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Seznam zkratek 
 

BAK1  BRI1 KINASE 1 

BES1  BRI1-EMS Suppressor 1 

BIN  BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 2 

BKI1  BRI1 KINASE INHIBITOR 1 

BKK1  BAK1-LIKE 

BL  blue light 

BRI1  BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 

BRs  brassinosteroidy 

BSK1   BR SIGNALLING KINASE 1 

bZIP  transkripční regulátor 

BZR1,2 BRASSINAZOLE-RESISTANT 1,2 

CD  cytoplazmatická kinázová doména  

COP1  CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 1 

cpd  constitutive photomorphogenesis and dwarfism 

CRY1,2 kryptochrom 1, 2 

CS  kastasteron 

cv. MM kultivar MoneyMaker 

DDB1  UV-damaged DNA binding protein 1 

det2  de-etiolated 2 

FLIM  Fluorescence Lifetime Imaging 

FMN  flavinmononukleotid 

FR  dlouhovlnné červené světlo  

FRET  Föerstrův rezonanční přenos energie 

FSL  flagellin sensing 

HIR  reakce k vysoké ozářenosti (high irradiance response)  

hp1  high pigment 1 

HY4,5  elongated hypokotyl 4,5  

LFR  reakce k nízké ozářenosti (low-fluence response) 
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LRR  leucin-rich repeat 

MAX2 MORE AXILLARY GROWTH LOCUS 2 

MES  Morpholinoethane sulfonic acid 

MS  Murashige-Skoog médium 

Pfr  aktivní forma monomeru fytochromů  

PHOT1,2 phototropin 1,2 

PHR  DNA fotolyáza 

PHYA-E členové rodiny fytochromů 

PIF  PHYTOCHROME INTERAKTIVE FACTOR 

Pr  inaktivní forma monomeru fytochromů  

R  červené světlo 

RLKs  receptor leucin-rich repeat 

RTKs  receptor tyrosine kinases 

SERK1-4 SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASES 1-4 

SINAT SINA of Arabidopsis thaliana 

TGF-β  transformující růstový faktor  

UV-A  ultrafialové světlo 420 – 320 nm 

UV-B  ultrafialové světlo 320 – 280 nm 

VLFR  reakce k velmi nízké ozářenosti (very low-fluence response) 

WT  wild-type 
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1. Úvod 
 

Předložená diplomová práce se věnuje studiu interakcí mezi signálními drahami modrého 

světla a rostlinných hormonů brassinosteroidů ve vývoji a růstu rostlin. Brassinosteroidy 

ovlivňují biologické procesy v rostlinách již při velmi nízkých koncentracích. Působí 

stimulačně na prodlužování buněk, růst pylové láčky, buněčné dělení a regeneraci buněčné 

stěny (Singh and Savaldi-Goldstein, 2015). V předchozích pracích bylo zjištěno, že modré 

světlo snižuje endogenní hladinu brassinosteroidů a intenzitu exprese genu BRI1 

v hypokotylu rajčete kultivaru Rutgers. Modré světlo také snižuje citlivost rostlin 

k exogenním brassinosteroidům, čímž zastavuje prodlužování buněk (Pilařová, 2014). 

Je tedy zřejmé, že světelné a brassinosteroidové signální dráhy spolu interagují. Cílem 

experimentální části této diplomové práce bylo zjistit, prostřednictvím kterých fotoreceptorů 

a signálních drah modré světlo na úrovni RNA ovlivňuje expresi receptorů BRI1 

v hypokotylu rajčete. K experimentům byl použit genetický přístup spočívající v analýze 

mutantů. Byli proto zvoleni fotomorfogenní mutanti cry1-1 a cry1-2, s defektem 

ve fotoreceptoru modrého světla CRY1a a vyznačující se redukovanou citlivostí k modrému 

světlu (Weller et al., 2001; Facella et al., 2012). Dále byl také použit mutant hp1 s defektem 

v genu DDB1, který má naopak zvýšenou reakci fytochromů ke světlu a současně ukazuje 

zesílenou fototropickou reakci (Kendrick et al., 1997; Liu et al., 2004). Výsledky 

experimentů naznačují, že u kontrolního kultivaru Money Maker nebyla hladina exprese 

BRI1 významně ovlivněna modrým světlem, i když bylo na modrém světle pozorováno 

mírné zvýšení hladiny BRI1 mRNA. Výsledky experimentů dále ukázaly, že v rostlinách 

mutanta cry1-1 rostoucích ve tmě byla exprese BRI1 4-krát vyšší než u cv. MM, kdežto na 

modrém světle byla exprese pouze 2-krát vyšší než u cv. MM. U mutanta cry1-2 byla exprese 

BRI1 ve tmě srovnatelná s cv. MM, kdežto na modrém světle bylo pozorováno opět snížení. 

Z těchto výsledků vyplývá, že modré světlo pravděpodobně snižuje expresi BRI1 

v hypokotylech rajčete cv. MM, a to prostřednictvím fotoreceptoru CRY1a. Tento závěr 

bude muset být potvrzen dalšími experimenty. Z provedených experimentů také vyplývá, 

že neaktivovaný CRY1a ve tmě expresi BRI1 snižuje.    

 Předkládaná diplomová práce byla vypracována ve Skupině molekulární fyziologie, 

která je součástí pracoviště Laboratoře růstových regulátorů Univerzity Palackého 

v Olomouci a Ústavu experimentální botaniky Akademie věd České republiky. 
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2. Brassinosteroidy 
 

Brassinosteroidy (BRs) jsou skupina polyhydroxylovaných steroidních fytohormonů, které 

mají podobnou strukturu jako živočišné steroidy. Brassinosteroidy regulují širokou škálu 

fyziologických procesů včetně růstu, vývoje a imunity rostlin (Tang et al., 2016). Také 

se podílejí na regulaci metabolismu v oxidaci radikálů u rostlin, syntéze ethylenu 

a gravitropické odpovědi kořenů. Důležitou úlohu hrají pro odpovědi rostliny na stres, jako 

mráz, sucho, salinita, choroby, nedostatek tepla a živin (Krishna, 2003; Ashraf et al., 2010; 

Bajguz et al., 2009).  

 Brassinosteroidy byly poprvé izolovány z pylu brukve řepky (Brassica napus L.) 

(Mitchell et al., 1970). Pomocí rentgenové krystalografie se zjistilo, že se jedná o steroidní 

látku podobnou živočišným steroidním hormonům a sloučenina s nejvyšší biologickou 

aktivitou byla pojmenována brassinolid (Obr.1) (Grove et al., 1979). 

 

Obr. 1: Chemická struktura brassinolidu (Kutschera and Wang, 2012) 

  

 V roce 1991 byly publikovány první zprávy o experimentech týkajících se exogenní 

aplikace BRs na rostliny následovanou růstovou reakcí (Clouse and Zurek, 1991). Díky 

mutantům Arabidopsis thaliana se později zjistilo, že se jedná o esenciální endogenní 

rostlinný hormon. Defektní fenotyp, který měl například potlačenou etiolizaci (det2) nebo 

zakrslý růst (cpd), byl exogenní aplikací BRs eliminován (Obr. 2). Byly tedy poskytnuty 

přesvědčivé genetické a biochemické důkazy, že BRs jsou nezbytné pro normální růst 

a vývoj rostlin. Brassinosteroidy byly většinou vědců přijaty za novou třídu rostlinného 

hormonu (Clouse et al., 1996). 
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Obr. 2: Fenotyp BR-mutantních rostlin Arabidopsis thaliana a standartního genotypu (WT) 

rostoucích na světle (Clouse, 2011). 

 

2.1 Fyziologická aktivita brassinosteroidů 

 

Fyziologická aktivita brassinosteroidů nastává již při velmi nízkých koncentracích. Tato 

aktivita byla studována díky BR-deficientním a BR-insenzitivním mutantům Arabidopsis 

thaliana (Clouse et al., 1996; Li et al,.1996; Szekeres et al., 1996). BR-deficientní mutant 

(det2) a mutant cpd vykazovali jisté a podobné fenotypy, a to fotomorfogenický vývoj ve 

tmě a extrémní zakrslý vzrůst. Z těchto výsledků bylo zjištěno, že BRs hrají důležitou roli 

ve světelně regulovaném růstu, prodlužování buněk, klíčení semen, tvorbě průduchů, 

kvetení a fertilitě (Wang et al., 2012). Pro oddělení aktivních BRs a neaktivních prekurzorů 

nebo metabolitů, bylo provedeno několik biotestů jako prodlužování druhého internodia 

fazole (Thomson et al., 1981) (Obr. 3), ale i test odchylky jazýčku rýže (Wada et al., 1981) 

(Obr. 4). 
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Obr. 3: Biotest prodlužování druhého internodia fazole. Internodia byla ponořena do koncentrace 

BRs. Při nízké koncentraci se internodia prodlužovala a při vyšších koncentracích měla kyjovitý tvar 

až se rozdvojovala (Taiz and Zeiger, 2006). 

 

   

 

 

Obr. 4: Biotest odchylky jazýčku rýže (Oryza sativa L.) (Kutschera and Wang, 2012).  
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 Mezi aktivní přírodní BRs se řadí i kastasteron (CS), který je prekurzorem 

brassinolidu. Nynější studie ukazují, že BL má vysokou aktivitu v rýži a předpokládá se, 

že CS by mohl být konečným produktem BRs (Nakamura et al., 2017).  

 Také byly syntetizovány analogy brasinosteroidů, 6a-carbaBL 

a 6-deoxo-6a-oxo-6a-carbaBL, s různými aktivitami u Arabidopsis, mutanta det2. Byl 

proveden test elongace hypokotylu u Arabidopsis a text odchylek jazýčků rýže (Seto et al., 

2002). Na základě tohoto výzkumu byly pak provedeny analýzy dalších analogů, iso-

carbaBL a 6-deoxybrassinolidu, založené na vazebné analýze BRI1 u Arabidopsis a rýže 

a porovnávání hladin exprese u markerových genů BR. Bylo zjištěno, že iso-carbaBL 

je neaktivní v celém těle rostlin rýže, avšak 6-deoxoBL zajistil normální růst mutanta det2 

a jeho aktivita byla srovnatelná s aktivitou BL, nejaktivnějšího přírodního BR. Bylo 

potvrzeno, že brassinosteroidní aktivita těchto analogů je zprostředkována BRI1, hlavním 

receptorem BR v Arabidopsis. Byly provedeny testy elongace hypokotylu u deficientního 

mutanta BRI1 (bri1-5), který se vykazuje nízkou hladinou BR receptoru. Protažení 

hypokotylů stimulované iso-carbaBL bylo téměř potlačeno u bri1-5 a při vysokých 

koncentracích BL a 6-deoxoBL bylo prodloužení hypokotylu indukováno dokonce 

i u mutanta bri1-5 (Nakamura et al., 2017). 

 

2.2  Biosyntéza brassinosteroidů  

 

Je známo více než 70 druhů přirozeně se vyskytujících BRs. Tyto sloučeniny nesou 

kyslíkovou skupinu v poloze C-3, ale mohou být i na jiných pozicích jako C-2, C-6, C-22 

nebo C-23 (Bishop and Yokota, 2001). Na základě struktury postranního řetězce 

a stereochemie, široké distribuce v rostlinné říši a relativní biologické aktivity 

v biologických testech bylo zjištěno, že rostlinný sterol kampesterol je konvertován 

na brassinolid prostřednictvím teasteronu, typhasterolu a kastasteronu (Yokota et al., 1991) 

(Obr. 5). Kromě toho bylo zjištěno, že oxidace C-6 se může vyskytovat před (časná oxidační 

dráha) nebo po (pozdní oxidační dráha) hydroxylaci postranního řetězce (Fujioka and 

Yokota, 2003). 
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Obr. 5: Průběh biosyntézy brassinolidu s časnou a pozdní fází (Noguchi et al., 2000; Shimada et al., 

2001) 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC151250/#bib74
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC151250/#bib86
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC151250/#bib86
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2.3  Brassinosteroidní signální dráha 

 

Brassinosteroidy jsou součástí mnoha vývojových procesů a signálních drah, jež jsou 

i nadále intenzivně zkoumány a jejich výzkum rapidně stoupl od objevení BR receptoru. BR 

receptorové kinázy na povrchu buněk aktivují transkripční faktory, které regulují expresi 

více než tisíce genů (Clouse et al., 2011). 

 BRs jsou vázány na povrchový receptor BRI1 (BRASSINOSTEROID 

INSENSITIVE1), který je členem skupiny proteinů zvaných leucin-rich repeat receptorové 

kinázy LRR RLKs) (Shiu et al., 2004; Belkhadir and Chory, 2006). BRI1, stejně jako ostatní 

rostlinné LRR RLKs, má podobnou organizaci funkčních domén jako savčí receptorové 

kinázy (RTKs) a kinázy transformující růstový faktor β (TGF-β) (Pawson, 2004; Hubbard 

and Miller, 2007), které mají extracelulární doménu vázající ligand, oligomer, 

transmembránovou sekvenci s jedním průchodem a cytoplazmatickou kinázovou doménu 

(CD). CD má katalytickou doménu a další regulační sekvence: juxtamembránovou oblast 

a C-terminální doménu (Vert et al., 2005). BRs iniciují signální dráhu tím, že se přímo vážou 

na motiv v extracelulární doméně BRI1, což vede k fosforylaci a aktivaci BRI1-CD 

a transdukci signálu pomocí fosforylace intracelulární kinázy a přenosu do jádra, kde 

transkripční faktory reagující na BRs modifikují expresi genu, které podporují prodloužení, 

rozdělení a diferenciaci buněk (Li and Nam, 2002; He et al., 2005; Kinoshita et al., 2005; 

Yin et al., 2005; Vert and Chory, 2006). 

 BRI1 existuje v rostlinných membránách i jako homodimer nezávislý na ligandu a je 

stabilizován a aktivován vazbou na BRs (Russinova et al., 2004; Wang et al., 2005a; Hink 

et al., 2008). Pro úplnou expresi je nutná heterooligomerizace BRI1 s členy subrodiny 

SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE (SERK) LRR RLKs (Hecht et al., 

2001). Do této rodiny patří také receptor BRI1 KINASE1 (BAK1), známý jako SERK3 

a interaguje in vivo i in vitro s BRI1 (Li et al., 2002; Nam and Li, 2002; Russinova et al., 

2004). SERK4, nazvaný BAK1-LIKE (BKK1), také interaguje s BRI1 in vivo a to způsobem 

závislým na BRs (He et al., 2007). BAK1 interaguje i s jinými LRR RLKs, včetně FLS2, 

a podporuje reakce na obranu rostliny (Heese et al., 2007; Chinchilla et al., 2009; Bar et al., 

2010; Postel et al., 2010; Schulze et al., 2010). Navíc SERK1, o němž je známo, že se podílí 

na embryogenezi, také heterodimerizuje s BRI1 a zvyšuje tak BRs signalizaci (Karlova 

et al., 2006), což naznačuje, že SERK jsou obecně koreceptory, které regulují více 

nezávislých cest sdružením s různými LRR-RLKs (Li, 2010). 
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 Řada in vitro testů ukázala, že BAK1 stimuluje aktivitu BRI1 a oba se mohou 

navzájem fosforylovat na specifických zbytcích (Wang et al., 2008). Byly objeveny 

fosforylační místa pro BAK1 i BRI1 a kinázové aktivační smyčky, které jsou nezbytné 

pro funkci a BRs signalizaci v rostlině (Wang et al., 2005b). Vytvořil se model sekvenční 

fosforylační interakce BRI1/BAK1 (Obr. 6), který ukazuje, že rostlinné receptorové kinázy 

mají některé vlastnosti RTK a TGF-β (Wang et al., 2008). BRI1 i BAK1 autofosforylace 

tyrosinových zbytků mutační analýzou prokázala, že Tyr fosforylace reguluje funkci BAK1 

in vivo (Oh et al., 2010). 

 Jedním z hlavních efektů BR signální dráhy je inaktivace kinázy 

BRASSINOSTEROID INSENSITIVE2 (BIN2), identifikovaný jako negativní regulátor 

transkripce (Li and Nam, 2002). Inaktivace BIN2 vede k aktivaci dvou transkripčních 

faktorů BRASSINAZOLE-RESISTANT1 (BZR1) (Wang et al., 2002; He et al., 2005) 

a BRI1-EMS SUPPRESSOR1 (BES1) (Yin et al., 2002; Yin et al., 2005), také známý jako 

BZR2 (Wang et al., 2002). 

 Mezi další negativní regulátory se řadí BRI1 KINASE INHIBITOR1 (BKI1). BKI1 

inaktivuje kinázovou doménu BRI1 vazbou na C-terminální segment, mimo katalytické 

místo. Tento segment je důležitý ke snížení schopnosti BRI1 asociovat se s BAK1 in vivo, 

dokonce i v nadbytku ligandu (Jaillais et al., 2011). Původně se zdálo, že vazba BKI1 

na tento konec inhibuje interakci BRI1 a BAK1. Nyní se spíše prokazuje, že BKI1 negativně 

reguluje BR signalizaci tím, že znemožňuje vazbu BAK1 na BRI1. Nestrukturované 

proteiny, jako je BKI1 jsou tak považovány za silné a všestranné regulátory proteinové 

funkce (Wang et. al., 2005a, b; Oh et. al., 2009, 2010, 2012, 2014). Interakce mezi BRI1 

a BAK1 byly studovány pomocí metod FRET a FLIM (Bucherl et al., 2013). Tyto přístupy 

ukázaly, že „off-ligandové“ hetero-oligomery BRI1 – BAK1 existují ve velkém množství na 

povrchu buněk. Takže při nepřítomnosti BRs se BRI1 snadno spojuje s BAK1, případně 

s BKI1.  
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Obr. 6: Model BR signální dráhy – brassinolid se váže na extracelulární doménu receptoru BRI1, 

která fosforyluje negativní regulátor BKI1 na Y211, čímž ho uvolňuje z membrány a umožňuje 

asociaci BRI1 s BAK1 nebo jeho homology BKK1 a SERK1. BRI1 a BAK1 se fosforylují navzájem 

na specifických zbytcích, což zvyšuje signalizační schopnost BRI1 a vede k fosforylaci BSK1 a jeho 

uvolnění z komplexu. Aktivovaný BSK1 se spojuje a aktivuje BSU1, který defosforyluje BIN2 na Tyr-

200 a deaktivuje ji. Nefosforylované formy transkripčních faktorů BES1 a BZR1 se akumulují a váží 

se na promotory BR-regulovaných cílových genů a vyvolají specifickou fyziologickou odpověď. 

Pozitivní regulátory jsou značeny černě, negativní červeně (Clouse et al., 2011). 
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3. Světlo  
 

Světlo je důležitým faktorem, který ovlivňuje vývoj a růst rostlin. Je to viditelné 

elektromagnetické záření, které má vlnovou délku 380 – 740 nm (Pavlová, 2005). Rostlinám 

dodává energii a je důležité pro fotosyntézu. Působí však i jako signál a kontroluje růst, 

vývoj a diferenciaci rostlin (fotomorfogeneze) (Schäfer and Nagy, 2006). 

 Oblast spektra, která má nejvýznamnější vliv na růst a vývoj rostlin, je oblast 

modrého světla (BL). Jeho vlnové délky jsou v rozmezí 400 – 500 nm. Dále se zde řadí 

oblast červeného světla (R) s vlnovou délkou 650 – 680 nm a oblast dlouhovlnného 

červeného světla (FR) s vlnovou délkou v rozmezí 710 – 740 nm (Russell et al., 2013). 

Fotoreceptory, zaznamenávající červené krátkovlnné a dlouhovlnné světlo, se nazývají 

fytochromy a ty jsou také schopny absorbovat i světlo modré. Mezi další receptory, které 

jsou specifické pro modré světlo, se řadí např. kryptochromy, fototropiny a zeaxantin. Modré 

světlo ovlivňuje rychlé reakce u rostlin, např. změny v membránovém potenciálu, ale i méně 

nebo více pomalé reakce jako je inhibice prodlužování hypokotylu, fototropismus, pohyb 

chloroplastů, otevírání průduchů a další (Russell et al., 2013). Receptory modrého světla 

mohou kromě vlnových délek 400-500 nm pohlcovat i UV záření. Jde především o UV-A 

o vlnové délce 400 - 320 nm a UV-B o vlnové délce 320 - 280 nm. 

 Modré světlo, jak bylo zjištěno, může v závislosti na druhu rostliny stimulovat (např. 

u Acacica catechu) nebo inhibovat (např. u Amaranthus caudatus) klíčení semen (Agrawal 

and Prakash, 1978; Nowak et al., 1978). Také se zjistilo, že modré světlo inhibuje klíčení 

semen rajčete (Piterková et al., 2012).  

 Do regulace růstu rostlin jsou zapojeny fotoreceptory, a to fytochromy, 

které absorbují oblast červeného spektra, fototropiny a kryptochromy absorbující modré 

světlo a UV-A (Russell et al., 2013). 

 

3.1 Fytochromy 

 

Fytochromy absorbují červenou (R) a dlouhovlnou červenou (FR) složku světla a jejich 

chromoforem je lineární tetrapyrol (Lagarias and Rapoport, 1980). Fytochrony jsou 

syntetizovány ve tmě v biologicky neaktivní formě (Pr) absorbující R. Biologická aktivita 

fytochromu se získává při fotokonverzi fytochromu Pr na formu absorbující FR (Pfr). 
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Po přechodu na formu Pfr se fytochromy přemístí do jádra (Sakamoto and Nagatani, 1996; 

Nagatani, 2004; Kircher et al., 1999, 2002) a regulují genovou expresi. Malá část zůstává 

v cytoplazmě a uplatňuje se při regulaci membránového potenciálu. Fytochromy absorbují 

i modré světlo a podílejí se na zprostředkování reakcí k modrému světlu (Russell et al., 

2013). 

 U modelového druhu Arabidopsis thaliana bylo sekvenováno a charakterizováno pět 

genů (PHYA-E) kódující fytochromy. PHYB protein vykazuje největší sekvenční podobnost 

s PHYD (přibližně 80%) a tvoří s PHYE evolučně odlišnou podskupinu (Goosey et al., 

1997). Protein PHYA je nejvíce příbuzný s PHYC a přesto vykazuje receptor phyA 

jedinečné vlastnosti. Na rozdíl od jiných fytochromů, phyA je na světle labilní 

a je zodpovědný za vnímání FR a zprostředkování VLFR (velmi nízká ozářenost) (Franklin 

et al., 2010). Je převládajícím fytochromem u etiolizovaných semenáčků, ale po přenesení 

na světlo se rychle degraduje a je ho mnohem méně (Clough and Vierstra, 1997). PhyA 

je citlivý na světlo a umožňuje rychlou de-etiolizaci. Fytochromy jsou zodpovědné za řadu 

odpovědí na základě intenzity světla a vlnové délky, které jsou potřebné pro aktivaci 

odpovědí. Jsou rozděleny na: reakce k vysoké ozářenosti (HIR), reakce k nízké ozářenosti 

(LFR) a reakce k velmi nízké ozářenosti (VLFR) (Franklin and Quail, 2010). Pro HIR 

je nutná účast i jiných receptorů než jen fytochromů a intenzita pro maximální HIR je 

100-krát vyšší než u LFR. Dělí se na odpovědi k blízkému a k dalekému červenému světlu 

a tato odpověď zahrnuje např. elongaci hypokotylu a kvetení. VLFR jsou regulovány 

primárně phyA a LFR jsou regulovány phyB. LFR se podílí na klíčení a pohybu rostlin a jsou 

typické velkou fotoreverzibilitou R/FR oproti VLFR, které ji nevykazují a podílí se na 

regulaci klíčení semen (Taiz and Zeiger, 2006; Franklin et al., 2005). 

 

3.2 Kryptochromy 

 

Kryptochromy jsou receptory pro modré a ultrafialové světlo. Jedná se o flavoproteiny 

regulující například elongaci, klíčení a fotoperiodicitu vyšších rostlin. Nachází se 

i u živočichů, kde jsou důležité pro vznik a udržování cirkadiánních rytmů. Kryptochromy 

byly identifikovány díky mutantní rostlině hy4 u Arabidopsis thaliana, u které nebylo 

prodlužování hypokotylu inhibováno modrým světlem (Ahmad and Cashmore, 1993).  
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Kryptochromy jsou velmi podobné DNA fotolyázám (PHR), které mají schopnost reparace 

poškozené DNA, ale kryptochromy tuto schopnost nemají (Banerjee and Batschauer, 2005). 

Genom Arabidopsis kóduje tři kryptochromové geny, CRY1, CRY2 a CRY3. CRY1 a CRY2 

působí primárně v jádře (Wu, 2007), zatímco CRY3 má pravděpodobně funkci 

v chloroplastech a mitochondriích (Kleine et al., 2003). CRY1 i CRY2 jsou rozpustné 

proteiny nacházející se v jádře. CRY1 byl také detekován v cytosolu v semenáčcích 

rostoucích na světle i ve tmě bez změny koncentrace. CRY1 nukleární je však zodpovědný 

za modro-světelnou inhibici prodlužování hypokotylu, zatímco cytosolický zprostředkovává 

stimulaci růstu děloh a prodlužování kořenů na modrém světle (Wu and Spalding, 2007).  

 Kromě toho, tyto dva fotoreceptory regulují růst a vývoj rostlin, zahrnující 

cirkadiánní rytmy, vývoj buněk, otevírání průduchů, růst kořenů, velikost plodů a semen, 

programovanou buněčnou smrt, reakce na bakteriální a virové patogeny atd. (Somers et al., 

1998; Devlin and Kay, 2000; Yanovski et al., 2001; Kang et al., 2009; Mao et al., 2005; 

Canamero et al., 2006; Usami et al., 2004; Weller et al., 2001; Wu and Yang, 2010). CRY3 

patří do skupiny CRY-DASH, která je součástí rodiny fotolyáz. U některých organismů bylo 

popsáno, že mají jak enzymovou aktivitu, tak i fotosenzorickou (Brudler et al., 2003; 

Bayram et al., 2008; Coesel et al., 2009).  

 V signalizaci CRY hraje důležitou roli světlem regulovaná proteinová degradace, 

ve které COP1 protein interaguje s C-terminální doménou CRY1 a CRY2 za tmy a za světla 

(Yu et al., 2009). COP1 protein je nezbytný pro světlem regulující degradaci několika 

transkripčních faktorů např. bZIP protein HY5. Degradace je závislá na světle, kdy dochází 

k modifikaci (aktivaci) CRY1. CRY1 pak interaguje s COP1. COP1 tak nemůže degradovat 

transkripční faktor HY5 a tím dojde k aktivaci příslušných genů. Ve tmě naopak COP1 

degraduje HY5 a další transkripční faktory (např. HFR1, LAF1) zapojené v indukci 

fotomorfogenních genů. 

 

3.3 Fototropiny 

 

Fototropiny jsou receptory modrého světla, které kontrolují některé reakce, které se účastní 

fotosyntézy. Je to například fototropismus, otevírání průduchů, pohyb chloroplastů v reakci 

na intenzitu světla. Od izolace genu PHOT1 u Arabidopsis v roce 1997 (Salomon et al., 

1997) byly fototropiny identifikovány v kapradinách a mechách a bylo zjištěno, že jejich 
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funkce je v těchto rostlinách zachována. Arabidopsis obsahuje dva fototropiny, PHOT1 

a PHOT2, které mají překrývající se funkce, ale i jedinečné fyziologické role. PHOT1 má 

za následek rychlou inhibici růstu hypokotylu po přenosu rostlin ze tmy na světlo a PHOT2 

způsobuje vyhýbavou reakci chloroplastů za vysoké intenzity světla a zahrnuje jejich 

akumulaci na bázi buněk ve tmě. Oba fototropiny se nachází v cytoplazmě a skládají 

se z C-terminální oblasti, která zahrnuje serin/threonin kinázu a N-terminální oblast, která 

nese dvě LOV domény. Každou z těchto domén tvoří 110 aminokyselin a označují seLOV1 

a LOV2. Domény mají obdobnou sekvenci jako proteiny savců a bakterií a mají funkci 

napěťových, kyslíkových a světelných senzorů. Na N-terminální konce se váže 

flavinmononukleotid (FMN), který je autofosforylován v závislosti na modrém světle. 

Ve tmě se molekula FMN kovalentně váže na LOV doménu a po působení modrého světla 

FMN vytváří kovalentní vazbu s cysteinovým zbytkem molekuly fototropinu (Banerjee and 

Batschauer, 2005). 

 

3.4. Interakce brassinosteroidů a světla 

 

Brassinosteroidy ovlivňují v rostlině mnoho pochodů, stejně tak jako světlo a lze 

předpokládat, že signální dráhy světla a biosyntetické dráhy brassinosteroidů se mohou 

vzájemně ovlivňovat. Zatímco světlo je důležitým signálem ovlivňující přechod 

z etiolizačního do de-etiolizačního stavu, rostlinné hormony také hrají důležitou roli 

při regulaci růstu buněk, avšak molekulární mechanismy zahrnující tyto signály nejsou 

dosud jasné. Několik de-etiolovaných mutantů, které rostou ve tmě jako by byly na světle, 

ukázalo, že se jedná o mutace genů kódující BR biosyntetické enzymy (Li et al., 1996; 

Szekeres et al.,1996).  

 Arabidopsis bas1 mutant, inaktivující brasinolid prostřednictvím nadměrné exprese 

C-26 BL hydroxylázy, je schopen potlačit délku hypokotylu u mutantů fytochromu B, 

což poukazuje na možnou vazbu mezi metabolismem BR a fytochemickou signalizací (Neff 

et al., 1999; Turk et al., 2003, 2005). ChIP-chip a mickroarray analýza Arabidopsis také 

naznačila, že regulace BRs světelnou signalizací je možným mechanismem interakce mezi 

těmito faktory (Sun et al., 2010; Yu et al., 2011). 
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 BRs jsou nutné pro prodlužování buněk, ale také pro světlem indukované geny 

ve tmě (Sun et al., 2010). Bylo zjištěno, že BRs zřejmě působí prostřednictvím BZR1, a to 

tak, že moduluje světelnou signalizaci na několika úrovních (Wang et al., 2012). BZR1 

potlačuje úroveň exprese mnoha pozitivních regulátorů a aktivuje negativní regulátory 

světelné signalizace (Fan et al., 2012). Pak také přímo interaguje s PIF pro ko-regulaci 

velkého počtu cílových genů reagujících na světlo a brassinosteroidy (Oh et al., 2012). PIF 

jsou negativními regulátory fotomorfogeneze a při interakci se světlem aktivovanými 

fytochromy se degradují. Hladina PIF se však zvyšuje ve tmě nebo ve stínu, stejně 

tak zvýšenou teplotou (Leivar and Quail, 2011). PIF a BZR1 přímo vzájemně interagují 

a regulují velké množství přímých cílových genů, z nichž mnohé kódují transkripční faktory 

a proteiny, které mají funkci v buněčné stěně a chloroplastech. Mnoho genů, které kódují 

faktory světelné dráhy, jsou cílem BZR1 a jsou regulovány BRs. Jedná se např. o protein 

PIF4 (Oh et al., 2012). Ve studii byl navržen model, kde heterodimer BZR1-PIF4 společně 

reguluje jadernou transkripční síť pro koordinaci růstu rostlin v reakci na endogenní 

a environmentální podněty. Dále bylo zjištěno, že existují přímé interakce mezi BZR1 

a dvěma E3 ubiquitin ligázami, COP1 a MAX2, které objasňují mechanismy degradace 

BZR1 (Kim et al., 2014; Wang et al., 2013). 

 Luo et. al. (2010) prokázali, že transkripční faktor BZR1 v signální dráze 

brassinosteroidů může interagovat s GATA2 a regulovat prodloužení hypokotylu 

u semenáčků. GATA2 řídí expresi genů, které reagují na světlo a BRs. U etiolizovaných 

rostlin brassinosteroidy potlačují expresi GATA2 prostřednictvím BZR1. GATA2 protein je 

současné degradován COP1 a důsledkem jsou de-etiolizované rostliny. Na světle je, zatím 

neznámým způsobem, vazba transkripčního faktoru BZR1 na GATA2 potlačena. GATA2 

indukuje geny zapojené v de-etiolizaci, ale zpětnou vazbou potlačuje vlastní expresi (Luo et 

al., 2010; Gudesblat and Russinova, 2011). 

 Světlo a brassinosteroidy hrají klíčovou roli v regulaci růstu a vývoji rostlin a proto 

byly za účelem zkoumání základních mechanismů provedeny analýzy na úrovni genových 

expresí u ve tmě rostoucího WT a mutanta det2 za přítomnosti světla a brasinolidu. Bylo 

prokázáno, že nedostatek BRs stimuluje expresi genů odpovídajících na světlo a zapojených 

ve fotomorfogenezi i přesto, že byl přítomen brasinolid. To potvrzuje negativní účinek BRs 

na fotomorfogenezi (Song et al., 2009). 
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 Aktivní brasinosteoridová signalizace je nezbytná pro GA (gibereliny), 

které podporují růst hypokotylu a potlačují trpasličí fenotyp u GA mutantů. Prokázalo se, 

že světlem regulovaný PIF4 faktor je fosforylačním cílem BR kinázy BIN2, která tento 

transkripční regulátor označuje pro degradaci v proteazomu. Exprese mutovaného PIF41A 

proteinu, který postrádá BIN2, způsobuje silně prodloužený fenotyp a silně zvýšenou expresi 

cílových genů. Nicméně, PIF41A není schopen potlačit trpasličí fenotyp mutanta bin2-1 

s aktivovanou kinázou BIN2. PIFs jsou nutné pro konstitutivní odpověď mutantů bes1-D 

a bzrl-1D k brasinosteroidům. Tyto faktory se navzájem ovlivňují při stimulaci prodlužování 

buněk. Ukázalo se, že růst semenáčků bes1-D je potlačován inhibitorem BZR na světle a že 

exprese proteinu PIF41A činí tohoto mutanta necitlivým vůči brassinazolu. Tyto výsledky 

objasňují hlavní roli BRs při antagoismu světelné inhibice BIN2 zprostředkované 

destabilizací faktoru PIF4 (Bernardo-García et al., 2014). 

 Nejnovější studie ukazují, že hlavní transkripční faktor v brasinosteroidové 

signalizační dráze BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1 (BES1), je do značné míry závislý na 

fosforylačním stavu a proteinové stabilitě. SINA z Arabidopsis thaliana (SINAT) zvláště 

interaguje s defosforylovaným BES1 a zprostředkovává jeho ubikvitinaci a degradaci. 

Genetické analýzy ukázaly, že SINAT inhibují BR signalizaci způsobem závislým na BES1. 

Bylo zjištěno, že hladiny proteinů SINAT byly sníženy ve tmě a zvyšovaly se na světle, 

což podle toho změnilo hladiny proteinu BES1. Tato studie odhalila mechanismus degradace 

BES1 a poskytla poznatky o tom, že světlo reguluje růst rostlin prostřednictvím akumulace 

různých forem BES1 (Yang et al., 2017). 
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4. Materiál a metody 
 

4.1 Rostlinný materiál 
 

Pro pokusy byla použita semena genotypů rajčete Solanum lycopersicum L. kultivaru Money 

Maker (WT) a od něj odvození mutanti cry1-1 (Z3-78) a cry1-2 (80B) (Weller et al., 2001). 

Mutace cry1-1 i cry1-2 byly indukovány γ-zářením a oba mutanti vykazují defekt 

ve stejném genu CRY1, ale jeho jiné části (Obr. 7). CRY1 kóduje fotoreceptor modrého 

světla, který byl později identifikován jako CRY1a (Facella et al., 2012). Oba tito monogenní 

mutanti vykazují sníženou de-etiolizaci při působení modrého světla (Obr. 8) (Weller et al., 

2001).  

 

 

 

 

 

 

Obr. 7: Diagram ukazující místo mutace cry1-1 a cry1-2 (Weller et al., 2000) 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 8: Růst hypokotylu WT a mutanta rajčete cry1-2 na modrém světle po 12 dnech (Weller et al., 

2001). 
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Další experimentální rostlinou byl mutant hp1 odvozený od cv. Rutgers LA3004 (Kendrick 

et al. 1994). Mutant hp1se vyznačuje hypersensitivní reakcí na modré a červené světlo. 

Fyziologické analýzy naznačují, že HP1 funguje jako negativní regulátor dráhy fototropní 

signální transdukce (Srinivas et al., 2004), která je odstraněna působením fytochromu A. 

Mutant hp1 nevykazuje fenotyp u rostlin rostoucích ve tmě, ale pouze u rostlin rostoucích 

na světle (Weller et al., 2000). Je pravděpodobné, že HP1 se akumuluje ve tmě a při 

vystavení rostlin na světlo podléhá degradaci zprostředkované fytochromem.  

 Mutace hp1 se nachází v genu DDB1 (UV-damaged DNA binding protein 1) 

v centromerické oblasti chromozomu 2 (Lieberman et al., 2004). HP1 kóduje protein 

homologní s lidským DDB1 a proteinem DDB1A u Arabidopsis, u nichž bylo prokázáno, že 

produkty reagují s DET1 (Schroeder et al., 2002). Bylo prokázáno, že rostliny s touto mutací 

obsahují vyšší hladinu karotenoidů, čímž mohou ovlivňovat barvu a kvalitu rostliny a plodů. 

 Semena mutantů cry1-1, cry1-2 a cv. MM byly laskavě poskytnuty R. E. 

Kendrickem, University of Wageningen, Nizozemí. Semena mutanta hp1 a cv. Rutgers 

LA3004 byla laskavě poskytnuta C. M. Rickem, University of California, Davis. 
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4.2 Pracovní postupy 
 

4.2.1 Příprava média 

 

Pro přípravu agarového kultivačního média Murashige-Skoog (MS) (Murashige and Skoog, 

1962) o objemu 2 l, bylo použito 20 g sacharózy, 8,66 g MS média (kat. č. MSP01-50LT, 

Caison Labs, USA) a 0,3904 g pufru MES. Sacharóza, MS médium a MES pufr byly 

postupně a za stálého míchání rozpuštěny v Erlenmeyerově baňce v 1 l destilované vody. 

Po rozpuštění všech látek byl objem doplněn na 2 l a bylo upraveno pH na 6,1 pomocí 1M 

KOH.  

 Do pěti termolahví o objemu 500 ml byl navážen fytoagar po 2,8 g a do každé láhve 

bylo nalito 400 ml média. Připravené médium bylo sterilizováno v autoklávu 

a po vychladnutí byly termoláhve s médiem skladovány v lednici. 

 Před použitím muselo být médium rozehřáto do tekuté podoby v mikrovlnné troubě. 

 

4.2.2 Výsev semen a přenos rostlin 

 

Pro každý experiment byl napočítán požadovaný počet semen od každého genotypu 

a sterilizován v plastových zkumavkách (objem 50 ml) za občasného protřepání po dobu 30 

minut ve zředěném roztoku Savo (2,8% hypochlorid sodný, Bochemie a.s.). Semena byla 

šestkrát promyta sterilní destilovanou vodou pomocí 10ml pipety. Všechny tyto kroky byly 

prováděny ve flow-boxu za sterilních podmínek. 

 Poté byla semena vyseta pinzetou sterilizovanou v 96% ethanolu a ožehnutou nad 

plamenem na MS médium umístěné v hranatých plastových Petriho miskách. Vždy bylo 

vyséváno 100 semen na jednu Petriho misku a po výsevu byly misky oblepeny dokola třemi 

vrstvami pásky z netkané textílie SoftPore (Batist s.r.o.). Misky byly zabaleny do alobalu 

pro kultivaci ve tmě a byly umístěny vertikálně do růstové kultivační komory Microclima 

1000 (Snijders Scientific, Nizozemsko), ve které byla stálá teplota 23 °C, po dobu 3 dnů.  

 Po vyklíčení potřebného množství semen, byla semena přenesena, za sterilních 

podmínek, na hranaté Petriho misky s médiem o objemu 40 ml. Na každou misku bylo 

umístěno 20 – 25 rostlin a do experimentu byla zahrnuta i kontrola. Misky byly opět 

oblepeny třemi vrstvami pásky z netkané textílie a umístěny v růstové komoře o stálé teplotě 

23 °C. Rostliny byly kultivovány pod kontinuálním modrým osvětlením a ve tmě (zabalené 
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do alobalu) po dobu 4 dnů. Zdrojem modrého světla byla trubice Philips TLD-36W/18-Blue 

(Philips USA) s maximální ozářeností 10 μmol m-2 s-1 při 440 nm.   

 Po 4 dnech byla rostlinám odebrána apikální část hypokotylu v temné komoře 

za různých světelných podmínek. Pro rostliny pěstované na modrém světle bylo použito 

osvětlení modrou zářivkou, pro rostliny rostoucí ve tmě, byla použita zářivka zelená. Bylo 

odebráno přibližně 200 mg vzorku, který byl zabalen do alobalu a okamžitě schlazen 

v kapalném dusíku. Vzorky byly uchovávány v mrazáku při teplotě – 80 °C pro následné 

použití. 

 

4.2.3 Izolace a purifikace RNA 

 

Každý genotyp byl zvlášť rozdrcen pomocí tloučku ve vychlazené třecí misce s dusíkem. 

Takto rozdrcené hypokotyly byly přemístěny do zkumavek a dále izolace probíhala dle 

schématu (Obr. 9) za použití kitu Isolate II RNA Plant Kit (Bioline, Velká Británie).  
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Obr. 9: Schéma izolace pomocí kitu Isolate II RNA Plant Kit (Bioline, Velká Británie) 
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 Po izolaci byla změřena koncentrace celkové RNA pomoci spektrofotometru 

Nanodrop (Thermo Scientific, USA). Pro kontrolu případné kontaminace byla provedena 

amplifikace pomocí PCR, kde byla použita směs obsahující 4 µl 5x My Taq buffer (Bioline), 

0,5 µl specifických primerů, 0,1 µl My Taq Polymerase (Bioline), 2 µl templátu a objem byl 

doplněn nuclease free-water na 20 µl. Byla uskutečněna amplifikace genu kódující 

glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenásu (LeGAPHD, U97257, Chen, 1997), která měla 45 

cyklů a primery pro tento gen mají následující sekvenci: 

LeGAPDH - F primer: 5´ - ATC CAT TTA TTT CCA CTG ATT ACA A - 3´ 

LeGAPDH - R primer: 5´ - CAT GGG AGC ATC TTT GCT A - 3´ 

PCR byla provedena pomocí termocykléru C1000 Thermal cycler (Biorad) podle Tabulky 

č. 1. Templát byl nejprve denaturován při teplotě 94 °C po dobu 3 min. Následně proběhl 

45-krát následující cyklus: 94 °C po dobu 30 s, 55 °C 30 s, 72 °C po dobu 5 min. Poté 

proběhla konečná syntéza při teplotě 72 °C po dobu 5 min a jako poslední krok 15 °C pro 

zchlazení směsi. Pro rozdělení PCR produktů, byla použita elektroforéza na 1,5% 

agarosovém gelu, který byl obarven barvivem GelRed (Nucleic Acid Stain, Biotinum). PCR 

produkty byly smíchány s barvivem 6x loading Dye (Biogen), vždy 20 µl vzorku a 1 µl 

barviva, a naneseny do jamek spolu s kontrolními vzorky. Následně proběhla elektroforéza 

při stálém napětí 80 V po dobu 40 min a pak vizualizace gelu pomocí InGenius 3 Gel 

Documentation Systém (Syngene). 

 

Tab. 1: Program PCR pro amplifikaci genu LeGAPDH 

94 °C 3 min  

94 °C 30 s  

55 °C 30 s 45 cyklů 

72 °C 1 min  

72 °C 5 min  

15 °C ∞  

 

 V případě, že byl vzorek kontaminován, byla provedena opět purifikace RNA 

s použitím roztoků z kitu Isolate II RNA Plant Kit (Bioline) a přidáním DNasy I a reakčního 

RDN pufru. Poté proběhla inkubace při 37 °C po dobu 30 minut. Do vzorku se přidal octan 

sodný a 96% ethanol a přes noc v – 80 °C probíhala precipitace. Následující den byl vzorek 
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centrifugován 10 min při 4 °C, tak aby se pelet zachytil na dně mikrozkumavky. Supernatant 

se odstranil vylitím ze zkumavky, byl přidán 70% ethanol, opět byla provedena centrifugace 

a odstranění supernatantu. Poté byl přidán 96% ethanol, proběhla centrifugace, odstranění 

supernatantu, odpipetování posledních zbytků supernatantu a mikrozkumavka se nechala 

dnem vzhůru na filtračním papíře po dobu maximálně 5 minut, dokud se neodpařil všechen 

ethanol. Přečištěná RNA byla rozpuštěna v RNA-free vodě, jež je součástí kitu. 

 

4.2.4. Syntéza cDNA 

 

Syntéza cDNA proběhla z čistě vyizolované RNA za pomocí kitu PrimeScript 1st strand 

cDNA sythesis kit (Takara, Kat. č. 6110A) následovně: k 8 µl vzorku RNA, které byly 

naředěny tak, aby obsahovaly 2 µg celkové RNA, byl přidán 1 µl 50 µM oligo dT primeru 

a 1 µl 10 mM dNTP a následovala inkubace po dobu 5 min při 65 °C v termocykleru DNA 

engine Thermal Cycler (Biorad) a zchlazení v ledu. Pak se přidaly 4 µl 5x PrimeScript pufru, 

0,5 µl Rnase inhibitoru, 1 µl PrimeScript Rtasy a 4,5 µl RNA-free vody. Celkový objem 

vzorku byl 20 µl a tato reakční směs byla inkubována v termocycleru nejprve po dobu 60 

min při 42 °C a poté 15 minut při 70 °C. Po tomto kroku bylo do vzorku přidáno 0,5 µl 

Rnasy H (Takara, kat. č. 2150A) a vzorky byly inkubovány v termocykleru po dobu 15 min 

při 37 °C. 

 Pro zjištění správné syntézy cDNA byla provedena PCR pomocí termocykleru 

C1000 Thermal Cycler (Biorad), jejíž směs obsahovala 4 µl 5x My Taq buffer, 0,5 µl 

specifických primerů, 0,1 µl My Taq Polymerase a 2 µl cDNA 1/5. Byly použity primery 

genu EF1α s následujícími sekvencemi: 

EF1α - F primer: 5´ - CCC AAG AGG CCA TCA GAC AA - 3´ 

EF1α - R primer 5´ - CAA CAG GGA CAG TTC CAA TAC CA - 3´ 

Program PCR pro amplifikaci genu EF1α znázorňuje Tabulka č. 2.  
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Tab. 2: Program PCR pro amplifikaci genu EF1α 

94 °C 3 min  

94 °C 30 s  

60 °C 30 s 35 cyklů 

72 °C 30 s  

72 °C 5 min  

15 °C ∞  

 

Produkty PCR byly naneseny na 1,5% agarosový gel společně s barvivem a kontrolními 

vzorky a proběhla elektroforéza při konstantním napětí 80 V po dobu 40 min. Opět proběhla 

vizualizace, kde při správně nasyntetizované cDNA byly vidět 100 bp fragmenty. 

 

4.2.5 Exprese genu BRI1 

 

Pro porovnání exprese genu pro brassinosteroidní receptor BRI1 byl jako referenční gen 

použit Tip41-like. Pro každý vzorek cDNA byly v PCR použity primery pro Tip41-like: 

Tip41-like - F: 5´ - GGT TCC TAT TGC TGC GTT - 3´ 

Tip41-like - R: 5´ - CGA AGA CAA GGC CTG AAA - 3´ 

a primery pro BRI1: 

 

BRI1 - F: 5´- AGT TGA AGG ATG GGA GTG TTG - 3´ 

 

BRI1 - R: 5´- GGT GCT TGA TCT TCC CTA TGG - 3´ 

 

Reakční směs byla složena z 10 µl Xceed qRT-PCR SG Mixu (IAB), 0,8 µl F-primeru, 0,8 

µl R-primeru, 4 µl cDNA a 4,4 µl nuclease-free vody. Následně proběhla kvantitativní PCR 

v termocykleru Mx 3000P System (Stratagene). Program pro PCR je znázorněn v tabulce 

č. 3. 
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Tab.  3: Program qPCR pro amplifikaci genu Tip41-like a BRI1 

95 °C 2 min  

95 °C 5 s  

60 °C 20 s 40 cyklů 

95 °C 1 min  

55 °C 30 s  

95 °C 30 s  

 

 

 Výsledky byly dále vyhodnocovány pomocí programu Rest 2009 (Pfaffl et al., 

2002, REST 2009 Software User Guide. 2009) a zpracovány v programu Microsoft Excel 

2016. 
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5. Výsledky 
 

Cílem diplomové práce bylo zjistit, jak modré světlo na úrovni RNA ovlivňuje expresi genu 

kódující receptor BRI1 pro rostlinné hormony brassinosteroidy a které fotoreceptory 

modrého světla jsou v tomto procesu zapojeny. Proto byly pro tyto experimenty použity 

fotomorfogenní mutanti cry1-1 a cry1-2, vyznačující se sníženou citlivostí k modrému světlu 

(Weller et al., 2001). Jako třetí mutant byl zvolen hp1, který má zvýšenou reakci fytochromů 

ke světlu a současně ukazuje zesílenou fototropickou reakci (Srinivas et al., 2004). 

 Experimenty s těmito mutanty rajčete (Solanum lycopersicum L.) byly zvoleny 

v důsledku předchozích studií, kde bylo zjištěno, že modré světlo významně snižuje expresi 

genu BRI1 u kultivaru Rutgers (Pilařová, 2016). 

 Apikální část hypokotylu byla použita na základě zjištění, že se v hypokotylu nachází 

nejvyšší koncentrace brassinolidu. U etiolizovaných rostlin standardního genotypu byla 

pozorována endogenní hladinu brassinolidu až pětkrát vyšší než u mutanta 7B-1 (Pilařová, 

2014). 

 Všechny tyto experimenty byly provedeny podle metodiky nacházející 

se v předchozí kapitole. 

 

5.1 Exprese genu BRI1 u mutantů cry1-1 a cry1-2  

 

Byly provedeny dva až čtyři nezávislé experimenty, u kterých byla izolována celková RNA 

z hypokotylu rostlin cv. MM (WT), cry1-1, cry1-2, které byly kultivovány ve tmě 

a na modrém světle. Poté byla provedena syntéza cDNA a následovala qRT-PCR 

pro analýzu exprese BRI1 ve srovnání s housekeeping genem Tip41-like. Získané hodnoty 

po kvantifikaci byly vždy vztahovány k hodnotě hladiny exprese WT u hypokotylu 

rostoucím ve tmě. 

 Jak ukazuje Obr. 10, exprese BRI1 v hypokotylech cv. MM byla mírně, nikoliv však 

signifikantně ovlivněna modrým světlem. Ve srovnání s kultivarem MM, exprese BRI1 

v etiolizovaných hypokotylech mutanta cry1-1 byla výrazně (asi 4-krát) zvýšena, výsledky 

zpracované v programu REST 2009 ukazovaly ve dvou nezávislých opakováních hodnotu 

4,061. Modré světlo expresi BRI1 u mutanta cry1-1 snižovalo asi o 25%.  
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U mutanta cry1-2 byla exprese genu BRI1 v etiolizovaných hypokotylech stejná jako 

u cv. MM a modré světlo mírně, nikoliv však signifikantně hladinu mRNA BRI1 snižovalo.  

(Obr. č. 10). 

 

  

Obr. 10: qRT-PCR analýza exprese genu BRI1 v hypokotylu rajčete (Solanum lycopersicum L.) cv. 

Money Maker (WT), mutanta cry1-1 a cry1-2 za světelných podmínek tma (D) a modré světlo (BL). 

Výsledky ukazují průměrné hodnoty ± SE, získané ze čtyř nezávislých experimentů, v případě 

cv. Money Maker a ze dvou nezávislých experimentů u každého z mutantů cry1-1 a cry1-2. 

 

5.2 Exprese genu BRI1 u mutanta hp1 

 

U tohoto mutanta byly provedeny dva nezávislé experimenty. Z hypokotylů mutanta hp1 

a jeho příslušného WT cv. Rutgers LA3004 byla opět izolována celková RNA, provedena 

syntéza cDNA a qRT-PCR pro zjištění hladin exprese genu BRI1. Rostliny byly pěstovány 

ve tmě a na modrém světle a výsledky byly vztahovány k WT rostoucímu ve tmě. 

Jako housekeeping gen byl použit Tip41-like. 

 Výsledky experimentů s mutantem hp1 jsou ukázány na Obr. 11. Jak graf ukazuje, 

exprese genu BRI1 v hypokotylech WT nebyla výrazně ovlivněna modrým světlem. Dále 

bylo zjištěno, že ve tmě i na modrém světle neměla mutace hp1 na expresi BRI1 významný 

vliv.  
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Obr. 11: qRT-PCR analýza exprese genu BRI1 v hypokotylu rajčete (Solanum lycopersicum L.) 

cv. Rutgers LA3004 (WT) a mutanta hp1 za světelných podmínek tma (D) a modré světlo (BL). 

Výsledky ukazují průměrné hodnoty ± SE, získané ze dvou nezávislých experimentů. 
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6. Diskuze  
 

Je známo, že brassinosteroidy ovlivňují biologické procesy v rostlině i při velmi nízkých 

koncentracích. Jsou stimulantem při prodlužování buněk, růstu pylové láčky, buněčném 

dělení (Sinhg and Savaldi-Goldstein, 2015). Brassinosteroidy i světlo ovlivňují mnoho 

stejných procesů, a to například prodlužování buněk, kvetení, únik ze stínu (Wang et. al., 

2012). Je tedy zřejmé, že světelné a brassinosteroidové signální dráhy spolu interagují 

a mohou mít v této signální dráze i společné elementy. V řadě prací bylo zjištěno propojení 

mezi světelnou signalizací a metabolismem brassinosteroidů, v nichž například cytochrom 

P450 katalyzuje inaktivaci či degradaci BRs (Neff et al., 1999; Turk et al., 2005; Kang et 

al., 2001). Nedávné studie ukazují, že modré světlo snižuje endogenní hladinu 

brassinosteroidů a intenzitu exprese genu BRI1 v hypokotylu rajčete. Modré světlo dále 

snižuje citlivost k brassinosteroidům, čímž zastavuje prodlužování buněk (Pilařová, 2014). 

Výsledky práce by mohly přispět ke znalostem interakce BRs a modrého světla jež regulují 

růst hypokotylu.  

 V experimentální části této diplomové práce bylo úkolem zjistit, prostřednictvím 

kterých fotoreceptorů a signálních drah modré světlo ovlivňuje expresi genů pro receptor 

BRI1 v hypokotylu rajčete. Byl využit genetický přístup spočívající v analýze mutantů, 

a proto byli zvoleni fotomorfogenní mutanti cry1-1 a cry1-2 s defektem ve fotoreceptoru 

modrého světla CRY1a a vyznačující se redukovanou citlivostí k modrému světlu (Weller 

et al., 2001; Facella et al., 2012). Analýzy ukázaly, že mutant cry1-1 obsahuje nesmyslnou 

mutaci, protože u něj došlo k záměně aminokyseliny G za A v pozici 1680, čímž vznikl 

předčasný stop kodon a výsledný protein CRY1a je zkrácený. Mutant cry1-2 obsahuje jednu 

deletovanou bázi. Došlo tak u něj k posunové mutaci a předčasnému ukončení transkripce. 

Předpokládá se, že konečný produkt CRY1a u těchto mutantů je nefunčkní (Weller et al., 

2001). Dále byl použit mutant hp1 s defektem v genu DDB1, který má zvýšenou reakci 

fytochromů ke světlu a současně ukazuje zesílenou fototropickou reakci (Kendrick et al., 

1997; Liu et al., 2004). 

 Nejprve byly provedeny experimenty sledující hladinu exprese BRI1 u mutantů 

cry1 1 a cry1-2 a jejich příslušného WT, cv. MM, pomocí kvantitativní qRT-PCR 

na modrém světle a ve tmě. Výsledky experimentů ukázaly, že u kontrolní rostliny cv. MM 

nebyla hladina exprese BRI1 významně ovlivněna modrým světlem, i když bylo na modrém 

světle pozorováno mírné zvýšení hladiny BRI1 mRNA. 
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Experimenty provedené v této diplomové práci ukázaly, že modré světlo zvyšovalo expresi 

BRI1 u mutanta cry1-1 asi dvakrát ve srovnání s cv. MM. Tyto výsledky naznačují, že modré 

světlo prostřednictvím CRY1a redukuje expresi BRI1. Fakt, že exprese BRI1 u mutanta 

cry1-2 byla srovnatelná s expresí BRI1 u cv. MM demonstruje, že region proteinu CRY1a 

s mutací cry1-2 není v expresi BRI1 významný, a naopak že region s mutací cry1-1 je pro 

expresi BRI1 podstatný.  

 Dalším zjištěným faktem bylo, že ve tmě byla u mutanta cry1-1 zvýšena exprese 

BRI1 ve srovnání s cv. MM asi 4-krát. Je tedy zřejmé, že i ve tmě, kdy je CRY1a 

neaktivovaný, nějakým způsobem redukuje expresi BRI1, a tedy jak se zdá, více než CRY1a 

aktivovaný modrým světlem. To může vysvětlovat mírné zvýšení exprese BRI1 na modrém 

světle u kultivaru cv. MM. Zdá se tedy, že závěry získané v této diplomové práci podporují 

závěry formulované v dřívější studii (Pilařová 2014).   

Dále byly experimenty provedeny u mutanta hp1 a jeho WT cv. Rutgets LA3004, 

kdy byla opět pozorována hladina exprese BRI1 ve tmě a na modrém světle. Výsledky 

ukázaly, že hladina exprese BRI1 byla stejná u WT i u mutanta hp1. Tyto výsledky naznačují, 

že protein DDB1, zapojený ve složité mašinerii přenosu světelného signálu nehraje 

významnou úlohu v signalizaci brassinosteroidů.  

 Pokud je nám známo, tak výsledky experimentů týkající se vlivu modrého světla 

na aktivitu receptorů BRI1 nebyly dosud publikovány. Je známo, že signální dráha modrého 

světla prostřednictvím CRY1 je využívána jinými signálními drahami, a to například 

u jasmonátů, které jsou přirozenými regulátory růstu rostlin (Chen et al., 2018). Dá se tedy 

předpokládat, že signální dráha světla je součástí mnoha jiných drah, ve kterých dochází 

k interakcím, a proto je důležité se mu nadále věnovat. 

  



39 

 

7. Závěr 
 

Cílem této diplomové práce bylo zjistit, prostřednictvím kterých fotoreceptorů a signálních 

drah modré světlo na úrovní RNA ovlivňuje expresi BRI1 v hypokotylu rajčete. Pomocí 

kvantitativní PCR byly provedeny experimenty studující expresi BRI1 v apikální části 

hypokotylů cry1-1, cry1-2, hp1 a jejich odpovídajících kultivarů, jež byly pěstovány ve tmě 

a na modrém světle. Výsledky ukázaly, že mutace cry1-1 vedla ke zvýšení exprese BRI1 

na modrém světle a paradoxně ještě více ve tmě. Výsledky těchto experimentů tedy vedou 

k závěru, že modré světlo pravděpodobně redukuje expresi BRI1 prostřednictvím 

fotoreceptoru CRY1a. Výsledky vedou také k závěru, že i neaktivovaný CRY1a (tedy 

ve tmě) expresi BRI1 redukuje. Výsledky tedy podporují závěry, že signální dráhy 

brassinosteroidů a modrého světla zapojené v růstu hypokotylu spolu interagují. Budoucí 

experimenty by měly vyšetřovat, jakými mechanizmy může CRY1a expresi BRI1 

ovlivňovat. 
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