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Abstrakt

PiedloZena diplomova prace se zabyva studiem interakce modrého svétla (BL) a kyseliny abscisové
(ABA) béhem kliceni semen rajéete (Solanum lycopersicum L.), ktera jsou vystavena Stresu
zasolenim. V experimentalni ¢asti byla za vyuziti UHPLC-ESI(-)MS/MS stanovena hladina
endogenni ABA v semenech a nésledné byla pomoci qPCR studovana relativni exprese genu
zapojené¢ho v biosyntetické (gen LeNCED1) a katabolické (gen SICYP707A3) draze ABA.
Jednotlivé experimenty byly provedeny na semenech kontrolniho genotypu cv. Rutgers a od n¢j
odvozeného mutantu 7B-1. Semena byla kultivovana ve tmé a na BL po dobu 6, 12, 24, 48 a 72
hodin na MS médiu o koncentracich NaCl 0, 50 a 75 mmol/.

V ramci této diplomové prace bylo zjisténo, ze béhem kliceni semen dochazi se
vzristajicim ¢asem k poklesu hladiny endogenni ABA, a to jak ve tmé¢, tak i na BL, pfi vSech
zvolenych koncentracich NaCl. U semen mutanta 7B-1 bylo také zjisténo, Ze v porovnani
s cv. Rutgers obsahuje niz$i mnozstvi endogenni ABA a BL u tohoto mutanta nezpusobuje zasadni
stimulaci akumulace ABA. Dale bylo vypozorovano, ze pouze v nékterych pfipadech se v disledku
plsobeni NaCl vyrazné zvysuje koncentrace ABA. Bylo rovnéz zjisténo, ze katabolicky gen
SICYP707A3 je zapojeny do odbouravani endogenni ABA b&hem kli¢eni semen, kdy zasoleni
vykazuje vliv na zvySeni exprese dané¢ho genu pouze u semen cv. Rutgers, a to zasadné pii
inkubaci ve tmé, nikoliv v8ak na BL. Relativni exprese biosyntetického genu LeNCED1 nemohla

byt nakonec kviili nezdatilé optimalizaci provedena.
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Seznam pouZzitych zkratek

AAO
ABA
ABA-GE

ABC transportéry

ABFs, 1
ABI (1-5)
ABRE
AREB/ABF
AtABIS5
ATP
BBX21
bHLH

BL

bzIP

CCT
cDNA

CE

CiBl
COP1

cryl —cry3
CRY-DASH
C; hodnota
cv
CYP707A (1-4)
D

DNA
dNTP
DPA
DRE/CRT
DREB2
dT primer
E

EDTA
epi-DPA
ESI

F primer
FAD

abscisic aldehyd oxidaza

kyselina abscisova

ABA - glukosyl ester

ATP Binding Cassette transportéry
ABA-responsive element Binding factors, 1
ABA-Insensitive (1-5)

ABA-Responsive Element

ABRE-Binding protein/ABRE-Binding Factor
Arabidopsis thaliana ABI5
adenosintrifosfat

B-Box 21

basic Helix-Loop-Helix

blue light (modré svétlo)

basic leucine ZIPper

CRY C-Terminus

komplementarni DNA

Coupling Element

Cryptochrome-Interacting Basic-helix-loop-helix protein 1

Constitutive Photomorphogenic 1

kryptochrom 1 — kryptochrom 3

CRY- Drosophila, Arabidopsis, Synechocystic, Homo
cycle of treshold

kultivar

Cytochrome P450 707A (1-4)

dark (tma)

DeoxyriboNucleic Acid (deoxyribonukleova kyselina)
deoxyribonukleosid trifosfat

kyselina dihydrofaseova

Dehydration-Responsive Element/C-RepeaT
Dehydration Responsive Element Binding protein 2
deoxyThymine primer

ucinnost

kyselina ethylendiamintetraoctova
epi-dihydrofaseova kyselina

ionizace elektrosprejem

Forward primer

flavinadenindinukleotid



FAR1 FAr-red impaired Response 1

FHY3 Far-red elongated HYpokotyl 3

FKF1 Flavin-binding, Kelch repeat, F-box 1

FMN flavinmononukleotid

FR Far Red

GA gibereliny

GBFs G-box Binding Factors

GPCR G-Protein Coupled Receptor

GTG1,2 GPCR-Type G protein 1, 2

HAB1 Hypersensitive to ABA 1

HAC kyselina octova

HKT 1,2 High-Affinity K™ Transporter 1, 2

HY5 elongated HYpocotyl 5

ChiH Mg-Chelatase H subunit

I Inhibice

IPP isopentenyl pyrofosfat

JA kyseliny jasmonova

LeGAPDH Lycopersicum esculetum GlycerAldehyde-3-Phosphate DeHydrogenase
LeMYC2 Lycopersicum esculetum MY eloCytomatosis 2
LeNCED1 Lycopersicum esculetum 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 1
LIP1 Light Insensitive Period 1

LKP2 LOV Kelch Protein 2

LOV 1,2 Light, Oxygen, Voltage 1, 2

MADS box MCML1, Agamous, Deficiens, SRF (Serum Response Factor)
MCE membrany ze smési esterti celuldzy

MEM Membrane Desalting Buffer

MeOH methanol

MES pufr Morpholinoethane sulfonic acid pufr

MRM Multiple Reaction Monitoring

MS médium Murashige and Skoog médium

MTHF methyltetrahydrofolat

MYB2 transkripéni faktory MY eloBlastosis 2

MYC2 transkripéni faktory MY eloCytomatosis 2
NCED 6, 9 9-cis-epoxykarotenoid dioxygenaza 6, 9
neoPA neofaseova kyselina

NHX1 Na'/H" Exchanger 1

NPR 1, 2 Nonexpressor of Pathogenesis-Related 1, 2
NSCCs NonSelective Cation Channels
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P450

PA

PCR

PDS

phot 1, 2
PHR

phy A, B
PIFs 1,4
PIP

PP2Acs
PP2C

PSY

PYL (1-13)
PYR 1
gPCR

R

R primer
RE

RCAR (1-14)
RDN

RLS

RNA

RW 1,2

S

SbCRY1b
SDR
SICYP707A (1-4)
SIGLO2
SINCED 1,2
SnRK 2, 2.3
SOS (1-3)
SPA1

SPE
START
TaCRY1la, CRY2
TaGBF1
TBE pufr
Tip41Like

Pigment 450

kyselina faseova

Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)
fytoen desaturaza

fototropin 1, 2

PHotolyase-Related doména

fytochrom A, B

Phytochrome Interacting Factors 1, 4

aquaporin Plasma membrane Intrinsic Proteins

Protein Phosphatase type 2A

protein fosfataza 2C

fytoen syntaza

PYR1-Like (1-13)

PYrabactin Resistant 1

quantitative (kvantitativni) PCR

Red

Reverse primer

Relativni exprese genu

Regulatory Component of ABA Receptor (1-14)
Reaction Buffer for DNase |

Guanidin hydrochloride Lysis Buffer

RiboNucleic Acid (ribonukleova kyselina)

Wash Buffer 1, 2

Stimulace exprese genu

Sorghum bicolor CRY1b

Short-chain Dehydrogenase/Reductase

Solanum lycopersicum Cytochrome P450 707A (1-4)
Solanum lycopersicum GLOBOSA 2

Solanum lycopersicum 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 1
Sucrose nonfermenting 1 Related protein Kinase 2, 2.3
Salt Overly Sensitive (1-3)

Supresor komplex PhyA 1

solid phase extraction (extrakce na pevné fazi)
STeroidogenic Acute Regulatory protein-related lipid-Transfer
Triticum aestivum CRY1a, CRY2

Triticum aestivum GBF1

Tris-Borat-EDTA pufr

Type 2A-Interacting Protein 41 Like
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UHPLC-MS/MS Ultrahigh-pressure/performance liquid chromatography with tandem mass
spektrometry

(vysoko-tlaka/i¢inna kapalinova chromatografie standemovou hmotnosti

spektrometrii)
UV-A ultrafialového zateni A
UVv-B ultrafialové zateni B
UVRS8 UV Resistance locus 8
WABI5 Wheat ABI5
WT Wild Type
ZBF1/MYC2bHLH Z-Box binding Factorl/MyeloCytomatosis2 Basic, Helix-Loop-Helix
ZEP zeaxin epoxidaza
ZTL ZeiTLupe
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1 UVOD A CILE

Kliceni semen je adaptivnim znakem vysSich rostlin, ktery je ovliviiovan jak endogennimi
rostlinnymi hormony, tak riznymi environmentalnimi faktory (Koornneef et al., 2002). Hlavni roli
v regulaci kli¢eni semen zastavaji fytohormony - kyselina abscisova (ABA) a gibereliny (GA),
jejichz ucinek pisobi na fizeni kliceni semen antagonisticky. Zatimco ABA potlacuje kliceni
semen a navozuje dormanci, GA kli¢eni podporuji (Kang et al., 2015). Kyselina abscisova je také
povazovana za hlavni stresovy hormon, jelikoz jeji zvySujici se koncentrace za nepfiznivych
podminek navozuje toleranci vuci stresu (Ng et al., 2014). Svétlo, které je dualezitym
environmentalnim faktorem, piisobi na kliceni semen pfedevSim stimulacné. Néktera semena,
oznacovana jako nefotoblasticka, v8ak dosahuji nejlepsi klic¢ivost ve tmé (Takaki, 2001). Do této
skupiny se fadi napfiklad semena rajéete (Solanum lycopersicum L.), ktera byla v ramci této
diplomové prace zvolena za vyzkumny rostlinny material. Na druhou stranu semena rajcete
vykazuji citlivost na modré (BL), cervené a daleko Cervené svétlo, kdy pouze BL plisobi na jejich
kliceni inhibi¢né. Bylo také prokazano, ze BL zvySuje u semen rajcete citlivost na abioticky
a bioticky stres (Fellner and Sawhney, 2002; Piterkova et al., 2012).

Kyselina abscisovd (ABA) a svétlo zastavaji klicovou roli v tadé¢ vyvojovych
a fyziologickych procest u rostlin, béhem kterych dochazi k vzajemné interakci mezi signalizaéni
drahou ABA a svétlem (Yadukrishnan and Datta, 2020). Obecnym cilem této diplomové prace bylo
sledovat interakci BL a ABA bé&hem faze kliceni semen rajéete, ktera byla vystavena stresu
zasolenim. Konkrétné jsem zjistovala, jakymi mechanismy BL inhibuje kliceni semen rajcete
a zesiluje citlivost semen k abiotickému stresu. Zda je v téchto mechanismech zapojena ABA a jak
se méni hladina endogenni ABA béhem kliceni semen vystavenych solnému stresu. VeSkeré
experimenty byly provadény na semenech raj¢ete Solanum lycopersicum L., konkrétné na mutantu
7B-1 a knému odpovidajicimu kultivaru cv. Rutgers. Mutant 7B-1, ktery obsahuje spontanni
recesivni mutaci v jednom genu 7B-1 (Sawhney, 1997), je charakteristicky tim, Zze produkuje
nadbytek ABA a je defektni v signalizaci BL. Specificky na BL vykazuje mutant 7B-1 rezistenci
vici abiotickym a biotickym stresim (Fellner and Sawhney, 2002; Bergougnoux et al., 2009).

Pro dosazeni vySe zminénych cilti byla v ramci experimentalni Casti této diplomové prace
provedena analyza endogenni ABA Vsemenech pomoci UHPLC-ESI(-)MS/MS a nasledna
relativni kvantifikace genti (LeNCEDL1 a SICYP707A3) zapojenych v metabolismu ABA za vyuziti
gPCR. Kultivace semen mutanta 7B-1 a cv. Rutgers probihala in vitro ve tmé a na BL po dobu 6,
12, 24, 48 a 72 hodin na MS médiu s vybranymi koncentracemi chloridu sodného (NaCl; 0, 50 a 75
mmol/l).

Tato diplomova prace byla vypracovana V ramci pracovni skupiny molekuldrni fyziologie
prof. RNDr. Martina Fellnera, Ph.D. a pracovni skupiny RNDr. Veroniky Tureckové, Ph.D.,

v Laboratofi rGstovych regulatord, kterd je spoleCnym pracovistém Pfirodovédecké fakulty
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Univerzity Palackého v Olomouci a Ustavu experimentalni botaniky Akademie véd Ceské

republiky.
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2  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Kliceni

Kli¢eni semen je dualezitym vyvojovym procesem v zivotnim cyklu rostlin, ktery je pfisné
kontrolovan (Kang et al., 2015). Semenné rostliny se vyvinuly tak, aby udrzovaly zrala semena
Vv klidovém (dormantnim) stavu do doby, ktera je vhodna pro vykli¢eni. Dormance a kli¢eni semen
jsou regulovany rtiznymi endogennimi hormony a podnéty z prostedi (Shu et al., 2016a). Kromé
zakladnich pozadavki na vodu, kyslik a vhodnou teplotu, je semeno citlivé i na jiné faktory, jako je
svétlo nebo dusi¢nany (Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006).

Kli¢eni semen zacind absorpci vody suchym semenem, coz zahrnuje trojfazovy proces.
Nejdiive dochazi k rychlému pocatecnimu piijmu vody - tzv. imbibice (faze I) nasledovanou fazi
plato (faze II). Rychlé nasati vody do bunék suchych semen béhem faze imbibice ma za nasledek
docasné strukturalni poskozeni membran, coz vede k okamzitému a rychlému tniku rozpusténych
latek a metaboliti. Béhem kratké doby rehydratace se membrany opét vrati do své stabilngjsi
konfigurace a unik latek se omezi (Bewley, 1997; Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006).
Po imbibici se v suchém semenu rychle obnovi metabolicka aktivita. Dochazi k obnoveni
respiracni aktivity, glykolytické a pentdzofosfatové drahy, aktivaci enzymti Krebsova cyklu
a k zahajeni syntézy proteint (Bewley, 1997). Po prudkém pocate¢nim zvySeni spotieby kysliku se
rychlost respiracni aktivity opét snizi do doby, dokud kotfinek embrya (radikula) nepronikne
okolnimi strukturami semene (Botha et al., 1992; Bewley and Black, 1994). V ¢asnych stadiich
kliceni probiha také regulace mitochondridlnich a jadernych genomil. Tkané zralého suchého
semene obsahuji $patné diferenciované mitochondrie, které vSak maji dostate¢né mnozstvi enzymui
Krebsova cyklu zajistujici adekvatni produkci ATP na podporu metabolismu nékolik hodin
po imbibici (Ehrenshaft and Brambl, 1990; Attucci et al., 1991).

Dalsi zvyseni absorpce vody nastdva v momenté, kdy se bunky radikuly za¢nou prodluzovat
a prorazi okolni kryci vrstvy embrya — testu a endosperm. Jedna se o fazi IIl, téZ nazyvanou jako
viditelné kliceni, ktera je povazovana za dokonceni kli¢eni. Prodlouzeni radikuly je proces fizeny
turgorem, ktery vyzaduje poddajnost stén v bunkach embryonalniho kofene nachazejici se mezi
kofenovou c¢epi¢kou a hypokotylem. Po ukonceni klieni jsou rezervy v zasobnich pletivech
mobilizovany, coz podporuje nasledny rust rostliny. Pokud neni Zivotaschopné a neporusené
semeno schopno dokondit klieni za ptiznivych podminek, nastava stav ozna¢ovany jako dormance
(Bewley, 1997; Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006).

Dormance semen je zasadni pro pieziti rostlin. Tento blok kli¢eni se u riznych druh vyvijel
odlisn¢ diky adaptaci na ptevladajici prostfedi. Dormance zajiStuje, aby semena kli¢ila pouze
v optimalnich podminkach pro zalozeni nové generace rostlin (Finch-Savage and Leubner-
Metzger, 2006). Po dokonceni embryogeneze dochazi ke zrani embrya. Béhem zrani vstupuje

embryo do vegetativniho klidu, stdva se tolerantni viici vysychani a nedochazi k déleni ani
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prodluzovani bunék. Dormantni semena tedy do faze III nemohou vstoupit (Shu et al., 2016a).
Hlavnimi faktory, které mohou zrusit dormanci a vyvolat kliceni, je svétlo, nizka teplota a dlouhé
skladovani semen v suchu (Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006; Finkelstein et al., 2008).

Kliceni semen je regulovano fytohormony. Mezi hlavni fytohormony regulujici klic¢eni
semen patii kyselina abscisova (ABA) a gibereliny (GA). Tyto hormony ptsobi pfi fizeni kliceni
U dormantnich i nedormantnich semen antagonisticky. Zatimco ABA navozuje dormanci
a potlacuje kliceni semen, GA kli¢eni podporuji. V nedormantnich semenech urcuji endogenni
produkci ABA a GA environmentalni faktory, jako je kvalita svétla, teplota nebo vodni potencial
(Kang et al., 2015). V dormantnich semenech je kli¢eni obvykle blokovano hromadénim vysokych
hladin ABA pfi imbibici (Ali-Rachedi et al., 2004). Pfed zahajenim kliceni semen je hladina
endogenni ABA nizké, zatimco koncentrace GA je vysoka. Behem zrani semen vSak dochazi
k akumulaci endogenni ABA, coz indukuje a udrzuje dormanci a zaroven brani pted viviparii
(Robertson, 1955; Shu et al., 2016a). Semena mutantu s deficitem ABA kli¢i rychleji nez jejich
odpovidajici kultivar (Frey et al., 2011), zatimco mutanti v katabolické draze ABA akumuluji
vysoké hladiny ABA a zpusobuji tak hyperdormanci v semenech (Matakiadis et al., 2009). Vysoké
hladiny GA nebo jejich signalizace stimuluje kli¢eni semen rlznymi mechanismy, od sekrece
hydrolytickych enzymi az po oslabeni struktury semen (Holdsworth et al., 2008). Gibereliny
podporuji kliceni také proteazomem zprostfedkovanou degradaci proteinit DELLA, ¢imz dojde
k negativni regulaci hladin ABA a sniZzeni produkce represorti kli¢eni, jako jsou napfiiklad
transkrip¢ni faktory ABI3 (ABA-Insensitive 3) a ABI5 (ABA-Insensitive 5) (Piskurewicz et al.,
2008; Piskurewicz et al., 2009; Kang et al., 2015).

Krom¢é ABA a GA se na modulaci vegeta¢niho klidu a kli¢eni pravdépodobné podileji také
témét vSechny ostatni fytohormony, véetné auxinu, ethylenu, brassinosteroidd, kyseliny
jasmonové, kyseliny salicylové a cytokinind (Shu et al., 2016a). Naptiklad bylo zjisténo, ze ethylen
narusuje dormanci semen a podporuje klic¢eni potla¢enim u¢inku ABA (Arc et al., 2013; Corbineau
et al., 2014). Geneticka data také ukazuji, ze auxin, ktery se podili téméf na vSech aspektech vyvoje

rostlin, hraje roli v kli¢eni a piisné reguluje dormanci vedle pisobeni ABA (Liu et al., 2013).

2.2 Svétlo

Rostliny jsou ptisedlé, fotoautotrofni organismy, jejichz Zivotni cyklus je siln€ ovliviiovan neustéle
se ménicim svételnym prostfedim (Kami et al., 2010). Svétlo je dulezitym zdrojem energie
Vv ptirodé. Pro mnoho organismt, v¢etné rostlin a fas, je svétlo dilezitym stimulem prostiedi, ktery
fidi jejich vyvoj, morfogenezi a fyziologii. Rostliny vnimaji svétlo pomoci specializovanych
fotoreceptort, které detekuji a reaguji na zménu intenzity, kvality, sméru a trvani svétla. Tyto
proteiny reagujici na svétlo obvykle obsahuji proteticky kofaktor nebo chromofor, ktery jim
umoziiuje vnimat a reagovat na specifické vinové délky svétla. Ve vysSSich rostlinach bylo

prozatim identifikovano pét fotosenzorickych systému (Christie et al., 2015).
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Mezi fotoreceptory reagujici pfevazné na cervené (600—700 nm) a daleko Cervené (700—750
nm) oblasti slune¢niho spektra patii fytochromy (Chen and Chory, 2011). Fytochromy maji
ze vSech fotoreceptort nejveétsi vyznam pfi stimulaci kliceni za pfiznivych svételnych podminek,
kdy primarné plisobi na syntézu a signalizaci giberelini (Oh et al., 2007; Piskurewicz et al., 2009).
Naproti tomu v neoptimalnich svételnych podminkach kli¢eni zabranuji (Kami et al., 2010). Dale
byl objeven fotoreceptor UV Resistance locus 8 (UVRS8) zaznamenavajici vinové délky
ultrafialového zateni B (UV-B, 280-320 nm) (Heijde and Ulm, 2012) a tii tfidy fotoreceptort
(kryptochromy, fototropiny a ¢leny rodiny Zeitlupe) specifické pro oblast ultrafialového zafeni A
(UV-A, 320-390 nm) a modrého svétla (390-500 nm) (Christie et al., 2015).

Semena se daji podle citlivosti na bilé svétlo klasifikovat do tfi skupin: kladné¢ a zaporné
fotoblastickd semena a semena necitliva na svétlo. Kli¢eni u kladné fotoblastickych semen je bilym
svétlem stimulovano, zatimco semena zaporn¢ fotoblasticka kli¢i nejlépe ve tmé a bilé svétlo
U nich kli¢eni inhibuje. Semena necitliva na svétlo jsou schopna klicit jak ve tmé, tak pod bilym

svétlem (Vazquez-Yanes and Orozco-Segovia, 1993; Takaki, 2001).

2.2.1 Modré svétlo

Rada fyziologickych odpovédi v rostlinach vzniké jako reakce na modré svétlo (390-500 nm)
a ultrafialové zafeni typu A (320-390 nm) (Kong and Nagatani, 2008). Modré svétlo se ucastni
regulace fady rostlinnych procest, jako je fototropismus, fotomorfogeneze, otevirani praducht
a inhibice prodluzovani hypokotylu (Hogewoning et al., 2010). Je znamo, ze modré svétlo
absorbované kryptochromy pisobi inhibi¢né na kli¢eni semen nékterych jednodéloznych rostlin,
napiiklad u jeémene nebo pSenice (Stawska and Oracz, 2019). Inhibice kli¢eni vyvoland modrym
svétlem byla prokazana také u semen rajcat, u kterych navic modré svétlo zvySuje citlivost
na abioticky a bioticky stres (Fellner and Sawhney 2002; Piterkova et al., 2012). Uloha
a mechanismus putsobeni modrého svétla v biologii semen u dvoudéloznych rostlin,
véetné Arabidopsis thaliana, jsou vsak stale velmi $patné pochopeny (Stawska and Oracz, 2019).
Rostliny absorbuji oblast modrého svétla a UV-A zafeni prostiednictvim kryptochroma (Chaves et
al., 2011), fototropinti (Christie, 2007) a ¢leny rodiny Zeitlupe (ZTL, FKF1 a LKP2) (Suetsugu and
Wada, 2013).

2.2.1.1 Kryptochromy
Kryptochromy jsou prvni rostlinné fotoreceptory modrého svétla, které byly charakterizovany
na molekularni trovni (Ahmad and Cashmore, 1993). Vykazuji vyznamnou homologii
s fotolyazami, coz jsou enzymy aktivované modrym svétlem, které opravuji pyrimidinové dimery

DNA zpiisobené expozici UV-B zafenim (Chaves et al., 2011; Christie et al., 2015).
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U Arabidopsis thaliana byly identifikovany tii kryptochromy (cryl — cry3). Fotoreceptory
cryl acry2 jsou lokalizovany pievazné v jadie (Cashmore et al., 1999; Kleiner et al., 1999).
Nevykazuji schopnost oprav DNA, ale podileji se na fizeni riistu a vyvoje rostlin. Fotoreceptor cryl
ma hlavni roli v regulaci de-etiolizace sazenic a zprostiedkovava inhibici prodluzovaciho rustu
indukovanou modrym svétlem, zatimco cry2 se podili na regulaci kveteni v zavislosti na délce dne
(Liet al., 2011). Fotoreceptor cry2 funguje predevsim pii slabém osvétleni, protoze na modrém
svétle podléha ubikvitinaci a degradaci (Zuo et al., 2012). Fotoreceptor cry3 spada do skupiny
enzymi CRY-DASH s fotolyazovou aktivitou. Nachazi se v mitochondriich a chloroplastech
(Kleine et al., 2003) a je zodpovédny za opravu 1ézi indukovanych UV-zafenim v jednotetézcové
DNA i ve smyckovych strukturach dvoufetézcové DNA (Selby and Sancar 2006; Pokorny et al.,
2008).

Kryptochromy obsahuji fotosenzitivni N-terminalni doménu PHR (PHotolyase-Related
doména) a C-termindlni doménu CCT (CRY C-Terminus), ktera je dilezitd pro signalizaci
kryptochromu. C-terminalni doména se nachazi pouze u cryl a cry2, u cry3 chybi. Doména PHR
na sebe vaze dva chromofory: flavinadenindinukleotid (FAD) a derivat pterinu
methyltetrahydrofolat (MTHF). FAD funguje jako primarni svételny senzor, zatimco ulohou
MTHF je absorbovat a pfenaset svételnou energii na chromofor FAD. Po ozafeni domény PHR
modrym svétlem dochazi k fotoredukci FAD a tvorbé castecné redukovaného neutralniho FADH
radikalu, ¢imz se zméni konformace v CCT doméné a aktivuje se signalni draha fotoreceptoru

(Chaves et al., 2011; Christie et al., 2015). Struktura kryptochromu je znazornéna na obrazku 1.

— PHR | CCcT

MTHF
FAD

Obrazek 1: Struktura kryptochromu (schéma vytvoteno v programu Microsoft Office Word).

V ramci signalizacni drahy kryptochromti byly objasnény dva mechanismy, které reguluji
transkripci (Obrazek 2). Prvni mechanismus fotoaktivace a nepiimé regulace transkripce byl
popsan u cryl. Ve tmé dochazi prostiednictvim komplexu COP1 (Constitutive
Photomorphogenic 1) / SPA1 (Supresor komplex PhyA 1) k degradaci transkripénich faktord
potfebnych pro de-etiolizaci, jako je naptiklad faktor HYS (elongated HYpocotyl 5). Po ozafeni
modrym svétlem se zméni konformace cryl, kterd umozni navazani SPA1 na CCT doménu. Dojde
k inaktivaci COP1/SPA1 komplexu, coz vede k akumulaci HY5, podpoie genové exprese a inhibici
ristu hypokotyla (Christie et al., 2015). Druhy mechanismus regulace transkripce byl prokazan
u cry2, které pfimo interaguji a moduluji aktivitu transkripcnich faktor zodpovédnych za kontrolu

kveteni. Po aktivaci modrym svétlem se cry2 prostiednictvim PHR domény navaze na transkripéni
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faktor CIB1 (Cryptochrome-Interacting Basic-helix-loop-helix protein 1), ktery podporuje expresi

gend iniciujici kveteni (Liu et al., 2008).

TMA

HY5 Transkripce Transkripce

Obrazek 2: Mechanismy fotoaktivace a regulace transkripce u cryl a cry2 (pfevzato a upraveno z Christie et

al., 2015).

2.2.1.2 Fototropiny

Fototropiny jsou jednou z hlavnich tfid fotoreceptort modrého svétla, které byly pojmenovany
podle jejich schopnosti zprostiedkovavat fototropismus u rostlin (Christie et al., 1999). Mezi jejich
dalsi funkce patfi napiiklad regulace pohybli chloroplastl, rozlozeni listi a otevirani
pruducht. U Arabidopsis thaliana byly objeveny dva fototropiny majici ptekryvajici se i odlisné
funkce. Tyto receptory jsou lokalizovany prevazné na plazmatické membrané a oznacuji se jako
fototropin 1 (photl) a fototropin 2 (phot2). Fotoreceptor photl je schopen plsobit pii regulaci
kotenového a hypokotylového fototropismu v Sirokém rozsahu intenzit modrého svétla, zatimco
phot2 funguje pouze pii vysoké intenzit¢ zafeni (Kong and Nagatani, 2008; Fankhauser
and Christie, 2015). Pfi silném ozafeni modrym svétlem hraje phot2 roli ve vyhybavé reakci
chloroplastt a jadra (Kagawa et al. 2001, Higa et al. 2014). Mezi reakce specifické pouze pro photl
patii naptiklad rychla inhibice rastu hypokotylu (Folta and Spalding, 2001).

Fototropiny se skladaji z N-terminalni fotosenzorické ¢asti, obsahujici dvé LOV (Light,
Oxygen, Voltage) domény (LOV1 a LOV2) a regulacni serin/threonin kindzovou doménou
na C-konci (Kong and Nagatani, 2008). Domény LOV1 a LOV2 jsou vazebnymi misty
pro chromofor FMN (flavinmononukleotid), ktery absorbuje modré svétlo. Ackoliv mohou ob¢
LOV domény fungovat jako svételné senzory, aktivita fototropinové kinazy je regulovana primarné
LOV2 doménou. Ve tmé vytvaii N-terminalni oblast fototropinu, konkrétné LOV2 doména,
neaktivni konformaci s C-terminalni oblasti a potlacuje aktivitu kindzové domény. Po ozafeni
modrym svétlem dojde k proteinovym konformacnim zménam LOV2 domény, coz vede
k autofosforylaci receptoru a zahajeni fototropinové signalizace (Pfeifer et al., 2010; Fankhauser

and Christie, 2015). Struktura fototropinu je znazornéna na obrazku 3.
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NH, ——  LOV1 LOV2 Ser/Thrkindza [ COOH

Obrazek 3: Struktura fototropinu (schéma vytvoteno v programu Microsoft Office Word).

Mezi jednu z nejlépe charakterizovanych signdlnich drah fototropinu patii otevirdni
priiduchti. Po ozafeni photl a phot2 modrym svétlem dochazi k aktivaci H'-ATPazy, kterd
transportuje vodikové protony a indukuje hyperpolarizaci plazmatické membrany svéracich bunck
priiduchu. Hyperpolarizace zpiisobi absorpci K* iontfi skrze napétové fizené K kandly a takto
akumulovany K usnadiiuje piitok vody do svéracich bungk. Ve svéracich buiikich se zvysi
turgorovy tlak, coz vyvola otevieni priduchu. Tato signalni draha fototropinti je vSak inhibovana
kyselinou abscisovou (ABA), diky ¢emuz se rostliny brani nadmérnym ztratam vody v pribéhu dne
a usnadnuji absorpci CO, pro fotosyntézu. Kyselina abscisova indukuje uzavirani pruducht
prostiednictvim ABA receptori PYR/PYL/RCAR s naslednou produkci peroxidu vodiku a oxidu
dusnatého a aktivaci aniontovych kanali. Dochazi k depolarizaci membrany, odtoku K ionti
a vody ze svéracich buné€k, coz vyvola uzavieni priduchu (Inoue et al., 2010). Kyselina abscisova
vyvolava uzavieni pruduchi také inhibici signalizace modrého svétla mezi fototropiny

a H'-ATP4azou (Takemiya and Shimazaki, 2010).

2.2.1.3  Clenové rodiny Zeitlupe
Skupina fotoreceptoril rodiny Zeitlupe se sklada ze tfi ¢lent: ZTL (ZeiTLupe), FKF1 (Flavin-
binding, Kelch repeat, F-box 1) a LKP2 (LOV Kelch Protein 2). Fotoreceptory ZTL/FKF1/LKP2
obsahuji N-koncovou doménu LOV, F-box a C-konec sSesti repeticemi proteinového motivu
»Kelch®. Jedna se o fotoreceptory Arabidopsis thaliana, které maji LOV doménu podobnou
vazebnému mistu pro chromofor FMN jako je u fototropind. Struktura receptoru Zeitlupe je
znazornéna na obrazku 4. Funkce ZTL/FKF1/LKP2 receptord se castecné piekryvaji. FKF1
pievazné zprosttedkovava fotoperiodickou kontrolu kveteni a ZTL/LKP2 primarné reguluji

cirkadianni hodiny a nepfimo reguluji dobu kveteni (Suetsugu and Wada, 2013).

motiv , Kelch”

Obriazek 4: Struktura receptoru Zeitlupe (schéma vytvoieno v programu Microsoft Office Word).

COOH
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2.3 Kyselina abscisova
Kyselina abscisova (ABA) je dulezity hormon regulujici rist, vyvoj a stresové reakce rostlin. Hraje
zasadni roli v mnoha rostlinnych fyziologickych procesech, jako je uzavirani praduchti, akumulace
kutikularniho vosku, senescence listll, navozeni vegetacniho klidu, kliceni semen a inhibice riistu
(Chen et al., 2020). Kyselina abscisova zprostfedkovava reakce rostlin na abiotické a biotické
zmény prostiednictvim transkripcnich i posttranskripénich mechanismu. Pii ptsobeni stresovych
faktord, naptiklad pfi nedostatku vody, vysoké slanosti a extrémnich teplotach, dochazi ke zvyseni
hladiny ABA v rostlinach, coz stimuluje tc¢inky tolerance vii€i stresu, které pomdhaji rostlindm
se ptizpusobit a prezit tyto nepfiznivé podminky (Ng et al., 2014).

Kyselina abscisova byla objevena nékolika védeckymi skupinami nezavisle na sobg.
V 60. letech byla z pupent platanu izolovana latka navozujici dormanci, ktera byla pojmenovana
jako dormin (Eagles and Wareing, 1963). Ve stejném obdobi byla z baviny izolovana slou¢enina
zodpovédna nejen za opad plodi baviniku, ale také za opad listd. Tato latka byla nazvana jako
abscisin Il (Ohkuma et al., 1963). Chemické analyzy pozdéji prokazaly, ze dormin a abscisin II
predstavuji stejnou slouceninu, ktera byla nakonec pfejmenovdna na kyselinu abscisovou. Jeji
nazev odvozeny od slova abscisin znamena v ptekladu opad (Cornforth et al., 1965; Addicott et al.,
1968). Role ABA pfi podpoie opadu listt byla povazovana za neptimy disledek zvySené hladiny
ethylenu (Cracker and Abeles, 1969). Nedavné studie vSak prokazaly, Ze senescence a opad listt
podporovany ABA je na ethylenu nezavisly (Zhao et al., 2017). Hormon ABA byl také nasledné
dokumentovan jako endogenni sloucenina u nékterych hub a riiznych zvitat (Chen et al., 2020).

Kyselina abscisova je seskviterpenoid obsahujici 15 atomt uhliku S chiralnim centrem
naatomu C-1". Jeho molekularni struktura je tvofena 2z cyklohexanového kruhu
s monomethylovou, dimethylovou, ketonovou a hydroxylovou skupinou a uhlovodikovym
postrannim fetézcem konjugovanym se skupinou karboxylové kyseliny (Obrazek 5). Postranni
fetézec ABA obsahuje na pozici 2 a 4 dvojné vazby, které se mohou vyskytovat v konfiguraci cis
nebo trans. Po ozafeni svétlem dochazi k reverzibilni izomerizaci ABA z biologicky aktivni formy
2-Cis-4-trans na neaktivni formu 2-trans-4-trans. V ptirodé se ABA vyskytuje pouze jako
biologicky aktivni izomer (+)-2-cis-4-trans-ABA, také oznaCovany jako (S)-cis-enantiomer.
Prevracenim cyklohexanového kruhu kolem chirdlniho uhliku vznikne nepfirozeny
(R)-cis-enantiomer, ktery vykazuje slabou biologickou aktivitu. Pokud je vSak ABA syntetizovana
chemicky, je tvofena racemickou smési, neboli smési S i R enantiomeru v poméru 1:1 (Lin et al.,

2005; Cutler et al., 2010; Ng et al., 2014).
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Obrazek 5: Struktura enantiomer ABA (vytvotfeno pomoci aplikace ChemSpider).

2.3.1 Biosyntéza kyseliny abscisové
Endogenni koncentrace ABA je uréena rovnovahou mezi jeji biosyntézou, katabolismem
arychlosti transportu do mista plisobeni. Jednotlivé kroky syntézy ABA jsou fizeny enzymy,
jejichz exprese je indukovana pusobenim stresovych faktort. Nékteré patogenni houby jsou
schopny ABA syntetizovat piimo z farnesyl pyrofosfatu, zatimco rostliny si syntetizuji ABA
prostiednictvim nepiimé karotenoidové drahy z C,, prekurzoru, znamého jako f-karoten. Reakce
této drahy jsou lokalizovany jak v plastidech, tak i v cytosolu rostlinné buiiky (Ng et al., 2014;
Chen et al., 2020).

Karotenoidy jsou v ranych fazich syntézy ABA tvofeny ze zakladniho Cs prekurzoru —
isopentenyl pyrofosfatu (IPP), ktery je v plastidech syntetizovan z glyceraldehyd-3-fosfatu
apyruvatu. Isopentenyl pyrofosfat je dale pres farnesyl pyrofosfat (Cis) prfeveden
na geranylgeranyl pyrofosfat (C,). Kondenzaci dvou geranylgeranyl pyrofosfatd prostfednictvim
enzymu fytoen syntazy (PSY) dochdzi k tvorbé fytoenu (Cg), ktery je preménén fytoen
desaturdzou (PDS) na acyklicky (-karoten a lykopen. Lykopen je nésledné cyklizovan za vzniku
B-karotenu, ktery je hydroxylovan na zeaxanthin (Seo and Koshiba, 2002). Nékteré prekurzory
B-karotenu, vcetné isopentenyl pyrofosfatu (Cs), farnesyl pyrofosfatu (Cis) a geranylgeranyl
pyrofosfatu (Cy), patii také mezi prekurzory fytohormonti cytokininG, brassinosteroidi
a giberelinti (Chen et al., 2020).

Prvnim krokem ABA-specifické syntetické drahy je konverze zeaxanthinu prostfednictvim
dvou epoxidovych reakei, které jsou katalyzované enzymem zeaxanthin epoxidazou (ZEP). Enzym
ZEP konvertuje zeaxanthin pfes meziprodukt antheraxanthin na all-trans-violaxanthin, ktery je

pfeménén na 9-Cis izomery epoxykarotenoidu, konkrétné na 9’-cis-neoxanthin nebo
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9-cis-violaxanthin. 9-cis izomery epoxykarotenoidu jsou nasledné¢ oxidacné Stépeny na Cis
prekurzor ABA — xanthoxin. Syntéza xanthoxinu je katalyzovana enzymem 9-cis-epoxykarotenoid
dioxygenazou (NCED), ktera je povazovana za kli¢ovy regulacni krok v biosyntéze ABA. Enzym
NCED je vrajéatech kodovan genem LeNCEDI, jehoz defekt je mozné sledovat u mutanta
notabilis (Seo and Koshiba, 2002; Ng et al., 2014; Humplik et al., 2015).

Zatimco veskeré predchozi kroky biosyntézy ABA probihaji v plastidech, xanthoxin je
transportovan do cytosolu, kde je dehydrogenazou/reduktazou s kratkym fetézcem (SDR; Short-
chain Dehydrogenase/Reductase) pieménén na abscisovy aldehyd. Abscisovy aldehyd je
ve finalnim kroku oxidovan pomoci abscisis aldehyd oxidazy (AAO) na kyselinu abscisovou.
ABA-specificka aldehyd oxidaza vyzaduje pro svou katalytickou aktivitu molybdenovy kofaktor
aktivovany sulfurdzou, a proto mutace v genech zajiStujici syntézu tohoto kofaktoru zpisobi
nedostatecnou produkci ABA. Mutace molybdenové sulfurdzy se vyskytuje naptiklad u mutanta
rajéete flacca. Dalsim ptikladem poSkozeni biosyntetické drahy v poslednim oxidaénim kroku
ABA aldehydu je piimy defekt v enzymu AAO u ABA-deficientniho mutanta rajcete sitiens (Seo
and Koshiba, 2002; Nambara and Marion-Poll, 2005; Humplik et al., 2015). Biosyntéza ABA je
naznacena na obrazku 6.
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Obrazek 6: Biosyntéza kyseliny abscisové (pfevzato a upraveno z Seo and Koshiba, 2002).



2.3.2 Katabolismus kyseliny abscisové
Kyselina abscisova se metabolizuje na neaktivni produkty v ptipadé zeslabeni stresovych signald.
Katabolismus ABA probiha pfevazné hydroxylaci jedné ze tii methylovych skupin (C-7°, C-8’
a C-9) na cyklohexanovém kruhu nebo prostfednictvim konjugace ABA a jejich metabolitd (Ng et
al., 2014).

Za hlavni katabolickou drahu ABA je ve vysSich rostlinach povaZovana hydroxylace
methylové skupiny na pozici C-8” (Cutler and Krochko, 1999). Kyselina abscisova je nejdfive
na uhliku C-8 hydroxylovana enzymem 8'-hydroxylazou za vzniku 8'-hydroxy ABA.
V nasledujicim kroku je 8'-hydroxy ABA spontdnné cyklizovana na kyselinu faseovou (PA), ktera
je dale redukovéna na biologicky neaktivni kyselinu dihydrofaseovou (DPA). Pfi metabolismu PA
vznika kromé hlavniho produktu DPA také minoritni epi-dihydrofaseova kyselina (epi-DPA).
K vyraznému snizeni biologické aktivity dochazi jiz pfi izomerizaci 8 -hydroxy ABA na PA
(Gillard and Walton, 1976; Krochko et al., 1998; Cutler and Krochko, 1999; Zaharia et al., 2005).
Katabolick4 draha ABA je zndzornéna na obrazku 7.

Enzym 8’-hydroxylaza je membranové vazana monooxygenaza klasifikovana jako
cytochrom P450, ktery je kodovany rodinou genit CYP707A. V genomu Arabidopsis thaliana byly
identifikovany ¢tyfi ¢lenové rodiny CYP707A (CYP707Al1 - CYP707A4), jejichz hladiny
transkripti se béhem dehydratace a po oSetfeni kyseliny abscisové zvySuji (Kushiro et al.,
2004; Saito et al., 2004). Studie prokazaly, ze exprese CYP707A3 je nejvice indukovana v reakci
na dehydrataci i naslednou rehydrataci (Umezawa et al., 2006), CYP707Al degraduje zasoby ABA
uvnitt svéracich bun€k v reakci na vysokou vlhkost (Okamoto et al., 2009). Expresni analyzy také
odhalily, ze CYP707A2 je zodpovédny za rychly pokles hladiny ABA béhem imbibice semen
(Kushiro et al., 2004). U rajcete (Solanum lycopersicum L.) je enzym 8’-hydroxylaza kodovan
rodinou gent SICYP707A1 - SICYP707A4 (Nitsch et al., 2009).

Katabolismus ABA, ktery probihd prostfednictvim hydroxylace methylové skupiny
na pozici C-7'nebo C-9’, je povazovan za minoritni oxida¢ni drahu. Pfi hydroxylaci ABA na uhliku
C-7’dochazi ke vzniku 7°-hydroxy ABA, ktera se vyskytuje v fad€ rostlinnych druhti jako vedlejsi
katabolit (Nambara and Marion-Poll, 2005). V ptipadé hydroxylace ABA na uhliku C-9'dochazi
nejdiive ke vzniku nestabilniho meziproduktu 9°-hydroxy ABA, ktery je dale cyklizovan
na stabilngj$i produkt, nazyvany jako neofaseova kyselina (neoPA) (Kepka et al., 2011).
Meziprodukt 9’-hydroxy ABA a jeho izomer neoPA byly identifikovany jako hojné katabolity
ABA v nezralém semenu Brassica napus (Zhou et al., 2004). Mimo jiné byla neoPA detekovana
také v Arabidopsis thaliana, cizrné a v plodech pomerance a rajcete (Nambara and Marion-Poll,
2005).

Kromé hydroxylace muze byt ABA a jeji hydroxylované katabolity inaktivovany
prosttednictvim konjugace s glukézou, ktera konjuguje s karboxylovou (na C-1") nebo

hydroxylovou skupinou ABA (Nambara and Marion-Poll, 2005). Jednim z hlavnich biologicky
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neaktivnich konjugati ABA je ABA glukosyl ester (ABA-GE), ktery muze slouzit jako zasobni
forma volné ABA (Dietz et al., 2000). Konjugat ABA-GE je syntetizovan v cytosolu a pomoci
protonového gradientu a ABC (ATP Binding Cassette) transportérii je pfenesen do vakuoly, kde se
uskladiuje. Pfi plisobeni abiotického stresu je ABA-GE hydroxylovan B-glukosidazami, ¢imz

dochazi k uvolnéni aktivni ABA (Ng et al., 2014).
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Obrazek 7: Katabolismus kyseliny abscisové (pfevzato a upraveno z Nambara and Marion-Poll, 2005).

2.3.3 Signaliza¢ni draha kyseliny abscisové
Kyselina abscisova reguluje u rostlin fadu vyvojovych procesti a adaptivnich stresovych reakci,
jejichz signalni draha je iniciovana interakci hormonu se specifickymi ABA receptory
lokalizovanymi uvnitf buiiky nebo na plazmatické membrané. Mezi identifikované tfidy receptori
schopné vazat ABA patii receptory spiazené s G-proteinem (GPCR; G-Protein Coupled Receptor),
konkrétné GTG1 a GTG2 (GPCR-Type G protein) proteiny umisténé na plazmatické membrang,
dale Mg Chelatiza (ChIH, Mg-Chelatase H subunit) nachazejici se v plastidech a rozpustné
nukleocytoplazmatické ~ PYR/PYL/RCAR  receptory (PYrabactin Resistance  1/PYRI-
Like/Regulatory Component of ABA Receptor) (Finkelstein, 2013).

Nejlépe charakterizovanymi receptory ABA jsou rozpustné PYR/PYL/RCAR receptory,
které se fadi do superrodiny vazebnych proteinti START (STeroidogenic Acute Regulatory protein-
related lipid-Transfer) (Finkelstein, 2013). Genom Arabidopsis thaliana koduje celkem 14 ¢lend
genové rodiny PYR/PYL/RCAR. Screening mutanti rezistentnich na pyrabaktin, chemicky
syntetizovanou latku s fyziologickymi ucinky podobnym ucinkim ABA, vedl nejdfive
k identifikaci genu PYR1 (PYrabactin Resistant 1). Porovnanim sekvenci bylo pozdé&ji stanoveno
dalsich 13 pfibuznych genti s riznou afinitou k ABA, oznafované jako PYL1l — PYL 13
(PYR-Like). Vsechny tyto ¢leny, vyjimkou PYL 13, ktery si na rozdil od ostatnich ¢lent
nezachovava lysinovy zbytek dulezity pro vazbu ABA, jsou schopny transdukovat signal ABA
a aktivovat genovou expresi (Park et al., 2009; Miyakawa et al., 2013). Geny PYR1, PYL1, PYL2
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a PYL4 jsou exprimované ve svéracich buiikach a podileji se na regulaci zavirani priducht. Gen
PYLS5 se nejvice exprimuje pfi zrani semen, zatimco geny PYL8 a PYL9, exprimované v kotenech,
inhibuji rist primarnich kofent a stimuluji rust lateralnich kotenti (Xing et al., 2016; Sun et al.,
2017). Nezavisle na tomto objevu byla identifikovana rodina zastoupena 14 homolognimi proteiny,
oznaCenymi jako RCARI — RCARI14, u kterych se pozdéji prokazalo, ze jsou identické s jiz
objevenymi PYR/PYL ¢leny (Ma et al., 2009).

Dillezitou soucésti bunécné signalni transdukce je reverzibilni proteinova fosforylace
zprostiedkovana proteinovymi kinazami a fosfatazami. U rostlin se vyskytuje ABA-aktivovana
protein kinaza SnRK2 (SNF1- Related protein Kinase 2), ktera je pozitivnim mediatorem signalni
drahy ABA. Protein kinaza SnRK2 obsahuje konzervovanou kindzovou katalytickou doménu
a C-koncovou regula¢ni oblast, ktera se sklada ze dvou domén. Doména 1 je potiebna pro aktivitu
kinazy, zatimco doména II je dulezita pro interakci s protein fosfatazou 2C (PP2C), ktera je
hlavnim negativnim regulatorem ABA signalizace (Yoshida et al., 2002; Ng et al., 2014).
V genomu Arabidopsis thaliana jsou PP2C fosfatazy geneticky shlukovany do 10 skupin (A —J).
Do signalizacni drahy ABA je zapojeno celkem 6 clend ze skupiny PP2AC - A, zZnichz jsou
nejlépe charakterizovany ABI1 (ABA-Insensitive 1), ABI2 (ABA-Insensitive 2) a HAB1
(Hypersensitive to ABA 1) (Schweighofer et al., 2004).

Receptory PYR/PYL/RCAR obsahuji hydrofobni kapsu, do které se muze pies lysinovy
zbytek vazat hormon ABA. V pfitomnosti ABA dochazi ke zméné konformace PYR/PYL/RCAR
receptory, coz umozni jejich interakei s fosfatazou PP2AC. Navazana PP2AC fosfataza se inhibuje,
coz zpusobi akumulaci fosforylované aktivni SnKR2 kindzy, kterd nasledné fosforyluje
transkrip¢éni faktory zodpovédné za reakci na ABA (ABFs; ABA-responsive element Binding
factors). V nepfitomnosti ABA nejsou schopny receptory PYR/PYL/RCAR vazat fosfatizu
PP2AC. Fosfataza interaguje s doménou II na C-konci protein kinazy SnRK2, ¢imz dochazi k jeji
defosforylaci a nasledné inaktivaci (Cutler et al., 2010; Taiz and Zeiger, 2015). Tato signaliza¢ni

dréha je znazornéna na obrazku 8.
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Obrazek 8: Signaliza¢ni draha ABA zprostfedkovana receptory PYR/PYL/RCAR (schéma vytvofeno

v programu Microsoft Office Word, inspirovano z Taiz and Zeiger, 2015).
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2.3.4 Interakce kyseliny abscisové a svétla
Svételna a ABA signalizacni draha spolu vzijemné interaguji a podileji se na regulaci kliceni,
vyvoje a adaptaci rostlin. Svétlo je také dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje expresi gent
zapojenych do biosyntetické a katabolické drahy ABA. Pro objasnéni molekularnich mechanismd,
kterymi svétlo ovlivituje metabolismus ABA, byla ze semen Lactuca sativa a Arabidopsis thaliana
izolovana cDNA kodujici geny biosyntetické drahy (geny NCED) a katabolické drahy ABA (geny
ABA 8’-hydroxyldzy). Bylo zjisténo, Ze hladina ABA je ovlivnéna ptsobenim Cerveného svétla
ptedev§im prostiednictvim fytochromu B. Vlivem cerveného svétla dochazi ke sniZeni exprese
gend NCED, zatimco exprese genll ABA 8 hydroxy oxiddz je zvySenad. Dale bylo pozorovano,
7e po osetieni Cervenym svétlem je pokles obsahu ABA tmérny zvysené hladiné kyseliny faseové,
ktera je neaktivnim ABA metabolitem (Seo et al., 2006; Sawada et al., 2008).

Analyza gentu zapojenych do metabolismu ABA byla provadéna také u rajéete Solanum
lycopersicum L. U kultivaru cv. Rutgers byla od vyseti az po ¢asny vyvoj sazenic sledovana
hladina endogenni ABA. Hladiny endogenni ABA dosahovaly nejvysSich hodnot v prvnim
analyzovaném bod¢ (6 hodin po vyseti) a poté rychle klesly az do okamziku kli¢eni (72 hodin
po vyseti). Za ucelem stanoveni ddvodu rozdilnych koncentraci ABA byl analyzovan gen
LeNCED1, zapojeny do biosyntézy ABA a geny ABA 8™-hydroxy oxiddzy (SICYP707ALl -
SICYP707A4), které reguluji katabolismus ABA u rajéat. Exprese genu LeNCED1 nebyla
detekovana pied kli¢enim semen, ale postupné se zvySovala béhem vyvoje sazenic. Akumulace
transkripti LeNCED1 byla u sazenic kultivovanych na modrém svétle (BL) podstatné nizsi nez
u etiolovanych sazenic, coz korelovalo s jejich diferencialni akumulaci endogenni ABA. Pii studiu
¢ty zminénych katabolickych genll vykazoval vyrazny rozdil exprese mezi hypokotyly sazenic
péstovanych na BL nebo ve tmé pouze gen SICYP707A3, coz naznacuje, Ze tento gen hraje roli
pii nastupu fotomorfogeneze. Kontinudlni expozice BL vedla ke sniZzeni akumulace ABA
v sazenicich diky snizeni syntézy ABA a silnou, ale pfechodnou stimulaci ABA katabolismu.
Vysledky této prace naznacuji, Ze redukce nebo snizeni endogenni ABA vyvolané BL je dilezité
v de-etiolizaci a nastupu fotomorfogeneze (Humplik et al., 2015).

Svétlo o rtzné vlnové délce vykazuje schopnost regulovat hladinu endogenni ABA.
Pii studiu nékolika genti z Lemna gibba bylo zjisténo, Ze receptory Cerveného svétla (fytochromy)
negativné reguluji expresi gentt NPR1 a NPR2 (Nonexpressor of Pathogenesis-Related 1, 2),
zatimco hormon ABA ma na tyto geny pozitivni u€inek. Kromé& schopnosti Cerven¢ho svétla
redukovat hladinu ABA u etiolované Lemna giba bylo pozorovano, ze umisténi Arabidopsis
thaliana a Lemna gibba na 24 hodin do tmy po pfedchozim rustu na svétle vyvola zvySenou
transkripci gent NPR a vyraznou akumulaci ABA (Weatherwax et al., 1996). Dalsi zjisténi,
ze svétlo hraje dilezitou roli pii regulaci ABA, bylo prokdzano na fytochrom-deficitnim mutantu
Nicotiana plumbaginifolla — pew-1, ktery mél v semenech a listech ve srovnani s jeho

odpovidajicim kultivarem vyssi obsah endogenni ABA (Kraepiel et al., 1994). V etiolovanych

27


http://www.plantphysiol.org/content/146/3/1386#ref-34

sazenicich hrachu byla také pozorovana snizena hladina ABA po 4 hodinach expozice bilym
svétlem (Symons and Reid, 2003).

U Arabidopsis thaliana bylo prokazano, ze fotoreceptory modrého svétla - kryptochromy 2
(cry2) negativng reguluji ABA-zavislé kli¢eni semen. Toto zjisténi bylo sledovano u mutanta cry?2,
ktery vykazuje defekt v genu CRY2. Mutant cry2 klicil v pfitomnosti rdznych koncentraci ABA
nasvétle i ve tmé a v porovnani s odpovidajicim kultivarem vykazoval snizenou expresi gend
reagujici na ABA a GA, které koéduji inhibitory kliceni (Kim et al., 2014). Interakce mezi
kryptochromy a ABA byla také zjisténa u transgenni linie Arabidopsis thaliana, ktera vykazuje
nadmérnou expresi genu sladkého ¢iroku SbCRY1b (Sorghum bicolor CRY1b). Fotoreceptor
SbCRY1b je hlavnim regulatorem fotoperiodického kveteni a jeho funkce se vice shoduje s ulohou
fotoreceptort cry2 u Arabidopsis thaliana. Nadmérna exprese genu SDCRY1b u transgenni linie
Arabidopsis thaliana zptisobila zvysenou citlivost na ABA b&hem kliceni a vyvoje kofent, a kromé
toho zde byla v porovnani s odpovidajicim kultivarem pozorovana zvySena exprese gent reagujici
na ABA, jako je napiiklad gen ABF1 (ABA-responsive element Binding Factor 1), SnRK2.3
(Sucrose nonfermenting 1 Related protein Kinase 2.3), ABI4 a ABI5 (ABA-Insensitive 4, 5). Tato
data ukazuji, ze SbCRY1b se ucastni signalizace ABA prostiednictvim zmény exprese gent
reagujici na ABA (Zhou et al., 2018a).

Kvalita svétla hraje zasadni roli v Zivotnim cyklu rostlin. U semen rtznych druhl urcuje
kvalita svétla pomér hladiny GA a ABA, ¢imz podporuje nebo inhibuje kli¢eni semen (Seo et al.,
2006). Fytochromy phyA a phyB reguluji kliceni u Arabidopsis thaliana prostiednictvim
transkrip¢niho faktoru PIF1 (Phytochrome Interacting Factor 1) (Shen et al., 2005; Oh et al., 2006).
Pokud jsou phyA a phyB neaktivni, PIF1 se akumuluje a reguluje expresi gend zajistujici nizky
pomér GA/ABA, coz inhibuje kli¢eni (Oh et al., 2004; Oh et al., 2007, Kim et al., 2016).
Na druhou stranu, aktivace phyA a phyB a nasledna degradace PIF1 zvysi pomér GA/ABA, coz
kliceni semen podporuje. Fytochrom phyB je reverzibilné aktivovan a deaktivovan ptisobenim R
(Red, 600-700 nm) a FR (Far Red, 700-750 nm) svétla, zatimco phyA je R a FR svétlem aktivovan
irreverzibiln€. Je znamo, ze ABA plisobi prostfednictvim signalizac¢nich faktori ABI3, ABI4
a ABI5 (ABA-Insensitive 3, 4, 5). Exprese genu faktoru ABI3 je pii kliceni semen indukovana
za pusobeni svételnych podminek deaktivujicich phyB, zatimco faktor ABI5 zastava sekundarni
roli s relativné mirnym ucinkem za svételnych podminek vedoucich k aktivaci phyA a deaktivaci
phyB (Lee et al., 2012). U faktoru ABI4 je vSak zajimavé, ze diive publikovana transkriptomova
analyza prokazala inhibici exprese genu ABI4 ptsobenim FR svétla, o némz je znamo, ze zvysuje
hladinu ABA (Oh et al., 2009; Vaistij et al., 2018). Nasledujici analyzy zjistily, ze phyA, ktery
pusobi jako induktor kliceni, podporuje expresi genu ABI4 pravdépodobné prostiednictvim faktoru
PIF1. Vysledky také ukazuji, ze faktor ABI4 se krom¢ akumulace ABA ve vyvojovych fazich
po vykli¢eni (Shu et al., 2016b) podili také na inhibici hromadéni ABA béhem kli¢eni semen
zavislém na phyA prostiednictvim snizené exprese biosyntetickych gentt ABA (NCED6 a NCED?9).
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Evolué¢ni procesy vedouci k ptepinani funkci ABI4 z represoru na promotor kliceni semen zavislé
na environmentalnich podminkach nebyl zatim objasnén (Barros-Galvao et al., 2020).

Za stresovych podminek inhibuje ABA postgerminacni vyvoj a pomaha sazenicim piidélovat
dostupné omezené zdroje pro jejich preziti a rist (Brandizzi, 2020). Fytohormonem ABA
zprostiedkovana postgerminacni inhibice je ve tm¢ vyznamné zvySena ve srovnani se svételnymi
podminkami (Yadukrishnan et al., 2020a). To je zajistovano pomoci transkripénich faktorti PIFs
(Phytochrome Interacting Factors) a COP1 (COnstitutively Photomorphogenic 1), které¢ podporuji
signaliza¢ni drahu ABA prostiednictvim modulace hladiny faktoru ABI5 (YYadukrishnan and Datta,
2020). Phytochrome Interacting Factors (PIFs) je skupina zakladnich helix-loop-helix
transkripénich faktort, které interaguji s fotoreceptory cerveného (fytochromy) i modrého
(kryptochromy) svétla. Bylo prokazano, ze faktory PIFs propojuji rizné fotosenzorické
a hormonalni drdhy zajistujici fizeni ristu a vyvoje rostlin. Faktory PIFs se akumuluji ve tmé
a potlacuji fotomorfogenezi sazenic. Ve studii Qi et al., 2020 bylo ukdzano, ze PIFs pozitivné
reguluji signalizaéni drahu ABA b&hem kli¢eni semen ve tmé. Faktory PIFS pozitivné reguluji
hladiny ABIS transkriptii a proteinil ve tme v reakci na exogenni ABA, a to prostfednictvim ptimé
vazby na G-box v promotoru genu ABI5. Faktory PIFs mohou také fyzicky interagovat s ABA
receptory PYL8 a PYL9, jejichz interakce neni regulovana ABA. Dalsi analyzy ukazaly, ze PYLS
a PYL9 podporuji akumulaci proteinu PIF4 ve tmé a zvySuji vazbu PIF4 na promotor ABI5,
zatimco negativné reguluji PIF4-zprostfedkovanou aktivaci ABIS (Qi et al., 2020). COnstitutively
Photomorphogenic 1 (COP1) faktor podporuje ABA-zprostiedkovanou inhibici postgerminalniho
vyvoje sazenic usnadnénim vazby ABIS na jeho cilové promotory. Tento mechanismus neni vSak
stale objasnén (Yadukrishnan et al., 2020a; Yadukrishnan and Datta; 2020).

Svételna a ABA signalizacni draha neptisobi vii¢i sobé€ pouze antagonisticky. Bylo zjisténo,
7e pozitivni regulatory svételné signalizace, jako je HY5 (elongated HYpocotyl 5), FAR1 (FAr-red
impaired Response 1) a FHY3 (Far-red elongated HYpokotyl 3), podporuji signalizaci ABA
ptimou aktivaci ABI5 (Chen et al., 2008; Tang et al., 2013). Protein HYS je kliCovym regulatorem
fotomorfogeneze rostlin. Ve tmé je HYS ubikvitinovin COP1 a nasledné¢ degradovan
prostfednictvim proteasomového systému, zatimco na svétle je HYS vyzadovan pro spravnou
expresi gend zapojenych nejen do fotomorfogeneze, ale také do vyvoje kofenli a rdznych
signalnich drah hormont (Xuet al., 2016). Protein HY5 se s vysokou aktivitou vaze piimo
na promotor genu transkripéniho faktoru ABIS a aktivuje jeho expresi. Faktor ABIS je zakladni
transkripcni faktor leucinového zipu, ktery je zapojeny do hlavni signalizacni drahy ABA. Hraje
klicovou roli v regulaci kliceni semen a rané¢ho riistu sazenic v pfitomnosti ABA a abiotickych
stresi  (Skubacz et al., 2016). Chromatinova imunoprecipitace ukazala, ze vazba HYS5
na promotor ABI5 je vyznamné zvySena pomoci ABA (Chen et al., 2008). Exprese HY5 je
na svétle aktivovana pozitivnim svételnym regulatorem BBX21 (B-Box 21) podporujicim

fotomorfogenezi, zatimco v ABA signalizaci BBX21 interaguje s HYS a brani jeho vazb¢ na faktor
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ABI5 (Xu et al., 2016; Bursch et al., 2020; Yadukrishnan et al., 2020b; Yadukrishnan and Datta,
2020).

Kyselina abscisova zastava dulezitou roli jak pii kontrole rlstu rostlin ve stinu, tak
i v adaptaci na podminky vysokého svétla (Galvez-Valdivieso et al., 2009). V nedavné studii bylo
po zruSeni vedlejSich ucinkd zvySené teploty zjiSténo, ze transkripce mnoha genti v ABA
biosyntetické a signalni draze je modulovana specificky v reakci na vysoké svétlo (Huang et
al., 2019). Expozice vysokého svétla zpusobuje u sazenic vyrazné stabilni zvySeni hladin ABA, coz
naznacuje dulezitou roli akumulace ABA v adaptaci na stres vyvolany vysokym svétlem. Kromé
toho je akumulace ABA za téchto podminek dtlezita také pro uzavieni praduchi (Devireddy et
al., 2018; Yadukrishnan and Datta, 2020).

Je znamo, Ze semena raj¢at Solanum lycopersicum L. kli¢i nejlépe ve tmé, zatimco na BL je
klicivost semen vyrazn€ inhibovana. Modré svétlo snizuje klic¢ivost semen rajcete pravdépodobné
pomoci fotoreceptoru CRY 1a nebo fototropinem, protoze mutanti defektni v téchto fotoreceptorech
vykazuji toleranci k inhibici kli¢eni indukovanou BL. Neddvno provadéna analyza ABA
v semenech mutanta 7B-1 a k nému odpovidajicimu kultivaru cv. Rutgers, ukazala, ze u semen
7B-1 dochazi v porovnani se cv. Rutgers K rychlejsimu poklesu endogenni ABA b&hem prvnich
24 hodin inkubace pod BL. Expresni analyzy receptori ABA také odhalily, ze 6 hodin po vyseti
na BL se vyznamné zvySuje uroven transkriptu PYL5 v semenech 7B-1, ale ne u cv. Rutgers.
Na druhou stranu byla exprese PYL3 u semen 7B-1 vyrazné niz§i v porovnani se cv. Rutgers
(Simurova et al., 2018).

U rajéete Solanum lycopersicum L. byla provedena funk¢ni analyza transkripéniho faktoru
LeMYC2 (Lycopersicum esculetum MYeloCytomatosis2), jehoz aminokyselinova sekvence
vykazovala rozsahlou homologii s transkripénim faktorem ZBF1/MYC2bHLH (Z-Box binding
Factorl/MyeloCytomatosis2  Basic, Helix-Loop-Helix) u Arabidopsis thaliana. Faktor
ZBF1/MYC2bHLH se fadi mezi MYC2 faktory (MYeloCytomatosis2) s konzervovanou doménou
bHLH (basic Helix-Loop-Helix), ktery je represorem fotomorfogeneze a reguluje interakci signalni
drahy svétla, kyseliny abscisové (ABA) a kyseliny jasmonové (JA). Exprese LeMYC2 je
indukovdna ABA a tiroven indukce se umérné zvysSuje s vyssi koncentraci ABA. Bylo prokazano,
7ze LeMYC2 funguje jako negativni regulator fotomorfogeneze zprostiedkované BL, podporuje
odezvu ABA a JA a pozitivné reguluje ABA vyvolanou inhibici kli¢eni semen (Gupta et al.,
2014).
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2.4  Abioticky stres

Rostliny ziji v neustale se ménicich prostiedich, ktera jsou ¢asto nepfizniva nebo stresujici pro
jejich rust a vyvoj. Abioticky stres vznikd vlivem nadbytku ¢i deficitu fyzikalnich nebo
chemickych vlivll. Mezi faktory abiotického stresu fadime sucho, teplo, chlad, nedostatek zivin
nebo prebytek vody, soli a toxickych kovi, jako je naptiklad hlinik nebo kadmium v pide. Stres
spousti Sirokou Skalu rostlinnych reakci, od zmén genové exprese a bunécného metabolismu, az
po zmény rychlosti ristu a vynosu plodin. Zmény v expresi genli zahrnuji indukci signalni drahy,
ve kterych jsou zapojeny hormony (kyselina abscisova, kyselina jasmonova a ethylen) a sekundarni
prenasece (Ca?"). Schopnost rostlin tolerovat stres zavisi na genotypu rostlin, intenzité¢ a délce
pusobeni stresu a jeho rychlosti pfichodu. ZvySeni tolerance rostlin viici stresu je rozhodujici jak
pro produktivitu v zeméd¢€lstvi, tak pro ekologii zivotniho prostiedi (Buchanan et al., 2015; Zhu,
2016).

2.4.1 Stres zasolenim
Zasoleni pudy predstavuje vazny problém v zemédé€lstvi, protoze drasticky snizuje vynos plodin.
Vysoka koncentrace soli v apoplastu bun¢k generuje primarni a sekundérni efekty, které negativné
ovliviwyji preziti, rist a vyvoj rostlin. Mezi primarni ucinky soli se fadi osmoticky stres, kdy
dochazi ke snizeni schopnosti absorbovat vodu kofenem a iontova toxicita, kdy se v bunkach
kofene hromadi ionty. Hlavnimi sekundarnimi G¢inky solného stresu je naruseni piijmu K* iontt,
metabolickd dysfunkce, poskozeni bunécnych slozek (membranovych lipid, proteind
anukleovych kyselin), poruseni fotosyntézy a tvorba reaktivnich forem kysliku. Iontova
nerovnovaha je zvlasté Skodliva v pribehu kliceni a rustu sazenic a méné béhem vegetativniho
rustu (Jenks and Hasegawa, 2005; Zhu, 2016; Munns and Tester, 2008; Park et al., 2016).

Rostliny maji schopnost tolerovat rizné hladiny soli. Vétsina rostlin se fadi mezi glykofyty,
které jsou k zasoleni citlivé. Glykofyty vyzaduji ptitomnost sladké vody a jejich rist mtize byt silné
inhibovan ¢asto nizkymi, milimolarnimi, koncentracemi NaCl. Na druhou stranu existuji rostliny,
nazyvané halofyty, které ptirozené rostou v prostiedi se zvySenou nebo vysokou hladinou NaCl
(200 mM NaCl), nebo jsou na soli dokonce zavislé (Park et al., 2016). K zajisténi tolerance vuéi
osmotickému stresu je zasadni regulace koncentrace, slozeni a distribuce iontli v buiice.
Intraceluldrni iontovd homeostdza je pfi zasoleni zajistovdna kontrolou vstupu Na’
a kompartmentalizaci Na" a Cl” do vakuoly prostiednictvim iontovych kanald a transportért (Jenks
and Hasegawa, 2005).

Rostliny vystavené vysokym koncentracim NaCl maji tendenci akumulovat Na* v disledku
jeho vysokého piijmu, napiiklad prostiednictvim neselektivnich kationtovych kanali (NSCCs,
NonSelective Cation Channels) nebo vysokoafinitnich HKT1/HKT?2 transportéri (High-Affinity
K+ Transporter). Vysoka koncentrace Na* v buiikach inhibuje ¥adu biologickych procesi, véetné

absorpce K. Draslik je hlavnim bun&¢nym kationtem, ktery je rozhodujici pro udrzeni bun&¢ného
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turgoru, membranového potencialu, integrity a funkce membran a aktivity mnoha enzymu (Zhu et
al., 1998). Z tohoto dfivodu dochdzi u rostlin po oSetieni soli ke zvySeni aktivity Na'/H"
antiporterti, které zaénou piemistovat Na* z buiiky nebo do vakuoly. Pii solném stresu dochézi
napiiklad k aktivaci signalni drahy SOS (Salt Overly Sensitive), ktera je spousSténa
cytoplazmatickym signdlem Ca”" iontd. Signal Ca *" generovany stresem je vniman SOS3, coZ
umoznuje tvorbu protein-kinazového komplexu SOS3-SOS2, ktery dale fosforyluje a aktivuje
transportni aktivitu SOS1. Plazmaticky Na*/H" transportér SOS1 zprostiedkovava pasivni transport
H* do buiky a aktivni transport Na* ven z buiiky. Véapnik, kindza SOS2 a zmény hladiny kyseliny
abscisové se podileji také na regulaci vakuolarniho Na'/H" transportéru NHX1 (Na*/H" Exchanger
1), ktery transportuje Na* do vakuol rostlin a tim chrani rostlinu pied toxicitou Na* (Zhu, 2002;

Buchanan et al., 2015; Park et al., 2016). Tento mechanismus je znazornén na obrazku 9.

Stres zasolenim

HKT1/HkT2

Nsce

\ o

Obrazek 9: Mechanismus tolerance k zasoleni prostfednictvim aktivace signalni drahy SOS a transportéru

NHX1 (Schéma vytvoteno v programu Microsoft Office Word, inspirovano z Buchanan et al., 2015).

2411 Modré svétlo a zasoleni
I kdyZ je o vnimani modrého svétla (BL) semeny znamo jen velmi malo (Goggin and Steadman,
2012), bylo prokazano, ze BL vétSinou redukuje kliceni semen u rajcat, a Ze semena rajcat
pod osmotickym stresem kli¢i Iépe ve tmé nez v BL (Fellner and Sawhney, 2002; Piterkova et al.,

2012). Pocet informaci popisujicich pfimy u¢inek BL snaset abioticky stres u rostlin je velmi nizky.
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Jako nejvhodnéjsi model pro studium mozné interakce mezi BL a osmotickym stresem se jevi
mutant 7B-1 (Balarynova et al., 2018).

Mutant rajcete 7B-1, ktery produkuje nadbytek ABA a je defektni v signalizaci BL, vykazuje
pod BL rezistenci vici abiotickym a biotickym strestim (Fellner and Sawhney, 2002). Semena 7B-1
vykazuji na svétle vysokou rezistenci vii¢i osmotickému stresu vyvolanému mannitolem. Citlivost
mutanta 7B-1 a knému odpovidajiciho kultivaru (cv. Rutgers, ddle WT) byla také testovana
na riznych koncentracich soli NaCl, KCI, Na,SO,; a K,SO,. Kli¢eni semen WT bylo siln¢
inhibovano NaCl. Naptiklad na médiu s 50mM NacCl se pohybovala kli¢ivost semen WT na svétle
ptiblizné kolem 30 %, zatimco u mutantniho semene byla kli¢ivost 70 %. Semena rajéete 7B-1 byla
také v porovnani s WT méné citliva na soli Na,SO,, KCI a K,SO, (Fellner and Sawhney, 2001).
Utinky vysokého zasoleni a nizké teploty jsou &astednd zphsobeny zhorSenou absorpci
a transportem vody, proto je mozné tyto stresové faktory castecné povazZovat za ruzné formy
osmotického stresu (Ryu et al., 1995; Xiong et al., 1999). Mutant 7B-1 vykazuje zvySenou
rezistenci vici abiotickym a biotickym stresim pouze pii pisobeni svétla, obzvlastné pti plisobeni
vysokoenergetického modrého svétla. Tolerance rostlinnych tkani viici abiotickym stresiim
u mutanta 7B-1 souvisi se zvySenou hladinou endogenni ABA v nékterych systémech a také kvuli
poruse vnimani BL nebo pfenosu signalu (Fellner and Sawhney, 2002). Modré svétlo zvysuje
usemen 7B-1 také rezistenci k exogenni ABA (Fellner and Sawhney, 2002) a k bakterialnimu
toxinu koronatinu, produkovanému Pseudomonas syringae (Bergougnoux et al., 2009). Mutace
u 7B-1 narusuje i prvek signaliza¢ni drahy BL, ktery je zapojen do otevirani pruducht. Predpoklada
se, ze porucha v otevirani priduch u mutanta 7B-1 vznika v disledku inhibice funkce aniontovych
kanalt nebo kviili zvysené hladin¢ endogenni ABA (Hlavinka et al., 2013).

Existence interakce mezi osmotickym stresem, signalizaci BL a mutaci u 7B-1 byla
naznaena v praci se zaméfenim na genovou expresi akvaporini plazmatické membrany
v semenech rajcat. Bylo zde predpokladano, ze tolerance semen 7B-1 na BL a osmoticky stres
mize zahrnovat diferencialni expresi geni akvaporind. RlUzné abiotické stresy indukujici
osmoticky stres na rostlinnych buiikdch zpisobi nerovnovdhu v homeostaze vody, kterd je
zachovéna akvaporiny. Geny rodiny akvaporinti plazmatické membrany (PIP, aquaporin Plasma
membrane Intrinsic Proteins), konkrétné PIP1;2, PIP1;3, PIP1;4, PIP1;5, PIP2;1, PIP2;2
aPIP2;3, se UcCastni vyvoje semen rajcat a exprese nckterych znich mize byt regulovana
abiotickym stresem. V této praci bylo zjisténo, Ze manitolem indukovanym osmotickym stresem
a mutaci 7B-1 (ud€lujici niz8i odezvu na osmoticky stres a BL indukovana inhibice kliceni semen)
doslo ke snizeni exprese gent PIP1;3, PIP2;3 a PIP1;2; PIP2;1, kdy exprese genu PIP1;3 byla
inhibovana nejen osmotickym stresem, ale také BL. Mze se jednat o zpUsob, kterym si rostliny
zadrzuji vodu pro prodlouzeni radikuly pfi kli¢eni semen za stresovych podminek (Balarynova et

al., 2018).
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Fotoreceptory modrého svétla - kryptochromy (cry) zprostiedkovavaji aklimatizacni
odpoveéd’ na bioticky a abioticky stres. Nékteré studie naznacuji, Ze nadmérna exprese genii CRY
snizuje rezistenci rostlin k osmotickym stresim a kyselin¢ abscisové (ABA). U transgenni linie
Arabidopsis thaliana, ktera vykazuje nadmérnou expresi gentt TaCRYlaa TaCRY2 (Triticum
aestivum CRY1la, CRY2), byla sledovana nizsi tolerance na vysokou koncentraci NaCl, manitolu
a exogenni ABA v porovnani s WT. Geny TaCRYlaa TaCRY2, jejichz exprese je indukovana
osmotickym stresem, byly popsany u pSenice (Triticum aestivum). Rostliny s nadmérnou
expresi genu TaCRYla vykazovaly vys$si citlivost k soli v porovnani s rostlinami nadmérné
exprimujici gen TaCRY2 (Xu et al., 2009; D'Amico-Damido and Carvalho, 2018).

Vyznam fotoreceptori cry v solnych stresovych reakcich byl prokdzan také pii analyze
nadmérné exprese genu sladkého ¢iroku SbCRY1b (Sorghum bicolor CRY1b) u Arabidopsis
thaliana pti zasoleni. Zatimco mutant cryl vykazoval vyssi toleranci k soli a ABA v porovnani
s WT, transgenni linie Arabidopsis thaliana s nadmérnou expresi gentit SOCRY1b byla na solny
stres a ABA hypersenzitivni. Tyto mechanismy jsou pravdépodobné regulovany faktorem
HY5-ABI5 (elongated HYpocotyl 5 - ABA-Insensitive 5), ktery spousti diferencovanou expresi
transkriptl reagujicich na ABA a stres (Zhou et al., 2018b). Dale bylo prokazano, ze cryl fidi
reakce na stres zasoleni pomoci ABA-zavislych signalnich drah (Sharma et al., 2014; D'Amico-
Damido and Carvalho, 2018). U Arabidopsis thaliana bylo také pti studiu cirkadiannich hodin
zjisténo, ze protein asociovany s cirkadiannimi hodinami LIP1 (Light Insensitive Period 1), ktery
zprostiedkovava inhibici fotomorfogeneze putisobenim cerveného a modrého svétla, je také
vyzadovan pfi svétlem fizené inhibici endoreplikace a toleranci vii¢i solnému stresu (Terecskei et
al., 2013).

U pSenice (Triticum aestivum) a Arabidopsis thaliana byla studovana funkce G-box
vazebnych faktort (GBFs, G-box Binding Factors) v reakcich na modré svétlo a abioticky stres.
Byl identifikovan gen pSenice TaGBF1 (Triticum aestivum GBF1), ktery zprostiedkovava signalni
drahy reagujici jak na modré svétlo, tak i na abioticky stres. Hladina transkripti TaGBF1 byla
indukovana modrym svétlem, NaCl a ABA. Dale bylo zji$téno, Ze nadmérna exprese genu TaGBF1
zvySuje citlivost na zasoleni a ABA u pSenice i Arabidopsis thaliana, zatimco sniZzena exprese genu
TaGBF1 vyvolala u pSenice rezistenci vici vysokym hladindm NaCl a ABA. ZvySena exprese genu
TaGBF1 zapricinuje zvySeni exprese AtABI5 (Arabidopsis thaliana ABIS), ktery piedstavuje
klicovou slozku signalni drahy ABA u Arabidopsis thaliana, a jeho homologu WABI5
(Wheat ABI5) u pSenice. U mutantl abi5 nebyla pozorovana zvysena citlivost na sil a ABA
zpusobena TaGBF1, coz dokazuje, Ze faktor ABIS je mediatorem abiotickych stresovych odpovédi
vyvolanych TaGBF1 (Sun et al., 2015).

Dalsi prace zabyvajici se studiem molekularnich mechanismd, kterymi rostliny reaguji
na solny stres, byla provadéna na rostliné Physcomitrella patens. Physcomitrella patens je

modelovy organismus pro studium systematiky a evoluce rostlin, ktery vykazuje toleranci k vysoké
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koncentraci soli. U Physcomitrella patens bylo zjisténo, ze jednu z jejich reakci na vysoké hladiny
soli zprostfedkovavaji fotoreceptory modrého svétla - fototropiny, které se podileji na regulaci
H*-ATP4zy na plazmatické membrané a udrzovani iontové homeostazy slanosti (Wang et al.,
2008).

24.1.2 Kyselina abscisova a zasoleni

Kyselina abscisovda (ABA) je jeden zhlavnich fytohormonti, ktery hraje dulezitou roli
V rozpoznavani stresu a vyvolani stresové reakce. Signalni drahy ABA reguluji dtlezité reakce
na abioticky stres, zejména vodni bilanci a toleranci osmotického stresu. Tohoto ucinku rostliny
dosédhnou za ptredpokladu rychlé a citlivé biosyntézy ABA béhem stresu, kterd inhibuje funkce
rostlin za neptiznivych podminek a naopak rychlou degradaci a deaktivaci ABA, jakmile je stres
uvolnén. Jako okamzitd reakce ABA na iontovou nerovnovdhu a nedostatek vody je uzavieni
pruduchu v butikach slouzici k udrzeni vody v rostlinach. Kyselina abscisova také reguluje expresi
mnoha gentl, jejichz produkty mohou fungovat pfi toleranci dehydratace a zasoleni (Zhang et al.,
2006; Nakashima and Yamaguchi-Shinozaki, 2013; Park et al., 2016).

Reakce rostlin na solny stres a nedostatek vody spolu tizce souvisi. Rostlina vystavena stresu
zasolenim indukuje imérné zvyseni koncentrace ABA, ktera ve vétSing ptipadd souvisi s listovym
nebo plidnim vodnim potencialem. To naznacuje, Ze soli indukovana produkce endogenni ABA je
zpusobena spiSe nedostatkem vody nez konkrétnim ucinkem soli (Zhang et al., 2006). Nékteré
studie ukazaly, Ze rostliny s nizkou hladinou ABA jsou vice tolerantni ke stresu zasolenim béhem
kliceni. Naptiklad snasSenlivost k vysoké koncentraci soli u Brassica napus je ve srovnani
s Brassica carinata, ktera je k soli citliva, zpisobena diky nizsi akumulaci ABA pii stresu soli
(He and Cramer, 1996). Zvysena koncentrace ABA vyvolana slanosti také koreluje s inhibici
expanze listti u riznych druhd (He and Cramer, 1996; Zhang et al., 2006).

Rostliny si zajistuji toleranci na osmoticky stres prostfednictvim ABA-dependentni
a ABA-independentni drahy, jejichz mechanismus je vidét na obrazku 10. Pii vysoké koncentraci
soli nebo dehydrataci dochazi ke spusténi signalni kaskddy ABA, kterd je zastoupena ABA
receptory PYR/PYL/RCAR, fosfatazou PP2AC a protein-kinazou SnRK2. Aktivovana proteinova
kinaza SnRK2 fosforyluje zakladni transkripéni faktory leucinového zipu (bZIP, basic leucine
ZIPper) - AREB/ABF (ABRE-Binding protein/ABRE-Binding Factor). Fosforylované faktory
AREB/ABF se vazou na element ABRE (ABA-Responsive Element), coz je hlavni cis-element
zapojeny v expresi genu citlivych na ABA vyvolané stresem. Element ABRE vyZaduje pro svou
funkci pfitomnost dalsiho cis-elementu CE (Coupling Element). ABA-dependentni draha
pfi osmotickém stresu aktivuje kromé& bZIP i dalsi transkripéni faktory, jako je naptiklad faktor
MYC2 nebo MYB2. Pti reakci na zasoleni a dehydrataci prostfednictvim ABA-independentni
drahy dochazi k indukci transkripéniho faktoru DREB2 (Dehydration Responsive Element Binding

protein 2). Tento faktor se nasledné vaze na klicovy cis-element DRE/CRT (Dehydration-
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Responsive Element/C-RepeaT), ktery je zapojeny v expresi gend nezavislych na ABA vyvolané
stresem. ABA-independentni draha reaguje také na stres vyvolany teplem a chladem (Uno et al.,
2000; Zhang et al., 2006; Buchanan et al., 2015).

| Zasoleni, dehydratace |

I ABA-dependentni draha _>I ABA-independentni draha

\
ABA

PYR/PYL/RCAR

AREB/ABF
(bZIP)

— I =] Coow ]

Obrazek 10: Mechanismus tolerance k zasoleni a dehydrataci prostfednictvi ABA-dependentni a ABA-

independentni drahy (Schéma vytvofeno v programu Microsoft Office Word, inspirovano z Buchanan et al.,

2015).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Rostlinny material

Pro experimentalni ¢ast byla zvolena semena rajéete Solanum lycopersicum L. Veskeré
experimenty byly provadény se semeny mutanta rajcete 7B-1 a k nému odpovidajicimu kultivaru
cv. Rutgers. Mutant 7B-1, ktery byl ptivodné vyselektovan pro svou samci sterilitu zavislou
na fotoperiodé, obsahuje spontanni recesivni mutaci v jednom genu 7B-1, jehoz funkce neni zcela
znama (Sawhney, 1997). Nedavno byla, pomoci mezidruhovych mapovacich populaci a markerd
spojenych s geny tiidy MADS-box skupiny, zjisténa signifikantni vazba mezi 7B-1 a genem
SIGLO2 (Pucci et al., 2017). Mutant 7B-1 produkuje nadbytek ABA a je defektni v signalizaci
modrého svétla. Specificky na modrém svétle vykazuje rezistenci vici abiotickym a biotickym
stresim (Fellner and Sawhney, 2002; Bergougnoux et al., 2009). Semena 7B-1 jsou pii kli¢eni
V porovnani se CvV. Rutgers méné citliva na rizné soli (véetné NaCl, KCl, Na,SO, a K,;SO,),
osmoticky stres a nizkou teplotu (Fellner and Sawhney, 2001). Mutant 7B-1 je ovlivnén v nékolika
fototropinem zprostiedkovanych odpovédich, jako je otevirani priaducht (Hlavinka et al., 2013),
pohyb chloroplasti, fototropismus a rané prodluzovani hypokotyld (Fellner, nepublikované
vysledky). Semena mutanta 7B-1 a cv. Rutgers byla laskavé poskytnuta V. K. Sawhney

z University of Saskatchewan, Saskatoon, Kanada.

3.2  Priprava SM zasobniho roztoku chloridu sodného (NaCl)

K piipravé 5M zasobniho roztoku chloridu sodného (NaCl) o celkovém objemu 200 ml bylo
navazeno 58,44 g NaCl. Dané mnozstvi NaCl bylo za stdlého michani na magnetické michacce
(Arex-6 Digital PRO, Velp Scientifica, Italie) rozpusténo ve 110 ml destilované H,O v kadince
s vloZenym magnetickym michadlem. Po rozpusténi NaCl byl objem roztoku v odmérném valci
doplnén destilovanou H,O na 200 ml. Ptipraveny roztok byl nasledné v laminarnim flowboxu
(Holten Horizontal Laminar Airflow Clean Bench, Thermo Scientific, Némecko) sterilizovan
filtraci pomoci jednorazového 0,22um stiikackového filtru (Sterile Syringe filter MCE) a 50ml

stiikaCky do sterilni lahve. Lahev s roztokem byla skladovana v chladniéce pfi teplote 4 °C.

3.3  Priprava kultiva¢niho média Murashige and Skoog

K pfipravé zékladniho kultivaéniho média Murashige and Skoog (MS) (Murashige and Skoog,
1962) o celkovém objemu 2 litry bylo navazeno 20 g sacharézy, 8,66 g MS média (kat. ¢. M5519-
10L, Duchefa Biochemie, Nizozemsko) a 290,4 mg MES pufru (Morpholinoethane sulfonic acid
pufr). Ve 3l Erlenmayerové bance s vlozenym magnetickym michadlem byly navazené latky
za stalétho michani na magnetické michacce (Arex-6 Digital PRO, Velp Scientifica, Italie)
rozpustény v 1 litru destilované H,O. Po rozpusténi chemikalii byl objem média doplnén
destilovanou H,O na 2 litry a postupnym piikapavanim 1M roztoku hydroxidu draselného (KOH)

bylo upraveno pH na 6,1. Pfipravené médium bylo nasledn¢ odmérmnym valcem rozdéleno
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po 400 ml do péti 500ml sklenénych termolahvi, do kterych bylo pfidano 2,8 g Phyto agaru
(kat. ¢. P1003.1000, Duchefa Biochemie, Nizozemsko). Byl tak ziskan 0,7% agar. Vicka lahvi byla
obalena hlinikovou folii a prelepena sterilizacni paskou. Pfipravené lahve s médiem byly
sterilizovany v parnim autoklavu (Labo Autoclave MLS-3751, Panasonic, Némecko) a poté

skladovany v chladniéce pfi teplote 4 °C.

3.4 Kaultivace semen rajcete
Pro jednotlivé experimenty byl napocitan pozadovany pocCet semen obou genotypl
experimentalnich rostlin (300 semen mutanta 7B-1 a 300 semen cv. Rutgers). Napocitand semena
byla sterilizovana v plastovych zkumavkach typu Falcon ve 40 ml fedénéno roztoku hypochloridu
sodného (SAVO) obsahujiciho 2,8% aktivniho chloru za ob¢asného protfepani po dobu 30 minut.
Po uplynuti 30 minut byla semena za sterilnich podminek v laminarnim flowboxu (Holten
Horizontal Laminar Airflow Clean Bench, Thermo Fisher Scientific, USA) pétkrat promyta sterilni
destilovanou H,O pomoci 10ml pipety. Po poslednim proplachnuti bylo do plastové zkumavky
nalito cca 5 ml sterilni destilované H,O, aby nedoslo k vyschnuti semen.

Na jeden experiment (vysev semen na jednu zvolenou koncentraci NaCl) bylo potieba
400 ml MS média, které bylo pied pouzitim dokonale rozehiato v mikrovinné troub€. Semena byla
vysévana na médium s vybranymi koncentracemi NaCl (0, 50 a 75 mmol/l). Pfidany pfislusny
objem zasobniho 5M roztoku NaCl do 400 ml MS média je zaznamenan v tabulce 1. Pfipravené
médium bylo rozlito po 20 ml do 20 sterilnich kulatych plastovych Petriho misek o priméru

90 mm. Po ztuhnuti média v Petriho miskach byl proveden vysev semen.

Tabulka 1: Pozadovana koncentrace NaCl v médiu a piidavané objemy NaCl ze zasobniho 5M roztoku
NaCl

poZadovana koncentrace NaCl v médiu objem 5M zasobniho roztoku NaCl
[mmol/l] [mI/400 ml]
0 0
50 4
75 6

Vysev semen byl provadén ve sterilnich podminkach v laminarnim flowboxu (Holten
Horizontal Laminar Airflow Clean Bench, Thermo Fisher Scientific, USA). Na kazdou Petriho
misku bylo vyseto 30 semen. Vysterilizovana semena byla na povrch ztuhlého agaru vysévana
pomoci pinzety, ktera byla pied pouZzitim sterilizovana v 96% ethanolu a vyzihana nad plamenem
kahanu. Po vysevu byly uzaviené Petriho misky po svém obvodu dvakrat obmotany paskou
z netkané textilie (Urgopore, Softpore; Batist Medical, a.s., Ceské republika). Semena v miskach
byla kultivovana ve tmé a na modrém svétle po dobu 6, 12, 24, 48 a 72 hodin pii teploté 23 °C.
Sada misek urCenda pro kultivaci na modrém svétle byla ve vertikdlni poloze umisténa

do plastového stojanu a postavena do horni ¢asti automatické ristové komory (Microclima 1000E,
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Snijders Scientific, Holandsko). Zdrojem modrého svétla s maximéalni ozafenosti 10 pmol-m™*s™
pti 440 nm byla zativka Philips TLD36W/18-Blue. Sada misek urcena pro kultivaci ve tm¢ byla
obalena hlinikovou folii a umisténa ve vertikalni poloze do spodni ¢asti stejné ristové komory.
Vysev a kultivace semen uréenych pro experimenty zahrnujici kvantifikaci endogenni ABA
a analyzu exprese genidl Ucastnicich se metabolismu ABA byly provadény dle vySe uvedeného
postupu na semenech mutanta rajcete 7B-1 a kultivaru cv. Rutgers. Celkem byla vyseta semena
pro 2 biologické replikaty pro analyzu endogenni ABA a jedna série vzorkd urcena pro studium
exprese gend. V piipadé optimalizace primer byla za stejného postupu pouzita pouze semena

cv. Rutgers kultivovana ve tmé, na ¢istém MS médiu po dobu 24 a 48 hodin.

3.5 Sklizen, homogenizace a rozvazovani kultivovanych semen

Po uplynuti doby kultivace byla semena sklizena vtemné mistnosti pod zelenym svétlem
(v ptipadé semen kultivovanych ve tm¢) nebo pod modrym svétlem (v piipadé semen
kultivovanych pod modrym svétlem). Petriho misky byly otevieny sterilnim skalpelem v misté
obmotani paskou znetkané textilie a pomoci sterilni pinzety byla nasledné semena pienesena
a zabalena do sterilni hlinikové folie o rozméru cca 10 x 10 cm. Skalpel, pinzeta a nastfihané
hlinikové folie byly vzdy pfedem sterilizovany 70% ethanolem. Semena z jednotlivych Petriho
misek byla sklizena zvlast do pfislusnych nadepsanych hlinikovych folii. V pfipade vzorku
uréenych pro analyzu endogenni ABA byla sklizena vSechna semena (30 semen z jedné Petriho
misky), zatimco u vzorkl uréenych pro analyzu exprese gent a optimalizaci primert bylo sklizeno
cca 130 mg Cerstvé hmoty. Pfesn¢€ navazené hmotnosti byly vzdy zaznamenany. Semena zabalena
Vv hlinikovych foliich byla ihned zmrazena v tekutém dusiku a uchovavana v mrazicim boxu
pti teploté -80 °C.

Sklizeny rostlinny material byl pfi teploté -196 °C (pomoci tekutého dusiku) homogenizovan
ve sterilizované vychlazené tfeci misce s tlouckem na jemny prasek. Rozdrceny material byl
pfenesen vychlazenou sterilni Spachtli do oznacenych 2ml kénusovych mikrozkumavek naplnéné
tekutym dusikem. Po vypafeni tekutého dusiku z mikrozkumavek byly vzorky uchovavany
v mrazicim boxu pii teploté -80 °C.

V ptipad€ vzorkli urCenych pro analyzu endogenni ABA byl zhomogenizovany material
na analytickych vahach (HR-200 EC, A&D, Japonsko) rozvazen na triplikaty po 15 - 20 mg Cerstvé
hmoty, kdy pfesné navazené hmotnosti byly vzdy zaznamenany. Material byl rozvazovan pomoci
sterilni vychlazené $pachtle do 2ml mikrozkumavek se ,,safe lock® vickem. Veskeré vzorky byly
po celou dobu uchovavany v nadobach stekutym dusikem a samotnd manipulace se vzorkem
béhem rozvazovani probihala rychle, aby nedoSlo k rozmrznuti vzorku. Mikrozkumavky

S rozvazenym rostlinnym materialem byly uchovavany v mrazicim boxu pii teploté -80 °C.
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3.6  Analyza endogenni kyseliny abscisové

K analyze endogenni hladiny kyseliny abscisové (ABA) byla pouzita semena rajcete mutanta 7B-1
a kultivaru cv. Rutgers kultivovana ve tme a na modrém svétle po dobu 6, 12, 24, 48 a 72 hodin.
Semena byla kultivovana na MS médiu s vybranymi koncentracemi NaCl (0, 50 a 75 mmol/l).
Pro analyzu endogenni ABA byly vysety 2 biologické replikaty, kdy z kazdého homogenizovaného
vzorku byly navazeny alikvoty po 15 - 20 mg cCerstvé hmoty ve tfech opakovanich. Vlastni
kvantifikace fytohormonu ABA pomoci UHPLC-ESI(-)MS/MS byla provedena RNDr. Veronikou
Tureckovou, Ph.D. dle diive publikované metody (Tureckova et al., 2009).

3.6.1 Extrakce a purifikace ABA
K rostlinnému materialu (cca 15 - 20 mg) ve 2ml mikrozkumavkach byl pfiddn 1 ml chlazeného
10% methanolu (10:89:1, methanol (MeOH) : redestilovana H,O : kyselina octova (HAc); V/V), tii
2-mm kuli¢ky z karbidu wolframu a 20 pmol znaéeného interniho standardu (+)-3°,5,5",7",7",7"-
?Hg-ABA (Olchemim, Olomouc, Ceské republika). Takto pfipravené vzorky byly homogenizovany
ve vibra¢nim mlynku (MM 400, Retsch GmbH & Co. KG, Némecko) pii frekvenci 27 Hz po dobu
3 minut a nasledné byly promichavany v lednici pii 4 °C po dobu 1 hodiny pomoci laboratorniho
rotatoru (Stuart SB3, Bibby Scientific Limited, UK) nastaveného na 17 rpm. Po uplynuti stanovené
doby byly homogenaty centrifugovany (Hermle Z 36 HK, Labortechnik GmbH, Némecko) po dobu
10 minut pii 20 000 rpm a 4 °C a nasledné byly supernatanty odd€leny do ¢istych zkumavek. Zbylé
pelety byly stejnym zpGsobem re-extrahovany v 500 pl extrakéniho ¢inidla po dobu 30 minut,
spojeny s primarnim supernatantem a nakonec ptecistény pomoci SPE (extrakce na pevné fazi).

Kazdy vzorek (cca 1,5 ml) byl nanesen na aktivovanou Oasis® HLB kolonu (60 mg, 3 ml,
Waters, USA). Aktivace kolony byla provedena 2 ml 100% methanolu a ekvilibrace 2 ml 10%
methanolu (10:89:1, MeOH:H,0:HAc; v/v). Po naneseni vzorku byla kolona promyta 1 ml 10%
methanolu (10:89:1, MeOH:H,0:HAc; v/v) a poté byla provedena eluce ABA 3 ml 80% methanolu
(80:19:1, MeOH:H,0:HAC; Vv/v). Eluat byl odpafen pod vakuem za sucha (CentriVap® Acid-

Resistant, Labconco Corporation, USA) a uchovavan v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

3.6.2 UHPLC-ESI(-)MS/MS analyza
Obsah endogenni ABA byl zjiStovan pomoci ultra-vysoko uc¢inné kapalinové chromatografie
(UHPLC; Acquity UPLC™ Systém, Waters, USA) v kombinaci s trojitym kvadrupélovym
hmotnostnim spektrometrem (Xevo®™ TQ MS, Waters MS Technologies, UK) vybavenym
elektrosprejovou ionizaci (ESI). Odpatené vzorky byly rozpustény v 50 pl mobilni faze (30:70,
A:B). Mobilni fazi A byl methanol a mobilni fazi B byla 10mM kyselina mravenci, ktera byla
pfipravovana Cerstvé pred kazdym méfenim v odmérné bance. Roztok 10mM koncentrace kyseliny
mravenci byl ziskan tak, Zze 189 ul koncentrované kyseliny mravenci bylo doplnéno deionizovanou

vodou (Milli-Q) do objemu 500 ml, kdy Milli-Q byla pfipravovana piistrojem Simplicity 185
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(Millipore, Bedford, USA). Vzorky byly nasledné¢ promichany na vortexu (Wizard vortex, Velp
Scientifica, Italie), vloZzeny na 10 minut do ultrazvukové lazné (Transsonic 310, Elma Schmidbauer
GmbH, Némecko), prefiltrovany pomoci 0,2um mikrofiltru (Pall Corporation, USA)
a zcentrifugovany na 8 000 rpm pii 24 °C po dobu 5 minut (Micro Star 12, VWR, Korea). Takto
ptipravené vzorky byly prendany do mikroinzertd (0,1 ml, 5,7 x 29 mm) umisténych ve sklenénych
vialkach, uzavieny vickem a pfipraveny pro analyzu pomoci LC-ESI(-)MS/MS.

Vzorky a kalibracni roztoky byly uloZeny v autosampleru pii 4 °C a postupné nastiikovany
(15 ul) na reverzni UPLC kolonu (Acquity”™ BEH Shield RP C18, 130A; 2,1 mm x 150 mm,
1,7 pm; Waters, USA), kterd byla termostatovana na 40 °C. Celkovy ¢as analyzy trval 13 minut.
Lineérni gradientova eluce byla provedena pfi pritoku 0,2 ml/min, kdy pocate¢ni pomer mobilnich
fazi gradientu byl 30 % A a 70 % B. V 7,00 minuté ¢inil gradient 47,5 % A a 52,5 % B, a
v 7,50 minuté 50 % A a 50 % B. Poté nasledovalo promyti kolony 1 ml 100% MeOH a nakonec
ekvilibrace kolony na poc¢atecni podminky (30 % A a 70 % B) v délce trvani 3,5 minut. Na zac¢atku
1 v prubehu analyz byla Cistota systému ovéfovana nastfiky kontrolniho roztoku odpovidajiciho
pocateCnimu poméru mobilnich fazi z gradientu. Analyza vzorki byla provadénd pomoci MS
V rezimu MRM za pomoci ionizace elektrosprejem v negativnim méodu — ESI(-). Na kapilaru bylo
ptivedeno napéti 1 kV, na vstupni $térbinu napéti 25 V a na extrakéni Stérbinu 3 V. Teplota
iontového zdroje byla 120 °C, prutok desolvata¢niho plynu byl 650 1/hod a pritok plynu na vstupni
stérbiné byl 70 l/hod. Zaznam dat probihal za optimalizovanych podminek napéti vlozeného
na vstupni térbing a kolizniho napéti 10 V. Casové okno v rozsahu 8,4 — 9,75 minut obsahovalo
dva MRM piechody, prvni pro ABA (263,1 > 153,1) a druhy pro interni standard ,H°-ABA
(269,1 > 159,1).

Vsechna data byla zpracovavana programem MassLynx ™ (verze 4.2, Waters, USA).
K porovnani vysledkt obsahu endogenni ABA a relativni exprese genti byla vypo¢itana inhibice (1)
obsahu ABA podle nasledujiciho vzorce:
I [%] = [(a—b) /a] x100, kde
a = pramérna hodnota obsahu ABA po 6 hodinach kultivace u cv. Rutgers nebo mutanta 7B-1
za zvolenych analyzovanych podminek (D/BL, 0mM/50mM koncentrace NaCl),
b = primérna hodnota obsahu ABA po 12, 24, 48 nebo 72 hodinach kultivace u cv. Rutgers nebo
mutanta 7B-1 za zvolenych analyzovanych podminek (D/BL, 0mM/50mM koncentrace NaCl).

Dale byla provedena statisticka analyza pomoci Student’s T-testu.
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3.7  Analyza exprese genti zapojenych v metabolismu kyseliny abscisové

Ke studiu exprese genli zapojenych do metabolismu kyseliny abscisové (ABA) byla pouzita
metoda kvantitativni polymerazové fetézové reakce (qPCR, real-time PCR). Plivodnim zdmérem
této diplomové prace bylo studium dvou vybranych zajmovych gentt — LeNCED1 (Lycopersicum
esculetum 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 1, gen zapojeny v biosyntetické draze ABA)
a SICYP707A3 (Solanum lycopersicum Cytochrome P450 707A3, gen zapojeny v katabolické draze
ABA). Primer genu LeNCEDL se vSak nepodatilo kvuli pfili§ vysokym C; hodnotam optimalizovat,
a proto byl z dalsiho studia vyfazen. Pro vnitini kontrolu byly zvoleny dva referen¢ni geny
(housekeeping geny) — Tip4lLike (Type 2A-Interacting Protein 41 Like) a PP2Acs (Protein
Phosphatase type 2A). Exprese zkoumanych genti byla sledovana v semenech mutanta rajcete 7B-1
a kultivaru cv. Rutgers, kultivovanych ve tm¢ a na modrém svétle po dobu 6, 12, 24, 48 a 72 hodin.
Exprese genu byla analyzovana pouze u semen kultivovanych na médiu s koncentracemi NaCl 0
a50 mmol/l, protoZze Vv semenech vysévanych na médiu s koncentraci NaCl 75 mmol/l byla

izolovana velice nizka koncentrace RNA.

3.7.1 Extrakce a izolace RNA
Z homogenizovanych vzorkd byla izolovana celkova RNA za vyuziti kitu Isolate Il RNA Plant Kit
(Bioline, Velka Britanie). Mikrozkumavky s homogenizovanymi vzorky byly pieneseny
do digestofe a pfed rozmrznutim bylo do kazdého vzorku ptidano 350 pl lyzaéniho pufru RLS
(Lysis Buffer, 50 - 66% guanidin hydrochlorid; Bioline, Velka Britanie) a 3,5 ul
B-mercaptoethanolu. Vzorky byly pfi pokojové teploté¢ dikladné promichany na vortexu (Wizard
vortex, Velp Scientifica, Italie) a stoCeny v centrifuze (MIKRO 200, Hettich, Némecko) po dobu
5 minut. Centrifuga byla pii izolaci celkové RNA vzdy nastavena na 24 °C a 13 000 rpm.
Supernatant byl pienesen na filtr fialovych kolon se sbérnymi zkumavkami (ISOLATE II Filter;
Bioline, Velka Britanie) a kolony byly centrifugovany po dobu 2 minut. Po centrifugaci byly
fialové kolony zlikvidovany a prefiltrovany obsah vzorku bez sedimentu byl pifenesen do novych
1,5ml mikrozkumavek, do kterych bylo nasledné ke kazdému vzorku ptiddno 350 pl 70% ethanolu.
Obsah v 1,5ml mikrozkumavkach byl po promichani na vortexu (2 x 5 sekund) pfenesen na modré
kolony se sbérnymi zkumavkami (ISOLATE II RNA Plant Column; Bioline, Velka Britanie), které
byly nasledné¢ 60 sekund centrifugovany. Po centrifugaci byly kolony s navdzanou RNA vzorku
preneseny na nové 2ml sbérné zkumavky. Na membranu kolony se vzorkem bylo pfidano 350 pl
odsolovaciho pufru MEM (Membrane Desalting Buffer, 1% - 10% guanidin hydrochlorid; Bioline,
Velka Britanie) a kolony byly 2 minuty stoceny v centrifuze. Obsah ze sbérnych zkumavek byl
vylit, kolony s navazanou RNA byly zpét nasazeny na stejné sbérné zkumavky a preneseny na led.

Na ledu byla ptipravena DNase I reakéni smés (Tabulka 2), ze které bylo na stfed membrany
modré kolony kazdého vzorku naneseno 100 pl této smési. Vzorky s reakénim mixem byly

inkubovany po dobu 15 minut pii pokojové teploté a po uplynuti této doby bylo ke vzorkiim
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ptidano 200 pl promyvaciho pufru RW1 (Wash Buffer RW1; Bioline, Velka Britanie), ktery
inaktivuje DNasu I. Modré kolony se vzorky byly centrifugovany po dobu 1 minuty a po stoceni
byly pieneseny na nové 2ml sbérmé zkumavky. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 600 pl
promyvaciho pufru RW2 (Wash Buffer RW2; Bioline, Velka Britanie), ktery vyplachuje proteiny,
a poté byly kolony vlozeny do centrifugy na 1 minutu. Po vyliti obsahu ze sbérnych zkumavek byly
membrany kolon se vzorkem jesté dvakrat promyty pfidanim 250 ul RW2 pufru, kdy po prvnim
ptidani RW2 pufru byly kolony centrifugovany po dobu 1 minuty, zatimco po druhém ptidani
RW2 pufru byly vzorky sto¢eny 2 minuty. Po centrifugaci byly kolony pfeneseny na nové 1,5ml
mikrozkumavky, do kterych byla eluovana RNA.

Tabulka 2: DNase I reakéni smés

1 vzorek
RDN (Reaction Buffer for DNase I) (Bioline, Velka Britanie) 90 pl
Rnase-free DNase | (enzym deoxyribonukledza) (Bioline, Velké Britanie) 10 ul
100 ul

Eluce RNA byla provedena tak, ze na membranu modré kolony kazdého vzorku bylo
naneseno 40 pl RNase-free H,O. Vzorky byly pii pokojové teploté inkubovany po dobu 5 minut
a centrifugovany 1 minutu. Membrany kolony byly nasledné prolity jesté jednou stejnym
profiltrovanym objemem, inkubovany po dobu 5 minut a centrifugovany 1 minutu. Celkové bylo

ziskano 40 pl celkové RNA kazdého vzorku.

3.7.2  Precisténi izolované RNA a PCR pro preci§ténou RNA
Po izolaci RNA byla ihned provedena prvni Cast ptecisténi izolované RNA, kdy veskerd prace
se vzorky v mikrozkumavkach probihala na ledé. Nejdfive byla pfipravena reakéni smés
(Tabulka 3), ze které bylo do kazdého vzorku pfidano 10 ul této smési. Vzorky byly promichany,
stoCeny v minicentrifuze (D1008 Muini-Centrifuges, Scilogex, USA) a vlozeny na 1 hodinu
do termostatu (Bio TBD-100, Biosan, Litva) nastaveného na 37 °C. Po uplynuti 1 hodiny byly
vzorky ihned pieneseny na led, do kazdého vzorku byly pfidiny 2 ul EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova) a poté byly vzorky opétovné vloZeny do termostatu ptredehiatého na
80 °C na 2 minuty. Po uplynuti stanovené doby byly vzorky okamzité vyndany a umistény na led.
Ke kazdému vzorku bylo nasledné piidano 48 pl nuclease-free H,O, 10 pl 3M octanu sodného,
250 ul vychlazeného 96% ethanolu a 2 ul glykogenu (Glycogen RNA Grade 20 mg/ml, Thermo
Fisher Scientific, USA). Vzorky byly protfepany, stoeny v minicentrifuze a vlozeny ptes noc

do mraziciho boxu pii teploté -80 °C.
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Tabulka 3: Reakéni smés pro piecisténi RNA

1 vzorek
10x DNase | buffer (Takara Bio, Japonsko) 4 ul
Recombinant DNase | (Takara Bio, Japonsko) 4ul
Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Takara Bio, Japonsko) 0,5 ul
Nuclease-free H,O 1,5ul
10 ul

Nasledujici den byly vzorky z mraziciho boxu stoceny po dobu 30 minut ve vychlazené
centrifuze (MIKRO 200, Hettich, Némecko) nastavenou na 4 °C pti 13 000 rpm. Po centrifugaci
byl supernatant vylit do odpadu a do kazdého vzorku bylo pfidano 500 pl vychlazeného 70%
ethanolu. Vzorky byly opét sto¢eny na 5 minut v centrifuze (4 °C, 13 000 rpm), supernatant byl
vylit a do kazdého vzorku bylo pfidano 500 ul vychlazeného 96% ethanolu. Vzorky byly opét
vlozeny do centrifugy na 5 minut (4 °C, 13 000 rpm) a po vyliti supernatantu byly ,,prazdné
mikrozkumavky* centrifugovany po dobu 2 minut (4 °C, 13 000 rpm). Po centrifugaci byl zbytek
ethanolu odebran pomoci pipety tak, aby nedoslo k naruseni peletu a mikrozkumavky se vzorky
RNA byly postaveny na ubrousek dnem vzhtru na dobu 5 minut, aby doslo k uplnému vyschnuti
ethanolu na sténach mikrozkumavek. Pelet byl nasledné rozpustén 10 pl RNase-free H,O z kitu
Isolate 11 RNA Plant Kit (Bioline, Velka Britanie), ktera byla pousténa po sténach mikrozkumavky
a jemn¢ pipetou promichavdna s peletem. Mikrozkumavky se vzorky byly kratce stoceny
na minicentrifuze (D1008 Mini-Centrifuges, Scilogex, USA) a dany na led. Pomoci
spektrofotometru (NanoDrop™ One/One ¢, Thermo Fisher Scientific, USA) byla zméfena
koncentrace a Cistota precisténé vyizolované RNA. Vzorky precistené RNA byly skladovany
v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

Ke kontrole piecisténé izolované RNA byla provedena PCR za vyuziti 10uM primert
kontrolniho  genu LeGAPDH  (Lycopersicum  esculetum  glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) se sekvencemi F (Forward) primeru: 5'- ATC CAT TTA TTT CCA CTG ATT
ACA A - 3" a R (Reverse) primeru: 5'- CAT GGG AGC ATC TTT GCT A — 3". Nejprve byla
pripravena reakéni smés (Tabulka 4) a byl nastaven termocycler (C1000™ Thermal Cycler,
BioRad Laboratories, USA) dle programu uvedeného v tabulce 5. Nasledné bylo do 0,2ml
mikrozkumavek ptidano 18 pl reakéni smési a 2 ul prislusného vzorku, neboli templatu RNA.
Kromé takto pfipravenych vzorkll byla nachystana také pozitivni (18 ul reakéni smési + 2 pl
c¢DNA) a negativni (18 pl reakéni smési + 2 pl nucleasa-free H,O) kontrola. Vzorky byly
promichany, kratce sto¢eny v minicentrifuze a ihned vlozeny do termocycleru. Vysledek PCR byl

zobrazen na gelové agarozové elektroforéze.

44



Tabulka 4: Reakéni smés pro PCR pfecisténé RNA

1 vzorek
Nuclease-free H,0 13 pl
5x My Taq Buffer (Bioline, Velké Britanie) 4l
10uM primer GAPDH- F 0,5 ul
10uM primer GAPDH- R 0,5 ul
My Taq Polymerase (Bioline, Velka Britanie) 0,1 ul
18,1 ul

Tabulka 5: Program termocycleru pro PCR ptedisténé RNA

teplota cas

94 °C 3 minuty

94 °C 30 sekund

55 °C 30 sekund 45 cyklu
72 °C 1 minuta

72°C 5 minut

4°C

Produkty PCR byly naneseny na 1,5% agarozovy gel, ktery byl pfipraven rozpusténim 1,2 g
agardzy v 80 ml 0,5x TBE pufru (Tris-Borat-EDTA) v mikrovinné troubé. Do média bylo nasledné
ptidano 5 pl barviva GelRed (Nucleic Acid Stain, Biotium, USA), které bylo 1000x nafedéno
ve H,0. Obarvené médium bylo nalito do nalévaci vany s instalovanym hiebinkem, kde tuhlo
po dobu cca 30 minut. Pfipravené produkty PCR (20 pl) v&etné pozitivni a negativni kontroly byly
smichany s 1 pl 6x loading Dye (Thermo Fisher Scientific, USA) a pomoci pipety byly naneseny
do jamek gelu (20 pl vzorku + 1 pl barviva). Do prvni jamky gelu bylo naneseno 6 pl velikostniho
markeru (GeneRuler 100 bp, Thermo Fisher Scientific, USA). Horizontalni elektroforéza probéhla
v 0,5x TBE pufru pii konstantnim napétim 80 voltii po dobu 45 minut. Vizualizace nukleovych
Kyselin v gelu byla provedena pomoci softwaru InGenius 3 Syngene Gel Documentation Systém

(GeneSys).

3.7.3 Syntéza cDNA a PCR pro cDNA
Syntéza cDNA byla provedena zvyizolované RNA pomoci kitu PrimeScript™ 1st cDNA
Synthesis Kit (Takara Bio, Japonsko). Nejdrive byl spocitan objem RNA a RNase-free H,O, ktery
byl pouzit pro syntézu ¢cDNA, kdy do jedné reakce byl davan 1 ug celkové RNA. Dale byl
nachystan termocycler (C1000™ Thermal Cycler, BioRad Laboratories, USA) dle programu
uvedeného v tabulce 6. Napocitané objemy RNA a RNase-free H,O byly pomoci pipety dany
do 0,2ul mikrozkumavek tak, aby celkovy objem roztoku ¢inil 8 pl. Do kazdého vzorku byl ptidan
1 ul 10mM dNTP (deoxyribonukleosid trifosfat; Takara Bio, Japonsko) a 1 ul 50uM Oligo dT
Primeru (Oligo deoxyThymine Primer; Takara Bio, Japonsko). Mikrozkumavky se vzorky byly
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proklepany, stoc¢eny v minicentrifuze (D1008 Mini-Centrifuges, Scilogex, USA) a vlozeny
do predehiatého termocycleru (vicko bylo pfedehiato na 105 °C a deska na 65 °C). Po uplynuti
stanovené doby byl program termocycleru pozastaven a vzorky byly pfendany na led. Do kazdého
vzorku bylo ptidano 10 pl z pfipravené reakéni smési (Tabulka 7). Promichané a stoené vzorky
byly opétovné vlozeny do termocycleru na dobu 75 minut. Po uplynuti tohoto ¢asového intervalu
byl program opét pozastaven, ke kazdému vzorku bylo pifidano 0,5 ul RnasyH (Takara Bio,
Japonsko) a poté byly vzorky vraceny do termocycleru na 15 minut pii 37 °C. Po skonéeni
programu bylo ziskano 20 pl nasyntetizované cDNA, ktera byla uchovavana v mrazicim boxu

pfi teploté -20 °C.

Tabulka 6: Program termocycleru pro syntézu cDNA

teplota cas
65 °C 5 minut
42 °C 60 minut
70 °C 15 minut
37°C 15 minut
4°C

Tabulka 7: Reakéni smés pro syntézu cDNA

1 vzorek
RNase/DNase free-H,O (Takara Bio, Japonsko) 4,5 ul
5x Prime Script Buffer (Takara Bio, Japonsko) 4 ul
RNase Inhibitor (Takara Bio, Japonsko) 0,5 ul
PrimeScript Reverse Transcriptase (Takara Bio, Japonsko) 1pl
10 pl

Za Ucelem zjisténi spravné syntézy cDNA byla provedena PCR pfi vyuziti 10uM primert
kontrolniho genu PP2Acs (Protein Phosphatase type 2A) se sekvencemi F (Forward) primeru: 5°-
CGATGT GTG ATC TCC TAT GGT C-3° a R (Reverse) primeru: 5°-AAG CTG ATG GGC TCT
AGA AAT C-3°. Nejdiive byla ptipravena reakéni smés (Tabulka 8) a byl nastaven termocycler
(C1000™ Thermal Cycler, BioRad Laboratories, USA) dle programu uvedeného v tabulce 9.
Nasledné bylo do 0,2ml mikrozkumavek ptfidano 18 pl reakéni smési a 2 pl natedéné cDNA (1 ul
cDNA + 1 pl nucleasa-free H,O) pfislusného vzorku. Kromé takto pfipravenych vzorkd byla
nachystana také pozitivni (18 pl reakéni smési + 2 pl cDNA) a negativni (18 pl reakéni smési +
2 ul nucleasa-free H,O) kontrola. Vzorky byly promichany, kratce stoceny v minicentrifuze
(D1008 Mini-Centrifuges, Scilogex, USA) a ihned vloZeny do termocycleru. Vysledek PCR byl
zobrazen na agar6zové elektroforéze dle postupu uvedeného v podkapitole 3.7.2 (Piedisténi

izolované RNA a PCR pro ptecisténou RNA).
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Tabulka 8: Reakéni smés pro PCR syntetizované cDNA

1 vzorek
Nuclease-free H,0O 13 ul
5x My Taq Buffer (Bioline, Velké Britanie) 4l
10uM primer PP2Acs - F (Forward) 0,5 ul
10uM primer PP2Acs — R (Reverse) 0,5l
My Taq Polymerase (Bioline, Velka Britanie) 0,1 ul
18,1 ul

Tabulka 9: Program termocycleru pro PCR nasyntetizované cDNA

teplota Cas

94 °C 3 minuty

94 °C 30 sekund

60 °C 30 sekund 30 cykla
72 °C 45 sekund

72 °C 5 minut

4°C

3.7.4 Priprava a optimalizace primeru
Nejdtive byly objednany primery genti (East Port, Ceska republika) zapojenych do metabolismu
kyseliny abscisové (LeNCED1 a SICYP707A3) a housekeeping genu (Tip41Like). Druhy vyuzivany
primer housekeeping genu PP2Acs byl jiz objednan a optimalizovan v pfedchozich vyzkumnych

pracich. Sekvence pouzivanych primera jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10: Sekvence primera pro geny LeNCED1, SICYP707A3, Tip41Like a PP2Acs

nazev genu sekvence 5°- 3"
LeNCED1 Forward: CTTATTTGGCTATCGCTGAACC
Reverse: CCTCCAACTTCAAACTCATTGC
SICYP707A3 Forward: GCTCCCAAACCCAATACCTAC
Reverse: CAGTTTGGCGAGTTCATTTCC
Tip41Like Forward: GGTTCCTATTGCTGCGTT
Reverse: CGAAGACAAGGCCTGAAA
PP2ACS Forward: CGATGTGTGATCTCCTATGGTC

Reverse: AAGCTGATGGGCTCTAGAAATC

Objednané primery byly doruCeny od vyrobce v lyofilizovaném stavu, a z tohoto davodu
musely byt nejdfive nafedény. Po kratké centrifugaci mikrozkumavek s primery byly primery
nafedény na koncentraci 0,1 mM (100 pmol/ul). K fedéni byla pouzivana sterilni nuclease-free
H,0, jejiz pfidany objem zavisel na mnozstvi primeru, které¢ bylo definovano mnozstvim moll
Vv protokolu dodavanym vyrobcem spolu s primerem. Po piidani H,O byl zésobni 0,1mM roztok

primeru dikladné¢ promichan na vortexu. Zasobni roztok primeru byl dale 10x fedén tak,
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ze do 90 ul sterilni nuclease-free H,O bylo ptidano 10 pl 0,1mM zasobniho roztoku. Takto byl
ziskan 10uM (10 pmol/ul) pracovni roztok primeru, ktery byl skladovan v mrazicim boxu
pti teploté -20 °C.

Po nachystani pracovnich roztokii primerd byla provedena samotna optimalizace, ktera je
dilezita ke zjisténi efektivity a specifity primert a zvoleni fedéni cDNA, které bude pfi real-time
PCR dale pouzivano. Veskera prace se vzorky probihala na ledu. Pro optimalizaci byla zvolena
dvojkova fedici fada, kdy vzorek nasyntetizované ¢cDNA byl natedén na Y, V4, %5 a Y16 VZOrky
cDNA byly syntetizovany ze semen rajcete kultivaru cv. Rutgers, kultivovanych ve tmé na Cistém
MS médiu po dobu 24 a 48 hodin. Uvadéné Casy kultivace byly zvoleny jako stfedni hodnoty
kultivacni ¢asové fady, kterd byla testovana. Vysledné C; hodnoty po 24 a 48 hodinové kultivaci
vsak byly po prvnich méfenich téméf totozné, a z tohoto divodu byla optimalizace dale zaméfena
jen na semena kultivovana po dobu 48 hodin. Po zvoleni fedici fady cDNA byla ptipravena reakéni
smés pro kazdy primer studovaného genu (Tabulka 11). Po promichani a sto¢eni piipravenych
roztokti a nafedéné cDNA byly vzorky davany do 96ti jamkové desticky (Bio-Rad Laboratories,
USA) tak, ze do jedné jamky bylo pfidano 16 pl reakéni smési a 4 pl nafedéné cDNA dle schématu
uvedeného na obrazku 11. Kazdy vzorek byl na 96ti jamkovou desticku davan v triplikatu kvuli
zamezeni chybovosti, kdy odchylka mezi C; hodnotami vramci triplikitu nemohla byt vyssi
nez 0,5. Pro kazdy studovany gen byly na 96ti jamkovou desticku naneseny také negativni
kontroly, do kterych byly misto vzorku cDNA ptidavany 4 pl nuclease-free H,O. Ptipravena
desti¢ka byla pfelepena prihlednou folii, stoéena a umisténa do termocycleru real-time PCR
(CFX96™ Touch Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad Laboratories, USA) s predem

nastavenym programem (Tabulka 12).

Tabulka 11: Reakéni smés pro primery studovanych gent

1 vzorek
SYBR Green (SensiFAST™ SYBR Lo-ROX Kit, Bioline, Velké Britanie) 10 pl
Forward primer (LeNCED1, SICYP707A3, Tip41Like) 0,8 ul
Reverse primer (LeNCEDL, SICYP707A3, Tip41Like) 0,8 ul
Nuclease-free H,O 4,4 ul
16 pl
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Obrazek 11: Schéma naneseni vzorkli na 96ti jamkovou desti¢ku pfi optimalizaci primeril (na obrazku neni

znazornéna celd 96ti jamkova desti¢ka; schéma vytvoreno v programu Microsoft Office Word).

Tabulka 12: Program real-time PCR pro optimalizaci primeri studovanych gent a studium exprese gent

teplota cas
95 °C 10 sekund
95°C 5 sekund .
60 °C 20 sekund | 40 YKl
75 °C 10 sekund
95 °C 2 sekundy

Po ukonceni programu byly vysledky vyhodnoceny pomoci softwaru CFX Maestro™
Software (Bio-Rad Laboratories, USA) a v programu Microsoft Office Excel byla vypocitana
Gginnost primert studovanych gentl, ktera by méla vychazet v rozmezi 95 - 105 %. Uginnost
primerd byla kalkulovana ze sklonu standardni kiivky, kterd vyjadiuje vztah C; hodnot ke vstupni

koncentraci cDNA. Uginnost (E) byla vypo¢itana dle vztahu:
E [%] = [(10¥5°P) - 1) x 100], kde

Slope = vypocitana hodnota sklonu standardni k¥ivky.

Po tspésné optimalizaci primert mohlo byt pfistoupeno k samotné expresi gend.

3.7.5 Exprese studovanych genii pomoci kvantitativni PCR

Ke studiu urovné genové exprese byla pouzita metoda kvantitativni PCR (QPCR, real-time PCR).
Kvuli nekolikrat netspésné optimalizaci primera genu LeNCED1 byla ve vysledku sledovana
pouze exprese zajmového genu SICYP707A3 a dvou vybranych housekeeping (provoznich) gent
Tip41Like a PP2CAcs. Exprese gent byla analyzovana u semen mutanta rajcete 7B-1 a cv. Rutgers,
kultivovanych ve tm¢ a na modrém svétle na MS médiu o koncentraci 0 a 50mM NaCl po dobu 6,
12, 24, 48 a 72 hodin. Veskera prace se vzorky probihala na ledu a samotna real-time PCR byla
provadéna v termocycleru (CFX96™ Touch Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad
Laboratories, USA) v 96ti jamkovych destickach (Bio-Rad Laboratories, USA).
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Z tedici fady pro optimalizaci bylo zvoleno fedéni vzorkli nasyntetizované cDNA na Y,
které se ukazalo jako nejoptimalngjsi pro vSechny geny. Pro jednotlivé primery studovanych genti
byla ptipravena reakéni smés dle tabulky 13. Po promichani a stoCeni pfipravenych roztoki
a nafedéné cDNA bylo do jedné jamky 96ti jamkové desticky ptidano 16 pl reakéni smési a 4 pl
nafedéné cDNA dle schématu uvedeného na obrazku 12. Kazdy vzorek byl na 96ti jamkovou
desti¢ku opét davan v triplikatu, kdy odchylka mezi C; hodnotami v ramci triplikdtu nemohla byt
vyssi nez 0,5. Pro kazdy studovany gen byly na 96ti jamkovou desticku naneseny také negativni
kontroly, do kterych byly misto vzorku cDNA ptidany 4 pl nuclease-free H,O. Pfipravena desticka
byla pielepena prihlednou folii, sto¢ena v centrifuze a umisténa do termocycleru real-time PCR

S nastavenym stejnym programem jako u optimalizace primert (Tabulka 12).

Tabulka 13: Reakéni smés pro expresi studovanych genti

1 vzorek
SYBR Green (SensiFAST™ SYBR Lo-ROX Kit, Bioline, Velka Britanie) 10 ul
Forward primer (SICYP707A3, Tip41Like, PP2Acs) 0,8 ul
Reverse primer (LeNCED1, SICYP707A3, PP2Acs) 0,8 ul
Nuclease-free H,O 4,4 ul
16 ul

SICYP707A3 Tip41Like PP2Acs

J

9000000,
900000001
900000001

vzorek 7 ‘{;G OOOO
Negativni kontroly —{:H OQOOQOO

Obrazek 12: Schéma naneseni vzorkd na 96ti jamkovovou destiCku pfi expresi genil (schéma vytvotfeno

OOOOOOO0K

v programu Microsoft Office Word).
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Po ukonéeni programu byly pomoci softwaru CFX Maestro™ Software (Bio-Rad
Laboratories, USA) a programu Microsoft Office Excel vyhodnoceny vysledky. Relativni exprese

(RE) genti byla vypocitana pomoci vztahu:
RE = [(1+ Etarget gene)ACt target gene] / [ (1+ Enormalizer)ACt normalizer], kde

Etarget gene = hodnota G€innosti primert cilového genu (genu zajmu),

Enormatizer = hodnota Géinnosti referenéniho genu (housekeeping genu).

Pro vypocet AC; arget gene byl pouZity vzorec:

AC: target gene = Ctor, s - Cieor, kaL, Kde

Ctcor, s= pramérna C, hodnota cilového genu analyzovaného vzorku,
Ct cor, kaL = prumérna C; hodnota cilového genu kalibratoru (kontrola, viéi které byla provedena

relativni kvantifikace genu).

Pro vypocet AC; normaiizer byl pouzity vzorec:
ACt normalizer = Ct norm, S ~ Ct norm, KAL; kde

Ctnorm s = pramérna C, hodnota housekeeping genu analyzovaného vzorku,
Ct norm, kaL = prumérna C, hodnota housekeeping genu kalibratoru (kontrola, viéi které byla

provedena relativni kvantifikace genu).

K porovnani vysledki relativni exprese genil a obsahu endogenni ABA byla vypocitana stimulace

exprese genu (S) pomoci nasledujiciho vzorce:

S[%] =[(a—b)/a] x (-1) x100, kde
a = primérna hodnota relativni exprese genu po 6 hodinach kultivace u cv. Rutgers nebo mutanta
7B-1 za zvolenych analyzovanych podminek (D/BL, 0OmM/50mM koncentrace NaCl),

b = primérna hodnota relativni exprese genu po 12, 24, 48 nebo 72 hodinach u cv. Rutgers nebo

mutanta 7B-1 za zvolenych analyzovanych podminek (D/BL, 0mM/50mM koncentrace NaCl).

Statisticka analyza zde nemohla byt vypocitana, jelikoz byl proveden pouze jeden experiment.
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4 VYSLEDKY

Cilem této diplomové prace bylo zkoumani interakce modrého svétla a kyseliny abscisové (ABA)
béhem kli¢eni semen modelové rostliny Solanum lycopersicum L., ktera jsou vystavena stresu
zasolenim. Ke stanoveni tohoto cile byly provedeny experimenty zabyvajici se analyzou hladiny
endogenni ABA a naslednou relativni kvantifikaci genli zapojenych v metabolismu ABA

v semenech rajéete kultivovanych za podminek solného stresu.

4.1 Analyza endogenni kyseliny abscisové

K analyze endogenni kyseliny abscisové (ABA) byla pouzita semena rajcete mutanta 7B-1
a k nému odpovidajiciho kultivaru cv. Rutgers. Semena byla kultivovana ve tmé a na modrém
svétle po dobu 6, 12, 24, 48 a 72 hodin na MS médiu s vybranymi koncentracemi NaCl (0, 50 a 75
mmol/l). Celkem byly ptipraveny 2 biologické replikaty, kdy z kazdého vzorku byly pfipraveny tfi
technické replikaty. Vysledky téchto dvou analyzovanych biologickych replikatti vysly casteCné
odlisng, a proto je z tohoto diivodu nebylo mozné zprimeérovat. Na zakladé teoretickych znalosti
uvedenych v diskuzi a diive provedenych experimentd Simurové et al., 2018, se v této praci
pfiklanime k hodnotdam naméfenym v prvni fadé analyzy ABA (fada 1), jelikoz v druhé
analyzované tadé vzorkd (fada II) byly u né€kterych vzorkd naméfeny vyrazné odchylky.
Z ¢asovych ditvodi nebyl proveden tieti ovéfujici experiment pro stanoveni endogenni ABA.

Vysledky druhé fady analyzy endogenni ABA jsou uvedeny v ptiloze této diplomové prace.

4.1.1 Porovnani mnoZstvi ABA v semenech kultivovanych na médiu s koncentracemi
NacCl 0, 50 a 75 mmol/I

Z vysledkt méfeni vyplyva, ze hladina endogenni ABA v semenech dosahuje u obou genotypt
nejvyssich hodnot v ¢ase 6 hodin a s casem inkubace se obsah ABA snizuje, a to jak ve tmé (D),
tak i na modrém svétle (BL) pii vSech zvolenych koncentracich NaCl (Obrazek 13). U semen
cv. Rutgers byl pii inkubaci v D i na BL sledovan signifikantni pokles hladiny ABA jiz ve 12
hodinach po vysevu (Obrazek 13a, 13b) s vyjimkou namétené hodnoty v D pii 50mM koncentraci
NaCl, kde nastal vyrazny pokles hladiny ABA az po 24 hodinach (Obrazek 13a). Z analyzy také
vyplyva, ze BL u cv. Rutgers zvySuje akumulaci ABA v semenech, kdy nejvy$si rozdil byl
naméfen v ¢ase 6 hodin (Obrazek 13b versus 13a). U semen mutanta 7B-1 byl obsah endogenni
ABA v porovnani se cv. Rutgers v ¢ase 6 hodin niz$i a s nardstajicim Casem se ve srovnani
s cv. Rutgers hladina ABA ménila pomaleji, a to jak v D, tak i na BL (Obrazek 13). U mutanta
7B-1 byl v porovnani s cv. Rutgers sledovan méné vyrazny vliv BL na hladinu endogenni ABA
(Obrazek 13d versus 13c). Vyrazny vliv NaCl na obsah endogenni ABA se projevil predevS§im
pfi koncentraci NaCl 75 mmol/l u cv. Rutgers na BL po 6 hodinach, kde doslo k signifikantnimu
nartstu hladiny ABA (Obrazek 13b).
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Obriazek 13: Obsah ABA v semenech cv. Rutgers (WT) kultivovanych ve tmé (D; @) a na modrém svétle
(BL; b) a v semenech mutanta 7B-1 kultivovanych ve tmé (D; ) a na modrém svétle (BL; d). Semena byla
kultivovana po dobu 6, 12, 24, 48 a 72 hodin na MS médiu s koncentracemi NaCl 0, 50 a 75 mmol/l.
Zobrazena data predstavuji primérnou hodnotu obsahu ABA + SD vypocitanou z hodnot ABA 3 technickych
replikatd v rdmci jednoho provedeného experimentu. Pismena k, 1, m, n oznacuji statistické rozdily mezi

naméfenymi hodnotami obsahu ABA (P < 0,05; Student’s T-test):

k = signifikantné odlisné (P < 0,05) od kontroly (6 hod) v ramci stejné koncentrace a stejného genotypu,

1 = signifikantné odli§né (P < 0,05) od kontroly (D) v ramci stejného genotypu, stejného ¢asu kultivace
a stejné koncentrace,

m = signifikantné odlisné (P < 0,05) od kontroly (cv. Rutgers) v ramci stejného casu kultivace, stejné
koncentrace a stejné svételné podminky,

n = signifikantné odlisné (P < 0,05) od kontroly (Ommol/l NaCl) v ramci stejného Casu kultivace, stejného

genotypu a stejné svételné podminky.
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4.2 Analyza exprese genu zapojenych v metabolismu kyseliny abscisové

K analyze exprese zkoumanych geni byla pouzita semena mutanta rajéete 7B-1 a Kultivaru
cv. Rutgers. Semena byla kultivovana ve tme a na modrém svétle po dobu 6, 12, 24, 48 a 72 hodin
na MS médiu s koncentracemi NaCl 0 a 50 mmol/l. Semena inkubovana na médiu s 75mM
koncentraci NaCl musela byt vytazena, jelikoz se z téchto semen nepodafilo izolovat dostatecné
vysokou koncentraci RNA. Piivodnim planem této diplomové prace bylo studium genu zapojeného
Vv biosyntetické draze ABA (LeNCED1) a genu zapojeného do katabolismu ABA (SICYP707A3).
Ve vysledku byla vSak studovana pouze exprese genu SICYP707A3 a dvou zvolenych
housekeeping gent (Tip4lLike a PP2Acs), jelikoz se primery genu LeNCED1 nepodafiilo
optimalizovat. Z dvodu pouze jednoho provedeného experimentu nebylo mozné v ramci analyzy

exprese genu provést statistickou analyzu.

4.2.1 Optimalizace primert
V ramci této diplomové prace byly optimalizovany primery tii genti - LeNCED1, SICYP707A3
a Tip4lLike. Optimalizace primerd byla provedena dle postupu uvedené¢ho v podkapitole 3.7.4
(Pfiprava a optimalizace primerti) se vzorky cDNA syntetizované ze semen rajéete cv. Rutgers,
ktera byla kultivovana ve tmé na zdkladnim MS médiu po dobu 48 hodin. Usp&sné se podatilo
optimalizovat primer SICYP707A3 sucinnosti 97,3 % a primer Tip4lLike s ucinnosti 99,1 %.
Na obrazku 14 jsou zndzornény standardni kiivky primerd genu SICYP707A3 a Tip4lLike,
ze kterych byla dle vzorce uvedeného v podkapitole 3.7.4 vypoditana téinnost primert. Uginnost
primerd byla nakonec pocitana pouze z C, hodnot ziskanych pti fedéni cDNA na %, ¥4, ¥, jelikoz
pfi nejvyssim fedeéni na Y46 byly naméfeny vzdy vychylujici se hodnoty. Primer genu LeNCED1

se vSak nepodaftilo optimalizovat a z dal$ich analyz musel byt proto vyrazen.

a primer genu SiCYP70743 | 3| | b primer genu Tip41Like 1 33

1 31 131
> z
° o
5 12 | 5 1 29
§ 2 y =-3,3441x + 22,897

] 2 _
S y=-33884x+27932 | 27 | © R*=0,9999 1 27
R =0,9991

12 1 25
: ! 23 L 1 23
-1 -0,5 0 -1 -0,5 0

Fedéni cDNA (log) fedéni cDNA (log)

Obriazek 14: Zavislost C; hodnoty vzhledem na vstupni koncentraci cDNA s ¢ervené vyzna¢enym sklonem
standardni kiivky pro primery genu SICYP707A3 (a) a genu Tip4lLike (b). Na ose x jsou zaznamenany

zlogaritmované hodnoty zvoleného fedéni.
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Nezdaftila optimalizace primeru genu LeNCED1 je pfipisovana problému na stran¢ vzorku,
jelikoz dany navrzeny primer byl jiz uspé$n¢ pouzit v diive publikované praci (Humplik et al.,
2015). Pi optimalizaci primert genu LeNCED1 vychazely pfili§ vysoké C; hodnoty a odchylky C;
hodnot v ramci triplikatu byly castokrat vyssi nez 0,5. Pro studium chovani daného primeru
zaruznych kultivacnich podminek byla provedena zkuSebni exprese genu LeNCED1 se semeny
cv. Rutgers kultivovanych ve tmé a na modrém svétle po dobu 6, 24 a 48 hodin na MS médiu s 0
a 50mM koncentraci NaCl. V ramci tohoto experimentu byly opét naméfeny vysoké C; hodnoty
a odchylky C; hodnot v ramci triplikatu byly vzdy vyssi nez 0,5. Tento stav mohl byt zpusoben

%

pro dany gen biosyntetické drahy ABA.

422 Exprese genu SICYP707A3 vsemenech Kkultivovanych na médiu
s koncentracemi NaCl 0 a 50 mmol/l

Pfi kultivaci semen na zakladnim MS médiu (0 mmol/l NaCl) byla exprese genu SICYP707A3
u cv. Rutgers nejnizsi po 6 hodinach kultivace a s Casem se zvySovala, pfi¢emz nejvyssi exprese
byla namétena v ¢ase 48 hodin, a to jak ve tmé (D), tak i na modrém svétle (BL) (Obrazek 15a).
Na omto obrazku je mozné také pozorovat napadné zvysSenou expresi genu pii kultivaci na BL
v ¢asech 48 a 72 hodin. U mutanta 7B-1 vychazela exprese genu v D asymetricky, kdy v ¢asech 24
a 48 hodin byly naméfeny niz§i hodnoty (Obrazek 15b). Pti kultivaci na BL se hodnoty exprese
genu s ¢asem postupné zvysSovaly, kdy vSak nejvyssi exprese byla namétena v ¢ase 48 hodin. Vliv
BL na expresi genu u mutanta 7B-1 neni jednozna¢ny. Na zakladé porovnani obrazka 15a a 15b
mizeme fFici, Ze u mutanta 7B-1 byla exprese genu oproti cv. Rutgers v Case 6 hodin vyssi
a s ¢asem se meénila mirné€, zatimco u cv. Rutgers byla exprese genu zpocatku nizsi, ale jeji rast byl
prudsi, a to v D i na BL. Vypocitané vyrazné odchylky znazormuji rozdil exprese genu mezi
hodnotami vztazenymi k housekeeping genu Tip4lLike a PP2Acs, trend hodnot byl vSak
pro jednotlivé housekeeping geny shodny.

Na obrazcich 15¢ a 15d lze vidét prabéh exprese genu SICYP707A3 pii kultivaci na médiu
obsahujicim 50 mmol/l NaCl. U obou genotypt se exprese genu s casem meénila mirn€, pfic¢emz
vyrazné vyss$i hodnoty byly naméfeny v D i na BL az po 72 hodinach kultivace. Hodnoty exprese
genu u obou genotypt dosahovaly podobnych hodnot. Vyraznéjsi vliv BL na expresi katabolického
genu byl pozorovan pouze u mutanta 7B-1 v ¢ase 72 hodin, kde BL expresi genu stimulovalo

(Obrazek 15d).
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Obriazek 15: Intenzita exprese genu SICYP707A3 v semenech cv. Rutgers (WT; a, ¢) a mutanta 7B-1 (b, d)

kultivovanych ve tmé¢ (D) a na modrém svétle (BL) po dobu 6, 12, 24, 48 a 72 hodin pii na MS médiu

v koncentraci 0 mmol/l NaCl (a, b) a 50 mmol/l NaCl (c, d). Zobrazena data pfedstavuji primérnou hodnotu

relativni exprese genu SICYP707A3 + SD vztazenou k housekeeping genum Tip41lLike a PP2Acs v ramci

jednoho provedeného experimentu. Relativni kvantifikace byla provedena vici expresi genu SICYP707A3

v semenech cv. Rutgers kultivovanych v D po dobu 6 hodin na MS médiu v koncentraci NaCl 0 mmol/I (a,

b) nebo 50 mmol/l (¢, d). Z divodu pouze jednoho provedeného experimentu nebylo mozné provést

statistickou analyzu.
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Na obrazku 16 lze pozorovat vliv NaCl v S0mM koncentraci na expresi genu SICYP707A3
vramci genotypd kultivovanych ve tmé¢ (D) nebo na modrém svétle (BL) po dobu 6 hodin.
U semen cv. Rutgers byla sledovana zvySena exprese genu pii S0mM koncentraci NaCl v D
i na BL, pfi¢emz vyrazny rozdil byl naméten pii kultivaci semen v D (Obrazek 16a). Je vSak nutno
poukazat na pfitomnost Vyrazné smérodatné¢ odchylky naméfené v ramci hodnot vztazenych
k housekeeping genu Tip41Like nebo PP2Acs, a proto je z tohoto divodu potieba brat tento rozdil
s rezervou. U mutanta 7B-1 se hodnoty relativni exprese genu neliSily v zavislosti na koncentraci
MS média (Obrazek 16b).
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Obriazek 16: Intenzita exprese genu SICYP707A3 v semenech cv. Rutgers (WT; a) a mutanta 7B-1 (b)
kultivovanych ve tmé (D) a na modrém svétle (BL) po dobu 6 hodin na MS médiu bez NaCl nebo
obsahujicim NaCl v koncentraci 50 mmol/l. Zobrazena data predstavuji primérnou hodnotu relativni exprese
genu SICYP707A3 + SD vztazenou k housekeeping geniim Tip4lLike a PP2Acs vramci jednoho
provedeného experimentu. Relativni kvantifikace byla provedena vici expresi genu SICYP707A3 v semenech
cv. Rutgers (a) nebo mutanta 7B-1 (b) kultivovanych v D nebo BL po dobu 6 hodin na MS médiu bez NaCl.

Z duvodu provedeného pouze jednoho experimentu nebylo mozné provést statistickou analyzu.
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4.3 Porovnani mnoZstvi ABA a exprese genu SICYP707A3 v semenech vysévanych na MS
médiu bez NaCl
Redukce (inhibice) obsahu ABA u semen kultivovanych ve tmé (D) na zakladnim MS médiu byla
behem prvnich 24 hodin inkubace rychlejsi u semen cv. Rutgers nez u mutanta 7B-1 (Obrazek
17a). U cv. Rutgers byla naméfena nejvyssi inhibice obsahu ABA po 24 hodinach od vysevu,
zatimco v Case 48 a 72 hodin byla inhibice v porovnani s 24 hodinami jen velice mirn¢ niZsi.
U mutanta 7B-1 byl sledovan postupny narast inhibice obsahu ABA s pozdé&jSimi Casy kultivace.
Vyznamny rozdil stimulace exprese genu mezi cv. Rutgers a mutantem 7B-1 byl naméten v Case
48 hodin, kde u cv. Rutgers byla sledovana stimulace, zatimco u mutanta 7B-1 inhibice exprese
genu pii porovnani s 6 hodinami (Obrazek 17b). U mutanta 7B-1 byla naméfena nejvyssi stimulace
exprese genu Vv ¢ase 72 hodin. U cv. Rutgers byla vSak stimulace v ¢ase 48 hodin v porovnani

se 72 hodinami mirn€ vyssi.
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Obrazek 17: Inhibice obsahu ABA (@) a stimulace exprese genu SICYP707A3 (b) v semenech cv. Rutgers
(WT) a mutanta 7B-1 kultivovanych ve tmé& (D) po dobu 12, 24, 48 a 72 hodin na MS médiu bez NaCl.
Vypocet inhibice a exprese byl vzdy vztazen k hodnoté naméfené u cv. Rutgers nebo mutanta 7B-1

po 6 hodinové kultivaci v D. Zobrazena data ptedstavuji hodnoty z jednoho provedeného experimentu.
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Na obrazku 18a Ize pozorovat, ze inhibice obsahu ABA u semen kultivovanych na modrém

svétle (BL) na zakladnim MS médiu byla vyssi u cv. Rutgers v porovnani s mutantem 7B-1. Rozdil

inhibice mezi cv. Rutgers a mutantem 7B-1 byl naméfen ve vSech ¢asech kultivace. Exprese genu

pri kultivaci na BL byla u obou genotyptl stimulovana s nariistajicim ¢asem, pricemz nejvyssi

hodnota byla naméfena v ¢ase 48 hodin (Obrazek 18b). Z obrazku je mozné také vysledovat, ze BL

signifikantné stimulovalo expresi genu u semen cv. Rutgers v porovnani s mutantem 7B-1.
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Obriazek 18: Inhibice obsahu ABA (a) a stimulace exprese genu SICYP707A3 (b) v semenech cv. Rutgers

(WT) a mutanta 7B-1 kultivovanych na modrém svétle (BL) po dobu 12, 24, 48 a 72 hodin na MS médiu

bez NaCl. Vypocet inhibice a exprese byl vzdy vztazen k hodnoté naméfené u cv. Rutgers nebo mutanta 7B-1

po 6 hodinové kultivaci na BL. Zobrazena data predstavuji hodnoty z jednoho provedeného experimentu.

Na obrazku 18b je Cervené znazornéna odli$na stupnice v grafu na ose y.
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4.4  Porovnani mnoZstvi ABA a exprese genu SICYP707A3 v semenech vysévanych na MS
médium obsahujicim NaCl v koncentraci 50 mmol/l
Inhibice obsahu ABA u semen kultivovanych ve tmé (D) pfi koncentraci 50 mmol/l NaCl v médiu
byla v jednotlivych ¢asech inkubace u mutanta 7B-1 a cv. Rutgers velmi podobna (Obrazek 19a).
U obou genotypl lze pozorovat rychly nardst inhibice obsahu ABA po 24 hodinach kultivace.
Nejvyssi inhibice hladiny ABA byla u cv. Rutgers i mutanta 7B-1 naméiena pii sklizni
po 72 hodinach. Ve stejném c¢ase (72 hodin) byla také dosazena nejvyssi hodnota stimulace exprese
genu u obou genotypu (Obrazek 19b). V ostatnich ¢asech Kkultivace (12, 24, 48 hodin) byla
u cv. Rutgers pozorovana inhibice exprese genu v porovnani s 6 hodinami. U mutanta 7B-1 byla
inhibice exprese genu naméfena pouze v ¢ase 12 hodin, zatimco v Casech 24, 48, 72 hodin byla

jiz sledovana mensi ¢i vetsi stimulace exprese genu.
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Obriazek 19: Inhibice obsahu ABA (a) a stimulace exprese genu SICYP707A3 (b) v semenech cv. Rutgers
(WT) a mutanta 7B-1 kultivovanych ve tmé& (D) po dobu 12, 24, 48 a 72 hodin na MS médiu obsahujicim
NaCl v koncentraci 50 mmol/l NaCl. Vypocet inhibice a exprese byl vzdy vztazen k hodnoté naméfené

u cv. Rutgers nebo mutanta 7B-1 po 6 hodinové kultivaci v D. Zobrazena data pfedstavuji hodnoty z jednoho

provedeného experimentu.
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Na obrazku 20a je mozné pozorovat, ze snizeni obsahu ABA u semen kultivovanych
na modrém svétle (BL) pti S0mM koncentraci NaCl byla béhem prvnich 24 hodin inkubace vyssi
u cv. Rutgers nez u mutanta 7B-1. U semen cv. Rutgers byla nejnizsi hodnota inhibice koncentrace
ABA namétena po 12 hodinach, zatimco v dalSich ¢asech dosahovala inhibice podobnych hodnot.
U mutanta 7B-1 dochazelo k postupnému zvySovani inhibice ABA s pozdéjsimi Casy kultivace.
Pti kultivaci semen na BL byla sledovana u obou genotypii postupné zvysujici se exprese genu
S pozdé€jsimi Casy kultivace, kdy vysS$i hodnoty byly naméfeny u cv. Rutgers v porovnani
s mutantem 7B-1 (Obrazek 20b).
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Obrazek 20: Inhibice obsahu ABA (a) a stimulace exprese genu SICYP707A3 (b) v semenech cv. Rutgers
(WT) a mutanta 7B-1 kultivovanych na modrém svétle (BL) po dobu 12, 24, 48 a 72 hodin na MS médiu
obsahujicim NaCl v koncentraci 50 mmol/l. Vypocet inhibice a exprese byl vzdy vztazen k hodnoté
naméfené u cv. Rutgers nebo mutanta 7B-1 po 6 hodinové kultivaci na BL. Zobrazena data ptedstavuji
hodnoty z jednoho provedeného experimentu. Na obrazku 20b je &ervené znazornéna odli$na stupnice

v grafu na ose y.
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5 DISKUZE

Kyselina abscisovd (ABA) a svétlo zastavaji klicovou roli v fad€é vyvojovych a fyziologickych
procesti u rostlin, kdy za tcelem doladéni téchto funkci dochazi k vzijemné interakci svétla
se signalni drahou ABA (Yadukrishnan and Datta, 2020). Konkrétnim zamétenim této diplomové
prace bylo studium interakce modrého svétla (BL) a ABA béhem faze kliCeni semen rajcete, které
byly vystaveny stresu zasolenim. V piedeslych vyzkumech bylo zjisténo, ze BL redukuje kli¢eni
semen rajCete a zvysuje citlivost téchto semen na osmoticky stres (Fellner and Sawhney, 2002;
Piterkova et al., 2012). Kyselina abscisova piisobi na kli¢eni semen také inhibicné, kdy v ptipadé
nepiiznivych podminek se jeji koncentrace zvySuje, coz stimuluje u€inky tolerance vuci stresu
(Ng et al., 2014). Bylo také zjisténo, ze pii regulaci kli¢eni semen pusobenim svétla dochazi
K vyraznym zménam v biosyntetické a signaliza¢ni draze ABA (Wit et al., 2016).

Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo zjistit, jakymi mechanismy inhibuje
BL kli¢eni semen rajcete, zda je v t€chto mechanismech zapojena ABA a urceni toho, jak se méni
koncentrace endogenni ABA v semenech rajcete béhem kliceni vlivem zasoleni. Pro feSeni danych
cili byl pouzit analyticky pfistup stanovujici hladinu endogenni ABA v riiznych ¢asech béhem faze
kli¢eni u semen rajéete Solanum lycopersicum L., konkrétné u mutanta 7B-1, ktery je odvozeny
od kultivaru Rutgers (cv. Rutgers). Pro zjisténi zmény exprese genti zapojenych v metabolismu
ABA byla v druhé ¢asti této prace provedena analyza genu SICYP707A3, ktery je soucasti
katabolické drahy ABA.

Prvni otazkou, které byla v této praci vénovana pozornost, bylo sledovani zmény hladiny
ABA béhem faze kliceni semen rajcete. Kyselina abscisova je povazovana za jeden z hlavnich
fytohormontl, ktery potlacuje kliceni semen a navozuje dormanci. Behem casné embryogeneze
semen jsou hladiny ABA nizké, zatimco v pribéhu faze zrani, pti kterém si semena syntetizuji
zasoby, dochazi k silnému nardstu biosyntézy ABA. Aby vSak semena mohla vykli¢it, musi
samotnému kli¢eni semen piedchazet dramaticky pokles ABA v disledku inhibice biosyntézy
a aktivace katabolismu ABA (Nambara and Marion-Poll, 2005). Tento fakt byl potvrzen vysledky
naméfenymi v této praci. Bylo zjisténo, ze hladina endogenni ABA vykazovala u obou genotypt
nejvysSich hodnot v prvnim analyzovaném bodé (6 hodin po vyseti) a s ¢asem inkubace se obsah
ABA v semenech snizoval. Tento trend byl sledovan jak ve tmé (D), tak i na modrém svétle (BL)
pti vSech zvolenych koncentracich NaCl. Namétena data tak potvrzuji informace uvedené
i v jinych publikacich, napiiklad ve vyzkumné praci Humplik et al., 2015, ktera se vSak zabyvala
sledovanim urovné hladiny ABA u semen kultivaru cv. Rutgers pouze ve tmé na zakladnim MS
médiu. 1 vtéto praci byla naméfena nejvyssi hladina ABA po 6 hodinach od vysevu a poté
nasledoval prudky pokles ABA az do momentu vykli¢eni (72 hodin po vysevu). Zmény mnozstvi

ABA v semenech béhem kliceni za podminek kultivace pod BL nebyly doposud publikovany.
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Nicmén¢ namétend data provedenych experimentd naznacuji, Ze i za pusobeni BL, stejné jako
ve tm¢, dochazi se vzrustajicim ¢asem k poklesu ABA béhem kli¢eni semen.

Zajimavym zjisténim, které bylo vramci méfeni hladiny endogenni ABA v semenech
ucinéno, byl fakt, Ze mutant 7B-1, kterému se pfipisuje schopnost produkce nadbytku ABA,
obsahoval po 6 hodinové kultivaci na vSech zvolenych koncentracich NaCl, a to jak ve tmég, tak
i na BL, niz8i mnozstvi endogenni ABA v porovnani s cv. Rutgers. Tento jev podporuje tvrzeni,
Ze mutant 7B-1 obsahuje vyssi hladinu ABA v hypokotylech (Fellner et al., 2001), zatimco v jeho
semenech je obsah endogenni ABA podstatné niz$i nez u semen cv. Rutgers (Simurova et al.,
2018). U semen cv. Rutgers a mutanta 7B-1 byl rovnéz sledovan rozdilny trend v poklesu
koncentrace endogenni ABA, a to vyrazné€jsi bez ptitomnosti NaCl v médiu. Zatimco u semen
mutanta 7B-1 se s narGstajicim ¢asem ménil pritbéh endogenni ABA pomaleji, u semen cv. Rutgers
byl sledovan signifikantni pokles hladiny ABA jiz ve 12 hodindch po vysevu, poptipadé
po 24 hodinach. Tento rozdil byl zjevny z toho divodu, Ze semena cv. Rutgers v dobé 6 hodin
po vysevu obsahovala vyrazné vyssi hladinu ABA nez semena 7B-1.

Pro blizsi pochopeni mechanismli zmény hladiny endogenni ABA v semenech rajcete byla
v ramci druhé ¢asti této diplomové prace analyzovana exprese genu katabolické drahy ABA — gen
SICYP707A3. U obou zkoumanych genotypi bylo mozné sledovat, Ze hodnoty exprese genu
dosahovaly niz$ich hodnot v prvnim analyzovaném bod¢ (6 hodin po vysevu) a s naruistajicim
¢asem se tyto hodnoty zvySovaly, a to jak ve tmé, tak i na BL. Vysledky tak odpovidaji naméfenym
koncentracim endogenni ABA, kde byl pozorovan opacny trend prubéhu naméfenych hodnot.
Z vyse uvedeného vyplyva, ze v odbouravani endogenni ABA béhem faze kliceni semen rajcete
zastava vyznamnou roli katabolicky gen SICYP707A3. V ptipadé semen cv. Rutgers a mutanta
7B-1 kultivovanych na BL na médiu bez NaCl byla v§ak namétena nejvyssi hodnota exprese genu
SICYP707A3 jiz v ¢ase 48 hodin po vysevu. Pii porovnani inhibice obsahu endogenni ABA
a stimulace exprese genu SICYP707A3 nebyl u naméfenych hodnot sledovan vzajemny vztah. Bylo
zde ale mozné vypozorovat, Ze s nartstajicim ¢asem dochazi k postupnému zvySovani inhibice
obsahu endogenni ABA, tak i stimulace exprese genu SICYP70A3. Je vSak tfeba zdlraznit,
ze standartni odchylky namétenych hodnot jsou relativné vysoké, ptedevsim u hodnot pii 48 a 72
hodinach.

Druhym sledovanym faktorem bylo urceni vlivu modrého svétla (BL) na hladinu endogenni
ABA béhem kli¢eni semen rajcete. Semena rajcete klici nejlépe ve tmé, zatimco BL kli¢eni semen
rajcete snizuje (Piterkova et al., 2012). Bylo také zjisténo, ze BL zvySuje citlivost semen
k inhibi¢nimu efektu ABA b&hem kli¢eni, a to bud” kvili jeho vysokoenergetické vinové délce,
nebo prostiednictvim kryptochromovych ¢i fototropinovych signalnich drah, jelikoz mutanti v této
signalizaci ukazuji vyssi toleranci k inhibici kliceni indukované BL (Fellner et al., 2018). U semen
cv. Rutgers byl sledovan stimulac¢ni efekt BL na koncentraci endogenni ABA, kdy nejvyssi rozdil

byl naméfen v ¢ase 6 hodin po vysevu. Toto zjisténi potvrzuje vysledky nedavno provadéné
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analyzy ABA, ve které bylo ukazano, Ze pisobenim BL dochdzi béhem kliceni semen rajcete
k pomalejsi degradaci ABA neZ ve tmé (Simurova et al., 2018). U mutanta 7B-1 viak vyrazny vliv
BL na hladinu endogenni ABA v porovnani se cv. Rutgers zjistén nebyl. To mize byt vysvétleno
tim, ze mutant 7B-1 ma defekt v signalni draze BL a na rozdil od cv. Rutgers vykazuje vyssi
toleranci kliceni semen k inhibici vyvolané pisobenim BL (Fellner and Sawhney, 2002). Dalsi
pti¢inou mensiho vlivu BL na hladinu endogenni ABA u mutanta 7B-1 by mohla byt snizena
exprese ABA receptord. Tato mySlenka vychazi z vyzkumné prace Simurova et al., 2018, kdy
u mutanta 7B-1 byla v porovnani s cv. Rutgers naméfena béhem prvnich 6 hodin inkubace pod BL
signifikantn€ snizend exprese receptoru PYL3. Tato skute¢nost by mohla taktéz ptispivat k vyssi
toleranci kli¢eni semen 7B-1 k inhibi¢nimu u¢inku BL (Simurova et al., 2018).

Dals$im cilem této prace bylo sledovani zmény koncentrace endogenni ABA v semenech
rajcete béhem kliceni v zavislosti na urovni zasoleni (NaCl). Predpokladalo se, ze kultivace semen
na médiich o vysSich koncentracich NaCl zplsobi zvySenou akumulaci endogenni ABA
v semenech. Tento ptredpoklad vychéazel z teoretickych znalosti tykajicich se ABA a z dfive
provedenych experimentd analyzujicich kli¢ivost semen rajéete na MS médiu o zvolenych
koncentracich NaCl (50 a 75 mmol/l). Kyselina abscisova je hlavnim stresovym hormonem, jehoz
koncentrace se zvySuje v pripad¢ nepfiznivych podminek. Tim ABA navozuje u semen dormanci
a zajistuje toleranci rostlin vuci stresu (Ng et al., 2014). K zablokovani kli¢eni u dormantnich
semen dochazi obvykle prostfednictvim hromadéni vysokych hladin ABA pfi imbibici, tj. béhem
prvnich 48 hodin (Ali-Rachedi et al., 2004). Pti analyze kli¢ivosti semen rajéete bylo také zjisténo,
ze se zvysujici se koncentraci NaCl dochazi k postupnému snizovani kli¢ivosti semen (Fellner and
Sawhney, 2001). Dle vysledkl namétfenych v této praci byl u semen cv. Rutgers kultivovanych
ve tm¢ zjistén uréity nardst hladiny ABA po 6 hod kultivace pii obou aplikovanych koncentracich
NaCl. Vyrazny vliv NaCl na zménu obsahu endogenni ABA byl pak zjistén pouze pii koncentraci
50 mmol/l, a to po 12 a 24 hodinové inkubaci. Na BL byl zaznamenan nartst hladiny ABA
v semenech cv. Rutgers pouze u 75mM koncentrace NaCl po 6 hodinach inkubace. Na tento nartist
hladiny ABA ma tedy vedle NaCl zietelny vliv i BL, které¢ béhem kliceni semen rajcete zpomaluje
degradaci ABA (Simurova et al., 2018) a tim zpomaluje proces kli¢eni cv. Rutgers v ranych fazich
inkubace semen. JelikoZ v ostatnich pifipadech zvySena koncentrace NaCl vyrazn¢ neovlivnila
zménu hladiny endogenni ABA, nabizi se zde moznost, Ze do inhibice kli¢eni mohou byt zapojeny
i jiné faktory nez ABA. Napriklad dfive provedena geneticka analyza prokazala, ze auxin, ktery
se podili témer na vSech aspektech vyvoje rostlin, hraje roli v kliceni a pfisné reguluje dormanci
vedle pisobeni ABA (Liu et al., 2013). V pfipadé mutanta 7B-1 dochazelo pouze k mirnému
nardstu hladiny ABA vlivem NaCl v obou pouzitych koncentracich, a to jak ve tmé, tak na BL.
Tento fakt vysvétluje jiz dfive publikovanou informaci, Ze semena mutanta 7B-1 vykazuji
specificky na BL rezistenci vi¢i abiotickym a biotickym stresim (Fellner and Sawhney, 2002;

Bergougnoux et al., 2009).
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Hodnoty namétené exprese katabolického genu SICYP707A3 potvrzuji, ze NaCl na hladinu
ABA vliv ma. Pfi porovnani vlivu 50mM koncentrace NaCl na expresi genu SICYP707A3 v ramci
obou genotyptl kultivovanych ve tmé nebo na BL pii 6 hodinach po vysevu, byla u semen
cv. Rutgers zjisténa zvySena exprese genu pii 50mM koncentraci NaCl. Ve tmé to bylo asi 3x,
na BL asi 1,5 krat (Obrazek 16a). Naproti tomu u mutanta 7B-1 zvySeni exprese SICYP707A3
vlivem NaCl pozorovano nebylo, ani ve tmé¢, ani na BL (Obrazek 16b). Vyrazngjsi vliv zasoleni
na expresi genu nastal u cv. Rutgers pfi kultivaci ve tmé a ne na BL. To koreluje s informaci, ze BL
vyvolava béhem kliceni semen rajcete pomalejs$i degradaci ABA nez ve tmé, proto je ziejma také
pomalejsi exprese genu, ktery je zodpovédny za odbourdvani ABA (Simurovéa et al., 2018).
Zvysena exprese genu SICYP707A3 u cv. Rutgers pii S0mM koncentraci by se dala vysvétlit tak,
Ze exprese tohoto genu mtize byt za biosyntézou ABA vlivem stresu zpozdéna nebo, Ze se exprese
katabolického genu zvySuje az po ziskani informaci o mnozstvi syntetizované¢ ABA. U mutanta
7B-1 se hodnoty relativni exprese genu nelisily v zavislosti na koncentraci NaCl v MS médiu, coz
by mohlo vysvétlovat toleranci semen mutanta 7B-1 k abiotickym strestim (Fellner and Sawhney,
2002). Tim, ze mutant 7B-1 ma sniZzenou hladinu ABA, nemusi si rostlina syntetizovat gen, ktery
by ABA degradoval.

I kdyZ se mi v ramci této prace nepodatilo kviili nezdafilé optimalizaci primert zjistit expresi
ABA biosyntetického genu LeNCED1, Ize nase uvahy podpofit ostatnimi publikacemi zabyvajici se
expresi LeNCEDL za puasobeni stresovych faktorti. Zvysena exprese ABA biosyntetického genu
LeNCED1 pii ptsobeni stresovych vlivii byla napiiklad potvrzena v listech a kofenech rajcete
béhem sucha (Thompson et al., 2000). V publikaci Yang et al., 2014 bylo rovnéz na zaklad¢
vysledkd qPCR zjisténo, ze plsobenim solného stresu dochazi k indukci ABA biosyntetickych
gent - SINCED1 a SINCED?2 v listech a kotfenech rajcete u genotyptl vykazujicich toleranci anebo
senzitivitu vici zasoleni.

Vysledky prezentované v této diplomové praci naznacuji slozitost interakci mezi abiotickym
stresem, fytohormonem ABA a svételnym signalem zapojenych do procesu kliceni semen.
Pro lepsi porozuméni mechanismt kli¢eni semen rajcete vystavenych zasoleni a modrému svétlu
by bylo zapotfebi zopakovat uvedené experimenty a provést dal§$i meéfeni zaméfené jednak
na expresi gentt kodujicich elementy biosyntetické drahy ABA. Bylo by rovnéz nutné pokracovat
v experimentech Simurové et al., 2018 zaméfenych na analyzu exprese receptorit ABA &i jinych

elementt, které jsou soucasti signaliza¢ni drahy ABA.
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6 ZAVER

Predlozend diplomova prace byla zaméfena na interakci kyseliny abscisové (ABA) a modrého
svétla (BL) béhem kli¢eni semen rajcete (Solanum lycopersicum L.), ktera byla kultivovana
za podminek solného stresu. Pro pochopeni mechanismt interakce mezi ABA a BL pii kliceni
semen, byla v ramci experimentalni ¢asti provedena analyza endogenni ABA v semenech pomoci
UHPLC-ESI(-)MS/MS a nasledna relativni kvantifikace geni zapojenych v metabolismu ABA
zavyuziti qPCR. Pivodnim planem bylo studium genu zapojeného v biosyntetické (gen
LeNCED1) a katabolické (gen SICYP707A3) draze ABA. Ve vysledku byla vSak analyzovana
pouze exprese genu SICYP707A3, jelikoz primery genu LeNCED1 se nepodatfilo optimalizovat.

Veskeré experimenty byly provedeny na kontrolnim genotypu cv. Rutgers a od ného
odvozeného mutanta 7B-1. Mutant 7B-1 je znamy predevsim tim, ze produkuje nadbytek ABA
(Fellner et al., 2001), je defektni v signalizaci BL a specificky na BL vykazuje v porovnani
s kultivarem toleranci vici abiotickym a biotickym stresim (Fellner and Sawhney, 2002;
Bergougnoux et al., 2009). Semena byla kultivovana in vitro ve tmé a na BL po dobu 6, 12, 24, 48
a 72 hodin na MS médiu o zvolenych koncentracich NaCl (0, 50 a 75 mmol/l). Pfi analyze relativni
exprese geni vSak musela byt nejvyss$i koncentrace NaCl vyrazena, jelikoz se z rostlinného
materialu nepodatilo izolovat dostatecné mnozstvi RNA.

Ze ziskanych vysledki analyzy endogenni ABA bylo zjisténo, Ze u obou testovanych
genotypi dochazi béhem kliceni semen ke snizeni hladiny endogenni ABA, a to jak pii kultivaci
ve tm¢, tak i na modrém svétle (BL), pii vSech zvolenych koncentracich NaCl (0, 50 a 75 mmol/I).
Pokles hladiny ABA s narustajicim ¢asem béhem kli¢eni semen ve tmé byl jiz diive publikovan,
situace na BL vSak nebyla doposud zvetejnéna. Dale bylo pozorovano, ze BL stimuluje zvySeni
hladiny endogenni ABA u cv. Rutgers, zatimco u mutanta 7B-1 nebyl vliv BL vyrazny.
Vysvétlenim by mohla byt schopnost semen mutanta 7B-1 tolerovat modrym svétlem indukovanou
inhibici kli¢eni, popfipadé u mutanta zjiSténa snizena exprese receptort ABA (Fellner and
Sawhney, 2002; Simurova et al., 2018). Co se ty&e vlivu zasoleni na obsah endogenni ABA, bylo
zjisténo, ze pouze v nékterych pripadech se v disledku ptsobeni NaCl vyrazné zvySovala
koncentrace ABA. Konkrétné u semen cv. Rutgers kultivovanych ve tmé pii 50mM koncentraci
NaCl po 12 a 24 hodinové inkubaci a na BL po 6 hodinach od vysevu pii 75mM koncentraci NaCl.
Ziskané vysledky tedy naznacuji, Ze do inhibice kli¢eni semen by mohly byt mimo ABA zapojeny
i jiné faktory. Zajimavym zjisténim bylo rovnéz to, Zze u mutanta 7B-1, ktery je oznaCovan
za nadproducenta ABA, byly naméteny v ramci vSech kultivac¢nich podminek niz$i hodnoty ABA
Vv porovnani s cv. Rutgers. Tyto vysledky dopliuji predchozi publikovana data, ze v semenech
mutanta 7B-1 je obsah endogenni ABA nizky a ke zvySené produkci dochazi az v hypokotylech

rostoucich semenacku (Fellner et al., 2001; Simurova et al., 2018).
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V ramci analyzy relativni exprese katabolického genu SICYP707A3 bylo prokazano, ze dany
gen je zapojeny u obou testovanych genotypti do odbouravani endogenni hladiny ABA béhem faze
kliceni semen kultivovanych ve tmé¢ i na BL a pii zvolenych koncentracich NaCl (0 a 50 mmol/l).
Bylo zjisténo, Ze zasoleni ma vliv na zvySeni exprese genu SICYP707A3 pouze u semen
cv. Rutgers, a to pfi inkubaci ve tmé, nikoliv vsak na BL. To jednak potvrzuje informaci, ze na BL
dochazi k pomalejsi degradaci ABA neZ ve tmé (Simurova et al., 2018), ale také to, ze mutant 7B-1
vykazuje na rozdil od cv. Rutgers rezistenci k abiotickym stresiim (Fellner and Sawhney, 2002).
Pro lepsi vysvétleni a ovéteni prezentovanych expresnich vysledkt by vSak bylo zapotiebi uvedené

experimenty zopakovat a provést expresni analyzu genti zapojenych v biosyntetické draze ABA.
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Prilohy

Piiloha 1: Vysledky analyzy endogenni hladiny ABA v semenech vysévanych na médiu s
koncentracemi NaCl 0, 50 a 75 mmol/l druhé fady vzorka

Na obrazku 21 jsou zaznamenany vysledky obsahu endogenni hladiny ABA v ramci analyzy
druhého biologického replikatu. Dana data nebyla pouzita k vyhodnoceni, jelikoz zde byly
v nékolika piipadech mezi jednotlivymi biologickymi replikaty naméteny pfilis vysoké odchylky.
Vysledky druhé fady jsou v této praci uvadeény pouze pro informaci.
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Obrazek 21: Obsah ABA v semenech cv. Rutgers (WT) kultivovanych ve tmé (D; a) a na modrém svétle
(BL; b) a v semenech mutanta 7B-1 kultivovanych ve tmé (D; €) a na modrém svétle (BL; d). Semena byla
kultivovana po dobu 6, 12, 24, 48 a 72 hodin na MS médiu s koncentracemi NaCl 0, 50 a 75mmol/Il.
Zobrazena data predstavuji prumernou hodnotu obsahu ABA + SD vypocitanou z hodnot ABA 3 technickych
replikatti v ramci jednoho provedeného experimentu. Pismena k, 1, m, n oznacuji statistické rozdily mezi
naméfenymi hodnotami obsahu ABA (P <0,05; Student’s test):

k = signifikantné odli§né (P < 0,05) od kontroly (6 hod) v ramci stejné koncentrace a stejného genotypu,

1 = signifikantné odlisné (P < 0,05) od kontroly (D) v ramci stejného genotypu, stejného ¢asu kultivace a
stejné koncentrace,

m = signifikantné odlisné (P < 0,05) od kontroly (cv. Rutgers) v ramci stejného ¢asu kultivace, stejné
koncentrace a stejné svételné podminky,

n = signifikantné odlisné (P < 0,05) od kontroly (Ommol/l NaCl) v ramci stejného Casu kultivace, stejného
genotypu a stejné svételné podminky.
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