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1 UVOD A CiLE PRACE

Kli¢ovou roli v zivoté rostliny zastava svétlo. Rostliny svétlo vyuzivaji jako primarni
zdroj energie a také jako zdroj svételnych signalti fidicich metabolické pochody.
Pro pfijem svételného zafeni jsou rostliny vybaveny specidlnimi receptory —
fotoreceptory. Fytochromy jsou pouzivany pro vnimani ¢erveného svétla. Modré svétlo
vnimaji fotoreceptory zvané kryptochromy, fototropiny a zeitlupe receptory.

Rostliny jsou prisedlé organismy neschopné pohybu zmista na misto,
a proto na né pusobi velké mnozstvi stresovych faktord zvnéjSiho prostiedi,
pred kterymi nemtzou uniknout. Stres rostlin délime na abioticky a bioticky. Abioticky
stres je zpusoben fyzikalnimi nebo chemickymi faktory. Jedna se o nadmérné nebo
nedostateCné zareni, nadbytek nebo naopak nedostatek vody, extrémni teploty, zasoleni
pudy a také mechanické poranéni. Bioticky stres je zpusoben jinym zivym organismem.
Rostliny si musely postupem ¢asu vyvinout rizné ochranné mechanismy, aby si zajistily
preziti v podminkach, ve kterych rostou.

Cilem bakalatské prace bylo vypracovat literarni reSersi tykajici se problematiky
rastu rostlin vlivem svétla, svételnych signalnich drah a odpovédi rostlin na abiotické
stresy. V experimentalni ¢asti bylo cilem této bakalarské prace zjistit, zda kvalita svétla
ovliviluje schopnost rostlin tolerovat stres suchem a jestli ano, tak jakym zptsobem. Toto
bylo analyzovano pomoci fotomorfogennich mutanti rajcete Solanum lycopersicum L.
7B-1, cryl-1, cryl-2, hp-1 a tril, které maji defekty ve fotoreceptorech nebo prenosu
svételného signalu. V podminkach in vitro byl studovan rast rostlin na kultivaénim médiu
obsahujicim zvolené koncentrace polyethylenglykolu (PEG), a to v zavislosti
na vybranych svételnych podminkach (tma, modré svétlo a Cervené svétlo).

Experimenty byly provadény v ramci pracovni skupiny molekulami fyziologie,
ktera je soudasti Laboratofe ristovych regulatora UP v Olomouci a Ustavu

experimentalni botaniky AVCR.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Kliceni a rust rostliny

Pro vznik nové rostliny a nové generace potomku je potiebné semeno. To zastava béhem
svého zivota né€kolik dulezitych funkci. Nejprve ma funkci ochrannou, poté musi spravné
odhadnout ¢as, kdy ma zacit klicit. Béhem vyvoje semene jsou postupné shromazd ovany
vSechny druhy zivin potfebnych pro vyzivu pii jeho klieni a nasledné vyrostlych
semenackd. Jedna se o proteiny, lipidy (hlavné oleje) a také Skrob. Semeno také ztraci
témer veskery obsah vody a pozastavuje metabolické pochody (Han a Yang, 2015).

Kliceni je definovano jako obnoveni metabolické aktivity semen, kdy dochazi
k prodluzovani bunek radikuly (kofinku) a hypokotylu embrya (Prochazka a kol., 1998).
Nejzasadn€jsim faktorem pro uspé$né kliceni je vybér vyhovujicich podminek
v prostiedi, kde se semeno nachazi. Kli¢eni je velmi striktné€ fizeno fytohormony, jako je
predev§im kyselina abscisova (ABA) a gibereliny (GA), ale rovnéz ethylen anebo
brassinosteroidy, auxiny a cytokininy. Mezi faktory z prostfedi ovliviiujici klic¢ivost
semen se fadi uloha svétla, teploty a také obsah vody v pidé (Han a Yang, 2015).

Svétlo je velmi dalezitym spoustécim faktorem kliCeni semen. Zalezi na jeho
vlnové délce, intenzité i dobé trvani. Bylo zji§téno, ze kratké impulsy Cerveného svétla
(RL) a modrého svétla (BL) muzou kliceni spustit stejné tak jako dlouhé impulsy svétla
(imitace kratkych ¢i dlouhych dni béhem celého roku). Zafeni o vinové délce 660 mm,
které spada do spektra RL je schopno zastavit dormanci semen salatu (Lactuca sativa),
jakozto fotodormantni rostliny. Tento experiment vedl k objeveni fotoreverzibilniho
pigmentu — fytochromu (Borthwick a kol., 1952; Jones a kol., 2013).

ABA a GA jsou klicovymi faktory podilejicimi se velkou ¢asti na procesu kliceni.
V tomto pripadé tyto hormony ucinkuji proti sobé. GA regulyji kli¢eni pozitivné, jsou to
induktory. Kdezto negativni, inhibi¢ni, regulaci ma za ukol ABA. V Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh bylo zji§téno pfi osviceni semen RL se skrze fytochromy aktivuje exprese
gentl kodujici gibereliny a tim je zvysSena indukce kliceni (Obr. 1). V pfipadé
brassinosteroidu a auxint se jedna také o induktory kliceni, dohromady podporuji syntézu
ethylenu. Nové syntetizovany ethylen spolecné s GA a brassinosteroidy narusuji semenné
obaly a tim kli¢eni usnadiuji (Han a Yang, 2015).

Prvnim krokem kli¢eni je pfijem vody suchym semenem a tento krok je nazyvan

imbibici. Kliceni se d¢€li na tfi samostatné faze. V prvni fazi dochazi k pfijmu dostatku
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vody semenem. Ve fazi druhé, kde zlstava semeno ve stabilni formé a vodu nepfijima,
nastava aktivace metabolickych drah a zacina probihat respirace. V posledni fazi dochazi
k opétovnému piijmu vétsiho mnozstvi vody a postupnému rustu radikuly skrze semenné

obaly (Jones a kol ., 2013).

RL GA biosyntéza
PHYB GA degradace }GA »
Tma —»Pr — Pfr — rin1
PHYA

ABA biosyntéza }ABA i

FRL ABA degradace

Obr. 1: Schéma regulace kliceni pomoci fytohormonit ABA a GA (upraveno podle Demotes-Mainard a
kol., 2016).

2.2 Fotomorfogeneze

Svétlo je stézejnim faktorem pro fotosyntetizujici rostliny. Funguje nejen jako zdroj
energie, ale také jako signal, ktery ovliviiuje velké mnozstvi rastovych a vyvojovych
procest (Han a kol., 2020). Rostliny jsou pfisedlé organismy, které se nedokazou aktivné
pohybovat z mist, kde se nachazi pro né stresové podminky, ani do mist, kde se nachazi
optimalni mnozstvi zivin a svétla. Jsou schopny si vyvinout vyvojovou odpoveéd’ na urcité
podminky, aby se zvySila Sance na jejich preziti a rozmnozovani. Tato odpovéd’ se nazyva
fotomorfogeneze (McNellis a Deng, 1995).

Vyvojova odpovéd organismu rostliny na svételnou informaci se oznacuje jako
fotomorfogeneze. Rostlina vyvijejici se na svétle ma charakteristicky kratky hypokotyl,
tlusty stonek a rozvinuté zelené délozni listy, které jsou fotosynteticky aktivni.
V porovnani s rostlinami rostoucimi ve tme — skotomorfogeneze. Ty maji typicky svétly
a tenky hypokotyl, jejich d€lozni listky nejsou rozvinuty a z divodu absence funkénich
chloroplasti jsou bilé az svétle zelené (Jones a kol., 2013). Fotomorfogeneze a
skotomorfogeneze se v prabéhu rustu rostliny prolinaji. Semena nejprve klici pod zemi
¢ili v prostiedi tmy. Rist hypokotylu je v této fazi velmi rychly. Vzrostny vrchol rostliny
s déloznimi listky jako prvni proristaji do prostiedi se svétlem, aby mohly postupné

zajistovat tvorbu energie fotosyntézou pro dalsi rist (Nemhauser a Chory, 2002).
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Fotomorfogeneze je negativné regulovana represorem COP1 (CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENETIC 1). COP1 je protein, ktery pii absenci svétla zabrariuje
prubéhu fotomorfogeneze, proto mutace COP1 zpusobuje fotomorfogeneticky fenotyp
rostlin pfi rastu ve tme€ (McNellis a kol., 1994; Stoop-Myer a kol., 1999; Han a kol.,
2020). COP1 je slozen ze tii funkEnich domén, a to z N-konce obsahujici RING-finger
(Really Interesting New Gene Finger) doménu, coiled-coil domény slozené z nékolika
a-helixa stocenych okolo sebe a WD40 domény na C-konci (Deng a Quail, 1992; Stoop-
Myer a kol., 1999; Holm a kol., 2001; Han a kol., 2020). V rostlinach zastava funkci E3

ubikvitin ligazy, jez degraduje transkripcni faktory ve 26S proteazomu a tim ovliviiuje

genovou expresi (Obr. 2).

i Light

COP1

X
26S
@ @ copq Proteasome

Phot hog
Cytoplasm o

\.

Obr. 2: Schéma regulace genové exprese pomoci COP1 (pfevzato z Xu a kol., 2014).

2.3 Fotoreceptory

Pro vnimani svétla jako signalu potfebuje rostlina specialni receptory — fotoreceptory.
V rostlinach se celkoveé nachazi né€kolik druht fotoreceptorii. Ty jsou kategorizovany
do tfi skupin podle vinovych délek, které vnimaji (Obr. 3). Fotoreceptory vnimajici
dlouhovinné cervené svétlo (FRL) o vlnové délce 710-750 nm a Cervené svétlo (RL)
o vlnové délce 620-700 nm se nazyvaji fytochromy (PHY) (Bae a Choi, 2008).
Kryptochromy (CRY), fototropiny (PHOT) a zeitlupe (ZTL) piijimaji signal modrého
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svétla (BL) o vlnové délce 350-500 nm a ultrafialové A zafeni (UV-A) o vlnové délce

315-400 nm (Lin, 2002).

280 315 400 -

Perceived light éUV»B UV-A Blue Green Red Far-red!

- Cryptochromes

Photoreceptors : Phototropins,
: zeitlupes

Obr. 3: Rozd¢leni fotoreceptori podle vinovych délek (pfevzato z Buchanan a kol., 2015).

2.3.1 Fytochromy
Fytochromy byly poprvé objeveny v roce 1959 Butlerem a kol., a to jako fotoreceptory

zprostredkovavajici vyvojovou odpoveéd organismu na piijaté sveételné signaly z oblasti
viditelného svétla RL a FRL. Jsou to biliproteiny o velikosti 240 kDa a tvoii dimery (jsou
slozeny ze dvou podjednotek), kde kazda podjednotka dimeru ma velikost 120 kDa.
Fytochrom je slozen z fotoreaktivni prostetické skupiny fytochromobilinu (chromoforu),
slozeného z linearniho tetrapyrrolu ptipojeného pomoci thioesterové kovalentni vazby
k cysteinovému zbytku apoproteinu (polypeptidu) (Jones a kol., 2013).

Fytochromy (PHY) existuji ve dvou moznych forméch, absorbuji RL a jsou
fotolabilni (Pr) anebo FRL a jsou fotostabilni (Pfr) (Quail, 1997; Quail, 2002).
Tetrapyrrol absorbuje svétlo a umozni reverzibilni konformacéni zménu mezi formou Pr a
Pfr. V rostlinach rostoucich ve tmé je pfitomna neaktivni forma Pr a po ozafeni RL
se konvertuje do Pfr formy, ktera je biologicky aktivni. Po osviceni FRL se forma Pfr
zpatky zméni na neaktivni formu Pf (Obr. 4). Pf a Pfr maji moznost fotoreverzibilni
inaktivace jako jediné zfotoreceptori a jsou nazyvany , fotopiepinaci“ (Ulijasz a

Vierstra, 2011).
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Chromophore: phytochromobilin

H
1 \ R
Prlo )\ N/H R - ,(\ \ 1‘;
o || ot YA T XK
o S N /B 27—N [ Tp\
)l NG o
4 H !
a9 [T g L H o\
= | |Hs | \ o
a ) ! Pr -
Lﬁ'“ Thioether Cis isomer
Gin linkage
1
Red light
converts s
cis to trans \ _©
P ¢
—\/D \
- ? R Py
Pro ) S RN_A / w
e _/ N \ / 7 )—11s
AL St LS
Ser I AR A
5 5 N 10 H Trans isomer

1
Cys—1—
1
His
1
Leu
1

Gin
1

Obr. 4: Piechod mezi aktivni a neaktivni formou fytochromu (pfevzato z Taiz a Zeiger, 2010).

Po aktivaci je Pfr translokovan z cytoplazmy do jadra, ziskava schopnost autofosforylace
a kinazovou aktivitu. Svoji kinazovou aktivitou zpusobuji fosforylaci faktord
interagujicimi s fytochromy (PIF; Phytochrome Interacting Factors) (Leivar a Quail,
2011). Tyto faktory negativné reguluji stabilitu transkripcnich  faktori.
Po fosforylaci jsou nasledné PIF degradovany za tcasti ubikvitinu v proteazomu. (Ni a
kol., 1998).

Modelovy organismus Arabidopsis thaliana obsahuje pét genu, které koduji
fytochromy — PhyA, PhyB, PhyC, PhyD a PhyE. PhyA je v rostlinach pfitomen hlavné
ve tmé ve forme Pr, a je fotolabilni. V rostliné Solanum Ilycopersicum bylo roku 1995
Hauserem a kol. objeveno pét gent kodujicich apoproteiny fytochromu, a nasledné byly
klasifikovany jako PhyA, PhyB1, PhyB2, PhyE a PhyF. Hlavni ucast fytochromu je
v rostlinach pfi klieni, de-etiolizaci, inhibici ristu stonku a prodluzovani fapiku, rastu
list, vyvoji chloroplasti, biosyntéze chlorofylu, vétveni, kveteni a senescenci.

Fytochrom A (phyA) je rychle degradovan na RL za pusobeni COP1 E3 ubikvitin
ligazy. V mutantni rostlin€ cop/ je degradace phyA pouze sniZena, a nikoliv celkové
blokovana. To dokazuje, Ze degradace phyA neni zprostfedkovana pouze pomoci drah
zavislych na COP1. Fytochrom B (phyB) je ve tmé v neaktivni formé a po ozéafeni RL je
aktivovan a prenesen do jadra, kde dale pfedava svételnou signalni informaci. Jeho
degradace reguluje ukonceni prenosu informace a je zprostredkovana navazanim COP1

na N-konec molekuly phyB a zapojenim 26S proteazomu (Smirnova a kol., 2012).
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Fytochromy miizou zprostiedkovéavat tii riizné odpovédi na piijimané svétlo. Radi
se zde very-low fluence response (reakce k velmi nizkému ozareni; VLFR), low fluence
response (reakce k nizkému ozareni; LFR) a high-irradiance response (reakce
k vysokému ozateni; HIR) (Casal a kol., 1998). Prvni z nich se nazyva VLFR, a nastava
v kli¢icich semenech s extrémni citlivosti na svétlo a je zprostfedkovana phyA a také
fytochromem E (phyE) a fytochromem D (phyD). VLFR se udava pomérem piitomnych
Pfr/Pfr+Pr s mensi hodnotou, nez je 0,1 % coz muZze byt také zpuisobeno impulsy FRL.
Tato reakce se Casto objevuje v semenech, ktera jsou po delsi dobu v ptidé. Druha mozna
reakce na svétlo je nazyvana LFR a ma pomér Pfr/Pfr+Pf vys§i nez VLFR. Jsou zde
zahrnuty témét veskeré fotoreversibilni odpovédi na RL a FRL. V této odpovédi je
zapojen receptor phyB. Posledni moznou reakci je HIR, stejné jako VLFR, je vedena
prostfednictvim phyA. HIR vSak neni fotoreversibilni, ale stejné tak jako predeslé faze je

zavisla na intenzité svétla (Arana a kol., 2007).

2.3.2 Kryptochromy
Receptory BL a UV-A se nazyvaji kryptochromy (CRY). Jsou to flavoproteiny o velikosti

70 az 80 kDa majici podobnou strukturu chromofor vazajici domény jako DNA enzymy
fotolyazy. OdliSuji se vsak chybéjici fotolyazovou aktivitou. Poprvé byl gen CRY-1
izolovan z Arabidopsis thaliana v roce 1993 a nasledné byl objeven ve vSech
mnohobunéénych eukaryotickych organismech (Ahmad a Cashmore, 1993).

Kryptochromy jsou slozeny ze dvou domén, a to z C-koncové a N-koncové
domény. C-koncova doména je zapojena do interakce s jinymi proteiny a translokace
mezi cytosolem a jadrem, na jejim konci se nachazi CCE (cryptochrome C-terminal
extension). N-koncova doména je pojmenovana jako PHR (photolyase-related), ma totiz
podobnost s DNA fotolyazou a je zodpovédna za navazani chromoforu ke kryptochromu
(Obr. 5). PHR doména zprostiedkovava dimerizaci kryptochromu, ktera je klic¢ova
pro funkci fotoreceptoru. Geny CRY 1, CRY2 a CRY3 obsahuji jesté konzervativni motiv
DAS. V piipadé CRY1 a CRY?2 se nachazi mezi PHR a C-koncovou doménou, u CRY3
je mezi N-koncovou a PHR doménou. Protein CRY je fotostabilni a CRY2 je fotolabilni.
(Yu a kol., 2010). Protein CRY3 je také nazyvan CRY-DASH a je detekovan, na rozdil
od CRY1 a CRY?2, které se nachazi v jadfe, v mitochondriich a chloroplastech (Kleine a
kol., 2003).
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MTHF FAD

Obr. 5: Struktura kryptochromu. Na N-koncové doméné je navdzana PHR doména, do které se vazou

MTHF (methenyltetrahy drofolat) a FAD (flavinadenindinukleotid) a na C-koncovou doménu se vaze CCE
doména (upraveno podle Cashmore a kol., 1999).

Vedeni signalu pomoci kryptochromi je v nékterych ohledech podobné jako
u fytochromu. Je zde podobnost mezi CRY2 a PhyA, kdy jsou oba fotolabilni a aktivni
pouze v jadie. Fosforylace CRY1 a CRY2 je zpusobena aktivitou bunénych kinaz
vazajicich se na C-koncovou doménu. Je dilezita pro konformacni zménu proteinu,
odhaluje tak mista pro vazbu sjinymi signalnimi faktory jako je naptiklad COPI.
Kryptochromy jsou schopny vazat se s fytochromy a ty maji moznost fosforylovat je (Liu
a kol 2011).

Kryptochromy obsahuji dva kofaktory chromoforu: flavin adenin dinukleotid
(FAD) a pterin (methenyltetrahydrofolat; MTHF). MTHF se po absorpci BL excituje a
predava elektrony na ve tmé neaktivni molekulu FADox (FAD v oxidovaném stavu).
FAD,x se ozafenim BL castecné redukuje na FADH- (flavosemichinon). Fotocyklus
kryptochromt je ovlivnén nejen BL a tmou (D), ale také zelenym svétlem (GL) (Obr. 6)
(Jones a kol., 2013).

BL GL
FAD ¥ > FADH- 4 » FADH-
(neaktivni) D (aktrvni) D (neaktrvni)
D

Obr. 6: Fotocyklus kryptochromu — aktivace pomoci BL a D, inaktivace pomoci GL a D (upraveno podle
Jones a kol., 2013).

V Arabidopsis thaliana se vyskytuji kryptochromy jako jaderné proteiny regulujici
prodluzovani stonku a kofene, rozvinuti listi, fotoperiodicitu kveteni, otevirani praduchu,
apoptozu a cirkadianni hodiny (Lin a Shalitin, 2003). U Solanum lycopersicum jsou

kédovany ctyii kryptochromy: CRY1a, CRY1b, CRY2 a CRY3. CRYla a CRY2 maji
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moznost odpovédi LFR a HIR, aktivné se podileji na fotomorfogenezi. Kdezto u genu
CRY1b stale neni znamo, zda koduje funkéni fotoreceptory (D'Amico-Damido a kol.,

2021).

2.3.3 Fototropiny
Fototropiny jsou dal§im druhem receptori BL a UV-A. Jejich nazev je odvozen ze studie

fototropismu u epikotyld hrachu, u kterého byly poprvé objeveny. Stejné jako
u kryptochromu se jedna o flavoproteiny. Maji velikost okolo 120 kDa. Jsou to proteiny
spojené s plazmatickou membranou, které se po absorpci BL podrobi autofosforylaci.
(Jones a kol., 2013).

Fototropiny jsou slozeny ze N-koncové fotosenzorické domény, C-koncové
serin/threonin kinazové domény a ze dvou LOV domén (light, oxygen and voltage)
pfijimajicich svételné signaly z kofaktoru FMN (flavinmononukleotid) - LOV1 a LOV2
(Obr. 7). N-koncova a C-koncova doména jsou ve tmé spojeny a kindza na C-konci je
neaktivni. Kdyz FMN absorbuje BL, tak se kovalentné navaze na cysteinovy zbytek LOV
domény. Touto vazbou se zméni celkova konformace molekuly fototropinu, konkrétné
casti zvané Ja-helix, nasledné se uvolni misto pro navazani ATP na serin/threoninové
kinaze a nastava autofosforylace. Ta je dulezita pro translokaci fototropinu z plazmatické

membrany dovnitf buiiky a tim pfenasi signal do jadra (Hart a Gardner, 2021).

LOV1 LOV2 Ja-helix Ser/Thr kindza

NH: - P P -j - coon

Obr. 7: Struktura fototropinu. Na N-konci se nachdzi LOV1 a LOV2 doména, do kterych se vaze FMN

(flavinmononukleotid), dale Jo-helix doména a na C-konci je navdzand serin/threonin kinaza (upraveno
podle Inoue a kol., 2010).

Po objeveni fototropinti v hrachu, byly nasledné objeveny v Arabidopsis thaliana geny
kodujici fototropiny, a to konkrétné PHOTI a PHOT?2. Fotoreceptor PHOT1 ovliviiuje
rast kotyledonu a hypokotylu, PHOT1 a PHOT2 spolecné fidi fototropismus, pohyb
chloroplastt, otevirani praduchi a iontovy transport.

Fototropismem je nazyvan pohyb rostlin, kdy dochézi k ohybu jednotlivych ¢asti
rostlin plUsobenim svételného zafeni. Pokud se casti rostliny ohybaji smérem

ke svételnému zdroji, jedna se o pozitivni fototropismus, pokud ale dochazi
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k negativnimu fototropismu, tak se ¢asti rostlin od svételného zdroje odvraceji. Takto jsou
rostliny schopny regulovat alespon CasteCné piijem svételného zareni pro své potreby.
Jelikoz PHOT1 a PHOT2 jsou schopny fidit pohyb chloroplastt, je zde patfi¢na
zminka o tomto mechanismu. Chloroplasty mizou migrovat v bunkach na zakladé
intenzity osvétleni BL. Kdyz jsou listy podrobeny pouze slabému zafeni BL, chloroplasty
se stavi v burice paraleln€ s povrchem listu, aby mohly zachytit co nejvice svétla. Putuji
k horni a dolni sténé palisadového parenchymu. Pokud je vSak zafeni BL pfili§ silné,
chloroplasty migruji do mist okolo bunécné stény tak, aby byly rovnobézné s dopadajicim
svétlem, absorbovaly co nejméné svétla a tim se vyhnuly poSkozeni fotosyntetického

aparatu zpusobenému nadmérnym zafenim (Obr. 8) (Kagawa a Wada, 1999).

SLABE ZARENI( SILNE ZAREN(

pRRpiiil

OO0,

oocods

Obr. 8: Pieskupeni chloroplasti v rostlinné burice na zaklad¢ intenzity osvétleni (upraveno podle Suetsugu
a Waga, 2007).

Otevirani praducha (stomat) je stejné€ jako pohyb chloroplasti fizeno PHOT1 a PHOT2.
Jedna se o odpovéd’ rostliny na BL. Priduch se sklada ze dvou svéracich bunék, mezi
kterymi se nachazi priduchova §térbina. Svéraci buriky reguluji velikost §térbiny svym
pohybem a tim i transpiraci a vymeénu plynti. Mechanismus otevirani priaducht je zalozen
na aktivit¢ H'-ATPazy, ktera se nachazi na membranach svéracich bunék. H'-ATPaza
se aktivuje diky fosforylaci serin/threoninovych zbytka na C-koncové domén¢ piitomné
v molekule fototropinu (Kinoshita a kol., 2001; Christie, 2007; Inoue a Kinoshita, 2017).
Takto aktivovany fototropin fosforyluje dalsi kinadzu, konkrétné BLUS1 (Blue Light
Signaling 1), ta nepifimo pienasi signal na PP1 (protein fosfatazu 1) a dalsi dosud neznamé
Po tomto kroku zde dilezitou roli zastava regulacni protein 14-3-3 vazajici se

na fosforylované misto na C-konci H'-ATPazy a méni jeho konformaci. Pravé diky
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zménéné konformaci H'-ATPaza transportuje protony vodik pfes plazmatickou
membranu ven z buriky a uvnitf buniky se zvysuje koncentrace zapornych iontti a dochazi
k hyperpolarizaci membrany. Oteviou se draselné kandly, které vpusti do cytosolu
sveracich bunék draselné ionty a dochazi ke zvySeni turgoru bunék, ty pak nasavaji vodu
z okoli. Svéraci buriky z tohoto divodu zacnou meénit svij tvar a pruduch se zaCne

postupné otevirat (Inoue a Kinoshita, 2017).

2.3.4 Dalsi fotoreceptory vnimajici modré svétlo
V nedavné dobé¢ byla identifikovana jesté tieti skupina fotoreceptort vnimajici BL a UV-

A. Jeji nazev je zeitlupe, v prekladu z némciny ,,zpomaleny chod“. Svoji strukturou jsou
podobné fototropinim. Skladaji se z fotoaktivni LOV domény vazajici FMN, navic oproti
fototropinim obsahuji jest€ F-box doménu. F-box proteiny jsou soucasti E3 ubikvitin
ligazy ajsou spojovany s velkym mnozstvim bunécnych funkci. Ovliviiyji prenos signalu,
hormonalni aktivitu, a dokonce reguluji 1 bunéény cyklus rostliny. (Jones a kol., 2013)
Vedle F-boxu se nachdzi KELCH repetice. KELCH repetice jsou slozeny ze Sesti
tandemovych repetic a skladaji se do B-helix struktury. V Arabidopsis thaliana byly
objeveny tfi typy genu kodujici fotoreceptory zeitlupe, konkrétné Z71 (Zeitlupe), FKF'1
(flavin-binding kelch repeat F box protein) a LKP2 (LOV kelch protein 2). Spolecné
se podili na regulaci proteolyzy komponentt, které reguluji dobu kveteni a cirkadialni
hodiny (Zoltowski a Imaizumi, 2014).

Jako dalsi fotoreceptory podobné svou strukturou fototropinim jsou neochromy.
Tyto fotoreceptory maji shodnou LOV doménu spojenou s fytochromovou
fotosenzorickou doménou. Znamena to, ze neochromy jsou fotoreceptory vnimajici

jak BL, tak RL (Jones a kol., 2013).

2.4 Rostliny a stres

Rostliny jsou kazdodenné vystavovany ruznym stresovym faktoriim z okoli. Jsou to
podminky vnéjsiho prostiedi majici dopad na jejich rast, vyvoj a také produktivitu.
Jelikoz se rostliny nemizou samy pohybovat a pfesouvat z mista na misto, musely si
vytvofit obranné mechanismy a odpoveédi vaci stresim.

Stres pusobici na rostliny délime na stres abioticky a bioticky. Mezi faktory

zpusobujici bioticky stres se fadi interakce s dal§imi zivymi organismy. Muze se jednat
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o ruzné viry, bakterie, houby, hmyz anebo herbivory. Abioticky stres je zpusoben
nepiiznivymi chemickymi a fyzikalnimi podminkami. Jednad se o extrémné nizké a
vysoké teploty, nadbytek ¢i nedostatek vody nebo osvétleni, prilisné zasoleni ¢i okyseleni
pudy, mechanické faktory a také poranéni, pfitomnost toxickych latek a spousta dalSich
faktorti (Jones a kol., 2013).

Rostliny na stres reaguji na stres riznymi zpusoby, od zmén genové exprese a
bunééného metabolismu po zmeény rastové. Reakce, kterou rostlina vici stresu vyvine je
zavisla na jeho délce pusobeni, zavaznosti, intenzit€, mnozstvi, kombinaci vice typu
stresovych faktort a také na organu nebo pletivu, které jsou danym stresem ovlivnény
(Ahmad a Prasad, 2012). Rostliny se miizou ve svém prostiedi aklimatizovat, a to tak,
ze v prub€hu Zivota zvySuji toleranci vaci stresovému faktoru, kterému jsou postupné
vystavovany a upravuji svoji vnitini homeostazu. Dale se rostliny mizou adaptovat
na stresové faktory. Adaptaci se rozumi geneticky determinovana rezistence ziskana
procesem selekce probihajici v mnoha generacich. Adaptace je tedy dédicna vlastnost

rostlin udavajici moznost odolavat stresovym faktorim (Buchanan a kol., 2015).

2.4.1 Abioticky stres
Hlavnimi faktory zpusobujici abioticky stres je sucho, vysoka teplota, nizka teplota a

nedostatek zivin. Pravé extrémni teploty, zasoleni pudy a sucho ovliviiyji rist rostlin
nejvice a maji velky vliv na péstovani potravin pro lidstvo. Rostliny malo odolné vici
stresum potiebuji velké mnozstvi vody a hnojiv pro svij rist. Témto pozadavkam je
v nékterych ¢astech planety téméf nemozné vyhovét. Pravé proto je zasadni zjistit a
pochopit mechanismy, kterymi se rostliny brani vici stresovym faktorim ¢ili adaptace a

aklimatizace a vyuzit je pro vyslechténi odolnéjsich rostlin (Zhu, 2016).

2.4.1.1 Stres vyvolany suchem
Vodni deficit, sucho, rostliny rozpoznavaji v kofenovém systému a nasledné tuto

informaci prenasi do nadzemnich Casti rostlin. Tento signal je vyuzit pro syntézu
fytohormonu ABA v listech. Ta ma za tkol regulovat veskeré odpovédi na stres vyvolané
suchem. Mezi odpovédi se fadi uzavirani priduchti anebo genova exprese stresovych
proteinti. Dale takeé fidi rist kofenti do vétsi hloubky a inhibici ristu vyhona (Takahashi
a kol., 2018).

Jen tézko lze hodnotit, jak velky stres suchem rostliny zazivaji. Charakterizuje se

proto hlavné stav vody v rostlinach, a to vodni potencial bunek. Aby mohly rostliny
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optimalné rust, je zapotiebi buriky udrzovat v plné turgescentnim stavu. Ten je ale
dosazitelny pouze v nocnich hodinach. Pfes den rostliny pfijimaji oxid uhlicity
pro fotosyntézu otevienymi pruduchy. Timto zpisobem vSak rostliny zaroven ztraci
vodu. Hodnota vodniho potencialu listd poukazujici na mirny vodni stres je do -0,5 MPa,
pokud tlak klesa na hodnoty -0,5 az -1,5 MPa hovotime o stfedné velkém a pii hodnotach
pod -1,5 MPa o velmi silném vodnim stresu. Listy rostlin zacinaji vadnout v pfipade
prekroceni hranice vodniho potencidlu -1,5 MPa. Prvni odpovédi rostlin zasazenych
suchem je zastaveni rustu, teprve poté se objevuji dal§i znamky, a to je vadnuti listd,
zmény v metabolickych procesech a piipadny uhyn rostliny (Prochazka a kol., 1998).
Z toho vyplyva, ze stres z nedostatku vody je velmi uzce spjat s dal§imi druhy abiotického

stresu, jedna se napriklad o stres osmoticky nebo oxidativni (Kuromori a kol., 2022).

2.4.1.2 Oxidativni stres
Veskeré druhy abiotického a biotického stresu vedou k naruseni metabolickych procesu

v rostlinach. V tomto pfipadé vznikaji v riznych metabolickych drahach vedlejsi
produkty, které se Casto vyznacuji svou toxicitou. Jednim z hlavnich takto vzniklych
meziproduktt jsou volné kyslikové radikaly (ROS; reactive oxygen species), ty jsou
velice reaktivni a pro rostliny tim padem velmi nebezpecné (Kuromori a kol., 2022).
ROS zplisobuji vazné poskozeni bunek a vSech stavebnich materialti (proteina a
lipidi)), RNA i DNA. Nejvice zastoupenymi ROS v bunkach je singletovy kyslik (O2),
peroxid vodiku (H202), superoxidovy anion (0O:7), hydroxylovy radikal (HO™),
perhydroxylovy radikal (HO:") a ozon (Os). Na odstranéni téchto volnych kyslikovych
radikalt se rostliny vyvinuly enzymatické i neenzymatické systémy (antioxidanty),
které aktivuji v podminkach sucha. Antioxidanty neenzymové povahy jsou napfiklad
karotenoidy, flavonoidy a polyamidy. Enzymy pusobici jako antioxidanty jsou
superoxiddismutaza, katalaza anebo glutathionperoxidaza (Jones a kol., 2013; Buchanan

a kol., 2015).

2.4.2 Svételné signalni drahy a abioticky stres zpusobeny suchem
Rostliny odpovidaji na stres zptisobeny suchem rizné, mezi hlavni odpovédi patii zmény

jak v morfologickych, tak fyziologickych i molekularnich ohledech (Hussain a kol., 2018;
Junior a kol., 2021). Prvni studie, ktery se zabyvala zjistovanim interakce mezi

svételnymi signalnimi drahami a stresem z nedostatku vody, byla provedena Kraepielem
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a kol. roku 1994 na mutantnich rostlinach tabaku virginském a pozd¢ji na mutantech phyB
rostliny Arabidopsis thaliana.

Svételné signalni drahy jsou zapojeny v odpovédi rostlin na abioticky stres.
Klicovymi zprostiedkovateli t€chto odpovédi jsou fytochromy. Ty muzou modulovat
stres zpusobeny suchem od kliCicich semen az po kveteni. Fytochromy jsou velmi uzce
spjaty s ABA a jsou schopny snizovat expresi gent potiebnych pro jeji metabolismus
(Sanchez a kol., 2002; Mollard a Insausti, 2009; Carvalho a kol., 2011). Mutantni rostliny
majici defekt v signalni draze fytochromu si vyvinuly urcité obranné mechanismy vici
stresu ze sucha, a to naptiklad drivéjsi kveteni u ryze (Du a kol., 2018). Mutant phyB
rostliny Arabidopsis thaliana a mutanti phyB1 phyB2 rostliny Solanum lycopersicum
v prostiedi s nedostatkem vody vykazovaly oproti WT nizsi konduktanci praduchd. Tato
reakce na stres je opét spojovana s indukci syntézy ABA (Boggs a kol., 2010; Gonzalez
a kol., 2012; Junior a kol., 2021).

Fytochromy skupiny B jsou po téchto studiich oznadovany za kliCové
zprostredkovatele tolerance rostlin k suchu. VySe bylo zminéno, ze ovladaji uzavirani
pruducha a tim snizuji ztraty vody rostlin. Tim se ale také snizuje fotosynteticka aktivita
rostliny, protoze uzavirani pruduchd sniZuje transpiraci a také pfijem oxidu uhlicitého
(Boccalandro a kol., 2009). To vse souvisi s tvorbou ROS, které byly popsany vyse.

Kryptochromy jsou také dulezitou soucasti odpovedi rostlin na abioticky stres,
konkrétné stres zpusobeny suchem. Puvodné byla uloha zapojeni kryptochroma
do odpovédi na stres ze sucha objevena u rostliny Arabidopsis thaliana, kde dvojity
mutant crylcry2 vykazoval vétsi toleranci k suchu nez WT. Na druhou stranu transgenni
rostliny, které jsou charakteristické nadmirou exprese proteinu CRY1, s nazvem CRYI-
ovx se vyjimaly pravé zvysSenou ztratou vody, nebot u nich bylo zavirani priduchu
ovlivnéno negativné. Diky tomuto bylo zji§téno, Ze kryptochromy s nejvetsi
pravdépodobnosti interaguji s COP1, kdy tento protein funguje jako represor otevirani
pruduchid. Na regulaci odpovédi rostlin na sucho zprostiedkovavané kryptochromy ma
velky vliv interakce s dal§imi fotoreceptory a fytohormony (zejména ABA). Nicméné,
stale neni plné€ objasnéno, jakym zptisobem funguje mechanismus tolerance k suchu takto
zprostredkovanou (Kang a kol., 2009; D' Amico-Damido a kol., 2018).

U mutantni rostliny Solanum Ilycopersicum 7B-1 bylo zji§téno, ze je rezistentni
vuci nékterym abiotickym stresim za podminek BL. 7B-1 v porovnani s WT (wild type)

vykazuje fotomorfogenezi hypokotylu indukovanou BL. Rezistenci vuci stresu
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zpusobené suchem muze byt ovlivnéna také vysSSim obsahem ABA, ktera reguluje
zavirani pruducht (Fellner a Sawhney, 2001).

Mutantni rostlina Solanum lycopersicum hp-1 (high pigment-1) vykazuje
zvySenou citlivost ke vnimani BL a RL Obsahuje mutaci v genu DDB/1 ve fytochromové
draze a vykazuje zvySené reakce zprostiedkované fytochromy a také zesilenou fototropii.
hp-1 ve velkém mnozstvi produkuji pigmenty jako jsou karotenoidy, antokyany a
flavonoidy. Jak jiz bylo zminéno vyse, presné tyto latky pasobi jako antioxidanty a jsou
ucinné v boji proti oxidativnimu stresu. Tato mutace ve svételné signalni draze je

pro rostliny prospesna, protoze zvysuje produkci pigmentt (Levin a kol., 2000).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Rostlinny material

Pro pokusy v experimentalni Casti byla pouzita semena vybranych genotypu rajCete
Solanum lycopersicum L., kultivar Rutgers (dale jen WT) a od n€j odvozen mutant 75-1.
Dale byla pouzita semena recesivnich mutantt cryl-1 a cryl-2 odvozenych od kultivaru
Money Maker (cv. MM). Mutace byla generovana y-zafenim, je ptfitomna v genu CRY/
a vykazuje defekt ve vnimani modrého svétla (Weller a kol., 2001). Dalsi rostlina pouzita
pro experimentalni Cast, byl recesivni mutant sp-/ odvozeny od kultivaru Rutgers
LA3004 (Kendrick a kol. 1994), ktery obsahuje mutace v genu DDB/ (UV-damaged
DNA binding protein 1; Li a kol., 2016) a vykazuje zesilené fytochromové reakce a
zesileny fototropismus (Srinivas a kol., 2004). Jako posledni byla pouzita semena
recesivniho mutanta #i/, odvozeného od kultivaru GT a wvykazujictho deficit

ve fytochromu B1 (Van Tuinen a kol., 1995).

Semena mutanta 7B-/ byla laskavé poskytnuta V. K. Sawhney, University of
Saskatchewan, Saskatoon, Canada, semena mutanti cryl/-I a cryl-2 byla laskavé
poskytnuta R. E. Kendrick, Wageningen University, Wageningen, The Netherlands.
Semena mutanti #ri/ a hp-1 byla laskavé poskytnuta C. M. Rick, TGC: Tomato Genetics

Cooperative, http://tgc.ifas.ufl.edu/.

3.2 Material a metodika

3.2.1 Seznam pouzitych chemikalii

= 70% a 96% ethanol (EtOH)

* Deionizovana voda

* MES pufr (2-(N-morfolino)ethan sulfonova kyselina, Serva, Némecko, CAS-No:
29834.02)

*  MS médium (Duchefa Biochemie, Nizozemsko, Prod. No: M0221.0100)

» Polyethylenglycol 4000 (PEG 4000, Sigma-Aldrich, Némecko, CAS-No: 25322-
68-3)

= Phytagel (Sigma-Aldrich, Cina, CAS-No: 71010-52-1)
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» Roztok hydroxidu draselného (KOH) o koncentraci 1 mol/l
* Roztok SAVO (NaClO, 2,8 % aktivniho chléru)
= Sachardza (Lach-Ner, Ceska republika)

3.2.1 Seznam pouzitych pristroju

* Analytické vahy

* Autoklav

* Kultivaéni komora (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko)
s Cervenym svétlem (zdroj Cerveného svétla byla zafivka Philips TLD36W/15-
Red s maximalni intenzitou osvétleni 10 umol m-2 s-1 pfi vinové délce 660 nm

* Kultivaéni komora (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko)
s modrym svétlem (zdroj modrého svétla byla zativka Philips TLD-36W/18-Blue
s maximalni intenzitou osvétleni 10 pmol m-2 s-1 pfi vinové délce 440 nm

* Laminarni flowbox

* Lednice

* Magnetickd michacka

* pH metr

* Predvazky

3.2.3 Priprava média
Jednotlivé rostliny byly péstovany na phytagelovém kultivacnim médiu Murashige-

Skoog (MS) (Murashige and Skoog, 1962). Pro pfipravu 2 1 MS média bylo pouzito
20 g sacharézy, 8,6 g MS média, 0,3904 g MES pufru. Jednotlivé slozky MS média byly
postupné pridavany a rozpustény v 3 1 Erlenmeyerové barice s obsahem 1 1 deionizované
vody (dH20) za stalého michani na magnetické michacce. Objem byl po rozpusténi vech
latek doplnén destilovanou vodou na 2 1 a s pomoci pH metru bylo upraveno pH
na hodnotu 6,1 1M roztokem hydroxidu draselného.

Do 5 termolahvi o objemu 0,5 1 bylo navazeno 2,8 g phytagelu a do kazdé z lahvi
bylo nalito 0,4 1 média. Takto pfipravené médium bylo sterilizovano
v autoklavu. Diky sterilizaci média v autoklavu kleslo pH z hodnoty 6,1 na hodnotu 5,7,
ktera je optimalni pro rust rostlin. Po sterilizaci bylo vychladnuté médium skladovano
v lednici. Pro dalsi pouziti byla potfeba médium rozehidt v mikrovinné troubég,

aby zménilo svij tuhy stav na kapalny a bylo s nim mozné manipulovat.
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V piipadé pripravy MS média s obsahem polyethylenglykolu 4000 (PEG) byl
v prubé&hu rozpousténi latek v destilované vode pifidan PEG do Erlenmeyerovy bariky.
Pro piipravu 2 1 MS média o koncentraci 5% PEG bylo navazeno 100 g PEG, pti 10%
PEG 200 g a 15% PEG 300 g. Do termolahvi byly navazeny 4 g phytagelu, nebot 10 a
15% PEG s phytagelem reaguje a v menSich koncentracich phytagelu médium neztuhne.
Tesné po vytahnuti médii s 10 a 15% PEG z autoklavu, byla média rozlita do sterilnich
kulatych Petriho misek (pramér 90 mm), které byly nasledné oblepeny parafilmem a
skladovany v lednici, protoze by po opakovaném zahtati v mikrovinné troubé jiz

neztuhlo.

3.2.4 Vysev semen
Pro kazdy experiment bylo napocitano 300 semen od kazdého genotypu. Nasledné kroky

probihaly v laminarnim boxu za sterilnich podminek. Semena byla sterilizovana
v 50 ml plastové zkumavce s obsahem asi 40 ml zfedéného roztoku SAVO po dobu asi
30 minut za obCasného protfepani. Vysterilizovana semena byla Sestkrat promyta sterilni
destilovanou vodou pomoci 10 ml automatické pipety. Takto vysterilizovana semena byla
vyseta pinzetou sterilizovanou ozehnutim nad plamenem na ztuhlé zakladni MS médium
v Petriho miskach Nasledné byly misky oblepeny dvakrat paskou z netkané textilie
(SoftPore, Ceska republika), zabaleny do alobalu a kultivovany ve vertikalni poloze

v kultivacni mistnosti ve tmé pfi konstantni teploté 23 °C po dobu 3-4 dni.

3.2.5 Prenos vykli¢enych semen
Vyklicena semena byla za sterilnich podminek v lamin&rnim boxu transferovana pomoci

sterilni pinzety do novych Petriho misek s MS médiem obsahujicim PEG
o koncentracich 0, 5, 10 a 15%. Do kazdé misky bylo pfeneseno maximalné 8 vykli¢enych
semen, kterd méla podobné€ dlouhé klicky. Nasledné byly vSechny misky oblepeny
dvakrat paskou z netkané textilie a semena kultivovana ve vertikalni poloze

v kultivacni mistnosti ve tmé, pod modrym a ¢ervenym svétlem po dobu 7 dni.

3.2.6 Méreni rostlin a hodnoceni experimentu
Po 7 dnech kultivace byla u kazdé rostliny zmétena délka hypokotylu a kofene s presnosti

na 1 mm. Naméfené hodnoty byly zaznamenany do tabulek, nasledn€ vypocitana

prumérna délka hypokotylu a kofene v zavislosti na svételnych podminkach pro kazdy
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genotyp zvlast. Z téchto hodnot byla vypocitana smérodatna odchylka a procentualni

inhibice. Vysledky byly graficky zpracovany do vysledkové Casti bakalarské prace.
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4 VYSLEDKY

4.1 Vliv polyethylenglykolu na rustové reakce korene

4.1.1 Mutant 7B-1
Na Obr. 9 lze v prvni fadé vidét stimulacni G¢inek BL a RL na rustu kofene rajcete

u genotypu cv. Rutgers (dale jen WT) pii absenci PEG. Pfi ristu ve tmé bez ptitomnosti
PEG dosahovaly kofeny prumémé délky 60,4 mm, zatimco pii rustu pod BL 78,7 mm a
RL 88,8 mm. U mutanta 7B-/ lze z grafu vy¢ist, ze pii absenci PEG byla délka kofene
etiolovanych rostlin o néco vétsi nezu WT a BL a RL stimulovalo rast kofene podobnou
meérou. Za pritomnosti PEG v kultivacnim médiu (5 az 15 %) byla délka kotene obou

genotypu postupné redukovana, a to ve tm¢, na BL i RL.
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Obr. 9: Grafy zavislosti délky kofene rostlin Solanum lycopersicum cv. Rutgers a od n¢j odvozeného
mutanta 7B-1 na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v riznych svételnych podminkach
(D, BL aRL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primérnych délek kofene + SE ziskanych z 5
na sob¢ nezavislych experimenti.

Na Obr. 10 je pak vidét, ze u cv. Rutgers (WT) PEG pii koncentraci 5 % dochazelo
na BL k niz$i inhibici rastu kofene (6,5 %) nez v D (17,3 %) a RL (20 %). Se zvySuyjici
se koncentraci PEG se ale zvySovala inhibice rastu jak u BL, tak RL. Nejvétsi citlivost
korentt WT k PEG byla pozorovana na RL, kdy inhibice prodluzovani kotene dosahovala
az 50 %, jak pfi koncentraci PEG 10 %, tak pfi koncentraci 15 %. U mutanta 7B5-1 lze

pozorovat podobny pribéh inhibice jako u WT, s tim rozdilem, na BL PEG o koncentraci
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15 % inhiboval rust kofene o témér 45 %, kdezto D a RL to bylo znatelné mén€, konkrétné

okolo 30 %.
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Obr. 10: Grafy =zavislosti inhibice rlstu kofene rtostlin Solanum Ilycopersicum cv. Rutgers
a od n¢j odvozeného mutanta 7B-I na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v riiznych
svételnych podminkach (D, BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primérmych inhibici
ristu kotene £ SE ziskanych z 5 na sob¢ nezavislych experimentt; + signifikantni rozdil (T-test, + P =0,05;
++ P =0,01) od kofentl cv. Rutgers rostoucich ve stejnych podminkach; * = signifikantni rozdil (T-test, *
P =0,05) od kofenu cv. Rutgers rostoucich ve tm¢ pii stejné koncentraci PEG.

4.1.2 Mutant cryl-1 a cryl-2
Graf na Obr. 11 ukazuje rist kofene u rostliny kultivaru Money Maker (cv. MM) a

mutantt cryl-1 a cryl-2. Na médiu bez ptidavku PEG byl rist kofene cv. MM jen mirné
stimulovan BL i RL. Pfi nejnizsi pouzité koncentraci 5 %, PEG mirn¢ inhiboval rast
etiolizovaného kofene, zatimco na BL a RL dochazelo ke stimulaci rustu.
Pii koncentracich 10 a 15 % PEG byl rust kofene inhibovan za vSech pouzitych
svételnych podminek. U mutanta cry/-1 je patrné, Ze na zakladnim médium bylo
prodluzovani kofene rovnéz mirné stimulovano vlivem BL 1 RL. Pfi aplikaci PEG byl
rast kofene mutanta vyrazné€ inhibovan v D, BL a RL od koncentrace PEG 10 %. Mutant
cryl-2 vykazoval na médiu bez PEG vyraznéjsi stimulaci ristu kofene nezcv. MM i cryl-
1. Podobné jako u cryl-1, byl rust kofene vyraznéji inhibovan vlivem PEG az

od koncentrace 10 %, a to za v§ech testovanych svételnych podminek.
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Obr. 11: Grafy zavislosti délky kotene rostlin Solanum lycopersicum cv. Money Maker (cv. MM) a od néj
odvozeného mutanta cryl-1 a cryl-2 na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v riiznych
svételnych podminkach (D, BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primérych délek
kotene = SE ziskanych ze 3 na sob¢ nezavislych experimentii.

Z grafii na Obr. 12 lze vycist, Ze u rostliny cv. MM pii 5 % koncentraci PEG rust kofene
pod RL a BL oproti D mirné stimuloval. Graf dale ukazuje, ze pii koncentraci PEG 10 %
byly kofeny cv. MM vyrazné€ inhibovany ve svém rustu na BL a pfi koncentraci 15 %
i na RL. U mutantni rostliny cryl-1 lze vidét, ze pii 5% koncentraci PEG byl rist kofene
podobny jako u cv. MM. Na rozdil od cv. MM byla redukce ristu kofene mutanta cry /-
1 vlivem 10 % i 15 % PEG podobna za vSech svételnych podminek. Rist kotene cryl-2
byl pfi 5 % koncentraci PEG mirn€ inhibovan (D, BL) ¢i signifikantné stimulovan (RL).
Vyrazné inhibi¢ni GCinky (52 %) muazeme vidét u genotypu cryl-2 pii rastu pod BL,

zatimco ve D a RL dosahovala inhibice asi 30 %.
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Obr. 12: Grafy zavislosti inhibice riistu kofene rostlin Solanum lycopersicum cv. Money Maker (cv. MM)
a od n¢j odvozeného mutanta cryl-1 a cryl-2 na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych
v ruznych svételnych podminkach (D, BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primérnych
inhibici rtistu kofene + SE vypocCitanych ve 3 na sob¢é nezavislych experimentech;
+ = signifikantni rozdil (T-test, + P = 0,05; ++ P=0,01) od kofenu cv. MM rostoucich ve stejnych
podminkach; * = signifikantni rozdil (T-test, * P = 0,05; ** P=0,01) od kofenti cv. MM (nebo cryl-2)
rostoucich ve tm¢ pii stejné koncentraci PEG.

4.1.3 Mutant hp-1
Graf na Obr. 13 ukazuje, ze rast kofend WT (cv. Rutgers) je relativné slabé redukovan

vlivem PEG o koncentracich 5 a 10 %, a to pfi v§ech testovanych svételnych podminkach.
Pti koncentraci 15 % PEG byla zaznamenana vyssi inhibice délky kofene u BL (37 mm)
a RL (45,5 mm). U mutanta Ap-1 byl vliv PEG na rust kofend ve D a RL jesté slabsi nez
u WT.
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Obr. 13: Grafy zavislosti délky kotene rostlin Solanum Iycopersicum cv. Rutgers LA3004 (WT) a od n&j
odvozeného mutanta /sp-1 na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v ruznych svételnych
podminkach (D, BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty prumérnych délek kotene + SE
ziskanych ze 3 na sob¢ nezavislych experimentu.

Obr. 14 zobrazuje velmi nizkou miru inhibice rustu kofene WT vlivem nizsich
koncentracich PEG na BL (6,7 a 9,5 %). Pfi 15 % PEG inhibice prodluzovani kotene
vyrazne vzrostla na 37,1 %. Ruast kofene WT v podminkach D a RL byl inhibovan 15 %
PEG témer stejnou meérou. Rist kofene mutanta A#p-/ byl vlivem 5 % PEG inhibovan
velice slabé. Oproti tomu, inhibice ristu kofene vlivem PEG 10 a 15 % se zvySovala
vyrazné na BL a RL. Maximalni inhibice riistu kofene na BL dosahovala pfi 15 % PEG

na 423 %.
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Obr. 14: Grafy zavislosti inhibice ristu kofene rostlin Solanum lycopersicum cv. Rutgers LA3004 (WT) a
od n¢j odvozeného mutanta sp-I na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v riiznych
svételnych podminkach (D, BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primérmych inhibici
ristu kofene + SE vypocitanych ve 3 na sob¢ nezavislych experimentech; + = signifikantni rozdil (T-test,
+ P =0,05) od kofenit WT rostoucich ve stejnych podminkach; * = signifikantni rozdil (T-test, * P = 0,05;
** P=0,01) od kofenit WT (nebo /p-1) rostoucich ve tm¢ pfi stejné koncentraci PEG.

4.1.4 Mutant tril
Graf na Obr. 15 ukazuje stimulacni U¢inky rastu kofene vlivem 5% PEG pod BL a RL.

Primeérmé délky kotene byly 66 mm, kdezto u 0% koncentrace byly délky pouze 56 mm.
S rostouci koncentraci PEG byl vsak rast kofene inhibovan. Oproti genotypu GT
u mutanta #7/ stimulace rastu kofene vlivem PEG nebyla pozorovana a rust korene byl

inhibovan podobné pfi vSech testovanych svételnych podminkéach.
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Obr. 15: Grafy zavislosti délky kotfene rostlin Solanum lycopersicum cv. GT a od néj odvozeného mutanta
tril na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v riznych svételnych podminkach (D, BL a
RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primérnych délek kofene + SE ziskanych ze 3
na sob¢ nezavislych experimenti.

Jak lze vidét na grafu na Obr. 16, u cv. GT ma 5 % PEG na BL a RL na rust kofene
signifikantni stimulacni Gcinek. Zjisténad stimulace byla na BL 17,9 % a RL 15,5 %.
Pti vzristajici koncentraci ma PEG jiz vyrazné inhibicni ucinky, a to predevsim na BL.
Na RL byla inhibice ristu kofene vlivem PEG podstatné nizsi nez na BL. U mutanta i/
je zreteln¢ vidét, ze PEG mél pfi vSech testovanych koncentracich podobné inhibiéni

&inky v D, BLiRL.
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Obr. 16: Grafy zavislosti inhibice ristu kofene rostlin Solanum lycopersicum cv. GT a od néj odvozeného
mutanta i/ na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v riznych svételnych podminkach (D,
BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primérnych inhibici rustu kofene = SE
vypocitanych ve 3 na sob¢ nezavislych experimentech; * = signifikantni rozdil (T-test, * P = 0,05)
od kotenti GT rostoucich ve tmé pfi stejné koncentraci PEG.

4.2 Vliv polyethylenglykolu na rustové reakce hypokotylu

4.2.1 Mutant 7B-1
Na Obr. 17 lze vidét, ze pii absenci PEG BL i RL vyrazné inhibovaly rtst hypokotylu

genotypu cv. Rutgers (WT) 1 mutanta 7B-/. Aplikace PEG nasledné vedla pii vSech

testovanych svételnych podminkach u obou genotypt k vyrazné redukci délky

hypokotylu.
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Obr. 17: Grafy zavislosti délky hypokotylu rostlin Solanum lycopersicum cv. Rutgers a od néj odvozeného
mutanta 7B-1 na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v riznych svételnych podminkach
(D, BL aRL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primémych délek hypokotylu+ SE ziskanych
z 5 na sob¢ nezavislych experimenti.
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Z graft na Obr. 18 lze nasledné vycist, Ze u cv. Rutgers PEG pii vSech testovanych
koncentracich inhiboval rast hypokotylu vyraznéji na RL. U mutanta 7B-/ byl rast
hypokotylu inhibovan vlivem 5 % PEG znateln¢ vice na BL 1 RL,
kdezto pii koncentracich 10 a 15 % mél PEG na rust hypokotylu podobné inhibi¢ni ucinky
v D, BLiRL. Vyrazné&jsi rozdily v tirovni inhibice rastu hypokotylu mezi cv. Rutgers a

7B-1 vSak nebyly pozorovany.
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Obr. 18: Grafy zavislosti inhibice ristu hypokotylu rostlin Solanum Iycopersicum cv. Rutgers a od néj
odvozeného mutanta 7B-/ na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v ruznych svételnych
podminkach (D, BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty priimérnych inhibici ristu
hypokotylu + SE vypocitanych v 5 na sob¢ nezavislych experimentech; * signifikantni rozdil (T-test, * P =
0,05) od hypokotyli 7B-1 rostoucich ve tmé pfi stejné koncentraci PEG.

4.2.2 Mutant cryl-1 a cryl-2
Na Obr. 19 jsou zobrazeny grafy ukazujici rast hypokotylu cv. MM a mutantd cryl-1 a

cryl-2 v zavislosti na koncentraci PEG. V prvni fade je vidét, ze na médiu bez PEG byly
etiolizované hypokotyly obou mutanti vyrazné€ delsi nez hypokotyly cv. MM. Pii 0%
koncentraci PEG dosahovaly hypokotyly cv. MM délky 121,3 mm a cryl-1 a cryl-2
okolo 135 mm. Dale je vidét, ze délka hypokotylu u vSech genotypt se se zvySujici se

koncentraci PEG snizovala, a to pii vSech testovanych svételnych podminkach.
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Obr. 19: Grafy zavislosti délky hypokotylu rostlin Solanum lycopersicum cv. Money Maker (cv. MM) a
od néj odvozeného mutanta cryl-1 a cryl-2 na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych
v ruznych svételnych podminkach (D, BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primérnych
délek hypokotylu + SE ziskanych ze 3 na sob¢ nezavislych experimentii.

Z grafu na Obr. 20 Ize nasledné vycist, ze u cv. MM byla Groveii inhibice rastu
hypokotylu podobna ve D, BL i RL, a to jak pfi koncentraci PEG 5 %, tak pti 10 ¢i 15 %.
Pti 15 % koncentraci PEG dosahovala inhibice prodluzovani hypokotylu ve D, BL i RL
prumérné 70 %. Podobny trend inhibice ristu hypokotylu by pozorovan jak u mutanta

cryl-1, tak cryl-2.
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Obr. 20: Grafy zavislosti inhibice ristu hypokotylu rostlin Solanum lycopersicum cv. Money Maker (cv.
MM) a od n&j odvozeného mutanta cryi-1 a cryl-2 na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych
v ruznych svételnych podminkach (D, BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primérnych
inhibici rustu hypokotylu £ SE ziskanych ze 3 na sob¢ nezavislych experimenti; * signifikantni rozdil (T-
test, * P =0,05) od hypokotylu cryl-1 rostoucich ve tmé pfi stejné koncentraci PEG.

4.2.3 Mutant hp-1
Na Obr. 21 Ize vidét grafy zobrazyjici inhibi¢ni u€inky PEG na rast hypokotylu WT a

mutanta Ap-/ v D, BL a RL. VD mél WT primémé hodnoty délek hypokotylt
pfi jednotlivych koncentracich PEG (od 0 do 15 %) 107, 88, 73 a 25 mm. Mutant /p-/
mél délky hypokotyl vyrazné mensi, a to 90, 102, 71 a 33 mm. Mutant sip-1 mél znatelné
kratsi hypokotyl nez WT i pfi rustu na BL ¢i RL. Na prvni pohled byl i inhibi¢ni uc¢inek
PEG na rast hypokotyld v BL i RL nizsi nez u WT. To bylo zfetelné predevsim
u koncentraci PEG 10 a 15 %.
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Obr. 21: Grafy zavislosti délky hypokotylu rostlin Solanum lycopersicum genotypu cv. Rutgers LA3004
(WT) a od n&j odvozeného mutanta /p-1 na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v riiznych
svételnych podminkach (D, BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primérych délek
hypokotylu + SE ziskanych ze 3 na sob¢ nezavislych experimenti.

Jak ukazuje Obr. 22, inhibice rastu hypokotylu WT na 10 % koncentraci PEG bylav D a
BL kolem 30 %, respektive 15 %, kdezto u Ap-1 inhibice hypokotylu dosahovala v D
20 %, zatimco na BL inhibice pozorovana nebyla. Vyznamné rozdily mezi inhibici rastu
hypokotylu WT a /ip-1 byly pozorovany i u inhibi¢niho u¢inku 15 % PEG, kdy hypokotyl
hp-1 byl vyrazné méne inhibovan nez WT predevsim v BL a RL.
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Obr. 22: Grafy zavislosti inhibice ristu hypokotylu rostlin Solanum lycopersicum cv. Rutgers LA3004
(WT) a od n&j odvozeného mutanta /p-1 na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v riiznych
svételnych podminkach (D, BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primérmych inhibici
ristu hypokotylu + SE vypocitané ve 3 na sob¢ nezavislych experimentech; + = signifikantni rozdil (T-test,
+ P =0,05; ++ P=0,01) od hypokotyli WT rostoucich ve stejnych podminkach; * = signifikantni rozdil (T-
test, * P=0,05; ** P=0,01) od hypokotyld WT anebo /p-1 rostoucich ve tm¢ pfi stejné koncentraci PEG.
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4.2.4 Mutant tril
Graf na Obr. 23 v prvé fade ukazuje, ze mutant #i/ mél na RL vyrazné delsi hypokotyl

nez kultivar GT. Déle jsou z grafu ziejmé silné inhibi¢ni ucinky vysSich koncentraci PEG
na rust etiolovaného hypokotylu cv. GT i mutanta #i/. Primémé hodnoty délek
hypokotylt pfi rastu v D pii koncentracich PEG 0, 5, 10 a 15 % byly u cv. GT 136,7,
131,6, 67,6 a 11,2 mm, mutanta #i’ byly primérné délky 116, 119,4, 78,7 a 23,3 mm.
Podobné vyrazné inhibi¢ni ucinky na rist hypokotylu obou genotypti mél PEG i na BL
i RL
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Obr. 23: Grafy zavislosti délky hypokotylu rostlin Solanum lycopersicum cv. GT a od né&j odvozeného
mutanta #ri ] na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v riznych svételnych podminkach (D,
BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty primérnych délek hypokotylu + SE ziskanych ze
3 na sob¢ nezavislych experimentii.

Jak ukazuje Obr. 24, PEG pii koncentraci 5 a 10 % inhiboval rast u obou genotypu
podobnég, a to jak v D, tak BL i RL. Primérna hodnota inhibice na 10 % PEG byla u obou
genotypu pii vSech svételnych podminkach kolem 40 %. Naproti tomu, rozdily
v prodluzovani hypokotylu mezi cv. GT a mutantem #7/ byly pozorovany pii koncentraci
15 %, a to na RL. Zatimco u cv. GT dosahovala inhibice rastu hypokotylu asi 60 %,
u tril to bylo témer 90 %.
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Obr. 24: Grafy zavislosti inhibice ristu hypokotylu rostlin Solanum Ilycopersicum cv. GT a od n&j
odvozeného mutanta i/ na koncentraci polyethylenglykolu (PEG) péstovanych v ruznych svételnych
podminkach (D, BL a RL) po dobu 7 dni. V grafu jsou vyneseny hodnoty priimérnych inhibici ristu
hypokotylu + SE vypocitanych ve 3 na sob€ nezavislych experimentech; + = signifikantni rozdil (T-test, +
P =0,05) od hypokotyli GT rostoucich ve stejnych podminkach; * = signifikantni rozdil (T-test, * P =0,05)
od hypokotyli GT rostoucich ve tmé pfi stejné koncentraci PEG.
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S DISKUZE

V teoretické Casti této bakalarské prace bylo zmineno, ze fotoreceptory rostlin, konkrétné
fytochromy, kryptochromy a fototropiny jsou zodpovédné za prenos svételného signalu
a vyvolani mnoha vyvojovych a ristovych odpovédi rostlin. Tyto fotoreceptory jsou ale
také dulezité v regulaci odpovédi rostlin na abioticky stres, v nasem piipadé sucho.
V experimentalni ¢asti bylo hlavnim cilem zjistit a alespori z Casti vysvétlit, jakym
zpusobem fotoreceptory reguluji toleranci rostlin Solanum lycopersicum k suchu.
Experimenty probihaly v podminkéch in vitro, kde byl stres nedostatku vody vyvolan
aplikaci polyethylenglykolu PEG 4000.

Pti pokusech s mutantni rostlinou 7B-1/ a kontrolnim genotypem cv. Rutgers (dale
jen WT) byl zjistén inhibi¢ni Gfinek PEG na rast kofene. U kofeni WT se citlivost
k vys$sim koncentracim PEG zvySovala na RL, zatimco u 7B-/ nebylo toto zvyseni patrné
a citlivost kofenti 7B-1 k PEG bylav D, BL a RL podobna. Z téchto experimentt lze tedy
udélat zavér, ze RL zvysSuje citlivost kofenli rajcete k vyssim koncentracim PEG
prostfednictvim funkéniho (ale zatim neznamého) produktu genu 7B-/. Mutace v genu
7B-1 vede ke snizené citlivosti rostlin ke svétlu, vreakcich zprostfedkovanych
fototropiny, a k toleranci k abiotickym stresim (Fellner a Sawhney, 2002; Hlavinka a

kol., 2013). Podle dostupnych informaci byla v pfipadé pusobeni sucha zjisténa

v rostlinach zvysena koncentrace ABA, ktera zptsobuje vyssi toleranci k abiotickym
stresum (Quarrie 1980; Chen a kol., 1983; Chandler a Robertson 1994; Fellner a
Sawhney, 2001, 2002). Bylo rovnéz zjisténo, ze mutant 7B-1 produkuje vice ABA nez
kontrolni genotyp cv. Rutgers. U¢inek PEG byl testovan jiZ v roce 2001 na klieni semen
WT a od né odvozeného mutanta 7B-/ Fellnerem a Sawhney. Zde bylo zjisténo, ze ¢im
vys$si koncentrace PEG byla pouzita, tim vyssi byla inhibice kliceni semen. Konkrétné
pfirastu 7B-1v 15 % PEG na svétle bylo kliceni siln€ inhibovano, stejné tak jako v nasem
piipadé€ byla pozorovana nejveétsi inhibice pfi rastu kotene v 15 % PEG na BL a RL.

V ptipadé hypokotyli byla u obou genotypil zaznamenana témer stejné vyrazna
inhibice jejich rastu na svétle jako u kotene. Na rozdil od kofent nebylo v§ak pozorovano
vyrazné a konzistentni zvySeni citlivosti hypokotyld k PEG vlivem svétla, a to ani
u jednoho z genotypu. Je tedy zifejmé, Ze svétlo zvySuje citlivost k PEG specificky a
prostiednictvim 7B-1 pouze u kotend.

Ke studiu mozné ulohy fotoreceptoru CRY1 v regulaci tolerance k suchu byly

dale provedeny rustové pokusy s mutanty cryl-1 a cryl-2. V naSich experimentech jsme
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zjistili, Ze citlivost kofenti kontrolniho kultivaru cv. MM k nizké koncentraci PEG (5 %)
byla signifikantn€ snizena na BL i RL. Tento jev byl pozorovan v mensi mife i u mutantt
cryl-1 a cryl-2. Naproti tomu, svétlo citlivost kofeni cv. MM k vys§im koncentracim
PEG zvysSovalo. U mutanta cry/-1 vSak tento jev pozorovan nebyl a u mutanta cry/-2 byl
pozorovan pouze na BL. Zda se tedy, ze BL a RL snizuje citlivost kofent rajcete k nizkym
koncentracim PEG bez zapojeni fotoreceptoru CRY1, zatimco CRY1 by mohl
zprostiedkovat vliv svétla na zvySovani citlivosti kofena k vys§im koncentracim PEG.
Dale bylo pozorovano, ze oba mutanti vykazovaly signifikantné vySsi citlivost
etiolizovanych kofenti (snizenou toleranci) k vysoké koncentraci PEG. Je tedy
pravdépodobné, ze ve tmé (tedy v neaktivovaném stavu) fotoreceptor CRY1 redukuje
citlivost kofentt k PEG. Z vysledka je tedy vidét, Ze vliv fotoreceptoru CRY 1 na citlivost
kofent k PEG zavisi na svételnych podminkach, tedy na jeho aktivaci — ve tmé CRY
snizuje citlivost kofeni k PEG (zvySuje toleranci), na svétle zvySuje citlivost kofend
k PEG (snizuje toleranci). Pro presnéjsi zjisténi, zda je CRY'1 opravdu zapojen v citlivosti
korene k PEG by bylo vhodné otestovat rtst rostlin i pfi vyssSich koncentracich PEG. Dale
by bylo dobré otestovat na citlivost k PEG 1 mutanty s over-exprimovanym
fotoreceptorem CRY 1, kde bychom ocekavali opacné reakce k PEG jako u mutantd cry /-
lacryl-2.

Na rozdil od kofent, u hypokotyli cv. MM a obou mutantii nebyl pozorovan
vyrazny vliv testovanych svételnych podminek na toleranci rostlin k PEG. Hypokotyly
obou mutanti vykazovaly rovnéz podobny stuperi citlivosti k PEG jako odpovidajici
kultivar MM. Je tedy pravdépodobné, ze fotoreceptor CRY1 reguluje citlivost rostlin
rajCete k suchu pouze na trovni kofenti. V jiném experimentalnim systému vsak Liu a
kol. (2018) zjistili, ze pfi rustu na svétle listy mutantni rostliny cry/-/ obsahuji vétsi
mnozstvi, asi 0 20 % vice, kyseliny abscisové (ABA) nez kontrolni rostlina cv. MM. Diky
tomu byly vjejich experimentech snejvétsi pravdépodobnosti rostliny cryl-1
tolerantné&jsi ke stresu zptisobenému suchem, protoze ma nizsi unik vody z téla rostliny
(D'Amico-Damido a kol., 2015; Bertolino a kol., 2019; D'Amico-Damido a kol., 2021).

Experimenty s mutantem /p-/ ukazaly na vyrazné&jsi rozdily v toleranci k PEG
od kontrolniho kultivaru cv. Rutgers LA3004 (WT). U WT bylo opét pozorovano, ze BL
a RL snizuje signifikantné citlivost kofenti k niz§im koncentracim PEG. Tento jev nebyl
ovSem pozorovan u mutanta /sp-/. Naopak, kotfeny hp-I vykazovaly na BL a RL
signifikantné vyssi citlivost k PEG nez kofeny WT. Zajimavé je rovnéz zji§téni, ze kofeny

rostlin rostoucich ve tmé byly k PEG velice tolerantni ve srovnani s kofeny WT.
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Z vysledki muzeme dedukovat, ze funkéni protein DDB1 na BL a RL snizuje citlivost
korenu rajCete k PEG, kdezto ve tmé naopak citlivost k PEG zvySuje — tedy snizuje
toleranci. Mutace proteinu DDB1 u mutant /p-/ vede ke zvySené expresi fytochromu B1
(PhyB1) a tudiz k vyrazn€ vyssi citlivosti ke svétlu (Shahzad a kol., 2020). Je tedy
mozné, ze svétlo zvysuje citlivost kofent k PEG prostiednictvim PhyB1.

Ve shodé stim bylo v naSich experimentech zjisténo, ze délka hypokotylt
mutanta Ap-1 pii ristu na BL a RL byla vyrazné mensi nez u WT. Tuto skutecnost
potvrzuje 1 Azari a kol. (2010). Hypokotyly mutanta sp-/ ve srovnani s WT vykazovaly
na BL a RL vyrazné¢ snizenou citlivost k PEG, predevSim k nejvyssi testované
koncentraci 15 %. Z vysledkt lze tedy usoudit, Ze na BL a RL funk¢ni protein DDBI1
zvySuyje citlivost hypokotylt k PEG. Vzhledem k tomu, ze /#p-1 over-exprimuje PhyB1,
1ze dedukovat, ze PhyB1 zprostfedkuje snizeni citlivosti hypokotyld k PEG.

Byl navrzen mechanismus, ktery rostliny pravdépodobné pouzivaji ke zvySeni
tolerance k suchu (Obr. 25). Neaktivni Pr forma PhyB1 je aktivovana ozafenim paprsky
RL na Pfr formu. Takto aktivovany fytochrom je translokovan z cytoplasmy do jadra,
kde ovlivni expresi genli potfebnych prave pro snizeni citlivosti rostliny k suchu, a tedy
zvySeni tolerance k nedostatku vody. Dalsi mechanismus, ktery pravdépodobné muze byt
zapojen do zvySeni tolerance hypokotylt /#p-1 k suchu, je produkce velkého mnozstvi
antokyanu, karotenoidi a flavonoidu, které ucinn€ bojuji proti dopadim abiotickych

stresti (Levin a kol., 2000).
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Obr. 25: Schéma tilohy fytochromu B1 v toleraci rostlin k suchu. Neaktivni Pr forma PhyB1 je aktivovana
ozafenim paprsky RL na Pfr formu. Ta je translokovana z cytoplasmy do jadra, kde ovlivni expresi geni

potiebnych pro toleranci k suchu.

U kultivaru cv. GT, od kterého byl odvozen posledni studovany mutant #i/, bylo
pozorovano signifikantné vyznamné snizeni citlivost kofene k inhibi¢nimu tucinku 5 %
PEG vlivem BL i RL. Cervené svétlo pak ukazovalo tento u&inek i u koncentraci 10 a
15 % PEG. Tento efekt vSak nebyl zji§tén u mutanta #i/. U mutanta #ri/ byla naopak
na RL pozorovana zietelné silngjsi inhibice rastu korene vlivem 15 % PEG, nezu cv. GT.
Z vysledka tedy mizeme usuzovat, ze RL snizuje citlivost kofent k PEG pravdépodobné
prostiednictvim PhyB1. Tento zavér se v§ak neshoduje se zavérem ucinénym z vysledka
ziskanych studiem rustu kofenti mutanta Ap-I. Bude tedy nutné provést dalsi (jiné)
experimenty, které by tento rozpor mohly vysvétlit.

U hypokotyla bylo na prvni pohled ziejmé, ze rozdily délek hypokotylt GT a tril
kultivovanych ve tmé bez pfitomnosti PEG nebyly téméf zadné, na coz poukazuje
van Tuinen a kol. (1995). Pfi ristu na BL byly primérné délky hypokotyli obou genotypt
vice ¢1 méné podobné. Jak jiz cely nazev mutantni rostliny #i/ (temporarily red-light
insensitive) napovida, nejvetsi rozdily v ristu hypokotylti mezi GT a mutantem 1ze vidét
pii rastu na RL, toto potvrzuje i van Tuinen a kol. (1995). Hypokotyly il byly téméf

necitlivé k RL, coz potvrzuje vyrazné omezenou funkénost PhyB1.
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U hypokotyla cv. GT péstovanych na PEG byl pozorovan podobny, ale slabsi vliv
BL a RL na citlivost k 10 a 15 % PEG, pficemz RL signifikantn€ snizovalo citlivost
hypokotylu k PEG pouze u nejvyssi testované koncentrace 15 %. Pfi této koncentraci
vSak hypokotyly mutanta 77/ ukazovaly na RL signifikantné vyssi citlivost k PEG,
nez bylo pozorovano u cv. GT. Z vysledka Ize tedy dedukovat, Ze podobné jako u kofent,
RL snizuje citlivost hypokotyld k vyssim koncentracim PEG prostiednictvim fytochromu
PhyB1. Nefunkcnost (nebo omezena funkénost) PhyB1 u mutanta #i/ vede z tohoto
divodu k vysoké citlivosti k PEG, tedy snizené toleranci k suchu. Jelikoz je PhyBl1
nefunkéni, nemize fungovat navrzeny mechanismus (Obr. 25), ktery pozitivn€ ovliviiuje
expresi genu potifebnych ke zvySeni tolerance rostliny k suchu. Z tohoto vyplyva,

Ze exprese téchto potiebnych gent neprobiha.
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6 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, zda kvalita svétla ovliviiuje schopnost rostlin
tolerovat stres suchem a jestli ano, tak jakym zptisobem. Pro splnéni tohoto cile byly
pouzity rostliny fotomorfogennich mutanta rajcete Solanum lycopersicum L. 7B-1, cryl-
1, cryl-2, hp-1 a tril, které maji defekty ve fotoreceptorech nebo prenosu svételného
signalu. Stres suchem byl indukovan pomoci polyethylenglykolu PEG 4000
o koncentracich 0, 5, 10 a 15 %.

Pfi pokusech s mutantni rostlinou 7B-/ a kontrolni rostlinou cv. Rutgers bylo
zjisténo, ze mutace v genu /B-1 snizuje citlivost rostlin ke svétlu a toleranci k abiotickym
stresum. Bylo to prokazano tak, Ze rajCata rostouci na RL vykazuji zvySenou citlivost
kofeni k vyssim koncentracim PEG. To by mohlo byt zprostfedkovano funkénim,
ale prozatim neznamym produktem genu 7B-1.

Uloha CRY 1 v toleranci rostlin k suchu byla zjist&na pii testovani na mutantnich
rostlinach cryl-1 a cryl-2. Vliv CRY1 na citlivost kofenii k vys§im koncentracim
PEG (vétsi sucho) byl zavisly na svételnych podminkach. Na svétle se citlivost téchto
mutantd k suchu snizuje, coz by mohlo znamenat, ze fotoreceptor CRY'1 zprostiedkovava
vliv svétla na zvySeni citlivosti kofent k vyssim koncentracim PEG. BL a RL citlivost
kofent k nizkym koncentracim PEG snizuje bez zapojeni CRY1. Naopak ve tme je
citlivost mutantt k suchu zvySena (tolerance je sniZena).

U mutantni rostliny sp-1 je funkéni protein DDB1 na BL a RL pravdépodobné
schopen snizovat citlivost kofent rajcete k PEG, naopak ve tmé citlivost k PEG zvysuje.
Z vysledkt bylo zjisténo, ze svétlo zvysuje citlivost kofentt k PEG prostfednictvim
PhyBI1. Bylo prokéazano, ze mutace proteinu DDB1 zvySuje expresi PhyB1, a tim zvySuje
citlivost kotfent ke svétlu a zarover citlivost k PEG (suchu). U hypokotylt bylo zjisténo,
ze na BL a RL funk¢ni protein DDB1 zvysuje citlivost hypokotyld k PEG. Z toho
vyplyvéa, ze PhyB1 mize zprostfedkovat snizeni citlivosti hypokotylt k PEG. Celkovy
mechanismus zvySujici toleranci rostlin k suchu je tedy zavisly na svételnych
podminkach.

Mutantni rostlina #i/ disponovala opacnymi vysledky nez Ap-1, a to konkrétné
velmi omezenou funkci PhyB1. RL snizovalo signifikantné citlivost jak kofene,
tak hypokotylu rajcat k PEG (suchu). To vSe je pravdépodobné zprostiedkovano PhyB1.

V bakalarské praci bylo experimenty zjiSténo, ze kvalita svétla ovliviuje
schopnost rostlin rajcete tolerovat stres suchem, a ze se tak muze dit napf. prostrednictvim
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fotoreceptort PhyB1 ¢i CRY1. K potvrzeni téchto zavéra v§ak bude nutné provést dalsi
experimenty, napiiklad dalSich fotomorfogennich mutantli ¢i pomoci komplementarnich

experimentu.
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