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1 Uvod a cile prace

Recesivni monogenni mutant rajéete 7B-1 byl izolovan pro svou samdéi sterilitu
projevujici se pouze pfi fotoperiodé 16 hodin svétla a 8 hodin tmy (Sawhney, 1997).
Jeho daldi fyziologické studie vSak prokazaly komplexni (pleiotropicky) efekt této
mutace. Mutant 7B-1 se ukazal byt odolné&jSi vic&i abiotickému i biotickému stresu diky
nadprodukci kyseliny abscisové (Fellner and Sawhney, 2001; Fellner et al., 2001,
Bergougnoux et al., 2009). Jeho vy3si tolerance ke stresu je specificky zvyraznéna na
modrém svétle (Fellner and Sawhney, 2002). Endogenni hladiny dalSich rostlinnych
hormond, jako jsou ethylen, kyselina indolyl-3-octova, gibereliny ¢&i isopentenyladenin,
jsou ucinkem mutace 7B-1 snizeny (Fellner et al., 2001; Fellner et al., 2005;
Bergougnoux et al., 2012). U mutanta 7B-1 byla také pozorovana zména v de-etiolizaci
a v prodluzovani hypokotylu i epidermalnich bunék pfi plsobeni modrého svétla na
rostlinu (Fellner and Sawhney, 2002; Bergougnoux et al., 2012). Funkce genu, ve
kterém je mutant 7B-1 defektni, neni dosud objasnéna. Z pfedeslych experimentd vSak
vyplyva, Ze by se mohlo jednat o mutaci v elementu signaini drdhy modrého svétla
zprostfedkované fototropiny (Hlavinka et al., 2013).

Predkladana bakalafska prace s nazvem ,Rlstové reakce mutanta 7B-1
k brassinosteroiddm za rlznych svételnych podminek si klade za cil pomoci
fyziologickych a molekularnich metod osvétlit potencialni vztah mutace 7B-1 k dalSi
skupiné rostlinnych hormonl — brassinosteroidiim. Pfipadné poodhalit moznou
spojitost zatim neznamého produktu genu 7B-1 s biosyntézou ¢&i signalni drahou
brassinosteroidd.

Tato prace byla vypracovana ve Skupiné molekularni fyziologie, ktera je
soucasti spole¢ného pracovisté Laboratofe rlstovych regulatort Univerzity Palackého
v Olomouci a Ustavu experimentalni botaniky Akademie véd Ceské republiky. Prace
byla finanéné podpofena projektem PostUP (Podpora vytvafeni excelentnich
vyzkumnych tyma a intersektoralni mobility na Univerzité Palackého v Olomouci),
¢. projektu CZ.1.07/2.3.00/30.0004.



2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Mutant rajcete 7B-1

2.1.1 Puvod mutanta 7B-1

Lilek rajCe, latinskym nazvem Solanum lycopersicum L., patfi do €eledi lilkovitych
(Solanaceae Juss.). Jedna se o hospodarsky vyznamnou plodinu, a proto je vyuzivana
také pro vyzkum v oblasti rostlinné fyziologie a genetiky. Pro tyto ucely jsou Casto
vyuzivany mutantni rostliny (tzv. geneticky pfistup), které svym odliSnym fenotypem
mohou demonstrovat zmény probihajici na molekularni drovni. Své nezastupitelné
misto maji pfi studiu plsobeni svétla, biotickych &i abiotickych stresu na rostlinu, nebo
také pfi vyzkumu rostlinnych hormonu a jejich interakci.

Recesivni monogenni mutant rajéete 7B-1 byl puvodné izolovan z populace
kultivaru Rutgers (dale WT, wild-type) pro svou sam¢i sterilitu projevujici se pouze za
dlouhého dne, tedy pfi 16 hod svételné fotoperiodé (Sawhney, 1997). Pfi této
fotoperiodé se v kvétech mutované rostliny vyvijeji svrastélé tyCinky (Obr. 1 vlevo),
které produkuji mikrospory s nizkou zivotnosti. Kvéty 7B-1 jsou napadné také dlouhym
pestikem, ktery vyCniva z koruny (Obr. 1 vpravo, C). Naopak zkrati-li se doba osvitu

pouze na 8 hodin svétla, pak se rostliny 7B-1 stavaji fertilnimi a vytvari plody se

wT 7B-1

Obr. 1: Vievo: Tycinky rostlin WT a 7B-1 péstovanych na dlouhém dni (pfi fotoperiodé 16 hodin svétla a
8 hodin tmy) (pfevzato z Sheoran et al., 2009).

Vpravo: A - kvét WT péstovaného na dlouhém dni; B — kvéty 7B-1 na kratkém dni (8 hodin svétla a 16
hodin tmy), u takto péstovanych rostlin je blizna uzaviena v kvétu; C — kvét 7B-1 na dlouhém dni.
V kvétu se nachazeji kratké tycinky, Sipka ukazuje c¢nélku a bliznu vyénivajici z kvétu. (pfevzato
ze Sawhney, 2004).
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semeny.

Rostliny vykazujici samci sterilitu jsou Casto pouzivany ve Slechtitelskych
programech, ale jejich vyuZiti je limitovano tim, Ze byvaji ¢asto citlivé k abiotickym
stresum. Mutant 7B-1 byl pro tyto uCely shledan jako zajimavy systém. Bylo totiz
experimentalné prokazano, Ze jeho semena vykazuji zvySenou odolnost
vuci osmotickému stresu, zasoleni a nizké teploté. U standardniho genotypu (cv.
Rutgers, WT) byla pfi exogenni aplikaci manitolu, polyethylenglykolu &i pfi zasoleni
pozorovana inhibice kli€eni. U mutanta 7B-1 byla kli¢ivost semen pod osmotickym
stresem vyrazné vys$Si, zvlasté pokud byly rostliny péstovany na modrém svétle
(Fellner and Sawhney, 2001, 2002).

2.1.2 Vztah mutace 7B-1 ke kyseliné abscisové

Jednim z moznych mechanism0, jak rostliny mohou odolavat abiotickému
stresu, je akumulace kyseliny abscisové (ABA) (Obr. 2) (Goldbach and Michael, 1976;
Daie and Campbell, 1981; Mantyla et al., 1995), ktera kromé regulace kli¢eni a ristu
rostlin zplUsobuje také uzavirani pradduchu (Taiz and Zeiger, 2010). Proto probéhlo
testovani mutanta 7B-1 k fluridonu (inhibitoru biosyntézy ABA) a k exogenné pfidané
ABA. Na svétle byla prokazana vyssi citlivost semen 7B-1 k exogenni ABA nez u
semen standardniho genotypu. Fluridon zvySoval odolnost semen vi&i manitolu a
solim u obou genotypt, avéak u 7B-1 jiz v niz§ich koncentracich. Casteéna rezistence
mutanta 7B-1 ke streslim je tedy s nejvétSi pravdépodobnosti spojena se zvySenou
hladinou pre-existujici ABA v semenech i hypokotylech téchto rostlin (Fellner and
Sawhney, 2001). Rust kofene genotypu 7B-1 byl desetkrat vice inhibovan ucinkem
exogenni ABA, avSak pouze pokud byly rostliny péstovany na dlouhém dni (Fellner et
al., 2001). Bilé svétlo a zvlasté jeho modra slozka zvySuje inhibiéni Uc¢inek ABA a
manitolu na semena WT. Rezistence semen i hypokotylu mutanta 7B-1 k témto latkam

je specificky zvyraznéna na modrém svétle (Fellner and Sawhney, 2002).
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Obr. 2: Vzorec kyseliny abscisové (ABA)

2.1.3 Vztah mutace 7B-1 k oxidu dusnatému

Jednou z latek hrajici vyznamnou roli v signalni draze ovlivriujici kliCeni semen
indukované svétlem, ale také v odpovédi na abioticky stres &i patogeny, je oxid dusnaty
(NO). Pusobi v rostlinach téz jako antioxidant a chrani rostliny pfed zvySenou
koncentraci reaktivnich forem kysliku (Taiz and Zeiger, 2010). U rajCete Ize pfidanim
donoru oxidu dusného narusit dormanci semen a stimulovat tak kli¢eni. Oxid dusnaty
je zapojen i v signaini draze ABA, ktera kontroluje otevirani priduchu specificky na
modrém svétle (Desikan et al., 2002). Inhibice klic¢eni semen zpusobena vysokou
hladinou ABA ¢&i osmotickym stresem je alespori CasteCné spojena se snizenou
koncentraci oxidu dusnatého v semenech rajCete. Kli€ici semena genotypu 7B-1, ktera
byla vystavena osmotickému stresu, produkuji vice oxidu dusnatého nez semena WT.
Zaroven byla pozorovana vétsi akumulace oxidu dusnatého v rostlinach 7B-1. Hladina
oxidu dusnatého i ABA pod osmotickym stresem je ovliviiovana svétlem. Modré svétlo
konkrétné zvySuje intenzitu odpovédi na stres. Pod osmotickym stresem vede defekt
vgenu 7B-1 ke snizené akumulaci ABA a zaroven zvySené akumulaci oxidu
dusnatého, coz vede k aktivaci katabolismu ABA a dalSimu snizeni jeji endogenni
hladiny (Piterkova et al., 2012).

2.1. 4 Vztah mutace 7B-1 k fytohormonim

Dale byl také zkouman vztah mutace 7B-1 k produkci ethylenu v rostliné. Tento
plynny fytohormon ovliviiuje rast kofene, senescenci pletiv a také takzvanou trojnou
odezvu (triple response) u etiolovanych rostlin (Obr. 3). Jedna se o redukované
prodluzovani hypokotylu, hypertrofii (ztloustnuti) hypokotylu a vytvofeni hacku (Taiz
and Zeiger, 2010). Biosyntéza ethylenu v rostlinach je ovlivnéna ostatnimi fytohormony
jako napfiklad ABA (Spollen et al., 2000), jejiz produkce je u genotypu 7B-1 zvySena
(Fellner and Sawhney, 2001). Proto byla testovana reakce rostlin k prekurzoru

ethylenu, kterym je 1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina (ACC). Ve tmé
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vykazoval mutant 7B-1 i WT srovnatelnou trojnou odezvu k exogenné aplikované ACC.
Svétlo podporuje v rostlinach rajcete konverzi ACC na ethylen. Hypokotyl mutanta na
svétle byl vice citlivy k ACC, ale naopak méné k inhibitoru aktivity ethylenu, thiosulfatu
stfibrnému). Jedno i sedmidenni mutantni rostliny produkovaly snizené mnozstvi
ethylenu. Jejich listy vykazovaly zvySenou koncentraci chlorofylu, ktery byl pfi odpovédi
na ACC vice degradovan (Fellner et al., 2005).

SniZzena produkce ethylenu v rostlinach 7B-1 je pravdépodobné spojena s vysSi
endogenni hladinou ABA. ZvySena senzitivita k ethylenu ani jeho redukovana produkce
neni primarnim defektem mutanta 7B-1, jelikoz ve tmé je jeho rustova reakce

k ethylenu stejna jako u WT.

Obr. 3: Trojna odezva (triple response) u etiolizovanych rostlin hrachu. Sestidenni rostliny byly
péstovany ve tmé bez pfitomnosti ethylenu (vlevo) &i za jeho pritomnosti (vpravo) (prevzato
z Taiz a Zeiger, 2002).

Analyza hladiny dal$ich rostlinnych hormonu ukazala, Ze koncentrace kyseliny
indolyl-3-octové (IAA) a rlstové aktivnich giberelind (GAs) je oproti kontrolnim
rostlinam sniZena. Tyto odchylky byly opét vyraznéjsi u rostlin vystavenych dlouhému
dni (Fellner et al., 2001). Endogenni hladina nékterych rostlinnych hormonu je
ovlivnéna svételnymi podminkami (Kraepiel and Miginiac, 1997), svétlo také ovliviuje
senzitivitu pletiv k t€mto hormonam (Szekeres et al., 1996).

Cytokininy hraji vyznamnou roli pfi fotomorfogenezi v€etné vyvoje chloroplastu.
Jejich exogenni pfidani zplasobuje de-etiolizaci rostlin rostoucich ve tmé (Taiz and
Zeiger, 2010). Isopentenyladenin (iP) patfi mezi cytokininy a ucastni se procesu
fotomorfogeneze indukované modrym svétlem. V hypokotylech etiolovanych rostlin se
vyskytuje ve velmi malém mnozZstvi. Naopak v hypokotylech rostlin standardniho

genotypu, které byly vytaveny modrému svétlu, byla prokazana jeho silna akumulace.
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To vsak neplatiio pro mutanta 7B-1. U rostlin mutantniho genotypu zvySena
koncentrace iP indukovana modrym svétlem zaznamenana nebyla. Z toho vyplyva, Ze

defekt v genu 7B-1 ovliviiuje syntézu volného iP (Bergougnoux et al., 2012).

2.1.5 Mutant 7B-1 a bioticky stres

Koronatin je fytotoxin, ktery je produkovan patogenem Pseudomonas syringae.
V rostlinach standardniho genotypu zpUsobuje degradaci chlorofylu, akumulaci
antokyant a zmény v rostlinném metabolismu, konkrétné koncentraci aminokyselin
(vice tryptofanu a asparaginu na ukor alaninu a aspartatu). Mutant 7B-1 je méné citlivy
k tomuto fytotoxinu a jeho chlorofyl je méné degradovan specificky na modrém svétle

(Bergougnoux et al., 2009).

2.1.6 Vztah mutace 7B-1 k antokyanum

Antokyany jsou jedny z nejvice rozsifenych tfid pigmentl vyssich rostlin. Jedna se o
sekundarni metabolity flavonoidové biosyntetické drahy (Taiz and Zeiger, 2010). Jejich
biosyntéza je ovlivnéna strukturalnimi geny kodujicimi enzymy zapojené v biosyntéze,
a regulatorovymi geny, které kontroluji transkripci strukturalnich gent (Piazza et al.,
2002, Winkel-Shirley, 2001).

Na regulaci biosyntézy a akumulaci antokyanu se podileji jak vnéjsi faktory
(svétlo, teplota), tak podnéty z vnitiniho prostfedi (rostlinné hormony, sekundarni
metabolity). Je také znamo, Ze akumulace antokyan( negativné koreluje se samdci
sterilitou. Svétlem indukovana akumulace antokyanu pozorovana v hypokotylu WT je u
genotypu 7B-1 znacné redukovana. Exogenni ABA ma u testovanych genotypu
rozdilny ucinek. ZvySuje akumulaci antokyant u WT, v hypokotylu mutanta ji naopak
snizuje. Tato snizena akumulace mlze byt spojena se snizenou senzitivitou mutanta
k ABA. V hypokotylech 7B-1 byla zaznamenana nizsi aktivita fenylalaninamoniaklyasy
(PAL) — enzymu ovliviujiciho biosyntézu antokyan(. A to i pfes to, Ze nebyl pozorovan
vyrazny rozdil v expresi genll. Z toho vyplyva, ze odliSna akumulace u 7B-1 je fizena
posttranslaénimi modifikacemi. Redukovana hladina antokyand muze byt jednim

z faktort ur€ujicich samdi sterilitu mutanta 7B-1 (Sheoran et al., 2006).
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2.1.7 Rustové reakce mutanta 7B-1 ke svétiu

DalSi rozdilnou ristovou reakci ke svétlu, ktera byla pozorovana meazi
standardnim genotypem a 7B-1 je de-etiolizace. To je proces, pfi kterém rostlina
vyvijejici se ve tmé (proces zvany skotomorfogeneze) méni svoji formu viivem svétla
(procesem zvanym fotomorfogeneze). Pfi fotomorfogenezi dochazi k redukci rychlosti
prodluzovani rostliny, ke zvétSovani déloh a listd a tvorbé chloroplastd. Mutant 7B-1
vykazuje redukovanou de-etiolizaci oproti WT nejvyraznéji pfi kontinualnim osvétleni
modrou slozkou svételného spektra (Fellner and Sawhney, 2002). Ve tmé nebyl
pozorovan vyrazny rozdil v primérné délce hypokotylli obou genotypll. Na modrém
svétle je prodluzovani hypokotylu redukovano, avdak v pfipadé mutanta 7B-1 je délka
hypokotylu o 74 % vétsi nez u WT (Obr. 4). To potvrzuje i skute€nost, Ze epidermalni
bufky genotypu 7B-1 byly na modrém svétle signifikantné delSi nez u WT. Modré
svétlo tedy inhibuje prodluzovani pokozkovych bunék hypokotylu rajéete a mutant 7B-1

je v tomto sméru defektni (Bergougnoux et al., 2012).

Obr. 4: Porovnani sedmidennich rostlin WT a 7B-1 rostoucich v ristové komoife na modrém
svétle (foto Hana Martinkova)

Mezi genotypy byl také na modrém svétle prokazan rozdil v ploidité bunék neboli
poctu sad chromozom( v jadfe. V obou genotypech se vyskytovaly tfi verze ploidity:
dvé sady chromosomu (2C), ¢tyfi sady (4C) a osm sad (8C). NejCastéjsi verzi je 4C.
Na modrém svétle pfibyva vice 2C bunék na ukor 4C bunék. Modrym svétlem je totiz
snizovana endoreduplikace - zdvojeni po¢tu sad chromosoml bez nasledného
mitotického rozdéleni jadra. To také ovlivhuje zvétSovani bunék. Endoreduplikace

doprovazi proces fotomorfogeneze indukovany modrym svétlem. V pletivech
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mutantnich rostlin bylo oproti standardnimu genotypu méné 2C bunék a vice 4C
(Bergougnoux et al., 2012).

Na zakladé vSech téchto skuteénosti byla podpofena hypotéza, Ze hypokotyl
genotypu 7B-1 je méné citlivy k modrému svétlu, a to diky defektu v percepci Ci
signalni kaskadé modrého svétla.

U rostlin genotypu 7B-1 byly také pod modrym svétlem pozorovany zmény ve
fotosyntéze: rychlost Cisté fotosyntézy (Pn), vodivost priduchl (gs) a vnitini efektivni
vyuziti vody (WUE)). V listech mladych rostlin nebyl u mutanta pozorovan zadny rozdil
v Pn ani gs oproti WT. Postupné jak listy starnou, modré svétlo zvySuje hodnotu Pn a gs
az na stalou hodnotu. Ta je pro genotyp 7B-1 niz§i. Naopak WUE; byla mezi 4. a
9. tydnem u 7B-1 vy3Si nez u standardniho genotypu. Tyto odliSnosti od WT mohou byt
spojeny se zvySenou endogenni hladinou ABA, nebot je znamo, Zze WUE; roste se
zvySenou koncentraci ABA v rostliné (Jezilova et al., 2012).

Kyselina abscisova produkovana béhem vodniho stresu ovliviuje uzavirani
priduchl ¢&i inhibuje jejich otevirani. Pravdépodobné se tak déje skrze zvySeni
produkce peroxidu vodiku a oxidu dusnatého. Tyto latky pak pusobi na aniontové
kanaly, které oteviraji priduchy. Také svétlo reguluje vyménu plynt pomoci praduchu.
Fototropiny, jako receptory modrého svétla, jsou nejCastéji oznalovany za spoustéce
pohybu praduchu. U listd mutantnich rostlin 7B-1 vSak na rozdil od standardniho
genotypu nebylo pozorovano otevirani praduchd v zavislosti na modrém svétle.
Samotné priduchy 7B-1 poSkozeny nejsou, ale mutace 7B-1 pravdépodobnéiji
ovliviiuje aniontové kanaly v plazmatické membrané svéracich bunék, které jsou
zapojeny do otevirani stomat. Snizena aktivita aniontovych kanall je u mutanta 7B-1
ovlivnéna zvySenou hladinou ABA a resistenci vi¢i modrému svétlu (Hlavinka et al.,
2013).

Funkce genu, ve kterém je mutant 7B-1 defektni, zatim neni znama.
Z predeslych vyzkumua vSak vyplyva, Ze se jedna o mutaci v zakladnim elementu
signalizace modrého svétla. Nedavné experimenty také ukazaly, ze tato mutace
ovliviiuje procesy zapojujici fotoreceptory fototropiny, jako napfiklad pohyb
chloroplastt, fototropismus a rané stadium prodluzovani hypokotylu vyvolané modrym
svétlem (Bergnougnoux, Fellner et al., dosud nepublikovana data). Stale vSak chybi
pfimy dikaz, Zze jde o defekt ve fototropinové signalni draze. Neni jasné, zda by se
mohlo jednat o mutaci ve fotoreceptoru PHOT1 & PHOT2, nebo v nékterém

z nasledujicich elementd pfenosu signalu modrého svétla.
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2.2 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy (BRs) jsou skupina rostlinnych hormonu, jez byla poprvé izolovana
z pylu brukve Fepky latinskym nazvem Brassica napus L. (Mitchell et al., 1970).
Sloucenina, jez méla nejvy38i biologickou aktivitu, byla pojmenovana brassinolid
(BL, Obr.5) a pomoci rentgenové krystalografie bylo uréeno, Zze se jedna o
polyhyroxylovanou steroidni latku strukturné podobnou Zivo€iSnym steroidnim
hormonim (Grove et al., 1979).

OH

: Brassinolide
He >4 (BL)

Obr. 5: Strukturni vzorek brassinolidu (BL) (prfevzato z Noguchi et al., 2000).

Prvni experimenty byly zamé&feny hlavné na exogenni aplikaci BRs na rostliny a
naslednou rdstovou reakci. Ze se jedna o esencialni endogenni rostlinny hormon, bylo
objeveno pozdéji, hlavné diky izolaci BR-deficientnich a pozdéji BR-insenzitivnich
mutantl Arabidopsis thaliana. Jejich defektni fenotyp, jako napfiklad potlacena
etiolizace (det2, de-etiolated-2, Obr. 6 vlevo) &i zakrsly vzrist (cpd, constitutive
photomorphogenesis and dwarfism, Obr. 6 vpravo), byl exogenni aplikaci BRs potlacen
(Clouse et al., 1996; Li et al., 1996; Szekeres et al., 1996). Zména fenotypu mutantd
tedy pomohla odhalit, jaké fyziologické a vyvojové procesy brassinosteroidy u rostlin
ovliviuji. Kromé esencialni role ve fotomorfogenezi, prodluzovani a déleni bunék jsou
dilezité také pfi kliceni semen, otevirani pruduchUl, diferenciaci vodivych pletiv,
kveteni. Ovliviiuji také stavbu bunééné stény, pylovou sterilitu &i senescenci bunék
(Wang et al., 2012).
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Obr. 6: Fenotyp BR-mutantt Arabidopsis thaliana. Vlevo: det2 (de-etiolated2) a standardni
genotyp (WT) rostouci ve tmé. Vpravo: tritydenni rostliny cpd (constitutive photomorphogenesis
and dwarfism) a WT rostouci na svétle (pfevzato z Taiz a Zeiger, 2006).

2.2.1 Biologicka aktivita a biosyntéza brassinosteroidt

Brassinosteroidy ovliviluji biologické procesy v rostlinach jiz pfi velmi nizkych
koncentracich. K oddéleni biologicky aktivnich BRs od jejich neaktivnich prekurzort ¢i
metabolitd bylo navrzeno nékolik biotestll jako napfiklad prodluzovani druhého
internodia fazole (Thompson et al., 1981; Obr. 7) &i test odchylky jazyCku ryze (Wada
et al., 1981; Obr. 8).

roustouci koncentrace BRs ———»

Obr. 7: Biotest druhého internodia fazole. Céast druhého internodia byla po nékolik dni ponofena
do roztoku obsahujiciho BRs o ruznych koncentracich. Nejniz§i koncentrace BRs zptGsobuji mirné
prodluzovani stonku, vyssi koncentrace zpusobuji kyjovité ztloustnuti az rozdéleni stonku
(pfevzato a upraveno z Taiz a Zeiger, 2006).
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Obr. 8: Biotest odchylky jazycku ryZe, efekt riznych koncentraci BRs na odklonéni cepele listu
ryze (prevzato z Jones et al., 2013).

Biosyntéza brassinolidu (BL) zac¢ina konverzi kampestanolu (Obr. 9) cestou rané di
pozdni oxidace uhliku C-6 (Obr. 10). Tyto dvé paralelni cesty se spojuji u kastasteronu
(CS), ktery je pfimym prekurzorem brassinolidu. Pozdni C-6 oxidace pfevlada u druht
jako je napfiklad Arabidopsis thaliana (Nomura et al., 2001), je také hlavni cestou

biosyntézy BL u rajCete (Bishop and Yokota, 2001).

Obr. 9: Struktura kampestanolu prekurzoru biosyntézy biologicky aktivnich brassinosteroidii
(prevzato a upraveno z Bishop and Yokota, 2001).
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Late C6-oxidation Pathway
Early C6-oxidation Pathway

Obr. 10: ZjednoduSeny pribéh biosyntézy brassinolidu ranou a pozdni C-6 oxidaci (pfevzato
z Noguchi et al., 2000)

Pomoci biotestll byly identifikovany strukturni vlastnosti, jez ovliviiuji biologickou
aktivitu BRs. Absence jedné hydroxylové skupiny na C-2 nebo C-3 &i zména v jejich
konfiguraci zpusobuje ztratu funkce. Modifikace B kruhu nerusi biologickou aktivitu, ale
vyrazneé ji snizuji. Orientace hydroxylovych skupin na uhlicich C-22 a C-23 ovliviiuje
bioaktivitu molekuly (Mandava, 1988). Variace na C-24 davaji vzniknout napfiklad
24-epiBRs (Obr. 11).
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24-epibrassinolide 24-epicastasterone
(24-epiBL) (24-epiCS)

Obr. 11: Struktura 24-epibrassinolidu a 24-epikastasteronu (pfevzato z Lachman et al., 2011).

2.2.2. Percepce a signalni draha brassinosteroidt

Brassinosteroidy reguluji mnoho vyvojovych proces(, proto byla jejich signalni draha
intenzivné zkoumana. U Arabidopsis je zmapovana kompletni draha od povrchového
receptoru BRI1 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE1l) aZz po proteinové rodiny
jadernych transkripénich faktort jako jsou BZR1 (BRASSINAZOLE RESISTANT1) a
BES1/BZR2 (BRI1-EMS-SUPPRESSOR1) (Fridman and Savaldi-Goldstein 2013).

Pomoci pozi¢niho klonovani BR-insenzitivniho mutanta (bril) byla
identifikovana receptorova kinasa BRI1, ktera je nezbytnou soucasti v odpovédi na
BRs (Clouse et al.,, 1996; Li and Chory, 1997). Bylo prokazano, ze se jedna o
brassinosteroidni receptor, ktery obsahuje extracelulami doménu s 25 opakovanimi,
které jsou bohaté na leucin (LRRs). LRRs jsou uspofadany do Sroubovice a meazi
LRR-21 a 22 se nachazi 70-aminokyselinovy ostrlivek, ktery formuje vazebné misto
pro brassinosteroidy. Navazani BRs nezplsobi vyraznou strukturni zménu
extracelularni domény, nybrz pouze lokalni konformaéni zménu. To umozni vazbu
BRI1 s dosud neznamym proteinem (Wang et al., 2001; Kinoshita et al., 2005; Hothorn
et al., 2011; She et al., 2011). Timto zpGsobem je BRIl aktivovan a vykazuje
kinasovou aktivitu. V této formé se muze vazat na BAK1l (BRI1-ASSOCIATED
RECEPTOR KINASEL1) (Li et al.,, 2002; Nam and Li, 2002) a tim se oddélit od BKI1
(BRI1 KINASE INHIBITIOR1) (Wang et al., 2005; Wang and Chory, 2006). BRI1 pak
dale fosforyluje dvé podtfidy kinas RLCKs (receptor-like cytoplasmic kinases): BSK
(BR-SIGNALIG KINASE) a CDG1 (CONSTITUTIVE DIFFERENTIAL GROWTH) (Tang
et al., 2008; Kim et al, 2011). BSK a CDG1l pak aktivuji BSU1 (BRI1-
SUPPRESSOR 1), ktery defosforyluje, inaktivuje a tim odsuzuje k degradaci BIN2
(BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 2) (Kim et al., 2009).

Pokud nejsou pfitomny BRs (Obr. 12 a), BIN2 je aktivni a postara se o
inaktivaci vysoce homolognich transkripénich faktori BRZ1 a BES1/BRZ2. V pfipadé
pritomnosti BRs (Obr. 12 b) je BIN2 degradovan, BRZ1 a BES1/BRZ2 tak mohou byt

masivné defosforylovany protein fosfatasou 2A, pfesouvaji se do jadra a vazbou na
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genomickou DNA reguluji expresi cilovych genli (He et al., 2002; He et al., 2005; Sun
et al., 2010; Yin et al., 2002; Yin et al., 2005).
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Obr. 12: Signalini kaskada BRs. Signalni komponenty v aktivnim stavu jsou ohrani¢eny cervené,
P znaci prenos fosfatové skupiny, Cervené Sipky pfedstavuji fosforylaci ¢i defosforylaci, cerné
Sipky pohyb proteind. (a) situace bez pritomnosti BRs, (b) situace za pfitomnosti BRs (prevzato
z Wang et al. 2012).

Studium protein-DNA interakci vedlo k identifikaci velkého mnozstvi cilovych
sekvenci, se kterymi BRZ1 ¢ BES1/BRZ2 pfimo interaguji. Prvni skupinou jsou geny
zapojené v brassinosteroidni biosyntetické dréze a mnoho genud ovliviiujicich jejich
signalni drahu a zpétnou vazbu. DalSi skupinou genu jsou geny zapojené v syntéze a

modifikaci bunétné stény a v organizaci cytoskeletu, coZz potvrzuje roli BRs
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v prodluzovani bunék. Velké mnozstvi genu potlatovanych BRs je spojeno s elementy,
které inhibuji vyvoj chloroplasti a fotomorfogenezi. Posledni velkou skupinou gent
ovlivnénych témito transkripcnimi faktory jsou ty, jez koduji regulacni proteiny (napf.
kinasy ¢&i daldi transkripéni faktory), které zprostfedkovavaji interakci se signaini

kaskadou rostlinnych hormond, jako jsou gibereliny, auxin ¢i ABA (Wang et al., 2012).

2.3 Interakce signalni drahy brassinosteroidi a svétla

2.3.1 Fotoreceptory

Svétlo je elektromagnetické vinéni, které je pro rostliny jednim z hlavnich
environmentalnich podnétld. V rostlinach ovliviiuje celou fadu fyziologickych procesu.
Vyvoj probihajici bez pfistupu svétla je oznalovan jako skotomorfogeneze, vyvoj na
svétle se nazyva fotomorfogeneze. Zahmuje procesy na molekularni drovni, ale také
ristové reakce. Fotomorfogeneze je spusténa signalni drahou, ktera zac¢ina percepci
svétla o urité vinové délce ji pislusnym typem fotoreceptord. Cervené a dlouhovinné
Cervené svétlo (640 az 740 nm) je vnimano fytochromy. Modrou oblast spektra (425 az
490 nm) s pfesahem do UV-A oblasti (320 az 400 nm) a zelenou oblast (490 az
560 nm) monitoruji kryptochromy. Svételny signal z modré d&asti spektra spolu
s informacemi, jez udavaiji, z jakého sméru svétlo pfichazi, pfenasi fototropiny (Pavlova
a Fischer, 2011).

Fytochromy a kryptochromy reguluji expresi genu skrze CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENESIS 1 (COP1), ktery zprostiedkovava ubikvitinaci mnoha
transkripénich faktorl zapojenych ve fotomorfogenezi. COP1 je aktivni ve tmé a je
svétlem inaktivovan (Lau and Deng, 2012).

Fototropiny (photl a phot2) zprostfedkovavaji mimo jiné predevsim fototropni
reakci rostlin — rist smérem ke zdroji svétla. Tyto receptory obsahuji dvé domény
LOV1 a LOV2. LOV2 je nepostradatelna pro fototropismus zprostfedkovany
fototropinem 1. LOV1 je méné citliva ke svétlu, ale je pravdépodobné zodpovédna za

fototropismus vyvolany modrym svétlem o vysoke intenzité (Sakai et al., 2000).

2.3.2 Svétlo a BRs

Brassinosteroidy i svétlo ovliviiuji mnoho stejnych procesu, jako napfiklad kliceni,
prodluzovani stonku, kveteni nebo unik ze stinu (shade-avoidance) (Wang, et al.,

2012). Je proto logické predpokladat, Ze signalni drahy svétla a signalni Ci
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biosyntetické drahy brassinosteroidi se mohou vzajemné ovliviiovat nebo mit spole¢né
elementy. Fakt, Ze fenotyp BR-deficientnich a BR-insenzitivnich mutantd rostoucich ve
tmé ukazuje fenotyp rostlin WT rostoucich na svétle (Chory et al., 1991; Li et al., 1996),
vede k zavéru, Ze redukce hladiny BRs muze hrat dulezitou roli ve fotomorfogenezi
(Clouse, 2001; Chory and Li, 1997; Szekeresetal., 1996). Nezbytnost
brassinosteroidl pro etiolizovany rist rostlin ukazuji rovnéz experimenty, ve kterych
rostliny Arabidopsis rostouci ve tmé a oSetfené inhibitory syntézy brassinosteroidu
vytvarely kratky hypokotyl (Clouse and Sasse, 1998; Schumacher and Chory, 2000).

Signaly z prostfedi ve kterém rostlina roste a vyviji se, jako napfiklad svétlo,
ovliviiuji hladinu a spektrum endogennich hormonu, které nasledné Fidi rast rostliny.
Proto vznikla hypotéza, Ze svétlo snizuje hladinu BRs ¢&i citlivost rostliny na né, ¢imz
zastavuje prodluzovani bunék. Vysledky fady praci naznacluji propojeni svételné
signalizace a metabolizmu BRs. Napfiklad, Neff et al. (1999) identifikoval cytochrom
P450, nazyvany BAS1, ktery katalyzuje inaktivaci/degradaci BRs. V inaktivaci BRs je
zapojen rovnéz cytochrom P450, nazvany SOB7 (Turk et al., 2005). U hrachu byl
identifikovan maly G-protein DDFW1, ktery ma funkci cytochrom-P450-steroid-C-
2-hydrolasy a katalyzuje krok v biosyntéze BRs (Kang et al., 2001). Bylo zji§téno, Ze
expresse DDFW1 je potlatovana svétlem a gen je exprimovan pfedevSim v rychle
rostoucich prodluzovacich zénach epikotylu hrachu (Nagano et al., 1995; Kang et al.,
2001).

V nékterych pfipadech vSak redukce BRs svétlem zjisténa nebyla. U Arabidopsis,
hrachu ¢&i jeémene nebyl pozorovan rozdil v endogenni hladiné BRs mezi rostlinami,
jez rostly pod kontinualnim osvétlenim a ve tmé (Symons et al., 2007). Navic, nebyla
zaznamenana ani zmeéna v aktivaci BZR1 u etiolizovanych semenackl Arabidopsis ani
semenackd, jez rostly na svétle (Luo et al., 2010). Svétlo tedy neovliviiuje obsah BRs
ani jejich signalni drahu zesilenim aktivity transkripéniho faktoru BZR1 (Wang et al.,
2012).

Na druhé strané vSak bylo rovnéz zjiSténo, ze u nékterych druht je hladina BRs
vyznamné vySSi u rostlin rostoucich na svétle, nez u etiolizovanych rostlin (Symons et
al., 2002; Symons and Reid, 2003; Tamaki et al., 2002). Napfiklad, v rostlinach hrachu
rostoucich na svétle (ve srovnani s rostlinami tmé) bylo zvySeni exprese genu DWF4
zapojeného v syntéze BRs a snizeni exprese genu BAS1 spojeno s vysSi hladinou
BRs (Symons et al., 2002).

Porovnani dat z microarray experiment prokazalo antagonisticky vztah svétlem
regulovanych gend a genl pfimo €i nepfimo ovlivnénych BZR1. Nedavné studie
ukazuji, ze by se mohlo jednat o nékterou z téchto interakci ¢i jejich kombinaci (Wang
etal., 2012):
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a) BZR1 koreguluje cilové geny spolecné s transkripcnimi faktory, které jsou
regulovany svétlem;

b) BZR1 reguluje expresi nékterych komponent signalni drahy svétla a nepfimo
ovliviiuje geny, které jsou regulovany svétlem. Napfiklad, mnoho genu, jez koduji
komponenty svételné drahy, je cilem pro BZR1 a jsou tedy regulovany BRs, napf.
protein PIF4 (Oh et al, 2012; Bai et al, 2012; Jaillais and Vert, 2012).
Brassinosterosidy reguluji transkripci vét8iny znamych komponent signalni drahy svétla
a snizuji tak odpovéd na svételny signal (Wang et al., 2012).

c) Svétlo reguluje aktivitu BZR1 nezavisle na BRs signalni draze, napfiklad pfes
protein-proteinové interakce. Tato moznost byla velmi nedavno podpofena vysledky
Kima et al. (2014). Autofi ukazali, Ze tma zvySuje aktivitu transkripéniho faktoru BZR1.
Déje se to prostiednictvim COP1, ktery ve tmé vaze a degraduje neaktivni
(fosforylované) formy BZR1. Tim se zvySuje podil aktivnich nefosforylovanych BZR1,
které indukuji prodluzovani bunék. Tyto vysledky tedy naznacluji, Zze svétlo pfimo
kontroluje signalizaci BRs tim, Ze moduluje aktivitu BZR1 (zvySuje podil neaktivnich
BZR1).

Interakce mezi signalnimi drahami svétla a BRs byly studovany také napfiklad u
ryze (Jeong et al., 2007). Autofi ukazali, ze fotomorfogenni mutant osphyB ma
zvysSenou citlivost koleoptile k brassinolidu. Analyzy pomoci RT-PCR u mutanta
osphyB odhalily zvySenou expresi genu indukovanych BRs a snizenou hladinu
transkriptd genl biosyntézy BRs. Vysledky tedy naznacuji, Zze fotoreceptor phyB
funguje jako negativni regulator brassinolidem regulovaného prodluzovani coleoptile
ryze (Jeong et al., 2007). Podobné, u Arabidopsis bylo zjisténo, ze aktivace
kryptochrom( a phytochromd vede k aktivaci enzymu ROTAMASE CYCLOPHILIN 1,
jenz inhibuje transkripéni faktor BES1, zapojeny v indukci genl pro expanzi bunék
(Trupkin et al., 2012; Vriet et al., 2013).

V roce 2010 Luo et al. identifikovali transkripéni regulator GATA2, ktery pfimo fidi
expresi genu, které reaguji ke svétlu i k BRs. V etiolizovanych rostlinach BRs potladuji
expresi GATA2 prostfednictvim BZR1. Protein GATA2 je souCasné degradovan
prostfednictvim COP1. V celkovém duisledku tedy dochazi k etiolizaci rostlin. Na svétle
je vazba transkripéniho faktoru BZR1 na GATA2 potlaena (zatim neznamym
zpusobem). GATA2 je tedy exprimovan a navic, protein GATA2 neni degradovan
COPL1. Aktivni GATA2 indukuje geny zapojené v de-etiolizaci. Zpétnou vazbou vSak
soucCasné potlacuje svou viastni expresi (Luo et al., 2010; Gudesblat and Russinova,
2011).

Nejen fotomorfogeneze, ale také fototropismus, jako dalSi z procest vyvolanych

svételnym signalem, je ovliviiovan BRs. Analyzou Arabidopsis mutanta elg (elongated)
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bylo zjisténo, Zze BRs, prostfednictvim receptorové kinazy BAK1 (BAK1 tvofi za
pfitomnosti BRs komplex s receptorem BRI1), moduluji fototropismus vyvolany svétlem

o vysokeé intenzité (Whippo and Hangerter, 2005).

3 Material a metodika

3.1 Rostlinny material

K pokusim byla pouzita semena dvou genotypl rajete Solanum lycopersicum L.
Spontanni recesivni “single gene“ mutant 7B-1 byl vyselektovan na zakladé samci
pylové sterility projevujici se za dlouhého dne (16 hod svételna fotoperioda) (Sawhney,
1997). Mutovany gen 7B-1 neni dosud znam, ale vysledky naznacuji defekt v signalni
draze modrého svétla (Fellner and Sawhney 2002; Hlavinka et al., 2013). Mutant byl
vyselektovan z populace standardniho genotypu, kultivaru Rutgers (Sawhney, 1997).
Semena obou genotypu byla poskytnuta na zakladé licence V. K. Sawhney z University

of Saskatchewan, Saskatoon, Kanada.

3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Priprava média

Pfi v8ech experimentech bylo pouzito pevné MS médium (Murashige and Skoog,
1962), jez bylo pfipraveno nasledujicim zplusobem: V 11 destilované vody bylo za
stalého michani rozpusténo 20 g sacharozy (tj. 1%), 8,6 g MS média (kat. &. MSPO1-
50LT, Caisson LABS) a 390,4 mg (tj. 1 mol - I'Y) pufru MES (Morpholinoethane sulfonic
acid; kat. €. 29834.04, Serva). Poté bylo pomoci 1M hydroxidu draselného upraveno
pH na hodnotu 6,1 a roztok byl dopInén destilovanou vodou na objem 2 .

Médium bylo nasledné rozdéleno po 400 ml do péti termolahvi o objemu
500 ml. Do kazdé znich bylo pfidano 2,8 g (tj. 0,7%) agaru (kat. ¢. P1001.1000,
Duchefa Biochemie). V téchto lahvich bylo médium sterilizovano v autoklavu.
Autoklavovanim se hodnota pH média snizila pfiblizné na 5,7. Po vychladnuti byly
lahve uchovavany v lednici.

Pfed vlastnim pouzitim bylo médium rozehfivano v mikrovinné troubé. Do
tekutého média zchladlého na laboratorni teplotu pak byl za sterilnich podminek

v laminarnim boxu pfidavan pozadovany objem roztoku testovaného brassinosteroidu.
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3.2.2 Pouzivané koncentrace brassinosteroidu

PFi studiu vlivu exogennich brassinosteroid(l na rist porovnavanych genotypu rajcete
byly pouZity nasleduijici latky:

» 24-epibrassinolid (24-epiBL; Mr = 480,68)

» 24-epikastasteron (24-epiCS; Mr = 464,678)
Brassinosteroidy byly poskytnuty Mgr. Janou OkleStkovou, Ph.D. z Laboratofe
ristovych regulatort, PFfF, UP v Olomouci. Zasobni roztoky brassinosteroidd
o koncentraci 10° mol - I*  byly pfipraveny rozpuéténim vypoditané navazky
brassinosteroidu v 99,5% DMSO a naslednym postupnym pfidavanim destilované
vody. Finalni koncentrace DMSO v zasobnim roztoku byla 25 %. Tento roztok byl

nasledné pipetovan do 120 ml média podle nasledujici tabulky:

Tabulka 1: PoZadované koncentrace brassinosteroidu pfidavany do 120 ml média a odpovidajici objemy
zasobniho roztoku.

Koncentrace v médiu (mol - I™") 107 10°® 107 10°

Objem zasobniho roztoku o
- 4 1,2* 1,2 12,0 120,0
koncentraci 10~ mol - I~ (pl)

*pouzit zasobni roztok o koncentraci 10 mol - I

3.2.3 Vysev semen a prenos rostlin

Pozadovany pocet semen od kazdého genotypu byl nejprve v plastovych zkumavkach
(objem 50 ml) za stalého protfepavani sterilizovan v pfiblizné 30 ml 3% roztoku Savo
(Bochemie a. s.) po dobu 20 minut. Poté byla semena v laminarnim boxu pétkrat
promyta sterilni destilovanou vodou.

Pomoci nastroju sterilizovanych v 96% ethanolu a ozehnutim nad plamenem
byla semena vyseta na zakladni MS médium v plastovych Petriho miskach (primér 90
mm; 20 ml média v jedné misce). Vysev probihal za denniho svétla ¢i pod zafivkou s
bilym svétlem. Po vysevu byly Petriho misky dokola oblepeny dvéma vrstvami pasky
SoftPore (BATIST s.r.0.) z netkané textilie, zabaleny do alobalu a vertikalné ulozeny
v ristové kultivaéni komofre (Snijders Scientific, Nizozemsko) za stalé teploty 23 °C.

Po vykli¢eni dostate¢ného poctu semen (cca po 3 az 4 dnech od vysevu) byla
ve sterilnich podminkach semena pfenesena na misky s 20 ml média, které
obsahovalo pozadované koncentrace brassinosteroidu. V pfipadé, ze vyklicil
dostateény pocet semen, bylo na kazdou koncentraci umisténo deset rostlin. Do

kazdého experimentu byla zahrnuta také kontrola, kde bylo pouZito médium bez
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exogenniho brassinosteroidu. Misky byly po obvodu oblepeny dvéma vrstvami pasky
z netkané textilie a vertikalné umistény v rustové komofe se stalou teplotou 23 °C. Zde
byly rostliny kultivovany sedm dni pod kontinualnim osvétlenim modrym svétlem
(zéfivka Philips TLD-36W/18-Blue), €ervenym svétlem (zafivka Philips TLD36W/15-

Red), nebo ve tmé (zabalené do alobalu).

3.2.4 Méreni délky rostlin a epidermalnich bunék hypokotylu

Nejprve byly rostliny zhodnoceny vizualné v miskach proti tmavé podloZce. Byly
porovnany rozdily mezi obéma genotypy, jednotlivymi koncentracemi brassinosteroidu
a rozdilnymi svételnymi podminkami. Nasledné bylo provedeno méfeni délky
hypokotylu a kofene vSech rostlin. K méfeni bylo pouzito pravitko a milimetrovy papir.
Délky byly méfeny s pfesnosti na 1 mm. Hodnoty byly zpracovany pomoci programu
Microsoft Excel 2007.

Pro méfeni délky epidermalnich bunék byly pouzity hypokotyly rostlin obou
testovanych genotypu, jez byly po vykli¢eni steriiné péstovany na agarovém médiu
v ristové komore pod kontinualnim modrym osvétlenim po dobu jednoho tydne. Délky
bunék byly méfeny pouze u rostlin kultivovanych za pfitomnosti 24-epiBL, protoze
pouze na tomto brassinosteroidu byly pozorovany rozdily v rustovych reakcich WT a
7B-1.

Nejprve byla pomoci skalpelu izolovana prodluzovaci zéna hypokotylu
testovanych rostlin (j. segment o délce 10 mm pod apikalnim meristémem). Nasledné
probéhla 30 minutova fixace segmentt v 96% ethanolu. VSechny vzorky pak byly
ponofeny do snizujici se koncentra¢ni fady roztokd ethanolu (80%, 70% a poté 50%
ethanol, v kazdém roztoku po dobu 20 min), dvakrat promyty vodou a nasledné 10 min
barveny 1% roztokem toluidinové modfe (Kat. €. 36692, Serva). Fragmenty hypokotylu
pak byly pozorovany v kapce vody na podloznim skli¢ku mikroskopem Olympus BX60
(Olympus, Japan) s pfipojenou kamerou Olympus DP71 (Olympus, Japan), pomoci niz
byly pofizeny mikrofotografie epidermalnich bunék (zvétSeni 200x). Mikroskop byl
laskavé poskytnut RNDr. Pavlou Valovou z Katedry bunééné biologie a genetiky, PFF,
UP v Olomouci.

V softwaru ImageJ Processing Program (Collins, 2007) byly pro kazdy
experiment zméreny délky sta epidermalnich bunék vzdy u tfi reprezentativnich rostlin,
celkem tedy 300 bunék od kazdého genotypu a koncentrace 24-epiBL. Naméfena data

byla zpracovana a vyhodnocena pomoci programu Microsoft Excel 2007.
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3.2.5 Méreni hladiny endogennich brassinosteroidu

Pro analyzu byly pouzity hypokotyly a kofeny desetidennich rostlin WT a 7B-1. Ty byly
péstovany v ristové komofe na pevném MS médiu za raznych svételnych podminek
(ve tmé&, na Cerveném Ci na modrém svétle). Vzorky Cerstvého rostlinného pletiva (FW)
byly homogenizovany v tekutém dusiku (pro naruSeni bunécnych stén) v tfeci misce
pomoci tloucku.

Kvantifikaci brassinosteroidi v rostlinném materialu provedla Mgr. DanuSe
Tarkowska, Ph.D. z Laboratofe rastovych regulatort, PfF, UP v Olomouci dle dfive
publikované metody (Swaczynova et al., 2007) s nékolika modifikacemi.

Z kazdého biologického vzorku byly pfipraveny alikvoty velikosti cca 40 mg FW
ve tfech opakovanich. Kazdy z nich byl extrahovan v 1 ml 80% metanolu vychlazeného
na -20°C jako extrakéniho Ccinidla. Ke zvySeni ucinnosti extrakce (pfechod
brassinosteroidi z bunék do extrakéniho cinidla) byly vSechny vzorky jesté
sonifikovany po dobu 5 min, homogenizovany 3-mm kuli¢kami z oxidu zirkonicitého
v kulovém mlynku (MM 301, Retsch GmbH & Co. KG, Haan, Némecko; frekvence 27
Hz, 3min) a po pfidavku 30pmol internich standard(i ([°Hs]brassinolid,
[?Hs]kastasteron, [*Hs]24-epibrassinolid, [Hs]24-epikastasteron; OlChemim, Olomouc,
Ceska republika) byly extrahovany pfes noc michanim pomoci laboratorniho rotatoru
(Stuart SB3, Bibby Scientific Ltd., Staffordshire, UK; 15 rpm, 4°C). Homogenaty byly
nasledné zcentrifugovany (Beckman Avanti™ 30; 20000 rpm, 15 min, 4°C),
supernatant odebran do Cisté borosilikatové zkumavky a pelet reextrahovan po dobu
60 min stejnym zplsobem jak bylo uvedeno vySe. Po centrifugaci byly supernatanty
Z prvni a druhé extrakce spojeny a precistény pomoci extrakce na tuhé fazi (SPE) za
pouziti sorbentu zachycujiciho primarné rostlinné pigmenty (hlavné chlorofyly a
karotenoidy; Discovery® DPA-6S, Supelco, Bellefonte, PA, USA), které jsou hlavnimi
interferenty nasledného stanoveni pomoci ultra G¢inné kapalinové chromatografie ve
spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS). Po odparfeni eluatu
do sucha ve vakuovém koncentratoru (CentriVap® Acid-Resistant, Labconco Corp.,
MO, USA) byly vzorky rekonstruovany v 50 ul 100% metanolu vychlazeného na -20°C
a analyzovany pomoci UHPLC-MS/MS (Micromass, Manchester, UK). MS data byla
analyzovana pomoci softwaru Masslynx 4.1 (Waters, Milford, MA, USA) a obsah

brassinosteroidl byl kvantifikovan na zakladé metody izotopového Fedéni.

28



3.2.6 Exprese genu kédujiciho receptor BRI1

K porovnani intenzity exprese zkoumanych genotypl byly pouZity rostliny, které 7 dni
od vykli€eni rostly v ristové komofre ve sterilnich podminkach na Cistém agarovém MS
médiu pod kontinualnim modrym osvétlenim ¢i ve tmé. Znich byla pro tento
experiment odebrana pouze apikalni &ast hypokotylu. Tento krok byl proveden pfi
osvétleni modrou zafivkou (pro rostliny péstované na modrém svétle), €i pod zelenou
zarivkou (pro rostliny, jez rostly ve tmé). Pro kazdy genotyp a rlistové podminky bylo
izolovano pfiblizné 200 mg vzorku, jez byl okamZité zchlazen v kapalném dusiku.

Vzorky byly nasledné& pomoci tloucku rozemlety ve sterilni vychlazené tfeci misce.

3.2.6.1 Izolace a purifikace RNA

Izolace RNA probihala podle schématu (Obr. 13) za pouziti kitu Isolate Il RNA Plant Kit
(Bioline, Velka Britanie).

lyzacni pufr — 3 - merkaptoethanol
(RLY, Lysis Buffer) ™, =~

| /rozemlety vzorek

naneseni na filtr

centrifugace
70% ethanol ~
’ ~._

naneseni na kolonku

=
x /')/9

centrifugace
odsolovaci pufr

MEM ~

(membrane

desalting buffer)

. reakéni mix
centrifugace (DNAsa + reakéni
— pufr RDN)
inkubace 15 min
promyvaci pufry
(RW1,RW2) ™ .
RNA-free voda

s

=

‘eluce RNA z kolonky

Obr. 13: Schéma izolace RNA pomoci kitu Isolate I| RNA Plant Kit (Bioline, Velka Britanie)
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Po izolaci byla pomoci spektrofotometru SmartSpec Plus (Bio-Rad, USA)
zméfena koncentrace celkové RNA a bylo ovéfeno, zda neni vzorek kontaminovan
DNA. V pfipadé kontaminace vzorku celkové RNA byla provedena amplifikace
kontaminujici DNA pomoci PCR ve smési obsahujici 0,1 yl My Taq Polymerase
(Bioline), 4 ul 5x My Taq buffer (Bioline), 0,5 ul specifickych primert, 2 ul templatu a
celkovy objem vreakci byl 20 pl Gen LeGAPDH (glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasu; U97257; Chen, 1997) byl pouZit v reakci o 45 cyklech. Primery
pro amplifikaci genu LeGAPDH byly nasleduijici:

LeGAPDH-F primer: 5" — ATC CAT TTATTT CCACTG ATTACAA -3’
LeGAPDH-R primer: 5" — CAT GGG AGC ATCTTTGCTA -3’

PCR probihala v termocykléru MJ Mini (Personal Thermal Cycler, BioRad) podle
programu v Tab. 2: Templat byl denaturovan pfi teploté 94 °C po dobu 3 min. Po té
nasledovaly cykly 94 °C po dobu 30 s, 55 °C 30 s, a 72 °C po dobu 1 min. Konec¢né
prodluzovani bylo provadéno pfi teploté 72 °C po dobu 5 min, a po ném nasledovalo
zavére¢né zchlazeni smési na 15 °C. Produkty PCR byly rozdéleny pomoci
elektroforézy na 1,5% agarosovém gelu obarveném barvivem GelRed Nucleic Acid
Stain (Kat. €. 41 003, Biotinum). Produkty PCR byly smichany s barvivem 6x loading
Dye (Biogen) (20 I PCR produktu s 1 ul barviva) a spolu s kontrolnimi vzorky
naneseny do jamek. Byla provedena elektroforéza pfi konstantnim napéti 80 V a
nasledné vizualizace nukleovych kyselin v gelu pomoci Gel DOC EZ Imageru
(BioRad).

Tabulka 2: Program PCR pro amplifikaci genu LeGAPDH

94 °C 3 min

94°C 30s

55°C 30s 45 cykll
72°C 1 min

72°C 5 min

15°C 0

Pokud se ve vzorcich nachazela kontaminace zpusobena zbytkovou DNA
(nalez bendld na elektroforéze), byla provedena purifikace vzorku celkové RNA
s pouzitim roztoku z kitu Isolate II RNA Plant Kit (Bioline) a to pfidanim DNasy | a

reakéniho RDN pufru. Nasledné byl vzorek inkubovan pfi 37 °C po dobu 10 minut. Ke
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vzorku byl pfidan octan sodny a 96% ethanol. Precipitace probihala pfes noc pfi
teploté - 80 °C. Vzorek byl pfi 4 °C centrifugovan, tak aby se pelet obsahujici RNA
zachytil na dné mikrozkumavky. Jejim oto¢enim dnem vzhuru se odstranil supernatant.
Byl pfidan 70% ethanol, opét byla provedena centrifugace a odstranéni supernatantu.
Poté byl stejny krok proveden s 96% ethanolem. Zbytek supernatantu byl odebran
pomoci pipety a nasledné se mikrozkumavka nechala oteviena dnem vzhlru na
filtranim papife, dokud se vSechen ethanol neodpafil. Purifikovana RNA pak byla

rozpusténa v RNA-free vodé, jeZ je také soucasti kitu.

3.5.6.2 Syntéza cDNA

Z Cisté izolované celkové RNA byla syntetizovana cDNA pomoci kitu PrimeScript 1st
strand cDNA synthesis kit (Takara, Japonsko) nasledujicim zpusobem: k 8 pl vzorku
RNA (nafedénych tak, aby obsahovaly 2 pug celkové RNA) byl pfidan 1 ul
50uM oligo dT primeru a 1 yl 10mM dNTP, nasledovala 5 minutova inkubace pfi 65 °C
a zchlazeni na ledu. Dale byl pfidan 5% Prime Script pufr o objemu 4 ul, 0,5 ul Rnase
inhibitoru, 1 pl Prime Script Rnasy a 4,5 yl RNA-free vody. Reakéni smés byla
inkubovana v termocykléru 60 minut pfi 42 °C a poté 15 minut pfi 70 °C.

Zda byla cDNA spravné syntetizovana bylo ovéfeno pomoci PCR opét
s pouzitim LeGAPDH primert. Produkty PCR byly naneseny na 1,5% agarosovy gel a
byla opét provedena elektroforéza. V pfipadé Uuspésné provedené cDNA syntézy bylo

mozné na gelu pozorovat vyrazné fragmenty o velikosti 350 pb.

3.5.6.3 Exprese genu BRI1

Pro porovnani intenzity exprese genu pro brassinosteroidni receptor BRI1 byl jako
referenéni gen pouzit gen pro aktin (Montoya et al., 2002). Kazdy ze vzorku

syntetizované cDNA byl tedy pouzit pro PCR s primery pro Actin:

TACT1-F: 5 — ATT GCT CTT TAT GAA CAG G -3’
TACT2-R: 5" — CTT GCT CAT CCT ATC AGC AAT ACC -3’

a také pro PCR s primery pro BRI1 (Montoya et al., 2002):

TBR35-F: 5" — AGA TCT ATG GAG TCT AAA GTA ACC - 3’
TBR41-R: 5" — CAT CAA GAG CTC AAG CTA TAG ATT CAG - 3°
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Reakéni smés pro PCR obsahovala 4 yl 5x My Taq pufru (Bioline), 0,5 ul F-primeru,
0,5 p I R-primeru, 0,1 pl My Taq polymerasy (Bioline), 13 ul nuclease-free vody, a 2 pl
cDNA.

Pomoci PCR s teplotnim gradientem byla optimalizovana teplota nasedani
primert pro Actin a BRI1. Vysledny program PCR, stejny pro amplifikaci obou genu
BRI1 nebo Actin je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3: Program PCR pro amplifikaci genu Actin a BRI1

94°C 3 min

94°C 30s

53°C 30s 35 cykll
72°C 1 min

72°C 5 min

15°C 0

Produkty PCR byly nasledné smichany s barvivem 6x loading Dye (Biogen) a
naneseny do jamek 1,5% agarosového gelu s barvivem GelRed. Byla provedena
elektroforéza pfi konstantnim napéti 80 V a pak vizualizace nukleovych kyselin v gelu
pomoci Gel DOC EZ Imageru (BioRad). Porovnani intenzity jednotlivych pruhli na gelu
bylo provedeno pomoci softwaru Imaged a vysledky zpracovany v programu Microsoft
Excel 2007.
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4 Vysledky

Cilem bakalafské prace bylo zjistit, zda existuje vztah mezi mutaci 7B-1 u rajcete
(Solanum lycopersicum L.) (Sawhney, 1997) a brassinosteroidy. Proto byly navrzeny
experimenty, ve kterych byly zkoumany rustové reakce kofene a hypokotylu
k exogennim brassinosteroidim obsazenym v médiu. Jelikoz jiz dfive byla prokazana
odlisna reakce mutanta 7B-1 kmodrému svétlu, byly reakce k exogennim BRs
zkoumany také v zavislosti na svételnych podminkach (ve tmé, na modrém a na
Cerveném svétle). Vysledky z téchto experimentl prokazaly rozdilnou reakci
hypokotylu mutanta 7B-1 k 24-epiBL na modrém svétle od hypokotylu WT. Na jejich
zakladé pak byly navrzeny experimenty, ve kterych byly mé&feny délky epidermalnich
bunék v prodluzovaci zéné hypokotylu rostlin péstovanych pod modrym svétlem na
médiu s rdznou koncentraci 24-epiBL. Tim bylo mozné zjistit, zda je mutaci 7B-1
ovlivnéno déleni anebo prodluZzovani epidermalnich bunék.

Otazkou tedy bylo, za tato rozdilna reakce k 24-epiBL nemuze byt zplsobena
odliSnou endogenni hladinou BRs v hypokotylech mutanta 7B-1 nebo zménénou
expresi genu pro brassinosteroidni receptor BRI1. V dalSi Casti prace proto byla
provedena analyza hladiny endogennich brassinosteroidi u rostlin péstovanych za
rliznych svételnych podminek. V posledni ¢asti bakalarské prace pak byla zkoumana
intenzita exprese genu pro receptor BRI1 u testovanych genotypu 7B-1 a cv. Rutgers
v zavislosti na svételnych podminkach.

V8echny experimenty byly provedeny dle metodiky uvedené v pfedchozi

kapitole.

4.1 Fenotypy rostlin v zavislosti na svételnych podminkach

Rostliny obou genotypu péstované ve tmé vykazovaly charakteristicky fenotyp
skotomorfogeneze. Byl pozorovan dlouhy kifehky nezeleny hypokotyl a zluté zakrslé
délohy, kofen byl vyrazné kratSi nez hypokotyl. Primérna délka kofenl i hypokotylu

mutanta 7B-1 byla mirné vys$Si nez u WT (Obr. 14).
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Obr. 14: Fenotyp desetidennich rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 kultivovanych na zakladnim médiu v rustové komore ve tmé (foto Hana Martinkova)

Fenotyp rostlin péstovanych na modrém svétle se vyrazné liSil od etiolizovanych rostlin.
Hypokotyl obou genotypu byl zeleny, modré svétlo inhibovalo jeho prodluzovani.
Délohy byly rovnéz zelené a oteviené. Hypokotyl i kofen byl vyrazné delSi u mutanta
7B-1 nez u WT. Inhibice prodluzovani hypokotylu, jez byla zplusobena modrym

svétlem, byla tedy u mutanta 7B-1 vyrazné slabsi (Obr. 15).

Obr. 15: Fenotyp desetidennich rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 kultivovanych na zakladnim médiu v ristové komore na modrém svétle (foto Hana

Martinkova)
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Rostliny péstované na Cerveném svétle se také vyrazné liSily od etiolizovanych rostlin.
Hypokotyl obou genotypl byl zeleny, vyrazné kratSi nez ve tmé, ale zarover delSi nez
u rostlin kultivovanych na modrém svétle. Délohy byly zelené a oteviené. Délka kofene
a hypokotylu byla srovnatelna. V priméru mél mutant 7B-1 mirné del$i kofen nez WT
(Obr. 16).

Obr. 16: Fenotyp desetidennich rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 kultivovanych na zakladnim médiu v ristové komore na cerveném svétle (foto
Hana Martinkova)
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4.2 Ruastové reakce korene a hypokotylu k BRs

4.2.1 Reakce k 24-epibrassinolidu

Rast rostlin obou genotyptd byl ovlivnén pfidanim 24-epiBL o koncentracich 10°, 108,
107 a 10° mol - I'* do zakladniho MS média. Byly provedeny tfi nezavislé experimenty
s rostlinami péstovanymi v rlstovych komorach ve tmé a na Cerveném svétle, Ctyfi
nezavisla opakovani s rostlinami kultivovanymi pod modrym svétlem. V jednotlivych
experimentech byla z kazdé koncentrace a genotypu zméfena délka kofene a

hypokotylu deseti rostlin.

Rustové reakce kofene

U kofenu rostlin, jez rostly ve tmé, byla pozorovana inhibice prodluzovani pfi

koncentraci 24-epiBL 10®mol - I a vy$3i. Mezi prdmérnou délkou kofene WT a 7B-1

nebyl pozorovan Zadny vyrazny rozdil (Graf 1).
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Graf 1: Prumérna délka kofene etiolizovanych rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers
(WT) a mutanta 7B-1 v zavislosti na koncentraci 24-epibrassinolidu v médiu. Vysledky ukazuji
prumérné hodnoty + SE ziskané ze tfi nezavislych experimentt.

Rustové reakce kofen( rostlin kultivovanych na modrém svétle byly podobné
jako u téch, jez byly péstovany ve tmé. U obou genotypu byla zaznamenana inhibice
prodluZovani kofene vyvolana exogennim 24-epiBL pfitomnym v médiu. Mira inhibice
byla zavisla na jeho koncentraci. Opét nebyl pozorovan vyznamny rozdil v délce
kofene mutanta 7B-1 a WT (Graf 2).
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Délka kofene na modrém svétle
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Graf 2: Priimérna délka korene rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers (WT) a mutanta
7B-1 rostoucich na modrém svétle v zavislosti na koncentraci 24-epibrassinolidu v médiu.
Vysledky ukazuji primérné hodnoty + SE ziskané ze ¢tyf nezavislych experimentd.

V pfipadé rostlin kultivovanych na &erveném svétle byla (podobné jako u
etiolizovanych rostlin a rostlin kultivovanych na modrém svétle) pozorovana inhibice
ristu kofene vyvolana 24-epiBL. Rozdil v primérné délce kofene mezi testovanymi

genotypy nebyl patmy (Graf 3).

Délka kofene na cerveném svétle
100
E 80
£
2 60
2
2 40 BWT
©
= @m7B-1
T 20 -
O .
0 10-9 10-8 10-7 10-6
koncentrace 24-epiBL (mol - I')

Graf 3: Primérna délka korene rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers (WT) a mutanta
7B-1 rostoucich na cerveném svétle v zavislosti na koncentraci 24-epibrassinolidu v médiu.
Vysledky ukazuji prumérné hodnoty + SE ziskané ze tfi nezavislych experimentd.
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Rustové reakce hypokotylu

Primérna délka hypokotyll etiolizovanych rostlin WT ani 7B-1 nebyla exogennim

24-epiBL pfitomnym v médiu nijak ovlivnéna. Mezi testovanymi genotypy nebyl

pozorovan zadny vyrazny rozdil v délce hypokotyll (Graf 4).
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Graf 4: Prdmérna délka hypokotylu etiolizovanych rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru
Rutgers (WT) a mutanta 7B-1 v zavislosti na koncentraci 24-epibrassinolidu v médiu. Vysledky

ukazuji primérné hodnoty + SE ziskané ze tfi nezavislych experimentd.
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Hypokotyl genotypu 7B-1 byl pfi kultivaci na modrém svétle vyrazné delSi nez
hypokotyl standardniho genotypu (Graf 5, Obr. 15). Na modrém svétle byla také
zaznamenana vyrazné odliSna rustova reakce hypokotyld WT a mutanta 7B-1 pfi jejich
kultivaci pfidanym 24-epiBL. Ve vSech testovanych koncentracich za soucasného
pusobeni modrého svétla 24-epiBL stimuloval prodluzovani hypokotylu u WT. Naopak,
prodluzovani hypokotylu vlivem exogenniho 24-epiBL nebylo u 7B-1 pozorovano (Graf
5).
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Graf 5: Primérna délka hypokotylu rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 rostoucich na modrém svétle v zavislosti na koncentraci 24-epibrassinolidu
v médiu. Vysledky ukazuji primérné hodnoty + SE ziskané ze Ctyf nezavislych experimentd.

Pfidanim 24-epiBL v dostateCné koncentraci do média, na némz byly rostliny
péstovany, a spole¢nym pusobenim modrého svétla Ize tedy u WT navodit podobny

fenotyp hypokotylu jako u mutanta 7B-1 (Obr. 17).
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24-epiBL

Obr. 17: Fenotyp desetidennich rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 kultivovanych v ristové komore na modrém svétle. Rostlina vievo byla péstovana
na médiu bez pridaného 24-epibrassinolidu, rostlina vpravo na médiu obsahujici 24-epibrassinolid
o koncentraci 10° mol - ' (foto Hana Martinkova)

Priimérna délka hypokotyll rostlin, jez byly kultivovany pod ¢ervenym svétlem,
byla u obou genotypu kratSi nez u etiolizovanych rostlin, ale del$i nez u rostlin na
modrém svétle. Délka hypokotylu vSak podobné jako ve tmé nezavisla na koncentraci
exogenniho 24-epiBL v médiu. Hypokotyl mutanta 7B-1 byl v priméru mirné krat$i nez
hypokotyl WT (Graf 6).
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Graf 6: Prdmérna délka hypokotylu rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 rostoucich na cCerveném svétle v zavislosti na koncentraci 24-epibrassinolidu
v médiu. Vysledky ukazuji primérné hodnoty + SE ziskané ze tfi nezavislych experimentu.
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4.2.2 Reakce k 24-epikastasteronu

Rlstové reakce mutanta 7B-1 a WT k 24-epiCS v zavislosti na svételnych podminkach
byly hodnoceny z péti nezavislych experimentl. Do média, na které byly rostliny
pé&stovany, byl pfidan 24-epiCS v koncentracich 10°, 10% 107 a 10°mol - I™.
V jednotlivych experimentech byla zméfena délka kofene a hypokotylu deseti rostlin

od kazdé koncentrace a genotypu.

Rustové reakce kofene

U etiolizovanych rostlin byla pozorovana inhibice prodluzovani kofene se vzrlstajici
koncentraci 24-epiCS. Kofen mutanta 7B-1 byl delSi nez u WT za vSech koncentraci
24-epiCS v médiu (Graf 7).
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Graf 7: Prumérna délka kofene etiolizovanych rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers
(WT) a mutanta 7B-1 v zavislosti na koncentraci 24-epikastasteronu v médiu. Vysledky ukazuji
prumérné hodnoty + SE ziskané z péti nezavislych experimentd.

Kofeny obou genotypd na modrém svétle byly inhibovany 24-epiCS. Mezi primérnou

délkou kofene mutanta 7B-1 a WT nebyl pozorovan rozdil (Graf 8).
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Graf 8: Priimérna délka korene rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers (WT) a mutanta
7B-1 kultivovanych na modrém svétle v zavislosti na koncentraci 24-epikastasteronu v médiu.
Viysledky ukazuji primérné hodnoty + SE ziskané z péti nezavislych experimentd.

Inhibice kofene plsobenim 24-epiCS byla u obou genotypl pozorovana také na
Cerveném svétle. Kofen mutanta 7B-1 byl inhibovan 24-epiCS v podobném rozsahu
jako WT (Graf 9).

Délka kofene na ¢erveném svétle

80
70 rh
60 -
50 -
40 - ™=
30 -
20 - m78B-1
10 -

EWT

délka kofene (mm)

0 10-9 10-8 10-7 10-6
koncentrace 24-epiCS (mol - I-1)

Graf 9: Primérna délka korene rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers (WT) a mutanta
7B-1 kultivovanych na erveném svétle v zavislosti na koncentraci 24-epikastasteronu v médiu.
Vysledky ukazuji prumérné hodnoty + SE ziskané z péti nezavislych experimentu.

Rustové reakce hypokotylu

Stejné jako v pfipadé 24-epiBL, zadny vyznamny ucinek 24-epiCS na délku hypokotylu
etiolizovanych rostlin WT ¢i 7B-1 nebyl pozorovan. Etiolizovany hypokotyl mutanta byl

za vSech koncentraci mirné delSi nez hypokotyl WT (Graf 10).
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Graf 10: Pramérna délka hypokotylu etiolizovanych rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru
Rutgers (WT) a mutanta 7B-1 v zavislosti na koncentraci 24-epikastasteronu v médiu. Vysledky
ukazuji primérné hodnoty + SE ziskané z péti nezavislych experimentu.

U hypokotyll rostlin péstovanych pod modrym svétlem nebylo, na rozdil od
24-epiBL, pozorovano vyrazné ovlivnéni jejich primérné délky v dusledku zvySené
koncentrace 24-epiCS v médiu. Primérna délka hypokotylu mutanta 7B-1 byla vyrazné
vétSi nez u WT (Graf 11).
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Graf 11: Pramérna délka hypokotylu rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 kultivovanych na modrém svétle v zavislosti na koncentraci 24-epikastasteronu
v médiu. Vysledky ukazuji primérné hodnoty + SE ziskané z péti nezavislych experiment.

Rostliny mutanta 7B-1 kultivované na Cerveném svétle vytvarely hypokotyl srovnatelné
délky, jaka byla pozorovana u WT. U obou genotypu nemél exogenni 24-epiCS

v médiu na délku hypokotylu zadny vliv (Graf 12).
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Graf 12: Praimérna délka hypkotylu rostlin Solanum lycopersicum L. kultivaru Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 kultivovanych na Cerveném svétle v zavislosti na koncentraci 24-epikastasteronu
v médiu. Vysledky ukazuji primérné hodnoty + SE ziskané z péti nezavislych experimentu.

4.3 Délka epidermalnich bunék hypokotylu

Mutant 7B-1 vytvarel na modrém svétle podstatné delSi hypokotyl, nez standartni
genotyp cv. Rutgers. Podobné, 24-epiBL stimuloval prodluzovani hypokotylu
standartniho genotypu, nikoliv v8ak u 7B-1. ZjiStovali jsme proto, zda je toto
prodluzovani disledkem prodlouzeni bunék hypokotylu.

Délka epidermalnich bunék hypokotylu byla méfena podle postupu uvedeného
v metodice. V experimentu byly pouzity rostliny kultivované pod modrym svétlem na
zakladnim médiu i na médiu obsahujicim 24-epiBL. Od kazdého genotypu byly pro
jednotlivé koncentrace brassinosteroidu zméreny délky 300 bunék. Hodnota primeérné
délky epidermalnich bunék hypokotylu standardniho genotypu se s rostouci
koncentraci 24-epiBL zvySuje. Tento trend vSak nebyl zaznamenan u genotypu 7B-1.
Vysledné hodnoty tak koreluji s primémymi délkami hypokotyl( rostlin obou genotypl
(Graf 13, Obr. 18).
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Graf 13: Prumérna délka epidermalnich bunék hypokotylu Solanum lycopersicum L. v zavislosti
na koncentraci 24-epibrassinolidu v médiu. (standardniho genotypu kultivaru Rutgers a genotypu
7B-1). Vpravo: Primérné délky hypokotyli WT a 7B-1 v zavislosti na koncentraci
24-epibrassinolidu. Kultivace rostlin probihala pod modrym svétlem.

Obr. 18: Epidermaini buriky hypokotylu rostlin rostoucich pod modrym svétlem, barvené
toluidinovou modfi. Vlevo WT, vpravo 7B-1.
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4.4 Analyza endogenni hladiny brassinosteroidu

Kvantifikace brassinosteroidi v hypokotylech a kofenech rostlin kultivovanych za
riznych svételnych podminek (tma, ¢ervené ¢i modré svétlo) probihala podle metodiky
uvedené v pfedchozi kapitole. Od obou testovanych genotypu byly pro jednotlivé
svételné podminky odebrany vzdy tfi biologické vzorky. Kazdy biologicky vzorek byl
nasledné jesté rozdélen na tfi vzorky technické. Analyza byla provedena Mgr. Danusi
Tarkowskou, Ph.D. z Laboratore rustovych regulatort, PFF, UP v Olomouci.

Ve vzorcich bylo detekovano 6 latek patfici mezi brassinosteroidy: brassinolid,
epibrassinolid, kastasteron, epikastasteron, norteasteron a tyfasteron. V hypokotylu
obou genotypl byla zjisténa nejvy$Si koncentrace brassinolidu. Jeho hladina se v
rostlinach standardniho genotypu a 7B-1 nijak vyrazné neliSila, pokud byly rostliny
péstovany na Cerveném €i na modrém svétle. Naopak u etiolizovanych rostlin byl mezi
genotypy pozorovan zasadni rozdil. U standardniho genotypu byla zjisténa témér
pétkrat vyssi endogenni hladina brassinolidu nez u 7B-1. Koncentrace brassinolidu
v kofeni byla rovnéz vétsi u WT nez u 7B-1, avSak rozdil nebyl tak zasadni jako u
hypokotylu (Graf 14). Na rozdil od hypokotyll, u kofenl obou genotypl nebyl

pozorovan vyrazny inhibiéni uc¢inek svétla na hladinu brassinolidu.
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Graf 14: Koncentrace brassinolidu v hypokotylu a kofeni Solanum lycopersicum L. standardniho
genotypu cv. Rutgers a mutanta 7B-1 v zavislosti na svételnych podminkach, jimZ byly rostliny
vystaveny pri kultivaci (tma, ¢ervené, modré svétlo).

Endogenni hladina druhého detekovaného brassinosteroidu, epibrassinolidu, byla

vyrazné nizZsi, nez hladina brassinolidu, a to u v8ech rostlin nezavisle na svételnych
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podminkach (Graf 15). Hladina epibrassinolidu byla u obou genotypu podobna, a jeho

mnozstvi bylo snizovano modrym i Cervenym svétlem.
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Graf 15: Koncentrace epibrassinolidu v hypokotylu a koreni Solanum lycopersicum L.
standardniho genotypu (WT) a mutanta 7B-1 v zavislosti na svételnych podminkach, jimz byly
rostliny vystaveny pfi kultivaci (tma, ¢ervené, modré svétlo).

Kastasteron byl v rostlinach pfitomny v mnohem men§im mnozstvi nez ostatni
testované brassinosteroidy. Jeho koncentrace se ve vSech rostlinach pohybovaly okolo
1fg na miligram cerstvého rostlinného materialu. V kofeni obou genotypu byla
koncentrace mirné niz8i nez v hypokotylu. V kofeni WT byla endogenni hladina
kastasteronu redukovana svétlem, zatimco u 7B-1 tento vliv svétla pozorovan nebyl
(Graf 16).
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Endogenni hladina kastasteronu
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Graf 16: Koncentrace kastasteronu v hypokotylu a kofeni Solanum lycopersicum L. standardniho
genotypu (WT) a mutanta 7B-1 v zavislosti na svételnych podminkach, jimz byly rostliny
vystaveny pfi kultivaci (tma, ¢ervené, modré svétlo).

Epikastasteron byl ve vSech rostlinach pfitomen v desitkach femtogramt na miligram
Cerstvé vahy. Standardni chyby pramérd hodnot ziskanych z analyzy vzork( byly
v pfipadé epikastasteronu natolik velké, Ze nelze s uspokojivou pfesnosti porovnat vliv

odlisnych svételnych podminek na koncentraci epikastasteronu v rostlinach (Graf 17).
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Graf 17: Koncentrace epikastasteronu v hypokotylu a kofeni Solanum lycopersicum L.
standardniho genotypu (WT) a mutanta 7B-1 v zavislosti na svételnych podminkach, jimz byly
rostliny vystaveny pfi kultivaci (tma, ¢ervené, modré svétlo).
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Endogenni hladina norteasteronu byla podobna u obou genotypl a pohybovala se
v hypokotylu i kofeni rovnéz v desitkach femtogramu na mg Cerstvé vahy. Vyrazny vliv

svétla na hladiny norteasteronu nebyl pozorovan (Graf 18).
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Graf 18: Koncentrace norteasteronu v hypokotylu a kofeni Solanum lycopersicum L.
standardniho genotypu (WT) a mutanta 7B-1 v zavislosti na svételnych podminkach, jimz byly
rostliny vystaveny pfi kultivaci (tma, ¢ervené, modré svétlo).

Tyfasterol se vyskytoval pfevazné v kofenech obou genotypl, jeho endogenni hladina
v hypokotylu byla vyrazné nizSi nez v kofeni. Nejvice tyfasterolu obsahovaly kofeny
rostlin WT, jez byly péstovany ve tmé a byla pozorovana mirna redukce mnozstvi
tyfasterolu vlivem modrého i Cerveného svétla. Podobny trend byl pozorovan i u
mutanta 7B-1 (Graf 19).
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Endogenni hladina tyfasterolu
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Graf 19: Koncentrace tyfasterolu v hypokotylu a kofeni Solanum lycopersicum L. standardniho
genotypu (WT) a mutanta 7B-1 v zavislosti na svételnych podminkach, jimz byly rostliny
vystaveny pri kultivaci (tma, cervené, modré svétlo).

4.5 Exprese genu BRI1

Byly provedeny dva nezavislé experimenty, ve kterych byla izolovana celkova RNA
z hypokotyll rostlin WT a 7B-1 (kultivovanych ve tmé ¢i na modrém svétle), provedena
syntéza cDNA a pomoci specifickych primert amplifikovany geny Actin a BRI1.
Exprese genu Actin, jez mél byt pouzit jako kontrolni provozni (housekeeping)
gen, vSak byla u jednotlivych genotypl i svételnych podminek odliSna. Z toho divodu
nemohla byt exprese BRI1 porovnana vuci genu Actin. Byly tedy porovnany pouze
hodnoty intenzity exprese genu BRI1 jednotlivych genotypl a svételnych podminek
mezi sebou. Intenzita exprese genu BRI1 byla v pfipadé etiolizovanych rostlin pfiblizné
o ftfetinu vys$Si u WT nez u 7B-1. U obou genotypl byla exprese BRI1 vyrazné
shnizovana pusobenim modrého svétla, pfiéemz primérné hodnoty intenzity exprese

byly u testovanych genotypt srovnatelné (Graf 20, Obr. 19 a 20)
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Graf 20: Primérna intenzita exprese genu BRI1 u Solanum lycopersicum L. standardniho
genotypu (WT) a mutovaného genotypu 7B-1 v zavislosti na svételnych podminkach.

pozitivni negativni  WT 7B-1 WT 7B-1 3
kontrola kontrola tma tma modré modré
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Obr. 19: Experiment I: zdznam 1% agarosového gelu na néZz byly pomocni elektroforézy
rozdéleny PCR produkty po amplifikaci genu BRI1 z cDNA izolované ze standardniho genotypu
(WT) a mutanta 7B-1 kultivovanych ve tmé ¢i na modrém svétle.
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Obr. 20: Experiment Il: zdznam 1% agarosového gelu na néz byly pomocni elektroforézy
rozdéleny PCR produkty po amplifikaci genu BRI1 z ¢cDNA izolované z Solanum lycopersicum L.
standardniho genotypu (WT) a mutanta 7B-1 kultivovanych ve tmé ¢i na modrém svétle.
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5 Diskuze

Z predchozich studii vyplyva, Ze mutace 7B-1 u rajéete Solanum lycopersicum sniZuje
de-etiolizaci hypokotylu na modrém svétle (Fellner and Sawhney, 2002). Ve shodé
stim mutant vykazuje na modrém svétle redukovanou inhibici prodluZovani
epidermalnich bunék hypokotylu (Bergougnoux et al., 2012). Nedavné prace ukazujici
absenci otevirani priducht 7B-1 na modrém svétle (Hlavinka et al., 2012) a dosud
nepublikované vysledky experimentld pohybu chloroplastu (Jezilova, Bergougnoux,
Fellner, dosud nepublikovano) naznaduji, Ze mutace 7B-1 pravdépodobné zasahuje
také procesy spojené s fototropinovou signalni drahou.

Analyza endogennich hormon( ukézala u mutanta 7B-1 snizenou hladinu
auxinu a giberelini (Fellner et al., 2001), ethylenu (Fellner et al., 2005) i cytokinind
(Bergougnoux et al., 2012) a naopak zvySenou produkci ABA (Fellner et al., 2001).
Cilem této bakalarské prace bylo osvétlit potencialni vztah mutace 7B-1 k dal$i skupiné
rostlinnych hormond, jez stimuluji prodluzovani bunék a jsou zapojeny ve
fotomorfogenezi i fototropismu — k brassinosteroidim. Pfipadné poodhalit moznou
spojitost signalizace ¢i biosyntézy brassinosteroidi s elementem signaini drahy
modrého svétla, ve kterém je mutant 7B-1 defektni. Vysledky prace by mohly obohatit
znalosti tykajici se interakce signalnich drah BRs a svétla (pfedevSim modrého), které
reguluji rast hypokotylu.

Experimentalni ¢ast bakalarské prace se jako prvni zameéfila na rustové reakce
mutanta 7B-1 k 24-epibrassinolidu a 24-epikastasteronu ve tmé, na modrém a na
Cerveném svétle. V dalsi Casti byla provedena analyza endogenni hladiny BRs u
testovanych genotypl kultivovanych za rGznych svételnych podminek. Posledni ¢ast
experimentll se vénovala expresi genu koédujiciho brassinosteroidni receptor BRI1
v zavislosti na svételnych podminkach.

Priimérné délky rostlin kultivovanych bez pfitomnosti exogennich BRs potvrzu;ji
jiz zminénou redukovanou de-etiolizaci hypokotylu u mutanta 7B-1 na modrém svétle
(Fellner and Sawhney, 2002). Vétsi délce hypokotylu odpovidaji také primérné delsi
epidermalni bunky. Ziskana data potvrzuji pfedchoti vysledky publikované
Bergougnoux et al. (2012).

Zméné v percepci Ci signalni kaskadé modrého svétla u mutanta 7B-1
nasvédcuji také ristové reakce hypokotylu k 24-epiBL. Z experimentu provedenych
v této praci vyplyva, ze 24-epiBL stimuluje prodluzovani hypokotylu WT pouze za
soucCasného plsobeni modrého svétla. Ve shodé s tim, exogenni 24-epiBL na modrém
svétle prokazatelné stimuloval prodluzovani epidermalnich bunék. Na rozdil od WT,

hypokotyl 7B-1 i jeho epidermalni buriky jsou ha modrém svétle necitlivé k exogennimu
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24-epiBL. Vysledky tedy naznacuji, ze funkéni produkt genu 7B-1 funguje jako pozitivni
regulator de-etiolizace hypokotylu (fotomorfogeneze) na modrém svétle. 7B-1 je vSak
soucasné nutny pro zachovani citlivosti bunék k BRs na modrém svétle.

Jednou z hypotéz, pro¢ hypokotyl mutanta 7B-1 ukazuje na modrém svétle
necitlivost k exogennimu 24-epiBL, bylo, Ze ma vyS8Si endogenni hladinu BRs. Tim by
se vysvétlilo, pro€ jsou epidermalni buriky 7B-1 na modrém svétle delSi a také to, Ze
fenotyp mutanta je podobny fenotypu WT po stimulaci pomoci 24-epiBL. U mutanta
7B-1 by pak byla dalSi aplikaci 24-epiBL pfekroCena hrani¢ni koncentrace hormonu,
kterd vede k prodluZzovani bunék. Tato hypotéza vSak byla vyvracena kvantifikaci
endogennich BRs v obou genotypech. Z vysledkd vyplynulo, Ze vyrazny rozdil
v koncentraci BRs mezi testovanymi genotypy je pouze ve tmé. Za téchto podminek
byla koncentrace brassinolidu v hypokotylech mutanta 7B-1 pétkrat mensi nez u WT.
Modré svétlo obecné& pak snizovalo endogenni hladinu brassinolidu v hypokotylech
obou genotypl, coz je ve shodé s Ffadou literarnich zdroju (Wang et al., 2012; Vriet et
al., 2013; Kim et al., 2014).

DalSi moznosti je, Zze by modré svétlo mohlo ovliviiovat, konkrétné zvySovat,
intenzitu exprese receptoru BRs. Z experiment(, ve kterych byla porovnana intenzita
exprese genu BRI1, vyplyva, ze etiolizované hypokotyly 7B-1 maji niz8i expresi BRI,
nez bylo pozorovano u WT. Na modrém svétle je pak exprese BRI1 u obou genotypu
podobna. To by tedy mohlo znamenat, ze expresi genu BRI1 snizuje jina signalni
draha modrého svétla nez ta, ktera fidi inhibici prodluzovani hypokotylu. Protoze
v tomto pfipadé mutant 7B-1 reaguje na modré svétlo podobné jako WT, tak je
pravdépodobné, ze ve tmé funkéni produkt 7B-1 zvySujeexpresi BRI1 i hladinu
endogenniho brassinolidu. Na zakladé literarmich udaja (Oh et al.,, 2012; Bai et al.,
2012; Jaillais and Vert, 2012; Wang et al., 2012) je také mozné, ze elementy regulujici
syntézu BRs (napf. transkripéni faktor BZR1) soucasné potlacuji zpétnou vazbou
signalizaci modrého svétla regulujici hladinu BRs a/nebo expresi BRI1.

Vice by k této problematice mohlo napovédét srovnani exprese BRI1 s jinym
provoznim genem, Ci pouziti Real-time PCR. Zména brassinosteroidniho receptoru by
vSak mohla u genotypu 7B-1 také nastat az na posttranslacni urovni (ovlivnénim
transportu receptoru do cytoplazmatické membrany, jeho degradaci ¢&i zménou
funk&nosti). Nebo by mohla byt ovlivnéna jina komponenta brassinosteroidni signalni
drahy. Brassinostroidni signal musi byt pfenesen od receptoru v cytoplazmatické
membrané az k transkripénim faktordm jako jsou BZR1 ¢i BZR2/BSU1 (Wang et al.,
2012). Jakakoli ¢ast této drahy by mohla pfimo ¢€i nepfimo interagovat s elementem
signalni drahy modrého svétla, v némz mlze byt 7B-1 defektni, nebo byt dokonce

spole€nym elementem pro obé signalni drahy.
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Nezavisle na svételnych podminkach byla (pfi nami testovanych koncentracich
BRs) pozorovana inhibice kofene u obou genotypl. Brassinosteroidy o vysSich
koncentracich obecné inhibuji prodluZzovani kofene, kdezto pfi nizkych koncentracich
jej naopak mohou stimulovat. Koncentrace BRs pouzité v této bakalarskeé praci jsou pro
testovani rastu kofene pfrilis vysoké a je mozné, zZe z tohoto dlivodu nebyl mezi 7B-1 a
WT zaznamenan zadny rozdil v rlstovych reakcich kofene k BRs. Proto by dalSi
otazkou mohlo byt, zda by pouziti nizSich koncentraci BRs vedlo ke stimulaci rastu
kofene a zda by byl pozorovan rozdil mezi 7B-1 a WT, podobné jako tomu bylo u
hypokotyld. Zajimavym problémem pro dal$i studium vztahu mutace 7B-1 k BRs by
byla také kvantifikace endogenni hladiny BRs u rostlin, jejichz prodluZzovani
epidermalnich bunék bylo stimulovano 24-epiBL.

Na zakladé vysledk(l bakalaiské prace a souasnych literarnich udaji byl
sestaven pracovni model, ktery navrhuje, jakym zpUusobem je ovliviiovano prodluzovani
hypokotylu rajcete modrym svétlem, prostfednictvim BRs, a jakou ulohu v tomto
mechanizmu hraje produkt zatim neznamého genu 7B-1 (Obr. 21).

BL

|

; ProdluZovani Dalsi
. ! hypokotylu l drahy

Obr. 21: Schéma zapojeni produktu genu 7B-1 do signalni drahy modrého svétla,
brassinosteroidii a témito drahami ovlivnéného prodluzovani hypokotylu rajcete: Modré svétlo
inhibuje prodluzovani hypokotylu. Jinou signaini drahou snizuje endogenni hladinu BRs i expresi
BRI1, coz inhibici prodluzovani podporuje. Funkcni produkt 7B-1 pozitivné ovliviiuje
fotomorfogenezi, ale soucasné naopak stimuluje expresi BRI1 i endogenni hladinu BRs. Zvysena
hladina BRs, Ci exprese BRI1 ma pozitivni ucinek na prodiuzovani hypokotylu. Pozitivni vliv
brassinolidu na prodluzovani bunék WT specificky na modrém svétle miize byt vysvétlen zpétnou
vazbou, pfi niz endogenni BRs mohou potlacovat ucinky modrého svétla na biosyntézu BRs i a
expresi BRI1. Déle je mozné, Ze endogenni BRs mohou oviivriovat expresi BRI1 a naopak. Sipky
ve schématu oznacuji stimulaci, tupé konce (T) oznacuji inhibici.
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6 Zaver

Cilem této bakalafské prace bylo osvétlit vztah mutace 7B-1 u rajéete Solanum
lycopersicum a skupinou rostlinnych hormond — brassinosteroidu. Zaroven také
zkoumat interakce signaini drahy svétla se signalni drahou BRs.

Byly provedeny experimenty tykajici se rastovych reakci kofene a hypokotylu ke
dvéma brassinosteroidum (24-epibrassinolid a 24-epikastasteron) rostlin WT a 7B-1,
jez byly kultivovany ve tmé, pod modrym ¢&i pod Cervenym svétlem. Dale byla
provedena kvantifikace endogennich BRs v kofenech a hypokotylech WT a 7B-1, jez
byly také péstovany za rliznych svételnych podminek. Posledni ¢ast experimentl se
vénovala intenzité exprese genu pro brassinosteroidni receptor BRI1 u obou
testovanych genotypu v zavislosti na svételnych podminkach.

Bylo zjisténo, Ze modré svétlo snizuje endogenni hladinu BRs a také intenzitu
exprese genu BRI1 v hypokotylu rajéete. Analyzy mutanta 7B-1 naznaduji, ze funkéni
produkt 7B-1 pozitivné ovliviiuje fotomorfogenezi rostlin rajéete indukovanou modrym
svétlem. Vysledky experimentl vedou dale k zavéru, ze produkt 7B-1 je zapojen
v signalni draze brassinosteroidu, a to tak, Ze stimuluje expresi genu pro receptor BRI1
i akumulaci endogennich BRs. Navrhovany pracovni model naznacuje daldi mozné
interakce mezi signalnimi drahami modrého svétla a brassinosteroidy a ukazuje

moznosti dalSi experimentalni prace a testovani tohoto modelu.
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7 Seznam zkratek

24-epiBL
24-epiCS
ABA
ACC
BAK1
BES1/BZR2
BIN2
BKI1

BL

BRI1
BRs
BSK
BSU1
BZR1
CS
CDG1
COP1
cpd

det2

FW

GAs

Os
IAA

MES
NO
PAL
Pn
RLCKs
SPE
WT
WUE;

24-epibrassinolid

24-epikastasteron

kyselina abscisova
1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina
BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE1
BRI1-EMS-SUPPRESSOR1
BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 2
BRI1 KINASE INHIBITIOR1

brassinolid

BRASSINOSTEROID INSENSITIVEL
brassinosteroidy

BR-SIGNALIG KINASE
BRI1-SUPPRESSOR 1

BRASSINAZOLE RESISTANT1
kastasteron

CONSTITUTIVE DIFFERENTIAL GROWTH
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 1
constitutive photomorphogenesis and dwarfism
de-etiolated-2

fresh weight

gibereliny

vodivost priduch(

indolyl-3-octova kyselina

Isopentenyladenin

Morpholinoethane sulfonic acid

oxid dusnaty

fenylalaninamoniaklyasa

rychlost Cisté fotosyntézy

receptor-like cytoplasmic kinases

extrakce na tuhé fazi

wild-type

vnitfni efektivni vyuziti vody
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