UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Bakalarska prace

OLOMOUC 2015 Katerina Kolarova



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Katedra bunécné biologie a genetiky

Fyziologicka analyza dvojitého mutanta 7B-1cryl-1 rajcete

Solanum lycopersicum L.

Bakalatska prace

Katerina Kolarova
Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bunécna biologie

Forma studia: prezen¢ni

OLOMOUC 2015 Vedouci prace: doc. RNDr. Martin Fellner, Ph. D.



Prohlasuji, Ze jsem bakalarskou praci ,,Fyziologicka analyza dvojitého mutanta 7B-1cryl-1
rajéete Solanum lycopersicum L.“ vypracovala samostatn¢ pod vedenim doc. RNDr.
Martina Fellnera, Ph. D. na pracovisti Laboratofe rustovych regulatort Univerzity
Palackého v Olomouci s pouzitim uvedené literatury v zavéru prace.

V Olomouci, dne e,



Souhrn

Cilem bakalafské prace bylo pomoci molekularnich a fyziologickych metod studovat
zapojeni genit 7B-1 a CRY1 v rGstu rostlin na modrém svétle a v odolnosti kli¢eni semen
vuci abiotickym stresim ovliviiované modrym svétlem. Dvojity mutant byl pouzit
ke studiu proto, abychom zjistili, zda a jak geny 7B-1 a CRY1 v téchto reakcich spolu
funkeéné interaguji. Teoreticka ¢ast se vénuje kliceni a rlstu rostlin, stresovym faktorim
a mutacemi 7B-1, cryl-1 a 7B-1cryl-1. Experimentalni Cast je vénovana studiu kli¢eni
semen péti genotypi ve tmé a na modrém svétle a vlivu osmotického stresu a zasoleni
na kli¢eni semen. Na zakladé vysledkt nasich experimentd bylo potvrzeno, ze funkéni gen
7B-1 zprostfedkovava inhibi¢ni vliv modrého svétla na kliceni semen rajéete a rovnéz
zprostiedkuje vliv modrého svétla na zvySovani citlivosti semen k inhibiénimu U¢inku
osmotického stresu a zasoleni. Nase vysledky vedou dale k zavéru, Ze receptor modrého
svétla CRY1 neni zapojen Vv regulaci kliceni modrym svétlem a ani neovliviiyje citlivost
semen k osmotickému stresu a zasoleni. Pokud tedy neni 7B-1 pfimo receptorem modrého
svétla, tak regulace kliceni modrym svétlem musi byt zprostiedkovana jinymi specifickymi

fotoreceptory modrého svétla, napft. fototropiny.



Summary

The aim of this bachelor thesis was to study by molecular and physiological methods
involvement of genes 7B-1 and CRY1 in plant growth in blue light and tolerance of seed
germination to abiotic stresses influenced by blue light. The double mutant was used
in order to determine whether and how the genes 7B-1 and CRY1 can functionally interact
each to other in these responses. The theoretical part of the thesis deals with germination
and plant growth, stress factors and mutations 7B-1, cryl-1 and 7B-lcryl-1. The
experimental part is devoted to study of seed germination in five genotypes in the dark and
in blue light conditions and effect of osmotic stress and salinity on seed germination.
Based on the results of our experiments it was confirmed that functional gene 7B-1
mediates the inhibitory effect of blue light on seed germination, and more that it mediates
the influence of blue light on increasing of seed sensitivity to the inhibitory effect
of osmotic stress and salinity. Also, our results led to conclusion that blue light receptor
CRY1 is not involved in regulation of seed germination by blue light and it neither affects
seed sensitivity to osmotic stress and salinity. So, if 7B-1 does not code for a blue light
receptor, then the regulation of germination by blue light has to be mediated by other blue

light-specific fotoreceptors, such as phototropins.
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1 Uvod a cil prace

Diulezitym faktorem prostiedi piisobicim na rostlinu je svétlo. Je to zdroj energie pro
rostliny (fotosyntéza), ovliviiuje pohyby a fototropismus, a kontroluje rast, vyvoj
a diferenciaci rostlin (fotomorfogeneze) (Schiafer and Nagy, 2006). Svétlo, slouzici jako
signal a spoustéjici fotomorfogenezi, je zachycovano fotoreceptory, z nichz jsou velice
vyznamné fytochromy, které absorbuji predevsim Cervené svétlo a dale pak kryptochromy
a fototropiny, které zachycuji specificky modré svétlo a UV-A.

Na rozdil od cerveného svétla, které stimuluje kliceni fotoblastickych rostlin, malé
pozornost je vénovana schopnosti semen vnimat krat$i vinové délky a vlivu modrého
svétla na kliceni semen, i kdyz existuji dikazy, Ze semena jsou schopna modré svétlo
vnimat (Goggin et Steadman, 2012). V zavislosti na druhu rostliny modré svétlo mize
stimulovat (napt. u Acacia catechu) nebo inhibovat (napf. u Amaranthus caudatus) kli¢eni
semen (Agrawal et Prakash, 1978; Nowak et al., 1978). Bylo zjisténo, Ze modré svétlo
inhibuje kli¢eni semen rajéete a Arabidopsis a také muze zvySovat inhibi¢ni G¢inek
osmotického stresu na kli¢eni téchto rostlin (Fellner et Sawhney, 2002).

Recesivni mutant rajéete 7B-1, ktery byl izolovan pro svou samci sterilitu
projevujici se pouze pii fotoperiodé 16 hodin svétla a 8 hodin tmy (Sawhney, 1997),
je odolngjsi vuci biotickému a abiotickému stresu diky nadprodukei kyseliny abscisové
(Fellner et Sawhney, 2001; Fellner et al., 2001; Bergougnoux et al., 2009). Ma vyssi
toleranci ke stresu, jez je specificky zvyraznéna na modrém svétle (Fellner et Sawhney,
2002). Hladiny rostlinnych hormont jako jsou etylen, kyselina indolyl-3-octova, gibereliny
¢i isopentenyladenin, jsou G¢inkem mutace 7B-1 snizeny (Fellner et al., 2001; Fellner
et al., 2005; Bergougnoux et al., 2009). Funkce defektniho genu 7B-1 vSak neni dosud
objasnéna. Z ptedchozich experimenti je znamo, ze by se mohlo jednat o mutaci
Vv elementu signalni drahy modrého svétla zprosttedkované fototropiny (Hlavinka et al.,
2013). Za ucelem studia toho, zda by nezndmy gen 7B-1 mohl byt totozny s genem pro
fotoreceptor modrého svétla CRY'1, bylo v minulosti provedeno recipro¢ni kiizeni mutanta
7B-1 s mutantem cryl-1 (Fellner, 2009, nepublikované vysledky) a pozdé€ji vyselektovan
dvojity mutant 7B-1cryl-1. Dalsi analyzy dvojittho mutanta za ucelem studia funkéni
interakce gend 7B-1 a CRY1 vsak jiz nebyly provadény.

Hlavnim cilem pfedklddané bakalaiské prace s nazvem ,Fyziologicka analyza

dvojittho mutanta 7B-1cryl-1 rajcete Solanum lycopersicum L.“ bylo pomoci
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fyziologickych metod studovat zapojeni genti 7B-1 a CRY1 v ristu rostlin na modrém
svétle a v odolnosti kli¢eni semen vii€i abiotickym stresiim ovliviiované modrym svétlem.
Dvojity mutant byl pouzit ke studiu proto, abychom zjistili, zda a jak geny 7B-1 a CRY1
Vv téchto reakcich spolu funk¢né interaguji.

Ma bakalatska prace byla vypracovéana ve Skupin¢ molekularni fyziologie, kterd je
soucasti pracovis$té¢ Laboratofe ristovych regulatori Univerzity Palackého v Olomouci
a Ustavu experimentalni botaniky Akademie véd Ceské republiky. Experimenty byly
provadény za finan¢ni podpory Laboratofe ristovych reguladtori a pomoci finan¢nich
prostiedkti z projektu OPVK ,Podpora vytvéieni excelentnich vyzkumnych tymu
a intersektoralni mobility na Univerzit¢ Palackého v Olomouci“ (¢. projektu
CZ.1.07/2.3.00/30.0004).



2 Problematika reSena v souc¢asnosti

2.1 Kliceni a rust rostlin

Vegetativni faze vyvoje rostlin zalind v embryogenezi, ale vyvoj jako takovy
probiha po cely zivot rostlin. Kli¢eni zacind pifijmem vody suchym semenem a je
dokonceno prorazenim osemeni prodluzujicim se kotfinkem. Embryo spousti svij vlastni
rust a také poskytuje signaly endospermu, které vedou k oslabeni fyzikalniho omezeni
vyvolaného jeho pisobenim na embryo (Tatematsu et al., 2008).

Nejprve semeno piijima vodu, tim se tedy zvétSuje a Casto je to doprovazeno
prasknutim osemeni. Tento proces je rozdélen do tii fazi — prvni faze (faze I) je
charakteristicka ptijmem vody, druha faze (faze II) se nazyva plato a ve treti fazi (faze III),
kde nastavad prodluzovani embryondlni osy, dochdzi opét ke zvySenému piijmu vody
(Schopfer et Plachy, 1984; Bewley, 1997; Manz et al., 2005).

U semen bez endospermu nebo semen Arabidopsis, kde je v semeni jen jedna
vrstva bunék endospermu, je embryo Kryto pouze osemenim, které muze (v pripadé
Arabidopsis) ¢i nemusi (napfiklad v ptipadé¢ hrachu) piedstavovat omezeni pro rist
radikuly. Semena s endospermem maji dal$i omezujici strukturu, a tim je pravé zminovany
endosperm. Prasknuti endospermu je hlavni proces pro uspésné kli¢eni naptiklad u semen
Asteraceae (u salatu), Solanaceae (u rajcete) a Rubiceace. Naruseni endospermu probiha
enzymatickou hydrolyzou (Tatematsu et al., 2008).

Na regulaci kli¢eni se podili fada rostlinnych hormontl, napt. kyselina abscisova
(ABA), auxiny, brasinosteroidy (BRs), gibereliny (GAs), a dalsi. V prvni fazi kliceni
uvsSech semen pifevazuje anaerobni dychani, o ¢emz sv&d¢i vysoka aktivita
alkoholdehydrogenasy (Prochazka et al., 1998). V dalsi fazi, takzvané ristové fazi, dochazi
k dlouzivému ristu vembryu prudkym zvySenim rychlosti respirace a mobilizace
zasobnich latek, kterych se UcCastni gibereliny. Tyto hormony indukuji syntézu enzymd,
které hydrolyzuji a mobilizuji zasobni latky v endospermu nebo v dé€lohach. Zasobni latky
pro vyvijejici se embryo jsou produkty hydrolyzy a slouzi jako Ziviny. Vyklicené semeno
je to, u kterého radikula prorazila testu, coZ zavisi na riistu embrya fizenym piijmem vody
(Kucera et al., 2005). Prorazeni testy je velmi dalezité a dochazi k nému v misté mikropyle

(Pavlova, 2005).



2.2 Stresové faktory

Existuje mnoho faktor ovliviiyjicich kliceni a riist a ne vSechny ptisobi v optimalni
hladin¢. Stresové faktory lze rozdélit na biotické, které zahrnuji pisobeni jinych organizmu
a abiotické, do nichz patii napiiklad nizka ¢i vysoka teplota, nedostatek ¢i nadbytek vody,
zasoleni ¢i osmoticky stres. Abiotické stresy vyznamné snizuji vynos hospodaiskych
plodin, a proto je nutné poznat mechanizmy, jakymi abiotické stresy na rostliny funguji

a jakym zpusobem je rostliny dokdzi do urcité miry tolerovat.

2.2.1 Osmoticky stres

Osmoticky stres je vyvolan koncentraci osmoticky aktivnich iontd v pidé. Zaklada se
na principu osmozy, kdy nedochdzi k rozptylu latek v prostoru, ale rozpoustédlo (voda)
prechazi do mist s vyss$i koncentraci osmoticky aktivnich latek. Tento dé&j probiha ptes
semipermeabilni membranu a timto zpisobem se rostlina snazi vyrovnat osmoticky tlak
vnéjSiho prostfedi. Pii vysokém osmotickém tlaku vnéjSiho prostfedi (hypertonickeé
prostiedi) dochazi k omezeni ristu ¢i zdhynu rostliny. V tomto prostiedi dochazi k vydeji
vody zrostliny a protoplast se smr§tuje a odd€luje od bunécné stény (plazmolyza).
Osmoticky aktivni ionty jsou rozpustény ve vodé nachazejici se v pidé a obecné Ize fici, Ze
Vv pfirozenych podminkach je osmoticky stres zptsoben zasolenim pudy.

Osmotické prostfedi, vaci buinice, mize byt dale hypotonické a isotonické.
Hypotonické prostiedi je takové, kde vnéjsi prostiedi obsahuje niZ§i mnoZstvi osmoticky
aktivnich iontl neZ je vrostliné. Vtomto prostfedi rostlina pfijimad vodu, nastava
»zied'ovani® bunécnych roztokll a zvyseni nitrobunécného tlaku (turgoru), ptficemz miize
dojit az k plazmoptyze (prasknuti bunky). Izotonické prostiedi je prostfedi se stejnym

obsahem osmoticky aktivnich latek.
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2.2.2 Vliv svétla na rist rostlin

vvvvvv

viditelné elektromagnetické zafeni, o vinovych délkach 380-740 nm (Pavlova, 2005). Pro
rostliny je to zdroj energie, dilezity pro fotosyntézu. Svétlo vSak pusobi i jako signal.
V tomto piipadé kontroluje rust, vyvoj a diferenciaci rostlin (fotomorfogeneze) (Schafer
et Nagy, 2006).

Oblasti spektra s nejvyznamnéj$im vlivem na rust a vyvoj rostlin je oblast modrého
svétla (BL), jehoz vinové délky se pohybuji v rozmezi 400-500 nm, dale oblast ¢erveného
svétla (R) s vlnovou délkou (650-680nm) a nakonec oblast dlouhovinného cerveného
svétla (FR) s vlnovou délkou v rozmezi 710-740 nm (Russell et al., 2013). Cervena
kratkovlnnd a dlouhovinnd svétla jsou zachycovana fotoreceptory zvanymi fytochromy
atyto fytochromy jsou schopny absorbovat i svétlo modré. Zakladnimi specifickymi
receptory pro modré svétlo jsou pak kryptochromy, fototropiny a zeaxantin. Modré svétlo
zpusobuje u rostlin rychlé reakce, napt. zmény v membranovém potencidlu, nebo vice
¢imén¢ pomalejsi reakce, jako jsou inhibice v prodluzovani hypokotylu, fototropismus,
otevirani pruduchti, pohyb chloroplasti, produkci antokyanti a dalsi (Russell et al., 2013).
Dale pak existuji svétla ultrafialova a jsou rozdelena na UV-A s vinovou délkou 400-320
nm, UV-B s vlnovou délkou 320-280 nm a UV-C s vlnovou délkou 280-100 nm.

Na rozdil od ¢erveného svétla, které stimuluje kliceni fotoblastickych rostlin, malé
pozornost je vénovana schopnosti semen vnimat krat$i vinové délky a vlivu modrého
svétla na kliceni semen. Existuji dikazy 0 tom, Ze semena jsou schopna modré svétlo
vnimat (Goggin et Steadman, 2012). V zavislosti na druhu rostliny modré svétlo muze
stimulovat (napf. u Acacia catechu) nebo inhibovat (napt. u Amaranthus caudatus) kli¢eni
semen (Agrawal et Prakash, 1978; Nowak et al., 1978). Bylo zjisténo, ze modré svétlo
inhibuje kliceni semen rajéete (Fellner, nepublikované vysledky). V nékterych pripadech
jsou reakce semen k modrému svétlu pravdépodobné zprostiedkovany fytochromem A.
Bylo ukazano, ze CRY1 je zapojen v reakci kli¢eni semen Arabidopsis K silnému modrému
svétlu (Poppe et al., 1998). V cerstvé dozralych zrnech je¢mene vede aktivace specifickych
receptorii modrého svétla ke zvySeni exprese kliCcového enzymu v syntéze ABA
(HVYNCED1), coz vede ke zvySeni koncentrace ABA v zrnech a tak k inhibici klic¢eni
(Gubler et al., 2008). Bylo rovnéz publikovano, Zze modré svétlo ma schopnost zvySovat

inhibi¢ni uc¢inek osmotického stresu na kli¢eni semen rajéete (Fellner et Sawhney, 2002).
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Pokud semena kli¢i v pid€ nebo ve tmé, rostliny, které¢ se vyviji, se oznacuji jako
tzv. etiolované a maji charakteristicky prodlouzeny stonek, slozené délohy a neobsahuji
chlorofyl (Taiz et Zeiger, 2006). Tento rust ve tm¢ se nazyva skotomorfogeneze. Kdyz
rostlina pronikne na povrch piidy a za¢ne na ni pisobit svétlo, tak nastava rychld zména
formy rostliny. Tento proces se nazyva fotomorfogeneze. V tuto chvili se zpomali
prodluzovani hypokotylu, zvétSuji se délohy, vyviji se chloroplasty a zvétSuji se listy.
Ke spusténi fotomorfogeneze je velice diilezité, aby kli¢ni rostlina méla vyvinuty potfebné
fotoreceptory a mohla zménit expresi genl ve prospéch genti spojenych s fotomorfogenezi.
V regulaci ristu rostlin jsou zapojeny tyto receptory:

1) fytochromy absorbujici R a FR

2) fototropiny a kryptochromy absorbujici modré svétlo a UV-A (Russell et al.,
2013).

2.2.2.1 Fytochromy

Fytochromy jsou modré proteinové pigmenty, které vytvafeji dimery.
V elektronovém mikroskopu se jevi, jako pismeno Y. Existuji fytochromy A, B, C, D a E.
Fytochrom je biliprotein, ktery obsahuje 120 kDa velky apoprotein a fotoreaktivni
prostetickou skupinu zvanou chromofor. Chromofor je linedrni tetrapyrol, fytochromobilin,
ktery detekuje barvu, intenzitu, smér a periodicitu svétla. Fytochromobilin je strukturdlné
piibuzny, at’ uz biosyntézou nebo cyklickymi tetrapyroly, hemu a chlorofylu a je
syntetizovan v plastidech. Z plastidi putuje do cytoplazmy, kde se spoji s apoproteinem.
Na fytochromobilin se navaze cysteinovy zbytek apoproteinu. Toto je charakteristické pro
fytochromy vSech vyssich rostlin. Monomery fytochromt vzniklé v cytoplazmé dimenzuji
v Pr formu, ta je inaktivni a po absorpci svétla dochazi k izomerizaci molekul fytochromu
na fyziologicky aktivni formu Pgr. Dale dochazik ptesunu molekul fytochromi
z cytoplazmy do jadra, kde reguluji genovou expresi. Jen mala ¢ast zistava v cytoplazmé
aty se uplatiuji pfi regulaci membranového potencidlu. Pr a Per absorbuji také modré
svétlo a podileji se na zprostiedkovani reakci k modrému svétlu. Zda jsou zapojeny
fytochromy v reakci na modré svétlo lze snadno urcit diky schopnosti FR zvratit
vyvolanou reakci, protoze reakce indukované fytochromy je mozné zvratit i€¢inkem FR
(Russell et al., 2013).

U rostliny Arabidopsis thaliana byly detekovany geny kodujici pét ¢lenti genové
rodiny fytochromu. Jsou to PHYA, PHYB, PHYC, PHYE a PHYE. Naptiklad ryze ma
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pouze tfi tyto geny, a to PHYA — PHYC. Fytochromy existuji dvojiho typu: 1) fytochromy
typu I, které¢ jsou fotolabilni a na svétle rychle degraduji. Jsou typické pro etiolovana
pletiva. 2) fytochromy typu II, které jsou fotostabilni. Jsou typicka pro zelena pletiva. Do
této skupiny se fadi fytochromy koédujici geny PHYB — PHYE. Mezi fytochromy typu | se
tadi fotolabilni fytochrom phyA kédovany genem PHYA. Je to homodimer oproti ostatnim,
které jsou heterodimery. Fytochromy jsou odpovédné za tadu odpovédi, které jsou
na zéklad¢ intenzity svétla a vlnové délky potifebné k aktivaci odpovédi rozdéleny
na reakce k vysoké ozatenosti (HIR), reakce k nizké ozaienosti (LFR) a reakce k velmi
malé ozafenosti (VLFR) (Franklin et Quail, 2010). HIR vyzaduje Gcast i jinych receptort
nez fytochromt a intenzita potfebna pro maximalni HIR je 100 x vyS$si nez u LFR. HIR se
dale déli na odpoveédi k blizkému a k dalekému ¢ervenému svétlu. Tato odpoveéd’ se ucastni
elongace hypokotylu a kveteni. LFR jsou primarné regulovany phyB a VLFR jsou
regulovany phyA. LFR jsou typické velkou fotoreverzibilitou R/FR a podili se na kli¢eni
ataké pohybu listi. VLRF nevykazuji typickou fotoreverzibilitu R/FR a podili se
na regulaci kliceni semen (Taiz et Zeiger, 2006; Franklin et al., 2005).

Signalni drahy regulované fytochromy zalinaji v cytoplazmé, kde svétlem
aktivované Pgr formy putuji do jaddra a tam se navazi na proteiny jako naptiklad
transkripcni faktory zvané fytochrom-interagujici faktor 3 (PIF3), které kontroluji expresi
fady geni zapojené ve skotomorfogenezi a fotomorfogenezi (Franklin et Quail, 2010).
PIFs interaguji s Prr formou fytochromu a zprosttedkovava pienos fytochromu do jadra.
Jeden z hlavnich regulator procesu fotomorfogeneze je protein COP1 (Constitutive
Photomorphogenesis 1), ktery také interaguje s fytochromy i kryptochromy. Potlacuje
fotomorfogenezi degradaci (ubikvitinaci) proteind, transkripénich faktord, které reguluji

expresi fotomorfogennich gent (Franklin et al., 2005).

2.2.2.2 Kryptochromy

Kryptochromy jsou receptory pro modré a ultrafialové svétlo. Jsou to flavoproteiny,
které reguluji naptiklad elongaci, kli¢eni a fotoperiodicitu vySsich rostlin. Vyskytuji se i u
zivocicht, kde hraji velkou roli pfi vzniku a udrZzovani cirkadiannich rytmti. Poprvé byly
identifikovany studiem mutanta hy4 u Arabidopsis thaliana s nefunkénim kryptochromem,
u n¢hoz nebylo prodluzovani hypokotylu inhibovano modrym svétlem. Kryptochromy jsou
podobné enzymiim DNA fotolyasy (PHR), které se podileji na reparaci poskozené DNA.
Avsak kryptochromy tuto schopnost nemaji (Banerjee et Batschauer, 2005). U Arabidopsis
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thaliana byly nalezeny kyptochromové geny CRY1, CRY2 a CRY3. Receptory CRY1
a CRY?2 jsou zodpovédné za odpoveéd’ souvisejici s elongaci hypokotylu a zvétSovanim
dé€loh, cirkadiannimi rytmy a s dobou kveteni. CRY3 se od nich strukturné 1isi a jeho
funkce neni zatim znama.

Kryptochromy jsou dimery tvofené apoproteinem a dvéma chromofory,
flavinadenindinukleotid (FAD) a pterinem (methenyltetrahydrofolat, MTHF) na N-
terminalni doméné. Kryptochormy obsahuji také C-termindlni doménu, kterd je dilezita
pro funkci fotoreceptoru. C-terminalni konec zahrnuje DAS doménu. Tato doména je
dilezita pro bunéénou lokalizaci a mezimolekularni interakci (napt. s COP1). Na Obr. 1
jsou zndzornény kryptochromové proteiny a jejich struktura. N-termindlni doména
zajistuje tvorbu homodimert nutnych pro aktivaci C-termindlni domény. Homodimery se
tvoii jak na svétle, tak ve tmé a dimer se liSi svymi vlastnostmi na svétle a ve tmé.

Kryptochromy se spolu s fytochromy podili na fotomorfogenezi, avSak uspotradani
a délka signalni drahy se 1iS§i. Hlavni roli v signalizaci CRY hraje svétlem regulujici
proteinova degradace, ve které vystupuje COP1 protein, ktery interaguje s C-termindlni
doménou CRY1 a CRY?2 za tmy a za svétla (Yu et al., 2009). Tento protein je nezbytny
pro svétlem regulujici degradaci hned nékolika transkripénich faktorti napt. bZIP protein
HYS5. Mechanismus degradace zacina za svételnych podminek, kdy dochazi k modifikaci
CRY1, cozZ vede ke konforma¢ni zmé&né COP1 uvoliyjici transkripéni faktor HYS, ktery
aktivuje piislusné geny. Za tmy COP1 spusti degradaci HYS. U kryptochromil se nachazi
dalsi signalni slozky jako napf. SUBI. Je to protein vazajici Ca’* a ugastnici se signalizace
CRY1, CRY2 a PHYA. SUBI potiebuje k signalizaci svétlem aktivovany HYS. Ve tmé
tento protein nevykazuje reakci. Kryptochromy se také podili na aktivaci aniontovych

kanald, které vedou k depolarizaci membrany.

Obr. 1: Struktura t# kryptochromd nalezenych u A. thaliana. FAD,
flavinadenindinukleotid; MTHF, pterin; PHR, fotolydsova doména; DAS motiv; Nuc znaci
jaderny motiv na C-terminalnim konci CRY2; Imp indikuje organelovy importni signal

na N-terminalnim konci CRY3 (pievzato a upraveno podle Russell et al., 2013).

14



CRY 1 N MTIHF.  PHR| FAD DAS |[C
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2.2.2.3 Fototropiny

Fototropiny jsou receptory pro UV a modré svétlo a nachazi se v cytoplazmé.
Skladaji se z C-termindlni oblasti, kterd zahrnuje serin/threonin kindzu a N-termindlni
oblast, kterda obsahuje dvé LOV domény. Kazda tato doména je tvoiena zhruba 110
aminokyselinami a oznacuji se LOV1 a LOV2 (Obr. 2). LOV domény maji podobnou
sekvenci jako proteiny bakterii a savci a maji funkci svételnych, napétovych
a kyslikovych senzord. N-termindlni konec vaze flavinmononukleotid (FMN), ktery
podléha autofosforylaci v zavislosti na modrém svétle. Za tmy je molekula FMN
kovalentné vazana k LOV doméné a po pisobeni modrého svétla FMN tvoii kovalentni
vazbu s cysteinovym zbytkem molekuly fototropinu (Banerjee et Batschauer, 2005).

Fototropin je zndzornén na Obr. 2.

Obr. 2: Struktura fototropinu zahrnujici LOV1 a LOV2 domény (upraveno podle Russell
etal., 2013)

LOV1 LOV2

Phototropin [ K:I:I:J| KIQIJU I | |

U modelového organismu Arabidopsis thaliana byly nalezeny dva druhy fototropinu,
a to fototropin 1 (PHOTI1) a fototropin 2 (PHOT2). Oba tyto fototropiny reguluji
fototropismus, reakci chloroplastli na intenzitu svétla, iontovy transport, ¢i otevirani

pruducht. Fototropin 1 ma za nasledek rychlou inhibici ristu hypokotylu po pfenosu
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rostlin ze tmy na svétlo. PHOT2 zplsobuje vyhybavou reakci chloroplastli za vysoké

intenzity svétla a zajist'uje jejich akumulaci na bazi bunék ve tm¢.

2.3 Mutant rajcete 7B-1

2.3.1 Piavod mutanta 7B-1

Recesivni mutant rajcete 7B-1 byl izolovan z populace kultivaru Rutgers (WT) pro
svou samci sterilitu zavislou na fotoperiodé, konkrétné na dlouhém dni (16 hod svétlo a 8
hodin tma). Za kratkého dne, tedy 16 hod tmy a 8 hod svétla, jsou rostliny mutanta fertilni
(Sawhney, 1997). Mutant 7B-1 je odolny vii¢i osmotickému stresu, zasoleni a nizké teploté
(Fellner et Sawhney 2001). U WT byla pozorovana inhibice kli¢eni pfi uziti manitolu, PEG
(polyethylenglykol) nebo soli. Mutant mél o mnoho vyssi kli¢ivost pii pusobeni

osmotického stresu na modrém svétle nez standardni rostlina WT (Fellner et Sawhney,

2002).

2.3.2 Reakce mutanta 7B-1 na modré svétlo

Bylo prokéazano, ze hypokotyl mutanta 7B-1 je oproti WT méné citlivy k modrému
svétlu diky, zatim neznamému, defektu v signalni drdze modrého svétla. Mutant dale
vykazuje rozdil v de-etiolizaci, a to takovy, Ze pii ozafeni modrym svétlem se
neredukovalo prodluZovani rostliny, zvétSovani déloh a listli a tvorba chloroplasti, jako
tomu bylo u WT (Fellner et Sawhney, 2002). Epidermalni buiiky mutantniho genotypu
byly na modrém svétle vétsi nez bunky WT, pficemz ve tmé nebyl pozorovan rozdil
v délce hypokotylu. Autofi tedy potvrdili, Ze modré svétlo inhibuje prodluzovani
epidermalnich bunék hypokotylu rajéete, pficemz genotyp 7B-1 ma v tomto ohledu defekt
(Bergougnoux et al., 2012). Mutace genotypu 7B-1 ovliviiuje pravdépodobné aniontové
kandly ve svéracich bunkach v plazmatické membrané, které se zapojuji do otevirani
stomat. Mutant 7B-1 mé sniZenou aktivitu aniontovych kanald, kterd je ovlivnéna
zvySenou hladinou kyseliny abscisové a rezistenci vici modrému svétlu (Hlavinka et al.,
2013).

Funkce defektniho genu mutanta 7B-1 neni znama, ale z dosud provedenych

experimentll vyplyva, Ze jde o mutaci v signalizaci modrého svétla zprostfedkované
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fototropiny. Mutace ovliviiuje naptiklad pohyb chloroplastd, fototropismus, ale také
prodluzovani hypokotylu, které je vyvolané v disledku ptsobeni modrého svétla

(Bergougnoux et al., 2012; Bergougnoux et Fellner, nepublikované vysledky).

2.4 Mutant rajcete cryl-1

Mutant cryl-1 byl izolovan z kultivaru Moneymaker (cv. MM). Jeho mutace byla
zpusobena y-zafenim a mutant vykazuje defekt v genu koédujici fotoreceptor modrého
svétla CRY1. Je to monogenni mutant vykazujici snizenou de-etiolizaci pfi pusobeni
modrym svétlem (Obr. 3) (Weller et al., 2001a). Gen CRY1 hraje dulezitou roli také
U dospélych rostlin, kdy pfispiva ke kveteni za dlouhého dne, ovliviiuje protazeni

internodii a mnozstvi chlorofylu v listech a plodech raj¢at (Weller et al., 2001b).

Obr. 3: Znazornéni rastu hypokotylu na modrém svétle a ve tm& u Arabidopsis

s mutacemi cryl, phyA, phyB a wild-type (pievzato a upraveno podle Xuhong et al., 2010)

cry1 phy phyB WT cry pA phyB WT
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2.5 Dvojity mutant rajéete 7B-1cryl-1

Dvojity mutant 7B-1cryl-1 vznikl zkfizenim mutantd 7B-1 a cryl-1(Fellner,
nepublikované vysledky). Mutant 7B-1 ma defektni morfologii kvétu a cryl-1 ma vyrazné
svétly a maly plod. Bylo zjisténo, ze tyto dva znaky se dédi monogenné a recesivné.
Double mutant byl také porovnavan s kiizencem kultivaru Rutgers a Moneymaker a po 74
dnech od vysevu, mél mutant 7B-1cryl-1 znacné vétsi vzrlst nez kiizenec Rutgers

a Moneymaker (Humplik, nepublikované vysledky).
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3 Material a metodika

3.1 Rostlinny material

Pokusy byly provedeny na semenech péti genotyput rajcete Solanum lycopersicum
L. a jeho mutantech. Pouziti byli tito mutanti rajéete a jim odpovidajici standardni rostliny
(wild-type, WT). Spontanni recesivni ,,single gene* mutant 7B-1 s doposud nezndmym
defektem v signalni draze modrého svétla (Fellner et Sawhney 2002; Hlavinka et al., 2013)
byl vyselektovan na zaklad¢ samci sterility projevujici se za dlouhého dne (fotoperioda 16
hodin svétlo, 8 hodin tma). Za kratkého dne (fotoperioda 8 hodin svétlo, 16 hodin tma)
jsou rostliny fertilni. Odpovidajici WT tohoto mutanta je kultivar Rutgers (Sawhney,
1997). Mutant byl poskytnut na zakladé licence V. K. Sawhney z Univerzity
of Saskatchevan, Saskatoon, Canada. Dale byl pouzit mutant cryl-1 s defektem v genu
kodujici kryptochrom1 (CRY1; Weller et al., 2001) a k nému odpovidajici WT je kultivar
Moneymaker (cv. MM). Tento mutant byl vytvofen ozafenim rostlin Moneymaker -
paprsky. Mutant byl poskytnut R. E. Kendrickem z Wageningen University, Wageningen,
The Netherlands. Déle byl pouzit dvojity mutant 7B-1cryl-1, jenz byl vyselektovan
Z populace potomstva kiizeni mutantl 7B-1 a cryl-1 a ktery obsahoval soucasné¢ defekty

obou mutanti (Humplik nepublikované vysledky).

3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Priprava MS média

Pro pfipravu 2 1 pevného (agarového) kultivacniho média Murashige-Skoog (MS)
(Murashige et Skoog, 1962) bylo pouzito 20 g 1% sacharozy, 8,66 g MS média (Caison
Labs, USA), 0,3904 g 1ImM MES pufru a 2,8 g 0,7% fytoagaru. V Erlenmeyerové barce
bylo postupné rozpusténo v 1,5 1 destilované vody dané mnozstvi sacharézy, MS média
a MES pufru. Po promichani byl objem doplnén na 2 1 a nésledné upraveno pH pomoci 1M
KOH na hodnotu 6,1.

Médium bylo nasledné rozd€leno po 400 ml do péti termolahvi o objemu 500 ml.
V kazdé z nich bylo 2,8 g (tj. 0,7%) agaru. Takto piipravené¢ médium bylo sterilizovano

Vv autoklavu. Po vychladnuti byly termolahve s médiem uchovavany v lednici.
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Pted pouzitim bylo médium rozehtato v mikrovinné troubé. V ptipad¢ experimentd
se zasolenim, bylo do castecné zchladlého média za sterilnich podminek v laminarnim
boxu pfidavano pozadované mnozstvi sterilniho zasobniho roztoku 5M NaCl tak, aby
vysledné koncentrace byly 25 a 75 mM. Pro koncentraci 25 mM bylo do 200 ml média
ptfidano 1 ml 5M NaCl a pro koncentraci 75 mM bylo do 20 ml média pfidano 3 ml 5SM
NaCl.

3.2.2 Piiprava MS média s manitolem

Pro ptipravu 2 | pevného kultiva¢niho média MS s manitolem byly pouzity stejné
ingredience a stejny postup, jak byl popsan vyse, s tim, Ze misto NaCl byl do média pfidan
manitol, a to v takovém mnozstvi, aby vysledné koncentrace manitolu v médiu dosahovaly
hodnot 50, 70 a 100 mM (viz Tabulka €. 1). Na rozdil od NaCl byl manitol pfidan do
média jeSté pred sterilizaci autoklavovanim. Pfipravené médium bylo sterilizovano

Vv autoklavu a poté uchovavano v lednici do doby vlastniho pouziti.

Tab. ¢. 1: Navazka manitolu k pozadované koncentraci.

Koncentrace manitolu
Navazka manitolu (g)
(mM)
50 18,22
70 25,51
100 36,44
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3.2.3 Sterilizace a vysev semen

Pozadovany pocet semen kazdého genotypu byl za obcasného protiepani
sterilizovan v plastovych centrifuganich zkumavkach (objem 50 ml) po dobu 30
minut ve ziedéném roztoku Savo (Bochemie a.s.) obsahujicim 3% hypochloridu sodného.
Poté byla semena pomoci 10ml pipety Sestkrat promyta sterilni destilovanou vodou.
Vsechny operace byly provadény ve flow-boxu za sterilnich podminek.

Nasledn¢ byla semena vyseta pomoci pinzety sterilizované v 96 % ethanolu
a ozehnuté nad plamenem na MS médium umisténé v kulatych plastovych Petriho miskach
(pramér 90mm, 20 ml média v jedné misce). Bylo vzdy vyseto 30 semen na jednu Petriho
misku. Po vysevu byly misky oblepeny dokola dvéma vrstvami pasky SoftPore (Batist
s.r.0.) z netkané textilie. VSechny misky se semeny byly vertikalné ulozeny do rustové
kultiva¢ni komory (Snijders Scientific, Nizozemsko). Semena byla kultivovana pfi stalé
teploté¢ 23 °C a na kontinudlnim modrém svétle. Zdrojem modrého svétla s maximem
ozafenosti pii 460 nm byly modré zativky Philips TLD-36W/18-Blue (Phillips, USA).

Pro kultivaci semen kultivovanych ve tmé byly misky zabaleny do alobalu.

3.2.4 Stanoveni kli¢ivosti a vypocty

Semena kultivovana na zakladnim médiu zacinala kli¢it 3. — 4. den po vyseti, a proto
také bylo zahajeno scitani kli¢icich semen az 3. den. S¢itani probihalo 7 dni od vyseti, jez
bylo stanoveno jako dostate¢né fadou piechozich pokust. Byly porovnavany rozdily mezi
genotypy s rozdilnymi svételnymi podminkami a také s rozdilnymi koncentracemi dané
latky v médiu. Ziskané hodnoty kli¢eni byly zapsany do programu MS Excel 2010 a byly
vypocitany primérmé hodnoty se standardni chybou (SE), které¢ byly nadale vyneseny
do grafu.
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3.3 Pouzité pristroje a chemikalie

3.3.1 Pristroje a pomiicky

pH metr WTW pH 526

flow-box Holter LaminAir model 1,2

kultiva¢ni komora, Snijders Scientific, Nizozemsko
michacka, P-Lab a.s.

automaticka pipeta (10 ml)

3.3.2 Chemikalie a roztoky

M¢édium Murashige et Skoog, 1962, Caison Labs
Sacharoza Lach-Ner s.r.o.

Fytoagar, Duchefa Bohemie

MES pufr, SERVA Electrophoresis GmbH

Savo, Bochemieg, s.r.o.

Manitol, Duchefa Bohemie

NaCl, Lach-Ner s.r.o.
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4 Vysledky

Mutant 7B-1 se na rozdil od mutanta cryl-1 vyznacuje zvySenou toleranci
ke stresim specificky na modrém svétle. Zatimco CRY1 je specifickym receptorem
modrého svétla, funkce produktu 7B-1 zatim neni znama. Bylo vSak zjisténo, Zze 7B-1 hraje
ulohu v signalizaci modrého svétla. Cilem této bakaldiské prace bylo proto studovat,
jak na modrém svétle mohou spolu fotoreceptor CRY 1 a neznamy produkt 7B-1 funk¢éné
spolupracovat v procesu kliceni semen rajcete vystavenych osmotickému stresu
nebo zasoleni. Pokusy se tedy provadély na semenech mutanta 7B-1 a k nému odpovidajici
kontrolni rostliny cv. Rutgers, na mutantu cryl-1 a k nému odpovidajici kontrolni rostling
cv. Moneymaker a na selektovaném dvojitém mutantu 7B-1cryl-1. Bylo sledovano klic¢eni
semen inkubovanych ve tmé a na modrém svétle za pfitomnosti riznych koncentraci
manitolu nebo NaCl v inkuba¢nim médiu. Hodnoty kli¢eni byly zaznamenavany kazdy
den, 7 dni od vysevu a nasledné se z hodnot kli¢ivosti (v %) sestavily grafy maximalniho
kliceni jednotlivych genotypli v zavislosti na kvalit¢ svétla a osmotickém stresu

nebo zasoleni.

4.1 VIliv mutace 7B-1 a cryl-1 na kli¢eni semen rajcete na modrém svétle

Obr. 4 a 5 ukazuji maximalni kli¢ivost semen rajéete Solanum lycopersicum L. péti

genotypl za riiznych svételnych podminek, a to na modrém svétle a ve tmé.
Obr. 4: Pramérna klicivost péti genotypt Solanum lycopersicum L. na zakladnim MS

médiu v zavislosti na svételnych podminkach (tma, modré svétlo). Vysledky ukazuji

pramérné hodnoty + SE, ziskané ze Sesti nezavislych experiment.
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Na Obr. 4 maximalni kli¢ivosti genotypt Solanum lycopersicum L. na MS médiu lze
vidét rozdily mezi kultivarem Rutgers a mutantem 7B-1. Ve tm¢ je kliceni u obou
genotypti podobné (mezi 78-90 %), kdezto na modrém svétle je kliceni mutanta 7B-1
znateln€ vyssi (72 %). U kontrolniho genotypu cv. Rutgers bylo zjisténo, Ze BL redukuje
kli¢eni asi o 40 %, kdezto u mutanta 7B-1 to bylo pouze o 20 %. U mutanta cryl-1
a kontrolniho kultivaru Moneymaker bylo kliceni semen ve tm¢ podobné, kolem 85-90 %.
Na modrém svétle bylo kli¢eni obou genotypti cv. MM i cryl-1 vyrazné inhibovano, a to
konkrétné o 28 % u cv. MM a 0 31 % u cryl-1. Maximalni kli¢ivost double mutanta 7B-
lcryl-1 ve tmé byla kolem 79 % a modré svétlo kliceni inhibovalo pouze nevyrazné, asi
0 8 %.

4.2 Klic¢eni semen rajcete v pritomnosti manitolu na modrém svétle a ve

W

tmeé

Na Obr. 5, 6, 7, 8 je znazornéno maximalni kliceni jako funkce riznych svételnych

podminek a také koncentrace manitolu.
Obr. 5: Primérna kli¢ivost péti genotypt Solanum lycopersicum L. na MS médiu a MS
médiu s pfidavkem manitolu (50mM)ve tme. Vysledky ukazuji primérné hodnoty + SE,

ziskané z péti nezéavislych experimentd.
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Manitol piidany do kultivaéniho média v koncentraci 50 mM inhiboval kli¢eni
semen kultivovanych ve tmé u vSech testovanych genotypt rajcete (Obr. 5). Kliceni semen
kultivaru Rutgers a mutanta 7B-1 bylo manitolem inhibovano podobné, a to asi o 30 % u
WT a 23 % u 7B-1. U kultivaru MM byla hodnota inhibice 34 % a mutant cryl-1 manitol
redukoval kliceni asi o 32 %. Kli¢eni semen dvojitého mutanta bylo k manitolu nejméné

citlivé oproti ostatnim genotypim, protoze bylo manitolem inhibovano asi 20 % (Obr. 5).
Obr. 6: Pramérna kli¢ivost péti genotypt Solanum lycopersicum L. na zakladnim MS

médiu a MS médiu s 50mM koncentraci manitolu na modrém svétle. Vysledky ukazuji

pramérné hodnoty + SE, ziskané z péti nezavislych experiment.
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Na modrém svétle byl inhibi¢ni G¢inek manitolu na kliceni semen mnohem
zietelngjsi, a to u vSech testovanych genotypt (Obr. 6). U kontrolniho genotypu WT byl
inhibi¢ni u¢inek manitolu kolem 80 %, kdeZto u mutanta 7B-1 kolem 50 %. Kli¢eni semen
kultivaru MM bylo velmi vyrazné inhibovano manitolem (asi 80 %) oproti mutantovi cryl-

1, jehoz inhibice byla asi 60 %. Kli¢eni semen dvojit¢ho mutanta bylo na modrém svétle

inhibovano manitolem kolem 60 % (Obr. 6).

Obr. 7: Primérna kli¢ivost péti genotypu Solanum lycopersicum L. na zakladnim MS

médiu a MS médiu se 100mM koncentraci manitolu ve tm¢. Vysledky ukazuji primérné

hodnoty + SE, ziskané ze tfi nezavislych experimentt.
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Manitol v koncentraci 100mM, ktery byl pfidan do MS média, je silnym
inhibitorem kli¢eni a riistu. Z Obr. 7 lze vycCist, Ze jedind semena, kterd prekonala tuto
vysokou koncentraci a kli¢ila, byla semena mutanta 7B-1 (inhibice kliceni 75 %) a double
mutanta 7B-1cryl-1 (inhibice kliceni kolem 70 %). Naopak, u kontrolnich kultivart
Rutgers a Monemaker a mutanta cryl-1 doslo k téméft uplné (WT a cryl-1) ¢i k Gplné (cv.

MM) inhibici kliceni semen.
Obr. 8: Primérna kli¢ivost péti genotypt Solanum lycopersicum L. na zakladnim MS

médiu a MS médiu se 100mM koncentraci manitolu na modrém svétle. Vysledky ukazuji

primé&rné hodnoty + SE, ziskané ze tii nezavislych experimentd.
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Obr. 8 ukazuje kliceni semen za pusobeni 100mM manitolu na modrém svétle.
Maximalni kli¢eni za téchto osmotickych podminek bylo prakticky nulové u vSech

testovanych genotyp.

4.3 VIiv mutace 7B-1 a cryl-1 na citlivost semen k NaCl na modrém

svétle a ve tmé

Na Obr. 9, 10, 11 a 12 je vidét maximalni kliceni za riznych svételnych podminek a pfi

koncentracich NaCl 25 mM a 75 mM.

Obr. 9: Primérna kli¢ivost péti genotypt Solanum lycopersicum L. na MS médiu a MS
médiu s pfidavkem NaCl (75mM) ve tmé. Vysledky ukazuji primémé hodnoty + SE,

ziskané ze tfi nezavislych experimenta.
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Z Obr. 9 je patrné, Ze ve tm¢ 75 mM koncentrace NaCl v médiu zna¢n€ inhibovala

kliceni u vSech genotypl. U kultivaru Rutgers redukoval NaCl kli¢eni asi o 80 %, kdezto

u mutanta 7B-1 o 60 %. Kultivar MM mél kli¢eni zredukovano vlivem NaCl o 90 %. Jeho

mutant cryl-1 byl podobn¢ citlivy k NaCl a hodnota inhibice kli¢eni dosahovala témé&f

85 %. Kliceni semen dvojitého mutanta bylo nejméné citlivé k NaCl, protoze kli¢eni bylo

inhibovano vlivem NaCl asi jen ze 43 %.

Obr. 10: : Primérna kli¢ivost péti genotypt Solanum lycopersicum L. na MS médiu a MS

médiu se 75mM koncentraci NaCl na modrém svétle. Vysledky ukazuji primérné hodnoty

+ SE, ziskané ze tfi nezavislych experimentt.
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Jak je vidét na Obr. 10, modré svétlo zesilovalo inhibi¢ni u¢inek NaCl u vSech péti
genotypu, podobné jako bylo pozorovano v ptipadé manitolu. S vyjimkou dvojitého
mutanta, kde bylo pozorovano kli¢eni semen kolem 7 %, byly hodnoty kliceni u ostatnich

genotypl v podstaté nulové.

Obr. 11: Pramérna kli¢ivost péti genotypt Solanum lycopersicum L. na MS médiu a MS
médiu s 25mM koncentraci NaCl ve tmé. Vysledky ukazuji primérné hodnoty + SE,

ziskané ze tii nezavislych experimentd.
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Vzhledem Kk vysokému inhibi¢énimu u¢inku NaCl o koncentraci 75 mM na kli¢eni
semen na modrém svétle, byla koncentrace NaCl sniZena na 25 mM, a bylo piedpokladano,
Ze pii této koncentraci bude moZzno 1épe posoudit vliv mutaci na citlivost kli¢eni semen
k NaCl. Ve tm¢ byla max. kli¢ivost semen vSech testovanych genotypu za ptitomnosti 25
mM NaCl relativé vysoka, protoze inhibice kli¢eni semen byly u vSech genotypu nizké

(max. kolem 10 %) (Obr. 11).
Obr. 12: Primérna kli¢ivost péti genotypt Solanum lycopersicum L. na MS médiu a MS

médiu s25 mM koncentraci chloridu sodného na modrém svétle. Vysledky ukazuji

primé&rné hodnoty + SE, ziskané ze tii nezavislych experimenti.
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Pfi porovnani Obr. 12 s Obr. 11 je opét vidét, ze modré svétlo vyrazné zesilovalo
inhibi¢ni G¢inek NaCl na kliceni semen. Kontrolni kultivar cv. Rutgers mél na modrém
svétle zredukované kliceni vlivem NaCl asi o 57 %. U mutanta 7B-1 NaCl inhiboval
kliceni asi o jen o 25 %. Kli¢eni semen kultivaru MM bylo inhibovano 25 mM NacCl asi z
38 % au jeho mutanta cryl-1 to bylo asi 46 %. Kli¢eni semen dvojitého mutanta bylo
zredukovano pusobenim NaCl podobné jako u 7B-1, tedy okolo 25 %.
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5 Diskuze

Jiz diive bylo ukazano, ze modré svétlo je schopno inhibovat kli¢eni semen, a Ze
zvySuje citlivost semen rajéete k inhibi¢nim uc¢inkim osmotika manitolu a soli NaCl
(Fellner et Sawhney, 2002). V této bakalaiské praci byl pouzit mutant 7B-1 a k nému
kontrolni WT cv. Rutgers. Mutant 7B-1 ma defekt v signalni draze modrého svétla a
vyznacuje se tim, ze inhibice kliceni semen modrym svétlem je u n¢j, ve srovndni
s kontrolniho genotypu cv. Rutgers, snizena. Mutace 7B-1 také zptsobuje, Ze zesilovaci
efekt BL na inhibi¢ni G¢inky manitolu a NaCl jsou mnohem slabsi nez u WT (Fellner and
Sawhney 2002). Dale byl pouzit mutant cryl-1 a jeho kontrolni rostlina cv. Moneymaker.
expresni analyzy prokazaly, ze gen 7B-1 neni totozny s genem CRY1 (Sheoran et al., 2006;
Fellner, nepublikované vysledky). Zajimalo nas tedy, jaky je funkéni vztah mezi geny 7B-1
a CRY1 pravé v reakcich kli¢eni semen k osmotickému stresu a zasoleni, napt. zda mutace
v receptoru CRY1 ovlivituje funkci 7B-1. Z tohoto divodu byl jiz dfive vyselektovan
dvojity mutant 7B-1cryl-1 (Fellner, Humplik, nepublikované vysledky). V bakalaiské
praci byla tedy semena tohoto dvojitého mutanta testovana pro citlivost kliceni k manitolu
¢i NaCl. Protoze jsme k dvojitému mutantu neméli k dispozici odpovidajici kontrolni
genotyp (dvojitétho WT cv. Rutgers x cv. MM), byl pro porovnavani reakci Stanoven
modelovy (umély) dvojity mutant z wild-typt cv. Rutgers a cv. MM, a to tak, Zze hodnoty
kliceni ziskané pro cv. Rutgers a cv. MM byly zprimérovany. S témito primérnymi
hodnotami pak byly srovnavany hodnoty ziskané experimentalné u dvojitého mutanta 7B-
lcryl-1.

Nejdiive byla testovana citlivost kliCeni semen dvojitého mutanta k modrému
svétlu. Zatimco semena mutanta 7B-1 byla asi 0 50% mén¢ citliva k inhibi¢nimu G¢inku
BL neZ cv. Rutgers, mutace v genu CRY1 naopak vedla pouze k mirnému zvySeni (0 10%)
citlivosti k modrému svétlu ve srovnani se semeny cv. MM. Je tedy ziejmé, Ze receptor
CRY1 neni vyrazné€ zapojen v regulaci kliceni semen modrym svétlem. Vypocitana
prumérna inhibice kli¢eni umélého dvojittho WT k modrému svétlu byla asi 35% (tj. (cv.
Rutgers 40% + cv. MM 29%)/2 = 35%)). Zjisténa (namétend) citlivost kliceni semen
dvojitého mutanta k BL byla pouze 8%. Dvojita mutace 7B-1cryl-1 tedy vedla tedy ke
snizeni citlivosti k BL asi 0 77% vzhledem ke svému umé¢lému dvojitému WT. Je tedy
ziejmé, ze sniZeni citlivosti semen dvojitého mutanta k modrému svétlu je disledkem

mutace 7B-1, nikoliv mutace v receptoru CRY 1.
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Podobné analyzy jsme provedli i v pfipadé dalSich méfenych reakci kli¢eni semen
k manitolu a NaCl.

Porovnani kliceni experimentalnich genotypii za pfitomnosti 50 mM a 100 mM
manitolu ukazalo, ze ve tmé je mutant 7B-1 vice tolerantni k manitolu, nez odpovidajici
WT 1 tolerantnéjsi nez mutant cryl-1. Analyza dvojittho mutanta pak zfeteln¢ odhalila,
Ze u semen inkubovanych ve tmé gen 7B-1 pievazuje v regulaci tolerance k manitolu svym
vlivem nad genem CRY1.

Experimenty dale potvrdily, Ze 1 na modrém svétle funkcni produkt 7B-1 zvySuje
citlivost semen k manitolu, a ze mutace v genu CRY1 citlivost k manitolu neovliviiuje. Zda
se tedy, Ze na modrém svétle, stejné jako ve tmé, gen 7B-1 rozhoduje o citlivosti semen k
manitolu.

Analyzy citlivosti kli¢eni semen mutanti 7B-1, cryl-1 a dvojittho mutanta
k zasoleni zfetelné¢ potvrdily, ze mutace 7B-1 snizuje citlivost semen k NaCl, zatimco
defekt ve fotoreceptoru CRY1 citlivost semen k zasoleni neovliviiuje. Experimenty tedy
vedou k zavéru, ze neznamy produkt 7B-1 je v reakci k zasoleni zapojen, zatimco CRY'1
nikoliv (Obr. 9 a 12).

Vysledky experimenti provedené v této bakalaiské praci potvrdily to, ze modré
svétlo ma schopnost inhibovat kliceni semen rajcete Solanum lycopersicum L. Také bylo
potvrzeno, ze mutace 7B-1 snizuje inhibi¢ni ucinek modrého svétla na kliceni semen
rajcete. Vysledky potvrdily, ze funkéni produkt 7B-1 zesiluje citlivost semen rajcete
k osmotickému stresu a zasoleni, a to pfedevs§im na modrém svétle. Vysledky vedly rovnéz
k zavéru, zZe receptor CRY1 neni zapojen v inhibici kliceni modrym svétlem a ze neni
zapojen ani v regulaci citlivosti semen k manitolu a zasoleni. Tento zavér potvrdily i

provedené analyzy dvojitého mutanta 7B-1cryl.
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6 Zaveér

Plsobeni osmoticky aktivnich latek, jako je manitol a NaCl, zplsobuje inhibici
kliceni semen. V bakaldiské praci jsme potvrdili pfedchozi zjisténi, ze u raj¢ete modré
svétlo redukuje maximalni kliceni semen, a Ze modré svétlo inhibici kliceni semen
manitolem ¢i NaCl zesiluje. Vysledky experimentti potvrdily zavéry, ze na modrém svétle
funkéni produkt 7B-1 o zatim neznamé funkci zvySuje citlivost semen rajcete
k osmotickému stresu a zasoleni. Z naSich analyz monogennich mutantd a dvojitého
mutanta vyplyva novy poznatek, ze receptor CRY1 neni zapojen v regulaci kliceni modrym
svétlem a nehraje ani ulohu v modrym svétlem regulované citlivosti semen k manitolu a

zasoleni.
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7 Seznam zkratek

ABA
ARR4
BL
BRs
bHLH
CKs
COP1
cv. MM
FAD
FR
GAs
HIR
HY5
LFR
LOV
MES
MS
MTHF
PEG
Prr
PHOT
PHR
PHYA-E
PIF3
Pr

uv
UV-A
uUv-B
uv-C
VLFR
WT

kyselina abscisova

regulator 4 z Arabidopsis thaliana
modré svétlo

brasinosteroidy

transkrip¢ni faktor helix-smycka-helix
cytokininy

constitutive photomorfogenesis 1
kultivar Moneymaker
flavinadenindinukleotid

dlouhovinné cervené svétlo
gibereliny

vysoce intenzivni odpoved’

protein

malo intenzivni odpoveéd’

doména v N-terminalni oblasti

pufr

Murashige and Skoog médium
methenyltetrahydrofolat
polyethylenglykol

aktivni forma monomeru fytochromt
fototropin

DNA fotolyazy

¢lenove genoveé rodiny fytochromu
fytochrom-interagujici faktor 3
inaktivni forma monomeru fytochromi
ultrafialové svétlo

ultrafialové svétlo 420 — 320 nm
ultrafialové svétlo 320 — 280 nm
ultrafialové svétlo 280 — 100 nm
velmi malo intenzivni odpovéd’

wild-type
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