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CÍLE PRÁCE 

Teoretická část: 

Teoretická část j e věnována rešerši n a téma polozakrslé vysokoplodící v a r i e t y a elitní 

l i n i e sóji luštinaté. Je zmíněna a r c h i t e k t u r a s t o n k u , d o b a kvetení a dozrávání a příprava 

nových kultivarů sóji. Zabývá se r o s t l i n a m i a j e j i c h vnímáním světla, rostlinnými 

f o t o r e c e p t o r y a chováním r o s t l i n v e stinných podmínkách. Dále j e zaměřena n a f u n k c i 

N P H 3 p r o t e i n u , který j e potenciálně kódován kandidátním g e n e m p r o polozakrslé 

vysokoplodící v a r i e t y . 

Praktická část: 

Praktická část se týká analýzy d i s t r i b u c e a l e l v g e n u Glyma.l3g221200 v celosvětové 

p o p u l a c i 1 0 6 6 genotypů sóji. J e věnována i d e n t i f i k a c i a c h a r a k t e r i z a c i l o s s - o f - f u n c t i o n 

m u t a n t a homologního g e n u NPH3 sóji u Arabidopsis thaliana. N e j p r v e j e určen 

homologní g e n a následuje výběr vhodného m u t a n t a . Mutantní s e m e n a j s o u n e j p r v e 

ověřena a poté j s o u p o d r o b e n a experimentům s modrým světlem, k d y j e sledována 

délka h y p o k o t y l u a fototropická odpověď v porovnání s divokým t y p e m ( C o l - 0 ) a 

jinými kontrolními m u t a n t y . 



1ÚVOD 
Sója luštinatá j e považována z a j e d n u z n e j významnějších hospodářských p l o d i n n a světě 

díky svému vysokému o b s a h u proteinů a o l e j e ( M a t h i e u et al, 2 0 0 9 ) . T a t o práce j e 

zaměřená n a polozakrslé vysokoplodící v a r i e t y sóji, kterých j e p o u z e 2 5 z celkových 2 1 

tisíc v a r i e t uvedených v databázi G R I N - T h e U S D A S o y b e a n G e r m p l a s m C o l l e c t i o n 

( U r b a n a , I L , U S A ) . V a r i e t y s těmito specifickými v l a s t n o s t m i mají n e s m y s l n o u 

( m i s s e n s e ) m u t a c i v j e d n o m z n e j důležitějších genů a r c h i t e k t u r y s t o n k u Dtl 

(Glyma.l9g194300), která předčasně ukončuje j e j i c h růst ( C o o p e r , 1 9 8 1 ) . R o s t l i n y 

následkem m u t a c e dosahují přibližně p o l o v i n y výšky elitních v a r i e t sóji s ukončenou 

a r c h i t e k t u r o u s t o n k u . Výhodou těchto v a r i e t j e nižší náchylnost k poničení úrody v l i v e m 

špatných povětrnostních podmínek, j a k o j e silný vítr, či déšť, které v e d o u k poléhavosti 

r o s t l i n se standardní výškou ( C o o p e r , 1 9 8 5 ) . Také vyžadují menší p l o c h u p r o pěstování, 

jelikož upřednostňují menší r o z e s t u p y m e z i jednotlivými r o s t l i n a m i p r o dosažení vyššího 

výnosu ( L i et al, 2 0 1 8 ) . J e j i c h výnos může být v porovnání s elitními l i n i e m i d o k o n c e 

vyšší. 

P r o odhalení genetického pozadí b y l a p r o v e d e n a G W A S ( G e n o m e - w i d e a s s o c i a t o n 

s t u d y ) analýza speciálně p r o t y t o v a r i e t y (Skrabišová, nepublikováno). N e j silnější signál 

b y l pozorován n a c h r o m o s o m u 1 9 a skutečně příslušel g e n u Dtl ( C o o p e r , 1 9 8 1 ) . Slabší, 

a l e stále významné signály b y l y sledovány n a c h r o m o s o m e c h 1 3 , 1 6 a 2 0 . Pomocí o n l i n e 

bioinformatických nástrojů ( A c c u T o o l ; s o y k b . o r g / A c c u T o o l / i n d e x . p h p ; Skrabišová et 

al, 2 0 2 2 ) b y l signál n a c h r o m o z o m u 13 přiřazen g e n u Glyma.l3g221200 s významnou 

přesností a b y l o zjištěno, že kóduje p r o t e i n z N P H 3 r o d i n y . Cílem diplomové práce j e 

z j i s t i t , z d a j e r o l e t o h o t o specifického p r o t e i n u v polozakrslých v y sokoplodí cích varietách 

důležitá. Hypotéza j e taková, že pěstování n a h u s t o , které způsobuje stínění může 

významně o v l i v n i t vnímání modrého světla a následnou o d e z v u u r o s t l i n s deficiencí 

N P H 3 . 

Existují tři hlavní r o d i n y rostlinných fotoreceptorů lišících se p o d l e a b s o r b a n c e vlnové 

délky světla, které ovlivňují chování r o s t l i n . F y t o c h r o m y absorbují světlo v červené a 

vzdálené červené o b l a s t i . K r y p t o c h r o m y absorbují U V - A a modré světlo a j s o u významné 

v p r o c e s u d e e t i o l a c e a i n d u k c e kvetení. F o t o t r o p i n y také absorbují modré světlo, 

ovlivňují f o t o t r o p i s m u s , otevírání a zavírání průduchů a p o h y b chloroplastů ( F r a n k h a u s e r 

& C a s a l , 2 0 0 4 ) . F o t o t o r p i s m u s j e p r o c e s , při kterém dochází k r e o r i e n t a c i růstu 

rostlinných orgánů r o s t l i n t a k , a b y b y l y ideálně v y s t a v e n y světlu a b y l t a k maximalizován 
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j e j i c h potenciál. Právě v p r o c e s u fototropické odpovědi n a modré světlo r e a g u j e přímo n a 

f o t o t r o p i n 1 N P H 3 p r o t e i n a dále ovlivňuje biosyntézu a u x i n u ( G o y a l et al, 2 0 1 6 ) . 

2 



2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ P R O B L E M A T I K Y 

2 . 1 Polozakrslé vysokoplodící v a r i e t y sóji 

R . L . C o o p e r r o k u 1 9 8 5 v e své k n i z e s názvem Plant Breeding Reviews zmínil, že v l i v 

pěstování polozakrslé rýže a pšenice již dokázal s v o u důležitost a také p o d l e něj právě 

t y t o p l o d i n y stojí z a úspěšností Zelené r e v o l u c e ( G r e e n R e v o l u t i o n ) . V této k n i z e věnuje 

j e d n u k a p i t o l u šlechtění polozakrslé sóji, jelikož j e jedním z prvních, k d o se t o m u t o 

neobvyklému f e n o t y p u v e spojených státech věnoval a uvádí, že b y b y l o vhodné 

m a x i m a l i z o v a t j e h o potenciál ( C o o p e r , 1 9 8 5 ) . Sója (Glycine max) v e všech svých 

podobách j e v e l m i důležitou a g r o n o m i c k o u p l o d i n o u , která má vysoký o b s a h bílkovin a 

o l e j e . Své využití nachází m i m o jiné hlavně j a k o k r m i v o p r o hospodářská zvířata, 

p o t r a v i n a a s u r o v i n a p r o lisování o l e j e ( M a t h i e u et al, 2 0 0 9 ) . 

Výška r o s t l i n j e dána komplexní sítí genů, které v e většině případů ovlivňují syntézu 

fytohormonů a následně přenos j e j i c h signálu. G i b e r e l i n y a b r a s s i n o s t e r o i d y j s o u 

hlavními h o r m o n y , které ovlivňují výšku r o s t l i n . M u t a c e genů v biosyntetické dráze 

právě těchto d v o u hormonů má vždy z a následek r e d u k c i výšky ( C h e n g et al, 2 0 1 6 ) . 

V e d l e hormonální r e g u l a c e výšky r o s t l i n y hrají r o l i také g e n y z r a l o s t i a g e n y 

ovlivňující a r c h i t e k t u r u s t o n k u . Jedním z n i c h j e El, který má v l i v n a d o b u počátku 

kvetení a dozrávání. Funkční g e n zpožďuje začátek kvetení a recesivní a l e l a j e 

zodpovědná z a brzké kvetení ( M i r a n d a et al, 2 0 2 0 ) . G e n Dtl má v l i v n a a r c h i t e k t u r u 

s t o n k u r o s t l i n . Recesivní a l e l a předčasně ukončuje růst apikálního s t o n k u , což má z a 

následek nižší vzrůst a počet nodů ( L i u et al, 2 0 1 0 ) . D r . C o o p e r zkřížil severní vysoký 

popínavý t y p sóji s genetickým pozadím Dtlel s jižním nepopínavým t y p e m , který n e s l 

g e n o t y p dtl El. Také se snažil z a k o m p o n o v a t v l a s t n o s t raného kvetení. Následně 

v y s e l e k t o v a l j e d i n c e s recesivními a l e l a m i dtlel, kteří b y l i a s i o 3 0 centimetrů nižší než 

nejlépe komerčně prodávané odrůdy. Polozakrslé v a r i e t y a l e n e p r o s p e r u j ! nejlépe v e 

stejných podmínkách, j a k o v a r i e t y elitní. Z j i s t i l , že t y t o l i n i e dosahují maximálního 

výnosu, p o k u d j s o u z a s e t y před 1 5 . květnem a jednotlivé r o s t l i n y j s o u sázeny v bližším 

uspořádání s m e z e r a m i a s i 1 8 c m ( w w w . i l s o y a d v i s o r . c o m ) . 

V 6 0 . l e t e c h minulého století se přístup k pěstování sóji začal měnit. B y l o požadováno, 

a b y r o s t l i n a s i c e v y r o s t l a d o určité výšky, a l e nepřekonala h r a n i c i , k d y j e náchylná k 

poničení v l i v e m nepříznivého počasí. Právě výška sóji j e j e d n o u z e zásadních bariér 

v efektivním pěstování. Vysoké v a r i e t y s i c e mají větší množství větví a tím pádem také 
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plodí vyšší počet lusků, a l e často poléhají v l i v e m silného větu a deště, a nezáleží n a t o m , 

že mají více s e m e n , když se j e j i c h s t o n e k zlomí a sója n e d o z r a j e . Polozakrslé f e n o t y p y 

( O b r . 1 ) j s o u t e d y pěstiteli sóji vyžadované n e j e n kvůli nižšímu vzrůstu, a l e také kvůli 

vyššímu výnosu, když se pěstují v užším uspořádání, než j e obvyklé ( w w w . o j c . c o m ) . 

V neposlední řadě j e také důležité se z a m y s l e t n a d tím, z d a má polozakrslá r o s t l i n a 

stejný počet větví, j a k o klasická sója. L o g i c k y se může zdát, že čím má r o s t l i n a nižší 

vzrůst, tím b u d e mít také méně větvení a méně lusků. D o n g et al. ( 2 0 2 0 ) a l e v e svém 

výzkumu uvádějí, že počet u z l i n n e b o l i nodů, které následně udávají počet větví, b y l n a 

hlavním s t o n k u sóji u polozakrslých v a r i e t 1 6 - 1 8 a u vysokých v a r i e t 1 8 - 2 0 , což 

nepředstavuje takový rozdíl v z h l e d e m k t o m u , že polozakrslá sója dorůstá a s i d o 5 0 - 7 5 % 

výšky typické dospělé r o s t l i n y . Polozakrslá sója má totiž zkrácená i n t e r n o d i a a n e b y l a t a k 

n a l e z e n a k o r e l a c e m e z i výškou r o s t l i n y a počtem nodů. 

O b r . 1 A . R o s t l i n a polozakrslé v a r i e t y ( v p r a v o ) s výškou dosahující a s i 5 0 % výšky divokého t y p u 
( v l e v o ) . Obě r o s t l i n y a le mají v z h l e d e m k rozdílu v e výšce stejný výnos. Převzato a u p r a v e n o z 
p u r s u i t . u n i m e l b . e d u . a u . B . Polozakrslá vysokoplodící v a r i e t a sóji luštinaté (Glycine max). F o t o : 
Mária Skrabišová. 
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S p i e l m e y e r et al. ( 2 0 0 2 ) ukázali, že hlavní a l e l o u , která podmiňuje zakrslý vzrůst rýže 

j e sd-1. T e n t o f e n o t y p j e významně s p o j e n se zakrslými odrůdami a n e d o s t a t k e m 

růstových hormonů giberelinů. V případě g e n o t y p u sd-1 se totiž nachází m u t a c e v g e n u 

G A 2 0 - o x i d a s y ( g i b e r i l i n 2 0 - o x i d a s a ) , jež se uplatňuje při syntéze giberelinů. N e d o s t a t e k 

giberelinů, který j e způsoben sníženou a k t i v i t o u G A 2 0 - o x i d a s y ( E C : 1 . 1 4 . 1 1 . - ) způsobuje 

zakrslý vzrůst a zvýšený výnos rýže ( S p i e l m e y e r et al, 2 0 0 2 ) . 

Zakrslé v a r i e t y pšenice se také vyznačují vyšším výnosem a nižší náchylností 

k poničení v l i v e m větru a deště. T y t o r o s t l i n y totiž abnormálně reagují n a h o r m o n 

g i b e r e l i n . Mutantní a l e l y se nachází n a l o k u s e c h Reduced height-1 (Rht-Bl a Rht-Dl). 

T y t o g e n y se podobají jaderným transkripčním faktorům a uplatňují se v s i g n a l i z a c i 

giberelinů, která j e u zakrslých odrůd narušená ( P e n g et al, 1 9 9 9 ) . 

N a rozdíl o d těchto d v o u zemědělských p l o d i n , rostlinný h o r m o n a u x i n s i c e ovlivňuje 

výšku r o s t l i n y , a l e výnos sóji není přímo ovlivněn zvýšením t r a n s p o r t u či biosyntézy 

a u x i n u ( L i & C h e n , 2 0 2 3 ) . Z t o h o t e d y vyplývá, že a r c h i t e k t u r a sóji podmíněna 

hormonální regulací není p r o výnos přínosná. 

2 . 1 . 1 A r c h i t e k t u r a s t o n k u 

U sóji j e rozlišováno několik znaků a r c h i t e k t u r y s t o n k u , k d e hlavním j e z n a k mající v l i v 

n a výšku r o s t l i n y v době dozrávání. T o m u t o z n a k u se říká t e r m i n a c e apikálního s t o n k u a 

v závislosti n a t o m , k d y u sóji dochází k t e r m i n a c i růstu nadzemní části, rozlišujeme d v a 

základní t y p y stonků: ukončený a popínavý ( O b r . 2 ) ( T i n g , 1 9 4 6 ) . Některé p u b l i k a c e také 

zmiňují r o s t l i n y s polopopínavým s t o n k e m , které mají určité v l a s t n o s t i každého 

z f e n o t y p u ( L i u et al, 2 0 1 6 ) . Apikální meristém n a v r c h o l k u s t o n k u a větví popínavého 

f e n o t y p u j e aktivní d o té d o b y , než začnou být p r o d u k t y fotosyntézy využívány zejména 

zrajícími s e m e n y a zastaví se t a k r o z v o j vegetativních orgánů. D o té d o b y j s o u vzrostné 

v r c h o l y prodlužovány d o výšky a s t o n e k r o s t e i laterálně. Vzniká s t o n e k , jehož tloušťka 

se zužuje o d základny k e špičce. N a rozdíl o d t o h o j e a k t i v i t a apikálních meristémů 

ukončeného f e n o t y p u z a s t a v e n a krátce p o zahájení kvetení a z meristémů se stávají 

reprodukční květenství. T o obecně vytváří tlustý s t o n e k , jelikož u t o h o t o t y p u pokračuje 

růst d o šířky i p o ukončení růstu délkového ( T i a n et al, 2 0 1 0 ; P i n g et al, 2 0 1 4 ) . 
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O b r . 2 Rozdíl v e f e n o t y p u G. Max s ukončeným 
s t o n k e m ( A ) a G. Soja s popínavým s t o n k e m 
( B ) . Převzato z K o f s k y et al, 2 0 1 8 . 

Z a t y p s t o n k u j s o u u sóji zodpovědné d v a g e n y Dtl a Dt2, které ovlivňují předčasné 

ukončení růstu apikálního s t o n k u , což má z a následek nižší vzrůst a počet uzlů ( B e r n a r d , 

1 9 7 2 ) . F e n o t y p popínavého s t o n k u j e dán recesivními a l e l a m i dt2dt2 a dominantními 

a l e l a m i DtlDtl a polopopínavý f e n o t y p má v e svém genetickém pozadí p o u z e 

dominantní a l e l y Dt2Dt2, DtlDtl. T y t o d v a f e n o t y p y j s o u dány j a s n o u a j e d i n o u 

kombinací a l e l , kdežto u f e n o t y p u ukončeného s t o n k u t o není t a k jednoznačné, jelikož j e 

podmíněn kombinací Dt2Dt2, dtldtl i dt2dt2, dtldtl. T a t o skutečnost může naznačovat 

recesivní epistatický e f e k t g e n u dtl n a Dt2/dt2 l o k u s ( L i u et al, 2 0 1 6 ) . 

F e n o t y p ukončeného s t o n k u j e u divokého předka Sóji luštinaté (Glycine max) Glycine 

soja neexistující n e b o v e l m i vzácný, t e d y t y p i c k y j e G. soja popínavá. Ukončený s t o n e k 

j e charakteristický p r o domestikované v a r i e t y Glycine max ( T i a n et al, 2 0 1 0 ) . 

6 



2 . 1 . 1 . 1 Ukončený růst apikálního s t o n k u 

Zdá se, že nefunkční dtl s p o l u s el j e hlavní d e t e r m i n a n t o u polozakrslých 

vysokoplodících v a r i e t sóji. A l e l a Dtl, která se v y s k y t u j e u r o s t l i n s f e n o t y p e m 

popínavého s t o n k u má čtyři e x o n y a kóduje h o m o l o g p r o t e i n u T F L 1 ( t e r m i n a l f l o w e r 1 ) 

z Arabidopsis. Když j e a l e l a Dtl funkční, j e podporován pokračující růst s t o n k u d o výšky 

i p o nasazení květů, kdežto nefunkční a l e l a dtl podmiňuje náhlé ukončení růstu s t o n k u 

p o začátku kvetení. T i a n et al. ( 2 0 1 0 ) a L i u et al. ( 2 0 1 0 ) i d e n t i f i k o v a l i čtyři m i s s e n s e 

a l e l y : dtl ( R 6 2 S ) , dtl ( P 1 1 3 L ) , dtl ( R 1 3 0 K ) a dtl ( R 1 6 6 W ) ( O b r . 3 ) , které j s o u 

zodpovědné z a ukončený f e n o t y p a r c h i t e k t u r y s t o n k u sóji, jelikož mají kauzální S N P 

( s i n g l e n u c l e o t i d e p o l y m o r p h i s m = jednonukleotidový p o l y m o r f i s m u s ) m u t a c i , k d e j e 

j e d e n n u k l e o t i d vyměněn z a druhý v o b l a s t i kódujícího r e g i o n u ( L a n g e w i s c h etal, 2 0 1 4 ) . 

A l e l a P o l y m o r f i s m u s s porovnáním vůči W i l l i a m s 8 2 Změna p r o t e i n u 

dtl ( R 6 2 S ) S N P : C /A ( G m 1 9 : 4 4 9 8 1 1 9 0 ) R 6 2 S 

dtl ( P 1 1 3 L ) S N P : G / A ( G m 1 9 : 4 4 9 8 0 2 4 5 ) P 1 1 3 L 

dtl ( R 1 3 0 K ) S N P : C / T ( G m 1 9 : 4 4 9 8 0 1 9 4 ) R 1 3 0 K 

dtl ( R 1 6 6 W ) S N P : T / A ( G m 1 9 : 4 4 9 8 0 0 8 7 ) R 1 6 6 W 

O b r . 3 Funkční Dtl a l e l a podmiňuje pokračující růst s t o n k u i p o zahájení kvetení, kdežto a l e l a dtl j e 
typická p r o ukončený f e n o t y p s t o n k u , k d y j e růst z a s t a v e n p o zahájení kvetení. B y l y charakterizovány 
čtyři nesmyslné ( m i s s e n s e ) a l e l y zodpovědné z a ukončený f e n o t y p s t o n k u . Převzato a u p r a v e n o z 
L a n g e w i s c h et al. ( 2 0 1 4 ) . 
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V g e n o m u G . Sója n e j s o u n a l o k u s u Dtl žádné m u t a c e přítomné. Při p r o c e s u 

d o m e s t i k a c e b y l o eliminováno více než 8 0 % vzácných a l e l , což musí být výsledkem 

záměrného umělého výběru ( T i a n et al, 2 0 1 0 ) . P o d l e hypotézy se začala sója 

d o m e s t i k o v a t v Číně, a l e n e b y l o jasné k d e . H y m o w i t z ( 1 9 7 0 ) u v e d l , že se t a k m o h l o stát 

v o b l a s t i severo-východu Cíny. Nedávná s t u d i e , k d e b y l a analyzována genetická s t r u k t u r a 

a d i v e r z i t a sbírky čínské sóji však přinesla p o z n a t e k , že odrůdy získané z r e g i o n u o k o l o 

středního a dolního t o k u Žluté řeky p o s k y t l y v y s o k o u g e n e t i c k o u d i v e r z i t u . J e t e d y 

zřejmé, že a l e l y Dtl a dtl se rapidně šířily, f i x o v a l y a a d a p t o v a l y n a lokální r e g i o n y . Čína 

t e d y b y l a rozdělena n a severní r e g i o n , k d e převládaly v a r i e t y s Dtl ( 8 2 % ) , střední r e g i o n , 

k d e b y l a d i s t r i b u c e a l e l 5 0 / 5 0 a jižní r e g i o n s převládající a l e l o u dtl ( 8 1 % ) ( T i a n et al, 

2 0 1 0 ) . 

K i m et al. ( 2 0 2 2 ) v e své s t u d i i p r o v e d l i analýzu g e n o t y p u , k d e s l e d o v a l i s h o d u m e z i 

čtyřmi různými t y p y dtl a l e l a pozorovanými f e n o t y p y . T y t o a l e l y v z n i k l y nezávisle n a 

sobě v g e o g r a f i c k y izolovaných o b l a s t e c h ( T i a n et al, 2 0 1 0 ) . J a k o nejsilnější se v a l e l e 

dtl j e v i l a m u t a c e R 1 6 6 W , jelikož z 5 2 8 vstupů G . Max, které b y l y zadány d o analýzy, 

b y l ukončený f e n o t y p s t o n k u pozorován u 8 4 % z n i c h . 

2 . 1 . 2 Elitní v a r i e t y s vysokým výnosem 

Jedním z n e j důležitějších úkolů šlechtění sóji j e vytvářet v a r i e t y , které b u d o u mít c o 

nejvyšší výnos. Většina šlechtitelských programů vyvíjí elitní g e n o t y p y , které j s o u 

adaptovány n a normální r o z s a h podmínek v cílové o b l a s t i . T y t o elitní l i n i e mají podobné 

základní a l e l y , které zajišťují požadované v l a s t n o s t i r o s t l i n , j a k o j e r e z i s t e n c e vůči 

patogenům a přizpůsobení podmínkám v cílových r e g i o n e c h , k d e j s o u pěstovány. J e j i c h 

genetická výbava j e složitá a křížením těchto elitních linií vznikají nové v a r i e t y 

prostřednictvím r e k o m b i n a c e s minimálním r i z i k e m zavedení vlastností, které j s o u 

nežádoucí ( F a l k , 2 0 1 0 ) . N a d r u h o u s t r a n u se objevují hypotézy, že se elitní l i n i e stále více 

podobají, což má z a následek genomové o b l a s t i s fixními g e n y . Fixací se rozumí změna 

v genovém f o n d u sóji, k d e j e d n a z a l e l vymizí, zůstane p o u z e t a druhá a snižuje se t a k 

d i v e r z i t a ( L i et al, 2 0 1 4 ) . A b y k t o m u nedošlo, j e nutné vytvářet nové elitní l i n i e , d o 

kterých b u d o u z a v e d e n y exotické a l e l y j a k z G . Max, t a k z G . Sója, které m o h o u 

potencionálně elitní k u l t i v a r y vylepšit ( V i a n a et al., 2 0 2 2 ) . 
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Divoká sója ( G . sója), která pochází z východní A s i e má m n o h o lusků, vysoký o b s a h 

proteinů a také se skvěle a d a p t u j e v e stresových podmínkách. G . soja b y l a poprvé 

domestikována v Číně, a právě z t o h o t o předka b y l a vyšlechtěna d n e s hojně používaná 

Glycine max a všechny její elitní k u l t i v a r y ( O b r . 4 ) ( W a n g etal, 2 0 1 3 ; W e n etal., 2 0 1 5 ) . 

D i v e r g e n c e 
(před 0 , 2 7 
m i l i o n y l e t ) 

Společný předek 

G. soja/G. max 
komplex 

D o m e s t i k a c e 
(před 9 0 0 0 l e t y ) 

Domestikovaná G. max 

S e l e k c e 
M i g r a c e 
Šlechtěni 

G. max cv. Williams 82 

1 Glycine soja 1 

ra i t 
M 00 L. 

o ^ 

6 . Soja v a r . I T 1 8 2 9 3 2 

O b r . 4 Schéma, které zaznamenává historický průběh 
d o m e s t i k a c e Sóji luštinaté (Glycine max). Převzato a u p r a v e n o 
z Kim et dl. 2 0 1 0 
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M i m o G. soja a elitních k u l t i v a r u G. max e x i s t u j e velké množství různých odrůd sóji, 

k d y každá má své specifické genetické pozadí a f e n o t y p . Zejména p r o rozšíření d i v e r z i t y 

sóji j s o u t y t o odrůdy se specifickými v l a s t n o s t m i zaznamenávány p o d příslušnými P I 

( P l a n t I n t r o d u c t i o n ) čísly. O t o t o začleňování se stará pracoviště U . S . N a t i o n a l P l a n t 

G e r m p l a s m S y s t e m , které spadá p o d M i n i s t e r s t v o zemědělství v U S A a stará se o udržení 

genetické d i v e r z i t y významných hospodářských p l o d i n ( h t t p s : / / w w w . a r s - g r i n . g o v / n p g s ) . 

P I odrůdy m o h o u o b s a h o v a t některé požadované v l a s t n o s t i , které však většinou bývají 

v g e n o m u v malé f r e k v e n c i a m o h o u být provázané s nežádoucími g e n y v l i v e m vazebné 

nerovnováhy ( l i n k a g e d i s e q u i l i b r i u m ) ( S m a l l e y , 2 0 0 4 ) . 

Šlechtění sóji se kromě zemí původu rozvíjelo zejména v Severní A m e r i c e a Kanadě, 

k d e začalo být s t a n d a r d e m rozlišovat sójové odrůdy p o d l e j e j i c h odpovědi n a f o t o p e r i o d u 

a a d a p t a c i n a místo pěstování, jelikož j e sója krátkodenní r o s t l i n a . B y l y p r o t o vytvořeny 

třídy z r a l o s t i ( M G = m a t u r i t y g r o u p s , C a l d w e l l & H o w e l l , 1 9 7 3 ) . J e rozlišováno 13 M G , 

k d e d o s k u p i n y označované j a k o první, M G 0 0 0 spadají odrůdy s b r z k o u zralostí, které 

j s o u adaptované n a dlouhé d n y a krátká léta, t e d y n a podmínky, které se vyskytují více 

n a s e v e r u . N a druhé straně škály j e s k u p i n a X přizpůsobená krátkým dnům v tropických 

r e g i o n e c h ( P o e h l m a n , 1 9 8 7 ) . 

Většina elitních linií pěstovaných v U S A se řadí d o M G 0 - V . Vhodná v o l b a M G však 

záleží n a zeměpisné šířce, t e d y n a konkrétní geografické lokalitě, k d e j e právě sója 

pěstovaná ( L a n g e w i s c h et al, 2 0 1 7 ) . V České r e p u b l i c e , podobně j a k o v Kanadě, P o l s k u 

a Švýcarsku, j e pěstována sója M G 0 0 0 - I I , jelikož se t y t o země nachází v podobné 

zeměpisné šířce. B y l a studována o d o l n o s t určitých odrůd vůči c h l a d u , k d e nejlépe uspěly 

r o s t l i n y tříd z r a l o s t i 0 0 a 0 ( Y a m a g u c h i et al, 2 0 1 8 ) . S o n g et al. ( 2 0 1 9 ) v e svém článku 

zmiňují také M G 0 0 0 0 . V a r i e t y , které se řadí d o této M G prosperují i při podmínkách 

v e l m i dlouhých dnů v severních o b l a s t e c h zeměpisné šířky. 

2 . 1 . 2 . 1 E g e n y ( l o k u s y ) 

J a k již b y l o zmíněno, sója j e krátkodenní r o s t l i n a , která j e citlivá n a f o t o p e r i e o d u a 

kvetení r o s t l i n j e indukováno podmínkami dlouhého d n e ( W a t a n a b e etal, 2 0 1 2 ) . E g e n y 

j s o u těmi n e j důležitějšími, které ovlivňují kvetení a dozrávání. B y l o identifikováno 1 1 

hlavních lokusů, v e kterých se nachází g e n y El - E10 a g e n 7 , k d e většina z n i c h b y l a 

identifikována j a k o o r t h o l o g y známých genů kvetení Arabidopsis ( C a o et al, 2 0 1 7 ; D i e t z 

et al., 2 0 2 2 ) . Dominantní a l e l y E genů až n a výjimky způsobují pozdější kvetení a 
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dozrávání. U E6, E9 a 7 n a p r o t i t o m u c i t l i v o s t vůči fotoperiodě klesá s přibývajícím 

počtem recesivních a l e l (Miladinovič et al, 2 0 1 8 ) . 

Hlavním g e n e m , který ovlivňuje kvetení a dozrávání sóji j e El, který j e transkripčním 

f a k t o r e m a potlačuje e x p r e s i klíčových hormonů, jež j s o u nutné p r o zahájení kvetení. 

Dominantní funkční a l e l a El může z p o z d i t kvetení o 1 8 dní a dozrávání až o 2 3 dní v e 

srovnání s částečně funkční a l e l o u el-as, která j e n e j častější. Nefunkční a l e l y el-fs a el-

nl podmiňují ještě dřívější kvetení a m o h o u přispívat k nízké c i t l i v o s t i vůči fotoperiodě 

(Dietzeř al, 2 0 2 1 ) . 

2 . 1 . 3 Hledání kandidátních genů p r o Polozakrslé vysokoplodící v a r i e t y sóji 
Z celkových 2 1 tisíc v a r i e t sóji, které j s o u u v e d e n y v g e n o b a n c e G R I N , e x i s t u j e p o u z e 

2 5 v a r i e t ( M G I I až I V ) s polozakrslým vysokoplodícím f e n o t y p e m ( O b r . 5 ) , který se 

p r o j e v u j e při pěstování v blízkém uspořádání. T y t o v a r i e t y mají n e s m y s l n o u ( m i s s e s n s e ) 

m u t a c i R 1 6 6 W v g e n u Dtl, který, j a k již b y l o zmíněno výše, zodpovídá z a a r c h i t e k t u r u 

s t o n k u a právě t a t o m u t a c e předčasně ukončuje j e h o růst ( L i u et al, 2 0 1 0 ) . V z h l e d e m 

k vysokému potenciálu těchto v a r i e t p r o budoucí křížení j e s n a h o u i d e n t i f i k o v a t další 

g e n y , které v e d l e Dtl, El a FT2b způsobují t e n t o f e n o t y p . 
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O b r . 5 Některé z polozakrslých vysokoplodících v a r i e t sóji luštinaté. N a obrázku můžeme vidět také referenční v a r i e t u W i l l i a m s 8 2 a kontrolní 
v a r i e t u Y o u n g , která má mutantní a l e l u dtl. Přiložený m e t r u k a z u j e výšku r o s t l i n v c m . F o t o : K r i s t i n B i l y e u . 
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A b y b y l y o d h a l e n y dodatečné g e n y podmiňující významný f e n o t y p těchto 2 5 

polozakrslých v a r i e t , b y l a p r o v e d e n a analýza a s o c i a c e g e n o t y p u n a f e n o t y p m e t o d o u 

G W A S ( O b r . 6 ) . D o této analýzy b y l o j a k o mutantní g e n o t y p z a h r n u t o těchto 2 5 

polozakrslých v a r i e t M G I I , I I I a I V s ukončeným f e n o t y p e m s t o n k u . Divoký t y p 

z a s t u p o v a l o 2 3 1 5 genotypů s popínavým f e n o t y p e m s t o n k u M G I I I a I V (homogenní 

pozadí z a j i s t i l a mutantní a l e l a el-as ( D i e t z et al, 2 0 2 1 ) ) . P r o g e n o t y p i z a c i b y l použit 

S o y S N P 5 0 K I l l u m i n a b e a d c h i p ( S o n g et al, 2 0 1 5 ) . N e j s i l n e j ší signál b y l l o g i c k y 

pozorován n a c h r o m o s o m u 1 9 , který náleží g e n u Dtl - j d e o a l e l u R 1 6 6 W , která j e 

v k o m b i n a c i s El zodpovědná z a polozakrslý vysokoplodící f e n o t y p . B y l y sledovány i 

další signály n a c h r o m o s o m e c h 1 3 , 1 6 a 2 0 s nižší mírou statistické významnosti. Signál 

n a c h r o m o s o m u 1 6 b y l přiřazen g e n u FT2b, který p r o p a g u j e kvetení z a podmínek 

dlouhého d n e ( L i et al, 2 0 2 0 ) . S pomocí bioinformatického nástroje A c c u T o o l 

(Skrabišová et al, 2 0 2 2 ; s o y k b . o r g / A c c u T o o l / i n d e x . p h p ) b y l y asociované o b l a s t i 

p o d r o b e n y analýze přesnosti ( A c c u r a c y c o n c e p t , Skrabišová et al, 2 0 2 2 ) . N a základě 

výsledků analýzy přesnosti ( n e j s o u součástí této práce), b y l v asociované o b l a s t i n a 

c h r o m o s o m u 1 3 identifikován j a k o kandidátní g e n Glyma.l3g221200 s a n o t o v a n o u 

funkcí p r o t e i n u , který se řadí d o N P H 3 r o d i n y s potenciální r o l i při p r o c e s u fototropické 

o d e z v y r o s t l i n ( W u et al, 2 0 1 7 ; B u et al, 2 0 2 1 ) . 

C h r o m o s o m 

O b r . 6 . M a n h a t t a n p l o t j a k o výstup G W A S analýzy se smíšeným lineárním m o d e l e m ( M i x e d L i n e a r 
M o d e l , M L M ) . Je v y o b r a z e n a závislost -logwP h o d n o t y n a p o z i c i S o y S N P 5 0 I l l u m i n a bead c h i p 
m a r k e r u u da tase tu , k d e j e divoký t y p j e reprezentován 2 3 1 5 v s t u p y z M G I I I a I V a mutantní g e n o t y p 
za s tupu j e 2 5 vstupů polozakrslých v a r i e t M G I I , I I I a I V . Výsledek z o b r a z u j e asociované o b l a s t i n a 
všech d v a c e t i c h r o m o s o m e c h sóji (Skrabišová, nepublikováno). 
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2 . 1 . 4 S t u d i u m předpovězených funkcí proteinů 

S r o z v o j e m m e t o d sekvenování genomů j e třeba a n o t o v a t stále více sekvencí, které zatím 

n e b y l y analyzovány. J e d n o u z důležitých rolí b i o i n f o r m a t i k y j e p r e d i k c e , která se provádí 

pomocí výpočetních m e t o d p r o nalezení genů kódujících p r o t e i n y ( W a n g et al, 2 0 0 4 ) . 

Když j e nový g e n anotován, j e dále nutné ověřit správnost a n o t a c e a následně i f u n k c i 

p r o t e i n u , který kóduje. Jedním z e způsobu, j a k l z e ověřit předpokládanou f u n k c i určitého 

p r o t e i n u , j e umlčení e x p r e s e j e h o g e n u , t z v . g e n e s i l e n c i n g . J e m n o h o způsobů, kterými 

l z e umlčení dosáhnout, a l e právě u sóji j s o u všechny t y t o způsoby limitované e f e k t i v i t o u 

t r a n s f o r m a c e sóji pomocí Agrobacteria ( T r i e k & F i n e r , 1 9 9 8 ) . Různé d r u h y 

Agarobacteria mají s c h o p n o s t přenést část D N A z p l a s m i d u d o g e n o m u hostitelské 

buňky. U s e k přenášené genetické i n f o r m a c e j e T - D N A (transferová D N A ) , která narušuje 

čtecí rámec g e n u a tím způsobuje j e h o umlčení ( A m i l i a P r a t i w i a S u r y a . , 2 0 2 0 ) . P r o 

analýzu f u n k c e g e n u j e nejčastěji používáno posttranskripční umlčení genů. Dalšími 

běžně využívanými m e t o d a m i j e umlčení genů pomocí R N A i ( R N A i n t e r f e r e n c e ) , 

umlčení vyvolané v i r y ( V I G S ) ( P a n d e y et al, 2 0 1 5 ) n e b o využití systému C R I S P R / C a s 

(El-Sappaheř al, 2 0 2 1 ) . 

Umlčení genů může být také indukováno c h e m i c k o u mutagenezí, například e t h y l 

methansulfonátem ( E M S ) ( J a n k o w i t z - C i e s l a k & T i l l , 2 0 1 6 ) . Jedná se o v e l m i efektivní a 

účinnou m e t o d u zavedení mutací d o g e n o m u r o s t l i n y . E M S j e alkylační činidlo, které 

působí n a D N A při p r o c e s u r e p l i k a c e a poškozuje g e n e t i c k o u i n f o r m a c i ( K o d y m & A f z a , 

2 0 0 3 ) . V e většině případů dochází k vytvoření jednonukleotidových polymorfismů 

( S N P ) , k d y dochází j e změně C - ) G a T ^ A ( K i m et al, 2 0 0 6 ) . M e z i n e c h e m i c k o u 

m u t a g e n e z i můžeme zařadit i n d u k c i delecí pomocí neutronů ( f a s t n e u t r o n m u t a g e n e s i s ) . 

Při této metodě j s o u s e m e n a ostřelována p r o u d e m neutronů, což vytváří d e l e c e v g e n e c h . 

P o dozrání g e n e r a c e M l j e z a s a z e n a g e n e r a c e M 2 . S e m e n a j s o u propagována d o další 

g e n e r a c e , jejíž materiál j e následně využit p r o ověření přítomnosti vnášených mutací a 

případné s e l e k c i individuálních mutantních genotypů ( L i & Z h a n g , 2 0 0 2 ) . 

J a k již b y l o zmíněno, jedním z e způsobu s t u d i a této i n t e r a k c e , j e inserční m u t a g e n e z e , 

která j e j e d n o u z m e t o d reverzní g e n e t i k y . Ukázalo se, že t a t o m e t o d a j e cenným 

nástrojem reverzní g e n e t i k y . I n t e g r a c e T - D N A (transferové D N A ) d o rostlinného 

g e n o m u v e d e k e stabilním mutacím, které narušují f u n k c i studovaného g e n u vedoucí 

k vyřazení p r o t e i n u kódovaného nefunkčním g e n e m z f u n k c e , čímž j e sledována změna 

v e f e n o t y p u . Populární strategií, j a k určit p o z i c i T - D N A i n s e r c e j e generování t z v . 
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f l a n k i n g s e q u e n c e s (přilehlých sekvencí), což j s o u kratší nukleotidové s e k v e n c e lemující 

i n s e r t v určitém g e n u . P r o vytvoření těchto sekvencí j s o u používané m e t o d y n a p r i n c i p u 

P C R , k d y j s o u s e k v e n c e lemující T - D N A amplifikovány a sekvencovány, a i n s e r t j e t a k t o 

mapován v g e n o m u ( K l e i n b o e l t i n g et al, 2 0 1 2 ) . Místo vložení T - D N A i n s e r c e však 

nemusí být úplně přesné, což se děje zejména v důsledku překrývajícího se sekvenačního 

čtení nukleotidů. Skutečné místo vložení i n s e r t u se t e d y může lišit o 0 - 3 0 0 b p 

( h t t p : / / s i g n a l . s a l k . e d u / ) . 
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2 . 2 R o s t l i n y a j e j i c h vnímání světla 

Světlo, t e d y elektromagnetické s p e k t r u m viditelného světla, j e p r o r o s t l i n y jedním 

z n e j důležitějších abiotických faktorů ( C a r v a h l o et al, 2 0 1 1 ) . S c h o p n o s t r o s t l i n vnímat 

světlo můžeme přirovnat k e způsobilosti živočichů vidět ( S m i t h , 2 0 0 0 ) . Změny světla 

m o h o u být rozhodující p r o j e j i c h k o n k u r e n c i a přežití. Světelné podmínky se v přírodě 

neustále mění a r o s t l i n a zkrátka nemá t u možnost se jednoduše přesunout n a jiné 

stanoviště. Během e v o l u c e se p r o t o v y v i n u l y m e c h a n i s m y , které rostlinám dovolují se 

veškerým podmínkám přizpůsobit. Rostlinná buňka j e v y b a v e n a sofistikovaným 

systémem, který j e s c h o p e n vnímat světlo a přizpůsobit m e t a b o l i s m u s o r g a n i s m u daným 

podmínkám ( K a r p i n s k i et al, 2 0 0 3 ) . 

Potřebné f o t o n y , které získávají r o s t l i n y z e slunečních paprsků j s o u samozřejmě 

důležité p r o f i x a c i o x i d u uhličitého a t v o r b u g l u k o s y a e n e r g i e při p r o c e s u fotosyntézy. 

O r g a n i s m u s j e však s c h o p e n spotřebovat j e n určité množství světelné e n e r g i e . Přebytečné 

množství e n e r g i e se dá vyjádřit j a k o přebytečná excitační e n e r g i e ( e x c e s s e x c i t a t i o n 

e n e r g y = E E E ) a když její m n o h o , může docházet k e v z n i k u reaktivních f o r e m kyslíku. 

Světlo však není p r o r o s t l i n y důležité j e n z t o h o t o důvodu. 

R o s t l i n y optimalizují svůj růst a vývoj během celého životního c y k l u tím, že vnímají 

k v a l i t u , k v a n t i t u , p e r i o d i c i t u a směr světla ( F r a n k h a u s e r & C a s a l , 2 0 0 4 ) . J e h o působení 

j e důležité zejména při změně růstu r o s t l i n y z e stádia, k d y j e p o d zemí a světlo není 

vnímáno a n a d zemí, k d y se z e s e m e n e stává s a z e n i c e . R o s t l i n a t a k t o přizpůsobuje svůj 

růst podmínkám v okolí ( B a t s c h a u e r , 1 9 9 8 ) . J e důležité zmínit, že r o s t l i n y modifikují svůj 

růst také p o d l e t o h o , z d a j s o u o b k l o p e n y j i n o u vegetací. Ostatní rostlinné o r g a n i s m y 

v j e j i c h blízkosti j s o u p r o ně konkurencí j a k z h l e d i s k a využívání zdrojů z půdy, t a k 

případného stínění. Když j e v e g e t a c e pěstována v hustém uspořádání, což znamená, že 

j s o u r o s t l i n y blízko u sebe , světelné podmínky j s o u identifikovány tím, že j e zmenšen 

poměr červeného/vzdáleného červeného světla ( R / F R r a t i o = R / F R poměr), k d y j e světlo 

absorbováno právě přilehlou vegetací. R o s t l i n a t a k t o vnímá stín a přizpůsobuje se 

podmínkám. 
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2 . 3 F o t o r e c e p t o r y 

Okolní světlo j e monitorováno pomocí fotoreceptorů, což j s o u světlo vnímající p r o t e i n y , 

které d o h r o m a d y vytváří sofistikovaný systém. Jednotlivé f o t o r e c e p t o r y j s o u specifické 

tím, k t e r o u část viditelného s p e k t r a absorbují ( G y u l a et al, 2 0 0 3 ) . 

E x i s t u j e pět hlavních r o d i n fotoreceptorů ( O b r . 7 ) vnímajících světlo o různé vlnové 

délce. F y t o c h r o m y absorbují červené a vzdálené červené světlo, k r y p t o c h r o m y vnímají 

světlo v modré a U V - A o b l a s t i a f o t o t r o p i n y také absorbují světlo v modré o b l a s t i . C o se 

týče paprsků, které j s o u p r o lidské o k o neviditelné, U V R 8 r e c e p t o r y vnímají zejména 

U V - B ( P a i k & H u q , 2 0 1 9 ) . Poslední j e Z T L ( Z E I T L U P E ) fotoreceptorová r o d i n a , n e b o l i 

r o d i n a F - b o x proteinů. T y t o r e c e p t o r y obsahují L O V ( l i g h t o x y g e n v o l t a g e ) doménu. 

J s o u schopné vnímat světlo modrého s p e k t r a a ovlivňují c h o d cirkadiánních h o d i n r o s t l i n 

( D e m a r s y & F r a n k h a u s e r , 2 0 0 9 ) . 

A / n m 3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0 7 0 0 8 0 0 9 0 0 
i i i i i i i 

K r y p t o c h r o m y ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ H F y t o c h r o m y j ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ f 
F o t o t r o p i n y 

F - b o x p r o t e i n y 

O b r . 7 Pět r o d i n rostlinných fotoreceptorů a j e j i c h přiřazení k e světelnému s p e k t r u p o d l e t o h o , 
j a k o v l n o v o u délku j s o u schopné a b s o r b o v a t . Převzato a u p r a v e n o z K u t s c h e r a & B r i g g s , 2 0 1 3 . 
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F o t o r e c e p t o r y celkově vykazují a k t i v i t u v širokém světelném s p e k t r u t a k , že každý 

a b s o r b u j e určitou v l n o v o u délku. Odpověď r o s t l i n y však není dána tím, že b y každý 

r e c e p t o r p r a c o v a l samostatně, a l e jedná se o v e l m i komplexní systém, k d y s p o l u 

jednotlivé f o t o r e c e p t o r y spolupracují a aktivují kaskádu n a molekulární úrovni, která 

vyvolává r e a k c i ( P a i k & H u q , 2 0 1 9 ) . 

2 . 3 . 1 F o t o t r o p i n y 

R o d i n a fototropinů o b s a h u j e d v a p r o t e i n y f o t o t r o p i n 1 ( p h o t l ) a f o t o t r o p i n 2 ( p h o t 2 ) , 

které absorbují světlo v modré o b l a s t i ( 3 9 0 - 5 0 0 n m ) . Z molekulárního h l e d i s k a se jedná 

o k i n a s y , které j s o u právě aktivované světlem této vlnové délky. 

M o l e k u l a f o t o r o p i n u o b s a h u j e d v a f i a v i n m o n o n u k l e o t i d y ( F M N ) j a k o c h r o m o f o r y n a 

L O V doménách, které se nachází n a N - k o n c i p r o t e i n u . P h o t l a p h o t 2 obsahují C -

terminální s e r i n / t h r e o n i n kinázovou a k t i v i t u a m o h o u přímo f o s f o r y l o v a t m n o h o 

substrátů i s a m y sebe . Díky své unikátní struktuře j e umožněna fotochemická r e a k c e , k d y 

d o j d e p o a b s o r p c i modrého světla ( B L = b l u e l i g h t ) k e změně k o n f o r m a c e p r o t e i n u , což 

způsobí a u t o f o s f o r y l a c i fotoreceptorového p r o t e i n u a j e zahájena s i g n a l i z a c e ( O b r . 8 ) 

( B r i g g s a C h r i s t i e , 2 0 0 2 ) . P h o t l i n t e r a g u j e s N P H 3 ( n o n - p h o t o t r o p h i c h y p o c o t y l ) a P K S 4 

( p h y t o c h r o m e k i n a s e substráte 4 ) p r o t e i n e m , což dále ovlivňuje d o w n s t r e a m s i g n a l i z a c i 

( P a i k a H u q , 2 0 1 9 ) . 

LOVÍ LOV2 K i n a s a 

Arabidopsis P h o t l l 

Arabidopsis P h o t 2 

C y s C y s 

O b r . 8 Proteinové s t r u k t u r y fotoreceptorů photl a phot2. Schéma u k a z u j e L O V ( l i g h t o x y g e n 
v o l t a g e ) a kinasové domény, které j s o u nezbytné p r o f o s f o r y l a c i proteinů n a s e r i n u a t h r e o n i n u . 
Převzato a u p r a v e n o z B r i g g s & C h r i s t i e , 2 0 0 2 . 

1 7 



Odpověď r o s t l i n j e zprostředkována působením p h o t l n e b o p h o t 2 n e b o také kooperací 

o b o u r e c e p t o r u . J e d n o u z viditelných odpovědí a k t i v i t y fototropinů j e například růst 

nadzemní části mladých semenáčků směrem k e světlu a růst kořene opačným směrem, 

t e d y o d z d r o j e světla. J a k již název těchto r e c e p t o r u napovídá, ovlivňují hlavně 

f o t o t r o p i s m u s způsobený v l i v e m modrého světla, k d y při nízké intenzitě dochází 

k ohýbání r o s t l i n y směrem k e světlu s vyšší i n t e n z i t o u . Také se podílejí n a m i g r a c i 

chloroplastů v buňce. C h l o r o p l a s t y j s o u při stinných podmínkách, k d y j e detekována 

slabá i n t e n z i t a modrého světla, orientovány t a k , a b y b y l y minimálně v e stínu a dochází k 

j e j i c h a k u m u l a c i v orgánech, které j s o u n a přímém světle, a b y b y l o dosaženo maximální 

a k t i v i t y fotosyntézy. Při přílišné intenzitě světla j s o u c h l o r o p l a s t y orientovány d o 

zastíněných částí r o s t l i n y , a b y nedošlo k j e j i c h poničení ( S a k a m o t o & B r i g g s , 2 0 0 2 ; 

T a k e m i y a et al, 2 0 0 5 ) . F o t o t r o p i n y také řídí otevírání a zavírání s t o m a t , což umožňuje 

v s t u p C O 2 a vypařování v o d y v l i v e m transpiračního p r o u d u ( I n o u e et al, 2 0 1 0 ) . 

J e nutné se a l e také zaměřit n a s a m o s t a t n o u odpověď p h o t l a p h o t 2 , jelikož j a k již 

b y l o zmíněno, i když spolupracují, každý z n i c h f u n g u j e t r o c h u j i n a k . Hlavním rozdílem 

j e , že p h o t 2 r e a g u j e zejména n a B L o vysoké intenzitě, kdežto p h o t l zprostředkovává 

f o t o t r o p i c k o u o d e z v u při nízkých intenzitách B L . P h o t l také i n h i b u j e růst s t o n k u při 

vysokých intenzitách světla a uplatňuje se při p r o c e s u příjmu vápníku zprostředkovaném 

modrým světlem. Může mít i menší r o l i při d e p o l a r i z a c i membrány indukované opět 

modrým světlem ( B r i g g s & C h r i s t i e , 2 0 0 2 ) . 

2 . 3 . 2 K r y p t o c h r o m y 

K r y p t o c h r o m y j s o u podobně j a k o f o t o t r o p i n y světelné r e c e p t o r y absorbující záření 

v modré a U V - A o b l a s t i . Jedná se však o n a p r o s t o odlišnou r o d i n u tří proteinů - c r y l , 

c r y 2 a c r y 3 . T y t o f o t o r e c e p t o r y spolupracují s f y t o c h r o m y ( r e c e p t o r y červeného světla) 

při r e g u l a c i e l o n g a c e buněk a kvetení r o s t l i n . Zároveň také spolupracují s f o t o t r o p i n y n a 

otevírání a zavírání průduchů ( L i & Y a n g , 2 0 0 7 ) . 

Hlavní r o l e kryptochromů se uplatňuje při d e e t i o l i z a c i semenáčků, což j e p r o c e s , při 

kterém dochází k rapidnímu nárůstu h y p o k o t y l u , r o z v o j i děložních lístků, zvýšené 

p i g m e n t a c i a o r g a n i z a c i fotosyntetického aparátu. K t o m u t o p r o c e s u dochází při klíčení 

r o s t l i n , k d y se zárodek h y p o k o t y l u dostává z půdy n a světlo ( F r a n k h a u s e r & C a s a l , 2 0 0 4 ) . 

K r y p t o c h r o m y b y l y n e j p r v e charakterizovány u A . thaliana, k d e b y l a sledována 

odpověď n a modré a U V - A světlo. L i & Y a n g ( 2 0 0 7 ) s l e d o v a l i m u t a n t a Arabidopsis, 

který měl T - D N A i n s e r c i v o b l a s t i g e n u long hypocotyl 4 ( H Y 4 ) , který b y l později 
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přejmenován n a cryl. Z a n e d l o u h o p o t o m t o o b j e v u b y l y k r y p t o c h r o m y popsány n e j e n 

v dalších rostlinách, a l e také u h m y z u a savců, k d e působí j a k o f o t o r e c e p t o r y , regulátory 

t r a n s k r i p c e , n e b o také j a k o součást systému, který se podílí n a cirkadiálním r y t m u 

organismů. 

S e k v e n c e H Y 4 / C R Y 1 j e v y s o c e homologní k sekvencím kódujícím fotolyásy, což j s o u 

e n z y m y , které reagují n a přítomnost světla a opravují poškozenou D N A , konkrétně 6 - 4 

p y r i m i d i n - p y r i m i d o n d i m e r vznikající působením světla U V o b l a s t i . C R Y 1 o b s a h u j e v e 

své struktuře F A D ( f l a v i n a d e n i n d i n u k l e o t i d ) , který j e primárním c h r o m o f o r e m fotolyás 

a kryptochromů, a l e postrádá D N A - o p r a v n o u f u n k c i c h a r a k t e r i s t i s t i c k o u právě p r o 

fotolyásy ( W a n g & L i n , 2 0 2 0 ) . 

V e vyšších rostlinách f u n g u j e m e c h a n i s m u s kryptochromů t a k , že dochází k r e g u l a c i 

n a úrovni genové e x p r e s e . Cryl a cry2 uplatňují s v o u f u n k c i zejménav jádře buňky. C R Y 

a p o p r o t e i n j e složen z e d v o u domén, k d y první doménou j e N-terminální r e g i o n ( P H R ) , 

který j e homologní s fotolyásami. J a k o druhá se v e struktuře v y s k y t u j e C-terminální 

prodloužená doména, která má různé délky a s e k v e n c e ( C C E ) . P R H váže nekovalentní 

v a z b o u c h r o m o f o r F A D a v určitých případech může také vázat c h r o m o f o r M T F I F ( 5 , 1 0 -

methylhydrofolát) ( L i u et al, 2 0 1 1 ) . 

F o t o a k t i v a c e rostlinných kryptochromů začíná excitací světlem n e b o absorpcí f o t o n u 

a redukcí F A D . Výsledkem j e konformační změna, k t e r o u j e odpojení P H R a C C E 

domény a f o r m a c e kryptochromových homooligomerů. T y následně interagují s p r o t e i n y , 

které j s o u schopné měnit e x p r e s i genů a vývoj r o s t l i n ( O b r . 9 ) ( W a n g & L i n , 2 0 2 0 ) . 

Změna 
genové 
e x p r e s e 

InaktivníCRY Fosforylovaný C R Y C R Y k o m p l e x 
o l i g o m e r o l i g o m e r 

O b r . 9 T r a n s d u k c e signálu kryptochromů. U fotoexcitováného kryptochromů dochází k e změně 
k o n f o r m a c e , a b y i n i c i o v a l přenos signálu n a signální p r o t e i n y . P o d l e t o h o t o m o d e l u dochází 
k h o m o d i m e r i z a c i c r y prostřednictvím P H R domén a i n t e r a k c i s partnerskými p r o t e i n y . Převzato 
a u p r a v e n o z L i u et al, 2 0 1 1 . 
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C r y 3 není m o c dobře prozkoumán a o d c r y l a c r y 2 se liší. Pravděpodobně j e 

uplatňován v c h l o r o p l a s t e c h a mitochondriích a má odlišnou f u n k c i ( L i u et al, 2 0 1 1 ) . 

Ačkoli k r y p t o c h r o m y zprostředkovávají různé f o t o r e a k c e , i n h i b i c e prodlužování 

h y p o k o t y l u j e n e j rozšířenějším výstupem p r o s t u d i u m těchto fotoreceptorů. M o h o u 

nezávisle r e g u l o v a t f o t o m o r f o g e n e z i i v nepřítomnosti fytochromů, a l e t y t o r e a k c e j s o u 

často redundantně, koordinovaně n e b o antagonistický regulovány společně dalšími 

f o t o r e c e p t o r y n e b o jinými p r o t e i n y ( W a n g & L i n , 2 0 2 0 ) . J a k už t e d y b y l o zmíněno, 

jednotlivé f o t o r e c e p t o r y m o h o u p r a c o v a t samostatně, a l e často se jedná o v e l m i 

komplexní p r o c e s , což b y l o p o t v r z e n o v experimentální části této práce, k d e b y l a 

z f u n k c e vždy vyřazena právě j e d n a n e b o druhá r o d i n a fotoreceptorů. 

2 . 3 . 3 F y t o c h r o m y 

C o se týče fytochromů, jedná se o poslední z e tří základních s k u p i n fotoreceptorů, d o 

které můžeme zařadit několik známých proteinů, kterými j s o u f y t o c h r o m y A - E ( p h y A -

E ) . J e t o r o d i n a fotoreceptorů, které absorbují červené ( R = r e d ) a vzdálené červené světlo 

( F R = f a r r e d ) a mají esenciální r o l i při různých morfogenetických a fyziologických 

odpovědích r o s t l i n ( L i et al, 2 0 1 5 ) . F r a n k h a u s e r & C a s a l ( 2 0 0 4 ) a l e uvádí, že t y t o 

r e c e p t o r y absorbují světlo napříč celým s p e k t r e m viditelného světla a částečně se 

uplatňují i při vnímání modrého světla. 

F u n k c e jednotlivých fytochromů b y l a s t a n o v e n a zkoumáním l o s s - o f - f u n c t i o n mutantů 

Arabidopsis, t e d y takových jedinců, u kterých j e právě daný r e c e p t o r vyřazen z f u n k c e . 

Výsledkem těchto experimentů b y l p o z n a t e k , že největší význam mají p h y A a P h y B , dále 

p h y D - p h y E a d o jisté míry i p h y C , které mají spíše redundantní e f e k t ( F r a n k h a u s e r & 

C a s a l , 2 0 0 4 ) . 

M o l e k u l a p h y j e d i m e r chromoproteinových p o d j e d n o t e k , které se skládají 

z p o l y p e p t i d u s kovalentně navázaným bilinovým c h r o m o f o r e m ( Q u a i l , 2 0 1 0 ) . 

F y t o c h r o m y m o h o u e x i s t o v a t v e d v o u formách. Prvním t y p e m j e R-absorbující f o r m a , 

t e d y t a , která přijímá červené světlo a označuje se P r . Vzdálené červené světlo j e 

přijímáno FR-absorbující f o r m o u , která se označuje P f r ( C a s a l et al, 1 9 9 8 ) . 
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C y t o p l a s m a 

T 
© F o t o m o r f o g e n e z e 

( d e e t i o l a c e 

semenáčků) 

Postřeh 

signálu 

T r a n s l o k a c e 

d o jádra 

Ovlivnění 

t r a n s k r i p c e 

Změna genové 

e x p r e s e 

O b r . 10 Fyziologická f o t o r e c e p c e r o s t l i n a přenos signálu při r e g u l a c i f o t o m o r f o g e n e z e semenáčků. 
P h y m o l e k u l y m o h o u reverzibilně přecházet z k o n f o r m e r u P r n a k o n f o r m e r P r f v l i v e m absorpce 
fotonů červeného ( R ) či vzdáleného červeného ( F R ) světla. P o t v o r b e P r f dochází k rychlé 
t r a n s l o k a c i d o jádra, k d e dochází k i n t e r a k c i s P I F f a k t o r y , j a k o např. P I F 3 , které iniciují změny 
v genové e x p r e s i a v l i v e m t o h o t o m e c h a n i s m u dochází k přechodu ze s k o t o m o r f o g e n e z e n a 
f o t o m o r f o g e n e z i , dochází t e d y k d e e t i o l a c i . Převzato a u p r a v e n o z Q u a i l , 2 0 1 0 . 

F y t o c h r o m má možnost změnit k o n f o r m a c i zjedná f o r m y n a d r u h o u v řádu 

m i l i s e k u n d . P r j e b i o l o g i c k y neaktivní a nevyvolává další odpověď. V této formě j e 

m o l e k u l a také syntetizována. P o e x c i t a c i světlem se p h y nachází v P f r k o n f o r m a c i , d o j d e 

k t r a n s l o k a c i d o jádra, k d e aktivovaná m o l e k u l a i n t e r a g u j e s P I F s ( P h y t o c h r o m e -

i n t e r a c t i n g t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s = transkripční f a k t o r y interagující s f y t o c h r o m y ) , 

například P I F 3 , který vyvolá změnu v genové e x p r e s i ( O b r . 1 0 ) . T e n t o p r o c e s j e zejména 

důležitý p r o klíčící s e m e n a , která mají první k o n t a k t se světlem. Změna genové e x p r e s e 

j e kumulována při změně z p r o c e s u z e s k o t o m o r f o g e n e z e n a f o t o m o r f o g e n e z i , t e d y k d y 

h y p o k o t y l semenáčku r o s t e a rozvíjí své vegetativní orgány ( Q u a i l , 2 0 1 0 ) . 
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2 . 4 R o s t l i n y a j e j i c h vnímání stínu 

R o s t l i n y získávají s v o u e n e r g i i z e světla, a p r o t o j e důležité umístění listů t a k , a b y m o h l y 

přijímat c o nejvíce fotonů. Často však čelí podmínkám, k d y nemají d o s t a t e k světla v l i v e m 

s i n u , který j e způsoben okolní vegetací. V t o m t o případě má o r g a n i s m u s dvě možnosti. 

Buď se stinným podmínkám přizpůsobí, m a x i m a l i z u j e využití světla v určitých částech i 

z a stinných podmínek a sníží poměr c h l o r o f y l u a a b . D r u h o u možností j e se stínu 

v y h n o u t , a b y b y l o možné c o nejvíce světla přijímat ( V a n d e n b u s s c h e et al., 2 0 0 5 ) . 

J e již delší d o m u známo, že r o s t l i n a rozpozná stín t a k , že se zmenší poměr R / F R světla. 

Když se o r g a n i s m u s nachází v e stínu, vnímá d o s t a t e k F R , a l e má n e d o s t a t e k červeného 

světla ( O b r . 1 1 ) . N a přímém s v i t u a b s o r b u j e r o s t l i n a d o s t a t e k F R i R světla ( F r a n k l i n & 

W h i t e l a m , 2 0 0 5 ) . 

záření fotonů mezi 6 5 5 a 6 6 5 nm 
R:FR poměr = ————— —-—— 

z a r e n i fotonu mezi 7 2 5 a 7 3 5 nm 

P o k u d b y r o s t l i n a vnímala stín p o u z e snížením R / F R poměru, hlavní r o l i v r e g u l a c i 

rostlinného růstu b y měly f y t o c h r o m y . Později a l e b y l o zjištěno, že j e vnímáno také 

snížení a b s o r b a n c e modrého světla a v t o m t o p r o c e s u j s o u z a p o j e n y také k r y p t o c h r o m y 

( K e u s k a m p et al, 2 0 1 2 ) . 

3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0 7 0 0 8 0 0 

Vlnová délka ( n m ) 

O b r . 1 1 D i s t r i b u c e spektrálních fotonů denního světla (modrá křivka) a světla, které 
b y l o reflektováno o d listů Křídlatky japonské (Fallopia japonica, zelená křivka). 
Můžeme s l e d o v a t p o k l e s o b o u křivek v o b l a s t i vzdáleného červeného světla, což 
znamená, že rostlinné buňky přijímají d o s t a t e k světla této vlnové délky i v e stinných 
podmínkách. Převzato a u p r a v e n o z F r a n k l i n & W h i t e l a m , 2 0 0 5 . 
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S y n d r o m vyhýbání se stínu ( S A S = s h a d e a v o i d a n c e s y n d r o m ) j e p r o c e s , kterým 

r o s t l i n a dopoví dá n a stinné podmínky. S A S j e charakterizován elongací h y p o k o t y l u , 

zmenšenou expanzí listů a sníženým větvením ( S o r i n et al, 2 0 0 9 ) . Další v i d i t e l n o u 

odpovědí bývá také o r i e n t a c e listů n a h o r u n e b o l i h y p o n a s t i e , k d y d o j d e k e zvýšení úhlu 

m e z i p o v r c h e m a l i s t y . Dlouhodobé vystavení stínu i n d u k u j e předčasné kvetení a t v o r b u 

s e m e n . T o t o chování j e považováno z a t z v . m e c h a n i s m u s úniku, k d y j e celkově zkrácena 

d o b a růstu j edné g e n e r a c e z a účelem vzniků g e n e r a c e druhé ( V a n d e n b u s s c h e et al., 2 0 0 5 ) . 

J a k již b y l o zmíněno, stín j e zejména vnímán p o k l e s e m R / F R poměru. J e t e d y jasné, 

že v biologické odpovědi r o s t l i n n a stín b u d o u d o m i n o v a t f y t o c h r o m y , t e d y f o t o r e c e p t o r y 

absorbující záření v o b l a s t i červeného a vzdáleného červeného světla. F r a n k l i n & Q u a i l 

( 2 0 1 0 ) uvádí, že převládajícím f y t o c h r o m e m řídícím S A S j e p h y B . Při použití phyB 

k n o c k - d o w n m u t a n t a j e však nějaká odpověď stále viditelná, a p r o t o se předpokládá 

redundantní f u n k c e p h y D a p h y E . Vysoký poměr R / F R , t e d y nestinné podmínky, aktivují 

p h y B d o s t a v u P f r . Dochází k t r a n s l o k a c i d o jádra, k d e se p r o t e i n váže n a P I F s přes 

aktivní f y t o c h r o m o v o u v a z e b n o u doménu ( A P B ) , což způsobí změny P I F faktorů, j a k o 

f o s f o r y l a c i , u b i q u i t i n a c i a d e g r a d a c i . K odpovědi t e d y nedochází, jelikož r o s t l i n a v e stínu 

není a nemá t e d y proč n a něj r e a g o v a t . Nízký poměr R / F R způsobuje k o n v e r z i P f r n a P r , 

d o j d e kuvilnění P I F s , které j s o u akumulovány a způsobí prodlužování h y p o k o t y l u 

( F r a s e r et al, 2 0 1 6 ) . 

B y l o b y také vhodné zmínit, jaký má v t o m t o p r o c e s u r o l i P h y A . T e n t o f o t o r e c e p t o r 

j e n a světle labilní, a p r o t o j e h o f u n k c e není příliš uplatněna u dospělých plně 

deetiolovaných r o s t l i n ( F r a n k l i n & Q u a i l , 2 0 1 0 ) . V mladých semenáčcích však 

a n t a g o n i z u j e prodlužování h y p o k o t y l u v l i v e m nízkého poměru R / F R . J e t e d y negativním 

regulátorem s k o t o m o r f o g e n e z e , kdežto n a d r u h o u s t r a n u j e P h y B pozitivním regulátorem 

f o t o m o r f o g e n z e ( K a z a n & M a n n e r s , 2 0 1 1 ) . 

2 . 4 . 1 F o t o t r o p i s m u s 
Světlo a g r a v i t a c e se řadí k n e j důležitějším environmentálním parametrům, které mají 

v l i v n a růst a vývoj r o s t l i n ( M o l a s & K i s s , 2 0 0 9 ) . F o t o t r o p i s m u s můžeme d e f i n o v a t j a k o 

asymetrický růst r o s t l i n y odpovídající n a určité podmínky, který umožňuje o r g a n i s m u 

optimálně umístit j e h o orgány ( G o y a l e t a l . , 2 0 1 6 ) . Dochází k t e d y k fototropické 

r e o r i e n t a c i , a b y se m o h l a r o s t l i n a přizpůsobit podmínkám. Obecně platí, že s t o n e k n e b o 

h y p o k o t y l r o s t e směrem k e světlu a pryč o d g r a v i t a c e ( f o t o t r o p i s m u s ) , kdežto kořen r o s t e 

směrem o d světla, což můžeme označit j a k o negativní f o t o t r o p i s m u s , a l e směrem k e 
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g r a v i t a c i ( g r a v i t r o p i s m u s ) . V rostlinách t e d y e x i s t u j e určitá soutěživost m e z i těmito 

dvěma s i l a m i a j e j i c h odpověďmi. Již C h a r l e s D a r w i n v e svém díle The Power of 

Movement in Plants ( 1 8 8 0 ) prohlásil, že mladé s t o n k y umisťují své l i s t y t a k , a b y m o h l y 

být dobře osvícené, a p o p i s u j e záhladnou látku, která j e přenášena z v r c h o l u semenáčku, 

k d e j e vnímáno světlo, d o spodní části, k d e l z e p o z o r o v a t o d e z v u , při které dochází k e 

změně směru růstu. 

U vyšších r o s t l i n j e vnímání směru světla zprostředkováno f o t o r e c e p t o r y 

absorbujícími modré světlo, j a k o j s o u f o t o t r o p i n y ( P h o t l a P h o t 2 ) a k r y p t o c h r o m y ( C r y 1 

a C r y 2 ) ( M o l a s & K i s s , 2 0 0 9 ) . 

S a k a i et al. ( 2 0 0 1 ) p r o v e d l i s t u d i i k n o c k o u t mutantů Arabidopsis, t e d y takových 

r o s t l i n , které mají nefunkční g e n photl, dříve označovaný také j a k o nphl ( n o n p h o t o t r o p i c 

h y p o c o t y l 1 ) n e b o phot2, dříve označovaný j a k o npll ( n o n p h o t o t r o p i c h y p o c o t y l 1 - l i k e ) 

a n e b o má r o s t l i n a vyřazeny z f u n k c e o b a g e n y . O b a t y t o r e c e p t o r y mají v l i v n e j e n n a 

f o t o t r o p i s m u s , a l e také n a p o h y b v l i v e m a k u m u l a c e chloroplastů. B y l o zjištěno, že P h o t l 

j e primárním f o t o r e c e p t o r e m , jelikož phot2 m u t a n t i vykazují o h y b směrem 

k unilaterálnímu modrému světlu. U photl m u t a n t a b y l a pozorována fototropická 

odpověď p o u z e u vyšších i n t e n z i t modrého světla ( 1 - 1 0 0 u m o l m ^ s " 1 ) . F u n k c e P h o t l a 

P h o t 2 se t e d y překrývá p o u z e při vyšších intenzitách. D o w n s t r e a m o d photl s e v kaskádě 

nachází g e n nph3, který má rovněž v l i v n a f o t o r o p i s m u s . G o y a l et al. ( 2 0 1 6 ) zařadili d o 

svého e x p e r i m e n t u také nphS k n o c k o u t m u t a n t a a p o z o r o v a l i , že při stinných 

podmínkách došlo k o h y b u h y p o k o t y l u m u t a n t a směrem k modrému světlu, kdežto při 

podmínkách n a přímém s v i t u se h y p o k o t y l n e o h n u l . T e n t o g e n zřejmě s p o l u p r a c u j e s P I N 

p r o t e i n y ( P I N - f o r m e d = sekundární přenašeče a u x i n u ) , které ovlivňují g r a d i e n t a u x i n u . 

V l i v kryptochromů n a f o t o t r o p i s m u s b y l také zkoumán pomocí k n o c k o u t mutantů. 

Výsledky ukázaly, že mutantní r o s t l i n y , které postrádají f u n k c i kryptochtomů v y k a z o v a l y 

zmenšenou s c h o p n o s t o h y b u k modrému světlu, kdežto nadexprimované r o s t l i n y b y l y 

vůči světlu hypersensitivní. Z h a o et al, ( 2 0 1 9 ) také naznačují, že j s o u k r y p t o c h r o m y p r o 

f o t o t r o p i s m u s u Arabidopsis nezbytné, a l e j e j i c h odpověď závisí n a podmínkách a j e 

nezávislá n a f o t o t r o p i n e c h . Jelikož b y l o zjištěno, že d e g r a d a c i C r y 2 i n d u k u j e právě 

světlo, autoři navrhují, že při ohýbání h y p o k o t y l u z a podmínek vysoké i n t e n z i t y světla se 

při p r o c e s u zásadně uplatňuje C r y l . 

N e j e n f o t o r e c e p t o r y absorbující modré světlo, a l e i f y t o c h r o m y , t e d y r e c e p t o r y R / F R 

záření se výrazně podílejí n a rostlinném f o t o t r o p i s m u . G o y a l et al. ( 2 0 1 6 ) z k o u m a l i v l i v 

fytochromů n a f o t o t r o p i s m u s u zelených (deetiolovaných) semenáčků. J e j i c h 
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e x p e r i m e n t y , které b y l y p r o v e d e n y j a k v laboratorních, t a k i terénních podmínkách 

o d h a l i l y , že p h y B i n h i b u j e f o t o t r o p i s m u s při vysokém poměru R / F R tím, že k o n t r o l u j e 

a k t i v i t u P I F s . N a d r u h o u s t r a n u zaházení fototropické odpovědi, j e závislé n a neaktivitě 

p h y B při nízkém poměru R / F R , k d y j e vyvolána i n d u k c e g e n u z YUCCA r o d i n y právě 

pomocí P I F s , což v e d e k p r o d u k c i a u x i n u v děložních lístcích ( O b r . 1 2 ) . 

Finální m o l e k u l o u , která „hýbe" r o s t l i n o u j e a u x i n a celá kaskáda již o d fotoreceptorů 

až k samotné biosyntéze, t r a n s p o r t u a s i g n a l i z a c i pomocí a u x i n u j e v e l i c e spletitá. A u x i n 

následně umožňuje asymetrický růst r o s t l i n vedoucí k fototropické odpovědi. Je také 

důležité zmínit, že kaskáda vedoucí o d r e c e p t o r u k e změně genové e x p r e s e není 

přímočará a jednotlivé r e c e p t o r y , signální p r o t e i n y a transkripční f a k t o r y s p o l u 

spolupracují, a b y b y l o dosaženo právě té odpovědi, které j e vyžadována ( G o y a l et al, 

2 0 1 6 ) . 
Otevřené 

prostředí 

[•Ť R / F R ) 

M o d r é 
světlo 

Stín 

(sĽ R / F R ) 

PfrB photl PrB 

1 l 

PIF4/5/7 NPH3 PIF475/7 

1 
1 

i 1 
YUCCA PIN3/4/7 YUCCA 

A U X I N 

/ \ 
A U X I N 

1 1 

O b r . 12 Schéma fototropické odpovědi n a stinné podmínky. N a levé straně j s o u popsána r egu l ace 
n a přímém světle, k d y j e p h y B v e své aktivní k o n f o r m a c i P r f B a i n h i b u j e P I F s , což v e d e k e 
snížené e x p r e s i YUCCA genů a nízké p r o d u k c i a u x i n u . V p r a v o můžeme vidět neaktivní p h y B , 
což v e d e k e zvýšené aktivitě P I F s , vysoké e x p r e s i YUCCA a p r o d u k c i a u x i n u v deetiolovaných 
semenáčcích. Uprostřed vidíme zapojení p h o t l v l i v e m modrého světla, k d y j s o u produkovány 
P I N , které také ovlivňují biosyntézu a u x i n u . Převzato a u p r a v e n o z G o y a l et al., 2 0 1 6 . 
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2 . 4 . 2 N P H 3 ( n o n - p h o t o t r o p i c h y p o c o t y l 3 ) 
N P H 3 p r o t e i n se řadí d o velké proteinové r o d i n y , která j e specifická p r o vyšší r o s t l i n y . 

P o d l e w e b u prosíte ( p r o s i t e . e x p a s y . o r g ) se t e n t o p r o t e i n skládá z e tří hlavních domén. N a 

N - k o n c i p r o t e i n u se nachází B T B doména, uprostřed j e N P H 3 doména a p r o t e i n 

zakončuje C-koncová doména svinuté cívky ( O b r . 1 3 ) . B T B doména, také známá j a k o 

P O Z doména j e h o m o d i m e r , který o b s a h u j e několik kopií s t r u k t u r y zinkového p r s t u . 

Většina B T B proteinů má f u n k c i regulátorů t r a n s k r i p c e ( p r o s i t e . e x p a s y . o r g ) . 

B T B N P H 3 Svinutá 

cívka 

O b r . 13 S t r u k t u r a N P H 3 p r o t e i n u z A . thaliana. Schéma b y l o získáno z databáze 
U n i P r o t ( h t t p s : / / w w w . u n i p r o t . o r g / ) a b y l o u p r a v e n o . 
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Spojení B T B a N P H 3 domény j e také typické p r o vyšší r o s t l i n y . B T B - N P H 3 p r o t e i n y 

v Arabidopsis j s o u asociovány s rostlinným f o t o t r o p i s m e m a j s o u údajně adaptorovými 

p r o t e i n y spojujícími k o m p o n e n t y signální transdukční dráhy iniciované světlem, které 

a k t i v u j e s e r i n / t h r e o n i n k i n a s o v o u doménu N P H 1 ( S t o g i o s et al, 2 0 0 5 ) . Doména svinuté 

cívky j e běžným strukturálním m o t i v e m , který j e složen z e d v o u až pěti a-helixů, které 

d o h r o m a d y formují levotočivý s u p e r h e l i x ( M a s o n & A r n d t , 2 0 0 4 ) . 

N P H 3 p r o t e i n , stejně j a k o R P T 2 ( r o o t p h o t o t r o p i s m 2 ) p r o t e i n můžeme zařadit d o 

stejné r o d i n y proteinů, která j e p o n i c h pojmenovaná a n e s e název N R L ( N P H 3 / R P T 2 -

l i k e proteinová r o d i n a ) . T y t o p r o t e i n y mají p o d o b n o u s t r u k t u r u , a l e uplatňují se v jiných 

částech r o s t l i n y . N P H 3 j e využíván v nadzemní části, kdežto R P T 2 nachází své uplatnění 

v kořenech ( C h r i s t i e et al, 2 0 1 8 ) . Také j e důležité zmínit, že se y Arabidopsis nachází 

dalších 3 1 členů N R L r o d i n y proteinů a jedná se o N P H 3 / R P T 2 - l i k e p r o t e i n y ( P e d m a l e 

et al, 2 0 1 0 ) . 

J a k již název t o h o t o p r o t e i n u napovídá, má důležitou r o l i při fototropické odpovědi 

r o s t l i n . N P H 3 p r o t e i n se uplatňuje v signalizační kaskádě, k t e r o u i n i c i u j e r e c e p t o r 

f o t o t r o p i n 1 . P o a b s o r p c i modrého světla pomocí p h o t l senzorické části dochází 

k a k t i v a c i C koncové k i n a s y p r o t e i n u . T a t o specifická doména j e spojená s f o t o t r o p i c k o u 

odpovědí. D o s u d b y l o identifikováno pět p h o t - 1 interagujících proteinů, a l e b y l o zjištěno, 

že p o u z e j e d e n , a t o právě N P H 3 j e nezbytný p r o f o t o t r o p i c k o u o d e z v u r o s t l i n ( P e d m a l e 

& L i s c u m , 2 0 0 7 ) . 

P e d m a l e a L i s c u m ( 2 0 0 7 ) v e své s t u d i i z k o u m a l i , z d a j e N P H 3 f o s f o p r o t e i n a z d a j e 

d e f o s f o r y l a c e N P H 3 iniciovaná modrým světlem nezbytná p r o f o t o t r o p i c k o u s i g n a l i z a c i 

závislou n a p h o t l . F o s f o r y l a c e j e j e d n o u z nejlépe pochopených posttranslačních 

modifikací, která ovlivňuje p r o c e s y v buňce. J a k již b y l o zmíněno, f o t o t r o p i n y , stejně 

j a k o fýtochromy a k r y p t o c h r o m y j s o u k i n a s y a p r o c e s y f o s f o r y l a c e / d e f o s f o r y l a c e , které 

m o h o u v určitých případech f u n g o v a t j a k o o n / o f f tlačítko, j s o u spojené s j e j i c h signálními 

dráhami. Výsledky ukazují, žejeNPFB p r o t e i n potřebný p r o fototropické odpovědi, které 

j s o u zprostředkované f o t o t r o p i n y . Ukázalo se, že u Arabidopsis můžeNPH3 e x i s t o v a t v e 

fosforylované formě, která převažuje v e tmě a představuje nekompetentní s t a v . 

Nedochází t e d y k fototropické odezvě. Když j e modré světlo přítomno, N P H 3 j e rapidně 

defosforylován pravděpodobně působením P P I ( p r o t e i n - f o s f a t a s a 1 , E C : 3 . 1 . 3 . 1 6 ) . T a t o 

f o r m a j e s c h o p n a přenášet podněty způsobené vnímání modrého světla prostřednictvím 

p h o t l . 
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2 . 4 . 3 Vnímání světla u sóji 

Sója j e krátkodenní r o s t l i n a , která j e citlivá n a f o t o p e r i o d u , t e d y délku d n e , k d y má 

r o s t l i n a přístup k e světlu, a n o c i . Kvetení j e iniciováno, když j e p e r i o d a denního světla 

p o d určitou hranicí ( Z h a n g et al, 2 0 1 7 ) . N e z každého květu však v z e j d e l u s k se s e m e n y 

n e b o j e l u s k s i c e vytvořen, a l e již není naplněn s e m e n y . B y l o zjištěno, že t e n t o fenomén 

není způsoben n e d o s t a t k e m p y l u n e b o nedostatečným oplodněním, a l e zřejmě j e t e n t o 

p r o c e s regulován fotoasimiláty u vyvíjejících se květů a lusků, t e d y opět dochází 

k r e g u l a c i v l i v e m d o s t a t k u n e b o n e d o s t a t k u světla ( H e i n d l & B r u n , 1 9 8 3 ) . 

R e g u l a c e i n i c i a c e kvetení délkou f o t o p e r i o d y b y l a detailně popsaná u Arabidopsis 

thaliana, což j e n a rozdíl o d sóji r o s t l i n a , která p r o s p e r u j e při podmínkách dlouhého d n e . 

T o znamená, že j s o u květy očekávány při těchto podmínkách dříve než u r o s t r l i n 

krátkodenních. Vnímání délky d n e a kvetení j e koordinováno zejména transkripčním 

f a k t o r e m CO ( C O N S T A N S ) , jehož e x p r e s e j e závislá n a cirkadiálních hodinách. 

V krátkodenní c h podmínkách j e exprimována m R N A CO v e tmě a n e j vyšší k o n c e n t r a c e 

j e 1 6 h o d i n p o setmění, k d y p o k u d j e stále t m a , t a k j e CO degradován. P o k u d j e však 

v r c h o l e x p r e s e CO během d n e , d e g r a d a c e j e inhibována a j e indukováno kvetení 

( M a r c o l i n o - G o m e s et al, 2 0 1 7 ) . 

U krátkodenní c h r o s t l i n , j a k o j e sója n e b o rýže není m e c h a n i s m u s kvetení a 

cirkadiálního r y t m u t a k dobře prostudován. Většina kultivarů k v e t e p o u z e v podmínkách 

krátkého d n e , a l e není t o p r a v i d l e m . Odrůdy, které j s o u pěstovány v e vyšších 

zeměpisných šířkách, t e d y t y , které j s o u zařazeny d o M G s nižšími čísly n e j s o u t o l i k 

citlivé n a f o t o p e r i o d u ( W a t a n a b e et al, 2 0 1 2 ) . 

U sóji b y l o charakterizováno a s i 1 0 FT genů, které stejně j a k o j e j i c h h o m o l o g y 

v Arabidopsis či jiných rostlinách zodpovídají z a i n d u k c i kvetení. Dále b y l o 

identifikováno 2 6 genů, které j s o u o r t h o l o g y CO g e n u z A r a b i d o p s i s . Analýza genové 

e x p r e s e těchto C O - l i k e genů, kterými j s o u GmCOLla a GmCOLlb ukázala, že z a 

podmínek krátkého d n e se v r c h o l k o n c e n t r a c e j e j i c h m R N A v y s k y t u j e v dopoledních 

hodinách j e synchronizován s v r c h o l e m e x p r e s e FT orthologního g e n u GmFT5a. N a 

d r u h o u s t r a n u z a podmínek dlouhého d n e se v y s k y t u j e e x p r e s e GmCOLla a GmCOLlb 

v n o c i a upadá před rozbřeskem a z a těchto podmínek není e x p r e s e GmFT5a zahájena 

( M a r c o l i n o - G o m e s et al, 2 0 1 7 ) . 

S y n d r o m vyhýbání se stínu b y l již zmíněn v jedné z předešlých k a p i t o l , k d e a l e b y l a 

soustředěna p o z o r n o s t n a m o d e l o v o u r o s t l i n u A. thaliana. Sój a však také v y k a z u j e určitou 
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odpověď n a stín způsobený okolním p o r o s t e m ( G r e e n - T r a c e w i c z et al., 2 0 1 1 ) . Odpověď 

n a stín j e regulována f o t o r e c e p t o r y v l i v e m změny poměru R / F R světla a také v l i v e m 

fotosyntetické h u s t o t y fotonového t o k u ( P P F D = p h o t o s y n t h e t i c p h o t o n f l u x d e n s i t y ) . 

T a t o h o d n o t a vyjadřuje počet fotonů, které j s o u přijaty m e t r e m čtverečním růstového 

p r o s t o r u každou s e k u n d u ( w w w . s e c r e t j a r d i n . c o m ) . Výsledky s t u d i e ukázaly, že odpověď 

sóji n a nízké P P F D a nízký R / F R poměr j e interaktivní, a l e liší se p o d l e orgánů. K 

n e j m a r k a n t n e j Šímu prodloužení i n t e r n o d dochází v l i v e m nízkého P P F D a aditivním 

v l i v e m nízkého R / F R , kdežto z a prodlužování řapíku l i s t u j e zodpovědný zejména nízký 

poměr R / F R ( H i t z et al, 2 0 1 9 ) . 

C o se týče rostlinných fotoreceptorů, L i u et al. ( 2 0 0 8 ) c h a r a k t e r i z o v a l i čtyři h o m o l o g y 

g e n u phyA v g e n o m u sóji, a l e podařilo se j i m i z o l o v a t p o u z e d v a , kterými j s o u GmphyAl 

a GmphyAl. J e nezvyklé, a b y měla r o s t l i n a několik homologů g e n u p h y A , jelikož jiné 

d r u h y luštěnin (např. L . japonicus a M. truncatula) mají o b v y k l e p o u z e j e d e n . U sóji se 

h o m o l o g y zjevně o b j e v i l y v l i v e m d u p l i k a c e g e n o m u . Výsledky této s t u d i e naznačují, že 

p r o c e s y , v e kterých j e phyA z a p o j e n ( d e e t i o l a c e , vyhýbání se stínu, kvetení a t d . ) , a které 

j s o u ovlivněny R / F R poměrem, n e j s o u v sóji zprostředkované p o u z e jedním, či dvěma 

g e n y , a l e s o u h r o u funkcí až čtyř genů. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3 . 1 Biologický materiál 

V experimentální části diplomové práce b y l o použito několik genotypů Arabidopsis 

thaliana p r o srovnání odpovědí n a specifické podmínky. J a k o r e f e r e n c e b y l použit e k o t y p 

C o l u m b i a - 0 ( C o l - 0 ) , který b y l z historického h l e d i s k a s t a n o v e n maďarským vědcem 

Gyôrgy P . Rédeiem. Rédei prováděl e x p e r i m e n t y se čtyřmi l i n i e m i s e m e n Arabidopsis, 

které přirozeně r o s t l y v Evropě. Z j i s t i l však, že t a t o s e m e n a n e j s o u homologní, a p r o t o 

v y b r a l náhodného j e d i n c e j a k o r e f e r e n c i a p o j m e n o v a l h o p o d l e U n i v e r z i t y v M i s s o u r i , 

která se nachází v C o l u m b i i . Právě p o d t o u t o u n i v e r z i t o u působil Rédei v e své laboratoři. 

Z názvu t e d y může vyplývat, že se jedná o americká s e m e n a , a l e v e skutečnosti se j d e o 

evropský e k o t y p ( S o m s s i c h , 2 0 1 9 ) . 

Dále b y l používán mutantní g e n o t y p S A L K _ 0 2 5 8 7 7 C (nph3 m u t a n t ) a další g e n o t y p y 

A. thaliana, které měly z f u n k c e vyřazeny fotoreceptorové p r o t e i n y . C o se týče 

mutantní c h linií, k d e b y l z f u n k c e vyřazen vždy p o u z e j e d e n g e n , b y l y použity cryl a cryl 

( k r y p t o c h r o m l a k r y p t o c h r o m 2 ) . Dále b y l i použiti d v a dvojití m u t a n t i photl phot2 

( f o t o t r o p i n l a 2 ) a cryl cry2 ( k r y p t o c h r o m 1 a 2 ) . T a t o mutantní s e m e n a měla vždy 

nefunkční d v a g e n y n a j e d n o u . Všechny t y t o mutantní l i n i e b y l y o d v o z e n y o d e k o t y p u 

C o l u m b i a - 0 a b y l y p o s k y t n u t y U n i v e r z i t o u v U t r e c h t u . 

3 . 2 Chemikálie 

• A g a r o s a ( S e r v a , Německo) 

• Bělící přípravek ( Z o n e , Nizozemí) 

• Ethylendiamintetraoctová k y s e l i n a ( S i g m a - A l d r i c h , U S A ) 

• C h l o r i d sodný ( L a c h - n e r , Česká r e p u b l i k a ) 

• I s o p r o p a n o l ( P e n t a , Česká R e p u b l i k a ) 

• K y s e l i n a chlorovodíková ( F l u k a , Švýcarsko) 

• K y s e l i n a octová ( S i g m a - A l d r i c h , U S A ) 

• M u r a s h i g e & S k o o g médium ( D u c h e f a , Nizozemí) 

• Rostlinný a g a r ( D u c h e f a , Nizozemí) 

• T r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) a m i n o m e t h a n ( C a r l R o t h , Německo) 

• T r i t o n X - 1 0 0 ( S i g m a - A l d r i c h , U S A ) 
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3 .3 Přístroje a vybavení 

Automatické p i p e t y ( E p p e n d o r f , Německo) 

B i o m e t r a T O n e T h e r m a l C y c l e r ( a n a l y t i k j e n a , Německo) 

Digitální p H m e t r ( I n o L a b , Německo) 

Elektromagnetická míchačka ( B i o s a n , Lotyšsko) 

G e l D o c E Z systém ( B i o - R a d , Německo) 

Mikrodestičkový spektrofotometrický r e a d e r S y n e r g y H l ( B i o t e k , U S A ) 

Předvážky ( K E R N , Německo) 

S p e k t r o r a d i o m e t r L i - 1 8 0 ( L I - C O R , U S A ) 

Stolní c e n t r i f u g a 5 4 2 4 R ( E p p e n d o r f , Německo) 

Suchá lázeň T S - 1 0 0 C ( B i o s a n , Lotyšsko) 

T 1 0 0 T h e r m a l C y c l e r ( B i o - R a d , Německo) 

Termocyklér C F X 9 6 T M R e a l - T i m e Systém ( B i o - R a d ) 

V o r t e x V - l p l u s ( B i o s a n , Lotyšsko) 

3 . 4 R o z t o k y 

• T A E (Tris-acetát-EDTA) p u f r ( 0 , 0 4 M T r i s - k y s e l i n a octová; 0 , 0 0 1 M E D T A ; 

p H 8 , 3 ) 

• T E N T p u f r ( 1 0 n i M T r i s - C l ; l m M E D T A ; 1 2 m M N a C l ; 2 , 5 % T r i t o n X - 1 0 0 ; 

p H 8 ) 

• T E p u f r ( 1 0 m M T r i s - C l ; 0 , 1 m M E D T A ; p H 8 ) 

• 1 % agarové médium 

• 0 , 5 x M S médium 

3 . 5 R e a g e n c i e p r o molekulární b i o l o g i i 

• 5 n i M d N T P ( T h e r m o S c i e n t i f i c , U S A ) 

• B a r v i v o GelRed® ( B i o t i n u m , U S A ) 

• D N a s a I ( T o p - B i o , Česká r e p u b l i k a ) 

• G e n e R u l e r 1 0 0 b p P l u s D N A l a d d e r ( T h e r m o S c i e n t i f i c , U S A ) 

• HyperLadder™ 5 0 b p ( M e r i d i a n B i o s c i e n c e , U S A ) 

• i S c r i p t c D N A S y n t h e s i s k i t ( B i o R a d ) 
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• Magnetické kuličky A g e n C o u r t R N A c l e a n X P ( B e c k m a n C o u l t e r , Česká 

r e p u b l i k a ) 

• Monarch® D N A G e l E x t r a c t i o n K i t ( N E B , U S A ) 

• Nanášecí p u f r - 6 x D N A G e l L o a d i n g D y e ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c , U S A ) 

• NucleoSpin® R N A p l u s ( M a c h e r e y N a g e l , Německo) 

• Taq D N A P o l y m e r a s e ( Q I A G E N , Německo) 

3 . 6 Použité p r i m e r y 

T a b . 1 P r i m e r y použité v e n d - p o i n t P C R reakcích, j e j i c h s e k v e n c e , t e p l o t y tání, délky a o b s a h 
G C . P r i m e r y b y l y syntetizovány n a zakázku u firmy E l i s a b e t h P h a r m a c o n , B r n o Česká R e p u b l i k a 
a t o v základní čistotě, t e d y odsolené. 

Název p r i m e r u S e k v e n c e ( 5 ' —> 3 ' ) T m 
(°C) 

Délka 
( N T P ) 

O b s a h G C 
( % ) 

A t L B b l . 3 n G G A T T T T G C C G A T T T C G G A A C 5 7 2 1 4 8 
A t 5 g 0 3 2 5 0 _ i n t l _ r e v A A T T C G A T C T C G A A A C C G G A A A C A 5 9 2 4 4 2 
A t 5 g 0 3 2 5 0 _ R P A C G A G T C C T G T A G T G C A A A G C 5 9 2 1 5 2 
A R A a c t f w G C C A T C C A A G C T G T T C T C T C 5 9 2 0 55 
A R A a c t r e v G G T G G T G C A A C G A C C T T A A T 5 7 2 0 5 0 

3 . 7 Experimentální m e t o d y 

3 . 7 . 1 Podmínky růstu r o s t l i n 

S e m e n a nph3 m u t a n t a a G K - 2 9 0 R 0 9 , která měla být použita j a k o pozitivní k o n t r o l a , b y l a 

objednána z databáze N A S C ( N o t t i n g h a m A r a b i d o p s i s S t o c k C e n t r e ) . S e m e n a b y l a 

z a s a z e n a d o květináčů se z e m i n o u , umístěna při laboratorní teplotě t a k , a b y měla d o s t a t e k 

přirozeného světla a b y l a pravidelně zalévána. Klíčivost s e m e n však b y l a v e l m i špatná. 

Přesto se a s i p o měsíci o d zasazení podařilo z listů r o s t l i n o d e b r a t genetický materiál n a 

F T A k a r t y . 

S e m e n a nph3 m u t a n t a a e k o t y p u C o l - 0 b y l y v y s e t y také n a m i s k y s 1 % a g a r e m a 

následně r o s t l y 1 4 dnů v e f y t o t r o n u při podmínkách dlouhého d n e ( 1 2 h světlo, 1 2 h t m a ) , 

intenzitě světla 1 0 0 u m o l m ^ s " 1 a teplotě 2 2 °C. Posbírané semenáčky b y l y zmraženy a 

uchovány při - 8 0 °C. 

Při provádění experimentů, k d y b y l y r o s t l i n y ošetřovány světlem, b y l také pozorován 

rozdíl v klíčivosti nph3 m u t a n t a a ostatních mutantních genotypů. I přesto, že b y l a 

prováděna týdenní s t r a t i f i k a c e všech s e m e n , klíčivost s e m e n nph3 m u t a n t a b y l a v e l m i 

špatná a o b v y k l e vyklíčila j e n p o l o v i n a s e m e n . Překvapivě b y l obdobný problém i se 

s e m e n y e k o t y p u C o l - 0 . 
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3 . 7 . 2 K a t a l o g a l e l 
S o y b e a n A l l e l e C a t a l o g ( h t t p s : / / s o y k b . o r g / S o y b e a n A l l e l e C a t a l o g T o o l / ; C h a n et al., 

2 0 2 3 ) j e o n l i n e nástroj, díky kterému m o h o u j e h o uživatelé lépe porozumět funkční 

g e n e t i c e sóji n a úrovni genů a a l e l n a základě analýzy d a t a s e t u čítajícího 1 0 6 6 genotypů 

celosvětové p o p u l a c e sóji ( S o y l 0 6 6 ) . J e veřejně dostupný, j a k o webová a p l i k a c e 

hostovaná n a S o y K B . o r g . Pomocí t o h o t o nástroje j e možné v i z u a l i z o v a t a l e l y 

zkoumaného g e n u , a zároveň porozumět funkčním efektům a aminokyselinovým 

změnám, které j s o u způsobeny jednonukleotidovými p o l y m o r f i s m y , i n s e r c e m i či 

d e l e c e m i v g e n e c h ( C h a n et al, 2 0 2 3 ) . 

Nástroj nabízí prohledání a l e l n a základě I D g e n u j e d n a k v celém S o y l 0 6 6 , a n e b o 

s p e c i f i c k y v části t o h o t o d a t a s e t u . V t o m t o případě b y l a p r o v e d e n a analýza a l e l p r o g e n 

Glyma.l3g221200 v celém S o y l 0 6 6 d a t a s e t u . 

3 . 7 . 2 B L A S T 

B L A S T n e b o l i B a s i c L o c a l A l i g n m e n t S e a r c h T o o l j e počítačový a l g o r i t m u s , který 

dokáže r y c h l e p o r o v n a t d o t a z o v a n o u D N A či a m i n o k y s e l i n o v o u s e k v e n c i s databází 

( M o u n t , 2 0 0 7 ) . B L A S T p o s k y t u j e n a i n t e r n e t u několik webových stránek a v t o m t o 

případě b y l využit nástroj, který se nachází n a webových stránkách databáze T A I R 

( h t t p s : / / w w w . a r a b i d o p s i s . o r g / B l a s t / i n d e x . j s p ) . Aminokyselinová s e k v e n c e b y l a 

porovnána s referencí Arabidopsis thaliana ( t x i d 3 7 0 2 ) . V databázi T A I R b y l následně 

vybrán mutantní g e n o t y p , který b y l vhodný p r o provedení následujících experimentů. 

Výsledky této analýzy také posloužily j a k o vstupní i n f o r m a c e o p r o t e i n e c h Arabidopsis 

p r o k o n s t r u k c i fylogenetického s t r o m u . P o d o b n o s t aminokyselinových sekvencí sóji b y l a 

zjištěna pomocí B L A S T u , který p o s k y t u j e w e b S o y b a s e . o r g 

( h t t p s : / / s o y b a s e . o r g / s e q u e n c e s e r v e r / ) . 

3 . 7 . 3 Analýza nukleotidových a proteinových sekvencí 

B i o E d i t v e r z e 7 . 2 ( b i o e d i t . s o f t w a r e . i n f o r m e r . c o m ) j e s o f t w a r e , který l z e použít p r o 

v i z u a l i z a c i nukleotidových a aminokyselinových sekvencí, j e j i c h přiložení a zjištění 

p o d o b n o s t i d v o u či více sekvencí n e b o l i t z v . a l i g n m e n t ( H a l l , 1 9 9 9 ) . Ačkoliv b y l p r o g r a m 

vytvořen v 9 0 . l e t e c h , j e stále poměrně dobře využitelný a j e volně k použití. Poslední 

updatovaná v e r z e j e z r o k u 2 0 0 7 a o d této d o b y n e b y l s o f t w a r e n i j a k vylepšován. 

S využitím nástroje C l u s t a l W , který p r o g r a m nabízí, b y l o přiřazeno několik 

aminokyselinových sekvencí a výsledek t o h o t o a l i g n m e n t u b y l následně využit p r o 
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k o n s t r u k c i fylogenetického s t r o m u . Pomocí B i o E d i t u b y l y také v y h o d n o c e n y výsledky 

s e k v e n a c e . D a t a b y l a d o p r o g r a m u nahrávána v e formátu f a s t a ( . f a s ) . 

Dále b y l p r o analýzu sekvencí využit také S n a p G e n e 6 . 1 . 0 ( w w w . s n a p g e n e . c o m ) . 

Jedná se o sofistikovaný s o f t w a r e , v e kterém j e možné provádět bioinformatické a 

molekulárně biologické analýzy a n e b o například v i z u a l i z o v a t průběh plánovaných 

experimentů. M i m o jiné o b s a h u j e také f u n k c i a l i g n m e n t p r o přiložení sekvencí a j e možné 

provádět návrh primerů. P r o g r a m b y l využit zejména p r o t y t o dvě f u n k c e a také p r o 

c e l k o v o u v i z u a l i z a c i sekvencí. 

3 . 7 . 3 Fylogenetická analýza 

Fylogenetická analýza p o s k y t u j e h o d n o t y , které dovolují p o r o v n a t p o d o b n o s t sekvencí. 

Fylogenetický s t r o m j e f o r m o u v i z u a l i z a c e příbuznosti m e z i d r u h y n e b o s e k v e n c e m i a 

také u k a z u j e j e j i c h hypotetického společného předka. S t r o m y j s o u sestavovány 

s použitím j a k nukleotidových, t a k aminokyselinových sekvencí. P r o g r a m M E G A 1 1 

( w w w . m e g a s o f t w a r e . n e t ) j e vhodným a intuitivním nástrojem p r o sestavení 

fylogenetického s t r o m u , a právě p r o t e n t o účel b y l využit. P r o g r a m l z e použít také p r o 

přiložení ( a l i g n m e n t ) sekvencí, a l e p r o t u t o f u n k c i b y l využit B i o E d i t či S n a p G e n e . 

Dříve vytvořený a l i g n m e n t aminokyselinových sekvencí b y l otevřen v p r o g r a m u a 

b y l a z v o l e n a f u n k c e t v o r b y fylogenetického s t r o m u s t a t i s t i c k o u m e t o d o u maximální 

věrohodnost ( m a x i m u m l i k e l y h o o d ) . B y l o možno u p r a v i t další p a r a m e t r y , které a l e b y l y 

ponechány v defaultním nastavení, k d e b y l přednastaven J o n e s - T a y l o r - T h o r n t o n m o d e l a 

heuristická m e t o d a N e a r e s t - N e i g h b o r - I n t e r c h a n g e (výměna nejbližšího s o u s e d a ) . 

Následně b y l y u zkonstruovaného s t r o m u u p r a v e n y některé grafické n e d o s t a t k y , a b y b y l 

s t r o m přehledný a dobře čitelný. 

3 . 7 . 4 I z o l a c e g D N A (genomové D N A ) 

P r o i z o l a c i g D N A b y l y použity FTA® ( F l i n d e r s T e c h n o l o g y A s s o c i a t e s ) odběrové k a r t y 

(Whatman®). Čerstvé l i s t y Arabidopsis thaliana b y l y položeny n a filtrační papír v F T A 

kartě t a k , a b y spodní s t r a n a l i s t u směřovala n a h o r u . P o zavření k a r t y n a n i b y l o s h o r a 

přitlačeno pomocí tloučku, a b y se D N A z l i s t u přenesla n a filtrační papír. Z b y t e k l i s t u b y l 

následně odstraněn p i n z e t o u . Z F T A k a r t y b y l o vždy vystřiženo kolečko, které b y l o 

rozpůleno s k a l p e l e m a d o P C R r e a k c e b y l a použita p o u z e j e d n a p o l o v i n a . Výstřižek F T A 

k a r t y b y l v m i k r o z k u m a v c e p r o m y t 3 x 1 0 0 u l T E N T p u f r u a 2 x 1 0 0 u l T E p u f r u , a 

následně b y l sušen v t e r m o b l o k u , který b y l vyhřátý n a 5 0 °C p o d o b u 1 5 m i n u t . 
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3 . 7 . 5 I z o l a c e R N A 
R N A b y l a izolována z čerstvého biologického materiálu. P r o t e n t o účel b y l y použity 

semenáčky A. thaliana mutantního g e n o t y p u nph3 a divoký t y p ( C o l - 0 ) . Semenáčky 

r o s t l y d v a týdny n a miskách s a g a r e m v e f y t o t r o n u při teplotě 2 2 °C a podmínkách 

dlouhého d n e ( 1 2 h světlo, 1 2 h t m a ) . 

L i s t y d v a týdny starých semenáčků Arabidopsis b y l y v e vychlazené třecí m i s c e 

zmraženy pomocí tekutého dusíku a homogenizovaný tloučkem. Homogenizovaný 

rostlinný materiál ( 5 0 - 1 0 0 m g ) b y l přenesen d o předem zvážené a vychlazené 

m i k r o z k u m a v k y . Následně b y l o d o z k u m a v k y přidáno 5 0 0 u l L B P r o z t o k u z 

NucleoSpin® R N A p l u s k i t u a dále b y l o postupováno p o d l e manuálu výrobce ( w w w . m n - 

n e t . c o m / n u c l e o s p i n - r n a - p l u s - m i n i - k i t - f o r - r n a - p u r i f i c a t i o n - w i t h - d n a - r e m o v a l - c o l u m n - 

7 4 0 9 8 4 . 5 0 ) , k d e b y l y použity k o l o n k y n e j p r v e p r o odstranění genomové D N A a následně 

p r o zachycení R N A . 

A b y b y l a odstraněna zbylá kontaminující D N A , b y l a k e vzorkům přidána D N A s a 1 ( 1 0 

U u l " 1 ) . V m i k r o z k u m a v c e b y l o smícháno 5 4 u l v z o r k u R N A s 1 4 u l p u f r u ( 5 x reakční 

p u f r ) a 1 u l D N A s y I ( E C : 3 . 1 . 2 1 . 1 ) . Následovala i n k u b a c e směsi p o d o b u 3 0 m i n u t ( 3 7 

°C). D o m i k r o z k u m a v e k b y l přidán 1 u l D N A s y I a opět následovala 30minutová 

i n k u b a c e při stejné teplotě. P r o p u r i f i k a c i vzorků b y l y použity magnetické kuličky 

A g e n C o u r t R N A c l e a n X P . K ošetřené R N A b y l o napipetováno 3 5 u l kuliček v r o z t o k u a 

b y l o přidáno 2 8 u l 1 0 0 % i s o p r o p a n o l u . Směs b y l a l O x promíchána pipetováním, 

inkubována 1 0 m i n u t a následně m i k r o z k u m a v k y b y l y přeneseny d o magnetického 

stojánku, k d e b y l y ponechány 5 m i n u t . Díky m a g n e t u se kuličky přichytily n a stěnu 

m i k r o z k u m a v k y a s u p e r n a t a n t m o h l být odpipetován d o o d p a d u . Kuličky s navázanou 

R N A b y l y 3 x p r o m y t y 2 0 0 u l 7 0 % e t h a n o l u a m e z i jednotlivým pipetováním b y l y 

inkubovány vždy 1 m i n u t u . Následně b y l y v z o r k y vysušeny, d o m i k r o z k u m a v e k b y l o 

napipetováno 3 0 u l R N A s e - f r e e v o d y , směs b y l a promíchána a proběhla i n k u b a c e 1 0 

m i n u t , během které se přečištěná R N A u v o l n i l a d o v o d y . M i k r o z k u m a v k y b y l y n a dalších 

5 m i n u t vloženy n a m a g n e t a následně b y l a purifikovaná R N A přepipetována d o čistých 

m i k r o z k u m a v e k . K o n c e n t r a c e získané R N A b y l a změřena pomocí mikrodestičkového 

r e a d e r u a v z o r k y b y l y uloženy v mrazáku s t e p l o t o u - 8 0 °C. 

3 . 7 . 6 Přepis d o c D N A 

R N A b y l a následně přepsána d o c D N A s použitím k i t u i Script™ R e v e r s e T r a n s c r i p t i o n 

S u p e r m i x . V z o r k y R N A a 5 x s u p e r m i x z k i t u b y l y rozmraženy n a l e d u a b y l připraven 
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p r e m i x smícháním příslušného množství 5 x s u p e r m i x u a reverzní t r a n s k r i p t a s y p o d l e 

p r o t o k o l u ( T a b . 2 ) . Směs b y l a napipetována d o předem označených z k u m a v e k , d o 

kterých b y l následně přidán templát. M i k r o z k u m a v k y b y l y vloženy o d termocykléru, k d e 

b y l n a s t a v e n p r o g r a m s příslušnými k r o k y ( T a b . 3 ) . 

P o přepisu b y l y v z o r k y naředěny t a k , a b y b y l finální o b j e m 1 6 0 u l a následně b y l a 

proměřena k o n c e n t r a c e c D N A pomocí r e a d e r u stejně j a k o v případě R N A . 

T a b . 2 Pipetované o b j e m y p r o přípravu reakčního m i x u i S c r i p t . 

Činidlo O b j e m ( u l ) 
5 x i S c r i p t R e a c t i o n M i x 4 
i S c r i p t R e v e r s e T r a n s c r i p t a s e 1 
R N A ( 5 0 n g / u l ) 15 
Celkový o b j e m 2 0 

T a b . 3 Reakční p r o t o k o l i S c r i p t . 

Fáze Čas T e p l o t a (°C) 
Nasedání primerů 5 m i n 2 5 
Reverzní t r a n s k r i p c e 2 0 m i n 4 5 
I n a k t i v a c e reverzní t r a n s k r i p c e 1 m i n 9 5 
Volitelný k r o k 00 4 

3 . 7 . 7 E n d - p o i n t P C R 
P r o a m p l i f i k a c i genů pomocí e n d - p o i n t P C R r e a k c e b y l a používána Taq D N A 

polymeráza. P r i m e r y , které b y l y použity v reakcích v reakcích j s o u uvedené v t a b u l c e 

( T a b . 1 ) . Všechny složky, které j s o u potřebné d o r e a k c e b y l y pipetovány v e sterilním 

laminárním b o x u . 

Když b y l a prováděna a m p l i f i k a c e fragmentů genomové D N A , b y l y j a k o templáty d o 

r e a k c e použity výstřižky z F T A k a r e t . V případě d e t e k c e f r a g m e n t u v c D N A b y l a j a k o 

templát d o r e a k c e pipetována R N A o k o n c e n t r a c i 5 0 n g / u l , a b y b y l a vyloučena 

k o n t a m i n a c e g e n o m o v o u D N A , a c D N A o k o n c e n t r a c i 1 2 0 n g / u l . O b j e m pipetované 

v o d y se lišil p o d l e k o n c e n t r a c e templátu. D o m i k r o z k u m a v e k b y l y napipetovány ostatní 

r e a g e n c i e potřebné p r o průběh P C R r e a k c e ( T a b . 4 ) , b y l y vloženy d o termocykléru a b y l y 

n a s t a v e n y podmínky v i z . T a b . 5 . 
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T a b . 4 O b j e m y jednotlivých složek použitých v reakční směsi p r o e n d - p o i n t P C R r e a k c i . 

Činidlo O b j e m ( u l ) Výsledná k o n c e n t r a c e 
1 0 x P C R p u f r ( Q I A G E N ) 5 l x 
d N T P ( 5 m M ) 2 2 0 0 u M (každý d N T P ) 
F W p r i m e r ( 2 5 u M ) 1 0 ,5 u M 
R E V p r i m e r ( 2 5 u M ) 1 0 ,5 u M 
Templát X X 

Taq D N A p o l y m e r a s a 0 ,25 u l 0 , 0 2 5 U / u l 
d d H 2 0 4 0 , 7 5 u l 
Celkový o b j e m reakce 5 0 u l 

T a b . 5 P a r a m e t r y p r o nastavení e n d - p o i n t P C R r e a k c e . 

Fáze T e p l o t a (°C) Cas Počet cyklů 
Počáteční dena tu race 9 4 3 m i n 1 
D e n a t u r a c e 9 4 3 0 s 
Nasedání primerů 5 7 , 9 3 0 s 35 
E l o n g a c e 7 2 1 m i n 
Finální e longace 7 2 10 m i n 1 

3 . 7 . 8 Agarosová elektroforéza 

P r o provedení agarosové elektroforézy b y l o připravováno 4 0 m l 1 % n e b o 3 % 

agarosového g e l u ( 0 , 4 / 1 , 2 g a g a r o s y , 4 0 m l l O x T A E p u f r u ) , který b y l o b a r v e n 1,7 u l 

b a r v i v a G e l R e d . P o zatuhnutí b y l odstraněn hřebínek a b y l o napipetováno 6 u l m a r k e r u 

(HyperLadder™ 5 0 b p / G e n e R u l e r 1 0 0 b p P l u s D N A l a d d e r ) . Následně b y l o vždy 5 u l 

P C R p r o d u k t u smícháno s 1 u l 6 x T r i T r a c k D N A L o a d i n g D y e . Směs b y l a promíchána 

pipetováním a n a n e s e n a n a g e l . Elektroforetická komůrka b y l a naplněna l x T A E p u f r e m , 

uzavřena a připojena k e z d r o j i . Elektroforéza probíhala 7 5 m i n u t při 9 0 V n e b o 9 0 m i n u t 

při 8 0 V . V případě použití 3 % g e l u b y l a elektroforetická komůrka p o prvních 1 0 

minutách přenesena d o l e d n i c e z t o h o důvodu, a b y se g e l nepřehříval. 

3 . 7 . 9 S a n g e r o v a s e k v e n a c e 

P r o ověření správnosti některých P C R amplikonů b y l y v z o r k y poslány n a s e k v e n a c i , 

která b y l a p r o v e d e n a společností S E Q m e ( S E Q m e s . r . o . , Dobříš, Česká r e p u b l i k a ) . 

N e j p r v e b y l o nutné opět provést a g a r o s o v o u elektroforézu. B a n d b y l následně vyřezán 

z g e l u pomocí s k a l p e l u a přenesen d o m i k r o z k u m a v k y , k d e b y l přidán rozpouštěcí r o z t o k . 

B y l a izolována D N A pomocí Monarch® D N A G e l E x t r a c t i o n K i t u 

( h t t p s : / / i n t e r n a t i o n a l . n e b . c o m / p r o d u c t s / t l 0 2 0 - m o n a r c h - d n a - g e l - e x t r a c t i o n -
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k i t # P r o d u c t % 2 0 I n f o r m a t i o n ) , k d e b y l o postupováno p o d l e příslušného p r o t o k o l u . N a 

s e k v e n a c i b y l odeslán p r o d u k t v e d v o u provedeních s přímým a zpětným příměrem. 

3 . 7 . 1 0 Ošetření r o s t l i n světlem 

3 . 7 . 1 0 . 1 S t e r i l i z a c e a s t r a t i f i k a c e s e m e n 

A b y m o h l y být p r o v e d e n y e x p e r i m e n t y , k d y b y l o n a s e m e n a a semenáčky Arabidopsis 

působeno modrým světlem, či b y l y prováděny t e s t y f o t o t r o p i s m u , b y l o n e j p r v e nutné 

s e m e n a s t e r i l i z o v a t . Potřebné množství s e m e n p r o e x p e r i m e n t b y l o odsypáno d o 

m i k r o z k u m a v k y , která b y l a otevřená a umístěná v e stojánku vložena d o exsikátoru. 

V kádince b y l o smícháno 2 5 m l bělícího přípravku se 3 m l k y s e l i n y chlorovodíkové, b y l a 

vložena d o exsikátoru a t e n b y l uzavřen. Reakcí těchto d v o u složek se vytvářel c h l o r , 

který s e m e n a s t e r i l i z o v a l . P o 2 hodinách b y l y m i k r o z k u m a v k y přesunuty d o laminárního 

b o x u , k d e b y l y ponechány a s i 15 m i n u t , a b y se vyvětral z b y t e k c h l o r u . 

P r o e x p e r i m e n t s ošetřením r o s t l i n modrým světlem b y l y připraveny hlubší m i s k y 

s 1 % rostlinným a g a r e m . A g a r s d e s t i l o v a n o u v o d o u b y l rozpuštěn v m i k r o v l n c e a n a l i t 

d o m i s e k . Při provedení fototropického e x p e r i m e n t u b y l y nachystány čtvercové P e t r i h o 

m i s k y s 0 , 5 x M S médiem a 1 % a g a r e m . Směs b y l a opět zahřátá v m i k r o v l n c e a přelita d o 

m i s e k . P o zatuhnutí b y l a n a m i s k y n a n e s e n a sterilní s e m e n a , následně b y l y m i s k y o b a l e n y 

dvěma v r s t v a m i a l o b a l u a stratifikovány nejméně j e d e n týden při teplotě 4 °C. 

3 . 7 . 1 0 . 2 Růst Arabidopsis při různé intenzitě modrého světla a fenotypová 

analýza 

P o týdenní s t r a t i f i k a c i b y l y m i s k y se s e m e n y o d h a l e n y , umístěny d o papírových obalů 

t a k , a b y n a ně působilo světlo p o u z e s h o r a , a vloženy d o růstové k o m o r y s bílým světlem 

n a 4 až 6 h o d i n . P o této době b y l y opět o b a l e n y a l o b a l e m a ponechány při laboratorní 

teplotě následujících 1 8 - 2 0 h . Mezitím b y l y s použitím s p e k t r o f o t o m e t r u n a s t a v e n y p o d 

L E D z d r o j e m modrého světla tři různé i n t e n z i t y o hodnotě 0 , 1 ; 1 a 1 0 u m o l m ^ s " 1 t a k , 

že b y l s e n s o r přístroje zakrýván různým počtem v r s t e v papíru a b y l posouvám blíž n e b o 

dál o d světelného z d r o j e ( O b r . 1 4 ) . S e m e n a r o s t l a v nastavených podmínkách 6 dnů 

3 8 



O b r . 14 Snímky o b r a z o v k y s p e k t r o f o t o m e t r u při nastavení podmínek různé i n t e n z i t y modrého 
světla. H o d n o t y i n t e n z i t y světla modrého s p e k t r a j s o u zvýrazněny a u v e d e n y v jednotkách 
u m o l - m ^ - s " 1 . 

E x p e r i m e n t b y l v y h o d n o c e n t a k , že b y l y vzrostlé h y p o k o t y l y Arabidopsis přeneseny 

n a čtvercové P e t r i h o m i s k y s 1 % a g a r e m a v y f o c e n y pomocí s k e n e r u . F o t o g r a f i e b y l a 

v y h o d n o c e n a v p r o g r a m u I m a g e J takovým způsobem, že b y l a pomocí nástroje p r o měření 

délky určena výška každého h y p o k o t y l u . 

E x p e r i m e n t b y l c e l k e m p r o v e d e n dvakrát, k d y v prvním případě b y l o použito 15 

s e m e n j e d n o h o g e n o t y p u n a světelnou podmínku, které představují tři různé i n t e n z i t y 

modrého světla a j s o u zmíněny výše. Při druhém provedení b y l o vždy v y s e t o 1 6 s e m e n 

daného g e n o t y p u n a m i s k u , k d y b y l y v jedné světelné podmínce tři m i s k y , t e d y 4 8 s e m e n . 

Také b y l a přidána podmínka s maximální i n t e n z i t o u světla 7 0 - 1 0 0 u m o l m ^ s " 1 . 

3 . 7 . 1 0 . 3 Fototropický e x p e r i m e n t 

P o ukončení s t r a t i f i k a c e b y l y m i s k y se s e m e n y o d h a l e n y a vloženy d o růstové k o m o r y 

p o d bílé světlo n a 6 h o d i n , následně opět o b a l e n y a l o b a l e m a ponechány při laboratorní 

teplotě následujících 6 6 h o d i n . Přesně tři d n y p o zahájení t o h o t o e x p e r i m e n t u b y l y m i s k y 

umístěny d o speciálního zařízení, t z v . k o s t k y , které b y l o navrženo právě p r o t e n t o účel. 

Jedná se o k r y c h l i z e dřeva, d o které b y l y nainstalovány L E D světla a d v a větráky kvůli 

proudění v z d u c h u . T o t o zařízení j e uzavíratelné, a b y se dovnitř n e d o s t a l o žádné světlo 
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z okolí. Vně k r y c h l e b y l připevněn přístroj umožňující měnit v l n o v o u délku světelného 

s p e k t r a , t e d y j e h o b a r v u a také i n t e n z i t u . Součástí j s o u poličky vyrobené n a míru, a b y se 

d o n i c vešly čtvercové P e t r i h o m i s k y ( O b r . 1 5 ) . 

M i s k y b y l y vloženy d o poliček a k o s t k a b y l a umístěna t a k , a b y Arabidopsis n a 

miskách přijímaly p o u z e modré světlo o intenzitě 0 , 1 u m o l m ^ s " 1 z e s t r a n y . H y p o k o t y l y 

r o s t l i n b y l y v té době vzrostlé a s i 1 c m . M i s k y b y l y ponechány v těchto podmínkách 2 4 

h o d i n , následně v y j m u t y a oskenovány stejně j a k o v předešlém e x p e r i m e n t u . Tentokrát 

a l e n e b y l a sledována výška vzrostlých hypokotylů, nýbrž úhel o h y b u směrem k e z d r o j i 

světla. E x p e r i m e n t b y l taktéž n a s t a v e n dvakrát a n a miskách b y l o vždy 1 2 s e m e n j e d n o h o 

g e n o t y p u . V prvním případě se j e d n a l o o tři m i s k y a v druhém případě o o s m . 

Naskenované m i s k y b y l y opět v y h o d n o c e n y pomocí p r o g r a m u I m a g e J s použitím 

nástroje, který umožňuje měřit úhly. 

O b r . 15 Zařízení „kostka", které b y l o použito p r o provedení fototropických experimentů. Návrh 
zařízení p r o v e d l A . R o m a n o w s k i (nepublikováno). 
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3 . 7 . 1 1 Statistická analýza 

H o d n o t y délek hypokotylů, j a k o výsledky e x p e r i m e n t u , k d y b y l sledován účinek 

modrého světla, b y l y zapisovány d o e x c e l u . Následně b y l e x c e l využit také p r o výpočet 

průměru, směrodatné o d c h y l k y a střední c h y b y průměru. I přesto, že b y l a s e m e n a týden 

stratifikována, n e m u s e l y jednotlivé g e n o t y p y růst stejně r y c h l e , a p r o t o b y l y h o d n o t y 

délky hypokotylů normalizovány. Normalizovaná h o d n o t a vyjadřuje podíl jedné h o d n o t y 

délky hypokotylů a h o d n o t y průměru délky hypokotylů daného g e n o t y p u při podmínkách 

v e tmě. Normalizované h o d n o t y b y l y následně kopírovány d o p r o g r a m u G r a p h P a d P r i s m 

9 ( h t t p s : / / w w w . g r a p h p a d . c o m / ) , k d e b y l y vytvořeny g r a f y , které vizualizují výsledky. 

V případě fototropického e x p e r i m e n t u b y l y n e j p r v e změřeny úhly hypokotylů před 

vložením d o „kostky", k d y se naměřené h o d n o t y p o h y b o v a l y o k o l o 180°, a také b y l 

h y p o k o t y l obtažen f i x e m n a m i s k u . Poté, c o b y l y m i s k y vyňaty z k o s t k y b y l měřen úhel, 

v jakém b y l h y p o k o t y l ohnutý. Obě h o d n o t y b y l y zapsány d o e x c e l u a následně b y l 

vypočítán rozdíl h o d n o t y úhlu před a p o o h y b u . Výsledkem j e h o d n o t a úhlu, o který se 

h y p o k o t y l o h n u l . T y t o výsledky b y l y kopírovány d o G r a p h P a d u ( P r i s m 9 ) a b y l vytvořen 

h i s t o g r a m frekvenční d i s t r i b u c e výsledků. H o d n o t y z rozmezí, které b y l y o b s a z e n y 

nejméně b y l y označeny j a k o odlehlé výsledky a b y l y vyřazeny z analýzy. Následně b y l y 

vytvořeny krabicové g r a f y p r o v i z u a l i z a c i těchto h o d n o t . Také b y l a p r o v e d e n a 

jednosměrná a n o v a , v rámci které b y l p r o g r a m e m vypočítán B r o w n - F o r s y t h e t e s t a 

Barlettův t e s t . 
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4 VÝSLEDKY 
Celému p r o j e k t u , který b y l řešen v experimentální části této práce předcházely výsledky 

G W A S analýzy ( v i z . k a p i t o l a 2 . 1 . 3 ) . Signál n a c h r o m o s o m u 13 b y l již dříve s využitím 

bioinformatického nástroje A c c u T o o l s v y s o k o u mírou přesnosti přiřazen g e n u 

Glyma.l3g221200, který spadá d o r o d i n y genů n o n - p h o t o t r o p h i c r e s p o n s i v e NPH3. 

P r o zjištění f u n k c e t o h o t o p r o t e i n u b y l navržen p o s t u p reverzní g e n e t i k y , k d y j e použit 

mutantní g e n o t y p s umlčeným g e n e m p r o studovaný p r o t e i n . W e b S o y B a s e 

( S o y B a s e . o r g ) nabízí databázi sójových mutantů, u kterých b y l a indukována d e l e c e 

pomocí neutronové m u t a g e n e z e ( f a s t n e u t r o n m u t a g e n e s i s ; Boloň et al, 2 0 1 1 ; 

h t t p s : / / w w w . s o y b a s e . o r g / m u t a n t s / ) a databází E M S mutantů, t e d y takových genotypů, u 

kterých b y l a m u t a g e n e z e způsobena účinkem e t h y l methansulfonátu ( E s p i n a et al, 2 0 1 8 ; 

h t t p s : / / w w w . s o y b a s e . o r g / p r o j e c t s / S o y B a s e . P 2 0 1 9 . 0 1 . p h p ) . Obě t y t o databáze b y l y 

prohledány, a l e m u t a n t nph3 n e b y l dostupný. Navíc, transformované v a r i e t y sóji mají 

diploidní g e n o m , takže b y m o h l být v sóji e f e k t t o h o t o g e n u s k r y t expresí g e n u 

autologního n e b o jiných podobných genů, které také spadají d o této r o d i n y . 

P r o ověření f u n k c e zkoumaného p r o t e i n u j e p r o t o v t o m t o případě vhodné n e j p r v e 

c h a r a k t e r i z o v a t m u t a n t a s umlčeným homologním g e n e m v některé z modelových 

r o s t l i n , kterých e x i s t u j e h n e d několik. P r o s t u d i u m buněčných k u l t u r se využívá například 

tabák (Nicotiana tabacum) ( G a n a p a t h i et al, 2 0 0 4 ) . Při zkoumání jednoděložných r o s t l i n 

nachází své využití rýže (Oryza sativa) ( I z a w a & S h i m a m o t o , 1 9 9 6 ) a p r o t r a v i n y j e 

m o d e l o v o u r o s t l i n o u Brachypodium distachyon ( B r k l j a c i c et al., 2 0 1 1 ) . C o se týče 

luštěnin, l z e j a k o m o d e l využít Medicago truncatula, zejména při s t u d i u f i x a c e dusíku 

( C o o k , 1 9 9 9 ) . V t o m t o případě však b y l a p r o e x p e r i m e n t y vybrána modelová r o s t l i n a 

Arabidopsis thaliana, jelikož j e u ní v e l m i dobře prozkoumána světelná s i g n a l i z a c e . 
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4 . 1 K a t a l o g a l e l 

Výsledky prohledání k a t a l o g u a l e l o d h a l i l y e x i s t e n c i dvanácti a l e l v g e n u 

Glyma.l3g221200. N a p o z i c i 3 3 4 2 3 2 2 1 se v g e n u nachází m u t a c e L 5 4 5 F ( O b r . 1 6 ) 

způsobující jednonukleotidový p o l y m o r f i s m u s G - > A . Jedná se o m i s s e n e s e 

( n e s m y s l n o u ) m u t a c i , kvůli které se v translatovaném p r o t e i n u n a místě 5 4 5 n e v y s k y t u j e 

l e u c i n , a l e f e n y l a l a n i n . N a obrázku můžeme vidět, že j e t a t o m u t a c e specifická p o u z e p r o 

4 2 z celkových 1 0 6 6 vstupů v d a t a s e t u t o h o t o nástroje. Ostatní a l e l y obsahují m u t a c e , 

které zjevně se zkoumaným f e n o t y p e m nesouvisí. Jediná další m u t a c e přicházející 

v úvahu, b y m o h l a být n a stejné p o z i c i vedoucí k záměně l e u c i n u z a v a l i n . T a t o m u t a c e 

se v y s k y t u j e p o u z e u tří genotypů spadajících d o k a t e g o r i e G. sója, které j s o u vždy 

popínavé, a tudíž n e m o h o u být polozakrslé. P o rozkliknutí dané p o z i c e , n a které se 

zkoumaná m u t a c e nachází b y l a p o úpravě některých parametrů vytvořena t a b u l k a ( T a b . 

6 ) . V t a b u l c e j s o u z o b r a z e n y p o u z e t y v a r i e t y , u kterých j e známý f e n o t y p s t o n k u , který 

j e u většiny z n i c h ukončený ( D = d e t e r m i n a t e s t e m f e n o t y p e ) . 

Sója Landrace Elite Total Culth al Gene Chromosome 33423079 33423081 33423221 

• 34 241 166 461 i i Glyma,13G221200 Clu-13 C|Ref A|K591N G Ref 

• 12 182 15? 444 90 Glyma.l3G221200 Chr 13 C|Rfif T|Ref G Ref 

• l i 22 101 0 Glyma.l3G221200 Clu-13 T|S592N A|K591N G Ref 

• 0 6 2Ŕ s 12 Glyma.l3G221200 Chrl 3 C|Ref A|K591N A L545F 

• i 0 i 4 0 Glyma.l3G221200 Chr 13 T|S592N A|K591N G Ref 

• 0 4 0 4 0 Glyma.l3G221200 Chrl 3 C Ref T Ref G Ref 

• 3 0 0 3 0 Glyma.l3G221200 Chr 13 T|S592N A|K591N C|L545V 

• 0 i i 0 Glvma.l3G221200 Chr 13 C Ref AK591X G Ref 

• 2 0 0 0 Glyma.l3G221200 Clu-13 C Ref A|KS91N G Ref 

• i 0 0 1 0 Glyma.l3G221200 Chrl 3 C|Ref A|K591N G Ref 

• i 0 0 1 0 Glyma.l3G221200 Chrl 3 C|Ref A|K591N G Ref 

• 0 i 0 1 0 Glvma.l3G221200 Clu-13 CIRef A|K591N G Ref 

O b r . 16 Výsledek z K a t a l o g u a l e l , pomocí kterého b y l analyzován g e n Glyma.l3g221200. N a p o z i c i 
3 3 4 2 3 8 1 se nachází m u t a c e L 5 1 5 F , která j e způsobena jednonukleotidovým p o l y m o r f i s m e m G -> 
A , který způsobuje změnu a m i n o k y s e l i n y v p r o t e i n u n a p o z i c i 5 4 5 . T a t o m u t a c e j e specifická p o u z e 
p r o 4 2 v a r i e t . 
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T a b . 6 2 0 v a r i e t z 4 2 , jejichž g e n o t y p obsahu je m u t a c i L 5 4 5 F vedoucí k e změně G —• A , a j e u n i c h u v e d e n f e n o t y p a r c h i t e k t u r y s t o n k u . P o k u d b y b y l y u 
g e n o t y p u H N 0 3 3 doplněny a l e l y d t l a e l , m o h l b y také vést k požadovanému f e n o t y p u . Je nutné také zmínit, že u g e n o t y p u U N 7 _ a k a _ F r a n k l i n j e vysoká míra 
n e j i s t o t y . Ukončený f e n o t y p ( D ) , popínavý f e n o t y p ( N ) a polopopínavý f e n o t y p ( S ) . D a t a b y l a získána pomocí K a t a l o g u a l e l . 

C h r o m o s o m P o z i c e I D g e n o t y p u Název g e n o t y p u G R I N I D 
g e n o t y p u Odrůda K l a s i f i k a c e G e n o t y p Funkční e f e k t F e n o t y p s t o n k u 

U S B - 0 7 8 U S B - 0 7 8 _ P I 0 8 4 6 3 7 P I 8 4 6 3 7 Tradiční Ostatní N 
H N 0 3 3 H N 0 3 3 _ P I 0 8 7 6 1 7 P I 8 7 6 1 7 Elitní Ostatní N 
S R R 1 5 3 3 4 0 5 P I _ 5 0 8 2 6 6 P I 5 0 8 2 6 6 Elitní N A K u l t i v a r D 
S R R 1 5 3 3 4 1 9 P I _ 5 3 3 6 0 2 P I 5 3 3 6 0 2 Elitní N A K u l t i v a r D 
S R R 1 5 3 3 4 2 3 P I _ 5 3 6 6 3 5 P I 5 3 6 6 3 5 Elitní N A K u l t i v a r D 
C R R 1 0 8 7 7 0 H o b b i t P I 5 4 0 5 5 1 Elitní N A K u l t i v a r D , D 
S R R 1 5 3 3 3 7 3 P I _ 5 4 0 5 5 2 P I 5 4 0 5 5 2 Elitní Ostatní D 
C R R 1 0 8 7 7 1 U N 1 6 _ a k a _ H o y t P I 5 4 0 5 5 2 Elitní N A K u l t i v a r D 
C R R 1 0 8 6 9 2 I L 1 P I 5 4 2 0 4 5 Elitní N A K u l t i v a r D 
C R R 1 0 8 7 1 4 I L 2 P I 5 4 2 0 4 6 

13 3 3 4 2 3 2 2 1 
C R R 1 0 8 7 7 2 U N 4 1 a k a S p r i t e N o . 8 7 P I 5 4 6 3 7 4 

Elitní 
Elitní 

N A K u l t i v a r 
N A K u l t i v a r 

A m i s s e n s e m u t a c e 
D 
D 

S R R 1 5 3 3 4 4 2 P I _ 5 4 8 4 7 7 P I 5 4 8 4 7 7 Tradiční N A Předek D 
C R R 1 0 8 7 1 8 U N 7 _ a k a _ F r a n k l i n P I 5 4 8 5 6 3 Elitní N A K u l t i v a r N , N , N 
S R R 1 5 3 3 4 0 2 P I _ 5 4 8 5 6 5 P I 5 4 8 5 6 5 Elitní N A K u l t i v a r D , D 
C R R 1 0 8 7 7 7 U N 8 _ a k a _ G n o m e P I 5 4 8 5 6 5 Elitní N A K u l t i v a r D , D 
H N 0 7 1 H N 0 7 1 _ P I 5 4 8 6 5 7 P I 5 4 8 6 5 7 Tradiční N A Předek D 
S R R 1 5 3 3 4 4 1 P I _ 5 4 8 9 8 5 P I 5 4 8 9 8 5 Elitní N A K u l t i v a r D 
U S B - 0 3 8 U S B - 0 3 8 _ P I 5 5 9 9 3 2 P I 5 5 9 9 3 2 Elitní N A K u l t i v a r D , D 
U S B - 4 1 1 U S B - 4 1 1 _ P I 5 6 7 7 8 8 P I 5 6 7 7 8 8 Elitní N A K u l t i v a r D 
C R R 1 0 8 7 6 7 P I _ 5 8 3 8 3 7 P I 5 8 3 8 3 7 Elitní N A K u l t i v a r D 
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4 . 2 Výběr vhodného m u t a n t a Arabidopsis thaliana 

Aminokyselinová s e k v e n c e N P H 3 p r o t e i n u , která b y l a získána z databáze S o y B a s e 

( s o y b a s e . o r g ) b y l a analyzována pomocí bioinformatického nástroje B L A S T ( B a s i c l o c a l 

a l i g n m e n t s e a r c h t o o l ) . Výsledek B L A S T analýzy poukázal n a N P H 3 p r o t e i n kódovaný 

g e n e m At5g03250, který j e h o m o l o g e m sójového g e n u Glyma.l3g221200 ( O b r . 1 7 , T a b . 

S 1 , S 2 ) . 

Querbl 100 200 300 400 500 600 

— f e - AT5G03250.1 ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ H ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ W 
AT1G30440.1 H — 
ňT5G13600.1 M 
AT5G03250.2 
ňT3G44820.1 S 
AT5G66560.1 m 
AT5G66560.3 
AT5G66560.4 
AT3G50840.1 J 
AT5G67385.1 3 
AT5G48800.1 S 
AT4G31820.1 M 
AT1G67900.6 M 
AT1G67900.5 M 
AT1G67900.4 H 
AT1G67900.3 H 
AT1G67900.2 H 
AT1G67900.1 M 
AT4G37590.1 H 
AT2G14820.2 M 
AT2G14820.1 H 
AT5G66560.2 m 
AT3G50840.3 

rud:» Rev:« Score: 

O b r . 17 Grafické zobrazení výsledku z nástroje B L A S T ( w w w . a r a b i d o p s i s . o r g ) , pomocí kterého 
b y l určen h o m o l o g sójového p r o t e i n u G y l m a . l 3 g 2 2 1 2 0 0 ( N P H 3 ) , kterým j e A t 5 g 0 3 2 5 0 . 

A T 5 G 0 3 2 5 0 . 1 
Phototropic-responsive N P H 3 family protein 

A T 5 G 0 3 2 5 0 . 2 
Phototropic-responsive N P H 3 family protein 

O b r . 18 Rozložení intronů, e x o n u (modře), a 5 T J T R a 3 T J T R oblastí (žlutě) g e n u At5g03250 
p o d l e předpovězeného m o d e l u 1 a 2 . Převzato a u p r a v e n o z j b r o w s e . a r a b i d o p s i s . o r g . 
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Efektivní reverzní g e n e t i k a j e u Arabidopsis umožněna dostupností velkých sbírek 

inserčních mutantů s indexovanými g e n y . T y t o sbírky d o h r o m a d y zahrnují s t o v k y tisíc 

insercí T - D N A či transposononových insercí, které j s o u mapovány d o referenčního 

g e n o m u C o l u m b i a - 0 . J e d n o u z těchto sbírek j e například S a l k k o l e k c e 

( h t t p : / / s i g n a l . s a l k . e d u / ) . 

P r o účely této práce b y l o r o z h o d n u t o , že se b u d e dále p r a c o v a t s m u t a n t e m , který má 

T - D N A i n s e r c i v g e n u At5g03250. N a w e b u T A I R b y l o u v e d e n o 1 0 mutantů s T - D N A 

insercí právě v t o m t o g e n u , který kóduje P h o t o t r o p i c - r e s p o n s i v e N P H 3 f a m i l y p r o t e i n . 

B y l vybrán mutantní g e n o t y p S A L K _ 0 2 5 8 7 7 C , z e zmíněné S a l k k o l e k c e , který se j e v i l 

j a k o n e j vhodnější, jelikož b y se T - D N A i n s e r c e měla p o d l e prvního m o d e l u g e n u 

nacházet v e x o n u a p o d l e druhého m o d e l u v 5 ' U T R k o n c i . Při t r a n s f o r m a c i r o s t l i n p r o 

vytvoření t o h o t o m u t a n t a , který j e odvozený o d C o l - 0 , b y l p r o zanesení T - D N A i n s e r c e 

použit v e k t o r p R O K 2 ( Y a n g et al, 1 9 9 7 ) , derivát v e k t o r u p B I N 1 9 ( B e v a n , 1 9 8 4 ) . P o z i c e 

T - D N A j e známá p o d l e f l a n k i n g s e q u e n c e , která b y l a zjištěna P C R analýzou a j e uvedená 

n a webových stránkách T A I R . F l a n k i n g s e q u e n c e j e 1 0 4 b p dlouhá a j e u v e d e n o , že 

p o z i c e nemusí být úplně přesná a může se lišit c c a o 3 0 0 b p . T e n t o m u t a n t b y l vytvořen 

prostřednictvím laboratoře S a l k i n s t i t u t u genomické analýzy ( S I G n A L = S a l k I n s t i t u t e 

G e n o m i c A n a l y s i s L a b o r a t o r y ) ( s i g n a l . s a l k . e d u ) . Mutantní s e m e n a b y l a objednána 

z databáze N A S C ( N o t t i n g h a m A r a b i d o p s i s S t o c k C e n t r e = Nottinghamský inventář 

s e m e n Arabidopsis) ( a r a b i d o p s i s . i n f o ) . 

Databáze T A I R n a svých webových stránkách uvádí d v a možné m o d e l y , které 

predikují s t r u k t u r u g e n u At5g03250. P r o první m o d e l j s o u predikovány čtyři e x o n y , 

kdežto p r o druhý m o d e l p o u z e d v a a také prodloužený 5 ' U T R k o n e c ( O b r . 1 8 ) . P r o účely 

t o h o t o p r o j e k t u b y l o dále pracováno s prvním m o d e l e m , který j e pravděpodobnější. 

P o d l e i n f o r m a c e o nukleotidové s e k v e n c i f l a n k i n g s e q u e n c e b y l a vizualizována 

r e k o n s t r u k c e g e n u t a k , j a k b y m o h l a být T - D N A zakomponována. Webové stránky 

S I G N a L ( s i g n a l . s a l k . e d u ) p o s k y t l y i n f o r m a c i , že j e i n s e r t v g e n u vložen nejspíše 

v reverzní o r i e n t a c i a měl b y se nacházet v prvním e x o n u ( O b r . 1 9 ) . P o d l e Q i n et al. 

( 2 0 0 3 ) se T - D N A i n s e r t y m o h o u v g e n o m u v y s k y t o v a t s t a t i s t i c k y stejně často v přímé i 

v reverzní o r i e n t a c i . 
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A 

B 

C 

0 | ^ > | NeoR/K»nR ~ > | || I > [ B 6 S ^ > | H 
RB T-DNA repeat NOS terminator CAP binding site | M13 rev CaMV 35S promoter M13 fwd Flanking sequence 

NOS promoter lac promoter LB T-DNA repeat 

NOS promotér 

O b r . 19 Schéma zobrazující g e n At5g03250 a j e h o d v a předpovězené genové m o d e l y . ( A ) Genový m o d e l 
1 , p r o který j s o u predikovány čtyři e x o n y . ( B ) Genová m o d e l 2 , p r o který j s o u předpovězeny p o u z e d v a 
e x o n y a prodloužená 5 ' U T R ob la s t . V o b o u případech j e znázorněna p o z i c e výskytu i n s e r t u . ( C ) 
R e k o n s t r u k c e m o d e l u 1 s predikcí výskytu T - D N A i n s e r t u . J s o u z o b r a z e n y také regulační s e k v e n c e v T -
D N A i n s e r c i . Schéma b y l o vytvořeno v p r o g r a m u S n a p G e n e . 

4 . 2 Fylogenetický s t r o m příbuznosti genů N R L r o d i n y 

B y l s e s t a v e n fylogenetický s t r o m příbuznosti genů N R L r o d i n y Arabidopsis a příslušných 

homologů z g e n o m u sóji ( O b r . 2 0 ) . Fylogenetický s t r o m b y l zkonstruován p r o zobrazení 

příbuznosti N P H 3 proteinů z e sóji a z Arabidopsis, a j e j i c h sekvenčně příbuzných genů. 

Z výsledku analýzy j e zřejmé, že j e g e n A t5g03250 sekvenčně nejvíce podobný sójovému 

h o m o l o g u , což p o t v r z u j e , že b y l p r o následující e x p e r i m e n t y vybrán vhodný p r o t e i n . 
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i G l y m a . 1 0 G 0 5 3 7 D O 

1 G l y m a . 1 3 G 1 4 0 8 0 0 

G l y m a . 1 3 G 2 2 1 2 0 0 

• A T 5 G 0 3 2 5 0 

A T 5 G 1 3 6 0 Q 

| — G l y m a . 2 0 G 1 8 0 4 0 0 

1 G l y m a . 1 O G 2 1 O 2 O 0 

A T 1 G 3 O 4 4 0 

i G l y m a . 1 5 G 1 9 3 3 0 0 

G l y m a . 0 g G 0 8 5 2 0 0 

Q.iQ 0 . 3 0 0 . 2 0 0 . 1 0 0 . 0 0 

O b r . 2 0 Fylogenetický s t r o m znázorňující příbuznost genů N R L r o d i n y v s o u v i s l o s t i 
s nph3 g e n e m v sóji a j e h o příbuznými g e n y . S t r o m b y l vytvořen z 
aminokyselinových ( A M K ) sekvencí, které b y l y získány s použitím nástroje B L A S T 
z databáze T A I R a S o y B a s e . G e n y , které b y l y d o této analýzy zařazeny b y l y vybrány 
p o d l e p o d o b n o s t i s e k v e n c e až p o h r a n i c i , k d e již příbuznost sekvencí n e b y l a důležitá. 
(Přiřazení A M K sekvencí b y l o p r o v e d e n o v p r o g r a m u B i o E d i t ( C l u s t a l W ) a grafická 
p o d o b a s t r o m u b y l a s e s t ro j ena v p r o g r a m u M E G A m e t o d o u maximální věrohodnosti 
( m a x i m u m l i k e l y h o o d ) . O s a znázorňuje počet A M K substitucí n a místo, t e d y počet 
změn a n e b o nahrazení a m i n o k y s e l i n dělený délkou sekvence . 
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4 . 2 Ověření nph3 m u t a n t a 

N e j p r v e b y l o nutné ověřit, z d a nedošlo k záměně a o p r a v d u se jedná o požadovaný 

mutantní g e n o t y p . P r o ověření b y l o použito P C R a v p r o g r a m u S n a p G e n e b y l y navrženy 

p r i m e r y t a k , a b y a m p l i k o n částečně z a s a h o v a l d o T - D N A s e k v e n c e a částečně d o prvního 

i n t r o n u g e n u . B y l použit přímý p r i m e r A t L B b l J n a zpětný A t 5 g 0 3 2 5 0 _ i n t l _ r e v . J a k o 

templáty b y l y d o r e a k c e použity F T A k a r t y s dříve o d e b r a n o u g e n o m o v o u D N A z r o s t l i n 

Arabidopsis divokého t y p u a nphS m u t a n t a a b y l a aplikována Taq D N A p o l y m e r a s a . P r o 

v i z u a l i z a c i výsledku b y l a p r o v e d e n a agarosová elektroforéza ( 1 % g e l , 9 0 m i n u t při 8 0 V ) 

( O b r . 2 1 ) . 

J a k j e vidět n a obrázku, u nphS m u t a n t a b y l f r a g m e n t amplifikován, kdežto u C o l - 0 

n e . I když j e f r a g m e n t slabý, jedná se o pozitivní výsledek. B y l očekáván p r o d u k t o 

v e l i k o s t i 3 3 1 b p , a l e p o d l e zvoleného žebříčku, kterým j e G e n e R u l e r 1 0 0 b p P l u s D N A 

l a d d e r , j e v e l i k o s t a m p l i k o n u 4 0 0 - 5 0 0 b p . Negativní k o n t r o l a ( N C ) , t e d y r e a k c e , která 

b y l a n a s t a v e n a b e z templátu p o t v r z u j e , že žádný z e vzorků n e b y l kontaminován cizí 

D N A . 

O b r . 2 1 V i z u a l i z a c e produktů e n d - p o i n t P C R r e a k c e a g a r o s o v o u 
elektroforézou. P r o r e f e r e n c i v e l i k o s t i a m p l i k o n u b y l použit m a r k e r 
GeneRuler™ 1 0 0 bp P l u s D N A L a d d e r . A m p l i k o n můžeme p o z o r o v a t 
p o u z e v případě, k d y b y l a použita g D N A nph3 m u t a n t a j a k o templát, 
kdežto v případě g D N A divokého t y p u n e b y l f r a g m e n t amplifikován. B y l a 
p o t v r z e n a přítomnost T - D N A i n s e r t u . V e l i k o s t i fragmentů u m a r k e m 
j s o u u v e d e n y v b p . 
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Jelikož b y l a v e l i k o s t f r a g m e n t u větší, než b y l o očekáváno, v z o r e k b y l odeslán 

n a s e k v e n a c i s přímým i zpětným p r i m e r e m . Výsledky b y l a p o t v r z e n a přítomnost T - D N A 

i n s e r t u v genomové D N A ( O b r . 2 2 , S I , S 2 ) . B y l o však také zjištěno, že se m e z i T - D N A 

i n s e r t e m a f l a n k i n g s e q u e n c e nachází úsek o v e l i k o s t i 9 0 b p . T e n t o f r a g m e n t b y l 

následnou analýzou přiřazen úseku 5 ' U T R o b l a s t i g e n u . 

s e k v e n a c e 
g e n o m 
k o n e c 

l - . - . l 
1 5 2 5 3 5 5 5 

T M G C A T T 
G G A T T T T G CCGATTTCGG AACCACCATC AAACAGGATT 

• I - . 
4 5 

s e k v e n a c e 
g e n o m 
k o n e c 

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | 
6 5 7 5 8 5 9 5 1 8 5 1 1 5 

T T C G O T G C T GGGGCAA-CC AGCGTGGACC GCTTGCTGCA A C T C T C T C A G GGCCAGGCGG 
TTCGCCTGCT GGGGCAAACC AGCGTGGACC GCTTGCTGCA A C T C T C T C A G GGCCAGGCGG 

s e k v e n a c e 
g e n o m 
k o n e c 

. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | 
1 2 5 1 3 5 1 4 5 1 5 5 1 6 5 1 7 5 

TGAAGGGCAA TCAGCTGTTG CCCGTCTCAC TGGTGAAAAG AAAAACCACC C C A G T A C A T T 
TGAAGGGCAA TCAGCTGTTG CCCGTCTCAC TGGTGAAAAG AAAAACCACC C C A G T A C A T T 

s e k v e n a c e 
g e n o m 
k o n e c 

s e k v e n a c e 
g e n o m 
k o n e c 

s e k v e n a c e 
g e n o m 
k o n e c 

s e k v e n a c e 
g e n o m 
k o n e c 

s e k v e n a c e 
g e n o m 
k o n e c 

, | . . . . | ,|....| 

AAAAACGTCC G C A A T G T G T T A T T A A G T T G T CTAAGCGTCA A T T T G T C A A T T TGTTGCCCG 
AAAAACGTCC G C A A T G T G T T A T T A A G T T G T CTAAGCGTCA 

I - . . . I I . . . . I I - . . - I • I . . . . I 

A C A A T T C A T G T A T C 
A C A AT A T A T C 

ľCACAC T C T C T C T C T T C T C T G T T C T T A C T A C T C T G T T A C A T - T A C C A C A A T T C A T G T A T C 
A C A AT A T A T C 

ľCACAC T C T C T C T C T T C T C T G T T C T T A C T A C T C T G T T A C A T - T A C C ľCACAC T C T C T C T C T T C T C T G T T C T T A C T A C T C T G T T A C A T - T A C C 

I . . . . I I . . . . I 
3 0 5 3 1 5 3 2 5 

• I -
3 3 5 

I -
3 4 5 

• I -
3 5 5 

A C C A A C T C A A G A C T T T C T T C C A C A A T G G C - G T T T A T G A G A C T T G C : T C C A A A T C C G A A G C 

: T G C C A A T C C G A A G C 
[ A C C A A C T C A A G A C T T T C T T C C A C A A T G G C - G T T T A T G A G A C T T G C 

: T C C A A A T C C G A A G C 

: T G C C A A T C C G A A G C 
[ A C C A A C T C A A G A C T T T C T T C C A C A A T G G C - G T T T A T G A G A C T T G C 

I . . . . I I . . . . I 
3 6 5 3 7 5 

..|.. 
3 8 5 

. . | . . 
_225_ 4 8 5 4 1 5 

T T T C C A T C G T G A A G G C C A A A C C T G G T A T T C T T T C T T C T G C A T T G A A T T A G A C T A A T C G A C 

T T T C C A T C G T G A A G G C C A A A C C T G G T A T T C T T T C T T C T G C A T T G A A T T A G A C T A A T C G A C 

I . . . - I 
_ 4 2 5 _ 

..|.. 
_ 4 J 5 _ 

I - - . - I 
_ 4 4 5 _ _ 4 5 5 _ 

T T A T A A G T C T T T G T T T C C G G T T T C G R A A A T C G A A T T A A C 

T T A T A A G T C T T T G T T T C C G G T T T C G A G A T C G A A T T 

O b r . 2 2 Výsledek s e k v e n a c e p o d l e přímého p r i m e r u A t L B b l . S n a j e h o v i z u a l i z a c e , 
která b y l a p r o v e d e n a prostřednictvím p r o g r a m u B i o E d i t . O d 2 5 5 p o 3 4 5 p o z i c i 
nesouhlasí očekávaná s e k v e n c e a m p l i k o n u z g e n o m u s výsledkem sekvenace . B y l o 
zjištěno, že nukleotidová s e k v e n c e této části souhlasí s oblastí v 5 ' U T R k o n c i g e n u 
(červeně). Výsledek a le opět p o t v r z u j e přítomnost T - D N A i n s e r t u v g D N A nph3 
m u t a n t a . Část s e k v e n c e T - D N A in se rce j e znázorněna žlutou b a r v o u a flanking 
sequence j e ohraničena růžově. 
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4 . 3 Ověření funkčnosti T - D N A i n s e r t u 

Z e semenáčků A. thaliana divokého t y p u i nph3 m u t a n t a b y l a izolována R N A , která b y l a 

přečištěna a přepsána d o c D N A . Dále b y l a n a s t a v e n a e n d - p o i n t P C R r e a k c e s těmito 

dvěma templáty a také s g e n o m o v o u D N A z F T A k a r e t . B y l a opět použita Taq D N A 

p o l y m e r a s a a výsledek b y l vizualizován elektroforézou ( 3 % g e l , 7 5 m i n u t při 9 0 V ) . B y l 

použit přímý p r i m e r A t L B b l . 3 n , který n a s e d a l n a T - D N A a zpětný p r i m e r 

A t 5 g 0 3 2 5 0 _ R P nasedající v o b l a s t i prvního e x o n u . Předpokládaná v e l i k o s t a m p l i k o n u 

v g D N A b y l a 6 7 6 b p a v c D N A 3 7 6 b p ( O b r . 2 3 ) . 

C o l - 0 C o l - 0 C o l - 0 nph3 nph3 nph3 
5 0 b p g D N A R N A c D N A g D N A R N A c D N A N C 

O b r . 2 3 Výsledek e n d - p o i n t P C R r e a k c e a j e h o v i z u a l i z a c e 
a g a r o s o v o u elektroforézou. P r o r e f e r e n c i v e l i k o s t i b a n d u b y l použit 
HyperLadder™ 5 0 bp . F r a g m e n t b y l amplifikován p o u z e u genomové 
D N A nph3 m u t a n t a , což znamená, že n e b y l p o t v r z e n výskyt T - D N A 
i n s e r t u v e x o n u . V e l i k o s t i b a n d u u m a r k e m j s o u u v e d e n y v bp . 
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Úspěšnost přepisu c D N A b y l a ověřena amplifikací s p r i m e r y p r o h o u s e k e e p i n g g e n 

a k t i n (přímý přimer: A R A a c t f w , zpětný p r i m e r : A R A a c t r e v ) (není součástí práce). 

F r a g m e n t b y l amplifikován p o u z e u genomové D N A nphS m u t a n t a a j e h o v e l i k o s t b y l a 

7 0 0 - 8 0 0 b p . U c D N A nph3 m u t a n t a a l e f r a g m e n t detekován n e b y l , což naznačuje, že 

předpokládaný m o d e l výskytu T - D N A j e chybný. T a t o i n f o r m a c e souhlasí také 

s výsledkem S a n g e r o v y s e k v e n a c e , díky které b y l o zjištěno, že se m e z i sekvencí T - D N A 

a f l a n k i n g s e q u e n c e nachází úsek o v e l i k o s t i 9 0 b p , který b y l přiřazen s e k v e n c i v 5 ' U T R 

o b l a s t i g e n u . B y l o navrženo nové schéma, které u k a z u j e , že se i n s e r t nachází v o b l a s t i 

5 ' U T R k o n c e ( O b r . 2 4 ) . B y l o také p o t v r z e n o , že p r e d i k c e prvního m o d e l u g e n u j e 

správná. 

A 

B 

Q m] • I NeoR/KanR > | >̂ | || | >̂ rHÔ&T>| Q 
RB T DNA repeat NOS terminator CAP binding site | M13rev CaMV 35S promoter M13 ŕwd LB T DNA repeat Flanking sequence 

NOS promoter lac promoter 

NOS promoter 

O b r . 2 4 Schéma znázorňující d r u h o u p r e d i k c i výskytu T - D N A i n s e r t u . ( A ) B y l o zjištěno, že se i n s e r t 
n e v y s k y t u j e v prvním e x o n u , a l e m o h l b y býr přítomen v 5 ' U T R o b l a s t i . ( B ) R e k o n s t r u k c e m o d e l u 1 
s predikcí výskytu T - D N A i n s e r t u . T - D N A i n s e r t j e ohraničen krátkými s e k v e n c e m i , které fungují j a k o 
levá a pravá h r a n i c e . J s o u také z o b r a z e n y také regulační s e k v e n c e v T - D N A i n s e r c i . Schéma b y l o 
vytvořeno v p r o g r a m u S n a p G e n e . 
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4 . 4 V l i v modrého světla n a r o s t l i n y 

4 . 4 . 1 Výsledky fenotypové analýzy růstu Arabidopsis p o d modrým světlem 
První e x p e r i m e n t ( O b r . 2 5 A , T a b . S 3 , S 4 ) b y l p r o v e d e n s mutantními s e m e n y C o l - 0 , 

nphS a dvojitým m u t a n t e m cryl, cry2. Při e x p e r i m e n t u b y l o n a m i s k y v y s e t o vždy 15 

s e m e n n a každou podmínku, t e d y míru i n t e n z i t y modrého světla. H y p o k o t y l y r o s t l i n 

e k o t y p u C o l - 0 b y l y při podmínkách s nejnižší i n t e n z i t o u modrého světla dlouhé a světlé. 

B y l u n i c h pozorován apikální háček a děložní lístky n e b y l y rozvinuté. V podmínkách 

s v y s o k o u i n t e n z i t o u b y l h y p o k o t y l krátký a děložní lístky b y l y rozvinuté a zelené. P o d l e 

B o y e s et al. ( 2 0 0 1 ) , se t y t o semenáčky nacházely v e vývojovém stádiu 0 , 7 n e b o 1 . Údaje, 

které j s o u u v e d e n y v p u b l i k a c i , také odpovídají době růstu r o s t l i n . P r o Arabidopsis, které 

r o s t o u v e tmě, zřejmě n e e x i s t u j e p o p i s j e j i c h vývojových stádií. R o s t l i n y nphS m u t a n t a 

n a světelné podmínky r e a g o v a l y stejně, j a k o divoký t y p , t e d y při nízkých intenzitách b y l y 

dlouhé a nezelené, a při nízké intenzitě b y l y krátké a zelené. Mutantní s e m e n a cryl,2 

měly stejný fenotypový p r o j e v v e všech podmínkách. J e j i c h h y p o k o t y l y b y l y prodloužené 

a světlé. N a miskách b y l a také s e m e n a g e n o t y p u G K - 2 9 0 E 0 8 . Jedná se o g e n o t y p 

s k n o c k - d o w n mutací g e n u Atlg65480. T e n t o g e n ovlivňuje kvetení r o s t l i n a měl být 

použit j a k o pozitivní k o n t r o l a p o d l e J i n g et al. ( 2 0 1 7 ) . Bohužel t a t o s e m e n a v e l m i špatně 

klíčila, a p r o t o b y l a dále z e x p e r i m e n t u vyloučena. Výsledky b y l y vyňaty z finálního 

hodnocení, jelikož j s o u s t a t i s t i c k y nevýznamné. 

V případě druhého nastavení e x p e r i m e n t u ( O b r . 2 5 B , T a b . S 5 , S 6 ) b y l o použito více 

s e m e n , b y l a n a s t a v e n a ještě j e d n a světelná podmínka, k t e r o u b y l a maximální i n t e n z i t a 

B L . Také b y l a přidána s e m e n a s i n g l e mutantů genů cryl a cry2. R o s t l i n y C o l - 0 , nphS a 

cryl,2 se c h o v a l a stejně j a k o v případě prvního e x p e r i m e n t u . Mutantní s e m e n a cryl 

s l e d o v a l a stejný t r e n d j a k o dvojitý m u t a n t , kdežto r o s t l i n y cry2 se c h o v a l y podobně, j a k o 

divoký t y p . Při nejvyšší intenzitě modrého světla b y l y také sledovány zkrácené 

h y p o k o t y l y m u t a n t a cryl a dvojitého m u t a n t a cryl,2. Při t o m t o druhém e x p e r i m e n t u b y l o 

vždy v y s e t o p r o j e d n u světelnou podmínku 1 5 0 s e m e n o d g e n o t y p u . 
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O b r . 2 5 Křivky zaznamenávající výsledky experimentů, k d y b y l y r o s t l i n y Arabidopsis 
v y s t a v e n y modrému světlu o různé intenzitě. A . První provedení e x p e r i m e n t u , v e kterém b y l o 
použito méně s e m e n a p o u z e tři g e n o t y p y . B . U druhého provedení e x p e r i m e n t u b y l y použity 
další d v a g e n o t y p y , b y l a n a s t a v e n a ještě j e d n a světelná podmínka a b y l o použito více s e m e n . 
G r a f y b y l y s e s t a v e n y v p r o g r a m u G r a p h p a d P r i s m 9 . 
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4 . 4 . 2 Fototropický e x p e r i m e n t 

P r o e x p e r i m e n t b y l o použito 3 6 s e m e n g e n o t y p u C o l - 0 , nph3, cryl,2 i photl,2. R o s t l i n y 

genotypů C o l - 0 , nphS a cryl,2 ohýbaly vrchní část h y p o k o t y l u směrem k e z d r o j i modrého 

světla. U r o s t l i n dvojitého mu tan t apho t l , 2 n e b y l a t a t o odpověď pozorována. ( O b r . 2 6 A , 

T a b . S 7 ) . 

Druhý e x p e r i m e n t b y l n a s t a v e n obdobně a n a m i s k y b y l o v y s e t o 1 2 0 s e m e n každého 

g e n o t y p u . R o s t l i n y se v daných podmínkách c h o v a l y stejně j a k o v prvním provedení 

( O b r . 2 6 B , T a b . S 8 ) . 

A Fototropická odpověď - 1 

I I — 

Z-o 
o 

3 
-O 
o 

l O O - i 

8 0 -

6 0 -

4 0 -

2 0 -

s fc í(c 3fc 3§C 

~ r T T 

B 

C»l-0 cryl,2 photl,2 n p h 3 

Fototropická odpověď - 2 

I I — 

C o l - 0 ctyl,2 photl,2 n p h 3 

O b r . 2 6 Krabicové g r a f y znázorňující míru o h y b u 
h y p o k o t y l u při fototropickém e x p e r i m e n t u . A . První 
provedení e x p e r i m e n t u s méně j e d i n c i . B . Druhé 
provedení e x p e r i m e n t u s více j e d i n c i . G r a f y b y l y 
s e s t a v e n y v p r o g r a m u G r a p h p a d P r i s m 9 . 
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4 . 5 Statistická analýza 

B y l a p r o v e d e n a statistická analýza výsledků fototropického e x p e r i m e n t u , a b y b y l o 

zřejmé, z d a j e , či není signifikantní rozdíl m e z i f o t o t r o p i c k o u o d e z v o u r o s t l i n 

jednotlivých genotypů. Některé r o s t l i n y již při růstu v e tmě p o i m p u l z u bílého světla 

n e r o s t l y přímo vzhůru. I když se následně ohýbaly z a světlem, úhel o h y b u b y l již 

zkreslený, a p r o t o b y l y h o d n o t y vyloučeny. D o analýzy také n e b y l y z a h r n u t y h o d n o t y 

úhlu o h y b u r o s t l i n , které b y l y nejvíce vzdálené o d z d r o j e modrého světla. K těmto 

jedincům d o s a h o v a l o modré světlo o v e l m i nízké intenzitě a nedošlo k takovému o h y b u , 

j a k o u těch, kteří b y l i blíže z d r o j i světla. K o s t k a , t e d y zařízení, v e kterém b y l e x p e r i m e n t 

p r o v e d e n , b y l a použita poprvé a m e t o d a n e b y l a z c e l a optimalizována. Z t o h o t o důvodu 

e x p e r i m e n t přinesl m n o h o odlehlých výsledků. 

P o změření úhlu o h y b u hypokotylů b y l y výsledky analyzovány pomocí p r o g r a m u 

G r a p h p a d P r i s m 9 . B y l y vytvořeny h i s t o g r a m y ukazující frekvenční d i s t r i b u c i výsledků 

( O b r . 2 7 A a B ) a h o d n o t y t o h o rozmezí, které b y l o o b s a z e n o málo b y l y z analýzy 

vyloučeny. 

Následně b y l a p r o v e d e n a jednosměrná a n o v a , v rámci které b y l p r o g r a m e m vypočítán 

B r o w n - F o r s y t h e t e s t a Barlettův t e s t . Výsledky j s o u g r a f i c k y znázorněny v e výsledných 

krabicových g r a f e c h ( 2 6 A a B ) . 
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O b r . 2 7 Frekvenční d i s t r i b u c e výsledků prvního ( A ) a druhého ( B ) provedení 
fototropického e x p e r i m e n t u . G r a f u k a z u j e zastoupení získaných h o d n o t v určitých 
rozmezích. Výsledky z málo zastoupených oblastí b y l y následně z e x p e r i m e n t u vyřazeny. 
O s a X vyjadřuje h o d n o t y úhlu o h y b u hypokotylů u jednotlivých genotypů. G r a f b y l 
s e s t aven v p r o g r a m u G r a p h p a d P r i s m 9 . 
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5 DISKUZE 
Jedním z kandidátních genů p r o polozakrslé vysokoplodící v a r i e t y sóji luštinaté j e g e n 

Glyma.l3g221200, který kóduje p r o t e i n z N P H 3 ( n o n - p h o t o t r o p i c h y p o k o t y l 3 ) r o d i n y 

(Skrabišová, nepublikované výsledky). P r o ověření předpokládané f u n k c e t o h o t o 

p r o t e i n u a j e h o r o l i u polozakrslých vysokoplodících v a r i e t b y b y l o vhodné funkčně 

c h a r a k t e r i z o v a t l o s s / g a i n - o f - f u n c t i o n m u t a n t a t o h o t o g e n u v sóji. V dostupných 

kolekcích mutantů Glycine max (Boloň et al, 2 0 1 1 , E s p i n a et al, 2 0 1 8 ) však není nph3 

m u t a n t k d i s p o z i c i . P r o t o b y l o ověření f u n k c e N P H 3 p r o t e i n u navrženo p r o dostupného 

l o s s - o f - f u n c t i o n m u t a n t a modelového o r g a n i s m u , v t o m t o případě Arabidopsis thaliana 

z k o l e k c e S a l k , která j e dostupná v databázi S I G n A L ( h t t p : / / s i g n a l . s a l k . e d u / ) . B y l a 

p r o v e d e n a analýza aminokyselinové s e k v e n c e t o h o t o p r o t e i n u pomocí nástroje B L A S T . 

Výsledky poukázaly n a A t 5 g 0 3 2 5 0 , který měl n e j vyšší h o d n o t u skóre a jehož E h o d n o t a 

b y l a limitní n u l e . T e n t o p r o t e i n j e součástí N P H 3 r o d i n y , jejíž zástupci j s o u z a p o j e n i 

v m e c h a n i s m u fototropické odpovědi r o s t l i n při působení modrého světla. 

F o t o t r o p i s m e m se rozumí asymetrický růst, k d y r o s t l i n y umisťují své vegetativní orgány 

t a k , a b y n e b y l y v e stínu ( G o y a l et al, 2 0 1 6 ) . Polozakrslé vysokoplodící v a r i e t y j s o u 

specifické právě tím, že prosperují nejlépe, když j s o u sázeny v blízkém uspořádání, což 

a l e znamená že n a s e b e jednotlivé r o s t l i n y stíní ( C o o p e r , 1 9 8 5 ) . 

B y l a p r o t o studována odpověď několika genotypů Arabidopsis thaliana n a modré 

světlo. N e j p r v e b y l zkoumán růst při různé intenzitě modrého světla, k d e b y l y sledovány 

rozdíly délek hypokotylů. H y p o k o t y l y e k o t y p u C o l u m b i a - 0 měly v e tmě a při nízké 

intenzitě modrého světla prodloužené h y p o k o t y l y , kdežto se stoupající světelnou 

i n t e n z i t o u b y l y zkracovány a také b y l y rozvíjeny děl ožni lístky. T a t o odpověď j e 

v Arabidopsis při působení p o u z e modrého světla zprostředkována k r y p t o c h r o m y ( L i n et 

al, 1 9 9 8 ) . 

P r o t o b y l i d o e x p e r i m e n t u zařazeni také m u t a n t i cryl,2, cryl a cry2. M u t a n t i cryl,2 

v y k a z o v a l i stejný f e n o t y p v e všech podmínkách. A b s e n c e odpovědi těchto proteinů t e d y 

p o t v r z u j e , že žádný jiný f o t o r e c e p t o r nemá přímý v l i v n a i n h i b i c i růstu hypokotylů při 

ozáření modrým světlem ( A h m a d et al, 2 0 0 2 ) . E f e k t C r y l a C r y 2 a l e musí být jiný, 

jelikož b y l pozorován rozdíl v e fenotypové odezvě mutantů, kteří měli z f u n k c e vyřazen 

p o u z e j e d e n z těchto proteinů. Při vysoké intenzitě modrého světla totiž způsobuje 

i n h i b i c i hypokotylů zejména C r y l ( P o p p e et al, 2 0 0 1 ) . F u n k c e C r y 2 j e n a d r u h o u s t r a n u 
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při f o t o m o r f o g e n e z i mladých r o s t l i n o m e z e n a p o u z e n a nízkou i n t e n z i t u modrého světla 

( L i n etal, 1 9 9 8 ) . 

H y p o k o t y l y nph3 m u t a n t a b y l y stejně, j a k o v případě C o l - 0 prodloužené v e tmě a při 

nízké intenzitě modrého světla, kdežto pří intenzitách vyšších b y l y h y p o k o t y l y krátké. 

N P H 3 j e s i c e z a p o j e n j a k o přenašeč signálu v odpovědi r o s t l i n n a modré světlo, a l e 

i n t e r a g u j e zejména s f o t o t r o p i n y , s p e c i f i c k y s P h o t l ( P e d m a l e & L i s c u m , 2 0 0 7 ) . 

F o t o t r o p i n y i k r y p t o c h r o m y j s o u f o t o r e c e p t o r y , které absorbují modré světlo, a l e j s o u 

z a p o j e n y v rozdílných m e c h a n i s m e c h r o s t l i n , které zajišťují j e j i c h životaschopnost. N a 

základě získaných výsledků t e d y můžeme u s o u d i t , že N P H 3 není z a p o j e n v signální dráze 

kryptochromů, a p r o t o v případě t o h o t o e x p e r i m e n t u n e b y l pozorován signifikantní rozdíl 

chování nph3 m u t a n t a o p r o t i C o l - 0 . 

Dále b y l a zkoumána fototropická odpověď r o s t l i n , k d e b y l sledován o h y b hypokotylů 

r o s t l i n směrem k e z d r o j i modrého světla. K r y p t o c h r o m y n e j s o u přímo z a p o j e n y v e 

fototropickém m e c h a n i s m u r o s t l i n , p r o t o u mutantů, k d e b y l a j e j i c h f u n k c e vyřazena 

n e b y l sledován rozdíl o p r o t i odpovědi divokého t y p u , k d y se r o s t l i n y o b o u genotypů 

ohýbaly směrem k modrému světlu. C h r i s t i e & B r i g g s ( 2 0 0 2 ) v e svém výzkumu také 

s l e d o v a l i o h y b hypokotylů směrem k modrému světlu u cryl,2 mutantů a n e p o t v r d i l i 

účast kryptochromů při fototropické odezvě. N a d r u h o u s t r a n u b y l o p o t v r z e n o , že 

k r y p t o c h r o m y f y z i c k y interagují s f y t o c h r o m y a můžou t a k ovlivňovat f o t o t o p r o p i c k o u 

o d e z v u r o s t l i n ( A h m a d et al, 1 9 9 8 ) . 

U mutantů photl,2 pokračoval růst hypokotylů směrem vzhůru, i když b y l y v y s t a v e n y 

p o u z e modrému světlu z e s t r a n y , jelikož právě t y t o f o t o r e c e p t o r y j s o u zodpovědné z a 

f o t o t r o p i c k o u odpověď ( B r i g g s & C h r i s t i e , 2 0 0 2 ) . 

Mutantní r o s t l i n y , které postrádaly f u n k c i p r o t e i n u N P H 3 v y k a z o v a l y normální 

f o t o t r o p i c k o u o d e z v u stejně j a k o C o l - 0 . P e d m a l e & L i s c u m ( 2 0 0 7 ) však uvádí, že N P H 3 

j e z a p o j e n v e fototropické s i g n a l i z a c i prostřednictvím P h o t l . N P H 3 j e v e tmě 

fosforylovaný a k j e h o rapidní d e f o s f o r y l a c i dochází v l i v e m f o t o a k t i v a c e P h o t l ( P e d m a l e 

& L i s c u m , 2 0 0 7 ) . 

Jelikož n e b y l a pozorována odlišná odpověď nph3 m u t a n t a o p r o t i rostlinám divokého 

t y p u u Arabidopsis thaliana, g e n Gylma.l3g221200 n e b y l těmito e x p e r i m e n t y p o t v r z e n 

j a k o kandidát p r o polozakrslé vysokoplodící v a r i e t y , n a d r u h o u s t r a n u a l e a n i z možných 

kandidátů n e b y l vyloučen. Jedním z důvodů, proč n e b y l pozorován žádný s t a t i s t i c k y 

významný o d k l o n o d fyziologických h o d n o t C o l - 0 , může být v l i v epistatického e f e k t u 

podobných genů N R L r o d i n y , která z a h r n u j e c e l k e m 3 3 nph3-like genů včetně nph3 
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( P e d m a l e et al, 2 0 1 0 ) . E x p e r i m e n t y b y l y prováděny s m u t a n t e m , u kterého b y l vyřazen 

z f u n k c e p o u z e j e d e n g e n této velké r o d i n y a j e možné, že při j e h o k n o c k - d o w n u m o h o u 

t u t o f u n k c i z a s t o u p i t jiné podobné g e n y ( K u u s k et al, 2 0 0 6 ; K a f r i et al, 2 0 0 9 ) . 

E x p e r i m e n t y v této práci b y l y prováděny s ranným vývojovým s t a d i e m semenáčků 

kvůli úspoře času i materiálu který b y l p r o t y t o e x p e r i m e n t y potřebný, a j e n u t n o vzít 

v p o t a z , že nphS g e n v n i c h nemusí být exprimován. Je možné, že k e x p r e s i g e n u dochází 

až u vyvinutějších semenáčků, a n e b o j e g e n přepisován v jiných rostlinných orgánech, 

které se vyvíjí v pozdějším stádiu růstu Arabidopsis. P r o ověření této hypotézy b y b y l o 

vhodné změřit míru e x p r e s e nph3-\ike genů divokého t y p u v porovnání s nphS m u t a n t e m . 

J e důležité se také z a m y s l e t , z d a j e Arabidopsis thaliana v h o d n o u m o d e l o v o u r o s t l i n o u 

p r o sóju. Sója j a k o luštěnina má o p r o t i Arabidopsis složitější duplikovaný g e n o m , což 

s a m o o sobě může k o m p l i k o v a t reverzní genetické přístupy sloužící k pochopení f u n k c e 

genů ( S h o e m a k e r et al, 2 0 0 6 ) . Modelová r o s t l i n a Arabidopsis thaliana b y l a z v o l e n a , 

jelikož se jedná o jediný m o d e l , u kterého b y l nphS m u t a n t dostupný. U Arabidopsis j e 

také v e l m i dobře prozkoumaná světelná s i g n a l i z a c e , fototropické odpovědi a 

fotoreceptorové p r o t e i n y ( G o y a l et al, 2 0 1 6 ; P a i k & H u q , 2 0 1 9 ) . 

Alternativní m e t o d u s t u d i a f u n k c e N P H 3 u sóji b y b y l o například umlčení genů 

pomocí R N A i či C R I S P R , pomocí které b y b y l zajištěn k n o c k - d o w n či k n o c k - o u t více 

genů n a j e d n o u . 
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6. ZÁVĚR 
V této práci b y l a vypracována literární rešerše zabývající se genetickým pozadím 

polozakrslých vysokoplodících v a r i e t sóji luštinaté v s o u v i s l o s t i s funkcí N P H 3 p r o t e i n u , 

který j e kódován kandidátním g e n e m určeným p r o t y t o v a r i e t y . Dále j e teoretická část 

věnována mechanismům, pomocí kterých j s o u r o s t l i n y schopné vnímat světlo a stinné 

podmínky. 

V experimentální části b y l a pomocí bioinformatických nástrojů zkoumána m i s s e n s e 

m u t a c e v g e n u Glyma.l3g221200, která v e d e k e změně a m i n o k y s e l i n y v p r o t e i n u N P H 3 

a j e p r o polozakrslé vysokoplodící v a r i e t y specifická. B y l také určen h o m o l o g v g e n o m u 

A. thaliana, kterým j e g e n At5g03250 kódující N P H 3 p r o t e i n . Následně b y l vybrán 

vhodný mutantní g e n o t y p s T - D N A insercí právě v t o m t o g e n u , díky které j e N P H 3 

p r o t e i n nefunkční. Molekulárně biologickými m e t o d a m i b y l u komerčně získaných 

s e m e n Arabidopsis ověřen výskyt a funkčnost m u t a g e n e z e . 

A b y b y l a zjištěna f u n k c e N P H 3 p r o t e i n u , b y l y p r o v e d e n y e x p e r i m e n t y , kterými b y l a 

sledována odpověď r o s t l i n n a v l i v modrého světla. N e j p r v e b y l a zkoumána i n h i b i c e růstu 

hypokotylů při různé intenzitě modrého světla. Dále b y l p r o v e d e n fototropický 

e x p e r i m e n t , při kterém b y l sledován o h y b r o s t l i n směrem k e z d r o j i modrého světla. 

Odpověď r o s t l i n nph3 m u t a n t a b y l a srovnána s divokým t y p e m ( C o l - 0 ) a dalšími l o s s - o f -

f u n c t i o n m u t a n t y rostlinných fotoreceptorů. 

Provedenými e x p e r i m e n t y n a nph3 m u t a n t o v i Arabidopsis thaliana n e b y l p o t v r z e n 

kandidátní g e n p r o polozakrslé vysokoplodící v a r i e t y sóji luštinaté, a l e n e b y l z kandidátů 

a n i vyloučen. B y l y diskutovány budoucí e x p e r i m e n t y p r o dodatečnou c h a r a k t e r i z a c i 

m u t a n t a nph3 s vizí o b j a s n i t r o l i N P H 3 u f e n o t y p u polozakrslých vysokoplodí cích 

genotypů sóji i alternativní řešení m i m o t o h o t o m u t a n t a . 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLU A Z K R A T E K 
5 ' U T R 5 ' u n t r a n s l a t e d r e g i o n ( 5 ' netranslatovaná o b l a s t ) 

A M K a m i n o k y s e l i n a 

A P B Aktivní fytochromová vazebná doména 

B L Modré světlo 

B L A S T B a s i c L o c a l A l i g n m e n t S e a r c h T o o l 

b p B a s e p a i r (párů bazí) 

B T B N-terminální doména se s t r u k t u r a m i zinkového p r s t u 

C C E Kryptochromová C-terminální e x t e n z e 

c D N A Komplementární D N A 

CO Transkripční f a k t o r C O N S T A N S 

C 0 2 O x i d uhličitý 

C o l - 0 E k o t y p Arabidopsis C o l o m b i a - 0 

C R I S P R s e g m e n t y nahromaděných pravidelně rozmístěných krátkých 

palindromických r e p e t i c 

C r y l K r y p t o c h r o m 1 

C r y 2 K r y p t o c h r o m 2 

C r y 3 K r y p t o c h r o m 3 

D D e t e r m i n a t e s t e m = ukončený s t o n e k 

d N T P Deoxyribonukleosidtrifosfát 

Dtl D e t e r m i n a t e s t e m 1 (ukončený f e n o t y p s t o n k u 1 ) 

El G e n ovlivňující z r a l o s t 1 

E E E E x c e s s e x c i t a t i o n e n e r g y (přebytečná excitační e n e r g i e ) 

E M S E t h y l methansulfonát 

F A D F l a v i n a d e n i n d i n u k l e o t i d 

F M N F l a v i n m o n o n u k l e o t i d 

F R Vzdálené červené světlo 

FT F l o w e r i n g l o c u s T 

F T 2 b F l o w e r i n g l o c u s 2 b ( l o k u s kvetení 2 b ) 

F T A F l i n d e r s T e c h n o l o g y A s s o c i a t e s 

F W F o r w a r d (přímý p r i m e r ) 

g D N A Genomová D N A 

GmCOLl O r t o l o g transkripčního f a k t o r u C O N S T A N S u sóji 
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GmFT5a O r t o l o g g e n u f l o w e r i n g l o c u s T u sóji 

G R I N G e r m p l a s m R e s o u r c e s I n f o r m a t i o n N e t w o r k 

G W A S G e n o m e - w i d e a s s o c i a t o n s t u d y 

HY4 L o n g h y p o c o t y l 4 (dlouhý h y p o k o t y l 4 ) 

7 J u v e n i l e 

L E D L i g h t - E m i t t i n g D i o d e 

L O V L i g h t o x y g e n v o l t a g e doména (proteinová doména regulovaná 

světlem, kyslíkem a napětím) 

M E G A M o l e c u l a r E v o l u t i o n a r y G e n e t i c A n a l y s i s 

M G M a t u r i t y g r o u p (třída z r a l o s t i ) 

m R N A M e d i a t o r ová R N A 

M T H F 5,10-methylhydrofolát 

N I n d e t e r m i n a t e s t e m = popínavý s t o n e k 

N A S C N o t t i n g h a m Arabidopsis S t o c k C e n t r e 

N C Negativní k o n t r o l a 

nphl N o n - p h o t o t r o p i c h y p o c o t y l 1 

N P H 3 N o n - p h o t o t r o p i c h y p o c o t y l 3 

npll N o n - p h o t o t r o p i c h y p o c o t y l - l i k e 1 

N R L N P H 3 / R P T 2 - l i k e proteinová r o d i n a 

P C R P o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (polymerasová řetězová r e a k c e ) 

P f r FR-absorbující f o r m a f y t o c h r o m u 

P h o t l F o t o t r o p i n 1 

P h o t 2 F o t o t r o p i n 2 

P h y A - E F y t o c h r o m A - E 

P I P l a n t i n t r o d u c t i o n 

P I F P h y t o c h r o m e - i n t e r a c t i n g t r a s c r i p t i o n f a c t o r s (transkripční f a k t o r y 

interagující s f y t o c h r o m y ) 

P I N Sekundární přenašeč a u x i n u 

P K S 4 F y t o c h r o m kinasový substrát 4 

P O Z P o x v i r u s a n d z i n c f i n g e r 

P P I P r o t e i n - f o s f a t a s a 1 

P P F D fotosyntetická h u s t o t a fotonového t o k u 

P r R-absorbující f o r m a f y t o c h r o m u 
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P R H P h o t o l y a s e h o m o l o g o u s r e g i o n ( r e g i o n homologní k s e k v e n c i 

f o t o l y a s ) 

R Červené světlo 

R E V R e v e r s e (zpětný p r i m e r ) 

Rht R e d u c e d h e i g h t - 1 

R N A i R N A i n t e r f e r e n c e 

R P T 2 R o o t p h o t o t r o p i s m 2 

S S e m i d e t e r m i n a t e s t e m = polopopínavý s t o n e k 

S A S S h a d e a v o i d a n c e s y n d r o m ( s y n d r o m vyhýbání se stínu) 

sd-1 S e m i - d w a r f 1 

S I G n A L S a l k I n s t i t u t e G e n o m i c A n a l y s i s L a b o r a t o r y 

S N P S i n g l e n u c l e o t i d e p o l y m o r p h i s m = jednonukleotidový 

p o l y m o r f i s m u s 

T A I R T h e Arabidopsis I n f o r m a t i o n R e s o u r c e 

Taq Thermus aquaticus 

T - D N A Transferová D N A 

T F L l T e r m i n a l f l o w e r 1 p r o t e i n 

U S D A U n i t e d S t a t e s D e p a r t m e n t o f A g l i c u l t u r e = Americké m i n i s t e r s t v o 

zemědělství 

U V - A Ultrafialové záření A 

U V - B Ultrafialové záření B 

U V R 8 R e c e p t o r ultrafialového záření B 

V I G S Umlčení genů vyvolané v i r y 
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9 PŘÍLOHY 
Příloha 1 : T a b u l k a s výsledky analýz, které b y l y p r o v e d e n y pomocí nástroje B L A S T 

Příloha 2 : Výsledky S a n g e r o v y s e k v e n a c e 

Příloha 3 : T a b u l k y s výsledky experimentů, k d e b y l zkoumán v l i v modrého světla n a růst 

r o s t l i n 
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