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Suhrn

Predkladana bakalarska praca je venovana Stidiu rastovych reakcii rastlin rajciaka
jedlého (Solanum lycopersicum L.) kznamemu rastlinnému fytohorménu kyseline
abscisovej (ABA), Vv zavislosti na roznych svetelnych podmienkach. Veobecnym cielom
bakalarskej prace bolo zistit, ako ABA ovplyviiuje rast rastlin rajciaka v zavislosti na
svetelnych podmienkach a sucasne, ktoré fotoreceptory st v tychto reakciach zapojené.

Teoreticka Cast’ je venovana spracovaniu literarnej reSerSe tykajucej sa danej
problematiky. Jednotlivé kapitoly v teoretickej Casti su venované nasledujicim témam: rast
avyvoj rastlin, fotoreceptory a fotomorfogenéza, kyselina abscisova, jej chemicka
podstata, biosyntéza, signalna draha a interakcia so signalnymi drahami svetla.

K §tadiu interakcie kyseliny abscisovej a svetla v podmienkach in vitro bol vyuzity
geneticky pristup spocivajici v analyze vybranych fotomorfogennych mutantov 7B-1,
cryl-1 ahpl modelovej rastliny Solanum lycopersicum L. Na vybranych rastlinach bol
sledovany vplyv roznych svetelnych podmienok (tma, modré a Cervené svetlo) na rastové
reakcie hypokotylov a korenov ku kyseline abscisovej. Vysledkom §tadia bolo potvrdené,
ze svetlo inhibuje rast hypokotylu a stimuluje rast korena. Zistené bolo, ze ABA inhibuje
rast hypokotylu akorena u vsetkych genotypov a vsetkych testovanych svetelnych
podmienok. Zaroven bolo zistené, Ze modré a Cervené svetlo moze zvySovat’ citlivost’
rastlinnych organov K exogénnej ABA. Zo ziskanych vysledkov boli definované
nasledujtce zavery:

a) funkény gén 7B-1 afotoreceptor CRY1 nie st vyznamne zapojené V Ccitlivosti
hypokotylu a korena k ABA,

b) svetlo nezvysuje citlivost’ hypokotylu a korena k exogénnej ABA prostrednictvom
fotoreceptoru modrého svetla CRY1 ani prostrednictvom produktu génu 7B-1,

c) funkény protein DDB1 zvySuje rastové reakcie hypokotylu, ale znizuje rastové

reakcie korena k exogénnej ABA.



Summary

Submitted bachelor thesis is devoted to the study of growth responses of tomato
plants (Solanum lycopersicum L.) to the known plant phytohormone abscisic acid (ABA),
in depence on various light conditions. The general aim of the bachelor thesis was to find
out, how ABA affects the growth of tomato plants in depence of the light conditions and
at the same time which photoreceptors are involved in these reactions.

The theoretical part of the thesis is devoted to the wrinting of literature review
focused on the problems of the bachelor thesis. The individual chapters in the theoretical
part of the thesis are devoted to the following topics: plant growth and development,
photoreceptors and photomorphogenesis, abscisic acid, its chemical nature, biosynthesis,
signaling pathway and interaction with light signaling pathway.

To investigate the crosstalk between abscisic acid and light under in vitro conditions,
the genetic approach was used consisting in the analysis of the selected photomorphogenic
mutants 7B-1, cryl-1 and hpl of the model plant Solanum lycopersicum L. The effect
of different light conditions (dark, blue and red light) on the growth responses
of hypocotyls and roots to abscisic acid was studied on the selected plants. The result of the
study confirmed that light inhibits hypocotyl growth and stimulates the growth of root. It
was revealed that ABA inhibits the growth of hypocotyl and root in all genotypes. At the
same time, it was found, that blue and red light can increase the responsiveness of the plant
organs to exogenous ABA. From the acquired results, the following conclusions were
defined:

a) the 7B-1 functional gene and CRY1 photoreceptor are not significantly involved
in the sensitivity of hypocotyl and root to ABA,

b) light does not increase hypocotyl and root sensitivity to exogenous ABA through
the blue light photoreceptor CRY1, not even through the product of 7B-1 gene,

c) functional protein DDB1 increases growth responses of hypocotyl, but decreases

growth responses of roots.
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1 Uvod

Svetlo patri medzi jeden z najddlezitejSich faktorov ovplyviujuci rast a vyvoj rastlin.
Predstavuje nielen hlavny zdroj energie pre priebeh fotosyntézy, ale taktiez na zaklade jeho
kvality aintenzity vyrazne ovplyviiuje rozne fyziologické a biochemické procesy
v rastlinach (fotomorfogenéza, fototropizmus, metabolizmus, kvitnutie a pod.). Svetlo je
zachytavané fotoreceptormi, medzi ktoré patria predovsetkym kryptochrémy a fototropiny
- receptory modrého svetla (350-400 nm) a fytochromy - receptory ¢erveného svetla
(650-680 nm). Obzvlast velky vplyv na rast rastlin ma vysokoenergetické modré svetlo,
ktoré sa okrem fototropizmu podiela na inhibicii rastu hypokotylu, stimulacii syntézy
chlorofylu a karotenoidov, aktivacii génovej expresie, stomatalnom pohybe a rade d’alSich
procesov (Taiz and Zeiger, 2010; Jones et al., 2013).

Cielom bakalarskej prace bolo zistit, ¢i regulacia rastu rastlin raj¢iaka jedlého
(Solanum lycopersicum L.) vplyvom exogénnej ABA je ovplyviiovana modrym svetlom
a pokial' ano, prostrednictvom ktorych fotoreceptorov (fototropinov ¢i kryptochromov)
moéze modré svetlo ovplyviiovat ucinok ABA na rast rastlin. Na dosiahnutie ciel'a
bakalarskej prace bol vyuzity geneticky pristup, teda analyza mutantov modelovej rastliny
Solanum lycopersicum L. a prislusnych kultivarov, od ktorych boli mutanty odvodené.
V podmienkach in vitro bol studovany potencialny vztah mutacii vybranych mutantov
7B-1, hpl a cryl-1 k vplyvu znameho rastlinného fytohormonu — ABA, v zavislosti na
roznych svetelnych podmienkach (tma, modré a Cervené svetlo). Recesivny monogénny
(,,single-gene*) mutant rajciaka 7B-1 sa vyznacuje zvySenou toleranciou k abiotickym
a biotickym stresom, ktora je zvyraznend predovSetkym na modrom svetle (BL).
Rezistencia mdze byt’ Ciastone spojend so zvySenou hladinou pre-existujiicej endogénnej
kyseliny abscisovej (ABA) (Fellner and Sawhney, 2001; Fellner et al., 2001). Aj ked’ tloha
génu 7B-1 nie je doposial’ zndma, predchadzajice vysledky naznacuji, Ze ide o mutanta so
znizenou aktivitou fototropinovej signalnej drahy (Hlavinka et al., 2013; Fellner,
Bergougnoux, Spundova a Savara, nepublikované vysledky). Naopak, zvysena citlivost
na svetlo, vratane zosilnenej fototropickej reakcie, je typicka pre monogénny recesivny
mutant hpl (Lieberman et al., 2004; Srinivas et al., 2004). Pre recesivny mutant cryl-1 je
charakteristicka redukovana citlivost' k BL (Weller et al., 2001).

Bakalarska praca bola vypracovana v Skupine molekularnej fyzioldgie, ktora je

saastou Laboratoria rastovych regulatorov Univerzity Palackého v Olomouci a Ustavu



experimentélnej botaniky Akadémie vied Ceskej republiky.



2 Ciel’ prace

Cielom prvej casti bakalarskej prace je obozndmit’ sa s vyskumnym projektom,
z ktorého vyplyva téma bakalarskej prace, a zhromazdit' najnovSie literdrne zdroje
vzt'ahujlice sa na dana problematiku. Zo ziskanej odbornej literatury nasledne vypracovat’
literarnu resSerSe k danej téme, ktorou je vplyv modrého svetla na rastové reakcie rastlin
k hormonu kyseline abscisovej (ABA).

Cielom experimentalnej Casti bakalarskej prace je zistit' ako, a prostrednictvom
ktorych fotoreceptorov svetlo ovplyviiuje rastové reakcie fotomorfogennych mutantov
7B-1, cryl-1 a hpl raj¢iaka jedlého (Solanum lycopersicum L.) k znamemu fytohormoénu,

kyseline abscisovej.
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3 Sucasny stav rieSenej problematiky

3.1 Rast a vyvoj rastlin

Rast rastlin je vo vSeobecnosti definovany ako nezvratné pribudanie rastlinnej
hmoty, ¢o je spojené s delenim buniek (embryonalna faza), ich predlzovanim (predlZzovacia
faza) a diferenciaciou (diferenciacna faza) (Brzeska, 2006). Samotny rast v spojeni
s diferenciaciou vedie K procesu formovania kompletnej stavby rastlinného tela, inak
nazyvany aj proces morfogenézy. Vznik novych rastlinnych orgénov je iniciovany
V meristémoch. Meristémy predstavuji zoény nediferencovanych buniek, ktoré sa
V priebehu mitd6zy mnohonasobne delia, pricom novovzniknuté bunky moézu byt nasledne
diferencované do zrelych pletiv.

Apikalne meristémy, primarne delivé pletiva, su lokalizované na vrcholoch stoniek
a korefiov a zabezpe¢uju rast tychto organov do dizky. Stonkovy apikalny meristém (SAM)
je organizovany do niekol’kych zon. Centralna zona (CZ) je zdrojom buniek pre okrajova
z6nu (PZ) a Rib zénu (RZ) lokalizovanu pod CZ a PZ. PZ predstavuje oblast’ buniek, ktoré
rychlo menia svoju aktivitu, a vedu k tvorbe lateradlnych organov. RZ je mozné povazovat’
za oblast’ buniek, ktoré st dolezité pre samotny rast stonky. V. SAM su bunky usporiadané
do vrstiev L1, L2, L3 atd. Vonkajsia vrstva, tunika (zahriiujuca L1 a ¢asto L2), sa od
vnutornej vrstvy, korpusu, lisi rovinou delenia buniek. Inicidly tuniky sa delia antiklindlne,
teda kolmo na povrch organu (zvéac¢senie povrchu vrcholu), naopak, inicialy korpusu sa
delia v roznych smeroch, teda antiklinalne i periklinalne. Delenim buniek vrstvy L1 vznika
epidermdlne pletivo (niekedy nazyvané aj protoderm). Delenim buniek korpusu vznika
prokambium, z ktorého sa diferencuju primarne vodivé pletiva. Postupné zvysovanie
mnozstva kmeniovych buniek vedie k tomu, Ze SAM produkuje listové primoérdia (=termin
oznacujuci organ v za¢iato¢nom §tadiu vyvoja), z ktorych sa vyvijaja nové listy.

Neustaly rast a vyvoj korena je udrziavany apikdlnym korelovym meristémom
(RAM), ktory sa v mnohych smeroch odlisuje od SAM. Hlavny rozdiel spo¢iva v tom, Ze
RAM nie je zapojeny v procese organogenézy. Neustale delenie bunieck RAM zabezpecuje
rast koreia do dizky. Zaroveii sa RAM podiel’a na produkcii buniek déleZitych na obnovu
korenovej ¢iapoCky. Postranné korene vznikaju poOsobenim sekundarneho meristému,
pericyklu, ktory sa zakladd medzi endodermis a centralnymi vodivymi pletivami. V Spicke
koreniového meristému sa vyskytuji multipotentné kmenové bunky, ktoré obklopuji mali

skupinu organizovanych buniek. Ide o tzv. pokojovi zonu (QC). Kazda kmenova bunka sa
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asymetricky rozdeli, ¢im sa ziska jedna dcérska bunka, ktord ostava pod vplyvom signalu
z QC. Signal zabrainuje diferencidcii a zaroven umoznuje bunke zachovat' si status
kmenovej bunky. VSetky ostatné dcérske bunky sa stavaju sucastou diferencovanych
pletiv.

Dolezitym poznatkom je, ze morfogenéza je urCena polaritou a diferencidlnym
rastom. Neobmedzené bunecné delenie a expanzia buniek méd za nasledok uniformny
trojrozmerny rast. Polarizacia rastu (asymetrické bunecné delenie) vedie k diferenciécii.
Rast moze byt polarizovany vplyvom réznych vyvojovych regulatorov (napr. hormoény,
Ca2" a transkripéné faktory) (Clark, 1997; Benkova and Hejatko, 2009; Perilli et al., 2012;
Jones et al., 2013; Taiz and Zeiger, 2015).

Ontogenéza (inak aj morfogenéza) predstavuje individualny vyvoj jedinca od vzniku
zarodku, az do jeho zaniku. Tento termin je vSak velmi Casto pouZivany v stvislosti
s fylogenézou (evolu¢na pribuznost) pri porovnavani vyvojovych procesov naprie¢
jednotlivych taxonomickych skupin. Evoltcia predstavuje proces, ktory poskytuje zakladné
indicie nevyhnutné pre pochopenie zdkladnych vyvojovych mechanizmov, ktoré vedi
k zmenam, ¢i uz v podobe organov alebo ich funkcii. V dosledku toho bola moderna
syntéza fylogenézy a ontogenézy pomenovana ako evo-devo. V sirSom slova zmysle ide
odbor, ktory sa zaobera evoluciou vyvoja (Evolution of Development), teda skuma
mechanické vztahy medzi procesmi individudlneho vyvoja a fenotypickych zmien
v priebehu evoltcie. Jednym z prikladov evo-devo pristupu, ktory bol aplikovany na vyvoj
rastlin, je komparativna analyza diploidnych a haploidnych §tadii v priebehu Zivotného

cyklu u zelenej riasy Chlamydomonas reinhardtii (Miller, 2007; Jones et al., 2013).

3.1.1 Regulacia rastu

Rast a vyvojové procesy rastlin st regulované vnutornymi faktormi, medzi ktoré
patria i fytohormony, v interakcii s roznymi podnetmi Zivotného prostredia, ako napriklad
svetlo ateplota. Dolezitym faktom je, Ze vyvoj nie je regulovany funkciou jedného
hormonu, ale spravidla ide o vzajomnu interakciu niekol’kych hormoénov. Svetlo je jeden
z faktorov, ktory pozmenuje hladinu endogénnych hormoénov v rastlinnych pletivach
(de Wit et al., 2016).

Fytohormony (=rastlinné hormony; rastové regulatory; signalne latky) patria medzi
rastlinné biokatalyzatory podielajuce sa na intraceluldrnej humorédlnej regulacii. Sila

signalu prislusného fytohorménu zavisi predovsetkym od jeho hladiny (koncentracie),

12



ktora je riadena na mnohych urovniach, ato hlavne intenzitou biosyntézy, rychlostou
transportu k cielovému miestu a intenzitou degradacie alebo reverzibilnej inaktivacie
V mieste pdsobenia. V rastlinnom tele sa tieto nizkomolekulové organické latky vyskytuju
spravidla vo vel'mi nizkych koncentraciach. Fytohormoény, ktoré vo fyziologickych
koncentraciach podporuju rast, sa oznacuju ako stimulatory. Naopak, fytohormény, ktoré
vo fyziologickych koncentraciach rast brzdia, sa oznaCuji ako inhibitory. Medzi
stimulatory sa zarad’uju auxiny, gibereliny a cytokininy; medzi inhibitory hlavne ABA.

V stcasnosti uz boli pripravené aj syntetické reguldtory, ktoré mozu po exogénne;j
aplikacii vykazovat’ siln rastova aktivitu, ¢i uz v zmysle inhibicie (retardanty) alebo
v zmysle stimulécie, teda povzbudenia rastu (auxinoidy).

Déleziti ulohu v regulécii rastu zohravaji aj vonkajsSie faktory, medzi ktoré patri
optimalna teplota, svetlo, voda a dostatocné mnozstvo zivin (Brzeska, 2006; Pavlova,

2006; Novacek, 2009).

3.2 Fotomorfogenéza a fotoreceptory

Svetlo je hlavnym zdrojom energie pre vac¢Sinu Zivota na Zemi. Drviva vacSina
biologickych procesov je zavisla od casti elektromagnetického spektra, ktoré je inak
nazyvané aj viditeI'né svetlo. Toto pomenovanie je odvodené od faktu, ze I'udské oko je
schopné detekovat’ kratky rozsah svetelného spektra siahajiceho od priblizne 380 nm do
priblizne 700 nm. Mnoho druhov organizmov je vSak schopné reagovat’ aj na svetlo,
ktorého vinové dizky siahaji mimo rozsah vlnovych dizok viditelného spektra.
Pravdepodobne preto bude svetlo a vSetky jeho interakcie s organizmami vzdy povazované
za nevycerpatel'ny zdroj v oblasti vyskumu.

Pre rastliny, ktoré patria medzi organizmy zijiice prisadlym sposobom Zivota, je
svetlo klI'icovym faktorom v ich raste a vyvoji. Svetlo je jednym z hlavnych podnetov
vonkajSieho prostredia, ktoré ovplyviiuje celt skalu fyziologickych procesov od kli¢enia,
cez asimiléciu, az po rozvoj rastlinnych organov. Rastliny si vyvinuli sofistikovany systém,
ktorym st schopné réznorodo reagovat’ na zmeny svetelnych podmienok (Neff et al., 2000;
Carvalho et al., 2011a; Fankhauser and Christie, 2015).

Rastliny sa moézu vyvijat dvoma odliSnymi spésobmi podla intenzity a kvality
okolitého svetla. Vyvoj v tme je oznacovany ako skotomorfogenéza (inak etiolizacia) (Taiz
and Zeiger, 2015). Rastliny, ktoré sa vyvijali po¢as nepritomnosti svetla, vykazuju typické

vlastnosti odrazajuce podmienky, v ktorych sa vyvijali. Je pre ne charakteristicky dlhy
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hypokotyl ukon¢eny nevyvinutymi kotyledonmi bez pritomnosti fotosynteticky aktivnych
chloroplastov. V momente, kedy etiolizované rastliny prijmu svetelné signaly, dochadza
k vyvoji cestou fotomorfogenézy. Prechod zo skotomorfogenézy do fotomorfogenézy je
oznacovany ako de-etiolizdcia. Tento proces zahffia niekol'ko vyvojovych zmien, ku
ktorym patri inhibicia prudkého rastu hypokotylu, aktivacia apikalneho meristému
a kone¢ny vyvoj kotyledonov (neskor listov) a plastidov (Kendrick et al., 1997; Waters and
Langdale, 2009; Jones et al., 2013; Taiz and Zeiger, 2015).

Obrazok €. 1: A — Na svetle vyvijajice sa rastliny (de-etiolizované) rodu Arabidopsis; B — V tme vyvijajice
sa rastliny (etiolizované) rodu Arabidopsis (prevzaté a upravené z http://www.cragenomica.es/research-
groups)

Rastliny zachytavajui dopadajuce svetlo prostrednictvom fotoreceptorov, ktoré su
pritomné v celej rastline, dokonca aj v korefiovej ¢asti. Fotoreceptory (vid’ Obrazok ¢. 2) st
charakterizované vinovymi dizkami svetla, ktoré prijimaja. Fytochromy, zname regulatory
kli¢enia, maju svoje absorpéné maximum v Cervenej oblasti svetelného spektra,
tj. Vrozmedzi vlnovych dizok 600-750 nm. Vyskytuja sa spravidla v dvoch
fotoreverzibilnych formach, ktoré medzi sebou prechadzaji v zavislosti na kvalite svetla.
Neaktivna forma Pr je pdsobenim kratkovinového cerveného svetla konvertovana na
biologicky aktivnu formu Pfr, ktora je citliva k dlhovinovej oblasti cerveného spektra (FR).
Aktivna forma Pfr moéze byt spdtne premenena na neaktivnhu formu Pr v désledku
opatovného oziarenia kratkovlnovym cervenym svetlom (Quail, 1997; Kagawa, 2002;
Galvao and Fankhauser, 2015). Modra (400-500 nm) a UV-A oblast’ (320-400 nm)
svetelného spektra je zachytavana prostrednictvom Kryptochroémov a fototropinov.
V stcasnosti st uz zname aj niektoré receptory pre UV-B (290-320 nm) oblast’ svetelného

spektra. Identifikovany bol receptor UVRS, ktoré¢ho aktivita a funkcia dodnes nie je Giplne
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preskimana (Carvalho et al., 2011a). Kombinovana aktivita tychto molekal umoziuje
rastlinAm reagovat’ na pritomnost/absenciu, farbu, intenzitu a smer dopadajicich
svetelnych signalov. Zatial, o kryptochromy a fytochromy reguluji rast a vyvojové
reakcie vyvolané zmenami vo vlnovej dizke, intenzite a dobe posobenia Ziarenia,
fototropiny riadia predovSetkym smer rastu.

Vysoka svetelnd vnimavost’ fotoreceptorov je zodpovedna za spustenie Specifickych
intracelularnych signalnych drah, ktoré indukujt selektivne zmeny v expresii génov, ktoré
riadia rozne rastové a vyvojové reakcie. Zistené bolo, ze fytochromy pdsobia transkripcne,
pretoze su schopné nasmerovat svetelné signdly priamo do promotoru prostrednictvom
vazby na transkripény regulator. Naopak, kryptochromy pdsobia zrejme posttranslacne, ¢o
znamena, Ze sU schopné naruSit, atym zastavit prebiehajucu degradaciu klacového
transkripcného aktivatoru v protedzome, a to priamym naviazanim na E3 ubiquitin ligdzu.

Vysledkom je zvySena hladina aktivatoru, ¢o vedie k zvySeniu expresie cielového génu
(Quail, 2002).

PHYTOCHROMES
A4

PHOTOTROPINS \ HKRD1 HKRD2
\/ YV "\\ P P
O, KINASE \

CRYPTOCHROMES

Obrazok ¢. 2: Zakladné typy fotoreceptorov a oblasti svetelného spektra, v ktorych fotoreceptory ziarenie
absorbujt (prevzaté zo Sullivan and Deng, 2003)

3.2.1 Receptory modrého svetla (BL)

Medzi receptory vnimajiice modré svetlo patria kryptochromy, fototropiny a ¢lenovia
rodiny Zeitlupe (ZTL/FKF1/LKP2). Odpovede rastlin na pdsobenie BL su prili§ rozsiahle.
Zahriwyju, napriklad, inhibiciu predlzovania, fototropizmus, stimulaciu rastu listov

a kvitnutia, stimulaciu otvarania prieduchov, pohyb chloroplastov a jadra, regulaciu
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cirkadidnnych hodin, regulaciu osmotickej rovnovahy v bunkich stomat a regulaciu
génovej expresie (Taiz and Zeiger, 2010; Christie et al., 2015).

V pripade Solanum lycopersicum L. st za majoritné fotoreceptory sprostredktivajice
de-ctiolizaciu indukovani BL povazované kryptochrom 1 (CRY1) a receptor ¢erveného

svetla, fytochrom A (PhyA) (Weller et al., 2001).

3.2.1.1 Kryptochromy

Kryptochrémy boli prvymi receptormi modrého svetla, ktoré boli charakterizované
na molekularnej urovni. Su to flavoproteiny (70 — 80 kD) vyskytujuce sa nielen u rastlin,
ale aj u baktérii, hub a zivocichov. V interakcii s d’als§imi fotoreceptormi vyvolavaju Siroka
Skalu odpovedi, ktoré zahfnaju potlacenie predlzovania hypokotylu, posilnenie vyvoja
kotyledonov, depolarizaciu membran, produkciu antokydnov a reguléciu cirkadiannych
hodin. Rastlinné kryptochromy vykazuju vysoku S$truktirnu podobnost’ k repara¢nému
enzymu DNA fotolyaze. Reparacnd schopnost im vSak chyba. DNA fotolydza je
flavoprotein (~55 — 65 kD), ktory sa nachadza v mikroboch vratane baktérii, archednov
a kvasiniek. Katalyzuje reparaciu pyrimidinovych dimérov, ktoré vznikli pdsobenim
UV svetla (UV-B a UV-C). Kryptochromy, podobne ako DNA fotolyaza, obsahuji dva
chromofory: flavinadenindinukleotid (FAD) a methyltetrahydrofolat (MTHF).

Molekula kryptochrému je zlozena z dvoch domén, a to N-koncovej PHR domény,
ktora vykazuje vysoku sekvenéni podobnost s DNA fotolyazami a C-koncovej domény,
oznacovanej ako DAS (Lin, 2002; Banerjee and Batschauer, 2005; Taiz and Zeiger, 2010;
Carvalho et al., 2011a; Jones et al., 2013; Galvao and Fankhauser, 2015; Christie et al.,
2015).

Genom Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. obsahuje tri gény (CRY1, CRY2 a CRY3,
ktory patri do triedy CRY-DASH superrodiny fotolyaza/kryptochrom), ktoré koduju
kryptochréomy. Fotoreceptory CRY1 a CRY?2 sa primarne vyskytuj v jadre. CRY3 funguje
pravdepodobne aj v mitochondriach, aj v chloroplastoch. Zatial' ¢o sa CRY1 a CRY2
podiel'aju na vSetkych uvedenych reakciach na BL, funkcia CRY3 nebola dodnes presne
popisana (Liu etal., 2011; Facella et al., 2012; Jones et al., 2013).

V pripade Solanum lycopersicum L. boli doteraz objavené a identifikované Styri gény
kodujuce kryptochromy: CRY1a, CRY1b, CRY2 a CRY-DASH. Gén CRY1 vykazuje vyssiu
homologiu ku génu CRY1 u Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. CRY1la sa podiela na

regulacii fotomorfogenézy, akumuléicie antokyanov a vyvoji dospelych rastlin. CRYla
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neovplyviuje ani dobu kvitnutia, ani pigmentaciu plodov (Ninu et al., 1999; Facella et al.,
2012).

3.2.1.2 Fototropiny

Medzi fotoreceptory vnimajice modra (400-500 nm) a UV-A oblast’ (320-400 nm)
svetelného spektra patria okrem kryptochrémov aj fototropiny (Briggs and Huala, 1999).
Fototropiny boli pdvodne pri hrachu a inych rastlinach (vratane Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh.) identifikované ako proteiny — kinazy (~120 kD) asociované s plazmatickou
membranou. Ich kindzova aktivita je stimulovand absorpciou svetla, ktord za pritomnosti
ATP sposobuje autofosforylaciu (Lin, 2002; Srinivas et al., 2004; Buchanan et al., 2015).

V gendéme Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. boli identifikované dva gény (PHOT1
a PHOT2) kodujuce fototropiny. Molekuly fototropinov obsahuju serin/threonin kinazova
doménu na C-konci a dve $pecializované LOV (z angl. Light/Oxygen/Voltage) domény
oznacované¢ ako LOV1 aLOV2 na N-konci. Obe LOV domény zabezpeCuji vd’aka
asociacii s flavinmononukleotidovym (FMN) chromoforom absorpciu modrého Ziarenia.
Naopak, serin/threonin kinazova doména je pravdepodobne spojena s transdukciou signalu
(Christie et al., 2002; Kagawa, 2002; Lin, 2002; Jones et al., 2013).

Fototropiny (photl a phot2) st silne exprimované v deliacich a elonga¢nych zénach
korenov a listov. Subcelularna lokalizacia oboch fototropinov je zavisla na svetelnych
podmienkach. V nepritomnosti svetelného Ziarenia st fototropiny lokalizované
predovsetkym v plazmatickej] membrane. Po zachyteni BL je drviva vécSina fototropinov
premiestnena do cytoplazmy buniek (Sakamoto and Briggs, 2002; Kong et al., 2006).

Fototropiny st zapojené v regulacii fototropizmu, otvéarania prieduchov, pohybu

chloroplastov a expanzii listov (Christie, 2007; Fankhauser and Christie, 2015).

3.2.1.3 Fotoreceptory ZTL/FKF1/LKP2

Okrem fototropinov sa u Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. vyskytuju dalSie
fotoreceptory obsahujuce LOV doménu. Ide o ¢leny rodiny Zeitlupe (ztl), ktoré sa
lokalizované bud’ v jadre, alebo cytosole. Skupina tychto fotoreceptorov zohrava doleziti
ulohu v riadeni cirkadianneho rytmu a zaroven sa podiel’a na kontrole kvitnutia v zavislosti
na dizke svetelnej periédy. Na svojom N-konci obsahuji LOV doménu, za ktorou
nasleduje F-box a Sest’ tandemovych repeticii proteinového motivu ,.kelch* na C-konci.
F-box interaguje s ubikvitinaénym komplexom E2-E3, ktory znac¢i proteinové substraty

urcené k degradacii. V principe je primarna proteinova Struktara ¢lenov rodiny ztl podobna
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Struktare kryptochromov a fototropinov. Jediny rozdiel oproti fototropinom spociva v tom,
ze obsahuju len jednu LOV doménu viazucu FMN (flavinmononukleotid).

Genetickou analyzou Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. bolo zistené, Zze ZTL, FKF1
a LKP2 sa cCiasto¢ne prekryvaju vo svojej funkcii. U mutantov s absenciou ZTL bola
pozorovand porucha vo funkcii cirkadidnnych hodin. Naopak, mutanty bez pritomnosti
FKF1 vykazovali zmeny v dobe kvitnutia. V poslednom pripade boli testované mutanty
s nepritomnost'ou LKP2, u ktorych nebola zaznamenana Ziadna vyrazna zmena vo funkcii
cirkadidannych hodin ani zmena v Case kvitnutia (Banerjee and Batschauer, 2005; Jones
et al., 2013; Galvao and Fankhauser, 2015; Christie et al., 2015; Taiz and Zeiger, 2015).

3.3 Kyselina abscisova (ABA)
Kyselina abscisovd (ABA) bola objavend pri Stadiu dvoch fyziologickych

procesov - opadanie listov adormancia pucikov stromov. Z listov javora (Acer
pseudoplatanus) v obdobi dormancie bola izolovana frakcia (neskor pomenovana dormin),
ktora vykazovala inhibi¢né ucinky na rast segmentov koleoptilii. Vel'mi podobna frakcia
(neskor pomenovana abscisin) bola izolovana z opadnutych plodov bavinika (Gossypium).
Stadiom bolo dokazané, Ze v oboch pripadoch ide o rovnaku téinnu latku, ktora bola
pomenovana ako kyselina abscisova (Addicott et al., 1968; Prochazka, 1998).

ABA je vsadepritomny rastlinny hormoén hrajuci vyznamnt Glohu v procesoch
dormancie, vegetativneho rastu, kli¢enia a adaptacie k rade roznych abiotickych stresov
(nizka teplota, nedostatok vody, osmoticky stres). Tento hormén bol detekovany vo
vSetkych majoritnych organoch alebo pletivach, od korenovej CiapoCky az po apikalny
meristém (Xiong and Zhu, 2003; Taiz and Zeiger, 2010).

Obsah endogénnej ABA v jednotlivych Castiach rastlin nie je konsStantny. Hladina
endogénnej ABA stipa pri pdsobeni nepriaznivych (stresovych) podmienok. Meni Sa
taktiez Vv zavislosti na svetelnych podmienkach. Zatial, ¢o posobenim BL dochadza
k redukcii  koncentracie endogénnej ABA v hypokotyle akotyledonoch, v priebehu
skotomorfogenézy sa ABA V tychto castiach rastliny zna¢ne akumuluje, ¢im podporuje
bune¢nu expanziu a samotny rast (Takahashi, 1972).

Nedavnym vedeckym vyskumom, ktory sa venoval Studiu posobenia ABA
u mladych etiolizovanych modelovych rastlin Solanum lycopersicum L., bolo zistené, ze
deficiencia ABA sposobuje redukciu rastu hypokotylu. Pésobenim exogénnej ABA moze

byt’ rast u ABA-deficientnych rastlin znacne zvySeny. Naopak, U WT nema exogénna ABA

18



v nizkych koncentraciach ziaden vplyv. Pri¢inou je to, ze u WT su receptory plne
saturované endogénnou ABA a pridavok exogénnej ABA moéze spustit’ ,,over-dose* efekt,
ktorého vysledkom je inhibicia rastu. Naopak, u ABA-deficientnych mutantov je hladina
endogénnej ABA natol’ko nizka, Ze receptory nie st plne saturované a modzu viazat
exogénnu ABA. Studiom bolo preukdzané, e ABA stimuluje DNA endoreduplikaciu
a bunecntl expanziu prostrednictvom zvySenej expresie génov kddujtcich inhibitory CDK
(SIKRP1 a SIKRP3) (Humplik et al., 2015a; Humplik et al., 2015b). Druhym délezitym
procesom, ktory vedie k posilneniu endoreduplikacie, je inhibicia biosyntézy cytokininov.
Cytokininy pdsobia vo¢i ABA antagonisticky, ¢o znamena, ze inhibuji endoreduplikaciu
a bune¢nu expanziu. Vysledkom tejto inhibicie je potlaceny rast mladych etiolizovanych
rastlin (Bergougnoux et al., 2012).

Zatial’, ¢o ABA je vo vSeobecnosti povazovand za inhibitor rastu, GA s zodpovedné
za posilnenie rastovych reakcii (Potts et al., 1985). K dosiahnutiu primeraného rastu je
pocas obdobia vyvoja semena a kliCenia vyuzité antagonistické posobenic ABA a GA.
Vysoky pomer GA:ABA zaistuje zvySent rychlost bune¢ného delenia a nasledna
expanziu buniek v skorych Stadidch vyvoja semena. V priebehu dozrievania semena,
hladina GA klesa a, naopak, hladina ABA stpa, ¢im je sposobené zastavenie rastu, ¢o
vedie k nastupu obdobia dormancie. Pri kliceni dochadza k rapidnemu zvySeniu hladiny
GA, ¢o vedie kiniciacii transformacie sadenic v dospelé rastliny. ABA ma teda Siroka
Skalu praktického vyuzitia. Jednou z moznosti je pouzitie ABA v mikropropagacii, kde
modze ABA iniciovat’ vyvojové procesy, ako, napriklad, somatickii embryogenézu. Tieto
techniky st komer¢ne pouzivané vo vysokej miere k produkcii obrovského mnozstva
klonov niektorych plantaznych plodin alebo k regeneracii niektorych transgénnych plodin
(Murphy, 2011).

3.3.1 Chemicka podstata ABA

ABA je isoprenoid zlozeny z péitnastich uhlikov (CisH2004). Svojou Struktarou
(vid’ Obrazok ¢. 3) je tato zla¢enina vel'mi podobna terminalnej Casti niektorych molekul
karotenoidov. Orientacia karboxylovej skupiny na druhom uhliku urcuje, ¢i ide o izomér
cis alebo trans. Ddlezité je vSak podotknut, ze ABA sa prirodzene vyskytuje vzdy v Cis
forme, 0 com sved¢i aj jej nazov ,,abscisic acid®.

ABA patri medzi opticky aktivne latky, ¢o znamend, Ze obsahuje asymetricky atom

uhlika (pozicia 1 v cyklickom retazci). Moze sa teda vyskytovat vo forme izomérov
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Salebo R (+/-). Senantiomér sa vyskytuje prirodzene. Naopak, komer¢ne dostupna
syntetickh ABA je zmesou priblizne rovnakého mnozstva SaR formy. Aktivita
enantiomérov zavisi od typu reakcie, ktora ABA vyvolava. V pripade dlhodobych
vyvojovych reakcii (napr. dozrievanie semien) st aktivne obe formy v priblizne rovnakom
rozsahu, priCom pri kratkodobych vyvojovych reakcidch (napr. uzatvaranie prieduchov) je
aktivny prevazne enantiomér S (Novacek, 2009; Taiz and Zeiger, 2010).

Molekularna Struktira ABA ma rad vlastnosti, ktoré su dolezité¢ pre biologicku
aktivitu v rastlinach. Jednou z délezitych vlastnosti je postranny retazec obsahujuci dve
dvojité viazby konjugované ku karboxylovej kyseline. Dvojita viazba susediaca s cyklickou
¢ast'ou molekuly je v trans-konfiguracii, naopak, druha dvojita vizba je v cis-konfiguracii.
Posobenim UV ziarenia sa aktivna 2-cCis, 4-trans ABA reverzibilne transformuje na
neaktivnu formu 2-trans, 4-trans ABA. Za znizenych svetelnych podmienok moéze byt
2-trans, 4-trans ABA pouzitd ako neaktivny analég k $tadiu biologickych procesov
regulovanych prostrednictvom ABA. Naopak, za zvysSenych svetelnych podmienok moze
dojst’ k posunu rovnovahy medzi 2-Cis, 4-trans ABA a 2-trans, 4-trans ABA, ¢im je
ziskané vicsie mnozstvo aktivnych foriem ABA. Aktivne a neaktivne formy je mozné od

seba vel'mi 'ahko odlisit’ pouzitim chromatografickych analyz (Cutler et al., 2010).
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Obriazok €. 3: Chemicka struktara ABA (prevzaté a upravené
z https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/___ -Abscisic_acid#section=Top)
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3.3.2 Biosyntéza ABA
ABA je syntetizovana takmer vo vSetkych bunkach obsahujtcich chloroplasty alebo
amyloplasty. Biosyntéza ABA prebieha vzdy nepriamou cestou cez jednotlivé

medziprodukty karotenoidov s velkostou Caso anaslednou dvojkrokovou premenou
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medziproduktu xanthoxinu na ABA cez medziprodukt ABA-aldehyd. Na zaciatku drahy
stoji isopentenyl difosfat (IPP), ktory je zaroven prekurzorom viacerych fytohormonov,
ato konkrétne cytokininov, brassinosteroidov a giberelinov. Dalsim krokom je syntéza
violaxanthinu (Cso) ajeho nasledné prevedenie na trans-neoxanthin (Cao), ktory je
procesom izomerizacie prevedeny na 9-cis-neoxanthin (Cao). Stiepenim 9-cis-neoxanthinu
enzymom NCED vzniké zlucenina xanthoxin (Cis), ktord je transportovana do cytosolu,
kde sledom niekol’kych oxidativnych reakcii dochadza k premene xanthoxinu na ABA za
pritomnosti enzymov SDR a AAO (Cutler and Krochko, 1999; Xiong and Zhu, 2003; Taiz
and Zeiger, 2010; Taiz and Zeiger, 2015).
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Obrazok ¢&. 4: Biosyntéza ABA u vysSich rastlin (prevzaté z Han et al., 2004)

3.3.3 Signalna draha ABA

ABA ako multifunkény rastlinny hormoéon vyvolava dva rozdielne typy reakcii
U rastlin. Prvym typom je kratkodobd fyziologicka reakcia, ktord zahfiia zmenu v toku
16nov skrz membrany, ¢im dochédza k rapidnemu zniZeniu turgorového tlaku v zvieracich
bunkach, ¢o vedie k uzavretiu stomat (= prieduchov). V druhom pripade je ABA zapojena

v dlhodobych vyvojovych procesoch, ktoré zahfiiaju predovsetkym reakcie na abioticky

21



stres alebo taktiez obdobie dormancie. Oba typy reakcii, ¢i uz kratkodobé, alebo dlhodobé
vyuzivaju pri signalnej transdukcii rozne receptory (Taiz and Zeiger, 2010; Kim et al.,
2012; Jones et al., 2013).

V stucCasnosti su zname tri zékladné triedy ABA receptorov, ktoré zahrnuju
G proteiny GTG1 a GTG2 lokalizované na plazmatickej membrane, enzym lokalizovany
v plastidoch aPYR/PYL/RCAR ¢lenovia START (STEROIDOGENIC ACUTE
REGULATORY PROTEIN-RELATED LIPID-TRANSFER) domény proteinovej
superrodiny podielajuci sa na iniciacii jadrovej signalnej drahy ABA. Nedavnym
vyskumom bolo dokézané, Ze prave rozpustné proteiny START domény st hlavnymi ABA
receptormi, ktoré su zodpovedné za Siroku Skalu fyziologickych odpovedi (napr. klic¢enie,
zatvaranie prieduchov a pod.) (Klingler et al., 2010).

Nomenklatara jednotlivych ¢lenov START domény vznikla podl'a dvoch rozdielnych
experimentalnych stratégii, ktoré viedli k ich objavu. Prvou stratégiou bolo klonovanie
génu, ktory sposobuje rezistenciu k pyrabactinu (analég ABA). Tento gén bol nasledne
pomenovany ako PYR1 (PYRABACTIN RESISTANCE1) (Park et al., 2009). PYR1 a jeho
homology, ktoré st u Arabidopsis nazyvané PYL (PYRI-LIKE) su proteinmi START
domény a predstavuji ABA-dependentné inhibitory triedy proteinov PP2C (protein
phosphatase type 2C). Zaujimavost'ou tohto objavu bola vedomost, Ze produkty génov —
ABI1 aABI2, ktor¢ su zodpovedné za niekol’ko typov muticii prejavujicich sa
necitlivostou k ABA u Arabidopsis, boli zapojené do ABA signalizacie eite skor. Dalsou
experimentalnou stratégiou bolo pouzitie ABI1 a ABI2 v hybridnych testoch kvasiniek,
ktoré viedli kizolacii PYR1/PYL homologov — RCARs (REGULATORY
COMPONENTS OF ABA RECEPTORS).

Proteiny skupiny PYR1/PYL/RCAR vytvéraja diméry, ktoré Specificky viazu ABA.
Po naviazani ABA na jeden z dimérov, moze nésledne dojst’ k naviazaniu ¢lenov PP2C
triedy fosfataz, ktoré inhibuju aktivitu PP2Cs (Jones et al., 2013). PP2Cs reguluju
»downstream® aktivitu serin/threonin proteinkinaz triedy SnRK2 (SNF1-related protein
kinase 2). PP2Cs zaroven reguluju reakcie, ktoré vznikaju ako odpoved na rdzne typy
abiotickych stresov (Krzywinska et al., 2016). SnRK kinazy su nevyhnutné pre ABA
signalnu transdukciu (Taiz and Zeiger, 2015). V nepritomnosti ABA, PP2Cs zahriiujiice
ABIl, ABI2, PP2CA/AHG3, AHG1l, HABl1 aHAB2 inhibuji prostrednictvom
defosforylacie SnRK2. Naopak, v pritomnosti ABA, PP2Cs st inaktivované a SnRK2
aktivované. Aktivne SnRK2 fosforyluju a aktivuju ABFs, bZIP transkripcné faktory, ktoré
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viazu ABREs (ABA-responsive elements). V dosledku toho, aktivne ABFs podporuja
expresiu ABA-responsive genes (napr. RD29, RAB16 a pod.) (Kim et al., 2012).
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Obrazok €. 5: Signalna draha ABA (prevzaté z Miyakawa et al., 2013 )

3.4 Interakcia signalnej drahy ABA a svetla

ABA i svetlo patria medzi dolezité faktory, ktoré sa podiel'aju na regulacii mnohych
vyvojovych procesov Vv priebehu celého zivotného cyklu rastlin. Je teda mozné
predpokladat’, ze signdlne drahy svetla a signalne alebo popripade metabolické drahy ABA
mozu vzajomne interagovat’ (Xu et al., 2014).

Svetlo reguluje expresiu génov zapojenych v procesoch biosyntézy a katabolizmu
ABA, ¢im ovplyviiuje aj hladinu endogénnej ABA. Vplyv svetla na tieto metabolické
procesy bol sledovany predovsetkym u semien Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. a Lactuca
sativa L. KI'a¢ovu tlohu v biosyntetickej drahe ABA zohravaju gény NCED, ktoré koduju
enzym katalyzujlci jeden z najdoleZitejSich krokov biosyntézy. Ddleziti ulohu zohravaju
aj gény CYP707A, ktoré, naopak, koduju enzym ABA 8’hydroxylazu. Tento enzym
katalyzuje prvy krok v katabolickej drahe ABA. Zistené bolo, Ze regulacia NCED
a CYP707A determinuje hladinu endogénnej ABA.

Expresia génov NCED a CYP707A je ovplyvnena poésobenim cerveného svetla.
Obzvlast' doleziti ulohu ma fotoreceptor phyB. V pripade Ze je fotoreceptor phyB
v aktivnej forme, expresia génov (ABAL, AINCEDG6 a AINCED9) zapojenych v biosyntéze
ABA je znizena. Opacny efekt sa vyskytuje v pripade génu (CYP707A2) zapojeného

Vv katabolickych procesoch ABA, kde je jeho expresia znacne posilnena pdsobenim
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cerveného svetla (Seo et al., 2006; Sawada et al., 2008).

Svetlo sroznymi vinovymi dizkami méze vyrazne menit koncentraciu ABA
Vv jednotlivych pletivach a organoch rastlin. Zatial, ¢o pdsobenim cerveného svetla
dochadza k zvySeniu hladiny ABA v koretioch kukurice, v pripade vegetativnych pletiv
uLemma aArabidopsis je koncentracia ABA negativne regulovand fotoreceptormi
cerven¢ho svetla — fytochromami. Pri §tidiu niekol’kych génov izolovanych z Lemma
gibba, ktoré boli negativne regulované aktivitou fytochromov (gény NPR1 a NPR2) bolo
zistené, ze proteiny NPR maja urcity suvis s rodinou proteinov kodovanych génmi, ktoré
boli v inych rastlinnych druhoch pozitivne regulované kyselinou abscisovou (Okubara
et al., 1993; Williams et al., 1994; Weatherwax et al., 1996; Fellner, osobné zdelenie).
Kla¢ovym zaverom dalSieho vyskumu bolo, Ze ABA moze taktiez pozitivne regulovat’
gény NPR. Pri prenose rastlin pestovanych na svetle do tmy (na 24 h) bola pozorovana
zvySena uroven transkripcie génov NPR azaroven rapidne zvySenie koncentracie
endogénnej ABA. Toto pozorovanie prudko dvihlo pravdepodobnost’, Ze zvySena tGroven
transkripcie génov NPR indukovand v tme je vysledkom zvySenej hladiny endogénne;j
ABA (Williams et al., 1994; Weatherwax et al., 1996).

Koncentracia endogénnej ABA mdze byt taktiez regulovana posobenim modrého
svetla (BL). Napriklad, v pripade Prunus, BL zvySuje hladinu endogénnej ABA. Pri
kombinovanom podsobeni modrého svetla s kratkovinovym alebo dlhovlnovym ervenym
svetlom, hladina endogénnej ABA vyrazne klesa. Z tychto pozorovani vyplyva, Ze signélne
drahy BL a RL svetla mézu navzajom interagovat’ a ovplyviiovat hladinu ABA, a tym aj
samotny rast rastlin (Baraldi et al., 1995; Volmaro et al., 1998).

Princip, akym rastliny integruji externé svetelné signaly so signdlnymi drahami
endogénnej ABA, nie je dodnes kompletne objasneny. Zistené bolo, ze HYS, znamy bZIP
transkripény faktor podporujici proces fotomorfogenézy Vv §irokom spektre vinovych dizok
(FR, RL, BL a UV-B), je zapojeny v signalnej drahe ABA. HYS sa priamo viaze na
promotor génu ABI5 a aktivuje jeho expresiu (Chen et al., 2008; Xu et al., 2014).
Zaujimavostou je, ze gén ABI5 je exprimovany aj v mladych rastlinach, ¢o naznacuje, ze
protein ABI5 moze mat’ okrem klicenia a vyvoja semien aj d’alsie funkcie (Brocard et al.,
2002). Hypokotyly modifikovanych rastlin, ktoré nadmerne exprimuja ABI5, boli
podstatne citlivejSie k svetlu (¢i uz BL, RL alebo FR) v procese inhibicie elongacie, nez
hypokotyly WT. Avsak zvySena expresia ABI5 u mutantov hy5 nebola dostato¢na na uplné

obnovenie reakcie hy5 k svetlu, ¢o poukazuje na fakt, Ze k inhibicii elongacie hypokotylu
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pocas fotomorfogenézy su okrem ABI5 pozadované aj iné cielové gény. HY5 teda
CiastoCne integruje svetelntl signdlnu drdhu a ABA signalnu drahu priamou aktivaciou
ABI5 (Chen et al., 2008).

Niekol’ko nedavnych $tadii ukazalo, Ze dolezitymi transkripénymi faktormi v odozve
na svetlo je proteinové rodina B-box (BBOX). Tieto proteiny boli prvykrat identifikované
u Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Proteinova rodina BBOX pozostava z 32 proteinov,
pricom niektoré znich regulujii fotomorfogenézu pozitivne, iné zase negativne.
Pozoruhodné je, ze BBX21, BBX22, BBX24 a BBX25 fyzicky interaguju s HYb.
Nedavnym vyskumom bolo zistené, ze BBX21, transkripcny regulator podiel’ajuci sa na
regulacii fotomorfogenézy u rastlin, negativne reguluje expresiu génu ABI5 interferenciou
s transkripénou aktivitou HYS. Zaujimavost'ou je, ze ABI5 je schopny viazat’ sa do svojho
promotoru a tym aktivovat’ svoju vlastnu expresiu, pricom BBX21 negativne reguluje tuto
aktivaciou priamou interakciou s ABI5. Vysledkom tohto vyskumu bolo zistenie, ze
BBX21 koordinuje sHY5 aABI5 na promotore ABI5. Vdaka tejto koordinacii je
zabezpedena integracia svetelnej a ABA signalizacie (Xu et al., 2014).

Kyselina abscisova sa podiel'a na regulacii expresie génov zapojenych v svetelnej
signalnej drahe. Svetlozberné proteiny viazuce chlorofyl a/b (LHCBs) su apoproteiny
fotosystému 11, ktoré absorbuju a transferuju svetelnt energiu. Expresia génov LHCB je
striktne regulovana svetlom. Za stresovych podmienok je expresia tychto génov regulovana
prostrednictvom ABA. Aplikaciou exogénnej ABA vo vysokych koncentraciach vedie
k okamzitej inhibicii expresie génov LHCB Vv roznych pletivach, vratane listov Solanum
lycopersicum L., buniek Lemma gibba a pod. Naopak, vo fyziologickych koncentraciach
ABA zvysuje expresiu génov LHCB. ABA funguje prostrednictvom transkripéného faktoru
WRKY40, ktory potlaca expresiu LHCB scielom vyvazit funkciu LHCB ¢lenov
v signalizacii ABA (Liu et al., 2013).

Dal§im transkripénym faktorom, ktory zohrava uréitd ulohu v integracii signalnej
drahy svetla, ABA a JA je ZBF1/MYC2bHLH u Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. MYC2
funguje ako represor fotomorfogenézy. Na druhej strane moéze MYC2 fungovat’, napriklad,
ako pozitivny regulator vyvoja laterdlnych korenov. Gupta sa spolu s ostatnymi
spoluautormi (2014) venoval funkénej analyze LeMYC2 u rajéiaka jedlého (Lycopersicon
esculentum). Aminokyselinova sekvencia LeMYC2 vykazuje silnti homoldgiu s MYC2
u Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. LeMYC2 pdsobi ako negativny regulator

fotomorfogenetického rastu indukovaného modrym svetlom. Naopak, v pripade dospelych
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rastlin raj¢iaka jedlého pdsobi LeMYC2 ako stimulator rastu (Gupta et al., 2014).
Vzajomna interakcia signalnej drahy svetla a ABA bola sledovana aj u modelovej
rastliny 7B-1. Nasledujice podkapitoly si venované zakladnej charakteristike tejto

modelovej rastliny a popisu vztahov modelovej rastliny k roznym faktorom.

3.4.1 Modelova rastlina 7B-1

Rajciak jedly (Solanum lycopersicum L.) patri do ¢eladi I'ul’kovitych (Solanaceae
Juss.). lde o jednu z najdolezitejSich druhov plodin na celom svete, ktora ma vyuzitie
nielen v oblasti hospodarstva, ale taktiez aj v oblasti genetiky a rastlinnej fyzioldgie
(Bergougnoux, 2014). Vel'mi ¢asto je pri vyskumoch vyuzivany tzv. geneticky pristup,
ktory spociva v izolécii a charakterizacii mutantov, ktory maju znac¢ne odlisSny fenotyp
v porovnani s WT. Prikladom méze byt §tadium funkcie rastlinnych hormoénov v geneticky
regulovanom raste a vyvoji rastlin (Fellner et al., 2001).

Spontanny recesivny jednoduchy (,,single-gene*) mutant 7B-1 bol vyselektovany na
zaklade samce;j sterility, ktord sa prejavuje poc€as dlhych dni (16 hod svetelna perioda). Pri
tejto fotoperiode sa v kvetoch mutovanych rastlin vytvaraju zvrastené tycCinky
produkujice nezivotaschopné mikrospory. Naopak, pocas kratkych dni (8 hod svetlo/
16 hod tma) je vicSina rastlin 7B-1 fertilnych. Vytvaraji normalne ty€inky, ktoré
produkuju zZivotaschopné pel'ové zrna (Sawhney, 1997).

Pre tento mutant je charakteristickd zvySena tolerancia k abiotickému stresu
(napr. osmoticky stres, nizka teplota, zasolenie a pod.), zvySena citlivost’ k exogénnej ABA
a znizena hladina auxinu, etylénu, giberelinov a cytokininov. Pravdepodobne je rezistencia
na abioticky stres spojena so zvySenou hladinou pre-existujicej endogénnej ABA
v semenach a hypokotyloch mutanta. Ddlezité je zmienit' Sa, ze mutant 7B-1 vykazuje
vyS8iu rezistenciu len pri pdsobeni svetla, obzvlast pri posobeni vysokoenergetického
modrého svetla (Fellner and Sawhney, 2001; Fellner et al., 2005).

Primérna podstata mutacie 7B-1 nie je doposial’ zndma. S vyuzitim molekularnych
metdd bolo zistené, Ze ide pravdepodobne o defekt v signalnej drahe modrého svetla.
Doposial’ nebolo preukazané, ¢i ma 7B-1 defekt v receptore photl alebo phot2. Je vsak
mozné, ze defekt v jednom z receptorov moze ovplyviiovat’ vysledna reakciu regulovanu
druhym receptorom. Toto tvrdenie je odovodnené faktom, Ze oba receptory (photl i phot2)
vzajomne spolupracujii vo vyslednych reakciach na BL (napr. fototropizmus, pohyby

chloroplastov, otvaranie prieduchov) (Hlavinka et al., 2013).
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Prednedavnom sa podarilo identifikovat’ niekol’ko génov s pozmenenou uroviiou
expresie (vratane B-1,3-glukandza, GAZ20xs, cystatin, cystein protedza, pektinesterdza,
TAZ29 a aktin), ktoré by potencidlne mohli regulovat’ vyvoj praSnikov a samciu sterilitu
u 7B-1. Kobjasneniu mechanizmov regulacie samcej sterility u 7B-1, bolo vykonané
stadium transkriptomickych profilov pelnic 7B-1 a WT vyuzitim sekvenovania mRNA
(Omidvar et al., 2017).

Rastliny, ktoré vykazuju samciu sterilitu azvySent rezistenciu, su velmi casto
pouzivané v §lachtitel'skych programoch. Ich vyuzite je vSak niekedy limitované zvySenou
citlivostou k r6znym abiotickym a biotickym stresom (Bergougnoux et al., 2009; Hlavinka
etal., 2013).

3.4.1.1 Modelova rastlina 7B-1 a ABA

Jednym z moZznych mechanizmov, ktorym rastliny odolavaju abiotickému stresu je
akumulacia endogénnej ABA. Rastliny 7B-1 a WT vystavené réznym stresom mozu mat’
teda zvySenu hladinu ABA. Inhibi¢ny efekt posobiaceho stresu moze byt Ciastone alebo
uplne potlaceny vplyvom fluridonu (inhibitor ABA biosyntézy). Experimentom bolo
preukazané, ze fluridon v nizkych koncentraciach (0,1 a 1 uM) stimuloval rast hypokotylu
vo vicsej miere u WT, nez u 7B-1. Dévodom mdze byt zvySend hladina pre-existujucej
ABA u 7B-1, ktora ma na rast inhibi¢né ucinky. Zaroven moze byt zvysend citlivost’ 7B-1
k exogénnej ABA vysvetlena na zaklade vysokého obsahu ABA v semenach rastlin
(Fellner and Sawhney, 2001; Fellner et al., 2001).

V pripade, ak je rastlina vystavend suchu, dochiadza k zvySeniu transpiracie a
zniZeniu vodného potencidlu, na ¢o rastlina reaguje syntézou ABA. ABA mdze nasledne
indukovat’ uzatvorenie prieduchov alebo inhibovat' ich otvorenie. Princip uzavretia
prieduchov spociva vo vizbe ABA na receptor, ¢im dochadza k produkcii H20, a NO
a aktivacii signalnej kaskady, ktora vedie k toku K* a CI" von z buniek prieduchov. Svetlo,
obzvlast BL, stimuluje otvaranie prieduchov. U mutovanych rastlin 7B-1 nebolo otvaranie
prieduchov stimulované modrym svetlom. Vyuzitim ABA a latky, ktora blokuje anidnové
kanaly, bolo zistené, ze mutacia 7B-1 pravdepodobne ovplyviiuje funkciu anidonovych
kanalov v plazmatickej membrane buniek, ktoré su zapojené v procese otvarania
prieduchov. Aktivita anidnovych kanalov u mutanta je znizend v dosledku rezistencie k BL
a zaroven kvoli zvysenej hladine endogénnej ABA (Fellner and Sawhney, 2002; Jezilova
et al., 2012; Hlavinka et al., 2013).
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3.4.1.2 Modelova rastlina 7B-1 a ethylén

Experimentalne testovany bol aj vztah modelovej rastliny 7B-1 ainych
fytohormoénov, napriklad ethylénu. Ethylén je plynny hormon, ktory reguluje velké
mnozstvo fyziologickych procesov vratane klienia rastlin, kvitnutia, dozrievanie plodov,
rastu korena a pod. Prvy ucinok, ktory bol u ethylénu popisany, bola tzv. trojita odozva
(,triple response®). Trojita odozva znamena redukované predlZzovanie hypokotylu,
zhrubnutie stonky a vytvorenie apikalneho hacéiku. Konkrétne ide o vplyv ethylénu na
etiolizované rastliny (Prochazka 1998; Taiz and Zeiger, 2010). Biosyntéza ethylénu
a citlivost’ pletiv k ethylénu moze byt ovplyvnena inymi rastlinnymi fytohormoénmi.
Napriklad, produkcia ethylénu méze byt regulovana auxinmi, cytokininmi a ABA. Svetlo
je taktiez zapojené do regulécie syntézy ethylénu.

Skiimany bol vztah rastlin  7B-1 kprekurzoru ethylénu, ktorym je
1-aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina (ACC). V tme vykazoval 7B-1 normalnu
trojitu odozvu k aplikovanej ACC. Rovnaka reakcia bola pozorovana aj u WT. Na svetle
bol hypokotyl 7B-1 viac citlivy k ACC, ale zaroven menej citlivy k inhibitoru aktivity
ethylénu (thiosulfat strieborny) nez u WT. U mutanta bola zaznamenand znizena produkcia
ethylénu, ¢o mohlo mat’ za néasledok zvysenu citlivost’ k exogénne aplikovanej ACC. Listy
rastlin obsahovali zvy$ené mnozstvo chlorofylu (v porovnani s WT), ktory bol zaroven pri
reakcii na ACC degradovany. Experimentom bolo zistené, Ze zniZena produkcia ethylénu
u 7B-1 je pravdepodobne prepojend s vySSou koncentraciou endogénnej ABA (Fellner

et al., 2005).

3.4.1.3 Modelova rastlina 7B-1 a zmeny vo fotosyntéze

Urastlin 7B-1 boli pod modrym svetlom skumané aj zmeny vo fotosyntéze.
Sledované boli zmeny v rychlosti fotosyntézy (Pn), vodivosti prieduchov (gs), vnatornej
efektivite vyuzitia vody (WUE;) a obsahu chlorofylu [Chl (a+b)]. V mladych listoch boli
hodnoty P, gs a [Chl (a+b)] takmer rovnaké u oboch genotypov (7B-1 i WT). S postupnym
starnutim listov zvySovalo BL hodnoty Pn a gs az na stalu hodnotu, ktora bola v pripade
7B-1 niz$ia nez u WT. Naopak, hodnota WUE; bola medzi 4. a 9. tyzdiiom vyssia u 7B-1
v porovnani s WT. Odli$nosti v jednotlivych hodnotdch medzi WT a 7B-1 mo6zu byt opét’
odovodnené na zéklade zvySenej hladiny ABA u rastlin 7B-1 aich zniZenou citlivostou

k ABA Vv skorych stadiach rastu (Jezilova et al., 2012).

28



3.4.1.4 Modelova rastlina 7B-1 a oxid dusnaty (NO)

NO je doélezitou signadlnou molekulou, ktora je zapojend v signalnej dradhe a regulécii
rastu, vyvoja a schopnosti reagovat’ na stimuly vonkajSieho prostredia. NO sa taktiez
zucCastiuje reakcie na bioticky stres vyvolany virusovymi, bakteridlnymi alebo hubovymi
patogénmi. Za urcitych okolnosti méze NO posobit’ ako antioxidant a chranit’ rastliny pred
zvysSenou koncentraciou reaktivnych foriem kyslika.

Donor NO (SNG) zohrava dolezita tlohu v prelomeni obdobia dormancie a navodeni
klicenia semien. Naopak, scavenger NO (PTIO) ciasto¢ne alebo takmer uplne inhibuje
klicenie. Fakt, ze SNG bol schopny ¢iasto¢ne obnovit’ kli¢enie semien, sved¢i o tom, ze
existuje urcité prepojenie medzi inhibiciou kli¢enia prostrednictvom ABA a nizkou
koncentraciou NO. NO sa akumuluje vo vys$sej miere u 7B-1 nez u WT. Miesta produkcie
NO boli detekované vyuzitim fluorescencne znacenej sondy DAF-FM DA. Vysledkom
bolo zistenie, Ze semena rastliny 7B-1 vystavené osmotickému stresu produkuji vacsie
mnozstvo NO, nez semena Standardného genotypu. Koncentracia NO a ABA je regulovana
svetlom. BL zvySuje intenzitu reakcie rastlin na stres (Shi et al., 2005; Piterkova et al.,
2012).

3.4.1.5 Modelovd rastlina 7B-1 a antokydny

Antokyany predstavuji jednu z najrozsirenejSich tried rastlinnych pigmentov. St to
flavonoidné latky, ktoré maji funkciu fotoprotektantov, teda st schopné chranit’ rastlinu
pred uUc¢inkami silného svetelného Ziarenia (napr. UV-B radiacia). Zaroven su schopné
zmiernit' fotooxidativne poSkodenie listov, ato zachytdvanim volnych radikélov
a reaktivnych foriem kyslika.

Hladina antokyanov sa 1i§i podla druhu rastlin a organov/pletiv. Hypokotyl
mutantnej rastliny 7B-1 vystaveny pdsobeniu fluridonu vykazoval intenzivne fialové
sfarbenie. Za vysokl intenzitu sfarbenia je pravdepodobne zodpovedna vysoka hladina
antokyanov. Dokonca aj semena 7B-1 boli tmavsie sfarbené nez semend WT. Antokyany
mozu byt produkované nielen posobenim svetla, ale aj ako odpoved’ na stres a hormony,
vratane ABA. ZvySena koncentracia antokyanov v hypokotyloch rastlin 7B-1 moZe
pravdepodobne suvisiet' so zvySenou koncentrdciou endogénnej ABA v spominanej

mutovanej rastline (Fellner et al., 2001; Sheoran et al., 2006; Carvalho et al., 2011a).

3.4.1.6 Modelova rastlina 7B-1 a bioticky stres
Koronatin (COR) je fytotoxin, ktory je produkovany niektorymi kmenmi baktérie
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Pseudomonas syringae. Jeho produkcia je nevyhnutna pre zabezpecenie Uplnej virulencie
baktérii v rastlinnych bunkach. U rastlin sposobuje Siroku Skalu posSkodeni. Medzi
symptomy vyvolané COR patri degradacia chlorofylu, hypertrofia, inhibicia rastu korefia,
stimulécia produkcie ethylénu, syntéza antokyanov, akumulacia alkaloidov a mnohé
d’alsie. Mutant 7B-1 je Kk tomuto toxinu menej citlivy nez rastliny standardného genotypu.
Posobenim BL dochadza k znizenej degradacii chlorofylu. Znizena citlivost’ rastlin 7B-1 na
COR pri pdsobeni BL je pravdepodobne spojena s nadmernou expresiou génu NPR1 na
BL.

Rastliny si vytvorili sofistikovany mechanizmus, ako sa branit’ proti utoku
patogénov. Rastliny 7B-1 i WT akumuluju vo svojich hypokotyloch kyselinu salicylova
(SA), kyselinu jasmoénova (JA) a ABA ako odpoved na COR. Hladina SA a ABA bola
u 7B-1 zretel'ne vysSia nez u WT, obzvlast pri posobeni BL (Bergougnoux et al., 2009).
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4 Material a metodika

4.1 Rastlinny material
K jednotlivym experimentom boli pouzité semena raj¢iaka jedlého (Solanum

lycopersicum L.). Konkrétne semena mutantov 7B-1, hpl, cryl-1 asemena prislusnych
kultivarov, od ktorych boli mutanty odvodené (cv. Rutgers, cv. Rutgers; LA3004
a cv. Money Maker):

e mutant 7B-1, geneticky zéklad cv. Rutgers,

e mutant hpl, geneticky zaklad cv. Rutgers; LA3004,

e mutant cryl-1, geneticky zéklad cv. Money Maker.

Spontanny recesivny jednoduchy mutant 7B-1 bol vyizolovany na zaklade samcej
sterility, ktora sa prejavuje pocas dlhych dni (16 hod denné svetlo / 8 hod tma). Funkcia
samotného mutovaného génu 7B-1 nie je doposial’ znama, ale podl'a doterajSich stadii ide
pravdepodobne o defekt v signalnej drahe modrého svetla (Hlavinka et al., 2013). Mutant
bol ziskany zo zakladného genotypu, Kkultivaru Rutgers (cv. Rutgers). Semena
porovnavanych genotypov boli poskytnuté Vipen K. Sawhney (University of
Saskatchewan, Canada).

Recesivny mutant cryl-1 sa vyznacuje svojou redukovanou citlivostou k modrému
svetlu (BL), ktora je vysledkom mutacie génu CRY1, kodujiuceho receptor modrého svetla
— kryptochrom 1 (cryl). Vtomto pripade ide 0 indukovanii mutdciu, teda muticiu
vyvolanu posobenim y-ziarenia. Mutant bol ziskany zo Standardného genotypu, kultivaru
Money Maker (cv. MM) (Weller et al., 2001). Semena mutanta cryl-1 a kontrolného
genotypu cv. MM boli poskytnut¢é R. E. Kendrickom (Wageningen University,
Wageningen, The Netherlands).

Poslednym testovanym mutantom bol monogénny recesivny mutant hpl (high
pigmentl). Tento mutant je taktieZ charakterizovany oneskorenim fyziologickych procesov
(rast a vyvoj) zavislych na svetelnych podmienkach (Azari et al., 2010). Charakteristicka je
jeho zvysena citlivost’ k svetlu (Lieberman et al., 2004; Srinivas et al., 2004). Mutacia
spo¢iva v poruche génu SIDDBI, ktory koduje DDB1 (UV-damaged DNA-binding
protein 1) (Yuxiang et al., 2016). Typickymi znakmi mutovanych rastlin je kratsi
hypokotyl, zvysené hladiny antokyanov, zvySeny pocet plastidov a celkovo vyssia
pigmentacia listov a plodov v porovnani s WT (Bino et al., 2005; Azari et al., 2010).
Mutant bol odvodeny zo Standardného genotypu, kultivaru Rutgers (cv. Rutgers; LA3004)
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(Carvalho et al.,, 2011b). Semena mutanta hpl akontrolného genotypu cv. Rutgers;
LA3004 boli poskytnut¢ C. M. Rickom (TGC: Tomato Genetics Cooperative,
http://tgc.ifas.ufl.edu/).

4.2 Chemikalie a roztoky

Sacharosa

Murashige and Skoog Basal Salt Mixture (MS; Murashige and Skoog, 1962; Cat.
no. M5524, Caisson, USA)

Pufr MES

Phyto agar

1 M KOH

NaClO (2,8 %) — SAVO (0,6 | SAVO + 0,4 | dH:20)

Ethanol (96 %)

ABA — zasobny roztok o koncentracii 10 mol/l

Sterilna destilovana voda (dH20)

4.3 Pristrojové vybavenie

laminarny flowbox (Holten Horizontal Laminar Airflow Clean Bench, Thermo
Scientific)

automaticka rastova komora (Microclima 1000E, Snijders Scientific B.V.,
The Netherlands) s modrym svetlom (Blue light — BL; zdroj svetla: trubice Philips
TLD-36W/18-Blue, Philips USA; maximalne oZiarenie pri 440 nm 10 pmol m? s?)
automaticka rastova komora (Microclima 1000E, Snijders Scientific B.V.,
The Netherlands) s ¢ervenym svetlom (Red light — RL; zdroj svetla: trubice Philips
TLD-36W/15-Red, Philips USA; maximélne oZiarenie pri 660 nm 10 pmol m? s

pH meter

magnetickd mieSacka

analytické vahy

predvazky

4.4 Pomocky

Plastové okruhle Petriho misky (priemer 90 mm), plastové sterilné skimavky (50 ml) typu

Falcon, automatické pipety Proline (2-20 ul, 20-200 pl, 1 ml a 10 ml), sterilné plastové
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Spicky, sterilnd Erlenmayerova banka (250 ml), kadicka (600 ml), lichovy kahan, pinzeta,
skalpel, lepiaca paska z netkanej textilie (REF: 1320103112, BATIST), alobal, plastové
pravitko (30 cm), zapalky

4.5 Pracovné postupy

45.1 Priprava kultivaéného média (Murashige-Skoog médium)

Pri vSetkych vykonanych experimentoch bolo pouzité¢ pevné kultivaéné médium, a to
MS médium (Murashige and Skoog, 1962). Na pripravu 2 | kultivaéného média bolo
navazenych: 20 g sachardzy, 8,66 g MS média a 390,4 mg pufru MES. Pufr MES bol kvoli
nizkej pozadovanej hmotnosti a vysSej presnosti navazeny na analytickych vahach.
Nasledne boli vSetky navazené zlozky rozpustené za neustdleho mieSania na magneticke;j
mieSacke v 1 | destilovanej vody. Po dokladnom rozpusteni vSetkych zloziek bol roztok
doplneny na objem 2 1.

Vlozenim elektrody pH metru do pripraveného roztoku v Erlenmayerovej banke bolo
zmerané jeho pH, ktoré bolo nésledne upravené pomocou 1 M KOH na hodnotu 6,1.

Po uprave pH bolo za pomoci odmerného valca médium rozdelené po 400 ml do
piatich sklenenych flia§ o objeme 500 ml. Este pred samotnym rozdelenim média bolo do
kazdej sklenenej fl'ase navazenych 2,8 g agaru. Pripravené médium v sklenenych fl'asiach

bolo vysterilizované v autoklave. Sklenené fl'ase boli nasledne uchovavané v chladnicke.

4.5.2 Pouzité koncentracie ABA

Pri testovani vplyvu exogénnej ABA na rastové reakcie porovnavanych genotypov,
bol pouzity zasobny roztok ABA o koncentracii 102 mol/I.

Zasobny roztok ABA bol nasledne pipetovany do 120 ml kultivacného média podla
nasledujuce;j tabul’ky:

Tabulka ¢.1: Testované koncentracie a pridavané objemy ABA do 120 ml kultiva¢ného

média

Koncentracia zasobného

roztoku ABA [mol/l] 10

Testované koncentracie

ABA [mol/I] 0 10 3x10® 10° 3x10°

Pridavané objemy do

120 ml média [pl] - 12 36 120 360
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4.5.3 Sterilizicia a vysev semien

Pred zacatim kazdého experimentu bolo napocitané prislusné mnozstvo semien
Z kazdého testovaného genotypu (vzdy 250 semien).

Semena boli nasledne povrchovo sterilizované v plastovych skumavkach (50 ml)
typu Falcon v priblizne 40 ml 2,8% roztoku SAVA (0,6 | SAVO + 0,4 | dH20). Sterilizacia
prebiechala za obcasného premieSania (kvoli zvySenej ucinnosti sterilizacie) po dobu
25-30 min. Po ukonéeni sterilizacie boli semena oplachnuté destilovanou vodou, a to tak,
Ze za pomoci automatickej pipety (10 ml) bol odpipetovany cely objem roztoku SAVA zo
skimavky a do prazdnej skiimavky so semenami bolo, naopak, naliatych 40 ml sterilnej
destilovanej vody. Tymto sposobom boli semend v oboch plastovych skimavkach
oplachnuté piatkrat. Pri celom postupe sterilizacie semien bolo ddlezité dbat’ na to, aby sa
plastova Spicka pipety nedotykala pracovnej plochy flowboxu (zabranenie kontaminacie).

Pred vykonanim samotného vysevu bolo pripravené kultivacné médium (200 ml MS
média) rozohriaté v mikrovinnej rire (po rozohriati podoba ¢ireho roztoku) a nasledne
rozdelené po 20 ml na plastové okruhle sterilné Petriho misky (priemer 90 mm). Vysev
prebiehal v laminarnom flowboxe za sterilnych podmienok pri dennom svetle. Pomocou
pinzety (sterilizacia 96 % ethanolom a opalenie nad plamenom liehového kahana) bolo na
kazdu Petriho misku so stuhnutym kultivaénym médiom vysiatych priblizne 50 semien.

Vsetky Petritho misky s vysiatymi semenami boli po obvode dvakrat oblepené
lepiacou paskou z netkanej textilie a zabalené do alobalu. Nasledne boli vSetky misky
vlozené do automatickej rastovej komory, kde boli semena kultivované 3 dni pri teplote

23°C.

4.5.4 Kultivacia rastlin na médiu obsahujiucom ABA

Po vykli¢eni dostatocného pocétu semien (po 3-dnovej kultivacii v tme pri teplote
23°C), boli semena za sterilnych podmienok prenesené na nové kultivacné médium (MS
médium) obsahujiice poZadovanu koncentraciu ABA.

Pred samotnym transferom bolo kultiva¢éné médium rozohriaté v mikrovlnnej rare
(600 ml MS meédia). Zo sklenenej fl'ase s rozohriatym médiom bolo vzdy 120 ml média
odliatych do sterilnej Erlenmayerovej banky (za pomoci sterilnej plastovej skimavky typu
Falcon). Nasledne bolo do média napipetované prislusné mnozstvo ABA (koncentracia
zasobného roztoku 1072 mol/l), &m bolo ziskanych 120 ml MS média s pridavkom ABA

s roznou koncentraciou (0, 10, 3x10°, 10° a 3x10° mol/l). Pozadovany objem ABA
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mohol byt aplikovany do kultivacného média az v momente, kedy sa teplota kultivaéného
média blizila izbovej teplote. Médium s prislusnym pridavkom ABA bolo rozdelené vzdy
na 6 plastovych okrahlych sterilnych Petriho misiek (na kazd Petriho misku 20 ml média).

Pomocou pinzety (sterilizacia 96 % ethanolom a opalenie nad plamefiom liehového
kahana) bolo na kazdu Petriho misku so stuhnutym kultivaénym médiom prenesenych
priblizne 6-9 vyklicenych semien testovaného genotypu (podl'a mnozstva vykli¢enych
semien). Semena boli uloZzené do jedného horizontalneho radu na povrch kultiva¢ného
média v Petriho miskach (konkrétne 30 sterilnych Petriho misiek — kazdych 6 sterilnych
Petriho misiek s inou koncentraciou ABA; z toho kazdé 3 sterilné Petriho misky pre iny
testovany genotyp). Pri prendSani semien na nové médium bolo dolezité dbat’ na to, aby na
kazdej Petriho miske bol rovnaky pocet semien s kratkymi i dlh§imi korienkami.

Vsetky Petriho misky s prenesenymi vyklicenymi semenami boli po obvode dvakrat
oblepené lepiacou paskou z netkanej textilie. Cast’ Petriho misiek s vykliGenymi semenami
bolo zabalenych do alobalu a vloZzenych do automatickej rastovej komory. Druha cast’
Petriho misiek s kli¢iacimi semenami bola vlozena do plastovych stojanov umoziujucich
kultivéaciu rastlin vo vertikdlnej polohe a umiestnend do rovnakej automatickej komory
s modrym svetlom. Tretia Cast’ rastlin v Petriho miskach a plastovych stojanoch bola
umiestnena do automatickej rastovej komory s ¢ervenym svetlom VSetky Petriho misky

S rastlinami boli kultivované po dobu 7 dni pri teplote 23°C.

455 Meranie dizky koreiia a hypokotylu rastlin

Pred samotnym meranim jednotlivych rastlin kultivovanych 7 dni pri teplote 23°C
v automatickych rastovych komorach pri réznych podmienkach (r6zne svetlo, odliSna
koncentracia ABA) boli rastliny najprv vizualne zhodnotené. Zhodnotené boli ich
charakteristické znaky (sfarbenie, velkost a tvar kotyledonov, dizka hypokotylu a korefa,
pripadne pritomnost’ listovej alebo korenovej nekrozy).

Pri merani rastlin bola nutna opatrnost’ kvoli ich krehkosti (predovsetkym rastliny
kultivované v tme). U kazdej rastliny bola najprv zmerana korefiova ¢ast’ a nasledne dizka
hypokotylu (s presnostou na 1 mm). Ztroch opakovani experimentu boli vypocitané
priemerné hodnoty dizky korea a dizky hypokotylu. Hodnoty boli spracované pomocou
programu Microsoft Excell 2013.

35



5 Vysledky

Cielom experimentdlnej Casti bakalarskej prace bolo zistit, ¢i, ako,
a prostrednictvom ktorych fotoreceptorov svetlo, predovsetkym modré, ovplyviuje rastové
reakcie hypokotylu a korena rastlin raj¢iaka k rastovému hormoénu kyseline abscisovej
(ABA). K naplneniu ciel'a prace bol vyuzity tzv. geneticky pristup, ktory spocival vo
fyziologickej analyze mutantov raj¢iaka jedlého (Solanum lycopersicum L.) a prislusnych
kultivarov, od ktorych boli mutanty odvodené. VSetky experimenty boli vykonané podl'a

postupu, detailne popisané¢ho v metodike (vid’ predchadzajica kapitola).

5.1 Fenotypy Studovanych mutantov a prislu$Snych kultivarov

Fenotypy jednotlivych genotypov sa vyrazne liSili v zavislosti od koncentracie
exogénnej ABA pridanej do kultivaéného média a svetelnych podmienok, pri ktorych
prebiehal ich rast.

Vsetky  genotypy pestované vtme vykazovali charakteristické znaky
skotomorfogenézy. Ich hypokotyly boli krehké s typickym bielo-zltym sfarbenim (bez
pritomnosti chlorofylu). So stupajicou koncentraciou ABA bol hypokotyl rastlin stale
krat§i v porovnani s rastlinami pestovanymi na kultivaénom médiu s nulovou
koncentraciou ABA. Dizka korefia bola v porovnani s dizkou hypokotylu vyrazne mensia,
¢o je charakteristické pre rastliny pestované bez svetelnej energie.

U rastlin pestovanych na modrom svetle boli, naopak, pozorované znaky typické pre
fotomorfogenézu. Predlzovanie hypokotylu bolo inhibované svetlom. Hypokotyly mali
zelené sfarbenie rovnako ako aj kotyledony. So stipajucou koncentraciou ABA mali
rastliny krat§i hypokotyl, mensie atmavs$ie kotyledony akratSie korene v porovnani
s rastlinami na Petriho miske s nulovou koncentraciou ABA. Hypokotyl a koren u mutanta
7B-1 amutanta cryl-1 bol vyrazne dlh$i nez u odpovedajucich kultivarov. V pripade
mutanta hpl bol, naopak, hypokotyl a koreni vyrazne kratsi, nez u WT.

Fenotyp rastlin pestovanych na ¢ervenom svetle sa vyrazne nelisil od fenotypu rastlin
pestovanych na modrom svetle. Rozdiel bol pozorovany iba pri dizke a sfarbeni
hypokotylu a velkosti kotyledonov. Rastliny mali dlhsi a tmavsi hypokotyl a vicsie
kotyledony V porovnani s rastlinami pestovanymi na modrom svetle. U mutanta 7B-1
amutanta cryl-1 sa dizka korefia a hypokotylu vyrazne neodliSovala od dizky korena

a hypokotylu u WT. Naopak, u mutanta hpl bola podobne ako na modrom svetle dizka
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korena a hypokotylu vyrazne kratsia, nez u WT.

5.2 Rastové reakcie korena a hypokotylu k exogénnej ABA

Pri kazdom vykonanom experimente bol rast rastlin ovplyvneny pridavkom ABA
(koncentracia zasobného roztoku 102 mol/l) do zakladného kultivaéného média.
Testovanych bolo pit réznych koncentrcii ABA (0, 10, 3x10®, 10° a3 x 10° mol/l).
Experimenty prebiehali in vitro pod vplyvom svetla o roznej vinovej dizke (BL, RL)
asuCasne vtme (D). Ukazdého mutanta a prislusného kultivaru bol experiment
zopakovany trikrat, predovsetkym kvoli prirodzenej variabilite rastu rastlin, a teda kvoli

vys$sej presnosti ziskanych vysledkov.

5.2.1 Rastové reakcie hypokotylu

Pri vyhodnocovani vysledkov ziskanych ztroch nezavislych experimentov bolo
sledované, aky vplyv maji vybrané mutacie 7B-1, cryl-1 a hpl na citlivost’ hypokotylu
k ABA azaroven, ako sa citlivost hypokotylu k ABA meni v zavislosti na réznych
svetelnych podmienkach (D, BL a RL). V nasledujtcej Casti su vysledky prezentované
dvoma typmi grafov. Prvy typ grafov zobrazuje zavislost’ priemernej dizky hypokotylu
vybranych genotypov na koncentracii ABA pod vplyvom modrého a Cerveného svetla
a taktiez aj tmy. Druhy typ grafov (stipcovy graf) zobrazuje percentualnu mieru inhibicie
rastu hypokotylu danych genotypov pri koncentracii 3x10® mol/l exogénnej ABA.

Inhibicia rastu hypokotylu (i korena v d’alSej Casti prace) bola vypocitana podla

nasledujtiiceho vzorca:

% inhibicia =

X 100 %

kde a = hodnota diZky hypokotylu pri koncentracii 0 mol/l, b = hodnota diZky hypokotylu

pri koncentracii 10 mol/l.

e mutant 7B-1; geneticky zaklad cv. Rutgers (WT)
V pripade rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers bola po kultivacii na modrom
a cervenom svetle pozorovana inhibicia rastu hypokotylu. Islo o jednu z typickych reakcii
Vv procese fotomorfogenézy, pri ktorom svetelny signal meni rastlinu na formu, ktora je
schopna fotosyntetizovat. Pri nulovej koncentracii exogénnej ABA dosahovala dizka
hypokotylu WT kultivovanych v tme 130 mm. Na modrom svetle bol hypokotyl dlhy uz

iba 32 mm ana cervenom svetle 71 mm. Rovnaky trend vplyvu modrého a ¢erveného
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svetla bol pozorovany u vsetkych nizSie popisanych genotypov.

Na Obrazku ¢. 6 je viditelna zvySend inhibicia rastu hypokotylu cv. Rutgers
s postupne narastajucou koncentraciou exogénnej ABA. Napr., pri koncentracii 10° mol/l
ABA sa dizka hypokotylu skratila viac neZ o polovicu, konkrétne zo 130 mm na priblizne
455 mm (t.J. inhibicia 65 %). Podobné rastové reakcie hypokotylov k zvySujicej sa
koncentracii ABA boli pozorované aj u rastlin pestovanych na modrom a ¢ervenom svetle.
Na modrom svetle bola priemerna dizka hypokotylu rastlin posobenim koncentracie
10° mol/l ABA znizena priblizne o polovicu, t.j. 54 %. Na &ervenom svetle bola pri
rovnakej koncentracii inhibicia rovna takmer 66 %, ¢o znamena, e dizka hypokotylu bola

skratend podobne ako v tme 0 viac nez polovicu.

cv. Rutgers
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Obrizok ¢&. 6: Priemerna dizka hypokotylu rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers v zavislosti na
rasticej koncentracii exogénnej ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom
svetle (RL). Vysledky zobrazuju priemerné hodnoty dizky hypokotylu + SE ziskané z troch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu = 5 az 10.

V pripade genotypu 7B-1 bol hypokotyl po kultivacii na modrom svetle dlhsi
Vv porovnani s hypokotylom genotypu cv. Rutgers. Pri nulovej koncentracii dosahovala
priemernd dizka hypokotylu WT 32 mm, u 7B-1 to bolo priblizne 47 mm. Po kultivacii
vtme ana Gervenom svetle sa priemerna dizka hypokotylu oboch genotypov vyrazne
neodliSovala.

Ziskané vysledky u genotypu 7B-1 st porovnatelné s vysledkami ziskanymi pri
genotype cv. Rutgers. So stdpajucou koncentraciou exogénnej ABA priemerna dizka
hypokotylu klesala. Pri koncentracii 10° mol/l ABA bol hypokotyl skrateny viac nez
dvojnasobne pri vSetkych svetelnych podmienkach (tzn. inhibicia bola vysSia nez 50%)

(vid’ Obrazok ¢. 7).
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Obrizok & 7: Priemerna dizka hypokotylu rastlin Solanum lycopersicum L. mutanta 7B-1 v zavislosti na
rasticej koncentracii exogénnej ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom
svetle (RL). Vysledky zobrazujii priemerné hodnoty dizky hypokotylu + SE ziskané z troch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu = 5 az 10.

Obrazok ¢&. 8 zobrazuje percentualnu mieru inhibicie dizky hypokotylu cv. Rutgers
a7B-1 pri vybranej koncentracii 3x10° mol/l exogénnej ABA. U oboch sledovanych
genotypov bola pozorovana zvySena citlivost k exogénnej ABA pri pdsobeni svetla.
Inhibicia rastu hypokotylu bola ako u cv. Rutgers, tak aj u 7B-1 na modrom svetle vyrazne
silnej§ia v porovnani s inhibiciou vtme. Na cervenom svetle bola inhibicia oboch
genotypov priblizne dvojnasobne silnejSia nez v tme. Citlivost’ hypokotylu k ABA sa
medzi cv. Rugers a 7B-1 takmer nijako nelisila ani v tme, ani na modrom a ¢ervenom

svetle.

Inhibicia rastu hypokotylu cv. Rutgers a 7B-1
pri koncentracii 3x10-6 mol/l ABA
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Inhibicia rastu hypokotylu (%)

Obrazok ¢. 8: Inhibicia rastu hypokotylu rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a7B-1 pri
koncentracii 3x10° mol/l ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a &ervenom svetle
(RL). Vysledky zobrazuji priemerné hodnoty inhibicie rastu hypokotylu, ziskané z troch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu = 5 az 10.
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e mutant cryl-1; geneticky zaklad cv. Money Maker (WT)

Citlivost’ na kyselinu abscisovu sa prejavila aj u rastlin Standardného genotypu
cv. MM kultivovanych v tme, na BL a RL. V tme, rovnako ako aj na modrom a ¢ervenom
svetle, bola dizka hypokotylu pri koncentracii 10° mol/l ABA skrateni o viac neZ 0
polovicu. Inhibicia rastu hypokotylu v tme bola pri spominanej koncentracii ABA priblizne
64 % (hypokotyl skrateny zo 127 mm na 46 mm). Na modrom a ¢ervenom svetle bola
inhibicia pri tejto koncentracii priblizne 59 %. Najvicsi rozdiel v dizke hypokotylu, medzi
rastlinami rastGcimi vtme, na BL aRL bol pozorovany predovSetkym pri nizSich

koncetraciach ABA (10 a 3x10 mol/l).
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Obrizok &. 9: Priemerna dizka hypokotylu rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Money Maker v zavislosti na
rasticej koncentracii exogénnej ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom
svetle (RL). Vysledky zobrazujii priemerné hodnoty dizky hypokotylu + SE ziskané z troch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu = 5 az 10.

Aj u hypokotylu mutanta cryl-1 sposobila postupne zvySujica sa koncentracia
exogénnej ABA inhibiciu jeho elongécie.

Zaujimavym pozorovanim bolo, Ze na modrom svetle bol hypokotyl v porovnani
scv. Money Maker dlhsi. Pri nulovej koncentracii ABA dosahovala dizka hypokotylu
u WT priblizne 46 mm, u cryl1-1 to bolo 60 mm.
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Obrizok & 10: Priemerna dizka hypokotylu rastlin Solanum lycopersicum L. mutanta cryl-1 v zavislosti na
rasticej koncentracii exogénnej ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom
svetle (RL). Vysledky zobrazuju priemerné hodnoty dizky hypokotylu + SE ziskané z troch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu = 5 az 10.

Porovnanie Urovne inhibicie rastu hypokotylu cv. MM a cryl-1 pri koncentracii
3x10° mol/l ABA v zavislosti na réznych svetelnych podmienkach zobrazuje Obrazok
¢. 11. Na svetle bola miera inhibicie u oboch genotypov o0 nie¢o malo vysSia v porovnani
S mierou inhibicie vtme. Neboli vSak zaznamenané Zziadne vyrazne rozdiely. Medzi
cv. MM acryl-1 nebol pozorovany takmer Ziadny rozdiel v inhibicii za rovnakych
svetelnych podmienok. Napr., na modrom svetle dosahovala inhibicia hypokotylu u

cv. Rutgers 51 % a u cryl-1 49%.

Inhibicia rastu hypokotylu cv. MM a cryl-1 pri
koncentracii 3x10° mol/l ABA
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Obrazok ¢. 11: Inhibicia rastu hypokotylu rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Money Maker (MM) a cryl-1
pri koncentracii 3x10® mol/l ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom svetle
(RL). Vysledky zobrazuji priemerné hodnoty inhibicie rastu hypokotylu, ziskané z troch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu = 5 az 10.
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e mutant hpl; geneticky zaklad cv. Rutgers; LA3004 (WT)

Vysledky v Obrazku ¢. 12 zobrazuju, Zze ABA inhibovala rast hypokotylu
cv. Rutgers; LA3004 umerne so zvySujucou sa koncentraciou. Napr., pri koncentracii
10°® mol/l ABA bola dizka hypokotylu skratena na 37 mm.

Vyrazny rozdiel v inhibicii medzi rastlinami kultivovanymi v tme, na modrom
a cervenom svetle bol pozorovany iba pri nizSich koncentraciach pouzitej exogénnej ABA,
ato konkrétne pri koncentracidch 10® a 3x10® mol/l. Pri vys§ich koncentraciach nebol

rozdiel v inhibicii taky vyrazny.
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Obrazok & 12: Priemerna dizka hypokotylu rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers; LA3004
Vv zavislosti na rasticej koncentracii exogénnej ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL)
a ervenom svetle (RL). Vysledky zobrazuji priemerné hodnoty dizky hypokotylu + SE ziskané z troch
nezavislych experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu = 5 az 10.

Mutant hpl sa vyznaCoval tym, Ze na modrom a Cervenom svetle vytvaral
v porovnani s cv. Rutgers; LA3004 velmi kratky hypokotyl, pricom dizka hypokotylu hpl
v tme bola porovnatelna s dizkou hypokotylu ucv. Rutgers; LA3004. | umutanta hpl
ABA inhibovala rast hypokotylu. S rasticou koncentraciou exogénnej ABA sa dizka
hypokotylov zmenSovala vyrazne u rastlin kultivovanych v tme a na ¢ervenom svetle. Pri
koncentracii 10° mol/l ABA bola dizka hypokotylu u etiolizovanych rastlin a rastlin
pestovanych na ¢ervenom svetle skratena o nieco viac nez 0 polovicu. Naopak, na modrom
svetle dosahovala inhibicia pri spominanej koncentracii iba 37 % (hypokotyl zmenseny

z 21 mm na 13 mm).
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Obrizok & 13: Priemerna dizka hypokotylu rastlin Solanum lycopersicum L. mutanta hpl v zavislosti na
rasticej koncentracii exogénnej ABA. Rastliny pestované 7 dni vtme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom
svetle (RL). Vysledky zobrazujii priemerné hodnoty dizky hypokotylu + SE ziskané z troch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu = 5 az 10.

Z Obrazku ¢. 14 je opat’ viditeI'na mierne zvysSena citlivost’ hypokotylu cv. Rutgers;
LA3004 k exogénnej ABA pri pdsobeni svetla. Pocas nepritomnosti svetla bola inhibicia
40 %, zatial’ ¢o pri posobeni vysokoenergetického modrého svetla inhibicia stupla na 50 %.

Inhibicia rastu hypokotylu u genotypu hpl pri koncentracii 3x10° mol/l ABA sa od
Standardného genotypu liSila v zavislosti od svetelnych podmienok. Na rozdiel od
cv. Rutgers; LA3004 bol genotyp hpl menej citlivy k exogénnej ABA, a to predovsetkym
na modrom svetle. Na modrom svetle dosahovala inhibicia uhpl 29 %, zatial’ ¢o u
cv. Rutgers; LA3004 az 50 %. Na cervenom svetle nebol rozdiel v inhibicii medzi oba
genotypmi vyrazny.

Inhibicia rastu hypokotylu cv. Rutgers; LA3004
a hpl pri koncentracii 3x10-° mol/l ABA
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20
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Obrazok ¢. 14: Inhibicia rastu hypokotylu rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers; LA3004 a hpl pri
koncentracii 3x10°® mol/l ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom svetle
(RL). Vysledky zobrazuji priemerné hodnoty inhibicie rastu hypokotylu, ziskané z troch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu = 5 az 10.
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5.2.2 Rastové reakcie korena

Pri vyhodnocovani vysledkov, ziskanych ztroch nezavislych experimentov boli
sledované dva deje, a to: vplyv mutacie vybranych genotypov (7B-1, cryl-1 a hpl) na
citlivost’ korena k exogénne aplikovanej ABA a zaroven vplyv svetla s r6znymi vinovymi
dizkami na tato citlivost. V nasledujicej &asti si podobne ako v predchadajiice;
podkapitole (vid’ Rastové reakcie hypokotylu) uvedené dva typy grafov zhritujuce ziskané
vysledky. Prvy typ grafov zobrazuje zavislost priemernej dizky koretia vybranych
genotypov na koncentracii ABA pod vplyvom roznych svetelnych podmienok (BL, RL
aD). Druhy typ grafov (stipcovy graf) zobrazuje inhibiciu rastu korefia vybranych

genotypov pri koncentracii 3x10° mol/l exogénnej ABA.

e mutant 7B-1; geneticky zaklad cv. Rutgers (WT)

U korenov rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers nebola pozorovana inhibicia
elongacie po posobeni svetla. Naopak, svetlo stimulovalo predlzovanie korena. Pri nulovej
koncentracii ABA dosahovala dizka koretia WT kultivovanych na modrom svetle 88 mm
a na ¢ervenom svetle 69 mm. V tme bol koreni dlhy iba 63 mm (vid’ Obrazok ¢. 15).

U rastlin Standardného genotypu cv. Rutgers bola pozorovana inhibicia rastu korena
s rasticou koncentraciou exogénnej ABA. Dizka korefia sa zmen3ovala vyrazne u rastlin
kultivovanych na modrom svetle. Napr., pri koncentracii 10> mol/l ABA bola diZka korena
u rastlin pestovanych na modrom svetle skratena o viac nez polovicu (t.j. z 88 mm sa dizka
korena zmensila na 30 mm). Naopak, u etiolizovanych rastlin a rastlin kultivovanych na

gervenom svetle dosahovala inhibicia pri koncentracii 10° mol/l ABA iba 33 — 39 %.
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Obrazok &. 15: Priemerna dizka korefia rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers v zavislosti na rasticej
koncentracii exogénnej ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom svetle (RL).
Vysledky zobrazuju priemerné hodnoty dizky korefia + SE ziskané z troch nezavislych experimentov.
Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu =5 az 10.
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Svetlo stimulovalo rast korena u rastlin 7B-1 podobne ako u cv. Rutgers. V tme
dosahovala diZka korefia pri nulovej koncentracii ABA takmer 69 mm. Na modrom svetle
bola dizka korefia 88 mm a na &ervenom svetle 79 mm (vid’ Obrazok ¢&. 16).

Vplyv exogénnej ABA na rast korena sa u genotypu 7B-1 oproti genotypu
cv. Rutgers nijako vyrazne neodliSoval. Rast korena bol inhibovany umerne s rastiicou
koncentraciou ABA. U rastlin, ktoré rastli sedem dni na Cervenom svetle aVvtme, sa
inhibicia takmer nijako neodliSovala. Vyraznejsi rozdiel bol pozorovany iba pri najvyssej
koncentracii ABA (3x107° mol/l). V tme dosahovala inhibicia pri koncentracii 3x10° mol/l
ABA 39 %, teda dizka korenia bola oproti diZke korefia pri nulovej koncentracii zmensena
menej neZ o polovicu. Na &ervenom svetle bola dizka korenia pri rovnakej koncentracii
zmenSend zo 79 mm na 30 mm (inhibicia takmer 62 %). Najvyraznej$i inhibi¢ny vplyv

ABA na rast korenia 7B-1 bol pozorovany na modrom svetle (vid’ Obrazok ¢. 16).

7/B-1

100
90
80
70
60
50 ——>D
40 —e—5L
30
20
10

DiZka korefia [mm)]

——RL

0 106 10° 104
[ABA] (mol/l)

Obrizok & 16: Priemernd dizka korefia rastlin Solanum lycopersicum L. mutanta 7B-1 v zavislosti na
rasticej koncentracii exogénnej ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom
svetle (RL). Vysledky zobrazuji priemerné hodnoty dizky korefia + SE ziskané ztroch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu =5 az 10.

Najvicsi rozdiel v sile inhibicie rastu korefia medzi genotypmi cv. Rutgers a 7B-1
bol pozorovany u rastlin kultivovanych na modrom svetle. Pri koncentracii 3x10° mol/l
exogénnej ABA bola inhibicia v porovnani s inhibiciou na ¢ervenom svetle a v tme takmer
dvojnasobne zvysSena, o je viditeI'né aj na Obrazku ¢. 17. Medzi cv. Rutgers a 7B-1 neboli
zaznamenané Zziadne vyrazné rozdiely v citlivosti k ABA ani vtme, ani na modrom

a Cervenom svetle.
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Inhibicia rastu koreia cv. Rutgers a 7B-1 pri
koncentracii 3x10° mol/l ABA
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Obrazok ¢&. 17: Inhibicia rastu korena rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers a mutanta 7B-1 pri
koncentracii 3x10® mol/l ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a dervenom svetle
(RL). Vysledky zobrazuju priemerné hodnoty inhibicie rastu korena, ziskané ztroch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu = 5 az 10.

e mutant cryl-1; geneticky zaklad cv. Money Maker (WT)

U genotypov cv. Money Maker a cryl-1 stimulovalo svetlo rast korena podobne ako
u vSetkych vyssie spominanych mutantov a ich kultivarov.

Exogénna ABA opit’ inhibovala elongaciu koretia genotypu cv. MM. So stupajucou
koncentraciou ABA dizka korefia iimerne klesela. Svetlo vyrazne nezvySovalo citlivost
koreia k ABA. Napr., v tme pri koncentracii 10°° mol/I ABA Klesla dizka koreia zo 66 mm
na 43 mm (t.J. o 36 %), na modrom svetle zo 77 mm na 45 mm (t.j. 0 42 %) a na ¢ervenom
svetle zo 71 mm na 43 mm (t.j. 0 39 %) (vid’ Obrazok ¢. 18).
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Obriazok & 18: Priemerna dizka korefa rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Money Maker v zavislosti na
rastucej koncentracii exogénnej ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom
svetle (RL). Vysledky zobrazujii priemerné hodnoty dizky koreia + SE ziskané ztroch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu =5 az 10.
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U rastlin cryl-1 bola zaznamenana vyraznejSia inhibicia rastu korenia pri vyssich
koncentracidch exogénnej ABA (10° a 3x10° mol/l). Citlivost koretia k ABA bola
vyrazna predovSetkym u rastlin kultivovanych v tme a na modrom svetle. Napriklad, pri
koncentracii 10° mol/l ABA bola dizka korefia rastlin rasticich v tme a na modrom svetle
zmenSend priblizne o polovicu. Na cervenom svetle dosahovala inhibicia pri rovnakej

koncentracii iba 33 % (vid’ Obrazok ¢. 19).

cryl-1
90

80
= 70

[mm
U
o O

N
o

——BL

DlZka Kkorena
w
o

—e—RL

=N
o O o

0 106 103 10
[ABA] (mol/l)

Obrazok & 19: Priemerna dizka korefia rastlin Solanum lycopersicum L. mutanta cryl-1 v zavislosti na
rasticej koncentracii exogénnej ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom
svetle (RL). Vysledky zobrazuji priemerné hodnoty dizky korefia + SE ziskané ztroch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu = 5 az 10.

Z Obréazku €. 20 je viditelné, Ze svetlo vyrazne neovplyviiovalo citlivost’ korena
k exogénnej ABA ani u cv. MM, ani u cryl-1. Inhibicia rastu korena pri oboch genotypoch
bola pri koncentracii 3x10° mol/l ABA takmer rovnaka vo vsetkych pripadoch. Medzi
genotypom cv. MM a cryl-1 nebol zaznamenany ziaden rozdiel v citlivosti k exogénne;j
ABA za ziadnych svetelnych podmienok (D, BL a RL).

47



Inhibicia rastu koreiia cv. MM a cryl-1 pri
koncentracii 3x106 mol/l ABA
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Obrazok ¢. 20: Inhibicia rastu korena rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Money Maker (MM) a cryl-1 pri
koncentracii 3x10°® mol/l ABA. Rastliny pestované 7 dni vtme (D), na modrom (BL) a &ervenom svetle
(RL). Vysledky zobrazuju priemerné hodnoty inhibicie rastu korena, ziskané ztroch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu =5 az 10.

e mutant hpl; geneticky zaklad cv. Rutgers; LA3004 (WT)

U genotypov cv. Rutgers; LA3004 a hpl bola pozorovana rovnaka fyziologicka
reakcia korena na svetlo, nez v predchadzajicich pripadoch. Po posobeni svetla dochadzalo
u rastlin k stimulacii elongacie korena (vid’ Obrazok €. 21).

Na Obrazku ¢. 21 je dalej znazorneny vplyv koncentracie exogénne aplikovanej
ABA na rast korefia u cv. Rutgers; LA3004 pri posobeni svetla o roznej vinovej dizke
alebo tmy. Z grafu je viditeI'né, ze ABA pdsobila na rast korena opat’ inhibi¢ne. S rasticou
koncentraciou ABA sa jej inhibi¢ny uéinok umerne zvysSoval. Pri koncetracii 10° mol/l
ABA nebol pozorovany vyrazny rozdiel v miere inhibicie medzi rastlinami kultivovanymi
vtme, na modrom acervenom svetle. Naopak, pri koncentraciach 3x10°, 10° a
3x10° mol/l ABA bol uz medzi rastlinami pestovanymi v tme, na modrom a dervenom
svetle zaznamenany vyraznej$i rozdiel v inhibicii rastu korena. Rozdiel bol pozorovany
hlavne u rastlin rasticich na modrom svetle, ktoré zvySovalo citlivost’ korenia k vy$sim
koncentraciam ABA. Inhibicia sa medzi etiolizovanymi rastlinami a rastlinami

kultivovanymi na ¢ervenom svetle takmer nelisila.
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Obrazok ¢&. 21: Priemerna dizka korefia rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers; LA3004 v zavislosti na
rasticej koncentracii exogénnej ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom
svetle (RL). Vysledky zobrazuju priemerné hodnoty dizky korefia + SE ziskané ztroch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu = 5 az 10.

V pripade genotypu hpl sa rastové reakcie korena ku koncentracii ABA v zavislosti
na roznych svetelnych podmienkach liSili od rastovych reakcii pozorovanych
u Standardného genotypu cv. Rutgers; LA3004. U hpl zvySovalo citlivost’ korefia k ABA
nielen modré svetlo, ale aj ervené svetlo. Napr., pri koncentracii 10° mol/l ABA bola
diZka korefia na svetle zmensena o viac neZ polovicu (priblizne o 64-65 %), zatial’ ¢o v tme

to bolo 0 nie¢o menej nez 0 polovicu (priblizne o 42 %) (vid’ Obrazok ¢. 22).
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Obrazok & 22: Priemerna dizka korefa rastlin Solanum lycopersicum L. mutanta hpl v zévislosti na rastucej
koncentracii exogénnej ABA. Rastliny pestované 7 dni v tme (D), na modrom (BL) a ¢ervenom svetle (RL).
Vysledky zobrazujii priemerné hodnoty dizky korefia + SE ziskané ztroch nezavislych experimentov.
Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu =5 az 10.
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Z Obrazku ¢. 23 je viditelné, Ze pri koncentricii 3x10° mol/l ABA bola inhibicia
korena u hpl na svetle (BL i RL) vyrazne silnejsia vV porovnani s inhibiciou v tme. Napr.,
na modrom svetle dosahovala inhibicia 58 %, zatial’ ¢o v tme iba 26 %. U cv. Rutgers;
LA3004 svetlo nezvySovalo vyznamne Citlivost’ korena k exogénne aplikovanej ABA. Pri
koncentréacii 3x10°® mol/l bola inhibicia v tme priblizne 22 %, na modrom svetle 35 %

a ¢ervenom svetle 19 %.

Inhibicia rastu koreia cv. Rutgers; LA3004 a hpl
pri koncentracii 3x10-6 mol/l ABA
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Obrazok €. 23: Inhibicia rastu korena rastlin Solanum lycopersicum L. cv. Rutgers; LA3004 ahpl pri
koncentracii 3x10°® mol/l ABA. Rastliny pestované 7 dni vtme (D), na modrom (BL) a &ervenom svetle
(RL). Vysledky zobrazuju priemerné hodnoty inhibicie rastu korena, ziskané ztroch nezavislych
experimentov. Priemerny pocet rastlin zahrnutych do experimentu =5 az 10.
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6 Diskusia

Vseobecne je zname, ze ABA patri medzi rastlinné fytohormoény s inhibi¢nymi
ucinkami (Hansen and Grossmann, 2000; Davies, 2010; Rai et al., 2011). Tento zaver je
zalozeny na fakte, ze ABA sa akumuluje vo vysokych koncentraciach v stresovanych
rastlinach, pricom vysoka hladina ABA koreluje s inhibiciou rastu (Zhang and Davies,
1990) a taktiez, ze exogénna ABA aplikovana v uM koncentraciach inhibuje rast stonky
(Hayashi et al., 2014).

Na druhej strane, ABA-deficientné mutanty st kratSie nez kontrolné rastliny a ich
rast je obnoveny aplikaciou exogénnej ABA (Quarrie, 1987; Sharp et al., 2000; LeNoble
et al., 2004; Barrero et al., 2005), ¢o podporuju prace poukazujice na to, ze vel'mi nizke
koncentracie ABA stimulovali predlzovanie mezokotylov ryze (Takahashi, 1972). Tieto
fakty naznacuji, ze ABA mdze za urcitych podmienok rast stimulovat. V zhode s tym
Humplik et al. (2015a) ukazali, Ze nizke koncentracie ABA stimuluju rast etiolizovanych
hypokotylov raj¢iaku. Ich vysledky taktiez naznacuju, ze fotomorfogenéza hypokotylu
rajciaka indukovand modrym svetlom je Ciastoéne spdsobend znizovanim endogénnej
hladiny ABA. Aj naprick tomu, Ze fakty ukazuji, ze ABA je zapojena v regulacii
skotomorfogenézy a fotomorfogenézy, Specifickd uloha ABA v tychto fyziologickych
procesoch nie je intenzivne $tudovana.

Cielom experimentdlnej Casti bakalarskej prace bolo zistit, ¢i, ako,
a prostrednictvom ktorych fotoreceptorov, svetlo, predovSetkym modré, ovplyviiuje
rastové reakcie hypokotylu akorena rastlin rajiaka k rastovému horménu kyseline
abscisove] (ABA). V experimentalnej Casti bakalarskej prace boli teda sledované rastové
reakcie hypokotylu a korena fotomorfogennych mutantov raj¢iaka jedlého (Solanum
lycopersicum L.) 7B-1, cryl-1 a hpl k vybranym koncentraciam ABA v zavislosti na
roznych svetelnych podmienkach (tma, modré a Cervené svetlo). Ako kontrolné rastliny
boli pouzité kultivary cv. Rutgers, cv. Money Maker a cv. Rutgers; LA3004, od ktorych
boli vybrané mutanty odvodené.

Vykonanymi experimentami Vv podmienkach in vitro sme ukazali, Ze ABA
inhibovala rast hypokotylu i koretla u vSetkych testovanych genotypov v zévislosti na
zvySujucej sa koncentracii, pricom vplyv ABA bol vyrazne ovplyvneny testovanymi
svetelnymi podmienkami. U vSetkych kultivarov sme zistili, ze modré i Cervené svetlo

zvySovalo reakciu hypokotylu k inhibiénému uc¢inku exogénnej ABA. To mohlo byt
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sposobené napriklad tym, ze svetlo zvySovalo hladinu endogénnej ABA. V bakalarskej
praci neboli hladiny ABA v hypokotyloch merané. Literarne zdroje vSak ukazuju, Ze
cervené svetlo znizuje hladinu ABA vo vegetativnych Castiach rastliny prostrednictvom
fytohormonov (Weatherwax et al., 1996, 1998; Seo et al., 2006; Sawada et al., 2008).
Modré svetlo vSak moze hladinu endogénnej ABA zvySovat’ (Baraldi et al., 1995; Volmaro
et al., 1998) alebo znizovat' (Humplik et al., 2015a). Informacie o vplyve svetla na hladinu
ABA st inak vel'mi obmedzené. Druh4, teoretickd moznost’, ktora pripada do uvahy, je, ze
modré svetlo by mohlo zvySovat' citlivost’ signalnych drah ABA, a to bud priamo
samotnych fotoreceptorov alebo d’alSich nasledujtcich elementov signdlnej drahy ABA.
Literarne informacie s vSak v tomto pripade taktieZ veI'mi obmedzené. Gupta et al. (2014)
informuji, Ze transkripny factor LeMYC2, ktory je negativhym reguldtorom
fotomorfogenézy, zvySuje citlivost’ rastlin k ABA. Yadav et al. (2002, 2005) ukazali, ze
mutanty atmyc2 si menej citlivé k ABA. Inak povedané, vysledky ukazuja, ze na svetle sa
citlivost’ rastlin raj¢iaka ¢i Arabidopsis k ABA znizuje. Je jasne viditeI'né, ze tieto vysledky
nekoreSponduju s naSim pozorovanim, kde bolo zaznamenané, Ze modré i ¢ervené svetlo
zvySuju reakcie rastlin k inhibicnému u¢inku ABA. Na zdklade toho je zrejmé, ze
interakcia svetla a ABA v priebehu predlzovacieho rastu rastlin moze predstavovat’ vel'mi
zlozity proces.

Prvym testovanym mutantom v experimentalnej Casti bakalarskej prace bol mutant
7B-1. Posobenim modrého a cerveného svetla bola pozorovana zvySend odpoved
hypokotylu 7B-1 k exogénnej ABA. Rovnaky trend bol pozorovany i u Standardného
genotypu cv. Rutgers. Citlivost” hypokotylu k exogénnej ABA sa medzi cv. Rutgers a 7B-1
nijako nelisila ani v tme, ani na modrom a ¢ervenom svetle. Z tohto pozorovania je mozné
usudit’, ze funkény gén 7B-1 nie je vyznamne zapojeny v citlivosti hypokotylu k ABA, a to
bez ohladu na svetelné podmienky. Zaujimavostou je, Ze 7B-1 obsahuje urcitd hladinu
pre-existujucej endogénnej ABA, ¢o ma za nasledok zvysenu citlivost’ k exogénnej ABA
(Fellner and Sawhney, 2001; Fellner et al., 2001). V pripade rastovych reakcii hypokotylu
7B-1 bolo, pravdepodobne, na zaklade tohto faktu ocakavané, ze citlivost’ k exogénne
aplikovanej ABA bude vyssia v porovnani s cv. Rutgers. Vysledky vsak ukazali, ze pre
rastové reakcie hypokotylu tato skutocnost’ neplati.

Fotomorfogenny mutant cryl-1 s mutaciou vo fotoreceptore CRY1 ukazoval
podobnu citlivost’ k ABA ako odpovedajici cv. MM, a to v tme, na modrom i ¢ervenom

svetle. Je teda evidentné, ze funkény fotoreceptor modrého svetla CRY'1 nie je zapojeny
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v citlivosti hypokotylu k exogénnej ABA. NavySe sa da urobit’ zaver, Ze CRY1 nie je ani
tym receptorom, prostrednictvom ktorého by svetlo zvySovalo citlivost’ hypokotylov
k ABA.

Poslednym testovanym mutantom bol mutant hpl. Bolo zistené, Ze mutacia hpl
spociva vzmene A%! (asparagin) na T® (tyrozin) v kodujucej sekvencii génu DDB1
(Lieberman et al., 2004). Gén DDB1 (DAMAGED DNA BINDING PROTEIN 1) je
homologom T'udského génu HsDDB1 (Wang et al., 2006). U rastlin bolo odhalené, Ze je
DDBI stéastou proteinového komplexu CDD (COP10, DDB1 a DET1) (Schroeder et al.,
2002; Yanagawa et al., 2004), ktory je spojeny sE3 ubiquitin ligazou COP1
asignalozomom COP9 (CSN). Urastlin tento systém zaistuje degradaciu
fotomorfogennych faktorov prostrednictvom procesu nazyvaného ubiquitinacia (Osterland
et al., 2000; Yanagawa et al., 2004). Tym dochadza k ochrane rastliny pred nadmernym
svetelnym ziarenim. Defekt v géne DDB1 vedie teda k nadmernej citlivosti na svetlo, ako
je zrejmé u mutanta hpl. Nedavno bolo publikované, ze mutant hpl sa vyznacuje
i zvySenou fototropickou reakciou na modré svetlo (Srinivas et al., 2004). Pretoze
u raj¢iaka zatial’ fototropinovy mutant nebol identifikovany, hpl bol vhodnym objektom na
Stadium toho, ¢i je nepriamy element fototropinovej signalizacie, DDBI1, zapojeny
Vv regulacii citlivosti hypokotylov k ABA.

Vykonané experimenty potvrdili, ze mutant hpl je viac citlivy k svetlu, nez
odpovedajuci kultivar cv. Rutgers; LA3004, pretoze hypokotyl hpl na modrom i ¢ervenom
svetle bol omnoho kratsi, nez hypokotyl kontrolného genotypu (vid’ Obrazok ¢. 12 a 13).
Na modrom svetle hypokotyl hpl ukazoval vyrazne nizsiu citlivost’ k inhibi¢nému tG¢inku
ABA, nez odpovedajiaci WT (vid’ Obrazok €. 14). Tieto vysledky naznacuji, ze na modrom
svetle funkény protein DDB1 zvySuje reakciu hypokotylu k exogénnej ABA. Navrhuje sa
tu mozné vysvetlenie. Humplik et al. (2015b) ukazali, ze modré svetlo znizuje hladinu
ABA v hypokotyloch raj€iaka, o vedie k obmedzenému rastu hypokotylu. Zosilnena
reakcia mutanta hpl na modré svetlo moéze teda viest’ k vyraznému poklesu endogénne;j
hladiny ABA, ovel'a vyraznejSiemu, nez u kontrolného genotypu. Pri aplikacii exogénnej
ABA sa potom hladina endogénnej ABA uhpl zvySuje na inhibi¢nii koncentraciu
pomalSie, nez ucv. Rutgers; LA3004, ¢o sa uhpl prejavi nizSou inhibiciou rastu
hypokotylu nez u WT.

V sucasnej dobe je velmi dobre zname, Ze svetlo ma na rast korena stimulacné

ucinky, pricom V pripade hypokotylu je ucinok svetla na rast opacny, teda inhibi¢ny.
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S vyuzitim testovanych mutantov 7B-1, cryl-1, hpl aodpovedajicich kultivarov
cv. Rutgers, cv. MM acv. Rutgers; LA3004 bolo experimentalne potvrdené, ze svetlo
v pripade korena naozaj rast stimulovalo. U 7B-1 a cv. Rutgers malo na stimulaciu rastu
najvacsi efekt modré svetlo, pricom u cv. Rutgers bol tento efekt v porovnani so 7B-1
omnoho vyraznejsi. Rovnaky trend bol pozorovany aj u cryl-1 acv. MM. Zaujimavym
pozorovanim bolo, Ze za rovnakych rastovych podmienok bol cv. Rutgers na svetlo
vyrazne viac citlivy, nez cv. MM. Zo vsetkych testovanych kultivarov vykazoval najvyssiu
citlivost’ na svetlo na trovni koreniov cv. Rutgers; LA3004, pretoze v tomto pripade nielen
modré, ale aj Cervené svetlo stimulovalo elongaciu korenia. Ako uz bolo spominané, mutant
hpl je charakteristicky svojou nadmerne zvySenou citlivostou na svetlo. Je vsak
zaujimavé, ze predlzenie koretia hpl na modrom svetle vo¢i korefiu v tme je menSie, nez
predlzenie korena cv. Rutgers; LA3004. To znamena, ze na Urovni korena mutant hpl
ukazuje skor niz$iu citlivost’ na modré svetlo, nez odpovedajici WT.

Podobne ako u hypokotylov, stéastou bakalarskej prace bolo sledovanie citlivosti
korena vybranych mutantov a prislusnych kultivarov K exogénnej ABA za stéasného
posobenia réznych svetelnych podmienok (D, BL a RL). Ako uz bolo zmienené vo
vysledkoch, ABA inhibuje rast korena (vid’ Rastové reakcie korena) u vsetkych genotypov,
¢i uz v tme, na modrom alebo ¢ervenom svetle.

V pripade 7B-1 bol zaznamenany vyraznej$i vplyv modrého svetla na citlivost
korenov k exogénnej ABA, zatial' ¢o pri pdsobeni cerveného svetla bola citlivost’ korefiov
k tomuto fytohorménu porovnatelna s tmou. Pésobenim modrého svetla bola pozorovana
zvySena odpoved’ k exogénnej ABA nielen u 7B-1, ale taktiez aj cv. Rutgers. Pri porovnani
reakcii korena k exogénnej ABA v zavislosti na rozdielnych svetelnych podmienkach
neboli medzi 7B-1 a cv. Rutgers zaznemané ziadne rozdiely. Z tohto pozorovania je mozno
vyvodit’ zaver, Ze funkény produkt génu 7B-1 nie je pravdepodobne zapojeny v citlivosti
korena k exogénnej ABA.

Recesivny mutant cryl-1 vykazoval v tme, na modrom i na ¢ervenom svetle vel'mi
podobnu citlivost k ABA, ako odpovedajuci Standardny kultivar cv. MM. Zaujimavé
taktieZ je, Ze ani u jedného z tychto genotypov svetlo neovplyviiovalo citlivost’ korenov
k exogénnej ABA. Zo ziskanych vysledkov je mozné dedukovat, Ze receptor CRY 1 nijako
neovplyviluje reakciu korena k exogénnej ABA.

V pripade posledného testovaného mutanta hpl vysledky ukazali, ze u hpl tak

modré svetlo, ako aj Cervené vyrazne zvySovalo citlivost’ korenia k ABA. U standardného
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kultivaru vsak tato reakcia pozorovana nebola. To teda ukazuje, ze na urovni zvySovania
odpovede korena k ABA so svetlom sa hpl javi viac citlivy na svetlo, nez odpovedajici
kontrolny genotyp. S tym koreSponduje i fakt, Ze citlivost hpl K inhibi¢nému ucinku
exogénnej] ABA bola na modrom a Cervenom svetle vyrazne vysSia nez u cv. Rutgers;
LA3004. Tento vysledok moze byt’ v suhlase s vysledkami Xu et al. (2009), ktori ukazali,
ze korene transgennych rastlin Arabidopsis over-exprimujuce fotoreceptor CRY1 alebo
CRY2 wukazuji zvySenu citlivost kexogénnej ABA. Z vysledkov experimentov
s mutantom hpl sa da vyvodit’ zaver, Ze funkény protein DDB1 v tomto pripade znizuje
reakciu korena k exogénnej ABA. Moznym vysvetlenim je, ze pésobenim modrého svetla
sa v pripade korena zvySuje hladina endogénnej ABA, z ¢oho vyplyva, ze po pridani
exogénnej ABA sa u hpl dosiahne inhibi¢na troven ovel'a rychlejsie, nez u cv. Rutgers;
LA3004. Do dnesnej doby nebol, pravdepodobne, tento fakt experimentalne potvrdeny.
Vysledky experimentov s korenmi ukazuji d’alSie perspektivy stadia vplyvu svetla na rast
koreniov v interakcii s rastlinnym horménom kyselinou abscisovou. Tato problematika je

relativne malo Studovana.
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1 Zaver

Ciel'om bakalarskej prace bolo zistit, ¢i modré svetlo reguluje rast rastlin rajciaka
jedlého (Solanum lycopersicum L.) vplyvom exogénnej ABA a ak éano, tak
prostrednictvom ktorych fotoreceptorov moze svetlo ovplyvitovat' u¢inok ABA na rast
hypokotylu a korena rastlin. Skimana bola teda existencia interakcie signalnych drah
kyseliny abscisovej a svetla v raste rastlin raj¢iaka.

Pre splnenie daného ciel’a bol pouzity tzv. geneticky pristup, ktory spocival v pouziti
fotomorfogennych mutantov raj¢iaka jedl¢ho a odpovedajucich kultivarov, od ktorych boli
mutanty odvodené. Konkrétne boli pouzité mutanty 7B-1, cryl-1, hpl akultivary
cv. Rutgers, cv. Money Maker acv. Rutgers; LA3004. Rastové reakcie hypokotylu
a korena boli testované v podmienkach in vitro pri vybranych koncentraciach exogénne;j
ABA za st¢asného posobenia svetla s roznou vinovou dizkou (BL a RL) a zarovefi tmy.

Z vykonanych experimentov bolo potvrdené, Ze svetlo inhibuje rast hypokotylu
a stimuluje rast korena rastlin. Zaroven sa podarilo zistit, ze ABA inhibuje elongaciu
vegetativnych organov raj¢iaka jedlého, pricom svetlo reakcie hypokotylov a korenov
K inhibi¢nému G¢inku exogénnej ABA zvySovalo.

Zo ziskanych vysledkov experimentalnej Casti bakalarskej prace vyplyva, ze funkény
gén 7B-1 a fotoreceptor CRY1 nie st nijako vyznamne zapojené Vv citlivosti hypokotylu
a korena k ABA. Zaujimavym vysledkom bolo, Ze v pripade hypokotylu mutanta hpl, bola
citlivost k ABA na modrom svetle niz$ia, zatial' ¢o u korenia hpl bola situacia opacna.
Z tychto vysledkov vyplyva, ze funkény protein DDBI1 zvySuje reakciu hypokotylu
k exogénnej ABA, pricom v pripade korena tito reakciu znizuje. Boli navrhnuté dve
hypotézy, ktoré by tento vysledok mohli objektivne vysvetl'ovat. Prvou hypotézou je, ze
vplyvom vysokoenergetického modrého svetla sa hladina endogénne; ABA zniZuje, ¢o
znamena, ze pridanim exogénnej ABA sa inhibi¢na uroven u hypokotylu hpl dostavi
pomalSie neZ u cv. Rutgers; LA3004. Druhou hypotézou je, Ze pri pdsobeni modrého svetla
by mohla hladina endogénnej ABA v koreni stipat’, ¢o by viedlo k tomu, ze inhibi¢na
koncentracia by bola u hpl dosiahnuta rychlejSie, nez ucv. Rutgers; LA3004. Tieto
hypotézy pontikaji nové perspektivy Studia mechanizmov interakcie svetla a ABA v raste

a vyvoji rastlin.
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9 Zoznam pouzitych skratiek

AAO
ABA
ATP
BL
CDK
CRY
D
DDB1
dH20
FKF1
FR
GA
LKP2
MS
NCED
PHOT
PTIO
RL
SNG
WT
ZTL

ABA-oxidaza

kyselina abscisova

adenozintrifosfat

blue light; modré svetlo
cyklin-dependentné kinazy
kryptochrom

dark; tma

UV-damaged DNA-binding protein 1
destilovana voda
FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX1
far-red light

gibereliny

LOV KELCH

Murashige-Skoog
9-cis-epoxycarotenoid dehydrogenaza
fototropin
2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide
red light; cervené svetlo
S-nitrosoglutathione

wild-type

ZEITLUPE
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