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Abstrakt

vvvvvv

kliCeni semen, de-etiolaci, kveteni, vyvoj listu atd. Svételné signaly jsou detekovany
prostfednictvim fotoreceptorll, které absorbuji v ervené nebo v UV/modré oblasti
spektra. Svételné podminky maji vliv na zapojeni obrannych mechanismu v reakci
rostliny vystavené vlivu biotickych nebo abiotickych stresovych faktord. Svétlo a
teplota ve spojeni s plsobenim rostlinnych fytohormond umozniuji regulaci fady
fyziologickych déju, jako je napt. kli€eni, rostlinna architektura a vyvoj stonku.
V experimentalni &asti predlozené prace byl studovan vliv riznych svételnych
podminek na kliCeni semen, vyvoj rostliny, aktivitu zvolenych antioxida¢nich
enzymovych systému (peroxidasa, akorbatperoxidasa, superoxiddismutasa, katalasa,
glutathionreduktasa), produkci fenold, lignifikaci a produkci heat shock proteind 70
(Hsp70) u rostlin ,wild type* a mutantu 7B-1 S. lycopersicum. Byly detekovany
vyznamné rozdily ve sledovanych parametrech u jednotlivych genotypl za zvolenych
svételnych podminek. V dal§im experimentu byl porovnan vliv kratkodobého
teplotniho stresu na aktivitu studovanych antioxidaénich mechanisml a produkci
Hsp70 u obou genotypl kultivovanych za rozdilnych svételnych podminek. Vysoka
aktivita nékterych antioxida¢nich enzym( u mutantu 7B-1 mlZe byt spojena se
zvy$enou odolnosti k plsobeni abiotického stresu. Produkce Hsp70 byla vyrazné
zvySena po vystaveni teplotnimu stresu v obou genotypech za rtznych svételnych
podminek. Byla pozorovdna mozZna asociace mezi produkci Hsp70 a aktivitou
antioxida¢nich enzymu u obou genotypul. ZvySena hladina Hsp70 a snizend intenzita
aktivity antioxida¢niho systému poukazuje na moznost role Hsp70 v kompenzaénim

mechanismu obrannych procest vici oxidativnimu stresu.
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Light is one of the most important factors that influences plant development which
includes seed germination, de-etiolation, flowering, leaf development etc. Light
signals are detected through photoreceptors, which absorb red/far-red or blue/UVA
light. Light conditions influence the involvement of defense mechanisms found within
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CiLE PRACE

Cilem teoretické casti bylo vypracovani literarni reSerSe na téma: rostlinné
fotoreceptory a jejich charakteristika (struktura, funkce, pFfenos signalu,
autofosforylace) a role ve vyvoiji rostlin. Dale byla zahrnuta role fotoreceptorl v reakci
na abioticky a bioticky stres. V posledni fadé bylo popsano spojeni teploty a svételného
signalu v regulaci rostlinnych vyvojovych procesu a produkci proteint Hsp70.

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti bylo stanoveni urovné aktivity antioxidacnich
systéml u semenackl WT a 7B-1 S.lycopersicum a porovnani reakci obou genotypu
na teplotni stres na Urovni aktivace antioxidacnich mechanismu. Dale byl studovan vliv
svételnych podminek na kliCeni a vyvoj, produkci aktinu, Hsp70 a hladinu lignifikace u
S.lycopersicum.
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TEORETICKA CAST



1 UVOD

Rostliny jsou fototrofni organismy pevné zakotvené v pudé, proto si vyvinuly
mimofadny stuperni vyvojové plasticity k optimalizovani jejich rdstu a reprodukci
v odpoveédi na ménici se okolni podminky (Pavlova & Danék, 2002; Sullivan & Deng,
2003). Mezi nejvyznamngjsi faktory ovlivhujici rostlinny vyvoj patfi svétlo (Franklin et
al., 2005). Rostliny si vytvofily béhem evoluce sloZité mechanismy k vnimani kvality,
kvantity, sméru, doby svétla a zpracovani téchto signalt v nasledné fyziologické a
vyvojové odpovedi (Sullivan & Deng, 2003). Svételna signalizace v rostlindch zahrnuje
déje od svételné detekce vedouci ke zméné genove exprese az k objeveni méfitelnych
ristovych a vyvojovych zmén. Ve smyslu celé rostliny byla identifikovana intracelularni
a intercelularni signalizace (Bou-Torrent et al., 2008) (Obr.1).

(b) Intercellular signaling

Cotyledon Intercellular
signaling
SV, Int{acellular Intracellular | guwap=| Intracellular
Stgnallng Interorgan signaling signaling
------- signaling
................... ‘._.. ¥
Intracellular sugnalmg i i
. — (c) Interorgan signaling
e Intracellular P phyB-GFP
“ ———'% signalin e i
t y Target gene S | (cot) (whole)
— = pe—
@i / % | Intercellular > D@
% | signaling
Hypocotyl y
Intracellular N .
Target gene signaling phyB phyB phyB Wild-type
| =
.
Interorgan k", ....... > =
signaling Root

TRENDS in Plant Science

Obr.1 Model reprezentuijici sit interakci probihajici po detekci svételného signalu v celé rostliné
(Cervené Sipky). (a) Zachyceni signalu zahajuje signalizaci uvnitf bunék organd (intracelularni
signalizace) prostfednictvim modulace transkripéni sité, ktera se miize v ramci rdznych bunék a
organu lisit (b) Intercelularni signalizace zahrnuje detekci zmén vyvoje a rdstu v bufkach a
tkanich, které nebyly vystaveny svételnému signalu a které si vytvareji odpovéd' na tento signal.
Svétlo-stimulujici bufky produkuji signal (teCkované Sipky), ktery se muze Sifit do (b)
sousednich bunék (intercelularni signalizace) nebo (c) vzdalenych organd (interorganova

signalizace) (pfevzato z Bou-Torrent et al., 2008).
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2 FOTORECEPTORY

Rostliny jsou béhem svého zivota vystaveny pusobeni celé fady vnéjSich
signall. Béhem evoluce byl vyvinut slozity systém receptorl a signdlnich
transdukCnich drah, které tvofi odpovidajici reakci na tyto signaly. Vytvofeny systém
umoznuje pfizpusobit rast a vyvoj rostlin danym podminkdam a zvySuje moznost
reprodukce a preziti rostlinného organismu. Mezi hlavni faktory ovliviiujici rist a vyvoj
rostlin patfi svétlo, které neslouzi jen jako primarni zdroj energie pro fotosyntézu, ale
také jako pozitivni informace pro modulovani mnoha rostlinnych vyvojovych procesu:
kli¢eni, de-etiolace, rust listl, elongace stonku, otvirani priduchl, premisténi
chloroplastt a zahajeni kveteni. Jednotlivé typy fotoreceptort jsou charakterizovany a
dale déleny na zakladé schopnosti interagovat se svétlem o urcité vinové délce (Briggs
& Olney, 2001; Sullivan & Deng, 2003; Wang, 2005).

2.1 ROZDELENi FOTORECEPTORU

Fotoreceptory se podle &asti spekira, ve které absorbuji svétlo, déli na ftfi
zakladni skupiny: fotoreceptory ¢erveného, modrého/UV-A a UV-B svétla (Obr.2). Do
prvni skupiny patfi fytochromy, které odpovidaji za absorpci cerveného svétla (A = 600-
750 nm). Do skupiny detekujici modré a UV-A svétlo (A = 320-500 nm) se fadi
kryptochromy, fototropin a zeaxantin. Fotoreceptor UV-B svétla (A = 282-320 nm) nebyl
dosud identifikovan. Mezi fotoreceptory je mozné zafadit i chimerni typ — fytochrom 3
(phy3), ktery se strukturné podoba fytochromim a fototropinu (Briggs & Olney, 2001;
Sullivan & Deng, 2003; Wang, 2005, Taiz & Zeiger, 2006).

Rostlinné
fotoreceptory
Modré a UV-A UV-B svétlo Cervené svétlo
svétlo \
/ l \ fytochromy
kryptochromy fototropin fotoreceptory
zeaxantin neznémy

Obr.2 Schéma rozdéleni rostlinnych fotoreceptort (pfevzato ze Sullivan & Deng, 2003; Taiz
& Zeiger, 2006).
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2.2 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA

2.2.1 Fytochromy

Fytochromy tvofici skupinu fotoreceptorl, ktera zachycuje blizké (R) a daleké
Cervené (FR) svétlo v rozsahu A = 600 az 750 nm, se nachazi u vyssich rostlin a ve
fotosyntetickych a nefotosyntetickych bakteriich, fasach, houbach a niz8ich rostlinach.
Tyto fotoreceptory se podili na regulaci celé fady rostlinnych procesut jako je kli¢eni,
de-etiolace, komplex odpoveédi zvany vyhnuti se zastinéni (,shade avoidance®), kveteni
apod. (Falciatore & Bowler, 2005; Sullivan & Deng, 2003). Fytochromy maji dvé
fotoreversibilni formy, které se mezi sebou pfepinaji: Pr - forma absorbujici Cervené
svétlo (R) maximalné pfi 660 nm a Pfr - forma absorbujici dlouhovinné Cervené svétlo
(FR) maximalné pfi 730 nm (Wang, 2005). Absorpéni spektrum obou forem je

znédzornéno na obr.3.

0.8 —

Absorbance
o o
o [e)]
L |

o
(M)
|
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400 500 600 700
Wavelength (nm)

|
T

Obr.3 Absorpcni spektrum dvou fytochromovych reverzibilnich forem: Pr (absorp&ni maximum
pfi 660 nm) a Pfr (absorpéni maximum pfi 730 nm) (pfevzato z Wang and Deng, 2002).

V Arabidopsis thaliana bylo detekovano pét fytochromt (phyA-phyE), které koduji
pét ruznych ¢&lentd fytochromové genové rodiny (PHYA-PHYE) (Wang, 2005).
Fylogeneticka analyza sekvenci fytochromovych gent (PHY) z A. thaliana ukazuje, ze
béhem vyvoje téchto genl probéhly ¢Etyfi duplikaéni kroky, pfi kterych se jednotlivé
geny osamostatnily (Deng & Wang, 2002; Smith 2000) (Obr.4).

AtPHYA
' AtPHYC

7 R i
AtPHYD

AtPHYE
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Obr.4 Fylogeneticky strom péti fytochromovych genl z A. thaliana. Prvni duplikace zahrnuje
tvorbu linii PHYA/C a PHYB/D/E. DalSi dvé duplikace zplsobuji separaci PHYA od PHYC a
PHYB/D od PHYE. Pfi posledni divergenci, kterd probéhla mnohem pozdéji, se oddélily PHYB
od PHYD. PHYB a PHYD sdili 80 % aminokyselinové sekvence a tvofi vétev genové rodiny.
Samotny PHYE, PHYA a PHYC tvofi dvé dalsi vétve rodinného evoluéniho stromu (pfevzato z
Deng & Wang, 2002, Smith, 2000).

2.2.2 Kryptochromy

Kryptochromy, receptory detekujici modré a UV svétlo v oblasti A = 320-500 nm
se vyskytuji u rostlin napf. fasy, kapradiny, mechy, krytosemenné rostliny (Wang,
2005). Tyto fotoreceptory se podileji na regulaci nékterych rostlinnych procesu, jako je
napf. de-etiolace, cirkadianni hodiny, kveteni atd. (Sullivan & Deng, 2003). Absorp&ni
spektrum kryptochromu tvofi dva piky v oblasti UV-A (A = 320-400 nm) a v oblasti
modrého svétla (A = 400-500 nm). Kryptochromy jsou vysoce pfibuzné s
prokaryotickymi DNA fotolyasami, patfi do kryptochromové/fotolyasové genové rodiny
(Obr.5). DNA fotolyasy, enzymy opravujici poSkozeni DNA zplsobené UV-B zafenim,
jsou indukovany UV-A a modrym svétlem. Kryptochromy a DNA fotolyasy se liSi v
proteinové struktufe. Kryptochromy nevlastni fotolyasovou aktivitu a fotolyasy
fotoreceptorovou funkci kryptochroma.

S | |:| CRY 1 ( Arabidopsis )

I | I: CRY2 ( Arabidopsis )
| | fotolyasa (E. coli)

_ | I:' hCRY1 (&lovék )

_ | |:| hCRY2 (Glovék )

6-4 fotolyasa ( Drosophila )

Obr.5 Schéma evoluéni pfibuznosti kryptochromd a fotolyas. Schéma ukazuje relativni evoluéni
pfibuznost rostlinnych a zivogiSnych kryptochrom( s fotolyasami typu | (E.col) a 6-4
(Drosophila) (pfevzato a upraveno z Ahmad, 1999).

Modelovy organismus A. thaliana obsahuje 3 kryptochromové geny: CRY1,
CRY2 a CRY3. Prvni dva geny se ucastni odpovéedi souvisejici s de-etiolaci (elongace
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hypokotylu, expanze kotyledon a akumulace anthokyaninu) a s dobou kveteni. CRY3
se od prvnich dvou (CRY1 a CRY2) strukturné lisi.

Kryptochrom 3 z A. thaliana (At-cry3) patfi do Cry-DASH (zkratka pochazi
z latinskych nazv(: Drosophila, Arabidopsis, Synechocistis a Human) kryptochromové
podrodiny a je blizce pfibuzny s kryptochromem Cry-DASH pochazejici
z kyanobakterie Synechocystis, ktery funguje jako transkripéni faktor. Funkce genu
CRY3 neni dosud znama (Falciatore & Bowler, 2005; Li & Yang, 2007; Wang, 2005).

2.2.3 Fototropiny

Fototropiny jsou receptory, které absorbuji svétlo v modré (A = 390-500 nm) a
UV-A (A = 320-390) oblasti. Absorpéni spektra fototropinu vykazuji velky a maly pik
v modré oblasti spektra (A =450 a 470 nm) a Siroky absorp¢ni band v UV-A oblasti (A =
365 nm) (Briggs & Christie, 2002). Fototropiny byly nalezeny v fadé vy$Sich
(husenicek, oves, ryze, hrach) a nizSich rostlin (kapradiny, mechy). Tyto fotoreceptory
kontroluji fadu rostlinnych déjl, jako je fototropismus, svétlem indukované otvirani
priduchu a pohyb chloroplasti v odpoveédi na zménu svételné intenzity, které slouzi
k optimalizaci ucinnosti fotosyntézy u rostlin (Briggs & Christie, 2002; Wang, 2005)
(Obr.6a). A. thaliana obsahuje dva strukturné pfibuzné fototropinové proteiny phot1 a
phot2, jejichz funkce se v jednotlivych procesech muze liSit nebo prekryvat (Briggs &
Christie, 2002; Christie, 2007; Wang, 2005). phot1 a 2 ukazuji u A.thaliana rdznou
citlivost k modrému svétlu pfi riznych déjich (Harada & Shimazaki, 2007) (Obr.6b).

(a)

Fototropismus

» Chloroplastova akumula¢ni odpovéd’

Chloroplastova unikova odpovéd

\i Otvirani praducht

Expanze listd

Rapidni inhibice hypokotylového ristu
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(b)

Phototropicka odpovéd’ hypokotylu

ph°t1 ﬁ
ph°t2 M

Pohyby chloroplastti

phot ﬁ
phot2 H ‘ Enm I>

Otvirani priaducht

phott —
phot2 —

Zvyseni hladiny cytosolického Ca”* v burikach listt

ph0t1 ﬁ
phot2 —

0.01 I0.1 I0.4 I1.o|2.0 |10|16 |32 -
Intenzita modrého svétla (umol.m2.s™)

Obr.6 Funkce a fotosenzitivita phot1 a phot2 z A.thaliana. (a) Funkce phot1 a phot2 v pohybu a
ristu rostliny: phot1 reguluje rapidni inhibici rdstu hypokotylu, zatimco phot2 ne. (b)
Fotosenzitivita phot1 a 2 vindukci fototropismu, pohybu chloroplastl, otvirani priduchd a
zvydeni hladiny cytosolického Ca®. phot1 plsobi v Sirokém rozmezi intenzity modrého svétla,
u fototropismu od 0,01 do 100 umol.m®s”’ a u akumulace chloroplasti od 0,4 do
100 pymol.m®.s™. phot2 potiebuje vyssi intenzitu, u fototropismu od 1 do 100 ymol.m?s™ a u
akumulace chloroplastti od 2 do 16 umol.m®.s™. phot2 sam zprostfedkovava chloroplastovou
tnikovou odpovéd za svétla v mezofylovych burikach o intenzité od 32 do 100 pmol.m®.s™. Ve
svéracich bunkach oba fototropiny spolupracuji na regulaci otvirani priduchdl, kde ma phott
vys§i svételnou senzitivitu nez phot2. phot1 a 2 jsou také zahrnuti v expanzi listli, kde je phot1
mnohem citlivéj$i nez phot2. Pozn. Sipky u pohybu chloroplastti ukazuji chloroplastovou
akumulacni odpovéd a preruSované Sipky chloroplastovou Unikovou odpovéd (pfevzato a
upraveno z Harada & Shimazaki, 2007).

2.3 STRUKTURA

2.3.1 Struktura fytochromu

Fytochromy jsou dimerni rozpustné chromoproteiny skladajici se ze dvou
polypeptidi (cca 125 kDa), ke kterym je kovalentné pfipojeny linearni tetrapyrrolovy
chromofor fytochromobilin syntetizovany v chloroplastu z hemu (Obr.7).
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Obr.7 Struktura molekuly fytochromu. Chromofor se thioesterovou vazbou vaze k cysteinovému
residuu ve fytochromovém polypeptidu (pfevzato a upraveno z Taiz & Zeiger, 2006).

Fytochromové apoproteiny jsou syntetizovany v cytosolu, kde jsou
autokatalyticky usporadany s tetrapyrrolovym chromoforem fytochromobilinem (Obr.
16). Monomer fytochromu se sklada ze dvou strukturalnich domén: globularni N —
terminalni fotosenzorové domény (cca 70 kDa) a vice linearni C-terminalni domény,
kterd se podili na dimerizaci a pfenosu signalu (cca 55 kDa) (Chen at al. 2004, Smith
2000; Wang, 2005) (Obr.8).

N-terminalni doména C-terminalni doména

chromofor
PAS1 PAS2

H .PRD

Obr. 8 Strukturni mapa fytochromu. N-terminalni fotosenzorova doména a C-terminalni

regulaéni doména jsou spojeny pruznym regionem (H). N-termindlni doména u vSech
fytochroml (A-E) je vysoce konzervovana a déli se do tfi regionld: aminokoncové rozSifeni
(ATE; asi 6-10 kDa), centrélni bilinlyasovd doména (BLD, asi 40 kDa) a phy doména (asi 20
kDa). BLD doména obsahuje konzervovana cysteinové residua, které tvofi thioesterovou vazbu
s A cyklem chromoforu fytochromobilinu. C-terminalni doména je ¢lenéna na dvé poddomény:
PAS-pfibuznd doména (PRD) obsahujici dvé PAS domény (PAS-1 a PAS-2) a histidin kinasa-
pfibuzna doména (HKRD). V C-termindlni poloviné molekuly jsou lokalizovany dva
predpokladané dimeriza¢ni motivy (D1 a D2) (pfevzato a upraveno z Chen et al., 2004; Wang,
2005).

19



2.3.2 Struktura kryptochromu

Kryptochromy jsou chromoproteiny (cry) tvofené apoproteinem a dvéma
chromofory, flavinadenindinukleotidem (FAD), (Obr.9) a pterinem (Obr.10) nebo
deazaflavinem, které se kproteinu vazou nekovalentni vazbou. Za redoxnich
podminek tvofi FAD pfi reakci s cryl stabilni meziprodukt flavosemichinon, ktery
absorbuje v zelené ¢asti spektra (Chen et al.,2004; Briggs & Christie, 2009).

OH

OH

Obr. 9 Struktura flavinadenindinukleotidu (FAD)  Obr. 10 Struktura pterinu

U A. thaliana byly nalezeny dva kryptochromy (cryl a cry2), které jsou
v rostlinach po celou ontogenesi na svétle i ve tmé, ve vSech &astech rostliny véetné
kofen, kvétd a plodl. Apoprotein cryl je rozpustny protein tvofeny 681
aminokyselinovymi zbytky, apoprotein cry2 je tvofen 612 aminokyselinovymi zbytky. N-
terminalni doména kryptochrom0 A. thaliana je sekvenéné pfibuzna s DNA fotolyasami
(PHR) a zodpovida za vazani chromoforu a za svétlo-absorbujici kapacitu. C-
terminalni doména je dulezita pro funkci fotoreceptoru (Pavlova & Danék, 2002; Wang,
2005) (Obr.12).

Cry3 z A. thaliana se skldda z PHR domény a z N-terminalni domény, ktera
obsahuje transportni peptid zprostfedkovavajici import do chloroplasti a mitochondrii.
PHR doména obsahuje vazebnd mista pro dva nekovalentné se vazajici chromofory:
katalyticky FAD a methyltetrahydrofolat (MTHF) (Obr.11), ktery umoznuje zachyceni
svételného signalu na receptor (Huang et al., 2006; Chen et al., 2004).
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Obr.11 Struktura 5-methyltetrahydrofolatu (MTHF)

T Y
P/D FAD
PHR [ oss ] cry2
P/D FAD
TP
. PHR cry3
P/D FAD

Obr.12 Strukturni mapa vSech tfi typd kryptochrom(. Kryptochromy maji fotolyasovou
homologni oblast, na kterou se vazi chromofory FAD a pterin nebo deazaflavin (P/D). cryl a
cry2 maji kratké C-termindlni domény s nizkym stupné konzervace kromé kratkych
homolognich Usekll (DAS). cry3 ma transportni peptid (TP), ktery je potfebny pro lokalizaci do
chloroplastu a mitochondrii (pfevzato a upraveno z Chen et al., 2004).

2.3.3 Struktura fototropint

Fototropiny (phot) jsou flavoproteiny nepfibuzné kryptochromdm ani fotolyasam.
Fototropiny maji N-terminalni fotosenzorovou doménu a C-terminalni serin-threonin
kinasovou doménu (Obr.14). N-terminalni fotosenzorova doména obsahuje dva velmi
podobné regiony (cca 110 AMK) LOV1 a LOV2, které na sebe vazou molekulu
chromoforu flavinmononukleotidu (FMN) (Christie & Briggs & 2009; Christie, 2007;
Wang, 2005) (Obr.13).
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Obr.13 Struktura flavinmononukleotidu (FMN)

LOV domény patfi do velké proteinové rodiny PAS (proteiny: Per, ARNT, Sim),
ktera je regulovana vnéjSimi faktory jako je svétlo, kyslik a napéti, podle toho vznikla
zkratka LOV (light, oxygen, voltage). LOV domény funguji jako senzory modrého
svétla, které prochazi uzavienym fotocyklem (Briggs & Christie, 2009; Christie, 2007;
Wang, 2005). Struktura LOV1 a LOV2 je téméf identicka a zahrnuje 5 antiparalernich

B-fetézcu propojenych dvéma a-helixy (Christie, 2007).

LOVA1 LOV2 kinasa

phott [ TN N TN |

LOVA LOV2 kinasa
phot2

Obr.14 Proteinové struktury fotototropinG (phot1, phot2). LOV domény jsou znazornény modre a
kinasové domény, které katalyzuji fosforylaci proteinii zelené. phot1 a phot2 jsou sekvenéné
velmi podobné (pfevzato a upraveno z Briggs & Christie, 2002).

2.4 FUNKCE
2.4.1 Svételna aktivace fotoreceptoru

2.4.1.1 Svételna aktivace fytochromu

Fytochromy maji dvé relativné stabilni, spektralné se liSici formy Pr a Pfr. Po
absorpci Cerveného sveétla (R) dochazi k pfeméné biologicky neaktivni formy Pr na
biologicky aktivni formu Pfr, kierd se mlze vratit do plvodni formy po absorpci
dlouhoviného Cerveného svétla (FR) (Obr.16). Tato svételna pfeména je spusténa
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zménou konfigurace mezi fytochromobilinovymi izomery 15Z a 15E (Obr.15). P¥i
fotoreverzibilni reakci se v obou smérech reakce tvofi pfechodné formy fytochromua,
kde po ozafeni dennim svétlem dochazi po nékolikach minutach k vytvoreni rovnovahy
mezi Pr a Pfr (Smith, 2000; Sullivan & Deng, 2003; Wang, 2005).

A

R{6680nm)

4’

‘7
FR(730nm)

COOH COOH COOH COOH

Obr.15 Fotoreversibilni reakce Pr a Prf formy fytochromd. Po expozici blizkym &ervenym
svetlem dochazi na chromoforu k pfeméné izomeru Z na izomer E mezi C a D kruhem na
dvojné vazbé C-15, ktera zpusobi konformacni zménu v apoproteinu. V disledku této zmény
dochazi k tvorbé Pfr formy fytochromu (pfevzato z Chen et al, 2004; Wang & Deng, 2002).
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Obr.16 Schéma syntézy a aktivace fytochromu. (1). Molekula fytochromobilinu je

COOHCOOH

transportovana z plastidu do cytoplasmy, kde se spojuje s fytochromovym apoproteinem za
vzniku holoproteinu fytochromu. (2). Po aktivaci je Pfr forma s pomoci jadernych lokalizagnich
sekvenci (NLS) transportovana do jadra, kde reguluje genovou expresi. (3). VétSina molekul Pfr
se stéhuje do jadra, ale malé mnoZstvi zlstava v cytosolu, kde reguluje biochemické procesy
(4). (pfevzato z Taiz & Zeiger, 2006).
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2.4.1.2 Svételna aktivace kryptochromu

Kryptochromy jsou strukturné blizké fotolyasam, proto jejich aktivace probiha
prostfednictvim svétlem-fizené redoxni reakce. Existuji dva modely principu této
reakce: intermolekuldrni a intramolekularni reakéni model, jehoz funkce byla na

zakladé genetickych experimentl prokazana (Obr. 17) (Wang, 2005).

A

MTHF x e

FADH — redox. partner zahajeni
— signalniho
B X» pfenosu
MTHF e

K, _

cry protein

Obr.17 Dva modely znazornujici aktivaci funkce kryptochromu. (A). Intermolekularni model:
MTHF absorbuje diky své excitacni energii foton, ktery se dale pfenasi ke katalytickému
chromoforu FADH'. Excitovany FADH" uvolfiuje elektron, ktery se dostava k pfedpokladanému
redoxnimu partnerovi a tim zahaji kryptochromovou signalizaci. (B). Intramolekularni model
ukazuje stejnou reakci jako pfedchozi model, li§i se vtom, ze elekiron uvolnény z FADH
reaguje s aminokyselinovym zbytkem v proteinu kryptochromu a tim dochazi ke spusténi

signalni kaskady (pfevzato z Wang, 2005).

2.4.1.3 Svételna aktivace fototropinu

Svételna aktivace fototropinu je zaloZzena na cyklu fotochemickych reakci, které
po absorpci UV/modrého svétla vedou ke vzniku kovalentniho komplexu mezi
chromoforem FMN a aminokyselinovym zbytkem cysteinu (Obr.18) (Briggs & Christie,
2009).

Na aktivaci LOV domén se dale podili amfipaticky a-helix (20 AMK), ktery se
nachazi ve vnitfni strané LOV domeény. Tento helix se spojuje s jadrem LOV domény a
svétlem vyvolana tvorba cysteinyl-flavinového komplexu spousti nékolik strukturalnich
zmén vdoméné vedoucich Kk odtrzeni tohoto helixu a nésledné aktivaci C-
proteinkinasové domény phot a prenosu signalu (Wang, 2005) (fosforylace) (Obr.29).
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Obr.18 Schéma fotocyklu LOV domény fototropinu. Absorpce UV/modrého svétla excituje FMN
zpUsobujici protonaci N5 atomu isoalloxazinového kruhu diky odStépeni protonu
z konzervovaného Cys v LOV doméné polypeptidu. Tato protonace spousti reakci thiolatu na
atomu uhliku (*), vedouci k tvorbé cysteinyl-flavinovému komplexu, ktery mize byt ve tmeé
pfeménén zpét do zakladniho stavu. Jednotlivé komponenty tohoto cyklu se [iSi spektralnimi
vlastnostmi, tzn. Ze neaktivni forma fototropinu maximalné absorbuje ve tmé pfi 447 nm, aktivni
forma pfi 390 nm a meziprodukt reakce pfi 660 nm na svétle (pfevzato a upraveno z Christie,
2007; Wang, 2005).

2.4.2 Funkce

2.4.2.1 Fytochromy

Fytochromy se na zékladé svételné stability déli do dvou skupin. Typ | — svételné
labilni fytochromy, mezi které patfi phyA, se po vystaveni ¢ervenému nebo bilému
svétlu rozpadaji. Fytochromy Il. typu jsou svételné stabilni a patfi k nim fytochromy
phyB-E (Sullivan & Deng, 2003).

Fytochromy jsou zodpovédné za fadu reakci (odpovédi), kieré mohou byt na
zakladé vinové délky a intenzity svétla potfebné k aktivaci odpovédi rozdéleny do
nékolika modu: velmi malo intenzivni (VLFRs), malo intenzivni (LFRs) a vysoce
intenzivni (HIR) odpovédi (Falciatore & Bowler, 2002) (Obr.19). Velmi malo intenzivni
odpovédi jsou zprostfedkovany phyA a zadinaji uz pfi intenzité svétla 0,0001 pmol.m?
a vrcholi pfi 0,05 pmol.m™. Tyto odpovédi neukazuiji typickou fotoreverzibilitu R/FR a
podili se hlavné na regulaci kliCeni semen. Malo intenzivni odpovédi jsou
zprostfedkovany fytochromy stabilnimi ve formé Pfr, tzn. phyB, C, D a E. Pro zahgjeni
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LFR je potfeba intenzita 1.0 pmol.m™® a pro saturaci 1000 pmol.m™. Tyto odpovédi jsou
typické velkou reverzibilitou R/FR a podili se na regulaci déji napf. kliceni a pohyb
listd. Oba typy odpovédi vyvolavaji pouze kratké pulsy svétla, zatimco HIR potfebuji
dlouhotrvajici nebo vytrvalé vystaveni svételnému zareni s vysokou energii. Intenzita
zarfeni potfebna k maximalni HIR je 100 x vys8i nez u LFR. Tato odpovéd se ucastni
elongace hypokotylu a kveteni. Pfi vysoce intenzivni odpovédi R a FR svétlo plusobi
v opacném smeéru a je detekovano dvéma fotoreceptory phyA a phyB. HIR odpovédi se
proto mohou déle délit na odpoveédi k blizkému (R-HIR) a dalekému Cervenému svétlu
(FR-HIR) (Taiz & Zeiger, 2006; Franklin et al., 2005; Schafer & Bowler, 2002;
Shinomura et al.,, 2000). Na zakladé genetické analyzy bylo zjisténo, ze rlazné
receptory mulzou zprostfedkovavat rizné odpovedi (Obr.19) (Falciatore & Bowler,
2005).

red

%+ AN

Response mode: VLFR R-HIR FR-HIR
Phytochrome:  phyA phyB phyB phyA

Conformation: m ["-_ic-’ ""_ﬂ

Obr.19 Médy odpovedi fytochromi. Rizné médy fytochromové odpovédi. Na schématu je

ukazan vliv R a FR svétla na kazdy méd, které spolu s fytochromy zprostfedkovavaji pocatecni
odpoved (prevzato z Bowler & Schafer, 2002).

2.5 PRINCIP PRENOSU SIGNALU

Receptory aktivované svétlem zahajuji Sifeni signdlu, které vede k prechodné
nebo trvalé fyziologické odpovédi. Geneticky vyzkum mutantd ukazuje na pfitomnost
svétlo-signalizujicich proteind, které se fadi do dvou tfid. Prvni tfida téchto proteind je
soucasti skupiny COP/DET/FUS protein0 regulujici proces fotomorfogeneze za tmy.
COP/DET/FUS proteiny jsou povazovany za negativni regulatory fotomorfogeneze.
Druha tfida zahrnuje svétlo-signalizujici proteiny vyvijejici se normalné ve tmé, zatimco
na sveétle ovlivhuji svételné signaly detekované specifickymi fototoreceptory. Komplexni
regulacni sit raznych fotoreceptorl s potencidlnimi svétlo-signalizujicimi meziprodukty
je znazornéna na obr. 20 (Gyula et. al., 2003).
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Obr.20 Schéma signaliza¢ni sité rlznych typl fotoreceptorl. UV-B je absorbovano
neidentifikovanymi receptory a vyvolava obranné odpovédi vedouci k poSkozeni DNA a
ovliviiuje fotomorfogenezi zesilujicimi PHYB-specifickych reakcemi. ULI3 je jednou ze
signalnich komponent zprostfedkovavajici tyto odpoveédi. UV-A/modra (BL) Cast spektra je
monitorovana pomoci fototropinl (phot), kryptochromd (cry) a fytochromu A (phyA). Fototropiny
reguluji fototropismus a intracelularni pohyb chloroplastd. Kryptochromy zachycuji signéal pro
modré svétlo-indukujici odpovédi fotomorfogeneze. phyA (Caste¢né i phyE) odpovidd na
kontinuélni daleké €ervené a vysoce slabé intenzivni Cervené a modré svétlo, zatimco phyB-E
zachycuji kontinualni ¢ervené svétlo. Signaly od rdznych fotoreceptor( jsou spojeny komplexni
regulaéni siti, ktera inhibuje aktivitu proteinové tfidy COP/DET/FUS a indukuje expresi
transkripénich faktord HY5 a HY5 HOMOLOGUE (HYH). Cirkadianni hodiny ovliviuji tuto
regulacni sif na rGznych Grovnich. Zkratky: APRR1/5/9 — pseudo-odpovédny regulator z A.
thaliana; ARF7 — auxin —odpovédny faktor 7; COG1 — COGWHEEL1; ¢p3 —compakta 3; EID1 —
citlivy na tmavé Cervené svétlo 1 ; ELF3 — rané kvetouci 3; FAR1 — poSkozend odpoveéd na FR
svetlo; FHY1/2 — dlouhy hypokotyl pfi FR svétle 1/2; FIN219 — necitlivy na FR svétlo 219; Gl —

28



Gigantea; HFR1 - dlouhy hypokotyl pfi FR svétle 1; 1AA1/3/4/9/17 — indol-3-octova kyselina-
odpoveédny faktor 1/3/4/9/17; LAF1/6 - dlouho po FR svétle 1/6; NDPK2 -
nukleosiddifosfatkinasa 2; PAT1 —signalni pfenos phyA; PSI2 — fytochromova signalizace 2;
red1 — prodlouzené Cervené svétlo; srl1 — kratky hypokotyl na Cerveném svétle; SRR1, -
snizena citlivost na Cervené svétlo 1; SUB1 — kratce pod modrym svétlem 1 (pfevzato a
upraveno z Gyula et.al., 2003).

2.5.1 Signalizace UV-B

Pfenos signdlu UV-B svétla vede v aktivaci komponent ULI3 a HY5 (Obr.20).
ULI3 se nachazi pouze v odpovédich na UV-B svétlo. Tento protein, jehoz funkce neni
znama, obsahuje vazebna mista pro hem a diacylglycerol a nachazi se v cytoplasmé a
v plasmatické membrané. HY5 z proteinové rodiny, ktera obsahuje zakladni strukturni
motiv - leucinovy zip (bZIP), se podili na regulaci normalniho vyvoje za vSech
svételnych podminek (Chen et al., 2004; Ellenberger, 1994).

2.5.2 Signalizace fytochromu

Fytochromova signalni draha je v cytoplasmé indukovana Ca** a cGMP a také
fytochrom-indukujici fosforylaci regulacnich proteint: auxin/indol-3-octova kyselina
(Aux/IAA), cry1, cry 2 a substrat fytochromové kinasy 1 (PKS1) (Tab.1). Fosforylaéni
aktivita ovliviujici svételnou signalizaci byla potvrzena pouze u phyA (Gyula et al.,
2003; Kaluri et al., 2007).

Signalizace vSech fytochromu (phyA-E) zaclina translokaci svétlem aktivované
formy Pfr z cytoplasmy do jadra, kde se vaze s dalSimi proteiny jako jsou napf.
transkripCni faktory typu helix —smycka-helix, (o0HLH) Fytochrom-interagujici faktor 3
(PIF3) a 4 (PIF4), které kontroluji expresi nékolika cilovych gena (Franklin et al., 2005;
Schafer & Bowler, 2002) (Tab.1) (Obr. 21).
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Tab.1 Vazebni partnefi fytochromt (pfevzato z Chen, 2004; Gyula et al., 2003; Schafer &
Bowler, 2002)

vazebny partner phyA/phyB  Pr/Pfr lokalizace funkce v phy signalizaci

ARR4 B obé J,C stabilizace formy Pfr phyB
spojeni s cytokininovou signal. drahou
Aux/IAA A obé J spojeni s auxin-signdl.drahou
cryl A ? J fotoreceptorova spoluprace
cry2 B ? J fotoreceptorova spoluprace
ELF3 B obé J regulace cirkadiannich hodin
NDPK2 A Pfr>Pr J,C pozitivni regulator A a B
PIF3 B(A) Pfr J pozitivni regulator odpovédi phyB
vazba phyB s cirkadiannimi rytmy
PIF4 B oba J negativni regulator B
PKS1 AB ? C negativni regulator translokace
phy do jadra

Legenda: C-cytosol; J-jadro;

Pozn.: Cirkadianni rytmy jsou pravidelné cykly v metabolismu, fyziologickych procesech a
chovani v odpovédi na denni/no¢ni cyklus. Tyto cykly spolu se svétlo-dependentnimi drdhami
zprostfedkovavaji vnimani délky dne v rostlindch (Sullivan & Deng, 2003).

Mezi dal8i interakcni partnery patfi ARR4 (odpovédny regulator 4 z A. thaliana).
stabilizujici konformaci phyB a COP (konstitutivni fotomorfogeneze) proteiny, které jsou
zahrnuty v ubikvitin-dependentni degradaci phyA (Obr.21). Mezi COP proteiny patfi
COP9 signalosom (CSN), COP1 a COP10. COP9 signalosom je proteinovy komplex
zpUsobujici degradaci vybranych proteint blizce pfibuzny regulaéni podjednotce 19S
proteasomu 26S, ktery degraduje polyubikvitinované proteiny (Obr.22). COP10 se
strukturné podoba ubikvitin-konjugujici E2 enzymu, zatimco COP1 pusobi jako E3
ligasa vyvolavajici degradaci HY5 v jadfe za tmy u cry a phy (Gyula et. al.,20083;
Schafer & Bowler, 2002; Franklin et al., 2005).
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Obr.21 Schéma fytochromového signalniho prenosu. Cervené svétlo spousti tvorbu aktivni
formy fytochromu (Pfr), coz zplsobuje pfechod velké ¢asti Pfr do jadra. V cytoplazmé poté
dochazi k fosforylaci fytochromu (oznaceno jako P) a dalSich protein( jako je cytoplasmicky
protein PKS1 a transkripéni faktory CPRF1, CPRF2 a GBF1, coZ zplsobuje transport téchto
komponent do jadra. CPRF1 and CPRF2 jsou &lenové hlavni“promoter-binding transcription
factor family” (CPRF) a GBF1 je G-box vazajici faktor 1. Tvorba Pfr je také nasledovana aktivaci
heterotrimernino G-proteinu (G) neznamym mechanismem vedouci kzméné obsahu
cytoplasmického cGMP a Ca** s kalmodulinem (CaM). To vede k aktivaci transkrip&nich faktors
(X a'Y) potfebnych pfi svétlo-dependentni expresi riznych gent. (Pfr) reguluje transkripci diky
nékolika paralernim draham. Prvni draha zahrnuje translokaci Pfr do jadra, kde vaze
transkripéni faktory bHLH rodiny (napf. PIF1, PIF3, PIF4, PIF5, PIF6, PIF7), které aktivuji
klicové transkripéni faktory (RTFs) indukujici fadu svétlem-regulovanych gend. V druhé jaderné-
lokalizované draze fytochromy interaguji s odpovédnymi regulatory (RR), které je stabilizuji
v aktivované formé a dale mohou aktivovat expresi svétlem-regulovanych genl inhibovanych
COP1-, COP10 a CSN-dependentni proteolyzou transkripéniho faktoru HY5. Dal§i moznosti

regulace je vazba k aktivovanym kryptochromim (cry). V cytoplazmé mohou fytochromy
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aktivovat genovou expresi pres G-proteiny, cGMP-dependentni drahu a (Ca®*), ktery reguluje
protein SUB1. Pro regulaci gend odpovédnych za fotomorfogenezi je nezbytné remodelovani
chromatinu, které zprostfedkuje nukleosom-vazajici komplex DET/DDB1. X, Y and Z, jsou
neznamé transkripCni faktory (pfevzato a upraveno z Kreslavski et al., 2009; Schafer & Bowler,
2002).

Obr.22 Model svétlo-dependentni proteosomalni degradace PIF. Svétlem aktivovany phyB
pfechazi do jadra a interaguje s transkripnimi faktory PIF. PhyB fosforyluje (P) PIFs, coz vede
k ubikvitinylaci (Ub) neznamou E3 ligasou pfed vlastni proteasomovou degradaci. Ve tmé
mohou naakumulované PIF podpofit transkripci cilovych gen(, coz vede k bunééné elongaci.
(pfevzato z Henriques et al., 2009).

2.5.3 Signalizace kryptochromu

cryl a cry2 se spolu s fytochromy podili na indukci fotomorfogeneze, ale
usporadani a délka jejich signalni drahy se lisi (Gyula et al., 2003) (Obr.20). Centralni
roli v signalizaci cry hraje svétlo-regulujici proteinova degradace, které se uc€astni
protein COP1 interagujici s C-terminalni doménou cry1 i cry2 za tmy i za svétla. COP1
protein je nezbytny pro svétlo-regulujici degradaci nékolika transkripénich faktorl
(napf. bZIP protein HY5) zahrnuté ve svétlo-regulujici transkripci. Mechanismus
degradace HY5 je znazornén na obr.23 (Chen et al., 2004; Li & Yang, 2007).
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Obr.23 Mechanismus aktivace signalni drahy kryptochromu. Za svételnych podminek dochazi
k modifikaci cry1, ktery vede ke konformacni zméné COP1 uvolfiujici transkripéni faktor HY5,

ktery mize aktivovat pfislusné geny. Za tmy COP1 spusti degradaci HY5 (pfevzato z Chen et
al., 2004).

U kryptochroml bylo identifikovano nékolik dalSich signalnich komponent
(Tab.2), které se nachazeji v jadfe nebo cytoplasmé&. SUB1 je Ca®*-vazajici protein,
ktery se ucCastni signalizace cryl a cry2 a phyA (Tab.2). Tento protein potfebuje
k signalizaci svétlem-aktivovaného vazebného partnera HY5. Ve tmé SUB1 neukazuje
zadnou reakci (Briggs & Spudich, 2005). Kryprochromy se déle podili na aktivaci
aniontovych kanalkd vedouci v depolarizaci plazmatické membrany (Chen et al., 2004).

Tab.2 Souhrn signélnich latek v cry-signélni draze a jejich regulace cry-dependentni signani
drahy (pfevzato z Chen et al., 2004; Gyula et al., 2003; Mohler et al., 2003).

Signalni Zkratka Pozitivni/ negativni

komponenta regulace
protahly hypokotyl na swvétle 5 HY5 +
homolog HY5 HYH +
dlouhy hypokotyl za FR swétla  HFR1 +
protein fosfatasa 7 AtPP7 +

z A.thaliana

phytochrom A phyA ?
phytochrom B phyB ?

kratce pod modrym svétlem SUB1 -
Zkratky: FR - dlouhoviné ¢ervené svétlo

2.5.4. Signalizace fototropinu

Pfenos signalu phot1 zacina svétlem-regulovanou autofosforylaci (kapitola
autofosforylace), kterd probiha na nékolika serinovych residui pfi rizné intenzité svétla
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a aktivuje nékolik signalnich komponent, jejichz vycet je shrnut v tabulce 3 (Chen et al,
2004). Tyto signalni latky se podili na regulaci celé fady modré svétlo-dependentnich
procesech napf. fototropismus, otvirani priduchd, pohyb chloroplastli atd. (Christie,
2007) (Tab.4).

Tab.3 Komponenty fototropinem-zprostiedkované signalni drahy (pfevzato z Christie, 2007;
Moore & Perez, 1967; Luesse et.al., 2006)

Zkratka Nazev Typ phot lokalizace
NPH3 nefototropicky hypokotyl 3 phot1 PM
RPT2 kofenowy fototropismus 2 phot1 ?
PKS1 substrat fytochromové kinasy 1 phot1

NPH4 nefototropicky hypokotyl 4 ? J
MSG2 Massugu 2 ? J
PIN1 zménény PIN protein 1 phot1 ?
14-3-3  protein eluovany ve 14 frakci hovéziho phot1 i phot2 C

sérového homogendtu a rozdéleny pfi
pfi S-elfo na pozici 3,3

VIPIP1 phot1-interagujici protein z Vicia faba phot1 M
CHUP1 neobwklé umisténi chlorplasti 1 ? C (VCHM)
PMI1 naruseny pohyb plastidd 2 ? ?
JAC1 J-doménowy protein potfebny pro odpovéd ?

na akumulaci chloroplastt
Ca? vapenaty kation phot i phot2 C

Zkratky C - cytosol; J - jadro; M - mitochondrie; PM - plasmaticka membrana; S- elfo -
Skrobova elektroforéza; VCHM - vnitini chloroplastova membrana

Tab.4 Pfehled fce kryptochromovych signalnich komponent v riznych rostlinnych procesech
(pfevzato z Christie, 2007).

Proces Signalni komponenta
fototropismus NPH3, RPT2, PKS1, NPH4, MSG2, PIN1
gravitropismus NPH4, MSG2

inhibice riistu hypokotylu ca’

otvirani praduchti RPT2, 14-3-3, VfPIP1, Ca®*
relokalizace chloroplastt CHUP1, PMI1, JAC1, Ca**
spojeni s dalSimi fotoreceptory PKS1

Mezi vyznamné signalni pfenadede v rostlinach patfi cytosolicky Ca®*, ktery se
podili na regulaci procesu fizenych fototropiny (phot1 a phot2), které jsou zahrnuty
v tabulce 4. Zdroje vapenatych kationd pochazi z extracelularniho prostoru a nebo
vnitfnich zasob burky (napf. ER a vakuola). Fototropiny zprostfedkovavaji mobilizaci
Ca** v odpovédi na modré svétlo hlavné v cytosolu (Obr.24). phot1 indukuje transport
Ca®** zextracelularniho prostoru do cytosolu pres napétim-fizené kanalky
v plasmatické membrané. phot2 stimuluje uvolnéni Ca®* z vakuol nebo ER, jeho akce
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je zavisla na typu tkané a svételnych podminkach (Obr. 24). phot1 indukuje mobilizaci

v v s

250 umol.m®?.s™). Schéma akce obou phot pfi mobilizaci Ca®* zahrnuje obrazek 23
Harada & Shimazaki., 2007).
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Obr.24 Schéma mobilizace Ca®* zprostiedkované phot1 a phot2 za slabé (a), stfedni (b) a silné
intenzity modrého svétla. (a) Pfi nizké intenzité modrého svétla phot1 lokalizovany
v plasmatické mebrané sam stimuluje pritok Ca®* pres Ca®* kanalky v plasmatické membrané
z apoplastu do cytosolu. (b) Pfi stfedni intenzité modrého svétla phot1 zprostfedkovava stejny
transport jako pfi nizké intenzité. PFi téchto podminkach phot2 v plasmatické membrané muze
sam stimulovat Ca®* - indukuijici uvolnéni vapniku (CICR) z vnitfnich zasob prostfednictvim
fosfolipasa C (PLC)-dependentni signalizace a také indukovat ptitok Ca®* pres Ca®* kanalky.
phot2 muize aktivovat zvyseni hladiny Ca®* z apoplastu v buiikach listu pouze za tohoto svétla
(viz Seda Sipka). Pfedpoklada se, ze v listech phot1 indukuje phot2-dependentni PLC drahu a
potladuje phot2-dependentni pfitok Ca®* z apoplastu do cytosolu. (c) Za vysoké intenzity
modrého svétla phot2 v plasmatické membrané mulze aktivovat indukci CICR prostfednictvim
PLC-zprostiedkované signalizace a pfitoku Ca®* pres vapenaté kanaly v plasmatické mebrané.
phot2 nachazejici se v Golgiho aparatu se miize podilet na uvolnéni Ca®* z vnitinich zasob pii
intenzité modrého svétla od 20-48 pumol.mZs™. phot2 nachazejici se pravdépodobné na
chloroplastu muze indukovat uvolnéni Ca®" z chloroplastu pfi silné intenzité modrého svétla
(pfevzato z Harada & Shimazaki., 2007).
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2.6 LOKALIZACE

2.6.1 Lokalizace fytochromu

Phy A-E (A. thaliana) se za tmy akumuluji v cytoplazmé. Po zachyceni
svételného signalu dochazi k preméné formy Pr na Pfr, ktera je transportovana do
jadra. Po transportu do jadra fytochromy tvofi intranuklearni téliska (NBs) o rtzné
velikosti a tvaru, které zavisi na kvalité a mnozstvi svétla (Obr.25). Reversibilni tvorba
NBs probiha podle denniho schématu méniciho se na zakladé fotoperiody. Funkce
téchto télisek neni jasna, ale predpokladd se uCast na degradaci fytochroma
v cytoplasmé a kontrole transkripce specifickych rostlinnych genu.

V etiolovanych a na svétle rostoucich rostlinach vétsina forem Pr a Pfr zlstava
v cytoplasmé, kde jsou nékteré z nich soucéasti cytoplasmatické membrany nebo jsou
k ni jen ¢astecné pfipojeny (Chen et al, 2004; Nagy & Schafer, 2002; Wang, 2005).

Nuclear Bodies

R @ Muclear
IS  Import
Muclear Body
PfrPfr Compartmentalization

Cytoplasm " Nucleus

Obr.25 Schématické znazornéni fytochromové lokalizace s pouZitim phyB jako modelu. Po
svételné aktivaci fotoreceptoru dochazi k dvéma déjim: jaderny import a tvorba jaderného
téliska. Pro uskute¢néni jaderného importu je nezbytna nejméné jedna molekula fytochromu
v Pfr formé v dimeru. V jadre se pfrpfr homodimery zaélenuji do jadernych télisek (Chen et al,
2004).

2.6.2 Lokalizace kryptochromu

V praci Xu et al. bylo prokdzano, ze umisténi kryptochromovych gent 1 a 2
v bunice se liSi. cry1 je svétlo-dependentni protein, ktery je za tmy cilen do jadra,

zatimco za svételnych podminek zlstéva v cytoplasmé, kde se muze akumulovat
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podél plazmatické membrany (Obr.26). cry2 se bez ohledu na svételné podminky
nachazi v jadre, protoze v C-terminélni doméné obsahuje jaderny lokaliza¢niho signal
(JLS) a v ostatnich buné&nych komponentach se nachazi jen v nepatrném mnozstvi.
Po vystaveni modrému svétlu se cry1 z pSenice degraduje (Obr.26) (Wang, 2005; Xu
et al., 2009). U Arabidopsis byla prokdzana asociace cry2 s chromosomy, ale zatim
nebylo zjisténo, zda se cry2 vaze pfimo na DNA nebo se vaze k chromosomu
prostfednictvim protein-proteinové interakce (Wang, 2005).

GFP control TaCRY1a-GFP TaCRY2-GFP

S55um

Dark

S8um

Blue light

Obr. 26 Bunécna lokalizace cry1 a cry2. Fuzni proteiny TaCRY1a-GFP a TaCRY2-GFP byly
prechodné transformovany do epidermalnich bunék cibule ve tmé a na modrém svétle. Ve tmé
TaCRY2-GFP konstrukt vykazuje intenzivni fluorescenéni signal v jadfe a slaby signal v dalSich
Castech bunky. Pfi pfechodu ze tmy na svétlo se TaCRY2-GFP konstrukt neobjevuje. TaCRY1-
GFP konstrukt vykazuje signal v jadfe a v blizkosti plazmatické membrany, po aplikaci modrého

sveétla byl signdl detekovan v cytoplasmé (pfevzato z Xu et a., 2009)

2.6.3 Lokalizace fototropinu

phot1 a phot2 jsou umistény v cytoplazmeé, kde jsou vazany k cytoplazmatické
membrané dosud neidentifikovanym zpusobem. phot1 je vysoce hydrofilni protein
nachéazejici se v cytoplasmatické membrané, kde se vaze k jejimu povrchu zejména

jako periferni protein (Wang, 2005).

37



2.7 AUTOFOSFORYLACE A ULOHA KINAS

2.7.1 Fytochromy

Rostlinné fytochromy jsou Ser/Thr kinasy obsahujici HKRD region pfibuzny
s bakterialnimi  histidinkinasami, ktery zprostfedkovava jejich autofosforylaci a
fosforylaci dalSich proteint. Autofosforylace phyA je zprostfedkovana pfipojenim
chromoforu a zesilena po vystaveni phyA R svétlu (Obr.27). phyA také fosforyluje
nékolik proteinu in vitro, napf. cry1, cry2, Aux/IAA, PKS1 a NDPK2, atd.

cervené svétlo

!
Y IeYe

[ PAS [ HKRD | — [ PAS [ HKRD |

chromofor

Obr. 27 Schéma autofosforylace fytochromu A (pfevzato z Wang, 2005)

U PhyA byly zmapovany dvé fosforylaéni mista (Ser-7, Ser-598). Ser-7 je trvale
fosforylovan v obou formach Pr i Pfr., toto residuum je zapojeno do regulace
signalizace phyA. Fosforylace Ser-598 je zavisla na svétle a pfednostné k ni dochazi
v Pfr formé in vivo. Fosforylace phyB je jen ¢aste¢né zavisla na HKRD regionu, proto
nebyl u phyB prokazan fosforylacni status a kinasova aktivita ovliviujici svételnou
signalizaci (Gyula, et al., 2003; Chen et al., 2004; Wang, 2005).

Mezi fyziologické role fosforylani modifikace fytochromu( patfi regulace jejich
stability (phyA), jejich subcelularni lokalizace a jejich interakce se signalnimi partnery.
Napf. fosforylace Ser-598 inhibuje interakci phy se signalnimi partnery NDPK2
(nucleosiddifosfatkinasa 2) a PIF3 (fytochrom-interagujici partner 3). Interakce phyA
s FYPP (fytochrom asociujici proteinfosfatasa) zahajuje fytochromovou aktivitu
v kveteni a zkracovani hypokotylu. Inhibice FYPP jeho fytochromovou aktivitu snizuje,
coz znamend ze vratna fosforylace a defosforylace muize byt kliCovym mechanismem
pro fytochrom-zprostfedkujici svételnou signalizaci. (Gyula et al., 2003; Kim, et al.,
2002; Kreslavski et al., 2009; Wang, 2005).
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2.7.2 Kryptochromy

Modré svétlo - dependentni proteinova fosforylace je dulezitd pro biologickou
aktivitu kryptochromu. Protein cry1 je fosforylovan diky phyA najeho C-terminalni
doméné po vystaveni etiolovanych rostlin rizné intenzité modrého svétla (Obr.28).
V praci Shalitin et al., 2003, bylo prokazano Ze cry1 protein z hmyzich bunék muze byt
fosforylovan in vitro bez pfitomnosti proteinkinasy, Ize pfedpokladat, Zze cry1l mize mit
autofosforylaéni aktivitu zavislou na modrém svétle.

Fosforylace cry2 nebyla detekovana v etiolovanych semenadcich, ale byla
prokazana kratce po vystaveni semenackl modrému svétlu (Obr.28). Fosforylace
tohoto proteinu je zavisla na poméru intenzity modrého svétla a dobé vystaveni (Li &
Yang, 2007).

modré svétlo

_ fosforylace
A.|CNT1 CCTH | —— CNT1 1

neaktivni cry1 (etiol. semenacky) aktivni cry1 (etiol.semenacky)

modré svétlo

_ fosforylace
B.]CNT2 CCT2 | —— CNT2 2

neaktivni cry2 (semenacky) aktivni cry2 (semenacky)

Obr. 28 Schéma modré svétlo-dependentni fosforylace cry1 a cry2. (A) cryl je fosforylovan
(hvézdiCky) po vystaveni rostlin ze tmy modrému svétlu. Tato fosforylace se zvySuje s s rostouci
intenzitou modrého svétla. (B) Fosforylace cry2 neni detekovand v etiolovanych rostlinach, ale
objevuje se az poté co jsou semenacky vystaveny modrému svétlu. Zkratky:CCT-C-koncova
kryptochromova domény; CNT — N-koncova kryptochromova doména (pfevzato z Li & Yang,
2007).

Modrym sveétlem-indukované fosforylace kryptochrom( slouzi nejen k aktivaci
jejich signalni drahy, ale fosforylace muze pfi vysoké intenzité modrého svétla také
znacit aktivovany cry2 pro proteasom-zprostiedkujici degradaci, ktera signalni drahu
inhibuje (Li & Yang, 2007; Wang, 2005).
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2.7.3 Fototropiny

phot1 je protein asociovany s membranou, u kterého po ozafeni modrym svétlem
dochazi k autofosforylaci v C-terminalni Ser/Thr kinasové doméné vedouci k aktivaci
proteinu (Obr.29). Fosforylace probiha na dvou rozhrani N-konce a LOV1 domény a H
regionu mezi LOV1 a LOV2, kde se nachazi osm fosforylacnich mist (serinova
residua), které se liSi intenzitou svétla potfebnou pro fosforylaci a funkci. Seriny
seriny umisténé u LOV2 domény (Obr.29). Funkce obou typl fosforylaci se zatim
predpoklada. Fosforylace probihajici blizko domény LOV1 se mize podilet na
ovliviiovani protein-proteinovych interakci se signalnimi komponenty napf. NPHS,
zatimco fosforylace u LOV2 se mlize u¢astnit znecitlivéni receptoru (Wang, 2005).

LOV1 LOV2
)
C Ja
kinasa

~.
- -

Obr.29 Schéma aktivace fototropinu prostfednictvim svétlem-fizené autofosforylace. Ve tmé je
fototropinovy receptor nefosforylovany a inaktivni (nahofe). Za téchto podminek asociuje a —
helix ozna¢ovany jako Ja-helix s povrchem domény LOV2. Ja-helix se nachézi u C-konce LOV2
a sklada se z polarni a nepolarni strany, ktera zakotvuje do B — fetézce jadra LOV2. LOV2
doména tedy plsobi jako represor fototropinové kinasové aktivity ve tmé. Po absorpci modrého
svétla doménou LOV2 dochazi k odstépeni Ja helixu. Uvolnéni Ja helixu vede k aktivaci C-
terminalni kinasové domény a nasledné autofosforylaci fotoreceptoru zavislé na intenzité
modrého svétla. Na N-konci fototrotropinu se nachazi osm serinovych fosforylacnich mist, které
se rozdéluji do dvou skupin: fosforylaéni mista s nizkou/stfedni potfebou intenzity svétla (bila
barva) a fosforylaCni mista s vysokou potfebou intenzity svétla (zelena barva). Dvé fosforylaéni
mista se nachazi mezi pred LOV1 blizko N-konce proteinu (Ser”’, Ser®). Zbyvajici fosforyla&ni
mista jsou lokalizovany mezi doménami LOV1 a LOV2 (Ser”*, Ser’®, Ser®"’. Ser®®, Ser*®,
Ser®®?, Se*9). Mista pobliz domény LOV1 (Ser”’, Ser®®, Ser’”* a Ser’®) jsou fosforylovany pii
nizké intenzité modrého svétla. Ostatni mista u domény LOV2 jsou fosforylovany pfi stfedni
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nebo vysoké intenzité svétla. Po inkubaci ve tmé se aktivovany phot1 muze vratit zpét do
nefosforylovaného stavu. Doména LOV1 se Caste¢né podili na autofosforylaci fotoreceptoru
(pfevzato a upraveno z Christie, 2007).

2.8 VLIV SVETELNYCH SIGNALU NA VYVOJ ROSTLIN

Svételné signaly zachycené fotoreceptory (fytochromy, kryptochromy a
fototropiny) reguluji vyvoj rostlin béhem jejich Zivotniho cyklu, ktery zahrnuje procesy:
kliceni, de-etiolace, fototropismus, vyvoj listd, komplex odpovédi zvany vyhnuti se
zastinéni, regulace kveteni, atd. (Obr.30). Na zakladé plsobeni svételnych signalu
s dalSimi okolnimi signdly muize rostlina pfedpokladat zmény v okoli a pfizpusobit
podle toho svuj vyvoj (Franklin et al., 2005).

PHY

PHY . ’ “
iy Germination
&2 [
3 PHY
Flowering Q CRY

»v

PHY 8 De-etiolation g
CRY
Arabidopsis thaliana

Circadian entrainment N

YN e

Shade Avoidance

™ PHOT _° PHOT ses

X J ~
dinbioetd I NN

Chloroplast movement Phototropism

Obr.30 Sveétlem-regulovany vyvoj v modelovém rostlinném organismu A.thaliana. Svétlo
ovliviuje vyvoj rostliny béhem jejiho Zivotniho cyklu. Jednotlivé vyvojové aspekty reguluji
fotoreceptory: fytochromy (phy), kryptochromy (cry) nebo fototropiny (phot), které plsobi sami

nebo v kombinaci s néjakym dal$im fotoreceptorem (pfevzato a z Sullivan & Deng, 2003).

2.8.1 Kliceni

Proces kli¢eni je regulovan zejména fytochromovou rodinou fotoreceptort (phyA,
B, C, D a E), ktera pusobi v nékolika moédech (Sullivan & Deng, 2003). Semena a
semenacky rostouci ve tmé vykazuji tfi rdzné mody fytochromové akce (VLFR, LFR a
HIR), které jsou charakterizovany pomérem a reverzibilitou R/FR. Zahdjeni kli¢eni
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spousti méd VLFR zprostiedkovany phyA a mod LFR zprostiedkovany phyB. Dale se
na regulaci kliceni pomoci médu LFR podili také phyC, D a E, kde uc¢ast phyD neni
nezbytné nutnd diky blizké sekvenéni pfibuznosti s phyB. Posledni akéni mod
podilejici se na kli¢eni je FR-HIR, kterou zprostfedkovavaji dva fytochromy phyA a
phyE (Franklin et al., 2005).

2.8.2 De-etiolace

Po prechodu rostliny na svétlo dochazi k de-etiolaci, ktera zplisobuje zménu v
neékolika vlastnostech rostliny (Obr.30). U dvoudéloznych rostlin Ize pozorovat
zastaveni prodluzovani stonkovych ¢asti, otevieni a zozevieni kotyledonl a tvorbu
fapiku. Jednodélozné rostliny zastavuji prodluzovani listl, jejichz Cepele expanduiji.
Dale dochazi k syntéze chlorofylu, proteind fotosyntetického aparatu, enzymu
Calvinova cyklu a k pfestavbé etioplastt a proplastidi na chloroplasty, coz je nezbytné
pro aktivaci fotosyntézy (Danék & Pavlova, 2002). Regulace tohoto procesu je
zaloZena na interakci jednotlivych fytochrom( napf. phyA a phyB (Obr. 31), ale také
phyC, D, a E (Taiz & Zeiger, 2006). phyA se prostfednictvim médu FR-HIR podili na
inhibici elongace hypokotylu. VSichni Clenové fytochromové rodiny se po vystaveni
kontinualnimu R svétlu GCastni aktivace expanze kotyledonu (Franklin et al., 2005).

Dale je deetiolace Fizena prostfednictvim spoluprace fytochromovych a
kryptochromovych fotoreceptoru, které jsou aktivni pfi urcité intenzité svétla (Obr. 32)
(Sullivan & Deng, 2003). Kryptochromy se béhem de-etiolace podileji na inhibici
elongace hypokotylu a ovliviovani hladiny antokyaninu (Franklin et al., 2005).
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Obr. 31 Antagonistické role phyA a phyB pfi deetiolacni odpovédi. phyB absorbujici kontinualni
R svétlo stimuluje deetiolaci udrzovanim vysoké hladiny PfrB. Kontinualni FR svétlo
absorbované phyB naopak stimulaci zabrarfiuje snizovanim hladiny PfrB. Regulace deetiolace
phyA zavisi na fotostacionarnim stavu fytochromu (Sipkovy cyklus). phyA po absorpci
kontinualniho FR svétla stimuluje tento proces, zatimco po absorpci kontinualniho R svétla ho
inhibuje (pfevzato z Taiz & Zeiger, 2006).

phyA

svétlo ﬂ deetiolace

phyB |:'> cryl, cry2

Obr. 32 Schéma souhry cry a phy béhem regulace de-etiolace. Po ozafeni semenackl svétlem
je phyA degradovéan a de-etiolace je kontrolovana phyB a hlavné Kryptochromy (pfevzato z
(Sullivan & Deng, 2003).

2.8.3 ,,Shade avoidance”

V pfirozenych podminkach rostliny neustéle soutézi se stinici vegetaci o zdroj
svétla, ktery je nezbytny pro fotosyntézu a dal$i procesy. Proto si rostliny vyvinuly dvé
strategie obrany: ziti ve stinu (shade tolerance) a nebo unik z cesty (shade avoidance)
(Sullivan & Deng, 2003). ,Shade avoidance® zahrnuje soubor proceslt zabranujici
stinéni ostatni vegetaci (Obr.33). Mezi tyto procesy patfi tvorba dlouhych internodii a
fapikud, zvySeni apikalni dominance, urychleni kveteni, snizeni tvorby plodi a semen,
tvorba listd svelkymi a tenkymi Cepelemi a vysoce vykonnym fotosyntetickym
aparatem (Danék & Pavlova, 2002). ,Shade avoidance” je soubor obranych procesu,
ktery zprostfedkovavaji fytochromy (Smith, 2000). Regulace tohoto procesu pomoci
phyA a phyB je znazornéna na obrazku 34. Rostliny vnimaji pfitomnost sousedni
vegetace jako snizeni poméru R:FR svétla, které se odrazi nebo prochazi skrz zelené
tkdné. Pomér R:FR denniho svétla se pohybuje kolem 1,5 a trochu Kkolisa
s poveétrnostnimi  podminkami. Fotosyntetické pigmenty, chlorofyly a karotenoidy
absorbuji svétlo nejvice v oblasti viditelného svétla véetné R svétla, coz zpusobuje
zménu pomeéru sveétla R:FR na hodnotu 0,09-0,7 pro zastinéné rostliny (Franklin et al.,
2005).
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Obr.33 Obranné mechanismy rostliny (Sinapis alba) proti stinéni. Vlevo je rostlina nevystavena
stinu vegetace. Vpravo rostlina vykazuje typické znaky ,shade avoidance®: listy s velkymi

¢epelemi a dlouhymi fapiky, stimulace rustu atd. (pfevzato z Franklin et al., 2005).

Continuous illumination
ik

Red Far-red Re_d Far-red Red Far-red

Obr.34: Uloha phyA a phyB na vyvoj semenadkd na svétle a ve stinu. Na slunednim svétle
obohaceném o Cervené svétlo je deetiolace primarné fizena phyB (vlevo). Semenécek
vystaveny stinu s vysokym obsahem FR svétla zahajuje deetiolaci primarné prostfednictvim
phyA (uprostfed). phyA je labilni, proto to je tato odpovéd déle fizena phyB. P¥i pfepinani
z phyA na phyB se zastavena inhibice riistu stonku, coz dovoluje zrychlit rGst stonku a nasledné
se vyhnout stinu (pfevzato z Taiz & Zeiger, 2006).

2.8.4 Fototropismus

Fototropismus je proces fizeny svétlem, ktery zplsobuje zakfiveni nebo ohyb
rostlinnych organu. Existuji dva typy odpovédi a to: pozitivni a negativni fototropismus.

Pozitivni fototropismus znamena rust rostlinné ¢asti smérem ke svételnému zdroji (pf.
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stonek), ktery je dulezity pro maximalizaci fotosyntézy béhem raného vyvoje. V
dasledku negativniho fototropismu dochazi k rustu rostliny smérem od svétla (napf.
primarni kofeny) (Sullivan & Deng, 2003). Tento proces je zprostiedkovany
fototropinovou rodinou fotoreceptorl, ktera obsahuje phot1 a phot2 odli§né regulujici
fototropismus pfi rizné intenzité modrého svétla (Franklin et al., 2005).

2.8.5 Vyvoj listu

Vyvoj listu je jednim ze svétlem-regulovanych procesu, které ovliviuji
architektonickou stavbu rostliny (velikost, tvar a uhel listu, vySka rostliny a stuper
Uzlabniho vétveni). Vyvijejici listy se musi pfizplsobovat kolisajici hladiné svétla, ktera
muze zpUsobit snizeni fotosyntetické produktivity nebo fotooxidativni poskozeni
chloroplastt. Rostliny mohou uplatnit dvé strategie: otvirani priduchi a migrace
chloroplastu (Franklin et al., 2005).

Priduchy jsou malé péry v listu a stonku regulujici vyménu plynd na zakladé
napinani a smrstovani paru svéracich bunék, které zplsobuji otvirani a zavirani
priduchu (Sullivan & Deng, 2003). Tento proces reguluje phot1 a phot2 a béhem
fotosynteticke aktivity takeé fytochromy.

Chloroplasty se vlivem slabych svételnych podminek prostfednictvim phott
akumuluji na svrchni strané palisadovych mesofylovych bunék pro dosazeni
maximalizace fotosyntézy, zatimco =za intenzivnich svételnych podminek se
prostfednictvim phot2 chloroplasty fadi kolmo ke sméru od svételného zdroje
k minimalizovani svételného poskozeni (Sullivan & Deng, 2003).

2.8.6 Fotoperiodicka regulace kveteni

Zivé organismy vnimaji zménu v délce dne neboli fotoperiodé, ktera umozriuje
pfizplsobit jejich reproduktivni vyvoj kazdoro&nim sezénnim zménam. Fotoperioda je
dulezity signél v kontrole kveteni. Rostliny se podle vnimané délky dne pfi kveteni
rozdéluji na dlouhodenni (LDP) a kratkodenni rostliny (SDP) (Franklin et al., 2005;
Sullivan & Deng, 2003). Na regulaci kveteni se podili fytochromy a kryptochromy. phyA
funguje jako iniciator kveteni u LDP, zatimco phyB zprostfedkovava inhibici kveteni
zavislou na ¢erveném svétle a phyC se podili na inhibici kveteni v SDP Arabidopsis.
cryl se podili na vnimani fotoperiody u SDP, zatimco cry2 u LDP. Modré svétlo
zpUsobuje inhibici phyB. phyA vykazuje dllezitou aktivitu v dlouhotrvajicim modrém
sveétle (Franklin et al., 2005) .
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2.9 FOTOMORFOGENEZE

Fotomorfogeneze je soubor procest probihajicich na svétle, kterymi rostliny
reaguji na rizné svételné podminky (kvalita, kvantita svételného zarfeni a fotoperioda),
tak ze upravuji metabolické procesy, méni pozici organ(, utvareji svou vnéjsi podobu i
vnitini  strukturu a Fidi proces ontogeneze. Jednotlivé svételné podminky jsou
detekovany prostfednictvim souborl receptor. Opaénym terminem k fotomorfogenezi
je skotomorfogenese, ktera zahrnuje rust a vyvoj rostlin ve tmé (Danék & Pavlova,
2002; Sullivan & Deng, 2003).

2.9.1. Skotomorfogeneze

Skotofotomorfogeneze neboli vyvoj rostliny ve tmé zahrnuje vyvojovy proces
kliceni. Kli¢eni (germinace) se spousti pouze za pfihodnych podminek, jinak semeno
zlistava v suchém stavu (Sullivan & Deng, 2003). V pfirozeném svételném okoli je
nacasovani kli€eni ovliviiovano mnoha faktory: okolni teplota, pfistup k vodé, umisténi
semene v pudnim profilu, naruseni pudy a stupen vegetaéniho stinéni (Franklin et al.,
2005).

Rostlina vykazuje béhem skotomorfogeneze typické vlastnosti (Obr.35), které se
u jednodéloznych a dvoudéloznych rostlin li§i. Dvoudélozné rostliny maji dlouhé
stonkové Casti (hypokotyl, epikotyl, internodia), charakteristické zakfiveni nejmladsi
stonkové c¢asti pod vzrostlym vrcholem, malé (kotyledony) slozené ksobé a
bezrapikaté listy s redukovanymi Cepelemi pfisedlé ke stonku. Jednodélozné rostliny
maji prodlouzené listy nékdy po délce srolované. Oba typy rostlin vykazuji spolecné
vlastnosti: nepfitomnost chloroplastd, zlutd barva rostliny, nevyvinuty fotosynteticky
aparat a vyvoj etioplastl z protoplastd (Danék & Pavlova, 2002).

Cotyledon

Hypocotyl

Dark Light
Skotomorphogenesis Photomorphogenesis
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Obr.35 Rozdilné fenotypy semenackll A. thaliana rostoucich ve tmé a na svétle. Ve tmeé
prochazi semenacky skotomorfogennim vyvojovym programem, ktery je charakteristicky hlavné
dlouhymi hypokotyly, uzavifenymi kotyledony. Na svétle rostouci semenaCky prochazi
fotomorfogenezi a jsou charakterizovany kratkymi hypokotyly, otevienymi a rozptylenymi
zelenymi kotyledony (pfevzato z Wang & Deng, 2002).

2.9.2. Fotomorfogeneze

Fotomorfogeneze zahrnuje tfi procesy zavislé na svétle: de-etiolace, ,shade
avoidance” a regulace cirkadiannimi rytmy. Mezi dalSi svétlo-regulujici procesy patfi
zmeéna postaveni listd, lokalizace chloroplastt v burice, otvirani nebo zavirani kvéta a
zména velikosti praduchové §térbiny (Danék & Pavlova, 2002). De-etiolace a ,shade
avoidance® jiz byly v textu charakterizovany. Regulace cirkadidnnimi rytmy je spojena
s pravidelnym stfidanim svétla a tmy (fotoperiody). S vnéjSim (exogennim) oscilatorem
jsou synchronizovany vnitfni (endogenni) cirkadianni hodiny v rostlinach. Z&kladem
cirkadiannich hodin u vSech organisml je transkripéni/translaéni zpétnovazebna
smycCka s pozitivnimi a negativnimi regulacnimi prvky (Falcitore & Bowler, 2005;
Sullivan & Deng, 2003). Podle fotoperiody fidi rostliny pribéh ontogeneze, napf.
poCatek kveteni (pfechod do generativni faze ontogeneze), vstup do obdobi klidu
(dormace), opad listd a tvorbu zasobnich organl (Danék & Pavlova, 2002).

3 ULOHA FOTORECEPTORU V REAKCI NA
STRES

3.1 OSMOTICKY STRES

Xu prokazal, ze svételné signaly zachycené fotoreceptory kryptochromy (cry)
jsou zapojeny v biotické a abiotické stresové obranné reakci v&etné osmotického
stresu (Xu et al., 2009), napf. byla pozorovana zména exprese genu Ta-CRY1a a Ta-
CRY2 u transgenni pSenice po vystaveni rostlin osmotickému stresu. Nadexprese CRY
genu zeslabuje regulacéni role stresové-odpovédnych gend v toleranci na osmoticky
stres.
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3.2 VZTAH MEZI TEPLOTOU A SVETLEM VE VYVOJI
ROSTLINY

3.2.1 Teplota jako signal

Ruast a vyvoj rostliny mize byt regulovan na zakladé propojeni signalnich drah
dvou faktoru: teplota a svétlo. Teplota je vyznamny vnéjSi faktor majici vyznamnou
Ulohu béhem rostlinného vyvojového programu (napf. kli€eni, elogace rlstu, kveteni).
Teplotni signdly mohou fungovat jako stimuly Kkontrolujici ¢asovani vyvojového
pfechodu a zesilujici toleranci k budoucim teplotnim extrémim a jsou dulezité pfi
udrzovani rostlinné homeostazy ve spojeni s cirkadiannimi rytmy. Mnoho teplotné
regulovanych odpoveédi je fizeno zménou hladiny rostlinnych endogennich hormona
(napf. kyselina abscisova, ABA; kyselina gibberellova, GA; auxin) a nebo signalnim
pfenosem. ABA a GA jsou dulezitymi faktory v regulaci kliCeni zahrnujici dormaci
semen a GA a auxin se ukazuiji roli v teplotné fizené elongacni odpovédi (Heggie &
Halliday, 2005; Franklin et al., 2009). Molekularni mechanismus teplotni signalizace
nebyl dosud zcela objasnén, ale je znamo, ze prechod rostlin do vysSich teplot vede
k iniciaci exprese heat-shock proteind a pfechod do nizSich teplot zvySuje hladinu
volného Ca** (Franklin et al., 2009).

3.2.2 Vztah mezi teplotou a svétlem

Spojeni svételnych a teplotnich signaltl se podili na regulaci kliceni (dormace
semen), elongaci rastu, rostlinné architektufe a kveteni. Pro zahdjeni kliCeni je
potfebna perioda chladu a svétla, ktera ovliviiuje syntézu rostlinného hormonu GA
prostfednictvim transkripéni regulace GA3 oxidasy (GA3 ox). Pfi vysoké teploté
indukce syntézy kyseliny abscisové potlauje biosyntézu GA a zabranuje kli¢eni.
Kromé GA a ABA se na regulaci kliCeni podili ethylen, ktery pusobi proti ABA.
Pfi regulaci kliCeni dochazi za raznych teplot k odliSnym zménam funkéni hierarchie
(Franklin et al., 2009; Heggie & Halliday, 2005) (Obr.36a).
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Obr.36: Funkéni hierarchie fytochromu pfi riiznych rlstovych teplotach v rostlinnych procesech

vysokych teplot (>19 °C), dale nasleduje phyA a pak phyE. P¥i nizsich teplotach (<19 °C) hraje
dominantni roli phyE, nasledovany phyB. Bylo zjiSténo Ze i phyC a phyD muzou podporovat
kliceni pfi teploté 19 °C. (b). phyB spolu s cryl s phyA a phyE inhibuji elongaci internod pfi
teploté > 19 °C, zatimco pii niz$ich teplotach k potladeni internod nedochazi. (c). Pii 22 °C hraje
dulezitou roli v potlaceni kveteni phyB, zatimco pfi nizSich teplotach jsou dominantni v regulaci
tohoto déje phyE a phyD. Pozn. Na regulaci potla¢eni kveteni se miZe podilet také cryi
(pfevzato a upraveno z Franklin et al., 2009).

Rostlinna architektura je modulovana béhem vyvoje vlivem teploty a svétla a
jejich komplexni interakci s endogennimi fytohormony zahrnujici GA, ABA, cytokinin,
brassinosteroidy a auxin. Pfimé efekty teploty na rostlinnou architekturu jsou
demonstrovany na obrazku 36. Prostfednictvim fotoreceptorl je pfi vySSich teplotach
potlatovana elongace internod stonku v Arabidopsis (Obr.36b). Spojeni teplotnich a
svételnych signalu pfi regulaci kveteni vykazuje zménu ve fotoreceptorové hiearchii za
riznych teplotnich podminek (Franklin et al., 2009; Heggie & Halliday, 2005) (Obr.
36¢).

Current Opinion in Plant Biology

Obr.36 Regulace rostlinné architektury fizena teplotou. A. thaliana roste v 10-hodinovych
fotoperiodach (tma/svétlo (130 pmol.m?.s™) pii teploté 16, 22 a 28 °C po dobu 30 dnl. P¥i 16 °C
jsou rostliny zakrslé a maji kompaktni rizici. Rostliny rostouci pfi 22 °C ukazuji nejvétsi povrch
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listti a biomasu. Rust p¥i 28 °C vede k vyznamné elongaci petiold, listové hyponastii a redukci
listové plochy (pfevzato a upraveno z Franklin et al., 2009).

3.3 Svétlo a rostlinny patogen

Rostliny mohou byt vystaveny pusobeni fady patogenu (houby, bakterie a viry),
které zpusobuji poSkozeni procesu jako je fotosyntéza, transpirace, pfijem zivin apod.
Rostlinné druhy neschopné zahgjit obrannou reakci podléhaji infekci vedouci k uhynuti
rostliny, zatimco resistentni rostliny bojuji proti biotickému stresu napf. prostfednictvim
rezistentniho systému ,gene-for-gene” (Kunz et.al, 2006).

Fotoreceptor Wc-1 z houby Fusarium oxysporum se podili na stimulaci vyvoje
hyf, hydrofobicité povrchu, svétlo-indukujici karotenogenezi, zvySené expresi
fotolyasovych gent atd. F. oxysporum obsahuje nékolik fotoreceptorovych gena, které
jsou identické s geny houby Neurospora crassa: napt. kryptochrom DASH, fytochromy
phy (1-12) a opsin-1. Wc-1 z houby F. oxysporum obsahuje podobné strukturni prvky
jako fototopin rostlin: tzn. aktivaéni doménu na N-konci, LOV domény, dvé PAS
dimeriza¢ni domény, jadernou lokalizaCni sekvenci atd. Dale bylo zjisténo, ze Wc-1 je
postradatelny pfi napadeni rostliny (raj¢e) houbou F. oxysporum (Ruiz et al., 2008).

UV svétlo muze vyvolavat expresi obrannych gent zapojenych rovnéz
v obrannych procesech v reakci rostlin na pusobeni patogend. Rostlina se proti UV
svétlu brani vznikem podobnych signalnich drah (napf. fenylpropanoidova draha)
s podobnymi signalnimi komponenty (fenylpropanoidy, ROS, NO, Ca, MAP kinasy
apod.). Rostlinné odpovédi vyvolané pusobenim UV-zafeni a patogeny mohou byt také
propojeny diky ubikvitin-zprostfedkované signalizaci. UV svétlo indukuje rdzné
odpovédi, protoze existuje velka variabilita mezi jednotlivymi rostlinami a interakcemi
patogen-hostitel.

UV-B svétlo stimuluje tvorbu gent dulezitych pro patogenni resistenci v rostlinach
(napf. chitinasa, lipoxygenasa, ,patogen-related protein“). UV-C zafeni zvySuje
resistenci proti viru tabakové mozaiky v tabakovych listech (Kunz et.al, 2006).
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4 VZTAH MEZI FOTORECEPTORY A RNS A
ROS

4.1 CHARAKTERISTIKA RNS

Reaktivni formy dusiku (RNS) jsou odvozeny od oxidu dusnatého (NO). NO se
v plynném stavu chova jako volny radikal, ktery je nestabilni a reaktivni jen po kratkou
dobu. Tento radikal mize pfijmout nebo ztratit jeden elektron za vzniku NO™ a NO*
(Wilson et al., 2008). Produkce NO v rostlinach je zaloZzena na chemickych reakcich.
Vyznamnou roli v produkci NO hraji dva enzymy NO syntasa (NOS) a nitratreduktasa
(NR) (Neil et al., 2008). NOS katalyzuje pfeménu L-argininu na hydroxylarginin a dale
na citrulin a NO (Wilson et al., 2008). NR nejdfive katalyzuje pfeménu nitratu na nitrit a
ten nasledné na NO prostfednictvim NAD(P)H-dependentni reakce. Prehled
potencionalnich zdroji NO je znazornén na obr. 37a. NO je biologicky aktivni molekula,
ktera je rychle metabolizovana (Neil et al., 2008). Souhrn chemickych a enzymatickych
reakci vedoucich k odstranéni NO je ukdzan na Obr.37b. Specificky receptor NO nebyl
v rostlinach identifikovan. NO je maléa nenabitd molekula schopné difuze a pohybu skrz
membranu a akumulace v membrané. Déle je schopna interagovat a modifikovat fadu
proteind, proto je povazovana za molekulu schopnou signalniho prenosu. Prehled
signalizace cestou NO je pfehledné shrnut v obrazku 38 (Neil et al., 2008; Wilson et al.,
2008).

(a).

arginin
mitochondrie NO syntasa
peroxisomy (AtNOS1/
cytoplasma AtNOA1) NO,’
chloroplasty cytoplasma
chloroplasty NO
NO,’ —
nitrit: NO Nchondrie
reduktasa PM (kofen)
(Ni-NOR) NO,
NOQ-
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(peroxinitrit)

NO,’, NO;
\ O, (superoxid)

NO glutathion

e

hemoglobin GSNO reduktasa

GSSG + NH,

Obr.37 Tvorba (a) a odstranéni (b) NO v rostlinnych burikach. NO muize byt tvofen z argininu
enzymem NO syntasou; AtNOA1 je potfebna pro tento proces v Arabidopis. NO mze byt dale
tvofen z nitritu (NO,) nitratreduktasou (NR), nitrit:NO reduktasou (Ni-NOR). NO reaguje
s kyslikem a superoxidem. NO je metabolizovan reakci s hemoglobinem a reaguje
s glutathionem za vzniku S-nitrosoglutathionu (GSNO). GSNO je odbouran GSNO reduktasou,
ktera je hraje roli v regulaci signalni sité kontrolované kyselinou salicylovou (SA) (pfevzato z
Neil et al., 2008).

aktvace
MAP kinas :
I
odstranéni GSH 1cADPR — 1 Ca™ o
a hemoglobiny RYR :
1cGMP 4 |
I v
stimuly aktivace : zména
(napt.ABA) — > NO GTP cyklas \ gen. exprese
zrycrlllem' Enz-SH . : f
syntézy .
S-nitrosylace :
Enz-Tyr nitrace zména ]
| p ©Enzymové _____________. |
SH skupiny soutézi s aktivity

dalsimi ROS

Obr.38 Prehled moznych signalnich mechanismi NO v rostlinach. Stimuly indukovana
produkce NO, aktivuje GTP cyklasy a vede k tvorbé cGMP, ktery indukuje uvolnéni volnych
Ca®* pres signalizaci cyklickou ADP-ribosou (cCADPR). Spoledné s aktivaci signalni drahy MAP
kinas muze dochazet ke zméné enzymové aktivity a genové exprese (pfevzato a upraveno z
Wilson et al., 2008).

Studie Beligni & Lamattina, 2000 prokazala zapojeni NO v reakcich rostlin na
svétlo. Byl potvrzen stimulacni vliv NO na kli¢eni semen salatu, zapojeni NO v de-
etiolaCnim procesu u pSenice seté a dale byl prokdzan inhibiCni vliv na elongaci
hypokotylu a internéd u A. thaliana. Signélni drahy NO a fytochromd mohou byt
teoreticky propojeny, protoze vlastni spole¢né signalni komponenty: heterotrimerni G-
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proteiny, cGMP, Ca** a kalmodulin. P¥itomnost Ca** a kalmodulinu miZe také vysvétlit

spole¢ny efekt NO a stresu na de-etiolaci.

4.2 CHARAKTERISTIKA ROS

Rostliny jsou v pribéhu Zivota vystavovany celé fadé stresovych faktorl (napf.
intenzivni svétlo, teplo, chlad, mraz, t€zké kovy, napadeni patogenem), které u nich
mohou zpUsobit poskozeni rizného rozsahu (od poskozeni organ az po bunécénou
smrt). Tyto faktory mohou vyvolat oxidativni stres, ktery se projevuje nadmeérnou
tvorbou tzv. reaktivnich forem kysliku (ROS) (Obr.39). Ochranu pfed oxidativnhim
stresem ROS umozniuje cela fada antioxidacnich systém, které se vyskytuji v riiznych
¢astech bunky (Piterkova et al., 2005).

FAKTORY
abiotické | | biotické
herbicidy
intenzivni vétlo Utok patogent
chlad, mraz pusobeni cizich org.
teplo, sucho starnuti
tézké kovy, ozén

nadprodukce ROS

oxidativni stres

Obr.39 : Schéma vzniku oxidativniho stresu (pfevzato z Piterkova et al., 2005)

ROS jsou ¢astecné redukované formy atmosférického kysliku (O,), které narozdil
od né mohou velmi snadno oxidovat rizné bunétné komponenty. Mezi ROS patfi
singletovy kyslik 'O, vychazejici z excitace O,, dale superoxidovy radikal O,", peroxid
vodiku H,O, a hydroxylovy radikal OH:, které vznikly po pfenosu jednoho, dvou nebo tfi
elektronl na kyslik (Mittler, 2002) (Obr.40).
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Obr.40 Reakéni schéma tvorby ROS z kysliku (Oy). Zakladni stav O, muZe byt aktivovan
pfijmem energie vedouci kobraceni spinu 1 neparového elektronu zpUsobujicitvorbu
singletového kysliku ('O,). 1-elektronova redukce O, vede ke vzniku superoxidového radikalu
(O27), ktery existuje v rovnovaze s hydroxyperoxidovym radikalem (HO,). Nasledujici redukéni
reakce vedou ke vzniku peroxidu vodiku (H.O,), hydroxylovému radikalu (HO) a vodé (H,O)

(pfevzato a upraveno z Vranova et al., 2002).

Tvorba ROS je za normalnich podminek nizkd, ale pfi naruSeni bunécné
rovnovahy vlivem stresovych faktord dochazi k nadmérnému zvySeni koncentrace
ROS vbunce. ROS jsou nejen toxické meziprodukty aerobniho metabolismu
vyvolavajici poskozeni, jako je lipidicka peroxidace, inaktivace enzymu, oxidace
protein, poSkozeni DNA a RNA nebo az apoptdézu burnky. ROS jsou také signalni
molekuly kontrolujici obranné procesy, hrajici dilezitou roli pfi programované bunécéné
smrti a strukturdlnim zesileni rostlinné bunécné stény. ROS pulsobi toxicky na
patogenni organismus (Piterkova et al., 2005). Biologickd role ROS je pfehledné
popsana v tabulce €.5.

Produkce ROS v bunce se uc€astni fada enzymatickych a neenzymatickych
systému (Hudcovska, 2002). Neenzymatické systémy zahrnuji metabolické reakce jako
je napf. redukce kysliku v elektronovém transportnim fetézci v mitochondriich, fotolyza
vody béhem elektronového transportnino Fetézce a excitace chlorofylu
v chloroplastech, B-oxidace mastnych kyselin a glyoxylatovy cyklus v peroxisomech
atd. (Mitler, 2002; Piterkova et al., 2005). Do skupiny enzymatickych systému patfi
enzymy xantinoxidasa, lipoxygenasa, oxalatoxidasa a NADPH oxidasa (Tab.6)
(Piterkova et al., 2005). Produkce a tvorba jednotlivych forem ROS je znazornéna
v tabulce 5.
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Tab.5 Zdroje, lokalizace a biologicka role ROS (prevzato a upraveno z Piterkova et al., 2005;
Triantaphylides & Havaux, 2009).

ROS zdroje lokalizace biologicka role
superoxidovy radikal fotosynteticky ET fetézec CH peroxidace lipidl
0," respiraéni ET fetézec M inaktivace enzymi
NADPH-oxidasa PM depolymerizace polysacharidu
xantinoxidasa PE oxidace siry, askorbatu a NADPH
peroxidasy (Mn, NADH) BS redukce cytochromu ¢ a iontll kovi
peroxid vodiku H,0,  glykolatoxidasa PE inhibice fixace CO,
B-oxidace mastnych kyselin PE inaktivace enzym0 Calvinova cyklu
oxalatoxidasa A oxidace sufhydryll a flavonold
peroxidasy (Mn, NADH) BS substrat oxidacni reakce
aminooxidasy A
hydroxylovy radikal Haber-Weissova reakce velmi silné oxidacni Cinidlo
OH' Fentonova reakce poskozeni DNA, peroxidace lipidi
degradace proteind
singetovy kyslik 10, excitované chlorofylové CH mutageneze
molekuly v tripletovém stavu peroxidace lipidd
reakce s AMK (Tyr, Met a Cys),
thioly (gluthation), DNA baze a
sekundarni metabolity (napf. terpeny)
Zkratky: A — apoplast, BS - bunécna sténa, ET —elektronovy transportni, CH — chloroplast, M —mitochondrie,
PE - peroxisomy, PM - plasmatickd membrana

Tab.6 Tvorba ROS prostfednictvim enzymatickych reakci (pfevzato a upraveno z Blokhina et
al., 2003; Piterkova et al., 2005)

enzym vznik ROS lokalizace
xanthinoxidasa xanthin — mocéovina + Oy~ peroxisomy
lypoxygenasa PNMK + X — PNMK: + X-H plasmaticka mebrana
oxalatoxidasa HOOC-COOH + O, — 2 CO, + H,0, apoplast

NADPH oxidasa NADPH + 2 O, — 2 O,” + NADP* + H* plasmaticka mebrana
glykolatoxidasa peroxisomy
aminoxidasa RCH,NH, + O, + H,O — NH3 + H,O, apoplast

Zkratky: PNMK - polynenasycené mastné kyseliny

Rostliny si vyvinuly enzymatické a neenzymatické systémy slouzici k odstranéni
vznikajicich ROS. Mezi neenzymatické antioxidanty hlavné patfi glutathion, kyselina
askorbova, tokoferol a karotenoidy (Tab.7). K enzymim s antioxidaénim ucinkem se
fadi superoxiddismutasa (SOD), askorbatperoxidasa (APX), katalasa (CAT),
gluthationreduktasa (GR) atd. (Hung et al., 2005; Piterkova et al., 2005) (Tab.6).

Tab.7: Neenzymatické a enzymatické systémy regulace tvorby ROS (pfevzato a upraveno
z Mittler, 2002).
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Antioxidanty Lokalizace Forma ROS
neenzymatické

kyselina askorbova CH, C, M, PE, A H,O5, O,
glutathion CH, C, M, PE, A H>0O,
a-tokoferol membrany ROOH, 'O,
karotenoidy CH 'O,
enzymaticke

superoxiddismutasa CH,C,M, PE,A Oy
askorbatperoxidasa CH, C, M, PE, A H>0O,
katalasa PE H,05
glutathionperoxidasa C H.O,, ROOH
peroxidasy BS,C,V H>0O,

Zkratky: A - apoplast, BS - buné¢na sténa, C -cytosol, CH -chloroplast,
M - mitochondrie, P - peroxisomy, V - vakuola

ROS vykazuji u rostlin dvoji ulohu, jedna se o toxické slou€eniny a dale se
mohou podilet na signalizaci. Existuji dva rizné mechanismy regulace vnitrobunééné
koncentrace ROS. Prvni umoznuje spradvné modulovat nizkou hladinu ROS pro
signalni ucely (zapojeni APX), zatimco dalSi reguluje nadmérné mnozstvi ROS za
stresovych podminek (uCast CAT). Hlavni rostlinné ROS-odstranujici dradhy se

nachazejici v riiznych bunéénych kompartmentech (Mitler 2002) (Obr.41).

(a)

HO—> e — PpS| —>0,
SOD

H202
tAPX
H,O

F @
®)

H,0 AsA
APX

H,0, MDA

g

AsA + DHA

AsA

NAD(P)H
MDAR
NAD(P)*
GSSG NAD(P)*
DHA GR
GSH NAD(P)H
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Obr.41 Drahy odstranujici ROS v rostlinach. (a) Zapojeni SOD. (b) Askorbat-glutathionovy
cyklus. (c) Gluthationperoxidasovy (GPX) cyklus. (d) Katalasa (CAT). SOD plsobi jako prvni
linie obrany pfeménujici O, na H,O,. APX, GPX a CAT dale detoxifikuji HO.. Ve srovnani
s CAT (d), APX a GPX potfebuje askorbat (AsA) a glutathion (GSH) regenerujici cyklus (a-c).
Tento cyklus pouziva elektrony pfimo z fotosyntetického aparatu (a) nebo NAD(P)H (b,c) jako
redukujici silu. ROS jsou oznaceny Cerveng, antioxidanty modfe a ROS-odstranujici enzymy
zelené. Zkratky: DHA — dehydroaskorbat, DHAR — DHA reduktasa, Fd — ferredoxin, GR —
glutathionreduktasa, GSSG — oxidovany glutathion, MDA — monodehydroaskorbat, MDAR —
MDA reduktasa, PSI — fotosystém |, tAPX — tylakoid-vazajici APX (pfevzato a upraveno
z Mittler, 2002).

Nejstabilngjsi forma ROS je H,O,, jehoZ hladina kolisd mistné i asové vlivem
okolnich zmén, je se uc€astni signalniho pfenosu. H,O; jako signalni molekula ovliviiuje
expresi genu kodujicich proteiny sriznou funkci UC€astnicich se napf. fady
metabolickych drah, produkce energie, cileni proteinu a transportu, bunééné
organizace a biogeneze, bunééné ochrany a transkripce (Hung et al., 2005). Schéma
signalizace H,O, je na Obr.42.
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Obr.42 Model signalizace H,O, pfi oxidativnim stresu. H,O, se pfi oxidativnim stresu tvofi diky
NADPH oxidase vazané na plasmatickou membranu, kterd se aktivuje po p¥ijmu Ca®* iontd.
Detekce H,0, histidinkinasami nebo 2C serin/threonin fosfatasou vede v aktivaci kaskady MAP
kinas a skupiny transkripénich faktor( kontrolujici rizné bunééné drahy. Zachyceni H.O; je také
spojeno se zménami v hladiné Ca®*" a kalmodulinu a s aktivaci nebo indukci Ca®* - kalmodulin
kinasy, ktera mlze aktivovat nebo potlacovat aktivitu transkripénich faktortl. H,O, také pfimo
interaguje s cysteinovymi residui v proteinech (transkripéni faktory) zpuUsobujici zménu
proteinové konformace, ktera ovliviiuje proteinovou aktivitu a tim zahajuje buné¢nou odpovéd.
Regulace genové exprese rdznymi transkripénimi faktory vede v indukci rdznych obrannych
drah jako je detoxifikace reaktivnich kyslikatych slou€enin, heat-shock proteiny (Hsp) a
v potlaéeni nékterych ROS-produkujicich mechanismi a fotosyntézy. Z modelu je vidét také
spojeni s patogenni signalni transdukéni drahou v rostlinach, ktera mize zaviset na rozpoznani
~.gen-gen“mechanismem a mulze vést k opacnému vlivu na regulaci produkce a detoxifikace
ROS a k aktivaci programované bunééné smrti (PCD). Oxid dusnaty (NO) a kyselina salicylova
(SA) jsou klicovymi regulatory této odpovedi. H,O, méa také roli v pfenosu ABA signalu
prostfednictvim negativni regulace aktivity 2C serin/threonin proteinfosfatas, coz miuze
ovliviiovat otvirani prdduchd a genovou expresi (pfevzato a upraveno z Mitler, 2002; Hung et
al., 2005).

Laloraya a spol. potvrdili, Zze formy ROS, konkrétné superoxidovy radikal a
peroxid vodiku mohou byt zahrnuty v procesu fototropismu zavislém na modrém svétle
v koleoptilovych $Spickach (Laloraya et al., 1999). Vtéto studii byl zkouman efekt
vybranych inhibitord ,blue light syndrome®, thiolovych blokatorl a redukénich Cinidel
(NADPH) na produkci a inhibici superoxidového radikalu v rostlinach Sorghum bicolor a
Tritium vulgare. NADPH stimuluje tvorbu O," zavislou na modrém svétle (Obr. 43).
Inhibitory ,blue light syndrome*“ a thiolové blokatory v pfitomnosti redukéniho &inidla
inhibuji tvorbu O,".
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Obr.43 Schéma produkce O," indukované modrym svétlem. Modré svétlo excituje fotoreceptor,
ktery je spojen s mebranové-vazanym flavocytochromem b, ktery v pfitomnosti donoru
elektronu NADPH redukuje molekularni kyslik na O,". Zkratky: FOT - fotoreceptor Fcyt B —

flavocytochrom (pfevzato z Laloraya et al., 1999).

5 VZTAH SVETLA A HEAT SHOCK
PROTEINU

Heat-shock proteiny patfi do péti¢lenné rodiny Hsp/chaperond, kam se fadi:
rodina Hsp70 (DnaK); chaperoniny (GroEL a Hsp60); rodina Hsp90; rodina Hsp100
(Clp) a rodina malych Hsp (sHsp). Tyto proteiny se nachazeji v mnoha ¢astech bunky
podili na celé fadé deju: skladani proteind, translokace a degradace v mnoha
bunéénych procesech, stabilizace proteini a membran a pomoci pfi znovuslozeni
proteinl za stresovych podminek. Shrnuti vlastnosti jednotlivych tfid Hsp/chaperona je
znazornéno v tabulce 8. Ruzné tfidy rodiny Hsp/chaperonl spolupracuji pfi ochrané
bunky a maji doplfujici a prekryvajici role v ochrané proteinli proti stresu a spojuji se
s dalSimi stresovymi odpovédmi (Wang, et al, 2004)(Obr. 44).

Produkce Hsp je ovlivnéna nejen teplotou, ale také dalSimi typy stresl
zahrnujicimi rovnéz vliv intenzivniho svétla. Intenzivni svétlo vyvolava fotoinhibici
vedouci k omezeni fotosyntézy. Dochazi k naru$eni fotosyntetického elektronového
transportu a poskozeni reakénich center. Tento stav mize byt dale zhorSen vlivem
vysoké teploty. Svételnd indukce Hsp mulze pomoci pfi ochrané rostliny pred
poskozujicimi efekty nadmérného ozéreni (Barua & Heckathorn, 2005).

Studie Barua a Heckathorn z roku 2005 potvrzuje, Ze interakce vysoce
intenzivniho svétla a vysokych Sokovych teplot zplUsobuje zvySeni akumulace Hsp
proteind v laboratornich i pfirozenych podminkach. Déle bylo zjisténo, ze teplotné-
nezavisla svételna indukce je specificka jen pro urcité typy Hsp proteini a funkce
fotosystému Il se snizuje se zvySenou hladinou svétla a teploty.
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Tab.8 Pét hlavnich tfid rostlinnych Hsp/molekularnich chaperon(, jejich lokalizace a funkce

(Wang, et.al, 2004).

Trida Lokalizace Hlavni funkce
Hsp70 C, CH, MER zabranéni agregaci
pomoc pfi znowuslozeni
import a translokace
signalni pfenos
transkripéni aktivace
Chaperoniny/Hsp60 CH, M, C skladani a
pomoc pfi znowuslozeni
Hsp90 C,CH, M, ER usnadéni zrani signalni
molekuly
genetické vyrovnavani
Hsp100/Clp C,CH, M desagregace, rozvinuti
sHsp C, CH, M\ER zabranéni agregaci
membrany stabilizace nezralych
proteinl
Zkratky: C - cytosol, ER - endoplasmatické retikulum, CH-chloroplast,
M - mitochondrie

signalni molekuly
(hormonové receptory, kinasy
a regulatory BC a BS)

regulace redox.stavu
(glutathion a thioredoxin)

antioxidanty (napf.
askorbatperoxidasa)

osmolyty (napf. trehalosa,
glycin-betain,prolin)

dalsi mechanismy
odpovédi na stres?

?2??

ziskana stresova tolerance
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Obr. 44: Interakce Hsp/chaperonové sité s dalSimi mechanismy odpovédi na stres. Ziskana
stresova tolerance v rostlinach je Casto vysledkem rldznych mechanismi, které pulsobi
koordinované nebo soucinné pfiochrané pfed buné&nym poskozenim a pfiobnoveni
homeostazy. Hsp/chaperony se podileji na Sifeni stresového signélu a genové aktivaci, ale také
na regulaci redoxniho stavu. Déle interaguji s osmolyty a antioxidanty. Zkratky: BC - buné¢ny
cyklus; BSM — bunéc¢na smrt (pfevzato a upraveno z Wang et al., 2004).

Produkce Hsp je ovlivnéna nejen teplotou, ale také dalSimi typy stresl
zahrnujicimi rovnéz vliv intenzivniho svétla. Intenzivni svétlo vyvolava fotoinhibici
vedouci k omezeni fotosyntézy. Dochazi k naru$eni fotosyntetického elektronového
transportu a poskozeni reakénich center. Tento stav mize byt dale zhorSen vlivem
vysoké teploty. Svételnd indukce Hsp mulze pomoci pfi ochrané rostliny pred
poskozujicimi efekty nadmérného ozéreni (Barua & Heckathorn, 2005).

Studie Barua a Heckathorn z roku 2005 potvrzuje, Ze interakce vysoce
intenzivniho svétla a vysokych Sokovych teplot zplUsobuje zvySeni akumulace Hsp
proteind v laboratornich i pfirozenych podminkach. Déle bylo zjisténo, ze teplotné-
nezavisla svételna indukce je specificka jen pro urcité typy Hsp proteini a funkce
fotosystému Il se sniZzuje se zvySenou hladinou svétla a teploty.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Chemikalie

Anti-aktinova (plant, clone 10 B-3) monoklonalni protilatka (mouse IgG) (Sigma-
Aldrich Chemie, Némecko), anti-Hsp70 monoklonalni protildtka (mouse 1gG) (Sigma-
Aldrich Chemie, Némecko), anti-mys$i imunoglobulin G, konjugat alkalicka fosfatasa
(Sigma-Aldrich Chemie, Némecko), akrylamid (Bio-Rad, USA), BioSafe Coomassie
(Bio-Rad, USA), bromfenolovd modf (Lach-Ner, CR), butanol (Lach-Ner, CR),
butylhydroxytoluen (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko), N-cyklohexyl-3-
aminopropansulfonova kyselina (Randox, UK), dihydrogenfosfore¢nan sodny (Lach-
Ner, CR), dithiothreitol (Duchefa, Nizozemi), dodecylsulfat sodny (znacka Fluka;
dodala Sigma-Aldrich Chemie, CR), dodekahydrat hydrogenfosforednanu sodného
(Lach-Ner, CR), 2,2-difenyl-1-pikryl-hydrazyl (Sigma-Aldrich Chemie, Né&mecko),
ethanol (Lach-Ner, CR), ethylendiamintetraoctovd kyselina (Randox, UK),
ethylendiamintetraoctova kyselina (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko) floroglucinol
(Sigma-Aldrich Chemie, Némecko), Folin-Ciocalteauovo Cinidlo, glutathion oxidovany
(Randox, UK), fytoagar (Duchefa, Nizozemi), glycerol (znacka Fluka; dodala Sigma-
Aldrich Chemie, Némecko), glycin (MP Biomedicals, USA), guajakol (Sigma-Aldrich
Chemie, Némecko), hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko),
hydrogenfosfore&nan sodny (Lach-Ner, CR), hydroxid draselny, (Lach-Ner, CR) Hsp70
z hovéziho mozku (Sigma-Aldrich Chemie, CR), chlorid sodny (Lach-Ner, CR ), 2-(4-
jodofenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazolium-chlorid (Randox, UK), K-fosfatovy pufr
(Randox, UK), kyselina askorbova (Duchefa, Nizozemi), kyselina chlorovodikova
(Lach-Ner, CR), kyselina kavova (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko), kyselina
fosfore¢na (Lach-Ner, CR), kyselina 2-thiobarbiturova (Sigma-Aldrich Chemie,
Némecko), kyselina trichloroctova (Lach-Ner, CR), 2-merkaptoethanol (znagka Fluka;
dodala Sigma-Aldrich Chemie, Némecko), 2-(N-morfolino)ethanolsulfonové kyselina
(Duchefa, Nizozemi), methanol (Lachema, CR), monohydrat dihydrogenfosfore¢nanu
sodného (Lachema, CR), morsky pisek (Lach-Ner, CR), Murashige & Skoog medium
(Duchefa, CR), nikotinamidadenindinukleotid redukovany (Randox, UK), NBT-BCIP
roztok (znacka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, CR), N, N’- methylenbisakrylamid
(MP Biomedicals, USA), N, N’- methylendiamin (znac¢ka Fluka; dodala Sigma-Aldrich
Chemie, CR), pefabloc (znagka Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, CR), peroxid
vodiku 30% (Lach-Ner, Ceska republika), persiran amonny (znacka Fluka; dodala
Sigma-Aldrich Chemie, CR), polyvinylpyrrolidon (Sigma-Aldrich Chemie, CR),
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sacharosa (Lach-Ner, CR, syringaldazin (Sigma-Aldrich Chemie, CR), 1,1,3,3 —
tetraethoxypropan (Sigma-Aldrich Chemie, CR), tris (hydroxymethyl) aminoethan (MP
Biomedicals, USA), Triton-X-100 (Koch-light laboratories Itd, UK), Tween 20 (Sigma-
Aldrich Chemie, N&mecko), uhli¢itan sodny (Lach-Ner, CR), xantin (Randox, UK),
xantinoxidasa (Randox, UK), Zelatina (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko).

6.2 Pristroje a experimentalni vybaveni

Akumulatorovy vrtaci $roubovak (Cina), analytické vahy (Sartorius, Némecko),
automatické pipety (Eppendorf, Némecko), digitalni pH metr WTW 526 (InoLab,
Némecko), digitalni pfedvazky (KERN, Némecko), dokumenta¢ni systém UVP
(MultiSpectral Imaging System, USA), elektricky zdroj POWER PAC 300 (BioRad,
USA), elektricky zdroj 1000/500 Power Supply (BioRad, USA), elektromagneticka
michaCka IKA (Labortechnik, Némecko), chlazena centrifuga 5415R (Eppendorf,
Némecko), mikrodesti¢kovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek Instruments,
USA), lightWave Il UV-Vis Il diode array UV/Visible spectrophotometer (WPA) with
portable stirring plates IKA lab disc, kultivacni box s bilym svétlem, modrym a
Cervenym svétlem (Percival, USA), stolni odstfedivka (MPV) (Snijders, Nizozemi),
trepacka IKA VIBRAX-VXR (Labortechnik, Némecko), termoblok (Grant—Boekel, UK),
vortex (STUART, UK).

6.3 Rostlinny material

6.3.1 Charakterizace pouzitych rostlin

Byly studovany dva genotypy Solanum lycopersicum Mill., wild-type WT a
recesivni ,single gene” mutant 7B-1 (Obr.45). 7B-1 je samci sterilni mutant zavisly na
fotoperiodé. Za dlouhych dnd jsou jeho kvéty male-steriini a ma scvrklé ty€inky a
neviditelné spory, zatimco za kratkych dnd je hodné kvétu fertilni a tvofi normalni
tyCinky a viditelné spory. Bylo zjisténo, Zze 7B-1 mutant je
odolny Kk abiotickému stresu (salinitni, osmoticky a
nizkoteplotni stres). Dale tento mutant vykazuje sniZzenou
deetiolaci hypokotylu ve srovnani s WT (Fellner et al., 2001).

Obr.45 Fotografie genotypl S. lycoperscicum WT a 7B-1 (pfevzato
z Fellner et al., 2005).
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Pfed vysevem byla semena sterilizovana 3 % roztokem Sava po dobu 20 min a
poté nékolikrat dikladné proplachnuta sterilni vodou. Semena byla pokladana pomoci
sterilni pinzety na pfipraveny agar v Petriho miskach (pfiprava 6.3.2). VSechny tyto
procesy byly provadény ve sterilnim prostfedi flowboxu. Misky byly zajistény proti
odparovani roztoku paskou a pfeneseny do péstebnich boxu.

6.3.2 Péstovani rostlin ve sterilnich podminkach

Médium pro péstovani S. lycopersicum obsahovalo 20 g sacharosy, 8,6 g
média Murashige & Skoog a 390,4 mg 2-(N-morfolino) ethanolsulfonové kyseliny ve 2 |
vody. pH tohoto roztoku bylo upraveno 1 M KOH na hodnotu 6,1. Ke 400 ml takto
pfipraveného Zivného roztoku bylo pfidano 2,8 g agaru. Lahve s kompletnim mediem
byly nasledné vyautoklavovany a uskladnény v lednici.

6.3.3 Podminky péstovani

Do kazdé Petriho misky s agarem obsahujicim Zivné medium bylo vyseto 30
semen, poté byly misky umistény do péstebnich boxu s bilym, modrym a €ervenym
svétlem pfi teploté 23°C a vihkosti 40 %. Cast misek byla zabalena do alobalu

(pfiprava etiolovanych rostlin) a uchovany v nékterém z boxu.

6.3.4 Teplotni stres

Aplikace teplotniho stresu byla realizovana vystavenim 'z pfipravenych Petriho
misek se semenacky WT a 7B-1 teploté 42°C po dobu 2 h. Druha &ast misek se
semenacky byla péstovana za standardnich teplotnich podminek. Misky se semenacky
S. lycopersicum byly vilozeny do mikroténovych sackl, poté byly ponofeny
do termostatu vyhfatého na 42°C, ktery byly umistén v boxech pro bilé, modré a
Cervené svétlo. Po dvou hodinach byly misky vytazeny z termostatu, a dale péstovany
za standardnich teplotnich podminek.
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6.4 Pouzité metody

6.4.1 Stanoveni kli¢ivosti

Kli¢ivost semen byla stanovena standardnim postupem. Na v8ech Petriho
miskach byla spoc¢itana 10 dnu po vysevu vSechna vyklicena semena S. lycopersicum
genotypl WT a 7B-1. Ve vztahu k celkovému poctu vysetych semen byla zjiSténa

uroven kli€ivosti v procentech.

6.4.2 Stanoveni zakladnich popisnych parametru
charakterizujicich semenacky

Desaty den po vysevu semen byla stanovena délka kofene, délka stonku a
hmotnost celé rostliny. Naméfené hodnoty byly zprimérovany a vypocitana
smeérodatna odchylka. Rostliny byly sesbirany, rychle zamrazeny a ulozeny pfi -80°C.

6.4.3 Stanoveni Hsp70 a aktinu

Rostlinné extrakty byly pfipraveny pomoci akumulatorového vrtaciho Sroubovaku
v ,R" roztoku v poméru 1:2 (v:w). ,R" roztok obsahuje 1 dil pufru pro pfipravu vzorkl na
SDS PAGE, 1 dil 10% SDS a 1 dil 0,1M Tris/HCI pufru, pH 7. Slozeni pufru pro
pfipravu vzorkll na SDS PAGE je uvedeno v tabulce 9. Extrakt byl centrifugovan 20
min pfi 16 000 g, pfi 4°C. Supernatant byl odebran a zamrazen pfi -80°C.

Detekce Hsp70 a aktinu byla provedena metodou Western blot, ktera umoznuje
prenos jiz rozdélenych proteind (SDS PAGE) zgelu na membranu vlivem
jednosmérného proudu. Samotna detekce Hsp70 je zaloZzena na interakci proteinu
Hsp70 s primarni monoklonalni mysi protilatkou anti-Hsp70. Proteiny byly separovany
pomoci elektroforetické metody SDS-PAGE v 7% délicim polyakrylamidovém gelu, pH
8,8 a 4% zaostfujicim gelu, pH 6,8. Déleni proteinli v zaostfovacim gelu probihalo pfi
120 V a po doputovani bromfenolové modfi na rozhrani déliciho a zaostfujiciho gelu
bylo napéti zvySeno na 180 V. Slozeni pufrd pro SDS-PAGE je uvedeno v tabulce 9.
Rozdélené proteiny byly pfeneseny na nitrocelulézovou membranu (4 gely, 128 mA, 2
h). Po pfeblotovani proteint byly membrany inkubovany 16 h ve 3 % Zelatiné v TBS.
Nasledovala inkubace s anti-Hsp70 monoklonalni mysi protilatkou (detekce Hsp70)
(fedéni 1:1500) nebo primarni anti-aktin monoklonalni mysi protilatka (fedéna 1:1500)
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v1% zelatiné vTBS 2 hodiny. Po 2x promyti roztokem Tween-20 v TBS byly
membrany inkubovany 2 hodiny se sekundarni anti-mysi protilatkou zna¢enou kyselou
fosfatasou v 1% zelatiné v TBS (fedéni 1:3000). Opét probéhlo 2x promyti roztokem
Tween-20 v TBS. Hsp70 byly vizualizovany chromogennim roztokem NBT/BCIP po
dobu cca 10 min a vyhodnoceny dokumentaénim systémem UVP programem pro

analyzu a zpracovani obrazu.

Tab. 9: Pufry pro SDS-PAGE a Western blot.

Pufr SloZeni
Pufr na pfiprawu vzork( pro SDS- PAGE 0,125 M Tris/HCl, 4% (w/v) SDS, 20% (W/v)
glycerol, 0,02% (w/v) bromfenolova modf

Pufr pro délici gel 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

Pufr pro zaostfovaci gel 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8

Elektrodovy pufr 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1 % (w/v) SDS
pH, 8,3

Blotovaci pufr 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 20 % (vv) methanol,
pH, 8,3

Pracowni pufr pro imunodetekci TBS 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,5

Pufr pro barveni (NBT/BCIP) 0,1M Tris; 0,1 M NaCl; 0,005 M MgCl,, pH 9,5

6.4.4. Stanoveni izoenzymového zastoupeni peroxidas

Extrakty byly pfipraveny homogenizaci rostlinného materialu v0,1 M K-
fosfatovém pufru v poméru 1:2 (w:v) (rostlinny material : extrakéni pufr) pomoci
akumulatorového vrtaciho Sroubovaku. Extrakty byly centrifugovany 15 min pfi 15000 g
a 4°C. Supernatanty byly odebrany a zamrazeny pfi -80°C. Pfed pouzitim byly extrakty
smichany s 60% glycerolem v pomeéru 3:1 (v:v)

Zastoupeni izoenzymuU rostlinnych peroxidas bylo detekovano metodou
diskontinualni elektroforézy za nativnich podminek. Jednotlivé izoenzymy byly
separovany v 8% délicim polyakrylamidovém gelu, pH 8,8 a 4% zaostfujicim gelu, pH
6,8. Déleni proteind v zaostfovacim gelu probihalo pfi 100 Va po doputovani
bromfenolové modfi na rozhrani déliciho a zaostfujiciho gelu bylo napéti zvySeno na
180 V. Slozeni pufrd pro nativni elektroforézu je znazornéno v tabulce 10. Rozdélené
proteiny byly vizualizovany inkubaci v roztoku 4-chlor-1-naftolu po dobu cca 10 min a
vyhodnoceny dokumentaénim systémem UVP programem pro analyzu a zpracovani

obrazu.
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Tab. 10: Pufry pro nativni elektroforézu.

Pufr Slozeni

Pufr pro délici gel 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

Pufr pro zaostfovaci gel 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

Elektrodovy pufr 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, pH, 8,3

6.4.5 Stanoveni guajakolperoxidasové aktivity (GPX)

Extrakce byla provedena pomoci akumulatorového vrtaciho Sroubovaku
v pomeéru 1:2 (w:v) (rostlinny material : extrak¢ni pufr) v 0,1 M K-fosfatovém pufru, pH
7, ktery obsahuje 1 % polyvinylpyrrolidon (PVPP). Extrakty byly centrifugovany 20 min
pfi 16000 g a pfi 4°C. Supernatant byl odebran a pouzit ke stanoveni GPX aktivity.
Pfed aplikaci byly vzorky nafedény 0,1 M K-fosfatovym pufrem, pH 7 v poméru 1:2.
Guajakolperoxidasa katalyzuje oxidaci guajakolu v pfitomnosti peroxidu vodiku
za vzniku Zlutohnédého tetraguajakolochinonu s absorbénim maximem pfi 436 nm (€ =
4500 l.mol”.cm™). K méFeni aktivity GPX byl pouzit UV/Vis spektrofotometr. Reakéni
smés v kyveté obsahovala 1ml 0,1 M K-fosfatového pufru, pH 6, 0,4 ml 65,5 mM
guajakolu a 0,3 ml vody (blank) nebo extraktu (teplota 25°C). Reakce byla startovana
0,05 ml 175mM peroxidu vodiku. Zména absorbance byla méfena pfi 436 nm po dobu

1 min.

6.4.6 Stanoveni askorbatperoxidasové aktivity (APX)

Extrakce byla provedena pomoci akumuldtorového vrtaciho S$roubovaku
v pomeéru 1:2 (w:v) (rostlinny materiél : extrakéni pufr) v 0,1 M K-fosfatovém pufru, pH
7, ktery obsahuje 1 % PVPP a 2mM kyselinu askorbovou. Extrakty byly centrifugovany
20 min pfi 16000 g a pfi 4°C. Supernatant byl odebran a pouzit ke stanoveni APX
aktivity. Pred aplikaci byly vzorky nafedény 0,1 M K-fosfatovym pufrem, pH 7
v poméru 1:2.

Askorbatperoxidasa katalyzuje redukci askorbatu (AsA) v pfitomnosti H.O, na
dehydroaskorbat (DHA), coz vede k poklesu absorbance pfi 290 nm (¢ = 2800 mol
'.em™). Aktivita APX byla méfena na UV/Vis spektrofotometru. Reakéni smés v kyveté
obsahovala 1 ml 0,1 M K-fosfatového pufru, pH 7, 0,4 ml 2,18 mM askorbatu a 0,3 ml
vody (blank) nebo extraktu, (teplota 25°C). Reakce byla startovana 0,05 ml 3,5 mM
peroxidu vodiku. Absorbance byla méfena pfi 290 nm po dobu 2 min.
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6.4.7 Stanoveni aktivity syringaldazinperoxidasy (SPOX)

Extrakce byla provedena homogenizaci v 0,1 M K-fosfatovém pufru, pH 7, ktery
obsahuje 1 % PVPP v poméru 1:2 (w:v) (rostlinny material : extrakéni pufr) pomoci
akumulatorového vrtaciho Sroubovaku. Homogenaty byly centrifugovany 20 min pfi
16000 g a pfi 4°C. Supernatanty byl odebrany a pouZzity ihned k méfeni.

SPOX je enzym katalyzujici oxidaci syringaldazinu za pfitomnosti H,O,.
Syringaldazin je analog monomeru ligninu a tato reakce je zahrnuta v syntéze ligninu.
Pfi 530 nm je detekovan narlst absorbance - rGzové zbarveni, coz je pfimo Umérné
aktivité syringaldazinperoxidasy (Quiroga et al., 2000). Do jamky mikrodesti¢ky bylo
aplikovano 100 ul 0,1 M K-fosfatovy pufru, pH 6, 2,5 pl 10,92 mM syringaldazinu a 67,5
pl vody (blank) nebo extraktu (teplota 30°C). Reakce byla startovana 5 ul 1,75 mM 1,75
mM H,O,. Na mikrodestiCkovém readeru byla stanovena zména absorbance pfi 530
nm (¢ = 27000 mol™. cm™).

6.4.8 Stanoveni aktivity katalasy (CAT)

Extrakce byla provedena pomoci akumulatorového vrtaciho Sroubovaku v
poméru 1:2 (w:v) (rostlinny material : extrakéni pufr) v 0,1 M K-fosfatovem pufru, pH 7,
ktery obsahuje 1 % PVPP . Extrakty byly centrifugovany 20 min pfi 16000 g a pfi 4°C.
Supernatant byl odebran a pouzit ke stanoveni CAT aktivity.

Enzym CAT katalyzuje reakci rozkladu peroxidu vodiku na vodu a kyslik.
Stanoveni CAT aktivity je zalozeno na detekci poklesu absorbance pfi 240 nm (g =
40 000 mol”'.cm™). Aktivita CAT byla méfena na UV/Vis spektrofotometru. Reaké&ni
smeés v kyveté obsahovala 1 ml 0,1 M K-fosfatového pufru, pH 7, 0,85 ml vody a 0,3
ml extraktu nebo vody (blank). Reakce byla startovana 0,05 ml 3,5 mM peroxidu
vodiku. Zména absorbance byla méfena pfi 240 nm po dobu 5 min.

6.4.9 Stanoveni aktivity superoxiddismutasy (SOD)

Extrakce byla provedena pomoci akumulatorového vrtaciho Sroubovaku
v pomeéru 1:2 (w:v) (rostlinny material : extrak¢ni pufr) v 0,1 M K-fosfatovém pufru, pH
7,5, ktery obsahuje 2mM EDTA-Na*, 1 % PVPP, 5 mM 2-merkaptomethanol, 2mM
dithiotreitol a 0,5 mM pefabloc. Extrakty byly centrifugovany 20 min pfi 16000 g a pfi
4°C. Supernatant byl odebran a pred stanovenim aktivity SOD byl nafedén v poméru
1:22.
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SOD katalyzuje dismutaci superoxidového radikalu (O.7) na H.O, a O, Oy”
vznika pfi pfeméné xantinu na kyselinu moCovou za katalyzy xantinoxidasy. Vznikly
radikal reaguje s 2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazolium-chloridem (I.N.T.) za
tvorby Cerveného formazanového barviva. Aktivita SOD je stanovena méfenim stupné
inhibice této reakce.

SOD
02.- + 02-- +2 H+ — 02 + Hzoz

XOD

xantin > kyselina mocova + O,”
O,

LN.T . barvivo (formazan)

K méfeni byla pouzita kit-souprava Ransod, jejiz obsah a sloZeni jednotlivych

latek je popsan v tabulce 11.

Tab. 11: Roztoky pouzité pro stanoveni aktivity SOD

Latka Pocatecni koncentrace roztoku
Mixovany substrat

xantin 0,05 mM

LN.T 0,025 mM

Pufr

CAPS 40 mM, pH 10,2

EDTA 0,94 mM

Xantinoxidasa 80 U/l

Standard 4,01 U/ml

Zkratky: CAPS -N-cyclohexyl-3-aminopropansulfonova kyselina;
I.N.T - 2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazolium-chlorid

Aktivita SOD byla méfena na UV/Vis spektrofotometru. Reakéni smés v kyveté
obsahovala 30 pl blanku (0,1 M K-fosfatovy pufr, pH 7) nebo standardu (S2-S6; tab.
11) nebo vzorku a 1 ml mixovaného substratu (teplota 37°C). Reakce byla startovana
pridavkem 150 ul xantinoxidasy. Byla stanovena zména absorbance pfi 505 nm po 30

s a nasledné po 3 min.

Tab.12: Slozeni standardu pro stanoveni kalibra¢ni kfivky

Standard Objem standardu 0,01 M K-fosfat.pufr
S6 nefedény standard -

S5 5ml S6 5 ml

S4 5ml S5 5 ml

S3 5ml S4 5 ml

S2 3 ml S3 6 ml
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6.4.10 Stanoveni aktivity glutathionreduktasy (GR)

Extrakce byla provedena v 0,1 M K-fosfatovy pufru, pH 7,5, ktery obsahuje 2mM
EDTA-Na*, 1 % PVPP, 5 mM 2-merkaptomethanol, 2mM dithiotreitol a 0,5 mM
pefabloc vpoméru 1:2 (w:v) (rostlinny material : extrakéni pufr) pomoci
akumulatorového vrtaciho Sroubovaku. Extrakty byly centrifugovany 20 min pfi 16000 g
a pfi 4°C. Supernatant byl odebran a zamrazen na -80°C.

GR katalyzuje redukci gluthationu (GSSG) v pfitomnosti NADPH. Stanoveni
aktivity je zaloZeno na detekci poklesu absorbance pfi 340 nm (e = 6220 mol ".cm™).

GR
GSSG + NADPH + HY ———— 2 GSH + NADP*

K méfeni aktivity GR byla pouzita kit-souprava (Randox), jejiz obsah a slozeni

jednotlivych latek je popsan v tabulce 12.

Tab.13: Roztoky pouzité pro stanoveni aktivity GR

Latka Pocatecni koncentrace roztoku
Substrat

GSSG 2,2 mM

Pufr

fosfat draselny 250 mM, pH 7,3

EDTA 0,5 mM

NADPH 0,17 mM

Aktivita GR byla méfena na UV/Vis spektrofotometru. Reakéni smés v kyveté
obsahovala 40 pl deionizované vody (blank) nebo vzorku a 1 ml substratu (teplota
37°C). Reakce byla startovana 200 yl NADPH. Byla stanovena zména absorbance pfi

340 nm po 5 min.

6.4.11. Stanoveni lipidické peroxidace

Extrakty byly pfipraveny homogenizaci rostlinného materialu v extrakénim pufru
v pomeéru 1:2 (w:v) (rostlinny material : extrak¢éni pufr). Extrakéni pufr byl 0,1 M K-
fosfatovy pufr, pH 7, ktery obsahoval 1% Triton X-100 a 0,01% butyl-hydroxytoluen.
Centrifugace byla provedena pfi 16 000 g po dobu 20 min.

Pfi lipidické peroxidaci dochazi k oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin,
kde sekundarnim koncovym produktem tohoto procesu je malondialdehyd (MDA), jeho
koncentrace je povazovana za index lipidické peroxidace. Pro stanoveni lipidické
peroxidace byla zvolena metoda ,thiobarbituric acid-reactive-substances® (TBARS
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assay), kterd je =zaloZzena na reakci malondialdehydu (MDA) s kyselinou 2-
thiobarbiturovou, ktera absorbuje pfi 532 nm (Hodges D. M. et al., 1999).

Pro stanoveni lipidické peroxidace byly pfipraveny zasobni roztoky: Cinidlo A (20
% kyselina trichloroctova, 0,01 % butyl-hydroxytoluen), ¢inidlo B (20 % kyselina
trichloroctova, 0,01 % butyl-hydroxytoluen a 0,65 % 2-thiobarbiturova kyselina) a
standard 1 mM 1,1,3,3 — tetraethoxypropan (MDA). Do eppendorfky bylo napipetovano
300 pl extraktu a 300 pl Cinidla A nebo B. Tyto roztoky byly inkubovany 20 min pfi
60°C, nasledné ochlazeny a centrifugovany 20 min pfi 16 000 g. Supernatant byl
odpipetovan a pouzit k méfeni. Do jamky na mikrodesticce bylo aplikovano 200 pl
supernatantu a na mikrodestiCkovém readru byla zméfena absorbance pfi 400, 532 a
600 nm. Kalibrace metody byla provedena fedénim 1 mM roztoku MDA (Tab. 14). Do
jamky bylo pipetovano 100 pl roztoku standardu a 100 pl Cinidla A nebo B,
mikrodesti¢ka s roztoky byla inkubovana pfi 60°C 20 min. Nésledné po ochlazeni na
pokojovou teplotu byla stanovena absorbance pfi 400, 532 a 600 nm.

Tab.14 Redéni roztokil MDA pro kalibraci metody TBARS

koncentrace (uM) V (1ImM MDA) V (Hx0)

10 10 pl 990 ul
7.5 7,5 pl 992,5 pl
5 5l 995 ul
2.5 2,5 pl 997,5 yl
1 1l 999 ul
0.5 0,5yl 999,5 pl
0.1 0,1 pl 999,9 ul

6.4.12 Stanoveni volnych fenolt

Rostlinny material byl homogenizovan v tfeci misce v 50% methanolu v poméru
1:6 s morskym piskem. Vznikla smés byl inkubovana v termostatu pfi teploté 90°C po
do dobu 90 min. Vzorky byly centrifugovany 15 min pfi 14000 g. Supernatant byl
odpipetovan do novych eppendorfek a pfipraven k méfeni.

Detekce volnych fenoll je zaloZzena na oxidaci fenolt v alkalickém prostfedi
Folin-Ciocalteuovym cCinidlem, které méni zluté zbarveni na modré. Alkalické prostredi
bylo zajisténo prostfednictvim uhli¢itanu sodnému a jako standardni fenolicka latka
byla pouzita kyselina kavova. Absorbance kyseliny kavové byla méfena pfi 740 nm
(Cicco et al., 2009).

Pro toto stanoveni byl pouzit roztok Folin-Ciocalteuova Cinidla a 5% (w/v)
Na,CO;. Kalibrace metody byla provedena pomoci koncentracni koncentracni fady
kyseliny kavové (Tab. 15). Do eppendorfky bylo napipetovano 100 ul vody (blank) nebo
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standardu nebo vzorku a 100 pl Folin-Ciocalteuova €inidla. Po 2 min bylo pfidano 800
Ml 5% Na,CO; a tato smés byla protfepana a inkubovana pfi 40°C po dobu 20 min.
Obsah eppendorfek byl zchlazen na ledu a rozpipetovan na mikrotitracni destiCku. Na

mikrodesti¢kovém readeru byla zméfena absorbance kyselina kavové pfi 740 nm.

Tab. 15: Redéni kyseliny kavové pro kalibraci metody

koncentrace (mg/l) V (1 mM k. kavova) V (H,0)

10 10 ul 990 pl
25 25 ul 975 ul
50 50 pl 950 pl
75 75 ul 925 ul
100 100 pl 900 pl
150 150 pl 850 pl

6.4.13 Stanoveni obsahu ligninu

0,1 g rostlinného materialu bylo homogenizovano ve vafici vodé s moFskym
piskem. Smés byla centrifugovana pfi 10 000 g 15 min. Po odstranéni supernatantu byl
pelet promyt v eppendorfce 1 ml 96% ethanolu a vysu$en v susarné. Vysuseny zbytek
byl rozpustén ve 2,5 ml smeési HCI /EtOH v poméru 1:1. Smés byla poté centrifugovana
a rozpipetovana do novych eppendorfek pro méreni.

Pro vlastni méfeni byl pfipraven roztok 10% (w/v) floroglucinolu ve smési HCI
/EtOH v poméru 1:2. Jedna eppendorfka od kazdého vzorku byla ponechana jako
blank. Do dalSich eppendorfek bylo k 1,05 ml extraktu pfidano 20 pl 10% floroglucinolu.
Po 12 h inkubaci pfi pokojové teploté byla zméfena absorbance pfi 540 nm.
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8 DISKUZE

Hlavnim cilem predlozené diplomové prace bylo studium vlivu svételnych
podminek na kliCeni semen a vyvoj rostliny, aktivaci antioxida¢nich mechanismu,
lignifikaci a produkci Hsp70 u rostlin S. lycopersicum WT a 7B-1. Soucasti diplomové
prace byla rovnéz studie zamérena na vliv kratkodobého teplotniho stresu za danych
svételnych podminek na vybrané studované parametry.

8.1 Vliv svételnych podminek

8.1.1 Vliv svétla na kli¢ivost a vyvoj rostliny

Rostlina S. lycopersicum je zemédeélsky vyznamna plodina, jejiz roCni produkce
byla v roce 2006 az 120 mil. tun a v roce 2008 az 130 mil. tun (Bergougnoux et al.
2009, FAOSTAT - Crop statistics). V ramci diplomové prace byly studovany genotypy
S. lycopersicum ,wild type“ a recesivni ,single gene” mutant 7B-1, ktery byl v roce 1990
izolovan na zakladé jeho fotoperiodicky zavislé samdi sterilité (Bergougnoux et al.
2009). Za dlouhych dni (fotoperioda 16/8 h den/noc) byla u rostlin 7B-1 pozorovana
samci sterilita, za kratkych dni (fotoperioda 8/16 h den/noc) je 7B-1 fertilni. Mutant 7B-
1 ma nékolik specifickych znaku liSicich se od WT. Normalni rostlina 7B-1 je mnohem
vyssi (cca 2 m) nez WT (cca 0,5 m). Dale jsou semenacky 7B-1 pfi kliceni odolné vici
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abiotickému stresu zejména na modrém svétle. Vystaveni nékterych druh( rostlin
abiotickym stresovym podminkam (osmoticky, salinitni a teplotni stres) je spojeno s
naslednym zvySenim koncentrace ABA (Fellner & Sawhney, 2002), ktera hraje
dalezitou roli pfi obrannych reakcich (Mauch-Mani & Mauch, 2005, Mohr & Cahill,
2007). Experimenty dokazuji, Ze semena 7B-1 disponuji zvySenym obsahem ABA, coz
je pravdépodobné pfi¢inou jejich zvySené rezistence. Déale byla u 7B-1 prokazana
redukce de-etiolace hypokotylu na modrém svétle v dlouhych dnech a vétsi velikost a
hmotnost semene (Fellner & Sawhney, 2001; Fellner & Sawhney, 2002; Fellner et al.,
2005).

Mnoho fyziologickych procest, jako je kli¢eni, inhibice rastu hypokotylu,
diferenciace chloroplastli, zelenani rostlin, exprese mnoha jadernych a
chloroplastovych genu, je stimulovano svétlem (Bertram & Lercari 1997; Mustili &
Bowler, 1997). Kli€eni semen u vyS$Sich rostlin je komplexnim procesem ovlivnénym
fadou environmentalnich faktord a gend. Faktory vnéjSiho prostredi ovliviujici kliceni
jsou voda, teplota, kyslik a svételné zafeni. Kliceni semen mohou ovlivhovat dalsi

faktory, jako jsou chemické latky v prostfedi, pH, nepropustnost osemeni pro 002

(Kincl & Krpes§, 1994). Semena rajete patfi mezi typicka semena citliva na svétlo, kde
svételny pozadavek muze byt substituovan kyselinou giberelovou (Gui et al., 1991).
Odborné studie prokazaly, ze svétlo reguluje kli¢eni semen aktivaci fytochromd (Cone
& Kendrick, 1986; Casal & Sanchez, 1998). Vliv ma intenzita i kvalita zareni. V regulaci
kliceni vSak svétlo nema hlavni postaveni, pusobi v souvislosti s dalSimi faktory, jako
jsou vihkost, teplota, pfistup vzduchu. Jako fotodormantni se oznacuji semena, jez pfi
optimalnich podminkach teploty a hydratace bez svételného signalu nekli¢i (Pavlova,
1996). Svétlo aktivuje kliceni semen vyhradné prostiednictvim fotoreceptor(
fytochrom0, které absorbuji ¢ervené svétlo, ale jejich absorpce zasahuje i do modré
oblasti (Sullivan & Deng, 2003; Batschauer et al., 1996). Fytochromy mohou na rozdil
od jinych fotoreceptorl indukovat kliCeni kratkymi pulsy cCerveného svétla, které
naruduje tmu (Briggs & Olney, 2001). Na kli¢eni ma vliv ¢ervena (R + FR), modra (B),
vyjimeéné i zelena (VLFR) slozka svétla. Vyznam modré slozky je ziejmé mensi, nebot
je vice absorbovana padou, porostem a ¢asto i osemenim. Dlouhotrvajici modré svétlo
napf. inhibuje kliCeni semen rostliny Laportea bulbifera (Tanno, 1982). Inhibi¢ni u€inek
modrého svétla mize byt nasledné zruSsen pulsobenim velmi vysoké intenzity
Cerveneho svétla (Raghavan, 1973). Cilem prvniho experimentu pfedlozené diplomove
prace bylo stanoveni vlivu rliznych svételnych podminek (tma, bilé, modré a Cervené
svétlo) na KliCivost rostlin WT a 7B-1 S. Iycopersicum. V pfipadé semen S.
lycopersicum obou studovanych genotypd WT i 7B-1 byla zaznamenana nejvyssi

96



kli¢ivost ve tmé a na Cerveném svétle. U mutantu 7B-1 byl pozorovam mnohem mensi
vliv svételnych podminek na klicivost v porovnani s WT. Kli€ivost na bilém a modrém
svétle byla v pfipadé WT vyrazné niz8i v porovnani se 7B-1. Vysledky studie vlivu
svételnych podminek na kli¢eni semen jsou v pfipadé WT v souladu s vy$e uvedenymi
publikovanymi daty. V pfipadé 7B-1, v dusledku mutace a naslednych zmeén, je vliv
svételnych podminek na kli¢eni minimalizovan, coz maze byt v souvislosti s defektem v
detekci a pfenosu signalu modrého svétla. SniZzena citlivost k modrému svétlu
zpUsobuje snizeni citlivosti ABA receptoru (X) k ABA, coz indukuje zvySeni hladiny
endogenni ABA. Vysoka hladina ABA v semenech 7B-1 interaguje s mnoha receptory
ABA (Y) vedouci k zesileni exprese genu zahrnutych v produkci osmolytl a tim
k zvy8eni tolerance k osmotickému stresu (Fellner et al., 2002). Regulace kli¢eni je
zprostfedkova phyA a phyB, které detekuji Cervené svétlo s riznou intenzitou a délkou
svétla, coz vede k rdznym odezvam v kontrole tohoto procesu. Kli¢eni S. lycopersicum
potfebujici rehydrataci semen je indukovano slabym pulsem R svétla, po vystaveni FR
svétlu dochdazi k inhibici této odpovédi. Oba typy téchto svétel jsou detekovany phyB.
Odpoveédi R a FR svétla jsou omezeny kratkymi asovymi intervaly od 3 do 16 hodin od
po&atku rehydratace semen. Dlouhodobé silné R (30 y mol.m?.s™) svétlo detekované
phyA na rozdil od slabého pulsu R svétla (28 nmol.m?s™) inhibuje kligeni.
Prodlouzené (trvajici hodinu) ozafovani nahrazuje plsobeni dlouhodobého silného
svétla. Tyto antagonistické odpovédi jsou zprostfedkovany phyA a mazou zplsobovat
adaptaci semen lokalizovanych na povrchu pudy, zatimco slabé pulzy R mohou
odrazet situaci v pudé (Appenroth et al., 2006).

Svétlo ma vyznamny vliv na vyvoj rostliny - regulaci rustu hypokotylu,
prodluzovani stonku, expansi listi a syntézu chlorofylu (Kendrick & Kronenberg, 1994;
Weller et al., 2001). Vliv svétla na vyvoj rostlin WT a 7B-1 byl stanoven na zakladé
porovnani délky kofene, stonku a hmotnosti 10 dennich klicnich rostlin za jiz
zminénych svételnych podminek. Svételné podminky vyrazné ovlivnily zejména délku
stonku. 10-denni semenacky WT a 7B-1 S. lycopersicum mely ve tmé vice nez 2x delSi
stonky v porovnani s rostlinami péstovanymi na svétle. Vysledky jsou v souladu s daty
publikovanymi Fellner et al. 2005. Cervené svétio mélo stimulani viiv na rist
hypokotylu v porovnani s bilym a modrym svétlem a to zejména u WT. Jak je zndmo
etiolované rostliny maji dlouhé stonky a uzaviené a nerozptylené listy. Po pfenosu
rostlin na svétlo dochazi k deetiolaci, spojené s inhibici rastu stonku, listy se zvétsuiji,
zelenaji a zac¢ina fotosyntéza (Sullivan & Deng, 2003). Pro spravnou regulaci rlstu a
vyvoje je nezbytna spoluprace fotoreceptort ¢erveného svétla phyB a modrého a UV-
A svétla kryptochrom( (Sellaro et al., 2009). Hypokotyly 7B-1, jak bylo publikovano
v préci Fellner et al. (2001), obsahovaly celkové vyssi koncentraci endogenni ABA nez
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WT, naproti tomu koncentrace hormonu, které ovliviuji rust rostlin (gibereliny — napf.
GA1, GA3, GA4 a indol-3-octova kyselina (IAA)), byla u 7B-1 nizSi ve srovnani s WT.
Hypokotylovy rust u mutantu 7B-1 ukazuje snizenou deetiolaci, podobnou s WT na
bilém a modrém svétle v dusledku abiotického stresu (Fellner & Shawney, 2002). U
7B-1 jsme tento jev (porovnani s WT) zaznamenali u rostlin, péstovanych na modrém
svétle a bilém svétle bez aplikace salinitniho nebo osmotického stresu. Délka kofene
nebyla u rostlin WT a 7B-1 vyrazné ovlivnéna rozdilnymi svételnymi podminkami.
Podobné vysledky se objevily v ¢lanku Gabryszewska & Rudnicki, 1997, ktery popsal
shodny vliv bilého, modrého a Cerveného svétla na vyvoj kofene rostliny Ficus
benjamina. Rostliny mutanta 7B-1 mély vét8i schopnost za vSech studovanych
svételnych podminek vytvaret vice rostlinné hmoty. Vliv svétla na vahu celé rostliny byl
zaznamenan zejmeéna u etiolovanych rostlin 7B-1 a rostlin péstovanych na modrém

svétle.

8.1.2 Vliv svétla na antioxida€ni systémy

Hlavnim cilem diplomové prace bylo stanovit vliv svételnych podminek na aktivitu
vybranych antioxida¢nich systémi u 10 dennich semenacki S. lycopersicum a
nasledné diskutovat zaznamenané rozdily a charakterizovat detekované zmény u
mutanta 7B-1. Pro danou studii byly zvoleny enzymy s antioxidacnim ucinkem, jako je
GPX, CAT, APX, SOD a GR. Déle byl stanoven obsah volnych fenolickych latek a
lipidicka peroxidace.

Ktvorbé ROS dochazi nékdy béhem normalniho ristu a vyvoje zvlasté
v bunécnych ¢astech s obrovskou redoxni enzymatickou zmeénou. Produkce a
destrukce ROS jsou v rostlinnych bunkach velmi dobfe regulovany za kontroly
komplexni antioxidativni  sit€. Antioxidativni systém je tvofen predevSim
antioxidativnimi enzymy (napf. peroxidasa, APX, GPX, SOD, CAT, GR), které
katalyzuji elektronovy pfenos na ROS pouzitim nizkomolekularnich antioxidanta (napf.
askorbat, tokoferol, redukovany gluthation) fungujici jako protonové a elektronové
donory. Peroxidasa a CAT se podileji na eliminaci H,O,. Dale CAT, APX a GR se
UCastni regulace  koncentrace endogenniho H,O, prostfednictvim askorbat-
glutathionového cyklu, ktery vede k pfeméné destruktivnich radikall. V tomto cyklu
askorbat a glutathion prochazi cyklickym pfenosem redukujicich ekvivalentt vedouci
k redukci H,O, na vodu pomoci elektrond pochazejicich z NADPH (Saleh & Plieth,
2009; Goel & Sheoran, 2003).

Ziskané vysledky Ize hodnotit jednak ve vztahu k pusobeni rozdilnych svételnych
podminek a déle porovnat zmény v aktivitdch testovanych antioxida¢nich systémua u
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dvou studovanych genotypl S. lycopersicum. Byl prokdzan u obou genotypl vyrazny
vliv svétla na zapojeni antioxidacnich mechanism( v procesu vyvoje kli¢nich rostlin.
V pfipadé GPX byla zaznamenana vy$Si aktivita u rostlin S.lycopersicum péstovanych
na sveétle v porovnani s etiolovanymi rostlinami, ale v pfipadé CAT, APOX aktivity byla
aktivita danych enzym vyssi u etiolovanych rostlin WT. Na rozdil od WT 7B-1 rostliny
péstované ve tmé vykazovaly nizsi aktivitu GPX a CAT. V dusledku mutace u 7B-1
dochazi pravdépodobné za tmy ke sniZeni schopnosti aktivace vySe uvedenych
antioxida¢nich mechanismu. U rostlin WT S. lycopersicum byly v podminkach bilého
svétla detekovany vyrazné nizsi aktivity CAT, APX, SOD a produkce volnych fenolt
v porovnani se 7B-1. Vyznamny podil na antioxidacni kapacité u WT za svétla bude
mit GPX a GR.

Peroxidasa je monomericky hem-obsahujici enzym vyskytujici se volny
(cytoplazma, vakuoly) nebo vazany (bunécna sténa, plasmatickd membrana nebo
v organelovych membranach) (Siegel, 1993; Chroma et al., 2001). Ziskané vysledky
vramci diplomové prace koreluji s jiz publikovanymi daty - svétlo zesiluje aktivitu
peroxidasy (Chen et al., 2002). Podobné byla detekovana nizsi peroxidasova aktivita u
etiolovanych semenackl Pisum sativum v porovnani s rostlinami péstovanymi na
svétle (Luhova et al., 2003, Petfivalsky et al., 2007). Snizena peroxidasova aktivita
etiolovanych rostlin mize mit souvislost se snizenim obsahu ligninu (Luhova et al.,
2003). Vyrazné vyssi aktivita peroxidasy, podobné jako obsah fenolt u WT v porovnani
se 7B-1 vpodminkach kultivace za tmy a za modrého svétla koresponduje
s detekovanym intenzivnim procesesem lignifikace vedouci k vétSimu zpevnéni a
zesileni stonku WT v porovnani se 7B-1. Peroxidasy se vyskytuji v nékolika izoformach
(izoenzymech). U kfenové peroxidasy bylo objeveno pét neutralnich izoforem (Aibara
et al., 1982). U studovanych genotypl S. esculentum byly detekovany 3 izoenzymové
formy peroxidasy liSici se pohyblivosti v gelu pfi nativni elektroforéze. Aktivita
jednotlivych izoenzymu se liSila v zavislosti na svételnych podminkéach a genotypu.

CAT je stejné jako peroxidasa protein obsahujici hem, ktery se vyskytuje hlavné
v peroxisomech, a ma katalasovou i peroxidasovou aktivitu (Chance et al. 1979).
Vlivem viditelného svétla dochazi v kyanobakteriich, listech, intaktnich bunkach nebo
tkanich k fotoinaktivaci katalasy. Hemova skupina enzymu funguje jako fotoreceptor
zprostfedkovavajici CAT inaktivaci. Stabilni hladina CAT je v zralych listech udrzovana
na zakladé rovnovahy mezi dlouhodobou fotoinaktivaci s naslednou degradaci a novou
syntézou (Hertwig et al.,1992). Katalasova genova rodina v A. thaliana zahrnuje 3 geny
(CAT1, CAT2, CAT3) kodujici jednotlivé podjednotky, jejichz spojeni vede k tvorbé
nejméné Sesti isoenzymu. Tyto 3 geny jsou vysoce pfibuzné k dal§im dvéma a také
k dalsim katalasovym genim. Jednotlivé isoenzymy a jednotlivé podjednotky mRNA
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ukazuji odlisné schéma organo-specifické exprese. Nadbyte¢né mnozstvi mRNA CATT
a CAT2 je indukovano sveétlem, zatimco u CAT3 je tomu naopak (McClung, 1997).
V souladu s vysledky ziskanymi pfi studiu vlivu svételnych podminek na CAT aktivitu u
P. sativum byla detekovana u WT vyrazné vyS8Si aktivita u etiolovanych rostlin
v porovnani s rostlinami péstovanymi za svétla (Luhova el al., 2003). U etiolovanych
rostlin WT byla podobné jako peroxidasa detekovana vyrazné vysSi CAT aktivita nez u
mutantu 7B-1. U rostlin 7B-1 byla detekovana srovnatelnd CAT aktivita za tmy a
modrého svétla. Nejvyssi aktivita byla stanovena u rostlin péstovanych na bilém svétle.
Podobny trend byl pozorovan v pfipadé, GPX, GR, pfi stanoveni obsahu volnych
fenoll, intenzity lignifikace.

Klicovym enzymem v siti antioxidaénich mechanismu je APX, ktera katalyzuje
redukci H.O, na vodu s vyuzitim askorbatu jako donoru elektront (Asada, 1999). APX
je lokalizovana v mnoha bunéénych kompartmentech nap¥. v chloroplastech, cytosolu,
peroxisomech, mitochondriich atd. (Yoshimura et al., 2000). V praci Fryer et al., 2003,
byl studovan vztah intenzity svétla a exprese genl kddujicich cytosolickou APX.
Exprese genl pro cytosolickou askorbatperoxidasu (APX2) byla ziskana 15 min po
vystaveni svétlu s vysokou intenzitou. Transkripéni Urovné dalSich antioxidacnich
enzymu napf. peroxisomalni APX, cytosolickd a chloroplastovd CuZn-SOD,
chloroplastova Fe-SOD, mitochondridlni Mn-SOD a GR (Fryer et al., 2003) nebyly
vlivem svételného stresu zménény.

Vliv svételnych podminek na aktivitu APX u rostlin S. lycopersicum vykazuje
urcitou analogii s katalasou. APX aktivita byla u rostlin WT celkové niz8i nez u 7B-1 pfi
kultivaci za v8ech svételnych podminek. V ramci proteinové analyzy WT a 7B-1 S.
lycopersicum byl potvrzen vy$§i obsah proteinu APX u 7B-1 v porovnani s rostlinami
WT péstovanymi za klasickych svételnych podminek (Sheoram et al., 2009).
V stimulaci exprese APX2 ukazuje roli kyselina abscisova. Vystaveni ABA-necitlivych
mutantl (abi1-1, abi2-1) svétlu vede ke snizeni hladiny exprese APX2. Existuje tedy
moznost, Ze zvySena hladina ABA 7B-1 by mohla byt u asociovana s vy$Sim obsahem
APX (Fryer et al., 2003). Na Cerveném svétle byla APX aktivita u WT v porovnani
s bilym a modrym svétlem vyrazné vySsi.

Svétlo reguluje akumulaci chloroplastové a cytosolové Cu, Zn SOD v rostlinach
(Perl-Treves & Galun, 1990). U studovanych genotyptu S. lycopersicum nebyl
detekovan vyrazny vliv svételnych podminek na SOD aktivitu. Mald odezva na
svételné podminky byla detekovana rovnéz u rostlin Phaseolus vulgaris vystavenych
12-denni fotoperiodé (Cakmark & Marschner, 1992). Rostlina Marchantia paleacea
obsahuje Mn-SOD v mitochondrii, Fe-SOD v chloroplastu a CuZn-SOD v cytosolu. Za
heterotrofnich podminek byl transkript tfi SOD genu byl akumulovan nezavisle na
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svétle. Za fotoautotrofnich podminek se hladina transkriptu Fe-SOD a Mn-SOD
zvy$ena na svétle, zatimco CuZn-SOD snizena. Ve tmé dochazi k reversi hladiny
transkriptu na puvodni hladinu. Na rozdil od transkripéni Urovné je aktivita vSech tfi
SOD ovlivnéna svétlem jen nepatrné (Sakaguchi et al., 2004), coz odpovida zminénym
vysledkam.

Redukovany glutathion je dulezity neenzymaticky antioxidant schopny eliminovat
hydroxylovy a singletovy kyslikovy radikal, rozpustny ve vodé. Redukovany glutathion
je generovan GR z oxidované formy glutathionu v pfitomnosti NADPH (McDonald,
1999; Smith et al. 1989). Aktivita GR je ovlivhéna svételnymi podminkami (Hand & Lee,
2005). Vliv svétla na GR aktivitu byl detekovan u Phaseolus vulgaris, kdy svételna
intenzita zpUsobila zvySeni aktivity GR v listech (Cakmak & Marschner, 1992). U rostlin
S. lycopersicum byla detekovana nejvysSi aktivita GR u obou genotypu kultivovanych
na bilém svétle.

Svétlo indukuje a zvySuje obsah fenolickych latek u rostlin (Bakhshi & Arakawa,
2006; Arezki et al. 2001). Fluorescencni spektra fenolickych latek ukazuji blizky pfesah
s flavinem, karotenem a pterinem, coz podporuje mozny pfenos energie od fenoll
k témto fotoreceptorim (Chandrakuntal et al., 2006). Obsah volnych fenolickych latek
byl vySsi u rostlin S. lycopersicum péstovanych na svétle kromé Cerveného svétla.
Nejvyssi hodnoty byly detekovany u WT na modrém a u 7B-1 na Cerveném svétle.
NizSi obsah fenolickych latek na modrém svétle u rostlin 7B-1 v porovnani s WT muze
byt spojen s jeho rezistenci proti abiotickému stresu (Fellner & Shawney, 2002).

Lipidicka peroxidace (LP) byla intenzivnéjsi u rostlin WT nez 7B-1. Tyto vysledky
koreluji s jiz publikovanymi daty Sreenivasulu et al., 1999 - u mutantu rostliny Setaria
italica, ktera je odolna vucéi osmotickému stresu byl detekovan niz8i obsah
malondialdehydu (niz8i stupen LP) nez u WT. Vyrazny pokles LP na modrém svétle
v pfipadé mutantu 7B-71 je vsouladu s vysokou resistenci tohoto genotypu vaci
osmotickému stresu (Fellner & Shawney, 2002). U obou genotypl byla zaznamenéna
niz8i koncentrace malondialdehydu u etiolovanych rostlin nez u rostlin péstovanych na
svétle. Dal8i studie potvrzuji, Zze UV svétlo vyvolava oxidativni stres vedouci
ke zvy8eni LP (Nasibi and Kalantari, 2005; Mahdavian et al., 2008). ZvySena
lipidicka peroxidace zprostfedkovana volnymi radikaly a peroxidy, je jeden z moznych
zdrojli ztraty zivotnosti a vitality semen. Stanoveni MDA je konvenéni metoda
kvantifikace zvySeni LP, které je nepfimo podporovano akumulaci H,O, (McDonald,
1999; Smith et al., 1989)
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8.1.3 Vliv svétla na produkci Hsp70

Hsp70 jsou proteiny patfici do skupiny heat shock proteind a chaperona, které
zajistuji spravné skladani, translokaci a degradaci za normalnich i stresovych
podminek (Wang, 2004). Teplotni Sok indukuje vyraznou akumulaci mRNA kodujici
heat shock (hsp) geny. Exprese téchto gena je kromé teplotniho Soku indukovana po
pfechodu organismu Chlamydomonas reinhardti ze tmy na svétlo. Existuji dvé
moznosti pro svételnou regulaci exprese hsp genl. Po svételném vystaveni rostlin
péstovanych ve tmé& muze dochazet k denaturaci chloroplastovych proteind a jejich
zvySené prfeméné na abnormalni proteiny spoustéjici aktivaci hsp genl. Druha
moznost je, ze exprese hsp genl indukovana svétlem muize byt kontrolovana signaini
drahou zahrnujici fotoreceptory. V tomto pfipadé, separované elementy pro svételnou
regulaci mizou byt obsazeny na spodnich regionech hsp genu. Odlisné regulaéni
elementy, jiné nez ty co zprostiedkovavajici hsp odpovédi byly nalezeny na spodnich
regionech nékterych hsp genu (Gromorf et al., 1989).

U rostlin WT i 7B-1 jsme detekovali nékolikandsobné vyssi obsah Hsp70 u rostin
péstovanych na svétle v porovnani s etiolovanymi rostlinami. Vystaveni listd nebo
chloroplastl vysoké intenzité svétla vede ke ztraté fotosyntetické aktivity neboli
fotoihibici (Gromorf et al., 1989). Hsp70 vykazuji roli v resistenci vuci fotoinhibici
(Schroda et al., 1999). Vyznamny narust produkce Hsp70 byl zaznamenan u rostlin 7B-
1 péstovanych na modrém svétle. Receptor modrého svétla fototropin
z Chlamydomonas se nachazi na vnitfni strané plasmatické membrany a po vystaveni
modrému svétlu se uvoliuje do cytoplasmy (Huang et al., 2004). Otazkou je mozny
vztah mutace u 7B-1 a nésledné zvySené schopnosti produkce Hsp70 u rostlin
vystavenych plsobeni modrého svétla.

Zajimavy je dale mozny vztah mezi aktivitou antioxidacnich enzymu a schopnosti
produkce Hsp70 za raznych svételnych podminek. U WT lIze z dosazenych vysledku
vypozorovat, Ze etiolované rostliny produkuji jen velmi malé mnozstvi Hsp70
v porovnani s rostlinami péstovanymi na svétle zatimco za tmy byla u rostlin
detekovana nejvyssi CAT, APX a SOD aktivita a pomérné vysoka aktivita SPOX.
Naopak pfi kultivaci na modrém svétle rostliny produkovaly nejvice Hsp70 a aktivita
APX byla nejnizsi a aktivity CAT, SOD, GR a SPOX byly pomérné nizké. APX patfi
mezi nejvyznamnéjsi antioxidacni systémy u rostlin se schopnosti reagovat jiz na malé
zmény ROS v organismu. Tyto vysledky naznacuji moznou regulaci produkce Hsp70
zvy8enou koncentraci ROS, kterou lze pfedpokladat v prostfedi s nizkou aktivitou
antioxidac¢nich systémui. Podobny trend lze pozorovat u 7B-1. V pfipadé nejvyssi
produkce Hsp70 v podminkach modrého svétla byla detekovana pomeérné nizka APX,
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CAT, GR a SPOX aktivita (rozdily nejsou tak vyrazné jako u WT). Za tmy, kdy je
minimalni produkce Hsp70, u rostlin 7B-1 byla detekovana i pomérné nizka aktivita
studovanych antioxidaénich systémud. Otazkou zUstava, zda se vtomto pfipadé
neprojevuje vliv mutace na chovani daného genotypu za tmy. V obou pfipadech byly
detekovany rozdilné vlastnosti studovanych genotypl napf. v reakci na abioticky stres.

8.1.4 Vliv svétla na produkci aktinu

Rostlinny aktinovy cytoskeleton je vysoce dynamicka, vlaknita struktura nezbytna
v mnoha buné&nych procesech zahrnujici bunécné déleni, cytoplasmické tfidéni,
bunénou elongaci a zménu orientace chloroplasti v odpovédi na svétlo.
Cytoskeletalni genova rodina zahrnuje 10 aktinovych gen(, z nichz u 8 je povrzena
UCast v rlznych vyvojovych procesech. Aktinové uspofadani muze byt ovlivnéno
vnitfnimi faktory, biotickym a abiotickym stresem prostfednictvim pfenosu signalu aktin-
vazajicich proteini (Hussey et al., 2002; Meagher et al., 1999). Aktinova vlakna
sveéracich bunék ukazuji zménu jejich uspofadani v odpovédi na fyziologické stimuly.
Po vystaveni bilému svétla se oteviraji priduchy a aktinova vlakna puvodné
lokalizovana v kufe svéracich bunék méni, jsou usporadana radialné v priduchovém
péru. Ve tmé a v pfitomnosti ABA vykazuji aktinova vlakna jiné schéma usporadani
zahrnujici nahodné orientované a kratké aktinové fragmenty (Eun & Lee, 1997).
V rdmci detekce rostlinného aktinu byl nejvy8Si obsah pozorovan u rostlin WT a 7B-1
péstovanych na bilém a modrém svétle. Etiolované semenacky WT vykazovaly

vyrazné nizsi produkci aktinu nez 7B-1.

8.1.5 Vliv svétla na lignifikaci

Intenzivni syntéza ligninu probihd béhem diferenciace bunécné stény a nebo
v dusledku biotického nebo abiotického stresu (Luhova et al., 2003; Rea et al., 1998).
Peroxidasy katalyzuji v bunétné sténé dehydrogenaci monomerickych prekurzor(
ligninu na fenoxyradikaly, které polymerizuji a tvofi sit mezi monolignoly, proteiny a
polysacharidy (Lee et al., 2007). Bylo zjiSténo, Ze nejefektivnéjSi substrat pro
peroxidasu je ligninovy analog syringaldazin (Quiroga et al. 2000), proto se pro
stanoveni urovné lignifikace pouziva detekce syringaldazinperoxidasové aktivity. 7B-1
vykazuje nizsi stupen lignifikace nez WT pfi kultivaci na bilém a modrém svétle.

v v

Vysledky jsou v souladu se studii Luhova et al., 2003 a Su et al., 2005, kdy byl také
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prokazan nizky obsah ligninu v etiolovanych rostlindch. Nizky obsah ligninu koreluje
s nizkou aktivitou peroxidasy (Angelini et al., 1990).

8.2 Vliv teplotniho stresu za raznych svételnych podminek

Druhym Ukolem predlozené diplomové prace bylo stanoveni vlivu kratkodobého
teplotniho stresu na aktivity antioxida¢nich enzyma SOD, peroxidasy, CAT, APX a GR,
produkci volnych fenolické latek, na intenzitu lipidické peroxidace a na tvorbu Hsp70.
Stanoveni vzajemného vztahu produkce Hsp70 a intenzity antioxidaénich mechnisma u
dvou genotypu S. lycopersicum byly diskutovany. Dale byla porovnana reakce rostlin
na teplotni stres za raznych kultivaénich podminek.

Teplotni stres vedouci k oxidativnimu poskozeni indukuje aktivaci mnoha
obrannych mechanismu, které zahrnuji produkci fady nizkomolekularnich a
vysokomolekularnich latek v€etné heat-shock proteinlti (Saleh & Plieth, 2009; Scarpeci
et al., 2003). Studie Swindel et al, 2007 ukazuje dukaz, Ze heat shock transkripCni
faktory mohou fungovat jako senzory ROS v rostlinach a tim identifikuje spojeni mezi
signalni drahou teplotniho a oxidativniho stresu.

Ctyfi hodiny po aplikaci TS byla detekovana u semenacktd WT a 7B-1
kultivovanych za rdznych svételnych podminek mnohonasobné zvySend produkce
Hsp70. V pfipadé rostlin WT byl pozorovan pozitivni vliv svétla na akumulaci Hsp70 po
aplikaci teplotniho stresu. Vliv mutace u 7B-1 se projevil ztratou regula¢niho vlivu
svételnych podminek na produkci Hsp70 v podminkach abiotického stresu (porovnani
tma x svétlo, vyjiimkou je Cervené svétlo). Pokles produkce Hsp70 muaze byt u 7B-1
vysvétlen nizsi citlivosti k modrému svétlu v podminkach abiotického stresu, coz vede
ke zvySeni endogenni hladiny ABA, ktera zvySuje stresovou toleranci (Fellner &
Sawhney, 2002).

Svételné podminky meély vyrazny vliv na zmeénu aktivit sledovanych
antioxidaénich systémi. U etiolovanych rostlin obou studovanych genotypu
vystavenych kratkodobému teplotnimu stresu byla detekovana zvySena aktivita
peroxidasy, CAT, APX, SOD a produkce volnych fenoll (s vyjimkou CAT u WT), zmény
GR aktivity byly minimalni. U rostlin péstovanych na svétle byl pfevazné po aplikaci TS
pozorovan pokles aktivit testovanych enzyma. NejvyraznéjSi zmény byly detekovany u
WT na modrém svétle a to v pfipadé peroxidasy, CAT, GR, SPOX a obsahu volnych
fenoll. Je zajimavé ze soucasné s poklesem aktivit antioxidaénich enzymu u rostlin byl
zaznamena i pokles lipidické peroxidace. V pfipadé mutanta byly nejvyznamnéjsi
zmény detekovany na Cerveném sveétle, naopak na modrém svétle byly zmény

minimalni. Tento rozdil ve schopnosti regulovat zmény koncentrace ROS po vystaveni
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rostlin abiotickému stresu u WT a mutantu 7B-1 pozorované na modrém sveétle koreluji
s rozdilnou schopnosti rostlin reagovat na jiny typ abiotického stresu (salinitni,
osmoticky stres), tzn. 7B-1 vykazuje vysSi rezistenci na dané abiotické stresy na
modrém svétle (Fellner & Sawhney, 2001; Fellner & Sawhney, 2002; Fellner et al.,
2005). U 7B-1 Ize pfedpokladat vyznamnou ulohu antioxida¢nich systémua peroxidasy
CAT, GR, SPOX a schopnosti tvofit volné fenoly ve zvySeni rezistence rostliny.

Po aplikaci teplotniho stresu byl u obou genotypu S. lycopersicum péstovanych
ve tmé zaznamenan narust aktivity peroxidasy v porovnani s kontrolou, podobné jako
napf u rostlin Fragaria ananassa cv. Camaros (jahodnik), péstovanych pfi rezimu
(fotoperioda 16/8 h svétlo/tma), které byly vystaveny teplotnimu stresu 45°C (Gulen &
Eris, 2004). Pfi kultivaci za optimalnich svételnych podminek se projevil dlouhodoby
teplotni stres (835°C) u rostlin S. lycopersicum poklesem peroxidasové aktivity (Rivero
et al., 2001). V souladu s jiz publikovanymi vysledky byl zaznamenan v ramci naSich
experimentu i po aplikaci kratkodobého TS v pfipadé kultivace za svételnych podminek
pokles peroxidasoveé aktivity aktivity (s vyjimkou WT za bilého svétla). Jak potvrzuje
¢lanek Chen et al., 2002 svétlo zvySuje aktivitu peroxidasy, proto by mohl byt pokles
peroxidasové aktivity u rostlin 7B-1 zpusoben jeho mutaci snizujici citlivost ke svétlu
(hlavné modrému) (Fellner & Shawney, 2002). Ztrata aktivity peroxidasy byla
zaznamenana az pfi extrémnim teplotnim stresu (60 a 90°C) a po nasledné inkubaci
pfi stélé teploté 30°C byla pozorovana reaktivace peroxidasy, kde se na stabilizaci
peroxidasy podili heat-shock protein ClpX (Kroczynska et al., 2002). Rozdil mezi WT a
7B-1 byl dale zaznamenan pfi stanoveni izoenzymového zastoupeni peroxidasy, kdy
byla po aplikaci kratkodobého TS detekovana aktivita nového izoenzymu (nejmensi
pohyblivost pfi nativni elektroforéze).

U rostlin Triticum aestivum byl prokazan stimulacni vliv teplot 30 a 35°C na
aktivitu CAT, ale jiz pfi teploté 40°C je enzym znacné inaktivovan (Dash & Mohanty,
2002). U obou studovanych genotypl S. lycopersicum byl zaznamenan vyrazny vliv
teplotniho stresu a rovnéz svételnych podminek na aktivitu tohoto enzymu. ZvySena
CAT aktivita byla detekovana u WT za bileho svétla a u 7B-1 ve tmé a na modrém
svétle. ZvySeni aktivity CAT v dusledku vysokého teplotniho stresu u rostlin (Morus
alba L.) a Lepidium sativum byla prokazana v praci Chaitanya et al., 2001 a Saleh &
Plieth, 2009. Teplotni stres = 42°C vede ke zvySené akumulaci H,O,, coz vyvola nérust
aktivity CAT, kterd snizuje mnozstvi H,O, na netoxickou hladinu (Gur et al., 2010).
Naopak snizena aktivita CAT v ramci teplotniho stresu byla publikovana ve studii Jiang
& Huang, 2001 u rostlin (Festuca arundinacea L.) and (Poa pratensis L.), které byly
vystaveny dlouhodobému TS (12 dni). Vyrazny pokles aktivity CAT byl detekovan

v nadich experimentech u WT ve tmé a na modrém svétle a u 7B-1 na bilém a
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Cerveném svétle. Studie Nagesh & Devaraj, 2008 ukazala negativni korelaci u CAT
aktivity mezi osmotickym a teplotnim stresem: pfi salinitnim stresu byla zaznamenéan
narust, zatimco u TS pokles CAT aktivity u rostlin Phaseolus vulgaris.

Cytosolicka askorbatperoxidasa (APX1) hraje klic¢ovou roli v odpovédi na teplo
a sucho (Koussevitzky et al., 2008). U bunéénych kultur Nicotiana tabacum (L. cv.
Bright Yellow-2) a rostlin Gossypium hirsutum byl pfi kratkodobém teplotnim stresu (35;
38 a 45°C) detekovan narust aktivity APX (Locato et al., 2009; Gur et al., 2010). VysSSi
aktivita APX po TS byla detekovana u WT (s vyjimkou ¢erveného svétla). Mutant 7B-1
se liSil od WT ve zménach aktivity APX zejména v podminkach bilého a modrého
svétla, kde byl zaznamenan evidentni pokles aktivity. Pokles aktivity a exprese APX1
po vystaveni TS byl detekovan u bunécnych kultur Nicotiana tabacum (Bright-Yellow
2). (Vacca et al., 2004). Ke snizeni aktivity a exprese APX dochazi pfi 55°C TS, ktery
spousti procesy vedouci k programované bunécné smrti. V ranné fazi buriky prochazi
bunky PCD spojené se zvySenim mnozstvi ROS, které je regulovano antioxidanty
askorbatem a SOD. Pozdni faze PCD indukuje oxidaci endogenniho askorbatu, coz
vede ke snizeni mnozstvi a specifické aktivity APX1 (Vacca, et al., 2004).

SOD je enzym (c¢astnici se dismutace superoxidového radikalu na peroxid
vodiku a vodu. Podle ¢lanku Li et al., 2006, mGze byt narust aktivity SOD spojen s
toleranci k vysokému teplotnimu stresu. SOD je vyznamna komponenta ROS-
vychytavajiciho systému v chloroplastech a miZze pfispivat k stresové toleranci rostlin
(Gupta et al., 1993). U 7B-1 ve tmé a na bilém svétle byl zaznamenan po TS narust
SOD aktivity a pfi modrém a Cerveném svétle naopak jeji pokles. Snizend aktivita byla
v porovnani s kontrolou zaznamenana u rostlin Gossypium hirsutum pfi 4-dennim TS
(35°C) a u mikrosporovych kultur (x Triticosecale Wittm.) pfi 2h TS (38°C) (Gur et al.,
2010, Zur et al., 2009).

V pfipadé GR byly detekovany minimalni zmény po aplikaci TS u S.
lycopersicum. U genotypu WT byl pozorovan pokles aktivity GR na bilém a modrém
svétle. Nékolik studii potvrzuje redukci aktivity GR v dusledku TS (Jiang & Huang,
2001; Nagesh & Devaraj, 2008). Guo et al., 2007 prokazal roli Hsp70 v modulaci
aktivity GR. Ve studii Meki et al., 2004, byla po aplikaci aflatoxinu B1 na jaterni bunky
krysy ukazana negativni korelace mezi hladinou GR a akumulaci Hsp70. VyS$Si hladina
Hsp70 a nizsi aktivita GR u jaternich bunék muze poukazovat na moznost, ze Hsp70
tvofi kompenzacni mechanismus v obrané proti oxidativnimu stresu (Meki et al., 2004).
Narust aktivit GR u 7B-1 za vSech svételnych podminek muize potvrzovat studie
Chaitanya et al., 2001, kde byly rostliny Morus Alba vystaveny kratkodobému TS
(40°C). V pfipadé studovaného rostlinného modelu nebyl detekovana korelace ve
zménach Hsp70 a aktivity GR.
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Aplikace kratkodobého TS (42°C) vede u semenacku S. Iycopersicum
péstovanych ve tmé a na Cerveném svétle ke zvySeni obsahl volnych fenoll ve
srovnani s kontrolou. Teplotni stres vrostlindch S. Iycopersicum  aktivoval
fenylalaninaamoniumlyasu, enzym ktery je vyznamnym meziproduktem biosyntézy
fenoll a inhibici peroxidasy a polyfenoloxidasy podilejici se na snizovani hladiny
fenol(. Rozpustné fenoly se v dlsledku TS akumuluji jako vysledek aklimatizaéniho
mechanismu na teplo a chlad (Rivero et al., 2001). Tma a Cervené svétlo zfejmé
ovliviuji pfizpisobeni WT a 7B-1 k teplotnimu stresu. Na bilém a modrém svétle byl u
semenacku WT a 7B-1 po vystaveni TS zaznamenan pokles obsahu fenolickych latek,
coz bylo potvrzeno také ve studii Fletcher et al., 2005.

Osmoticky a teplotni stres vede k peroxidaci membranovych lipidd (LP)
zpUsobujici zvySeni koncentrace MDA, ktery funguje jako indikator mebranového
poskozeni (Nagesh & Devaraj, 2008; Gulen et al., 2008; Sairam et al., 2000). 4 h po
aplikaci TS (teplota 42°C) nedochazi u semenacu S. lycopersicum témér k zadnym
zménam LP ve tmé a na bilém svétle. V rostliné Gossypium hirsutum byla po vystaveni
TS (45°C) detekovana nepatrna zména obsahu MDA (Gur et al., 2010). Evidentni
pokles v obsahu MDA byl pozorovan u rostlin WT na modrém svétle a u 7B-1 na
Cerveném svétle. Pokles intenzity LP byl zaznamenan u rostlin po vystaveni dalSim
stressovym faktorim (uniconazol, arginin nebo putrescin), které pravdépodobné snizuji
membranové poskozeni a tim zvysuji toleranci rostliny vici stresu (Zhou & Leul, 1999;
Khalil et al., 2009).

Vliv teplotniho stresu na uroven lignifikace byl ur€en na zakladé stanoveni
obsahu ligninu a aktivity syringaldazinperoxidasy. Na modrém svétle byl pozorovan u
obou parametrii rozdil v hladiné lignifikace mezi obéma genotypy. 7B-1 vykazoval
zvysSeni, zatimco WT vyrazny pokles lignifikace. Bioticky a abioticky stres obecné vede
ke zvySeni tvorby ligninu v bunééné sténé. Korelace mezi aktivitou SPOX a ligninem
byla potvrzena u rostlin Trifolium repens vystavenych 14-dennimu vodnimu deficitu.
Narust aktivity peroxidasy mulze odrazet zménu mechanickych vlastnosti bunécéné
stény, kterd mlze byt spojovana s adaptaci na sucho (Lee et al., 2007). Podle této
studie by zvySend aktivita peroxidasy a zvySeny obsah ligninu u 7B-1 mohly znamenat

vy$Si toleranci vici teplotnimu stresu.
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ZAVER

. Vramci teoretické casti byla popsana role fotoreceptorl v rlznych vyvojovych
procesech rostlin. Dale byly shrnuty poznatky tykajici se vlivu interakce svétla a
teploty na vyvoj rostlin a zapojeni fotoreceptorli v obrané proti abiotickému a

biotickému stresu v rostlinach.

. V experimentalni Casti byla stanovena aktivita antioxidacnich systém( a dalSich
parametrt (aktin, Hsp70, lignin) u rostlin WT a 7B-1 S. lycopersicum kultivovanych
za ruznych svételnych podminek. V druhé Casti experimentu byl studovan vliv
teplotniho stresu na antioxidaéni schopnosti a produkci Hsp70 u daného
modelového sytému opét za riznych svételnych podminek.

. Vliv modrého a bilého svétla se negativné projevil pfi kliceni zejména WT S.
lycopersicum. Absence svétla je optimalni pro kli¢eni. Byla potvrzena inhibice rastu
hypokotylu na svétle. Hmotnost semenacki mutantu 7B-1 byla za studovanych
svételnych podminek vzdy vyssi.

. Vyrazné niz8i aktivita antioxidaCnich mechanismi a intenzita lignifikace byla
detekovana za tmy u 7B-1. Za modrého a bilého svétla u 7B-1 byly detekovany nizsi
aktivity enzymu spojenych s lignifikaci a nésledné i intenzita lignifikace. Naopak
aktivity hlavnich enzymu regulujicich koncentraci ROS v rostliné (CAT, APX) byly
zvysene.

. Pro stanoveni produkce Hsp70 a aktinu u WT a 7B-1 byla pouzita metoda Western
blot. U obou parametr( byl detekovan vliv svételnych podminek zejména v pfipadé
WT. Nizka produkce Hsp70 byla charakteristicka pro oba etiolované genotypy.

. Vyznamné vys$8i produkce Hsp70 byla detekovana u genotypu 7B-1 kultivovaného

na modrém svétle.

. Jiz 4 h po aplikaci kratkodobého teplotniho stresu byl detekovan vyznamny narust
Hsp70 a to zejména u 7B-1. Pfi teplotnim stresu byly zaznamenany vyrazné zmény
ve zmeénach aktivit antioxidacnich systému za studovanych svételnych podminek u

obou genotypu.

. Teplotni stres mél vliv na zménu aktivity antioxidacnich systému.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA kyselina abscisova

APX askorbatperoxidasa

ARR4 odpovédny regulator 4 z A. thaliana
AsA kyselina askorbova

At-cry3 kryptochrom 3 z Arabidopsis thaliana
Aux/IAA auxin/indol-3-octova kyselina

bHLH helix —smyc¢ka-helix

bZIP leucinovy zip

CAT katalasa

CAT gen katalasy

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CO, oxid uhligity

CRY kryptochromovy gen

cry kryptochromovy protein

Cry-DASH kryptochrom z Drosophila, Arabidopsis, Synechocistis a ¢lovéka
CSN COP9 signalosom

DHA dehydroaskorbat

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
ER endoplazmatické retikulum

EtOH ethanol

FR daleké Cervené svétlo

FYPP fytochrom asociujici proteinfosfatasa
GA kyselina gibberellova

GA3 ox GA3 oxidasa

GPX guajakolova peroxidasa

GR gluthationreduktasa

GSSG oxidovany gluthation

HIR vysoce intenzivni odpovéd

Hsp "heat shock" proteiny

HY5 protahly hypokotyl 5

[.N.T 2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazolium-chlorid
IAA indol-3-octova kyselina

kDa kilodalton

LDP dlouhodenni

LFR malo intenzivni odpoved

LOV svétlo, kyslik a napéti

MAP mitogen-aktivovany protein

MDA malondialdehyd

NLS jadernd lokaliza¢ni sekvence

NO oxid dusnaty

NPH nefototropicky hypokotyl

NR nitratreduktasa
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PCD
Pfr
phot
PHR
phy
PHY
phy3
PIF

Pr

R

RNS
ROS
S.lycopersicum
SDP
SDS
SDS PAGE
Ser
SOD
SPOX
TBARS
Thr

TS
ULI3
uv
VLFRs
We-1

molekula kysliku

programovana bunééna smrt
forma absorbujici FR svétlo
fototropin

DNA fotolyasa-pfibuznd doména
fytochromovy protein
fytochromovy gen

fytochrom 3

fytochrom - interaguijici faktor
forma absorbujici R svétlo

blizké Cervené

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

Solanum lycopersicum
kratkodenni

dodecylsulfat sodny
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
serin

superoxiddismutasa
syringaldazinperoxidasa
thiobarbiturova kyselina—reaktivni-latka
threonin

teplotni stres

necitlivy na UVB svétlo
ultrafialové

velmi mélo intenzivni odpovéd
~white collar®

117



