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1 Uvod a cile prace

Kliceni je proces, béhem kterého dochazi k pfreméné semene v rostlinu (Prochazka et al., 1998).
Tento d&j je ovliviiovan vnéjSimi (exogennimi) a vnitinimi (endogennimi) faktory (Oh et al.,
2006). Mezi vn¢jsi faktory patii dostate¢né mnozstvi vody, optimalni teplota a svétlo
(Koornneef et al., 2002). Endogenni faktory zahrnuji fytohormony, pfedevsim kyselinu
abscisovou (ABA) a gibereliny, které maji na kliceni antagonisticky vliv (Oh et al., 2006). Po
uspésném vykliceni semene nasleduje postupny rist a vyvoj semenacka (Taiz et al., 2015).
Nejprve rostlina investuje energii do tvorby kofenového systému, a az kdyz je kofenovy systém
dostate¢né vyvinuty, zacne investovat energii do ristu nadzemni ¢asti rostliny (Kupka, 2007).
Kombinace téchto vnéjsich a vnitinich faktorti ma zasadni vliv i na dalsi rist a vyvoj rostliny.
Aby mohla rostlina pfijimat dopadajici slune¢ni zafeni, doslo u ni k vytvoteni fotosenzitivnich
molekul, tzv. fotoreceptorti. Rist a vyvoj rostlin je ovlivilovan nejaktivnéj$imi oblastmi spektra,
jako je Cervené zafeni o vinové délce 620-700 nm, oblast 710-800 nm pattici dlouhovinnému
cervenému zafeni a modré zareni (350-500 nm) (Jones et al., 2013). ABA je rostlinny hormon,
ktery hraje zasadni roli v mnoha aspektech fyziologie rostlin. Podili se na regulaci pohybu
praduchd, inhibuje kli¢eni semen a umoznuje rostliné vyrovnat se s potencionalnim suchem,
chladem a dal$imi stresovymi faktory (Li et al., 2017). Bylo zjisténo, Ze svételné zareni a ABA
neovliviiuji vyvoj rostlin oddélené, ale jejich signalni drahy se vzajemné ovliviuji (Lau and
Deng, 2010).

Tato bakalatské prace si klade za cil studovat vzajemnou interakci svétla a aplikované
ABA v procesu kli¢eni semen a rtistu rostlin. Zaroven bylo zji§tovano, zda ptisobeni svétla na
citlivost rostlin k ABA muze byt zprosttedkovano fytochromy. K vybranym experimentim
byla pouzita semena rajcete jedlého Solanum lycopersicum L. V praktické ¢asti byl pouzit
geneticky pfistup, ktery spocival v analyze dvou fotomorfogennich mutantd au” (aurea) a yg-
2 (yellow-green 2) s poruchou v biosyntéze fytochromového chromoforu (Koornneef et al.,
1985; Terry and Kendrick, 1996; Terry, 1997).

Ptredlozend bakalarskd prace byla vypracovana v Laboratofi rtistovych regulatord,
spoleéném pracovisti PYF Univerzity Palackého v Olomouci a Ustavu experimentalni botaniky

AVCR.



2 Literarni prehled

2.1 Kliceni

Rust a vyvoj rostliny, jeji ontogeneticky vyvoj, sestava z nékolika fazi. Jsou jimi konkrétné
kliceni semen, riist, vegetativni faze, generativni faze a senescence. Kli¢eni predstavuje d¢j,
béhem kterého dochazi v prubéhu riznorodych procesi K pfeméné semene v rostlinu. Kliceni
tak pfedstavuje jednu z klicovych fazi v Zivoté rostliny, béhem které dochdzi k obnové
metabolické aktivity semene. Semeno vznikd a nasledné dozrava v rostliné a po opusténi
rostliny dochazi k jeho prechodu z faze aktivni do faze latentni. BEehem latentni faze dochazi ke
ztrat¢ vody ze semena a k utlumeni vSech vném probihajicich procesli, ¢imz semeno
maximalizuje Setfeni energie (Prochazka et al., 1998). Hlavnim diivodem zmény stavu semene
je, aby bylo semeno schopné preckat neptiznivé vnéjsi podminky, a to az do okamziku, kdy
bude schopné kli¢eni. Toto obdobi vSak miiZze trvat i nékolik let (Taiz et al., 2015).

Tato klidové faze semene se nazyvd dormance, pficemz schopnost semene pieZit
Vv zivotaschopném stavu az do okamziku, kdy jsou podminky idedlni a mize byt spusténo
kliceni, je druhové specificka. Kuptikladu semeno rajcete je schopné prezit v klidovém obdobi
az po dobu 8 let (Prochazka et al., 1998).

K samotnému kli¢eni semene dochézi v momentu, kdy semeno za¢ne pfijimat velké
mnozstvi vody a za¢ne tzv. bobtnat, zvySovat sviij objem a velikost. Tomuto momentu musi
piedchazet dosazeni idedlnich vnéjSich podminek, jako je ideédlni teplota, mnozstvi svételné
energie nebo vlhkost (Koornneef et al., 2002). Proces bobtnani semene se nazyva imbibice, a
dochazi k nému jak u Zivych, tak i mrtvych semen (Bewley, 1997).

Embryo uvnitf semena rostliny je opatfeno nékolika ochrannymi obaly, konkrétné
endospermem a osemenim. Pravé zminéné osemeni piedstavuje obal, prostiednictvim kterého
je embryo schopné komunikovat se svym okolim, respektive je schopno skrze ngj ptijimat vodu,
popiipadé¢ realizovat vyménu plynd (Bewley, 1997). Osemeni je totiz opatieno otvorem, tzv.
mikropyle, skrze které je embryo béhem kliceni schopné piijimat vodu a bobtnat (Jones et al.,
2013).

Kliceni semen rostliny v¢etné¢ pfijmu vody se sklada ze tii fazi (Obr. 1). Prvni faze, ktera
se nazyva imbibice, je dana rychlym pfijmem vody semenem a hydrataci makromolekul, coz
vede k jeho bobtnani a restrukturalizaci kviili naruSeni struktury bunéénych membran. Tato faze
je také provazena unikem metabolitd. Druhd faze, tzv. platd nebo lag faze, je obdobi
pomalejsiho a stabilniho pfijmu vody, které je spjato s pocatecnim rozSifovanim embrya a

oslabenim jeho ochrannych vrstev. Tuto fazi dale provazi spusténi metabolickych procest, jako



jsou oprava mitochondrii a znovu zahéjeni jejich syntézy nebo syntéza proteinti z nové vzniklé
mRNA. Jakmile dojde k prorazeni kofinku ochrannymi obaly semene, tato faze kon¢i. V
prabéhu posledni tieti faze, kterd probiha az pred samotnym ukoncenim celého procesu kliceni,
se piijem vody obnovuje diky uvolnéni bunécné stény a rozpadu bunék. Prave v této fazi vznika
primarni kofinek rostliny, ktery pti svém vyvoji vyZaduje zvySené mnozstvi vody. Dale probiha
bunécné déleni, syntéza DNA a soucasné i postupna elongace embryonalni osy rostliny. Tuto
fazi také provazi mobilizace zasobnich rezerv z endospermu do osy embrya, kdy dochazi k
rozkladu bilkovin na jednodussi aminokyseliny a $té€peni §krobu na jednoduché cukry (Bewley,
1997, Taiz et al., 2015; Lujan-Soto and Dinkova, 2021).

Germination Postgermination

Phase | Phase Il Phase IlI

Seedling growth

Reserve mobilization
in storage tissues
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]
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Transcription and translation of new mRNAs

Cell division

Translation or degradation
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Seed and seedling water content (—)
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DNA repair

Respiration, mitochondrial repair, and multiplication
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Obrazek 1: Faze kli¢eni a procesy, ke kterym v nich dochézi. Pfevzato z Taiz et al., 2015.



Samotny proces kliceni je, jak jiz bylo zminéno, ovlivilovan mnoha riznymi vnéjSimi
(exogennimi) a vnitinimi (endogennimi) faktory (Oh et al., 2006). Zminovany byly pifedev§im
vn¢jsi faktory, mezi které patii pfedevSim piitomnost dostatecného mnozstvi vody nebo
optimalni teplota (Koornneef et al., 2002). Mezi vyznamné endogenni faktory patii piedevsim
fytohormony neboli rostlinné metabolity, které ovliviiuji rust a vyvoj rostliny. Mezi
fytohormony, které se nejvice podileji na kli€eni a rtstu rostlin, patii zejména kyselina
abscisova, gibereliny, auxiny a brasinosteroidy (Prochazka et al., 1998, Debeaujon and
Koornneef, 2000).

Fytohormony mohou kli¢ivost a rist rostlin stimulovat nebo naopak inhibovat. V tomto
ohledu proti sobé¢ stoji zejména hormony, a to kyselina abscisova (ABA), ktera udrzuje semeno
Vv latentni fazi a dormanci, a gibereliny (GA), které stoji za spuSténim kli¢eni semene. Tyto
fytohormony jsou si tak sob€ navzajem antagonisty a od jejich aktudlni hladiny v ramci semene
se odviji, zda bude semeno vyckavat v dormanci nebo zacne klicit (Oh et al., 2006).

Hladiny zminénych fytohormont tak udavaji pocatek kliceni. Exprese gent, které stoji
za biosyntézou giberelini a kyseliny abscisové, je mimo jiné mechanismy regulovana
proteinem PIL5 (PIF3-like 5), ktery je soucasné funkéné propojen s fytochromy (Oh et al.,
2006) (Obr. 2). Poté, co fytochromy zachyti svételny signal, spousti inhibici proteinu PILS,
ktery reguluje expresi gent zapojenych v biosyntéze ¢i degradaci fytohormonti (GA, ABA).
Regulace pak konkrétné probiha tak, Ze na jedné stran€ dochazi k utlumeni exprese gent, které
majina svédomi tvorbu ABA, na druhé stran¢ vSak soucasné dochazi ke stimulaci exprese gend,
které tidi biosyntézu GA. Tim dochazi v semeni K ptevaze giberelind nad kyselinou abscisovou

a muze tak dojit ke spusténi procesu kli¢eni (Oh et al., 2006; Feng et al., 2008) (Obr. 2).
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Obrazek 2: Hormonalni a molekularni reakce vedouci ke kliceni semene. Cervené linie zobrazuji déje probihajici

na trovni proteind, modré ¢ary dé&je probihajici na trovni transkripce a zelené jsou oznaceny procesy probihajici
na zaklad¢ enzymatickych aktivit. Expresi geni GAl, RGA a neznamych faktoru (Xs) aktivuje ve tmé protein PILS5.
D¢je se tak na zakladé vazby PIL5 na pfislu§né promotory prostiednictvim G-box elementd. Tim se zvysi hladiny
proteintt GAIL, RGA a faktorti X. Faktory X potlacuji biosyntetické geny GA a katabolické geny ABA. Vysledkem
je sniZeni hladin GA a zvySeni hladin ABA. V dusledku poklesu GA se stabilizuji proteiny DELLA, coz zvySuje
jejich hladinu a potlacuje odezvy na GA. Opac¢na situace nastava po ozaieni svétlem, kdy fytochromy indukuji
inhibici PIL5. Na zékladé inhibice je hladina proteinii GAI a RGA a ABA snizena. Urovent RGL2 je rovnéZ snizena
(v dusledku zvySeného mnozstvi bioaktivnich GA) i pfesto, Ze neni ptimo transkripéné regulovana PIL5. Ve
vysledku jsou spustény procesy (mobilizace zasobnich rezerv, hydrolyza bunécné stény) vedouci k zahajeni kliceni

semene. Prevzato z Oh et al., 2007.



2.2 Rust rostlin

Rostliny béhem svého zivota prochédzeji neustilym ristem a vyvojem. Poté, co dojde
k Gspésnému vykli¢eni semene, vznika primarni kofinek, prostiednictvim kterého je rostlina
uchycena v substratu a piijima vodu a ziviny (Taiz et al., 2015). V této prvotni fazi ristu rostlina
investuje maximalni mnozstvi energie do tvorby a rozvoje svého kofenového systému. Poté, co
je kofenovy systém dostateény, investuje rostlina energii do ristu své nadzemni Casti,
respektive do tvorby stonku, listd a kvétd (Kupka, 2007). Rust rostliny je tedy vysledkem
mnoha riiznych komplexnich procesii a d&ji, ke kterym v ramci rostliny dochazi (Setlik et al.,
2015; Taiz et al., 2015).

Svétlo predstavuje pro rostlinu Zivotné nezbytny faktor, co se jejiho ristu a vyvoje tyce.
Rist rostlin mize probihat bud’ na svétle nebo ve tm¢. Ob¢ cesty rlstu jsou odliSné a maji na
rostliny opacny vliv. Pokud se rostlina vyviji ve tm¢, oznaCujeme tento proces
skotomorfogenezi — rostliny maji dlouhé stonky, vytvoreny apikalni ha¢ek a nemaji dostate¢n¢
rozvinuté listy a kofenovy systém. Naopak pokud je vyvoj rostlin ovlivnén svétlem, pak
vznikaji rostliny s kratkym stonkem, rozvinutymi listy a také jejich apikalni hacek se rozviji
(Prochazka et al., 1998; Smith et al., 2010; Jones et al., 2013; Taiz et al., 2015).

Je to ale pravé kombinace vnéjSich a vnitinich faktorti, ktera rist rostlin stejné jako
kliceni zasadné ovliviiuje a spolecné synchronizuje vyvoj rostliny vzhledem Kk vnéjsim
podminkam ¢i pfipadnym zménam v ramci tohoto prostiedi. Mezi exogenni faktory patii
zejména teplota okolniho prostiedi, mnozstvi a kvalita dopadajiciho slunecniho zafeni,
koncentrace oxidu uhli¢itého v prostiedi obklopujicim rostlinu, poptipadé dostupnost vody a
zivin v pudé (Smith et al., 2010; Li et al., 2017).

Mezi vyznamné endogenni faktory jsou pocitany rostlinné hormony, tzv. fytohormony,
které na bunécéné a molekularni urovni koordinuji rizné metabolické a vyvojové procesy, ke
kterym v ramci rostlinného organizmu dochazi (Jones et al., 2013; Li et al., 2017). Rast rostlin
zéasadné ovliviluji auxiny. Jejich Gi€inky spocivaji ve vyvoji meristému, regulaci prodluzovaciho
ristu, ristu adventivnich kofenii a regulaci apikdlni dominance. Mezi dal$i fytohormony
podilejici se na rastu patii gibereliny a brasinosteroidy. Rist rostlin ale neni vzdy jen
indukovan. Napiiklad cytokininy, kyselina abscisovda nebo ethylen rast spiSe inhibuji.
Fytohormony v ramci rostlinného téla puisobi na molekularni Grovni a jejich pisobeni je

zajist'ovano vazbou na bunééné receptory (Li et al., 2017).



2.3 Svétlo

Rostliny nejsou schopné pohybu, a tudiz jim neni umoznéno zménit svoji lokalitu, kdyz vnéjsi
podminky nejsou idealni nebo se méni. Aby se mohly rostliny 1épe adaptovat na usedly zptisob
zivota, do§lo u nich k masivnimu pfizptisobeni se vzhledem K neustale se ménicim podminkam
vnéjsiho prostredi. Pro rostlinu predstavuje nejvyznamnéjsi exogenni faktor pfisun slune¢niho
zateni. Svétlo je tedy pro rostliny nezbytné (Pavlova and Fischer, 2011; Jones et al., 2013).
Ptitomnost svétla ovSem neni pro kliceni semen vsech druht vzdy pifimo vyzadovana. Na
zéklad¢ toho jsou rostliny déleny do dvou rozdilnych skupin. Konkrétné se jedna o rostliny,
jejichz semena jsou pozitivn¢ fotoblastickd nebo negativné fotoblasticka. Pozitivné
fotoblastickd jsou takova, u nichz dochéazi ke stimulaci kli¢eni vlivem svételné energie, a
naopak ta u nichZ svétlo kli¢eni narusuje, se oznacuji negativné fotoblasticka (Prochazka et al.,
1998).

Vseobecné lze fict, ze svétlo predstavuje vyznamny faktor pozitivné ovliviujici kliceni
semen zejména u téch druht rostlin, kterd disponuji malymi a po¢etnymi semeny (Seo et al.,
2009). Pti stimulaci kliceni semen svétlem ma vSak vyznam nejenom mnoZzstvi a intenzita
dopadajiciho zéfeni, ale i1 jeho trvani nebo specificka délka vinového spektra. Bez svételné
energie by totiz nemohl probihat proces zvany fotosyntéza, diky které dochdzi k preméné
anorganickych latek v latky organické, ze kterych rostlinné télo sestava (Smith et al., 2010;
Jones et al., 2013).

Cely proces, pii kterém je svétlo v roli signdlu a méni vyvoj rostliny tak, aby mohla pfi
svém nasledném rustu vyuzivat svétlo coby zdroj energie, je nazyvan fotomorfogenezi (Taiz et
al., 2015; Tripathi et al., 2019). Rostliny vyvijejici se béhem temnostni faze jsou etiolizované
(proces skotomorfogeneze), zatimco svétlo vyvolava de-etiolizaci (proces fotomorfogeneze)
(Obr. 3). Béhem fotomorfogeneze si rostlina vytvati jak vnéj$i morfologickou, tak vnitini
anatomickou podobu. Oba tyto déje piechazi mezi sebou a tento pfechod z temnostni do
svételné faze oznacujeme jako de-etiolizaci (Smith et al., 2010; Jones et al., 2013; Taiz et al.,
2015).

V pribéhu fotomorfogeneze pigmenty ve fotoreceptorech rostliny piijimaji svételnou
energii ve form¢ fotontii, coZ se nazyva absorpce svétla. Poté dochazi ke zméné energie
elektromagnetického signalu na biologicky podnét, ktery se §ifi celou rostlinou. Néasledné
rostlina odpovid4 na tento impuls z vnéjSiho prosttedi pomoci hormont a steroidnich latek,

které mohou pomoci ptizpisobit se stresovym faktorum (Jones et al., 2013).
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Obrazek 3: Rozdil ve morfologii rostlin vyvijejicich se na svétle (fotomorfogeneze) a ve tmé (skotomorfogeneze).

Pievzato a upraveno z Smith et al., 2010.

Samotny proces fotomorfogeneze je fizen transkripénimi faktory, které aktivuji geny
zpusobujici zmény v ristu a vyvoji rostlin. Tyto transkripéni faktory jsou vsSak ve tmé
nestabilni, protoze jsou rozkladany pomoci ubikvitinace, kterou zprostfedkovava protein COP1
(COnstitutively Photomorphogenicl). Protein COP1 se ve tmé nachazi v jadru bunky, kde se
vaze na transkripcni faktory a oznacuje je pro degradaci. KdyZ se vSak rostlina dostane na
svétlo, protein COP1 se presune z jadra do cytoplazmy, ¢imZ se uvolni transkripéni faktory a
umozni expresi gend, které fotomorfogenezi podporuji (Arsovski et al., 2012; Taiz et al., 2015).

Svétlo 1ze definovat jako viditelné elektromagnetické zateni o vinové délce v rozmezi

pfiblizn€ 380-760 nm (Obr. 4). Rist a vyvoj rostlin je ovliviiovan nejaktivnéjSimi oblastmi
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spektra, jako je Cervené zafeni o vinové délce 620-700 nm a dale oblast 710-800 nm patiici
dlouhovinnému ¢ervenému zéieni. Vyznamny vliv na vyvoj rostliny mé také svétlo o vinové
délce 350-500 nm, kterd charakterizuje modré zafeni. Oblast spektra 320-400 nm piedstavuje
ultrafialové zafeni typu A, 290-320 nm patii ultrafialovému zaieni typu B a zaieni 100-280 nm
predstavuje ultrafialové zafeni typu C (Jones et al., 2013; Taiz et al., 2015).

Reakce rostlin ke svétlu Ize rozdé€lit podle jeho mnozstvi, které je potiebné k tomu, aby
reakce probéhla. Rostliny bychom mohli pfirovnat k malym svételnym detektortm, které
dokazou reagovat na rizné druhy svétla. Nékteré z nich potiebuji jen malé mnozstvi svétla, aby
byly aktivovany, zatimco jiné potiebuji nepietrzité osvétleni (Taiz et al., 2015). Naptiklad tzv.
odezvy k velmi nizké ozatenosti (VLFR) nastavaji jiz pti 100 pmol.m™, coz je mnozstvi svétla,
které 1ze ziskat z jedné malé zarovky. Odezvy k nizké ozarenosti (LFR) se vyskytuji v rozmezi
1-1000 pmol.m, coz je mnozstvi svétla podobné tomu, které predstavuje bézné denni svétlo.
Naopak odezvy k vysoké ozarenosti (HIR) vyzaduji nepietrzité svétlo s celkovym fotonovym
proudem typicky piesahujicim 10 mmol.m™. Tomuto mnozstvi svétla by odpovidal intenzivni
slune¢ni svit. Tyto svételné odezvy jsou dulezité a slouzi pro charakterizaci riiznych typt

reakci, které jsou zprostitedkovany fytochromy (Jones et al., 2013; Taiz et al., 2015).

280 515 400

700 [om]
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rodina Zeitlupe

Obrazek 4: Oblasti vinovych délek, které jsou absorbovany pfislusnymi fotoreceptory. Vytvofeno v Microsoft
Office Word. Inspirovano Buchanan et al., 2015.

Aby mohla rostlina pfijimat a dale pracovat s dopadajicim slune¢nim zafenim, doslo u ni
k vytvofeni specialnich fotosenzitivnich molekul, tzv. fotoreceptorti (Taiz et al., 2015).
Receptory funguji na principu interakce s fotony pftislusné vinové délky, kterd vyvola
specifickou odezvu, a jsou charakteristické svym absorpénim spektrem. Fotoreceptorti existuje
v ramci rostlin hned né€kolik desitek druhti, kdy jednotlivé skupiny fotoreceptorti jsou schopné

zachytit pouze zafeni o specifické vinové délce (Christie et al., 2015) (Obr. 4). RozliSujeme
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celkem 5 skupin fotoreceptort. Cervené (RL) a dlouhovInné &ervené svétlo (FRL), ale Gasteéné
i modré (BL), je absorbovano fytochromy. Modré svétlo a vinové délky ultrafialového zareni
typu A (UV-A) jsou detekovany piedev§im kryptochromy, fototropiny a rodinou receptora
Zeitlupe. Poslednim typem fotoreceptoru je receptor zvany UV rezistence 8 (UVRS), ktery
piijima ultrafialové zafeni typu B (UV-B) (Smith et al., 2010; Christie et al., 2015; Taiz et al.,
2015).

Fotoreceptory oznacujeme jako chromoproteiny, které jsou slozené z apoproteinu a
chromoforu. Apoprotein se vaze na nejriznéjSi chromofory a na zaklad¢ jejich chemickych
vlastnosti (apoproteinu a chromoforu) je zachyceno zareni odpovidajici prislusné vinové délce

(Buchanan et al., 2015).

2.3.1 Fotoreceptory modrého svétla
Modré svétlo o0 vinové délce mezi 350 a 500 nm ovliviiuje rostliny zejména béhem jejich
vegetativniho rastu, kdy se aktivné podili na fototropismu, inhibici prodluzovani hypokotylu,
pohybu chloroplastli nebo otevirani praduchti. Mimo jiné ma modré svétlo zasadni roli pii
tvorbé chlorofylt a karotenoidi a podporuje prubéh fotosyntézy. Na modré svétlo jsou schopné
reagovat vSechny vyssi rostliny, fasy, kapradiny, houby i prokaryota (Taiz et al., 2015).
Rostlina musi disponovat receptory, které jsou schopné reagovat na svétlo konkrétni
vlnové délky. V pifipadé modrého svétla a ultrafialového zafeni typu A se jedna o
kryptochromy, fototropiny a také o receptory proteinové rodiny Zeitlupe (Smith et al., 2010;
Christie et al., 2015).

2.3.1.1 Kryptochromy
Rostlinné kryptochromy (CRY) ptedstavuji specifické receptory, které jsou schopné vnimat a
reagovat na modré a UV-A svételné spektrum. V piipade, Ze je modré svétlo témito receptory
skutecné zachyceno, mize dojit K celé fad¢ reakci. Odpovedi rostliny mize byt zastaveni
procesu prodluzovani hypokotylu, depolarizace membran, stimulace expanze kotyledond,
popiipadé muze dojit k biosyntéze antokyani a také ovlivnéni cirkadiannich rytmd.
Kryptochromy se vyskytuji v jadie a nalezneme je nejen u rostlin, ale také u bakterii, hub a
zivocichu (Smith et al., 2010; Taiz et al., 2015).

Co se tyka struktury kryptochromu, tvofi jej dvé domény (Obr. 5). Prvni N-terminalni
fotolyazova doména (PHR) a druha C-terminélni doména (CCE). Doména PHR na sebe vaze

chromofory flavin adenin dinukleotid (FAD) a pterin (5, 10 — methyltetrahydrofolat). Doména
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CCE zprostfedkovava signalizaci, ktera je vyvoldna, pokud absorbuje modré svétlo, ¢imz
dochazi k jeji konformaéni zméné. Kryptochromy jsou zaroven spojovany s DNA fotolydzami,
a to z toho divodu, Ze navzijem vykazuji podobnost ve své struktute. DNA fotolyazy jsou
enzymy schopné napravy posSkozeni DNA vyvolané¢ UV zafenim. Kryptochrom i fotolyaza jsou
tvofeny obéma chromofory, ale doména CCE u fotolyazy chybi. Pterin vyvolava aktivaci
fotolyazy. Déje se tak na zaklad¢ absorpce modrého svétla, kdy je ziskana excitacni energie
prenasSena do FAD. Mohlo by se zdat, ze kryptochromy vykazuji fotolyazovou aktivitu, ale neni

tomu tak (Jones et al., 2013; Christie et al., 2015; Taiz et al., 2015; Ponnu and Hoecker, 2022).

MTHF FAD

CRY | PHR | CCE |

Obrazek 5: Struktura kryptochromu (CRY). Vytvoteno v Microsoft Office Word. Inspirovano Yang et al., 2017.

Aktivita kryptochromi tzce souvisi s aktivitami dalSich fotoreceptord, jako jsou

fototropiny a fytochromy. Spolu jsou pak tyto receptory zodpovédné za konkrétni odpovédi

rostlin na vystaveni modrému svétlu (regulace riistu, otevirani priiduchii, poptipadé i kveteni)
(Taiz et al., 2015).

Kryptochromy byly poprvé objeveny u rostliny Arabidopsis thaliana, ktera disponovala
tfemi geny pro vyskyt kryptochromt, konkrétné CRY1, CRY2 a CRY3 (Liu et al., 2011; Jones
et al., 2013). Prvnim identifikovanym genem byl CRY1 dfive oznaceny jako HY4, ktery koduje
kryptochrom 1 (Taiz et al., 2015). Proteiny CRY1 a CRY2 se nachazi v jadfe a maji zasadni
funkce v ramci procest de-etiolace nebo indukce kveteni. Zasadni rozdil mezi proteinem CRY1
a CRY2 jev citlivosti k modrému svétlu. Protein CRY1 je mnohem stabilnéjsi nez CRY2, ktery
podléha na modrém svétle degradaci a je tak fotolabilni. Dalsi kryptochrom CRY3 je zafazen
do podskupiny CRY DASH fotolyaz/kryptochrom, ktera se vyznacuje fotolyazovou aktivitou.
CRY 3 se vykytuje v chloroplastech a mitochondriich (Liu et al., 2011; Yang et al., 2017; Ponnu
and Hoecker, 2022).

U rostliny Solanum lycopersicum L. byly identifikovany 4 typy kryptochromd. Jedna se
0 geny CRYla, CRY1b, CRY2 a CRY3. Funkci CRY1 je zvySovat produkci antokyand a
karotenoidi. Zarovent ma nepostradatelny vliv na fotomorfogenezi. Kromé CRY la se vSechny

tyto kryptochromy ucastni regulace cirkadialnich transkripcnich rytmi (Fantini et al., 2019).
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2.3.1.2 Fototropiny

Fototropiny jsou rodinou fotoreceptorovych proteintli, které absorbuji BL a UV-A. Jsou
lokalizovany v cytoplasmé, kde jsou pfipojeny k cytoplasmatické membrané. Nazev téchto
receptori vychazi z toho, ze byly objeveny pii vyzkumu fototropismu, coz je schopnost rostlin
orientovat svilj rist smérem ke svételnému zdroji, nebo naopak od né&j (v pfipad¢ kotenil)
(Christie et al., 2015; Taiz et al., 2015). Funkce fototropint jsou mnohostranné a komplexni.
Tyto proteiny detekuji modré svétlo prostfednictvim svych svétlo-absorbujicich domén a
ptenaseji signal do riznych cilovych procesli uvnitt rostlinné buiikky. Maji klicovy vliv na
procesy, jako je otevirani a zavirani pruduchi nebo pohyby chloroplastt (Taiz et al., 2015).

Prvni dva znamé fototropiny PHOT1 a PHOT?2 byly objeveny u Arabidopsis thaliana.
PHOT1 zodpovida za rast déloh a hypokotylu a oba druhy fototropinii (PHOT1 a PHOT?2) pak
maji vliv na fototropismus rostlin, transport chloroplastti nebo otevirani priducht (Sullivan et
al., 2008; Jones et al., 2013). Jejich funkce jsou tedy velmi obdobné, i kdyz se piekryvaji,
vykazuji riznou fotosenzitivitu. Na vy$$i intenzitu svétla jsou schopné reagovat oba
fototropiny, ale pouze PHOT1 registruje nizkou intenzitu modrého svétla (Aihara et al., 2008;
Jones et al., 2013).

Struktura fototropintl je charakteristicka svym sloZenim z N-terminélni a C-terminélni
domény (Obr. 6). Na N-terminalnim konci se nachazi dvé fotosenzorické domény LOV (Light
— Oxygen — Voltage; LOV1 a LOV2), které jsou zodpovédné za absorpci modrého svétla. Tyto
domény obsahuji flavin mononukleotid (FMN) jako chromofor, ktery absorbuje svétlo a
reaguje s cysteinovymi zbytky proteinu (Aihara et al., 2008; Sullivan et al., 2008; Christie et
al., 2015; Taiz et al., 2015). Vazba FMN a cysteinovych zbytki je nekovalentni, ale po ozéfeni
BL dojde k aktivaci fotoreceptoru na zakladé transformace vazby mezi cysteinovym zbytkem
fototropinu a FMN na kovalentni. Tento krok zpiisobi fosforylaci fototropinu jako prvni krok
signaliza¢ni drahy. Nasledné dojde k redistribuci PIN proteint, které fidi polarni transport
auxinl,, coZ je nezbytné pro orientovany rist rostlin. Tento proces také reguluje turgor
pruduchovych bun¢k diky zméné toku iontll v plazmatické membrané (Buchanan et al., 2015;
Taiz et al., 2015). Doména LOV2 se vyznamné podili na regulaci fototropismu a kinazové
aktivity fotoreceptort, zatimco LOV1 nejspiS napoméha fotodimerizaci. Druhou ¢ast molekuly
tvoti C-terminalni serin/threonin kindzova doména, ktera je aktivovana po absorpci svétla LOV

doménami (Christie et al., 2015).
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Obrazek 6: Struktura fototropinu. Modrym svétlem vyvolana fosforylace fotoropinu. Pfevzato a upraveno z Taiz

et al., 2015.

2.3.1.3 Rodina receptorit ZEITLUPE

Modré zafeni je pfijimano nejen kryptochromy a fototropiny, ale také fotoreceptory rodiny
ZEITLUPE. Ty jsou fazeny ke skuping rostlinnych proteint, které hraji klicovou roli v regulaci
cirkadiannich rytmi a kveteni u rostlin (Christie et al., 2015). Jsou znamé také pod pojmem F-
box proteiny, protoze obsahuji specifickou F-box doménu, ktera je dulezita pro jejich funkei v
ramci ubiquitin-proteasomového systému (Buchanan et al., 2015). Mezi receptory ZEITLUPE
patii proteiny ZTL (ZeiTLupe), FKF1 (Flavin-binding, Kelch repeat, F-box 1) a LKP2 (Lov
Kelch Protein 2).

VSsichni ¢lenové této skupiny fotoreceptorit sdili podobnou strukturu, kterd zahrnuje
n¢kolik dulezitych domén. Receptory ZEITLUPE tvofi N-terminalni LOV doména a C-
terminalni Kelch doména. LOV doména je propojena s F-boxem a funguje jako senzor modrého
svétla, a proto je dilezitd pro fotorecepcni funkce téchto proteinii. Hlavni lohou ZTL a LKP2
proteint je modulace periody a faze cirkadianniho cyklu v zavislosti na svételnych podminkach,

zatimco na regulaci kveteni se podili protein FKF1 (Ito et al., 2012; Suetsugu and Wada, 2013).
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2.3.2 Fotoreceptory ¢erveného svétla

Stejné jako modré svétlo je pro rist a vyvoj rostliny nepostradatelné i svétlo cerveného
vinového spektra. Cervené svétlo méa vinovou délku od 620 do 700 nm, dokaze ovlivnit
reverzibilitu fytochromu a také podporuje kli¢eni semen, rozvoj kofenii a muze stimulovat
kveteni. Pfedstavuje tak nejvyznamnéjsi soucast svételného spektra. Mimo to ma ¢ervené svétlo
pozitivni vliv 1 na rast stonkt, poptipade syntézu chlorofylu.

Vedle ¢erveného svételného spektra se vyskytuje i tzv. dlouhovinné Cervené svétlo,
které se pohybuje v rozmezi vinovych délek 710 az 800 nm. Tato slozka svételného spektra
ovliviiuje predevsim fotoperiodické reakce rostlin a miize regulovat pfechod od vegetativniho
ke generativnimu vyvoji.

Souhrnné lze fici, ze ¢ervené a dlouhovinné ¢ervené svétlo maji vyznamny vliv na rast
a vyvoj rostlin prostiednictvim interakci s fytochromovymi fotoreceptory (Smith et al., 2010;
Jones et al., 2013; Taiz et al., 2015).

Fytochromy jsou dilezitou skupinou fotoreceptorit v rostlinach, které hraji klicovou
ulohu v regulaci riiznych aspektt rostlinného vyvoje a adaptace na svételné podminky. Jedna
se 0 pigment-proteinové komplexy, které absorbuji pfedevsim ¢ervené (660 nm) a dlouhovinné
cervené (730 nm) svétlo, coz jim umoziuje fungovat jako prepinace, které signalizuji rostlinam
zmény ve svételném prostiedi. Stejné tak jsou vSak schopné ptijimat i svétlo modrého spektra.
Fytochromy jsou zodpovédné za regulaci mnoha fyziologickych procesti véetné kliceni semen,
vyvoje sazenic, tvorby kvétd, dozravani plodii, pohybu praduchi, ale také zprostiedkovavaji
odolnost rostlin k biotickym i abiotickym stresim (Smith et al., 2010; Jones et al., 2013;
Buchanan et al., 2015; Taiz et al., 2015; Qui et al.,2023). Zaroven se fytochromy podileji na
adaptaci rostliny na stin, coz umoznuje rostlinam meénit sviij rust a vyvoj, aby maximalizovaly
absorpci svétla. Vyskytuji se v Siroké Skale fotosyntetizujicich organisml vcetné vysSich
rostlin, sinic, fas, a dokonce i nékterych bakterii (Taiz et al., 2015; Smith et al., 2010).

Fytochromy jsou chromoproteiny tvofené z proteinové a neproteinové svétlo-
absorbujici ¢asti zvané chromofor. Jsou tedy slozeny z apoproteinu a kovalentné vazaného
chromoforu, kterym je linearni tetrapyrrolova molekula zvana fytochromobilin (P®B) (Obr. 7).
Chromofor absorbuje svétlo a podléha fotochemickym zménam, které vedou ke zméné
konformace proteinu, coZ zpusobi ristovou reakci rostliny. Proteinova ¢ast fytochromu se
skladd z N-terminalni a C-termindlni ¢asti. N-terminalni ¢ast obsahuje doménu PAS
(Period/Arnt/Singleminded), doménu GAF (cGMP fosfodiesteraza/Adenylyl cyklaza/FhlA) a
doménu PHY. Doména GAF je dulezitd pro vazbu chromoforu a doména PHY je nezbytné pro

spravnou funkci fytochromu véetné stabilizaci jeho Prr formy. Druhou stranu apoproteinu tvoii
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C-terminalni doména, ktera se sklada z domény PRD (PAS Repeat Domain) a histidin kinazové
domény (HKRD). Ob¢ poloviny fytochromu jsou spojeny pantovou oblasti, ktera je zasadni pti
preméné Pr formy na Per (Jones et al., 2013; Taiz et al., 2015; Qui et al.,2023).

— terminalni ¢ast

— terminalni ¢ast
\

Fytochrom rostlin “.} S

Obrazek 7: Struktura fytochromu rostlin. Pfevzato a upraveno z Taiz et al., 2015.

Fotoreceptor fytochrom existuje ve dvou zékladnich formach, které se 1iSi svym
absorpcnim maximem. Neaktivni forma Pr se nachazi v cytosolu a absorbuje ¢ervené svétlo
(Amax=660 nm), zatimco aktivni forma Prr absorbuje dlouhovinné ¢ervené svétlo (Amax=730 hm)
a je lokalizovédna piedevsim v jadfe. Tyto formy se vzdjemné pfeménuji pomoci svételnych
signall a tato pfeména je zasadni pro fytochromovou signalizaci. Pokud forma Pr absorbuje
foton cerveného svétla (660 nm), dochazi k preméné¢ na formu Prr. Tento pfechod je
reverzibilni, coz znamena, ze absorpce dlouhovinného zateni (730 nm) formou Prr vede k jeji
transformaci na Pr. Pfeména z Pr (konfigurace cis) na Prr (konfigurace trans) formu je spojena
s konformac¢ni zménou proteinové ¢asti fytochromu (Obr. 8), ktera ovliviiuje jeho interakci s

dal$imi molekulami a ptenos signalu (Taiz et al., 2015; Tripathi et al., 2019; Qui et al.,2023).
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Chromofor: fytochromobilin

COOH COOH

Polypeptid
A

COOH COOH
I
Pro
1
His Prr (730 nm)
|
Ser
]
C Ris
)In 259\
His H
|
Leu HyC» (o]
G:n rans 1zomer

Obrazek 8: Pfeména neaktivni formy fytochromu Pr na aktivni formu Pgr. Struktura Pr a Per formy chromoforu
(fytochromobilin). Pfevzato a upraveno z Taiz et al., 2015.

Svétlo prostfednictvim fytochromi vyvoldva fotomorfogenezi na zakladé zmén
v genové expresi. Pokud ma fytochrom ovlivnit expresi genli, musi se uskute¢nit mnoho reakei.
Nejprve dochazi k pfeméné neaktivni formy fytochromu na aktivni, ktera se nasledné pfesouva
do jadra (Obr. 9). Tento pohyb z cytosolu do jadra je vyvolan vystavenim svétlu a probiha
pomoci aktivniho transportu pies jadernou membranu. Mechanismus pfesunu se u PHYA a
PHYB lisi. PHYB obsahuje jadernou lokaliza¢ni sekvenci (NLS). Pfedpoklada se, ze NLS se
odkryva na zéklad¢ konformac¢ni zmény pii transformaci PrB na PrrB a tim je umoznéna vazba
jadernych importnich proteinii a ptenos PHYB do jadra (probihad nékolik hodin). Na druhé
stran€ stoji PHYA, kterému NLS chybi a jeho transport je zavisly na proteinech FHY1 a FHL.
FHY1 a FHL (tvofi s PrrA komplexy) disponuji vlastnimi NLS diky nimz PrrA importuji do
jadra (ptenos je velmi rychly) (Obr. 9) (Buchanan et al., 2015).
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Obrazek 9: Transport fytochromt do jadra je vyvolan preménou jejich formy Pr na Per. Import PHYB do jadra

Nucleus

je zprostfedkovan jadernymi importnimi proteiny, které se vazou na NLS. Naopak PHY A nema NLS a pottebuje
pro svij import do jadra proteiny FHY1 a FHL. Fytochrom se piesouva zpét z jadra do cytoplasmy pfeménou

formy Prr na Pr. Pfevzato z Buchanan et al., 2015.

V jadie pak fytochromy ve formé Prr ovliviluji transkripci pfisluSnych gent
prostfednictvim interakci s celou fadou transkripénich faktorti, ¢imz je uskute¢néna svételna
reakce (Obr. 10). Fytochromy ve form&é Prr interaguji s velmi podstatnymi tzv.
fytochromovymi interakénimi faktory (PIF), které podporuji transkripci skotomorfogennich
genil a pusobi jako supresory fotomorfogeneze. PIF existuje cela fada a je znamo Ze interakce
Prr a PIF3 vyvola fosforylaci PIF3 a jeho naslednou degradaci v ubikvitin proteazomovém
systétmu. Vysledkem je inhibice funkce PIF a obnoveni transkripce genli za ucelem

fotomorfogeneze (Smith et al., 2010).

Kromé PIF existuji 1 dalsi molekuly, které interaguji s fytochromy. Naptiklad FHY'1
(Far-red elongated Hypocotyl 1) a FHL (FHY1-like) nebo COP1 (Obr. 10). COP1 vyznamné

17



potlacuje fotomorfogenezi, protoze zpusobuje degradaci transkripcnich faktortt HYS, HFR1,
LAF1 stimulujicich expresi fotoresponzivnich gent. Ve tmé je COP1 lokalizovan v jadie a
vlivem svétla se pfesouva do cytosolu. Vazba fytochromu ke COP1 inhibuje jeho funkci tim,
7e jej presune z jadra, ¢imz v jadie nésledné dochazi k hromadéni HYS, HFR1 a LAF1 a

probiha indukce gent reagujicich na svétlo (Smith et al., 2010; Buchanan et al., 2015).
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Obrazek 10: Regulace genové exprese pomoci fytochromi. V jadre je stabilita transkripénich faktorti regulovana
fytochromy. Forma fytochromu Per vyvolavad zménu PIF (inhibuji fotomorfogenezi) pomoci fosforylace a
degradace v proteazomu vlivem ubikvitinace. Per také eliminuje aktivitu COP1, ktery se podili na degradaci
transkrip¢nich faktort HFR1, HY5 a LAF1. Upraveno z Buchanan et al., 2015.

Bylo zjisténo, Zze u Arabidopsis thaliana jsou fytochromy kdédovany rodinou gent, ktera
ma celkem 5 ¢lent. Jedna se o strukturné podobné geny oznacované PHYA — PHYE (Smith et
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al., 2010; Taiz et al., 2015). U Solanum lycopersicum byl identifikovan stejny pocet geni
PHYA, PHYB1, PHYB2, PHYE a PHYF, které rovnéz kéduji fytochromy (Gupta et al., 2014a).
Dle fotostability se fytochromy dale rozd¢luji na typ I (fotolabilni) a typ II (fotostabilni)
(Buchanan et al., 2015). PHYA je stabilni v temnoté a degraduje se po expozici svétlem, je tedy
na svétle labilni. Do druhé skupiny fytochromt se pak fadi PHYB — PHYE, kter¢ jsou na svétle
stabilni. PHYA se nachazi v etiolizovanych pletivech a je zodpovédny za detekci
dlouhovinného Cerveného zafeni. Je pak zvlaste¢ dulezity pro jeho schopnost detekovat a
reagovat na svétlo v nizkych intenzitach (VLFR), coZ je klicové pro rostliny v ranych fazich
jejich zivotniho cyklu, jako je kliceni semen. PHYB je lokalizovan v zelenych pletivech a je
citlivy na ¢ervené svétlo (Lin, 2000; Smith et al., 2010; Tripathi et al., 2019). PHYA a PHYB
jsou si Casto navzajem antagonisty, coz znamena, ze pusobi proti sobé pii regulaci riznych
fyziologickych procest. Naptiklad, zatimco PHY A podporuje kveteni v reakei na dlouhovinné
cervené zareni, PHYB pusobi proti této odpovédi a inhibuje kveteni v pfitomnosti ¢erveného
svétla (Lin, 2000). Fytochromy C, D a E spole¢né s PHYB zprosttedkovavaji odezvy o nizké
ozéfenosti (LFR). Jsou mén¢ prozkoumané, ale i tak se predpoklada, ze hraji dalezitou roli v

regulaci procest kveteni a prodluzovani internodii (Taiz et al., 2015; Tripathi et al., 2019).
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2.4 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova je pfirozené se vyskytujici rostlinny hormon, ktery hraje zasadni roli v
mnoha aspektech fyziologie rostlin. Je mozné ji nalézt v rostlinnych druzich cévnatych a
necévnatych (napf. mechorostech), ale kuptikladu i v n¢kterych fytopatogenich houbach (Taiz
et al., 2015). Jeji objev a vyzkum saha do 60. letech 20. stoleti, kdy byl tento hormon poprvé
popsan. Pivodné byla ABA ziskana z opadlych plodt baviniku (abscisin) a poté z opadanych
list platanu (dormin).

Az pozdé&ji bylo potvrzeno, ze se v obou ptipadech jedna o totoznou latku, ktera byla
nazvana kyselinou abscisovou. Tento nazev vychazi z domnénky, Ze vyvolava abscisi, ale
pozdéji bylo zjisténo, Ze tento proces navozuje a reguluje spise ethylen. I piesto, ze se védci
domnivali, Ze je prave tato latka odpovédné za opadavani listl a plodl rostlin, pozdé€ji bylo
objasnéno, ze se kyselina abscisova ucastni spiSe procesi, které pfedchazi samotnému spadu
listi a plodt (Buchanan et al., 2015; Li et al., 2017).

V soucasné dobé¢ je jiz objasnéno, ze ma ABA vliv i na kliCeni semen a rist a vyvoj
rostlin. Na tuto skute¢nost poukazuji ABA-deficientni nebo ABA-necitlivé mutantni rostliny,
mateiské rostling¢ (Taiz et al., 2015). Konkrétné kyselina abscisova pomaha regulovat pohyb
praduchd, syntetizovat zasobni bilkoviny a tuky, umoznuje rostliné vyrovnat se
S potencionalnim suchem, chladem a dal$imi stresovymi okolnostmi, které mohou rostlinu

potkat, poptipadé i navozovat dormanci (Li et al., 2017).

2.4.1 Chemicka struktura kyseliny abscisové

Kyselina abscisova se chemicky fadi do skupiny seskviterpentl a je odvozena od karotenoidi.
Jeji chemickou strukturu tvoti fada patnacti uhliki, které jsou uspotadané do cyklohexanového
kruhu a uhlovodikového postranniho fetézce. Sumarni vzorec ABA je CisH2004. Biologicka
aktivita ABA je urCena a ovlivilovana vlastnostmi jeji chemické struktury. Zmény ve struktute

ABA mohou zpusobit az ztratu jeji aktivity (Ng et al., 2014).

Cyklohexanovy kruh je tvofen monomethylovou, dimethylovou, ketonovou a
hydroxylovou skupinou. Kompletni chemicka struktura vznika pfipojenim uhlovodikového

postranniho fetézce na cyklickou ¢ast pfes karboxylovou skupinu.

ABA se vyskytuje ve formé nékolika izomert. Lze ji tedy oznadit jako latku opticky

aktivni, ktera staci rovinu polarizovaného svétla bud’ doprava nebo doleva. Tato optick4 aktivita
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je dana pfitomnosti asymetrického (chirdlniho) uhliku na pozici 1' cyklického fetézce, ktery
uréuje, zda se jedna o S (+) nebo R (-) enantiomer. Aktivni formou ABA je S enantiomer (Obr.
11), ktery se vyskytuje pfirozené. Jestlize dojde k obraceni cyklohexanového kruhu kolem
chiralniho uhliku, vznika R enantiomer (inaktivni forma) (Obr. 12). Kyselinu abscisovou lze

ziskat také komercné. Synteticka ABA je tvofena S i R formou v pfiblizné stejném zastoupeni.

Postranni fetézec ABA obsahuje dvé dvojné vazby, a to na pozici 2 a 4. Karboxylova
skupina je navazana na pozici 2 postranniho fetézce a jeji orientace urcuje Cis a trans izomery
ABA. Pokud je ABA aktivni, postranni fetézec ma konformaci 2-cis-4-trans. Ozafeni je
schopné zpuisobit izomerizaci této konformace na neaktivni formu 2-trans-4-trans-ABA (Ng et

al., 2014; Buchanan et al., 2015; Li et al., 2017).

CH,
H4C,, ,CH3

Obrazek 12: Chemicka struktura (R)-cis-ABA. Vytvofeno pomoci aplikace ChemSketch

2.4.2 Biosyntéza kyseliny abscisové
ABA je produkovana vSemi buiikami, ve kterych jsou pfitomny chloroplasty, popiipadé
amyloplasty (Taiz et al., 2015). Biosynteticka draha ABA (Obr. 13) je v ramci rostlinnych
bunék Uzce propojena s produkci dalSich fytohormond, konkrétné giberelinti, cytokininti a
brasinosteroidti. V ptipadé kyseliny ABA a GA se totiz do zna¢né miry jedna o chemicky
totozné latky, které se zacinaji odliSovat v fetézci syntézy az na pozici prekurzoru Coo.
Biosyntéza ABA probihd v rdmci rostliny v n¢kolika krocich a cely proces jeji produkce
je zahajen tim, Ze na rostlinu piisobi stresovy signal. Jednotlivé kroky jeji biosyntézy jsou fizeny

enzymové (Ng et al., 2014).
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Ke spusténi celé biosyntézy ABA dochazi v plastidech rostlinnych bunék. Zde dochazi
k produkci isopentenyldifosfatu (IPP), ktery predstavuje zaklad pro produkci kyseliny
abscisové. IPP je syntetizovan z glyceraldehyd-3-fosfatu a pyruvatu. Vytvafené zakladni
kameny v podob¢ IPP (uhliki Cs) jsou posléze propojovany za souc¢asného vzniku molekul Cio
(tzv. geranyl), Cs (tzv. fernezyl) a Cxo (tzv. geranylgeranyl difosfat). Geranylgeranyl difosfat
(GGPP) vznika pripojenim tii molekul IPP k dimethylallyldifosfatu.

Poté, co jsou tyto molekuly vytvoieny, dojde vzdjemnou kondenzaci dvou molekul
GGPP (reakce je katalyzovana fytoensyntazou) ke vzniku fytoenu, ktery predstavuje prekurzor
rostlinnych karotenoidt. Z fytoenu posléze vznika lykopen, ze kterého je vytvoren [-karoten.
B-karoten prochazi nasledné hydroxylaci, vysledkem, které je pfeveden na zeaxanthin, ktery
sestava ze 40 uhliki. Cinnosti enzymu zeaxanthin epoxidazy (ZEP) je zeaxanthin pteménén
ptes meziprodukt antheraxanthin na trans-violaxanthin (Cso). Nasledné je trans-violaxanthin
transformovan na 9-cis-violaxanthin, poptipadé trans-neoxanthin, které jsou prostiednictvim
procesu izomerizace pieménény na 9’-cis-neoxantin. Tato latka je cinnosti specifického
enzymu 9-cis-epoxykarotenoid dioxygenazy (NCED) Sstépena na xanthoxin (Cis). Toto
xantofylové Stépeni je nejdilezitéjsi krok tvorby ABA. Xanthoxin, ktery byl syntetizovan
Vv plastidech, se nasledné¢ piesouva do cytosolu buiiky, kde je plisobenim enzymu SDR
transformovan v ABA-aldehyd. Biologicky funkéni ABA posléze vznika pfeménou aldehydu
prostfednictvim abscisic aldehyd oxidazy (AAQO) (Ng et al., 2014; Li et al., 2017).
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Obrazek 13: Biosynteticka draha kyseliny abscisové. Upraveno z Buchanan et al., 2015.

2.4.3 Katabolismus Kkyseliny abscisové

Katabolické neboli rozkladné procesy (Obr. 14) ptedstavuji vyznamny nastroj, prostfednictvim
kterého muze byt hladina ABA regulovana a udrzovana na optimalni hladiné (Li et al., 2017).
Cely proces biosyntézy ABA je pozastaven, popifipadé utlumen v okamziku, kdy na rostlinu

piestanou plisobit zcela nebo ¢astecné stresové faktory, diky kterym byla samotna biosyntéza
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vibbec spusténa. Konkrétné dojde K pozastaveni procesti, za souCasné piemény jiz
vyprodukované kyseliny abscisové na neaktivni metabolity (Ng et al., 2014).

Rozkladné reakce, které se tykaji kyseliny abscisové, probihaji zejména prostiednictvim
procesu zvaného hydroxylace, ktera se tyka konkrétné jedné ze tii methylovych skupin
navazanych v ramci cyklické casti jeji molekuly (C-7°, C-8°, C-9"). Nejvyznamnéjsi
katabolicky proces predstavuje hydroxylace methylové skupiny na pozici 8’, kterd je zde
uskutecnovana ¢innosti ABA 8'-hydroxylazy. ABA 8'-hydroxylaza je monooxygenaza typu
CYP450, ktera je kodovana genetickou skupinou CYP707A (Li et al., 2017).

V dusledku této aktivity dochazi ke vzniku metabolického produktu nestabilni povahy,
8’-hydroxy ABA, ktery je nasledné pfeménén na kyselinu faseovou (PA). I samotna kyselina
faseova je nasledné transformovana v biologicky neaktivni kyselinu dihydrofaseovou (DPA),
ktera se na 4’ pozici spojuje s glukdzou, diky ¢emuz dochazi k tvorbé glukosidu kyseliny
dihydrofaseové. Metabolity PA a DPA se fadi mezi nejpocetnéjsi a diky jejich vzniku klesa
biologicka aktivita ABA (Ng et al., 2014; Li et al., 2017).

Na kruhové struktute ABA muze dojit také k hydroxylaci dalSich dvou methylovych
skupin (C-7'a C-9°). 7’-hydroxyla¢ni draha vede K pfeméné na 7’-hydroxy ABA. Dalsi
hydroxyla¢ni cestou dochdzi také ke konverzi na 9'-hydroxy ABA, ktera je cyklicky pfeménéna
na kyselinu neofaseovou (Neo PA) (Buchanan et al., 2015).

Ke snizovani aktivity kyseliny abscisové miZe dochézet 1 ve chvili, kdy ABA splyne
s jinou molekulou. Touto molekulou pak nejéastéji byva jiz zminéna glukéza, kdy dojde ke
vzniku neaktivniho ABA B-glukosyl esteru (ABA-GE). Tento proces je vSak vratny a neni
stabilni, mize tak dojit k naslednému opétovnému rozvolnéni vzniklé molekuly (Li et al.,
2017). Vznikly ABA B-glukosylester je koncentrovan ve vakuolach a apoplastu spole¢né s
konjugatem ABA-1'-O-glukosidem, ktery je rovnéz inaktivni. V okamziku, kdy na rostlinu
opétovné pusobi uréity stresovy faktor, je ester transportovan z vakuol ¢i apoplastu do
endoplazmatického retikula, kde je za ucasti B-glukosidasy hydrolyzovan a opétovné vznika

ABA, ktera miize reagovat na stresové faktory (Ng et al., 2014).
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Obrazek 14: Katabolicka draha kyseliny abscisové v rostlinach. Upraveno z Buchanan et al., 2015.

2.4.4 Signalni draha kyseliny abscisové

Kyselina abscisova je mnohostranné uc¢elnou latkou, kterd se pfimo ucastni mnoha riznych
procest, ke kterym v ramci rostlinnych bunc¢k dochazi. Mlze se na jedné stran¢ jednat o
kratkodobé fyziologické procesy (pohyb priduchii), ale na druhé stran¢ i dlouhodobé procesy,
které se tykaji riistu a vyvoje rostliny, kupiikladu kli¢eni semen. Buika je schopna na
pfitomnost ABA reagovat prostiednictvim specifickych receptori, které jsou schopné na sebe
piipoutat molekulu hormonu, a umoznit tak pienos signalu. Receptory se pfitom v ramci buriky
mohou vyskytovat na odliSnych mistech (Taiz et al., 2015).

Rozlisujeme celkem 3 skupiny ABA receptori. Prvni z nich je podjednotka Mg?*
chelatdzy (CHLH) na membrané bunécnych plastidi. Déle se jednad o receptory GPCR (G-
Protein Coupled Receptor), konkrétné¢ GTG1 a GTG2 (GPCR-Type G protein) proteiny. Tyto
receptory se nachazi na plazmatické membrané bunky a jsou sptazeny s G proteiny (reguluji

pohyb priduchil). Posledni skupinou v rdmci bunééné cytoplazmy nebo piimo v jadru buiky
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jsou proteinové receptory PYR/PYL/RCAR (Cutler et al., 2010; Weiner et al., 2010; Jones et
al., 2013; Taiz et al., 2015).

Receptorem, ktery se nejvyznamnéji t€astni signalizacni drahy kyseliny abscisové, je
zminéna skupina rozpustnych proteini PYR/PYL/RCAR (PYrabactin Resistance/PYR1
Like/Regulatory Components of ABA Receptors), ktera se fadi do rodiny receptort START
(Steroidogenic Acute Regulatory protein-related lipid-Transfer). Nezavisle na sob&é dvé
vyzkumné skupiny zjistily, ze rodina receptori START ma v ramci Arabidopsis thaliana 14
Clent. Zasadni zlom byl v objeveni genu PYR1 (PYrabactin Resistant 1) kodujici rezistenci na
pyrabactin. Po objeveni genu PYR nasledovalo zjisténi existence dalSich 13 pfibuznych Clena
(PYL1-PYL13). Vsechny ptibuzné geny se oznacuji zkratkou PYL (PYR1 Like). ABA receptor
disponuje také regulacni sloZzkou oznacovanou zkratkou RCAR (Taiz et al., 2015; Li et al.,
2017).

Receptor PYR/PYL/RCAR disponuje vodu odpuzujici kapsou, na kterou se navaze
ligand ABA, a tim je zahajena jeji signaliza¢ni draha (Obr. 15) (Taiz et al., 2015). Tim, ze dojde
k navazani ABA na protein, dochdzi ke konformacni zméné receptoru, coz vede k lepsi
komunikaci a spolupréci s proteinem zvanym fosfataza 2C (PP2C), jehoz ukolem je odstrafiovat
z proteinil fosfatové skupiny. PP2C piisobi jako negativni reguldtor signalizacni dréhy.
Vzijemnd interakce receptoru ABA a PP2C znemoZiluje defosforylaci serin/threoninové
protein kindzy (SnRK?2). Fosforylovana a aktivovana SnRK2 je schopna fosforylace s (ABA-
responsive element Binding Factors), aktivace transkripénich faktori bZIP (basic leucin
ZIPper) a dalsich molekul, které se podileji na vzniku ABA odpovédi. SnRK2 ma v ramci
signaliza¢ni drahy pozitivné regulacni funkci. Jina situace nastava, pokud ABA neni pfitomna
a na receptor se nevaze. V takovém ptipad¢ receptory PYR/PYL/RCAR neinteraguji s PP2C,
ktera defosforyluje SnRK2 a ABA odpovéd’ nevznika (Cutler et al., 2010; Weiner et al., 2010;
Taiz et al., 2015).
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Obrazek 15: Signalni dréha kyseliny abscisové. Pievzato z Taiz et al., 2015.
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2.5 Interakce kyseliny abscisové a svétla

Svétlo a ABA jsou dva kli¢ové faktory, které hraji diilezitou ulohu ve fyziologii rostlin. Svétlo
je zakladnim prvkem, ktery fidi mnohé aspekty rostlinného vyvoje a metabolismu, zatimco
rostlinné hormony se podili na regulaci rastu, vyvoje a adaptace na stresové podminky.
Zajimave je, ze tyto dve slozky (svétlo a hormony) neoperuji izolovangé ale jejich signalni drahy
jsou propojeny. Vzajemna kooperace téchto dvou faktord probihd na molekularni tirovni a jeji

presny prubéh nebyl doposud zcela vysvétlen (Lau and Deng, 2010).

Proces kli¢eni semen je, jak jiz bylo zminovéano v kapitole o kliceni, ovlivnén
komplexnim ptisobenim nékolika fytohormonti, mezi néz patii predevsim ABA a GA. Tyto dva
hormony pulisobi v rostlinach ¢asto antagonisticky, protoZze ABA kli¢eni inhibuje a GA kliceni
indukuji (Oh et al., 2006). Dal§im vyznamnym a nepostradatelnym faktorem, ktery se zasazuje
o regulaci kli¢ivosti semen, jsou fytochromy, které jsou schopné regulovat nejen endogenni
hladiny ABA a GA, ale také jejich pomér, ktery ma zasadni vliv na aktualni kli¢ici aktivity
semene (Seo et al., 2006). Z toho vyplyva, ze hladiny ABA a GA jsou silné ovlivnény
svételnymi podminkami, pfedev§im plsobenim erveného (RL), dlouhovinného cerveného
(FRL) a modrého svétla (BL). Bylo pozorovano, ze kombinace efekttt RL s BL vede k poklesu
hladiny ABA. Tento jev naznacuje, ze interakce BL a RL ¢i FRL ovliviiuje koncentraci
endogenni ABA v rostlinnych buiikach tim, Ze reguluje expresi gent zapojenych do jejiho

metabolismu (Fellner and Sawhney, 2002).

Vliv svétla na aktivitu enzyma zapojenych do metabolismu ABA byl pozorovan u
rostlin Arabidopsis thaliana a Lactuca sativa. Jednalo se o enzym NCED a 8'-hydroxylazu,
ktera je kodovana prostiednictvim geni CYP707A. Oby tyto enzymy jsou zapojeny do
metabolické drahy ABA. Konkrétné bylo zjisténo, Ze fytochromy (pfedevs§im PHYB) se aktivné
ucastni regulace jejich genové exprese. Pokud je slunecni zafeni ¢erveného spektra zachyceno
rostlinnymi fotoreceptory PHYA a PHYB, dojde K jejich aktivaci, coz vede ke snizeni hladiny
ABA. Snizené mnozstvi ABA zplsobi aktivaci biosyntetické drahy GA, ¢imz se aktivuje
kli¢eni. Za snizenou hladinou ABA v tomto procesu stoji zvySena produkce genti, které kdduji
enzym 8 -hydroxyladzu a zaroven snizena exprese genti koduji enzym NCED. ZvySeni produkce
enzymu 8’-hydroxyldzy vede ke zvySeni hladiny neaktivni metabolické formy ABA jiz

zminované kyseliny faseové (Sawada et al., 2008; Sano and Marion-Poll, 2021).

Pii dalSich vyzkumech bylo zjisténo, ze GA disponuji podobnou funkci jako vliv

cerveného svétla na kliceni semen. Oba tyto aspekty maji vliv na kli¢eni semen, které podporuji
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za soucasného snizovani hladiny ABA. Biosyntéza a nasledné metabolickd draha GA je fizena
stejné jako v ptipadé¢ ABA prave fytochromy, avSak v antagonistickém sméru oproti ABA (Seo

et al., 2006; Sawada et al., 2008).

Svétlo a ABA jsou dva faktory, které ovliviiuji expresi gent kodujici LHCB proteiny.
LHCB (Light Harvesting Chlorophyll a/b Binding) proteiny jsou soucasti svétlosbérného
komplexu II, ktery je zakladnim stavebnim prvkem fotosystému II (PSII) v rostlinach. Tyto
proteiny hraji kliCovou roli v procesu fotosyntézy, nebot’ zprostiedkovavaji sbér svételné
energie a jeji pienos k PSII. Svétlo piimo ovliviiuje jejich expresi prostfednictvim fotoreceptorti
a cirkadiannich rytmi, zatimco ABA hraje roli pii modulaci této exprese, zejména v reakci na
stresové podminky. Experimenty s aplikaci exogenni ABA ve zvySenych koncentracich
odhalily rychlou inhibici genové exprese LHCB, zatimco pouziti ABA v koncentracich
fyziologicky relevantnich vedlo k opacnému efektu, a to ke zvySeni exprese téchto gentl.
Molekularni mechanismus, kterym ABA ovliviluje expresi geni LHCB, je fizen pies
transkripéni faktor WRKY40, ktery funguje jako supresor exprese LHCB geni. ABA tedy
pusobi jako negativni regulator exprese LHCB proteini (Liu et., 2013).

Pii vyzkumu Arabidopsis thaliana bylo zjisténo, ze transkrip¢ni faktor HY'5 (elongated
HYpocotyl 5) je funkéné propojen s ABA a ovliviiuje jeji u¢inky béhem kli¢eni semen, raného
ristu semenackd a vyvoje kofentl. Bylo prokazano, Ze reguluje expresi riznych geni
zapojenych do odpovédi na svétlo jako je napi. ABI5. HY5 vykazuje vysokou afinitu k
promotoru genu ABI5, coz naznacduje ptimou Ulohu v regulaci jeho transkripce a spolecné
s genem ABI5 koduje transkripéni faktor bZIP (basic leucin zipper). Pokud se k ABI5 navaze
HY5, pak aktivovana forma ABI5 (s navazanym HY'5) spousti signalni drahu ABA. Pokud je
v prostiedi buriky pfitomna ABA, pak je vazba HY5 na ABI5 promotor zvysena (Chen et al.,
2008; Bhagat et al., 2021).

ZBFI/MYC2bHLH je transkripéni faktor, ktery hraje klicovou roli v propojeni
svételnych signali se signalnimi drahami ABA a kyseliny jasmonové. Tento faktor se vyskytuje
u rostliny Arabidopsis thaliana, kde je podobny faktoru LeMYC2 studovanym u Solanum
lycopersicum. MYC2 ma pozitivni vliv na vyvoj lateralnich kofent a Casu kveteni. LeMYC2
ovliviiuje rtizné aspekty ristu a vyvoje rostlin. Naptiklad bylo zjisténo, ze LeMYC2 podporuje
rist a vyvoj rostlin rajéete, ma vliv na vyvoj kofeni (pfedevSim jeho zvySend exprese
zapticCinuje veétsi Cetnost laterarnich kotent) a reguluje odpovéd’ rostlin na fytohormony ABA

a kyselinu jasmonovou. Byl identifikovan jako negativni regulator rustu semenacki pod vlivem
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modrého svétla. Exprese LeMYC2 je pozitivné stimulovana prostiednictvim ABA (Gupta et
al., 2014b).

Vzijemnd interakce dopadajiciho svételného zafeni a ABA byla také pozorovana na
regulaci genit NPR1 a NPR2 u rostlinného druhu Lemna gibba. Geny NPR1 a NPR2
(Nonexpressor of Pathogenesis-Related 1, 2) dokazou zajistit systémovou rezistenci rostlin
proti riznym patogentim a Skiidciim. Zde bylo prokazano, ze ABA dokaze aktivovat tyto geny
a zvysit jejich produkci, ale naopak jejich expresi negativné reguluji fytochromy (vyvolavaji
snizeni hladiny ABA) (Williams et al., 1994). U rostlin, které byly béhem svého rlstu presunuty
do prostedi tmavého, bez sluneniho zareni, dochazelo ke zvysené produkci geniit NPR1 a
NPR2, spolu se zvysenou hladinou endogenni ABA (Weatherwax et al., 1996).

ABA signalizace je dale ovlivnéna PIF proteiny, které jsou regulovany svétlem a hraji
kli¢ovou roli v ristu a vyvoji rostlin. Faktory PIF (Phytochrome Interacting Factors) spadaji do
skupiny transkripénich faktort bHLH (basic Helix-Loop-Helix) a jsou schopny ovlivnit
signalizaci ABA né¢kolika zpusoby. Naptiklad mohou zasdhnout do exprese genll zapojenych
Vjejim metabolismu, biosyntéze nebo degradaci. Obecné faktory PIF ve tmé tlumi
fotomorfogenezi (jedna se o negativni regulatory) a udrzuji v rostlinach skotomorfogenni stav.
V kapitole kliceni byl jiz zminovan faktor PILS (n€kdy oznacovén PIF1), ktery se podili jako
negativni regulator na kli¢eni. Po vystaveni svétlu, ale aktivované fytochromy s PIF interaguji
a inhibuji jejich funkci (na zakladé¢ fosforylace, ubikvitinace a degradace v proteazomu) (Liang
et al., 2020).

Dalsi zplsob, jakym je ABA signalizace ovlivnéna souvisi s genem COP1
(COnstitutively Photomorphogenicl). COP1 je E3 ubiquitin ligaza, ktera je znama pro svij
inhibi¢ni G¢inek na fotomorfogenezi (negativni regulator fotomorfogeneze) a podili se na celé
fadé procesi vetné reakce rostlin ke stimultim, jako je kveteni, pohyb priduchi nebo reakce
na stresové faktory. Bylo zjisténo, ze COP1 pusobi béhem rtstu semen Arabidopsis thaliana
Vv temnot¢ jako pozitivni regulator ABA signalizace. COP1 umoZznuje prostfednictvim ABA
akumulaci transkripniho faktoru ABIS (ovlivituje exprese genli regulovanych ABA), ktery je
pro signalizaci ABA nepostradatelny (Obr. 16). Prokazalo se, ze COP1 interaguje s ABD1,
ktery inhibuje ucinek ABIS. Stabilita ABI5 je tedy zvySovana vlivem COPI, ktery ve tmé
degraduje ABDL1 v reakci na ABA (Peng et al., 2022).
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Obrazek 16: COP1 se podili na regulaci signalni drahy ABA béhem rustu semenacku Arabidopsis thaliana ve
tmé. Ve tmé podporuje COP1 stabilitu ABI5 degradaci ABD1 ve 26S proteasomu. Mimo vliv na ABI5 protein
COP1 také napomaha stabilité¢ proteinti PIF ve tmé. Protoze jak PIF, tak ABIS mohou aktivovat transkripci ABIS
pfimym vézanim na G-box motivy v ABI5 promotoru, slouzi COP1 jako mediator ABA-indukované transkripce

vvvvv

ABA signalu. Pievzato z Peng et al., 2022.
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3 Material a metody

3.1 Rostlinny material

K vybranym experimentim byla pouZita semena rajéete jedlého Solanum lycopersicum L.
Experimentalni ¢ast prace spocivala v analyze mutantti. Tato strategie se nazyva geneticky
ptistup. Konkrétn¢ byla pouzita semena recesivnich mutanta au” a yg-2 deficientnich ve
fytochromovém chromoforu. U téchto mutantd je narusena syntéza fytochromového
chromoforu (3Z-fytochromobilinu) ve dvou krocich. Semena pouzitych mutanti byla laskaveé
poskytnuta C. M. Rickem, TGC (Tomato Genetics Cooperative, University of Florida,
Gainesville, http://tgc.ifas.ufl.edu/).

Mutant au” (aurea) je recesivni mutant s poruchou biosyntézy fytochromového
chromoforu odvozeny od kultivaru Money Maker (cv. MM). Tento mutant je charakteristicky
poruchou enzymu P®B syntazy. Pokud je naruSena aktivita POB syntdzy, nemize dojit k
redukci biliverdinu IXa (BV IXa) na 3E-fytochromobilin (3E-P®B) a nasledné pfeméné na
3Z-fytochromobilin (3Z-P®B) (Koornneef et al., 1985; Terry, 1997).

Mutant yg-2 (yellow-green 2) je recesivni mutant odvozeny od kultivaru Kokomo. U
tohoto mutanta je biosyntéza chromoforu pferusena v misté ptisobeni enzymu hem oxygenazy.

Neni tedy schopen oxidace hemu na biliverdin 1Xa (Terry and Kendrick, 1996).

3.2 Pouzité chemikalie a roztoky

V experimentech byly pouzity tyto chemikalie a roztoky: sacharosa, pufr MES
(Morpholinoethane sulfonic acid), Murashige a Skoog médium (MS médium; Prod. no.
M0O221.0100, Duchefa Biochemie, Nizozemsko), 1 M roztok hydroxidu sodného (KOH),
Phytoagar (Prod. no. P1001.1000, Duchefa Biochemie, Nizozemsko), zasobni roztok kyseliny
abscisové (ABA) o koncentraci 1072 mol/l, sterilni destilovana voda, 70% ethanol, 96% ethanol,

NaClO (SAVO) obsahujici 2,8 % aktivniho chloru.

3.3 Pouzité pristroje

V ramci jednotlivych experimentl bylo pouZito toto pfistrojové vybaveni: pfedvazky, pH metr,
analytické vahy, magnetickd michacka, mikrovlnnd trouba, parni autoklav, lednice, laminarni
flowbox (Holten Horizontal Laminar Airflow Clean Bench, Thermo Scientific), automaticka

rastova komora (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko) se zdrojem modrého
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svétla: trubice Philips TLD-36 W/18 — Blue (Philips USA) s maximalni ozafenosti
10 umol.m? s p#i 440 nm, automatickd réstovd komora (Microclima 1000E, Snijders
Scientific, Nizozemsko) se zdrojem cerveného svétla: trubice Philips TLD- 36 W/15 — Red

(Philips, USA) s maximalni ozafenosti 10 pmol.m™ s pi 660 nm.

3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Priprava kultiva¢niho média

Pro kultivaci rostlin a semen Solanum lycopersicum L. bylo pfipraveno pevné kultiva¢ni
médium Murashige a Skoog (MS; Murashige a Skoog, 1962). Byly pfipraveny 2 1 tohoto
kultiva¢niho média. Odmérnym valcem byl nalit 1 1 destilované vody do 3 | Erlenmayerovy
banky a vloZeno magnetické michatko. Erlenmayerova baiika byla pfenesena na magnetickou
michacku a za stalého michéani bylo do batiky postupné ptidano 20 g sacharosy, 8,6 g Murashige
a Skoog média a 390,4 mg pufru MES. Jakmile se chemikalie dostate¢né rozpustily, michani
bylo zastaveno a objem Erlenmayerovy banky byl doplnén na 2 1 destilovanou vodou. Poté byla
magnetickd michacka opét zapnuta a za pouziti pH metru bylo postupnym pifidavanim 1M KOH

Pasteurovou pipetou upraveno pH az na hodnotu 6,1.

Takto ptfipravené médium bylo po 500 ml odmérnym valcem pftelito do celkem ctyt
500ml sklenénych lahvi. Pfedtim bylo jesté do jednotlivych sklenénych lahvi navaZeno vzdy
3,5 g Phytoagaru. Vicka lahvi byla obalena hlinikovou f6lii a pfelepena steriliza¢ni paskou.
Lahve byly popsany datem a jménem. Piipraven¢ médium bylo sterilizovano v autoklavu pfti

teploté 121 °C a tlaku 101,3 kPa a néasledn€ uchovavano v lednici.

3.4.2 Studium kli¢ivosti semen

3.4.2.1 Povrchova sterilizace semen

Pro kazdy experiment bylo napocitano 450 semen mutanta rajcete a 450 semen ptislusného
kontrolniho genotypu. Semena byla napocitana na ¢istém listu formatu A4 a pfemisténa do
dvou plastovych nesterilnich 50 ml zkumavek typu Falcon (kazdy genotyp do jedné zkumavky).
Do zkumavky se semeny bylo nalito cca 40 ml roztoku NaClO (chlornan sodny), obsahujiciho
2,8 % aktivniho chloru, ktery byl pfipraven smichanim komercniho roztoku 0,6 1 SAVO a 0,4
1 destilované H20. Povrchova sterilizace semen byla provadéna za ob¢asného protiepani 20 az

25 min a dalsi prace se semeny pokracovala ve flowboxu. Po uplynuti daného ¢asu byla semena
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promyta sterilni destilovanou vodou. Nejprve bylo 10ml automatickou pipetou se sterilni
Spickou odsato SAVO uzité pro sterilizaci a poté nahrazeno stejnym objemem sterilni
destilované vody. Cely proces byl opakovan Sestkrat. Po poslednim proplachnuti byla semena

zalita 5 ml sterilni destilované vody, aby nevyschla.

3.4.2.2 Priprava kultiva¢niho média se zvolenymi koncentracemi ABA

Ptiprava média se zvolenymi koncentracemi ABA byla provedena v lamindrnim flowboxu.
Celkem bylo ptipraveno 30 kulatych plastovych sterilnich Petriho misek (priimér 90 mm), které
byly popsany genotypem, datem, pfislusnou svételnou podminkou a zvolenou koncentraci
ABA. V mikrovinné troubé bylo rozehtato 600 ml MS média. Objem 120 ml rozehtatého ¢irého
média bylo pielito pomoci 50 ml sterilni zkumavky typu Falcon do sterilni 300 ml
Erlenmeyerovy batiky. Do média bylo postupné pipetovano piislusné mnozstvi ABA ze
zasobniho roztoku o koncentraci 10 mol/l. Automatickou pipetou byly napipetovany objemy
0, 12, 36, 60 a 84 pl, které odpovidaji vyslednym koncentracim ABA 0, 1, 3, 5 a 7 pmol/l.
Celkem bylo pouzito 192 pul zasobniho roztoku ABA. Pfipravend média o dané koncentraci
byla po 20 ml pomoci sterilni 50 ml zkumavky typu Falcon rozlita celkem do 30 Petriho misek

(vzdy 6 misek pro jednu koncentraci ABA) a ponechana ztuhnout.

3.4.2.3 Vysev semen

Vysev semen byl proveden ve sterilnim prostfedi laminarniho flowboxu. Pred praci byla
pracovni plocha flowboxu vyttena 70% ethanolem. Povrchové¢ sterilni semena byla vysévana
pomoci dlouhé pinzety na povrch ztuhlého média, vzdy 30-32 semen na jednu misku. Pinzetu
bylo nutné pted uzitim a vzdy mezi novym vysevem vysterilizovat oplachem v 96% ethanolu
a vyzihanim nad plamenem lihového kahanu. Sterilni pinzeta byla pfi praci odkladana na
otevienou sterilni Petriho misku. Petritho misky byly po naneseni semen pielepeny dvéma
vrstvami pasky z netkané textile (Batist, Softpore, CR) a popsany jménem genotypu. Nésledné
byly pfipravené Petriho misky se semeny umistény ve vertikalni poloze do stojant a pfeneseny
do automatické rastové komory s kontinudlnim modrym svétlem nebo s kontinudlnim
cervenym svétlem. Misky se semeny ur¢enymi pro kultivaci ve tmé byly zabaleny do alobalu a
umistény do stejné kultivaéni komory s modrym ¢i Cervenym svétlem. Kultivace semen

probihala po dobu 7 dnil pfi teploté 23 °C.
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3.4.2.4 Vyhodnoceni klic¢ivosti

Kultivace semen v ristové komote probihala 7 dni. Od 3. nebo 4. dne od vysevu byl kazdy den
pocitan pocet vyklicenych semen. Takto byla semena pocitana az do 7. dne kultivace. Vysledné
hodnoty byly pouzity pro vypocet procentudlni kli¢ivosti u kazdé misky. Celkem byly
provedeny 4 experimenty pro kazdého mutanta s kontrolnim genotypem. Hodnoty ze 7. dne od

vysevu byly pouzity pro sestaveni grafi maximalni kli¢ivosti a vypocitané inhibice kli¢eni.

3.4.3 Studium ristu rostlin

V ptipadé¢ ristovych experimentl bylo pro kazdy experiment napocitano 300 semen mutanta
rajcete a 300 semen kontrolniho genotypu. Poté byla semena povrchové sterilizovéna stejnym
postupem, jak jiz bylo uvedeno v kapitole 3.4.2.1. Misky s vybranymi koncentracemi ABA
byly pfipraveny stejnym zptsobem, jak je uvedeno v kapitole 3.4.2.2.

3.4.3.1 Vysev semen

Vysterilizovand semena byla pfendSena na ztuhlé¢ kultivaéni médium pomoci pinzety
vysterilizované v 96% ethanolu a vyzihané nad plamenem lihového kahanu. Na kazdou Petriho
misku bylo takto umisténo 50 semen kontrolniho genotypu nebo odpovidajiciho mutanta. Po
vysevu semen na Petriho misky byly misky popsany datem a informaci, zda se jedna o mutanta
nebo kontrolni genotyp. VSechny Petriho misky byly po ukonceném vysevu pielepeny dvéma
vrstvami fixaéni pasky z netkané textilie (Batist, Softpore, CR) a misky byly zabaleny ve
vertikalni poloze do alobalu tak, aby k semeniim nepronikalo svétlo. Zabalené misky byly
umistény do spodni ¢asti automatické kultivaéni komory. Semena byla nésledné kultivovéana 3

az 4 dny pfi teploté 23 °C.

3.4.3.2 Pienos semen na kultivaéni médium se zvolenymi koncentracemi ABA

Po 3 nebo 4 dnech od vysevu semen na MS médium byl proveden pienos vyklicenych semen
na médium obsahujici ABA ve zvolenych koncentracich. Semena byla pfendSena na Petriho
misky s koncentracemi ABA 0, 1, 2, 5 nebo 9 pmol/l. Na stfed kazdé Petriho misky o vybrané
koncentraci ABA bylo umisténo 7 vyklicenych semen (kofenem dolll). Semena byla pienaSena
pomoci me&kké kratké pinzety vysterilizované v 96% ethanolu a vyZzihané nad plamenem

lihového kahanu. Po provedeném pienosu byly Petriho misky popsané ptisluSnym genotypem,
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datem a svételnou podminkou. Nasledn¢ byly zalepeny dvéma vrstvami fixa¢ni pasky z netkané
textilie (Batist, Softpore, CR) a ve vertikalni poloze umistény do plastovych stojand. Petriho
misky byly umistény do kultiva¢ni komory s kontinudlnim modrym svétlem a stejny pocet
Petriho misek byl také umistén do kultivacni komory s kontinudlnim cervenym svétlem.
Posledni tietina Petriho misek byla obalena alobalem a ve vertikalni poloze umisténa do stejné
kultiva¢ni komory s modrym ¢i Cervenym svétlem. Kultivace rostlin probihala po dobu 7 dni

pfi teplote 23 °C.

3.4.3.3 Vyhodnoceni riistu

Pro vyhodnoceni rlstu rostlin bylo uzito pravitko, pomoci néhoz byla s pfesnosti na 1 mm
zmétena délka hypokotylii a kotfend. Soucasné byl sledovan celkovy fenotyp rostlin. Méteni
rostlin bylo provedeno vzdy po 7denni kultivaci pfenesenych vyklicenych semen. Pokazdé byly
provedeny minimaln€ 3 nezavislé experimenty. Nasledné byla z jednotlivych namétenych
hodnot vypoctena primérna délka hypokotylu a kotfene a procentudlni inhibice riistu téchto

dvou organt. Ziskané hodnoty byly vyneseny do grafii.

Inhibice rustu (v procentech) byla vypoctena dle nasledujiciho vzorce:

% Inhibice = — 100 (%)

A ... prumérna délka hypokotylu nebo kotene pii koncentraci ABA 0 mol/l

B ... primérnd délka hypokotylu nebo kotene pfi zvolené koncentraci ABA
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4  Vysledky

V experimentalni ¢asti predlozené bakalaiské prace bylo cilem studovat vliv svétla a kyseliny
abscisové (ABA) na kliceni semen a rUst rostlin. Vzajemné piisobeni téchto dvou faktorti bylo
zkoumano na rostling rajéete jedlého (Solanum lycopersicum L.). Soucasné bylo zjistovano,
zda piisobeni svétla na citlivost rostlin k ABA muze byt zprostfedkovano fytochromy. Proto
byl pouzit tzv. geneticky pfistup, ktery spoc¢ival v analyze dvou fotomorfogennich mutantt au”
(aurea") a yg-2 (yellow-green 2) s poruchou v biosyntéze fytochromového chromoforu.
Provedené experimenty byly dvojiho druhu. Bylo studovano kli¢eni semen a dale pak rist
rostlin. V ramci studia kli¢eni semen byla sledovana kli¢ivost semen v zavislosti na vybranych
koncentracich  ABA a zvolenych svételnych podminkach. Z provedenych rlstovych
experimentl byla ziskdna data o délce hypokotyld a kofenli a nasledné vypocitano procento
inhibice ristu vlivem vzajemného pusobeni ABA a svétla. Kliceni a rast rostlin byly
pozorovany V podminkach in vitro ve tmé a na kontinualnim modrém a ¢erveném svétle pii
pusobeni ABA 0 zvolenych koncentracich 0, 1, 3, 5 a 7 umol/l (pro kli¢eni) a 0, 1,2, 5a 9
pmol/l (pro rhstové experimenty). VSechny experimenty byly provedeny dle postupl

uvedenych v metodice.
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4.1 Citlivost Kkli¢ivosti semen mutanta au” k ABA

Na obrazku 17A je zobrazen graf, ktery znazoriiuje hodnoty kli¢ivosti (v %) cv. MM a mutanta
au". Oba genotypy byly kultivovany po dobu 7 dni ve tm¢ (D). Hodnoty kli¢ivosti semen obou
genotypl byly pfi vzajemném srovnani vice ¢i mén€ vyrovnané a se zvysSujici se koncentraci
ABA tmérné klesaly. Inhibi¢ni u¢inek ABA na kli¢ivost semen ve tmé se tedy s rostouci

koncentraci aplikované ABA zvySoval, ale byl u obou genotypti podobny (Obrazek 17B).

D m cv. MM

100 ¢ —— V. MM 100

R auv

D auv
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40 40 t
20 | L £ 20 t
. it
O 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 ]
3 5 7

A 0 1 2 3 4 5 6 7 B 1
Koncentrace ABA [umol/l] Koncentrace ABA [umol/I]

Kli¢ivost [%]
Inhibice klicivosti [%]

Obrazek 17: Kli¢ivost semen cv. MM a mutanta au" v zavislosti na koncentraci ABA b&hem kultivace ve tmé
(D) 7. den od vysevu. Grafy zobrazuji primérnou kli¢ivost semen + SE (A) a primérnou inhibici kli¢ivosti semen

+ SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentu.

Na obrazku 18A je zobrazena kli¢ivost semen cv. MM a mutanta au” na modrém svétle a
obrazek 18B znazornuje vypocitané inhibice kli¢ivosti zminénych genotypl béhem sedmidenni
kultivace. Oproti kultivaci ve tmé bylo zjisténo, Ze modré svétlo mirn¢ redukuje klic¢ivost semen
cv. MM vV porovnani s mutantnim genotypem, kdy kli¢ivost svétlem ovlivnéna nebyla.
Z obrazku 18A 1 18B je dale zfejmé, ze ABA ve vSech pouzitych koncentracich inhibovala
klicivost semen, pfi¢emZ od koncentrace 5 pmol/l byla inhibice kli¢ivosti semen obou genotypii
témet 100 %. Mezi relativni inhibici klicivosti testovanych genotypti vSak nebyla pozorovana

vyraznd odliSnost.
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Obrazek 18: Kli¢ivost semen cv. MM a mutanta au" v zavislosti na koncentraci ABA béhem kultivace na modrém

svétle (BL) 7. den od vysevu. Grafy zobrazuji primérnou kli¢ivost semen + SE (A) a primérnou inhibici kli¢ivosti

semen = SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentt.

Bylo zjisténo, ze cervené svétlo obdobné jako modré svétlo mirné redukuje kli¢ivost semen cv.

MM. U mutanta au" vsak Cervené svétlo na kli¢ivost vliv nemélo. Na obrazku 19A je vidét, ze

hodnoty kli¢ivosti semen s rostouci koncentraci ABA umérné klesaly a mezi genotypy se

navzajem nijak vyrazné neliSily. Z obrazku 19B je tedy zfejmé, Ze inhibi¢ni i€¢inek ABA byl u

obou genotypt podobny.
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Obrazek 19: Kli¢ivost semen cv. MM a mutanta au” v zavislosti na koncentraci ABA b&hem kultivace na

Cerveném svétle (RL) 7. den od vysevu. Grafy zobrazuji primérnou kli¢ivost semen + SE (A) a primérnou inhibici

kli¢ivosti semen + SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentt.
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4.2 Citlivost kli¢ivosti semen mutanta yg-2 k ABA

Graf na obrazku 20A zobrazuje ziskané hodnoty maximalni kli¢ivosti pfi kultivaci semen cv.
Kokomo a mutanta yg-2. Pii kultivace semen ve tmé (D) bylo pozorovano, ze mutant yg-2
dosahoval mirné vyssi kli¢ivosti na vSech testovanych koncentracich exogenni ABA. Z hodnot
klicivosti byla spoctena procentualni inhibice klicivosti zmifiovanych genotypt. Koncentrace
ABA 1 pmol/l neméla vyrazny inhibi¢ni efekt na kli¢eni semen ani u jednoho genotypu, ale u
ostatnich pouzitych koncentraci ABA byl inhibi¢ni u¢inek pozorovan. Pii srovnani cv. Kokomo
S mutantem yg-2 ovSem nebyly v inhibici kliCivosti semen, vzhledem k vysSi variabilité,

zaznamenany piili§ velké rozdily (Obr. 20B).
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Obrazek 20: Kli¢ivost semen cv. Kokomo a mutanta yg-2 v zavislosti na koncentraci ABA béhem kultivace ve
tmé (D) 7. den od vysevu. Grafy zobrazuji pramérnou kli¢ivost semen + SE (A) a primérnou inhibici kli¢ivosti

semen + SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experiment.

Na obrazku 21A je zobrazena klicivost semen cv. Kokomo a mutanta yg-2 béhem kultivace na
modrém svétle (BL). Pii absenci ABA kli¢ila semena cv. Kokomo i mutanta yg-2 na modrém
svétle podobné jako ve tmé. Zatimco ABA v koncentraci 1 pmol/l méla u obou genotyptli pouze
mirny inhibi¢ni u¢inek, ABA o vysSich koncentracich 3, 5 a 7 pmol/l zptsobila u cv. Kokomo
vyraznou inhibici kli¢ivosti semen, kdeZto semena yg-2 byla vi¢i inhibi¢nimu G¢inku ABA

vyrazné tolerantni (Obr. 21B).
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Obrazek 21: Kli¢ivost semen cv. Kokomo a mutanta yg-2 v zavislosti na koncentraci ABA béhem kultivace na

modrém svétle (BL) 7. den od vysevu. Grafy zobrazuji primérnou kli¢ivost Semen = SE (A) a pramérnou inhibici

klic¢ivosti semen = SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimenta.

Obrazek 22A a B zachycuje vysledky kli¢ivosti cv. Kokomo a mutanta yg-2 na ¢erveném svétle

(RL). Mutant yg-2 dosahoval zna¢n¢ vysSich hodnot kli¢ivosti v pfitomnosti ABA o

r

koncentracich 3, 5 a 7 pmol/l, nez dosahoval cv. Kokomo, kde byl inhibi¢ni u¢inek na kli¢ivost

semen velice vyrazny (Obr. 22A). Je to patrné i z obrazku 22B, ktery ukazuje, ze mutant yg-2

je kaplikované ABA tolerantni. Bylo tomu tak na vSech testovanych koncentracich ABA.

Zjisténé vysledky také ukazaly, Ze kli¢ivost semen obou testovanych genotypu nebyla

samotnym cervenym svétlem ovlivnéna.
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Obrazek 22: Klicivost semen cv. Kokomo a mutanta yg-2 v zavislosti na koncentraci ABA béhem kultivace na

cerveném svétle (RL) 7. den od vysevu. Grafy zobrazuji primérnou kli¢ivost semen + SE (A) a primérnou inhibici

kli¢ivosti semen + SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentu.
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4.3 Citlivost ristu hypokotylu mutanti au” a yg-2 K ABA

Rust hypokotylu cv. MM a mutanta au” ve tmé& (D) je zobrazen na obrazku 23A. Délka
etiolovanych hypokotylli u obou genotypt se zvysujici se koncentraci ABA umérné klesala,
pricemz pokles byl u obou genotypii podobny. Pfi vypoctu inhibice rastu bylo zjisténo, ze ABA
o koncentraci 1 umol/l méla mirny inhibi¢ni efekt u cv. MM, ale u mutanta au® inhibice vlivem
ABA pozorovéna nebyla. Dalsi rozdil v inhibi¢nim t¢inku ABA byl u koncentrace 2 pmol/l,
kdy mirn¢ vyssi inhibice dosahoval kontrolni genotyp. U ostatnich testovanych koncentraci

ABA se vysledné inhibice rastu u cv. MM a au” nijak vyrazné neodliSovaly (Obr. 23B).
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Obrazek 23: Rist hypokotylu cv. MM a mutanta au" v zavislosti na koncentraci ABA b&hem kultivace ve tmé
(D) po dobu 7 dni. Grafy zobrazuji pramérné délky hypokotylu = SE (A) a pramérné inhibice rastu hypokotylu +

SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentt.

Kultivaci rostlin cv. MM a mutanta au” na modrém svétle (BL) bylo pozorovano, ze BL
inhibuje rist hypokotylu obou testovanych genotypt (vyraznéji u cv. MM). Z obrazku 24A je
patrné, ze hypokotyl mutanta au” byl na zakladnim médiu vyrazné delsi oproti cv. MM. Se
zvysujici se koncentraci exogenni ABA délka hypokotylii u obou genotypt postupné klesala.
Vypocet inhibice ristu ukazal, Ze pii koncentraci ABA 2 umol/l byl inhibi¢ni u¢inek ABA u
cv. MM mirné vys§i nez u mutanta au”. U ostatnich testovanych koncentraci ABA nebyly

Vv inhibici ristu hypokotyll testovanych genotypli pozorovany vyrazné rozdily (Obr. 24B).
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Obrazek 24: Rust hypokotylu cv. MM a mutanta au” v zavislosti na koncentraci ABA béhem kultivace na modrém
svétle (BL) po dobu 7 dni. Grafy zobrazuji praimérné délky hypokotylu £ SE (A) a primérné inhibice ristu

hypokotylu + SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentd.

Na obrazku 25A lze vidét, jak je rust hypokotylu cv. MM a mutanta au“ ovlivnén
prostfednictvim ABA béhem kultivace na ¢erveném svétle (RL). Délka hypokotylu mutanta
au" byla podstatné vétsi nez u cv. MM, a to pii absenci ABA v médiu i na vSech testovanych
koncentracich ABA. Bylo zjisténo, Ze pii absenci ABA RL inhibuje rist hypokotylu u cv. MM
nikoliv v§ak u mutanta au" (srovnej Obr. 23A a 25A). Z obrazku 25A i B je patrné, Ze ABA ve
vSech pouzitych koncentracich inhibovala rist hypokotylu u obou genotypti. ABA ve vSech
aplikovanych koncentracich méla vyrazny inhibi¢ni efekt u cv. MM, pti¢emz mutant au” byl

k inhibi¢nimu u¢inku ABA méné citlivy, s vyjimkou koncentrace 9 pmol/I.
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Obrazek 25: Rist hypokotylu cv. MM a mutanta au" v zavislosti na koncentraci ABA béhem kultivace na
Cerveném svétle (RL) po dobu 7 dni. Grafy zobrazuji primérné délky hypokotylu + SE (A) a primérné inhibice

rustu hypokotylu + SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentd.

Na obrazku 26A je zobrazen rist hypokotylu cv. Kokomo a mutanta yg-2 ve tmé (D).
Hypokotyl cv. Kokomo byl ve tmé& pii absenci ABA vyrazné del§i nez hypokotyl mutanta
yg-2. Obrazek 26A rovnéz ukazuje, ze ABA v testovanych koncentracich inhibovala rist
hypokotylli, pficemZ inhibi¢ni u¢inek byl vyrazng&jsi u cv. Kokomo. To bylo potvrzeno i

vypoctem procentudlni inhibice ristu. Obr. 26B ukazuje, Ze mutantni genotyp byl na rozdil od

kontrolniho genotypu vii¢i inhibi¢nimu u¢inku ABA méné citlivy.
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Obrazek 26: Rist hypokotylu cv. Kokomo a mutanta yg-2 v zavislosti koncentraci ABA béhem kultivace ve tmé
(D) po dobu 7 dni. Grafy zobrazuji praimérné délky hypokotylu = SE (A) a pramérné inhibice rastu hypokotylu +

SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentu.
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Z obrazku 27A je patrné, ze na modrém svétle (BL) byly délky hypokotylu cv. Kokomo a
mutanta yg-2 na nulové koncentraci ABA podobné. ABA na BL inhibovala rist hypokotyld,
ale i z obr. 27A je zfejmé, ze inhibice rustu byla niz§i u mutanta yg-2. Vypocet inhibice rustu
to pak potvrdil. Obrazek 27B ukazuje zna¢né vyssi inhibi¢ni t¢inek ABA u cv. Kokomo pfi

vSech testovanych koncentracich exogenni ABA oproti mutantnimu genotypu.
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Obrazek 27: Rist hypokotylu cv. Kokomo a mutanta yg-2 v zavislosti na koncentraci ABA b&hem kultivace na
modrém svétle (BL) po dobu 7 dni. Grafy zobrazuji pramérné délky hypokotylu + SE (A) a prumérné inhibice

rustu hypokotylu + SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimenta.

Kultivaci rostlin na ¢erveném svétle (RL) bylo zjisténo, ze na zékladnim médiu mél mutant yg-
2 delsi hypokotyl nez cv. Kokomo (Obr. 28A). Pti srovnani s Obr. 26A je rovnéz evidentni, Ze
cervené svétlo redukovalo rist hypokotylu cv. Kokomo, kdezto u mutanta yg-2 nebyl inhibi¢ni
ucinek cerveného svétla pozorovan. Obrazek 28A dale ukazuje, Ze se zvySujici se koncentraci
ABA v médiu se hypokotyl obou genotypii postupné zkracoval. Z obrazku 28B je pak patrné,
7e mutant yg-2 byl K inhibiénimu efektu ABA méné citlivy nez cv. Kokomo, kde byl rist

prostiednictvim ABA vyrazné inhibovan.
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Obrazek 28: Rust hypokotylu cv. Kokomo a mutanta yg-2 v zavislosti na koncentraci ABA b&éhem kultivace na

cerveném svétle (RL) po dobu 7 dni. Grafy zobrazuji primérné délky hypokotylu + SE (A) a primérné inhibice

rustu hypokotylu + SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentd.

4.4 Citlivost rastu kofenti mutanti au” a yg-2 kK ABA

Kultivaci rostlin cv. MM a mutanta au” ve tmé (D) bylo zjisténo, Zze kofen cv. MM svou délkou

mirné prevysuje kofen mutanta au” (Obr. 29A). Pfi vypoctu inhibice rustu vlivem ABA bylo

pozorovano, Ze mezi obéma genotypy byl mirny rozdil pii testované koncentraci ABA 5 pmol/l,

kdy vyssi inhibice dosahoval mutantni genotyp. ABA v dalSich testovanych koncentracich mé¢la

na rust kofene cv. MM a mutanta au” podobny inhibi¢ni ti¢inek (Obr. 29B).
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Obrazek 29: Rust kofene cv. MM a mutanta au v zavislosti na koncentraci ABA béhem kultivace ve tmé (D) po

dobu 7 dni. Grafy zobrazuji primérné délky kofene = SE (A) a primérné inhibice ristu kotene + SE (B) ziskané

ze 4 nezavislych experimentd.
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Kultivaci rostlin na modrém svétle (BL) bylo zjisténo, Ze kofeny cv. MM i mutanta au” byly
mirné delsi nez ve tmé (srovnej Obr. 29A s 30A). Podobné jako ve tme, ABA redukovala rist
kotene u obou genotypi (Obr. 30A). Na zéklad€ vypoctl procentudlni inhibice rustu (Obr. 30B)

vsak bylo zji§téno, ze inhibi¢ni u¢inek ABA na rust kofenti cv. MM a au” byl na modrém svétle

podobny.
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Obrazek 30: Rust kofene cv. MM a mutanta au” v zavislosti na koncentraci ABA b&hem kultivace na modrém
svétle (BL) po dobu 7 dni. Grafy zobrazuji primérné délky kofene + SE (A) a pramérné inhibice ristu kofene +

SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentu.

Bylo zjisténo, Ze u mutanta au” mélo ¢ervené svétlo (RL) na rust kofentt mirny inhibiéni vliv.
Naopak u cv. MM cervené svétlo rist kotene stimulovalo. Na obrazku 31A 1ze pozorovat, ze
vétsich délek kotenti dosahoval na vsech testovanych koncentracich ABA cv. MM. Z obrazku
je rovnéz zfejmé, ze inhibicni ucinek ABA na rist kofenli byl relativné nizky pfi vSech
testovanych koncentracich. Pfi vypoctu inhibice riistu bylo pak zji$téno, Ze relativni inhibice

rustu kotene vlivem ABA byla u obou genotypli podobnd a velice variabilni (Obr. 31B).
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Obrazek 31: Rist kofene cv. MM a mutanta au” v zavislosti na koncentraci ABA béhem kultivace na ¢erveném
svétle (RL) po dobu 7 dni. Grafy zobrazuji primérné délky kofene + SE (A) a pramérné inhibice ristu kofene +

SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentt.

Na obrazku 32A a B jsou zaznamenany délky kotfene rostlin cv. Kokomo a yg-2 péstovanych
ve tmé (D). Pii absenci ABA i pfi vSech pouzitych koncentracich ABA byla zjisténa vétsi délka
kotene u cv. Kokomo, pti¢emz nejvétsi rozdil mezi koteny cv. Kokomo a yg-2 byl pozorovan
na zékladnim médiu (Obr. 32A). Vypocty procentudlni inhibice ristu pak ukézaly, ze ABA ve
vsech testovanych koncentracich inhibovala rist kofene o néco vyraznéji u cv. Kokomo, nez u

mutanta yg-2 (Obr. 32B).
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Obrazek 32: Rist kofene cv. Kokomo a mutanta yg-2 v zavislosti na koncentraci ABA b&hem kultivace ve tmé
(D) po dobu 7 dni. Grafy zobrazuji priméré délky kotfene + SE (A) a primérné inhibice ristu kotene + SE (B)

ziskané ze 4 nezavislych experimenta.
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Z obrazku 33A je zfejmé, Ze kultivace rostlin na modrém svétle (BL) na zdkladnim médiu vedla
u obou genotypi k mirné stimulaci ristu kotfene. Po aplikaci ABA doslo u cv. Kokomo
Kk inhibici ristu kofene, zatimco u mutanta yg-2 byla pozorovana spise stimulace prodluzovani.
Na obrazku 33B, ktery zaznamenava vypocitanou inhibici ristu v % je pak vidét, ze ABA ve
vSech aplikovanych koncentracich inhibovala rtist kofene u cv. Kokomo, kdezto u mutanta yg-

2 byl potvrzen mirny stimula¢ni u¢inek ABA.
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Obrazek 33: Rust kofene cv. Kokomo a mutanta yg-2 v zavislosti na koncentraci ABA b&hem kultivace na
modrém svétle (BL) po dobu 7 dni. Grafy zobrazuji pruimé&rmé délky kofene = SE (A) a pramérné inhibice ristu

kotene + SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentd.

Kultivaci rostlin na erveném svétle (RL) bylo zjisténo, Ze RL zpiisobilo u cv. Kokomo mirnou
inhibici rstu kotfene, ale u mutantniho genotypu riist svétlem ovlivnén nebyl. Z obrazku 34A
je také patrné, ze délka kotene cv. Kokomo byla na zakladnim médium znacné€ vyssi oproti
mutantu yg-2. Po aplikaci ABA byla u cv. Kokomo pozorovdna pouze mirna redukce rastu
kofene, kdeZto u mutanta yg-2 méla ABA spiSe stimulacni efekt. To je zfejmé i na obrazku 34B,

ktery tento trend potvrzuje.
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Obrazek 34: Rist kofene cv. Kokomo a mutanta yg-2 v zavislosti

na koncentraci ABA b&hem kultivace na

Cerveném svétle (RL) po dobu 7 dni. Grafy zobrazuji primérné délky kotene £+ SE (A) a pramérné inhibice rustu

kotene + SE (B) ziskané ze 4 nezavislych experimentd.
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5 Diskuze

Svétlo a kyselina abscisova (ABA) jsou nezastupitelnymi faktory, které ovliviiuji kliceni, rtst
a celkovy vyvoj rostlin. ABA se podili pfedev§sim na regulaci pohybu priiduchii, dormanci,
zrani semen a reakci na stresové faktory. Za stresovych podminek se ABA v rostlinach hromadi
a tim dokaze ovlivnit kliceni semen a rist semenackl. Zajimavé je, Ze svételné zafeni a ABA
neplsobi na rostlinny vyvoj oddélené, ale jejich signalni drahy vzajemné interaguji (Lau and
Deng, 2010; Li et al., 2017).

Cilem bakalatské prace bylo zjistit, jak svétlo ovliviiuje reakce rostlin k exogenné
aplikované ABA. V experimentalni ¢asti byly tedy studovany kli¢ivost semen a ristové reakce
rostlin rajéete jedlého (Solanum lycopersicum L.) za piitomnosti exogenné aplikované ABA v
raznych svételnych podminkach (tma, modré svétlo, Cervené svétlo). Konkrétné, byla pouzita
semena dvou fotomorfogennich mutantd au" a yg-2 deficientnich ve fytochromovém
chromoforu. Defekt syntézy fytochromového chromoforu vede k naruseni fytochromové
signalizace a zpusobuje celkové snizeni aktivity fytochromd. Mutant au” je charakteristicky
poruchou enzymu P®B syntazy, zatimco u mutanta yg-2 je biosyntéza chromoforu pferusena v
mist¢ plusobeni enzymu hem oxygendzy. Porovndnim citlivosti k ABA mezi mutanty s
poruchou v syntéze chromoforu a kontrolnimi genotypy miiZeme zjistit, zda plisobeni svétla na

citlivost rostlin k ABA muze byt zprostiedkovano fytochromy.

5.1 VIiv ABA na kli¢eni

V ramci studia kliceni semen byly nejdiive porovnany hodnoty kli¢ivosti kultivari a od nich
odvozenych mutantli na zakladnim médium (bez ptidavku ABA) ve zvolenych svételnych
podminkach (tma, modré a Cervené svétlo). Semena rajete nepotiebuji pro zahajeni kliceni
svételné zafeni (Appenroth et al., 2006). Hodnoty jejich kli¢ivosti by tak mély byt nejvyssi ve
tme. Tato skutecnost byla potvrzena pouze u cv. MM, kdy kli¢ivost semen byla svétlem mirné
inhibovéna (vice na BL). Tim se zaroven prokazala skutecnost, Ze BL zpiisobuje u semen rajcat
inhibici kliceni (Piterkova et al., 2012). U mutanta au”, ale tento inhibi¢ni ucinek svétla
zachycen nebyl. Vysledky tedy naznacuji, ze P®B syntaza a nasledné fytochromovy chromofor
se ucastni redukce kli¢ivosti semen vlivem BL i RL. U cv. Kokomo ani u mutanta yg-2, ale
klic¢ivost semen svétlem inhibovana nebyla. I mezi kultivary tak existuji odlisnosti v citlivosti
ke svétlu. Zde lze predpokladat, ze hem oxygenaza piimo neovliviuje kli¢ivost semen obou

téchto genotypt.

51



Je znamo, Ze kli¢ivost semen je inhibovana prostfednictvim fytohormonu ABA (Jones
etal., 2013). Z provedenych experimentt bylo zjisténo, ze u vSech testovanych genotypt rajcete

méla ABA na kliceni semen inhibi¢ni ucinek, a to za vSech svételnych podminek.

Z vysledku ziskanych testovanim mutanta au" (odvozeny od cv. MM) bylo zjisténo, ze
inhibice kli¢ivosti cv. MM i mutanta au” byla vlivem ABA vice ¢i méné vy$si na BL i RL ve
srovnani s u¢inkem ABA ve tmé. Lze tedy fici, Ze na citlivosti semen k ABA se svétlo opravdu
podili. Rozdily v citlivosti semen k ABA mezi cv. MM a mutantem au”, ale pozorovany nebyly.
Je tedy pravdépodobné, ze vliv svétla na citlivost semen au” k ABA nejspiSe fytochromy

zprostifedkovan neni.

Dals$im testovanym mutantem byl mutant yg-2 (odvozeny od cv. Kokomo). Vysledky
ukazaly, ze inhibice kli¢ivosti semen (vlivem ABA) byla u cv. Kokomo vyrazné vyssi na BL a
RL. U mutanta yg-2, vsak testované svételné podminky citlivost semen k ABA neovliviiovaly.
Ve srovnani s kontrolnim genotypem byla semena yg-2 byla vici inhibi€nimu uc¢inku ABA
vyrazng tolerantni, a to za vSech svételnych podminek, véetné tmy. Vysledky tedy ukazuji, ze
deficience v hem oxygenaze a tedy ve fytochromu zpusobila necitlivost semen yg-2 k ABA
obecné bez ohledu na svételné podminky. To v§ak nevylucuje, ze svétlo zvysuje citlivost semen

k inhibi¢nim u€inkim exogenni ABA prostfednictvim fytochromd.

Jednim z moznych divodl, pro¢ svétlo inhibovalo kliceni semen cv. MM je
pravdépodobné ovlivnéni endogenni ABA v semenech. Inhibicni efekt svétla muze byt
zpisoben relativné vysokou hladinou endogenni ABA, za kterou mlZe stat bud’ pozitivni vliv
svétla na jeji syntézu, nebo negativni vliv na jeji degradaci. Kliceni semen je regulovano
zejména pusobenim ABA a GA jejichz endogenni hladinu svétlo dokaze ovlivnit (Seo et al.,
2006). U Arabidopsis thaliana bylo zjisténo, ze RL diky fytochromtm stimuluje kli¢eni semen
zvySenim hladiny GA a sniZenim endogenni trovné ABA (Ge et al., 2020). Je vSak tieba
zdiraznit, Zze semena Arabidopsis jsou, na rozdil od rajéete, fotoblasticka a tedy vyzaduji ke
kli¢eni svétlo. U kontrolniho genotypu MM a mutantniho genotypu au" porucha v enzymu P®B
syntazy nema pravdépodobné vliv na endogenni hladinu ABA ani GA. To by se dalo zjistit
analyzou endogennich hormont v semenech obou genotypll za jednotlivych svételnych

podminek.

V ramci provedenych experimentl bylo déle zjisténo, ze citlivost semen cv. MM 1 cv.
Kokomo k inhibi¢nimu G¢inku aplikované ABA byla plisobenim BL i RL zvySena. U mutanta

au" i yg-2 vyrazné zvySeni citlivosti semen pozorovano nebylo. Z téchto vysledku tedy plyne,
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ze BL 1 RL mtize zvySovat hladinu endogenni ABA, nebo zpomalovat degradaci ABA, ¢i
zvySovat citlivost receptori k ABA (obecné zvyseni signalizace ABA). Je zfejmé, ze u
mutantnich genotypt au” a yg-2 k témto udalostem dochazi mnohem méné z divodu poruchy
v syntéze chromoforu. Vlivem mutace mohou obsahovat semena obou mutanti méné
endogenni ABA a/nebo vice giberelini. Tato skutecnost by se rovnéz dala ovéfit analyzou

endogennich hormontl v semenech obou genotypt.

5.2 Vliv ABA na rist hypokotylu

V ramci dal8i ¢asti experimentalni prace byl sledovan vliv svétla a ABA na rastové reakce

hypokotyll a kotenit zminénych chromoforovych mutantt.

Na zékladnim médiu bez ptitomnosti ABA bylo pozorovano, ze svételné zareni (BL 1 RL)
redukuje rist hypokotylu u cv. MM. V piipadé kontrolniho genotypu se tak potvrdil fakt, ze
rust hypokotylu je svétlem inhibovan a Ze dochazelo k fotomorfogennim reakcim (Nemhauser
and Chory, 2002). U mutantniho genotypu au” se tato skute¢nost nepotvrdila, protoze délka
hypokotyli rostlin péstovanych na RL byla u genotypu au" srovnatelna s délkou hypokotylu
etiolizovanych rostlin. Na BL byla inhibice rtistu mutantniho hypokotylu pozorovéana, ale
relativné v mnohem mensi mife nez u cv. MM. Na zakladég této skute¢nosti bylo potvrzeno, Ze
mutant au” je opravdu fotomorfogenni mutant s poruchou v pfijmu ¢erveného, a i modrého
svétla. Mutantni rostlina au” péstovana na RL vypadala podobné jako rostliny péstované ve
tmé. Vypovidala fenotypové znaky jako dlouhy a tenky hypokotyl a svétla az bleda barva dana
nedostatkem chlorofylu (Terry, 1997).

Jakmile byla do zdkladniho média pfidana ABA doslo u obou genotypii k redukei ristu
hypokotyli. Tento inhibi¢ni €inek ABA byl pozorovan za vSech svételnych podminek a se
zvysujici se koncentraci ABA se umérné zvySoval. Bylo zjisténo, Ze citlivost hypokotyl obou
genotypt k ABA byla svétlem mirné zvySena pfedevsim pak piisobenim RL, pfi¢emZ u mutanta
au” bylo toto zvySeni citlivosti mensi. U mutantniho genotypu byla tedy na BL a RL
pozorovana niz8i citlivost hypokotyli k exogenni ABA ve srovnani s cv. MM. Vysledky
experimentll tedy naznacuji, Ze fytochromy zprostiedkovavaji vliv svétla na citlivost

hypokotyll rajcete k inhibiénimu G¢inku ABA.

Dale byla porovndna délka hypokotyli cv. Kokomo a mutanta yg-2 kultivovanych
v prislusnych svételnych podminkach bez ptitomnosti ABA. Svételné zareni mélo na rist

hypokotylt u téchto genotypti podobny uc¢inek jako u cv. MM a mutanta au". Experimenty
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ukazaly, ze ve tmé mél cv. Kokomo hypokotyl vyrazné delsi nez mutant yg-2. Z toho plyne, ze
enzym hem oxygenaza, je pozitivné zapojen v prodluzovéani hypokotyll etiolovanych rostlin.
Srovnanim délek hypokotylii zminénych genotypt na BL bylo pozorovano, ze cv. Kokomo ma
téméf stejnou délku hypokotyli jako mutantni genotyp yg-2. U rostlin péstovanych na RL pak
byly hypokotyly cv. Kokomo asi o 70 % kratSi nez ve tmé. Naproti tomu u mutanta yg-2
dosahovala primérnd délka hypokotylu na RL podobné délky jako hypokotyl rostlin rostoucich
ve tmé. Na zaklad¢ téchto zjisténych skutecnosti lze fici, Ze u cv. Kokomo probihala
fotomorfogeneze indukovana BL 1 RL. Naproti tomu, u mutantniho genotypu doslo
k fotomorfogenezi jen na BL, a to pouze ¢aste¢né, kdezto na RL fotomorfogeneze neprobihala
vibec. Mutant yg-2 vykazoval stejné fenotypové znaky hypokotylu jako mutant au”. Fenotyp
byl obdobny jako u rostlin péstovanych ve tmé (protahly hypokotyl a svétlé zbarveni) (Terry
and Kendrick, 1996). V ramci téchto experimentt se tedy rovnéz potvrdilo (jako u mutanta

au"), ze mutant yg-2 je defektni v pfijmu ¢erveného i ¢aste¢né modrého svétla.

Zaroven bylo pozorovano, ze hypokotyly cv. Kokomo jsou vice citlivé k ABA na BL a
nepatrné (pii vysSich koncentracich ABA) 1 na RL neZ hypokotyly etiolizovanych rostlin. U
mutanta yg-2 ovSem nebyl vliv BL ani RL na citlivost hypokotyli k ABA pozorovan. Délka
hypokotylti mutantniho genotypu yg-2 na BL i RL vypovidala o vyrazné snizené citlivosti
tohoto genotypu k inhibi¢nimu ucinku ABA. Je vSak tfeba zminit, Ze sniZzena citlivost
hypokotylt yg-2 k inhibi¢nim G¢inkiim ABA byla pozorovéana i ve tmé. Z téchto vysledki
vyplyva, Ze porucha v hem oxygenaze (u mutanta yg-2) vede obecné k narusenti citlivosti riistu
hypokotylu k ABA. Jinymi slovy, vysledky vedou k zavéru, ze i neaktivované fytochromy
zesilyjyi citlivost hypokotylu rajéete k inhibicnim uG¢inkiim exogenni ABA. Vysledky
experimentll soucasné naznacuji, ze zvyseni citlivosti hypokotyld rajcete k ABA vlivem BL i

RL muiZe byt zprosttedkovéano fytochromy.

Inhibice prodluzovani hypokotyla vlivem svétla je zprostfedkovdno mnoha mechanizmy,
napi. zapojenim hormond, vcetné ABA. Muzeme tedy predpokladat, ze svétlo ovliviiuje
hladinu endogenni ABA, kdy svétlo ovliviiuje metabolismus kyseliny abscisové a vede tak ke
zvySeni jeji endogenni hladiny. Jak jiZ bylo zminéno, RL prostfednictvim fytochromi sniZzuje
endogenni hladinu ABA (Sawada et al., 2008), a to nejen v semenech, ale také v semenaccich
¢imz napomaha jejich vyvoji. I v rdmci ristu hypokotylt bylo zjisténo, ze RL zvySuje jejich
citlivost k exogenni ABA, a tak je prodluzovani hypokotylti naopak redukovano. VétSina
literarnich zdrojti uvadi, Ze ABA vede k inhibici ristu hypokotyli. Publikace Humplik et al.,

(2015) uvadi, ze nedostatek ABA snizuje u rostlin rajcete rist etiolizovanych hypokotyli a
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ABA tedy muze rust stimulovat (u rostlin rostoucich ve tm¢) nebo se podilet na udrzeni jeho
rastu. Bylo zjisténo, Ze mechanismy, kterymi ABA stimuluje ridst, jsou podpora
endoreduplikace DNA a mobilizace rezerv, coz jsou procesy podporujici expanzi bunék béhem
ristu ve tmeé rostoucich rostlin (Humplik et al., 2017). Je ale také dulezité zminit, ze uCinek
kyseliny abscisové (stimulac¢ni nebo inhibicni) je dan jednak jejim mnoZstvim a také citlivosti

rostliny k tomuto fytohormonu.

5.3 Vliv ABA na rust korene

Z provedenych ristovych experimentl byla ziskana data o délce kofentl a nasledné vypocitano

procento inhibice ristu vlivem vzajemného plisobeni ABA a svétla.

Na zékladnim médiu (bez pfitomnosti exogenni ABA) svételné zafeni mirné
stimulovalo rlstu kotfene cv. MM. Potvrdilo se tak, ze rlst kofene byva vlivem svétla Casto
stimulovan (Nemhauser and Chory, 2002). U mutanta au", ale na Cerveném svétle
k prodluzovani kotene nedochazelo. Na modrém svétle byl stimula¢ni efekt ristu pozorovan.
U cv. MM byla stimulace ristu kofene vlivem BL asi 21 %, u au” asi 14 %. Tato zjisténi
naznacuji, ze stimula¢ni uc¢inek BL 1 RL na rist kofene je pravdépodobné zprosttedkovan

fytochromy.

Aplikovana ABA inhibovala rist kofend u obou genotypt cv. MM i au". Ve tmé a na
BL byla citlivost kofeni k ABA srovnatelna. Déle bylo pozorovano, ze RL jak u kontrolniho,
tak mutantniho genotypu mirn¢ sniZovalo citlivost k inhibi¢nimu u€inku ABA. Zjisténi, ze
kofeny mutanta au” a cv. MM reagovaly pii vSech svételnych podminkach k ABA podobné,
naznacuje, ze Géinek svétla na citlivost kofentt cv. MM a au” k ABA neni pravdépodobné

fytochromy zprostiedkovan.

Kofeny rostlin péstovanych na zakladnim médiu ve tm¢ byly u mutanta yg-2 témét o
polovinu krats$i nez kotfeny cv. Kokomo. Enzym hem oxygendza, v némz ma mutant yg-2
defekt, je tak nejspise zapojen v procesu prodluzovani kofent. Na BL doslo jak u kontrolniho,
tak mutantniho genotypu k mirné stimulaci riistu kofene. U cv. Kokomo to bylo asi 15 %, u yg-
2 asi 20 %. Vliv BL na prodluZovani kofene byl tedy u obou genotypti podobny. Z toho plyne
zaver, ze aktivované fytochromy pravdépodobné nezprostfedkovavaji stimulacni Uc¢inek

modrého svétla na prodluzovani kofent rajcete.
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Zaroven bylo pozorovano, Ze na rozdil od BL, rist kofene cv. Kokomo i mutanta yg-2
nebyl RL vyrazné stimulovan. Z vysledki je tedy zfejmé, ze hem oxygenaza je pozitivné

zapojena Vv rustu kofent rajcete, ovSem nezavisle a svételnych podminkach.

Po aplikaci exogenni ABA byla zjisténa nasledujici fakta. ABA inhibovala rtst kofent
cv. Kokomo, a to za vSech svételnych podminek. Soucasné bylo zifejmé, ze RL, nikoliv BL,
inhibiéni ucinek ABA na rast kofeni mirné sniZzovalo. Naopak, u mutanta yg-2 bylo
pozorovano, ze ve tm¢ neméla ABA na rust kofenti zddny efekt. Naproti tomu na ¢erveném a
modrém svétle byl rast kofene yg-2 vlivem ABA stimulovan. Bylo tedy ziejmé, Ze za vSech
testovanych svételnych podminek byly kofeny mutanta yg-2 méné citlivé k inhibi¢nimu ucinku
ABA. Je tak patrné, ze funkéni hem oxygenaza zvySuje nezavisle na svételnych podminkéach
citlivost kofent k inhibicnim G¢inkim ABA. Hem oxygendza se pravdépodobné pozitivné

podili na zvySenti citlivosti kofenli k ABA anebo na zvySeni biosyntézy ABA.

V nasSich experimentech bylo zjiSténo, Ze svétlo inhibovalo kliceni semen a
prodluzovani hypokotyll rajéete. Rist kofene byl plsobenim svétla naopak stimulovan.
Hladina endogenni ABA v kofenech se mohla vlivem jeji snizené syntézy nebo zvySené
degradace snizovat. Rist kofend je stimulovan pfedevsim prostfednictvim signald z nadzemni
Casti rostliny, které reaguji na svételné podnéty. Osvétleni nadzemni Casti rostliny miize vést k
aktivaci fytochromt a dalSich svételnych receptorti, coz nésledné stimuluje riist primarniho

kotene (Stafen et al., 2022).

Svételné zatfeni piispiva k prodluzovani kotene také skrze auxinovou signalni drahu,
kdy osvétleni nadzemni Casti rostliny aktivuje syntézu auxini v mladych listech, které jsou
nasledné transportovany do kofenti, kde podporuji vyvoj primarniho a postranniho kotene

(Stafen et al., 2022; Yun et al., 2023).
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6 Zavér

Tato bakalarska prace se zabyva interakci mezi svétlem a kyselinou abscisovou (ABA).
Experimentalnim cilem ptedlozené prace bylo zkoumani vlivu riznych svételnych podminek
na kliceni semen a rlst semendckii k exogenné aplikované ABA. VSechny experimenty
probihaly v podminkach in vitro. Jednotlivé experimenty byly provedeny na mutantech rajcete
Solanum lycopersicum L. s poruchou v biosyntéze fytochromového chromoforu a k nim
odpovidajicim kultivarim. Konkrétné byl zvolen mutant aurea (odvozen od cv. Money Maker)

a mutant yellow-green 2 (odvozen od cv. Kokomo).

Experimenty bylo zjiSténo, Ze svétlo ma na kliceni semen rajcete inhibi¢ni vliv pouze u
cv. MM. POB syntdza a nasledné fytochromovy chromofor se tak pravdépodobné ucastni
redukce kli¢ivosti semen na rozdil od hem oxygenazy, ktera kli¢ivost semen neovlivnila.
Inhibi¢ni U¢inek mélo svétlo také na rastu hypokotylt, kde se potvrdilo, ze redukce
prodluzovani hypokotyli je fytochromy zprostiedkovana. Na rust kofeni rajete mélo svételné
zafeni naopak stimulaéni vliv, ktery byl rovnéz zprostfedkovan fytochromy. Soucasné bylo
pozorovano, ze svétlo v interakci s aplikovanou ABA ovliviiuje ristové reakce semen a
semenackd. Analyzou mutantt au” a yg-2 bylo zji$téno, ze vliv svétla na citlivost kli¢icich
semen au” k aplikované ABA patrné P®B syntazou zprostfedkovan neni. Naopak necitlivost
semen yg-2 k ABA byla zpusobena deficienci v hem oxygenaze, a to bez ohledu na svételné
podminky. Dale bylo zjisténo, Ze fytochromy zprosttedkovavaji vliv svétla na citlivost
hypokotylt rajcete K ABA a ze zvyseni této citlivosti k inhibiénim u¢inkim ABA vlivem svétla
je dano fytochromy. Déle bylo pozorovéano, Ze enzym hem oxygenaza Se pravdépodobné
pozitivné podili na zvySovani citlivosti kotenti k ABA anebo na zvysSeni biosyntézy ABA. U
mutanta au” a cv. MM nebyl pozorovan rozdil v citlivosti rustu kofene k exogenni ABA. Lze
tak pfedpokladat, ze enzym P®B syntdza a nasledny fytochromovy chromofor by nemusel

zprostifedkovavat G¢inek svétla na citlivost kofeni k ABA.

Ziskané vysledky tak naznacuji, Ze svétlo miiZze ovliviiovat signalizaci ABA nebo jeji
biosyntézu. Tato domnénka by se dala rovnéz prokazat studiem hladiny endogenni ABA nebo
zkoumanim exprese genu receptorit ABA. Z celkového studia dané problematiky je patrné, ze
interakce mezi svétlem a kyselinou abscisovou jsou velmi slozité a k jejich pochopeni jsou

potieba dalsi studie a experimenty.
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