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1 UVOD A CILE PRACE

Kli¢eni ptedstavuje jeden ze zakladnich dé&ji pro rist a vyvoj rostliny a je
ovlivitovéno celou fadou vnéjSich i1 vnitinich faktori. Mezi nejvyznamnéjsi vnéjsi
faktory ovliviiujici kli¢eni rostlin patii voda, nezbytnd pro zbobtnani semen,
pfitomnost kysliku uplatiiujictho se pii oxidacni fosforylaci, teplota a svétlo
(Prochazka et al., 1998). Dulezitymi vnitinimi faktory ovliviujici kli¢eni jsou
napiiklad rostlinné hormony, jako je ABA, ktera inhibuje kli¢eni, nebo gibberelliny,
které kliceni stimuluji (Prochézka et al., 1998). Predlozena bakalarska prace je
vénovana pravé kyselin¢ abscisové (ABA), konkrétné aminokyselinovym
konjugatim ABA. Aminokyselinové konjugaty kyseliny abscisové jsou chemické
slou¢eniny, vznikajici spojenim aminokyseliny a molekuly ABA.

Semena rajcete klici velice dobfe a ve vétSine piipada ke kliCeni svétlo
nepotiebuji. Naopak bylo zjisténo, ze kli¢ivost semen rajcete je u vétsiny kultivart
redukovana modrym svétlem. K experimentim byl vyuzit geneticky piistup
spocivajici v analyze mutanti. Konkrétné byl pouzit mutant rajcete 7B-1, ktery se
vyznacuje snizenou citlivosti k modrému svétlu a tim 1 toleranci k inhibici kli¢eni
indukované modrym svétlem (Piterkova et al., 2012). Dale vykazuje toleranci
k abiotickym stresim, a to specificky na modrém svétle (Fellner and Sawhney,
2002). Bylo rovnéz zjisténo, Ze vegetativni Casti rostliny obsahuji vyssi hladinu
endogenni ABA ve srovnani s kontrolnim kultivarem cv. Rutgers (Fellner et al.,
2001).

Cilem bakalaiské prace bylo otestovat v podminkach in vitro biologickou
aktivitu fady aminokyselinovych konjugati kyseliny abscisové (ABA-AA) pomoci
biotestu klieni semen rajcete jedlého (Solanum lycopersicum L.), kultivaru cv.
Rutgers a mutanta 7B-1 a urcit, zda testované konjugaty svymi vlastnostmi
zpusobuji inhibici kli¢eni, podobné jako ABA, poptipadé stimulaci kliceni, ¢i zda
maji na kliceni semen rajéete nevyznamny Vliv. Pro testovani kli¢ivosti byly pouzity
aminokyselinové konjugaty ABA-Val, ABA-Phe, ABA-Gly, ABA-Thr, ABA-Tyr
syntetizované v Laboratofi riistovych regulatori Dr. Astou Zukauskaite. Sou¢asné
byl studovdn vliv modrého svétla na kli€eni semen v pfitomnosti konjugitim
s cilem, zjistit, zda modré svétlo ovlivituje ucinek konjugati na kli¢ivost semen a
soucasng, jakou Ulohu v tomto procesu hraje funkéni produkt genu 7B-1, ktery

zesiluje citlivost kli¢eni semen k modrému svétlu.



Bakalaiska prace byla vypracovana v Laboratofi ristovych regulator PfF

Univerzity Palackého v Olomouci a Ustavu experimentalni botaniky AVCR.

2 TEORETICKA CAST

2.1. Kyselina abscisova (ABA)

Kyselina abscisova (ABA) je vSudypfitomny rostlinny hormon vys$Sich cévnatych
rostlin, tedy rostlin, které jsou pfizpiisobeny zivotu na sousi vytvorenim cévnich svazki,
ve kterych se nachazeji vodiva pletiva.

Ptitomnost ABA vSak neni zavisld na existenci cévnich svazkl, nebot’ byla rovnéz
detekovana také u mechorost (Bryophytae), s vyjimkou jatrovek (Marchantiophyta), a
to 1 presto, ze u mechorosti (Bryophytae) nenalezneme cévni svazky. ABA muzeme
nalézt také u nékterych rodi hub, které vytvareji ABA jako sekundarni metabolit.
V ramci celého rostlinného téla byla ABA detekovéana v kazdém organu ¢i pletivu, od
kofenové ¢epicky az po apikalni meristém (Taiz and Zeiger, 2010).

ABA byla poprvé identifikovana vroce 1963 a byly identifikovany jeji inhibi¢ni
v klicovych fyziologickych procesech rostlin jako je pohyb priduchii rostlin, zrani
plodii a odpovédi na bioticky a abioticky stres, ktery ptredstavuje naptiklad sucho,
zasoleni a chlad. (Dong et al., 2015). ABA hraje kliCovou roli také pfi dormanci semen
a jejich kliceni. ABA-deficientni nebo ABA-necitlivé mutantni rostliny vykazuji
pred¢asné kli¢eni a vivipardzni fenotypy, kdy dochazi ke kliceni rostlin ze semene
pfimo na matei'ské rostling. Tato skutecnost zdlraznuje zasadni ilohu ABA pfi regulaci

kli¢eni a dozravani semen (Dong et al., 2015).

2.1.1. Chemicka struktura ABA
ABA je isoprenoid skladajici se z 15 uhlikd, ktery svou strukturou pfipomina terminalni
cast nekterych molekul karotenoidi. Na zéklad¢ orientace karboxylové skupiny na
druhém uhliku molekuly ABA rozliSujeme dva druhy izomerie, a to Cis a trans izomery
ABA. Vzhledem ke skutecnosti, ze témét vSechna ptirozené se vyskytujici ABA nabyva

cis konformace, odkazuje nazev abscisic acid podle dohodnuté konvence na Cis izomer.



ABA patii mezi latky opticky aktivni (opticky otacivé), které staceji rovinu
polarizovaného svétla bud’ po sméru hodinovych rucicek (latky pravotocivé) nebo proti
sméru hodinovych ruci¢ek (latky levotocCivé). Opticka aktivita souvisi s pritomnosti
asymetrického (chiralniho) uhliku v molekule. Jako chirdlni je oznaovan uhlik, ktery
ma na kazdé ze svych ¢ty chemickych vazeb navazan jiny substituent, véetné vodiku.
Tento asymetricky uhlik je V ptipadé ABA
umistén na pozici 1° v cyklickém fetézci. Z toho vyplyva, ze se vyskytuje ve formé
izomeru Sa R (+/-). Zatimco S enantiomer (Obr. 1)
je prirozené se vyskytujici aktivni formou, R  enantiomer (Obr. 2)
je formou inaktivni a vyskytuje se ve stomatech rostlin.
Komeréné dostupna ABA je kombinaci piiblizné stejného mnozstvi S a R forem (Taiz
and Zeiger, 2010).

Obrazek ¢. 1: Chemicka struktura (S)-cis ABA. Vlastni tvorba, vytvofeno pomoci
aplikace ChemSketch

Obrazek ¢. 2: Chemicka struktura (R)-cis ABA. Vlastni tvorba, vytvoieno pomoci

aplikace ChemSketch

2.1.2. Biosyntéza ABA
ABA je syntetizovdna téméf ve vSech builkkdch obsahujici chloroplasty nebo
amyloplasty (Taiz and Zeiger, 2010). Biosyntéza ABA zacina biologickym isoprenem
isopentenyldifosfat (IPP), ktery je zéaroven prekurzorem fytohormonil cytokinint,
giberelinh a brassinosteroidu. IPP je primarné syntetizovan v plastidech
z glyceraldehyd-3-fosfatu a pyruvatu, prostfednictvim drahy methylerythritolfosfatu.

Touto cestou dochazi ke vzniku meziprodukti fytoenu a lykopenu. Lykopen podléha
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cyklizaci a hydroxylaci za vzniku zeaxanthinu, ktery je prvnim oxidovanym
karotenoidem. DalSim krokem je syntéza trans-violaxanthinu, ktera je katalyzovana
zeaxanthin epoxidasou (ZEP) a jeho nasledné ptevedeni na trans-neoxanthin. Procesem
izomerace je trans-neoxanthin pieveden na 9’-Cis-neoxanthin, ktery je pomoci
klicového enzymu NCED (oznacovan také jako AtNCED) Stépen na xanthoxin, a
pfeveden do cytosolu, kde se za tcasti enzymu SDR a pomoci n¢kolika oxidativnich
reakci méni na ABA-aldehyd. Posledni reakci je reakce ABA-aldehydu senzymem
AAO, vedouci ke vzniku ABA (Taiz and Zeiger, 2010; Dong et al., 2015; Seo et al.,
2006).
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Obrazek ¢. 3: Biosynteticka draha kyseliny abscisové (pievzato z Han et. al., 2004)
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2.1.3. Metabolismus ABA

Metabolismus ABA je stejn¢ jako biosyntéza mechanismus, ktery slouzi ke kontrole jeji
hladiny. Metabolismus ABA probiha fadou chemickych reakci, jako je oxidace, redukce
a konjugace a je nejcastéji uskuteénovan dvéma cestami. Prvni cestou je ABA
hydroxylace zprosttedkovdna monooxygendazami typu P450 a druhou cestou je
konjugace ABA s glukézou zprostiedkovana glukosyltransferazami. Pievladajici
hydroxyla¢ni cestou je 8 -hydroxylace, kdy hydroxylovana ABA spontanné izomeruje
na kyselinu faseovou (PA), kterd je v porovnani s ABA biologicky mén¢ aktivni, a
nasledné redukci prechazi na biologicky neaktivni kyselinu dihydrofaseovou (DPA). PA
a DPA jsou nejhojné&jsimi katabolity metabolické drahy ABA. Béhem inaktivace volné
ABA kovalentni konjugaci s jinou molekulou, nejcastéji s glukdzou, je nejbe&znéjsi
konjugovanou formou glukosylester kyseliny abscisové (ABA-GE). Glukézova
konjugace ovliviiuje fytohormonovou aktivitu ABA, jeji polaritu a bunécnou distribuci.
ABA-GE se akumuluje ve vakuoldch a apoplastickém prostoru, na rozdil od volné

ABA, ktera se syntetizuje v cytosolu (Kushiro et al., 2004; Dong et. al., 2015)

“, - ABA 8'-hydroxylase | HO—,, e ’ A
g i _— " N > (
OH OOH OH —_— ’ OH  ooH

(+)-S-ABA (-)-Phaseic acid
8’-Hydroxy ABA

| ABA glucosyltransferase j
\J
‘. ’ N N /. \ N
OH  Coz-Gic @ OH  &ooH
HO
(+)-S-ABA glucosyl ester (-)-Dihydrophaseic acid

Obrazek ¢. 4: Metabolicka draha kyseliny abscisové (ptevzato z Kushiro et.al. 2004)
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2.1.4. Signalni draha ABA
ABA se u rostlin podili na reakcich zptsobujici kratkodobou a dlouhodobou odpovéd'.
Rychl¢ reakce zptsobujici kratkodobou odpovéd’ zahrnuji zmény rychlosti toku ionti
pfes membranu ¢i regulaci nékterych gent. Skutecnost, Ze transkripéni ABA-
stimulované faktory reguluji zavirani priducht, dokazuje regulaci gend pomoci ABA
kratkodobého fyziologického efektu (Taiz and Zeiger, 2010). Druhym typem reakci jsou
reakce zpusobujici dlouhodobou odpovéd’ zahrnujici zasadni zmény v genové expresi,
dormanci a kli¢eni ¢i reakci na abioticky stres. V obou pfipadech je signalni draha
zesilovana primarnim signalem, ktery je generovan v okamziku interakce hormonu
s jeho receptorem, avsak pro kazdou cestu je vyuzivan jiny receptor (Taiz and Zeiger,
2010; Jones et al., 2013).

Receptory pro ABA mohou byt rozpustné ¢i vazané na membrané a v soucasné
dobé jsou rozdelovany do tii zdkladnich skupin, zahrnujici na plazmatické membrané
lokalizované¢ G proteiny GTGl a GTG2, na plastidech lokalizovany enzym,
koordinujici jadro s plastidovou signalizaci a v cytosolu se vyskytujici ligandy vazici
proteiny START (steroidogenic acute regulatory protein-related lipid-transfer)
nadfazené domény (Jones et.al., 2013; Taiz and Zeiger, 2010). ABA percepce
a signalizace je kontrolovdna skrz navazani na receptory pyrabactinové resistence
(PYR/PYL/RCAR), oznacujici se zkracené PYL (Takeuchi et al., 2015; Ma et al., 2009;
Park et al., 2009), které patii do skupiny START, zahrnujici 14 ¢lend (PYRI a PYL 1-
13) rozdélenych do 2 zakladnich podskupin dimernich receptord (PYR1 a PYL1-3)
a monomernich receptori (PYL4-12). Diky vazbé ABA mohou dimerni receptory
disociovat v monomerni, a poté zahajuji uzavieni mobilni smycky, ktera vytvaii kapsu
pro navazani ligandu. V pfitomnosti ABA tyto receptory zvySuji schopnost vazby na
protein A fosfatazy, typu 2Cs (PP2C) a poté inhibuji aktivitu fosfataz, véetné ABII,
ABI2 a HABI. Inhibice PP2C prostiednictvim navazani receptortt vede k aktivaci
SnRK2 kindz, které naopak fosforyluji a aktivuji efektory vedouci ke spusténi
programi, napf. reakci na stres.

V porovnéni s dimernimi receptory je u monomernich receptori v nepfitomnosti
ABA rovnovdha mezi otevienym a uzavienym stavem receptoru. TudiZ monomerni

receptory mohou inhibovat aktivitu PP2C v nepfitomnosti ABA, ackoli na mnohem

cvwr
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Obrazek €. 5: Signélni drdha ABA (zdroj Taiz and Zeiger, 2010)

2.2. Konjugaty ABA

Konjugaty ABA jsou slouceniny vznikajici spojenim ABA s jinou chemickou
slouCeninou aromatického nebo alifatického charakteru. Ptikladem sloucenin tvofici
ABA konjugat je bicyklickd aromatickd sloucenina tetralone (Nyangulu et al., 2006)
alifatické a aromatické aminokyseliny vytvarejici aminokyselinové konjugaty (Todoroki
et al., 2011), analogy cyklopropylu (Han et al., 2015) ¢i 8'-methylen ABA (Abrams et
al., 1997). Nejznaméjsim analogem ABA je ABA-GE, ktery pravdépodobné nevykazuje
témeét zadnou biologickou aktivitu, ale za to nejspi§ funguje jako transportni forma
ABA (Piotrowska and Bajguz, 2011).

Byl syntetizovan CycloABA (cycloabscisic acid), velmi Uc¢inny analog
s dlouhodobym uc¢inkem. Tento konjugat byl testovan na sazenicich fedkvicek, kdy
sazenice ovlivnéné CycloABA vykazovaly vysSi metabolickou toleranci nez pii
ovlivnéni samotnou ABA. Tato vysoka tolerance je pravdépodobné zplisobena
odolnosti vii¢i ABA hydroxylaze (Todoroki et al., 2003).
Razné konjugaty maji rizné formy. MlZeme rozlisit formu skladovaci, deaktivovanou

nebo mize mit podobu endogenni bioaktivni molekuly, jako je napiiklad (+)-7-is0-JA-
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L-isoleucine. U ostatnich rostlinnych hormonti kyselé povahy, jako jsou gibberelliny
(GA) a ABA, nejsou znamy zadné aminokyselinové konjugaty, které by byly
endogennimi metabolity (Todoroki et al., 2011).

Nekteré z genit amidohydrolédz, vyskytujici se u rostlin, byly identifikovany jako
hydroldzy aminokyselinovych konjugati kyseliny indolové. Vzhledem ke skutecnosti,
ze ABA neni pfili§ odliSnd ve velikosti a polarit¢ od IAA a JA, mohou tyto
amidohydrolazy hydrolyzovat také aminokyseliny kyseliny abscisové (ABA-AA).
Pokud mé odliSny druh rostlin odlisSny set amidohydroldz s odliSnou substratovou
specifitou, ABA-AA muze fungovat jako druhové selektivni ABA-prohormon,
a zaroven aktivita ABA konjugati je u riznych druhti rozdilna (Todoroki et al., 2011).
Stabilni ABA analogy jsou vytvateny piedevSsim pro zemédé€lské ucely. Vzhledem
K tomu, Ze samotna ABA je v rostlinach rychle metabolizovana a jeji hladina velmi
kolisa, jsou vytvafeny ABA analogy za cilem zvysit ucinek, ktery vyvolava ABA
u rostlin ¢i tento ucinek napodobit (Abrams et al., 1997).

V souCasné¢ dobé bylo syntetizovano velké mnozstvi vysoce aktivnich
antimetaboliti analogli ABA, jejichz ucinek na kli¢ivost je mnohdy leps$i nez u samotné
ABA, avsak jen ziidka jsou syntetizovany analogy s vysokou fotostabilitou a dobrou
aktivitou (Han et al., 2015).

2.3. Svétlo

aspektech (Xu et al., 2014). Je velmi dulezitd kvalita (ozafovéni), kvantita (vlnova
délka) a smér svétla, plisobiciho na rlst a vyvoj rostlin (Smith et al., 2010), nebot’ rizna
semena reaguji na rizné druhy svétla odliSn€. Pro rostliny majici mald semena, jako je
naptiklad Lactuca sativa L. a Arabidopsis thaliana L., je svétlo kritickym
determinantem kliceni (Seo et al., 2006), u jinych rostlin, jako je napiiklad Cucurbita
pepo L. ¢i Nigella damascena L. naopak svétlo kli¢eni inhibuje. Mlzeme tedy fici, ze
svétlo tedy neni samotnou podminkou kli¢eni semen vSech rostlin (Prochazka et al.,
1998).

Svétlo je dulezité predevSim pro rostliny ptisedlé, a to jednak jako primarni
zdroj energie pro fotosyntézu, a jednak jako signal regulujici jejich zivotni cyklus.
Z hlediska fotomorfogeneze je svétlo viditelné elektromagnetické vinéni, s rozsahem

vlnovych délek ptiblizn¢ 380 (ultrafialové)-760 (dlouhovinné Cervené) nm, piicemz
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nejaktivnéjsimi oblastmi spektra zareni, které ovliviiuji riist a vyvoj rostlin nejvice, jSou
oblasti 620-700 nm patiici ¢ervenému zateni (RL), oblast 710-850 nm dlouhovinnému
c¢ervenému zafeni (FRL), 350-500 nm modrému zafeni (BL). Oblast 320-400 nm
pfedstavuje oblast ultrafialového zafeni typu A (UV-A) a 290-320 nm oblast
ultrafialového zareni typu B (UV-B) a 100-280 nm oblast ultrafialového zatfeni typu C
(UV-C) (Xu et al., 2014; Taiz and Zeiger, 2015; Jones et al., 2013).

2.3.1. Receptory svétla
Svételné¢ signdly jsou vnimdny prostiednictvim molekul oznacovanych jako
fotoreceptory, rozdélenych do nékolika rodin, z nichz kazdy ma své charakteristické
absorp¢ni spektrum. VInova délka svétla, kterd je fotoreceptorem absorbovana spousti
specifickou odpovéd’ pro dany receptor. Zakladnimi fotoreceptory rostlin jsou
fytochromy, absorbujici primarné cervené svétlo (RL) a dlouhovinné Cervené svétlo
(FRL), kryptochromy a fototropiny, absorbujici modré svétlo (BL) a receptory UV-A a
UV-B absorbujici ultrafialové zafeni (UV). Kazdy fotoreceptor interaguje s fotony
ptislusné vlnové délky a ma své charakteristické absorpcni spektrum (Jones et al., 2013;
Xu et al., 2014; Taiz and Zeiger, 2015).
2.3.1.1. Fytochromy

Fytochrom je homodimerni (funkéné aktivni nabyvad formy dimerni) biliprotein,
sestavajici ze dvou identickych polypeptida — apoproteinu (120 kDa) s fotoreaktivni
prostetickou skupinou tetrapyrolové struktury (chromofor). U wvysSich rostlin je
chromoforem fytochromu linearni tetrapyrol fytochrommobilin, syntetizovan
v chloroplastech. Fotoreceptor fytochrom existuje ve dvou fotoreverzibilnich formach.
Forma absorbujici RL (Pr) absorbuje RL (vinové délka okolo 660 nm) a je pfevadéno
na formu absorbujici FRL (Prr), pficemz po expozici FRL (730 nm) je Prr opét zpétne
prevadéno na Pr. Zaroven se meéni také struktura celého bilkovinného komplexu a jeho
biologicka aktivita. RL a FRL ptisobi antagonisticky, RL indukuje celou fadu rastovych
odpovédi, jako je naptiklad kveteni rostlin, kli¢eni semen salatu, zatimco FRL je
inhibuje (Smith et al., 2010; Jones et al., 2013; Prochazka et al., 1998; Ballaré, 2014).
Genom Arabidopsis thaliana (L.) obsahuje pét gent kodujicich fytochromy, vyskytujici
se pouze ve formé¢ homodimerd. Jedna se o fytochromy phyA-phyE.
Nejdominantnéj$imi jsou phyA a phyB, které Casto reguluji antagonisticky probihajici
déje. Naptiklad reguluji kveteni rostlin. U Arabidopsis, FRL prostfednictvim phyA
podporuje kveteni a RL prostfednictvim phyB naopak inhibuje kveteni. Phy-A tedy
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zprostiedkovava reakce na FRL, zatimco phy-B reakce na RL (Lin, 2000). Tti zbyvajici
fytochromy phyC-phyE hraji dulezitou roli v regulaci odpovédi, které zptisobuji ucinky
RL a FRL. Prikladem je prodluzovani internodii a kontrola casu kveteni,

zprostiedkované fytochromy phyD a phyE (Taiz and Zeiger, 2015).

2.3.1.2. Kryptochromy

Kryptochromy jsou flavoproteinové fotoreceptory (70-80 kDa) BL a UV-A, které byly
poprvé identifikovany a studovany u Arabidopsis thaliana (L.). Kryptochromy
zprostiedkovavaji  ucinky BL, jako jsou napiiklad prodluzovani hypokotylu,
depolarizace membran ¢i produkce antokyanu. Kryptochromy nejsou pfitomny pouze u
rostlin, ale také u bakterii, hub a Zivocicht, s vyjimkou hmyzu, ryb, obojzivelnikl a
savcl. Z evoluéniho hlediska se jedna pravdépodobné o evoluéni pokracovatele DNA
fotolyaz, které jsou na svétle zavislé enzymy slouzici pro opravu DNA. Fotolyazova
aktivita spoCiva ve vyuzivani BL k opravé poSkozeni DNA, které vyvolaly G¢inky UV,
odstranénim pyrimidinovych dimerti z DNA. Kryptochromy tuto fotolyazovou aktivitu
nevykazuji.

Vétsina kryptochromt, s vyjimkou CRY-DASH, je sloZzena ze dvou domén, N-
koncové domény PHR (fotolyaze ptibuzné) a C-koncové domény DAS. Kryptochromy
obsahuji dva kofaktorové chromofory, flavinadenindinukleotid (FDA) a
methyltetrahydrofolat-pterin (MTHF), pfipojené k PHR doméné (Taiz and Zeiger, 2015;
Chaves et al., 2011; Lin and Todo 2005, Jones et al., 2013).

Genom Arabidopsis thaliana L. koduje tfi geny kryptochromti, CRY1 a CRY2
vyskytujici se primarné¢ v jadie a CRY3, ktery pravdépodobné funguje v mitochondriich
a chloroplastech. CRY1 a CRY2 zprostiedkovavaji regulaci de-etiolizace
prostfednictvim modrého svétla (BL) a reguluji jiné aspekty rostlinného ristu a vyvoje,
jako jsou cirkadianni rytmy ¢&i rst kofend. CRY3 Arabidopsis patfi do podskupiny
CRY-DASH fotolyaz/kryptochromd, kodujici kryptochromy. Funkce CRY3 zatim
nebyla piesné popsana (Liu et al., 2011; Jones et al., 2013). V piipadé genomu Solanum
lycopersicum (L.) byly popsany ¢tyfi geny, kodujici kryptochromy CRY 1a, zodpovédny
za kontrolu fotomorfogeneze semen, akumulaci antokyanu, a vyvoji dospélych rostlin
CRY1b, CRY2 a CRY-DASH, ktery je pod kontrolou cirkadiannich rytmi se svételné

regulovanym transkripénim vzorem (Facella et al., 2012).
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3.3.1.3. Fototropiny

Fototropiny jsou druhou skupinou fotoreceptorti absorbujicich modré svétlo (BL)
a UV-A zafeni. Krom¢ absorpce BL a zprostfedkovani reakci na toto zafeni, je jejich
dilezitou funkci také umoznéni fototropnich reakci, diky ¢emuz dostaly své jméno.
Jedna se o flavoproteinové receptory (120 kDa) lokalizované v plazmatické membrané
(nejedna se vSak o integrdlni membranové proteiny), obsahujici dva
flavinmononukleotidové (FMN) chromofory, které mohou vyvolat konforma¢ni zmény
a absorbuji svételné zafeni. Fototropin je sloZzen ze dvou oblasti: Na N-konci, jsou
pfitomny 2 specializované fotosenzorické LOV domény (LOV1 a LOV2), které
spole¢né zprostfedkovavaji absorpci BL a na C-konci se nachazi serin/threonin kinasova
doména (Taiz and Zeiger 2015; Hopkins et al., 2009).

Fototropiny byly poprvé objeveny a popsany v Arabidopsis, kde jsou zastoupeny
geny PHOT 1 a PHOTZ2. Photl je primarné fototropni receptor zprostiedkovavajici
fototropismus v reakci na BL nizkych a vysokych plynulych frekvenci. Phot2
zprostfedkovava fototropismus v reakci na zafeni o vysoké intenzité. Hraji velmi
dilezitou roli v optimalizaci fotosyntetické ucinnosti rostlin, jako je naptiklad regulace
otevirdni pruduchli pro vyménu plyni ¢i kumulace a pohyb chloroplasti a ochrana
fotosyntetického aparédtu ptred fotoinhibici, zptisobenou nadmérnym puisobenim svétla.
Geneticka analyza Arabidopsis prokazala, ze Photl a Phot2 se piekryvaji ve funkci
hypokotylového a kofenového fototropismu, akumulace chloroplastli, otevirani
pruduchu, v pohybu a expanzi listi (Taiz and Zeiger, 2015; Hopkins et al., 2009; Jones
etal., 2013; Christie et al., 2015).

3.3.1.4. Receptory UV zareni
Ultrafialové zéateni (UV) je elektromagnetické zafeni kratSich vlnovych délek, nez je
viditelné svétlo. RozliSujeme tii typy (A% zafeni:
UV-A s rozsahem 400-320 nm, UV-B s rozsahem 320-280 nm a UV-C zahrnujici kratsi
vlnové délky nez 280 nm. UV zafeni ma kromé svého cytotoxického ucinku, jako je
napiiklad poskozeni nukleovych kyselin a proteint, také vliv na fotomorfogenezi a rist
rostlin.  Pro rostliny ma nejvétsi vyznam UV-A a UV-B zafeni. UV-B zafeni muze
vyvolat Sirokou Skalu fotomorfogenetickych odpovédi, jako je napiiklad biosyntéza

flavonoidi, potlaceni rastu hypokotylu ¢i zvySeni fotosyntetické ucinnosti.
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Fotoreceptor UV-B zafeni je oznaCovan jako UVRS. Jednd se o protein, ktery
V nepiitomnosti UV-B zafeni vytvafi funkéné inaktivni homodimery. Na rozdil od
fotoreceptorti fytochromt, kryptochromti a fototropinii, UVR8 neobsahuje prostheticky
chromofor. Dvé identické subpojednotky UVRS jsou spojeny v dimer, prostiednictvim
sit¢ mustkli mezi tryptofanovymi residui, kterd slouzi jako primarni UV-B senzor,
a argininovymi residui. UV-A zafeni je absorbovdno prostiednictvim fotoreceptorti
fototropini a kryptochromd, které jsou zaroven také fotoreceptory BL (Hopkins et al.,
2009; Taiz and Zeiger, 2015; Vandenbussche et al., 2014).

2.4. Interakce ABA a svétla

rust a vyvoj rostlin, mizeme piedpokladat, ze jejich signalni drahy spolu mohou
interagovat (Xu et al., 2014). Na endogenni hladinu rostlinnych hormoni, ptedevsim na
ABA a GA ma nejvétsi vliv RL, FRL a BL. KdyZ dojde ke spojeni u¢inkit RL nebo
FRL a BL, hladina ABA klesa. Tato skute¢nost napovida, ze interakce BL a RL,
popiipadé FRL moduluje hladinu endogenni ABA v rostlinnych tkanich prostiednictvim
regulace exprese genil, zapojenych v metabolismu ABA. RL konkrétné ovliviiuje
expresi genu NCDE, ktery koduje klicovy enzym biosyntézy ABA, a expresi genu
CYP707A, ktery koduje enzym ABA-8'-hydroxyldzu, uplatitujici se pfi metabolismu
ABA (Fellner and Sawhey, 2002; Seo et al., 2006; Volmaro et al., 1998).

V souvislosti s ABA je dulezité uvést také GA, nebot tyto fytohormony
ovlivituji kliceni rostlin antagonisticky. Zatimco ABA kliceni inhibuje, GA kliceni
indukuje (Seo et al., 2006). Uginky svétla na kliceni rostlin byly experimentilng
testovany predev§im na malych semenech rostlin, jako jsou semena Lactuca sativa L. ¢i
Arabidopsis thaliana L. Bylo zjisténo, Ze kli¢eni semen téchto rostlin je fizeno
prostiednictvim fytochromu, pfedev§im prostfednictvim phyB a ucinek fytochromu
zaroven ovliviiyje hladiny endogenni GA a ABA, pficemZ metabolismus ABA, at’ uz
biosyntéza ¢i inaktivace, je fytochromoveé regulovan opanym smérem, nez
metabolismus GA béhem fotoreverzibilniho kli¢eni semen (Sawada et al., 2008, Seo et
al., 2006). V souvislosti s regulaci endogenni hladiny ABA prostiednictvim fytochromu
byl provadén experiment na rostlinach Lemna gibba uchovavanych ve tmeé. Rostliny
byly vystaveny ufinku RL a po 4 hodinach od vystaveni byl zjiS§tén vyrazny pokles
hladiny ABA, ktery byl reverzibilni prostfednictvim FRL. Ve tfech z provedenych
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experimentl byly rostliny vystaveny FRL ihned po ozéfeni RL a ve vSech testovanych
ptipadech byl ucinek pfinejmensim ¢asteCné reverzibilni. To naznacuje, ze fytochrom
zpusobuje podstatné snizeni hladiny ABA v Lemna gibba (Weatherwax et al., 1996).
Bylo prokazano, ze ABA hraje negativni roli v regulaci exprese LHCBs. LHCB (light-
harvesting chlorophyll a/b binding) jsou apoproteiny svétlo sbérného komplexu
fotosystému II (PSII). Za normalnich okolnosti interaguji tyto proteiny s chlorofyly a
xantofyly a slouzi jako anténni komplex, ktery absorbuje slunecni zareni a prevadi
excitatni energii do jadra PSII. Za stresovych podminek je exprese geni LHCB
regulovana prostfednictvim ABA. Pfi aplikaci exogenni ABA ve vysokych
koncentracich dosSlo k okamzité inhibici exprese genit LHCBs, naopak pfi aplikaci
fyziologickych koncentraci ABA doslo ke zvySeni exprese geni LHCBs. ABA
ovliviiuje expresi genti LHCBs prostfednictvim transkripéniho represoru WRKY40,
ktery potlacuje expresi LHCBs (Liu et al., 2013).

Regulator svételného signalu, HY5 u Arabidopsis rovnéz zprostfedkovava ABA
odpovédi v pozdni embryogenezi, genové expresi, kli¢eni semen, ristu kotfenového
systtmu a vzniku semenackd. HYS je pozitivni reguldtor fotomorfogeneze semen
v Sirokém spektru vinovych délek, a spole¢né s ABA insenzitivnim genem ABI5 koduje
transkripéni faktor bZIP (basic leucine zipper) (Chen et al., 2008). Bylo zjisténo, ze se
HYS5 vaze na promotor transkripéniho faktoru genu ABI5 svysokou afinitou a je
zodpovédny za jeho expresi. Pomoci chromatinové imunoprecipitace bylo potvrzeno, Ze
vazba HY5 na promotor genu ABI5 je vyrazné zesilena pomoci ABA. HYS je tedy
zapojen do svételné signalni drahy a do signalni drahy ABA navazanim na ABI5 (Chen
et al., 2008; Brocard et al., 2002).

Dal8im transkripénim faktorem, zapojenym do signalni drahy ABA a svétla je
transkripéni faktor ZBF1/MYC2bHLH Arabidopsis. Je represorem fotomorfogeneze,
kryptochromem zprostiedkované BL signalizace. Vystupuje jako prostiednik mezi
komunikaci signalni drahy svétla, ABA a JA a zaroven funguje jako pozitivni regulator
lateralniho ristu kotfenového systému a kveteni. Po objasnéni funkce MYC2 pii rlstu a
vyvoji plodin by proveden experiment na rostlinach rajéete Solanum lycopersicum (L.),
kdy byly Sestidenni sazenice rajcete vystaveny ucinkim ABA, kterd indukuje expresi
LeMYC2 a byla monitorovana uroven hladiny transkriptu LeMYC2. Vysledky méfeni
ukdzaly, ze LeMYC2 pozitivné reguluje inhibici kliceni semen, zplsobenou Uc¢inky

ABA (Gupta et al., 2014).
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3 MATERIAL A METODY

3.1. Rostlinny material

Jednotlivé experimenty byly provadény se semeny rajéete jedlého (Solanum
lycopersicum L.). Pro experimenty byly pouzity dva genotypy, kultivar cv. Rutgers
(WT) a spontanni mutant 7B-1, ktery byl pivodné vyselektovan pro svoji na
fotoperiodé zavislou samci sterilitu (Sawhney, 1997). Tento recesivni ,,single-gene
mutant se vyznacuje piredevSim zvysSenou toleranci k abiotickym strestim, jako je
napiiklad odolnost vii¢i osmotickému stresu, pisobeni riznych soli ¢i nizké teploté,
pricemz tolerance je specificky zvySena na BL (Fellner and Sawhney, 2001;
Bergougnoux et al., 2009). Tato zvySend tolerance vuci stresu je pravdépodobné
zpusobena zvysSenou hladinou jiz pre-existujci endogenni ABA v semenech mutanta
7B-1 ma naruseny nékteré reakce k modrému svétlu, zprostredkované fototropiny
(Fellner and Sawhney, 2001; Jezilova et al., 2012; Hlavinka et al., 2013), coz

vysvétluje zvysenou toleranci mutanta ke stresim na BL.

3.2. Pracovni postupy
3.2.1. Priprava kultiva¢niho média Murashige and Skoog (MS)
Pro kultivaci rostlin bylo pouzivano pevné kultivatni MS médium. Vzdy byly
piipraveny 2 | média smichanim 2 1 destilované vody, 20 g sachardzy, 8,66 g MS média
(Murashige and Skoog, 1962; Caisson Labs USA, MSP01-50LT) a 390,4 mg MES
pufru. Médium bylo pfipravovano v Erlenmayerové baiice o objemu 31 s pouzitim
magnetického michadla a elektromagnetické michacky, na kterou byla umisténa
Erlenmayerova baiikka, aby doSlo k uplnému rozpusténi krystalickych latek. Po
rozpusténi latek byl k médiu pfidavam 1M roztok KOH, kterym se upravilo pH na
hodnotu 6,1. Zmény pH byly méfeny pomoci elektrody pH metru, vlozené do
pfipravovaného média. Po upraveni pH média bylo pfipraveno 5 sklenénych lahvi o
objemu 500 ml, do kterych bylo odvazeno 2,8 g agaru a pfidano 400 ml piipravené¢ho
média. Sklenéné lahve s pfipravenym médiem byly vysterilizovany pomoci autoklavu a

uchovavany v lednici.
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3.2.2. Sterilizace a vysev semen
Kazdy experiment byl provadén se 300 semeny genotypu cv. Rutgers (WT) a 300
semeny genotypu 7B-1. Semena byla napocitana a  prevedena
do plastové zkumavky typu Falcon (50ml) a sterilizovana pomoci sterilizacniho roztoku
NaClO (2,8 %) — SAVO (0,6 | SAVO + 0,4 | dH20) po dobu 30 minut. Obsah
zkumavek byl protfepavan, aby byla sterilizace ucinné;jsi.
Po uplynuti doby sterilizace byl steriliza¢ni roztok odpipetovan pomoci automatické
pipety srozsahem 10 ml a semena byla pétkrat proplachnuta sterilni destilovanou
vodou. Obsah zkumavky byl opét protfepavan, aby doslo k dokonalejSimu promyti
semen. Pfi sterilizaci a promyvani semen bylo nutné dbat na sterilni préci, kterd byla
provadéna v laminarnim flow boxu, aby bylo zabranéno ptipadné kontaminaci.
Pfed samotnym vysevem semen byly pfipraveny sterilni kulaté plastové Petriho misky
(pramér 90 mm) S kultivaénim médiem. Médium ve sklenéné lahvi bylo rozehiato
vV mikrovlnné troubé. Vzdy 80 ml média bylo nalito do sterilni Erlenmayerovy banky
(300ml) a bylo pfidano prislu$né mnozstvi ABA nebo
testovaného ABA-konjugatu: (ABA-Valin, ABA-Glycin, ABA-Phenylalanin, ABA-
Threonin, ABA-Tyrosin) (zasobni roztok 102 mol/l). V p¥ipadé ABA-Val byly pouzity
koncentrace 5, 10, 15, 30, 45, 60 umol/l, v piipad¢ ABA-Gly koncentrace 20, 40, 60
umol/l, v pfipadé ABA-Phe byly testovany koncentrace 40, 50, 60, 70 umol/l, ABA-Thr
byl testovan o koncentracich 100, 125 a 150 umol/l a pii testovani ABA-Tyr byly
pouzity koncentrace 100, 115 a 150 pumol/l. Jednotlivé koncentrace ABA konjugatt
vybiral vedouci bakalafské prace Prof. RNDr. Martin Fellner, Ph.D, ktery vychazel ze
¢lanku Todoroki et al., 2009, ktery poskytl pfedstavu o jednotlivych koncentracich
testovanych konjugati ABA. Takto pfipravené médium bylo rozdéleno do 4 Petriho
misek, vzdy po 20 ml média.
Na takto ptipravené Petriho misky s pevnym médiem byly pomoci pinzety oplachnuté
v 96 % ethanolu a vyzihané nad plamenem pifendSeny sterilizovana a proplachnuta
semena. Na jednu misku bylo vzdy umisténo 30-35 semen.
Misky se semeny byly vzdy oblepeny dvéma vrstvami pasky znetkané textilie
(Urgopore), aby bylo zabranéno ptipadné kontaminaci a byla zajisténa lep$i manipulace
S miskami. Polovina misek se semeny byla vzdy umisténa
do kultivacni rlstové komory (Microclima 1000; Snijders Scientific B.V.,

The Netherlands) na kontinualni modré svétlo, polovina misek byla zabalena
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do alobalu a umisténa do stejné komory. Takto byla zajisténa inkubace semen ve tm¢.
Zdrojem modrého svétla byly trubice Philips TLD-36W/18-Blue (Philips USA) s
maximalni ozafenosti 10 pmol m? s pii 440 nm. Semena byla inkubovana pfi stalé
teploté 23 °C. Tteti az sedmy den od vysevu semen byla pocitana klicivost semen, ktera

byla zaznamenéavana do tabulky a nasledné byla ur¢ena procentudlni kli¢ivost semen.

4 VYSLEDKY
Cilem ptedlozené bakalafské prace bylo otestovani fady aminokyselinovych
konjugati ABA pomoci biotestu kliceni semen. Pro experiment byly pouzity
semena rajcete jedlého (Solanum lycopersicum L.) genotypy cv. Rutgers (WT) a
7B-1. Nejprve byl oveéfen znamy vliv. ABA na klieni semen
(experiment provedla Marie Vitaskova z Laboratofe rustovych regulator) a za
stejnych  podminek pak byly testovany jednotlivé konjugaty ABA
s aminokyselinami: ABA-Val, ABA-Phe, ABA-Gly, ABA-Thr a ABA-Tyr.
Soucasné bylo zjistovano, jak modré svétlo ovliviiuje ptisobeni ABA konjugati
na kliceni semen a jaky vliv ma mutace 7B-1 na citlivost Kk testovanym
konjugatim. Vsechny konjugaty byly piipravovany Dr. Astou Zukauskaite
Z Laboratofe ristovych regulatori. Jako kontrola kliceni bylo pouZito DMSO,
ve kterém byly dané roztoky konjugati ptipravovany. Biologicka aktivita
aminokyselinovych konjugatt ABA byla experimentdln¢ otestovana

s nasledujicimi vysledky:

4.1. Vysledky s ABA
Pii testovani G€inkl Cisté ABA na kliceni semen byly pouZity koncentrace 0, 1, 2, 3, 5
umol/l. Jako kontrola bylo pouzito Cist¢ MS médium. Inhibi¢ni efekt na kli¢eni semen
byl pozorovan u vsech pouzitych koncentraci ABA pro oba testované genotypy (Obr. 6
a 7). Inhibice klicivosti vzrustala v zavislosti na koncentraci ABA. Pfi pouziti ABA o
koncentraci 5 umol/l byla ve vSech pfipadech pozorovéana inhibice pifesahujici 80%
(Obr. 8 a 9). Experiment byl proveden Marii Vitaskovou z Laboratofe rastovych

regulatort.
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Obr. & 6 a & 7: Vliv ABA na klieni semen rajcete cv. Rutgers a mutanta 7B-1

inkubovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) 7. den od vysevu. Jako kontrola

bylo pouzito ¢ist¢é médium. Vynesené hodnoty ukazuji primérné hodnoty + SE

klic¢ivosti semen ziskané¢ ze 3 nezavislych experimentd. Experiment provedla Marie

Vitaskova.
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Obr. ¢ 8 a & 9: Vliv ABA na klieni semen rajéete cv. Rutgers a mutanta 7B-1

inkubovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) 7. den od vysevu. Vynesené

hodnoty ukazuji procentualni inhibici v zavislosti na koncentraci pouzité ABA ze 3

nezavislych experimentti. Experiment provedla Marie Vitaskova.
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4.2. Kli¢ivost semen v piitomnosti ABA-Val

Pfi testovani ucinkl konjugatu ABA-Val byly pouzity koncentrace 0, 15, 30, 45, 60
pumol/l. Jako druhd kontrola bylo pouzito DMSO v koncentraci 0,3 % v médiu, kterd
odpovida finalni koncentraci DMSO v médiu pii pouziti nejvyssi testované koncentraci,
tedy konkrétné pii 60uM koncentrace ABA-Val. Jak ukazuje (Obr. 10 a 11) bylo
zjisténo, ze pfi inkubaci ve tm¢ (D) nema ABA-Val pfi pouzitych koncentracich zadny
vliv na kli¢eni semen rajcete ani U jednoho z testovanych genotypu. Inhibi¢ni efekt byl
pozorovan u semen inkubovanych na modrém svétle (BL) pii pouziti ABA-Val o
koncentracich 15 a 45 uM v ptipadé genotypu WT a 45 uM v piipad¢ genotypu 7B-1
(Obr. 12 a 13). V ptipadé genotypu 7B-1 byl pozorovany inhibi¢ni efekt velmi slaby.
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Obrazek ¢. 10 a 11: Vliv ABA-Val na kliceni semen rajéete cv. Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 inkubovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) 7. den od vysevu.
Jako kontrola bylo pouzito DMSO o koncentraci 0,3% v médiu. Vynesené hodnoty
ukazuji primérné hodnoty + SE klicivosti semen ziskané ze 2-4 nezavislych

experimentd.
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Obrazek ¢. 12 a 13: Vliv ABA-Val na kliceni semen rajéete cv. Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 inkubovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) 7. den od vysevu.
Jako kontrola bylo pouzito DMSO o koncentraci 0,3% v médiu. Vynesené hodnoty
ukazuji procentualni inhibici, v zavislosti na koncentraci pouzittho ABA-Val, ze 2-4

nezavislych experimenti.

4.3. Reakce kli¢eni semen k ABA-Phe

Pii testovani ucinkd konjugitu ABA -Phe byly pouzity koncentrace 0, 40,
50, 60, 70 pumol/l. Jako druha kontrola bylo pouzito DMSO v koncentraci 0,08 %
v médiu, kterd odpovida finadlni koncentract DMSO v médiu pi1 pouziti 60uM
koncentrace ABA-Phe. Pii inkubaci semen ve tmé& (D) nebyl pozorovan zadny
vyznamny inhibi¢ni efekt ABA-Phe ani u jednoho z testovanych genotypi, klicivost
semen byla vysoka (Obr. 14, 15 a 16). Pfi inkubaci na modrém svétle (BL) byl
pozorovan inhibiéni efekt pouze u genotypu WT pii pouziti SO uM ABA-Phe (Obr. 17).
Je vSak tfeba zdlraznit, Ze na modrém svétle byl kvuli nedostatku nasyntetizovaného
ABA-Phe proveden pouze jediny experiment. U semen genotypu 7B-1 inkubovanych na
BL inhibi¢ni efekt pozorovan nebyl (Obr. 17).
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Obrazek ¢. 14 a 15: Vliv ABA-Phe na kli¢eni semen rajéete cv. Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 inkubovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) 7. den od vysevu.
Jako kontrola bylo pouzito DMSO o koncentraci 0,08% v médiu. Vynesené hodnoty
ukazuji primérné hodnoty + SE klicivosti semen ziskané ze 2 nezavislych experimentt

(D), a hodnoty jediného experimentu (na BL).
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Obrazek ¢. 16 a 17: Vliv ABA-Phe na kliceni semen rajéete cv. Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 inkubovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) 7. den od vysevu.
Jako kontrola bylo pouzito DMSO o koncentraci 0,08% v médiu. Vynesené hodnoty
ukazuji procentualni inhibici, v zavislosti na koncentraci pouzitétho ABA-Phe, ze 2
nezavislych experimentt (D), a hodnoty jediného experimentu (na BL). Pi koncentraci
60 pumol/l a inkubaci semen na modrém svétle byla zaznamenana nulova inhibice u

obou testovanych genotypu.
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4.4. Vysledky s ABA-Gly
Pti testovani uc¢inkd konjugiti ABA-Gly byly pouzity koncentrace 0, 20,
30 a 40 umol/l. Jako druha kontrola bylo pouzito DMSO v koncentraci 0,15% v médiu,
ktera odpovida finalni koncentraci DMSO v médiu, pfi pouziti 40 uM koncentrace
ABA-Gly. Obr. 18 a 19. Ukazuji, ze ABA-Gly vyznamné snizuje kli¢eni semen rajéete
obou pouzitych genotypd. Pro semena cv. Rutgers i 7B-1 inkubovana ve tm¢ (D) byl
zjistén inhibi¢ni efekt pro vSechny testované koncentrace. (Obr. 18)
Pfi inkubaci na modrém svétle (BL) byla rovnéz zjisténa inhibice kliceni obou
testovanych genotypt, inhibi¢ni ucinek byl vSak znatelné siln€j$i nez pii inkubaci
ve tm¢, a to pro oba testované genotypy (Obr. 20 a 21). Jak Obr. 20 a 21 také ukazuji u
mutanta 7B-1 byla zaznamenana slabsi inhibice kli¢ivosti nez u cv. Rutgers pfi obou

testovanych svételnych podminkach.
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Obrazek ¢. 18 a 19: Vliv ABA-Gly na kli¢eni semen rajéete cv. Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 inkubovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) 7. den od vysevu.
Jako kontrola bylo pouzito DMSO o koncentraci 0,15% v médiu. Vynesené hodnoty

ukazuji primérné hodnoty + SE kli¢ivosti semen ziskané ze 4 nezévislych experimenta.
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Obrazek ¢. 20 a 21: Vliv ABA-Gly na kli¢eni semen rajéete cv. Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 inkubovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) 7. den od vysevu.
Jako kontrola bylo pouzito DMSO o koncentraci 0,15% v médiu. Vynesené hodnoty
ukazuji procentudlni inhibici, v zavislosti na koncentraci pouzittho ABA-Gly, ze 4

nezavislych experimentu.

4.5. Vysledky s ABA-Thr
Pii testovani ucCinkd konjugatu ABA-Thr byly pouzity koncentrace 100, 125
a 150 umol/l. Jako druha kontrola bylo pouzito DMSO v koncentraci 0,10 % v médiu,
ktera odpovidd findlni koncentraci DMSO v médiu pii pouziti 150 uM koncentrace
ABA-Thr. Ze ziskanych vysledkli bylo zjisténo, Ze ABA-Thr pii pouZitych
koncentracich nema zadny vliv na kliceni semen rajcete (Obr. 22 a 23). Inhibi¢ni efekt
nebyl pozorovan u semen genotypu WT ani 7B-1. Vliv nemély ani rozdilné svételné

podminky (D, BL) pfi inkubaci semen (Obr. 24 a 25).
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Obrazek ¢. 22 a 23: Vliv ABA-Thr na klieni semen rajéete cv. Rutgers (WT) a

mutanta 7B-1 inkubovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) 7. den od vysevu.

Jako kontrola bylo pouzito DMSO o koncentraci 0,10% v médiu. Vynesené hodnoty

ukazuji primérné hodnoty + SE kli¢ivosti semen ziskané ze 2 nezavislych experimenta.
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Obrazek ¢. 24 a 25: VIiv ABA-Thr na kliceni semen rajcete cv. Rutgers (WT) a

mutanta 7B-1 inkubovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) 7. den od vysevu.

Jako kontrola bylo pouzito DMSO o koncentraci 0,10% v médiu. Vynesené hodnoty

ukazuji procentualni inhibici, v zavislosti na koncentraci pouzit¢tho ABA-Thr ze 2

nezavislych experimenti.

30



4.6. Vysledky s ABA-Tyr
Pfi testovani ucinkti konjugatu ABA-Tyr byly pouzity koncentrace 0, 100, 115 a 150
umol/l. Jako druha kontrola bylo pouzito DMSO v koncentraci 0,1% v médiu, ktera
odpovida finalni koncentraci DMSO v médiu pii pouziti 150 uM koncentrace ABA-
Tyr. Vysledky ukazuji, ze ABA-Tyr inhibuje kli¢eni genotypu WT i 7B-1 pfi inkubaci
ve tmé (D) pii vSech pouzitych koncentracich ABA-Tyr, pti¢emz siln€j$i inhibi¢ni efekt
byl pozorovan u genotypu 7B-1 (Obr. 26 a 28). Pii inkubaci na modrém svétle (BL) byl
pozorovan inhibi¢ni efekt rovnéz u obou testovanych genotyptli, pii vSech pouzitych
koncentracich ABA-Tyr (Obr. 27). Silngjsi inhibi¢ni efekt pti inkubaci na BL byl opét
pozorovan u genotypu 7B-1, pfi¢emz v ptipad¢ koncentraci 115 a 150 uM C¢inila

inhibice 100% (Obr. 29).
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Obrazek ¢. 26 a 27: Vliv ABA-Tyr na kliceni semen rajéete cv. Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 inkubovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) 7. den od vysevu.
Jako kontrola bylo pouzito DMSO o koncentraci 0,1% v médiu. Vynesené ukazuji

prumérné hodnoty + SE kli¢ivosti semen ziskané ze 2 nezavislych experimentt.
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Obrazek ¢. 28 a 29: Vliv ABA-Tyr na klieni semen rajéete cv. Rutgers (WT) a
mutanta 7B-1 inkubovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) 7. den od vysevu.
Jako kontrola bylo pouzito DMSO o koncentraci 0,1% v médiu. Vynesené grafy ukazuji
procentudlni inhibici, v zavislosti na koncentraci pouzit¢ého ABA-Tyr, ze 2 nezavislych

experimentu.

5 DISKUZE

procesy probihajici v rostlindch (Tang et al., 2013). ABA je monocyklicky
seskviterpenoid karboxylové kyseliny regulujici Sirokou S$kalu fyziologickych
a vyvojovych procesi v Zivotnim cyklu rostliny, od vyvoje semen a kli¢eni po zrani
plodu a zlepsSeni tolerance k biotickému a abiotickému stresu (Rajagopalan et al.,
zrani semen, uzavirani priducht a reakce na bioticky a abioticky stres (Nambara
and Kuchitsu, 2011). Riizné aminokyselinové konjugaty jsou povazovany za zasobni
formu, deaktivovanou formu nebo za endogenni bioaktivni molekuly, 1 kdyz
definitivni tloha téchto konjugati nebyla zatim stanovena, kromé (+)-7-is0-JA-
isoleucinu (Fonseca et al., 2009; Todoroki et al., 2011). V piipadé ABA nebylo
zatim publikovéano, Ze by aminokyselinové konjugaty byly endogennimi metabolity
a ani na zaklad¢ vyzkumu metabolizmu ABA nebyly zatim nalezeny dikazy, ze by

tomu tak mohlo byt (Todoroki et al., 2011).
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Endogenni hladina ABA je fizena spolupraci drahy biosyntézy, transportu
a katabolické inaktivace pii reakci na abioticky stres, ktery ptedstavuji naptiklad
vysoké teploty, mrdaz ¢i sucho. Kdyz dojde ke zmirnéni stresu je ABA
metabolizovdna na inaktivni produkt prostiednictvim jedné ze dvou zékladnich
katabolickych drah. Prvni moznosti je esterifikace ABA na konjugat ABA-GE, ktery
vykazuje pouze velmi slabou, az téméf zadnou biologickou aktivitu, ale zda se byt
transportni formou ABA. Druhou moznosti je hydroxylace ABA na nestabilni
meziprodukt 8'-hydroxy-ABA, ktera je pfevadéna na kyselinu faseovou (Todoroki
etal., 2011; Piotrowska and Bajguz, 2011).

Nejznaméjsi funkci ABA je inhibice kli¢eni semen. Pravé na tuto schopnost
jsme se zaméfili a testovali jsme biologickou aktivitu aminokyselinovych konjugata
ABA. Cilem zjistit, jak tyto syntetické konjugaty ovliviiuji kli¢eni semen, zda
mohou mit podobnou fyziologickou funkci jako ABA.

V ramci mé bakalaiské prace bylo testovano pét aminokyselinovych
konjugati kyseliny abscicové (ABA-Val, ABA-Phe, ABA-Gly, ABA-Thr, ABA-
Tyr). Inhibi¢ni efekt byl pozorovan u tii z téchto testovanych analogl, konkrétné
se jednalo o konjugaty ABA-Val, ABA-Gly a ABA-Tyr. V ramci vyhodnoceni
inhibic¢nich vlastnosti testovanych konjugati byly feSeny dvé zakladni otazky:

V prvnim ptipad€ byla feSena problematika schopnosti konjugatli inhibovat
kliceni semen rajcete. ABA je latkou velmi nestabilni, jeji endogenni hladina velmi
kolisa a je rychle metabolizovana (Taiz and Zeiger, 2015). Na zaklad¢ jeji
nestability nelze pfesné fici, zda sledovany inhibi¢ni efekt je zplisoben testovanym
konjugatem, ¢i kyselinou abscisovou, kterd vznikla rozSt€épenim daného konjugatu.
Z vysledkli experimentl je patrné, Ze na BL byl pozorovan vzdy siln€jsi inhibi¢ni
efekt nez ve tm¢. Domnivame se, ze vzhledem k nestabilit¢ ABA mitize dochazet
k jejimu Stépeni, pfiCemz tento efekt je siln€jsi pii pasobeni BL, nebot’ jejich
signalni drahy spolu v mnoha ptipadech mohou interagovat. Pro objasnéni vysledki
by bylo nutné provést dalSi experiment, kdy by byla zméfena hladina ABA
Vv rostlindch, a bylo by tak mozné pifesné fici, zda pozorovany inhibi¢ni efekt
zpusobil testovany konjugat, i roz§tépend ABA.

Pouze teoreticky byla feSena problematika vazby testovanych konjugatt na
znamé ABA receptory. Bylo odhaleno, ze ABA percepce a signalizace je
zprostfedkovana vazbou na receptory pyrabactinové rezistence PYR/PYL/RCAR

(oznacujici se zkracen¢ PYL). Tyto receptory vnimaji ABA intercelularn€, coz ma
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za nasledek vytvoreni komplexu s A proteinem fosfatdzy typu 2Cs (PP2Cs), ktera je
nasledné inhibovana (Gonzélez-Guzman et al, 2014; Ma et al., 2009; Park et al.,
2009). Receptory se lisi svou velikosti, strukturou, a tudiz i druhy molekul, které
mohou vazat. Je zndmo, ze receptor PYRI1 se vyskytuje ve form¢ monomerické a
také ve formé¢ dimerické. V porovnani s receptory PYL1/2 maji receptor PYRI
mensi velikost nez PYL1/2 a zaroven maji rovngj$i tvar, diky cemuz se predpoklada,
7e maji schopnost vazat mensi molekuly (Asta Zukauskaite slovni sdéleni). Neni
mozné piesn¢ fict, ktery z receptori je schopny vazat testované aminokyselinové
konjugaty, domnivame se vsak, Ze vzhledem k velikosti molekuly konjugatu je
Na tuto otdzku vSak nelze jednoznac¢né odpovédét, mizeme se pouze domnivat,
nebot’ neni mozné piesné zjistit, ktery z receptorti bude konjugat vazat.

Kli¢eni semen je jeden ze zékladnich fyziologickych dé&ju, ktery je fizen
svétlem. Bylo prokazano, ze BL ve vétsiné piipadi redukuje kliceni semen rajcete
(Piterkové et al., 2012) a zesiluje U¢inek osmotického stresu na kli¢eni semen
(Fellner and Sawhey, 2002). 7B-1 mutant rajéete (Solanum lycopersicum L.) je
mutant vyznacujici se sam¢i sterilitou zavislou na fotoperiod¢ a zvySenou toleranci
kliceni semen k abiotickému stresu specificky na BL (Fellner and Sawhney, 2001;
Omidvar et al., 2017; Balarynova et al., 2018). I kdyZz mutant 7B-1 obsahuje v
hypokotylech vyssi hladinu ABA (Fellner et al., 2001), nedavné analyzy
doktorandky Pavly Pokorné ukazaly, Ze semena mutanta 7B-1 obsahuji mnohem
mén¢ endogenni ABA nez semena cv. Rutgers (Pokorna et al., 2018). Pavla Pokorna
dale zjistila, ze BL neovliviiuje pifimo expresi genll pro vétSinu PYL receptort pro
ABA (s vyjimkou PYLS5), ale ovliviiuje degradaci ABA tim zpiisobem, Ze ji
zpomaluje. Na zédklad¢ toho klesa jeji hladina ABA ve tmé& rychleji, neZ na modrém
svétle (Pokorna et al., 2018). P. Pokorna dale odhalila, ze pokles ABA v semenech
mutanta v prvnich 24 hodinach inkubace na BL je rychlejsi u 7B-1 nez u WT
(Pokorna et al., 2018). Tato fakta mohou vysvétlovat, ze pfi porovnani vysledné
procentualni klicivosti semen cv. Rutgers a 7B-1, mutant 7B-1 je vD i BL
k testovanym konjugatim vzdy méné citlivy (s vyjimkou citlivosti k ABA-Tyr), nez
cv. Rutgers a inhibi¢ni efekt je u néj tudiz niz§i nez u cv. Rutgers. Jak bylo zminéno,
semena 7B-1 ukazuji vyssi citlivost k inhibi¢nimu u¢inku ABA-Tyr nez cv. Rutgers.
Zajimavé je, ze po prvnich 6 hodinach inkubace, exprese genu kodujici receptor

PYLS5 byla vyssi v semenech 7B-1 nez v cv. Rutgers. Nabizi se tedy otazka (Ci
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uvaha pro dal$i experimenty), zda receptor PYLS5 neni schopen vazat ABA-Tyr. To
by mohlo zvysenou citlivost 7B-1 k ABA-Tyr vysvétlovat.

6 ZAVER

Hlavnim cilem pielozené bakalarské prace bylo otestovat biologickou aktivitu
peti vybranych aminokyselinovych konjugati kyseliny abscisové. Konkrétné byly
testovany analogy ABA-Val, ABA-Phe, ABA-Gly, ABA-Thr a ABA-Tyr o ruznych
koncentracich. U tii z testovanych analogi — ABA-Val, ABA-Gly, ABA-Tyr byl
pozorovan inhibi¢ni efekt na kliceni semen rajéete jedlého (Solanum lycopersicum
L.). Konjugaty byly testovany na dvou genotypech, cv. Rutgers a mutant 7B-1.
Genotyp 7B-1 vykazoval nizsi citlivost k testovanym konjugatim nez genotyp cv.
Rutgers. Vysvétleni nabizi nezavislé experimenty doktorandky P. Pokorné, ktera
zjistila, Ze semena mutanta 7B-1 obsahuji mnohem mén¢ endogenni ABA nez
semena cv. Rutgers, a ze pokles ABA v semenech, ke kterému pii kliceni dochazi, je
u 7B-1 rychlejsi nez u WT. Vyssi citlivost mutanta 7B-1 kK ABA-Tyr by mohla byt
vysvétlena tim, ze exprese genu kodujiciho receptor PYLS5 byla vyssi v semenech
7B-1 nez v cv. Rutgers. To je vsak jen spekulace, pro kterou zatim nemame dikazy.
Silngj$i inhibiéni ucinek aminokyselinovych konjugatl pozorovany pii inkubaci
semen obou genotypu na BL lze vysvétlit tim, ze pii kliceni hladina ABA ve tmé
klesa rychleji nez na modrém svétle.

Vysledky experimentll ukézaly, ze syntetické aminokyselinové konjugaty
ABA by mohly mit inhibi¢ni Gi¢inek na kliceni semen rajcete, podobné jako ABA. Je
vSak nutno provéfit stabilitu ABA-AA, protoZze miiZze dochazet ke Stépeni ABA-AA
na volnou ABA, ktera mlze inhibici kliceni zpisobovat.

Vysledky experimentli vyvolaly fadu novych otazek, které¢ by mohly byt

odrazovym miustkem pro dal$i experimentalni praci.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
AAOQO enzym abscisic aldehyde oxidasa
ABA kyselina abscisova
ABA-AA aminokyseliny Kyseliny abscisové
ABA-GE glukosylester kyseliny abscisové
BL modré svétlo
D tma
DPA kyselina dihydrofaseova
FDA flavinadenindinukleotid
FRL dlouhovinné ¢ervené svétlo
GA gibberelliny
IAA kyselina indolova
IPP isopentenyldifosfat
JA kyselina jasmonova
LHCB light-harvesting chlorophyll a/b binding proteiny
MTHF methenyltetrahydrofolat-pterin

NCED (AtNCED) enzym 9'-cis-epoxycarotenoid dioxygenasa

41



PA kyselina faseova

PHR fotolyaze ptibuzna doména kryptochromu
phyB fytochrom B

Pr forma fytochromu absorbujici ¢ervené svétlo
Prr forma fytochromu absorbujici dlouhovinné ¢ervené svétlo
PSII fotosystém II

PYL receptory pyrabactinové resistence

RL cervené svétlo

SA kyselina salicylova

SDR enzym - Short-chain dehydrogenase/reductase
START star-related-lipid transfer

UV ultrafialové zafeni

ZEP zeaxanthin epoxidasa
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