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1 UVOD

Svétlo ma zasadni roli v zivoté zelenych fotosyntetickych rostlin, konsekventné pak
Vv zivoté téméf vSech zivych organismi na Zemi, nebot’ ty vyuzivaji chemickou
energii ziskanou rostlinami pfeménou energie svételné v procesu fotosyntézy.
Fototrofni rostliny vyvinuly v pribéhu evoluce mechanismy, diky kterym se dovedou
prizptsobit ménicim se svételnym podminkam okoli za ucelem zvySeni rychlosti
fotosyntézy nebo vyhnuti se poskozeni ptilis vysokou intenzitou dopadajiciho zareni.
Dulezit¢ misto mezi témito mechanismy zaujimaji fotorelokacni pohyby
chloroplasti. Prvni fazi reakce rostliny na zménu svételnych podminek je zachyceni
podnétu fotoreceptory. Jedna se hlavné o tii skupiny fotoreceptort — fytochromy,
kryptochromy a fototropiny. Z hlediska nasi prace jsou stézejni fototropiny, nebot’
prave jimi jsou fizeny fotorelokaéni pohyby chloroplasti (Kong a Wada, 2014).

Moderni véda nam nabizi nové moznosti, jak pochopit procesy odehravajici
se V rostlin€ pfi zméné vnéjSich podminek nez pouhé pozorovéani. Metoda genového
knock-outu, za kterou ziskali védci Mario Capecchi, Martin Evans a Oliver Smithies
v roce 2007 Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu, nam umoziuje nahlédnout do
procest odehravajicich se v rostliné na genové, a v kombinaci s dal$imi modernimi
postupy i molekularni Grovni. Vyuziti organismil s vyfazenymi geny a nasledné
zkoumani rozdilt v mutantech v porovnani s ptivodnimi organismy je cesta, kterou
se vydava soucasna véda a kterou se vydavame i my. Bakalafskd prace ma za cil
oveéfit zmény pohybu chloroplasti vyvolané modrym svétlem o nizké a vysokeé
intenzit¢ ve vybranych fotomorfogennich mutantech lilku rajcete (Solanum
lycopersicum L.). Jedna se o tyto mutantni rostliny: 7B-1, cryl-1 a cryl-2, hpl a
npsl.

Usporadani chloroplastii v bunikach neni stalé, ale méni se Vv zavislosti na
vnéjSich svételnych podminkach nasledujicim zplsobem: pti osvitu svétlem o nizké
intenzité nastavd akumulaéni pohyb — chloroplasty se pohybuji smérem ke slabému
svétlu, aby se zvysila rychlost fotosyntézy. V piipad€é ozafeni svétlem 0 vysoké
intenzité nastava tzv. unikovy pohyb. Pfi tomto pohybu chloroplasty naopak migruji
smérem od silného svétla, aby se ochranily pfed poskozenim fotosyntetického
aparatu (Haupt a Scheurlein, 1990; Kagawa a Wada, 2002; Kong a Wada, 2014).

Zkoumanim procest, které stoji za pohyby chloroplastl, nahliZime do

jednoho z klicovych mechanizmu zajistujiciho fungovani zivota na Zemi — pohyby


https://cs.wikipedia.org/wiki/Mario_Capecchi
https://cs.wikipedia.org/wiki/Martin_Evans
https://cs.wikipedia.org/wiki/Oliver_Smithies

chloroplastii patii mezi zpusoby, jakymi rostliny dovedou zefektivnit hospodaieni se
svételnou energii, kterd je pro jejich rast stézejni. S pfihlédnutim k faktu, ze vétSina
organismi je zavisld na energii, kterou rostliny dovedou ze svétla ziskat, jde o
mimofadné vyznamné procesy. Vyzkum fotorelokacnich pohyba chloroplastii ndm
muze v neposledni fadé pomoci vyvinout rostliny s vylepsSenymi vlastnostmi, které

by byly vyuzitelné v zemédélstvi.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Uvod do problematiky

VétSinu rostlin na Zemi fadime mezi autotrofni organismy — jsou schopny ziskavat
uhlik pro tvorbu organickych latek pro vlastni vyzivu a stavbu z anorganickych latek.
Jako zdroj uhliku vyuzivaji vétSinou oxid uhli¢ity z ovzdusi, dalsi dilezitou
komponentou je pak voda a dale potiebuji pro sviij rist rizné mineralni latky z pudy.
Zvody a oxidu uhli¢itého jsou rostliny schopny v procesu fotosyntézy vyrobit
organické latky — cukry, jmenovité glukozu. Pro cely proces fotosyntézy je esencialni
pfisun energie, Kterou rostliny ziskavaji vétSinou ve formé sluneéniho zafeni.
Rostliny vyuzivajici slune¢ni zatfeni jako zdroj energie pro fotosyntézu nazyvame
fototrofni. V takovychto rostlinach je svétlo pohlceno zelenym fotosyntetickym
barvivem — chlorofylem, ktery se nachazi v tylakoidech chloroplastu.

V piirodnim prostfedi se béhem dne i roku svételné podminky dynamicky
meéni - jednd se zejména o slozeni dopadajiciho svétla, jeho intenzitu, dobu pisobeni,
smér a fotoperiodu. Aby se rostliny dokazaly pfizpisobit témto zméndm, vyvinuly
Vv prib¢hu evoluce sérii mechanizm, diky kterym dovedou optimalizovat sviij rust.
Mezi obecné znamé mechanizmy patii fototropismus, otevirani stomat, fotonastické

pohyby listt a také fotoreloka¢ni pohyby chloroplastti.

2.2 Obecna charakteristika pohybu chloroplasti

Pohyby chloroplastl zajistuji odpoveéd’ rostliny na zménu svételnych podminek na
subcelularni Grovni. Pohyby chloroplastli jsou spolecné vSem vy$§im a nékterym
niz§im rostlinam (napt. Adianthum capillus nebo Physcomitrella patens; Kong a

Wada, 2014). RozliSujeme 2 zakladni druhy pohybu chloroplastu:

a) Unikovy pohyb — ,.avoidance response* (z angl. to avoid - vyhnout se)

Tento typ pohybu chloroplastli nastava v ptipad€ piili§ vysoké intenzity
svétla dopadajiciho na rostlinu, resp. list. Pfi tomto typu pohybu se
chloroplasty pfesunuji do parastrofické pozice (Obr. 1), tj. ke sténam bunék
rovnobéznym s dopadajicim zafenim. Rostlina timto zabrafiuje poSkozeni
fotosyntetického aparatu (Haupt a Scheurlein, 1990; Kagawa a Wada, 2002,
Kong a Wada, 2014).
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b) Akumulacni pohyb — , accumulation response” (z angl. to accumulate -

nahromadit se)

Tento typ pohybu nastava pii slabé intenzité dopadajiciho svétla.
Chloroplasty se piesouvaji do diastrofické nebo epistrofické pozice (Obr. 1),
tj. ke sténam kolmym k dopadajicimu zafeni. Dochazi ke zvySeni absorpce
svétla a tim ke zvySeni rychlosti fotosyntézy (Haupt a Scheurlein, 1990;
Kagawa a Wada, 2002; Wada 2016).

Ve tmé chloroplasty pak zaujimaji pozici apostrofe (Obr. 1) (Wada 2016).

L —

L. ,, .,
TN

1 2 3 4

Obr. 1 Uspotadani chloroplastti v bunkach v reakci na riznou ozarenost bunék. Parastrofe

(1), diastrofg (2), epistrofe (3), apostrofe (4). Pocet Sipek znazorfuje relativni ozafenost
(ptevzato z Rebicek, 2009).

12



2.3 Mechanizmus pohybu chloroplasti

Pro uc¢innou odpovéd’ na svételné stimuly vyvinuly vyssi rostliny sérii fotoreceptorti
— proteint citlivych na svételny podnét. Radime mezi né fytochromy reagujici na
cervené svétlo (Mathews, 2006) a fototropiny a kryptochromy reagujici na UV-A a
modrou oblast svételného spektra (Banerjee a Batschauer, 2005). Pro nas jsou
stéZejni fototropiny, nebot’ ty jsou zodpovédné za fotorelokacni pohyby chloroplastt
(Kong et al., 2012). Mechanickym elementem odpovédnym za pohyb chloroplasti
po piijmu signalu pfisluSnymi receptory a jeho pienosu signalnimi drahami je
aktinovy cytoskelet, zejména tzv. cp-aktinova vlakna (Suetsugu et al., 2016).

Pohyb chloroplastt je indukovan pfedev§im modrym svétlem (450-510 nm),
u nékterych nizsich rostlin (napf. Adianthum capillus nebo Physcomitrella patens)
také svétlem cervenym (620-760 nm) (Kong a Wada, 2014). Bylo zjisténo, ze
soucasné pusobeni Cervené¢ho svétla zvySuje odezvu na modré svétlo (Kagawa a
Wada, 2000). V piipadé vyssich rostlin (véetné Arabidopsis thaliana) je pohyb
chloroplastii vyvolany modrym svétlem zprostfedkovan specifickymi fotoreceptory —
fototropiny, které maji absorpéni spektrum v rozmezi 320-500 nm (Kong et al.,
2012; Kong a Wada, 2014).

2.3.1 Fototropiny

Fototropiny jsou specifické rostlinné fotoreceptorové proteiny nachazejici se ve
vetsing€ organismu rostlinné fise, napfi¢ vyS$imi rostlinami, po jednobunécné tasy
(napt. Chlamydomonas reinhardtii), u kterych mohou regulovat sexualni cyklus
v zavislosti na modrém svétle (Huang a Beck, 2003). Jedna se o vysoce
konzervativni proteiny (Briggs et al., 2001; Lariguet a Dunand, 2005). Ve vyssich
rostlinach byly objeveny dva druhy fototropint: fototropin 1 (photl) a fototropin 2
(phot2), které ze 60 % sdileji stejnou sekvencni identitu (Jarillo et al., 2001; Briggs a
Christie, 2002). Oba fototropiny se funkéné piekryvaji v regulaci akumula¢niho
pohybu chloroplasti. Phot2 je pak samostatné zodpovédny za tnikovy pohyb
chloroplastii a pfesun chloroplasti do pozice apostrofe, ktery nastava za tmy (Obr. 1)
(Aihara et al., 2008). Regulace akumulaéniho pohybu chloroplasti pomoci phot2
neni v porovnani s photl pfili§ vyznamna (Kong a Wada, 2014). Mezi dalsi funkce

fototropint patii regulace fototropismu, otevirani a zavirani stomat, zplosténi listh a
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inhibice rastu hypokotylu pfi osvitu modrym svétlem (Christie, 2007; Aihara et al.,
2008).

Photl je oproti phot2 specificky vyssi citlivosti, ktera se projevuje veétSim
rozmezim intenzity modrého svétla, na kterou reaguje. Zatimco photl reguluje
fototropismus vyvolany modrym svétlem o intenzité 0,01 — 100 pmol-m?s™*, phot2
reaguje pii Fizeni fototropismu na modré svétlo o intenzit¢ 1 — 100 pmol-m?2-s,
Photl je dale zodpovédny za akumulacni pohyb chloroplasti vyvolany modrym
svétlem o intenzité 0,4 az 100 pmol-m?s?, nejcitlivji vsak reaguje v rozmezi
intenzity 0,4-40 umol'm™s™* (Sakai et al., 2001). Photl tedy #idi pfevazné procesy
vyvolané modrym svétlem o nizké intenzité.

Phot2 je samostatné odpovédny za Ginikovy pohyb chloroplastii vyvolany

modrym svétlem o intenzité kolem 30 pumol-m?2s?

a vyssi. Déle je zapojen do
regulace akumula¢niho pohybu chloroplastli v rozmezi intenzity modrého svétla 2-30
pumol-m?-s? (Sakai et al., 2001). Phot2 je tedy zapojeny prevazné v procesech
vyvolanych modrym svétlem o vyssi intenzité.

Z hlediska subcelularni lokalizace se vétSina fototropinii odpovédnych za
pohyby chloroplastii nachazi podél plazmatické membrany, za urcitych okolnosti se
vSak mohou ptesouvat i do jinych ¢asti bunky (Kong et al., 2013). Bylo zjisténo, ze
Vv reakci na osvit modrym svétlem se photl z ¢asti piesunuje do cytoplazmy, phot2 se
pak v reakci na modré svétlo ¢asteéné pripojuje ke Golgiho aparatu. Tyto piesuny

jsou dilezité pro kindzovou aktivitu fototropinii (Kong a Wada, 2014).

2.3.1.1 Struktura fototropinu a pirenos signalu

Z chemického hlediska jsou fototropiny Ser/Thr proteinové kinazy slozené z 900-
1000 aminokyselinovych zbytkdi a dvou prostetickych FMN molekul (Briggs a
Christie, 2002; Nakasako et al., 2008). Fototropiny se skladaji ze dvou casti: N-
koncové fotosenzorické casti a C-koncové Ser/Thr kinazové domény (Christie 2007;
Matsuoka et al., 2007). Uvniti N-koncové ¢asti se nachazeji 2 LOV (Light oxygen
and voltage) domény (LOV1 a LOV2), pticemz primarni roli v biologické funkci
fototropind hraje LOV2 (Christie et al., 2002; Cho et al., 2007). Ukazalo se rovnéz,
7e N-konec je odpovédny za vyssi citlivost photl oproti phot2 v regulaci procesu
fizenych fototropiny (Aihara et al., 2008). LOV domény sdileji spole¢nou sekundarni

a terciarni strukturu a vytvareji vazebné misto pro nekovalentné pfipojené FMN
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chromofory, které zajist'uji fotochemickou aktivitu fototropinti (Obr. 2) (Crosson a
Moffat, 2001; Nakasako et al., 2008). Signal vyvolany excitaci FMN chromofori
modrym svétlem je pomoci tzv. ,linker region® (spojovaci region) intramolekularné
pfenesen zLOV2 domény na C-kindzovou doménu, ktera je spojena
s cytoplazmatickou membranou (Aihara et al., 2008; Nakasako et al., 2008; Kong a
Wada, 2014). Prenosem signalu dochazi k autofosforylaci Ser-851 na C-kindzové
domén¢ a signal je dale fosforylaci veden do ,down-stream® komponent
fototropinové signalni dréhy. ,,Down-stream* komponenty svételné signalni drahy se
nachazeji v jinych castech buinky neZ fototropiny (pfevazné v cytosolu) a jejich
biochemicka funkce zlistava prozatim neobjasnénd. Dosavadni vysledky vyzkumu
procestu skryvajicich se za pohyby chloroplasti naznacuji, ze signal, ktery zptisobuje
relokacni pohyby chloroplastli, je iniciovan pravé fosforylaci ,,down-stream*

komponent fototropiny (Kong a Wada, 2014).

light perception light activation through
through photocycles conformational change

S/T Kinase

Jo Helix A

multimerization (dimer) (monomer) membrane association

signaling regulator

Obr. 2 Schéma aktivace signalni drahy fototropini (ptevzato z Kong a Wada, 2014).
2.3.2 Cp-aktin

Podobn¢ jako v ptipadé jadra, mitochondrii, endoplazmatického retikula, Golgiho
aparatu a dalSich organel, i chloroplasty pouZivaji pro sviij pohyb v bufice aktinovy
cytoskelet. Primarni roli v zajistovani pohybu chloroplastti hraji tzv. cp-aktinova
vlakna (z angl. chloroplast-actin filaments). Tato vlakna byla identifikovana pomérné
neddavno (2009) a oproti aktinovym vldknlim nachazejicim se v cytoplazmé& maji
odlisnou funkci, coz se projevuje V rozdilné délce, tvaru i regulacnich mechanizmech

(Kadota et al., 2009; Kong a Wada, 2014).
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Jednim z ptedpokladt efektivni reakce chloroplasti na zménu svételnych
podminek je schopnost jejich fixace v ur€ité pozici, resp. zruSeni této fixace za
ucelem pohybu chloroplastu do pozice jiné. Mechanizmy propijcujici chloroplastim
tyto schopnosti nejsou doposud detailné popsany, piedpoklada se vsak, ze jde o
kombinaci ,,down-stream* signalizace zprostiedkované predevsim phot2, aktivity cp-
aktinovych vlaken a v neposledni fadé signalizace prostfednictvim Ca?*, ktera
stimuluje zruseni fixace chloroplastl v jejich stavajici pozici (Takamatsu a Tagaki,
2011; Kong a Wada, 2014).

Chloroplasty analyzuji smér a intenzitu dopadajiciho svétla a v zavislosti na
téchto informacich indukuji pfeskupeni, resp. nahromadéni cp-aktinovych vlaken v
uréitém misté své vnéj$i membrany. Toto preskupeni mé za nasledek cileny pohyb
chloroplasti (Kadota et al., 2009; Kong a Wada, 2014). Obecné plati, ze rychlost
pohybu chloroplastli se zvySuje se zvySujicim se mnozstvim nahromadénych cp-
aktinovych vlaken, pficemz pozice téchto vlaken na vnéjsi membrané chloroplastu
urcuje smér pohybu (Kong et al., 2013).

Zpusob, jakym se cp-aktinova vlakna na povrchu chloroplastu pteskupuji,
zavisi na intenzit¢ modrého svétla dopadajiciho na buniku. Vlivem modrého svétla o
vysoké intenzité se cp-aktinova vldkna rychle depolymerizuji a mizi z ozarené casti
chloroplastu, zatimco na neozaiené ¢asti chloroplastu mizeme naopak pozorovat
akumulaci polymerizovanych cp-aktinovych vlaken. Toto uspofadani vyvola
unikovy pohyb chloroplastii, ktery je veden ve sméru nahromadéni cp-aktinovych
vlaken (tj. smérem od silného modrého svétla) (Kong et al., 2013; Kong a Wada,
2014).

Pii ozafeni modrym svétlem o nizké intenzité se cp-aktinova vlakna
presouvaji mensi rychlosti nez v ptipad¢ plsobeni silného modrého svétla. Slabé
modré svétlo vyvola mirnou akumulaci cp-aktinovych vlaken na strané chloroplastu
prilehlé k tomuto svétlu. Vysledkem rozdilii v rychlosti pieskupeni cp-aktinovych
vldken vlivem modrého svétla o rizné intenzité je riznd rychlost pohybu

chloroplasti v zavislosti na intenzité¢ dopadajiciho zareni (Kong et al., 2013).
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2.3.3 DalSi fotoreceptory zapojené v pohybu chloroplastii

2.3.3.1 Fytochromy

Cervené svétlo je obvykle netié¢inné ve spousténi pohybu chloroplasti ve vyssich
rostlinach, nicméné DeBlasio et al. (2003) objevili v A. thaliana modulaci pohybu
chloroplasti fytochromy A a B (phyA a phyB), které patii mezi rostlinné
fotoreceptory citlivé na cervenou a dalece-Cervenou oblast svételného spektra.
Fytochromy obecné jsou zapojeny spiSe v regulaci vyvojovych procesu fizenych
svétlem, jako napft. v kliceni semene, de-etiolizaci rostlin pfi kontaktu se svétlem,
ristu kotyledond, otevirani listi nebo prodluzovani stonkti (Neff et al., 2000).
DeBlasio et al. (2003) nicméné zjistili, ze mutanti s defektem ve phyA nebo phyB se
oproti WT vyznacuji zvySenou mirou Unikového pohybu chloroplastii vyvolaného
modrym svétlem o intenzité 20 pmol'm?s?. Rostliny A. thaliana se zvy$enou
expresi phyA a phyB se pak oproti WT vyznacovaly zvySenou mirou akumula¢niho
pohybu chloroplasti vyvolaného modrym svétlem o intenzité¢ 0,3 umol-m?s=.
DeBlasio et al. (2003) z uvedenych vysledkt vyvodili, ze fytochromy hraji v A.
thaliana roli v modulaci ptechodu mezi pohybem chloroplastii vyvolaném slabym a

silnym modrym svétlem, tj. v rozmezi intenzit 0,3 — 20 pmol-m?2-s™,

2.3.3.2 Neochrom 1

Neochrom 1 je chimérni fotoreceptor, ktery obsahuje N-koncovou ¢ast (nesouci
chromofor) strukturné podobnou fytochromim a C-koncovou ¢ast majici stejnou
strukturu jako u fototropinu (Suetsugu a Wada, 2007). Tento fotoreceptor piitomny
Vv niZ8ich zelenych rostlinach fidi reloka¢ni pohyby chloroplastl v zavislosti nejen na
modrém, ale i na ¢erveném svétle. Napt. netik (Adiantum capillus-veneris) reguluje
relokacni pohyby chloroplasti vyvolané cervenym svétlem pravé pomoci

neochromu 1 (Kawai et al., 2003; Suetsugu et al., 2005).
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2.4 Zkoumané fotomorfogenni mutanty lilku rajcete (Solanum
lycopersicum L.)

Modré svétlo ovliviiuje fadu procesti v rostliné, jmenovit¢ tvorbu chlorofylu,
otevirani a zavirani stomat, fotomorfogenezi, fototropismus, fotorelokacni pohyby
chloroplastii, zplo§téni listd a rapidni inhibici prodluzovani hypokotylu (Christie,
2007; Aihara et al., 2008). V bakalaiské praci jsme se zaméfili na pohyb
chloroplasti, ktery jsme vyvolédvali vysokou nebo nizkou intenzitou modrého svétla.
Srovnavali jsme pohyb chloroplasti v normalnich (,,wild-type®) kultivarech lilku

rajCete a ve fotomorfogennich mutantech popsanych Vv nasledujicich kapitolach.

24.1 7B-1

Mutant rajéete 7B-1 (Solanum lycopersicum L.) se vyznacuje samci sterilitou a
zvySenou odolnosti vic¢i abiotickym stresim, coz z n¢j déla potencionalniho
kandidata pro produkci hybridnich semen s vyuzitim ve stresovém inZenyrstvi
rostlin. Mutace 7B-1 je pravdépodobné zpusobena defektem v genu SIGLO2
(Solanum lycopersicum glycolate oxidase), ktery patii do skupiny gent B MADS-
box (nazev odvozen od nejstarSich znamych gent této rodiny: MCM1, AGAMOUS,
DEFICIENS a SRF1), které jsou zapojeny ve vyvoji okvétnich listkti a ty¢inek
(Pucci et al., 2017).

ZvySena odolnost mutantnich rostlin vuéi abiotickym stresim byla
vyvozena ze zvySené rezistence kliceni semen a rstu hypokotylu vi¢i osmotickému,
solnému a chladovému stresu (Fellner a Sawhney, 2001). Tato odolnost
pravdépodobné souvisi se zvySenou hladinou kyseliny abscisové v 7B-1 (Fellner a
Sawhney, 2001; Fellner et al., 2001; Fellner a Sawhney, 2002). Obecné,
Vv nemutantnich rostlinach je odolnost vic¢i osmotickému stresu ovlivnéna modrym
nebo bilym svétlem — pfi osvitu je kliceni semen vlivem mannitolu (osmoticky stres)
inhibovéano, za tmy se inhibi¢ni G¢inky mannitolu neprojevi. Mutant 7B-1 pfti
pisobeni osmotického stresu vykazuje absenci modrym nebo bilym svétlem
indukované inhibice kliceni a ristu hypokotylu. Tato absence je pravdépodobné
zpusobena defektem v signalizaci modrého svétla v 7B-1 (Fellner a Sawhney, 2001,
Fellner et al., 2001). Existuji indicie, ze tento defekt by mohl negativné ovliviiovat
pohyb chloroplastti, avSak studie zabyvajici se vlivem mutace 7B-1 na pohyb

chloroplastii nebyla zatim publikovana. Reloka¢ni pohyby chloroplasti vyvolané
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modrym svétlem jsou Fizeny photl a phot2 (Kong a Wada, 2014), Omidvar a Fellner
(2015) vsak zjistili, ze mutace 7B-1 nema na transkripcni tirovni na fototropiny vliv.
Defekt zpiisobujici poruchu v relokacnim pohybu chloroplasti se tedy
pravdépodobné nachazi v ,,down-stream* komponentach svételné signalni drahy.

Defekt v signalizaci modrého svétla u 7B-1 dale zptsobuje poruchu
V otevirani stomat vyvolaném modrym svétlem (Hlavinka et al., 2013). Jezilova et
al. (2012) se ve své praci zabyvali tim, jestli ma porucha v otevirani stomat v 7B-1
negativni vliv na rychlost fotosyntézy na modrém svétle. Zjistili, ze rostliny 7B-1
vykazuji sniZzeni rychlosti fotosyntézy a opozdéni v dosaZeni stabilni hodnoty
rychlosti fotosyntézy a vodivosti stomat oproti rostlinam divokého typu pouze
Vv pfipadé méfeni na starSich rostlindch. Ztoho usoudili, ze zmény ve
fotosyntetickych vlastnostech 7B-1 jsou zpusobeny spiSe zvySenou endogenni
hladinou ABA v mutantu nez vlivem poruchy otevirani stomat.

Samc¢i sterilita mutanta 7B-1 je, jak se ukazalo, zavisla na fotoperiod¢ - pii
dlouhém dni se vytvaieji deformované tyCinky a nezivotaschopné mikrospory,
zatimco pfi kratkém dni jsou kvéty plodné a produkuji normélni ty€inky s vitalnim
pylem (Sawhney, 1997; Omidvar et al., 2015). Cytologicka studie provedena na 7B-1
odhalila n¢kolik defektti ve vyvoji prasnikd: poruchu v synchronizaci zrani prasnikd,
dysfunkéni meidzu, zadrzeni mikrospor v tetradach vlivem poruchy v degradaci
pektinu v tetradovych bunéénych sténach, poruchu v degradaci kaldzy a abnormalni
vyvoj tapeta. Dale byl zjistén defekt v programované bunécné smrti v bunkéach tapeta

prasnik 7B-1 (Omidvar et al., 2017).

2.4.2 cryl-lacryl-2

Mutantni rostliny lilku rajcete cryl-1 a cryl-2 obsahuji defekt v kryptochromu 1
(Cryl). Kryptochromy patii mezi receptory modré a UV-A ¢asti svételného spektra u
vySSich rostlin. Zajimavosti je pak vyskyt kryptochromi v Zivocisné fisi, kde hraji
roli vudrzovani cirkadiannich rytmi a v magnetorecepci a sni spojenou
magnetickou orientaci zivo¢ichi (Hsu et al., 1996; Stanewsky et al., 1998; Lin a
Todo, 2005).

Kryptochromy fadime mezi DNA fotolyazy, tfidu flavoproteini, které
zprostiedkovavaji fotoreaktivaci DNA (Cashmore et al., 1999; Lin, 2000). I kdyz
kryptochromy patfi, stejné jako fototropiny, mezi receptory citlivé na modrou cast

svételného spektra (Sakai et al., 2001), nemély by byt, na rozdil od fototropind,
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zodpoveédné za pohyby chloroplasti (Kagawa a Wada, 2000). Kryptochromy tidi de-
etiolizaci, ktera nastdva vlivem modrého, zeleného a UV-A svétla a jsou rovnéz
zapojeny do signalizace fototropismu (Weller et al., 2001; Facella et al., 2012).
Ahmad a Cashmore (1993) poprvé popsali molekularni vlastnosti kryptochromu pii
zkoumani mutanta HY4 rostliny A. thaliana s nefunk¢nim kryptochromem 1. Tento
mutant vykazoval absenci inhibice riistu hypokotylu pfi osvétleni modrym svétlem.

Dle Weller et al. (2001) maji rostliny cryl-1 a cryl-2 mutaci na stejném
lokusu, mutace je vSak zpiisobenou jinou alelou genu. V obou pfipadech se jedna o
nulové mutace, tj. zpusobuji vyfazeni genu z funk¢nosti. Mutant cryl-2 se vyznacuje
prodlouzenym hypokotylem se snizenym obsahem antokyant a chlorofylu a mensimi
kotyledony. Prodlouzeni hypokotylu je zpisobeno defektem v inhibici jeho ristu pii
ozafeni modrym svétlem. Mutant je tedy pravdépodobné defektni ve vnimani
modrého svétla nebo v prenosu jeho signdlu signalnimi drdhami. Mutant cryl-1 se
oproti cryl-2 vyznacuje pouze mirnym prodlouzenim hypokotylu, coz naznacuje, ze
mutace cryl-2 muze mit vétsi vliv na defekt ve vnimani modrého svétla, nez cryl-1
(Weller et al., 2001).

V rajceti a je¢meni byly oproti ostatnim vysSim rostlindm nalezeny 2 kopie
kryptochromu 1 - Cryla a Crylb, pticemz Crylb pravdépodobné vznikl duplikaci
Cryl (Perrotta et al., 2001). Mutace v nami zkoumanych rostlinach cryl-1 a cryl-2

se nachazi v genu Cryla (Facella et al., 2012).

243 hpl

Hpl (high pigment 1) mutant se vyznacuje zvySenym mnozstvim a vétsi velikosti
chloroplasti (Kilambi et al., 2013). Alely genu mutanta rajcete hpl ptedstavuji
mutaci v UV-DAMAGED-DNA-BINDING PROTEIN 1 (DDB1) homologu A.
thaliana, negativnim regulatoru ptenosu svételného signalu (Srinivas et al., 2004).
Hp1l je charakteristicky zvysenou citlivosti vii¢i modrému a Cervenému svétlu, ktera
je spojena s vyssim obsahem karotenoidt, zejm. B-karotenu a lykopenu. Toho byva
vyuzivano v komerc¢ni sfétfe, kde jsou geny ovlivitujici pfenos svételného signalu,
véetné gentt hp, vyuzivany ve Slechtitelskych programech pro produkci odrid se
zvySenym obsahem rostlinnych pigmentd a nutricnich latek (Liu et al., 2004,
Srinivas et al., 2004).

Studie zabyvajici se projevem hypersenzitivity hpl va¢i modrému svétlu v

pohybu chloroplasti vyvolaném modrym svétlem nebyla dosud publikovana.
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Srinivas et al. (2004) sice nezjistili pozménénou miru pohybu chloroplasti u mutanta
frinpl, nicmén¢ v tomto pripadeé nemutize byt vyloucena kombinace efektu mutace fri
a hpl. Ztohoto divodu nelze jednoznaéné urcit, jestli mutace hpl ovliviiuje pohyb

chloroplasti.

2.4.4 npsl

Npsl (Nonphototropic seedlingl) je mutant lilku rajcete se snizenou reakci
na slabé modré svétlo. Sharma et al. (2014) se domnivaji, Ze snizena reakce npsl na
slabé modré svétlo je zptuisobena defektem ve photl. Autofi uvadéji, ze defekt v npsl
je zpusoben dominantné negativni mutaci na jediném lokusu. U rostlin npsl
pozorovali uplnou ztratu fototropismu hypokotylu smérem ke slabému modrému
svétlu (0.1-1 umol-m2-s™). Své vysledky porovnali S vyzkumem provedenym Sakai
et al. (2001), kteti zaznamenali zmenSenou miru fototropismu hypokotylu vaci
slabému modrému svétlu v rostlinach A. thaliana s mutaci ve photl. Sharma et al.
(2014) tedy dospéli k zavéru, ze mutace npsl muze zpusobovat defekt ve photl.
Analyza mutanta npsl a rostliny divokého typu pomoci western blotu ukazala 10%
ubytek intenzity prouzku odpovidajicimu molekulové hmotnosti 124 kD u npsl
oproti WT (Sharma et al., 2014). Molekulova hmotnost 124 kD odpovida fototropinu
1 v A. thaliana (Doi et al., 2004). Ohyb hypokotylu u npsl vyvolany silnym modrym
svétlem (100 pmol-m2s?), ktery je zprostfedkovan phot2 (Wada 2016), zistal
v porovnani s WT naopak nezménény (Sharma et al., 2014). To znaci, Ze mutace V
genu npsl ovliviiuje pouze photl, nikoliv phot2.

Sharma et al. (2014) u rostlin npsl pozorovali defekt v dalSich procesech
regulovanych photl — v otevirani stomat pii osvitu slabym modrym svétlem (2
pmol-m2-s1) a v akumuladnim pohybu chloroplastii. Zatimco WT vykazoval linearni
nartst vodivosti stomat a dosahl stabilni hodnoty béhem 20-ti minut, mutant npsl na
ozafeni slabym modrym svétlem otevienim stomat nereagoval. V piipadé
akumula¢niho pohybu chloroplasti pak autofi zaznamenali Gplnou inhibici tohoto
pohybu — pfi osvitu slabym modrym svétlem ziistaly chloroplasty na sténach bunék
rovnobéZznych s dopadajicim zatfenim, zatimco chloroplasty ve WT se pfesunuly na

stény kolmé k dopadajicimu zafeni.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Rostlinny material

Pro experimenty byly pouzity fotomorfogenni mutantni rostliny lilku rajcete
(Solanum lycopersicum L.), které byly srovnavany s piislusnym kultivarem, v némz
byla mutace identifikovana. Jedna se o tyto dvojice:
= 7B-1 (obecné snizena reakce na modré svétlo: Sawhney 1997; Fellner et al.,
2001) s kultivarem Rutgers,
= cryl-1 a cryl-2 (defekt v receptoru modrého svétla Cryla: Weller et al.,
2001; Facella et al., 2012) s kultivarem Moneymaker,
= hpl (hypersensitivni reakce ke svétlu: Peters et al., 1992; Peters et al., 1998;
Srinivas et al., 2004; defekt v genu DDBL1: Liu et al., 2004) s kultivarem
Rutgers LA1090,
= npsl (mutace v genu photl, defektni mimo jiné i v akumulaci chloroplasti:
Sharma et al., 2014) s kultivarem Ailsa Craig.
Rostliny pfisluSnych kultivar budou déle v textu a obrazcich oznaceny jako WT
(,,wild type®).

Pro péstovani rostlin byly pouzity kvétinace o velikosti 7x7 c¢cm naplnéné
péstebnim substratem Potgrond H (Klasmann Deilmann, Némecko). Rostliny byly
pravidelné zalévany vodou z vodovodniho fadu. Byly péstovany ve fytokomoie
(Snijders Scientific, Nizozemi) pii relativni vlhkosti vzduchu 50 %. S vyjimkou
experimentu z ¢ervna 2017, kdy byly rostliny WT a 7B-1 péstovany pii kratké
fotoperiodé (8 h svétlo / 16 h tma), byla pouzivana fotoperioda 16 h svétlo / 8 h tma.
Datum zaseti a méfeni rostlin, méfeny list (poc¢itano od baze), délka fotoperiody,
ozéfenost a teplota vzduchu jsou pro jednotlivé dvojice mutanta a WT uvedeny
v Tab. 1.

Ve vétsiné piipadl byly experimenty provadény na rostlinach starych 4 —
5 tydnil (pfesny udaj ve dnech je uveden v obrazcich), které byly ve vegetativni fazi
a m&ly 4 az 6 pravych listl. Vyjimkou bylo méfeni ze dne 19. 12. 2016, kdy byly
rostliny 7B-1 a piislusného WT staré¢ 49 dni a jiz byly v generativni fazi (zacatek
kveteni, 8 — 10 pravych listli), podobné jako rostliny cryl-1 a cryl-2 a piislusného
WT méiené 16. 2. 2017 (stafi 44 dni, generativni faze — zacatek kveteni, 8 — 10

pravych listl).
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Tab. 1 Péstebni podminky ptislusnych dvojic mutanti a WT. Uveden mutant a kultivar WT,
datum zaseti a datum méteni, poradi méteného listu (pocitdno od baze), délka fotoperiody
(den/noc), ozatenost (umol-m2-s1) a zdroj svétla a teplota vzduchu (den/noc). *potadi
meéteného listu v ptipad¢ poskozeni ptivodné méteného.

Fotoperioda

Ozarenost v

Mutant WT Zaseti ~ Mé&feni  List (svétlo/tma) pmol-m?2-st  Teplota
(zdroj)
3216118 5201126 3 16/8 h 190 (LED)  25°C
321(')11(?' 136115' 3 16/8 h 190 (LED)  25°C
7B-1 cv. Rutgers
222'1%' 236112' 2 16/8 h 125 (LED)  22/20°C
12%157' 169'2'02;' 2 8/16 h 125 (LED)  22/20°C
3.1. . .
S 122017 13 16/8h 190 (zafivky) 25 °C
eryl-1 o 23(')11% %2%127. 3,4 16/8h 190 (zéfivky) 25 °C
cryl-2  Moneymaker
22%157' 267'2'0313' 2 16/8 h 125 (LED)  22/20 °C
%‘1%' 22‘81?;' 4 16/8h 190 (zafivky) 25 °C
cv. Rutgers
hpl
LA1090 25.7.  21.-23. 8 h .
ol s 2 16/8 125 (LED)  22/20 °C
223()).1% 12%197' 2 16/8 h 125 (LED)  22/20 °C
L ovAilsa 22%1% 22%1%' 2 16/8 h 125 (LED)  22/20 °C
P Craig
256113' 2 502127' 2 16/8 h 125 (LED)  22/20 °C
2;')11?' ﬁ 502137' 2 16/8 h 125 (LED)  22/20 °C
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3.2 Metody

3.2.1 Méreni pohybu chloroplasti

Pohyb chloroplastli byl sledovan pomoci méfeni zmén kolimované transmitance
listu. Transmitance (optickd propustnost) vyjadiuje mnozstvi svétla, které projde
vzorkem (v nasem pfipad¢ listem). Zmény v transmitanci byly vyvolany pisobenim
modrého svétla S maximem kolem 460 nm na listy zatemnénych rostlin. Modré
svétlo bylo generovano pomoci zdroje studené¢ho svétla KL-2500 (Schott Glass,
Mainz, Némecko) a modrého filtru BG12 (Schott Glass, Wiesbaden, Némecko) (Obr.
3). Osvitem listu silnym modrym svétlem (0 intenzité¢ 130 nebo 420 pmol-m2-s?)
byl vyvolan unikovy pohyb chloroplasti. Akumulac¢ni pohyb chloroplasti byl
vyvolan slabym modrym svétlem, jehoZ intenzita byla 0,8 nebo 6 pmol-m?2-s?,
Intenzita svétla byla méfena v umol fotonti fotosynteticky aktivniho zafeni (400 —
700 nm) -m?2st pomoci integrdlniho radiometru LI-250A (LI-COR, Lincoln,
Nebraska, USA). Datum méfeni, doba zatemnéni pied méfenim, intenzita méticiho
svétla a intenzita svétla pouzitého pro vyvolani pohybu chloroplastti (silné a slabé

svétlo) jsou pro piislusné dvojice mutanta a kultivaru WT uvedeny v Tab. 2.
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Obr. 3. Schéma aparatury pro méfeni kolimované transmitance (optické propustnosti) listu.
Popis komponent: zdroj studeného svétla KL-2500 (1), Spectrapen SP-100 (2), svétlovod
(3), kolimator I (4), modry filtr (5), kolimator II (6), méteny vzorek — list (7), stinitko (8).
Vyznaceny vzdalenosti mezi jednotlivymi komponentami aparatury (cm).
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Tab. 2 M¢fici podminky piislusnych dvojic mutanti a WT. Uveden mutant a kultivar WT,
datum méfeni, doba zatemnéni pfed méfenim, intenzita méticiho svétla a svétla pouzitého
pro vyvolani pohybu chloroplasti (silné nebo slabé). *12 — 19 h podle potfadi méfené
rostliny.

Doba  Meéricisvétlo  Silné svétlo Slabé svétlo
zatemnéni
(umol-m2:s1) (umol-m2:s1) (umol-m2-s?)
5.12.2016 30 min 420 420 Neméieno
19. 12.
30 min 420 420 Neméfeno
2016
7B-1 cv. Rutgers
23. 10. .
30 min 550 130 6
2017
19.-21.6. )
30 min 550 130 6
2017
1.2.2017 30 min 420 420 Neméieno
cryl-1 cv. 16.2.2017 30 min 420 420 Nemgéieno
cryl-2. Moneymaker 57 _3q 6.
30 min 550 130 6
2017
24.3.2017 30 min 420 420 Neméieno
- cv. Rutgers
p 21.-23.8.
LA1090 30 min 550 130 6
2017
18.9.2017 30 min 550 130 Neméieno
) 26.9.2017 30 min 550 Neméieno 6
cv. Ailsa
npsl )
Craig 20. - 22. )
30 min 550 Neméieno 0,8
11. 2017
22. - 23.
Pfes noc* 550 130 Neméieno
11. 2017
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Zmény kolimované transmitance vyvolané modrym svétlem byly méfeny na listech
neoddélenych od rostliny pomoci spektralniho radiometru Spectrapen SP-100 (PSI,
Drésov, Ceska republika). Umisténi ¢idla radiometru v piislusné vzdalenosti (1,3 cm)
pod listem umoziuje detekovat prevazné kolimované paprsky prochazejici listem,
coz prispiva k vysoké citlivosti metody. Pfed méfenim byly rostliny ponechany ve
tm¢, aby byly chloroplasty ve stejné vychozi pozici. Nejprve bylo zméteno spektrum
méficiho svétla dopadajictho na list (lo - méfeni bez vlozeného listu). Poté
nasledovalo zméfeni spektra s vlozenym listem (I). Z podilu I/lo bylo ziskano
spektrum kolimované transmitance, ze kterého byla odectena hodnota pti 436 nm. Pti
této vlinové délce transmitance citlivé reaguje na pohyb chloroplastii. Poté bylo
aplikovéano slabé nebo silné modré svétlo vyvolavajici pohyb chloroplastii, kazdych
10 minut zméfeno spektrum s vlozenym listem a vyhodnocena kolimovana
transmitance listu pii 436 nm. Vypocitané hodnoty byly nanormovéany na vychozi
hodnotu kolimované transmitance pred ptisobenim slabého / silného svétla. Méteni

jednoho listu probihalo 40 - 60 minut.
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3.2.2 Stanoveni relativniho obsahu chlorofylu

Meéteni bylo provadéno nedestruktivné chlorofylmetrem SPAD-502 (Konica
Minolta, Japonsko). Rostliny byly pied méfenim umistény na 30 minut do tmy, aby
se chloroplasty nachazely ve stejné vychozi pozici a eliminoval se tak vliv jejich
rozmisténi na naméfeny obsah chlorofylu (Nau$ et al., 2010). Ve vybrané oblasti
listu (Obr. 4) byla hodnota relativniho obsahu chlorofylu odectena pétkrat a
primérnd hodnota z téchto 5 méteni byla brana jako reprezentativni pro dany list.
Meéieno bylo 4 — 5 listt.

Stanoveni obsahu chlorofylu piistrojem SPAD-502 je sice nedestruktivni,
ale v pfipad¢ vice opakovani muze dojit k mirnému stlaceni méfené oblasti listu,
které by mohlo mit vliv na nasledné méfeni pohybu chloroplastli. Z tohoto diivodu
jsme méfeni obsahu chlorofylu a nasledny pohyb chloroplastli méfili na jiném misté

listu (Obr. 4).

3.2.3 Stanoveni parametru Fv/Fuv

Jako ukazatel fyziologického stavu métenych listli byl méfen parametr fluorescence
chlorofylu in vivo — Fv/Fum, kde Fv je variabilni fluorescence (Fv = Fm — Fo), Fwm
maximalni fluorescence a Fo minimalni fluorescence listu adaptovaného na tmu,
Tento parametr odrazi maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II a u
nestresovanych listd se pohybuje kolem hodnoty 0,8. Parametr Fv/Fm byl méfen
pomoci pfistroje PEA (Hansatech, King’s Lynn, UK) na rostlinach adaptovanych 30
min na tmu. Jedna se o nedestruktivni metodu. Byla pouzita intenzita méficiho svétla
o velikosti 50 % maximalni intenzity pfistroje (1200 umol-m2-s?) a doba méfeni
byla nastavena na 3s. Pro méfeni jsme pouzili listovou svorku firmy Hansatech.
M¢fteni parametru Fv/Fm bylo provedeno ve stejné oblasti listu jako méfeni

relativniho obsahu chlorofylu (Obr. 4).
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Obr. 4 Oblasti listu pouzité k mé&feni pohybu chloroplasti (1), relativniho obsahu chlorofylu
(2) a parametru Fv/Fum (2).

3.2.4 Statistické zpracovani ziskanych dat

Data byla zpracovana v programu Microsoft Office Excel. Statisticka vyznamnost
rozdilti mezi hodnotami parametrii naméfenymi u WT a mutantd byla vyhodnocena
pomoci neparového t-testu.

3.2.5 Fotodokumentace

Prezentované fotografie byly vyfoceny pomoci digitalniho fotoaparatu DMC-FX50
(Panasonic Corporation, Kadoma, Japonsko).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

V experimentech jsme zkoumali, zda je u fotomorfogennich mutanti lilku rajcete
(Solanum lycopersicum L.) ovlivnény pohyb chloroplasti vyvolany modrym svétlem
(BL) oproti pohybu v listech kultivari, ve kterych byla tato mutace identifikovana.
Pohyb chloroplasti jsme méfili pomoci zmén kolimované transmitance
zaznamenanych pfistrojem Spectrapen SP-100 béhem plisobeni modrého svétla. Toto
méieni bylo doplnéno métfenim relativniho obsahu chlorofylu pomoci chlorofylmetru
SPAD-502 a parametru Fv/Fm (jehoz hodnota odrazi funkci fotosystému II) pomoci
fluorimetru PEA. Listy s odlisnym obsahem chlorofylu by se totiz mohly lisit svymi
optickymi vlastnostmi (v€etné napf. pocCtu chloroplastil) a zmény transmitance
souvisejici s pohybem chloroplastl by timto mohly byt ovlivnény (Rolencova, 2008).
Podobng, pokud by se listy mutantnich a WT rostlin vyrazné lisily v hodnoté Fv/Fm
(pfi¢emz hodnota vyrazné nizsi nez 0,8 indikuje, ze je rostlina stresovana), mohl by
byt pohyb chloroplastii ovlivnén spiSe stresem rostliny (Frolec et al., 2010; Naus et

al., 2016) nez vlastni mutaci.

4.1 7B-1

Fotomorfogenni mutant lilku rajéete 7B-1 se vyznacuje obecné snizenou reakci na
modré svétlo, kterd je pravdépodobné zplsobena defektem v prenosu signalu
signalnimi drahami (Fellner et al., 2001). Dosavadni vysledky naznacuji, ze 7B-1 je
defektni v procesech fizenych fototropiny (Jezilova et al., 2012; Hlavinka et al.,
2013), mezi které patii i pohyb chloroplasti vyvolany modrym svétlem. V nasem
experimentu jsme ovéiovali, zda a jak je pohyb chloroplasti v mutantu 7B-1
ovlivnén. Jako kontrolni varianta byl pouZit kultivar Rutgers (didle WT). Reakce
mutanta na modré svétlo byla zkoumana ve dvou experimentech, ve kterych jsme
zjisStovali reakci na silné modré svétlo (inikovy pohyb chloroplastti) a slabé modré

svétlo (akumulacni pohyb chloroplastit).

4.1.1 Unikovy pohyb chloroplasti (7B-1)

Obr. 5 znazornuje vysledky prvniho méteni provedeného na listech rostlin starych 35
dni. U mutanta 7B-1 mliZeme pozorovat vyrazn¢ zmensenou reakci na silné modré
svétlo. Relativni transmitance u WT se vlivem silného BL zvétsila 5,7krat. U

mutanta se relativni narust transmitance zastavil na hodnoté 1,7. Mutant se v tomto
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méfeni vyznacoval mirné zvySenym (asi o 15 %) relativnim obsahem chlorofylu
(hodnoty SPAD, Obr. 5).

Me¢éfeni na stejnych rostlinach i listech jsme opakovali o 2 tydny pozdéji
(Obr. 6). Jejich staii bylo tedy 49 dni. Oba typy rajéete, WT i mutant, vykazovaly
shizenou miru pohybu chloroplastli oproti pfedchozimu méteni, stale vSak miizeme u
7B-1 oproti WT pozorovat signifikantné zmenSenou reakci na silné BL. Relativni
transmitance u WT se vtomto pfipadé zvétsila 2,3krat, u mutanta pak pfiblizné
1,4krat. ZmenSenou miru pohybu chloroplasti oproti pfedchozimu méieni
pfisuzujeme pokrocilejSimu staii méfenych listd. Naus§ et al. (2010, 2016) zjistili
zmens$enou miru pohybu chloroplastl u starSich rostlin je¢mene (Naus et al., 2016) a
tabaku (Nau$ et al., 2010) v porovnani S mlad$imi rostlinami. Jednim z davodid
poklesu miry pohybu mohl byt pfechod rostliny do generativni faze — na rostlinach
starych 49 dni jiz byly vytvofeny kvéty. Naus et al. (2010) zjistili, Ze s pfechodem
rostliny do generativni faze obvykle klesd pohyb chloroplast. Detailnéjsi studie
popisujici zmény pohybu chloroplastii béhem ontogeneze a senescence listii nebyla
doposud publikovéana a neni ani zndm mechanismus, jakym je pohyb chloroplastii ve
starnoucich listech inhibovan.

Dale si v méfenych listech mizeme vSimnout poklesu relativniho obsahu
chlorofylu oproti prvnimu méteni (Obr. 5 a 6, hodnoty SPAD). U WT klesl relativni
obsah chlorofylu na 89 % hodnoty z prvniho méfeni (z 39 na 35), u 7B-1 na 68 % (ze
45 na 31). Rozdil v rychlosti poklesu obsahu chlorofylu miiZze byt zpiisoben rychlejsi
ontogenezi rostlin 7B-1. Dle prace Jezilova et al. (2012) mély rostliny 7B-1 rychlejsi
ontogenezi, coz se projevovalo vyrazn€jSim poklesem rychlosti fotosyntézy a
vodivosti stomat se zvySujicim se stafim listl oproti rostlindAm WT. Je tedy moZné, ze
rychlej$i ontogeneze 7B-1 zplsobuje v naSem piipad€ rovnéZ rychlejsi Ubytek

obsahu chlorofylu v méfenych listech oproti WT.
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7B-1, Gnikovy pohyb, 35 dni

6 4 SPAD
——WT 393
5 | —e—7B1 45:2%
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— : ! :
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Doba ptisobeni silného modrého svétla [min]

Obr. 5 Zména relativni kolimované transmitance pii unikovém pohybu chloroplasti u 7B-1 a
WT. Staii rostlin - 35 dni. Méfeny 3. listy. Pohyb chloroplastti vyvolan modrym svétlem o
intenzité¢ 420 umol-m?'s. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n = 4). Hvézdicky
oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi WT a 7B-1 v pfislusné dobé ptisobeni modrého
svétla (** P = (0,001-0,01); *** P < 0,001). Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu
meétené piistrojem SPAD (n = 4). Méfeno 5. 12. 2016.

7B-1, tinikovy pohyb, 49 dni

6 T SPAD
——WT 35+5
51 | —®—7B-1 31+2
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Doba puisobeni silného modrého svétla [min]

Obr. 6 Zména relativni kolimované transmitance pfi unikovém pohybu chloroplasti u 7B-1 a
WT. Stéii rostlin — 49 dni. Méfeny 3. listy. Pohyb chloroplasti vyvolan modrym svétlem o
intenzit& 420 umol-m?-s™t. Uvedeny priiméry a smérodatné odchylky (n = 3 pro WT, n = 4
pro 7B-1). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi WT a 7B-1 v ptislusné dobé
pusobeni modrého svétla (* P = (0,01-0,05)). Uvedeny hodnoty relativniho obsahu
chlorofylu métené ptistrojem SPAD (n = 3 pro WT, n = 4 pro 7B-1). Méteno 19. 12. 2016.
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Dalsi méfeni tnikového pohybu chloroplasti u mutanta 7B-1 probéhlo
Vv fijnu roku 2017 na listech rostlin starych 26 dni (Obr. 7). Zména oproti pfedchozim
meéfenim byla v intenzit¢ a dob& plisobeni silného BL. M¢fili jsme tentokrat 60
minut, protoze pii predchozich métenich nebyly hodnoty relativni transmitance po 40

cv w7

abychom snizili riziko poSkozeni listil vlivem fotoinhibice. Intenzitu modrého svétla
jsme snizili ze 420 na 130 pmol-m2-s.

Rozdil mezi relativni transmitanci u 7B-1 a WT nebyl tak vyrazny, jako pii
prvnim méfeni (Obr. 5). Relativni transmitance se pod vlivem silného BL u WT
zastavila na 4,7nasobku ptivodni hodnoty, u 7B-1 pak na 3,5nasobku. U WT neni
rozdil oproti méteni z 5. 12. 2016 (Obr. 5) tak vyrazny, avSak u mutanta 7B-1
muzeme pozorovat veétsi reakci chloroplastii na silné BL v porovnani s predchozimi
méfenimi. Pfi experimentech z prosince se relativni transmitance v dobé plsobeni
modrého svétla 40 min u 7B-1 zvétsila oproti vychozi hodnoté 1,3 az 1,7krat (Obr. 5
a 6), pii méfeni z fijna 3,3krat (Obr. 7). Uvedeny rozdil by mohl souviset jednak
s riiznou intenzitou BL pouzitou k vyvolani pohybu (420 a 130 umol-m™-s?), jednak
S jinym stafim rostlin (35 a 26 dni), resp. s pouzitim listii rizného potadi na rostliné
(3. a2. listy).

Posledni meéfeni Unikového pohybu 7B-1 probéhlo na listech rostlin
péstovanych pii kratkém dni (Obr. 8). Rostliny byly méfeny pii dosaZeni stari 34-36
dni, protoze rostly pomaleji nez v predchozich experimentech. Pomalejsi riist mohl
byt zptsoben prave kratsi fotoperiodou (8 h den / 16 h noc oproti 16 h den / 8 h noc
v ptedchozich experimentech; Tab. 1) a nizsi péstebni teplotou (22 / 20 °C oproti
25 °C v ptedchozich experimentech; Tab. 1). V tomto ptipadé nebyl zjistén rozdil
v tinikovém pohybu chloroplastd mezi WT a 7B-1 (Obr. 8). Domnivame se, ze to
muze byt zpisobeno praveé péstovanim rostlin pii kratkém dni. Sawhney (1997) a
pozdéji Omidvar et al. (2015) o mutantu 7B-1 uvadéji, ze pii dlouhém dni vytvaii
deformované ty€inky a nezivotaschopné mikrospory, zatimco pii kratkém dni jsou
kvéty plodné a produkuji normaélni ty€inky s vitalnim pylem, stejné jako WT. Mutace
7B-1 ma tedy za nasledek nejen na fotoperiodé-zavislou fertilitu, ale pravdépodobné

1 na fotoperiod¢-zavisly unikovy pohyb chloroplasti.
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7/B-1, unikovy pohyb
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Obr. 7 Zména relativni kolimované transmitance pii tnikovém pohybu chloroplasti u 7B-1 a
WT. Stafi rostlin — 26 dni. Méteny 2. listy. Pohyb chloroplastti vyvoldn modrym svétlem o
intenzit¢ 130 pmol-m?'s. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n = 5). Hvézdicky
oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi WT a 7B-1 v pfislusné dobé plisobeni modrého
svétla (* P = (0,01-0,05); ** P = (0,001-0,01)). Uvedeny hodnoty relativniho obsahu
chlorofylu métené ptistrojem SPAD a parametr Fv/Fum (n = 5). Méfeno 23. 10. 2017.

7B-1, tinikovy pohyb, kratky den
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Obr. 8 Zména relativni kolimované transmitance pfi inikovém pohybu chloroplasti u 7B-1 a
WT. Stafi rostlin — 34-36 dni. Méfeny 2. listy. Pohyb chloroplasti vyvolan modrym svétlem
o intenzit&¢ 130 umol-m?2-s™. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n =5 pro WT, n = 4
pro 7B-1). Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu méfené piistrojem SPAD a
parametr Fv/Fum (n =5 pro WT, n = 4 pro 7B-1). Méfeno 19. - 21. 6. 2017.
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Déle si mliZzeme vSimnout poklesu relativniho obsahu chlorofylu
v méfenych listech rostlin péstovanych pifi kratkém dni oproti pfedeslym
experimentiim, kdy jsme rostliny péstovali pti dlouhém dni. Pti kratkém dni (Obr. 8,
hodnoty SPAD) se v ptipadé WT pohybuje relativni obsah chlorofylu okolo 17 a
v ptipad¢ 7B-1 okolo 20. Oproti rostlinam péstovanych pii dlouhém dni, kdy se
hodnoty relativniho obsahu chlorofylu v méfenych listech pro WT i mutanta
pohybovaly v rozmezi 31 — 45, jde o vyrazny pokles. Tento rozdil si vysvétlujeme
kratkou fotoperiodou, kdy rostliny vlivem zmenSeného pfisunu svétla syntetizovaly
méné chlorofylu. S poklesem relativniho obsahu chlorofylu v métenych listech
pravdépodobné souvisi i celkovy pokles rozsahu zmén kolimované transmitance
u rostlin péstovanych pti kratkém dni (Obr. 8). Tento pokles se projevil zejména u
WT. V piipadé¢ 7B-1 mlzeme pozorovat zmenSeny rozsah zmény kolimované
transmitance jen oproti experimentu z fijna 2017 (Obr. 7), kdy se kolimovana
transmitance zvétSila 3,3krat oproti 2,3ndsobném nardstu u rostlin s niz$im
relativnim obsahem chlorofylu (Obr. 8, doba ptisobeni silného modrého svétla 40
min). V piipadé WT se kolimovana transmitance v ptedchozich experimentech (Obr.
5 a 7) vlivem tnikového pohybu chloroplastii zvétSila 4,5 az 5,6krat (doba plisobeni
silného modrého svétla 40 min), u WT rostlin s niz§im relativnim obsahem
chlorofylu pouze 2,4krat (Obr. 8). Vliv obsahu chlorofylu na pohyb chloroplasti
Vv listech tabdku ve své diplomové praci popisuje Rolencova (2008), ktera zjistila, ze
se snizujicim se obsahem chlorofylu vyrazné klesa rozsah a rychlost relativni zmény
kolimované transmitance vyvolané pohybem chloroplasti.

Métené listy rostlin péstovanych pii kratké fotoperiodé se dale vyznacovaly
mirné zmensenou hodnotou parametru Fv/Fm (Obr. 7 a 8, parametr Fv/Fm). U rostlin
WT péstovanych pii dlouhém dni se parametr Fv/Fm pohyboval kolem 0,804, pti
kratkém dni kolem 0,790. U 7B-1 jsme pifi dlouhém dni naméfili hodnotu Fv/Fm
0,795, pti kratkém dni pak 0,778. Pokles parametru Fv/Fm u méfenych listi rostlin
péstovanych pii kratkém dni oproti rostlindm péstovanym pii dlouhém dni
pfisuzujeme zhorSené funkci fotosyntetického aparatu kvili krat$i fotoperiodé€. I
kdyz je snizeni Fv/Fwm (a tedy zhorSeni fotochemické funkce fotosystému II) mirné,
mohlo byt taky jednou =z pfi¢in relativné malého rozsahu tUnikového pohybu
chloroplastii (Obr. 8). Naus et al. (2016) totiz zjistili, Ze unikovy pohyb chloroplasti

reaguje na stres citlivéji nez parametr Fv/Fwm.
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U tunikového pohybu chloroplastii méfen¢ho na rostlinach péstovanych za
dlouhého dne byla tedy pozorovana zmensena reakce 7B-1 na silné BL oproti WT.
Fellner a Sawhney (2002) uvadé¢ji, ze mutant 7B-1 obsahuje defekt ve vniméni
modrého svétla nebo v pfenosu jim spousténého signalu signalnimi drahami.
Doposud nebyl publikovan dopad tohoto defektu na pohyb chloroplasti, nicméné
naSe vysledky ukazuji, ze defekt ve vnimani BL ma negativni vliv na rozsah
tinikového pohybu chloroplasti v 7B-1. Unikovy pohyb chloroplastii je zajistovan
pomoci fototropinu 2 (Jarillo et al., 2001; Kagawa et al., 2001). Omidvar a Fellner
(2015) vsak uvadéji, ze mutace 7B-1 nema na transkripéni irovni vliv na fototropin 1
a 2. Mutace 7B-1 tedy pravdépodobné ovlivituje ,,down-stream* komponenty
svételné signalni drahy spousténé fototropinem 2.

Nutno poznamenat, ze v diivéjSich experimentech s rostlinami 7B-1
provadénych na Katedie biofyziky nebyly ziskdny tak jednoznacné vysledky jako
Vv této praci. Rozdily v inikovém pohybu chloroplasti mutantnich rostlin oproti WT
zavisely na tom, jaké listy (jakého potadi na rostlin€) byly k méteni pouzity. Inhibice
pohybu byla zjiSténa u 9. listi, nicméné u 4. listd pohyb ovlivnén nebyl a v ptipade
1. listd byl unikovy pohyb v 7B-1 dokonce stimulovan oproti WT (Naus et al. —
nepublikované vysledky). Rostliny byly ale v dobé méfeni star$i (2,5 mésice) nez
Vv naSem piipadé¢ a byly péstovany ve skleniku v odlisnych podminkach, vcetné
svételnych. Da se tedy piedpokladat, Ze projev mutace mohl byt z t€chto divoda
odlisny.
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4.1.2 Akumula¢ni pohyb chloroplasti (7B-1)

Akumulacni odezvu chloroplastii u 7B-1 jsme méfili ve dvou experimentech. Obr. 9
znazoriuje vysledky métfeni z fijna roku 2017. Pro mutanta 7B-1 byla pfi tomto
méieni typickd velka variabilita mezi jednotlivymi rostlinami, 1 pfesto ale miizeme
pozorovat trend zmensené citlivosti 7B-1 viici slabému BL.

Druhé méfeni akumulaéni odezvy chloroplastti 7B-1 prob¢hlo na rostlinach
péstovanych pii kratkém dni (Obr. 10). Podobné¢ jako pii méfeni unikového pohybu
na rostlinach péstovanych pii kratkém dni (Obr. 8) jsme na méfenych listech
nezaznamenali statisticky vyznamny rozdil mezi 7B-1 a WT. Opét to pfisuzujeme
vlivu kratké fotoperiody na projev mutace (Sawhney 1997; Omidvar et al., 2015).

Zuvedenych vysledkli vyplyvd, Ze mutant 7B-1 muize byt ovlivnén i
v akumula¢nim pohybu chloroplastii, avSak vliv mutace na tento pohyb chloroplastii

se zd4 byt mensi nez na Gnikovy pohyb.
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Obr. 9 Zména relativni kolimované transmitance pii akumula¢nim pohybu chloroplastd u
7B-1 a WT. Stafi rostlin — 26 dni. Méfeny 2. listy. Pohyb chloroplasti vyvolan modrym
svétlem o intenzit¢ 6 pmol-m?-s?, Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n = 5).
Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu méfené piistrojem SPAD a parametr Fv/Fum
(n =5). Méfeno 23. 10. 2017.
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Obr. 10 Zména relativni kolimované transmitance pii akumula¢nim pohybu chloroplastii u
7B-1 a WT. Stafi rostlin — 34-36 dni. Méfeny 2. listy. Pohyb chloroplasti vyvolan modrym
svétlem o intenzité 6 pmol-m?-s™. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n = 5 pro WT,
n = 6 pro 7B-1). Hvézdicka oznacuje statisticky vyznamny rozdil mezi WT a 7B-1
(* P =(0,01-0,05)). Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu méfené pfistrojem
SPAD a parametr Fv/Fm (n =5 pro WT, n = 6 pro 7B-1). Méfeno 19. - 21. 6. 2017.
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4.2 cryl-lacryl-2

Mutanti lilku rajcete cryl-1 a cryl-2 obsahuji defekt v Cryla. Kryptochromy fadime
mezi receptory modré a UV-A ¢asti svételného spektra, avSak na rozdil od
fototropini by se nem¢ly podilet na fizeni pohybu chloroplasti (Kagawa a Wada,
2000). Cryl se uplatiiuje v de-etiolizaci vyvolané modrym svétlem, v pokrocilejSich
ontogenetickych fazich rostlin pak ovliviluje prodluzovani stonku, apikalni
dominanci a obsah chlorofylu v plodech a listech (Weller et al., 2001; Liscum et al.,
2003). Zda pohyb chloroplasti neni ovlivnén mutaci v Cryla jsme ovéiovali ve
dvou experimentech zaméfenych na unikovou a akumulacni reakci chloroplastt.

Mutantni rostliny byly srovnavany s rostlinami kultivaru Moneymaker.

4.2.1 Unikovy pohyb chloroplasti (cryl-1 a cryl-2)

Prvni méfeni unikového pohybu chloroplasti na mutantech s defektem na Cryla
probéhlo v tinoru 2017 (Obr. 11). Rostliny byly staré 29 dni. VSechny genotypy se
vyznacovaly pomérn¢ velkou variabilitou v hodnotdch relativni transmitance.
V porovnani S WT je mozné pozorovat trend zmensené reakce obou mutanti na silné
BL, nicméné statisticky vyznamny rozdil byl prokazan pouze u cryl-2 v case
pusobeni silného modrého svétla 10 min. Relativni transmitance se po 40 min
pusobeni BL oproti vychozi hodnoté u jednotlivych rostlin zvétSila ndsledovné: u
WT 3,9krat, u cryl-1 2,6krat, u cryl-2 pak 1,9krat.

Méfeni jsme opakovali o 15 dni pozdéji, staii rostlin bylo tedy 44 dni (Obr.
12). Z divodu zezloutnuti pivodné métenych listi jsme museli méfit na mladsich
listech — pouzili jsme 3. listy oproti pfedchozim 1. listim (pocitano od baze). U
mutantll miizeme opét pozorovat trend zmensené miry pohybu chloroplastli, nicméné
statisticky vyznamny rozdil nebyl ani tentokrat prokazan. Rostliny se pii tomto
méfeni obecné vyznacovaly zmensenou mirou pohybu chloroplastii, coz bylo patrné
zejména u rostlin WT. U WT se transmitance po 40 min silného BL zvétsila 1,4krét,
u cryl-1 1,3krat, u cryl-2 pak 1,1krat (Obr. 12). ZmenSenou reakci chloroplasti
oproti predchozimu méfeni pfisuzujeme pokrocilejsimu stafi rostlin (Naus et al.,
2010; Naus et al., 2016). Dalsi moznou pfi¢inou zmensené miry pohybu chloroplasti
muze byt prechod rostliny do generativni faze - na rostlinach starych 44 dni (Obr. 12)
uz byly vytvofeny kvéty. Naus et al. (2010) zjistili, ze s pfechodem rostliny do

generativni faze obvykle klesa pohyb chloroplastt.
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Obr. 11 Zména relativni kolimované transmitance pfi unikovém pohybu chloroplastii u cryl-
1, cryl-2 a WT. Stafi rostlin — 29 dni. Méfeny 1. listy, v pfipadé poSkozeni 3. listy. Pohyb
chloroplastii vyvolan modrym svétlem o intenzité 420 umol'm?-s. Uvedeny priméry a
smérodatné odchylky (n = 3 pro WT, n = 4 pro cryl-1 a cryl-2). Hvézdicka oznacuje
statisticky vyznamny rozdil mezi WT a cry 1-2 v pfislusné dob¢é plisobeni modrého svétla
(* P =(0,01-0,05)). Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu méfené piistrojem
SPAD (n =3 pro WT, n =4 pro cryl-1a cryl-2). Méteno 1. 2. 2017.
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Obr. 12 Zména relativni kolimované transmitance pfi tnikovém pohybu chloroplastii u cryl-
1, cryl-2 a WT. Stafi rostlin — 44 dni. Méfeny 3. listy, v pfipadé poSkozeni 4. listy. Pohyb
chloroplastii vyvolan modrym svétlem o intenzité¢ 420 umol-m?-s. Uvedeny priméry a
smérodatné odchylky (n = 3). Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu méfené
pfistrojem SPAD (n = 3). Méfeno 16. 2. 2017.
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Obr. 13 znazoriuje vysledky méfeni reakce mutantd cryl-1 a cryl-2 na
silné BL zcervna 2017. Toto méfeni se vyznaCovalo mensi variabilitou mezi
jednotlivymi rostlinami nez pfedesla méfeni s témito mutanty. Dalo by se tedy fict,
ze vysledky z tohoto méfeni jsou spolehlivéjsi nez z predchozich. Ani tentokrat jsme
ale neprokazali statisticky vyznamny rozdil ve zménach transmitance mezi
jednotlivymi genotypy. Hodnota relativni transmitance se u WT zvétsila 3,5krat, u
cryl-1 3,4krat, u cryl-2 pak 3,1krat. Mutant cryl-2 oproti cryl-1 a WT tedy pfi
tomto méfeni vykazoval mirn¢ zmensenou reakci na silné modré svétlo, podobné
jako u prvniho méfeni.

Zuvedenych vysledki vyplyvd, Ze mutace v Cryla pravdépodobné

neovliviiuje unikovy pohyb chloroplastti vyvolany silnym modrym svétlem.
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Obr. 13 Zména relativni kolimované transmitance pfi tnikovém pohybu chloroplasti u cryl-
1, cryl-2 a WT. Stafi rostlin — 29-32 dni. Méfeny 2. listy. Pohyb chloroplastii vyvolan
modrym svétlem o intenzit¢ 130 umol-m?2-st. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky
(n=6 pro WT, n =5 pro cryl-1 a cryl-2). Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu
méfené pristrojem SPAD a parametr Fv/Fm (n=6 pro WT, n = 5 pro cryl-1 a cryl-2).
Meéfteno 27. - 30. 6. 2017.
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4.2.2 Akumula¢ni pohyb chloroplastu (cryl-1 a cryl-2)

Akumulacni reakcei chloroplasti u rostlin rajcete defektnich v Cryla jsme zkoumali v
experimentu provedeném v ¢ervnu 2017 (Obr. 14). Stejné jako pti méfeni tnikového
pohybu (Obr. 13) jsme nezjistili statisticky vyznamny rozdil mezi mutantnimi
rostlinami a WT.

V piipad¢ cryl-2 si mUzeme vSimnout naznaku zmenSen¢ho rozsahu
akumula¢niho pohybu chloroplastti oproti WT a cryl-1, podobné jako v ptipadé
unikového pohybu (Obr. 13). Mensi reakce obou typu pohybu naznacuji, ze defekt
v kryptochromu 1 zpusobeny mutaci cryl-2 mohl mirn¢ ovlivnit mechanismy
zajistujici jak akumulaéni pohyb chloroplastt, ktery je fizen pomoci photl a phot2,
tak unikovy pohyb chloroplastti fizeny pomoci phot2. Rozdil v reakci na BL v
mutantu cryl-2 oproti WT a cryl-1 je vSak velmi maly na to, aby se daly d¢lat
jednoznacné zavery. Obecné lze spiSe konstatovat, Ze rozdily v pohybu chloroplastl
Vv rostlinach cryl-1 a cryl-2 jsou oproti WT malé a klonime se tedy k zavéru, Ze
mutace Vv kryptochromu 1 neovliviiuje pohyb chloroplasti. Na§ zavér je v souladu
s praci Kagawa a Wada (2000), ktefi zjistili, ze pohyby chloroplasti jsou u vyssich

rostlin fizeny piedevs§im fototropiny, nikoliv kryptochromy.
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Obr. 14 Zména relativni kolimované transmitance pii akumula¢nim pohybu chloroplasti u
cryl-1, cryl-2 a WT. Stafi rostlin — 29-32 dni. Méfeny 2. listy. Pohyb chloroplasti vyvolan
modrym svétlem o intenzit¢ 6 pmol-m?-s?. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky
(n =5). Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu méfené ptistrojem SPAD a parametr
Fv/Fm (n = 5). Méfeno 27. - 30. 6. 2017.
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4.3 hpl

Mutant rajcete hpl (high pigmentl) se vyznacuje hypersensitivni reakci ke svétlu
(Peters et al., 1992, Peters et al., 1998), ktera je zplsobena mutaci v DDBI,
negativnim regulatoru pfenosu svételného signalu. Mutant hpl se v dusledku toho
vyznacuje 1 zvySenou mirou fototropismu vyvolaného modrym svétlem (Srinivas et
al., 2004) a zvySenym mnozstvim a vétsi velikosti chloroplasti (Kilambi et al.,
2013). Ve dvou experimentech zaméfenych na tUnikovy a akumulaéni pohyb
chloroplastii jsme zjist'ovali, jestli a jak je mutant hpl ovlivnén v reakci chloroplastu

na modré svétlo. Mutant byl porovnavan s kultivarem Rutgers LA1090.

4.3.1 Unikovy pohyb chloroplastii (hpl)

Pfi prvnim experimentu (Obr. 15) s tnikovym pohybem chloroplasti jsme
naméfili zvySenou citlivost mutanta hpl oproti WT. Relativni transmitance se u
mutanta hpl zvétSila témef 3krat. Nicméné nas piekvapila reakce WT, ktera byla
minimalni — relativni transmitance se po 40 min pusobeni silného BL zvysila o
pouhych 10 %. V difivéjsich experimentech se nardst relativni transmitance u jinych
WT kultivari pohyboval vrozmezi dvoj- az pétinasobku pocate¢ni hodnoty.
Experiment jsme opakovali o 5 mésicii pozdéji (Obr. 16). Tentokrdt WT reagoval
podobné jako hpl — transmitance mutanta i WT se zvétSila asi 3krat. Je tedy
pravdépodobné, ze rozdil v rozsahu unikového pohybu chloroplastti mezi hpl a WT
zjistény v prvnim méfeni byl zplsoben spiSe inhibici pohybu u WT (jejiz pricinu
nezname) nez zvySenou reakci u rostlin hpl.

Studie zabyvajici se vlivem mutace hpl na pohyb chloroplastii nebyla zatim
publikovana. Srinivas et al. (2004) zjistili, ze dvojity mutant frihpl vykazuje stejnou
miru pohybu chloroplasti jako WT. Nabizi se otazka mozného ovlivnéni pohybu
chloroplasti mutaci fri v mutantu frihpl, ktera zptisobuje defekt ve fytochromu A
majici za nasledek mensi citlivost k ¢ervenému a modrému svétlu. Nicméné dle
stejnych autorti ani mutant fri nevykazoval pozménénou miru pohybu chloroplastt
vporovnani sWT. Klonime se tak k zavéru, Zze mutace hpl,
zpusobujici hypersensitivitu rostliny vii¢i modrému a cervenému svétlu, nezplisobuje

zvySenou miru unikového pohybu chloroplasti.
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Obr. 15 Zména relativni kolimované transmitance pii inikovém pohybu chloroplastd u hpl a
WT. Stafi rostlin — 31 dni. Méteny 4. listy. Pohyb chloroplastl vyvolan modrym svétlem
0 intenzité 420 pmol-m?-s*, Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n =4 pro WT,n=35
pro hpl). Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi WT a hpl v pfislusné dobé
pusobeni modrého svétla (* P = (0,01-0,05)). Uvedeny hodnoty relativniho obsahu
chlorofylu métené ptistrojem SPAD (n =4 pro WT, n =5 pro hpl). Méteno 24. 3. 2017.
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Obr. 16 Zména relativni kolimované transmitance pii unikovém pohybu chloroplasti u hpl a
WT. Stari rostlin — 25-27 dni. Méteny 2. listy. Pohyb chloroplast vyvolan modrym svétlem
o intenzit&¢ 130 umol-m?:s®. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n = 10 pro WT,
n =9 pro hpl). Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu méfené piistrojem SPAD a
parametr Fv/Fum (n =10 pro WT, n =9 pro hpl). Méfeno 21. - 23. 8. 2017.
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4.3.2 Akumula¢ni pohyb chloroplastu (hpl)

Akumula¢ni pohyb chloroplasti u mutanta hpl jsme méfili v srpnu 2017 (Obr. 17).
Pii tomto méfeni jsme nezjistili rozdil v akumulaénim pohybu chloroplasti mezi
mutantem a WT. Transmitance u WT klesla v pribéhu 60 minut na 90 % vychozi
hodnoty, u hpl na 94 %. Byla provedena pouze dvé opakovani pro oba typy rostliny,
vysledky experimentu jsou tedy spiSe orientacni, nicméné podle tohoto meéfeni se

mutant hpl nezda byt ovlivnény v akumula¢nim pohybu chloroplast.
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Obr. 17 Zména relativni kolimované transmitance pfi akumula¢nim pohybu chloroplasti
u hpl a WT. Stafi rostlin — 25-27 dni. Méfeny 2. listy. Pohyb chloroplastii vyvolan modrym
svétlem o intenzit¢ 6 pmol-m?-s?. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n = 2).
Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu méfené piistrojem SPAD a parametr Fv/Fum
(n =2). Méfeno 21. - 23. 8. 2017.
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4.4 npsl

Mutant rajcete npsl (non phototropic seedling 1) je dle Sharma et al. (2014) defektni
Vv procesech fizenych photl, mezi které¢ patfi mj. fototropismus vyvolany slabym
modrym svétlem a otevirani stomat vyvolané rovnéz pomoci slabého modrého svétla.
Mutace npsl tak pravdépodobné zpisobuje defekt ve photl. Dle Sharma et al. (2014)
se mutantni rostliny WT déle vyznacuji mensi velikosti.

Vliv mutace npsl na pohyb chloroplasti jsme ovéfovali ve dvou
experimentech zaméfenych na tnikovou a akumulacni reakci chloroplastti. Mutantni

rostliny jsme srovnavali s kultivarem lilku rajcete cv. Ailsa Craig.

4.4.1 Unikovy pohyb chloroplasti (npsl)

Unikovy pohyb chloroplastd u mutanta npsl jsme méfili ve dvou experimentech
(Obr. 18 a 19). V zadném z nich jsme nezjistili statisticky vyznamny rozdil
V inikovém pohybu chloroplastt mezi npsl a WT. V prvnim experimentu se
transmitance u WT i npsl shodné zvétsila 3,3krat (Obr. 18). Ve druhém experimentu
(Obr. 19) vykazoval mutant npsl trend zvétSené reakce na silné modré svétlo, ale
rozdil oproti WT nebyl statisticky vyznamny. Pfi tomto meéfeni se relativni
transmitance v mutantu npsl zvétsila 4,3krat, ve WT 3,6krat.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, rostliny npsl maji defekt ve photl (Sharma et al.,
2014), takze tunikovy pohyb chloroplastd, ktery je fizen phot2, by mél zstat
neovlivnény. Vysledky naseho méteni tedy koresponduji s vyzkumem citovanych

autoru.
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Obr. 18 Zména relativni kolimované transmitance pfi inikovém pohybu chloroplasti u npsl
a WT. Stafi rostlin — 26 dni, méteny 2. listy. Pohyb chloroplastli vyvolan modrym svétlem
0 intenzit¢ 130 umol-m?-s?. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n = 5). Uvedeny
hodnoty relativniho obsahu chlorofylu métené piistrojem SPAD a parametr Fv/Fu (n = 5).
Méieno 18.9.2017.
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Obr. 19 Zména relativni kolimované transmitance pii inikovém pohybu chloroplastii u hpsl
a WT. Stari rostlin — 25-26 dni, méfeny 2. listy. Pohyb chloroplasti vyvolan modrym
svétlem o intenzit¢ 130 pmol-m?-s™. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n = 4).
Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu méfené piistrojem SPAD a parametr Fyv/Fum
(n = 4). Méfeno 22. - 23. 11. 2017.
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4.4.2 Akumula¢ni pohyb chloroplasta (npsl)

Akumulacni pohyb chloroplasti mutanta npsl jsme méfili ve dvou experimentech
(Obr. 20 a 21). V prvnim méfeni (Obr. 20), kdy jsme rostliny pfed meéfenim
zatemnili po dobu 30 minut a pouzili slabé BL o intenzité 6 pmol-m?-s? jako v
predeslych experimentech, nevykazovaly mutantni rostliny oproti WT rozdilnou
akumulacni reakci chloroplast na slabé BL. U npsl klesla transmitance vlivem
akumula¢niho pohybu chloroplastti na 86 % ptivodni hodnoty, u WT na 82 %. Podle
prace Sharma et al. (2014) by vS8ak mél byt v mutantu npsl akumula¢ni pohyb
chloroplastti inhibovan. Autofi pouzili pro vyvolani akumula¢niho pohybu BL o nizsi
intenzité (0,6 pmol-m?-s%) a rostliny byly pfed méfenim zatemnény mnohem delsi
dobu (12 h). V dalsim méfeni jsme tedy ve snaze pfiblizit se podminkam pouzitym
Vv citované praci (Sharma et al., 2014) rostliny zatemnili po dobu 12 - 19 h (podle
pofadi meéfené rostliny) a pouzili jsme pro vyvolani akumulaéniho pohybu
jsme vSak k podobnému vysledku jako pfi prvnim experimentu — pokles transmitance
se u npsl zastavil na 69 %, u WT na 63 %. Rozsah zmény relativni transmitance (a
tedy akumulacniho pohybu chloroplastll) byl tedy vétsi oproti prvnimu méfeni
(zteym¢ diky pouziti slabsiho svétla a delsi dob& zatemnéni), ale opét nebyl

pozorovan rozdil mezi WT a npsl.
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npsl, akumula¢ni pohyb, zatemnéno 30 min
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Obr. 20 Zména relativni kolimované transmitance pii akumula¢nim pohybu chloroplastd
unpsl a WT. Stafi rostlin — 34 dni, méfeny 2. listy. Pohyb chloroplastti vyvolan modrym
svétlem o intenzité 6 pmol-m?-s™. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n = 4 pro WT,
n =5 pro npsl). Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu métené piistrojem SPAD a
parametr Fv/Fum (n =4 pro WT, n =5 pro npsl). Méfeno 26. 9. 2017.
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Obr. 21 Zména relativni kolimované transmitance pii akumula¢nim pohybu chloroplasti
unpsl a WT. Staii rostlin — 23-25 dni, méfeny 2. listy. Pohyb chloroplastii vyvolan modrym
svétlem o intenzit¢ 0,8 pmol-m?-s?. Uvedeny priméry a smérodatné odchylky (n = 5).
Uvedeny hodnoty relativniho obsahu chlorofylu métené piistrojem SPAD a parametr Fv/Fum
(n =5). Méfeno 20. - 22. 11. 2017.

49



Je znamo, ze akumulacni pohyb chloroplasti je Castecné fizen 1 pomoci
phot2, av§ak v mensi mife nez photl (Sakai et al, 2001; Kong a Wada, 2014). Z toho
by se dalo usoudit, ze v pfipadé¢ nefunkénosti photl v npsl pievzal jeho roli
v akumulaci chloroplasti phot2, nicmén¢ dle Sharma et al. (2014) npsl vykazoval
uplnou inhibici akumula¢niho pohybu chloroplastl, coz se v nasem piipade
nepotvrdilo. Tento vysledek vyvolal pochybnost, zda se skutecné jednalo o mutanty
npsl. Zkusili jsme tedy ovéfit, jestli se mutantni rostliny od WT 1isi 1 v jinych
reakcich fizenych photl uvadénych v praci Sharma et al. (2014). Autofi uvadéji, ze
mutant vykazuje defekt v otevirani stomat pfi osvitu slabym modrym svétlem. Kdyz
jsme provedli gazometrické méfeni zmén vodivosti priduchi vyvolanych slabym
modrym svétlem (2,5 pmol'm?-s) na pozadi erveného svétla (200 pmol-m?-s™)
podle postupu uvedeného v praci Sharma et al. (2014), na rozdil od téchto autort
jsme u npsl nezjistili signifikantni inhibici otevirani stomat oproti WT.

Sharma et al. (2014) dale uvadi, ze se mutant npsl vyznaCuje mensi
velikosti oproti WT. Nami péstované rostliny npsl byly v porovnani s WT stejné
velké (Obr. 22). Rozdil mezi nasimi vysledky a vysledky prace Sharma et al. (2014)
by mohl mimo jiné souviset stim, Ze jsme rostliny péstovali ve standardnim
svételném rezimu svétlo/tma (16 h/8 h), zatimco Sharma et al. (2014) pouzivali

rostliny péstované na kontinudlnim svétle a takové rostliny mohou mit jiné

vlastnosti.

Obr. 22 Porovnani velikosti mutanta lilku raj¢ete WT (vlevo) a npsl (vpravo).
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Zuvedenych skuteCnosti vyplyva, Ze nami péstované rostliny
pravdépodobné nebyly mutantni v genu npsl, nebo by bylo nutné rostliny péstovat
na kontinualnim svétle, aby se u nich ve sledovanych znacich a procesech projevila
mutace npsl. V zajmu celistvosti nami provedenych experimentli jsme vsak zvolili

stejny zptisob péstovani jako u jinych mutantl v této praci.
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5 ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo ovértit, zda a jak je u vybranych fotomorfogennich
mutanti lilku rajcete (Solanum lycopersicum L.) ovlivnén pohyb chloroplastt
indukovany modrym svétlem. Jednalo se o mutanty 7B-1, cryl-1 a cryl-2, hpl a
npsl. Tyto mutanty jsme srovnavali s WT - cv. Rutgers, cv. Moneymaker, cv.
Rutgers LA1090 a cv. Ailsa Craig (v tomto potadi). Pohyb chloroplastii jsme méfili
pomoci zmeény kolimované transmitance listu pii osvitu modrym svétlem.
V zavislosti na intenzité modré svétlo vyvolava bud unikovy pohyb (pii vyssich
intenzitach) nebo akumulacni pohyb (pfi nizkych intenzitach), pfi¢emz transmitance
roste (pfi unikovém pohybu) nebo klesa (pii akumula¢nim pohybu).

U mutanta 7B-1, ktery se vyznacuje obecné snizenou reakci na modré
svétlo, jsme opakované¢ zaznamenali zmenSenou miru unikového pohybu
chloroplastii, pficemz pohyb akumula¢ni nebyl signifikantné ovlivnén. Z toho
vyvozujeme, ze mutant 7B-1 obsahuje defekt v signdlni dréze svétla spousSténé
fototropinem 2. Protoze unikovy pohyb chloroplast nebyl inhibovan u rostlin 7B-1
pestovanych pii kratké fotoperiodé, predpokladame, Ze projev mutace na unikovy
pohyb chloroplastt je zavisly na délce fotoperiody.

V mutantech cryl-1 a cryl-2, kteti jsou defektni v kryptochromu 1, jsme
oproti WT nezaznamenali vyznamny rozdil v pohybu chloroplasti. V ptipadé cryl-2
bylo mozné pozorovat trend mirné zmensené reakce chloroplastii na modré svétlo o
vysoké 1 nizké intenzité, spiSe se ale klonime k zavéru, ze mutace v Cryla nema vliv
na pohyb chloroplasta.

Dale jsme méfili pohyby chloroplastd v mutantu hpl. Tento mutant se
vyznacuje hypersenzitivitou vi¢i modrému a cervenému svétlu, vliv mutace na
pohyb chloroplastli vyvolany modrym svétlem jsme vSak neprokazali.

Posledni méfeny mutant byl npsl. Tento mutant je dle Sharma et al. (2014)
defektni ve fototropinu 1. V citované praci autofi zjistili, ze tento defekt vede
K inhibici akumula¢niho pohybu chloroplastti v npsl, avSak nami provedena méteni
neprokazala poruchu v tomto typu pohybu. Vyvstala otazka, zda se v piipadé nami
pouzitych rostlin skute¢né jednalo o mutanta. Ovéfovali jsme tedy dals$i vlastnosti,
kterymi by se mél mutant npsl vyznacovat (mensi velikost a mensi rychlost otevirani
priducht na slabém modrém svétle). Ani v téchto znacich jsme ale nezjistili rozdil

oproti WT. V citované praci (Sharma et al., 2014) autofi uvadi, ze mutant npsl byl
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pestovan pii1 kontinualnim svétle. Z nasich vysledkt tedy vyvozujeme, Ze se bud’to
nejednd o mutanta nNpsl, nebo by bylo nutné zménit péstebni podminky, aby se
mutace npsl projevila.

V posledni tadé je nutné zminit, ze experimenty provedené v ramci
bakalarské prace nevysly vzdy podle ocekavani a v nékterych experimentech byla
zaznamenana relativné vysokd variabilita rozsahu pohybu chloroplasti v ramci
jednotlivych rostlinnych variant. To by mohlo byt do urcité miry zplsobeno tim, ze
pohyb chloroplasti je relativné citlivy na nepiiznivé podminky, mezi které patii napf.
snizeni obsahu vody v listech. Dle prace Naus$ et al. (2016) ma niz§i obsah vody
Vv zasychajicich listech negativni vliv na unikovy pohyb chloroplastti. Drobné vykyvy
v obsahu vody v listech v pribéhu péstovani a méteni mohly tedy zplsobit odchylky
vV méfeni pohybu chloroplastli. V jiném piipadé byly rostliny ve fytotronu napadeny
ttdsnénkami. Tyto rostliny vykazovaly zmenSenou miru pohybu chloroplastl
(vysledky experimenttli s t€émito rostlinami nejsou v praci prezentovany). Dosavadni
zkuSenosti s méfenim pohybu chloroplastii také naznacuji, Ze rostliny mohou
reagovat rizn¢ podle toho, v jakém rocnim obdobi jsou péstovany, i kdyz jsou
péstovany ve standardnich podminkéch ve fytokomote.

Studium vlivu stresovych podminek na pohyb chloroplastii stejné jako jeho
zmén béhem ontogeneze rostlin je zatim stale v pocatcich. Bylo by dobré tento smér
vyzkumu déle rozvijet, protoZze schopnost rostlin vypotadat se s nepfiznivymi
podminkami prostitedi mize byt vyznamnou mérou ovlivnéna pravé fungujicim

pohybem chloroplastf.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABA — kyselina abscisova

BL —modré svétlo (blue light)

DDB1 — DNA damage-binding proteinl
LOV - Light oxygen and voltage

Photl — fototropin 1

Phot2 — fototropin 2

WT — wild type
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