovalo kliceni
semen salatu, zatimco daleko Cervené svétlo kli¢eni inhibovalo (Borthwick et al., 1952).
Tento jev byl také o necelych 40 let pozdé&ji popsan u Arabidopsis thaliana (Shinomura et
al., 1994). Aktivni forma fytochromu Pfr se pfemistuje z cytosolu do jadra a zde ftidi
transkripci genli zapojenych v biosyntéze/degradaci GA a ABA. VSeobecné jsou
fytochromy pro kliceni nezbytné, phyB startuje kliceni semen reverzibiln¢ ¢ervenym R a

dlouhovinnym ¢ervenym svétlem FR, phyA vykazuje na tento typ zafeni velmi slabé reakce
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(Shinomura et al., 1994). Indukce kli¢eni pomoci phyA a phyB je prostorové oddé¢lena
v endospermu a embryu. Déle se v procesu klic¢eni uplatituje i phyE, ktery je nezbytny pfi
ozareni nepretrzitym FR (Hennig et al., 2002). phyE a phyD spolecn¢ stimuluji kliceni pii
velmi nizkém poméru R/FR, zatimco phyC antagonizuje podporu kli¢eni svétlem (Arana et
al., 2014). phyA a phyB se podileji na biosyntéze GA a ABA, phyC, phyD a phyE se podileji
na biosyntéze GA (Hennig et al., 2002, Arana et al., 2014). Nadmérna exprese phyB vede
ke snizeni dormance semen (Jiang et al., 2016).

Dalsim dilezitym faktorem v prabéhu kli¢eni je protein PIF1. PIF1 interaguje
S phyA a phyB a tim potlacuje kli¢eni semen vyvolaného fytochromy (Oh et al., 2004). Je-
li phyB fotoexcitovan ¢ervenym svétlem, podporuje degradaci PIF1 pomoci proteazomu 26S
(Oh et al., 2006; de Wit et al., 2016). Je-li nastaven nizky pomér R/FR, tak dochazi k tomu,
ze se PIF hromadi v jadfe a tim aktivuje transkripci DAGI, coZ inhibuje expresi enzymu
GA3ox1, ¢imz se zablokuje biosyntéza GA a je potlaceno kli¢eni semen. Podobnym
zpisobem indukuje PIF1 transkripci katabolického genu GA20x2a a genii zodpovédnych za
biosyntézu ABA (ABA1, NCEDG6, NCED9) (Née et al., 2017). Nezavisle na PIF1 jsou béhem
regulace dormance semen uplatnény RVE1 a RVE2 (Jiang et al. 2016). Béhem zrani semen
dochdzi ke zvySovani hladin mRNA RVE1 a RVE2. RVEI inhibuje transkripci GA30x2 a
tim stabilizuje aktivitu proteinu RGL2, disledkem ¢ehoz je udrzeni semen v klidu (Jiang et
al., 2016) (Obr. 7).

Svételna Legenda
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Obrazek 7: Schéma molekularni drahy kli¢eni za pisobeni svétla. Dojde k fotoaktivaci Pr na aktivni formu
Pfr. Tim se spusti kaskada, kdy PIF1 pfimo aktivuje genetickou expresi GAI a RVE1, RVE1 nasledné piimo
indukuje PIF1. Dochazi k interakci RVE1 s DELLA proteinem RGL2, ¢imz dojde k potlaceni GA30x2.
Mezitim GAI reaguje s DAGI, ¢imz dochazi k inhibici GA3ox1. Funkci GA3ox1 také potlacuji transkripéni
faktory VOZ1 a VOZ2 (ptevzato z a upraveno podle Longo et al., 2021)
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Kliceni se vedle fytochromt ucastni i kryptochromy. Jejich strukturu jsem popsala
detailn¢ v predeslych kapitolach. Kryptochromy jsou tedy fotoreceptory, které reaguji na
modré svétlo. Nékolik studii prokézalo, ze zména sekvenci nebo exprese gentit CRY1 a CRY?2
muze mit velky vliv na zemédélsky pouzivané plodiny. Jedna se o vliv na kliceni, kveteni,
metabolického slozeni ovoce a reakce rostlin na abiotické a biotické stresory (Mawphlang
and Kharshiing, 2017). Z tohoto divodu se kryptochromy staly stfedem védeckého zajmu,
protoze mohou predstavovat feseni pro zlepseni celkového fitness rostlin a zvySeni kvality
a produktivity plodin dilezitych pro zemédé€lstvi.

Bylo zjisténo, Ze modré svétlo hraje roli v inhibici kli€¢eni dormantnich semen u
pSenice (Triticum aestivum) a je¢mene (Hordeum vulgare) (Barrero et al., 2014). U jeémene
se zda, ze je za inhibici zodpovédny fotoreceptor cryl (Barrero et al., 2014). Tato teorie byla
potvrzena pomoci experimentu, kdy se ukazala specifickd role cryl, kdy downregulace
produkti cryla a crylb prostfednictvim iRNA, vedla ke sniZzené inhibici kli¢eni zrn, zatimco
kdyz byl proveden knockout cry2 mRNA, tak se zddny Uc¢inek neprojevil. TudiZz byla
potvrzeno, ze dormance semen je podporovana prostiednictvim cryl. Dalsim modelovym
organismem je fepka olejna (Brassica napus), u které nadmérna exprese cryl zpisobuje
zkraceni délky internodia a zvétSeni velikosti listli. Fenotypové tak ziskavame rostliny
malého vzrlstu s robustné&j$im télem, které jsou odolngjsi viici povétrnostnim podminkam a
polehavani ve vodé (Sharma et al. 2014). Podobny fenotyp bychom nasli u rostlin rajcete
jedlého (Solanum lycopersicum), kdy dochazelo k nadmérné expresi CRY1 a CRY2 (Liu et
al., 2018). Tyto transgenni linie rajcete jedlého se fenotypicky projevily jako rostliny se
zkracenymi internodii, zvySenym riistem axilarnich pupenti. Celkové byly rostliny vzristove
kratsi a robustnéjsi a mély taktéz zmenSenou plochu listi.

Kryptochromy se také podileji na regulaci primarniho vyvoje kotent. V piipadé
Arabidopsis fotoreceptor cryl podporuje prodluZzovéani kofenil, ovS§em cry2 vyvoj kofene
brzdi. U raj€ete bylo pozorovano, Ze mutanti cryl a cry2 vykazuji kratsi kofeny za riznych

svételnych podminek (W, B, R), v porovnani s kontrolnimi rostlinami (Fantini et al., 2020).
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2.6. Abioticky stres

Rostliny, které nejsou pestovany v laboratornich podminkach, se béhem svého Zivotniho
cyklu musi potykat s mnoha pro n¢ nekomfortnimi situacemi, které je zpomaluji ve vyvoji a
rustu, ptipadné mohou vést az k uhynuti rostliny. Tyto pro rostliny nepiijemné, ¢i zivot
ohrozujici podminky, nazyvame obecné stresy. V poslednich letech, kdy dochazi ke
zhorSovani klimatické situace, jsou rostliny vystaveny vice stresovym podminkam nez diive
(extrémni vykyvy pocasi, globdlni oteplovani, sucho, kyselé desté, znecisténi zivotniho
prosttedi apod.), coz zptisobuje velké problémy zejména v piipad¢ zakladnich zemédélskych
rostlin, jako jsou ryze, pSenice, kukufice, rajce nebo proso. ZhorSujici se ekologick situace
vede ke zvySené frekvenci extrémniho pocasi (zaplavy, extrémni horka, tornada apod.) (Le
Fedoroff et al., 2010). Mizeme tedy fict, Ze stres rostlin, neni pouze problémem rostlin
samotnych, ale tyka se celého ekosystému. Zvyseni odolnosti rostlin na stresové faktory, je
zcela zasadni pro zemédélstvi, jelikoz stresy zadsadné ovliviiuji zeméd¢€lsky vynos rostlin
(Qin et al.,2011). Nedostatek zadkladnich zemédé€lskych plodin mize byt v dnesni dobé, kdy
dochazi k neustadlému navySovani poctu populace, velice kriticky, zejména v ramci
rozvojovych zemi, kde mohou vypuknout hladomory. Proto se v dnes$ni dobé vynaklada
velkée usili v oblasti Slechtitelstvi a molekularni fyziologie rostlin, kdy se védci snazi pftijit
na to, jak rostliny na stresy reaguji a jakym zptisobem jim odolavaji, ptipadné se snazi nalézt
mutanty, ktefi by byly viici stresim odolnéjsi nez jejich divoké formy.

Stresové faktory, které¢ ptisobi na rostliny mizeme rozdélit na abiotické a bioticke,
pfi¢emZ v této kapitole se budu vénovat stresim abiotickym. Abioticky stres nesouvisi
s rostlinou pfimo, ale zahrnuje v sobé podminky okolniho prostfedi (Wang et al., 2003).
Mezi hlavni abiotické stresory miizeme zatadit nadbytek ¢i nedostatek svétla, teplo, chlad,
sucho, znecisténi zivotniho prostiedi, deficit, nebo prebytek minerali a dusi¢nana v pide,
pfitomnost téZkych kovil v substratu, mechanické poskozeni rostlin, pfirozené nebo umélé
zasoleni zeminy, obsah toxickych latek v pidé¢ (herbicidy, insekticidy apod.). Bioticky stres
je vyvolany jinymi zZivymi organismy a fadime sem fytopatogeny, ¢i napadeni rostliny
parazitem nebo bylozravcem. V ramci této bakalaiské prace se budu nejvice zabyvat stresem
osmotickym, ktery se fadi pod stres abioticky. Mezi osmoticky stres fadime vSeobecné
faktory, které zpisobuji snizeny tlak turgoru a ztratu vody v rostlinné bunice (Boudsocq and
Lauriere, 2005). Konkrétné se jedna se o pfirozené nebo umélé zasoleni substratu, nedostatek

vody, ¢i sucho.
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Je-li rostlina vystavena osmotickému stresu, dochazi k masivni produkci ABA, ktera se
ucastni adaptivni fyziologické odpovédi na stres a zptisobuje zménu v genové expresi, ¢imz
zahaji obranné pochody v rostlin¢ (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Dochazi
také k produkci dalSich fytohormonti jako jsou auxiny, gibereliny (GA), cytokininy,
brassinosteroidy a strigolaktony.

ABA ftadime z chemického hlediska mezi izoprenoidy (Nambara and Marion-Poll,
2005). Tuto kyselinu mizeme nalézt ve vSech organismech, krom¢ Archea (Hauser et al.,
2011). ABA ma kromé reakci na stres v rostlinach spoustu dalSich dilezitych funkci. ABA
uplatituje pifi kontrole tvorby laterdlnich kotfent a ristu semenackd. V ptipade, ze se ABA
nachdzi vrostliné ve vysokych koncentracich, reguluje syntézu zasobnich proteinil
v semenech, které podporuji toleranci k vysychdni semen a zplsobuji dormanci, ¢imz
dochazi k inhibici samotné¢ho kli¢eni semen (Finkelstein et al., 2008). Dale snizuje
transpiraci vody tim, Ze podporuje uzavirani praduch.

Biosyntéza této kyseliny je zavisla pravé na ptitomnosti/neptitomnosti stresu, pficemz
Vv ptitomnosti stresové situace jeji koncentrace v rostling stoupa (Cutler and Krochko, 1999).
ABA mutze vznikat dvéma zplsoby, bud’ muze vznikat pfeménou xanthoxinu (C15
prekurzor ABA), pfipadné se mize syntetizovat de novo v plastidech (Seo and Koshiba,
2002). Jeji biosyntéza v plastidech probiha nasledovné: nejprve z pyruvatu a glyceraldehyd-
3-fosfatu vznikne 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat (DXP) nasledné dojde ke vzniku C5 ABA
prekurzoru isopentenylpyrofosfatu (IPP) (Cutler and Krochko, 1999). Vznik IPP vede
k produkci farnesylpyrofosfatu, geranylgeranylpyrofosfatu (GGPP), fytoenu, (-karotenu,
lykopenu a B-karotenu. Nasledné dochazi k pfeméné B-karotenu na xantofyl a zeaxantin (Seo
and Koshiba, 2002). Poté se syntetizuji cis-izomery xantinu, viololaxantin a neoxantin, které
se §tépi a vznikne xanthoxin (C15 prekurzor ABA). Toto Sté€peni je katalyzovano pomoci
enzymu 9-cis-epoxykarotenoid dioxygenazy (NCED) (Tan et al., 1997). Vznikly xanthoxin
se pieskupuje z plastidu do cytosolu (Nambara and Marion-Poll, 2005), kde dochazi k jeho
pfeméné na ABA tfemi moznymi zpusoby. Bud’ pfes abscisovy aldehyd, abscisovy alkohol

nebo xanthoxovou kyselinu (Seo and Koshiba, 2002) (Obr. 8).

29



—

Plastid Cytoplazma

p-Karoten
Zeaxhanthin
Zeaxanthin
||' epoxidaza i I'l
ZEP . :
| (ZEP) Violaxanthin | ABA ABA-aldehyd
oxidaza, MoCo
l'. i "I T sulfuraza
0-cis. Neoxanthin ABA-aldehyd
epoxykarotenoi
d dioxygenaza T

Obrazek 8: Schéma biosyntézy Kyseliny abscisové (ptevzato z a upraveno podle Sharma K and Nayyar H, 2016).

Pokud je biosyntéza ABA vyvolana stresem, musi dojit k pfemisténi ABA z plastidu,
pomoci mezibunécného transportu do vzdalenych ochrannych bunék a sousednich pletiv
(Kuromori et al., 2010). Mezibunéény transport ABA je umoznén diky nizkoafinitnim
transportérim dusi¢nanti a dvéma transportérim ATP-binding cassette (ABC), které se
nachdzi v plazmatické membrané bunék (Kuromori et al., 2014). ABC transportéry fadime
mezi integralni membranové proteiny, které pro své fungovani potiebuji ATP, jedna se tedy
o aktivni transport, ktery kromé ABA slouzi také k transportu lipida, téZkych kovi, 1€kt a
auxinu (Rea, 2007).

V zemédélstvi se s osmotickym stresem setkavame v ptipadé zasolovani pudy, coz se
jevi jako zavazny ekologicky problém, kdy studie dokazuji, ze se s timto problémem potyka
az 20 % zemédélsky uzivané plidy (Qadir et al., 2014). Proto jsou pro zeméedélce klicové
rostliny, které jsou vii¢i zasoleni pudy tolerantnéjsi. V piirodé se setkdvame se dvéma typy
rostlin, které rlizné reaguji na salinitu substratu: halofyty a glykofyty. Halofyty jsou rostliny,
které toleruji a pro svlij vyvoj potiebuji vysokou salinitu, pficemz svou fyziologii a
morfologii pfizpusobily tomuto prostiedi. Naopak glykofyty jsou typem rostlin, které jsou
na presoleni vysoce citlivé a v takovém prostiedi neprosperuji, jejich vyvoj stagnuje a
mohou uhynout (Horie and Karahara, 2012).

Vliv osmotického stresu na rostliny je veliky, naptiklad inhibuje kli¢eni semen, navozuje
dormanci, brzdi rostliny ve vyvoji, ristu, kveteni a zptisobuje sterilitu (Quan et al., 2007).
Ve slané ptid¢ se nachazi vysoké koncentrace iontl sodiku, které zplisobuji omezeny piisun

vody rostlinou, coZ zplsobi naruseni homeostazy v rostliné. To spusti primdrni stresy

30



(osmoticky, iontovy), tyto primarni stresy davaji vznik oxida¢nimu stresu, kdy zacnou
vznikat ROS, coz zplsobi vyvolani sekundarnich stresovych situaci (Zhu, 2002). Pti
osmotickém stresu jsou ROS produkovany chloroplasty, mitochondriemi, peroxizomy a
apoplasty. Bunky se na kumulaci ROS snazi rychle reagovat, aby ptedeSly zavaznym
poskozenim. ROS tak funguji jako zdkladni signalni molekuly solného a osmotického stresu
na nizkych urovnich. Bylo prokazano, ze aktivity enzymda, které¢ odbouravaji ROS jsou
spustény solnym stresem (Choudhury et al., 2017).

Stres zpusobeny zasolenim naruSuje tvorbu svétlosbérného komplexu v ramci
fotosyntézy (Chen et al., 2015) a narusuje aktivitu a stabilitu enzymu RuBisCO (ribuloza-
1,5-bisfostatkarboxylaza), déle je ovlivnén metabolismus sacharidi a méni se hladiny cukra
Vv rostliné (Shumilina et al., 2019).

Jak uz bylo zminéno, solny stres zpisobuje vysoké hladiny iontd Na* a deficit K*, coz
mize byt pro rostliny az toxické (Horie et al., 2012). Rostliny jsou tedy nuceny v ramci
udrzeni nizké hladiny sodikovych iont, dostavat nadbytecné sodikové ionty pry¢
Z cytoplazmy. To se d&e pomoci Na'/H" antiporterd, které jsou lokalizované
V cytoplazmatické membrané (transportuji Na* do apoplastu), nebo vakuole (udrzuji
rovnomérné rozlozeni Na* ve vakuolach). Jejich hlavni funkei je transport Na* vyménou za
H* (Zhu et al., 2002). Aby doslo ke zmirnéni solného stresu uplatiiuje se tzv. SOS draha,
ktera se podili na udrzeni homeostdzy Na® a piemistuje prebytek Na* z cytoplazmy do
apoplastu. SOS draha se sklada z Na*/H" antiporteru SOS1, proteinkindzy SOS2 a dvou
kalciovych senzori, SOS3 a SCaBP8 (SOS3-like-calcium-binding protein 8) (Quan et al.,
2007). SOS draha je aktivovana cytoplazmatickym Ca?', poté SOS3/SCaBP8 zachyti
zvySeny kalciovy signdl a prevede ho nésledné na serin/threonin proteinkindzu SOS2, ¢imz
ji aktivuje. SOS2 pak fosforyluje SOS1, coz vede ke zvySeni tolerance k soli tim, Ze se
mnohonasobné zvysi aktivita Na*/H* antiporterd (Van Zelm et al., 2020). Odtok Na*
Z cytoplazmy do apoplastu je dan protonovym gradientem, ktery je generovan z plazmatické
membrany H'-ATPazy. SOS3/SCaBP8-SOS2 slouzi jako regulator aktivity dalSich
prenasSect, jejichz tkolem je udrzeni iontové homeostazy. Béhem solného stresu dochazi
také k zavaznému deficitu K*, tim padem jsou rostliny nuceny udrzovat vysoky pomér K*/
Na" ionti (Van Zelm et al., 2020).

Solny stres zplsobuje kviili nerovnovaze ionti a nedostatku vody rostliné stres
osmoticky. Tento stres zpusobuje v rostliné Cetné fyziologické zmény napt. sniZeni tlaku
bunééného turgoru, smrsténi cytoplazmatické membrany a urcité fyzikalni zmény v bunééné
sténé (Kim et al., 2016). V piipadé, ze se rostlina nachazi pod vlivem osmotického stresu,
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zacinaji se zapojovat obranné a regulacni mechanismy jako je biosyntéza osmolytii (prolin,
polyoly a sacharidy), nebo systémy pro transport vody (Yang and Guo, 2018). Osmolyty
snizuji osmoticky potencial v cytosolu a funguji jako signalni molekuly pro biosyntézu a
ukladani ABA. Reguluji také rust rostliny pfi solném stresu a podili se na expresi genti, které
s osmotickym stresem souviseji (Marusig et al., 2020). Pti signalizaci solného stresu se také
uplatiiuji proteinkindzy, které davaji signdly pro osmoregulaci (Chen et al., 2021). Déle se
pii regulaci a signalizaci osmotického stresu uplatituji mRNA histidinkinazy MAPKKK,
MAPKK a MAPK, jejichz hladina je béhem osmotického stresu zvySena a tim je aktivovana
biosyntéza a akumulace osmolytti (Zhou et al., 2018).

Jelikoz osmoticky stres pusobi na rostliny velmi destruktivné, vyvinuly si rostliny riizné
obranné mechanismy a signdlni drahy, aby se s timto zatiZzenim mohly vypotadat. Ve chvili,
kdy rostlina pfijme signdl o tom, Ze je vystavena solnému stresu, spusti se v jejim téle Siroké
spektrum transdukcénich drah. Mezi hlavni signdly proto, aby rostlina zacala reagovat
fadime: vysokou koncentraci Na*, zménu intracelularnich hladin Ca?" a hromadéni ROS.
Solny stres vyvolava iontovy a osmoticky stres, coz vyvola zvyseni obsahu Ca?* v cytosolu.
lonty Ca?* funguji jako sekundarni poslové, protoze se vazi a nasledné aktivuji Ca®* kanaly,
v disledku ¢ehoz, dojde k vyvolani specifické kaskady vapnikovych signald. Kalciovy
propustny kanal OSCA1 je tzv. osmosenzor a je nezbytny pro signalizaci Ca?*, kterou
vyvolal osmoticky stres (Yuang et al., 2014). Mezi dal$i osmozenzory mizeme zatadit
plastidové antiportery K™ KEA1/2 a KEA3, které se také podili na zvySeni hladiny iontl
Ca2* (Stephan et al., 2016).

2.7. Zapojeni svétla v reakcei rostlin ke stresim

Jelikoz svétlo je pro rostliny klicové, co se tyka jejich ristu a vyvoje, da se predpokladat, ze
se bude ucastnit i v odpovédich rostlin viic¢i abiotickym stresim. OvSem interakce svétla
vV odpovédich rostlin na abiotické stresy nebyly zatim dostatecné prozkoumany.

Bylo zjisténo, ze v toleranci rostlin k abiotickym stresiim mohou hrat dulezitou ulohu
kryptochromy. Zapojeni kryptochromi na stresovou situaci je spojovano piredevsim s ROS.
ROS jsou primarné kumulovany v chloroplastech, peroxisomech a mitochondriich, kde se
nachazi jako vedlejsi produkt fotosyntézy, bunéného dychani a dal§imi metabolickymi
drahami. ROS jsou dale indukovany abiotickym stresem, a jedna se o signalni molekuly pro
zahéjeni obranné reakce (Miiller and Ahmad, 2011). Charakteristické pro ROS, které jsou
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generovany kryptochromy, je jejich nashromazdéni se v jadie, kde se nachdzi v blizkosti
negativnich transkripcnich faktord, které ROS poskozuji, coz vede k aktivaci genil
spojenych se stresem (El-Esawi et al., 2017). Syntéza ROS, ktera je zprostiedkovana
kryptochromy, je zavisla na fotoredukci a reoxidaci flavinti. Dale pak syntéza ROS neni
ovlivnéna mutacemi v domén¢ CCE, které obecné zhorsuji prub¢h fotomorfogenni reakce
(El-Esawi et al., 2017).

Byly navrzeny dva zpisoby, jak mohou kryptochromy ovlivnit stresové reakce:
zakladni regulace transkripce cry2 zavisla na transkripénim faktoru bHLH (Liu et al, 2008)
a proteolyza, ktera je zavisla na SPA/COPI1 (Liang et al., 2022). Ob¢ drahy jsou zavislé na
piimé interakci cry se vSemi transkripcnimi prvky téchto kaskad, pricemz vysledkem je
zména genové exprese, nebo zmeéna stability proteinu (Liu et al., 2011), coz mizeme
pozorovat pfedev§im u osmotickych stresti. Na rozdil od indukce ROS, je zde jejich G¢inek
spjat se zvySenou citlivosti. V praxi napiiklad u rostliny Arabidopsis vede nadmérna exprese
homologniho a heterologniho kryptochromu ke snizeni tolerance vici stresu. OvSem
poskozeni samotného kryptochromu vytvari rostliny na osmoticky stres tolerantnéjsi (Zhou
et al., 2018). Kryptochromy cryl a cry2 se podileji na fad¢ reakci v rostlinach, mezi které
patii napiiklad inhibice prodluzovani hypokotylu (Ahmad and Cashmore, 1993), rtst kotend
(Canamero et al., 2006) a podili se také na regulaci cirkadiannich hodin (Devlin and Kay,
2000).

V rajceti byly nalezeny a popsany ctyfi geny CRY v ramci multigenové rodiny: CRY1a,
CRY1b, CRY2 a CRY3. Kryptochromové geny CRYla a CRY1b byly lokalizovany na
chromozomech 4 a 12, photl a phot2 na chromozomech 11 a 1 a phyA, phyB a phyB1 na
chromozomech 10, 5 a 1. Gen CRYla vykazuje v porovnani s genem CRY1lb 75%
podobnost. Ovsem srovname-li podobnost mezi geny CRY1a a CRY1b a CRY2, zjistime, ze
jsou identické pouze ze 47 % (Hirose et al., 2006). Gen CRY1b koduje zkracenou kopii cryla
(Tomato Genome Consortium, 2012). Funkce genu CRY1Db neni jesté zcela znama, neni
jasné, zda koduje funkéni protein (Weller et al., 2001).

Bylo také zjiSténo, ze mutant cryla zvySuje koncentraci ABA v listech rostlin rajcete,
¢imz dochazi k ovlivnéni otvirani priduchi a dojde k regulaci vodniho stavu v rostling, coz
muze byt chapano, jako odpovéd rostlin k osmotickému stresu (Liu et al., 2018). S ohledem
na vyzkumy u jinych rostlinnych druhti bylo zjisténo, ze gen CRY1a je zapojen do diilezitych
morfologicko-fyziologickcyh procest v rostlin€ rajcete.

U rostlin, které vykazovaly nadmérnou expresy genu CRY2 byla potvrzena vyssi

koncentrace anthokyant a chlorofylu v listech. V piipadé rostlin rajcete se gen CRY2 chova
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jinak nez u Arabidopsis. Zatimco u Arabidopsis CRY2 pozitivné ovliviiuje kveteni, u rostlin
rajcete reguluje dobu kveteni negativné (Hirose et al., 2006). Experimentalné¢ bylo
prokazano zapojeni genti CRY1a a CRY2 v regulaci dennich a cirkadiannich transkripénich
rytmu (Facella et al.,2017).

Experimentalné byla také prokdzana interakce mezi svétlem a regulaci hladiny
fytohormonii béhem abiotického stresu, kdy byla prokdzana vysokéa koncentrace ABA u
rostliny Lactuca, u které byla indukovana inhibice hypokotylu, prostiednictvim modrého
svétla (Volmaro et al, 1998). Oproti tomu, pokud byla rostlina ozafena svétlem ¢ervenym,
koncentrace ABA se snizila (Baraldi et al., 1995). Tento experiment by mohl vést
k myslence, Ze modré a Cervené svétlo se vzajemné podili na metabolismu a regulaci ABA
Vv rostling.

V ptipadé reakci rostlin na osmoticky stres je dilezity regulacni systém zavirani a
otevirani praducht. To, Ze se kryptochromy podileji na regulaci priduchi, bylo prokazano
v piipad¢ cryl. Ukazalo se, ze se cryl spolecné s phot podileji na otevirani priduchd,
v reakci na modré svétlo (Mao et al., 2005). Na reakci otevirani praduchti se podileji taktéz
phy, a to zplisobem zavislym na COP1 nebo PIF3/PIF4. Interakce mezi svétlem a regulaénim
mechanismem otevirani pruduchd byla experimentalné prokazana u Arabidopsis, kdy
mutanti cryl a cry2 vykazovaly mensi toleranci na osmoticky stres nez divoké rostliny,
rostliny, u kterych byla prokdzdna nadmérna exprese cryl vykazovaly nadmérnou ztratu
vody (Mao et al., 2005). Experimentalné bylo dokazano, Ze phyB zvysuje hustotu pruduchti,
index priiduchi a ovliviiuje pfitomnost priduchii na obou stranach listt, v ptipad¢ vysokého
podilu R/FR (Gonzales et al., 2012). V piipadé rostliny ryze, mutant, ktery mél poruchu ve
vnimani ¢erveného svétla vlivem phyB, vykazoval lepsi toleranci vici suchu, oproti divoké
form¢ rostliny, coz se fenotypové projevilo takto: mutant mél mensi listy, coZ bylo
zpusobeno pravdépodobné inhibici proliferace listovych bun¢k a zarovei se také sniZil pocet
pruduchii (Liu et al., 2012).

V piipadé sucha a zkoumanim aktivity osmoprotektivnich latek bylo prokazano, ze
stinné podminky pozitivné ovliviwji fitness rostlin (Asghar et al., 2020). Kvalita svétla také
ovlivituje délku kotfene. Delsi kofeny se vyskytovaly u rostlin, na které ptsobilo kromé
¢erveného svétla i svétlo dlouhovinné ¢ervené (Klem et al., 2019). Pravé délka kofene miize
byt pro rostliny, které rostou v extrémnich podnebnych podminkéch (sucho a vysoké

teploty), klicova.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Piiprava MS média

Chemikalie: 20 g sacharozy, 8,6 g kultiva¢niho média MS (Murashige and Skoog 1962)
MS basal medium (Duchefa Biochemie; M0221), 390,4 mg pufru MES 2-(N-morpholino)
ethanesulfonic acid, 1M roztok KOH, destilovana voda (dH20), 14 g agaru (Duchefa
Biochemie, Nizozemsko; kat. ¢. P1003.1000), manitol

Pracovni pomiicky: 3 1 Erlenmayerova batka, magnetické michadlo, ty¢inka na vyndani
magnetického michadla, vdZenka, 1zicka, kopistka, 1 1 odmérny vélec, Pasteurova plastova
pipeta, 5 termolahvi s uzavérem, autoklavovaci paska, barevné §titky, fixa, nlizky, hlinikova
folie

Pracovni pristroje: magnetickd michacka, pH metr, technické a analytické vahy, parni

autoklav, lednice

Pracovni postup pro pripravu 2 litrit MS média

Do 3 litrové Erlenmayerovy baiky bylo vlozeno porceldnové michadlo a nasledné byla
bafika naplnéna 1 litrem destilované vody. Bailka byla poté umisténa na magnetickou
michacku (otacky na cca 350-390).

Na technické véaze bylo navazeno 20 g sachardzy, ktera byla vsypana do
Erlenmayerovy banky. Mezitim, co se sachar6za rozpoustéla, bylo navaZzeno 8,6 g MS
média, které bylo také vsypano do Erlenmayerovy baniky. Na analytickych vahach bylo
navazeno 390,4 mg pufru MES, ktery byl poté pfidan do Erlenmayerovy banky.

Po rozpuSténi vSech latek byla magnetickd michacka zastavena a objem
Erlenmayerovy banky byl za pouziti odmérného vélce doplnén destilovanou vodou na objem
2 litry. Magneticka michacka byla opét zapnuta, tentokrat ovSem na nizsi otacky, a dovnitt
byla vlozena elektroda pH metru (hodnota pH se pohybovala kolem 5). Postupnym
pfidavanim 1M roztoku KOH plastovou Pasteurovou pipetou byla hodnota pH roztoku
upravena na pH 6,1.

Nasledné bylo ptipraveno 5 termolahvi s uzdvérem. Do kazdé lahve bylo pomoci
1zicky nasypano 2,8 g agaru, ktery byl navazen na analytickych vahéach. Poté bylo do kazdé
lahve nalito 400 ml z pfipraveného 2 litrového roztoku. Podobné byly piipraveny roztoky,

které obsahovaly uréené koncentrace manitolu. Pro koncentraci 50 mmol/l bylo do 400 ml
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roztoku MS média ptidano 3,64 g manitolu. Pro koncentraci 100 mmol/l bylo do 400 ml
roztoku MS média pfidano 7,29 g manitolu. Pro koncentraci 150 mmol/l bylo do 400 ml
roztoku MS média ptidano 10,93 g manitolu. Vrsek lahvi byl piikryt kouskem hlinikové
folie a na n¢j byl nalepen kousek autoklavovaci pasky, na niz svétlé prouzky po Gspésném
procesu sterilizace v parnim autoklavu z¢ernaji. P¥ipravené lahve poté pracovnice laboratoie
vlozila do parniho autokldvu, kvuli sterilizaci. Roztok byl potom celou dobu pouZzivani

uchovavan v lednici.

3.2. Kli¢eni a kultivace semen

Rostlinny material: Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a od né&j odvozeny recesivni
mutant 7B-1
Solanum lycopersicum L. cv. Money Maker a od né& odvozeni
recesivni mutanti cryl-1 a cryl-2

Semena recesivniho mutanta rajéete 7B-1 byla poskytnut V. K. Sawhney, University of
Saskatchewan, Saskatoon, Canada. Semena recesivnich mutanta rajéete cryl-1 a cryl-2 byla

poskytnuta R. E. Kendrick, Wageningen University, Wageningen, The Netherlands.

Chemikalie: MS médium, sterilni destilovana voda (dH20), 70% a 96% roztok ethanolu,
komer¢ni vyrobek Savo- zfedény roztok chlornanu sodného (2,8 % aktivniho chloru)
Pracovni pomiicky: stojan na zkumavky, 8 sterilnich platovych Petriho misek (pramér 90
mm), pinzeta, 4 50 ml zkumavky falkon (2 nesterilni a 2 sterilni), sklenicka na ethanol
(objem 100 ml), 10 ml automaticka pipeta, sterilni Spi¢ky pro 10 ml automatickou pipetu,
lihovy kahan, zapalky, 500 ml kadinka, lepici paska z netkané textilie Softpore (vyrobce
Batist medical, a.s.), lihovy fix, hlinikova folie

Pracovni pristroje: lednice, mikrovinna trouba, laminarni flowbox, automatickd rastova

komora (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko)

Pracovni postup

Nejdtive byl zapnut laminarni flowbox, jehoz pracovni deska byla kvili sterilizaci setfena
70% roztokem ethanolu. V mikrovinné troubé bylo rozehiato MS médium v termolahvi.
Mezitim byla napocitana seminka genotypil, jeZ se mezi sebou porovnavala. Pfi¢emz se
jednalo o 200 seminek od kazdého genotypu (napt. 200 seminek genotypu cv. Rutgers a 200
seminek genotypu 7B-1).
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Nasledné byla seminka nasypana do oznacenych nesterilnich zkumavek falkon (1
zkumavka falkon = 1 genotyp). Do zkumavky falkon byly nality 4 ml komeréniho roztoku
Sava, jednalo se 0 ziedény roztok chlornanu sodného (2,8 % aktivniho chloru). Savo
pusobilo na semena po dobu 20 minut, aby doslo k dostatecné povrchové sterilizaci semen.
V laminarnim flowboxu bylo pfipraveno 8 sterilnich, plastovych Petriho misek. Do kazdé
Z nich, bylo nalito 20 ml MS média (odméfeno ve sterilni zkumavce falkon).

Po uplynuti doby 20 minut byla seminka 7x proplachnuta sterilni destilovanou
vodou za pomoci 10 ml automatické pipety. Pro kultivaci semen jednotlivych genotypii byly
pouzity sterilni plastové Petriho misky o praméru 90 mm. Do kazdé bylo pomoci pinzety,
vysterilizované v roztoku ethanolu a ozehnuté nad plynovym kahanem, umisténo 50 semen,
tedy pro kazdy genotyp byly pouzity Ctyfi Petriho misky. Misky byly poté oblepeny dvéma
vrstvami lepici pasky z netkané textilie, umistény do vertikdlni polohy a nasledné byly
zabaleny hlinikovou folii. Poté probihala samotna kultivace, ve tm¢, v kultivacni ristové

komote pii teploté 23°C po dobu 3-5 dni.

3.3. Pfenos semen

Rostlinny material: viz vySe
Zdroje svétla: Zdroj modrého svétla: trubice Philips TLD-36W/18-Blue (Philips,

USA) s maximalni ozafenosti 10 umol m?s? pii 440 nm
Zdroj Cerveného svétla: trubice Philips TLD-36 W/15-Red (Philips,
USA) s maximalni ozafenosti 10 pmol m2s™ pii 660 nm
Chemikalie: MS médium, MS médium obsahujici mannitol v koncentracich 50,100 a 150
mmol.I"%, 70% a 96% roztok ethanolu
Pracovni pomiucky: 24 sterilnich platovych Petriho misek, plastovy stojan na zkumavky,
1 sterilni 50 ml plastova zkumavka falkon, sklenic¢ka na ethanol (objem 100 ml), lihovy
kahan, zapalky, lepici paska z netkané textilie Softpore (vyrobce Batist medical, a.s.),
lihovy fix, hlinikova folie
Pracovni pristroje: lednice, mikrovinna trouba, laminarni flowbox, kultiva¢ni rlstova

komora (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko)
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Pracovni postup

Nejdiive byl zapnut laminarni flowbox, jehoz pracovni deska byla kvili sterilizaci setfena
70% roztokem ethanolu. V mikrovinné troubé bylo postupné rozpusténo MS médium bez
mannitolu, dale pak MS média o koncentraci mannitolu 50, 100 a 150 mmol.1™%.

Nasledné bylo v laminarnim boxu pfipraveno 24 sterilnich plastovych Petriho misek,
kdy na 12 z nich se byly pfeneseny kli¢ici semena jednoho genotypu a do dalSich 12 misek
kli¢ici semena druhého genotypu. Roztoky s médiem byly rozdéleny na Petriho misky
nasledovné: 3 misky se zakladnim médiem, 3 misky s médiem o c= 50 mmol.I"}, 3 misky
s médiem o c= 100 mmol.I"}, 3 misky s médiem o c=150 mmol.I". Z kultivaéni komory byla
donesena jiz nakli¢end semena, kterd byla podle velikosti klickli umistovana sterilni
pinzetou na jednotlivé Petriho misky. Do jedné fady se pokladalo zhruba 10 semen. Kazda
Petriho miska byla oblepena dvéma vrstvami lepici pasky z netkané textilie.

Misky, na kterych byla vyseta semena urcend pro kultivaci na ¢erveném a modrém
svétle, byly umistény do kultiva¢nich ristovych komor, bud’ s ¢ervenym svétlem, nebo se
svétlem modrym. Misky se semeny uréenymi pro kultivaci ve tmé byly peclivé obaleny
hlinikovou f6lii. Semena byla kultivovana ve vertikdlni poloze, v kultivacni komote, pfi

teploté 23 °C, po dobu 7 dnd.

3.4.Vyhodnoceni experimentu

Po uplynuti 7 dnii, byly rostlinky vyjmuty z kultiva¢nich komor. Vysledny fenotyp rostlin
byl hodnocen na dennim svétle, v laboratornich podminkéach. Méfila se zvlast délka kotene
a délka hypokotylu, a to na piesnost 1 mm. Takeé se piihlizelo ke vzhledu rostliny, kdy se
daly pozorovat rozdily, podle toho, v jakych svételnych podminkach rostlina rostla.
Konkrétné se jednalo o délku rostliny, velikost a vzhled listk. Délky kofene a hypokotylu
jednotlivych rostlin byly zaznamenavany do pfipravenych formulaii. Métfeni probihalo
pomoci pravitka a jednotlivé hodnoty byly zaznamenavany v milimetrech. Vysledky byly
poté zaneseny do excelu, kde byla zpracovana primérna délka jednotlivych komponent,

smérodatnd odchylka, diky ¢emuz byly zjistény rozdily mezi jednotlivymi genotypy.
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4, Vysledky

Jako modelovy organismus pro experimenty byly pouzity rostliny rajcete jedlého
(Lycopersicum esculentum L.) kultivaru Rutgers a od néj odvozeného mutanta 7B-1, dale
pak kultivaru Money Maker (cv. MM), se kterym byly porovnavani mutanti cryl-1 a cryl-
2. Cilem bakalatské prace bylo zjistit, zda svétlo ovlivituje toleranci rostlin k osmotickému
stresu, a pokud ano, zda se tak mlze dit prostfednictvim genového produktu 7B-1 (zatim
neznamé funkce) a specifického fotoreceptoru pro modré svétlo kryptochromu cryl.
Sledovanymi faktory v ramci experimentl byly: celkovy fenotyp rostliny, délka hypokotyli
a délka koteni, dale pak procento inhibice hypokotylt a kofenti u jednotlivych genotypt.
Semena experimentalnich rostlin byla uchovavana v dormanci, poté bylo indukovano
kliceni, které probihalo v pfipadé vSech genotypt na MS médiu a semena byla uchovavéana
po tmé¢. Dale probéhl ptenos vykli¢enych semen na MS médium obohacené a manitol (c=0-
150 mmol/l), ktery zde putsobil jako osmoticky stresor, a rostlinky byly uchovavany
Vv riznych svételnych podminkach (D, B, R). Po tydnu probéhlo vyhodnoceni experimentt,
kdy byly zméfeny délky kotenti a hypokotylu (viz. kapitola 3).

4.1. Vliv manitolu na rist mutanta 7B-1 a kultivaru Rutgers

V tomto experimentu byl porovnavan rast hypokotyli a kofent rajcete kultivaru Rutgers
(Obr. 9, 12) s ristem hypokotyli a kofeni mutanta 7B-1 (Obr. 10, 13) v zavislosti na
koncentraci manitolu. Z vysledkti méfeni pak byla vypocitana inhibice ristu obou organd,
kterou manitol zptisoboval (Obr. 11, 14).

V ptipad¢ kultivaru Rutgers, jakozto kontrolni nemutované rostliny, miZeme
pozorovat vliv svételnych podminek a puisobeni abiotického stresu na rast rostlin. Se
zvySujici se koncentraci manitolu se snizovala délka hypokotylu u kultivaru Rutgers, coz
dokazuje jeho inhibi¢ni Gc¢inky. V piipadé kultivace rostlin ve tmé doslo ke snizeni délky
hypokotylu z primérnych hodnot 116,6 mm pii koncentraci 0 mmol/l na hodnotu 71,2 mm
u koncentrace 150 mmol/l. V ptipad¢ rustu rostliny na svétle cerveném doslo také ke
sniZovani hypokotylii v zavislosti na manitolu a to z pocate¢ni hodnoty 64,2 mm na 32,7
mm. Nejmensi inhibi¢ni u€inky manitolu mizeme zietelné¢ pozorovat v piipadé modrého
svétla, kdy délky hypokotyld rostlin maji pii vSech koncentracich podobné primérné

hodnoty (26,3-18,2 mm). Projevila se zde inhibi¢ni vlastnost modrého svétla na rist rostlin,
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jelikoz rostliny, které rostly na svétle modrém, vykazovaly oproti jinym svételnym
podminkam vyrazné krat$i hypokotyly (Obr. 9). Rostliny, které byly kultivovany ve tmé
vykazovaly typicky etiolovany fenotyp (dlouhé a kiehké hypokotyly, Zluté a zakrné€lé listky).
Rostliny, které byly kultivovany na modrém svétle byly drobné, a mély malou listovou
plochu. Rostliny, které byly kultivovany na svétle ¢erveném, pti koncentraci manitolu 0
mmol/l byly zelené, mély tlusté a pevné hypokotyly a mély rozvinuté zelené listky. Se
zvySujicimi se hodnotami koncentraci manitolu se zhorSoval celkovy fitness rostlin. Rostliny

byly zakrn¢lé, malé a celkové neprospivaly.
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Obrazek 9: Zavislost délky hypokotylu kultivaru Rutgers na svételnych podminkach a koncentraci manitolu.
Na grafu jsou zaznamenany pramérné délky hypokotyla (+ SE), méfeni délky hypokotyli bylo provedeno 7
dni po kultivaci na riznych svételnych podminkach. Primérné hodnoty byly ziskany ze 4 na sob¢ nezavislych
experimentu.

Ze zjisténych vysledkii u mutanta 7B-1 miiZeme fict, Ze se vzristajici koncentraci
manitolu dochazelo u tohoto mutanta ke snizovani délky hypokotylu (Obr. 10). Inhibi¢ni
ucinky manitolu na rtist hypokotylu 7B-1 se projevily u vSech koncentraci a za vSech
svételnych podminek. V ptipadé modrého svétla byly hypokotyly ze vSech svételnych
podminek nejkratsi. V pfipadé Cerveného svétla zacinala délka hypokotylu pfi koncentraci
manitolu 0 mmol/l na 53,5 mm a u koncentrace 150 mmol/l byla délka hypokotylu pouze
35,2 mm. Co se tyce fenotypu, rostliny, které byly kultivovany ve tm¢, vykazovaly typicky
fenotyp etiolovanych rostlin, tzn., Ze mély svétly, tenky hypokotyl a zluté zakrnélé listky.

Rostliny, které byly kultivovany na modrém svétle, byly oproti rostlindm, které rostly ve tmé
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nebo na svétle cerveném nejmensi, mély drobné zelené hypokotyly a listky. Rostliny, které
byly kultivovany na médiu s obsahem manitolu 150 mmol/l byly zakrnélé, mély
zdeformované listky a byly znateln¢ mensi nez rostliny, které byly péstovany na médiu

S niz§im obsahem manitolu (Obr. 10).
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Obrazek 10: Zavislost délky hypokotylu mutanta 7B-1 na svételnych podminkach a koncentraci manitolu. Na
grafu jsou zaznamenany prumérné délky hypokotyla (= SE), méfeni délky hypokotyli bylo provedeno 7 dni
po kultivaci na riznych svételnych podminkach. Primérné hodnoty byly ziskany ze 4 na sob& nezavislych
experimentu.

Z vypoctenych inhibici je patrné, Ze kontrolni genotyp Rutgers pii kultivaci po tmé& byl
na manitol citlivy, jelikoZ pfi koncentraci 150 mmol/l byla hodnota inhibice 38,9 %.
V ptipadé kultivace na svétle cerveném byla inhibice hypokotylti k manitolu pti koncentraci
100 mmol/l byla 48,9 %, zatimco pfi stejné koncentraci na svétlé modrém byla naméten
inhibice pouze 28,8 % (Obr. 11). To znamena, ze hypokotyly rostlin kultivovanych na
modrém svétle vykazovaly vi€i manitolu nizs$i citlivost a tim padem byly k jeho uc¢inkiim
tolerantnéjsi.

Rostliny mutanta 7B-1 vykazovaly citlivost k manitolu pii kultivaci po tmé, kdy se
hodnota inhibice pfi koncentraci 150 mmol/l pohybovala kolem 39,2 %. Podobnou citlivost
vykazoval tento genotyp i v piipadé kultivace na svétle modrém, kdy byla hodnota inhibice
pii koncentraci 150 mmol/l 36,3 %. V ptipadé c¢erveného svétla se inhibice pii koncentraci

150 mmol/l pohybovala okolo 44,2 %.
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Co se tyCe srovnani obou genotypli, miizeme dle ziskanych vysledkii konstatovat, ze
rostliny obou genotyptu kultivované ve tmé vykazovaly podobnou citlivost k manitolu,
jelikoZ naméfené hodnoty inhibice byly podobné, tj. asi 26 % pii koncentraci 100 mmol/l
(Obr.11). Podobné tomu bylo i na svétle modrém, kde byl rast hypokotylti inhibovan
manitolem o koncentraci 100 mmol/l u obou genotypti podobné, a to asi z 27 % (Obr. 11).
Rozdil v citlivosti hypokotyli 7B-1 a cv. Rutgers k manitolu byl pozorovan v ptipadé
¢erveného svétla, kdy se vyssi tolerance k osmotickému stresu byla pozorovana U mutanta
7B-1. Pti koncentraci manitolu 100 mmol/l byla u mutanta 7B-1 pozorovana inhibice rustu

hypokotylu 37,2 %, zatimco u kultivaru Rutgers to bylo témét 49 % (Obr. 11).
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Obrazek 11: Inhibi¢ni u¢inky manitolu (c=100 mmol/l) za riznych svételnych podminek na hypokotyly
genotypi 7B-1 a Rutgers. V grafu jsou zaznamenany % inhibice, kterou zpusoboval manitol na rist
hypokotylid. Vysledné hodnoty byly vypoéitany z pramérnych hodnot ziskanych ze 4 na sob& nezavislych
experimentl. Méfeni rostlin probéhlo po 7 dnech kultivace na riznych svételnych podminkach.

V ptipadé¢ ristu kofentt bylo zjiSténo, ze kofeny byly mnohem méné citlivé
K inhibi¢nim u¢inktim manitolu nez hypokotyly. Jak je vidét na Obr. 12 a 13, ve tmé i na
modrém a ¢erveném svétle nemél manitol ani u jednoho z obou genotypt vyrazny inhibiéni
ucinek na rist kofenidl. . Namétené délky kotfenli se pii vSech svétenych podminkach a

koncentraci pohyboval ve stejnych hodnotach.
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Obrazek 12: Zavislost délky kotene kultivaru Rutgers na svételnych podminkach a vzristajici koncentraci
manitolu. V grafu jsou zaznamenany pramérné délky kofent (£ SE), méfeni délky kofend bylo provedeno 7
dni po kultivaci na riznych svételnych podminkach. Primérné hodnoty byly ziskany ze 4 na sob¢€ nezavislych
experimentu.
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Obrazek 13: Zavislost délky kofene mutanta 7B-1 na svételnych podminkach a vzristajici koncentraci
manitolu. V grafu jsou zaznamenany primérné délky kotenii (+ SE), méfeni délky kofent bylo provedeno 7
dni po kultivaci na riznych svételnych podminkach. Primérmé hodnoty byly ziskany ze 4 na sobé nezavislych
experimentu.

Kofeny kultivaru Rutgers vykazovaly vSeobecné za vSech svételnych podminek
nizkou citlivost k mannitolu, tudiz k nému byly prakticky tolerantni. Nejvyssi inhibice rastu

kotene 14 % se projevila u koncentrace 100 mmol/l a jednalo se o svétlo Cervené. Na svétle
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modrém byla pfi koncentraci 100 mmol/l pozorovéana inhibice kolem 7 %. Témét nulovy
inhibi¢ni uc¢inek manitolu byl pozorovén u etiolizovanych kotenti (Obr. 14).

U mutanta 7B-1 byla nejvyssi citlivost kofeni k inhibi¢nimu ucinku manitolu
vypocitana ve tmé (kolem 8 %), kdezto na modrém a Cerveném svétle byl inhibi¢ni efekt
manitolu (100 mmol/l) na rast kofene 7B-1 v podstaté nulovy (Obr. 14). Podobné vysledky

byly pozorovany u vSech testovanych koncentraci manitolu.
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Obrazek 14: Inhibi¢ni €inky manitolu (c=100 mmol/l) za riznych svételnych podminek (D, B, R) na koteny
genotypu 7B-1 a Rutgers. Na grafu jsou zaznamenany % inhibice, kterou zptisoboval manitol na délky kofentl.

Vysledné hodnoty byly vypocitany z pramérnych hodnot ziskanych ze 4 na sobé nezavislych experimentd.
Me¢feni rostlin probéhlo po 7 dnech kultivace na riznych svételnych podminkach.

4.2. Vliv manitolu na riist mutanta cryl-1 a kultivaru Money Maker

V tomto experimentu byl porovnavan rist hypokotylii a kofent rajcete kultivaru Money
Maker (Obr. 15, 18) s ristem hypokotylt a kofenti mutanta cryl-1 (Obr. 16, 19). Byla
vypocitana také inhibice rustu, kterou zpisoboval manitol (Obr. 17, 20).

Co se tyka kultivaru Money Maker, u vSech svételnych podminek si muizeme
vSimnout, ze se zvysujici se koncentraci manitolu, se délka hypokotyli snizuje. Pti kultivaci
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po tm¢ bez pfitomnosti manitolu byla pocatecni hodnota délky hypokotylu 130,6 mm a se
zvySsujici se koncentraci manitolu klesala na hodnotu 73,8 mm. V ptipad¢ svétla ¢erveného
byla pocatecni délka hypokotylu 81,3 mm a kone¢na 44,4 mm. Rostliny na svétle modrém
mély ze vSech svételnych podminek nejkrat$i hypokotyly, kdy délka hypokotylu pfi
koncentraci 0 mmol/ I byla 47,6 mm a pfi koncentraci 150 mmol/l hodnota klesla na 22,6
mm (Obr. 15). Rostliny, které byly kultivovany po tmé vykazovaly typicky etiolovany
vzhled. Rostliny, které¢ byly kultivovany na modrém svétle byly malé a mély také malou
listovou plochu. Rostliny, kultivované na svétle ¢erveném mély pii koncentraci 0 mmol/l
pevné a silné hypokotyly a rozvinuté zelené listy. Se zvySujici se koncentraci manitolu se

fitness rostlin zhor$oval.
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Obrazek 15: Zavislost délky hypokotylu kultivaru Money Maker na svételnych podminkach a vzristajici
koncentraci manitolu. V grafu jsou zaznamenany pramérné délky hypokotylt (= SE), méfeni délky hypokotylu
bylo provedeno 7 dni po kultivaci na riznych svételnych podminkach. Primérmé hodnoty byly ziskany ze 4 na
sob¢ nezavislych experimentt.

U mutanta cryl-1 byly rovnéz pozorovany inhibi¢ni U¢inky manitolu na rist
hypokotylii, nebot’ se vzristajici koncentraci manitolu dochazelo ke snizovani primérné
délky hypokotyli rostlin za v§ech svételnych podminek. Tento sestupny trend byl pozorovan
za vsech testovanych svételnych podminek. Pti ristu ve tmé klesla délka hypokotylu ze
138,8 mm na 86,9 mm. Pii rlstu na svétle Cerveném byla délka hypokotylu pii koncentraci

0 mmol/l 92,4 mm a pfi koncentraci 150 mmol/l to bylo pouze 52,5 mm. Na svétle modrém
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byly délky hypokotylli v porovnani s predeslymi svételnymi podminkami nejkratsi. Délka
hypokotylu pfi koncentraci 0 mmol/ 1 byla 69,9 mm a pii koncentraci 150 mmol/l se hodnota
snizila na 44 mm (Obr.16). V pfipadé rustu po tmé vykazovaly mutantni rostliny typicky
etiolovany vzhled. Rostliny, které byly kultivovany na svétle modrém, meély oproti
rostlindm, které rostly ve tmé zhruba poloviéni vzrist a malé listky. Se vzrlstajici
koncentraci manitolu byly rostliny vice poskozené. Konkrétné u koncentraci 100-150
mmol/l byly rostliny malé, zakrn€l¢, mély slabé a tenké hypokotyly, jejich listy byly malé a
stocené. Toto platilo u vSech svételnych podminek, pficemz nejlepsi fitness vykazovaly

rostliny, které byly kultivovany pii koncentraci 0 mmol/l.
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Obrazek 16: Zavislost délky hypokotylu mutanta cryl-1 na svételnych podminkach a vzrustajici koncentraci
manitolu. Na grafu jsou zaznamenany pramérné délky hypokotyla (= SE), méfeni délky hypokotylu
provedeno 7 dni po kultivaci na riznych svételnych podminkach (D, B, R). Primérné hodnoty byly ziskany
ze 4 na sobé€ nezavislych experimenti

Co se tyka inhibi¢nich ucinkti manitolu na rast hypokotylz kontrolni rostliny Money
Maker, byly u vSech svételnych podminek podobné, pticemz pti koncentraci 150 mmol/l se
namétfené hodnoty pohybovaly okolo 45 %.

V piipadé mutantni rostliny cryl-1 byla pozorovana mirné zvySena Ccitlivost

hypokotylt rostlin rostoucich na modrém svétle, kdy byla hodnota inhibice 46,7 %.
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Srovname-li oba genotypy, mizeme fict, ze hypokotyly cv. MM i mutanta cryl-1
ukazovaly podobnou citlivost k manitolu, a to pfi vSech testovanych svételnych podminkach
(Obr. 17).
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Obrazek 17: Inhibi¢ni G¢inky manitolu (c=150 mmol/l) za rGznych svételnych podminek (D, B, R) na
hypokotyly genotypti Money Maker a cryl-1. V grafu jsou zaznamenany % inhibice, kterou zptsoboval
manitol na rist hypokotyli. Vysledné hodnoty byly vypoéitany z praimérnych hodnot ziskanych ze 4 na sobé
nezavislych experimenti. Méfeni rostlin probéhlo po 7 dnech kultivace na riznych svételnych podminkach (D,
B, R).

V pfipadé studia rstu kofend, mizeme pozorovat, ze inhibi¢ni Ginky testovanych
koncentraci manitolu na rist kofene byly v podstaté nulové (cv. MM, Obr. 18) nebo
minimalni (mutant cryl-1, Obr. 19), a to pii vSech testovanych svételnych podminkach,

Srovnani inhibice ristu kofenti obou genotypti je pak znazornéno na Obr. 20),
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Obriazek 18: Zavislost délky kotene kultivaru Money Maker na svételnych podminkach a vzristajici
koncentraci manitolu. V grafu jsou zaznamenany pramérné délky kofend (= SE), méfeni délky kofenu
provedeno 7 dni po kultivaci na riznych svételnych podminkach (D, B, R). Naméfené hodnoty byly ziskany

ze 4 na sob¢€ nezavislych experimentt.

e———Tma e Modré svétlo === Cervené svétlo
100

90

70
60
50
40
30
20
10

Délky kotene [mm]

0 50 100 150
koncetrace mannitolu [mmol/I]

Obrazek 19: Zavislost délky kofene mutanta cryl-1 na svételnych podminkach a vzristajici koncentraci
manitolu. V grafu jsou zaznamenany pramérné délky kofent (+ SE), méteni délky kotenti provedeno 7 dni po
kultivaci na rtznych svételnych podminkach (D, B, R). Naméfené hodnoty byly ziskdny ze 4 na sobé
nezavislych experimentt.

48



100 ETma B Modrésvétlo M Cervené svétlo

80

(o2}
o

N
o

Inhibice [%)]

N
o

-20
cryl-1 Money Maker

Obrazek 20: Inhibi¢ni G¢inky manitolu (¢=150 mmol/l) za riznych svételnych podminek na koteny genotypt
Money Maker a cryl-1. Na grafu jsou zaznamenany % inhibice, kterou zpisoboval manitol na délky
hypokotyld. Vysledné hodnoty byly vypodéitany z pramérnych hodnot ziskanych ze 4 na sob& nezavislych
experimentll. Méfeni rostlin prob&hlo po 7 dnech kultivace na riznych svételnych podminkach.
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4.3. V1iv manitolu na rist mutanta cry1-2 a kultivaru Money Maker

V tomto experimentu byl porovnavan rast hypokotylii a kofenii rajéete kultivaru Money
Maker (Obr. 21, 24) s ristem hypokotylt a kofentt mutanta cryl-2 (Obr. 22, 25) v zavislosti
na koncentraci manitolu. Byla vypocitana také inhibice rastu, kterou manitol zptisoboval
(Obr. 23, 26).

Rust hypokotylu cv. Money Maker vykazoval v podstaté stejny trend na vsech
testovanych svételnych podminkach (Obr. 21), jako v pfedeslém experimentu s mutantem

cryl-1 (viz. kapitola 4.2.).
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Obrazek 21: Zavislost délky hypokotylu kultivaru Money Maker na svételnych podminkach a vzristajici
koncentraci manitolu. V grafu jsou zaznamenany pramérné délky hypokotylt (= SE), méfeni délky hypokotylu
provedeno 7 dni po kultivaci na riznych svételnych podminkach. Naméfené hodnoty byly ziskany ze 3 na sobé
nezavislych experimentt.

U mutanta cryl-2 byly stejn¢ jako u ostatnich genotypl prokazany inhibicni u¢inky
manitolu, protoze s navySujici se koncentraci manitolu, klesaly délky hypokotylt (Obr. 22).
V ptipadé rastu ve tmé byly hypokotyly pii koncentraci 0 mmol/l dlouhé 137,9 mm a pfi
koncentraci 150 mmol/l se primérné délky zkratily na 86 mm. Rostliny kultivované ve tm¢
vykazovaly typicky etiolovany vzhled. Pfi rlistu na modrém svétle byly hypokotyly nejkratsi.
Pti koncentraci 0 mmol/l byly primérné hodnoty 57,9 mm a pii koncentraci 150 mmol/l se
délky hypokotyli zkratily na 35,4 mm. Rostliny byly drobné, zelené a mély malpu listovou

plochu. Na Cerveném svétle byla pocatecni délka hypokotylt 71,8 mm a kone¢né délka pii
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koncentraci 150 mmol/l 45,6 mm. Rostliny byly zelené¢, mély silné hypokotyly a rozvinuté
zelené listky. Déle mutant cryl-2 vykazoval delsi hypokotyly nez rostliny kultivaru Money
Maker (Obr. 21, 22).
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Obrazek 22: Zavislost délky hypokotylu mutanta cryl-2 na svételnych podminkach a vzristajici koncentraci
manitolu. V grafu jsou zaznamenany primérné délky hypokotylti (= SE). MéFeni délky hypokotylu provedeno
7 dni po kultivaci na riznych svételnych. Naméfené hodnoty byly ziskany ze 3 na sob&é nezavislych
experimentu.

Porovname-li mezi sebou oba genotypy, co se tyce jejich citlivosti k manitolu o
koncentraci 150 mmol/l, zjistime Ze inhibi¢ni G¢inky na rst hypokotylt byly velice podobné
u cv. MM a mutanta cryl-2, a to za vSech testovanych svételnych podminek (Obr. 23).
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Obrazek 23: Inhibi¢ni u€inky manitolu (c=150 mmol/l) za raznych svételnych podminek na hypokotyly
genotyptt Money Maker a cryl-2. Na grafu jsou zaznamenany % inhibice, kterou zpisoboval manitol na délky
hypokotyld. Vysledné hodnoty byly vypoditany z pramérnych hodnot ziskanych ze 3 na sob& nezavislych
experimentll. Méfeni rostlin prob&hlo po 7 dnech kultivace na riznych svételnych podminkach.

V piipad¢ kultivaru Money Maker jsou délky kotent ze vSech svételnych podminek a
vSech koncentracich manitolu podobné (Obr. 24). Nedochazelo ani k vyraznému poklesu
délky s narstajici koncentraci manitolu, coz znamend, ze inhibi¢ni u¢inky manitolu na
kofeny byly minimalni (Obr. 25 a 26). Co se tyka délek kofend u mutanta cryl-2, nebyly
zde prokazany zadné inhibi¢ni G€inky, ani v pfipadé vysokych koncentraci manitolu (Obr.
26). To znamend, ze stejné jako u predeSlych testovanych genotypi vykazuji kofeny

Vv porovnani s hypokotyly vyssi odolnost k abiotickému stresu .
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Obrazek 24: Zavislost délky kofene kultivaru Money Maker na svételnych podminkach a vzristajici
koncentraci manitolu. V grafu jsou zaznamenany prumérmné délky kofenu (+ SE), méfeni délky kofent
provedeno 7 dni po kultivaci na riznych svételnych podminkach. Namétené hodnoty byly ziskany ze 3 na sobé
nezavislych experimentu.
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Obrazek 25: Zavislost délky kofene mutanta cryl-2 na svételnych podminkach a vzristajici koncentraci
manitolu. V grafu jsou zaznamenany primérné délky kotenii (£ SE), méfeni délky kotfenti provedeno 7 dni po
kultivaci na riiznych svételnych podminkach. Namétené hodnoty byly ziskdny ze 3 na sobé nezavislych
experimentu.
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Porovname-li oba genotypy, tak ze ziskanych vysledkt zjistime, Ze o néco vyssi
toleranci k manitolu na rast kofene vykazuje mutant cryl-2, a to na modrém a Cerveném
svétle, zatimco pii kultivaci po tmé byly hodnoty inhibice u obou genotypt podobné, tedy
nulové ¢i velmi nizké. Konkrétné na svétle modrém se jedna o koncentraci 50 mmol/l, kdy
je inhibice u cv. MM -1,8 %, kdezto u mutanta cryl-2 byla pozorovana zietelna stimulace
11,9 %. Dale byl patrny rozdil pfi koncentraci 150 mmol/1, kdy je inhibice u cv. MM 3,7 %
a u mutanta cryl-2 to byla stimulace 18,6 % (Obr. 26). V pfipad¢ kultivace na ¢erveném
svétle se vyssi citlivost u kultivaru Money Maker projevila také u dvou koncentraci, a to pii
koncentraci 50 mmol/l, kdy byla naméfena hodnota inhibice 2,8 % a u mutanta cryl1-2 -11,2
%. U koncentrace 100 mmol/l byla hodnota inhibice u cv. MM 4,8 % a u genotypu cryl1-2

se jednalo o hodnotu stimulace 16,4 %.
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Obrazek 26: Inhibi¢ni G¢inky manitolu (c=150 mmol/l) za riznych svételnych podminek (D, B, R) na koteny
genotypt Money Maker a cryl-2. V grafu jsou zaznamenany % inhibice, kterou zptisoboval manitol na délky

kofenll. Vysledné hodnoty byly vypoéitany z primémych hodnot ziskanych ze 4 na sobé nezavislych
experimentll. Méfeni rostlin prob&hlo po 7 dnech kultivace na riznych svételnych podminkach (D, B, R).
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5. Diskuse

V této bakaldiské praci byla zkoumdna souvislost mezi svételnymi podminkami a
abiotickym stresem. Tato skute¢nost byla studovana na rostlin¢ rajcete jedlého (Solanum
lycopersicum L.), konkrétné na genotypech kultivaru Rutgers a od néj odvozeného mutanta
7B-1, dale pak kultivaru Money Maker a od né&j odvozenych mutanti cryl-1 a cryl-2. Ze
ziskanych vysledki mizeme potvrdit, ze se podafila prokazat souvislost mezi svételnymi
podminkami, ve kterych se rostlina nachdzi a abiotickym stresem. Manitol, jakozto
osmoticky stresor, vykazoval ve vSech experimentech inhibi¢ni U¢inky na rlst rostlin.
S ptibyvajici koncentraci se fitness rostlin vyrazné snizovalo a schopnosti ristu rostlin se
snizovaly. Koncentrace 150 mmol/l zptusobovala rostlinam obtizné ristové podminky.
Z tohoto poznatku mizeme fict, ze vyS§i koncentrace manitolu, by zjevné zpusobily
obrovskou zatéZ na fyziologické pochody rostlin a mozna by se dalo hovofit i o ptipadném
uhynu rostlin. Podaftily se také potvrdit rozdily ve vnimani abiotického stresu za odlisSnych
svételnych podminek v ramci zkoumanych genotypd. Tyto rozdily mezi zkoumanymi
genotypy byly ovSem v mnoha pfipadech mensi, nez bylo piivodn¢ ocekavano. Vyssich
rozdilu mezi jednotlivymi genotypy by se dalo pravdépodobné dosdhnout navySenim
koncentrace manitolu.

V piipadé kultivaru Rutgers ziskané vysledky ukézaly, Ze cervené svétlo zvySovalo
inhibi¢ni u¢inek manitolu na rast hypokotylu (Obr. 11). U mutanta 7B-1 bylo tento efekt
pozorovan rovnéz, ale v mensi mife. Je tedy mozné, Ze zvySeni citlivosti hypokotyll rajcete
k manitolu vlivem ¢erveného svétla, mize byt zprostfedkovano funkénim produktem genu
7B-1 (funkce genu vsak nebyla zatim identifikovana). Podstata defektu u mutanta 7B-1
spociva v signalizaci modrého svétla, coz zplisobuje u tohoto mutanta specifickou rezistenci
na abioticky, ¢i bioticky stres, pod vlivem modrého svétla (Fellner and Sawhney, 2001,
2002). Molekularni podstata ptisobeni 7B-1 nebyla doposud poznana, je ovSem jisté, Ze se
jedna o negativni ovlivnéni fototropinovych reakci (Hlavinka et al., 2013; Fellner et al.,
nepublikované vysledky). Tento vysledek se shoduje s vysledkem studie, kterou v roce 2001
a 2002 provedli Fellner a Sawhney, kdy zjistili, Ze mutant 7B-1 je vice tolerantni k
osmotickému stresu (Fellner and Sawhney 2001, 2002), a navic je mén¢ citlivy ke svétlem
indukované inhibici rstu hypokotylu, mé vyssi hladinu endogenni ABA a niz$i hladinu GA

(Fellner et al., 2001).
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Na rozdil od kultivaru cv. Rutgers, citlivost hypokotylt kultivaru cv. MM k manitolu
mmol/l. Pfi vysSich koncentracich takovy ucinek cerveného svétla nebyl pozorovan.
Vysledky dale ukazaly, ze u mutanta cryl-2 Ktomuto zvySeni citlivosti hypokotylu
k manitolu nedochazelo. Tato mutace tedy vedla na ¢erveném svétle ke zvySené toleranci
hypokotyli k nizkym koncentracim manitolu. Z vysledkii se lze tedy domnivat, Ze
fotoreceptor cryl muze zvySovat citlivost (tedy sniZzovat toleranci) hypokotylt k nizkym
hodnotdm osmotického stresu.

Mutanti cryl-1 a cryl-2 jsou monogenni mutanti, kteti maji defekt v genu kodujici
fotoreceptor cryl, ktery je zapojen do fotomorfogennich reakci rostlin. Oproti kultivaru
Money Maker, md mutant cryl-1 na modrém a Cerveném svétle delsi hypokotyly. To
potvrzuje, Ze se fotoreceptor cryl podili na regulaci délky hypokotylu.

Z vysledkti mezi kultivarem Money Maker a od né¢ho odvozenym mutantem cryl-2
muzeme fict, ze se podafilo prokéazat zapojeni genu CRY1 v odpovédich hypokotyli rajéete
na abioticky stres.

VEtsi tolerance k manitolu byla prokazana i v piipadé kofend. Rust kofentt cv. MM
byl mirn€ nebo vibec inhibovan manitolem. U mutanta cryl-2 vSak byla na modrém i
cerveném svétle pozorovana misto inhibice stimulace ristu kofent aplikovanym manitolem,
neboli kofeny mutanta cryl-2 vykazovaly na modrém a Cerveném svétle toleranci k
manitolu. Na zékladé zjisténych vysledki muze byt tedy ucinén zavér, ze funkéni
fotoreceptor cryl muze, podobné jako u hypokotyli, zvySovat citlivost (tedy sniZzovat

toleranci) kofent rajcete k osmotickému stresu.
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6. Zavér

Cilem bakaléiské prace bylo zjistit, zda svétlo ovliviiuje toleranci rostlin k osmotickému
stresu a pokud ano, zda se tak muze dit prostfednictvim specifickych receptori pro modré
svétlo. Experimenty byly provadény v in vitro podminkach a pii studiu byl uplatnén
geneticky pfistup, ktery spocival ve fyziologické analyze fotomorfogennich mutantt rajcete
jedlého (Solanum lycopersicum L.), a to konkrétn¢ monogenniho mutanta 7B-1, cryl-1 a
cryl-2. Jako osmoticky stresor pusobil v roztoku MS média manitol.

Ze ziskanych vysledkll se podarila prokéazat interakce mezi svétlem a abiotickym
stresem. Bylo také zjisténo, ze Cervené svétlo zesiluje odpoveéd hypokotyli rajcete
k osmotickému stresu a je mozno se domnivat, Ze tento ucinek Cerveného svétla je
zprostiedkovan funkénim produktem genu 7B-1. Z vysledkd experimentt s Kultivarem
Money Maker a mutantem cryl-2 lze dedukovat, ze gen CRY1l miZe byt zapojen
v odpovédich hypokotyli rajete na abioticky stres, a to konkrétné tak, ze cryl muze
zvySovat citlivost (tedy snizovat toleranci) hypokotyll k nizkym hodnotdm osmotického
stresu.

VEtsi tolerance k manitolu byla prokazana i v pfipadé kotfent. Ruast kofent kultivaru
Money Maker byl mirné nebo viibec inhibovan manitolem. U mutanta cry1-2 vSak byla na
modrém i ¢erveném svétle pozorovana misto inhibice stimulace ristu kofent aplikovanym
manitolem, neboli kofeny mutanta cryl-2 vykazovaly na modrém a Cerveném svétle
toleranci k manitolu. Na zéklad¢ zjiSténych vysledkt mize byt tedy ucinén zavér, ze funkeni
fotoreceptor cryl muze, podobné jako u hypokotylt, zvySovat citlivost (tedy snizovat
toleranci) kofenil rajcete k osmotickému stresu.

Domnivam se, ze abychom ziskali jasnéjsi vysledky o toleranci a citlivosti rostlin na
abioticky stres, mohli bychom pouzit manitol, nebo néjakou jinou osmoaktivni latku, ale o
vyssich koncentracich, nez bylo pouZzito v téchto experimentech. Pro dalsi vyzkum zapojeni
svétla a fotoreceptorl v toleranci rostlin k abiotickym stresim, by bylo dobré pouzit mutanty
s defekty v jinych fotoreceptorech a transgenni rostliny, které overexprimuji studovany

fotoreceptor.
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