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Abstrakt

Svétlo a kyselina abscisova (ABA) jsou dulezitymi faktory ovliviujicimi kli¢eni
semen a nasledny vyvoj semenackt. Tato bakalarska prace byla zameéfena na vliv
modrého a Cerveného svétla na kliceni semen rajCete a rist hypokotylu a kotfenu za
pusobeni riznych koncentraci exogenni ABA. K experimentim byly pouzity
mutované rostliny rajcete Solanum lycopersicum L. s defekty ve fytochromu B1 (#ril)
a fytochromu A (fril). Semena a semenacky byly kultivovany ve tm¢, na modrém a
Cerveném svétle na kultivatnim médiu s riznou koncentraci ABA. Vysledky této
bakalarské prace potvrdily, Ze svétlo ma na kli¢eni semen a prodluzovani hypokotylu
rajCete inhibicni efekt, a na riist kofene naopak efekt stimulacni. Zaroven bylo pomoci
genetického pristupu zjisténo, ze citlivost kli¢icich semen k exogenni ABA je
ovliviiovana modrym svétlem prostiednictvim PHYA a cervenym svétlem
prostfednictvim PHYB1. Dale bylo zjisténo, ze PHY A zprostfedkovava vliv BL a RL
na citlivost hypokotylu k ABA, a také vliv BL na citlivost kofentd k ABA.
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1 UVOD A CILE PRACE

Kli¢eni semen je proces zacCinajici prudkou absorpci vody a koncici penetraci kotene
osemenim (Bewley, 1997). Je ovliviiovano vnéjSimi faktory, jako je voda, teplota,
kyslik ¢i svétlo (Bareke, 2018). Zaroven je ovliviiovano vnitinimi faktory, a to
predevs§im kyselinou abscisovou (ABA) a antagonisticky pusobicimi gibereliny
(Smith et al., 2010). Rast a vyvoj semenackl je proces zacCinajici penetraci kofene a
zahajenim ristu hypokotylu (De Wit et al., 2016). Tento proces je taktéz ovliviiovan
vnéj§imi i vnitinimi faktory. Na rozdil od kliceni je proces ristu a vyvoje semenacku
endogenné fizen predevsim auxinem, ale také i antagonisticky pasobici ABA (Li et
al., 2017). Tato bakalafrska prace se soustedila na dva hlavni faktory ovliviiujici jak
kliceni semen, tak rust a vyvoj semenackd, a to na svétlo a ABA. Svételné zafeni je
rostlinami vnimano pomoci fotoreceptort, které jsou schopny detekovat velmi Siroké
spektrum svétla od 280-750 nm (Galvdo and Fankhauser, 2015). Nejaktivnéj§imi
oblastmi spektra svételného zafeni je dlouhovinné Cervené zafeni (710-740 nm),
cervené zatreni (650-680 nm) a modré zareni (390-500 nm) (Taiz and Zeiger., 2010).
Kyselina abscisova je rostlinny hormon, ktery je klicovy ve fyziologickych procesech
zivotniho cyklu rostlin a zaroveni hraje hlavni roli v odpovédi na bioticky a abioticky
stres (Li et al., 2017). Studiemi bylo prokazano, ze mezi signalnimi drdhami svétla a

ABA dochazi ke vzajemnym interakcim (De Wit et al., 2016).

Cilem predlozené bakalarské prace bylo zkouméani vlivu svétla na regulaci
kli¢eni semen a ristu rostlin za ptisobeni aplikované ABA. Interakce téchto dvou vliva
byla studovana na rostliné Solanum lycopersicum L. pomoci genetického pfistupu
spocivajiciho v analyze mutanti. Experimenty byly konkrétné provadény na
mutantech s defektem ve fytochromu B1 (#ril, temporarily red light-insensitive 1) a

s defektem ve fytochromu A (fril, far-red-insensitive 1).

Tato bakalafska prace byla vypracovana v Laboratofi rastovych regulatoru,
spoleéném pracovisti PfF Univerzity Palackého v Olomouci a Ustavu experimentalni

botaniky AVCR.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kliceni semen

Semeno je samostatna heterotrofni jednotka, ktera je konstitucné a fyziologicky
vybavena pro vznik nového autotrofniho organismu — rostliny. Uvnitf semene se
nachazi embryo, které je obklopeno endospermem a osemenim (testou). Zrala semena
jsou udrzovana ve stavu metabolického klidu, tzv. dormance, ktera zabraiuje vyvoji
embrya za nepfiznivych podminek (Bewley, 1997). Vznik nového organismu zacina
procesem, zvaném kliceni, které je zahajeno, pokud je semeno zivotaschopné, je
prekonana dormance a jsou piitomny vné&jsi enviromentalni podminky. Mezi tyto
podminky patfi voda, teplota, kyslik, svétlo a pfitomnost raznych typu

hub/mikroorganismii umoznujicich rozlozit obal semene (Bareke, 2018).

Kli¢eni semen je zahajeno prudkou absorpci vody, tzv. imbibici, kdy dochazi
k obnoveni metabolické a respiracni aktivity. Poté nasleduje traveni skladovanych
zasob z endospermu a zvySovani metabolické aktivity. Tato faze je reverzibilni a je
mozné op€tovnym vysuSenim uvést semeno do stavu dormance. Jelikoz tyto faze
probihaji uvnitf semene, tak se nazyvaji neviditelné. Dalsi fazi je ukonceni kliceni
semene kompletni penetraci kofene testou, kdy je vysledkem tzv. viditelné kliceni, a
nasleduje faze rustu (Bewley, 1997; Nambara and Marion-Poll, 2005; Bareke, 2018).
Neéktera semena vyzaduji ke klieni kromé imbibice také svétlo. Takova semena se

nazyvaji fotoblasticka (Sawada et al., 2008).

Dormance a kli¢eni semen je ovliviiovano vné€jsimi a vnitinimi (hormonalnimi)
faktory. Vnéjsi faktory, jako je teplota, mnozstvi vody, slozeni pudy ¢i svétlo, reguluji
endogenni hormony, dle nichz je podpofena dormance nebo kliceni semen (Bareke,
2018). Hlavnimi endogennimi regulatory dormance a kli¢eni semen jsou fytohormony,
a to primarné kyselina abscisova (ABA) a antagonisticky pusobici gibereliny (GA).
GA podporuji kliceni semen a negativné reguluji jejich dormanci. Naopak endogenni
ABA podporuje zrani semen, indukuje a udrzuje fazi dormance a zabranuje
predcasnému vykliceni semen. Vyznam ABA byl dokazdn pomoci studie ABA-
deficientnich mutant(i Arabidopsis, rajcat a kukufice. Tito mutanti postradali enzymy
zapojené do biosyntézy ABA, coz u mutanti Arabidopsis a rajcat zpusobilo
nedokonceni procesu zrani semen, a u mutanta kukufice doslo k prfedcasnému kli¢eni
semen, tzv. viviparii (Smith et al., 2010). Viviparie je stav, kdy nezrala semena

zahajuji kliCeni na matefské rostliné jest€ pred oddélenim, a je zpusobena

9



nedostatenym mnozstvim ABA, kterda za normalnich podminek kliCeni semen
inhibuje (Penfield, 2017). Dalsimi fytohormony ucastnici se téchto procest jsou
brassinosteroidy, ethylen, auxiny, cytokininy, strigolaktony, kyselina jasmonova a

kyselina salicylova (Shu et al., 2016).

2.2  Rust rostlin

Rostliny jsou prisedlé, fotoautotrofni organismy, které si v disledku ménicich se
enviromentalnich faktor vyvinuly vysokou plasticitu (Raghavendra et al., 2010).
Jejich rast je vysledkem biochemickych a biomechanickych signalt, které zptisobuji

zmény rostlinné formy v pribéhu Casu (Patubicki et al., 2019).

Rist rostlin zacina po proniknuti kofene osemenim a zahajenim rustu
embryonalniho stonku (hypokotylu). Mechanismus prodluzovani hypokotylu se
znatelné li8i dle toho, zda probihd ve tmé ¢i na svétle. Ve tmé vznikaji etiolované
semenacky, u nichz dochézi k silnému prodlouzeni hypokotylu, vytvoteni apikalniho
hacku, inhibici vyvoje embryonalnich listd (kotyledonil) a kotfenového systému. A to
s vyuzitim rastové strategie zvané skotomorfogeneze, kdy rostlina vyuziva
energetickych rezerv zendospermu. Svétlo vyvolava tzv. de-etiolizaci a
fotomorfogenni rust, kdy dochazi k inhibici ristu hypokotylu, rozvinuti apikalniho
hacku, vyvoji kotyledonii a diferenciaci chloroplasti, ¢imz vznika sobé&stacna

fotoautotrofni rostlina (Gendreau et al., 1997; De Wit et al., 2016).

Rust rostlin je, stejn€ jako kliCeni semen, regulovan kombinaci vnéjsich a
vnitinich faktor. Mezi vn¢jsi faktory patii svétlo, mnozstvi vody, teplota, salinita a
dalsi. Rast a vyvoj rostlin je endogenné fizen fytohormony, a to pfedevs§im auxinem,
ktery reguluje prodluzovani stonku, vyvoj meristému, rist adventivnich kofenu a
apikalni dominanci. Dal§imi hormony indukujicimi rast a diferenciaci rostlin jsou
gibereliny a brassinosteroidy. Naopak cytokininy, kyselina abscisova a ethylen jsou

fytohormony, které tento rust Casto potlacuji (Gendreau et al., 1997; Li et al., 2017).
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2.3 Svétlo

Svétlo je jednim z hlavnich faktorti ovliviiujici fyziologii a vyvoj rostlin a je primarnim
zdrojem energie. Svétlo vSak slouzi i jako zdroj informace pro rostlinu, pasobi jako
signal. Rostliny vnimaji v tomto pfipadé svétlo prostiednictvim fotoreceptort, které
vnimaji velmi §iroké spektrum svétla od 280-750 nm (Galvao and Fankhauser, 2015).
Fotoreceptorové systémy zaznamenavaji kvalitu (vinovou délku), kvantitu (ozareni),
trvani a smér svétla. Rust a vyvoj rostlin je ovlivnén zvlasté nejaktivnéjsimi oblastmi
spektra svételného zareni, kterymi je dlouhovinné Cervené zafeni (710-740 nm),
cervené zafeni (650-680 nm) a modré zateni (390-500 nm), ultrafialové zafeni typu A
(320-390 nm) a ultrafialové zateni typu B (280-320 nm) (Smith et al., 2010; Taiz and
Zeiger, 2010).

Vyvoj a rast vyssich rostlin v disledku pfitomnosti ¢i nepfitomnosti svétla
probiha po odlisSnych drahach. Pfi ristu na svétle vykazuji semenacky
fotomorfogenezi. Naopak pfi ristu ve tmé vykazuji klicici rostlinky skotomorfogenezi
a etiolizaci. Pfi prorazeni vyhonku povrchem pidy dochazi k vystaveni klicici
rostlinky svétlu a k de-etiolaci. Jedna se o proces prechodu ze skotomorfogeneze do
fotomorfogeneze, kdy se v reakci na svétlo semenacek prodluzuje pomaleji, zacne
zelenat, vrcholovy meristém zaCne iniciovat vznik listd a vznika vzrostla sazenice

(Smith et al., 2010).

2.3.1 Receptory svétla

Fotoreceptory jsou molekuly, které jsou pritomny v celé rostling, a které po absorpci
svétla podléhaji strukturalni, energetické nebo konformacni zmén€. Hlavni funkci
fotoreceptoru je detekovat svétlo o urcité vinové délce a nasledné€ pomoci signalné-
transduk¢ni kaskady vyvolat vhodnou odezvu. Reakce na svételny signal mize byt
v misté vnimani svétla (napf. pohyb chloroplasti) nebo v misté vzdaleném od

fotopercepce (Smith et al., 2010; Galvao and Fankhauser, 2015).

Fotoreceptory jsou podle své specifické molekulové struktury citlivé na svétlo
o ruznych vinovych délkach, dle ¢ehoz jsou rozdéleny do jednotlivych rodin (Obrazek
1). Jako fytochromy se oznacuji fotoreceptory, které reaguji primarné na Cervené a
dlouhovlnné Cervené svétlo, které ma nejvétsi vliv na fotomorfogenezi. Dal$i skupinou

jsou kryprochromy, které detekuji primarné modré a ultrafialové oblasti spektra.
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Modré svétlo pfijimaji také fototropiny. Tato skupina fotoreceptort je zodpoveédna za

fototropismus, svétlem vyvolané otevirani a zavirani priaduchd, pohyby chloroplasti,

¢i ranou fazi inhibice rastu hypokotylu. Posledni skupinou receptort je rodina

Zeitlupe, ktera také detekuje modré a UV-A zareni (Christie, 2007; Smith et al., 2010).
Svételné spektrum

Dlouhovlnné
uv Cervené zafeni

rodina
Zeitlupe Fototropin

Obrizek 1: Diagram ukazujici razné vinové délky aktivujici Ctyfi rodiny fotoreceptorii. Vytvofeno v

Microsoft Office Word. Inspirovdno Smith et al., 2010.

2.3.1.1 Fytochromy

Fytochromy jsou homodimerni proteiny sestavajici se ze dvou identickych
polypeptidovych fetézch — apoproteini. Na jejich cysteinovém zbytku je
thioetherovou vazbou ptipojeny fytochromobilin (PpB), coz je fotoreaktivni linearni
tetrapyrolovy chromofor. Ten zachycuje svételné zareni, cimz dochazi ke konformacni
zméné proteinu, ktery iniciuje zmény v genové expresi, coz vede ke vhodné ristové
reakci rostliny. Tyto fotoreceptory reguluji kliCeni semen, vyvoj semenacka a vSechny
aspekty fotomorfogenniho vyvoje rostlin. Fytochromy se nenachéazeji pouze ve
vySSich rostlinach, ale jim podobné proteiny byly nalezeny 1 v nizSich rostlinach,
fasach, sinicich a bakteriich (Smith et al., 2010; Pham et al., 2018; Cheng et al., 2021;
Kircher et al., 2011).

Fytochromy jsou schopny velmi rychle reagovat na zmeény ve slozeni
dopadajiciho svétla, ¢imz umoziuji dynamickou adaptaci rostlin. Této vlastnosti je
dosazeno pomoci dvou fotoreverzibilnich forem fytochromi — Pr a Prr. Fytochrom se
ve svém zakladnim neaktivnim stavu (Pr) nachazi v cytosolu, kde absorbuje Cervené
svétlo (Amax=6060 nm), ¢imz dochazi k preméne na fyziologicky aktivni formu Pk,
ktera je nasledné translokovana do jadra. Fyziologicky aktivni forma fytochromu muze

byt absorpci dlouhovinného Cerveného zareni (Amax=730 nm) pfeménéna zpét na Pr.
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Pti téchto pfeménach dochazi ke zménam proteinové struktury a zaroven biologické
aktivity (Hughes, 2013; Cheng et al., 2021). Tato reverzibilni pfeména Pr na Prr a

nasledny transport Prr do jadra je zobrazena na obrazku 2.

Apoprotein fytochromu se sklada z N-terminalni a C-terminalni ¢asti, které
jsou oddélené patovou oblasti, ktera hraje klicovou roli pii pfeméné Pr na Pgr formu.
N-terminalni polovina fytochromu obsahuje doménu PAS (Period/Arnt/Single-
minded), GAF (cGMP fosfodiesteraza/Adenylyl cyklaza/FhlA), slouzici k vazbé
fytochromobilinu, a PHY, slouzici ke stabilizaci Prr formy fytochromu. C-terminalni
cast molekuly po sméru od pantové Casti obsahuje dvé repetice domény PRD (PAS-
Repeat Domain), jejichz funkci je nasmérovani aktivni formy Prr do jadra, a doménu

histidinkinazy (HKRD) (Taiz and Zeiger, 2010).

Fytochromy jsou kdédovany rodinou genu, které byly poprvé popsany u
Arabidopsis thaliana. Tato rodina se sklada z péti strukturné pribuznych ¢lent PHYA
— PHYE. Funk¢né dominantnimi jsou predevsim PHYA a antagonicky pasobici PHYB
(Taiz and Zeiger, 2010). Fytochromy se rozdéluji na labilni na svétle (typ I) a stabilni
na svétle (typ II). Do prvni skupiny se fadi pouze PHYA, ktery hraje hlavni roli ve
vyvoji semenackl, a to primarné pii prechodu ze tmy na svétlo. Fytochrom A se
hromadi v cytoplazmé etiolovanych rostlin, kdy pfi prvnim kontaktu se svétlem,
dochazi k jeho rychlé degradaci, coz iniciuje fotomorfogenni vyvoj rostliny (Smith et
al., 2010; Cheng et al., 2021). Fytochrom A zprostfedkovava odezvy s vysokou
intenzitou (HIR), ale také odezvy s velmi nizkou ozafenosti (VLFR), které ostatni
fytochromy nejsou schopny odlisit od tmy. Do druhé antagonisticky pusobici skupiny
se fadi PHYB — PHYE, které zprostfedkovavaji odezvy o nizké ozatenosti (LFR).
Fytochrom B reguluje fotomorfogenni vyvoj rostlin a zaroven termo-morfogenezi
(Kircher et al., 2011; Cheng et al., 2021). Fytochromy C, D a E jsou strukturné
podobné PHYB, s jehoz funkcemi se zaroven piekryvaji. Tyto fytochromy jsou
zodpovédné za kontrolu kveteni, prodluzovani fapiku a internodii (Taiz and Zeiger,
2010). U Solanum lycopersicum L. bylo identifikovano pét gent kodujici fytochromy
znaCené A, B1, B2, E a F (Rosado et al., 2016).
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Jadro

Obrizek 2: Pfeména inaktivni formy (Pr) na aktivni formu (Prr) fytochromu a zpét prostiednictvim

¢erveného (RL)/dlouhovinného Cerveného svétla (FRL). A ndsledny transport Prr do jadra. Vytvotfeno
v Microsoft Office Word. Inspirovano Taiz and Zeiger, 2010.

2.3.1.2 Kryptochromy

Kryptochromy jsou hlavnimi receptory modrého a UV-A svétla, které
zprosttedkovavaji  fotoreakce v rostlinach, jako je prodluzovani hypokotylu,
depolarizace membran, podpora expanze kotyledond, produkce anthokyana c¢i
regulace cirkadiannich rytma. Tyto fotoreceptory jsou lokalizované v jadie, a kromé
rostlin jsou pfitomny i1 v bakteriich, archeich, houbach a zivocisich (Taiz and Zeiger,

2010).

Kryptochromy vykazuji strukturalni podobnost k DNA fotolyazam, coz jsou
fotoresponzivni enzymy katalyzujici opravy DNA poskozené UV zafenim (Wang and
Lin, 2020). Kryptochromy jsou definovany dvoudoménovou strukturou, a to N-
terminalni fotolyazovou doménou (PHR) a C-terminalni doménou (CCE), ktera se u
DNA fotolyaz nevyskytuje. N-terminalni doména vaze dva chromofory: flavin adenin

dinukleotid (FAD) a 5, 10 - methyltetrahydrofolat, tzv. pterin (Li and Yang, 2007).
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Ten absorbuje modré svétlo a ziskanou excitacni energii pienasi do FAD, ¢imz je
aktivovana fotolyaza. Rostlinné kryptochromy, 1 pfes stejny princip pfenosu energie,
tuto fotolyazovou aktivitu nevykazuji (Taiz and Zeiger, 2010). C-terminalni doména
po absorpci modrého svétla méni svou konformaci a zprosttedkovava pienos signalu

a nasledné svételnou odpovéd’ (Lin and Shalitin, 2003).

Rodina kryptochromi byla poprvé identifikovana v Arabidopsis thaliana, jejiz
genom obsahuje tfi ¢leny: CRYI, CRY2 a CRY3. Jako prvni byl detekovan gen HY4,
pozdéji prejmenovany na CRY1, kodujici kryptochrom 1 (Mao et al., 2014). Protein
CRY1 je na svétle stabilni, kdezto CRY2 se na svétle degraduje. CRY1 a CRY2 jsou
proteiny lokalizované v jadre, které zodpovidaji za regulaci svétlem fizenych procesu,
jako jsou de-etiolace, programovana bunécna smrt ¢i navozeni kveteni (Fantini et al.,
2019). Kryptochrom 3 je lokalizovan v chloroplastech a mitochondriich, av§ak jeho
funkce je v soucasnosti neznama. CRY3 patii do podskupiny CRY DASH
fotolyaz/kryptochromti, ktera je pomoci fotolyazové aktivity schopna opravy

poskozené jednoretézcové DNA (Li and Yang, 2007; Mao et al., 2014).

U Solanum lycopersicum L. byly identifikovany ¢tyfi kryptochromové geny:
CRYla, CRY1b, CRY2 a CRY3. CRY la se podili na fotomorfogennim vyvoji rostlin a
biosyntéze antokyani a karotenoidd. Ostatni kryptochromy jsou zodpovédné za

regulaci cirkadialnich transkripcnich rytmt (Fantini et al., 2019).

Nedavnymi studiemi bylo zjisténo, ze Marchantia polymorpha obsahuje jediny
kryptochrom, a to MpCRY. Ten se po ozafeni modrym svétlem lokalizuje do jadra,
kde dojde k vlastni interakci a fosforylaci, ¢imz se aktivuje protein potlacujici
inhibi¢ni ucinek ABA. MpCRY vykazuje vysokou homologii s receptory CRY
nachazejici se u Arabidopsis thaliana. MpCRY se podili na regulaci dormance semen,

prodluzovani hypokotylu a kveteni rostlin (Liao et al., 2023).

2.3.1.3 Fototropiny

Fototropiny jsou receptory modrého a UV-A svételného zafeni, jejichz nazev je
odvozen od jejich funkéni role ve fototropismu (Christie, 2007). Kromé fototropismu
reguluje také dalsi procesy, které zasadné zlepSuji fotosyntetickou ucinnost, jako je

otevirani a zavirani praducht ¢i pohyby chloroplast (Legris and Boccaccini, 2020).
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Pozemni rostliny obsahuji dva fototropiny, a to PHOT1 a PHOT2. Ve
fototropismu se role obou receptort prekryva, avsak jejich relativni prispévek zavisi
na podminkach prostiedi. PHOT1 i PHOT2 zprostiedkovavaji reakce za vysoké
intenzity modrého svétla, avSak pouze PHOT1 je schopny regulovat fototropismus
hypokotylu i pfi nizké intenzité zafeni, a to i pod 1 umol.m? s'. Za zhorSenych
svételnych podminek PHOT1 a PHOT2 podporuji zachyceni svétla aktivaci pohybu
chloroplasti k hornimu povrchu buriky. Naopak pii vysoké intenzité zafeni PHOT2
reguluje vyhybavy pohyb chloroplasti od mista ozafovani, ¢imz se zabraiuje

poskozeni fotosyntetického aparatu (Christie, 2007; Legris and Boccaccini, 2020).

Fototropiny jsou svétlem aktivované flavinové proteiny, které obsahujici dva
segmenty: fotosenzorickou N-terminalni doménu a C-terminalni doménu obsahujici
na svém konci serin-threonin kindzu. N-terminalni doména obsahuje dvé velmi
podobné domény — LOV1 a LOV2 (Light — Oxygen — Voltage). Domény LOV vazi
chromofor flavin mononukleotid (FMN) a cysteinové zbytky. Pres svou strukturni
podobnost maji domény LOV ruzné funkce. LOV1 pravdépodobné podporuje
fotodimerizaci a moduluje fotoreaktivitu LOV2. Naopak LOV2 hraje hlavni roli
v regulaci kinazové aktivity fotoreceptorti (Kimura and Kagawa, 2006; Christie, 2007,

Legris and Boccaccini, 2020).

2.3.1.4 Rodina receptoru ZEITLUPE

Modré zareni absorbuje také rodina receptori ZEITLUPE, jejichz funkci je regulace
cirkadialnich rytmd a kveteni rostlin. Cleny této rodiny jsou fotoreceptory ZTL
(ZeiTLupe), FKF1 (Flavin-binding, Kelch repeat, F-box 1) a LKP2 (Lov Kelch Protein
2).

Fotoreceptory ZEITLUPE jsou charakteristické obsahem N-terminalni
domény LOV, ktera je vazana s F-boxem a C-terminalni doménou se Sesti Kelchovymi
repeticemi. Funkci domény LOV je absorpce modrého svétla a nasledné
zprostredkovani vhodné biochemické odpovédi. F-box umoziiuje interakce s proteiny.
ZEITLUPE tak vytvaifi multiproteinovy E3 ubiquitin ligdzovy komplex regulujici
degradaci proteini zprostiedkovanou svétlem. ZTL a LKP2 proteiny reguluji
predevsim cirkadialni rytmy a FKF1 zprostiedkovava regulaci kveteni (Suetsugu and

Wada, 2013; Galvao and Fankhauser, 2015).
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2.4  Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (ABA) je rostlinny hormon, ktery hraje dilezitou roli v odpovédi
na bioticky a abioticky stres, jako je sucho, chlad ¢i vysoka salinita pudy. Je také
klicovy ve fyziologickych procesech zivotniho cyklu rostlin, mezi které patii vyvoj
embryi a zrani semen, dormance a kliCeni semen, vegetativni vyvoj, rust kofent, pohyb
pruduchd, kveteni a senescence. Jde o fytohormon, ktery je syntetizovan téméf ve
vSech buiikach obsahujicich chloroplasty nebo amyloplasty. ABA byla kromé rostlin
nalezenai v né€kterych bakteriich, houbach a v riznych metazoanech, a to od moiskych
hub az po lidi. AvSak jako klicova signalni molekula funguje pouze v rostlinach,

kdezto u jinych organismi se jedna o sekundarni metabolickou slozku (Li et al., 2017).

ABA byla izolovana v riznych nezavislych studiich. Na zacatku 60. let 20.
stoleti byla zmladych plodi baviny izolovana sloucCenina urychlujici abscisi,
oznacovana jako ,abscisin II, a zaroven byla z listi platanu separovana sloucenina
vyvolavajici dormanci, zvana , dormin®“. V roce 1965 bylo zjisténo, ze chemicka
struktura abscisinu II a dorminu je totozna, a tak byla sloucenina pfejmenovana na
kyselinu abscisovou. Tento nazev je odvozen od puvodniho piedpokladu, ze tato
slouCenina navozuje abscisi, avsak, jak pozd¢€ji bylo zji§téno, tento proces navozuje

ethylen (Buchanan et al., 2015).

2.4.1 Chemicka struktura kyseliny abscisové

Kyselina abscisova je patnacti uhlikaty seskviterpen odvozeny od karotenoidu, jehoz
sumarni vzorec je Ci1sH200s4. Molekulova struktura ABA obsahuje fadu vlastnosti
ovlivilyjyicich jeji biologickou aktivitu. Sklada se z cyklohexanového kruhu a

uhlovodikového postranniho fetézce (Cutler et al., 2010; Ng et al., 2014).

Na cyklohexanovy kruh je navazana monomethylova, dimethylova, ketonova
a hydroxylova skupina. Na pozici 1" je pfitomen chiralni uhlik, ktery zajistuje
optickou aktivitu ABA. Tento asymetricky uhlik urCuje, zda se jedna o S (+) nebo R
(-) enantiomer. Déle se na tento kruh vaze uhlovodikovy postranni fetézec, ktery
obsahuje dvé dvojné vazby (pozice 2, 4) a je konjugovany se skupinou karboxylové
kyseliny. Karboxylova kyselina se nachazi na 2 uhliku postranniho fetézce a jeji
orientaci jsou urceny trans nebo cis izomery ABA. Prirozené vyskytujici se biologicky

aktivni izomer je (+)-2-cis-4-trans-ABA (Obrazek 3). OtoCenim cyklohexanového
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kruhu kolem chiralniho uhliku dochézi ke vzniku nepfirozeného R (-) enantiomeru
s nizkou biologickou aktivitou (Obrazek 4). Pasobeni svétla na tyto konformace
dochazi k izomerizaci na neaktivni formu 2-trans-4-trans-ABA. Komercné je ABA
k dostani ve smeési S a R forem v piiblizné stejnych mnozstvich (Ng et al., 2014; Li et

al., 2017).

Obrizek 3: Chemicka struktura (S)-cis-ABA. Vytvoteno v aplikaci ChemSketch.
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Obrizek 4: Chemicka struktura (R)-cis-ABA. Vytvofeno v aplikaci ChemSketch.

2.4.2 Biosyntéza kyseliny abscisové
Rozsah odpovédi ABA na biotické ¢i abiotické stresy zavisi na jeji koncentraci
v konkrétni rostlinné tkani a na citlivosti tkdné¢ na ABA. Jednim z regulacnich

mechansmu koncentrace endogenni ABA je biosyntéza.

Rostliny syntetizuji ABA nepfimou cestou pomoci meziproduktl tzv.
karotenoidni drdhou, ktera zacind v chloroplastech ¢i dalSich plastidech. Zde je
syntetizovana isoprenoidni jednotka Cs, tedy isopentenyldifosfat (IPP), ktery je také
prekurzorem cytokininu, giberelint a brassinosteroidd. Nasledn€, piidanim tii molekul
IPP k dimethylallyldifosfatu, vznika C»o, tedy geranylgeranyl difosfat (GGPP), coz je

prekurzor plastidovych isoprenoidt v¢etné karotenoidu.

Biosyntéza karotenoidli zacina kondenzaci dvou molekul GGPP za katalyzy
fytoensyntazou a naslednym vznikem fytoenu. Poté dochazi k desaturaci, izomeraci a
cyklizaci, coz vede k produkci a-, nebo B-karotenu. AvSak pouze B-karoten je déle
hydroxylovan na zeaxanthin, ktery je nasledné metabolizovan na biologicky aktivni

ABA (Lietal., 2017).
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Ke konverzi zeaxanthinu na trans-violaxanthin dochdzi pfes intermedialni
anthraxanthin, a to pomoci zeaxanthin epoxidazy (ZEP). Za katalyzy enzymu
neoxanthinsyntdza vznika trans-neoxanthin, ktery je izomeraci pfeveden na 9’-cis-
neoxanthin. Nasleduje hlavni regulacni krok biosyntézy ABA, a to xantofylové
Stépeni, kdy je Stépena cis forma neoxanthinu enzymem NCED (9-Cis-
Epoxykarotenoid Dioxygenases) za vzniku produktu Cis, xanthoxinu, a metabolitu
C»s. Xanthoxin se nasledné presouva do cytosolu, kde je pomoci enzymu SDR (Short-
chain Dehydrogenases/Reductases) pfeménén na ABA-aldehyd, ktery je enzymem
AAQO3 (Abscisis Aldehyd Oxygenases 3) oxidovan na kone¢ny produkt, a to na
biologicky aktivni kyselinu abscisovou (Nambara and Marion-Poll, 2005; Ng et al.,
2014). Vyse popsana biosynteticka draha ABA je zobrazena na Obrazku 5.
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Obrizek 5: Biosyntetickd draha ABA v rostlindch. Pfevzato a upraveno z Buchanan et al., 2015.
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2.4.3 Katabolismus kyseliny abscisové

Hladina endogenni ABA je v rostlinach regulovana nejenom biosyntézou, ale také
jejim katabolismem. K zahajeni degradace ABA dochazi v ptipad¢€ snizeni stresovych
signala. Jeji degradaci vznikaji biologicky neaktivni katabolity, ¢imz je snizena
endogenni hladina ABA. Katabolismus ABA probiha dvéma typy reakci, a to
hydroxylaci nebo konjugaci (Nambara and Marion-Poll, 2005).

K hydroxylaci ABA dochazi jednou ze tfi biologicky aktivnich methylovych
skupin, které jsou vazané na kruhové strukture — C-7", C-8" a C-9'. Za dominantni
katabolicky proces ABA je povazovana 8 -hydroxylacni draha. Tou dochazi ke
konverzi ABA na nestabilni meziprodukt 8 -hydroxy ABA, a to za katalyzy ABA 8'-
hydroxylazy, coz je monooxygenaza typu CYP450, ktera je kodovana rodinou gent
CYP707A,k jejichz expresi dochazi za sucha pii dehydrataci nebo v reakci na vysokou
vlhkost. ABA 8'-hydroxylaza je pravdépodobné hlavnim regulacnim enzymem mnoha
fyziologickych procest rostlin (Ng et al., 2014). Nestabilni 8 -hydroxy ABA je dale
spontann€ cyklizovana za vzniku kyseliny faseové (PA), kterd je rozpustnou
reduktazou katabolizovana na neaktivni kyselinu 4’-dihydrofaseovou (DPA). PA a
DPA jsou nejhojné€jSimi katabolity ABA a jejich vznikem klesa biologicka aktivita
ABA (Nambara and Marion-Poll, 2005; Buchanan et al., 2015).

Alternativni cestou v katabolismu ABA je konverze na 7 -hydroxy ABA a
9’-hydroxy ABA, ktera se cyklizuje na kyselinu neofaseovou (Neo PA) (Zhou et al.,
2004; Nambara and Marion-Poll, 2005). Dalsi moznou cestou je konjugace ABA ¢i
jejich hydroxylovanych katabolit s glukdzou. Nejrozsifenéjsim konjugatem je ABA-
B-glukosylester (ABA-GE), ktery muze fungovat jako zasobni molekula. Spolu
s konjugatem ABA-1"-O-glukosidem jsou povazovany za biologicky neaktivni a
beéhem starnuti se hromadi ve vakuolach a apoplastu (Ng et al., 2014; Buchanan et al.

2015). Tato vyse popsana katabolicka draha ABA je zobrazena na Obrazku 6.

20



. N
o OH  C00Gluc

ABA fi-glucosyl ester

OH
o ch,o4 0% I l

7'-Hydroxy ABA \ >
OH  coom COOH
/ ABA ABA-1',4'-trans-diol

4

1

CYP707A

COOH
0- Glm ><
COOH
0 HOH,C., HO

e COOH Q:\)\LUOH

ABA-1'-0O-p-glucoside | OH
8'-Hydroxy ABA 8'-0-(3-Hydroxy-3-methylglutaryl)-8’'-

hydroxy ABA
. ,CH,0H
g ) A\
OH  coon
> OH —_— “OH
9'-Hydroxy ABA (0] (VOOH COOH
o HO™

1 L
NG
/,OH  cooH
o "y

Neo phaseic acid

%

l

Phaseic acid epi-Dihydrophaseic acid

“OH

LRE
l

Q0N Gluc-O

Dihydrophaseic acid Dihydrop

HO

ic acid g

Obrizek 6: Katabolicka draha ABA v rostlinach. Pfevzato a upraveno z Buchanan et al., 2015.

2.4.4 Signalni draha kyseliny abscisové

Vyssi rostliny jsou prisedlé organismy, jejichz produktivita je neustale ovliviiovana
pusobenim riznych patogenti a abiotickym stresem. Fytohormon ABA je hlavnim
endogennim poslem téchto stresovych situacich (Raghavendra et al., 2010). ABA se
ucastni reakci zpusobujici jak kratkodobou fyziologickou, tak dlouhodobou vyvojovou
odpovéd’. Pii kratkodobych reakcich nejcastéji dochazi ke zméné v tocich ionti pres
membrany ¢i k regulaci urCitych geni (napf. zavirani praducht). Kdezto pfi
dlouhodobych reakcich jsou provadény vyznamné zmény v genové expresi (napf.
zrani semen). K aktivaci signalni transduk¢ni drahy a ziskani fyziologické odpovédi
na vngjsi vlivy dochazi interakci hormonu se specifickym extracelularnim nebo

intracelularnim ABA receptorem (Taiz and Zeiger, 2010).

Pro identifikaci ABA receptoru se vyuzivaji biochemické, bunécné a genetické
piistupy, avSak pouze tii tiidy ABA receptori jsou v soucasné dobé dostatecné
popsané. Mezi né se fadi podjednotka Mg** chelatazy (ChlH) lokalizovana
v plastidech, ktera se ucastni syntézy chlorofylu, signalizace a koordinuje expresi
plastidovych a jadernych gent. Dal§imi ABA receptory jsou GPCR (G-Protein
Coupled Receptor), presnéji GTG1 a GTG2 (GPCR-Type G protein) proteiny. Jde o
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receptory spfazené s G proteiny nachazejici se na plazmatické membrané regulujici
otevirani a zavirani praduchu. Treti tfidou nachazejici se v cytosolu i v jadfe je rodina
rozpustnych  receptort  PYR/PYL/RCAR  (PYrabactin  Resistance/PYRI-
Like/Regulatory Components of ABA Receptors), kterd patii do superrodiny
vazebnych proteini START (STeroidogenic Acute Regulatory protein-related lipid-
Transfer) (Cutler et al., 2010; Taiz and Zeiger, 2010).

Rodina PYR/PYL/RCAR je v soucasnosti nejdetailn€ji popsanou tiidou ABA
receptoru. Jako ¢len superrodiny START jsou charakteristické konzervovanym , helix-
grip” zdhybem tvoficim hydrofobni kapsu, do které se vaze ligand. Tato rodina
receptori ABA byla zkoumana ¢tyfmi samostatnymi vyzkumnymi skupinami, kdy byl
u Arabidopsis thaliana nejprve chemicko-genetickym screeningem identifikovan
agonista ABA, pyrabactin. Dal§imi screeningy byl u mutantd Arabidopsis thaliana
rezistentnich na pyrabactin identifikovan gen PYRI a nasledujicimi studiemi bylo
detekovano 13 pribuznych ¢lent této rodiny, oznacovanych jako PYLI — PYLI13, kdy
u vSech ¢lent (s vyjimkou PYL13) je vnimani ABA aktivni (Cutler et al., 2010; Taiz
and Zeiger, 2010; Weiner et al., 2010).

Zakladnim mechanismem modulace pfenosu signalu v zivych organismech je
reverzibilni fosforylace proteinti. Ta je zprostfedkovana kinazami a fosfatazami.
V rostlinach predstavuji hlavni rodinu fosfataz PP2C (Protein Phosfatases C type 2),
které funguji jako negativni regulatory ABA signalizace. V Arabidopsis thaliana se
PP2C shlukuji do 10 skupin ozna¢ovanych A-J. Kdy ve skupiné A bylo prokazano, ze
nejméné 6 Clend se ucastni prenosu signalu ABA, z nichz jsou nejlépe
charakterizovany ABI1, ABI2 a HABI. Naopak pozitivnim regulatorem ABA
signalizace je protein kinaza SnRK2 (SNF1-Related protein Kinase 2) patfici do
skupiny SnRK, kterd je klasifikovana do tfi skupin — SnRK1, SnRK2 a SnRK3.
Skupina SnRK1 mé vysokou homologii s kvasinkovym SNF1 a savéim AMPK, které
slouzi jako metabolické regulatory. Kdezto SnRK2 a SnRK3 jsou skupiny jedine¢né

pro rostliny podilejici se na bunééné signalizaci (Ng et al., 2014).

Receptory PYR/PYL/RCAR obsahuji hydrofobni kapsu vazajici ligand —
hormon ABA. ABA se vaze v hydrofobni dutiné receptoru, ¢imz dochazi ke
konformacni zméné smycek lemujicich hydrofobni kapsu. Tim vznika interakéni

povrch umoziujici navazani PPC2. Takto inhibovana PP2C umoziiuje akumulaci
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aktivovanych SnRK2, ¢im dochazi k fosforylaci ABFs (ABA-responsive element
Binding Factors), aktivaci bZIP transkripcnich faktorii (basic leucin ZIPper) a vzniku
ABA odpovédi. V nepfitomnosti ABA nedochazi k interakci mezi receptory
PYR/PYL/RCAR a PP2C. Aktivni PP2C defosforyluje SnRK2 a nedochazi tak ke
vzniku ABA odpovédi. (Cutler et al., 2010). Tato vySe popsana signaliza¢ni dréha je

zobrazena na Obrazku 7.
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Obrizek 7: Signdlni draha kyseliny abscisové. Vytvoreno v Microsoft Office Word. Pfevzato z Cutler
et al., 2010.

2.4.5 Interakce svétla a kyseliny abscisové

Svétlo je jednim z nejdulezitéjSich enviromentalnich faktort ovliviiujicich rist a
vyvojové procesy zivotniho cyklu rostlin. Reakce na svételné podnéty jsou
v rostlinach zprostfedkovany zménami v hormonalnim metabolismu, coz dokazuje, ze
mezi signalnimi drahami svétla a hormonti dochazi k interakcim. Znalost pribéhu

téchto interakci je vSak v soucasnosti malo objasnéna (De Wit et al., 2016).

Kliceni semen je regulovano pomoci fotokonverktivnich fytochromu, které
ovliviiuji hladiny fytohormonu ABA, ktera klieni inhibuje, a GA, ktera kliceni
indukuje (De Wit et al., 2016). Pfi kombinaci modrého (BL), Cerveného (RL) a
dlouhovlnného Cerveného svétla (FRL) se hladina ABA snizuje, coz dokazuje, ze
interakce mezi BL a RL (¢i FRL) modulyji endogenni ABA v rostlinnych tkanich
(Fellner and Sawhney, 2002).
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U semen Lactuca sativa L. a Arabidopsis thaliana bylo prokazano, ze PHYA
a PHYB jsou aktivovany po ozafeni RL, ¢imz je snizena hladina ABA, zaroven je
indukovana biosyntéza GA a dochazi k aktivaci kli¢eni. Ke snizeni mnozstvi ABA
dochazi zvySenim exprese genli kodujicich 8 -hydroxylazu, ktera degraduje aktivni
ABA, a snizenim exprese genti kodujicich enzym NCED, jehoz tkolem je aktivace
biosyntézy ABA (Sawada et al., 2008; De Wit et al., 2016). Ke zvraceni procesu
kliceni mize dojit pulzem FRL v pocatecni fazi imbibice, ktery inaktivuje PHYB v
endospermu. Nasledné je aktivovana biosyntéza ABA, ktera inhibuje biosyntézu GA
stimulovanou PHYA, ¢imz inhibuje kli¢eni semene. Pfi ozareni semen v pozdé&jsi fazi
imbibice FRL dochazi k aktivaci PHYA, biosyntéze GA a opétovnému zahajeni
kliceni (De Wit et al., 2016).

Dal§imi faktory ucastnici se prenosu signalu ABA u Arabidopsis thaliana jsou
proteinové fosfatazy ABI1 a ABI2 a transkrip¢ni faktory leucinovych zipt (bZIP)
ABI3 — ABI5 (ABA-Insensitive 1-5). K aktivaci exprese genu ABI5 dochazi po
navazani pozitivniho svételného regulatoru HYS (elongated HYpocotyl 5) na
promotor, coz vede k inhibici kli¢eni semen a nasledného vyvoje semenacka. HY5
tedy podporuje fotomorfogenezi a reguluje téméf jednu tietinu genové exprese
genomu Arabidopsis. V ptitomnosti ABA je vazba HYS na ABI5 promotor zvysena.
(Xu et al., 2014; Bhagat et al., 2021).

Kli¢ovou roli v ABA signalizaci hraje gen oznacovany COP1 (COnstitutively
Photomorphogenicl). Jedna se o E3 ubiqitin ligdzu, kterd funguje jako centralni
represor fotomorfogenniho vyvoje semenackit ve tmé. Nedavnymi studiemi u
Arabidopsis thaliana bylo potvrzeno, Ze béhem rastu semenackid ve tme funguje COP1
jako pozitivni regulator signalizace ABA, kdy dochazi k indukci akumulace
transkripcniho faktoru ABIS. Ve tmé se COP1 nachazi v jadre, kde interaguje s
proteinem SPA (Supressor of PhyA-105) za vzniku komplexu zpasobujici ubiqitizaci
a degradaci faktori podporujicich fotomorfogenezi. K této degradaci dochazi
prostfednictvim proteasomu 26S. Po ozafeni rostliny je COP1 transportovan do
cytosolu, coz umozinuje akumulaci faktorti podporujici fotomorfogenezi (Peng et al.,
2022). Dochazi tak k aktivaci drahy HY5-ABIS (Obrazek 8) a zaroven k akumulaci
reaktivnich forem kysliku (ROS). Pii nizkych hladinach ROS v semenech se zvySuje
katabolismus ABA. Naopak za stresovych podminek mtze dojit k nekontrolovatelné

akumulaci ROS, coz vede k poskozeni bunék a nasledné inhibici kliceni semen (Chen
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et al., 2022). COP1 reguluje také kveteni, otevirani a zavitani praduchu a reakce na

environmentalni stresy (Peng et al., 2022).

Tma Svétlo

~ |

ABI5 Fotomorfogeneze

/

Obrizek 8: Regulace drahy HYS5-ABIS prostiednictvim COP1 za svétla a za tmy. Vytvoieno
v Microsoft Office Word. Inspirovano (Taiz et al., 2010).

268 proteasom

Dalsimi geny ovlivnénymi svétlem a ABA jsou geny LHCB (Light-Harvesting
Chlorophyl a/b Binding). Jde o apoproteiny svétlo sbérného komplexu fotosystému II
(PSII) (Capel et al., 1998). LHCB interaguji s chlorofyly a xantofyly, ¢imz vznika
hlavni a nejhojnéj§i anténni komplex pigment-protein v zelenych rostlinach. Tento
anténni komplex absorbuje slunecni zafeni a transportuje excitacni energii do jadra
PSII (Fuciman et al., 2012). Exprese geni LHCB je regulovana primarné svétlem a
cirkadialnimi rytmy (Capel et al., 1998). Za stresovych podminek je exprese téchto
genu regulovana také fytohormonem ABA. Pfi exogenni aplikaci tohoto hormonu
dochazi ke snizeni exprese geni LHCB. Naopak endogenni ABA je nutna pro Gplnou
expresi riznych ¢leni LHCB a jeji fyziologicky vysoka hladina zvysSuje expresi LHCB
gend. ABA reguluje tyto geny prostiednictvim transkripcniho faktoru WRKY40, ktery
expresi genil LHCB potlacuje (Liu et al., 2013).

U Arabidopsis  thaliana  se  nachazi  také  transkripéni  faktor
ZBF1/MYC2bHLH, ktery pusobi jako bod kiizové komunikace mezi signalnimi
drahami svétla, ABA a kyseliny jasmonové. MYC2 je represor fotomorfogeneze, ktery
muze fungovat ale také jako pozitivni regulator vyvoje lateralnich kofenti a doby
kvétu. U Solanum lycopersicum L. se nachazi aminokyselinova sekvence LeMYC2,

ktery vykazuje vysokou homologii s MYC2 u Arabidopsis thaliana. LeMYC2 je
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negativni regulator fotomorfogeneze zprostfedkovaného modrym svétlem, jehoz
expresi pozitivné ovliviiuje ABA. Avsak u dospélych rostlin rajCete ptsobi naopak
jako stimulator ristu. Nadmérna exprese LeMYC2 zpusobuje zvyseni délky kofene a

mnozstvi lateralnich kofent. (Gupta et al., 2014).

Dalsimi faktory ovliviiujicimi ABA signalizaci jsou faktory PIF (Phytochrome
Interacting Factors). Jde o negativni regulatory svételnych reakci, které jsou kodovany
rodinou zakladnich helix-loop-helix (bHLH) transkripcnich faktori. Ve tmé& PIF
udrzuji skotomorfogenni stav etiolovanych semenackt. Po vystaveni svétlu interaguji
s fytochromy, které indukuji degradaci PIF prostfednictvim proteasomu 26S a
naslednou aktivaci fotomorfogeneze. Faktory PIF se tedy podileji na regulaci rastu a
vyvoji rostlin (Pham et al., 2018). Dilezitym proteinem je PIL5 (PIF3-like 5), ktery je
klicovym negativnim regulatorem kliceni semen zprostredkovaného fytochromem (Oh

et al., 2004).

U semen Arabidopsis thaliana byla identifikovana nekodujici RNA Hidden
Treasure 1 (HID1), ktera reguluje kliceni semen zavislé na fytochromu B potlacenim
biosyntézy ABA. Po ozareni PHYB dochazi k akumulaci HIDI v koteni, ¢imz se
inhibuje exprese genu NCED9Y, ktery koduje kliCcovy enzym pro biosyntézu ABA
(Wang et al.,, 2023). Za pfitomnosti kontinualniho Cerveného svétla je HIDI
represorem fotomorfogeneze — inhibuje zezelenani kotyledoni a prodluzovani

hypokotylu potlacenim transkripce PIF3 (Wang et al., 2017).
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3 PRAKTICKA CAST

3.1  Rostlinny material

V experimentalni Casti prace byla pouzita semena rajCete jedlého Solanum
lycopersicum L., a to fotomorfogenni mutanti tril a fril s poruchou ve fytochromech.
Pouzita semena obou mutanti byla laskavé poskytnuta prof. C. M. Rickem, TGC

(Tomato Genetics Cooperative, http://tgc.ifas.ufl.edu).

Mutant tril (temporarily red light-insensitive 1) je recesivni phyB1-deficientni
mutant odvozeny od kultivaru cv. GT. Tento mutant obsahuje defekt ve fytochromu
B1 (PHYB1), ktery zapficinuje doCasnou necitlivost semen k ¢ervenému svétlu pii
transferu ze tmy. Tato mutace byla zpisobena vystavenim semen mutagenni latce
ethylmethan sulfonatu (EMS), a to ve tmé& po dobu 24 hodin pii 25 °C (van Tuinen et
al., 1995).

Mutant fril (far-red-insensitive 1) je recesivni phyAl-deficientni mutant
odvozeny od kultivaru cv. Money Maker (cv. MM). Tento mutant je charakteristicky
mutaci ve fytochromu A (PHY A), ktera zptsobuje necitlivost semen k dlouhovinnému

cervenému sveétlu (Kerckhoffs et al., 1997).

3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Priprava kultiva¢niho média

Kultivace semen a rostlin Solanum lycopersicum L. probihala na pevném zakladnim
kultivaénim médiu MS (Murashige and Skoog, 1962), kterého byly vzdy pfipraveny 2
litry. Do 31 Erlenmeyerovy bariky bylo nalito 1,5 I destilované vody. Nasledné do ni
bylo vlozeno magnetické michadlo a barika byla umisténa na magnetickou michacku.
Na predvazkach bylo postupné navazeno 20 g sacharézy (Cat. no. 40135, Lach-Ner,
s.t. 0., Ceska republika) a 8,6 g MS média (Cat. no. M0221.0100, Duchefa Biochemie,
Nizozemsko), které byly pfidany do Erlenmeyerovy bariky. Na analytickych vahach
bylo navazeno 390,4 mg pufru MES (Morpholinoethane sulfonic acid) (Cat. no.
29834.02, Serva, Némecko), ktery byl pfidan do Erlenmeyerovy barky. Po rozpusténi
chemikalii byl objem bariky doplnén destilovanou vodou do 2 litri. Poté byla do bariky
ponofena elektroda pH metru a postupnym pfidavanim 1M hydroxidu draselného

(KOH) Pasteurovou pipetou bylo upravovano pH az na hodnotu 6,1.
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Na predvazkach bylo ctyfikrat navazeno 3,5 g Phytoagaru (Cat. no.
P1001.1000, Duchefa Biochemie, Nizozemsko), které byly pfidany do ¢tyfech 500 ml
sklenénych termolahvi se Sroubovacim uzavérem. Za pomoci odmérného valce o
objemu 1 1 bylo do jednotlivych lahvi nalito 500 ml vytvofeného média. Lahve byly
popsany a uzavieny Sroubovacim vikem, které bylo prekryto hlinikovou folii s
nalepenou autoklavovaci paskou. Sklenéné lahve s médiem byly oznaCeny barevnou
paskou se jménem a datem. Nasledné byly sterilizovany pomoci parniho tlakového

autoklavu pii teploté 121 °C a tlaku 101,3 kPa a poté uchovavany v lednici.

3.2.2 Kli¢eni semen

3.2.2.1 Povrchova sterilizace

Pro kazdy experiment bylo na listu papiru A4 napocitdno 450 semen mutanta rajcete
a 450 semen standardniho kultivaru k danému mutantovi. Napocitana semena byla
vlozena do plastovych nesterilnich 50 ml zkumavek se Sroubovacim uzavérem —
Falcon. Nasledné byla semena sterilizovana pomoci 40—-50 ml roztoku NaClO (SAVO;
2,8 % aktivniho chloru). Za ob¢asného protfepavani byla semena ponechéna v roztoku
SAVO 25 az 30 minut pii pokojové teploté. Déle bylo pracovano v laminarnim
flowboxu v aseptickych podminkach. Po uplynuti doby sterilizace byl sterilizacni
roztok odpipetovan pipetou s maximalnim objemem 10 ml a semena byla Sestkrat
proplachnuta sterilni destilovanou vodou. Po poslednim promyti bylo k semenim

pfidano 5 ml sterilni destilované vody.

3.2.2.2 Priprava kultivacniho média se zvolenymi koncentracemi ABA

V laminarnim flowboxu bylo jménem, koncentraci ABA, genotypem rostliny a typem
svétla oznaceno 30 Petriho misek. V mikrovinné troubé bylo rozehtato kultivaéni MS
médium. Pomoci sterilni 50 ml zkumavky bylo vzdy odméfeno 120 ml MS média,
které bylo nalito do sterilni 300 ml Erlenmeyerovy bariky. Z rozmrazeného zasobniho
roztoku ABA o koncentraci 102 mol/l bylo automatickou pipetou do Erlenmeyerovy
bariky s MS médiem napipetovana ABA o objemech 0, 12, 24, 36 a 60 ul, coz
odpovidalo finalnim koncentracim ABA 0, 1, 2, 3 a 5 pmol/l. Po pfidani ABA bylo

kultivacni médium dikladné promichano. Takto pfipravena média byla po 20 ml
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rozlita do piipravenych 30 kulatych plastovych sterilnich Petriho misek (primér 90

mm) a ponechana ztuhnout.

3.2.2.3 Vysev semen

Na ztuhlé kultivatni médium byla pomoci pinzety, ktera byla oplachnuta v 96 %
ethanolu a vyzihana nad plamenem lihového kahanu, nanesena povrchoveé
vysterilizovand a proplachnutd semena. Na kazdy experiment pro kli¢eni bylo na
Petriho misku naneseno 30-35 semen mutanta rajéete nebo semen standardniho
kultivaru k danému mutantovi. Po naneseni semen byly Petriho misky oblepeny
dvéma vrstvami pasky z netkané textilie (Cat. no. 1320103112, Batist Medical a.s.,
Ceska republika). Jedna tetina Petriho misek byla umisténa ve vertikalni poloze do
plastovych stojankti a umisténa do automatické rastové komory (Microclima 1000E,
Snijders Scientific, Nizozemsko) s kontinualnim modrym svétlem. Druh4 tietina byla
umisténa podobnym zptusobem do stejné kultivatni komory opatiené kontinualnim
cervenym svétlem. Treti tfetina popsanych Petriho misek byla zabalena ve vertikalni
poloze do hlinikové folie a umisténa do stejné kultivaéni komory s modrym ¢i
Cervenym svétlem. Diky tomu byla zajisténa inkubace semen ve tmé. Zdrojem
modrého svétla byly trubice Philips TLD-36 W/18 — Blue (Philips USA) s maximalni
ozafenosti 10 pmol.m?s™! p#i 440 nm. Zdrojem &erveného svétla byla trubice Philips
TLD- 36 W/15 — Red (Philips, USA) s maximalni ozafenosti 10 umol.m?s™! pii 660

nm. Semena byla v ristovych komorach kultivovana po dobu 7 dnu pfi teploté 23 °C.

3.2.2.4 Vyhodnoceni kli¢ivosti

Vykli¢ena semena byla od 3. do 7. dne kultivace v ristové komote denné pocitana a
jejich pocet byl zapisovan. Z vyslednych hodnot byla u kazdé misky vypocitana
procentualni kli¢ivost. Experiment pro kazdého mutanta se standardnim kultivarem
byl Ctyfikrat opakovan. Ze ziskanych hodnot byly vypocteny primérné procentualni
hodnoty kli¢ivosti, inhibice a chybové usecky (SE), a to u jednotlivych koncentraci
ABA za ruznych svételnych podminek. Tyto hodnoty slouzily pro vytvofeni graft
kinetiky kliceni. Pro grafy kli¢ivosti a inhibice kliceni byly pouzity hodnoty 7. dne od

vysevu.
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3.2.3 Rust rostlin
Pro kazdy experiment bylo napocitano 250 semen mutanta rajcete a 250 semen
standardniho kultivaru k danému mutantovi. Napocitana semena byla vlozena do 50ml

nesterilni zkumavky typu Falcon a povrchové vysterilizovana metodou popsanou

v kapitole 3.2.2.1.

V laminarni flowboxu bylo ndzvem genotypu oznaCeno 10 Petriho misek
(stejného typu, jako bylo popsano vyse), do nichz bylo pomoci sterilni 50ml zkumavky
nalito 20 ml rozehiatého MS média. Na piipravené ztuhlé médium bylo vyzihanou
pinzetou naneseno 50 semen mutanta nebo 50 semen standardniho kultivaru k danému
mutantovi. Takto pfipravené Petriho misky byly oblepeny paskou z netkané textilie a
ve vertikalni poloze byly zabaleny do hlinikové folie, ktera byla popsana nazvem
genotypu, jménem a datem. Nasledné byly vlozeny do automatické ristové komory
s modrym nebo Cervenym svétlem, kde byla semena ponechana po dobu 3 az 4 dna pii

teploté 23 °C.

Po 3 az 4 dnech inkubace v automatické riistové komore doslo k vyklic¢eni
semen. V laminarnim flowboxu bylo pfipraveno 30 Petriho misek s kultiva¢nim
médiem obsahujici ABA o koncentracich 0, 1, 3, 5, 7 ¢i 9 umol/l metodou uvedenou
v kapitole 3.2.2.2. Pinzetou, sterilizovanou v 96 % ethanolu a vyzihanou nad
plamenem kahanu, byla vykli¢ena semena pienesena na nové kultivaéni médium.
Rostlinky byly pokladany do fady do stfedu misky kofenem dola. Na kazdou Petriho
misku bylo umisténo 7 rostlinek s kratkymi i dlouhymi kotinky. Nasledné byly misky
oblepeny paskou z netkané textilie, jak bylo popsano vysSe. Jedna tfetina misek s
rostlinkami byla umisténa ve vertikalni poloze do plastovych stojankt a do kultivacni
komory s kontinudlnim modrym svétlem. Druha tfetina byla umisténa stejnym
zpusobem do kultivacni komory s kontinualnim Cervenym svétlem a tfeti tfetina
pfipravenych misek byla zabalena ve vertikalni poloze do hlinikové folie a umisténa
do stejné kultivacni komory s modrym ¢i Cervenym svétlem, ¢imz byla umoznéna
kultivace rostlinek ve tmé. Misky byly ozna¢eny nazvem genotypu, datem a jménem.

Rostlinky byly kultivovany po dobu 7 dni pfi teploté 23 °C.
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3.2.3.1 Vyhodnoceni riistu

Po tydenni kultivaci vykli¢enych semen byla pomoci pravitka zméfena s presnosti na
1 mm délka kofent a hypokotyli. Ke kazdému mutantu se standardnim kultivarem
byly provedeny minimalné 3 nezavislé experimenty. Ze ziskanych hodnot byl
vypocitan procentualni rast a inhibice rustu hypokotylt a kofent. Ziskané hodnoty

byly vyneseny do grafi.
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4 VYSLEDKY

Cilem této bakalarské prace bylo zkoumani vlivu svétla na regulaci klicivosti semen a
rastu rostlin pusobenim kyseliny abscisové (ABA). Interakce téchto dvou vlivu byla
studovana na rostlin€ Solanum lycopersicum L. pomoci genetického piistupu
spocivajiciho v analyze mutanti. Konkrétn€ byli pouziti mutanti s defektem ve
fytochromu B1 (tril, temporarily red light-insensitive 1) a s defektem ve fytochromu
A (fril, far-red-insensitive 1). Kultivace mutanta a k nim odpovidajicich kontrolnich
kultivart probihala ve tmé, na modrém a Cerveném svétle na kultivanim médiu
s obsahem ABA o koncentracich 0, 1, 2, 3 a 5 pmol/l u kli¢eni a 0, 1,3, 5a 7 ¢ 9

umol/l u rastu.

4.1 Kiicivost a inhibice kli¢ivosti semen cv. GT a mutanta #ril

Kyselina abscisova redukovala kli¢ivost semen obou genotypu uméme se zvysujici se
koncentraci. Vysledné hodnoty maximalni kli¢ivosti semen cv. GT a mutanta tri/ byly
po 7. denni kultivaci ve tmé v zavislosti na stanovenych koncentracich ABA velmi
podobné. Vyjimkou byla kli¢ivost pfi koncentraci ABA 3 pmol/l, ktera byla u cv. GT
vyrazné nizsi (Obrazek 9 A). Z hodnot kli¢ivosti byla vypocitana inhibice kli¢ivosti
semen, kdy vysledné hodnoty mezi cv. GT a mutantem #ri/ byly rozdilné pouze u

koncentrace ABA 3 pmol/l. (Obrazek 9 B).
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Obrizek 9: KliCivost semen (A) a inhibice kliCivosti semen (B) cv. GT a mutanta tril v zavislosti na
vybranych koncentracich ABA pfi kultivaci ve tm¢ 7. den od vysevu. Hodnoty vynesené v grafech

predstavuji prumérnou kli¢ivost + standartni chybu (SE) vypocitanou ze 4 nezavislych experimenti.
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Z obrazku 10 A je patrné, ze hodnoty kli¢ivosti na modrém svétle pii nulové
koncentraci ABA u genotypu cv. GT byly znateln€ niz§i nez u mutanta tril.
K piekryvu hodnot zminénych genotypt doslo pouze u koncentrace ABA 5 pumol/I.
Rozdilny inhibi¢ni efekt exogenni ABA byl pozorovatelny pouze u koncentrace 3
umol/l. U ostatnich testovanych koncentraci ABA byly rozdily v inhibici klicivosti
semen zanedbatelné (Obrazek 10 B).
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Obrazek 10: KliCivost (A) a inhibice (B) semen cv. GT a mutanta fril v zavislosti na vybranych
koncentracich ABA pii kultivaci na modrém svétle 7. den od vysevu. Hodnoty vynesené v grafech

predstavuji pramérnou kli¢ivost £ SE, ktera byla vypocitana ze 4 nezavislych experimentu.

Pfi kultivaci semen na ¢erveném svétle byly pozorovany vyssi hodnoty kli¢ivosti u
mutanta tril oproti cv. GT, a to pfi vSech testovanych koncentracich ABA (Obrazek
11 A). Obrazek 11 B dale ukazuje, ze vysledna inhibice klicivosti semen mutanta 7ri/

indukovana ABA byla oproti cv. GT vyrazné nizsi.
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Obrazek 11: KliCivost (A) a inhibice (B) semen cv. GT a mutanta tri/ v zavislosti na vybranych

koncentracich ABA pfi kultivaci na Cerveném svétle 7. den od vysevu. Hodnoty vynesené v grafech

predstavuji pramérnou kli¢ivost £ SE, ktera byla vypocitana ze 4 nezavislych experimentu.

4.1.1 Kinetika kli¢eni semen cv. GT a mutanta #ril

Obrazek 12 A ukazuje, ze kinetika kliceni semen obou genotypt se ve tmé pii nulové

koncentraci inhibitoru zasadn€ neliSila. Pfi porovnani kinetiky kliceni semen v

ptitomnosti ABA o koncentraci 5 pmol/l je ziejmé, ze maximalni kli¢ivost 1 kinetika

kliceni byla u obou genotypt sniZena, a to znatelnéji u cv. GT (Obrazek 12 B).
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Obrazek 12: Kinetika kliceni semen cv. GT a mutanta fri/ kultivovanych ve tm¢ po dobu sedmi dni

pii koncentraci ABA 0 umol/l (A) a 5 pmol/l (B). Hodnoty vynesené v grafech piedstavuji primérnou

klicivost + SE, ktera byla vypocitana ze 4 nezavislych experimentu.
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Z obrazku 13 A je patrné, ze kinetika kliceni i kli¢ivost semen na modrém svétle na
médiu bez ABA byla vyssi u mutanta #ri/. U cv. GT doslo ke zvySeni poctu klicicich
semen az od 5 dne. Pfi koncentract ABA 5 pmol/l byla kinetika kliceni semen obou
genotypu podobna. V porovnani s hodnotami klicivosti pii nulové koncentraci ABA,
doslo ke snizeni kinetiky kliceni semenu mutanta tri/, kdezto u cv. GT se vyrazné

nezmeénila (Obrazek 13 B).
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Obrazek 13: Kinetika kli¢eni semen cv. GT a mutanta ¢ri/ kultivovanych na modrém svétle po dobu
sedmi dni pfi koncentraci ABA 0 pmol/l (A) a 5 pmol/l (B). Hodnoty vynesené v grafech piedstavuji

pramérnou kli¢ivost £ SE, ktera byla vypocitana ze 4 nezavislych experimenti.

Na obrazku 14 A je vidét, ze na Cerveném svétle a pifi absenci ABA v médiu semena
mutanta tri/ dosahovala vyss§i maximalni kli¢ivosti, naopak rychlejsi kinetiky kli¢eni
dosahovala semena cv. GT. Pii aplikaci ABA o koncentraci 5 pmol/l bylo mozné
pozorovat radikalni zpomaleni kinetiky kliceni 1 snizeni maximalni kli¢ivosti u obou
genotypu s tim, ze u mutanta #ri/ byla kinetika kli¢eni vys$si nez u cv. GT (Obrazek 14
B). Oproti kultivaci ve tmé a na modrém svétle, do§lo na Cerveném svétle ke zpomaleni

kinetiky kliCeni, jak u cv. GT, tak u mutanta ri/.
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Obrizek 14: Kinetika kliceni semen cv. GT a mutanta ri/ kultivovanych na ¢erveném svétle po dobu
sedmi dni pfi koncentraci ABA 0 pmol/l (A) a 5 pmol/l (B). Hodnoty vynesené v grafech piedstavuji

pramérnou kli¢ivost £+ SE, ktera byla vypocitana ze 4 nezavislych experimentu.

4.2  Klicivost a inhibice Kkli¢ivosti semen cv. MM a mutanta fril

Zobrazené hodnoty klicivosti semen cv. MM a mutanta fril se pii kultivaci ve tmé
lisily pouze u koncentrace ABA 3 pmol/l, kdy vy3si kli¢ivosti semen dosahoval mutant
fril (Obrazek 15 A). Z téchto hodnot byla vypocitana procentualni inhibice klic¢ivosti
semen, kdy semena genotypu cv. MM dosahovala vyssi redukce kli¢ivosti pouze pii

koncentraci ABA 3 umol/l (Obrazek 15 B).
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Obrazek 15: KliCivost (A) a inhibice (B) semen cv. MM a mutanta fril v zdvislosti vybranych

koncentracich ABA pfi kultivaci ve tm¢ 7. den od vysevu. Hodnoty vynesené v grafech predstavuji

pramérnou kli¢ivost £ SE, ktera byla vypocitana ze 4 nezavislych experimenti.
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Z obrazku 16 A je patrné, ze na modrém svétle byla kli¢ivost semen znateln€ vyssi u
mutanta fril. Vyjimkou byla koncentrace ABA 5 pumol/l, kdy se vysledné hodnoty
klicivosti semen fril a cv. GT prekryvaly. Hodnoty inhibice kliivosti semen fril a cv.
GT byly stejné pouze pii koncentraci ABA 5 pmol/l. U zbylych koncentraci dosahoval
vyS$si redukce klicivosti semen genotyp cv. MM (Obrazek 16 B).
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Obrizek 16: KliCivost (A) a inhibice (B) semen cv. MM a mutanta fri/ v zavislosti vybranych
koncentracich ABA pfi kultivaci na modrém svétle 7. den od vysevu. Hodnoty vynesené v grafech

predstavuji prumérnou kli¢ivost £ SE, ktera byla vypocitana ze 4 nezavislych experimentu.

Obrazek 17 A ukazuje, ze pfi kultivaci na Cerveném svétle dosahoval celkove vyssi
klicivosti semen mutant fri/. AvSak rozdily mezi hodnotami kli¢ivosti semen obou
genotypu nebyly pfi koncentraci exogenni ABA 2 az 5 pmol/l vyrazné. Z obrazku 17
B je patrné, ze se zvySujici se koncentraci ABA doslo k imémému zvySovani hodnot
inhibice kliCivosti semen obou genotypl. Rozdily v inhibici kli¢ivosti semen tril a cv.

GT v3ak byly pfi jednotlivych koncentracich zanedbatelné.
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Obrazek 17: Klicivost (A) a inhibice (B) semen cv. MM a mutanta fril v zavislosti na vybranych

koncentracich ABA pfi kultivaci na Cerveném svétle 7. den od vysevu. Hodnoty vynesené v grafech

predstavuji prumérnou kli¢ivost £ SE, ktera byla vypocitana ze 4 nezavislych experimentu.

4.2.1 Kinetika kliceni cv. MM a mutanta fril

Obrazek 18 A ukazuje, ze kinetika kli¢eni semen ve tmé pii nulové koncentraci ABA

bylavyssi u cv. GT. Dale ukazuje, ze sedmy den se maximalni kli¢ivost mezi genotypy

témef neliSila. Pti 5 uM koncentraci ABA doslo k radikalnimu poklesu kinetiky kliceni

i maximalni kli¢ivosti semen obou genotypu, pfiCemz semena mutanta fri/ klicila

rychleji nez semena cv. GT (Obrazek 18 B).
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Obrazek 18: Kinetika kliceni semen cv. GT a mutanta fri/ kultivovanych ve tm¢ po dobu sedmi dni

pii koncentraci ABA 0 umol/l (A) a 5 pmol/l (B). Hodnoty vynesené v grafech piedstavuji primérnou

klicivost + SE, ktera byla vypocitana ze 4 nezavislych experimentu.

38




Pfi kultivaci na modrém svétle a pii nulové koncentraci ABA byla kinetika kli¢eni
semen u mutanta fril zpocatku vétsi, kdezto od 5. dne kliceni semen cv. GT nartstalo
rychleji (Obr. 19 A). Vyssi kli¢ivosti semen dosahoval po celou dobu méfeni mutant
fril. Pii koncentraci ABA 5 pmol/l byla kinetika kli¢eni 1 maximalni kli¢ivost semen
obou genotypu podobna. V porovnani s nulovou koncentraci hormonu doslo
v pfitomnosti ABA o koncentraci 5 pmol/l k vyraznému zpomaleni kinetiky klic¢eni 1

maximalni kli¢ivosti semen (Obrazek 19 B).
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Obrazek 19: Kinetika kli¢eni semen cv. GT a mutanta fri/ kultivovanych na modrém svétle po dobu
sedmi dni pfi koncentraci ABA 0 pmol/l (A) a 5 pmol/l (B). Hodnoty vynesené v grafech piedstavuji

pramérnou kli¢ivost £ SE, ktera byla vypocitana ze 4 nezavislych experimenti.

Pii kultivaci semen na Cerveném svétle pii nulové koncentraci ABA bylo mozné
pozorovat, ze mutant fri/ dosahoval vyssich hodnot maximalni kli¢ivosti semen a
zpocatku byla vyssi 1 kinetika kli¢eni (Obrazek 20 A). Pii porovnani s koncentraci 5
umol/l exogenni ABA byla maximalni kli¢ivost 1 kinetika kliceni semen razantné

snizena (Obrazek 20 B).
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Obrazek 20: Kinetika kliceni semen cv. GT a mutanta fri/ kultivovanych na ¢erveném svétle po dobu
sedmi dni pfi koncentraci ABA 0 pmol/l (A) a 5 pmol/l (B). Hodnoty vynesené v grafech piedstavuji

pramérnou kli¢ivost £ SE, ktera byla vypocitana ze 4 nezavislych experimenti.

4.3  Rust a inhibice rustu rostlin cv. GT a mutanta #ril

Na obrazku 21 A je mozné pozorovat, ze etiolizované hypokotyly mutanta ¢ril pfi
absenci ABA byly znatelné krats§i nez hypokotyly cv. GT. Délka hypokotylu u obou
genotypu se se zvySujici se koncentraci exogenni ABA snizovala, avSak rozdily mezi
hodnotami u obou genotypu byly zanedbatelné pii vSech testovanych koncentracich.
Inhibice rastu hypokotylu dosahovala mirn€ vyssich hodnot u cv. GT pii koncentraci

1 a3 umol/l (Obrazek 21 B).
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Obrazek 21: Rist hypokotylu (A) a inhibice ristu hypokotylu (B) cv. GT a mutanta ¢ril v zavislosti na
riznych koncentracich ABA pfi kultivaci ve tmé po dobu 7 dni. Hodnoty vynesené v grafech piedstavuji

prumérnou délku hypokotylu + SE, ktera byla vypocitana ze 3-5 nezavislych experimentii.
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Hodnoty délky hypokotylu pfi kultivaci na modrém svétle byly vyssi u mutanta #ri/,
ty se vSak se zvySujici se koncentraci inhibitoru snizovaly a piekryvaly se s hodnotami
namefenymi u cv. GT (Obrazek 22 A). Mezi genotypy nebyl pozorovan vyraznéjsi
rozdil v inhibici rastu hypokotylu vlivem ABA (Obrazek 22 B).
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Obrazek 22: Rist hypokotylu (A) a inhibice ristu hypokotylu (B) cv. GT a mutanta ¢ril v zavislosti na
riuznych koncentracich ABA pii kultivaci na modrém svétle po dobu 7 dni. Hodnoty vynesené v grafech

predstavuji primérnou délku hypokotylu + SE, ktera byla vypocitana ze 3-5 nezavislych experimenti.

Pii kultivaci na Cerveném svétle dosahoval mutant 7ri/ podstatné vétsi délky
hypokotylu nez cv. GT, a to nejen pii absenci ABA v médiu, tak pii vSech
koncentracich ABA (Obrazek 23 A). Vysledna inhibice ristu se mezi genotypy lisila
pouze pii koncentraci 3 umol/l, kdy byl vyS§si inhibicni u¢inek ABA pozorovan u cv.
GT (Obrazek 23 B).
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Obrazek 23: Rist hypokotylu (A) a inhibice ristu hypokotylu (B) cv. GT a mutanta ¢ril v zavislosti na
riznych koncentracich ABA pfi kultivaci na ¢erveném svétle po dobu 7 dni. Hodnoty vynesené
v grafech predstavuji primérnou délku hypokotylu = SE, ktera byla vypocitana ze 3-5 nezavislych

experimenti.
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U etiolizovanych rostlin ve tme pfi absenci i1 za pfitomnosti ABA v médiu byla délka
kofene u jednotlivych genotypti velmi podobna a ve srovnani s hypokotyly dosti

variabilni. Vypocitané inhibice ristu vlivem ABA pak byly u testovanych genotypt
podobné (Obrazek 24).
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Obrazek 24: Rust kofene (A) a inhibice ristu kofene (B) cv. GT a mutanta tril v zavislosti na riiznych
koncentracich ABA pii kultivaci ve tm¢é po dobu 7 dni. Hodnoty vynesené v grafech pfedstavuji

pramérnou délku kofene + SE, ktera byla vypocitana ze 3-5 nezavislych experimenti.

Pti kultivaci rostlin na modrém svétle se hodnoty délky kofene mezi jednotlivymi
genotypy zasadné nelisily pfi absenci ABA ani pii zadné z testovanych koncentraci
hormonu (Obrazek 25 A). Zaroven se nijak vyraznéji neliSily hodnoty vypocitanych
inhibici rastu kotene u jednotlivych genotypta (Obrazek 25 B).
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Obrazek 25: Rust koifene (A) a inhibice ristu kofene (B) cv. GT a mutanta tril v zavislosti na riiznych
koncentracich ABA pfi kultivaci na modrém svétle po dobu 7 dni. Hodnoty vynesené v grafech

predstavuji praimérnou délku kofene + SE, ktera byla vypocitana ze 3-5 nezavislych experimentii.
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Na obrazku 26 A bylo mozné pozorovat, ze kotfeny cv. GT byly delsi nez koteny
mutanta tril, a to pii vSech testovanych koncentracich aplikované ABA. Témto
vysledkiim odpovidaly zjisténé hodnoty inhibic ristu, které byly u obou genotypa
podobné (Obrazek 26 B).
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Obrazek 26: Rust koifene (A) a inhibice ristu kofene (B) cv. GT a mutanta tril v zavislosti na riiznych
koncentracich ABA pfi kultivaci na Cerveném svétle po dobu 7 dni. Hodnoty vynesené v grafech

predstavuji praimérnou délku kofene + SE, ktera byla vypocitana ze 3-5 nezavislych experimentii.

4.4  Raust a inhibice rustu rostlin cv. MM a mutanta fril

Pti kultivaci rostlin ve tmé bylo zji§téno, ze délka hypokotylu mutanta fri/ dosahovala
mirné vyssich hodnot nez u hypokotyli kontrolniho genotypu cv. MM. Zanedbatelny
rozdil mezi délkou hypokotylu obou genotypt byl pozorovan u koncentrace ABA 3 a
9 umol/l. (Obrazek 27 A). Urcity rozdil v inhibici riistu hypokotylu mezi genotypy byl
patrny pouze u koncentrace 5 umol/l, kdy vyss$i redukce rastu hypokotylu byla
pozorovana u cv. MM (Obrazek 27 B).
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Obrazek 27: Riist hypokotylu (A) a inhibice ristu hypokotylu (B) cv. MM a mutanta fril v zavislosti
na riznych koncentracich ABA pii kultivaci ve tm¢ po dobu 7 dni. Hodnoty vynesené v grafech

predstavuji primérnou délku hypokotylu + SE, ktera byla vypocitana ze 3-5 nezavislych experimenti.

Z obrazku 28 A je zfejmé, ze na modrém svétle byla délka hypokotylu u mutanta fri/
vétsi pfi vSech méfenych koncentracich. Vysledny inhibicni efekt byl vyraznéjsi u cv.

MM, a to pti koncentracich ABA 1 a 3 umol/l (Obrazek 28 B).
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Obrazek 28: Riist hypokotylu (A) a inhibice ristu hypokotylu (B) cv. MM a mutanta fril v zavislosti
na ruznych koncentracich ABA pfi kultivaci na modrém svétle po dobu 7 dni. Hodnoty vynesené
v grafech predstavuji primérnou délku hypokotylu = SE, ktera byla vypocitana ze 3-5 nezavislych

experimenti.

Na obrazku 29 A je patrné, ze pii kultivaci na cerveném svétle byla délka hypokotylu
u mutanta fril (stejné jako pri kultivaci na modrém svétle) vétsi pii vSech métenych
koncentracich. Vys$si inhibi¢ni efekt ABA na rast hypokotylu byl pozorovan u

genotypu cv. MM, a to pti vSech testovanych koncentracich hormonu (Obrazek 29 B).
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Obrazek 29: Riist hypokotylu (A) a inhibice rustu hypokotylu (B) cv. MM a mutanta fril v zavislosti

na riznych koncentracich ABA pii kultivaci na ¢erveném svétle po dobu 7 dni. Hodnoty vynesené

v grafech predstavuji primérnou délku hypokotylu = SE, ktera byla vypocitana ze 3-5 nezavislych

experimenti.

Pti kultivaci rostlin cv. MM a mutanta fri/ ve tmé€ dosahovaly délky kofent podobnych

hodnot, a to jak pfi absenci ABA v kultivaénim médiu, tak pfi vSech testovanych

koncentracich hormonu (Obrazek 30 A). Na obrazku 30 B bylo mozné pozorovat

vyrovnané hodnoty inhibice rustu kofene u obou genotypu pii vSech testovanych

koncentracich ABA.
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Obraizek 30: Rist kofene (A) a inhibice riistu kofene (B) cv. MM a mutanta fril v zavislosti na riznych

koncentracich ABA pii kultivaci ve tm¢é po dobu 7 dni. Hodnoty vynesené v grafech pfedstavuji

pramérnou délku kofene + SE, ktera byla vypocitana ze 3-5 nezavislych experimenti.
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Z Obrazku 31 A je zfejmé, ze kultivaci na modrém svétle byla délka kotene pii nulové
koncentraci ABA u cv. MM vétsi nez u mutanta fril. Za pritomnosti ABA se délka
kofenti mezi obéma genotypy vyrazné neliSila. Vyrazn€ vyssi inhibi¢ni ¢inek ABA
byl vSak pozorovan u cv. MM, s vyjimkou koncentrace ABA 1 pmol/l, kdy byl rozdil

inhibice ristu kofene mezi obéma genotypy zanedbatelny (Obrazek 31 B).
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Obrizek 31: Rist kofene (A) a inhibice riistu kofene (B) cv. MM a mutanta fril v zavislosti na riiznych
koncentracich ABA pfi kultivaci na modrém svétle po dobu 7 dni. Hodnoty vynesené v grafech

predstavuji praimérnou délku kofene + SE, ktera byla vypocitana ze 3-5 nezavislych experimentii.

Prekryv hodnot délky kofene mezi obéma genotypy byl pozorovan 1 pii kultivaci na
cerveném svétle. Jediny rozdil byl pozorovan pfi koncentraci ABA 9 pmol/l, kdy
kofeny mutanta fri/ byly mirné del§i nez kotfeny cv. MM (Obrazek 32 A). Zminénym
vysledkiim odpovidaly i hodnoty ukazany na Obrazku 32 B, kde se inhibi¢ni G¢inek

ABA na rust kofene mezi obéma genotypy zasadné nelisil.

Hcv. MM

il

=

A Cervené svétlo Cervené svétlo

—@—cv. MM
fril

—
o
[«

1

w

o

1

0
(e

IS

(e

- I

il

Koncentrace ABA [umol/1]

/

?J
/

Délka koiene [mm]
N
(e
Inhibice rustu kofene [%]
(%)
(e

N
(e}

(W]
(e}
T
—_
(e}

0|||||||||
01 2 3 4 5 6 7 8

Koncentrace ABA [umol/1]

(=)

Obrazek 32: Riist kofene (A) a inhibice riistu kofene (B) cv. MM a mutanta fril v zavislosti na riiznych
koncentracich ABA pfi kultivaci na Cerveném svétle po dobu 7 dni. Hodnoty vynesené v grafech

predstavuji praimérnou délku kofene + SE, ktera byla vypocitana ze 3-5 nezavislych experimentii.
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5 DISKUZE

Zivotni cyklus rostlin je regulovan primarné fytohormony a svételnym zafenim.
Fytohormon ABA se v pfitomnosti stresovych faktorti v rostliné akumuluje, coz vede
k inhibici kli¢eni semen ¢i potlaceni ristu semenackd. Svétlo je pro rostliny nejenom
zdrojem energie, ale i hlavnim enviromentalnim faktorem ovliviiujici fyziologii a
vyvoj rostlin (Ng et al., 2014; Galvio and Fankhauser, 2015). Studiemi bylo
potvrzeno, ze mezi signalnimi drahami svétla a ABA dochéazi ke vzajemnym

interakcim (De Wit et al., 2016).

Cilem experimentalni Casti této bakalarské prace bylo studovat vliv raznych
svételnych podminek na klicivost semen a riist rostlin rajcete za plisobeni exogenné
aplikované ABA. Ke studiu téchto vlivi byly vyuzity rostliny rajcete Solanum
lycopersicum L., konkrétné mutant zri/ s defektem ve PhyB1 a odvozeny od kultivaru
cv. GT, a mutant fril s defektem ve PhyA odvozeny od kultivaru cv. MM (cv. Money
Maker).

5.1 Kliceni semen

Nejprve byl na zakladnim médiu bez piidavku ABA sledovan vliv riznych svételnych
podminek (tma/modré/Cervené svétlo) na kliceni semen. Semena rajCete pro aktivaci
kliceni nepotiebuji svétlo a nejvyssich hodnot kli¢ivosti by tedy mély dosahovat ve
tmé (Appenroth et al., 2006), coz bylo potvrzeno u kultivart cv. GT a cv. MM, kdy
klicivost semen obou genotypu byla vyrazné sniZzena vlivem piedev§Sim modrého
svétla. Tento inhibi¢ni G¢inek svétla vSak nebyl pozorovan u mutanta ¢ri/ ani mutanta
fril. Vysledky tedy naznacuji, ze redukce kli¢ivosti semen rajcete vlivem modrého

(i Cerveného svétla) je zprostredkovana PHYB1 a PHYA.

Dale byl sledovan vliv ABA na kli¢ivost semen. Fakt, ze kliivost i rychlost
kliceni semen jsou pusobenim ABA inhibovany (Smith et al., 2010), byl experimenty

provedenymi in vitro potvrzen za vSech svételnych podminek, a to u vSech testovanych
genotypu.

Prvnim testovanym mutantem byl mutant ¢ri/ (odvozeny od kultivaru cv. GT)
obsahujici defekt ve PHYB1 zapficinujici doCasnou necitlivost k RL pfi transferu ze
tmy. Vysledky experimentli ukazaly, Ze inhibice kli¢ivosti semen cv. GT i mutanta

tril vlivem ABA byla vyrazné vy§si na BL 1 RL. To potvrzuje, ze svétlo ovliviiuje
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reakci semen k ABA. Soucasné vSak semena mutanta tri/ ukazovala vyrazné nizsi
citlivost k ABA na BL a RL, kdezto ve tmé byla citlivost semen cv. GT a tri [ k ABA
podobna. Tyto vysledky naznacuji, ze zminény vliv svétla na citlivost semen k ABA

je zprosttedkovan fotoreceptorem PHYB1.

Podobné ucinky BL a RL byly pozorovany u kultivaru cv. MM a mutanta fril.
Modré svétlo (a méné RL) u obou genotypu zvySovalo inhibi¢ni G¢inek ABA na
klicivost semen, pficemz tento efekt byl mnohem slabsi u mutanta fril, coz se projevilo
v jeho zvySené toleranci k ABA. Vysledky tedy naznacuji, ze vliv BL na citlivost
semen k inhibi¢nim G¢inkim exogenni ABA je zprostfedkovan rovnéz fotoreceptorem

PHYA. Ten je spolu s PHYA a CRY zapojen ve vnimani BL (Weller et al., 2001).

U téchto genotypu byla pozorovana také kinetika kliceni semen. Pii absenci
ABA byla rychlost kliceni semen kultivari cv. GT a cv. MM vzdy vyssi ve tmé€ nez na
BL ¢i RL, kdezto u mutanta tri/, ale vyraznéji pak u mutanta fri/, byla kinetika kli¢eni
semen na svétle zvySena. Tyto vysledky ukazuji, ze svétlo kliCeni semen rajcete
zpomaluje a ze se tak déje prostiednictvim fotoreceptort PHYB1 i PHYA. Rychlost
kliceni semen se po aplikaci ABA snizovala, coz potvrdilo inhibi¢ni efekt ABA.
Predevs§im na RL ukazovala semena mutantd tril a fril vyssi rychlost kli¢eni za
pfitomnosti ABA nez semena odpovidajicich kultivard cv. GT a ccv. MM. To
potvrzuje predchozi zavér, ze svétlo zvySuje reakci semen rajCete k inhibi¢nim

ucinkum ABA.

5.2  Rustrostlin

Kromé kliceni semen rajcete byl, u jiz vySe zminénych kultivarti a mutantd, studovan
také rast hypokotylu a kofene. Na zakladnim médiu byl pozorovan vliv svétla na
prodluzovani hypokotylu. SkuteCnost, ze svételné zareni inhibuje rist hypokotylu
(Van Gelderen et al., 2018), byla u cv. GT potvrzena. Avsak u testovaného mutanta
tril nebyl za ucasti kontinualniho RL tento inhibicni efekt pozorovan. Tento vysledek
potvrzuje, ze nami pouzity mutant je opravdu mutantem s defektem ve PHYBI1. Po
aplikaci ABA do zakladniho média byl u téchto genotypt pozorovan inhibiéni uc¢inek
ABA na rust hypokotylti. Soucasné bylo pozorovano, Ze u obou genotypt BL i RL
inhibi¢ni uCinek ABA zvySovalo. Fakt, ze hypokotyly mutanta tri/ a cv. GT reagovaly

pfi vSech svételnych podminkach k inhibi¢nim ucinkim ABA podobné, ukazuje, ze
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ucinek svétla na citlivost hypokotyld k ABA neni pravdépodobné zprostiedkovan

fotoreceptorem PHYBI.

Délka kotene na zakladnim médiu se u obou genotypt cv. GT a tril vlivem BL
i RL zvySovala a vysledky tedy potvrzuji udaje z literatury, ze svételné zareni
stimulyje rust kofene (Van Gelderen et al., 2018). Soucasné jsme pozorovali, ze narust
délky korene vlivem svétla byl u obou genotypu podobny. To naznaluje, ze
prodluzovani kotfene raj¢ete vlivem BL a RL neni zprostfedkovano PHYB1. Vysledky
rovnéz ukazuji na odlisSné mechanismy pusobeni svétla na rast hypokotylu a korene.
Aplikaci exogenni ABA doslo ke zkracovani kofene, pficemz citlivost mutantnich
kofent k ABA a kofent cv. GT byla podobna. Cervené svétlo mirné zesilovalo
inhibi¢ni uc¢inek ABA na rust kofene, pfiCemz tyto ucinky byly u obou genotypu
podobné. Z téchto vysledka lze, stejné jako u hypokotylu, usoudit, ze defekt ve
PHYB1 nemél vliv na citlivost kofent k aplikované ABA. Pro potvrzeni této hypotézy
by bylo vhodné experimenty stémito genotypy zopakovat svys§i koncentraci

exogenni ABA.

Déle byl testovan mutant fril se standardnim kultivarem cv. MM. Na
zakladnim médiu byl u obou genotypi potvrzen inhibi¢ni efekt BL i RL na
prodluzovani hypokotylu, pficemz vSak u mutanta fri/ byl tento ucinek mnohem slabsi
nez u odpovidajiciho kultivaru MM. Vysledky potvrzuji, ze nami pouzity mutant fril
je vyrazné defektni ve vnimani RL i BL. Rovnéz jsme pozorovali, ze citlivost
hypokotyli obou genotypti k ABA byla zvysena predevsim vlivem RL. U mutanta fii/
byl v8ak tento narust citlivosti mensi nez u cv. MM, vysledkem cehoz byla vyrazné
snizena citlivost hypokotylti mutanta fri/ k inhibi¢nimu t¢inku ABA. Vysledky téchto
experimentt tedy naznacuji ucast PHYA ve zprostfedkovani citlivosti hypokotylu

k ABA na kontinualnim RL.

Na zékladnim médiu (bez pfitomnosti exogenni ABA) BL i RL mirné
stimulovalo rastu kofene cv. MM, pfi¢emz u mutanta fril BL na délku kofene vliv
nemélo. Tento fakt naznaCuje, Ze stimulacni G¢inek BL na rast kofene rajcete je
zprostiedkovan PHYA. Aplikovana ABA inhibovala rist kofend cv. MM, a to
podobné pii vSech svételnych podminkach. U mutanta fri/ vSak byla na BL

pozorovana snizena citlivost kotent k inhibi¢nimu uc¢inku ABA ve srovnani s cv. MM.
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Vysledky tedy ukazuji, ze BL zesiluje citlivost kofent k inhibi¢nim u¢inkim ABA
prostfednictvim PHYA.

Moznym vysvétlenim inhibi¢niho efektu svétla na kliceni semen a
prodluzovani hypokotylu mtze byt jeho bud’ pozitivni vliv na syntézu ABA a/nebo
negativni vliv na degradaci ABA, ¢imz dochézi v obou piipadech ke zvySeni hladiny
endogenni ABA. Stimulacni efekt svétla na prodluzovani kofene by mohl byt
vysvétlen opaénym vlivem na syntézu a degradaci ABA, coz vede ke snizeni
endogenni hladiny ABA. Dal§im moznym vysvétlenim by mohlo byt to, ze svétlo
poskytuje kotfenu sacharidy a podporuje syntézu auxinu v mladém kofeni (Van
Gelderen et al., 2018). Svétlo muze ovliviiovat také citlivost semen a semenacku
k aplikované ABA, a to zménou exprese jejich receptorti. Tento princip je vSak stale
neznamy (Barrero et al., 2014). Dle literarnich zdroji RL snizuje endogenni hladinu
ABA v semenech i semenaccich prostiednictvim fytochromt (Sawada et al., 2008),
¢imz je podporovano kliceni semen a vyvoj semenacku. U testovanych genotypu bylo
naopak zaznamenano, ze pusobenim RL se citlivost semen a semenacki k aplikované
ABA zvySila, ¢imz bylo kliceni semen i prodluzovani hypokotylu inhibovano. Kli¢eni
semen Solanum lycopericum L. mize byt také stimulovano jedinym pulzem RL o niZzsi
intenziteé, ktery aktivuje fytochromovy protein PHYB2, ¢imz je zprostiedkovana
degradace faktoru PIF1 a je podpoteno kliceni. Pfi kontinualnim RL a vy$si intenzité
tohoto zareni je vSak kli¢eni semen inhibovano (Appenroth et al., 2006). Testované
genotypy byly vystaveny kontinualnimu &ervenému svétlu o intenzité 10 pmol.m2s.
Pfi této intenzité zafeni by mohl byt oCekavan stimulacni efekt, avSak testovana
semena rajcete byla vystavena RL dlouhodobé a doslo tedy k potvrzeni inhibi¢niho

efektu.

Vysledky této bakalarské prace ukazuji na slozitost interakci mezi
fytohormonem ABA a svételnym zafeni pii kliCeni semen a vyvoji semenacku.
Vysledky prace odpovédély sice na nékteré otazky, ale soucasné vedou k mnoha
dalsim. Pochopeni mechanismi interakci mezi rostlinnym hormonem ABA a
sveételnymi signalizacemi v pribéhu kliceni semen a rastu rostlin tedy vyzaduje dalsi

experimenty.
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6 ZAVER

Cilem predlozené bakalarské prace bylo studium vlivu raznych svételnych podminek
na kli¢eni semen a rist semenacku za pasobeni aplikované ABA. Studium téchto vliva
bylo provadéno na semenech a semenaccich rajcete Solanum lycopersicum L.,
konkrétné na fotomorfogennich mutantech tril a fril a jim odpovidajicich
standardnich genotypech cv. GT a cv. MM. Pro posouzeni téchto vliva byla hodnocena
kli¢ivost semen, citlivost semen k aplikované ABA a kinetika kli¢eni semen. Déle byl
hodnocen prodluzovaci rast hypokotylu a kofene vlivem vybranych koncentraci ABA
a vybranych svételnych podminek. VSechny provedené experimenty probihaly v

podminkach in vitro.

V této bakalafské praci bylo potvrzeno, ze svétlo ma na kliCeni semen a
prodluzovani hypokotylu raj€ete inhibi¢ni ucinek, kdezto na kofen rajcete mé efekt
stimulacni. Zarover bylo zji§téno, ze interakce svétla s exogenni ABA vyvolava vyssi
citlivost semen a semenacku k aplikovanému fytohormonu. Tento mechanismus vSak
zatim nebyl zcela objasnén. Pomoci genetického pfistupu, tedy analyzou mutanta tril
a fril, bylo dokéazano, ze citlivost kli¢icich semen k exogenni ABA je za BL
zprostiedkovavana PHYA a za RL PHYBI1. Dale bylo prokdzano, ze PHYA
zprostredkovava vliv BL i RL na citlivost hypokotylu k ABA, a také citlivost kofenu
k ABA za pusobeni BL. Mezi semenacky mutanta #ri/ a cv. GT nebyl pozorovan rozdil
v citlivosti hypokotylu ani kotfene k exogenni ABA. To vede k domnénce, ze PHYBI1
by nemusel zprostfedkovavat vliv svétla na citlivost semenacku k ABA. Pro potvrzeni
této hypotézy by bylo vhodné tyto experimenty zopakovat s vys$si koncentraci
aplikované ABA.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAO3

ABA

ABA-GE

ABFs

ABII-5

AMPK

bHLH

BL

bZIP

CCE

COP1

CRY1-3

CRY-DASH

D

DPA

FAD

FMN

FRL

GA

GAF

GGPP

GPCR

GTG1

HAB1

ABA-aldehyde oxidase 3; ABA-aldehyd oxidaza 3
abscisic acid; kyselina abscisova

ABA-B-glucosyl ester; ABA-B-glukosylester
ABA-responsive element binding factors
ABA-insensitive 1-5

AMP-activated protein kinase

basic helix-loop-helix domain

blue light; modré svétlo

basic leucine zipper

C-terminal domain; C-terminalni doména
constitutively photomorphogenic 1

kryptochrom 1-3

CRY-Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis, Homo
dark; tma

4’-dihydrophaseic acid; kyselina 4" -dihydrofaseova
flavin adenine dinucleotide; flavin adenin dinukleotid
flavin mononucleotide; flavin mononukleotid
far-red light; dlouhovlnné Cervené svétlo
gibberellins; gibereliny

cGMP phosphodiesterase/adenylyl cyclase/FhlA
geranylgeranyl diphosphate

G-protein-coupled receptor

GPCR-type G protein

hypersensitive to ABA 1
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HID1
HIR
HKRD
HY4-5
ChlH
PP
LeMYC2
LFR
LHCB
LOVI1-2
MpCRY
MYC2
NCED
Neo PA
NPR

PA

PAS

Prr
PHOT1-2
PHR
PHYA-E
PIF

PIL5

PP2C

hidden treasure 1

high-irradiance response

histidinkinase’s domain

long hypokotyl 4-5

Mg?* chelatase

isopentenyl diphosphate

Lyopersicon esculentum myelocytomatosis 2
low-fluence respose; odpoveéd’ o nizké fluenci
light-harvesting chlorophyl a/b bindning
light-oxygen-voltage domain

kryptochrom Marchantia polymorpha
transcription factor myelocytomatosis 2
9-cis-epoxykarotenoid dioxygenase
neophaseic acid; kyselina neofaseova

non expresser of patogenesis related

phaseic acid; kyselina faseova
period/arnt/single-minded

active form of phytochrome; aktivni forma fytochromu
phototropin 1-2; fototropin 1-2

N-terminal photolyase domain

phytochrom A-E; fytochrom A-E
phytochrome interacting factors

PIF3-like 5

protein phosphatase C typu 2
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Pr inactive form of phytochrome; neaktivni forma fytochromu

PRD pas-repeat domain

PSII photosystem II; fotosystém II

PYL1-13 PYR-like 1-13

PYRI1 pyrabactin resistence 1

P}pB fytochromobilin

RCAR regulatory component of ABA receptors

RL red light; Cervené svétlo

ROS reactive oxygen species; reaktivni formy kysliku

SDR short-chain dehydrogenase/reduktase

SNF1 sucrose nonfermenting 1

SnRK1-3 SNF1-related protein kinase 1-3

SPA supressor PHYA-105

START steroidogenic acute regulatory protein-related lipid-transfer
uv ultraviolet; ultra-fialové zafeni

VLFR very low-fluence response; odpoveéd o velmi nizké fluenci

ZBF1/MYC2bHLH Z-Box binding Factor 1/MyeloCytomatosis 2 Basic, Helix-
Loop-Helix

ZEP zeaxanthin epoxidase

ZTL/FKF1/LKP2 ZeiTLupe/Flavin-binding, Kelch repeat, F-box/Lov Kelch

Protein 2
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