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Seznam zkratek a symboli

ABA

AsCRY1
ATP

BL
BnCRY1-OE

CBF faktor

CCE doména
Col
COP1

COR geny
CRY

cryl-1

CRY1-ovx
cry2-1

D
DREB1s
EIL1
EIN3

FAD
FADH-
FADx
FKF1

FMN
FR
HIRs
HO

HSP

kyselina abscisova (abscisic acid)

antisense-BnCRY1

adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)

modré svétlo (blue light)

transgenni linie Brassica juncea nadmérné exprimujici CRY1
ptivodem z Brassica napus

C-repeat-binding factor

cryptochrome C-terminal extension doména
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotyp Columbia

constitutive photomorphogenesis 1 protein

cold-related geny
kryptochrom

recesivni mutant v genu CRY1

transgenni rostliny nadmérné exprimujici CRY1

recesivni mutant v genu CRY?2

tma
drought response element binding factor 1
ethylene insensitive 3-like 1 protein

ethylene insensitive 3 protein

flavinadenindinukleotid
flavosemichinon
FAD v oxidovaném stavu

flavin-binding kelch repeat F box protein
flavinmononukleoktid

dlouhovinné ¢ervené svétlo (far-red)

reakce k vysokému ozateni (high-irradiance responses)
hemoxidaza

heat shock protein
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UVRS
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long hypocotyl 5-ABA insensitive 5 regulon

proteinovy region v blizkosti LOV2 domény

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotyp Landsberg erecta

reakce k nizkému ozateni (low-fluence responses)
light-harvesting chlorophyll a/b-binding protein
svétlosbérny komplex II (light-harvesting complex I1)
LOV kelch protein 2
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oxygen or voltage)

malondialdehyd

kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova
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methenyltetrahydrofolat

open stomata 1
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fototropin (phototropin)

photolyase-related doména
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1 UVOD

Rostliny jsou stejné jako jiné organismy ovliviiovany podminkami okolniho prostiedi.
Pokud jsou podminky pro rlst a vyvoj rostliny neptiznivé, rostlina je ve stresu. Stresové
faktory mohou byt jak biotické, tak abiotické. Mezi abiotické stresy patii naptiklad ptili§
nizka nebo vysokd teplota, prilisSné ¢i nedostatecné osvétleni, prebytek nebo nedostatek
vody ¢i zasoleni. Jelikoz jsou rostliny organismy sesilni a nemohou stresovym faktorim

uniknout, musi se jim ptizpusobit.

Svétlo hraje zasadni roli v Zivoté rostlin. Neslouzi pouze jako zdroj energie pii fotosyntéze,
ale rovnéz jako signal uplatiujici se pii morfogenezi. Diky témto signdlnim draham se
rostliny dokézou pfizplisobovat ménicim se svételnym podminkdm prostfednictvim
fotomorfogeneze a skotomorfogeneze. Pro piijem svételného signalu rostliny vyuzivaji
fotoreceptory. Fotoreceptory jsou specializované pro vnimani svétla rozlicné vinové délky:
cerven¢ svétlo a dlouhovinné cervené svétlo vnimaji fytochromy, modré svétlo
a ultrafialové zafeni A vnimaji kryptochromy, fototropiny a receptory patfici do skupiny

ZTL / FKF1 / LKP2 a ultrafialové zafeni B vnima fotoreceptor UVRS.

Sucho a zasoleni (salinita) pady patii mezi nejzavaznéjsi problémy v zeméd¢lstvi po celém
svété. Salinita pidy je zplisobena vyssi koncentraci ionti, ke které dochazi ptirozené (napf.
moftské pobtezi), ale 1 ¢innosti ¢lovéka — posypové soli ¢i nevhodné hnojeni. Meziro¢n¢ se
zasolovani zemédélskych pid zvySuje o 10 %. Pfedpoklada se, Ze do roku 2050 bude
polovina orné pudy ovlivnéna zasolenim. Zasoleni zplisobuje osmoticky stres, a tim kofeny

rostlin ztraci schopnost pfijimat vodu a ionty. Dochazi tak ke snizovani vynosu plodin.

Jednou z moznosti, jak porozumét mechanismtim, kterymi rostliny zvladaji abioticky stres
véetn¢ zasoleni, je studium fotoreceptorti a jejich ulohy v citlivosti rostlin na stresové
podminky. Tato poznani pak mohou vést k dosazeni dlouhodob¢ udrzitelného zemédélstvi

a ke zvySeni vynosu plodin.



2 CILE PRACE

Cilem bakalatské prace bylo vypracovat literarni reSersi tykajici se problematiky kliceni
semen a rustu rostlin v zavislosti na svételnych podminkach, svételnych drah a odpovédi

rostlin na abiotické stresy.

V experimentalni ¢asti prace bylo cilem analyzovat vliv receptord modrého svétla na
citlivost rostlin  Arabidopsis Kk osmotickému  stresu  indukovaného manitolem
prostfednictvim studia kli¢eni semen a riistu rostlin fotomorfogennich mutanti cryl-1

acry2-1.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Kliceni a rist rostliny

Na pocatku celého zivotniho cyklu rostliny je semeno. Hlavni roli semene je ochrana
embrya a zdroven spravné nacasovani kliceni na zakladé environmentéalnich podminek tak,
aby rostlina byla schopna dokonéit Zivotni cyklus (Carrera-Castano et al., 2020). Vyvoj
semene u rostliny Arabidopsis thaliana lze rozdélit do tifi fazi. Po dvojitém oplozeni
v zarodecném vaku nastava Casna morfogeneze a fadou bunécnych déleni dostava embryo
zakladni podobu rostliny. V prvni fazi vyvoje je v semeni nizky obsah lipidi, ale zato se
akumuluje potfebné mnozstvi Skrobu. Ve druhé fazi (fazi zrani) prudce vzristd hmotnost
susiny. Akumuluje se velké mnozstvi zasobnich olejii a proteinti, ke konci druhé faze
mohou tyto latky ptedstavovat az 40 % suSiny. Ve tieti fazi (fazi pozdniho zrani) dochazi
ke ztraté vody. Toto je nutné pro zachovani zivotnosti semene béhem obdobi dormance ¢i
tzv. quiescence (Baud, 2002). Zralé semeno je suché a nazyva se tzv. quiescentni. Takové
semeno ma nizky obsah vlhkosti (5-15 %) a jeho metabolicka aktivita je téméf nulova.

V tomto stavu dokéze semeno pretrvat i po dobu nékolika let.

Kli¢eni za¢ind piijmem vody (imbibice) suchym semenem, coz vede k aktivaci
metabolickych drah a ke konecnému prorazeni semennych obali (at uz se jedna
0 endosperm, perisperm, testu ¢i perikarp) prodluzujicim se kofinkem (radikulou). Kli¢eni
je tedy proces od piijmu vody po prorazeni semennych oballl. Samotné kliceni 1ze rozdélit
do tii fazi. V prvni fazi probihd jiz zminovany piijem vody. Ve druhé fazi se aktivuje
metabolicka aktivita a respirace. Béhem par hodin po hydrataci za¢ina transkripce gend
potiebnych pfi kli¢eni a jejich translace do proteint. Ve tieti fazi dochazi k obnoveni
piijmu vody v dusledku sniZzeni vodniho potenciadlu. Zaroven se mobilizuji zasobni latky

(Bewley et al., 2012; Taiz et al., 2015).

Kli¢eni rostliny je ovlivilovano mnoha faktory, mezi které patii naptiklad mnozstvi vody,
teplota, intenzita osvétleni, koncentrace aniontii v pade (nitraty a nitrity) ¢i dostupnost
zivin (Taiz et al., 2015; Carrera-Castaiio et al., 2020). Dale se na regulaci kli¢eni podileji
rostlinné hormony jako kyselina abscisova (ABA), gibereliny, ethylen, auxin, cytokininy ¢i
brassinosteroidy. ABA kli¢eni ovliviiuje negativné, napt. koncentrace 1-10 umol-l'1 ABA

dokaze inhibovat kli¢eni u Arabidopsis. Inhibice je zpisobena zpomalovanim prodluzovani
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radikuly, oslabovanim endospermu ¢i zvySenim exprese transkripCnich faktorti, které
nepfiznivé ovlivilyji kliceni. Naopak gibereliny, ethylen, cytokininy a brassinosteroidy
pusobi jako antagonisti vii¢éi ABA, a tim pozitivné pasobi na kli¢eni. Gibereliny mohou
ukoncit dormanci semene, aktivovat endosperm ¢i se podileji na rlstu embrya. Aby
embryo mohlo Cerpat zasobni latky z endospermu, musi dojit k jeho hydrolytickému
rozkladani. Gibereliny stimuluji syntézu hydrolaz jako je napf. a-amylaza, 3-glukanaza ¢i
proteazy. Brassinosteroidy a auxin stimuluji produkci ethylenu. Gibereliny,
brassinosteroidy a ethylen mohou indukovat kli¢eni naruSenim testy a endospermu,
pficemZ inhibuji u¢inky ABA. Samotny auxin se na kliceni pfili§ nepodili, nicméné ve
spolupraci s gibereliny a ethylenem miiZze kli¢eni ovlivilovat. Cytokininy mimo jiné
kontroluji velikost semene, vcetné riistu embrya, endospermu a osemeni (Miransari et

Smith, 2014).

3.2 Rostliny a stresové faktory

Rostliny ziji v neustdle se ménicich podminkach. Podminky, které rostlindm umoziuji
dosédhnout maximalni ristovy (vyska a véha) a reproduk¢ni (mnoZzstvi semen) potencial, se
oznacuji jako idedlni. Naopak negativni environmentalni vlivy, které rostliny zdvaznym
zpusobem ohrozuji, se nazyvaji stresové faktory (stresory). Stav, ve kterém se rostliny
nachdzi pod vlivem stresori, se poté oznacCuje jako stres. Zvladani stresu rostlin
komplikuje 1 jejich pfisedly zpisob zivota, kdy rostliny nemohou pted stresory uniknout

(Prochazka et al., 1998; Taiz et al., 2015)

Stresové faktory lze rozdélit biotické a abiotické. Bioticky stres je zpisobeny negativnimi
interakcemi dalsich zivych organismi s rostlinou. Mezi tyto organismy patii napiiklad
bakterie, viry, houby, hmyz, hlistice ¢i dokonce jiné rostliny (plevele). Abioticky stres
zahrnuje jak fyzikalni, tak chemické faktory. Mezi tyto faktory patii naptiklad nadmérna
nebo nedostate¢na intenzita osvétleni, extrémni teplota (horko, chlad, mraz), nedostatek ¢i
nadbytek vody, zasoleni, nedostatek Zivin nebo pfitomnost toxickych latek (Taiz et al.,
2015; Zhu, 2016; Gull et al., 2019).

Schopnost rostlin tolerovat stres zavisi na intenzité stresu, dobé, mnozstvi a kombinaci
pusobeni stresovych faktord a rovné€z na konkrétnim orgénu, typu pletiva, genotypu

a stadiu vyvoje rostliny, na ktery stresor pisobi (Gaspar et al., 2002).



Pokud se odpoveéd’ individudlni rostliny na stres (tj. morfologické a fyziologické zmény)
s opakovanym pusobenim danych stresori na rostlinu zlepSuje, poté hovoiime
0 aklimatizaci. V tomto piipadé se neméni geneticky kod, exprese specifickych gent se
déje pomoci epigenetickych mechanismii. Zmény jsou zpravidla vratné. Pokud dojde
k fixaci genetickych zmén v celé populaci a jsou dédény napfi¢ generacemi, hovotfime

0 adaptaci. Adaptace je vysledkem piirozeného vybéru (Taiz et al., 2015).

3.2.10dpovéd’ rostlin na abioticky stres

Primérni odpovédi rostlin na stres je exprese specifickych stresem-indukovanych proteind.
Tyto proteiny Ize rozdélit do dvou skupin. Do prvni skupiny patii proteiny, které se ptimo
podili na ochrané rostliny vi¢i danému stresu. Jedna se zejména o proteiny zabranujici
dehydrataci rostlinné bunky, chaperony, detoxifikacni enzymy apod. Do druhé skupiny
patii proteiny regulujici genovou expresi a transdukci signali. V tomto piipadé se jedna
o transkripcni  faktory ¢i proteinkindzy. Poté nasleduji specifické biochemické
a fyziologické reakce (Hirt et Shinozaki, 2004).

Zareni

Rostliny mohou byt stresovany jak nedostatkem, tak i nadbytkem svételného zateni. Na
nedostatek svétla rostliny vétSinou reaguji zvySovanim mnozstvi svétlosbérného
komplexu Il (LHCII, light-harvesting complex II) ve fotosystému II (PSII), zvétSovanim
anténniho komplexu ¢i zvySovanim poctu reakénich center v PSII. Tim se zlepsi
zachytavani zafeni a pfenos energie. Pokud jsou rostliny adaptované na stin vystaveny
ptiliSnému zarfeni, dochazi k pfetizeni systému reakci sekundarni faze fotosyntézy
nadbyte¢nou slune¢ni energii. Misto toho, aby se energie spotiebovdvala na syntézu

sacharidt, dochazi k syntéze reaktivnich forem kysliku (ROS), které mohou poskodit
bunky (Taiz et al., 2015).

Teplota

Vysoka teplota je jednim z hlavnich abiotickych stresovych faktord, ktery ovliviuje rist,
metabolismus i vynosnost rostlin po celém svété. Toleranci rostlin K vysoké teploté
ovliviiuje nejen délka puasobeni teploty a jeji stupen, ale zavisi i na druhu rostliny
(Hasanuzzaman et al., 2013). Teplota mize ovlivnit strukturu biomakromolekul jako je
DNA, RNA nebo proteiny, coz vede ke zméné jejich aktivity ¢i funkce. Teplota také

ovlivityje tekutost membrany a mize ovlivnit aktivitu proteinii s membranou asociovanych
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(Vu et al., 2019). Pii vysokych teplotach je dilezita role tzv. heat shock proteint (HSPS).
Vysoka teplota negativné ovliviluje spravné skladani proteind. HSPS tyto Spatné
poskladané proteiny detekuji, ¢imz umoznuji zahdjeni dalSich opravnych mechanismt

(Lamers et al., 2020).

Chlad ¢i mraz je pro rostliny velkym rizikem. Nizké teploty zplsobuji rychlé tuhnuti
lipidové dvojvrstvy v membranach, zpomalovani enzymatickych reakei ¢i pozdéji
nerovnovahu fotosyntézy, respirace a hromadéni toxickych latek v bunice. DalSim
problémem je vytvareni ledovych krystalli v buinikach, které je mohou vazné poskodit
(Buchanan et al., 2015). U Arabidopsis je do signalni drahy vnimani chladu zapojen CBF
faktor (C-repeat-binding factor) a OST1 (open stomata 1), coz je serin/threonin kinaza
dilezitd v signalni draze kyseliny abscisové. OST1 pozitivné reguluje toleranci vii¢i chladu

(Ding et al., 2015).
Sucho, zasoleni a osmoticky stres

Vodni deficit a zasoleni jsou stresové faktory, které mohou vést k dalsimu stresu, a to
osmotickému. Vodni deficit vyvolava zavirani priduchti, snizovani turgoru, snizovani
vymény plyni v listech a snizuje rychlost fotosyntézy. Zasoleni mize mit az cytotoxicky
ucinek, zpisobeny akumulaci iontfi, zejména Na® a CI". Vysoké koncentrace iontli vedou
K denaturaci proteinti, inhibici fotosyntézy a dalSich proces. K inhibici fotosyntézy
dochazi akumulaci Na® v listech. Za normalnich podminek je v rostlinnych buiikach
osmoticky tlak vyssi nez v piadnim roztoku. Rostliny tento tlak vyuzivaji pro piijem vody
a zivin kofeny. Pi1 osmotickém stresu zplisobeném zasolenim je v buitkach niZs§i osmoticky
tlak nez v okoli, kofeny ztraci schopnost pfijimat vodu a ionty jako K*a Ca®" (Kader et
Lindberg, 2010). Rostliny mohou reagovat na stres zasolenim tfemi zpusoby. Prvnim
zpusobem je tolerance K osmotickému stresu. Pii slabsi reakci na osmoticky stres
nedochazi k ptilisné redukci rastu listi a omezeni funkce priduchli, nicméné tento zptisob
je vyhodny pouze pii dostateéné dostupnosti vody. Druhym zptisobem je vyluéovani Na*
z bun&k. To zabrani akumulaci Na* v listech, ktera by vedla k toxickym u¢inkéim. Teti
zpusob zahrnuje toleranci pletiv k naakumulovanym iontim Na® & CI. To vyzaduje
ukladani iontG do apoplastu ¢i vakuoly. Mimo to dochdzi ksyntéze a akumulaci
kompatibilnich rozpusténych latek, osmolytt. Osmolyty jsou osmoticky aktivni organické
latky, které ovSem nedestabilizuji membrany ¢i nenaruSuji enzymatickou aktivitu jako
ionty. Mezi osmolyty patii napf. prolin ¢i sacharidy (Prochazka et al., 1998; Munns et
Tester, 2008; Carillo et al., 2011; Taiz et al., 2015).
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Nadbytek vody

Opak stresu ze sucha, nadbytek vody, je pro rostliny rovnéz nebezpecny. Zamokieni
snizuje vyménu plyni a snizuje rychlost fotosyntetickych reakci. To obvykle vede
k nedostatku kysliku (hypoxii), sniZzeni respirace, a tim dochazi k naruseni energetické
rovnovahy. V bunéénych membranich se zacne hromadit ethylen. Prostfednictvim
transkripénich faktorti EIN3 (ethylene-insensitive 3) a EIL1 (ethylene-insensitive 3-like 1),
dochazi k aktivaci adaptivnich reakci, napf. prodluzovani stonku, hyponastii listti ¢i tvorbu

adventivnich kofent (Sasidharan et VVoesenek, 2015; Lamers et al., 2020).

3.3 Svételné signalni drahy

Svétlo je elektromagnetické zareni, které ma vinovy i ¢asticovy charakter. Vlnova slozka
se sklada z elektrického a magnetického pole, které osciluji v rovinach na sebe kolmych.
Casticovy charakter je pedstavovan fotony. Ty nesou uritou energii — svételné kvantum.
Elektromagnetické zatfeni lze charakterizovat veli¢inami vinova délka (L) a frekvence (v).
Frekvence udéava pocet kmitt za 1 sekundu. Vinova délka udava nejmensi vzdalenost dvou
bodl kmitajicich ve stejné fazi, jednotkou je nm (10° m). Cim je kratsi vinova délka, tim

je vyssi energie fotonu (Pavlova, 2005; Taiz et Zeiger, 2010).

Svételné zareni hraje kliCovou roli ve vyvoji rostlin. Svétlo neslouzi pouze jako zdroj
energie pii fotosyntéze, kdy rostliny vyuzivaji zafeni ve viditelné Casti spektra (rozmezi
vinové délky 400—700 nm), ale i jako signal uplatfiujici se pii morfogenezi (Pavlova, 2005;
Paik et Huqg, 2019). V ptfipad¢€, ze vyvoj rostliny probihda ve tmé (skotomorfogeneze),
dochazi k prodluzovani hypokotylu, vytvati se apikalni hacek, chloroplasty jsou nahrazeny
etioplasty a nejsou ptitomné pigmenty chlorofyl a antokyan. Zaroven je utlumena exprese
svétlem regulovanych gentl. Dé&je souvisejici s ristem a vyvojem rostlin za pfitomnosti
svétla se nazyvd fotomorfogeneze (viz Obr. 1). Po vystaveni rostliny svétlu dochazi
k deetiolizaci. Prodluzovani hypokotylu je inhibovano, zacind syntéza chlorofylu
a expanze dé¢loznich listki (kotyledont). Exprese gent regulovana svétlem se zvySuje az

stonasobné (Chory, 1992; Alabadi et al., 2004).
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Obr. 1: Vyvaj rostliny Arabidopsis thaliana v zavislosti na svételnych podminkach. P#i skotomorfogenezi
(vlevo) dochazi k prodluzovani hypokotylu a rostlina je témét bez pigmentace. Pii fotomorfogenezi (vpravo)
dochdzi k expanzi kotyledonti, syntéze chlorofylu a k inhibici prodluzovani hypokotylu (pfevzato
z Montgomery, 2016).

Pro piijem signali v podobé zafeni rostliny vyuzivaji proteiny reagujici na svétlo,
fotoreceptory. Tyto receptory jsou specializované pro vnimani zafeni o urcité intenzité,
kvalité, sméru a doby pusobeni (Christie et al., 2015). Zaroven dokazou rozlisit
specifickou vlnovou délku, déje se tak diky pfitomnosti prostetické skupiny nebo

chromoforu v podobé tryptofanu (D'Amico-Damido et Carvalho, 2018).

Cervené svétlo (600700 nm) a dlouhovinné ervené svétlo (far-red light; 700-750 nm)
jsou vnimany fytochromy. Modré svétlo a ultrafialové zafeni A (315-500 nm) vnimaji
kryptochromy (CRYs), fototropiny (PHOTSs) a receptory patiici do skupiny ZTL / FKF1 /
LKP2. Fotoreceptor UVR8 (UV resistance locus 8) pak vnima ultrafialové zateni B (280—
315 nm) (Christie et al., 2015; D'Amico-Damido et Carvalho, 2018). Ptehled zakladniho

rozdéleni fotoreceptort je na Obr. 2.
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Obr. 2: Rozdéleni fotoreceptori na zikladé absorpénich spekter. UVR8 vnima ultrafialové zafeni B
(UV-B), chromoforem je tryptofan (Trp). Kryptochromy, fototropiny a Zeitlupe (ZTL) vnimaji modré svétlo,
chromofory jsou FAD (flavinadenindinukleotid), MTHF (methenyltetrahydrofolat) nebo FMN
(flavinmononukleoktid). Fytochromy vnimaji ¢ervené svétlo, chromoforem je fytochromobilin (pfevzato

z Tilbrook et al., 2013).

3.3.1Signalni drahy ¢erveného svétla

Fytochromy

Jak jiz bylo feceno dfive, Cervené svétlo a dlouhovinné cCervené svétlo absorbuji
fytochromy. Fytochromy se nevyskytuji pouze u rostlin, ale i u zelenych tas, cyanobakterii
a hub. Fytochromy jsou rozpustné biliproteiny, které u rostlin a zelenych fas tvoti dimery.
Molekulova hmotnost monomeru se pohybuje kolem 120 kDa. K apoproteinu se jakoZzto
chromofor vaze fytochromobilin, coz je linearni tetrapyrol. Chromofor je syntetizovan
Vv plastidech, poté migruje do cytoplazmy, kde se vaze na apoprotein. Holoprotein tak tvofi
apoprotein a fytochromobilin (Sharrock, 2008; Rockwell et Langarias, 2010; Huché-
Thélier et al., 2016).

Fytochromy existuji ve dvou fotoreverzibilnich formach. Ve tmé jsou syntetizovany jako
inaktivni izomery P,, které absorbuji ¢ervené svétlo. Do aktivni formy Pg absorbujici
dlouhovinné cervené svétlo, jsou pievedeny diky absorpci cerveného svétla (okolo
660 nm), ale i absorpci UV zéfeni, modrého svétla ¢i dlouhovinného cerveného svétla.

Zateni o téchto vlnovych délkach vSak vykazuje niz8i Gi€innost. Tento proces se oznacuje



jako fotokonverze. V disledku absorpce zateni o vinové délce 730 nm dojde k navraceni

aktivniho izomeru do pivodni (inaktivni) formy (viz Obr. 3).

R e
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Obr. 3: Fotokonverze fytochromi. Ve tmé syntetizované inaktivni izomery (P,) ptfechdzeji G¢inkem
¢erveného svétla (R) do aktivni formy (Pg). Aktivni forma ucinkem dlouhovinného Cerveného svétla (FR)
prechazi zpét do formy inaktivni (pfevzato z Sharrock, 2008).

Fotokonverze do aktivni formy fytochromu vede k jeho translokaci do jadra, kde se podili
na regulaci exprese uréitych genti. (Prochazka et al., 1998; Sharrock, 2008; Buchanan et
al., 2015; Huché-Thélier et al., 2016). Jednou z moznosti je potlaceni aktivity proteinu
COP1 (constitutive photomorphogenesis 1). Jedna se o E3 ubiquitin ligazu, ktera oznacuje
ubiquitinem nékolik fotomorfogenezi podporujicich transkrip¢nich faktorti pro degradaci.
Dalsim zptasobem je indukce rychl¢ fosforylace a degradace PIFs (phytochrome-
interacting factors), které spadaji do skupiny transkripénich faktorti potlacujicich
fotomorfogenezi. K degradaci fytochromi dochazi po oznaceni proteinem COP1
v 26S proteazomu (Li et al., 2011).

Fytochromy lze rozd¢lit na fotostabilni a fotolabilni, které na svétle rychle degraduji.
U rostliny Arabidopsis lze najit 5 fytochromi: PHYA, PHYB, PHYC, PHYD a PHYE,
Z nichz pouze PHYA je fotolabilni. Tyto fytochromy se skladaji ze stejného chromoforu,

avsak lisi se typem apoproteinti (Buchanan et al., 2015; Huché-Thélier et al., 2016).

Fytochromy lze také rozdélit dle zptsobu aktivity, které vedou k jedné ze tfi moznych
odpovédi. Prvni moznosti jsou reakce k vysokému ozafeni (high-irradiance responses;
HIRs). HIRs zodpovidaji za deetiolizaci (napf. inhibice prodluZzovani hypokotylu ¢i
stimulace rozSifovani kotyledonu). Dal§im zpisobem jsou reakce k nizkému ozateni (low-
fluence responses; LFRs). LFRs se podileji na zménéach iontového toku, pohybu listi,
otaceni chlorofylu ¢i genové exprese. Posledni moznosti jsou reakce k velmi nizkému
ozateni (very-low-fluence responses; VLFRs). VLFRs se ucastni indukce kliceni nebo

exprese genu LHCB (light-harvesting chlorophyll a/b-binding protein) (Li et al., 2011).
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3.3.2Signalni drahy modrého svétla

Kryptochromy

Kryptochromy byly prvni receptory modrého svétla analyzované na molekularni urovni.
Stalo se tak izolaci genu HY4, ktery se nachazi u Arabidopsis a koduje kryptochrom CRY 1
(viz dale) (Ahmad et Cashmore, 1993; Bruggemann et al., 1998; Christie et al., 2015).
Vétsina rostlinnych kryptochromi jsou proteiny, jejichz hmotnost se pohybuje mezi 70—
80 kDa. U téchto proteint se na N-konci vyskytuje PHR doména (photolyase-related). Tato
doména vykazuje znacnou homologii s prokaryotni fotolydzou, coz je enzym, ktery se
ucastni opravy pyrimidinovych dimeri v DNA zplsobenych UV zafenim. Nicméné
kryptochromy fotolydzovou aktivitu nemaji. Na C-konci se nachdzi CCE doména
(cryptochrome C-terminal extension). PHR doména vaze dva typy chromoford (chromofor
je molekula absorbujici svétlo), MTHF (methenyltetrahydrofolat) nebo FAD
(flavinadenindinukleotid) (Cashmore et al., 1999; Lin, 2002; Lin et Shalitin, 2003; Taiz et
al., 2015; Mishra et Khurana, 2017; Amico-Damido et Carvalho, 2018). Struktura

kryptochromu je znazornéna na Obr. 4.

NH- - PHR doména CCE doména |- COOH

Obr. 4: Struktura kryptochromu. Na N-konci se nachdzi PHR doména, kterd vaZze chromofory MTHF
(methenyltetrahydrofolat) nebo FAD (flavinadenindinukleotid). Na C-konci se nachazi CCE doména
(upraveno podle Yang et al., 2017).

Po absorpci modrého svétla se elektron z molekuly chromoforu MTHF dostava do
excitovaného stavu, ¢imZz v podstaté fotoreceptor aktivuje (proces fotoexcitace).
Chromofor MTHF pfenasi takto ziskanou energii na chromofor FAD. FAD se ve tmé
nachézi v oxidovaném stavu (FAD.), po ozafeni modrym svétlem piechdzi do ¢astecné
redukovaného stavu FADH- (flavosemichinon), jednd se o volny radikal. Tyto redoxni
zmény v chromoforu vedou ke konformaéni zmén¢ PHR domény na N-konci a CCE
domény na C-konci. Za tmy se tyto domény nachazeji v inaktivni (uzaviené) forme¢. Modré

svétlo zplisobi fosforylaci CCE domény, coz vede k otevieni struktury a odhaleni aktivniho
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mista. Fosforylace a defosforylace vedou k transdukci signélu a nasledné reakci (Cashmore

et al., 1999; Taiz et al., 2015; Mishra et Khurana, 2017).

U Arabidopsis byly identifikovany tii kryptochromy: CRY1, CRY2 a CRY3.
Kryptochromy CRY1 a CRY2 jsou lokalizovany ptevazné v jadie, zatimco CRY3 se
nachédzi v chloroplastech a mitochondriich. Vzhledem k tomu, ze kryptochromy se
nachézeji mimo jiné i u bakterii, existuje hypotéza, Zze geny CRY1 a CRY2 maji pivod
v endosymbiontickém ptfedkovi soucCasnych alfaproteobakterii a gen CRY3 Vv ptredkovi
soucasnych cyanobakterii (Cashmore et al., 1999; Kleine et al., 2003; Amico-Damido et
Carvalho, 2018). Kryptochromy CRY1 a CRY2 se ucastni celé fady regulacnich procesu.
Jedna se zejména o regulaci fotomorfogeneze, cirkadiannich rytmi, otevirdni stomat
avyvoji sveracich bunék, vyvoji kofenl, odpovédi vici virovym ¢&i bakteridlnim
patogeniim, odpovédi k abiotickému stresu ¢i regulaci buné¢ného cyklu. CRY1 hraje
hlavni roli v regulaci fotomorfogeneze, zahrnujici napft. inhibici prodluzovani hypokotylu,
akumulaci antokyanii, rozvijeni kotyledonu ¢i vyvoji chloroplasti. CRY2 se ucastni
zejména regulace fotoperiodicity souvisejici s kvetenim (Yu et al., 2010; Amico-Damido et
Carvalho, 2018). CRY3 se pravdépodobné podili na opravé UV zafenim poSkozené
jednovlaknové DNA (Pokorny et al., 2008).

Fototropiny

Fototropiny jsou receptory o molekulové hmotnosti 120 kDa asociované s plazmatickou
membranou. V oblasti C-konce fototropinu se nachazi serin / threonin kindza, ktera
podléha aktivaci svétlem. V oblasti N-konce jsou pfitomné dvé LOV domény (light,
oxygen or voltage; doména regulovana svétlem, kyslikem nebo napétim), LOV1 a LOV2.
Serin / threonin kinazu a LOV domény koduje u Arabidopsis gen NPH1 (nonphototropic
hypocotyl 1) (Huala et al., 1997; Taiz et al., 2015). LOV domény jsou tvoieny piiblizné
110 aminokyselinami a skladaji se z péti antiparalelnich B-skladanych lista (AB, BB, G,
HP a IP) a ze Ctyf a-helixid (Ca, Da, Ea a Fa). Mezi tyto strukturni elementy se ve tmé jako
chromofor nekovalentné vaze flavinmononukleotid, FMN. Po ozafeni modrym svétlem se
molekula FMN kovalentné¢ navaze na cysteinovy zbytek LOV domén. Tato reakce je
vratna pii obnoveni temnostnich podminek. Pfedpoklada se, ze za tmy je N-konec (tedy
oblast s LOV doménami) v inaktivni (uzaviené) konformaci s C-koncem (oblast se
serin / threonin kinazou), a tim potlacuje kinazovou aktivitu. (Herrou et Crosson, 2011;
Christie et al., 2015; Taiz et al., 2015). Absorpci modrého svétla LOV2 doménou dojde ke
konformacéni zméné, véetné zmény struktury zvané Ja-helix (proteinovy region v blizkosti
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LOV2 domény). Tyto strukturni zmény vedou k odkryti aktivniho mista kindzy a navazani
ATP. Tim dojde k autofosforylaci n€kolika serinovych zbytkd. Aktivace fototropinové
kinazy umoziuje transdukci signald a naslednou odpovéd’ (Pfeifer et al., 2010; Christie et

al., 2015; Taiz et al., 2015). Struktura fototropinu je znazornéna na Obr. 5.

FMN FMN

NI, - LOV1 LOV2 Ja S/Tkinaza |- COOH

Obr. 5: Struktura fototropinu. V oblasti C-konce fototropinu se nachazi serin / threonin kinaza. V oblasti
N-konce jsou piitomné¢ dvé LOV domény, LOV1 a LOV2. Na LOV domény se jako chromofor vaze
flavinmononukleotid (FMN). V blizkosti LOV2 se nachazi struktura Ja-helix (upraveno podle Christie,
2007).

U rostliny Arabidopsis jsou znamé dva fototropiny, fototropin 1 (PHOT1) a fototropin 2
(PHOT2) (Takemiya et al., 2005). PHOT1 se za tmy nachazi v oblasti plazmatické
membrany, ale po interakci s modrym svétlem se piesouva do cytoplazmy. Fototropin
PHOT?2 je rovnéz za tmy lokalizovan u plazmatické membrany, ale v tomto piipadé¢ modré
svétlo indukuje jeho asociaci s Golgiho aparatem. Exprese PHOT1 je vysokd v buiikdch
apikdlniho hacku (zahnutd horni ¢ast stonku klicicich rostlin), v prodluzovaci zoné kotene
etiolizovanych rostlin a rovnéz v epidermalnich bunkach listu, mezofylovych bunkach ¢i

sv€racich bunkach (Sakamoto et Briggs, 2002; Kong et al., 2006; Kong et Nagatani, 2008).

Fototropiny se podileji na regulaci fototropismu (Christie et al., 1999). Fototropismus je
jednim z pohybti rostlin, kdy dochéazi k ohybu na zéklad¢ jednostranného ptlisobeni svétla.
V ptipadé pozitivniho fototropismu dochazi k ohybu (napt. stonku) smérem ke svétlu,
U negativniho fototropismu dochézi k odvraceni (napt. kotenll) od zdroje svételného zatreni
(Prochazka et al., 1998; Sakamoto et Briggs, 2002). Timto zpasobem lze v prostedi
S nizkym osvétlenim optimalizovat zachyceni svétla listy, a tim zvySit fotosyntetickou

aktivitu rostliny (Fankhauser et Christie, 2015).

Fotoreceptory PHOT1 1 PHOT2 se také podileji na regulaci otevirani stomat (praduchit).
Praduchy jsou tvotfeny svéracimi buitkami, mezi nimiz je $térbina. Velikost stérbiny, kterd
je ovlivnéna zménami turgoru svéracich buné€k, hraje roli pfi vyméné plyni (CO;) mezi

rostlinou a okolim, a tim dochazi i k regulaci transpirace. V reakci na svétlo dochazi ke
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zvySeni koncentrace soli ve svéracich bunkach, buiikky nasavaji vodu, méni se jejich tvar
a priduchova stérbina se otevie. Modré svétlo indukuje fosforylaci membranoveé protonové
ATPazy a dochazi ke zvySeni gradientu negativniho elektrického potencialu. Tento
gradient elektrického potencialu piisobi na napétim-fizeny K* kanél, coz vede k akumulaci
draselnych iontli uvniti svéracich buné€k, coz vede v disledku k otevieni priduchu. Jelikoz
jsou fototropiny svétlem ovladané proteinové kindzy, je pravdépodobné, Ze jsou
zodpovédné za svétlem-indukovanou fosforylaci protonové ATPazy (Kinoshita et al.,

2001; Lin, 2002; Daszkowska-Golec et Szarejko, 2013).

Rostliny dokédzou na zékladé meénicich se svételnych podminek meénit vnitrobunééné
rozmisténi chloroplastl v listech. Pfi nizkém ozafeni modrym svétlem se chloroplasty
akumuluji na spodni a horni stran¢ stény buné¢k listového palisddového parenchymu, coz
umoziuje maximalizovat fotosyntetické procesy (akumulacni reakce). V piipadé vysoké
intenzity zafeni se naopak chloroplasty pfesouvaji na bo¢ni strany bunécné stény (paralelné
se zafenim), minimalizuje se tak poSkozeni fotosyntetického aparatu (vyhybava reakce).
Hlavni roli ve vyhybavé reakci hraje PHOT2. Akumulacni reakce se tucastni oba

fototropiny, ackoliv PHOT?2 vykazuje nizsi citlivost (Goh, 2009; Taiz et al., 2015).
Skupina fotoreceptoru ZTL / FKF1 / LKP2

Dalsim typem fotoreceptori vnimajici UV-A zafeni a modré svétlo jsou receptory patiici
do skupiny Zeitlupe (ZTL) / flavin-binding kelch repeat F box protein (FKF1) / LOV kelch
protein 2 (LKP2) (Suetsugu et Wada, 2012). Stejné jako fototropiny tyto receptory vazou
flavinmononukleoktid (FMN) jakozto chromofor. Skladaji se ze tfi domén: LOV domény,
F-boxu na N-konci a proteinového motivu kelch na C-konci. LOV doména nekovalentné
vaze chromofor FMN. F-box interaguje s ubikvitinaénim komplexem E2-E3, coz vede
Kk proteinové degradaci. Motiv kelch se sklada z Sesti tandemovych repetic utvarejici -
helix. Ozafeni modrym svétlem vede ke konformaéni zméné, ¢imz dojde k autofosforylaci
fotoreceptoru, a tim k indukci signalizace (Christie et al., 1999; Imaizumi et al., 2003;
Huché-Thélier et al., 2016). Tato skupina fotoreceptori hraje hlavni roli v regulaci
cirkadidlniho rytmu, tedy asi 24hodinové periody, kdy rostliny musi reagovat na

pravidelné se ménici svételné a teplotni podminky (Schultz, 2005).
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3.3.3Fotoreceptory a kliceni

Svétlo je jednim z hlavnich faktorii, které ovliviuje kliceni. To je zejména dulezité pii
pokryti semen pidou. Semena lze rozdélit podle toho, jaka je rychlost jejich kliceni
Vv zavislosti na svételnych podminkach. Pokud ma svétlo pozitivni vliv na kli¢eni rostlin,
oznacujeme takové druhy jako kladné fotoblastické. Pokud naopak svétlo kli¢eni inhibuje,

oznacuje tyto rostliny jako zaporné fotoblastické (Prochazka et al., 1998).

Z fotoreceptorti se na regulaci kli¢eni podileji pfevazné fytochromy, tedy receptory pro
Cervené svétlo. U Arabidopsis je ¢ervené svétlo nezbytné pro aktivaci fytochromt, a tim
I pro zahajeni kli¢eni. Fytochromy podporuji syntézu giberelin a také snizuji inhibi¢ni
ucinky kyseliny abscisové. Z fytochromt hraji hlavni roli PHYA a PHYB. Exprese PHYA
Vv suchych semenech je velmi nizkd, zatimco PHYB se exprimuji hojné. Z toho vyplyva, ze
2019). S fytochromy interaguji transkripéni faktory PIFs. Tyto faktory potlacuji reakce
rostlin ke svétlu. U Arabidopsis hraji roli zejména faktory PIF1 a PIF8. Tyto faktory
funguji jako represory kliceni v temnu, pfi¢emz PIF1 tak ptsobi diky inhibici signdlni
drahy giberelinti. Jak jiz bylo feCeno dfive, fytochomy se po ozafeni translokuji do jadra.
Tam probihd degradace faktort PIF1 a PIFS, tim se zmirni jejich represivni ucinky
a semeno muze kli¢it (Leviar et Quail, 2011; Pham et al., 2018; Legris et al., 2019;
Kathare et Hug, 2021; Oh et al., 2020).

3.3.4Fotoreceptory a abioticky stres

Vzhledem K rozsahlym regulaénim mechanismim, které souviseji s funkci fotoreceptort,
je ziejmé, ze pravé svételné signaly budou hrat roli v reakci rostlin na abioticky stres.
Nasledujici kapitoly budou vénovany kryptochromim (CRYs; fotoreceptory pro modré

svétlo) a fytochromum (PHYS; fotoreceptory pro ¢ervené svétlo).
Sucho

Sucho je jednim z hlavnich abiotickych stresovych faktorii (Prochazka et al., 1998). Jiz
suchu, a to prostiednictvim regulace otevirani stomat. Po vice nez tydnu bez zavlazovani
vykazovali dvojiti mutanti crylcry?2 vyssi odolnost vic¢i suchu nez wild-type (WT).
Nicméné transgenni rostliny CRY1-ovx, které nadmérné exprimuji CRY1, vykazovaly

vyssi ztraty vody. Dé€lo se tak v disledku zvySeného otevirdni priduchii. Na tento jev méla
15



pravdépodobné vliv interakce kryptochromit s proteinem COP1 (constitutive
photomorphogenesis 1), ktery otevirani praduchu potlacuje (Mao et al., 2005). Piesny
mechanismus regulace ztraty vody kryptochromy neni znam, na regulaci se podileji dalsi
faktory v€etné hormont (pievazné kyselina abscisova) (Saradadevi et al., 2017; D'Amico-
Damiao et Carvalho, 2018).

Roli v toleranci sucha hraji také fytochromy PHYB (Junior et al., 2021). Ukazalo se, ze
u mutanta PHYB Arabidopsis doslo ke zmén¢ kontroly transpirace. U téchto mutanti byla
za stresu suchem pozorovana snizena vodivost v priduchach v porovnani s WT, coz mohlo
souviset s indukci syntézy kyseliny abscisové. Nicméné bylo také zjisténo, ze u mutanti
PHYB doslo ke sniZeni hustoty pruducht, coz vedlo ke sniZeni transpirace, a tim 1 sniZeni
ptijmu CO,. Nizka hladina CO; V rostlindch muize vést k syntéze Skodlivych reaktivnich
forem kysliku (ROS) (Boccalandro et al., 2009; Boggs et al., 2010; Gonzalez et al., 2012;
Junior et al., 2021).

Intenzivni zafeni

Kryptochromy se rovnéZ podileji na ochrané rostlin pied pfili§ intenzivnim zafeni. Déje se
tak napfiklad diky akumulaci antokyanu. Bylo zjisténo, Ze se mutantni alely v oblasti CCE
domény CRY1 podileji na regulaci hladiny antokyant (El-Esawi et al., 2017). Navic se
zvySenou expresi genu CRYla vrajéeti (Solanum lycopersicum L.) rostla akumulace
antokyanu v listech. Tato studie ukazala, ze akumulace antokyanu souvisela s rozdilem
piitomného mnozstvi mRNA a proteinu transkripéniho faktoru HY5 (long hypocotyl 5),
ktery interferuje Spromotory genti pro biosyntézu antokyanu (Liu et al.,, 2018).
Podobnych vysledkii dosahla studie s CRY2 (Giliberto et al., 2005). Dalsi studie
poukazaly na roli CRY v ostatnich reakcich na intenzivni zafeni jako je napfi. regulace
redoxni rovnovahy elektronového transportu pii fotosyntéze (D'Amico-Damido et
Carvalho, 2018).

| fytochromy se pravdépodobné ucastni zmirfiovani ti¢inkl stresu zpuisobeného ptilisnou
intenzitou ozafeni. Pfi studiu mutanti PIF1 u Arabidopsis bylo zjisténo, ze tito mutanti
vykazuji zvySenou akumulaci chlorofylu, zatimco u mutantd PHYB byl zaznamenan jeji
pokles. PIF1 tedy negativné reguluje biosyntézu chlorofylu. Navic PIF4 a PIF5 negativné
reguluji syntézu dal$iho pigmentu, antokyanu. Tim se piedchazi tvorbé ROS (Hugq et al.,
2004; Liu et al., 2015; Junior et al., 2021).
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Teplota

Jak jiz bylo feCeno, na zvladani stresu zptisobeného vysokou teplotou se podili HSP
proteiny (Lamers et al., 2020). Exprese téchto proteinti je silné regulovana kryptochromy,
z ¢ehoz vyplyva, Zze se tyto fotoreceptory podileji na reakcich spojenych s vysokou
teplotou (Yang et al., 2008). Bylo prokazano, ze CRY1 pro zvyseni tolerance vic¢i horku
potlacuje biosyntézu auxinu, coz vede k morfologickym zménam rostlin Arabidopsis
(D'’Amico-Damiao et Carvalho, 2018). Navic CRY pii zvySené teploté interaguje
s n¢kterymi promotory zavislych na PIF4, ktery je dulezitou soucasti transdukce signalu
z modrého svétla (Ma et al., 2016). Na reakci Arabidopsis vici chladu se podili HYS,
COP1 a Z-box. Z-box je regulacni cis-element, lokalizovany v promotoru odpovidajicich
gent, jako je napt. HYS transkripéni faktor (Catala et al., 2011; D'Amico-Damido et
Carvalho, 2018).

Jiz na zaklad¢é skute¢nosti, Zze fytochromy mohou pierusit dormanci semen, ktera byla
vyvolana chladem, Ize ocekavat, Ze budou hrat roli v reakci rostlin na zvySenou ¢i naopak
snizenou teplotu (Donohue et al., 2008). PHYB se podili na vnimani teploty
prostiednictvim na teple zavislé fotokonverze z aktivni formy P do inaktivni P, (Legris et
al., 2016). Naptiklad zvysenou toleranci k chladu vykazovaly PHYB mutanti ryze (Oryza
sativa L. cv. Nipponbare). Dikazem byl snizeny unik elektrolytu a niz$i koncentrace
malondialdehydu (MDA, produkt peroxidace lipidii) nez tomu bylo u WT, coz naznacuje,
7e integrita membran mutantd byla vyss$i a zaroven lipidova peroxidace probihala v mensi
mife (He et al., 2016). Na druhou stranu jiné studie u Arabidopsis zaznamenaly pfesné
opacny jev (Jiang, 2020). Tolerance k chladu regulovana PHYB je ziejmé v interakci
s geny COR (cold-related genes). U Arabidopsis doslo k expresi COR genti aktivované
transkripcnimi faktory CBFs (C-repeat binding factors) a DREB1s (drought response
element binding factor 1), které byly pii vystaveni chladu indukovany PHYB (Kim et al.,
2002; Junior et al., 2021). Reakce rostlin k chladu regulované PHYB vSak nejspise
zahrnuji dal$i molekularni mechanismy, véetné zapojeni fytohormont jako napt. kyseliny
abscisové ¢i jasmonové (Wang et al., 2016). Nicméné fytochromy jsou zapojeny
i Vregulaci pii stresu zpusobeném vysokou teplotou. U PHYB mutanta bylo po vystaveni
vysoké teploté zaznamenano vétsi prodlouzeni stonkii nez u WT, rovnéz tento mutant
vykazoval nizsi pritomnost MDA. (Gavassi et al., 2017). Roli v prodluzovani hypokotylu
Arabidopsis pii zvysené teploté hraji také PIFs, zejména PIF4 (Koini et al., 2009). Dalsim
dikazem pro roli PHYB pii vysoké teploté byla studia, pii které bylo zjisténo, ze PHYB
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al., 2017). Na rozdil od rostlin vystavenych chladu vykazovaly rostliny vystavené vy$§im
teplotdm pokles nenasycenych mastnych kyselin, které jsou schopny zmirnit disledky
oxidativniho poskozeni a zvysit toleranci k vyssim teplotam (Arico et al., 2019; Junior et
al., 2021).

Zasoleni

Kryptochromy hraji roli v reakci rostlin na zasoleni. Bylo pozorovano, Ze transgenni linie
Arabidopsis, ktera nadmérné exprimuje TaCRYla aTaCRY2 (pivodem z Triticum
aestivum), je daleko citliv&jsi k zasoleni (NaCl o koncentraci 120 mmol-1™") nez WT.
Zasoleni mélo negativni vliv i na kliceni WT, nicméné u transgenni linie byl tento efekt
horsi (Xu et al., 2009). Dalsim vyzkumem bylo zji$téno, Ze u transgenni linie Arabidopsis,
ktera pii zasoleni nadmérné exprimuje SOCRY1a gen (piivodem ze Sorghum bicolor), doslo
k modifikaci n¢€kolika genti odpovidajicich na stresové podminky. Avsak mutant CRY1
Arabidopsis vykazoval pfi zasoleni a pfitomnosti ABA lepsi kli¢ivost a zivotnost nez WT,
coz naznacuje jeho vyssi toleranci k zasoleni. Na regulaci téchto mechanismii se
pravdépodobné podili HY5-ABI5 regulon (long hypocotyl 5-ABA insensitive 5), ktery
spousti expresi transkriptii odpovidajici na stres a ABA. CRY1 se tedy podili na regulaci
stresu zasolenim pii zapojeni ABA signalnich drah (Xu et al., 2009; Sharma et al., 2013;
Zhou et al., 2018; D'Amico-Damiio et Carvalho, 2018).

Pti zasoleni dochazi u rostlin k produkei ROS. Rostliny se Skodlivym G¢inkiim ROS bréani
syntézou tzv. ROS scavengers, které s ROS interaguji (Akyol et al., 2020). Podobné
antioxidacni vlastnosti vykazuji i dalsi slouc¢eniny vzniklé konverzi hemu katalyzovanou
hemoxidazou (HO). Jelikoz PCD1 (phytochrome chromophore-deficient) mutant u Pisum
sativum vykazoval sniZzenou aktivitu HO, piedpoklada se, Zze HO je regulovana
fytochromy. Z téchto vysledki vychazi dalsi piedpoklad, Ze fytochromy reguluji ROS
scavengers prostfednictvim aktivity HO (Weller et al., 1996; Mahawar et Shekhawat,
2017; Junior et al., 2021). Navic byla u Arabidopsis pozorovana vzajemna regulace mezi
fytochromy a HO, kdy HY1 mutant (HO deficience) vykazoval tplnou necitlivost
k cervenému ¢i dlouhovinnému cCervenému svétlu (Terry et al., 2002). Signalizace
regulovana fytochromy muze rovnéz ovliviiovat transkripci proteinti, které jsou znamy pro
svou roli v toleranci rostlin vii¢i zasoleni (Junior et al., 2021). Naptiklad STO protein (salt
tolerance-related protein) podporuje u transgennich linii Arabidopsis, které pii zasoleni
tento protein nadmérné exprimuji, rust kofent (Nagaoka et Takano, 2003). Rovnéz bylo
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zjisténo, ze PHYB potlacuji SPA1-COP1-PIF1 komplex, coz umozni transkripci STO

proteinu, ktery poté indukuje rust kofent pii zasoleni (Junior et al., 2021).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro experimenty byla pouzita semena nasledujicich genotypu Arabidopsis thaliana:

o kontrolni genotyp Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotyp Landsberg erecta (Ler)

o kontrolni genotyp Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ekotyp Columbia (Col)

o recesivni mutant cryl-1 odvozeny od ekotypu Landsberg erecta (Ler): mutace
v jednom genu (single gene mutant); mutace indukovana pomoci urychlenych
neutrond; CS70 (Ahmad et Cashmore, 1993)

o recesivni mutant cry2-1 odvozeny od ekotypu Columbia (Col): mutace v jednom
genu (single gene mutant); mutace indukovana pomoci urychlenych neutront;
N3732 (Koornneef et al., 1980; Lin et al., 1996).

Semena mutantt Cry byla objednana prostifednictvim TAIR (The Arabidopsis Information
Resource, http://www.arabidopsis.org) a laskavé poskytnuta ABRC (Arabidopsis
Biological Research Center, Ohio State University, USA; https://abrc.osu.edu/).

4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie a roztoky
o 70% a 96% ethanol
o Deionizovana voda sterilni
o Fytoagar (Duchefa Biochemie, Nizozemsko, Cat. No. P1003.1000)
o Manitol
o MES pufr

o Murashige et Skoog médium (Duchefa Biochemie, Nizozemsko, Cat. No.
M0221.0050)

o Roztok hydroxidu draselného (KOH) o koncentraci 1 mol-1*
o Roztok Savo (NaClO; 1,4 % aktivniho chloru)
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o Sachardza
4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

o Analytické vahy
o Autoklav
o Chladnicka

o Kultivaéni komora (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko) s modrym
svétlem (zdroj modrého svétla: zativka Philips TLD-36W/18-Blue s maximalni

intenzitou osvétleni 10 pmol m?s? pii vinové délce 440 nm)

o Kultivaéni komora (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko)
s Cervenym svétlem (zdroj Cerveného svétla: zatfivka Philips TLD36W/15-Red

s maximalni intenzitou osvétleni pfi 10 pmol m™ s™ pii vinové délce 660 nm)
o Laminarni box (Camfil MD14-2G101, Camfil s.r.0., CR)
o Magnetickd michacka
o pH metr

o Predvazky

4.4 Pouzité experimentalni postupy

Piiprava média

Pro experiment bylo pouzito kultivaéni médium MS (Murashige et Skoog, 1962) bez nebo
s piidavkem manitolu. Pro médium s obsahem manitolu byly vybrany koncentrace
200 mmol-I*, 300 mmol-I* a 350 mmol-I*. 1 1 zékladniho média bez manitolu byl
pfipraven nasledujicim zptisobem: Do 11 Erlenmeyerovy banky bylo nalito 0,5 1
destilované vody, vloZeno michatko a baiika byla umisténa na magnetickou michacku. Za
stalého michani bylo postupné ptidano 10 g sachar6zy, 4,3 g MS média a 195,2 mg pufru
MES. Po rozpusténi vSech latek byl objem doplnén destilovanou vodou na 1 1. Pomoci
roztoku hydroxidu draselného (KOH) o koncentraci 1 mol-I™ bylo upraveno pH média na
6,1 — do média byl roztok KOH ptidavan po kapkach pomoci plastové Pasteurovy pipety,

pH bylo méfeno pomoci pH metru. Do tfech 0,51 termolahvi se Sroubovacim uzévérem
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bylo pfidano 2,8 g agaru (pro 400 ml média) nebo 1,4 g agaru (pro 200 ml média) —
navazka agaru byla vypocitana tak, aby vysledna koncentrace agaru byla vzdy 0,7 %.
K agaru bylo pfilito médium o objemu 400 ml, 400 ml a 200 ml a roztok byl promichan.
Lahve byly tfadné popsany. Uzavér lahve byl obalen alobalem a opatfen paskou pro
indikaci sterilizace. Médium v lahvich bylo sterilizovano v parnim autoklavu a poté
uchovavano v lednici. Obdobné bylo pfipraveno médium s ptidavkem manitolu o danych
koncentracich. Byla spocitina navazka manitolu (moldrni hmotnost manitolu cCini
182,172 g-mol™): pro piipravu 11 média o koncentraci 200 mmol-I™* &inila navazka 36,44 g
manitolu, pro koncentraci 300 mmol-I"* 54,66 g manitolu a pro koncentraci 350 mmol-I™
63,77 g manitolu. Manitol byl pfidavan do média po ptfidavku pufru MES. Dale bylo

médium zpracovavano stejné jako zdkladni bez manitolu.
Stratifikace, sterilizace a vysev semen pro studium kli¢ivosti

Od mutantniho a kontrolniho genotypu Arabidopsis thaliana bylo do 1,5ml plastovych
mikrozkumavek typu Eppendorf navazeno vzdy 8 mg danych semen (8 mg odpovida
piiblizné 400 sementim). K sementim byl p¥idan cca 1 ml deionizované vody. Radné
popsané¢ mikrozkumavky byly vlozeny na 3 dny do chladni¢ky bez pfistupu svétla

(stratifikace).

Semena byla povrchové sterilizovana pfidanim zifedéného komeréniho roztoku Savo
(fedéni 0,31 Savo + 0,7 | H,O; 1,4 % aktivniho chloru). Sterilizace probihala 25 az
30 minut za castého protfepavani mikrozkumavek. Po uplynuti doby sterilizace byl
V laminarnim boxu automatickou mikropipetou (rozsah 100—1000 pl) a sterilni plastové
Spicky roztok Sava odsat. Poté byla semena celkem Sestkrat proplachnuta sterilni
destilovanou vodou. Po poslednim proplachnuti byla voda ponechana v mikrozkumavce se

semeny.

Sterilni kultiva¢ni média o piislusné koncentraci manitolu (0, 200, 300 a 350 mmol-1™)
byla rozehtata v mikrovinné troub¢. V laminarnim boxu bylo pfipraveno 24 sterilnich
Petriho misek. Pomoci sterilni 50ml plastové zkumavky bylo do kazdé misky nalito 20 ml
kultivacniho média — pro médium o dané koncentraci manitolu bylo pfipraveno celkem
Sest misek. Po ztuhnuti média byla vyseta semena — tfi misky s médiem o stejné
koncentraci manitolu pro kazdy genotyp. Vysev byl proveden pomoci automatické
mikropipety s rozsahem 2-20 pl. Plastova Spicka byla skalpelem (sterilizovaném v 96%

ethanolu a ozehnutém nad plamenem lihového kahanu) sefiznuta do odpovidajiciho
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praméru. Semena byla pravidelné vysévana na médium v mnozstvi ptiblizn€ 30 semen na
misku. Po vysevu byly misky dvakrat oblepeny paskou z netkané textilie (Softpore, CR)
atfadné popsany (datum vysevu, genotyp, koncentrace manitolu v médiu a svételné

podminky kultivace).

Misky byly vertikdln€ umistény do kultivaéni komory s modrym a Cervenym svétlem.
Misky ur€ené pro kultivaci za tmy byly obaleny alobalem a umistény do spodni casti

kultivacni komory. Semena byla inkubovana pfi teploté 23 °C po dobu 7 dni.
Stratifikace, sterilizace a vysev semen pro studium riistovych reakei

Od mutantniho a kontrolniho genotypu Arabidopsis thaliana bylo do 1,5 ml plastovych
mikrozkumavek typu Eppendorf navazeno vzdy 5 mg danych semen (5 mg odpovida

priblizn€ 250 semeniim). Semena byla stratifikovana zpisobem popsanym vyse.
Semena byla povrchové sterilovdna zpiisobem popsanym vyse.

Vysterilizované zakladni kultivacni médium bylo rozehiato V mikrovinné troubé.
V laminarnim boxu bylo pfipraveno 10 sterilnich Petriho misek. Pomoci sterilni 50ml
plastové zkumavky bylo do kazdé misky nalito 20 ml zakladniho kultivaéniho média bez
manitolu. Po ztuhnuti média byla semena pravidelné vysévana na médium v mnozstvi
priblizn¢ 50 semen na misku, pti¢emz se pro kontrolni i mutantni genotyp jednalo vzdy o 5
misek. Po vysevu byly misky dvakrat oblepeny paskou z netkané textilie a fadné popsany
(datum vysevu, genotyp, koncentrace manitolu v médiu a svételné podminky kultivace).
Misky byly zabaleny alobalem a vertikaln¢ umistény do spodni ¢asti kultivacni komory

S modrym svétlem. Semena byla inkubovana pfi teploté 23 °C po dobu 2—4 dni.

Pro ptenos vykli¢enych semen byly pfipraveny Petriho misky s kultivaénim médiem
0 piislusné koncentraci manitolu stejnym zptisobem popsanym vyse. Misky s vyklicenymi
semeny byly v laminarnim boxu otevieny pomoci sterilniho skalpelu. Samotny pienos
vykli¢enych semen na pifipravené misky se ztuhlym médiem byl proveden pomoci pinzety,
ktera byla sterilizovana v 96% ethanolu a ozehnuta nad plamenem lihového kahanu. Na
kazdou misku bylo pfeneseno 3-15 vyklicenych semen tak, aby v kazdé misce byla
rovnomerné zastoupena semena razné¢ho stupné vykliceni. Po pienosu vyklicenych semen
byly misky dvakrat oblepeny paskou z netkané textilie a fadné popsany (datum pienosu,

genotyp, koncentrace manitolu v médiu a svételné podminky kultivace).
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Misky s rostlinami byly umistény do kultiva¢nich komor s modrym a ¢ervenym svétlem
Misky se semeny urCenymi pro kultivaci ve tm¢ byly obaleny alobalem a umistény do

spodni ¢asti kultiva¢ni komory. Rostliny byly inkubovany p#i teploté 23 °C po dobu 7 dni.

4.5 Pouzité vyhodnocovaci postupy a zpracovani vysledki

4.5.1 Studium Kli¢ivosti semen

Od trettho dne po vysevu byl kazdy den zaznamenavan pocet vyklicenych semen
z celkového poctu zasetych semen pro kazdy genotyp, svételné podminky, koncentraci
manitolu a spocitana procentualni kliivost. Kli¢ivost byla zaznamenavana denné az do
sedmého dne vysevu vcetné. Experiment byl pro ziskdni co nejpiesnéjSich vysledka
provadén vzdy ve ttech opakovanich, proto byla vysledna hodnota procenta vykli¢enych
semen vzdy primérem vSech nezdvislych opakovani. Z téchto vysledki byla poté pomoci
Microsoft Excel stanovena smérodatna odchylka (funkce SMODCH.VYBER.), stfedni

chyba priiméru a procento inhibice.

Vzorec pro vypocet procenta inhibice kli¢ivosti:

a
% inhibice = X 100 %

a ... pramérné procento kli¢ivosti pii koncentraci manitolu 0 mmol-I™

b ... prim&mé procento kli¢ivosti pfi koncentraci manitolu 200, 300 nebo 350 mmol-1™

Na zakladé téchto vysledkil byly poté zpracovany grafy.

4.5.2 Studium ristovych reakei

Sedmy den kultivace vyklicenych semen obou genotypii v danych podminkach (svételné
podminky a koncentrace manitolu) bylo provedeno méfeni délky koiene a hypokotylu
kazdé rostliny. Méfeni bylo provedeno na tmavém podkladu pomoci pravitka s pfesnosti
1 mm. Vysledky byly zaznamenany do tabulek. Byl vypocitan primér naméfenych délek
kotfene a hypokotylu pro kazdy genotyp v zavislosti na danych podminkach. Experiment

byl pro ziskani co nejpiesnéjsich vysledkii provadén vzdy ve tfech opakovanich, proto byla
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vysledna hodnota délek kotenti ¢i hypokotylli vZzdy primérem vSech opakovani. Z téchto
vysledkti byla poté pomoci Microsoft Excel stanovena smérodatna odchylka (funkce

SMODCH.VYBER.), stiedni chyba priméru a procento inhibice.

Vzorec pro vypocet procenta inhibice riistu kofene a hypokotylu:

c
% inhibice =

X 100 %

¢ ... pramérna délka kofene &i hypokotylu pii koncentraci manitolu 0 mmol-I™

d ... primérna délka kotene ¢i hypokotylu pii koncentraci manitolu 200, 300 nebo

350 mmol-I*?

Na zéklad¢ téchto vysledki byly poté zpracovany grafy.
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5 VYSLEDKY

Pro stanoveni role receptortt modrého svétla v citlivosti rostlin Arabidopsis k osmotickému
stresu byly pouzity mutantni rostliny cryl-1 a cry2-1. Jako kontrolni genotyp pro mutanta
cryl-1 byl pouzit ekotyp Landsberg erecta (Ler) rostliny Arabidopsis thaliana (L.) Heynh
a jako kontrolni genotyp pro mutanta cry2-1 ekotyp Columbia (Col) rostliny Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh.

Osmoticky stres byl indukovan pfidanim manitolu do kultivaéniho média, a to

v koncentracich 0, 200, 300 a 350 mmol-17.

Experimenty pro vSechny genotypy zahrnovaly studium citlivosti kli¢ivosti semen
k manitolu v zavislosti na svételnych podminkach (tma — D, modré svétlo — BL a Cervené
svétlo — RL) a studium ristovych reakci k manitolu v zavislosti na svételnych podminkach
(D, BLaRL).

Studium ristovych reakei zahrnovalo jak analyzu prodluZzovani hypokotylu, tak analyzu

prodluzovani kotene. Tyto analyzy probihaly soubézné v rdmci jednoho experimentu.

5.1 Studium kli¢ivosti semen

5.1.1 Mutant cryl-1

Z grafi (Obr. 6), ktery zobrazuje kli¢ivost kontrolniho genotypu Ler v zavislosti na
koncentraci manitolu a svételnych podminkach, lze vycist, ze pii nulové koncentraci
manitolu dosahovala kli¢ivost semen po 7 dnech inkubace 57,7 % ve tmé (D), 60,0 % na
modrém svétle (BL) a 69,0 % na Cerveném svétle (RL). U mutanta cryl-1 lze rovnéz pii
nulové koncentraci manitolu pozorovat nejvyssi klic¢ivost na RL (87,3 %), ve tmé byla

klic¢ivost nizsi (84,0 %) a na BL byla nejnizsi (78,7 %).

Obecné lze fici, ze za vSech svételnych podminek a pii vSech testovanych koncentracich
manitolu dosahovala semena mutanta cryl-1 vyssi kli¢ivosti nez u kontrolniho genotypu
Ler. Vyjimkou byla kli¢ivost na BL pii koncentraci manitolu 350 mmol-17, kdy byly jeji
hodnoty u obou genotypti srovnatelné: kli¢ivost Ler dosahovala 58,0 % a klicovost cryl-1
59,0 %.
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Obr. 6: Grafy zavislosti kli¢ivosti semen rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg erecta (Ler;
A) a od néj odvozeného mutanta cryl-1 (B) na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkach (D, BL nebo RL). V grafech jsou vyneseny hodnoty primérného kliceni semen v procentech

ziskané ze tii nezavislych experimentti + SE po 7 dnech kultivace semen.

Z grafu (Obr. 7) je patrné, ze svételné podminky silné€ ovliviiovaly toleranci obou genotypt
k zasoleni. Zatimco u semen genotypu Ler kultivovanych na BL a RL dochazelo pfi
koncentraci manitolu 200 mmol-1" k piiblizng 5% inhibici kligivosti (BL 4,4 %; RL
5,3 %), u semen kultivovanych ve tm¢ nastala mirna stimulace kli¢ivosti v porovnani se
semeny kultivovanymi pii nulové koncentraci manitolu. Rozdily v klicovosti pfi
koncentraci manitolu 200 mmol-1™" Ize pozorovat i u mutanta cry1-1, kdy pii kultivaci na
RL a D nastala 11,8% (RL) a 13,1% (D) inhibice, ale pti kultivaci na BL dochazelo
u semen K velmi mirné stimulaci kli¢ivosti v porovnani s kultivaci pfi nulové koncentraci

manitolu.
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Obr. 7: Graf zavislosti inhibice kli¢ivosti semen rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg erecta
(Ler) a od néj odvozeného mutanta cryl-1 na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkach (D, BL nebo RL). V grafu jsou vyneseny hodnoty primérné procentualni inhibice kli¢ivosti
semen ziskané ze tii nezavislych experimentd + SE po 7 dnech kultivace semen.

Pfi kultivaci na médiu s koncentraci manitolu 300 mmol-I”* dochazelo u semen genotypu
Ler Kk nejsilngjsi inhibici kli¢ivosti ve tmé (24, 9 %). Naopak BL sniZovalo citlivost semen
k zasoleni, inhibice dosahovala pouze 12,2 %. U mutanta cryl-1 lze pozorovat jesté veétsi
rozdily souvisejici se svételnymi podminkami pfi stejné koncentraci manitolu. Nejsilnéjsi
inhibice kliivosti semen nastala rovnéz pfi kultivaci ve tmé& (41,3 %), nicméné BL
vyrazné snizilo citlivost semen K zasoleni tak, Ze inhibice dosahovala jen 6,8 %. U semen
kultivovanych na RL doSlo k podobné mife inhibice klicivosti u obou genotypt, a to

20,8 % (Ler) a 18,7 % (cry1-1).

U semen genotypu Ler kultivovanych na médiu s koncentraci manitolu 350 mmol-I"* byla
inhibice kli¢ivosti pfi RL i1 ve tmé& téméf shodna, piiblizné 40 % (RL 41,1 %; D 42,2 %).
P1i této koncentraci manitolu BL siln€ snizilo citlivost semen k zasoleni, inhibice kli¢ivosti
byla v tomto piipadé pouze 3,3 %. V ptipad¢ kultivace semen mutanta cryl-1 na médiu
s koncentraci manitolu 350 mmol-I" nastala nejvyssi inhibice kli¢ivosti semen ve tmé
(50,0 %). Inhibice kli¢ivosti semen na BL a RL se v obou piipadech pohybovala kolem
25 % (BL 25,0 %; RL 22,9 %).
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5.1.2Mutant cry2-1

Na Obr. 8 je patrné, Ze svételné podminky neovlivnily kli¢ivost semen genotypu Col pii
nulové koncentraci manitolu, ve vSech pfipadech se kli¢ivost pohybovala okolo 65 %
(D 67,3%; BL 63,0 %; RL 62,7 %). Naopak u mutanta cry2-1 dosahovala kli¢ivost pii
kultivaci bez ptitomnosti manitolu na BL 82,3 % a na RL 83,3 %, ale ve tm¢ byla asi
010 % nizsi (73,0 %). U genotypu Col byla kli¢ivost semen pii koncentraci manitolu
300 mmol 1™ kultivovanych na RL o 16 % niZ8i nez u semen kultivovanych na BL (RL
41,0 %; BL 57,0 %). P¥i koncentraci manitolu 350 mmol-1™ se rozdil v kligivosti semen
kultivovanych na RL a BL snizil na 3,4 % (RL 45,3 %; BL 48,7 %). Kli¢ivost semen
kontrolniho genotypu Col kultivovanych ve tmé byla u vSech testovanych koncentraci
manitolu (200, 300, 350 mmol‘1™) zna&né niZ§i nez u BL a RL. Se zvy3ujici se koncentraci
manitolu se kli¢ivost semen cry2-1 kultivovanych na BL a RL témét shodné snizovala az
na piiblizng 60 % pii 350 mmol-1™ (BL 57,7 %; RL 60,3 %). Kligivost semen mutanta se
ve tm& zadala prudce snizovat ze 75,0 % pii koncentraci manitolu 200 mmol-1* az na

25,7 % pfti koncentraci manitolu 350 mmol-17,
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Obr. 8: Grafy zavislosti kli¢ivosti semen rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col; A) a od
néj odvozeného mutanta cry2-1 (B) na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych podminkach (D,
BL nebo RL). V grafech jsou vyneseny hodnoty primérné kli¢ivosti semen v procentech ziskané ze tii
nezavislych experimentd + SE po 7 dnech kultivace semen.

Z grafu na Obr. 9 je patrné, Ze pii koncentraci manitolu 200 mmol-1™ doslo k silné inhibici
kli¢ivosti pouze u semen genotypu Col kultivovanych ve tmé (inhibice 37,1 %). Pfi stejné

koncentraci manitolu byla v ostatnich ptipadech u obou genotypi za vSech svételnych
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podminek inhibice kli¢ivosti maximalné¢ do 8 %. S rostouci koncentraci manitolu mira
inhibice kli¢ivosti u obou genotypti vzrastala. VIiv svételnych podminek na citlivost
k zasoleni se pii koncentraci manitolu 300 mmol-1™* ve viech pripadech lisil, a to i mezi
obéma genotypy Col acry2-1. Pii této koncentraci byla nejvy$si mira inhibice
zaznamenana stale u semen Col kultivovanych ve tmé (52,5 %), nasledovana mirou
inhibice kli¢ivosti rovnéz u semen Col, kultivovanych na RL (34,6 %). V ptipad¢ semen
kultivovanych ve tmé dosahovala mira inhibice kli¢ivosti u cry2-1 pouhych 24, 7 %. Na
BL vykazoval vyssi citlivost k zasoleni mutant cry2-1 (inhibice 20,2 %), u semen Col byla
mira inhibice niz8i (9,5 %). Naopak na RL vykazovala vyssi citlivost k zasoleni semena
Col (inhibice 34,6 %), usemen cry2-1 inhibice dosahovala 19,6 %. Pti koncentraci
manitolu 350 mmol-1* se mira inhibice pfi srovnani obou genotypli vice vyrovnala.
Inhibice kli¢ivosti semen cry2-1 kultivovanych ve tmé¢ dosahovala 64,8 %, kdezto u semen
Col to bylo 55,0 %. V pripadé semen kultivovanych na BL byla inhibice semen cry2-1
a Col podobna, a to 22,8 a 30,0 %. Semena obou genotypi kultivovanych na RL

vykazovala podobnou miru inhibice kli¢ivosti, a to necelych 28 %.
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Obr. 9: Graf zavislosti inhibice kli¢ivosti semen rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col)
a od néj odvozeného mutanta cry2-1 na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych podminkach
(D, BL nebo RL). V grafu jsou vyneseny hodnoty primérné procentudlni inhibice kli¢ivosti semen ziskané

ze tii nezavislych experimentt = SE po 7 dnech kultivace semen.
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5.2 Studium riistovych reakei

5.2.1Elongace hypokotylu

5.2.1.1 Mutant cryl1-1

Na Obr. 10 lze vidét inhibi¢ni uc¢inek RL a BL na prodluzovani hypokotylu rostlin
genotypu Ler pfi nulové koncentraci manitolu. Hypokotyly rostlin, které rostly ve tmé,
dosahovaly primérné délky 18,0 mm. U rostlin rostoucich na RL mély hypokotyly délku
pramérné 15,5 mm a u BL primérné 9,2 mm. U mutanta cryl-1 byl rovnéz pozorovatelny
inhibi¢ni uc¢inek RL a BL pfi nulové koncentraci manitolu. Nicméné v tomto ptipadé BL
a RL inhibovaly prodluzovani hypokotylu stejnou mirou. Hypokotyly rostlin rostoucich na
BL primérné méfily 11,6 mm a na RL 11,8 mm. Rostliny rostouci ve tm¢ mély potom

hypokotyly dlouhé primérné 15,2 mm.
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Obr. 10: Grafy zavislosti délky hypokotylu rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg erecta
(Ler; A) a od néj odvozeného mutanta cryl-1 (B) na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkach (D, BL nebo RL). V grafech jsou vyneseny hodnoty primérné délky hypokotylu ziskané ze tti

nezavislych experimentl + SE po 7 dnech kultivace.

Na Obr. 11 lze vidét, e pii koncentraci 200 mmol-1" manitolu v médiu byl inhibiéni
ucinek BL i RL na prodluZovani hypokotylu u rostlin Ler témét stejny (inhibice 48,4 %
uBL a51,1 % u RL). Pfi této koncentraci l1ze naopak u mutanta cryl-1 pozorovat silngjsi
inhibi¢ni G€inek RL (inhibice 57,8 %) v porovnani s BL (inhibice 45,7 %). Pfi koncentraci

manitolu 300 mmol-1™ se inhibi¢ni G&inek RL na prodluzovani hypokotylu Ler (inhibice
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74,2 %) oproti BL (inhibice 62,1 %) zvysil. U mutanta cryl-1 byly pfi stejné koncentraci
manitolu inhibi¢ni G¢inky BL a RL velmi podobné (inhibice 74,1 % u BL a 77,1 % u RL).
Pfi nejvyssi testované koncentraci manitolu v médiu (350 mmol-1™) byly inhibi¢ni G&inky
BL a RL u obou genotypt témét stejné (inhibice okolo 75 %) s vyjimkou t¢inku BL na
prodluzovani hypokotylu rostlin Ler, kdy inhibice dosdhla pouze 66,4 %. U rostlin
rostoucich ve tm¢ byla u obou genotypii inhibice prodluzovani mirné€ niz$i nez u BL ¢i RL
pii dané koncentraci. Pfi vysSich koncentracich manitolu v médiu (300 a 350 mm01~1'1) Ize
pozorovat na BL rozli¢ny u¢inek manitolu na prodluzovani hypokotylu Ler a cryl-1, kdy
K vy$si inhibici doslo u mutanta cryl-1. Tento rozdil ¢inil 12,0 % u koncentrace

300 mmol-1™* a 8,2 % u koncentrace 350 mmol-172.
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Obr. 11: Graf zavislosti inhibice elongace hypokotylu rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg
erecta (Ler) a od néj odvozeného mutanta cryl-1 na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkach (D, BL nebo RL). V grafu jsou vyneseny hodnoty primérné procentualni inhibice elongace
hypokotylu ziskané ze tii nezavislych experimentl + SE po dnech kultivace.

5.2.1.2 Mutant cry2-1

Grafy na Obr. 11 ukazuji, ze vlivem BL a RL dochazelo Kk inhibici prodluzovani
hypokotylu, a to jak u rostlin genotypu Col, tak u mutanta cry2-1. Pii nulové koncentraci
manitolu v médiu byla pramérna délka hypokotylu rostlin Col rostoucich ve tmé 19,3 mm,
na RL 16,1 mm a na BL pouze 6,8 mm. Podobny trend lze pozorovat i u mutanta cry2-1,
kdy délka hypokotylu rostlin rostoucich ve tmé dosahovala 19,2 mm, na RL 16,6 mm a na

BL 7,8 mm.
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Obr. 12: Grafy zavislosti délky hypokotylu rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col; A)
aod néj odvozeného mutanta cry2-1 (B) na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkach (D, BL nebo RL). V grafech jsou vyneseny hodnoty primérné délky hypokotylu ziskané ze tfi

nezavislych experimentd + SE po 7 dnech kultivace.

Na Obr. 13 lze vidét, ze k nejvyssi inhibici elongace hypokotylu dochéazelo pii vSech
testovanych koncentraci manitolu v médiu (200, 300 a 350 mmol-1™) u obou genotypt (Col
acry2-1) pisobenim RL. Mutantni rostliny cry2-1 vykazovaly za vSech podminek
(koncentrace manitolu i svételné podminky) podobnou citlivost k zasoleni jako rostliny
kontrolniho genotypu Col. Nicméné u cry2-1 byla mira inhibice vzdy mirn¢ vyssi.
Nejvyraznéjsi rozdil v citlivosti k zasoleni bylo mozné pozorovat pii kultivaci rostlin na
BL pfi koncentraci manitolu 350 mmol-17, kdy u rostlin Col dochazelo k 60,1% inhibici

a u rostlin cry2-1 Kk inhibici vyssi, a to 70,9%.
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Obr. 13: Graf zavislosti inhibice elongace hypokotylu rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia
(Col) a od néj odvozeného mutanta cry2-1 na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkich (D, BL nebo RL). V grafu jsou vyneseny hodnoty primérné procentudlni inhibice

prodluzovani hypokotylu ziskané ze tfi nezavislych experimentt + SE po 7 dnech kultivace.

5.2.2Elongace korene

5.2.2.1 Mutant cryl-1

Na Obr. 14 1ze vidét, Ze pii nulové koncentraci manitolu v médiu BL silné stimulovalo rist
kotene rostlin Ler. Za ptisobeni BL dosahovaly kofeny primérné délky 27,9 mm, ale pfi
RL a D pouze okolo 15,5 mm. S nartstajici koncentraci manitolu se délka kofeni Ler
rostoucich na BL prudce snizovala a7 na hodnotu 8,3 mm pfi koncentraci 350 mmol-1™.
U rostlin Ler rostoucich na RL a D se délka kotfene se zvysujici se koncentraci manitolu
zkracovala jen mirné. Pfi koncentraci manitolu 350 mmol-1* byla délka kotfent rostlin Ler
rostoucich ve tmé€ 8,5 mm a na RL 11,1. Pfi nulové koncentraci manitolu v médiu
dosahovaly kofeny mutanta cryl-1 maximalni primérné délky pii vystaveni BL, a to
17,9 mm. O néco kratsi byly kofeny rostlin rostoucich na RL a ve tmé&, primérna délka
byla shodné 15,3 mm. Se zvysujici se koncentraci manitolu se délka kotenil rostlin cryl-1
kultivovanych ve tm& a na BL pozvolna snizovala. Pi1 350 mmol-1? dosahly koteny
pramérné délky 8,3 mm (D) a 10, 2 mm (BL). Naopak délka kotenti rostlin rostoucich na
RL se pri koncentraci manitolu 200 mmol-1" zvysila na 16,5 mm a teprve poté zalala

s rostouci koncentraci manitolu klesat na hodnotu 12,8 mm pfi 350 mmol-1™.
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Obr. 14: Grafy zavislosti délky kofene rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg erecta (Ler; A)
aod néj odvozeného mutanta cryl-1 (B) na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkach (D, BL nebo RL). V grafech jsou vyneseny hodnoty primérné délky kotfene ziskané ze tii

nezavislych experimentd + SE po 7 dnech kultivace.

Z grafu na Obr. 15 lze vy¢ist, Ze inhibice elongace kofene obou genotypu (Ler i cryl-1)
zavisela na svételnych podminkdch. Zatimco se inhibice kofenti Ler pfi koncentraci
manitolu 200 mmol-1" pohybovala v piipadé D a BL lehce pies 30 % (D 32,7 %; BL
31,7 %), na RL dosahovala pouze 18,3 %. Podobny trend byl i u mutanta cryl1-1, kdy byla
pii stejné koncentraci manitolu inhibice prodluzovani kotfene 11,3 % u D a 10,2 % u BL,
ale v ptipad¢ RL bylo prodluzovani kofene naopak stimulovano. Pfi zvySeni koncentrace
manitolu byla rovnéz nejnizsi inhibice pozorovana u rostlin kultivovanych na RL. Pfi
koncentraci 300 mmol-1™ dosahovala inhibice u BL 56,7 % (Ler) a 24,3 % (cry1-1) au RL
jen 22,4 % (Ler) a 12,9 % (cryl-1). Pfi koncentraci 350 mmol-1™" dosahovala inhibice
elongace kotene u BL 70,4 % (Ler) a 43,3 % (cry1-1) a u RL pouze 28,4 % (Ler) a 16,4 %
(cryl-1). Pii srovnani obou genotypt lze fici, Ze mutant cryl-1 byl pii ptisobeni BL zna¢né
méng¢ citlivy ke stresu zasolenim neZ Ler. Pfi ptisobeni RL byl rozdil v citlivosti k zasoleni

mezi obéma genotypy pii vyssich koncentracich manitolu mensi.
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Obr. 15: Graf zavislosti inhibice elongace koiene rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Landsberg
erecta (Ler) a od néj odvozeného mutanta cryl-1 na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych
podminkach (D, BL nebo RL). V grafu jsou vyneseny hodnoty praiméré procentualni inhibice elongace
kotene ziskané ze tfi nezdvislych experimentti + SE po 7 dnech kultivace.

5.2.2.2 Mutant cry2-1

Z Obr. 16 je patrné, ze BL i RL pfiznivé ovliviiuji prodluzovani kotfene kontrolniho
genotypu Col i mutanta cry2-1 v porovnani skultivaci ve tmé. Délka kotfene Col
dosahovala pti nulové koncentraci manitolu u BL 24,9 mm, u RL 23,5 a ve tmé 15,0 mm.
Pii nejvyssi koncentraci manitolu (350 mmol-1™* ) primérna délka kotfene klesla na
10,0 mm u BL, 11,7 mm u RL a 11,9 mm u D. Primérna délka kofene mutanta cry2-1 pii
nulové koncentraci manitolu dosahovala na BL 21,7 mm, u RL 22,9 mm a u rostlin
rostoucich ve tmé& 16,7 mm. Pii koncentraci 350 mmol-1" se primémé délka kofene

mutanta snizilana 10,4 mmu BL, 11,0 mmu RLa 8,1 mmu D.
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Obr. 16: Grafy zavislosti délky koiene rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col; A) a od
néj odvozeného mutanta cry2-1(B) na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych podminkach (D,
BL nebo RL). V grafech jsou vyneseny hodnoty primérné délky kotfene ziskané ze tii nezavislych

experimentt = SE po 7 dnech kultivace.

Zgrafu na Obr. 17 je zfejmé, ze se svételné podminky podileji na mife inhibice
prodluzovani kofene vlivem manitolu, a to jak u kontrolniho genotypu Col, tak u mutanta
cry2-1. P¥i koncentraci manitolu 200 mmol-1™" dosahovala inhibice prodluZovéani kofene
Col na BL 12,5 % a na RL jen 4,4 %, ve tm¢ k inhibici ristu kofenem manitolem
nedochazelo. U mutanta cry2-1 pii této koncentraci manitolu dochazelo k nejvyssi inhibici
pii D (25,0 %) a RL (25,9 %), nizsi inhibice nastala u BL (20,3 %). Inhibice se u obou
genotypil pii koncentraci 300 mmol-1™* zvysila. U Col na BL na 39,3 %, ve D na 27,3 %
ana RL na 25,0 %. U mutanta cry2-1 na 41,2 % u D, 34,5 % u BL a 38,5 % u RL. Pfi
nejvyssi testované koncentraci manitolu (350 mmol-l'l) inhibice prodluzovani kotfene Col
dosahovala pfi kultivaci rostlin ve tmé 20,7 %, u BL 59,7 % a u RL 50,4 %. U mutanta
cry2-1 byla inhibice za vSech svételnych podminek (D, BL, RL) vyrovnand, dosahovala
kolem 52 %.
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Obr. 17: Graf zavislosti inhibice elongace kofene rostliny Arabidopsis thaliana ekotypu Columbia (Col)
a od néj odvozeného mutanta cry2-1 na koncentraci manitolu v zavislosti na svételnych podminkach
(D, BL nebo RL). V grafu jsou vyneseny hodnoty primérné procentudlni inhibice elongace kotene ziskané

ze ti nezavislych experimentd + SE po 7 dnech kultivace.
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6 DISKUZE

Tato bakalatska prace se v experimentalni ¢asti zabyvala tlohou receptortit modrého svétla,
CRY1 a CRY?2, v citlivosti rostliny Arabidopsis k osmotickému stresu. Pro experimenty
byly zvoleny mutantni rostliny cryl-1 a cry2-1. Osmoticky stres byl v experimentech
indukovany manitolem, a to v koncentraci 200, 300 a 350 mmol-1™. Experimenty probihaly

za tfech riznych svételnych podminek: tma, modré svétlo a Cervené svétlo.

vvvvvv

schopnost rostlin tolerovat osmoticky stres. Bylo pozorovano, ze rostliny transgenni linie
Arabidospis, které nadmémé exprimuji geny TaCRYla aTaCRY2, vykazovaly ve
vegetativni fazi niz§i kli¢ivost semen, horsi otevirani kotyledonu a snizenou toleranci

k ABA a osmotickému stresu nez WT (Xu et al., 2009).

Experimenty v ramci této prace, které se zabyvaly kli¢ivosti semen kontrolniho genotypu
Ler v zavislosti na koncentraci manitolu v kultivatnim médiu a svételnych podminkach
(modré svétlo, Cervené svétlo a tma) ukdzaly, Ze ve tmé byla inhibice kli¢ivosti vlivem
manitolu vyss§i nez na modrém svétle. Toto lze pozorovat predevSim pii koncentraci
manitolu 350 mmol-1™, kdy byla inhibice kli¢ivosti semen ve tm& 42,2 % a na modrém
svétle 3,3 %. Tyto vysledky ukazuji, ze modré svétlo snizuje citlivost kli¢ivosti Ler
K vy$§im koncentracim manitolu. Na ¢erveném svétle byla inhibice kli¢ivosti semen Ler
podobna jako ve tmé€, coz znamena, Ze Cervené svétlo nema stejny ucinek jako svétlo

modré.

Z experimenti zabyvajicich se kli¢ivosti semen mutanta cryl-1 je ziejmé, ze modré svétlo
snizovalo Gginek manitolu pfi koncentraci 200 a 300 mmol-1™. U koncentrace 350 mmol-1™
bylo toto snizeni vyrazn¢ mensi nez u Ler, ve tm¢ byla inhibice kli¢ivosti 50,0 % a na
modrém svétle 25,0 %. Tyto vysledky tedy naznacuji, ze modré svétlo snizuje citlivost
kli¢ivosti semen Arabidopsis k manitolu prostfednictvim fotoreceptoru CRY'1. Tento zaver
je ve shodé s tim, ze u mutanta cryl-1 lze pozorovat na modrém svétle vyssi citlivost
k manitolu o koncentraci 350 mmol‘1™*. Vyrazny rozdil v inhibici kliGivosti semen mezi
genotypy Ler a cryl-1 nastal i ve tm& pfi koncentraci manitolu 200 a 300 mmol-1*, kdy
mutant cryl-1 vykazoval zvySenou citlivost k manitolu. To naznacuje, ze ve tmé¢ CRY1

snizuje citlivost k osmotickému stresu.
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Vysledkem studia kli¢ivosti semen kontrolniho genotypu Col bylo zjisténi, ze modré
i Gervené svétlo snizovalo citlivost semen k manitolu u vSech koncentraci. Pfi porovnani
téchto vysledkl s vysledky experimentli s mutantem cry2-1 bylo zjisténo, ze toto snizeni
citlivosti k manitolu je na modrém i ¢erveném svétle vyrazné mensi nez u Col. Tim padem
je pravdépodobné, ze modré svétlo snizuje citlivost semen Arabidopsis k manitolu
i prostfednictvim fotoreceptoru CRY2. Piestoze by se dle téchto vysledki mohlo zdat, ze
by tato hypotéza mohla platit i o svétlu ¢erveném, nelze ji brat do tivahy, jelikoz CRY2
cervené svétlo nevnima. Vzhledem k tomu, ze signalni drahy modrého a ¢erveného svétla
spolu interaguji, je zfejmé, ze BL signalizace ma vliv na RL signalizaci. Z toho vyplyva, ze
snizeni citlivosti semen k manitolu vlivem cerveného svétla je zplsobeno nepiimo

prostiednictvim svétla modrého.

Je znamo, ze se modré svétlo podili na inhibici prodluzovani hypokotylu v procesu
fotomorfogeneze (Folta et Spalding, 2001). Tuto skutecnost bylo mozné ovéfit kultivaci
rostlin Ler (WT) na médiu s nulovou koncentraci manitolu, kdy hypokotyly rostlin
rostoucich na modrém svétle dosahovaly znaéné mensi délky nez rostliny rostouci ve tmé
ana cerveném svétle za stejnych podminek. Naopak u rostlin mutanta cryl-1
kultivovanych na médiu bez manitolu dosahovala délka hypokotylu pfiblizné stejné délky
jak u modrého svétla, tak u svétla ¢erveného. Jiz diivéjsi studie prokazala vliv CRY1 na
inhibici prodluzovani hypokotylu tim, ze mutant cryl rostliny Arabidopsis vykazoval
prodlouzeny hypokotyl pii ozafeni modrym svétlem (Ahmad et Cashmore, 1993).
Vysledky experimentu tedy potvrzuji, ze se CRY1 podili na inhibici prodluzovani

hypokotylu.

U rostlin Col kultivovanych pii nulové koncentraci manitolu rovnéZz nastala nejvyssi mira
inhibice prodluzovani hypokotylu na modrém svétle. Mutant cry2-1 ale na rozdil od
mutanta cryl-1 vykazoval podobny trend inhibice prodluZzovani hypokotylu jako Col. Tyto
vysledky naznacuji, Ze se CRY2 nepodili na inhibici prodluZovani hypokotylu pfi
fotomorfogenezi, anebo jen minimalng. To prokazuje 1 diivejsi studie, kdy bylo zjisténo, ze
mutace vV CRY2 nema zjevny vliv na prodluzovani hypokotylu pfi ozafeni modrym svétlem
0 vys$i intenzité a zaroven hypokotyl dvojitého mutanta crylcry2 byl pti ozafeni modrym

svétlem mirn¢ delsi nez hypokotyl mutanta cryl (Mockler et al., 1999).

Experimenty zabyvajici se ristovymi reakcemi kontrolniho genotypu Ler a mutanta cryl-1

pfi vystaveni osmotickému stresu ukdzaly, Ze v inhibici prodluZovani hypokotylu nebyl
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mezi obéma genotypy zadny signifikantni rozdil. Hypokotyl mutanta cryl-1 tak vykazoval
stejnou citlivost k manitolu jako Ler, a to za vSech svételnych podminek. Tyto vysledky
tak naznacuji, Ze se fotoreceptor CRY1, bez ohledu na svételné podminky, nepodili na
regulaci citlivosti hypokotylu rostliny Arabidopsis k osmotickému stresu. Jediné, co lze
pozorovat je, ze na ¢erveném svétle byly hypokotyly obou genotypt citlivejsi k manitolu

nez ve tmée.

Studium riistu kotene rostliny Ler bez pfitomnosti manitolu ukézalo, ze modré svétlo silné
stimulovalo rust kofene (délka kotfene ve tm¢ byla 15,6 mm a na modrém svétle 27,9 mm).
Prakticky zadna stimulace modrym svétlem ovSem nenastala u mutanta cryl-1, délka jeho
kotene byla ve tmé€ 15,3 mm a na modrém svétle 17,9 mm. Tyto vysledky ukazuji, Ze
prodluzovani kotfene vlivem modrého svétla je zprosttedkovano fotoreceptorem CRY 1. Ke

stejnému zavéru dospéla i diivejsi studie (Canamero et al., 2006).

Inhibice prodluzovani kofene mutanta cryl-1 pifi vystaveni osmotickému stresu
indukovaného manitolem byla na rozdil od inhibice prodluzovani hypokotylu témér za
vSech podminek (svételné podminky i koncentrace manitolu) niz§i nez Ler. Jedinou
vyjimkou byla inhibice prodluZzovani kotfene rostlin kultivovanych ve tmé pii koncentraci
manitolu 350 mmol-1™", kdy byla u obou genotypt téméF shodna. Tyto vysledky mohou
naznacovat, ze se funkéni CRY1 v pfipadé rustu kofene podili na snizovani tolerance
rostlin k osmotickému stresu, ato predevSsim vlivem modrého svétla. Diivéjsi studie
zabyvajici se inhibici ristu kofene ukazala, Zze transgenni linie rostliny Brassica napus,
ktera nadmérné exprimovala CRY1 (BNnCRY1-OE) byla nachylnéjsi k osmotickému stresu
indukovanému manitolem nez WT, a zaroven rostliny transgenni linie BnCRY1 antisense

(ASCRY1) byly k osmotickému stresu relativné necitlivé (Sharma et al., 2013).

Experimenty zabyvajici se prodluzovanim hypokotylu kontrolniho genotypu Col a mutanta
cry2-1 pii kultivaci rostlin v prostiedi bez manitolu ukazaly, ze ve tmé byla délka
hypokotylu obou genotypt prakticky shodna, 19,3 mm u Col a 19,2 mm u cry2-1. Na
modrém svétle byly tyto délky rovnéz témét stejné (vzhledem k SE), 6,8 mm u Col
a7,8mm u cry2-1. To znamend, ze mutace v CRY2 nezpusobuje zménu prodluzovani
hypokotylu na modrém svétle, a tim padem neni fotoreceptor CRY2 zapojen

Vv prodluzovani hypokotylu.

Rozdily v inhibici prodluzovani hypokotylu byly pifi porovnani Col a mutanta cry2-1

relativné malé, ti¢inek manitolu na rtst hypokotylu byl u obou genotypt podobny za vSech
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svételnych podminek. Proto na zaklad¢ téchto experimentl vyplyva, Ze CRY2 neni
zapojen v toleranci hypokotylu rostliny Arabidopsis k manitolu. Zaroven ale bylo zjisténo,

ze ¢ervené svétlo zvysuje citlivost hypokotylu k manitolu, a to podobné u Col i cry2-1.

Studium prodluZovani kofene kontrolniho genotypu Col a mutanta cry2-1 bez ptitomnosti
manitolu ukazalo, Ze prakticky neni rozdil ve vlivu modrého i ¢erveného svétla na délku
kofene obou genotypii. Modré i Cervené svétlo stimulovalo rust kofene podobné u Col
i cry2-1. Z téchto vysledki plyne, ze stimulace rstu kofene vlivem modrého i ¢erveného

svétla se d¢je prostiednictvim jiného fotoreceptoru nez CRY2.

Inhibice prodluzovani kofene mutanta cry2-1 i kontrolniho genotypu Col zavisela jak na
koncentraci manitolu, tak na svételnych podminkach. Inhibice rostlin kultivovanych ve tmé
byla pii vSech testovanych koncentracich manitolu vyrazné¢ vyssi u cry2-1. Podobny
vysledek byl 1 u rostlin kultivovanych na ¢erveném svétle pii nizSich koncentraci manitolu,
nicméné pii koncentraci manitolu 350 mmol-1? byla inhibice u mutanta i Col srovnatelna.
To naznacuje, ze CRY2 se pozitivné podili na toleranci rostliny vii¢i osmotickému stresu
(tedy zvySuje toleranci) jak ve tmé, tak pii ozafeni Cervenym svétlem. Vysledky pak
naznacuji, ze pifedevsim ve tmé, ale i na Cerveném svétle, nikoliv vSak na svétle modrém,

funk¢éni CRY2 zvysuje toleranci kofene k osmotickému stresu.

Z vysledkt vyplyva, ze se kryptochrom CRY1 i kryptochrom CRY2 zapojuji v reakci
rostlin Arabidopsis na osmoticky stres. Zapojeni obou kryptochromti se vSak lisi
Vv zavislosti na svételnych podminkach a u jednotlivych rostlinnych organti. Rovnéz se lisi
zpusob zapojeni kryptochromt, v nékterych ptipadech dany CRY snizuje citlivost rostliny
k osmotickému stresu, jinak naopak snizuje toleranci a v nékterych ptipadech se dokonce

na regulaci nepodili.

Tato prace se nezabyvala mechanismem puasobeni kryptochromt pfi regulaci osmotického
stresu, nicméné z jinych studii je ziejmé, ze se na této regulaci podili mnoho dalSich
faktort. Jelikoz osmoticky stres tizce souvisi s dal$imi stresy, a to se stresem z nedostatku
vody a se stresem zasolenim, je pravdépodobné, Ze pravé mechanismy zapojené v regulaci
odpovédi rostliny na tyto stresy hraji roli 1 pii zvladani osmotického stresu. Diivéjsi studie
naznacCily, ze se kryptochromy podileji na zvladani stresu z nedostatku vody tim, ze
interaguji s proteinem COPL1, ktery zabranuje otevirani stomat. V dusledku zavieni stomat
se snizi ztrata vody prostiednictvim transpirace (Mao et al., 2005). Dalsi mozZnosti je
interakce s rostlinnymi hormony, jako je naptiklad kyselina abscisova (Xu et al., 2009).
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7 ZAVER

Bakalafska prace se zabyvala tlohou receptori modrého svétla v citlivosti rostlin
Arabidopsis k osmotickému stresu. Teoreticka ¢ast se vénovala kli¢eni semen, abiotickému
stresu, vlivu svétla na vyvoj rostlin, svételnym signalnim drahdm a roli fotoreceptor

Vv reakcich rostlin na abioticky stres.

V experimentalni ¢asti prace byly provedeny experimenty zkoumajici vliv kryptochromi
CRY1 a CRY?2 na kli¢eni a rustové reakce rostliny Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. pfi
vystaveni rostlin osmotickému stresu indukovaného manitolem o koncentraci 0, 200, 300
a 350 mmol-1* v zavislosti na svételnych podminkdch (modré svétlo, Cervené svétlo
a tma). Pro experimenty byly pouzity fotomorfogenni mutanti cryl-1 odvozené od ekotypu

Landsberg erecta (Ler) a cry2-1 odvozené od ekotypu Columbia (Col).

Z vysledkli experimentd vyplyva, ze oba kryptochromy, CRY1 i CRY2, jsou zapojeny
v reakcich rostlin Arabidopsis na osmoticky stres indukovany manitolem. Jejich tloha se
ovSem lisi jak u jednotlivych rostlinnych organti, tak za rozliénych svételnych podminek.
V piipadé kliceni semen modré svétlo, a v pripadé CRY1 i tma, snizuje citlivost rostliny
Arabidopsis k osmotickému stresu prostfednictvim CRY1 i CRY2. Na druhou stranu se ani
jeden z kryptochromi (CRY1, CRY2) nepodili na regulaci tolerance hypokotylu rostliny
Arabidopsis k osmotickému stresu. V piipadé tolerance kotene rostliny Arabidopsis
k osmotickému stresu bylo zjisténo, ze zatimco fotoreceptor CRY'1 sniZzuje tuto toleranci,

fotoreceptor CRY?2 ji naopak zvySuje, ale pouze ve tmé a na ¢erveném svétle.

43



8 LITERATURA

Ahmad M., Cashmore A. R. (1993): HY4 gene of A. thaliana encodes a protein with
characteristics of a blue-light photoreceptor. Nature 366: 162—-166.

Akyol T. Y., Yilmaz O., Uzilday B., Ozgiir Uzilday R., Tiirkan 1. (2020): Plant response to
salinity: An analysis of ROS formation, signaling, and antioxidant defense. Turkish Journal
of Botany 44: 1-13.

Alabadi D., Gil J., Blazquez M. A., Garcia-Martinez J. L. (2004): Gibberellins repress
photomorphogenesis in darkness. Plant Physiology 134: 1050-1057.

Arico D., Legris M., Castro L., Garcia C. F., Laino A., Casal J.,, Mazzella M. A.
(2019): Neighbor signals perceived by phytochrome B increase thermotolerance in
Arabidopsis. Plant, Cell & Environment 42: 2554-2566.

Baud S., Boutin J. P., Miquel M., Lepiniec L., Rochat Ch. (2002): Integrated overview of
seed development in Arabidopsis thaliana ecotype WS. Plant Physiology and
Biochemistry 40: 151-160.

Bewley J. D., Bradford K., Hilhorts H., Nonogaki H. (2012): Physiology of Development,

Germination and Dormancy, 3rd Edition. Springer, New York.

Boccalandro H. E., Rugnone M. L., E. Moreno J. E., Ploschuk E. L., Serna L., Yanovsky
M. J., Casal J. J. (2009): Phytochrome B enhances photosynthesis at the expense of water-
use efficiency in Arabidopsis. Plant Physiology 150: 1083-1092.

Boggs J. Z., Loewy K., Bibee K., Heschel M. S. (2010): Phytochromes influence stomatal
conductance plasticity in Arabidopsis thaliana. Plant Growth Regulation 60: 77-81.

Bruggemann E. P., Doan B., Handwerger K., Storz G. (1998): Characterization of an
unstable allele of the Arabidopsis HY4 locus. Genetics 149: 1575-1585.

Buchanan B. B., Gruissem W., Jones R. L. (2015): Biochemistry and Molecular Biology of
Plants, 2nd Edition. John Wiley & Sons, Chichester, West Sussex.

Canamero R. C., Bakrim N., Bouly JP., Garay A., Dudkin E. E., Habricot Y., Ahmad M.
(2006): Cryptochrome photoreceptors cryl and cry2 antagonistically regulate primary root
elongation in Arabidopsis thaliana. Planta 224: 995-1003.

44


https://www.researchgate.net/journal/Plant-Physiology-and-Biochemistry-0981-9428
https://www.researchgate.net/journal/Plant-Physiology-and-Biochemistry-0981-9428

Carillo P., Annunziata M. G., Pontecorvo G., Fuggi A., Woodrow P. (2011): Salinity stress
and salt tolerance. In: Shanker A., Venkateswarlu B. (eds.): Abiotic Stress in Plants —

Mechanisms and Adaptations, IntechOpen, London.

Carrera-Castaiio G., Calleja-Cabrera J., Pernas M., Gomez L., Onate-Sanchez L. (2020):
An updated overview on the regulation of seed germination. Plants 9: 703.

Cashmore, A. R., Jarillo J. A, Wu Y. J, Lie D. (1999): Cryptochromes: blue light

receptors for plants and animals. Science 284: 760—-765.

Catala R., Medina J., Salinas J. (2011): Integration of low temperature and light signaling
during cold acclimation response in Arabidopsis. Proceedings of the National Academy of
Sciences 108: 16475-16480.

D'Amico-Damido V., Carvalho R. F. (2018): Cryptochrome-related abiotic stress responses

in plants. Frontiers in Plant Science 9: 1897.

Daszkowska-Golec A., Szarejko 1. (2013): Open or close the gate — stomata action under
the control of phytohormones in drought stress conditions. Frontiers in Plant Science 4:
138.

Ding Y., Li H., Zhang X., Xie Q., Gong Z., Yang S. (2015): OST1 kinase modulates
freezing tolerance by enhancing ICEL1 stability in Arabidopsis. Developmental Cell 32:
278-289.

Donohue K., Heschel M. S., Butler C. M., Barua D., Sharrock R. A., Whitelam G. C.,
Chiang G. C. K. (2008): Diversification of phytochrome contributions to germination as a

function of seed-maturation environment. New Phytologist 177: 367—379.

El-Esawi M., Arthaut L. D., Jourdan N., d’Harlingue A., Link J., Martino C. F. Ahmad M.
(2017): Blue-light induced biosynthesis of ROS contributes to the signaling mechanism
of Arabidopsis cryptochrome. Scientific Reports 7: 13875.

Fankhauser Ch., Christie J. (2015): Plant phototropic growth. Current Biology 25: 384—
389.

Folta K. M., Spalding E. P. (2001): Unexpected roles for cryptochrome 2 and phototropin

revealed by high-resolution analysis

45



Gaspar T., Franck T., Bisbis B., Kevers C., Jouve L., Hausman J. F., Dommes J. (2002):
Concepts in plant stress physiology. Application to plant tissue cultures. Plant Growth
Regulation 37: 263-285.

Gavassi M. A., Monteiro C. C.,, Campos M. L., Melo H. C., Carvalho R. F.
(2017): Phytochromes are key regulators of abiotic stress responses in tomato. Scientia
Horticulturae 222: 126-135.

Giliberto L., Perrotta G., Pallara P., Weller J. L., Fraser P. D., Bramley P. M., Fiore A.,
Tavazza M., Giuliano G. (2005): Manipulation of the blue light photoreceptor
cryptochrome 2 in tomato affects vegetative development, flowering time, and fruit
antioxidant Content. Plant Physiology 137: 199-208.

Goh Ch. H. (2009): Phototropins and chloroplast activity in plant blue light signaling. Plant
Signaling & Behavior 4: 693-695.

Gonzalez C. V., Ibarra S. E., Piccoli P. N., Botto J. F., Boccalandro H. E. (2012):
Phytochrome B increases drought tolerance by enhancing ABA sensitivity in Arabidopsis
thaliana. Plant Cell and Environment 35: 1958-1968.

Gull A., Ahmad Lone A., Ul Islam Wani N. (2019): Biotic and abiotic stresses in plants.
In: de Oliveira A. (ed.): Abiotic and Biotic Stress in Plants, IntechOpen, London.

Hasanuzzaman M., Nahar K., Alam M. M., Roychowdhury R., Fujita M. (2013):
Physiological, biochemical, and molecular mechanisms of heat stress tolerance in plants.

International Journal of Molecular Sciences 14: 9643-9684.

He Y., Li Y., Cui L., Xie L., Zheng C., Zhou G., Zhou J., Xie X. (2016): Phytochrome B
negatively affects cold tolerance by regulating OSDREB1 gene expression through
phytochrome interacting factor-like protein OsPIL16 in Rice. Frontiers In Plant Science 7:
1963.

Herrou J., Crosson S. (2011): Function, structure and mechanism of bacterial photosensory

LOV proteins. Nature Reviews Microbiology 9: 713-723.

Hirt H., Shinozaki K. (2004): Plant responses to abiotic stress. Springer, Berlin,
Heidelberg.

Huala E., Oeller P. W., Liscum E., Han I. S., Larsen E., Winslow Q., Briggs (1997):
Arabidopsis NPH1: A protein kinase with a putative redox-sensing domain. Science 278:
2120-2123.

46



Huché-Thélier L., Crespel L., Le Gourrierec J., Morel P., Sakr S., Leduc N. (2016): Light
signaling and plant responses to blue and UV radiations — perspectives for applications in

horticulture. Environmental and Experimental Botany 121: 22—38.

Hug E., Al-Sady B., Hudson M., Kim C., Apel K., Quail P. H. (2004): Phytochrome-
interacting factor 1 is a critical bHLH regulator of chlorophyll biosynthesis. Science 305:
1937-1941.

Chory J. (1992): A genetic model for light-regulated seedling development in Arabidopsis.
Development 775: 337-354.

Christie J. M., Salomon M., Nozue K., Wada M., Briggs W. R. (1999): LOV (light,
oxygen, or voltage) domains of the blue-light photoreceptor phototropin (nphl): binding
sites for the chromophore flavin mononucleotide. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 96: 8779-8783.

Christie J. (2007): Phototropin blue-light receptors. Annual Review of Plant Biology 58:
21-45.

Christie J. M., Blackwood L., Petersen J., Sullivan S. (2015): Plant flavoprotein
photoreceptors. Plant and Cell Physiology 56: 401-413.

Imaizumi T., Tran H. G., Swartz T. E., Briggs W. R., Kay S. A. (2003): FKF1 is essential
for photoperiodic-specific light signalling in Arabidopsis. Nature 426: 302—306.

Jiang B., Shi Y., Peng Y., Jia Y., Yan Y., Dong X., Li H., Dong J., Li J., Gong Z.,
Thomashow M. F., Yang S. (2020): Cold-induced CBF-PIF interaction enhances freezing
tolerance by stabilizing the phyB thermosensor in Arabidopsis. Molecular Plant 13: 894—
906.

Junior C. A. S., D'Amico-Damido V., Carvalho R. F. (2021): Phytochrome type B family:
The abiotic stress responses signaller in plants. Annals of Aplied Biology 178: 135-148.

Kader M. D., Lindberg S. (2010): Cytosolic calcium and pH signaling in plants under
salinity stress. Plant Signaling & Behavior 5: 233-238.

Kathare P. K, Hug E. (2021): Light signaling in plants. In: Jez J. (ed.): Encyclopedia of
Biological Chemistry I11, 3rd Edition, pp. 78-89, Elsevier.

Kim H. J., Kim Y. K, Park J. Y., Kim J. (2002): Light signalling mediated by

phytochrome plays an important role in cold-induced gene expression through the C-

47



repeat/dehydration responsive element (C/DRE) in Arabidopsis thaliana. The Plant Journal
29: 693-704.

Kinoshita T., Doi M., Suetsugu N., Kagawa T., Wada M., Shimazaki K. (2001): Phot1 and
phot2 mediate blue light regulation of stomatal opening. Nature 414: 656—660.

Kleine T., Lockhart P., Batschauer (2003): An Arabidopsis protein closely related
to Synechocystis cryptochrome is targeted to organelles. The Plant Journal 35: 93-103.

Koini M. A., Alvey L., Allen T., Tilley C. A., Harberd N. P., Whitelam G. C., Franklin K.
A. (2009): High temperature-mediated adaptations in plant architecture require the bHLH
transcription factor PIF4. Current Biology 19: 408—413.

Kong S. G., Suzuki T., Tamura K., Mochizuki N., Hara-Nishimura I., Nagatani A. (2006):
Blue light-induced association of phototropin 2 with the Golgi apparatus. The Plant Journal
45:994-1005.

Kong S. G., Nagatani A. (2008): Where and how does phototropin transduce light signals
in the cell?. Plant Signaling & Behavior 3: 275-277.

Koornneef M., Rolff E., Spruit C. J. P. (1980): Genetic control of light-inhibited hypocotyl
elongation in Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Zeitschrift fiir Pflanzenphysiologie 100:
147-160.

Lamers J., van der Meer T., Testerink C. (2020): How plants sense and respond to stressful
environments. Plant Physiology 182: 1624-1635.

Legris M., Klose C., Burgie E. S., Rojas C. C., Neme M., Hiltbrunner A., Wigge P. A.,
Schifer E., Vierstra R. D., Casal J. J. (2016): Phytochrome B integrates light and
temperature signals in Arabidopsis. Plant Science 354: 897—900.

Legris M., Ince Y. C., Fankhauser, C. (2019): Molecular mechanisms underlying

phytochrome-controlled morphogenesis in plants. Nature Communications 10: 52109.

Leivar P., Quail, P. H. (2011): PIFs: pivotal components in a cellular signaling hub. Trends
in Plant Science 16: 19-28.

Li J., Li G., Wang H., Deng X. W. (2011): Phytochrome signaling mechanisms. The
Arabidospis Book 9: 0148, doi:10.1199/tab.0148.
Lin C., Ahmad M., Cashmore A. R. (1996): The electronic plant gene register. Plant
Physiology 110: 1047.

48



Lin C. (2002): Blue light receptors and signal transduction. The Plant Cell 14: 207-225.

Lin Ch., Shalitin D. (2003): Cryptochrome structure and signal transduction. Annual
Review of Plant Biology 54: 469-496.

Liu Ch. Ch., Chi Ch., Jin L. J., Zhu J., Yu J. Q. (2018): The bZip transcription factor HY5
mediates CRY la-induced anthocyanin biosynthesis in tomato. Plant, Cell & Environment
41:1762-1775.

Liu Z., Zhang Y., Wang J., Li P., Zhao C., Chen Y., Bi Y. (2015): Phytochrome-interacting
factors PIF4 and PIF5 negatively regulate anthocyanin biosynthesis under red light in
Arabidopsis seedlings. Plant Science: An International Journal of Experimental Plant
Biology 238: 64-72.

Ma D., Li X., Guo Y., Chu J., Fang S., Yan C., Noel J. P., Liu H. (2016): CRY1 regulates
temperature acclimation via PIF4. Proceedings of the National Academy of Sciences 113:
224-229.

Mahawar L., Shekhawat G. S. (2017): Haem oxygenase: A functionally diverse enzyme of
photosynthetic organisms and its role in phytochrome chromophore biosynthesis, celullar

signalling and defense mechanisms. Plant, Cell & Environment 41: 483-500.

Mao J.,, Zhang Y. Ch, Sang Y. Li Q. H., Yang H. Q. (2005): A role
for Arabidopsis cryptochromes and COP1 in the regulation of stomatal opening.
Proceedings of the National Academy of Sciences 102: 12270-12275.

Miransari M., Smith D. L. (2014): Plant hormones and seed germination. Environmental
and Experimental Botany 99: 110-121.

Mishra S., Khurana J. P. (2017): Emerging roles and new paradigms in signaling

mechanisms of plant cryptochromes. Critical Reviews in Plant Sciences, 36: 89-115.

Mockler T. C., Guo H., Yang H., Duong H., Lin C. (1999): Antagonistic actions of
Arabidopsis cryptochromes and phytochrome B in the regulation of floral induction.
Development 126: 2073-2082.

Montgomery B. L. (2016): Spatiotemporal phytochrome signaling during
photomorphogenesis: From physiology to molecular mechanisms and back. Frontiers in
Plant Science 7: 480.

49



Munns R., Tester M. (2008): Mechanisms of salinity tolerance. Annual Review of Plant
Biology 59: 651-681.

Murashige T., Skoog A. (1962): A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacoo tissue cultures. Physiologia Plantarum 15: 473-497.

Nagaoka S., Takano T. (2003): Salt tolerance-related protein STO binds to a Myb
transcription factor homologue and confers salt tolerance in Arabidopsis. Journal of
Experimental Botany 54: 2231-2237.

Oh J., Park E., Song K., Bae G., Choi G. (2020): Phytochrome interacting factor8 inhibits
phytochrome A-mediated far-red light responses in Arabidopsis. The Plant Cell 32: 186—
205.

Paik I., Hug E. (2019): Plant photoreceptors: Multi-functional sensory proteins and their
signaling networks. Seminars in Cell & Developmental Biology 92: 114-121.

Pavlova L. (2005): Fyziologie rostlin. Karolinum, Praha.

Pfeifer A., Mathes T., Lu Y., Hegemann P., Kottke T. (2010): Blue light induces global
and localized conformational changes in the kinase domain of full-length phototropin.
Biochemistry 49: 1024-1032.

Pham V. N., Kathare P. K., Huq E. (2018): Phytochromes and phytochrome interacting
factors. Plant Physiology 176: 1025-1038.

Pokorny R., Klar T., Hennecke U., Carell T., Batschauer A., Essen L. O. (2008):
Recognition and repair of UV lesions in loop structures of duplex DNA by DASH-type
cryptochrome. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 105: 21023-21027.

Prochazka S., Machackova 1., Krekule J., Sebanek J. a kolektiv (1998): Fyziologie rostlin.

Academia, Praha.

Rockwell N. C., Langarias J. C. (2010): A brief history of phytochromes. ChemPhysChem
11:1172-1180.

Sakamoto K., Briggs W. R. (2002): Cellular and subcellular localization of phototropin 1.
The Plant Cell 14: 1723-1735.

50



Saradadevi R., Palta J. A., Siddique K. H. M. (2017): ABA-mediated stomatal response in
regulating water use during the development of terminal drought in wheat. Frontiers in
Plant Science 8: 1251.

Sasidharan R., Voesenek L. A. C. J. (2015): Ethylene-mediated acclimations to flooding
stress. Plant Physiology 169: 3-12.

Sharma P., Chatterjee M., Burman N. Khurana J. P. (2013): Cryptochrome 1 regulates
growth and development in Brassica through alteration in the expression of genes involved

in light, phytohormone and stress signalling. Plant, Cell & Environment 37: 961-977.

Sharrock R. A. (2008): The phytochrome red/far-red photoreceptor superfamily. Genome
Biology 9: 230.

Schultz T. F (2005): The zeitlupe family of putative photoreceptors. In: Briggs W. R.,
Spudich J. L. (eds.): Handbook of Photosensory Receptors, pp. 337-347, Wiley-VCH,
Weinheim.

Song J. Y., Liu Q. J, Hu B. R.,, Wu W. J. (2017): Photoreceptor PhyB involved in
Arabidopsis temperature perception and heat-tolerance formation. International Journal of
Molecular Sciences 18: 1194.

Suetsugu N., Wada M. (2012): Evolution of three LOV blue light receptor families in
green plants and photosynthetic stramenopiles: phototropin, ZTL/FKF1/LKP2 and
aureochrome. Plant and Cell Physiology 54: 8-23.

Taiz L., Zeiger E. (2010): Plant Physiology, 5th Edition. Sinauer Associates, Sunderland,
Massachusetts.

Taiz L., Zeiger E., Moller I. M., Murphy A. (2015): Plant Physiology and Development,

6th Edition. Sinauer Associates, Sunderland, Massachusetts.

Takemiya A., Inoue S. I., Doi M., Kinoshita T., Shimazaki K. 1. (2005): Phototropins
promote plant growth in response to blue light in low light environments. Plant Cell 17:
1120-1127.

Terry M. J., Linley P. J., Kohchi T. (2002): Making light of it: the role of plant haem
oxygenases in phytochrome chromophore synthesis. Biochemical Society Transactions 30:
604-6009.

51



Tilbrook K., Arongaus A. B., Binkert M., Heijde M., Yin R., Ulm R. (2013): The UVR8
UV-B photoreceptor: Perception, signaling and response. The Arabidopsis Book 11:
e0164, doi: 10.1199/tab.0164.

Vu L. D., Gevaert K., De Smet I. (2019): Feeling the heat: Searching for plant

thermosensors. Trends Plant Science 24: 210-219.

Wang F., Guo Z., Li H., Wang M., Onac E., Zhou J., Xia X., Shi K., Yu J., Zhou Y.
(2016): Phytochrome A and B function antagonistically to regulate cold tolerance via
abscisic acid dependent jasmonate signaling. Plant Physiology 170: 459-471.

Weller, J. L., Terry, M. J., Rameau, C., Reid, J. B., & Kendrick, R. E. (1996). The
phytochrome-deficient pcdlmutant of pea is unable to convert heme to biliverdin IXa. The
Plant Cell 8: 55-67.

Xu P., Xiang Y., Zhu H., Xu H., Zhang Z., Zhang C., Zhang L., Ma Z. (2009): Wheat
cryptochromes: subcellular localization and involvement in photomorphogenesis and

osmotic stress responses. Plant Physiology 149: 760-774.

Yang Y., Li Y., Li X,, Guo X., Xiao X., Tang D., Liu X. (2008): Comparative proteomics
analysis of light responses in cryptochromel-304 and columbia wild-type 4 of Arabidopsis
thaliana. Acta Biochimica et Biophysica Sinica 40: 27-37.

Yang Z., Liu B., Su J., Liao J., Lin C., Oka Y. (2017): Cryptochromes orchestrate
transcription regulation of diverse blue light responses in plants. Photochemistry and
Photobiology 93: 112-127.

Yu X., Liu H., Klejnot J., Lin Ch. (2010): The cryptochrome blue light receptors. The
Arabidopsis Book 8: e0135, doi: 10.1199/tab.0135.

Zhou T., Meng L., Ma Y. Liu Q. Zhang Y., Yang Z., Yang D., Bian M. (2018):
Overexpression of sweet sorghum cryptochrome 1a confers hypersensitivity to blue light,

abscisic acid and salinity in Arabidopsis. Plant Cell Reports 37: 251-264.

Zhu J.-K. (2016): Abiotic stress signaling and responses in plants. Cell 167: 313-324.

52


https://bioone.org/search?author=John_Klejnot

