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vedou k zavérim, ze exogenni ABA inhibuje fototropismus,
ovSem slabgji nez NaCl. Aplikace fluridonu — inhibitoru fytoen
desaturasy, ktera se uCastni syntézy ABA, fototropismus
u nestresovanych rostlin zesiluje, ale nema prokazatelny vliv na
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1 Uvod a cile prace

Navzdory své zdanlivé pasivité jsou rostliny schopné se velmi U¢inné pfizplsobovat
podminkam svého okoli. Jednim z klasickych mechanismu, kterym se rostliny pfizplsobu;ji
svételnym podminkam a optimalizuji tak svUj pfijem energie, vody a minerall jsou
fototropické reakce. Fototropismus predstavuje usmérnény rostlinny rast v reakci na smér
prichoziho svétla, kdy prytové Casti rostlin obvykle rostou smérem za svételnym stimulem
a kofenové Casti smérem opacnym. Ackoliv se védci snazili pochopit tento mechanismus
jiz od starovéku, tak stale nejsou viechny jeho aspekty spolehlivé vysvétleny. Jako zasadni
pro vznik fototropické reakce se jevi modra a UV-A &ast svételného spektra, ktera je
vnimana pomoci rostlinnych fotoreceptori fototropinli. Fototropiny nasledné spoustéji
slozitou signalni kaskadu, na jejimz konci dochazi neznamym mechanismem k ustaveni
gradientu rustového hormonu auxinu mezi ozafenou a neozarenou stranou rostliny.
Rozdilné koncentrace auxinu zpUsobuiji rozdilny rist ozafené a neozarené strany rostliny
v dusledku ¢ehoz vznika ohyb.

Kyselina abscisova (ABA) je dalezitym rostlinnym hormonem, znama pfedevSim pro
svou roli v reakcich ke stresum, pfi kterych dochazi k jeji akumulaci. Zaroveri ma vSak také
celou fadu dulezitych roli ve vyvoji a rustu rostlin. Spolupodili se tak napfiklad na regulaci
dormance a klieni semen, zavirani priduchd nebo indukci kveteni. Nékteré vyzkumy
poslednich let naznacily, Ze fototropické reakce i samotné fototropiny mohou byt inhibovany
ucinkem abiotickych stresu, konkrétné zasolenim a stejné tak ucinkem ABA. A jelikozZ jsou
abiotické stresy jednim z nejpalCivéjSich problému dnedni zemédélské produkce, tak je
objasnéni jejich komplexnich ucinkd, na vnimani svétla skrze fototropiny nevyjimaje, vice
nez zadouci.

Tato prace si klade za cil potvrdit inhibi¢ni u¢inek exogenni ABA na fototropické reakce
k modrému svétlu u hypokotyll huseni€ku rolniho (Arabidopsis thaliana (L) Heynh., dale
jen Arabidopsis). Dale se snazi urit, zdali je prokazany inhibi¢ni UCinek zasoleni NaCl
zpusoben pravé zvySenou akumulaci ABA, a nakonec jestli se endogenni ABA chova jako
negativni regulator fototropické reakce i pfi nestresovych podminkach. Zaroven se snazi
nastinit i mozné molekularni mechanismy téchto pusobeni.

Pro dosazeni jmenovanych cili se experimentalni ¢ast této prace vénuje méfeni zmén
fototropické reakce kontrolniho genotypu gl-1 v zavislosti na testovanych podminkach
spole¢né s HPLC analyzou endogennich koncentraci kyseliny abscisové a auxinu a gqPCR
analyzou exprese genU fototropinl. Experimenty byly provadény v ramci pracovni skupiny
molekularni fyziologie, ktera je soucasti Laboratofe rlstovych regulatori UP Olomouc

a Ustavu experimentalni botaniky AVCR.
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2 Teoreticka cast

2.1 Fototropismus

Béhem evoluce se rostliny od Zivocichl oddélily jiz pfed vice nez miliardou let a za tu dobu
se u nich vytvofily zcela unikatni mechanismy preziti. Jednim z dulezitych faktoru, kterym
se veétSina vySSich rostlin liSi od vétSiny zZivocichu je prisedly zplUsob zZivota. Na rozdil od
zivocCichd, ktefi jsou tak ¢asto volné pohyblivi a mohou se presunovat do mist s lepSimi
podminkami pro Zzivot, rostliny zuUstavaji cely Zivot na jednom misté a ménicim se
podminkam prostfedi se musi umét pfizpUsobit.

Jelikoz rostliny ziskavaji energii pro svlj metabolismus ze svétla v procesu fotosyntézy,
je pro né dostupnost svétla naprosto zasadni. Jednim z mechanismu, ktery pomaha
rostlinam pfizpusobit se svételnym podminkam a optimalizovat svUj pfijem svételné energie
je fototropismus (Obr. 1). Fototropismus Ize
popsat jako rozdilnou miru rustu rostlinného
organu v zavislosti na svételném gradientu
(Liscum et al., 2020). Zatimco nadzemni
Casti rostlin vykazuji pfevazné pozitivni
fototropické reakce a rostou smérem ke
zdroji svétla, tak rostlinné kofeny maji
obvykle fototropismus negativni a rostou

smérem od zdroje svétla. Fototropismus tak

rostlindm slouzi nejen pro optimalizaci
fototropicke  vytéznosti,  ale  take  pro Obr. 1. Fototropismus. Fototropismus se typicky
maximalni zisk vody a Zivin z pudy. vyskytuje u pokojovych rostlin pé&stovanych u okna.

Svétlo tedy rostlindm neslouzi pouze jako zdroj energie, ale v pfipadé fototropismu
a mnoha dalSich fyziologickych pochodd ma funkci signalu poskytujici informaci o jejim
zC&asti také ultrafialového A (UV-A, 315—380 nm) a ultrafialového B (UV-B, 280—315 nm).
Jako modulujici svétlo muaze slouzit také svétlo c&ervené (620—700 nm)
(Fankhauser & Christie, 2015; Legris & Boccaccini, 2020). UV-B je v rostlinach vnimano
pomoci fotoreceptoru UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVRS8) a Cervené svétlo pomoci
fytochroma. Ackoliv modré svétlo v rostlinach je vnimano vice typy fotoreceptoru, tak pro
fototropismus je zadsadni vnimani modrého svétla skrze fototropiny. Ty ziskaly svUj nazev
pravé podle fototropismu, a kromé& modrého svétla jejich akéni spektrum zasahuje také do
zminovaného UV-A. A praveé fototropindm se bude tato prace nejvice vénovat.

Svétlem aktivované fototropiny spoustgji slozitou signalni kaskadu, na konci které

dochazi ke vzniku fototropického ohybu. Ten vznika jako dlisledek nerovnomérného
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prerozdéleni fytohormonu auxinu, zodpovédného za prodluzovani bunék, mezi ozarenymi
a neozarenymi bunkami (Liscum et al., 2014). V dusledku vzniklého gradientu auxinu
dochazi k silnéjSimu prodluzovani bunék pouze na jedné strané rostlinného organu a vniku

ohybu.

2.1.1 Fototropiny

Jak jiz bylo zminéno vy3e, fototropiny jsou rostlinné fotoreceptory modrého svétla a UV-A
a nalezneme je jak u vySSich rostlin, tak u zelenych fas (Hart & Gardner, 2021). Fototropiny
kontroluji celou fadu fyziologickych procesu, které rostlinam pomahaji optimalizovat jejich
fotosyntetickou vytéznost. Kromé fototropismu jsou fototropiny zodpovédné také za pohyby
chloroplastu v reakci na intenzitu ozareni, modeluji polohu listl a Sifku listové plochy a jsou
také zodpovédné za rychlou inhibici prodluzovani etiolovaného hypokotylu v reakci na
ozareni modrym svétlem (Christie, 2007). Fototropiny jsou také zapojeny do modulaénich
reakci kofenu k suchu (Galen et al.,, 2007). DalSi proces, na kterém se fototropiny
v rostlinach podileji, a ktery je nejlépe popsan a je dodnes intenzivné studovan, je modrym

svétlem indukované otevirani priduchu (Christie, 2007).

2.1.1.1 Izoformy a lokalizace fototropinu

U vySSich rostlin rozeznavame dvé izoformy fototropind, a to phot1 a phot2. Ty maji
podobnou strukturu a jejich funkce se CasteCné prekryvaji (Christie, 2007). V regulaci
fototropismu je photl aktivni pfi nizkych (0,01—1 ymol m2 s1) i vysokych intenzitach zareni
(>1 umol m? s1), zatimco phot2 je aktivni pouze pfi vysokych intenzitach. Také je znamo,
Ze phot1 je na svétle labilni a oproti tomu se Cetnost phot2 na svétle zvySuje
(Legris & Boccaccini, 2020). Nékteré prace pak naznacuji, Ze phot1 a phot2 se mohou
vzajemné negativné regulovat (Zhao et al., 2018).

Je znamo, Ze se fototropiny ve tmeé vyskytuji na vnitfni strané cytoplazmatické
membrany, ovSem pfesny mechanismus této asociace doposud nebyl popsan, i kdyZ jako
dudlezita pro tuto asociaci se jevi pfitomnost nékterych residui na C-terminalnim konci (Kong
et al., 2013; Legris & Boccaccini, 2020). Po ozafeni se ¢€ast phot1 shlukuje do
membranovych mikrodomén a nasledné se uvolfiuje do cytoplazmy. Zatimco shlukovani
phot1 do membranovych mikrodomén ma vyznam pro fototropickou reakci, tak nasledné
uvolnéni do cytoplazmy jiz vznik fototropické reakce neovliviiuje. V pfipadé phot2 je také
jisté4 Cast receptort pfemisténa do cytoplazmy v reakci na ozéareni, ovSem vétsi Cast se
pfesouva ke Golgiho aparatu. Oba fototropiny se také v reakci na modré svétlo v malé mife
asociuji s vnéjSi membranou chloroplasti. Pfesné funkce téchto pfemisténi dosud nebyly

popsany (Liscum, 2016).
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2.1.1.2 Struktura fototropin( a percepce modrého svétla

Strukturné se fototropiny skladaji z pfiblizné 900—1000 aminokyselin velkého apoproteinu

a navazaného kofaktoru (Obr. 2). Protein se strukturné déli na N-terminaini fotosenzitivni

Cast a C-terminalni Cast se serin/threonin protein-kinasovou doménou (PKD) (Legris &
Boccaccini, 2020; Liscum et al., 2014). Podle PKD domény se fototropiny fadi do AGCVIII
skupiny kinas. Na N-terminalni fotosenzitivni ¢asti se nachazi dvé velmi podobné domény
LIGHT OXYGEN VOLTAGE 1 a 2 (LOV1, LOV2). LOV domény jsou soucasti skupiny
Per-ARNT-Sim (PAS) a v ruznych variacich se nachazeji i u jinych typu organismu, kde

jsou obvykle spojovany s vazbou ruznych kofaktord a signalizaci nejen svétla. Ve

fototropinech jsou LOV domény pfiblizné 110 aminokyselin velké a jako kofaktor maji

navazanou molekulu flavinmononukleotidu (FMN), ktera slouzi jako chromofor.

| kdyz jsou obé LOV domény
schopny absorbovat modré svétlo, tak
skute€na funkce LOV1 zatim zlstava
nejasnd a za KkliCovou pro aktivitu
fototropini  je LOV2
doména (Hart & Gardner, 2021). Ve tmé

je FMN kLOV vazan nekovalentné

povazovana

pomoci vodikového muastku (Obr. 2).
Tato konformace zpusobuje, Ze struktury
A’a helix a Ja helix po stranach LOV2
blokuji PKD a fototropin je neaktivni.
Absorpce modrého svétla na FMN
zpusobi vznik kovalentni vazby mezi
FMN a LOV2. Vznikla vazba zpUsobi
zmeénu konformace, béhem které dojde
k rozvolnéni A'a a Ja helixi a uvolnéni
PKD. Po PKD

k autofosforylaci a aktivaci

aktivaci dochazi
fototropinu
a naslednému spusténi  signalizacni
kaskady. Kovalentni vazba mezi FMN
a LOV2 ve tmé samovolné zanika a opét
dochazi ke vzniku nekovalentni vazby

(Kasahara et al., 2002).

FMN

PKD
D BL
T i FMN FMN
See

Obr. 2. Schematické znazornéni doménové struktury
fototropinu a jeho fotoaktivace. Pfijetim svételného
kvanta modrého svétla (BL) molekulou
flavinmononukleotidu (FMN) dochazi ke vzniku kovalentni
vazby mezi FMN a LOV doménami. Vznik téchto vazeb
zpusobi rozvolnéni A’a a Ja Sroubovic po stranach LOV2
domény, ¢imz dojde k uvolnéni a aktivaci protein kinasové
domény (PKD). PKD doména autofosforyluje fototropin
i dalSi substraty, ¢imz vznika signal fototropint. Ve tmé (D)
dochazi k samovolné reverzi do pdvodniho stavu. Podle
Inoue et al., 2010.
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2.1.2 Signalni draha fototropismu indukovaného modrym svétlem

Ackoliv fototropicka reakce muze vzniknout i viivem UV-B prostfednictvim UVR8 receptorti
a jejich specifické signalni drahy, tak tato prace se zaméfuje primarné na signaini drahu
fototropinu. | kdyz signaliza¢ni draha fototropické reakce indukované modrym svétlem neni
dodnes zcela objasnéna, tak nékteré jeji dil¢i kroky jiz jsou znamy. Po jednosmérném
ozareni rostliny modrym svétlem vznika v pletivech stonku gradient svétla, ktery indukuje
vznik gradientu aktivovanych fototropinu (Liscum et al., 2014). Tento gradient aktivovanych
fotoreceptorl byl zatim pfimo popsan u ovsa a kukufice, kde byla detekovana rozdilna mira
fosforylace fototropin mezi ozafenou a neozafenou stranou koleoptile (Suzuki et al., 2019).
U Arabidopsis se tento gradient podafilo sledovat nepfimo vizualizaci zmén v mnozstvi

a lokalizaci nasledujicich ¢lenl signalni kaskady (Legris & Boccaccini, 2020).

2.1.2.1 Casné udalosti v signalizaci fototropismu

Jednou z prvnich signalizaénich udalosti po aktivaci fototropinu je interakce fototropinu
s NON-PHOTOTROPIC HYPOCOTYL 3 (NPH3) (Liscum et al., 2014). Tento protein ze
skupiny NPH3/RPT2-like (NRL) se ve tmé nachazi v silné fosforylovaném stavu, kdy se
prostfednictvim C-terminalniho konce poji k plazmatické membrané a N-terminalnim
koncem interaguje s photl (Obr. 3). Nékolik minut po ozafeni modrym svétlem je NPH3
defosforylovan a prestava interagovat s phot1, odpoutava se od plazmatické membrany
a vytvaii shluky v cytoplazmé (Haga et al.,, 2015). Ackoliv pfesny vyznam téchto
cytoplazmatickych agregatl nebyl popsan, tak konstantni umisténi NPH3 pfi plazmatické
membrané nebo v agregatu blokuje fototropické reakce (Reuter et al., 2021).

V nedavné dobé bylo objeveno, ze NPH3 je po ozafeni modrym svétlem také specificky
fosforylovan na C-konci pomoci phot1 a touto fosforylaci vznika vazebné misto pro protein
14-3-3 (Obr. 3) (Sullivan et al., 2021). 14-3-3 interaguje mimo jiné také s fototropiny, ale
i s mnoha dalSimi proteiny a u€astni se regulace enzymatické aktivity, ur€ovani lokalizace,
proteinové stability nebo protein-protein interakci. Zatimco photl aktivuje disociaci NPH3
od plazmatické membrany pfi ozafeni slabym i silnym modrym svétlem, tak phot2 pfi
slabém modrém svétle viibec nefunguje a pfi silném modrém svétle funguije jako stabilizator
NPH3 pfi plazmatické membrané (Zhao et al., 2018). Ve tmé nebo po delSim ozafovani je
NPH3 opét silné fosforylovan, specifickd mista na jeho C-termindlnim konci jsou
defosforylovana a protein se vraci k plazmatické membrané. Fosfatasy a kinasy, které se
podileji na udrzovani fosforylaéniho stavu NPH3 i fototropini v§ak zlstavaji neznamé
(Sullivan et al., 2021).
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Obr. 3. Schéma zakladnich bunéénych pochodu vedoucich ke vzniku fototropické reakce vic¢i modrému
svétlu v hypokotylech. V neozafené bunce (burika vpravo) se fototropin (phot1) nachazi defosforylovany
a neaktivni pfi plazmatické membrané. S fototropinem i s plazmatickou membranou interaguje fosforylovany
NPH3 protein. Transportéry auxinu (PIN1, PIN3, ABCB19, AUX/LAX1) jsou aktivni a do buriky se tak dostava
auxin (modré Sipky). Auxin se do buriky dostava i volné difizi. Auxin se v jadfe vaze na SCFTIRVAFE E3
ubiquitinaéni komplex, ktery se tim aktivuje a indukuje vazbou ubiquitint (U) degradaci transkripénich represort
Aux/IAA, ¢imz se uvolni transkripéni faktory ARF a dochazi k expresi auxinem indukovanych gen( jako jsou
geny pro expansiny (EXP) nebo pro SAUR proteiny a mnoho dalSich. SAUR proteiny udrzuji protonové pumpu
(H*/ATPasa) ve fosforylovaném stavu (P), coZ je spole¢né s vazbou proteinu 14-3-3 aktivuje. Okyseleni
apoplastu zpUsobené aktivaci protonovych pump rozvolfiuje bunéénou sténu a aktivuje fadu enzymu
v protoplastu, jako jsou napfiklad expansiny (EXP), které se také podileji na rozvolnéni bunécéné stény. Tok
protont je vyznacen ¢ervenymi Sipkami. V reakci na auxin také dochazi k zesileni toku iontli a vody do cytosolu
(nevyznaceno) ¢imz se zveda tlak na rozvolnénou bunécnou sténu a burika roste. V ozafené bunce (burika
vlevo) je fototropin aktivovan modrym svétlem a fosforylovan. Protein NPH3 je z vétSiny defosforylovan, ale
specifickém misté C-konce je fosforylovan ¢imz vznika misto pro vazbu 14-3-3. Protein RPT2 se pfi ozafeni
vaze ke komplexu phot1-NPH3 a udrzuje je aktivni pfi plazmatické membrané. NPH3 se vaze k CRL E3
ubiquitinaénimu komplexu, ktery ubiquitinuje phot1. Fototropin fosforyluje cytoplazmaticky protein PKS4
auxinovy transportér ABCB19. ABCB19 je fosforylaci deaktivovan. V reakci na ozéfeni dochazi nezndmym
mechanismem k pfemisténi auxinovych exportérl PIN3 na neozarenou ¢ast buriky &imz se zesiluje proud
auxinu na neozarenou stranu rostliny. Koncentrace auxinu v bufice se sniZzuje a s ni i aktivita auxinem
indukovanych genu a protonovych pump. Bunéény rlist je redukovan. Podle Sakai & Haga, 2012.
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Mimo vySe popsané vlastnosti bylo také prokazano, ze NPH3 slouzi jako substratovy
adaptér v CUL3 RING E3 UBIQUITIN LIGASE 3 (CRL) ubiquitinaénim komplexu
(Roberts et al., 2011). CRL s navazanym NPH3 po ozafeni modrym svétlem ubiquitinuje
photl (Obr. 3). Ten mize byt mono i polyubiquitinovan stim, Zze men$i mnozZstvi
ubiquitinové znacky vede k disociaci phot1 od plazmatické membrany a vétSi mnozstvi zase
k degradaci ve 26S proteasomu. Dulezitost téchto procest pro signalizaci fototropin(
ovSem zustava neznama (Sullivan et al., 2021).

Jelikoz zanikem komplexu phot1-NPH3 dochazi ke znecitlivéni phot1, tak hromadny
pfesun NPH3 do cytosolickych agregatu po ozafeni modrym svétlem zpusobuje oslabeni
fototropicke reakce (Liscum et al., 2014). Pro zachovani fototropické reakce ke svételnému
stimulu je tak potfeba rychlého navratu NPH3 do fosforylaéni urovné pfed ozafenim,
asociace s plazmatickou membranou a tvorba phot-NPH3 komplexu. Na tomto procesu se
podili dal§i protein ze skupiny NRL: ROOT PHOTOTROPISM 2 (RPT2). Tento protein je
taktéz pfitomen u plazmatické membrany a interaguje s photl, NPH3 i 14-3-3 (Obr. 3).
Rostliny s mutaci tohoto proteinu maiji poskozené fototropické reakce k vy$Sim intenzitam
modrého svétla (Haga et al., 2015). RPT2 se akumuluje pfi ozafeni a je zodpovédny za
obnoveni fosforylace NPH3 a jeho asociace s plazmatickou membranou a photl po
dlouhotrvajicim ozafovani modrym svétlem, ¢imz umozriuje udrzeni fototropické reakce.

Zasadni pro fototropickou signalizaci je kinasova aktivita PKD domény fototropinu.
Kromé autofosforylace vS§ak pfi aktivaci fototropinu dochazi i k fosforylaci dalSich proteinu.
Kromé vySe zminéného NPH3 vSak bylo objeveno jen nékolik dalSich substratd PKD
(Sullivan et al., 2021). Mimo jiné proteinové kinasy BLUE LIGHT SIGNALLING 1 (BLUS1)
a CONVERGENCE OF BLUE LIGHT AND CO2 1 (CBC1), které jsou zapojené v otevirani
priduchd. DalSimi substraty, u kterych vSak byla prokazana spojitost s fototropismem jsou
ATP-BINDING CASSETTE B 19 (ABCB19) a PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 4
(PKS4). ABCB19 je transportni protein, ktery pfenasi auxin pfes plazmatickou membranu
(Christie et al., 2011). Fosforylaci ABCB19 dochazi k jeho inhibici. Studie abcb19 mutantd
naznacily, Ze je tento transportér spiSe negativnim regulatorem fototropické reakce,
nejedna se ovdem o pfimého ucastnika signalizace fototropind. PKS4 je spolu s dalSimi
(PKS1-3) zapojen do mnoha reakci spojenych s fototropiny, ale jak ndzev napovida tak také
s fytochromy (Legris & Boccaccini, 2020). Jejich funkce je stdle neznama, ale
pravdépodobné souvisi s transportem nebo signalizaci auxinu. PKS4 se nachazi
u plazmatické membrany a interaguje s photl i NPH3 (Obr. 3). Zatimco ve tmé se nachazi
defosforylovany a funguje jako zesilova¢ fototropické reakce, tak po ozarenim modrym
svétlem a fosforylaci pomoci phot1 se PKS4 stava inhibitorem fototropismu (Schumacher
et al., 2018).
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2.1.2.2 Pozdni udalosti v signalizaci fototropismu

Vznik fototropické reakce pak souvisi s vytvofenim gradientu auxinu mezi ozarenou

a neozarenou stranou rostliny (Obr. 4). Akumulace auxinu na neozafené strané zpusobi,

Ze se buriky v této €asti prodluzuji vice, nez na strané
ozafené, ¢imz vznikne ohyb (Liscum et al., 2014).
Auxin se vytvafi ve stonkovém vzrostném vrcholu
nebo v mladych listech a nasledné je jednosmérné
transportovan skrze buriky i floémem smérem ke
kofeni. Podle dnes vSeobecné pfijimaného
Cholodny-Went modelu (Went & Thimann, 1937)
fototropismu a pozdéjsich praci Winslowa Briggse je
jednosmérné ozafeni modrym svétlem vnimano ve
Spicce prytu a gradient auxinu se vytvari az v nizSich
Castech prytu. Tento gradient neni zpuUsoben
zménami syntézy nebo degradace auxinu, ale jeho
lateralni redistribuci (Christie & Murphy, 2013).
ZpUsob, jakym signalizace fototropinu Fidi redistribuci

auxinu mezi ozarenou a neozarenou stranou rostliny

Obr. 4. Schéma fototropického ohybu
hypokotylu. Modré svétlo (BL) skrze
signalizaci fototropind zpUsobuje zmény
v proudéni rlstového hormonu auxinu
(Cervené Sipky), ktery nasledné zplsobuje
vétsi prodluzovani bunék na neozafené

neni dosud pfesné znam (viz nize).

2.1.3 Auxin a jeho role ve fototropismu

vvvvvv

je zodpovédny za témeér vSechny aspekty rostlinného rastu
a vyvoje (Whippo & Hangarter, 2006). Zaroven se jedna
o nejdéle znamy rostlinny hormon, jelikoz jeho existenci
pfedpovidal ve své praci jiz Darwin (Darwin & Darwin, 1880),
aby jej nakonec identifikovali Kdgl s Haagen-Smitem (Kogl &
Haagen-Smit, 1931). Mezi hlavni UC€inky auxinu patfi
udrzovani apikalni dominance, tvorba adventivnich kofend,
tvorba vodivych pletiv, vyvoj kvétd a plodd a v neposledni
fadé tropické reakce. Obecné vSak Ize tvrdit, Ze se auxin

podili na vSech rostlinnych pochodech.

strané. Podle Liscum et al., 2014).
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Obr. 5. Kyselina indol-3-octova
(IAA).

Ackoliv v Sir§im slova smyslu existuje cela fada pfirozenych i syntetickych auxina, tak

vvvvvv

(IAA) (Obr. 5) (Cao et al., 2019). K dalSim pfirozenym, aktivnim auxindm patfi dale kyselina

4-chlorindol-3-octova (4-CI-IAA) a kyselina fenyloctova (PAA). Mezi dalSi znamé pfirozené
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auxiny patfi i kyselina indol-3-maselna (IBA), ta ovSem slouzi pouze jako prekurzor IAA.
Kromé pfirozenych auxinl existuje i cela fada syntetickych, které maji podobnou strukturu
a podobné ucinky a bézné se vyuzivaji jako hnojiva, ale i jako herbicidy. Navzdory vsem
zminénym auxinlm zlstava IAA tim nejlépe popsanym a nejvice zapojenym do rostlinnych

pochodd, a vétSina studii auxin(, stejné jako tato prace se zabyva pouze 1AA.

2.1.3.1 Syntéza IAA

U Arabidopsis existuji dva zpusoby syntézy IAA podle zapojeni tryptofanu (Cao et al.,
2019). Syntéza zavisla na tryptofanu je dnes lépe charakterizovana a zahrnuje Ctyfi
syntetické drahy vyuzivajici rizné substraty odvozené z metabolismu tryptofanu:
indol-3-acetaldoxim, indol-3-acetamid, kyselina indol-3-pyrohroznova (IPyA) a tryptamin.
Synteticka draha pfes IPyA je u rostlin nejvice rozSifena a jako jedina je i pfesné popsana.
V prvnim kroku je tryptofan reverzibilné pfeménén na IPyA pomoci tryptofan
aminotransferasy (TAA). Ve druhém kroku je IPyA dekarboxylovana na aktivni IAA pomoci
monooxygenasy YUCCA. IAA muze byt dale reverzibilné deaktivovana pomoci
GRETCHEN HAGEN 3 (GH3) za vzniku konjugatl s aminokyselinami nebo ireverzibilné
deaktivovan oxidaci pomoci dioxygenasy DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION
(DAO).

2.1.3.2 Transport auxinu

Syntéza auxinu probiha v prytovych vzrostnych vrcholech a listovych primordiich a do mist
ucinku je auxin transportovan. Tento transport probiha asimilaénim tokem skrze floém nebo
pres jednotlivé bufky pomoci tzv. polarniho transportu auxinu (Swarup & Bhosale, 2019).

Jelikoz je pH apoplastu lehce kyselé (+ 5.5), tak zde auxin existuje zaroven
v hydrogenované formé IAAH, kterd maze volné prochazet plazmatickou membranou do
bunék, a zarovern v aniontové formé& IAA’, ktera membranou volné prochazet nemuze
(Swarup & Bhosale, 2019). V cytosolu je pH neutralni a auxin zde existuje pouze ve formé
aniontu, ktery membranou neprochazi. Jelikoz i v apoplastu za normalnich podminek
pfevlada aniontova forma, tak jsou pro transport auxinu mezi burfikami zcela zasadni
transportni proteiny. Ty jsou vramci plazmatické membrany systematicky polarné
rozmistény, takze na jedné strané bunky dochazi k importu auxinu a na druhé k exportu.
Zaroven muze byt pozice i aktivita téchto transportnich proteind regulovana v reakci na
rizné stimuly. Transportni proteiny schopné pfenaSet auxin se déli do 3 skupin:
ATP-BINDING CASSETTE B (ABCB), AUXIN RESISTANT 1/LIKE AUX1 (AUX1/LAX)
a PIN-FORMED (PIN) (Fankhauser & Christie, 2015).
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ABCB

Jak nazev napovida, jedna se o podskupinu membranovych pump, které prenaseji auxin
s vyuzitim energie z ATP a podileji se na importu i exportu auxinu z bunék (Zwiewka et al.,
2019). ABC transportért je u rostlin cela fada a mnoho skupin se specializuje na transport
riiznych typu fytohormond. Z podskupiny B se na auxinovém transportu podili ABCB1, 4,
14, 15, a 19 s tim, Ze 1 a 19 jsou dulezité pro spravnou funkci polarniho transportu auxinu
(Hellsberg et al., 2015). Jak jiZ bylo zminéno vySe, tak konkrétné ABCB19 je navic
fosforylaénim substratem pro aktivovany photl a fosforylaci dochazi k jeho zablokovani
(Obr. 3) (Liscum et al., 2014).

AUX1/LAX

AUX1/LAX predstavuji hlavni skupinu importnich pfenase€u auxinu u Arabidopsis (Liscum
et al., 2014). Jedna se o skupinu H* symportéra, které jsou velmi podobné transportérim
aminokyselin. U AUX/LAX byla prokazana polarni lokalizace na opacné strané buriky nez
u exportnich proteind PIN. Ac¢koliv jsou AUX1/LAX zodpovédné za celou fadu rostlinnych
pochod(l souvisejicich s transportem auxinu, jako jsou vyvoj kofenu, gravitropismus, kli¢eni
nebo morfogeneze listl, tak jejich role ve fototropismu zatim nebyla objevena (Swarup &
Bhosale, 2019).

PIN

PIN jsou hlavni skupinou exportértd auxinu u rostlin (Liscum et al., 2014). Skupina obsahuje
nékolik typl proteinl, které se déli na skupiny asociované spiSe s plazmatickou
membranou a na ty spojené vice s endoplazmatickym retikulem. Na plazmatické membrané
se PIN proteiny Casto vyskytuji ve striktné stanovenych smérech. Zatimco PIN1 a PIN2,
které jsou hlavnimi exportéry auxinu z burky, jsou stabilné lokalizovany na jedné (nejCastéji
spodni) strané plazmatické membrany, tak oproti tomu PIN3, 4 nebo 7 jsou exprimovany
a lokalizovany v zavislosti na podminkach (Obr. 3).

Exportéry PIN jsou zasadni pro rostlinné reakce zavislé na zménach transportu auxinu
vCetné fady tropickych reakci (Han et al., 2021). Konkrétné PIN3 je pak hlavnim
zprostfedkovatelem lateralniho toku auxinu pfi fototropismu (Ding et al., 2011).
U etiolovanych rostlin se PIN3 vyskytuje volné na plazmatické membranég, ale po ozareni
dochazi k ustaleni polarni lokalizace PIN3 na neozafené strané bunék, coz umozriuje
pfesun auxinu smérem do neozarené strany rostliny. Na druhou stranu tato zména pozice
PIN3 vznika pozdé&ji nez samotna fototropicka reakce, a tak ji nelze chapat jako hlavni

mechanismus ustaveni fototropického ohybu (Han et al., 2021).
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DalSim zajimavym spojnikem mezi fototropismem a PIN je skute¢nost, ze PIN jsou
regulovany fosforylaci pomoci nékterych kinas ze skupiny AGCVIII, do které nalezi
i fototropiny (Haga et al., 2018). Jedna se napf. o D6 PROTEIN KINASE (D6PK), které
fosforylaci aktivuji PIN transportéry. Tato aktivace fosforylaci je nutna pro vznik fototropické
reakce, i kdyz neovliviiuje samotny rast hypokotylu. Dale zde patfi také kinasy AGC1-12,
jejichz fosforylace PIN je potfebna specificky pro fototropismus pfi pulzech modrého svétla
(Haga et al., 2018). DalSi skupinou AGCVIII kinas jsou také PINOID (PID), které byly také
dlouho povazovany za regulatory PIN a fototropismu, coz ovSem bylo v nedavné dobé
vyvraceno studiem jejich mutanti (Haga et al., 2018).

V neposledni fadé mize mit roli ve fototropismu také ubiquitinace PIN (Korbei &
Luschnig, 2013). Ta sice u fototropismu zatim nebyla popsana, ale bylo prokazano, ze ma
dilezitou roli v gravitropismu kofene. PIN2 pfi gravitropismu v kofenech taktéz polarné
méni svou lokalizaci, a to se déje z €asti jeho redistribuci, ale z Casti také jeho degradaci

zavislou na znaceni ubiquitinem.

2.1.3.3 Signalizace auxinu

ABP1

Auxin je vniman tfemi typy receptorl. V apoplastu pfi plazmatické membrané
a v endoplazmatickém retikulu se nachazi AUXIN BINDING PROTEIN 1 (ABP1), ktery byl
dlouho povazovan za jeden z kliCovych zprostfedkovatelt auxinovych reakci, vcetné
procesu zapojenych do tropismu (Strader & Zhao, 2016). OvSem vétSina poznatkd o tomto
receptoru byla vyvracena po zjisténi, Ze studované mutantni rostliny abpl-1 mély ve
skute€nosti mutaci ve vedlejSim genu (Dai et al., 2015). Role receptoru ABP1, ktery je

u rostlinnych pletiv vSudypfitomny, tak zlstava nejasna (Gelova et al., 2021; Napier, 2021).

SKP2A

Druhym receptorem auxinu je jaderny S-PHASE KINASE ASSOCIATED PROTEIN 2 A
(SKP2A) (Jurado et al., 2010). Jedna se o F-box protein, ktery reguluje transkripCni faktory
buné&ného cyklu. Po navazani auxinu indukuje ubiquitinaci a naslednou degradaci téchto
transkripénich faktord. Sam je ovSem po navazani auxinu ubiquitinovan a degradovan.
Doposud ovSem nebyly objeveny dukazy o zapojeni tohoto receptoru v ristovych reakcich

rostlin.

TIR1/AFB

NejdulezitéjSi skupinou auxinovych receptorll jsou jaderné proteiny TRANSPORT
INHIBITOR RESISTANT 1/AUXIN BINDING F-BOX (TIR1/AFB) (Strader & Zhao, 2016).
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Tento F-box protein je soucCasti E3 ubiquitinaéniho komplexu SKP, CULLIN, F-BOX
(SCFTIRUAFB) - GCFTRVAFE o vazb& auxinu ubiquitinuji, a tim znaéi k degradaci
AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID (Aux/IAA) (Obr. 3). Aux/IAA za nepfitomnosti auxinu
slouzi jako represory AUXIN RESPONSIVE FACTOR (ARF), coz jsou transkrip&ni faktory
zodpovédné za expresi auxinem indukovanych genu.

Signalizace auxinu skrze TIR1/AFB ma zasadni vliv na fototropické reakce. Mezi
(znamé také jako NPH4) (Sun et al., 2013; Tatematsu et al., 2004). Exprese IAA19 je
regulovana modrym svétlem a vznikly protein svou vazbou inhibuje transkripéni faktor
ARF7. ARF7 je nutny pro spusténi exprese genu souvisejicich s fototropickou reakci. Mezi
dalSi faktory dullezité ve fototropismu vi&i modrému svétlu patfi prokazatelné i IAA29 nebo
ARF19 (Sun et al., 2013; Wang et al., 2020).

IBR5

Za zminku jesté urcité stoji objev fosfatazy INDOLE-3-BUTYRIC ACID RESPONSES 5
(IBR5), ktera spousti auxinové reakce nezavisle na interakci TIR1L/AFB a Aux/IAA
(Strader et al., 2008). IBR5 patfi mezi protein fosfatasy s dvoji specifitou, které obvykle
reguluji mitogenem aktivované kinasy (MAPK). MAPK regulovana IBR5 vSak zatim nebyla

objevena.

Auxinem indukované geny

Auxinem indukované geny lIze délit na rané a pozdni (Lee et al., 2009). Zatimco rané neboli
primarni geny jsou aktivované pfimo signalizaci skrze TIR1/AFB, a to v fadu minut, tak
pozdni neboli sekundarni geny se aktivuji az po nékolika hodinach a az v navaznosti na
udalosti primarni auxinové reakce. Mezi rané auxinem indukované geny patfi napf. geny
pro Aux/IAA transkripéni represory nebo pro konjugacni enzym GH3 (Singla et al., 2006).
Signalizace auxinu pomoci SCFT'R/AB tedy zahrnuje zpétnovazebnou inaktivaci. Dale jsou
mezi ranymi geny nékteré geny kodujici expansiny, coz jsou enzymy potfebné pro bunécny
rdst (viz nize) (Obr. 3) (Sakai & Haga, 2012). Asi nejzajimavéjSimi ranymi geny auxinové
reakce jsou vSak SMALL AUXIN UP RNA (SAUR), kterym se tato prace vénuje v dalSi casti.

2.1.3.4 Teorie kyselého rastu

Jak jiz bylo feceno, tak auxin stimuluje prodluzovani bunék, coz mimo jiné zprostfedkovava
fototropické reakce. JelikoZz maji rostlinné buriky pevnou bunéénou sténu, je k tomuto
procesu nutna zmeéna struktury bunééné stény spolecné se zvysenim bunééného turgoru.

Tento proces je dnes vysvétlovan tzv. teorii kyselého rustu (Rayle & Cleland, 1977). Podle
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ni auxin aktivuje plazmamembranové H*/ATPasy (Obr. 3). Vznikly proud protonu okyseluje
oblast apoplastu, coz stimuluje aktivitu zde pfitomnych enzymu modifikujicich bunécnou
sténu jako jsou expansiny, xyloglukan endotransglykosylasy/hydrosylasy a pektin
methyltransferasy, jejichz aktivita naruSuje strukturu bunécné stény a dCini ji tak
roztaZitelnou. Zaroven aktivace H*/ATPas zpUsobuje hyperpolarizaci plazmatické
membrany, coz usti v zesileny pfijem iontd (pfedevSim draslikovych) do cytosolu. V reakci
na to dochazi k osmotickému pfijmu vody do cytosolu a zvySeni turgoru. Tento tlak zevnitf
na rozvolnénou bunécnou sténu poté zplsobuje jeji roztazeni a celkovy rust buriky
(Du et al., 2020).

Zpusob, jakym auxin aktivuje plazmamembranové H*/ATPasy byl dlouhou dobu
pfedmétem zkoumani. Mimo jiné bylo prokazano, Ze auxin zvySuje mnoZstvi H*/ATPas na
plazmatické membrané tim, ze zesiluje jejich exocytézu a naopak inhibuje endocytézu
(Hager et al., 1991; Paciorek et al., 2005). H*/ATPasy také pro svou aktivaci vyzaduji
fosforylaci a navazani regulaéniho proteinu 14-3-3 a pravé fosforylace H*/ATPas je
stimulovana auxinem (Obr. 3) (Takahashi et al., 2012). K této fosforylaci dochazi uc¢inkem
zatim neznamych kinas, dulezitou roli zde ovSem maji zmifiované SAUR proteiny.

U Arabidopsis bylo dosud objeveno 76 gend SAUR. Cast SAUR protein( se vyskytuje
pfi plazmatické membranég, ale vétdina ma lokalizaci v cytosolu nebo v jadie (Du et al.,
2020). Skrze jejich velké mnozstvi a nepfitomnost znamych strukturnich motivl, byla jejich
funkce dlouho pfedmétem diskusi. Studium mutantd s nadmérnou expresi fuznich protein(
SAUR19 nebo SAURG3, ktefi maji fenotypy se zvySenym prodluZzovanim bunék, prokazalo
souvislost SAUR s kyselym rlstem (Chae et al., 2012; Spartz et al., 2012). V dalSich
vyzkumech se ukazalo, Zze cela fada SAUR genl ma zvySenou expresi v rostoucich
organech (Du et al., 2020). VétSina SAUR genl ma také zesilenou expresi nejen vlivem
auxinu, ale také vlivem dalSich rast stimulujicich faktord jako jsou fytohormony
brasinosteroidy nebo zastinéni. Oproti tomu kyselina abscisova, kyselina jasmonova nebo
abiotické stresy snizuji expresi SAUR (Du et al., 2020).

Dosud nejlépe byla prozkoumana role SAUR19. Ty jsou pfirozené lokalizovany
u plazmatické membrany a Dbylo prokazano, ze se podileji na regulaci
plazmamembranovych H*/ATPas (Du et al., 2020). Tato regulace probiha skrze 2C protein
fosfoatasy z podskupiny D (PP2C.D), které defosforyluji H*/ATPasy. SAUR19 se vazi na
PP2C.D a tim inhibuji jejich enzymovou aktivitu (Sun et al., 2016). Vznik komplexu
SAUR19-PP2C.D je tak zasadni pro udrzeni fosforylovaného stavu plazmamebranovych
H*/ATPas a pro vznik buné¢ného prodluzovani a s tim spojenou fototropickou reakci. Tato
skuteCnost je podpofena i vysledky od Hohm et al. (2014), které ukazuji ze fototropicka

reakce je zavisla na fototropiny regulované rozdilné fosforylaci H*/ATPas mezi ozafenou
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a neozarenou stranou hypokotylu. A dale vyzkum od Wang et al. (2020) ukazal, Ze exprese
SAUR19 je pfi fototropismu asymetricky rozlozena mezi ozafenou a neozafenou stranou
hypokotylu a Ze mutace nebo ektopicka exprese SAUR19 vede k defektim fototropismu.
Exprese SAUR19 je pak pravdépodobné indukovana pomoci ARF7 (Wang et al., 2020).
A ackoliv takové interakce jesté nebyly prokazany, je vysoce pravdépodobné, ze dalSi
SAUR-PP2C.D komplexy se budou podilet i na regulaci jinych pochodu souvisejicich
s buné&nym prodluZovanim, jako je napf. zvySena tvorba stavebnich slozek buné&éné stény
apod. (Du et al., 2020).

Zajimavosti je, Ze aktivace plazmamembranovych H*/ATPas pomoci fosforylace
probiha i ve svéracich burikach pfi otevirani praducht v reakci na ozareni modrym svétlem
(Legris & Boccaccini, 2020). K této fosforylaci vdak dochazi nezavisle na auxinu signalni
kaskadou od aktivovanych fototropin se zapojenim kinasy BLUS1. Tato signalni draha je

specificka pro svéraci buriky a podobny mechanismus nebyl u fototropismu zaznamenan.

2.2 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (ABA) je rostlinny hormon, ktery je
nejvice znamy pro svou majoritni ulohu v rostlinnych
odpovédich ke stresum (Obr. 6). V 60. letech minulého
stoleti byla popsana nezavisle na sobé& ve dvou
pracovnich skupinach a podle svych G¢€inkd (indukce
dormance a abscise) dostala nazvy dormin respektive
abscisin Il (Eagles & Wareing, 1963; Ohkuma et al., 1963).

Za nékolik let se ukazalo, Ze se jedna o stejnou latku, ktera
Obr. 6. Kyselina abscisova.

O

nakonec dostala sou¢asny nazev.

ABA je extrémné dulezitym fytohormonem a ma celou fadu fyziologickych funkci.
Kromé ulohy v rostlinnych reakcich ke stresum reguluje i rostlinny rist a vyvoj (Chen et al.,
2020). Je zasadni pro zrani embryi, dormanci a klic¢eni semen, zavirani praducha,
senescenci listd, dormanci pupend, indukci kveteni, osmotickou regulaci nebo déleni
a prodluzovani bunék. Z reakci ke stresim se nejvice podili na obrané pred suchem,
zasolenim, chladem, patogeny nebo UV zafenim (Finkelstein, 2013).

Za normalnich okolnosti je koncentrace ABA udrZzovana na bazaini hladiné pro udrzeni
optimalniho rustu a vyvoje (Chen et al., 2020). V reakci na mnohé stresy, hlavné abiotické
jako zasoleni nebo dehydratace pak dochazi krychlé akumulaci ABA, coz indukuje
pFislusné stresové odpovédi. Rovnovaha obsahu ABA v jednotlivych pletivech je zasadni
pro spravnou vyvazenost rostlinné obrany a rdstu. Hladiny ABA jsou kontrolovany jeji

syntézou, degradaci, de/konjugaci nebo transportem.
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2.2.1 Syntéza ABA

Z chemického hlediska se jedna o seskviterpenoid, obsahuje patnact uhlikovych atomu a je
syntetizovan u rostlin a nékterych hub pomoci odliSnych biosyntetickych drah (Chen et al.,
2020). Zatimco u hub existuje pfima draha z farnesylpyrofosfatu, tak rostliny vyuzivaji
biosyntetickou drahu karotenoidu (Obr. 7). Kromé ABA z Uvodu této syntetické drahy
vychazi i dalsi rostlinné hormony — napf. cytokininy a gibereliny.

Syntéza ABA probiha u rostlin z velké &asti v plastidech. Jako prvni vznika z pyruvatu
a glyceraldehydu isopentenylpyrosforat (C5), ktery je zakladnim kamenem isoprenoidu
(Ruiz-Sola & Rodriguez-Concepcién, 2012). Isoprenoidni jednotky jsou k sobé& postupné
pfipojovany za vzniku geranylpyrofosfatu  (C10), farnesylpyrofosfatu (C15)
a geranylgeranylpyrofosfatu  (C20) (Finkelstein, 2013). Nasledné jsou dva
geranylgeranylpyrofosfaty spojeny fytoen syntasou (PSY) za vzniku fytoenu (C40) (Obr. 7).

Fytoen dale prochazi nékolika desaturacemi skrze fytoen desaturasu (PDS) a karoten
desaturasu (ZDS) za vzniku lykopenu (Finkelstein, 2013). Lykopen muze byt dale zacyklen
za vzniku a nebo B-karotenu pomoci lykopen B-cyklasy (LCYb). Zatimco a-karoten vede ke
vzniku luteinu, tak B-karoten sméfuje i ke vzniku ABA. Velké mnozstvi B-karotenu je
potfebné pro spravnou funkci fotosyntetickych aparati a na ABA se pfeménuje pouze jeho
mala ¢ast. K tomu je potfeba oxidace B-karotenu pomoci B-karoten hydroxylasy (BCH) za
vzniku zeaxantinu. Zeaxantin je poté pfeménén na violaxantin pomoci zeaxantin epoxidasy
(ZEP) popsané také jako ABA-DEFICIENT 1 (ABA1). Uginek ZEP/ABAL je reverzibilni
vlivem violaxantin de-epoxidasy (VDE) a tento proces znamy jako xantofylovy cyklus je
soucasti ochranné reakce fotosyntetickych aparatt pfed nadmérnym ozarenim (Obr. 7).

V posledni ¢asti je violaxantin budto pfeveden pomoci neoxantin syntasy znamé jako
ABA-DEFICIENT 4 (NSY/ABA4) a pomoci neznamé isomerasy na 9‘-cis-neoxantin nebo je
violaxantin neznamou isomerasou pfeménén na 9‘-cis-violaxantin (Chen et al., 2020). Oba
tyto produkty jsou poté oxidativné Stépeny na xantoxin pomoci 9-cis-epoxykarotenoid
dioxygenasy (NCED). Reakce katalyzovana NCED je pro syntézu ABA limitni. Xantoxin je
transportovan do cytosolu, kde je oxidovan pomoci oxidasy ABA-DEFICIENT 2 (ABA2) za
vzniku ABA-aldehydu. Ten je nasledné oxidovan pomoci ABA-aldehyd oxidasy (AAO) za
vzniku ABA (Obr. 7).
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Obr. 7. Biosyntéza ABA. Schéma klasické biosyntetické drahy ABA (modré Sipky) s vyznaCenymi nazvy
nejdulezitéjSich enzym( a s misty ¢inku chemickych inhibitor biosyntézy ABA fluridonu a abaminu. Cervené
Sipky znaci alternativni biosyntetickou drahu. Podle Seo & Koshiba, 2002.

V nedavné dobé byla u rostlin objevena také alternativni drdha syntézy ABA, ktera je
nezavisla na ZEP/ABA1l (Jia et al., 2022). Stépenim B-karotenu nebo zeaxantinu
enzymaticky pomoci CAROTENOID CLEAVAGE DIOXYGENASE (CCD) nebo pomoci jiz
zminované NCED anebo neenzymatickym oxidacnim Stépenim pomoci reaktivnich forem
kysliku (ROS) vznikaji (C15) B-apo-11-karotenoidy. Ty jsou nasledné v cytoplazmé
enzymaticky upravovany pfes neznamy pocet reakci az k finalni epoxidaci za vzniku
xantoxinu. Od xantoxinu jiZz syntéza probiha klasickou cestou (Obr. 7).

Deaktivace ABA muze probihat reverzibilné glykosylaci UDP-glukosyltransferasou
nebo ireverzibilné oxidaci pomoci cytochromu P450 (Chen et al., 2020). Oxidaci vznika
kyselina faseova, ktera mlze byt jinymi enzymy dale preménovana na kyselinu
dihydrofaseovou a DPA-4-O-B-glukosid.

Za zminku potom stoji skute¢nost, ze biosyntéza ABA muze byt regulovana svétlem.
Bylo tak prokazano, ze napf. gen PSY je vkliCicich rostlinach Arabidopsis zvySené
exprimovan vlivem signalizace fytochromd se zapojenim transkripénich faktord PIF
(Toledo-Ortiz et al., 2010). V semenech jeCmene bylo popsano, ze exprese genu NCED1

je na modrém svétle stimulovana signalizaci kryptochrom( (Barrero et al., 2014), které se
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na potlaceni biosyntézy ABA podileji také regulaci transkripénich faktort HY5, COP1 nebo
PIF4 (D’Amico-Damiao & Carvalho, 2018; Yadukrishnan et al., 2020). Naopak Humplik
et al. (2015b) popsali u raj¢at, Ze exprese NCEDL1 se v hypokotylech etiolovanych rostlin po
ozareni snizuje.

Ke studiu uCinkl ABA se bé&zné pouzivaji mutanti s defekty v biosyntéze, signalizaci
nebo inaktivaci ABA. Pro studium uc¢inkd ABA v konkrétni vyvojové fazi je ovSem vhodnéjsi
vyuziti chemickych Cinitelt. Mezi takto pouzivané latky indukujici ABA-deficientni fenotypy
patfi  fluridon  (1-methyl-3-fenyl-5-[3-(trifluoromethyl)fenyl]pyridin-4-on) a  abamin
(methyl-[[3-(3,4-dimethoxyfenyl)allyl]-(4-fluorobenzyl)amino]acetat) (Obr. 8) (National
Center for Biotechnology Information, 2005,
2006). Fluridon je inhibitor PDS, ktera katalyzuje
prvni krok pfemény fytoenu na lykopen a inhibuje
tak biosyntézu ABA vramci inhibice celé
biosyntézy karotenoidi (Obr. 7) (Gamble &
Mullet, 1986). Ackoliv je fluridon ve vyzkumu ABA
Casto pouzivany, tak jeho vyuZiti ma své limity pfi
vyzkumech na svétlech s vysSi intenzitou, jelikoz
karotenoidy chrani rostliny pfed fotooxidativnim
poskozenim (Han et al., 2004). Oproti tomu je

abamin vyrazné specifi¢téjSim inhibitorem ABA

biosyntézy, jelikoz blokuje funkci NCED, ktery

pfeménuje 9°-cis-neoxantin a 9‘-cis-violaxantin na Obr. 8. Fluridon a abamin. Chemicka struktura
] ) . - . .., fluridonu (nahofe) a abaminu (dole), které se

xantoxin a jedna se jiz o specifickou a limitni vyuzivaji jako inhibitory biosyntézy ABA.

reakci biosyntézy ABA (Obr. 7).

2.2.2 Transport ABA

ABA je primarné syntetizovana ve vodivych pletivech a nasledné transportovana do
cilovych pletiv (Finkelstein, 2013). Tento transport probiha skrze xylém i skrze floém
a zajistuje tak presuny ABA v obou smérech mezi kofenem a prytem. ABA se stejné jako
auxin vyskytuje vné bunék v hydrogenované nebo aniontové podobé a podle toho je
schopné prochazet plazmatickou membranou. Po prichodu do cytosolu je hydrogenovana
forma v mistnim neutralnim pH disociovana a jiz nemuaze volné prochazet. Za normalnich
okolnosti je pH xylémového roztoku mirné kyselé a ABA v hydrogenované formé je
zachycovana v okolnich bunkach. Naopak pfi osmotickych stresech dochazi k alkalizaci
xylémoveého roztoku a disociovana ABA se v ném zacCina akumulovat, ¢imz se zesiluje jeji

transport z kofenl na dlouhé vzdalenosti skrz celé rostlinné télo.
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Aktivni transport ABA mezi burikami zprostfedkovava nékolik typl membranovych
proteinl. Nékteré ATP-BINDING CASSETTE G (ABCG) slouzi jako exportéry a jiné jako
importéry ABA (Chen et al., 2020). Dale nékteré NITRATE TRANSPORTER 1/PEPTIDE
TRANSPORTER (NRT1/PTR) slouzi jako importéry ABA a u ryze jako importéry funguiji
také ABA-INDUCED WHEAT PLASMA MEMBRANE 19 (AWPM19). Jako exportéry
naopak funguiji nékteré MULTIDRUG AND TOXIC COMPOUND
EXTRUSION/DETOXIFICATION EFFLUX CARRIERS (MATE/DTX) (Kang et al., 2020).

2.2.3 Signalizace ABA

Navzdory velkému poli pasobeni ABA byly jeji receptory dlouho neznamé. Az dvé na sobé
nezavislé prace z prvniho desetileti nového tisicileti pfidly s objevem intracelularnich
receptordt ABA — PYRABACTIN RESISTANCE/PYRABACTIN 1-LIKE/REGULATORY
COMPONENTS OF ABA RECEPTOR (PYR/PYL/RCAR) (Obr. 9) (Ma et al., 2009; Park et
al., 2009). Ty se vyskytuji v cytoplazmé i v jadfe a po navazani ABA inhibuji 2C protein
fosfatasy z podskupiny A (PP2C.A). Fosfatasy PP2C.A za nepfitomnosti ABA inhibuji
defosforylaci funkci kinas SUCROSE NON-FERMENTING 1-RELATED PROTEIN
KINASE 2 (SnRK2), které jsou potiebné pro aktivaci transkripénich faktor(, iontovych
kanalu a dalSich zprostfedkovateli ABA reakce (Finkelstein, 2013). Existuje cela fada typua
PYR/PYL/RCAR stejné tak PP2C.A nebo SnRK2, které maji rdznou casoprostorovou
lokalizaci a rozdilnou afinitu, coz zpUsobuje Sirokou Skalu reakci k ABA napfi¢ rostlinnymi
pletivy a vyvojovymi stadii (Chen et al., 2020).

Mezi transkripéni faktory, které jsou aktivovany fosforylaci SnRK2 kinasami patfi bZIP
transkrip&ni faktory — ABA-RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR (AREB/ABF)
(Obr. 9) (Chen et al., 2020). Dale je do této signalizace zapojen i B3 transkripCni faktor
ABA-INSENSITIVE 3 (ABI3). Dalsi transkripCni faktor zapojeny do regulace ABA reakce je
AP2 transkripéni faktor ABIl4, ktery ovdem neni regulovan fosforylaci SnRK2, ale neznamou
kinasou regulovanou SnRK2 ¢&i navazujicimi kinasami (Chandrasekaran et al., 2020).
Aktivované transkripéni faktory nasledné spoustéji syntézu ABA-indukovanych gena.

Krom z&kladni signalizace ABA existuji i jiné signalni drahy. ABA totiZ nepusobi pouze
jako intracelularni, ale také jako extracelularni signal. Jako mozné membranové receptory
ABA se jevi napi. RECEPTOR-LIKE PROTEIN KINASE 1 (RPK1) (Shang et al., 2020) nebo
receptory spfazené s G-proteinem typu G (GPCR) (Pandey et al., 2009). V chloroplastech
se pak vyskytuje posledni znamy receptor ABA — Mg chelatasa (Shen et al., 2006).
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Obr. 9. Zakladni signalizace ABA. ABA se vaze na PYR/PYL/RCAR (PYR) receptory a tim je aktivuje.
Aktivované PYR/PYL/RCAR nasledné vazi a inhibuji fosfatasy PP2C.A a tim je blokuji. Zablokovani PP2C.A
uvolnuje kinasy SnRK2, které se nasledné autofosforyluji a tim aktivuji. Aktivované kinasy SnRK2 nasledné
fosforylaci reguluji iontové kanaly a aktivuji expresi ABA-indukovanych genl skrze aktivaci transkripénich
faktord AREB/ABF. Podle Hubbard et al., 2010.
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2.2.4 ABA pfi stresu ze zasoleni

2.2.4.1 Stres ze zasoleni

Zasoleni plOd zesilované zménami klimatu, znedistovanim Zivotniho prostredi
a neekologickym zemédélstvim je v dnesni dobé jeden z velkych celosvétovych problémd,
ktery velmi nepfiznivé postihuje nejen rostlinnou produkci. Podle nékterych odhadu je dnes
az 6 % veSkeré orné puady na svété znehodnoceno vysokymi obsahy soli a v pfistich
pétadvaceti letech by toto €islo mohlo stoupnout az na 25 % (Hao et al., 2021). Vzhledem
ke zvysujici se celosvétové populaci a jeji zavislosti na rostlinné stravé je tak otazka
pochopeni rostlinnych reakci k zasoleni a nasledna tvorba odolnych odrid nesmirné
aktualni.

Ackoliv si v pfirodé nékteré rostliny vyvinuly pfirozené mechanismy tolerance
k zasoleni (halofyty), tak vétSina rostlin v€etné téch hospodarsky dilezitych je k zasoleni
velmi citliva a jejich rist a vynos byvaji negativné ovlivnény jiz pfi milimolarnich
rozpusténou v padé je NaCl. Stres ze zasoleni na rostliny plsobi ve tfech rovinach. Tou

prvni je osmoticky stres, ktery na rostlinu plsobi skrze sniZzenou schopnost rostliny
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absorbovat vodu kofenovym systémem v zasoleném prostiedi. Druhym prvkem stresu ze
zasoleni je samotna toxicita rozpusténych iontl, a to hlavné iontu sodného a chloridového,
jejichz akumulace v rostlinnych burikach silné naru$uje rovnovahu ostatnich iontl a s tim
spojenou celou fadu fyziologickych procest. Spoleéné pusobeni téchto stresti nakonec
vede i ke stresu oxidativnimu.

Osmoticky stres na rostliny dopada ve formé vodniho deficitu a snizenim bunééného
turgoru. V reakci na to rostliny méni slozeni plazmatické membrany a spousti signalizaci
vapenatych iontd a inositol-3,4,5-trifosfatu, které aktivuji MAPK kinasy, ¢imz ovliviiuji
specifickou genovou expresi (Park et al., 2016). Rostliny taktéz v reakci na osmoticky stres
akumuluji  kompatibilni osmolyty, pomoci kterych zabraruji ztratam vody =z bunék
a ochrafiuji své makromolekularni struktury pfed denaturaci. Na nedostatek vody rostlinné
bunky reaguji také zménou aktivity aquaporint, coz jsou plazmamembranové kanaly, které
umoziuji prichod molekulam vody pfes hydrofilni membranu. Na vysSi Urovni rostlina
reaguje k osmotickému stresu uzavienim priduchu, ¢imz taktéz zabranuje ztratam vody.
Tim ovSem také nepfiznivé zvySuje svou teplotu, omezuje fotosyntézu a zvySuje produkci
ROS.

Sodné ionty se do bunék dostavaji skrze transportéry draselnych iontd, neselektivni
kationtové kanaly nebo aquaporiny (Park et al., 2016). Vlivem akumulace sodnych iontl se
snizuje cytosolicka koncentrace draselnych iontd, coz obecné naruSuje iontovou
homeostazu, integritu membran nebo funkénost mnoha proteind. V reakci na akumulaci
sodnych iontl tak rostlina zvysSuje aktivitu svych vysokoafinitnich importér draselnych iontd
a spousti SALT OVERLAY SENSITIVE (SOS) systém. Ten reaguje na signalizaci
vapenatych iontd a skrze signalni kaskadu spousti specifické plazmamembranové
a tonoplastické Na*/H* antiportéry, které odvadi sodné ionty z bunék nebo je pfevadi do

vakuol.

2.2.4.2 ABA v reakci k zasoleni

Stres ze zasoleni indukuje akumulaci ABA. Ta se v prvé fadé akumuluje diky pozitivni
regulaci jejich biosyntetickych enzyml signalizaci vapenatych iontl, jejichZ pfitok do
cytosolu je zpétnovazebné zesilovan vlivem zvySené koncentrace ABA (Hao et al., 2021).
V reakci na zasoleni se zvySuje také exprese genl pro enzymy biosyntézy ABA: NCED
a ZEP/ABA1 (Zhao et al., 2021). Dale je ABA také uvolfiovana z neaktivnich konjugatu
pomoci glykosidas a také se pfi stresu sniZuje exprese ABA-deaktivacnich enzymu (Sah et
al., 2016). Pfi stresu zasolenim se ABA primarné akumuluje v kofenech, ale také v mnoha
dalSich organech odkud je transportovana pomoci vodivych pletiv do celé rostliny. Poté co

stres ustupuje, je rychlé snizeni a deaktivace ABA dalSim dulezitym faktorem.
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Jak jiz bylo fe¢eno vyse, mezi u€inky ABA signalizace patfi indukce zavirani praduchu
v reakci ha dehydrataci z osmotického stresu. Signalizace ABA se zapojenim proteinovych
kinas, druhych posll, protonovych pump, aquaporin(, iontovych kanalG a transportér(
zpusobuje snizeni turgoru ve svéracich burikach praduchd a tim je uzavira (Bharath et al.,
2021). Mezi druhé posly patfi mimo jiné ROS, oxid dusnaty i vapenaté ionty. Typické
transportéry iontl ovliviiované ABA skrze antagonistické pusobeni PP2C.A fosfatasy ABI1
a SnRK2 kinasy OPEN STOMATA 1 (OST1) jsou napfiklad K" importni kanal KAT1
(inhibovan ABA) a K* exportni kanal GORK a aniontové exportni kanaly SLAC1 a QUAC1
(stimulované ABA) (Planes et al., 2015).

DalSi obecny ucinek ABA pfi zasoleni je jeji zapojeni do odstrafiovani toxickych iontu
z cytosolu (Ohta et al., 2003). VySe zmifiované Na*/H* antiportery SOS systému jsou totiz
pfi nestresovych podminkach inhibovany ucCinkem PP2C.A fosfatasy ABI2. ABI2 je pfi
stresu zablokovana uc¢inkem ABA a tim se uvolfiuje i SOS systém. Soubézné s tim ABA
ovliviuje i funkci protonovych pump, aquaporini a dalSich iontovych kanald, ¢imz také
ovliviiuje iontovou homeostazu.

V reakci na stres zasolenim signalizace ABA spousti i expresi celé fady genu, skrze
zakladni signalizaci ABA. Geny aktivované ABA signalizaci pfi zasoleni Ize rozdélit do dvou
skupin (Ma & Qin, 2014). Prvni skupina zahrnuje proteiny nutné k ochrané bunék a celych
pletiv pfed negativnimi vlivy stresu. Patfi sem enzymy pro biosyntézu osmolyty,
detoxifikaéni enzymy, aquaporiny, enzymy metabolismu kyselin, membranové transportni
proteiny a proteiny pro ochranu buné&cnych makromolekul (chaperony), nejvice ze skupiny
LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT (LEA). Do druhé skupiny genu aktivovanych ABA
patfi geny pro rGzné regulacni proteiny zapojené v reakci ke stresu jako jsou kinasy,
fosfatasy a jiné transkripéni faktory. Krom zakladni signalizace ABA se na regulaci genové
exprese genl zapojenych v reakci ke stresim podili ABA zavislé transkripéni faktory
MYC/MYB, NF-Y nebo WRKY a ABA nezavislé transkripéni faktory DREB a NAC (Singh &
Laxmi, 2015).

Z pohledu této prace je pak nejvice zajimavy ucinek zasoleni na prodluzovani
hypokotylu. Na rozdil od kofenovych bunék, které se pfi zasoleni skrze antagonistické
pusobeni ABA a ethylenu prodluzuji, ¢imz zvySuji schopnost rostliny do jisté miry uniknout
stresu a zvysit svij pfijem vody (Sah et al., 2016), je prodluzovani bunék hypokotylu pfi
zasoleni inhibovano, a to z velké Casti u€inkem ABA (Planes et al., 2015). Mechanismy

zapojene v této inhibici si popiSeme v dalSi kapitole.
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2.2.5 Interakce ABA v prodluzovani hypokotylu a ve fototropismu

Podobné jako mnoho dalSich fytohormond v mnoha fyziologickych reakcich rostlin ma
i ABA v prodluzovani hypokotylu uCinek zavisly na davce. Jak ukazal vyzkum od Humplik
et al. (2015a) u rajcat nebo Barrero et al. (2008) u Arabidopsis, tak bazalni koncentrace
ABA jsou nutné pro prodluzovani hypokotylld. Vysoké koncentrace ABA, tedy i ty
indukované stresem ze zasoleni maji ovSem na prodluzovani hypokotyll inhibi¢ni efekt.

Inhibice prodluzovani probiha na nékolika urovnich. Jednou z nich je regulace
plazmamembranovych H*/ATPas, které jsou podle teorie kyselého ristu nutné pro
prodluzovani bunék, zaroven jsou nutné i pro fototropickou reakci (viz vyse).
Plazmamebranové H*/ATPasy jsou aktivovany fosforylaci pomoci neznamych kinas
a deaktivovany defosforylaci pomoci PP2C.D fosfatas, které jsou naopak negativné
regulovany SAUR19 ze signalizace auxinu. Na rozdil od PP2C.A nejsou PP2C.D
regulovany pfimou interakci s ABA, ovéem ABA-signalizace skrze zapojeni kinas OST1,
taktéz indukuje defosforylaci H*/ATPas a tim inhibici prodluZovani i fototropickych reakci
(Hayashi et al., 2014; Planes et al., 2015). Pfesna podoba interakce ABA a PP2C.D ovSem
zUstava neznama.

DalSi urovni, na které ABA reguluje prodluzovani bunék a fototropickou reakci
hypokotylu je potlacovani transportu, signalizace a redistribuce auxinu. Zde dochazi
k interakci se signalnimi drahami dalSich fytohormond. Vlivem exogenni ABA napf. dochazi
ke snizeni koncentrace giberelinQ, které indukuji prodluzovani a naopak také dochazi ke
stabilizaci proteini DELLA, které jsou normalné inhibovany gibereliny, a které jsou naopak
zodpovédné za inhibici prodluzovani (Daviere & Achard, 2016; Lorrai et al., 2018). Kromé
giberelin a ABA jsou DELLA proteiny v regulaci prodluzovani hypokotylu regulovany
i signalizaci brassinosteroidll, které zde ucinkuji antagonisticky k ABA (de Lucas & Prat,
2014). Hlavnim ucinkem proteind DELLA je, Ze potlacuji proteiny PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR (PIF), coz jsou transkripéni faktory negativné regulované mimo
jiné signalizaci fototropinG (Sun et al.,, 2013), ale také fytochromu, kryptochrom( nebo
UVRS8 (Pham et al., 2018; Tavridou et al., 2020). Proteinli PIF je cela fada, reguluji mnoho
rostlinnych procesll a nékteré se podileji pravé na regulaci auxinové signalizace, a tedy
prodluzovani a fototropismu hypokotylt. Napfiklad PIF1, 3, 4 a 5 stimuluji expresi genu
biosyntézy auxinu YUCCA ¢imz stimuluji prodluzovani bunék (Lorrai et al., 2018). Na
druhou stranu vyzkum od Sun et al. (2013) naznacil, ze konkrétné PIF4 a PIF5
u etiolovanych rostlin Arabidopsis potlacuji fototropickou reakci mimo jiné pfimou aktivaci
transkripce genu 1AA19 a IAA29, jejichz produkty funguji jako negativni regulatory
fototropismu inhibici transkrip&nich faktord ARF7 a ARF19. Vyzkum od Qi et al. (2020) do

situace vnesl dal$i informace, kdyz ukazal, Ze u etiolovanych rostlin mize ABA stimulovat
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expresi PIF3, 4 a 5 a je tedy jasné, ze ABA za jistych okolnosti, alespori nékteré PIF
potladuje a za jinych stimuluje, a Ze samotné PIF mohou prodluzovani i fototropismus do
jisté miry inhibovat i stimulovat. Z téchto poznatkl se systém ABA-indukované regulace
DELLA a PIF jevi jako mozny regulator prodluzovani a fototropismu hypokotylu, jedna se
ovSem o velmi komplexni problém, ktery bude potfebovat dalSi vyzkumy.

Role ABA ve fototropismu byla v nedavné dobé pfiblizena vyzkumem od Zhu et al.
(2021). Podle vysledku této prace je fototropicka reakce etiolovanych hypokotylt rdznych
druh( baviniku zavisla na endogenni koncentrace ABA. Rostliny se silngjsi fototropickou
reakci maji v hypokotylech vySSi koncentraci 1AA, kyseliny giberelové (GAsz) a zCasti
i kyseliny jasmonoveé a tyto hormony jsou pfi ozafeni vice koncentrované na neozarené
strané. Naopak rostliny se slabsi fototropickou reakci mély vySSi koncentraci ABA v celém
hypokotylu aredukovanou distribuci vySe zminénych fytohormond mezi ozafenou
a neozarenou stranou. Tyto rozdily v koncentracich fytohormonu jsou podpofeny i expresi
prislusnych genu, takze rostliny se silnéjsi fototropickou reakci maji vysSi expresi gentl pro
syntézu auxinu (YUCCAS8) a giberelini (GIBBERELLIN 3-BETA-DIOXYGENASEL,?2),
stejné jako pro transport a asymetrickou distribuci auxinu (PIN1, ABCB1,4,19, ARF7
a SAUR76) a naopak maji vyrazné nizsi expresi genu pro syntézu ABA (ABA2, AAO3). Na
druhou stranu v rostlinach se silngjsi fototropickou reakci byla naméfena vysSi exprese i u
genl negativniho regulatoru fototropické reakce 1AA19 a u transkripéniho faktoru PIF4.
Taktéz tento vyzkum ukazal, Zze aplikaci exogenni ABA lze fototropismus etiolovanych
hypokotylu inhibovat, coz bylo testovano na baviniku i Arabidopsis, a Ze je tato inhibice,
alespon Caste¢né zplsobena potlacenim redistribuce auxinu. Naopak aplikace exogenni
GA; fototropickou reakci zesilovala.

Podle nékterych praci ovSem ABA neovliviiuje fototropismus pouze regulaci auxinové
signalizace, ale ma také pfimy uc€inek na fototropiny. Podle vysledki od Eckstein et al.
(2016) snizuje aplikace exogenni ABA v listech Arabidopsis mnozstvi fototropini na drovni
protein a u rostlin ve tmé inhibuje i transkripci PHOT1. Podle vysledku diplomové prace
od JaroSova (2019), podporenych nepublikovanymi vysledky pracovni skupiny od Fellner
(2020) inhibuje zasoleni transkripci PHOT1 i PHOT2 v semenech rajCete a je mozné, ze
tato inhibice je také zpusobena ucinkem ABA. V bakalafské praci od Hfiviacky (2020) bylo
prokazano, Ze u Arabidopsis zasoleni vlivem NaCl inhibuje fototropickou reakci hypokotylu.
Zaroven tato prace v nékterych vysledcich naznacila, Ze tato inhibice muze byt potlatena
aplikaci nespecifického inhibitoru syntézy ABA fluridonu a Ze fluridon muze zesilovat
fototropickou reakci u nestresovanych rostlin, v obou pfipadech nezavisle na inhibici
prodluzovani hypokotylu. Tyto vysledky taktéz naznaluji, ze by se ABA mohla podilet na

regulaci fototropismu i regulaci fototropinG a jejich signalni drahy.
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3 Material a metody

3.1 Rostlinny material

Pro experimentalni ¢ast této diplomové prace byla pouzita modelova rostlina Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh., konkrétné pak genotyp glabral (gll), ktery je odvozen od ekotypu
Col-0. Gen GLABRAL koduje MYB-like transkrip&ni faktor, ktery je u rostlin zodpovédny za
indukci tvorby trichom0 (The Arabidopsis Information Resource — AT3G27920(GL1),
2003). Rostliny gl1 byly pouzity, protoze nemaiji zadné defekty fototropismu, ABA nebo
auxinu a zaroven z tohoto genotypu byla odvozena cela fada mutantu slouzicich ke studiu
fototropind a fototropismu (photl, phot2, photlphot2). Semena gl1 laskavé poskytl prof.

Winslow Briggs (Carneige Institution for Science, Stanford, Kalifornie, USA).

3.2 Priprava kultivacniho média

VSechny experimenty probihaly v podminkach in vitro a rostliny byly péstovany na
agarovém kultivaénim médiu Murashige & Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962). Pro
pfipravu zakladniho média o objemu 2 | byl do velké Erlenmeyerovy banky nalit 11
destilované H,0O (dH:0) a za stalého michani pomoci magnetické michacky (Arex-6 Digital
PRO, Velp Scientifica, Itdlie) bylo nasledné pfidano 20 g sacharosy (10 g I') (Lach-Ner,
Ceska republika, Cat. No. 40135-AP0-G1000-1), 8,66 g MS média (4,33 g I'Y) (Duchefa
Biochemie, Nizozemsko, Cat. No. M0221.0100) a 390,4 mg pufru MES (195,2 mg I'!)
(kyselina 2-(N-morpholino)ethansulfonova, Serva, Némecko, Cat. No. 2983402). Nasledné
byl objem dopInén dH,O do 2 | a pomoci roztoku KOH o koncentraci 1 mol I bylo upraveno
pH média na 6,1. Takto pfipravené médium bylo pomoci odmérného valce prelito po 500 ml
do 4 lahvi s pfedem navazenymi 3,5 g fytoagaru (7 g I'*) (Duchefa Biochemie, Nizozemsko,
Cat. No. P1003.1000). Lahve byly uzavieny, vicka obalena hlinikovou folii a pfelepena
sterilizaCni paskou. Takto pfipravené lahve s médiem byly sterilizovany pomoci parniho
autoklavu (Labo Autoclave MLS-3751, Panasonic, Némecko). Sterilizaci v autoklavu se pH
média sniZuje na pro rostliny optimalni hodnotu 5,7. Sterilni lahve se zakladnim MS médiem

byly skladovany v chladni¢ce pfi 4 °C.

3.3 Rustové experimenty

3.3.1 Stratifikace semen

Do plastové mikrozkumavky bylo navazeno pfiblizné 800 semen (100 semen = pfiblizné
2 mg). Semena byla zalita 1,5 ml dH,O, mikrozkumavka uzaviena, obalena alobalem

a prenesena do lednice do 5 °C. Takto byla semena stratifikovana po dobu 3 dnu.
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3.3.2 Vysev semen

Daldi prace pak probihala v laminarnim boxu (Holten Horizontal Laminar Airflow Clean
Bench, Thermo Fisher Scientific, USA). Z mikrozkumavky se semeny byla pomoci
automatické pipety odebrana voda a nasledné byl pfidan 1 ml roztoku NaClO obsahujici
1,5 % aktivniho chloru (pfipravek Savo zfedény na pozadovanou koncentraci) a semena
byla ponechana 25 minut sterilizovat. Nasledné byl roztok NaClO odstranén pomoci
automatické pipety a semena byla 6x promyta sterilni dH>O. Nakonec byla mikrozkumavka
se semeny naplnéna sterilni dH,0.

Vysev probihal pomoci automatické pipety se sterilni Spi¢kou sefiznutou pomoci
sterilniho skalpelu na pozadovany pramér vytokového otvoru. Takto byla semena
pfenasena z mikrozkumavky se sterilni dH>.O na povrch tuhého kultivaéniho agarového MS
média ve sterilnich plastovych kulatych Petriho miskach (pramér 90 mm; 20 ml média na
misku). Do jedné Petriho misky bylo umisténo pfiblizné 56 semen (8 fadkd, 7 sloupcu).
Uzaviené misky byly posléze dvakrat oblepeny paskou z netkané textilie (Softpore, Ceska
republika), popsany a zabaleny v alobalu. Petriho misky se semeny byly nasledné
vertikalné umistény do automatické rastové komory (Microclima 1000E, Snijders Scientific,
Nizozemsko). V rlstové komore byla semena inkubovana ve tmé po dobu 3 dnl a pfi
teploté 23 °C.

3.3.3 Transfer rostlin na médium s testovanymi latkami

V laminarnim boxu byly pfipraveny sterilni plastové kulaté Petriho misky (pramér 90 mm)
s agarovym MS médiem (20 ml media na misku) s obsahem vybranych koncentraci
abaminu (Olchemim, Ceska republika, Cat. No. 207632) nebo NaCl. Médium s testovanymi
latkami bylo pfipraveno rozehratim zasobniho MS média v mikrovinné troubé a naslednym
smichanim se zasobnimi roztoky testovanych latek v Erlenmeyerové barice za pomoci
magnetické michacky (Arex-6 Digital PRO, Velp Scientifica, Italie) (Tab. 1). Abamin
v zasobnim roztoku byl rozpustén pomoci dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery mGze mit pfi
vysSich koncentracich sam o sobé inhibi¢ni ucinky na rlst rostlin (Zhang et al., 2016;
Foltynova & Fellner 2017, nepublikované vysledky). V rlistovych experimentech vysledna

koncentrace DMSO v médiu nepfesahla 0,2 %un).
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Tab. 1. Objemy zasobnich roztok(l testovanych latek pfidavané k 20 ml MS média

(1 Petriho miska) pfi testovani abaminu a NacCl.

latka koncentrace zasobniho  pozadovana koncentrace objem pfidany
roztoku [mol 1] v MS mediu k 20 ml media [ml]

NaCl 5 50 mmol I* 0,2

100 mmol I 0,4

150 mmol I* 0,6
abamin 0,01 50 ymol I 0,1

75 umol I* 0,15
100 pmol I 0,2

Petriho misky s nakli¢enymi semeny byly pfeneseny do laminarniho boxu a rostliny byly

pomoci sterilni pinzety pfenaseny na pfedem pfipravené MS médium s testovanymi latkami

v novych Petriho miskach. Celkové byly testovany 3 koncentrace NaCl, 3 koncentrace

abaminu a kontrola, a to pod modrym svétlem, Cervenym svétlem i na tmé. Na kazdou

podminku pfi daném typu svétla pfipadala jedna miska. Mnozstvi rostlin na jednu misku se

odvijelo od jejich kli¢ivosti, ale vzdy to byly minimalné 3 rostliny. Rostliny byly na medium

skladany vedle sebe tak, aby jejich hranice kofene a hypokotylu leZzela v jedné pfimce

(Obr. 10). Misky byly nasledné uzavieny, oblepeny paskou z netkané textilie (Softpore,

Ceska republika) a popsany. Rostlinam byla pfidélena &isla a jednotlivym rostlinam byly

pomoci pravitka zméfeny hypokotyly s pfesnosti na
1 mm. Misky s rostlinami pro testovani na modrém
a Cerveném svétle byly umistény do stojant a misky
s rostlinami pro testovani ve tmé byly zabaleny do
alobalu. Nasledné byly pfeneseny do automatickych
ristovych komor (Microclima 1000E, Snijders Scientific,
Nizozemsko), kde byly rostliny kultivovany ve vertikalni
poloze po dobu 7 dnl a pfi teploté 23 °C. V rGstovych
komorach byla zdrojem modrého svétla zafivka
TL-D 36W/18-Blue (Philips Company, Nizozemsko)
s maximalni intenzitou zafeni 10 umol m=2 s pfi vinové
délce 440 nm a zdrojem Cerveného svétla byla zafivka
TL-D 36W/15-Red (Philips Company, Nizozemsko)
s maximalni intenzitou zafeni 10 ymol m=2 s pfi vinové
délce 660 nm.
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Petriho  miskach  pfi ristovych
experimentech.



Kromé 3 experimentll provedenych podle vySe popsaného schématu byl navic
proveden jeden kontrolni experiment, kde byla testovana pouze jedna koncentrace NaCl
(100 mmol IY), jedna koncentrace abaminu (50 ymol I) a jejich spolecné pusobeni. Zbylé

parametry zUstaly nezménény.

3.3.4 Méreni rostlin a zpracovani vysledkd

Po 7 dnech kultivace byly rostliny v miskach pfeneseny z rustovych komor a pomoci
pravitka byly rostlinam zméreny délky kofenl a hypokotylU s pfesnosti na jeden milimetr.
Zpracovani vysledku a statisticka analyza byly provedeny pomoci programu OriginPro 2022
(OriginLab corporation, USA) a Microsoft Excel 2019 (Microsoft Corporation, USA).
Z provedenych experimentu byly ziskany absolutni hodnoty délky kofene a hypokotylu
a prirastek hypokotylu pro sedmidenni kultivaci na testovanych podminkach i s vypoctenou
procentualni inhibici a jejich primérnymi hodnotami. Statisticka analyza byla provedena

pomaoci studentova t-testu a jednofaktorového ANOVA testu.

3.4 Fototropickeé experimenty

3.4.1 Vysev semen

Pro ucely testovani fototropickych reakci nebyla nutna stratifikace, jelikoz kli¢eni probihalo
pod modrym svétlem, pfi kterém je klicivost Arabidopsis obecné vyssi. Kli¢eni pod modrym
svétlem ve fototropickych experimentech ma vyznam zdlvodu separace reakci
fototropismu od fotomorfogeneze indukované modrym svétlem, které se mohou prekryvat
pfi testovani fototropismu na etiolovanych rostlinach.

Do sterilni mikrozkumavky bylo navazeno potfebné mnozstvi semen podle pfepoctu
uvedeného v kapitole 3.3.1 (celkové mnozZstvi vysévanych rostlin se velmi liSilo mezi
jednotlivymi experimenty z divodu optimalizovani navaznosti dalSich analyz; viz vysledky).
Stejnym zplsobem jako v kapitole 3.3.2 byla nasledné semena sterilizovana a vyseta na
tuhé agarové MS médium ve sterilnich plastovych kulatych Petriho miskach (pramér
90 mm, 56 semen / miska). Misky byly nasledné zalepeny paskou z netkané textilie
(Softpore, CR), popsény a vertikalné umistény do stojankd, které byly pfeneseny do rastové
komory (Microclima 1000E, Snijders Scientific, Nizozemsko). V ristové komofe byla
semena ponechana kli¢it po dobu 3 dnu pfi teploté 23 °C pod modrym svétlem. Zdrojem
modrého svétla byla zafivka TL-D 36W/18-Blue (Philips Company, Nizozemsko)

s maximalni intenzitou zareni 10 umol m2 s pfi vinové délce 440 nm.
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Po 3 dnech kultivace semen pod modrym svétlem byly misky s vykli¢enymi semeny
pfreneseny do automatické rlstové komory (Microclima 1000E, Snijders Scientific,
Nizozemsko) se svétlem ¢ervenym. Zdrojem svétla byla zafivka TL-D 36W/15-Red (Philips
Company, Nizozemsko) s maximalni intenzitou zafeni 10 umol m2s? pfi vinové délce
660 nm. V rlstové komore s ¢ervenym svétlem byly misky s rostlinami ponechany 4 dny pfi
teploté 23 °C.

3.4.2 Transfer rostlin na médium s testovanymi latkami

V laminarnim boxu byly pfipraveny sterilni plastové velké ctvercové Petrino misky
(120 x 120 mm) s agarovym MS médiem s obsahem testovanych latek (60 ml media na
misku). To bylo pfipraveno rozehfatim zasobniho MS média v mikrovinné troubé
a naslednym smichanim se zasobnimi roztoky testovanych latek v Erlenmeyerové barice
za pomoci magnetické michacky (Arex-6 Digital PRO, Velp Scientifica, Italie).

V prvnich 6 experimentech byly testovany ruzné koncentrace abaminu, jedna
koncentrace NaCl (100 mmol I'?), spole¢né pusobeni dané koncentrace abaminu a NaCl
a ucinek DMSO (Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. D4540-100) o koncentraci odpovidajici jeho
mnozstvi v médiu s abaminem (Tab. 2). DMSO byl testovan v nékolika experimentech pro
kontrolu jeho moznych inhibi¢nich ucinkd, jelikoz bylo obsazeno v zasobnich roztocich
abaminu. Zasobnich roztokd abaminu bylo pfipraveno vice s rlznymi koncentracemi
DMSO.

V nasledujicich 5 experimentech byla testovana jedna koncentrace fluridonu
(Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. 59756-60-4), jedna koncentrace NaCl, spole¢né plsobeni
dané koncentrace fluridonu a NaCl a jedna koncentrace exogenni ABA (Alfa Aesar,
Némecko, Cat. No. 10166026) (Tab. 3). Dané koncentrace NaCl a fluridonu byly vybrany
na zakladé vysledkl v bakalafské praci od Hrfiviiacky (2020) a koncentrace ABA byla
zvolena na zakladé vysledkl predchozich praci (Fellner, nepublikované vysledky; Lorrai et
al., 2018).
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Tab. 2. Objemy zasobnich roztoku testovanych latek pfidavané k 60 ml MS media (1 velka
Ctvercova Petriho miska) pfi experimentech s abaminem, NaCl a DMSO.

latka koncentrace zasobniho pozadovana vysledna objem pfidany
roztoku [mol I1] koncentrace koncentrace k 60 ml media
DMSO [Y%wn] [ml]
NacCl 5 100 mmol I 1,2
abamin 0,01 (7 %n DMSO) 50 ymol I* 0,035 0,3
150 ymol I 0,105 0,9
0,01 (20 %wn) DMSO) 25 pmol I* 0,05 0,15
50 ymol I 0,1 0,3
100 ymol I 0,2 0,6
150 ymol I 0,3 0,9
200 ymol I 0,4 1,2
0,01 (99 % DMSO) 100 pmol I 1 0,6
DMSO 99 %) 0,05 0,03
0,1 0,06
0,2 0,12
0,3 0,18
0,4 0,24

Tab. 3. Objemy zasobnich roztokl testovanych latek pfidavané k 60 ml MS media (1 velka
Gtvercova Petriho miska) pfi experimentech s fluridonem, NaCl a ABA.

latka koncentrace zdsobniho poZadovana koncentrace objem pfidany
roztoku [mol 1] k 60 ml media [ml]

NacCl 5 100 mmol I 1,2

fluridon 0,1 30 ymol I 0,018

ABA 0,01 5 umol I 0,03

Petrino misky s rostlinami kultivovanymi pod ¢ervenym svétlem byly pfeneseny do
laminarniho boxu. Rostliny byly pomoci sterilni pinzety pfeneseny na médium do velkych
Ctvercovych Petriho misek. Na médium byly rostliny pokladany rovnobézné svymi
hypokotyly a podle uhlopficky od levého dolniho k pravému hornimu rohu, tak aby pfi
ozafeni zleva Zadna zrostlin nestinila kotyledony a horni tfetinu hypokotylu rostliny
nasledujici (Obr. 11). Na zakladé zkuSenosti z bakalarské prace Hriviiacky (2020), bylo
puvodné na misku pokladano 8 rostlin. V pozdéjSich experimentech s testovanim fluridonu
se z davodu lepsi navaznosti dalSich analyz zvysil pocet rostlin v misce na 9 a dale az na
10 (statisticky ovérfeno, viz Prilohy). Stejné jako pocet rostlin na misku, se kvuli potfebé

vét8iho mnozstvi rostlin v dalSich analyzach ménil i po€et misek s jednotlivymi podminkami.
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paskou znetkané textilie
(Softpore, Ceska republika). Misky byly poté popsany a rostliny o&islovany. Pro ziskani
vysledku s vétsi pfesnosti nebyly v tomto typu experimentt rostliny méfeny pravitkem, ale
celé misky byly vyfoceny digitalnim fotoaparatem se stativem a jednotlivé parametry rostlin
méreny az z fotografii v pocitaci pomoci programu ImageJ/Fiji (National Institute of Health,
USA) (viz kapitola 3.4.3). Misky s rostlinami byly poté vertikalné umistény do stojanu
v zatemnéné mistnosti. Zde byly po dobu 24 h vystaveny jednosmérnému horizontalnimu
modrému svétlu pfi 23 °C. Jako zdroj jednosmérného horizontalniho modrého svétla byl
pouzit pas modfe sviticich LED diod. Svételné spektrum téchto LED diod bylo zmé&feno
prof. RNDr. Janem Nausem, CSc. (Katedra biofyziky, PfF UPOL) v oblasti vinovych délek
326 az 790 nm a maximalni kvantum ozafenosti bylo zjisténo pfi 460 nm a vypocitana

celkovéa ozéarenost byla stanovena jako 0,55 ymol m2 s,

3.4.3 Méfeni a zpracovavani vysledk

Po 24 hodinach na jednosmérném horizontalnim modrém svétle a testovanych latkach byly
rostliny v miskach pfeneseny pod digitalni fotoaparat se stativem a vyfoceny s pfisvicenim
bilym svétlem s maximalni intenzitou osvétleni 40 umol m?s?, kdy foceni jedné misky
trvalo pfiblizné 10 s. V pfipadé, Zze nasledovala sklizef rostlinného materialu pro ucely
dalSich analyz (HPLC a qPCR) (Obr. 12), tak byly misky po vyfotografovani umistény zpatky
do stojanu a ponechany dalSich 30 minut pfi jednosmérném horizontalnim modrém svétle,
pfi kterém probihala i nasledna sklizefi (viz 3.4.4).

Ze ziskanych fotografii byly nasledné v pocitaci pomoci programu ImageJ/Fiji (National
Institute of Health, USA), zméfeny délky hypokotylu pfed a po 24h kultivaci a uhel

fototropického ohybu hypokotylu po 24h kultivaci. Zpracovani vysledkl a statisticka analyza
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byly provedeny pomoci programu OriginPro 2022 (OriginLab corporation, USA) a Microsoft
Excel 2019 (Microsoft Corporation, USA). Z provedenych experimentl byly ziskany hodnoty
pFiristku a fototropického Uhlu hypokotylu po 24h kultivaci na testovanych podminkach
i s vypoctenou procentualni inhibici a jejich primérnymi hodnotami. Pro ovéfeni miry
linearni zavislosti fototropického ohybu a prodluzovani hypokotylu byla provedena
Pearsonova korela¢ni analyza mezi pramérnym pfirGstkem a primérnym fototropickym
ohybem hypokotylu. Pro zjisténi ucinkl jednotlivych latek na sledované parametry byla

provedena statisticka analyza pomoci studentova t-testu a jednofaktorového ANOVA testu.

3.4.4 Sklizen, homogenizace a rozvazovani vzorkua

Po vyfotografovani a dalSich 30 minutach v plvodni poloze pfi jednosmérném
horizontalnim modrém svétle byly misky otevieny pomoci sterilniho skalpelu a s pomoci
sterilnich nuzek byly rostlinam oddéleny analyzované &asti od zbytku téla. Ve dvou
experimentech tak byly rostlinam oddélovany kofeny i kotyledony a k dalSim analyzam byly
pouzivany pouze hypokotyly. Z divodu velmi nizkych koncentraci RNA v hypokotylech,
nedostateCnych pro analyzu genové exprese pomoci QgPCR, byly ve zbylych
3 experimentech sklizeny celé nadzemni ¢&asti, tedy hypokotyly i s kotyledony
(viz Vysledky, Diskuze).

Sklizené ¢asti rostlin byly poté pomoci sterilni pinzety pfeneseny do pfedem zvazené
sterilni plastové 2ml mikrozkumavky. Z rostlin ovlivnénych stejnou latkou byly vytvofeny
smésné vzorky do dvou mikrozkumavek, kdy do jedné bylo navazeno cca 100 az 150 mg
pro u€ely gPCR analyzy a do druhé bylo umisténo zbylé mnozstvi pro ucely HPLC analyzy.
Vaha rostlinného materialu v obou mikrozkumavkach byla zaznamenana a mikrozkumavky
byly fadné popsany. Rostlinny material v mikrozkumavkach byl nasledné zmrazen
v tekutém dusiku a poté ulozen do mraziciho boxu pfi teploté -80 °C.

Rostlinny material byl homogenizovan ve sterilni vychlazené tfeci misce s tlou¢kem pfi
teploté -196 °C za pomoci tekutého dusiku. Prace probihala rychle, aby nedoSlo k roztani
a znehodnoceni vzorkd. Material byl rozdrcen na jemny praSek a pomoci sterilni,
vychlazené Spachtle pfenesen do popsanych a pfedem zvazenych 2ml plastovych
mikrozkumavek. V pfipadé rostlinného materialu pro gqPCR analyzu, ktery byl jiz pfi sklizni
navazen na dostateCnou hmotnost, bylo celé mnozstvi homogenizovaného materialu
pfeneseno do nové mikrozkumavky a znovu zvazeno pomoci analytickych vah. V pfipadé
materialu pro HPLC analyzu byl homogenizovany material pfenesen do 4 novych
mikrozkumavek a do kazdé bylo pomoci analytickych vah navazeno 5 az 10 mg vzorku.
Material v mikrozkumavkach byl opét zmrazen v tekutém dusiku a uloZzen do mraziciho

boxu pfi teploté -80 °C.
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Obr. 12. Schéma prabéhu fototropického experimentu s naslednymi analyzami.

3.5 Analyza endogenni ABA a |IAA
3.5.1 Extrakce a purifikace ABA a IAA

Mikrozkumavky s homogenizovanymi vzorky byly umistény do stolniho chladiciho boxu.
Ke kazdému vzorku byl pomoci automatické pipety pfidan 1 ml chlazeného 10%uw)
vodného roztoku methanolu (MeOH) a 10 ul isotopicky znaéeného interniho standardu (IS)
s obsahem [3Ce]-IAA a [2He]-ABA o koncentracich 10 mol I* (Olchemim, Ceska republika).
Do tfi mikrozkumavek bez vzorkl byl také pfidan 1 ml 10%q.) MeoH s 10 pl IS a do jedné
zkumavky pouze 1 ml 10%wvy MeOH — obsahy téchto zkumavek slouzily jako pozitivni
a negativni kontrola. Do kazdé zkumavky byly dale pfidany &tyfi 2mm kuliCky z oxidu
zirkonicitého stabilizovaného cerem (Retsch GmbH & Co. KG, Némecko) a nasledné byly
vzorky homogenizovany ve vychlazeném vibraénim mlynku (MM 400, Retsch GmbH
& Co. KG, Némecko) po dobu 5 minut pfi frekvenci 27 Hz. Dale byly zkumavky se vzorky
na 3 minuty pfeneseny do vychlazené ultrazvukové lazné (Sonorex, Bandelin electronic
GmbH & Co. KG, Némecko) a nasledné byly vzorky promichavany na chlazeném
laboratornim rotatoru (Stuart SB3, Bibby Scientific Limited, UK) po dobu 30 minut pfi
otackach 15 rpm. Z rotatoru byly zkumavky se vzorky pfeneseny do vychlazené centrifugy
(Alegra 64R, Beckman Coulter, USA) a centrifugovany 15 minut pfi 20 000 rpm.
Nasledovalo precisténi vzorkl pomoci extrakce na pevné fazi (SPE). Kolonky
s reverzni fazi (Oasis HLB1 cc Vac Cartridge, 30 mg sorbentu, objem 1 ml, Waters, USA)
byly nasazeny na vakuové zafizeni (Visiprep 24, Supelco, USA) a aktivovany postupnym
pfidanim dvakrat 1 ml 100% MeOH a 1 ml dH,O pomoci automatické pipety. Nasledné byl
na kolonky pfenesen supernatant z centrifugovanych vzorkd. Poté byly kolonky promyty
1 ml 10%n) vodného roztoku MeOH. Pod kolonky pak byly umistény sklenéné zkumavky
a byla provedena eluce zachycenych latek pomoci tfikrat 1 ml 80%wn) vodného roztoku
MeOH. Eluat byl poté za sucha odpafen ve vakuové odparce pfi 40 °C (CentriVap

Concentrator, Labconco, USA) a nasledné skladovan v mrazicim boxu pfi -20 °C.
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3.5.2 HPLC-ESI-MS/MS analyza ABA a IAA

Odpariené vzorky byly rozpoustény ve 40 pl 20%wn vodného roztoku acetonitrilu. Po
promichani na vortexu (Wizard vortex, Velp Scientifica, Italie) byly zkumavky se vzorky na
5 minut umistény do ultrazvukové lazné (Transsonic 310, Elma Schmidbauer GmbH,
Némecko) aznovu promichany na vortexu. Nasledné byl cely objem pFenesen
automatickou pipetou na filtrovaci kolonky se sbérnymi zkumavkami (NanoSpin 0,2 pm,
Ciro Manufatcturing Corporation, USA) a centrifugovany 5 minut pfi 8000 rpm a 24 °C
(Micro Star 12, VWR, USA). Prefiltrované vzorky byly pomoci automatické pipety pfeneseny
do mikroinzertt (0,1 ml, 5,7 x 29 mm), které byly umistény do sklenénych vialek a uzavreny
vickem. Takto byly vzorky pfipraveny na samotnou HPLC analyzu koncentrace endogenni
IAA a ABA. Ta byla provedena PharmDr. Jitkou Sirokou, Ph.D. podle modifikované metody
publikované ve Flokova et al. (2014).

HPLC analyza byla provadéna na pfistroji Agilent 1290 Infinity LC systém (Agilent
technologies, Némecko) ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektroskopii (MS/MS) na
trojitém kvadrupdlu pomoci pfistroje Agilent 6490 Triple Quadrupole systém (Agilent
technologies, Némecko). Hmotnostni spektrometr byl vybaven elektrosprejovou ionizaci
(ESI). Vzorky byly umistény do autosampleru chlazeného na 4 °C a postupné injektovany
po 10 pl do reverzni HPLC kolony (Kinetex Evo C18; 2,1 x 150 mm, 2,6 ym, Phenomenex,
USA). Jako mobilni faze byly pouzity vodny roztok kyseliny mravenéi o koncentraci
10 mmol I'* a 100% MeOH pfi pratokové rychlosti 0,3 ml min* a teploté 60 °C. Gradientova
eluce zapocala ve 2 minuté pfi 20 %wv) MeOH a skoncila po 13,5 minutach pfi 90 %wnw)
MeOH. Béhem nasledujicich 30 s byla koncentrace MeOH zvySena na 100 % a kolona byla
takto promyvana po dobu 1 minuty. Béhem dalSich 30 s byla koncentrace MeOH snizena
na plvodnich 20 %wn) a kolona byla ekvilibrovana po dobu 3,5 minut. Nasledovala analyza
dalSich vzorka.

Nasledna hmotnostni spektrometrie byla provadéna vrezimu multiple reaction
monitoring (MRM) za pomoci simultanni ionizace elektrosprejem v pozitivnhim i negativnim
moddu. Nastaveni hmotnostni spektrometrie, MRM pfechody a kolizni energie byly
optimalizovany pomoci standardd. Napéti na trysce bylo nastaveno na 0V, napéti na
kapilare bylo 2800 V pro pozitivni méd a 3000 V pro negativni méd. Teplota suSiciho plynu
byla 130 °C a jeho pratok 14 I min? a teplota kryciho plynu byla 400 °C a jeho pritok
12 | mint. Parametry kvantifikace IAA a ABA viz Tab. 4.
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Tab. 4. Parametry kvantifikace IAA a ABA pomoci MS/MS v MRM maédu.

analyt MRM prechod kolizni energie [eV] skenovaci méd  interni standard
IAA 176,1—130,1 24 + [3Ce]-IAA
ABA 263,2—153,1 8 - [?He]-ABA

VSechna data byla zpracovana pomoci programu MassHunter Quantitative software
(verze B.09.00, Agilent technologies, Némecko). Vysledkem analyzy byly hodnoty
koncentrace ABA a IAA v pmol na gram Cerstvé hmoty (pmol glrw). Nasledna statisticka
analyza jednotlivych experimentl byla provedena pomoci programd OriginPro 2022
(OriginLab corporation, USA) a Microsoft Excel 2019 (Microsoft Corporation, USA).

3.6 Analyza exprese PHOT1 a PHOT?2
3.6.1 Extrakce a izolace RNA

Postup sklizeni a homogenizace vzorkl pro qPCR analyzu popsan v kapitole 3.4.4.
Celkova RNA byla z homogenizovanych vzorku izolovana s pomoci kitu Isolate || RNA Plant
Kit (Bioline, UK, Cat. No. BIO-52 077). Mikrozkumavky obsahujici zmrazené
homogenizované vzorky byly pfeneseny do digestofe, kde bylo pfed jejich rozmrznutim do
kazdého vzorku pomoci automatické pipety pfidano 350 ul lyza¢niho pufru RLY (Lysis
buffer), ktery je soucasti kitu a 3,5 pl B-merkaptoethanolu (Sigma-Aldrich, USA, Cat. No.
M3148-100ML). Nasledné byly vzorky za pokojové teploty promichany pomoci vortexu
(Wizard vortex, Velp Scientifica, Italie) a centrifugovany 5 minut pfi 13 000 rpm a 24 °C
(otaCky a teplota se po zbytek této Casti postupu neménily) (MIKRO 200, Hettich,
Némecko). Nasledné byl pomoci automatické pipety supernatant pfenesen na filtrovaci
kolonky se sbérnymi zkumavkami ISOLATE Il Filter, které jsou soucasti kitu a kolonky byly
i s nasazenymi sbérnymi zkumavkami centrifugovany 2 minuty. Poté byl filtrat ze sbérnych
zkumavek pfenesen automatickou pipetou do 1,5ml mikrozkumavek, kde byl smichan
s 350 pl 70%wn) ethanolu (EtOH). Prefiltrované vzorky smichané se 70%wn) EtOH byly
posléze promichany na vortexu a pfeneseny do druhého typu filtrovacich kolonek z kitu
ISOLATE Il RNA Plant Column. Kolonky i s novymi sbérnymi zkumavkami byly nasledné
3 minuty centrifugovany. Poté byly kolonky s RNA zachycenou na filtru pfeneseny na nové
sbérné zkumavky a na filtr kolonek bylo automatickou pipetou pfidano 350 ul pufru MEM
(Membrane Desalting Buffer), ktery je soucasti kitu a poté byly kolonky i s novymi vzorky
umistény do centrifugy na 2 minuty. Obsah sbérnych zkumavek byl nasledné vylit do

odpadu a sbérné zkumavky byly vraceny pod stejné kolonky.
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Dale jiz prace pokraCovala mimo digestof. Na filtr kolonek bylo automatickou pipetou
pridano 100 ul z reakéni smési s DNasou | z kitu (Tab. 5), ktera $tépi DNA ve vzorku. Vzorky
s reakéni smési byly takto inkubovany 15 minut pfi pokojové teploté. Nasledné bylo ke
vzorkiim pomoci automatické pipety pfidano 200 ul promyvaciho roztoku Wash Buffer RW1,
ktery je soucasti kitu, a kterym se inaktivuje DNasa |. Kolonky se vzorky byly centrifugovany
1 minutu a pak byly pfeneseny na nové sbérné zkumavky. Do kolonky bylo pfidano 600 ul
promyvaciho roztoku Wash Buffer RW2 z kitu, ktery z filtru kolonky odstrafiuje proteiny. Po
1 minuté centrifugovani byl obsah sbérnych zkumavek vylit do odpadu a sbérné zkumavky
byly navraceny pod stejné kolonky, do kterych bylo pfidano 250 yl Wash Buffer RW2
s naslednym centrifugovanim na 1 minutu. Poté byly kolonky jesté jednou promyty 250 pl
Wash Buffer RW2 a centrifugovany po dobu 2 minut. Nasledné byly kolonky pfeneseny na
noveé 1,5ml mikrozkumavky pro eluci RNA pomoci RNase-free H,O, ktera je soucasti kitu.
Vzorky byly nejprve 5 minut inkubovany v RNase-free H,O pfi pokojové teploté a nasledné
1 minutu centrifugovany. Obsah sbérné zkumavky byl nasledné pfenesen pomoci
automatické pipety zpatky na filtr kolonky a po 5 minutach inkubace byl vzorek 1 minutu

centrifugovan. Timto zpisobem bylo ziskano 40 pl celkové RNA z kazdého vzorku.

Tab. 5. Reakéni smés pro DNasu |.

latka objem pro 1 vzorek [pl]
RDN (Reaction Buffer for DNase ) 90
Rnase-free DNase | (deoxyribonukleasa) 10
celkem 100

3.6.2 Precisténi izolované RNA

Precisténi RNA se provadélo ihned po izolaci. Na ledu byla pfipravena reakéni smés
s rekombinantni DNasou | a pufrem 10x DNase | buffer (spole¢né baleni, Takara Bio,
Japonsko, Cat. No. 2270A) a inhibitorem ribonukleas Recombinant Ribonuclease Inhibitor
(RRI, Takara Bio, Japonsko Cat. No. 2313A) (Tab. 6). Na ledu bylo z reakéni smési pfidano
10 pl do mikrozkumavky ke kazdému vzorku. Vzorky s reakéni smési byly promichany
pomoci automatické pipety a sto€eny na stolni centrifuze (D1008 Mini-Centrifuges,
Scilogex, USA). Nasledné byly mikrozkumavky se vzorky umistény do pFedehfatého
termostatu (Bio TBD-100, Biosan, Litva), kde byly ohfivany na teplotu 37 °C po dobu
1 hodiny. Vzorky byly poté pfeneseny na led a do kazdého byly pfidany 2 ul kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA). Nasledné byly mikrozkumavky se vzorky opét umistény
do predehfatého termostatu, tentokrat ale nastaveného na teplotu 80 °C a ¢as 2 minuty. Po

této dobé byly vzorky opét pfeneseny na led a do kazdého bylo pfidano 48 ul dH20,
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10 pl octanu sodného o koncentraci 3 mol I, 250 ul vychlazeného 96% i) EtOH a nakonec
2 ul glykogenu (Molecular Biology Grade, Thermo Fisher Scientific, USA, Cat. No. R0561).
Vzorky byly promichany proklepanim nebo automatickou pipetou, sto¢eny pomoci stolni

centrifugy a nasledné umistény do mraziciho boxu do teploty -80 °C do nasledujiciho dne.

Tab. 6. Reak&ni smés pro precisténi RNA.

latka objem pro 1 vzorek [ul]
10x DNase | buffer 4

Recombinant DNase | 4

Recombinant Ribonuclease Inhibitor 0,5

nuclease-free H.0 15

celkem 10

Druhy den byly vzorky preneseny na led a ponechany roztat. Nasledné byly
centrifugovany 30 minut, pfi teploté 4 °C a 13 000 rpm (stejna teplota a otacky byly pouzity
i ve zbytku této €asti) (MIKRO 200, Hettich, Némecko). Supernatant byl odstranén a ke
kazdému vzorku bylo automatickou pipetou pfidano 500 pl vychlazeného 70%n) EtOH
a vzorky byly 5 minut centrifugovany. Supernatant byl odstranén a ke vzorkim bylo pfidano
500 pl vychlazeného 90%wn) EtOH a vzorky byly znovu centrifugovany po dobu 5 minut.
Po odstranéni supernatantu byly zkumavky znovu centrifugovany se zbytky supernatantu
po dobu 2 minut. Pomoci automatické pipety byl opatrné odstranén zbytek supernatantu
a zkumavky byly ponechany oteviené vyschnout na ubrousku po dobu minimalné 5 minut,
tak aby se ze zkumavek odstranil veSkery EtOH. Zaschly pelet na sténach zkumavky byl
posléze rozpustén v 15 az 20 ul (podle predpokladaného mnozstvi RNA) RNase-free H,0,
ktera je soucasti kitu. Vzorky RNA byly nasledné jemné promichany poklepanim a stoceny
na stolni centrifuze (D1008 Mini-Centrifuges, Scilogex, USA). Nasledné byly vzorky
umistény na led. Pomoci mikroobjemového UV-VIS spektrofotometru (NanoDrop™
One/One ¢ Thermo Fisher Scientific, USA) byla zméFfena koncentrace a Cistota ziskané
RNA. Nasledné byly vzorky umistény do mraziciho boxu do -80 °C.

Pro kontrolu Cistoty ziskané RNA byla provedena PCR s vyuzitim primerd pro kontrolni
gen GAPDH (GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE, East Port Praha,
Ceska republika) se sekvencemi forward primeru: 5-ATCCATTTATTTCCACTGATTACA-3'
a reverse primeru 5-CATGGGAGCATCTTTGCT-3* (podle Czechowski et al., 2005). Prvni
byla do mikrozkumavky pfipravena reakéni smés z DNA polymerasy My Taq Polymerase
a pufru 5x My Taq Buffer (spole¢né baleni, Bioline, UK, Cat. No. BIO-21106), z primeru
a z nuclease-free H,O (Tab.7). Termocyklér (C1000™ Thermal Cycler, BioRad
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Laboratories, USA) byl nastaven na pfislusny program (Tab. 8). Do 0,2ml mikrozkumavek
bylo automatickou pipetou pfidano vzdy 2 pl daného vzorku RNA a 18 pl reakéni smési. Do
zkumavky s negativni kontrolou byly kreakéni smési misto vzork( pfidany 2 ul
nuclease-free H>.O a do zkumavky s pozitivni kontrolou byly k reakéni smési pfidany 2 ul
kontrolniho vzorku cDNA. Po promichani pomoci automatické pipety a nasledném stoceni
na stolni centrifuze byly zkumavky se vzorky vlozeny do termocykléru a byla provedena

PCR. Vysledek byl nasledné zobrazen na agarosové elektroforéze.

Tab. 7. Reakéni smés pro PCR pfecisténé RNA.

latka objem pro 1 vzorek [ul]
5x My Taq Buffer 4

forward primer GAPDH (10 ymol I'%) 0,5

reverse primer GAPDH (10 pmol I') 0,5

nuclease-free H.0 13

My Taq Polymerase 0,1

celkem 10

Tab. 8. Program termocykléru pro PCR precisténé RNA.

teplota [°C] Cas
94 3 min
94 30s
35 30s 40 cyklu
72 1 min
72 5 min
4 const.

Agarosovy gel byl pfipraven rozpusténim 1,2 g agarosy (Invitrogen, USA, Cat. No.
16500-100) v 80 ml pufru 0,5x Tris-borat-EDTA (TBE) v Erlenmeyerové bance pomoci
mikrovinné trouby. Po uplném rozpusténi agarosy v pufru a po zchladnuti bylo pfidano jesté
5 ul barviva 10000x GelRed (Nucleic Acid Stain, Biotium, USA, Cat. No. 41003). Tekuty gel
byl nasledné prelit do nalévaci vany s instalovanym hfebinkem a tuhnul pfiblizné 30 minut.
Gel byl poté prenesen do elektroforetické komurky, byl z néj odebran hrebinek a byl zalit
0,5x TBE pufrem. Do zkumavek s produkty PCR bylo pfidano po 1 pl nanaseciho pufru
(6x Loading Dye, Thermo Fisher Scientific, USA, Cat. No. R0611), stejné jako do zkumavek

s pozitivni i s negativni kontrolou. Pomoci automatické pipety byly vzorky/kontroly
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s nanasecim pufrem pfeneseny do jamek v agarosovém gelu (cely objem). Do krajni jamky
pak bylo pomoci automatické pipety naneseno 6 pl velikostniho markeru (GeneRuler
100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, USA, Cat. No. SM0322). Horizontalni
elektroforéza nasledné probihala pfi konstantnim napéti 80 V po dobu 45 minut. Vysledek
elektroforézy byl vizualizovan pomoci UV ftransiluminatoru InGenius3 a pocitatového

programu InGenius 3 Syngene Gel Documentation System (Syngene, Indie).

3.6.3 Syntéza cDNA

Pro syntézu cDNA z izolované RNA byl pouzit PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis Kit
(Takara Bio, Japonsko, Cat. No. 6110A). Byl pfipraven termocyklér na pfislusny program
(Tab. 9). Pfi praci na ledu byla v 1,5ml mikrozkumavce pfipravena reakCni smeés
z deoxyribonukleosid trifosfatll (ANTP) z kitu o koncentraci 10 mmol It a oligo dT primeru
z kitu o koncentraci 50 umol I'* (Tab. 10). Reakéni smés byla promichana proklepanim
a stoCena na stolni centrifuze (D1008 Mini-Centrifuges, Scilogex, USA). Podle koncentrace
RNA ve vzorcich byl spocitan potfebny objem RNA a RNase-free H,0O, tak aby v jedné
reakci byl 1 ug RNA. Do 0,2ml mikrozkumavek byly pomoci automatické pipety pfidany
vypoétené objemy vzorklh RNA a RNase-free H;O, tak aby jejich spoleény objem ve
zkumavce tvofil 8 ul. Nasledné byly do kazdé zkumavky pfidany 2 ul reakéni smési. Obsahy
zkumavek byly promichany proklepanim a stoceny na stolni centrifuze. Po nachystani
zkumavek se vzorky byl spustén termocyklér a po nahfati vicka na 105 °C a nahrati desky
na 65 °C byl cyklus zastaven a do termocykléru byly vioZzeny mikrozkumavky. Cyklus byl
spustén na 5 minut a po 5 minutach byl zastaven a vzorky byly opét umistény na led. Poté
byla pfipravena druha reakéni smés obsahujici reversni transkriptasu PrimeScript Reverse
Transriptase, inhibitor RNas a pufr 5x Prime Script Buffer (vSe z kitu) podle Tab. 11. Z nové
reakCni smési bylo ke kazdému vzorku pfidano 10 pl, obsahy zkumavek byly promichany
proklepanim a nasledné sto€eny na stolni centrifuze. Dale byly zkumavky vlozeny zpét do
termocykléru a byl znovu spustén program na 75 minut. Poté byl program opét zastaven,
vzorky byly umistény do stojanku s ledem a ke kazdému vzorku bylo pfidano 0,5 pl
ribonukleasy RNasa H (Takara Bio, Japonsko, Cat. No. 2150A). Vzorky, nyni jiz
s RNasou H byly navraceny do termocykléru a nasledovalo poslednich 15 minut programu.
Timto bylo ziskano 20 pyl cDNA. Ta byla ve zkumavkach uchovana v mrazicim boxu pfi
teploté -20 °C. Koncentrace a kvalita ziskané cDNA byly posléze analyzovany pomoci
mikroobjemového UV-VIS spektrofotometru (NanoDrop™ One/One ¢, Thermo Fisher
Scientific, USA).
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Tab. 9. Program termocykléru pro syntézu cDNA.

teplota [°C] cas

65 5 min

42 60 min

70 15 min

37 15 min
4 const.

Tab. 10. Prvni reakéni smés pro syntézu cDNA.

latka objem pro 1 vzorek [ul]
dNTP (10 mmol %) 1
Oligo dT Primer (50 ymol I'%) 1
celkem 2

Tab. 11. Druha reakeni smés pro syntézu cDNA.

latka objem pro 1 vzorek [pl]
nuclease-free H>O 4,5

5x Prime Script Buffer 4

RNase Inhibitor 0,5

PrimeScript Reverse Transriptase 1

celkem 10,0

3.6.4 Analyza exprese PHOT1 a PHOT2 pomoci gPCR

Samotna analyza exprese PHOT1 a PHOT2 vuci kontrolnim tzv. housekeeping geniim UBC
(UBIQUITIN CARRIER PROTEIN) (Czechowski et al., 2005) a EF1a (ALPHA SUBUNIT OF
THE ELONGATION FACTOR-1 COMPLEX) (Shiota et al.,, 2006) byla provedena
s drobnymi Upravami podle Labuz et al., 2012. Primery studovanych gent i kontrolnich
housekeeping genl byly objednany u East Port Praha (Ceska republika) na zakladé
sekvenci uvedenych v Labuz et al., 2012 (Tab. 12). Primery doru¢ené v lyofilizovaném
stavu byly podle latkového mnozstvi uvedeného na obalu vyrobcem nafedény nuclease-
free H>O na koncentraci 100 ymol It. Takto byl ziskan zasobni roztok, ktery byl nasledné
promichan na vortexu (Wizard vortex, Velp Scientifica, Italie) a poté zfedén do nové
mikrozkumavky pomoci nuclease-free H>O na pracovni roztok o koncentraci 10 pmol I,

Pracovni i zasobni roztoky byly skladovany v mrazicim boxu pfi -20 °C.
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Tab. 12. Sekvence primera pro geny PHOT1, PHOT2, UBC a EF1a.

gen primer sekvence 5-3°
forward: CACTGATCCTAGGCTTCCCG
PHoT reverse: GTGGTTAGATCAGTCTCTGGACC
forward: GCTACCACTCTTGAGCGCATAGAG
PrHoT2 reverse: CCTCGCGTGAATACTCTGTC
forward: CTGCGACTCAGGGAATCTTCTAA
VBe reverse: TTGTGCCATTGAATTGAACCC
forward: TGAGCACGCTCTTCTTGCTTTCA
EFfa reverse: GGTGGTGGCATCCATCTTGTTACA

3.6.4.1 Optimaliza¢ni experiment

Jelikoz byly pouzité primery Uspésné optimalizovany jiz v praci Labuz et al. (2012), tak byla
pro tyto experimenty jejich u€innost definovana jako 100 %. Optimaliza¢ni experiment v této
praci slouzil pouze pro ovéfeni funkénosti a specifity primert a pro zvoleni vhodného fedéni
analyzované cDNA. Byly provedeny dva optimalizaéni experimenty, ve kterych byly
testovany fedici fady Y7, Y14, Y28, s @ 2, Ha, s, 1.

Veskera prace se vzorky probihala na ledu. Do 1,5ml mikrozkumavek byly pfipraveny
reakéni smési pro jednotlivé geny z pfisluSnych primerd, nuclease-free HO
a fluorescenéniho barviva SYBR Green (SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit, Bioline, UK,
Cat. No. BIO-94005) (Tab. 13) a do 0,2ml mikrozkumavek byly pomoci automatické pipety
pfipraveny fedici fady roztok( vzorku cDNA. Obsahy v§ech zkumavek byly promichany
proklepanim a stoCeny na stolni centrifuze (D1008 Mini-Centrifuges, Scilogex, USA).
Do 96 jamkové desticky (Bio-Rad Laboratories, USA) byly nasledné automatickou pipetou
pridavany vzorky spolecné s reakéni smési, vzdy 4 ul vzorku cDNA a 16 pl reakéni smési
podle schématu na Obr. 13. Vzorky se na 96 jamkovou destiCku nanaseji v triplikatech
s tim, Ze vysledna odchylka mezi C; hodnotami nesmi pfesahnout 0,5. Kromé vzorku byly
na 96 jamkovou destiCku naneseny také negativni kontroly (16 ul reakéni smési a 4 pl
nuclease-free H»O). Na pfipravenou destiCku byla nasledné pfilepena prahledna folie.
Vzorky byly dale sto€eny pomoci specialni centrifugy na 96 jamkové desti¢ky (PCR Plate
Spinner, VWR, USA), proklepanim byly odstranény bubliny z jednotlivych jamek a desticka
byla umisténa do termocykléru pro gPCR (CFX96™ Touch Real-Time PCR Detection
Systém, Bio-Rad Laboratories, USA) s dopfedu zvolenym programem (Tab. 14). Vysledky
optimaliza¢niho experimentu byly vyhodnoceny pomoci programu CFX Maestro™ Software
(Bio-Rad Laboratories, USA).
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Tab. 13. Reakéni smés s primery pro gPCR.

latka 1 jamka [ul]
SYBR Green 10

forward primer (PHOT1, PHOT2, UBC, EF1a) 0,8
reverse primer (PHOT1, PHOT2, UBC, EF1a) 0,8
nuclease-free H,0 4,4
celkem 16

Tab. 14. Program kvantitativni PCR pro optimalizaci primerll a studium exprese
studovanych gen(. *V optimalizaénim experimentu a v prvni analyze exprese studovanych
gent byla v této ¢asti cyklu pouzita jednotna teplota 53,5 °C pro vSechny geny — na zakladé
odchylnych hodnot kfivky tani genu UBC v téchto experimentech byl v nasledujicich
experimentech gen UBC analyzovan zvlast pfi aplikaci 51 °C.

teplota [°C] éas

95,0 10 min

95,0 15s

535/ 51 * 158 40 cykll
72,0 20s

95,0 2s

1/7 114 | 1/28 1/56

10 11 12

PHOT1 | aC )¢ )C XCICIC X ICC I )

PHOT2| 8 ) JC X IC X ICCI )

k900000000000

2000900000000

CTRL- | e LOOOOOOOOOO0

Obr. 13. Schéma nanaseni vzorki na 96 jamkovou desti¢ku pfi optimalizaénim experimentu. Nevyuzita ¢ast
desticky neni zobrazena. Stejné byly vzorky nanaseny i pfi testovani fedici fady 1/2, 1/4, 1/8, 1/16.

3.6.4.2 Exprese studovanych gent pomoci gPCR

Nasledovala samotna analyza exprese studovanych gent pomoci qPCR. Z fedici fady
v optimalizacnim experimentu bylo zvoleno optimalni fedéni vzorku ziskané cDNA jako /.
Prace se vzorky opét probihala na ledu. Pro jednotlivé geny byly do 1,5ml mikrozkumavek
pripraveny reakéni smési podle Tab. 13 a do 2ml mikrozkumavek byly pomoci
nuclease-free H,O pfipraveny vzorky cDNA nafedéné na /4. Po promichani poklepanim

a sto€eni reakénich smési i vzorki pomoci stolni centrifugy (D1008 Mini-Centrifuges,
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Scilogex, USA) byly do jamek 96 jamkové desticky pfidany vzdy 4 pl fedéného vzorku cDNA
a 16 pl reakéni smési podle schématu na Obr. 14. Vzorky byly nanaseny na desti¢ku
v triplikatech (Obr. 14) a odchylka Ct hodnot vramci triplikatu nesméla prekroc€it 0,5.
Ke kazdému studovanému genu byla na desti¢ku pfipravena i negativni kontrola (16 pl
reakéni smési + 4 ul nuclease-free H,0). Pfipravena 96 jamkova desti¢ka byla pfelepena
prihlednou folii, stoéena na specialni centrifuze (PCR Plate Spinner, VWR, USA)
a klepanim byly odstranény bubliny v jednotlivych jamkach. Nasledné byla desticka
umisténa na termocykléru pro qPCR s programem pouzitym v optimalizaénim experimentu
(Tab. 14).

PHOT1|PHOT2| UBC | EFila

1 2 3|4 5 6|7 8 9 (10 1 12

vzorek 1 AC ) )C XCICIC X ICICICIC )
vzorek 2 & ) )C X IC X )
vzorek 3| ¢( ) IC X IC X ICICIICIC)
vzorek 4| o( X ) JC ICIC X ICICICIC )
vzorek 5| eC ) )C XCIC X XC I X )

L0000 00000000

desticky neni zobrazena. Gen UBC byl v pozdéjSich experimentech analyzovan v samostatné desti¢ce kvuli
rozdilnému programu PCR (viz Tab. 14).

Po skonceni programu byly pomoci pocitacového programu SFX Maestro ™ Software
(Bio-Rad Laboratories, USA) ziskany vysledky Ct hodnot a kfivek tani jednotlivych genu.
Poté byly pomoci pocitatovych programd Origin (OriginPro 2022, OriginLab corporation,
USA) a Excel (Microsoft Excel 2019, Microsoft Corporation, USA) vypocitany a statisticky
zanalyzovany vysledky relativni exprese. Pro vypocCet relativni exprese gent byl pouzit

vypocet Rov. 1.

Rov. 1. Vypocet relativni exprese z qPCR analyzy. RE = relativni exprese, E = u¢innost (definovana u vSech
jako 1), Ct = primérna hodnota Ct (cycle of treshold) ze 3 technickych replikat(, target = cilovy gen, reference
= kontrolni gen, sample = vzorek s testovanou podminkou, calibrator = kontrolni vzorek.

RE = (1 + Etarget)_ACt target / (1 + Ereference)_ACt reference

ACttarget = Cttarget sample — Cttarget calibrator

ACtreference = Ctreference sample — Ctreference calibrator
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4 Vysledky

4.1 RuUstové experimenty

Aby bylo mozné testovat ucinek inhibitoru biosyntézy ABA na fototropickou reakci
hypokotyll, bylo nejprve nutné ovéfit jakym zplsobem abamin ovliviiuje bézny rist
hypokotyll i kofene testovanych rostlin. V prvni ¢asti experimentl byl proto testovan ucinek
abaminu o riznych koncentracich (50, 75, 100 umol I') na rust hypokotylu a kofene ve tmé,
na modrém svétle a Cerveném svétle. Zaroven byl kromé abaminu otestovan také ucinek
riznych koncentraci NaCl (50, 100, 150 mmol I') a v samostatném experimentu také
spole¢né pusobeni abaminu (50 ymol It) a NaCl (100 mmol I'2).

Z divodu nizké klicivosti semen gl-1 na tmé a s tim spojenym malym mnozstvim
pouzitelnych rostlin nebyly u vSech 3 experimentl otestovany podminky ¢erveného svétla
nebo zasoleni NaCl. Z technickych davod( nebyly v jednom experimentu ziskany hodnoty
prirtstku hypokotylu po sedmidenni kultivaci, ale pouze absolutni hodnoty délky hypokotylu,
které se na zakladé zkuSenosti z bakalarské prace Hfivhacky (2020) ukazaly jako méné
prukazné.

Ve vSech tfech experimentech byl testovan ucinek abaminu na délku kofene
a prirastek/celkovou délku hypokotylu na modrém svétle a ve tmé. V jednom z téchto
experimentd byl naméfen statisticky prukazné nizsi prirGstek hypokotylu po ovlivnéni
abaminem o koncentracich 50 a 75 pmol It na modrém svétle, pfi¢emz rostliny ve stejném
experimentu na koncentraci 100 umol I jiz inhibici nevykazovaly (Pfiloha 1: Obr. 23). Ve
zbylych experimentech nedoSlo na modrém svétle k zadnému statisticky prdkaznému
ovlivnéni rustu kofene ani hypokotylu vlivem abaminu (Obr. 15 a Pfiloha 1: Obr. 23).

Ve tmé byla pouze v jednom ze tii experimentl naméfena statisticky vyznamné nizsi
celkova délka korene, a to u rostlin ovlivnénych abaminem o koncentraci 75 ymol I
(Obr. 15). Ve zbylych experimentech jiz ve tmé ucinek abaminu na rust kofene nebo

hypokotylu nebyl zaznamenan (Obr. 15. a Pfiloha 1: Obr. 23).
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Obr. 15. Délky kofenti [mm] (A, C) a prirtistkii hypokotyld [mm] (B, D) desetidennich rostlin Arabidopsis,
genotypu gl-1 po sedmi dnech kultivace ve tmé (D), na modrém svétle (BL) nebo ¢erveném svétle (RL) na
agarovém MS médiu s obsahem NaCl o koncentracich 0, 50, 100 a 150 mmol I (A, B) nebo abaminu
o koncentracich 0, 50, 75 a 100 ymol I'* (C, D). Vysledky predstavuji primérné hodnoty + SD z naméfenych
hodnot reprezentativniho experimentu. V experimentu bylo na jedné podmince testovano 4—5 rostlin. Symboly
*, °, + znadi statisticky vyznamny rozdil namérenych délek oproti kontrolnim rostlinam bez ovlivnéni testovanou
latkou (p = 0,05; **, °°, ++ pro p < 0,01; studentlv t-test), kde * znadi statisticky vyznamny rozdil u rostlin
kultivovanych ve D, ° u rostlin kultivovanych na BL a + u rostlin na RL.

Ve dvou provedenych experimentech s testovanim Cerveného svétla nebylo
prokazano, ze by mél abamin o testovanych koncentracich, pfi téchto podminkach vliv na
rust kofene (Obr. 15 a Pfiloha 1: Obr. 23). V jednom ze dvou provedenych experimentu
s Cervenym svétlem byl ovSem pozorovan inhibi¢ni efekt abaminu o koncentracich 50 a 75
pmol I'* na pfirastek hypokotylu (Obr. 15).

Jediny experiment, ve kterém byly testovany Ucinky zasoleni rdznymi koncentracemi
NaCl ukazal, Ze zasoleni podle oCekavani inhibovalo prodluzovani kofene a hypokotylu,
a to ve tmé, na modrém i Cerveném svétle (Obr. 15). Mira inhibice se zvySovala se zvySujici
se koncentraci NaCl v médiu. Rostliny na modrém svétle mély obecné kratSi hypokotyly
nez rostliny na svétle Cerveném nebo ve tmé& a zasoleni u nich zplsobovalo nizsi

procentualni inhibici.
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Ve &tvrtém rastovém experimentu, ve kterém byl jako v jediném testovan také spole¢ny
vliv abaminu (50 ymol It) a NaCl (100 mmol I'*) na délku kofene a pfirtistek hypokotylu ve
tmé a pod modrym svétlem nebyl pozorovan statisticky vyznamny vliv abaminu na
nezasolené rostliny (Obr. 16). Samotné zasoleni NaCl mélo inhibiéni u€inek na rlst kofene
na modrém svétle, ale ne ve tmé, a naopak inhibovalo rust hypokotylu ve tmé, ale ne na
modrém svétle (Obr. 16). Ve tmé ani na modrém svétle u kofene ani hypokotylu nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil mezi rostlinami zasolenymi NaCl a rostlinami

zasolenymi NaCl a zaroven ovlivnénymi abaminem (Obr. 16).
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Obr. 16. Délky kofenti [mm] (A) a pfirtistki hypokotylii [mm] (B) desetidennich rostlin Arabidopsis, genotypu
gl-1 po sedmi dnech kultivace ve tmé (D) nebo na modrém svétle (BL) na agarovém MS médiu s obsahem NaCl
o koncentraci 100 mmol 1, abaminu o koncentraci 50 umol I'* nebo jejich kombinaci. Vysledky pfedstavuji
primérné hodnoty + SD =z naméfenych hodnot jednotlivych rostlin reprezentativniho experimentu.
V experimentu bylo na jedné podmince testovano 18 rostlin. Statisticky vyznamné rozdily mezi méfenymi
parametry jsou oznaceny pomoci abc systému — hodnoty, které nesdili spolené pismeno jsou statisticky
vyznamneé odli$né (jednofaktorova ANOVA + Tukeyho test).

4.2 Fototropické experimenty

Samotny ucinek ABA na fototropické reakce hypokotylu byl zkouman ve fototropickych
experimentech. Fototropicka reakce byla testovana v podminkach stresu zasolenim NaCl,
ktery indukuje akumulaci ABA, dale pfi aplikaci inhibitort biosyntézy ABA a pfi exogenni
aplikaci ABA.

4.2.1 Fototropickeé experimenty s testovanim NaCl a abaminu

V 6 experimentech byl testovan vliv inhibitoru syntézy ABA abaminu na prodluzovani

a fototropickou reakci hypokotyll pfi 24h kultivaci na jednosmérném horizontalnim modrém
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svétle. V rlznych experimentech byl testovan G&inek riznych koncentraci abaminu (25, 50,
100, 150, 200 pymol I'Y). Zaroven byl testovan i uc¢inek NaCl o koncentraci 100 mmol I
a spolecny ucinek NaCl se vSemi testovanymi koncentracemi abaminu. Taktéz byl
v nékterych experimentech testovan ucinek cistého DMSO (0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 Y%wx)).
Primérny pfirastek kontrolnich rostlin dosahoval pfiblizné 1,7 mm a primérny Uhel pfiblizné
34° (Obr. 17 a Priloha 2: Obr. 24, 25, 26, 27, 28).

Vysledek prvniho ztéto série experimentll naznacoval, ze DMSO obsazené
v zasobnich roztocich abaminu (viz Tab. 2) muze vyruSovat ucinek abaminu, jelikoz
zasolené rostliny na abaminu o koncentraci 50 umol I (0,035 %x) DMSO) mély prikazné
vétdi fototropicky ohyb nez zasolené rostliny se stejnou koncentraci abaminu, ale s vySS&i
koncentraci DMSO (0,1 %wn)) (PFiloha 2: Obr. 24). Z toho divodu byl v nasledujicich
3 experimentech testovan také ucCinek Ccisttho DMSO v MS médiu. V zadném
Z nasledujicich experimentld se ovsem ucinek DMSO na prodluzovani &i fototropicky ohyb

hypokotylu nepodafilo prokazat (Obr. 17 a Pfiloha 2: Obr. 25, 26).
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Obr. 17. Prirastky [mm] (A) a fototropické uhly [°] (B) hypokotyld osmidennich rostlin Arabidopsis, genotypu
gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle (BL) na agarovém MS médiu
s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I, abaminu o koncentraci 100 umol I* s vyslednou koncentraci
DMSO 0,2 %wn), kombinace NaCl a abaminu (stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci) nebo Cistého
0,2 %wn) DMSO. Vysledky predstavuji primérné hodnoty + SD z naméfenych hodnot jednotlivych rostlin
reprezentativniho experimentu. V experimentu bylo na jedné podmince testovano 16 rostlin. Statisticky
vyznamné rozdily mezi méfenymi parametry jsou oznaceny pomoci abc systému — hodnoty, které nesdili
spole€né pismeno jsou statisticky vyznamné odliSné (jednofaktorova ANOVA + Tukeyho test).

58



Zasoleni NaCl inhibovalo prodluzovani hypokotylu, kdy tento jev byl statisticky
vyznamny v 5 ze 6 experimentl a prumeérna inhibice byla 56 %. Stejné tak zasoleni
inhibovalo fototropicky ohyb, a to statisticky vyznamné ve vS8ech 6 experimentech
s prumérnou inhibici 67 % (Obr. 17 a PFiloha 2: Obr. 24, 25, 26, 27, 28).

Samotny abamin mél statisticky vyznamny vliv na prodluzovani hypokotylu ve
2 pfipadech, ve kterych byl zaznamenan jeho inhibi¢ni ucinek. Jednalo se koncentrace
100 pymol I (1 %wnv) DMSO) (Pfiloha 2: Obr. 28) a 150 umol I (0,1 %ww DMSO)
(Pfiloha 2: Obr. 27) a procentualni inhibice byla mezi 25 a 50 %. V jednom pfipadé bylo
prodluzovani hypokotylu u rostlin ovlivnénych abaminem (200 pymol IY; 0,4 %x DMSO)
statisticky nerozliSiteIné od kontrolnich i zasolenych rostlin (Pfiloha 2: Obr. 26). U testované
koncentrace abaminu 100 pmol I* s vy$si koncentraci DMSO (1 %wn) V MS mediu, bylo
zaznamenano také statisticky vyznamné snizeni fototropického ohybu (snizeni o 58 %)
(PFiloha 2: Obr. 28). U zbylych testovanych koncentraci abaminu nebyl naméren statisticky
vyznamy rozdil prodluzovani hypokotylu (Obr. 17 a Pfiloha 2: Obr. 24, 25) respektive
fototropického ohybu oproti kontrolnim rostlinam (Obr. 17 a Pfiloha 2: Obr. 24, 25, 26, 27).

U rostlin kultivovanych na MS mediu obsahujicim NaCl a zaroveri abamin nebyl
naméfen statisticky vyznamny rozdil v prodluzovani hypokotylu oproti rostlindm
ovlivnénych pouze NaCl u Zadné z pouzitych koncentraci abaminu (Obr. 17
a Priloha 2: Obr. 24, 25, 26, 27, 28). Oproti tomu byl u dvou testovanych koncentraci
abaminu pfi zasoleni naméfen statisticky vyznamny rozdil ve fototropickém ohybu oproti
rostlinam ovlivnénych pouze NaCl. Zatimco v jednom experimentu mély zasolené rostliny
ovlivnéné abaminem o koncentraci 50 ymol I (0,1 %n DMSO) vétsi fototropicky ohyb
oproti zasolenym rostlindm (statisticky vyznamné nerozliSitelné od kontrolnich rostlin)
(Pfiloha 2: Obr. 24), tak zasolené rostliny ovlivnéné abaminem o koncentraci 100 ymol I
(1 %wnv) DMSO) mély fototropicky ohyb jeSté mensSi nez rostliny zasolené (100% inhibice)
(PFiloha 2: Obr. 28). U zbylych testovanych koncentraci abaminu na zasolenych rostlinach
nebyl naméren statisticky vyznamny rozdil fototropického ohybu oproti zasolenym rostlinam
(Obr. 17 a Pfiloha 2: Obr. 24, 25, 26, 27).

4.2.2 Fototropické experimenty s testovanim NacCl, fluridonu a ABA

Jelikoz abamin ve vétSiné provedenych experimentld nevykazoval vyznamny vliv na
prodluzovani &i fototropickou reakci, a to pfi aplikaci bez i se zasolenim NaCl, byl
v nasledujicich experimentech misto néj vyuzit fluridon o koncentraci 30 ymol I'*. Spole¢né
se zasolenim NaCl o koncentraci 100 mmol I byla v této ¢asti experimentt otestovana také

exogenni ABA o koncentraci 5 ymol I,
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Celkoveé bylo provedeno 5 experimentl se stejnymi koncentracemi testovanych latek.
Rozdily mezi experimenty spocivaly pouze v mnozstvi rostlin na Petriho misku (v jednom
9, v ostatnich 10) a v mnozstvi misek se stejnou testovanou latkou (3, 20, 20, 10 a 10).
Statisticky ovSem nebylo prokazano, ze by tyto zmény v mnozstvi testovanych rostlin mély
vliv na vysledné hodnoty (viz Pfiloha 3: Obr. 29). U jednoho experimentu byly ziskané
hodnoty velmi nestandardni (stimulaéni ucinky zasoleni apod.) a experiment byl tudiz
vyfazen z vyslednych hodnot této Casti experimentd (viz Pfiloha 4: Obr. 30). Z davodu
dostate¢ného mnozstvi experimentl a pro lepSi orientaci ve vysledcich jsou v této kapitole
uvedeny prameérné hodnoty relativnich hodnot pfirGstku a fototropického uhlu hypokotylu.
Hodnoty prirGstk a fototropickych ahll, popfipadé jejich procentualni inhibice byly podle
oCekavani u kontrolnich a zasolenych rostlin velmi podobné jako v pfedchozi Casti
fototropickych experimentd.

Uginek samotného fluridonu (30 pmol I'Y) na pFirdstek hypokotylu nebyl prokazan
(Obr. 18), ackoliv vjednom experimentu byla naméfena slaba statisticky vyznamna
inhibice. Naopak u fototropického uhlu byla u rostlin ovlivnénych fluridonem naméfena

statisticky vyznamna stimulace (pramérné navyseni o pfiblizné 30 %).
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Obr. 18. Hodnoty relativniho pfirtistku (A) a relativniho fototropického uhlu (B) hypokotyll (kontrolni
rostliny = 1) osmidennich rostlin Arabidopsis, genotypu gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném
horizontalnim modrém svétle (BL) na agarovém MS médiu s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I,
fluridonu o koncentraci 30 pmol I1, kombinace NaCl a fluridonu (stejné koncentrace jako pfi samostatné
aplikaci) a exogenni ABA o koncentraci 5 ymol I'. Vysledky pfedstavuji praimérné hodnoty + SD relativnich
hodnot ze 4 samostatnych experimentt (EXP1, 2, 3, 4). V experimentech bylo na jedné podmince testovano 27
(EXP1), 100 (EXP3 a EXP4) nebo 200 rostlin (EXP2). Statisticky vyznamné rozdily mezi méfenymi parametry
jsou oznaceny pomoci abc systému — hodnoty, které nesdili spole€né pismeno jsou statisticky vyznamné
odliSné (jednofaktorova ANOVA + Tukeyho test).
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Pfi kombinaci Gc¢inkd zasoleni NaCl (100 mmol ) a fluridonu (30 umol I1) byly relativni
hodnoty pfirlstku statisticky neodlisitelné od rostlin pouze zasolenych (Obr. 18), pficemz
vysledky jednotlivych experimentld nevykazovaly zadny trend. U fototropického ohybu byly
relativni hodnoty taktéz statisticky neodlisitelné od rostlin ovlivnénych ¢isté NaCl (Obr. 18).
Na druhou stranu byly ve vSech experimentech hodnoty fototropického Uhlu vySSi oproti
zasolenym rostlinam a ve 2 experimentech dokonce statisticky vyznamné (nepublikované
vysledky). Nicméné rozdily vtéchto hodnotach mezi jednotlivymi experimenty mély
pomérné velkou odchylku a nelze tak hovofit o pozorovatelném trendu.

Rostliny ovlivnéné exogenni ABA o koncentraci 5 umol I mély statisticky vyznamnou
inhibici pfirdstku hypokotylu oproti kontrolnim rostlinam, pfirdstek vSak byl statisticky
vyznamné vySSi nez u rostlin zasolenych NaCl (Obr. 18). Tento vysledek se opakoval také
pfi méfeni fototropického uhlu. Vysledky pramérnych relativnich hodnot obou méfenych
parametrt navic zcela koreluji s vysledky jednotlivych experimentd.

Pro ovéreni miry linearni zavislosti fototropického uhlu na prodluzovani hypokotylu byla
s vysledky jednotlivych rostlin ze 4 fototropickych experiment s NacCl, fluridonem a ABA
provedena korelaéni analyza. Po vyfazeni chybnych hodnot byl z celkovych 2094 rostlin
vypocitan Pearsonuv korelaéni koeficient jako R = 0,39 a hodnota vyznamnosti byla
F = 4,5 1078 V ramci jednotlivych testovanych podminek byl korelaéni koeficient i hodnota
fluridonu (nepublikované vysledky). Grafy zavislosti fototropického uhlu na pfirGstku
hypokotylu pro vSechny rostliny i pro jednotlivé testované podminky jsou zobrazeny na
Obr. 19.

61



— 100 _., 100
[ -0 [
:i 90 o NaCl 2
_8 80 Fluridon :é
§ 70 . NaCl+Fluridon <3
£ e gen = ABA 2
© T
I.
L] )
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
priristek hypokotylu [mnj ptirstek hypokotylu [mmj
. 100 100
. =
% %0 r * NaCl é, 90 Fluridon
o 80t é 80
g 70} g 70
2 >
Z 60 Z 60
[ ()
5 50 | S 50 +
wl . o e
30 B o L " 30 b
20 Erpu Ve’ 20 |
-2 ..' ...........
10 9:3-5')!:% 10 T
0 = g L L L 0 T S—" L L
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
priristek hypokotylu [mni prirGstek hypokotylu [mmi
. 100 . 100
) 90 | - 9 |
% NaCl+Fluridon ; = ABA
c 80 | S 80 |
g g
g 70t <3 70 .
— 60 | = 60 |+
[) [0 "
5 50 | S s50f. ., -
e nf "t s
40 :— 40 t"- l'-.:ll'r .
¥ 0 .
20 2 I e
........ 0 Lefmpeiiv
10 | 10 L =
! -, TR
0 ! W P | 1 1 1 0 & i 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
pFirdstek hypokotylu [mmni priristek hypokotylu [mmi

Obr. 19. Grafy zavislosti fototropického thlu [°] (0sa y) na pFirastkti [mm] (osa x) hypokotylu osmidennich
rostlin Arabidopsis, genotypu gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle
(BL) na agarovém MS médiu s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I%, fluridonu o koncentraci 30 umol I,
kombinace NaCl a fluridonu (stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci) a exogenni ABA o koncentraci
5 umol I'. Celkovy koeficient korelace R = 0,39, hodnota vyznamnosti F = 4,5 1078, Data pfedstavuji hodnoty
jednotlivych rostlin ze 4 samostatnych experimentt a celkové z 2094 rostlin.

4.3 Analyza endogenni ABA a IAA

To, jakym zplUsobem testované latky nebo jejich kombinace ovliviiuji endogenni
koncentrace fytohormont ABA a IAA, a to, jak zmény v koncentracich téchto fytohormonu
odrazeji silu fototropické reakce, bylo ovéfeno pomoci HPLC-ESI-MS/MS analyzy (finalni

gast této analyzy byla provedena PharmDr. Jitkou Sirokou, Ph.D.). Z diivodii nejasnych
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ucinkd abaminu na fototropickou reakci byly pro HPLC analyzu zpracovavany pouze rostliny
z fototropickych experiment(, ve kterych byl pouzit fluridon. Z ddvodu nedostate¢ného
mnozstvi rostlinného materialu pro HPLC analyzu se soubéznou gPCR analyzou byla
HPLC analyza provedena pouze u dvou experimentud. V jednom z téchto experimentu byly
hladiny endogennich fytohormonu analyzovany pouze z hypokotylt, kdezto v dalSim,
kvuli efektivnéj§i qPCR analyze, z celych prytovych ¢asti (kotyledony a hypokotyly).
V kazdém experimentu byly analyzovany smésné vzorky z kazdé testované podminky
(0, NaCl, fluridon, NaCl+fluridon, ABA) rozdélené do 4 technickych replikatu, ze kterych
byla ziskana primérna hodnota latkového mnozstvi analyzované latky na gram Cerstvé
hmoty.

Podle vysledkd prvniho z experimentd, ve kterych byla provedena HPLC analyza
(EXP2) byla v hypokotylech kontrolnich rostlin koncentrace IAA 13,6 pmol g. U rostlin
zasolenych NaCl byla koncentrace IAA statisticky vyznamné nizsi pfiblizné o polovinu.
Oproti tomu v hypokotylech rostlin ovlivnénych fluridonem byla koncentrace IAA statisticky
vyznamné témér o polovinu vys$Si nez u kontroly. V hypokotylech rostlin na kombinaci
zasoleni NaCl a fluridonu a stejné tak rostlin na exogenni ABA byla naméfena koncentrace
IAA nizSi nez u kontroly a vy$Si nez u zasoleni NaCl, ale ani od jedné podminky statisticky

vyznamné odliSitelna (Obr. 20).
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Obr. 20. Koncentrace IAA a ABA [pmol g] v hypokotylech osmidennich rostlin Arabidopsis, genotypu gl-1
po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle (BL) na agarovém MS médiu
s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I, fluridonu o koncentraci 30 pmol I1, kombinace NaCl a fluridonu
(stejné koncentrace jako pii samostatné aplikaci) a exogenni ABA o koncentraci 5 ymol I'X. Vysledky predstavuiji
primérné hodnoty + SE z naméfenych hodnot 4 technickych replikatd z dané testované podminky z jednoho
provedeného experimentu (EXP2). Statisticky vyznamné rozdily mezi méfenymi parametry jsou oznaceny
pomoci abc systému — hodnoty, které nesdili spoleéné pismeno jsou statisticky vyznamné odlisné
(jednofaktorova ANOVA + Tukeyho test).
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Koncentrace endogenni ABA v hypokotylech kontrolnich rostlin byla v prvnim z téchto
experimentll (EXP2) pod limitem kvantifikace (LOQ). U rostlin zasolenych NaCl byla
vysledna koncentrace 2,7 pmol g*. V hypokotylech rostlin ovlivnénych fluridonem byla
koncentrace ABA statisticky vyznamné nizsi pfiblizné o 40 % nez u rostlin zasolenych NaCl.
Necekanym vysledkem byla koncentrace endogenni ABA u rostlin ovlivnénych zaroven
NaCl a fluridonem, ktera byla 4,6krat vysSi nez u rostlin ovlivnénych pouze NaCl. U rostlin
ovlivnénych exogenni ABA byla naméfena koncentrace exogenni ABA nékoliksetkrat vyssi
nez u zbylych testovanych podminek (Obr. 20).

Druhy experiment, ve kterém byla provedena HPLC analyza, a ve kterém byly
testovany endogenni koncentrace IAA a ABA v celych prytech (EXP3), pfinesl pomérné
odlidné vysledky. Koncentrace IAA se v prytech testovanych rostlin pohybovala mezi
priblizné 38 az 56 pmol g, pficemz na zadné podmince nebyl rozdil v koncentraci
statisticky vyznamny od zbylych podminek. NejvysSi koncentrace IAA ovSem byly

naméreny u zasolenych rostlin, a to bez i za pfitomnosti fluridonu (Obr. 21).
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Obr. 21. Koncentrace IAA a ABA [pmol g'] v prytech (hypokotylech a kotyledonech) osmidennich rostlin
Arabidopsis, genotypu gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle (BL) na
agarovém MS médiu s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I, fluridonu o koncentraci 30 pmol I,
kombinace NaCl a fluridonu (stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci) a exogenni ABA o koncentraci
5 umol I’ Viysledky predstavuji primérné hodnoty + SE z namérenych hodnot 4 technickych replikatt z dané
testované podminky z jednoho provedeného experimentu (EXP3). Statisticky vyznamné rozdily mezi méfenymi
parametry jsou oznaceny pomoci abc systému — hodnoty, které nesdili spole¢né pismeno jsou statisticky
vyznamneé odli$né (jednofaktorova ANOVA + Tukeyho test).

Endogenni ABA v prytech kontrolnich rostlin byla naméfena jako 0,83 pmol g*. U rostlin
zasolenych NaCl i u rostlin zasolenych NaCl s fluridonem byla koncentrace pfiblizné 2krat

vyS8i. V prytech rostlin ovlivnénych cisté fluridonem byla koncentrace ABA podobna jako
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u kontrolnich rostlin a u rostlin ovlivnénych exogenni ABA byla koncentrace opét
nékoliksetkrat vys$Si nez u zbylych rostlin. Kromé rostlin ovlivnénych ABA ovSem nebyla

Zadna hodnota statisticky vyznamné odlisSna (Obr. 21).

4.4 Analyza exprese PHOT1 a PHOT?2

Jednou z navrhovanych moznosti, jak muze ABA puUsobit jako regulator fototropické reakce
byla regulace exprese genl pro fototropiny PHOT1 a PHOT2. Ta byla v této praci
studovana gPCR analyzou relativni koncentrace jejich mRNA.

Z duvodu nejasnych G¢inkd abaminu na fototropickou reakci byly pro gPCR analyzu
podobné jako pro HPLC zpracovavany pouze rostliny z fototropickych experimentu
s fluridonem. Pro qPCR analyzu byly rostliny ze stejné podminky (0, NaCl, fluridon,
NacCl + fluridon, ABA) sklizeny do smésnych vzork( a analyzovany jako jeden technicky
replikat.

V prvnim z této série experimentl (EXP1) bylo na jedné podmince péstovano a do
smésného vzorku sklizeno 27 rostlin, coZ se ukazalo, jako velmi nedostateCné mnozstvi
pro izolaci RNA z hypokotyll (a stejné tak pro HPLC analyzu). Ve druhém experimentu
(EXP2) bylo mnozstvi rostlin na jedné podmince navyseno na 200 a hmotnost sklizenych
hypokotyll ve smésném vzorku jiz byla dostate¢na pro izolaci RNA (i soubéznou HPLC
analyzu). Bohuzel se pfi nasledné spektrometrické kontrole izolovanych vzork( ukazalo, ze
hypokotyly obsahovaly extrémné nizké koncentrace celkové RNA a gPCR analyza ani tak
nebyla proveditelna. Jelikoz navySeni poctu rostlin jiz nebylo mozné z technickych duvodu
(limitované mnozstvi rostlin, které se vejde na misku, limitované mnozstvi misek, které se
vejde ke stojanu s jednosmérnym horizontalnim modrym svétlem a Casova narocnost
sklizné) byly v nasledujicich experimentech (EXP3, EXP4 a vyfazeny experiment viz
Pfiloha 4) sklizeny celé pryty (hypokotyly s kotyledony) a nikoliv pouze hypokotyly. Z celych
prytu jiz byl ziskan dostatek materialu pro izolaci RNA, a zaroven se vyznamné zvysila
koncentrace celkové RNA na gram cerstvé hmoty, takze ve dvou ze tfi provedenych
experimentu jiz mohlo byt mnozstvi rostlin péstovanych na jedné podmince snizeno na 100
(EXP3 a EXP4). Celkoveé tak byly uspésSné dokonleny 3 qPCR analyzy exprese PHOT1
a PHOT2. Kvlli extrémné odliSnym hodnotam pfirdstk a fototropického Uhlu
(viz Priloha 4), byl ale jeden ztéchto experimentl nakonec vyfazen (vysledky gPCR
analyzy vyfazeného experimentu viz Pfiloha 4: Obr. 31) a ve vysledcich jsou tak uvedeny
hodnoty pouze ze dvou experimentu.

Na zakladé vysledkd Ct hodnot z optimalizaniho experimentu, ve kterém byly

analyzovany smésné vzorky z kontrolnich rostlin pod neusmérnénym modrym svétlem,
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a ve kterém byla potvrzena funkénost zakoupenych primert pro PHOT1 a PHOTZ2, bylo
ur€eno idealni zfedéni analyzovanych vzorkii cDNA jako Va.

Vysledky optimalizaéniho experimentu a naslednych dvou experimentl ukazaly, Ze
kontrolni housekeeping gen UBC udava testovanym genim oproti kontrolnimu
housekeeping genu EF1a velmi odliSné hodnoty relativni exprese, a zaroven ma vaci vSem
analyzovanym genim gen UBC nizSi teplotu tani. Ztoho duvodu bylo pro posledni
experiment rozhodnuto o gPCR analyze genu UBC na samostatné 96 jamkové desti¢ce pfi
teploté 51 °C namisto pavodnich 53,5 °C ve tfeti ¢asti programu (viz Tab. 14). | po této
zméné teploty se vysledky genu UBC nezménily a bylo proto rozhodnuto o jejich nezafazeni
do celkovych vysledku (vysledky UBC viz Pfiloha 5: Obr. 32).

V konecnych vysledcich jsou tak uvedeny pouze vysledky ze dvou experimentl (EXP3
a EXP4) s hodnotami relativni exprese gent PHOT1 a PHOT2 pouze vici housekeeping
genu EF1a. Vysledky obou experimentl byly velmi podobné. Zatimco stres ze zasoleni
NaCl relativni expresi PHOT1 i PHOT2 oproti kontrole lehce snizoval nebo nemeénil, a to
i pfi spoleéném pulsobeni s fluridonem, tak samotny fluridon relativni expresi PHOT1
i PHOT2 lehce zvySoval (Obr. 22 a Pfiloha 6: Obr. 33). Oproti tomu kultivace rostlin na
exogenni ABA zpuUsobila u PHOT1 i PHOT2 silngjSi zvySeni relativni exprese oproti
kontrole. U PHOT1 se tak jednalo o zvySeni relativni exprese pfiblizné 1,5krat (Pfiloha 6:
Obr. 33) respektive 2krat (Obr. 22) a u PHOT2 byla relativni exprese v obou experimentech
témér 3krat silnéjSi oproti kontrole (Obr. 22 a PFiloha 6: Obr. 33).

@ 3,0 9 3,0
o EXP3 - PHOT1 o EXP3 - PHOT2
o o
=250 2250
€ €
s 2,0 s 2,0}
o o
1,5} 15}
1,0 1,0}
0,5f 0,5}
0,0 XY Ry 0,0 Ry XY
OF a0V 0¥ oV O 0% AW oV
NV o et peh O S
W27 Qo W ™ qu®
& (QN\*
® P
o o
W W

Obr. 22. Relativni exprese genti PHOT1 a PHOT2 v prytech (hypokotylech a kotyledonech) osmidennich
rostlin Arabidopsis, genotypu gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle
(BL) na agarovém MS médiu s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I%, fluridonu o koncentraci 30 ymol I,
kombinace NaCl a fluridonu (stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci) a exogenni ABA o koncentraci
5 umol I't. Vysledky predstavuji hodnoty relativni exprese (vztazené k housekeeping genu EF7a)
z reprezentativniho experimentu (EXP3) vypocitané z priméru Ct hodnot ze 3 technickych replikatd z dané
testované podminky. Statisticka analyza nebyla provedena z dlivodu nizkého poctu experimentu.
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5 Diskuze

Fototropické reakce jsou pro rostliny dulezitym mechanismem, ktery jim pomaha
optimalizovat vyuziti dostupné svételné energie s tim, ze nejvétsi podil na fototropickych
reakcich ma percepce modrého svétla skrze fototropiny. Pfesny mechanismus signalizace
fototropind a ustaveni fototropické reakce neni stale zcela objasnén. Stejné jako vétSina
ostatnich rostlinnych pochodud, jsou ifototropické reakce regulovany signalizaci
fytohormonu, a stejné tak signalizaci fytohormonu dale ovliviiuji (pfedevSim auxinu).
Jednim z fytohormond, ktery se pravdépodobné podili na regulaci fototropické reakce je
ABA, ktera byla v nedavné dobé popsana jako mozny negativni regulator fototropismu
(Zhu et al., 2021) a podle vysledk( dalSich praci se mize jednat o negativni regulator
samotnych fototropinu (Eckstein et al., 2016). Diplomova prace si tak kladla za cil ovéfit,
jestli ABA negativné ovliviiuje fototropické reakce indukované modrym svétlem skrze
signalizaci fototropind v hypokotylech Arabidopsis. Dale jestli je ucinek ABA shodny
s negativnim efektem stresu ze zasoleni NaCl, ktery byl v nedavné dobé taktéz pozorovan
(Hfivhacky, 2020), a naopak jestli Ize docilit opacného efektu na fototropismus aplikaci
inhibitord syntézy ABA, coz bylo ve stejné praci Hfivhacky (2020), taktéz naznaceno. Kromé
méreni fototropického uhlu hypokotyll si proto tato prace dala za cil porovnat i koncentrace
fytohormonu IAA a ABA v hypokotylech testovanych rostlin, a dale koncentraci transkript(

genu pro fototropiny PHOT1 a PHOT2 a urcit jejich souvislost s mirou fototropické reakce.

5.1 Uginek zasoleni NaCl

Zasoleni NaCl podle oc¢ekavani inhibovalo rlst Arabidopsis. Rlst kofene byl na vSech
svételnych podminkach (tma, modré svétlo, Cervené svétlo) statisticky vyznamné inhibovan
az pfi nejvyssi testované koncentraci NaCl, tedy 150 mmol I, kdezZto hypokotyl byl
statisticky vyznamné inhibovan na vSech svételnych podminkach jiz pfi koncentraci NaCl
100 mmol I'*. Hypokotyly na modrém svétle mély obecné krat$i délky nez na zbylych
svételnych podminkach a zaroven vykazovaly nizSi procentualni inhibici pfi stresu ze
zasoleni. To Ize vysvétlit inhibicnim efektem modrého svétla na rust hypokotylu, skrze
signalizaci fototropinl a kryptochromd (Folta & Spalding, 2001), diky kterému se jiz
nasledny inhibi¢ni efekt zasoleni tolik neprojevi. Zasoleni NaCl mélo podle o¢ekavani
inhibi¢ni efekt také ve fototropickych experimentech, kde statisticky vyznamné inhibovalo
jak prirGstek hypokotylu, tak jeho fototropicky ohyb po 24 hodinach pulsobeni
jednosmérného horizontalniho modrého svétla. Uginek zasoleni na pfirGstek i ohyb

hypokotylu je potvrzenim pfedchozich praci (Hfiviiacky, 2020).
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5.2 Experimenty s testovanim NaCl a abaminu

Inhibitor enzymu NCED z biosyntetické drahy ABA — abamin oproti otekavani nemél
prokazatelny vliv na prodluzovani ani fototropismus hypokotylu. Na zakladé vysledku
4 rustovych a 6 fototropickych experimentu, ve kterych bylo testovano celkem 6 koncentraci
abaminu nelze tvrdit, Ze by pouzity abamin mél vliv na sledované parametry, a to pfi
samotné aplikaci ani pfi spoleéné aplikaci se zasolenim. Statisticky vyznamné odliSné
hodnoty méfenych parametrd oproti kontrole/zasolenym rostlinam se sice vyskytly
v nékolika pfipadech, jednalo se v8ak spiSe o nahodilé vysledky bez zavislosti na svételné
podmince nebo testované koncentraci (vyjimkou je posledni fototropicky experiment, ve
kterém se ale jednalo spiSe o u€inek DMSO; viz nize a Pfilohy).

Jelikoz pouzité koncentrace abaminu byly stejné nebo vy3Si, nez bézné pouzivané
(Han et al.,, 2004; Kitahata et al.,, 2006), a inhibice syntézy ABA v jinych pracich
zpusobovala zmény v ristu hypokotylu (Humplik et al., 2015b), je malo pravdépodobné, ze
by abamin neucinkoval kvuli nizké koncentraci. Vylougit tuto variantu, stejné jako moznost,
ze se ABA na mérenych parametrech jednoduse nepodili takovou mirou v§ak s jistotou
nelze. DalSim moznym vysvétlenim je varianta, Zze abamin v experimentech ucinkoval na
NCED podle ogekavani, ovSem zablokovani NCED zpusobilo aktivaci/zesileni alternativni
drahy syntézy ABA, ktera by NCED obchazela (viz alternativni apokarotenoidova draha)
(Jia et al., 2022) nebo ze rostliny namisto zvySené syntézy ABA pouze zesilily uvolfiovani
ABA ze zasobnich forem a snizily jeji degradaci. Jako mozné jednodussi vysvétleni se dale
jevi Spatné rozpousténi abaminu v zasobnim roztoku nebo jeho mozna degradace pfi
pfipravé zasobniho roztoku.

Vzhledem k tomu, Ze abamin byl v zasobnim roztoku rozpoustén v DMSO, u kterého
byl v pfedchozich pracich prokazan inhibi¢ni Ucinek na rist rostlin (Zhang et al., 2016;
Foltynova & Fellner 2017, nepublikované vysledky), byl v Easti fototropickych experiment
testovan i ucinek &istého DMSO. Z testovanych koncentraci DMSO (0,05—0,4 %wn)) Se
u zadné neprokazal ucinek na pfirdstek nebo fototropicky uhel hypokotylu, a je tudiz
nepravdépodobné, Ze by ojedinélé statisticky odliSné vysledky abaminu byly zplsobeny
pfitomnym DMSO o téchto koncentracich. Oproti tomu vysledek posledniho fototropického
experimentu s abaminem (viz PFilohy), ve kterém abamin inhiboval rust i fototropicky ohyb
samostatné i spole€né se zasolenim, byl nejspiSe zplisobem DMSO, jehoz vysledna
koncentrace v MS mediu byla 1 %un), coz je jiz velmi vysoka koncentrace. Z technickych
davodl bohuzel nebyly z tohoto experimentu ziskany vysledky rostlin na Gistém 1%
DMSO.

Je jasné, Zze abamin v téchto typech experimentl bude potfebovat dal$i testovani.

V pfipadé zachovani rozpousténi v roztoku s obsahem DMSO by bylo vhodnéjSi zachovat
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ve vysledném MS médiu vzdy stejné vysledné koncentrace DMSO a u kazdého
experimentu ziskat i vysledky testovani samostatného DMSO. DalSi moznosti by bylo
rozpousténi abaminu v alternativnim rozpoustédle. V neposledni fadé by bylo pfinosné
spojit tyto experimenty s analyzou koncentrace ABA v testovanych rostlinach a se

soubéznym testovanim abaminu v pokusech s kli¢enim na stresovych podminkach.

5.3 Experimenty s testovanim NaCl, fluridonu a ABA

Kvdli nejasnym vysledkim abaminu byl v dalSich fototropickych experimentech pouzit jiny
inhibitor biosyntézy ABA — fluridon, ktery inhibuje funkci enzymu PDS a jeho ucinek je tak
méné specificky. V téchto experimentech byl testovan také ucinek exogenni ABA a zaroveh
byly ze smésnych vzorku rostlin ve dvou experimentech (EXP2, EXP3) analyzovany
koncentrace IAA, ABA a exprese genu fototropini (EXP3, EXP4).

Aby bylo mozné lépe stanovit, jestli naméfené zmény fototropického ohybu souvisi
pouze se zménami v prodluzovani hypokotylu nebo jestli jsou zplsobeny také zménami
v signalizaci fototropismu, byla z téchto provedenych experimentl provedena analyza
korelace fototropického ohybu na pfirlstku hypokotylu. Ziskané hodnoty naznacuji, ze
acCkoliv zde existuje statisticky vyznamna korelace, tak se nejedna o absolutni zavislost
a mira fototropického ohybu bude pravdépodobné zavisla i na jinych faktorech, nez je
prodluzovani hypokotylu, a to napf. na zménach v signalni draze fototropinu, na lateralni
distribuci auxinu nebo na zménach exprese pfislusnych gena.

Z prumérnych hodnot relativniho fototropického uhlu vyplyva, Ze aplikace fluridonu,
stimuluje fototropickou reakci hypokotyll. Tento trend ovSem nebyl pozorovan u pfirastku
hypokotylu, coz podporuje pfedchozi tvrzeni, ze mira fototropického ohybu neni absolutné
zavisla na mife prodluzovani hypokotylu. Ackoliv byla v nékterych experimentech
nameéfena statisticky vyznamna stimulace fototropického ohybu i u rostlin ovlivnénych NaCl
spole¢né s fluridonem oproti rostlinam ovlivnénych pouze NaCl, tak z téchto vysledkl nelze
potvrdit, Ze by inhibice enzymu PDS obnovovala fototropickou reakci zasolenych rostlin.

V této Casti experimentu bylo taktéz potvrzeno, Ze aplikace exogenni ABA ma inhibi¢ni
ucinek na fototropicky ohyb i pfirlistek hypokotylu. Tyto vysledky potvrzuji, Ze vysledky
Zhu et al. (2021) jsou platné i u deetiolovanych rostlin. Inhibice vlivem ABA ovS8em nebyla
tak silna jako u NaCl a vzhledem k vysledkim analyzy koncentrace endogenni ABA nelze
tvrdit, Ze by byl tento rozdil zpusoben nizkou koncentraci aplikované exogenni ABA. Ackoliv
se vysledky HPLC analyzy mirné liSily podle toho, zdali smésné vzorky obsahovaly pouze
hypokotyly nebo celé pryty, tak vysledna koncentrace endogenni ABA v rostlinach
ovlivnénych exogenni ABA v obou pfipadech mnohonasobné prevySovala koncentraci

endogenni ABA u rostlin ovlivnénych NaCl. Navic u rostlin ovlivnénych fluridonem nebyl
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naméren statisticky vyznamny rozdil v koncentraci endogenni ABA oproti kontrolnim
rostinam a stejné tak nebyl takovy rozdil naméfen ani mezi zasolenymi rostlinami
ovlivnénymi a neovlivnénymi fluridonem. Ackoliv plati, ze rostliny s vétSim fototropickym
uhlem mély obecné nizSi koncentraci endogenni ABA a naopak, tak tyto vysledky
naznacuji, Zze mira fototropické reakce, ani pfiristku hypokotylu neni pfimo zavisla
na koncentraci endogenni ABA, a ze od jisté koncentrace ABA se jiz jeji inhibi¢ni uc€inek
nezesiluje. Rozdily ve fototropické reakci mezi rostlinami péstovanymi na NaCl a na
exogenni ABA tak pravdépodobné nebudou zpusobeny rozdilnou koncentraci endogenni
ABA, ale jinymi uc€inky zpusobenymi zasolenim. Mezi dal$i efekty zasoleni Ize uvést napf.
iontovou toxicitu a s ni spojené vykyvy iontové homeostazy, zmény membranového napéti,
naruseni funkce rliznych enzymu, zmény exprese zapojenych genu, a v neposledni fadé
zmény v signalizaci dalSich fytohormonu a transkripnich faktoru.

Stejné tak budou rozdily mezi rostlinami kontrolnimi a rostlinami ovlivnénymi fluridonem
(respektive mezi rostlinami zasolenymi a rostlinami zasolenymi a zaroven ovlivnénymi
fluridonem) zpasobeny jinymi G&inky fluridonu, nez je inhibice syntézy ABA. Vysledky obou
experimentu totiz naznacuiji, ze fluridon pravdépodobné neni schopen béhem 24h pusobeni
dostate¢né snizit mnozstvi ABA. Dokonce v experimentu, ve kterém bylo analyzovano
mnozstvi ABA pouze z hypokotyld byla koncentrace endogenni ABA v zasolenych
rostlinach ovlivnénych fluridonem vétsi nez u &isté zasolenych rostlin. Vzhledem k nizkému
poCtu opakovani je samoziejmé nutné brat vysledky s rezervou. Pokud by se ale tyto
vysledky aplikace fluridonu potvrdily, moznym vysvétlenim by bylo, Ze vyfazeni enzymu
PDS na 24 hodin neni dostatecné dlouha doba proto, aby se projevil nedostatek ABA,
kterou si rostlina v po¢atecni fazi stresu bere vice ze zasobnich konjugatd, popfipadé
snizuje jeji degradaci. DalSi variantou by mohla byt také existence alternativni biosyntetické
drahy podobné té od Jia et al. (2022), ktera by obchazela enzym PDS. Divodem pro¢
v hypokotylech kombinace zasoleni NaCl a fluridonu zvySila koncentraci ABA oproti Cisté
zasolenym rostlinam by krom odchylné hodnoty mohly byt taktéz zmény v transportu,
konjugaci €i degradaci ABA specificky v hypokotylech po vystaveni stresu a zablokovani
funkce PDS. V pfipadé, Ze by se potvrdilo, Ze aplikace fluridonu nesnizovala koncentraci
ABA, tak by stimulaéni ucinek fluridonu na fototropickou reakci mohl byt zpisoben zménami
v koncentraci karotenoidul, které jsou souc€asti stejné syntetické drahy jako ABA. Ackoliv
bylo pfimé zapojeni karotenoidu do fototropismu zavrhnuto jiz v 90. letech minulého stoleti
na zakladé experimentl s kukufici (Palmer et al., 1996), nelze vyloucit, Ze by v mladych
de-etiolovanych rostlinach Arabidopsis mohly karotenoidy, které taktéz absorbuji v modré
Casti svételného spektra, slouzit jako modulatory fototropické reakce. Jistou spojitost by zde
mohly naznacovat i vysledky nedavné prace od Kilambi et al. (2020) na plodech rajcCete,

podle kterych je koncentrace karotenoidd regulovana PHOT1.
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Kromé endogenni ABA byla v této ¢asti experimentl analyzovana i koncentrace IAA.
Vysledky byly stejné jako u endogenni ABA ziskany pouze ze dvou experiment(.
Za zajimavy se da urcité oznacit rozdil koncentrace IAA mezi hypokotyly a celymi pryty. Na
rozdil od analyzy ABA byla totiz v prytech rostlin na vS8ech testovanych podminkach
namérena 2krat az 3krat vyS$Si koncentrace IAA nez v samotnych hypokotylech. Navic byl
mezi experimenty naméren také rozdil v tom, na které podmince je IAA vice, na které méné.
Koncentrace IAA v hypokotylech tak docela pfesné korelovala s fototropickou reakci
nebyly naméreny statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi podminkami, a navic pfi
pominuti statistické vyznamnosti by bylo vice IAA v zasolenych rostlinach (bez i s aplikaci
fluridonu). Ackoliv nelze vylougit ani variantu, Ze jeden z experimentl poskytoval odchylné
hodnoty, tak vzhledem k relativné stejnym hodnotam ABA z obou experimentd, je mozné,
ze koncentrace IAA se v rostlinach velmi lisi mezi hypokotyly a kotyledony, coz zpusobilo
namérené rozdily mezi hypokotyly a pryty. Moznym vysvétlenim vySe popsanych jev( by
mohla byt varianta, Ze jednotlivé testované podminky ovliviiovaly jinym zpusobem celkové
mnozstvi IAA a jinym zase jeji transport z mista syntézy do hypokotylt. To by bylo v souladu
s vysledky od Zhu et al. (2021), podle kterych maji rostliny s vyS$si fototropickou reakci vySsi
koncentraci IAA v hypokotylech oproti rostlinam se slabou fototropickou reakci a stejné tak
by to potvrzovalo napf. vysledky nedavné prace od Cackett et al. (2022), podle které
specificky stres ze zasoleni zvySuje celkovou koncentraci IAA v rostlinach. Aplikace
exogenni ABA, podle vySe zminénych praci tento efekt na celkovou koncentraci IAA nema,
naopak ale snizuje IAA v hypokotylech. To by znacilo, Ze toxicita iontd spousti separatni
procesy oproti ABA a signalizaci osmotického stresu a vysvétlovalo by to, pro¢ bylo
v prytech rostlin ovlivnénych ABA naméfeno méné IAA nez u obou vzorkl rostlin na NaCl.
Naopak v hypokotylech, kam je IAA jiZ pouze transportovana, ma hlavni ulohu pfi zasoleni
spiSe signalizace ABA, ktera zde blokuje transport i signalizaci IAA.

Analyza exprese gentd PHOT1 a PHOT2 pomoci gPCR byla nakonec Uspésné
provedena pouze ve dvou experimentech a v obou pfipadech se jednalo o analyzu
smésnych vzork( celych prytovych €asti rostlin a nebylo tak mozné provést statistickou
analyzu. V obou pfipadech jsou navic uvadény vysledky relativni exprese pouze vuci
kontrolnimu genu EF1a, jelikoz kontrolni gen UBC vykazoval velmi odchylné Ct hodnoty
a zaroven mél odliSnou teplotu tani oproti ostatnim primerim. Podle o&ekavani a v souladu
svysledky od JaroSova (2019) a nepublikovanych vysledkd pracovni skupiny od
Fellner (2020) byla transkripce obou gend pro fototropiny slabé inhibovana zasolenim.
Oproti o¢ekavani ovSem aplikace exogenni ABA transkripci obou genu neinhibovala, ale
naopak stimulovala. Tyto vysledky je nutné brat s rezervou nejen z divodu nizkého poctu

experimentl a absence statistické analyzy, ale také protoZe nékteré predchozi prace
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naznacily, ze exprese genu EF1a neni na svétle stabilni (Labuz et al., 2012; Lgvdal & Lillo,
2009). Ackoliv se v citovanych pracich jednalo o svétlo s vétSim spektrem vinovych délek
a o vétsi intenzité, tak nelze vylougit ani moznost ovlivnéni exprese tohoto genu svétlem
pouzitym v naSem experimentu. Pokud by byly tyto vysledky potvrzeny, mohly by &aste¢né
taktéz vysvétlovat pro€ mély rostliny péstované na NaCl mensi fototropicky uhel nez rostliny
na ABA. Dale by se ¢astecné jednalo o potvrzeni zavérl prace Eckstein et al. (2016), podle
které ABA snizuje koncentraci fototropint az posttranskripéné. Na druhou stranu vysledky
prace od Eckstein et al. (2016) naznaduji, Ze ABA na svétle neovliviiuje transkripci genu
pro fototropiny a pouze ve tmé inhibuje PHOTL1, coz je v rozporu s vysledky této diplomové
prace. Stres ze zasoleni NaCl by na zakladé vysledk( této diplomové prace ovliviioval
koncentraci fototropint na dvou Urovnich, jelikoz samotny stres ze zasoleni pravdépodobné
inhibuje transkripci fototropint a akumulace ABA v reakci na zasoleni snizuje koncentraci
fototropini posttranskripéné. Duvod pro€¢ by ABA zesilovala transkripci gent obou
fototropinu a zaroven snizovala mnozstvi jejich proteint natolik, Zze by vysledna koncentrace
fototropinu byla niz8i, nez u kontroly ovSem zustava nejasny. Na druhou stranu vyzkum
Eckstein et al. (2016) probihal na listech dospélych rostlin Arabidopsis a je mozné, ze
v hypokotylech a kotyledonech 8 dennich rostlin na slabém modrém svétle ma ABA jiny
ucinek. Skute¢nost, ze u rostlin ovlivnénych pouze fluridonem byla transkripce PHOTL1
a PHOT2 slabé zvyS$ena oproti kontrolnim rostlindm opét podporuje zavér, ze fluridon

aplikovany podle metodiky této prace neni schopen dostatecné snizit koncentraci ABA.

5.4 Optimalizace fototropického experimentu

Experimenty v této praci narazely na velké mnozstvi technickych limitaci a z toho divodu
velka ¢ast experimentl nepfinesla oCekavané vysledky a pokud ano, tak ¢asto s nizkou
nebo zadnou statistickou prikaznosti. Zaroven se ¢ast vysledkl ukazala jako nedostate¢na
bez znalosti jinych faktort. Dale jsou z téchto dlivodl uvedeny doporu¢ené zmény metodiky
pro budouci prace. V téch by bylo vhodné pouzit inhibitory syntézy kyseliny abscisové
s ovéfenou ucinnosti a idealné zaroven jeden specificky a jeden méné specificky, aby bylo
mozné ziskat lepSi pfehled o dusledcich vyfazeni biosyntézy karotenoidi. Kromé
testovanych podminek (0, NaCl, inhibitor syntézy ABA, NaCl + inhibitor syntézy ABA,
exogenni ABA) by zaroven bylo vhodné otestovat také kombinace NaCl+ ABA
a ABA + inhibitor syntézy ABA pro dvojité ovéreni ucinku testovanych latek. Ke kazdému
experimentu provést také analyzu koncentrace I1AA, ABA, s tim, Ze rostliny péstované na
exogenni ABA by bylo vhodnéjSi pfed sklizni jeSté omyt vodou, aby exogenni ABA
zachycena na povrchu rostlin nezkreslovala vysledky endogenni ABA. Zaroven by byly

vysledky prukaznéjsi, kdyby byly replikaty pro analyzu hormont vytvareny z konkrétnich
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rostlin jiz pfi sklizni, a ne az pfi rozvazovani ze smésného vzorku, aby vysledné odchylky
vice zohlednovaly biologickou, a ne pouze technickou variabilitu. Zaroven by bylo vhodné
ziskat dostatek hodnot koncentrace endogennich hormonl jak z hypokotyld, tak
z kotyledonu nebo celych prytl, aby bylo mozné urcit, jestli sledované zmény souvisi se
zménami celkové koncentrace nebo napf. pouze transportu téchto hormona. Stejné tak by
bylo do budoucna prukaznéjsi ziskat hodnoty exprese PHOT1 a PHOT2 z hypokotylu
i kotyledonu/celych prytu.

Nad ramec parametrd studovanych vtéto praci by klepSimu objasnéni této
problematiky mohla pomoci také analyza koncentrace samotnych fototropint pfipadné
paralelni analyza jejich lokalizace a miry fosforylace v reprezentativnich rostlinach. Stejné
tak by prospésné informace mohla pfinést analyza koncentrace giberelin a koncentrace
dulezitych regulaénich proteind spojenych s fototropismem jako SAUR19, ARF7, IAA19
nebo PIF4.

Jak bylo uvedeno dfive, tak experiment v této praci dosahoval limitl svych technickych
moznosti, skrze velikost dostupnych stojant s LED zdroji horizontalniho jednosmérného
svétla a zaroven skrze ¢asovou narocnost sklizné, protoze vSechny testované rostliny musi
byt vyfoceny a sklizeny v co nejkrat§im ¢asovém useku, aby béhem ¢asového okna mezi
sklizenim prvni a posledni rostliny nedoslo k dodate€nym zmé&nam méfenych parametra.
Aby bylo mozné z jednoho experimentu ziskat material pro HPLC analyzu hormon0
a zaroven pro qPCR analyzu genové exprese podle metodiky uvedené v této praci je nutné
podle ziskanych hodnot vypéstovat na jedné podmince pfiblizné 100 rostlin pro analyzu
z celych pryta. Pro soubéznou HPLC a gqPCR analyzu pouze z hypokotyld by ovsem
z divodU nizké hmotnosti hypokotyll a nizké obsazené koncentraci RNA v nich bylo
potfeba vypéstovat na jedné podmince pfiblizné 350 rostlin. V takovém pfipadé by uz ale
teoreticka navazka materialu potfebného pro gqPCR analyzu pravdépodobné pfekracovala
technické moznosti pouzitych kolonek na izolaci celkové RNA a ty by tak bylo potfeba
nahradit néjakou alternativou. Pro qPCR analyzu by zarover bylo vhodné v budoucnu
otestovat vliv pouZzitého svétla na aktivitu kontrolniho genu EF71a a zaroven pouzit jiny
kontrolni gen misto UBC napf. geny SAND nebo PDF2 uspéSné pouzité v Labuz et al.
(2012). V neposledni fadé by v budoucich experimentech bylo vhodné otestovat, jak
svételny pulz svétla pouzivany pfi fotografovani rostlin pfed sklizni ovliviiuje koncentrace

hormonu a transkript a popfipadé podle toho dale také upravit metodiku.
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6 Zaver

Tato diplomova prace si kladla za cil objasnit ulohu ABA ve fototropickych reakcich rostlin.
Konkrétné pak bylo cilem potvrdit inhibi¢ni efekt exogenni i endogenni ABA na
fototropismus hypokotylt Arabidopsis vi¢i modrému svétlu a dale objasnit, zdali je inhibi¢ni
efekt zasoleni NaCl na fototropismus taktéz zpusoben ABA, ktera se pfi stresech zvySené
akumuluje. Kromé& méfeni zmén v prodluZzovani a fototropickém ohybu v rostlinach
ovlivnénych testovanymi latkami (NaCl, NaCl + inhibitor syntézy ABA, ABA) byly pro
nastinéni moznych mechanisml analyzovany také koncentrace endogenni ABA a |IAA
pomoci HPLC analyzy a qPCR analyza exprese genu fototropind PHOT1 a PHOT2.
VSechny experimenty probihaly v podminkach in vitro na Arabidopsis na kontrolnim
genotypu gl-1.

Ziskané vysledky ukazaly, ze ackoliv je mira fototropické reakce zavisla na mifre
prodluzovani hypokotylu, tak se nejedna o absolutni zavislost. Pozorované ucinky
testovanych latek tak nejsou pouhym odrazem zmén v prodluzovani hypokotylu, ale také
specifickych zmén v signalizaci fototropismu.

Vysledky této prace potvrdily, Ze aplikace exogenni ABA i stres ze zasoleni NaCl
inhibuji fototropické reakce hypokotyll s tim, Ze inhibiéni u¢inek NaCl je silngjSi. Dale pak
vysledky této prace prokazaly, Ze aplikace fluridonu — inhibitoru enzymu PDS, ktery se
uCastni biosyntézy karotenoidli a ABA, zesiluje fototropickou reakci u nestresovanych
rostlin. Naopak se nepodafilo prokazat, Ze by aplikace fluridonu obnovovala fototropickou
reakci u zasolenych rostlin, ackoliv v nékterych jednotlivych experimentech byl tento u€inek
zaznamenan. U druhého testovaného inhibitoru biosyntézy ABA abaminu, ktery inhibuje
enzym NCED a je tedy vyrazné specifi¢téjSi, se v této praci nepodafilo ziskat zadné
prikazné vysledky.

Vysledky HPLC analyzy byly nakonec ziskany jen z malého mnozstvi experimentu a je
tfeba je brat srezervou. Nicméné tyto vysledky naznacily, Ze testované latky ucinkuji
rozdilné na koncentrace analyzovanych hormont v kotyledonech a hypokotylech, kdy tento
rozdil byl zjevn&jSi u analyzy IAA. Koncentrace IAA v hypokotylech pomérné presné
korelovaly s fototropickou reakci a je tak pravdépodobné, Ze zmény fototropické reakce jsou
ovlivnény spiSe zménami transportu IAA do hypokotylu nez zménami syntézy IAA
v kotyledonech. Vysledky koncentrace endogenni ABA nepfinesly jednoznaéné vysledky.
Na jednu stranu se potvrdilo, Ze zasolené rostliny meély oproti kontrolnim zvy$enou
koncentraci ABA. Na druhou stranu rozdily v endogenni ABA mezi dalSimi testovanymi
podminkami (NaCl vs ABA, NaCl vs NaCl + fluridon, kontrola vs fluridon) neodpovidaly
rozdilim ve fototropické reakci. Navic vysledky této prace ani nepotvrdily, Ze by fluridon

v testovanych rostlinach snizoval hladinu endogenni ABA. Tyto vysledky by tak znamenaly,
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zpusobeny zmé&nami v koncentraci ABA, ale jinymi mechanismy.

Vysledky qPCR analyzy byly nakonec taktéz ziskany jen z omezeného mnoZstvi
experimentd, a navic z davodl technickych problém( s primery jednoho z kontrolnich
housekeeping genul byly pouze vic&i jednomu kontrolnimu housekeeping genu a vysledky
je proto opét nutné brat s rezervou. Tyto vysledky nicméné naznaéuji, Zze ackoliv u rostlin
ovlivnénych NaCl nebo fluridonem mohou zmény fototropické reakce z malé ¢asti souviset
se zménami transkripce genu fototropind, tak u rostlin ovlivnénych ABA byl trend naprosto
opacny. Podle téchto vysledkd, tak zména transkripce PHOT1 a PHOT2 nebude hlavnim
mechanismem u&inku ABA, stresu ze zasoleni ani fluridonu, ale v nékterych pfipadech
muze mit modulaéni efekt.

Pro pIné objasnéni studovanych jevl a ziskani komplexni pfedstavy o probihajicich
procesech bude jeSté potfeba mnohé experimenty zopakovat, modifikovat a zaroven
nékteré dalSi pfidat. | tak vysledky predkladané prace mohou do jisté miry pomaoci
s odkryvanim vzajemné propojenosti vnimani svétla, strest a signalizace fytohormoni
a jejich komplexnich U€inkl v rostlinném rustu a vyvoji a pfispét tak svym dilem k odhaleni

slozitého, ale nadherného svéta rostlinné fyziologie.
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Pilohy

Priloha 1: Vysledky dvou rastovych experimentu

V grafech Obr. 23 jsou zobrazeny vysledky dvou zbylych ristovych experimentd, ve kterych
byl testovan vliv abaminu na rust kofene a hypokotylu v podminkach tmy, modrého svétla
a Cerveného svétla. Hodnoty byly okomentovany v kapitole Vysledky. Z divodu nizkého
poctu rostlin nebyly u téchto dvou experimentl otestovany vzdy vSechny svételné podminky
a zaroven zde nebylo otestovano zasoleni NaCl, proto je v kapitole Vysledky uveden pouze

graf reprezentativniho experimentu, ve kterém byly otestovany vSechny tyto podminky.
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Obr. 23. Délky kofenti [mm] (A,C), délky hypokotylii [mm] (B) a pfiristk hypokotyld [mm] (D)
desetidennich rostlin Arabidopsis, genotypu gl-1 po sedmi dnech kultivace ve tmé (D), na modrém svétle (BL)
nebo Cerveném svétle (RL) na agarovéem MS médiu s obsahem abaminu o koncentracich 0, 50, 75 a 100
umol I, Zobrazeny vysledky z prvniho (A,B) a tietiho (C,D) rustového experimentu. Vysledky predstavuiji
primérné hodnoty + SD z naméfenych hodnot jednoho experimentu. V experimentu bylo na jedné podmince
testovano 3—5 rostlin. Symboly *, °, + znadi statisticky vyznamny rozdil namérenych délek oproti kontrolnim
rostlinam bez ovlivnéni testovanou latkou (p < 0,05; **, °°, ++ pro p < 0,01; studentlv t-test), kde * znadi
statisticky vyznamny rozdil u rostlin kultivovanych ve D, ° u rostlin kultivovanych na BL a + u rostlin na RL.

83



Priloha 2: Vysledky péti fototropickych experimentt s testovanim abaminu

V grafech (Obr. 24, Obr. 25, Obr. 26, Obr. 27, Obr. 28) jsou uvedeny vysledky péti zbylych
fototropickych experimentd, ve kterych byl testovan vliv abaminu, NacCl, jejich kombinace
a Cistého DMSO na prirtistek a fototropicky uhel hypokotylu v podminkach jednosmérného
horizontalniho modrého svétla. Hodnoty byly okomentovany v kapitole Vysledky, ve které

je uveden pouze graf reprezentativniho experimentu.
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Obr. 24. Prirastky [mm] (A) a fototropické uhly [°] (B) hypokotyld osmidennich rostlin Arabidopsis, genotypu
gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle (BL) na agarovém MS médiu
s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I, abaminu o koncentraci 50 ymol I s vyslednou koncentraci DMSO
0,1 %wv) a kombinace NaCl a abaminu (stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci) s vyslednou
koncentraci DMSO 0,1 %) nebo 0,035 %wn) (0znaceno *). Vysledky pfedstavuji prdmérné hodnoty + SD
z namérenych hodnot jednotlivych rostlin samostatného experimentu. V experimentu bylo na jedné podmince
testovano 32 rostlin (u kombinace NaCl + abamin 16 rostlin a NaCl + abamin* 8 rostlin). Statisticky vyznamné
rozdily mezi méfenymi parametry jsou oznaceny pomoci abc systému — hodnoty, které nesdili spole¢né
pismeno jsou statisticky vyznamné odlisné (jednofaktorova ANOVA + Tukeyho test).
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Obr. 25. Prirastky [mm] (A) a fototropické uhly [°] (B) hypokotylt osmidennich rostlin Arabidopsis, genotypu
gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle (BL) na agarovém MS médiu
s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I, abaminu o koncentraci 25 ymol I s vyslednou koncentraci DMSO
0,05 %wn) nebo o koncentraci 50 pmol I* s vyslednou koncentraci DMSO 0,1 %wn) a kombinace NaCl
a abaminu (stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci) nebo ¢istého 0,05%wn) a 0,1%ww) DMSO. Vysledky
predstavuji primérné hodnoty + SD z naméfenych hodnot jednotlivych rostlin samostatného experimentu.
V experimentu bylo na jedné podmince testovano 16 rostlin. Statisticky vyznamné rozdily mezi méfenymi
parametry jsou oznaceny pomoci abc systému — hodnoty, které nesdili spole€né pismeno jsou statisticky
vyznamné odli§né (jednofaktorova ANOVA + Tukeyho test).
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Obr. 26. Prirastky [mm] (A) a fototropické thly [°] (B) hypokotylii osmidennich rostlin Arabidopsis, genotypu
gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle (BL) na agarovém MS médiu
s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I, abaminu o koncentraci 150 umol I s vyslednou koncentraci
DMSO 0,3 %wn) nebo o koncentraci 200 pmol I* s vyslednou koncentraci DMSO 0,4 %w) a kombinace NacCl
a abaminu (stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci) nebo Cistého 0,3%wn) a 0,4%wn) DMSO. Vysledky
predstavuji primérné hodnoty + SD z naméfenych hodnot jednotlivych rostlin samostatného experimentu.
V experimentu bylo na jedné podmince testovano 16 rostlin. Statisticky vyznamné rozdily mezi méfenymi
parametry jsou oznaceny pomoci abc systému — hodnoty, které nesdili spole¢né pismeno jsou statisticky
vyznamneé odli$né (jednofaktorova ANOVA + Tukeyho test).

85



= 30 = 70
£ A |a e B
5 25} b g6 a a
z S
2 2 50}
§ 20t 1 £ [ 1
2 c 2 40}
<15} - c S
= 1,0f
5T \ 20} b b
05t \ 1ol
o0 N N a a ° N I:‘\_I N a
« 3 3 o 3 S
O AP ((\\(\'\69 ((\\(\'\@ o AP (d\(\,\q,() « A
W S W °  °
« «
AP &
@:&O §\:(}C.-

Obr. 27. Prirastky [mm] (A) a fototropické uhly [°] (B) hypokotylt osmidennich rostlin Arabidopsis, genotypu
gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle (BL) na agarovém MS médiu
s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I, abaminu o koncentraci 150 umol I'* s vyslednou koncentraci
DMSO 0,1 %wn) a kombinace NaCl a abaminu (stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci). Vysledky
predstavuji primérné hodnoty + SD z naméfenych hodnot jednotlivych rostlin samostatného experimentu.
V experimentu bylo na jedné podmince testovano 24 rostlin. Statisticky vyznamné rozdily mezi méfenymi
parametry jsou oznaceny pomoci abc systému — hodnoty, které nesdili spole€né pismeno jsou statisticky
vyznamné odli§né (jednofaktorova ANOVA + Tukeyho test).
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Obr. 28. Priristky [mm] (A) a fototropické thly [°] (B) hypokotylii osmidennich rostlin Arabidopsis, genotypu
gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle (BL) na agarovém MS médiu
s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I, abaminu o koncentraci 100 pumol I'* s vyslednou koncentraci
DMSO 1 %wv a kombinace NaCl a abaminu (stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci). Vysledky
pfedstavuji pramérné hodnoty + SD z naméfenych hodnot jednotlivych rostlin samostatného experimentu.
V experimentu bylo na jedné podmince testovano 24 rostlin. Statisticky vyznamné rozdily mezi méfenymi
parametry jsou oznaceny pomoci abc systému — hodnoty, které nesdili spole€né pismeno jsou statisticky
vyznamné odliSné (jednofaktorovd ANOVA + Tukeyho test).
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Priloha 3: Statisticka analyza vlivu poétu rostlin v misce a po¢étu misek na testovanou
podminku na fototropicky uhel hypokotylu.

V grafu Obr. 29 je uvedena statisticka analyza (jednofaktorova ANOVA + Tukeyho test)
zavislosti fototropického ohybu na mnozZstvi rostlin umisténych ve velké hranaté plastové
Petriho misce a na poctu Petriho misek s testovanou podminkou celkové. Tyto parametry
se mezi experimenty prabézné ménily a bylo nutné ovéfit, zdali se mohou promitnout do
studovanych hodnot fototropického ohybu. Pro tuto analyzu byly testovany hodnoty
kontrolnich rostlin ze vSech fototropickych experimentd a nebylo potvrzeno, zZe by
naméfené rozdily souvisely mnozstvim rostlin v misce a mnozstvim misek s testovanou

podminkou.
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Obr. 29. Zavislost fototropického uhlu [°] hypokotylli na mnozstvi testovanych rostlin v ramci jedné
Petriho misky (rostliny/miska) a na mnozstvi pouzitych misek na jednu podminku (misky/podminka;
m/p) osmidennich rostlin Arabidopsis, genotypu gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim
modrém svétle (BL) na agarovém MS médiu. Vysledky predstavuji primérné hodnoty + SD z naméfenych
hodnot jednotlivych rostlin z vysledk(l 11 samostatnych experimentl. Statisticky vyznamné rozdily mezi
méFfenymi parametry jsou oznaCeny pomoci abc systému — hodnoty, které nesdili spole¢né pismeno jsou
statisticky vyznamné odliSné (jednofakiorova ANOVA + Tukeyho test). R znaci reprezentativni experiment
uvedeny ve vysledcich Fototropické experimenty s testovanim NaCl a abaminu a EXP1—4 znaci experimenty
uvedené ve vysledcich fototropickych experimentd s testovanim NacCl, fluridonu a ABA a naslednych HPLC
a qPCR analyz.
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Pfiloha 4: Vysledky vyfazeného fototropického experimentu s testovanim fluridonu
a prislusné vysledky qPCR analyzy

V grafu Obr. 30 jsou uvedeny vysledky vyfazeného fototropického experimentu, ve kterém
byl testovan vliv fluridonu, NacCl, jejich kombinace a exogenni ABA na pfirlstek
a fototropicky uhel hypokotylu v podminkach jednosmérného horizontalniho modrého
svétla. Data nebyla pouZzita k hodnoceni, jelikoz se zde vyskytovaly nékteré velmi odliSné
hodnoty oproti hodnotam pozorovanym v typickych fototropickych experimentech (slaba
nebo zadna inhibice pfirGstku zasolenych rostlin nebo vétsi fototropicky uhel rostlin
ovlivnénych NaCl spolecné s fluridonem oproti kontrolnim rostlinam). V grafu Obr. 31 jsou
poté uvedeny vysledky qPCR analyzy exprese genti PHOT1 a PHOT2 ze smésnych vzorku

Z hypokotyll rostlin z tohoto experimentu.
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Obr. 30. Prirastky [mm] (A) a fototropickeé uhly [°] (B) hypokotylii osmidennich rostlin Arabidopsis, genotypu
gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle (BL) na agarovém MS médiu
s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I, fluridonu o koncentraci 30 ymol I1, kombinace NaCl a fluridonu
(stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci) a exogenni ABA o koncentraci 5 umol I'1. Vysledky predstavuji
primérné hodnoty + SD z naméfenych hodnot jednotlivych rostlin v samostatném experimentu. V experimentu
bylo na jedné podmince testovano 200 rostlin. Statisticky vyznamné rozdily mezi méfenymi parametry jsou
oznaceny pomoci abc systému — hodnoty, které nesdili spole¢né pismeno jsou statisticky vyznamné odliSné
(jednofaktorova ANOVA + Tukeyho test).
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Obr. 31. Relativni exprese genti PHOT1 a PHOT2 v prytech (hypokotylech a kotyledonech) osmidennich
rostlin Arabidopsis, genotypu gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle
(BL) na agarovém MS médiu s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I3, fluridonu o koncentraci 30 ymol I,
kombinace NaCl a fluridonu (stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci) a exogenni ABA o koncentraci
5 umol I, Vysledky predstavuji hodnoty relativni exprese (vztazené k housekeeping genu EF7a) z jednoho
samostatného experimentu vypocitané z primérnych Ct hodnot ze 3 technickych replikatt z dané testované
podminky. Statisticka analyza nebyla provedena z dtvodu nizkého poctu experiment(.
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Priloha 5: Vysledky qPCR analyzy s kontrolnim genem UBC

V grafech na Obr. 32 jsou uvedeny vyfazené vysledky qPCR analyzy dvou experimentu, ve
kterych byl testovan vliv fluridonu, NaCl, jejich kombinace a exogenni ABA na relativni
expresi PHOT1 a PHOT2 vuci kontrolnimu housekeeping genu UBC v prytech a jeji
spojitost s prirustkem a fototropickym Uhlem hypokotylu v podminkach jednosmérného
horizontalniho modrého svétla. Data nebyla pouZita k vyslednému hodnoceni, jelikoZz se
hodnoty mezi jednotlivymi experimenty velmi liSily, zaroven byly hodnoty odliSné od relativni
exprese vUcCi genu EF1a, a také protoze mél primer genu UBC nizsi teplotu tani. V kapitole

Vysledky jsou proto uvedeny pouze hodnoty relativni exprese vici genu EF1a.
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Obr. 32. Relativni exprese genti PHOT1 a PHOT2 v prytech (hypokotylech a kotyledonech) osmidennich
rostlin Arabidopsis, genotypu gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle
(BL) na agarovém MS médiu s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I%, fluridonu o koncentraci 30 umol I,
kombinace NaCl a fluridonu (stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci) a exogenni ABA o koncentraci
5 umol I'X. Vysledky predstavuji hodnoty relativni exprese (vztazené k housekeeping genu UBC) ze dvou
samostatnych experimenti (EXP3 a EXP4) vypocitané z primérnych Ct hodnot ze 3 technickych replikat(
z dané testované podminky. Mezi EXP3 a EXP4 doslo ke zméné teploty v jedné ¢asti programu qPCR pro gen
UBC (Viz 3.6.4.2). Statisticka analyza nebyla provedena z divodu nizkého poc¢tu experiment.
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Priloha 6: Vysledky qPCR analyzy s kontrolnim genem EF1a

V grafu Obr. 33 jsou uvedeny vysledky qPCR analyzy jednoho z fototropickych experimentd
(EXP4), ve kterém byl testovan vliv fluridonu, NaCl, jejich kombinace a exogenni ABA na
relativni expresi PHOT1 a PHOT2 vi¢i kontrolnimu housekeeping genu EF1a v prytech
ajeji spojitost s prirastkem a fototropickym uhlem hypokotylu v podminkach
jednosmérného horizontalniho. modrého svétla. Hodnoty byly okomentovany v kapitole

Vysledky, ve které je uveden pouze graf reprezentativniho experimentu (EXP3).
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Obr. 33. Relativni exprese geni PHOT1 a PHOT2 v prytech (hypokotylech a kotyledonech) osmidennich
rostlin Arabidopsis, genotypu gl-1 po 24 hodinach kultivace na jednosmérném horizontalnim modrém svétle
(BL) na agarovém MS médiu s obsahem NaCl o koncentraci 100 mmol I'%, fluridonu o koncentraci 30 pmol I,
kombinace NaCl a fluridonu (stejné koncentrace jako pfi samostatné aplikaci) a exogenni ABA o koncentraci
5 umol I't. Vysledky pFedstavuji hodnoty relativni exprese (vztazené k housekeeping genu EF17aq)
z reprezentativniho experimentu (EXP4) vypocitané z priméru Ct hodnot ze 3 technickych replikatd z dané
testované podminky. Statisticka analyza nebyla provedena z davodu nizkého poctu experimentd.
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