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ABSTRAKT

U mutanta rajete 7B-1 s poruchou v signalni draze modréhétlsva vySSim obsahem
kyseliny abscisové (ABA) byla studovana reakcédpchi a fotosyntézy na modré
swtlo a rychlost @istu stonku dosfbych rostlin v porovnani s kontrolnimi rostlinami
rajcete Solanum lycopersicum L., cv. Rutgers) (WT).

Pomoci gazometrické aparatury byl@rena kinetika ndistu stomatéalni vodivosti
(gs), rychlosti fotosyntézyHy) a transpiraceH) na modrém sitle a hodnoty &chto
parametil v ustaleném stavu na 1., 4. a 9. listu¢(mo od baze) rostlin WT -1 ve
st&i 5, 7 a 9 tydi. U mefenych listi byla také vyhodnocena efektivita vyuZiti vody
(WUE;)) a obsah chlorofylu. Zarouebyla na stejnych rostlinach po dobu 4 tiydsté&i
rostlin 5-9 tydfi) méfena délka internodii stonku a celkovy relativriingstek
internodii.

Kinetiky naristu gs, Py a E indukovaného modrym stlem byly u mladych list
rostlin 7B-1 i WT, podobri jako hodnoty &chto parametr v ustaleném stavugtginou
velmi podobné. S rostoucim 8ta 1. a 4. lisi dochazelo u rostli’B-1 ve srovnani
s WT k vyrazgjSimu zpomaleni kinetikgs, Py @E a poklesu hodnot v ustaleném stavu.
To se projevilo signifikantnim rozdilengtginy uvedenych charakteristik u starSich 1. a
4. listh. HodnotyWUE; byly u 4. a 9. lisi rostlin 7B-1 vySSi ve srovnani s WT. Obsah
chlorofylu se v listeclyB-1 a WT rostlin neliSil. Délka internodiB-1 rostlin ve sté 5
tydna byla wtSi nez u WT rostlin. Tento rozdil se aletaddu rychlejSiho relativniho
rastu mladSich internodii WT rostlin vig&hu méteni zmenSoval.

Zjistené rozdily ve fotosyntetickych @éstovych parametrech mohou bytigpbeny
vySSim obsahem endogenni ABA v liste@B-1 rostlin a jejich nizSi citlivosti
k modrému s#tlu. Mladsi rostliny 7B-1 ale mohou byt zarovie mére citlivé
k endogenni ABA, coZ mohlo bytiipinou minimélnich rozdil ve fotosyntetickych
parametrech mezi mladSimi lisgB-1 a WT rostlin a rychlejSihodstu stonku u
mladSich rostlirvB-1.



ABSTRACT

The stomatal opening and the rate of photosynthexisr blue light was studied in the
7B-1 mutant in tomato with a defect in blue-light signg and higher content of
endogenous abscisic acid (ABA). Also, the growtte iaf stem of matur&B-1 plants
and wild type tomatoSplanum lycopersicum L., cv. Rutgers) (WT) was compared.

The kinetics of the increase of stomatal condu&dgg, photosynthetic rateP()
and transpiration rateE] under blue light and the values of the parametersteady-
state were measured using a gas-exchange systim #fi, 4" and &' leaves (counted
from the plant base) of 5-, 7- and 9-week-old W &B-1 plants. Also, the intrinsic
water-use efficiencyWUE;) and the chlorophyll content of the measured Isavere
estimated. The length of stem internodes and tta telative increment of internodes
of WT and7B-1 plants was measured during four weeks (from thatphge of 5 to 9
weeks).

The kinetics of theys, Py andE increase induced by blue light were mostly very
similar in younger leaves aB-1 and WT plants as well as the steady-state valties
the parameters. With the aging of tiiéahd 4" leaves, the kinetics @f, Py andE was
delayed and the steady-state values of these ptaatkecreased more pronouncedly in
7B-1 plants compared with WT. This was exhibited byngigant differences of most
characteristics measured in oldétdnd 4" leaves WUE; was higher in the®and ¢'
leaves of7B-1 plants than in WT plants. The leaf chlorophyll tsnt did not differ
between/B-1 and WT plants. The length of internodes of thedekvold plants o7B-1
was higher compared with WT. This difference desedaduring the experiment
because of faster relative growth of younger irades of WT plants.

The observed differences in the photosynthetic gralth parameters can be
caused by higher endogenous level of ABA'Bi1 plants and their lower sensitivity to
blue light. Moreover th@B-1 plants in earlier growth phases can also be lessitive
to the endogenous ABA, which could be the reasah@hon-significant differences of
the photosynthetic parameters in the younger leavé®-1 and WT plants and the
faster stem growth of the youngés-1 plants.
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SEZNAM ZKRATEK

ABA — kyselina abscisova

CRY1, CRY2 — kryptochrom 1, kryptochrom 2
E — rychlost transpirace (mmol §8) m? s

gs — stomatalni vodivost (mol ¢&) m? s?)

Chl (a+b) — obsah chlorofyla ab (ng cn)
PHOTL1, PHOT2 — fototropin 1, fototropin 2
PLD - fosfolipaza D

Pn — rychlost fotosyntézy (umol (GPm? s?)
PP1 — proteinfosfataza 1

WT - standardni genotyp (wild type)

WUE; — efektivita vyuZiti vody (umol (C£ mol (H,O)%)
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1. UVOD

Rostliny jsou vyuzivany lidmi uz odpradavna. V pflay lidé sbirali jedlé plody rostlin
na potravu, vyuzivali Bvych &inka bylin a ze deva strond a kea vyrabksli raizné
nastroje nebo jej pouzivali jako topivo. Bghodem zerdélstvi zatali péstovat fizné
plodiny, které se staly zakladem jejich jideéku. Rostliny ovSem nemaji velky vyznam
jen pro ¢lovéka, ale maji svoji nenahraditelnou funkci i v ranekiosystému. Spolu
stasami, sinicemi adkterymi prokaryotickymi bakteriemi maji schopnostdsyntézy.
Pri fotosyntéze se do ovzduSi uioje kyslik, ktery je nezbytny pro Zivotétginy
organiznii na Zemi. Také organické latky, kteréi procesu fotosyntézy vznikaji
z anorganickych latek, jsouil@Zitou sogasti potravinovycliettzci dalSich organisin
V dusledku naiistu lidské populace se v posledni dé&lade diraz na Sleckni novych
odrad plodin, které maji &Si vynos a jsou odo#si vac¢i vlivam prostedi a Wici

patogerim, které tyto vynosy snizuji.

Studium vlivu fiznych fakto@i ovlivaujicich Zivotni funkce rostliny jeddezité pro
ziskani novych poznaiko tom, jak se rostliny ffzpisobuji zngnam prostedi. Mezi
tyto faktory paiti i modré s¥tlo, které fisobi jako signal ovliujici jak st rostlin, tak
nag. otevirani pkduchi, které ma vliv i na fotosyntézu.

Rostliny maji vyvinuté tzné mechanismy, kterymi reaguji naéjai faktory
prostedi. Tyto mechanismy mohou byt aktivovanyredim fyzikalnich (naip
hydraulick& vina, zrna elektrického pole) nebo chemickych signdiezi chemické
signaly patti nag. rostlinné hormony (kyselina abscisova, auxinpegeliny aj.), které
se Sfi nejen uvnit rostliny, ale mohou se uvavat i do ovzduSi (n&p kyselina
jasmonova, etylen), a tim oviivji i vzdalené&asti rostlin nebo okolni rostliny.

Vnegjsi 1 vnitini faktory (nap. produkce hormail) ovliviuji razné funkce
v rostlinach, napklad i fotosyntézu, a tim také produkci rostlimo® se pi studiu
téchto faktofi vyuziva mutant rostlin, které vykazuji poruchy nebo &ny v reakcich
na konkrétni v§Si i vnitini faktory. Jednim zthto mutani je mutant rajete 7B-1,
ktery specificky reaguje na modréétoe a ABA. Studium této modelové rostliny a
konkrétniho mutanta @ize @ispét nejen k pochopeni prodes rostlinach obeah) ale

také k Slechini novych odolgjSich odfid této vyznamné plodiny.



2. PREHLED PROBLEMATIKY

2.1. MUTANT RAJCETE 7B-1

Mutant ragete 7B-1 je spontanni recesivni mutant (Bergougnoux e2@12; Fellner &
Sawhney 2001; Omidvar & Fellner 2015) s mutaciesoplopnim dinkem. Rostliny
péstované fi 16hodinové fotoperiodl (dlouhé dny) vytvéeji kwéty se zakralymi
pestiky a nezivotaschopnym pylem (pylova sterilit®okud jsou gstovany pi
8hodinové fotoperio#l (kratké dny), vytvieji kwéty s normalg vyvinutymi pestiky a
pylem (Fellner & Sawhney 2001).

Mutant vykazuje poruchu v signalni draze modréhétlgva tim mensi citlivost
k modrému s#tlu (Bergougnoux et al. 2009, 2012; Fellner & Saeyn2002; Hlavinka
et al. 2013). Hypokotyly vystavené modrémuthvvykazuji snizenou inhibici rychlosti
rastu hypokotylu (tj. snizena de-etiolizace) (Bergougx et al. 2012; Fellner &
Sawhney 2002; Omidvar & Fellner 2015) a rychlejgstrepidermalnich bk
(Bergougnoux et al. 2012), proto jsou hypokotyl\sdaez u normalnich rostlin.

Porucha v signalni draze modréhcitir ovliviiuje hormonalni citlivost a obsah
hormoni v rostlinach mutanta (Omidvar & Fellner 2015). ldiptyly maji zvySeny
obsah endogenni kyseliny abscisové (ABA) (Fellneale 2001; Fellner & Sawhney
2002) a chlorofylu (Bergougnoux et al. 2009; Felleeal. 2005). Maji také snizenou
produkci etylenu (Fellner et al. 2005), sniZzenyatbauxinu, gibereliin (Fellner et al.
2001) a kyseliny salicylové (Bergougnoux et al. 200¥i rastu na modrém stle maji
snizeny obsahdkterych cytokinim (Bergougnoux et al. 2012).

Semena rostlin mutantaB-1 jsou \WtSi a €z3i a klgici rostliny jsou, zvlast na
modrém swtle, odolrgjSi vici osmotickému stresu a nizkym teplotam. Jsou také
citlivejsi k pisobeni exogenni ABA (Fellner & Sawhney 2001, 2002).

ProtoZe mutant vykazuje pylovou sterilitu zavista fotoperiod a je odolny proti
stresu, pedstavuje vhodny objekt kefikeni a k Sleckhi novych odid ragete
(Omidvar & Fellner 2015).

2.2.MODRE S\WETLO

Modré s¥tlo o vinovych délkach 390-500 nmigobi u rostlin jako signél regulujici
razné funkce. Rostliny jejifjimaji pomoci receptdr modrého sitla, mezi které pai

fototropiny a kryptochromy. Fototropiny reguluji ktoiontd pres plazmatickou



membranu, zatimco kryptochromy owliyji tok ionti pfes membrany pouze némo
(nag. Marten et al. 2010).

Fototropiny jsou proteinkinazyfigruzené k plazmatické membegankteré se na
modrém swtle autofosforyluji. Ridi ohyb hypokotylu, pohyb chloroplastlista a
otevirdni piiduchi (nag. Inoue et al. 2010; Lin 2002; Marten et al. 2010).
Fosforylované fototropiny (v aktivnim stavu) dakspbi na penos ioni. Dlouhodol
meéni transport auxii, ¢imz také ovliviuji transport iont pres membranu (Marten et al.
2010). Fototropiny absorbuji &lo o vinové délce 320-500 nm (Briggs & Christie
2002). K maximalni absorpci &a dochazi fi vinové délce 450 nm (Kang et al. 2008).
U Arabidopsis thaliana L. existuji dva fototropiny — fototropin 1 (PHOT1) atdtropin
2 (PHOT?2). PHOT2 je méncitlivy ke swtlu nez PHOTL1 a je aktivovarripvétSich
swtelnych intenzitach (Kang et al. 2008; Marten eR8all0).

Kryptochromy zprostedkovavaji inhibici #istu hypokotylu a zvySovani expanze
déloznich listki a istu kaene. Také reguluji dobu kveteni. Absorbuji v UV-fadré
oblasti spektra (320-500 nm) (Lin 2000; Lin & Shali2003; Wu & Spalding 2007).
Nachazeji se fpvazie v jadee a ovliviuji expresi getr (Marten et al. 2010; Wu &
Spalding 2007). Slo vyvolava jejich pesun do cytoplazmy (Marten et al. 2010).
U Arabidopsis thaliana L. se vyskytuji dva kryptochromy liSici se svojalslitou:
kryptochrom 1 (CRY1), jehoz exprese se vlivefisgbeni modrého stla nengni, a
kryptochrom 2 (CRY2), jehoz expres# kontinualnim modrém s¥le strne klesa (Lin
2000, 2002; Marten et al. 2010). Udete se vyskytuji kryptochromy CRY1a, CRY1b a
CRY2 (Lin 2002).

2.3.OTEVIRANI PRUDUCHU

Priduchy jsou péry obklopené &acimi buikami, které reguluji vygnu plynmi mezi
rostlinou a okolim. Reakce jmuchi na vrgjSi podminky, jako je nd&fklad koncentrace
CO,, swtlo, relativni vihkost vzduchu, bioticky stres (tiapcharya & Assmann 2009)
a abioticky stres (Hlaw&ova et al. 2006), jsotizeny vnitnimi signaly. Mezi & pati
hormony, reaktivni formy kysliku, intracelularni naentrace Cg hydraulické a
elektrické signaly (Hlaw&ova et al. 2006).

Otevirani piiduchi je stimulovanocervenym i modrym sitlem, gi¢éemz modré
swtlo je inngjSi (Roelfsema & Hedrich 2005). &aci buiky reaguji na sstlo dvéma

signalnimi cestami: iigs receptory modreho &la cestou nezavislou na fotosyntéze a



pies receptory fotosynteticky aktivniho feai cestou zavislou na fotosyntéze
(Roelfsema & Hedrich 2005; Wang et al. 2011).

Fotoreceptory modrého &la ve s¥racich buikach jsou fototropiny PHOT1 a
PHOT2 (Roelfsema & Hedrich 2005). Signal zfotoinop se PenasSi na
proteinfosfatdzu 1 (PP1) (Inoue et al. 2010). PPdodré s¥tlo stimuluji fosforylaci
H*-ATPasy, ktera transportuje "H pfes membranu do apoplastu, dochazi
k hyperpolarizaci membrany a zvySovani koncentreggativniho naboje uviibuiky.
Ten aktivuje draselné kanalygmasejici K dovnit buiky (nag. Assmann & Shimazaki
1999; Daszkowska-Golec & Szarejko 2013; Inoue eR@l0; Roelfsema & Hedrich
2005). PHOT1 a PHOT2 dale mohou stimulovat zvy$ovdadiny C4" v cytosolu
(Roelfsema & Hedrich 2005). Ve &acich buikach dochazi také k akumulaci malatu
(Assmann & Shimazaki 1999¢jmz se snizuje osmoticky potencialégacich bugk
(nag. Inoue et al. 2010). To vede postie vtoku vody do bufk, zvySovani turgoru
a k otevirani prduchu (Inoue et al. 2010).

Otevirani ptiduchi maze byt stimulovano nejen samotnym modrynétiem o
nizké intenzi, ale takécervenym s¥tlem ¢i vysokymi intenzitami modrého s&tla
(Assmann & Shimazaki 1999; Roelfsema & Hedrich 900%to signalni cesta nejspis
zavisi na koncentraci sachardzy v apoplastu, kser&vySuje se stoupajici rychlosti
fotosyntézy ve stracich buikach (Wang et al. 2011).

Otevirani ptiduchi na modrém sitle je obect pomalejSi nez nast rychlosti
fotosyntézy. Rychlost fotosyntézy obé&aosahuje maximalnich hodnotkolik minut
po os¥tleni, ale otekenost piiduchi dosahuje svého maxima asi az po 20 minutach
vystaveni sttlu (Shimazaki et al. 2007).

Stimulace otevirani pduchi modrym s¥tlem usnaduje piinik CO, k buikam
uvnité listu, ¢imz se zvySuje fotosyntéza. Fototropifigi krome otevirani phduchi
také ohyb stonku a pohyb lisé chloroplast. Tim zvySuji @innost zachyceni fotdna
rychlost genosu elektroin v elektron-transportnintettzci swtelné faze fotosyntézy.
Modré s¥tlo tedy zvySuje rychlost fotosyntézy jak zlepSawardodavky CQ pomoci
otevirani p@duchi, tak i pomoci zvySovani ¢innosti s¥telné faze fotosyntézy
(Shimazaki et al. 2007).



2.4. ZAVIRANIi PRUDUCHU POMOCI ABA

ABA je fytohormon, ktery se uphatje vcéasnych fazich ontogeneze rostliny (hagi
kliceni (nap. Lim et al. 2012)) a v reakcich rostlin na¢j@i prostedi. Je jednim

s

z nejdilezit¢jSich stresovych hormdn ktery pisobi nap. pfi dormanci pupein,
reakcich na sucho a zasoleni @ pzavirani phduchi (Himmelbach et al. 2003;
Miyakawa et al. 2013; Wilkinson & Davies 2002). Waani ptduchi vede k inhibici
fotosyntézy (nap Lim et al. 2012).

Pri stresu suchem klesa vitkach kdeni turgor, coz je signalem pro syntézu ABA
v korenech rostliny (Seo & Koshiba 2011). ABA je syr#etiana také v chloroplastech
swracich bugk (Daszkowska-Golec & Szarejko 2013) z prekulizdarotenoid
(Acharya & Assmann 2009; Seo & Koshiba 2011; Xale2013). No¥ syntetizovana
ABA je transportovana do lit kde je jeji Sieni usnadéno zvySovanim pH v apoplastu
listd (Acharya & Assmann 2009; Assmann & Shimazaki 19980 & Koshiba 2011;
Wilkinson & Davies 2002). Tam spolu s ABA ttemou v chloroplastech &acich
burék stimuluje uzavirani @iduchi a inhibuje jejich otevirani (Assmann & Shimazaki
1999; Daszkowska-Golec & Szarejko 2013; PospiSig@E3; Seo & Koshiba 2011).

ABA se dostava do svaci buiky v protonované for (Assmann & Shimazaki
1999; Pospisilova 2003) a zde se vaze na receptgiogolu nebo v chloroplastu (Lim
et al. 2012; Miyakawa et al. 2013; Xu et al. 20IRISi moznostifgnosu signalu ABA
do buiky je navazani molekuly ABA na G-proteinovy recepta povrchu boky (Lim
et al. 2012; Miyakawa et al. 2013; Xu et al. 2018BA inhibuje otevirani prduchi
pomoci signalni drahy opaé k signéini drdze modrého éfa (nag. Acharya &
Assmann 2009; Assmann & Shimazaki 1999) a stimuligavirdni pkduchi tiemi
cestami: zrdinami osmotického potencialu &acich buik, zménami mechanickych
vlastnosti s¥racich bugk a znénami v expresi gen(PospiSilova 2003).

ABA pusobi na iontové kanaly ve &wacich buikach a stimuluje produkci
signalnich molekul kD, a oxidu dusného (NO), které dakespbi v signalnich drahach,
jejichz cilem je uzaseni phiduchi (Acharya & Assmann 2009; Daszkowska-Golec &
Szarejko 2013; Gayatri et al. 2013; HimmelbachleR@03; Inoue et al. 2010; Lim et
al. 2012). ABA aktivuje pomaly i rychly typ aniomygch kanah, ¢imZz dochazi
k vytoku aniont (hlavre maléatu a C) z buiky a k depolarizaci plazmatické membréany.
Depolarizace stimuluje otevirani draselnych kan@hnsportujicich K z vakuoly a

buiiky a inaktivuje aniontové i draselné kanaly tramgyjici K a anionty dovnitbuiky



(Acharya & Assmann 2009; Assmann & Shimazaki 198@szkowska-Golec &
Szarejko 2013; Lim et al. 2012; Miyakawa et al. Z0RospiSilova 2003; Roelfsema &
Hedrich 2005). Spolu s anionty a draselnymi katianbuiky odchazi voda, v lice
klesa turgor a dochazi k uzaviraniagmchu (Lim et al. 2012; PospiSilova 2003;
Roelfsema & Hedrich 2005; Wilkinson & Davies 2002BA také aktivuje G-proteiny
(Acharya & Assmann 2009), inhibujginnost H-ATPasy (Inoue et al. 2010;
Pospisilova 2003; Roelfsema & Hedrich 2005), zwy3njracelularni koncentraci &a
(Acharya & Assmann 2009; Assmann & Shimazaki 198@&szkowska-Golec &
Szarejko 2013; Himmelbach et al. 2003; PospiSik8@3; Roelfsema & Hedrich 2005;
Wilkinson & Davies 2002), a tim i pH cytosolu (Acka & Assmann 2009; Assmann
& Shimazaki 1999; Lim et al. 2012). DalSim sekumdidr poslem ABA je kyselina
fosfatidova aktivovana fosfolipazou D (PLD), kteirghibuje PP1 a umailije tim
otevirani kand transportujicich Ca ven z biiky (Himmelbach et al. 2003; Inoue et al.
2010).

ABA také zvySuje expresi dkterych gefi vedouci nap ke zngnam obsahu
proteini zahrnutych v transportu vody a iénfHimmelbach et al. 2003; PospiSilova
2003) a sniZuje propustnost listovych pletiv pralvdPantin et al. 2013). Zipobuje
také reorganizaci aktinovych vidken veémacich buikdch z radialé uspdadanych
vlaken na nahodnorientované kratké fragmenty, coz napomaha uzaivpp@duchi
(Acharya & Assmann 2009; Eun & Lee 1997).

Uzavirani piiduchi pasobenim ABA sniZzuje rychlost fotosyntézy. ABA tedy
pusobi na otektenost piiduchi a rychlost fotosyntézy v opaém smyslu nez modré
swtlo (nag. Acharya & Assmann 2009; Assman & Shimazaki 199%9p
prostednictvim fototropifi stimuluje otevirani miduchi, a tim zvySuje rychlost
fotosyntézy (nap Inoue et al. 2010; Lin 2002; Marten et al. 2018 studiu
vzajemneho psobeni &chto dvou faktak (swtla a ABA) Ize vyuZit mutarit rostlin,
které maji poruchu v signalni draze modréhétlavnebo ABA. Mutant rajete 7B-1
piedstavuje idealni modelovou rostlinu pro toto siodi ProtoZe je tento mutant néén
citlivy k modrému swtlu a ma zvySeny obsah ABA (Bergougnoux et al. 200812;
Fellner et al. 2001; Fellner & Sawhney 2002; Hl&aret al. 2013), imdpokladame, Ze
na modrém sitle bude pomaleji otevirat jduchy a bude mit sniZzenou rychlost

fotosyntézy.



3. CILE PRACE

Cilem prace bylo zjistit, zda a jak je u rostlin tamta rajete 7B-1 ovlivnéno otevirani
praduchi a indukce fotosyntézy na modréntide a zda se liSi rychlosfistu stonku v

porovnani s normalnimi rostlinami &éaje.



4. MATERIAL A METODY

4.1. MATERIAL

K méteni byly pouzity dva genotypy tagte jedlého $olanum lycopersicum L.):
kultivar Rutgers jako kontrolni rostlina (WT) a mat7B-1. Semena mutanféB-1 byla
poskytnuta profesorem Vipen K. Sawhney (Universify Saskatchewan, Kanada).
Rostliny byly gstovany khemftijna 2010 ve skleniku jednotiwe standardizovanych
kvétinasich (rozmér 80 x 80 x 70 mm, objem 448 &mjedno semeno v kaZzdém
kvétinaci, 10 mm hluboko) v fpdé (Potgrond H, Klasmann Deilmann GmbH:mecko)

a kazdy den zalévany. 16hodinovaétslina perioda byla udrzovana pomoci
vysokotlakovych sodikovych lamp Planta Star E40/E® W (Osram GmbH,
Némecko), teplota se pohybovala mezi 15 a 27 °C.

Tti tydny staré rostliny byly igmistny do fytokomory SGC.170.PFX.J (Weiss-
Gallenkamp, Ltd., Loughborough, Velkd Britdnie) anpchany dva tydny k
aklimatizaci. Podminky ve fytokome byly nastaveny na 16hodinovouétinou
periodu se sitlem z fluorescetnich z&ivek Luxline Plus F58W/830 (Havells Sylvania
GmbH, Nsmecko) o intenzit 100 umol rif s*, teplotou 25 °C ve dne / 18 °C v noci a

relativni vzdusnou vihkosti 50 % ve dne / 55 % eino

4.2. GAZOMETRICKE MERENI

M¢éteni fotosyntetickych paramétbylo provadno na plg vyvinutych listech pomoci
otewené gazometrické aparatury LI-6400 (LI-COR Inc.nddln, NE, USA). Byly
meteny listy ve tech fiznych arovnich (viz dale) na 7 rostlinach od kazdghnotypu
ve ftrech terminech (starostlin 5, 7 a 9 tydi). K méteni byly pouzity 1. listy
5tydennich rostlin, 1. a 4. listy 7tydennich ras@i 4. a 9. (list pod K¥enstvim) listy
9tydennich rostlin (listy patany od baze). KBreni bylo provadno kthem sételné

periody mezi 8. a 16. hodinou zzném péadi rostlin WT a7B-1 tak, aby byl vyloden

vliv zmén fotosyntetické aktivity v gibé¢hu dne.

Méteny list byl 30 min ped nefenim vloZzen do asimitai komory gFistroje za
Ucelem adaptace na tmu a podminky v kéenoKoncentrace COv komade byla
nastavena na 380 pmol rifolrelativni vzdugna vihkost na 50 % a teplota viuuna
23 °C. Vlastni mteni probihalo 5 min ve t&na poté 65 min na modrém aktinickém

swtle o intenzit priblizné 380 pmol rif s'. Data byla zaznamenavana kazdych 30 s,



zrovnice podle von Caemmerera & Farquhara (1981 bypciitana stomatélni
vodivost @), rychlost fotosyntézyRy) a rychlost transpirac&] a zkonstruovéna jejich
indukéni kiivka. Hodnotygs, Py aE v ustaleném stavud&@sy dosazeni ustaleného stavu
byly vyhodnoceny z indutich Kivek. Cas dosazeni ustaleného stavu bykarjako
praseiik primek prochazejicich rostoucasti a horizontalnasti indukni kiivky.
Efektivita vyuZziti vody WUE;) byla vypc@itana jako porr hodnotPy ags v ustadleném

stavu.

4.3.MERENI OBSAHU CHLOROFYLU

Obsah chlorofylu (Chl g+b)) byl stanoven nedestruktivnim &étenim pomoci
chlorofylmetru SPAD-502 (Konica Minolta Sensingpdasko) na listech pouzivanych
pro meteni fotosyntézy. Mkeni bylo prova&ho 1 den po rieni fotosyntézy po
30minutové aklimaci rostliny na tmu. Zfiené hodnoty bylyifgvedeny na realny obsah
chlorofylu pomoci kalibréni kiivky (Obr. 1). Ta byla ziskdna zifenim obsahu
chlorofylu chlorofylmetrem SPAD-502 a analytickytaisovenim v totoZznych vzorcich
listt rajcete. Po zréfeni obsahu chlorofylu chlorofylmetrem byly z tistyfezany disky
o prameéru 14 mm, které byly zmrazeny v tekutém dusikuéRntly homogenizovany
v 80% acetonu s malym mnozstvim Mgg@® centrifugovany 5 minip 3 600 x g.
Absorbance supernatantuii(wlnovych délkdch uvedenych Lichtenthalerem (1987)
byla métena pomoci spektrometru Unicam UV550 (Unicam UVHBBrmoSpectronic,
Cambridge, Velka Britanie) se spektralritkéu Sérbiny 1 nm. Z hodnot absorbance byl
podle Lichtenthalera (1987) vypitdn Chl @+b) v supernatantu. Mezi hodnotami
SPAD a Chl &+b) byla pro listy rajete nalezena linearni korelacé & 0,955, P <
0,0001): Chl &+b) (ug cn) = 5,48 + 1,02 x SPAD (Obr. 1).
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Obr. 1: Kalibr&ni kiivka pro odéet obsahu chlorofylu v listu r&gte
z hodnot SPAD na zakladnalyticky utenych hodnot Chlatb).

4.4. MERENI RYCHLOSTI RUSTU STONKU

Rychlost fistu stonku byla vyhodnocovana pomociiemi délky Sesti a od 48. dne,
resp. 51. dne gtérostliny osmi, resp. deviti internodii (fiaaje internodiem mezi
déloznimi listy a prvnim pravym listem) (Obr. 2) n@ fostlinach WT i7B-1. M¢&teni
probihalo kazdy 1. a 5. den v tydnu odristastlin 37 dni (tj. 5 tyd#) po dobu 4 tyda
(do stdi rostlin 62 dii / 9 tydni). Byla vyhodnocena délka internodid) @ celkovy
relativni girastek internodiaAd). Celkovy relativni pirastek internodia byl vypstan
jako 4d = (d — dy)/dy, kded je délka internodia na koncidieni (ve sté 62 dni) ad; je
délka internodia na Zatku neieni (ve sté 37 dni, pro 7. a 8. internodium 48 dni, pro

9. internodium 51 dni).
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Obr. 2. Pokusna rostlina s vyzieaymi internodii.

4.5.STATISTICKE ANALYZY

Pro porovnani nasienych parameiru rostlin7B-1 a WT byl pouZit dvouvyérovy t-
test. Pro srovnani parametnantienych na stejném Iist(1. nebo 4. list) ve dvou
riznych terminech byl pouZzit dvouwsiiovy parovy t-test. Statistické analyzy byly
provadgny pomoci programu OriginPro 8.5.1 (OriginLab Cagimn, Northampton,
MA, USA).
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. GAZOMETRICKE PARAMETRY

Kdyz byl list adaptovany na tmu vystaven modrémgiilgyzaaly se otevirat @duchy
a rostla hodnot®y a E, az dosahly rovnovazného, ustaleného stavu (QbMa@tant
7B-1 v porovnani s WT vykazoval pomalejSiédem indukovany ndist g, Py aE do
ustaleného stavu u 1. lisPtydennich rostlin a 4. li&t9tydennich rostlin (Obr. 3, Tab.
1). Nafist Py aE do ustaleného stavu po vystaveni modrystlemn byl pomalejSii u 4.

listd 7tydennich rostlin (Obr. 3, Tab. 1).

Tab. 1.Cas dosazeni ustaleného stavu stomatalni vodivggti rchlosti fotosyntézyRy) a rychlosti
transpiraceE) u 1., 4. a 9. list 5-, 7- a 9tydennich rostlin WT7B-1.

5 tydri 7 tydni 9 tydni
1. list 1. list 4, list 4, list 9. list
Cas dosazeni ustaleného stgymin)

WT 36 + 6 39 £+ 3 38 + 7 34 + 3 35 + 4
7B-1 37 + 7 55 £ T7*+ 43 + 6 50 + 7* 39 = 8
Cas dosaZeni ustaleného st&g(min)

WT 28 + 11 27 + 4 21 + 2 24 + 4 21 £ 2
7B-1 34 + 7 49 + 6*+ 31 + 6% 37 £ 8* 24 + 9
Cas dosaZeni ustaleného st&/(min)

WT 34 + 4 39 + 3+ 37 £+ 3 33 + 1+ 32 £+ 2
7B-1 37 + 7 55 + O*+ 43 + 6% 48 + T7* 39 = 8

Uvedeny piméry = SD; n = 6-7; * signifikant& odlisné (P < 0,05) od odpovidajiciho listu WT, +
signifikantreé odliSné (P < 0,05) od stejného listu na stejnéiirméieného o dva tydnyite.

Hodnoty gs v ustaleném stavu byly u 1. lisZ7tydennich rostlin a u 4. list7- i
9tydennich rostlin mutant@B-1 niZSi nez u odpovidajicich KsWT rostlin (Obr. 4).
Podobné vysledky byly zji&hy i u saturanich hodnoPy aE (Obr. 4).

12
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Obr. 3. Reprezentativni indéki kiivky rychlosti fotosyntézyRy) 1. listi Stydennich rostlin4), 1.
lista (B) a 4. listi (C) 7tydennich rostlin a 4. li&t(D) a 9. listi (E) 9tydennich rostlin WT &B-1.
Sipky zn&i zapnuti modrého $tla, preruSovanéary oznauji ¢as dosaZeni ustaleného stavu.

Se zvysujicim se gtién 1. listh 7B-1 dochazelo ke zpomalovani fétugs, Py aE
do ustaleného stavu ve srovnani&enim provadném o dva tydnyidve (Tab. 1), tzn.,
Ze u 1. list 5tydennich rostlin7B-1 byl nangien rychlejSi narst g, Py a E do
ustaleného stavu nez u 1.iisttydennich rostlin. S vysSim &ta 1. i 4. list WT i 7B-1
rostlin dochézelo také ke snizovani satnfeh hodnogs, Py (pouze u 1. listdB-1) aE
(Obr. 4). Také rozdily ¢ase dosazeni ustaleného stavu i v satich hodnotach mezi
odpovidajicimi listy WT &B-1 rostlin se se stan listu zwtSovaly (Tab. 1, Obr. 4).

Prestoze rostlinyB-1 mély u 1. listi 7tydennich rostlin a 4. li&t9- a v rkterych
piipadech i 7tydennich rostlin pomalejSiisdrparamefr do saturace a nizSi hodnoty
téchto parametr v ustadleném stavu u stejnych idistu 1. listi 5tydennich a 9. lift
9tydennich rostlin nebyly Zadné rozdily ve fotogjiekych parametrech nalezeny.
Neda se tedy obeérvyvodit, Ze mutan?B-1 byl ve vSech parametrechéfanych na

vSech listech horSi nez WT rostliny.
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Obr. 4. Hodnoty stomatalni vodivostyg), rychlosti fotosyntézyRy), rychlosti transpiraceH) a efektivity vyuziti vody YWUE;)
v ustaleném stavu u 1. (L1), 4. (L4) a 9. (L9)iliSt, 7- a Otydennich rostlin WT#B-1. Cerné sloupce z&aWT, Srafovan&B-1;

jsou zobrazeny aritmetickétpméry + SD; n = 6-7; * signifikantré odli¥né (P < 0,05) od odpovidajiciho listu WTsignifikantrg
odlisné (P < 0,05) od stejného listu na stejné diravieného o dva tydnyitve.
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Namgtené rozdily na 1. a 4. listech starSich rostlin owhbyt zgisobeny zvySenym
obsahem endogenni ABA a sniZenou citlivosti rosfid-1 k modrému sétlu
(Bergougnoux et al. 2012; Fellner et al. 2001; ke=ll& Sawhney 2002; Hlavinka et al.
2013). Tato kombinace fakibrby nela vést ke snizené ot@nosti ptduchi na
modrém swtle, a tim i sniZzené rychlosti fotosyntézy. To akbylo zjiS¢éno u vSech
listt 7B-1 rostlin a neda se tedici, Ze mutan7B-1 mé& obec# nizSigs, Py aE.

NizSi gs a Py | pomalejSi narst €chto parametr do saturadnich hodnot u starSich
listt mutanta7B-1 mohou byt spojeny s rychlejSi ontogeneziiligB-1 v porovnani
s listy WT, protozZe rychlost oteviranitiluchi a tim i indukcePy se niize se starnutim
listu zpomalovat (Ogren & Sundin 1996). Catb), ktery se povazuje za ukazatel miry
listové senescence, se ale mezi listy WiBsl rostlin nelisil (Tab. 2). To znamena, ze
nizSi hodnoty fotosyntetickych parametu nékterych listt 7B-1 nebyly zmsobeny
niz8§im obsahem chlorofylu v listech a tyto rostlisg je® nedostaly do faze
senescence. Nicmé&ie zndmo, Z2gs, Py aE mohou klesat hem ontogeneze listu j&st
piedtim, nez z&e v listu klesat obsah chlorofylu (Majer & Hide@12; Xu et al.
1997).

Tab. 2. Obsah chlorofylu (Chatb)) u 1., 4. a 9. list 5-, 7- a 9tydennich rostlin WT7B-1.

5 tydri 7 tydri 9 tydri
1. list 1. list 4, list 4, list 9. list
Chl (at+b) (ug cm?)
WT 36+1 35+2 36 +2 35+4 44 + 4
7B-1 361 34+4 372 352 47 £ 3

Uvedeny péméry £+ SD; n = 6-7; * signifikantt odliSné (P < 0,05) od odpovidajiciho listu WT, +
signifikantré odliSné (P < 0,05) od stejného listu na stejnétirméieného o dva tydnyitre.

DalSim divodem nansienych rozdik ve fotosyntetickych parametrech meéB-1 a
WT maZze byt zvySeny obsah endogenni ABA v listedB-1. To je indikovano
zvySenouWUE; nantfenou u 4. list 7- i 9tydennich rostlin a u 9. list9tydennich
rostlin mutanta/B-1 (Obr. 4). Je znamo, 28UE; roste s rostoucim obsahem endogenni
ABA (Zhang et al. 2004), coz bylo potvrzeno i unggennich rostlin régte se
zvySenym obsahem ABA (Thompson et al. 2007). Av§ak, vyplyva z naSich
vyslediia, u 1. list 7B-1 a WT rostlin nebyl vyznamny rozdil v hodnota¥WJE;
nantien. To nmize byt vys¥tleno nizsi citlivosti mladych rostliiB-1 k endogenni
ABA, jak predpokladaji Fellner & Sawhney (2002). ProtoZze jémzo, Ze ABA
ovliviiuje kron® priduchi také nist stonku a vyvoj list, meéfili jsme rychlost fistu
stonku Ehem vyvoje7B-1 rostlin a porovnavali ji s WT rostlinami.
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5.2. RUST STONKU

Na zaéatku neteni (tj. ve std 37 dni) byla vSechna #end internodia (1.-6.JB-1
rostlin delSi nez internodia WT rostlin (Obr. 5).pvibéhu meeni rostliny7B-1 i WT
rostly a z¢tSoval se i péet jejich internodii. Bhem prvniho tydne #teni (tj. 41. a 44.
den (tzn. 5. tyden) stiarostliny) byla délka vSech &enych internodii (1.—6.YB-1
rostlin WtSi nez u WT rostlin (Obr. 5). 48. den (6. tydetdfigostlin byla opt vSechna
internodia 7B-1 rostlin kron¢ posledniho, osmého, delSi nez internodia WT rostli
(Obr. 5). Délka vSech internodii (1.-9.¢ifena 51. az 55. den (tj. 7. tyden)ist@stlin
byla u7B-1 rostlin WtSi nez u WT rostlin (Obr. 5). Ve staostlin 58 dni byla vSechna
internodia7B-1 rostlin krong 7. a 9. delSi neZz u WT rostlin (Obr. 5). Na komgeni
(62. den, 9. tyden gtiarostlin) bylo pouze 1.—4. internodiuB-1 rostlin delSi nez
piislusna internodia WT rostlin (Obr. 5). Celkovyatdlni prirastek internodia byl u 3.—

7. a 9. internodi@B-1 rostlin niz8i nez u stejnych internodii WT ros{{@br. 6).

44. den

37.den 41. den

40

Délka internodia (mm)

3 456 78

%
’
?
?
.

Internodium

7
?
?
2
?
2

9

Obr. 5: Délka jednotlivych internodii WT#B-1 rostlin ve sté 37, 41, 44, 48, 51, 55, 58 a 62 dbérné
sloupce pedstavuji WT rostliny, Srafovan#&B-1 rostliny; uvedeny pgméry + SD; n = 6-10; *
signifikantré odliSné hodnoty (P < 0,05).
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Obr. 6. Celkovy relativni ifristek A4d (%) jednotlivych internodii mezi 37. a 62. dnem
st&i rostlin. Cerné sloupce fedstavuji WT rostliny, $rafovangB-1 rostliny; uvedeny

praméry + SD; n = 5-10; * signifikantr® odliSné hodnoty (P < 0,05).

Z vysledk je patrné, Ze rostlinyB-1 me¢ly v ¢asné ontogenetické fazi rychlejgst
stonku nez WT rostliny a Ze na¢asku experimentu byl wehto rostlin ukoteny st
spodnich internodii (Obr. 3). Totke byt z@sobeno vysSim endogennim obsahem
ABA v hypokotylech 7B-1 a jejich sniZzenou de-etiolizaci na modrémétisv
(Bergougnoux et al. 2012; Fellner et al. 2001). AB®&Ze urychlovat dst stonku
zvySenim bu&ného turgoru a vodniho stavu nebo zvySenéinnosti signalni cesty
ABA (Thompson et al. 2007).

DalSim vys¥étlenim toho, Ze mutamB-1 rostl rychleji véasné ontogeneticke fazi a
se zvysujicim se dgiién rostlin se jehotist zpomaloval, rize byt jiZ zmhovana znina
citlivosti k ABA béhem ontogenetického vyvoje. Sharp et al. (2000yigjej Ze ABA u
mladych rostlin rajete miZze inhibovat #ist stonku, ale v pozgich vyvojovych fazich
muze tast stonku stimulovat. U rostlidB-1 byl ale pozorovan ogay jev. RychlejSi
rast hypokotyl a stonku mladych rostlifiB-1 mize byt zfisoben nizsi citlivosti rostlin
k ABA. Béhem vyvoje rostlin se citlivost k ABAgjmé zvySovala a rychlostastu
stonku se mohla KNi pomalejSi rychlosti fotosyntézy #apobené uzaviranim jmfuchi

pomoci ABA zpomalovat.
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ABA ovliviiuje kron® rastu rostlin také tvorbu etylenu, ktery ma vliv i nist
stonku (Fellner et al. 2005). Hypokotyl§B-1 maji zvySenou citlivost k etylenu a
snizenou jeho tvorbu (Fellner et al. 2005), cod)isge zminénym obsahem giberelin
a kombinaci ABA a etylenu, #e mit vliv na rychlost istu khem celého
ontogenetického vyvoje rostlin. Zj&té rozdily v rychlostiistu stonku mezvB-1 a
WT rostlinami v ptibéhu meieni mohly byt zvyrazimy snizenou tvorbou etylenu a
giberelini u 7B-1 rostlin a kombinaci &inku tchto rostlinnych hormahn K objasrini

téchto vztalt je ttreba dalSich studii.
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6. ZAVER

V této praci bylo zkoumano, jestli a jak se¢nh otevirani pkduchi a rychlost
fotosyntézy na modrém &le u spontanniho recesivniho mutantacetg 7B-1
s poruchou v signalni drdze modréheétiy Déle jsme zkoumali rychlostistu stonku
dosglych rostlin tohoto mutanta a srovnavali tyto paesiy s kontrolnimi rostlinami
rajcete kultivaru Rutgers (WT).

S rostoucim stém listt mutanta7B-1 dochazelo na modrém&le ke zpomalovani
rychlosti otevirani prduchi a nafistuPy aE do ustaleného stavu a ke snizovani hodnot
téchto paramefr v ustaleném stavu ve srovnani s odpovidajicinty ST rostlin. To
muze byt zgisobeno rychlejSi ontogenezi rosthiB-1, coz by potvrzoval i rychlejsiist
stonku7B-1 rostlin vcasné ontogenetické fazi. AvSak Chkp) se ve starSich listech
v porovnani slisty WT nesniZoval, jak bychoniekévali. Hlavnim dvodem pro
nalezené rozdily ve fotosyntetickych parametreghP, E) mezi7B-1 a WT rostlinami
muze byt zvySeny obsah endogenni ABA v list&@il rostlin a jejich nizsi citlivost
k modrému s#tlu. ABA stimuluje uzavirani giduchi, a tim sniZujePy, coz miZze byt
pri¢cinou nizSich hodnot tohoto parametru u 1. a 4u li@-1. VyssSi hodnotyWUE;
nameérené u 4. a 9. li§t7B-1 tuto hypotézu podporuji. Na druhou stranu, mlaosiliny
mutanta7B-1 mohou byt méa citlivé k endogenni ABA, coZ @iZze byt gicinou toho,
Zegs, Pn aWUE; u 1. listt mladSich rostlin dosahovaly u mutai@@:1 i u kontrolnich
rostlin podobnych hodnot.

VySSi obsah endogenni ABA a porucha v reakci narénedtlo u mutanta7B-1
muze mit také vliv natist stonku rostlin. Rychlejstist stonku rostlin mutantadasné
ontogenetické fazi f¥e byt zgsoben snizenou de-etiolizaci na modrénitlsva
snizenou citlivosti rostlin k ABA, i kdyZ hladinm@ogenni ABA mohla byt vy3Si nez u
WT rostlin. V piibéhu ontogenetického vyvoje rostlin se citlivost nmiiak ABA
mohla zvySovat a rychlostustu stonku v dsledku nizSi rychlosti fotosyntézy
zpomalovat. Nartené zmény v rychlosti fistu stonku rostlin #hem ontogenetického
vyvoje 7B-1 rostlin mohly byt také zjsobeny zvySenou citlivosti rostlin k etylenu a
jeho snizenym endogennim obsahem a také kombihagiABA, etylenu a giberelith
na rast €chto rostlin.

Z vysledia vyplyva, Ze rozdily mezi mutantem ¢aje 7B-1 a WT rostlinami
v reakci studovanych paramietse v ptibéhu ontogeneze rostlin dnily. Tyto zmény
jsou nejspisSe Zsobeny vysSim obsahem endogenni ABA a nizsi ci#tivmstlin7B-1
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k ABA v ¢asné ontogenetické fazi vyvoje. deba dalSich studii mutani®-1 k urceni
poruchy v signélni draze modrého¢sa a k objaséni souvislosti této poruchy s
obsahem ABA u dosiych rostlin a jejich vlivu na chovani mutéantiednou z moznosti
je studium exprese recepiopro ABA (skupiny PYL/PYR) v zavislosti na kvalit
swtla.

Tato studie fispiva k objaséni chovani dosflych rostlin mutant rajcete 7B-1,
které vykazuji poruchu v signalni draze modréhétlava maji zminény obsah
rostlinnych hormofi, na modrém sitle. Modré s¥tlo a ABA maji opé&ny vliv na
otevirani piiduchi a studiem vlivu &chto dvou faktak pomoci mutarit, ktefi jsou
témito faktory ovlivreéni, mizeme Iépe vyhodnotit tento vztah a jeho vliv nasdal

funkce v rostlis.
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